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OZET
Genglikte ortaya c¢ikan eriskin tip diyabet (MODY) 6n tamsi ile izlenen hastalarda

hedeflenmis gen yeni nesil dizi analiz yontemi sonu¢larinin incelenmesi
Diabetes Mellitus (DM), kandaki glukoz diizeyinin ¢esitli nedenlerle normal araligin
izerine ¢iktig1 kronik bir hastaliktir. Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM), Tip 1 Diabetes
Mellitus (T1DM) ve Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM) en fazla goriilen diyabet
formlaridir. Genglikte Ortaya Cikan Eriskin Tip Diyabet [Maturity Onset Diabetes of the
Young (MODY)] tiim diyabet vakalarinin %1-2'sini olusturmaktadir. MODY, genetik
olarak heterojen bir hastaliktir ve molekiiler tanisinin koyulabilmesi i¢in yeni nesil DNA
dizileme teknolojisi ile hastalik etkeni olabilecek tiim genlerin panel seklinde analiz
edilmesi en uygun yaklagimdir. Bu ¢alismada, MODY fenotipine yol actig1 bilinen, ayrica
pankreas gelisimi ve fonksiyonu ile iligkili toplam 23 gen igeren panel kullanildi. Bu
caligma, bildigimiz kadariyla Tiirkiye'de eriskin MODY hasta grubunda yapilmis ilk
hedeflenmis gen paneli ¢alismasidir. Calismaya, klinik olarak MODY 6n tanist ile takip
edilen 50 eriskin hasta dahil edildi. Hastalarin soyagaclar ¢izildi, klinik ve laboratuvar
parametreleri kaydedildi. Yapilan molekiiler analiz sonucunda 50 hastanin 30'unda (%60)
hastalik etkeni olabilecek en az bir varyant tespit edildi. Varyant tespit edilen ve
edilmeyen gruplar arasinda laboratuvar bulgular1 agisindan istatistiksel anlamli bir fark
bulunmadi. Tespit edilen 41 varyant 18 farkli gene dagilmis olarak bulundu. Panelde
bulunan GLUDI1, KCNJ11, NEURODI, NEUROG3 ve PAX4 genlerinde herhangi bir
varyant tespit edilmedi. Missense varyantlarin patojenitesinin degerlendirilebilmesi i¢in
15 farkli biyoinformatik aracin skorlar1 kombine edilerek yeni bir varyant
onceliklendirme yontemi olusturuldu. 15 biyoinformatik aracin her biri i¢in belirlenen
patojenite esik degerine ulasan missense varyantlar 1 ulasamayanlar 0 olarak puanlandi.
HNF1A, BLK, GCK, HNF4A, PDXI1, G6PC2, HADH, GLIS3, RFX6, ABCCS, INS ve
SLC16A1 genlerinden en az 1 varyant biyoinformatik skorlama sisteminden 8 puan
(median tiizeri deger) ve lizerinde ald1 ve bu varyantlar segregasyon ve fonksiyonel
caligmalar i¢in aday olarak degerlendirildi. Ayrica, varyant tespit edilemeyen olgularda
hastalik etkeni olabilecek baska genlerin varliginin arastirilmasi maksadiyla ileri
caligmalarin yapilmasi gerektigi degerlendirildi.

Anahtar kelimeler: MODY, Monogenik Diyabet, Hedeflenmis Gen Dizi Analizi,
Tiirkiye

Xii



ABSTRACT

Investigation of next generation targeted gene sequencing analysis results of the
patients monitored with Maturity Onset Diabetes of the Young

Diabetes Mellitus (DM) is a chronic disease in which the blood glucose levels exceed
normal ranges due to different reasons. The most common forms of diabetes are Type 2
Diabetes Mellitus (T2DM), Type 1 Diabetes Mellitus (T1DM) and Gestational Diabetes
Mellitus (GDM). Maturity Onset Diabetes of the Young (MODY) is a genetically
heterogeneous disorder that accounts for the 1-2% of all diabetes cases. Targeted next
generation sequencing method is the most suitable approach to do molecular analysis of
multiple genes simultaneously. In this study, 23-gene panel including pancreas
development and function associated genes and known causal MODY genes was used.
To our knowledge, this is the first targeted gene panel sequencing study in the adult
MODY patients in Turkey. Fifty adult patients who clinically followed by MODY pre-
diagnosis were included in the study. Patient pedigrees were drawn, clinical and
laboratory parameters were recorded. As a result of the molecular analysis, at least one
likely disease-causing variant was detected in 30 out of 50 patients (60%). There was no
statistical difference between the variant positive and the variant negative groups in terms
of laboratory findings. The identified 41 variants were found to be distributed among 18
different genes. No variants were identified in the GLUDI1, KCNJ11, NEURODI,
NEUROGS3 and PAX4 genes. In order to be able to evaluate pathogenicity of missense
variants, a new method was developed by combining the scores of 15 bioinformatics
tools. While the missense variants which reach the pathogenicity threshold determined
for each of 15 bioinformatic tools were scored as 1, the ones which cannot reach were
scored as 0. At least 1 variant of the HNF1A, BLK, GCK, HNF4A, PDX1, G6PC2,
HADH, GLIS3, RFX6, ABCCS, INS and SLC16A1 genes took 8 or more points (above
median value) from the bioinformatics scoring system and these variants were evaluated
as candidates for segregation and functional studies. Also, it was concluded that further
studies should be carried out to investigate to presence of candidate genes which may be

cause of the disease in variant negative cases.

Keywords: MODY, Monogenic Diabetes, Targeted Gene Sequencing, Turkey

Xiii



1. GIRIS ve AMAC

Diabetes Mellitus (DM), kandaki glukoz diizeyinin c¢esitli nedenlerle istenilen
diizeyin iizerine ¢iktig1 kronik bir hastaliktir. Diyabet global bir sorundur. Epidemik bir
klinik durum haline gelen diyabet ve komplikasyonlar1 diinyada sagligi etkileyen en
biiylik problemlerden biridir. Uluslararast Diyabet Federasyonu [International Diabetes
Federation (IDF)] 2017 yili verilerine gore, diinya genelinde diyabet prevalanst %8.8
olarak tespit edilmistir. 20-79 yas araligindaki bireyler arasinda 425 milyon diyabet
hastas1 oldugu tahmin edilmektedir. Ayn1 yas grubunda diyabete bagli 6liim sayis1 4
milyon olarak bildirilmistir. 2045 yilinda diinya genelinde her 10 kisiden 1'inin diyabet
hastasi olacagi tahmin edilmektedir (1).

Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM), Tip 1 Diabetes Mellitus (T1DM) ve Gestasyonel
Diabetes Mellitus (GDM) en fazla goriilen diyabet formlaridir. Bunun yaninda tiim
diyabet vakalarinin az bir kismini olusturan spesifik diyabet formlar1 da mevcuttur (2).
Diyabet hastalarinin %90'dan fazlasina T2DM tanist koyulmaktadir (3,4). T2DM
prevalansinin bu kadar yiiksek olmasinin en biiyiik nedenleri; obezite, sedanter yasam ve
enerji igerigi yiiksek gidalarla beslenme aligkanlig1 gibi ¢evresel etmenlerdir (5). TIDM,
genetik predispozisyonu olan bireylerde otoimmiin pankreatik beta hiicre yikimi
nedeniyle ortaya c¢ikan, hastalarin ¢ok ciddi insiilin ihtiyacinin oldugu bir klinik
durumdur. Her yasta ortaya c¢ikabilse de ¢ocukluk ve addlesan donem hastaligi olarak
bilinir. 20 yas altinda diyabet tanis1 koyulan bireylerin %85'ini T1DM olusturur (6). Bir
diger diyabet alt tipi, ilk defa gebelik esnasinda ortaya ¢ikan, glukoz intoleransinin oldugu
GDM'dir. Popiilasyonlara gére GDM prevalansi farklilik gosterse de ortalama prevalansi
yaklasik %2'dir (7,8).

Tim diyabet vakalarinin %1-5'ini Monogenik Diyabet (MD) olusturur (9-12).
Diyabet bulgulari dogumdan sonra 6 ay i¢inde ortaya ¢ikarsa Neonatal Diabetes Mellitus
(NDM) adini alir. NDM, genetik olarak heterojen bir hastalik grubunu olusturur (13).

Bir diger monogenik diyabet alt tipi ise Genglikte Ortaya Cikan Erigkin Tip
Diyabet [Maturity Onset Diabetes of the Young (MODY)] olup, tiim diyabet vakalarinin
%1-2'sini olusturdugu tahmin edilmektedir (14). MODY, pankreas beta hiicre islevinde
fonksiyon bozuklugu sonucu olusan, otozomal dominant kalitim gdsteren monogenik

diyabet tipi olarak tanimlanmaktadir. MODY, genetik ve klinik agidan heterojen



ozellikler gosteren bir hastalik grubudur ve MODY hastalari siklikla TIDM veya T2DM
seklinde yanlis tani ile takip edilmektedir (14). Online Mendelian Inheritance in Man
(OMIM) veri tabaninda MODY fenotipine neden olan su ana kadar 13 farkli gen
bildirilmistir.

[lk 3 MODY fenotipine yol acan HNF4A, GCK ve HNFIA genlerinin
mutasyonlarina toplumda digerlerine gore daha sik oranda rastlanmaktadir (15,16).
Molekiiler olarak MODY tanisinin konulmasi ve alt tipininin belirlenmesi hastalarin
tedavi yontemlerini énemli oranda degistirmektedir. Ozellikle GCK-MODY tanist
alanlarin gebeliklerinde diyabet (GDM) gelisme riski arttig1 bildirilmistir ve dncesinde
tan1 almasi halinde gebelikte fetiisii etkileyebilecek komplikasyonlarin 6niine gegmek
miimkiin olabilmektedir (17). Ayn1 sekilde HNF1A veya HNF4A geni mutasyonuna bagh
ortaya ¢ikan diyabet vakalarinda gereksiz insiilin kullanim1 yerine hastalarin siilfoniliire
tedavisine iyi yanit verdikleri gosterilmistir (18).

Yeni nesil DNA dizileme (Next Generation Sequencing- NGS) teknolojisinin
yayginlasmasindan dnce MODY molekiiler tanisi ancak sik goriilen genlerin Sanger
DNA dizileme yontemiyle tek tek taranmasi ile miimkiin olmaktaydi. Fakat MODY
oldukca heterojen bir grubu olusturmakta ve hastaliktan sorumlu c¢ok sayida gen
bulunmakta oldugu ic¢in bu yontemle tani oranlar1 ¢ok diisiik kalmaktaydi. Giiniimiizde
NGS teknolojisinin yaygin olarak kullanilmaya baslamasityla gen panelleri olugturularak
MODY fenotipine yol acan tiim genlerin molekiiler analizi daha hizli ve daha ucuz
sekilde yapilabilmektedir (19-21). Klinik ve genetik bulgularinin heterojen olmasindan
dolay1 siklikla yanlis tan1 alan ve yanlis tedavi uygulanan bu hasta grubunda molekiiler
taninin koyulmasi hem hasta birey hem de diger aile bireyleri i¢in 6nem arz etmektedir.

Bu tezin amaci, erken yasta diyabet tanisi alan, major diyabet tiplerine uymayan
ve bu nedenle MODY 0On tanisi ile izlenen hastalarda, MODY molekiiler tanisinin
koyulabilmesi ve genotip-fenotip iliskisinin kurulabilmesidir. Calismada, yeni nesil
DNA dizileme yontemi kullanilarak molekiiler ¢alismasi yapilan 23 genin varyantlar
biyoinformatik araglar kullanilarak degerlendirilmis ve hastalik yapici varyantlar ortaya

koyulmustur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. DIABETES MELLITUS
2.1.1. Diabetes Mellitus Tanimi

Diabetes mellitus, insiilin sekresyonunda ve/veya insiilin etkisindeki yetersizlik
sonucunda ortaya cikan, kanda hiperglisemi varligi ile karakterize, tiim metabolik
siiregleri etkileyen kronik seyirli bir hastaliktir. Insiilin hormonu, viicutta pankreas beta
adacik hiicreleri tarafindan iretilir ve kandaki glukozun enerjiye doniismek iizere
hiicrelere tasinmasini saglar. Insiilin hormonunun viicutta yeterli miktarda iiretilmemesi
veya hiicrelerin var olan insiiline uygun cevabi verememesi durumunda diyabetin en
onemli belirteci olan hiperglisemi ortaya ¢ikar. Hiperglisemi tedavi edilmemesi halinde
uzun donemde bir takim organlarda hayat1 tehlikeye atacak komplikasyonlara yol agar.
En sik goriilen komplikasyonlar kardiyovaskiiler hastaliklar, ndropati, nefropati ve
retinopati'dir. Bununla birlikte hipergliseminin tedavi edilmesi durumunda bu
komplikasyonlar 6nemli oranda geciktirilecek veya tamamen 6nlenecektir.

Diabetes Mellitus tanisinin yaninda, bozulmus glukoz toleransi ve bozulmus aglik
glukozu seklinde iki tanimlama daha vardir. Bu iki tanimlama, kandaki glukoz
yiiksekliginin heniiz DM tanisi icin yeterli diizeyde olmadig1 fakat normal degerlerin
iizerinde oldugu pencere donemlerini ifade eder (1).

2.1.2. Diabetes Mellitus Epidemiyolojisi

Diabetes Mellitus, gelismis ve gelismekte olan {ilkelerin karsilastigi en biiyiik
saglik problemlerinden biri haline gelmistir. En biiyiik DM grubunu olusturan T2DM
hastalar1 son 20 yilda iki katindan fazla artmistir (22). Son yayinlanan ve Tablo 1'de
ayrintilart verilen Uluslararasi Diyabet Federasyonu atlasi verilerine gore, 2017 yilinda
diinyada 425 milyon DM hastasi1 vardir ve 2045 yilinda bu sayinin %48 artigla 629 milyon
olacagi tahmin edilmektedir (1). Ayni atlasin verilerine gore, yas araliklarina
bakildiginda, 20-64 yas araliginda 327 milyon, 65-79 yas araliginda 98 milyon DM
hastas1 vardir. Cinsiyete gore bakilacak olursa, 221 milyon erkek, 203 milyon kadin hasta
oldugu tahmin edilmektedir. Avrupa kitasinda 2017 yilinda 58 milyon DM hastas1 vardir
ve bu say1 2045 yilinda 67 milyon olacaktir.



Tablo 1:Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF) Atlas1 2017 Tahminleri (2017-2045 y1li)(1)

2017 2045
Toplam Diinya Nifusu 7.5 milyar 9.5 milyar
Erigkin Niifus (20-79 aralig1) 4.84 milyar 6.37 milyar
Diyabet Tahminleri
Prevalans (20-79 yas) (%) 8.8 (7.2-11.3) 9.9 (7.5-12.7)
424.9 milyon 628.6 milyon
DM tanth vaka sayist (20-79 yas) (346.4-545.4 Zﬁlyon) (477-808.7 ni]ilyon)
Diyabete bagh 6lim sayis1 (20-79 yas) 4.0 (3.2-5.0) milyon -
Diyabete bagh saglik harcamalar 727 milyar dolar 776 milyar dolar
Gebelikte Hiperglisemi(20-49 aralig)
Etkilenen canli dogumlarin orani (%) 16,2 -
Etkilenen canli dogumlarin sayist 21,3 milyon
Bozulmus Glukoz Tolerans1 (IGT)
Tahminleri
Prevalans (20-79 yas) (%) 7.3 (4.8-11.9) 8.3 (5.6-13.9)
352.1 milyon 531.6 milyon

IGT tanil1 vaka sayis1 (20-79 yas) (233 -577 milyon) (353-883 milyon)

Tip1DM (0-19 yas)
Tipl DM tanili gocuk ve yetiskin sayist 1,106,500 -
Yillik insidans 132,600 -

20-79 yas aras1 eriskin popiilasyonda 2017 yilinda diyabet prevalansi %8.8 iken,
2045 yilinda %9.9 olacagi tahmin edilmektedir. 20-79 yas aras1 erigkin popiilasyonda
diyabete bagli 6liim say1s1 2017 y1l1 i¢in 4 milyon olarak hesaplanmistir. Ayn1 popiilasyon
icin diinyadaki tiim Oliimlerin yaklasik %10'u diyabete bagli ger¢eklesmektedir. Ayni
grup eriskinlerde bozulmus glukoz toleransi oranmnin %7.3 (352 milyon) oldugu tahmin
edilmektedir. 20-49 aras1 popiilasyonda canli dogan gebeliklerde hiperglisemi orant
%16.2 (21.3 milyon) olarak tahmin edilmistir.

Yiiksek gelire sahip tilkelerde tiim diyabet vakalarmin %87-91'i T2DM, %7-12'si
T1DM ve %1-3"i diger tip diyabet hastalarindan olugsmaktadir (1). Orta ve diisiik gelir
diizeyine sahip iilkelerde prevalans hesaplayabilmek icin yeterli sayida ¢alisma heniiz
bulunmamaktadir.

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu 2017 verisine gore Tiirkiye'nin 2045 yilinda
11.2 milyon diyabet hastasi ile en fazla diyabet hastasi bulunan 10. diinya iilkesi haline
gelecegi tahmin edilmektedir.

Diabetes Mellitus tanisinin erken koyulmasi ve tedavi baglanmast uzun dénem

komplikasyonlarin énlenmesi agisindan ¢ok onemlidir. Diinya genelinde tani almamis



vaka sayisinin 212 milyon civarinda oldugu tahmin edilmektedir. Bolgesel olarak
bakildiginda en fazla tan1 almamis vakanin, Bati-Pasifik iilkelerinde oldugu gozlenirken
(86 milyon), Avrupa kitasi i¢in tan1 almamis vaka sayisinin 22 milyon oldugu tahmin
edilmektedir.

Tiirkiye verilerine bakildiginda 1997-1998 yillarinda 24,788 kisi iizerinde yapilan
Tiirkiye Diyabet Epidemiyoloji Calismasi (TURDEP)’e gore, 20-80 yas grubunda
diyabet sikl1g1 % 7.2, bozulmus glukoz toleransi ise % 6.7 bulunmustur (23).

TURDEP-II ¢alismasinda ise iilke genelinde 20 yas {lizerinde 26.499 kisi
incelenmis ve Tip 2 DM sikliginin gegen yillarda dnemli derecede arttig1 ve %13,7'ye
ulastig1 goriilmiistiir (24).

Yukarida verilen tiim veriler birlestirildiginde, diyabet insidansinin, niifus artist,
yasam tarzi degisiklikleri, obezite ve altta yatan genetik faktorler sonucu giderek artmakta
oldugu degerlendirilmektedir.

2.1.3. Diabetes Mellitus'un Semptomlari ve Tam Kriterleri

Diabetes Mellitus semptomlari, klasik ve daha az goriilen semptomlar olarak ikiye
ayrilir. Klasik semptomlari; poliiiri, polidipsi, polifaji veya istahsizlik, halsizlik, cabuk
yorulma, agiz kurulugu, noktiiri iken, daha az goriilen semptomlari ise; bulanik gérme,
aciklanamayan kilo kaybi, tekrarlayan mantar enfeksiyonlar1 ve kasintidir (25).

Diyabet ve glukoz metabolizmasinin diger bozukluklari i¢in giincel tani kriterleri
Tablo 2’de 6zetlenmistir. Bu kriterlere gore, diyabet tanisi, belirtilen dort yontemden
herhangi birisi ile koyulabilir. DM tanisi i¢in bu kriterlerden bir tanesinin olmasi
yeterlidir. Siipheli durumlarda taninin bagka bir zamanda dogrulanmasi gerekir. Eger
baslangigta iki farkli test yapilmig ve test sonuglar1 uyumsuz ise, sonucu esik degerin
istlinde ¢ikan test tekrarlanmali ve sonug¢ yine diyabet ile uyumlu ise kesin tani
konulmalidir.

Tan i¢in 75 g glukoz ile standart oral glukoz tolerans testi (OGTT) yapilmast,
aclik plazma glukoz (APG)’ye gore daha sensitif ve spesifik olmakla birlikte, bu testin
ayni kiside giinden giine degiskenliginin fazla olmasi ve maliyetli olmasi rutin
kullanimini gii¢lestirmektedir. Diger taraftan, APG’nin daha kolay uygulanabilmesi ve

ucuz olmasi klinik pratikte kullanimini artirmaktadir (25).



Tablo 2: DM ve glukoz metabolizmasinin diger bozukluklarinda tani kriterleri (25)

iZOle . Sede s
Asikar DM" .. Izole IGT IFG +1IGT Pre-DM
IFG
APG 100-125 <100 100-125 100-125
>126 mg/dl
(=8 st achikta) mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl
OGTT 2. st PG <140  140-199  140-199 140-199
>200 mg/dl
(75 g glukoz) mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl
>200 mg/dl + Diyabet
Rastgele PG - - - -
semptomlart
%35.7-6.4(39-
>%6.5

sk

HbAlc - - - 46
(>48 mmol/mol)
mmol/mol)

*Glisemi vendz plazmada glukoz oksidaz yontemi ile 'mg/dl' olarak &lgiiliir. 'Asikar DM’ tamis1 i¢in dért tam
kriterinden herhangi birisi yeterli iken 'Izole IFG', 'Izole IGT' ve 'IFG + IGT"' igin her iki kriterin bulunmasi
sarttir. 2006 yili WHO/IDF Raporunda normal APG kesim noktasinin 110 mg/dl ve IFG 110-125 mg/dl

skokskok

olarak korunmasi benimsenmistir. “*“Standardize metotlarla dl¢iilmelidir. “**3 dl¢iimden herhangi bir gruba

girmek diyabet gelisim riskinin yiiksek oldugunu gosterir.

Glikozillenmis hemoglobin Alc (HbAlc) uzun yillar standardizasyonunun
saglanamamig olmasi nedeniyle tani araci olarak kullanilamasa da son yillarda
laboratuvarlarda 6l¢iim yonteminin yiiksek performansh likid kromatografi (HPLC)
yontemine gore kalibre edilmesi sonucu arttk HbAlc DM tami araci olarak kabul
edilmektedir.

Ulusal (Tiirkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrin Hastaliklar
Prevalans Calismasi: TURDEP-II) (24) ve uluslararasi toplumsal bazli calismalar,
HbAlc’ye gore diyabet tanis1 alan kisilerin, APG veya OGTT ile tan alan kisilere gore,
metabolik agidan (kilo, bel g¢evresi, lipid ve kan basinci yoniinden) daha olumsuz
durumda olduklarim gostermistir. TURDEP-II ¢alismasinda, HbAlc’ye gore 'Diyabet
Riski Yiiksek' (HbAlc: %5.7-6.4) kategorisinde tanimlanmis grubun metabolik risk
profili, 'Kombine Glukoz Tolerans Bozuklugu' (IFG + IGT) saptanmis grubun risk
profiline yakin 6l¢iide bozulmus olarak bulunmustur. Bu bulgular tanida standardize

edilmis HbA1ckullaniminin ne kadar degerli olabilecegini gostermektedir (25).



2.1.4. Diabetes Mellitus Siniflandirma

Diyabet siniflamasinda dort klinik tip yer almaktadir. Bunlardan {igii (T1DM,
T2DM ve GDM) primer diyabet tiplerini olustururken, digerleri (spesifik tipler) ise
sekonder diyabet tiplerini olusturmaktadir (25).

Diabetes Mellitus'un etiyolojik siniflamasi Tablo 3'de 6zetlenmistir.

2.2. INSULIN HORMONU FiZYOLOJiSI

ATP-duyarl1 potasyum kanallar1 vasitasiyla glukoz uyarimima bagli insiilin
sekresyonu gerceklesir. Pankreasin  hiicrelerinde glukoz hiicre disindan (ekstraseliiler
bolge) sitoplazmaya glukoz transporterlar (GLUT2) yardimiyla aktarilir. Ardindan
glukoz, Glukokinaz (GCK) enzimi ile fosforile edilir. Glukokinaz enzimi hiicre i¢indeki
fizyolojik sinirlardaki glukoz miktari ile sature olmaz ve son tirtinii olan Glukoz-6-fosfat
ile inhibe edilmez. Bu 0Ozelliginden dolay1 beta hiicrelerinin glukoz sensorii olarak
adlandirilmaktadir. Bu siirecin ardindan Glukoz-6-fosfat glikoliz, krebs siklusu ve
oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP iiretmek amaciyla metabolize olur. Pankreas beta
hiicreleri i¢inde artmig ATP/ADP oran1 ATP-duyarl potasyum kanallarinin kapanmasini
saglar. Bu kanallarin kapanmasi, hiicre membraninin depolarizasyonuna ve voltaj duyarl
kalsiyum kanallarinin agilmasina neden olur. Sonug¢ olarak hiicre i¢ine kalsiyum
iyonlarinin akist insiilin igeren graniillerin hiicre membranina go¢ edip insiilin
sekresyonuna yol acar (26).

Insiilin prohormonu, insiilin ve C-peptit (Connecting peptide) olmak iizere
parcalanir. C-peptit ve insiilin birlikte ve esit miktarda sekratuar graniillerden salgilanir.
Uzun bir siire C-peptit'in insiilin gibi fizyolojik bir rolii olmadig1 diigiiniilmiistiir fakat son
yillarda biyolojik aktivitesinin oldugu ve tedavide kullanilabilecegi tartisilmaktadir (27).
C-peptit rutinde pankreatik beta hiicrelerinin aktivitesini gosteren biyomarker olarak

kullanilmaktadir.



Tablo 3: Diabetes Mellitus'un etiyolojik siniflamasi (25)

I. TIDM (Genellikle mutlak insiilin noksanligina sebep olan pankreas beta hiicre yikim1 vardir)

A. Immun aracilikli B. Idiyopatik

I1. T2DM (insiilin direnci zemininde, ilerleyici insiilin sekresyon defekti ile karakterizedir)

III. GDM (Gebelik sirasinda ortaya ¢ikar ve genellikle dogumla birlikte diizelen diizelir)

IV. Diger spesifik diyabet tipleri

A. Beta-hiicre fonksiyonunun genetik defekti

(monogenik diyabet formlar)

e 20. Kromozom, HNF4A (MODY1)
7. Kromozom, GCK (MODY2)
12. Kromozom, HNF1A (MODY?3)

17. Kromozom, HNF1B (MODY)

2. Kromozom, KLF11 (MODY7)
9. Kromozom, CEL (MODY8)
7. Kromozom, PAX4 (MODY9)
11. Kromozom, INS (MODY10)
8. Kromozom, BLK (MODY11)
Mitokondriyal DM (mtDM)

Digerleri

B. Insiilinin etkisindeki genetik defektler
Leprechaunism

Lipoatrofik diyabet

Rabson-Mendenhall sendromu

Tip A insiilin direnci

Digerleri

C. Pankreasin ekzokrin doku hastahklari
Fibrokalkuldz pankreatopati
Hemokromatoz

Kistik fibroz

Neoplazi

Pankreatit

Travma/pankreatektomi

Digerleri

D. Endokrinopatiler
Akromegali
Aldosteronoma
Cushing sendromu
Feokromositoma
Glukagonoma
Hipertiroidi
Somatostatinoma
Digerleri

13. Kromozom, IPF1 (PDX1) (MODY4)

2. Kromozom, NEUROD1 (MODY6)

11. Kromozom, NDM (ABCC8, KCNIJ11)

E. Ila¢ veya kimyasal ajanlar
Atipik anti-psikotikler
Anti-viral ilaglar

b-adrenerjik agonistler
Diazoksid

Fenitoin

Glukokortikoidler

a -Interferon

Nikotinik asit

Pentamidin

Proteaz inhibitorleri

Tiyazid grubu ditiretikler
Tiroid hormonu

Vacor

Statinler

Digerleri (Transplant rejeksiyonunu
onlemek icin kullanilan ilaglar)

F. Immun aracilikh nadir diyabet formlari
Anti inslilin-reseptor antikorlari

“Stiff-man” sendromu

Digerleri

G. Diyabetle iliskili genetik sendromlar
Alstrom sendromu

Down sendromu

Friedreich tipi ataksi

Huntington korea

Klinefelter sendromu
Laurence-Moon-Biedl sendromu
Miyotonik distrofi

Porfiria

Prader-Willi sendromu

Turner sendromu

Wolfram (DIDMOAD) sendromu
Digerleri

H. Enfekiyonlar

Konjenital rubella
Sitomegalovirus

Koksaki B

Digerleri (adenovirus, kabakulak)




2.3. TIP 1 DIABETES MELLITUS

Diyabetin bu formu, "Insiilin-Bagimli DM" veya "Juvenil baslangicli DM" olarak
adlandirilan ve toplam diyabet vakalarinin %5-10'unu olusturan tipidir.

Tip 1 Diabetes Mellitus, genetik yatkinligi olan bireylerde, pankreatik 3
hiicrelerinin otoimmiin veya ¢evresel etkilenme ile yikimi sonucu olusan ciddi insiilin
yetmezligi olan ve insiilin tedavisine gereksinim duyan bir klinik durumdur. TIDM her
yasta ortaya cikabilse de tipik olarak ¢ocukluk ve genc¢lik donemi hastaligidir. Tablo 3'de
belirtildigi gibi 2 tipi vardir, hastalarin %901 TiplA (otoimmiin tip), %10'u TiplB
(idiyopatik)'tir. Hastalik kendini ilk defa ketoasidosiz seklinde gosterebilir. Pankreas beta
hiicre yikimi ¢ocuklarda daha hizli olurken eriskinlerde daha yavastir. Hastalarin bir
kisminda sadece hiperglisemi goriiliirken stres veya enfeksiyon gibi tetikleyici etmenler
sonucu agir hiperglisemi ve/veya ketoasidosiz ortaya c¢ikar. Cocuklarin aksine
eriskinlerin pankreas beta hiicre rezervinin fazla olmasi yillarca ketoasidoz gelismesini
Onleyebilir ama sonugta insiiline bagimli hale gelirler. Hastalifin son asamasinda
hastalarda ¢ok az veya hi¢ insiilin iiretimi olmaz ve bu nedenle kanda C-peptit tespit
edilemez (28).

20 yas altinda diyabet ortaya ¢ikan bireylerin %85'1 TIDM'dir (6). Yasla birlikte
T2DM prevalansi oldukga arttig1 icin 30 yas iistiinde T1DM tanisinin konulmasi zordur.
Adacik hiicre antikoru (ICA), insiilin otoantikorlar1 (IAA), anti-glutamat dekarboksilaz
antikoru (anti-GAD), anti-tirozin fosfataz antikorlar1 (IA-2 ve [A-2p) ve ZnT8 tani igin
kullanilan otoantikorlardir (29).

Tip 1 diyabet tanis1 yukarida belirtilen otoimmiin belirteglerin biri veya daha
fazlas1 varsa koyulabilir. T1DM, poligenik bir kalitima sahiptir ve iligkili nadir veya sik
goriilen varyantlarin etki boyutu diger kompleks hastaliklarin aksine Tip 1 diyabet
gelisimi agisindan yiiksektir (30). Su ana kadar yapilan ¢aligsmalarda, T1DM'ye yatkinlik
olusturan 50'den fazla genomik lokus tespit edilmistir (31). TIDM, DQA ve DQB gibi
HLA genleri ile gii¢lii bir iliskiye sahiptir. Bu HLA-DR/DQ allelleri hastalik i¢in
yatkinlik olusturabilecegi gibi koruyucu da olabilmektedir.

2.4. TIP 2 DIABETES MELLITUS
Tip 2 Diabetes Mellitus, eskiden bilinen adlariyla "Insiilinden-bagimsiz diyabet"
veya "Eriskin baslangicli diyabet" tiim diyabet vakalarinin %90-95'ini olusturur.



Diyabetin bu formuna sahip olan bireylerde degisken oranlarda insiilin yetmezligi ve
periferik dokularda insiilin direnci vardir (32). Bu bireylerin biiyiikk cogunlugunda en
azindan tedavinin baginda ekzojen insiilin takviyesine ihtiya¢ duyulmamaktadir.

Tip 2 Diabetes Mellitus olusumuna yol agabilecek ¢ok sayida etyolojik faktor
vardir. Bu faktorlerin basinda obezite gelmektedir. T2DM tanili bireylerin hepsinde
olmasa da ¢cogunlugunda asir1 kilo problemi bulunmaktadir. Asir1 kilo tek basina instilin
direncinden belli oranda sorumlu tutulmaktadir. Insiilin direnci, zayiflama ve bazi
farmakolojik tedavilerle hafifletilebilmektedir. Obez olmayan hastalarda ise abdominal
bolgede yogunlagmis, artmis viicut yag orani bulunabilmektedir.

Tip 2 Diabetes Mellitus semptomlar1 hastaligin erken donemlerinde ¢ok agir
olmadigindan hastalara uzun siire tan1 konulamayabilmektedir. Uzun siireli hiperglisemi
nedeniyle tiim hastalarda makrovaskiiler ve mikrovaskiiler komplikasyon goriilme riski
artmistir. T2DM gelisme riski yas, obezite, ve fiziksel aktivitenin az olmasi ile
artmaktadir. Gebeliklerinde GDM gelismis kadinlarda T2DM gelisme riski artmustir.

Birinci derece akrabalarinda Tip 2 diyabet olan bireyler icin yliksek genetik
yatkinlik s6z konusudur. Tip 2 diyabetin genetik nedenleri heniiz yeterli derecede
anlagilamamistir. T2DM ile iligkilendirilmis ¢ok sayida varyantin hastalik gelisimi
acisindan etki boyutlart diisiiktiir (33,34).

Baz1 vakalarda Tip 1 diyabet, Tip 2 diyabet, monogenik diyabet veya MODY
ayrimin1 yapmak giiclesmektedir. Ciinkii degisen yasam tarzi degisiklikleri ile T2DM

goriilme riski giderek erken yaglara kaymaktadir.

2.5. GESTASYONEL DIiABETES MELLITUS

Gestasyonel Diabetes Mellitus, gebelik dncesi diyabet tanis1 olmayan bireylerde
gebelik esnasinda tan1 konulan diyabet formudur (28). Gebelik sirasinda annede GDM
gelisimi, fetal makrozomi, yenidogan doneminde metabolik bozukluklar ve hatta dogum
sirasinda Oliimle sonuglanabilen komplikasyonlara neden olabilmektedir (35). GDM
tanili annelerin bebeklerinde diyabet ve obezite gelisme riski artmistir (36). Gebeliginde
GDM tanis1 koyulan kadinlar gebelik sonrasi diyabet gelisimi i¢in yiiksek riske sahiptir
ve yakin takip edilmelidir.

Obezite ve Tip 2 diyabet prevalansinin ¢ok artmasi ve giderek geng yaslarda

goriilmeye baslamasit GDM prevalansini da artrmaktadir. Tan1 konulmamis T2DM
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hastalar1 gebelik esnasinda ortaya c¢ikmaktadir. Bundan dolay: tip 2 diyabet i¢in risk
faktorii tagiyan gebelerin ilk kontrolde diyabet agisindan taranmasi onerilmektedir (28).
Gestasyonel diyabetin genetik sebeplerine yonelik ¢ok fazla calisma
bulunmamaktadir. Tip 1 ve tip 2 diyabete sahip olan kisilerde de ilk defa GDM seklinde
tan1 konuldugu i¢in sadece GDM'ye spesifik genetik varyantlar1 bulmak zordur. MODY
tanist koyulmus kadinlarda goriilen artmis GDM insidanst ve GDM tanist koyulan
kadinlardan daha sonra yapilan genetik analizlerde MODY alt tiplerinin genetik yatkinlik
olusturabilecegi degerlendirilmektedir. GCK, HNF1A ve HNF4A genlerini hedef alan
bazi ¢aligmalar mevcuttur (8,37-39). Bu calismalar GDM ve MODY fenotiplerinin
birbirleriyle iliskili olabilecegini gdstermektedir. Yeni nesil dizileme teknolojisinin
kullaniminin artmasiyla gestasyonel diyabete neden olan genetik faktorlerin daha iyi

anlasilmas1 miimkiin olacaktir (20).

2.6. MONOGENIK DIYABET

Monogenik diyabet, tek bir gende meydana gelen mutasyonlar sonucu, pankreas
beta hiicrelerinin disfonksiyonu ile ortaya ¢ikar. Monogenik diyabet temel olarak, NDM,
MODY, mtDM ve sendromik diyabet tipleri olarak ayrilmaktadir. Monogenik diyabet,
tiim diyabet vakalarinin %1-5’ini olusturur. Tip 1 ve tip 2 diyabetten ayrimin1 yapmak
ozellikle geng bireylerde zordur. Molekiiler tanisinin konulmasi ve alt tipinin belirlenmesi
tedaviyi direk olarak etkileyecegi icin ¢ok Onemlidir. Monogenik diyabet tanisinin
konulmast i¢in hastalar belli kriterler esliginde calismaya alinsa bile hastalarin %80’inde
dogru tan1 konulamamaktadir.

Gilinlimiize kadar monogenik diyabete neden olan ¢ok sayida gen bildirilmistir.
Bu genlerden GCK, HNF1A ve HNF4A genlerinde meydan gelen mutasyonlar otozomal
dominant kalitilan, erken ¢ocukluk veya eriskinlik doneminde ortaya ¢ikan, bozulmusg
aclik glukozuna neden olan ve baz alt tiplerinde siilfoniliire tedavisine iyi cevap veren

bir klinige sahiptir (40).

2.6.1. MODY
2.6.1.1. MODY Tanimi, Tarihgesi ve Epidemiyolojisi

Genglikte Ortaya Cikan Erigkin Tip Diyabet [Maturity Onset Diabetes of the
Young (MODY); MIM #606391], diyabetin monogenik formlarindan biridir. Genellikle
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25 yas Oncesi bireylerde ortaya cikar. Primer genetik defekt, pankreas beta hiicre
fonksiyonu {izerinde etkili olup otozomal dominant kalitim gosterir. Diyabetin bu formu
ilk defa 1974 yilinda Tattersall tarafindan 3 ailede tanimlanmistir (41). Bu ailelerde,
baslica rolatif olarak erken baslayan, daha hafif seyreden, komplikasyonlar1 daha az olan
bir diyabet formu tanimlanmistir. Ornegin 30 yasin altinda diyabet tanisi alan 12 vakadan
7’sinde 37 yillik bir siiregte retinopati gelismedigi gozlendi. Ayrica ailelerde en az 3
jenerasyonda diyabetin %50 oraninda sonraki nesile aktarildig1 gosterildi. Her etkilenen
bireyin ebeveyni de etkilenmisti. MODY fenotipine ve kalitimina ait kanitlar ilerleyen
yillarda da devam etti (42—45).

MODY tanimlamasi eskiye dayali bir tanimlamadir. MODY 25 yasin altinda
ortaya ¢ikan, insiilin bagimli olmayan otozomal dominant bir klinigi ifade etmesine
ragmen, ¢ocuk ve genclerde poligenik tip 2 diyabet insidansindaki artisa isaret edilen bir
yayinda MODY yerine "Otozomal Dominant Tip 2 Diyabet" adlandirmas1 onerilmistir
(46). MODY tanimlamasi eskiden cocukluk baslangichi ve erigkin baslangicli diye
ayriliyorken giiniimiizde Amerikan Diyabet Dernegi ve Diinya Saglik Orgiitii tarafindan
“Beta hiicre fonksiyonunda genetik defekt” grubunda yer almaktadir (Tablo 3).

19901 yillara gelindiginde molekiiler genetik analizlerin yayginlagmasi ve
MODY fenotipine sahip ailelerin artmasiyla hastalikla iligkili genler tanimlanmaya
baglamistir. MODY, Avrupa ve Kuzey Amerika popiilasyonlarinda iyi
degerlendirilebilmistir (13,47,48). Diger popiilasyonlarda da yeni ¢aligmalar son
donemde yayimnlanmaktadir (40,49,50). Fajans ve arkadaslari, ailesinde MODY ile
uyumlu Oykii bulunan ama MODY iliskili 6 gende mutasyon tagimayanlarin Avrupa
poplilasyonunda %15-20, Japonlarda %80 civarinda oldugunu ifade etmistir (51).
MODY2 ve MODY3’liin en yaygin alt tipler oldugu, Avrupalilarda tim MODY
vakalarinin %80’ini olusturduklari bildirilmistir (52).
2.6.1.2. MODY Tanis1

MODY klinik 06zellikleri, metabolik parametreleri ve genetik nedenleri ile
heterojen bir hastaliktir, bu nedenle kesin tanisinin konulmasi olduk¢a zordur. Tablo 4'te
ozetlendigi gibi, MODY'e neden oldugu bildirilen bircok gen tanimlanmis olsa da
molekiiler tan1 orani hala ¢ok diisiiktiir. Hangi diyabet hastalarinda MODY diisiiniip

molekiiler genetik test yapilmalidir sorusuna cevaben bazi kriterler belirlenmistir.
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Bunlardan Vaxillaire ve Froguel’in belirledigi 5 kriter MODY klinik tanisi i¢in kabul
gérmiistiir (53). Bu kriterler:

i. 25 yasindan Once tespit edilmis, en az 1 ideal olarak 2 aile iiyesinde hiperglisemi
varligy;

ii.  Otozomal dominant kalitimi diisiindiiren, en az 3 jenerasyonda diyabetin dikey
kaliimmin gosterilmesi ve diyabetik aile bireylerindeki fenotiplerin birbirine
benzemesi;

iii.  Hastalarin tanidan sonra en az 5 y1l insiilin tedavisi almamasi veya insiilin tedavisi
almasina ragmen hastada ¢ok dnemli seviyede C-peptit bulunmast;

iv.  Insiilin seviyesinin ¢ogunlukla normal aralikta olmasi fakat beta hiicre
fonksiyonunda primer defekti diisiindiiren, normal olan insiilin seviyesinin
hiperglisemi ile uyumsuz olarak diisiik kalmas;

v.  Asiri kilo ve obezite olmamasi.

MODY tanisini koymanin ve diger diyabet alt tiplerinden ayirimint yapmanin
oldukc¢a gii¢ olmasi nedeniyle MODY olasilik hesab1 yapan yontemler gelistirilmistir
(54). Bu yontemlerin taniya ulagmakta bir miktar faydasi olmugsa da heniiz istenilen
seviyede dogruluk oranlart mevcut degildir.
2.6.1.3. MODY Alt Tipleri

OMIM'de su ana kadar tanimlanan MODY genleri, kromozomal lokuslar1 agagida
ayrintili olarak verilmistir.

MODY1 (OMIM; 125850); 20.kromozom iizerindeki Hepatocyte Nuclear Factor-4
Alpha (HNF4A; 600281) genindeki heterozigot mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikar.

MODY2 (OMIM; 125851); 7.kromozom iizerindeki Glucokinase (GCK; 138079)

genindeki heterozigot mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikar.

MODY3 (OMIM; 600496); 12.kromozom iizerindeki Hepatocyte Nuclear Factor-1
Alpha (HNF1A; 142410) genindeki heterozigot mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikar.
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MODY4 (OMIM; 606392); 13. kromozom iizerindeki Pancreas/Duodenum
Homeobox Protein-1 (PDX1; 600733) genindeki heterozigot mutasyonlar nedeniyle

ortaya cikar.

MODYS (OMIM; 137920); 17. kromozom {iizerindeki Hepatic Transcription Factor-
2 (HNF1B, TCF2; 189907) genindeki heterozigot mutasyonlar nedeniyle ortaya cikar.

MODY6 (OMIM; 606394) 2. kromozom iizerindeki Neuronal Differentiation 1
(NEUROD1; 601724) genindeki heterozigot mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikar.

MODY7 (OMIM; 610508) 2. kromozom {izerindeki Kruppel Like Factor 11 (KLF11;
603301) genindeki heterozigot mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikar.

MODYS8 (OMIM; 609812), 9. kromozom iizerindeki Carboxyl Ester Lipase (CEL;
114840) genindeki heterozigot mutasyonlar nedeniyle ortaya cikar.

MODY9 (OMIM; 612225) 7. kromozom iizerindeki Paired Box 4 (PAX4; 167413)

genindeki heterozigot mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikar.

MODY10 (OMIM; 613370) 11. kromozom lizerindeki Insulin (INS; 176730) genindeki

heterozigot mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikar.

MODY11 (OMIM; 613375) 8. kromozom iizerindeki B Lymphoid Tyrosine Kinase
(BLK; 191305) genindeki heterozigot mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikar.

MODY13 (OMIM; 616329) 11. kromozom fizerindeki Potassium Voltage-Gated
Channel Subfamily J Member 11 (KCNJ11; 600937) genindeki heterozigot

mutasyonlar nedeniyle ortaya cikar.
MODY14 (OMIM; 616511) 3. kromozom lizerindeki Adaptor Protein,

Phosphotyrosine Interacting With PH Domain And Leucine Zipper 1 (APPL1;
604299) genindeki heterozigot mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikar.
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OMIM'de yer almayan fakat baz1 yayinlarda MODY fenotipine yol actig1 bildirilen 11.
kromozom iizerindeki ATP Binding Cassette Subfamily C Member 8 (ABCCS;
600509) gen mutasyonlarinin da MODY tip 12'ye yol agtig1 ifade edilmektedir (55).

OMIM'de tanimli MODY genleri ve 6zellikleri Tablo 4'te verilmistir.
2.6.1.3.1. MODY1 (HNF4A*600281)

MODY tip 1 ilk tanimlanan MODY alt tipidir (MODY1;MIM #125850).
Hastaliga neden olan gen HNF4A (hepatosit niikleer faktor-4A)'dir ve kromozom
20q13.12 bolgesine haritalandirilmistir (HNF4A;MIM #600281). Diger MODY alt tipleri
gibi otozomal dominant kalitim kalib1 gostermektedir. HNF4A geni bir transkripsiyon
faktoriidiir ve karaciger, barsak, bobrek ve pankreatik adacik hiicrelerinde eksprese olur.
Glukoz transportu, hepatik glukoneogenez ve lipid metabolizmasin1 diizenleyen genlerin
regiilasyonunda gorev alir (56).

HNF4A mutasyonlar1 Avrupa'da tim MODY mutasyonlariin %10'undan daha
azindan sorumlu tutulmustur (57). Hastalarin klinik bulgular1 diger MODY alt tiplerinden
HNF1A iligkili tip 3'e ¢ok benzer. HNF1A mutasyon analizi normal gelen hastalarin %10-
29'unda HNF4A mutasyonu bulundugu bildirilmistir (58).

HNF4A mutasyonu olan bireylerde hipergliseminin yaninda klasik diyabet
semptomlar1 olan poliiiri, polidipsi, kilo kayb1 ve nadir de olsa diyabetik ketoasidoz
goriilebilir (59). HNF4A kesin tanisin1 molekiiler test ile koymak ¢ok 6nemlidir ¢iinkii
bu hastalarda insiilin tedavisine ihtiya¢ duyulmadan siilfoniliire tedavisiyle ¢ok basarili
sonuglar alinmaktadir (60).
2.6.1.3.2. MODY2 (GCK*138079)

MODY tip 2 (MODY2;MIM #125581), Glukokinaz genindeki fonksiyon
kaybettirici heterozigot mutasyonlar nedeniyle ortaya cikar. ilk defa 1992 yilinda GCK
genindeki heterozigot mutasyonlarin farkli bir diyabet alt tipine yol agtig1 gosterildi
(61,62). GCK geni iligkili MODY prevalansinin 1000 kiside 1 oldugu diisiiniilmektedir
fakat biiyiik cogunluguna tan1 konulamamaktadir (63). MODY vakalarinin %10-60'ma,
direncli insidental c¢ocukluk hiperglisemisinin %10-60'mma ve gestasyonel diyabet

vakalarmin %1-2'sine GCK mutasyonlar1 neden olmaktadir.
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Tablo 4: OMIM'de tanimli MODY Alt Tipleri ve Diger Ozellikleri (40)

Siklik
Alt tip Gen ad1 Lokus %) Patofizyoloji Diger Bulgular Tedavi
(1)
B-hiicre Neonatal )
MODY1 HNF4A 20ql3 5 ) Stilfoniliire
disfonksiyonu hiperinsiilinemi
B-hiicre
disfonksiyonu Stabil aclik
MODY2 GCK Tpl3 15-20 ] o Diyet
(Glukoz sensor hiperglisemisi
defekti)
B-hiicre ) )
MODY3 HNF1A 12¢q24  30-50 ) Glikoziiri Stilfoniliire
disfonksiyonu
Homozigotlarda Diyet veya
B-hiicre
MODY4 PDX1/IPF1 13q12 <1 ) ] pankreas OAD veya
disfonksiyonu o .
agenezisi Insiilin
Renal, genital,
B-hiicre :
MODYS HNF1B/TCF2  17ql2 <1 ) ) pankreas Insiilin
disfonksiyonu
anomalileri
B-hiicre Eriskin baslangicli  OAD veya
MODY6 NEURODI1 2q31 <1 ,
disfonksiyonu diyabet Insiilin
B-hiicre OAD veya
MODY7 KLF11 2p25 <1 ) ) T2DM benzer ,
disfonksiyonu Insiilin
Pankreas endokrin Ekzokrin pankreas
OAD veya
MODYS8 CEL 9q34 <1 ve ekzokrin defekti, .
) ) Insiilin
disfonksiyonu lipomatozis
Diyet veya
B-hiicre Muhtemel
MODY9 PAX4 7932 <1 ) ) ) OAD veya
disfonksiyonu ketoasidoz . )
Insiilin
Insiilin gen Neonatal diyabete OAD veya
MODY10 INS 11pl5 <1 ,
mutasyonu benzer Insiilin
. ) Asirt kilo, rolatif  Diyet veya
Insiilin sekresyon L
MODY11 BLK 8p23 <1 insiilin sekresyon =~ OAD veya
defekti )
defekti Insiilin
ATP-duyarh ] Diyet veya
Homozigotlarda
MODY13 KCNJ11 11pl5 <1 potasyum kanal OAD veya
) ) neonatal diyabet . )
disfonksiyonu Insiilin
Insiilin sekresyon OAD veya
MODY14 APPL1 3pl4 <1 Yeterli veri yok .
bozuklugu Insiilin
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GCK geni glikolitik enzim aktivitesi gosteren proteini kodlar ve hekzokinaz
ailesinin dort tiyesinden biridir. Pankreas beta hiicrelerinde ve hepatositlerde glukoz
metabolizmasinin ilk basamagi olan, glukozun glukoz-6-fosfata katalizini gerceklestirir.
GCK pankreas beta hiicrelerinin anahtar diizenleyici genidir ve bu nedenle glukoz
sensorii olarak adlandirilmaktadir (64,65). GCK-MODY olan hastalarda glukoz
algilanmasinda problem vardir bu nedenle glukoz homeostazi normalin iistiinde bir
diizeye sabitlenmistir ve hafif aglik hiperglisemisi seklinde kendini gdstermektedir.
Glukoz sensoriinde ariza nedeniyle kontrollere gore GCK mutasyonu tasiyan bireylerde
ayn1 seviyede glukoza kars1 daha az insiilin iiretildigi tespit edilmistir (66). Ayrica bu
hastalarda karacigerde azalmis glikojen tiretimi oldugu bildirilmistir (67).

Bu durum olgularda dogumla birlikte vardir ve yasla birlikte ¢ok hafif bir
kotiilesme gosterir. Hicbir tedavi almadan ¢ok uzun yillar hiperglisemi devam etse bile
mikrovaskiiler veya makrovaskiiler komplikasyon riskinde genel popiilasyona gore
belirgin bir artis gézlenmemektedir. Gebelik siireci haricinde bu grup hastalara herhangi
bir farmakolojik tedavi oOnerilmemektedir (68). Gebelik siiresince fetal makrozomi
gelismemesi i¢in yakin takip gereklidir ve liizum goriildiiglinde GCK mutasyonu tagtyan
anneye insiilin tedavisi verilebilmektedir. Tip 1 ve tip 2 seklinde yanlis tan1 alan hastalarin
gereksiz yere tetkik yaptirmamalari ve yanlis tedavi almamalart icin GCK-MODY
tanisinin molekiiler olarak koyulmasi ¢ok énemlidir.
2.6.1.3.3. MODY3 (HNF1A*142410)

HNF1A mutasyonlarina bagl gelisen tip 3, Avrupa, Kuzey Amerika ve Asya'da
en stk MODY nedenidir (69). HNF1A geni heterozigot mutasyonlarina bagli olarak
pankreas beta hiicrelerinden glukoz uyarimina bagl insiilin sekresyonu bozulmaktadir
(70). Ayrica HNF1A mutasyonlarina bagli genglik doneminde baslayan ilerleyici
pankreas beta hiicre disfonksiyonu goriiliir ve bu MODY tipi GCK mutasyonlarina bagl
olusan tipten daha ciddidir. Bu gende ortaya ¢ikan mutasyonlar yiiksek bir penetransa
sahiptir ve tasiyicilarin %63'iinde 25 yas Oncesi diyabet gelisir (71). Mutasyon
tastyicilarinda azalmis renal glukoz absorpsiyonuna bagli olarak diyabet gelismeden dnce
bile glukoziiri goriilebilmektedir (72).

Ciddi hiperglisemi varligi ve yasla birlikte kotilesme riski oldugu igin
mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyon gelisme riski TIDM ve T2DM kadar
yiiksektir (73). Bu nedenle bu grup hastalarda yakin glisemi ve komplikasyon takibi
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gereklidir. HNF1A iligkili MODY alt tipinde, ilk tedavi se¢enegi iyi cevap verdikleri i¢in
siilfoniliirelerdir. Insiilin kullanilan hastalarda tan1 konulduktan sonra tedavi degisikligi
giivenle yapilabilmektedir. Yillar i¢inde bazi hastalarda kétii glisemik kontrol nedeniyle
insiilin gereksinimi dogmaktadir.

2.6.1.3.4. MODY4 (PDX1%600733)

MODY tip 4 PDX1 (pankreatik duodenal homeobox-1 protein) genindeki
fonksiyon kaybettirici heterozigot mutasyonlar nedeniyle olugsmaktadir. PDX1 pankreas
gelisim siirecinde ve insiilin gen ekspresyonunda gorev alan bir transkripsiyon faktoriidiir
ve IPF-1 (Insulin promoter factor-1) adi ile de bilinmektedir (74). Pankreas beta
hiicrelerinin gelisimi, farklilasmasi ve olgun beta hiicrelerinin fonksiyonlarinin devami
icin 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir. Farede yapilan deneylerde PDX1 homozigot
mutasyonlar1 pankreas agenezisine yol acarak kalic1 neonatal diyabete neden olmustur
(75). Heterozigot mutasyonlari ise pankreatik beta hiicre disfonksiyonu ve MODY4'e yol
acar. PDX1-MODY ilk defa 1997 yilinda tanimlanmistir ve ¢ok nadir goriiliir (76).
2.6.1.3.5. MODYS5 (TCF2*189907)

MODY tip 5 (MODY5;MIM #137920), HNFIB (Hepatosit niikleer faktor
homebox 1) genindeki heterozigot mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikar. Diger adi TCF2
(Transkripsiyon faktorii 2) olan bu gen ilk olarak embriyonun gastrulasyon asamasinda
visseral endodermde eksprese olur. Daha sonra bobrek, karaciger ve pankreas gelisimi ve
devamlilig1 icin eksprese olmaya devam etmektedir. Embriyonik donemde pankreas
gelisimi ve farklilasmasi i¢in onemli olan bu faktoriin ekspresyonunun tamamen yok
edildigi hayvan deneylerinde bu durumun 6liimciil oldugu degerlendirilmistir. HNF1B
geni ayrica pankreas kanal morfogenezi, asiner hiicre farklilasmasi ve asiner hiicre
kimliginin siirdiiriilmesinde anahtar rol oynar. HNF1B mutasyonlarinin pankreas gelisim
anormalliklerine ve insiilin sekresyon bozukluguna yol actig1 degerlendirilmektedir (77).

HNF 1B mutasyonlar1 nadir de olsa Gegici Neonatal Diabetes Mellitus'a (TNDM)
veya Kalic1 Neonatal Diabetes Mellitus'a (PNDM) yol agabilir. Urogenital anomaliler,
renal kistler ve diyabet ile giden (Renal cysts and diabetes, RCAD) sendromuna yol agtigi
tespit edilmistir. HNF1B mutasyonu tasiyan hastalarin ¢ogunlugunda siilfoniliire

tedavisine direngli bir hiperglisemi vardir ve insiilin tedavisine gereksinim duyarlar (78).

18



2.6.1.3.6. MODY6 (NEUROD1%601724)

MODY tip 6 (MODY6;MIM #606394), NEURODI1 (Noronal diferensiasyon 1)
genindeki heterozigot mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikar. NEUROD1 geni basic helix-
loop-helix (HLH) motifi tagtyan bir transkrispsiyon faktoriidiir ve diger ismi BETA2'dir.
Bu gen pankreatik hiicre olgunlagsmasi ve siirekliligi i¢in kritik bir 6neme sahiptir.
NEURODI1 geninin fonksiyonunu anlamak i¢in yapilan fare deneylerinde bu geni
eksprese etmeyen hayvanlarda artmis apoptoz nedeniyle adacik hiicrelerinin
olgunlagsamadigi, NDM gelistigi ve yasamin ilk giinlerinde 6liim gézlemlenmistir (79).
NEURODI1 mutasyonlarinda ciddi glukoz intoleransi ve ciddi derecede azalmis insiilin
sekresyonu tespit edilmistir. Pankreatik beta hiicrelerinin gelisimi, olgunlagsmasi ve
stirekliligi icin NEUROD1 geni hayati bir 6éneme sahiptir (80). NEURODI heterozigot
mutasyonlart ¢ocuklarda veya erigskinlerde diyabete neden olurken, homozigot
mutasyonlart NDM ile iligkilendirilmistir (81,82).
2.6.1.3.7. MODY7 (KLF11*603301)

MODY tip 7 (MODY7;MIM #610508), KLF11 (Kruppel- benzeri faktor 11)
genindeki heterozigot mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikar. KLF11 geni pankreas adacik
hiicrelerinde eksprese edilen bir ¢inko-parmak transkripsiyon faktoriidiir. KLF11,
glukoza duyarli insiilin geninin diizenleyicisi olarak gosterilmistir (83). iki nadir KLF11
gen varyant1 ii¢ ailede erken baslangicli T2DM klinigi ile iligkili bulunmustur (84).
KLF11 geninin MODY tip 4'e yol agan transkripsiyon faktérii PDX1 geninin
ekspresyonunu diizenledigi gosterilmistir (84).
2.6.1.3.8. MODYS8 (CEL*114840)

MODY tip 8 (MODY8;MIM #609812), CEL (Karboksil-ester lipaz) genindeki
heterozigot mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikar. CEL geni meme glandiiler hiicreleri ve
pankreas asiner hiicreleri tarafindan eksprese edilir. CEL geninin kodladigi enzim,
pankreatik sivinin en Onemli komponentlerinden biridir ve kolesterol esterlerinin
hidrolizinden sorumludur. CEL-MODY alt tipi ilk defa otozomal dominant diyabeti olan
bir ailede tanimlanmistir (85). Heterozigot CEL geni mutasyonlar1 pankreatik atrofi,
fibrozis ve lipomatozis yaninda pankreasin hem ekzokrin hem de endokrin
fonksiyonlarinin bozulmasi ile karakterizedir (86). Tedavide oral antidiyabetikler veya

insiilin kullanilabilir.
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2.6.1.3.9. MODYY (PAX4*167413)

MODY tip 9 (MODY9;MIM #612225), PAX4 (Paired-box gene 4) genindeki
heterozigot mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikar. PAX4 geni insiilin lireten pankreatik beta
hiicrelerinin farklilasmasi i¢in gerekli bir transkripsiyon faktoriidiir. Fonksiyonunu genel
olarak transkripsiyon baskilayici sekilde gosterir. PAX4 gen mutasyonlari ketozise yatkin
diyabet vakalarinda da tespit edilmistir (87). PAX4 geninin pankreas alfa hiicrelerinde
glukagon promoter aktivitesini giicli bir sekilde baskiladigi ve pankreas beta
hiicrelerinde insiilin promoter aktivitesini zayif bir sekilde inhibe ettigi tespit edilmistir
(88). PAX4 geninde meydana gelen mutasyonlarin glukagon iizerindeki bu baskilayict
etkisini ortadan kaldirdig1 ve glukagon yiikselmesine neden oldugu degerlendirilmektedir
(87).
2.6.1.3.10. MODY10 (INS*176730)

MODY tip 10 (MODY10;MIM #613370), INS (Insulin) genindeki heterozigot
mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikar. INS geni mutasyonlar1 PNDM, hiperinsiilinemi,
hiperproinsiilinemi, MODY tip 10, TIDM ve nadir de olsa T2DM gibi ¢ok sayida klinik
fenotipe yol agar. INS geni mutasyonlart PNDM'nin en sik nedenlerinden biridir. 2007
yilinda INS mutasyonlarinin persistan neonatal diyabete neden oldugu bildirilmistir (89).
INS geninde meydana gelen mutasyonlarin preproinsiilin  molekiiliiniin hatali
katlanmasina yol acarak pankreas beta hiicreleri Endoplazmik Retikulumunda (ER)
biriktigi ve ER stresine yol agarak apoptozu artirdig1 bildirilmistir.
2.6.1.3.11. MODY11 (BLK*191305)

MODY tip 11 (MODY11;MIM #613375), BLK (B lenfosit spesifik tirozin kinaz)
genindeki heterozigot mutasyonlar nedeniyle ortaya c¢ikar. BLK, pankreas beta
hiicrelerinde transkripsiyon faktorleri PDX1 ve Nkx6.1 ekspresyonunu artirarak insiilin
sentezi ve sekresyonunu artiran, src proto-onkogen ailesi i¢cinde bulunan non-reseptor
tirozin kinaz aktivitesi gosteren bir gendir (90). Bilinen MODY genlerinde mutasyon
tespit edilemeyen ailelerde yapilan ¢calismalarda 8p23 lokusu MODY ile iligkili bulunmusg
ve bu hastalarda diger MODY alt tiplerine gore obezite oraninin daha fazla oldugu
bildirilmistir (91).
2.6.1.3.12. MODY13 (KCNJ11%600937)

MODY tip 13 (MODY13;MIM #616329), KCNJ11 (Potasyum kanali alt aile J

11) genindeki heterozigot mutasyonlar nedeniyle ortaya c¢ikar. Pankreas beta
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hiicrelerindeki ATP-duyarli potasyum kanallar1 oktamerik (sekizli) yapidadir. Bu
subunitlerden 4 tanesi KCNJ11 geni tarafindan kodlanan Kir6.2 ve diger 4'it ABCCS8 geni
tarafindan kodlanan SURI1'dir. KCNJ11 geninin fonksiyon artirict homozigot
mutasyonlar1 neonatal diyabete yol agarken, heterozigot mutasyonlari farkli tipte diyabet
fenotiplerine yol agmaktadir (92).

KCNIJ11 mutasyonlarinin erken baglangicl ailesel tip 2 diyabete neden oldugu
bildirilmistir (93). Bu hastalarda MODY fenotipinden farkli olarak insiilin rezistansi
bulgular1 vardir.
2.6.1.3.13. MODY14 (APPL1%604299)

MODY tip 14 (MODY14;MIM #616511), APPL1 (adaptor protein,
phosphotyrosine interacting with PH domain and leucine zipper 1) genindeki heterozigot
mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikar. APPL1 geni insiilin sinyal yolaginda anahtar rol
oynayan AKT2 proteinine baglanmakta ve AKT?2 aktivasyonu yaparak yolaktaki diger
molekiilleri insiilin aktivitesini artict yonde uyarmaktadir. APPL1 genindeki
mutasyonlarin MODY fenotipine yol agtig1 ilk defa 2015 yilinda bilinen MODY genleri
mutasyon analizleri negatif ¢ikan hastalarda yapilan tiim ekzom analizi (WES) sonrast
ortaya koyuldu (94). ki genis ailede, heterozigot iki farkli fonksiyon kaybettirici
mutasyon tespit edildi.

2.6.2. Neonatal Diabetes Mellitus

Tanis1 dogum sonrast ilk 6 ay i¢cinde koyulan diyabet vakalarina "konjenital" veya
"neonatal" diyabet tanimlamasi yapilir ve bu vakalarin %80-85'inde altta yatan bir
monogenik mutasyon bulunur (13). Neonatal Diabetes Mellitus vakalarinin ¢ok az bir
kism1 6 ay sonrasi ortaya ¢ikarken tip 1 diyabet vakalar1 6 aydan dnce goriilmemektedir
(2).

NDM gecici ve kalici olarak iki tipe ayrilmaktadir. Gegici NDM (TNDM)
vakalarmin biiyiik ¢ogunlugu kromozom 6q24'te bulunan genlerin fazla fonksiyonu
nedeniyle ortaya c¢ikar. TNDM vakalarinin yaklasik yaris1 yasamin ilerleyen
donemlerinde tekrarlayabilir. Bu hastalarda insiilin yerine oral tedavi yeterli olmaktadir
(99).

Kalict NDM (PNDM) ise ¢ogunlukla pankreas beta hiicrelerinin potasyum duyarl
ATP kanallarinin Kir6.2 subuniti (KCNJ11) ve SURI subuniti (ABCCS8)'i kodlayan

genlerindeki fonksiyon kazandiran mutasyonlari sonucu ortaya g¢ikar. ABCC8 ve
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KCNIJI1 genlerinde meydana gelen fonksiyon kaybettirici mutasyonlar artmis ATP
sensitivitesine aktivitesine yol agarak membran depolarizasyonunun artmasina ve hiicre
icine fazla miktarda kalsiyum girisine ve sonug¢ olarak artmis insiilin sekresyonuna yol
acar. Bu klinik duruma konjenital hiperinsiilinizm denir.

Bu hastalarda dogru taninin konulmasi ¢ok kritiktir ¢linkii hastalar insiilin
kullanmak yerine yiiksek doz stilfoniliire tedavisine ¢ok iyi yanit verirler. PNDM'nin en
stk ikinci nedeni Insiilin (INS) genindeki mutasyonlardir ve bu hastalarda yogun insiilin
tedavisi uygulanmasi gerekmektedir.

Neonatal diyabet ile iligkisi bildirilmis diger genler; GCK, INS, PDX1, PTFIA,
HNF1B, NEURODI, NEUROG3, RFX6, EIF2AK3, FOXP3, GLIS3, SLCI19A2,
SLC2A2, IER3IP1, ZFP57, WFS1, GATA6 ve GATA4'diir (20).

Tablo 5: Neonatal Diabetes Mellitus'tan sorumlu major genler ve 6zellikleri(96)

Gen ad1 Lokus Kahtim Klinik Bulgular Tedavi
TNDM veya PNDM, IUGR, muhtemel
KCNJ11 11p15.1 OD o o o Siilfoniliire
gelisim geriligi ve epilepsi
INS 11pl5.5 OD PNDM, IUGR Insiilin
ABCCS8 11p15.1 OD TNDM veya PNDM, IUGR Siilfoniliire
6q24 (PLAGI, TNDM, IUGR, makroglossi, umbilikal
6924 OD OAD
HYMA1) herni
PNDM, kardiyak anomaliler, pankreas
GATA6 18ql1.2 OD hipoplazisi, pankreas ekzokrin Insiilin
yetmezligi
PNDM, Wolcott-Rallison sendromu,
EIF2AK3 2pll.2 OR epifizyal displazi, pankreas ekzokrin Insiilin
yetmezligi,

PNDM, immiinodisregiilasyon,
poliendokrinopati, enteropati-X linked

FOXP3 Xpl11.23 bagh sendromu (IPEX), otoimmiin diyabet, Insiilin
otoimmiin tiroit hastaligi, eksfolyatif

dermatit
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2.6.3. Diger Diyabet Sendromlar:
2.6.3.1. Wolfram Sendromu (WFS*606201)

Wolfram sendromu (WS) (MIM#222300), Wolframin proteinini kodlayan
kromozom 4p'de lokalize WFSI genindeki homozigot veya bilesik heterozigot

mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan otozomal resesif kalitilan bir hastaliktir (97).
Wolfram Sendromu bazen DIDMOAD (diabetes insipidus, diabetes mellitus,

optic atrophy, and deafness) olarak da adlandirilmaktadir. Erken yasta diyabet ile gelen
hastalarda anne baba arasinda akrabalik varsa, isitme kayb1 Oykiisii varsa veya gorme ile
ilgili sikintilar varsa WS akilda tutulmalidir.

2.6.3.2. Mitokondriyal Diabetes Mellitus (mtDM)

Maternal kalitimhi diyabet-isitme kaybi sendromu (MIDD), mitokondriyal
genlerdeki mutasyonlara bagli olusur. Bu sendromda hastalarda diyabetin yaninda isitme
ve gérme problemleri gozlenmistir (98). Wolfram sendromu ayirict tanisinda akilda
tutulmalidir. Diger klinik bulgular ve kaliim paterni yoniinden iki fenotip ayrimi
yapilabilir. MTTL1, MTTE ve MTTK genlerindeki mutasyonlar hastali§a yol acabilir.
En sik gbzlenen mutasyon MTTL1 genindeki 3243A>G degisimidir.

2.7.  YENI NESIL DNA DiZILEME TEKNOLOJISI
2.7.1. DNA Dizileme Teknolojisinin Tarihcesi ve Gelisimi

Deoksiriboniikleik asit (DNA), bilindigi gibi Adenin (A), Guanin (G), Sitozin (C)
ve Timin (T) bazlarinin deoksiriboz seker ve fosfat baglariyla olusturdugu niikleotidlerin
belli bir siraya gore dizilenmesi ile olusmaktadir. Insan genomunun dizisini dogru bir
sekilde tespit etmek bilim diinyasinda her zaman en 6nde gelen amaglardan biri olmustur.
DNA dizileme teknolojisi i¢in 1977 yil1 bir milat olmustur. Bu yildan 6nce kullanilan
yontemler ¢ok kisa DNA pargaciklarinin dizilenmesine firsat vermekteydi. 1973 yilinda
Maxam ve Gilbert Lac Operatorun 24 bazlik kismin1 Riboniikleik asit (RNA) {izerine
kopyalayarak dizilediklerini bildirdiler (99). 24 bazin dizilenmesi yaklasik 24 ay almist.
1977 yilinda Maxam ve Gilbert ile Sanger ve Coulson iki farkli DNA dizileme teknolojisi
gelistirdi ve bu yildan sonra molekiiler biyoloji ve genetik alaninda gelismeler ¢ok hizli
bir sekilde artt1 (100,101).

Maxam ve Gilbert'in gelistirdigi yontemde, dizilenmek istenen DNA boélgesinin

5" ucuna kimyasal bir reaksiyonla radyoaktif isaretlenmis fosfat takiliyordu. Daha sonra
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G ve C ayr1 ayr1 veya Piirinler (A ve G) ve Pirimidinler (C ve T) i¢in ayr1 restriksiyon
kimyasallar1 kullanilarak bazlar kesiliyordu. Bu kesilme islemi sonlandirildiktan sonra
gerceklestirilen 4 reaksiyondan farkli biiyiikliikte DNA dizileri jel elektroforezine
yiikleniyor, bantlar X-ray otoradyografi ile gorsellestiriliyordu. Ik zamanlarda Maxam-
Gilbert metodu Sanger-Coulson yontemine gore daha yeni ve daha kolay uygulanabilir
oldugu i¢in popiiler olsa da Sanger yonteminin kullandig1 teknolojinin gelismesiyle
Maxam-Gilbert DNA dizileme teknigi fazla zararlh kimyasal icerdigi ve uygulamasinin
daha zor oldugu gibi nedenlerle birakilmistir.

Sanger DNA dizileme yonteminin temeli modifiye edilmis dideoksiniikleotid
trifosfatlarin (ddNTP) kullanimina bagli zincir sonlanimi olmasi tizerine kuruluydu. Bu
reaksiyon i¢in normal dNTP'ler, modifiye ddNTP'ler, DNA polimeraz, kalip DNA ve
dizilenmek istenilen bdlgeye spesifik primerler gerekmekteydi. ilk zamanlar reaksiyonlar
4 farkli sekilde kuruluyor, ilgili primerler radyoaktif olarak isaretleniyordu. DNA
polimeraz normal dNTP'leri kullanarak zinciri uzatirken modifiye edilmis ddNTP'ler
geldiginde zincir sonlaniyor ve kurulan 4 farkli 6rnek jel elektroforezine yiiklenip X-ray
filme aktarildiginda farkli boyutta bantlar gériilerek dizi okunuyordu. Sonralart ddNTP'ye
baglanan hazir boyalarla bu 4 reaksiyon tek bir multipleks reaksiyona doniistiiriilmiis,
kapiller elektroforez sistemi ile otomatize edilmistir. Floresan isaretleme tekniginin
gelismesi Sanger yonteminin kullanimini 6nemli oranda yayginlastirmistir. Optimize
edilen bu yontem 40 yildir kullanilmakta ve NGS teknolojisinin yaninda hala 6nemini
korumaktadir.

DNA dizileme teknolojisinde yasanan gelismeler sadece bunlardan ibaret olmadi.
1980'ler ve 1990'ar da siirekli yeni gelismeler yasandi. Ozellikle 1990 yilinda insan
genom projesinin ylirlirliige girmesi bu teknolojiye verilen 6nemi artirdi. Bu proje
diinyada gergeklestirilen en biiyilik biyolojik ortaklik projesi olarak kayitlara gegmistir.
Farkli iilkeler projeyi devlet bazinda desteklemis, 20'den fazla iiniversite ve aragtirma
merkezi projede yer almistir. Devlet girisimi haricinde Celera firmasi da 6zel olarak
projeyi gerceklestirmeye ¢aligmigtir.

Insan genom projesinin primer amaci yaklasik 3,2 milyar bazdan olusan haploid
insan genomunun tam dizisini ortaya koymakti. Proje siiresince daha kiigiik genoma sahip
farkli organizmalarin da genom dizileri ortaya koyulmustur. insan genomunun ilk taslak

hali 26 Haziran 2000 tarihinde ABD baskan1 Bill Clinton ve Ingiltere bagbakan1 Tony
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Blair tarafindan halka duyurulmustur. Milyar dolarlar harcanan ve yaklasik 15 yil alan bu
projenin sonuglarmin 2001 yilinda ilk makalesi ve sonunda 2004 yilinda tiim insan
genomu dizisi yaymlanmigtir (102,103).

Referans insan genomunun tespit edilmesinden sonra sira hastaliklara neden olan
genleri ve varyasyonlar1 bulmaya gelmisti fakat eldeki yontemin ihtiyaci karsilamamasi
yeni nesil DNA dizileme teknolojisinin dogmasina neden oldu (104). Farkli platformlar
ve tekniklerle gelistirilen NGS sonrasi 3.jenerasyon olarak Nanopore dizileme teknolojisi
piyasaya sunuldu (105).

2.7.2. Yeni Nesil DNA Dizileme Teknolojisinin Temeli

NGS tek bir teknigi ifade etmekten daha ziyade, Sanger dizileme yOnteminin
tizerine son 13 yilda gelistirilen farkli DNA dizileme teknolojilerini tanimlar. NGS
teknolojisi, "Massively Parallel Sequencing", "Deep Sequencing" ve "Shotgun
Sequencing”" gibi tanimlamalarla da anilabilmektedir. NGS yonteminin kullandigt
kimyasal temel, iyi bilinen "sequencing-by-synthesis" (106), "sequencing-by-ligation"
(107), "ion semiconducter sequencing" (108) ve digerlerini kapsar . Yontemlerin temeli
DNA molekiiliiniin her hiicre boliinmesi esnasinda replikasyonuna dayanir. DNA
replikasyonu i¢in, kalip DNA, polimeraz enzimi ve dNTP'lere ihtiya¢ vardir. Bu fi¢
bilesenin farkli kimyasal formatlarda sentezlenmesi ile yeni teknolojiler ortaya
cikmaktadir.

Tipik bir NGS c¢alismasint 4 boliime ayirabiliriz: kiitiiphane hazirlama,
amplifikasyon, dizileme ve elde edilen verinin analiz edilmesi. Kiitiiphane hazirlama
islemi icin ilk asama kalite ve miktar tayini isleminden gegen kalip DNA'nin
fragmentasyon islemidir. Bu islem enzimatik olarak veya fiziksel yontemlerle
(sonikasyon) gerceklestirilebilir. Kiiglik parcalara ayrilan DNA molekiiliiniin uglar1 tamir
edildikten sonra adaptorler (kiiglik, ¢ift-zincir sentetik DNA parcalar1) DNA ligaz enzimi
yardimiyla takilir. Hedef bolgeye yonelik hazirlanan kiitiiphane, polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ve klonal amplifikasyon yontemiyle ¢ogaltilir. Amplifikasyon yontemi
kullanilan teknolojiye gore, emiilsiyon PCR veya koprii amplifikasyon (bridge
amplification" olabilir. Amplifiye edilen klonal amplikonlar dizileme cihazina yiiklenir
ve ilk paragrafta bahsedilen dizileme ¢esitlerinden biri ile dizilenir (109).

Dizileme islemi sonucunda elde edilen ham veri, ¢esitli yazilimlar kullanilarak

analize hazir hale getirilmektedir. Karsilagilan en 6nemli zorluk, NGS teknolojilerinin
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kullaniminin ucuzlamasi ve yayginlagsmasiyla dizileme isleminin daha ulasilabilir olmasi,
elde edilen verinin her gegen giin artmasi fakat verilerin yiiksek dogrulukla analiz
edilmesi isleminin giderek zorlasmasidir (110).

2.7.3. Yeni Nesil DNA Dizileme Kullanim Uygulamalari

NGS, insan saglig1 ve hastaliklari, viriisler ve bakteriler gibi tiim organizmalarin tespiti,
atasal DNA analizi, bitkilerin ve hatta tiim ekosistemin DNA dizisini anlamak gibi ¢ok

farkli alanlarda kullanilmaktadir.

NGS yonteminin insan sagligini ilgilendiren baslica kullanim alanlar1 sunlardir:
i.  Tek gen hastaliklarinin (mendelian) tanisi,
ii.  Konjenital anomalileri olan hastalarda, biligsel gerilik ve otizm spektrum
bozukluk tanisi olanlarda hastalik nedeni olan varyantin tespiti,
iii.  Genetik heterojenitesi olan hastaliklara (MODY gibi) yonelik gen panelleri ile
hastaliga neden olan biitlin genlerin ayn1 anda analiz edilmesi,
iv.  Sporadik kanser olgularinda somatik mutasyonlarin oransal tespiti (klonal),
v.  Kanser vakalarinda erken tani amaciyla kanda dolagsan serbest DNA'nin analiz
edilmesi,
vi.  Anne kanindaki serbest fetal DNA'y1 kullanarak andploidi tespiti,
vii.  Ailesel vakalar1 kullanarak mendelian ve kompleks hastaliklarda hastalik yapict

aday gen tespiti.

2.7.4. Varyantlarin Yorumlanmasinda Kullanilan Veritabanlar:

Yeni nesil DNA dizileme analizi sonucunda her hasta i¢in ¢ok sayida varyant
cikmaktadir. Bu varyantlarin hastalik etkeni olup olmadiklarint anlamak, genom analizi
icin 6nlimiizdeki en biiyiik problemi olusturmaktadir.

Bu problemi ortadan kaldirmak amaciyla ¢ok sayida biyoinformatik yazilim
gelistirilmektedir. Bu tez calismasinda, ¢alisma grubundaki olgularda tespit edilen
varyantlar1 degerlendirmek icin biyoinformatik araglar kullanilmigtir. Calismada, siirekli
giincellenen ve bakimlari yapilan, tahmin dogruluklar: yiiksek ve siniflandirma kriterleri
giiclii veritabanlar1 kullanilmistir.

Bu veritabanlarinin nelere odaklandig1 ve nasil yorumlanmasi gerektigi asagida

Ozetlenmistir.
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2.7.4.1. SIFT

Genomun protein kodlayan bolgelerindeki "nonsynonymous" varyantlarin protein
fonksiyonu iizerindeki etkisini tahmin etmek i¢in gelistirilmis ve halen aktif kullanilan
biyoinformatik yazilimdir (111). "Sorting Tolerant From Intolerant" (SIFT) yazilimi SNP
degisimlerinin etkisini inceler. SIFT, tek niikleotid degisikliklerinin pozisyonuna gore
yorum yapar. Aminoasit degisikliginin meydana geldigi pozisyon evrimsel siiregte ¢ok
korunmus bir bolgede ise protein fonksiyonu iizerine etkisinin fazla olacagi tahmin edilir.
Eger degisiklik az korunmus bir bolgede ise fonksiyon {izerine etkisinin daha az olacagi
tahmin edilir. SIFT, DNA dizi homoloji bilgisini kullanarak, her pozisyon i¢in miimkiin
olan tiim SNP degisikliklerinin etkisini tahmin edebilir.

SIFT yaziliminin varyant analizleri i¢in oldukga yiiksek oranda kullanilmasinin
ardindan yontemin kapsamini 200'den fazla farkli organizmada analiz yapabilmek icin
genisletmek ve analiz hizin1 artirmak i¢in yeni versiyonu olan SIFT 4G (SIFT for
genomes) ¢ikartlmistir (112).

SIFT yazilimi online olarak kullanicilarin = hizmetine  sunulmustur
(http://sift.jevi.org).
2.7.4.2. PolyPhen-2 HumDiv

Polymorphism Phenotyping v2 (PolyPhen-2) "nonsynonymous" vayantlari
degerlendirmek icin gelistirilmis giiclii bir yazilimdir (113). PolyPhen-2 yazilimi
aminoasit degisikliklerinin proteinin yapist ve fonksiyonu {izerine etkisini inceler.
Aminoasit degisikliginin etkisini anlamak i¢in dizi bilgisini, filogenetik bilgiyi ve protein
yapisina ait 0zellikleri analiz eder. PolyPhen-2 HumDiv ve HumVar seklinde iki farkli
egitilmis makina 6grenim sistemi kullanir. HumVar siniflama modeli daha ¢ok protein
iizerine etkisi ¢ok siddetli olan degisiklikleri ortaya koyar ve bu nedenle Mendelian
hastaliklarin tanisinda kullanilmaya daha uygun skorlar sunar. HumDiv ise potansiyel
olarak kompleks fenotiplere etkisi olabilecek nadir allelleri skorlar.

PolyPhen-2 yazilim1 online olarak kullanicilarin hizmetine sunulmustur
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/).
2.7.4.3. Mutation Taster

MutationTaster yazilimi sadece protein kodlayan bolgedeki "nonsynonymous"
olan degisiklikleri degil, tim DNA dizi degisimlerine yonelik (intronik, synonymous,

kiigiik insersiyon/delesyon (indel), ekzon-intron sinir1 varyantlari) tahmin yapmak i¢in
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gelistirilmistir (114). MutationTaster2, yeni gelistirilmis versiyon olarak, The
Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE) projesi (115) ve JASPAR (116) verilerini
de sisteme entegre ederek regiilatuar bolgelere ait tahmin yapma dogrulugunu artirmigtir
(117).

MutationTaster yazilimi online olarak kullanicilarin hizmetine sunulmustur
(http://www.mutationtaster.org/).
2.7.4.4. Mutation Assessor

Mutation  Assessor yazilimi, "nonsynonymous" varyantlarin evrimsel
korunmusluk bilgisi lizerine dayali, fonksiyonel etki skoru hesaplar (118).

Mutation Assessor online olarak kullanicilarin = hizmetine sunulmustur
(http://mutationassessor.org/r3/)
2.7.4.5. FATHMM ve FATHMM-MKL
Functional Analysis through Hidden Markov Models (v2.3) (FATHMM) yazilimi,
"nonsynonymous" ve '"non-coding" varyantlarin etkisini tahmin etmek iizere
gelistirilmistir (119). FATHMM-MKL (multiple kernel learning) yazilimi daha sonradan
gelistirilmis ve "non-coding" analizlere yonelik tahmin giiciinii artirmistir (120).

FATHMM-MKL online olarak kullanicilarin  hizmetine  sunulmustur
(http://fathmm.biocompute.org.uk/fathmmMKL.htm).
2.7.4.6. MetaLR ve MetaSVM

MetaLLR ve MetaSVM yazilimy, 11 farkli fonksiyonel tahmin skoru veren, 3 farkl
evrimsel korunmusluk skoru veren, 4 farkli topluluk (ensemble) skoru veren yazilimi
birlestirmis ve sonucunda Support Vector Machine (SVM) ve Logistic Regression (LR)
yontemleriyle iki farkli skorlama ortaya ¢ikarmistir (121).
2.7.4.7. VEST3

Variant Effect Scoring Tool (VEST v3) yazilimi, "nonsynonymous" varyantlarin
analizi icin gelistirilmistir (122). VEST3, "missense" varyantlarin patojenik olup
olmadigini tahmin etmek i¢in makina 6grenim algoritmasi kullanir.
2.7.4.8. CADD

Combined annotation-dependent depletion (CADD), hem protein kodlayan hem
de "non-coding" bdlgede olan varyantlar1 yorumlamak i¢in kullanilan ¢ok gii¢lii bir
veritabanidir (123). CADD, farkli genom annotasyon yontemlerini kombine ederek,

sadece SNP'ler i¢in degil Indel'ler i¢in de C skoru vermektedir.

28



2.7.4.9. DANN

Bir dnceki boliimde analatilan CADD yazilimi, evrimsel olarak muhtemel benign
varyantlarla, simiile edilmis muhtemel hastalik yapici varyantlari ayirmak icin linear
kernel support vector machine (SVM) yontemini kullanir. Fakat bu yontemde lineer
olmayan iliskiler incelenemez, bu nedenle derin noral ag (Deep Neural Network, DNN)
metodunu kullanan, Deleterious Annotation of genetic variants using Neural Networks
(DANN) gelistirilmistir (124).
2.7.4.10.PROVEAN

Protein Variation Effect Analyzer (PROVEAN) yazilimi, SNP veya Indel
seklinde olan tiim varyantlarin proteinin biyolojik fonksiyonu {iizerine olan etkisini
tahmin eder (125).

PROVEAN yazilimi online olarak kullanicilarin  hizmetine sunulmustur
(http://provean.jcvi.org/index.php).
2.7.4.11.LRT

Likelihood ratio test (LRT) yaziliminda, 32 farkli vertebral tiirli karsilagtirilarak
protein kodlayan bolgelerdeki varyantlarin fonksiyonel etkisi tahmin edilir (126).
2.7.4.12.GERP™ RS

Genomic Evolutionary Rate Profiling Rejected Substitutions (GERP™ RS)
yazilimi, evrimsel siirecte korunmus elemanlar1 degerlendirerek skorlama yapar (127).
2.7.4.13.M-CAP

The Mendelian Clinically Applicable Pathogenicity (M-CAP) yazilimi,
"missense" varyantlarin patojenik olup olmadigin anlamak icin 9 fonksiyonel tahmin
skorunu ve 7 evrimsel korunmusluk skorunu kombine eder (128). Ayrica 99 farkl: tiiriin
birden fazla dizi hizalamasini yaparak 298 yeni 6zellik ile makina 6grenim metodunu
gelistirir.
2.7.5. Varyantlarin Yorumlanmasinda Kullanilan Kilavuz

2015 yilinda NGS yontemi uygulanmasi sonucu tespit edilen varyantlarin
analizinin ve raporlanmasinin optimize edilmesi i¢in American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG), Association for Molecular Pathology (AMP) ve
College of American Pathologists gruplar1 tarafindan bir kilavuz yaymlanmistir (129).
Halen kullanilan bu klavuzun ayrintilar1 ve nasil yorumlanacagin Tablo 6, Tablo 7 ve

Tablo 8'de Ozetlenmistir. Kilavuzda; standart bir terminoloji olusturmanin Mendelian
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hastaliklara neden olan genlerdeki mutasyonlart tanimlamak icin gerekli oldugu
vurgulanmistir ve varyantlar "patojenik"”, "olas1 patojenik", "6nemi bilinmeyen", "olasi
benign" ve "benign" olarak gruplandirilmigtir.

Saptanan varyantlarin fonksiyonel etkisini degerlendirebilmek icin varyantlar,
Human Genome Mutation Database (HGMD), National Center for Biotechnology
Information The Single Nucleotide Polymorphism Database (NCBI dbSNP Database),
ClinVar, Pubmed, Google Scholar gibi hastaliklarla iligkili veri bankalar1 kullanilarak
degerlendirildi. Varyantin daha dnce literatiirde tespit edilip edilmedigi, eger bilinen bir

varyant ise hangi hastaliklarla iliskilendirildigi incelendi. Klinik 6nemi bilinmeyen

varyantlarin etkisini saptamak i¢in aile i¢i segregasyon analizleri planlandi.
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Tablo 6: Patojenik varyantlarin siniflandirilmasindaki kriterler (129)

Kanit

Kategori

Cok giiclii

PVS1 Fonksiyon kaybettirici mutasyonlar (nonsense, frameshift, splice site, baglangi¢ kodon, tek ya da birden fazla ekzon delesyonlar1)
Bu madde hastalik mekanizmasi fonksiyon kaybina bagh ortaya ¢ikan genler igindir.
i. Igili genin hastalik yapici mutasyonlari fonksiyon kaybina bagli olusmuyorsa,
ii. Tespit edilen varyant proteinin yapisim etkilemeyecek sekilde genin 3' ucunda ise,
iii. Tespit edilen varyant ekzon atlatmasina yol agarak proteinin yapisimi bozmuyorsa,
iv. Genin birden fazla transkripti oldugu durumlarda varyant yorumlanirken dikkatli olunmalidir.

Giiclii

PS1 Daha 6nce tanimlanmis patojenik aminoasit degisiminin ayni kodondaki farkli niikleotit degisikliginden kaynaklanmasi
Ornek: Val—Leu degisikligi G>C ya da G>T nedeniyle olmus olabilir.
Aminoasit/protein degisikligi degil “splicing” etkilenmesi yapan varyantlara dikkat edilmesi gerekmetedir.

PS2 De-novo varyant tanimlanmasi (anne ve babada olmadig1 gdsterilen varyantlar)

PS3 In-vivo veya in vitro yapilan fonksiyonel galismalar1 bulunan varyantlar

PS4 Etkilenen bireylerdeki varyant sikliginin kontrol gruplara gore dnemli 6l¢iide fazla olmasi

IImh

PM1 Mutasyonun hotspot bdlgede ve/veya kritik ve iyi tamimlanmis fonksiyonel domainde yer almasi

PM2 ESP, 1000G, veya ExAC veritabanlarinda kontrol gruplarda olmamasi (resesif ise ¢ok diisiik siklikta olmasi )

PM3 Resesif hastaliklar i¢in patojenik varyantin trans seklinde tespit edilmesi

PM4 Tekrarlamayan bolgelerde in-frame indel kaynaklanan ya da stop kodonu degistirerek proteinin uzunlugunun degismesi
PMS Patojenik missense mutasyon tespit edilen bdlgede farkli bir missense degisikligin saptanmasi

PM6 De-novo oldugu tahmin edilen ancak anne babanin ¢alisilmadigi durumlar

Destekleyici

PP1 Hastaliga neden oldugu bilinen bir gende ayni ailedeki birden ¢ok etkilenmis bireyde segregasyon saptanmasi

PP2 Hastaligin cogunlukla missense varyantlarla iliskili oldugu durumlarda Benign missense varyant oraninin diisiik oldugu bir gende
missense varyant tespit edilmesi

PP3 Birden ¢ok bilgisayar programinin gen veya gen liriiniiniin zararl (deleterious) bir sekilde etkilendigini gdstermesi

PP4 Hastanin fenotipi ya da aile dykdisiiniin tek bir genetik etyolojiye sahip hastalikla uyumlu olmas1

PP5 Son zamanlarda giivenilir bir kaynakta patojenik olarak rapor edilmis ancak ispat1 igin laboratuvarda bagimsiz degerlendirme
gerceklestirmenin miimkiin olmamasi

PVS: Pathogenic Very Strong, PS: Pathogenic Strong, PM: Pathogenic Moderate, PP: Pathogenic Supporting,
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Tablo 7:Benign varyantlarin siniflandirilmasindaki kriterler (129)

Benign

Kategori

Tek basma

BA1 Exome Sequencing Project, 1000 Genomes Project, veya Exome Aggregation Consortium veritabanlarinda allel siklig1 >%35 olmas1

Giiclii

BS1 Allel sikliginin hastalik i¢in beklenenden daha yiiksek olmasi

BS2 Erken yaslarda tam penetrans olmasi1 beklenen resesif (homozigot), heterozigot (dominant), X'e bagl (hemizigot) hastaliklar i¢in
saglikl yetiskin bireylerde gézlenmesi

BS3 In vivo ve in vitro fonksiyonel galismalarda protein fonksiyonu ve “splicing” {izerine hasar verici etkisinin gosterilememesi

BS4 Ailedeki etkilenmis bireylerde segrege olmamast

Destekleyici

BP1 Proteinin erken sonlanmasina sebep olan varyantlarinin hastalik nedeni oldugu bilinen genlerde tespit edilen missense varyantlar

BP2 Tam penetrans gosteren otozomal dominant bir hastalikta patojenik bir varyant ile #rans pozisyonunda gézlenmesi ya da herhangi
bir kalitim paterninde cis durumunda patojenik varyant gézlenmesi

BP3 Fonksiyonu bilinmeyen tekrarlayici bolgelerde in-frame delesyon ya da insersiyon saptanmasi

BP4 Birden ¢ok bilgisayar programinin gen veya gen iirlinliniin zararli bir sekilde etkilendiginin gdsterilmemesi (evrimsel
korunmusluk, “splicing” etkisi)

BP5 Alternatif bir molekiiler temeli olan bir hastada varyant gézlenmesi

BP6 Son zamanlarda giivenilir bir kaynakta benign olarak rapor edilmis ancak ispat1 i¢in laboratuvarda bagimsiz degerlendirme
gerceklestirmek icin elverisli olmayan

BP7 "Synonymous" varyasyonun “splicing” tahmin algoritmalarinda "splice" konsensiis dizilerine etki etmemesi ve yeni bir splice

olusturmamasi ve niikleotidin yiiksek korunmus bir bolgede yer almamasi

BA: Benign Stand-Alone, BS: Benign Strong, BP: Benign Supporting,
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Tablo 8:Varyantlarin siniflandirilmasinda kullanilan kriterlerin kombinasyonu ile
varyantlarin 6nceliklendirilmesi (129)

(i) 1 Cok giiclii (PVS1) VE
a) > 1 Guglii (PS1-PS4) YA DA
b) >2 Orta (PM1-PM6)YA DA
c) 1 Orta (PM1-PM6) ve 1 destekleyici (PP1-PP5) YA DA
d) >2 Destekleyici (PP1-PP5)

Patojenik (ii) >2 Giiclii (PS1-PS4) YA DA
(iii) 1 Giuicli (PS1-PS4) VE
(a)>3 Orta (PM1-PM6) YA DA
(b) 2 Orta (PM1-PM6) VE >2 destekleyici (PP1-PP5) YA DA
(c)1 Orta (PM1-PM6) VE >4 destekleyici (PP1-PP5)
(i) 1 Cok giiclii (PVS1) VE 1 orta (PM1-PM6) YA DA
(ii) 1 Guglii (PS1-PS4) VE 1-2 orta (PM1-PM6) YA DA
Olasi (>iii) 1 Giiclii (PS1-PS4) VE >2 destekleyici (PP1-PP5) YA DA
patojenik (iv) >3 Orta (PM1-PM6) YA DA
(v) 2 Orta (PM1-PM6) VE >2 destekleyici (PP1-PP5) YA DA
(vi) 1 Orta (PM1-PM6) VE >4 destekleyici (PP1-PP5)
(i) 1 Tek basina (BA1) YA DA
Benign (ii) >2 Giiclii (BS1-BS4)
(i) 1 Guglii (BS1-BS4) VE 1 destekleyici (BP1— BP7) YA DA
Olasi Benign oo ) Destekleyici (BP1-BP7)
Onemi (i) Yukarida sirlanan kriterler karsilanmiyorsa YA DA
Bilinmeyen (ii) Benign ve patojenik kriterler ¢eligkili ise
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. HASTA SECIMi

Bu calismaya, Ekim 2017-Mart 2018 tarihleri arasinda klinik olarak MODY 6n
tanisi ile Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi, Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi
ve Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesinin Endokrinoloji ve Metabolizma
boliimlerinden yonlendirilen 50 hasta dahil edilmistir.

Bu calisma igin 11.04.2018 tarihinde SBU Ankara Numune Egitim ve Arastirma
Hastanesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu’ndan 1902/2018 karar no ile etik onay
alimmustir.

Asagida belirtilen caligmaya dahil edilme kriterlerinden en az 2'sini tasiyan
bireyler calismaya dahil edilmistir.

Hastalarin calismaya dahil edilme Kriterleri:

i.  Calisma aninda 18 yasindan biiyiik olmak
ii.  Ilk tan1 yas1 1 yagindan biiyiik, 35 yasindan kii¢iik olmak,
iii.  Klinik olarak diyabet tanist almig olmak,
iv.  Otozomal dominant kalittim1 destekleyen ailesinde en az 2 jenerasyon diyabet
Oykiisii olmak,
v.  Tip 1 diyabet diisiindiiren otoantikorlar agisindan negatif olmak,

vi.  Insiilin direnci bulgular1 bulunmamak (akantozis nigrikans, obezite vs.).

Hastalarin calismaya dahil edilmeme kriterleri:
1. Tani aninda 1 yasindan kii¢iik, 35 yasindan biiyilik olmak,
ii. Insiiline bagiml diyabet bulgularmnin varhgi,
iii.  Tipl diyabeti diisiindiiren otoantikor pozitifligi,

iv.  Otozomal dominant kalitimi diisiindiiren aile ykiistiniin olmamasi

Olgularin yas, cinsiyet, laboratuvar bulgulari (aghik plazma glukozu, tokluk kan
glukozu, tan1 anindaki ve son 6l¢iilen HbA 1c, serum insiilin ve C-peptit seviyesi, diyabet
oto antikorlari, idrar glukoz ve keton diizeyi, serum kolesterol, trigliserit, LDL, HDL
diizeyleri) kaydedilmis, hastalarin diger medikal kayitlar1 dosyalarindan taranmis ve en

az 3 li¢ kusak iceren soyagaclari ¢izilmistir.
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3.2. MOLEKULER GENETIK CALISMA
3.2.1. Cahsmada Kullanilan Panelin Ozellikleri

Calismada, Tablo 9’da yer alan 23 genin ekzon ve ekzon-intron bileske
bolgelerindeki degisiklikleri saptayacak sekilde, GRCh37 (hgl9) referans dizisi baz
alinan, ortalama 400 baz cifti igeren 384 amplikondan olusan Thermo Fisher Scientific
tarafindan hazirlanan 6zel iiretim (custom dizayn) panel kullanildi.

Tablo 9°da panelde bulunan 23 gene ait bilgiler 6zetlenmistir.
3.2.2. DNA izolasyonu

MODY siiphesi ile takip edilen ve rutin tan1 amactyla yonlendirilen hastalardan
calisma i¢in EDTA (Ethylene diamine tetra acetic acid) iceren tiipe 2ml vendz kan 6rnegi
alind1 ve hastane kuryelerince Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi Genetik
Hastaliklar Tan1 Merkezi Laboratuvarina (Siteler/ANKARA) transfer edildi. DNA
izolasyonu, PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, Almanya) kullanilarak
iireticinin protokolleri dogrultusunda gergeklestirildi.
3.2.3. DNA Kiitiiphanesinin Hazirlanmas ve Piirifikasyonu

Izole edilen DNA'nin miktar ve kalite analizi yapildiktan sonra hedef bolgeler, Ion
Torrent™ Ton AmpliSeq™ Library Kit 2.0 (Life Technologies, ABD) kullanilarak
multiplex PCR ile ¢ogaltildi. Amplikonlar piirifikasyon amaciyla kismi olarak par¢alandi.
Ion Torrent™ Ion Xpress™ Barcode Adapters 1-16 Kit (Life Technologies, ABD)
kullanilarak barkodlama gerceklestirildi. Adaptor takilan kiitliphane, Agencourt AMPure
XP PCR Purification System (Beckman Coulter, ABD) kullanilarak piirifiye edildi.
3.2.4. Orneklerin Ion 530™ Cipe Yiiklenmesi ve Dizileme

Ornekler Ion 530™ Kit ve Ion Chef™ System kullanilarak ciplere yiiklendi.
Hazirlanan ¢ipler Ion S5™ System (Thermo Fisher Scientific, ABD) cihazina yiiklenerek
dizileme islemi gerceklestirildi.
3.2.5. Dizileme islemi Sonrast Ham Datanin Elde Edilmesi
Dizileme sonrasi elde edilen veri iiretici firma tarafindan cihaz tizerinde bulunan Torrent
Suite™ Software kullanilarak analize hazir veri Binary Alignment/Map (BAM) ve

Variant Calling Format (VCF) formatinda elde edildi.
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Tablo 9: Panelde bulunan genlerin 6zellikleri

Gen Ref Seq OMIM fliskili OMIM Fenotipleri
HNF4A NM_000457.3 600281 125850, 616026, 125853
GCK NM_000162.3 138079 125851, 125853, 606176, 602485
HNF1A NM_000545.5 142410 000496, 612320, 142330,

- 144700, 222100, 125853
PDX1 NM_000209.3 600733 606392, 260370, 125853
HNF1B NM_000458 189907 137920, 125853, 144700
NEUROD1 NM_002500.4 601724 606394, 125853
KLF11 NM_003597.4 603301 610508
PAX4 NM_006193.2 167413 612225, 125853, 612227
INS NM_000207.2 176730 613370, 125852, 606176, 616214
BLK NM_001715.2 191305 613375
KCNJ11  NM_000525.3 600937 P 2 006176,

- 601820, 125853

125853, 606176, 610374,

ABCCS8 NM_000352.3 600509 2540803
RFX6 NM_173560.3 612659 615710
FOXP3 NM_014009.3 300292 304790, 222100
GLIS3 NM_001042413.1 610192 610199
GLUD1 NM_005271.3 138130 606762
G6PC2 NM_021176.2 608058 612108
HADH NM_001184705.2 601609 231530, 609975
INSR NM_000208.2 147670 610549, 609968, 246200, 262190
NEUROG3 NM_020999.3 604882 610370
NKX2-2  NM 002509.3 604612 -
SLC16A1 NM _003051.3 600682 245340, 610021, 616095
ZFP57 NM_001109809.2 612192 601410
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Tablo 10’de Yeni Nesil Dizileme yontemi basamaklar1 6zetlenmistir.

Caligmanin Tablo 10'da belirtilen basamaklarindan 11, 12 ve 13. basamaklari
GEAH Genetik Hastaliklar Tan1 Merkezinde diger basamaklari ANEAH Genetik
Hastaliklar Tan1 Merkezinde yapildi.

Tablo 10: Hedeflenmis Gen Yeni Nesil Dizileme Yontemi Akis Semasi

Hasta kan 6rneklerinin alinmasi ve laboratuvara transportu

Periferik kandan genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA'nin miktar ve kalite analizi

Hedef bolgelerin multiplex PCR ile ¢ogaltilmasi

Amplikonlarin kismi olarak pargalanmasi

Barkodlarin ve Adaptorlerin amplikonlara ligasyonu ve piirifiye edilmesi
Kiitiiphanenin esitlenmesi ve miktar 6l¢limii

Orneklerin Ion Chef™ System cihazina yiiklenmesi

O© 00 I &N N b~ W N =

Orneklerin Ion S5™ System cihazina yiiklenmesi

Verilerin BAM ve VCF formatinda elde edilmesi

—_
- O

Orneklerin BAM dosyasinin IGV programinda gorsel olarak incelenmesi

—
\S]

VCF dosyasinin ANNOVAR programinda annote edilmesi (yorumlanmast)

—
(8]

Varyantlarin ACMG kriterlerine gore siniflandirilmasi

—
AN

Sanger dizileme yontemiyle varyantlarin konfirmasyonu

—
(V)]

Sanger dizileme yontemiyle aile i¢i segregasyon ¢aligmalarinin yapilmasi

—
(o)}

Raporlama

3.3. TESPIT EDILEN VARYANTLARIN DEGERLENDIRILMES]

Calisma dosyalar1 cihazdan Binary Alignment/Map (BAM) ve Variant Calling
Format (VCF) formatinda alindi. VCF dosyasindaki varyantlarin dogruluklari, The
Integrative Genomics Viewer v2.3 (IGV, Broad Institute) programi kullanilarak, BAM
dosyalarinin gorsel olarak degerlendirilmesiyle dogrulandi. IGV ile degerlendirme
yapilirken ayni ¢alismada yer alan en az 3 hastanin verisi birlikte degerlendirilerek i¢
kalite kontrol yapilmis oldu. Varyant onceliklendirilmesi yapilirken protein kodlayan

bolgelere, ardindan ekzon-intron birlesme bolgelerine ve ekzon komsulugundaki
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intronlarin ilk 20 baz1 degerlendirildi. Tespit edilen varyantlarin frekans bilgileri, in siliko

tahmin araglar1 ve diger bilgilerinin tespiti igin ANNOVAR programi kullanildi (130).

| JON IGV
Human hg19 B w7 B chr7:44,192,877-44,192,916 Go Bt « » @O x 2 | B #=
p22.1 p212  pls3 pla3 plal = pl2.3 pll2  qll2l ql123 q21.11 q21.13 q22.1 Q311 q31.31 q32.1  q33 q34 q35 436.2
40bp
44,192,880 bp 44,192,890 bp 44,192,900 bp 44192910 bp
i 1 i 1 i 1 1 1

[ |

-6
nXpress_02...bam Coverage
2nXpress_028_R_2017_09_06, 1
40_user_S5-0354-10-MODY__(
16_00_2017_28_SAMPLE_Auto
1.0354-10-MODY__CHIP2_06_0
28_SAMPLE_119.bam

-5
anXpress_02...bam Coverage
anXpress_029_R_2017_09_06_
40_user_S50354-10-MODY
16_09_2017_28_SAMPLE_Auto
10354-10-MODY__CHIP2_06_0
28_SAMPLE_119.bam

-

v-%a
anXpress_03...bam Coverage
anXpress_030_R_2017_09_06, 1
40_user_S5-0354-10-MODY__
16_09_2017_28_SAMPLE_Aut
+0354-10-MODY__CHIP2_06_0|
28_SAMPLE_119.bam

-
anXpress_02...bam Coverage
anXpress_02. MPLE_119.bam [
Sequence =[[A 6 6 A G cc GG TTACCATGTGGTATCCTGATGT CCTTCTGGGG T G
tofSeq Genes E S E P T
) tracks loaded [fete7:44.192.916 || — |r2Motsoam

Sekil 1: BAM uzantili dosyanin IGV programinda goriintiillenmesi

ANNOVAR programinda annotasyon (¢ok sayida veritabanit bilgisinin
eklenmesi) iglemi yapildi. Annotasyon isleminden sonra tespit edilen varyantlarin
onceliklendirilmesi (prioritization) ve siniflandirilmasi agamasina gegildi. Varyantlari
onceliklendirmek i¢in yapilan islemler sirasiyla su sekildedir:

i.  Varyantlarin The Genome Aggregation Database (gnomAD) ekzom ve gnomAD
genom veritabanindaki sikliklarina gore filtrelenmesi (yilizde 1'in iizerinde
goriilen varyantlar diglanmistir)

ii.  Varyantlarin 1000 Genomes Project (1000G), Exome Aggregation Consortium
(ExAC) ve Exome Sequencing Project v.6500 (ESP6500) veritaban1 sikliklarina
gore filtrelenmesi (ylizde 1'in lizerinde goriilen varyantlar diglanmistir)

iii.  Protein kodlayan bolge disindaki varyantlarin diglanmasi

iv.  Geriye kalan varyantlarin biyoinformatik tahmin araglar1 yardimiyla ve literatiir

bilgisiyle yorumlanmast
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Protein kodlayan boélgelerde hastalik nedeni olabilecek patojenik bir varyant
bulunamadigr durumlarda iii agamasina geri donerek, intronik, "splice site" ve UTR
bolgelerindeki varyantlarm yorumlanmast islemi yapildi. Ozellikle ekzon-intron
bileskesine 20 bazdan daha yakin olan varyantlar, Human Splicing Finder (HSF) ve
GeneSplicer gibi veritabanlarinda fonksiyonel etkisi a¢isindan incelendi.

Varyantlarin hastalik yapict olup olmadigini degerlendirirken, Tablo 6, 7 ve 8'de
ozetlenen, ACMG tarafindan yayimlanan mutasyon degerlendirme kilavuzu referans
alinmistir. Bu referansa gore varyantlar "patojenik", "muhtemel patojenik", "Onemi
bilinmeyen (Variant of Unknown Significance-VUS)", "muhtemel benign" ve "benign"

olarak gruplandirilmistir.

3.3.1. Tespit Edilen Varyantlarin Onceliklendirilmesi

Genetik heterojenitesi olan hastaliklarda taniya ulasmada gen paneli galismasi
sonunda elde edilen varyantlarin Onceliklendirme iglemi su anda en 6nemli asamay1
olusturmaktadir. Ozellikle protein kodlayan bolgede meydana gelen niikleotit degisimleri
protein yapisinda veya fonksiyonunda bozukluga yol agarak hastalik gelisimine neden
olmaktadir. Protein kodlayan bu bdlgelerin varyantlarimin fonksiyonel ¢alismasini
yapmak her zaman miimkiin olmamaktadir. Bu amagla biyoinformatik tahmin araglari
gelistirilmistir ve yenileri gelistirilmeye devam etmektedir. Bu araglardan en 6nemlileri
Boliim 2.7.3'te 6zetlenmistir.

Bu araglarin kombine bir sekilde kullanilabilmesi ile ilgili ¢aligmalar literatiirde
mevcuttur. Ornegin bir calismada bu araglardan 13 tanesinin skorlari hesaplanmus,
patojenik olarak degerlendirilenlere 1 patojenik olmayanlara 0 puan verilmis ve 7 puan
ve lizeri alan varyantlar dnceliklendirilmistir (131).

Bizim ¢alismamizda ise bu araglardan 15 tanesinin skorlamalari hesaplandi ve
patojenik degere sahip olanlara 1 olmayanlara 0 puan verildi. Bu puanlama sonucunda
toplam puant 8 ve ilizeri olan varyantlar onceliklendirildi. 8 puan alinmasinin nedeni
calisma median degerinin lizerinde olmasidir. Bu ¢alismada kullanilan biyoinformatik
araclar ve kullanilan skorlamalarin patojenite sinir degerleri Tablo 11'de verilmistir.

Sonug olarak, bir varyantin etkisini degerlendirmek icin, segregasyon analizleri,
varyanta ait toplum allel frekanslari, popiilasyon verileri ve in siliko tahmin araglarinin

verileri kullanildi. Ayrica, varyantin olusacak olan protein igin kritik bir bolgede
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probleme yol acip agmadigi, aminoasit diizeyinde etkilenmenin nelere yol agabilecegi,
farkli tiirden canlilarda varyantin saptandigi lokusun evrimsel agidan korunmus bir
bolgede olup olmadigi, varyantin tespit edildigi bolgede daha once bir mutasyonun
literatiirde mevcut olup olmadig1 degerlendirildi. Bu analizler neticesinde varyantin
ACMBG 2015 kriterlerine gore hangi sinifa girdigine karar verildi.

Tablo 11: Kullanilan Biyoinformatik tahmin araglar1 ve patojenite sinirlari

No Biyoinformatik Tahmin Araci Patojenite Simir1
1 SIFT <0.05

2 PolyPhen2 HDIV >0.453
3 Mutation Taster D veya A
4 Mutation Assessor >1.9

5 FATHMM <-1.5

6 FATHMM MKL >0.5

7  MetaLR >0.5

8  MetaSVM >0

9 VEST3 >0.8
10 CADD >0

11 DANN >0.8
12 PROVEAN <-2.5
13 LRT D

14 GERP++RS >4.4
15 M-CAP >0.025

3.4. VERILERIN ISTATISTIKSEL YONTEMLERLE ANALIZI

Verilerin analizi i¢gin SPSS 20 Windows paket programi kullanildi. Caligmaya
alinan tiim hastalarin verilerinin sonuglarinin degerlendirilmesi i¢in tanimlayicr istatistik
yontemleri kullanildi. Varyant saptanan ve saptanmayan gruplarin verilerinin
karsilagtirilmasinda non- parametrik testlerden Mann-Whitney U testi, grup oranlarinin
karsilastirilmasinda ise ki-kare testi kullanildi. Tanimlayicr istatistik sonuglari ortalama
+ standart deviasyon skoru (SDS) olarak verilirken, non-parametrik testlerin sonuglari
ortalama + SDS (median) olarak verilmistir. P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. KLINIK BULGULAR

Calismaya toplam 54 MODY 6n tanist koyulan olgu dahil edilmistir. Bunlardan
26's1 (%52) kadin 24"l (%48) erkektir. Hastalarin yas1 ortalama 35.7 £ 8.7 (19 — 60), tan1
alma yas1 ise ortalama 29.2 + 5.9 yas (17 - 35) idi. Hastalarin boylar1 ortalama
168.7£9.5cm (150-184), hastalarin agirliklar1 ortalama 77.02 £ 16.02 kg (48-125) ve
hastalarin viicut kitle indeksleri ortalama 27.1 + 5.1 kg/m? (17.6-37.3) olarak tespit edildi.

Olgularin aile agaglar1 incelendiginde 10 olgunun anne babasi arasinda akrabalik
tespit edildi. Olgularin 6'sinin anne babasi ayni1 koylii (endogami) olarak tespit edildi.
Aile dykiileri diyabet agisindan incelendiginde 30 olgunun ailesinde birden fazla bireyde
diyabet mevcut iken, 20 olgunun ailesinde 3 jenerasyon diyabet Oykiisiiniin oldugu

gozlendi. Hastalarin tan1 anindaki antropometrik 6zellikleri Tablo 12'de verilmistir.

Tablo 12: Hastalarin tan1 anindaki antropometrik 6zellikleri

Cinsiyet
Kadin 26 (%52)
Erkek 24 (%48)
357+ 8.7
s (19 - 60)”
Tan1 alma yas1 29.2£5.9
(17 - 35)
168.7+9.5
Boy (em) (150 - 184)
< 77.02 +16.02
Agirlik (kg) (48 - 125)

. 27.1+5.1
VKI (kg/m’) (17.6 - 37.3)
Anne-baba akrabalik 10 (%20)
Anne-baba endogami 6 (%12)

“ortalama =+ standart sapma, ““(minimum — maksimum)

Hastalarin laboratuvar tetkikleri incelendiginde, tani aninda ortalama aglik plazma
glukozu diizeyinin 229.7 £ 96.5 mg/dl oldugu, ortalama tokluk kan glukozu diizeyinin
268.7 £ 140.2 mg/dl oldugu tespit edildi. Tan1 aninda HbA 1c degeri ortalama % 9.67+2.6,
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son kontrolde HbAlc degeri % 7.61 + 2.01 olarak saptandi. Hastalarin tani1 anindaki

laboratuvar 6zellikleri Tablo 13'de 6zetlenmistir.

Tablo 13: Hastalarin tan1 anindaki laboratuvar bulgular:

Aglik Plazma Glukozu (mg/dl) ff?g_j?;ff
Tokluk Kan Glukozu (mg/dl) 2?18 ;7 . 51 3 ? )'2
HbAlc (%) 9(56.7 1i529§
C-peptit (ng/ml) (%',22911,'6112)
Insiilin (pIU/ml) (11 3131 _j: 393',59)
Kolesterol (mg/dl) (2 1144_7f §§23)
Trigliserit (mg/dl) 3(0421' 6_33254)7
HDL (mg/dl) 4?{; i6lgl)2
LDL (mg/dl) i?é“ ;??

“ortalama =+ standart sapma, ““(minimum — maksimum)

Hastalarin ortalama C-peptit diizeyi 2.02 + 1.12 ng/ml, insiilin diizeyi ise
12.1£9.5u1U/ml saptandi. Calismaya katilan 4 hastanin C-peptit diizeyi diisiik (<0,9
ng/ml) olarak saptandi fakat MODY klinik siiphesi olmasi nedeniyle ¢alismaya alindu.

Caligmaya alinan hastalara, anti-insiilin antikor, adacik hiicre antikoru ve
glutamik asit dekarboksilaz antikoru (anti-GAD, GAD65, GADA) antikorlar1 bakildi. 1
hastanin anti-GAD testi pozitif olarak degerlendirildi ve Tipl DM tanist koyuldu. Ayn
hastanin GCK geninde klinik dnemi bilinmeyen degisiklik saptandi. 1 hastada adacik
hiicre antikoru pozitif tespit edildi. Anti-insiilin antikor degerleri normal araliktaydi.
Hastalarin ortalama kolesterol diizeyi 214 + 44.3 mg/dL, ortalama trigliserid diizeyi
302.6+247 mg/dL, ortalama HDL diizeyi 43.4 + 11.2 mg/dL ve ortalama LDL diizeyi
121.4 + 35 mg/dL olarak tespit edildi.

Tan1 aninda 13 hastada glukoziiri (%26), 8 hastada ketoniiri (%16), 4 hastada

proteiniiri (%8) tespit edildi. Hastalarin higbirinde batin ultrason muayenesinde
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iirogenital anomali tespit edilmedi. Diyabet komplikasyonlar1 agisindan bakildiginda 2
hastada noropati gelistigi gézlendi. Nefropati ve retinopati bulunmamaktaydi.

4 hastaya gebeliklerinde GDM tanis1 koyuldugu ve insiilin kullandiklar1 tespit
edildi. 3 hastanin annesi veya kiz kardesinde GDM o6ykiisii tespit edildi. OGTT testi az
sayida hastaya uygulandig i¢in verileri ¢galismaya dahil edilmedi.

Tedavi agisindan bakildiginda, calismaya katilan 21 hasta (%42) insiilin tedavisi
ve OAD tedavisini kombine olarak aliyordu. 6 hasta (%12) sadece insiilin tedavisi
almaktaydi, 12 hasta (%24) sadece OAD tedavisi aliyordu ve 11 hasta (9%22) sadece diyet
tedavisi ile takip edilmekteydi.

Ek bulgular agisindan degerlendirildiginde c¢alismaya katilan hastalarin 1
tanesinde Friedreich Ataksisi tanisi, 1 hastada epilepsi tanisi, 1 hastada vitiligo tanisi

bulunmaktaydi.

4.2. GENETIK BULGULAR
Caligmaya alinan 50 hastalarin 30'unda (%60) varyant tespit edildi. 30 hastada
toplam 41 varyant tespit edildi.

Tespit edilen varyantlarin hangi genlere ne oranda dagildig: Sekil 2'de gosterilmistir.

Tespit Edilen Varyantlarin Genlere Dagilimi

EGLIS3 mHNF4A mABCC8 HNF1A mBLK mPDX1  mRFX6 EHADH mG6PC2
m GCK mINS mSLC16A1 mZFP57 wmKLF11  mNKX2-2 = FOXP3 mHNF1B mINSR

Sekil 2: Tespit edilen varyantlarin genlere dagilin
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Tespit edilen 41 varyantin 37 tanesinin klinik 6nemi bilinmeyen degisiklik oldugu
gozlendi. 4 hastada hastalik yapici etkisi kesin olan (patojenik) varyant ortaya koyuldu.
Klinik 6nemi bilinmeyen degisiklik tespit edilen olgular, ilgili varyantin segregasyon
analizlerinin yapilabilmesi, varyantin de novo olup olmadiginin anlagilabilmesi i¢in aile
ici ileri caligmalara yonlendirildi. Klinik ve molekiiler olarak varyantlarin
onceliklendirilme ¢aligmalar1 devam etmektedir.

Tespit edilen tiim varyantlara ait 6zellikler ve in siliko tahmin skorlar1 Tablo 14'de

verilmistir.

Missense varyantlarin Tablo 11'de verilen kriterler sonucunda tespit edilen 15

biyoinformatik tahmin aract sonuglar1 Tablo 15'de 6zetlenmistir.
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Tablo 14: Tespit edilen tiim varyantlarin 6zellikleri ve in siliko tahmin skorlar1

Allel

Gen:Transkript:Varyant Val:yz.lnt dbSNP sikhig GERP DANN ACMG Referans
tipi NR Smifi
(gnomAD)
1 ?1(3;§1C786ANI:)/I_A()7()2063'T§2 missense | rs138687850 |  0,0005 5,26 0,945 VUS (132)
2 ?gf;%zgz{fglosﬂzﬁé missense | rs142272833 0,001 5,07 0,996 VUS (133)
3 ?139(2?2;121;4&000352.4 Intronic NA NA 4,57 0,823 VUS Bulunmuyor
4 ?zlcfl?}gl;{gfé?liz“ missense NA NA 6,01 0,98 VvUS Bulunmuyor
5 ?Elfllggg—g(;;;;g() missense | rs757431553 0,0001 4,21 0,99 VUS Bulunmuyor
6 ?21541:245(12;17 ;g missense | rs367628135 | 1.7e-05 5,09 0,997 VUS Bulunmuyor
7 3217(11;245%;;32 missense | rs141865425 0,003 4,53 1 VUS ClinVar
3 523(51’9%1‘1\;1\%‘302104;009 missense NA NA 4,73 0,817 VUS Bulunmuyor
9 ?glggochyf%;;% missense 1s2232323 0,005 5,88 0,989 VUS (134)
10 ?glgggANll\J/Iiggi% synonymous NA 0,001 5,86 0,777 VUS (134)
GCK:NM_000162 . Muhtemel
11| e.T1178C:p.M393T fissense NA NA 339 1 099 tojenik (134)
12 ?ZCOI;_I;I%TOOONZA Splice site NA NA 5,07 0,972 VUS (135)

45




Tablo 14: Tespit edilen varyantlarin 6zellikleri ve in siliko tahmin skorlar1 (devam)

GLIS3:NM_001042413

13 | ¢.A2154T, p.S718S SYREIOG NS NA | NA | NA | VUS | Bulunmuyor
14 ?é‘iﬁ;&i}?%ggtﬂ;“m missense rs143056249 0,0012 5,63 | 0,23 VUS ClinVar
15 ?g 12251?11‘1\;[3_122123413 missense NA NA 6,17 | 0,999 VUS Bulunmuyor
16 ?g;gg'[l‘\lgl l;ggiﬂ424l3 missense rs143425492 0,0002 | 5,75 | 0,984 VUS Bulunmuyor
17 Sﬂggll\él\i_gggimn synonymous | 15141985853 0,004 5,82 | 0,519 VUS Bulunmuyor
18 S1L7IIS($ ilf(i\g;(r)l(‘)10424l3.l Intronic rs200890980 | 3.23e-05 | 5,36 | 0,924 VUS Bulunmuyor
19 Eﬁggfél_001184705 UTRS NA 0,0001 2,48 0,32 VUS Bulunmuyor
20 iié;)(g‘i\ﬂl;/l Egg;(s 4705 missense NA NA 5,51 | 0,999 VUS Bulunmuyor
1 ?gfllgghg_l?;;ﬁis missense 15754729248 0,0001 | 4,63 | 0,998 | Patojenik (19)

2 ?gfslgANl;ggggIO(S“S missense rs483353044 | 9.71e-05 5 0,999 VUS (136)

23 ?gi;&l\;wl[{zﬂ6(;(ﬁ456 missense | 1s1057520504 NA 4,84 1 Patojenik (137)

24 51258151?1‘1\11)1\/1[‘3(;(;(558 synonymous | rs1046837220 | 4.06e-06 | 5,32 | 0,743 VUS Bulunmuyor
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Tablo 14: Tespit edilen varyantlarin 6zellikleri ve in siliko tahmin skorlar1 (devam)

HNF4A:NM_000457

UTR3

rs367907885

0,0002

3,73

0,802

VUS

ClinVar

25 | *977C>G

26 1-121724 3??&323?7 synonymous | 15141448616 0,0005 5,92 | 0,854 VUS ClinVar
- 525351%203457 missense NA NA | 517 | 1 1}4;2;3? (138)

28 31%131§%3?0457 Intronic rs547483668 | 3.23e-05 | 4,28 | 0,856 VUS Bulunmuyor
29 591:111(7]‘;1;&11111_000457.4 UTR3 15573432571 0,001 3,25 | 0,383 VUS ClinVar
30 ?VCSZFZD’I/!_; (:];10\7, missense rs757595587 | 2.83e-05 | 3,25 | 0,993 VUS Bulunmuyor
31 E\ICS4I§[‘11Y£—10403 208.3 missense 15745857330 0,0003 | 2,97 | 0,889 VUS ClinVar
32 1§§?§_§g{00208'3 Splice site NA 4.78¢-06 | 5,15 | 0,758 VUS Bulunmuyor
33 fgg;;TNll:/!r_;lO;IS” missense 15755666407 | 2.09¢-05 | 5,34 | 0,989 VUS Bulunmuyor
34 ?gggélzhé]ggfﬂg missense rs8192563 0,019 4,38 | 0,968 VUS Bulunmuyor
35 523(5161;1\1/31_‘2;]2; 29 synonymous NA 3.23e-05 | 5,01 | 0,962 VvUusS Bulunmuyor
36 52)7(11912;1\3_3323129 missense NA 2.66e-05 | 4,67 | 0,977 VUS ClinVar
37 fgﬁ;ANg/Iﬁgggmg missense 1192902098 0,001 5,46 | 0,998 VUS (139)
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Tablo 14: Tespit edilen varyantlarin 6zellikleri ve in siliko tahmin skorlar1 (devam)

RFX6:NM_173560

38 | ¢.*33A>T UTR3 1s759318465 | 9.55e-06 | 0,92 | 0,081 VUS Bulunmuyor

39 ?2)1(331;24511123201, missense | 1s146115506 0,001 6,03 | 0,998 VUS ClinVar

40 ELTg(}gélpl\IHl\gig?OSl?’ missense rs148691598 | 6.46e-05 5,9 | 0,992 VUS Bulunmuyor
ZFPS7:NM_001109809 missense 1193232883 0,0001 3,94 | 0,821 VUS ClinVar

41 | ¢.C1118G:p.S373C

VUS: Variant of Unknown Significance, NA: Non-available
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Tablo 15: Missense varyantlarin 15 biyoinformatik tahmin araci sonuglari

E" Z E g Z 75}
5 - = 4 S 2 2 E & 2
g g = = =1 E2| 2 = 5 > e 2 Z 5 = " = <
S gL = g E | 8¢ | = i 7 2 > Z > & o | =
< 3 | £ | S |24/ 5|2 |2 E |53 |28 - 825
Ei = | £ & | &8 = & T =
) S s <
Q A~ =
1 | HADH:NM_001184705 0 1 D 32 | 2,8 10,993 | 089 | 0,91 | 0,92 | 7.4 |099 | -39 D | 552 | 028 | 15
¢.G703A:p.E235K
HNF1A:NM_000545
2 ¢.C1135G, pP3T9A 0 1 D 2,3 | -5,74 10,997 | 0,976 | 1,08 | 0,92 | 4,9 | 0,998 | -418| D | 4,63 | 0,776 | 15
HNF1A:NM_000545.6
3 ¢.G788A:p R263H 0,001 1 D 2,5 | -3,91 (0,984 | 0,902 | 1,04 | 0,978 | 7,37 1 406 | D | 4,84 |0775| 15
G6PC2:NM_021176
4 e A620C:p Y2075 0 099 | D 3,1 | -1,11 | 0,99 | 0,53 | 0,16 | 0939 | 435 | 0,98 | -589 | D | 4,73 - 14
HNF4A:NM_000457
5 ¢.G266A:pR89Q 0 1 D L1 | -42 |0964 | 0,926 | 1,085 | 0,938 | 5,5 1 36 | D | 577 097 | 14
GCK:NM_000162
6 ¢ T1178C:p.M393T 0,086 | 0,881 | D 1,4 |-3,02] 0,99 | 0,83 | 0,81 0,928 | 598 | 099 | -32 | D | 559 | 0,53 | 13
HNF1A:NM_000545
7 . G1522 A E508K 0,003 | 0,994 | D | 2,05 | -4,66 | 0,979 | 0,92 | 1,027 | 0,85 | 6,8 | 0,999 | -2,1 D | 411 | 0411 | 13
PDX1:NM_000209
8 ¢.C97A:p.P33T 0 1 D [1,895|-3,12| 0,99 | 0,83 | 0,75 | 0,942 | 6,4 |0,942|-432| D | 547 - 13
GLIS3:NM_001042413
9 ¢.C1855T:p.R619W 0 1 D 2,6 | 06 (0903|032 | -02 | 0,89 | 65 |0,99 | -7,5 D 1,11 | 0,07 | 11
RFX6:NM_173560
10 ¢.G1733C:p.RS7SP 0,001 1 D |1,895]-0,02| 0,95 | 0,31 | -037 | 0,83 | 5,32 | 0,998 | -1,3 D | 517 | 006 | 10
BLK:NM_001715.2
11 ¢.GT13A:p.R2380 0,001 1 D | 3,74 | 2,76 | 0,935 | 0,087 | -0,84 | 0,267 | 6,93 1 328 - 3,65 | 0,039 | 9
12 | ABCC8NM 0003524 ) | o600 | D -0,1 | -0,25 | 0,989 | 0,445 | -0,37 | 0,243 | 1,738 | 0,98 | -086 | D | 6,02 | 0,049 | 8

¢.A1448G:p.Q483R
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Tablo 15: Missense varyantlarin 15 biyoinformatik tahmin araci sonuglari (devam)

13 c{%ﬁggﬁ’gg% 0,027 0417 | D | 12 | -1,73 | 0,954 | 0,453 | 007 | 0,287 | 4258 | 099 | -193 | D | 422 | 0,068
14 EI.VCSZ:}IVZD;I:_[?.?&O;IO\Z 0,154 | 0,574 | N | 3,04 | 24 | 0,063 | 0,706 | -0,11 | 0,465 | 1,87 | 0,993 | -0.74 | - | 2,34 | 0373
15 SLi?ﬁégﬁﬁgfgfl'z’ 0,002 | 0571 | D | 248 | 121 | 0314 | 0,073 | -1,03 | 0,321 | 2,9 | 0992 | 204 | D |-0,72 | 0,054
16 12%11:91\&‘.3%‘3 0,026 | 0,609 | N | 1,1 |-284| 059 | 0461 | 052 | 0276 | 1,768 | 0,977 | 0,07 | N | 2,95 | 0,838
17 ﬁgﬁ;’;‘iﬁl—(ﬂlﬂsﬂjﬁ 0337 (0449 | D | 12 |-106| 09 |029 | -069 | 0,459 | 3,257 | 0,996 | -139 | D | 321 | 0,072
18 GLi.SCZ”;;%;gf’l}géi‘m’ 1 1 | b | - |28 ]0921|002]| -1 ] 01 | 058]|0984|-073| - | 485000
19 IN%% ﬁgﬁf’fi’ig&z’ 0,089 | 0984 | D | 16 |-1,05|0815| 048 | -022 | 0,679 | 232 | 0,889 | -085 | - | 2,97 | 0,973
20 Nfé‘;égré‘iﬂzzzip 0,104 [ 0,026 | D | 1,79 | -3,7 | 0906 | 0,5 | -009 | 0098 | 1,3 |0968| -05 | D | 439 | -

21 ‘iﬁfggﬁ-ﬁ%ﬁz 0377 0 | N | 13 |-326]0,183 | 0,611 | 0352 | 0,151 | 2321 | 0,945 | -0,19 | N | 2,94 | 0,046
2 Fg’égg%‘;—f;;g? 0867 | 0,1 | N | 1,18 | -347 | 0,395 | 0,733 | -0,1 | 0,406 | 0,994 | 0.817 | 1,80 | N | 3.86 | 0,099
23 K}g;;}“ﬁ-}’gi’g? 7] 007 [0267] N | 248 | 2,51 | 0318 | 0,031 | -1,03 | 0,122 | 1,483 | 0,989 | -1,58 | N | 3,55 | 0,013
2 fé;ﬁfggﬁ’gslg 0,147 | 0,005 | N | 09 | 097 | 0,155 | 0,078 | -0.97 | 0,064 | 2.43 | 0,997 | -0.64 | N | 3.26 | 0,007
25 ZP;PCSZ ilf};é—:gf’;;;’g 209 0,133 [ 0056 | N | - | 33 | 0164|0007 | -095 | 001 | 0,711 | 0,821 | -1,68 | N | 2,11 | -

26 G%}gi’g;%ﬂ%ggigm 083 | 0 | N | -06 | 304|027 | T | 0090063 | -202| 023 | 047 | N | 216 | 0,004

D:Deleterious, N:Neutral ya da Polimorfizm
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Calismaya alinan 50 olgudan 30'u varyant tespit edilen (Varyant +) ve 20 olgu
varyant tespit edilmeyen (Varyant -) olarak gruplandirildi. Varyant saptanan (Varyant
+) ve varyant saptanmayan (Varyant -) hastalar karsilagtirildiginda iki grup arasinda
yas, tan1 yas1, boy, agirhik, VKI, aglik plazma glukozu, tokluk kan glukozu, tani
anindaki HbAlc, son dlclilen HbAlc, C-peptit, insiilin, ve lipit profili degerleri
acisindan istatistiksel anlamli fark saptanmadi (Tablo 16).

Gruplara ait istatistiksel degerlendirmeler Tablo 16'da verilmistir.

Tablo 16: Varyant (+) ve Varyant (-) Hastalarin Klinik ve Laboratuvar Ozellikleri

Varyant + (n=30) Varyant - (n=20) p degeri

Yas (y1il) 35.5+10.1 (36) 35.9+6.2 (36) 0.741
Tan yas1 (y1l) 29.6 £6.2 (30) 28.6 £5.4 (28) 0.519
Boy (cm) 170.8 £8.1 (172)  165.5+10.5(163)  0.119
Agirlik (kg) 77.6 + 18.6 (78) 76.1 £ 11.6 (75) 0.984
VKI (kg/m?) 26.5+5.5(26) 27.9 +4.4 (26) 0.343

Aglik Plazma Glukozu (mg/dl) 237.8 £100.4 (228) 217.5+92 (181) 0.634

Tokluk Kan Glukozu (mg/dl) ~ 250.3 + 126.3 (188) 291 + 157.3 (222)  0.486

HbAlc (%) (tani) 9.7 +2.8 (10) 9.5+£2.2(9) 0.797
HbAlc (%) (son) 7.5+2.6 (6) 7.6 +1.7(7) 0.513
C-peptit (ng/ml) 22+1.2(2.4) 1.5+0.7 (1.5) 0.078
insiilin (uIU/ml) 13.1493(9.4)  11.1+10.1(8.5)  0.591
Kolesterol (mg/dl) 212 + 47 (203) 215+41(230)  0.746
Trigliserit (mg/dl) 3224260 (215)  266+231(151)  0.579
HDL (mg/dl) 40.5 +9.5 (38) 475+12.6(43)  0.157
LDL (mg/dl) 115 + 34 (103) 130 £37(132)  0.423

Veriler ortalama + SDS (median) olarak verilmistir.
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Calismaya alinan ve varyant tespit edilen 30 olguya ait 6zellikler ve varyant listesi

Tablo 17'de 6zetlenmistir.

Tablo 17: Varyant tespit edilen olgulara ait 6zellikler

Slgu Varyantlar Akrabahk Yas Tam Tedavi
odu yasi
o1 ABCCS:c.A1448G:p.Q483R Yok 39 38 Insiilin
ABCCS8:c.G2176A:p.A726T
02 PDX1:c.C719G:p.P240R Yok 60 34 Insiilin ve OAD
RFX6:c.*33A>T
03 ABCCS8:c.G4563T:p.K1521N Yok 42 35 Insiilin ve OAD
04 BLK:c.G1108C:p.E370Q Var 34 30 Insiilin ve OAD
05 BLK:c.G344A:p.R115Q Yok 42 35 Insiilin ve OAD
FOXP3:c.C959T:p.T3201 .
06 BIK:c.G713A:p.R238Q Yok 36 o Diyet
o7 G6PC2:c.A620C:p.Y207S Yok 37 33 Diyet
08 G6PC2:c.A620C:p.Y207S Yok 36 30 Insiilin ve OAD
G6PC2:c.G699A:p. L2331
RFX6:c.G1733C:p.R578P P
09 GLIS3:c.C287T:p.P96L g =2 4 Insiilin
PDX1:c.C456T:p.A152A
010  GCK:c.T1178C:p.M393T Yok 19 18 Diyet
GLIS3:c.C1090T:p.P364S S
Ol11 GLIS3:¢.A2154T:p.S718S Yok 19 18 Instilin ve OAD
GLIS3:c. T1881C:p.Y627Y . .
O12 HNFIB:c.C985T:p.L329L Endogami 2 2 Diyet
ZFP57:¢.C1118G:p.S373C
013 HADH¢-195A>G Yok 35 33 OAD
HADH:c.G703A:p.E235K P
014 GLIS3:¢.C1855T:p.R619W Yok 48 28 Instilin ve OAD
015  HNF1A:c.G788A:p.R263H Yok 34 23 Insiilin ve OAD
016  HNF1A:c.C1135G:p.P379A Yok 45 43 Insiilin
HNF1A:c.G1522A:E508K
O7 HNF4A:c.¥1078G>A Yok 38 32 OAD
018  HNF4A:c.*977C>G Var 43 29 Insiilin ve OAD
019  HNF4A:c.C1242T:p.N414N Endogami 38 32 OAD
020  HNF4A:c.G266A:p.R89Q Yok 26 25 Diyet
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Tablo 17: Varyant tespit edilen olgulara ait 6zellikler (devam)

021  HNF4A:2.43019133C>T Yok 26 24 OAD
022  INS:c.C242T:p.A81V Var 38 31 Diyet
023  INSR:c.3259-3C>A Yok 36 34 OAD
024  KLF11:c.C938T:p.T3131 Yok 34 26 Insiilin
025 g%?é;fié%%?gms Var 26 25 insiilin ve OAD
o EPSSOUMCHRTY v s w ow
om SIGICTIOAION vy kD
028 INSR:c.C41T:p.L14P Var 25 23 Insiilin
029 GCK:c.208+3A>T Yok 25 23 Diyet
030 NKX2-2:c.G365C:p.G122A Yok 59 35  Insiilin ve OAD
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Calismaya alinan ve varyant tespit edilmeyen 20 olguya ait 6zellikler Tablo 18'de

Ozetlenmistir.

Tablo 18: Varyant tespit edilmeyen olgulara ait 6zellikler

Olgu

kodu Varyantlar Akrabahk Yas Tan1 yas1 Tedavi
031 Saptanmadi Endogami 36 28 OAD

032 Saptanmadi Var 28 25 Insiilin ve OAD
033 Saptanmadi Endogami 43 17 Insiilin
034 Saptanmadi Yok 47 37 OAD

035 Saptanmadi Yok 24 23 OAD

036 Saptanmadi Yok 36 27 Diyet

037 Saptanmadi Yok 34 29 Insiilin ve OAD
038 Saptanmadi Yok 31 30 OAD

039 Saptanmadi Yok 27 24 Insiilin ve OAD
040 Saptanmadi Yok 42 27 Insiilin ve OAD
041 Saptanmadi Var 46 31 Insiilin ve OAD
042 Saptanmadi Endogami 30 20 Insiilin ve OAD
043 Saptanmadi Var 37 33 Insiilin ve OAD
044 Saptanmadi Yok 38 28 Insiilin ve OAD
045 Saptanmadi Var 34 27 OAD

046 Saptanmadi Endogami 37 32 OAD

047 Saptanmadi Yok 39 30 Diyet

048 Saptanmadi Var 33 30 Insiilin ve OAD
049 Saptanmadi Yok 44 40 Insiilin ve OAD
050 Saptanmadi Yok 34 33 Diyet
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Olgularin soyagaglar1 ayrintili bir sekilde ¢izildi. 50 olgudan 6rnek olarak 4 olgunun
soyagaci Sekil 3, 4, 5 ve 6' da verildi. Koyu ile isaretli bireyler klinik olarak DM tanis1
alanlar1 temsil etmektedir. Olgunun su andaki yasi, ilk tan1 yasi sag iistte, boy ve kilo

bilgileri altta belirtilmistir.

" s G
iy

55(52]
| 45(43) g ) grm kzm L ;2(?) &7137) ‘;ﬁp,

/ 172cm

79kg

Sekil 3: Patojenik varyant saptanan O16 kodlu olguya ait soyagaci [Yas (Tan1

yasi)]

G "o
PR ARy P

170cm 163em
70kg 90kg

19(18) 34(27) 36(21)
182cm 168cm 170cm 170em
90kg 84kg 75kg 92kg

Mg

Sekil 4: Klinik 6nemi bilinmeyen varyant saptanan O11 kodlu olguya ait

<

soyagaci [Yas (Tan1 yas1)]
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19 1 15 23
111111111111 m
g kg 110k

Sekil 5: Varyant saptanmayan O34 kodlu olguya ait soyagaci [ Yas (Tan1 yas1)]

Sekil 6: Varyant saptanmayan 043 kodlu olguya ait soyagaci [ Yas (Tani1 yas1)]
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5. TARTISMA

Bu caligmada, major diyabet tipleri olan TIDM ve T2DM gruplarina girmeyen,
geng yasta diyabet tanisi alan, en az iki bazi ailelerde {i¢ jenerasyon diyabet gegisi olan,
hasta bireyin birinci derece yakinlari1 (anne, baba, kardes, ¢cocuk) arasinda erken yasta
baska diyabet olgularinin oldugu ve bu nedenlerle monogenik diyabet olabilecegi
degerlendirilen 50 hastada, yeni nesil dizileme teknolojisinin avantaji olan, birden ¢ok
genin (bu calismada 23 gen) ayni anda, hizli ve daha ucuz sekilde analizi yapilmus,
%60 oraninda hastada hastaliga neden olabilecek varyant saptanmuistir.

Monogenik diyabet ile ilgili yapilan prevalans saptama ¢aligmalar1 cogunlukla
Avrupa toplumlar1 kokenlidir. Irgens ve ark. yaptigi Norveg ulusal cocuk diyabet
vakalar1 kohortunda MODY prevalanst %]1.1 olarak bulunmustur (140). Aym
caligmada tiim Norvecli ¢gocuklar arasinda monogenik diyabet prevalansi 3.1/100000
olarak tespit edilmistir. Avrupa'dan gelen farkli verilerde MODY prevalansinin %1-5
arasinda oldugu tahmin edilmektedir (141-143).

Mohan ve ark. tarafindan yapilan, Giiney Hindistan kdkenli, klinik olarak
MODY tanist koyulmus 152 hastanin molekiiler analizinde en sik mutasyon tespit
edilen genler, HNF1A(%?7.2) ve ABCCS8 (%3.3) olarak tespit edilmistir (144). Bu
caligmada iliskili MODY genlerinin analizi ile hastalarin sadece 23/152'sine (%15)
tan1 konulabilmistir. Yine bu calismada GCK mutasyonu tespit edilen hasta oran1 diger
poptilasyonlarin oldukga altinda, <%]1 tespit edilmistir.

Giuffrida ve ark. tarafindan agiklanan Brezilya Ulusal Monogenik Taramasi
sonuclarina gore, 311 hastanin 72'sinde GCK mutasyonu, 31'inde HNF1 A mutasyonu
ve 1 hastada da HNF1B mutasyonu saptanmistir (49). Bu ¢alisma sonunda Brezilya'da
en sik gorilen MODY alt tipinin GCK-MODY oldugu ifade edilmistir. Diger
caligmalarda oldugu gibi GCK geninde ki mutasyonlarin herhangi bir "hotspot" nokta
tagimadig1, tiim gene yayildig: tespit edilmistir.

Tiirkiye'de MODY ile ilgili az sayida ¢aligma mevcuttur. Erigkin yas grubunda
tim MODY genlerini tarayan kapsamli bir ¢alisma bildigimiz kadariyla
bulunmamaktadir. Bu c¢alisma Tiirkiye'de erigskin diyabet hasta grubunda, NGS
teknolojisi kullanilarak ¢ok sayida genin analizinin yapildig1 ilk ¢caligma olma 6zelligi

tagimaktadir. 2014 yilinda Anik ve ark. pediatrik yas grubunda 42 ¢ocuk hasta dahil
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ettikleri calismada 11 gen taramis ve hastalarin %29'unda varyant tespit etmistir (145).
Diger bir ¢alismada, Aykut ve ark. tarafindan 177 hasta iizerinde yapilmis GCK geni
dizi analizi sonucunda 79 hastada varyant tespit edilmistir (146). Bu 79 hastada 45
farkli varyant tespit edilmis, bunlardan 20 tanesi ilk defa tanimlanmistir. Bu rakamlar
Tiirkiye'de de GCK prevalansinin yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir. Tiirkiye'den
yapilan diger ¢alismalarda da en sik gorilen MODY alt tipinin GCK genindeki
mutasyonlarla olustugu bildirilmistir (135,147).

Bu caligmaya alinan 50 hastanin 30’unda (%60) hastalik yapici veya klinik
Oonemi bilinmeyen varyant tespit edilirken, 20 hastada (%40) hastalifa neden
olabilecek herhangi bir varyant tespit edilmemistir. Yapilan analiz sonucunda 18 farkli
gende 41 varyant tespit edilmistir. GLIS3 geninde 6, HNF4A geninde 5, ABCCS8
geninde 4, HNF1A geninde 3, BLK geninde 3, PDX1 geninde 3, RFX6 geninde 2,
HADH geninde 2, G6PC2 geninde 2, GCK geninde 2 ve INS, INSR, FOXP3, HNF1B,
KLF11, NKX2-2, SLC16A1, ZFP57 genlerinde ise l'er varyant tespit edilmistir.
Tespit edilen varyantlarin genlere gore dagilimi Sekil 2'de verilmistir. Panelde bulunan
GLUDI, KCNJ11, NEUROD1, NEUROG3 ve PAX4 genlerinde herhangi bir varyant
tespit edilmemistir.

Monogenik diyabet grubunda molekiiler taninin koyulmast 1990'l1 yillardan
itibaren Sanger yOntemiyle her bir genin tek tek dizilenmesiyle miimkiin
olabilmekteydi. NGS teknolojisi sayesinde birden fazla gen ayni anda dizilenmeye ve
bu nedenle molekiiler tan1 oranlar1 artmaya basladi (20). Hedeflenmis gen paneli
kullanilarak yapilan molekiiler analizlerde tan1 orani bir makalede MODY grubunda
%27 olarak bildirilmistir (148). Bir baska ¢aligmada, Globa ve ark. tarafindan, 1-18
yas araliginda 39 etkilenmis bireyi dahil ettikleri ¢alismada, 15 hastada (%38)
patojenik varyant tespit edildigi bildirilmistir (149).

Giiniimiizde NGS teknolojisinin gelismesiyle tiim genom analizi (Whole
Genome Sequencing-WGS), tiim ekzom analizi (Whole Exome Sequencing-WES), ve
hedeflenmis gen paneli analizi (Targeted Gene Sequencing) yayginlagmistir. Burada
onemli bir problem ortaya ¢ikmistir. Bu c¢alismalar sonucunda ¢ok sayida varyant
tespit edilmekte fakat hangisinin hastalia yol ac¢tigim1 bulmak samanlikta igne
aramaya benzemektedir (150). Bu varyantlarin hepsinin aile segregasyon ¢aligmasini

veya fonksiyonel ¢alismasini yapmak her zaman miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle
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varyantlarin patojenisitesinin degerlendirilebilmesi i¢in ¢ok sayida biyoinformatik
arag¢ gelistirilmistir (110). Bu araglarin tek tek kullanilmasi yerine kombine skorlama
yapmanin uygun olabilecegi degerlendirilmektedir.

Pezzilli ve ark. yaptig1 calismada, missense varyantlar icin, 13 farkl
biyoinformatik ara¢ kullanmig, 7 ve ilizeri puan alan varyantlar ileri fonksiyonel
caligmalar ve aile segregasyon calismast i¢in aday olarak degerlendirilmistir (131). Bu
caligmaya alinan ve varyant tespit edilen 30 hastada ortaya konulan 41 varyantin 26
tanesi missense olarak degerlendirilmistir. Ilk defa bu ¢alismada, missense varyantlar
15 farkli biyoinformatik ara¢ kullanilarak skorlanmis ve Onceliklendirilmeye
calistlmistir. Toplam elde edilen 41 varyanttan intronik olanlar, "synonymous" olanlar
ve UTR bolgesinde olan varyantlar ¢ikarilmis ve geriye kalan 26 missense varyantin,
15 farkli biyoinformatik ara¢ skoru tespit edilmis ve toplam skorlar1 belirlenmistir
(Tablo 11). Her bir biyoinformatik arag i¢in kendi belirledigimiz esik degeri gegebilen
varyantlar 1, gecemeyen varyantlar 0 puan almistir. Toplamda 15 aragtan aldig1 puan
8 ve lizeri olan varyantlar ileri fonksiyonel ve aile ¢aligmalar: i¢in oncelikli oldugu
degerlendirilmistir. 8 puanin sinir alinmasinin nedeni ¢alismanin median degerinin
iistiinde olan deger olmasidir. Sinir daha yukarilara ¢ekildiginde sinir iizerinde puan
alan varyantlarin pozitif olma sans1 artacaktir fakat degerlendirmenin yanlis negatiflik
verme sansi da artacaktir.

Yukarida 6zetlenen skorlama sistemine gore 26 missense varyanttan 8 ve tizeri
puan alan varyant sayist 15 (%57.6) olmustur. Bu degerlendirme sonucuna gore,
caligmaya alinan 50 hastanin 16'sinda (%32) patojenik olabilecegi kuvvetle muhtemel
varyantlar tespit edilebilmistir. Pezzilli ve ark. yaptig1 calismaya alinan 55 hastadan
sadece 8 tanesi (%14,5) yaptiklar1 skorlama sisteminden 13 puan iizerinden 7 puani
gegebilmistir (131). Bizim ¢alismamizda bu oranin 2 kati kadar hastada skorlama
sistemimizi gegen varyant tespit edilmistir.

Bu caligmada tespit edilen ¢ok dnemli bir bagka bulgu ise higbir varyant tespit
edilmeyen 20 (%40) olgu ile [Varyant (-) grup] varyant tespit edilen 30 (%60) olgu
[Varyant (+) grup] gruplari arasinda, yas, tan yasi, VKI, aglik plazma glukozu, tokluk
kan glukozu, HbAlc ve lipid profilleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
elde edilememesi olmustur. Sadece laboratuvar parametreleri olarak degil soyagaclari

incelendiginde Varyant (-) olan gruptaki olgularda da erken yasta diyabet tanisi, aile
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ici birden fazla bireyde diyabet olmasi gibi 6zellikler bulunmaktadir. Varyant (-)
gruptan 2 hastanin 6rnek soyagaci Sekil 4 ve 5'te gosterilmistir.

Bu bulgudan iki farkli sonug ¢ikarilabilir. Birincisi MODY hastaligina neden
olan genlerin tahmin edilenden ¢ok daha fazla olmasi fakat heniliz tespit
edilememesidir. 23 gen i¢eren panel yerine iligkisi saptanmis baska genlerin de bu gibi
panellere eklenmesi ile varyant tespit etme orami artacaktir. ikincisi ise, MODY
tanimlamasinin yaninda daha kapsayici olan Erigkin Ailesel Diyabet [Familial
Diabetes of the Adulthood (FAD)] tanimmi kullanmanin uygun olacag:
degerlendirilmektedir. Ludovico ve ark. yaptigi calismada, 2583 T2DM hastasi
arasinda birden fazla kusakta diyabet bulunan 77 olguyu HNF4A, GCK, HNF1A,
PDX1, HNF1B, NEURODI genleri ve mitokondriyal A3243G mutasyonu agisindan
incelemislerdir (151). 77 hastanin 9'unda (%11,7) bu genlerde mutasyon tespit edilmis
ve MODY grubu olarak tanimlanmis, geri kalan hastalar FAD grubu olarak
tanimlanmistir. Tanimladiklart 3 grubun tani yasini sirasiyla T2DM igin 51.2, FAD
icin 37.7 ve MODY i¢in 22 olarak tespit etmislerdir (151). Bizim g¢aligmamizda
Varyant (+) grupta tan1 yasi 29.6 ve Varyant (-) grupta tan1 yas1 28.6 olarak tespit
edilmistir. Bu sonuca gore bizim grubumuzun hem MODY hem de FAD grubuna
girebilecek hastalardan olustugu disiiniilebilir. Bu nedenle Varyant (-) grup
olgularinin WES gibi ileri ¢alismalara alinmasi ve FAD diyabet grubuna yonelik yeni
gen tanimlamalarinin yapilmasinin uygun olacagi degerlendirilmektedir.

Bu ¢alismaya alian olgularin tan1 anindaki antropometrik olgiimleri Tablo
12'de ve laboratuvar bulgulari minimum-maksimum degerleri, ortalama ve standart
sapmalar1 ile birlikte Tablo 13’de verilmistir. Bu bulgular ve molekiiler analiz
sonuclar1 dikkate alinarak calismaya dahil edilen hastalar Varyant (+) ve Varyant (-)
olarak gruplandirilmis ve bunlara ait olan klinik ve laboratuvar 6zellikler Tablo 16’da
Ozetlenmistir. Bu bulgulara gore iki grup arasinda tan1 anindaki parametreler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmemistir.

Bu calismaya alinan hastalarin VK 27.1 kg/m? olarak tespit edilmistir. Varyant
tespit edilen grubun VKI 26.5 kg/m? ve varyant saptanmayan grubun VKI 27.9 kg/m?
bulunmustur. iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmasa da Varyant
(-) grubun VKi'nin daha yiiksek oldugu gdzlenmistir. Bu bulgular eriskin grupta

MODY diisliniilen hastalar arasinda asir1 kilolu veya obez hastalarin olabilecegini
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gostermistir. Bu nedenle 5 MODY tan1 kriterinden biri olan "Asir1 kilolu veya obez
olmamas1" kriterinin hasta se¢ciminde esnetilerek kullanilmasinin uygun olacag:
degerlendirilmistir (53). Bu durum zaten heterojen olan ve T2DM ile karigan MODY
hastalarini tespit etmeyi daha da zorlastirabilir. Bir baska caligmada MODY hasta
grubunun VKI 24.9 kg/m? olarak bulunmustur (151). Klinik olarak MODY tanisinin
koyuldugu 152 hasta ile yapilan baska bir calismada ise VKI 24.3 kg/m? olarak
bildirilmistir (144).

Hasta grubumuzda tespit edilen bir diger 6nemli husus akrabalik ve endogami
oraninin oldukga ytiksek olmasiydi. Literatiirde bulunan MODY ile ilgili yapilan diger
caligmalarda anne baba arasinda akrabalik bilgisinin genellikle calismaya dahil
edilmedigi gozlenmis ve bu nedenle yeterli bilgi elde edilememistir. Bu ¢alismada 50
hastanin 10'unun anne babasi arasinda akrabalik oldugu, 6 hastanin ise ayni koylii
(endogami) oldugu tespit edilmistir. Calismaya katilan hastalar arasindaki akrabalik
orani Tiirkiye'deki diger monogenik hastaliklarin arastirildig1 calismalarin oranlari ile
paralel olarak %20 olarak tespit edilmistir (152). Toplamda ise 16 hastada (%32)
ailesel bir aktarimdan soz edilebilir. Bu oran kompleks bir hastalik olarak bilinen DM
icin genetik faktorlerin ve kalitsal gecisin ne kadar biiylik bir rol alabilecegini
gostermesi acisindan ¢ok onemlidir.

Aclik plazma glukozu 6l¢iimii, diyabet tanist koyulurken kullanilan en pratik
Olglimlerden biridir. Monogenik diyabetin TIDM ve T2DM ile karsilagtirildig:
caligmalarda APG 6l¢iimii 6nemli yer tutmustur (153—156). Monogenik diyabet alt
tiplerinden GCK mutasyonunun oldugu hastalarda tipik olarak APG hafif artmistir
(156). Calisma grubumuzda APG ortalamast 229 mg/dl olarak bulunmustur.
Literatiirde MODY alt tiplerinden GCK haricindekilere ait yeterli APG verisi tespit
edilememistir. Bununla birlikte bizim grubumuzda APG ortalamasinin bu kadar
yiiksek olmasi dikkate deger bir durumdur. Buna paralel olarak ¢alisma grubumuzda
tokluk kan glukozu ortalamasi 269 mg/dl olarak bulunmustur.

Monogenik diyabet tanili hastalarda tespit edilen HbAlc degerleri degiskenlik
gostermektedir. SEARCH caligsmasi sonucunda 539 kisiden olusan MODY (-) grupta
HbAlc degeri %7.5 bulunurken, 47 kisiden olusan MODY grubunda %6.8 olarak
tespit edilmistir (157). Calisma grubumuzda HbAlc ortalamasi % 9.7 olarak

bulunmustur. Bu oran yine literatiirdeki diger verilerin ¢ok iistiindedir. Kandaki glukoz
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miktarinin gostergesi olan APG ve HbAlc degerlerinin bu kadar yiiksek olmasi bu
hastalarda var olan genetik bozukluklarin metabolizmay1 diger diyabet tiplerine gore
daha fazla bozdugunu diisiindlirmektedir.

Yillar gegmesine ragmen hastalarin C-peptit degerinin normal sinirlarda olmasi
monogenik diyabetin 6nemli bulgularindan biridir (59). Bu c¢alismada hastalarin C-
peptit ortalamasi 2.02 ng/ml olarak bulunmustur. Bununla birlikte 4 hastanin C-peptit
degeri 0.9 ng/ml altinda tespit edilmistir. Calismaya alinan hastalarin insiilin
ortalamast ise 12.1 plU/ml olarak bulunmustur.

Calisma grubumuzdaki hastalarin kolesterol degerleri ve trigliserit degerleri
normal smirlarin lizerinde ¢ikarak (sirasiyla 214 mg/dl ve 303 mg/dl) dislipidemi
tablosuna sahip olduklar1 tespit edilmistir. Schober ve ark. tarafindan 20 yas alt1 Alman
ve Avusturyali diyabet hastalarinin MODY grubunda %23 oraninda dislipidemi
saptamiglardir (158).

MODY grubu ile T2DM grubu ¢ogu zaman birbirine karigmaktadir (158).
Bansal ve ark. tarafindan 4016 tip 2 diyabet hastasi ve 2872 kontrolde (toplam 6888)
yapilan, 22 genin analiz edildigi calismada, 40 hastada GCK, HNF1A, HNF4A,
ABCCS, ve INS genlerinden birinde mutasyon tespit edilmistir (19). Bu sonuglar
T2DM tanis1 koyulan 40 yas alt1 bireylerde MODY mutasyonlarinin hastalik nedeni
olabilecegini gostermistir.

Genellikle ¢ocukluk yas grubunda diyabet tanis1 konuldugunda ilk akla gelen
tip TIDM'dur. MODY T2DM grubuyla oldugu gibi 6zellikle antikor negatif olan
T1DM grubu ile de karisabilmektedir (159). Norve¢ genelinde diyabet tanisi almig
cocuklar arasinda MODY prevalansini bulmak i¢in Johansson ve ark. yaptigi
calismada, ulusal diyabet kohortunda antikor-negatif olanlarda MODY prevalansi
%6.5 olarak bulunmustur (160).

HNF4A geni varyantlarina ait 6zellikler

HNF4A geni bir transkripsiyon faktoriidiir. Su ana kadar HNF4A geninin promoter,
intronik, ekzonik ve translasyona ugramayan (UTR) bolgelerine ait farkli varyantlar
bildirilmistir (57). HNF4A geninde alternatif “splicing” sebebiyle olusmus
transkriptler ve protein izoformlar1 nedeniyle varyantlarin adlandirilmasinda zaman

zaman sikintilar yasanmaktadir. Colclough ve ark. yaptig1 calismada en sik bildirilen
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HNF4A gen mutasyonlarinin, NM 175914.4 transkriptine gore c.-192C>G,
c.334C>T, ¢.340C>T, c.868C>T, ¢.869G>A, ¢.925C>T oldugunu bildirmistir (57).
HNF4A geni mutasyonlarinin uzun dénemde pankreas beta hiicre fonksiyonunu ve
rezervini kotilestirdigi bildirilmistir (18). HNF4A geninde mutasyonuna sahip
hastalarin diistik doz siilfoniliire tedavisine ¢ok iyi cevap verdigi ve tedavide insiilin
kesilip OAD tedavisine gecilebilecegi bildirilmistir (18).

Bu calismada, HNF4A geninde, NM_000457 transkriptine gore c.*977C>G,
c.1242C>T, ¢.266G>A, g.43019133C>T ve ¢.*1078G>A varyantlar1 saptandi. Bu
varyantlardan sadece p.R89Q degisikligi biyoinformatik degerlendirmemizden 14
puan alarak muhtemel patojenik sinifina girmistir (Tablo 15).

Tespit edilen ¢.*977C>G (rs573432571) degisikligi HNF4A geninin 3'-UTR
bolgesinde bulunuyordu. Varyant ACMG kriterlerine gére VUS seklinde siniflandi.
Varyant tespit edilen olgu 43 yasindaydi ve 14 yildir diyabet nedeniyle takip
ediliyordu. Olgunun viicut kitle indeksi 23,7 olarak bulundu. Olgunun annesi ileri
yasta (58) diyabet tanis1 almistt ve erkek kardesi 40 yasinda diyabet tanisi almisti.
Olgunun anne ve babasi kuzendi ve 3.derece akrabalik mevcuttu. Tedavi olarak OAD
ve insiilin kombine aliyordu.

Calismada tespit edilen diger HNF4A geni varyanti ¢.1242C>T (rs141448616)
degisikligiydi. Bu varyant aminoasit degisikligine yol agmayan "synonymous" etkili
bir degisiklikti. Clinvar veritabaninda VUS olarak tanimlanmistt (161).
"Synonymous" varyantlar c¢ogunlukla sessiz etkili olarak degerlendirilseler de
hastaliga farkli mekanizmalarla yol agabildikleri bilinmektedir (162). MAF degeri
gnomAD veritabaninda 10000'de 5 olan bu degisikligin hastalik etkeni olarak goz ardi
edilemeyecegi degerlendirilmistir. Bu varyant1 tasiyan olgu 32 yasinda diyabet tanisi
almig ve 6 yildir OAD tedavisi almaktaydi. Anne babas1 ayn1 kdylii olarak bildirildi.

Bir diger varyant olan ¢.266G>A "missense" degisikliginin literatiirde daha
onceden hastalik yapict oldugu bildirilmisti (138). Bu c¢alismada uyguladigimiz
skorlama sisteminden 14 puan almistir (Tablo 15). Bu varyant1 tasiyan olguya 25
yasinda diyabet tanis1 koyulmustu ve anne babas1 arasinda akrabalik yoktu.

HNF4A geni intronik varyanti olan g.43019133C>T (rs547483668) degisikligi
VUS olarak degerlendirilmistir. Bu varyant1 tasiyan olgu 24 yasinda diyabet tanisi
almist1 ve OAD tedavisi ile takip ediliyordu.
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Diger bir HNF4A geni varyantt 3'-UTR boélgesinde bulunan c¢.*1078G>A
degisikligiydi. Bu degisiklik Clinvar veritabaninda VUS olarak tanimlanmisti. Bu
varyant1 tagtyan olgu ayn1 zamanda HNF1A geninde "missense" varyant tasimaktaydi.
Olguya 32 yasinda diyabet tanis1 koyulmus ve OAD tedavisi ile izleniyordu.

HNF4A varyanti tagiyan olgularin basarili bigimde insiilinin kesilip siilfoniliire
ile takip edildigini bildiren yaymlar mevcuttur (18). Klinik 6nemi bilinmeyen
degisiklik seklinde siniflanan HNF4A varyantlar i¢in hastay1 takip eden klinisyenin
insiilin tedavisini kesip siilfoniliire tedavisine devam etme konusunda temkinli olmas1
gerektigi degerlendirilmistir.

HNF1A geni ve HNF1B geni varyantlarina ait ozellikler

"Hepatocyte Nuclear Factor 1" grubunun alfa ve beta seklinde iki alt tipi vardir.
Bu genler homodimer veya heterodimer yaparak birbirlerinin fonksiyonunu artirici
etkileri vardir. HNF1A geni mutasyonlarina ait MODY alt grubunun Avrupa
toplumlarinda en sik goriilen grup oldugu bildirilmistir (163). HNF1B alt tipi daha az
siklikla goriiliir ve renal kistlerle veya diger pankreatik ya da iirogenital anomalilerle
birlikte ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (164).

Bu calismada HNF1A geninde, NM 000545 transkriptine gore, c.1135C>G,
c.1522G>A ve ¢.788G>A varyantlar tespit edildi. HNF1B geninde ise NM_ 000458
transkriptine gore, ¢.985C>T varyant1 tespit edildi (Tablo 14).

HNF1A geninde tespit edilen c.1135C>G (rs754729248) degisikligi daha 6nce
literatiirde ¢ok sayida ailede bildirilmis patojenik bir varyanttir (19,57). Bu varyanti
tastyan olgunun soyagaci Sekil 3'de verilmistir. Olgumuz su anda 45 yasinda olup 2
yildir diyabet tanisi ile insiilin tedavisi almaktadir. Olgunun 7 kardesinde, anne ve
babasinda da diyabet 0ykiisii mevcuttur.

Tespit edilen diger HNF1A degisikligi c.1522G>A (rs483353044) VUS olarak
smiflanmistir.  Biyoinformatik skorlamamizdan 13 puan alan varyant kuvvetle
muhtemel hastalik nedenidir. Diyabet hastalarinda HNF1A geni 508. kodonda
degisiklik literatiirde daha once bildirilmistir (57). Baska bir makalede buldugumuz
bu degisikligin T2DM igin yatkinlik olusturan bir allel oldugu iddia edilmistir (165).
Varyanti tespit ettigimiz olguda bu varyanta ek olarak HNF4A geninde c.*1078G>A
degisikligi bulunmaktaydi. Olguya 32 yasinda tan1 konulmus ve 6 yildir OAD tedavisi
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almaktaydi. Olgunun VKI 27.5 kg/m? olarak tespit edildi. Olgunun 2 saglikli kardesi
vardi ama annesinde 50 yasinda tani konulan diyabet 6ykiisii vardi.

Tespit ettigimiz diger HNF1A geni degisikligi ¢.788G>A (rs1057520504)
biyoinformatik skorlamamizdan 15 puan almis ve muhtemel patojenik olarak
degerlendirilmigtir. "DNA binding domain" bdlgesinde olan bu varyanta yonelik
yapilan fonksiyonel ¢alismada HNF1A geninin fonksiyonunda azalmaya yol actigi
ortaya koyulmustur (165). Bu varyant1 tagtyan olgumuza ilk gebeliginde 23 yasinda
GDM tanist koyulmus ve insiilin baglanmigtir. 12 yildir takip edilen hastanin
literatiiriin aksine siilfoniliire tedavisinden fayda gérmedigi ve Insiilin ve OAD
kombine aldig1 bildirilmistir. Olgunun babasina da 45 yasinda diyabet tanisi
koyulmustur.

Tespit ettigimiz tek HNFIB geni varyanti ise ¢.985C>T (rs1046837220)
"synonymous" degisikligidir. VUS olarak degerlendirilen bu degisiklige sahip olgu 23
yasinda olup aclik hiperglisemisi nedeniyle diyet ile takip edilmektedir. Olguda
herhangi bir renal veya pankreatik anomali mevcut degildir.

GCK geni varyantlarina ait o6zellikler

Bu calismada GCK geninde NM 000162 transkriptine gore ¢.1178T>C ve
c.208+3A>T varyantlar1 tespit edildi.

Tespit ettigimiz c.1178T>C varyant1 literatiirde daha Once bildirilmistir
(135,146,166). Biyoinformatik skorlamamizdan 13 puan almis ve muhtemel patojenik
olarak degerlendirilmistir. Varyanti1 tasiyan olgumuza 18 yasinda diyabet tanisi
koyulmustur ve diyet tedavisi ile izlenmektedir. Olgunun 14 yasindaki kardesinin de
APG degeri yiiksek olup bozulmus aglik glukozu tanist ile takip edilmektedir. Olgunun
babas1 44 yasinda diyabet tanisi almis olup annesi ise kardesi gibi bozulmus aglik
glukozu tanist ile takip edilmektedir.

Tespit ettigimiz diger varyant c.208+3A>T "splice site" degisikligidir. Bu
varyant ilging bir sekilde Tirkiye'den yapilmis olan yayinlarda bildirilmistir
(135,146,167). Bu varyanta sahip olgunun anti-GAD antikoru pozitif degerlendirilmis
ve TIDM tanist konulmustur. Olgu 23 yasinda olup HbAlc'si %7.5 olarak

bulunmustur. Olgunun annesine 40 yasinda diyabet tanis1 koyulmustur.
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Tespit edilen diger varyantlara ait ozellikler

Biyoinformatik skorlamamizdan 15 puan alan varyantlardan biri de HADH
geni NM 001184705 transkriptine gore c¢.703G>A degisikligidir. HADH geni
otozomal resesif kalitilan ailesel hiperinsiilinemik hipoglisemi tip 4 (OMIM #609975)
klinigi ile iligkilendirilmistir (168). Bizim olgumuzda boyle bir klinik
bulunmamaktaydi. Olgumuz 48 yasinda olup yaklasik 20 yildir diyabet tanisi ile
takipliydi. Olgumuzun su anda 20 yasinda olan ve 12 yildir diyabet tanisiyla insiilin
kullanan bir ¢ocugu bulunmaktaydi. Olgunun bir kardesi de 30'lu yaslarinda diyabet
tanis1 almisti. Olgu da ayrica GLIS3 geninde ¢.1855C>T varyant1 da heterozigot
olarak bulunmaktaydi. GLIS3 geni otozomal resesif olarak kalitilan konjenital
hipotroidi ile birlikte PNDM klinigi ile iligskilendirilmistir (OMIM #610199). Bu iki
varyantta biyoinformatik skorlamamizdan 8 puanin {izerinde almasimna ragmen
olgumuzun klinigini net olarak agiklayamamistir. Olgumuzun ¢ocugu ve kardesinden
bu varyantlara ait segregasyon ¢alismasi planlandi.

Tespit ettigimiz bir diger varyant G6PC2 geni c.620A>C(rs2232323)
degisikligiydi. G6PC2 geni aclik plazma glukozunu diizenleyen, varyantlarinin
bozulmus glukoz toleransi fenotipine yol actig1 bildirilmis bir gendir (169,170). Bu
caligmada tespit ettigimiz varyant fonksiyonel ¢aligmalarda APG {izerine etkisi
incelenmis bir degisikliktir (171,172). Bu varyanti 3 olguda tespit ettik. 2 olgu kardesti
ve birine 30 digerine 34 yasinda diyabet tanisi konulmustu. Olgularin birinin HbA1c'si
%10.8 kardesinin HbA1c'si ise %8.6 bulunmustu. Diger olguda bu varyantin yaninda
PDX1 ¢.97C>A degisikligi de mevcuttu. Bu varyantta biyoinformatik
skorlamamizdan 13 puan almisti. Bu olguya ise 25 yasinda diyabet tanist koyulmustu.
Olgunun HbAlc'si %14.3 olarak ¢ok yiiksek bulunmustu. Ayrica 3 olgunun 2'sinin
VKI >35 bulundu.

Tespit ettigimiz diger bir varyant RFX6 geninde bulunan ¢.1733G>C
degisikligiydi. Bu degisiklik biyoinformatik skorlamamizdan 10 puan almist1 ve VUS
olarak degerlendirildi. RFX6 genindeki varyantlar MODY ile daha &nce
iligkilendirilmistir (173). Bu varyant 2 olguda saptandi. Olgulardan birine 41 yasinda
digerine 28 yasinda tan1 konulmustu.

Tespit edilen diger bir varyant ABCCS8 genindeki NM_000352.4 transkriptine
gore c.1448A>G degisikligiydi. Bu varyant biyoinformatik skorlamamizdan 8 puan
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alarak esik degeri gecti ve VUS olarak degerlendirildi. Tespit edilen bu varyant daha
once literatlirde bildirilmemisti. Varyant1 tasiyan olgu 38 yasinda diyabet tanisi
almust. Olgunun VKI 31.7 olup, kardeslerinden 3'iiniin VKI >30 kg/m? olarak tespit
edildi. Bir kardesinde 24 yasinda tani konulan diyabet Oykiisti vardi. Ailede birden
fazla kiside obezite olmasi bu varyantin obeziteye yatkinlik olusturmus olabilecegini
diistindiirmiis ve aile bireylerinin taranmasi planlanmistir. ABCC8 genindeki
varyantlarin obeziteye neden olabilecegine dair tespitler literatiirde mevcuttur (174).

Bu c¢alismada tespit edilen, biyoinformatik skorlamamizdan 8 puan alan ve
VUS olarak degerlendirilen bir baska varyant ise BLK geninin NM 001715
transkriptine gore c.1108G>C (rs757431553) degisikligidir. BLK geninde su ana
kadar az sayida varyant hastalik etkeni olarak bildirilmistir (90). Varyant tespit
ettigimiz olguya 32 yasinda diyabet tanisi koyulmustu. Bir kardesinde daha 30 yasinda
koyulmusg diyabet tanisi1 oykiisii vardi. Olgumuzun anne babasi arasinda akrabalik
mevcuttu. Olgunun HbA ¢ seviyesi tedaviye ragmen %13'lerde olup olduke¢a yiiksek
seyretmektedir. BLK geninde tespit ettiimiz ve biyoinformatik skorlama
sistemimizden 9 puan alan bir baska varyant ise c.713G>A (rs141865245)
degisikligidir. Bu varyanti tasiyan olguya 36 yasinda tani konulmus olup aile
bireylerinin hi¢ birinde diyabet Oykiisi mevcut degildir. Bu genin etkisini
anlayabilmek i¢in baska aile caligsmalarina ve fonksiyonel ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Tespit edilen diger bir varyant INS geninin NM_ 000207 transkriptine gore
c.242C>T (rs757595587) degisikligiydi. INS genindeki mutasyonlarin PNDM'nin en
stk ikinci nedeni oldugu bildirilitrken MODY hastalarinda ¢ok nadir goriildigi
bildirilmistir (175). Bizim olgumuza 31 yasinda diyabet tanist koyulmustu. Anne
babasi akraba olan olgumuzun her iki ebeveyninde de 40 ve 47 yaslarinda tani
konulmus diyabet mevcuttu. Olgumuzun VKI 29.1kg/m?> ve HbAlc'si %9.2 olarak
tespit edildi.

Bu calismadan tespit edilen ve biyoinformatik skorlamamizdan 8 puan alan son
varyant ise SLCI16Al geninin NM 003051.3 transkriptine goére c.303T>G
(rs148691598) degisikligiydi. Bu genin varyantlar1 daha ¢ok konjenital
hiperinsiilinizm ile iligskilendirilmistir (176,177). Varyant tespit edilen olgumuza 25
yasinda diyabet tanis1 koyulmustu. Annesine 44 babasina ise 54 yasinda diyabet tanisi

koyulmustu. Olgumuzun VKI < 25 ve HbA ¢ seviyesi iist sinira yakin tespit edilmisti.
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Tespit edilen diger "missense" varyantlar biyoinformatik skorlamamizda 8
puan alamamuistir. Tespit edilen "synonymous", intronik ve "splice site" degisiklikleri
Tablo 14'de 6zetlenmistir.

Cahismanin Kisithhiklar

Calismada 23 gen iceren ve monogenik diyabet molekiiler tanisi i¢in 6zel
olarak dizayn edilmis bir panel kullanilmistir. Bu panel igerisinde OMIM'de MODY'e
yol actig1 bilinen CEL geni (MIM #114840) ve APPLI geni (MIM # 604299)
bulunmamaktadir. Varyant tespit edilmeyen grupta bu genlerin calisilamamas1 bir
kisitliliktir. Ayrica, bu panel ile MODY fenotipine yol acan yeni genlerin bulunmasi
miimkiin degildir. Ayn1 sekilde bu panelde sadece monogenik diyabetle iligkili
genlerin ekzonlar1 ve ekzon komsulugundaki bolgeleri analiz edilebilmistir. Panel
iceriginin promoter bolgeleri, derin intronik bolgeleri, intergenik bolgeleri, biiyiik
insersiyon ve delesyonlar1 saptayabilecek sekilde diizenlenmesi molekiiler tan1 oranini
artiracaktir. Ozellikle HNF1B geni delesyonlarimin MODY ile iliskili olabilecegi
literatiirde bildirilmistir (178).

Bunlarin yaninda NGS sistemlerinin de kendine gore problemleri vardir. Bu
calismada kullanilan Ion S5™ System (Thermo Fisher Scientific, ABD) cihazininda
homopolimer bdlgelerin yeterli diizeyde okunamamasi, panel i¢eriginde bulunan bazi
genlere ait okuma sayilarinin ¢ok diisiik olmasi, diger dizileme platformlarina goére
okuma hata oraninin bir miktar yiliksek olmasi gibi sikintilar1 vardar.

Biitlin genetik caligmalarda istatistiksel anlamlilik saglayabilmek ve arastirma
giicinli artirabilmek i¢in 6rnek miktarmin fazla olmasi tercih edilmektedir. Bu
calismaya sadece 50 olgu dahil edilebilmistir. Yiiksek hasta sayisi ile yapilacak
caligmalarda gruplar arasinda anlamli farklar bulunabilecektir.

Calismanin en 6nemli kisithiliklarindan birisinin de tespit edilen varyantlarin
37'sinin  (%90) ACMG kriterlerine gore VUS kategorisine girmesi olarak
degerlendirilmistir. Varyant tespit edilen olgularin c¢esitli nedenlerle aile igi
segregasyon ¢alismalarina alinamamasi, varyantlarin fonksiyonel caligmasinin
yapilamamasi, bazi varyantlara ait allel frekans1 verisinin olmamasi, biyoinformatik
tahmin araclarinin ¢ogunun sadece missense varyantlar i¢in yorumda bulunmasi gibi
nedenlerden dolay1 elde edilen varyantlarin ¢ogu VUS kategorisine girmistir. MODY

nedeni olabilecek potansiyel varyantlar VUS kategorisine girerek klinik
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degerlendirmeyi zorlastirmaktadir. Bu durumun asilabilmesi ic¢in yeni bir
biyoinformatik skorlama sistemi gelistirilmistir.

MODY gibi fenotip olarak da ¢ok heterojen olan hastaliklarda ayrintili bir
fenotipik verinin toplanmasi gerekmektedir. Calismaya aldigimiz hasta kohortunun
biitiin yonleriyle degerlendirildigi fenotip verisinin kayitli olmasi genotip-fenotip
iliskisinin kurulabilmesini saglayacaktir. Bu caligmada ise hem hasta sayisinin az
olmas1 hem de hastalarin 3 farkli hastaneden gelmesi nedeniyle az sayida fenotipik

veri toplanabilmistir.
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6. SONUCLAR

Bu c¢aligmada klinik olarak MODY diisiiniilen 50 eriskin hastanin molekiiler
analizi yapilmigtir. Yontem olarak yeni nesil DNA dizileme teknolojisi
kullanilmis ve 23 gen igeren hedeflenmis gen paneli kullanilmastir.

Bu gen panelinin c¢alisilmasi sonucunda 30 hastada (%60), patojenik, muhtemel
patojenik veya klinik 6nemi bilinmeyen degisiklik kategorisine giren varyant
saptanmuistir.

Gen panelinde bulunan 23 genin 18'inde en az bir varyant bulunmus, 5 gende
(GLUDI1, KCNJ11, NEURODI, NEUROG3 ve PAX4) hicbir varyant tespit
edilmemistir.

Varyant tespit edilen hasta grubu ile varyant tespit edilmeyen hasta grubu
arasinda, laboratuvar parametreleri yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamastir.

Protein kodlayan bolgede bulunan "missense" varyantlarin klinik neminin tespit
edilebilmesi i¢in 15 farkli biyoinformatik ara¢ kullanilarak yeni bir skorlama
sistemi gelistirilmistir.

Panelde bulunan genlerden HNF1A geninden 3, BLK geninden 2, GCK geninden
1, HNF4A geninden 1, PDX1 geninden 1, G6PC2 geninden 1, HADH geninden
1, GLIS3 geninden 1, RFX6 geninden 1, ABCCS8 geninden 1, INS geninden 1 ve
SLC16A1 geninden 1 varyant, biyoinformatik skorlama sistemimizden 15 puan
tizerinden en az 8 puan almistir ve bu varyantlar segregasyon ve fonksiyonel
caligmalar i¢in aday olarak degerlendirilmistir.

Bu calisma, bildigimiz kadariyla Tiirkiye'de eriskin MODY hasta grubunda
yapilmis ilk hedeflenmis gen panel ¢aligmasidir.

Calisma sonucunda, MODY gibi genetik olarak heterojen hasta grubunda tek tek
gen analizi yapmak yerine, hastalik ile iligkili tim genlerin panel seklinde ayni
anda ¢alisilmasinin tani oraninda ciddi artisa yol actig1 degerlendirilmistir.
Varyant tespit edilmeyen vakalarin WES ve WGS gibi ileri molekiiler ¢calismalara
alinarak MODY'e neden olan yeni genlerin tespit edilebilecegi

degerlendirilmistir.
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EK 2 -MODY OLGU RAPOR FORMU
Adi-Soyadi

TC Numarasi

Dogum Tarihi

Cinsiyet

Telefon Numarasi-Adres
Gonderen Doktor

Bagvuru Tarihi

Tan1 yas1

Boy (cm)- Boy SDS

Agirlik (kg)- Agirlik SDS

VKI (kg/m2) - VKi SDS
APG-Glukoz (mg/dl)

HbAlc (%)

Son HbAlc (%)

Glutamic acid decarboxylase (GAD)
Islet cell antibody (ICA)
Dogum agirlig: (gr)

insiilin (uIU/ml)

C-peptit (ng/ml)

Kolesterol (mg/dl)

Trigliserit (mg/dl)

HDL (mg/dl)

LDL (mg/dl)

Tiroit fonksiyon testleri

OGTT 0.dk glukoz (mg/dl)
OGTT 120.dk glukoz (mg/dl)
OGTT 0.dk insiilin (uIU/ml)
OGTT 120.dk insiilin (uIU/ml)
Aclik Insulin (pmol/L) -A¢lik glukagon
Idrarda glukoz (glukoziiri)

Idrarda keton (ketoniiri)
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High-sensitivity C-reactive protein (hsCRP)
Urinary Albumin Creatinine Ratio (UACR)
Glomerular Filtration Rate (GFR)

Aldig1 Tedavi

Siilfoniliire + Bazal insiilin

Siilfoniliire +Metformin

Siilfoniliire + GLP-1 agonisti
Siilfoniliire + DPP 4 inhibitorii

Insiilin + Metformin

Sadece diyet

Sadece Metformin

Insulin (Giinliik birden fazla enjeksiyon)

Diger:

Komplikasyonlar

Mikrovaskiiler (retinopati, nefropati, néropati)

Makrovaskiiler (Koroner arter hastaligi (KAH); Kalp krizi (MI)/angina/Koroner
baypas op.)

Serebrovaskiiler (SVO) (iskemik strok)

Hipertansiyon

Periferik arter hastaligi (PAH)

Diger:
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