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OZET

Obezitede Kronik Inflamasyona Sebep olan Mediatorlere ait Genetik

Varyasyonlarin Arastirilmasi

Obezite; viicutta fazla yag birikimi ile sonuglanan fizyolojik bir bozukluk
olup viicut kitle indeksi (VKI) degerine gore siniflandirilir. VKI, kilonun (kg) boyun
karesine (m?) boliinmesiyle elde edilen ve Diinya Saghk Orgiitii tarafindan kabul
edilen obezite belirleme ve smiflandirma kriteridir. Diigiik derecede kronik
inflamasyon ile iligkilendirilen obezite dolasimda artan yag asiti ve inflamatuar
duruma katkida bulunan immiin hiicrelerin kemoatraksiyonu ile karakterize edilir

Inflamazomlar, inflamatuar cevabi baslatan immiin hiicrelerin dogustan sahip
oldugu sensér makromolekiillerdir. Inflamazomlar; Nod-like reseptorler (NLRs),
Apoptozla iliskili adaptér protein ASC ve Kaspaz 1 enzimden olusan heptamer
formdadir. Calismamizda NLR’lerin bir iiyesi olan ve NLRP3 proteinini kodlayan
NLRP3’e ait 1535829419 (C>A), 154612666 (T>C), 1510754558 (G>C/T),
rs10733113 (A>G), rs2027432 (A>G/T) ve rs3738448 (C>A) polimorfizimleri Real-
Time Polimeraz Zincir Reaksiyon teknolojisi kullanilarak analiz edilmistir. Anlamli
farklilik elde edilen rs35829419 (C>A)polimorfizm igin gruplarin serum CRP
seviyeleri ve ELISA yontemi ile NLRP3 seviyesi degerlendirilmistir.

Sonug olarak, rs35829419 (C>A) polimorfizminde obezite ve kontrol grubu
arasinda istatistiki olarak anlamlilik bulunurken diger polimorfizimler de istatistiki
olarak anlamlilik bulunmamistir. rs35829419 (C>A) polimorfizminde gruplar
arasinda CRP ve NLRP3 seviyelerinde de istatistiki olarak anlamlilik kaydedilmistir.
Genotipler ile CRP ve NLRP3 seviyeleri arasindaki iliski degerlendirildiginde ise
1s35829419 (C>A) polimorfizminin koruyucu etkisi oldugunu kanitlar derecede en
diisiik seviyeye polimorfik genotipde rastlanmistir.

Bu calisma, obezite olusumu ve tedavisinde yapilacak diger caligmalar icin
temel bir yap1 olusturarak obezitenin Onlenebilirligi noktasinda yapilan bir 6n
calisma olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Obezite, Inflamasyon, NLRP3



ABSTRACT

Investigation of Genetic Variations of Mediators Causing Chronic
Inflammation in Obesity

Obesity is a physiological disorder that results in the accumulation of excess
fat in the body and is classified according to body-mass index (BMI). BMI is the for
obesity determination and classification accepted by the World Health Organization
(WHO). It is defined as the weight in kilograms divided by the square of the height
in meters (kg/m?). Obesity associated with a low degree of chronic inflammation is
characterized by the increase in circulating fatty acids and chemoattractions of
immune cells that contribute to the inflammatory condition.

Inflammasomes are the innate sensor macromolecules of the immune cells
initiating the inflammatory response. The inflammasome is a heptamer formed by
Nod-like receptors (NLRs), the adaptor protein ASC and the enzyme caspase-1. In
our study, the polymorphisms of the NLPR3 gene rs35829419 (C>A), rs412666
(T>C), rs10754558 (G>C/T), rs10733113 (A>G), rs2027432 (A>G/T) and rs378448
(C>A) were analyzed using real-time polymerase chain reaction. For the
polymorphisms with significant differences, CRP and NLRP3 levels were examined.

As a result, rs35829419 (C>A) polymorphism was statistically significant
between obesity and the control group. No other statistical significance was found in
other polymorphisms. In rs35829419 (C>A) polymorphism statistical significance
was also recorded in the CRP and NLRP3 levels between the groups. In the
genotypes CRP and NLRP3 levels, rs35829419 (C>A) polymorphism has the
protective effect which evidence was found to be at the lowest level in the
polymorphic genotype.

This study will provide a basic structure for other studies in obesity formation
and treatment and a preliminary study on the avoidability of obesity.

Keywords: Obesity, Inflammation, NLRP3
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1. GIRIS

Tarih boyunca aglik, kitlik ve yokluklarla miicadele eden insanoglu i¢in fazla
kilo ve obezite hemen tiim toplumlarda saglik ve zenginlik gostergesi olarak
algilanmigtir. Giiniimiizde aglik ve yokluk hala bazi toplumlarda var olsa da ¢ogu
yerde beslenme noksanligi ve enfeksiyon hastaliklarina bagh saglik problemleri
yerini asir1 beslenme ve obezitenin getirdigi saglik sorunlarina birakmistir. Obezite,
baslangicta gelismis {ilkelerin sorunu olarak kabul edilirken, gelismekte olan
tilkelerde de gelir diizeylerinin artmasi, bat1 yasam tarzinin benimsenmesi, enerji
almimi artarken enerji harcamasinin azalmasi ve kirsaldan kente gog¢ olgusu ile
birlikte kaginilmaz bir son haline gelmistir. Sonucta obezite prevelansi diinyada
dogu-bat1 veya zengin-yoksul toplumu ayirt etmeksizin giderek artmaktadir.
Glinimiizde Onlenebilir O6liimlerin sigaradan sonra gelen ikinci Onemli nedeni
obezitedir (1). Saglik Bakanligi’nin 2010 yilinda yaptigi bir caligmada Tiirkiye’de 19
yas ve lizerindeki niifusun %34,6’sinin asirt kilolu, %30,3’ilinlin ise obez oldugu
belirlenmistir. Diinya genelinde ise bu durum 2008 yilinda 1,4 milyar fazla kilolu ve
400 milyon obez varken 2015 yilinda 2,3 milyar fazla kilolu ve 700 milyon obez
oldugu rapor edilmistir.

Obezite, basta kardiyovaskiiler hastaliklar olmak {izere diyabet, lireme
bozukluklari, osteoartrit, respiratuvar ve gastrointestinal sistem hastaliklari, uyku
apnesi ve bazi kanser tiirleri ile iliskisi oldugu saptanan, kisilerin yasam kalitesi ve
stiresini olumsuz yonde etkileyen, diinya genelinde sikligi giderek artan ciddi
morbidite ve mortaliteye neden olan bir hastaliktir. Fazla kilo ve obezitenin neden
oldugu hastaliklar sonucunda her yil 2,8 milyon insanin 61diigii Diinya Saglik Orgiitii

(WHO) tarafindan bildirilmistir.

Obezite ile ilgili saglik harcamalar iilke ekonomilerini dogrudan veya dolayl
olarak etkilemektedir. Diinya genelinde fiziksel hareketsizlik ve sagliksiz
beslenmenin neden oldugu saglik sorunlari i¢in yapilan harcamalar ortalama olarak

saglik harcamalarinin %2-7’sini olusturmaktadir.

Obezite epidemisinin diinyanin en énemli halk saglig1 miicadelelerinden birisi

oldugu, egiliminin 6zellikle ¢ocuklar ve yetigkinler i¢in alarm diizeyine ulastig1 ve



gelecek nesiller i¢cin daha ¢ok saglik yiikiine yol agabilece§i arastirmalar ile
bildirilmektedir. Bu nedenle ¢agimizin en biiyiik saglik problemlerinden birisi olan
obeziteye neden olan etkenlerin arastirilmasi ve tedavi segeneklerinin iyi bilinmesi,
obezite ve komplikasyonlarinin ideal tedavisinin tespit edilmesi agisindan 6nem

kazanmaktadir (2).

Bu tez calismasi obezite olusumunu tanimlama ve sonuglar1 arasindaki
iliskiyi ortaya koymayi hedeflemektedir. Dolayisiyla bu c¢alisma, obezitede
inflamatuar stireg ile iligkili ¢ok faktorlii risk skorlarini ortaya koyarak temel saglik
hizmetlerinde risk azalmasi iizerine yapilacak olan calismalar i¢in temel bir yap1

olusturmay1 amaglamaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Obezite Tanim ve Sikhig

Obezite; viicutta fazla yag birikimi ile sonuglanan fizyolojik bir bozukluk
olup viicut kitle indeksi (VKI) degerine gore smiflandirilir. VKI, kilonun (kg) boyun
karesine (m?) boliinmesiyle elde edilen ve Diinya Saglik Orgiitii tarafindan kabul
edilen obezite belirleme ve smiflandirma kriteridir. 25<VKIi<29,9 fazla kilolu,
VKI>30 obez ve VKI>40 morbid obez olarak kabul edilmektedir. ideal olan VKI
degeri ise 20-22 arasindadir (3).

Tablo 2.1. Viicut kitle indeksine gore obezitenin siniflandirilmasi

Siiflandirma VKi
Normal Kilolu 18,5-24,9
Fazla Kilolu 25-29,9
Obez 30-39,9
Morbid Obez >40

Tiirkiye Istatistik Kurumunun 2015 verilerine gore iilkemizde obezite orani
2008 yilinda %15,2 iken 2014 yilinda %31,1 oraninda artis gostererek %19,9°a
ulasmigtir (Tablo 2.2)). Tirkiye’ye ait degerler diger baz1 ilkeler ile
karsilastirildiginda ise en yliksek obezite oram1 %28,7 ile ABD, ikinci sirada %22,2
ile izlanda bulunmakta {iciincii sirada %19,9 ile Tiirkiye yer almaktadir (Tablo 2.3.).

Tablo 2.2. Bireylerin viicut kitle indeksinin yillara gére dagilimi (4)

Vil Cinsiyet Normal Kilolu Fazla Kilolu Obez
(%) (%) (%)

Toplam 48,2 32,4 15,2
2008 | Erkek 48,1 36,9 12,3
Kadin 48,2 27,4 18,5
Toplam 45,5 33,0 16,9
2010 | Erkek 46,1 37,3 13,2
Kadin 44,7 28,4 21,0
Toplam 44,2 34,8 17,2
2012 | Erkek 44,7 39,0 13,7
Kadin 43,6 30,4 20,9
Toplam 42,2 33,7 19,9
2014 | Erkek 43,7 38,2 15,3
Kadin 40,7 29,3 24,5




Tablo 2.3. Bazi iilkelerde obezite yiizdeleri (4)

Ulkeler (%) 2013
Tiirkiye * 19,9
ABD 28,7
Almanya 15,7
Belgika 13,7
Danimarka 14,2
Estonya ™ 19,0
Finlandiya 15,7
Fransa ™ 14,5
Hollanda 11,8
Israil 15,7
Isveg 11,7
Isvigre ™ 10,3
Italya 10,3
Izlanda ™ 22,2
Kanada 18,2
Kore 2,4

* Veri 2014 yilina ait
** Veri 2012 Yilina ait

2.2. Obezitenin Neden Oldugu Komplikasyonlar

Sagliks1z beslenen ve sedanter yasayan obez kisilerin artan adipoz dokulari

metabolik komplikasyonlar ve saglik sorunlarini da beraberinde getirmektedir.

Stirekli ve agir1 enerji alimi adiposit hipertrofisine neden olur. Adiposit
hipertrofisi trigliserid ve/veya diger lipit metabolitlerinin adipoz doku disindaki (kas,
karaciger, pankreas gibi) organlara dagilmasi ile sonuglanir. “Ektopik lipit
depolama” olarak da bilinen bu durum, karaciger ve kasda insiilin sinyal yolag ile
etkilesim ve pankreatik beta hiicrelerinin apopitozunda artmaya bagli insiilin
sekresyonunda bozulmaya neden olmasi ile insiilin direncini indiikler. Obez yag
dokusunda mevcut olan yetersiz lipit depolama kapasitesi nedeniyle olusan
dolasimdaki serbest yag asitlerinin kronik olarak artmasi ile buna bagli olarak hem
insiilin duyarliligit hem de insiilin sekresyonu azalmaktadir. Bu olaylarin biraraya

gelmesi neticesinde tip 2 diyabet gelisimi gozlenir.




Stirekli ve asir1 enerji alinimi sonucunda indiiklenen hipertrofik adipositler
normal adipositler ile kiyaslandiginda apoptoza daha egilimli olduklar igin yag
dokularinda filtrelenemeyen makrofajlar gibi immiinkompetan hiicrelerin sayisinda
artisa neden olur. Artan immiinkompetan hiicreler pro-inflamatuar molekiilleri
salgilayarak yag dokusuna yeni immiinkompetan hiicreleri ¢eker ve bu kisir dongii
sonucunda artan pro-inflamatuar molekiiller dolagima salinir. Dolagimda artan pro-
inflamatuar molekiiller ise obezite, tip 2 diyabet ve aterosikleroziste siklikla

karsilagilan subklinik inflamasyon olusumunda 6nemli rol oynar.

Obezite, yag dokusunun 6zelliklerinden biri olan endokrin iiretimini anlamli
olarak degistirir. Obez kisilerin yag dokusunda genellikle daha fazla pro-inflamatuar
faktor ve insiilin direnci indiikleyen faktorler ile daha az anti-inflamatuar ve insiilin
duyarlastiran faktor tiretimi goriiliir. Hem adipositlerin  kendilerinin hem de
immiinokompetan, fibroblast, endotelyal hiicreler gibi non-adiposit hiicrelerin obez

hastalarda istenmeyen endokrin profiline katkida bulundugu bilinmektedir.

Yapilan ¢alismalar ile subkutandz ve visseral yag depolar1 karsilagtirildiginda
her ikisinin yag dokusu hormon iiretiminde farklilik gosterdigi rapor edilmistir.
Visseral yag dokusu obezitede metabolik ve pro-inflamatuar olarak daha zararli bir
yapiya sahiptir. Bu nedenle, visseral obezite kardiyovaskiiler hastaliklar ve tip 2

diyabet gibi metabolik hastaliklar i¢in daha fazla risk olusturmaktadir.

Obezite ve insiilin direncinin adaptif immiin cevab1 bozabilecegi ¢aligmalar
ile tespit edilmistir. Diyet ile olusturulan obez farelerde T hiicre cevabinin bozulmasi
sonucunda farelerin influenza viriis enfeksiyonu nedeniyle dldiikleri rapor edilmistir.
Bu sonug 19 farkl: iilkeden gelen veriler ile de desteklenmektedir. Bu ¢alismaya gore
obezite HINI1 influenza virlis enfeksiyonu sonrasinda cok biiyilk mortalite ve

morbite ile iligkilendirilmistir (5).

Obez bireylerin yag dokusunda iiretimi artan pro-inflamatuar mediatorler
insiilin direncini indiiklemenin yaninda aterosklerozis gelisiminin artmasina da neden
olmaktadir. Ciinkii yag dokusu pro-inflamatuar mediatorlerin yaninda adezyon
molekiillerinin, C-reaktif proteinin ve renin anjiyotensin sisteminin de dolayli olarak

kaynagidir (6).



Insiilin ve Insiilin Benzeri Biiyiime Faktér (IGF) yolaklarinin obezite ile
baglantili oldugunun ve apoptozu inhibe ederek hiicre boliinmesini uyardiginin rapor
edilmesi iizerine bu faktorler ile kanser gelisimi arasinda bir iliski oldugu

disiiniilmektedir.

Obezite ile beraber beyaz adipoz doku hiicrelerindeki artis adipoz endotelyal
hiicrelerinin ve adipoz stroma hiicrelerinin tiimor hiicrelerine dontisimiini
hizlandirmaktadir. Ayrica obeziteye bagl kronik inflamasyon ve insiilin rezistansinin

timorogenezle iliskili olabilecegi de diistiniilmektedir.

Adipoz dokunun invazyon, biiyiime, gelisme ve diizenlenmesinde rol
oynayan 6nemli bir adim olan neo anjiogenez tiimor hiicrelerine besin ve oksijen

aktarimina da yardime1 olur (7).

Asirt kilo ve obezitenin neden oldugu hastaliklar sonucunda her yil 2,8

milyon insanin 61diigii Diinya Saglik Orgiitii tarafindan bildirilmistir.

2.3. Adipoz Doku ve Obezite

Yag hiicreleri, fetal donemin 15. haftasindan sonra fibroblastlarin
preadipositlere doniisiimii ve devaminda mitoz ile ¢ogalmalar1 sonucunda olusurlar.
Preadipositlerden olusan bu yag hiicreleri biiyiikliik ve say1 olarak en ¢ok yasamin ilk
2 yilinda degisime ugrarlar. Puberteye kadar yag hiicre sayis1 ¢ogalarak artmaya
devam eder. Ergenlikten itibaren yag hiicrelerinde mitoz goriilmezken, hiicrelerin
sayilar1 artmayip sabit kalir ve sadece hiicre biiyiikliigiinde degisim gergeklesir. Bu
nedenle puberte Oncesi obezite hiperplastik (hiicre sayisinda ve biiyiikliigiinde artis),
puberte sonrasi obezite hipertrofik (sadece hiicre capt ve hacminde biiylime) olarak
nitelendirilir (8, 9). Adipoz doku yasamin herhangi bir doneminde sinirsiz biiylime

potansiyeline sahip olan tek organdir.

Adiposit hipertrofisi FFA (serbest yag asiti)’nin serbest kalmasi ile
sonuglanir. FFA salimmindaki artig sebebi ise Perilipin ekspresyonundaki
degisikliklerdir. Perilipinler yag damlaciklarinin (triagilgliserol) yiizeyini kaplayarak
onlar1 lipazlara kars1 korurken FFA’nin serbest kalmasi da engellenmektedir. Ancak
obez bireylerdeki yag hiicreleri biiylise bile perilipin noksanligina sahiptirler ve bu

durum hiicrelerde lipoliz bazal oranini arttirir (10).



Son ¢aligmalar gostermistir ki FFA’nin akut yiikselmesi periferal ve hepatik
insiilin direncinin olugsmasinin yani sira TNF-a, IL-1B, IL-6’nin dahil oldugu bazi
pro-inflamatuar sitokinlerin ve dolasimda monosit kemotaktik protein-1 (MCP-1)’in
artmasi ile sonuglanan TLR4 araciligi ile NF¢f yolaginin aktive olmasina sebep
olmaktadir. Bu durum FFA'nin obezite ya da yiliksek yagli beslenme ile inflamatuvar
degisiklikler arasindaki birincil baglant1 oldugu fikrini desteklemektedir. Akut olarak
artan plazma FFA’sma cevaben dolagimda artan MCP-1, inflamasyon boélgesine
makrofajlarin gociiniin diizenlenmesi ile ilgilidir. Bu nedenle artan plazma MCP-1
seviyesi obez hayvanlarda adipoz dokuda filtrelenemeyen makrofajlarin

gozlenmesini de agiklamaktadir.

Adipoz dokuda makrofaj artisi multifaktoriyeldir. Bu faktorlerden biri de;
genisleyen adipoz dokuda (hipertrofi) patolojik olarak adiposit hiicre oliimlerinin

goriilmesidir. Zaten adipoz dokuda 6l adipositlerin varligi obezitenin isaretlerinden
biridir (11).

Viicutta beyaz yag dokusu (BYD) ve kahverengi yag dokusu (KYD) olmak

tizere iki tip yag dokusu vardir.

KYD’nun temel gorevi enerji harcamasini ve termogenezi saglamaktir. Ig
mitokondri membraninda bulunan proton kanallar1 olarak gorev yapan uncoupling
protein-1 (UCP1) 1s1 olarak yayilan enerji iiretiminde onemli bir goreve sahiptir.
Mitokondride bulunan yiiksek konsantrasyondaki sitokrom oksidaz adipositlere
kahverengini vermektedir. KYD insanlarda neonatal doénemde bulunmaktadir.
Sonradan 1s1 diizenleme mekanizmasinin devreye girmesi ile beraber KYD, BYD ye

dontisiir ve yetiskin kisilerde KYD bulunmaz.

BYD visseral yag (karin boslugundaki i¢ organlar etrafinda yerlesmis olan
yag, omental yag) ve deri alt1 yag olmak tiizere iki sekilde bulunur. BYD’nun temel
gorevi trigliserid yani enerji depolamaktir. Bunun yani sira, adipokin adi verilen
peptid ve hormonlari da sentezler. Leptin, adiponektin, resistin yag dokusunda

salgilanan adipokinlere 6rnektir (12).

BYD, obezite ile birlikte artig gosterir. Yag dokusu i¢indeki trigliserid miktari
yag dokusunun agirligini belirleyen en 6nemli faktordiir. Yag dokusunun arttig1 veya

azaldi@1 durumlar patolojik olup hiperlipidemi, insiilin direnci, tip 2 diyabet ve



kardiyovaskiiler hastaliklar gibi pek ¢ok metabolik hastalik ile dogrudan iligkilidir.
Yag dokusunun salgiladigi adipokinlerin miktarinda meydana gelen degisikliklerin

bu hastaliklarin patogenezinde rol oynadigi diisiiniilmektedir.

Adipoz doku; matir adipositler, pre-adipositler, fibroblastlar ve
makrofajlardan meydana gelir (yag dokusunda en ¢ok yer alan hiicre tipi adipositler
olmasina ragmen %10 oraninda CD14" ve CD31*makrofajlarda bulunmaktadir. Yag

dokusundaki makrofajlarin miktar1 yaglanma ile dogrudan iliskilidir (13).

2.4. inflamasyon

Akut Inflamasyon; enfeksiyon, yaralanma ve iritasyon gibi durumlarda
viicudun meydana getirdigi fizyolojik bir siiregtir. Fakat bu siire¢ kronik hale
dontistiigiinde kanserin de dahil oldugu cesitli hastaliklarin gelismesine sebep
olabilir. Viicut akut inflamasyona cevap olarak etkilenen dokuyu iyilestirmek
amaciyla baslattigi kimyasal sinyal ag1 sonucunda lokositlerin (nétrofil, eozinofil,
bazofil) aktivasyonunu ve damar sistemi ile hasarli bolgeye gogiinii saglar. Bu siireg
boyunca gerceklesen olaylar1 su sekilde ifade edebiliriz: Adezyon molekiilleri (L, P,
ve E selektin) aktive edilir. Lokositlerdeki integrinler aktive edilerek tight adezyonlar
tarafindan  vaskiiler endotel yiizeyine nétrofillerin  immobilizasyonlarim
kolaylagtirmak i¢in upregiile edilir. Lokositlerin hasarli alana endotel boyunca go¢
etmeleri metalloproteinaz  (MMPs) gibi ekstraseliller proteinazlar tarafindan

kolaylastirilir.

Hasarli alana l6kositlerin go¢ii kemokin olarak isimlendirilen kemotaktik
sitokin familyas: tarafindan diizenlenir. Lokositler ilk olarak hasarli bolgeye
toplanirlar. Obezite ile beraber artan Monosit Kemotaktik Protein-1 (MCP-1),
l16kositleri hasarli bolgeye ¢ekme yetenegindedir. Lokositlerin {izerinde eksprese olan
MCP-1 reseptorii kemokin (C-C motif) reseptor-2 (CCR2) yiizey reseptorlerine
baglanarak hiicre i¢i sinyali baglatirlar ve hiicre migrasyonu ile aktivasyonu indiikler
(14, 15). Ardindan monositler makrofajlara farklilagirlar. Obez durumdaki adipoz
doku makrofaj sayisi, zayif adipoz doku makrofaj sayisinin yaklasik {i¢ katidir ve bu
makrofaj hiicreleri tiim adipoz doku hiicre sayisinin %40’ olusturur. Aktif adipoz

doku makrofaj (ATM) sayis1 obez kisilerdeki metabolik disfonksiyonun derecesi ile



iliskilendirilmistir. Aktive olduktan sonra makrofajlar lokal mikrogevreyi etkileyen
sitokinler ve biiyime faktorlerinin ana kaynagini olustururlar. Bu da demektir ki,
makrofajlar obezite iligkili inflamasyon ve hastaliklardan sorumlu temel hiicrelerdir.
Adipoz dokudaki makrofajlarin infiltrasyonu i¢in gerekli kemokin reseptor CCR2-
kemokin CCL2 kaskatinin iptali seklinde yapilan ¢aligmada yiiksek yagli diyetle
beslenen farelerin metabolik fonksiyonlarinda diizelme oldugu goriilmistiir (5).
Farkli fenotipik patern ve kemokin reseptdr kullannmina gore, makrofajlar
inflamasyonun oldugu yag dokusuna esit olarak dagilmazlar. Zayif yag dokusundaki
dominant alt tip yerlesik makrofajlar olarak adlandirilan M2 makrofajlaridir. Zayif
viicut kiitlesi ve metabolik homeostaz ile iligkilendirilen M2 makrofajlar1 1L-10,
IL-1, IL-1RA, IL-4 ve IL13 gibi anti-inflamatuar molekiilleri iiretirler. Obez adipoz
dokuda yaygin olarak bulunan infiltratif makrofajlar ise M1 makrofajlardir. M1
makrofajlar Timor Nekroz Faktor, IL-6, IL-1B gibi pro-inflamatuar sitokinler
salgilarlar ve sonug olarak obezite iliskili inflamasyonun uyarilmasinda merkezi bir
role sahiptirler (5, 14, 15). Mast hiicreleri histamin, sitokin ve proteaz gibi
inflamatuar mediatorlerin yan sira lipit mediatorlerine de katkida bulunurlar. Benzer
molekiiler mediatorlerin ¢ogu ise akut ve kronik inflamasyonun her ikisinde de

uretilirler.

Diisiik derecede kronik inflamasyon ile iligkilendirilen obezite, dolasimda
artan yag asiti ve inflamatuar duruma katkida bulunan immiin hiicrelerin

kemoatraksiyonu ile karakterize edilir (15).

2.5. Kronik inflamasyon ve Obezite

FFA’lar1 depolayarak saglik icin kritik bir 6neme sahip olan adipositler, zayif
bireylerde viicut yag kiitlesini diizenleyen hormonlar salgilamaktadir. Ancak kisi kilo
almaya basladiginda adipositler genisler ve bu kontrol mekanizmasi bozulur. Adipoz
dokuda makrofajlar birikir ve inflamasyon baslar. Adipositlerdeki ve g¢evresindeki
FFA depolama ve oksidasyon regiilatorleri metabolik homeostazin kritik

diizenleyicileridir.

Konuyu daha da detaylandirdigimizda, bireyler obez durumu ilerledikge

adipositleri genisler ve adipoz doku sistemik metabolizmay1 etkileyecek sekilde



molekiiler ve hiicresel degisikliklere ugrar. Zayif ve obez kadinlar karsilastirildiginda
tim viicutta adipositlerden gliserol ve FFA salimimimin artisinin  hizlandigt
gorilmistiir ki muhtemelen bu durumda insiilin direncine neden olmaktadir. FFA
salinimimin diger bir artis sebebi olarak Perilipin ekspresyonundaki degisiklikler
goriilmektedir. Perilipinler yag damlaciklarmin (triagilgliserol) yiizeyini kaplayarak
onlar1 lipazlara kars1 korur ve bdylece FFA’nin serbest kalmasi engellenmis olur.
Ancak obez bireylerdeki perilipin noksanligindan dolayr yag hiicreleri biiyiimesi

lipoliz bazal oraninin artmasi ile sonug¢lanmaktadir.

Ikinci olarak obezitenin artmasiyla beraber adipoz dokuda bazi pro-
inflamatuar faktorlerin artmasi gosterilebilir. Zayif bireyler ile karsilagtirildiginda
obez kisilerin adipoz dokusunda TNFa, Interlokin-6 (IL-6), MCP-1, Transform
biiyiime faktér-pl (TGF-B1), indiiklenebilir nitrikoksit sentaz (INOS), matriks
metalloproteinaz (MMP), prokoagiilan proteinler gibi pro-inflamatuar proteinlerin

ekspresyonunun arttigi goriilmiistiir (16).

Obezite ile birlikte artan lipoliz oranmna bagli olarak adipoz dokuda
zayif/olmek tlizere olan adipositlerin sayisi artarken makrofaj sayisinda da artig
gorilmektedir. Makrofajlar obez adipoz dokuda c¢ogu sitokinlerin {iretiminden
sorumludurlar. Adipoz doku TNFo ekspresyonunun yaklasik tamami, IL-6 ve
INOS’un 6nemli bir miktar1 adipoz doku makrofajlari tarafindan salinir. Xu ve ark.,
obez farelerin adipoz dokularinda insiilin iiretimindeki dramatik artigin sebebi olarak
spesifik inflamasyon genlerin ekspresyonlarinin makrofajlar tarafindan arttirilmasini
gostermistir. Dahasi, bu fareler insiiline duyarli bir ila¢ olan rosiglitazon ile tedavi
edildiginde, bu genlerin ifadesinin azaldig1 bildirilmektedir. Onemli bir protogonist
(6ncii) olarak adipoz doku inflamasyonu insiilin direnci ve obezite iliskili

komplikasyonlarin gelisimini tesvik etmektedir.

Inflamasyonun obezite sekellerinin (bir hastaligin sonrasinda ortaya ¢ikan
patolojik degisimler) gelismesine katki sagladig diisiiniilmektedir. Belli sitokinlerin
adiponektin ekspresyonunu indirgedigi diisliniilirken, obezitede adiponektin
tiretiminin azaldigi rapor edilmistir. TNF-o ile uyarilan monosit adezyon molekiil
ekspresyonunun giiglii bir inhibitorii olan adiponektin inflamatuar cevap igin

onemlidir. Bu durum atherosklerosis ve obezite arasinda 6nemli bir nokta olabilir.
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Adipoz doku TNF-a konsantrasyonu, tip 2 diyabeti olan ve olmayan kisilerde
insiilin direnci ve obezite ile korelasyon gostermektedir. Obez kadinlarda adipoz
doku TNF-a mRNA ekspresyonu aglik plazma glikoz, insiilin, triagilgliserol
konsantrasyonu ile iliskili bulunmustur. TNF-a adiposit lipolizini arttirir ve bu
duruma perilipin tizerindeki etkisi aracilik ettigi diisiiniilmektedir. TNF-a, karaciger
ve kas gibi dokular iizerinde etkili olabilmek i¢in kan dolagimina yag dokudan yag
asitlerinin serbest kalmasini saglayarak sistemik insiilin direncini arttirir. Bdylece,
yag dokusu TNF-a, yag dokusunda lokal olarak hareket edebilmekte ve sonucta

periferik dokulardaki insiilin direncini arttirmaktadir.

IL-6 ekspresyonu, obez adipoz dokusunda artmaktadir. Obez bireylerin yag
dokusu ile zayif bireylerin yag dokusu karsilastirildiginda IL-6 ekspresyonunun obez
yag dokusunda 10 kat daha fazla oldugu goriilmiistiir. Ayrica adipoz doku alanlar
arasinda da IL-6 ekspresyonu gesitlilik gostermektedir. Visseral adipositlerde
periferal adipositlere gore ekspresyon daha fazladir ve adipoz dokudaki IL-6
ekspresyonunun %90’dan daha fazlasi adiposit disindaki diger hiicreler tarafindan

uretilmektedir.

IL-6nin plazma konsantrasyonlari, otokrin ve parakrin tarzda hareket eden
TNF-a' nin aksine obezite ile birlikte artar. Obez bireylerde yag dokusu plazma IL-6
konsantrasyonlarinin énemli bir belirleyicisidir zira bu oran toplam viicut iiretiminin
% 30'a kadar ¢ikmaktadir. insanlarda IL-6 lipoliz ve yag oksidasyonu ile artarken
plazma IL-6 konsatrasyonu ise insiilin direnci ile korelasyon gostermektedir. Son
caligmalarda IL-6’nin karacigerde insiilin direncine neden oldugu goriilmiistiir.
Yiiksek IL-6 konsantrasyonu, tip 2 diyabet gelisimi ve miyokardiyal enfarktiis igin
bir belirleyicidir. Agikcas1 baz1 inflamatuar mediatorler obezite ve obezite iliskili

kronik hastaliklarin gelismesinden sorumlu mekanizmalar ile iligkilidir (11).

Obez olup saglikli kalabilen yetigkinler arastirildiginda bu koruma mekanizmasinin
inflamatuar sinyalinin ve profilinin azaltilmasindan kaynaklandigi bulunmustur.
Brd2 hipomorf fare ¢alismalarinda bloklanan inflamatuar sinyal yolagi sonucunda
obez hayvanlar insiilin direnci, tip 2 diyabet ve kanserden korunmustur. Obezite
iliskili kronik inflamasyonda, sitokinler, kemokinler ve ROS gibi pro-inflamatuar

mediator tiretiminin artmasi; onkogen, siklooksijenaz-2 (COX-2), 5- lipoksijenaz (5-
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LOX), MMP ekspresyonunun artmasi; timor  hiicrelerinin - ¢ogalmasi,
transformasyonu,  metastazi, hayatta kalmasi, invazyonu, anjiyogenezi,
kemoresistansi ve radyoresistansi i¢in aracilik eden Niiklear Faktor Kappa-Beta (NF-
kB), sinyal transducer and transkripsiyon aktivatorii 3 (STAT3), aktivator protein-1
(AP-1), and Hipoksi ile indiiklenen faktor-loo (HIF-1la ) gibi proinflamatuar
transkripsiyon faktorleri liretiminin artmasi tiimorgenesizi etkileyecek molekiiler

mekanizmalardir (15).

2.6. inflamazom

Dogal bagisiklik sistemi, kalip tanima reseptorlerinin (Pattern Recognition
Receptors (PRR)) patojen ve tehlike (Pathogen- and Danger- Associated Moleculer
Patterns (PAMPs, DAMPs)) sinyallerini tanimasi ile tetiklenerek, enfeksiyonlari
gidermek ve hasarl1 dokular1 onarmak {izere immiin yanitlardan olugmaktadir. PAMP
ve DAMP’lar tarafindan PRR’lerin aktivasyonu ile baskilanan sinyal kaskati aktive
edilir ve ¢esitli immiin yanitlar1 diizenlenir. PRR’lerin en taninmis iiyeleri olan Toll
like reseptor (TLR) ve C-tip lektin (CTL) tiyeleri genis capta PAMP ve DAMP’ lari
algilayarak inflamatuar sitokinlerin sentezinin artmasina sebep olan sinyal kaskatini
stimiile ederler. Bunlarin yaninda son ¢alismalar ile NOD (Nucleotid-Binding
Oligomerization Domain) like reseptor (NLRs) ve AIM2 (The Absent in Melonoma
2) like reseptor (ALRs) tanimlanarak bu gruba dahil edilmistir. Bu reseptorler
mikrobiyal bilesenleri, endojen tehlike sinyallerini algilayarak ¢oklu protein
kompleksi olan inflamazom olusmasina neden olabilirler. Belirlenen bircok
inflamazom onlar1 olusturan proteine gore isimlendirilmistir. Bugiine kadar
belirlenen inflamazomlardan en iyi karakterize edilmis ve giiglii bir sekilde steril
inflamasyon ile iliskilendirilmis olan NLRP3 (NLR Pyrin Domain Containing 3)
inflamazomdur. Inflammazom aktivasyonu yeni bir inflamatuar sinyal olup, dogal

immiin sistem aktivasyonunda ¢ok énemli bir role sahiptir (17).

2.6.1. NLRP3 inflamazom Yapisi, Olusumu ve Aktivasyonu

Inflamazomlar, inflamatuar cevabi baslatan immiin hiicrelerin dogustan sahip
oldugu sensér makromolekiillerdir. Inflamazomlar tarafindan cesitli zararh

sinyallerin taninmasi kaspaz-1’in aktivitesi ile sonuglanir. Sonrasinda ise 6zellikle
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interlokin 1B (IL1P) gibi giiclii pro-inflamatuar sitokinlerin sekresyonu artar. Bu yol

metabolik siirecin diizenlenmesinde inflamazom aracili 6nemli bir siirectir.

Inflamazomlar; Nod-like reseptdrler (NLRs), Apoptozla iliskili adaptor
protein ASC (Apoptosis-Associated Speck-Like Protein Containing a Caspase-
Recruitment Domain), Kaspaz 1 enzimden olusan heptamer formda bir yapiya
sahiptir (18).

PRR’lerin alt grubu olan NLR ailesi insanlarda N terminal bdlge
konfigiirasyonuna gére NLRA, NLRB, NLRC, NLRP olmak iizere 4 alt aileden ve
22 iiyeden olusur. NLR’ler, PAMP ve DAMP’lan1 algilayabilen enfeksiyon ve
hiicresel instabilite ile sonuclanan hiicresel stresin 6nemli sensorleridir. NLR’ler
TLR’e benzer olarak patojen kaynakli molekiilleri taniyarak yanit olusturabilir ve
enfeksiyon boyunca savunmada gorev alabilirler. TLR’den farkli olarak ise vezikiil
ya da hiicre ylizeyindeki patojen ligantlara baglanmanin aksine sitozoldeki molekiil
ve stres sinyallerine yamt olusturabilirler. inflamazom aktivasyonunu tesvik eden
DAMP’lar 3 kategoride toplanir. Bunlar; ekzojenik stresi uyaran ajanlar (aspest, silis,
alum), hiicresel ve metabolik sikintinin endojen tesvik edicileri (ATP, iirik asit,
ROS, mitokondrial disfonksiyonu) ve obezite iliskili faktorler (yag asiti/FFA
seramid, hiperglisemi) (19).

NLR’lerin bir iiyesi olan NLRP3 proteini, PYPAF1, CIAS1 ya da NALP3
olarak da bilinen NLRP3 tarafindan kodlanmaktadir. Bu gen 1g44’de lokalize ve 9
eksona sahiptir. Tim NLRP3’de yaklasik 60 tane SNP tanimlanmistir (20) (Sekil
2.1).

NLRP3, 16since zengin tekrarlarda olusan C terminal domain (LRR), orta
NOD domaini (NACHT olarakta isimlendirilir) ve N terminal pirin domaini (PYD)
olmak iizere toplamda 3 domainden olusmaktadir (Sekil 2.2.). Saglikli bir hiicrede
NLRP3, NACHT domaini ve LRR arasindaki etkilesime gore otomatik olarak
baskilanir. Hiicresel stresin belirmesi sonrasinda NACHT domainleri arasindaki
homotipik etkilesim sonucu NLRP3 oligomerize olur. NLRP3’iin PYD domaini, N-
terminal PYD ve C-terminal CARD olmak iizere iki domainden olusan ASC’nin
PYD domaini ile baglanir. PYD domainleri baglandiktan sonra ASC’nin diger

domaini olan CARD pro-kaspaz1’in CARD domaine baglanarak inflamazom yapisi
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bir araya gelmis olur. Son olarak pro-kaspaz-1’lerin toplanmasi ile aktif kaspaz
formunun olusmasi saglanir ve bu enzim de IL-1p ve IL-18 gibi sitokinlerin aktif

formunun olusmasini saglayarak immiin savunmada gorev alir (Sekil 2.2.) (21) .

T T o I B I o T~ N o = B L O o B B~ o e R I B T " B I I e It B T
. T I R T R T B R T B B | =3 e D T I = I I T = - B
wow oW MM Mmom oM N N Ao Ea T O T I T O o T o I o o
momom R R | =P T PR PR PR PR s T [l = = - = - = -
ST T &=
1 et

MLRP3 Geni

Sekil 2.1. NLRP3 Gen lokalizasyonu (22)

/ Zf Kaspaz-1
A
NLrP3 (YD NACHT | (JIDRDIN) :

ASC [PYD CARD) LR — = <
—— SO
Pro-caspase-1 (CARD H p20/10 r— F 'i 3 ,“
v fﬂmﬂ : 3 ‘:" ” NLRP3

i/ Pro-kaspaz-1
Sekil 2.2. Inflamazom Yapis1 (21)

2.7. Toll Like Reseptor 4 Sinyal Yolag:

Adipositlerdeki Toll-like reseptor-4 sinyali uzun zincirli yag asitleri (FFA) ve
lipopolisakkarit (LPS) tarafindan aktive edilir. Bu durum NF-xB aktivasyonu ile
devam ederek IL-1B, NLRP3, TNF-a, IL-1, IL-6, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz

(INOS) ve MCP-1 gibi inflamatuar diizenleyici genlerin ekspresyonu ile sonuglanir.

TLR4 sinyalinde MyD88 (miyeloid farklilagtirma faktorii 88) bagimlhi ve
MyD88 bagimsiz olmak iizere 2 yolak tanimlanmistir. MyD88 bagimli sinyal
yolaginin pro-inflamatuar sitokinler, kemokinler ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi

dogal immiinite etkenlerinin olusumuna neden oldugu bilinmektedir (23).
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MyD88 aracilikli TLR4 sinyal yolag1
1. CD14, bakteriyel LPS’yi tanir

2006 yilinda Shi ve ark. yapmis oldugu calismada LPS’nin yag asiti
komponenti olan lauric asitin makrofaj hiicre hattinda TLR4 sinyalini baslatabildigi
goriilmistiir. Bu nedenle obeziteye bagli FFA artisi ayn1 sekilde TLR4 sinyalini de
baslatabilir (24).

Bir diger ¢alismada FFA gibi asir1 besin maddelerinin algilanmasi ve bulasici
patojenlerin algilanmasinin ayni sinyal yolunu kullanabilecegi ve ayni inflamasyona

neden olabilecegi gosterilmistir (25).

TLR4 aktivasyonu i¢in MD-2 (Miyeloid Farklilagsma Faktori 2) ve CD14
(Farklilasma Kiimesi 14) birlikte gorev yapar. Ekstraseliiler bir protein olan MD-2,
TLR4’{in hiicre yiizeyi lokalizasyonu ve indiiklenmesi durumunda uygun cevabin
verilmesi i¢in gereklidir (23). Zira MD2 mutant fareler ile yapilan hayvan
calismalarinda, LPS’ye yanit olusmadigi goriilmistiir (26). TLR4, MD-2 ile bir
kompleks olusturarak sinyal kaskatini baglatir.  LPS reseptorii olan CD14 ise
bakteriyal LPS’nin, diger PAMP’larin, DAMP’larin tespit ve taninmasinda TLR4 ve
MD-2 ile birlikte yardimci reseptdr olarak gorev yapar. TLR4’iin ekstrasiiler
kisminin aktivasyonu TIR (Toll/IL-1R homologu oldugu igin TIR bdolgesi adi
verilmektedir) dimerizasyonuna ve alt molekiillerin baglanmasi i¢in konformasyonel

degisikliklere neden olur (26).

2. TIRAP varliginda TLR4’e baglanan MyD88 sonrasinda bu komplekse
IRAK’1 dahil eder.

Adaptor bir protein olarak gorev yapan MyDS88 proteini TLR4’tin TIR
bolgesine baglanir ancak baglanmasi i¢in TIRAP (TIR bdlgesi igeren protein)’a da
gerek duyar. Sonraki asamada ise MyD88 terminal bolgedeki karboksil (COOH)
kismindan IL-1 reseptor baglantili kinaz kompleksi (IRAK) ile birlesir (23).

3. IRAK kompleksten ayrilarak TRAF6’ya baglanir.

Otofosforile olarak kompleksten ayrilan IRAK TRAF6 (TNF reseptor iliskili
faktor 6)’ya baglanarak aktive olmasini saglar. Aktive TRAF6’da TAK1’i (TGF-beta
aktive kinaz 1) aktifler. TAK1, TABI (TAK1 baglanma proteini 1) ve TAB2 (TAK1
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baglanma proteini 2) ile bir sinyal kompleksi olusturur ve NF-kB inhibitor protein

[1xB] kinaz (IKK) kompleksini aktive eder.
4. NF-«xB aktive olur.

NF-«xB, sitoplazmada NF-kB inhibitor protein (IkB) sayesinde inaktif olarak
bulunur. IKK kompleksi IkB’nin fosforilasyonunu uyararak fosforile olmasini ve
bunun sonucunda kompleksten ayrilip proteozomda yikim yoluna girmesini saglar.
Boylece IKK kompleksi NF-kB’y1 aktive eder.

5. Diizenleyici genler aktive olur.

NF-«B niikleusa gegcer ve kB bdlgesine baglanir. Sonu¢ olarak, NF-«B
aktivasyonu, IL-15, NLRP3, TNF-a, IL-1, IL-6, INOS ve MCP-1 gibi inflamatuar

diizenleyici genlerin ekspresyonuna neden olur (23).
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@ @ IkBoa KK o —
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O IKKB

. TAK

> U

p65 » IL-6
p50 . -1

CRSOONL ok

kB bolgesi

Sekil 2.3. TLR4 Yolag: (23)

2.8. C-Reaktif Protein (CRP)

CRP, iltihabi reaksiyonlar sirasinda kanda miktar1 artan ve baslica karaciger
tarafindan iretilen akut faz reaktanlar1 adi verilen proteinlerden biridir (27). Saglikli

kisilerde serum CRP diizeyi 0,5 mg/dL gibi ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bulunur.
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Inflamasyon, infeksiyon ve travmalar, miyokard infarktiisii, stres, cerrahi veya
neoplastik proliferasyon sonrast serum diizeyi dramatik olarak artmaktadir (28).
Ayrica sigara i¢imi, ileri yas, obezite, plazma trigliserid diizeyi ylikselmesi ve ¢esitli
kardiyovaskiiler belirteglerin artisi ile de yiikselmektedir ve inflamatuar hastaliklarin

aktivitesinin degerlendirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir (29).

CRP konsantrasyonlarmin dlglilmesi, muhtemelen obezitenin klinik olarak
degerlendirilmesi acisindan en yakin olan laboratuvar testidir. Ciinkii CRP 6l¢iimii
standardize edilmistir ve kullanilabilirligi yliksek bir belirtectir. Ayrica CRP
konsantrasyonlar1 adiposit disfonksiyonu ve sistemik sonuglar1 ile yakindan
iligkilidir. Gergekten de, enfeksiyon veya diger sistemik inflamasyonun yoklugunda,
CRP konsantrasyonlar1 adiposit disfonksiyonunun dolagimdaki bir biyo-belirleyicisi
olarak yorumlanabilir. Ancak, CRP seviyelerinin klinik uygulamasi ve daha da
onemlisi saglik sonuglari iizerindeki potansiyel etkileri, VKI, bel ¢evresi, trigliserid
ve HDL-K konsantrasyonlar1 gibi diger adipozite belirtecleri dikkate alindiginda
henliz belirlenmemigstir. Kardiyovaskiiler hastalik degerlendirmesinde CRP
Olglimiiniin  kullanim1 igin Oneriler mevcut olmasina ragmen (29), adipozitenin
metabolik sonug¢larmin degerlendirilmesinde CRP o6l¢iimiiniin kullanilmas1 6nemli

olabilecegi gibi daha fazla arastirmay1 da gerektirmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calisma Dizaym ve Orneklem

Calisma, olgu-kontrol kesitsel iliskilendirme ¢alismasi olarak planlandi.
Omeklem SDU Tip Fakiiltesi ve Isparta Giilkent Devlet Hastanesi Gogiis
Hastaliklar1 Uyku Laboratuvarina basvuran 18-59 yas araliginda 100 kontrol, 88
fazla kilolu, 152 obez ve 33 morbid olmak tizere toplam 373 goniillii bireyden
olusturuldu. Bilgilendirilmis goniillii onam formu alinan bireylerin rutin tetkik olarak
kanlarindan elde edilen serum ve kan Ornekleri kullanildi. Calisma, Siileyman
Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik arastirmalar Etik Kurulunun 09.07.2015
tarih ve 139 sayili karar onayi ile gerceklestirildi.

3.2. Antropometrik Ol¢iimler

Calismaya dahil edilen hastalarin boy ve kilo degerleri kaydedildi. Boy ve
kilo oranlar1 kullanilarak viicut kitle indeksleri (VKI) kg/m? (kilogram olarak
agirligin, metre olarak boyun karesine boliinmesi) formiilii ile hesaplandi. Calismaya
katilan kigiler Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) obezite smiflamasma gore; VKI
degerleri 18,5-24,9 kg/m? arasinda olan bireyler normal kilolu, 25,0-29,9 kg/m?
arasinda olan bireyler fazla kilolu, 30,0-39,9 arasinda olan bireyler obez, ve >40’dan

bliylik olan bireyler morbid obez grubu olarak siiflandirildi.

Her bir VK1 kategorisine ait NLRP3 varyant:1 genotipleri sayisinin istatistiksel
degerlendirmeye imkan saglamadigindan yine bu antropometrik parametreye gore,
calismaya katilan bireyler Diinya Saglik Orgiitii kurallarma uygun olarak obez
olmayan (VKI <30 kg/m?) ve obez (VKI >30 kg/m?) olmak iizere smiflandirildi.

3.3. Kan orneklerinin Toplanmasi

EDTA’l tiiplere alinan tam kan orneklerinden DNA izolasyon kiti (Quick-
gDNA™ MiniPrep (Capped), Zymo research) kullanilarak kitin 6ngdrdiigii protokole
gore DNA izolasyonu yapildi ve Tek Niikleotid Polimorfizm (SNP) analizleri igin
izole edilen DNA’lar -20 C’de analiz zamanina kadar bekletildi.
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Separator jel iceren tiiplere alinan kan oOrnekleri 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlenerek serum kismi ayrildi. Serum oOrnekleri analize kadar -20°C’de

muhafaza edildi.

3.4. DNA izolasyon Protokolii

1. 100 pl kan 6rnegine 400 pul Genomic Lysis Buffer ilave edilir (4:1).
4-6 sn vortekslenir. Daha sonra 5-10 dk. oda sicakliginda beklenir.
2. Hazirlanan karigim spin kolona aktarilir.

10.000 g de 1 dk santrifiij edilir.

3. Spin kolan yeni toplama tiiplerine aktarilir.

Spin kolona 200 pl DNA Pre-Wash Buffer ilave edilir.

10.000 g de 1 dk. Santrifiij edilir.

4. 500 ul gDNA Wash Buffer spin kolona ilave edilir.

10.000 g de 1 dk. santrifiij edilir.

5. Spin kolonlar temiz bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilir.

Spin kolona 50 pl DNA Elution Buffer ya da su ilave edilir.

2-5 dk oda sicakliginda inkiibe edilir. Daha sonra 30 sn en hizli ayarda

santrifij edilir.

Spin kolon atilir ve DNA elde edilir.

3.5. DNA Kalite Tayini

Izolasyon sonucunda elde edilen genomik DNA’larin Gergek Zamanli
Polimeraz zincir Reaksiyonunda miktar tayininin dogru bir sekilde yapilabilmesi igin
mySPEC Nanodrop cihazi ile 6l¢itimleri yapilarak her bir 6rnek i¢in pg/ml cinsinden

sonuglar kaydedildi.
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3.6. Primer Dizaym

Primer3web version 4.1.0. kullanilarak belirlenen hedef diziden primer

dizaynlar1 yapildi.

Calisilan 6 SNP igin tablo 4’de verilen primer dizileri belirlenmistir.
Tasarlanan primerler liyofilize halde temin edilmis ve son konsantrasyon 200uM

olacak sekilde sulandirilmigslardir.

rs 35829419 C>A icin primer diyazni

GGAAGGCCGACACCTTGATATGGTG[A/CJAGTGTGTCCTCCCAAGCTCCTCTCA

AGGCTGGAGCTGCTGAAATGGATTGAAGTGAAAGCCAAAGCTAAAAAGC
TGCAGATCCAGCCCAGCCAGCTGGAATTGTTCTACTGTTTGTACGAGATG
CAGGAGGAGGACTTCGTGCAAAGGGCCATGGACTATTTCCCCAAGATTG
AGATCAATCTCTCCACCAGAATGGACCACATGGTTTCTTCCTTTTGCATTG
AGAACTGTCATCGGGTGGAGTCACTGTCCCTGGGGTTTCTCCATAACATG
CCCAAGGAGGAAGAGGAGGAGGAAAAGGAAGGCCGACACCTTGATATG
GTG[A/CJAGTGTGTCCTCCCAAGCTCCTCTCATGCTGCCTGTTCTCATGGG
TAAGGAAACTCGGCTTCCAGGTGCTTCCTCCTGCTTCCTCGCCAGCTTCTT
CTTGGCGCTTGCCTCCTCTCATCTCTTTTCAACTATCTTCCAAATACTGTT
GCCACAGCTACATCATAATGCCACCACTGTCTGTTTGAGACTCCTTCATG
AGCAAAGATTGATGTATGGTAGGTGGATAAATGGGATGAGGAAAAAAAA
AATAAAACAAGGAACAAATGTTTGGGGAATGCCAGTTTAGCACAAGGTA
TTAAGT

G ve C oran1 %55 olan asagidaki diziler forward ve reverse primer olarak belirlendi.
Forward: AGGAGGAGGAAAAGGAAGGC (%55)

Reverse: ATGAGAGGAGCTTGGGAGGA (%55)
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rs 4612666 T>C icin primer dizayni

AGCTGAATGTAGGGAGCTGGGAAGA[C/T]GTAGTATTGGTGGGAGCTTGGAGAA

GTGTTGCTGGTGGGAATGTAAATGATGCAGCCACTATGGAAAACAGCAC
AGCAATTCCTAAAAAATAAATACAGAATTACTACTGGAGCCAGCATTTCC
ACTGCTGGGTATATCTGCAAAAGAGTTCAAAGCAGGAACTCAGCCAGGA
GCGGTGGCTCACACCTGTAATCCCAGCATTTTGGGAGGCTGAGGCAGGTG
GATCACTGGAGGTCGGGAGTTCGAGACTAGCCTGGCCATCATAGTAAAA
CCTTGTCTCTACTAAAAATACAAAAATTAGCCAGGCATGGTGGTGCATGC
CTGTAATCCCAGTTACTCGGGGTGGAGGCAAGAGAATCTTTTGAACCTGG
GAGGCGGGGGTTGCAGTGAGTCAAGATCCCGTCACTGTACTCCCGCCTGG
GTGACAGAGGAAGCATTAAAAAAAACAGAAGGCAGGAACTCAAACATG
TTATTTGTACATCTATGTCCATAGCAACACTATTAGAAATAGCCAAAAGG
TGGAAATAACCAAACGTCCTTCAACGGATGAAGGGTGTTGAAAAGTGCT
ATATATGTACATTCAGCTTTAAAAAGAATTCTAGTACACACTACAACATG
GATGAGCCTCGGGGACATTATGCTAAGTAAGATAAGCTAGACTCGAAAG
GGCAAATACTCTGATTGTCCTTATAGGAGGTGTCTAGAACAGACAGATTC
ATAGAGACAGGAAGAAACGTGGTTGCAGGCAATGGGAGGGCGGAGAGT
GGGAAGACATTGTTTAATGGTTATGGAGTTTCAGTTCTGCAAGATGAAAG
GAGTTCTGGAGATGGTGGTGGTGATGGTTGCACAACAATGTGAAGTGCTT
AAGGCCATTAATTGTGCACTTAAAAATGGTTAAAATGGTAAATTTTATTT
TACACGTATTTTACCACAATAAAGCTGAATGTAGGGAGCTGGGAAGA[C/
TIGTAGTATTGGTGGGAGCTTGGAGAATGCTTACTTGTTATTCCACCAAAT
GGAAAAGGAAATCAGAAGTGTACATAGAGCTTGTGTCCACTCCCTTTCCA
TGTGTAAACTGGAGTAGAGGCAGTGGCAGGTACGGGTGCTTCCTTGTCCA
TGGTGGAGCGTGGGTGAGAGACATGACTGACATTCTGCCATCTCTATGGA

G ve C oran1 %55 olan asagidaki diziler forward ve reverse primer olarak belirlendi.

Forward: CTGAATGTAGGGAGCTGGGA (%55)
Reverse: GGGAGTGGACACAAGCTCTA (%55)
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rs 10754558 G>C/T i¢in primer dizayni

GACAATGACAGCATCGGGTGTTGTT[C/G/T]TCATCACAGCGCCTCAGTTAGAGG

GAGGACGCGGAGCACTCTGGGAGTTGTGGTCCCTCTTTTTTTTTTTTITTTT
ITTTTTACATTTTAGAAGTGTGTGGAGTTTAGGGAAATGAAGAGATGAGA
CTTTTAAGGTTAACGACTCTGACAGAGTTATCTGAAGAGTGCAACCCAGG
CTTTCTATTTGCTTTTACAGGTTGTCTGAAATGTATTTCAATTATGAGACA
AAAAGTGCGTTAGAAACACTTCAAGAAGAAAAGCCTGAGCTGACCGTCG
TCTTTGAGCCTTCTTGGTAGGAGTGGAAACGGGGCTGCCAGACGCCAGTG
TTCTCCGGTCCCTCCAGCTGGGGGCCCTCAGGTGGAGAGAGCTGCGATCC
ATCCAGGCCAAGACCACAGCTCTGTGATCCTTCCGGTGGAGTGTCGGAGA
AGAGAGCTTGCCGACGATGCCTTCCTGTGCAGAGCTTGGGCATCTCCTTT
ACGCCAGGGTGAGGAAGACACCAGGACAATGACAGCATCGGGTGTTGTT
[C/IGITITCATCACAGCGCCTCAGTTAGAGGATGTTCCTCTTGGTGACCTCA
TGTAATTAGCTCATTCAATAAAGCACTTTCTTTATTTTTCTCTTCTCTGTCT
AACTTTCTTTTTCCTATCTTTTTTCTTCTTTGTTCTGTTTACTTTTGCTCATA
TCATCATTCCCGCTATCTTTCTATTAACTGACCATAACACAGAACTAGTTG
ACTATATATTATGTTGAAATTTTATGGCAGCTATTTATTTATTTAAATTTI
TTGTAACAGTTTTGTTTTCTAATAAGAAAAATCCATGCTTTTTGTAGCTGG
TTGAAAATTCAGGAATATGTAAAACTTTTTGGTATTTAATTAAATTGATTC
CTTTTCTTAATTTTAAAAAAGAGTACCTAGAAATTTTTCAAATTATTTCTC
TAAACCACTAAAGATAAATTAAATTGTTTGGTGCATTTTAAAAGTCACTT
TGGCAAATGATTCCATTGTAGATAATTTTTAAAACGTTACCTCAC

G ve C oranm1 %55 ve %52 olan asagidaki diziler forward ve reverse primer olarak

belirlendi.

Forward: GACACCAGGACAATGACAGC (%55)
Reverse: TCTAACTGAGGCGCTGTGA (%52)
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rs10733113 A>G i¢in Primer Dizaym

GCTTTTTGTTGTTGTTGTTGTTGAT[A/G]JTATTGTCTCAGCACCCTATTATA
TT

TGTGTGTTGAACTCTTTAGGGCTGGTGTGTGTATGTGTGTGTGTGTTGAAC
TCTTTAGGGCTGGTGCATGGTGTGTGTATGTGTGTGTGTGTTGAACTCTTT
AGGGCTGGTGCGTGGTGTGTGTGTGTGTGTGTTGAACTCTTTAGGGCTGG
TGTGTGGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTTGAACTCTTTAGGGCTGGTGCGTG
GTGAGGTGATTACTGTAACATCAGAGTGGAGTAGTAACTAGAGTGTGTG
ATTCAGGTAAAGCATGAGACCTGAACTGGCTTCAACACCAGGCTCGGTC
ACTCATGCCATGTGTCTTTGAGCAGGTTACTTAACCTATCTGTGCCTCACT
TGTGTTTTCTTAAAAATACAAGAAACATTAGTATTGTTTTGCACAGTCTGT
TACAAGGGTGGAATGAATTGTTTCTTGTAAAGCACTCAGAACAATGAGTG
GCACAGAGTGATACATGTTGAGGGCTTTTTGTTGTTGTTGTTGTTGATIA/G
JTATTGTCTCAGCACCCTATTATATTTTTCACATGGAGGGGATAAAAAAAA
TCTTTICTTAAGACAGGCCGCAAGAAGTAGTGCACATTTTATTTTATTTATT
CTTTTATTTTCTTATCTGTATAAATTTAAGGGCTACTGGTGCAATTTTGTT
ACACGGATATATTGTGCAGTGGTGAAATCTGGGCATTTAGCGTAACTATC
ACCCGAATAACGTACATTTTACCCCACGTAATTTCTCCTCCCTCACCCCCT
GACACCGTCCTACCCACCCTAGTCTCCAGGGTCTCTTACTCCATCCTCTGC
ATCCCTGTGGACACATAATTTAGCTCCCACTTGTAACTGAGAACATCTGG
TATTTGACTTTCTGTTCCTCAGTTGTTTGGCTTAAGATAGTGTCCTCCAAT
TCCATCCACATTGCAGCAAAGATATGACTTCATTTTTTTTATGGCCAAATA
GAATTCTTGTAGCGCAAATTTTAATTCATGAGCTACAATTCATG

G ve C oranm1 %52 ve %50 olan asagidaki diziler forward ve reverse primer olarak

belirlendi

Forward: GCACAGTCTGTTACAAGGGTG (%52)
Reverse: TCTTGCGGCCTGTCTTAAGA (%50)
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rs2027432 A>G/T i¢in Primer Dizayni

AGAATAAGCAGTTGGTTCCGATGACIA/C/IT]IACCACCTTTCTACAGAACTG
CAGAG
ATGTGGCAGGCATGCACACAAAGCCTCAGCTTGAGTAGCTTGAGGAGAG
ACACACACAGACCTACTCTGCAGCTCATGAGACGGCCGCAGGACCACAG
ACCGGCAAAGGCACAAGTTCAACAGAGCTTGGTGGGTGAGAGGCACTCG
CTCAGCCTCTGGGTGAGTGAAAAGGACGAGCACCCAGTTCAGTGGAGGG
ATGTCAGCAAATGACTGGGTCTGTCTGTGCCTCATACCTGTAAAAGGGTG
ACAATAATTGCCTGCTACTTCTTTAGATCTTCCAAATCTCCTAGACTCAGG
ATGGATGAACAAGTGGTTTTGCTTGGAATTGCCCCCTCCTTGATCCCTTCA
TTATACTGCATTTGACCAAGCACTACATCAACCCAAATAACGGTACCTAT
CCTAGAAGGCTGTCAGAAAACACTGAGTGAATGGCTAAACGTGAGGCCT
TTAAAACAGAGCCTGGCACAGAGAAGCTAGAATAAGCAGTTGGTTCCGA
TGAC[A/C/T]JACCACCTTTCTACAGAACTGCAGAGAGAATGCTCTACAACA
TGAGAGAGGCATCTAGTCCTGCTTAGGGGCATGACAGCAGACCTGAGTC
TCCATGAACCAGGTGAAAGGTGTCATTCGGGGCTGGAGCTGAGGCAGGA
GCAGCAAAAACTTCAGGTGCTGAAGCTAGAGAGAAAGCAGACCAAATAT
GCTCCAAAAGAAAGGAGCTCAGCCTGGGTGCAGTGGCTCATGCCTGTAA
TCCCAGCACTTTGAGAGGCCAAGGCAGGCAGATCACAAGGTCAGGAGTT
TGAGACCAGCCTGGCCAACATGACGAAACCCCATCTCTACTAAAAATAT
AAAAAAAAATAGCTGGGTGTGGTGGCGGGCACCTGTAATCCCAGCTACT
CAGGAAGCTGAGGCAAGAGAATCACTTGAACCTGGGAGGTGGAGGCTGC
AGTGAGCTGAGATTGTGCCACTGCACTCCAGCCTGGGTGACAAGAGCAA
GACTCCATTTCAAAAAAA

G ve C oranm1 %52 ve %55 olan asagidaki diziler forward ve reverse primer olarak

belirlendi.

Forward: GACCAAGCACTACATCAACCC (%52)
Reverse: TCTGCTGTCATGCCCCTAAG (%55)
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rs 3738448 C>A icin Primer Dizaym

TGCAATGAATTTATAGCAGTCGCAG[A/C]JCCCAGAAGGGGCAGGAAGGA
TGTGG
ACCCTCCCAGCTCCTGCCCCATCAGTCCTTCCATCTGCATCAGGATTCTGC
CTTTCTTCTGTGCTCCTTCCACCCTAACACCAGCACAAAAATCTGCTGCCC
TTTGGTCTTTAAGGAGGTTTGTTTCCTTCTGTATATCCCATCCATCTTCTCC
CCTGGGAGGGATACTGGGCAAATCTGCTGAAGTCGTGGGTGTAAACTAT
GGTTGCTGCCGCTGTCCTCCCCGCTTCCCCCCGCCACATACACACACACG
AACTTGCACACGTAGAGCCCAAATAATGATAAAAGAACATTCCAGAAAT
GTTGTTGAAGCACAACCTTGGAGACGCCAGAAGAAATTCCTAGTGCATTA
ACCAGGACAAGTTCTGCCCTCTGAACACAATCTCCCCCACTGCTCTCCCG
GTCCTGTCGCCCACACTGCCCCGCGGAGCTGGACTTACCCAGATGCCAGC
CTCAGGAACAGCTAGAGAGGAAATGCAATGAATTTATAGCAGTCGCAG]
A/C]JCCCAGAAGGGGCAGGAAGGATGTGGTCTCCACTTACATCAGAGCAG
AGGCAGAGAGACTAATGGTTAATCACATAGCTGGATTTTCCAAATGGGA
TCAACAGTGTTGTCAAAACCGTGTCTCGGTTCCATACTGGGGTTCACCTT
GCTCTCCTCTGAGGCACCCCACAGAAGCAGGGTGGGAGGCCAGTATGAG
ATGGGGCTGGGGGTCAAATCGGCAGTGCTAAATGGATGTTGCCTCTGAC
ACTGCCCGCTGCAACGGCTCCACTGAGAGTGAGGGAAGTGAAACTAAGG
ACATGCCATGCGAGTGAGTAAAGAATCCAGAGCATGACCTGACCCAGCC
TTCAAACTCCAGAGTCCATGCCCTGTCCTCTCACAGCAAGATGGCTGGAA
GGCAGTACAGGTTCTCTCCGACATGTTCTACTTTTAAAGCACAAATTTTA
CTCCCTGACTCATTGACTCACCTGTTCCACTAACACTCACGGAATGGCTG
GTATGTGGC

G ve C oran1 %55 olan asagidaki diziler forward ve reverse primer olarak belirlendi

Forward: GCCTCAGGAACAGCTAGAGA (%55)
Reverse: AGAGGAGAGCAAGGTGAACC (%55)
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Tablo 2.4. Calisilan SNP’ler i¢in belirlenen primerler ve ¢ogaltilan bolge uzunlugu

Gen rs Forward Primer (5°- 3') Revers Primer (5°- 3') ASrlzsla(:ilﬁg COgl?Zl:::S:llgl:lﬁlge
NLRP3 | 35829419 | AGGAGGAGGAAAAGGAAGGC | ATGAGAGGAGCTTGGGAGGA | F-59°C, R-59°C 65 baz
NLRP3 | 4612666 | CTGAATGTAGGGAGCTGGGA | GGGAGTGGACACAAGCTCTA | F-59°C, R-59°C 117 baz
NLRP3 | 10754558 | GACACCAGGACAATGACAGC | TCTAACTGAGGCGCTGTGA F-59°C,R-57°C 56 baz
NLRP3 | 10733113 | GCACAGTCTGTTACAAGGGTG | TCTTGCGGCCTGTCTTAAGA F-60°C,R-57°C 184 baz
NLRP3 | 2027432 | GACCAAGCACTACATCAACCC | TCTGCTGTCATGCCCCTAA F-60°C,R-59°C 222 haz
NLRP3 | 3738448 | GCCTCAGGAACAGCTAGAGA | AGAGGAGAGCAAGGTGAACC | F-59°C, R-59°C 206 baz
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3.7. Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-
PCR)

3.7.1. Reaksiyon Miks Icerigi

Tablo 2.5. Reaksiyon mix Igerigi

Icerik Miktar

SYBR green super mix (SYBR green siiper miks igerisinde dNTP, Taq
polimeraz, DNA polimeraz, MgClz, SYBR green I, enhancer, stabilizerler Sul
ve fluorescein)

Forward primer 1 ul
Reverse primer 1 ul
Steril su 2 ul
Genomic DNA 2 ul
Total 10 ul

Yukaridaki belirtildigi gibi 10 pl reaksiyon hacminde belirlenen protokol
dogrultusunda Real Time cihazinda (CFX96 Manager software version 3.1) ¢alisildu.
Caligsma sonrasinda elde edilen melt curve ve amplifikasyon egrisine gore sonuglar

yorumlandi (Resim 3.1.).

el Curve | WitPeat |

5500
5000

4500

RFU

4000 4+

-d(RFUYAT

3500 3.

3000

Bk

7 % 30 85 3 3 0 7 80 [ L £
Temperaturs, Celsius Temperature, Celsius

8

[ SYBR Pock Type: |Postive | Step Number: |6 vl

Well & Fuor A Target ) Contert {)|Sample & Mek Temp
F07  SYBR Unkn
F0B  SYBR Unkn
F09  SYBR Unkn
FID SYBR Unkn
FI1 SYBR Unkn
Fi2 SYBR Unkn
G0l SYBR Unkn
G02  SYBR Unkn
G013  SYBR Unkn

GN7 SYRR Linkn

Resim 3.1. Real Time PCR cihazinda ham analiz sonug goriintiisii

T & mn m o o|le =
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3.7.2. Calisma Protokolii

Tablo 2.6. Real Time PCR ¢alisma protokolii

Basamak Sic.°C Siire Dongu
Sayisi

Bas_langlc; denatiirasyonu ve enzim 93 °C 3:00 1

aktivasyonu

Denaturasyon 93°C 00:15 40

Annealing 55°C 00:30

Melt Curve 65 °C-95°C | 0:05-0:5 1

Resim 3.2. CFX96 Real Time PCR
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3.8. Kan Orneklerinde Incelenen Biyokimyasal Parametreler ve

Yontemleri

Serum NLRP3 seviyeleri, ticari ELISA kitleri (SL27748 Hu, SunlongBiotech,
HangZhou, China) kullanilarak kitin 6ngérdiigii protokollere goére ¢aligildi. Serum
CRP seviyeleri nefelometrik (BN2 autoanalyser SIEMENS Diagnostic System)

yontem ile ol¢iildii.

3.8.1. ELISA Yontemi ile NLRP3 Seviyelerinin Belirlenmesi

3.8.1.1. Yontemin Prensibi

NLRP3 diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan enzim immiin 6l¢iim
yonteminin prensibi sandvic ELISA yoOntemine dayanmaktadir. Bu o6l¢iimde
tamamen antijene (NLRP3) spesifik iki monoklonal antikor kullanilmaktadir. Birinci
antikor (MADb-1) antijene spesifik antikordur ve mikrotiter pleyte immobilize
edilmigtir. Ikinci monoklonal antikor (MAb-2) ise aym antijenin birinci
antikorunkinden farkli epitopuna karsi olusturulmustur ve ayn1 zamanda da HRP ile
konjuge edilmistir. Kalibratorler ve test ornekleri pleyte ilave edilerek antijenin
spesifik monoklonal antikora baglanmasi saglanir. Yikamanin ardindan ikinci antikor
(MADb-2-HRP) ilave edilerek MADb-1-NLRP3-MADb-2-HRP sandvi¢ kompleksi
olusturulur. Yikama basamagimnin ardindan enzim substrati eklenir ve enzimatik
reaksiyon durdurma ¢ozeltisi (1M H2SOy4) ile sonlandirilir. Absorbanslar mikotiter
pleyt okuyucusu ile okunur. Enzimatik reaksiyon sonucunda olusan rengin siddeti

orneklerdeki antijen konsantrasyonu ile direk olarak orantilidir.

3.8.1.2. NLRP3 Ol¢iimii

Pleytteki her bir 6rnek kuyucuga 40uL 6rnek seyreltme ¢ozeltisi ilave edildi
ve hemen tizerlerine her bir serum 6rneginden 10 pL ilave edilerek 37°C 30 dakika
bekletildi. Standartlar standart diliienti ile kitin ongoérdiigii sekilde seyreltilerek
standart kuyucuklarma 50 pL ilave edildi. Inkiibasyonun ardindan pleyt aspire
edilerek bosaltildi ve yikama c¢ozeltisi ile 5 kez yikandi. Yikamanin ardindan
kuyucuklara 50 pL HRP-konjugat reaktifi ilave edilerek 37°C 30 dakika bekletildi.
Inkiibasyonun ardindan ELISA pleyti yikama tamponu ile ii¢ kez yikand1. Yikamanin
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ardindan kuyucuklara 50’ser uL kromojen A reaktifi ve hemen ardinda 50°ser puL
kromojen B reaktifi ilave edilerek yeterli renk olusumuna kadar 37°C’de bekletildi
(10-20 dakika). inkiibasyon esnasinda bagli enzim konjugati renksiz kromojeni mavi
renkli iiriine doniistiirdii. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklara 50 pL durdurma
cozeltisi ilave edildi. Durdurma c¢ozeltisi ilavesinden sonra mavi rengin sariya
dontistiigli goriildi. Standard ve serum 6rneklerinin optik absorbans degerleri 450 nm

dalga boyunda ELISA okuyucusunda (Epoch, BioTek Instruments, USA) 6l¢iildii.

l |

Resim 3.3. Epoch, BioTek Instruments Elisa okuyucusu

3.8.1.3. Sonug¢larimin Hesaplanmasi

Kalibratér ve Orneklerin  NLRP3 ELISA sonuglar1 mikrotiter pleyt
okuyucusunda 450 nm’de okuma yapilarak belirlendi. Kalibratorler ikili olarak
calisildi. Ortalama kalibratér “0” absorbans degerleri kalibratér ve serum
orneklerinin  absorbans  degerlerinden  c¢ikartildi.  Elde  edilen  farkh
konsantrasyonlardaki kalipratér absorbanslarina karsilik gelen konsantrasyonlarin
kalibrasyon grafikleri semi-logaritmik olarak Master Plex® programi kullanilarak 4-
parametreli  lojistik regresyon yontemi ile belirlendi. Serum NLRP3

konsantrasyonlari standart grafige gore belirlendi (Grafik 3.1.).
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Absorbans (450 nm)

100

NLRP3 (pg/mL)
Grafik 3.1. NLRP3 standart grafigi

(R? =0,9951; a=-0,021; b=1,080; c=640186; a: alt asimptot, b: egim, c: x degerine
karsilik gelen y degeri)

3.9. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler Statistical Package for the Social Sciences (SPSS Inc,
Chicago, lllinois, USA) istatistik programi 21 versiyonu ile belirlendi. Verilerin
normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile yapildi. VKI degerlerine
gore olusturulan gruplarin NLRP3 ve CRP seviyelerinin degerlendirilmesinde
normal dagilima uyan veriler icin ANOVA (tek yonlii varyans) uymayanlar igin ise
Kruskal-Wallis testi yapildi. ANOVA analizinde gruplar arasi farkliliklar1 ortaya
koymak i¢in LSD post-hoc testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi igin p<0,05
kabul edildi. Parametreler arasi iligkiler Pearson korelasyon analizi kullanilarak

degerlendirildi.

Real Time PCR sonucunda, belirlenen genotiplerin allel ve genotip
frekanslar1 hesaplandi. Genotip ve alleller say1 ve yiizde olarak ifade edildi. Her bir
SNP, FINETTI programinda (Erigim: https://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl) analiz
edilerek, allel ve genotip frekanslar1 (Pearson x? statistic), Odd rations (OR), ve
homozigot karsilastirma, dominant, resesif ve allel modeller gibi genetik modellerin
p degerleri hesaplandi. Hardy Weinberg Dengesi (HWE) ve Armittage’s trend test
FINETTI programi kullanilarak hesaplandi.
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4. BULGULAR

Giliniimiizde ©nlenebilir 6liimlerin sigaradan sonra gelen ikinci en Onemli
nedeni olan obezite, dolasimda artan yag asiti ve immiin hiicrelerin kemoatraksiyonu
ile karakterize edilen kronik inflamasyon ile iliskilendirilmistir. Kronik inflamasyon
ve makrofaj gbc¢li yillardir obezitenin 6nemli bir 6zelligi olarak tanimlanir. Son
caligmalar ile gorilmistiir ki adipoz dokudaki immiin siiregler obezite uyaranli
inflamatuar cevabin gelismesinde merkezi rol oynar ve bu siirecler NLRP3

inflamazom aktivitesinin potansiyel roliinii gosterir (30).

Calismamizda, NLRP3’e ait 1s35829419 (C>A), r1s4612666 (T>C),
rs10754558 (G>C/T), rs10733113 (A>G), rs2027432 (A>G/T) ve rs3738448 (C>A)
polimorfizimleri Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyon teknolojisi kullanilarak

analiz edilmis ve asagida belirtilen sonuglar elde edilmistir.
rs35829419 (C>A) Polimorfizmi

Tablo 4.1. NLRP3 rs35829419 (C>A) polimorfizminin obez ve kontrol gruplarinda
genotip frekanslari, allel frekanslar1 ve Hardy-Weinberg dengesi testi

Obez (n=185) Kontrol (n=188)
Genotip frekanslar:
Wild genotip 148 (%81,76) 121 (%66,120)
Heterozigot genotip 26 (%14,36) 46 (%25,13)
Polimorfik genotip 7 (%3,86) 16 (%8,74)
Allel Frekanslar
Wild alleli 0,889 0,786
Polimorfik alleli 0,110 0,213
Hardy-Weinberg dengesi testi
F-inbreeding coefficient 0,269 0,250
P-Pearson’s goodness of fit x2 (DF=1) 0,000274 0,000701
P-Log likelihood ratio x? (DF=1) 0,001911 0,001321
P exact test 0,001792 0,001468
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rs35829419 (C>A) Polimorfizminin Obezite ile iliskisi

Tablo 4.2. NLRP3 rs35829419 (C>A) polimorfizminin A risk alleline gore obezite
ile iliskisi

OR %95 CI X? P
C’ye gore A 0,456 | 0,302-0,689 | 14,35 | 0,00015
CC’ye gore CA 0,459 | 0,268-0,786 | 8,28 | 0,00402
CC’ye gore AA 0,355 | 0,142-0,892 | 5,22 | 0,00061
CC’ye gore CA+AA (dominant model) 0,432 | 0,266-0,703 | 11,75 | 0,00061

Tablo 4.3. NLRP3 rs35829419 (C>A) polimorfizminin C risk alleline gore obezite

ile iligkisi
OR %095 ClI X? P
A’ya gore C 2,194 | 1,452-3,315 | 14,35 | 0,00015
AA’ya gore CA 1,292 | 0,471-3,547 | 0,25 0,618666
AA’ya gore CC 2,815 | 1,122-7,063 | 5,22 0,02239
CC+CA’ya gore AA (resesif model) 2,395 | 0,96-5,969 3,71 0,05421

Hardy-Weinberg Dengesi (HWE), evrim mekanizmalariin var olmadigini
varsaydigimiz bir popiilasyonda, her bir alelin frekansinin nesiller boyunca sabit
kalmas1 gerektigini gosteren dengedir. NLRP3 rs35829419 (C>A) polimorfizminde,
kontrol ve obez gruplarinin genotip dagilimlart HWE’ye uymamaktadir (p<0,05)
(Tablo 4.1.).

Calismada ayrica akraba evliligi katsayis1 F (sabitleme istatistigi)
hesaplanmistir. Hasta ve kontrol grubunda sirasiyla 0,269 ve 0,250 olarak bulundu.
Akraba evliligi katsayis1 popiilasyondaki heterozigosite diizeyini, heterozigotlardaki
azalmanin HWE ile degerlendirilen seviyelere gore olgiilmesini tanimlamaktadir.
Akraba evliligi katsayis1 F degeri kontrol ve hasta grubunda birbirine yakin

bulunmustur.

NLRP3 rs35829419 (C>A) polimorfizminde wild allel, polimorfik allel ile
karsilastirildiginda obez grubunda kontrol grubundan onemli derecede yiiksek
frekansa (0,889&0,786 p=0,00015) sahip olarak bulunmustur. Buradan wild allelin
obezite igin risk faktorii oldugu (OR=2,194, %95 CI=1,452-3,315, p=0,00015),
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polimorfik allelin ise koruyucu etkisi (OR= 0,456, %95 Cl= 0,302-0,689, p=0,00015)

oldugu sonucuna ulagilmistir.

NLRP3 rs35829419 (C>A) polimorfizminde wild genotip, heterozigot genotip
ve polimorfik genotip frekanslar1 obez grubunda sirasiyla %81,76, %14,36, %3,86 ve
kontrol grubunda %66,12, %?25,13, %S8,74’dlir. Wild ve polimorfik genotipler
karsilastirildiginda anlamli bir sonu¢ bulunmakta ve wild genotip obez grubu ile
iliskilendirilmektedir (OR=2,815 %95 CI=1,122-7,063, p=0,022). Heterozigot
genotip + polimorfik genotip, wild genotip ile karsilastirildiginda ise OR=0,432, CI=
0,266-0,703, p=0,00061 sonuglarina ulasilmistir.

Armittage’s trend test sonucunda total p=0,00078 olarak bulunmustur.
Istatistiki veri sonuglarma gore rs35829419 (C>A) polimorfizminde wild allel
obezite ile iligkilendirilirken polimorfik allelin koruyucu etkisi oldugu tespit

edilmistir (OR=1,781).

CRP seviyeleri kontrol, fazla kilolu, obez ve morbid obez olarak dort grup
arasinda karsilastirildiginda istatistiki anlamlilik bulunurken (p<0,05), kontrolden

morbid obeze dogru gidildik¢e CRP seviyesinin arttigi goriilmektedir (Grafik 4.1.).
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Grafik 4.1. VKI kategorilerine gore CRP seviyeleri
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NLRP3 rs35829419 (C>A) polimorfizmi igin CRP seviyeleri, genotiplere
gore karsilastirildiginda, degerler wild genotip, heterozigot genotip ve polimorfik
genotip sirasiyla 4,42+4,49mg/dL, 3,11+2,40mg/dL ve 2,58+0,91mg/dL, olarak
tespit edilmis. Wild genotipden polimorfik genotipe dogru gidildikg¢e bir azalma goze
carpmaktadir. Bu durum rs35829419 (C>A) polimorfizminin obezite de koruyucu
etkisi oldugu sonucunu desteklerken istatistiki olarak degerlendirildiginde anlamli bir

farklilik bulunamamstir (p>0,05, Grafik 4.2.)

p=0,054
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Grafik 4.2. NLRP3 rs35829419 polimorfizminde genotiplere gore CRP seviyeleri

NLRP3 rs35829419 (C>A) polimorfizminde bireylerin VKi’leri genotiplere
gore degerlendirildiginde wild genotipe sahip bireylerde 31,15+6,54 kg/m?,
heterozigot genotipe sahip kisilerde 29,10+6,30 kg/m? ve son olarak polimorfik
genotipe sahip bireylerde VKI 28,18+7,60 kg/ m? olarak belirlenmistir. Elde edilen
bu sonuglar ile de goriildii ki polimorfik genotipe sahip bireyler daha diisiik VKI’ye
sahiptir. Bu durum bizim polimorfik degisimimizin obeziteye kars1 koruyucu oldugu
durumunu destekler niteliktedir (Tablo 4.20.). Ayrica VKI ve genotipler arasindaki
bu degisim istatistiki olarak da anlamli olarak bulundu (p<0,05). Genotip gruplar
kendi iginde LSD post-hoc testi ile karsilastirildiginda, wild grup ile heterozigot ve
polimorfik grup arasinda anlamli farklilik bulundu (p<0,05) (Grafik 4.3.).
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Grafik 4.3. NLRP3 rs35829419 polimorfizm genotiplerine gore VKI seviyeleri

NLRP3 rs35829419 (C>A) polimorfizminde NLRP3 seviyeleri, degisimi daha
iyi gorebilmek i¢in kontrol, fazla kilolu, obez ve morbid obez olarak 4 grupta ve
ELISA yontemi ile belirlendi. NLRP3 seviyesi sirasiyla Fazla kilolu>Obez>Morbid
Obez>Kontrol olarak siralandi. En diisik NLRP3 seviyesi kontrol grubunda, en
yiksek NLRP3 seviyesi fazla kilolu grubunda goriildi (Grafik 4.4.). NLRP3
seviyesine genotip gruplart arasinda bakildiginda koruyucu etkisi oldugunu
belirledigimiz polimorfizmin goriildiigli polimorfik genotipde en diisiik seviyede

gortliirken siralama wild>heterozigot>polimorfik bulundu (Grafik 4.5.).

NLRP3 seviyelerine VKI ve genotip gruplar icinde bakildiginda, NLRP3
seviyesi acisindan VKi’nin tiim gruplarinda (Grafik 4.4.), genotip gruplarinda ise
Wild genotip ile heterozigot ve polimorfik genotip grup arasinda istatistiki olarak
anlamli bir farklilik tespit edilmistir (P<0,05) (Grafik 4.5.).
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Grafik 4.4. VKI kategorilerine gére NLRP3 seviyeleri
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Grafik 4.5. NLRP3 rs35829419 polimorfizminde genotiplere gére NLRP3 seviyeleri
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Tablo 4.4. NLRP3 rs35829419 polimorfik genotiplerinin viicut kitle indeksi

kategorilerine gore CRP ve NLRP3 seviyeleri

NLRP3 konsantrasyonu

(pg/mL) n w n H P p degeri

W-H 0,003
Normal Kilolu 7 127,00+4,69 6 90,50+3,50 61,00+0.00 W-P *

H-P *

W-H <0,0001
Fazla Kilolu 38 1353,55+26,87 12 591,91+18,77 115,75+6,31 W- P <0,0001

H-P <0,0001

W-H <0,0001
Obez 82 802,17+13,29 12 183,16+3,90 88,50+0,70 W-P <0,0001

H-P <0,0001

W-H 0,003
Morbid Obez 15 200,60+4,42 4 123,75+6,29 90,00+0,00 W-P *

H-P *
(ErIEgP/CIj(Ic_);]santrasyonu wild Heterozigot Polimorfik p degeri'

W-H 1,000
Normal Kilolu 7 2,58+1,09 6 2,45+0,88 2,00+0,00 W-P *

H-P *

W-H 0,719
Fazla Kilolu 38 2,68+1,35 12 2,5440,92 2,27+0,39 W-P 0,381

H-P 0,626

W-H 0,269
Obez 82 4,90+5,10 12 3,2143,60 7,0545,38 W-P 0,650

H-P 0,981

W-H 0,920
Morbid Obez 15 7,0545,38 4 5,57+1,21 4,20+0,00 W- P *

H- P *
VKIi (kg/m?) wild Heterozigot Polimorfik p degeri!

W-H 1,000
Normal Kilolu 7 23,29+1,46 6 23,60+1,34 27,70 W- P *

H- P *

W-H 0,016
Fazla Kilolu 38 28,11+1,19 12 27,01%1,57 27,73+1,66 W-P 0,459

H-P 0,246

W-H 0456
Obez 82 34,45+2,95 12 33,79+2,41 33,35+1,90 W-P 0,393

H-P 0,842

W-H 0.109
Morbid Obez 15 42,52+1,68 4 44,65+2,57 43,10 W-P *

H-P *

*[statistiksel analiz yapilamadi
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rs4612666 (T>C) Polimorfizmi

Tablo 4.5. NLRP3 rs4612666 (T>C) polimorfizminin obez ve kontrol gruplarinda
genotip frekanslari, allel frekanslar1 ve Hardy-Weinberg dengesi testi

Obez (n=185) Kontrol (n=188)
Genotip frekanslari
Wild genotip 146 (%79,78) 149 (%80,54)
Heterozigot genotip 15 (%8,19) 22 (%11,89)
Polimorfik genotip 22 (%12,02) 14 (%7,56)
Allel Frekanslari
Wild alleli 0,838 0,864
Polimorfik alleli 0,163 0,135
Hardy-Weinberg dengesi testi
F-inbreeding coefficient 0,696 0,491
P-Pearson’s goodness of fit x? (DF=1) <0,001 <0,001
P-Log likelihood ratio x? (DF=1) <0,001 <0,001
P exact test <0,001 <0,001

rs4612666 (T>C) Polimorfizminin Obezite ile iliskisi

Tablo 4.6. NLRP3 rs4612666 (T>C) polimorfizminin C risk alleline gore obezite ile

iligkisi
OR %95 CI X2 P
T’ye gore C 1,230 | 0,818-1,850 | 0,99 | 0,319
TT’ye gore TC 0,696 | 0,347-1,394 | 1,05 | 0,304
TT’ye gore CC 1,604 | 0,790-3,255 | 1,73 | 0,188
TT’ye gore TC+CC (dominant model) 1,049 | 0,628-1,751 | 0,62 | 0,855

Tablo 4.7. NLRP3 rs4612666 (T>C) polimorfizminin T risk alleline gore obezite ile

iliskisi

OR %95 ClI X? P
C’ye gore T 0,813 | 0,541-1,223 | 0,99 | 0,319
CC’ye gore TC 0,434 | 0,170-1,108 | 3,09 | 0,078
CC’ye gore TT 0,624 | 0,307-1,266 | 1,73 | 0,188
TT+TC’ye gore CC (resesif model) 0,599 0,296-1,211 2,07 | 0,150
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NLRP3 rs4612666 (T>C) polimorfizminde kontrol ve obez grubunda genotip
dagilimlar1 g6z Oniline alindiginda her iki grupta HWE’ye uymamaktadir (p<0,05).
Akraba evliligi katsayis1 F (sabitleme istatistigi) obez ve kontrol grubunda sirasiyla

0,696 ve 0,491 olarak belirlenmistir (Tablo 4.5.).

NLRP3 rs4612666 (T>C) polimorfizminde alleler karsilastirildiginda
polimorfik allel, obezite ile iligkilendirilirken (OR=1,230, %95CI=0,541-1,223
p=0,319), wild allelin ise koruyucu etkisi oldugu tespit edilmis (OR=0,813, %95
Cl=0,541-1,223, p=0,319) ancak her iki allel istatistiki olarak anlamli diizeye

ulagmamustir.

NLRP3 rs4612666 (T>C) polimorfizminde wild genotip, heterozigot genotip
ve polimorfik genotip frekanslar1 obez grubunda sirasiyla %79,78, %S8,1, %12,02 ve
kontrol grubunda %380,54, %11,89, %7,56’dir (Tablo 4.5.). Genotipler
karsilagtirildiginda polimorfik genotipin obez grubunda bariz bir artis1 oldugu ve
hastalik icin bir risk faktorii oldugu tespit edilmistir (OR=1,604, %95CI= 0,790-
3,255, P=0,188). Wild genotipe gore karsilastirilan dominant model
heterozigot+mutant genotip i¢in sonuglar OR=1,049, %95CI1=0,628-1,751, p=0, 855
olarak bulunmustur (Tablo 4.6.).

Armittage’s trend test sonucunda total p=0,43151 olarak belirlenmistir.
rs4612666 (T>C) polimorfizminde, polimorfik allel obezite i¢in risk olusturmasina

ragmen istatistiki olarak iliskilendirilememistir.

Bu polimorfizimde genotipler VKi'ne gore degerlendirildiginde wild
genotipe sahip bireylerde 30,47+6,62 kg/ m?, heterozigot genotipe sahip bireylerde
28,98+6,03 kg/ m? ve polimorfik genotipe sahip bireylerde 33,18+6,30 kg/ m? oldugu
tespit edilmistir. VKi’nin polimorfik genotipe sahip kisilerde en yiiksek seviyeye
ulagmasi rs4612666 (T>C) polimorfizmin obezite i¢in risk olusturdugu bulgusunu
desteklerken heterozigot genotipe sahip kisilerde paralel bir sonuca ulasilmamustir.
Gruplar istatistiki olarak degerlendirildiginde ise anlamlilik bulunmustur (p<0,05)
(Tablo 4.20.).

40



rs10754558 (G>C/T) Polimorfizmi

Tablo 4.8.. NLRP3 rs10754558 (G>C/ T) polimorfizminin obez ve Kkontrol
gruplarinda genotip frekanslari, allel frekanslar1 ve Hardy-Weinberg

dengesi testi

Obez (n=185) Kontrol (n=188)
Genotip frekanslar:
Wild genotip 146 (%81,11) 138 (%77,09)
Heterozigot genotip 24 (%13,33) 31 (%17,31)
Polimorfik genotip 10 (%5,55 10 (%5,58)
Allel Frekanslari
Wild alleli 0,877 0,857
Polimorfik alleli 0,122 0,142
Hardy-Weinberg dengesi testi
F-inbreeding coefficient 0,378 0,291
P-Pearson’s goodness of fit x2 (DF=1) <0,001 <0,001
P-Log likelihood ratio x? (DF=1) <0,001 <0,001
P exact test <0,001 <0,001

rs10754558 (G>C/ T) Polimorfizminin Obezite ile iliskisi

Tablo 4.9. NLRP3 rs10754558 (G>C/ T) polimorfizminin C/T risk alleline goére

obezite ile iligkisi

OR %95 ClI X2 |P
G’ye gore C/T 0,838 [0,544-1,292 (0,64 (0,423
GG’ye gore GC/GT 0,732 (0,409-1,309 (1,11 (0,291
GG’ye gore CC/TT 0,945 |0,382-2,341 |0,01 |0,903
GG’ye gore GC+CC/GT+TT (dominant model) |0,784 |0,470-1,306 |0,88 |0,349

Tablo 4.10. NLRP3 rs10754558 (G>C/ T) polimorfizminin G risk alleline gore

obezite ile iligkisi

OR %95 ClI X? P
C/T’ye gore G 1,193 | 0,774-1,839 | 0,64 | 0,423
CC/TT’ye gore GC/GT 0,774 | 0,278-2,159 | 0,24 | 0,624
CC/TT’ye gore GG 1,058 | 0,427-2,620 | 0,01 | 0,903
GG+GC/GT’ye gore CC/TT (resesif model) 1,006 | 0,408-2,479 | 0,00 | 0,989
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NLRP3 rs10754558 (G>C/ T) polimorfizminde kontrol ve obez grubunda
genotip dagilimlar1 gbz Oniine alindiginda her iki grupta HWE’ye uymamaktadir

(p<0,05). Akraba evliligi katsayis1 F, obez ve kontrol grubunda sirasiyla 0,378 ve
0,291 olarak bulunmustur (Tablo 4.8.).

NLRP3 rs10754558 (G>C/T) polimorfizminde obez grupda wild ve
polimorfik allel frekanslar sirasiyla 0,877 ve 0,122, kontrol grubunda 0,857 ve 0,142
olarak tespit edilmistir. Yapilan HWE analizi sonucunda ise wild allel obezite i¢in
risk alleli olarak (OR=1,193 %95 CI=0,774-1,839,p=0,423) polimorfik allel
koruyucu allel olarak (OR=0,838, %95CI=0,544-1,292, p=0,423) belirlenmis ancak

istatistiki olarak anlamlandirilamamustur.

Genotip frekanslar1 wild, heterozigot ve polimorfik olarak sirasiyla obez
grubunda %81,11, %13,33 ve %5,55 olarak belirlenirken; kontrol grubunda %77,09,
%17,31 ve %5,58°dir. Gruplar arasinda genotip frekanslari birbirine yakin ¢ikarken
HWE analizinde wild genotip obezite ile iliskili olarak bulunmus ancak istatistiki

anlamlilik tespit edilmemistir (OR=1,058, %95C1=0,427-2,620, p=0,903).

Armittage’s trend test sonucunda total p=0,488 olarak bulunmustur. Wild

allel ve genotip obezite ile iliskilendirilmis ancak istatistiki anlamlilik bulunamastir.

Genotipler VKlI’lerine goére degerlendirildiginde ise Wild genotipde
30,59+6,68 kg/m?, heterozigot genotipde 30,34+7,00 kg/m?, polimorfik genotip de
31,80+5,43 kg/m? olarak bulunmus istatistiki anlamlilik goriilmemistir (p>0,05)
(Tablo 4.20.).
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rs10733113 (A>G) Polimorfizmi

Tablo 4.11. NLRP3 rs10733113 (A>G) polimorfizminin obez ve kontrol gruplarinda
genotip frekanslari, allel frekanslari ve Hardy-Weinberg dengesi testi

Obez (n=185) Kontrol (n=188)
Genotip frekanslar:
Wild genotip 144 (%79,12) 150 (%80,64)
Heterozigot genotip 30 (%16,48) 32 (%17,20)
Polimorfik genotip 7 (%3,84) 5 (%2,68)
Allel Frekanslari
Wild alleli 0,873 0,892
Polimorfik alleli 0,126 0,107
Hardy-Weinberg dengesi testi
F-inbreeding coefficient 0,223 0,141
P-Pearson’s goodness of fit x? (DF=1) 0,002 0,052
P-Log likelihood ratio x? (DF=1) 0,007 0,079
P exact test 0,006 0,061

rs10733113 (A>G) Polimorfizminin Obezite ile iliskisi

Tablo 4.12. NLRP3 rs10733113 (A>G) polimorfizminin G risk alleline gére obezite

ile iligkisi
OR %95 ClI X? P
A’ya gore G 1,094 | 0,697-1,715 | 0,15 | 0,875
AA’ya gore AG 0,977 | 0,565-1,689 | 0,01 | 0,525
AA’ya gore GG 1,458 | 0,453-4,700 | 0,40 | 0,932
AA’ya gore AG+GG (dominant model) 1,042 0,626-1,734 0,02 | 0,696

Tablo 4.13. NLRP3 rs10733113 (A>G) polimorfizminin A risk alleline gore obezite

ile iliskisi

OR %95 ClI X? P
G’ye gore T 0,914 | 0,583-1,434 | 0,15 | 0,696
GG’ye gore TC 0,670 | 0,192-2,340 | 0,40 | 0,528
GG’ye gore TT 0,686 | 0,213-2,210 | 0,40 | 0,525
AA+AG’ye gore GG (resesif model) 0,683 0,213-2,192 0,42 | 0,519
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NLRP3 rs10733113 (A>G) polimorfizminde kontrol ve obez grubunda
genotip dagilimlart géz oniine alindiginda obez grup HWE’ye uymamakta (p<0,05)
kontrol grup ise HWE’ye uyan Mendeliyen bir populasyon dagilimi géstermektedir
(p>0,05). Akraba evliligi katsayis1 F, obez ve kontrol grubunda sirasiyla 0,223 ve
0,141 olarak goriilmektedir (Tablo 4.11.).

NLRP3 rs10733113 (A>G) polimorfizminde allel frekanslari obez grubunda
wild ve polimorfik allel sirasiyla 0,873 ve 0,126, kontrol grubunda 0,892 ve 0,107
olarak bulunmustur. HWE analizi sonucunda polimorfik allel obezite ile pozitif
iligkili bulunurken (OR=1,094, %95CI= 0,697-1,715, p=0,875) wild allel obezite ile
negatif iligkili olarak bulunmus (OR= 0,914, %95CI= 0,583-1,434, p=0,696) ancak

her iki allel i¢in de istatistiki anlamlilik tespit edilmemistir.

Obez grubunda genotip frekanslart wild, heterozigot ve polimorfik olarak
sirasiyla %79,12, %16,48, %3,84 iken kontrol grubunda %80,64, %17,20 ve
%2,68°dir. Gruplar arasinda genotip frekanslar1 birbirine yakin olarak bulunmustur.
HWE analizi sonucunda polimorfik genotip (OR=1,458, %95CI= 0,453-4,700,
p=0,938) ve wild genotipe gore dominant model (OR=1,042, %95CI=0,626-1,734,
p=0,696) obezite ile pozitif iliskili bulunmus ancak istatistiki olarak anlaml

ctkmamustir.
Armittage’s trend test sonucunda total p=0,719’dur.

Genotipler VKI’'ne gore degerlendirildiginde Wild genotipde 30,55+6,59
kg/m?, heterozigot genotipde 30,18+6,96 kg/m?, polimorfik genotip de 31,59+4,89
kg/m? olarak bulunmus istatistiki anlamlilik goriilmemistir (p>0,05) (Tablo 4.20.)
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rs2027432 (A>G/T) Polimorfizmi

Tablo 4.14. NLRP3 rs2027432 (A>GI/T)

polimorfizminin obez ve kontrol
gruplarinda genotip frekanslari, allel frekanslar1 ve Hardy-Weinberg dengesi testi

Obez (n=185)

Kontrol (n=188)

Genotip frekanslar:

Wild genotip

149 (%80,97)

143 (%76,06)

Heterozigot genotip

27 (%14,67)

35 (%18,61)

Polimorfik genotip 8 (%4,34) 10 (%5,31)
Allel Frekanslari

Wild alleli 0,883 0,853
Polimorfik alleli 0,116 0,146
Hardy-Weinberg dengesi testi

F-inbreeding coefficient 0,289 0,254
P-Pearson’s goodness of fit x2 (DF=1) 0,000 0,000
P-Log likelihood ratio x? (DF=1) 0,000 0,001

P exact test 0,000 0,001

rs2027432 (A>G/T) Polimorfizminin Obezite ile iliskisi

Tablo 4.15. NLRP3 rs2027432 (A>G/T) polimorfizminin G/T risk alleline gore

obezite ile iligkisi

OR %95 ClI X? P

A’ya gore G/T

0,772 | 0,503-1,184 | 1,41 | 0,235

AA’ya gore AG/AT

0,740 | 0,426-1,286 | 1,14 | 0,284

AA’ya gore GG/TT

0,768 | 0,295-2,000 | 0,29 | 0,587

AA’ya gore AG+GG/AT+TT (dominant model) | 0,746 | 0,746-1,228 | 1,33 | 0,248

Tablo 4.16. NLRP3 rs2027432 (A>G/T) polimorfizminin A risk alleine gére obezite

ile 1ligkisi

OR %95 CI X? P

G/T’ye gore A

1,295 | 0,844-1,986 | 1,41 | 0,235

GG/TT’ye gore AG/AT

0,964 | 0,335-2,774 | 0,00 | 0,946

GG/TT’ye gore AA

1,302 | 0,500-3,393 | 0,29 | 0,587

AA+AG/AT ye gore GG/TT (resesif model)

1,236 | 0,477-3,205 | 0,19 | 0,662
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NLRP3 rs2027432 (A>G/T) polimorfizminde kontrol ve obez grubunda
genotip dagilimlar1 gbz Oniine alindiginda her iki grupta HWE’ye uymamaktadir
(p<0,05). Akraba evliligi katsayis1 F, obez ve kontrol grubunda sirasiyla 0,289 ve
0,254 olarak bulunmustur (Tablo 4.14.).

NLRP3 rs2027432 (A>G/T) polimorfizmin igin allel frekanslar1 obez
grubunda wild ve polimorfik allel sirasiyla 0,883 ve 0,116 iken kontrol grubunda
0,853 ve 0,146°dir. Gruplar arasinda allel frekans dagilimlarina bakildiginda
0,030’luk gibi kiigiik bir degisim s6z konusudur. Obez grupta wild allel kontrol
grubunda ise polimorfik allel bu oranda yiiksek bulunmustur. Yapilan HWE analiz
sonucunda ise wild allel obezite i¢in risk olarak bulunurken (OR=1,295,
%95CI1=0,844-1,986, p=0,235) polimorfik allelin koruyucu etkisi oldugu (OR=0,772,
%95CI= 0,503-1,184, p=0,235) tespit edilmistir ancak istatistiki anlamlilik

bulunmamustir.

Obez grubunda genotip frekanslari wild, heterozigot ve polimorfik olarak
sirastyla %80,97, %14,67 ve %4,34 seklinde tespit edilirken kontrol grubunda
%76,006, %18,61 ve %5,31°dir. HWE analizi sonucunda wild genotip i¢in OR=1,302,
%95CI1=0,500-3,393,p=0,587 sonuglarina ulasilirken, Wild genotip+ heterozigot
genotipe gore polimorfik genotip (resesif model) i¢in OR=1,236, %95CI= 0,477-
3,205 p=0,662 sonuclarina ulagilmistir.

Armittage’s trend test sonucunda total p=0,292 olarak bulunmustur. Wild

allel obezite igin risk allel olarak belirlenmistir (OR=1,195).

VKi’ne gore degerlendirilen genotiplerdeki sonuglar ise Wild genotipde
30,89+6,48 kg/m?, heterozigot genotipde 29,45+7,18 kg/m?, polimorfik genotip de
29,05+5,67 kg/m? olarak belirlenmistir. Genotipler arasinda en yiiksek degerin wild
genotip de bulunmasi armittage’s trend test sonucunda bulunan wild genotipin
obezite icin risk oldugu gorisiinii desteklemektedir. Ancak yapilan ANOVA
analizinde istatistiki anlamlilik goriilmemistir (p>0,05) (Tablo 4.20.).
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rs3738448 (C>A) Polimorfizm

Tablo 4.17. NLRP3 polimorfizminin obez ve kontrol gruplarinda genotip frekanslari,
allel frekanslar1 ve Hardy-Weinberg dengesi testi

Obez (n=185) Kontrol (n=188)
Genotip frekanslar
Wild genotip 161 (%87,50) 160 (%85,10)
Heterozigot genotip 12 (%6,52) 18 (%9,57)
Polimorfik genotip 11 (%5,97) 10 (%5,31)
Allel Frekanslar:
Wild alleli 0,907 0,898
Polimorfik alleli 0,092 0,101
Hardy-Weinberg dengesi testi
F-inbreeding coefficient 0,611 0,473
P-Pearson’s goodness of fit x2 (DF=1) <0,001 <0,001
P-Log likelihood ratio x? (DF=1) <0,001 <0,001
P exact test <0,001 <0,001

rs3738448 (C>A) polimorfizminin Obezite ile iliskisi

Tablo 4.18. NLRP3 rs3738448 (C>A) polimorfizminin A risk alleline gore obezite

ile iligkisi
OR %95 ClI x2 | P
C’ye gore A 0,905 | 0,557-1,473 | 0,16 | 0,689
CC’ye gore CA 0,663 | 0,309-1,420 | 1,13 | 0,287
CC’ye gore AA 1,093 | 0,452-2,646 | 0,04 | 0,843
CC’ye gore CA+AA (dominant model) 0,816 | 0,451-1,478 | 0,45 | 0,502

Tablo 4.19.. NLRP3 rs3738448 (C>A) polimorfizminin C risk alleline gore obezite

ile iliskisi
OR %095 ClI X? P
A’ya gore C 1,104 | 0,679-1,797 | 0,16 | 0,689
AA’ya gore CA 0,606 | 0,197-1,868 | 0,76 | 0,381
AA’ya gore CC 0,915 | 0,378-2,214 | 0,04 | 0,843
CC+CA’ya gore AA (resesif model) 0,884 | 0,366-2,133 | 0,08 | 0,783
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NLRP3 rs3738448 (C>A) polimorfizminde kontrol ve obez grubunda genotip
dagilimlar1 g6z oniine alindiginda her iki grupta HWE ‘ye uymamaktadir (p<0,05).
Akraba evliligi katsayis1 F, obez ve kontrol grubunda sirasiyla 0,611 ve 0,473 olarak
goriilmiistiir (Tablo 4.17.).

NLRP3 rs3738448 (C>A) polimorfizminin obez grubunda wild ve polimorfik
allel frekanslar sirasiyla 0,907 ve 0,092, kontrol grubunda ise 0,898 ve 0,101°dir.
HWE analizi sonucunda wild allel obezite i¢in risk allel olarak bulunurken
(OR=1,104, %95CI=0,679-1,797, p=0,689) polimorfik allel igin OR=0,905, %95CI=
0,557-1,473 ve p=0,689 sonuglarina ulagilmis ancak istatistiki olarak

anlamlandirilamamustir.

Gruplar arasinda genotip dagilimlarina bakildiginda obez grubunda wild,
heterozigot ve polimorfik genotipler sirasiyla %87,50, %6,52 ve %5,97, kontrol
grubunda da %385,10, %9,57 ve %5,31 olarak bulunmustur. Yapilan HWE analizi
sonucunda polimorfik genotip obezite i¢in risk olarak tespit edilmis ancak istatistiki

olarak anlamli bulunmamistir (OR=1,093, %95CI=0,452-2,646, p=0,843).
Armittage’s trend test sonucunda total p=0,474 olarak bulunmustur.

VKI degerlerine gore genotiplerin gruplar aras1 farkliliklar istatistiksel olarak
degerlendirmek i¢in yapilan ANOVA (tek yonlii varyans) analizinde wild genotip
30,69+6,58 kg/m?, heterozigot genotip 30,53+7,43 kg/m?, polimorfik genotip
28,68+5,13 kg/m? olarak bulunmustur (Tablo 4.20.).
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Tablo 4.20..SNP’lerin genotiplere gore VKI dagilimlari

Degisken Grup Wild Genotip Heterozigot Genotip Polimorfik Genotip ANOVA p
rs35829419 31,156,542 29,10+6,30° 28,18+7,60° 0,013
rs 4612666 30,47+6,622 28,98+6,03% 33,1846,30° 0,019
VKi rs 10754558 30,59+6,682 30,34+7,002 31,80+5,432 0,696
(kg/ m?) rs 10733113 30,55+6,59° 30,186,962 31,59+4,892 0,787
rs 2027432 30,89+6,482 29,45+7,182 29,05+5,672 0,168
rs 3738448 30,69+6,582 30,53+7,432 28,68+5,132 0,385

Veriler ortalama + standart sapma (X£SD) seklinde ifade edilmistir. a.b: Ayni harfi tasiyan ortalamalar LSD post-hoc testinde anlamli olarak farkli degildir

(p>0,05)
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Haplotip Analizi

Haplotip analizi SNPstats programi (Erisim:
https://www.snpstats.net/start.ntm) ile yapildi. %5’ den diisiik frekansa sahip
haplotipler gii¢c kaybin1 minimuma indirmek amaciyla degerlendirme dis1 birakildi.
En yaygin haplotip sirasityla rs35829419(C>A), rs4612666 (T>C), rs10754558
(G>C/T), rs10733113 (A>G), 152027432 (A>G/T), rs3738448 (C>A)
polimorfizmlere ait C, T, G, A, A ve C olarak bulundu. Bu haplotipin frekansi
0,4304 olarak tahmin edildi. Iki numarali haplotipde (A-T-G-A-A-C) (OR= 0,57
%95 CI1=0,34-0,98, P=0,044 ) obezite i¢in koruyucu etki oldugu bulundu. Obez ve
kontrol grubu arasindaki Global haplotip iligkisi bulundu (p= 0,042) (Tablo 4.21.).
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Tablo 4.21.. Haplotip Analizi

rs35829419 | rsd612666 | rs10754558 | rsl0733113 | rs2027432 | rs3738448 | L . OR P deeri
(C>A) (T>C) (G>CIT) (A>G) (A>GIT) (C>A) %95 ClI

1. C T G A A C 0,4304 1

2. A T G A A C 0,0945 | 0,57(0,34-0,98) | 0,044

3. C T G G A C 0,0699 | 0,93(0,50-1,74) | 0,82

4. C C G A A C 0,0578 | 1,44 (0,75-2,76) | 0,27

5, C T G A A A 0,0542 | 1,32(0,68-256) | 0,41

6. C T cIT A A C 0,0538 | 1,13(0,57-2,24) | 0,73

7. C T G A G C 0,0535 | 0,99 (0,50-1,93) | 0,97

8. * * * * * * 009 | 0,39(0,21-0,72) | 0,0026
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5. TARTISMA

Amerika Birlesik Devletleri Ugiincii Ulusal Saglik ve Beslenme Arastirmasi
(National Health and Nutrition Examination Survey III; NHANES III)’nin
tahminlerine gére 2030 yilinda pek ¢ok eyalette obezite sikliginin %50’ye varacagi
on goriilmektedir. Avrupa iilkelerinde de benzer prevalans artislart s6z konusudur.
Tirkiye’de ise obezite prevalansinin gelismis bati {ilkelerinden asagi kalmadig
bilinmektedir. Ulkemizde yetiskin toplumunda obezite prevalansi, %30’luk kritik
orani agmistir (1). Bu kadar hizli bir artisin s6z konusu oldugu durumda obeziteye

yonelik arastirmalar her gegen giin daha da 6nem kazanmaktadir.

Obezite; dolasimda ve dokuda artan kemokin ve pro-inflamauar sitokin
seviyesi ile iligkilendirilmistir. Adipoz doku ¢ok sayida sitokin ve kemokinleri iiretir
ve salgilar. Obezitede artan pro-inflamatuar sitokin saliniminin nedenini agiklamak
amaciyla yapilan bir ¢aligmada, farelerde 3 ay boyunca yiiksek yag diyeti ile bazi
pro-inflamatuar sitokinlerin iretim ve salinimini arttirmak amaciyla disiik dereceli
hepatik inflamasyon gelistirilmistir. Bu duruma sebep olarak ya bir diet bileseninin
ya da artan yag dokudan salinan bir maddenin neden olabilecegi seklinde yorum
yapilmistir. Sonug olarak ise bu duruma sebep olarak en giizel adayin FFA oldugu
kanaatine varilmistir. FFA’nin akut yiikselmesi periferal ve hepatik insiilin direncinin
olugsmasinin yani sira TNF-a, IL-1f8, IL-6’nin dahil oldugu bazi pro-inflamatuar
sitokinlerin ve dolasimda MCP-1’in artmasi ile sonuglanan NFxf yolaginin aktive
olmasia sebep olmustur. Boylelikle FFA'nin obezite ya da yiiksek yagli beslenme
ile inflamatuar degisiklikler arasindaki birincil baglanti oldugu fikri desteklenmistir.
Akut olarak artan plazma FFA’sina cevaben dolasimda artan MCP-1, inflamasyon
bolgesine makrofajlarin gbg¢iiniin diizenlenmesi ile iliskilendirilir. Bu nedenle, artan
plazma MCP-1 seviyesi obez hayvanlarda adipoz dokuda filtrelenemeyen

makrofajlarin gézlenmesini de agiklamaktadir (25).

Yapilan arastirmalar yiiksek yagli diyetle inflamazom aktivasyonu arasindaki
mekanik bir baglanti olan, inflamazom kaynakli 16kotosiz ve adipoz doku
inflamasyonunu tesvik eden spesifik metabolik fakt6rlerin bulunmasina yardimci
olmaktadir. Ornegin, obez insanlarin seramid ve palmitat gibi ya§ asiti

metabolitlerini 6nemli miktarda irettikleri goriiliirken bu iriinler ile tip 2 diyabet
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gelisimi arasinda pozitif korelasyon oldugu belirlenmistir (5). Doymus yag asiti
palmitat ve lipotoksik seramid, otofaji defekti ya da mitokondriyal ROS birikimi gibi

mekanizmalar ile NLRP3 inflamazom aktivasyonunu tesvik etmektedir (5, 31).

Nod-like reseptorler (NLRs), Apoptozla iliskili adaptor protein ASC
(Apoptosis-Associated Speck-Like Protein Containing a Caspase-Recruitment
Domain), Kaspaz 1 enziminden olusan heptamer formdaki inflamazomlar,
inflamatuar cevabi baglatan immiin hiicrelerin dogustan sahip oldugu sensor

makromolekiillerdir (18).

NLR’lerin bir iiyesi olan NLRP3 proteini, PYPAF1, CIAS1 ya da NALP3
olarak da bilinen NLRP3 tarafindan kodlanmaktadir. Bu gen 1q44°de lokalizedir ve 9
ekson’dan olugsmaktadir. NLRP3 gen, iizerinde yaklasik 60 tane SNP tanimlanmig
durumdadir (20) (Sekil 2.1.).

Vandanmagsar ve ark. 2011 yilinda farkli metotlar ile yapmis olduklar
calisma ile obez ve tip 2 diyabetli kisilerde adipoz dokudaki NLRP3 ekspresyonunun
azaltilmas1 durumunda inflamasyon azalirken insiilin hassasiyetinin arttigi,
NLRP3’iin ¢ikartilmasi durumunda ise karacigerde insiilin sinyali artarken yag
deposunda obezite iligkili inflamazon aktivasyonunun azaldigini belirlemislerdir,
obez farelerde NLRP3 eliminasyonu ile yapilan ¢alismada ise IL-18 ve adipoz
dokudaki interferon gama ekspresyonunun azaldigi, saf T hiicre sayisinin arttig1 ve
yag dokusundaki efektor T hiicre sayisinin azaldigr sonuglarinmi elde etmislerdir. Bu
veriler dogrultusunda, NLRP3 inflamazomun tehlike sinyallerini algilayarak obezite

iliskili inflamasyon ve insiilin direncine katkida bulundugu sonucuna varmislardir

(32).

Yapilan bir diger ¢alismada obezite; artan seramid, doymus yag asiti, ROS,
mitokondrial fonksiyon bozuklugu ve nekrotik adipositlerden ATP salinimi ile
iliskilendirilmistir. Goriilmiistiir ki bu faktorlerin hepsi makrofajlardaki NLRP3’i
aktive edebilmektedir. NLRP3 inflamazomun inhibisyonu durumunda obezite iliskili
inflamasyon seviyesinin diistiigii ve insiilin hassasiyetinin gelistigi kaydedilmistir
(19).

Literatiir arastirmamiz sonucunda obezitede inflamazomun ve inflamazomda

da NLRP3’iin 6nemi agik bir sekilde gorilmistir. Calismamizda obezitede
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NLRP3’in roliinii ortaya koyabilmek amaciyla rs35829419 (C>A), rs4612666
(T>C), rs10754558 (G>C/T), rs10733113 (A>G), rs2027432 (A>G/T) ve rs3738448

(C>A) polimorfizimler ¢alisilmistir.

NLRP3 rs35829419 (C>A) polimorfizmi ekson 3’de lokalize bir degisimdir.
Bu degisim 705. Glutamin aminoasitin lisin aminoasiti ile degismesi ile sonuglanan
missense mutasyon olarak rapor edilmistir. Bu mutasyon sonucunda asir1 IL-1 ve
IL-18 seviyeleri olustugu ifade edilmistir (20). Calismamiz sonucunda wild allelin
obezite i¢in risk faktorii oldugu (OR=2,194, %95 CI=1,452-3,315, p=0,00015),
polimorfik allelin ise koruyucu etkisi (OR= 0,456, %95 Cl= 0,302-0,689, p=0,00015)
oldugu sonucuna ulasilmistir. Wild ve polimorfik genotipler karsilastirildiginda
anlamli bir sonu¢ bulunmakta ve wild genotip obez grubu ile iliskilendirilmektedir
(OR=2,815 %95 CI=1,122-7,063, p=0,022). Armittage’s trend test sonucunda total
p=0,00078 olarak bulunmustur.

Anlamli bir farklilik buldugumuz NLRP3 rs35829419 (C>A) polimorfizmi
CRP ve NLRP3 seviye ol¢liimlerini kontrol, fazla kilolu, obez ve morbid obez olarak
dort grupta yaptik. Bu sekilde ¢alisma grubunu dort gruba ¢ikarmamiz bize 6l¢iimleri

yorumlamada ve degisimleri daha detayli gormede fayda sagladi.

NLRP3 rs35829419 (C>A) polimorfizmi CRP seviyesi, dort grup arasinda
karsilastirildiginda istatistiki anlamlilik bulunurken (p<0,05), kontrolden morbid
obeze dogru gidildik¢e arttigi goriilmektedir (Grafik 4.1.). CRP seviyesi ve
genotipler karsilastirildiginda wild genotipden polimorfik genotipe dogru gidildikce
bir azalma goze g¢arpmaktadir. Bu durum rs35829419 (C>A) polimorfizminin
obezitede koruyucu etkisi oldugu sonucunu desteklerken istatistiki olarak

degerlendirildiginde anlaml bir farklilik bulunamamastir (p>0,05) (Grafik 4.2.).

Bireylerin VKI “leri genotiplere gore degerlendirildiginde wild genotipe sahip
bireylerde 31,15+6,54 kg/ m?, heterozigot genotipe sahip kisilerde 29,10+6,30 kg/ m?
ve son olarak polimorfik genotipe sahip bireylerde VKI 28,18+7,60 kg/ m? olarak
belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar ile de goriilmektedir ki polimorfik genotipe
sahip bireyler daha diisik VKi’ye sahipti. Bu durum bizim polimorfik

degisimimizin obeziteye karsi koruyucu oldugu durumunu destekler niteliktedir.
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Ayrica VKI ve genotipler arasindaki bu degisim istatistiki olarak da anlaml1 olarak

bulunmustur (p<0,05) (Grafik 4.3.).

NLRP3 rs35829419 (C>A) polimorfizminde NLRP3 seviyesi sirasiyla fazla
kilolu>obez>morbid obez>kontrol olarak siralandi. En diisik NLRP3 seviyesi
kontrol grubunda, en yiiksek NLRP3 seviyesi fazla kilolularda goriildii (Grafik 4.4.).
Elde ettigimiz bu sonucu, viicutta ilk kilo artis1 ile beraber bir ¢ok sisteminde alarm
durumuna gegmesi sonucunda inflamatuar siirecin daha yogun olmasi seklinde
yorumladik. Ilerleyen siiregte viicut adaptesi ve farkindalikla beraber gelen tedavi
baslangiglar1 NLRP3 seviyesinin fazla kilolu grupta en {ist seviyeye ulastikdan sonra

obez ve morbid obezde goriilen azalmayi agiklar nitelikte oldugu kanaatindeyiz.

NLRP3 seviyesine genotip gruplari arasinda bakildiginda koruyucu etkisi
oldugunu belirledigimiz polimorfizmin goriildiigli polimorfik genotipde en diisiik

seviyede goriiliirken siralama wild>heterozigot>polimorfik oldu (Grafik 4.5.).

Romatoid artrit (RA) hastalari ile yapilan 2016 yilina ait ¢aligmada, In vivo
eklem inflamasyonu ve kikirdak yikimimin NLRP3 inflamazom aktivasyonuna neden
olmast RA patolojisine katkis1 olabilecek temel bir mekanizma olarak ifade
edilmistir. rs35829419 (C>A) polimorfizminin, NLRP3 inflamazom aktivasyonunu
arttirmasi nedeniyle hastalifin tan1 ve erken tedavi sirasinda daha aktif seyrine ve
daha fazla inflamasyona neden olabilecegi rapor edilmistir. 128 RA ve 122 kontrol
grubu ile yapilan calismada ne yazik ki bu polimorfizm hastalik ile

iligkilendirilememistir (33).

Klen ve ark. uzun siiren Tip 2 diyabetin (T2D) mikro ve makrovaskiiler
komplikasyonlar i¢in yiiksek risk olusturdugunu rapor etmislerdir. Kisinin yasam
kalite ve siiresini etkileyen bu siiregte NLRP3’e ait rs35829419 (C>A)
polimorfizminin rolii arastirilmistir. 181 T2D’li kisi ile yapilan ¢alismada
rs35829419 (C>A) polimorfizmi, periferik arter okliisyonu, miyokardiyal infaktiis ve
iskemik serebrovaskiiler hastaligin dahil oldugu makrovaskiiler komplikasyonlar i¢in

yiiksek risk faktorii olarak tespit edilmistir (34).

Pro-inflamatuar sitokin IL-1p, inflamatuar siire¢teki merkezi rolii nedeniyle
en ¢ok calisilan molekiildiir. IL-1p’nin gut, atherosklerozis ve T2D gibi ¢ogu
metabolik hastaligi olumsuz etkiledigi rapor edilmistir. Makrofajlarda IL-1f
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tiretiminin diizenlenmesinde NLRP3 proteinin kritik 6énemi kesfedilmesinden sonra
dikkatler bu protein fiizerinde yogunlasmistir. 2013 yili yaymninda, fagositoz
materyallerini algilayan seklinde ifade edilen NLRP3 proteini birgok hastaligin
patogenezinde kilit nokta olarak gosterilmektedir. Ornegin gut, atherosklerozis ve
T2D gibi hastaliklarin patogenezinde ¢6ziinmeyen partikiillerin yer almasindan
dolayr “partikiillii hastalik” olarak tanimlamaktadir. Gut hastaligin patogenezisinde
tirik asit kristalleri, atherosklerozis de kolesterol, T2D’de amiloid proteinlerin yer
almast makrofajlar tarafindan fagositoz yapilmasina bu durumunda NLRP3
aktivasyonuna neden olmasi seklinde yorumlanmistir. Ayrica Haneklaus ve ark.
yapmis oldugu bu c¢alismada NLRP3 seviyesinde belirleyici olan {i¢ yolaktan

bahsetmistir. Bunlar;

e Toll like reseptorler tarafindan NF-kB araciligiyla NLRP3 transkripsiyonu

aktive edilmesi,

e NLRP3 proteininin ubikiitinasyona ugratilmayarak transkripsiyonel

olmayan yolla seviyesinin arttirilmasi,

e Tam olarak agiklanamamis olsa da miR223 tarafindan NLRP3 seviyesinin

diizenlenmesi (35).

Obezitede NLRP3 seviyesinde belirleyici rol oynayan bu yolaklarin ne derece
etkin oldugu bilinmemektedir. Bu sebepten NLRP3 seviyesine dair elde ettigimiz

sonuglarin yorumlanmas yeterli olmayabilir.

CRP, karaciger tarafindan {retilen akut faz reaktanlar1 adi verilen
proteinlerden biridir. CRP’nin adipoz doku ile beraber arttig1 rapor edilen ¢alismada,
obez erkeklerin %35’inde obez kadinlarin ise %60’inda CRP seviyelerinin arttigi,
zayif hayvan grubu ile obez hayvan gruplarinin karsilastirilarak yapilan calismada ise

obez hayvan gruplarinda CRP seviyelerinin 2 kat arttig1 goriilmiistiir (36).

Cetintiirk ve ark. 2018 yili yayminda VKI ve CRP arasinda anlamli iliski
bulduklarin rapor etmistir. Ayrica VKi'nin CRP konsantrasyonu ile yiiksek seviyede
iliskili olmas1 CRP’nin bir adipozite parametresi oldugunu ve adipozitenin metabolik
sonuclarinin  degerlendirilmesinde CRP  6l¢iimiiniin ~ kullanilmasinin ~ 6nemli

olabilecegini ifade etmislerdir (37).
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Onceden kanser ya da inflamatuar bir hastali§1 olmayan 46 obez ve 54 obez
olmayan yetiskin ile yapilan bir baska calismada obez grupta CRP seviyesi onemli
dlgiide yiiksek ¢ikmistir. Yapilan regresyon analizi sonucunda ise CRP ve VKI’nin

pozitif korelasyon gosterdigi rapor edilmistir (38).

rs4612666 (T>C) polimorfizmi NLRP3’iin intron 7°de meydana gelen bir tek
niikleotid degisimidir. Calismamizda rs4612666 (T>C) i¢in polimorfik allel obezite
ile iligkililendirilirken (OR=1,230, %95C1=0,541-1,223 p=0,319), wild allelin ise
koruyucu etkisi oldugu tespit edilmis (OR=0,813, %95 CI=0,541-1,223, p=0,319).
Ancak her iki allel istatistiki olarak anlamli diizeye ulagsmamistir. Genotipler
karsilagtirildiginda polimorfik genotipin obez grubunda bariz bir artist oldugu ve
hastalik icin bir risk faktorii oldugu tespit edilmistir (OR=1,604, %95CI= 0,790-
3,255, P=0,188).

2016 yilinda Bai ve ark. yapmis oldugu ¢alismada, kronik ve kompleks bir
hastalik olan Tip 2 diabetes mellitus gelisiminde NLRP3 polimorfizmlerinin katkisi
oldugu ifade edilmistir. 306 saglikli ve 286 Tip 2 diabetes mellitus kisi arasinda
yapilan ¢alismada, rs10754558 (G>C/T) ve rs4612666 (T>C) polimorfizleri PCR-
RFLP yontemi ile analiz edilmistir. rs4612666 (T>C) polimorfizminde ¢alismanin
yapildig1 populasyon ile higbir iliski bulunamazken, diger polimorfizim olan
rs10754558 (G>C/T)’de CC genotipin ve C allelinin Tip 2 diabetes mellitus gelisimi
icin yiiksek risk olusturdugu rapor edilmistir (39).

Akne lezyonlar1 NLRP3’iin duyarli gen oldugu diisiiniilerek tasarlanan
caligmada, rs10754558 (G>C/T)  ve rs46122666 (T>C) tek niikleotid
polimorfizmleri degerlendirildi. rs4612666 (T>C) polimorfizm i¢in akne vulgarisli
hasta ve kontrol grubu arasinda herhangi bir anlamli sonu¢ bulunamazken,
rs10754558 (G>C/T) polimorfizmde G allel frekansi akne vulgaris hasta grubunda
yiiksek frekansa sahip olarak rapor edilmistir (40).

Calismamizda yer alan bir diger polimorfizim olan rs10754558 (G>C/T)
NLRP3’iin 3°’UTR bdlgesinde yer alan ve mRNA stabilitesi lizerine etkili olan bir
genetik varyasyondur (41). Bu polimorfizmin ¢alisilmasi sonucunda, wild allel
obezite i¢in risk alleli olarak (OR=1,193 %95 CI=0,774-1,839,p=0,423) polimorfik
allel ise koruyucu allel olarak (OR=0,838, %95CI1=0,544-1,292, p=0,423) belirlenmis
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ancak istatistiki olarak anlamlandirilamamistir. Gruplar arasinda genotip frekanslar
birbirine yakin c¢ikarken HWE analizinde wild genotip obezite ile iligkili olarak
bulunmus ancak istatistiki anlamlilik tespit edilmemistir (OR=1,058, %95C1=0,427-
2,620, p=0,903).

Epilepsi teshisi konmus 163 hasta ve 201 saglikli birey ile yapilan ¢aligmada,
beyindeki inflamatuar siirecin epilepsi ve ndbet patofizyolojisinde Onemli rol
oynadigi disiiniilerek NLRP3’e ait rs2027432 (A>G/T), rs10754558 (G>C/T) ve
rs4612666 (T>C) tek niikleotid polimorfizmleri ¢alisilmistir. Bizim ¢alismamizda da
yer alan bu {li¢ polimorfizim igin hastalikla iligkili anlaml1 bir sonu¢ bulunmamistir

(42).

2013 yilinda Alzheimer’li hastalar tizerinde yapilan bir diger ¢alismada dogal
bagisiklik ve inflamatuar cevabin alzheimer patogenezinde rol oynagi rapor
edilmistir. Inflamatuar cevapta NLRP3’iin 6nemini vurgulanan bu ¢alismada
NLRP3’e ait rs2027432 (A>G/T), rs10754558 (G>C/T) ve rs35829419 (C>A)
polimorfizimleri calisilmis. rs2027432 (A>G/T) polimorfizmi i¢in minor allel A’nin
hastalik riskini arttirdig: ifade edilirken, rs35829419 (C>A) polimorfizmi igin bizim
calismamizda oldugu gibi minor allel A’nin koruyucu etkiye sahip oldugu rapor

edilmistir (41).

Imani ve ark. yaptiklar1 arastirma sonucunda NLRP3 inflamazomun ftrettigi
pro-inflamatuar sitokinler 1L-18, IL-1p ve kaspaz-1 enziminin MS hastalig
gelisiminde 6nemli oldugunu ifade etmislerdir. 150 MS hastas1 ve 100 saglikli kisi
arasinda yaptiklar1 c¢aligma ile NLRP3’¢ ait rs10754558 (G>C/T), rs35829419
(C>A) ve rs4612666 (T>C) polimorfizmleri degerlendirmislerdir. Sonug olarak;
rs35829419 (C>A) ve rs4612666 (T>C) polimorfizmlerinde herhangi bir anlamli
sonu¢ bulunamazken, rs10754558 (G>C/T) polimorfizmi i¢in CG genotipinin
kontrol gurubunda istatistiki olarak anlamli sonug¢ verecek kadar yiiksek ifade
edildigini belirlemislerdir (43).

rs10733113 (A>G) polimorfizmi NLRP3’iin regiilator bolgesinde lokalizedir
ve NLRP3 ekspresyonunu ve IL-1 seviyesini diizenledigi rapor edilmistir (44, 45).
rs10733113 (A>G) polimorfizminde, HWE analizi sonucunda polimorfik allel olan
G obezite ile pozitif iliskili bulunurken (OR=1,094, %95CI= 0,697-1,715, p=0,875),
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wild allel olan A’nin obezite ile negatif iliskili oldugu belirlenmistir (OR= 0,914,
%95CI= 0,583-1,434, p=0,696). Ancak her iki allel i¢in de istatistiki anlamlilik
tespit edilememistir. Genotip sonuglarinda, polimorfik genotip (OR=1,458, %95CI=
0,453-4,700, p=0,938) ve wild genotipe goére dominant model (OR=1,042,
%95CI1=0,626-1,734, p=0,696) obezite ile pozitif iliskili bulunmus ancak istatistiki

olarak anlamli sonuglar elde edilmemistir.

NLRP3’e ait rs35829419 (C>A) ve rs10733113 (A>G) polimorfizmlerinin
malign melanom hastalig: ile iliskisinin arastirildigi bir diger ¢alisma da, her iki
varyasyon i¢in hastalik ile herhangi bir iligki bulunamamistir. Ancak rs35829419
(C>A) polimorfizmi cinsiyete gore degerlendirildiginde, erkek grupta A alleli
hastalik igin yiiksek risk faktorii olarak tespit edilmistir. Ayni sonuca kadin grubunda
rastlanmamustir  (44). Aymi polimorfizmlere bakilan ve ankilozan spondilit
hastalarinda yapilan bir diger ¢alismada ise her iki degisim i¢in de ayni sekilde

anlamli sonug bulunamamustir (45)

NLRP3 polimorfizimlerinin, romatoit artrit, Crohn’s hastaligi, AIDS, malign
melanom, alzheimer, atopik dermatit gibi otoimmiin ya da inflamatuar cevap iliskili
cesitli hastaliklarin gelisiminde yatkinligi miimkiin olabilecegi rapor edilmistir. Yu
ve ark. Avrupa toplumunda yapilan NLRP1 ve NLRP3 polimorfizmlerinin sedef
hastalig1 ile iliskilendirilmesinden ilham alarak, Cin toplumunda bu sonuca ulasmayi
hedeflemislerdir. Bir ¢ok polimorfizmin degerlendirildigi bu ¢alismada ne yazik ki
rs10733113 (A>G) polimorfizimde sedef hastalart ve kontrol grubu arasinda anlamli

bir sonug ile karsilagilmamistir (46).

rs2027432 (A>G/T) polimorfizmi NLRP3’in 5’ flanking bolgesinde
lokalizedir ve genin promotor aktivitesini arttiran bir tek niikleotid degisimidir (41).
Yapilan HWE analiz sonucunda wild allel obezite icin risk olarak belirlenirken
(OR=1,295, %95CI=0,844-1,986, p=0,235) polimorfik allelin koruyucu etkisi oldugu
(OR=0,772, %95CI= 0,503-1,184, p=0,235) tespit edilmis ancak istatistiki anlamlilik
bulunamamistir. Wild genotip i¢in OR= 1,302, %95CI=0,500-3,393, p=0,587

sonuclarina ulagilmistir.

Zhang ve ark. 2011 yilinda 718 travmali kisi {izerinde yapilan, travma

komplikasyonu olarak goriilen sepsis ve multiorgan disfonksiyonuna neden olarak
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immiin sistemin verdigi uygunsuz inflamatuar cevabin NLRP3 iizerindeki degisimler
ile tahmin edilebilecegi goriisii ilizerine tasarlanan c¢alismada, rs2027432 (A>G/T)
polimorfizmi sepsis ve multiorgan disfonkiyonu ile iliskilendirilmistir. Bunun
tizerine hiicre kiiltliriinde LPS ile uyarilmis hiicrelere A allel tasiyan gen ve G allel
tasiyan gen transferi yapilarak IL-1f 6l¢limii yapilmis. Sonug olarak LPS ile stimiile
edilmis A alleli transfer edilen hiicrelerde IL-1p miktart yiikksek bulunurken, G alleli
transfer hiicrelerde IL-1p miktarinin daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu sonuca
gore, rs2027432 (A>G/T) polimorfizminin promotdr aktivite tizerine etkili oldugu
kaydedilmistir. Caligmada yer alan diger polimorfizmlerden olan rs3738448 (C>A),
rs4612666 (T>C) ve rs10754558 (G>C/T) sepsis ve multiorgan disfonkiyonu ile
iliskilendirilmemislerdir (47).

2017 yilinda hasta grubu olarak preeklamsili bireylerin yer aldigi bir diger
calismada, hamileligin ilk {i¢ ayinda trofoblast hiicrelerde asir1 IL-1B seviyesinin
preeklamsi gelisimi i¢in énemli bir patolojik bulgu olmasi nedeniyle, NLRP3’de ki
rs2027432 (A>G/T) ve rs10754558 (G>C/T) polimorfizmleri c¢alisilmis. Caligma
sonucunda, rs2027432 (A>G/T) polimorfizminde bizim ¢alismamizda oldugu gibi
hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir sonu¢ bulunamazken rs10754558
(G>C/T) polimorfizminde istatistiki olarak anlamlilik belirlenmis ve G allelinin

kontrol ve hasta grup arasinda 6nemli farklilik gosterdigi kaydedilmistir (48).

rs3738448 (C>A) polimorfizmi NLRP3’in 5’ flanking bolgesinde
lokalizedir. HWE analizi sonucunda wild allel obezite i¢in risk allel olarak
bulunurken (OR=1,104, %95CI=0,679-1,797, p=0,689) polimorfik allel igin
OR=0,905, %95CI= 0,557-1,473 ve p= 0,689 sonuglarina ulagilmis ancak istatistiki
olarak anlamlandirilamamistir. Genotip sonuglarina bakildiginda polimorfik genotip

obezite icin risk olarak tespit edilmis ancak istatistiki olarak anlamli bulunmamigtir

(OR=1,093, %95C1=0,452-2,646, p=0,843).

Otoinflamatuar bir hastalik olan gut, asir1 serum irat (lirik asit) ve
intraartikiilerde (eklemigi) biriken monosodyum iirat (MSU) kristalleri ile karakterize
edilir. Konake¢1 kaynaklt DAMP olarak hareket ettigi rapor edilen iirik asit ve MSU,
NLRP3 aktivasyonunu saglar. NLRP3 aktivasyonu, intraseliiler IL1-B aktif formuna

aracilik eden inflamazom olusumuna neden olur. Literatirde NLRP3 gen
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polimorfizmleri otoinflamatuar hastaliklar ile iliskilendirilmistir. Bundan yola
cikarak primer gut artriti ile NLRP3 polimorfizmlerini iliskilendirmeyi amaglayan
caligmada, rs3738448 (C>A) ve rs4612666 (T>C) polimorfizmleri dahil 17 tane
NLRP3’e ait polimorfizm Mass ARRAY yontemi ile c¢alisilmistir. Ne yazik Ki
analizler sonucunda sadece rs7512998 polimorfizmi anlamli olarak sonug¢ vermistir

(49).
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6. SONUC VE ONERILER

Obezite, glinlimiizde diinyanin en 6énemli saglik problemlerinden biri haline
gelmistir. Tirkiye’de her gegen giin artan obezite sayisi bu gerceklikten tilkemizin de
geri kalmadigin1 gostermektedir. Obezite beraberinde bir ¢ok hastaligin eslik etmesi

nedeniyle ciddi morbidite ve mortaliteye neden olan bir hastaliktir.

Bu tez calismasinda, obezite ve beraberinde gelisen diger hastaliklarin sebebi
olarak inflamasyon ve inflamasyonun kaynagi inflamazom {izerinde durulmustur.
Inflamazom yapisinda yer alan kompleks protein NLRP3’ii kodlayan gen iizerinde
rs35829419 (C>A), rs4612666 (T>C), rs10754558 (G>C/T), rs10733113 (A>G),
rs2027432 (A>G/T) ve rs3738448 (C>A) polimorfizimler, Real-Time Polimeraz

Zincir Reaksiyon teknolojisi kullanilarak degerlendirilmistir.

Yapilan analizler sonucunda rs4612666 (T>C), rs10754558 (G>C/T),
rs10733113 (A>G), rs2027432 (A>G/T) ve rs3738448 (C>A) polimorfizler
acisindan obezite ve kontrol grubu arasinda anlamli bir iliski bulunamazken,
rs35829419 (C>A) polimorfizimde istatistiki olarak farklilik oldugu belirlendi.
rs35829419 (C>A) polimorfizimi i¢in elde edilen sonuglarin daha iyi
yorumlayabilmek amaciyla 6rneklemler kontrol, fazla kilolu, obez ve morbid obez

gruplart seklinde degistirerek CRP ve NLRP3 seviyeleri dl¢iilmiistiir.

CRP seviyeleri kontrol, fazla kilolu, obez ve morbid obez olarak doért grup
arasinda karsilastirilldiginda istatistiki anlamlilik bulunurken (p<0,05), kontrolden
morbid obeze dogru gidildikge CRP seviyenin arttigi belirlenmis (Grafik 4.1.).
rs35829419 (C>A) polimorfizmi icin CRP seviyeleri, genotiplere gore
karsilagtirildiginda, wild genotipden polimorfik genotipe dogru gidildikce bir azalma
oldugu géze ¢arpmaktadir. Bu durum rs35829419 (C>A) polimorfizminin obezitede
koruyucu etkisi oldugu sonucunu desteklerken, istatistiki olarak degerlendirildiginde
anlamli bir farklilik bulunamamustir (p>0,05, Grafik 4.2.)

NLRP3 seviyesinin sirastyla fazla kilolu>obez>morbid obez>kontrol seklinde
goriilmiistiir. En diisik NLRP3 seviyesinin kontrol grubunda, en yiiksek NLRP3
seviyesinin ise fazla kilolu grupta oldugu belirlenmistir (Grafik 4.3.). NLRP3

seviyesine genotip gruplart arasinda bakildiginda koruyucu etkisi oldugunu
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belirledigimiz polimorfizmin goriildiigii polimorfik genotipde en diisiik seviyede
goriilirken siralama wild>heterozigot>polimorfik sekilde gergeklesmistir (Grafik

4.4.).

Calismamizda elde edilen bu sonuglarin obezite olusumu ve tedavisinde
yapilacak diger caligsmalar i¢in 151k tutacagi ve obezitenin onlenebilirligi noktasinda

yapilan bir 6n ¢aligma olacagi kanaatindeyiz.
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