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GIRIS VE AMAC

Obezite, endiistrilesmis {ilkelerde olduk¢a yaygin olarak goriilen, gevresel ve
genetik faktorlerin etkiledigi multifaktoriyel bir hastaliktir. Halen diinyada 250 milyon
obez yetiskin ve en az 500 milyon da asir1 kilolu insan bulundugu tahmin edilmektedir (1).
Obezite ve asir1 kilolu vakalarin prevalansindaki bu artisin nedeni olarak, beslenmede
yiiksek enerjili besinlerin tiiketilmesi, gilinlik kisisel islerde ve mesleki aktivitelerde
harcanan enerjinin azalmasi goriilmektedir (2,3). Obezitede artmig morbidite ve mortalite
riskine yol agan metabolik degisiklikler obez Kisilerin adipoz dokularinda ortaya g¢ikan
fonksiyonel degisikliklerle belirlenmektedir. Adipoz dokunun bir endokrin organ olarak
fonksiyon gosterdigi ve farkli metabolik yollarin diizenlenmesinde rol oynadigini gosteren
bulgular giderek artmaktadir (4).

Tip 2 Diabetes Mellitus hastahigi (T2DM), Diinya Saghk Orgiitiiniin (DSO)
tahminlerine goére 2025 yilinda diinyada 300 milyon kisiyi etkileyecek olan, pankreasin f3
hiicrelerinden salgilanan insiilin hormonunun sekresyonunun, normal hatta normalden
yiikksek olmasi ve/veya periferik insiilin kullaniminda direncin varligi sonucu olusan,
karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasmin bozukluklar ile karakterize bir hastaliktir
(5,6).

Su, tiim canlilarda en fazla bulunan ve canl i¢in vazge¢ilmez bir molekiildiir. Su
kanallar1 (akuaporinler) su molekiillerinin hiicre membrani {izerinden hizli hareketinden
sorumludur. Memelilerin tiim hiicre tiplerinde bulunan akuaporinlerin giiniimiizde 13 iiyesi
(AQPO0-12) tamimlanmustir (7). Bu kanallardan AQP3, AQP7, AQP9 ve AQP10

membranlardan gliserolin de gegisini sagladigi icin akuagliseroporinler olarak



adlandirilirlar. Gliserol iiretimi ve yag dokusundan disar1 karacigere akisi lipid ve glukoz
homeostazinin anahtar diizenleyicisidir. Bu yag dokusunda AQP7 ve karacigerde AQP9
ifadesi ile saglanmaktadir (8). Yag dokusunda AQP7 ifadesinin diger dokulardan daha
fazla oldugu, ayrica testis, epididim, gastrointestinal kanal, iskelet kasi, kalp, bobrek ve i¢
kulakta da bulundugu gosterilmistir (9,10). AQP7 ifadesinin fonksiyonel eksikligi ile
obezite ve T2DM hastaligi arasinda iliski oldugu kanitlanmistir. Yag dokusunda AQP7
ifadesinini insiilin ile baskilandig1, epinefrin ile arttigi yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir.
Aclik veya uzun siireli egzersizde yag dokusundaki trigliseridler hidrolize olur. A¢iga
cikan serbest yag asitleri ve gliserol dolasima salinir. Gliseroliin hiicre membranindan
gecisi AQP7 araciligt ile olur. AQP7 ifadesinin aglikta arttifi, toklukta azaldig
goriilmiistiir (10). Yag dokusunda AQP7 geni silinmis (AQP7-KO) fareler gelistirilmis ve
analiz edilmistir. AQP7 KO fareler yasamlarinin ilk 16 haftasinda kontrol grubu ile benzer
viicut agirligina sahipken; yaslari ilerledik¢e gida alimlari kontrol grubundaki siganlara
gbre ayni olmasina ragmen viicut agirliginin ve yag dokusu kitlesinin arttigi gozlenmistir.
AQP7 delesyonunda trigliserid sentez ve yikim hizinin etkilenmedigi, yag dokusu gliserol
ve trigliserid igeriginin, gliserol kinaz aktivitesinin artti1 ancak yag hiicresinden gliserol
saliniminin 3 kat azaldig: bildirilmistir (11). Membranin gliserol gegirgenliginin azalmasi
hiicre i¢i gliserol konsantrasyonunun artmasina ve normal yag dokusunda aktivitesi ¢ok
diisiik olan gliserol kinazin uyarilmasi ile gliserol-3-fosfat olusumunun artmasina yol
agcmaktadir. Doku i¢i seviyesi artan gliserol-3-fosfat, trigliserid sentezinde substrat olarak
kullanilmakta ve ilerleyici trigliserid birikimine yol agmaktadir (12).

Insan AQP9 ifadesinin karaciger, dalak, 16kosit ve akcigerlerde bulundugu
gosterilmistir (13,14). Immunohistokimyasal ¢alismalar AQP9’un siniizoidal plazma
membraninda lokalize oldugunu gostermistir. Lipoliz ile yag dokusundan salinan gliserol
karacigere gecer ve glukoneogenez i¢in substrat olarak kullanilir. AQP9’un karacigerde ki
tek gliserol kanali oldugu diistiniilmektedir (14).

Kisilerin genetik yapilarindaki kiiciik farkliliklar Tek niikleotid polimorfizm
“Single Nucleotide Polymorphism” (SNP) ayn1 ¢evresel faktorler igin, bireylerde degisik
sonuglar dogmasina yol agtig1 gézlenmektedir. Bunlar fizyolojik fonksiyonlara etki ederek
bireyler arasinda hastaliklara karst degisik yatkinlik diizeyleri olusturmaktadir. Bu
nedenlerle ¢alismamizda yag dokusunda gliserol ¢ikisini saglayan AQP7’nin gen
ifadesinde (rs4008659) ekson 4’de 347.niikleotid (G—=C) transmembran alaninda bulunan
V59L, promotor bolgelerinde niikleotid degisimi ile saptanan (rs2989924) (A/G) A953G
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polimorfizmlerinin ve gliseroliin karaciger hepatositlerine girigini saglayan AQP9’un (rs
77284866) (T-> G) C43T ve (rs 1867380) (A—>G) T279A, polimorfizmlerinin obez
ve/veya T2DM’lu olgulardaki etkilerinin incelenmesi, ayrica kontrol ve hasta olgularindan
alimacak plazma serum Orneklerinde insiilin ve gliserol diizeylerinin 6lgiilmesi

amagclanmustir.



GENEL BIiLGILER

KAN GLUKOZUNUN DUZENLENMESI

Kan glukoz diizeyleri beslenme ve aglik durumuna gore degisiklik gdstermektedir.
Saglikl bir insanda 8-10 saatlik bir acliktan sonra kan glukoz konsantrasyonu genelde 70-
100 mg/dL arasinda degisir. Gida alimini takiben gastrointestinal kanalda meydana gelen
emilim sonucu genel kan dolasimindaki konsantrasyonu 120-140 mg/dL’ye c¢ikabilir.
Ancak regiilasyon sistemlerinin devreye girmesiyle yaklasik 2 saat igerisinde tekrar aglik
kan glukozu degerlerine iner. Tokluk durumunda karbonhidrat agirlikli bir beslenmeden
sonra dahi kan glukoz diizeyi 140 mg/dL iizerinde bir degere ¢ikmaz. Ogiinler arasinda
veya daha uzun siireli agliklarda da kan glukoz diizeyi normal sinirlarda tutulur. Bu durum,
organizmanin kan glukoz diizeyini normal smirlarda tutmak i¢in giiclii bir diizenleme
sistemine sahip oldugunu gosterir. Beyin, eritrosit, retina gibi enerji kaynagi olarak
glukozu kullanan organlar i¢in bu diizenleme ¢ok daha 6nemlidir. Kan glukoz diizeylerinde
normal smirlarin disinda azalma (hipoglisemi) veya artma (hiperglisemi), ozmotik
degisiklikler sonucu organizmaya zarar verebilir (15). Kan glukoz diizeyinin normal
siirlar i¢inde tutulmas: kana glukoz saglayan kaynaklar ile glukoz kullanan olaylar
arasinda dengeye baglidir ve bu denge hormonlar tarafindan saglanir. Bu dengeyi saglayan
hormonlar iki grupta toplanir:
1. [Insiilin hormonu ile tokluk durumunda kan glukozunun diizenlenmesi.

2. Insiilin karsit1 sistem tarafindan aclik durumunda kan glukozunun diizenlenmesi.



Tokluk Durumunda Kan Glukozunun Diizenlenmesi: Insiilin Hormonu

Yemek sonrasinda absorbsiyon doneminde pankreasin Langerhans adaciklarinda
bulunan B hiicrelerinden insiilin salgilanir. insiilin kan glukoz diizeyinin asir1 artmasini
Onler. Yapisinda 21 ve 30 amino asit igceren iki (A ve B) zincire sahiptir. Zincirler arasinda
disiilfit baglar1 bulunur. Hormon pre-proinsiilin olarak graniillii endoplazmik retikulum
tizerinden ribozomlarda sentezlenir. Endoplazmik retikulum kanallarinda, polipeptit
zincirler birbiri iizerine rotasyon yaparak baglanir. Sinyal peptitin enzimlerle kirilmasindan
sonra proinsiilin olarak Golgi aygitina gelir. Proinsiilin, A ve B zincirleri ile onlari
birlestiren C peptit parcasindan olusur. Meydana gelen proinsiilin golgi aygitinda
proteazlarin etkisi ile C peptit segmentini kaybeder. C peptitini kaybeden insiilin, ¢inko

iyonu ile vezikiillerde depolanir (Sekil 1).
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Sekil 1. Insiilin sentezi (16)

Proinsiilinin %95°i insiiline ¢evrilir. Insan pankreas: giinde ortalama 40-50 iinite

insiilin tretmektedir. Bu miktar, bezde depolanan hormonun %15-20’sini olusturur. Kan



glukoz konsantrasyonu aniden normalin 2-3 katina yiikselir ve bu diizeyde kalmaya devam
ederse, insiilin sekresyonu iki evrede belirgin sekilde yiikselir: 1. kan glukozunun akut
yiikselmesini izleyen 3-5 dakika i¢inde plazma insiilin konsantrasyonu, hemen hemen 10
kat artar. Bunun nedeni, depo edilen insiilinin derhal kana bosaltilmasidir. Ancak,
baslangigtaki bu yiiksek salgi hizi siirdiiriilemez ve insiilin konsantrasyonu 5-10 dakika
icinde normal diizeyin yarisina kadar gerileme gosterir. 2. Yaklasik 15 dakika sonra,
insiilin salgis1 ikinci kez artma gosterir ve 2-3 saatte yeni bir platoya erisilir. Bu defaki
salgt hiz1 baslangic fazindan daha biiyiiktiir. Bu salginin nedeni, hem daha Onceden
iiretilmis olan insiilinin eklenmesi ve hem de hiicrelerde yeni insiilin sentezleyen ve

serbestleyen enzim sisteminin aktive edilmesidir (Sekil 2).
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Sekil 2. Kan glukoz diizeyinde normal sinirin 2-3 katina ¢ikan
ani bir artis sonrasi plazma insiilin
konsantrasyonunda gozlenen artis (17)

Insiilin sekresyonu B hiicrelerinden mikrotiibiil-mikroflaman sisteminin yer aldig
enerji gerektiren bir sistemle olusur. Insiilinin saliniminda en 6nemli faktdr, ATP-bagimli
K" kanallaridir. Insiilin salinmasi i¢in ATP’nin varligi &nemlidir. Glukoz hiicre igine
kolaylastirilmis glukoz tasiyicilart ile taginmaktadir. Kolaylastirilmis glukoz tasiyicilari
biitiin hiicrelerin yiizeyinde vardir. Viicutta glukoz tasiimi yalniz insiilin etkisiyle olmaz.
Insiilin uyarisina gerek duymayan birgok tasiyici tipi mevcuttur. Kolaylastirilmis difiizyon
sistemi enerji gerektirmeyen, glukoz icin tastyici proteinler (GLUT) aracilig ile olan pasif

bir transport sistemidir (6) (Tablo 1).



Tablo 1. Farkh dokularda yerlesmis glukoz tasiyici proteinler (6)

GLUT BULUNDUGU YER Kmn SUBSTRAT
(mM)
GLUT-1 Dokularin ¢ogunda bulunur ve biitiin hiicrelerin 1 Glukoz

temel glukoz tasiyicisidir. Eritrosit, plasenta,
fibroblast ve kan beyin bariyerindeki hiicrelerin
ana tastyicisidir.
GLUT-2 Karaciger, pankreas B hiicrelerinde, bdbrek ve 15 Glukoz
ince bagirsak epitelyum hiicrelerinde bulunur.
GLUT-3 Noron hiicrelerinde, plasenta labirent ve retina 1 Glukoz

hiicrelerinde bulunur.

GLUT-4 Iskelet kasi, kalp kas1 ve yag dokusunda 5 Glukoz
bulunur. (Insiilin res.)

GLUT-5 Incebagirsak, bobrek ve testiste bulunur. 6 Fruktoz,

Glukoz

GLUT: Glukoz igin tasiyici proteinler. K, = Tasiyict kanallarin glukoz gecirgenligini gosteren standart
katsay1.

Sekil 3’te gosterildigi gibi pankreasin B hiicrelerine GLUT2 aracilifiyla giren
glukoz glukokinaz enzimi ile yikilir ve hiicre icinde ATP diizeyi yiikselir. Bu durum ATP-
bagimli K* kanallarin1  kapatarak depolarizasyona neden olur. Depolarizasyon
membrandaki voltaj-bagiml Ca*? kanallarimi acarak, hiicre digi sividan igeriye Ca'?
girmesine neden olur. Hiicre igine giren Ca*? insiilinin depo edildigi veziikiillerin hiicre

zartyla kaynagmasina ve hiicre dig1 siviya ekzositozla insiilin sekresyonuna neden olur

(17).
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Sekil 3. Pankreastan insiilin salgilanmasinin mekanizmasi (17)

Insiilin salgilanmasini uyaran faktorler: 1. Kan glukozunun artmasi (en 6nemli
uyarandir), 2. Proteinle beslenme, 6zellikle 16sin, arginin, lizin aminoasitlerinin yiiksek kan
diizeyleri, 3. Gastrik inhibitér peptit (GIP), kolesistokinin, sekretin, gastrin, vazoaktif
intestinal polipeptit (VIP), glukagon gibi hormonlarm asir1 artis1, 4. B-adrenerjik agonistler,
5. Biiyiime hormonu (GH), kortizol, plasental laktojen, Ostrojen ve progesteronun uzun
stireyle asir1 diizeyleri, 6. Siilfoniliire grubu ilaglardir.

Insiilin 6ncelikle hipoglisemik etkisiyle bilinen bir hormondur. Hedef hiicreleri kas
dokusu, yag dokusu ve karacigerdir. Ancak viicudun tiim hiicrelerinde insiilin reseptorii
bulunmaktadir. Yemek sonrasi salgilanan insiilin, karaciger ve kas dokusunda glikojenez,
yag dokusunda lipojenez ve tiim dokularda protein sentezini uyararak anabolik yonde etki
eder. Insiilin hedef hiicrelerindeki etkilerinin baglayabilmesi igin dnce insiilinin 300.000
molekiil agirlikli bir zar reseptdr proteinine baglanarak onu aktive etmesi gerekir. Insiilin

reseptOrii birbirine disiilfit kopriileriyle baglanmis 4 alt birimin bir araya gelmesinden



olusmustur. Bu alt birimlerden 2 o alt birim biitiinliyle hiicre zarinin disinda yer alirken, 2
B alt birim hiicre zar1 iginden gecerek hiicre sitoplazmasma dogru uzanmaktadir. Insiilin
hiicre digindaki o alt birimlerine baglanir ve B alt birimleri ile kurulu olan kopriilerden
otiirti hiicre i¢ine uzanan B alt birimleri otofosforilasyona ugrar. Bu da lokal tirozin kinazi
aktive eder. Aktive olan bu enzim daha sonra insiilin-reseptor substratlar1 (IRS) olarak
bilinen baska bir grup hiicre i¢i enzimin fosforilasyonuna neden olur. IRS nin farkl tipleri
(IRS-1, IRS-2, IRS-3 gibi) farkli dokularda ifade edilir. IRS hiicre i¢inde enzimlerin ve
proteinlerin tirozil kalintinlarindan fosforile edilmesini saglar. Olayin net etkisi, fosforile

olan enzimlerden bazilar1 aktive olurken, digerleri inaktive olur (17) (Sekil 4).
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Sekil 4. Insiilin reseptoriiniin sematik goriiniimii (17)

Hormon-reseptdr baglantis1  kurulduktan sonra kas ve yag hiicrelerinin
sitoplazmasinda vezikiiller i¢cinde bulunan GLUT4 proteinleri hareketlenerek membranlara

ulasir. Vezikiil membrani, hiicre membrani ile birlestiginde, glukozu hiicre igine tagiyacak

olan GLUT4’ler membrana dizilmis olur (Sekil 5).
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Sekil 5. GLUT4 trafigini diizenlemede insiilin tarafindan aktive
edilen ya da baskilanan anahtar molekiiler sinyaller (18)

Diger dokularda ise insiilinden bagimsiz olarak cesitli GLUT lar kullanilarak
glukoz pasif tasima ile hiicre i¢ine tasinir (Tablo 1). Glukozun hiicre i¢inde metabolik
degisimleri farkli asamalarda, enzim diizeyinde insiilin ile baglantilidir. Bu nedenle insiilin
eksikligi, her hiicrede farkli bir noktada glukoz metabolizmasinin bozulmasina neden olur.
Kanda insiilin diizeyi arttiginda kaslarda; 1. Glukoz girisi ve kullanimi artar, 2. glikojen
sentezi ve depolanmasi artar, 3. aminoasit girisi artar ve protein sentezi hizlanir, protein
yikimi yavaglar, 4. bliylimenin uyarilmasi i¢in GH ile beraber calisir. Yag dokusunda; 1.
Glukoz girisi artar, 2.Lipoprotein lipaz aktivasyonu ile yag asidi girisi artar, 3. Glikoliz ile
gliserol 3-fostat tiretimi artar, 4. Yag asidi sentezi artar, 5. Gliserol 3-fosfat ve yag asitleri
kullanilarak trigliserid sentezi ve yag depolanmasi saglanir. Karacigerde; 1. Glikojenolizi
inhibe eder, glikokinaz enzim aktivitesi artar, glukoz hiicre i¢inde glukoz-6-fosfat’a
dontisiir. Hiicre i¢i glukoz konsantrasyonu azalir ve karacigere glukoz girisi artar, 2.
Glikoliz, glikojen sentezini ve depolanmasini arttirir, 3. Yag asidi, triagilgliserol ve

kolesterol sentezi artar ve VLDL olarak sekrete edilir, 4. Glikoneojenezi ve protein
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katabolizmasini inhibe eder, 5. Keton cisimlerin olusumu azalir. Tiim bu etkiler kanda

glukoz diizeyini diistirmeye yoneliktir.

Achk Durumunda Kan Glukozunun Diizenlenmesi: Insiilin Karsit1 Sistem

Insiilin karsiti sistem pankreasn diger hormonu glukagon, bobrekiistii bezinin
medulla hormonu norepinefrin, bobrekiistii bezinin korteks hormonu glukokortikoidler ve
hipofiz bezi 6n lob hormonu olan GH’u kapsar. Insiilin karsit: sistem kan glukoz diizeyinin
diistiigli aclik durumunda ve glukoz ihtiyacinin arttig1 stres durumlarinda etkilidir. Kan
glukoz diizeyinin azalmasini onler. Bu etkisini glikojenoliz ve/veya glikoneojenezi
aktifleyerek ve glukoz kullanimin1 baskilayarak yapar. Karacigerde glikojen halinde
depolanmis olan glukoz, glikojenoliz adi verilen kimyasal bir siire¢ sonucunda serbest
glukoza dontiisiir ve kana verilir. Organizmada karbonhidrat depolar1 normalin altina indigi
zaman karbonhidrat olmayan molekiillerden glukoz sentez edilmesi glukoneojenez olarak
adlandirilir. Glikoneojenetik substratlar laktat, piriivat, gliserol ve bazi aminoasitlerdir.
Glikoneojenez karaciger ve bobrege ait bir reaksiyon dizisidir. A¢lik sirasinda kan glukoz
konsantrasyonundaki asir1 diisiisi Onlemede Ozellikle Onemlidir. Glukoz beyin ve
eritrositler gibi dokularda enerji i¢in temel maddedir ve 6giinler arasi saatlerde de kanda
uygun miktarda bulunmasi gerekmektedir. Bu donemde glikoneojenez {iretimi %90
karaciger, %10 bobreklerden saglanir. Beyne devamli glukoz saglanmasina yardimci
olmak i¢in erken donem aclikta karacigerin glukoz {retiminin yaklasik %25’1
glikoneojenez ile gergeklesir. Uzamis aglikta kan glukozunun desteklenmesinde
glikoneojenez agirlik kazanir ve bobregin katkisi artar (15). Insiiline zit etkili énde gelen
hormon glukagondur. Kisa donem aglikta glukagon ve epinefrin hormonlari beraber ¢aligir.

Glukagon glikojenolitik, glikoneojenik, lipolitik ve ketojenik bir hormondur.
Pankreasin Langerhans adaciklarimin o hiicrelerinde sentezlenen 29 aminoasitli peptit
yapili hormondur. Plazmada tasiyict proteini bulunmaz. Portal dolasimla karacigere gelir
(15). Glukagona hiperglisemik hormon adi da verilebilir. Baglica fonksiyonu insiilin ile
birlikte yakit homeostazini devam ettirmektir. Glukagon sekresyonunu arttiran faktorler
arasinda, kanda diisiik glukoz (en gii¢lii faktordiir) ve yiiksek amino asit diizeyleri, egzersiz
ve stres, pankreasin katekolaminler ile sempatik uyarilmasi sayilabilir. Glukagonun hedef
organlar1 karaciger ve yag dokusudur. Kas dokusunda reseptorii yoktur. Karaciger ve yag
dokusunda hiicre membran reseptorlerine baglanarak adenilat siklaz1 uyarir. Artan cAMP,

inaktif protein kinazi aktifler ve karacigerde hedef proteinlerin fosforilasyonu glikojen
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sentezini inhibe ederken glikojenolizi arttirir. Glukagonun etkileri; glikojen yikiminin
(glikojenoliz), glikoneojenezin, yag asidi [ oksidasyonunun ve karacigerde keton
sentezinin attirilmasidir. Tiim bu etkiler kanda glukoz diizeylerinin arttirilmasina katkida
bulunur. Glukagon salgistyla plazmada glukoz ve ketonlarin yiikselmesi, sindirim
faaliyetlerinde absorbsiyon sonrasi donemlerde ve uzun siireli agliklarda Onemlidir.
Glukagon etkisiyle ketonlarin artisi, hiicrelerde enerji destegi olarak gereklidir.
Hipoglisemiye kars1 énemli bir savunma sistemi olusur. Bobrek iistii medulla hormonu
olan epinefrin hormonu da gerek kasta gerekse karacigerde glikojenolizi ve glikoneojenezi
arttirir. Ayrica yag dokusunda lipolizi artirir. Kas ve yag dokusunda GLUT4 aracili glukoz
girisini inhibe eder. Insiilin sekresyonunu baskilar ve kas dokusunda proteolizi uyarir.

Uzun donem aglikta kortizol ve GH’da devreye girer. Bobrek istii bezinin korteks
hormonu olan kortizol 6zellikle glikoneojenezi arttirarak etkili olur. Karaciger hari¢ tiim
dokularda protein yikimini arttirir. Karacigerde glikoneojenezle ilgili enzimlerin sentezini
indiikler, karacigerden kana glukoz sekresyonunu arttirir, beyin ve eritrosit disindaki
dokularda glukoz kullanimimi azaltir. Yag dokusunda lipolizi hizlandirir. Insiiline zit yonde
etkiler ortaya cikar. GH da tim viicut hiicrelerinde mitotik aktiviteyi arttiran, protein
sentezini hizlandiran, yaglarin enerji maddesi olarak kullanimin1 saglayan, glukoz
tiketimini azaltan hormondur (19). Her iki hormonda viicuttaki hiicrelerin biiyiik
cogunlugunun glukoz tiiketim hizin1 yavaslatir ve bunlari daha c¢ok yag kullanmaya
yonlendirir. Bu olayda kan glukoz konsantrasyonunun normale dénmesine yardimci olur
(17) (Sekil 6).

Kan glukoz diizeyinde fizyolojik sapmalar, beslenme, stres, egzersiz, bazal

metabolizma degisiklikleri gibi nedenlerle gelisebilir.
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Sekil 6. Glukoz kullanim evreleri (20)

Kan glukoz diizeyinde patolojik sapmalar, hiperglisemi ve hipoglisemi seklindedir.
Hiperglisemi, 8-12 saatlik agliktan sonra serum glukoz diizeyinin 110 mg/dL’den yiiksek
olmasi durumu olarak tanimlanir. Hiperglisemi; bazi hormonal bozukluklar, diabetes
mellitus, akut miyokard enfarktiisii, santral sinir sisteminde travma, timor ve ansefalitler,
operasyon, karaciger hastaliklari, intravaskiiler glukoz veya intramiiskiiler ACTH
uygulamalar1 gibi ¢esitli patolojik durumlarda ortaya ¢ikabilir. Hipoglisemi, serum glukoz
diizeyinin 40 mg/dL’den diisiik olmas1 durumu olarak tanimlanir. Hipoglisemi, santral sinir
sistemini  etkilediginden tehlikelidir. Hipoglisemide temel neden, kana glukoz
saglanmasinin azalmasi veya kan glukozunun kullaniminin artmasidir. 12 saatlik agliktan
sonra saptanan hipoglisemi aglik hipoglisemisi olarak tanimlanir. Beslenmeden sonraki 2-6
saatlik zaman diliminde saptanan hipoglisemi ise postprandial hipoglisemi olarak ifade

edilir. Ayrica ¢cocukluk dénemi hipoglisemileri de saptanmustir.

DiYABETIN TANIMI
Diabetes Mellitus (DM), pankreasin f-hiicrelerinden salgilanan insiilin

sekresyonunda ya da insiilinin etkisinde veya her ikisindeki defektler sonucu karbonhidrat,
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yag ve protein metabolizmasinda bozukluklar ile karakterize olan heterojen bir grup
metabolizma bozuklugunu kapsar. Basta karbonhidrat metabolizmasi olmakla beraber
protein ve yag metabolizmasinda da birtakim kusurlar olmakta, agir komplikasyonlarla
seyredebilmektedir. DM tiim diinyada onemli bir saglik sorunudur (21-24). Hastaligin
ortak sonucu olan hiperglisemi kontrol altina alinamazsa zaman iginde diyabetin kronik
komplikasyonlar1 olarak kabul edilen retinopati, nefropati, periferik ve otonom néropati
gibi mikrovaskiiler diizeydeki problemlerden kaynaklanan sorunlara yol acar. Diyabetin
varligi, ayrica diyabete 6zgii olmayan koroner kalp hastaliklari, serebrovaskiiler hastaliklar
ve periferik damar hastaliklar: gibi makrovaskiiler sorunlarin daha erken yaslarda ortaya
¢ikmasina ve daha agresif seyretmesine de neden olabilir. Boylece diyabet, hastalarin

yasam kalitesini diisiirdiigii gibi yasam siiresini de kisaltabilir.

Siniflandirma
Amerikan Diyabet Birligi (ADA) 2004 yilinda diyabetin tan1 ve siniflandirmasini
giincellemistir (25).
1. Tip 1 DM (B hiicre harabiyeti, genelde mutlak insiilin eksikligi vardir),
a) Otoimmiin
b) Idiyopatik
2. Tip 2 DM (Insiilin direnci ve rolatif insiilin eksikligi ile birlikte olan diabet),
3. Diger spesifik tipler:

a) P hiicre fonksiyonlarinda genetik defekt: Kromozom 12, HNF-1a (MODY 3),
kromozom 7, glukokinaz (MODY 2), kromozom 20, HNF-4 o (MODY 1),
mitokondriyal DNA,

b) Insiilin eksikliginde genetik defekt: Tip A insiilin direnci, Leprechaunism,
Rabson-Mendenhal sendromu, Lipoatrofik diabet,

c) Ekzokrin pankreas hastaliklari: Pankreatitis, travma, Pankreatektomi, Neoplazi,
kistik Fibroz, Hemokramotozis, Fibrokalkiiloz pankreotopati,

d) Endokrinopatiler: ~ Akromegali,  Cushing  sendromu,  Glukagonoma,
Feokromositoma, Hipertiroidizm, Somatostatinoma, Aldosteronoma,

e) ilag veya kimyasal maddeler: Vacor, Pentamidine, Nikotinik asid,
Glukokortikoidler, tiroid hormonlari, Diazoksid, [ adrenerjik agonistler,
Tiazidler, Fenitoin, a Interferon,

f) Infeksiyonlar: Konjenital rubella, Sitomegaloviriis,
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g) Immiin aracili diabetin yaygin olmayan formu: Stiffman sendromu, anti insiilin
reseptOr antikoru,

h) Diabetle birlikte olabilen diger genetik sendromlar: Down sendromu, Klinifelter
sendromu, Turner sendromu, Wolfram sendromu, Friedreich sendromu,
Huntington koreasi, Laurence-Moon-Biedl sendromu, Miyotonik distrofi,
Porfiria, Prader Willi sendromu,

4. Gestasyonel diabetes mellitus: Gebelikte ilk kez ortaya ¢ikan ya da gebelikte fark edilen,
her derecedeki glukoz tolerans bozuklugu olarak tanimlanir.

Diyabetin Onemi

Giiniimiizde, DM ve onunla ayni risk faktorlerine sahip bulasicit olmayan, kronik
hastaliklar 6nemli bir saghk sorunu olusturmaktadir. Her yil diinyada 8 ile 14 milyon insan
diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve kronik solunum yolu hastaliklar1 gibi
diger kronik karmasik hastaliklar nedeniyle kaybedilmektedir. Yasam tarzindaki hizh
degisim ile birlikte gelismis ve gelismekte olan toplumlarin tiimiinde ozellikle T2DM
prevelans: hizla yiikselmektedir. Gelismekte olan iilkelerde, 6zellikle de bu iilkelerden
gelismis tlkelere go¢ eden topluluklarda diyabet epidemisinden bahsedilmektedir (5).
Tablo 2°de gosterildigi gibi 2009 sonu itibari ile tim diinyadaki diyabet niifusu 285 milyon
iken bu sayinin 2030 yilinda 438 milyona ulasacagi 6ngoriilmektedir (6).

Bunun baslica nedenleri niifus artigi, yaslanma ve kentlesmenin getirdigi yasam
tarzi degisimi sonucu obezite ve fiziksel aktivitenin azalmasidir (26). Tirkiye Diyabet
Epidemiyoloji Calismasi’nin (TURDEP) (26) sonuglarina gore lilkemizde T2DM’lu hasta
sayisinin %13,7’ye ulastig1 goriilmistiir. Tiirkiye’de diyabetin artig hiz1 diinya ve Avrupa
genelinin tizerindedir (Tablo 3) (6,27). Bu durum bozulmus glukoz tolerans1 (BGT) igin de
gecerlidir. Bunun baslica nedeni Tiirkiye genelinde yash niifusun artmaya baslamis olmasi,
basta beslenme ve fiziksel aktivite olmak iizere yasam tarzinda meydana gelen

degisikliklerdir.
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Tablo 2. 2010 yilinda diinyada diyabet ve bozulmus glukoz toleransi ve 2030 yih icin
beklenen artis (20-79 yas grubu) (6,27)

2010 yih 2030 yihh

NUFUS

Diinya niifusu (toplam-milyar) 7.0 8.4

Eriskin niifus (20-79 yas) 4.3 5.6

Diyabet

Genel prevalans (%) 6.6 7.8

Diinya niifusunun standart dagilimina gore prevalans (%) 6.4 7.7

Diyabetli sayis1 (milyon) 285 438*

Bozulmus Glukoz Toleransi (BGT)

Genel prevalans (%) 7.9 8.4

Diinya niifusunun standart dagilimina gore prevalans (%) 7.8 8.4

BGT’li sayisi 344 472

Tip 1 Diyabet (0-14 yas)

Toplam ¢ocuk niifusu (milyar) 1.9 -

Tip 1 diyabetli cocuk sayisi (bin) 479.6 -

Yeni tani tip 1 diyabetli ¢ocuk sayis1 (bin) 75.8 -

Yillik insidans artis1 (%) 3.0 -

Diyabetli Mortalitesi (20-79 yas)

Diyabete bagli 6liim sayis1 (Erkek) 1.826.485 -

Diyabete bagli 6liim sayis1 (Kadin) 2.136.571 -

Diyabete Bagh Saghk Harcamalari

Kisi bast saglik harcamalar1 R-2** 703 ABD -
dolar1

*2010°dan 2030’a diyabet artis1 %54,0 **R=2: Diisiik gelir grubu ilkelere gore diyabet maliyet orani.
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Tablo 2. Diinya Saghk Orgiitii Diyabet Projeksiyonu 2000-2030 (28)

2000 2030 Artis orani (%)
Diinya 171.000.000 366.000.000 114
Avrupa 33.332.000 47.973.000 144
Tiirkiye 2.920.000 6.422.000 220
OBEZITENIN TANIMI

Obezite, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan "Saglig1 bozacak 6lciide viicutta
anormal veya asir1 yag birikmesi" olarak tanimlamaktadir (28,29). Yetiskin erkeklerde
viicut agirliginin  ortalama %15-20'sini, kadinlarda ise %25-30'unu yag dokusu
olusturmaktadir (30,31). Erkeklerde bu oranin %25, kadinlarda ise %30'un iizerine ¢ikmasi
durumunda obezite s6z konusudur (27,32,33). Obeziteyi belirlemek icin DSO'niin obezite
smniflandirmasi kullanilmakta ve genellikle Beden Kitle indeksi (BKI) esas alinmaktadir
(28). BKI, bireyin viicut agirligmmn (kg), boy uzunlugunun (m) karesine (BKi=kg/m?)
boliinmesiyle elde edilen bir degerdir (2). BKi boy uzunluguna gére viicut agirligimi
degerlendiren bir gosterge olup, viicutta yag dagilimi hakkinda bilgi vermemektedir (33).
BKli'ye gore yetiskinlerde zayiflik, fazla kiloluluk ve obezite siniflandirmas: Tablo 4'de

verilmistir.

Obezitenin Onemi

Obezite kiiresel boyutta 6nemli bir halk sagligi sorunudur. Diinyada hem gelismis
iilkelerde hem de gelismekte olan iilkelerde obezite her gecen giin artis gostermektedir.
DSO tarafindan Asya, Afrika ve Avrupa'nin 6 ayr1 bolgesinde yapilan ve 12 yil siiren
MONICA calismasinda obezite prevalansinda 10 yilda %10-30 arasinda bir artis saptandig:
bildirilmistir (28). Obezitenin en sik goriildiigii ABD'de Hastaliklart Onleme ve Kontrol
Merkezi (CDC) tarafindan vyiiriitilen NHANES (ABD-Ulusal Beslenme ve Saglik
Arastirmasi) c¢alismasina gore, 2003-2004 yillarinda obezite prevalansinin erkeklerde
%31,1; kadinlarda %33,2; 2005-2006 yillarinda ise erkeklerde %33,3, kadinlarda ise
%35,3 olarak tespit edildigi aciklanmistir (30). Avrupa'da yetiskinler {lizerinde yiiriitiilen
cesitli calismalara gore fazla kilolu olma prevalansi erkeklerde %32-79, kadinlarda ise
%28-78 arasinda; obezite prevalansi ise erkeklerde %5-23, kadinlarda %7-36 arasinda

degismektedir. Bu ¢aligmalara gore fazla kilolu olma durumunun en yiiksek oldugu iilkeler
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Arnavutluk, Bosna-Hersek ve Ingiltere (Iskogya)'dir. Tiirkmenistan ve Ozbekistan ise
prevalansin en diisiik oldugu iilkelerdir (1). DSO verilerine gére fazla kiloluluk ve obezite,
Avrupa'daki yetiskinlerde T2DM vakalarinin %80'inden, iskemik kalp hastaliklarinin
%?35'inden ve hipertansiyonun %55'inden sorumludur ve her yil 1 milyondan fazla 6liime
neden olmaktadir. Hicbir 6nlem alinmadigi takdirde, obezite prevalansindaki artisin da
1990'lardaki hiziyla devam ettigi diisiiniildiigiinde, Avrupa'da 2012 yilina kadar 150

milyon yetigkin, 15 milyon ¢ocuk ve adolesanin obez olacagi tahmin edilmektedir (34).

Tablo 3. Yetiskinlerde Beden Kitle indeksine gore zayiflik, fazla kiloluluk ve obezite
siniflandirmasi (27)

Siiflandirma BKI (Kg/mz)
Temel kesisim noktalarr® Gelistirilmis kesisim noktalari*
Zayf (diisiik agirhkh) <18.50 <18.50
Asirt diizeyde zayiflik <16.00 <16.00
Orta diizeyde zayiflik 16.00 — 16.99 16.00 — 16.99
Hafif diizeyde zayiflik 17.00-18.49 17.00 - 18.49
18.50 — 22.99
Normal 18.50 — 24.99 23.00 — 24.99
Toplu, hafif sisman >25.00 >25.00
25.00 — 29.99 25.00 — 27.49
Sismanhik oncesi (Pre- 27.50 —29. 99
obez)
Sisman (Obez) >30.00 >30.00
30.00 — 32.49
Sisman L. Derece 30.00 — 34.99 32.50 — 34.49
35.00 - 37.49
Sisman II. Derece 35.00 — 39.99 37.50 — 39.99
Sisman I1I. Derece >40.00 >40.00

Kesisim degerleri, BKI ve Avrupali toplumlardaki mortalite ve hastalik risk etmenlerinin iliskisine
dayanmaktadir.

Ulkemiz, beslenme durumu yoniinden hem gelismekte olan, hem de gelismis
iilkelerin sorunlarini birlikte igeren bir goriiniime sahiptir. Tiirkiye'de halkin beslenme
durumu bolgelere, mevsimlere, sosyoekonomik diizeye ve kentsel-kirsal yerlesim yerlerine
gore Onemli farkliliklar gostermektedir. Gelir dagilimindaki dengesizlik beslenme
sorunlarinin niteligi ve goriilme siklig1 iizerinde etkili olmaktadir. Ayrica beslenme

konusundaki bilgisizlik, hatali besin se¢imine, yanlis hazirlama, pisirme ve saklama
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yontemlerinin uygulanmasina neden olmakta ve beslenme sorunlarimin boyutlarinin
biiyiimesine yol agmaktadir (35). Tirk Kardiyoloji Dernegi (TKD) tarafindan yapilan ve
3681 kisiyi kapsayan TEKHARF ¢alismasinda BK1 30 kg/m2 obezite olarak tanimlanmig
ve 30 yasini agkin Tiirk erkeklerinin dortte birinde (%25,2), kadinlarin da yariya yakininda
(%44,2) obezite tespit edilmistir. Orta yasli (31-49 yas) ve yash (50 yas ve lizeri) gruplarda
ayr1 ayr1 ele alindiginda, bu prevalansin erkeklerde anlamli bicimde degismedigi (%24,8 ve
25,7), kadinlarda ise onemli dlgiide arttig1 (sirasiyla %38 ve %50,2) bildirilmistir. Saglik
Bakanligi Temel Saglik Hizmetleri Genel Miidiirliigli tarafindan 7 cografik bolgeden
secilen 7 ilde 14 saglik ocaginda yapilan "Saglikli Beslenelim, Kalbimizi Koruyalim
(SBKK)" caligmasina gore, erkeklerde obezite sikligr %21,2 iken; kadinlarda %41,5 olarak
bulunmustur. BKI degeri 40-69 yas arasinda dogrusal olarak artmakta ve 70 yasindan
sonra digmektedir (31).

AKUAPORINLER

Hiicreler kendilerini gevreleyen biyolojik zarlar tarafindan dis ortamdan ayrilir. Zar
genetik materyali, yapisal proteinleri, metabolitleri ve yasam icin gerekli molekiilleri
koruyarak hiicrenin yapisal biitlinliiglinii saglar. Zara yerlesik proteinler ise hiicreyle dis
ortam arasindaki madde degisimini kontrol eder. Oksijenli solunumun son iirlinii ve hemen
hemen tiim metabolik olaylarda rol oynayan suyun membran boyunca hareketi uzun
yillardir arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Hiicre hacminin ve gerekli i¢ ozmolaritenin
diizenlemesi bir¢ok durumda suyun ve tuzlarin hiicre zarindan gegisinin kontrol edilmesine
baglidir (7,36). 1920’lerde ¢ift katmanl lipid tabakanin tanimlanmasiyla hiicrelerin ig
ortamlarindaki 6zgiin kosullar1 dis ortamdaki kosullara ragmen nasil muhafaza
edebildikleri anlagildi. 1950’lerin baslarinda tasiyict kanallarin kesfiyle molekiillerin
transmembran hareketlerinin molekiiler temelleri gosterildi. Ancak lipid zardan suyun
diflizyonu iizerine tartigmalar uzun siire devam etti. 1960’11 yillarda, amfibi deri epiteli ve
eritrositler gibi su gecirgenligi yiiksek olan hiicrelerde suyun lipid zardan difiizyon disinda
bagka bir yolla da gecmesi gerektigi one siiriildii. Tastyic1 bir¢ok kanal proteini su kanali
ozelligi gostermedigi i¢in eritrositlerde ve Xenopus oositlerinde bulunan “Glukoz tasiyicisi
17 (Glucophorinl), su tastyici kanal aday1 olarak ortaya atildi (37). 1991 yilinda Smith ve
ark. (38) ilk olarak eritrosit membraninda RH (D) antijeni ile birlikte orijinal ismi
“Channel-forming Integral Protein” (CHIP28) olan 28 kDA agirligindaki su kanal
proteinini tanimladilar. 1992 yilinda Preston ve ark. (Preston GM, 1992), Xenopus oositleri
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tizerinde CHIP28’i su kanal molekiilii olarak gosterdiler (39). Xenopus laevis oositlerinde
yapilan deneyler sonucunda her bir kanalin ¢ok yiiksek su gegirgenligine sahip oldugu

gosterildi (Sekil 7).
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Sekil 7. Akuaporin ifade eden ve ifade etmeyen hiicrelerle Peter Agre tarafindan
yapilan deney. Akuaporinler hiicrenin su emilimi ile sismesi icin gereklidir
(39).

Hygitrotion Typolerm

1993 yilinda Fushimi ve ark. (40), renal toplayici kanalda su kanalinin bir bagka
formunu tanimladilar. Ayn1 y1l Agre ve arkadaslar1 (41), su kanal proteinlerine akuaporin
(AQP) adin1 verdiler ve CHIP28’in adi AQP1 olarak degistirildi. Bu ¢alismalart ile
membranlardan su gegisinin molekiiler temelini aydinlatmasi nedeniyle Peter Agre 2003
yilinda Nobel Kimya 6diiliinii kazanmistir. Su molekiilleri AQP1 kanalindan ¢ok hizli
gecerler. Yaklasik olarak bir saniyede 10° su molekiilii kanaldan ge¢mektedir. Bitkilerde,
mikroskobik canlilarda, omurgalilarda ve omurgasizlarda 200°den fazla akuaporin
tanimlanmis olmasina ragmen pek ¢ogunun islevi hala tam olarak anlagilamamistir (7).
Akuaporinlerin gegirgenligi ozmotik gradient tarafindan kontrol edilen nétral porlar aracili
difiizyon ile gergeklesir (39). Calismalar kanalin yapisi, fonksiyon mekanizmasi,
filogenetik agaci yoniinde ilerledik¢e akuaporin tipleri arasinda farklilik oldugu goézlendi.
Genis bir aile olan akuaporinler temel olarak membranlardan su gegisini saglar. Ancak bazi
tiyeler sadece su gegisini degil, ayn1 zamanda non-iyonik, kii¢iik ndtral molekiillerin de

membranlardan gecisini saglarlar. Hatta bazi izoformlar1 nitrat, klor ve amonyak gibi
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iyonlarin da gegisine izin vermektedir. Memelilerin tiim hiicre tiplerinde bulunan
akuaporinlerin giiniimiizde 13 tyesi (AQPO0-12) tanimlanmistir (Tablo 5). Akuaporin
ailesinden 0, 1, 2, 4, 5, 6 ve 8 sadece su kanali olarak islev goriirler. Her ne kadar
aminoasit dizilimi olarak digerlerine benzese de AQP6 anyon, AQPS ise iire kanali olarak
da i1s gormektedir. AQP 3, 7, 9, 10 ise gliseroliin de gecisini sagladiklar1 igin
akuagliseroporin olarak adlandirilirlar. Son zamanlarda tanimlanan AQP11 ve AQP12 ise

siiperakuaporin olarak adlandirilirlar (7) (Sekil 8).

Akuaporinler e

AQPS

AQP2 ]
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i =S
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AQP10—
]
/ | \
AQP9 ', AQP7
AQP3
Akuagliseroporinler

Sekil 8. insan akuaporin gen ailesi (7)
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Tablo 4. Akuaporinleri kodlayan kromozom bélgeleri, su ve gliserol gecirgenlikleri ile
bulunduklar: dokular (42)

Akuaporin  Kromozom Su gecirgenligi Gliserol Bulundugu doku
gecirgenligi

AQPO 12913 Diistik - Lens

AQP1 7pla Yiiksek - Eritrosit, akciger, bobrek,
beyin, gbz ve vaskiiler endotel

AQP2 12913 Yiiksek - Bobrek

AQP3 9p13 Yiksek Evet Cilt, bobrek, akciger, goz,
Gastrointestinal sistem,kaslar

AQP4 18022 Yiiksek - Bobrek, beyin, akciger, goz,
Gastrointestinal sistem, kaslar

AQP5 12913 Yiiksek - Tiikriik, gbzyast, tat bezleri,
akciger ve goz

AQP6 12913 Diisiik - Bobrek

AQP7 9p13 Yiiksek Evet Yag dokusu, bobrek, testis

AQPS8 16p12 Yiiksek - Bobrek, karaciger, 16kosit,
beyin ve testis

AQP9 15p22 Diisiik Evet Karaciger, 16kosit, beyin ve
testis

AQP10 1921 Diistik Evet Gastrointestinal sistem

AQP11 11913 Bilinmiyor Bilinmiyor  Beyin, karaciger ve bobrek
testis

AQP12 2937 Bilinmiyor Bilinmiyor  Bilinmiyor
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Akuaporinlerin Yapisal Ozellikleri ve Islevi

Suya kars1 gecgirgen olan hiicre zarmin kapasitesi bir¢ok hiicrenin ihtiyacinm
karsilamak i¢in yetersizdir. Zarlarda bulunan protein kanallar zarmm su gecirgenligini
belirlemektedir. Bu su kanallar1 ayni zamanda madde gecisine boyut, hidrofobik veya
hidrofilik o6zelliklere gore smirlamalar getirmektedir. Kanal genisligi yeterince biiyiik
olursa hidrate iyonlar dahi gegebilirken aksi durumda kanalin aminoasit kompozisyonu
elektrostatik ilgiyle iyon ge¢isini diizenlemektedir. 1994 yilinin baglarinda 6nerilen Sekil
9’da gosterilen kum saati modeline gore su kanallari asparajin-prolin-alanin (NPA)
bolgeleri igmekte ve zar1 6 kez gegmektedir. Kanal proteininin hem amino hem karboksi
ucu sitozolik yiizdedir ve A, C ve E bolgelerinin dis yilizde, B ve D bolgelerinin ise
sitoplazmik yiizeyde doniis yaptigi gorilmiistiir (43, 44). NPA bolgelerindeki B ve E
doniigleri bitisik konuma getirilerek kum saatinin merkezinde sinirlandirilmig bir alan
olusturulmakta ve NPA tekrar bolgesinin yanindaki su akisi tek sira halinde

gerceklesmektedir.

Kum saat

Sekil 9. Akuaporin kanal yapisi. 2 ayri tekrardan olusan 6
transmembran heliks (7)

Kanal altinda, su gibi kii¢lik molekiillerin gecisine izin veren, 6zellikli bir bogaz
bolgesi mevcuttur. Bogazi meydana getiren yan zincirler fenilalanin, histidin, sistein ve

argininden meydana gelmektedir (45) (Sekil 10).
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extracellular

Daralma béigesi

Elektrostatikgekim

Su dipollerinin
yénlendirilmesi

intracellular

Sekil 10. Akuaporinl kanalindan su gecisinin fonksiyonel
semasi (46)

Akuaporinler protonlarin gegisine izin vermezler (Sekil 11). Zaten bdyle hizli
geciste bu miimkiin olsaydi, membran elektrokimyasal gradienti bozulurdu. Hem suyun
hizl1 ge¢isini saglayan hem de yalniz suyu geciren bu kanallarda bu olaganiistii selektif
gecirgenligin sebebi, X ray difraksiyon analizleri ile anlasilmigtir. Akuaporinlerin dort
monemere sahip olmasi ve tek basina su molekiillerinin gegisine izin veren her monomer
2-3 A° c¢apinda transmembran poruna sahip olmasidir. Su kanallarindan su ve diger
soliitlerin ge¢isi konsantrasyon farkina gore yiirtitiilen pasif tasima mekanizmasinin bir tipi

olan kolaylastirilmig difiizyon ile olur (7).
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Sekil 11. Proton dislama mekanizmasi (39)

Akuaporin 7

Yag dokusunda AQP7 ifadesinin diger dokulardan daha fazla oldugu, ayrica testis,
epididim, gastrointestinal kanal, iskelet kasi, kalp, bobrek ve i¢ kulakta da bulundugu
gosterilmistir (9,46). Yag dokusunda, gliserol omurgasina ester bagi ile bagl 3 adet yag
asidinden olusan trigliseridler memeli organizmasinin temel yakit kaynagi olarak
depolanir. Viicudun tiim enerji dengesini diizenlemek i¢gin lipogenez ve lipoliz gerceklesir
(47-49). Sekil 12 ve 13°de gosterildigi gibi aglik veya uzun siiren egzersizde yag
dokusundaki trigliseridler hidroliz olur. A¢iga c¢ikan serbest yag asidi (FFA) ve gliserol
dolasima salinir. Yag hiicresi plazma membranindan dolasima yag asitlerinin gegisi basit
diflizyon veya bazi proteinler (CD36 gibi) aracilig ile olurken; gliseroliin gecisi ise AQP7
aracilig1 ile gerceklesir (48).
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Sekil 12. Adiposit olusumu ve islevinde AQP7’nin rolii (50)

Lipogenez Lipoliz

insiilin (3)
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N |-

TG®

FFA Gliserol

Sekil 13. Yag dokusunda lipogenez ve lipolizin diizenlenmesi (4)

Dolasimdaki serbest yag asitleri karaciger, iskelet ve kalp kas1 tarafindan alinmakta

ve enerji saglamak {izere kullanilmaktadir. Gliserol ise Sekil 14’de gosterildigi gibi AQP9

araciligt ile karaciger dokusuna alinmakta ve glikoneojenetik substrat olarak
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kullanilmaktadir. Yag dokusunda AQP7 ifadesinin insiilin ile baskilandigi, epinefrin

uyarisi ile arttig1 gésterilmistir.

Akuaporin 9

Insan AQP9 ifadesinin karaciger, 18kosit, akciger ve dalakta mevcut oldugu
gosterilmistir. (13,4). Karacigerdeki AQP9 ifadesi siniisoidal plazma membraninda yer
almaktadir (4). Lipoliz esnasindaki yag dokusunda TG’in hidrolizi ile agiga ¢ikan gliserol;
direkt olarak portal ven ile karacigere AQP9 ile alinir ve glikoneojenez substrati olarak
kullanilir. AQP9 ifadesinin karacigerdeki tek gliserol kanali oldugu diistintilmektedir (14).
AQP9 mRNA seviyesi aglik durumunda artar ve besin alimi ile azalir (51) .

A. Achk durumunda Glukoz®
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P ®

Yag dokusu

Sekil 14. Yag dokusunda Akuaporin 7 ve karacigerde
Akuaporin 9’un achk ve beslenme durumunda
diizenlenmesi (52)
Yag Dokusu ve Karaciger Gliserol Kanallarinin Koordinasyonu
Yag dokusu, aclik durumunda enerji homeostazinin siirekliligi igin enerji
desteginde 6nemli rol oynar ve uzun siiren aglik durumlarinda bireyin hayatta kalmasina

katkida bulunur. Gliserol serum glukoz konsantrasyonunun belirlenmesinde 6nemli
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faktorlerden biridir (53). Ac¢lik ve yogun egzersiz durumlarinda, hepatik glukoz
dolagimdaki glukoz konsantrasyonu igin ana kaynaktir ve plazma gliserol hepatik
glikoneojenez i¢in ana substrat olarak kullanilir (54,55). Yag dokusu plazma gliserolii i¢in
en Odnemli kaynaktir. Yag dokusuna spesifik gliserol kanali, AQP7 plazmada yag kaynakli
gliseroliin saglanmasi i¢in ¢ikis kapisi olarak gdrev alir. Bu plazma gliserol karacigere
spesifik akuagliseroporin, AQP9 ile hepatositlerden iceri alinir. Karacigere alinan gliserol
glukozun yeniden sentezlenmesi i¢in glikokinazin enzimatik etkinligi ile gliserol-3-fosfata
doniistiiriiliir (51). Beslenme sonrasi, plazma insiilin konsantrasyonu artar ve bu genlerin
diizenleyici bolgelerinde negatif IRE araciligi ile karacigere spesifik AQP9 ve yag
dokusunda AQP7 ifadeleri baskilanir. Ilging bir sekilde, insiilin direnci olan obez db/db
farelerde hiperinsiilinemi olmasina ragmen karaciger spesifik AQP9 ve yag dokusunda

AQP7 ifadelerinin arttig1 gézlenmistir (Sekil 15).

° D“§“k plazma insiilin °O Yiiksek plazma insiilin ? Hiperinsiilinemi
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Sekil 15. Akuaporin 7 ve Akuaporin 9’un glukoz homeostazindaki
fonksiyonu (56)

Insiilin direnci olmasi durumunda bu akuaporinlerin ifadelerinin artmasi yag
dokusunda IRS-1 aracili azalmis insiilin sinyali ve hepatositlerde IRS-2 ile uyarilmisg
insiilin sinyalinin azalmasina neden olabilir. Fizyolojik kosullar altinda, AQP7 ve
AQP9’un instiline bagimli diizenlenmesi birlikte degerlendirildiginde, beslenme durumuna

bagl olarak glukoz iiretimini diizenlemek amaciyla yag dokusundan gliseroliin salinimi ve
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karacigerde glikoneojenezin artmasi veya azalmasindan sorumlu olabilir. Bununla beraber,
insiilin direncinin oldugu durumda, AQP7 ve AQP9 ifadelerinin ¢ok arttig1 goriiliir. AQP7
ifadesinin artmasi plazma gliserol konsantrasyonunun artmasina neden olur. Dolagimdaki
gliserol konsantrasyonunun artmast AQP9 ifadesinin artmasina ve hepatik glukoz
tiretimine neden olur. Mevcut bulgular obezitede ve T2DM hastaliginda, yag dokusuna
0zgii AQP7 ve karacigere 6zgii AQP9 ifadelerinin diizenlenmesinde bozulma olabilecegini

diistindiirmektedir (56).

AQP7 ve AQP9 Gen Polimorfizm Calisma Yontemleri

AQP7 ve AQP9 gen polimorfizmlerinin belirlenmesinde, diger polimorfizmlerin
belirlenmesinde oldugu gibi, gesitli yontemler kullanilmaktadir. Gen polimorfizmlerinin
analiz edilmesinde ilk defa uygulanan ve hala giiniimiizde yaygin olarak kullanilmakta
olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu/ Restriksiyon Enzimi Uzunluk Polimorfizmi
“Restriction Fragment Length Polymorphism” (RFLP) yontemidir. Giliniimiizde
“LightCycler” (LC) gibi ger¢ek zamanli PCR (Real time-PCR) cihazlar1 ve floresan
boyalarla isaretli hibridizasyon problarinin gelistirilmesi ile Floresan Rezonans Enerji

Transferi (FRET) yontemi de kullanilmaya baglanmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Polimeraz zincir reaksiyonu “polymerase chain reaction” (PCR), herhangi bir
organizmaya ait genomik DNA’da dizisi bilinen herhangi bir boélgenin in vitro sartlarda
enzimatik olarak ¢ogalmasma “amplifikasyon” olanak veren DNA sentez yontemidir.
PCR, cift iplikli bir DNA molekiiliinde hedef dizilere uygun oligoniikleotid primerlerin
baglanmasi ve uzamasi esasina dayanir. PCR, tekrarlanan 3 basamaktan olusan bir
yontemdir.
Bu basamaklar:
1. Cogaltilmak istenen DNA’nin yiiksek sicaklikta denatiire edilerek tek zincirli hale
getirilmesi “denatiirasyon” (90-95°C).
2. Ozgiil hibridizasyonun gergeklesmesini saglayacak sicaklikta (Tm degerinin 3—5°C
altindaki sicaklik), primerlerin hedef bolgeye baglanmasi “annealing” (37-65°C).
3. Taqg DNA polimeraz enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi 72°C’de zincirin

primerlerden itibaren uzama “elongasyon” (70-75°C) basamaklarindan olusur.
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Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Gerekli Olan Bilesenler

1. Amplifiye edilecek hedef DNA dizisini igeren kalip DNA,

2. Cogaltilacak DNA molekiiliindeki hedef dizilere hibridize olabilen, 15-20
niikleotidden olusan sentetik oligoniikleotid primer ¢ifti,

3. Zincirin uzama reaksiyonunu gerceklestiren DNA polimerazin 1siya dayanikli bir
sekli olan Taqg DNA polimeraz enzimine ihtiya¢ duyulmaktadir.

PCR, cift iplikli bir DNA molekiiliinde hedef dizilere uygun iki oligoniikleotid
primerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanmaktadir. Oligoniikleotid primerler, kalip
DNA molekiilii yiiksek sicaklik derecelerinde denatiire edildikten sonra, tek iplikli DNA
molekiilleri {izerinde kendilerine tamamlayici olan bolgelere hibridize olurlar. Bu nedenle
hedef bolgeye 6zgiil uygun primer ¢iftinin se¢imi ¢ok dnemlidir. Primerlerin 6zgiil olarak
hedef diziye baglanmalar diisiik sicaklik derecelerinde gergeklesmektedir. Denatiirasyonu
ardigik primerin baglanmasi asamasindaki Tm/baglanma sicakligi oraninin saptanmasi,
PCR reaksiyonunun ger¢eklesebilmesi agisindan biiyiik bir dneme sahiptir.

Tm=[4°C(G+C) + 2°C(A+T)]

Zincirin uzama reaksiyonu, Thermus aquaticus bakterisinden elde edilen, optimal
72°C sicaklikta aktivite gosteren ve 94°C’de hala aktivitesini kaybetmeyen Taq DNA
polimeraz enzimi tarafindan gerceklestirilmektedir. DNA polimeraz enzimi, MgCl, ve dort
cesit deoksiriboniikleotid trifosfat (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) varliginda primerin
3’hidroksil ucundan uzamasini saglamaktadir. Mg iyonlar1 dNTP’ler ile ¢oziinebilir
kompleksler olusturmakta, polimeraz aktivitesini stimiile etmekte ve ¢ift iplikli DNA’nin
Tm derecesini arttirmaktadir. Bu nedenle MgCl,, PCR’1n 6zgiilliigli ve iirlin verimi
iizerinde onemli bir etki gdstermektedir. Diisiik Mg™ konsantrasyonu, azalan iiriin
olusumuna, yiiksek Mng2 konsantrasyonu ise spesifik olmayan {iriin artisina neden
olmaktadir. Zincirin uzama asamasinin tamamlanmasindan sonra tek iplikli DNA, ¢ift
iplikli DNA haline gelmektedir. 1. dongili sonunda 2 yeni DNA zinciri olugmakta ve her
dongii sonunda DNA miktar1 2 katina ¢ikmaktadir. Boylece, 30-45 dongii sonunda hedef
DNA’nin milyonlarca kopyasi olusturulmus olacaktir (57).

Gercek- Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu “Real Time-PCR”
“LightCycler2.0” cihaz1 (Sekil 16), kullanilarak yapilan gergek zamanli PCR
reaksiyonu, molekiiler genetikte bir reaksiyonda polimorfik DNA bdlgelerinin

kantifikasyonunun ve tek niikleotid polimorfizm genotiplendirilmelerinin yapilabildigi bir
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tekniktir (58). Bu teknik kullanilarak niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanl olarak artis
gosteren floresans sinyalinin Olgiilmesiyle kisa siirede kantitatif degerler elde
edilebilmektedir. Hizli 1sitma ve sogutma 6zelligine sahip olan “LightCycler2.0” cihazi,
20-30 dakika i¢inde 30-40 PCR dongii gergeklestirdiginden ¢alismalarda oldukga avantaj
saglamaktadir (58,59). Ger¢ek zamanli-PCR cihazi yiliksek hizi yaninda, kontaminasyon
riskini de minimuma indirmektedir. Ayrica, amplifikasyon islemi es zamanli olarak
bilgisayarda goriintiilenebildigi icin PCR dongiisli basarisiz oldugunda, reaksiyon c¢ok
gecmeden sonlandirilabilmekte veya dongii artigi yapilabilmektedir (58). Elektroforeze

gerek kalmadan amplifikasyon iiriinlerinin gézlenmesi en biiyiik kolaylig1 saglamaktadir.

Sekil 16. LightCycler2.0 Cihazx

“LightCycler2.0” cihaz1 ile genotipleme ¢alismalarinda 6zgiin primerlerin yaninda
testin 6zgiilliiglini arttirmak amaciyla hedefe 6zgii hibridizasyon problar1 kullanilmaktadir.
Bu hibridizasyon problari, floresans boyalarla isaretlenen diziye 6zgii oligoniikleotid
problaridir. DNA zincirine bas ve kuyruk pozisyonunda hibridize olacak sekilde dizayn
edilen bu problar, DNA zincirindeki polimorfik bolgeyi orten sensor hibridizasyon probu

ile bu proba yakin bir bolgeye baglanan “anchor” problardan olugmaktadir (Sekil 17).
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Sekil 17. Bu hibridizasyon problarindan sensér prob 3’ucundan
“Fluoresein” (dondr boya) ile “anchor” prob ise 5’ucundan LC
Red 640 (alic1 boya) ile isaretlenmistir. Denatiirasyon basamaginda
hibridizasyon  problar1  soliisyon icerisinde ayr1 ayn
durmaktadirlar (59).

Hibridizasyon problar1 amplifikasyon siiresi boyunca DNA segmentine baghdirlar.
Problar hedef DNA dizisi lizerinde birbirine 1-5 niikleotit uzakliktaki mesafede
baglanmakta ve floresan boya ile isaretlenmis olan uglar yan yana gelmektedir. LC
cihazinin 151k kaynagindan “Light Emitting Diode” yayilan 470 nm’deki mavi 1sik,
“fluorescein” ile isaretlenmis olan sensor probunu uyararak daha uzun dalga boyundaki
(530 nm) yesil floresans 15131n yayilmasma neden olmaktadir. Iki floresan boya ile
isaretlenmis olan problarin yan yana gelmesiyle agiga ¢ikan enerji, ikinci prob iizerindeki
alict boyay1 etkileyerek floresans olusumuna yol agmakta ve yesil 1s1gin enerjisi LC Red
640 boyasi i¢inde farkli bir dalga boyundaki (640 nm) kirmizi floresan 15181n yayilmasina
neden olmaktadir. Iki prob arasinda meydana gelen bu enerji transferi, “Fluoresance
Resonance Energy Transfer” olarak adlandirilmaktadir (59). Bu enerji transferi sonucunda
olusan floresans miktari, ortamdaki hibridizasyonun derecesine diger bir ifadeyle PCR
siklusu siiresince olusan amplikonlarin miktarma bagh olarak artmaktadir. LC cihazinin
optikle ilgili birimi olan F2 kanali, 640 nm’deki kirmizi 15181 yogunlugunu 6lgmektedir.

Olgiim, 1s1manin maksimum oldugu “annealing” fazi sonunda yapilabilmektedir (Sekil 18).
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Sekil 18. “Annealing” basamaginda, problar hedef DNA dizisine yan yana
baglanir. Birinci boyanin emisyon enerjisi ikinci boyay1 eksite eder.
Eksite olan ikinci boya da emisyon enerjisi yayar (59).

“Annealing” fazindan sonra, sicaklik artar ve hibridizasyon problari baslayan

uzama “elongation” asamasi sirasinda amplikondan ayrilirlar (Sekil 19).
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Sekil 19. “Annealing” basamagindan sonra gerceklesen “elongation” (uzama)
basamaginin baslamasiyla sicaklik artis1 gerceklesmekte ve sicakhik
artisiyla hibridizasyon problar1 hedef DNA dizisinden ayrilmaya
baslamaktadir (59).

Uzama asamasindan sonra olusan amplikonlar ¢ift iplikli olduklarindan
hibridizasyon problari ile hibridize olamazlar. Bu durumda, iki prob birbirlerinden uzakta

ve serbest halde olduklar1 i¢in FRET gergeklesemez (Sekil 20).
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Sekil 20. Uzama basamagimin ardindan ¢ift iplikli amplikonlarin
olusmasiyla hibridizasyon problar1 serbest hale gelmekte ve
birbirlerinden uzakta bulunmaktadir (59).

Erime Egrisi “Melting Curve” Analizi

Amplifikasyon metodunun gergek zamanli olarak goriintiilenmesine ek olarak
amplifikasyondan sonra erime egrisi analizi asamasinda diziye 6zgili hibridizasyon
problarinin tek iplikli DNA hibridizyonu ile mutasyonlarin, SNP’lerin belirlenmesini ve
gercek zamanli olarak goriintiilenmesi gerceklesmektedir. Her ¢ift sarmal DNA (dsDNA),
kendine 6zgii %50’sinin tek zincirli hale gegmesi igin gerekli olan erime sicakligi “melting
temperature” (Tm) degerine sahiptir. Bu erime sicakliklart dncelikle ¢ift sarmal DNA’nin
uzunluguna (Zincirin uzunlugu arttikca Tm sicaklig1 artar), GC igeriginin derecesine (GC’
den zengin fragmentlerde Tm sicakligi yliksektir), zincirler arasindaki biitiinliiglin
derecesine (Zincirlerden bir tanesinin farkli bir baz igermesi Tm sicakligini diisiiriir) bagl
olarak belirlenmektedir (60). Bu asamada sicaklik yavas yavas 40°C’den 75°C’ye yiikselir.
Hibridizasyon problarinin DNA zincirine hibridizasyonunu saglayan kritik sicaklik (Tm),
mutasyon veya SNP’nin var olup olmadiginin belirleyicisidir. Herhangi bir baz
degisikliginin olusmadigi bir durumda, hibridizasyon probu DNA kalib1 ile tam olarak
eslesir. Baz degisikliginin s6z konusu oldugu durumlarda ise hibridizasyon probu DNA
kalibi ile tam olarak eslesemez. iki eslesme karsilastirildiginda baz degisikligini icermeyen
DNA kalib1, baz degisikligini iceren DNA kalibina gore daha yiiksek erime sicakligi
derecesine sahip olmaktadir. Iki Tm derecesi arasindaki fark ile DNA zincirinde mutasyon
olup olmadig1 belirlenebilmektedir. Bu erime egrisi analizi sonucunda, floresan siddetinin

diisiistine neden olan sicaklik derecesine gore degerlendirilerek hastanin o gen igin
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genotiplendirilmesi yapilmaktadir. Buna goére homozigot wild tip genotipler yiiksek
sicaklikta tek pik, homozigot mutant genotipler diisiik sicaklikta tek pik, ve heterozigot
genotipler ise diisik ve yiiksek sicaklikta 2 pik olusturmasina gore 3 farkli genotip
belirlenebilmektedir.
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GEREC VE YONTEMLER

Calisma oncesinde yerel etik kurul onayr alind1 (Ek-1). Bu g¢alismada, onceden
belirlenen dort grupta analizlerin yapilabilmesi igin toplam 200 goniillii dahil edilmesi
planlandi. Calisma 6ncesinde olusturulan gruplar ve gruplarda yer alacak goniillii sayilari
asagidaki sekilde belirlendi: Grup I: Normal viicut kilosuna sahip ve diyabet olmayan 50
goniillii ile planlandi. Bu grup i¢in normal kilo araligi viicut kitle indeksi ile belirlendi.
Viicut kitle indeksi (BMI) 18,5-24,9 kg/m? arasinda olanlar bu gruba dahil edildi. Grup I1:
Viicut kilosu normal sinirlarin {izerinde olan kilolu ya da obez olarak siniflanan (BMI, 25-
39,9 kg/m?) ve diyabet hastaligi olmayan 50 goniilliiniin bu gruba dahil edilmesi planlanda.
Grup I11: Bu grupta viicut kilosu normal smirlarin iizerinde olan (BMI, 25-39,9 kg/m?) ve
ayn1 zamanda T2DM hastalig1 olan 50 goniillii alinmasi planlandi. Grup 1V: Bu grupta
viicut kilosu normal sinirlar iginde olan ve ayni zamanda T2DM hastalig1 olan 50 goniillii
alinmasi planlanda.

Yapilan planlamaya uygun olarak goniilliilerin belirlenmesi amaciyla Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklart Anabilim Dali Endokrinoloji Bilim Dali
tarafindan degerlendirilen ve T2DM tanisi alan hastalarla goriisiildii. Hastalara ¢alismanin
amact aciklandiktan sonra goniilli olup olmayacaklari soruldu. Goniillii olanlara
bilgilendirilmis olur formu okutulup anlamadiklar1 kisimlar tekrar agiklandiktan sonra
formu imzalayanlar goniillii olarak ¢alismaya dahil edildi. Bu goniilliller iginde T2DM
tanis1 alanlar diginda diyabet tanist almayan ancak viicut kilosu Grup II’ ye dahil etmek
lizere uygun olanlar ile de goriisiilerek bu grubun goniilliileri bu sekilde olusturuldu.

Goniilli toplama islemi 01.06.2011-01.08.2012 tarihleri arasinda gergeklestirildi. Bu
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donem igerisinde Grup I’ de 50, Grup II’ de 59, Grup 111’ de 89 ve Grup IV’ te 3
gonilli toplanabildi. Viicut kilosu normal sinirlarda olan ve ayni zamanda T2DM tanist
almig goniillii bulunmasinda ciddi sikinti yasandi ve Grup IV olarak adlandirdigimiz
calisma grubunda sadece 3 uygun olgu dahil edilebildi. Bu nedenle bu olgularin verilerine
istatistiksel analize dahil edilmemekle birlikte ham veri olarak tablolarda yer verildi.

Calisma Oncesinde gruplara alinacak goniilliiler i¢in dahil etme ve dislama kriterleri
su sekilde belirlendi: Diyabet hastalarini igermeyen Grup I ve Grup II i¢in T2DM tanisi
almamus, iskemik kalp hastaligi, periferik arter hastaligi, felg ve herhangi bir kronik
rahatsizlig1 olmayan saglikli bireyler ¢calismaya alindi. Grup I ve Grup Il ayriminda gruplar
icin belirlenen BMI araliklar1 kullanildi. Diyabet hastalarindan olusan Grup III ve Grup IV
icin T2DM tanis1 almis hastalar secildi. T2DM hastalarinin Grup III ve Grup IV’ e
dagitimi ise yine dnceden belirlenmig BMI araliklarina gore yapildi.

Hasta ve kontrol gruplarindaki goniilliillerden 10’ar ml periferik kan ornekleri
EDTA’ll vakumlu tiiplere ve jelli tiiplere alindi. Jelli tiipler santriflij edilerek serum
orneklerinin bir kismi gliserol ¢aligmalarinda kullanilmak {izere -20°C’de saklandi.
Gliserol diizeylerinin 6l¢iimii Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinda
serbest gliserol 6l¢iim kiti “Biovision Free Glycerol Assay Kit” (K630-100, BiovisionKit,
USA) kullanilarak Elisa yontemi ile yapildi. Kalan serum 6rnekleri ile Trakya Universitesi
Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinin Hormon biriminden hizmet alimi gergeklestirilerek
plazma insiilin diizeyleri belirlendi (33410, Backman Coulter, USA). EDTA’ © tiiplere
alinan kanlardan Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dalinin Molekiiler
laboratuvarinda DNA saflagtirma kiti (K11796828001, Roche, Almanya) kullanilarak
DNA’lar izole edildi. DNA’larin kalitesi %0.8’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek
gozlendi. DNA miktarlar1 Nanodrop ¢ihazi kulanilarak belirlendi. Elde edilen DNA’lardan
V59L (LightSnip rs4008659), A953G (LightSnip rs2989924), C43T (LightSnip
rs77284866) ve T279A (LightSnip rs 1867380) polimorfizmlerini belirlemek i¢in
“LightCycler FastStart” DNA “Master Plus HybProbe” kiti (03003248001, Roche,
Almanya) kullanildi. Amplifikasyonlar Real-Time-PCR cthazinda analiz edildi
(LightCycler:2.0 kanal 530, Roche, Almanya).

KULLANILAN KiMYASAL MALZEMELER
Agaroz (IB 70073, Biomax)
Borik Asit (11607,Riedel-dehaen)
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DNA Marker seti, 50b¢-100bg (Fermentas)

Etanol %100 (K39634183910, Riedel)

Etidyum Bromit (E1510, Sigma)
Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA) (E-1633, Sigma)
Magnezyum kloriir (R0971, Fermentas)

Proteinaz K (13624300, Roche)

KULLANILAN CIHAZLAR
Agaroz elektroforez tanki (Minicell Primo EC 320)
Derin dondurucu (AEG)
Dijital fotograf makinesi (Kodak Easy Share 2330)
Gii¢ kaynagi (EC-105)
Manyetik karistirici (Niive)
Otoklav (Heraeus)
Otomatik mikro pipetler (ISOLAB)
pH metre (Hanna)
Santrifiij (Allegra X-22R)
Terazi (Sartorius)
Thermal Cycler (Boeco TS-100)
Vorteks (VELP Scientifica)
Real-Time (LightCycler 2.0)

COZELTILER

10xTris Borat Elektroforez (TEB) Cozeltisi (1 litre) pH: 7.4
60.5 gr Tris
3.72 gr Na,EDTA.2H,0
30.85 gr borik asit

DNA IZOLASYONU

Hasta ve kontrol gruplarindan EDTA’11 tiiplere alinan 2 ml kan 6rneklerinden DNA
izolasyonu Roche firmasinin “High Pure PCR Template Preparation Kit”i kullanilarak
elde edildi (K11796828001 Roche, Almanya). Kiti icerigi Tablo 1 ‘de verilmistir.
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Tablo 5. DNA izolasyon kit icerigi (Roche Diagnostik-Almanya)

Kimyasal Miktar1 Icerigi

Binding (baglayici) tampon 20 ml 6 M guanidine-HCI, 10 mM fiire, 10 mM Tris-
HC1, %20 Triton X-100 (v/v), pH:4.4

Proteinaz K 90 mg Liyofilize proteinaz K

Inhibitér uzaklastirica 33ml 5 M guamdine-HCL, 20 mM Tris-HCI.
tampon pH:6.6

Yikama tamponu 20 ml 20 mM NaCl. 2 mM Tris-HCK pH:7.5
Eliisyon tamponu 40 ml 10 mM Tris, pH:8.5

Yukarida kit iceriginde verilen DNA izolasyon setinde bulunan Proteinaz-K, inhibitor
uzaklagtirict tampon, yikama tamponu DNA izolasyon kitinin prospektiisiinde verilen
bilgiler dogrultusunda iglemlere tabi tutuldu. Proteinaz K: Liyofilize proteinaz K'ya 4.5 ml
bidistile su eklendi ve ¢alisma giinline kadar 500'er pl'lik porsiyonlara ayrilarak -20°C'de
saklandi. Inhibitér uzaklastirict tampon: 33 ml tampona 20 ml mutlak etil alkol eklendi.

Yikama tamponu: 20 ml yikama tamponuna 80 ml mutlak etil alkol eklendi.

DNA izolasyon Protokolii
1. 1,5 ml ependorf tiipii i¢inde 200 pul EDTA’li tam kan, baglanma tamponu ve
proteinaz K karistirildi ve vortekslendi.
+70°C de 10 dk inkiibe edildi.
Tiipe 100 pl isopropanol eklendi, vortekslendi.
Karisim 6zel filtreli tiiplere alindi.
1 dakika 8.000 rpm’de santrifiij edildi. Filtreden gegen karisim atildu.
Filtreli tiipiin i¢ine 500 pl inhibitdr “uzaklastirma soliisyonu” eklendi.
1 dakika 8.000 rpm’de santrifiij edildi. Filtreden gecen karisim atildi.
Filtreli tlipiin i¢ine 500 ul yikama soliisyonu eklendi.

© 0 N o g > W DN

1 dakika 8.000 rpm’de santrifiij edildi. Filtreden gegen karigim atildu.
10. Ikinci kez filtreli tlipiin i¢ine 500 pl yikama soliisyonu eklendi.
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11. 1 dakika 8.000 rpm’de santrifiij edildi. Filtreden gegen karigim atildi.

12. Filtreli tiip bosaltildiktan sonra 10 saniye 12 000 rpm'de santrifiij edildi.

13. Filtreli tiip, yeni bir ependorf tiipii i¢ine yerlestirildi. 72 °C'de bekletilmis olan
eliisyon tampondan 200 pl, filtre tiipe pipetlendi.

14. 1 dakika 8000 rpm'de santrifiij edildi. Filtre tiipten ayrilan, saf DNA elde
edilmis oldu.
DNA miktarlar1t nanodrop cihazi kulanilarak belirlendi. DNA’larin kalitesi %0.8’lik

agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek gozlendi. Elde edilen DNA &rnekleri -20°C’de

saklandi.

SERUM GLISEROL DUZEYLERININ OLCULMESI

Serum gliserol diizeyler “Free Glycerol Assay kit” kullanilarak Elisa yontemiyle
olgiildii ((K630-100,Biovision,USA). Gliserol yiyeceklerde, igeceklerde, solventlerde,
eczacilik ve kozmetik iiriinlerinde yaygin olarak kullanmakradir. Arastirmalar i¢in gliserol
miktarmin tayinine ¢ok fazla ilgi duyulmaktadir. Olgiimde, renk (0=570 nm) ve 1s1nim
(EX/Em=535/587 nm) elde etmek i¢in probla reaksiyona giren gliserol enzimatik olarak
oksitlenir ve iriin elde edilir. Kit, gesitli 6rneklerdeki gliseroliin 50 pmol ve 10 nmol

araligini (yada 1-10000uM aralik) algilayabilir.

Reaktiflerin Hazirlanmasi

Gliserol Prob: Kullanmadan 6nce 220 pl susuz DMSO iginde ¢6ziildii. -20°C de
saklandi, 151k ve nemden korundu.

Gliserol enzim karisimi: 220 pl 6l¢tim tampon i¢inde ¢oziildii ve -20°C de saklandi
Gliserol Olgiim Protokolii:

a- Standart Egrisi Hazirlama:

Kolorimetrik 6l¢lim i¢in, ImM gliserol standardi olusturmak iizere 990 pl dlgiim
tamponu i¢ine 10 pl gliserol standardi eklendi ve iyice karistirildi. Her bir kuyuya
standartlar 0, 2, 4, 6, 8, 10 ul eklendi. Gliserol standartlar1 0, 2, 4, 6, 8, 10 nmol/kuyu
olusturmak i¢in herbir kuyu 6l¢iim tamponu ile 50 pl/kuyu hacme tamamlandi (Tablo 7)

b- Ornek Hazirlama: Test 6rnekleri 96 kuyuluk levha igine dlgiim tamponu ile final
hacim 50 pl/kuyu olacak sekilde hazirlandi.
c- Reaksiyon Karigimi: Orneklerin ve standartlarin sayilari icin yeterli reaktif

karigtirildi. Her bir kuyu igin, total 50 pl reaksiyon karigimi hazirlandi.
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46 pl dl¢lim tamponu
2 ul gliserol prob
2 ul gliserol enzim karigimi1

d- Standartlar1 ve ornekleri iceren her bir kuyuya reaksiyon karigimindan 50 pl
eklendi. Oda sicakliginda 30 dakika 1siktan korunarak inkiibe edildi.

e- Mikrotitre plaka okuyucusunda 570 nm OD de kolorimetrik 6l¢iim yapild: (Tablo
7)

f- Hesaplama: Tiim 6rnek okumalarindan O gliserol standart degeri ¢ikarilarak gercek
background eclde edildi. Standart egrisi ¢izdirildi (OD 570 nm veya floresans
okumalarma kars1 nmol). Ornek okumalar1 standart egriye uygulandi. Daha sonra
gliserol konsantrasyonu hesaplandi (Sekil 21).

C=Ga/ Sv nmol/pl yada Mm
Burada:
Ga, standart egrinin gliserol miktaridir.

Sv, 6rnek kuyularina eklenen 6rnek hacmidir. Gliserol molekiil agirligi 92.09 dur.

Tablo 6. Gliserol kit i¢erigi (Biovision)

Bilesenler K630-100 Kapak Kodu  Par¢a numarasi
Gliserol Ol¢iim Tamponu 25 mi WM K630-100-1
Gliserol Prob (liyofilize) 1 vial Kirmizi K630-100-2
Dimetilsiilfoksit (DMSO, Susuz) 0.4 ml Kahverengi K630-100-3
Gliserol Enzim Karisim (liyofilize) 1 vial Yesil K630-100-4
Standart Gliserol (100mM) 0.2 mi Sar1 K630-100-5
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Sekil 21. Gliserol standart grafigi.

PLAZMA INSULIN DUZEYLERININ OLCULMESI

Serum insiilin 6l¢iimleri “immunoassay sistem UniCel DxI 800 cihazinda yapildi
(Backman Coulter-USA). Ultrasensitive insiilin yontemi es-zamanli tek adim
immiinoenzimatik “Sandvich” analizidir. Ornek, fare monoklonal anti-insiilin fosfataz
konjugat1 ve fare monoklonal anti-insiilin antikor ile kaplanmis paramagnetik partikiiller
reaksiyon siiresince eklidir (Backman Coulter-7,8). Insiilin molekiiliinde farkli antijenik
bolgeler ile konjugat reaksiyona girerken solid fazdaki antikora serum ya da plazma
instilini baglanir. Reaksiyon kabinda inkiibasyondan sonra, yikama sirasinda bagli olmayan
materyaller uzaklastirilirken bagli olanlar manyetik alanla tutulur. Sonra “ lumi-Phos 530
kemiliiminesans substrat” kaba eklenir ve aciga ¢ikan 1s1ma luminometre ile ol¢iiliir. Isima
iiriinleri 6rnekteki insiilin konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Ornekteki analit miktari,

cok noktali kalibrasyon egrisinden yararlanilarak hesaplanir.

GERCEK-ZAMANLI POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU

Ger¢ek zamanli PCR hedef DNA'daki niikleotid dizisi bilinen AQP7 geninin
A953G ve V59L bolgeleri ile AQPY geninin T279A ve C43T boélgelerini iceren spesifik
primerler ile amplifiye edilerek polimorfizmlerinin tespit edilmesi amaciyla kullanildi.
Analiz denatiirasyon, amplifikasyon, “melting” erime ve “cooling” soguma olmak tizere
dort basamakta yapildi. Calismaya bagslarken Taq polimeraz, primer ve prob, dort gesit
deoksiriboniikleotid fosfat (ANTP), belirli derisimde magnezyum kloriir (MgCly) ve
tizerinde calisilacak DNA'dan olusan karisim hazirlandi (Tablo 8).
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Tablo 7. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PCR) Protokolii

15 Ornek (+1) I¢cin (10pl): Miktar

Saf su 104.0 pl

Prob Set 8.0 ul

Ana karisim 32.0 ul

Toplam 144.0 pl/16 = Her tiipe 9 pl

Denatiirasyon basamaginda sicaklik arttirildi ve DNA zincirindeki ntikleotidler
arasindaki baglar koparilarak amplifikasyon islemine hazir hale getirildi. DNA denatiire
edildikten sonra oligoniikleotid yapisindaki primerler sentezlenecek hedef bolgeyi
belirleyecek sekilde ayrilan DNA zincirlerine yapistilar. Termofilik bir bakteri olan
“Thermus aquaticus "dan saflastirilan Taq polimeraz enzimi yardimiyla belirlenen bolge
dort gesit AINTP kullanilarak sentezlendi. “Annealing” (uzama) adi verilen sentez islemi
sirasinda diziye uygun olarak sentezlenmis prob 5' ucu tarafina ve arada en fazla 5
niikleotidlik mesafe kalacak sekilde yerlesti. Amplifikasyon islemi ortalama 40-50 kez
tekrar edilerek yaklagik 2°°°° sayida iiriin elde edildi (Tablo 9).

Tablo 8. Denatiirasyon Programi

Dongii Program Verileri Deger
Dongii Sayisi 1

Analiz Modu Yok
Sicakhik Hedefi Segment 1
Hedef Sicaklik (°C) 95
Inkiibasyon Zamam 10:00
Sicaklik Degisim Hiz1 (°C/saniye) 20.0

Amplifikasyon i¢in “LightCycler FastStart DNA Master PLUS HybProbe” (Roche
Applied Science) kiti kullanildi. Amplifikasyonlar Ger¢cek zamanli PCR cihazi olan
“LightCycler2.0” cihazinda gergeklestirildi (Tablo 10,11).
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Tablo 9. Amplifikasyon Program

Dongii Program Verileri Deger

Dongii Sayisi 45

Analiz Modu Olgme

Sicakhik Hedefi Segment1l Segment2
Hedef Sicakhik (°C) 95 60
Inkiibasyon Zamam 0 20
Sicaklik Degisim Hiz1 (°C/saniye) 20.0 10.0
ikinci Hedef Sicaklik (°C) 0 0
Basamak Olciisii 0 0
Basamak Gecikmesi (Dongiilerde) 0 0

Tablo 10. Sogutma Program

Dongii Program Verileri Deger
Dongii Sayisi 1

Analiz Modu Yok
Sicakhik Hedefi Segment 1
Hedef Sicakhik (°C) 40
Inkiibasyon Zamam 30
Sicaklik Degisim Hiz1 (°C/saniye) 20.0
ikinci Hedef Sicaklik (°C) 0
Basamak Olgiisii 0.0
Basamak Gecikmesi (Dongiilerde) 0

Floresan boyalarla isaretli hibridizasyon problar1 ile floresan rezonans enerji
transferi (FRET) yontemi kullanildi. PCR reaksiyonu sirasinda ¢ogaltma islemi
gergeklestikce TagMan probdan salinarak serbest kalan FAM boyasi gergek zamanli PCR
cihazi tarafindan kaydedilerek her 6rnegin baslangi¢ konsantrasyonuna gore vermis oldugu
Ct degerleri yine cihaz tarafindan otomatik olarak hesaplandi. Cagalma Light Cycler 2.0

cihazinin bilgisayarindan ger¢ek zamanli olarak da izlendi. Floresans kanal ayarlari, F1/1

44



olarak kullanildi. Sonuglar Ligt Cycler 2.0 yazilim programi ile analiz edilerek
degerlendirildi.

Primer Dizinleri

LightSNIP rs 4008659 AQP7 (Roche Diagnostics), LightSNIP rs29889924 AQP7
(Roche Diagnostics), LightSNIP rs 77284866 AQP9 (Roche Diagnostics), LightSNIP
rs18673080 AQP9 (Roche Diagnostics) ) “simple probe “lar1 kullanildi.

Istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen verilerin analizinde sayisal degiskenler ortalama + standart
sapma olarak verildi. Tanimlayict istatistik sonuclar1 frekans ve ylizde degerleri olarak
ifade edildi. Ol¢iim degiskenlerinin normal dagilima uygunlugu Tek Ornek Kolmogorov
Smirnov testi ile degerlendirildi. Gruplar arasi karsilastirmalarda kantitatif degiskenlerde
parametrik olanlar icin ANOVA testi non-parametrik olanlar i¢in Kruskal-Wallis testi
kullanildi. Post hoc testlerde uygunluk durumuna gore Tukey testi veya Mann Whitney U
testi kullanildi. Kalitatif degiskenler ise Ki-kare testi ile degerlendirildi. AQP7 ve AQP9
polimorfizmlerinin gruplar arasindaki farkli frekanslarinin karsilastirilmasinda c¢apraz
tablolar ve ki-kare testleri kullanildi. Tiim istatistik analizlerde 0,05 ve daha kiigiik p

degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Calisma gruplariin demografik, antropometrik ve biyokimyasal 6zellikleri Tablo
1’de verilmistir. Calisma gruplarinin yas ortalamalari istatistiksel olarak anlamli derecede
farklilik gosterdi. Kontrol grubu en gen¢ grubu olustururken hem diyabet hem de obez
grup daha yasl calisma grubuydu. Gruplar arasinda cinsiyet dagilimi agisindan anlamli
fark saptanmadi. Grup 1 (Kontrol) ve Grup 2 (Obez) diyabet hastaligi olmayan bireylerden
olustugu i¢in ve Grup 3 (Diyabet + Obez) tamamen klinik ve laboratuar kriterler ile
dogrulanmis diyabet hastalarin1 kapsadigindan bu {i¢ grupta kan glukoz ortalamalar
beklendigi sekilde anlamli diizeyde birbirinden farkli bulundu. Grup 1 ve 2 kan glukoz
diizeyleri normal sinirlarda bulunurken Grup 3 kan glukoz diizeyi normalin iizerindeydi.
Benzer sekilde Grup 1 normal kilolu bireyleri, Grup 2 ve Grup 3 obez hastalar icerdigi
icin BKI ortalamalar1 da anlamli diizeyde birbirinden farkli bulundu. Calismanin ana
eksenini olusturan AQP7 ve AQP9 kanallar1 su yanisira gliserol gegisine de izin
vermektedir. Gruplarin gosterdigi polimorfizm 6zellikleri gz 6niinde bulundurulmadan
yapilan karsilastirmada kan gliserol diizeylerinde de anlamli derecede fark saptandi.
Yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) ve diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) diizeyleri ise
gruplar arasinda benzer 6zellikler gosterdi (Tablo 11).

Gruplar arasinda insiilin ortalamalarinin karsilastirilmasi, anlamh diizeyde farklilik
oldugunu gosterdi. Istatistik analiz sonuglarma gére en diisiik insiilin diizeyleri saglikli
kontrol grubunda goriiliirken Grup 2 ve Grup 3’te daha yiiksekti. Insiilin diizeylerindeki
yiiksekligin obeziteye bagl goriilen insiilin direncindeki artistan kaynaklanmis olabilecegi

diistinildii.
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Tablo 11. Calisma gruplarimin demografik, antropometrik ve biyokimyasal ozellikleri

KONTROL OBEZ T2DM+OBEZ P degeri
N=49 N=60 N=89
Yas, yil 36,6 +10,8 47,1 £10,5 53,7+8,5 <0,001
Cinsiyet, E/K 18/31 29/31 33/56 >0,05
BMI, kg/m? 22,7 +1,6 31,4 +4.,8 31,7+6,4 <0,001
Glukoz*, mg/dL 90,0 49,1 97,6 + 10,2 148,2 +66,2 <0,001
KOL, mg/dL 175,0 +36,7 196,8 +37,1 185,7+37,0 <0,02
TG, mg/dL 114,3 +65,1 150,8 £84,8 190,9 +100,1 <0,001
HDL, mg/dL 51,5+13,1 49,2 13,4 46,0 £12,6 >0,05
LDL, mg/dL 115,4 +33,0 132,6 + 34,8 124,5+ 35,4 >0,05
Gliserol,umol/mL 0,68 +0,28 0,79 +£0,38 0,97 +0,44 <0,001
insiilin, pIU/mL 7,21 46,61 13,71 +17,03 18,21+21,88  <0,001

Tiim veriler ortalama =+ standart sapma olarak verildi. Kisaltmalar: BMI, viicut kitle endeksi; KOL,
kolesterol; TG, trigliserid; HDL, yiiksek dansiteli lipoprotein; LDL, diistik dansiteli lipoprotein. *Aglik kan
sekeri

Yag dokusunda ifade edilerek dokudan gliserol ¢ikisini saglayan AQP7’nin A953G
ve V59L adlar verilen iki gen polimorfizmi incelendi. Bu polimorfizmlerin calisma
gruplar1 arasinda dagilimlar1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.
Calisma gruplarinda farkli AQP7 polimorfizmlerinin dagilimlar1 Tablo 12°de verilmistir.

AQP7 “promoter” bolgelerinde niikleotid degisimi ile saptanan A953G
polimorfizmi sonuglarma bakildiginda gruplart olusturan bireylerin %50-60’inda AG
genotipi goriiliirken, ikinci siklikta AA (yaklasik %25-30) ve ticiincii siklikta GG (yaklasik
%15) genotipleri goriildi. Calismada, AQP7 A953G genotiplemesi, erime pik “Melting
peak” sayist ve Tm dereceleri (°C) Tablo 13’ de gosterildi. Bu erime pik analizi sonucunda,
floresan siddetinin diisiisline neden olan sicaklik derecesine gore degerlendirilerek hastanin
o gen igin genotiplendirilmesi yapilmaktadir. Buna gére homozigot “wild” tip yiiksek
sicaklikta tek pik, homozigot mutant tip diisiik sicaklikta tek pik, ve heterozigot ise diisiik
ve yiiksek sicaklikta 2 pik olusturmasma gore 3 farkli genotip belirlenebilmektedir. Bu
asamada sicaklik yavas yavas 40°C’den 75°C’ye yiikselir. Hibridizasyon problariin DNA
zincirine hibridizasyonunu saglayan Tm dereceleri, SNP’nin var olup olmadiginin

belirleyicisidir.
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Tablo 12. Calisma gruplarinda farklh AQP7 polimorfizmlerinin dagilimlar:

KONTROL OBEZ T2DM+OBEZ
N=49 N=60 N=89
AQPT*
A953G
AA, n(%) 13(27,1) 16(28,6) 15(28,8)
AG, n(%) 28(58,3) 29(51,8) 29(55,8)
GG, n(%) 7(14.6) 11(19,6) 8(15,4)
V59L
CC n(%) 49(100) 48(99) 63(100)
GC n(%) 0(0) 1(1) 0(0)
GG n(%) 0(0) 0(0) 0(0)

*Polimorfizm ¢alismasina dahil edilen AQP7 ile ilgili 2 gen bolgesi (A953G ve VS9L) galisma gruplari
arasinda dagilimlar1 bakimindan istatistiksel anlamlilik gériilmemistir.

Tablo 13. AQP7 izlenen A953 genotiplemesi, Tm ve Pik sayilari

Genotip Erime Pik Sayisi Erime Pik Tm A Tm
Allel (G) 1 49,88 °C -
Heterozigot 2 49,88 °C + 58,76 °C 8,88 °C
Allel (A) 1 58,76 °C -

Gergek zamanli-PCR ile A953G’de elde ettigimiz bulgular; Tablo 3’de belirtilen
genotiplemelerin Tm ve erime pik sayilarinin goriintiileri, allel A (homozigot “wild” tip)
ve heterozigot Sekil 22°de, allel G (homozigot mutant tip) ve heterozigot Sekil 23’de
verildi.

AQP7 geninin A953G genotiplerinin Tm ve erime pik sayilarinin allel A, allel G ve
heterozigot degerlerinin gercek zamanli-PCR goriintiileri Sekil 24°de gosterildi. Sekilde de
goriildiigii gibi bir seferde g¢alisilan 6rneklerin (32 olgu) toplu bicimde grafigi alindigi
zaman en ¢ok AG geotipt goriiliirken ikinci siklikta AA ve en az GG genotipi elde

edilmistir.
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Sekil 22. AQP7 geninin (A953G) genotip 6rnegin erime egrisi (melting curve) ve
erime pikleri (melting peak) analiz sonucu. Sekilde hastanin ornekleri
(kirmaz1 ve yesil egriler) ile bir negatif kontrol (mavi egri) gosterilmistir.
Yesil egri ile gosterilen ornekte hem G hem de A allelinin varhgm
gosteren (AG heterozigot) 2 adet pik (PIK 1 ve PIK 2) elde edilirken,
kirmizi egride sadece A allelinin varhgmm gosteren 1 adet pik (PIK 2)
gorildii.

Melting Curves

3 B3

< 563

5 463

8 363

£ 263

163
ERiL
@ £ 44 4 43 s B2 R4 BE 53 B0 B2 B4 E6 B8 @0 72 74 76 73 80 @2 84
Temperature [*C)

= Melting Peaks

2 n37] Eis]

% 0.3%]

3 0276] )

g 0226] PIK1 pix2

EDW&

£ 07126

uE_U.U?Er

£ 02|

= 4z 4 4 48 B0 B2 B4 55 &%  EB) B2 B4 66 B8 w72 G 7@ @ ]

Temneral hure [°1°1
Sekil 23. AQP7 geninin (A953G) genotip ornegin erime egrisi (melting curve) ve

erime pik (melting peak) analiz sonucu. Sekilde hastanin ornekleri
(kirmaz1 ve yesil egriler) ile bir negatif kontrol (mavi egri) gosterilmistir.
Kirmiz: egride sadece G allelinin varhgim gosteren 1 adet pik (PIK 1)
goriiliirken, Yesil egri ile gosterilen 6rnekte hem G hem de A allelinin
varligim gosteren (AG heterozigot) 2 adet pik (PIK 1 ve PIK 2) elde
edilmistir.
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Sekil 24. AQP7 geninin (A953G) genotipinin erime pikleri analiz sonucu. Allel G
(PIK1), Allel A (PIK2) ve heterozigot AG (PIK1ve PiK2)

AQP7°nin A953G gen polimorfizmleri gruplar arasinda plazma gliserol ve insiilin
degerleri yoniinden karsilagtirildi. Plazma gliserol degerleri ¢alisma gruplar1 arasinda
karsilastirildiginda anlamli olarak farkli bulunmasia ragmen, bu karsilastirma A953G
polimorfizmleri temel alinarak farkli genotipler arasinda yapildiginda istatistiksel
bakimdan anlamli fark saptanmadi (Sekil 25). Bu sonug, A953G gen bolgesinin farkl
genotiplerini tasiyan bireylerde plazma gliserol diizeylerinin birbirine benzer oldugunu
gostermektedir. Diger bir deyisle, AQP7 kanalin1 kodlayan gen bdlgesinin farkli
genotiplerinin varliginin kanalin gliserol tasima islevinde bir farkliliga yol agmadigini ve
dolayisiyla gliserol diizeylerini etkilemedigini disiindiirmektedir.

Ayni sekilde plazma insiilin degerleri gruplar arasinda karsilastirildiginda Grup 2
ve Grup 3°’de Grup 1’e gore anlamli olarak yiiksek bulunmasina ragmen A953G
polimorfizmleri ile karsilastirildiginda istastiksel olarak fark saptanmadi (Sekil 26). Sekil 5
dikkatle incelendiginde Grup 3’de AA, GG ve AG alt gruplarinin insiilin ortalama
degerlerinin birbirinden farkli oldugu AA (homozigot “wild” tip) genotipi en yiiksek
instilin  degerleri gozikirken GG (homozigot mutant tip) ve AG (hoterozigot)
genotiplerinde daha diisiik insiilin degerleri goriildii. Bu farkliigin alt gruplarda BMI
farkliligindan kaynaklanabilecegi diisiincesi ile BMI bakimindan alt grup karsilastirmalart
yapildi. Bu karsilastirmalarda fark saptanmadi. Sonugta Grup 3’de insiilin degerlerindeki
farkliligin genotip ile iliskili olabilecegi diisiiniildii. Ancak, bunu test etmek icin daha

biiyiik calisma grubu ile ve farkli metodoloji ile planlama yapmak gereklidir.
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AQP7 A953G polimorfizm gruplarina gore
gliserol duizeyleri
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Sekil 25. AQP7 A953G polimorfizm gruplarina gore gliserol diizeyleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh bir fark saptanmadi.
Grup ici karsilastirmalarda Grup 1 p> 0,358, Grup 2 p>0,255, Grup 3
p>0,743.

AQP7 A953G polimorfizm gruplarina gore

insulin duzeyleri
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Sekil 26. AQP7 A953G polimorfizm gruplarina gore insiilin diizeyleri
karsilastirnildiginda istatistiksel olarak anlamh bir fark saptanmadi. Grup
ici karsilastirmalarda Grup 1 p> 0,716, Grup 2 p>0,386, Grup 3 p>0,129.

51



AQP7 geninin 2. gen bolgesi V5S9L genotiplemesi, erime pik say1 ve Tm dereceleri
(°C) Tablo 14’ de gosterildi. Tablodaki bilgiler 1s181nda allel C (homozigot “wild” tip) allel
G (homozigot mutant tip) ve heterozigot GC igermektedir. VS9L genotiplemesi ekson 4’de
347. C niikleotidinin yerine G (C->G) gelmesi sonucunda 59. pozisyonda 16sin yerine
valin aminosidinin gegmesine neden olur. AQP7 V59L polimorfizmleri bakimindan Grup
1 ve Grup 3’1 olusturan bireylerin tiimiinde (%100) CC genotipi saptanirken Grup 2’de
sadece bir bireyde GC genotipi, ve digerlerinin tiimiinde yine CC genotipi saptand1 (Sekil
27). V59L bakimindan katilimecilarin higbirinde GG genotipi saptanmadi.

Tablo 14. AQP7 izlenen V59L genotiplemesi, Tm ve Pik sayilari

Genotip Erime Pik Sayisi Erime Pik Tm A Tm
Allel (G) 1 49,43 °C -
Heterozigot 2 49,43 °C + 58,81 °C 9,38 °C
Allel (C) 1 58,81 °C -
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Sekil 27. AQP7 geninin (V59L) genotiplemesinin erime sicaklig1 (melting curve) ve
erime pikleri (melting peak) analiz sonucu. Sekilde hastanin érnekleri
(kirmuzi ve yesil egriler) ile bir negatif kontrol (mavi egri) gosterilmistir.
Yesil egri ile gosterilen ornekte hem G hem de C allelinin varhgini
gosteren (GC heterozigot) 2 adet pik (PIK 1 ve PiK 2) elde edilirken,
kirmizi egride sadece C allelinin varhgm gosteren 1 adet pik (PiK 2)
goriildii.
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AQP9 geninin iki gen bolgesi T279A ve C43T genotiplerinin polimorfizmlerinin

dagilimlar1 Tablo 15°de verilmistir.

Tablo 15. Calisma gruplarinda farklh AQP9 polimorfizmlerinin dagilimlar:

KONTROL OBEZ T2DM+OBEZ
N=49 N=60 N=89
AQP9*
T279A
GG n(%) 42(91,3) 19(95) 60(90,9)
AG n(%) 4(8,7) 1(5) 6(9,1)
AA (%) 0(0) 0(0) 0(0)
C43T
TT n(%) 48(100) 56(100) 84(100)
TA n(%) 0(0) 0(0) 0(0)
AA (%) 0(0) 0(0) 0(0)

*Polimorfizm calismasma dahil edilen AQPY ile ilgili 2 gen bolgesi (T279A ve C43T) nin calisma gruplari
arasinda dagilimlar1 bakimindan istatistiksel anlamlilik goriilmemistir.

T279A genotiplemesi AQP9 geninin 50874. G niikleotidinin yerine A (G>A)
gelmesi sonucunda 279. pozisyonda treonin yerine alanin aminoasidinin ge¢gmesine neden
olur. T279A polimorfizmi agisindan bakildiginda her ii¢ grupta da olgularin biiyiik
cogunlugu GG (%90-95) genotipini gosterdi. GA (%5-10) genotipi daha az sayida goriildii.
AA genotiplemesi ise ii¢ ¢aligma grubunun higbirinde yani ¢alisilan toplam 198 bireyin
hi¢birinde saptanmadi. AQP9 geninin V279A gen polimorfizmi icin elde ettigimiz
genotiplemelerin Tm ve erime pik sayilarinin goriintiileri, Sekil 28’de gosterildi. AQP9
geninin (T279A) genotiplemesinin erime pik analiz sonucu 2 hasta ve 1 kontrolde
gosterilmistir. 1ki hastanin &rnekleri mavi ve agik yesil egriler ile ve negatif kontrol mor
egri gosterilmistir. Agik yesil egri ile gosterilen 6rnekte hem A hem de G allelinin varligin
gosteren (AG heterozigot) 2 adet pik (PIK 1 ve PIK 2) elde edilirken, mavi egride sadece
G allelinin varligim gésteren 1 adet pik (PIK 2) gériildii.
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AQP9 geninin (T279A) genotiplemesinin egrime pik (melting peak) analiz
sonucu.Sekilde hastanin ornekleri (mavi ve acik yesil egriler) ile bir negatif
kontrol (mor egri) gosterilmistir. Acik yesil egri ile gosterilen 6rnekte hem
A hem de G allelinin varhgm gosteren (AG heterozigot) 2 adet pik (PiK 1
ve PIK 2) elde edilirken, mavi egride sadece G allelinin varhigim gésteren 1
adet pik (PIK 2) goriildii.

AQP9 geninin T279A gen polimorfizmleri gruplar arasinda plazma gliserol ve

instilin degerleri yoniinden karsilastirildi. Plazma gliserol degerleri gruplar arasinda

anlamli olarak farkli bulunmasina ragmen T279A polimorfizmleri ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 29). Ayni sekilde insiilin degerleri ile
karsilagtirildigin da fark bulunamadi (Sekil 30).
Tablo 16’da ger¢ek zamanli-PCR ile T279A polimorfizminin belirtilen

genotiplemelerin Tm ve erime pik sayilarmin goriintiileri verildi. Tablodaki bilgiler

1s1g1inda allel G (homozigot “wild” tip), allel A (homozigot mutant tip) ve heterozigot AG

icermektedir.
Tablo 16. AQP7 izlenen T279A genotiplemesi, Tm ve Pik sayilari

Genotip Erime Pik Sayisi Erime Pik Tm A Tm
Allel (G) 1 57,94 °C -
Heterozigot 2 57,94 °C + 64,47 °C 6,53 °C
Allel (C) 1 64,47 °C -

C43T polimorfizmi bakimindan ise ¢aligilan tiim bireylerin TT genotipi gosterdigi

gorildii. Bu durum calisma gruplarina dahil edilen birey sayisinin nispeten kiiglik

olmasindan kaynaklanabilir.
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AQP9 T279A polimorfizm gruplarina gore
gliserol diizeyleri
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Sekil 29. AQP9 T279A polimorfizm gruplarina gore gliserol diizeyleri
karsilastirnldiginda istatistiksel olarak anlamh bir fark saptanmadi.
Grup ici karsilastirmalarda Grup 1 p> 0,054, Grup 2 p>0,795, Grup 3
p>0,354.

C43T bolgesine ait polimorfizmlerde ise c¢alisilan tiim bireylerde sadece TT
saptanirken TA ve AA polimorfizmleri {i¢ ¢alisma grubunun da hicbir bireyinde
saptanmadi. Gergek zamanli-PCR ile C43T’de elde edilen bulgularin Tm ve erime pik

sayilarinin goriintiileri Tablo 17°de gosterildi.

Tablo 17. AQP9 geninin VC43T genotiplemesi, Tm ve Pik sayilar:

Genotip Erime Pik Sayisi Erime Pik . Tm A Tm
Allel (G) 1 59,88 °C -
Heterozigot 2 59,88 °C + 66,21 °C 6,33 °C
Allel (T) 1 66,21 °C -
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AQP9 T279A polimorfizm gruplarina gore
insulin diizeyleri
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Sekil 30. AQP9 geni T279A polimorfizm gruplarina gore insiilin diizeyleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh bir fark saptanmadi. Grup
ici karsilastirmalarda Grup 1 p> 0,339, Grup 2 p>0,099, Grup 3 p>0,517.

Sonugta ¢aligma gruplart arasinda AQP9 geninin T279A ve C43T
polimorfizmlerinin dagilimi bakimindan anlamli fark saptanmadi. Bu bulgular AQP7
geninin A953G ve V59L gen polimorfizmleri ile AQP9 geninin T279A ve C43T
polimorfizmlerinin obez, obez+T2DM ve non-obez+non-T2DM gruplarda farkli dagilima

sahip olmadigini gostermektedir.
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TARTISMA

Bu ¢alismada, obez ve/veya diyabet hastalarinda AQP7 geninin A953G ve V59L
genotipleri ile AQP9 geninin T279A ve C43T genotipleri, obezitesi ve diyabet hastaligi
olmayan kontrollerden farkli dagilim gostermedi. Yag dokusunda AQP7 ifadesinin diger
dokulardan daha fazla oldugu, ayrica testis, epididim, gastrointestinal kanal, iskelet kasi,
kalp, bobrek ve i¢ kulakta da bulundugu gosterilmistir (9,46,61). insan AQP9 ifadesinin de
karaciger, l0kosit, akciger ve dalakta mevcut oldugu gosterilmistir (4,13). Obezite,
gelismis tllkelerde olduk¢a yaygin olarak goriilen, ¢evresel ve genetik faktorlerin etkiledigi
multifaktoriyel bir hastaliktir. Halen diinyada 250 milyon obez yetigkin ve en az 500
milyon da kilolu insan bulundugu tahmin edilmektedir. Obez ve kikolu vakalarin
prevalansindaki bu artisin nedeni olarak, beslenmede yiiksek enerjili besinlerin tiiketilmesi,
giinliik kisisel islerde ve mesleki aktivitelerde harcanan enerjinin azalmasi goriilmektedir.
DSO verilerine gore fazla kilo ve obezite, Avrupa'daki yetiskinlerde T2DM vakalarinin
%80'inden, iskemik Kkalp hastaliklarinin %35'inden ve hipertansiyonun %55'inden
sorumludur ve her yil 1 milyondan fazla 6liime neden olmaktadir (2,30). Yetiskin
erkeklerde viicut agirliginin ortalama %15-20'sin1, kadinlarda ise %25-30'unu yag dokusu
olugturmaktadir (29,30). Erkeklerde ve kadinlardaki yag dokusu oranlar1 ortalamasi
asildiginda kiloluluk, daha da artmas1 durumunda obezite s6z konusudur (27,32).

T2DM, karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinin bozukluklar ile karakterize
bir hastaliktir. DSO’ye gére 2025 yilinda diinyada 300 milyon kisiyi etkileyecegi tahmin
edilmektedir. Bu hastalikta pankreasin B hiicrelerinde insiilin hormonu salgist normal veya

normalden yiiksek olabilir, ancak periferik insiilin kullaniminda direng varligi s6z
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konusudur (5,6). Obezite ve T2DM hastaliklarinda artmis morbidite ve mortalite riskine
yol acan metabolik degisiklikler obez kisilerin yag dokularinda ortaya ¢ikan fonksiyonel
degisikliklerle de iliskilendirilmektedir (4,62). Yag dokusunun bir endokrin organ olarak
fonksiyon gosterdigi ve farkli metabolik yollarin diizenlenmesinde rol oynadigini gosteren
bulgular giderek artmaktadir. Enerji homeostazinin stirekliligi i¢in yag dokusu aglik aninda
enerji desteginde Oonemli rol oynar ve uzun aclik hallerinde bireyin hayatta kalmasina
katkida bulunur. Bunu da TG’leri hidrolize ederek ¢ok kisa bir siirede dolagima serbest yag
asidi ve gliserol kazandirarak gergeklestirir (63). Ancak gilinlimiizde, 6zellikle endiistriyel
iilkelerde yasam tarzi degisiklikleri ile birlikte besin aliminin artmasi ve egzersiz eksikligi
asir1 yag birikimine sebebiyet vermektedir (64-66). Bu sosyo-¢evresel degisiklik, genelde
metabolik sendromlar olarak kabul edilen diabet, hiperlipidemi, hipertansiyon ve
ateroskleroz gibi yasam tarzi kaynakli rahatsizliklara hem sebep olmakta hem de bunlari
arttirmaktadir. Bu alandaki giincel arastirmalar gostermektedir ki, metabolik sendromlarin
patogenezi, yag dokusu yap1 bozuklugu ile eslestirilmektedir (67,68). Gliserol iiretimi ve
gliseroliin  yag dokusundan karacigere aktarimi, glukoz homeostazinin anahtar
diizenleyicisidir. Gliseroliin yag dokusundan karacigere aktarimi, yag dokusunda AQP7 ve
karacigerde AQP9 kanallarinin ifadelerinin koordine diizenlenmesi ile saglanmaktadir
(10,69). Aglik durumunda, yag dokusunda lipoliz ve karacigerde glukoneogenez baslar.
Lipoliz esnasinda plazma insiilinin azalmasi ve artmis katekolemin uyarisiyla yag
dokusunda gliserol tiretimi hizli bir sekilde artar. Transkripsiyon ve translokasyon olaylari
sonucunda yag dokusu ic¢inde depo edildigi vezikiillerde paketli duran AQP7 hiicre
membranina hareket eder. Hiicre membrani ile kaynasarak gliseroliin hiicre disina
salinmasin1 saglar. AQP7 gliserol kanalinin hiicre i¢i ozmotik basingtaki ani artisi
engelledigi bilinmektedir (4,70). Beslenme doneminde ise, besin alimi sonrasi artan
plazma insiilini, yag dokusunda lipolizin lipogeneze doniismesini saglar. GLUT4 yag
dokusu plazma membranina transloke olur ve hiicre i¢ine glukoz alinmasi ile yag dokusu
AQP7 mRNA seviyeleri besin alimi sonrasi azalir (8,71). Karacigerdeki AQP9 ifadeleri de
dolagimdaki gliserol konsantrasyonlarinin azalmasi sebebiyle baskilanir (4,72,73).

Miranda ve ark. (10,69) gliserol metabolizmasini ve metabolik bozukluklar1 da
inceleyen ¢alismalarinda yag dokusu AQP7 ve karaciger AQP9 ifadelerinin diizeyleri
arasinda pozitif korelasyon bulmuslardir. AQP9 kanalinin karacigerdeki tek gliserol kanali
oldugu diisiintilmektedir. (14,74,75). Yapilan ¢alismalar daha ¢ok AQP7 ve AQP9’un gen

ifadeleri incelenmesi seklindedir. Prudente ve arkadaslar1 (76) obezite ve obeziteyle iliskili
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metabolik bozukluklarin gliserol kanali AQP7 geninin A953G polimorfizmlerini
incelemislerdir. Bilgilerimize gore bu tez calismasinda ele alman AQP7 geninin V59L
genotip polimorfizmi ile AQP9 geninin T279A ve C43T genotipleri polimorfizmlerinin
obez ve T2DM’lu olgularda incelenmesi literatiirde bir ilktir. AQP7 geninin promotor
bolgelerinde niikleotid degisimi ile saptanan A953G polimorfizmi i¢in AA, AG ve GG
genotiplerinin sikligi Grup 1’de AA 13 (%27,1), AG 28 (%58,3) ve GG 7 (%14.6). Grup
2’de AA 16 (% 28,6), AG 29 (%51,8) ve GG 11 (%19,6). Grup 3°de AA 15 (%28,8), AG
29 (% 55,8) ve GG 8 (%15,4) olarak bulundu. V59L polimorfizmleri bakimimdan Grup 1
ve Grup 3’1 olusturan bireylerin tiimiinde (%100) CC genotipi saptanirken Grup 2’de
sadece bir bireyde GC genotipi, ve digerlerinin tiimiinde yine CC genotipi saptandi. V59L
bakimindan katilimcilarin hi¢birinde GG genotipi saptanmadi. AQP7 geni i¢in tanimlanan
her iki bolgenin polimorfizmlerinin ¢alisma gruplart arasinda dagilimlart bakimindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. incelenen ikinci gen bolgesi AQP9’a ait
T279A ve C43T genotiplerinin polimorfizimlerine bakildi. T279A ile ilgili en ¢ok GG
(%90-95) polimorfizmi bulunurken AG (%5-10) ise ¢cok daha az siklikta bulundu. AA
polimorfizmi ise ii¢ ¢aligma grubunun hicbirinde yani c¢alisilan toplam 198 bireyin
hicbirinde saptanmadi. C43T bolgesine ait polimorfizmlerde ise calisilan tiim bireylerde
sadece TT genotipi saptanirken TA ve AA genotipleri {i¢ ¢alisma grubunun da higbir
bireyinde saptanmadi. Sonucta c¢alisma gruplarn arasinda AQP9 T279A ve C43T
polimorfizmlerinin dagilimi1 bakimindan anlamli fark bulunamadi.

Ceperuelo-Mallafre ve ark. (74) asirt obez kadinlar ile yaptigi caligmada gliserol
plazma diizeyleri ve AQP7 mRNA ifadelerini anlamli derecede diisiik bulunmus. Fakat
dolasimdaki gliserol ve AQP7 gen ifadesi arasinda bir korelasyon bulunamamistir.
Beslenme sonrasi, plazma insiilin konsantrasyonu artar. AQP7 ve AQP9 genlerinin
diizenleyici bolgelerinde negatif IRE araciligi ile yag dokusuna spesifik AQP7 ve
karacigere spesifik AQP9 ifadeleri baskilanir. Ilging bir sekilde, insiilin direnci olan obez
db/db farelerde hiperinsiilinemi olmasina ragmen yag dokusunda AQP7 ve karacigerde
AQP9 ifadelerinin arttigi gozlenmistir (8). Insiilin direnci olmasi durumunda bu
akuaporinlerin ifadelerinin artmasi yag dokusunda IRS-1 aracili azalmis insiilin sinyali ve
hepatositlerde IRS-2 ile uyarilmis insiilin sinyalinin azalmasi neden olabilir (50). AQP7
ifadesinin artmasi plazma gliserol konsantrasyonunun artmasina neden olur. Dolagimdaki
gliserol konsantrasyonunun artmast AQP9 ifadesinin artmasina ve hepatik glukoz

tiretimine neden olmaktadir (50). Caligmamizda gruplarin gosterdigi polimorfizm
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Ozellikleri g6z Oniinde bulundurulmadan kan gliserol ve insiilin degerleri karsilastirildi.
Gliserol diizeyleri Grup 2 (Obez) ve Grup 3 (DM+Obez) de Grup 1 (Kontrol)’e gore
anlamli derecede yiiksek bulundu. Benzer sekilde Grup 1°de normal degerlerde plazma
insiilin diizeyleri goriiliirken Grup 2 ve Grup 3’te daha yiiksek degerlerde bulundu. Grup 2
ve Grup 3’de gliserol ve insiilin degerlerinde ki artisin obeziteye bagli goriilen instilin
direncindeki artistan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniildii. Bu sonuglar Rodrigez ve
arkadaglarinin (50) calismasini desteklemektedir. Yiiksek plazma insiilin diizeyleri insiilin
direncinin varlhigi ile bereber AQP7 ve AQP9 ifadelerinin arttigini diisiindiirmektedir.
Mevcut bulgular obezitede ve T2DM hastaliginda, yag dokusuna 6zgii AQP7 ve karacigere
Ozgii AQP9 ifadelerinin diizenlenmesinde bozulma olabilecegini diisiindiirmektedir.
Prudente ve ark. (76) tarafindan yapilan ¢alismada AQP7 geninin promoter bdlgesinde
A953G tek niikleotid degisim polimorfizmleri saptanmis ve AQP7 promoter bolgesinde
A953G genotipinin 977 kafkasyalida T2DM ile iliskili oldugu gosterilmistir.

-953G varyanti tasiyan Kkisilerin yag dodukarinda AQP7°nin daha az ifade oldugu
bulunmustur. Bununla da obezite riskinin 6zellikle T2DM’lerde arttirdigi gozlenmistir.
BMI XG (AG+GG) lerde AA disilerden daha yiiksek seviyede bulunmustur (76).
Calismamizda Plazma insiilin degerleri gruplar arasinda karsilastirildiginda Grup 2 ve
Grup 3’de Grup 1’e gore anlamli olarak yliksek bulunmasmma ragmen A953G
polimorfizmleri ile karsilastirildiginda istastiksel olarak fark saptanmadi. Ancak sonuclar
dikkatle incelendiginde obez ve diyabetik olgularin bulundugu Grup 3’de AA, GG ve AG
alt gruplarinin insiilin ortalama degerlerinin birbirinden farkli oldugu AA(homozigot
“wild” tip) genotipi en yiiksek insiilin degerleri goriilirken GG (homozigot mutant tip) ve
AG (heterozigot) genotiplerinde daha diisiik insiilin degerleri goriildii. Bu farkliligin alt
gruplarda viicut kitle indeksi farkliligindan kaynaklanabilecegi diisiincesi ile BMI
bakimindan alt grup karsilasgtirmalar1 yapildi. Bu karsilagtirmalarda fark saptanmadi.
Sonugta Grup 3’de insiilin degerlerindeki farkliigin genotip ile iligkili olabilecegi
diisiiniildii. Ancak, bunu test etmek icin daha biiyiik ¢alisma grubu ile ve farkli metodoloji
ile planlama yapmak gereklidir.

Ek olarak, yag dokusunda AQP7 mRNA igeriginin dlgliimii ve transfekte hiicrelerde
isleve yonelik calismalar, -953G varyanti i¢in biyolojik bir rolii agik¢a desteklemektedir.
-953G varyantt C/EBP-DNA baglanmasimi azaltarak (bdylece AQP7 promoter
transkripsiyon aktivitesi bozulur) AQP7 ifadesini negatif yonde diizenlemektedir (11,77)
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Insan AQP7 gen mutasyonlar1 160 Japon goniilli de incelenmistir. Bu
popiilasyonda; li¢ ¢esit missense mutasyon (yanlis anlam mutasyonu) tanimlanmuistir;
R12C (a C — T akson 3 teki 206 niikleotidindeki degisim N-terminal sitoplazmik
bolgesindeki 12 pozisyonundaki sistin ile argininin degisimine yol agmistir) 1 kisi. V59L
(a G — C akson 4 teki niikleoit 347 deki degisim 1. ¢ift tabaka-genisleme bolgesinde
bulunan 59 pozisyondaki 16sin ile valinin degisimine yol agmistir) 13 kisi. G264V (a G —
T ekson 8 deki niikleoit 963 teki degisim 6. Cift tabaka-genisleme alaninda bulunan 264
pozisyondaki valin ile glisinin degisimine yol ag¢mistir): 6 kisi. Xenopus oksitlerin
kullanildig1 fonksiyonel analizler gostermektedir ki, R12C veya V59L mutant proteinler de
su ve gliserol gecirgenligi devam etmesine karsin G264V mutant proteininin bulundugu
oositlerinde bozuluma ugramaktadir. G264V mutasyonu altinct ¢ift tabaka-genisleme
alaninda bulunmaktadir. Bununla beraber, Japon popiilasyonunda G264V’ nin homozigot
mutasyonu bulunan kisilerde obezite ve diyabet gézlemlenmemistir (74). Arastirmacilar
deneysel olaral olusturulan AQP7 geni silinmis (AQP7-KO) fareler gelistirmis ve analiz
etmislerdir (52,70). Esit kosullar altinda, AQP7-KO fare aclik durumunda WT’den daha
diisiik plazma ve portal gliserol konsantrasyonlar1 gostermis. Ozellikle yag dokusunu
etkileyen ve lipolizi arttiran B3-adrenerjik agonist uygulanmasi; AQP7-KO farelerde
bozulmus plazma gliserol degerleri ile sonuglanirken hem “wild” tip de hem de AQP7-KO
farelerde plazma serbest yag asidi degerleri normal bulunmus. Erken yaslarda “wild” tip ile
AQP7-KO farlerin viicut agirlig1 arasinda bir fark yok iken 12 haftalik olduklarinda AQP7-
KO fareler obez olmaya basladiklar1 goriilmiis (4,77). Buna ek olarak, AQP7-KO fareler
de obezite ile iliskili olarak instilin direnci goriilmiistiir (48).

Diger yandan, lipoliz esnasinda yag dokusunda TG’in hidrolizi ile agiga ¢ikan
gliserol direkt olarak portal ven ile karacigere AQP9 yoluyla alinir ve glikoneojenez
substrat1 olarak kullanilir. AQP9 ifadesinin karacigerdeki tek gliserol kanali oldugu
diisiniilmektedir ve glukoz homeostazinda onemli bir role sahiptir (14,70,78). AQP9
mRNA seviyesi aglik durumunda artar ve besin alimi ile azalir (51). Besin alimi sonrasi
tokluk durumunda, insiilin varligi AQP9 ifadesini baskilarken insiilin direnci varliginda,
hiperinsiilinemiye ragmen AQP9 ifadeleri ¢cok fazla artar. Bu da hepatik glukoneogenez
icin gliserol tiiketiminde artigina neden olur.

Catalan ve arkadaslarmin (12) yaptigi calismada obez diyabetik (OB T2DM)
hastalarin karacigerinden elde edilen AQP9 mRNA ifadeleri obez normoglisemik (OB NG)
ve obez bozulmus glukoz toleransi olan (OB IGT) kisilerin mRNA ifadeleri ile
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karsilastiritlmis. OB T2DM’lu olgularda karacigere spesifik AQP9 ifadelerinde anlamli
diizeyde azalma goriilmiis. Bu azalma, hipergliseminin daha da artigina izin vermemek igin
hepatik glukoz tiretimini durdurmak amaciyla karacigere gliserol girisinin azaltilmasi ile
aciklanabilir. Bu bulgular, obezite ve T2DM’da sirastyla yag dokusunda gliserol salinimi
kolaylastiran ve hepatositlere gliserol girisini azaltan diizenleme mekanizmalariin
varligini yansitiyor olabilir (12,79-81).

Son zamanlarda, AQP9 geni silimis (AQP-KO) fareler gelistirilmis ve analiz
edilmistir (46,72). AQP9—/—fare AQP9+/— kiyaslandiginda plazma gliserol ve trigliserit
seviyelerinde onemli derecede artis gortermis. AQP9—/—fareler obez ve T2DM tiirtindeki
(Leprdb, obezite ve T2DM’a neden olan leptin reseptdér mutayonu ile leptin fonksiyon
eksikligi) Lepr®®/Lepr®™ fareleriyle ¢aprazlamislar. Lepr®/Lepr®™ AQP9—/— farelerinin kan
glukoz seviyeleri, 3 saat aglik sonrasinda Lepr®®/Lepr® AQP9+/— farelerinden daha diisiik
bulunmus. Bu da AQP9 gen ifadesinin hepatik gliserol ve glukoz metabolizmasinda 6nemli
bir rol oynadigini gostermisir (72,82-84).

Bu tez ¢alismasinin biitgesinin sinirli, kullanilan problarin ve kitlerin maliyetlerinin
yiiksek olmasi nedeniyle Grup1’°de 49, Grup 2’de 60, Grup 3’te 89 kisi ile ¢alisilabilmistir.
Elde edilen sonuglar AQP7 geninin A953G ve V59L gen polimorfizmleri ile AQP9
geninin T279A ve C43T polimorfizmlerinin obez, obez+diyabetik ve non-obez+non-
diyabetik gruplarda farkli dagilima sahip olmadigi bulunmustur. Bundan sonraki
planlayacagimiz calismalar, farkli polimorfizimleri de igeren fazla sayida kiside ve
mekanizmay1 agiklamaya yonelik olacaktir. Bu sayede AQP7 ve AQP9 su kanallarindaki
polimorfizm farkliliklariin  obezite ve DM hastaliklarinin  gelisimine katkisini

aciklayabilecegimize inanmaktay1z.
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SONUCLAR

Trakya Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji Anabilim Dalinda
gergeklestirilen, obez ve diyabetik hastalarda AQP7 geninin A953G ve V59L genotipleri
ile AQP9 geninin T279A ve C43T genotiplerinin polimorfizmlerinin arastirildigi bu
calismada elde edilen veriler 1518inda asagidaki sonuglara ulasilmistir.

1. Calisma gruplarinin yas ortalamalar istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik
gosterdi. Kontrol grubu en geng grubu olustururken hem diyabet hem de obez grup daha
yash calisma grubuydu. Ug grupta kan glukoz ortalamalar1 beklendigi sekilde anlamli
diizeyde birbirinden farkli bulundu. Grup 1 ve 2°de kan glukoz diizeyleri normal sinirlarda
bulunurken Grup 3’te kan glukoz diizeyi normalin iizerindeydi. Benzer sekilde Grup 1
normal kilolu bireyleri, Grup 2 ve Grup 3 obez hastalar1 i¢erdigi icin BMI ortalamalar1 da
anlamli diizeyde birbirinden farkli bulundu. Gruplarin gosterdigi polimorfizm 6zellikleri
gdz Onlinde bulundurulmadan yapilan karsilastirmada plazma gliserol ve insiilin
diizeylerinde de anlaml derecede fark saptandi. Istatistik analiz sonuglarma gore en diisiik
gliserol ve insiilin diizeyleri saglikli kontrol grubunda goriliirken Grup 2 ve Grup 3’te
daha yiiksekti. Bu farkliligin obeziteye bagli goriilen insiilin direncindeki artistan
kaynaklanmig olabilecegi diisiniildii. Yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) ve diisiik
dansiteli lipoprotein (LDL) diizeyleri ise gruplar arasinda benzer 6zellikler gosterdi.

2. Calismanin ana eksenini olusturan AQP7 ve AQP9 kanallar1 su yanisira gliserol
gecisine de izin vermektedir. Yag dokusunda ifade edilerek dokudan gliserol c¢ikisini
saglayan AQP7’nin A953G ve V59L iki gen bolgesine ait polimorfizmler incelendi. AQP7
“Promoter” bolgelerinde niikleotid degisimi ile saptanan A953G polimorfizmi sonuglarina

bakildiginda gruplari olusturan bireylerin %50-60’mmda AG genotipi goriiliirken, ikinci
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siklikta AA (yaklasik %25-30) ve tiglincii siklikta GG (yaklasik %15) genotipi goriildii.
Gruplar arasinda anlamli fark bulunamadi. AQP7’nin A953G gen polimorfizmleri gruplar
arasinda plazma gliserol ve insiilin degerleri yoniinden karsilastirildi. Plazma gliserol
degerleri calisma gruplar1 arasinda karsilastirildiginda anlamli olarak farkli bulunmasina
ragmen, bu karsilastirma A953G polimorfizmleri temel alinarak farkli genotipler arasinda
yapildiginda istatistiksel bakimdan anlamli fark saptanmadi. Bu sonu¢ AQP7 kanalini
kodlayan A953G gen bdlgesinin farkli genotiplerinin varliginin kanalin gliserol tagima
islevinde bir farkliliga yol agmadigin1 ve dolayisiyla gliserol diizeylerini etkilemedigini
disiindiirmektedir. Aynmi  sekilde Plazma insiilin  degerleri gruplar arasinda
karsilagtirildiginda Grup 2 ve Grup 3’de Grup 1’e gore anlamli olarak ytliksek bulunmasina
ragmen A953G polimorfizmleri ile karsilastirildiginda istastiksel olarak fark saptanmadi.
Veriler dikkatle incelendiginde Grup 3’de AA, GG ve AG genotiplerinin insiilin ortalama
degerlerinin birbirinden farkli oldugu AA(homozigot “wild” tip) genotipi en yiiksek insiilin
degerleri goziikiirken GG (homozigot mutant tip) ve AG (hoterozigot) genotiplerinde daha
diisiik insiilin degerleri goriildii. Bu farkliligin alt gruplarda viicut kitle indeksi
farkliligindan kaynaklanabilecegi diisiincesi ile BMI bakimindan alt grup karsilagtirmalari
yapildi. Bu karsilagtirmalarda fark saptanmadi.

3. AQP7 geninde calisilan 2. genotipleme V59L polimorfizmleri bakimindan Grup 1
ve Grup 3’1 olusturan bireylerin tiimiinde (%100) CC genotipi saptanirken Grup 2’de
sadece bir bireyde GC genotipi, ve digerlerinin tiimiinde yine CC genotipi saptandi. VS9L
bakimindan katilimecilarin higbirinde GG genotipi saptanmadi. Gruplar arasinda anlamli
fark bulunamadi.

4.  AQP9 geninin T279A ve C43T genotiplerinin polimorfizmleri incelendi. T279A
polimorfizmi agisindan bakildiginda her ii¢ grupta da olgularin biiyiik cogunlugu GG
(%90-95) genotipini gosterdi. GA(%5-10) genotipi daha az sayida gorildi. AA
genotiplemesi ise li¢ c¢alisma grubunun higbirinde yani ¢alisilan toplam 198 bireyin
higbirinde saptanmadi. AQP9 geninin T279A polimorfizmleri gruplar arasinda plazma
gliserol ve insiilin degerleri yoniinden karsilastirildi. Plazma gliserol ve insiilin degerleri
gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulunmasina ragmen T279A polimorfizmleri ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.

5. (43T polimorfizmi bakimindan ise ¢aligilan tiim bireylerin TT genotipi gosterdigi
gorildii. Bu durum calisma gruplarina dahil edilen birey sayisinin nispeten kiigiik

olmasindan kaynaklanabilir.
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Bu sonuglar AQP7 geninin A953G ve V59L genotiplerine ait polimorfizmleri ile
AQP9 geninin T279A ve C43T genotiplerine ait polimorfizmlerinin mevcut olgularda

obezite ve T2DM varlig ile iligkili olmadigini disiindiirmektedir.
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OZET

Yag dokusu ve karaciger arasinda gliserol tasinmasinda meydana gelecek
degisiklikler T2DM ve/veya obezite gelisiminde 6nemli rol oynayabilir. Bu ¢alismada, yag
dokusundan gliserol ¢ikisini saglayan AQP7 ile karacigere gliserol girisini saglayan AQP9
kanallarinin polimorfizmleri arastirilmistir. Etik onay alindiktan sonra ¢aligma hakkinda
bilgi verilerek goniilli olur formunu imzalayanlardan ti¢ grup olusturuldu: GRUP 1,
diyabeti olmayan ve normal kilolu bireyler (n=49; E/K, 18/31; ortalama yas, 3610 yil),
GRUP 2, diyabeti olmayan obez bireyler (n=60; E/K, 29/31; ortalama yas, 47+10 y1l) ve
GRUP 3, T2DM tanis1 almig ve ayni zamanda obezitesi olan bireylerden (n=89, E/K,
33/56; ortalama yas, 53+8 yil) olustu. Alinan vendz kan 6rneklerinde insiilin, gliserol, kan
lipid profili 6lgimlerine ek olarak ger¢ek zamanli PCR ile AQP7 igin 2 bolge (V5IL “rs:
4008659” ve A953G “rs:2989924”) ve AQPY icin 2 bolge (C43T “rs:77284866” ve
T279A%* 1s:1867380) genotiplerinin polimorfizmleri c¢alisildi. AQP7 ve AQP9
polimorfizmlerinin dagilimlar1 bakimindan ¢alisma gruplar1 arasinda anlamli fark
saptanmadi. Istatistiksel analiz sonucunda {i¢ grupta insiilin ve gliserol diizeyleri anlaml
derecede farkli bulundu (GRUP 1, 2 ve 3 icin sirasiyla ortalama+SE olarak insiilin
degerleri 7,21+0,94; 13,71+£2,20 ve 18,21+2,32; p<0,001; gliserol degerleri 0,68+0,04;
0,79+0,05 ve 0,97+0,05; p<0,001). Plazma gliserol ve insiilin degerleri A953G ve T276A
polimorfizmleri temel alinarak farkli genotipler arasinda yapildiginda istatistiksel
bakimdan anlamli fark saptanmadi. Bu sonucglar, AQP7 ve AQP9 su/gliserol
kanallarindaki g¢alismada tanimlanan farkli polimorfizmlerin T2DM ve/veya obez olan

hastalarda kontrol grubuna kiyasla dagilimlarinin farkli olmadigini géstermis ve AQP7 ve
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AQP9 kanallarindaki bu polimorfizmlerin T2DM ve obezite fizyopatolojisinde rol

oynamadigini diistindlirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Aquaporinler, diabetes mellitus, obezite, polimorfizm,

polimeraz zincir reaksiyonu.
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GENE POLYMORHISMS OF WATER AND GLYCEROL
CHANNELS AQUAPORIN 7 AND 9 IN OBESE AND/OR DIABETIC
PATIENTS

SUMMARY

The changes that may occur during glycerol transport between adipose tissue and
liver can play an important role in the development of diabetes or obesity. In this study, the
polymorphisms of AQP7 that provides glycerol release from adipose tissue and AQP9 that
provides glycerol entry into liver were investigated. After ethical approval, as giving the
information about the study, three groups are created by people who signed the informed
consent form. Group 1; the individuals that have no diabetes and that have normal weight
(n=49; E/K, 18/31; average age, 36+10 year), Group 2, the individuals who have no
diabetes but obesity (n=60; E/K, 29/31; average age, 47+10 year) and Group 3, the
individuals who diagnosed T2DM and at the same time have obesity (n=89, E/K, 33/56;
average age, 53+8 year). At the venous blood samples insulin, glycerol, blood lipid levels
were measured. Polymorphisms of AQP7 in 2 locations (V59L “rs: 4008659 and A953G
“rs:2989924””) and AQP9 in 2 locations (C43T “rs:77284866” and T279A rs:1867380”)
were studied. Polymorphisms of AQP7 and AQP9 were similar in study groups. At the end
of the statistical analysis among 3 groups, levels of insulin and glycerol are found
significantly different (Group 1,2,3 mean insulin values as+SE, 7,21+0,94; 13,714+2,20 and
18,21+2,32; p<0,001; glycerol values 0,68+0,04; 0,79+0,05 and 0,97+0,05; p<0,001).
Considering the polymorphisms of A953G and T276A, plasma glycerol and insulin levels
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were similar in different genotypes. These results suggest that polymorphisms of AQP7

and AQP9 were not associated with pathophysiology of obesity or diabetes.

Key Words: Aquaporins, diabetes mellitus, obesity, polymorphism, polymerase

chain reaction.
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