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MTNRIB Geni Niikleotit Polimorfizmlarinin Nonalkolik Yagh Karaciger
Hastah@1 Etyopatogenezi Ile Iliskisi

Ogrencinin Adi: Demet Y1lmaz
Damismani: Dog. Dr. Fatih Eren

Anabilim Dal: Tibbi Biyoloji ve Genetik AD

1. OZET

Amagc: Genis bir spektruma sahip olan Non-alkolik yagh karaciger hastaligi
(NAFLD); basit yaglanma, steatoz, fibroz olusumu ile bazi ileri vakalarda siroz ve
hepatoseliiler karsinomay1 kapsayan bir hastalik grubudur. NAFLD gelisimi insiilin
direnci, tip 2 diyabet (T2D), obezite ve metabolik sendrom ile yakindan iliskilidir.
Non-alkolik steatohepatit (NASH) NAFLD’1n ileri evre bir hastaligidir. Melatonin
reseptor 1B (MTNRIB) geninin T2D gelisiminde giiclii bir aday gen oldugu iyi
bilinmektedir. Bu gene ait rs1387153 (C/T), rs2166706 (C/T) ve rs10830963 (C/G)
polimorfizmleri artmis aglik glikozu (hiperglisemi), azalmis insiilin salinimi ve T2D
riski ile iliskilendirilmistir. Bu ¢alismayla NASH’li hastalarda NAFLD etyolojisinde
etkili olan komponentlerle iliskilendirilmis MTNR1B geni polimorfizmlerinin NASH
gelisimi ve klinik 6zellikleri ile olasi iliskisini aragtirmay1 amaglamaktayiz. Gereg ve
Yontem: Calismamiza yas ve cinsiyet eslestirilmis 100 biyopsi kanitli NASH hastas1
ve 100 saghkli kontrol birey dahil edilmistir. Litaratiirde ilk kez MTNRIB
rs1387153 (C/T), rs2166706 (C/T) ve rs10830963 (C/G) polimorfizmlerine ait
genotipleri tek bir reaksiyonda tespit eden miiltipleks tek baz uzatma paneli
(Multiplex - Single Base Primer Extension, SBE) dizayn edilmistir. Bulgular: Hasta
ve kontrol gruplarinda MTNR1B polimorfizmlerine ait genotip ve allel frekanslar1
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir. Ayrica NASH’in
histolojik, demografik ve klinik alt gruplar1 arasinda da herhangi bir iliski
gozlenmemistir. Sonuglar: MTNRIB’daki mevcut polimorfizmlerin  NASH
komponentleri ile iliskili olmasma ragmen hastaligin patogenezinde rol oynamadigi
gosterilmistir. Ancak bu calisma MTNR1B’nin NASH ile iligkisinin sorgulandigi ilk
aragtirmadir. Bu nedenle bu bulgularin ve gene ait diger polimorfizmlerin farklh

cografi ve etnik daha genis gruplarda ¢alisilarak test edilmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: NASH, T2D, MTNR1B, Polimorfizm, Multipleks SBE
1



The Association of MTNR1B Gene Nucleotide Variations with the
Etiopathogenesis of Non-Alcoholic Fatty Liver Disease

Researcher: Demet Yilmaz
Advisor: Dog. Dr. Fatih Eren

Department: Medical Biology and Genetics

2. SUMMARY

Aim: Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) has a broad range spectrum
comprised of simple steatosis, steatohepatitis, fibrosis formation. In some severe
cases of NAFLD may lead to cirrhosis and hepatocellular carcinoma. NAFLD
development is closely associated with insulin resistance, type Il diabetes (T2D),
obesity and metabolic syndrome. Non-alcoholic steatohepatitis (NASH) is a severe
form of NAFLD. Melatonin receptor 1B (MTNR1B) gene has known to be a strong
candidate gene for T2D development. MTNR1B polymorphisms [rs1387153 (C/T),
rs2166706 (C/T) and rs10830963 (C/G)], were associated with decreased insulin
release, elevated fasting glucose and increased risk of type 2 diabetes. We purposed
to investigate potential relationship with MTNR1B polymorphisms to NASH
development and clinical features in this study. Methods: 100 biopsy-proven NASH
patients and 100 age and gender-matched controls were enrolled in our study. For the
first time in the literature, multiplex single base primer extension (Multiplex SBE)
panel was designed to detect MTNR1B polymorphisms in one reaction. Results:
Genotype and allele frequencies of MTNR1B polymorphisms were not significantly
different between case and controls. They were also not found to be associated with
histological, demographic and clinical subgroups of NASH. Conclusion: Although
MTNR1B polymorphisms are related to NASH components, they appears not to be
involved in pathogenesis of NASH. But this study is the first investigation of
examining the association of MTNR1B with NASH. Therefore, these findings and
other MTNR1B polymorphisms should be tested in the larger study groups in the

different geographic area and ethnic populations.

Keywords: NASH, T2D, MTNR1B, Polymorphism, Multiplex SBE



3. GIRIS VE AMAC

NAFLD, enfeksiyon ve alkol kullanimi olmaksizin karacigerde asir1 yag
birikmesi ile karakterize bir hastalik spektrumudur. Bir NAFLD grubu hastaligi olan
NASH, hepatositlerde balonlagsma, Mallory cisimcikleri ve inflamasyon ile basit
steatozdan ayrilir. Insiilin direnci, T2D, obezite ve metabolik sendrom NAFLD

gelisimine etki eden komponentlerdir.

Melatonin mevsimsel ve sirkadiyen ritmin diizenlemesinde rol oynar ve etkisini
G-protein bagli plazma membran reseptorleri araciligiyla gdosterir. Melatonin
reseptorlerinden biri olan MTNRI1B pankreatik B hiicrelerinde G inhibitér (Gi)
protein araciligi ile insiilin salinimini azaltirken, Gq proteini araciligi ile insiilin
salmmmmi artirir. Insiilin salinimi {izerindeki etkisi gdz oniine alinrsa MTNR1B
geninde meydana gelebilecek fonksiyon kaybi1 veya kazanct durumu T2D
patogenezine katki saglar. Yapilan ¢alismalarla MTNR1B geni rs1387153 (C/T),
rs2166706 (C/T) ve rs10830963 (C/G) polimorfizmlerinin artmis aglik glikozu ve
T2D ile iligkilendirilmis olmasi; muhtemelen NAFLD etyopatogenezinde de rol
oynayabilecegini  diisiindiirmektedir. Nitekim MTNRIB polimorfizmlerinin

olusturdugu etki NAFLD etyopatogenizdeki insiilin direncine benzemektedir.

Ayrica NAFLD’l1 hastalarin %15-20’sinde T2D goriilmektedir. Dolayisiyla
inslilin salimimminda meydana gelen bozulmalar hepatik yaglanmaya yol agarak
hastaligt NASH’e gétiirebilir. Bu yiizden insiilin mekanizmasini olumsuz yonde
etkileyebilecek bu polimorfizmlerin, hepatik yaglanmay1 da olumsuz yonde etkileme
olasilig1 vardir ve bu polimorfizmlerin NASH gelisiminin klinik o6zellikleri ile

muhtemel baglantis1 arastirilmalidir.

Bu ¢alismada, NASH’li hastalarda MTNR1B genindeki polimorfizmlerin tespit

edilmesi ve bu polimorfizmlerin NASH ile iliskisinin arastirilmasi amaglanmustir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1 NASH

Non-alkolik yagl karaciger hastaligi (NAFLD), enfeksiyon ve alkol kullanimi1
olmaksizin mikroskobik incelemede karacigerdeki yag damlaciklar1 igeren
hepatositlerin %5’ten fazla olmasi seklinde tanimlanabilir (Boga, 2014; Engin ve
Engin, 2017). NAFLD, obez ve diyabetik bireyler arasinda yaygm goriiliir; fakat bu
hastaliklara sahip olmayan bireylerde de goriilebilen bir durumdur. Genis bir
spektruma sahip olan NAFLD; basit yaglanma, steatoz ve sonrasinda hastaligm ileri
formu olan steotohepatite doniisebilir. Bu hastalik NAFLD’1n ciddi bir formu olup
fibroz, siroz ve hepatoseliiler karsinoma gibi ciddi komplikasyonlara sahiptir
(Benedict ve Zhang, 2017). NAFLD gelisiminde rol oynadigi bilinen temel
komponentler insiilin direnci, tip 2 diyabet (T2D), obezite ve metabolik sendromdur.
Hatta bazi kaynaklarda NAFLD’ 1n metabolik sendromun hepatik ayagini temsil ettigi
soylenir (Reccia ve ark., 2017). NAFLD spektrumu igerisinde NASH’i basit
yaglanmadan ayiran en Onemli kriterler hepatositlerde balonlasma, Mallory
cisimcikleri ve inflamasyondur (Benedict ve Zhang, 2017). Basit steatoz vakalarinin
%20-30"u NASH’e ilerler (Reccia ve ark., 2017).

4.1.1 NASH Etyopatogenezi

NASH patogenezi ¢ift vurus olarak adlandirilan hipotez ile aciklanir. ilk vurus;
hareketsiz yasam, yagdan zengin diyet, obezite, insiilin direnci ve hepatositlerde yag
birikimini igerirken, ikinci vurug NASH progresyonunu artiracak fibrogenez ile ilgili

inflamatuvar olaylar1 aktive eder (Benedict ve Zhang, 2017).

NASH gelisiminde ilk vurus sistemik bir insiilin direncinin ortaya ¢ikmasidir.
Insiilin direnci, hepatositlerde serbest yag asitlerinin (FFAs) birikmesine sebep olur.
Bunu da hem adipositlerde lipolizi artirip hepatositlere daha fazla serbest yag asidi

alinmasina neden olarak hem de hepatositlerde de novo lipogenezi (DNL) artirarak
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yapar. Insiilin direnci, insiiline duyarli hiicrelerin (miyosit, adiposit, hepatosit)
insiiline karst duyarliligmi yitirmesidir. Yapilan calismalarda karacigerdeki yag
icerigi ile insiilin duyarlilig1 arasinda ters bir iliski oldugu bulunmustur (Engin ve
Engin, 2017). Normal sartlarda insiilin hiicre zarinda bulunan insiilin reseptorii (IR)
aracilig1 ile insiilin reseptor substrati (IRS) aktive eder ve devaminda sirasi ile
fosfotidil inozitol 3-kinaz (P13K) ve protein kinaz B (PKB) aktive edilerek glikoz
transportlar1 araciligi ile hiicre igine glikoz alinimi saglanir (Pessayre ve Fromenty,
2005). Hareketsiz yasam, artmis yag birikimi ve mitokondriyal bozukluklar sonucu
insiilin direnci gelisir ve insiilin varligina ragmen IRS, Jun N terminal kinaz (JNK)
tarafindan fosforilasyona ugratilarak baskilanir. Bunun sonucunda hiicre i¢ine glikoz
alimi azalir (Reccia ve ark., 2017). Azalmis glikoz alimindan dolayr serumdaki
glikoz seviyesi yiiksek kalir. Pankreatik B hiicreleri bu durumu diizeltebilmek i¢in
insiilin salmimini artirarak hiperinsiilinemi gelismesine sebep olur (Pessayre ve
Fromenty, 2005). Normal sartlarda insiilin, adipositlerde hormon duyarl lipazi
(HSL) baskilayarak lipolizi engeller. Insiilin direnci durumunda HSL inhibe olmadig1
icin lipoliz ve dolagima salman serbest yag asidi seviyesi artar. Buna bagh olarak
karacigere yag asidi alimi artar (Reccia ve ark., 2017). Serumdaki artmis glikoz ve
insiilin iki farkli yoldan hepatositlerde serbest yag asidi sentezini artirir. Insiilin,
sterol diizenleyici eleman baglama protein 1¢ (SREBP-1c, sterol regulatory element-
binding protein) iizerinden DNL artirir (Sekil 1). SREBP-1c, malonil-CoA’nin asir1
olarak sentezlenmesine neden olur. Malonil-CoA lipogenezin substrat1 oldugu igin
FFA sentezini artirirken Ote yandan B oksidasyonun regiilasyonunun bozulmasina
sebep olur. Ciinkii artmigs FFA’e karsilik peroksizom proliferator-aktive reseptor
(PPARaq, peroxisome proliferator-activated receptor alpha) aktivasyonu ile karnitin
palmitoil transferaz-1 (CPT-I, carnitine palmitoyltransferase 1) miktar1 artar ve
inhibitdrii olan malonil-CoA” ya kars1 afinitesini kaybeder. Boylece lipogenezin yani
sira B oksidasyon da artmis olur (Reccia ve ark., 2017; Benedict ve Zhang, 2017).
Yine serumda artmig olan glikoz ise karbonhidrat-duyarli element baglayict protein
(ChREP, carbohydrate-responsive element-binding protein) izerinden DNL’yi artirip
hepatositlerde FFA birikimine neden olur (Engin ve Engin, 2017). Serumdaki artmis

glikoz, instilin ve FFA hepatositleri olumsuz etkiler.
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Sekil 1: Serumdaki artmig glikoz ve insiilinin hepatositler {izerindeki etkisi (Pessayre

ve Fromenty, 2005. Sekil yazilar1 Tiirkgelestirilmistir)

Ikinci vurus ise inflamasyon ve bazi vakalarda fibrozis gelisimini igererek,
NASH’e progresyonunu artirir. inflamasyon ve fibroz gelisiminden oksidatif stres,
lipotoksite, mitokondriyal bozukluklar ve tiimor nekrozis faktér (TNFa, tumor
necrosis factor alpha) gibi sitokinler sorumludur (Boga, 2014; Engin ve Engin,
2017).

Hepatositlerde depolanan yagin kaynagi adipositlerden lipoliz yoluyla dolasima
gecen FFA ile hepatositlerde ki DNL’ dir. Karacigerdeki yag asitlerinin miktari,
hepatik yag asidi alimi ve alinan yag asitlerinin tiiketilmesi ile dengede tutulur.
Hepatositlere alman FFA’i ya mitokondriyal B oksidasyona ugratilirlar ya da diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) seklinde karacigerden uzaklastirilirlar. Ancak yag
asitlerinin LDL seklinde uzaklastirilmasinin NAFLD’da azaldig1 goriiliir (Engin ve
Engin, 2017; Reccia ve ark., 2017). Diger taraftan uzun zincirli FFA, CPT-I
araciligiyla matrikse almirlar ve burada B oksidasyona ugratilarak asetil-CoA’lara
pargalanip trikarboksilik asit dongiisiine (TCA) katilirlar. Bu dongiide NADH ve
FADH?2 olusur ve bunlarin elektronlar1 (e-) solunum zincirine aktarilir. Sitokrom c

oksidaz araciligi ile e- lar oksijen ve protonlar ile birleserek su olustururken,

6



protonlar (H+) intermembran bosluga gecer ve ATP {iretmek i¢in ATPsentaz

araciligi ile tekrar matrikse girerler (Pessayre ve Fromenty, 2005).

Artmis yag asiti yiikiinden dolay1 hepatositlerde yag oksidasyonu artar. Artan f3
oksidasyondan dolay1 solunum zincirine yiiksek miktarda elektron girisi olur ve bu
elektronlarin komplekste birikmesi sonucunda reaktif oksijen tiirevleri (ROS) artar.
Karacigerdeki mitokondriyal B oksidasyonun yami sira, serbest radikal iiretimini
artiran olaylar; lipitlerin peroksidasyonu, hiperinsiilemi ve uzun zincirli yag
asitlerinin peroksizomlar tarafindan [ oksidasyona ugratilmasidir (Boga, 2014;
Reccia ve ark., 2017). Tiim bunlarin sonucunda artmis ROS’a karsilik yetersiz kalan
antioksidant kapasitesi NASH progresyonunda kritik rol oynar (Engin ve Engin,
2017; Pessayre ve Fromenty, 2005).

NASH progresyonuna etki eden diger bir faktor ise lipotoksisitedir. Doymus ve
trans yag asitlerinin lipit metabolizmasina zit etkisi vardir. Bunlar karacigerde
lipotoksiteden dolay1 inflamasyonu artirtyor olabilir. Doymus yaglar, endoplazmik
retikulum (ER) stresini uyarir ve bu da hiicresel disfonksiyon ve apoptoza sebep olur

(Reccia ve ark., 2017).

Son olarak mitokondriyal disfonksiyonu elde aldigimizda; NASH’li hastalarda
mitokondriyal solunum zincir kompleksi aktivitesinin onemli derecede azaldigi
goriilmektedir. Bu da bize mitokondriyal disfonksiyonun da NASH gelisiminin
onemli bir unsuru oldugunu agik¢a gosterir (Pirola ve ark., 2012). Bozulmus
solunum zincir aktivitesinin yani sira NASH’li hastalarda sismis mitokondri ve
bozuk beta oksidasyon goriliir. Karacigerde oksitadif stres, inflamatuvar kaskati
tetikler ve karaciger hasarmna yol acar. ROS aracilikli hiicre hasari, DNA zarari, FFA
oksidasyonu hiicre membraninin biitiinliigiiniin bozulmasma sebep olur ve

proinflamatuvar sitokinler salinir (Reccia ve ark., 2017).

Karacigerde, inflamatuvar sitokinler Kupffer ve hepatik yildizs1 hiicreleri
tarafindan salinir ve hiicre 6liimi, inflamasyon ve fibrozu tetikler (Reccia ve ark.,
2017). TNFa, mitokondriyal membran permabilazyonunu artirarak sitokrom c’nin

intermembrana salinimma yol agar ve apoptoza sebep olur (Engin ve Engin, 2017).



Apoptoz, kompleks bir siirectir ve NASH gelisiminde c¢esitli faktorler (ER stresi,
ROS olusumu, lizozomal ve mitokondrial disfonksiyonlar) ekstrinsik ve intirisik
yolaklar iizerinden apoptoza sebep olur. Karacigerde apoptoz, inflamasyonu baslatir.
FAS ve FAS ligant etkilesimi ve TNF o ve reseptorii apoptozta gorevli olan
kaspazlar1 uyararak apoptoza sebep olurlar (Reccia ve ark., 2017; Pessayre ve
Fromenty, 2005).

Apoptoz gelisimini takiben dokularda fibroz olusumu goézlenir. Fibrozdan
sorumlu dnemli sitokinlerden biri TGF-B’dir. TGF- karacigerde, Kuppfer ve yildizs1
hiicrelerinden salinir. TGF-B, yildizs1 hiicrelerini miyofibroblast benzeri hiicrelere
dontistiirerek Tip I kollajen sentezini artirarak fibroz gelisimini baglatir.
Adipositlerden salinan Leptin hem Kuppfer ve yildizs1 hiicrelerini uyararak TGF-f
sentezini hem de yildizs1 hiicreleri araciligi ile dogrudan kolajen olusumunu artirir

(Boga, 2014).

4.2. Melatonin Reseptor 1B ve Pankreatik p Hiicreleri Uzerine Etkisi

Melatonin, pineal bezden salman bir hormondur. En iyi bilinen goérevi
mevsimsel ve sirkadiyen ritmi diizenlemektir. Pinealositlerde melatonin sentezinin
ilk basamagi triptofanin serotonine doniistiiriilmesidir (Sekil 2). Daha sonrasinda
arilalkilamin N asetiltransferaz  (AANAT, Aralkylamine N-Acetyltransferase)
serotinini asetiller. Asetillenmis serotonin (N asetilserotonin), asetilserotonin O-
metiltransferaz (ASMT, Acetylserotonin O-Methyltransferase) tarafindan melatonine
dontstirilir (Mulder ve ark., 2009; Emet ve ark., 2016; Chang ve ark., 2016).
Melatonin etkisini, G-protein bagli plazma membran reseptorleri tizerinden gdsterir

(Zhang ve ark., 2014; Mulder ve ark., 2009).

Melatoninin gece boyunca yiiksek olan ekspresyonu giindiiz diismektedir.
Insiilin seviyesine bakildiginda ise tam tersi bir durum sdz konusudur. Insiilin
seviyesi gece boyunca diisiiktiir ve bu da kismen de olsa insiilinin, melatonin
tarafindan kontrol edildigini diisiindirmektedir. Melatonin bu kontrolii, melatonin
reseptor aracilig ile insiilin salinimini inhibe ederek yapar. Melatonin reseptorleri

bir¢ok dokuda eksprese olur. Bunlardan biri de pankreas adaciklaridir. Pankreatik 3
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hiicrelerinde melatonin reseptorleri (Melatonin reseptdr 1A, MTNR1A ve Melatonin
reseptor 1B, MTNRIB) G inhibitér (Gi) protein araciligi ile hiicre igerisindeki
adenilat siklazi inhibe ederek cAMP seviyesinin diismesine yol agar. cAMP’nin
seviyesindeki bu azalis pankreatik B hiicrelerinde insiilin salinimmn azalmasi ile

sonuclanir (Mulder ve ark., 2009; Ekmekcioglu, 2006).

MTNR1B geni, 11 kromozomun uzun kolun (11g21-22)’da lokalize olmus, G-
protein bagl reseptor ailesinin bir iiyesidir. Fonksiyonel ve yiiksek afiniteli bir
melatonin reseptorii kodlamaktadir (Zhang ve ark., 2014). 2 adet ekzonu vardir ve
363 amino asit igerir. Niikleotit sekanst MTNRI1A ile %60 homolojiye sahiptir.
MTNR1B hem siklik adenozin monofosfat (CAMP)’1 inhibe ederek hem de guanilat
(siklik guanozin monofosfat, cGMP) olusumunu inhibe ederek insiilin salinimini
engeller (Emet ve ark., 2016; Miissig ve ark., 2010). Melatonin pankreatik [
hiicrelerinin membraninda bulunan reseptorlerine (MTNR1A ve MTNRIB)
baglandiginda Gi proteini araciligi ile adenilat siklazi baskilayarak cAMP olusumunu
engeller (Sekil 2). Adenilat siklazin baskilanmasi sonucu hiicre igerisinde cAMP
seviyesi azalir ve buna bagl olarak protein kinaz A inaktif formda kalarak, kalsiyum
kanallarindan hiicre i¢cine Ca2+ giriginin azalmasina neden olur. Tiim bunlarin
sonucunda pankreatik B hiicrelerinden insiilin salinimi azalir. Ayrica MTNRI1B,
nitrik oksitin (NO) uyardigi ¢cGMP olusumunu da engeller ve buna bagli olarak
protein kinaz G inaktif formda kalir. Bu durumda da kalsiyum kanallarindan hiicre
icine Ca2+ girisini azaltarak pankreatik B hiicrelerinde insiilin saliniminin azalmasina
sebep olur. MTNRIA ve MTNRI1B’nin insiilin salinimi {izerindeki inhibe edici
etkisinin yani sira, Gq proteini araciligi ile insiilin salinimini artirict etkisi de vardir.
MTNRIA ve MTNRIB, Gq proteini aracili1 ile fosfolipaz C’yi uyararak inositol
trifosfat (IP3) ve diagil gliserol (DAG) seviyelerini artirir. IP3, ER’den hiicre
icerisine Ca2+ salmimini artirrken, DAG ise protein kinaz C’yi aktive eder ve tiim

bunlarmn sonucunda pankreatik B hiicrelerinden insiilin salinimi artar (Mulder ve ark.,

2009; Sharma ve ark., 2015; Chang ve ark., 2016).

Yapilan caligmalarda Klonal B hiicrelerinde melatoninin ¢cAMP olusumunu
inhibe ettigi ve  MTNRIB nin asir1 eksprese oldugu durumda cAMP yanitinin

geciktigi yapilan c¢aligmalar ile gosterilmistir. Farelerde yapilan caligsmalarda
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MTNR1B nin knockout edildigi durumda langerhans adaciklarinda glikoza verilen
insiilin yanitmin daha giiclii oldugu goriilmistiir (Mulder, 2017). MTNR1B nin
antagonistigi olan Luzindole ile melatoninin B hiicrelerindeki insiilin saliimini

inhibe edici etkisinin ortadan kaldirabildigi gosterilmistir (Miissig ve ark., 2010).
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Sekil 2: Pankreatik B hiicresinde melatonin yolagi (Chang ve ark., 2016. Sekil

yazilar1 Tiirk¢elestirilmistir)

4.2.1 MTNRI1B ve Tip II Diyabet iliskisi

2009 yilinda yapilan genom boyu iliski ¢aligmalar1 (GWAS) sonucunda hem
Avrupali hem de Asyali bireylerde T2D ile iligkilendirilen ortak lokuslar
bulunmustur. Bunlardan biri olan MTNRI1B geni T2D gelisiminde giiglii bir aday
gendir (Garaulet, 2015). Ayrica aglik glikozu diizeyi tizerine etkisi olan tek aday
gendir. MTNR1B polimorfizm; rs1387153 (C/T), ve rs2166706 (C/T) artmus aglik
glikozu (hiperglisemi) ve T2D riski ile iliskilendirilmistir, bir diger MTNRIB
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polimorfizmi olan rs10830963 (C/G) ise bahsetmis oldugumuz risklerin yaninda
azalmig insiilin saliimu ile de iliskilendirilmistir (Miissig ve ark., 2010; Arikoglu ve
Kaya, 2015). Bu ozellikler ile iliskilendirilmis olan rs2166706 ve rs1387153
MTNRI1B geninin 5° UTR bolgesinde, rs10830963 ise intronl bolgesinde lokalizedir
(Miissig ve ark., 2010).

Bu genetik polimorfizmlerin T2D gelisimini nasil etkiledigi su sekilde
aciklanabilir. MTNRIB geninde Gq ile etkilesim kaybma yol acan genetik
polimorfizmler nadir goriiliir ve kodlanan bolgede meydana gelen degisiklige bagl
olarak tiim hiicrelerde genin ekspresyonunu bu yonde etkiler. Buna 6rnek olarak
normalde MTNRI1B reseptorii Gq ikincil haberci iizerinden insiilin salinimini
artrrmast  beklenirken fonksiyon kaybettirici polimorfizmler nedeniyle Gq
aktivasyonunun ve dolayisiyla da insiilin salmiminin azalmasina neden olmaktadir.
Fonksiyon kazandiran genetik polimorfizmlerde ise kodlanmayan bolgelerde
degisiklikler meydana gelir ve bu bdlgeler metilasyon seviyesi, kesim (splicing) ve
kromatin yapisin1 degistirerek gen regiilasyonunu etkiler. Fonksiyon kaybettirici
polimorfizmlerin aksine kazandiricilar Gi ikincil haberci lizerinden insiilin salinimini
azaltic1 etkisini kuvvetlendirirler. Boylelikle MTNRIB reseptorii ile aktiflesen ve
etkileri farkli olan iki yolak {izerinden de insiilin salinimi baskilanmis olur. Bu
nedenle her iki yolaga etki eden polimorfizmlerin incelenmesi 6nemli bir husustur
(Sekil 3). Fonksiyon kaybettirici etkininin gorildiigii bu yolak hiicre veya doku
spesifik ger¢eklesmektedir. Bu nedenle aslinda MTNRIB geninin 5° UTR
bolgesinde yer almasma karsin rs10830963 polimorfizminin neden B hiicrelerinde
inslilin saliimini inhibe ettigi anlagilmaktadir. Sonug¢ olarak hem fonksiyon kaybi1

hem de kazanci durumu T2D patogenezine katki saglar (Mulder, 2017).
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Sekil 3: MNTR1B polimorfizmlarinin T2D patogenezi iizerindeki etkisi (Mulder,
2017. Sekil yazilar1 Tiirkgelestirilmistir)

Hayvan ve insan ¢aligsmalar1 sayesinde, melatoninin glikoz homeostazi iizerinde
onemli rolii oldugu bilinmektedir. MTNRIB risk polimorfizmlar: glikozun uyardigi
insiilin  salmimin1 degistirerek [ hiicre fonksiyonunu etkiler. MTNRIB risk
polimorfizmlarini tasiyan bireylerde 7 yillik periyotta insiilin saliniminin daha hizli
bozuldugu rapor edilmistir (Miissig ve ark., 2010). Bu polimorfizmlardan biri olan
rs10830963 G risk allelini tasiyan bireylerde MTNR1B mRNA ekspresyonunun
arttigr gosterilmistir (Mulder, 2017). Yine aymi ¢alismada MTNRI1B’nin asir1
ekspresyonunun, klonal B hiicrelerinde insiilin salmimini giiglii bir sekilde
inhibisyonuna neden oldugu gosterilmistir (Sekil 4). Diger bir ¢calismada ise G risk
allelini tastyan bireylere 3 ay boyunca giinliik 4 mg melatonin verildiginde bireylerde
glikoz toleransmin ve insiilin yanitinin ileri derecede azaldigi1 gdézlemlenmistir
(Mulder, 2017). rs10830963 G risk allelinin Asyali (Cin, Japon ve Sri Lanka
populasyonlarinda) ve Alman bireylerde artmis kan glikozu ve T2D ile
iliskilendirilirken, Cekli kadinlarda Gestasyonel Diyabet (Gebelik Diyabeti, GDM)
gelisim riskini artirdigi rapor edilmistir. Tim bu sonug¢lardan anlasilacagi iizere
rs10830963 polimorfizmine ait G allelinin bozulmus erken insiilin salinim,
pankreatik [ hiicre disfonksiyonu ve T2D i¢in bireye yatkinlik kazandirdig:
gozlenmektedir. Bu nedenle rs10830963 G alleli belirtilen populasyonlarda belirtilen
hastaliklar i¢in bir risk alleli olarak tespit edilmistir (Sharma ve ark., 2015).
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Sekil 4: rs10830963 G risk allelinin T2D gelisimi tizerindeki etkisi (Mulder, 2017.
Sekil yazilar1 Tiirkgelestirilmistir)

Diger bir MTNRIB polimorfizmi olan rs1387153 T allelinin Avrupa
populasyonunda aglik glikozunu ve T2D riskini artirdigi rapor edilmistir (Bouatia-
Naji, 2009). Hintli Asyali populasyonunda yapilan ¢alismada ise rs2166706 C
allelinin T2D ile iliskili oldugu gosterilmistir (Chambers ve ark., 2009).

4.2.2 MTNRI1B ve NASH iliskisi

MTNR1B polimorfizmlerinin NAFLD etyopatogenizde ki rolii bilinmemektedir.
Ayrica litaratiirde bu giine kadar yapmis oldugumuz arastirmalara gore yapilmis bir
calismada mevcut degildir. Ancak MTNRI1B polimorfizmlerinin insiilin direnci,
obezite ve T2D ile iligkili olmas1 muhtemelen NAFLD etyopatogenezinde de rol
oynayabilecegini  diisiindiirmektedir. Nitekim MTNRIB polimorfizmlerinin
olusturdugu etki NAFLD etyopatogenizdeki insiilin direncine benzemektedir.
Normalde insiilin adipositlerde hormon duyarli lipazt (HSL) baskilayarak lipolizi
engeller. Ancak insiilin direnci durumunda bu inhibisyon ortadan kalkar. Kurmus
oldugumuz hipoteze gore aynmi etki MTNR1B de meydana gelen polimorfizmlerinin
yol actig1 insiilin seviyesinin azalmasma bagl olarak meydana gelebilir veya mevcut
duruma katkida bulunabilir. Sonug olarak lipolizin aktivasyonu ve dolagima salinan
serbest yag asidi seviyesi yiikselerek karacigerde birikerek yaglanmaya neden olur.

Ayrica  MTNRIB polimorfizmlerinin artmis aghik glikozu ile iligkili oldugu
13



bilinmektedir (Mulder, 2017). Bu durumda da serumda ki artmis glikoz ChREP
(carbohydrate-responsive element-binding protein) iizerinden de DNL’yi artirip
hepatositlerde FFA birikimine neden olabilir.

NASH etyopatogenezinde bahsedildigi gibi hastaligin gelisiminde ilk adim
insiilin direncinin meydana gelmesidir. NAFLD’l1 hastalarin %15-20’sinde T2D
goriiliir. Insiilin saliniminda meydana gelen bozulmalarn yam sira yukarida
bahsedilen durumlarda g6z Oniine alindiginda tiim bunlar hepatik yaglanmaya yol
acarak hastalig1 basit yaglanmadan steatohepatite gotiirebilir. Dolayisiyla insiilin
mekanizmasini olumsuz yonde etkileyebilecek genetik polimorfizmlerin, hepatik
yaglanmay1 da olumsuz yonde etkileme olasiligi vardir. Bu sebeple MTNRIB
genindeki polimorfizmlerin NAFLD gelisiminin klinik 6zellikleri ile muhtemel

baglantisi arastirilmalidir.

4.3 Tek Baz Uzatma Reaksiyonu

Tek baz uzatma reaksiyonu (Single Base Extension — SBE) bilinen SNP
bolgeleri i¢in kullanilabilecek bir yontemdir. SBE yonteminde kullanilacak olan
tespit (interrogation) primeri 3’ veya 5’ yoniinde hedef niikleotidin bir baz 6niinde
kaliba yerlesecek sekilde dizayn edilmelidir. Tespit primeri, DNA polimeraz ve
floresan isaretli dideoksiniikleotitlerin (ddNTP) varliginda gergeklesen SBE
reaksiyonunda DNA polimeraz kalip DNA’da ki hedef niikleotidin komplementeri
olan ddNTP’yi primere ekleyerek terminasyon meydana getirir (Doi ve ark., 2004).
Boylece tespit primerinden bir niikleotit daha uzun bir fragman elde edilmis
olunur(Sekil 5). Elde edilen bu fragmanlar sekans cihazinda yiiriitiildiigiinde
ddNTP’lerin yaptiklar1 1s1maya gore hedef bolgede hangi niikleotit oldugu belirlenir.
Tek baz uzatma metodu multipleks ¢aligmaya uygun bir yontemdir. Multipleks SNP
analizi yapilacagi zaman tespit primerlerinin uzunluklar1 arasinda en az 4-8 baz
aralik olmalidir. Primerler arasindaki uzunluk farki 3* veya 5’ uca homopolimerik

kuyruk (poliA veya poliT) eklenerek saglanir (Doi ve ark., 2004).

14



PCR Uriinii

&

SINPStart Kiti
SNP1

%XSNP3 & wnpz -

NMultipleks Reaksiyon

W

= il |

Sekil 5: Multipleks SBE Reaksiyonu (https://sciex.com/one-capillary-array/single-
base-extension. Erigim tarihi: 11 Nisan 2018 Sekil yazilar1 Tiirk¢elestirilmistir)
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5. GEREC VE YONTEM

5.1 Arastirmada Kullanilan Materyal ve Yontemler

Bu calismada toplam 200 6rnekte (kontrol ve hasta grubu) MTNRI1B genindeki
rs10830963, rs1387153 ve rs2166706 polimorfizmleri multipleks SBE panel ile
arastirildi. Hastalara ait tiim biyopsilerin siniflandirilmasi i¢in Steatoz, Aktivite,
Fibroz (SAF) skorlama sistemi kullanildi. NASH tanis;; yaglanma, lobiiler
inflamasyon ve balonlagsma kriterlerinden en az 1 puan almak sarti1 ile konuldu.
Calismaya bu kriterlere uyan, yas ortalamalar1 44 olan esit sayida erkek ve kadindan
olusan 100 NASH hastas1 ile hastalarla yas-cinsiyet eslestirilmesi yapilmis 100

sagliklh kontrol alinmistir.

5.1.1 Cahsmaya Alinma Kriterleri

Giinliik alkol alim miktar1; kadinlarda 20 g, erkeklerde 40 g’1 asanlar caligmaya
almmayacaktir. Calismaya yeni alinacak hastalar daha Once biyopsisi yapilarak
NAYKH (son 1 yil iginde biyopsi yapilmis hastalar) tanis1 almis hastalar arasindan
secildi. Hastalarin mevcut klinik, laboratuvar ve radyolojik bulgularindan
yararlanildi. Kontrol grubu polikliniklere bagvuran kronik hastaligi olmayan,
herhangi bir ila¢ kullanmayan, karaciger fonksiyon testleri normal bireylerden
secildi. Hastalarin karaciger biyopsi materyalleri ayni patolog tarafindan Diyabet ve
Sindirim ve Bobrek Hastaliklar1 Ulusal Enstitiisii (NIDDK) NASH Clinical Research
Network skorlama sistemine goére yeniden degerlendirildi. Bu siniflama sistemine
gore kesin NASH hastalar1 ¢alismaya dahil edildi. Saglikli goniillilerin akraba

olmamasi bilinen herhangi bir hastaliginin olmamasma dikkat edildi.
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5.1.2 Kan Orneklerinin Ahnmasi ve Saklanma Kosullar

Calismaya katilan her bireyden; multipleks SBE panelde kullanilacak DNA’nin
izolasyonu igin 2’ser ml olmak iizere toplam 6 ml kan almip 3 ayr1 K3EDTA’I
(tripotasyum etilendiamintetraasetik asit) tiipe alikotlandi. Tiim kanlar en ge¢ bir

hafta i¢inde izole edilmek amaciyla -80 °C’ye kaldirild.

5.1.3 Genomik DNA izolasyonu

Toplanan kanlardan “Pure Link Genomic DNA Purification Kit” (Invitrogen,

ABD) ile iiretici firmanin talimatnamesine gore genomik DNA izolasyonu yapildi.
1. Is1 blogu 55°C’ye ayarlandu.

2. 200 pl kan 6rnegi ependorfa konuldu.

3. 20 pl Proteinaz K eklendi.

4, 20 ul RNase A eklenip, vortekslendi. Oda sicakliginda, 2dk inkiibe edildi.
5. 200 pl Lysis/Binding Buffer eklenip vortekslendi.

6. 55°C’de 10dk bekletildi.

7. 200 ul %96-100 ethanol eklenip 5 sn vortekslendi.

8. Hazirlanan lizat, spin kolona eklendi.

9. Oda sicakliginda 10.000xg’de 1dk santriflij edildi.

10.  Collection tiip ¢ikarilip spin kolon yeni bir collection tiipe konuldu.

11. 500 pl Wash Buffer 1 eklendi.

12.  Oda sicakliginda 10.000xg’de 1dk santrifiij edildi.

13.  Collection tiip ¢ikarilip spin kolon yeni bir collection tiipe konuldu.

14. 500 pl Wash Buffer 2 eklendi.
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15.  Oda sicakliginda maksimum hizda 3dk santrifiij edildi.

16.  Collection tiip ¢ikarildi.

17.  Spin kolon, steril 1.5 ml mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi.
18. 50 pl Elution Buffer eklendi.

19.  Oda sicakliginda 1dk bekletildi.

20.  Oda sicakliginda maksimum hizda 1dk santrifiij edildi.

21. Spin kolon ¢ikarilip, saf DN A mikrosantrifiij tiipiinde elde edilmis oldu.

5.1.4 DNA Sulandirim ve Konsantrasyon Olgiimii:

Izole edilen DNA’lar “Qubit™ dsDNA BR Assay Kit” (Invitrogen, ABD) ile
diretici firmanm talimatnamesine gore Qubit 2.0 florometre cihazinda (Invitrogen,
ABD) 6l¢iildii ve stoklardaki DNA miktarlar1 tayin edildi. Elde edilen degerlere gore
tim DNA orneklerinin son konsantrasyonu 5 ng/ul olacak sekilde sulandirildi.

Boylece PZR ile ¢ogaltilacak tiim DNA’larin konsantrasyonlari esitlendi.
1. Ornekler ve iki adet standart i¢in 0,5 mL’lik tiipler kullanilda.

2. Qubit Calisma Soliisyonu, Broad Range (BR) Reagent’in 1:200 BR Buffer’da

diliie edilmesiyle hazirlandi.
3. Standart tiiplerine 190 pul Calisma Soliisyonu eklendi.

4. Standart tliplerine sirasiyla 10 pl standart 1 ve 2 konulup, 2-3 saniye

vortekslendi.

S. Ornek tiiplerine 195 ul Calisma Soliisyonu ve 5 pl érnek konulup, 2-3 saniye

vortekslendi.

6. Hazirlanan tiipler oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi.
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1. Qubit cihazindan dsDNA Broad Range programi segilip dnce standartlar

ardindan 6rnekler okutuldu ve ng/ul secilerek konsantrasyonlar hesaplandi

5.1.5 Multipleks PZR ve Multipleks SBE Panel Primer Dizaym

MTNRI1B geninin 5’ komsu bdlgesinde bulunan rs1387153 ve rs2166706 ile
intron 1 bolgesinde bulunan rs10830963’ii tek bir reaksiyonda ¢ogaltmak amaciyla
yapilan multipleks PZR i¢in primerler tasarlandi. Multipleks PZR primer dizayni i¢in
erisime agik yazilimlar (FastPCR, UCSC In-Silico PCR) kullanildi. Optimum
kosullar1 saglamak iizere primerler; baglanma 1silar1 60-80 °C ve uzunluklar1 30-32
baz olacak sekilde dizayn edildi. Dizayn edilen primerler ile elde edilecek kaliplarin
uzunluklar1 Tablo 1°de verilmistir. FastPCR 6.6 programinda 3 bolgeyi multipleks
olarak calismak icin dizayn edilen olas1 tiim primerler yukarida belirtilen sartlar géz
online almarak incelendi. Seg¢ilen primerler UCSC In-Silico PCR programinda
denendi. rs2166706 ve rs10830963 bolgeleri igin dizayn edilen bazi primerlerde SNP
bolgesi primerin icerisinde kaldig1 icin amplikon meydana gelmedi ve bu primerler

tercih edilmedi. Multipleks PZR i¢in segilen primerler Tablo 1’de gdsterilmistir.

Tablo 1: Multipleks PZR primerleri ve tiriin uzunluklar

Multipleks PZR Primer Dizileri PZR Uriiniin Uzunlugu

rs10830963F 5-CTTTGTCCAAGGTCACTCTGTCTATGCTGGCA-3’

323 bp
rs10830963R 5’-TGGAGGGTAGGGGCTGTGGGCCTATTAAGC-3’
rs1387153 F 5’-AAGCTCACAAAAGTTACTCCATTTGCCCAAGA-3’
467 bp
rs1387153 R 5-AAACCAATATGAGTGTTGCATTCTGAGGCACT-3’
rs2166706 F 5’-GGAGGAAGGAGACTAATCAGAGGCTCTTGCA-3’
376 bp

rs2166706 R 5’-GAAAACAGTGGGGCATGGATAGGCATCATTGC-3?
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Multipleks SBE panel i¢in kullanilacak SNP tespit (interrogation) primerlerinin
dizayni i¢in erisime ag¢ik yazilimlar (BatchPrimer3 v1.0, Multiple Primer Analyzer)
kullanildi. SNP tespit primerleri, PZR kaliplarmin 5’ ya da 3’ yoniinde ve hedeflenen
polimorfizm niikleotit noktasmnin bir baz 6niinde (upstream) kaliba yerlesecek sekilde
dizayn edildi. Sonrasinda SBE primerlerinin uzunluklar1 arasinda fark olusturmak
icin tim primerlerin 5’ ucuna farkli uzunluklarda poliA kuyrugu eklendi. Segilen

SBE primerleri Tablo 2°de gosterilmistir.

Tablo 2: Multipleks SBE primerleri

Multipleks SBE Panel Primerleri bp
10830963F 5-Al® AGTGATGCTAAGAATTCACACCATCT-3’ 42
1387153F 5 A2 GTTGCTTTTACAGATAAGAAAATTGAGTT-3 50
2166706F 5-A” GGTGTGAGGCCATTTGACAG-3’ 34

5.1.6 Multipleks PZR Reaksiyonu

Stok primerlerden (100nM) belirtilen final konsantrasyonlar da ¢alisma
primerleri hazirlandi. Multipleks PZR reaksiyonu i¢in gerekli komponentler,
konsantrasyon ve miktarlar1 Tablo 3‘de gosterildigi sekilde uygulanmistir. DNA
polimeraz olarak hot-start 6zelligi olan “i-StarTaq’ DNA Polymerase” (iNtRON
Biotechnology, Korea) kullanildi. Multipleks PZR reaksiyon iiriinleri GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems, ABD) termal dongii cihazinda Tablo 4°te
belirtilen kosullarda tutuldu.
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Tablo 3: Multipleks PZR komponentleri

Stok Konsantrasyonu Final Konsantrasyonu 1X
dH,0O 1,4 ul
GC Zengin Buffer 5X 1X S5ul
MgCl, 25mM 6mM 6ul
dNTPs 100nM 400 pM 1l
rs10830963F 100nM 0,5pmol 1l
rs10830963R 100nM 0,5pmol 1l
rs1387153 F 100nM 5pmol 1wl
rs1387153 R 100nM 5pmol 1wl
rs2166706 F 100nM 1,5pmol 1wl
rs2166706 R 100nM 1,5pmol 1l
i-StarTag DNA Polimeraz 5U 3U 0,6 ul
DNA (25-30ng) S5ul
Toplam: - - 25 nl

Tablo 4: Multipleks PZR kosullar1

Sicakhk Siire Dongii
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 °C 15 dk
Denatiirasyon 94 °C 1.30 dk
Baglanma 66 °C 1.45 dk X36
Uzama 72 °C 4 dk
Final Uzamas: 72 °C 15 dk

PZR reaksiyonundan ¢ikan 6rnekler, %2’lik “UltraPure™ Agarose” (Invitrogen,
ABD) agaroz jelde 1 saat 5 dk yiiriitiildii. Marker olarak “GeneRuler 100 bp DNA
Ladder” (Thermo Scientific, ABD) kullanild1.

5.1.7 Multipleks PZR Reaksiyonu Sonrasi Piirifikasyon

Multipleks PZR sonrasi piirifikasyon i¢cin “ExoSAP-IT™  PCR Product
Cleanup” (Affymetrix Inc, ABD) kullanildi. 2 pl PZR firiinii, 2 ul EXOSAP-IT™ ile
karistirild1 ve 37°C de 15 dk tutuldu. Sonrasinda enzimi inaktive etmek i¢in 80°C de
15 dk tutuldu. Bu islem sayesinde multipleks PZR reaksiyonundan kalan ve

multipleks SBE reaksiyonunu bozabilecek fazla primerler. dNTP’ler ve tampon
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cozeltiler ortamdan uzaklastirildi. ExoSAP, ekzoniikleaz ve alkalin fosfatazdan
olusan bir piirifikasyon enzim miksidir. Ekzoniikleaz aktivitesi ile tek zincirli
primerlerin degradasyonu gerceklestirilmekte, alkalin fosfataz ile niikleotitlerin

fosfat gruplarinin hidrolizi saglanmaktadir.

5.1.8 Multipleks SBE Panel

Multipleks SBE panel “GenomeLab™ SNPStart Primer Extension Kit”
(BECKMAN COULTER, ABD) ile iiretici firmanin talimatnamesine gore yapildi.
Stok primerlerden (100nM) belirtilen final konsantrasyonlar da ¢alisma primerleri
hazirlandi. Multipleks SBE panel i¢in gerekli komponentler, konsantrasyon ve
miktarlar1 Tablo 5’te gosterildigi sekilde uygulanmistir. Devaminda hazirlanan
ornekler Tablo 6’da belirtilen kosullara gére GeneAmp PCR System 9700 (Applied

Biosystems, ABD) termal dongii cihazina konuldu.

Tablo 5: Multipleks SBE komponentleri

1X
SNP Start Mix 4 ul
dH,O 2 ul
snap10830963F Primeri (0,5 pmol) 1 ul
snap2166706F Primeri (0,5 pmol) 1 ul
snap1387153F Primeri (1 pmol) 1 ul
PZR Uriinii 1l
Toplam: 10 ul
Tablo 6: Multipleks SBE kosullar1
Sicakhk Siire Dongii
Denatiirasyon 96 °C 10 sn
Baglanma 54 °C 5sn X35
Uzama 72 °C 30 sn
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5.1.9 Multipleks SBE Panel Sonrasi Piirifikasyon

Multipleks SBE panel sonrasi piirifikasyon i¢in “Shrimp Alkaline Phosphatase
(SAP) ” (Affymetrix Inc, ABD) kullanildi. 10 pl reaksiyon tiriint, 1 pl SAP ile
karigtirildi ve 37°C de 60 dk tutuldu. Sonrasinda enzimi inaktive etmek i¢in 80°C de
15 dk tutuldu. Bu islem sayesinde multipleks SBE reaksiyonundan kalan ve kapiler
elektroforez sirasinda orneklerin yiliriimesini bozabilecek fazla ANTPler ve ddNTPler

ortamdan uzaklastirildi.

5.1.10 Kapiler Elektroforez

Piirifikasyonu yapilan ornekleri kapiler elektroforeze hazirlamak i¢in “CEQ™
Sample Loading Solution (SLS) ” (BECKMAN COULTER, ABD), “GenomeLab™
DNA Size Standard Kit - 80BP” (BECKMAN COULTER, ABD) ve
“GenomelLab™ Separation Buffer” (BECKMAN COULTER, ABD) kullanildi. Her
ornek igin 39,1 ul SLS ile 0,4 ul Size Standart 80 karistirilip, vortekslendi ve plate
dagitildi. Uzerlerine 0,5 ul piirifikasyonu yapilmis drnek eklendi ve bir damla
mineral yag damlatildi. Ayrica buffer plagina her ornek ic¢in separation buffer
konuldu. Hazirlanan Ornekler “GenomelLab™ GeXP Genetic Analysis System”
(BECKMAN COULTER, ABD) model sekans cihazina yiiklendi ve SNP-I
metodunda (Tablo 7) yiirtildi.
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Tablo 7: SNP-1 metodu

Run Method: SNP-1
Capillary Temperature 50°C
Wait for Temperature Yes
Denature Temperature 90°
Duration 60 sn
Pause Duration Osn
Injection Voltage 2 kV
Duration 30 sn
Seperate Stagel
Primary Voltage 6 kV
Ramp Duration 1dk
Stage?
Seperation Voltage 6 kV
Start Time 1dk
Ramp Duration 0dk
Total Seperation Duration 16 dk

5.2 Sonuclarin Analizi

Elde edilen veriler ¢alisma formlarina kaydedildi. Daha sonra bu formlardaki
veriler nicel ve nitel degerler olarak ikiye ayrilarak istatistiksel analizleri yapildi.
Istatistiksel hesaplamalar Windows isletim sistemi altinda calisan bir bilgisayarda
SPSS for Windows 22.0 (Statistical Package for the Social Sciences INC., Chicago,
USA) ve GraphPad InStat 3.05 programlar1 kullanilarak yapilda.

Ikiden fazla grubun kategorik degiskenlerine ait verilerin karsilastirilmasinda

“Pearson Chi-Square” testi; ikiden az olanlarin ise “Fisher Exact Test” kullanildi.
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Tiim bu istatistiksel ¢aligmalar i¢in p degerinin <0.05 olmasi anlamli olarak kabul

edildi.

Ikiden fazla grubun siirekli degiskenlerine ait verilerin karsilastirilmasinda
parameterik dagilim gdsterenler “One Way ANOVA” testi; ikiden az olanlarin ise
“Independent Sample T testi kullanildi. Nonparametrik ikiden fazla grubun stirekli
degiskenlerine ait verilerin karsilastirilmasinda ise “Kruskal Wallis H” testi; ikiden
az olanlarinda ise “Mann Whitney U” testi kullanildi. Tiim bu istatistiksel caligmalar

icin p degerinin <0.05 olmas1 durumunda sonuglar anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

MTNRIB niikleotit polimorfizmleri ile ilgili yapilan ¢alismalar T2D ve GDM
ile iliskilendirilmistir. Literatiirde MTNRI1B niikleotit polimorfizmleri ve NASH
iligkisini gdsteren bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bizim ¢alismamizda literatiirde ilk
kez MTNRI1B geni niikleotit polimorfizmleri NASH’li hastalar {izerinde g¢alisildi.
Yine ilk kez literatirde MTNRIB niikleotit polimorfizmlar1 tek bir SBE
reaksiyonunda 3-pleks olarak c¢alisildi. Calisma grubunun demografik ozellikleri

Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8: Calisma grubunun demografik 6zellikleri

NASH (n=100) Kontrol (n=100) P Degeri
Yas Ortalamasi 44.49+8,99 43,54+8,46 P >0,05
Cinsiyet (Kadin/Erkek) 50/50 50/50 P>0,05

Multipleks PZR sonucu elde edilen bantlar Resim 1’de verilmistir. Multipleks
PZR sonrasi elde edilen amplikonlar asagida verilmistir (Sekil 6a-c). Tespit
primerlerinin baglandig1 bolgelerin alt1 ¢izilmis ve polimorfizmlerin arastirildigi

niikleotitler yildiz ile isaretlenmistir.

31387153 467 bp
 —
32166706 376 bp
rs10830963 323 bp

Resim 1: Multipleks PZR Sonras1 Jel Goriintiisti (L: Ladder)
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a) rsl0830963 (323bp)
CTTTGTCCAAGGTCACTCTGTCTATGCTGGCAAAGCTGCCCCTCCTCCAGGCCCC
CAGTGATGCTAAGAATTCACACCATCTC CTATCCAGAACCAGTAACTGCCTGGG
AGGTTCCTGATGGGAATATTCTGCCTATGCAGGTGCTTTGCTTCCCCGGTTAGAT
TAGAAAACAGTCTGCACTGTGGCCCCTGTTCCTTGCCTCCTCTCTTCCAACTTGTT
GACTGAGACAGCAAATGATGCTTAATAAGCAGCATGGTTCTGAACAAAGGCTCT
GGAAGGCCTAGAGTGAAATGCTTAATAGGCCCACAGCCCCTACCCTICCA

b) rs2166706 (376 bp)
GGAGGAAGGAGACTAATCAGAGGCTCTTGCAGTTGTCATCTTACACCCTATAGG
AGAGTTGCAGCAAAATGGGAAGAAGTTGATGAATATGGGAATATTTAGAAGGA
AATGAAAGAGCACCTGCAGGTTTGGGGATGGCTATGGTAAATTCATTTTTATAG
CATAAGAATGAGGTACTGGTGGACTGGTTTGAGGTGTGGTGTGAGGCCATTTGA
CAGT GTCCACAAAAAAAGCTAGGTTGGTCCTGCTCTGTGAGCAGCATGCTGTAC
ATTCAGGGGCCTGATCTGCAGCAGGCTGCCACTTCTGTGAGCCCACACCAATAG
CACATGCCAGGCAATAATGCTGCAATGATGCCTATCCATGCCCCACTGTTTTIC

c) rsl387153 (467 bp)
AAGCTCACAAAAGTTACTCCATTTGCCCAAGACCAACAGAGCCACTCTGGCAAA
GCCAAGATTAACTGGCTTCCAGATCTGCTCTCTTCCTATGAAAATAAGGTAACAC
ATGGAAAATGCTTGGTAACTTGTAAAACTCTGTATTGACAATGGTATTACCATTC
TCAGTGGTCCTTACTCTCTCTAGAGCTCACAACTTTGTGITGCTTTTACAGATAA
GAAAATTGAGTTC CAGGGCAGTAAGTTAATTTGCTAGCATTCCACAGACAGAGT
TGGGTTTGGAACCAGGTCTGTGCTTCTCAAAATGGAGGCTCTTAGGCCCAGGGG
TAATGGATAAGGTGTTCTGCATAAAGGTGGTGTATCCTTCTACAGAATTTATTTT
ATTCAGATATTTGGGTAAAAATATCATTTTITATGTTAAGCATAGTGATATATTAG
TGCCTCAGAATGCAACACTCATATTGGTTT

Sekil 6: Multipleks PZRsonras1 elde edilen amplikonlar. 6a.rs10830963
polimorfizmi 323 bp. 6b.rs2166706 polimorfizmi 376 bp. 6c.rs1387153
polimorfizmi 467 bp.

Multipleks SBE reaksiyonundan 6nce her bir polimorfizm tek tek denenerek tam
olarak peak verdikleri noktalar belirlendi. Polimorfizmlerin singlepleks sonuglari

asagida verilmistir (Sekil 7, 8 ve 9).
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Sekil 9: rs1387153 singlepleks goriintiisii

Hasta ve kontrol gruplari arasinda polimorfizmlere ait genotip frekanslarmi
karsilastirmadan once kontrol grubunun Hardy-Weinberg Esitligine (HWE) gore
dengede olup olmadigi test edildi (Tablo 9,10 ve 11).

Tablo 9: Kontrol grubundaki rs10830963 polimorfizmi ig¢in HWE test sonuglar1

rs10830963 Genotip Frekanslar Gozlenen Beklenen
Homozigot Major Allel 42 39,7
Heterozigot 42 46,6
Homozigot Minér Allel 16 13,7
Minor Allel Frekansi 0,37 100
Ki-kare Degeri 0,982063144

Ki-kare Test P Degeri 0,321690

Sonug: HWE ile uyumlu
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Tablo 10: Kontrol grubundaki rs13837153 polimorfizmi i¢in HWE test sonuglar1

rs13837153 Genotip Frekanslar Gozlenen Beklenen
Homozigot Major Allel 52 48,3
Heterozigot 35 42,4
Homozigot Minor Allel 13 9,3
Mindr Allel Frekansi 0,305 100
Ki-kare Degeri 3,042615529

Ki-kare Test P Degeri 0,081105

Sonug: HWE ile uyumlu

Tablo 11: Kontrol grubundaki rs2166706 polimorfizmi ig¢in HWE test sonuglar1

rs2166706 Genotip Frekanslar Gozlenen Beklenen
Homozigot Major Allel 17 19,4
Heterozigot 54 49,3
Homozigot Minor Allel 29 31,4
Minor Allel Frekansi 0,44 100
Ki-kare Degeri 0,917365913

Ki-kare Test P Degeri 0,338168

Sonug: HWE ile uyumlu

Multipleks SBE reaksiyonu Sonuglarma gore hasta ve kontrol grubunda
rs10830963 polimorfizmi i¢in major allel C olarak saptandi ve ¢alismamizda Tiirk
populasyonunda majoér C allelinin frekanst hasta grubunda %66,5 bulunurken,

kontrol grubunda %63 bulundu. rs1387153 polimorfizmi i¢in major allel C olarak
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saptand1 ve calismamizda Tirk populasyonunda major C allelinin frekansi hasta
grubunda %72 bulunurken, kontrol grubunda %69,5 bulundu. rs2166706
polimorfizmi i¢in ise major allel T olarak saptandi ve ¢alismamizda Tiirk
populasyonunda major T allelinin frekans1 hasta grubunda %59,5 bulunurken,
kontrol grubunda ise %56 bulundu. Polimorfizmlere ait allel ve genotip frekanslar1

Tablo 12°de verilmistir.

Tablo 12: Polimorfizmlerin hasta ve kontrol grubunda dagilim1

Hasta Kontrol
rs10830963 (C/G) n (%) n (%) P Degeri*
cC 48(%48) 42(%42)
CG 37(%37) 42(%42) 0,68
GG 15(%15) 16(%16)
Allel Frekansi n (%) n (%) P Degeri*
C Alleli 133(%66,5) 126(%63) 0,53
G Alleli 67(%33,5) 74(%37)
rs1387153 (C/T) n (%) n (%) P Degeri*
CC 54(%54) 52(%52)
CT 36(%36) 35(%35) 0,80
TT 10(%10) 13(%13)
Allel Frekansi n (%) n (%) P Degeri*
C Alleli 144(%72) 139(%69,5) 0,66
T Alleli 56(%28) 61(%30,5)
rs2166706 (C/T) n (%) n (%) P Degeri*
CC 18(%18) 17(%17)
CT 45(%45) 54(%54) 0,40
TT 37(%37) 29(%29)
Allel Frekansi n (%) n (%) P Degeri*
C Alleli 81(%40,5) 88(%44) 0,54
T Alleli 119(%59,5) 112(%56)

*Fisher’s Ki-kare teste ait P degerleri.
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Calisma grubuna ait SBE panel goriintiileri asagida verilmistir (Sekil 10, 11 ve
12).
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7. TARTISMA

Calismamizda NASH ile MTNRIB polimorfizmlerinin [rs10830963 (C/G),
rs1387153 (C/T), ve rs2166706 (C/T)] olas1 potansiyel iliskisini arastirdik. Bizi bu
arastrmaya yonlendiren arastirdigimiz  MTNRIB polimorfizmlerinin insiilin
salinimini azaltmis olmasidir. Nitekim NAFLD gelisiminde benzer bir etkiye sahip
insiilin direnci hepatositlerde yag birikimini artirarak hastaliga yol agmaktadir. Bu
asamada MTNRIB polimorfizmlerinin bu etkiye katki saglayarak hastaligin
patogenezine dahil olabilecegini diisiindiik. Bu amacla ¢alismamiza yas ve cinsiyet
eslestirilmis 100 NASH’li ve 100 kontrol birey dahil edilmistir. Literatiirde ilk kez
rs10830963 (C/G), rs1387153 (C/T), ve rs2166706 (C/T) polimorfizmlerini tek bir
reaksiyonda tayin etmek i¢in miiltipleks SBE yontemi gelistirilmistir. Literatiirde ilk
kez Tirk populasyonunda bu polimorfizmlere ait genotip ve allel frekanslari
belirlenmis olup hasta ve kontrol gruplar1 arasinda MTNR1B polimorfizmlerine allel
ve genotip frekanslar1 arasinda anlamli bir fark saptanamamistir. Ayrica yapilan alt
grup analizinde bu polimorfizmlerin T2D ile de iliski bulunamamistir. Ancak
literatiirde NASH ve MTNRIB iliskisi ilk kez arastirilmis oldugundan elde ettigimiz

bu sonug etraflica irdelenmelidir.

Tirk populasyonu icin rs10830963 (C/G) polimorfizmine ait minor allel G
olarak belirlenmis olup kontrol grubunda frekans1 %37 iken, hasta grubunda
%33,5’tir. 110830963 polimorfizmi ile ilgili yapilan diger calismalar incelediginde
G allelinin minodr allel olarak saptandigi ve genellikle T2D ve GDM ile
iligkilendirildigi gézlenmistir. Bu nedenle “G” allelinin T2D ve GDM igin bir risk
alleli oldugu bildirilmektedir (Chambers ve ark., 2009). Bununla birlikte elde
ettigimiz bulgulara benzer sekilde; arastirilan hastalikla iligki bildirmeyen benzer
calismalarda mevcuttur; Giiney Hint populasyonuna ait G allel frekansi kontrol
grubunda %43 iken, T2D grubunda %41,9 olarak (P=0,693) saptanmis olup T2D ile
herhangi bir baglant1 gosterilememistir (Salman ve ark., 2015). Ancak T2D ile
dogrudan iliski saptanmadig1 halde alt grup analizlerinde G allelinin aglik glikoz ve
beta hiicre fonksiyonlar1 ile baglantili oldugunu bildiren c¢aligmalarda mevcuttur.
Bosna Hersek’te T2D’li bireylerde yapilan ¢aligmada G allel frekans: kontrol
grubunda %30, T2D grubunda %23 olarak rapor edilmistir “G” allelinin sadece
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artmis aclik glikoz seviyesi ile iliskili oldugu gdsterilmistir (Semiz ve ark., 2014).
Yine Japonlarda 3 farkli calisma grubunda T2D ile rs10830963 polimorfizmi
arasindaki iligki arastirilmistir. Kontrol gruplarinda da G allel frekans1 %40,3, %43,3
ve %40,6 olarak tespit edilmistir. T2D grubunda ise %42,6, %44,4 ve %43,8 olarak
bulunmustur. G alleli yine sadece B hiicre fonksiyonunu azalmasi ve aglik glikoz

seviyesini yiiksekligi ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Ohshige ve ark., 2011).

Yapilan caligmalara bakildiginda rs10830963 polimorfizminin GDM ile olan
iligkisinin T2D’e gore ¢ok daha giiclii oldugu goriilmektedir. Nitekim Yunan, Rus,
Finlandiya, Brezilya, Polonya, Kore ve Han Cin gibi bircok populasyonda GDM i¢in
risk alleli ayni1 zamanda mindr allel olan G alleli olarak saptanmustir. Bu ¢alismalarda
kontrol gruplarma ait G allel frekanslar1 sirasiyla; %27,55, %28,8, %35, %?20,2,
%31,2, %45,3 ve %39,3 iken GDM gruplarinda frekanslar sirasiyla; %40,91, %41,5,
%47, %27,6, %39,2, %52,1 ve %51,2 olarak bildirilmistir (Vlassi ve ark., 2012;
Popova ve ark., 2017; Huopio ve ark., 2013; Alberton ve ark., 2015; Tarnowski ve
ark., 2016; Kim ve ark., 2011; Li ve ark., 2018). Bununla birlikte iligki bulunamayan
calismalarda mevcuttur. Bunlardan biri Cin populasyonunda yapilmig olan
calismadir. G allel frekans1 kontrol grubunda %43,3 iken GDM grubunda %45,6
bulunmustur ancak alt grup analizinde [ hiicre fonksiyonu ile iliskili oldugu

bildirilmistir (Wang ve ark., 2011).

rs10830963 polimorfizminin, NASH gelisimine katki saglama ihtimali yiliksek
olan T2D ve GDM ile iligkisinin arastir1ildigi ¢calismalarin yani sira Graves’ hastaligi,
skolyoz ve hepatoseliiler karsinoma (HCC) gibi hastaliklarin patogenezinde de rol
oynayabilecegi hipotezine dayanilarak yapilan arastirmalarda herhangi bir baglanti
saptanmamistir. Yapilan calismalarda kontrol gruplarinda G alleline ait frekanslar
strastyla; %43,3, %26,7 ve %44.,4 iken hasta gruplarinda frekanslar sirasiyla; %46.4,
%26,1 ve %45,1 olarak rapor edilmistir (Lin ve ark., 2017; Nelson ve ark., 2010; Su
ve ark., 2017).

Tiirk populasyonunda rs1387153 (C/T) i¢in minor allel T olarak belirlenmis olup
kontrol grubunda frekansi %30,5 iken, hasta grubunda %?28’tir. Literatiir
tarandiginda rs1387153 polimorfizminin GDM ile olan iliskisinin rs10830963’tekine
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benzer sekilde T2D’e gore daha giiclii oldugu goriilmektedir. Yunan, Rus, Finlandiya
ve Kore populasyonlarinda hasta grubunda T allelinin GDM igin risk alleli oldugu
bildirilmektedir. Bu ¢alismalarda kontrol gruplarina ait T allel frekanslar1 sirasiyla;
%29,08, %27, %36 ve %44,4 iken GDM gruplarinda frekanslar sirastyla; %32,47,
%39, %44 ve %50,3 olarak tespit edilmistir (Vlassi ve ark., 2012; Popova ve ark.,
2017, Huopio ve ark., 2013; Kim ve ark.,). GDM’nin aksine rs1387153
polimorfizminin T2D ig¢in risk olusturmadigini gdsteren caligmalar da mevcuttur.
Giiney Hint populasyonunda T allel frekansi kontrol grubunda %38 iken, T2D
grubunda %36,3 (P=0,513) bulunmustur (Salman ve ark., 2015). Japonlarda 3 farkl
calismaya ait kontrol grubunda ise T allel frekans1 %38,7, %41 ve %38,2 olarak
tespit edilmistir. T2D grubunda ise %40,6, %41,4 ve %41,6 olarak bulunmustur.
Anlamli bir fark elde edilememesine ragmen T allelinin B hiicre fonksiyonunu
azalttig1 ve aclik glikoz seviyesini yiikselttigi rapor edilmistir (Ohshige ve ark.,
2011).

rs1387153 polimorfizmi de, Graves’ hastalif1 ve hepatoseliiler karsinomada
(HCC) analiz edilmistir. Yapilan calismalarda kontrol gruplarinda T alleline ait
frekanslar sirasiyla; %44,7 ve %46,3 iken hasta gruplarinda ise sirasiyla; %43,3 ve
%46,9 olarak tespit edilmis olup hastalik patogenezlerinde rol oynamadigi

bildirilmistir (Lin ve ark., 2017; Su ve ark., 2017).

Tirk populasyonunda rs2166706 (C/T) i¢in minor allel C olarak belirlenmis
olup kontrol grubunda frekansi %44 iken, hasta grubunda %40,5tir. 12166706
polimorfizmi ile ilgili yapilan diger ¢alismalara bakildiginda genellikle T2D riskiyle
iligkilendirilmistir ve yatkinlik alleli olarak C tespit edilmistir (Chambers ve ark.,
2009). Ancak bu iliski diger polimorfizmler kadar incelenmemistir ve negatif
calismalar da literatiirde mevcuttur. Gliney Hint populasyonunda C allel frekansi
kontrol grubunda %47,5 iken, T2D grubunda %49,6 (P=0,445) bulunmustur ve C
allel frekanslarmin hasta ile kontrol gruplari arasinda anlamli bir farka sahip

olmadig1 goriilmistiir (Salman ve ark., 2015).
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Yapilan ¢alismalar analiz edildiginde allel frekanslarinin ¢alismamiz ile uyumlu
oldugunu gérdiik. Ug polimorfizm arasindan T2D ve GDM riski agisindan en giiclii
iliskinin rs10830963 polimorfizmine ait oldugu goriilmektedir. T2D, NASH’in bir
komponenti olmasmma ragmen T2D ve GDM riskini artran MTNRIB
polimorfizmlerinin NASH ile iliskisi bulunamamaistir. Her ne kadar T2D, NASH’in
komponentleri arasinda yer alsa da NASH hastalarinin neredeyse yarisinda bu
hastalik goriilmemektedir. Ayrica T2D ve NASH’in gelisiminde etkili yolaklarin ve
bu yolaklardaki genetik degisikliklerin hastaliklara 6zgiin olarak farkl etkilere sahip
olabilecegi de goz oniinde bulundurulmalidir. Literatiirde T2D ile iligski saptanmayan
onemli sayida ¢alismanin mevcudiyeti de bu tezi desteklemektedir. Polimorfizmlere
ait bildirilen risk allelinin cografik ve etnik olarak farklilik gosterdigi de bir
gergektir. Bu durum mevcut yatkinligi isaret etmesi agisindan belli populasyonlarda
iliskiyi maskeleyici de olabilir. Bizim elde ettigimiz sonuclar diinyadaki
polimorfizmlerin ortalamasma denk dismektedir. rs10830963 ve rs1387153
polimorfizmi icin allel frekanslarma bakildiginda diinya genelinde frekanslarin
batidan doguya dogru artig1 goriilmektedir. Ancak rs2166706 i¢in degisik cografik
gruplarda yapilmis ¢ok fazla calisma olmadigi i¢in allel frekansini cografik agidan

irdelemek miimkiin degildir.

Polimorfizme ait olan allelerin frekanslarinin nispeten birbirine yakin olmasi ve
yiiksek seyretmesi istatiksel herhangi bir analizin yapilmasini engellememistir (Tablo
12). Bu nedenle calismamiz gii¢ analizi agisindan kisitlayict goziikmemektedir.
Ancak dogal olarak polimorfizm caligmalarinda yiliksek sayilar elbetteki sonucun
tekrarlanabilirligini  artirmaktadir. Bazen iliski gen ile oldugunda farkli
populasyonlarda ayni gene ait farkli lokuslar yatkinlik kazandirmaktadir.
Calismamizda MTNRI1B’ye ait sadece 3 polimorfizme bakilmis olmasi nedeniyle
MTNRI1B’nin net bir sekilde NAFLD ile iliskisiz oldugu sdylenemez. Gene ait diger

varyantlarm analizinin de yapilmasi gerekmektedir.

Gelistirdigimiz miiltipleks SBE yontemi ile literatiirde ilk kez MTNRIB
bolgesine ait 3 farkli polimorfizm tek bir reaksiyonda tespit edildi. Bu 3
polimorfizme Sanger sekanslama ile tek tek bakilmas1 hem maliyet agisindan hem de

zaman acisindan etkin olmadigi icin gelistirdigimiz yontem daha genis calisma
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gruplarinda bu polimorfizmlerin taranmasi i¢in biiyiik kolaylik saglayacaktir. Ayrica
bizim arastirdigimiz polimorfizmler disinda MTNRIB genine ait baska
polimorfizmlerde mevcuttur(Chambers ve ark., 2009). Multipleks SBE yontemi 10
polimorfizmi tek bir reaksiyonda tayin edebilen bir yontemdir. Bu nedenle bizim
aragtirdigimiz  polimorfizmlere ek olarak prevelan olan diger MTNRIB
polimorfizmleri daha genis NASH gruplarinda analiz edilmelidir. Bir baska

secenekte MTNR1B geninin tamaminin sekanslanmasidir.

Tim bunlarin disinda genin ekspresyonunu azaltan ve artiran metilasyon
paternlerine bakilabilir. Gen ekspresyonu analizi agisindan in vivo ve in vitro NASH
modellerinde MTNR1B geni knock-out veya over eksprese edilerek hastalik gelisimi

iizerine olasi etkileri arastirilabilir.

Sonug olarak MTNR1B ve NASH arasinda yapilan ilk ¢alisma sonucglarina gore
arastirmis oldugumuz polimorfizmlerin hastalik ile iligkili olmadig: tespit edilmistir.
Ayrica Tiirk populasyonunda daha 6nce MTNR1B polimorfizmleri ile ilgili yapilmis
baska bir c¢alisma da yoktur. Bu nedenle elde edilen bu frekanslar Tiirk
populasyonunda T2D ve GDM basta olmak tiizere yapilacak diger ¢alismalar i¢in

onemli bir kaynak olusturmaktadir.
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