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1.0ZET

Asit Fosfataz Gen Polimorfizmleri ile Metabolik Sendrom
Arasindaki Tliski

Metabolik sendrom gelismesinde rol alabilecegi diisiiniilen cok sayida genetik
faktor tamimlanmistir. Bunlar arasinda asit fosfataz lokiis 1 (ACP1) polimorfik
varyantlarinin obez bireyler arasinda viicut kitle indeksi ile iligkili oldugu gosterilmistir.
Ayrica bu polimorfik varyantlarin farkli enzimatik aktiviteye sahip olmalar1 sonucunda
insiilin direncinin diizenlenmesinde etkili olabilecegi gosterilmistir. Tez calismasi
kapsaminda metabolik sendrom tanisi konmus hastalarda ACP1 gen polimorfizmleri
belirlenip normal saglikli popiilasyon ile kiyaslamasi yapilmistir. GATA Haydarpasa
Egitim Hastanesi Endokrinoloji servisinde takip edilen metabolik sendromlu hastalar ATP
III tam kriterine uygun olarak secilmistir. Elli tic MS’lu hasta ve 168 kontrol grubu
calismaya alinmistir. Periferik kandan DNA izolasyonunu takiben ACP1 genotiplemesi
PCR-RFLP yontemi ile yapilmistir. Hastalardan 6’s1 (% 11.3) AA alleline, 10’u (%18.8)
AB alleline, 11°1 (20.7) AC alleline 12’si (%22.6) BC alleline ve 14’1 (% 26.4) BB alleline
sahip bulunmustur. Kontrol grubunda ise; AA alleli 19 (11.3), AB alleli 71 (% 42.2), AC
alleli 3 (% 1.7), BC alleli 6 (% 3.5), BB alleli 69 ( % 41 ) kiside gozlenmistir. Diisiik
enzimatik aktiviteli allele sahip kisiler kontrol grubunda hasta grubundan; yiiksek
enzimatik aktiviteli allele sahip kisiler de hasta grubunda kontrol grubundan istatistiksel
acidan anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Sonug¢ olarak; diisiik enzimatik aktiviteli
allele sahip bireylerde insiilin reseptoriine olan diisiik baskilamadan dolay: insiiline karsi
tolerans gelisir ve metabolik sendromdan korunabilir; yiiksek enzimatik aktiviteli allele
sahip bireylerde de insiilin reseptoriine olan giiclii baskilamadan o6tiirii insiiline kars1 direng

gelisip metabolik sendroma yatkinlik olusturabilir diyebiliriz.

Anahtar kelimeler: Metabolik Sendrom, Asit Fosfataz Lokus 1 (ACP1), Diisiik Molekiiler
Agirlikli Protein Tirozin Fosfataz (LMPTP), Insiilin Direnci, Obezite



2.SUMMARY
Association of the Acid Phosphatase Gene Polymorphisms with
Metabolic Syndrome.

There are many genetic factors have been reported to be associated with playing roles
for developing metabolic syndrome. The link between obesity and ACP1 polymorphic
variant locus associated with the body mass index have been determined; Therefore, this
polymorphic variants have own different enzymatic activity so that they play an important
role in regulation of insulin resistance. In this study, patients were defined metabolic
syndrome which ACP1 gene polymorphic identified with cross section study with the
normal population. The patients were selected by ATPIII diagnosis criteria in GATA
Haydarpasa Education Hospital Endocrinology Unit. Fifty three patients with metabolic
syndrome and 168 control subjects included by this study. After DNA isolated via
peripheral blood, ACP1 phenotyping has been studied by PCR-RFLP. Six of the patients
(%11.3) have been identified AA allele, 10 of the patients (%18.8) AB, 11 of the patients
(%20.7) AC, 12 of the patients (%22.6) BC, 14 of the patients (%26.4) BB allele. In the
control groups as well; 19 of the control group (%11.3) have been reported AA, 71 of the
control group (%42.2) AB, 3 of the control group (%1.7) AC, 6 of the control group
(%3.5) BC, 69 of the control group (%41) BB allele. Subjects of the control group who
have low enzymatic activity allele have been reported more than the patients group. Cases
with metabolic syndrome who have high enzymatic activity allele have been found more
than the control group. In conclusion, the subject which low enzymatic alleles have insulin
tolerance by the low down regulation to the insulin receptor and they protected from
metabolic syndrome. High enzymatic activity alleles have high down regulation to the
insulin and then insulin resistance develops and finally this situation causes a tendency to

metabolic syndrome.

Key words: Metabolic Syndrome, Acid Phosphatase Locus 1 (ACPI1), Low Molecular
Weight PTPase (LMWPTPase), Insulin Resistance, Obesity



3. GIRIS VE AMAC

Metabolik sendrom, insiilin direnci ile baslayan abdominal obezite, glukoz
intoleransi veya diabetes mellitus, dislipidemi, hipertansiyon ve koroner arter hastalig1 gibi
sistemik hastaliklarin birbirine eklendigi, yaygin mortalite ve morbidite nedeni olan bir
endokrinopatidir. Yayginlig1 bati1 toplumlarinda 20-29 yas grubunda % 6-7 dolayinda iken,
60-69 yas grubunda % 43-44 diizeyine yiikselmektedir (1). Yetiskin tedavi paneli III’e
(ATP III) gore metabolik sendrom goriilme sikligr iilkemizde 31 yasin iizerinde erkeklerde
% 30, kadinlarda %40 civarinda oldugu belirtilmistir (2). Metabolik sendromda esas
defektin biiyiik olasilikla kasta insiilin aracili glukoz tiiketimine olan rezistans oldugu

diisiiniilmektedir. Insiiline direnc kas dokusu, karaciger ve yag dokusunda olmaktadir (3).

Asit fosfataz lokus 1 (ACP1) gen iiriinii, insiilin, PDGF reseptorleri ve T-hiicre
reseptorlerinin sinyal iletiminde rol alan, yiiksek polimorfik yap1 gosteren ayrica insiilin
sinyal iletiminde negatif modiilasyonda rol alan, diisiik molekiiler agirlikli protein tirozin
fosfataz enziminin fonksiyonlarim (LMTP) diizenlemektedir (4). Yapilan arastirmalar,
ACP!’in polimorfik varyantlarinin diyabet hastaliginin klinikte ortaya ¢ikmasinda 6nemli
rol oynayabilecegini gostermektedir. Calismalar, 6zellikle insiilin-reseptor fosfotirozin
yolaginin diizenlenmesinde enzimin rolii iizerine yogunlasmistir (5). Asit fosfatazin
(ACP1) ACPI1 A alleli, diger ACP1 allellerinden daha diisiik enzimatik aktiviteye sahiptir
ve embriyonun uterus icindeki yasami boyunca viicut biiytimesi ile iliskili bulunmustur.
ACP1 A alleli asin viicut kitle dagilimu ile iliskilendirilmistir. ACP1 allel dagilimlar1 obez
ve obez olmayan bireylerde farkli olarak gozlenmezken, obez bireyler arasinda obezitenin
derecesini etkiledigi belirtilmistir (6). Obez ve ¢ok obez kadinlarda ACP1 genotipleri, total
kolesterol ve trigliserit diizeyleri ile anlamli olarak iliskilendirilmistir. ACP1 A
tasiyicili@inin  hipertrigliseridemiye karsi etkili oldugu diisiiniilmektedir. Bu c¢alismalar
ACP1 A tastyiciliginin metabolik sendrom gelisimine karsi etkili olabilecegine isaret
etmektedir. Lucarini ve ark. tarafindan italyan popiilasyonda sadece kan lipitleri normal
olan Tip 2 diyabetiklerde viicut kitle indeksi (VKI) ve ACP1 A alleli arasinda pozitif
korelasyon bulunmustur. Arastirmacilar, A alleli bulunmayan bireylerde VKI 29 kg/m’den

fazla iken, trigliserit oranlarinin ¢cok yiiksek oldugunu tespit etmislerdir (7).



Metabolik sendrom gelismesinde rol alabilecegi diisiiniilen ¢ok sayida genetik
faktor tamimlanmistir. Bunlar arasinda asit fosfataz lokiis 1 (ACP1) polimorfik
varyantlarinin obez bireyler arasinda viicut kitle indeksi ile iligkili oldugu gosterilmistir.
Ayrica bu polimorfik varyantlarin farkli enzimatik aktiviteye sahip olmalar1 sonucunda

insiilin direncinin diizenlenmesinde etkili olabileceginin gosterilmesi 6nemlidir.

Bu calismanin amaci Tiirk toplumunda ACP1 gen polimorfizmlerinin dagiliminin
belirlenmesi ve metabolik sendrom ile iliskisinin saptanmasidir. Tez ¢alismasi1 kapsaminda
metabolik sendrom tanist1 konmus hastalarda ACP1 gen polimorfizmleri belirlenerek
normal saglikli bireylerle kiyaslanmasi hedeflenmistir. Bu amagla periferik kandan DNA
izolasyonunu takiben PZR-RFLP yontemi ile ACP1 genotiplemesi yapilarak metabolik

sendromla iligkisi arastirilmistir.



4. GENEL BILGILER
4.1. METABOLIK SENDROMUN TANIMI

Metabolik sendrom (MS) giintimiizde gittik¢ce daha fazla 6nem kazanan ve iistiinde en
cok arastirmanin yapildigit konulardan biridir. Metabolik sendrom multiple bir
kardiyovaskiiler risk faktoriidiir, sendromun hem kendisi hem de tek baslarina 6gelerinin
herbirisi kardiyovaskiiler komplikasyonlar i¢in artmis riske isaret etmektedir (8). Reaven ve
ark. tarafindan 1988 yilinda sendrom X adiyla tamtilan (9) ayrica insiilin rezistans
sendromu adi ile de anilan metabolik sendrom abdominal obezite, yiiksek trigliserid
diizeyleri, aterojenik dislipidemi (diisik HDL), yiiksek kan basinci, yiiksek kan sekeri
degerleri ve /veya insiilin direnci ile kendini gosterir. Metabolik sendrom aynmi zamanda
protrombotik ve proinflamatuar bir durum sergilemektedir.

Cok etkenli bir patogeneze sahip MS’un altinda yatan baslica iki etken abdominal
obezite ile insiilin direncidir; yaslanma, fiziksel inaktivite, genetik unsurlar gibi tetikleyici
faktorlerin varliginda belirlenebilmektedir. Bu nedenle metabolik sendromun yiiksek
prevalansi obezitenin tiim diinyadaki endise verici bir hizla artan prevalansiyla siki sekilde
iliskilidir (10-16). Ayni1 durum Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) de tiim etnik
gruplarda Ozellikle eriskinler, yaslilar, beyaz erkekler, zenci ve hispanik kadinlarda
izlenmektedir (17-23).

Sendromun ayirt edici 6zelligi olan abdominal adipozitenin kalitimsal kokeninde,
bugiin, 11b-hidroksisteroid dehidrogenaz tip 1 (11b-HSD-1) enziminin ve glikokortikoid
reseptoriiniin  (GcR) belirleyici rolii iizerinde fikir birligine varilmistir. Bu enzim ve
reseptOrii omental yag hiicrelerinde trigliseridlerin birikimini ve omental bolgede adeta bir
Cushing hastaliginin gelisimini saglamakta (24,25) ve bu bolgede biriken yag dokusu,
salgiladig1 substrat [serbest yag asitleri (FFA) ve gliserol] (26,27) ve hormonlarla (28)
metabolik  sendromun  komponentlerini  olusturmaktadir. ~ Serbestlesen  gliserol
glikoneogenez siirecinde substrat olarak kullanilirken, gerekli enerji oksidasyona ugrayan
FFA’lar tarafindan saglanir; metabolik sendromda karaciger glikoz iiretiminin artmasi ve
stirekli hiperglisemi biiyiik ol¢iide bu mekanizmalarla gelismektedir (26,27). Endokrin bir

organ gibi calisan yag dokusu ise, yag hiicresi ve makrofajlarda ekspresse edilen bazilar



parakrin, bazilar1 endokrin etki goOsteren proteinlerle [parakrin etkililer: 11b-
hidroksisteroid dehidrogenaz tip 1 (11b-HSD-1), glikokortikoid reseptorii (GcR),
perilipin’ler (PLINs), akuagliseroporin’ler (AQp), “fatty acid transport proteins” (FATPs),
“fatty acid binding protein-2” (FABP-2); endokrin etkililer: “Fasting-induced adipose
factor” (FIAF), tiimor nekroz faktorii-a (TNF-a), interlokin-6 (IL-6), resistin, leptin,
adiponektin, anjiyotensinojen, addusin-a, plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1), v.b.,]
metabolik sendrom gelisme siirecine katkida bulunmaktadir (30-32).

Metabolik sendrom ilk tanimlandigindan bu yana degisik sekillerde
adlandirilmistir.  Athero-trombojenik sendrom, Beer-belly sendrom (Bira gbbegi
sendromu), Kardiyovaskiiler metabolik sendrom, Kismi kardiyovaskiiler risk faktor
sendromu, Oliimciil dortlii, Dismetabolik sendrom, Insiilin direnci sendromu, Insiilin
direnci dislipidemi sendromu, Metabolik kardiyovaskiiler sendrom, Metabolik sendrom,

Metabolik sendrom X, Plurimetabolik sendrom, Reaven’s sendromu, Sendrom X (33).

4.2. METABOLIK SENDROMUN PATOGENEZi:

Metabolik sendrom patogenezinde, genetik faktorler, insiilin direnci, obezite,
hipertansiyon, dislipidemi, vaskiiler anormallikler, inflamasyon, hiperandrojenizm, iirik asit

ve vitamin D azlig1 rol oynamaktadir (33).

Metabolik sendromun ana patofizyolojik ozellikleri;
e [nsiilin direnci,
e Diisiik HDL, Trigliserid ve LDL’de artis ile kendini gosteren aterojenik dislipidemi.
e Insiilin direnci olan bireylerde sik gdzlenen hipertansiyon,
e Akut faz reaktanlarinin (c-reaktif protein-CRP gibi) yiiksekligi ile seyreden
proinflamatuar durum,
e Plazminojen Aktivatér Inhibitoriiniin (PAI-1) ve fibrinojenin yiiksekliginin

goriildiigii protrombotik durum olarak 6zetlenebilir (34-37).



Metabolik sendromun etyolojisi obezite ve yag dokusu bozukluklari, insiilin direnci
ve bagimsiz faktorler (vaskiiler, hepatik ve immiinolojik kokenli molekiiller gibi) olarak ii¢
kategoride incelenebilir (38). Metabolik sendromu olusturan hastaliklarin (dislipidemi,
hiperglisemi, hipertansiyon, obezite) hepsinin temelinde insiilin direncinin rolii
bulunmaktadir. Bu hastaliklar ve insiilin direnci endotel disfonksiyonu ve ateroskleroz

stirecini hizlandirarak klinikte koroner arter hastaligi, inme ve periferik damar hastalig gibi

yiiksek mortalite ile seyreden tablolara neden olmaktadir (39).

Aterosiklerozis

VISSERAL ADIPOSIT < > DOGAL IMMUNITE
Akut faz proteinleri

Adipokinler Sitokinler

Leptin = Insiilin Direnci TNF-a

Adiponektin e IL-6

.. HDL diistikliigii

Resistin .. o IL-10
U TG yiiksekligi

Serbest yag asitleri hipertansivon IL-18

TNF-o pertansty IL-12

IL-6 Resistin

PAI-1

Monosit veya endotelyal Platelet aktivasyonu veya
etkilesimler | Plak rﬁptﬁrﬁ Y tromboz.is
ICAM-1,VCAM,CD-40 veya trombozis P-selektin
Selektinler CD-40
Metalloproteinazlar Ligant
v PAI-1
Kardiyovaskiiler Tromboksan
olaylar

SEKIL- 4.1. Metabolik sendromun fizyopatogenezi.




4.2.1. Insiilin Direnci: Metabolik sendromun temelindeki esas patolojik olay olan insiilin
direnci (40), hiicre ve dokularda, karacigerde endojen ve eksojen insiilinin normal

diizeylerine beklenenden daha az yanit olmasi hali olarak tanimlanmaktadir (38).

4.2.2. Insiilin Direnci ve Viseral Obezite: Metabolik sendromun gelisiminde viseral
obezite merkezi bir rol oynamaktadir. Viseral obezite; kan basinci, aglik kan glukozu ve
insiilin degerleri ile pozitif, HDL kolesterol diizeyleri ile negatif iliski gostermektedir (41).
Serbest yag asitleri (SYA) diizeyleri ile insiilin direncinin dogru orantili oldugu
gosterilmistir (42). Metabolik sendromun tani kriterlerinden biri olan obezite bugiinkii

goriislerle, cevresel faktorlerinden ziyade genetik olarak belirlenmektedir.

4.2.3. Insiilin Direnci ve Aterojenik Dislipidemi: Dislipidemi, seker hastalifi ve
hipertansiyon olusumunu destekleyen onemli bir faktordiir. ilerlemis ateroskleroz
durumunda, dislipidemi ile beraber trombosit agregasyonu ve endotel disfonksiyonu
artmakta boylece aterosklerotik vaskiiler hastalik riski yiikselmektedir. Hiperlipidemi,
obezite ve insiilin direnci arasinda belirgin bir iliski bulunmustur. Insiilin direncinin en
belirgin sebebi abdominal obezitedir. Burada da esas etken subkutan yerlesimden ziyade
viseral yerlesimli yaglanmadir. Bu yag ¢ogunlukla trigliseridlerden olusmaktadir. U¢ yag
asidinin bir gliserol molekiilii ile birlesmesinden olusan trigliserid yag dokusunda
birikmekte, enerji gereksinimi ile paralel olarak yeniden yag asitlerine ayrilarak dokularin
bu ihtiyacin1 karsilamaktadir. Sisman kisilerde daha fazla yag asidi salgilanmakta,
dokulardaki yaglanma daha fazla olmaktadir. Boylece dokulardaki, 6zellikle de kaslarda ve

karacigerdeki fazla yag miktari insiilin direncini artirmaktadir (43).

4.2.4. insiilin Direnci ve Diabetes Mellitus: Giiniimiizde metabolik sendromda &zellikle
diyabet mevcutsa, koroner arter hastaligina esit mortalite riski tasidigr kabul edilmektedir
(44). Ulkemizde metabolik sendromun en sik rastlanan sekli hipertansiyon ve HDL

disiikligidiir (45).



4.2.5. Insiilin Direnci ve Hipertansiyon: Hiperinsiilinemi sempatik sinir sistemi
aktivitesini artirarak, vaskiiler cevabi vazokonstriksiyon yoOniine kaydirarak ve sodyum
tutulumuna yol agarak kan basinci yiiksekligine neden olmaktadir. Insiilin ve IGF-1
(Insiilin Like Growth Factor-1) damardaki diiz kas hiicrelerinin poliferasyonuna yol
actigindan, damar duvarlar1 kalinlasip bu riskin daha da yiikselmesine sebep olmaktadir.
Damar liimeninde daralmalar perifer damar direncini artirmakta ve hipertansiyon ortaya

cikmaktadir (46).

4.2.6. Insiilin Direnci ve Hiperkoagulabilite: Insiilin direnci olan hastalarda arteriyel
trombozis ve inflamasyonu uyaran koagiilasyon faktorlerinde degisiklikler meydana
gelmektedir (47). Yaygin olarak endotel hiicrelerinin aktivasyonu, LDL oksidasyonu
uyarimi, faktor VII, IX ve X, protrombin ve plazminojen aktivator inhibitori (PAI-1)

diizeylerinde artma metabolik sendromdaki protrombotik durumun nedenlerinden

baglicalaridir (48).

4.3. METABOLIK SENDROM SIKLIGI

Metabolik sendrom ABD’de ortalama olarak popiilasyonun %24’nii etkilemektedir.
Uciincii uluslar aras1 saglik ve beslenme sorgu incelemesi (NHANES III) kriterlerine gore
ABD’de 47 milyon bireyde metabolik sendrom mevcuttur (49) ve bu kisilerin %44’ de 50
ve listii yas grubundadir (50). Metabolik sendroma normal glukoz toleransi olan erkeklerin
%15’inde, kadinlarin %10’nunda, bozulmus acglik toleransi olan erkeklerin %64’ ve
kadinlarin %42’sinde ve tip 2 diabeti olan erkeklerin %84’ii, kadinlarin da %78’ inde
rastlanilmaktadir (51). 1988-1994 yillan1 arasinda obeziteye bagli rahatsizliklar nedeni ile
yapilan doktor ziyaretleri ABD’de %90 oraninda artmistir (52). Giiney ve giineydogu Asya
halklari, Afrika asilli Amerikalilar, Meksikalilar ve yerli Amerikalilar gibi bazi etnik
gruplarda prevalansin daha da yiiksek saptanmasi bu prevalans yiiksekliginde genetik bazi

faktorlerin de rol oynadigim diisiindiirmektedir ( 53).



Ulkemizde MS siklig1 ve akibetiyle ilgili ilk arastirma TEKHARF (Tiirk Eriskinleri
Kalp Hastaligi ve Risk Faktorleri Sikligi Taramasi) calismasinin 1997/98 taramasi esas
alinarak ve ATPIII kriterleri uygulanarak gerceklestirilmistir (54). Bu c¢alismada 6zellikle
erkeklerde abdominal obeziteye iliskin 102 cm’lik kriterin Tiirk erkeklerinin onemli bir
bolimiinii kapsamayarak risk altinda degilmis gibi gostermesi sonucu, yeni kriter (95
cm’lik bel cevresi) gelistirilerek arastirmalarda kullanilmistir (55,56). Daha sonra
kadinlarda da (91 cm’lik bel cevresi ile <45 mg/dl’'lik yiiksek yogunluklu lipoprotein
(HDL)-kolesterol diisiikliigii) yeni kriterlerin halkimizda daha uygun  olabilecegi
diistiniilmiistiir (57).

Metabolik sendrom prevalansi erigkinlerde ortalama %22 olarak bilinmektedir.
Prevalans yas ile artmakta, 20-29 yas grubunda %6.7, 60-69 yas grubunda ise %43.5
oraninda goriilmektedir. Tiirk Eriskinleri Kalp Hastalig1 ve Risk Faktorleri Sikligi Taramasi
(TEKHARF) calismasina gore, 2000 yil1 itibariyle Tiirkiye genelinde 30 yas ve iizerindeki
9.2 milyon kiside metabolik sendrom mevcuttur ve Koroner Arter Hastaligi gelisen
bireylerin %53’i aym1 zamanda metabolik sendrom hastasidir. Tiirk toplumunda metabolik
sendrom goriilme siklig1, erkeklerde 40-49 yas grubunda %44, kadinlarda ise 60-69 yas
grubunda %56 gibi oldukg¢a yiiksek degerlere ulagir (58).

4.4. METABOLIK SENDROMUN TANI KRITERLERI :

Uluslar aras1 Kalp, Akciger, Kan Enstiitiisii giincel metabolik sendrom tanimi ile
ilgili raporunda Yetiskin Tedavi Paneli III (ATP III), Diinya Saglik Orgiiti (WHO) ve
Klinik Endokrinolojinin Amerikan Iliskisi (AACE) tamimlarinin 6zetini yapmaktadir (1).

4.4.1. Yetiskin Tedavi Paneli III (ATP III) Tam Kriteri

Ulusal Kolesterol Egitim Programi [National Cholesterol Education Program (NCEP)]

Uzman Paneli, 2001 yilinda yetigkinlerde yiiksek kan kolesterolii tespiti, degerlendirme ve
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tedavisi raporunu (ATP III) hazirlamistir. Bu raporda, metabolik sendrom tanisi i¢in Tablo
4.1. belirtilen bes kriterden iiciiniin bir arada bulunmasinin yeterli oldugu bildirilmistir (59).
Abdominal obezitenin de bu tabloya alinmasi, sendromun patogenezindeki 6nemini ortaya
bir kez daha koymaktadir. Ozellikle genetik yatkinhigi olan gruplarda bel cevresindeki
kiigiik bir artig dahi bir ¢ok risk faktoriinii tabloya dahil eden bir tetik gorevi
gorebilmektedir. ATP III’e gore metabolik sendrom tanimini yapabilmek icin yiiksek aglik
glukozunu (FBG) gostermek yeterlidir, insulin rezistansinin gosterilmesi gerekli degildir

(60).

Tablo 4.1. ATP III Metabolik Sendrom Tan1 Kriteri (61).

Risk Faktorii Degerler

Abdominal Obazite

Erkek >102 cm

Kadin >88 cm

Trigliserid Diizeyi >150 ml/dl (>1.69 mmol/l)

Diistik HDL Diizeyleri

Erkek <40 mg/dl (<1.04 mmol/l)

Kadin <50 mg/dl (<1.29 mmol/l)

Artmis Kan Basinci Sistolik>130 mmHg veya diastolik >85 mmHg
Artmis aclik kan sekeri >110 mg/dl (6.1 mmol/l)

4.4.2. Diinya Saghk Orgiitii (WHO) MS Tam Kriteri:

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 1998 yilinda metabolik sendromu, diyabet, bozulmus
aclik glukozu, bozulmus glukoz tolerans: veya insiilin direnci ile birlikte, hipertansiyon
(>160/90mmHg), hiperlipidemi, santral obezite (bel ¢evresi) ve mikroalbuminiiriden en az

ikisinin birlikte goriilmesi olarak tanimlanmistir.
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Metabolik sendrom tanisinin  yapilmasi i¢in insiilin direncinin gosterilmesi
istendiginden, WHO tarafindan yapilmis olan kriterler farklilik gosterir. WHO ayrica ATP
IIT’den farkli HDL ve kan basinci sinirlar1 kullanmakta ve yiiksek kilo (BMI > 30 kg/m) ve
santral adipoziteyi (bel/kal¢a oram erkekte > 0.9, kadinda > 0.85) kriter olarak kabul edip,

proteiniiriyi de risk faktorii olarak gormektedir (61).

Tablo 4.2. Metabolik Sendrom icin WHO Tan1 Kriterleri

Asagidakilerden biri ile insiilin direnci Asagidaki bulgulardan en az ikisinin
tanisi: insiilin direncine eslik etmesi:
Tip 2 diabet Antihipertansif tedavi veya kan basinci

sistolik .140 mmHg , diastolik . 90 mmHg

Bozulmus aclik glukozu Trigliserid . 150 mg/dl

Bozulmus glukoz toleransi HDL erkekte <35, kadinda < 39 mg/dl
Glukoz uptake’in incelenen Viicud Kitle Indeksi (BKI) > 30 kg/m
Popiilasyonun en diisiik yiizdenin altinda veya bel-kal¢a oran1 erkekte > 0.9, kadinda
olmasi >0.85

Uriner albumin atilimi . 20 mcg/dk

veya albumin/kreatinin orani. 30 mg/g

4.4.3. Amerikan Yetiskin Kolesterol Egitim Paneli (AACE) MS Tam Kriteri:
Daha c¢cok ATP III ve WHO kriterlerinin kombinasyonu seklinde olan bu

degerlendirme, metabolik sendrom tamist icin gerekli kriterlerin sayisini vermeyip

klinisyenin yorumuna birakmaktadir (62).
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Tablo 4.3. insiilin Rezistans1 Sendromu i¢in AACE Tam Kriterleri

Risk Faktorii Degerler
Fazla kilo / obezite BMI . 25 kg/m2
Trigliserid 150 mg/dl
Diisik HDL
Erkek < 40 mg/dl
Kadin < 50 mg/dl

Kan basinci

>130/85 mmHg

Diger risk faktorleri

Ailede Tip 2 diabet, hipertansiyon,

kardiovaskiiler hastalik 6ykiisii

Polikistik over sendromu

Sedanter hayat tarzi

Ileri yas

Tip 2 diabet veya kardiovaskiiler hastalik i¢in
yiiksek riskli etnik gruba dahil olmak

Son olarak 2005 yilimin Nisan ayinda Uluslararast Diyabet Federasyonu (IDF)

tarafindan Berlin’de diizenlenen “I. Uluslararast Metabolik Sendrom Kongresinde”,

Metabolik Sendrom tan1 kriterlerine son sekli verilmistir (63).

Buna gore; bel cevresinin erkeklerde 94 cm, kadinlarda 80 cm’den fazla bulunmasina

ek olarak asagida belirtilen 4 faktorden ikisinin varhi@i tan1 koymak icin yeterli kabul

edilmektedir.

1. Trigliserid diizeyinin 150 mg/dl’dan fazla olusu veya bunu saglamak i¢in bir ilag

kullaniliyor olmast,

2. HDL-Kolesterol diizeyinin erkeklerde < 40 mg/dL, kadinlarda < 50 mg/dL olusu

veya bunu saglamak i¢in bir ila¢ kullaniliyor olmast,
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3. Biiyiik tansiyonun 130 mmHg veya kiiciik tansiyonun 80 mmHg diizeyine esit veya
tizerinde olmalar1 veya daha Once hipertansiyon tanist konulup ila¢ kullaniliyor
olmasi,

4. Aclik kan sekerinin 100 mg/dl iizerinde bulunmasi veya daha once tip 2 diyabet
tanis1 konulmus olmasi.

Yeni tam kriterlerinde en carpici degisiklik bel gevresi icin daha dnce erkeklerde belirtilen

102, kadinlarda 88 cm rakamlarinin degismesidir.

4.4.4. Tiirkiye Endokrinoloji Metabolizma Dernegi MS Tam Kriteri
Tablo 4.4. Metabolik sendrom c¢alisma grubunun 6nerdigi metabolik sendrom tani

kriterleri (33).

Asagidakilerden en az biri Asagidakilerden en az ikisi

Insiilin direnci Hipertansiyon( > 130/ 85)

Antihipertansif ila¢ kullaniyor olmak

Bozulmus glukoz toleransi Dislipidemi( trigliserit diizeyi > 150 mg /dl veya HDL
diizeyi erkekte < 40 mg/dl, kadinda < 50 mg/dl )

Asikar Seker Hastaligi Abdominal obezite( VKI > 30 kg / m” veya bel cevresi
:erkeklerde >102 cm , kadinlarda > 88 cm)

Mikroalbiiminiiri ( idrar albiimin atilim1 >20 mcg/dakika

veya albiimin / kretinin oran1 >30 mg/g )

4.5. ASIT FOSFATAZ LOKUS 1 (ACP1) TANIMI VE LOKALIZASYONU

Asit fosfataz lokus 1 (ACP1) geni yiiksek polimorfik diisiik molekiiler agirlikli
protein tirozin fosfatazi (LMPTP) kodlamaktadir. Bu enzim insiilin sinyal iletiminde

negatif  diizenlemede rol oynamakta ve insiilin reseptoriiniin fosforillenmis tirozin
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bolgesini defosforile ederek insiilini baskilamaktadir (64,65). Insan dokularinda ACP1 gen
iriinliniin her zaman bulunan 2 izoformu mevcuttur. Bu izoformlar ACP1-F ve ACPI1-S
olarak isimlendirilir. Ayrica LMPTP-A ve LMPTP-B olarak da adlandirilabilir (66). Ayni
lokus adiposit LMPTP kodlar. Adiposit asit fosfataz olarak da bilinir. Adiposit lipid
binding proteinin (ALBP) fosforile olmus tirozinini invitro olarak defosforile

edebilmektedir (67).

Hopkinson ve ark. ilk olarak protein diizeyinde ACP1 polimorfizmini
tanimlamiglardir. ACP1 yiiksek polimorfik yap1 gosteren bir  gendir. Caucasian
popiillasyonda ACP1 A, B ve C olarak isimlendirilen 3 yaygin kodominant allelin
kombinasyonundan olusan 6 farkli genotipi gozlenmistir. Bu genotipler; A/A, A/B, B/B,
A/C, B/C, ve C/C olup total enzimatik aktivite ve iki izoformun konsantrasyonlari

arasindaki oranda giiclii varyasyonlar gosterirler (66).

Yedi ekzon ve 6 introndan olusan ve LMPTP kodlayan ACP1 geni, 2.
kromozomun kisa kolunun 2. bolgesinin 5. bandinda (2p25) yer almaktadir (68).

4.5.1. ACP1 izoformlar::

ACPI1 lokusundaki her bir allel hizl1 (F) ve yavas (S) olarak 2 izoform kodlar (70).
F ve S izoformlar1 arasinda enzimatik ve molekiiler 6zelliklerin her ikisinde anlamli farklar
gosterilmigdir. F ve S izoformlar hiicrelerde farkli biyolojik fonksiyonlara hizmet
edebilmektedir. S izoform konsatrasyonu C allel tasiyan genotiplerde diger genotiplerden
daha yiiksek bulunmusdur (71). izoformlar arasindaki oran (F/S ) A allelinde 2:1, B
alelinde 4:1, C allelinde 1:4 olarak gosterilmistir. Her iki izoform 157 aminoasit i¢eren ve
18 kilodalton molekiil agirhgindan meydana gelen kiiciik enzimdir. Iki izoformun in
vitroda substart tercihi, kinetigi ve allosterik ozellikleri farklilik gostermektedir. ACP1
genotipi iligkisinde S ve F izoform konsantrasyonlar1 Tablo 4.6. da gosterilmektedir (70,

72).
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Tablo 4.6. ACP1 genotipi ilskisinde S ve F izoform konsantrasyonlari

ALLEL | F Izoform konsantrasyonu | ALLEL | S Izoform konsantrasyonu
B/B 16.4 C/C 20.6

A/B 12.0 A/C 12.7

B/C 11.3 B/C 12.1

A/A 7.9 B/B 3.9

A/C 7.5 A/B 3.4

C/C 5.7 A/A 33

Not : Kirmiz1 hiicrelerin 1 mililitresinde verilen enzim miktar1 gosterilmistir.

4.5.2. ACP1 Allelleri:
Spencer ve ark. enzimatik aktivitedeki allelik katkiyr yada sirayr su sekilde

tanimlamiglardir; ACP1A<ACP1B<ACPI1C ( 72).

Tablo 4.7. ACP1 allellerindeki enzimatik aktivite sirasi

ALLEL ENZIMATIK AKTIVITE
ACPI1A/A 122.4

ACP1A/B 153.9

ACPIB/B 188.3

ACPIA/C 183.8

ACP1B/C 212.3

ACPIC/C Cok nadir

Alleller enzimatik aktivite agisindan; diisiik, orta ve yliksek enzimatik aktiviteli

olarak 3 gruba ayrilmistir.
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Tablo 4.8. Ezimatik aktivite acisindan allel gruplari

ENZIMATIK AKTIVITE GRUBU ALLEL

Diisiik enzimatik aktiviteliler A/A, A/B
Orta enzimatik aktiviteliler B/B, A/C
Yiiksek enzimatik aktiviteliler B/C, C/C

4.5.3. ACP1 Fonksiyonlari:
Deneysel kanitlar temelinde ACP1’in 2 6nemli fonksiyona sahip oldugu onerilmistir.
1) Flavin fosfataz aktivitesi

2) Tirozin fosfataz aktivitesi

1) Flavin fosfataz aktivitesi; ACP1 Flavin mononiikleotidin riboflavine doniisiimiinii
kataliz etmektedir. Flavin adenin diniikleotidin (FAD) hiicresel konsantrasyonunun

diizenlenmesinde rol oynamaktadir.

2) Tirozin fosfataz aktivitesi; Fosfotirozin fosfataz olarak bu enzim; hiicre biiyiimesinin
diizenlenmesini ve reseptor aktivitesini kontrol ederek, glikolitik oranin diizenlenmesinde
etkili olmaktadir. In vitro olarak ACP1 Insan Insiilin Reseptorii (IR) ve Band 3 proteinin
(B3P) fosfotirozin igeren sentetik peptidlerini hidroliz edebilmektedir. Yiiksek ACP1

aktivitesi insiilin hareketini baskilayarak yiiksek glisemik diizeye yol acabilmektedir.

B3P fosforilasyonu; aldolaz, fosfofruktokinaz ve gliseraldehid 3 fosfat
dehidrojenazin aktivasyonuyla glikolitik orani artirmaktadir. ACP1 B3P defosforile ederek
glikolitik enzim aktivitesini azaltip glikolizi inhibe etmektedir. Bu nedenle; yiiksek ACP 1
aktivitesi glikolitik enzimlerin azalmis aktivitesiyle yiiksek glisemik diizeye yol
acabilmektedir (73-76). Intraselliiler kinazlar fosforillenmis kritik hedef proteinlerle yiizey
reseptorlerinden sinyale aracilik etmektedir. Oysa ki fosfatazlar bu fonksiyonu inhibe

etmektedir.
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Tablo 4.9. ACP1 Fonksiyonlari

Fosfotirozin fosfataz olarak fonksiyonu Diisiik enzimatik aktivitenin miimkiin

etkisi

1) ZAP 70 in negatif regiilator bolgesindeki | T hiicre diizenlenmesini yapabilir.

tirozinin defosforilasyonu

2) Insiilin reseptoriiniin defosforilasyonu Adipositlerde insiilinin etkisini artirir.

3) Adiposit Lipit Baglayic1 Proteinin(ALBP) | Adipositlerde lipit depolayabilir.

defosforilasyonu

Flavin Mononiikleotid Fosfataz

(FMN)olarak Fonksiyonu

1) FMN defosforilasyonu FMN konsantrasyonunu ve flavoenzim

aktivitesini artirir.

4.5.4. ACP1 Genotipleme

Hopkinson ve ark. 1963’de kirmizi hiicre hemolizatinda nisasta jel elktroforeziyle
ACP1 A, B, C olarak bilinen 3 baskin alleli tanimlamislardir (66). Ug ACP1 alleli 3
spesifik bolgede tek baz degisimi gostermektedir. A ve B allelleri 2 baz degisimi ile
birbirinden farklidir. Bu baz degisimlerinin birincisi; kodon 41 ekzon 4 de yer alan C-T
degisimdir. Ikincisi ise; kodon 105 ekzon 6 da yer alan A-G degisimdir. ACP1 C alleli A
ve B allellerinden bir baz degisimi ile farklidir. Bu degisim kodon 43 ekzon 3 bolgesinde
yer alan C-T degisimidir (76). B ve C allellerinde 105. bolgede bulunan glutamin (kodon
CAA ) aminoasidi A allelinde arjinin aminoasidine (CGA) degismektedir. Tek Niikleotid
Degisimlerinin (SNP) diger ikisi aminoasit degisimiyle sonuclanmamaktadir. Fakat
alternatif mRNA splicing ve sonu¢ olarak 2 izoform arasindaki oranda giiclii etkileri
bulunmaktadir. Allellerde 2 izoform arasindaki oran (F/S) su sekilde gosterilmektedir: 2:1
A alleli, 4:1 B alleli, 1:4 C alleli (77).

18




5. GEREC VE YONTEM

5.1. Kullamlan Aletler

Agaroz Jel Elektroforez Giic Kaynagi, ATTO (Japonya)
Agaroz Jel Tanki ve Diizenegi (Mini), Biometra (ABD)
Buzdolabi, Argelik (Tiirkiye)

Derin Dondurucu -20 °C, Philco (Tiirkiye)

Etiiv, Heraeus (Almanya)

Hassas Terazi, Mettler AT 261 (isvicre)

Hassas Terazi, Mettler PJ6000 (Isvigre)

Is1 Dongii Cihazi, Biometra (ABD)

Kamera, Polaroid MP-4 (ABD)

Kirik Buz Makinesi, Scotsman (ABD)

Laminar Flow, Ozge A.T. (Tiirkiye)

Laminar Flow, Heraus (Almanya)

Manyetik Karistirici, Eletro-Mag (Tiirkiye)

Manyetik Karistirici, IKA (ABD)

Mikrosantrifiij, [EC Micro-MB (ABD)

Mikrosantrifiij, Heraecus Biofuge® B (Almanya)
Otoklav, All American (ABD)

Otomatik Mikropipetler, Gilson (Fransa)

PH Metre, WTW (Almanya)

UV Kaynagi, Vilber Lourmat (Fransa)

Jel Dokiimantasyon Sistemi, Synergene Genius (Ingiltere)
Spektrofotometre, Ultraspec 3300 pro Biochrom Ltd. (Ingiltere)
Vorteks, Elektro-Mag (Tiirkiye)

Vorteks, IKA (ABD)



5.2. Kimyasal Maddeler
Agaroz, Invitrogen (ABD)

Brom fenol mavisi, Sigma (ABD)
dNTP set, MBI Fermentas (Litvanya)
EDTA, Sigma (ABD)

Etanol, Carlo Erba (Italya)

Etidyum bromid, Sigma (ABD)
Fenol, Sigma (ABD)

Izoamil alkol, Merck (Almanya)
Kloroform, Carlo Erba (Italya)
Magnezyum kloriir, Sigma (ABD)
Nonidet P 40, Sigma (ABD)

Sodyum kloriir, Merck (ABD)

Taq DNA Polimeraz Enzim Seti, MBI Fermantas (Litvanya)
Tris, Sigma (ABD)

50 bp Step Ladder, DNA belirteg, MBI Fermantas (Litvanya)
100 bp Step Ladder, DNA belirteg, MBI Fermantas (Litvanya)

5.3. Kullamlan Cozeltiler

Calismada kullanilan kimyasal ¢ozeltiler asagida belirtildigi sekilde hazirlanmistir.
Kandan DNA Izolasyonu

Soliisyon 1
10 mM Tris-HCI (pH 7.6)
10 mM KCI
10 mM MgCl,



Soliisyon 2
10 mM Tris-HCI (pH 7.6)
10 mM KCI
10 mM MgCl,
0.5 mM NaCl
2mM EDTA
%0.5 SDS

TE Tamponu :
10 mM Tris-HCI (pH 7.4)
1 mM EDTA (pH 8.0)

PZR

10X Reaksiyon Tampon :
500 mM Tris-HCI (pH 8.8)
160 mM (NH4)>SO4
0.1% Tween 20
1.5 mM MgCl,

10mM dNTPs: 100 mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP soliisyonlarindan 10’ar upl alinarak

karistirildi ve tizerine 60 pl steril dH,O eklenerek hazirlandi.
AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

10XTBE (500 ml)
S54gr Tris baz
27gr Borik Asit
20ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)

Cozelti 1Lt ye kadar dH,O ile tamamlandi.

Yiikleme Boyasi
% 0.25 Bromfenol Mavisi
%0.25 Ksilen Siyanol FF
%30  Gliserol
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5.4. Kullamilan Primerler

Tablo 4.10. PZR da kullanilan primerler

Ekzon | DNA Dizisi (5°—3) ileri DNA Dizisi (5°—3)geri
3 AGG CCA ACCTGA ACTCCTCTG | CCT GTC TTG CTT TAT GGG CT
6 TTC AGA ACA CCC TAG CAG ATG | TTG CAA AAC CTG CAT AAC AA

5.5. Kullanilan Restriksiyon Enzimleri

Hha I, MBI Fermantas (Litvanya)

Taq I, MBI Fermantas ( Litvanya)
5.6. Hasta grubu ve DNA izolasyonu

GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi Endokrinoloji servisinde takip edilen
metabolik sendromlu hastalar NCEP ATP III 2001 kriterine uygun olarak secilmistir.
Abdominal obezitesi, glukoz intoleransi veya diabetes mellitusu olan ve kan basinci 130/85
mmHg iizerinde olan 53 metabolik sendromlu hasta ve yas grubu hastalar ile uyumlu 168
kontrol grubu ¢alismaya dahil edilmistir. Bu hastalarin ve kontrol grubunun riza olur formu
alindiktan sonra alinan kan orneklerinden DNA izolasyonu ve ACP1 genotiplemesi
yapilmistir. Arasirma GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi etik kurulu tarafindan

onaylanmistir.

Calismaya katilan bireylerden 1/100 hacimde 0.5 mmol / L sodyum EDTA iceren
tiiplere 3 ml kan alindi. Kandan DNA izolasyonu John ve arkadaglarinca tanimlandigi
iizere fenol-kloroform yontemi ile izole edildi (78). Cahisma 6ncesi Sol II ve TE 65 °C
bekletilmek iizere etiive birakildi. Once kan alt-iist ederek karistirildi ve 15 ml’lik falkon
tiipe bosaltilarak iizerine 2 kat1 Sol I konuldu. Uzerine 120 u It Nonidet P40 ( igepal )
ilave edilerek tiipler 2000 rpm de 10 dak. santrifiij edildi. Pellet oynatilmadan iist faz
dokiildii. Her hasta i¢in 4 adet 2’lik ependorf hazirlandi. Pelletin {izerine 800 u 1t Sol II
ekleyerek pipetle al-ver yaptiktan sonra temiz ependorfa aktarildi. 400 u 1t fenol ekleyerek
12000 rpm de 1 dak. santrifiij edildi. Ust faz1 temiz ependorfa alarak iizerine 200 u 1t fenol
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200 p 1t kloroform izoamilalkol ilave edip tiip alt iist edildi ve 12000 rpm 1 dak. santrifiij
edildi. Santrifiij sonras1 iist faz temiz ependorfa alindi. Uzerine 700 p It kloroform
izoamilalkol ilave edilip tiip alt-iist edilerek 12000 rpm 1 dak. santrifiij edildi.Ust faz temiz
ependorfa aktarilarak iizerine 2 kat1 kadar % 100 etanol ilave edip tiip alt — iist edildi ve
14000 rpm 10 dak. santrifiij edilerek DNA’nin ¢6kmesi saglandi. Etanol dokiilerek ve sonra
tiipler ters cevrilerek kurutma kagidinin iizerine birakildi. Uzerine 200 u 1t TE tampon
eklenerek 65 °C de 5 dak. bekletip kisa bir santrifiij yapildiktan sonra -20 °C’de sakland.
Elde edilen DNA’nin safligin1 ve konsantrasyonunu belirlemek amaciyla 260 ve 280 nm

dalga boylarinda spektrofotometrik Sl¢timler yapildi.
5.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( PZR ) in vitro kosullarda belirli bir DNA bolgesinin
cogaltilmasini saglayan ve 1985°te gelistirilen bir metotdur. Temel olarak PZR ii¢ basamak
dongii sistemi icermektedir. DNA’nin yiiksek 1s1 ile tek iplikli hale getirilmesini takiben
0zel olarak hazirlanan oligoniikleotid primerlerin kalip DNA ile eslesmesi ve DNA
polimeraz tarafindan sentezin gerceklestirilmesi temel prensibini olusturur. lk olarak cift
iplikli DNA'nin 94 °C de tek iplikli forma doniisiimii saglanir. Ardindan 6zel olarak
hazirlanan 17-35 niikleotid uzunlugundaki primerler ile DNA tiizerindeki komplementer
bolgelere baglanir. Primerleri olusturan bazlar temel alinarak hesaplanan Tm degerine gore
baglanma 1s1s1 belirlenir. Bu islem genelde 37-55 °C Carasinda gerceklesir. Son olarak Taq
DNA polimeraz 72 °C de 5° — 3’ yoniinde primere uygun niikleotidleri ekler. PZR
etkinligi ve dogrulugu primer, dNTP ve MgCl, konsantrasyonu ile reaksiyona giristeki
DNA miktar ile direkt iliskilidir (79).

Bu calismada ACP1 geni ekzon 3 ve 6 bolgeleri Tablo 4.10. da gosterilen primerler
kullanilarak PZR ile ¢ogaltildi.Reaksiyonlarda kullanilan reaksiyon igerigi Tablo 4.11. de
verilmistir. Ependorf tiipleri icerisinde (0.5 ml) ve buz iizerinde hazirlanan reaksiyon
karisimi 49’ar p It tiiplere dagitildiktan sonra iizerine 1 p It Orneklerin genomik DNA s1
konuldu ve Ornekler daha onceden programlanmis 1sisal dongii cihazina yerlestirildi.
Reaksiyon 2 dak. 94 °C de 6n denatiirasyonun ardindan 94 °C de 45 saniye denatiirasyon,

54 °C de 45 saniye baglanma ve 72 °C de 45 saniye uzama olmak iizere 35 dongii
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gerceklestikten sonra 72 °C de 5 dak. final uzamasi ile tamamlandi. Ornekler cihazdan

¢ikarildiktan sonra kisaca yiiksek devirde santrifiij edildikten sonra — 20 °C ye kaldirildu.

Tablo 4.11. PCR ile ¢cogaltilan bolgeler ve ozellikleri

Gen Cogaltilan Kullamlan Amplikon Primer
bolge primerler uzunlugu baglanma
(bc) 151 (C)
ACP1 Ekzon 3 3Fve 3R 342 bg 56 °C
Ekzon 6 6Fve6R 300 bg 54°C

Tablo 4.12. Reaksiyon igerigi

PCR SARTLARI I Grmekcigin (p1t)
10x Buffer 5

25 mM MgCl, 3

Primer ileri (10pm/u It) 1

Primer geri (10pm/p 1t) 1

25 mM dNTP 1

Taq polimeraz (S5U/u It ) 0.1

Su 37.9

DNA 1

TOPLAM 50

5.8. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA parcalarinin ayrilmasi, tanimlanmasi, ve saflagtirilmasi i¢in standard bir

metod olarak agaroz jel elektroforezi kullanilmaktadir. Agaroz jel elektroforezi ile yaklasik
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60 - 0.1 kb uzunlugunda DNA parcgalar1 ayrilabilmektedir. Jeldeki DNA bantlari jelin bir
floresans boya olan etidyum bromiir ile boyanmast ve jelin mor otesi 11k altinda
incelenmesi ile saptanabilir. Cogunlukla jel elektroforezinde bilinen biiyiikliikteki bir
belirtec DNA kullanilarak molekiiler biiyiikliigii bilinmeyen DNA’larin boylar1 kolayca
saptanabilmektedir (80).

Yapilan bu caligmada PZR ile amplifiye edilen iriinlerin dogrulugunun ve
kalitesinin belirlenmesi i¢in agaroz jel elektroforezi uygulandi. Elde edilen iiriinlerin
boylarin1 tanimlayabilmek i¢in %2’ lik jel kullanildi. Agaroz jel 1 X TBE tamponunda
kaynatilarak hazirlandi. Cozeltiye DNA’nin UV 151k altinda goriintiilenebilmesi i¢in 0.25
pg / ml EtBr ilave edildi. Elektroforez 90 V /45 mA olacak sekilde uygulandi. Yaklasik 45
dak. sonra gii¢c kaynagi kapatildi. Jel UV 1s1m1 altinda incelendikten sonra fotografi ¢ekildi.

5.9. Restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi (RFLP)

Restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle tanimlanabilen bireyler arasinda DNA
dizisindeki polimorfik farkliliktir. DNA polimorfizmlerinin ¢cogunu tek baz ¢ifti degisimleri
olusturur. Bunlar restriksiyon enzimi tanima bolgesini ortadan kaldiran veya yeni bir
tanima bolgesi olusturan degisimlerdir. Eger 2 restriksiyon bolgesinde DNA fragmanti
delesyon veya insersiyona ugramissa restriksiyon fragmantlarinin boylari farkli olacaktir
Restriksiyon endoniikleaz: Bakteriden koken alan, DNA’da 6zgiil bir diziyi taniyarak bu
dizi icinden veya yakinindan DNA’y1 kesebilen enzimdir. DNA’nin bu enzimlerden bir
veya bir kagi ile kesime ugradiktan sonra agaroz jel elektroforezine tabi tutulmasi ve sonra
EtBr ile boyanan jelde olusan DNA bantlarinin yeri ve sayis1 kiyaslanarak elde edilen

cesitlilige RFLP ad1 verilir (81).

5.9.1. Ekson 6 bolgesine ait PCR iiriiniiniin Taq I enzimi ile kesimi

Ekzon 6 bolgesine ait PCR iiriinii Taq I enzim i ile 1 saat 65°C de kesim islemine
tabi tutuldu. Tablo 4.13. de belirtilen reaksiyon igerigine uygun olarak tiipler buz iistiinde
hazirland1. Isitict blok 65°C ye ayarlanarak tiipler bloga yerlestirildi. Kesim sonrasi iiriinler

% 3 agaroz + % 1 nusieve agaroz iceren jele 4 u It yiikleme buffer1 ile karistirilarak
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yiiklendi. Eger kesim gerceklesmisse 199 ve 101 baz ciftlik 2 bant gozlendi ( A alleli ).
Kesim yoksa 300 baz ciftlik bant gozlendi ( B ve C alleli ).

Tablo 4.13. Ekzon 6 RFLP reaksiyon igerigi

Reaksiyon icerigi Miktar: (u 1t)
PCR iiriinti 7
10x Taq buffer 1
Taq I enzim 1
Su 1
Taq I enzimi tanima dizisi l
T CGA
AGCT

!

Yabanil tip allel dizisi TCAA icerdiginden Taq I enzimi bu diziyi tamyamayacak ve
kesemeyecektir. Fakat mutant allel dizisi TCGA oldugundan Taq I enzimi ile kesilecek 199
ve 101 baz ciftlik bantlar gozlenecektir. A allelinde A-G bir degisim soz konusudur (TCGA
tanima dizisine sahip). Bu durumda enzim A allelini tamyip kesebilecektir. B ve C
allellerinde adenin bazi bulundugundan tanima dizisi TCAA olur ve Taq I enzimi ile bu

alleller kesilemez.
5.9.2. Ekzon 3 bolgesine ait PCR iiriiniiniin Hhal enzimi ile kesimi

Ekzon 3 bolgesine ait PZR iiriinii Hhal enzimi ile gece boyu 37 %C de kesime tabi tutuldu.

Tablo 4.14. da belirtilen reaksiyon igerigine uygun olarak tiipler buz {iistiinde hazirlandi.
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Gece boyu 37°C etiivde bekletildi. Daha sonra iiriinler % 3 agaroz + % 1 nusive agaroz

iceren jele 4 p It yiikkleme buffer: ile karistirilarak yiiklendi.

Tablo 4.14. Ekzon 3 RFLP reaksiyon icerigi

Reaksiyon icerigi Miktar1 (u 1t)

PCR iiriinii 9

10x Taq buffer 2

Hha I enzim 1

Su 8

Hha I enzimi icin tammma dizisi l
G CGC
CGCG

!

Yabanil tip allel dizisi GCGC igerdiginden enzim yabanil tip alleli taniy1p kesecektir.
A ve B allelleri GCGC icerdiginden Hhal enzimi ile kesilecektir. C allelinde C-T e
degisim oldugundan tanima dizisi GTGC olur ve enzim tarafindan kesilemez. Kesim
gerceklesmisse (A ve B allelleri) 254 ve 88 baz ciftlik bantlar gozlendi. Kesim
gerceklesmemigse (C alleli ) 342 baz ciftlik bant gézlendi.

5.10. istatistiksel Analiz

MS’lu hasta grubu ve kontrol grubu arasindaki ACP1 allel dagilimlart Ki-kare testi
kullanilarak degerlendirildi. Aymi sekilde vaka ile diisiik, orta ve yiiksek enzimatik
aktiviteli allel dagilimlar1 Ki-kare testi ile incelenerek yorumlandi. Tiim testlerde
istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak alindi. Analizler “Statistical Package for the Social

Services” (SPSS) software programina taginarak yapildi
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6. Bulgular

6.1. DNA izolasyon sonuclar

Calismaya alinan 53 MS’lu hasta ve 168 kontrol grubunun kanindan elde edilen
DNA ‘larin saflik ve konsantrasyon tayini icin spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga
boylarinda dl¢iimleri yapildi. Elde edilen sonuglara gore saflik derecesini gosteren 260/280

oraninin 1.2 ile 1.6 arasinda yogunlastig1 goriildii.

6.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

6.2.1.Ekzon 6 Bolgesinin PZR ile Cogaltilmasi

Calismaya alinan 53 MS hasta ve 168 kontrol grubunun ekzon 6 bolgesi PZR ile
cogaltildi. PZR sonucu %2 lik agaroz jelde 300 bg lik iiriin gozlendi ( Sekil 4.2.).

103 104 105 105 negatif

— -

300 be

Sekil 4.2. Ekzon 6 amplifikasyon ornegi. 1. kuyu, marker ; 2-8. kuyular, 300 b¢ lik PZR

irtinii ; 11. kuyu, kor olarak siralanmaktadir.
6.2.2. Ekson 3 Bolgesinin PZR Ile Cogaltilmasi

53 MS hasta ve 168 kontrol grubunun ekson 3 bolgesi PZR ile ¢ogaltildi. PZR sonucu
9?2 lik agaroz jelde 342 bg lik iiriin gézlendi.
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342 be

04 NISAN 2007 CARPAMBA - 13:47

Sekil 4.3. Ekzon 3 bolgesi amplisikasyon 6rnegi. 1. kuyu, marker; 2-15.kuyular ve 17-
23 kuyular, 342 bg lik PZR iiriinii; 16. kuyu kor olarak siralanmugtir.

6.3. RFLP Sonuclar
6.3.1. Ekson 3 bolgesinin Hhal enzimi ile kesimi

Ekson 3 bolgesinin Hha I enzimi ile gece boyu kesimi sonucu (A ve B alleli) 254 ve

88 b¢’lik iiriinler gozlendi. Kesim olmamasi durumunda (C alleli) 342 b¢’lik iiriin gdzlendi

254 bg

342 b¢

88 b¢

Sekil 4.4. Ekzon 3 bolgesinin kesim ornegi. 1. kuyu,16.kuyu marker; 2-8., 10-14., 17-30.
ve 32-33. kuyular, 254 ve 88 b¢’lik kesim Ornegi; 9 ve 15.kuyular 342, 254 ve 88 b¢’lik

heterozigot kesim 6rnegi.
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6.3.2. Ekson 6 bolgesinin Taq I enzimi ile kesimi

PZR iiriinti Taq I enzimi ile 1 saat boyunca 65°C kesime tabi tutuldu. Eger kesim
varsa A alleli olarak genotiplendi ve kesim sonucu 199 ve 101 bg¢’lik iirlinler gozlendi.

Eger kesim yoksa B ve C alleli olarak genotiplendi ve 300 b¢’lik PZR {iriinii gozlendi.

199 be

300 be

i

itz

|

101 be

11 MAYyYS 2007 CUMA - 17:44

Sekil 4.5. Ekson 6 bolgesinin kesim 6rnegi. 1. kuyu, marker; 2-5., 7., 9., 13-15. ve 17.
kuyular 300 b¢’lik PZR iiriinti ( kesim yok ); 6. ve 12. kuyular 199 ve 101 b¢’lik kesim

sonucu olusan {iriinler ; 8., 10., 11., 18. ve 19. kuyular 300 , 199 ve 101 b¢’lik heterozigot
kesim tiriinii.
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6.4. HASTALARIN VE KONTROL GRUBUNUN GENOTIPLEME

SONUCLARI

Metabolik sendromlu hasta sonuclar1 Tablo 4.15. de goriilmektedir.

Tablo 4.15. MS hastalarin ekson 6 ve ekson 3 bolgesi i¢in kesim sonuclar1 ve bu sonuclara

gore belirlenen allel dagilimlart

HASTALARIN KODU | EKSON 6 EKSON 3 ALLEL
MS1 kesim yok heterozigot BC
MS2 kesim var heterozigot AC
MS3 kesim yok heterozigot BC
MS4 kesim yok heterozigot BC
MS5 kesim yok heterozigot BC
MS6 heterozigot heterozigot AC
MS7 heterozigot heterozigot AC
MS8 kesim yok heterozigot BC
MS9 heterozigot heterozigot AC
MS10 heterozigot heterozigot AC
MS11 heterozigot heterozigot AC
MS12 kesim yok heterozigot BC
MS13 kesim yok heterozigot BC
MS14 kesim yok heterozigot BC
MS15 heterozigot kesim var AB
MS16 heterozigot heterozigot AC
MS17 heterozigot heterozigot AC
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HASTALARIN KODU | EKSON 6 EKSON 3 ALLEL
MS18 kesim var heterozigot AC
MS19 heterozigot heterozigot AC
MS20 kesim yok heterozigot BC
MS21 heterozigot kesim var AB
MS22 kesim yok heterozigot BC
MS23 kesim yok kesim var BB
MS24 kesim yok kesim var BB
MS25 heterozigot kesim var AB
MS26 kesim var kesim var AA
MS27 heterozigot kesim var AB
MS28 kesim var kesim var AA
MS29 heterozigot kesim var AB
MS30 kesim var kesim var AA
MS31 kesim yok kesim var BB
MS32 kesim var kesim var AA
MS33 heterozigot kesim var AB
MS34 kesim yok kesim var BB
MS35 kesim var kesim var AA
MS36 kesim yok kesim var BB
MS37 kesim yok kesim var BC
MS38 kesim yok heterozigot BB
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HASTALARIN KODU | EKSON 6 EKSON 3 ALLEL
MS40 heterozigot kesim var AB
MS41 kesim yok kesim var BB
MS42 kesim yok kesim var BB
MS43 kesim yok heterozigot BC
MS44 kesim yok kesim var BB
MS45 heterozigot kesim var AB
MS46 heterozigot heterozigot AC
MS47 heterozigot kesim var AB
MS48 kesim var kesim var AA
MS49 heterozigot kesim var AB
MS50 kesim yok kesim var BB
MS51 kesim yok kesim var BB
MS52 kesim yok kesim var BB
MS53 kesim yok kesim var BB
MS54 kesim yok kesim var BB

Tablo 4.16. Metabolik Sendromlu hastalarin ACP1 geni allel dagilimlari

AA AB AC BC BB ALLEL
6(%11.3) | 10(%18.8) | 11 (%20.7) 12 (%22.6) 14 (%26.4) | Hasta
sayisi
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MS’lu hastalarin diisiik, orta ve yiiksek enzimatik aktiviteli olarak 3 grupta incelenme

sonuglart Tablo 4.17. da verilmistir.

Tablo 4.17. Enzimatik aktivite grubuna gore allel dagilimi

Enzimatik aktivite grubu Allel Hasta sayisi

Diisiik enzimatik aktiviteliler A/A , A/B | 16 hasta (% 30.1)
Orta enzimatik aktiviteliler B/B, A/C | 25 hasta (%47.1)
Yiiksek enzimatik aktiviteliler B/C, C/C | 12 hasta (%22.6)

Tablo 4.18. Kontrol grubunun ekson 6 ve ekson 3 bdlgesi i¢in kesim sonuclari ve bu

sonuclara gore belirlenen allel dagilimlar gosterilmektedir.

KONTROL

GRUBUNUNKODU | prsoN 6 EKSON 3 ALLEL
MSK 1 Kesim yok Kesim var BB
MSK 2 Kesim yok Kesim var BB
MSK 3 Heterozigot Kesim var AB
MSK 4 Heterozigot Kesim var AB
MSK 5 Kesim yok Kesim var BB
MSK 6 Kesim yok Kesim var BB
MSK 7 Heterozigot Kesim var AB
MSK 8 Kesim var Kesim var AA
MSK 9 Heterozigot Kesim var AB
MSK 10 heterozigot Kesim var AB
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MSK 11 Heterozigot Kesim var AB
MSK 12 Heterozigot Kesim var AB
MSK 13 Kesim yok Kesim var BB
MSK 14 heterozigot Kesim var AB
MSK 15 Kesim yok Kesim var BB
MSK16 Kesim yok Kesim var BB
MSK17 Kesim var Kesim var AA
MSK 18 Heterozigot Kesim var AB
MSK 19 Heterozigot Kesim var AB
MSK 20 Kesim yok Kesim var BB
MSK 21 Kesim yok Kesim var BB
MSK 22 Kesim yok Kesim var BB
MSK 23 Heterozigot Kesim var AB
MSK 24 Kesim yok Kesim var BB
MSK 25 Kesim var Kesim var AA
MSK 26 Kesim var Kesim var AA
MSK 27 Kesim yok Kesim var BB
MSK 28 Heterozigot Kesim var AB
MSK 29 Kesim yok Kesim var BB
MSK 30 Kesim yok Heterozigot BC
MSK 31 Kesim yok Kesim var BB
MSK 32 Kesim var Kesim var AA
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MSK 33 Heterozigot Kesim var AB
MSK 34 Kesim yok Kesim var BB
MSK 35 Heterozigot Kesim var AB
MSK 36 Kesim yok Kesim var BB
MSK 37 Kesim yok Kesim var BB
MSK 38 Kesim yok Kesim var BB
MSK 39 Heterozigot Kesim var AB
MSK 40 Heterozigot Kesim var AB
MSK 41 Heterozigot Kesim var AB
MSK 42 Kesim var Kesim var AA
MSK 43 Heterozigot Kesim var AB
MSK 44 Heterozigot Kesim var AB
MSK 45 Heterozigot Kesim var AB
MSK 46 Kesim yok Kesim var BB
MSK 47 Kesim yok Kesim var BB
MSK 48 Kesim yok Kesim var BB
MSK 49 Heterozigot Kesim var AB
MSK 50 Heterozigot Kesim var AB
MSK 51 Kesim var Kesim var AA
MSK 52 Heterozigot Kesim var AB
MSK 53 Kesim var Kesim var AA
MSK 54 Kesim yok Kesim var BB
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MSK 55 Kesim yok Kesim var BB
MSK 56 Kesim yok Kesim var BB
MSK 57 Heterozigot Kesim var AB
MSK 58 Kesim yok Kesim var BB
MSK 59 Kesim yok Heterozigot BC
MSK 60 Heterozigot Kesim var AB
MSK 61 Kesim var Kesim var AA
MSK 62 Kesim var Kesim var AA
MSK 63 Kesim yok Kesim var BB
MSK 64 Heterozigot Kesim var AB
MSK 65 Heterozigot Kesim var AB
MSK 66 Heterozigot Kesim var AB
MSK 67 Heterozigot Kesim var AB
MSK 68 Heterozigot Kesim var AB
MSK 69 Kesim yok Kesim var BB
MSK 70 Kesim yok Kesim var BB
MSK 71 Heterozigot Kesim var AB
MSK 72 Heterozigot Kesim var AB
MSK 73 Heterozigot Kesim var AB
MSK 74 Kesim yok Kesim var BB
MSK 75 Heterozigot Kesim var AB
MSK 76 Kesim yok Kesim var BB
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MSK 77 Kesim yok Kesim var BB
MSK 78 Kesim yok Kesim var BB
MSK 79 Heterozigot Kesim var AB
MSK 80 Heterozigot Kesim var AB
MSK 81 Kesim yok Kesim var BB
MSK 82 Kesim yok Kesim var BB
MSK 83 Kesim yok Kesim var BB
MSK 84 Kesim yok Kesim var BB
MSK 85 Heterozigot Kesim var AB
MSK 86 Heterozigot Kesim var AB
MSK 87 Heterozigot Heterozigot AC
MSK 88 Kesim var Kesim var AA
MSK 89 Kesim yok Kesim var BB
MSK 90 Kesim yok Kesim var BB
MSK 91 Heterozigot Kesim var AB
MSK 92 Kesim var Kesim var AA
MSK 93 Kesim var Kesim var AA
MSK 94 Heterozigot Kesim var AB
MSK 95 Kesim yok Kesim var BB
MSK 96 Heterozigot Kesim var AB
MSK 97 Kesim yok Kesim var BB
MSK 98 Kesim yok Kesim var BB
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MSK 99 Kesim yok Kesim var BB
MSK 100 Heterozigot Kesim var AB
MSK 101 Heterozigot Kesim var AB
MSK 102 Kesim yok Kesim var BB
MSK 103 Kesim yok Kesim var BB
MSK 104 Heterozigot Kesim var AB
MSK 105 Kesim yok Heterozigot BC
MSK 106 Keim yok Kesim var BB
MSK 107 Heterozigot Kesim var AB
MSK 108 Kesim yok Kesim var BB
MSK 110 Heterozigot Kesim var AB
MSK 111 Heterozigot Kesim var AB
MSK 112 Kesim yok Kesim var BB
MSK 113 Kesim yok Kesim var BB
MSK 115 Kesim yok Kesim var BB
MSK 116 Kesim yok Kesim var BB
MSK 117 Heterozigot Kesim var AB
MSK 118 Kesim yok Kesim var BB
MSK 119 Heterozigot Heterozigot AC
MSK 120 Heterozigot Heterozigot AB
MSK 121 Kesim yok Kesim yok BB
MSK 122 Kesim yok Kesim var BB
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MSK 123 Heterozigot Kesim var AB
MSK 124 Kesim yok Kesim var BB
MSK 125 Heterozigot Kesim var AB
MSK 126 Heterozigot Kesim var AB
MSK 127 Heterozigot Kesim var AB
MSK 128 Heterozigot Heterozigot AC
MSK 129 Heterozigot Kesim var AB
MSK 130 Kesim yok Kesim var BB
MSK 131 Heterozigot Kesim var AB
MSK 132 Heterozigot Kesim var AB
MSK 133 Heterozigot Kesim var AB
MSK 134 Kesim yok Heterozigot BC
MSK 135 Kesim yok Kesim var BB
MSK 136 Kesim var Kesim var AA
MSK 137 Heterozigot Kesim var AB
MSK 138 Heterozigot Kesim var AB
MSK 139 Kesim var Kesim var AA
MSK 140 Kesim yok Kesim var BB
MSK 141 Heterozigot Kesim var AB
MSK 142 Heterozigot Kesim var AB
MSK 143 Kesim var Kesim var AA
MSK 144 Kesim yok Kesim var BB
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MSK 145 Heterozigot Kesim var AB
MSK 146 Kesim yok Kesim var BB
MSK 147 Kesim yok Kesim var BB
MSK 148 Heterozigot Kesim var AB
MSK 149 Heterozigot Kesim var AB
MSK 150 Heterozigot Kesim var AB
MSK 151 Heterozigot Kesim var AB
MSK 152 Kesim yok Kesim var BB
MSK 153 Kesim yok Heterozigot BC
MSK 154 Kesim yok Kesim var BB
MSK 155 Kesim var Kesim var AA
MSK 156 Kesim yok Kesim var BB
MSK 157 Kesim yok Kesim var BB
MSK 158 Kesim var Kesim var AA
MSK 159 Kesim yok Kesim var BB
MSK 160 Heterozigot Kesim var AB
MSK 161 Kesim yok Heterozigot BC
MSK 162 Heterozigot Kesim var AB
MSK 163 Heterozigot Kesim var AB
MSK 164 Kesim var Kesim var AA
MSK 165 Kesim yok Kesim var BB
MSK 166 Kesim yok Kesim var BB
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MSK 167 Kesim yok Kesim var BB

MSK 168 Kesim yok Kesim var BB
MSK 169 Heterozigot Kesim var AB
MSK 170 Heterozigot Kesim var AB

Tablo 4.19. 168 kontrol grubunun allel dagilimlari

AA AB AC BC BB Allel

19 (%11.3) | 7T1(%42.2) 3(%1.7) 6 ( %3.5) 69(%41) Hasta sayis1

Kontrol grubununu diisiik, orta ve yiiksek enzimatik aktiviteli olarak 3 grupta ele

alindig1 zaman Tablo 4.20. de gosterilen degerler elde edilmistir.

Tablo 4.20. Enzimatik aktivite grubuna gore kontrol grubunun allel dagilimlari

Enzimatik aktivite grubu Allel Hasta sayis1
Diisiik enzimatik aktiviteliler A/A , A/B 90 (%53.5)
Orta enzimatik aktiviteliler B/B, A/C 72( %42.8)
Yiiksek enzimatik aktiviteliler B/C,C/C 6(%3.5)
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HASTA SAYISI

HASTAVE KONTROL GRUBU KARSILASTIRMASI

80
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Sekil 4.6. ACP1 allelerinin hasta ve kontrol grubundaki karsilastirmasi

HASTA SAYISI

90+
80-
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60-
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10+

ENZIMATIK AKTIVITE VE HASTA KONTROL GRUBU
KARSILASTIRMASI

90

72

25

16

DisUk enzimatik
aktivite A/A A/B

Orta enzimatik
aktivite B/B A/C
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6.5. ISTATISTIKSEL ANALiZ SONUCLARI

Calismaya alinan 53 MS’lu hasta ve kontrol grubunun allel karsilagtirmasi Ki- kare
analizi kullanilarak yapilmistir. Ki — kare anlamlilik degeri p <0.01 olarak kabul edildi.
SPSS bilgisayar programinda yapilan veri analizleri, kontrol ve hasta grubu arasinda
yiiksek ve diisiik enzimatik aktiviteye sahip alleller arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulundugunu gosterdi. Kontrol ve hasta grubuna ait allel karsilastirmasi sonucunda elde
edilen ylizde degerleri Tablo 4.21.’de Ozetlenmistir. Sonuclar dahilinde hasta ve kontrol
grubu icin diisiik, orta ve yiiksek enzimatik aktivite gruplar1 géz Oniine alinarak ayr1 ayri
istatistik program1 uygulandi. Tablo 4.21., Tablo 4.22. ve Tablo 4.23. de istatistik sonuglari
Ozetlenmistir. Yiiksek enzimatik aktiviteli allele sahip kisi sayist hastalarda (% 22.6)
kontrol grubundan (% 3.6) istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Diisiik
enzimatik aktiviteli allele sahip kisi sayist kontrol grubunda (% 53.6) hastalardan

istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

Tablo 4.21. Vaka- allel karsilastirmasi

ALEL
AA AB AC BB BC Total
VAKA kontrol SAYI 19 71 3 69 6 168
% 11,3% 42,3% 1,8% 41,1% 3,6% 100,0%
hasta SAYI 6 10 11 14 12 53
% 11,3% 18,9% 20,8% 26,4% 22,6% 100,0%
Total SAYI 25 81 14 83 18 221
% 11,3% 36,7% 6,3% 37,6% 8,1% 100,0%
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Tablo 4.22. Vaka- yiiksek enzimatik aktiviteli allel ve digerlerinin karsilagtirmasi

Yiiksek enzimatik

aktiviteli

Total

VAKA  kontrol

hasta

Total

SAYI
%
SAYI
%
SAYI
%

allele sahip kisi sayis1
digerleri | BC veya CC alleli
162 6

96,4% 3,6%

41 12

77,4% 22,6%

203 18

91,9% 8,1%

168
100,0%
53
100,0%
221
100,0%

P=0.000 (Fisher's Exact Test)

Tablo 4.23. Yiiksek enzimatik aktiviteli allele sahip bireylerde MS i¢in risk tahmini

kontrol / hasta
(Vaka) i¢in ek oran

Ortalama deger Env yuksek En diigiik deger
7.902 degeri 22.317
' 2,798

Tablo 4.24. Vaka — diisiik enzimatik aktiviteli allel ve digerlerinin karsilastirmasi

Diisik enzimatik aktiviteli
allele sahip hasta sayisi Total
digerleri | AA veya AB aleli
VAKA kontrol SAYI 78 90 168
% 46,4% 53,6% 100,0%
hasta SAYI 37 16 53
% 69,8% 30,2% 100,0%
Total SAYI 115 106 221
% 52,0% 48,0% 100,0%

P=0.004 (Fisher's Exact Test)
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Tablo 4.25. Diisiik enzimatik aktiviteli allele sahip bireylerde MS icin risk tahmini

kontrol / hasta (Vaka)

icin ek oran

Ortalama deger
,375

En yiiksek deger
,194

En diisiik deger
125

Tablo 4.26. Vaka — orta enzimatik aktiviteli allel ve digerlerinin karsilastirmasi

Orta enzimatik aktiviteli allele sahip
hasta sayisi Total
digerleri | BB veya AC aleli
VAKA  kontrol SAYI 96 72 168
% 57,1% 42,9% 100,0%
hasta SAYI 28 25 53
% 52,8% 47,2% 100,0%
Total SAYI 124 97 221
% 56,1% 43,9% 100,0%

P=0.635 (Fisher's Exact Test)

Tablo 4.27. Orta enzimatik aktiviteli allele sahip bireylerde MS icin risk tahmini

kontrol / hasta (Vaka)

icin ek oran

Ortalama deger
1,190

En yiiksek deger
,641

En diisiik deger
2,213
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7. TARTISMA VE SONUC

Cok etkenli bir patogeneze sahip metabolik sendromun altinda yatan baslica iki
etken abdominal obezite ile insiilin direncidir; yaslanma, fiziksel inaktivite, genetik
unsurlar gibi tetikleyici faktorlerin varliginda belirlenebilmektedir. Bu nedenle metabolik
sendromun yiiksek prevalansi obezitenin tiim diinyadaki endise verici bir hizla artan
prevalansiyla siki sekilde iliskilidir (10-16). Ayni1 durum Amerika Birlesik Devletlerinde de
tim etnik gruplarda oOzellikle eriskinler, yaslilar, beyaz erkekler, zenci ve hispanik

kadinlarda izlenmektedir (17-23).

Metabolik sendromun gelisiminde viseral obezite merkezi bir rol oynamaktadir.
Viseral obezite; kan basinci, aclik kan glukozu ve insiilin degerleri ile pozitif, HDL
kolesterol diizeyleri ile negatif iliski gOstermektedir (41). Serbest yag asitleri (SYA)
diizeyleri ile insiilin direncinin dogru orantili oldugu gosterilmistir (42). Metabolik
sendromun tan1 kriterlerinden biri olan obezite bugiinkii goriislerde, cevresel faktorlerinden

ziyade genetik olarak belirlenmektedir.

Calismamizin amaci Tiirk toplumunda ACP1 gen polimorfizmlerinin dagilimim

belirlemek ve metabolik sendrom ile iliskisinin saptanmakdi.

Hopkinson ve ark. ilk olarak protein diizeyinde ACP1 polimorfizmini
tanimlamiglardir. Yiiksek polimorfik yapi gosteren bir gen olan asit fosfataz lokus 1
(ACP1)’in iiriindi, insiilin, PDGF reseptorleri ve T-hiicre reseptorlerinin sinyal iletiminde
rol almaktadir. Bu genin kodladigi LMTP insiilin sinyal iletiminde negatif diizenlemede rol
alir (4). Bu nedenle metabolik sendrom tanis1 konmus hastalarda ACP1 gen
polimorfizmleri belirlenerek normal saglikli popiilasyon ile kiyaslamasi yapilmstir.
Calismamizda kontrol grubunda diisiik enzimatik aktiviteli allele sahip kisiler hasta
grubundan istatistiksel a¢idan anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Hasta grubunda ise
yiiksek enzimatik aktiviteli allele sahip kisiler kontrol grubundan istatistiksel agidan

anlaml derecede yiiksek bulunmustur.

Asit fosfataz lokus 1’in fizyolojik roldeki derecesi tam olarak anlagilamamaistir.
Fakat veriler ACP1’in; insiilin reseptorleri (82), PDGF (83-86), T hiicre reseptorleri (87) ve

digerleri (88-91) gibi membran reseptorleriyle aktive olan sinyal yolaklarini iceren enzim
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oldugunu isaret etmektedir. ACP1 polimorfizmi siddetli obezite (92,93), malarya (94), Tip
1 diyabet (95), alerjiye (96) artmis egilim gibi cesitli hastaliklarla iliskinlendirilmistir.
Bottini ve ark. tarafindan yapilan calijmada ACP1 genotipleri obez ve obez
olmayan bireyler arasinda fark bulunmamis ancak obeziteyle VKI arasinda iliski
saptanmustir. Arastirmacilar ACP1 enzimatik aktivitesindeki degiskenligin obezitenin
derecesini etkiledigini savunmuslardir (93). Benzer sekilde Lucarini ve ark. NIDDM
orneklerde VKI ve ACP1 A alleli arasinda anlaml pozitif iligki raporlamistir (97). Yine
ayni grup obez ve obez olmayan menopoz sonrast Hispanik olmayan Amerikan kadinlarda
obezitenin klinik cesitliligi ve ACP1 polimorfizmi arasinda iliskiyi arastirmiglardir. A alleli
tasimayan kisilerde VKI inin artisiyla beraber trigliserit diizeyinde artis goézlenmistir. A

aleli tagiyan bireylerde bel-kal¢a oraninda artisa egilim oldugunu sdylemislerdir (93).

Diyabetik hamilelerde ve Tip 2 diyabetiklerde diisiik aktiviteli genotiplerle orta-
yiiksek aktiviteli ACP1 genotipleri karsilastirilmistir. Diisiik aktiviteli ACP1 genotiplerinde
daha diisiik serum glukoz konsantrasyonu saptamislardir (5). Yine saglikli yetiskinlerde
yapilan bir calismada yiiksek aktiviteli ACPI1 genotipli erkeklerde serum glukoz
konsantrasyonunun degeri diisiik aktiviteli ACP1 genotipli erkeklerden daha yiiksek
bulunmustur. Saglikli kadinlarda bu durum tersine etki gOstermistir. Simdi ilgin¢ olarak
calismalar yaygin hastaliklarin her 2 cinsiyette farkli oranda gbzlenmesi iizerine
yogunlagmustir (98).

Simdiye kadar yapilan c¢alismalar ACP1 allelinin etkili oldugu sinyal yolagiyla
iligkili hastaliklarin biri {izerine yogunlagsmistir. Bu tez c¢alismasinda farkli olarak bu
hastaliklarin hepsini kapsayan MS ile ACP1 arasindaki iligski arastirllmis ve ACPI1’in
metabolik sendrom olusumunda etkili oldugu bulunmustur. ACP1 insiilin reseptoriinii
baskilama fonksiyonuna sahiptir ve yiiksek polimorfik bir gen oldugu i¢in kisiler arasinda
reseptOr iizerine farkli baskilama gerceklesecektir. Dolayisiyla kisiler arasinda tasidigi
genotipe bagli olarak glukoza farkli yanit olusacaktir. Yiiksek aktiviteli ACP1 alleline sahip
bireylerde IR iizerine yiiksek inhibisyondan dolay1 insiilin hareketi baskilanarak yiiksek
glisemik diizeyi olusacaktir. Yiiksek ACP 1 aktivitesi ayn1 zamanda Band 3 Proteinini

defosforile ederek glikolitik enzim aktivitesini azaltip glikolizi inhibe etmektedir.
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Glikolizin inhibisyonu ile yine yiiksek glukoz diizeyi gozlenecektir. Metabolik sendromun
temelinde insiilin direnci rol oynamaktadir. ACP1 ve metabolik sendrom arasindaki bu
giiclii iliskiyi insiilin direncine baglayarak; insiilinin direncinin metabolik sendrom
olusumundaki ana patofizyolojik olay oldugu bizim calismamizla kuvvetlendirilmektedir.
Sonug olarak; diisiik enzimatik aktiviteli allele sahip bireylerde, insiilin reseptoriine
olan diisiik baskilamadan otiirii insiiline kars1 tolerans gelisir ve metabolik sendromdan
korunabilir; yiiksek enzimatik aktiviteli allele sahip bireylerde de, insiilin reseptoriine olan
giiclii baskilamadan 6tiirii insiiline kars1 direng gelisip metabolik sendroma biiyiik olasilikla

yatkinlik olusturmaktadir.
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