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OZET

ADIPOQ GENININ +45T>G VE +276G>T VARYASYONLARININ
MULTIPL SKLEROZ UZERINE ETKIiLERININ ARASTIRILMASI

Multipl Skleroz (MS) Merkezi Sinir Sisteminin (MSS) kronik inflamatuar,
demiyelinizan ndrolojik bir hastaligidir. Siklikla geng eriskinleri etkiler.

MS etyolojisinde genetik, ¢evresel ve immiinolojik faktorlerin yer aldigi
multifaktoriyel bir hastaliktir.

MS genetiginde iizerinde en ¢ok durulan HLA (Human Leukocyte Antigen)
simif [, sinif I grubudur. MS genetiginde vitamin D Reseptér Geni (VDR) ve IL7
(Interldkin) ve IL2 polimorfizmleri de dnemli yer tutar. Adiponektin hormonu ile MS
iligkisi heniiz arastirilan giincel bir konudur.

Adiponektin adipoz doku kaynakli bir plazma glikoproteinidir. Adipoz doku
sadece yaglarin depo edildigi atil bir yer degil, dnemli sitokinlerin salindigi bir
dokudur. Adiponektin bu sitokinlerin en Snemlilerinden biridir. Glikoz ve lipid
metabolizmasinin  diizenlenmesinin yaninda antiinflamatuar, antiaterojenik ve
antidiyabetik ozellikleri de vardir.

Adiponektin geni (AdipoQ) iizerinde tanimlanmis birgok polimorfizm vardir.
+45T>G (1s2241766) ve +276G>T (rs1501299) polimorfizmleri bunlarin en yaygin
goriilenlerinden ve iizerinde en ¢ok calisilanlarindandir. Yapilan baz1 ¢alismalarda
polimorfizm varligi ile serum adiponektin seviyesi arasinda ters iliski goriilmiis ve
polimorfizmler tip 2 diyabet, obezite, metabolik sendrom ve kardiyovaskiiler
hastaliklar ile iligkilendirilmistir.

Adiponektin ve MS ile ilgili yapilan smirli sayidaki calismada, MS
hastalarinda beyin omurilik sivisi ve kan serumunda adiponektin seviyeleri
Olciilmiistiir. Calismamizda serum adiponektin seviyesi ile iligkili olabilecek ve en
yaygin goriilen AdipoQ geninin +45T>G ve +276G>T polimorfizmlerinin MS
etyolojisi iizerindeki rolleri arastirildi. Hasta ve kontrol grubu arasinda her iki

polimorfizm agisindan istatistiksel anlam tespit edilemedi.

Anahtar kelimeler: Multipl Skleroz, Adiponektin, AdipoQ, +45T>G, +276G>T
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ABSTRACT

THE STUDY ON THE EFFECTS OF +45T>G AND +276G>T VARIATIONS
OF ADIPOQ GENE ON MULTIPLE SCLEROSIS

Multiple sclerosis (MS) is the chronic inflammatory and demyelinating
neurological disease of the Central Nerveus System (CNS). MS frequently influences
young adults.

MS is a multifactorial disease including genetic, environmental and
immunological factors in its etiology.

Human leukocyte antigen class [ and class II groups are the two most widely
studied groups of MS genetics studies. Vitamin receptor D gene and IL7
(Interleukine) and IL2 polymorphisms have significant effects in MS genetics. The
relation between adiponectin and MS is a recent topic that is still being studied.

Adiponectin is a plasma glycoprotein originating from adipose-tissue.
Adipose tissue is not only a storage for lipids, but also a tissue, where various
cytokines are secreted from. Adiponectin is one of the mostimportant
secreted cytokines. Besides its regulatory roles in glucose and lipid metabolism, it
has antiinflammatory, antiatherogenic and antidiabetic roles.

A variety of polimorphisms have been described on adiponectin gene.
+45T>G (1s2241766) and +276G>T (rs1501299) polymorphisms are the most
common and the most widely studied ones. Some studies revealed reverse relation
between polimorhisms and serum adiponectin levels, which were attributed to the
presence of tip 2 diabetes, obesity, metabolic syndrome and cardiovascular diseases.

Adiponectin levels were measured in cerebrospinal fluid and blood
serum samples in limited number of studies about the relation between adiponectin
and MS. In our study, we examined the roles of AdipoQ gene +45T>G and
+276G>T polimorphism in MS etiology, which are the most common
polymorphisms and could be related with serum adiponectin levels. We could not
find statistically significant associations between case and control groups for both

variations.

Keywords: Multiple Sclerosis, Adiponectin, AdipoQ, +45T>G, +276G>T
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TERMINOLOJI

Allel: Ayni lokiiste bulunan bir genin alternatif bigimleri.

Amino asit: Proteinlerin yap1 tasi olup, bir ucunda karboksil grubu, diger ucunda
amino grubu ve karakteristik bir yan grup tastyan organik bilesik.

DNA: Bir organizmanin yapisindan ve fonksiyonlarindan sorumlu genleri iceren ve
genetik bilginin kusaktan kusaga aktarilmasini saglayan molekiil.

Domain: Bir protein igerisinde bulunan ve kendine ait bir fonksiyona sahip boliim.
Downstream: Referans noktanin 3' ucunda veya distalinde bulunan sekanslar.

Gen: Kalitimin temel birimi olup 6zel bir polipeptid zincirinin aminoasit sirasini
sifreleyen DNA pargcasi.

Genotip: Bir bireyin ya da bir hiicrenin genetik iceriginin tamami ya da bir kisma.
Haplotip: Bir grup halinde birlikte kalitilan ve birbiriyle siki baglant1 gosteren bir
aleller grubu.

Heterozigot: Diploid organizmalarda, ayn1 gen lokiisiinda birbirinden farkli iki
allelin tagindig1 durum.

Homolog: Genetik bakimdan biri digerinin tamamlayicisi olma durumu.

Homozigot: Diploid organizmalarda, herhangi bir gen lokiisiinde bulunan iki allelin
birbiri ile 6zdes olmast durumu.

Kromozom: Okaryot organizmalarda, iizerinde genlerin siralandigi, DNA-Protein
kompleksi.

Miyelopati: Omurilikteki herhangi bir yap1 veya gorev bozuklugu.

Niikleotid: Niikleik asit bazlari, seker ve fosfat gruplarindan olusan bilesik.
Paraparezi: Belden asagi her iki bacagin kismi felci.

PCR: Laboratuvar ortaminda spesifik DNA dizilerinin primer denilen sentetik
oligoniikleotid diziler yardimiyla ¢cogaltilmasi islemi.

Polimorfizm: Mendel kurallarmma gore kalitilmakla birlikte bir patolojiye neden
olmayan ve toplumda %]1’den daha sik gorilen DNA dizisindeki niikleotid
degisimleri.

Promoter: Gen transkripsiyonunu baglatan RNA polimerazin baglandigt DNA
bolgesi.

SNP: DNA dizisindeki tek niikleotidde meydana gelen degisiklikler.

X1



Translasyon: RNA bazlar1 biciminde yazilmis olan genetik bilginin, aminoasit sirasi
bicimine doniistiiriilmesi islemi. Yani mRNA molekiilinden ilgili proteinin

olusturulmasi islemi.
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1. GIRIS VE AMAC

Multipl Skleroz (MS) (OMIM 126200) siklikla geng eriskinleri etkileyen,
merkezi sinir sisteminin (MSS) inflamatuar demiyelinizan bir hastaligidir. Sebebi
tam olarak bilinmese de, temelde genetik yatkinlik olan geng erigkinlerde ¢evresel
faktorlerin de etkisi ile otoimmiin mekanizmalarla gerceklestigi diigiiniilmektedir.
MS genellikle ataklarla seyreden ve ataklar sonrasi sekel kalmasi veya progresif
dejeneratif bir siirecin gelismesi nedeniyle hastalarda yasam kalitesini biiyiik oranda
kisitlayan ve progresif dziirliiliige yol acabilen bir hastaliktir [1].

MS hastalarinda otonom sinir sisteminin etkilenmesi mesane fonksiyon
bozuklugu, cinsel islev bozukluklari, mide barsak sikayetleri, kardiyovaskiiler
bozukluklar gibi otonomik bulgulara neden olmaktadir. Uyusukluk, algilama
bozukluklari, ignelenme hissi sik rastlanilan duyusal belirtilerdendir [2].

MS ilk olarak 1972’de MHC ile iliskilendirilmis daha sonralar1 HLA-DRB1
sinif II geninde spesifik alleller ile iligkilendirilmistir [3]. Yapilan ilk Genom Wide
Association (GWAS) Calismasinda IL7R (interlokin) ve IL2RA varyantlan ile
iligkisi tanimlanmistir [4]. IL geninin bir ¢ok alt varyasyonu MS iizerine yapilan
calismalarda genis yer tutmaktadir [4]. MS’te D vitamininin etkili olabilecegi
ihtimali aragtirmacilari VDR gen polimorfizm ¢aligmalarina yonlendirmis ve farkli
toplumlarda farkli sonuglara ulagilmigtir [5][6][7]. Adipositokinlerden olan
adiponektinin antiinflamatuar etkisi MS ile iligskilendirilmis ve MS hastalarinda kan
serumunda ve beyin omurilik sivisinda (BOS) adiponektin hormon seviyeleri
calisilmigtir. MS’te adiponektin ¢alismalart olduk¢a yenidir ve bu konuda yeterli
sayida ve kapsamda kaynak bulunmamaktadir.

Adiponektin, adipoz dokudan salgilanan protein yapili bir adipositokindir.
Adiponektin viicutta insiilin duyarliligini artirir [8]. Gida alim1 ve enerji tiiketiminin
diizenlenmesi roliiniin yaninda antiinflamatuar, antiaterojenik ve antidiyabetik
ozellikleri de tanimlanmustir [9].

Adiponektin hormon seviyesi MS’te plazmada [1] ve beyin omurilik sivisinda
[10] calisilmistir. MS’in kronik inflamatuar bir hastalik olmasi ve Adiponektin’in
antiinflamatuar 6zelligi bizim ¢alismamizin yolunu agmistir. Biz de AdipoQ geninin
en yaygin goriilen ve iizerinde en ¢ok c¢aligilan +45T>G ve +276G>T varyantlarinin

MS’e olabilecek muhtemel etkilerinin arastirilmasini amacladik.

1



Calismamizla birlikte ilk defa MS’li bireylerde +45T>G ve +276G>T
polimorfizmlerinin muhtemel etkilerini aragtirmis olup aynm1 zamanda +45T>G ve
+276G>T polimorfizmlerinin toplumumuzdaki dagilimini belirlemeye ¢alistik.

Arastirmamizin sonucunda MS’te AdipoQ geninin +45T>G ve +276G>T tek
niikleotid polimorfizmlerinin (SNP) popiilasyonumuza 6zgii genotipik dagilimlarini
belirleyerek bu sonuglarm hasta ve kontrol grubu arasindaki iliskilerini istatistiksel
olarak hesapladik. Istatistik hesaplamalar ile MS’te ilgili polimorfizmlerin muhtemel

etkilerini tespit etmeyi hedefledik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Multipl Skleroz

Multipl Skleroz (OMIM 126200), genetik egilimi olan bireylerde kendi
antijenlerine karsi otoimmiin cevap gelistiren, ilerleyici ndral dejenerasyon ile
karakterize Merkezi Sinir Sistemi (MSS)’nin multifokal demiyelinizan bir
hastaligidir [3]. MS beyaz 1rkta, kadinlarda ve sosyo-kiiltirel diizeyi iyi olan
kisilerde daha ¢ok goriiliir. Iliman ve soguk iklim kusagi da MS gelisiminde etkilidir
[3].

Ilk tanimlamalar 1800’li yillara kadar uzanmaktadir. Hastalikla ilgili ilk
bildiri 1824°te Olivier [11] tarafindan yapilmis, yasayan hastada ilk tan1 Friedrich
Theodor Von Frerichs tarafindan konulmustur [11]. Hastaligin klasik tarifi ilk olarak
Jean Martin Charcot tarafindan yapilmistir [11]. Charcot [11], Carswell [11],
Cruveilhier ve ark. [11] MS’in klinik ve patolojik 6zelliklerini tanimlamasinin
iizerinden 100 yildan daha fazla zaman ge¢mis olmasina ragmen, bu hastaligin hem
etiyolojisi hem de patogenezi halen kesin olarak bilinmemektedir [11][12].

Patolojik olarak MSS’de akson demiyelinizasyonu ve oligodendrosit kaybiyla
seyreden inflamasyon bolgeleri vardir. Akson hasar1 hastaligin erken seyrinde vardir
ve hastalik ilerledikge hastaligin baskin 6zelligi haline gelir. Hastaligin en dnemli
patolojik nedeni olarak akson hasari 6ne siiriilmiistiir [12].

Hem genetik hem de diyet ve obeziteyi igeren ¢evresel faktorlerin MS riskini
arttirdig1 ve ¢cogu MS hastasinda yalnizca birkag 6zelligin ortak oldugu gosterilmistir
[13]. Inflamasyon varlig1, demiyelinizasyon, akson hasar1, Epstein-Barr Viriis (EBV)
hikayesi ve serebrospinal sivida spesifik olmayan oligoklonal IgG (immiinglobulin
G) bantlarinin bulunmast MS hastalarmin %95’inde goriilen 6zelliklerdir. Bununla
birlikte MS’ten sorumlu tek hedef bir antijen, spesifik bir tani testi ve hastalik
aktivitesini gosteren giivenilir biyomarkirlar heniiz tam olarak tanimlanmis degildir.
MS hastalig: klinik 6zellikleri, genetigi, patolojisi ve tedaviye yaniti ile ilgili olarak
cok genis ve yaygin bir heterojeniteye sahiptir [11]. “Atlas of MS” veri tabanina gore
diinya capinda 2.5 milyon MS hastas1 bulunmaktadir [14].



2.1.1 MS icin tipik belirtiler

Klinik semptomlar nérolojik semptomlarin bulundugu tarafa gore degisir.
Inflamasyon hiicreleri kan beyin bariyerini gecerek ndronlar iizerinde miyelin kilifa
invaze olup demiyelinizasyon ve ddeme neden olurlar [3]. MS hastaliginda en sik

karsilasilan belirtiler duyusal belirtilerdir [12][15][17].

2.1.1.1 Duyusal belirtiler

MS hastalar1 tarafindan en c¢ok tanimlanan belirtiler uyusukluk, algilama
bozukluklari, ignelenme ve zaman zaman yanmalar seklinde tanimlanan rahatsizlik

hissi, agr1 ve néropatik agridir [11][12][15].

2.1.1.2 Motor belirtiler

Motor belirtiler ekstremitelerde kuvvet kaybi, parezi/pleji durumu ve
giicsiizliiktiir. Hastalarda birinci motor ndron tipi alt ekstremitelere ait giderek artan
kuvvetsizlik ve sertlesme, progresif durus bozuklugu, paraparezi sik izlenen

sikayetlerdir [15][17][21].

2.1.1.3 Gorme ile ilgili belirtiler

Optik norit, MS’te baslangic belirtileri arasinda sik goriilebilen bir belirti
olup, gorme bulaniklig1 ve agn sikayetleri ile baglar. Bu durum etkilenen gozde total

gorme kaybina dek ilerleyebilir [15][16][17].

2.1.1.4 Spinal kord belirtileri

MS tanisi alan hastalarin ¢ogunda spinal kord tutulumuna bagli bulgulara
rastlanir. Her iki alt ekstremitede artmis tonusla birlikte spastik paraparezi, artmis
tendon refleksleri ve iki tarafli plantar ekstansor cevap ve mesaneye ait fonksiyon

bozukluklari sik rastlanilan bulgulardir [11][12] [15].

2.1.1.5 Hafiza kaybi

MS’te bozulmus kognitif islemler nadir degildir. Siklikla hafiza problemleri
ve dikkatsizlik goriiliir. Hastalarda konusma sirasinda uygunsuz giilme ve yersiz

aglama gibi duygusal patlamalar goriilebilir [15][17].



2.1.1.6 Depresyon

Anksiyete ve depresyon MS belirtilerine 6nciiliik edebilir [15][17].

2.1.1.7 Seksiiel disfonksiyon

MS’li kadin ve erkeklerde seksiiel disfonksiyon sik goriiliir. Erkeklerde
azalmis penil his nedeniyle ereksiyon saglama ya da siirdiirmede giicliik goriilebilir.
Bazilarinda orgazm sorunlarmna rastlamir. MS’li kadinlarda ise alt ekstremitede
spastisite, vajinal lubrikasyon olmamasi ve vajinal his azalmasi seklinde seksiiel

disfonksiyon bulgular1 goriiliir [15][17].

2.1.1.8 Yorgunluk

Hastalarin ¢ogunda yiiksek sicaklikta tetiklenen ani ve siddetli baslayan
yorgunluk goriiliillebilir. Hastalar ¢cok basit isleri bile yapamayabilirler [15][17].

2.1.1.9 Agn

MS‘te agr1 nadiren de olsa hastaligin rahatsiz edici baska bir bulgusudur.
Hastalarin %80’inde agrili kas spazmlarma, aralikli veya siirekli ekstremite agrilarina

ya da omurga agrilarina rastlanir [15][17].

2.1.1.10 Konstipasyon ve diyare

Hastalarin bir kisminda otonom tutulumuna bagli konstipasyon veya diyare
goriilebilir. Sifinkter bozukluklar ile beraber olabilir. Konstipasyon, MS hastalarinda
cok sik karsilagilan bir durumdur. Konstipasyon nedenleri arasinda pelvik duvar
spastisitesi, gastro-kolik refleks azalmasi, su i¢iminin azalmasi, motilite azligi, karin

kaslarinda gii¢siizliik ve kullanilan ilaglar sayilabilir [16][17].

2.1.2 MS’te hastahk seyri

MS santral sinir sisteminde pek ¢ok yeri farkli ya da eszamanli olarak
etkileyebilen bir hastaliktir. Klinik olarak iki form gozlenir: relapsing form (belirgin
farkli ataklar ve aralarinda klinik stabilite) ya da progresif form (yavas bir sekilde
norolojik defisitlerde artig) [15][17].



2.1.2.1 Relaps ve Remisyonlar ile Giden MS (RRMS)

MS hastalarinin %80-85’1 bu tipte baslar. Akut ataklar halinde seyreder. Tam
ya da tama yakin diizelmeler mevcuttur. Tipik MS olgularinda ilk atak tam veya
tama yakin iyilesir. Ataklar genelde saatler ve giinler igerisinde olusur. lyilesme

birkag¢ haftadan birka¢ aya kadar uzayabilir [15][17].

2.1.2.2 Primer Progresif MS (PPMS)

Atak olmaksizin siirekli progresyon izlenir. Bir yil i¢inde sinsi baslangicl,
progresif seyir olur. Tiim MS’lilerin %15’ini kapsar. Diger MS tiirlerinden ¢ok farkli
bir patogenez s6z konusudur. Beyinde lezyonlar azdir. Omurilikte atrofi ve

miyelopati 6n plandadir, genellikle hastaliga hakim olan tablo paraparezidir [15][17].

2.1.2.3 Sekonder Progresif MS (SPMS)

Ortalama 5-6 yillik erken donem sonrasi ikincil ilerleyici dénemdir. Atak
sayist bu donemde azalir. Bu donemde diizelmeler azalir, ndrodejenerasyon 6n

plandadir [15][17].
2.1.2.4 Relapsing Progresif MS (RPMS)

MS’lerin %5’ini bu tip olusturur. Ataklar halinde seyreder ve temelde stirekli
bir progresyon s6z konusudur. RPMS, MS’in en nadir goriilen grubudur [15][17].

2.1.2.5 Benign MS

Hastalarin %20’sinde iyi huylu gidis s6z konusudur. Bu hastalar MS nedeni
ile kisitlanmazlar. Yalnizca hafif belirtiler ile tiim hayatlarini gegirebilirler. Ortalama
ilk bes yili iyi huylu geciren hastalarin gidislerinde sonraki yillar i¢in iyi gidis
beklentisi yiiksek orandadir [15][17].

2.1.2.6 Spinal tutulumla giden sekli

Spinal tutulumla giden formda baslangictan beri spinal kord tutulumuna ait

belirtiler mevcut olup daha ¢ok ilerleyici gidis s6z konusudur [15][17].



2.1.2.7 Noromyelitis Optika (Devic sendromu)

Akut transvers miyelit ve eszamanli veya kisa siire sonra takip eden optik
norit ile ortaya ¢ikan bir tablodur. Pek ¢ok hastada MS’ten ayirt edilemeyecek relaps
ve remisyonlarla giden bir sekli olabilecegi gibi omurilik bulgular1 kalic1 olabilir

[15][17].

2.1.2.8 Marburg sekli

MS’e ait bu ender ve malign form biling bozukluklari, agir gérme kaybi,
disartri, disfaji, solunum yetmezligine ait ilerleme ile ortaya ¢ikan; akut dissemine

ensefalomyelitten ayrimi oldukga gii¢ olan bir formdur [14][17].

2.1.3 MS patofizyolojisi

MS lezyonlarmin histopatolojisinde, beyin ve spinal kordda ak maddenin T
ve B lenfositlerince fokal infiltrasyonu s6z konusudur. MS’te T lenfositlerin, myeline
kars1 reaksiyon gosterdikleri ve mikroglialar ile makrofajlar1 aktive edip, myelin
kilifi hasarlayarak sinir iletimini bozduklar1 bilinmektedir. Ancak bunun primer bir
reaksiyon mu oldugu, yoksa hastaligin seyri boyunca ortaya ¢ikan bir epifenomen mi
oldugu bilinmemektedir. Otoreaktif T hiicrelerinin patogenezi siirdiirdiikleri ¢ok
muhtemel goziikse de, bunlarin santral sinir sistemi (SSS)’ne migrasyonlarini ve

sonraki aktivasyonlarini hangi faktoriin veya faktorlerin tetikledigi agik degildir [17].

2.1.4 Tam

Bugiin MS ile ugrasan tiim arastirmacilar ve klinisyenler Charcot’un
klinikopatolojik taniminin hala altin standart oldugunu diistinmektedir: “MS, santral
sinir sisteminin multifokal 6zellik gosteren, tekrarlayan ataklar veya progresif gidis
ile seyreden inflamatuar ve demiyelinizan hastaligidir”. MS, esas olarak klinik bir
tanidir. Semptom, objektif bulgular, hastaligin klinik seyri dikkate alinir. MRG, BOS
ve norofizyolojik testler [18] yardimeci tami yontemleridir. MS tanisinda kan
biyokimyasinin rolii yoktur. Kesin tan1 koyduracak patogonomik bir test

bulunmamaktadir [19].



2.1.5 MS tam Kriterleri

Ik resmi calismalar 1965 yilinda Schumacher ve arkadaslari tarafindan
yapildi (Tablo 2-1) [19]. Hikaye ve muayene bulgularina dayandirilan kriterlerde
lezyonlarin zaman ve alan i¢inde dagilimi dikkate alinarak hastalar klinik agidan
kesin ve olas1 olarak siniflandirilir. 1970-1980 yillarinda ise, gelistirilen teknoloji ile
klinik semptom ve bulgu vermeyen sessiz plaklarin varligr gorsel, isitsel,
somatosensoriyal uyarilmis potansiyellerin incelenmesi ile ortaya konulmustur.
1970’1 yillarda bilgisayarli tomografi ile baslayan goriintiileme yontemleri bugiin
ozellikle erken tamida altin standart olan MRG ile tanmnin vazgecilmezlerinden
olmustur. Hem tani, hem de ayirici tanida MRG kadar katki saglayan bir diger
yontem BOS incelemesidir [17]. BOS incelemesi MS tanisi diisiiniilen hastalarda

ozellikle IgG’ye ait oligoklonal bant varligin1 gosterdigi icin ¢ok onemlidir [20].

Tablo 2-1. Schumacher kriterleri [20][21][22]

Klinik olarak kesin tamli multipl skleroz

1 SSS’de gozlenen objektif fonksiyon kaybi bulgulari; olagandist semptomlar
2 2 ya da daha fazla bolgede hasar bulgusu

3 Beyaz cevherin ¢ogunda gézlenen hasar bulgulari

4 (a) En az 6 ay arayla en az 24 saat siiren iki ya da daha fazla atak

(b) 6 ay boyunca oldukea yavas ilerleyen klinik seyir
5 Baslangi¢ yasinin 10 ila 50 arasinda olmasi

6 Norolog tarafindan bulgularin baska bir hastaliga daha uygun bulunamamasi

1983 yilinda Poser baskanliginda toplanan komite MRG, nérofizyolojik
testler ve BOS incelemesini de degerlendirerek, MS kriterlerini yeniden tanimladi
(Tablo 2-2) [20]. Schumacher kriterlerinde 50 yas sinir1, Poser kriterlerine gore 59’a
yiikseltildi. Ataklar hikayeye, klinik bulgular ise muayenede saptanan bulgulara
dayandirilmaktadir [19][20].



Tablo 2-2. Poser tani kriterleri [21][22][23].

Klinik olarak kesin MS tanisi

1 iki atak ile birlikte farkl: iki klinik lezyon
2 iki atak ile birlikte, biri klinik biri paraklinik farkl: iki lezyon

Laboratuar destekli MS tanisi

1 Iki atak ile birlikte klinik ya da paraklinik bir lezyon, ve BOS’ta oligoklonal bant veya IgG
varligi

2 Bir atak ile birlikte farkli iki klinik lezyon, BOS’ta oligoklonal bant veya IgG varligi

3 Bir atak ile birlikte, klinik bir lezyon ve paraklinik farkli bir lezyon, ve BOS’ta oligoklonal
bant veya IgG varligi

Klinik olas1 MS

1 Iki atak ile birlikte bir klinik lezyon

2 Bir atak ile birlikte iki farkl klinik lezyon

3 Bir atak ile birlikte, klinik bir lezyon ve paraklinik farkli bir lezyon

Laboratuar destekli olas1 MS
1 iki atak ile birlikte BOS’ta oligoklonal bant veya IgG varligi

Not : Paraklinik: BT veya MR’da gozlenen, MS olasihig1 hissettiren en az iki adet oligoklonal

bant varhg.

Poser kriterlerinin MRG ile desteklenmesi sonucu ortaya konulan Mc Donald
kriterleri taniya daha o6zel bir yaklasim sunmustur [24]. 2011 yilinda Chris H.
Polman ve arkadaglar1 tarafindan revize edilmis Mc Donald Kriterleri Tablo 2-3’te

verilmigtir [25].



Tablo 2-3. Mc Donald kriterleri [21][22][23].

Klinik (Atak) Muayene bulgusu MS tamisi icin gerekli ek veri

>2 >2 Ek veriye gerek yok

>2 1 MR’da  degisik  yerlesimli
lezyonlar veya BOS (+) ve > 2
MS ile uyumlu MR lezyonu
veya yeni farkli alan ile uyumlu
atag1 beklemek

1 >2 MR’da degisik zamanlt
lezyonlar veya yeni atag
beklemek

1 1 MR’da  degisik  yerlesimli

lezyonlar veya > 2 MS ile
uyumlu MR lezyonu ve BOS
(+) ile birlikte MR da zamanda
yayillimi gostermek veya yeni

atag1 beklemek

Bagslangigtan itibaren progressif

seyir

Yeni atagi beklemek

BOS (+) ve MR’da degisik
yerlesimli lezyonlar

(MR kaniti: > 9 beyin lezyonu;
Veya >2 spinal kord lezyonu;
Veya 4-8 beyin ve 1 spinal kord
lezyonu;

Veya (+) VEP ve MR’da 4-8
beyin lezyonu;

Veya (+) VEP ve MR’da < 4
beyin + 1 spinal lezyon

Ve MR’da degisik zamanl
lezyonlarin gozlenmesi veya bir
yil siire ile klinik ilerlemenin

siirmesi
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Zamanda ve mekanda yayilimi saptamak icin MR Kriterleri

Mekanda yayihm

Zamanda yayillim

McDonald
2001

Asagida tariflenen dort kriterin
t¢liniin ~ pozitif olmast 1
gadalinyum tutan lezyon veya
9 T2 hiperintens lezyon > 1
juxtakortikal lezyon > 3
periventrikiiler lezyon > 1
infratentoriyal lezyon

Not: 1 spinal lezyon, beyin
lezyonlarindan birinin yerine
geger (spinal lezyon: > 3mm, <
2 vertebra segment; enine kismi

spinal tutulum)

Ik klinik ataktan en az 3 ay
sonra yapilan MR’da atakla
iliskisiz  yerlesimli Gd (+)
lezyon, Bu MR’da Gd (+)
lezyon yoksa, en az 3 ay sonra
yinelenen yeni MR’da Gd (+)
lezyon/yeni T2 lezyon; MR ilk
atag1 izleyen 3 ay igerisinde
yapilmigsa, ikincisi an az 3 ay
sonra yapilmak iizere
yukaridaki MR kriterlerine

uyum

McDonald
2005

Asagida tariflenen dort kriterin
dciiniin ~ pozitif olmasi 1
Gadolinium pozitif (Gd (+))
lezyon veya 9 T2 hiperintens
lezyon > 1 juxtakortikal lezyon
> 3 periventrikiiler lezyon > 1
infratentoriyal lezyon ya da
spinal kord lezyonu Not: Spinal
lezyon infratentoriyel lezyon
olarak kabul edilir. Tiim spinal
lezyonlar toplam lezyon sayisi

icerisinde sayilir

Ilk klinik ataktan 3 ay sonra
yapilan MR’da atakla iliskisiz
yerlesimli yeni Gd (+) lezyon;
Ya da ilk MR’dan bir ay sonra
yinelenen MR’da yeni T2

lezyon

Yeni kriterler

Asagida tariflenen alanlarin > 2
sinde > 1 lezyon:
periventrikiileri  juxtakortikal,

posterior fossa, spinal cord

Ilk MR’dan sonra yapilan (siire
kisitlamasi yok) takip
MR’larinda yeni T2 lezyon

saptanmasi

Tanida goriintiileme olarak beyin ve spinal kordun MRG incelemesi; diger
tanilarin  diglanmasi, lezyonlarin yerlesimini ve niteligini gostermesi agisindan
kolaylik saglamis ve yaygin olarak giinliik kullanima girmistir [13].

A.1.B.U Tip Fakiiltesi Hastanesi Noroloji A.D’da bizim hastalarimiza revize

edilmis McDonald Kriterleri géz 6niinde bulundurularak tani konulmustur.
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2.1.6 Tedavi

MS’in semptomatik tedavisi, immiin modiilasyon ve immiin baskilama
stratejilerine dayali olarak, 1980’in sonlarindan bu yana uygulanmaktadir.

Multipl Skleroz hastaliginin bilinen tam iyilestirici ve onleyici bir tedavisi
yoktur. Uygulanan tedaviler atak sikligin1 azaltmaya, ataklardan kaynaklanan

ozirliligi ve ilerleyici kotiilesmeyi engellemeye yoneliktir [26][27].

2.1.7 MS genetigi

MS demiyelinizasyon ve akson kaybi ile sonuglanan nérolojik kompleks bir
hastaliktir. Genetik, ¢evresel (daha g¢ok viral) ve immiinolojik faktorleri igeren
multifaktoriyel 6zellik gosterir. Enfeksiyonlar, D vitamini ve sosyal aligkanliklar MS
ile en ¢ok iligkilendirilen gevresel faktorlerdir [28][29].

Kutuplara yaklastikca MS prevelansinin artmasi, diisik D vitamininin MS
gelisiminde etkili olabilecegi ihtimalini ortaya ¢ikarmistir [30]. D vitamini reseptor
geni lizerinde yapilan ¢aligmalarda farkli sonuglar elde edilmistir. Bazi calismalarda
iligki bulunamazken [31], bazilarinda D Vitaminin hastaliga kars1 koruyucu oldugu
sonuglarmma ulasilmistir [32]. Bazi ¢alismalarda ise VDR-HLA (Gen-Cevre)
etkilesiminden bahsedilmistir [33]. MS’te ¢evresel faktorlerden lizerinde durulan
onemli konulardan biri de EBV hikayesidir. Bu viriis Herpesviriis ailesinden olup ¢ift
zincirli DNA virisiidiir. MS ile olan iliskisinden ilk olarak 1979’da bahsedilmistir
[34]. Bir ¢ok calismada EBV hikayesi MS ile anlamli olarak iligkilendirilmistir
[35][36].

Kismen veya tamamen genetik faktorlerin rol oynadigi hastaliklar tek gen
hastaliklari, kromozom hastaliklar1 ve multifaktoriyel-poligenik hastaliklar olarak
ayrilabilir. Tek gen hastaliklari, bir tek genin mutasyonu sonucu ortaya g¢ikan
dominant ya da resesif kalitim gosteren nadir hastaliklardir. Bunlara 6rnek olarak
orak hiicreli anemi, muskiiler distrofi, vs. verilebilir.

Kromozom hastaliklarinda kromozom sayisinda veya yapisinda degisiklik
olmustur. 21. kromozomun fazlalifindan kaynaklanan Down sendromu kromozom
hastaliklarinin tipik 6rnegidir. Multifaktoriyel-poligenik hastaliklar ¢evresel etkiler
ve cesitli genlerin interaksiyonu sonucu gelisen hastaliklardir. MS hastaligi da

multifaktoriyel-poligenik hastalik grubuna dahildir.
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MS popiilasyonununda genetik taramalar belli bir yatkinlik lokiisii ortaya
cikarmada basarisiz olmustur. Bu da MS’in poligenik bir hastalik olup, her bir genin
kismi etkisi altinda olustugunu gostermistir [37].

Hermann Eichhorst MS’in ailesel yatkinlik tanimimi 19. yy’in sonlarinda
yapmisken neredeyse bir asir sonra popiilasyon temelli ¢aligmalar MS hastaliginda
yakin akrabalarin da yiiksek risk altinda oldugunu telaffuz etmeye baslamistir [38].
MS’te genetik etki Eichhorst’'un ardindan ilk olarak 1970’lerde tanimlanmistir.
Davenport Kuzey Avrupalilarin, Asya ve Afrikalilara gore daha yiiksek MS
frekansina sahip olduklarini géstermistir [38].

Genetik epidemiyolojik ¢alismalar genetik yatkinligin MS’te etkili oldugunu
gostermistir. Ayrica ailesel agregasyon calismalari da MS’in ortaya g¢ikmasinda
MS’li yakini olan kisilerin, 6zellikle de birinci dereceden akraba ise, daha yiiksek
risk tasidiklarimi gostermiglerdir [39]. Tek yumurta ikizlerinin 100 kat daha fazla MS
gelistirme riski tasidiklar belirtilmistir [40]. Kadinlarda erkeklere gore daha cok
goriilmesine ragmen X kromozomunda MS ile iliskili gen bulunamamistir [41].

Ik olarak HLA (Human Leukocyte Antigen)-DR2 bélgesi ile giiclii iliski
bulunmustur [42][43]. Daha sonra HLA DRB1*15:01 alleli ile MS’in klinik siireci
iligkilendirilmistir [38][42][44]. HLA ile ilgili yapilan son ¢alismalarda HLA
bolgesinde ii¢ farkli lokiiste bes allel tanimlanmistir. Bunlar; HLA-DRB1*1501-
*0301- *0801, HLA-A*0201 ve HLA-DPB1*0301°dir [45]. Avrupalilarda HLA siif
II DRB1*1501-DQB1*06:02 bugiine kadar en etkili risk faktorii olarak gosterilmistir
[30]. MHC (Major Histocompatibility Complex) disinda MS ile iligkili genlerden
bazilar1 Tablo 2-4’te verilmistir. VDR gen polimorfizmleri MS’te genetik etkiyi
belirleme adma yapilan en énemli ¢aligmalardandir. VDR gen polimorfizmleri bir
cok toplumda c¢alisgilmis ve farkli sonuglar elde edilmistir [46]. VDR-HLA (Gen-
Cevre) etkilesimi de iizerinde durulan  ¢aligmalardir [33]. Proinflamatuar
sitokinlerden olan IL1, IL4, IL6, TNFa ve anti-inflamatuar sitokinlerden olan IL10
ve IL4 ile hastaligin ilerleyisi arasinda korelasyon bulunmustur [47]. 2013 te yapilan
son Genom-Wide Association (GWAS) Calismasinda MS’le iligkili 48 yeni gen
bulunmus ve yapilan 6nceki ¢alismalarla birlikte MS’te risk olusturabilecek alelik

polimorfizm sayis1 110 olarak yaymlanmistir [48].
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Tablo 2-4. MHC disinda MS ile iligkili baz1 genler [47].

Gen ID Gen Yerlesim
3559 IL2RA 10p15
3575 IL7R 5pl3
7124 TNFA 6p21
3554 ILIRA 2ql12

348 APOE 19q13
965 CD58 Ipl3

934 CD24 6921

2.2 Adiponektin

Adiponektin adipoz doku kaynakli bir plazma glikoproteinidir [49]. Son
yillardaki ¢alismalar gosteriyor ki, adipoz doku yalnizca yaglarin depo edildigi atil
bir yer degil aym1 zamanda enerji metabolizmasinin kontrolii i¢in inflamasyon,
endokrin ve metabolik sinyallerin birlesmesinde rol oynayan 6nemli metabolik bir
dokudur [50]. Bu doku adipositokin olarak bilinen bir ¢ok biyoaktif madde salgilar.
Bu giine kadar 50’den fazla adipositokin belirlenmistir [51]. Bunlardan en 6nemlileri
Leptin, Tiimor Nekrozis Faktér (TNF-a), Plazminojen Aktivator Inhibitor Tip 1
(PAI-1), Adipsin, Rezistin ve Adiponektindir [50][52].

Adiponektin (ADP), plazma proteinin %0,01’ini olusturan, yakin zamanda
kesfedilmis bir proteindir. Bilinen adipositokinlerin igerisinde adiponektin,
dolasimda en yiiksek konsantrasyonda olandir. Adiponektin yapisal olarak
kompleman 1q ailesine aittir ve sitokinlerin TNF-a ailesinin de yapisal homologudur
[52]]53]. Adiponektin beyaz adipoz dokudan yiiksek oranda sentezlenen kollajen
benzeri proteindir, adiposit farklilagsmasi sirasinda indiiklenir ve serumda oldukga
yiiksek konsantrasyonda bulunur [50]. Gida alim1 ve enerji tiiketiminin diizenlenmesi
roliiniin yaninda antiinflamatuar (Sekil 2-1), antiaterojenik (Sekil 2-2) ve
antidiyabetik 06zellikleri de tamimlanmistir [8]. Adiponektin obezite ile de

iliskilendirilmistir [9].
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Sekil 2-1. Adiponektin kalbi koruyucu etkilerini kardiyomiyositlerdeki bir ¢ok sinyal yolagini aktive
ederek gosterir. 1) Anti-apopitotik etkisi, 2) Oksidatif-Nitratif stres aktivitesi, 3) Anti-inflamatuar
etkisi, 4) Lipid alimi, 5) Glikoz alimi [54].
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Sekil 2-2. Adiponektin’in anti-aterojenik davraniginin 6zeti
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2.2.1 Adiponektinin kesfi

Adiponektin 1995-1996°da ilk kez tamimlandiktan sonra iizerinde en yogun
calisilan adipositokin olmustur. Dort arastirmact grup tarafindan birbirinden
bagimsiz olarak kesfedilmistir. Maeda ve arkadaslar1 [55] apM1’in ¢cDNA’sin1
Biiyiik Olcekli Rastgele Sekanslama (large-scale random sequencing) ydntemini
kullanarak insan adipoz dokusundan izole ettiler. Es zamanl olarak Scherer ve grubu
ozellikle adipositlerde iiretilen ve adiposit farklilagmasi sirasinda 100 kat artmis
mRNA’y1, 30 kDa (ACRP30) adiposit kompleman iliskili, 30 kDa’luk salgilayici
proteini gosteren ilk grup oldu [9]. Paralel olarak, apM1 tarafindan kodlanan bir iiriin
olan 28 kDa’luk jelatin baglayici protein (GBP2S), insan plazmasindan izole edildi
[9]. Diger yandan dordiincii grup olan Hu ve arkadasglari, fare hiicre hattindan yeni

adipoz cDNA izole ettiler ve onu AdipoQ olarak adlandirdilar [9].

2.2.2 ADIPOQ Gen ve Protein yapisi

AdipoQ geni 3q27 iizerinde lokalizedir (Sekil 2-3), 3 ekzon 2 intron igerir,
15.8 kb uzunlugunda, molekiiler agirlign yaklasik olarak 26 kDa olan 244
aminoasitlik protein kodlar. AdipoQ geninin bugiine kadar {i¢ izoformu
tanimlanmistir. AdipoQ geninin promotor bolgesi up-stream dizileri igerir, intron 1

de 5 -untranslated bolge (5'UTR) ve 6nemli dizi motifleri bulunur [9][56][57].

Chr 3
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=0 o M = OMA M o o Mo A - o4 0Mm A M LAY o MM
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Sekil 2-3. AdipoQ geninin 3q27 iizerindeki lokalizasyonu

2.2.3 Adiponektinin molekiiler yapisi ve multimerik formu

Adiponektin yapisal olarak kompleman 1q (Clq) ailesine iiyedir [53].
Adiponektin plazmada full-length (tam-boy) ya da globiiler adiponektin (gADP)
seklinde bulunabilir. Plazmadaki ADP’nin neredeyse tamamu full-length formdadir
[53]. Adiponektin kanda polimer olarak dolasir, ki bunlar trimer, hekzamer ve

yiiksek molekiiler agirlikli (HMV) izoformlardir (Sekil 2-4) [51][58].
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Ciq 1 28 31 112 245

NH2 — — COOH
sinyal  kollajen-Benzeri Domain  Kiiresel Domain
peptidi
Adiponektin 17 45 110 247
NHz — — COOH
Uygulama
gAdiponektin

Sekil 2-4. Adiponektinin molekiiler yapisi ve domainleri [53]

2.2.4 Adiponektinin biyolojik etkileri

Insanlarda plazmada adiponektinin ortalama seviyesi 3 ile 30 pg/ml arasinda
degisir [51], yas ile birlikte artar ve erkeklere gore kadinlarda daha yiiksektir [8].
Diisiik adiponektin seviyesi (<4pg/ml) obeziteye bagli metabolik ve kardiyovaskiiler
hastaliklar insulin direnci, tip 2 diyabet, hipertansiyon ve koroner arter hastaliklar
[59][60] ile iliskilendirilmistir. Adiponektin metabolik diizenlenme ve enerji dengesi
iizerinde Onemli etkiler gosterir [51]. Adiponektinin beyin omurilik sivist (BOS)
konsantrasyonlart serumdakinin %1-4’1 olarak tespit edilmistir [61]. Obez kisilerde
bu hormon salgisinin azaldig1 goriilmektedir [8].

Adiponektinin farkli izoformlar1 farkli yolaklar1 aktive eder ve farkli
islevlere sahiptir. Waki ve arkadaslart YMA-ADP (yiiksek molekiiler agirlikli
adiponektin)’in hepatositlerde protein kinazi aktive ettigini bildirmislerdir [58].
Baska arastirmacilar ise DMA-ADP (diisiik molekiiler agirlikli adiponektin)’in kas
dokularinda protein kinaz yolaklarint ve  YMA ve OMA-ADP (ortamolekiiler
agirhikli adiponektin)’in Niikleer Faktor yolaklarini aktive ettigini sdylemektedirler
[62].

Adiponektin biyolojik aktivitesini iki adiponektin reseptorii (adipoRs)’ne
baglanarak gosterir, bunlar adipoR1 ve adipoR2 dir. AdipoR1 -globiiler adiponektin
(gAd) icin yiiksek bagimli bir reseptordiir- iskelet kasinda en ¢ok eksprese olandir.
AdipoR2 - hem globiiler hemde full-length adiponektin i¢in orta bagimli bir reseptor-
agirlikli olarak karacigerde eksprese olur [S1][9]. AdipoR1 bir¢ok yerde eksprese

olur ve liganda ytiksek afinitesi vardir, bunun yaninda AdipoR2 orta derecede afinite
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gosterir [63]. T-cadherin de aymi zamanda adiponektinin heksamerik ve YMA
formlari i¢in reseptdr olarak belirlenmistir; kardiyovaskiiler sistemde, sinir
sisteminde ve kaslarda eksprese olur. Adiponektin ve bu reseptorler arasindaki
etkilesim iki downstream molekiiliinii harekete gecirir, AMPK (adenosine
monophosphate-activated protein kinase) ve PPARa (peroxisome proliferator-
activated receptor a), bdylece hiicre metabolizmasinda yag asidi oksidasyonu, glikoz
alimi1 ve kullanim1 gibi bir ¢ok durumu etkiler [51][53][63].

AdipoR1 ve AdipoR2’nin aglik sonrasi ya da hipoinsiilinemik hale getirilen
farede, karaciger ve iskelet kasinda arttig1 gortilmiistiir. Yemek sonrasi veya insiilin
tedavisi sonrasinda tokluk diizeyine donmdstiir. Yani, insiilin AdipoR1/R2
diizeylerini negatif olarak diizenler. Ayrica obezitede AdipoR1/R2 diizeylerini

diisiiriir ve bu da adiponektin hiposensitivitesine ve insiilin direncine neden olur [53].

2.2.5 Adiponektinde genetik varyasyonlar ve klinik ile iliskileri

HapMap (Haplotype Map) veri tabanina gore AdipoQ’da haritalanmis
100’den fazla SNP (Single Nukleotide Polymorphism) vardir. NCBI (National
Center for Biotechnology Information) veri tabanina gore kodlanan bolgelerde 29
tane SNP lokalizedir ve bunlarin 20’si missens mutasyondur [8]. Bunlardan en

yaygin olanlar1 Tablo 2-5’te verilmistir.

Tablo 2-5. AdipoQ’da en ¢ok goriilen polimorfizmlerin 6zellikleri

SNP Ad1 SNP No Lokalizasyon Tip Baz Degisimi Enzim
-11391 rs17300539 Promoter Kodlanmayan G->A Hpall
-3971 rs822396 Intron 1 Kodlanmayan A->G Msel
+45 152241766 Exon 2 Sessiz T->G Sma
+276 rs1501299 Intron 2 Kodlanmayan G->T Bsml
+349 rs2241767 Intron 2 Kodlanmayan A->G Bsu361
G90S 1562625753 Exon 3 Missens G->A Avall
Y111H 1517366743 Exon 3 Missens T->C BstZ171
R112C rs121917815 Exon 3 Missens C->T BsrBI
H241P rs141205818  Exon 3 Missens A->C NIalll

Insiilin duyarlihi@ ve glukoz homeostazisinin diizenlenmesinde adiponektin

giiclii bir rol oynar. Bu nedenle MetS (Metabolik Sendrom)’da 6zellikle tip 2 diyabet
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ve kardiyovaskiiler sistem hastaliklarinda, parametrelerin bozulmasi ile plazmada
diisitk adiponektin seviyesi iligskilendirilmistir. Ayrica adiponektin knock-out ve
transgenik fare modelleri de MetS ve tip 2 diyabet de c¢esitli komponentlerde
adiponektinin fonksiyonel roliinii desteklemektedir [8][53]. Sonu¢ olarak insan
caligmalar1 AdipoQ genindeki polimorfizmlerin insiilin direnci, obezite ve tip 2
DM’yi etkiledigini [53][60] ag¢ik bir sekilde gostermistir. Bununla birlikte AdipoQ
genindeki varyasyonlar plazma adiponektin seviyesinde énemli 6l¢lide degisiklikler
ile sonuglanmistir. Buradan AdipoQ genindeki degisimlerin insan sagligini

etkileyecegi sonucu ¢ikarilabilir [8][53][45].

2.2.5.1 ADIPOQ’nun +45T>G ve +276G>T varyantlari

Tek niikleotid polimorfizmleri genomik DNA’nin populasyondaki normal
bireyler arasinda farklilik gdsterdigi baz degisiklikleridir. SNP’ler hastalik yapmaz,
cevresel sartlar dlglislinde hastaliga yatkinlik olustururlar [64].

AdipoQ +45T>G ve +276G>T polimorfizmleri en yaygin goriilen ve {izerinde
cok caligilan polimorfizmlerdendir [8]. +45T>G polimorfizmi genin ekzon
bolgesinde lokalizedir. Ekzon bdlgeleri DNA’nin kodlanan bdlgeleridir ve bu
bolgelerde meydana gelen polimorfizmler protein kodlanmasinda bozukluklar
meydana getirebilirler. +45T>G polimorfizmi bir¢ok popiilasyonda tip 2 diyabet [65]
ve insiilin direnci [66] ile iligkilendirilmigtir. Bununla birlikte fonksiyonel etkileri
tam olarak bilinmemektedir. AdipoQ’nun +45T>G polimorfizmi Fransa ve
Kanada’da yapilan c¢aligmalarda diisik serum adiponektin seviyesi ile
iliskilendirilmistir [8].

AdipoQ’nun +276G>T polimorfizmi genin intron bdlgesinde lokalizedir.
DNA iizerindeki ekzon-intron dizilimi intronlarin ¢ikarilmasi ile degisir. Translasyon
sirasinda intron bdlgeleri kesilip atilir. Ekzonlar proteinlere kalip olusturur. Bu temel
bilgiden hareketle intron bolgelerindeki polimorfizmlerin etkili olmayacagi
diisiiniilse de yapilan caligmalar bunun aksini kanitlamistir. DNA {izerindeki
kodlanmayan bdlgelerde meydana gelen polimorfizmler de bozukluklara yol
agmaktadir. +276G>T  polimorfizmi farkli  bolgelerde farkli  sekillerde
iliskilendirilmistir. Diisiik serum adiponektin seviyesi (Fransa, Yunanistan, Ispanya),

insiilin duyarliligi markerleri (Japonya, Yunanistan, Isvec, Ispanya, Italya (dogu
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kiyilar1)), obezite (Isve¢) ve T2DM (Japonya) bunlardandir [8][67][68][69][70].
+276G>T adiponektin sirkiilasyonunda farkli cevaplarla iligkilendirilmistir [71].
AdipoQ genindeki yaygin goriilen polimorfizmler ve hastaliklar arasindaki iliski

Tablo 2-6’da verilmistir.
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Tablo 2-6. Adiponektin genetik polimorfizmleri ile metabolik hastaliklar arasindaki iliski [72]

SNP Klinik iliski Etnik Grup

rs16861194 Adiponektin seviyesi Fransiz kafkas, Isvegli,

-11426 A/G Tip 2 diyabet Avrupali katkas

rs17300539 Adiponektin seviyesi Fransiz kafkas

-11391 A/G Tip 2 diyabet Ingiliz kafkas kadin
Obezite Italyan, Alman
Insiilin direnci Giiney Afrikali siyahlar
Insiilin duyarlihig: Ispanyol, Polonyali
Diyabetik nefropati

15266729 Adiponektin seviyesi Fransiz kafkas

-11377 C/G Tip 2 diyabet Isvegli, Danimarkali
Obezite Alman, Italyan
Insiilin direnci Giiney Afrikal siyahlar,
Insiilin duyarlilig Cinli, ispanyol
Diyabetik nefropati Polonyali

rs2241766 Adiponektin seviyesi Japon, Cinli

G/T G45G Aclik glikoz seviyesi Koreli, Italyan
Tip 2 diyabet Quebec aile galigmast
Obezite Uygur, Isveg, Finland
Insiilin direnci Afrikan Amerikan
Insiilin duyarlihig Ispanyol, Alman
Diyabetik retinopati Avrupali Kafkas
Diyabetik nefropati Polonyali
Aterosikleroz
Kardiyovaskiiler hastaliklar

rs1501299 Adiponektin seviyesi Avrupali Kafkas

+276 A/C Tip 2 diyabet Japon, Italyan, Alman
Obezite Cinli, Koreli
Insiilin direnci Quebec aile ¢aligmasi
Insiilin duyarlihig: Isvecli, Finlandiyal
Diyabetik nefropati Afrikan Amerikan
Polikistik over sendromu Uygurlar, Cinli, Ispanyol,
Kardiyovaskiiler hastaliklar Polonyali

rs17366743 Adiponektin seviyesi Alman, Polonyali

C/THI11Y Beden kitle indeksi Finlandiyal

Tip 2 diyabet

Framingham Amerikan
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2.2.6 Adiponektin ve iligkili hastaliklar

2.2.6.1 insiilin direnci

Adiponektinin insiilin duyarliligina etkisi ilk olarak 2001 yilinda birbirinden
bagimsiz ii¢ grup tarafindan tanimlanmistir. Adiponektinin insiilin duyarliliginda
direkt etkisini in vivo olarak kanitlamak icin hem leptin hem de adiponektin knock-
out insiilin direngli lipoatrofik fare modeli ¢alisilmistir. Lipoatrofik diyabetik farede
adiponektinin fizyolojik dozu yerine koyularak insiilin direnci anlamli oranda
iyilestirilmistir . Adiponektin ve leptin kombine kullanilarak insiilin direnci ortadan
kaldirilmig, fakat hem adiponektin hem de leptin yalmiz kullanildiginda insiilin
direnci kismen diizeltilmistir [53]. Bu veri de bize adiponektinin insiilin duyarlilig:

iizerine direkt etkisini agik bir sekilde gostermektedir.

2.2.6.2 Metabolik Sendrom/Obezite

Son yillarda yasam sartlarinin degismesi, hareketsizlik ve asir1 yagh gidalarla
beslenme sonucu obezitenin goriilme sikligi dramatik boyutlara ulagmistir. Bu
duruma genellikle Tip 2 Diyabet, koroner arter hastaligi ve hipertansiyon eslik
etmektedir. Bu hastaliklarin birlikte gelismesi durumuna Metabolik Sendrom (MetS)
ad1 verilmektedir [73][74]. Adiponektin glikoz, serbest yag asidi ve trigliserit

seviyesini diisiirebilme yetenegi ile MetS’in patogenezinde major role sahiptir [63].

2.2.6.3 Tip 2 Diyabet

Tip 2 diyabet pankreas B hiicrelerinde insiilinin salgilanmasinda bozukluk
olmasi veya salinan insiiline karsi dokularda direng¢ gelismesi ile ortaya c¢ikan
bozukluktur. Insiilin direnci tip 2 diyabetin esas dzelligidir. Adiponektin insiilin
direnci iizerinde modiilator bir proteindir [75] ve tip 2 diyabet gelisimini énlemede

etkilidir [76].

2.2.7 Adiponektin ve MS

Adiponektin adipositokinlerden olup, antiinflamatuar, antiaterojenik ve
antidiyabetik 6zelliktedir. inflamasyon ve makrofaj aktivitesini baskilama &zelligine

sahiptir.
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MS Merkezi Sinir Sistemi’nin (MSS) kronik inflamatuar, demiyelinizan
norolojik bir hastaligidir.

MS ve Adiponektin ile iligkili calismalar oldukca yeni ve az sayidadir.
Adiponektin knock-out farelerde yapilan c¢alismalarda farelerin MS’e benzer
Deneysel Otoimmiin Ensefalomiyelit (EAE), MS i¢in kullanilan en yaygin hayvan
modeli, gelistirdikleri gézlenmistir. EAE inflamasyon, demiyelinizasyon ve akson
hasari ile karakterizedir. EAE’de Adiponektin tedavisi bozuklugun diizeltilmesinde
basgarili sonu¢ vermistir [13].

Adiponektinin ve MS iliskisi plazmada c¢alisgilmig ve adiponektin seviyesi
MS’li bireylerde saglikli bireylere gore daha diisiik gortilmustiir [1] .

ikizlerde beyin-omurilik sivisinda adiponektin seviyesi bakildiginda ise

MS’1i hastalar ve saglikli ikiz esleri arasinda farklilik goriilmemistir [10].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gerecg

Bu calismaya dahil edilen bireyler i¢cin Abant izzet Baysal Universitesi Tip
Fakiiltesi yerel etik kurul onay1 alindi. Her hasta icin hasta rizasina yonelik onam
formu alindi. Bu bireyler, Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji
Anabilim Dali tarafindan takip edilen ve MS tanis1 almis, yaslar1 18-55 arasi olan ve
tedavileri bu yonde olan hastalar arasindan secildi. Calismanin kontrol grubu, MS
tanis1 almamis HT ve DM rahatsizliklar1 olmayan, yaslar1 18-55 arasi olan goniilli
saglikli kisiler arasindan se¢ildi. Calismamiza 79 MS tanili hasta ve 84 saglikli birey
dahil edildi.

3.1.1 Hastalarin calismaya dahil edilme kriterleri

e Hastanin klinik olarak kesin MS tanisi almig olmasi
e Hastanin bagska sistemik hastaliginin olmamasi

e Hastalarin goniillii olmasi/bilgilendirilmis onam formu imzalamis olmasi

3.1.2 Hastalarin dislanma kriterleri

e Hastanin kesin MS tanisi almamis olmasi
e Hastanin bagka sistemik hastaliginin olmasi

¢ Hastanin goniillii olmamasi-bilgilendirilmis onam formunu imzalamamasi

3.2 Yontem

Arastirmaya dahil edilen kisilerin periferik venéz kanlar1 alindi ve EDTA
(etilendiamintetraasetik asit)’li tiipler icinde +4°C derecede muhafaza edildi.
Arastirmaya dahil edilen bireylerden EDTA’l1 tiiplere alinan 2 ml kandan ayristirilan
l6kositlerden, uygun izolasyon kiti (High Pure PCR Template preparation Kit (100))
kullanilarak, genomik DNA’lar1 Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Genetik Anabilim Dali Molekiiler Genetik laboratuvarinda izole edildi. izole edilen
DNA’larin %2’lik agaroz jel elektroforezde kontrolleri yapildi. izole edilen DNA’lar
her bir polimorfizm agisindan test edildi. Bu genotipleme islemi RT-PCR
( LightCycler®480) yontemi ile yapildi (Sekil 3-1).
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Sekil 3-1. Calismada kullanilan Roche LightCycler®480 Real-Time PCR

3.2.1 Tam Kandan DNA izolasyonu

Calisma AIBU Tip Fak. Tibbi Genetik A.D., Molekiiler Laboratuvari’nda

gergeklestirilmistir. DNA izolasyonu asamalart Sekil 3-2°de verilmistir.
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Pipet uglan ve beng fizeri %2707 lik alkol ile silinir
Kabin icindeki 15tk ve filtreli havalandima sistemi agthr.
Steril eldiven loullambr.

b

1.5 mlL santrifii tiipleri hazrlamr

1.5 mL santrifiij tiipiine 200 pL periferik kan konur.
Sonrasmnda 200 pL. Binding Buffer ve 40 uL Proteinaz K
eklenip pipetaj vapir. 70 °C 10 dakika inkitbe edilir.

100 pL Izopropanol eklenir. ivice karistinbr.

Yeni bir toplama tiipiine High Pure filtreli tiip verlestirilir.
Kansmm High Pure filtreli tiipe aktanhr, 3000 g- de 1
dakika santrifiyj edilir.

I

Filtreli tip veni temiz bir toplama tipine verlestirilir.
500 pL Inhibitor Removal Buffer eklenir.
8000 g de 1 dakika santrifiij edilir

b

Filtreli tip veni temiz bir toplama tipiine ahmr.
500 uL. Wash Buffer eklenir.
3000 g de 1dakika santrifiij vapihr.

I

Filtreli titp veni bir temiz toplama titpiine almir
500 uL. Wash Buffer tekrar eklenir.

8000 g de 1 dakika santrifiij edilir.

Filtreli tiip veni bir toplama tiipiine abmr.

Filtreli Tiip DNA nm saklanacag etiketlenmis Toplama
tiipiine yerlestirilir.

200 ul. Elution Buffer(70 °C) eklenir.

8000 g'de 1 dakika santrifiij vapihr.

Filtreli tip atihr.

| Piirifive Template DINA |

Sekil 3-2. Tam kandan DNA izolasyonu

3.2.2 Agaroz Jel Elektroforez

izole edilen DNA’lar kontrol edilmek iizere %2’lik hazirlanms Agaroz Jel
Elektroforezde yiiriitiildii. Agaroz Jel i¢in 2 gr agaroz (PegGOLD Universal
Agarose) tartildi, %10’luk tampon soliisyon hazirlandi: 10x‘lik TBE 100 ml ve 900

ml distile su. 100 ml tampon soliisyon ve 2 gr agaroz karistirilip mikrodalga firinda
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homojen ¢dzelti hazirlandi. igerisine 10pl EtBr (Etidyum bromid) eklenip karigim
elektroforez tankina bosaltildi ve taraklar yerlestirildi. Jel hazir hale gelince jeli
bozmadan taraklar dikkatlice ¢ikarilip elektroforez tankina jelin tamamini kapatacak
kadar tampon soliisyon ilave edildi. DNA’lar boya (6x loading dye NMO0410
10t:4003) ile karigtirillip kuyucuklara yiiklendi. 98 V’ta 40 dk kosturulup UV 1s1k

altinda goriintiilendi. Goriintiilenemeyen DNA’lar yeniden izole edildi.

Sekil 3-3. Agaroz Jel Elektroforez UV Isik Altinda Goriintii

3.2.3 PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR, PZR), genetik bilginin niikleik asit
sekansinin ¢ogaltilmasiyla elde edilmesi teknigidir. PCR teknigi, temelde {i¢

asamadan olugsmaktadir.
Birinci asama: DNA Zincirinin A¢ilmasi (Denaturation)

Kalip DNA (template DNA) 92-95 °C’de 1-2 dakika tutularak cift sarmal
yapidaki DNA iplikleri birbirlerinden ayrilmaktadir.

Ikinci asama: Primerlerin A¢ilan DNA Zincirlerine Yapismasi (Annealing)

Reaksiyon sicakliginin 37-65 °C’ ye diisiiriilerek oligoniikleotid primerlerinin
acllan DNA zincirlerinde kendi baz dizilerine karsilik gelen bolgeye yapismasi

islemidir.
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Uciincii asama: Primer Uzamasi (Primer Extension)

DNA zincirleri lizerine yapisan primerlerin DNA polimeraz enzimi (Taq DNA
polymeraz) vasitasiyla baz eklenerek uzatilmasidir. Tag DNA polymeraz 72 °C
sicaklikta daha iyi ¢alistigi i¢in genel olarak tiim ¢ogaltma islemleri bu sicaklikta
yapilmaktadir. PCR sonucunda elde edilen iiriin, ¢ogaltilmasi hedeflenen DNA
pargast ile iki primerin DNA-+primer toplamimin uzunlugu kadardir. Bu ti¢
basamaktan olusan islem, bir PCR devrini temsil eder. Bu islem ile ortalama 35 kez
tekrar edilerek baslangictaki hedef DNA dizisinden milyonlarca yeni DNA parcacigi
elde edilir [77].

3.2.4 RT-PCR 1n Kullamim Alanlari

Genomik Mutasyon ve Polimorfizmler

Gelisen RT-PCR teknolojisiyle otomatize edilmis allel ayristirma tahliliyle

genler icerisindeki mutasyonlar belirlenebilmektedir [78].

Tek Niikleotid Polimorfizmleri

Tek niikleotid polimorfizmi tek bir bazin baska bir bazin yerini almasi
durumudur. SNP’lerin belirlenmesi pek ¢ok durum i¢in hayatidir; insan ¢aligsmalar
ve organ nakli i¢in gerekli dokularin belirlenmesi [78], hayvan c¢alismalar1 ve
mikrobiyal smiflandirmalar [79][80] ve benzeri birgok durum igin kullanilmaktadir
[81][82][83].

Ayrica RT-PCR teknigi onkolojik ¢aligmalar, dogum Oncesi (prenatal) tani
caligmalari, genetigi degistirilmis organizmalar (GDO) ve patojenlerin tespiti

alanlarinda 6nemli yer tutmaktadir [84].

3.2.5 izole edilen DNA 6rneklerinde RT-PCR ile mutasyonlarin ¢calisiimasi

PCR’da Gerekli Olan Bilesenler

1. Kalip DNA (Amplifiye edilecek olan hedef DNA dizisini igerir)

2. Primerler (Amplifiye edilecek olan hedef DNA dizisinin komplementeri
olacak sekilde se¢ilmis kisa primerler)

3. Taq DNA polimeraz enzimi (Zincirin uzama reaksiyonunu gerceklestirir.

Termostabil karakterdedir)
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4. MgCl, (Enzimin ¢alismasi i¢in kofaktor olarak gorev yapan Mg iyonunu
saglar)
5. dNTP karisimi (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

6. Deiyonize ve steril su

3.2.5.1 +276G>T (rs1501299) Polimorfizmi icin RT-PCR protokolii

Tablo 3-1. +276G>T (rs1501299) Reaksiyon karigiminin hazirlanigt

Reaksiyon karisiminin hazirlanmisi (20 pl reaksiyon miksi)

H,0 144-10.4 pl
Reaksiyon karigimi 1.0 ul

FastStart DNA Master® 2.0 pl

MgCl, (25mM) 1.6 pul

DNA 1.0 —5.0 pl (~50 ng)
En son MgCl, kons. 3.0 mM

Her bir 6rnek i¢in 15 pl reaksiyon miksi ve 5 ul DNA kullanilmistir. Boylece
her bir 6rnek icin toplam reaksiyon hacmi 20 pl’dir (Tablo 3-1). Her iki polimorfizm
icin ayn1 sekilde hazirlanmistir (Tablo 3-1)(Tablo 3-3).

+276G>T polimorfizmi i¢in RT-PCR cihazmin programlanmasindaki

parametreler Tablo 3-2’de verilmistir.

Tablo 3-2. +276G>T (rs1501299) LightCycler®480 cihazinin programlanmasi

Denaturasyon Dongii Erime Soguma
Analiz Modu Yok kantifikasyon Erime Egrisi Yok
Dongii 1 45 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Target (C) 95 95 60 72 95 40 75 40
Hold (ss:dd:snsn) 00:10:00 00:00:10 | 00:00:10 | 00:00:15 | 00:00:30 | 00:02:00 | 00:00:00 | 00:00:30
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3.2.5.2 +45T>G (rs2241766) Polimorfizmi icin RT-PCR protokolii

Tablo 3-3. +45T>G (rs2241766) Reaksiyon karisiminin hazirlanist

Reaksiyon karisiminin hazirlanisi (20 pl reaksiyon miksi)

H,0 10.4 pl
Reaksiyon karigimi 1.0 pl
FastStart DNA Master ™ 2.0 pl

MgCl, (25mM) 1.6 ul

DNA 5.0 ul (~50 ng)
En son MgCl, kons. 3.0 mM

+45T>G polimorfizmi i¢gin RT-PCR cihazmin programlanmasindaki

parametreler Tablo 3-4’te verilmistir.

Tablo 3-4. +45T>G (rs2241766) LightCycler®480 cihazinin programlanmasi

Denaturasyon Dongii Eritme Sogutma
Analiz Modu None Kantifikasyon Erime Egrisi None
Dongii 1 45 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Hedef (C) 95 95 60 72 95 40 75 40
Hold (ss:dd:snsn) 00:10:00 00:00:10 | 00:00:10 | 00:00:15 | 00:00:30 | 00:02:00 | 00:00:00 | 00:00:30

Hazirlamis oldugumuz reaksiyon karigimi;
Vaka grubu i¢in 15ul x 79 (birey) = 1185ul (toplam karigim miktarr)
Kontrol grubu i¢in; 15 pl x 84 (birey) = 1260 pl (toplam karigim)

Karigim 96 kuyucuklu pleyte (15 pl) dagitildi. Son olarak, pleytteki karisima
nonspesifik reaksiyonlar1 dnlemek amaci ile DNA eklendi ve hafif¢e pipetajlandi.
Her bir kuyucuga her bir hastaya ait 5’er ul DNA 6rnegi eklendi. Pleytin tizeri seffaf
renkte plastik film tabaka ile OoOrtiildiikten sonra yavasga santrifiij edildi.
LightCycler®480 cihazina hasta ve kontrol isimleri kaydedilerek yiiklendi. Sonuglar
analiz edildi ve analiz sonuglarina gore genotipleme yapildi. Aynmi protokol her iki

SNP icin uygulandi.
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3.2.6 ADIPOQ geni +276G>T (rs1501299) ve +45T>G (rs2241766)

varyantlarinin RT-PCR sonug¢larinin degerlendirilmesi

Sonuglar erime egrilerinde olusan pik degerlerine gore homozigot yabanil
(wild type (WT) ), heterozigot mutant ve homozigot mutant genotiplere ayrildi.
Heterozigot genotipler iki farkli erime egisinde iki ayr1 pik vermisken, homozigot
mutant ve homozigot yabanil genotipler erime egrilerinde tek pike sahiptir.

AdipoQ +276G>T (rs1501299) polimorfizmi i¢in; G allelinin erime egrisi
(Tm) degeri 50,49 °C, T mutant allelinin erime egrisi 58,34°C de pik vermistir.GG
genotipi homozigot yabanil, GT genotipi heterozigot mutant ve TT genotipi
homozigot mutant genotiplerdir.

AdipoQ +45T>G (rs2241766) polimorfizmi i¢in; T allelinin erime egri degeri
66,74 °C, G mutant allelinin erime degeri 59,73°C de pik vermistir. TT genotipi
homozigot yabanil, TG genotipi heterozigot mutant ve GG genotipi homozigot

mutant genotiplerdir.

3.2.6.1 istatistiksel Analiz

Genotip ylizdeleri ve allel frekanslar1 hesaplandiktan sonra elde edilen veriler
Epi Info™ 3.5.3 istatistik programi yardimiyla hesaplandi. p<0,05 olan sonuglar

anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Kontrol ve Hasta Gruplarmin Sonugclar ve Istatistiksel Analizleri

Calismamiza dahil edilen hastalar Abant Izzet Baysal Universitesi (AIBU)
Tip Fakiiltesi Hastanesi Noroloji Anabilim Dali’na bagvuran Multipl Skleroz tanisi
almis bireylerden olusmaktadir. Kontrol grubumuz ise MS tanis1 almamis olan AIBU
Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik AD’na bagvuran uygun yas grubundan MS olmayan ve
baska hastaligi olmayan kisilerden secilmistir. Her iki grup icin de onam formlar
imzalanmistir.

Kontrol ve vaka grubuna ait bireylerden EDTA’l1 tiiplere alinan periferik kan
orneklerinden genomik DNA ekstraksiyonu yapildiktan sonra rs2241766 (+45T>G)
ve 151501299 (+276G>T) SNP’leri RT-PCR (Roche LightCycler®480) ile ¢aligildi.
Vaka grubunda 51 kadin 28 erkek hasta icin PCR sonuglar 1s2241766 (+45T>Q)
SNP protokoliine gore analiz edildi. Kontrol grubunda 68 kadin 16 erkek hasta
calisildi, 1 hasta sonucu ¢ikmadigi i¢in ¢aligma dis1 birakildi ve 83 hastanin analizi
152241766 (+45T>G) protokoliine gore yapildi.

rs1501299 (+276G>T) SNP’i i¢in yine MS’li 51 kadin 28 erkek birey calisildi
ve analizleri yapildi. Kontrol grubunda saglikli 68 kadin 16 erkek birey caligildi ve
analizleri yapildi. Bir kontrol DNA’s1 ¢alisma sonucu vermediginden dolay1 ¢alisma

dis1 birakildi.

4.2 ADIPOQ +45T>G (rs2241766)

AdipoQ geninin +45T>G polimorfizminin MS hastalar1 ve kontrol grubu
icin allel frekansi ve genotip dagilimi verileri Tablo 4-1de, bu verilerin grafigi ise
Grafik 4.1°de verilmistir. 79 hasta birey, 84 saglikl birey calisilmstir.

Tablo 4-1’de goriildiigii gibi G allel frekans1 vaka grubunda %12,66 kontrol
grubunda %20,48°dir. T allel frekans1 ise vaka grubunda %87,34 kontrol grubunda
ise %79,52 olarak belirlenmistir. Vaka ve kontrol grubu arasinda allel sikligi
acgisindan anlamh bir fark bulunmamistir (p=0.058). Bunun yaninda, vakalarin 16’s1
heterozigot mutant (GT), 61’1 homozigot wild tip (TT) ve 2’si homozigot mutant
(GG) genotiptedir. Saglikli bireylerin 30’u heterozigot mutant (GT), 51’i homozigot
wild tip (TT) ve 2’si homozigot mutant (GG) genotiptedir. Bu durumda vakalarin
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%20,25°1 mutant heterozigot, %77,22’si homozigot wild tip ve %2,53’li homozigot
mutant genotiptedir. Saglikli bireylerin ise %36,14’li heterozigot mutant, %61,45’1

homozigot wild tip ve %2,41°1 homozigot mutant genotiptedir.

Tablo 4-1. AdipoQ geninin +45T>G polimorfizminin allel frekansi ve genotip dagilimi

Vaka grubu Kontrol grubu
+45T>G (n=79) (n=83)
T 138 (%87,34) 132 (%79,52)
G 20 (%12,66) 34 (%20,48) P =0,058
GT 16 (%20,25) 30 (36,14)
TT 61 (%77,22) 51 (%61,45)
GG 2 (%2,53) 2 (%2,41)
+45T>G
100
90
80
70
o 60
I 50
S
> 40
30
20
10
0
T G GT T GG
M Vaka Grubu 87,34 12,66 20,25 77,22 2,53
M Kontrol Grubu 79,52 20,48 36,14 61,45 2,41

Grafik 4.1. AdipoQ geninin +45T>G polimorfizminin allel frekans1 ve genotip dagilim grafigi

Vaka ve kontrol gruplar i¢in cinsiyet de goz oOniline alindiginda, dagilim
degerleri Tablo 4-2’de; bu degerlere ait grafikler ise Grafik 4.2°de verilmistir.
Kadinlarin vaka grubunda G mutant allelinin goriilme siklig1 %15,69 iken, kontrol
grubunda %19,85°dir. T allelinin vaka grubunda goriilme sikligi %84,31 iken,
kontrol grubunda %80,15’tir.
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Erkeklerin vaka grubunda G mutant allelinin goriilme siklig1 %7,14 iken,
kontrol grubunda bu deger %23,33’diir. Vaka grubunda T allelinin goriilme siklig1
%92,86 iken, kontrol grubunda %76,67 dir.

Kadimlarm vaka grubunda %27,45’1, kontrol grubunda %36,77’si heterozigot
mutant genotiptedir. Vaka grubunda %70,59’u, kontrol grubunda %61,76’s1
homozigot wild tip genotipe sahiptir. Vaka grubunda %1,96’s1, kontrol grubunda
%1,47’s1 homozigot mutant genotipe sahiptir.

Erkeklerin; vaka grubunda %7,14°{, kontrol grubunda %33,33’{i heterozigot
mutant genotipe sahiptir. Vaka grubunda %89,29’u, kontrol grubunda %601
homozigot wild tip genotiptedir. Vaka grubunda 9%3,57’si, kontrol grubunda

%6,67’s1 homozigot mutant genotiptedir.

Tablo 4-2. AdipoQ +45T>G polimorfizminin vaka/kontrol gruplarinda cinsiyete gore allel frekansi ve

genotip dagilimi

Vaka grubu Kontrol grubu
+45T>G Kadin Erkek Kadin Erkek
(n=51) (n=28) (n=68) (n=15)
T 86 (%84,31) 52 (%92,86) 109 (%80,15) 23 (%76,67)
G 16 (%15,69) 4 (%7,14) 27 (%19,85) 7 (%23,33)
GT 14 (%27,45) 2 (%7,14) 25 (%36,77) 5(%33,33)
TT 36 (%70,59) 25 (%89,29) 42 (%61,76) 9 (%60)
GG 1(%1,96) 1 (%3,57) 1 (%1,47) 1 (%6,67)
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+45T>G

100
90 —
80
70
60
50
40
30
20

10
0 R -
T G GT 1T GG
M Vaka Grubu-Kadin 84,31 15,69 27,45 70,59 1,96
[0 Vaka Grubu-Erkek 92,86 7,14 7,14 89,29 3,57
W Kontrol Grubu-Kadin 80,15 19,85 36,77 61,76 1,47

Kontrol Grubu-Erkek 76,67 23,33 33,33 60 6,67

Yuzde

Grafik 4.2. AdipoQ +45T>G polimorfizminin vaka/kontrol gruplarinda cinsiyete gore allel frekansi

ve genotip dagilimi grafigi

Calismamiza dahil edilen vaka ve kontrol grubundaki toplam kadin ve toplam
erkek bireylerde +45T>G polimorfizminin allel frekansi1 ve genotip dagilimi Tablo
4-3’te, dagilimin grafigi Grafik 4.3‘te verilmistir. Tabloya goére kadinlarda G mutant
allelinin goriilme siklig1 %18,07, T allelinin goriillme siklig1 %81,93’tiir. Erkeklerde
G mutant allelinin goriilme sikligt %12,79, T allelinin goriilme siklig1 ise
%87,21°dir. Bununla birlikte, kadmlarin %32,77’si heterozigot mutant, %65,55’1
homozigot wild tip, %1,68’1 homozigot mutant genotiptedir. Erkeklerin %16,28’1
heterozigot mutant, %79,07’si homozigot wild tip, %4,65’1 homozigot mutant

genotiptedir.
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Tablo 4-3. AdipoQ +45T>G polimorfizminin cinsiyete gore allel frekansi ve genotip dagilim

Kadin Erkek
+45T>G (n=119) (n=43)
T 195 (%81,93) 75 (%87,21)
G 43 (%18,07) 11 (%12,79)
GT 39 (%32,77) 7 (%16,28)
TT 78 (%65,55) 34 (%79,07)
GG 2 (%1,68) 2 (%4,65)
+45T>G
100
90
80
70
60
(]
:§ 50
>
40
30
20
10
0 el
T G GT T GG
m Kadin 81,93 18,07 32,77 65,55 1,68
M Erkek 87,21 12,79 16,28 79,07 4,65

Grafik 4.3. AdipoQ +45T>G polimorfizminin cinsiyete gore allel frekans1 ve genotip dagilim grafigi

4.3 ADIPOQ +276G>T (rs1501299)

AdipoQ geninin +276G>T polimorfizminin MS hastalar1 ve kontrol grubu
i¢in allel frekansi ve genotip dagilimi Tablo 4-4’te, dagilim grafigi Grafik 4.4‘te
verilmigtir. 79 hasta birey, 84 saglikli birey calisilmistir. Saglikli bireylerden 1 tanesi
RT-PCR sonucu ¢ikmadigi i¢in diglanmigtir. Tabloda goriildiigi gibi G allel frekansi
vaka grubunda %70,25, kontrol grubunda %74,70°tir. T mutant allel frekansi ise

vaka grubunda %29,75, kontrol grubunda ise %25,30 olarak belirlenmistir. Vaka ve
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kontrol grubu arasinda allel sikligi agisindan anlamhi bir fark bulunmamistir
(p=0.37). Buna ek olarak, hastalarin 8’i homozigot mutant (TT), 31’1 heterozigot
mutant (TG) ve 40’1 homozigot wild tip (GG) genotiptedir. Saglikli bireylerin 5°i
homozigot mutant (TT), 32’si heterozigot mutant (TG) ve 46’s1 homozigot wild tip
(GG) genotiptedir. Bu durumda hastalarin %10,13{i mutant homozigot, %39,24’{
heterozigot mutant ve %50,63’i homozigot wild tip genotiptedir. Saglikl1 bireylerin
ise %06,03’i homozigot mutant, %38,55’i heterozigot mutant ve %55,42’si

homozigot wild tip genotiptedir.

Tablo 4-4. AdipoQ +276G>T polimorfizminin allel frekans1 ve genotip dagilimi

Vaka grubu Kontrol grubu
+276G>T (n=79) (n=83)
T 47 (%29,75) 42 (%25,30)
G 111 (%70,25) 124 (%74,70) P=037
TG 31 (%39,24) 32 (%38,55)
GG 40 (%50,63) 46 (%55,42)
TT 8(%10,13) 5 (%6,03)
+276G>T
80
70
60
% 50
:E 40
30
20
10
0 T G TG GG
M Vaka grubu 29,75 70,25 39,24 50,63 10,13
m Kontrol grubu 25,3 74,7 38,55 55,42 6,03

Grafik 4.4. AdipoQ +276G>T polimorfizminin allel frekansi ve genotip dagilimi grafigi

Vaka ve kontrol gruplart igin cinsiyet de goz Oniine alindiginda, dagilim

degerleri Tablo 4-5’te; bu degerlere ait grafikler ise Grafik 4.5°te verilmistir.
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Kadinlarin vaka grubunda G allelinin goriilme siklig1 %68,63 iken, kontrol grubunda
%77,61°dir. T mutant allelinin vaka grubunda goriilme siklig1 %31,37 iken, kontrol
grubunda %?22,39’dur.

Erkeklerin vaka grubunda G allelinin goriilme siklig1 9%73,21 iken, kontrol
grubunda bu deger %62,5’tir. Vaka grubunda T mutant allelinin goriilme sikligi
%26,79 iken, kontrol grubunda %37,5’tir.

Kadinlarin vaka grubunda %43,14°{i, kontrol grubunda %31,82’si heterozigot
mutant genotiptedir. Vaka grubunda %47,06’s1, kontrol grubunda %62,12’si
homozigot wild tip genotipe sahiptir. Vaka grubunda %9,80’s1, kontrol grubunda
%6,06°s1 homozigot mutant genotipe sahiptir.

Erkeklerin; vaka grubunda %32,15’1, kontrol grubunda %64,71’1 heterozigot
mutant genotipe sahiptir. Vaka grubunda %57,14’#, kontrol grubunda %29,41°i
homozigot wild tip genotiptedir. Vaka grubunda %10,71°1, kontrol grubunda %5,88’1

homozigot mutant genotiptedir.

Tablo 4-5. AdipoQ +276G>T polimorfizminin vaka/kontrol gruplarinda cinsiyete gore allel frekansi

ve genotip dagilimi

+276G>T Vaka grubu Kontrol grubu
Kadin Erkek Kadin Erkek
(n=51) (n=28) (n=67) (n=16)
T 32 (%31,37) 15 (%26,79) 30 (%22,39) 12 (%37,5)
G 70 (%68,63) 41 (%73,21) 104 (%77,61) 20 (%62,5)
TG 22 (%43,14) 9 (%32,15) 22 (%32,84) 10 (%62,5)
GG 24 (%47,06) 16 (%57,14) 41 (%61,19) 5(%31,25)
TT 5 (%9,80) 3 (%10,71) 4 (%5.,97) 1 (%6,25)
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+276G>T

T

G

TG

GG

M

T

M Vaka Grubu-Kadin

31,37

68,63

43,14

47,06

9,8

[0 Vaka Grubu-Erkek

26,79

73,21

32,15

57,14

10,71

Hm Kontrol Grubu-Kadin

22,39

77,61

32,84

61,19

5,97

Kontrol Grubu-Erkek

37,5

62,5

62,5

31,25

6,25

Grafik 4.5. AdipoQ +276G>T polimorfizminin vaka/kontrol gruplarinda cinsiyete gore allel frekansi

ve genotip dagilimi grafigi

Calismamiza dahil edilen vaka ve kontrol grubundaki toplam kadin ve toplam erkek

bireylerde +276G>T polimorfizminin allel frekansi ve genotip dagilimi1 Tablo 4-6’da,

dagilimm grafigi Grafik 4.6°da verilmistir. Tabloya gore kadinlarda G allelinin

goriilme siklig1 %73,73, T mutant allelinin goriilme siklig1 %26,27°dir. Erkeklerde G

allelinin goriilme siklig1 %69,32, T mutant allelinin goriilme siklig1 ise %30,68 dir.

Ayrica, kadinlarin %37,29’u heterozigot mutant, %55,08’1 homozigot wild tip,

%7,63’1i homozigot mutant genotiptedir. Erkeklerin %43,18’1 heterozigot mutant,

%47,73’1 homozigot wild tip, %9,09°u homozigot mutant genotiptedir.
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Tablo 4-6. AdipoQ +276G>T polimorfizminin cinsiyete gére allel frekans1 ve genotip dagilim

Kadin Erkek
+276G>T (n=118) (n=44)
T 62 (%26,27) 27 (%30,68)
G 174 (%73,73) 61 (%69,32)
TG 44 (%37,29) 19 (%43,18)
GG 65 (%55,08) 21 (%47,73)
TT 9 (%7,63) 4 (%9,09)
+276G>T
80
70
60
50
(]
:§ 40
>
30
20
10
; i B
T G TG GG TT
m Kadin 26,27 73,73 37,29 55,08 7,63
M Erkek 30,68 69,32 43,18 47,73 9,09

Grafik 4.6. AdipoQ +276G>T polimorfizminin cinsiyete gore genotip dagilin

Elde ettigimiz sonuglar ile farkli toplumlarda yapilmis olan g¢alismalari
kargilastirdik. Bizim toplumumuz ile farkli toplumlart polimorfizmler yoniinden
karsilastirma imkani1 bulduk (Tablo 4-7).

Tablo 4-7°deki verilere gore +45T>G polimorfizmi i¢in G mutant allel
frekansi %29,5 degeri ile en yiiksek oranda saglikli Korelilerde ve %5,6 degeri ile en
diisiik oranda saglikli Finlandiyali erkeklerde goriilmiistiir. +276G>T polimorfizmi
i¢in T mutant allel frekans1 %45 degeri ile en yiiksek oranda saglikli Cinli kadinlarda

ve %21,9 degeri ile en diisiik oranda saglikli Korelilerde goriilmiistiir. Arikoglu ve
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arkadaslarinin Konya ydresinde yaptigi ¢alismada +45T>G polimorfizmi icin G
mutant allel frekans1 %17,7 iken bizim ¢alismamizda %20,5 goriilmiistiir. +276G>T
polimorfizmi i¢in T mutant allel frekans1 Arikoglu ve arkadaslarmin calismasinda
%31,6, bizim ¢alismamizda %25,3 sonucunu vermistir. Arikoglu ve ark. ve bizim
calismamiza baktigimizda mutant allel frekanslar1 arasinda Onemli oranda fark
goriilmiistiir. Buradan yola c¢ikarak her iki polimorfizm i¢in mutant allel
frekanslarinin Tiirk toplumunda farkli yorelerde farkli oranlarda goriilebilecegini
sOyleyebiliriz. Ayn1 zamanda farkli toplumlar arasinda mutant allel frekanslar
agisindan benzerlikler olabilecegini de sdyleyebiliriz. Ornegin Tayvan ve Japonya’da
yapilan ¢alismalarda +276G>T polimorfizmi i¢gin T mutant allel frekansinin aym

oranda goriilmesi.
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Tablo 4-7. Bizim ¢alismamiz ve diger bazi ¢aligmalarin karsilagtiriimasi
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5. TARTISMA

Multipl Skleroz (MS) (OMIM 126200) son yillarda diinya ¢apinda 2,5 milyon
insan1 etkilemis olan Merkezi Sinir Sisteminin (MSS) kronik inflamatuar,
demiyelinizan norolojik bir hastaligidir [3]. Hastalarin yaklasik olarak %15-20’sinde
aile hikayesi mevcuttur, fakat genis ¢alisilmig pedigrilerde dahi en ¢ok iki veya ii¢
etkilenmis bireye rastlanir [91][92].

Calismamizda, AIBU Tip Fakiiltesi, Noroloji ve Tibbi Genetik AD’larina
bagvuran ve MS tanmisi alan hastalarda AdipoQ genindeki +45T>G ve +276G>T
polimorfizmlerinin hastalik iizerindeki muhtemel etkisini arastirdik.

Musabak ve arkadaslarmin yaptigi calismada MS hastalarinda serum
adiponektin seviyelerinin saglikli kontrollerine gore diisiik bulunmasi [1], ayrica bazi
caligmalarin da adiponektinin inflamasyon ve makrofaj aktivitesini baskiladigini
gostermesi [93][94], bize adiponektinin MS‘in patogenezinde rolii olabilecegini
diisiindiirdii. Bunun {izerine ¢aligmamizda, 79 MS hastasinda ve 83 saglikli bireyde
AdipoQ +276G>T ve +45T>G polimorfizmlerini inceledik.

Calismamiz MS hastalarinda +45G>/+276T polimorfizmlerinin aragtirildig
ilk calismadir. O sebeple galismamizla karsilagtirabilecegimiz sinirli sayida ¢alisma
mevcuttur. Hietarju ve arkadaslari, yaptiklari ikiz ¢aligmasinda MS’li ikizlerin beyin-
omurilik stvis1 6rneklerinde adiponektin konsantrasyonunun anlamli oranda artmis
olarak tespit etmistir [10]. Bu calismaya paralel olarak Musabak ve arkadaglar1 57
MS’li hasta ve 34 saglikli kontrol ile yaptig1 calismada serum adiponektin, TNFa, IL-
12p70 ve IL-13 seviyelerine bakmistir [1]. Caligmalarinda MS’li hastalarin
adiponektin seviyelerinin saglikli kontrollere gore daha diisiik oldugunu belirtmistir.
Ek olarak MS’li kadinlarin saglikli kadinlara gore daha diisiik serum adiponektin
seviyesine sahip olduklarimi gdstermislerdir [1]. Bu sonuglardan yola ¢ikarak diisiik
adiponektin seviyesinin MS’in patogenezinde rol oynayabilecegini diisiindiik.
Dolayis1 ile dikkatimizi adiponektin proteinini kodlayan gen iizerine yonelttik.
Adiponektin gen fonksiyonunu degistirebilecegi diigliniilen iki polimorfizmi
caligmaya karar verdik. Bu polimorfizmler +276G>T ve +45T>G idi. Calismamizda
+45G mutant allel frekans1 kontrollere gore vakalarda daha diisiik bulunmugtur
(Tablo 4-1). Bu sonuca dayanarak +45G mutasyonunun MS’te koruyucu bir

mutasyon oldugu diisiiniilebilir. Cinsiyet g6z oniine alindiginda, +45G mutant allel
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frekansi erkeklere oranla kadinlarda daha yiiksektir (Tablo 4-3). Hasta ve saglikli
kadinlar karsilagtirlldiginda onemli bir fark goriilmez iken (Tablo 4-2), hasta ve
saglikli erkekler karsilastirildiginda, mutant allel frekans1 saglikli erkeklerde daha
yiiksek goriilmektedir (Tablo 4-3). Elde ettigimiz sonug¢ +45G mutasyonunun MS’te
koruyucu olabilecegi ihtimalini desteklemektedir.

+276T mutant allel frekansi, kontrollere gore vakalarda daha yiiksek
goriilmiistiir (Tablo 4-4). Cinsiyet goz oniine alindiginda, kadinlarin erkeklere oranla
T-mutant allel frekanslar1 daha diisiik goriilmiistiir (Tablo 4-6). Hasta sayisinin az
olmasi ve adiponektin seviyelerinin bakilamamis olmasi sonug¢larimizin yorumunu
siirlayan imkansizliklardir.

Piccio ve arkadaslari, adiponektin knock-out farelerde MS’in en yaygin
hayvan modeli olan deneysel otoimmiin ensefalomiyelit calisarak hastaligin
prognozunu incelemislerdir. Adiponektin knock-out farelerin wild type kontrollere
gore daha kotii deneysel ensefalomiyelit sergiledikleri ve histolojik analizlerinde
spinal kordda daha kotii inflamasyon ve demiyelinizasyon gosterdikleri sonucuna
varmiglardir [75]. Burada adiponektinin MSS’de koruyucu etkisi olabilecegi
goriilmiistiir. Genomda meydana gelen mutasyonlar sistemler i¢in olumsuz etki
gosterebilecegi gibi koruyucu etki de gosterebilmektedirler. +45G mutant allel
frekansinin kontrollere gore daha diisiik bulunmasi koruyuculuk durumunu, +276T
mutant allel frekansimin kontrollere gore vakalarda daha yiiksek goriilmesi (Tablo
4-4) ise olumsuz etki durumunu desteklemektedir.

Park ve arkadaslar1 da 986 obez bireyde yaptiklari kesitsel ¢alismada +45T>G
ve +276G>T polimorfizmleri varliginda serum adiponektin seviyesinde artig gormiis
[87], benzer olarak Zhang ve arkadaglart polikistik over sendromlu Cinli kadinlarda
SNP +276G>T’de GG ve GT genotipli hastalarin TT genotipli hastalara gére daha
diisik serum adiponektin seviyesine sahip olduklarini géstermistir [89].

Nikolajevic-Starcevic ve arkadaglari, tip 2 diyabetli hastalarda +45G>T ve
+276T>G varyasyonlarnt ile plazma adiponektin seviyeleri arasindaki iligkiye
bakmistir. Yapilan calismada plazma adiponektin seviyesi ile +45G>T, +276T>G
polimorfizmleri iliskilendirilememistir [95]. Bu bulgulara benzer olarak Leu ve
arkadaslar da metabolik sendrom ve esansiyel hipertansiyonlu bireylerde yaptiklari

calismada AdipoQ’nun +45G>T ve +276T>G varyantlan ile plazma adiponektin
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seviyesi arasinda anlamli iliski elde edememislerdir [88]. Mousavinasab ve
arkadaslarinin 252 saglikli geng Finlandiyali erkek ile yaptiklar1 ¢alismada da benzer
olarak plazma adiponektin seviyesi ile +45T>G varyasyonunu iliskilendirememis,
yalmiz +276°da TT tasiyicilarimin, GT ve GG genotipli bireylere gore daha yiiksek
adiponektin konsantrasyonuna sahip olduklar1 gozlenmis [86], ayrica GT heterozigot
mutant allelini tagiyan bireylerin adiponektin seviyesi GG homozigot mutant
bireylere gore daha yiiksek adiponektin seviyesine sahiptir. Gherman ve arkadaslari
da aterosklerotik periferik arter hastalar1 ve saglikli kontroller ile yaptiklar
calismada +45G ve +276T genotip farkliliklarina rastlamamistir [96].

Bizim ¢alismamizda +276T’de TT homozigot mutant genotipi kontrollere
gore MS wvakalarinda yiiksek c¢ikmistir. GT heterozigot mutant genotipinin
istatistiksel olarak anlamli olmasa da vakalarda daha yiliksek goriilmiis olmasi (Tablo
4-4) +276G allelinin koruyucu olabilecegini diisiindiirmektedir. Caligsma
sonuclarimizda +45GG/+276TT mutant homozigot haplotip goriilmemistir. Her iki
homozigot mutant allelin birlikte goriillmemis olmasi +45G’nin MS’te koruyucu
olabilecegi, +276T'nin de olumsuz etki gosterebilecegi  olasiliklarm
desteklemektedir.

Calismamizdaki saglikli kisilerle farkli toplumlardaki saglhikli kisileri
+45T>G ve +276G>T polimorfizmleri yoniinden karsilastirdik. Karsilagtirma
yaptigimiz gruplardan biri de Arikoglu ve arkadaglarinin Konya ydresinde yaptiklar
bir calismadir. Bu ¢aligsma ile sonuglarimizi karsilagtirdigimizda bizim ¢aligmamizda
+45G mutant allel frekans1 yiiksek, +276T mutant allel frekans1 ise diisiik
goriilmistiir (Tablo 4-7). Tiirk toplumunda her iki polimorfizm agisindan farklh
yorelerde farkli sonuglar elde edilmistir. Toplumumuzda her iki polimorfizm
acisindan yapilabilecek genis captaki calismalar yoresel benzerlik ve farklarimizi
daha net ortaya koyacaktir.

Calismamiz Tiirk toplumunda ve diger toplumlarda MS’li hastalarda +45T>G
ve +276G>T polimorfizmleri acisindan yapilmis ilk caligmadir. Ayrica Tiirk
toplumunda AdipoQ polimorfizmlerinin test edildigi ilk ¢aligmalardandir. Caligma
biitcemizin smirli olmasindan dolay1 arastirmaya katilan goniillillerin kanlarinda
adiponektin seviyesine bakilamamistir. Adiponektin seviyesinin de birlikte ¢alisilmis

olmas1 sonuclarin yorumlanmasina katkida bulunacaktir. Ayrica hasta ve kontrol
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sayilarinin arttirllarak farkli etnik gruplarda da yapilacak calismalar sonuglarin

yorumlanmasi ag¢isindan daha etkili olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

. AdipoQ +45T>G ve +276G>T polimorfizmlerinin genotip dagilimi ve allel
siklig1 acisindan 79 hasta ve 83 kontrol ile yaptigimiz calisma sonucunda +45G
mutant allelinin MS’te koruyucu etkisinin olabilecegi ve +276T mutant allelinin
ise MS’te olumsuz etki gdsterebilecegi diisiiniilmiistiir. Ornek sayimizin az olmasi
ve adiponektin serum seviyelerinin dlgiilememis olmasi, daha net sonuglar elde
etmemize engel olmustur.

. Calismamiz Tiirk toplumunda ve diger toplumlarda MS ile ilgili +45T>G ve
+276G>T polimorfizmleri ac¢isindan yapilmis ilk caligmadir. Calismamizin
kontrol grubu sonuglari ile farkli toplumlarla ve tiirk toplumundan farkl1 yorelerde
yapilan ¢alisma sonuglari ile karsilastirma imkani elde edilmistir (Tablo 4-7).

. Calismaya dahil edilen vaka grubu Bolu halki ile simirli olup, bu popiilasyon
olduk¢a homojen bir Tirkmen kokene sahiptir. Polimorfizm sikligi toplumdan
topluma degisiklik gosterdigi i¢in farkli etnik gruplarda da c¢alismalarin
yapilmasina ihtiya¢ vardir.

. MS’te +45T>G allel frekansinin p=0,058 olup p<0.005’e¢ yakin olmasindan
dolay1 bu alanda hasta sayisi yiiksek ¢aligmalara ihtiyag vardir.

. Calismamizda proje bilitgemiz nedeniyle adiponektin serum seviyeleri
degerlendirilememistir. Daha fazla sayida hastada degerlendirilecek olan allel
frekanslar1 ve serum adiponektin diizeyleri istatistiksel olarak anlamli sonuclar

verecektir.
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