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Abstract

Tip 2 Diyabetes Mellitusun etiyolojisinde gen polimorfizm-
lerinin  6nemli oldugu, bir ¢ok c¢aligma tarafindan iddia edilmektedir.
Genetik polimorfizmler toplumdan topluma degiskenlik gosterdigi
i¢in, bu ¢aligmada B; adrenerjik reseptor gen polimorfizminin Tiirk
toplumunda saglkl bireylerde ve Tip 2 Diyabetes Mellituslu (DM)
hastalardaki genotipik dagilimini aragtirmay1 amagladik.

B5 adrenerjik reseptdr gen polimorfizmi, ¢aligma grubunu olug-
turan 116 Tip 2 diyabetes mellituslu hasta ve 100 saghkl bireyde
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) sonrasi “restriction fragment
length polymorphism” (RFLP) ile tanimlandi. Genotip dagilimi ile
demografik veriler arasindaki iliski, saghkl bireyler ile Tip 2 DM’ lu
hastalar arasinda istatistiksel olarak degerlendirildi.

B3 adrenerjik reseptor gen polimorfizmi TA, TT ve AA olarak
tanimlandi. Hasta grubu ile kontrol grubu arasinda TA ve TT gen
polimorfizmleri arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunamadi
(p>0.05). (Sirastyla %7.5 ile %9.9, ve %90.7 ile %89.1) Ancak kont-
rol grubunda AA polimorfizmi hig tespit edilmezken hasta grubunda 2
olguda AA genotipi saptandi. Bu genotipe sahip hastalarin obez
olmayan, oral antidiyabetikler ile kan sekeri regiile olmayip 100
linitenin {izerinde insiilin ile kabul edilebilir sinirlarda kan sekerine
sahip orta yasta iki kadin olgu oldugu gortildii.

{5 adrenerjik reseptor gen polimorfizmi agisindan saghkli birey-
ler ile Tip 2 DM’lu hastalar arasinda bir iligki saptanmadi. Bununla
birlikte, literatiirde 5 adrenerjik reseptdr gen polimorfizmi agisindan
AA genotipine sahip diyabetik olguya rastlanmamistir. Bu genotipe
sahip vaka grubunda ileri genetik analizler yapilmasi gerektigini
diistincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Diyabetes Mellitus, 5 adrenerjic reseptor geni
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The importance of the gene polymorphisms in the etiology of
Type 2 Diabetes Mellitus (DM) has been claimed in multiple studies.
In this study, since genetic polymorphism is a changeable feature
from population to population, we aim to investigate the polymor-
phisms in Bs adrenergic receptor genes and genotype distribution in
the healthy individuals and in the patients with Type 2 DM of Turkish
population.

In 116 patients with Type 2 diabetes mellitus and in control
group with 100 healthy individuals, the B; adrenergic receptor gene
polymorphisms were defined with restriction fragment length poly-
morphism (RFLP) following polymerase chain reaction (PCR). The
relation between the genotypic distribution and demographic datas
among the healthy individuals and the patients with Type 2 DM was
evaluated statistically.

In the result of this study the B; adrenergic receptor gene poly-
morphism was defined as TA, TT and AA. No statistical difference in
TA and TT gene polymorphisms were detected in between healthy
individuals and Type 2 DM patients (p>0.05) (7.5%, 9.9% and 90.7%,
89.1%, respectively). However AA polymorphism could not be
detected in control group, AA genotype was found in two cases of
patients’ group. When looking at the demographic datas of these
patients who have this genotype, we saw that both of them were
middle-aged female patients who were non-obese and their blood
glucose levels could not be regulated by oral antidiabetics, so who had
to be treated by injection of more than 100 IU insulin.

We didn’t establish any relationship in the f; adrenergic recep-
tor gene polymorphism between the healthy individuals and the
patients with Type 2 DM. But AA genotype of B; adrenergic receptor
gene polymorphism has not been detected in diabetic patients in the
literature. We think that further genetic studies must be done in the
patients who have this genotype.
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nsiilin  salinmuinin  yoklugu, insiilin etkisinin
azalmasi ya da insiilin reseptorlerinin duyarsiz-
lig1 sonucu meydana gelen DM, insan saghgin
etkileyen onemli hastaliklardan biridir." Genetik yat-
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kinlig1 olan ve/veya metabolik kontrolii bozuk olan
diyabetlilerde belirli gen polimorfizmlerinin varligim
ortaya ¢ikarmak hastaligin etiyopatoge-
nezinin aydinlanmasina biiyiik katki saglayacaktir.

Kahverengi  yag dokusu infantlarda
termogeneziste dnemli rol oynar. Kahverengi yag
dokusunda B; ve B; reseptor ekspresyonunun oldu-
gu ancak [, reseptor ekspresyonunun bulunmadigi
bilinmektedir. Yetigkinlerde ¢ok az kahverengi yag
dokusu bulunur ve termogenezis iizerine ¢ok az
etkisi vardir. Ancak [3; agonistleri kullanilarak kah-
verengi yag hiicrelerini uyarma imkani vardir.>’ B
reseptorleri primer olarak yag dokusunda bulunur
ve kahverengi yag dokusunda beyaz yag dokusuna
gore daha fazla orandadir.” Bu reseptérler araciligi
ile noradrenalin ile olusan enerji metabolizmasin-
daki degisiklikler ve termogenez diizenlenir. Ko-
pekler iizerinde yapilan deneysel galigmalarda [;
agonist verilmesiyle diyetle olusan obezitenin
azaldig1 gosterilmistir. Bununla birlikte B; resep-
torlerinin normal fizyolojideki rolii halen tam ola-
rak bilinmemektedir.

B; adrenerjik reseptdr geni ilk defa 1989 da
klonlanmus ve sekanslanmustir.” insanlarda B3 re-
septOriiniin enerji metabolizmasindaki 6nemi, 64
numarali triptofanin arginin ile yer degistirmesi ile
olusan genetik varyant prevalans c¢aligmalari ile
ortaya konmustur.” 390 Tip 2 DM’lu ve 252 sag-
likl1 kontrol grubu olmak iizere toplam 642 Pima
yerlisinde yapilan bir arastirmada Trp64Arg allel
frekans1 0.31 olarak bulunurken, 62 Meksikali
Amerikali’da 0.13; 49 zencide 0.12 ve 48 beyaz
bireyde 0.08 olarak bulunmustur.® Morbid
obezitesi olan bireylerde viicut agirlig1 arttikca bu
mutasyonun frekansmin da arttig1 iddia edilmistir.”

Biz bu calismada, B; adrenerjik reseptor gen
polimorfizmi ile Tip 2 DM arasindaki iliskiyi aras-
trmay1 ve fB; adrenerjik reseptor geni igin, ¢alisma
grubumuzda, Tiirk toplumunun ilk genotip dagilim
verilerini belirlemeyi amagladik.

Gerec ve Yontemler
Bu caligma Saglik Bakanlig1 Ankara Egitim ve
Arastirma Hastanesi 3. I¢ Hastaliklar1 Klinigi ve
polikliniginde gergeklestirildi. Calisma igin yerel
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etik komite izni alindi.

Calismaya 116 Tip 2 DM’lu hasta ve 100 sag-
likl1 goniillii dahil edildi. Hastalar ve saglikli kontrol
grubunu olusturan bireyler ¢aligma konusunda bilgi-
lendirildi ve onaylar1 alindi. Hastalar diyabet 6ykii-
sii, eslik eden hastaliklar, hipertansiyon varligi, yas,
diyabet siiresi acisindan sorgulandi. Detayli fizik
muayeneleri yapildi. Viicut kitle indeksi (VKI), kan
sekeri, kreatinin, total kolesterol, HDL ve LDL ko-
lesterol, trigliserit, HbA;C, albuminiiri, retinopati,
ndropati, koroner arter hastaligi, periferik arter has-
talig1 olglim ve degerlendirmeleri yapildi. Kontrol
amactyla 100 saglhkli kisiden kan alinarak toplam
226 omegin DNA ekstraksiyonu yapildi ve
genotipler belirlendi.

Hastalarin muayenesi ve kan parametrelerinin
belirlenmesi

Hastalarm Tip 2 DM tamilari American
Diabetes Association (ADA) i 1997 kriterleri goz
Oniine alinarak, Hipertansiyon tanilan ise JNC 7
kriterlerine gore hastalarin tibbi kayitlar1 gdzden
gecirilerek dogrulandi. Hasta yas1 ve diyabet siire-
si, “y11” olarak kaydedildi. Boy metre olarak, viicut
agirhigr kilogram olarak kaydedildi. Buna gore
viicut kitle indeksi:

VKi= viicut agirlhigi/(boy)’= kg/m?, formiiliine
gore hesaplandi.

Biitiin hastalarda, 12 saat acligi takiben sabah
alman kan orneklerinde, aclik kan sekeri, kreatinin
(cr), total kolesterol, trigliserid ve standart diyabe-
tik kahvaltidan 2 saat sonraki tokluk kan sekeri
Ol¢limii, kolorimetrik yontemle modular sistemde
(Abbot Diagnostic) yapildi. Glikolize hemoglobin
(HbAc) olgimii RIA kiti (Linco Research Inc.
Missouri USA) kullanilarak yapildi ve % olarak
kaydedildi.

Nefropati tanisi i¢in hastalara sabah ilk idrarmn
disar1 atilmasim takiben 24 saatlik idrarlarimi birik-
tirmeleri ve bu islemden 24 saat 6nce ve biriktirme
islemi siiresince egzersiz yapmamalari istendi. Idrar
alblimin konsantrasyonu nefelometrik yontemle sap-
tandi. Hastalar idrar albiimin diizeyine gore
normoalbumintirik (<30 mg/giin), mikroalbominiirik
(30-300 mg/giin), makroalbu-
miniirik (>300 mg/giin) olarak siniflandirildi. Hasta-
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larda son 6 aylik donemde en az 2 kez mikro veya
makroalbuminiiri saptanmasi halinde mikro veya
makroalbuminiiri var olarak kabul edildi.

Diyabetik noropati varligini arastirmak ama-
ctyla periferik ve otonom noropatiye ait olabilecek
semptomlar sorgulandi. Tan1 i¢in duyu muayenesi
(agr1, ylizeyel dokunma, vibrasyon ve pozisyon
hissi) ve EMG uygulandi. Hastalar periferik
ndropati varligina gore iki gruba ayrildi.

Retinopati tanisi i¢in hastalarin oftalmoskop
ile goz dibi muayenesi yapildi. Buna gore hastalar
retinopatisi ~ olmayan  grup,  mnonproliferatif
retinopati ve proliferatif retinopatisi olan grup ola-
rak ii¢ alt gruba aynldi.

DNA izolasyonu ve T64A B3 Adrenerjik
Reseptor Polimorfizminin Belirlenmesi

Hastalardan ve saglikli kontrollerden EDTA’1
tiiplere 2 cc kan alindi. Toplanan tiim kan 6rnekle-
rinden Qiagen DNA extraction kiti ile 4-14 mik-
rogram DNA elde edildi. Elde edilen genomik
DNA ornekleri ticari olarak satilmakta olan uygun
primerlerle polimeraz zincir reaksiyonuna sokuldu.
T64A B3 gen polimorfizmi TT, TA, AA olarak
tammlandi. Genotipik dagilimlar hasta ve kontrol
grubunda istatistiksel olarak karsilagtirildi.

DNA o6rneklerinin PCR ile ¢gogaltilmasi

Hem hasta, hem de kontrol gurubu bireylerin-
den elde edilen DNA o&rnekleri asagida verilen
PCR karisimi ve PCR sartlar1 kullanilarak ¢ogaltil-
di. Bu amagla;

5-CGCCCAATACCGCCAACAC-3 ve

5-CCACCAGGAGTCCCATCACC-3
primerleri kullanild. "

PCR Karisimi (Bir 6rnek ic¢in)

10XPCR Buffer 5 microlitre
dANTPmix 5 microlitre
Primer 1 2 microlitre
Primer 2 2 microlitre
Taq Polimeraz 0.2 microlitre
ddH20 35.8 microlitre
DNA 5 microlitre
Toplam 50 microlitre
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PCR Sartlan

95C........3dk

9cC......... 40 sn.

61C......... 40 sn. (35 dongii)
72C......... 40 sn

72C......... 7 dk

4C....o. Beklemede.

PCR iiriinlerinin restriction endoniikleazlar
ile kesimi ve genotipleme

T64A PB; adrenerjik reseptdr polimorfizmini
belirlemek i¢in BstOl restriction endoniikleaz ile
kesim uygulandi.

Her 20 microlitre PCR {iriiniine 2.5 ml buffer,
2 {inite BstOI ve 2.3 microlitre ddH2O ilave edile-
rek 37 C’lik su banyosunda 15 saat inkiibe edilerek
210 bp’lik fragmentin 161, 99, 62, 30, 12 ve 7
bp’lik fragmentlere ayrilmasi saglandi. Kesim is-
leminden sonra DNA fragmentleri %3’lilk agaroz
jel elekroforez yontemi ile birbirinden ayrildiktan
sonra 1mg/ml etidyum bromiir ile goriiniir hale
getirilerek CCD kamera ile incelendi (Sekil 1).
RFLP analiz sonucunda 3 farkli genotip belirlendi.
Bunlar;

64TT homozigot normal (wild type): 99, 62,
30, 12,7

64TA heterozigot: 161, 99, 62, 30, 12,7

64AA homozigot mutant: 161, 30, 12, 7
genotipleridir.

Istatistik

Caligmanin istatistik degerlendirmesi igin
SPSS Windows 13.0 paket programi kullanildi.
Grup ortalamalarinin karsilastirilmasinda bagimsiz
ornekler t testi kullanildi. Veriler, ortalama * stan-
dart hata olarak ifade edildi. P degeri 0.05’in altin-
daki degerler anlaml olarak kabul edildi. Hasta ve
kontrol  grubu arasinda, belli bir gen
polimorfizmine sahip olma oranlar1 arasindaki
farkliliklar Kolmogorov-Smirnov testi kullanilarak
degerlendirildi.
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30bp

99 bp

161 bp

Sekil 1. Marker: pBR322 DNA/BsuRI, ve B3 Adrenerjik
Reseptor Geninin BstO I ile kesimi sonucu elde edilen bantla-
rin goruntisi.

Sonuclar

Calismamizda 116 Tip 2 DM’ lu hasta ve 100
kontrol olgusu olmak iizere toplam 216 kisi deger-
lendirildi.

Hasta grubunun yas ortalamasi 60+15.2 yil,
kontrol grubunun ise 62.9+11.11 y1l idi ve aradaki
fark istatistiksel olarak anlamsizdi (p>0.05). Hasta
grubunun viicut kitle indeksi 27.9+6.18 kg/m?
kontrol grubunun ise 24.6+ 4.24 kg/m* idi. Hasta
grubunun sistolik kan basinci ortalamas1 130.4+
23.8 mmHg, diastolik kan basinci ortalamasi ise
79.1£ 15.1 mmHg idi.

Hasta grubu kendi i¢inde degerlendirildiginde
36 olguda viicut kitle indeksi 30 kg/m” nin tizerin-
de, 32 olguda total kolesterol diizeyi 200 mg/dl nin
iizerinde, 46 olguda trigliserit diizeyi 140 mg/dl nin
iizerinde, 59 olguda HDL diizeyi 40 mg/dl nin
altinda, 27 olguda ise LDL kolesterol 130 mg/dl
nin altinda idi. Komplikasyonlar agisindan bakildi-
ginda 26 hastada mikroalbuminiiri, 16 hastada
makroalbuminiiri, 29 hastada nonproliferatif
retinopati, 13 hastada proliferatif retinopati, 1 has-
tada inme, 14 hastada koroner arter hastaligi, 5
hastada diyabetik ayak, 44 hastada ise diyabetik
noropati tespit edildi. Hasta ve kontrol grubunun
demografik ve biyokimyasal parametreler agisin-
dan karsilastirmali verileri Tablo 1°de sunulmustur.

Bu caligmada [; adrenerjik reseptér gen
polimorfizmi TA, TT ve AA olarak tanimlandi.
Hasta grubu ile kontrol grubu arasinda TA ve TT,
gen polimorfizmleri siklig1 agisindan istatistiksel
olarak anlamh bir fark bulunmadi. (Sirasiyla %7.5
ile %99, ve %90.7 ile 9%89.1) (p>0.05)
(Kolmogorov-Smirnov testi ile z= 0.366, p=0.999
p>0.05) (Tablo 2). Bununla birlikte kontrol gru-
bunda AA polimorfizmi hi¢ tespit edilemezken

Tablo 1. Hasta ve kontrol grubunun demografik ve biyokimyasal parametreler agisindan karsilastirmali

verileri.
Hasta (N=116) Giiven Arahg1 Kontrol (n=100) Giiven Aralig1 p

Erkek / Kadin 56 / 60 47 / 53 AD*
Yas (yil) 60.0 + 15.3 60+2.78 62.9 + 111 62.942.17 AD
Sistolik KB (mmHg) 130.4 + 239 130.4+4.33 129.3 + 217 129.3+4.25 AD
Diastolik KB (mmHg) 79.2 + 152 79.242.76 754 + 13.2 75.442.58 AD
Nabiz (dk™) 83.9 + 9.4 83.9+1.70 78.7 + 7.4 78.7+£1.45 AD
Boy (cm) 160.0 + 8.6 160.0+1.54 165.8 + 9.2 165.8+1.80 AD
Agirlik (kg) 71.3 + 14.6 71.3+2.64 67.8 + 135 67.8+£2.64 AD
VKI (kg/m?) 28.0 + 6.2 28.0+1.11 24.6 + 4.2 24.6+0.82 AD
Glukoz (mg/dl) 169.1 + 72.0 169.1+13.09 873 + 6.1 87.3+1.19 0.001
Kolesterol (mg/dl) 180.9 + 52.5 180.9+9.54 173.3 + 479 173.349.38 AD
Trigliserid (mg/dl) 153.4 + 122.1 153.4422.2 130.2 +  98.7 130.2+19.3 AD
HDL-Kolesterol (mg/dl) 432 + 11.2 43.2+0.019 45.7 + 9.8 45.7£1.92 AD
LDL-Kolesterol (mg/dl) 111.3 + 39.5 111.3£7.17 105.9 + 437 105.9+8.56 AD
HbAlc (%) 9.2 + 24 9.2+0.43 4.7 + 1.0 4.7+0.19 0.001
Ure (mg/dl) 56.1 + 459 56.1+8.34 30.7 + 123 30.7£2.41 AD
Kreatinin (mg/dl) 1.7 + 2.1 1.7+£0.37 0.9 + 0.2 0.9+0.039 AD

*AD = Istatistiki olarak anlamli degil
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Tablo 2. B; adrenerjik reseptor polimorfizm oran-
larin1 gosteren dagilim.

TT genotipi TA genotipi AA genotipi

Hasta orani %90.7 %7.5 %]1.8
Kontrol orani %89.1 %9.9 %0

hasta grubunda 2 olguda AA genotipi saptandi.
Hasta grubu kendi i¢inde degerlendirildiginde obez
grupta, obez olmayan gruba gére TA polimorfizmi
varlig1 anlamli derecede yiiksekti (p=0.002). Yine
hiperkolesterolemili hasta grubunda TA
polimorfizmi sikligi normokolesterolemik gruba
gore anlamli derecede fazla idi (p=0.006). LDL
yiiksekligi olan hastalarda, TA polimorfizmi sikhi-
g1, LDL yiiksekligi olmayan hasta grubuna gore
belirgin sekilde fazla idi (p=0.013).

Tartisma

B;  Trp64Arg mutasyonunun, Ozellikle
homozigot ise, Tip 2 DM’ lu hastalarda obezite ile
iligkili oldugu iddia edilmistir.® Aym caligmada
Trp64Arg mutasyonu sikligi agisindan Tip 2 DM’
lu hasta grubu ile (%20.5) kontrol grubu arasinda
(%16.3) anlamli bir fark bulunamamistir. Bu ne-
denle bu mutasyonun Tip 2 DM olugmasinda ma-
jor bir risk faktorii olmadigi iddia edilmistir. Bizim
verilerimizde de bu ¢alisma ile benzer sonuclara
ulasilmis ve kontrol grubu ile hasta grubu arasinda,
Trp64Arg polimorfizmlerinin siklig1 agisindan fark
bulunmamigtir. Ancak bizim ¢aligmamizda, hasta
grubu kendi icinde degerlendirildiginde, TA
polimorfizmi ile obezite, hiperkolesterolemi ve
LDL yiiksekligi arasinda bir iliski tespit edilmistir.

Widen ve ark.nin yaptigr bir galismada, f3;
adrenerjik reseptdr gen polimorfizmi, 128 Tip 2
DM’lu ve 207 saglikli kontrol olmak {izere toplam
335 kiside arastirllmis ve non-diyabetik kisiler
(%12) ile Tip 2 DM’ lu hastalar arasinda mutant
allel siklig1 agisindan anlamli bir fark bulunama-
mustir.® Ancak diyabet baslangi¢ yasmnimn, mutasyo-
nu olanlarda (ortalama yas 56) olmayanlara gore
(ortalama yas 61) daha erken oldugu saptanmustir.
Diyabeti olmayan ancak mutasyonu olan kisilerde
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bel/kalga orami daha yiliksek bulunmustur. Ayrica
oral glukoz tolerans testine cevapta daha yliksek
insiilin diizeyleri tespit edilmis ve diyastolik kan
basinci ortalamalar1 da daha yiiksek bulunmustur.

Zhang ve ark. B; adrenerjik reseptor gen
polimorfizmini arastirdiklar1 227 Tip 2 DM’lu ve
166 saglikli kontrol olgusunda, var olan mutasyo-
nun insiilin rezistansi ve dislipidemi ile iligkisi
olmadigini iddia etmislerdir.” Matsushita ve ark.,
182 postmenopozal, 99 premenopozal olmak iizere
toplam 312 saglikli Japon kadinimi 4 yil boyunca
takip etmisler ve 4 yillik periyotta ortaya g¢ikan
antropometrik ve biyokimyasal degisikliklerin [;
adrenerjik reseptor gen polimorfizmi ile iliskilerine
bakmuslar ve degisiklik tespit edememislerdir.'
Arashiro ark., 105 obez Japon c¢ocukta yaptiklar
calisgmada  f3; adrenerjik  reseptér  gen
polimorfizmini aragtirmiglar ve Trp64 Arg mutas-
yonuna sahip ¢ocuklarin kontrol grubuna gore daha
obez ve daha diisik HDL’ye sahip olduklarim
tespit etmislerdir.'' Okumura ve ark. ise rutin y1llik
takip muayeneleri i¢cin bagvuran 33 ile 59 yaslar
arasinda saglikli 136 Japon bireyde B; adrenerjik
reseptér gen polimorfizmini arastirmiglar ve
Trp64Arg mutasyonu ile azalmig LDL partikiilii
arasinda korelasyon bulduklarimi iddia etmisler-
dir."* Marti ve ark. 159 obez bireyi incelemisler bu
bireyler i¢inde sedanter yasami olan obezler ile
Trp64Arg mutasyonu arasinda iliski tespit ederken
aktif yagsami olan hasta grubunda benzer bir iliski
tespit edememislerdir.”” Rawson ve ark., 35 obez
postmenopozal kadini incelemis ve Trp64Arg mu-
tasyonuna sahip olan ile olmayan hasta grubunun,
kilo kayb1 diizeyi ve viicut kompozisyonu arasinda
bir fark bulamamslardir.'

Biitiin bu g¢alismalarin sonunda [; reseptor
gen mutasyonu Tip 2 DM gelisimi i¢in bir risk
faktorii degildir sonucuna ulagabiliriz. Bununla
birlikte, biz ¢alismamizda, B; adrenerjik reseptor
gen polimorfizmi agisindan TA polimorfizmine
sahip olmanin, Tiirk toplumu igin obezite, insiilin
direnci, hiperlipidemi ve makrovaskiiler hastalik-
lar agisindan bir risk faktorii olabilecegini sonu-
cuna vardik. Ayni zamanda, B; adrenerjik reseptor
gen polimorfizmi ile ilgili literatiir gézden gegi-
rildiginde AA genotipinin diyabetik hastalarda bu
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giine kadar tespit edilmedigini saptadik. Calisma
grubumuzda AA polimorfizmi tespit edilen hasta-
larin demografik verilerine bakildiginda, bu has-
talarin non-obez, oral antidiyabetikle kan sekeri
regiile olmayip 100 {initenin {izerinde insiilinle
kabul edilebilir sinirlarda kan sekerine sahip, orta
yagta iki kadin oldugu goriildii. Bu olgulara da
ileri genetik analizler uygulanmasi gerektigi dii-
siincesindeyiz.
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