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OZET

Bir gastrik peptit olan grelin ve onun biyime homonu salgilatici G protein-bagl reseptériinin glukoz
metabolizmasi ve enerji homeostazinda énemli bir rol oynadidina dair ciddi kanitlar mevcuttur. Bu nedenle,
Tip 2 diyabet i¢in duyarlilik alelleri tasiyan bu genler potansiyel birer aday olarak degerendirimektedir.

Isparta yoresinden 75 Tip 2 diyabet hastasi ve 25 kontrolden olusan 100 Turk yetiskin bireyin dahil edildigi
vaka-kontrol kesitsel iligkilendirme g¢alismasi yapildi. Grelin geninde dort promotor (rs26311, rs26312,
rs27647, rs3755777) ve bir intronik (rs35683) bodlge ve Grelin reseptdriinde bir intronik (rs509035) ve bir
3'UTR (rs565105) bolge tek nukleotid polimorfizmleri segilerek Tip 2 diyabet ile iligkisi Matris Destekli Lazer
Desorpsiyon/iyonizasyon Ugus Siiresi Kiitle Spektrometresi sistemi kullanilarak arastirildi.

Tip 2 diyabet ile iki adet tek nikleotid polimorfizmi arasinda anlamli bir iliski saptandi: Grelin geninin
promotdr bolgesinde yer alan rs27647 ve intron 1'de bulunan rs35683 (P<0.05).

Sonug olarak, elde edilen bulgular Isparta yoresinde yasayan Tip 2 diyabet toplumunda grelin
polimorfizmlerinin hastalik gelisimine yatkinlik olusturabilecegini disindirmektedir.
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ABSTRACT

There is compelling evidence that the gastric peptide ghrelin and its growth hormone secretagogue G protein-
coupled receptor play an important role in glucose metabolism and energy homeostasis. Therefore, these genes
carrying susceptibility alleles for Type 2 diabetes are considered as potential candidates.

A case-control cross-sectional association study was conducted in Isparta region, including 75 Type 2 diabetes
patients and 100 Turkish adult individuals, including 25 controls. Four promoters (rs26311, rs26312, rs27647,
rs3755777) and an intronic (rs35683) region in the ghrelin gene and an intronic (rs509035) and a 3'UTR
(rs565105) region in the ghrelin receptor are associated with type 2 diabetes by selecting single nucleotide
polymorphisms Matrix Assisted Laser Desorption /lonization was investigated using the Time of Flight Mass
Spectrometer system.

A significant relationship was found between type 2 diabetes and two single-nucleotide polymorphisms: rs27647
in the promoter region of the ghrelin gene and rs35683 in intron 1 (P<0.05).

In conclusion, the findings suggest that ghrelin polymorphisms may predispose to disease development in the
Type 2 diabetes population living in the Isparta region.

Keywords: Type 2 diabetes, ghrelin, ghrelin receptor, single-nucleotide polymorphisms, Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometer
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1. Girig

En son verilere gore yaklasik olarak 463 milyon yetiskinin diyabet hastaliindan muzdarip olmasi, bu
hastaligin dunya gapinda bir saglik sorunu oldugunu géstermektedir [1]. Diyabet, diinya genelinde 6nde
gelen yedinci siradaki 6lim nedeni olmasinin yani sira kalp krizi, felg, bobrek yetmezIigi, alt ekstremite
amputasyonu ve korltigin de énemli bir nedenidir [2]. Tip 2 diyabet (T2DM), diyabet vakalarinin %90-
95'ini olugturan en yaygin alt tiptir [3]. Tip 2 diyabet etiyolojisi, genetik ve genetik olmayan faktorlerin
etkilesimine dayanmakta olup insulin direnci, obezite ve enerji bozukluklari spektrumu ile karakterize
glukoz metabolizmasi bozuklugudur [4]. Karmasik 'gen-gcevre' etkilesimlerinin, mevcut diyabet
pandemisinden sorumlu oldugu bilinmektedir [5, 6]. Tip 2 diyabetin ¢evresel, davranissal ve genetik
faktorlerin kombinasyonundan kaynaklandi§i duUstnutlmektedir. Ancak, aile ve ikiz calismalarina
dayanarak, Tip 2 diyabetin %25 - %72 oraninda da kalitsal oldugu tahmin edilmektedir [7]. Tek nikleotid
polimorfizmleri (SNP), genetik varyasyonlardir. SNP'ler genellikle tek basina hastalik sebebi olmasa da,
kisinin 6zel metabolik bozukluklara ve dolayisiyla hastaliklara yatkinligini belirleyebilirler [8].

Grelin, esas olarak midede sentezlenen 28 amino asitlik bir peptittir ve orijinal olarak blyiime hormonu
salgilayici 1a reseptoérinin (GHS-R1a) endojen ligandi olarak tanimlanmistir [9]. Grelin tek oreksijenik
gastrointestinal peptittir ve ana islevlerinden biri biylime hormonu (GH) salgilanmasini uyarmaktir [10].
Grelin biyolojik etkilerinin cogunu GHS-R1a'ya baglanarak, serininin 3 pozisyonundaki translasyon
sonrasi acilasyonu ile gergeklestirmektedir [11]. insanlarda, grelin (GHRL) gen polimorfizmleri, dengesiz
enerji homeostazina bagl patolojilerle iliskilendiriimistir [12]. Grelin reseptéri (GHSR) genindeki
varyasyonlar obesite, yeme, yeme davranisi, istah, kan trigliseridi, aclik insilin seviyesi ve insilin direnci
ile iligkilidir [13-15]. Grelin ve reseptorlerinin Uretimi ve salgilanmasi, ilgili genleri tarafindan
dizenlenirken GHSR promotor aktivitesindeki  degisiklikler grelin  aktivitesinde azalmaya yol
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acabilmektedir [16]. Son zamanlarda, GHRL ve GHSR genleri ve SNP’leri ile boy, obezite, Tip 2 diyabet
ve kardiyovaskuler hastaliklar ile iliskili calismalar yurttilmekte olup ve calisma sonugclari net bir sekilde
yorumlanamamaktadir [16]. Genom Capinda iliskilendirme Calismalarinda (GWAS) 3q24-28 kromozom
bdlgesinde yer alan GHSR lokusunun (3926.31) da icinde yer aldigi artan obezite ve diyabet riski ile
iliskisi bulunmustur [17].

Yapilan literatur taramasi sonucu, T2DM’nin gevresel faktorlerin yani sira gok genli kalitsal 6zelliklere
yatkinlik icerdigi, grelin ve GHSR genlerinin hastaliga yatkinlk olusturan genlerden oldugu belirlenmistir.
Calismamizda bu genlere ait polimorfizmlerin, Isparta yodresindeki T2DM vakalarn ile iligkisi
arastinlmistir. Grelin ve GHSR polimorfizmlerinin farkh etnik gruplar arasinda T2DM duyarliligi
acisindan farkli etkilesimlerinin oldugu bilinmektedir, su ana kadar Turk populasyonunda genotipik ve
allelik frekanslar ve bunlarin T2DM ile iliskisi hakkinda bir kanit yoktur. Planlanan c¢alismada vaka-
kontrol calisma modeli ile GHRL ve GHSR varyantlarn ile T2DM iligkisi Matris Destekli Lazer
Desorpsiyon/iyonizasyon Ugus Siiresi Kiitle Spektrometresi sistemi (MassARRAY teknolojisi) (MALDI-
TOF MS) kullanilarak ortaya koyulmustur.

2. Materyal ve Metot

2.1. Galisma Grubu

Calisma, vaka-kontrol kesitsel iligkilendirme calismasi olarak planlandi. Orneklem Siilleyman Demirel
Universitesi Tip Fakiltesi Aragtirma ve Uygulama Hastanesi Dahiliye Poliklinigine basvuran 100
bireyden olusturuldu. Vaka grubunun T2DM tanilari ve oral glukoz tolerans testi sonugclari
degerlendirilerek Dinya Saglk Orgitii (WHO) kriterlerine gére belirlendi [18]. Kontrol grubu ailesel
diyabet ve T2DM gec¢misi olmayan ayni zamanda glukoz toleransini degistirdigi bilinen herhangi bir ilag
kullanmayan bireylerden olusturuldu. Calisma; Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu Baskanhgr’ndan 09.07.2015 tarihli ve 151 sayili karari ile etik kurul izni alinarak
gerceklestirildi.

2.2. Genomik DNA Ekstraksiyonu

Genomik DNA ekstraksiyonu, dreticinin protokoliine goére (Qiagen, Hilden, Almanya) DNeasy
ekstraksiyon kiti kullanilarak taze periferik kan 6rneklerinden izole edildi ve konsantrasyonlari UV
spektrofotometre ile (Shimatzu UV 1601, Japonya) belirlendi.

2.3. SNP Sec¢imi ve Genotipleme

“Genetics”, “Ghrelin signaling”, “Type2 diabettes”, “SNP”, “association”, “human” anahtar kelimeleri
kullanilarak yayimlanmis galismalar PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) ve Web of Science
(http://isiknowledge.com) veri tabanlarinda taranarak, GHRL geni promotor bolgesinde yer alan rs26311
(-1062C/G), rs26312 (-994C/T), rs27647 (-604G/A), rs3755777 (-1500C/G) ile intronik bdlgesindeki
rs35683 (A/C) ile GHSR genine ait rs509035 (g.7798C/T, intronik bolge) ve rs565105
(9.9130G/A,G/C,C/T, 3'UTR bdlgesi) tek nikleotid polimorfizmleri ¢alisiimak tizere belirlendi.

Secilen bu SNP’ler National Center for Biotechnology Information (NCBI):
http://www.ncbi.nim.nih.gov/SNP) veri tabanindaki bilgiler kullanilarak SpectroDesigner software
(Sequenom, San Diego, CA) ile tasarlandi ve genotipleme Uretici firmanin talimatlarina gére Sequenom
Matris Destekli Lazer Desorpsiyon/iyonizasyon Ugus Siiresi Kitle Spektrometresi Sistemi
(MassARRAY) (MALDI-TOF MS) (Sequenom Inc.) ile gercgeklestirildi. Bu yontem 6zetle tGi¢ asamali bir
surecten olusmaktadir:

-Multipleks birincil PCR: Grelin ve GHSR igin 7 farkli genotipinin yiksek verimli 100-pleks analizi olan
birincil PCR amplifikasyonu, DNA ekstraksiyonu kalite kontrolii olarak HBB (human [B-globin) ile
birlestirilmis, MasScan_HPV Primer Mix (Sequenom Inc.) kullanilarak 384 kuyulu mikroplakalarda
gerceklegtirildi.

-Primer uzantisi: Birincil PCR karisimlari, alkalin fosfataz ile defosforile edildi ve ardindan iPLEX Pro
Reaktif kiti ile tek bazli uzatma reaksiyonu gergeklestirildi.

-Matris yUkla bir silikon ¢ip dizisinde Grtinlerin MALDI-TOF MS ayrimi: Temiz recine eklenerek tuzdan
arindirildiktan sonra her iPLEX urlnu SpectroChip'e aktarildi. Veriler SpectroAcquire kullanilarak
toplandi ve Mass-ARRAY Typer 4.1.0 yazilimi ile analiz edildi.
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2.4. Istatistiksel Analiz

Grelin ve grelin reseptdri polimorfizmlerinin iliskilendirme ve tanimlayici analizleri, SNPStats
(https:/lwww.snpstats.net/start.htm) [19] ve SPSS programi (Version 19.0 for Windows; BM SPSS, IBM,
Armonk, NY, USA) kullanilarak yapildi. Populasyonlardaki tim SNP'ler igin Hardy-Weinberg dengesi
(HWE)'ni saglamak i¢in genotiplerin frekans dagilimlari degerlendirildi. Tum testler icin P degeri <0.05
anlamh kabul edildi.

3. Bulgular

Calisilan tim grelin ve grelin reseptéri genleri polimorfizmlerinin allel ve genotip frekans dagilimlarn Tip
2 diyabet hastalari ve saglikli bireylerde HWE karsilastiriidi (Tablo 1).

Tablo 1: GHRL genine ait SNP’lerinin vaka ve kontrol gruplarindaki allel ve genotip frekanslarinin dagihmi ve T2DM
ile iligkisi

HWE
Allel Tip 2 DM (75) Kontrol (25) Genotip Tip2DM (75) p! Kontrol (25) HWE p? degeri
degeri

GHRL rs26311

C 22 (0.15) 10 (0.2) C/C 1 (0.01) 1 (0.04)

G 128 (0.85) 40 (0.8) G/C 20 (0.27) 0,571 8(0.32) 1,00
G/G 54 (0.72) 16(0.64)

GHRL rs26312

A 4(0.16) 10 (0.2) A/A 2(0.03) 1 (0.04)

G 124 (0.84) 40 (0.8) AlG 20 (0.27) 0,945 8(0.32) 1,000
G/G 53 (0.71) 16(0.64)

GHRL rs27647

Cc 59 (0.39) 11 (0.22) CIC 10 (0.13) 2 (0.08)

T 91 (0.61) 39 (0.78) CIT 39 (0.52) 0,437 7(0.28) 0,357
TT 26 (0.35) 16(0.64)

GHRL rs35683

A 68(0.45) 17 (0.34)  AIA 11 (0.15) 5(0.2)

C 82 (0.55) 33 (0.66) C/A 45 (0.61) 0,064 7 (0.28) 0,060
ci/C 19 (0.24) 13(0.52)

GHRL rs3755777

C 32 (0.21) 11 (0.22) CiC 1(0.01) 2 (0.08)

G 118 (0.79) 39 (0.78) G/C 30 (0.4) 0,097 7(0.28) 0,357
G/G 44 (0.59) 16(0.64)

GHSR rs509035

A 32 (0.21) 13 (0.26) A/A 3(0.04) 2 (0.08)

G  118(0.79) 37(0.74) AIG 26 (0.35) 0,631 9(0.36) 0,747
GIG 46 (0.61) 14(0.56)

GHSR rs565105

G 29 (0.19) 11 (0.22) TT 46 (0.61) 16(0.64)

T  121(0.81) 39 (0.78) GIT 29 (0.39) 0,127 7(0.28) 0,357
G/G 0 2 (0.08)

lvaka grubu Pearson uyum iyiligi (goodness of fit) x2 (DF=1)
2kontrol grubu Pearson uyum iyiligi (goodness of fit) x2 (DF=1)
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Grelin ve Grelin Reseptdr Polimorfizmlerinin Tip 2 DM Riski ile Genetik iligkisi
Grelin Polimorfizmleri:

rs26311 (-1062C/G, promotdr) varyantinin, es-baskin, baskin, c¢ekinik ve log-additive kalitim
modellerinde Tip 2 DM ile istatistiksel olarak iligkili olmadigi belirlenmistir (Tablo 2). Risk alleli olarak C
veya T allelleri, herhangi bir model altinda bu varyant icin istatistiksel olarak anlaml bir etkiye sahip
degillerdir. Fakat C alleline veya CC genotipine sahip bireyler, GG ve GC genotipine sahip kisilere
kiyasla daha yiksek T2DM olusum riskine sahiptirler (OR = 3.08; p = 0.44). Log additive kalitim modeli,
en dislk AIC (An Information Criterion) degerine sahip oldugu i¢in en uygun model olarak segilmistir.
Ancak bu model de dahil istatistiksel anlamliliga ulasilamamistir (OR = 1,48; p> 0.05).

rs26312 (-994C/T, promotdr) varyanti degerlendirilen kalitim modellerinde T2DM ile istatistiksel olarak
iliskili olmadigi Tablo 2’de goriulmektedir. AIC degerlerine gbre, en uygun kalitim modeli olarak segilen
dominant modelde GG’ye gbre AG ve AA genotiplerinin degerlendirmesinde G allelinin hastalik riskini
artiniyor gibi gérinmesine ragmen hastalik riski etkisinin gok disik oldugu belirlendi (OR= 1,36; p=
0,54).

Tablo 2’de, rs27647 (-604G/A, promotoér) varyantinin resesif model hari¢c degerlendirilen diger kalitim
modellerinde T2DM ile istatistiksel olarak anlamh dizeyde iligkili oldugu gérulmektedir. Baskin kalitim
modeli, en dusiik AIC degerine sahip oldugu igin en uygun model olarak segilmis olup bu modele gore,
TT ye gbre CC veya TC genotipine sahip olanlarin T2DM sahip olma riski istatistiksel olarak anlamli
dizeyde diusuktir (OR =0,30; p =0.01). Tablo 2'de degerlendirildiginde C allelinin T2DM i¢in koruyucu
roliiniin oldugu kanisina varilmaktadir.

rs3755777 (-1500C/G, promotér) varyanti es-baskin, degerlendirilen kalitim modellerinde T2DM ile
istatistiksel olarak iligkili bulunmamistir (Tablo 2). Cekinik kalitim modeli, en disik AIC degerine sahip
oldugu icin en uygun model olarak segilmistir. CC genotipine sahip bireyler, GG ve GC genotipine sahip
kisilere kiyasla T2DM’e daha yatkindirlar (OR = 6.43; P = 0.12). Fakat tim uygulanan modeller igin CC
genotipinin hastalikla iliskisi istatistiksel olarak anlamli diizeye ulasmamistir (P>0,05).

rs35683 (A/C, intronik) varyantinin ise es-baskin, baskin, overdominant kalitirm modellerinde T2DM igin
koruyucu role sahip oldugu istatistiksel olarak iliskilendiriimistir (Tablo 2). Overdominant kalitim modeli,
en diusik AIC degerine sahip oldugu igin en uygun model olarak segilmis ve CC ile AA genotipine sahip
bireylerin, CA genotipine sahip kisilere kiyasla T2DM sahip olma riskine istatistiksel olarak anlaml
duzeyde daha ¢ok duyarl oldugu belirlenmistir (OR = 0,25; P = 0.0035).

Grelin Reseptdru Polimorfizmleri:

rs509035 (g.7798C/T, intronik) varyantinin es-baskin, baskin, c¢ekinik ve log-additive kalitim
modellerinde T2DM ile istatistiksel olarak iligkili olmadigi belirlenmistir (Tablo 2). Cekinik kalitim modeli,
en dusuk AlIC degerine sahip oldugu i¢in en uygun model olarak secilmistir. AA genctipine sahip bireyler,
GG ve AG genotipine sahip kisilere kiyasla T2DM yatkinlik olusturmada daha ¢ok duyarli oldugu
gorilmastir (OR = 2.09; P = 0.45). G allelile gore A allelinin hastalik riskini artirmasina ragmen bu artis
istatistiksel olarak anlamli diizeye ulasamamistir (p>0,05).

rs565105 (g.9130G/A,G/C,C/T, 3’'UTR bolgesi) varyantinin es baskin kalitim modeli hari¢ digerlerinde
T2DM ile istatistiksel olarak iligkili olmadigi belirlenmistir (Tablo 2). Vaka grubunda GG genotipine sahip
bireyler olmadigindan diger kalitim modellerinde istatistiksel degerlendirmeler saglhkli sonuclar
vermemektedir. Hasta ve kontrol grubunun rs565105 varyantinin allel frekanslar istatistiksel olarak
karsilastinldiginda iki grup arasinda allel frekanslari agisindan anlamlilik bulunamamistir (p=0,083).
Tablodaki verilere gore, G allelinin T2DM igin koruyucu rolt oldugu goériimektedir. Fakat G allelinin
koruyucu rolu istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).
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Tablo 2: GHRL ve GHSR genlerine ait ¢alisilan SNP’lerin T2DM ve kontrol gruplari arasindaki genotip frekans
dagihimlan ve istatistiksel degerlendimesi

SNP | Model Genotip | Tip 2 DM (n=75) fr‘l’g;’g;' OR (%95 CI) p | Ac
GIG__ | 54 (12%) 16 (64%) | 1.00
Esbaskin | GIC__| 20 (26.7%) 8 (32%) | 1.35 (0.50-3.64) 0.63 | 1175
= g cic 1 (1.3%) 1 (4%) 3.37 (0.20-57.04)
xQ GIG | 54 (12%) 16 (64%) | 1.00
G G | Baskn GIC+CIC | 21 (28%) 9 (36%) | 1.45 (0.55-3.78) 045 | 116.0
| GIG*GIC | 74(98.7%) 24 (96%) | 1.00
Gekinik CIC | 1(1.3%) 1 (4%) 3.08 (0.19-51.21) 0.44 | 1159
GIG__ | 53(70.7%) 16 (64%) | 1.00
Esbaskin | AIG | 20(26.7%) 8(32%) | 1.32 (0.49-3.57) 0.81 |118.1
Ry AA | 2(2.7%) 1 (4%) 1.66 (0.14-19.48)
z o GIG | 53(70.7%) 16 (64%) | 1.00
TS | Baskin TAGHAA | 22(29.3%) 9(36%) | 1.36 (0.52-3.53) 054 | 116.1
2 GIG+AIG | 73(97.3%) 24 (96%) | 1.00
Cekinik NA | 2@27%) Ly | L52(0131753) 0.74 | 116.4
TIT | 26(34.7%) 16 64%) | 1.00
Esbaskin | C/T__ | 39 (52%) 7(28%) | 0.29 (0.11-0.81) 0.037 | 111.9
25 CIC | 10(13.3%) 2(8%) | 0.32 (0.06-1.68)
xe TT | 26(34.7%) 16 64%) | 1.00
G @ | Baskin - Tomicic | 49(65.3%) 9 (36%) | 0.30(0.12-0.77) 001 | 109.9
— TIT+C/T | 65(86.7%) 23(92%) | 1.00
Gekinik CIC__| 10(13.3%) 2(8%) | 057 (0.12:2.77) 046 | 1159
CIC__| 18 (24%) 13 (52%) | 1.00
Esbaskin | _CIA | 46(61.3%) 7(28%) | 0.21(0.07-0.61) 0.011 | 109.4
28 AA | 11(14.7%) 5(20%) | 0.63 (0.18-2.25)
xQ CIC | 18 (24%) 13 (52%) | 1.00
o G | Baskn CIA+AIA | 57 (76%) 12 (48%) | 0.29 (0.11-0.75) 0.01 ] 1099
— CIC+CIA | 64(85.3%) 20 (80%) | 1.00
ekinik AA | 11(14.7%) 5(20%) | 1.45(0.45-4.69) 0.54 | 116.1
GIG__| 44 (58.7%) 16 (64%) | 1.00
Esbaskin | G/C__| 30 (40%) 7(28%) | 0.64 (0.24-1.75) 021 | 1153
~
S CIC | 1(1.3%) 2(8%) | 5.50 (0.47-64.88)
z Y GIG | 44 (58.7%) 16 (64%) | 1.00
T Ln
G5 | Baskn  maicicic | 31 (41.3%) 9 (36%) | 0.80 (0.31-2.04) 064 | 1162
3 | GIG+GIC | 74 (98.7%) 23 (92%) | 1.00
Gekinik cic | 1(1.3%) 2(8%) | 6.43 (0.56-74.25) 012 | 114.1
GIG__ | 46 61.3%) 14 (56%) | 1.00
L | Esbaskin | AIG | 2634.7%) 9(36%) | 1.14(0.43-2.99) 073 | 1178
&8 AA | 3(4%) 2(8%) | 2.19 (0.33-14.45)
(o)}
23 GIG | 46 61.3%) 14 (56%) | 1.00
oo | Baskin s AA [ 29 38.7%) 11 (44%) | 1.25 (0.50-3.12) 064 | 1162
= - GIG+AIG | 72 (96%) 23(92%) | 1.00
Gekinik AA | 3 (a%) 2(8%) | 2.09(0.33-13.27) 0.45 | 1159
TIT | 46 (61.3%) 16 (64%) | 1.00
. | Esbaskin | G/T | 29 (38.7%) 7 (28%) | 0.69 (0.25-1.89) 0.045 | 112.3
= GIG__ | 0(0%) 2(8%) | NA (0.00-NA)
[Te}
Qi TIT | 46 (61.3%) 16 (64%) | 1.00
O | Baskn - meT 56 129 (38.7%) 9(36%) | 0.89 (0.35-2.28) 081 | 1164
= - T/T+GIT | 75 (100%) 23(92%) | 1.00
Gekinik GIG | 0(0%) 2(8%) | NA (0.00-NA) 0.017 | 1108
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Haplotip Analizi

Grelin ve Grelin reseptdriine ait yedi adet SNP i¢in; frekansi 0.01°den blyuk olan 16 olasi haplotip elde
edilmis, hasta ve kontrol gruplari i¢in gdzlenen total haplotip frekanslari ve istatistiksel degerlendiriimesi
Tablo 3’de verilmistir. Permutasyon testi sonuglari 12. haplotip serisi hari¢ diger tim haplotip
frekanslarinin dagilimi T2DM hastalari ve kontroller arasinda benzerlik oldugunu géstermektedir (Tablo
3). Yedi adet SNP i¢in G-G-T-C-C-G-G varyantlarina sahip bireylerde T2DM hastaligina sahip olma riski
istatistiksel olarak anlamh dizeydedir (<0.0001).

Tablo 3. Grelin ve grelin reseptori haplotipleri ve Tip 2 DM arasindaki iligki

*
Haplotip 1 > 3 S':P 3 5 > Frekans OR (95% ClI) p degeri
1 G| G| C A | G G T 0.2258 1.00
2 G| G | T C | G G T 0.1163 2.94 (0.67 - 12.97) 0.16
3 G| G | T C C G T 0.0829 4.18 (0.33 - 52.49) 0.27
4 G| G | T C C A T 0.0672 0.00 1
5 G| G | T A | G G T 0.0636 2.88 (0.41 - 20.44) 0.29
6 C|A | T C | G A T 0.0612 2.41 (0.28 - 20.70) 0.42
7 G| G| C A | G G G 0.0522 0.00 1
8 G| G | T C | G G G 0.0449 6.36 (0.58 - 70.03) 0.13
9 G| G | T C| G A T 0.0402 9.53 (0.67 - 134.57) 0.099
10 C|A | T C| G G T 0.0398 5.91 (0.26 - 136.25) 0.27
11 C|A | T C| G G G 0.0388 2.40 (0.12 - 46.24) 0.56
12 G| G | T C C G G 0.0249 38 (0,9 — 250,25 <0.0001
13 G| G| C A | G A T 0.0241 3.92 (0.35 - 43.58) 0.27
14 G| G| C C | G G T 0.02 0.00 1
15 G| G | T A C G G 0.018 5.78 (0.22 - 155.31) 0.3
16 C|A | T A | G G T 0.01 - -

SNP: 1 rs26311(-1062C/G, promotdr bolge), 2 rs26312(-994C/T, promotor bolge), 3 rs27647(-604G/A, promotor
bdlge), 4 rs35683(A/C, intronik bdlge), 5 rs3755777(-1500C/G, promotdr bdlge), 6 rs509035(g.7798C/T, intronik
bolge), 7 rs565105 (g.9130G/A,G/C,C/T, 3'UTR bolgesi)

4. Tartisma ve Sonug

Literatir arastirmamiz sonucunda grelinin istah, gida alimi ve dolayli olarak da insulin hormonu
Uzerindeki etkisi gz 6nune alindiinda, bu peptitde meydana gelen degisimlerin T2DM, adipozite,
obezite ve vucut agirlidina yansiyan patolojik sonuglarin kaginilmaz oldugu sonucuna variimistir [20].

Yapilan bir calismada, grelinin pankreas B hiicrelerinde glukozla uyarilan insilin sekresyonu (GSIS)
Uzerindeki inhibe edici etkisi arastiriimis ve grelinin (AG) MING insulinoma hticrelerinde 5'-adenosine
monophosphate (AMP) ile aktive edilmis protein kinaz - uncoupling protein 2 (AMPK-UCP2) yolunu
aktive ettigi belirtiimistir. Dahasi, bu yolun GSIS'i modiile ettigi ve bu nedenle grelinin insilin sekresyonu
Uzerindeki inhibitor etkisinin de bu yol araciligi ile gergeklestigi ifade edilmistir [21].

Elabadlah ve arkadaslarn (2020) tarafindan yapilan bir galismada, grelinin pankreas 8 hiicrelerinin salgi
grantllerinde instlin ile birlikte lokalize oldugu ve insulin Gretimini arttirdigi belirtiimis ve diyabetik
ratlarda 107 ve 107'2 M grelin uygulanmasinin CRL11065 beta hiicre hattinda insiilin salinimint anlamli
olarak artirdid bildirilmistir (p <0.01-0.04) [22].

Son zamanlarda, genetik polimorfizmler Gizerine yapilan arastirmalar T2DM'nin etiyolojisi patogenezinde
bu polimorfizmlerin potansiyel roliini ortaya koymaktadir [23]. Bazi GWAS calismalarinda, GHRL ve
GHSR genlerinin bulundugu 3. kromozomun belirli alanlarinin metabolik sendromla dolayisiyla da bu
sendromun etiyolojisinde rol oynayan adipozite ve diyabet ile iligkili oldugu belirlenmistir. Grelin
sinyalizasyonu instlin ve glukoz metabolizmasi yoluyla adipoziteden etkilenebilmektedir. Calismalarin
cogunda grelin geninin ve 5' flanking bolgesindeki polimorfizmler yogun bir sekilde incelenirken, ekzon
3'te bulunan Leu72Met ve Arg51Gin polimorfizmleri de en ¢ok calisilan ekzonik SNP'lerdir. Calismalarin
bazilar grelin SNP’leri ile T2DM arasinda iliski oldugunu goésterirken bazilari ise negatif sonuglar ortaya
koymaktadir.

Calismamizda diger ¢alismalarin aksine grelin ve GHSR genlerinin kodlanmayan bélgelerinde yer alan
SNP’ler galismaya dahil edilmistir. Ozellikle galigmaya danhil ettigimiz 4 SNP, grelin geninin promotor
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bolgesinde yer almaktadir (rs3755777; -1500C>G, rs26311; -1062G>C, rs26312, -994C>T ve rs27647;
-604G/A). Baslatma sahasinin yukarisinda yer alan promotor bolge, gen ekspresyonunun
dizenlenmesinde dnemli bir rol oynamaktadir. Promotor bdlgesindeki bir polimorfizm, transkripsiyon
faktort baglanma bolgelerini degistirmekte ve dolayisiyla da gen ekspresyonunu etkileyebilmektedir. Bu
islevsel varyantlar, 6nemli ancak nispeten kesfedilmemis genetik varyasyon sinifini temsil ederler [24].
Calismamiz ile grelin geni promotér bélgesinde belirledigimiz 4 SNP’den sadece -604G/A varyantinin
T2DM ile iligkili oldugu bulunmustur (p<0,01). T2DM ile iligkili buldugumuz diger SNP de intron 1’de yer
alan 62G/T varyantidir (p<0,05). GHSR Uzerinde belirledigimiz intronik bolgede lokalize 2 SNP’nin ise
T2DM ile iligkili olmadidi tespit edilmigtir (p>0,05).

Kore kohortunda, akraba olmayan toplam 760 Tip 2 diyabet hastasi (yas: 59 + 10 yil, 354 erkek, 406
kadin) ve 641 diyabetik olmayan bireylerin (yas: 65 + 4 yil, 287 erkek, 354 kadin) katilimi ile yapilan bir
arastirmada grelin genine ait — 1500 C> G (rs3755777), —1062G> C (rs26311), — 994C> T (rs26312),
+408C>A (Leu72Met) (rs696217) SNP’leri genotiplenmis ve Tip 2 diyabet hastalarinda bu 4
polimorfizmin genotip dagilimlari kontrol grubu ile benzer bulunurken, bu polimorfizmler, 6zellikle de
1062C alleli yiksek yogunluklu lipoprotein (HDL), acglik plazma glukozu HOMA-IR (Homeostasis Model
Assessment of Insulin Resistance) gibi diyabetle iligkili birkag fenotip ile de iligkili bulunmustur [25].

Mora ve arkadaslari 2015 yilinda 413 erkek/411 kadin metabolik sendromlu yasl ispanyol
poptilasyonunda -994CT (rs26312), -604GA (rs27647), -501AC (rs26802), R51Q (rs34911341), M72L
(rs696217) ve L90G (rs4684677) GHRL polimorfizmlerini incelemisler ve M72L'nin A allelilin, obezite
riskini arttirirken, -604GA G allelinin ise obezite riskini azalttii sonucunu elde etmigler. Yine ayni
calismada -501A/C polimorfizminin AA genotipi ise azalmis viicut kitle indeksi (VKi) ile iliskilendirilmigtir.
Ayrica bu toplumda caligilan SNP’lerin sistolik- diyastolik kan basinci seviyeleri, hipertansiyon, glukoz
seviyeleri ve diyabet ile hicbir iliskisi bulunamamistir [26].

Calismamiz sonucunda T2DM ile iligkilendirdigimiz fakat diger polimorfizmlere gére literatirde hakkinda
¢ok daha az galismaya rastlanilan grelin rs35683 varyanti ise VKI ile iligkilendiriimektedir [27, 28].

2017 yilinda, Suudi populasyonunda, 107 T2DM'li ve 101 saglkl birey ile GHRL rs696217 TG, rs27647
CT, rs2075356 CT ve rs4684677 AT ve GHSR rs509030 GC SNP’lerinin analizi yapilmis ve bu
SNP'lerin higbiri T2DM, insilin direnci veya plazma grelin seviyeleri ile iligkilendiriimemistir [20]. Bizim
calismamizda ise GHRL rs27647 CT genotipi T2DM ile iligkili bulunmustur.

Grelin rs27647 CT polimorfizminin de dahil edildigi bir diger ¢alismada, GHRL ve GHSR SNP'lerinin
obezite, yeme davranigi ve glukoz metabolizmasiyla baglantisi arastiriimis, GHRL rs4864677 ve GHSR
rs572169 polimorfizmlerinin obezite ile iligkili oldugu, grelin varyanti rs27647'nin ise insulin
salgilanmasini/direncini etkileyebilecegdi bildiriimistir [16].

Calismamizda GHSR rs509035 AA genotipine sahip bireylerin, GG ve AG genotipine sahip olanlara
kiyasla Tip2DM’a yatkinlik olusturmada daha ¢ok duyarl oldugu gériimustir (OR = 2.09; P = 0.45). G
alleline gore A allelinin hastalik riskini arttirdiginin belirenmesine ragmen bu artis istatistiksel olarak
anlamh dizeye ulagamadigi belirlenmistir. Calistigimiz bir diger GHSR varyanti olan rs565105 i¢in vaka
grubunda GG genotipine sahip bireyler olmadigindan istatistiksel degerlendirmeler saglikli sonuglar
vermis ve bu SNP Tip2DM ile istatistiksel olarak iliskilendirilememistir.

GHRL goére ¢ok daha az literatir ¢alismasi mevcut olan GHSR polimorfizmlerinin analiz edildigi bir
calismada, 507 orta yasl, asin kilolu ve glukoz toleransi bozuk bireylerin katilimiyla, GHSRin 5'
bolgesinde yer alan rs6772676, rs474225, rs490683, rs9819506, ekzon 1’de yer alan rs495225 ve 3'
bolgesindeki rs509035 ile rs565105 SNP’lerinin analizi yapilmistir. Bu ¢alismadaki veriler rs490683 ve
bizim calismamizda da yer alan rs509035 varyatinin kilo kaybi ve glukoz metabolizmasi ile iliskili
bulunurken, GHSR geninin promotor bolgesindeki rs490683 ve rs9819506 vicut agirhigr ve
VKi'deki degisiklik ile iliskili oldugu rapor edilmistir. Calismamiz ile ayni sonucu paylasan bu literatiirde
de GHSR rs495225 ve rs565105 SNP’leri obezite ve tip 2 diyabet ile iliskilendiriimemistir [29].

GHSR rs292216 ve rs509035 genotiplerinin incelendigi ve 78 obez kadindan dahil edildigi calisma ile
s6z konusu varyantlarin diyet alimi ile iligkili olmadigi ortaya konmustur [30].

Grelin hormonu istahin dizenlenmesinde, uzun ve kisa ddnem enerji homeostasisinde hayati
fonksiyona sahiptir. Glinimizde T2DM pandemisi ciddi halk sagligi sorunudur. Bu calisma ve diger
yapilan galismalar, grelin ve grelin sinyal yolunun T2DM ydnetiminde dnemli bir yere sahip oldugunu
g0Ostermektedir. T2DM tedavisinde grelin ve grelin sinyal yoladina kargi gelistirilecek olan antagonistlerin
etki faktorlerinin degerlendirmesinde genotipik yapi ve genotipik yapinin ortaya ¢ikardigi fenotipik
Ozellikler son derece 6nemlidir. Farmakolojik tedavi stratejilerinde bireysel farkliliklara bagl degisiklikler,
uygulanan tedavinin hem etkinligi hem de hasta refahi agisindan g6z énine alinmasi gereken bir
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konudur. Kalitsal yatkinh@i olan T2DM gibi ¢ok faktérli kompleks hastaliklarin hayatin erken déneminde
kalitsal bilesenlerinin belirlenmesi, yasam tarzi ve gevre faktoriine karsi diizenlemeler yapilabilmesine
ve dolayisiyla da T2DM ile micadelede 6nemli imkanlar saglayacaktir.

Sonug olarak, calismamiz GHRL -604G/A polimorfizminin A allelinin ve +64GT polimorfizminin GT
genotipinin - Turk toplumuna ait kesit-alanda Tip 2 diyabete karsi koruyucu oldugunu
gOstermektedir. Fakat calismamizda drneklem sayisinin diistik olmasi bu duruma gélge dustirmektedir
ve bir 6n galisma olarak dikkate alinmasi gerekmektedir. Orneklem buyiikligiunin daha fazla oldugu
gelecekteki calismalarin, iligkiyi tanimlamada oldukga etkili olacagi ve gen-gen etkilesimlerinin de
arastiriimasi gerektigi distintimektedir.
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