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ONSOZ
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emriyle verilmig ve galigiimaya baglanmigtr.

lnsan obezitesinin geligmesinde genetik faktbrierin potansiyel katkisi obezitenin bes monogenik
formunun tammlanmasiyla ispalanmigtr. Bunlar leptin, leptin reseptorii, prokonvertaz 1,
proopiomelanokortin ve melanokortin-4 reseptér (MCAR) genleridi. MC4R harig bu genlerdeki
mutasyonlar endokrin anormalliklerie birlikte obezitenin sendromik formlarina neden olurlar. MC4R gen
mutasyonlan diger tek gen mutasyonlarindan daha sk (%3-4) obeziteye neden olmaktadir. Memeli
enerji homeostazinin kontroliinde santral melanokortinerjik yolagin Snemi obez insan ve fareler iizerinde
yapilan son genetik galigmalarda belirfilmigtir. Yriitlims olan bu ¢alismada Tirk toplumunda otozomal
dominant tipte gegis gosteren obeziteye neden olabilen MC4R geninde ortaya ¢ikan mutasyonlarin
belidenmesi amaglanmigtir.
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GIRIS

Obezite olmasi gerekenden fazla miktarda ya§ dokusunun viicutta birikti§i durumdur. Viicudun normal
bir komponenti ve insan fizyolojisi bakimindan olmazsa olmaz (sine qua non) dzellifine sahip olan yag
dokusunun normalden fazla miktarda depolanmast bir hastalik halinin varli§ini belirler.

Obezite tiim diinyada sikigi epidemi seklinde artan ve tedavisi zor olan kronik bir hastaliktir. Polijenik
zeminde multifaktdriyel bir bozukluktur. Obezite viicudun enerji dengesini saflayan adaptasyon
mekanizmalan ile gevresel ortam arasinda siiregelen bir etkilegim sonucu ortaya gikmaktadir.

Obezite biiytk bir oranda genetik bir hastalik olmakla beraber, gevresel faktérierin de 6nemini gzardi
etmemek gerekir. Obezite gelisimini etkileyen sosyal, kiiltiirel, kognitif ve biyolojik gevresel faktorler
vardir. Obezitenin glinimiizdeki tedavisi biiylk oranda bu gevresel fakidrlerin diizeltiimesine
dayanmaktadir.

Obeziteye neden olan genefik biyolojik mekanizmalar heniiz bilinmemektedir. Son yillarda yeme
davramig fizyolojisi ve termogenez {izerinde yapilan galismalarda Onemli ipuglan elde edilmigtir.
Obezitenin altinda yatan asil biyolojik bozukluk olasilikla hipotalamustaki enerji dengesini diizenleyen
mekanizmalarda saklanmigtir. Obezite tedavisinde gergek bagan bunlar ortaya gikariip dizeltilince
saglanabilir. Oniimizdeki on yil bu alanda nemii geligmelere tanikiik edecektir.

Bugiin kabul edilen gdriige gbre obezitedeki genetik agirlikh patogenetik faktriin yeme davranigi ve
miktarini ve/veya termogenezi belirfleyen merkezi sinir sistemindeki mekanizmalar ve/veya bunlan
ybneten yaj dokusundan beyne gelen sinyallerde bozukluk oldugu yéniindedir. Bu sinyaller beyindeki
anabolik veya katabolik yollart harekete gegirerek enerji homeostazini ve ya§ dokusu miktanni belider.

Obezitede rol oynayan genlerin tanimlanmasinda yavas olmasina rajmen Onemli geligmeler
kaydedilmektedir. Son zamanlarda tanimianan gen varyantian obezitenin fenofipik ekspresyonunu
modifiye eder gbziikkmektedir. Obezitenin genetik temelinin anlagiimasi, hastaligin fizyopatolojisinin
daha iyi kavranmasini saglayacaktr. Obezitenin anlagiimas! konusunda kaydedilen gelismeler daha iyi
primer Gnleme stratejilerinin ve diinya nifusunun % 10’'undan fazlasim etkileyen bir durum ile
miicadelede etkin terapétik ajanlann geligtiriimesini sajlayacaktr.
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Giiniimiizde obeziteye neden olan genetik faktirler izerine yapilan ga‘hsnialann sayisi giin gegtikge
artmaktadir ve obeziteye neden oldudu diiglintlen birgok gende mutasyon taramalan yapilmaktadir. Bu
genlerden bazilan leptin, leptin reseptril, prokonvertaz 1, proopiomelanokortindir. Bir tanesi de
Melanokortin-4 Reseptor geni (MC4R) olarak bulunmugtur ve bu genin 8zellikle otozomal dominant
ailesel gegigli obeziteden sorumiu oldugu disiiniilmektedir. Bugiine kadar yapilan galismalarda MC4R
gen mutasyonu 20 obez hastada bulunmugtur. Ancak Tiirk toplumunda bdyle bir ¢aligma yapiimarmgtir.

Bu galigma kapsaminda Tiirk toplumunda ofozomal dominant ailesel gegili obezitede Melanokortin-4
Reseptdr gen mutasyonlarimn Single Strand Conformational Polymorphism (SSCP) ve DNA dizi analizi
yontemleri kullanilarak taranmasi amaglanmigtir. Galigma kapsaminda bir hastada kodon 274'de A>G
nokta mutasyonu, bir hastada kodon 103'te ve 25 hastada kodon 169°da yer alan iki farkh polimorfizm
tesbit edilmigtir.



GENEL BILGILER

Obezite kelimesi Latince ob - den dolay, esum : yemis olmak, yani obezite yemekten dolayi anlamindadir.
Morbid obezitedeki morbid terimi ise hastalikli veya 6limcil anlamina gelir.

Obezite viicutta agin miktarda ya§ depolanmasini ifade eden, 6zellikle batih toplumlar olmak iizere tiim
dinyada epidemi gekiinde oldukga yaygin ve hizla artan bir beslenme problemidir. Hipertansiyon,
dislipidemi, diabetes mellitus ve kardiyovaskiler hastaliklar (1) gibi komplikasyonlara yol agti§indan
dramatik olarak morbidite riski ve mortalite artigina (2) neden olan obezite 21. yilzyil iin baglica halk sagjhgs
sorunlarnindan biri olmugtur (3,4). Obezite genetk ve gevresel faktorlerin etkilesmesiyle ortaya gikan
multifaktdriyel ve kronik bir hastalik kompleksidir (5,6).

Insanodlunun gegmisi kitik dénemleri ile doludur. Bu dénemlerde genetik olarak ya§ depolama yani
sismaniama egilimi fazla olan insanlar hayatta kalmiglar, zayifiar ise variklann siirdirememiglerdir.
Atalarinin 0 zamanlar igin avantaj olan, sigmanlama egjilimi yaratan genlerini tasiyan insanlardan olugan
ginimiiz toplumu bol ve kalori igerigi fazla yiyecekler ve hareketsiz bir yasamia birlikte obezite, tip 2
diabetes mellitus, dislipidemi, hipertansiyon ve bunlarin gefirdigi ateroskleroz (Sendrom X) gibi gok Gnemli
saglik sorunlanyla karsi kargiya kalmigtir ve bu durum “thrifty genotype” hipotezi olarak adlandinlmigtr.

Obezite Risk Faktorleri
Fiziksel aktivitede azalma
Dogum sayisi

Sigaray! birakma
Alkol

Sosyokiiltiirel etkenler
Eviilik

Beslenme aligkanliklan
Yag

. Cinsiyet (kadin)

10. Irksal faktrier

11. Egitim ddzeyi
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Obesite Geligiminde Rol Oynayan Cevresel Faktorier (3)

1. Sosyal faktérler: Sosyal yapidaki degigimler

Ekonomik degisimler ve piyasa ekonomisi

Sehirlegme

Sosyoekonomik durum
2.Biligsel (kognitif) Faktérler:  Diyet kisitiamast

Viicut agirhi§ina dikkat etme
3. Kiiltiirel Faktorler: Yemek segimi

Saghga dikkat etme diizeyi
4. Biyolojik Faktorler: Diyetin ya§ icerigi

Enerji aimi

Azalmig fiziksel aktivite

Obezitenin Olgiilmesi

Ortalama agiri§a sahip erigkin erkeklerde viicut yaginin oram % 15-20 arasindadir. Kadinlarda bu oran
daha yiiksektir (%25-30). Bireyler arasindaki agirlik farkhhgi kismen viicut ya§ina bagh oldugu igin normal
agrhiktaki kisiler ile fazla kilolu olan kigiler arasindaki ayrimin yapilmasinda viicut agirhginin veya boy ve
kilo 6iglimiin{i esas alan indekslerin ( vilcut kitle indeksi gibi) kullaniimasina karst cikilabilmektedir. Viicut
kitle indeksinin (VKI) kullaniimasinin uygun olmadi§i durumlara 6mek olarak viicut gelistiren geng bir erkek
ile orta yagl obez bir kadinin 6zdes VKFleri verilebilir. Ancak bu ug drneklere kargin VK ile viicut yad
arasinda gi¢li bir baglant oldugu bilinmektedir.

Viicut Yagini ve Dagiimini Olgme Yontemleri

Viicut kitle indeksi

Deri kivrimlan kalinhg

Bel ve kalga gevresi dlglimleri

Ultrason

Viicut yodunlugu (immersiyon ve pletismograf)
Agir su (hidrometri)
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7. Potasyum izotopu

8. Tim viicut elektriksel iletkenligi
9. Biyoelekirik impedans

10. Yadda ¢bziinen gaz

11. Absorbsiyometre (DEXA)

12. Bilgisayarh tomografi

13. Manyetik rezonans

14. Nétron aktivasyonu

Obezite fazla kilolu olmakla es anlamii degildir. Kemik, kas ve yad a§iliklannin toplami viicut agiri§ini
verir. Boy (cm) — 100 = ideal agirlik, Broca Indeksi adi ile bilinen eski bir formiildir. 170 cm boyunda bir
insan bu formiile gore 170-100=70 kg olmakdir. Ancak 170 cm boyunda bir sporcu 80 kg oldugu halde obez
olarak nitelendiriimeyebilir. Ciinkii agirhi§i normalin (izerinde oimasina ragmen ya§ kitlesi normalin tizerinde
degildir. Dolayisiyla bu kisi obez degildir. Tersine 170 cm boyunda 70 kg afirhginda olup ya§ kitlesi
normalin ¢ok {izerinde olan kigilerde vardir. Birinci 6rnekte kas kemik kitlesi artmig obez olmayan kilosu agir
bir kigi vardur, ikinci 6rnekte ise kas kemik kitlesi az ya§ dokusu artmig kilosu normalden fazla olmamasina
kargin obez olan bir kisi vardir.

Salt boy ve adirlik 6lgiiml ile yapilan degerlendirmenin yetersiz kaldig goriilmektedir. Bu durumda 6nerilen
dl¢li viicut kitle indeksidir. Viicut kitle indeksi kilogram cinsinden viicut agirh§inin metre cinsinden boyun
karesine bolinmesi (Agiriik (kg) / boy (m?) = VKI) ile hesaplanir. Ornegin boyu 1.70 m agirhg: 70 kg olan bir
kiginin VKI 70/ (1.70)2 = 24.2 dir. VKI'nin viicut ya§ kitlesi ile korelasyonunun iyi oldugu gdsterilmistir.
Bununla beraber gocuklar, gebeler, 6demi olan hastalar, gok kisa boylu kigiler ve bazi 6zel durumlar
(normal agirikta metabolik olarak obez) diginda uygun bir obezite belileme yontemidir. Viicut kitle indeksi
arthkea eglik eden hastalik riskinin arth§ goriilmektedir.



Erigkin Kiside VKI Degerlendirmesi (7)

Siniflama VKI Eslik Eden Morbidite Riski
Zayif <18.5 Digik

Normal 18.5-24.9 Orta

Fazla kilolu >25

Pre-obez 25-29.9 Orta derecede artmig
Obez 1 30-34.9 Artmig

Obez 2 35-39.9 Agir

Obez 3 >40 Cok agir

(Morbid obez)

Obezite prevalansi : VKI > 30 olanlar obez, 26 - 30 arasinda olanlar fazla kilolu kabul edilerek yapilan
aragtirmalarda WHO’ ya gére (1997) diinyada ortalama obezite siki§i % 25 civanndadir. Burada % 10’ luk
kisim VKI > 39’ un iizerinde olanlara yani morbid obezlere aittir. Toplumlarin % 25’ i normal kilolu fakat
obezteye genetk egilimli, % 25’ i fazla kilolu, % 25 i ise normal kigilerden olugmaktadir. Tiirkiye' de 1999
yiinda Tirkiye Endokrinoloji Dernedi, Istanbul Universitesi Tip Fakiitesi ve T.C. Saglik Bakanhg’ min
24.788 vaka iizerinde yapti§) obezite galigmas! sonucunda Tiirk toplumunda kadinlarda obezite prevalansi
%30, fazla kilolu (preobez) prevalansi %27, toplam % 57 ve erkeklerde obezite prevalansi %13, fazla kilolu
prevalansi %19, toplam %32 olarak bulunmugtur.

Normal kiloda metabolik olarak obez (izerinde durulmasi gereken bir tanimdir. Bu kisilerin anamnezlerinde
akrabalari arasinda obez, diyabetik, aterosklerotik, hipertansif kigilerin oldugu bildirilir. Bel — kalga oram >
0,8-0,9 uzerindedir. Metabolik tetkiklerinde hiperinsiilinemi, insilin direnci, hipertrigliseridemi, HDL-
kolesterol diisiikligd belirtilerinden bir yada birkagini gésteririer.

Enerji Dengesini Kontrol Eden Santral Mekanizmalar

Beyindeki degisik néronal yollarda (retilen ve salinan gegitli noropeptidler ve monoaminler gida alimini ve
termogenezi etkileyerek enerji dengesini degigtirebilirler. Insan obezitesinin etiyopatogenetik sebebinin bu
basamaktaki bugtin bilinen veya heniiz bilinmeyen mediyatbrierdeki yapisal veya fonksiyonel bozukiuk veya
bozukluklar oldufu saniimaktadir. Santral mekanizmalar anabolik yani viicut ya§ dokusunu artinci veya



bunun tersi kataboliktir. Anabolik sistemler gida alimini arttinir, ayrica enerji harcanmasini azaltabilir ve
cevresel ortami degigtirerek alinan gidanin asimilasyonu ve depolanmasini etkileyebilir. Katabolik sistemler
ise gida alimini azaltir, ayrica depolanmig yadin mobilizasyonunu lipoliz veya termogenez yoluyla
artbrabilir. Genel kural olarak sempatk sinir sisteminin uyariimasi katabolik, parasempatik sistemin

uyarimasi ise anabolik etki gdsterir.

Melanokortinler

Melanokortin sistemi hipotalamusta ya§ dokusundan gelen leptin mesajini enerji dengesine yansitan dnemli
bir yoldur. Melanokortinler alfa Melanosit Sitimiile edici Hormon (aMSH) ve kortikotropin ile ayni aileden
gelen pepfidier olup onlar gibi proopiomelanokortin (POMC) &nciiliinden aynlir. POMC de ndropeptid Y
(NPY) gibi sadece niikleus arkuatusta {iretilir ve bu néronlar akson uglanndan aMSH salgilarlar. cMSH'da
postsinaptik membrandaki melanokortin reseptorlerine baglanir ve akiif hale gelmelerini saglar.

5 melanokortin reseptdril arasinda beyinde bulunanlar MC3 ve MC4 reseptoreridir (8). Ozellikle MC4
reseptoriiniin enerji dengesinin diizenlenmesinde &nemli rol oynadidi bulunmugtur. Genetik olarak MC4
geni yok edilmis farelerde hiperfaji ve obesite gbriilmesi (9), bunun intraventrikiiler MC4 agonistleri ile
diizeltilmesi (10) melanokortin sisteminin enerji dengesi diizenlenmesindeki dnemini kanilamaktadir.

Melanokortin reseptérier G protein ¢ifti reseptorieri siiper ailesine aittir (11). Simdiye kadar 5 melanokortin
reseptor alt tipi tammlanmugtir. Bunlar fizyolojik fonksiyonlarda ve doku dagilimianinda farkliliklar gésterir.
MC1R pigmentasyonu diizenleyen melanositlerde ifade edilir {(12). MC2R adrenal kortekste ifade edilir,
ACTH badlar ve glukokortikoneogenezde yer alir (8). MC5R periferal dokularda ifade edilir ve ekzokrin bez
fonksiyonunun diizenlenmesine katkida bulunur(13). MC3R ve MC4R'nin her ikiside primer olarak beyinde
hipotalamik paraventrikiiler nilkleusta ifade edilir (11) ve agirik homeostazinin santral diizenlenmesindeki

rolleri yodun bir aragtirma konusu olmusgtur.

MC4R Gen Yapisi
= =
=0
Insan MC4R geni 1671 niikleotid uzunlugundadir ve 999 niikleotid uzunlugunda olan tek bir ekson igerir.55 é&é
MC4R geni kromozom 18q22‘de yerlesim gdsterir (11,14). = a*;
E &2
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Melanokortin-4 reseptr (MC4R) geni bir G-protein olan ve transmembran reseptdrd ile birlegen
melanokortin reseptor proteinini kodlamaktadir (11). Ozellikle hipotalamusta gok yiksek oranda ifade
edilmektedir ve viicut agiri§inin kontroliinde gok 6nemli rol oynamaktadir. Homozigot MCAR eksikligi olan
farelerde hiperinsiilinemi ile birlikte gdzlenen morbid obesite ortaya gikmaktadir. Heterozigot fareler de bu
mutasyonlardan etkilenmekte ve orta dereceli bir fenotip kazanmaktadir (8). Hipotalamusta ifade edilen
MC4R, proopiomelanokortinden kéken alan bir néropeptid olan «MSH tarafindan aktive edilir (10) ve agouti
iligkili protein (ART-AGRP) ile antagonist galigir (15). Bu metabolik yolun leptinin santral etkisiyle ifigkili
oldugu diigliniimektedir (16).

MCA4R’ {in enerji dengesindeki kritik rolii ilk defa Huszar ve arkadaglan tarafindan gdsterilmistir ve MCAR
geninde mutasyon olan farelerle yaptiklan galigmada hiperfaji, obezite ve hiperinsillinemi ortaya gikmigtr
(8). 1998'de Vaisse ve arkadaglar ile Yeo ve arkadaglan tarafindan tek ailelerde MC4R’ de heterozigot
frameshift mutasyonun erken baglangigh asin obezitenin dominant kaltiimasina neden oldugu rapor
edilmistir (17,18). Bu raporlan takiben Gu ve arkadaglan (19) 140 obez hastada 2 missens mutasyon,
Hinney ve arkadaglan (20) ise 306 obez gocukta 9 missens ve 2 nonsense mutasyon bildirmigtir. Birden
fazla galismada ise birkag konservatif aminoasit dedisiklikleri rapor edilmigtir. Rastgele aminoasit
degisikliklerine kargin patojenik mutasyonlarin belirsizliklerine ragmen bugiine kadar diinya ¢apinda en az
20 vakada MC4R geninde patojenik mutasyon bildiriimistir (21). Bu da MC4R genini insan obezitesinin
tanimlanan en yaygin monogenik formu yapmaktadir. MCAR'tin viicut agiri§inin diizenlenmesindeki dnemi
MC4R eksiKligi olan homozigot farelerin obez fenotipinin gériiimesiyle agik olarak ispatianmigtir. Heterozigot
MCA4R farelerde kilo artisi orta derecededir ve digiler erkeklere gore daha fazla etkilenmigtir,

Vaisse ve arkadaglan heterozigot MCAR mutasyonlannin obeziteye % 4 gibi yiksek bir sikikla neden
oldu§unu tespit etmiglerdir (22). Bu mutasyonlan tasiyan vakalann fenotiplerinin incelenmesiyle bu
hastalann sendromik olmayan yaygin obezite formunda oldugunu ispatiamiglardir. Diger tek gen
mutasyonlan ise resesif olarak genellikle mulfip! endokrin anormallikler ile biriikte sendromik obeziteye
neden olmaktadidar. POMC geninde nadir resesif mutasyonlar aMSH dretimini etkileyerek MCAR'lin

aktivasyonunu etkileyerek erken baglangigh obeziteye neden olabilir (23,24).



Melanokortin sisteminin dogal antagonistieri bulunmaktadir. Bunlardan ilk bulunami agoutidir. Agouti aslinda
derideki kil follikiillerinden sentezlenir ve parakrin etkiyle cMSH' un deri MC1R’deki etkisini antagonize eder
(25). Farelerde agouti uygulanmasi tily renginde ani bir aglimaya neden olur. Giinkii melanin dretimi
oMSHun MC1R’e baglanmasi ile sitimiile edilir. Agouti ayrica beyinde MC4R'li de antagonize eder.
Agoutinin dretimini arttiran bir gen diizenlenmesinde MC1R ve MC4R antagonizmasina bagli sari obez
fareler ortaya gikmigtir (25). Bagka bir melanokortin reseptér antagonisti ise agouti ile dnemli benzerik
gosteren Agouti related protein (AgRP) dir. Agoutiden farkh olarak AGRP sadece beyinde bulunur ve sadece
MC3R ve MC4R'li antagonize eder,deride etkisi yoktur (16). AgRP ifadesi arttinimig farelerde obezite
goriiimekte, ancak deri renginde degigiklik bulunmamaktadir (16). AgRP biiyik oranda NPY ile nikleus
arkuatusta aym hiicrelerde ifade edilmekte ve leptin tarafindan negatif feed back ile kontrol edilmektedir
(26). Nikleus arkuatusta 6zel bir ngron tipi (NPY/AgRP ndronu) leptinden aldii negatif sinyale hem NPY ile
hiperfaji yapmakta hem de AgRP ile MC4R'lerini antagonize ederek gok giclii kilo aldinci etki
gbstermektedir.

Tek Gen Mutasyonlan

Insan obezitesinin geligiminde genetik faktorlerin potansiyel katkisi obezitenin beg monogenik formunun
tanimlanmasiyla ispatianmigtir. Bunlar leptin (LEP) (27,28), leptin reseptérii (LEPR) (29), prokonvertaz 1
(PCSK 1) (30), proopiomelanokortin (POMC) (23) ve melanokortin 4 reseptor (MC4R) (17,18,19,20) gen
mutasyonlandir. Literatiirde yer alan tek gen mutasyonlarina ait bilgiler agagida verilimektedir (Tablo 1)



Tablo 1. Obeziteye neden olan tek gen mutasyonlari

Gen (Mutasyon Yerlegim |Ailesel [Cinsiyet |Yag [Agirhk BMI Referans
Durum (kg) (kg/m?)
1p31 |P K 19 166 85.5 Clement 98
LEPR [G->A S K 13 159 71.5 Clement 98
ekson 16 S K 19 133 52.5 Clement 98
G7013TveC 2p23 |P K 3 30 NA Krude 98
POMC | 7133 ekson3 _
C3804Aekson2| 2p23 |P E 7 50 NA Krude 98
Gly483Arg | 5q15-q21 |P K 3 36 NA Jackson 97
PCSK1 A->C+
intron5
G398delta 7931 |P K 8 86 45.8 Montague 97
kodon 133 C E 2 29 36.6 Montague 97
Cc->T C K 6 32.5 Strobel 98
LEP |kodon 105 P E 22 55.8 Strobel 98
ekson 3 A K M4 46.9 Strobel 98
c K 30 [130 [s49  |Ozata99
CTCT 18q21.3 |P E 4 32 28 Yeo 98
nt 631-634 Fa E 30 139 41 Yeo 98
kodon 211 P K 20 421 Hinney 99
M K 43 37.6 Hinney 99
GATT M K 58 51 Vaisse 98
insersiyon P K 35 57 Vaisse 98
MC4R nt732 N E 24 33 Vaisse 98
kodon 246 N K 11 30 Vaisse 98
S K 34 50 Vaisse 98
C105A P1 K 10 3141 Hinney 99
(Tyr35X) P2 K 17 45.9 Hinney 99
M1 K 31 48.2 Hinney 99
M2 K 36 38.6 Hinney 99

P = hasta; Fa = baba; M = anne; S= kiz kardeg; B = erkek kardes; N = ye§en; C = kuzen A = hala; K =
E=erkek; NA=¢aligilamadi

kadin;
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GEREC VE YONTEM

Incelenen Orneklerin Toplanmasi

Tez galismasinda gereg olarak 40 bireyden alinan yaklagik 5 ml periferal kan drnekleri kullaniimigtir.
Kan ornekleri Gllhane Askeri Tip Akademisi I¢ Hastaliklan B.D. poliklini§ine bagvuran bireylerden
alinmigtir. MC4R gen mutasyonlari familyal otozomal dominant gegis gésterdidi igin kan 6rnegi alinan
her bireyin ailelerindeki obezite durumu da gdzéniine alinmig ve bu bilgiler kayda gegirilmigtir. Toplanan
drneklerin mutasyon taramasi Hacettepe Universitesi Biyoloji Bolimiinde yapiimigtr.

Caliglan 40 vakanin hepsinde gocukluklanindan beri obezite anamnezi mevcuttu ve anne velveya
babalarinda ve/veya ailenin difer fertlerinde obezite hikayesi vardi. Ailesinde ve birinci derece
akrabalarinda obez bulunmayan ve cocuklufunda obezite anamnezi vermeyen kisiler galigmaya
alinmad.

40 vakanin 357 kadin (22-87 yag) ve 5i erkek (18-63 yag) idi. VKI kadinlarda 31-57 kg/m?  ve
erkeklerde 32-57 kg/m? olarak hesaplandi.

Kandan Genomik DNA [zolasyonu

Genomik DNA izolasyonu igin, Yen ve arkadaglan tarafindan geligtirlen DNA izolasyon y&ntemi
degigtirilerek kullanildi (31). EDTA'h tiplere alinan yaklagik 4-5 ml kan drneklerine agagida belirtilen
DNA izolasyon yéntemi uygulandi.

1- 400 pl kan 1.5 ml'lik ependorf tlipl igine alindi.

2-  Ornek Tris- EDTA (TE) tamponu ile 1ml'ye tamamland.

TE Tamponu: 10 mM Tris-HCI, 1 mMM EDTA, Py=8.3

3- Tiipler 12000 pm’de 1 dakika santriflij edilerek deklerin yikanmasi sagland.

4- Ustteki siipernatan atildi ve (izerine tekrar TE Tamponu ilave edildi. Bu iglem 3 kez tekrar edildi.

5- Ustteki siipernatan atidiktan sonra pellet iizerine lizis tamponu ilave edildi. Son hacmi 500 ulye
tamamlamak igin {izerine TE Tamponu ilave edildi.

11



Lizis Tamponu

%10 Sodyum dodesil siilfat 80 pl

1M NaCl 90 pl

10mg/ml Proteinaz K 5 ul

6- Tipler 56°C de 1 saat inkiibasyona birakild:.

7- Tplerin iizerine egit hacimde fenol-kloroform (1:1) ilave edildi.

8- Tiipler 2500 rpm’de 2 dakika santrifilj edildi.

9- Ustteki berrak kisim temiz bir ependorf tiipe aktanid:.

10- Uzerine DNA'nin gBkmesi igin saf etil alkol ilave edildi.

11- Saf etil alkol uzaklagtirildiktan sonra tiiplere %70'lik efil alkol ilave edildi.
11- Tiplerdeki alkol uzaklastinldiktan sonra DNA yaklagik 200 pl steril distile suda ¢6zilda.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu fle MC4R Gen Bolgesinin Gogaltiimasi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), dizisi bilinen bir DNA bolgesinin, uygun primerler yardimiyla in-vitro
olarak gogaltiimasini saglayan tekniktir. Bu teknikte isiya dayanmikli bir bakteri olan Thermus
aquaticus’tan elde edilen Taq polimeraz enzimi kullanilir. Taq polimeraz enzim proteini 85.00 dalton
molekiil agirh§inda olup, polimerizasyon akfivitesini 72 °C’da gtsterir ve 94 °C'de inkiibe edildikten
sonra bile fonksiyonel kalir.

Polimeraz enzimleri akfivite igin serbest magnezyum iyonlanina gereksinim gdsterir. Baganh bir
amplifikasyon igin en uygun magnezyum derigiminin bilinmesi gerekir. Her dNTP'den 0.2 mM
kullanildifinda optimum magnezyum derigimi 1.5-4 mM arasindadir ve bu degerler 0.7-3.2 mM serbest
magnezyum derigimine kargilik gelir.

Baglangigtaki DNA molekilli sayisi, PCR'nin kag déngil uygulanacagim belirler. 1-100 kopya DNA

molekili ile baglaniyorsa 30-45 déngti, 1000-10000 ile baglaniyorsa 20-30 déngii yeterlidir. Bu sayede
¢ok kiigik miktardaki genomik DNA'nin yaklagik olarak 106 kere ¢ogaltiimasi saglanir.
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PCR tekniginin temelinde 3 basamak bulunmaktadr:

1- Yiksek sicaklik ile DNA zicirinin denattire edilmesi,
2- Primerierin kalip DNA (izerinde bulunan kendilerine komplementer bélgeler ile birlegmesi,
3- Isiya dayanikh Taq polimeraz varli§inda DNA'nin polimerizasyonu.

MC4R gen bblgesinin amplifikasyonu bazi modifikasyonlarla birlikte yukanda temel mekanizmasi
agiklanmig olan Saiki ve arkadaglarinin geligtirdigi yonteme gore yapimighr (32). MC4R geni
amplifikasyonu igin kullanilan primer setleri gu sekildedir:

MC4R 5'- AATAACTGAGACGACTCCCTGAC - 3'
MC4R 5'- CAGAAGTACAATATTCAGGTAGGG - 3'
MC4F1 5'-TGAGACGACTCCCTGACCCAG - 3'
MC4F2 5'- CATCACCCTATTAAACAGTACAG- 3'
MCAF3 5'- AGGCTTCACATTAAGAGGATTG - 3'
MC4R1 5'- TACAATATTCAGGTAGGGTAAGA - 3'
MC4R2 5'- TTGGCGGATGGCACCAGTGC - 3'
MC4R3 5'- CACTGTGAAACTCTGTGCATC - 3'

Uygun primer setlerinin eldesinden sonra bu bblgeler dnce cift zincir olarak DNA dizi analizi igin
kullaruldi. Cift zincir mtDNA amplifikasyonu igin primer setlerinin oranlan reaksiyon boyunca egmolar
olacak gekilde hesaplandi.

1 Orek Igin Hazirlanan Reaksiyon Kangimi

10 x reaksiyon tampon 10 ul

25 mM dNTP karigimi 1

Direkt primer 1 ul (100 pmol)
Revers primer 1 wl (100 pmol)
sd H.0 87 ul

Taq DNA polimeraz 0.5 i (2.5 u)

10x reaksiyon tamponu: 10 mM Tris HCI pH 9.0, 50 mM KCl, 1.5 mM MgClz, % 0.1 Tritonx100, 0.2
mg/ml BSA veya jelatin
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Ornekler DNA ¢ift zincirinin agiimasi, olasi proteaz kontaminasyonun onlenmesi ve ekzonikleaz
aktivitesinin ortadan kaldiriimast igin ilk olarak 95°C'de 4 dakika isitildi. Daha sonra sicaklik enzimin
ilave edilebilecedi 85°C’ye digiirtildii ve her tiipe 2.5 U Taq polimeraz ilave edildi. Polimerizasyon
iglemi DNA Thermal Cycler'da agagidaki programa gore gergeklegtirildi.
Program; 94°C 50”

56°C 40’

72°C 1’ olmak {izere 30 dongiiden olusmaktadir.
Son déngiiden sonra yarim kalan reaksiyonlarin tamamlanmast igin 72°C'de 7 dakika tutuldu.
Reaksiyon sonucunda amplifikasyon {riinleri 1 x TBE (Tris—Borik asit-EDTA) tamponu iginde bulunan
%71lik agaroz jelde yiriitildi ve etidyum bromir ile boyanarak UV lambasi altinda olugan PCR

fragmentleri incelendi.
10x TBE Tamponu: 10 mM  Tris, 1 mM  Borik asit, 20 mM EDTA, Py=8.3

Single Strand Conformational Polymorphism (SSCP) Analizi

SSCP teknigi giiniimiizde pek ok hastalia neden olan mutasyonlann ve bilinmeyen mutasyonlarin
bulunmasi igin bir 6n tarama metodu olarak kullaniimaktadir. Bu metod ilk kez Kanazawa ve arkadaglan
tarafindan E.coli F1ATPaz'i izerindeki ¢aligmalarda kullaniimigtir (33).

Metodun prensibi tek zincirli niikleik asitlerin belirli kogullar altinda gbzelti igerisinde baz
kompozisyonuna badli olarak sekonder bir yapi kazanmalarina dayanir. Tek bir niikleotid degisikligi ile
bu yapi degisebilir. Bu da nondenatiire edici kosullar altinda elektroforetik mobiliteyi degistirir. Sekonder
yapiya zincir igi baz eglesmesi neden olur. Tek zincirli DNA molekiiliinin katlanmig yapisimin nasil
olacadi ve bu sekonder yapinin elektroforetik mobiliteyi nasil etkileyecegi 6nceden tahmin edilemez ve
bu konuda teorik bir yaklagim da mevcut degildir (34). Deneyimsel olarak hassasiyetin tahmin edilmesi
zordur. Ciinkli hassasiyet yalnizca mutasyonla de§il mutasyonla interaksiyona giren komsu niikleotid
dizilerine de baghdir. SSCP ile 150-200 niikleotid uzunlugundaki PCR driinleri incelenebilir. SSCP'de
baglangigta radyoakfivite kullanilmasina kargin son zamanlarda yaygin olarak nonradyoaktif metod
kullanimaktadir. Aynica rutin ve hizh uygulamalar igin nonradyoaktif SSCP'nin geligtiriimesi zorunluluk
olmugtur. SSCP'nin glimiig boyama ile yapilmasi uygundur (35).
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SSCP igin 6rmekler 100-500 baz ¢ifti biiytikligiinde PCR driinleri olabilir. lyi sonuglar elde etmek igin
PCR riinli yilksek oranda 0zgiil ve temiz olmalidir. Jelin ylizdesi kullanilan &rnedin molekiller
biyikitgine bagh oimakla birlikte genel olarak su oranlar tercih edilir:

500 bg : % 7.0 (wh)

400 bg : % 7.5 (Wiv)

300 be : % 7.75 (wiv)

200 bg : % 8.0 (wiv)

100 bg : % 9.0 (whv)

% 7.5'luk bir jel dékmek igin agagidaki oranlar kullanihir:
% 40'hk akrilamid sollisyonu 14.0 ml
(49:1 yada 19:1 oraninda haziranir)

10XTBE 7.5ml
APS(%'10 luk) - 300 wi
TEMED 90 w

Distile su ile 75 ml'ye tamamlanarak siiziilir ve havasi alinir. Hava kabarcii olugturmadan iki camin
arasina jel kangtmi dokilir. Polimerlegmesi igin bir saat beklenir.

Orneklerin Yiiklenmesi

Ornekler yiiklenmeden dnce jel bogken bir saat elektroforez uygulanir. PCR driinii egit hacim formamidli
ylkleme gbzeltisi ile kangtiniir ve 94 °C de 5 dakika denatiire edilerek hemen buz tzerine alinrr. PCR
driiniin yogunluguna gore 5-10 ! alinarak poliakrilamid jele ytkienir. Gece boyu sojuk odada (4°C) 10
mA sabit akimda yaklasik olarak 16 saat yiritillir. Sofuk oda kullanilamazsa jele % 5-10 gliserol
eklenmesi daha iyi sonug alinmasini saglar. Gimiis boyama yapilarak bantiar degerlendirilir.

Poliakrilamid Elektroforezi igin camlann hazirlanmasi

1. Camlar % 75'lik etanol ile silinir.

2. Kisa cama 1 ml yapistinc: soliisyon dokiildr. Cama tamamen yayilarak jelin homojen bir gekilde
kisa cama yapigmasi sadlanir.

3. kisa ve uzun camlar tekrar % 75'lik alkolle J'er kez silinir.

4. jelin iki yanina ve alt kismina spacerlar yerlegtirilerek iyice sikigtirtlir.
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5. Jel kangimi hazirlanan iki camin arasina dokilerek tarak yerlestirilir ve yaklagik iki saat polimerize

olmasi igin beklenir.
Poliakrilamid Jel Elektroforezi

lki cam arasina dkillen jel polimerlestikten sonra kristallesmis ire partiklleri temizlenerek dikey

elekiroforez cihazina yerlegtirilir. Alt ve {ist haznelere 1XTBE tamponu doldurulur. Bir saat kadar 6n

elektroforez igleminden sonra émeklere jelin kuyucuklanina uygulanir. Ornekler 550 voltta yaklagik
olarak 6 saat ylritallr.

Giimilg nitrat ile boyama

1. Elekiroforez iglemi tamamiandiktan sonra jel elekiroforez aletinden gikarlarak % 10'luk asetik asit
gOzelisi ile 30 dakika galkalanarak fikse edilir.

2. Fiksasyon iglemi tamamlandiktan sonra jel iki kez 5 dakika ar ile distile su ile yikanir.

3. % 0.1l giimig nitrat ¢dzeltisi iginde 30 dakika galkalanarak boyanir. Gimig nitrat eklenmeden
hemen dnce igerisine % 0.056’lik formaldehit eklenir.

4. Gimig nitrat dokiilerek kisa bir yikama igleminden sonra % 3'lik sodyum karbonat, % 0.056'ik
formaldehit ve 40 pg/ml sodyum tiyosiiifat ¢bzeltisi ile jel develope edilerek bantlarin gbzle goriilir
hale gelmesi saglanir.

5. % 10'luk asetik asit ile boyama iglemi durdurulur.

DNA Dizi Analizi Yontemi ile Mutasyonlann Saptanmasi

Bu tez galigmasinda MC4R gen bblgesindeki mutasyonlannin saptanmasi amaciyla Sanger'in
gelistirdi§i DNA dizi analizi metodundan yarariamimigtir (36). Sanger metodu, DNA Zzincirinin enzimatik
sentezine ve sentezin, 2',3-dideoksiniikleofidirifosfatiar (ddNTP’ler) kullanilarak, 6zgll bazlarda
sonlandinimasi temeline dayanir. Sanger'e ikinci kez nobel 8diilii kazandiran bu teknikte;

1. DNA polimeraz tarafindan uzama igin 6zgiil primer kullanilir.
2. Zincir uzamasi 8zgil bir bazda sonlandinilir.
3. Tek znciri DNA'lar, poliakrilamid jel kullanilarak tek bir nikleotid uzuniuguna dayali olarak

birbirinden ayrilir.

Zincir sonlanmasini saglayan 2,3’ ddNTP'ler, deoksiribozun 3’ konumundaki hidroksil grubunun eksikligi
ile, dNTP'lerden ayrilirlar. ddNTP'ler DNA polimeraz tarafindan uzatilan DNA zincirlerindeki 5'-fosfat
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gruplanna birestirilebilifer. Bununla birlikte, 3’ hidroksil grubunun yokiugu, dNTP ile baganian
fosfodiester bagini kurmayi dnler. Bu durumda, DNA zincirinin uzamasi gergekiesmez. Bdylece DNA
sentezi igin reaksiyon kangiminda dort genel dNTP ile bir ddNTP'nin az miktan bulundugunda bunlar
arasinda zincir uzamasi ve &zgl zincir sonlanmasi rekabeti olur. Dort ayn enzimatik reaksiyonda 4
farkh ddNTP'nin kullaniimastyla kalip zincirin her A, C, G yada T pozisyonlarinda sonlandinian
oligoniikleotid gruplan meydana gefirilir.

Reaksiyon sonunda, olugan drlinleri gériintiilemek radyoaktif izotoplar aracihfiyla DNA molekiild
igaretlenir. Bu izotoplar 3P ve %S'tir. Bu izotoplan yapiya sokmak igin giinlimiizde en gok kullanilan iki
yol vardir: Bunlardan birincisi, bu izotoplan yapisinda y pozisyonunda tagiyan nilkleofidler kullanarak
primerin 5’ ucundan igaretienmesidir. Burada, reaksiyon poliniikleotid kinaz akfivitesi ile katalizlenir. 5
ucu defosforile olan primer oligonilkleotid, kinaz aktivitesi ile fosforile olurken, fosfat vericisl olarak
v32dNTP kullanihr. Boylelikle primer isarefienmig olur. Dizi analizi reaksiyonunda bu primer sentez
kolunun yapisina katlaca§indan analiz driinlerinin hepsi direkt olarak igareti fosfat grubunu
tagtyacaktr. lkinci yol ise, o pozisyonundan igaretii dNTP'ler kullanarak katiima yolu ile igaretiemedir.
Burada enzim, dizi analizi igin kullanilan DNA polimeraz enziminin kendisidir. Yontem igin 6nce, kalip
DNA ile primer oligonikleotid biraraya getirilir (annealing). Ardindan ortama sentez igin gereken tuzlaria
birlikte dort dNTP de eklenir. Bu nilkleotitierden biri, o. pozisyonundan igaretienmig olan o®2P dNTP
yada a®S dNTP'dir. Sonra ortama enzim eklenir ve oda isisinda kisa siiren bir inkilbasyonla igaretii
nikleotidin yapiya katimas: saglanir. Isarelemeden sonra dizi analizi igin gereken zincir sonlanmast
reaksiyonlanna gegilir.

Uriinlerin  ayngtnimas:, yilksek rezolisyonlu denatlre edici poliakrilamid jel elekiroforezinde
gergeklestirilir. Elektroforez mobilitesi en yilksek olan bant primere yada bagka deyisle radyoaktif
elemente en yakin yerde sonlanmig , en kiigiik DNA fragmentidir ve hangi ddNTP ile olugturulmug ise
isaretten yada primerden sonra gelen ilk baz odur. Mobilitesi ilk banta en yakin olan ikinci bant ise ikinci
bazi gdsterir. Bbylelikle aga§idan yukanya dogru mobilitesi giderek diigen bantiarin hangi ddNTP ile
olusturuldukiar belirlenir ve 53 ybniine dogru olan baz dizilimi belirlenmig olur (Sekil 1).
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$ekil.'1” DNA dizi analizi yonteminin gematik olarak gésterilmesi

MC4R gen bblgesinin DNA dizi analizi yoluyla incelenmesi amaciyla kalip olarak tek zincirli
amplifikasyon Griinleri kullaniimigtir. Bu amagla United Biochemical Coorperation firmasinin Version 2.0
Sequencing reaksiyon kiti (USB 70170) kullanimigtir.

Dizi Analizi Reaksiyonu

PCR ve Dizi Analizi reaksiyonlari 500 i lik mikrosantrifijj tiiplerinde gergeklegtirildi.
PCR ir{inil reaksiyon baglangicinda agagtda belirtilen sekilde enzimatik islemden gegirildi.
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PCR iiriin 5ul

Eksoniikleaz | 1 ul
Shrimp alkalen fosfataz 1w
Toplam 7 ul

1- PCR aletinde 37°C’de 15 dakika inkiibe edildi.

2- Eksonikleaz ve SAP, 80°C‘de 15 dakika inkiibe edilerek inaktive edildi.

3- Buiglem devam ederken terminasyon karigimt icin tiipler hazirlanip isimiendirildi, 2.5pl terminasyon
kangimi (ddNTPler) ilave edildi.

4- Primer ve kalibin birlegmesi

Enzimatik iglemden gegirilmig PCR (riinli DNA 7ul
Primer 1
H.0 2ul
Toplam 10

100°C'de 2-3 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tiipler buzlu suya alinarak burada 5 dakika

tutuldu. Bu siire sonunda tiipler buza alind.
5- lsaretleme Reaksiyonu

DNA- Primer kangimi 10
T7 Sequenase reaksiyon tamponu 2
0.1 MDTT 1
1:5 seyreltilmig igaretleme kargimi 2 u
[S] dATP 0.5 pl(5uCi)
T7 Sequenase v2.0 DNA polimeraz 2 u
Toplam 175 W

Kargim oda sicakhdinda 5 dakika inkiibe edildi.
6- Sonlandirma reaksiyonu;
Her terminasyon tiipiine igareieme-reaksiyon karigimindan 3.5ul ilave edildi, kangtnldi ve

37°C'de 5-10 dakika terminasyon reaksiyonunun gergeklesmesi igin inkiibasyona devam edildi.
7- Reaksiyon 4ul durdurma solusyonu ilave edilerek durduruldu.
8- Ornekler jele yiiklenmeden énce 80°C'de 2-3 dakika denatiire edildi. Jelin kuyucuklanna sirasiyla

A, C, G, T tiiplerinden 4.5 p 6rnek yiiklenerek kosturuldu.
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Sekans Jelinin Hazlrlanmaél

Elektroforez igin % 6'lik poliakrilamid jel kullanild:.
100 ml toplam hacimde ;

lire 45 g

akrilamid 57¢g

bisakrilamid 03¢

10x TBE 10 ml olacak gekilde hazirlandi. Manyetik kangtiricida iyice

¢Oziinmesi saglandiktan sonra havasi alindi. 600 p! %10’luk amonyum per silifat ve 45 p! TEMED ilave
edilerek ki cam levha arasina 0.4mm kalinh§inda dokildd. Jelin polimerize olabilmesi igin oda
sicakhiginda 1 saat bekletildi.

DNA Sekans Elektroforezi

Polimerizasyon iglemi tamamlandifinda ortamdaki kristallesmis Gre pargaciklan temizlenerek CONSORT
DNA sekans elektroforezi aletine yerlestirildi. Elektroforez tamponu olarak 1 x TBE kullanildi. Sisteme 70
watt, 1800 volt ve 50mA elektrik akimi verilerek 15-30 dakika 6n elektroforez uygulandi. Bu uygulama
tamamlandiktan sonra jele DNA sekans reaksiyonlanndan 4.5 pl yiklenerek yukandaki elektrik akimi
kogullan uygulanarak rnekler 2.5-3 saat kosturuldu.

Otoradyografi
Elektroforez bitiminde jel, asetik asit-metanol kanigiminda 10 dakika beklefildi. Whatman 3MM kromatografi

ka§idi lizerine alinarak jel kurutucuda 30-45dakika kurutuldu. Jel kuruduktan sonra X iginina duyarli KODAK
X-OMAT filmle kaplandi. 1-2 giin boyu oda sicakhinda karaniik odada tutularak otoradyografisi alind.
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1 agcttccgag aggéagccga tgtgagcatg tgcgcacaga ttcgtctccc éatégcatgg
61 cagcttcaag gaaaattatt ttgaacagac ttgaatgcat aagattaaag ttaaagcaga
121 agtgagaaca agaaagcaaa gagcagactc tttcaactga gaatgaatat tttgaagccc
181 aagattttaa agtgatgatg attagagtcg tacctaaaag agactaaaaa ctccatgtca
241 agctctggac ttgtgacatt tactcacagc aggcatggca attttagect cacaactttc
301 agacagataa agacttggag gaaataactg agacgactcc ctgacccagg aggttaaatca
362 attcagggg gacactggaa ttctcctgece age atg gtg aac tcc acc cac cgt agg
417 atg cac act tct ctg cac ctc tgg aac cgc age agt tac aga ctg cac
465 agc aat gcc agt gag tcc ctt gga aaa ggc tac tct gat gga ggg tgc
513 tac gag caa ctt ttt gtc tct cct gag gtg ttt gtg act ctg ggt gtc
561 atc agc ttg ttg gag aat atc tta gtg att gtg gca ata gcc aag aac
609 aag aat ctg cat tca ccec atg tac ttt ttc atc tgc age ttg gect gtg
657 gct gat atg ctg gtg agc gtt tca aat gga tca gaa acc att atc atc
705 acc cta tta aac agt aca gat acg gat gca cag agt ttc aca gtg aat
753 att gat aat gtc att gac tcg gtg atc tgt age tcec ttg ctt geca tce
801 att tgc agc ctg ctt tca att gca gtg gac agg tac ttt act atc ttc
849 tat gct ctc cag tac cat aac att atg aca gtt aag cgg gtt ggg atc
897 agc ata agt tgt atc tgg gca gct tgc acg gtt tca gge att ttg ttc
945 atc att tac tca gat agt agt gct gtc atc atc tge ctc atc acc atg
993 ttc ttc acc atg ctg gct ctec atg gect tet ctc tat gtc cac atg ttc
1041 ctg atg gcc agg ctt cac att aag agg att gct gtc ctc cecec gge act
1089 ggt gcc atc cgc caa ggt gcc aat atg aag gga gcg att acc ttg acc
1137 atc ctg att ggc gtc ttt gtt gte tge tgg gec cca ttec ttc ctc cac
1185 tta ata ttc tac atc tct tgt cct cag aat cca tat tgt gtg tgc ttc
1233 atg tct cac ttt aac ttg tat ctc ata ctg atc atg tgt aat tca atc
1281 atc gat cct ctg att tat gca ctc cgg agt caa gaa ctg agg aaa acc
1329 ttc aaa gag atc atc tgt tge tat ccc ctg gga ggc ctt tgt gac ttg
1377 tct agc aga tat taa atggggacag agcacgcaat ataggaacat gcataagaga
1432 ctttttcact cttaccctac ctgaatattg tacttctgca acagctttet cttcegtgta
1492 gggtactggt tgagatatcc attgtgtaaa tttaagccta tgatttttaa tgagaaaaaa
1552 tgcccagtet ctgtattatt tccaatgtca tgctactttt ttggccataa aatatgaate

1612 tatgttatag gttgtaggca ctgtggattt acaaaaagaa aagtccttat taaaagcett

$ekil.2 MC4R gen béigesinin nikleotid dizisi, amplifikasyon ve DNA dizi analizi igin kullarulan primerlerin yereri
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BULGULAR

Bu caligmada, 40 obez hastanin ikisinde MC4R gen polimorfizmi saptandi. Bunlarin biri kodon 103te
valin yerine izoldsin gelmesiyle karakterizedir (Sekil 4). Digeri ise kodon 169'da saptanmig olup G->T
polimorfizmidir ve Sekil 8'te gosterilmigtir. Bunlar daha once bilinen ve saptanan polimorfizmlerdir. Bir

hastada ise kodon 274'te heterozigot mutasyon saptanmigtir (Sekil 5).

MC4R geninde ortaya ¢lkan mutasyonlarin taranabilmesi igin, MCAR geni yaklaglk 420 baz cifti
uzunlugunda amplifikasyon iriinii veren MF1-MR3, MF2-MR2 ve MF3-MR1 primer ciftleri kullanilarak
cogaltilmistir. Sekil 3te cogaltimis olan MC4R genine ait bolgeler gosterimektedir. Amplifikasyon

{iriinleri % 1'lik agaroz jelde pBR322/Msp | markiri ile birlikte ydritilerek kontrol edilmistir.
1 5 3 4 5 6

pBR322iMsp | kesimi
fragment uzunluklan
1.803 b

2,627 g

3.402 bt

-~ 420 b

Sekil 3. MC4R geni amplifikasyon Grtinleri

pBR322/Msp | markir DNA

MF1-MR3 primerleri kullanilarak elde edilen amplifikasyon drtni
MF2-MR2 primerleri kullanilarak elde edilen amplifikasyon {irtindi
MF2-MR2 primerleri kullanilarak elde edilen amplifikasyon drind
MF1-MR3 primerleri kullanilarak elde edilen amplifikasyon {irtind
MF3-MR1 primerleri kullanilarak elde edilen amplifikasyon {iriindi

Cogn i e B ==
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PCR ile elde edilen amplifikasyon irtinlerinde mutasyon olup olmadidinin anlagiimast igin SSCP teknigi
ile tarama yapilmigtir. Bu yontemle yapilan taramalar sonucunda kodon 103‘de yer alan mutasyonun
varligr bu teknik ile 6nceden tesbit edilebilmistir (Sekil 4). 4 numarali kuyucuktaki 6rnek 5 ve 6 numarali
kuyucuklardan farkli bir bant paterni gdstermektedir. Kontrole gore farkli olan bant paterni bu bolgede
mutasyon olabilecegini gostermektedir.

12 34 5 8

Sekil 4. SSCP teknigi ile kodon 103'de yer alan mutasyonun gosterilmesi

Hasta (F2-R2 amplifikasyon driinii)
Hasta (F2-R2 amplifikasyon (riinii)
Kontrol (F2-R2 amplifikasyon drtini)
Hasta (F1-R3 amplifikasyon iiriinii)
Hasta (F1-R3 amplifikasyon (rtin)

L

Kontrol (F1-R3 amplifikasyon tirtinti)

DNA dizi analizi yontemi kullamlarak MC4R geninde ortaya gikan mutasyonlar aragtinimigtir. Bu
galismada, MC4R geninde iki farkli polimorfizm saptandi. Bunlarin biri kodon 103'te valin yerine izolsin
gelmesiyle karakterizedir ve Sekil 4'te gosterilmigtir. Digeri ise kodon 169'da saptanmis olup G>T
niikleotid dedisimidir ve Sekil 8'de gosterilmistir. Bir hastada ise kodon 274'te heterozigot mutasyon
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saptanmigtir (Sekil 5). Bu mutasyon hastanin kizkardesinde de bulunmustur. Ancak oglu mutasyon

tagimamaktadir. Bu ailenin soy agact Sekil 7°de gosterilmigtir.

Bu mutasyonunun ve su ana dek rapor edilen diger bazi mutasyonlarin polipeptid zinciri iizerindeki

yerlesimi Sekil 6°da gosterilmigtir.

A €C G T

-G

—lnbmbkﬂnnb—ap_._.

Sekil 5. N274S mutasyonunun gosterilmesi
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Sekil 6. N274S ve diger mutasyonlarin polipeptid zincirindeki yerlegimi

Mutasyon tespit edilen ailenin soy agaci asagida gésterilmigtir.

y — —r
B3y 76y
330 kg/m2 >45 kg/m2
It
52y 2 o
%ﬂgzmz 46 kg/m2. 23 kg.lm2 43 g2 2a ka/m2 >35 Kag/m2 ;
19 kg/m2 ('; £

30y >30kg/m2
>30 kg/m2 20 kg/'rn2 >30 kg/m2: >3U kg/m2 < 30 kg/m2

Sekil 7. Mutasyon tespit edilen ailenin soy agaci



indeks vaka 52 yasinda olup, boy 158 cm agirlik ise 104 kg, BMI 41.7 kg/m? dir. Ablasinda ise boy 160
cm, agirik 110 kg BMI: 43 kg/m2'dir. Her iki kardes de morbid obezdir. Bu hastalarin biyokimyasal ve
hormonal degerleri Tablo 2'de verilmistir. Hastalar dogum kilolarini bilmemektedirler. indeks olgu 7-8
yagindan sonra hizla kilo aldigini, igtahinin fazla oldugunu, 11-12 yaginda 98 kg oldugunu, 20 yaginda
104 kg ve 162 cm boyunda oldugunu belirtmektedir. Mensturasyonun 12 yaginda bagladigini, adlesan
agina (puberteye) normal girdigini belirtmektedir. 26 yaginda evienen hasta 1993'te dogum yapmisg,
dogum sonrasi mensturasyon diizensizlikleri nedeniyle hormon replasman (Klimen tablet) tedavisine
baglanmigtir. Hastada hipertansiyon 1 yil énce saptanmis ve beta bloker (Beloc zoc 50 mg th.1x1)
almaktadir. Diabetes mellitus dykiisii yoktur. Hastanin anne ve babasi akraba (teyze torunlari) olup her
ikisinin de obez oldugu bildirilmigtir.

Hastanin ablasi da gocuklukta obez oldugunu ve normal olarak puberteye girdigini belirtmistir, eviidir ve
gocuklart vardir. Diabetes mellitus tanisi 6 ay énce konmus ve metformin tablet (2x1) kullanmaktadir.
Hipertansiyon 7 yil nce baglamis ve Hyzaar tablet (1x1) kullanmaktadir. 37 yaginda histerektomi
operasyonu gegirmigtir.

Tablo 2'de goriildugi gibi indeks olgunun aglik kan sekeri ve insilin diizeyleri normal olup, lipid
diizeyleri normaldir. Tiroid fonksiyon testleri, ACTH, kortizol ve idrarda serbest kortizol (54 ng/24h)
normaldir. DHEA-SO4 diizeyi normalin altinda bulunmugtur. FSH ve LH hafif yiiksektir ancak estradiol
normaldir. GH ve parathormon ve kalsiyum diizeyleri normaldir. Kemik mineral dansitometrisi (BMD)
normal olarak degerlendirilmistir (T skoru= +0.18).

Abla oral antidiabetik tedavide oldudu igin, glisemi ve insiilin diizeyleri normal olarak saptanmigtir ancak
hiperlipidemisi mevcuttur. FSH ve LH yiiksek, parathormon hafif yiiksek bulunmug ve diger hormon

sonuclari normal olarak degerlendirilmistir.

Hastanin 7 yagindaki oglunda bu mutasyon saptanmamistir ve halen VK ise 19.4 kg/m2dir.



Tablo 2. Kodon 274 A>G Mutasyonu Tespit Edilen Hasta ve Allesine ait Biyokimya ve Hormon

Sonuglar
Hasta (K) Abla (K) | Gocuk (E)
Yas 52 55 7
Boy (cm) 158 160 126
Kilo (kg) 104 110 31
VKI (kg/m2) 1.7 43 19.4
Yag Kitlesi (%22-30) 46.5 471
Glukoz (65-107 mg/dl) 82 73
Ure (15-44 mg/d)) 22 32
Kreatinin(0.5-1.5mg/dl) 0.6 0.8
Kolesterol (150-240mg/dl) 185 255
Trigliserid (50-200 mg/dl) 190 345
HDL Kol. (35-65mg/d)) 38 30
LDL Kol. (60-160 mg/d)) 109 156
VLDL Kol. (0-40 mg/dl) 38 69
Serbest T3(1.8-4.2 pg/ml) 36 38
Serbest T4 (0.8-1.9 ng/dl) 1.2 1.1
TSH (0.4-4.6 mIUL) 14 0.9
FSH (1.9-11.6 mIUL) 171 29
LH (2.5-12.1 mIUL) 129 134
Prolaktin (1.9-25 mg/mi) 141 54
Estradiol (< 30 pg/ml) 477 -
Progestron (0.39-5.4 ng/ml) 0.3 -
Total testosteron (63-120 ng/dl) 20 56.2
DHEA-S0O4 (35-430 pg/d) <30 482
ACTH (<46 pg/ml) 143 16.6
Kortizol (5-25 pg/dl) 175 10.2
Growth hormon (0.06-8.6 ng/ml) 0.21 0.4
Parathormon (12-72 pg/ml) 28.1 84.3
insillin (<30 plU/mi) 15.5 16.2
C peptid (0.9-4 ng/ml) 2 5
Plazma renin aktivitesi(1.5-5 ng/ml) 0.3 76
Aldosteron (8-172 pg/ml) 158.3 17
Idrarda serbest kortizol (10-100 pg/24h) 54 -
Kalsiyum (8.5-10.5 mg/dl) 97 -
BMD (T skoru) +0.18 -
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Sekil 8. Kodon 169'da yer alan G—=>T polimorfizminin DNA dizi analizi ydntemi ile gdsterilmesi
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Sekil 9. MC4R genine ait normal baz dizilimi
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TARTISMA VE SONUG

insan obezitesi genetik ve gevresel etkenlerden kaynaklanan bir hastaliktir ve gagimizda pandemi halini
almigtr. Bugiine kadar yapilan galigmalar obezite gelisiminde genetik faktdrlerin ok dnemli rol
oynadidini gostermistir. Bugiine kadar tek bir gen defektine bagli obezite veya monogenik sendromlar 5
gen bozukluunda ortaya konmugtur. Bunlar leptin, leptin reseptér, prohormon konvertaz 1,
proopiomelanokortin ve melanokortin-4 reseptér gen mutasyonlaridir. Ancak bunlar nadir gériilmektedir.
Aslinda toplumda yaygin olarak goriilen obezite poligenik, yani birgok gen tarafindan kontrol
edilmektedir.Bu nedenle genom taramalan yapilarak obeziteye neden olabilecek lokuslar bulunmaya
caligiimaktadir. Tek gen mutasyonuna bagl obezite bugiine kadar yapilan galismalarda nadir gériilse
de bu hastalann klinik 6zellikleri, hormonal degisiklikleri obezite ve yag dagilimi hakkinda bize biyiik
bilgiler saglamaktadir. O nedenle, bu konudaki aragtirmalar giderek yogunlagmistir.

Bu galismada Tiirk obez populasyonunda MC4R gen mutasyon sikli§i aragtinimistir. 40 obez hastada
yapilan bu molekiiler biyoloji aragtirmasinda bir ailede MC4R geninde heterozigot mutasyon saptandi.
Bu mutasyon MC4R geninde 274 nolu kodonda saptanmistir ve Adenin yerine Guanin gelmesiyle
karakterizedir. Bu mutasyon simdiye kadar diinyada bildiriimemis bir mutasyondur.

Caligma sonunda incelenen 6rneklerin MC4R geninde biri Vall03Ile olmak iizere toplam iki
polimorfizm elde edilmigtir. Diger polimorfizm ise kodon 169'da ortaya gikmaktadir. Ancak incelenen tiim
Orneklerde bu polimorfizm gdzlenmistir. Bugiine kadar birbirinden bagimsiz olarak bes gurubun yaptigi
calimalarda toplam 1136 kiside MC4R gen mutasyonlan taranmistir (22). 771 kisi agin obez (VKI>40
kg/m?) , 315 kisi VKi<30 kg/m? ve 50 kisi VKi=30-40 arasinda bulunmustur. 315 zayif kiside ise ek
mutasyon bulunamamigtir. Bu gruplanin yaptiklan ¢aligmalarda hem asir obezlerde, hem de zayiflarda
lic missense degisiklik, Val103Ile, Thr112Met ve Ile251Leu, ile bir sessiz mutasyon saptanmigtir. Buna
karsilik, sadece 18 agin obez kiside 15 mutasyona ugramig MC4R alleli bulunmugtur (771°de %2.3).

Melanokortin-4 reseptdrii 332 aminoasitli bir protein olup tek bir ekzonu vardir ve 18 nolu kromozomda
kodlanir. MC4R G proteinle etkilesen membrani 7 defa gegen bir transmembran reseptoriidir ve
adenilat siklazi aktive ederek etkisini gésterir. Melanokortin-4 reseptérii alfa melanosit stimule edici
hormon (c-MSH) ile stimiile ediliken agouti related protein (AGRP) ile inhibe edilir. Beyindeki ve
ozellikle hipotalamustaki melanokortin yolunun enerji dengesindeki rolii &nceki galigmalarla
gdsterilmigtir. Melanokortin-4 reseptdriiniin olmamasi durumunda hiperfaji ve obezite gelistigi farelerde
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gosterilmigtir (9). MC4R gen mutasyonuna bagh obezite ilk defa 1998'de heterozigot mutasyon olarak iki
ayn ailede bildirilmigtir (17,18). Bunlar erken yasta baglayan siddetli obez hastalardir. Daha sonra Gu ve
arkadaglari iki missense mutasyon, Hinney ve arkadaglar 9 missense mutasyon tanimlamigtir ve 2000
yilina kadar diinyada en azindan 20 adet MC4R mutasyonu saptanmigtir. Bu nedenle, MC4R gen
mutasyonu tek gen mutasyonuna bagh obezitenin en sik nedenidir ve toplumdaki obezitenin % 3-4'tinii
olugturur. Ancak bugiine kadar MC4R gen mutasyonlu hastalarin klinik 6zellikleri veya fenotipi yeterince
belirtiimemigtir. Ancak 2000 yilinda yayinlanan iki galigma ile (21,22) MC4R gen mutasyonu fenotipi
daha da belirginlegmistir.

MCA4R gen mutasyonu bulunan kadin hastanin klinik &zellikleri ve laboratuar bulgulan Tablo 2'de
verilmigtir. Bu kadin hastada obezite gocukluk ¢aginda baglamistir ve hiperfaji oldugunu belirtmigtir.
MC4R gen mutasyonu saptanan diger hastalarda da gocuklukta erken baglayan obezite mevcuttur
(21,22). Hasta su anda 52 yaginda olup boy 158 cm agirlik 104 kg VKI 41.7 kg/m? dir ve morbid obezdir
ve viicut yag kitlesi ise % 46.5 olup normal degerin (% 22-30) gok Gstiindedir. Aymi gekilde hastanin
ablasinda da morbid obezite vardir. Ancak obezite siddeti leptin gen mutasyonu kadar siddetli degildir
(37).

Diger tek gen mutasyonu tasiyan obezlerde yani leptin, leptin reseptér, POMC ve prohormonkonvertazi
gen mutasyonu tagtyan obezlerde puberte gelisimi ve reprodiktif fonksiyonlar bozuk oldudu halde
MC4R gen mutasyonu tasiyan obezlerde bdyle bir bozukluk bildirilmemistir (21,22). Bu galigmada
mutasyon tespit edilen hastada ve kardesinde de puberte normal ve zamaninda olugmustur ve her
ikisinin de gocugu vardir.

Tiroid fonksiyon testleri, bazal kortizol ve ACTH, FSH, LH, E> diizeyleri normaldir. MC4R mutasyonu
diger hastalarda da tiroid fonksiyonlari, ACTH ve kortizol diizeyleri normal bulunmustur.

MC4R mutasyonlu diger hastalarda Gglisemi ve insilin yiksekligi saptanmigtir (21). Ancak bu
caligmadaki iki hastada da insilin diizeyleri normal sinirlarda bulunmustur ancak hastanin ablasinin oral
antidiabetik tedavisinde olamsi nedeniyle insiilin diizeyinin normal oldugu distinilmektedir.

Bugiine kadar MC4R mutasyonu saptanan ailelerin gounda mutasyonlar dominant gegigli iken bir

ailede (N62S mutasyonu) resesiftir. Calisma kapsaminda mutasyon tesbit edilen ailede de otozomal

dominant gegis gézlenmistir.
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Mutasyon tagiyan hastalanimizda BMD (kemik mineral dansitometrisi), PTH ve kalsiyum diizeyleri
normal bulunmustur. MC4R gen mutasyonunun kemik mineral metabolizmasini bozmadi§i saptanmistir.
Farooqi ve arkadaglan ise BMD'nin arth@ini ileri stirmislerdir (21). Bu nedenle bu konuda ileri

aragtirmalara gerek vardir.

MC4R yetmezli§i olan farelerde boy uzun olmasina ragmen insanlarda belirgin bir boy uzamasi
saptanmamigtir (22). Bizim olgulanmizda da boy normaldir ancak Farooqi, gocuk hastalarda boyun
daha uzun oldugunu rapor etmigtir (21).

Olgularda GH diizeyi ve DHEA.SOq diizeyleri baskili olup bu morbid obezitede gériilebilen bir durumdur
ve MC4R gen mutasyonlarina spesifik degildir. Bu konuda diger mutant hastalara ait bilgi yoktur.

Ozetle, insan MC4R yetmezli§i leptin gen mutasyonunda olduju gibi fare modeline tam olarak
benzememektedir. Benzerlikler reprodiiktif sistemin normal olmasi, puberteye girigin normal olmasi,
hiperfaji olmasidir. Ancak farede boy uzamasi ve hiperinsiilinemi olmasina ragmen bu galigmada tespit
edilen mutasyonlu hastalarin boylan normaldir ve ilging olani birinde insiilin normalken digerinde
Diabetes mellitus vardir. MC4R gen mutasyonlu diger hastalarda hiperinsiilinemi saptanmigtir ancak
diabet bildirilimemigtir (21).

Yukarida belirtilen bulgular ve diger MC4R mutasyonu tagiyan hastalarla yapilan karsilagtrmalar bu
hastalar arasinda bazi benzerlik ve farkliliklarin oldugunu géstermistir. O nedenle daha fazla sayida
hastada galigmalar yapilarak MC4R gen mutasyonuna bagh klinik fenotipin daha iyi belilenmesi
gerekmektedir. Tek gen mutasyonuna bagl obezitenin detayl aragtirimasi insanlarda igtah, viicut
agirhdi ve biiylimenin diizenlenmesindeki molekiiler mekanizmanin ortaya gikanimasinda bilyiik faydasi
olacaktir. Yapilan bu galisma halen devam etmekte olup Tirk toplumunda ne oranda MC4R gen
mutasyonu oldugunun saptanmasi ancak galisma sonuglaninca ortaya gikacaktir.
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OzET

insan obezitesinin gelismesinde genetik faktorlerin potansiyel katkisi obezitenin beg monogenik
formunun tanimlanmasiyla ispatlanmigtir. Bunlar leptin, leptin reseptdri, prokonvertaz 1,
proopiomelanokortin ve melanokortin-4 reseptér genleridir. Melanokortin-4 reseptorii harig bu genlerdeki
mutasyonlar endokrin anormalliklerle birlikte obezitenin sendromik formlarina neden olurlar. MC4R gen
mutasyonlari diger tek gen mutasyonlarindan daha sik (%3-4) obeziteye neden olmaktadir.

Memeli enerji homeostazinin kontroliinde santral melanokortinerjik yolagin dnemi obez insan ve fareler
{izerinde yapilan son genetik ¢alismalarda belirtilmigtir.

Bu calismada, otozomal dominant tipte gegis gosteren obeziteye neden olabilen MC4R gen
mutasyonlarin belirlenmesini amagladik. Bu amagla polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), Single Strand
Conformational ~ Polymorphism (SSCP) analizi ve DNA dizi analizi teknikleri kullamlarak Tiirk
toplumunda otozomal dominant gegisli 40 obez hastada MC4R geninde ortaya gikan mutasyonlarin
taramast yapilmigtir. MC4R geninde, kodon 274'te yeni bir heterozigot mutasyon tespit ettik. Ayrica,
kodon 103 ve kodon 169'daiise iki yaygin polimorfizm de tamimladik.

Heterozigot mutasyonlu hasta ve ablasi morbid obezite, gocukluk ¢a§inda baslayan obezite,
hipertansiyon, normal reprodiiktif fonksiyon ve boy uzunluguna sahipti. Fakat, ablada diabetes mellitus
vardi. indeks vakada aglik kan sekeri ve kemik mineral dansitesi normaldi. Hormon analizleri indeks
vakada normal tiroid testleri, kortizol, ACTH, PRL ve GH diizeyleri oldugunu gdstermistir.Klinik ve
laboratuar bulgular daha 6nce rapor edilen MC4R gen mutasyonlu hastalarla kargilagtiriidiginda, morbid
obezite, normal reprodiiktif fonksiyon, normal tiroid fonksiyon testleri ve hipotalamo-pitiiiter-adrenal aks
olmasi ile benzer Klinik dzellikler oldudu gdriilmiistir. Bununla birlikte, diger mutant hastalarda BMD
artigi olmasina ragmen bizim hastamizda BMD normaldi. Ayrica, rapor edilen diger vakalann aksine

hiperinstilinemi ve boy uzunlugunda artig tespit edemedik.

Bulgularimiz, MC4R gen mutasyonunun Tiirk obez toplumunda 1/40 oraninda obezitenin sorumlusu
oldugunu gésteriyor. Ayrica, bazi klinik 6zelliler daha énce rapor edilen diger mutantiardan farklidir.Bu
nedenle, MC4R gen mutasyonu fenofipinin tamamen tanimlanmasi igin ileri klink gahgmalar

gerekmektedir.
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SUMMARY

The potential implication of genetic factors in the development of human obesity is demonstrated by the
description of five monogenic forms of obesity. These genes are leptin, the leptin receptor,
proconvertase 1, pro-opiomelanokortin and melanocortin-4 receptor (MC4R). Except for MCA4R,
mutations in these genes cause syndromic forms of obesity, associated with endocrin abnormalities.
MC4R gene mutations could be a more frequent (%3-4) cause of obesity than the other monogenes.

The importance of central melanocortinergic pathways in the control of mammalian energy homeostasis
has been highlighted recently by genetic studies in obes humans and mice.

In this study, we aimed to identify MC4R gene mutations which may cause otosomal dominant inherited
obesity. For this purpose we used polimerase chain reaktion (PCR), single stranded conformational
polymorphism (SSCP) analysis and DNA sequencing techniques in 40 otosomal dominant inherited
Turkish obese subjects and screened MC4R gene mutations. We have identified a novel heterozygous
mutation at codon 274 of the MC4R gene. Moreover, at codon 103 and 169 two common polymorphism
also determined.

Patient with heterozygous mutation and her older sister have early onset obesity, hypertension, normal
reproductive function and heigth. But sister has diabetes mellitus. Index case have normal fasting blood
glucose and bone mineral density. Hormon analysis showed that index case has normal thyroid
hormone tests, cortisol, ACTH, PRL and GH levels. When clinical and laboratuary data compared with
previously reported patients with MC4R gene mutations, similar clinical features seem to be morbid
obesity, normal reproductive function, normal thyroid function tests and hypothalamo-pituiter-adrenal
axis. However, our patient has normal BMD despite incresed BMD in other mutant patients. Moreover
we could not detect hyperinsulinemia and increased height contrary o other reported cases.

Our data show that MCAR gene mutation is responsible of obesity as 1/40 in Turkish obese population.

However, some clinical features is different that other previously reported mutant patients. Thus, further
clinical studies are needed to fully characterize the MC4R gene mutation phenotype.
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