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OZET

COCUKLUK CAGI OBEZITESINDE ANNEKSIN A5 GEN
POLIMORFiZMLERININ ROLU

Hayati bir risk olusturan anormal ya da asir1 yag birikmesi olarak tanimlan
obezite, kiiresel ve yaygin bir hastalik olup, morbidite ve prematiir mortalite ile
sonuglanabilen, temel saglik problemlerinden biridir. Cevresel ve genetik faktorlerin,
~ obezitenin gelisimine katkida bulundugu ¢ok iyi bilinmesine ragmen, obeziteye zemin
hazirlayan genetik faktorler hala tam olarak anlagilamamusgtir.

Anneksin (ANXAS), antikoagulatif fonksiyonu olan bir proteindir ve trigliserid
biyosentezinde rol aldifn distintilmektedir. Trigliseridler lipid ve enetji
metabolizmasma dahildir, ANXAS ve lipid metabolizmas: arasindaki iliski, obezite
acisindan dnemli olabilir.

Bu ¢alismada ANXAS geninin iki farkli varyanti olan rs1050606 (-302T>G) ve
1511575946 (-1C>T) polimorfik bolgelerindeki degisimin gocukluk ¢agi obezitesi ile
olan iligkisi degerlendirildi. 200 obez ¢ocuk ve 150 saglikli kontrol dahil edilen bu
galismada TagMan® Hidroliz Prob Kantitatif Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(qPZR) Teknigi kullanilda.

Hasta ve kontrol gruplarina ait genotiplendirme analizleri sonucunda, ANXAS
geni her iki varyantinin da gocukluk ¢agt obezitesi agisindan bir risk faktorii

olusturmadigr goriildii.

Anahtar Kelimeler: ANXAS5, Cocukluk Cagi Obezitesi, Genetik Yatkinlik,

TaqMan® Hidroliz Prob, gPZR



ABSTRACT

THE ROLE OF ANNEXIN A5 GENE POLYMORPHISMS IN CHILDHOOD
OBESITY

Obesity, that is defined as unusual or excessive fat accumulation, is a universal
and a common disease and because of the consequent morbidity and premature
mortality, it is one of the major health concern. Although enviromental and genetic
factors contributing to obesity development are well known, genetic factors
predisposing to obesity are still not clearly understood.

Annexin A5 (ANXAS) is a protein that functions anticoagulative and it is
thought to have a role play in triglycerides biosynthesis. Triglycerides are included in
the lipid and energy metabolism. The relationship between ANXAS5 and lipid
metabolism may be very important for obesity.

In this study, the relation of two different variants of the ANXAS rs1050606 (-
302T>G) and rs11575946 (-1C>T) with childhood obesity were evaluated. TaqMan®
Hydrolysis Probes Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction (qPCR)
Technique was used, in this study included 200 obese children and 150 healthy controls.

As a result of the analysis of genotyping of the patients and the control group,

the both variants of ANXAS gene was not seen as a risk factor for childhood obesity.

Key Words: ANXAS, Childhood Obesity, Genetic Susceptibility, TagMan®

Hydrolysis Probes, gPCR
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1.GIRIS ve AMAC

Obezite, asir1 yag birikimi ile sonuglanan viicut aglrhgmdaki artig ile karakterize
edilmekte olup, tiim diinyada sosyal bir saglik problemi haline gelmistir. Morbidite ve
mortalite ile sonuglanabilen bir hastalik olan obezite, metabolik sendrom, seker
hastalig1, kardiyovaskiiler hastaliklar, yagli karaciger hastaliklari ve kanser de dahil
birgok hastaligin nedeni olmaktadir (Marseglia ve ark., 2015).

Giinlimiizde 6nlenebilir 6liimlerin, sigaradan sonra gelen ikinci 6nemli nedeni
obezitedir. Diinya Saghk Orgiitii (DSO) 1998 Deklarasyonu’nda, modernlesme ve
ekonomik bilylimenin standartlarda artisa yol agarak obeziteyi kiiresel bir epidemi
haline getirdigini, 2002 yilinda ise, 21, yiizyilin en 6nemli saglik sorunu olarak
kalacagmi bildirmistir (Erbas ve ark., 2015). Ozellikle gelismis iilkelerde hizli bir
sekilde goriilme sikligi artan obezite, son zamanlarda gelismekte olan {ilkeler ve az
gelismis tilkelerde de alarm verici boyutlara ulagmistir.

Yagsam tarzina bagli olarak yasanan degisiklikler, enerji alim ve tiiketimindeki
dengesizlikler, diinya ¢apinda, obezite prevalansinin artmasina yol agmaktadir (Seok ve
ark.,2013). Cocukluk ¢ag1 obezitesi pek ¢ok {ilkede biiyiik bir problem haline gelmistir
ve garpict sekilde daha da kotiiye gitmektedir. 1990’11 yillarda Brezilya ve Amerika’da
yapilan ¢alismalarda, her yil tiim gocuk poptilasyonun % 0,5’ i kadar fazla kilolu gocuk
sayisinin popiilasyona eklendigini gostermiglerdir. Kanada, Avustralya ve Avrupa’nin
bazi bélgelerinde bu oran daha yiiksektir ve her yil tiim ¢ocuk popiilasyonunun %1’
kadar obez ¢ocuk sayist artmaktadir (Lobstein ve ark., 2004).

Ulusal Saglik ve Beslenme Inceleme Arastirmalarinin (NHANES) farkli yillarda

(1976-1980 ve 2003-2006) yapmus oldugu ¢alisma verilerine gore, cocuklar arasinda



yasla birlikte obezite prevalansi artmaktadir. Bu prevalans garpict bir sekilde son 25-30
yil igerisinde daha da artmaktadir: 2-5 yas arasi ¢ocuklarda obezite prevalansi % 5’ten
% 12,4°e; 6-11 yas arast ¢ocuklarda % 6,5’tan % 17’ye ve 12-19 yas arasi ¢ocuklarda
ise, % 5’ten % 17,6’ ya ¢cikmugtir. Obez ¢ocuklar, gocukluk ve ergenlik donemlerinde tip
2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar (yiiksek kan basinci ve yiiksek kolesterol dahil)
gibi gesitli saglik problemleri i¢in daha fazla risk grubu igindedirler (Hernandez-
Valeroa ve ark., 2013).

Obezite, multifaktoriyel bir hastaliktir, goklu genler, ¢evresel faktorler ve gen-
cevre etkilesimleri obezitede ve kilo alimina egilimde dnemli bir rol oynamaktadirlar.
Viicut agirhigini belirli bir dizeyde tutmak genetik kontroliin altinda olmasina ragmen,
tek bir gendeki mutasyonlar nadiren siddetli obezite ile sonuglanir. Daha &nce yapilan
galismalar, viicut kitle indeksi (VKI) ya da obezite ve genetik varyantlarin birbirleriyle
iliskili oldugunu ve ‘gegitli yolaklarla baglantili olan genlerdeki polimorfizimlerin,
obezitenin gelisimine katkida bulundugunu gistermektedir (Seok ve ark., 2013). |

Anneksin A5 (ANXAS5) geni ilk kez 1994 yilinda Cookson ve ark.’lar
tarafindan tanimlanmigtir. Daha sonraki yillarda (Van Heerde ve ark., 1999) ANXAS
geninde Kozak sekansi (-1C>T) polimorfizmi kesfedilmistir (Van Goor ve ark., 2005).
Kozak sekans1 polimorfizmi (ref SNP ID rs11575945, -1C>T) genin ekzon 2 bélgesinde
ATG baslama kodonunun yukar1 bélgesinde yer almaktadir ve genin bilinen en yaygmn
polimorfizmlerinden biridir (Hiddink ve ark., 2012; Kenis ve ark., 2003; Van Goor ve
ark., 2005). ANXAS5 geninin yaygin olarak bilinen bir diger polimorfizmi, genin ekzon
I bolgesinde yer alan olan -302 T>G, rs1050606 polimorfizimidir (Miyamura ve ark.,
2011). Son yillarda yapilan caligmalar ANXAS geninin promotor bdlgelerindeki

mutasyonlarin birgok hastalikla baglantili oldugunu rapor etmistir.



Tekrarlayan gebelik kaybi, pre-eklampsi ve gebelikle iligkili trombolik hastaliklar gibi
cesitli hamilelikle ilgili rahatsizliklarda ANXAS geni promotdr bolgesindeki genetik
varyantlarin (6zellikle rs11575945, -1C>T) ciddi bir risk faktorii oldugu belirtilmigtir
(Ota ve ark., 2013).

ANXAS, ¢oziinebilir proteinler olan anneksinlerin en kiiglik tiyesidir, Ca*?
bagimli olup, negatif yiikli fosfolipidler igeren -6zellikle fosfotidilserin- hiicre
membranina baglanirlar (Carmeille ve ark., 2015).

ANXAS proteini, ANXAS geni tarafindan kodlanan plasental, antikoagulant bir
proteindir. Normalde plasental villuslarda olusur ve ekspresyonunun antifosfolipid
antikorlarin (aPL) varliginda azaldifi gozitkmektedir. ANXAS, plateletlerin yiizeyinde
bulunan anyonik fosfolipidlere baglanarak, pihtilasmayr engelleyici olarak fonksiyon
gormektedir. Bol miktarda normal plasentada eksprese olmaktadir ve kodlanan genler
kompleks bir promotor bolgesine sahiptir (Hayashi ve ark., 2013). ANXAS geninin
promotdr bélgesindeki tekli niikleotit polimorfizimleri (SNP) tekrarlayan gebelik kaybi
(RPL) ile son derece iliskilidir ve M2 (A-C-C-A) hap.lotipini tagtyan kadinlarda,
tasimayanlara gore 2,42-kat gebelik kaybi riski daha yiiksektir. ANXAS geninin (SNP:-
302T>QG) 5°- gevrilmemis bolgesindeki bir SNP, Japon kadmlarda RPL’nin temel bir
risk belirleyicisi olarak hizmet etmektedir (Miyamura ve ark., 2011).

ANXAS’in trigliserit biyosentezinde rol oynayabilecegi disiintilmektedir.
Trigliseridler, lipit (ya) ve enerji metabolizmasina dahildir ki obezitenin
degerlendirilmesinde gok ©nemli olduklart bilinmektedir (Seok ve ark., 2013). Bu
¢alismanin amaci, gocukluk gag1 obezitesinde énemli bir yer tutacagini diistindiigimiiz
ANXAS geni promotdr bolgesinde bulunan yaygin iki genetik varyanti olan rs1050606

ve rs11575945 polimorfizmlerinin obezite ile olan muhtemel iliskisini incelemektir.



2.GENEL BILGILER
2.1.0BEZITE NEDIR?

Obezite, sozciik anlami olarak latince ‘obezus’ kelimesinden tiiretilmistir.
Sisman karsilifi olarak kullanilan ‘obezus’ iyi beslenmis anlamina gelmektedir.
Ingilizce’de ise ‘obesity’ sismanlik, ‘obese’ sisman ve ‘overweight’ fazla agirlik, tartida
fazla gelen miktar anlamlarina gelmektedir. Genel olarak obezite, enetji aliminin enerji
tiiketimindén fazla oldugu durumlarda ortaya ¢ikan klinik bir sablon olarak ifade
edilmektedir (Ergiil ve Kakim, 2011).

Diinya Saglik Orgiitiine (DSO) gore ise, ‘obezite saglig bozacak sekilde viicutta
anormal ya da asir1 yag birikmesi olarak’ tanimlanmigtir.

Obezite; kalp hastaligy, tip 2 diyabet, hipertansiyon, inme, belirli tipte kanserler
(endometrial, meme, prostat, kolon, vb), dislipidemi, safra kesesi hastaliklari, uyku
apnesi ve diger respiratuar problemler, osteoartrit gibi hastaliklar ile tiim sebeplere bagli
mortalitede artis, fertilitede azalma, duygusal gerginlik ve toplum tarafindan
damgalanma gibi ¢esitli fiziksel ve psikolojik komplikasyonlara yol agmaktadir
(Baltact, 2008).

Cocukluk ¢agi obezitesi, kiiresel boyutlarda ciddi bir halk saglidi problemidir ve
pek cok iilkede prevalansi alarm verici seviyelere ulasmistir (Rex ve ark.,, 2014).
Cogukluk ¢ag1 obezitesinde goriilen bu artis Ozellikle gelismis iilkelerde
gozlemlenmektedir. Son yillarda obezitedeki bu artisin genellikle genetik faktdrlerden
ziyade gevresel ve yasam tarzina bagl faktorlerden kaynaklandigi diistiniilmektedir

(Rathnayake ve ark., 2014).



DSO verilerine (Ocak 2007 ) gére, Avrupa Birligi Ulkeleri’'nde 14 milyon gocuk
fazla kiloludur. Cocukluk ¢ag1 obezitesi, 21. yiizyilda besin ve pediatrik bakimdan yiiz

yiize kalinacak en biiylik zorluklardén biri olacag1 diistiniilmektedir (Sekil 2.1.), (Pysz

ve ark., 2014),

Sekil 2.1. Okul Cag1 Cocuklarinda Obezite (http://www.weightlossbucket.com/)

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar obez ¢ocuk ve addlesanlarin, muhtemelen
yetigkinliklerinde de obez olacagi gériigindedirler. Bu yiizden yetigkinlerde oldugu
kadar da obezite ¢ocuk ve adolesanlar i¢in de ciddi bir risk faktorii olmaktadir. Tki
yagindan daha 6nce obez olan g¢ocuklarin yetiskin olduklarinda obez olma ihtimalleri
daha yiiksek olmaktadir (Marseglia ve ark., 2015).

Cocukluk ¢aginda goriilen bu yiiksek oranlardaki fazla kilo ve obezite, birgok
saglik sorununu da beraberinde getirmektedir. Psiko-sosyal problemlerden kan basici,
kolesterol, trigliserit ve insiilin direnci gibi kotli metabolik etkilere neden olabilmektedir

(De Onis, 2014).



2.1.1.Viicut Kitle indeksi

Viicut kitle indeksi (VKI), fazla kilolu ve obez bireyleri siniflandirmak igin
yayginlikla kullanilan ve kilo boy oranini veren basit bir indekstir. Bu indeks, herhangi
bir kisinin kilogram cinsinden agirligimin, kisinin metre cinsinden boyunun karesine
bsliinmesi [(Agirhk) kg / (Boy) m?] ile hesaplanmaktadir. VKI, gerek cinsiyet gerekse
tiim yas gruplarina sahip bireylerde ayni sekilde kullanilmasi agisindan popiilasyon
seviyesindeki fazla kilolu ve obezite dlglimlerinde en kullanigli veri olarak tercih
edilmektedir. Ancak bununla birlikte VKI bulgulari kabaca bir yol g&sterici olup, farkli
bireylerdeki ayni sismanlik derecesini ifade etmemektedir (DSO, 2015).

DSO tarafindan belirlenen VKI limit degerleri ve ko-morbite riski Tablo 2.1.’de
gosterilmistir. Ancak VKI degeri, viicutta yag dagilimi hakkinda bilgi vermemektedir
(Crtil ve ark., 2015). VKI ve viicut yag igerigi arasindaki iligki viicudun yapisi ve
oranina gore farklilik gostermektedir. Aksine, kardiyovaskiiler hastaliklar ve diger
kronik hastaliklarin risk faktorlerindeki degisiklikleri belirlemede kullanilan karinin ig
kismu (intra-abdominal) ya da gébek gevresindeki yag birikiminin 8lgtim degeri, VKI
degerlerine gore bu tip hastaliklar igin daha uygun goziikmektedir. Bu yiizden,
obezitenin tanimlanmasinda merkezi bir yag birikiminin degerlendirilmesi biiyiik

oranda daha yardimci olacaktir (Chan ve Woo, 2010).



Tablo 2.1. Viicut Kitle Indeksine Gére Fazla Kilolu ve Obez Bireylerin
Siniflandirilmasi (Chan ve Woo, 2010)

Siniflandirma VKI (kg/m?) Ko-Morbite Riski
Diisiik kilolu <18.5 Diistik

Normal kilolu 18.5-24.9 Ortalama

Fazla kilolu 25-29.9 Artma

Obez sinif'1 30-34.9 Orta

Obez sif 11 35-39.9 | Siddetli

Obez sinif 11T =40 Cok siddetli

DSO’ye gore, VKI degeri 25 ve daha fazla olanlar fazla kilolu, 30 ve iistiinde
olanlar ise obez olarak degerlendirilmistir.

Cocuk ve addlesonlarin fazla kilolu ve obez siniflandirmasi yapmak igin farkl
olciitler ve tamimlar kullanilmaktadir. Kullanilan standartlar fazla kilolu/obez yetiskin
birey tanimlamasinda degerlendirilen 6lgiitlerden farklilik gdstermektedir. Fazla kilolu
ve obez gocuklar1 tanimlayabilmek i¢in, uluslararas: standartlarda kabul edilebilen, 6zel
Olgiimler, referans popiilasyon degerleri ve yas ve cinsiyete 6zel limit degerleri
tanimlanmugtir (Cole ve ark., 2000). Cocukluk ¢ag1 VKI, biiyiik oranda yasla birlikte
degismektedir. Yeni doganda, ortalama 13 kg/m*den daha diigtiktiir, | yasinda 17
kg/m”’ye kadar ¢ikar, 6 yasinda 15,5 kg/m®ye diiser, sonra 20 yasinda 21 kg/mz’ye
cikmaktadir. Yasla baglantili olan limit degerleri agik bir sekilde gocuk obezitesini
tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Ayni temel prensibe dayanan farkli yaslardaki ¢ocuk
obezitesini tanimlamaya yonelik farkli yontemler ve referans yiizdelikler (persentil) de

kullanilmaktadir (Sekil 2.2.). Oregin, ABD’de fazla kilolu ve obez gruplari



tanimlamak icin, kendi belirledikleri yas ve cinsiyete bagl ulusal arastirma verilerine
gore, 85. ve 95, VKI persentil degerleri limit degerler olarak kullanmaktadirlar (Cole ve
ark., 2000). VKI persentil egrisi >85 persentil olan gocuklar agir1 kilolu, >90 persentil
olanlar ise obez olarak smiflandirtlmaktadir. Ayrica, yasa gore viicut agirligi, boya gore
agirlik, deri kivrim kalinliginin 8lgimii ve yag igerigi bakimindan viicut kompozisyonu
da ¢ocuklarda obeziteyi tanimlamaya yonelik kullanilan metodlardandir (Babaoglu ve

Hatun, 2002).



Tablo 2.2. Cocuk ve Adblesanlarda Yasa-Cinsiyete Bagl Fazla Kilolu/Obez Tanimi
Olgiit Kriterleri (http://www.hsph.harvard.edu/, 2015)

Organizasyon Cocukluk Cag Obezitesi Smir Degerleri
Tanimlar
Diinya Saghk Orgiitii DSO Cocuk Biiyitme Standartlari (Dogum-5 Yay)
(DSO)

Obez: VKi >3 Standart Sapma DSO Biiyiime
Standart Ortalamasinin Ustiinde

Fazla Kilolu: VKI >2 Standart Sapma DSO
Biiyiime Standart Ortalamasinn Ustiinde

Diisiik kilolu: VKI <2 Standart Sapma DSO
Biiyiime Standart Ortalamasinin Altinda

WHO Referans 2007 (5-19 Yas)

Obez: VKi >2 Standart Sapma DSO Biiyiime
Standart Ortalamasimin Ustiinde

Fazla Kilolu: VKI >1 Standart Sapma DSO
Biiyiime Standart Ortalamasinin Ustiinde

Diistik Kilolu: VKI <2 Standart Sapma DSO
Bilyiime Standart Ortalamasinin Altinda

A.B.D. Hastalik CDC Biiyitme Cizelgesi
Kontrol Ve Onleme
Merkezi (CDC) 2-19 yas arasi ¢ocuklarda, yas ve cinsiyete bagh VKI
degerleri

Obez: VKI 95, Yiizde
Fazla Kilolu: VKI 85. Yiizde <95. Yiizde
Normal Kilolu: VKI 5. Yiizde <85. Yiizde

Diisiik Kilolu: VKI < 5.ylizde
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2.2.0BEZITE EPIDEMIYOLOJISI

Cocukluk ¢ag1 obezitesi, epidemik boyutlara ulagmistir ve diinya capmnda
milyonlarca gocuk ve addlesanin sagligini tehdit eden major bir rahatsizlik olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Diinyada obezitenin en yaygin olarak goriildiigii tilkelerden biri
olan ABD’de, elde edilen verilere gére, pediatrik ve adtlesan popiilasyonun yaklasik
%17’sinin obez yani sisman oldugu diistiniilmektedir (VII: kg,/m2 > 95. persentil ). Ote
yandan benzer raporlara dayanarak, %2 ila %7°lik bir kismin ileri derecede gok siddetli
obez kategorisinde (VKI: kg/m* = 95. persentil obez bireylerin %120’si. ) yer aldigini
gormekteyiz (Michalsky ve ark., 2015).

Diinya Saglik Orgiitiine (DSO, 2015) gore, 1980°li yillardan bu yana obezite
diinya ¢apinda sikintili olmaya baglamistir. 2013 yilinda 5 yagin altindaki 42 milyon
cocuk, asirt Kilolu ya da obez olarak belirlenmigtir. 2014 yili verilerine gore, 18 yas ve
{istli, 1.9 milyardan fazla gen¢ asir1 obez yani fazla kilolu, bu gencler icerisinden 600
- milyondan fazlasi obez olarak belirlenmistir, 2014 yilinda, 18 yas ve izeri genglerin
%39°u asir1 kilolu, %13°1i ise obezdir. Diinyanin pekgok iilkesinde yasayan asiri kilolu
ve obez insanlar, normal agirliklarinin altinda ve normal kilolu insanlara nazaran daha
yiiksek 6liim riski tasimaktadirlar. unutmayalim ki obezite 6nlenebilir bir hastaliktir!!!

Yapilan bagka bir tahmine gore 2030 yilinda ABD’de yasayan insanlarin %901
fazla kilolu, bunlar arasindan ise %50°nin obez olacagi degerlendirilmigtir. Bu anlamda
artan obezite hastalarnin sayisina bagli olarak beraberinde organ yetmezligi ve organ
nakli i¢in bekleyen hastalarin sayisinda meydana gelecek artistan endise edilmektedir.
(Marszalek ve ark., 2015).

Diinya ¢apinda, yaklasik 43 milyon okul 6neeki ¢ocugun fazla kilolu ya da obez

olacagi tahmin edilmekte olup, 92 milyonunun ise, fazla kilolu olma riski altinda oldugu
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ifade edilmistir (De Onis ve ark., 2010). Afrikali Amerikan ve Ispanyol toplumlarina ait
kiiltirlerde yetisen ¢ocuklarda fazla kilolu ya da obez olma riski giderek artmaktadir.
ABD’de yapilan yeni bir ¢alisma gostermektedir ki, anasinifi ¢agindaki g¢ocuklarin
%12.4°1i obez, %14.9°u ise fazla kiloludur. Ayn1 zamanda ¢alismada, 5 yasindaki fazla
kilolu ¢ocuklarin, 14 yasina geldiklerinde normal agirliktaki akranlarina gore 4 kat fazla
obez oldu@unu saptamistir ve daha sonraki yaglarinda obez olan ¢ocuklardan yaris: fazla
kilolu sinirinda, dortte Ugli ise, VKI hesaplamasina gore %75. persentilin iizerinde

bulunmustur (Pulgaron ve ark., 2014).
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America's Region

1, Venezuela (33.6%)*
2. Trinidad & Tobago (33.5%)
3 USA(33.2%)

<5%
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25+%
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Sekil 2.2. 18 Yas- Alt1 Erkek Cocuk ve Addlesanlarda Fazla Kilolu/Obezite Prevalansi
ve Her Bir Bélgede Yer Alan En Yiiksek Yiizdelere Sahip U¢ Ulke (Wordobesity.Org,

2015)
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5-0.9% 2 'sﬂemlﬁmml
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Sekil 2.3. 18 Yas- Alt1 Kiz Cocuk ve Adélesanlarda Fazla Kilolu/Obezite Prevalansi ve
Her Bir Bolgede Yer Alan En Yiiksek Yiizdelere Sahip Ug Ulke (Wordobesity.Org,
2015)

Sekil 2.2. ve Sekil 2.3.’de diinya genelinde 18 yas ve alt1 kiz-erkek ¢ocuklarda
obezite goriilme sikliklari resmedilmistir. Sekillerde ifade edilen agik maviden koyu
kirmiza dogru giden renk skalasinda agik/koyu mavi ile gosterilen bolgeler obezite
acisindan sikintili olmayan iilkeler olup, parlak kirmizi ile ifade edilen bolgeler
obezitenin dramatik boyutlara ulagtiinin gosterildigi tilkeleri temsil etmektedir. Her iki
sekilde de Tiirkiye % 10-14,9 yiizdelikle koyu mavi bélge kusaginda yer almaktadir.

Ulkemizde gocukluk ¢agi obezitesinin goriilme siklii son 20 yilda %6-7’den

%15-16"ya ciktig1 diisiiniilmektedir. Ozellikle 4-11 yaslarinda baslayan obezitenin,
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yetigkin dénemde de devam etmesi halinde hipertansiyon, kalp hastaliklar: ve diyabet
gibi birgok hastaligi beraberinde getirdigi bildirilmektedir (Metinoglu ve ark., 2012).
Obezitenin giderek yayginlagsarak halk saglifi sorunu haline gelmesi, tiim
diinyada obezite ile miicadele galismalarinin baglamasina neden olmustur, DSO Avrupa
Bolge Ofisi tarafindan Avrupa Kitasinda, fazla kilolulugun yetiskinlerin %30-80’ini
etkisi altina aldig1, ¢ocuklarin ve addlesanlarin yaklasik %20’sinin fazla kilolu oldugu
ve bunlarin {igte birinin obez oldugu belirtilmektedir. Ayni sekilde lilkemizde de saglik
bakanliginca ylirlitiilen ¢alismalar mevcuttur. Saglik bakanlifinin, Hacettepe
Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Beslenme ve Diyetetik Bliimii ve Ankara
Numune Egitim ve Arastirma Hastanesince yliriitilen “Tiirkiye Beslenme ve Saglik
Aragtirmasi-2010” 6n ¢alisma raporuna gore Tlirkiye’de; 0-5 yasta obezite sikligi % 8,5
(erkek %10,1, kiz %6,8), 6-18 yasta obezite siklig1 % 8,2 (erkek %9,1, kiz %7,3) olarak
bulunmustur. Bunlar arasindan, 0-5 yasta fazla kilolu olanlar %17,9, fazla kilolu ve
sisman olanlar %26,4 ve 6-18 yasta fazla kilolu olanlar %14,3, fazla kilolu ve sisman

olanlar %22,5 olarak bulunmustur (T.C. Saglik Bakanligi, 2015)

2.3.0BEZITE ETiYO-PATOGENEZI

Obezite, ciddi ve kronik bir hastaliktir. Genetik ve ¢evresel fakttrlerin birbiriyle
etkilesimi sonucu meydana gelen ve viicutta olmasi gerekenden fazla yag dokusunun
birikmesi nedeniyle olusmaktadir. Obezite etiyolojisini etkileyen pek ¢ok faktér vardir.
Obezitenin gelismesinde rol alan en dnemli risk faktorleri igerisinde; fazla enerji alimy,
yetersiz enerji tiiketimi, diigtik yag oksidasyonu, psikolojik stres, sosyoekonomik gelir

dugtikligi, fiziksel aktivitede azalma, beslenme aligkanliklari, yas, cinsiyet, egitim
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diizeyi, evlilik, dogum sayis1 ve genetik yatkinlik yer almaktadir. (Altunkaynak ve
Ozbek, 2006; Baltaci, 2008; Ergiil ve Kakim, 2011),

Mevcut obezitenin bu kadar gok yaygin hale gelmesinin nedeni, enerji alimi ve
fiziksel aktiviteler de dahil, enerji harcanmasi1 arasindaki dengesizliklerden
kaynaklanmaktadir. (Wijnhoven ve ark., 2014). Viicutta enerji alimi ve yakimi bir
denge halinde olmalidir. Obezite pozitif enerji dengesinin bir sonucudur. Yani, alinan
enerji harcanan enerjiden fazla ise, enerjinin depolanmasi soz konusudur ki ilk olarak bu
enerji fazlahig lipidler (yaglar) halinde beyaz adipositlerde (beyaz yag hiicreleri)
depolanmaktadir. Enerji dengesi, besin tiiketimi ve fiziksel aktivite tarafindan
saglanmaktadir. Ayn1 zamanda bunlara ek olarak enerjinin 1siya donlistimi seklinde
enerjinin harcanmast stz konusudur. Bu hiicrede iki sekilde gerceklestirilir. 11k olarak
mitokondrice zengin kahverengi yag hiicrelerinde kahverengi yag seklinde temel
termogenez yolu ile, daha agik renkli kahverengi yag hiicrelerinde ise beyaz yag
seklinde indiiklenebilir termogenez yolu ile saglanmaktadir. Termogenez, egzersiz,
diyet ya da soguya maruz kalma gibi olusturulan yanitlarda hiicrelerin bizzat kendileri
tarafindan ya da sempatik sinir sistemi yolu ile tetiklenmektedir (Claussnitzer ve ark.,
2015).

Adipoz (yag) doku, ilk baglarda enerji depolanmasi, mekanik ve 1s1 yalitimi igin
ve aym zamanda termogenezin diizenlenmesine katilan pasif bir rezervuar olarak
diistiniilmekteydi. Ancak simdilerde yag dokunun hali hazirda ‘adipokinler’ olarak
bilinen ¢esitli biyoaktif peptidlerin sentezlenmesinde ve saliniminda rol aldiklart
bilinmektedir. Adipokinler, hem otokrin/parakrin hem de endokrinel seviyede hareket
etmektedirler. Adipokinler, glukoz ve lipid metabolizmasinin, enetji hemostazinin,

beslenme davraniglarinn, insiilin duyarliligs, inflamasyon, immunite, adipogenezis (yag
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hiicrelerinin olusumu), vaskiiler fonksiyon ya da koagulasyonun diizenlenmesine
katilmaktadirlar (Smitka ve Maresova, 2015).

Yag doku, yag hiicrelerinin yanisira stroma vaskiiler fraksiyon olarak
adlandirilan endotel hiicreler, sinir hiicreleri, immiino-komponent hiicreler tzellikle
monosit, makrofaj, T ve B lenfositleri, yag dokusu tlirevli kék hiicreleri ya da
farklilasmanus yag dokusu Onciil hiicreleri igeren diger hiicre tiplerini de igermektedir
(Smitka ve Maresova, 2015; Vieira-Potter, 2014). Bu farkl hiicre tipleri arasindaki
denge, enerji hemostazinin siirdiiriilmesi ile yakindan iligkilidir. Bir yag hiicresinin
biiytikltigii, ebati, sayist ve lemfositlerin polarizasyonu ve monositlerin infiltrasyonu
metabolik ve obezite iliskili hastaliklarla ¢ok yakindan baglantilidir (Vieira-Potter,
2014).

Coklu hormonlar, mide-iligkili hormonlar, adipokinler ve digerleri de dahil
obezitenin diizenlenmesi ve fizyopataolojisi ile iliskilidirler. Girelin, mideden salinan
bir peptit hormondur. Girelinin periferik olarak oreksijenik hormon gibi hareket eftigi
ve .ayrica istah agici ozelligi oldugu bilinmektedir. Yapilan bir ¢ift-kor gapraz
calismasinda, saglikli goniilliilere damardan girelin verildiginde agik biife bir kahvaltida
besin alimlarint %30 oraninda arttirmislardir. Diger tiim mide tlirevli hormonlar
anorektik ajanlar olarak i goriirler ve bu hormonlar besin  aliminin
sinirlandirilmasindan Sorurﬁludurlar, tokluk hissi vererek, asir1 gok yemenin bir sonucu
olan hiperinsiilinemi ve insiilin direnci gibi hastaliklardan kagmilmasmi saglarlar. Diger
anorektik yani besin alimm sinirlandiricr Snemli mide hormonlary, peptit Y'Y,

kolesistokinin, oksintomodulin, glukogon benzeri peptit-1’dir (Kaila ve Raman., 2008).
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2.4.0BEZITE GENETIGI

Viicutta hayati bir risk olusturan ‘anormal’ ya da ‘asiri yag’ birikimi olarak
tanimlanan obezite (DSO, 2012), ii¢ etmenin sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir: Genetik
program, ¢evresel faktrlerin etkisi ve bu iki etmen arasindaki etkilesimdir (Poveda ve
ark., 2014). Obezitede genetik faktorlerin etkisini ortaya koymak igin ¢ok ayida aile
calismalari, ikiz galismalari, aday gen galismalari, genom ¢apinda baglanti ¢aligmalart
ve hayvan modelleri g;ahsmalafl gerceklestirilmistir (Ates ve Karakus, 2015).

Daha ¢nceden yapilmis olan hem akraba hem de ikiz caligmalari gore,
obezitenin gelismesinde genetik etkilerin 6nemi giicliidiir. Ancak bununla birlikte, temel
olan belli bagh genlerin ¢ogu heniiz bilinmemektedir ve birkag varyant kesin olarak
belirlenmistir. Genom Capinda Iliskilendirme Calismalarini (GWAS) kullanarak son
zamanlarda, obeziteye zemin hazirlayan genlerin belirlenmesinde belirgin ilerlemeler
kaydetmistir (Poveda ve ark., 2014).

Daha once yapilmis olan galismalar viicut agirhfinin, genetik kontrol ile
yakindan iliskili oldugunu gostermistir. Genetik etkiler bazal metabolizma iizerinde
kisiden kisiye farklilik gostermektedir. Bundan dolayr bazi kisiler obeziteye daha
yatkindir. Obez anne babalarinin gocuklarinin obez olma ihtimali %80 iken bu risk
normal anne babalarin gocuklarinda %15°tir. Rankinen ve arkadaslari, viicut kitle
indeksi (VKI, kg/in®), bel ¢evresi ve yagl viicut kitlesinin determinantlari olarak, farkl
calismalarda belirlenmis olan ¢ok sayida tek niikleotit polimorfizmlerini (SNPs) bir
derleme halinde sunmustur. Bununla birlikte, viicut kitle indeksi ile alakali en giiglii
genetik Ongoriilerden biri, FTO (yag kitle ve obezite iliskili gen) geninin genetik
varyantlaridir ve obezite ile alakali tiim kalitimin sadece % 1 ‘ini bu genin varyantlari

agiklamaktadir (Kntipel ve ark., 2013).
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Coklu aday genler obezite patogenezinde rol oynamaktadir: Ozellikle beta-3
adrenerjik reseptor geni, peroksizom ¢ogaltict aktive edici reseptér gamma 2 geni,
melanokortin-4 reseptor geni ve diger genetik polimorfizmler katkida bulunmaktadir
(Kaila ve Raman., 2008).

Hotta ve ark.’lar1, Japon toplumunda, SEC16B, TMEM18, GNPDA2, BDNF,
FAIM2 ve MC4R geni polimorfizmlerinin obezite ile iligkisini incelemistir. Calismadan
elde edilen veriler gre, SEC16B ve TMEMI18 genlerine ait SNP’ler Japon toplumunda
arpici bir sekilde obezite ile iligkili oldugu bulunmustur. GNPDA2, BDNF, FAIM2 ve
MC4R genlerindeki genetik varyantlarin ise, obezite ile baglantili olabilecegini
gostermisglerdir (Hotta ve ark., 2009).

Genetik faktorlerin obezite geligimini etkiledigi ¢ok agik bir sekilde ifade
edilmistir ve obezitenin genetik arka plani g¢ofunlukla tam olarak agiklanamamistir.
MTMRY (miyotiibiilarin-iligkili protein 9) hipotalamusun lateral hipotalamik alaninda,
paraventrikiiler niikleusta ve kavisli niikleusunda lokalizedir ki, hipotalamus besin
alimmm diizenlendigi merkezdir,. MTMRY geninin ekspresyonu diyet yoluyla
diizenlenmektedir. Bu nedenle MTMR9’un obezite ve genetik yatkinlik agisindan
iliskisi arastirilmistir. Yapilan g¢alismaya gore, MTMRO geninin birkag varyant:
calisilmig olup, 1s2293855 genotipinin obezite ile baglanttli oldugu rapor edilmistir ve
obezitenin tedavisinde kullanilabilecegi ileri stirilmektedir (Yanagiya ve ark., 2007).

Genel olarak obezite, ii¢ genetik kategori altinda siiflandiriimaktadir.
Monogenik obezite, tek gen mutasyonu, insersiyon ya da delesyon ile (6rnegin,
leptin/melanokortin yolagmdaki bir mutasyon siddetli obezite ile sonuglanmaktadir)
iliskilendirilmistir. Sendromik obezite, zeka gerili§i (mental retardasyon), dismorfizm

ya da Prader-Willi sendromu gibi organ-spesifik gelisimsel anomolileri bu gruba
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dahildir. Poligenik obezite ise, ¢oklu genetik, sosyal, davranis ve gevresel faktorlerin

tiimiiniin etkilesimi sonucu meydana gelmektedir (Kupca ve ark., 2013).

2.4.1.Monogenik Obezite

SNP’ler, bir gen tarafindan kodlanan proteinin islevini 6nemli 6lgiide
bozduklarmda mutasyon olarak adlandirilmaktadirlar. Sayet kodlanan bu protein,
patojenik olarak 6nemli ise, bu mutasyon cevresel fakttrlerden bagimsiz olarak
monogenik bir hastaliga neden olmaktadir (Semerci, 2004). Cok nadir olarak goriilen ve
genellikle g¢ocukluk caginda ortaya ¢ikan tek bir genin neden oldugu obezite,
monogenik (Mendeliyen genetik) obezite olarak adlandiriimaktadir (Clement ve Ferre,
2003). Giintimiize kadar, yaklasik 200 obezite vakasi tek gen mutasyonlar: ile
iliskilendirilmis olup, bu mutasyonlar ile baglantili 11 ayr1 gen tanimlanmustir.
Monogenik obezite, gocuklarda belirgin bir sekilde fenotipte karekterize gostermektedir
ve genellikle endokrin hastaliklar ile iliskilidir (Mutch ve Clement, 2006).

Obezitenin monogenetik formunu olusturan insan genleri iki gruba ayrilir: ilk
grupta, leptin, leptin reseptorii ve pro-opiomelanokortin-POMC’yi kodlayan genler;
ikinei grupta ise, melanokortin-4 reseptir-MC4R genindeki mutasyonlar bulunmaktadir

(Semerci, 2004).

2.4.2.Sendromik Obezite

Klinik olarak obez olan fakat ilaveten zeka geriligi, dismorfik &zellikler ve
organ-spesifik gelisimsel anomolileri fark edilebilir sekilde gozle goriilebilen, 20 ila 30
arasinda mendeliyen hastalik tanimlanmistir. Bu gibi vakalar sendromik obezite olarak

antimaktadir. Bu sendromlar, belirli genetik kusurlar ya da kromozomal anomalilerden
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dolayi, ozellikle bebeklik doneminden sonra meydana gelmektedir ve ya otozomal ya da
X-kromozomu baglantili hastaliklardir. Prader-Willi sendromu (PWS), Bardet-Biedl
sendromu (BBS) ve Alstrom sendromu (AS) en iyi bilinen sendromik obez hastaliklar1
olup, daha bagka bu tarz vakalar da tanimlanmistir (Mutch ve Clement, 2006; Chung ve
Leibel, 2005).

PWS, 15q11-13 kromozomun babadan (paternal) gelen allelinin fonksiyonel
kaybi sonucu meydana gelmektedir ve her 15000 ila 30000 dogumdan biri, bu
sendromdan etkilenmektedir. PWS’li ¢ocuklarda nispeten girelin yliksek seviyelerde
bulundugu igin, hiperfaji (asir1 oburluk) ve agirt kilo kazanimi gibi durumlar obeziteye
katkida bulunmaktadir (Mason ve ark., 2015).

BBS, nadir goriilen sendromik bir hastalik olup, otozomal resesif bir gegis
gostermektedir. Hastalar1 fenotipik olarak aymt etmek miimkiin olmamakla birlikte
hastaliga neden olan 12 farkli gen tanimlanmistir (Chung, 2012). Bu grup hastaliklarin
prevalanst cografik bélgeve bagl olarak 13500 ila 160000 bireyde bir géziikmektedir,
Enerji  dengesizliginin leptin  aktivitesindeki eksiklikten —meydana geldigi
diisiiniilmektedir, Erken obezite baslangici, kavramsal yetersizlik, gecikmis ergenlik,
renal anomaliler, post-aksiyal polidaktili ve distrofi gibi klasik dzellikler goriilmektedir
(Mason ve ark., 2015).

AS, nadir goriilen (Her 1,000,000 insandan birinden daha az) otozomal resesif
bir hastaliktir, genetik olarak homojen rahatsizlik olarak karakterize edilmektedir.
Genellikle yasamin ilk yilindan itibaren baslar ve kalori sinirlandirmalart yapilmakdikca
hayat boyu devam etmektedir (Chung, 2012). Sendrom, ALMSI1 genindeki bir

mutasyondan kaynaklanmaktadir (Girard ve Petrovsky, 2011).
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2.4.3.Poligenik Obezite

Poligenik ya da ‘yaygin’ obezite, bir bireyin genetik karakterinin, enerji alimi-
tiketimi arasindaki dengesizliklerden dogan c¢evresel etmenlere yatkinlii sonucu
meydana gelmektedir. Birgok batt toplumunda gevre, kilo kaybindan ¢ok kilo alimina
elverisli olup, fiziksel aktivite eksikligi ve bol yiyecek, poligenik obezite riskini bu

toplumlarda arttirmaktadir (Mutch ve Clement, 2006).

2.5. ANXAS GEN AILESI

Anneksin  (ANXAS5) geni sliper-ailesi, kalsiyum metabolizmasi, hiicre
adhezyonu, hiicreler arasi transport, biiylime ve farklilasma ile alakali molekiiller olan
kalsiyum, fosfolipitler ve bazi bilinmeyen reseptorlere affinite gosteren 4 homologlu
tekrarli yapisi son derece korunmus kendine mahsus bir dzellige sahiptir. Anneksinler,
basarili gen duplikasyonlart yoluyla zamanla ev1"imle§mi§lerdir. Farkli tiirlerin (bitki,
fungi, protista, hayvan) molekiiler filogenetik analizleri, gen yapilart ve genetik linkaj
haritalar1 incelendifinde, ANXAS5 genlerinin yapt ve fonksiyonel olarak birbirine
benzedigini ve diger tlirlerin ANXAS geni olusum mekanizmasinin insandaki ile paralel
evrimsellesme siireci izledigi sonucuna varilmigtir. 125 Okaryotik tlirde yapilan
filogenetik, gen organizasyonu ve genetik linkaj analizleri sonucu, en az 60 farkli gen
alt familyast1 ve 500°den fazla anneksin geni tanimlanmuistir. ANXAS geni
subfamilyalar, ‘A’ dan ‘E’ ye kadar 5 temel boéliime ayrlarak bulundugu tiirde
omurgali, omurgasiz, fungi, bitki ve protistalarda uygun oldugu gén grubuna dahil

edilmistir.
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Anneksin A ailesi, 12 insan ANXAS geninden meydana gelmektedir ve
omurgalilarda predominanttir. B ailesi, diger tim omurgasiz hayvanlarda bulunmaktadir
ve insanlarda olmayan en az 20 farkli anneksin geni sunmaktadir. Diger farkh tiirlerde

‘C, D, E’ familyalar1 tanimlanmistir (Fernandez ve Morgan, 2003).

2.5.1. ANXAS Geni

ANXAS geni (Gen ID: 308), 4 numarali kromozomun uzun kolunda (4¢q28.q32)
lokalizedir, 1.6 kb uzunlugunda ve 320 amino asitlik bir polipeptidi kodlayan 13 tane
ekzon bolgesi (Sekil 2.4. ve Sekil 2.5.) igermektedir. ANXAS5 ayrica, plasental
antikoagulant protein I, vaskiiler antikoagulant-a, endoneksin II, lipkortin V, plasental

protein 4 ve ankorin CII olarak da bilinmektedir (Seok ve ark., 2013).

vy b8

apsi
aqz1 21
4gze1
4q341
dqa52

4p15.33
4p151

Sekil 2.4. ANXAS Geninin 4 Kromozom Uzerindeki Yerlesimi
(http://ghr nlm.nih.gov/gene/ANXAS5)
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Sekil 2.5. ANXAS Geninin Ekzon Bélgelerinin Gosterimi
(http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/GC_ANXAS html)

ANXAS geni ilk kez 1994 yilinda Cookson ve ark’lart tarafindan
tanimlanmigtir. Daha sonraki yillarda (Van Heerde ve ark., 1999) ANXAS geninde
Kozak sekansi (-1C>T) polimorfizmi kesfedilmistir (Van Goor ve ark., 2005). Kozak
sekansi polimorfizmi (ref SNP ID rs11575945, -1C>T) genin ekzon 2 bélgesinde ATG
baslama kodonunun yukari bolgesinde yer almaktadir ve genin bilinen en yaygin
polimorfizmlerinden biridir (Hiddink ve ark., 2012; Kenis ve ark., 2003; Van Goor ve
ark., 2005). ANXAS5 geninin yaygim olarak bilinen bir diger polimorfizmi, genin ekzon
1 boélgesinde yer alan olan -302T>G, rs1050606 polimorfizimidir (Miyamura ve ark.,

2011).

2.5.2. ANXAS Proteini

Anneksin ismi, ‘birlikte tutmak/getirmek’ anlamina gelen yunanca ‘annex’
kelimesinden koken almaktadir. Anneksinler, 6zellikle hiicre membranlarindaki bazi
biyolojik yapilara birlikte tutunmalari ve baglanmalari nedeniyle muhtemelen bu temel

ozelliklerine uygun olan ‘annex’ terimi tanimlanmistir. Ancak, baglarda ilk
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kesfedildikleri zamanlar olan 1970’lerin sonu ve 1980’lerin basinda onlarin
biyokimyasal Ozelliklerine uygun olmayan, ‘synexin, chromobindins, lipocortins,

calcimedins ve calpacting’ gibi farkli isimlerle de anilmislardir.

Anneksinin Molekiiler Yapist

Her bir anneksin proteini 2 temel domainden olugmaktadir: biribirinden ayrilan
NH;-ucu (head) bas kismt ve korunmus COOH-ucu protein ¢ekirdek kismidir. Cekirdek
kisminda Ca™ ve membrana baglanmay: saglayan alanlar bulunmaktadir ve bu alanlar
sayesinde diger molekiillerle etkilesim kurulmaktadir, Anneksinin g¢ekirdegi, 4
(ANXAG6‘da 8) internal (i¢) segmentten ve anneksinler arasinda homolojisi kolay bir
sckilde tanimlanan dogrusal bir dizi sirasindan olugsmaktadir. Anneksinin kristal yapisi,
cok sayida o-helikal ve az bir sekilde hafif olarak biikiilmiis sikica paketlenmis
disklerden ve iki temel alandan olusmaktadir, Daha gok disa biikey alanlar Ca'?
baglayici alanlarin yeni tiplerini icermektedir (Tip II ve Tip III). Anneksin bu kisimlar
tizerinden fosfolipidlerle periferik olarak baglanti kurmaktadir, Daha fazla ige doéniik
alanlar ise, membrandan uzaktir ve bu yiizden bu alanlarin NHy- ucu domaini ya da
sitoplazmadaki baglayict molekiillerle etkilesim kurmada rol oynadiklar: bilinmektedir

(Sekil 2.6.) (Gerke ve Moss, 2002; Huber ve ark., 1990).
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Sekil 2.6. Insan ANXAS Proteinin Kristal Yapisi. ANXAS proteinin yapisi ilk kez 1990
yilinda Huber ve ark.’lar1 tarafindan ¢oziilmiistlir. Sekilde farkli renklerde gosterilmis 4
anneksin tekrar domaini gosterilmektedir. Yesil: Tekrar I, Mavi: Tekrar II, Kirmizi:
Tekrar 111 ve mor/A¢ik Mavimsi: Tekrar IV. NH; ucu domaini molekiiliin gekilsiz ve i¢
bitkkey kisma dogru genisleyen kisminda (yesil) yerlesmistir. Tekrar1 diisiik ve yiiksek
Ca'? yogunluguna bagl olarak konformasyonel degisiklik gozlenmektedir (Huber ve
ark., 1990).

ANXAS, negatif yiikli fosfolipit yiizeyleri baglayan kalsiyum-bagimh
proteinlerden olan anneksin ailesine ait bir proteindir ve ilk baglarda antikoagulant ve
antitrombotik bir protein olarak kesfedilmistic. Bu proteininin, protrombinaz
kompleksini engelledigi ve doku faktorii ekspresyonu ylizeyini down regiile ettigi
gosterilmistir. ANXAS’in suan anti-inflamatuar ve anti-aterosklerotik dzellikleri vardir,
ve interferon vy sinyalini diizenledigi ettigi bilinmektedir (Ewing ve ark., 2012).

ANXAS, platelletler ve endotel hiicrelerinde bol miktarda bulunan hiicre igi bir
proteindir ve lipit membranlardaki anyonik fosfolipitler igin yiiksek derecede afinite
sergiler. Bu afinitesine dayanarak, flouresans etiketli- ANXAS, c¢ogunlukla akis
sitometrik analizlerinde kullanilmaktadir. Bu sekilde, apoptoz yolagmna giren hiicreler

belirlenmektedir ki bu esnada membrandaki lipit yogunlugu hizli bir sekilde
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degismektedir. ANXAS, sinsitiyotrofoblast membran fiizyonu ve ekzositozu diizenleyen
etkili bir antikoagulanttir. Kanser hiicrelerinde ANXAS’in ekspresyonu, hiicresel enerji
metabolizmasinda ve membran diizenleyici fonksiyonunda iligkili olan timdor
infiltrasyonunda dnemli bir faktérdiir. ANXAS inflamatuar maddelerin zararlarina karst
lipit membrant bariyerini korur, inflamatuar molekiil seviyeleri ve obezite arasinda bir
iliski vardir. Bu bulgulara gére, ANXAS lipit metabolizmasinda rol oynayabilmektedir

(Seok ve ark., 2013).
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3.MATERYAL VE METOD
3.1.HASTA VE KONTROL GRUPLARININ TOPLANMASI

Bu tez galigmasinda, Gaziosmanpasa Universitesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklart
Poliklinigine obezite sikayeti ile basvuran, antropometrik Olglimlerine gore obezite
tanist alan, yaslart 6-17 arasinda degisen 200 okul gaginda gocuk hasta grubu ile ayni
yas aralifinda bulunan Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Poliklinigine bagvuran
antropometrik Slglimlere gore obezite tanisi almayan ve bu ¢alismaya katilmay: kabul
eden 150 okul ¢aginda gocuklardan olusan saglikli kontrollerden EDTA’l1 tiiplere S’ei‘
ml kan alindi ve kanlar +4°C ‘de muhafaza edildi. Hasta ve kontrol grubundaki
¢ocuklarin ailelerinden galigmanuza dahil edildiklerine dair izinleri alind1. Obezite tanili
ve kontrol grubundaki ¢ocuklarin caligmaya dahil edilip edilmeme kriterleri Tablo
3.1.°de verilmistir.

Bu c¢ahgma igin, Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel
Aragtirmalar Degerlendirme Komisyonunun 14.10.2014 tarihli toplantisinda 14-KAEK-
204 kayit numarasi ile onay alinmigtir. Calismanin tamami Gaziosmanpaga Universitesi
Tibbi Biyoloji ve Genetik Laboratuvarlari’nda yapildi. Alinan kanlar kit yontemi ile
saflagtirilirak DNA’lar1 elde edildi. Elde edilen DNA’larin genotiplendirme islemi igin,
allel spesifik TagMan™ Hidroliz Prob Kantitatif Real-Time PZR teknigi kullanildi.

Caligmalarimiz ~ Gaziosmanpasa  Universitesi etik  kurulu  yonergeleri

dogrultusunda yapildi.



Tablo 3.1. Hasta ve Kontrol Grubu- Calismaya Dahil Edilip Edilmeme Kriterleri

Dabhil Edilme

Kriterleri

Hasta Grubu
o Higbir rahatsizhigt bulunmamasi
° Eksojen obezite tamst konulmus olmasi
® 6-17 yas araliginda olmasi
® Yazili  bilgilendirilmis hasta olur

formunu imzalamis olmasi

o VKI >95 Persentil olmast
Kontrol Grubu

e Hicbir rahats1zlign bulunmamasi

. Eksojen obezite tanist konulmamis
saglikl bir birey olmas1

° 6-17 yas aralifinda olmast

° Yazili bilgilendirilmis kontrol olur

formunu imzalamis olmasi

Dahil Edilmeme

Kriterleri

Hasta Grubu
J Herhangi  bir  metabolik  ve/veya
nérolojik bozuklugu olanlar, Okuma-yazma bilmeyen

cocuk ve ergenler

. Eksojen obezite tanisi konulmamis
olmast

o 6-17 yas araligi disinda olmasi

o Yazili  bilgilendirilmig  hasta olur

formunu imzalamamis olmast

® VKI >95 Persentil olmamast
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Dahil Edilmeme

Kriterleri

Kontrol Grubu
) Herhangi  bir metabolik ve/veya
nérolojik bozuklugu olanlar, Okuma-yazma bilmeyen

cocuk ve ergenler

U Eksojen obezite tarust konulmus olmasi
° 6-17 yas aralif1 disinda olmast
° Yazili bilgilendirilmis kontrol olur

formunu imzalamamis olmasi

3.2.CALISMADA KULLANILAN ARAC VE GERECLER

3.2.1.Cihazlayr ve Sarf Malzemeler

o Mikropipet Seti (Gilson)

29

) 10 pl, 200 pl, 1000ul’lik Pipet Uglart (RNaz DNAaz Free, Gilson)

° Etiiv (Memmert, Beschickung-Loading 100-800)

o Otoklav (HMC Hirayama, HV-25L)

o Su Banyosu (Memert)

° Vorteks (Velp Scientifica, F20220176)

o Mikrosantrifiij (Mikro120, Hettich Zentrifugen D-78 532n)

® +4°C ve — 20 °C Buzdolablar1 (Vestel, Argelik )

o Real-Time PZR Cihazi (Real Time PCR, Applied Biosystem Step

One Plus)

. MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate (Seri No

4346906 ve 4366932)
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MicroAmp® 96-Well Support Base (Seri No 4379590)

MicroAmp® Optical Adhesive Film (Seri No 4360954 ve

Bilgisayar (Dell, Intel Core i5; Sony Vaio Intel i5)
Qubit® 2.0 Fluorometer Cihazi

Saf Su Cihazi

3.2.2.Kimyasal Maddeler

DNA Izolasyon Kiti (Geneall)

TagMan® SNP Assays ANXAS5 Genotyping Assay rs1050606
Taql:mm® SNP Assays ANXAS Genotyping Assay rs11575945
TaqMan® Genotyping Master Mix

Niikleaz Igermeyen Su

Qubit® dsDNA BR Assay Kit

Saf Etanol (Merck)

3.3.YONTEM

3.3.1.Periferik Kandan Genomik DNA Izolasyonu

Hasta ve kontrol gruplarindan alinan 5 ml kan ornekleri vakumlu EDTA’l

tiiplere alindi. DNA izolasyon agsamasina kadar +4°C’de muhafaza edildi.
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Periferik kandan DNA izolasyonu igin, GeneAll® Exgene™ Blood SV kiti

kullanildi ve izolasyon asamalari kitin prosediiriine uygun olarak gergeklestirildi.

Uygulanan kit protokolii adimlart asagida verilmistir,

I, Kanlar vortekslendi

2. 1,5 mI’lik ependorf tiiplere sirasiyla 20 pl proteinaz K, 200 pl kan
eklendi, 1-2 saniye vortekslendi, sonra 20 pl RNAazA eklendi

3 1-2 saniye vortekslendi, oda sicakliginda yaklasik 2 dakika inkiibe
edildi

4, Uzerine 200 ul BL tampon ¢dzeltisi ilave edildi ve 1-2 saniye
vortekslendi

5 10 dakika sicak su banyosunda 56 °C ‘de inkiibasyona birakild:

6. Uzerine 200 pl saf etanol eklendi ve 1-2 saniye vortekslendi

7. Karigim SV kolonlara dikkatli bir sekilde aktarddi ve 11000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi

8. Filtreli kisimda bulunan atik toplama tiipii atildt ve yerine yenisi
takildi

9. Uzerine 600 ul BW tampon g¢ozeltisi eklendi ve 11000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi

10.  Filtreli kistimda bulunan atik toplama tiipti atild1 ve yerine yenisi
takildi

11.  Uzerine 700 pl TW tampon ¢ozeltisi eklendi ve 11000 rpm’de 1
dakika santriftij edildi

12.  Yikama soliisyonlarmm kalintilarindan tamamen kurtulmak igin,

bos tam hizda (140000 rpm) 1 dakika birkag kez santriflij edildi
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13, Filtreli kolan son asamada 1,5 mI’lik ependorflara takild:
14.  Uzerine 200 pl AE tampon ¢tzeltisi eklendi ve oda sicakliginda 1
dakika inkiibe edildi
'15.  Tam hizda (140000 rpm) 1 dakika santrifiij edildi
16.  Ependorflara etiketleme islemi yapildi ve izole edilen genomik

DNA ¢alisma agamasina kadar saklanilmak tizere -20°C’de muhafaza edildi.

3.3.2.Kantitatif Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), in vitroda DNA’nin amplifikasyonu igin
hizli ve giiglii bir tekniktir (Gibson ve ark., 2015). Saiki ve ark.’lar1 (1985) ile Mullis ve
ark.’lart (1986—1987) tarafindan PZR’nin tanimlanmasindan sonra Higuchi ve ark.’lar1
interkalasyon yapan bir boyanin “Real-time PZR” kullanilmasi ile biriken PZR
tirtinlerini belirleyen bir sistem olusturarak PZR kinetiklerini analiz edilebilir hale
getirdi (Raymaekers et al., 2009; Vural, 2009).

Real-time PZR, DNA’nin amplifikasyonunu ve {irlinlerini tek bir tiipte
belirlemeyi mimkiin kilan gok yakin bir zamanda uygulamaya konulan popiiler bir
metotdur. Gen anlatiminin analizini degistiren bu metot ile geleneksel PZR yontemi ve
gen analizi birlestirilmistir. PZR ¢ogaltimin1 goriiniir hale getiren ve ayni zamanda o
anda monitorize edebilen floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin
olusan DNA ile dogru orantili olarak arttift bir ¢ogaltma ydntemidir. Real-time PZR,
“kinetik PZR”, “homojen PZR”, “kantitatif Real-time PZR” gibi farkli sinonimlerle de

adlandirilmaktadu (Gtinel., 2007).
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Real-Time PZR Teknigi Uygulamalar: Alanlari:

» Genomik veya viral DNA’larn DNA kopya sayisinin
belirlenmesinde
Kantitatif mRNA ifade ¢alismalarinda
DNA hasar 6lgiimlerinin belirlenmesinde
Hastalik tanilamada
Onkoloji ¢alismalarinda
Mikrobiyolojide
Arastirmaya yonelik calismalarda
Fitopatojenlerin belirlenmesinde
GDO’ larin belirlenmesinde

Klinik ¢aligmalarda miktar belirleme ve SNP genotiplendirmede

Y ¥V ¥V ¥ ¥V ¥ VY VYV VYV V¥V

Ilag tedavisi etkinliginin belirlenmesinde tercih edilmektedir

(Atlas Biyoteknoloji)

Bugiin birgok aragtirma ve tani laboratuvarlarinda kullanilan Real-Time PZR
cihazlar1 meveuttur (Sekil 3.1.). Bu cihazlar birbirlerinden reaksiyon sayisi kapasiteleri,
eksitasyon-emisyon dalga boylarindaki farkliliklari, hizlart ve kanal sayilart ile
ayrilirlar. Ticari olarak satilanlar; “Stratagene M x 3000p, M x 3005p ve M x 40007,
“Applied Biosystems 7300 ve 75007, “Chromo4”, “Smart Cycler”, “Rotor-Gene”,

“LightCycler” en fazla kullanilanlardir (Giinel., 2007).
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Sekil 3.1. Applied Biosystems StepOnePlus™ Real-Time PZR Cihazi

Real-time PZR’ da {iriinlerin analizi reaksiyon sirasinda yapilmaktadir. Real-
time PZR {iirlinlerinin kalitatif ve kantitatif analizlerinde, diziye 6zgiin olmayan floresan
boyalardan ya da diziye dzgiin problardan yararlanilmaktadir.

Son 15 yil igerisinde, real-time PZR yontemi ile DNA’y1 belirlemek i¢in ¢ok
sayida metot tanimlanmigtir. Bu metotlari iki temel gruba aylrrhak miimkiindiir; ilk grup
floresans ajanlarin kullanimi, ikinci grup ise diziye 6zgii problarin kullanimidir. Ilk
grup, SYBR Green I ve Eva Green gibi ¢ift zincirli DNA’nin arasina girerek baglanan
ajanlarin oldugu gruptur. Bu boyalar diziye 6zgii olmayan floresan boyalar olup, hem
spesifik hem de spesifik olmayan amplifikasyon {irlinlerine baglanirlar.

Ote yandan diger grup, oligoniikleotidlere baglanan floroforlar olarak is goriirler
ve sadece spesifik PZR iriinlerini belirlemektedirler. Bu grup, PZR reaksiyonuna
eklenen floresans molekiiliin tipine gore, 3 alt gruba ayrilmigtir: 1) primer problar
(primerler gibi fonksiyon goriirler), 2) hidroliz problar (uzama fazinda bozunma ile

birlikte floresan 15181 yayarlar ) ve hibridizasyon problar (amplifikasyon reaksiyonu
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sirasinda hedef DNA’ya baglandigi zaman floresans bir sinyal verirler), 3) analog

niikleik asitlerdir (Navarro ve ark., 2015).

3.3.2.1.TaqMan® Hidroliz Prob Teknigi

Roche molekiiler sistemleri tarafindan gelistirilen bu hidroliz problari ¢ift etiketli
floresans problar (DFLP) veya TaqMan® olarak da bilinmektedirler. Taqman
metodunun temeli, tamamlayici (komplementer) bir hedef ile hibridize edilmis etiketli
bir probdan ayrilan Thermus aquaticus (Taq) DNA polimerazin 5°-3" ekzoniikleaz
aktivitesine dayanmaktadir (Sekil 3.2.). Probun 5’ucuna bir ‘reporter’ haberci, 3’ucuna
bir ‘quencher’ séndiiriicli baglanmaktadir. Tamamlayict amplikon, probta mevcut degil
ise, prob bozunmadan kalir ve diisiik floresans belirlenir. Eger PZR tamamlayici bir
hedef ile sonuglanirsa, PZR’m her bir annealing adiminda, prob tamamlayict hedef
diziye baglanir, Taq polimerazin ¢ift iplikli niikleaz aktivitesi, probun 5’ucu ile yer
degistirir ve sonra Taq polimeraz probu degrede eder. Bu islem, ‘reporter’ ve
‘quencher’in serbest kalmasini saglar ve probtan uzaklagan ‘reporter’ floresan isima
yayar (Sigma, qPCR technical guide). Ozellikle déngli sayisimin artisi ile beraber
floresan 1s1ma seviyesindeki artis, dogrudan iretilen PZR amplikon miktart ile
orantilidir. TaqMan® sisteminin ana avantaji, sadece istenilen PZR amplikonu olustugu
zaman floresan istma artar (Smith, 2013). Probun, pirimerler uzamadan 6nce kalibi
hibridizlediginden emin olmak igin reaksiyon sartlari kontrol edilmelidir. Genellikle
prob hibridize tasarimi yapilirken, pirimerlerin Tm degerinden 8-10°C {izerinde
tasarlanir ve polimerazin 5°-3’ ekzoniikleaz aktivitesinden maksimum seviyede
yararlanmak icin uzama adiminda daha diisiik bir sicaklikta calistirilmalidir (Sigma,

qPCR technical guide).
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Sekil 3.2. TagMan® Hidroliz Problarinin Temel Calisma Prensibi (Arya ve ark., 2005)

3.3.3.DNA’nin Kantitatif Tayini

Caligmada kullanilan DNA Grneklerin miktar tayini i¢in, Qubit® dsDNA BR
Assay Kit 500 assays 2-1000 ng (katolog no: Q32853) kit protokolii uygulanmis olup

Slgtimler kit ile uyumlu Qubit® 2.0 Fluorometer cihazinda hesaplanmugtir.

3.3.4.ANXAS5 Geni rs1050606 (-302T>G) Polimorfizminin Real-Time PZR
ile Kantitasyonu

Bu ¢aligmada kullanilan ANXAS geni rs1050606 (-302T>G) polimorfik bolgesi
icin dzel olarak hedef bolgeye 6zgii olarak tasarlanan TagMan® SNP Genotyping prob
ve primer giftleri tedarik¢i firma tarafindan saglanmistir. 1s1050606 (-302T>G)

polimorfik bolgesi igin kullanilan gPZR programi Sekil 3.3.te verilmistir.
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Sekil 3.3. ANXAS5 Geni rs1050606 (-302 T>G) Polimorfik Bolgesi I¢in Kullanilan
Real-Time PZR Programi (Applied Biosystems StepOnePlus’ Real-Time PCR

Systems)

Her bir pleytin kuyucuguna konulan 6rnek i¢in uygulanan Real-Time PZR

kosullar: Tablo 3.2.’de verilmistir.

Tablo 3.2. ANXAS Geni 11050606 (-302 T>G) Polimorfik Bolgesi I¢in Kullanilan

Real-Time PZR Bilesenleri

Bilesenler nl/ Kuyu
2XTagMan® Genotyping Master Mix 5.6
20XTagMan® SNP Genotyping Assays rs1050606 0.4
Genomik DNA 5
Total Hacim 11

Tedarikgi firma olan Applied Biosystems, StepOnePlus™ Real-Time PZR cihazi

icin Onerdigi total hacim her bir kuyu basina 25 pl bilesenleri igermelidir. Ancak

calismamiz igin seri diliisyon yaparak kullanilan bilesenlerin miktarlar1 optimize

edilmistir.
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Caligmada, rs1050606 (-302T>G) polimorfik bélgesi igin kullanilan TagMan®
SNP Genotiplendirme prob ve primer ¢iftleri tedarik¢i firma tarafindan saglanmastir.
Allele spesifik prob ve primerlerin sekansi, polimorfik bélgenin rs numarasi verilmek

suretiyle firma tarafindan karsilandi (www.thermofisher.com).

3.3.5.ANXA5 Geni rs11575945 (-1C>T) Polimorfizminin Real-Time PZR ile

Kantitasyonu

Bu calisma igin, ANXAS geni rs11575945 (-1C>T) kantitasyonunu belirlemek
amaciyla, hedef bélgeye 6zgii, 6zel olarak dizayn edilmis TagMan® prob ve primer

ciftleri kullanilmig olup, Tablo 3.3. ve Tablo 3.4.’te gosterilmistir.

Tablo 3.3. ANXAS5 Geni 1511575945 (-1 C>T) Polimorfik Bélgesi Igin Dizayn Edilen
Prob Ciftleri

rs11575945 TagMan® Dizayn Problar:

FAM—S-CCTGAGTAGTCGCEATGGCACAGGTA—3- BHQ-1

VIC- 5- TACCTGTGCCATﬁGCGACTACTCAGG-3- BHOQ-1

Tablo 3.4. ANXAS Geni 1511575945 (-1 C>T) Polimorfik Bélgesi I¢in Dizayn Edilen

Primer Ciftleri

rs11575945 Primerler

Forward: 5’- TTGCAGTCCTGCTTCACCT-3’

Reverse: 5°-TCGCAGCATACAAAGTTGTGG-3’

rs11575945 (-1 C>T) polimorfik bélgesi i¢in kullanilan qPZR programi Sekil

3.4.’te verilmistir.
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Sekil 3.4. ANXAS Geni 511575945 (-1C>T) Polimorfik Bolgesi igin Kullanilan Real-
Time PZR Programi (Applied Biosystems StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems)

Her bir platenin kuyucuguna konulan &rnek igin uygulanan Real-Time PZR

Bilesenleri Tablo 3.5.de verilmistir.

Tablo 3.5. ANXAS Geni 1511575945 (-1C>T) Polimorfik Bolgesi Igin Kullanilan Real-

Time PZR Bilesenleri
Bilesenler pl/ Kuyu

2XTagMan® Genotyping Master Mix 5.4
20XTagMan® SNP Genotyping Assays rs11575945 0.4
Forward: 5’- TTGCAGTCCTGCTTCACCT-3’ 0.6
Reverse: 5>-TCGCAGCATACAAAGTTGTGG-3’ 0.6
Genomik DNA 5

Total Hacim 12

Tedarikgi firma olan Applied Biosystems, StepOnePlus™ Real-Time PZR cihazi

icin Onerdigi total hacim her bir kuyu bagina 25 pl bilesenleri icermelidir. Ancak

calismamiz i¢in seri diliisyon yaparak kullamlan bilesenlerin miktarlar1 optimize

edilmistir.
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3.4.ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Verilerin istatistiksel analizi i¢in Epi Info Software 3.2.2 programi kullanildi. P
degeri 0.05°den kiiglik bulunan degerler istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir, Tespit
edilen genotip sikliklar1 igin, Hardy-Weinberg dengesinden hastalarda sapma olup
olmadigt ve kontrollerde ise, uyumlu olup olmadigi Fischer’in Ki-Kare (y°) testi ile

belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1.ARASTIRMA GRUBUNA AIT BULGULAR

Bu caligma igin, Tokat ve ¢evresinden Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Saghgi ve Hastaliklart Poliklinigine bagvuran ekzojen obezite tanisi almig, yag
ortalamasi 11,6+2,79 (en diisiik 6, en yiiksek 17) olan 200 ¢ocuk hasta ve yas ortalamasi
10,95+ 3,36 (en diisiik 6, en yiiksek 17) olan 150 gocuk kontrol dahil edildi. Calismada, obezite
gr’ubunda 127 (% 64) kiz ¢ocuk ve 73 (% 36) erkek gocuk ile kontrol grubunda, 82(% 55) kiz
cocuk ve 68(% 45) erkek gocuk birey yer aldi. Calismaya katilan hem hasta hem de kontrol
grublarinin yas ve cinsiyetleri Hardy-Weinberg dengesine gore birbiri ile uyumlu oldugu
tespit edildi.

Calisma gruplarinm, cinsiyet, yas ortalamalari ve VKI dagilimi Tablo 4.1.’de

verilmigtir.

Tablo 4.1. Hasta ve Kontrol Grublarina Ait Cinsiyet, Yas Ortalamalari ve VKI

Dagilimlari

Obezite Grubu Kontrol Grubu P
(N=200) (N=150)

CINSIYET 127 (% 64) 82(% 55)

Kiz Cocuk 0.097

Erkek Cocuk 73 (% 36) 68(% 45)

KARAKTER

Yas Ortalamast 11,642,79 10,95+ 3,36 0.049

VKI 28,15+4,6 20,08+1,6
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4.2 KANTITATIF REAL TIME PZR VERILERI

Bu ¢alismada ¢ogukluk ¢agi obezitesinde onemli bir rol oynayabilecegini
diistindtigimiiz ANAXS geninin iki farkli SNP’leri olan rs1050606 (-302T>G) ve
1511575946 (-1C>T) polimorfik bolgelerindeki degisimin obezite ile iligkisi
degerlendirilmistir. Real-Time PZR ¢alisma kosullar1 ve uygulanan programin
tarafimizdan gerekli optimizasyonu yapildi ve tilm laboratuvar ¢alismalari anabilim
dalimiz Tibbi Biyoloji ve Genetik Laboratuvarlari’nda yapilmistir. Analizi yapilan

SNP’lerin gen {izerinde yerlesimleri Sekil 4.1. ‘de gosterilmistir.

SNP. 9.-302T>G

> <4 =

Fw primer Exon 1 Rv primer Exon2  Tagman probe

100 bp

Sekil 4.1. ANXAS5 Geni Promotor Varyantlari. rs1050606 (Ekzon 1, -302T>G) ve
rs11575945 (Ekzon 2, -1C>T). Ekzonlar gri renkli kutular halinde gosterilmistir,
kodlanan bolge ise, siyah renkli bir kutu halinde ifade edilmistir (Miyvamura ve ark.,
2011).

Bu calismada her iki ANXAS geni rs1050606 ve rs11575945 SNP’leri
genotiplendirme analizleri igin yas ortalamast 11,642,79 olan 200 obez goguk hasta ve
yas ortalamasi 10,95+ 3,36 olan 150 kontrol grubuna TaqMan® Hidroliz Prob Kantitatif

Real-Time PZR teknigi kullanildi.
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Bu tez igin yapilan genotiplendirme calismalari icin Applied Biosystems
StepOnePlus™ Real-Time PZR Systems cihazi ve software yazilim progranu ile

®

TagMan~ SNP Genotyping Assays Protocol (PN 4332856) protokolti uygulandi,

(info.appliedbiosystems.com/steponeplus)

43.ANXA5 GENI SNP (-302T>G, rs1050606) REAL-TIME PZR
VERILERI

Her biri allel spesifik olan TaqMan®MGB problarinin 5’ucunda bir tane
‘reporter’ haberci boya bulunmaktadir. VIC®b0ya51, 1. allel spesifik probun 5’ucunda,

FAM ' boyasi ise, 2. allel spesifik probun 5*ucunda baglidir.

4.3.1. SNP rs1050606 Allelik Ayrim Grafigi

Cocuk obez hasta ve kontrol grublarina ait -302 T>G, rs1050606 SNP ‘nin allel
spesifik olarak genotiplendirme iglemi ‘Allelic Discrimination Plot’ Sekil 4.2. ve Sekil

4.3.’te gosterilmistir.
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Allelic Discrimination Plot
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Sekil 4.2.Hastalara Ait ANXAS -302T>G TaqMan® Prob gPZR Allelik Diskriminasyon
Grafigi.

(Mavi) FAM ™ Etiketli Mutant Prob- Homozigot GG
(Kirmuzi) VIC ® Etiketli Atasal Prob- Homozigot TT

(Yesil) VIC ® ve FAM ™ Etiketli Prob- Heterozigot TG

Negatif Kontrol ; X Bilinmeyen



45

Allelic Discrimination Plot
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Sekil 4.3.Kontrol Grubuna Ait ANXAS5 -302T>G TagMan® Prob qPZR Allelik

Diskriminasyon Grafigi

(Mavi) FAM ™ Etiketli Mutant Prob- Homozigot GG
(Kirmizi) VIC ® Etiketli Atasal Prob- Homozigot TT
(Yesil) VIC ® ve FAM ™ Etiketli Prob- Heterozigot TG

Negatif Kontrol ; X Bilinmeyen

rs1050606 -302T>G varyantina ait genotiplendirme analiz bulgularina gore,

(Sekil 4.2. ve Sekil 4.3.) kirmiz1 renkli noktalar homozigot allel TT genotipinin
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bulundugu kiimeler olup, hastalarda bu genotipin gériilme sikligi 41(% 20) iken kontrol
grubunda TT genotipinin siklig1 29 (% 19) ; mavi renkli noktalar homozigot allel GG
genotipinin bulundugu kiimeler olup, hastalarda bu genotipin goriilme siklig1 58 (% 29)
iken kontrol grubunda GG genotipinin sikligt 48 (% 32) ; yesil renkli noktalar
heterozigot allel TG genotipinin bulundugu kiimeler olup, hastalarda bu genotipin
gorillme sikligr 101 (% 51) iken kontrol grubunda TG genotipinin sikligt 73 (% 49)
olarak bulundu. Hastalarin ve kontrollerin genotip sikliklar: birbirleri ile
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p=0,812)

(Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. ANXAS rs1050606 (-302T>G) Polimorfik Bolgesinin Hasta ve Kontrol
Grublarindaki Genotip ve Allel Dagilimlar

Silhiga Hasta Kontrol Grubu P 0.R(CI 95%)
Grubu N=150 (%o)
N=200 (%)
Genotip 0,812
TT 41 (% 20) 29 (% 19)

TG 101 (% 51) 73 (% 49)

GG 58 (% 29) 48 (% 32)

Allel 0,708
T 183 (% 46) 131 (% 44)

G 217 (% 54) 169 (% 56)

Tablo 4.2 ‘daki calisma gruplarina ait allel frekanslar: incelendiginde ise, hasta
grubunda T allelinin goriilme siklig1 183 (% 46) iken kontrol grubundaki bireylerde T

allelinin goriilme siklig1 131 (% 44) ve hasta grubunda G allelinin goriilme sikligi 217



47

(% 54) iken kontrol grubundaki bireylerde G allelinin goriilme sikligr 169 (% 56) olarak
bulundu. Hastalarin ve kontrollerin allel sikliklart birbirleri ile karsilagtirildiginda

aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p=0,708).

4.4.ANXA5 GENI SNP (-1C>T, rs11575945) REAL-TIME PZR VERILERI

Cocuk obez hasta ve kontrol grublarina ait -1C>T, rs11575945 SNP ‘nin allel
spesifik olarak genotiplendirme islemi ‘Multicomponent Plot” Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.”te

gosterilmistir,
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Multicomponent Plot
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Sekil 4.4. Coguk Obez Hastalara Ait Multikomponent Grafigi. (Déngii Sayisina Bagh
Olarak Problarin Isima Yogunluklari)

_/) (Mavi) FAM™ Boyas1
——3 (Kirmiz1) ROX™" Pasif Referans Boyast

> (Yesil) VIC® Boyasi
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Multicomponent Plot
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Sekil 4.5. Kontrol Grubuna Ait Multikomponent Grafigi. (Dongii Sayisina Bagh Olarak

Problarin Isima Yogunluklart)

_/> (Mavi) FAM " Boyas1
——3 (Kirmizi) ROX™ Pasif Referans Boyast

_>(Ye$i]) vIC® Boyasi

ANXAS5 SNP rs11575945 varyantinin hem ¢oguk hasta hem de kontrol
grubundaki (Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.) multikomponent egrisine baktifimizda, her iki
grupta da FAM" -boyas: etiketli floresan probumuzun (yabanil tip C alleli) PZR siiresi

boyunca sinyalinin arttigint yani buna bagli olarak da C allelini tasiyan bireylerde
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normal bir sekilde amplifikasyonun gergeklestigini gostermektedir. Dongii sayisina
bagli olarak PZR tiriinlerinin (amplikon) artisina parelel bir sekilde hasta grubunda 32-
34 arasi1 dongili sayisinda ve kontrol grubunda ise daha erken 26-28. déngii sayisinda
liner bir artis (eksponensiyel fazdan lineer faza gecis) gerceklesmis ve FAM™ boyasi
etiketli C allelini tastyan prob yogun bir sekilde 1s1ima yapmistir. Ancak bununla birlikte
VIC® -boyast etiketli floresan probumuzun (mutant tip T alleli) PZR siiresi boyunca
vermis oldugu floresan sinyalinin degismedigini, buna bagli olarak da T allelini tastyan
bireylerde normal bir sekilde amplifikasyonun ger¢eklesmedigini gérmekteyiz. Her iki
alleli de tastyan (heterozigot CT) birey bulunmadifi igin cihaz VIC® -boyas: etiketli
floresan probta herhangi bir floresan 1suma tespit edemedi. Reaksiyonda kullanilan
TagMan® master mix ve problarin kesin olarak sorunsuz bir sekilde ¢alistigindan emin
olabilmek i¢in ROX pasif referans boyasi kullanildi. Rox sinyali PZR tamami boyunca
degismeden sabit bir sekilde kalir ve sistemin kontroliinden sorumludur yani ‘check in’
sinyali adini da verebiliriz. Negatif kontrolde ise amplifikasyonu kontrol ediyoruz.
Belirledigimiz negatif kontrol pleyt kuyucuguna sadece TaqMan® master mix, prob ve
DNAz, RNAz icermeyen su kullaniyoruz. Negatif kontrol kuyucuklarin da
amplifikasyon gozlemlenmez.

rs11575945 polimorfik bélgesi igin yapilan TagMan® prob qPZR datalarma
gore, hem hasta hem de kontrol grubunda galigilan tiim bireylerin genotip frekanslarinin
homozigot (yabanil tip C allel) CC oldugu gézlemlenmistir. Buradan hareketle bu
varyanta ait istatistiksel bulgularin gogcukluk ¢agi obezitesinde bir risk faktori

olusturabilecegi diisiiniilmemektedir.
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5.TARTISMA ve SONUC

Kalitim, metabolik davranslar, ¢evresel, kiiltiirel ve sosyoekonomik fakttrler
gibi birgok etmenin sonucu gelisen, multifaktoriyel bir hastalik olan fazla kiloluk ve
obezite (NHANES, 2010) dinya g¢apinda ¢ok biiyiikk bir halk sagligi problemi
olmaktadir (Balsan ve ark., 2014).

Enerji alimi ve tiiketimi arasindaki dengesizlikten kaynaklanan obezite (Kérner
ve ark., 2008), yiiksek kan basinci, yiiksek kolesterol, kalp rahatsizliklari, diyabet, bazi
kanser tipleri, eklem rahatsizliklari, inme ve nefes alip vermede yasanan problemler gibli
birgok hastalifin riskini arttirmaktadir. Kilo alimma bagli olarak bu tip hastaliklarin
goriilme siklifindaki artiglar da yiikselmektedir (NHANES, 2010). Ozellikle yetiskin
obezitesinin yaninda ¢ogukluk ¢agi obezitesindeki son yillardaki goriilme sikhgindaki
ve obezite iliskili kronik hastaliklardaki artig ¢arpici boyutlara ulagmistir (Appelhans ve
ark., 2014).

Son yillarda yapilan galismalar obezitenin etiyopatogenezinin belirlenmesinde
cevresel faktorler kadar genetik faktorlerin de etkili oldugunu gostermektedir. Heniiz
tam olarak obeziteye neden olan genetik fakttrler bilinmemesine ragmen, 20 yili askin
siiredir yapilan galigmalar viicut agirliginin belirlenmesinde genetik faktorlerin ¢ok
onemli roller oynadigini ifade etmektedir. Bunun ilk kanitini, obezite kalitimi ile alakali
olan ikiz galigmalart gostermektedir. Calismanin bulgularma gore, monozigotik
ikizlerde, % 0,78-% 0,81 oraninda viicut agirhginm kaltsal olarak benzerlik
gosterdigini saptamuglardir, benzer sonuglar yapilan farkli caligmalarda da obezitenin
genetik arka plani oldugunu ortaya koymaktadir (Korner ve ark., 2008).

ANXAS, plesental sinsitiyotrofoblast tabakasinin yiizeyine yerlesen hem Ca'™

hem de fosfolipit baglayict bir proteindir, interviléz bosluklarda maternal kanda
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antikoagulant fonksiyonu ile hayati bir dneme sahiptir (Miyamura ve ark., 2011).
ANXAS, yirmi yil1 agkan bir siire 6nce kesfedilmis olup, hala fizyolojik fonksiyonu tam
olarak agik degildir. (Laat ve ark., 2006). ANXAS ilk olarak antikoagulant ve
antitrombotik bir protein olarak kesfedilmistir. ANXAS’in, protrombinaz kompleksi
engelledigi ve doku faktorii ekspresyon yiizeyini azalttig1 bilinmektedir. Ayni zamanda,
ANXAS5’in anti-inflamator ve anti-aterosklerotik dzelliklere sahip oldugu ve interferon
gama sinyalini diizenledigi bilinmektedir (Ewing ve ark., 2012). Bunlara ek olarak,
Dennis ve ark.’lart tarafindan vyapilan bir ¢alismada, ANXAS’in trigliserit
metabolizmasinda etkin olabilecegini yayinlamislardir. Buradan hareketle ANXAS ve
lipit metabolizmast arasindaki iliski, obezite agisindan dnemli olabilir. Ancak bununla
birlikte, ANXAS geninin obezitedeki genetik rolii tam olarak aydmnlatilamanugtir,

Bu tez ¢alismasinda ANXAS geninin en yaygin iki varyantlar1 olan rs11575945
(-1C>T) ve rs1050606 (-302T>G) polimorfik bdlgelerinin gogukluk g¢agi obezitesi
arasindaki iliskiyi degerlendirdik. Calismanin heniiz g¢ok kisitl olan obezite- ANXAS
geni polimorfizm baglantili galismalara katkida bulunaca@ini diisiinmekteyiz. Yapilan
Real-Time PZR datalarina gore, her iki varyantin da ¢ogukluk ¢ag1 obezitesi ile anlamli
bir iligkisi bulunmadigt sagtanmustir. Hem Tiirk toplumunda hem de diger toplumlarda
yapilacak olan alternatif ¢aligmalara ihtiyag duyulmaktadir.

Yapilan literatilr taramalarina obezite ile ANXAS geninin iliskisini
degerlendiren iki tane polimorfizm ¢alismasi (Ewing ve ark., 2012; Seok ve ark., 2013)
mevcut olup g¢ogukluk ¢agi obezitesi ile ANXAS geninin iliskisini ortaya koyan hem
diinyada hem de Tiirkiye’de herhangi bir galismaya rastlanimamistir. Bu anlamda
calismamiz son derece &zglin olup, literatiirdeki biiylik bir boslugu dolduracagni

diistinmekteyiz.
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Damar tikamikligana bagh olarak aktiflesen olan hiicreler, yiizeylerinde bulunan
fosfatidil serine (PS) maruz kalmaktadirlar. ANXAS, PS ‘ye yiiksek afinite ile
baglanmaktadir ve bu nedenle damar sertlifi lezyonlarint tedavi etmede
kullanilabilecegi diigtintilmektedir. Son zamanlarda, ANXA5’in damar greftinden sonra
vaskiiler inflamasyon siirecini engelledigi gtriilmektedir. Bu amagla Ewing ve ark.,
(2012), fare modelinde miidahale sonrasi damar sertlifini hizlandirarak ANXAS’in
etkisini incelemislerdir. Calismada ANXAS genine ait 8 SNP incelenmistir. ANXAS
geni intronik SNP’leri olan (iSNP) rs4833229 ve rs6830321 varyantlarinin cinsiyet
calismalar1 sonuglarina gore kalp krizi damar i¢i miidahalelerinde Snemli bir genetik
risk faktorii oldugunu bulmuslardir. Haplotip analizine gore, her iki varyantta
(rs4833229 ve rs6830321) bulunan ACAGTTGTT haplotipini tasiyan bireylerin kalp
krizi damar i¢i miidahaleden sonra restenozun (daralma) daha hizli oldugunu
saptamiglardir. Ayni zamanda ANXAS’in fare modeline doz uygulama galismalarinda,
ANXAS5’in vaskiller yaralanmalar1 Onledigi ve hizlandirilmis damar sertligi
(ateroskleroz) gelisimini azalttig1 rapor edilmistir (Ewing ve ark., 2012).

ANXAS geninin obezite ile iligkisini inceleyen diger polimorfizm galigmasi
Seok ve ark., (2013) tarafindan yapilmustir. Calisgmada ANXAS genine ait 5 intronik
SNP (rs12510548, rs4240260, rs3756182, rs13136094 ve rs6534313) genotip ve allel
frekanslari bakimmdan degerlendirilmistir. Elde edilen verilere gre, 5 SNP’de obezite
acisindan risk faktorii olarak degerlendirilmistir. Haplotip analiz sonuglarina gore ise,
GGATG ve CAGCC haplotipleri ¢ok onemli bir sekilde fazla kiloluk ve obezite
acisindan risk faktorii oldugu saptanmistir. Bu sonuglara bagli olarak ANXAS geninin
Kore toplumunda obezite gelisimine katkida bulundugunu s6yleyebiliriz (Seok ve ark.,

2013).
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Biz bu tez ¢alismasinda diger iki obezite ile iligkili ANXAS geni polimorfizm
calismalarindan farkli olarak, ANXAS geni iki promotor SNP rs11575945 (-1C>T,
kozak sekansi) ve rs1050606 (-302 T>G) varyantlarinin ¢ogukluk ¢agi obezitesindeki
olast rolii inceledik.

rs11575945 (-1C>T, kozak sekansi) varyantinin hem hasta (200 obez goguk)
hem de kontrol (150 saglikli ¢ocuk) gruplarinda yapllaﬁ allele spesifik diskriminasyon
sonuglarina gire, homozigot mutant GG ve heterozigot TG genotiplerine rastlanmadi.
Yani istatistiksel olarak her iki grup igin GG ve TG genotiplerinin goriilme siklig
degerlendirilememistir. Bu varyant ¢ogukluk ¢agi obezitesi risk faktorii agisindan
anlamli bulunmamugtir.

Calisilan diger varyant rs1050606 (-302 T>G@), hasta grubunda (200 obez gocuk)
TT, TG ve GG genotiplerinin sikligi (Tablo 4.2) sirasiyla, 41 (% 20), 101 (% 51) ve 58
(% 29) bulunmustur. Allel siklig1 ise T alleli igin 183 (% 46) ve G alleli igin 217 (% 54)
bulunmustur. Ayni sekilde kontrol (150 saglikli ¢ocuk) grubunda TT, TG ve GG
genotiplerinin siklift sirastyla 29 (% 19), 73 (% 49) ve 48 (% 32) bulunmusgtur. Allel
sikligt ise T alleli igin 131 (% 44) ve G alleli igin 169 (% 56) bulunmugtur.
Genotiplendirme analizlerine gore, hasta grubunda, mutant homozigot GG genotipinin
stklign yabanil tip homozigot TT ve heterozigot TG genotipinin siklifindan daha fazla
olmasina ragmen, bu durumun kontrol grubunda da ayni sekilde saptanmasi nedeniyle
istatistiksel olarak hastalikla bu varyant arasinda anlamli bir iliski bulunamamustir.

ANXAS geni 1511575945 (-1C>T, kozak sekansi) ve rs1050606 (-302 T>G)
polimorfizimleri ile ilgili farkli hastaliklarda birgok g¢aligma mevcuttur. Plasenta,
ANXAS5’in ¢gok yogun bir sekilde eksprese oldugu organlardan biridir. Carmeille ve

ark.’lar1 (2015), trofoblastlarda ANXAS’in, hiicre membrani kapanmasini destekledigini
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gostermislerdir. Hiicre membrani yaralanmasindan sonra, digardan ANXAS uygulanan
hiicrelerde, ANXAS5 uygulanmayan ve ANXAS eksik trofoblast hiicrelerine gore
belirgin bir sekilde hiicre membraninda kapanma ve iyilesme gozlemlenmistir. Artan
ANXAS5 ekspresyonun hiicrelerde, Ca™ kontsantrasyonunu arttirdigimi ve buna bagl
olarak PS’ye baglanmanin artarak, membran tamirinde rol oynadig: bilinmektedir
(Carmeille ve ark., 2015). Hayashi ve ark.’lar1 (2013), ANXAS genine ait 6 SNP’nin
tekrarlayan gebelik kayb1 (RPL) ile iliskilisini arastirmislardir. Calismada rs1050606 (-
302 T>G) polimorfiziminin RPL agisindan bir risk faktorti oldugu bulunmustur
(P=049). Ayrica A-C-C-A haplotipini tastyan RPL’li hastalarda, plasentada ANXAS
mRNA ekspresyonunun % 37-42 oraninda azaldigt rapor edilmistir (Hayashi ve ark.,
2013). Hollanda toplumunda yapilan bir ¢alismada, derin ven trombozu (DVT) ile
ANXAS geninin genetik varyantlar1 ve genin yukari bélgesinde bulunan 4 haplotipin
(CGATGT-CGATGG-CACCAG-TGCCGG) hastalik agisindan  bir risk  faktorii
olugturmadifi1 saptanmistir. Calismada degerlendirilen SNP’lerden olan ANXAS geni -
1C>T polimorfizmi risk alleli (T) frekansi agisindan hem hasta (n=148) hem de kontrol
(n=267) gruplarinda degerlendirilememistir. Bu bakimdan farkli hastalik gruplari
olmasina ragmen kontrol gruplarimdaki sonuglar, ¢ogukluk ¢agr obezitesinde galigilan
kontrol grubu ile uyum goéstermektedir. Bizim ¢alismamizda da ANXAS geni -1C>T
polimorfizmi genotip ve allel frekanst agisindan degerlendirilemedi. Ayni ¢aligmada
ANXAS geni (-302 T>G) polimorfizmi DVT iligkili bulunamamustir (De Jong ve ark.,
2015). (-302 T>G) polimorfizmi agisindan bizim kontrol grubu ile bu galigmadaki

kontrol grubu sonuglart uyum gostermektedir.
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Polimorfizm g¢alismalarinin farkli irklar ve etnik gruplar arasinda degiskenlik
gostermesi nedeniyle elde ettigimiz bulgularin farkli ¢aligmalarla desteklenmesine

gereksinim duyulmaktadir,



57

6. KAYNAKLAR

Altunkaynak, B. Z., ve (jibek, E., (2006). Obezite: Nedenleri ve Tedavi Secenekleri.
Van Tip Dergisi, Cilt: 13, Sayr:4, 138-142

Appelhans, B. M., Fitzpatrick, S. L., Li, H., Cail, V., Waring, M. E., Schneider, K. L.,
Whited, M. C., Bush, A. M., Ve Pagoto, S. L., (2014). BMC Public Health
14:1160

Applied Biosystems, (2008; 2010), StepOne™ and StepOnePlus™ Real-Time PCR
Systems Genotyping Experiments. Getting Started Guide

Arya, M., Shergill, 1.S., Williamson, M., Gommersall, L., Arya N., ve Patel, H. R.H.,
(2005). Basic principles of real-time quantitative PCR. Expert Rev. Mol. Diagn.
52)

Ates, O., Karakus, N., (2015). Obezite Genetigi. Gaziosmanpasa Universitesi Tip
Fakiiltesi Obezite Ile Iliskili Hastaliklar Ve Tedavileri, Sayfa 65-71

Babaoglu, K., ve Hatun, $., (2002). Cocukluk Caginda Obezite. Sted , Cilt 11, Say1 1

Balsan, G. A., Da Costa Vieira, J. L., De Oliveira, A. M., Ve Portal, V. L., (2014).
Relationship between adiponectin, obesity and insulin resistance. rev assoC Med
bras; 61(1):72-80

Baltaci, G., (2008). Obezite Ve Egzersiz. Hacettepe Universitesi-Saghk Bilimleri
Fakiiltesi Fizik Tedavi Ve Rehabilitasyon Boliimii. Klasmat Matbaacilik, 978-
975-590-246-3

Carmeille, R., Degrelle, S. A., Plawinski, L., Bouvet, F., Gounou, C., Evain- Brion, D.,
Brisson.i A. R., Bouter A., (2015). Annexin —A5 Promotes Membrane Resealing

In Human Trophoblasts. Bioclinica Et Biophysica Acta 1853; 2033-2044



58

Chan, R. S.M., ve Woo, I., (2010). Prevention of Overweight and Obesity: How
Effective is the Current Public Health Approach. Int. J. Environ. Res. Public
Health , 7, 765-783; do0i:10.3390/ijerph7030765

Chung, W. K., ve Leibel, R.L., (2005). Molecular Physiology Of Syndromic Obesities
In Humans. Trends In Endocrinology And Metabolism Vol.16 No.6

Chung, W.K., (2012). An Overview of Mongenic and Syndromic Obesities in Humans,
Pediatr Blood Cancer; 58(1): 122—128. do1:10.1002/pbc.23372

Claussnitzer, M., Dankel, S.N., Kim, K. H., Quon, G., Meuleman, W., Haugen, C.,
Glunk, V., Sousa, I. S., Beaudry, J. L., Puviindran, V., Abdennur, N.A., Liu, J.,
ve ark,, (2015). FTO Obesity Variant Circuitry and Adipocyte Browning in
Humans. N Engl J Med ,373:895-907. DOI: 10.1056/NEJMoal502214

Clement, K., ve Ferre, P., (2003). Genetics and the Pathophysiology of Obesity.
Pediatric Research Vol. 53, No. 5, 0031-3998/03/5305-0721

Cole, T.J,, Bellizzi, M. C., Flegal, K. M., ve Dietz ,W. H., (2000). Establishing a
standard definition for child overweight and obesity worldwide: international
survey. BMJ Volume 320

Citi, R., Onder, Y. Egri, M., (2015). Yetiskinlerde Obezite Epidemiyolojisi.
Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Obezite Ile Iliskili Hastaliklar Ve
Tedavileri, Sayfa 11-29

De Jong, P. G., Hiddink, L., Meijers, J.C. M., Kiemeney, L. A., Van Heerde, W. L.,
Middeldorp, S., (2015). No association between Annexin A5 genetic variants
and deep venous thrombosis. British Journal of Haematology, 169, 286304

De Onis, M., (2015). Prevénting Childhood Overweight And Obesity. J Pediatr (Rio J) ;

91 (2): 105-107



59

De Onis, M., Blossner, M., Borghi, E., (2010) Global prevalence and trends of
overweight and obesity among preschool children. Am J Clin Nutri.; 92:1257-
64

Erbas, O., Cagiltay, E., Cavusoglu, T., (2015). Obezite ve Inflamasyon. Gaziosmanpasa
Universitesi Tip Fakiiltesi Obezite Ile Iliskili Hastaliklar Ve Tedavileri, Sayfa
52-60

Ergiil, S., ve Kalkim, A., (2011). Onemli Bir Kronik Hastalik: Cocukluk ve Ergenlik
Déneminde Obezite. TAF Prev Med Bull; 10(2): 223-230

Ewing, M.M., Karper, J. C., Sampietro, M. L., de Vries, M. R,, Pettersson, K., Jukema,
J. W., Quax, P. H. A., (2012). Annexin A5 Prevents Post- Interventional
Accelerated Atherosclorosis Development In A Dose- Dependent Fashion In
Mice. Atherosclorosis 221; 333-340

Fernandez, M. P., ve Morgan, R. O., (2003). Structure, Function And Evolution Of The
Annexin Gene Superfamily

Gerke, V., ve Moss, St. E., (2002). Annexins: From Structure to Function. Physiol Rev
82: 331371

Gibson, U. EXM., Heid, C. A., ve Williams, P. M., (2015). A Novel Method for Real
Time Quantitative RT-PCR. Cold Spring Harbor Laboratory Press ISSN 1054-
9803/96

Girard, D., ve  Petrovsky, N., (2011). Alstrém Syndrome: Insights into The
Pathogenesis Of Metabolic Disorders. Nature Reviews Endocrinology 7, 77-
doi:10.1038/nrend0.2010.210

Giinel, T., (2007). Gen Anlatiminin Kantitatif Analizi “Real-Time PCR”. Turkiye

Klinikleri ] Med Sci, 27:763-767



60

Hayashi, H., Sasaki, H., Suzuki, S., Nishiyama, T., Kitaori, T., Mizutani, E., Suzumori,
N., Sugiura- Ogasawara, M., (2013). Genotyping Analyses For Polymorphisms
ANXAS Gene In Patient With Recurrent Pregnancy Loss. Amerikan Society For
Reproductive Medicine Vol 100 No 4

Hernandez-Valeroa, M. A., Rothera, J., Gorlov, 1., Frazier, M., ve Gorlova, O. Y.,
(2013). Interplay between polymorphisms and methylation in the H19/ IGF2
gene region may contribute to obesity in Mexican- American children. J Dev
Orig Health Dis.; 4(6): 499-506. doi:10.1017/5204017441300041X

Hiddink, L., Visser, M. C. H., Heerde, W., (2012). Polymorphsims In The Annexin A5
Gene Influence Circulating Annexin A5 Levels In Heathly Control. Thrombosis
Resarch 129; 815-817

Hotta, K., Nakamura, M,, Nakamura, T., Matsﬁo, T., Nakata, Y., Kamohara, S.,
Miyatake, N., Kotani, K., Komatsu, R., Itoh, N., Mineo, 1., Wada, J., Masuzaki,
H., Yoneda, M., Nakajima, A., ve ark., (2009). Association between obesity and
polymorphisms in SEC16B, TMEM18, GNPDA2, BDNF, FAIM2 and MC4R in
a Japanese population. Journal of Human Genetics 54, 727-731

Huber, R., Romisch, I., ve Paques, E.P., (1990). The crystal and molecular structure of
human annexin V, an anticoagulant calcium, membrane binding protein. EMBO
J9: 3867-3874, 1990.

Kaila, B., Raman, M., (2008) Obesity: A review of pathogenesis and management
strategies. Can J Gastroenterol;22(1):6168.

Kenis, H., Doggen, C. J. M., Vost, H. L., Reutelingsperger, C. P. M., Ve Van Herde, W.

L., (2003). The C-1t Mutation In The Annexin A5 Kozak Sequence Slightly



61

Increases The Risk Of Myocardial Infarction In Men. J Thromb Haemost ,2688-
9

Kniippel, S., Rohde, K., Meidtner,K., Drogan, D., Holzhiitter, H.G., Boeing, H., Fisher,
E., (2013). Evaluation of 41 Candidate Gene Variants for Obesity inthe EPIC-
Potsdam Cohort by Multi-Locus Stepwise Regression. Plos One 8(7): e68941.
doi:10.1371

Korner, A., Kiessa, W., Stumvollb, M., ve Kovacsc, P., (2008). Polygenic Contribution
to Obesity: Genome-Wide Strategies Reveal New Targets. Korbonits M (ed):
Obesity and Metabolism. Front Horm Res. Basel, Karger, vol 36, pp 12-36

Kupca, S., Sjakste, T., Paramonova, N., Sugoka, O., Rinkuza, 1., Trapina, L., Daugule,
I., Sipols, A.J., ve Rumba-Rozenfelde, 1., (2013). Association of Obesity with
Proteasomal Gene Polymorphisms in Children. Journal of Obesity,
ArticleID638154,9pages http://dx.doi.org/10.1155/2013/638154

Laat, B, de., Derksen, R. H. W, M., Mackie, I. J., Roest, M., Schoormans, S.,
Woodhams, B. J., Groot, P. G de., Heerde, W. L., (2006). Annexin AS5
polymorphism (21CRT) and the presence of anti-annexin A5 antibodies in the
antiphospholipid syndromie. Ann Rheum Dis 65:1468-1472. doi:
10.1136/ard.2005.045237

Lobstein, T., Baur L., ve Uauy, R., (2004). Obesity in children and young people: a
crisis in public health. IASO International Obesity TaskForce, 231

Marseglia , L., Manti, S., D’Angelo, G., Nicotera, A., Parisi, E., Di Rosa, G., Gitto,
E.,ve Arrigo, T., (2015). Oxidative Stress in Obesity: A Critical Component in

Human Diseases. Int. J. Mol. Sci., 16, 378-400; d01:10.3390/ijms16010378



62

Marszalek, R., Ziemianski, P., Lagiewska, B., Pacholczyk, M., Domienik-Karlowicz, J.,
Trzebicki J., Wierzbicki, Z., Jankowski, K., Kosieradzki, M., ve ark., (2015).
The First Polish Liver Transplantation after Roux-en-Y Gastric Bypass Surgery
for Morbid Obesity: A Case Report and Literature Review. Ann Transplant, 20:
112-115 DOI: 10.12659/A0T.893797

Mason, K., Page, L., ve© Gumus Balikcioglu, P., (2015). Screening for Hormonal,
Monogenic, and Syndromic Disorders in Obese Infants and Children. Pediatr
Ann. 43(9): e218—e224. doi:10.3928/00904481-20140825-08

Metinoglu, 1., Pekol, S., ve Metinoglu, Y., (2012). Kastamonu’da 10-12 Yas Grubu
Ogrencilerde Obezite Prevalans: ve Etkileyen Faktorler. Acibadem Universitesi
Saglik Bilimleri Dergisi Cilt: 3 , Say1: 2

Michalsky, M. P., Inge, T. H., Simmons, M., Jenkins, T. M., Buncher, R., Helmrath, M.,
ve ark., (2015). Cardiovascular Risk Factors in Severely Obese Adolescents: The
Teen Longitudinal Assessment of Bariatric Surgery (Teen-LABS) Study. JAMA
Pediatr, 169(5): 438—444. do1:10.1001

Miyamura, H., Nishizawa, H., Ota, S., Suzuki, M., Inagaki, A., Egusa, H., Nishiyama,
S., Kato, T., Pryor-Koishi, K., Nakanishi, 1., Fujita, T., Imayoshi, Y'., Markoft,
A., Yanagihara, 1., Udagawa, Y., ve Kurahashi, H., (2011). Polymorphisms in
the annexin A5 gene promoter in Japanese women with recurrent pregnancy
loss. Molecular Human Reproduction, Vol.17, No.7 pp. 447452

Mutch, D. M., ve Clement, K., (2006). Unraveling the Genetics of Human Obesity.
PLoS Genet 2(12): e188. doi:10.1371/journal.pgen.0020188

Navarro, E., Serrano-Heras, G., Castano, M. I., Ve Solera, J., (2015). Real-Time Pcr

Detection Chemistry. Clinica Chimica Acta 439; 231-250



63

NHANES., (2010). Healthy weight, overweight, and obesity among U.S. adults.

Ogden, C. L., Flegal, K. M., (2010). National Health Statistics Reports, Changes In
Terminology For Childood Overweight And Obesity, Number 25. U.S.
Department Of Health And Human Services Centers for Disease Control and
Prevention National Center for Health Statistics

Ota, S., Miyamura, H., Nishizawa, H., Inagaki, H., Inagaki, A., Inuzuka, H.., Suzuki,
M., Miyazaki, J., Sekiya, T.., Udagawa, T., Kurahashi, H., (2013). Contributaion
Of Fetal ANXAS Promoter Polymorphisms To The Onset Of Pre-Eclampscia.
Placenta 34; 1202-1210

Poveda, A., Ibanez, M. E., ve Rebato, E., (2014). Common Variants in BDNF, FAIM2,
FTO, MC4R, NEGRI1, and SH2B1 Show Association With Obesity-Related
Variables in Spanish Roma Population. American Journal Of Human Biology
00:00-00

Pulgaron, E. R., ve Delamater, A, M., (2014). Obesity and Type 2 Diabetes in
Children: Epidemiology and Treatment. Curr Diab Rep. 14(8): 508.
doi:10.1007/s11892-014-0508-y

Pysz, M., Leszczynska, T., Cieslik, E., Kopec, A., Wielgos, B., Piatkowska, E., (2014).
Relationship Between The Intake Of Energy And Basic Nutrients And The B
Values In Group Of Children Aged 10-12. Rocz Panstw Zakl Hig ;65(4):345-
352

Rankinen, T., Zuberi, A., Chagnon, Y.C., Weisnagel, S.J., Argyropoulos, G,, ve ark.,
(2006). The human obesity gene map: the 2005 update. Obesity (Silver Spring)

14: 529-644



64

Rathnayake K. M., Roopasingam T., Ve Wickramsighe V. P., (2014). Nutritional And
Behavioral Determinant And Adolescent Obesity; A Case Control Study In Sri
Lanka. BMC Public Health 14;1291

Raymaekers, M., Smets, R., Maes, B. ve Cartuyvels, R., 2009, Checklist for
Optimization and Validation of Real-Rime PCR Assays, J. Clin. Lab. Anal,,
23:145-151p

Rex, K. F., Larsen, N. H., Rex, H., Niclasen B., ve Pedersen, L. M., (2014). A national
study on weight classes among children in Greenland at school entry. Int J
Circumpolar Health, 73;25537

Semerci, C. N., (2004). Obezite Ve Genetik. Giilhane Tip Dergisi 46 (4) : 353 —359

Seok, H., Park, H. J., Lee, B.W., Kim, J.W., Jung, M., Lee, S.R., Park, K.H., Park,
Y.G., Baik, HH., ve Chung, J.H., (2013). Association Of Annexin AS
Polymorphisms With Obesity. Biomedical Reports 1: 654-658

Smith, K.L., (2013). Development Of A New Allelic Discrimination Real-Time Per
Assay For The Diagnosis Of Equine Herpesvirus-1 And Characterization Of The
Virulence Determinants Of The Virus. University of Kentucky UKnowledge.

Smitka, K., ve Maresova, D., (2015). Adipose Tissue as an Endocrine Organ: An
Update on Pro-inflammatory and Anti-inflammatory Microenvironment. Prague
Medical Report / Vol. 116 , No. 2, p. 87-111

Van Goor, M.L.P.J., Van Heerde ,W.L., Schoormans, S., Dippel, D.W.J., Leebeek, |
F.W.G., (2005). The Annexin A5-1C/T polymorphism in ischemic stroke: a
case—control study. J Thromb Haemost; 3: 173—5

Vieira-Potter, V.J., (2014). Inflammation and macrophage modulation in adipose

tissues. Cellular Microbiology, 16(10), 1484—1492



65

Vural, C., (2009). Farkli Periodontal Hastaliklara Sahip Bireylerden Alinan Mikrobiyal
Dental Plak Orneklerinden Elde Edilen Patojen Mikroorganizmalarin Real-Time
Pcr ile Kalitatif Ve Kantitatif Analizi. Ege Universitesi, Yiiksek Lisans Tezi

Wijnhoven, T.M.A., van Raaij J.M.A., Sjoberg, A., Eldin, N., Yngve, A., Kunesova,
M., Starc, G., Rito, A. L., ve ark., (2014). WHO European Childhood Obesity
Surveillance Initiative: School Nutrition Environment and Body Mass Index in
Primary Schools. Int. J. Environ. Res. Public Health 11, 11261-11285;
d0i:10.3390/ijerph111111261

www.wordobesity.Org

Applied Biosystems StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems

Atlas Biyoteknoloji Laboratuvar Klavuzu

http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/GC_ANXAS.html

http://ghr.nlm.nih.gov/gene/ ANXAS

Sigma life science, qper technical guide; sigma-aldrich.com

http://beslenme.gov.tr/index.php?lang=tr&page=40

http://www.cde.gov/nchs/nhanes. htm

http://www.hsph.harvard.edu/

https://www.thermofisher.com/order/genomedatabase/browse/genotyping/keyword/anx

a57ICID=uc-snp-anxa5



7.0ZGECMIS

Adi Soyadi: Emel ENSARI

Dogum Tarihi: 17.03.1986

Ogrenim Durumu: Yiiksek Lisans Devam Ediyor
Medeni Durumu: Evli

e-mail: emel-ozsoy@hotmail.com

66

Derece Béliim/Program Universite Yil
Lisans BiYOLOII GOP 2009
Y. Lisans TIBBI BIYOLOJI AD GOP

2013-Devam Ediyor

Doktora/S.Yeterlik/  Tipta

Uzmanlik

Yiiksek Lisans Tez Bashg : ‘Cocukluk Cag1 Obezitesinde Annexin A5 Gen

Polimorfizmlerinin Rolii’

Damsman: Dog Dr H. Omer ATES

Gorevler:
Girev Gorev Yeri Yil
Unvani
Ars. Gor. Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolimi 2011-2013
Ars. Gor. Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji | 2013-
AD

Projelerde Yaptign Gorevler :

*21. Ulusual Biyoloji Kongresi’ Diizenleme Kurulu Uyesi

‘Obezite Tanili Cocuklarda Leptin ve Ghrelin Polimorfizmlerinin Belirlenmesi’

(GOU-bilimsel aragtirma projeleri) baslikli projede yardimei arastirmaci

‘Cocukluk Cag1 Obezitesinde Anneksin A5 Gen Polimorfizmlerinin Roliy’

(GOU-bilimsel aragtirma projeleri) baslikli projede yardimei arastirmaci




67

Idari Gorevler :

Ogrenci Yemekhanesi Komisyon Bagkant

Tibbi Biyoloji ve Genetik Labotuvarlari1 Sorumlusu

Bilimsel Kuruluslara Uyelikler : Tibbi Biyoloji ve Genetik Dernegi

Ulusal bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitaplarinda basilan
bildiriler:

‘Obezite Tanili Cocuklarda Adinopektin +45 T/G Gen Polimorfizmlerinin
Belirlenmesi’

‘Alopesi Areata’da CTLA-4 Geni 49 A/G ve CT60 G/A Polimorfizmlerinin
Analizi’

*Assocation of IL10 -1082 G/A Gene Polymorphism In Alopecia Areata’

Katildigs Kongre, Calistay, Sempozyumlar:
‘21. Ulusual Biyoloji Kongresi’ ,

¢ XIV. Ulusal Tibbi Biyoloji ve Genetik Kongresi’



