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TURK OBEZ HASTALARINDA DRD4, DAT1, MAOA VE 5-HTT GE N
POLIMORFIZMLERININ ARASTIRILMASI

Mustafa Uzun
oz

Obezite gunumuzde dinya genelinde oldukga sik gbzlenen ve basta cevresel,
metabolik, psikolojik, genetik, sosyolojik faktorler olmak tzere farkli sebepler ile
olusabilen bir hastaliktir. Ginimuzde obezitenin genetik temelleri Gzerine pek ¢ok
calisma vyapilmis ve c¢ok sayida genin bu hastaligin olusumunda etkisi

gosterilmistir.

Bu tez calismasinin amaci, DRD4, 5-HTT, DAT1 ve MAOA genlerinde bulunan
VNTR polimorfizmlerinin obezite ile iligkisinin arastiriimasidir. Bu amacla DRD4
genin 3.ekzonu, 5-HTT geninin 2.intronu, DAT 1 geninin 3'UTR bdlgesi ve MAOA
geninin ise promotor bolgesinde bulunan VNTR polimorfizmlerinin saptanmasi igin,
234 obez birey ve 148 kisilik kontrol grubu bireyinden alinan periferal kan

orneginden polimeraz zincir reaksiyonu analizi yapilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda her bir gen icin, farkli tekrarlardan olusan
alel tipleri belirlenmistir. Hasta ve kontrol gruplarinda tipleri frekanslari belirlenen
bu aleller icin ki-kare ve ANOVA istatistiksel analizleri yapiimistir. Ki-kare analizleri
sonucunda tespit edilen alellerin obez bireyler ile kontrol grubu arasindaki
dagiliminin anlamsiz oldugu bulunmustur. PZR calismasi ile belirlenen genlerdeki
farklh VNTR genotipleri ile bireylerin gesitli fenotipik 6zellikleri kargilastiriimistir.
Genotipler ile VKI ortalamalarinin kargilastirildigi testte, DRD4 genindeki VNTR
genotiplerinin VKIi Uizerine etkisi anlamli (p=0.04), DAT 1 ve 5-HTT genlerinde ise
anlamsiz cikmistir. Yiiksek frekansta goriilen genotipler ile VKi ortalamalarinin
karsilastirimasi  sonucunda da DRD4 geninde tespit edilen alellerin VKi
degerlerine etkisi anlamli iken (p=0.019), DAT 1 ve 5-HTT genlerinde anlamsiz
citkmigtir. ANOVA ybntemine gore yapilan son analizde morbid obez ve obez
sinifindaki bireylerin genotipleri ile VKI degerleri karsilastirilmistir. Bunun
sonucunda da DRD4 geninde genotiplerin VKI degerlerine istatistiksel olarak

anlamh etkisinin oldugu belirlenmis, DAT 1 ve 5-HTT genleri icin ise sonucg



anlamsiz bulunmustur. MAOA geninin promotor bdgesinde bulunan VNTR

polimorfizmi ile obezite arasindaki iligki belirlenememisgtir.

Tez calismasi sonucunda DRD4 geninde bulunan VNTR genotiplerinin cesitli
fenotipik kosullarla birlikte anlamli etkisi oldugu dogrulanirken, DAT 1 ve 5-HTT

genlerinde bu etki bulunamamigtir.

Anahtar Kelimeler : Obezite, VKIi, 5-HTT, DAT 1, DRD4, MAOA, VNTR.

Danigman: Doc.Dr. Hatice Mergen, Hacettepe Universitesi, Biyoloji Bolumi,

Molekuler Biyoloji Anabilim Dali.



INVESTIGATION OF POLYMORPHISMS OF DRD4, DAT1, MAOA AND 5-HTT
GENES IN TURKISH PATIENTS WITH OBESITY

Mustafa Uzun
ABSTRACT

Obesity is a common disease mainly caused by metabolic, genetic, environmental
and sociological factors. Nowadays many studies have been done on the genetic
basis of obesity and effects of many genes on the development of the disease

have been shown.

The purpose of this study is to investigate the relationship between VNTR
polymorphism of 5-HTT, DRD4, DAT 1 and MAOA genes and obesity.

Peripheral blood samples of 234 obese and 148 healthy individuals were objected
to polymerase chain reaction (PCR) to detect the VNTR of the 2nd intron of 5SHTT,
3rd exon of DRD4, 3'UTR of DAT 1 and promoter region of MAOA genes.

In both of the patient and control groups, chi square and ANOVA statistical tests
have been done for each allele whose types and frequencies are known.
According to the chi square analysis results, distrubition of alleles between the
obese individuals and the control group was found to be insignificant. Different
VNTR genotypes determined by PCR and the phenotypic features of the
individuals were compared. In the test to compare the genotypes and BMI
avarages, unlike DAT 1 and 5-HTT, the effect of DRD4 VNTR genotypes were
found to have significant effects on BMI (p=0.04). The genotypes of morbidty
obese (BMI >40) and obese individuals and the BMI values were also compared.
As a result of this comparison DRD4 genotypes were found to have significant
effects on BMI values (p=0.003), on the other hand for DAT 1 and 5-HTT genes
there was no significant effect. Relationship between VNTR polymorphism in
promoter region of MAOA gene and obesity could not be determined.



In this study the relationship between the VNTR genotypes found in DRD4 and
obesity was confirmed by ANOVA test where as there was no significant
relationship between DAT 1 and 5-HTT and obesity.

Keywords: Obesity, BMI, 5-HTT, DAT 1, DRD4, MAOA, VNTR.
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1.GIRIS

Obezite vicutta agin yag birikmesi olarak tanimlanan, ¢ok eski zamanlardan beri
gorulen, ginimuzde ise oldukca sik rastlanan bir enerji metabolizmasi hastaligidir
(Flegal et al., 2002). Ozellikle gelismis Ulkelerde son donemde obezite gorilme
sikliginda dramatik bir artis gézlemlenmektedir (Flegal et al., 2002; Ogden et al.,
2002). Gelismekte olan ulkelerde ise kirsal kesimden kentlere dogru gerceklesen
go¢ nedeniyle obezite olusumunda buydk bir hizlanma go6zlemlenmektedir
(Popkin, 1994). Obezitede meydana gelen bu artis dinyada, bulasici ve yetersiz
beslenmeden kaynaklanan hastaliklara ayrilan bitce ve harcamalarin, bati
toplumlarinda artis gostermekte olan kardiyovaskuler hastaliklar, kanser ve
diyabet gibi kronik saglik problemleri giderlerine kaymasina neden olmaktadir (Kim
et al., 2000).

Vucut agirhgr, alinan besinlerin kalori degeri ve harcanan enerji arasindaki
dengeyle saglanir. Eger alinan besinlerden kazanilan enerji ile fiziksel ve
metabolik faaliyetlerde kullanilan enerji miktari esitse, vicut agiriginda herhangi
bir degisme olmaz. Enerji alim ve kullanim dengesi besin alimi yéntinde olursa kilo
artigl, enerji harcama yoninde olursa kilo kaybetme meydana gelmektedir (Himas-
Hagen,1997; West, 1991; Guyton and Hall, 1997). Obezite; genetik, cevresel,
sosyoekonomik, kultirel ve psikolojik etmenlerin rol oynadidi karmasik bir
hastaliktir. Bu hastalik c¢cok farkli doku, organ ve sistem Uzerinde etkilidir.
Obeziteye neden oldugu dusunulen 200’den fazla aday gen bulunmaktadir. Diger
bir deyigle obezite, cok karmasik yapiya sahip poligenik bir hastaliktir. Obeziteye
neden olan genetik faktorlerin belirlenmesi, bu hastaligin 6nlenmesi ve tedavisi
icin yeni yaklasimlarin olusturulabilmesi acisindan c¢ok 6nemlidir. Buna bagh
olarak obezite ile baglantili olabilecek genler siniflandiriilmaya cahgiimaktadir
(Clement et al., 2002).

Obezite, ayni zamanda psikolojik temelleri olan bir hastaliktir. Sizofreni, parkinson,
alzheimer gibi hastaliklarin olusumunda etkin rol oynadidi bilinen bazi genlerin
obezite olusumunda da go6rev alabilecegi yapilan son calismalarda rapor
edilmektedir (Rankinen et al., 2005).



Gunumuzde 6zellikle dopamin metabolizmasi ve transportunu diizenleyen genlerle
yapilan arastirmalarda, bu genlerdeki molekuler patolojilerin bireylerde kilo alimini
etkileyerek obezite olusumuna neden olabildigi goOsterilmistir. Bu bulgular
kapsaminda tez calismasinda dopaminerjik sistem icinde gorevli olan Dopamin
Reseptor D4 (DRD4) geninin tc¢lnct ekzonunda, Dopamin Transporter 1 (DAT 1)
geninin ise 3'UTR bolgesi icindeki VNTR polimorfizmlerinin arastiriilmasi ile obez
bireyler Uzerinde yapilan calismalarda norepinefrin ve serotonin metabolizmasi
Uzerinde fonksiyonu olan Monoamin Oksidaz A (MAOA) geni promotor bolgesinde
yer alan VNTR boélgesinde, 5 Hydroxytryptamine Transporter (5-HTT) geninin
ikinci intronundaki VNTR bdlgesinde goOzlenen polimorfizmlerin obezite ile
iligkisinin gosterilmesi hedeflenmistir. Tez calismasi 234 Tiurk obez hastasi ve 148
obez olmayan saglikli kontrol bireylerinde 5-HTT, DAT 1, DRD4 ve MAOA
genlerinde VNTR polimorfizmileri polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) agaroz jel
elektroforezi yontemi kullanilarak arastiriimigtir.



2. GENEL BILGILER

Obezite, basta gelismis ulkeler olmak Uzere tum dinyada gortlme sikligi giderek
artan bir saglk sorunudur. Diinya Saghk Orgiiti (World Health Organisation;
WHO) tarafindan obezite, vicutta insan sagligini olumsuz etkileyecek diizeyde

yagd miktarinin artisgi olarak tanimlanmigtir (WHO Obesity 2000).

Besin maddelerinden alinan ihtiyac fazlasi her 9.3 kalorilik besin, vicutta 1 gr yag
olusturmaktadir (Ganong, 1995). Vicut agirhdinin beklenen normal agirliktan,
erkeklerde %20, kadinlarda %25 daha fazla olmasi obezite olarak kabul
edilmektedir (Ganong, 1995; Telatar and Simsek,1993). Obezite, dinya genelinde
bir saghk problemi olarak guncelligini korumaktadir. WHO’ ya gbére dunya uzerinde
yaklasik 1 milyar kisinin asiri kilolu, 475 milyon kisinin de obez oldugu
ongorilmektedir (IASO, 2010). Asiri kilo sorunu, ekonomik gelir diizeyi yuksek
ulkelerde yaygin olmasina ragmen, gelismekte ve az gelismis Ulkelerde de
beklenmedik bir hizla artis gostermektedir. Asya ulkelerinde 1990 sonrasi obezite
gorulme sikh@r 3 kat artmistir. Fazla kalori alimina karsin az enerji harcanmasinin
sik goralduagu bati yasam tarzinin yayginlasmasi ve kodyden kente goc,
gelismekte olan Ulkelerdeki obezite artisinin nedeni olarak kabul edilmektedir
(Yavuz, 2009).

2.1.Tani ve Siniflama

Obezite, vicutta sagligi bozacak kadar fazla yag birikimi olarak tanimlanir. Vicutta
yag birikiminin saglik ile iligkisini belirleyen 3 faktor vardir:

1-Vucuttaki yagin miktari,
2-Vucuttaki yagin dagihmi,

3-Yag fazlaligina eslik eden diger risk faktorleri (Yavuz, 2009).



2.1.1. Vicut Kitle indeksi

1998 yilindan bu yana obezite tanimi ve siniflamasi icin viicut kitle indeksi (VKi)
formulti kullaniimaktadir [Viicut agirhig (kg)/ boy (m?)]. VKI kaba bir hesaplamadir.
Dolayisiyla vicuttaki yag miktarini dogrudan gostermez; ancak pek ¢cok ¢alismada

vicuttaki yag miktari ile iligkili bulunmustur (The Practical Guide, 2000).

Saglik otoriteleri VKI degerlerine gore kisileri zayif, normal kilolu, fazla kilolu, obez
ve morbid obez seklinde gruplara ayirmistir. Buna gore, 18,5'ten kugciik VKIi
degerine sahip kisiler zayif, 18,5 ile 25 arasli ise normal, 25 ile 30 arasi fazla kilolu,
30 ile 40 arasi obez, 40 Ustlu ise “morbid obez” denilen “agin gisman insan”
tipleridir. Bununla birlikte WHO’nun yaptigi VKi siniflandirmasinda, zayif ve obez
gruplari alt siniflara ayrilmistir. Bu siniflandirmada VKi degeri 16°dan kiigiik olan
bireyler siddetli zayif, 16 ile 16,99 arasinda olanlar orta zayif, 17 ile 18,49 arasinda

olanlar ise hafif zayif sinifina dahil edilmektedir (Cizelge 2.1).

Obezite siniflandirmasinda ise; VKi degeri 30 ile 34,99 arasi sinif 1 obez, 35 ile
39,99 arasi sinif 2 obez, 40 ve daha biiyiik VKi degerine sahip bireyler ise sinif 3
yani morbid obez grubunda yer almaktadir (Cizelge 2.1). Hastaliklar ve 6lim
riskleri bu oranlara gore ortaya ¢ikmaktadir. Vicut kitle indeksi arttik¢a, hastalik ve
olum riskleri de artigs gostermektedir. Ancak bu oranlar ¢ocuklarda, gebelerde ve

sporcularda gecerli degildir.



SINIFLANDIRMA VKi(kg/m?)
ASI| Limit Deg@erler |Ek Limit De gerler

ZAYIF <18.50 <18.50
Siddetli Zzayifik ~ <16.00 <16.00
Orta Zayiflik 16.00 - 16.99 16.00 - 16.99
Hafif Zayiflik 17.00 - 18.49 17.00 - 18.49
18.50 - 22.99
NORMAL ARALIK 118.50 - 24.99
23.00 - 24.99
FAZLA K ILOLU >25.00 >25.00
) 25.00 - 27.49
Obezite Oncesi 25.00 - 29.99
27.50 - 29.99
OBEZ 230.00 230.00
30.00 - 32.49
Obez Sinif | 30.00 - 34.99
32.50 - 34.99
35.00 - 37.49
Obez Sinif 1l 35.00 - 39.99
37.50 - 39.99
Obez Sinif 1l
>40.00 >40.00

(Morbid Obez)

Cizelge 2.1. VKI' nin limit degerlere gore siniflandiriimasi (WHO 2004 Verilerinden

Uyarlanmistir).

Vucut yaglr dagihmi da mortalite ve morbidite igin bagimsiz bir risk faktorudur.
Abdominal viseral yag dokusu, insulin direnci ile yakin iligkilidir. Cesgitli
epidemiyolojik calismalarda bel/kalga orani ve bel ¢evresi dlgtimlerinin abdominal
yagd miktari ile iligkisi gosterilmistir. Bel/kalca oraninin erkeklerde 1.0' den,
kadinlarda ise 0.85’ ten buylUk olmasi abdominal obezite olarak degerlendirilir. Bel
cevresi Olcumda, kostalarin alt sinirt ile pelvis kemiginin tst sinirinin ortasindan
Olculur. Basit bir yontem olup kardiyovaskuler risk faktorleri ile iligkisi guclu

bulunmustur. Bel cevresi 6lcimiu degeri, erkeklerde 102 cm’den, kadinlarda ise



88 cm’ den biydk oldugunda bu durum abdominal obezite olarak
tanimlanmaktadir (Roche and Chunlea, 1992).

2.2.0bezite Epidemiyolojisi

Uzun sure farkh dlkelerin asiri kilo siniflandiriimasi igin kendilerine has kriterler
kullanmasi sebebi ile obezite epidemiyolojisi ¢caligmalarinda guglikler yasanmigtir.
1990'll yillarda VKIi asamall olarak evrensel kabul géren bir asiri kiloluluk 6lguti

olmustur.

Ulkemizde obezite sikligini saptamaya yonelik yapilan caligmalarin sayisi ulusal
dizeyde fazla degildir. Boy uzunluguna goére vicut agirliginin degerlendirildigi
Tarkiye 1974 Beslenme, Saglik ve Gida Tuketimi Arastirilmasi verilerine gore,
Ulkemizde sismanlik hizi erkeklerde %7,6, kadinlarda %25 iken; 1984 verilerine
gore bu hizlar sirasiyla %12,9 ve %33,3 olarak rapor edilmistir (Akbulut v.d.,
2007).

Turkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik Hastaliklar Prevalans
Calismasi 2 (TURDEP 2) 20 yas uzeri 26.499 birey Uzerinde yapilmistir. Bu
calismaya gore, obezite gorilme sikhgi  (VKI 30>kg/m?) kadinlarda %44,
erkeklerde %27 olarak belirlenmistir. Santral obezite (Bel cevresi: kadinda 88 cm,
erkekte 102 cm) acisindan degerlendirme yapildiginda obezite gortulme sikhgi
kadinlarda % 61 ve erkeklerde % 22,6 olarak saptanmistir. Kadinlarda santral
obezite sikhginin bu denli yuksek olmasi, basta kalp damar hastaliklari ve tip 2
diyabet olmak Uzere kadin niufusun yakin gelecekte karsilasilacagi 6nemili

sorunlara isaret etmektedir (Onat v.d., 2003).

Sosyo-ekonomik gelisime paralel olarak, cevresel ve davranigsal degisiklikler
toplumda obezite sikhginin artmasinda énemli bir nedendir. Obezite sikhdinin en
dusuk oldugu ulkeler Cin (%3,8), Singapur (%6,7), Pakistan (%7-8) olup; en
yuksek oldugu ulkeler Naru (erkeklerde %85, kadinlarda %93) ve Samoa’dir
(%75). Avrupa Uulkelerine bakildiginda, Guney Avrupa Uulkelerinde obezite sikhgi
Kuzey Avrupa ulkelerinde oldugundan daha yuksektir. Genel olarak, erkeklerde bu

oran %10-20, kadinlarda %10-25 arasinda degisirken, son on yilda yaklasik olarak



%10-40'lik bir artig goralmustir. NHANES 11l (ABD-Ulusal Beslenme ve Saglk
Arastirmasi) verilerine gore, ABD'de bu oran 20 yas ve Ustu bireylerde %55’e
ulasmistir (%33 hafif sisman, % 22 obez) (Akbulut v.d., 2007).

2.3. Obezite Etiyolojisi

Obezite genellikle yanlis ve asiri beslenme sonucu ortaya ¢cikan multifaktoriyel ve
karmasik bir hastaliktir. Obezitenin nedenlerine bakildiginda genetik, metabolik,
hormonal, hipotalamik, psikolojik, sosyo-ekonomik, beslenme ve fiziksel aktivite
diizeyi gibi birgok etmen bir arada dustnulmektedir. Temel olarak vucut agirligini
kontrol eden G¢ temel unsur; metabolik faktorler, diyet ve fiziksel aktivitedir. Son
yillarda yapilan calismalar bu Gc¢ faktorin kisisel genetik yapi ile son derece
degiskenlik gosterdigini ortaya koymaktadir (Weinsier et al., 1998). Yapilan
calismalarla bazi hormon ve norotransmitterlerin obezite olusumunda oldukca
etkin oldugu ortaya cikariimigtir. Beyin monoaminleri besin alimi ile yakindan
alakali gorinmektedir. Bunlardan serotonin 6zellikle doygunluk mekanizmasinin
olusmasinda, dopamin ise yogun bir sekilde 6dul ile ilgili uyarilari baslatarak istah

olusumunda rol oynamaktadir (Weinsier et al., 1998).

Enerji ahmi ve dengelenmesi genis hormonal, noral sinyaller agi ve merkezi sinir
sistemi araciligi ile kontrol edilmektedir. Bugline kadar yapilan arastirmalar
sonucunda hipotalamustaki leptin-grelin yolaginin vicut agirliginin kontroliinde
gorevli oldugu ortaya c¢ikariimistir (Popovi¢ and Duntas, 2005). Bir adipozit hormon
olan leptinin vicuttaki baslica rolu, beyin (6zellikle hipotalamus) tGzerine negatif
geri bildirim etki ile gida alimini ve enerji metabolizmasini diizenlemek ve obezite
gelismesini engellemektir. Gegcmiste sadece enerji ve yagda eriyen vitaminler igin
depo gorevi gordugu dusunilen yag dokusunun ginumuzde parakrin, otokrin ve
hatta endokrin 6zellikleri olan bir organ oldugu kanitlanmigtir (Galic et al., 2010).
Yapilan calismalarda obez bireylerin serumundaki leptinin buydk kisminin serbest
formda oldugu tespit edilmistir (Brabant et al., 2000). Bu nedenle obez kisilerde
serbest leptin formunda artig tespit edilmesi, obezite gelisiminde asil sorunun
leptin eksikligi degil, leptin direnci oldugu hipotezini destekleyen kanitlardan biri
olarak gorulmektedir (Aslan v.d., 2004).



Obez insanlarin buyidk ¢ogunlugunda serum leptin konsantrasyonu yuksektir ve
kilo kaybl sonucunda tekrar azalir (McConway et al., 2000). Ayrica, serum leptin
seviyesinde obez bireyler arasinda cinsiyete bagh fark da vardir. Buna gore leptin
ile vilcut yag kitlesi ve VKI arasindaki pozitif iliski kadinlarda, erkeklere oranla
daha belirgindir ve yapilan oOlcimler sonucunda kadinlarda leptin seviyelerinin

erkeklere oranla daha fazla oldugu saptanmistir (McConway et al., 2000).

Grelin ise sindirim sistemi tarafindan Uretilen santral etki ile yeme davranisi ve
vicut agirhginin  dizenlenmesinde goérev alan bir peptit hormondur. Enerji
homeostazisi Gizerine etkisi, Uretim yerinden bagimsiz olup santral sinir sisteminde
hipotalamus diizeyinde ortaya ¢cikmaktadir. Ayrica grelin hormonunun istah arttirici

etkisi de bulunmaktadir (Popovi¢ and Duntas, 2005).

Noropeptit Y (NPY), santral sinir sisteminde besin alimini uyaran baglica peptittir.
Besin alimini uyaran diger peptitler melanin konsantre edici hormon (MCH) ve
oreksinler olup, lateral hipotalamusun perifornikal bdlgesinde Uretiimektedir
(Sakurai et al, 1998). Son yillarda bu aileye katilan diger bir hormon ise NPY ile
birlikte arkuat nukleusta Uretilen “agouti-related protein” (AGRP) dir. Besin alimini
baskilayan néropeptitler ise arkuat nukleusun perikarya boliminde Uretilen
propiyomelanokortin (POMC) kodkenli hormon ve alfa-melanosit uyarici hormondur
(Lu etal., 1994).

Grelinin yag dokusunu ve istahi arttirici etkisinin blyime hormonu Uzerine olan
etkisinden bagimsiz oldugu ve bunun, leptinin de araci oldugu santral sinir
sistemindeki 6zel ndronlar tarafindan dizenlendigi digtnulmektedir (Tschop et al.,
2000). insanlarda grelin diizeyi obezite ve kalori alimi ile azalmakta, aclikta ve
anoreksiya nervozall hastalarda artmaktadir (Nakazato et al., 2001; Tschép et al
2001). Bu baglamda grelinin enerji stoklarinin bosalmasini énleyen bir hormon
oldugu, her 06gun oOncesi dizeyinde artis olmasi nedeniyle istahi uyardigi
dusunulmektedir (Soriano et al., 2004).

ilerleyen yasla birlikte “bazal metabolik hiz” (BMH) yavaslamakta, enerji harcamasi

azalmaktadir. Diyetle enerji alimi sinirlandiriimazsa vicut agirliginda artig



gozlemlenmektedir. Yapilan calismalarda kadinlarda obezite gortulme sikhginin,
Ozellikle ilerleyen yasglarda, erkeklere oranla daha yiksek oldugu gosteriimektedir.
Gelismis ulkelerde sismanlik sikhgi, gelismekte olan Ulkelere gére daha ylksek
bulunmaktadir (Akbulut et al., 2007).

2.4. Obezitenin Psikolojik Temelleri

Obezite ile psikolojik bozukluklar arasinda yakindan iligki vardir. Castelnuovo-
Tedesco ve Schievel obez hastalarda, hafif ve orta derecede depresyonun, kisilik
bozukluklarinin sik géruldagind, psikoz ve siddetli néroz gibi agir psikopatolojilerin
ise nadiren goruldagund bildirmislerdir (Castelnuovo-Tedesco and Schievel.,
1975). Bu konuda yapilan yeni calismalar obez hastalarda spesifik psikiyatrik
bozukluklarin yayginhgina odaklanmistir. Britz ve arkadaslari obez hastalarda
duygudurum, anksiyete, somatoform ve yeme bozukluklarinin  saglikl

kontrollerden daha ytiksek oranda goérualduguna bildirmiglerdir (Britz et al., 2000).

insanda psikolojik durum ve yeme davranigi arasinda karsilikh etkilesim oldugu
bilinmektedir. Yeme bozukluklari uzun sdreli psikolojik, fiziksel ve sosyal
durumlardan meydana gelen olduk¢ca karmasik bozukluklar olup, hem kadinlar
hem de erkeklerin gosterdigi, kilo ve yeme konulari Uzerine asiri duygusalligi ve
davraniglari icermektedir. Bu bozukluklar genel olarak, kendini a¢ birakma ve agir
kilo kaybi ile karakterize edilen anoreksiya nervoza, tikinircasina yemeyi takip
eden yediklerini cikarma davranisi olarak tanimlanan bulimiya nervoza ve
kontrolsiiz, impulsif ya da durdurulamayan asirt yemek yeme durumu ile
karakterize olan, tikinircasina yeme bozuklugundan (binge eatting disorder)
olusmaktadir. Bunlar yasami tehdit edici sonuglari olan ciddi duygusal, psikolojik
ve fiziksel sorunlardir (Oktay and Baltaci, 2008). Bu davraniglar kiginin fiziksel
saghgina zarar verdigi gibi, 6zguveninin yok olmasina, kontrol duygusunun
azalmasina sebep olmaktadir. Yeme bozuklugu olan bireyler siklikla diyet yapmak,
atistirmak, kusmak gibi davranislarla yemeyi ve yiyecekleri kontrol etmeyi,
kendilerini kot hissettiren duygularla bas edebilmek icin kullanirlar (Oktay and
Baltaci, 2008).



Ruhsal bozukluk durumunda gorilen fizyolojik duzensizlikler de obezite
olusumunda etkili olan mekanizmalardan birisidir. Yapilan ¢alismalarda depresyon
ile santral yag miktari arasinda iliski bulunmustur (Bjorntorp and Rosmond, 2000).
Kortizol vicutta santral bolgelerde yag depolanmasina neden olmakta ve salinimi
hipotalamopituiter adrenal eksen tarafindan duzenlenmektedir. Anksiyete ve
depresif bozukluklarda kortizol saliniminda diizensizlikler olmaktadir (Eren ve Erdi,
2003).

Psikolojik durumla yemek turt tercihi, yeme miktari ve yeme sikligi arasinda,
fizyolojik gereksinimlerden bagimsiz bir iligki bulunmaktadir. insanda yeme
davraniglari anksiyete, nese, Uzuntu, ofke, depresyon gibi farkli duygulara goére
degisiklik gosterebildigi yaygin olarak kabul gérmektedir. Psikolojik durumla
baglantili olan yemek yeme davranigi “duygusal yeme” olarak tanimlanmaktadir.
Duygusal yemenin vucut agirhgi ile iligkili oldugu bilinmektedir. Duygusal besin
tuketimi gerilim, alinganlik ve depresyon gibi negatif duygu hallerinin neden oldugu
asin yemek yeme durumudur (Racine et al.,, 2009; Van Strien et al., 2005).
Duygusal yemek yeme davranigi yetiskinlerde olduk¢a yaygin gorulmektedir.
Ozelikle agirn kilolu veya obez bayanlarda ¢ok sik gozlenirken (Van Strien et al.,
2009,2010) cocukluk cagindaki bireylerde gortulme sikligi disuktir (Van Strien and
Oosterveld, 2008).  Yorgunluk, depresyon ve sikinti hali sirasinda yeme
miktarinda artig; korku, gerilim ve agr durumlarinda ise azalma gorulmektedir
(Canetti et al.,, 2002). Ayrica mutluluk hali ve 0Uzinti de yeme davranisini
etkilemektedir (Macht, 1999).

Yeme davranigi ve néronal sistemler arasinda karsilikli etkilesim gozlenmektedir.
Yeme, serotonin basta olmak Uzere karmasik noral mekanizmalarin kontrolu
altindadir. Ayni zamanda gida aliminin, serotoninerjik ndronlarda serotonin
salinimi Uzerinde etkisi olmaktadir. Serotonin salinimi, karbonhidrat alimina bagli
insulin salinimi ve plazma triptofan orani artisi ile artarken, protein alimi ile
degismemektedir (Wurtman and Wurtman., 1995). Serotoninin duygudurum, igtah,
agri duyusu, kan basinci gibi olaylarla iligkili oldugu bilinmektedir. Obez hastalarin
karbonhidrat alimi ve buna bagh olarak olusan serotonin salimini, kendilerini daha

lyi hissetmelerine neden olmakta, bunun sonucunda bu gidalara kargi bir
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dugkunlik meydana gelmektedir. Karbonhidrat alimi i¢in olusan bu hassasiyet,
sonugcta kilo artisina neden olmaktadir (Eren ve Erdi, 2003).

Bunun disinda hem obezite hem de depresyonda glukoz intoleransi ve insulin
direnci gorilmektedir. Ustelik obezite ve depresyon tedavisi ile insulin
duyarlihginin da dizelebildigi gosterilmigtir (Faith et al., 2002; Okamura et al.,
2000).

2.5.0bezite Geneti gi

Multifaktoriyel bir hastalik olan obezite olusumunda, kalitimin rolinin oldugunu
destekleyen en 6nemli bulgular monozigotik ikizler tGizerinde yapilan ¢alismalardan
elde edilmistir. Bu arastirmalarda, obez olma bakimindan monozigotik ikizlerde
gorulen uyumun dizigotik ikizlerde gorilenden daha yiksek olmasi kalitimin
etkisini ortaya cikarmaktadir. Ayrica, ailesel yatkinlik da obezitenin en guclu
genetik bilesenlerinden birisidir. Obez anne ve babanin ¢ocuklarinda orta dereceli
obezite riski 2-3 kat, siddetli obezite riski ise 8 kat artmigtir (Marti et al., 2004).
Obezite diger kalitsal durumlarla kiyaslandiginda, boy uzunlugu kahtimi ile benzer
oranda, meme kanseri, sizofreni ve kalp hastaliklarindan daha fazla oranda
kalitsal olarak meydana gelebildigi gosterilmigtir (Friedman, 2004). Ayni ¢cevrede
yasayan ve benzer sekilde beslenenlerin vicut agirliklarindaki bireysel farkliliklar
sahip olduklari genetik yapidan kaynaklanmaktadir(Friedman, 2004). Fiziksel
aktivite ve diyet genetik yapi etkisi altinda vucut agirhgr ve kompozisyonunu
sekillendirmektedir (Marti et al., 2004). Bununla birlikte, obezitede genetik
faktorlerin rolt karmasiktir. Pek ¢ok kicuk etkili egilim genleri, cevresel faktorlerle
oldugu kadar (besin alimi, fiziksel aktivite, sigara icme) birbirleri ile de kombine
halde calismaktadirlar. Coklu genetik fakttrlerle gucli ve farkli cevresel faktorlerin
uyumlu etkilesmesi karmagik ozellikleri ortaya c¢ikarmaktadir (Bougneres, 2002,
Clement et al., 2002).

Obezitenin ailesel kalitim gostermesine ragmen, obezitenin eslik ettigi bazi nadir
hastaliklar hari¢c obez hastalarin buyik bir gogunlugu tam bir mendeliyen kalitim
gostermemektedir. VKi'nin %70’ genetik yapi (Ozata., 2003), geriye kalan %30'u

ise cevresel etkilerle sekillenmektedir (Marti et al., 2004). VKi temel alinarak
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yapilan calismalarda, ayni yumurta ikizleri ve ayri yumurta ikizleri, ya da ayri
yetistirilmis ayni yumurta ikizlerinin VKi varyasyonunda %70 diizeyinde genetik
aktarim gostererek yiksek kalitilabilirlik dizeyi olusturduklart saptanmistir
(Bouchard, 2001). Bazi calismalarda ise, VKIi icin kalitilabilirlik diizeyi % 25-40
arasinda oldugu bildirilmistir (Bougneres et al., 2002).

Fare ile yapilan genetik calismalar temel alinarak secilen aday genlerin obez
kisilerdeki mutasyon calismalari oldukc¢a basarili olmustur. Bu homolog genlerdeki
mutasyon bulgulari, enerji dengelenmesindeki yolagin rolinin 6nemini ortaya

koymustur (Clement et al., 2002).

2005 yilinda ortaya cikarilan insan obezite gen haritasinda obeziteyle yakindan

iligkili 127 adet aday gen tanimlanmistir (Rankinen et al., 2005).

Yapilan arastirmalarda tek gen mutasyonundan kaynaklanan yaklasik 200 obezite
olgusu bildirilmis ve bu olgulardaki mutasyonlar 11 ayri gen ile iliskilendirilmigtir
(Rankinen et al., 2006; Bell et al., 2005). Bu 200 olgudaki gen mutasyonlarinin
Mendel kurallarina uygun kalitildigi ve ¢ok ciddi fenotipler ile iliski gosterdigi ortaya
ctkarilmigtir (Farooqi and O'Rahilly, 2005).

2.5.1 Tez Kapsaminda Cali gilan Genler ve Ozellikleri

2.5.1.1. 5-HTT (SLC6A4) Geni ve Ozellikleri

insan 5 Hidroksitriptamin Transporter [ 5-HTT SLC6A4 (Solute Carrier Family 6
Member 4) HGNC ID 11050] geni 17. kromozomda bulunmaktadir (Sekil 2.1). 31
kb uzunlugundadir ve 14 ekzon igcermektedir.

REE SERE  pl2 pILz il gLl qEL3L g22 W32 T 243 VRN 53

17.Kromozom

Sekil 2.1. 5-HTT geninin, 17. insan kromozomu Uzerindeki yerlesimi.
(www.ensemble.com)
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5-HTT geni, noérotransmitter olan serotonini (5 Hydroxytryptamine) sinaptik
bdlgeden presinaptik bélgeye tasiyan integral membran proteinini kodlamaktadir.
Bu integral proteini kodlayan 5-HTT geni sayesinde, serotoninin sinaptik etkinligi
sonlandinlir ve yeniden kullaniimak Uzere ndérotransmiter havuz icine gonderilir.
Yani 5-HTT geni, serotoninin geri aliniminda ve serotonerjik fonksiyonun

yurutulmesinde 6nemli role sahiptir (Erdal et al., 2000).

Bu gen icin tanimlanan iki farkli genetik polimorfizimin serotoninle ilgili
davraniglarin diuzenlenmesinde o6zellikle, anksiyete, depresyon, sizofreni, otizm,
bipolar bozukluk ve mevsimsel etkilenme bozuklugunu iceren bazi psikiyatrik
bozukluklarda (Flory et al., 1999; Lenziger et al., 1999; Ohara et al.,, 1999),
fibromiyalji ve migren gibi psikosomatik bozukluklarda (Offenbeacher et al., 1999)

etkili olabilecegi bildiriimektedir.

Bu polimorfizmlerden ilki 5-HTT geninin transkripsiyonel kontrol bélgesinde (5-HTT
gene-linked polymorphic region 5-HTTLPR) 44 b¢'lik GC (guanin, sitozin) zengin
bir dizinin farkli sayida insersiyon/delesyon tekrarina bagl olarak tanimlananidir.
44 be'lik tekrar dizisinin insersiyonu ile uzun (Long-L-) formu, delesyonu ile kisa
(Short-S-) formu olarak adlandirilan alelleri meydana gelir (Michaelovsky et al.,
1999). S-alelinin varligi, anksiyete ile iligkili 6zelliklerle ve transforme olmus
lemfoblastoma hticre serilerinde, azalmis transkripsiyon aktivitesi ile gen ifade
dizeyinin azalmasinin, daha az dizeyde serotonin alimi ile iligkili oldugu
bilinmektedir (Lesch et al., 1996).

ikinci polimorfizm ise, biyolojik aktivitesi farkl bir 5- HTT proteininin kodlanmasina
neden olan, 5-HTT geninin ikinci intron bélgesinde bulunan VNTR polimorfizmidir.
S0z konusu olan bu VNTR polimorfizminin 12 tekrar alelinin, 10 tekrar alelinden
transkripsiyon regulasyonunda daha gucli enhancer benzeri etkisinin oldugu
dusunidlmektedir (MacKenzie and Quinn, 1999). Serotonerjik aktivitede meydana
gelen degisiklikler sonucunda olugabilen anksiyete ve depresyon durumlarinin
obez hastalar, normalden 3-4 kat daha fazla oldugu dustntlmektedir (Fiskerstrand
et al,. 1999).
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Serotonin  (5-Hydroxytriptamine,5-HT) en ¢ok arastinlmis  monoamin
norotransmitterlerden birisidir (Lesch et al., 2002). Triptofan aminoasitinden
sentezlenir. Beyinde serotonin kimyasali salindiginda kan damarlari kasilarak
daralir; serotonin dizeyi distiikce genisler. Ayrica serotonin dopaminerjik

ndronlardaki reseptorlerine baglanarak dopamin salgilanmasini azaltmaktadir.

Serotoninin; anksiyete, depresyon, obsesif kompulsif bozukluk ve sizofreni gibi
psikiyatrik bozukluklarin yanisira inmeler, hipertansiyon, vaskuiler bozukluklar,
migren ve bulanti gibi bozukluklarin olusumunda da rol oynadigi dusunilmektedir
(Kirli, 2000; Nathan and Schatzberg, 1994).

2.5.1.2.MAOA Geni ve Ozellikleri

MAOA (Monoamin oksidaz) geni, X kromozomu Uzerinde yer almaktadir (Sekil
2.2). Bu gen dopamin, norepinefrin ve serotonin gibi amin yapidaki

norotransmitterleri degrade eden Monoamin Oksidaz A enzimini kodlamaktadir.

| m:& b

X Kromozomu

Sekil 2.2. MAOA geninin, insan X kromozumu Uzerindeki yerlesimi
(www.ensemble.com).

Olusan protein mitokondrinin dis zarinda yer almaktadir. MAOA geninin promotor
bdlgesindeki 30 b¢'lik tekrar dizisinde polimorfizm bulunmaktadir ve bu polimorfizm
MAOA geninin promotor aktivitesini degistirmektedir. MAOA kodlanan bdlgesinin
1.2 kilobaz ciftlik upstream bdlgesindeki 30 b¢’lik tekrar sekansinin oldugu ve 3,
3.5, 4, veya 5 tekrar olarak bulunan kopya sayisinin genin transkripsiyon

aktivitesini etkiledigi gosterilmistir. 30 b¢’ lik 3.5 veya 4 kopyali aleller, kopya sayisi
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3 veya 5 tekrarli olanlardan 2-10 kat daha fazla traskripsiyon olusturmaktadir
(Sabol et al., 1998).

MAOA geni promotor bolgesinde bulunan 30-b¢ VNTR polimorfizminin, cesgitli
turdeki psikiyatrik hastaliklardaki rolt arastiriimaktadir. S6z konusu bu fonksiyonel
polimorfizmin, serotonin metabolizmasi Uzerinde etkisi de gdsterilmistir
(Garpenstrand et al., 2002; Jonsson et al., 2000; Williams et al., 2003).

2.5.1.3. DAT 1 Geni ve Ozellikleri

Dopamin beyinde fakh alanlar arasindaki haberlesme icin kullanilan bir
ndrotransmitterdir. Beyinde, istemli hareket, motivasyon, ceza-0dul mekanizmasi,
uyku, dikkat ve O0grenme yetisi mekanizmalari basta olmak kaydiyla pek c¢ok
fonksiyonu vardir. Dopamin, L-tirozinin tirozin hidroksilaz enzimi aracilidi ile L-
dihidroksifenilalanin (L-DOPA) formuna, L-DOPA'nin da DOPA dekarboksilaz
enzimi katalizorlugiinde dekarboksilasyona ugramasiyla meydana gelmektedir.
Norondan sinapsa salinan dopamin, dopamin transporter proteinleri araciligi ile
geri alinmaktadir. Dopamin transporter geni (Dopamin aktif tagiyici geni ve DAT1,
SLCG6A3 olarak da bilinmektedir) nérotransmitter olan dopaminin hizli ve spesifik
olarak presinaptik sinir terminaline geri alimini saglayan dopamin transporter
(DAT) proteinini kodlamaktadir. Sinapslardan birakilan dopamin, dopamin
transporter proteini Uzerinden geri alinirken prefrontal korteksten salinan dopamin

ise taslyicl néroepinefrin Gzerinden geri alinmaktadir (Martel, 1996).

15 ekzonu olan yaklasik 64 kilobaz buyudkliagindeki DAT 1 geni ( HNGC ID 11049)
5.kromozomumuzda yer almaktadir (Sekil 2.3). DAT 1 geninin 3'UTR bdélgesinde
40 bc¢ uzunlugunda VNTR polimorfizmi bulunmustur (Sekil 2.4). Farkh calisma
gruplarinda bu polimorfizm ile dikkat bozuklugu hiperaktivite, parkinson, alkolizm,
sizofreni gibi hastaliklar arasinda iliski olup olmadigi arastiriimigtir. Polimorfizm
gosteren bdlge genin ifade alani iginde olmadigindan, DAT proteininin yapisini
direkt olarak etkileyememektedir. Ancak mRNA yapisini ya da degredasyon
mekanizmasini etkileyerek genin ifadesini etkiledigi diastunulmektedir (lverson,
1971; Amara et al., 1993; Giros and Caron, 1993).
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5.Kromozom

Sekil 2.3. DAT 1 geninin, insan 5. kromozomdaki yerlesimi. (www.ensemble.com)

DAT 1 geninin 3'UTR bolgesindeki VNTR polimorfizminin madde bagimliligi ile
iligkisi gosterilmistir (Jorm et al.,2000; Sander et al.,1997). Bu durum kontrolstiz
yeme ve madde bagimhliginin, dopaminerjik mekanizmay! olugturan genlerin diger

Ozelliklerinden benzer olarak etkilenebilecegi gorisiini dogurmustur.

1 2 3% 4 567 8 91011 12 13 14 15
HHHHHHEH—EHHHEH— |
_—'—'_'_'_'_ _‘_‘_‘—‘—\—\_\__
_,__,—'—'—'__'_._'_'_'_ __\_‘_\_‘—‘——\_\_\__
— 3'UTR —
Poli A Sinyali

Sekil 2.4. DAT 1 geninin yapisi. Siyah alanlar ekzonlar gdstermektedir. 15.
ekzonun devaminda 3' UTR’Inda VNTR bdlgesi ve poli A sinyal dizi alani
gosterilmektedir (Fuke et al., 2001).

2.5.1.4. DRD4 Geni ve Ozellikleri

Dopamin reseptér D4 geni (HGNC ID 3025) 11. kromozomda yer almaktadir. Bu
gen dopamin reseptorlerinden, D4 alt tipi proteinini kodlamaktadir. D4 alt tipi adenil
siklazi inhibe eden G protein cifti reseptoriadir ve sizofreni, parkinson gibi

hastaliklarda tedavi icin hedeflenen proteindir.
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11.Kromozom

Sekil 2.5. DRD4 geninin, 11. insan kromozomu Uzerinde vyerlesimi
(www.ensemble.com’ dan alinmistir).

VNTR bdlgesi, bahsedilen hastaliklara yatkinligi belirlemede oldukga onemlidir.
Genel olarak beyindeki norotransmitterler, besin alimini regule etmek amaciyla
vicut agirhk kontrolini saglamak icin hedef alinmigtir. Bazi peptit ve amino
asitlerle beraber 6zellikle dopamin, GABA, norepinefrin ve serotonin gibi
ndrotransmitterler besin alimi mekanizmasinda son derece etkin rol oynamaktadir.
Bunlarin iginde dopamin 6zel ilgi uyandirmaktadir. Clunkd bu ndérotransmitter,
beyin mezolimbik sistemi Uzerinden besin alimi, alinan bu besin ile 6dal
mekanizmasinin ¢alismasini saglamaktadir(Balcioglu and Wurtman, 1998; Martel
and Fautino, 1996).

oo
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o
o
o
o 48 B
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m
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Sekil 2.6. DRD4 Geninin 3.ekzonunda bulunan 2-11 arasinda tekrarlarin
bulundugu VNTR Bdlgesi (Andrew et al., 1999).

Farmakolojik calismalar da DRD4 geninin obezite ile olan baglantisini ortaya
koymustur. Clozapine’ nin DRD4’ e yuksek afinite ile baglanmasi sonucunda leptin
konsantrasyonunun yikseldigi, bunun sonucunda besin alimi dolayisiyla kilo

artisinin meydana geldigi kanitlanmigtir (Van Tol et al.,1991).

DRD4 geninde fonksiyonel VNTR polimorfizmi UGglncli ekzonda, reseptdorin

hiicreler arasi halkasini kodlayan boélgede tanimlanmistir. Tekrarlar genelde 2 ve
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11 arasi sayilarda bulunmaktadir. Tekrar sayilari popilasyon tiplerine goére
degisebilmekle beraber, en sik olarak gozlenen 4’lu tekrarlardir (Van Tolet al.,
1992; Lichter et al., 1993). in vitro calismalarda DRD4 geninin iiciincli ekzonunda
gozlenen 7 tekrarli alelin diger alellere gére, dopamin afinitesinin azalmasina ve
dolayisiyla hicre icine iletiimesi gereken sinyalde zayiflamanin meydana geldigini

ortaya koyulmustur (Guo et al., 2006).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1.Hasta ve Kontrol Orneklerinin Toplanmasi

Bu tez calismasinda incelenen hasta ornekleri, Gilhane Askeri Tip Akademisi
Endokrinoloji Bolimune gelen ve yapilan klinik testler sonucunda obezite tanisi
konulan bireylerden secilmistir. Obez bireylerden hicbirinde diabet veya glukoz
tolerans eksiklikligi hastaliginin olmadidi belirlenmigstir. Kontrol érnekleri de ayni
boliume basvuran bireylerden secilmistir. Kontrol grubu bireylerinde, fiziksel
muayeneler ve laboratuar analizleri yapilarak bu kisilerde hicbir sekilde obez,
diabet, hiperlipidemi, psikiyatrik, hepatik, metabolik ya da renal hastaliklarin
bulunmadigi kesinlestirilmigtir. Etik kurallar cercevesinde hasta ve kontrol grubunu
teskil eden bireylerin her birinden 4 ml periferal kan, icerisinde KsEDTA bulunan

tuplere alinarak +4 C de muhafaza edilmi stir.

3.2.Periferal Kandan Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu icin Yen ve arkadaslari tarafindan gelistiriimis olan DNA
izolasyonu yontemi bazi degisikler uygulanarak kullanildi (Yen et al., 1992).
Bireylerden EDTA’l tuplere alinan 4 ml kan 0&rneklerine asagida belirtilen

basamaklari iceren DNA izolasyon yontemi uygulanmigtir.

1. 1.5 ml'lik steril mikrofuj tupine, EDTA'l kan tupinde bulunan kan 6rneginden
400 pl konulmustur.

2. Mikroftj tip0 icindeki 400 ul kan 6rnegine Tris-EDTA (TE) tamponu ilave

edilerek hacim 1.5 ml'ye tamamlanmigtir.

TE Tamponu: 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH=7,6

3. Tupler 13000 rpm’de 1 dakika santriftje edilmistir.

4. Santrifigasyon sonunda ustteki sipernatan alttaki pelete dokunulmadan aspire

edilmigtir.
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5. Yikama islemi (2., 3. ve 4. basamaklar) toplamda ¢ kez tekrarlanarak
gerceklestirilmigtir.

6. Supernatan aspire edildikten sonra, pelet Uzerine 180 pl lizis tamponu ilave

edilmis, TE tamponu ile son hacim 500 pl'ye tamamlanmigtir.

Lizis Tamponu:
%10 Sodyum dodesil sulfat (SDS) 80 ul

1 M Sodyum klortur (NaCl) 90 l
10 mg/ml Proteinaz K 10 pl

Ornekler hafifce karigtirildiktan sonra 37<C’lik etiivde gece boyu ya da 56<T'lik
etlvde 2 saat inkube edilmistir.

inkiibasyon sonrasi drneklerin tizerine 250 pl fenol, 250 pl kloroform eklenmistir.
Tlpler cok iyi bir sekilde karistirilarak 6000 rpm’de 2 dakika santrifije edilmistir.
Bu iglem ile inkiibasyon sonucu olusan protein atiklarinin ¢oktirilerek DNA'dan

uzaklastiriimasi saglanmistir.

Santrifigasyon sonrasi olusan supernatan ¢ok dikkatli bir sekilde baska bir steril
mikroflj tupune aktarildi. Bu agsamada fenolin bir sonraki agsama olan polimeraz
zincir reaksiyonunda (PZR) kullanilacak Tag DNA polimerazin inhibisyonuna
neden olmamasi icin fenol-kloroformun bulundugu alt fazdan 6rnek ¢cekmemeye

Ozellikle dikkat edilmigtir.

7. Supernatanin lUzerine 1ml %100’'luk etanol ilave edilmistir. %100’'lUk etanol
ortamdaki H,O molekdlerini kendisine baglayarak ortamda DNA’nin
cozlnebilecegdi serbest H,O molekillerinin kalmamasini ve DNA’nin gorinur hale
gelmesini saglar. Tupler alt Gst edilerek iyice karistirilmig ve DNA'nin gorunur hale
gelmesi saglanmigtir. Tupler 5 dakika -20C’de inklbe edilmi stir.

8. Ornekler 13000 rpm’de 10 dakika santrifiije edilerek, DNA’nin mikrofuj tiplerinin
dibine yapismasi saglanmistir. Daha sonra %2100’lik etanol mikroflj tUpUnin
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dibinde bulunan DNA'ya dokunulmadan mikropipet vasitasiyla ortamdan

uzaklastiriimigtir.

9. DNA'nin Uzerine %70’lik oda Isisindaki etanol ilave edilmistir. Bu basamakta
% 70'lik etanol ¢ozeltisindeki %30 oranindaki distile su ile ortamda bulunabilme
ihtimali olan iyonlarin ¢ozinerek ortamdan uzaklastiriimasi saglanirken, %70

oranindaki etanol ile DNA'nin tekrar ¢ézunur hale gelmesi engellenmigtir.

10. Ornekler 13000 rpm’de 5 dakika santrifiije edilerek DNA'nin mikrofiij tuplerinin
dibine yapismasi saglanmistir. Daha sonra %70’lik etanol mikrof(j tipundn dibinde

bulunan DNA’ya dokunulmadan mikropipet vasitasiyla ortamdan uzaklastiriimistir.

11. Elde edilen DNA peleti tUzerine peletin miktarina bagh olarak 200-300 pl steril
distile su eklenerek, DNA’'nin oda isisinda iyice ¢ozunmesi saglanmigtir.

12. Elde edilen genomik DNA -20<C ya da -80C’de sakla nmistir.

3.3. 5-HTT, DAT 1, DRD4 ve MAOA Genlerinin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) lle Cogaltiimasi

Bu calismada obez hastalar ile kontrol grubu bireylerinden alinan kanlardan izole
edilen genomik DNA’lardan 5-HTT, DAT 1, DRD4 ve MAOA genlerinin
amplifikasyonu Saiki ve arkadaglarinin gelisgtirdigi yonteme goére yapilmistir (Saiki
et al., 1988). Calisilacak geni cogaltabilmek icin uygun primer setleri
sentezletilmistir. Uygun primer setlerinin elde edilmesinden sonra bu bélgeler cift
zincir olarak ¢ogaltiimis ve bunun icin primer setlerinin oranlari reaksiyon boyunca

es molar olacak sekilde hazirlanmistir.

3.3.1. 5-HTT Geninin PZR Tekni i ile Cogaltiimasi

5-HTT gen bolgesinin polimorfizm igeren 2.intron bolgesi asagida dizisi verilen
HTT (ileri) ve HTT (geri) primerleri kullanilarak cogaltiimistir (Sekil 3.1).

HTT F (ileri): 5" GGT CAG TAT CAC AGG CTG CGAGTA G &
HTT R (geri): 5 TGT TCC TAG TCT TAC GCC AGT GAAG &
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GGAGACGACGCCCTTGAATT CTCAGAAGCAGC TATCAGCGTGTGAAGATGGAGAAGAT TG
TCAGGAAAACGGAGTTCTACAGAAGGTTGTTCCCACCCCAGGGGACAAAGTGGAGTCCGE
GCAAATATCCAATGGGTACT CAGCAGTTCCAAGTCCTGGTGCGGGAGATGACACACGGCA
CTCTATCCCAGCGACCACCACCACCCTAGTGGCTGAGCTTCATCAAGGGGAACGGGAGAC
CTGEEGGCAAGAAGGTGGATT TCCTTCTCTCAGTGATT GGCTATGCTGTGGACCTGGGCAR
TCTCTGGCGCTTCCCCTACATATGTTACCAGAATGGAGGCGGTCAGTATCACAGGCTGCG )

HTT F 3
AGTAGAGGCTGT GACCCAGEGTEEECTETGRACCCEGEAGTEEGECTETGACCCGEEETEEGEC
TETCACCCEEET G T GG ACC T TG CTETCGACCTEEEATEGECTETCGACCCGE
GTGGGCTGTGACCTGGEETCGECTGTCGACCCEGETGEGCTCTGACCTGGEETGEGCTGTG
ACCCGGGTGGGCTGTGACCTGGGATGGGCTGTAGGTCCTCTTGAGAGGCCAGRAGACAGA
TTATGTCTTTTCAGT CTTCACTGGCGTAAGACTAGGAACATGATGACTTAGACTTTCGAG

HTT R

CTEETAGRARR R CTCARRTCTCECCAGGCETGETEECT CACACCTETAATCCCAGCACTTT
CEEA G T A AT AT CACC TCAGETCAGCAGTTCARAGACCAGCCTGACCAACAT

> 2. Ekzon

GGC&AAECCCCGTCTCCACT&ﬁEﬂﬁTATEﬂAﬂETTﬂGCTGGGT&TGGTGGTGGGCGCCqu

Sekil 3.1. PZR igin kullanilan primerlerin DNA dizisi Uzerindeki gésterimi. HTT F
ileri HTT R geri primerini belirtmektedir.(dizi www.ensembl.org’dan alinmistir).

5-HTT gen bdlgesi i¢in uygulanan PZR karisimi, son hacim 25 pl olacak sekilde
asagida belirtildigi gibi hazirlanmistir.

Bir tane drnek icin hazirlanan PZR reaksiyon karisimi:

Genomik DNA : 2
10Xreaksiyon tamponu (15mM MgCI2 igerir) : 2,5 ul
2,5mM dNTP karigimi : 0,75 ul
ileri Primer-F (10 pmol/ul) : 2
Geri Primer-R (10 pmol/pl) : 2
sd H20 : 15,65 pl
Tag DNA polimeraz (5u/ul) : 0,1 pl(1 dnite)
Toplam Hacim : 25 ul

10Xreaksiyon tamponu: 10 mM Tris HCI pH=9,0, 50 mM KClI, 15 mM MgCI2, %0,1
Tritonx 100, 0,2 mg/ml BSA veya jelatin.

PZR reaksiyonlari “Applied Biosystems GeneAmp PCR system 2700”7 isi

donguleyici cihazinda asagida belirtilen kosullarda yapiimistir.
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Hazirlanan ornekler cihaza yerlestirilerek, DNA cift zincirinin
acllmasi(denaturasyonu), olasi proteaz kontaminasyonunun ©6nlenmesi ve
ekzonukleaz aktivitesinin ortadan kalkmasi icin PZR programi baslamadan 6nce,

ornekler 95 °C’de 4 dakika denatlrasyon icin bekle tilmistir.

5-HTT gen bdélgesi icin uygulanan PZR programi;

95 C 4 1 dongi
94 T 45"

64 C 45" 30 dongi
72 C 45"

72C 2 1 dongii

3.3.2.DAT 1 Geninin PZR Tekni gi ile Cogaltiimasi

DAT 1 geninin 3'UTR (Untranslated Region) bdlgesi icindeki VNTR polimorfizmi
taramasi yapilabilmesi icin gereken PZR, Sekil 3.2 de de belirtilen DAT 1 (ileri) ve
DAT 1 (geri) primerleri kullanilarak yapildi.

AAGGTGAAATGGAGGARACCACA AR TTCATGCARAGTCCTTTCOCGATGCGTGGETCCCA \
GCAGAGGCCGTAAAT TGAGCGT TCAGT TGACACAT TGCACACACAGTCTGTTCAGAGGCA
TTGGAGGATGGEGEETCCTGGTAT CTCTCACCAGGA AATTC TG T TTATGTTCT TGCAGCAG
AGAGAAATAAARCTCCTTGAAACCAGCTCAGGCTACT GOCCACTCAGGCAGCCTGTGEETC
DAT1F
CTTGCGETGTAGGGAACGHCCT GAGAGGAGCGT GTCCTATCCCCGRACGCAT GCAGEHGOC
CCCACAGGAGCGTGTCCTATCCCCGRACGCAT GCAGGGOCCCCACAGGAGCATGTCCTAT
CCCTGRACGCAT GCAGGEOCCCCACAGGAGCOT CTACTACCCCAGAACGCAT GCAGEHGCC
COCACAGGAGCGTGTACTACCCCAGGACGCAT GCAGGGCCCCCACTGGAGCGTGTACTAC > 3'UTR

CCCAGGACGCATGCAGGGCCCCCACAGGAGCGTGTCCTATCCCOCGRACCGRACGCATGCA
GGGoCCCCACAGGAGCGTGTAC TACCCCAGGACGCAT GCAGEGOCCCCACAGGAGCGTGT
ACTACCCCAGGA TGCAT GCAGGGOCCCCACAGGAGCGTGTACTACCCCAGGACGCATGCA
GGGCCCCCATGCAGGCAGCCTGCAGACCACACTCTGCCTGECCTTGAGCCGTGACCTCCA
GEAAGGGACCCCACTGRAATTT TATTTC TCTCAGGTGCGT GCCACATCAA TAACA ACAG
DAT1 R

TTTTATGTT TGCGAATGGCTTT TTAAAA TCATATT TACCTGTGAATCAAR RCAARTTCAR
GAATGCAGTATCCGCGAGCCTGCTTGC TEGATAT TGCAGTTTT TEGT TTACAAGAATAATTA
GCAATACTGAGT GAAGGATGTT GGOCAAAAGCTGCTT TCCAT GGCACACT GCCCTCTGOC
ACTGACAGGAARCGTGEATGCCA TAGTT TEGAAT TCATGCCTCAAGTCGETGEGCCTGCCTA j

Sekil 3.2. PZR icin kullanilan primerlerin DNA dizisi Gizerindeki gosterimi.DAT 1 F
ileri DAT 1 R geri primerini belirtmektedir.(dizi www.ensembl.org’dan alinmistir)
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DAT F (ileri) : 5 GAA ACC AGC TCA GGC TAC TGC CA 3’
DAT R (Geri) : 5 TTATTG ATG TGG CAC GCA CCT GAG 3

PZR karisimi, son hacim 25 pl olacak sekilde asagida belirtildigi gibi

hazirlanmistir.

Bir tane 6rnek icin hazirlanan PZR reaksiyon karisimi:

Genomik DNA : 1
10Xreaksiyon tamponu : 2,5 pul
25 mM MgCI2 : 1l
2,5mM dNTP karigsimi : 1
ileri Primer-F (10 pmol/ul) . 1
Geri Primer-R (10 pmol/pl) : 1 i
sd H20 : 17,35 pl
Tag DNA polimeraz (5u/ul) : 0,15 pl (0,75 Unite)
Toplam Hacim : 25

10Xreaksiyon tamponu: 10 mM Tris HCI pH=9,0, 50 mM KCI, 15 mM MgCl,, %0,1
Tritonx 100, 0.2 mg/ml BSA veya jelatin.
PZR reaksiyonlari “Applied Biosystems GeneAmp PCR system 2700” isi

donguleyici cihazinda asagida belirtilen kosullarda yapildi.

DAT 1 gen bdlgesi i¢cin uygulanan PZR programi;

94 C 4 1 déngi
94 C 30”

68 C 30” 30 dong
72 T 30”

72C5 1 déngi
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3.3.3. DRD4 Geninin PZR Tekni gi ile Cogaltiimasi

DRD4 geninin dgunci ekzonunda bulunan VNTR polimorfizmi taramasi igin
gereken PZR, Sekil 3.3'te de belirtien DRD4 (ileri) ve DRD4 (geri) primerleri

kullanilarak yapildi.

GTECGOCGCCCT CCCCGCOoECGCCCCGECECCCCCECEOCCOECCCEOCGCCCTCACCGE
G ECOTETEr CeT GT O GG OECr O TOCaC GO T OO OO CCACGTTCCTCOECETCEOCETGE )
CGCTGCCCTACAACCCECAGGCTEEGAGCCGCCEECAGCTCCTCC TCATCCGCGCCACGTC
GCTGCTGTCCGCGECGETRGCGGCGCCCGTACTGTGCGGCCT CAACGACGTGCGC GG OGT
GACCCCGOCG TG TGCCGCCTGEAGGACCGCEACTACGTGETCTACTCGTCCGTGTGCTCCT
DRO4 F

T CTTCCTACCCTCCCCGCTCATCCTCC TGC TCTAC TGGECCACCT TCCGCEGCCTGCAGTS >. 3.Ekzon
CTGGGAGGTGGCACG TCGCGCACCEGCGOCCCGCCTECCCCAGGACCCCTGOGGECCCGAC

T IGCCrCCCCCGC G OGO T TCCCC GGG TCCCTGCGRCCCCGACTETGUGCCOGOCG
CeCCCAG OO T o CCC AR CAC CCCTECEECCOCGACTE T OGO COC oG CeCOCGECCTOCE
CCCGGACCCC TG CGCOT CCARCTCTGC TCCCCCCCACGCOCTCAGAGC CCCCOCECTCOCA
CCOCAGACTCCACCGCAGACCCGCAGGAGGCGGOGTGCCAAGATCACCGGCCGEGAGC GCA
AGGC AT GG TCCTECCoaTGCTeETOG ST GaE T TCoTETCCTGAGGEGOGEEGAGEAS "

DRD4 R
AGGAGGEGEEEEETACGAGGOCGEC TEEECEEE666CGCTARCGCEECTCTOGGoGOCCCD

Sekil 3.3. PZR i¢in kullanilan primerlerin DNA dizisi Gzerindeki gosterimi.,(DRD4 F
ileri, DRD4 R geri primerini belirtmektedir.(dizi www.ensembl.org’dan alinmigtir

DRD4 F (ileri) : 5’ACC GCG ACT ACG TGG TCT ACT CG 3’
DRD4 R ( Geri): 5 GGC AGG ACC CTC ATG GCCTTG CG ¥

PZR karigimi, son hacim 25 ul olacak sekilde asagida belirtildigi gibi

hazirlanmistir.

Bir tane 6rnek icin hazirlanan PZR reaksiyon karisimi:

Genomik DNA : 1 Ml
10Xreaksiyon tamponu : 25
25 mM MgCI2 : 1,5 pl
2,5mM dNTP karigsimi : 1 i
%10 DMSO : 25 i
ileri Primer-F (10 pmol/ul) . 1 ul
Geri Primer-R (10 pmol/pl) : 1 I
sd H20 : 14,35 ul
Tag DNA polimeraz (5u/ul) : 0,15 ul (0,75 Unite)
Toplam Hacim : 25 I
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Hedef bdlgede guanin ve sitozin sayisinin fazla olmasi sebebiyle, DNA zincirinin
daha kolay ayrilmasi i¢cin PZR karigimi toplam hacminin %10’ u oraninda DMSO

kullaniimistir.

10Xreaksiyon tamponu: 10 mM Tris HCI pH=9,0, 50 mM KClI, 15 mM MgCI2, %0,1
Tritonx 100, 0.2 mg/ml BSA veya jelatin.

PZR reaksiyonlari “Applied Biosystems GeneAmp PCR system 2700” Isi

donguleyici cihazinda asagida belirtilen kosullarda yapiimistir.

94 T4 1 dongl
94 T 30”

68 T 30” 32 dongu
72 T 30"

72C5 1 dongu

3.3.4. MAOA Geninin PZR Tekni §i ile Cogaltiimasi

X kromozomu uUzerinde bulunan MAOA geninin promotoru icerisinde yer alan
VNTR bolgesindeki polimorfizm taranmasi icin gereken PZR, Sekil 3.4'te de
belirtlen MAOA F ve MAOA R primerleri kullanilarak yapiimistir.

COTCACTGATTTCATATCCTTTGOCCTAAACAGAACATCACGESATACAGATTTOTGTAGTA
TTGAGGGAGCAGTAGTGTTATTCCAGT CCT GO TCTTC TCTAT TTT OO GTAGARRATTTAC
MACA F
TAGETCAAGACGAAGCGACGTACACTCCTTTALGAAAACGCET TARAAARARARAACAGCAGAR
EAGEGECTEGACGC TCTTAAACTATTC CTETETET GTGT G TETET CTETGTETETCTETGE TS
TGTATGAACTCT ST TTATATATATATATGAACTGTGT TTATAT ATATATATCAACTGTGT
TTATATATATATATGAACTCTETTTATATATATATAT GARCT G TGTTTATATATATATAT
GAACTGTGTTTATATATATATATATGAACTGTGTTTATATATATATATATATGAACTETG & omoter
TGTGTGTATATATATATATGAACTTGCAGGAAGETGTAGGACATTTATTGTCCARAGAGA bolges
ATCCCTTTATGARACCASGEECTGAGTECCCTGTTETAT CCTCCTTCCTCCOTTT CACTAAS
AGCTCCCACCACCTGAATCTTGTCT TCTGATGASCCASTT GETGEGCCAGSETGCCCCTE
MAOA R

ETCCTEECTTEEATTTETGECTAACCAAGTCAGTEET CCATCACGOTTTOCAATATCTTC
CTEEARCCCTCATCATGATT CATAT AT TET CEC CTAT GTT GCCAT CATTEETARAALTETT

Sekil 3.4. PZR igin kullanilan primerlerin DNA dizisi tizerindeki gésterimi. MAOA F
ileri MAOA R geri primerini belirtmektedir.(dizi www.ensembl.org)

26



MAOA F (ileri): 5 GAGGGAGCAGTAGTGTTATTCCAG 3’
MAOA R (Geri): 5 AGAAGACAAGATTCAGGTGGTGGGA 3

PZR karisimi, son hacim 25 pl olacak sekilde asagida belirtildigi gibi

hazirlanmistir.

Bir tane 6rnek icin hazirlanan PZR reaksiyon karisimi:

Genomik DNA : 1 Ml
10Xreaksiyon tamponu : 2,5 i
25 mM MgCI2 : 1,5 Ml
2,5mM dNTP karigimi : 1 i
%10 DMSO : 2,5 i
ileri Primer-F (10 pmol/ul) . 1 ul
Geri Primer-R (10 pmol/pl) : 1 i
sd H20 : 14,35 Ml
Taqg DNA polimeraz (5u/ul) : 0,15  pl (0,75 unite)
Toplam Hacim : 25 i

3.3.5. Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Elektro  forezi ile Kontrolii

PZR reaksiyonu sonucunda elde edilen amplifikasyon urtnleri, %3’lik agaroz jelde
elektroforeze tabi tutularak incelenmistir. Deniz yosunlarindan elde edilen
dallanmamis zincirli bir polimer olarak ticari kullanimi olan agaroz, % 3’ luk
konsantrasyonda hazirlamak amaciyla gerekli miktarda 0,5X TBE tamponu
icerisinde kaynatihp co6zilerek icerisine 0.5 pg/ml olacak sekilde hazirlanan
etidyum bromur (EtBr) cozeltisinden 8 pl eklenmigtir. Bir sire sogumasi
saglandiktan sonra ve yatay elektroforez kalibina taraklar yerlestirilerek jel
dokulmustar. Oda isisinda agaroz jelin polimerizasyonu saglandiktan sonra
taraklar dikkatli bir sekilde jelden cikartilarak, kahp icinde 0,5XTBE yiritme

tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirilmigtir.

8 pl PZR Urind, 1 pl 6X yukleme c¢ozeltisi (%40 sikroz, %0.25 brom fenol mavisi,
%60 10XTBE tamponu) ile karistirilarak agaroz jelin kuyucuklarina sirayla
yuklenmistir. 5-HTT geni PZR drunleri icin 80 V' ta 45 dakika, DAT 1 geni UrUnleri
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85 V'ta 30 dakika, DRD4 geni urunleri de 85 V sabit voltaj altinda 30 dakika
elektroforeze tabi tutulmustur Orneklere karigtirilan yiikleme tamponunda bulunan
brom fenol mavisi 5 cm kadar ilerledikten sonra elektroforez islemi durdurularak
agaroz jel, 300 nm dalga boyuna ayarll UV lambasinda 6zel kalkan altinda

incelenmigtir.
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4.SONUCLAR

Bu tez calismasinda, Gulhane Askeri Tip Akademisi Endokrinoloji Boliumiine gelen
ve yapilan klinik testler sonucunda obezite tanisi konulan 142’si kadin, 92'i erkek
234 hasta ve kontrol grubu olarak incelenen 148 bireye ait genomik DNA
izolasyonlari yapilmistir. Bu DNA o6rneklerinde 5-HTT, DAT 1, DRD4 ve MAOA
genlerinde ilgili bolgelerde bulunan polimorfizmlerin taranmasi icin PZR ve

sonugclarin degerlendirilmesi icin agaroz jel elektroforez teknikleri kullaniimigtir.

4.1.DNA Orneklerinde 5- HTT Geninin PZR Yéntemi ile Cogaltiimasi

Tez calismasi kapsaminda obezite ile iligkisi arastirilmak istenen 5-HTT geninin, 2.
intron bolgesinde bulunan VNTR polimorfizmlerin incelenebilmesi igin 300 bg¢’lik bir
DNA bdlgesi secilerek PZR yontemiyle ¢ogaltiimis ve % 3’luk konsantrasyondaki

agaroz jel elektroforezinde drnekler yirttilerek genotipler belirlenmigtir (Sekil 4.1).

5-HTT geni 2. intron boélgesinde bireyler arasinda sayi olarak cesitlilik gosteren
tekrar dizisi 16 baz buyuklugunde ve 9, 10, 12’ i tekrarlar halinde bulunabilen
[(TGGGCTGTGACCCGGG) 9-12] dizisidir. Tez calismasi kapsaminda hasta ve
kontrol DNA drneklerinde yapilan ¢alismalar sonucunda, 5-HTT geninde belirlenen
alel say1 ve gorulme sikliklari Cizelge 4.1 de, genotip sayi ve gorulme sikliklari ise
Cizelge 4.4'te gosterilmigtir.

PZR Urunlerinin bayuklugu sirasi ile; 300 bg (12 tekrar), 268 bg (10 tekrar), 252 bg
(9 tekrar) olarak bulunmustur (Sekil 4.1).

1 2 M 3 4 =1 i1

300 Bg
/
T

252 Bg

Sekil 4.1: Hasta grubuna ait 5-HTT geni amplifikasyon sonuglari.

M: Marker DNA (100 b¢’lik). 1 12/12, 2 ve 3 10/12, 4 10/10, 5 ve 6 ise 9/12 tekrar
tipini gosteren amplifikasyon trtunleridir.
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Tekrar Dizisi Hasta Grubu Kontrol Grubu
Alel Tipleri Sayi ve Ylzdesi Sayi ve Yuzdesi
oT 2 (% 0,43) 0 (%0)
10T 120 (% 25,64) 80 (%27,03)
12T 346 (%73,93) 216 (%72,97)
Toplam 468 (%100) 296 (%100)

Cizelge 4.1 Obez hastalar ve kontrol gruplarinda 5-HTT geninin 2. intron
bdlgesinde bulunan tekrar dizisi sayilarina gore belirlenen alel tipleri, bu alellerin
sayllari ve yuzdeleri.

4.2. DNA Orneklerinde DAT 1 Geninin PZR Yéntemi ile Cogaltiimasi

Tez calismasinda obezite ile iligkisi arastirilmak istenen DAT 1 geninin, 3'UTR
bdlgesinde bulunan VNTR polimorfizmlerin arastirilabilmesi icin incelenecek DNA
bdlgesi secilerek PZR yontemiyle ¢cogaltiimis ve %3 lik konsantrasyondaki agaroz
jel elektroforezinde drnekler yurutulerek genotipler belirlenmigtir (Sekil 4.2). Bu
calismada belirlenen DAT 1 geninin 3'UTR bdlgesinde, bireyler arasinda farkli
sayllarda tekrar edebilen dizi 40 baz buyukliginde ve 7, 9, 10, 11 ve 12 arasinda
degisen sayilarda tekrarli olarak bulunabilen;

[(GGAGCGTGTCCTATCCCCGGACGCATGCAGGGCCCCCACA) 7-12 ] dizisidir.

Tez calismasi kapsaminda hasta ve kontrol DNA 6rneklerinde yapilan calismalar
sonucunda, DAT 1 geninde belirlenen alel sayi ve gorulme sikliklar cgizelge 4.2 de,

genotip sayi ve gorilme sikliklari ise gizelge 4.4'te gosterilmistir.

PZR UrUnlerinin buydkliga sirasi ile 455 be (7 tekrar), 535 bg (9 tekrar), 575 bg (10
tekrar), 615 bg (11 tekrar), 655 b¢ (12 tekrar) olarak bulunmustur (Sekil 4.2).
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» 615 B¢

——» 455 Bg

Sekil 4.2: Hasta grubuna ait DAT 1 geni amplifikasyon sonugclari.
M: Marker DNA (100 bg¢’lik). 1,2 11/11, 3 10/12, 4 9/9 ve 5 numarah Ornek ise 7/11
tekrar tipini gosteren amplifikasyon utrtnleridir.

Tekrar Dizisi Hasta Grubu Kontrol Grubu
Alel Tipleri Say! ve Yuzdesi Say! ve Yuzdesi
7T 2 (%0,43) 2 (%0,68)
oT 1 (%0,21) 4 (%1,35)
10T 139 (%29,7) 76 (%25,67)
11T 320 (%668,38) 209 (%70,61)
12T 6 (%1,28) 5 (%1,69)
Toplam 468 (%100) 296 (%100)

Cizelge 4.2: Obez hastalar ve kontrol gruplarinda DAT 1 geninin 3'UTR’da
bulunan tekrar dizisi sayilarina gore belirlenen alel tipleri, bu alellerin sayilari ve
ylzdeleri.

4.3. DNA Orneklerinde DRD4 Geninin PZR Yoéntemi ile Cogaltiimasi

Tez calismasi kapsaminda obezite ile iligkisi arastirilmak istenen DRD4 geninin, 3.
ekzon boélgesinde bulunan VNTR polimorfizmlerin incelenebilmesi icin ilgili DNA
bdlgesi secilerek PZR yontemiyle ¢cogaltiimis ve %3 lik konsantrasyondaki agaroz

jel elektroforezinde drnekler yurutulerek genotipler belirlenmistir (Sekil 4.3).
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DRD4 geni 3. ekzon bdlgesinde bireyler arasinda sayi olarak cesitlilik gbsteren
tekrar dizisi 48 baz buyukliginde ve 2-11 arasinda degisen sayilarda tekrar
edebilen[[ GCGGCCCCGACTGTGCGCCCCCCGCGCCCGGCCTCCCCCCGGACCC
CT)2-11] dizisidir.

Tez calismasi kapsaminda hasta ve kontrol DNA 6rneklerinde yapilan calismalar
sonucunda, DRD4 geninde belirlenen alel sayi ve gorulme sikliklar cizelge 4.3 te,

genotip sayi ve gorilme sikliklari ise gizelge 4.4’ te gosterilmistir.

PZR drunlerinin bayuklugu sirasi ile 322 b¢ (2 tekrar), 370 bg (3 tekrar), 418 b¢
(4 tekrar), 466 bg (5 tekrar) olarak bulunmustur (Sekil 4.3).

10 11 12 13 14

Sekil 4.3: DRD4 geni amplifikasyon sonuclari.
M: Marker DNA (100 bg¢’lik). 1,2,5,7,9 ve 13 4/4, 3 ve 8 4/5, 4 ve 14 3/4, 6 3/3, 10
2/4, 11 5/5, 12 numara ise 2/2 tekrar tipini gbsteren amplifikasyon drtnleridir.

Tekrar Dizisi Hasta Grubu Kontrol Grubu
Alel Tipleri Sayi ve Yuzdesi Sayi ve Yuzdesi
2T 40 (% 8,55) 27 (% 9,12)
3T 23 (% 4,91) 10 (% 3,38)
4T 403 (% 86,11) 254 (% 85,81)
5T 2 (% 0,43) 5 (% 1,69)
Toplam 468 (% 100) 296 (%100)

Cizelge 4.3. Obez hastalar ve kontrol gruplarinda DRD4 geninin 3. ekzon
bdlgesinde bulunan tekrar dizisi sayilarina gore belirlenen alel tipleri, bu alellerin
sayllari ve yuzdeleri.
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CALI SMA GRUBU

TOPLAM

GENLER GENOTIP HASTA KONTROL
(n 234) % (n148) %

9/12 2 0,85 - 0,0 2

5-HTT 10/10 22 9,40 11 7,44 33

10/12 76 32,48 58 39,18 134

12/12 134 57,26 79 53,38 213

2/2 12 5,12 4 2,71 16

2/4 16 6,84 19 12,83 35

3/3 1 0,43 - 0,0 1

DRD4 3/4 21 8,96 10 6,76 31

4/4 182 77,8 111 75,00 293

4/5 2 0,85 3 203 5

5/5 0,0 1 0,67 1

9/9 - 0,0 2 1,36 2

7/10 1 0,43 -~ 0,0 1

7/11 1 0,43 2 1,36 3

DAT 1 9/10 1 0,43 -~ 0,0 1

10/10 16 6,84 14 9,45 30

10/11 101 43,16 45 30,40 146

10/12 4 1,71 3 203 7

11/11 108 46,15 80 54,05 188

11/12 2 0,85 2 1,36 4

Cizelge 4.4. Tez kapsaminda calisilan hasta ve kontrol bireylerine ait 5-HTT,
DAT 1, DRD4 gen polimorfizmlerinin genotipleri ve bu genotiplerin goérilme
sikliklart.

4.4. istatistiksel Analizler

Elde edilen veriler SPSS version 15.0 for Windows (SPSS, Inc, Chicago,lllinois,
USA) paket programinda degerlendirilmistir. Sonuclara ki-kare testleri
uygulanmigtir. Verilerin karsilastirlmasinda p<0.05 istatistiksel olarak anlaml
kabul edilmigtir. Elde edilen sonuclar hasta ve kontrol bireyler arasinda
degerlendirilmigtir. Sonuclarin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigina

bakilmigtir.

Hasta ve kontrol gruplarinda yapilan calismalar sonucunda, 5-HTT, DAT 1 ve
DRD4 genlerinde belirlenen alellerin ki-kare analizi ile test edilmesi sonucunda her
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Uc¢ gende de obez bireyler ve kontrol grubu bireyleri arasinda alellerin sayi olarak
dagilimi acgisindan anlamh bir iliski bulunamamigtir ( Cizelge 4.5).

GENTIPi | ALEL TiPi HASTA KONTROL X2 p degeri
9T 2 | 0,260
5-HTT 10T 120 80 0,671
12T 346 216 0,770
2T 40 27 0,784
DRD4 3T 23 10 0,309
4T 403 254 0,907
5T 2 5 0,075
7T 2 2 0,643
10T 139 76 0,228
DAT 1 11T 320 209 0,515
12T 6 5 0,645

Cizelge 4.5. Hasta ve kontrol gruplarinda bulunan alellerin dagihminin ki-kare testi
ile kargilastiriimasi ve p degerleri.

Hasta ve kontrol gruplarinda, belirlenen genotipler ve VKIi degerleri arasindaki iligki
de ANOVA testi kullanilarak istatistiksel olarak karsilastiriimistir. Bu
karsilagtirmada iki farkli durum igin p degerleri belirlenmigtir. Bu durumlar:

Durum 1: Genotipler ile bu genotipe sahip hasta ve kontrol grubu bireylerinin VKi
degeri ortalamalarinin karsilastiriimasi.

Durum 2: Morbid obez olan hasta bireylerde en sik gézlenen genotipler ile VKI
degerlerinin karsilastiriimasi.

Her bir gen icin yukarida agiklanan 2 farkli duruma ait ANOVA istatistiksel analiz
tablolari sekil 4.4, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9'da gOsterilmigtir.




10,10 10,12 12,12 9,12
HTT =3—0OBEZ -0- KONTROL GENOTIP

Sekil 4.4: 5-HTT genotipleri icin durum 1 analizi tablosu

VKi
60
55
Gl
a5 L
-
40
a5
20
25
20 %“ P LRSS
15 —
10
10,10 10,11 11,11 1012 11,12 7.10 95 711 9,10
DAT1 == OBEZ TG KONTROL GENOTIPLER

Sekil 4.5. DAT 1 genotipleri i¢cin durum 1 analizi tablosu
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2.2 24 3,32 3.4 4.4 4.5 5.5
DRD4 ——0OBEF -I- KONTROL GENOTIP

Sekil 4.6 DRD4 genotipleri icin durum 1 analizi tablosu

VKi

g |

AR

B 1

a0 r

38

s + 1

24 |

10,10 10,12 12,12

HTT ZF=0BEZ O MOREID OBEZ GENOTIP

Sekil 4.7. 5-HTT genotipleri icin durum 2 analizi tablosu
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VKi
.

10,10 10,11 14,11
DAT1 =} OBEZ -3 MORBID OBEZ GENOTIPLER

Sekil 4.8. DAT 1 genotipleri ¢in durum 2 analiz tablosu

VKi

52

48 |
a8 | - i

24 | -7 T

40 |
2g |
as L
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2.4 3.4 4.4
DRO4 =~ OBEF ¥ MWORBID OBEZ GENOTIP

ra
P

Sekil 4.9. DRD4 genotipleri igin durum 2 analizi tablosu



Bu karsilastirma sonucunda, DRD 4 genotipleri ile bu genotipleri tagiyan bireylerin
fenotipleri arasinda belirlenen 2 durum igin anlamli iligskiler bulunmus, DAT 1 ve
5-HTT genotipleri ve bireyler arasinda incelenen her iki durum iginde anlamli iligki

bulunamamistir (Cizelge 4.6).

GENLER Durum 1 Durum 2
5-HTT p=0,604 p=0,555
DAT 1 p=0,167 p=0,860
DRD4 p=0,040 p=0,003

Cizelge 4.6. Belirlenen 2 durum icin yapilan ANOVA testinde, genler i¢in bulunan
p degerleri.
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5.TARTISMA

Obezite (sismanlik), vicudun yag kutlesinin kas kutlesine oraninin agiri artmasi
sonucu boya gore vicut agirhdinin olmasi gereken seviyenin Uzerine c¢ikmasi
durumudur. Besinlerle alinan enerji miktarinin metabolizma ve fiziksel aktivite ile
tuketilen enerji miktarindan daha fazla oldugu durumlarda ortaya cikar. Sismanlgi
ve sismanligin duzeyini saptamak icin ¢ok cesitli yontemler vardir. Vicutta
bulunan yag miktarini dogrudan dogruya gostermemesine karsin en yaygin olarak
kullanilan yéntem vicut kitle indeksine (VKI) gore degerlendirme yontemidir.
VKi'nin >30 kg/m? oldugu durum obezite olarak tanimlanmaktadir. Yasin ilerlemesi

ile birlikte vicut kitle indeksi degerleri de artis gostermektedir.

Obezite kardiyovaskuler bozukluklar, fel¢, diyabet ve bazi kanser tirleri gibi ciddi
saglik sorunlarinin ortaya ¢cikma riskini arttirmaktadir (Adams et al.,2006). Obezite
ve fazla kilonun biyolojik, fizyolojik, cevresel, sosyal ve genetik temelleri
bulunmaktadir (Spiegel et al,. 2005). Ayrica, vicut agirliginin dizenlenmesinde rol
alan hormonal ve sinirsel faktérler, obeziteye neden olabilirler. Tiroid, hipofiz,
bobrek Ustl, pankreas ve cinsiyet hormonlarinin yapiminda ve fonksiyonundaki
bozukluklar sonucunda kisinin istahi artarak, bazal metabolizma hizi
yavaslayabilmekte ve enerji dengesi bozularak sismanlik ortaya ¢ikabilmektedir.

Obezitede genetik faktorlerin roli karmasiktir. Cevresel bilesenler ve genlerin
birbirlerine olan etkisi genetik faktorlerin karmasikligini arttirmaktadir (Bougneres.,
2002).

2005 yilinda 416 farkli calisma sonucunda obezite hastaliginin olusmasinda etkin
oldugu dastnulen beyin serotonin ve dopamin sistemlerinde rol alan bazi aday
genler arastiriimaya baglanmigtir. Bu norotransmitter sistemlerin  beslenme ve
tokluk olusumu kanali ile obezite gelisimine davranigsal ve metabolik yanit
verilmesine etkileri arastinimistir (Barsh et al., 2002). Dopaminerjik
ndrotransmisyon, insanlarda beslenme davranisini diizenlemektedir (Small et al.,
2003). Bu baglamda dopamininerjik mekanizma ile iligkili genler kapsaminda
DRD4 ve DRD2 genleri ve bu genlerle obezite arasinda iligki arastiriimaya

baslanmistir.
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Gida alimi yuksek derecede enerji vererek guc artigsina sebep olan bir aktivitedir
(Wise., 2006). Besin tuketiminde bazi nérotansmitterlerin etkisi bulunmaktadir.
Enerji intiyacinin giderilmesi icin gida alimi, serotoninerjik néronlarda serotonin
salinimini tetiklemektedir. Serotonin salinimi karbonhidrat alimina bagl insilin
salinimi ve plazma triptofan orani artigi ile artarken, protein alhmi ile
degismemektedir. Serotoninin duygudurum, istah, agri duyusu, kan basinci gibi
psikolojik ve fizyolojik mekanizmalar ile iligkilidir. Obez hastalarin karbonhidrat
alimi ve serotonin salimina bagh olarak kendilerini daha iyi hissetmelerine neden
olmakta, bunun sonucunda bu gidalara karsi bir diskunlik meydana gelmektedir.
Karbonhidrat alimi insanlarin kendini iyi hissetmesine neden olumakta ve bu
durum kilo artigini tetiklemektedir (Wurtman,1995).

Yemek yiyerek kazanilan gug artigi ile dopaminerjik sistem yakindan iligkilidir.
Besin tiketimi hayvanlarda ve insanlarda beyin dopamin konsantrasyonunun
artmasina sebep olmaktadir (Small et al.,2003). Leddy ve arkadaslar yaptiklari
calisma ile dopamin agonistlerinin enerji ahminin azalmasini saglayarak VKi'nde
artisin engellendigini gostermiglerdir (Leddy et al., 2004). Welmann ise dopamin
antagonistleri ile yaptigi ¢calismada bu antagonistlerin enerji aliminin ve dolayisiyla
vicut agirhiginin artmasina yol actigini ortaya cikarmistir(Welmann, 2005).
Besinlerden saglanan enerji desteginin kisilere gére degismesi dopaminerjik
aktivitedeki farktan kaynaklanmaktadir. Dopamin aktivitesi hem dopamin
reseptorleri yogunluguna hem de dopamin taglyicilarinin miktarina baghdir. DAT 1
geninin 3'UTR bolgesindeki 10 tekrarli VNTR polimorfizminin géraldiagia aleller
DAT 1 proteininin ifadesinin artmasini tetiklerken bu sayede dopaminin buyuk
oranda geri alimi ile sinaptik seviyesinin azalmasina sebep olmaktadir (Hainz et
al., 2000).

Tez calismasi kapsaminda Turk popilasyonundaki obez hastalarda 5-HTT, DAT
1, DRD4 ve MAOA genlerinin polimorfizmleri ile hastalik arasinda bir baglantinin

olup olmadiginin arastiriimasi hedeflenmigtir.

Calismaya, obezite klinik tanil 234 hasta birey ve kontrol grubu olarak incelemek
Uzere 148 saglam birey dahil edilmistir. Hasta grubu ile kontrol grubu arasindaki

allel sayilari dagilimi arasindaki fark ki-kare testi kullanilarak karsilastiriimigtir.
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Agaroz jel elektroforez analizi ile incelenen obez hastalar ve kontrol 6rneklerininin

genotip sayi ve yuzde oran dagihmi ise gizelge 4.4'te verilmistir.

Tez kapsaminda yapilan incelemelerde 5-HTT, DAT 1, DRD4, genleri VNTR
polimorfizmleri durumlarina gore belirlenmis alel tiplerinin dagihimlarinin
kargilastiriimasi amaciyla yapilan ki-kare testi sonuclarina gére, bu alellerin kontrol
ve hasta gruplari arasinda dagilimi bakimindan Hardy-Weinberg esitliginden

sapma bulunamamisgtir.

5-HTT geninin 2. intron bolgesinde bulunan VNTR polimorfizmi ile obezite
olusumu arasindaki iligkinin incelenmesine yonelik yapilan herhangi bir arastirma
literatirde yer almamaktadir. Ancak 5-HTT geninin promotor bdlgesinde bulunan
44 be¢ uzunlugundaki insersiyon ve delesyon olusumunun obezite ve basta intihar
eylemi, sizofreni gibi depresif bozukluklarda da etkisi arastiriimigtir. Sookoian ve
arkadaslarinin 5-HTT geninde yer alan 5-HTTLPR varyantinin yetiskin erkek
bireylerde obezite olusma riskine etkilerinin arastirmiglardir. Calismalarinda 44
b¢’lik dizinin insersiyonu ile olusan uzun aleller ve delesyonu ile olusan kisa
alellerin 637 obez hasta ve 692 zayif ( VKI 25 < kg/m?) kontrol grubu arasindaki
dagilimini incelemiglerdir. Calismalarinin sonucunda obez hastalarin 189’unda
bulunan homozigot kisa aleli ile obezite olusumu arasinda anlamli bir iligki
oldugunu (p=0,026) saptamiglardir (Sookoian et al 2008). Tez calismasi
kapsaminda yapilan calismalarda 5-HTT geninin 2. intron bolgesi VNTR
polimorfizmi incelenmesi sonucunda varligi belirlenen 9,10 ve 12 tekrarl alel
tiplerinin sayilari, ki-kare testi ile hasta ve kontrol gruplari arasinda
kargilastiriimistir. Yapilan ki-kare analizi sonucunda da herhangi bir alel tipinin

obez hastalardaki dagihminda anlamli bir sonu¢ bulunamamisgtir.

Tez kapsaminda 5-HTT geninin 2.intron bélgesinde farkli VNTR’ larin olusturdugu
aleller ve bu alelleri tagiyan bireylerin cesitli fenotipik 6zellikleri ANOVA analizi ile
istatistiksel olarak karsilastirilmigtir. ANOVA testi ile yapilan bu analizler
sonucunda, hasta ve kontrol grubu bireylerinde bulunan genotipler ile VKi
degerleri arasinda anlamh bir iligkinin olmadigi saptanmistir (p=0,604). Hasta
grubundaki morbid obez ve obez bireylerin, tagidiklari 5-HTT genotipleri ile VKIi
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degerleri arasindaki baglanti i¢cin yapilan analiz sonucunda da anlamli iligki
bulunamamistir(p=0,555).

DAT 1 geni 3'UTR bolgesinde bulunmakta olan VNTR polimorfizmi ile obezite
iligkisinin arastirilmasi kapsaminda, Leonard ve arkadaslari 29'u obez 45'i obez
olmayan calisma grubu ile bireylerin beslenme, enerji alimi ve DAT 1 geninin
VNTR polimorfizmini karsilastirmal olarak incelemistir. Calismalarinda hasta ve
kontrol grubunu teskil eden 74 kisinin 31’'inde 40 bg¢’lik tekrar dizisinin 9’ lu tekrar
alelinin, 41 kiside ise 10 tekrarli alellerin bulundugunu tespit etmislerdir. Ayrica
obez bireylerin 12’ sinde 9/9 ve 9/10, 16’ sinda ise 10/10 tekrar alelinin, obez
olmayan kisilerin 19'unda 9/9 ve 9/10, 25’inde de 10/10 tekrar dizilerinin oldugu
gosterilmistir. Arastirmacilarin bu veriler ile yaptiklari ki-kare analizi sonucunda
p=0,92 degeri bulunmus ve buna bagh olarak beslenme ve DAT 1 VNTR
polimorfizmleri arasinda anlamli baglanti olmadigi tespit edilmistir (Leonard et al.,
2007).

Shinohora ve arkadaslari da asiri beslenme ile birlikte seyreden yeme bozuklugu
ve DAT 1 geninin 3'UTR polimorfizmi arasindaki iligkiyi arastirmiglardir. Bu
calismada hasta grubu olarak 15-36 yas araliginda 90 tane yeme bozuklugu
teshisi konulmus Japon kadin kontrol grubu olarak ise VKi degerleri ortalama 20
olan 115 tane 18-26 yas araliginda saghkli kadin secilmistir. Arastirmacilar 7, 9,
10 ve 171'li tekrar dizilerini 7,9 tekrarlarini kisa, 10 ve 11 tekrarlar ise uzun aleller
olarak ayirmiglardir. Arastirmanin sonucunda hasta grubunun 19’'unda Kkisa
alelleri, 161’inde ise uzun alelleri bulmuslardir. Kontrol grubunun ise 11’ inde kisa,
219'unda ise uzun alelini tespit etmigler ve bu veriler ile yaptiklar ki-kare analizi
sonucunda p>0,99 degeri ile Hardy-Weinberg esitligine uygun bir dagilim
gozlenmistir (Shinohara et al., 2004).

Bu tez calismasinda DAT 1 geni 3'UTR bdolgesinde bulunan tekrar dizilerinden 9
tekrarli alel sayisina literatirden incelenen ve 6rneklem sayilari dusuk olarak
secilmis her iki calismanin aksine oldukga az rastlanmistir. 9 aleli hasta grubunda
% 0,21 kontrol grubunda ise %1,35 oraninda bulunmus, istatistiksel degerlendirme
acisindan yeterli sayida olmadigindan dolay! ki-kare analizine dahil edilmemisgtir.

Tez calismasinda daha onceki calismalarda tespit edilemeyen 12 tekrarli alel de
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saptanmigtir. Shinohora ve arkadaglarinin ¢alismasinda bulduklar 10-11 tekrarli
alel sayilarinin, kisa aleller olarak nitelendirdikleri 7-9 tekrarl alel sayisindan fazla
olmasi, bu tez calismasinda bulunan 10 ve 11 tekrarl alel sayilarinin diger alel
sayllarina gore fazla olmasi ile paralellik gostermektedir. Tez calismasinda elde
edilen tekrar dizisi alel sayilari ki-kare analizi ile yorumlanmis ve elde edilen p
degerleri (Cizelge 4.5) ile, alellerin dagihminin Hardy-Weinberg esitligine uygun

oldugu bulunmustur.

Bu calismada DAT 1 geninin 3'UTR’ da farkh tekrarlarin olusturdugu aleller ve bu
alelleri tasiyan bireylerin cesitli  fenotipik 6zellikleri ANOVA analizi ile
kargilastiriimistir. Bu analiz ile, hasta ve kontrol grubu bireylerinde bulunan
genotiplerin her biri ile VKI degerleri karsilastiriimistir. Analiz sonucunda anlamli
bir baglanti bulunamamistir (p=0,167). Ayrica hasta grubundaki morbid obez ve
obez bireylerin, tagidiklari DAT 1 genotipleri ile VKI degerleri arasindaki baglanti

icin yapilan analiz sonucunda da anlamli iligki bulunamamistir (p=0,860).

Daha 6nce yapilan calismalardan birinde Guo ve arkadaslar 1995, 1996 ve 2002
yillari arasinda 3 farkli zamanda 2277 obez hastasi Uzerinde DRD4 geninin 3.
ekzonunda bulunan 48 bg lik polimorfizm ile VKI arasindaki iliskiyi bireylerin yas,
cinsiyet ve etnik koken faktorleri ile karsilastirmal olarak arastirmiglardir. Bu
calisma kapsaminda obezite ile iligkili oldugu distnulen sadece 7 tekrarli alel
degerlendirmeye alhnmigtir. Calismalari sonucunda homozigot 7/7 genotipini
tasiyan Afrika- Amerikan (p=0,0047) ve Hispanik- Amerikan ( p=0,0037) irkindan
olan obez bireylerin VKi'lerinin bu genotipi tagimayan bireylerin VKI' lerinden
%12,5-15 arasinda degdisen bir oranda daha az oldugunu, beyaz irk kdkenli
bireylerde ise 0Onemli olcude bir farkin olusmadigini gostermiglerdir. Ayrica
heterezigot 7 tekrarli alele sahip bireylerin 3.ekzonda bulunan ve bu calismada
g6z 6nune alinmayan farkl tekrar sayilari ile karakterize olan aleller gibi istatiksel

olarak anlam ifade etmedigini ortaya koymuslardir (Guo et al., 2006).

Leviten ve arkadaslan ise yaptiklari calismada, kis ve sonbahar mevsimlerine
bagll olarak gelisip, yaz, ilkbahar dénemlerinde kendiliginden dizelme seyiri
gosteren bir depresif bir bozukluk olan mevsimsel etki rahatsizhidi teshisi konan ve

bu donemlerde asiri olarak beslenen 108 kadinin olusturdugu ¢alisma grubunda,
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DRD4 geni 3. ekzonunda bulunan 7 tekrarli VNTR polimorfizmi ile VKi ve
mevsimsel etki rahatsizligi arasinda iligkiyi arastirmislardir.

Arastirmacilar tarafindan, obezite 6lciitii icin maksimal viicut kitle indeksi (MVKI)
kullaniimistir. Bu yéntem genelde kullanilan VKi hesaplamasindaki anlik élcimle
elde edilen kilo degerinden farkli olarak, hastaya yoneltilen soru tzerine 6grenilen
16 yasindan sonraki yasam suresi boyunca ulastigi maksimum kilo degeri dikkate
alinarak hesap edilmistir. Calisma kapsaminda drneklerde 7 aleli bulunduran birey
sayis| tespit edilmistir. VKI'si bilinen 103 6érnegin 36’sinda 7 tekrar aleli bulunmus,
geriye kalan 67 sinde ise saptanamamigtir. Ayrica bu tekrar alelini tagiyan ve
VKi'nin 30 dan biiyiik yani obez olarak degerlendirilen bireylerin sayisi 33, tekrar
alelini tasimayanlardan 64'Unin VKinin 30 dan kicik oldugu bulunmustur.
Calismada bu veriler dogrultusunda yapilan ki-kare analizi ile elde edilen p=0,007
degeri ile mevsimsel etki rahatsizligina sahip obez olan kisiler ile DRD4 geninin 3.
ekzonunda bulunan 7 tekrarh VNTR polimorfizmi arasinda anlamh bir iliskinin

oldugu bulunmustur (Levitan et al., 2004).

Literatir kapsaminda DRD4 geni 3. ekzonunda yapilan VNTR arastirmalarinda
farkl insan populasyonlarinda genel olarak 4 ve 7 tekrarl alellerin, diger alellere
gore daha fazla siklikta bulundugu goérulmektedir. Guo ve arkadaslari yaptiklar
calismada 4 tekrarl alellerin bittn allere gére oraninin %65,3 , 7 tekrarh alellerin
ise %20,4 oraninda tespit edildigini bildirmiglerdir (Guo et al.,, 2006). Bu tez
calismasinda ise 4 tekrarli alellerin frekansi % 86,11 olarak bulunmus 7 tekrarli
alel ise bulunamamistir. Tez calismasinda DRD4 geni 3. ekzonunda VNTR
polimorfizminin goraldugu 4 farkh alel tipinin obez hastalarda sayi olarak anlamsiz
bir dagilim gostermeleri literatirden O6rnek verilen ¢calismarin sonucu ile paralellik

gOstermektedir.

Bu calismada DRD4 geni 3. ekzonunda farkli tekrarlarin olusturdugu aleller ve bu
alelleri tasiyan bireylerin cesitli  fenotipik 6zellikleri ANOVA analizi ile
karsilastiriimistir. ilk olarak bu gende tespit edilen butin genotip cesitleri ile bu
genotipleri bulunduran bireylerin VKi ortalamalari karsilastiriimistir. Hasta ve
kontrol grubu bireyleri arasinda yapilan analiz sonucunda farkli VNTR genotipleri

ile VKI arasindaki iliski anlamli bulunmustur (p=0,040). Ayrica hasta grubundaki
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morbid obez ve obez bireylerin, tasidiklari DRD4 genotipleri ile VKi degerleri
arasindaki baglanti icin yapilan analiz sonucunda, anlamh iligki bulunmustur
(p=0,003).

Tez calismasi kapsaminda MAOA geni promotor bélgesinde bulunun ve genin
etkinligini degistirebilen VNTR polimorfizmleri arastiriimak istenmigtir. MAOA geni
promotor bélgesinde arastirilmak istenen bdlgenin PZR teknigi ile ¢cogaltilabilmesi
icin gerekli olan primerler, literattirde yer alan bir calismada dogrulugu denenmis
olan primer dizilerinden alinmistir. Ancak yapilan butiin deneyler sonucunda
MAOA geni icin secilen bu primer ciftinin degiskenlik goésteren amplifikasyon
aranleri verdigi goérualmastir. Bunun sonucunda blast yontemi kullanilarak bu
primer ciftinin genomda farkli bdlgelere baglandigi tespit edilmistir. Hataya
goturebilecek bir sonugtan kaginmak igin her bir PZR analizinin tekrar edilmesine
ragmen istenilen sonu¢ alinamamig dolayisiyla bu gen igin istatistiksel analiz

yapilamamistir.

Obezite, olusumunda cok fazla faktoriin ve genetik temelinde de pek ¢ok genin
etkili oldugu dusunilen metabolik bir hastaliktir. Gunumuze kadar, obezite
olusumunda farkli mekanizmalar araciligi ile rol alan genler ortaya c¢ikariimistir. Bu
tez calismasinda da son yillarda obeziteye olasi etkileri oldugu digstnilen DRD4,
DAT 1, 5-HTT ve MAOA genlerinde VNTR polimorfizmleri incelenmistir. Ozellikle
literatirde 5-HTT geninin 2. intron bdlgesinde bulunan VNTR polimorfizlerinin
obezite kapsaminda henlz ayrintili ¢alisiimamasi gz 6ninde bulundurulursa,
orneklem buyudklugundan arttirilarak yapilacak sonraki calismalar ile bu konunun

daha iyi degerlendiriimesine olanak saglayacaktir.
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