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TESEKKUR

Yiiksek Lisans egitimim siiresince, bana bilimsel diisliince becerisi
kazandiran, laboratuar tekniklerini itina ile bizzat 6greten, karsilastigim bilimsel
problemlere karsi her zaman ¢oziimleyici katkilarda bulunarak bilimsel gelisimimde
gostermis oldugu o6zel ilgi ve desteklerinden dolayi, her zaman anlayish olan ve
maddi desteklerini higbir zaman esirgemeyen kiymetli hocam Sn. Dog. Dr. Belgin

SUSLEYICIi DUMAN” a tesekkiirii bir borg bilirim.

Yiiksek Lisans egitimim siiresinde yardimlarini esirgemeyen FBE Miidiirii ve
Biyoloji Boliim baskanimiz Sn. Prof. Dr. Meral UNAL’a, calismaya dahil edilmis
olan hasta ve kontrollerin se¢ciminde, klinik degerlendirilmelerinde ve nutrigenomik
degerlendirilmelerin yapilabilmesi i¢in calismaya dahil edilen kisilere ait beslenme
bilgilerinin temininde gdstermis olduklart desteklerden dolayr Tiirk Diyabet
Cemiyeti Baskan1 Sn. Prof. Dr. Nazif BAGRIACIKa ve Tiirkiye Diyabet Cemiyeti
Hastanesi Bashekimi Sn. Dr. Sema YILDIZ a, ¢alismaya dahil edilmis olan hasta ve
kontrollere ait biyokimyasal verilerin degerlendirilmesindeki desteklerinden dolay1
Tiirkiye Diyabet Cemiyeti Hastanesi Biyokimya Uzmani Sn. Dr. Hikmet BAYER e,
calismaya dahil edilmis olan hasta ve kontrollere ait kan Ornekleri ve bilgilerin
saglanmasindaki yardimlardan dolay1 Tiirkiye Diyabet Cemiyeti Hastanesi Laboranti
Sn. Alin GEZER’e, Ilabaratuar ¢alismalarim siiresince spektrofotometrik
Ol¢timlerdeki teknik desteklerinden dolay1 Sn. Prof. Dr. Adnan AYDIN’a ve Sn. Dr.
Sebahattin DENIZ’e, calisma gruplarma ait qPZR genetik analiz sistemlerini temin
eden Sn. Aykut BAYKUT a, gerekli malzemelerin teminini ivedilikle gerceklestiren
Sn. Hatice ATLI DALLAR’a, genotipleme analizleri sirasindaki desteklerinden
dolay1 Sn. Miikerrem AKAYDIN’a, calisma verilerinin istatistiksel analizlerini ve
degerlendirmelerini yapan Sn. Yrd. Dog. Dr. Penbe CAGATAY ’a, calisma siiresince
yardimlarmi gordiigiim arkadaslarirm Sn. Bio. Ogrt. Cigdem KAHVECI’ye ve
Ziibeyir GUNDUZ’e tesekkiir ederim. Beni her konuda destekleyen, karsilastigim
tim zorluklarda daima yanimda olan, yogun ¢aligmalarim sirasinda gosterdikleri

sabir ve anlayislarindan dolay1 ¢ok sevgili aileme tesekkiirii bir borg bilirim.

Nisan 2011 Meliha KOLDEMIR
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OZET

KOLINESTERAZ 3 HOMOLOG INHIBITORLERINE DIRENC
GENI rs1528133 POLIMORFIZMINIiN YEME ALISKANLIGI VE
SISMANLIK iLE ILISKISi

Bu caligmada, RIC-3 geni rs1528133 polimorfizminin sisman ve sigsman
olmayan kontrol bireylerdeki allel sikliklarinin saptanmasi, rs1528133 genotiplerinin
antropometrik, diyabet ve sismanlik ile iligkili parametreler iizerindeki etkilerinin
belirlenmesi, lojistik regresyon analizi ile de sismanhik risk faktorlerinin
aragtirtlmasi, RIC-3 geni rs11528133 genotiplerinin beslenme aligkanliklarinin
belirlenmesi {izerindeki nutrigenomik etkilerin arastirilmasi ve hipertansiyon/tip 2
diyabet/koroner arter hastaligi tedavisinde kullanilan ilaglarla olan etkilesimlerinin
saptanarak, toplumumuza 0Ozgli farmakogenomik  verilerin  belirlenmesi
amaglanmistir.

Calisma, sismanlik tanist konmus 85 sisman ve 41 sisman olmayan bireyde
yapildi. RIC-3 geni rs1528133 genotipleri gPZR yontemi ile saptandi.

RIC-3 geni rs1528133 genotip sikliklar1 sigsmanlarda, homozigot yabanil tip
(A/A), heterozigot (A/C) genotipler icin sirasiyla %89.4, %10.6 ve sisman olmayan
grupta ise %92.7, %7.3 olarak tespit edildi. Calisma gruplarimizda polimorfik (C/C)
genotipli birey saptanmadi. Genotip sikliklar1 g¢alisma gruplart arasinda farkl
bulunmadi. Calismamizda, rs1528133 heterozigot genotipindeki kisilerin (%16.7)
yabanil tipte genotiptekilere kiyasla (%46.9) daha diisiik siklikta antihipertansif ilag
kullandig1 saptandi.

RIC-3 geni rs1528133 heterozigot genotipe sahip olan bireylerin, homozigot
yabanil tip genotipe sahip kisilere oranla yiiksek glisemik yiike sahip, yagdan ve
proteinden zengin beslenme aligkanliklari oldugu belirlendi. RIC-3 geni rs1528133
genotipini heterozigot olarak tagiyanlarda anjiyotensin doniistiiriici enzim inhibitori,
beta-bloker ve asetilsalisilik asitten baska alternatif antihipertansif ilaglarin
etkilerinin arastirilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Nisan 2011 Meliha KOLDEMIR
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ABSTRACT

RELATIONSHIP OF RESISTANT TO INHIBITORS OF
CHOLINESTERASE-3 rs1528133 POLYMORPHISM WITH
EATING HABITS AND OBESITY

The aim of this study was to determine the allele frequencies of RIC-3 gene
rs1528133 polymorphism in obese and non-obese control subjects, to detect the
effects of rs1528133 genotypes on antropometric, diabetes and obesity related
parameters, to search for obesity risk factors with logistic regression analysis, to
understand the effects of RIC-3 gene rs11528133 genotypes on eating habits and
with drugs used in hypertension/type 2 diabetes/coronary artery disease treatment,
and thus to detect nutrigenomic and pharmacogenomic data specific for our

population.

The study was performed on 85 obese and 41 non-obese conrol subjects. RIC-

3 gene 151528133 genotypes were determined with qPCR method.

The RIC-3 gene rs1528133 genotype frequencies and were determined
respectively as %89.4 for homozygous wild type (A/A), %10.6 for heterozygous
(A/C) in obese and %92.7 for A/A, %7.3 for A/C in non-obese patients. The
polymorphic genotype (C/C) was not detected in our study group. Genotype
frequencies were not found to differ among study groups. The percentage of
rs1528133 heterozygous individuals (16.7%) using antihypertensive drugs were

lower in comparison to wild type genotype carriers (46.9%).

Individuals heterozygous for the RIC-3 gene rs1528133 variation were found
to have eating habits prefering higher glycemic load, fat and protein rich diet
compared to homozygous wild type genotype carriers. Alternative antihpertensive
drugs and their effects are needed to be explored other than angiotensin converting

enzyme inhibitor, beta-blocker and acetylsalicylic acid.

April 2011 Meliha KOLDEMIR
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SEMBOLLER

A : Adenin

C . Sitozin

°c : Santigrat derece

cm . Santimetre

dk : Dakika

dl . Desilitre

kb : Kilo baz (1000 niikleotid)
KCl : Potasyum klortir

kg : Kilogram

KHCO; : Potasyum bi karbonat
M : Molar

m’ . Metre kare

ml . Mililitre

mg : Miligram

mm : Milimetre

mM : Milimolar

nm : Nanometre

NaCl : Sodyum kloriir

NaOH : Sodyum hidroksit

NH,Cl1 : Amonyum kloriir

ng : Nanogram (Gram’in milyarda biri)
Nm : Nanomol

MgCl, : Magnezyum kloriir

rpm : Dakikada donme hizi
ul : Mikrolitre

ng : Mikrogram

M : Mikromolar
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KISALTMALAR

ACDC : Adiponektin

ADE . Anjiyotensin Déniistiiriicii Enzim Inhibitorii
AGRP : Agouti-iliskili peptid

ASA : Asetilsalisilik Asit

ATP III : Adult Treatment Panel 111

BB : Beta Bloker

DEXA : Dual Energy X-Ray Absorbsiometry

DKB : Diyastolik Kan Basinci

DNA : Deoksi Niikleik Asit

DRD2 : Dopamin D2 reseptor

EDTA . Ethylene Diamine Tetraacetic Acid

FRET . Fluorescence Resonance Energy Transfer
GNB3 : G protein B3 alt iinite geni

HDL-kol : Yiksek Yogunluklu Lipoprotein-kolesterol
HT2C : S-hidroksitiriptamin (serotonin) reseptor 2 C
IDF : Uluslararas1 Diyabet Federasyonu
IDL-kol : Orta yogunluklu lipoprotein-kolesterol

IL6 . Interldkin 6

INS . Insiilin

KAH : Korener Arter Hastaligi

KKH : Koroner Kalp Hastalig1

LDL-kol : Diisiik Yogunluklu Lipoprotein-kolesterol
LDLR : LDL reseptor

LEP : Leptin

LEPR : Leptin reseptor

LIPE : Lipaz hormon hassasiyeti

MC3-R : Melanokortin 3 reseptor gen

MC4-R : Melanokortin 4 reseptor gen

Mmi : Miyokard Infarktiisii

mRNA : Mesajc1 Rino Niikleik Asit

MS : Metabolik Sendrom

MVA : Mevcut Viicut Agirlig

nAChRs : Nikotinik Asetilkolin Reseptorleri
NCR3C1 : Glikokortikoid reseptor

NHANES : National Health and Nutrition Examination Survey
NHLBI : National Heart Lung and Blood Institute
NTRK2 : Norotropik tirozin kinaz reseptdr tip 2
NYP : Noropeptid Y



OAD
oD
PAGE
PPARYy
POMC
PZR
RIC-3
SH
SIM1
SKB
SNP
SPSS
TAMRA
TEKHARF
TG
T-kol
Tm
TNFa
TURDEP
T2DM
UCP1
uCP2
UCP3
UV
VDR
VKi
VLDL-kol
VYO
YK
YVK
qPZR
WHO
B2-AR

B 3-AR
5-HT3R
6-FAM

: Oral Antidiyabetik

: Optik Dansite

: Poliakrilamid Jel Elektroforezi

: Peroksizom proliferator activated reseptory
: Proopiomelanokortin

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Kolinezteraz 3 homolog inhibitorlerine direng geni
: Standart Hata

. Single-minded 1

. Sistolik Kan Basinci

: Tek Niikleotid Polimorfizm

. Statistical Package for Social Sciences
: 6-karboksitetrametil-rodamin

: Tirk Eriskinlerinde Kalp Hastaliklar1 ve Risk Faktorleri
: Trigliserid

: Total-kolesterol

: Erime Sicakligi

: Timor nekroz faktor a

: Tirkiye Diyabet Epidemiyoloji Projesi

: Tip 2 Diabetes Mellitus

: Uncoupling protein 1

: Uncoupling protein 2

. Uncoupling protein 3

: Ultraviyole

: D2 vitamin reseptor

: Viicut Kiitle Indeksi

: Cok Diisiik Yogunluklu Lipoprotein-kolesterol
: Viicut Yag Oranm

: Yag Kiitlesi

: Yagsiz Viicut Kiitlesi

: Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Diinya Saglik Orgiitii

: P2-adrenerjik reseptor

: P 3-adrenerjik reseptor

: 5-Hidroksi Triptamin Reseptorii

: 6-karboksifloresin
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BOLUM I

GIRIS VE AMAC

1.1 GIRIS VE AMAC

Sismanlik kalori alimi ve enerji harcanmasindaki dengesizlikten kaynaklanan
yag dokusu oranindaki artig olarak tanimlanmaktadr. Sismanlik, viicut yaginin
artmasi ile gerek ¢evresel gerekse genetik faktorler tarafindan etkilenen kronik bir
hastaliktir [1, 2]. Modern yasamin, ortaya c¢ikmasimi hizlandirdigi akut
hastaliklardan olan sismanligin goriilme sikligindaki artis ve ortaya ¢ikis yasinin
azalmasi biiyilk oranda c¢evresel faktorlerden kaynaklanmaktadir. Bu cevresel
faktorlerin en 6nemlileri hazir gidalarin tiikketilmesi ve azalmis fiziksel aktivitedir.

Tip 2 diyabet, hipertansiyon, dislipidemi, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
cesitli  kanser tipleri (meme, prostat, kolon) sismanligin sebep oldugu
komplikasyonlardandir [3]. Sismanliga neden olan aday genlerden biri TUB genidir.
TUB geninin bilinen 13 adet polimorfizminden ii¢ tanesi (rs1528133, rs2272382 ve
rs2272383) sismanlik ile iliskilidir [4]. TUB geninin 22 kb distalinde kolinesteraz
inhibitdrlerine direng (resistant to inhibitors of cholinesterase, RIC-3) geninin intron
bolgesi igerisindeki 8106329. pozisyonunda rs1528133 polimorfizmi bulunmaktadir.
Sinyal iletiminde gorev yaptig1 bilinen RIC-3 geninin sismanlik ile bagimsiz iliskisi
heniiz kesinlik kazanmamustir [5]. Evrimsel olarak yiiksek derecede korunmus olan
TUB geninin hipotalamusta fazla miktarda ifade edilmekte olup bir transkripsiyon
faktorii gibi davrandigi diisiiniilmektedir [6]. TUB genindeki bir mutasyon tubby
proteininde fonksiyon kaybina ve ge¢ baslangicli sismanlik, insiilin direnci ve
norosensdr bozukluklara neden olmaktadir [7]. Literatiirdeki bilgiler insanlarda
tubby proteininin viicut agirhiinin diizenlenmesinde koruyucu etkileri oldugunu

dogrulamaktadir.



Sigsmanlik ve tip 2 diyabetin genetik temellerinin biiyiik oranda benzerlik
gosterdigi bilinmektedir. Ulkemizde goriilme sikliklar1 oldukga fazla olan sigmanlik
ve tip 2 diyabet i¢in risk genlerinden biri olabilecegini diisiindiigiimiiz RIC-3 geninin
rs11528133 genotiplerinin  sikliklar1 daha oOnce yapilan higbir ¢aligmada
belirlenmemistir. Farkli sismanlik derecelerindeki kisilerde (fazla kilolu, sigsman
smif I ve II, ileri derecede sisman (sisman smif III)) etiyolojik risk faktorii olarak
RIC-3 geni rs11528133 genotip sikliklariin  belirlenmesi  ve rs1528133
genotiplerinin sismanlik, tip 2 diyabet, hipertansiyon ile iligkili gdstergeler ve temel
demografik karakterler ile etkilesimlerini arastirmak c¢alismamizin temel amaglarini
olusturmaktadir. Ayrica, yag kiitlesi, dislipidemi, tip 2 diyabet, bel ¢evresi, yas ve
RIC-3 geni rs1528133 genotiplerinin ¢oklu lojistik regresyon analizi ile sismanlik
icin ne derecede ve ne yonde risk faktorii olduklarinin arastirilmasi ¢alismamizin bir
diger amacidir. RIC-3 geni rs11528133 genotiplerinin beslenme aligkanliklarinin
belirlenmesi iizerindeki nutrigenomik etkilerini arastirmak ve hipertansiyon/tip 2
diyabet/koroner arter hastalii tedavisinde kullanilan ilaglarla olan etkilesimlerinin
de saptanarak, toplumumuza 06zgli farmakogenomik verilerin belirlenmesi

calismamizda ulagilmasi dngoriilen diger hedefler arasindadir.



BOLUM II

GENEL BIiLGILER

I1.1 SISMANLIGIN TANIMI

Sigsmanlik kalori alimi1 ve enerji harcamasindaki dengesizlikten kaynaklanan
yag doku oranindaki artis ve bunun sonucu olarak viicut yagimin artmasi ile gerek
cevresel gerekse genetik faktorler tarafindan etkilenen kronik bir hastaliktir [1, 2].
Sismanligin en Onemli nedeni, tiiketilen enerji miktarindan daha fazla enerji
alinmasidir [8]. Sisman bireylerin viicutlarinda asirt miktarda yag depolanmaktadir.
Saglikli bireylerde, kadinlarin viicut agirligmin % 20-25°1 ve erkeklerin % 15-18’1
yag dokusundan olusmaktadir. Sisman kadinlarda yag oran1 % 30’un, erkeklerde ise

% 25’in lzerindedir [9].

I1.2 SISMANLIK TiPLERI
Viicutta asir1 miktarda yag depolanmasi olarak tanimlanan sismanligin farkli

tipleri bulunmaktadir.

I1.2.1 Hiperseliiler Sismanlik
Yag hiicre (adiposit) sayisinin artmasi ile seyreden ¢ocukluk ¢agi sismanlik

tipidir. Nadir olarak erigkin donemde ortaya ¢ikmaktadir.

I1.2.2 Hipertrofik Sismanlik
Adiposit hacminin ve lipid igeriginin artmasi ile tanimlanmaktadir. Eriskin

donemde ve gebelikte gelisen sismanlik tipidir.



I1.2.3 Abdominal Sismanlik

Abdominal sismanlik bel c¢evresindeki yagin birikimi olarak ifade
edilmektedir (Tablo II.1). Abdominal sismanligin tanisinda, baz1 yayinlar bel ¢evresi
Olciimiinii yeterli bir parametre olarak ongérmektedir [10]. En son yayimlanan
Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF) kriterlerine gore bel ¢evresi erkeklerde 94
cm, kadinlarda 80 cm’den fazla olan bireyler abdominal sisman olarak kabul
edilmektedir [11] (Tablo II.1). Diinya Saghk Orgiitiiniin (WHO) belirledigi tam
kriterlerine gore ise bel/kalga orani erkeklerde 0.95’un, kadinlarda ise 0.8’in
tizerinde oldugunda abdominal sismanlik tanis1 konabilmektedir [12].

Abdominal (santral) sismanlikta hipertansiyon, dislipidemi ve koroner arter
hastalig1 riski daha fazladir. Abdominal yag dokusu kana siirekli serbest yag asitleri
salgilamaktadir. Bu durum sonucunda insiilin direncine bagl dislipidemi ve

hiperglisemi olusmaktadir [13].

Tablo I1.1 Abdominal sismanlik kriterleri [11, 14]

Cinsiyet Bel Olciimii (cm)

ATP III Kkriterlerine gore
Erkek >102
Kadin >88
IDF Kkriterlerine gore
Erkek >04

Kadin >80

I1.2.4 Gluteo-femoral (Periferal) sismanlik
Gluteofemoral sismanlik, alt karin, kalca ve uylukta yag dokusu birikimi ile

olusmaktadir.

I1.2.5 Ekzojen (Basit) Sismanlik
Cocukluk caginda gelisen sismanlikta genellikle tibbi bir problem
gozlenmemektedir. Bu tip sismanlik ekzojen veya basit sismanlik adiyla ifade

edilmektedir. Bu gruba dahil olan ¢ocuklarin ¢ok az bir kisminda ¢abuk yorulma,
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nefes almada giiclik ve ekstremite agrilar1 gdzlenmektedir. Istah durumlan
genellikle normaldir ve beslenme Oykiilerinde seker, sekerli gida, yagli gida ve

hazir gida tiikketimi oldukga fazladir [15].

I1.2.6 Sckonder Sismanlik

Sekonder sigsmanlik tanisi konmus olan bireylerde hastalik sebebi olarak
onemli endokrin olan veya endokrin olmayan nedenler gézlenmektedir. Hipotiroidi
ve biiyiime hormon eksikligi sismanlik nedenidir. Ayrica hipotalamik tiimdrler,
kistler, infeksiyonlar ve infiltrasyonlar tokluk merkezini tahrip ederek sismanliga

neden olmaktadir [16].

I1.3 SISMANLIGIN BELIRLENMESINDE KULLANILAN
GOSTERGELER
Sismanlik tanisinda viicut yag miktarint ve dagilimmi 6grenme amagl,

uygulanabilirligi ve dogruluk diizeyleri farkli olan gostergeler bulunmaktadir.

I1.3.1 Viicut Yag Oram

Bireyin fazla kilolu olmasi seklinde tanimlanan sigsmanlikta viicut yag orani
(VYO) normalden fazladir [14, 17].

Viicut yag orani:

VYO= 1.2 (Viicut Kiitle Indeksi) + 0.23 (Yas) — 10.8 (Kadin i¢in 0/ Erkek
icin 1) + 5.4 formiilii ile belirlenmektedir [18].
Bu oran, kadinlarda %20-30, erkeklerde ise %12-20 olarak belirlenmistir [14].

I1.3.2 Viicut Kiitle Indeksi

Giliniimiizde sismanligin tayininde boy ve viicut agirligiin kullanilmasiyla
kisinin sisman olup olmadigini tayin etmek pratik ve objektif bir Olglimdiir.
Kilogram cinsinden agirligin, metre cinsinden boyun karesine boliinmesiyle elde
edilen viicut kiitle indeksi (VKI) en sik kullanilan sismanlik tan1 yéntemidir [19].

Sismanligin simiflandiriimas: ¢ogunlukla VKI dl¢iimiine gére yapilmakta

olup, uluslararasi1 diizeydeki farkli kuruluglarin tanimladiklar1 sismanlik kriterleri

bulunmaktadir (Tablo I1.2, Tablo II.3, Tablo I1.4, Tablo IL.5).



Tablo I11.2 NHLBI (National Heart Lung and Blood Institute) kriterlerine gore VKI

tabanli sismanlik siniflandirilmasi [20]

VKIi (kg/m?) Sismanhk sinifi

Zayf <18.5

Normal 18.5-24.9

Fazla kilolu 25.0-29.9

Sisman 30.0-34.9 I
35.0-39.9 II

fleri dercede sismanlik 40.0 + 111

Tablo I1.3 WHO (World Health Organization) kriterlerine goére VKI tabanli

sismanlik siniflandirilmasi [21]

Simiflandirma VKi (kg/m®)

Simir arahigi

Zayif <18.50
fleri derecede Zayif <16.00
Orta Zay1f 16.00 - 16.99
Hafif Zayif 17.00 - 18.49
Normal Aralik 18.50 - 24.99
Fazla Kilolu >25.00
Pre-sisman 25.00 - 29.99
Sisman >30.00
Sigsman sinif I 30.00 - 34.99
Sigsman smif 11 35.00 - 39.99
Sisman sinif 111 >40.00




Tablo 11.4 ATP Il (Adult Treatment Panel III) kriterlerine gére VKI tabanh

sismanlik siniflandirilmasi [14]

Simiflandirma VKIi (kg/m®)
Fazla Kilolu 25-29.9
Sisman >30

Tablo IL5S NHANES (National Health and Nutrition Examination Survey)

kriterlerine gore VKI tabanl sismanlik siniflandiriimasi [22]

Kilo VKI Boy uzunlugu, cm Boy uzunlugu, cm
(Erkek) (Kadin)

Normal Kkilolu 18.5-24.9 121-163 108—-144

Fazla kilolu 25.0-29.9 164-195 145-173

Sisman 30 ve yukaris1 196 ve yukarisi 174 ve yukarisi

I1.3.3 Bel/Kalga Orani

Bireyin viicut yag doku dagilimi, bireyin viicudunda bulunan yag doku
miktar1 kadar 6nemlidir. Viicut yaginin abdominal boélgede yogunlasmasi sismanlik
ile iliskili hastaliklarin (Tip 2 diyabetes mellitus, hipertansiyon, dislipidemi ve
koroner arter sendromu) olusum riskini arttirmaktadir. Viicut yaginin gluteofemoral
bolgede birikimi ise sismanlik ile iligkili hastaliklarin meydana gelme riskini
azaltmaktadir. Bel/kalca orani, kadinlarda 0.8, erkeklerde ise 0.95 {iizerinde

oldugunda abdominal sigsmanlik bulunmaktadir [12, 23, 24].

11.3.4 Cilt Kalinlig1

Cilt kalinlig1, deri kivriminin 6zel bir pergel dl¢liimii ile hesaplanmaktadir.
Olgiim triseps, biseps, subskapular ve suprailiyak bolgelerin cilt alt: yag dokusu
hakkinda bilgi vermektedir. Bu yontemin uygulanmasi sirasinda, o6l¢iimii yapan
kisi ayn1 oldugunda bile farkli sonuclar elde edilebildiginden giivenilir bir yontem
degildir. Sisman bireylerde, triseps bolgesinde yapilan Slgiimlerde kadinlarda 30

mm {stli, erkeklerde 19 mm distiindeki degerler ve subskapular bolgede yapilan
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Olctimlerde kadinlarda 27 mm {stii, erkeklerde 22 mm istiindeki degerler

gbzlenmektedir [25].

I1.3.5 Biyoelektriksel impedans

Elektrolit iceren viicut sivilarinin, elektrik akimi iletmesine dayanan bir
yontemdir. Yag dokunun %10°u sudan olugsmaktadir. Dokuya verilen elektrik akimi
yardimiyla dokudaki siv1 kiitlesi ile ters orantili impedans Ol¢iimii yapilmaktadir.
Biyoelektriksel impedans yontemi kullanilarak sigsmanlik tanisinda hata ihtimali

%2°dir [25].

11.3.6 Potasyum Izotopu

Bu yontem ile viicut hiicre kiitlesi degerlendirilmektedir.  Viicuttaki
potasyumun %95’inin hiicre i¢inde olmasi nedeniyle potasyum izotopu ile alinan
Olctimler viicut hiicre kiitlesi i¢in indeks olusturmaktadir. Bu ydntem yag dokusu

hakkinda dolayli yoldan bilgi vermektedir [25].

I1.3.7 Hidrodansitometre

Viicuttaki su miktariin biiylik boliimi yag disindaki kiitlede bulunmaktadir.
Viicudun toplam su miktar1 bilinirse yag dokudaki ve yag doku disindaki kiitle
hesaplanabilir. Bu yontemin uygulanmasi sirasinda bireye deteryum oksid, trityum

oksid ve oksijenle isaretlenmis su verilmektedir [25].

11.3.8 Dual Energy X-Ray Absorbsiometry

Dual Energy X-Ray Absorbsiometry (DEXA), viicut yagi ve yagsiz viicut
kiitlesini dlgmek i¢in kullanilmaktadir [25]. Farkli dokularin X-iginlarini farkl
sogurma gliclerine dayanilarak yapilan Ol¢limler viicuttaki yag kiitle miktarinin

hesaplanmasinda kullanilir [25].

I1.3.9 Bilgisayarli Tomografi ve Manyetik Rezonans Goriintiileme

Bilgisayarli Tomografi ve Manyetik Rezonans Goriintiileme ile ii¢ boyutlu
Olciim yapilarak viicut yag kiitlesi ve viicut yag dagilimi hakkinda bilgi
verilmektedir. Bu yontem maliyetinin yiiksek olmasi nedeniyle siklikla

kullanilamamaktadir [25].



11.4 SISMANLIGA NEDEN OLAN RiSK FAKTORLERI

I1.4.1 Genetik Faktorler

Sismanlik gelisiminde pek c¢ok gen bozuklugu rol oynamaktadir [26].
Insanlar iizerinde gergeklestirilen klinik calismalar genetik mekanizmalarin yemek
yeme, enerji harcanmasindaki farkliliklar ve yag doku dagiliminin kontroliinii
diizenledigini gostermektedir [27]. Sismanlik gelisiminde genetik yatkinligin varlig
ve bazi ailelerde sismanliga yatkinligin daha fazla oldugu bilinmektedir [28].
Kalitimin sigsmanlik iizerinde etkili oldugu bilinmektedir. Sismanlikta kalitimin
etkisini aragtiran ¢alismalar, anne ve babasi sisman olan bir ¢ocugun sisman olma
thtimalinin % 80, anne veya babasi sisman olan ¢ocugun sisman olma ihtimalinin %
40 ve anne ve babasi sisman olmayan cocugun sisman olma ihtimalinin % 7
oldugunu géstermistir [29]. Ayrica aym ailedeki bireylerin VKI, bel/kalga ¢evresi

orani ve cilt alt1 yag dokusu dagiliminin birbirine benzer oldugu gosterilmistir [30].

I1.4.1.1 Sismanliga Neden Olan Genler

En son yapilan arastirmalar yetiskin viicut agirligini etkileyen faktorlerin
%25-40’1min genetik kaynakli oldugunu gostermektedir [27]. Leptin, melanokortin
reseptOrii ve Peroksizom proliferator activated reseptdry (PPARY) genlerinde olusan
mutasyonlar sismanliga neden olmaktadir [31]. Prader-Willi sendromu, Laurence-
Moon-Biedl sendromu, Simpson-Golabi-Behmel sendromu, Cohen’s sendromu,
Carpenter’s sendromu ve lipodistrofide gozlenen sismanlik genetik nedenlerden
kaynaklanmaktadir [31]. Sismanlik ile bircok gen polimorfizmi arasinda iligki
bulunmaktadir. Ancak sismanlik gelisiminde goérev alan sigsmanlik iliskili genlerin
hangi mekanizmalar araciligiyla, metabolizma hiz1 ile yag ve karbohidrat
metabolizmasindaki  degisikliklere neden  olduklari1  halen tam  olarak

aydinlatilamamustir [31].

Tek gen mutasyonu sonucu meydana gelen sismanliga monogenik sismanlik
denir. Genellikle ¢ocukluk caginda baslayan ve ¢ok az gézlenen sismanlik tiirtidiir

[32 - 34].



Bazi1 kalitimsal hastaliklarinin sismanlik ile iliskili oldugu tespit edilmistir.
Hastalarda, zeka geriligi, dismorfik 6zellikler, spesifik organlarda anormal geligim
gibi ayirt edici ozellikler ile birlikte sismanlik gézlenmektedir [32 - 34]. Sismanlik

ile ilgili genetik sendromlar Tablo I1.6’da verilmistir.

Tablo I1.6 Sismanlik ile ilgili genetik sendromlar [34]

Albright herediter osteodistrofi

Alstrém

Barder-Biedl

Biemond II

Borjeson

Carpenter

Cohen

Jinekomasti ve obesite ile seyreden mental retardasyon
Laurence-Moon

Prader-Willi

Saf Sertoli hiicreli germinal hiicre aplazisi
Schinzel

Simpson dismorfisi

Stein-Leventhal

Trizomi 21

Bazi sismanlik tiirleri tek gen mutasyonu sonucunda gelismektedir. Yapilan
cesitli mutasyon caligmalarina ek olarak gergeklestirilen farmakolojik calismalar
monogenik sismanligin asil nedenlerinin leptin ve melanokortin yollarinin enerji
dengesi tlizerine etkileri oldugunu gostermektedir [32]. Tek gen mutasyonu

sonucunda sismanliga neden olan genler Tablo I1.7°de verilmistir.
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Tablo I1.7 Sismanliga neden olan tek gen mutasyonlari

Gen

Mutasyon tipi

Sismanhk

Fenotiple iliskisi

Leptin (LEP) [35, 36]

Leptin reseptor

(LEPR) [37]

Proopiomelanokortin

(POMC ) [38, 39]

BMSH’1n kodlayici
bolgesindeki
Proopiomelanokortin [40,
41]

Single-minded 1

(SIM1) [42]

Norotropik tirozin kinaz
reseptor tip 2 (NTRK2)
[43]

Melanokortin 3 reseptor

gen (MC3-R) [44, 45]

Melanokortin 4 reseptdr

gen (MC4-R) [46 - 48]

Homozigot mutant

Homozigot mutant

Homozigot veya

heterozigot

Mutasyon sinonimi

olmayan heterozigot

SIM 1 geni igindeki
1p22.1 ve 6q16.2
kromozomlari
arasindaki
translokasyon
Heterozigot tipte

mutasyon

Homozigot mutant

Otozomal dominant

mutasyon

Yasamiin ilk
giiniinden itibaren
goriilen ileri
derecede sismanlik
Yasaminin ilk
giiniinden itibaren
goriilen ileri
derecede sismanlik
Yasaminin ilk
ayindan itibaren
goriilen ileri
derecede obezite
Cocukluk ¢aginda
ortaya ¢ikan ileri

derece sigmanlik

Cocukluk ¢aginda
ortaya ¢ikan ileri

derece sismanlik

Yasaminin ilk
ayindan itibaren
goriilen ileri
derecede obezite
Cocukluk ¢cagida
ortaya cikan ileri
derece sismanlik
Cocukluk ¢aginda
ortaya ¢ikan ileri

derece sigmanlik

Gonadotropik ve

tirotropik yetersizlik

Gonadotropik,
tirotropik ve
somatotropik
yetersizlik

ACTH yetersizligi,
hafif hipotiroid ve
kizil-kahve sag

Hizli beden gelisimi

Gelisimin gecikmesi,
rahatsizlik veren
davranislar, aciya karsi
tepkisizlik

Viicut yag1 artist

Hiperfaji

Cevre ve gen polimorfizmleri sonucunda meydana gelen sismanliga poligenik
sismanlik denir. Bu tiir sismanlikta rol alan genler tek olarak incelendiklerinde viicut
agirhig iizerine etkilerinin ¢ok az olduklari tespit edilmistir. Sigsmanliga neden olan
azalmis fiziksel

genlerin katkist 6nemlidir, ancak hiperfaji (asir1 yemek yeme),
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aktivite,

hormonlardaki degisimler,

sosyo-ekonomik faktorler gibi c¢evresel

etmenlerin tiimii genlerin fenotipe olan etkilerini degistirmektedir [32 - 34].

Sismanliga neden olan aday genler Tablo I1.8’de verilmistir.

Tablo I1.8 insanlarda obezite fenotipiyle iliskili olan genler [49]

Gen Lokus Hayvan Sismanhk Fonksiyonel

modelleme/fenotip Lokusundaki genetik varyant
Varhg

Besin alimi

Leptin (LEP) 7931 ob/ob fare/ileri derecede Evet Varyantlar serum
sigsmanlik leptin diizeyleri ile

iligkili

Leptin-R (LEPR) 1p31 db/db fare/ileri derecede Evet Hayir
sismanlik

Agouti-iliskili peptid 16922 Transgenik/sisman Evet Promotor aktivite

(AGRP) EG/sisman olmayan degisimi

Dopamin D2 11923.2 EG/sisman olmayan Hayir Reseptor sayisinin

reseptor artis1

(DRD2)

S5-hidroksitiriptamin ~~ Xq24 EG/gec baslangigh Evet Transkripsiyon

(serotonin) reseptor sismanlik aktivitesinin azalmasi

2C

(HT2C)

Enerji

metabolizmasi

Uncoupling protein 4q28eq31 EG ve transgenik/ Evet Hayir

1 Yag kiitlesinin azalmast

(ucrl)

Uncoupling protein 11q13 EG sisman olmayan Evet UCP2’daki

2 mRNA’nm degisimi

(uce2)

Uncoupling protein 11q13 EG sisman olmayan Evet Hay1r

3

(UCP3)

f 3-adrenerjik 9pl12 EG/yag kiitlesinin artisi Evet Reseptor aktivitesinin

reseptor azalmasi

(B 3-AR)

G protein B3 alt 12p13.3 Hayir Evet G-protein aktivite

iinite geni degisimi

(GNB3)

12



Tablo 11.8’in devamu
Yag doku

metabolizmasit

Adiponektin 3927
(ACDC)

Peroksizom 3p25
proliferator activated

reseptory

(PPARY))

Tiimor nekroz faktér  6p21.3
a

(TNFa)
[32-adrenerjik 5q31-q32
reseptor

(B2-AR)

Interlokin 6 (IL6) 7p21

Lipaz hormon 19q13.2
hassasiyeti (LIPE)

Glikokortikoid 5q31
reseptdr (NCR3C1)

Lipid ve glikoz
metabolizmast

Insiilin (INS) 11p15.5
LDL reseptor 19p13
(LDLR)

D2 vitamin reseptér ~ 12q13.11
(VDR)

EG diyet-insiilin direnci

EG/kahverengi yag

dokusunun azalmasi

EG: yiiksek yagh diyette

yag kiitlesinin artis1

EG: yiiksek yagl diyette

yag kiitlesinin artis1

EG/erigkin baslangigl

sismanlik

EG/abdominal yag

kiitlesinin azalmasi/diyete

direng

Flokslama/yaslanma-

degisime bagimli yaglanma

EG/sisman olmayan

EG/sisman olmayan

Hayir

Evet

Evet

Evet

Evet

Evet

Evet

Evet

Evet
Evet

Hayir

Varyantlar serum
adiponektin diizeyleri
ile iligkili
Transkripsiyon
aktivasyosyon

degisimi

Transkripsiyon
aktivasyosyon
degisimi

Reseptor aktivitesinin

azalmasi

Transkripsiyon
aktivasyosyon
degisimi

Yag hiicre

lipolizisisnin azalmasi

Glikokortikoide farkli

yanitlar

Evet

Hayir

Hayir

EG: Etkisizlestirilmis gen.

I1.4.2 Cevresel Faktorler

Sismanligin gelismesinde,

ailenin egitim ve gelir diizeyi,

beslenme

aligkanliklar1, fiziksel aktivite ve televizyon izlenmesine ayrilan siire 6nemli risk

faktorleridir [50]. Gebelik doneminde annenin sigara kullanmasi ile ¢ocukluk ¢agi

sismanligr arasinda iliski vardir [51].

Kiiltiirel faktorler,

fiziksel aktivite ve

beslenme aliskanligi da sismanlik gelisiminde Onemli rol oynamaktadir. Sisman
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bireylerin beslenme sekli ve fazla yeme isteklerinin kalitimsal ve gen
polimorfizmlerine bagli oldugu diisiiniilmektedir [52 - 55].

Sismanlik, gelismis iilkelerde diisiik sosyo-ekonomik gruplarda ve kalabalik
ailelerde, beslenme ve saglikla ilgili bilgi eksikligi, fiziksel aktivite azlig1, yiliksek
kalorili gidalarin ucuzlugu ve uygun besin bulabilme ihtimallerinin kisith olmasi
sebebiyle daha sik gozlenmektedir [56, 57]. Ayrica gelismis iilkelerde teknolojik
gelismeler ile birlikte pek ¢ok isin makinalarla yapilmasi fiziksel aktivitenin
azalmasina bagli sismanlik gelisimine neden olmaktadir.

Sismanlik, gelismekte olan veya az gelismis iilkelerde, halkin doygunluk
istegine bagh olarak karbohidratlardan zengin besinlerin ¢ok miktarda tiiketilmesi,
0glin atlanmas1 ve bazi Oglinlerde ¢ok besin tiiketilmesi sonucu daha sik

gbzlenmektedir.

I1.4.3 Beslenme Aliskanligi

Bireyin beslenme aligkanligin1  bebeklik donemindeki beslenme sekli
belirlemektedir. Anne siitliyle beslenen cocuklarda sismanlik goriilme sikligi,
karisik ya da yapay besinlerle beslenen ¢okcuklara gore daha azdir. Siit ¢ocuklugu
doneminde zamanindan oOnce ek gidalara baslanmasi sismanlik sikligini

arttirmaktadir [58].

11.4.4 Fiziksel Aktivite

Insan bedeni hareketli bir yasami gerektiren bir yapiya sahiptir ve hareketsiz
yasam sismanliga neden olmaktadir. Her tiirlii fiziksel aktivite sirasinda enerji
harcanmaktadir. Sismanlik gelisiminde fiziksel aktivite ile enerji harcanmasindaki
etkilesim onemli rol oynamaktadir [56, 59]. Genellikle inaktif yasam siirdiiren
bireyler aktif yasam siirdiiren bireylere gore daha sismandirlar [29].

Teknolojik gelismeler, beden giiciiniin yerini makinalarin almasina neden
olmustur. Ise giderken ara¢ kullanmak, oturarak ¢alismak, asansor ve yiirilyen
merdiven kullanmak teknolojinin getirdigi kolayliklarin yani sira enerji harcanmasini
azaltarak sismanliga neden olmaktadir [60]. Televizyon izlemek, video oyunlar
oynamak ve bilgisayar kullanmak fiziksel aktivitenin azalmasina neden olmaktadir.
Televizyon seyretme siiresi arttik¢a oturma siiresi de artmakta, bu durum VKi’inde
artisa neden olmaktadir [61]. Televizyon izlerken atistirilan besinlerin yliksek yag,

seker ve tuz icermesi enerji dagilimi ile harcanmasi arasinda dengesizlik
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olusturmaktadir. Bu durumlar sismanligin yayginlasmasinda 6nemli rol

oynamaktadir [62].

I1.4.5 Yas

Sigsmanlik her yasta goriilebilen bir hastaliktir. Kadin ve erkeklerde 50-60
yasina kadar yasa bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Sismanlik gelisiminde 6zellikle
onemli ii¢ donem bulunmaktadir. Bu donemler sirastyla dogum oncesi, 5-7 yas ve
ergenlik donemidir [29]. Sigsman yetigkinlerin 6nemli bir boliimiinde sismanligin
cocukluk doneminden itibaren basladigi diisiiniilmektedir. Intrauterin dénemde
viicut yaginin diizenlenmesi baslar. Intrauterin dénemin ikinci yarisindan itibaren
yag dokusu artmaktadir. Yag kiitlesi siit cocuklugu doneminde artarken 5-6 yas
doneminde azalmaktadir [63]. Ileriki donemlerde viicut yag: sabit hizla artmaya
devam eder. Bes yasindan itibaren viicut yag miktar1 artmakta olup, ergenlik ve
yetigkinlikte ortaya ¢ikan sismanligl da etkilemektedir. Yapilan ¢alismalarda bes
yas doneminde hizla kilo almaya baslayan ¢ocuklarin, alt1 yedi yas déneminde kilo
almaya baglayan cocuklara gore ergenlik ve eriskin dénemlerinde VKi’nin daha
yiiksek oldugu bulunmustur. Erken yasta kilo almaya baslayan ¢ocuklar daha uzun
siire yag depo etmektedirler. Ergenlik donemi kalici yaglanma olusumunun son
onemli evresidir. Kizlarda yaglanma erkeklere gore daha azdir ve uzun siireli
calismalar sonucunda yetigkin sisman kadmlarin %30’u ergenligin erken
donemlerinde de sisman olduklar1 saptanmistir [64].

Sigsmanligin baslangi¢ yasi1 onemlidir. Sismanlik ile birlikte adiposit sayisi
artmakta ve c¢ap1 genislemektedir. Sisman bireyin kilo vermesi ile yag hiicre cap1
kiictiliir ancak hiicre sayisinda azalma gozlenmez. Sismanlik ne kadar erken yasta
baslarsa adiposit miktar1 o kadar fazla olur ve yag hiicrelerinden salgilanan yag asit

miktarinin artmasi ile sismanlik iligkili hastaliklar gelismektedir.

I1.4.6 Cinsiyet

Sismanlik her iki cinsiyette de goriilebilen bir hastaliktir.  Ayni yas
grubundaki kadin ve erkek bireylerin viicut bilesimleri degerlendirildiginde,
kadinlarin viicutlarindaki yag miktarinin erkeklerin viicutlarindaki yag miktarindan
daha fazla oldugu belirlenmistir. Kadinlarin viicut agirliklarinin %26.9°u, erkeklerin
ise %14.7’si yag kiitlesidir. Yapilan ¢alismalar sonucunda kadinlarin %33.9’unun

hafif kilolu ve %36.2’sinin sisman, erkeklerin ise %44.4’linlin hafif kilolu ve
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%21.6’siin gisman olduklar1 saptanmistir [65]. Bu calismalar sismanlik sikliginin
kadinlarda daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Kadinlarda bu oranin yiiksek
olmasmin sebebi, hamilelik doneminde kazanilan agirligin emzirme doneminde
verilememesi, birbirini takip eden hamilelikler ve menopoz dénemindeki hormon
dengesinin bozulmasi1 olarak diisliniilmektedir. Dort ve iizeri dogum yapan
kadinlarin daha az dogum yapan kadinlara gore daha sisman oldugu ve dort ve
tizerinde dogum yapan kadinlarin daha az dogum yapan kadinlara gore 11 kat daha

fazla sigmanlamaya egilimli oldugu belirlenmistir [66].

I1.4.7 Psikolojik Etki

Seving, liziintli, stres gibi durumlar bazi bireylerde yemek yeme diizenini
etkilemektedir. Yapilan caligmalar yetiskin kadinlarin %84 {iniin, {iziintiilii ve
stresli olduklar1 déonemde, %50’sinin ise sevingli ve heyecanli olduklar1 donemde
besin tiiketiminde degisiklik yaptiklar1 saptanmistir. Uziintiilii ve stresli ddnemlerde
daha ¢ok ve sik yemek yiyen kadmarm VKI degerleri, degisiklik yapmayan ve besin
titkketimlerini azaltan kadinlardan 6nemli derecede yiiksek bulunmustur [67].

Asirt yemek yeme aligkanligi bulimia nevrozaya neden olmaktadir. Bulimia
nevroza, asirt yemek yeme ve diyet donemlerinin birlikte oldugu yeme
bozuklugudur. Bu donemde asir1 kilo alan bireyler aldiklar1 kilolar1 geri vermek i¢in
kusma, orug tutma, asiri1 egzersiz yapma veya laksatif kullanmaya yonelmektedirler.
Bulimia nevrozada zevk i¢in yeme sikliklar1 2 saatten daha az siirede bir¢ok insanin
aym siirede yiyebileceginden cok daha fazlasininin tiiketimi olarak saptanmustir.
Stres faktorii, yalnizlik, sosyal ortamlarda yeme veya kilo alimiyla ilgili endiseler
zevk icin yemek yeme istegini harekete gegirmektedir. Zevk i¢in yenen yemekler
genelde kisiye rahatsizlik verecek seviyede tok oluncaya kadar devam etmektedir.
Dondurma, ¢ikolata, pasta gibi yemesi kolay ve enerji diizeyi yiiksek olan gidalar
zevk i¢in tiiketilen besinlerdendir [68].

Sisman kisilerde yeme bozukluklar1 ve ruhsal sorunlar normal kilolu kisilere
oranla daha sik gozlemlenmektedir. Ayrica ruhsal hastaliklar, yeme ve egzersiz

aliskanliklarinin degismesi sonucu sismanliga neden olmaktadir [69].
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11.4.8 Intrauterin Etki

Postnatal (dogum sonrasi) sismanlikta intrauterin donemdeki maternal
faktorler etkilidir. Ikinci diinya savasi sirasinda gebe olan ve gebeligin ilk alt1 ayinda
agir aclik yasayan gebelerden dogan bireylerde 18 yasinda sismanlik sikligi diger
bireylere gore iki kat fazla bulunmustur. Dogum agirlig1 diisiik olan bireylerde

eriskin donemde abdominal yaglanma gozlenmektedir [56].

I1.5 SISMANLIGIN iLiSKiLi OLDUGU HASTALIKLAR
Sismanligin sebep oldugu komplikasyonlar yasami tehdit etmektedir [70]. Bu
komplikasyonlarin en Onemlileri tip 2 diyabet, hipertansiyon, dislipidemi,

kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser (meme, prostat, kolon) tiirleridir [3].

I1.5.1 Sismanlik ve Tip 2 Diyabet iliskisi

Sigmanlik ve tip 2 diyabet, diinyada giderek artan énemli bir morbidite ve
mortalite sebebidir. Tip 2 diyabet, sismanligin yol actig1 hastaliklarin basinda
gelmektedir. Tip 2 diyabet hastalarmin yaklagik %70°1i sismandir ve hastaligin
goriilme siklig1 normal kisilere oranla sisman erkeklerde 5, kadinlarda ise 8.3 kat
daha fazladir [71]. Khan ve ark.’nin yapmis olduklar1 ¢alismada sigsmanlik ve tip 2
diyabet arasindaki baglantinin insiilin direnci ile iligkili oldugu saptanmistir [72].
Ayrica sismanlik pankreasta yaglanma yaparak organ fonksiyonunun bozulmasina ve
pankreasin beta hiicrelerinin insiilin iiretimlerinin azalmasina neden olmaktadir [73].
Tirkiye Diyabet Epidemiyoloji Projesi’nin (TURDEP) calisma sonucglarina gore
tilkemizde tip 2 diyabet sikligr %13.7. Tip 2 diyabet ¢ogunlukla yetiskinlerde
goriilen bir hastalik olmakla birlikte son yillarda yapilan ¢aligmalar, ¢ocukluk cagi

sismanligi ile iligkili tip 2 diyabet vakalarinin arttigini1 gostermektedir [74].

I1.5.2 Sismanlik ve Hipertansiyon iliskisi

Sismanlik ile iliskili hastaliklardan bir digeri de hipertansiyondur.
Sismanligin hipertansiyon ile iliskisi iyi bilinmektedir. Sismanlik ve hipertansiyon
iliskisinde sempatik sinir sistemi aktivasyonu, renal tiibiillerdeki sodyum emilimi,
insiilin direnci gibi mekanizmalarin rol aldigi bilinmektedir [75]. NHANES III
verilerine gore erkek ve kadimlarda VKi’deki artis kan basinci ile dogru orantilidir

[76 - 78]. VKI > 30 kg/m® olan erkeklerde hipertansiyon gériilme sikligi %38.2,
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kadmlarda %32.2°dir. VKIi < 25 kg/m” olan erkeklerde ise bu oran %18.5 iken
kadinlarda 9%16.5’dur.  Viicut agirhigindaki her 10 kg’lik artis, sistolik kan
basincinda 3 mmHg, diyastolik kan basincinda ise 2.3 mmHg’lik artisa neden

olmaktadir [79 - 81].

I1.5.3 Sismanlik ve Dislipidemi iligkisi

Dislipidemi sismanligin sebep oldugu onemli komplikasyonlardan biridir.
Sismanliga ¢ok sayida lipid bozuklugu (hiperkolesterolemi, hipertrigliseridemi,
diisilk yiiksek yogunluklu lipoprotein-kolesterol (HDL-Kol) diizeyi ve yiiksek
apolipoprotein B diizeyi vb.) eslik eder. Viicut agirhginda meydana gelen her
%10’luk artis kan kolesterol diizeyini 10-15 mg/dL arttirmaktadir. NHANES III
verilerine gore kadinlarda total-kolesterol seviyesi erkeklere gore daha ytiksektir [82
- 84]. VKIi > 25 kg/m’ olan erkek ve kadinlarda toplam serum total-kolesterol (T-
kol) seviyeleri artmaktadir. Kadinlarin hiperkolesterolemi siklig1 VKI’indeki artis ile
yakindan iliskilidir. 20 - 45 yas araligindaki sisman bireylerin hiperkolesterolemi
riski normal bireylere gore 2 kat fazladir. Abdominal sisman bireylerin total-
kolesterol seviyeleri genellikle yiiksektir. Denke ve ark. erkek ve kadin tim yas
gruplarinda VKI ile trigliserid seviyeleri arasindaki giiclii bir korelasyon
bulundugunu saptamuslardir [85]. Literatiirde VKI ile diisik HDL-Kol seviyeleri
arasinda iliski oldugu gosterilmistir [82 - 85]. VKIi’si yiiksek olan erkek ve
kadimlarda HDL-Kol seviyeleri diisiiktiir. VKI’deki bir birimlik degisim, yetiskin
erkeklerin HDL-Kolesterol seviyesinde 1.1 mg/dl, geng yetiskin kadinlarda ise 0.69
mg/dl degisime neden olmaktadir [79 - 85].

I1.5.3.1 Lipoprotein Metabolizmasi

Lipoproteinler, plazmada lipid ve proteinleri tasimakla gorevli kompleks
yapilardir.  Lipoproteinlerin merkezinde hidrofobik 06zellikteki trigliserid ve
kolesteril ester molekiilleri bulunur. Lipoproteinlerin merkezi, fosfolipidler ve
proteinlerle kaplanmustir.  Apolipoproteinler lipoproteinlerin yiizeyinde yer alan
proteinlerdir.  Apolipoproteinler, lipoproteinlerin merkezinde yer alan lipidlerin
¢Oziiniir hale getirilmesinde gorev alarak plazma lipid ve lipoproteinlerinin taginimini
diizenler. Karaciger kokenli ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein-kolesterol (VLDL-
Kol), orta yogunluklu lipoprotein kolesterol (IDL-Kol) ve diisiikk yogunluklu
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lipoprotein-kolesteroliin  (LDL-Kol) salgilanmasi i¢in apolipoprotein B100
(apoB100) gereklidir [86].

I1.5.3.2 Total-Kolesterol

Hiicre zarinda bulunan Total-kolesterol,  bircok hormonun yapiminda
kullanilmaktadir. Tiim canli hiicreler kolesterol sentezlemektedir. Ancak kan T-Kol
seviyesi karacigerde sentezlenen ve barsaktan emilen kolesterole baglhdir. Kolesterol
oral yolla alinsa bile karaciger kolesterol sentezlemeye devam eder. Gida tiikketimi
ile alinan kolesterol miktarinin azaltilmasinin kilo vermeye yarart yoktur. Kandaki
T-Kol diizeylerinin normal seviye sinirini asmasi metabolik hastaliklarin olusum

riskini arttirmaktadir [29, 87].

I1.5.3.3 Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein-Kolesterol

Yiiksek yogunluklu lipoprotein-kolesterol, % 50 oraninda protein ve %50
oraninda lipid (% 20 kolesterol, % 5 trigliserid ve % 25 fosfolipid) iceren bir
yapidir. HDL-Kol, karaciger tarafindan sentezlenmektedir. HDL-Kol, silomikron
ve ¢ok diisiik yogunluklu lipoproteinin normal katabolizmasi sirasinda aciga ¢ikan
lipid ve apoproteinleri karacigere tasimakla gorevlidir. Serum HDL-Kol seviyeleri
sismanlik ve diyabet gibi faktorler tarafindan disiiriiliitken,  egzersiz ile

yiikselmektedir [29, 88].

I1.5.3.4 Diisiik Yogunluklu Lipoprotein-Kolesterol

Diisiik yogunluklu lipoprotein-kolesterol yaklasik olarak %75 1 lipid (%35
kolesterol ester, %10 serbest kolesterol, %10 trigliserid, %20 fosfolipid) ve %25’ i
proteinden olusmaktadir. LDL-Kol plazmadaki toplam kolesteroliin yaklasik
%70’ini olusturdugundan temel kolesterol tasiyici lipoprotein olarak bilinmektedir.
LDL-Kol, kolesterolii karacigerden perifer dokulara tagiyarak bu bolgelerde yeniden
kolesterol sentezini diizenlemektedir. Plazmada yliksek konsantrasyonda bulunan

LDL-Kol viicudun ¢esitli yerlerinde depo edilmektedir [29, 89].
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I1.5.3.5 Cok Diisiik Yogunluklu Lipoprotein-Kolesterol

Cok diisiik yogunluklu lipoprotein-kolesterol, % 85-90 lipid (% 55
trigliserid, %20 kolesterol ve %15 fosfolipid) ve %10-15 oraninda protein
icermektedir. VLDL-Kol karaciger tarafindan sentez edilmektedir. VLDL-Kol
olusumunda kullanilan fosfolipid ve trigliserid endoplazmik retikulumda sentezlenir.
VLDL-Kol yapisinda o6nemli miktarda kolesterol ve kolesterol esterlerini de
bulundurur. Sisman bireylerdeki glikoz kullanim giicliigii karacigerde VLDL-Kol
sentezinin artmasina neden olmaktadir. VLDL-Kol karacigerde sentezlendikten
sonra yag ve kas dokuda LDL-Kol’e dontstiiriiliir. Sisman bireylerde VLDL-Kol
artisina baglh olarak LDL-Kol olusumu da artmaktadir [29, 87].

I1.5.3.6 Trigliserid

Gliserol ve 3 molekiil yag asidinden olusan ester yapilara trigliserid (TG)
denir. Yag dokuda depo edilen trigliseridler karbohidratlardan sentez edilen notral
yaglardir. TG,  kolesterol ile birlikte lipid-protein kompleksi bi¢iminde
tasinmaktadir. TG diizeyinin ylikselmesi, sismanlik, sigara kullanimi ve hareketsiz
yasam tarziyla iligkilidir. Sigsman bireylerin TG seviyeleri sisman olmayan bireylere

gore daha ytiksektir [29, 87].
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Tablo I1.9 ATP III kriterlerine gore lipid diizeylerinin siniflandirilmasi [14]

Serum Lipidleri Diizey (mg/dl) Siiflandirma
<100 optimal
100-129 istenen
LDL-Kolesterol 130-159 sinirda yiiksek
160-189 yiiksek
>190 cok yiiksek
HDL — Kolesterol <40 diisiik
>60 yiiksek (normal)
<200 istenen
Total Kolesterol 200-239 siirda yiiksek
>240 Yiiksek
<150 Normal
Trigliserid 150 -199 siirda yiiksek
200 — 499 (yiiksek)
>500 (cok yiiksek)

I1.5.4 Sismanlik ve Koroner Kalp Hastalig1 iliskisi

Sismanlik, koroner kalp hastaligi (KKH) i¢in bagimsiz bir risk faktoriidiir.
Yapilan ¢aligmalara gore sismanlik ile kardiyovaskiiler risk faktorleri arasinda yakin
iliski bulunmaktadir. Sigsman koroner kalp hastalarinda morbidite ve mortalite
sikliklar1 artmaktadir. Son caligmalara gdre VKI’deki artisla birlikte miyokard
infarktiisii (Mi) ve koroner kalp hastaligindan kaynaklanan o6liim oranlari
artmaktadir. Erkek ve kadinlarda en diisiik KKH riski 22 kg/m>den az VKI
degeridir [90, 91]. Viicut agirh@indaki her 5-8 kilogramlik artis KKH riskini %25
arttirmaktadir [73, 92].
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I1.6 SISMANLIK SIKLIGI

Diinya Saglik Orgiitii’ niin (WHO) verilerine gére, diinyada 400 milyonun
tizerinde sisman ve 1.6 milyar civarinda da hafif kilolu birey bulunmaktadir.
Sismanlik sikliginin en diisiik oldugu iilkeler Cin (%3.8), Singapur (%6.7), Pakistan
(%7-8) olup; en yiiksek oldugu iilkeler Naru (erkeklerde %85, kadinlarda %93) ve
Samoa’dir (%75). Giiney Avrupa iilkelerindeki sigmanlik sikligi, Kuzey Avrupa
tilkelerine gore daha yiiksektir. Diinyada sismanlik siklig1 on yilda %10-40 oraninda
bir artis gdstermistir. Ozellikle, Ingiltere’de 1980°den sonra sismanlik sikligindaki
artis oldukga dikkat cekicidir (Ingiliz erkeklerde sismanlik sikligi %61, kadilarda
ise %52 olarak bildirilmistir). NHANES (National Heath and Nutrition
Examination Survey) 11l verilerine gére, ABD’de bu oran 20 yas ve istii bireylerde
%355’ e ulagsmustir (%33 fazla kilolu, % 22 sisman) [93- 95].

Tiirkiye’de Sismanlik Prevalans Calismasi; TURDEP tarafindan uluslararasi
secim kriterlerine gore belirlenen 26.499 yetiskin (>19 yas) bireyde yapilmistir. VKI
> 30 kg/m” baz alinarak yapilan ¢alismada, Tiirkiye’de sismanlik oran1 %32 olarak
rapor edilmistir. Tiirk toplumunda eriskin bireylerin 2/3’li sisman ya da fala
kiloludur [96]. Tiirk Eriskinlerinde Kalp Hastaliklari ve Risk Faktorleri
(TEKHARF) ¢alismasinin sonuglarina gore, tilkemizdeki kadinlarda sismanlik sikligi
erkeklere kiyasla daha ytiksektir. Sismanlik siklig1 yaslanmayla birlikte artmaktadir.
55-59 yas grubundaki bireylerde sismanlik orami %34.8 iken orta (40-55) yas
gruplarindaki bireylerde %30’dur. TEKHARF calismasinda 25-34 yas grubundaki
yetigkin bireylerde sismanlik sikliginin giderek arttig1 bildirilmektedir [97].

I1.7 RIC-3 VE TUB GENLERININ YAPISI

TUB (Sekil II.1) ve RIC-3 (Sekil II.2) genleri 11. kromozomda lokalize
komsu genlerdir (Sekil I1.). TUB geninin 22 kb distalinde kolinesteraz inhibitorlerine
direng (resistant to inhibitors of cholinesterase, RIC-3) geninin intron bdlgesi
icerisinde 8106329. pozisyonunda A-C niikleotid degisiminden olusan rs1528133
polimorfizmi yer almaktadir [4]. RIC-3 geni i¢inde yer alan rs1528133 polimorfizmi
ile ¢ok kuvvetli baglant1 dengesizligi (linkage disequilibrium) gosteren TUB geni
1s2272382 ve 1s2272383 SNP'leri tubby proteininin ¢ok yiiksek oranda korunmus
olan karboksil u¢ bdlgesinde yer alir. TUB geni karboksil u¢ bolgesi ayn1 zamanda

DNA'ya baglanma ve fosfotidil inositole baglanma bolgelerini de igerir [4].
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Sekil II.1 TUB geninin 11. kromozom iizerindeki yerlesimi. Kromozom 11:

8.060.180-8.127.653 niikleotidler arasinda [98].
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8.149.253-8.150.253 niikleotidler arasinda [99].
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Sekil I1.3 TUB geni ve yakin bolge SNP’leri. 130 kb’lik bolgeyi (7.993.782—
8.123.921 niikleotidler arasinda) kapsayan TUB geni ve civarinda yer
alan 13 adet SNP izlenmektedir [4].

I1.7.1 RIC-3 Fonksiyonu

RIC-3, nikotinik asetilkolin reseptorleri (nAChRs) i¢in molekiiler saperon
olarak etki eden bir transmembran proteinidir. Bazi nAChR alt tiplerinin
(homomerik a7 ndéronal nAChR) etkili reseptor katlanmalari, birlesmeleri ve
fonksiyonel olarak caligsmalar1 igin RIC-3 gereklidir. RIC-3, heteromerik o432
noronal nAChRs gibi diger bazt nAChR alt tiplerinin fonksiyonlarinin
hizlandirilmast ya da azaltilmasimi saglayabilir. RIC-3’iin 5-hidroksi triptamin
reseptoriiniin (5-HT3R) olgunlagsmasina aracilik ettigide bilinmektedir. Literatiirdeki
son veriler, RIC-3 proteini saperon aktivitesindeki degisikliklerin, fonksiyon
gordiigii hiicre tipi tarafindan etkilenebilecegini gostermektedir. Bu da RIC-3
proteininin saperon etkilerinin ayarlanmasinda bagka proteinlerin 6nemli rol

oynadigmi diisiindiirmektedir. RIC-3, ilk olarak C. Elegans nematodunda RIC-3
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geni tarafindan kodlanan bir protein olup, hemen sonrasinda klonlanmis ve
memelilerde karakterize edilmistir [100].

RIC-3, nAChRs’lerin olgunlagmasi (katlanma ve alt birimlerin birlestirilmesi)
tizerinde ¢ok etkili bir pentamerik transmembran proteinidir. Yapilan son ¢aligmalar
RIC-3’1in endoplazmik retikulum i¢inde bulunan reseptor alt birimleri ile etkileserek
hem alt birimlerin katlanmasini hem de birbirleri ile birlesmelerini kolaylastirdigini
gostermistir [101]. RIC-3’iin diger ndrotransmitter kapili iyon kanallar1 (GABA ve
glutamat ile aktive olan iyon kanallar1) iizerinde ya ¢ok az etkisi vardir ya da hig
yoktur [102 - 104]. Nikotinik asetilkolin reseptorleri, ndrotransmitter kapili iyon
kanallarina ait Cyc-loop ailesinin tiyeleridir [105 - 107].

Insan RIC-3 geninin klonlanmas ile, bu genin iki adet hidrofobik bélgeden
olustugu bildirilmistir [104]. Ancak insan RIC-3 proteininde amio asit dizi analizi ile
belirlenen N-u¢ hidrofobik bdlgesinde potansiyel olarak kesilebilir bir sinyal dizisi
bulunmaktadir [108, 109] (Sekil 11.4). Deneysel sonuglardan bazilar1 insan RIC-3
proteininde kesilebilir bir sinyal dizisinin varliginin bulunabilecegini 6ngoriirken
[109], yeni yaynlanan bir ¢alismadan elde edilen bulgular proteolitik kesim
bolgesinin bulunmayabilecegini belirtmektedir [110]. RIC-3’iin C-ug¢ bolgesinde ise
bir adet siiper katlanmis (coiled-coil) bolge yer almaktadir (Sekil 11.4, Sekil 11.5).
Proteinde yer alan bu siliper katlanma motifinin protein-protein etkilesimlerinde
gorev yaptig1 gosterilmistir [111]. RIC-3 proteini i¢inde yer alan siiper katlanma
bolgesinin protein agregasyonu i¢in kullanildigi ancak saperon aktivitesi i¢in gerekli

olmadig1 kanitlanmistir [109].
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Sekil I1.4 insan RIC-3 proteinin kesilebilir sinyal dizisi konumu [100].
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Sekil I1.5 Insan RIC-3 proteinin membran topolojisi [100].

I1.7.1.1 RIC-3 Proteininin Hiicre I¢i Yerlesimi

RIC-3 proteini kas ve sinir hiicrelerinin endoplazmik retikulumlarinda tretilir
[103, 104]. Immiin ¢oktiirme ¢alismalari, RIC-3’iin komplekse dahil olmamis ve
endoplasmik retikulumdan hiicre yiizeyine ¢ikarilmayacak olan nAChRs alt birimleri
ile birlesebildigini gostermistir [112]. Calismalarin ¢ogu RIC-3’iin endoplazmik
retikulum igerisinde sentezlendigini gosterse de, sentezlenen RIC-3’iin aym
zamanda hiicre yiizeyine tasinip tasmmadigi netlik kazanmamistir. Insan bobrek
hiicre soyunda yapilan bir ¢aligma, RIC-3’ilin hiicre yiizeyinde yer aldigim [113]
gosterse de bu konuda yaymlanmis olan diger caligmalar benzer bir bulguya

rastlamamuslardir [109].

I1.7.1.2 RIC-3 Proteininin Etki Mekanizmasi

RIC-3’lin hiicre yiizey nAChRs arttirmas1 farmakolojik bir saperon gibi is
goren nikotinin etki mekanizmasina benzerlik gosterse de molekiiler mekanizmalari
farklidir [114, 115]. Nikotini siirekli kullanan kisilerin beyinlerindeki nAChRs’lerin
sayisinin arttig1 bilinmektedir [116].  Nikotin gibi nAChRs’lerin baglanma
bolgelerine baglanabilen agonistler reseptdriin alt birimlerine kompleks halde

olmadan baglanma yeteneginde degildir [117].

I1.7.1.3 RIC-3 Geni rs1528133 Polimorfizminin Beslenme {le iliskisi

Vilet-Ostaptchouk ve ark. [118], RIC-3 geni rs1528133 polimorfizminin
beslenme aligkanliklar1 tizerine etkilerini arastirdiklari ¢alismalarinda, rs1528133
polimorfizminin yiiksek glisemik yiike sahip besin alimi ile iliskili oldugunu
saptamiglardir.  Arastirmacilar, rs1528133 polimorfizminin mindr allel (C)
tastyicilarinda, glisemik ylik miktarinin mindr alleli tagimayanlara gore daha yiiksek
oldugunu rapor etmislerdir. rs1528133 polimorfizmi glisemik indeks ile iligkili tespit
edilmemistir [118].
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I1.7.2 TUB Geninin Fonksiyonu

Evrimsel olarak iyi korunmus olan TUB geninin hipotalamusta fazla miktarda
sentezlendigi ve bir transkripsiyon faktorii gibi davrandigi bilinmektedir. TUB geni
tarafindan kodlanan ve niiklear diizenleyici faktorler arasinda bulunan tubby
proteinleri membrana bagl transkripsiyon diizenleyicileri olarak is gérmektedir [1].
Boylece fosfoinositid hidrolizine cevap olarak nukleusa gegerek G protein sinyal
yolu ve gen anlatimi1 arasinda diizenleyici gorev yapmaktadirlar [119]. TUB
genindeki bir mutasyon tubby protein fonksiyon kaybina ve gec¢ baslangich

sismanlik, insiilin direnci ve ndrosensor bozukluklara neden olmaktadir [6, 17].

I1.7.3 TUB Geninin Sismanlik ile iliskisi

Literatiirde sisman kisilerde TUB geninin sismanlik ile iligkisini molekiiler
diizeyde arastiran c¢ok az sayida calisma bulunmaktadir [4]. Tubby proteini
sismanlik i¢in Onemli aday genlerden biri olarak kabul edilsede insan
sismanligindaki rolii halen tam olarak aydinlatilamamistir. TUB geni tarafindan
kodlanan ve niiklear diizenleyici faktorler arasinda bulunan tubby proteini sismanlik
ile iliskisi nedeniyle énemlidir [1]. Var olan bilgiler tubby proteininin insanlarda
viicut agirhiginin diizenlenmesinde koruyucu etkilerinin oldugunu dogrulamaktadir.
TUB geninin 3' ucundaki mutasyonun tubby proteininin karboksi ug¢ yapisini
bozdugu ve bodylece tubby fenotipine (retinal ve kohlear dejenerasyonla birlikte
yetiskinde ortaya ¢ikan sismanlik) neden oldugu ortaya konmustur [120].

Shiri-Sverdlov ve ark. mnin [4] elde etti§i sonuglara gore TUB geni ile
sismanlik arasinda anlamli bir iligki bulunmaktadir. Literatiirdeki konuyla ilgili tiim
veriler degerlendirildiginde, gerek tubby fareler [1, 17, 120] gerekse insan tubby
proteinlerinin viicut agirliginin diizenlenmesinde koruyucu rolii agiklik kazanmistir.
Matarese ve ark. [121] sismanlik ve inflamatuvar/immiin sistem arasindaki yakin
iligkileri gostermis ve lenfositlerin belirleyici roliinii isaret etmislerdir. Giannaccini
ve ark. [122] normal kilolu ve sisman kisilerin lenfositlerinde tubby proteinini
arastirmis ve sismanlarda elektroforetik mobilite 6zelliklerinden izoelektrik noktanin
asidik uca dogru kaydigini saptamiglardir [122].

Insan TUB gen varyantlarmin viicut agirligiyla iliskisi rapor edilmistir.
Enerji dengelenmesinin kontrolii, viicut agirliginin diizenlenmesi ve besin aliminda
hipotalamus énemli rol oynar [123 - 125]. istah ve doygunluk hislerini diizenleyen

hipotalamusun paraventrikiiler, = ventromedyal ve arkuat nukleuslarinda tubby
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proteininin ¢ok yliksek miktarlarda ifade edildigi bilinmektedir [1, 126, 127]. van
Vilet-Ostaptchouk ve ark. [118] TUB geni rs1528133, rs2272383 ve 152272382
SNP’lerinin gerek antropometrik parametrelerle gerekse kisilerin temel gida alimlari
ile iligkisini 1680 adet Alman kadinda aragtirmis ve rs1528133 polimorfizmine ait
polimorfik C allelinin artmis viicut agirligi ve VKI ile anlamli iliski gosterdigini
tespit etmiglerdir. Temel besin gruplarinin alinmasiyla sismanlik gelisimi arasinda
mevcut olan baglantida TUB gen varyantlarimin etkileri arastirilmis ve rs2272382
polimorfizminin yag ve karhobidrat alim ile iliskili oldugu saptanmistir [118].

Literatiirdeki bilgiler 1s18inda tubby 'nin transkripsiyon faktorii mii yoksa
insiilin ve/veya G protein aracili reseptor sinyallesme yolaginda adaptor proteinin mi
oldugu agiklik kazanmamistir. Coleman ve ark. tubby genindeki fonksiyon kaybi
mutasyonlariin ge¢ baslangichi sismanlik, insiilin direnci ve ndrosensor
bozukluklara yol agtigini bildirmislerdir [6]. Daha sonra yapilan ¢aligmalar tubby
mutasyonlarina cevap olarak ayni zamanda farkli noropeptidleri kodlayan genlerin
anlatimlarinin degisim gosterdigini saptamislardir. Tubby gen mutasyonlarina yanit
olarak hipotalamusun arkuat nukleusunda agouti iliskili protein (AGRP) ve
proopiomelanokortin  (POMC) mRNA diizeylerinin diistiigli ve dorsamedial-
ventromedial hipotalamusta noropeptid Y (NYP) mRNA diizeylerinin ise arttigi
rapor edilmistir. Olgun tubby farelerde ise lateral hipotalamustaki preprooreksin
mRNA diizeylerinin arttig1 gézlenmistir [128 - 130].

Farelerde, TUB gen mutasyonlari sonucunda meydana gelen kilo alim ile
insiilin direncinin gelistigi izlenmistir [6].  Sistemik enerji regiilasyonunun
kontroliinden sorumlu beyin bolgesinde TUB gen anlatimindaki artigla ortaya ¢ikan
sismanlik fenotipi [131], noroendokrin kontrol bozukluklardan ya da metabolizma
bozukluklarindan kaynaklanmaktadir.

Ashrafi ve ark.’nin C. Elegans’ ta yaptiklar1 arastirmalar, TUB-1 proteininin
fonksiyon kaybinda yaglanmanin arttigini gostermistir [132]. Shiri-Sverdlov ve ark.
[4] TUB geninin insan sismanligindaki roliinii arastirmak i¢in yaptiklar1 ¢alismada
TUB geni ve civarinda yer alan 13 adet tek niikleotid polimorfizmini 492 adet tip 2
diyabetli hastada saptamislardir. Ayni arastirmacilar [4] rs1528133 SNP’nin viicut
kiitle indeksi (VKI) iizerine belirgin etkisi oldugunu saptamuslardir. rs1528133
SNP'i TUB geninin 3' ucundaki diger SNP'lerle ¢cok kuvvetli baglant1 dengesizligi
gosterir ki buda TUB proteininin karboksi ucunun sismanlik ile iliskili olabilecegini

diistindiirtr.
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11.8 NUTRIGENOMIK

Niitrigenomik viicudun besin maddelerine karst olusturdugu yanitlar
aciklamaktadir [133]. Nitrigenomik bireyin diyetle aldigi besin maddelerinin,
genetik yapisindaki anlatiminit molekiiler diizeyde ifade eder [133]. Niitrigenomik,
biyolojik olarak besinlerin aktif bilesenleri ile genetik yapmin etkilesimine
dayanmaktadir. Boylece niitrigenomik sayesinde kisi sagligini gelistirmekte ve olasi
hastaliklara karsi 6nlemini almaktadir.

Gen-gevre etkilesimi bireyin saglikli olmasinin temelini olusturmaktadir
[134]. Son 20 yilda genetik ve beslenme alanlarinda kaydedilen gelismeler, besin
maddelerinin  metabolizmadaki molekiiler etkilerinin incelenmesine olanak
saglamistir [135].

Uzun siiredir devam etmekte olan epidemiyolojik ¢alismalar diyet ve kronik
hastaliklar arasinda O6nemli bir iliski oldugunu gostermektedir.  Sismanlik ve
sismanlik iligkili (diyabet, hipertansiyon, dislipidemi ve ateroskleroz) hastaliklarin
temelinde beslenme-cevre arasindaki iligki yatiyor olabilir. Beslenme aligkanligina
bagli olarak besin metabolizmasin1 diizenleyen genlerde meydana gelen
mutasyonlarin varlig1 beslenme ve genetigin birbirleriyle iliskili olarak calistigini
gostermektedir [136, 137]. Niitrigenomik ile kisinin saglik durumunu gelistirecek
diyetler ve genotiple iliskili kronik hastaliklar1 6nlemek amacglanmaktadir. Genetik
yapiya uygun olmayan bir diyet kronik hastaliklar1 aktive edebilmektedir. Baz1 besin
maddeleri, bir birey icin gerekli enerji diizeyini karsilarken bu besin maddeleri bagka
bir birey i¢in yetersiz olabilmektedir [136]. Bu nedenle kisi giinliik diyetinde genetik

yapisina uygun besinleri tiiketmelidir [138].

1.9 FARMAKOGENOMIK

Insan genom projesi ile genomik bilgilerin farmakogenetik problemlerin
¢Oziimiine yonelik uygulanabilmesi fikri ile farmakogenomik terimi ortaya ¢ikmustir.
Insanlarda, ilag kullanimi sonucunda olusan tepkilerdeki farkliigin genetik
temellerinin arastirilmasi farmakogenetik olarak adlandirilmaktadir. flag yanitinda
birden fazla gen iiriiniiniin rol oynamasi ile c¢aligmalar gen boyutundan genom
boyutuna taginmistir ve farmakogenomik terimi kullanilmaya baslanmistir.
Farmakogenomik,  genlerin ila¢ tedavisindeki yanitim arastirmaktadir.  ilag

tedavisindeki yaniti Onceden bilmek hastaya 0Ozgli ila¢ kullanimina olanak
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saglamaktadir. Bdylece maliyet azalmakta, zaman kazanilmakta ve hastanin
iyilesmesi daha hizli olmaktadir. Farmakogenomik calismalarin yiiriitiilebilmesi i¢in
ilaca yanit dlgiitlerinin tanimlanmasi ve ilacin etki mekanizmasiyla ilgili polimorfik
aday genler bilinmelidir. Farmakogenomik ¢alismalarda aragtirilan ilacin etki
mekanizmasi iyi bilinmeli ve ilacin etki mekanizmasina katkida bulunan aday

genlerin varyantlar1 ve hastalarin risk etkileri tanimlanmalidir [139].

11.10 TEK NUKLEOTID POLIMORFiZMi

Aynt tiir organizmalar genellikle birbirinden farkli fenotip gostermektedirler.
Bu farklilik genetik olarak belirlenmistir ve polimorfizm olarak isimlendirilmistir.
Bir populasyonda farkli allellere bagh olarak iki ya da daha cok alternatif yapinin
goriilmesi polimorfizm olarak adlandirilmaktadir. Tek niikleotid polimorfizmleri
(SNP) bireyler arasinda DNA’daki tek niikleotid farkliliklar1 olarak
adlandirilmaktadir. Polimorfizmlerin fenotipe farkli yansimalarinin nedeni ¢oklu
allellerin var olmasindan kaynaklanmaktadir. Genetik polimorfizm, bir
populasyonda farkli allelelere bagli genetik olarak belirlenmis iki ya da daha c¢ok
alternatif fenotipin goriilmesidir. Bazi SNP alelleri, hastalifa direkt olarak neden
olan genin fonksiyon veya diizenlenmesinde farklili§a yol acan dizi varyantlaridir.
SNP’lerin  farkli  tipleri protein  fonksiyonunu veya gen  anlatimini
degistirebilmektedir. Cok sayida SNP direkt olarak bir ya da birkag fenotipi
etkileyebilirsede, hastalik ile iliskili olmayabilir [140].

11.11 POLIMERAZ ZiNCIR REAKSIYONU

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), primerler tarafindan yonlendirilerek
0zgiil hedef DNA parga kopyalarin enzimatik olarak senztezlenmesiyle tanimlanan
bir yontemdir. PZR ile normal replikasyon siireci taklit edilerek, hizl1 bir sekilde
istenilen gen ya da DNA dizilerinin yaklasik milyar kat1 kopyalanmaktadir [141].

PZR reaksiyonu ii¢ temel basamaktan olusmaktadir ve ¢ogaltilan iiriin miktar1

bu basamaklarin tekrarlanma sayisina baghdir.

1. Denatiirasyon: Cogaltilacak DNA, tek zincirli hale getirilmek {izere

yiiksek sicaklikta denatiire edilir.
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2. Primerlerin baglanmasi: Primerler tek zincirli hale getirilmis DNA
tizerindeki hedef bolgelerle 6zgiil hibridizasyonuna olanak verecek sekilde birlesir.
Bu primerler 15-30 niikleotit uzunlugunda olup, cogaltilacak DNA kisimlarindaki

tamamlayici dizilere 6zgiil olarak baglanan yapay oligoniikleotidlerdir.

3. Zincirin uzamasi: Isiya dayanikli olan Taq Polimeraz enzimi reaksiyon
karisimina ilave edilir ve DNA sentezi gergeklesir. Enzim, niikleotidleri 5" uctan 3’
ucuna dogru ekler ve primerlerin uzamasini saglar. Boylelikle hedef DNA’nin ¢ift

zincirli kopyasi olusur.

Islem 6nceden dongii sayis1 ve sicakliklari belirlenen programlarda, termal

dongii cihazlarinda otomatik olarak gerceklestirilir.

11.12 KANTITATIF POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU

Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qQPZR, kinetik PZR, homojen PZR,
gercek zamanli PZR), gelismis sicaklik dongii cihazi kullanarak DNA ve RNA
orneklerinin kalitatif ve kantitatif olarak miktarlarinin 6l¢iilebildigi bir yontemdir.
gPZR yontemi sayesinde kisa siirede ¢ok sayida ornek, geleneksel PZR’a gore ¢ok
daha az kontaminasyon riski ile c¢alisilmaktadir [142]. gPZR’da iirlin analizi
reaksiyon sirasinda monitorize edilerek yapilmaktadir. Boylece geleneksel PZR
tekniginde kullanilan agaroz jel elektroforezi, PAGE (poliakrilamid jel
elektroforezi), UV (ultraviyole) goriintileme gibi uzun zaman alan islemler
uygulanmamaktadir. qPZR iirlinlerinin kalitatif ve kantitatif analizleri diziye 6zgii
olmayan floresan boyalar veya diziye 6zgli problar ile yapilmaktadir. Bu sayede
sonuclar kisa siirede diisiik kontaminasyon riski ile elde edilmektedir [142, 143].
gPZR da olusan iiriin miktari, reaksiyon sirasinda olusan {iriin miktar1 ile orantili
olarak artan floresan boyanin verdigi isima ile belirlenir [144]. qPZR reaksiyonu
sirasinda her cogaltim dongiisii ile elde edilen DNA miktarina bagl olarak artis

gosteren floresan 1s1malar sayisal degerlere ¢evrilmektedir [142, 144, 145].
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I1.12.1 Erime Egrisi Analizi

Polimeraz Zincir Reaksiyonunda primerlerin baglanma asamasinda primerler
ile birlikte problar da tek iplikli DNA’ya baglanir. Problar yan yana gelir ve enerji
transferi gergeklestiginden floresans miktar: artar. PZR bittikten sonra erime egrisi
analizi yapilarak sonuglar belirlenir. Simple problar erime sicakliklarima (Tm)
geldiklerinde bagli olduklart DNA dizisinden ayrilirlar. Birbirleri iizerindeki enerji
transferi ortadan kalktig1 icin daha az 1s1ma yaparlar.

Probun tasarlandig1 genotipe goére erime sicakligi degismektedir. Probun
tasarimi yabanil tip (wild type) genotipe gore yapilmis ise tek iplikli DNA dizisi ile
prob bire bir ortliserek saglam baglanma gercekleseceginden probun erimesi ve DNA
dizisinden ayrilmasi zor olacaktir ve erime sicakligi yliksek olacaktir. DNA
dizisinde mutasyon varsa prob DNA ile tam bir ortiisme gerceklestiremediginden
baglanma zayif olacaktir ve erime sicakligi daha diisiik olacaktir. Eger probun
tasarimi mutant tipe gore ise mutant genotipin erime sicakligi daha yiiksek, yabanil
tip genotipin erime sicakligi daha diisiik olacaktir.

Baz kompozisyonundaki niikleotid pozisyonu ve komsu nokta mutasyonlari

Tm sicakligini etkilemektedir.

I1.12.2 Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonun Kullanim Alanlar
1. Biyolojik oOrneklerden elde edilen DNA’nin kopya sayisini sayisal
degerlere doniistirme ve mRNA diizeyinin sayisal olarak belirlenmesi (Gen

anlatim kantitasyonu),

2. Viral kantitasyon,

(98]

. Patojenlerin tespiti,

4. DNA hasar1 (mikrosatellit instabilitesi) tespiti,

5. Metilasyon tespiti,

7. Erime egrisi analizi ile genotip belirlenmesi,

8. Amniyotik s1vidan elde edilen ¢ocuga ait tek hiicrede prenatal tani,
9. Hemoglobinopatilerin prenatal tanisinda kullanilmaktadir [143, 144].
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I1.12.3 Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyon Sisteminin Avantajlar

1.

Reaksiyon sirasinda floresans 1s1ma ile es zamanli olarak veri toplanarak
ayni anda analiz yapilabilmektedir.

Diziyi tamiyan ya da diziye Ozgli mutasyonu taniyan problar
kullanildigindan spesifik olmayan ¢ogaltimlardan etkilenmez.

Sonu¢ almak i¢in ikinci bir teknige gerek yoktur. Bu sayede yiiksek
verimilik saglamaktadir.

Kapal1 bir sistem oldugu i¢in kontaminasyon riski ¢ok azdir.

. Reaksiyon bittikten sonra baska islemlere ihtiya¢ duyulmadigindan qPZR

islemi yaklasik 45 dakika siirmektedir.

Ozel egri analizleri ile spesifik cogaltimlar tanimlanmaktadir.
Reaksiyonun duyarlilifi, 6zgiilliigii ve tekrarlanabilirligi ytliksektir [144,
146].

I1.12.4 Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyon Sisteminin Dezavantajlari

1.
2.

Reaksiyon sirasinda kullanilan malzemelerin ¢ok pahali olmasi,

Teknik donanim, alt yapi, beceri, tecriibe ve yiiksek ekipmana ihtiyag
olmasi,

Sadece bilinen mutasyonlarin taranabilmesi,

Laboratuarlar arasinda sonuglarin farkli ¢ikmasi ve standardizasyon

problemlerinin varlig1 bilinen dezavantajlardandir [144, 146].

I.13 KANTITATIiF POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIiYONUNDA

KULLANILAN BOYA VE PROB SiSTEMLERI

Kantitatif PZR teknigi, DNA ¢ogaltiminin es zamanl olarak 6zel boyalarla

gozlenmesidir. Siklikla kullanilan kimyasallar 6zel floresan prob ve boyalardan

olusmaktadir [144, 147].

I1.13.1 SYBR Green I Boyasi

SYBR Green I boyasi 6zgiin olmayan ¢ift iplikli DNA’nin ¢ogaltiminda

kullanilmaktadir. Bu yontemde kullanilan floresan boya c¢ift zincirli DNA’ya

baglanmakta ve ¢ogalan DNA miktar1 arttikga qPCR cihazinda okunan floresansin

miktar1 da es zamanl olarak artmaktadir. Diziye 6zgiin olmayan DNA’ya baglanan
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boyalar arasinda en fazla kullanilan boya c¢esidi SYBR Green DI’dir (Sekil I1.6).
SYBR Green I 497 nm dalga boyunda yiikseltgenir ve 520 nm dalga boyunda
indirgenir [143].

/’N“\

SYBR Green

Sekil I1.6 SYBR Green'in kimyasal yapisi [143]

Sybr Green I ¢ift iplikli DNA’nin kii¢iik oluguna baglandiginda serbest
halinden 1000 kat daha kuvvetli floresans 1s1ma yapar (Sekil 11.7) [148] ve 30

cogaltim dongiisiinden sonra aktivitesinin yalnizca % 6’sin1 kaybeder [143].
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Sekil II.7 Sybr Green I floresansinin ¢ift iplikli DNA molekiilityle birlesmis hali
[148]

Cogaltim baslangicinda reaksiyon tiipili icersinde ¢ift iplikli DNA molekiilii,
primerler ve “SYBR Green I” boyas1 bulunmaktadir. Serbest DNA molekiillerinin
floresans 1s1ma miktar1 ¢ok azdir. Bu yiizden reaksiyon basinda floresans yok

denecek kadar azdir. Primerlerin baglanmasiyla uzama baslar ve boya molekiilii ¢ift
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iplikli DNA’nin arasina girerek 1simay1 baslatir (Sekil 11.8). Baslangic dongiilerinde
sinyal zayiftr. Uriin miktarmin artisina bagh olarak floresans miktari artmakta ve bu

art1s cihaz monitoriinden izlenebilmektedir [143, 149].

SYBR Green™ boya DNA gift iplkli oldu-

Funda DNA'ya badlanabilir.

DNA’nin ki zinciri birbirinden aynidiginda “SYBR

Green” boya serbest hale geger

Polimerizasyon tamamiandiginda “SYBR Green”
boya ¢ift ipliki DNA"ya baglanir ve floresan sima
yopar

Sekil I1.8 SYBR Green yontemi [150]

Sybr Green tiim ¢ift iplikli DNA molekiillerine baglandig1 icin DNA problari
kadar 6zgiil degildir. Ancak PZR’dan sonra {iriiniin uzunlugu ve baz dizisine 6zgiil
erime sicakligi degerlerinin hesaplanmasi ile DNA erime egrilerinin ¢izilmesine
olanak saglayan avantajli bir yontemdir. SYBR Green I yontemi, optimize edilmis
PZR kosullarinda ve iyi dizayn edilmis primerler ile ¢ok fazla sayida hedef genin
cogaltimini saglamaktadir. SYBR Green I yonteminde floresans isaretli problara
ihtiya¢ duyulmadigindan maliyeti diisiik ve pratiktir.

SYBR Green I yonteminde, istenmeyen PZR iiriinlerinin ¢ogaltilmasiyla
meydana gelen floresan i1simalar olusacagindan, elde edilen sinyaller her zaman
hedef DNA’nin c¢ogaltildigin1 gdstermeyebileceginden hatali sonuglar almabilir.
Reaksiyon karistminda hedef DNA dizisi olmadigi zaman primerlerin birbirine
baglanmasi ile primer dimerleri olarak adlandirlan ¢ift iplikli DNA boélgeleri ve 6zgiil
olmayan PZR firiinleri floresans 1sima olusturmaktadir [149, 151]. Cogaltilan
DNA’nin istenilen hedef bolge olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla DNA’larin
erime egrisi analizleri (“melting curve”, “dissociation’) yapilmalidir. qPZR cihazi,
DNA’larin erime egri analizlerini yapmak icin PZR kapillerlerini yavasca 1sitmaya

baslar. Isitma islemi ile ¢ift iplikli DNA birbirinden ayrilmaya basladiginda (erime
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sicakligi= melting temperature= Tm), floresans boya serbest kalmakta ve okunan
floresan 151ma miktar1 diismektedir. Her DNA’nin kendine 6zgii bir erime sicakligi
(Tm) derecesi vardir ve bu erime sicakligi ¢ogalan DNA pargalarinin uzunluguna ve
icerdigi GC/AT oranina bagl olarak degigsmektedir. Spesifik olmayan PZR {iriinleri
ve hedef DNA parcalarinin erime sicakliklar1 farklidir. Bu farklilik her {iriiniin
uzunluk ve gen dizisi iceriginin ozgiilliigiinden kaynaklanmaktadir. Bilinmeyen iki
DNA dizisi karsilastirilmak istendigi zaman erime egrisi yOntemi giivenle

kullanilmaktadir. (Sekil 11. 9) [144, 147, 150, 152].

termal
rJ denatirasyon edrizinin
I 2.dereceden tlrewvi
termal
F denatirasyon

edrizi

Floresans
S

1k N
;Im

U 1 1 ‘ L 1 1
50 55 50 £5 7o 75 g0
Sicakhk °C

Sekil I1.9 Sybr Green I yontemi kullanilarak elde edilmis ¢ift iplikli hedef DNA’nin

termal denatiirasyon egrisi [143].

11.13.2 Diziye Ozel Floresans Isaretli Problar

DNA parcasina ait 0zel bir bolge coglatilmak istendiginde hedefe 0zgii
floresan isaretli problar kullamlmaktadir [143]. Iyi dizayn edilmis bir prob serbest
halde zayif floresan verirken istenilen hedefe baglandiginda kuvvetli floresan
vermelidir ve 6zgiilliigii yliksek olmalidir. qPZR yoOnteminde kullanilan en yaygin
floresan isaretli problar: “TagMan” prob, “Molecular boncuk”, “FRET -
Hibridizasyon Problar1” ve “Scorpion” ‘dur [142, 144, 147].

11.13.2.1 TagMan® Probu

TagMan® prob  yontemi ¢ift-boyali  oligoniikleotid  (Double-Dye
Oligonucleotide), ift isaretli prob (dual labeled probe) veya 5' niikleaz probu (5'
nuclease probe) olarak adlandirilmaktadir. TagMan® prob yonteminde ¢ogaltilmak
istenilen DNA’ya tamamlayict olan ve floresans isaretlenmis tek zincirli bir prob

bulunmaktadir.
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Floresan isaretli probun 5' wucunda yiiksek enerjili florofor (6-
karboksifloresin= 6-FAM) ve 3' ucunda diisiik enerjili baskilayict (quencher) (6-
karboksitetrametil-rodamin= TAMRA) boya yer almaktadir [153]. Probun 3'
ucundaki baskilayict TAMRA boyast probun 5' ucundaki FAM boyasinin sinyal
olusturmasini engellemektedir. Prob hedef DNA’ya baglandiginda 6lgiilen floresans
sinyali distktiir. PZR da cogaltilma sirasinda hedef niikleik asit dizisi iizerinde
primerlerin baglanma bolgeleri arasinda TagMan problar baglanarak primer
baglanmasinin ardindan yeni zincir olusturmaya baslarlar. Taq DNA polimeraz
enzimi probun baglandig1 bolgeye gelindigi zaman 5'—3' niikleaz aktivitesi ile 5'
ucundan florofor FAM’1 probdan ayrilmakta ve serbest hale gecen FAM sinyal
olusturmaktadir. Her dongiide iiriin miktar1 arttikca floresans ona bagli olarak
artmaya devam eder (Sekil 11.10) [154]. Bu yontem ile mutasyon tespiti sayisal
verilere ulasabilmektedir. TagMan prob yontemi standart protokolii ve kolay dizayni
ile ¢cok az bir optimizasyonla gerceklestigi i¢cin hem allellerin belirlenmesi hem de

gen anlatim profilinin ¢ikartilmasinda siklikla kullanilmaktadir [153, 155].
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Sekil T1.10 TagMan Prob yéntemi [156]
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11.13.2.2 Molekiiler Boncuk Y ontemi

Molekiiler Boncuk yontemi c¢alisma prensibi ile 7agMan Prob ve SYBR
Green yontemlerinden farklilik gostermektedir [142, 150, 157, 158]. Molekiiler
boncuk yonteminde, sag¢ tokasi (hairpin) seklindeki yapinin yuvarlak ug¢ kismi
cogatilacak olan hedef DNA ile komplementer tek iplikli DNA dizisi igermektedir.
Sac tokas1 seklindeki yapinin diiz olan ug kisimlar1 2 adet florofor boya igermektedir.
Baskilayici florofor boya diger boyanin 1simasini engelledigi i¢in molekiiler boncuk
probu soliisyon iginde serbest haldeyken 1s1ma yapamaz. Cogaltilmak istenen hedef
DNA bolgesi PZR ile ¢ogaltilmaya basladigi zaman prob hedef DNA dizisine gore
dizyn edildiginden birbirleri ile karsilastiklarinda konformasyonu degismekte ve diiz,
cift iplikli hale gegmektedir. Bu yap1 termodinamik olarak sa¢ tokasi seklinden daha
kararlidir. Molekiiler boncuk yapis1 hedef niikleik asit dizisi ile hibridize olur olmaz
molekiiliin yapisi degismekte ve boyalar birbirlerinden uzaklastigi i¢in floresans
miktar1 artmaktadir (Sekil I1.11) [158]. Molekiiler boncuk yonteminde prob dizayni
ve optimal sartlar ¢cok Onemlidir. Uygun sicakligin elde edilemedigi sartlarda
ortamda hedef DNA dizisi bulunsa bile probun sa¢ tokasi seklindeki yapisi
degismeyeceginden 1s1ma elde edilemeyebilir [157, 158]. Molekiiler boncuk
yontemi genetik tarama, tek niikleotid polimorfizm c¢alismalar1 ve farmakogenetik

caligsmalarda kullanilmaktadir [ 150, 159].

1 Denatirasyon

l Primerin ve molekiler
boncudun badlanmas:

Sekil I1.11 Molekiiler Boncuk yontemi [158]
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I1.13.2.3 Hibridizasyon Prob Y 6ntemi

Hibridizasyon prob yontemi (FRET: Fluorescence Resonance Energy
Transfer) Roche firmasi tarafindan LightCycler® PZR cihazinda kullanilmasi
amaciyla gelistirilmistir [160, 161]. Bu teknik amplifikasyon primerlerinin ig
tarafina gore tasarlanan iki farkli probdan olusmaktadir. Problardan birinin 3' ucunda
floresans isaretli verici boya (donor), digerinin 5' ucunda ise alici boya (acceptor)
bulunmaktadir. PZR reaksiyonu sirasinda iki prob hedef niikleik asit dizisine
baglanip birbirlerine yaklasir ve enerji yayilimi olusur. Enerji “verici” boyadan
“alic1” boyaya transfer olmaktadir. Enerji transferiyle olusan floresans miktar1 PZR

stiresince olugan iiriin miktarina bagl olarak artmaktadir [144, 147, 149, 152, 160].

W M.rﬂ

Primer ~ Verici Prob Alic1 Prob

[

Sekil I1.12 Hibridizasyon prob yontemi [162]

11.13.2.4 Scorpiyon Primerler

Scorpion prob teknigi, sag¢ tokasi seklinde uclari birbirine yapisik olarak
isaretlenmis prob-primerler ile birlestirilmektedir.  PZR siirecinde primerler
replikasyonu gerceklestirirken, problar acilarak yeni sentezlenen PZR f{iriinlerine
hibridize olur ve floresans baskilayici boyadan ayrilarak sinyal iiretirler (Sekil 11.13)

[142].
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Sekil I1.13. Scorpiyon Primerlerle qPZR [163]

I1.13.2.5. Simple Prob

Simple Prob testlerde, mutasyonu bilinen gen i¢indeki ¢ogaltilmak istenen
bolge primerler tarafindan ¢ogaltilmaktadir. Simple problarin tasarimlari yabanil tip
ya da mutant tip dizisinin tamamlayicisi olarak yapilmaktadir. Yabanil tip ve mutant

tip genotip arasindaki farklilik erime sicakligi ile belirlenmektedir [164].
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BOLUM III CALISMALAR

MATERYAL VE YONTEM

II1.1 MATERYAL

I11.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

II1.1.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

1) LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe, 96 rxn (Roche,
3003248001)

2) High Pure PCR Template Preparation Kit2 (Roche, 11796828002)

3) rs1528133 icin Primer-probe set; INm (TibMolBiol)

4) Tris baz, (Roche, 10708976001)

5) Magnezyum kloriir (MgCl), (Merck)

6) Potasyum klortiir (KCl), (Merck)

7) Borik asit, (MBG, A-2940)

8) Proteinaz K (Roche, 03 115 879)

9) Sodyum kloriir (NaCl), (MBG, A-2942)

10) Sodyum hidroksit (NaOH), (MBG, A-6829)

11) Sodyum dodesil siilfat (SDS), (Roche, 11 667 289)

12) Amonyum kloriir (NH4CI), (MBG, A-3260)

13) Potasyum bi karbonat (KHCO3), (BDH)

14) Etanol, (MBG, A-3678)

15) Absolii etanol, (Merck, 100986)

16) EDTA, (MBG, A-5097)

17) Fenol/Kloroform/izoamil alkol (SIGMA, 25:24:1)
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II1.1.1.2 Kullanilan Cozeltiler
1. Proteinaz K: ¢ift distile suda 20mg/ ml
2. TE:Tris IM, EDTA 0.5M
3. Niikleaz Tamponu
Tris baz 10mM
NaCl 400 mM
EDTA 2 mM
4. Lizis Tamponu
NH4Cl 155 mM
KHCO; 10 mM
EDTA 0.1 Mm
5. %10 SDS
Trisbaz 15.1 g
Glisin 72 g
SDS5¢g
H,O 11t
6. 1 M EDTA (ph: 8)
Na,EDTA X 2H,037.2 g
NaOH 10 M
H,O 0.1 1t
7. 1 MKCI
KCl74.6 g
H,O 11t
8. 5M Na(Cl

II1.1.2 Arag ve Geregler
Otoklav,

Etiiv,

Vorteks,

Elektronik Hassas Terazi,
Isiticili Manyetik Karistirici,
Mikrosantrifiij,

Ceker Ocak,

UV Kabin,
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Es Zamanl Termal Dongii Cihaz1 (qQPZR sistemi),
Buzdolabi,

-20°C Derin Dondurucu,

Elektronik Pipet Seti (10ul, 100ul, 1000pul)

Spektrofotometre

I11.1.3 Calisma Grubu

I11.1.3.1 Sigsman ve Sisman Olmayan Gruplara Ait Klinik Veriler

Yas ortalamast 57.11 £ 1.28 (minimum, 25 — maksimum, 84 yas) olan 85
adet sisman (fazla kilolu+ sisman (smif I ve II)+ ileri derecede sisman (sinf III))
(VKI > 25) hasta ve yas ortalamasi 56.24 + 1.90 (minimum, 25- maksimum, 76 yas)
olan 41 adet sisman olmayan (VKI < 25) kontrol kisi ile ¢alisildi [20]. Sisman
grupta 51 kadin 34 erkek, sisman olmayan grupta ise 20 kadin 21 erkek birey
bulunmaktaydi. Sisman hastalar Ekim 2010 - Ocak 2011 tarihleri arasinda Tiirk
Diabet ve Sismanlik Vakfi Ozel Diabet Hastanesi Polikliniginde ayaktan tedavi
gormekte olan hastalar arasindan segildi. Diyabetes mellitus, aclik plazma glikozu >
140 mg/dl ve/veya 75 g oral glikoz yiiklemesinden 2 saat sonra plazma glikozu > 200
mg/dl olarak IDF kriterlerine [11] uygun olarak Tiirk Diabet ve Sismanlhik Vakfi
Ozel Diabet Hastanesinin Uzman Endokrinolog hekimleri tarafindan teshis edildi.
Kontrol grubu Ekim 2010 - Ocak 2011 tarihleri arasinda rutin saglik kontrolii igin
miiracaat eden sismanligi bulunmayan kisilerden olusturuldu. Sigsman ve sisman
olmayan kontrol gruplarinda bulunan kiliser Tiirkiye’'nin degisik bolgelerinden
gelmekte ve calisma gruplarindaki kisiler arasinda 1. ve 2. derece akrabalik iligkisi
bulunmamaktadir. Hastalarin hepatik ve endokrin fonksiyonlari normal idi. Hasta ve
kontrol gruplarindaki tiim kisilere ¢alismanin amaci agiklanarak imzali izinleri alindi.
Hastalarin yas, boy, kilo, sigara, icki, beslenme aligkanliklar1 soru cevap tarzinda,
yemek hazirlama metodlar1 ve yemek yeme sikliklar1 dahil olmak {izere giinliik gida
tiiketim miktarlar1 temel besin gruplarina gore kaydedildi. Calismaya dahil edilen
hasta ve kontrol grubundaki kisilerin glisemik yiikleri hesaplandi. Ayrica hastalarin,
kendilerinde ile birinci ve ikinci dereceden akrabalarinda sismanlik hikayesi ve
diyabet, hipertansiyon, dislipidemi, karoner arter hastaligi, metabolik sendrom gibi
diger hastaliklarmn mevcudiyeti, Tiirk Diabet ve Sismanlik Vakfi Ozel Diabet
Hastanesi kayitlarindan kaydedildi.
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II1.1.4 Temel Gida Alim1 ve Iliskili Parametreler

Calismaya dahil edilen kisilerin, giinliik gida tiiketim miktarlar1 temel besin
tablosunda (Ek III-1) [165] yer alan besin gruplarina (karbohidrat, protein, yag)
gore kaydedildi. Calismaya dahil edilen kisilerin viicut yagi miktarlar1 asagidaki

formiile gore hesaplandi.

I11.1.4.1 Viicut Yag Olgiimii

Insanlardaki yagsiz viicut kiitle (YVK) 6l¢iim formiilii [166], erkekler icin;
YBK (kg)= 0.32810 X agirlik (kg) + 0.33929 X boy (cm) - 29.5336, bayanlar igin;
YBK (kg)= 0.29569 X agirlik (kg) + 0.41893 X boy (cm) - 3.2933. viicut yagi
Olclimii, mevcut viicut agirhigindan (MVA) yagsiz beden kiitlesinin ¢ikarilmasiyla

hesaplandi.

I11.2 KULLANILAN INCELEME YONTEMLERI

ITL.2.1 Glisemik Yiik

Belirli miktardaki 6zgiil bir besinin olusturdugu insiilin ihtiyaci ve glisemik
yanit seviyesinin belirlenmesi glisemik ytik olarak tanimlanmaktadir.

Calisma grubumuzdaki kisilere ait beslenme aligkanliklarina gore
International table of glycemic index and glycemic load kriterlerine gore [167]

glisemik yiikler hesaplandi.

II1.2.3 Kan Orneklerinin Alinmasi ve Saklanma Kosullar

Hasta ve kontrol gruplarin aglik periferik kan ornekleri 5 ml’lik vakumlu
steril K3- EDTA’l1 steril tiiplere alindi. Ks- EDTA’l1 kanlar alindiklar1 andan itibaren
ilk 1 hafta igerisinde genomik DNA’lar1 izole edilene kadar +4°C’de saklandu.
Calismada gen polimorfizmi ile iligkilendirmede kullanilacak olan biyokimyasal
(aglik kan sekeri, kan yaglarr) dl¢iim sonuclar1 Tiirk Diabet ve Sismanlik Vakfi Ozel

Diabet Hastanesi Polikilinik kayitlarindan temin edildi.

I11.2.4. Uygulanan Biyokimyasal Laboratuar Analizleri
Tiirk Diabet ve Sismanlik Vakfi Ozel Diabet Hastanesi yapilan hasta ve
kontrol orneklerine ait biyokimyasal analiz sonuglar [aglik kan sekeri, kan yaglar

(T-Kol, TG, LDL-Kol, LDL-Kol)] kayitlardan temin edilmistir.
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Sismanlik, NHLBI kriterlerine [20] goére VKI temel alinarak degerlendirildi.

VKI 25 ve iizeri olan kisiler (fazla kilolu+sisman smif I ve II+ileri derecede sisman

(sisman sinif I1I)) sisman olarak degerlendirildi (Tablo 11.2).

II1.2.5 Kandan Genomik DNA Izolasyonu

Hasta ve kontrol grubuna ait kisilerden K3;-EDTA’11 tiiplere alinan vendz kan

orneklerinden “High Pure PCR Template Preparation Kit, Roche” protokolii [168] ile

ve yliksek tuz konsantrasyonlar1 [169] yontemleri kullanilarak genomik DNA’lar

izole edildi (Sekil I11.1).

10.

11.
12.

I11.2.5.1 High Pure PCR Template Preparation Kit Protokolii ile Genomik
DNA izolasyonu

Steril bir ependorf tiipteki 200 pl K3;-EDTA’l kan tizerine 200 pl baglama

tamponu ve 40 ul proteinaz K eklenerek karistirirlir ve 70°C de 10 dk inkiibe

edilir.

Tiipe 100 pl izopropanol eklenerek iyice karistirilir.

Kit i¢inde bulunan filtreli tiip, toplayici tiipe gecirilip, ependorf tiipteki

karisim filtreli tiipe aktarilir.

8000xg de 1 dk santrifiij edilir.

Filtreli tiip yeni bir toplayici tiip ile birlestirilip lizerine 500 pl inhibitor

uzaklastirict tampon eklenir.

8000xg de 1 dk santrifiij edilir.

Filtreli tiip yeni bir toplayict tiip ile birlestirilip tizerine 500 pl yikama

tamponu eklenir.

8000 g’de 1 dk santrifiij edilir.

7. ve 8. basamaklar bir kez daha tekrar edilir.

Filtreli tiip steril bir ependorf tiip tizerine alnarak iizerine 200 ul 70°C’ye

1sitilmis toplayict tampon ilave edilir.

8000g’de 1 dk. santrifiij edilir.

Ependorf tiipe siiziilmiis olan DNA saflik ve miktar tayinleri yapildiktan

sonra -20 °C’de muhafaza edilir.
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III.2.5.2 Yiksek Tuz Konsantrasyonlar1 Kullanilarak Genomik DNA
Izolasyonu

1. 0.5 ml K5-EDTAl1 kan iizerine 1.5 ml Lizis Tamponu eklendi

(Lizis Tamponu: 155 mM NH4Cl; 10 mM KHCOs; 0.1 mM EDTA)

. +4 °C'de 15 dakika (dk) inkiibe edildi.

. 5000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi.

. Supernatant atild1 ve pellet iizerine lizis tamponu eklendi

. 5000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi.

. 4. ve 5. basamaklar 2-3 kez tekrar edildi.

N SN 0 A WN

. Nukleus pelleti iizerine 150 pl niikleaz tamponu (Niikleaz tamponu: 10
mM Tris-base; 400 mM NaCl; 2 mM EDTA), 20 ul cift distile su, 1.5 pl
proteinaz K ve 2.5 pl %10 SDS eklendi.

8. Karigim 37°C"de bir gece inkiibasyona birakildi.

9. inkubasyon sonrasi 1.1 oraninda gift distile su ve SM NaCl karisima ilave

edildi.

10. 10000 rpm’de 20 dk. santrifiij edildi.

11. Siipernatant bagka bir tiipe aktarilarak {izerine saf etanol eklendi ve tiip

birkag kez altiist edilerek karistirildi.

12. 10000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi.

13. Pellet iizerine %70 izopropanol eklendi ve DNA ¢oktiirtildi

14. Siipernatant atild1 ve pellet 200 ul 1 X TE igerisinde ¢ozdiiriildii.

Sekil II1.1 Kandan genomik DNA izolasyonu
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II1.2.6 DNA Miktariin Olgiilmesi

Niikleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm dalga boyundaki 15181
maksimum diizeyde absorbe etmektedir. Bu dalga boyundaki absorbsiyon derecesi
niikleik asitlerin miktarii1 gostermektedir. DNA’nin miktar ve safligni belirlemek
amaciyla her bir 6rnek spektrofotometrede 260 nm (DNA i¢in) ve 280 nm (protein
icin) dalga boylarinda olciilerek belirlendi [153]. 1 optik dansite (OD) c¢ift iplikli
DNA igin 50 pg/ml’ye karsilik gelmektedir. Izole edilen DNA gift iplikli olduklar
icin, miktarinin belirlenmesinde 260 nm’deki absorbsiyon degeri 50 ile ¢arpildi [170,
171].

DNA(pg/ml) = 260 nm’deki OD x seyreltme orani x katsay1 [172]

260 nm OD 6l¢iimiiniin 280 nm OD 0lgiimiine orani bize sirastyla DNA’da
protein ya da RNA kontaminasyonu olup olmadigi hakkinda bilgi vermektedir.
Sagliklt bir PCR analizi i¢in OD 5, / OD 5, oram1 1.8 ile 2.0 arasinda olmalidir.
OD’nin 2.0’nin iizerinde olmast RNA kontaminasyonuna, 1.8’in altinda olmasi da
protein kontaminasyonunu géztermektedir.

Izole edilen DNA’larin  spektrofotometrede (Shimadzu/ UV-1800)
konsantrasyonlarini 6lgmek tizere 2 ul DNA soliisyonu 1698ul suya ilave edilerek
1/850 oraninda seyreltildi ve DNA’larin absorbans degerleri 260 ve 280 nm dalga
boylarinda okundu (Sekil II1.2). Elde edilen degerlerin OD 5,/ OD 4, oranlarininin

1.8 ile 2.0 arasinda olmasina dikkat edildi.

Sekil II1.2 DNA’nin miktar ve saflifinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi

DNA’larin optik dansitesi Marmara Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Kimya Boliimii Enstriimental Analiz Arastirma Laboratuarindaki Shimadzu/ UV-

1800 model spektrofotometre ile l¢iildii.
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Genomik DNA’lara ait OD ,¢,/ OD ,5, nm oranlar1 1.8-2.0 arasinda olan DNA
ornekleri direkt olarak qPZR reaksiyonuna alindi. Ancak OD 4, / OD 5, nm orani
1.8’in altindaki ve 2.0’mm Tizerindeki Orneklerde RIC-3 geni r1s1528133
polimorfizminin  belirlenecegi  PZR  friinlerinin  ¢ogaliminda  basaril
olunamadigindan bu o6rneklere Fenol/ Kloroform yontemi uygulanarak saflastirma
islemi gerceklestirildi. Saflastirillan DNA o6rneklerinde 6l¢iilen OD 45 / OD 55, nm
orani 1.8-2.0 arasinda olan 6rneklere qPZR islemi uygulanarak rs1528133 genotipleri
belirlendi.

II1.2.7 DNA’nin Saflastirilmasi [173]

Fenol/ Kloroform/ Izoamil alkol kullanilarak asagidaki yontemle saflastirma
islemi yapildi.

1. Saflastirilmasi istenen DNA’ya esit miktarda Fenol/Kloroform (25:24:1)
(fenol fazi: 10 mM Tris, pH 8.0, 1 mM EDTA ile tamponlanmis fenol pH: 6.7 +0.2)
karigimi eklendi.

2. Karigim siit rengine gelene kadar vorteks ile iyice karistirildi.
13000 rpm’de 10 dakika(dk) santrifiij edildi.
Siipernatant temiz bir tlipe alindi.
Uzerine 1:2 oraninda saf etanol eklendi.
14000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi.
Siipernatant atilarak iizerine 200 pl %70’lik etanol eklendi.
14000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi.

° AN RhW

Siipernatant atild1 ve pellet 200 ul 1XTE igerisinde ¢oziindiiriildii.

II1.2.8 TUB Geninin Cogaltilmast ve rs1528133 Tek Niikleotid
Polimorfizminin Tespiti ile Ilgili Yontemler

LightCycler® FastStart DNA Master hibridizasyon probu; kolay kullanimli,
yiiksek performansli, tekrarlanabilirligi olan ve minimum kontaminasyon riskine
sahip bir kittir.

LightCycler® FastStart DNA Master hibridizasyon prob Kkiti, hibridizasyon
probu belirleme formati i¢in 6zel olarak olusturulmus kullanima hazir bir reaksiyon
karisimi olup, LightCycler kapiller sisteminde kullanilmaktadir. Reaksiyonlar 20ul’
lik cam kapillerlerde sicak baslangicli (Hot-start) PZR ile gerceklestirilmeltedir.

Sicak baglangigchh PZR, polimeraz zincir reaksiyonunun baslangicinda spesifik
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olmayan ¢ogaltim iiriinlerinin olusumunu en aza indirerek reaksiyonun hassasiyet ve
ozgilligini arttirir [174 - 177].

FastStart Tag DNA polimeraz, 75°C’ye kadar aktivite gdstermeyen
termostabil rekombinant 7ag DNA polimerazin modifiye formudur. Enzim sadece
yuksek sicakliklarda aktive oldugundan, primerler spesifik olmayan baglanma
yapamazlar. PZR &ncesinde uygulanan 95° C’de, 10 dk’lik bir én muamele ile,

enzim tamamen aktive edilir.

I11.2.8.1 Kantitatif Polimeraz  Zincir Reaksiyonu ile rs1528133
Genotiplerinin Belirlenmesi

Calismada LightCycler 2.0 (Roche, Almanya) qPZR cihazina uygun
LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe kiti (Sekil 1I1.5.) ve Simple prob
(TibMolBiol LightSNiP Kiti) kullanilarak RIC-3 geni rs1528133 genotipleri
belirlendi.

Erime egrisi (Melting curve) analizi kullanilarak, uygun erime sicakliklarinin
incelenmesiyle genotipler belirlendi.

Genotipleri belirlemek i¢in hazirlanan karisimda ddH,O, primer-prob
karisimi (LightSNiP), FastStart DNA Master (LightCycler FastStart enzim, FastStart
Tag DNA polimeraz, reaksiyon tamponu, dNTP karisimi, 10mM MgCl,), MgCl, ve
DNA o6rnekleri kullanildi (Tablo I11.1).

Bir primer-prob karisim tiipii 96 reaksiyonluk PZR i¢in kullaniimaktadir.
Liyofilize halde temin edilen primer-prob karisim tiipiine ilk olarak kisa siireli
santrifiij uygulandi. Tiipiin dibinde sar1 renkli gézlemlenen pellet (primer-prob
karigimi) tizerine 100ul ddH,O eklendi, pipetaj yapilarak karistirildi ve kisa siireli
santrifiij uygulandi. 1pl primer-prob karisimi 20pul’lik PZR  reaksiyonu igin
kullanildi.
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Tablo III.1 RIC-3 geni rs1528133 genotiplerinin belirlenmesinde kullanilan qPZR

reaksiyon karigimi

Kullanilan malzemeler Final Konsantrasyon
Cift distile su 10.4 wl

Primer-prob karisimi 1 ul (0.4 uM)

Fast Start DNA master karigimi 2.0 ul (1X)

MgCl, (25mM) 1.6 ul (3mM)

Kalip DNA 5 ul (~50 ng)

RIC-3 geni rs1528133 genotipleri belirlenecek olan DNA 6rneklerine ait reaksiyon

karisimlarinin toplam hacmi 20 pl olacak sekilde hazirland.

RIC-3 geni rs1528133 genotiplerinin belirlenmesi amaciyla hazirlanan
karisimlara, “LightCycler 2.0 (Roche Applied Science, Almanya)” sisteminde Tablo
II1.2°de belirtilen sartlarda gen ¢cogaltimi yapildi.

Tablo I11.2 LightCycler® Programi

Program Denatiirasyon Déngii Erime Sogutma
Parametre

Analiz Modu Higbiri Olgme Erime Egrisi Higbiri
Donguler 1 45 1 1
Bolim 1 1 2 3 1 2 3 1
Sicaklik [°’C] 95 95 60 72 95 40 75 40
Sdre [ss:dd:ss] 00:10:00 | 00:00:10 | 00:00:10 | 00:00:15 | 00:00:30 | 00:02:00 | 00:00:00 | 00:00:30
Cihaz islem hizi [UC/s] 20 20 20 20 20 2 - 20
Elde Etme Modu Higbiri Higbiri Tek Higbiri Higbiri Hicbiri | Devamli Higbiri

Kantitatif PZR’nunu takiben erime egrisi analizi yapilarak, standart erime
egrisi analiz grafigine gore genotipler belirlendi.  RIC-3 geni 1rs1528133
polimorfizmi A/C niikleotid degisimi sonucunda olusmaktadir.  RIC-3 geni
rs1528133 genotiplerini belirlemek amaciyla polimorfizme ait standart egri grafigi
temel alinarak her bir 6rnek degerlendirildi. Kullandigimiz Simple prob polimorfik
tipteki genotipe gore tasarlandigindan, yabanil tip genotipin Tm sicaklig1 polimorfik
tip genotipinin Tm sicakligindan daha diisiiktiir. Standart egri grafiginde (Sekil II1.3)
“A” allelinin sicaklik derecesindeki (57.57°C) egri yabanil tip genotipi, “C” allelinin
sicaklik derecesindeki (66.45°C) egri polimorfik tip genotipi ve her iki sicaklik
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derecesindeki egri heterozigot genotipi gostermektedir. Sicaklik derecelerinde

gbzlemlenen 2°C’lik farklar dikkate alinmamaktadir.

RIC-3 geni rs1528133

genotiplerinin belirlenmesindeki tiim uygulamalarda LightCycler® 4.1 yazilimi

kullanildi.

sample Data LightCycler® 2.0 Instrument:

rs1528133 Melting Curves 81528133 Melting Peaks ]
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Sekil II1.3. RIC-3 geni rs1528133 genotiplerinin standart erime egrileri

I11.2.8.2 RIC-3 Geni rs1528133 Genotiplerinin Belirlenmesinde Kullanilan

Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyon Protokolii

Calismada genotipleri belirlenecek olan tiim 6rneklerin genomik DNA’lar1

elde edildi.

Kantitatif PZR LightCycler® 2.0, (Roche Applied Science, Almanya )

sistemine sirastyla SNP ¢alisma pro

tokolii ve 6rnekler kaydedildi

Sekil 111.4 LightCycler® 2.0 kapiller sistemi, Roche

(Sekil TIL4).

PZR reaksiyon karigimimnin tiim basamaklar1 steril UV kabin icinde buzda

gergeklestirildi. Biitiin reaktifler ¢oziindiiriilerek pipetaj ile iyice karistirildi. Tiip

igeriklerinin dibe toplanmasi i¢in kisa siireli santrifiij edildi.

Tablo II1.1°de belirtilen miktarlarda karanlikta hazirlanda.
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Sekil II1.5 LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe kiti

Cam kapiller tlipler (20ul) soguk bloga yerlestirildi (Sekil I11.6) ve her bir
kapillere reaksiyon karisimindan 15pl dagitildi (Sekil II1.7). Karisima DNA
orneklerinden 5ul ilave edildi ve kapillerlerin kapaklar1 kapatildi. Reaksiyon

karisiminin kapillerlerin dibinde toplanmasi i¢in kisa siireli satrifiij uygulandi.

Sekil I11.6 LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe kiti, kapillerler ve soguk
blok.

Sekil II1.7 Cam kapillerlere qPZR reaksiyon karigiminin dagitilmasi.

Cam kapillerler dikkatlice LightCycler karuseline yerlestirildikten sonra,
“LightCycler 2.0 (Roche Applied Science, Almanya)” cihazinda konumlandirilarak
sistem calistirildi (Sekil II1.8).

51



Sekil II1.8 Cam kapillerlerin qPZR cihazina yerlestirilme islemi
PZR islemi bittikten sonra rs1528133 genotiplerini belirlemek amaciyla, PZR

irlinlerine erime egrisi analizi yapilarak sonuclar asagida belirtildigi gibi

degerlendirildi (Sekil III. 9, Sekil II1. 10, Sekil I 11).
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Sekil IT1.9 Tm: 57.04°C. rs1528133 yabanil tip genotip (A/A)

52



Melting Curves

a7
g 420
a0
g 3

8 30m
E 27M
=

i 20m

45 50

Melting Peaks

Fluorescence (530)
o Q o
Wil
w w w

= [ —

0,059

.'/ .

-{didT

40

B~ Tm1
EF Tm2

45 50 55 80 85 70
Temperature (°C)
5615
185. 14

| Analysis Notes

AR
) / \v/\ b

Heterozigot
genotip

Sekil II1.10. Tm: 56.15 ve 65.14°C. rs1528133 heterozigot tip genotip (A/C)

Melting Curves

Melting Curves

[ %] -
s3] = .
E i = 2548 ~
£ 433 “\ o, B __\\
X .
o R\ 2148 S
- A S 1.948 T
~ .
139 i . = . .
0 45 50 55 0 8 1 75 80 ‘ . .
Temperature (“Cj ] 75 5 5 = = =
) - H Temperature (°C)
Melting Peaks ey
§ osar Melting Peaks
I 5 oaer
0387
o.2ar
0487
2 onar .
1= —
i 1 ird 55 6O BS 70
Temperature (°C)
W =
Hr Tm2
Aunahyriz Motes
Negatif Kontrol

Sekil II1.11 Tm: 0°C. Negatif kontrole ait erime egrisi

I11.2.9 istatistiksel Analizler

Istatistik analizler SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 17.0 paket
programi kullanilarak yapildi. Tanimlayici istatistikler siirekli 6l¢timlii degiskenler
icin ortalama + standart hata (SH) ve medyan (minimum — maksimum) olarak
verildi. Kategorik degiskenler gézlem sayis1 ve (%) deger olarak gosterildi. Gruplar

arasindaki karsilagtirmalarda normal dagilim gosteren degiskenler i¢in Student’s t
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testi, normal dagilim gostermeyen degiskenler i¢in Mann-Whitney-U testi kullanildi.
Kategorik degiskenlerin karsilastirilmasi Ki-kare testi ve Fisher kesin olasilik testi ile
yapildi.  Kolinesteraz inhibitdrlerine diren¢ geni rs1528133 polimorfizminin
sismanlik Ustiine etkileri lojistik regresyon analizi yapilarak degerlendirildi. p < 0.05

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

54



BOLUM IV

SONUCLAR VE TARTISMA

IV.1 SONUCLAR

Calismamizda yer alan sisman ve sisman olmayan gruplara ait RIC-3 geni
rs1528133 genotip sikliklar1 Tablo IV.1’de wverildi. RIC-3 geni rs1528133
polimorfizmi i¢in genotip sikliklar1 sisman grupta, A/A (yabanil tip), A/C
(heterozigot) genotipler i¢in sirasiyla %89.4, %10.6 ve sisman olmayan grupta ise
%92.7, %7.3 olarak tespit edildi. Sisman grupta ve sisman olmayan calisma
gruplarimizda polimorfik genotipi homozigot formda (C/C) tasiyan bir bireye
rastlanmadi.  RIC-3 geni rs1528133 genotip sikliklar1 sisman ve sisman olmayan
gruplar arasinda istatiksel anlamli olarak farkli bulunmadi (p=0.558). Sisman ve
sisman olmayan gruplar icerisinde en sik gozlenen genotip yabanil (A/A) tip olarak

bulundu (Tablo IV.1).
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Tablo IV.1 Sisman ve sisman olmayan c¢alisma gruplarinda RIC-3 rs1528133
genotip sikliklar

RIC-3 geni rs1528133 genotip sikhklar:

Homozigot Yabanil Tip (A/A), n(%)  Heterozigot (A/C), n(%)

Sisman 76 (89.4) 9 (10.6)

Sisman olmayan 38 (92.7) 3(7.3)

Sonuglar say1 (%) deger olarak ifade edilmistir. n: Kisi sayisi. Caligma gruplarinda
gozlemlenen genotip sikliklart ki-kare (y°) testi ile karsilastirildi. ¥=0.343, p=
0.558.

OAA
B AC

NN N N N N NN

Sisman Sisman olmayan

Sekil IV.1 Sisman (VKI > 25) ve sisman olmayan (VKI < 25) kontrol gruplarinda
RIC-3 geni rs1528133 genotip dagilimlarinin grafik ile gosterilmesi
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Sigsman ve sisman olmayan calisma gruplaria ait sismanlik, tip 2 diyabet,
hipertansiyon iliskili gostergeler ve temel demografik oOzellikler Tablo 1V.2’de
verildi. Trigliserid ve yiiksek yogunluklu lipoprotein 6l¢iimleri, sisman ve sisman
olmayan gruplarda istatistiksel olarak farklilik gdstermedi (p>0.05). Viicut kiitle
indeksi (p<0.001), yagsiz viicut kiitlesi (p<0.0001), yag kiitlesi (p<0.001), glikoz
(p<0.001), total kolesterol (p<0.01), diisiik yogunluklu lipoprotein (p<0.05), sistolik
kan basinci (p<0.01), diyastolik kan basinci (p<0.01) ve bel (p<0.001) Olctimleri

sisman bireylerde, sisman olmayan bireylere gore daha yiiksek bulundu (Tablo 1V.2).

Tablo IV.2 Sigsman ve sisman olmayan c¢alisma gruplarina ait, sismanlik, tip 2

diyabet, hipertansiyon ve demografik 6zellikler ile iligkili gostergeler

Sisman (n=85)

Sisman Olmayan (n=41)

Ort. £ SH; Medyan (Min-Max) Ort. £ SH; Medyan (Min-Max) p

Yas (vil) 57.11 £ 1.25; 57.50 (25-84) 56.24 £ 1.90; 56.50 (25-76) 0.742
Kilo (kg) 80.71 + 1.44; 80.00 (62-115) 61.42 + 1.23; 62.00 (50-80) 0.0001 %%+
Boy (m) 1.62+£0.01; 1.61 (1.44-1.84) 1.63£0.01; 1.63 (1.50-1.87) 0.408

Bel gevresi (cm) 99.66 + 1.60; 101.50 (65-132) 77.28 £ 1.41; 74.00 (67-106) 0.0001***
VKi (kg/m?) 30.77 £ 0.47; 29.90 (25.05-42.87) 22.85+0.18; 22.95 (20.01-24.91) 0.0001%**
YVK (kg) 50.99 + 0.66; 50.07 (40.24-66.90) 45.65 + 0.90; 45.68 (34.33-57.81) 0.0001 %%+
YK (kg) 29.70 + 0.82; 28.98 (24.38-42.87) 15.94 £ 0.46; 15.77 (11.47-22.21) 0.0001 %%
T-Kol (mg/dl) 201.75 +4.70; 198.38 (124-295) 178.65 £ 7.09; 175.18 (104-337) 0.005%*
TG (mg/dl) 138.43 + 6.87; 125.00 (33-383) 149.30 + 32.73; 109.83 (68-1230) 0.059
HDL- Kol (mg/dl) 47.30 + 1.37; 45.00 (24-80) 48.66 + 1.64; 47.00 (34-70) 0.098
LDL-Kol (mg/dl) 99.28 £5.27; 101.50 (24-221) 76.42 + 7.14; 68.00 (27-159) 0.01%*
Aclik kan sekeri (mg/dl) 118.51 £ 9.40; 93.00 (46-352) 63.01 £4.13; 59.02 (40-101) 0.0001%**
SKB (mmHg) 139.99 + 2.48; 140.00 (100-220) 126.13 +2.53; 120 (100-70) 0.001%*
DKB (mmHg) 81.35 £ 1.25; 80.00 (60-110) 75.87 £ 1.78; 75.00 (60-120) 0.007**

Degerler ortalama =+ standart hata; medyan (minumum-maksimum) olarak ifade
edildi. n: Kisi say1s1. VKI: Viicut kiitle indeksi, YVK: Yagsiz viicut kiitlesi, YK: Yag
kiitlesi, T-Kol: Total-kolesterol, TG: Trigliserid, HDL-Kol: Yiiksek yogunluklu
lipoprotein kolesterol, LDL-Kol: Diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol, SKB:
Sistolik kan basinci, DKB: Diyastolik kan basinci. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Calismamiza dahil edilen tiim kisiler abdominal sisman ve abdominal sisman
olmayanlar olarak gruplandirilip, sismanlik, tip 2 diyabet, hipertansiyon iligkili
gostergeler ve temel demografik Ozellikler acisinda karsilastirildi (Tablo IV.3).
Yiiksek yogunluklu lipoprotein seviyeleri abdominal sisman ve abdominal sisman
olmayan gruplarda istatistiksel olarak farkli bulunmadi. Viicut kiitle indeksi
(p<0.001), yagsiz viicut kiitlesi (p<0.001), yag kiitlesi (p<0.001), glikoz (p<0.001),
total-kolesterol (p<0.01), trigliserid (p<0.01), diisiik yogunluklu lipoprotein
kolesterol (p<0.01), sistolik kan basinc1 (p<0.001), diyastolik kan basinc1 (p<0.01) ve
bel (p<0.001) oSlgiimleri ise abdominal sisman grupta, abdominal sisman olmayan

gruba kiyasla yiiksek bulundu (Tablo 1V.3).

Tablo IV.3 Abdominal sisman ve abdominal sigsman olmayan calisma gruplarina ait
sismanlik, tip 2 diyabet, hipertansiyon ve demografik 6zellikler ile iliskili

gostergeler

Abdominal Sisman (n=57) Abdominal Sisman Olmayan (n=66)

Ort. £ SH; Medyan (Min-Max)

Ort. £ SH; Medyan (Min-Max)

Yas (il 55.84 + 1.58; 56.60 (25-78) 57.75 + 1.45; 57.00 (25-84) 0377
Kilo (kg) 84.46 + 1.40; 85.00 (68-115) 65.88 + 1.19; 65.00 (50-94) 0.0001%**
Boy (m) 1.61 % 0.01; 1.60 (1.44-1.79) 1.64 +0.01 ;1.64 (1.50-1.87) 0.041*
Bel cevresi (cm) 107.26 + 1.19; 107.00 (89-132) 79.34 + 1.12; 80.00 (65-106) 0.0001%**
VKI (kg/m?) 32.61 £0.51;31.43 (28.04-42.87) 2441 +0.28; 23.68 (20.01-29.55) 0.000 1%
YVK (kg) 51.76 + 0.81; 50.35 (40.24-66.89)  47.14 % 0.73; 46.40 (34.33-63-73) 0.0001%**
YK (kg) 3270+ 0.90; 31.65 (22.63-48.10)  18.73 = 0.60; 18.26 (11.47 -30.26) 0.0001%%**
T-Kol (mg/dl) 205.98 + 5.72; 209.59 (124-294) 183.33 + 5.49; 176.47 (104-337) 0.002%*
TG (mg/dI) 148.54 + 8.70; 132.0 (56-383) 135.81 + 19.54; 110.50 (33-1230) 0.002%*
HDL- Kol (mg/dl) 48.10 + 1.65; 47.57 (30-77) 47.15 + 1.45; 45.50 (24-80) 0.799
LDL-Kol (mg/dl) 101.73 = 6.14; 105.00 (30-177) 82.37 +6.01; 84.00 (24-221) 0.009%*
Ahik Kan Sekeri (mg/dl)  131.53 = 12.84; 102,91 (57-352) 77.64 + 5.86; 67.05 (40-191) 0.0001%**
SKB (mmHg) 144.72 + 3.18; 145.00 (100-220) 127.15 + 2.03; 120.00 (100-170) 0.0001%**
DKB (mmHg) 82.63 + 1.52; 80.00 (60-110) 76.46 + 1.39; 75.00 (60-120) 0.003%*

Degerler ortalama =+ standart hata; medyan (minumum-maksimum) olarak ifade
edildi. n: Kisi say1s1. VKI: Viicut kiitle indeksi, YVK: Yagsiz viicut kiitlesi, YK: Yag
kiitlesi, T-Kol: Total-kolesterol, TG: Trigliserid, HDL-Kol: Yiiksek yogunluklu
lipoprotein kolesterol, LDL-Kol: Diigiik yogunluklu lipoprotein kolesterol, SKB:
Sistolik kan basinci, DKB: Diyastolik kan basinc1.*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Calisma grubunda yer alan kisilerin sismanlik (genel sismanlik, abdominal
sismanlik) ve sismanlik ile iliskili hastaliklara (hipertansiyon, tip 2 diyabet,
dislipidemi, koroner arter hastalifi, metabolik sendrom) gore tasidiklar: rs1528133
genotip sikliklar1 Tablo IV.4’de verildi.

Tablo IV.4 Calisma grubundaki kisilere ait hastaliklardaki RIC-3 geni rs1528133

genotip dagilimlari

RIC-3 geni rs1528133 genotipleri

Homozigot Yabanil Tip Heterozigot X2
(A/A), n(%) (A/C), n(%) P
Sismanhk
Genel Sismanlik 74 (66.1) 9 (75.0) 0.532 0.390
Abdominal Sismanhk 54 (50.9) 3(25.0) 0.088 2.905
Sismanhk fliskili
Hastahklar
Hipertansiyon 57 (50.4) 5(41.7) 0.563 0.334
T2DM 49 (43.4) 4 (33.3) 0.504 0.447
Dislipidemi 40 (36.4) 6 (50.0) 0.355 0.857
KAH 48 (42.5) 4 (33.3) 0.541 0.373
MS 50 (44.6) 4 (33.3) 0.453 0.564

Calisma gruplarinda gozlemlenen hastaliklarin = sikliklar1  ki-kare testi ile
karsilastirildi. Sonuglar say1 (%) deger olarak ifade edilmistir. n: Kisi sayisi. T2DM:
Type 2 diabetes mellitus, KAH: Koroner arter hastaligi, MS: Metabolik sendrom.
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RIC-3 geni rs1528133 genotiplerinin sismanlik ve sismanlik iligkili diger
hastaliklara sahip tiim calisma grubumumuzda, serum lipidleri, aclik kan sekeri,
viicut kiitle indeksi, yagsiz viicut kiitlesi ve yag kiitlesi {izerine olan mevcut etkileri
Tablo 1V.5’de verildi. Incelenen klinik ve biyokimyasal verilerin hi¢ birinde
rs1528133 genotiplerine bagl istatistiksel anlamli bir degisiklik saptanmadi (Tablo

IV.5).

Tablo IV.S RIC-3 geni rs1528133 genotiplerinin sismanlik, tip 2 diyabet,
hipertansiyonla ve demografik ozellikler ile iliskili parametreler

uzerine etkileri

RIC-3 geni rs1528133 genotipleri

Homozigot Yabanil Tip (A/A), (n=114) Hetezigot (A/C) (n=12)

Ort. + SH; Medyan (Min-Max) Ort. + SH; Medyan (Min-Max) p
Yas (yil) 56.44 +1.17; 56.50 (25-82) 60.33 £ 3.66; 58.50 (44-84) 0.572
Kilo (kg) 75.35+1.35;74.00 (50-115) 69.71 £ 2.60; 70.00 (54-88) 0.175
Boy (m) 1.62+£0.01; 1.62 (1.44-1.87) 1.60 + 0.02; 1.60 (1.50-1.76) 0.541
Bel cevresi (cm) 93.31 £ 1.61; 94.50 (65-132) 88.58 £4.75; 86.00 (72-125) 0.356
VKI (kg/m?) 28.46 £ 0.51;28.40 (20.01-42.87) 27.20 £ 1.27;26.45 (21.90-39.11) 0.359
YVK (kg) 49.62 + 0.63; 48.78 (34.33-66.89) 47.03 £ 1.19; 46.25 (41.45-56.10) 0.136
YK (kg) 25.73 £0.90; 25.32 (11.47-48.10) 22.67 £2.07;22.94 (12.54-42.43) 0.258
Fastingglucose (mg/dl) 103.66 + 8.05; 81.00 (40-352) 97.78 £ 19.30; 76.00 (46-191) 0.917
T-Kol (mg/dl) 195.19 +£4.29; 191.00 (104-337) 189.67 £ 12.04; 169.00 (140-268) 0.526
TG (mg/dl) 132.63 +5.80; 116.91 (33-383) 218.92 +£93.032; 121.57 (68-1230) 0.848
HDL- Kol (mg/dl) 47.63 + 1.12; 46.20 (24-77) 48.53 £ 3.69; 46.00 (36-80) 0.942
LDL-Kol (mg/dI) 91.59 +4.62; 95.50 (24-221) 96.07 + 13.54; 100.00 (30-177) 0.789
SKB (mmHg) 135.92 +2.06; 130.00 (100-220) 132.08 £ 6.13; 122.50 (110-170) 0.389
DKB (mmHg) 80.04 + 1.01; 80.00 (60-120) 75.42 £ 3.50; 70.00 (60-100) 0.148

Degerler ortalama =+ standart hata; medyan (minumum-maksimum) olarak ifade
edildi. n: Kisi sayis1. VKI: Viicut kiitle indeksi, YVK: Yagsiz viicut kiitlesi, YK: Yag
kiitlesi, T-Kol: Total-kolesterol, TG: Trigliserid, HDL-Kol: Yiiksek yogunluklu
lipoprotein kolesterol, LDL-Kol: Diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol, SKB:
Sistolik kan basinci, DKB: Diyastolik kan basinci.
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Calismamizda yer alan sisman ve sisman olmayan gruplarda var olan diger
hastaliklarin sikliklar1 Tablo IV.6’da belirtildi. Sisman grubumumuzun iginde en
siklikla rastlanan hastalik tip 2 diyabet (%62.4), metabolik sendrom (%61.2),
hipertansiyon (%60) ve koroner arter hastalig1 (%52.9) olarak saptanirken, sisman
olmayan grubumumuzda hipertansiyon (%27.5), koroner arter hastalifi (%17.6),

metabolik sendrom (%5.1) olarak belirlendi (Tablo IV.6).

Tablo IV.6 Sisman ve sisman olmayan ¢alisma gruplarina ait hastalik profilleri

Calisma Gruplan
Sisman n(%) Sisman Olmayan n(%) p e
Hipertansion 51 (60) 11 (27.5) 0.001* 11.493
T2DM 53 (62.4) 0 (0) 0.0001** 43.301
Dislipidemi 32 (38.1) 14 (36.8) 0.895 0.017
KAH 45 (52.9) 7(17.6) 0.0001** 14.063
MS 52 (61.2) 2(5.1) 0.0001** 34.162

Calisma gruplarinda gozlemlenen hastaliklarin  sikliklar1  ki-kare testi ile
karsilastirildi. Sonuglar say1 (%) deger olarak ifade edilmistir. n: Kisi sayisi. T2DM:
Tip 2 diyabetes mellitus, KAH: Koroner arter hastaligi, MS: Metabolik sendrom,
*p<0.01, **p<0.001.
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Sigsman hastalarda gozlenen hipertansiyon, tip 2 diyabet, koroner arter
hastalig1 ve metabolik sendrom gibi hastaliklarin sikliklar1 sisman olmayan gruptaki
kisilere gore ¢ok ileri derecede anlamli olarak farkliydi. Sigsman ve sisman olmayan
calisma gruplarimiza ait ila¢ kullanim bilgisi Tablo IV.7°de belirtildi. Buna gore
ditiretik, beta-bloker, asetilsalisilik asit, siilfaniliire, glinid, metformin, insiilin, statin,
antihipertansif ve kalp hastaligi ilaglarinin kullanimlar1 sisman olmayan gruba gore

istatistiksel olarak ileri derecede anlamli olarak yiiksek bulundu (Tablo IV.7).

Table IV.7 Sisman ve sisman olmayan ¢aligsma grublarina ait ilag kullanimi1

Calisma Gruplar
flaclar Sismanlik n(%) Sisman olmayan n(%) p
Diiiretik 30 (35.3) 4 (10.0) 0.003**
ADE 14 (16.5) 3(7.5) 0.172
BB 36 (42.4) 9(22.5) 0.031%*
ASA 37 (43.5) 7(17.5) 0.004**
Siilfaniliire 8(9.4) 0(0) 0.045%*
Glinid 29 (34.1) 1(2.5) 0.0001***
Metformin 32 (37.6) 1(2.5) 0.0001 ***
Insiilin 25(29.4) 0 (0) 0.0001*%**
Statin 25 (29.4) 5(12.5) 0.039*
OAD 41 (48.2) 1(2.5) 0.0001***
Antihipertansif 45 (52.9) 10 (25) 0.003**
Kalp ilac1 45 (52.9) 7(17.5) 0.0001***

Sonuglar say1 (%) deger olarak ifade edilmistir. n: Kisi sayist. ADE: Anjiyotensin
doniistiiriicii enzim inhibitorii, BB: Beta-bloker, ASA: Asetilsalisilik asit, OAD: Oral
antidiyabetik. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Abdominal sisman ve abdominal sisman olmayan kisilerdeki ila¢ kullanimi

Tablo IV.8’de 0Ozetlendi.

olmayan kisilerdeki

anjiyotensin  doniistiiriici  enzim

inhibitdrii, beta-bloker,

Buna gore abdominal sisman ve abdominal sisman
statin ve diiiretik ilaglarin disinda kullanilmakta olan

asetilsalisilik  asit,

siilfaniliire, glinid, metformin, insiilin, antihipertansif ve kalp ilaglar1 gruplar arasinda

farkli siklikta kullanilmakta idi (Tablo IV.8).

Tablo IV.8 Abdominal sisman ve abdominal sisman olmayan grublardaki ilag

kullanimi

ilaclar

Diiiretik
ADE

BB

ASA
Siilfaniliire
Glinid
Metformin
Insiilin
Statin
Antihipertansif
Kalp Ilac1

Calisma Gruplari

Abdominal Sisman
n(%)

Abdominal Sisman Olmayan
n(%)

20 (35.1)
12 21.1)
27 (47.4)
25 (43.9)
7(12.3)

24 (42.1)
23 (40.4)
16 (28.1)
17 (29.8)
34 (59.6)
31 (54.4)

12 (20.0)
5(7.7)
17 (26.2)
16 (24.6)
1(1.5)
5(7.7)
9(13.8)
7(10.8)
12 (18.5)
20 (30.8)
18 (27.7)

0.061
0.033*
0.015%*
0.025%*
0.017*
0.00071 ***
0.001**
0.015%*
0.141
0.001**
0.003%**

Sonuglar say1 (%) deger olarak ifade edilmistir. n: Kisi sayisi. ADE: Anjiyotensin

doniistiirlicii enzim inhibitorii, BB: Beta-bloker, ASA: Asetilsalisilik asit, *p<0.05,
*#p<0.01, ***p<0.001.
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rs1528133 yabanil tipteki ve heterozigot genotiplerin kullanilan ilaglara gore
dagilimlar1 Tablo IV.9°da wverildi. Antihipertansif ila¢g kullananlarin biiyiik
cogunlugunun yabanil tipte rs1528133 tipte genotipe sahip oldugu, oysaki
heterozigot rs1528133 genotipindeki kisilerin daha diisiik siklikta (%16.7) goriilmesi
(p=0.045) antihipertansif ilaglarin heterozigotlardaki 6nemini vurgulamaktadir
(Tablo 1V.9). Incelenen diger oral antidiyabetik, diiiretik, kalp ilaglarmin kullanimi
ile rs1528133 genotiplerinin dagilimlar1 agisindan istatistiksel anlamli bir iligki tespit

edilmedi (Tablo I1V.9).

Tablo IV.9 RIC-3 geni rs1528133 genotiplerinin farmakogenomik etkileri

RIC-3 geni rs1528133 genotipleri

Homozigot Yabanil Tip Heterozigot (A/C),

Tlaglar (A/A), n(%) n(%)

Diiiretik 32 (28.3) 2(16.7) 0.388
ADE 17 (15.0) 0 (0) 0.148
BB 43 (38.1) 2(16.7) 0.142
ASA 42 (37.2) 2 (16.7) 0.157
Siilfaniliire 7(6.2) 1(8.3) 0.774
Glinid 28 (24.8) 2(16.7) 0.532
Metformin 30 (26.5) 3(25.0) 0.908
Insiilin 22 (19.5) 3(25.0) 0.649
Statin 28 (24.8) 2(16.7) 0.532
OAD 38 (33.6) 4 (33.3) 0.984
Antihipertansif 53 (46.9) 2(16.7) 0.045*
Kalp ilact 48 (42.5) 4 (33.3) 0.541

Sonuglar say1 (%) deger olarak ifade edilmistir. n: Kisi sayisi. ADE: Anjiyotensin
doniistiiriicii enzim inhibitorii, BB: Beta-bloker, ASA: Asetilsalisilik asit, OAD: Oral
antidiyabetik. *p<0.05.
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RIC-3 geni rs1528133 genotiplerinin glisemik yik dagilimlar1 Tablo
IV.10’da verildi. Karbohidratli beslenme sonucu olusan glisemik yiik, rs1528133
rs1528133 heterozigot genotipteki bireylerde, homozigot yabanil genotipteki
bireylere gore daha yiiksek bulundu (Tablo IV.10).

Tablo IV.10 RIC-3 geni rs1528133 genotiplerine gore glisemik yiik degerleri

RIC-3 geni rs1528133 genotipleri

Homozigot Yabanil Tip (A/A), (n=114) Hetezigot (A/C) (n=12)
Ort. + SH; Medyan (Min-Max) Ort. + SH; Medyan (Min-Max)

Glisemik Yiik 75.82 +0.786; 75.50 (58-97) 145.83 + 3.833; (128-174) 0.0001*

Degerler ortalama =+ standart hata; medyan (minumum-maksimum) olarak ifade
edildi. n: Kisi sayis1. *p < 0.001
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RIC-3 geni rs1528133 genotiplerinin beslenme yoluyla alinan yag ve protein
dereceleri ile iligkileri Tablo IV.11°da verildi. Protein (p=0.001) ve yag (p=0.0001)
kullanimlari, rs1528133 heterozigot genotipe sahip bireylerde, homozigot yabanil tip
genotipteki bireylere gore daha yliksek bulundu (Tablo IV.11).

Tablo IV.11 RIC-3 geni rs1528133 genotiplerinin beslenme yoluyla alinan yag ve

protein kullanimina etkisi

RIC-3 geni rs1528133 genotipleri

Homozigot Yabanil Tip Heterozigot (A/C),

(A/A), n(%) n(%)
Protein kullanim 0.001*
derecesi

1 23 (20.2) -

2 39 (34.2) -

3 23 (20.2) 4 (33.3)
4 12 (10.5) 4 (33.3)
5 6 (5.3) 2 (16.7)
6 7 (6.1) 2 (16.7)
7 4(3.5) -

8 - -

9 - -

10 - -

Yag kullanim 0.0001**
derecesi

1 51(44.7) -

2 45 (39.5) -

3 15(13.2) -

4 3(2.6) -

5 - 4 (33.3)
6 - 5(41.7)
7 - 2 (16.7)
8 - 1(8.3)
9 - -
10 - -

Sonuglar say1 (%) deger olarak ifade edilmistir. n: Kisi sayist. *p < 0.01, **p <0.001
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Coklu lojistik regresyon analizi ile sismanlik ile iliskili oldugu diisiiniilen risk
faktorleri Tablo IV.12°da incelendi. Yag kiitlesi (p=0.005, OR=1.157) ve bel
(p=0.001, OR=1.148) cevre Olclimlerinin diger sismanliga neden olan tiim risk
faktorlerinden bagimsiz olarak sismanlik risk faktorii olduklar1 saptandi (Tablo
IV.12). Calismamizda RIC-3 geni rs1528133 polimorfizmi sismanliga neden olan
bagimsiz bir genetik faktor olarak tespit edilmedi (Tablo IV.12).

Tablo IV.12. Coklu lojistik regresyon analizi ile merkezi sismanlik ile iligkili risk

faktorleri
Tiumii
B SH OR p
Yag Kiitlesi (kg) -0.147 0.052 1.157  0.005*
Dislipidemi -0.523 0.421 0.593 0.213
Tip 2 Diabetes Mellitus -10.816 2139.00 0 0.996
Bel ¢evresi (cm) -0.138 0.041 1.148 0.001*
Yas (y1l) 0.014 0.036 1.015  0.684
rs1528133 Polimorfizmi 0.298 0.545 1269 0.662

*p<0.01.
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IV.2 TARTISMA

TUB ve RIC-3 genleri 11. kromozomda bulunan birbirine komsu genlerdir.
TUB geninin 22 kb distalinde kolinesteraz inhibitorlerine direng (resistant to
inhibitors of cholinesterase, RIC-3) geninin intron bdlgesi icerisinde 8106329.
pozisyonunda rs1528133 polimorfizmi yer almaktadir [4]. RIC-3 geni i¢inde yer alan
rs1528133 polimorfizmi ile ¢cok kuvvetli baglant1 dengesizligi gosteren rs2272382 ve
rs2272383 TUB gen SNP'leri tubby proteininin ¢ok yiiksek oranda korunmus olan
karboksil u¢ bolgesinde yer alir. rs1528133 ve rs2272382 polimorfizmlerinin her
ikiside kodlanmayan bdlgede yer almaktadir ve fonksiyonel olarak aktif degildirler.
rs1528133 polimorfizmi RIC-3 geninin intronik bolgesinde ve TUB geninin 3'
ucunda yer [5].

Shiri-Sverdlov ve ark. [4], sismanlik i¢in aday genlerin belirlenmesi amaciyla
yaptiklar1 ¢alismada TUB genini segmislerdir. VKI degerleri bilinen Tip 2 diyabetli
492 hastaya (Breda ¢alisma grubu) ait TUB geni yakinlarinda yer alan 13 adet tek
niikleotid polimorfizminin genotip analizini yapmuslardir [4]. Shiri-Sverdlov ve ark.
[4] kendi caligma gruplarina, Hollandali (RIVM calisma grubu) bir diger calisma
grubundaki 409 tip 2 diyabetli ve 341 tip 2 diyabeti olmayan kisiyide ekleyerek
11528133 polimorfizmine ait genotip sikliklarmni belirlemislerdir. Iki ayr1 calisma
grubunun birlestirildigi ¢alismada rs1528133 allel sikliklar1 sisman (VKI>30) grup
icin major allel (A) % 92.4, minér allel (C) igin % 7.6 ve sisman olmayan (VKI<25)
grup i¢in major allel (A) % 93.9, mindr allel (C) icin % 6.1 olarak bildirilmistir [4].
van Vliet-Ostaptchouk ve ark. [118] TUB geni rs2272382, rs2272383 ve rs1528133
tek niikleotid polimorfizmleri ile antropometrik veriler ve temel besin alimlari
arasindaki iligkiyi aragtirmiglardir. Calisma 1680 adet orta yash (57.22 + 6.06 yas)
sisman Hollandali kadin ile gercgeklestirilmistir ve sonuglar dogrusal regresyon
analizi ile degerlendirmistir [118]. rs1528133 polimorfizmine ait genotip sikliklari
homozigot yabanil tip (A/A) icin % 85.97, heterozigot tip (A/C) icin %13.40 ve
polimorfik tip (C/C) i¢in %0.61 olarak saptanmustir [118]. Snieder ve ark. [178] 2694
adet menapozlu Avrupali kadinda TUB genine ait rs2272382 ve rs2272383 SNP’leri
ile birlikte RIC-3 genine ait rs1528133 polimorfizmelerinin genotip sikliklarini
belirlemiglerdir. rs1528133 polimorfizmine ait genotip sikliklart homozigot yabanil
tip (A/A) igin %87.41, heterozigot (A/C) i¢in %11.93 ve polimorfik tip (C/C) igin
%0.65 olarak saptanmistir [178]. Bizde c¢alismamizda 85 sisman ve 41 sisman
olmayan Tiirk bireye ait RIC-3 geni rs1528133 genotip sikliklarini sisman ve sisman
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olmayan gruplarda sirasiyla, yabanil tip (A/A) genotipi icin %89.4, %92.7 ve
heterozigot (A/C) genotip i¢in %10.6, %7.3 olarak tespit ettik. Sisman ve sisman
olmayan calisma gruplarimizda homozigot polimorfik genotipte (C/C) bir bireye
rastlanmadi. Literatiirde bulunan sinirli sayidaki ¢alismada bildirilen RIC-3 geni
rs1528133 genotip sikliklar1 ile, bizim belirledigimiz genotip sikliklar1 birbiri ile
benzerlik gostermekte idi.

Shiri-Sverdlov ve ark. [4] Breda ¢alisma grubunda belirlemis olduklar1 TUB
genine ait 13 adet SNP’ten sadece rs1528133 polimorfizmini VKI (p=0.006) ile
iligkili bulmuslardir. Calismalarina sonradan ekledikleri RIVM ¢alisma grubunun
verilerilerine gore, rs1528133 polimorfizmi ile baglanti dengesizligi gdsteren
152272382 ve 152272383 polimorfizmlerini VKI seviyeleri iizerine etkili
bulmuslardir (rs2272382, p=0.016 ve 152272383, p=0.010) [4]. Iki grubun
birlesmesiyle olugan toplu gruptaki analizlerden elde ettikleri sonuglar1 da rs2272382
(p=0.005) ve 1s2272383 (p=0.002) polimorfizmlerinin VKI ile olan iliskisini
dogrulamistir [4]. van Vliet-Ostaptchouk ve ark. [118] rs1528133 genotipine ait
mindr (C) allel varhiginmn viicut agirhig (p=0.022) ve VKIi (p=0.05) degerlerini
arttirdigini  bulmusglardir. Snieder ve ark. [178] yapmis olduklart caligmada
1s2272382, 1s2272383 ve rs1528133 genotiplerinden higbirini genel ve abdominal
sismanlik iligkili gostergeler ile iligkili bulmamistir. Snieder ve ark. [178] RIC-3 geni
rs1528133 polimorfizmi ile baglanti dengesizligi gosteren TUB geni rs2272382
polimorfizminin abdominal sismanlik ile anlamli iliski gosterdigini tespit etmislerdir
(p=0.036). Menopozlu kadinlardan olusan c¢alisma grubundaki 12272382
polimorfizmi homozigot minér allel (C/C) tasiyicilarinin, major allel (A/A ve A/C)
tastyicilarina kiyasla daha yiiksek oranda genel (p=0.022) ve abdominal sisman
(p=0.009) olduklar1 bildirilmistir [178]. CC genotipindeki kisiler A/A+ A/C
genotipndeki kisilerle karsilastirildiginda, VKI (p=0.036), bel cevresi (p=0.013) ve
yag Kkiitlesi ylizdesinin (p=0.027) farklilik gosterdigi rapor edilmistir [178].
Calismamizda rs1528133 genotiplerini sismanlik ve sismanlik iliskili gostergeler ile
iligkili bulmazken, abdominal sismanlik ile iligskili bulduk. Yaptigimiz ¢aligmada
RIC-3 geni rs1528133 varyasyonu homozigot yabanil tipteki genotiplerin siklig
abdominal sisman bireylerde, heterozigot genotiplere kiyasla daha yiiksek saptanmis
olmasi, rs1528133 polimorfizminin abdominal sigsmanlik ile iligkili oldugunu

distindiirmektedir.
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van Vliet-Ostaptchouk ve ark. [118] 1s2272382 polimorfizmine ait
heterozigot (A/G) ve homozigot yabanil tip (A/A) genotiplerin korbohidratlardan
alman enerji alimm artirdigin1 saptamiglardir (A/G, p=0.04; A/A, p=0.003). van
Vliet-Ostaptchouk ve ark. [118] RIC-3 geni rs1528133 ve TUB geni rs2272382
polimorfizmlerinin yiiksek glisemik yiikden zengin beslenme ile iligkili bulmuslardir.
RIC-3 geni rs1528133 polimorfizmi mindr allel C tasiyicilart ile bu alleli
tagimayanlar karsilastirildiginda yiiksek glisemik yiik 1.85 kat fazla bildirilmistir
(p=0.035) [118]. Calismamizda RIC-3 geni rs1528133 polimorfizmine ait homozigot
yabanil tip (A/A) ve heterozigot (A/C) genotiplerine sahip kisilerin glisemik
yluklerinin dagilimlarini belirledik. RIC-3 geni rs1528133 heterozigot genotipe sahip
olan bireylerde glisemik yiik, homozigot yabanil tip rs1528133 genotipe sahip olan
bireylere gore daha yliksek saptandi (p=0.0001). RIC-3 geni rs1528133 polimorfizmi
C alleli tastyan bireyler karbohidratli besinleri daha c¢ok tiiketmektedirler. Ayrica
yapmis oldugumuz arastirmada calisma gruplarindaki bireylere ait protein ve yag
kullanim oranlarin tespit ettik. RIC-3 geni rs1528133 heterozigot tip genotipi tastyan
bireylerin, homozigot yabanil tip rs1528133 genotipini tagiyan bireylere gore daha
¢ok yag (p=0.0001) ve proteinden (p=0.001) zengin besinlerle beslendikleri tespit
edildi.

Mevcut ¢aligma iilkemizde RIC-3 geni rs1528133 genotip sikliklarini rapor
eden ilk calisma olma niteligini tagimaktadir. Literatiir taramalarimizda rs1528133
genotiplerinin farmakogenomik etkilerini arastirmis olan bir bagka c¢alismaya
rastlanmamistir. Biz ¢alismamizda rs1528133 genotiplerinin sismanlik ve sismanlik
iligkili hastaliklarin tedavisinde kullanilan gesitli ilaglar ile etkilesimlerini arastirdik.
Caligmamizin sonuglarina gore, antihipertansif ila¢ kullanimindan fayda gorenlerin
blyiikk cogunlugunun yabanil tipte rs1528133 genotipe sahip oldugu, oysaki
heterozigot rs1528133 genotipindeki kisilerin daha diisiik sikhikta (%16.7)
antihipertansif ila¢ kullandig1r (p=0.045) saptandi. Bu nedenlede ¢alismamizdan elde
edilen bulgular, rs1528133 genotipini heterozigot olarak tasiyanlarda anjiyotensin
doniistiiriicii enzim inhibitorii, beta bloker ve asetil salisilik asitten baska alternatif

antihipertansif ilaglarin etkilerinin aragtirilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.
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BOLUM V

SON DEGERLENDIRMELER VE ONERILER

Bu tez ¢aligmasinda, iilkemizde RIC-3 geni rs1528133 genotip sikliklarinin
belirlenmesine ve rs1528133 genotiplerinin sismanlik, tip 2 diyabet, hipertansiyon ile
iliskili  gostergeler ve temel demografik karakterler ile etkilesimlerinin
arastirtlmasina; yag kiitlesi, dislipidemi, tip 2 diyabet, bel ¢evresi, yas ve RIC-3 geni
rs1528133 genotiplerinin ¢oklu lojistik regresyon analizi ile sismanlik i¢in ne
derecede ve ne yonde risk faktorii olduklarinin aragtirilmasina ve toplumumuza 6zgi
nutrigenomik ve farmakogenomik verilerin belirlenmesine yonelik ¢aligsmalar
yapilmistir.

Sonuglarini rapor ettigimiz bu arastirma, iilkemizde RIC-3 geni rs1528133
genotiplerinin  sikliklarinin - ve biyokimyasal, klinik, farmakolojik, beslenme
aligkanliklart ile iliskilerin belirlendigi ilk ve tek g¢alisma olma ozelligindedir.
Sismanliga neden oldugu diisiiniilen RIC-3 geni rs1528133 polimorfizm sikliklarinin
tespit edilmesi ile RIC-3 geni rs1528133 polimorfizminin iilkemizde sigsmanlik i¢in
bagimsiz bir risk faktorii olup olmadigida ayrica arastirilmistir. RIC-3  geni
rs1528133 polimorfizminin ¢aligmamizda sigsmanlik i¢in bagimsiz bir risk faktorii
olarak bulunmamasinin nedeni 6rnek sayisinin istatistiksel anlamliligia ulasacak
diizeyde fazla olmayis1 olabilir. Ayrica c¢alismamiza dahil ettigimiz kisilerin
hi¢birinde polimorfik genotip c¢ikmadigi icin heterozigotlar ile yabanil tipteki
genotiplere dayanilarak rs1528133 polimorfizminin sismanlik risk faktorii olup
olmadig1 bilgisine istatistiksel olarak ulagsmak zordur. Literatiirde ¢ok fazla sayida
kisi ile yapilmis ¢aligmalarda polimorfik genotip sikligi cok diisiik olarak
bildirilmektedir. Istatistiksel giivenirligi daha yiiksek sonuglara ulagabilmek amaciyla
calismamiza hasta ve kontrol grubundaki kisi sayilar arttirilarak devam edilecektir.

Calismamizda RIC-3 geni rs1528133 genotiplerinin, metabolik sendrom ve

iligkili hastaliklar lizerine etkileri tespit edildi. RIC-3 geni rs1528133 varyasyonu
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homozigot yabanil tipteki genotiplerin sikligi abdominal sisman bireylerde,
heterozigot genotiplere kiyasla daha yiliksek olarak saptanmistir. Bu farklilik
rs1528133  genotiplerinin  abdominal sismanlik {izerine etkili oldugunu
diistindiirmektedir. Aragtirmamiza dahil ettigimiz kisilerde, RIC-3 geni rs1528133
genotipleri metabolik sendrom ve iligkili hastaliklarla iliskili bulunmamis, abdominal
sismanlik ile ise baglantili olarak belirlenmistir. Ayrica ¢oklu lojistik regresyon
analizi ile sismanlik risk faktorleri birarada ele alinarak adi gegen her bir faktoriin
sismanlik icin risk faktorii olup olmadigi arastirilmistir. Yag kiitlesi ve bel ¢evre
Olctimleri sismanlik i¢in bagimsiz risk farktorii olarak belirlenirken, sismanlik ile
iliskili hastaliklardan T2DM ve dislipidemi sismanlik i¢in bagimsiz bir farktorii
olarak bulunmadi.

Calismamiz RIC-3 geni rs1528133 genotiplerinin farmakogenomik etkilerini
arastiran ilk c¢alisma olma niteligindedir. Farmakogenomik sonuglara gore,
antihipertansif ila¢ kullanimindan fayda goérenlerin biiyiik ¢ogunlugunun yabanil
tipte rs1528133 genotipe sahip oldugu, heterozigot rs1528133 genotipindeki kisilerin
ise daha diisiik siklikta (%16.7) antihipertansif ilag kullandig1 (p=0.045) saptandi.
Elde edilen bu bilglilere gore rs1528133 genotipini heterozigot olarak tasiyan
bireylerin kullandiklar1 antihipertansif ilaglardan baska alternatif antihipertansif ilag¢
etkilerinin arastirilmasi gerekmektedir. RIC-3 geni heterozigot rs1528133 genotipini
tastyan bireylerin kullandiklar1 antihipertansif ilaglar yerine alternatif antihipertansif
ilaglarin belirlenmesi sayesinde RIC-3 geni rs1528133 heterozigot genotipini tagiyan
bireylerde hipertansiyon tedavisi daha basarili olabilecektir.

Calismamiz RIC-3 geni rs1528133 genotiplerinin nutrigenomik etkilerini
arastiran ilk caligmalar arasindadir. Calismamizin nutrigenomik verilerine gore,
rs1528133 heterozigot genotipi tagtyan bireylerin glisemik yiikleri homozigot yabanil
tip genotipi tasiyan bireylere gore daha fazla saptanmistir (p=0.0001). Tiirklerde
RIC-3 geni rs1528133 heterozigot genotipteki bireylerin glisemik yiik miktar1 fazla
olan besinlerle beslendiklerini belirledik. Calisma gruplarimizdaki bireylere ait
protein ve yag kullanim oranlar1 da tespit edildi. RIC-3 geni rs1528133 heterozigot
genotipini tasiyan bireyler, rs1528133 homozigot yabanil genotipini tasiyan bireylere
gore daha ¢ok yag (p=0.0001) ve protein (p=0.001) icerigi yiiksek besinlerle
beslendikleri belirlendi.
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EKLER
EK I1I-1 TEMEL BESIN TABLOSU

YAG KARBOHIDRAT PROTEIN

DENIZ URUNLERI

Hamsi
Liifer

Sazan
Uskumru
Kefal

Tekir Balig1
Karides
Palamut
Sardalya
Levrek

Alabalik

+ + + + + + 4+ + + + o+ 4+
+ + + + + + + + + + + 4+

Tonbalig1

+

Mezgit

SEBZELER

Enginar
Patlican
Fasulye, yesil
Brokoli B

Briiksel lahanasi

1
+ + + + + o+

Lahana

Sukabag1

1
+

Havug
Karnibahar
Kirmizibiber
Misir B +

Salatalik - -

+ + + + + + + + + 4+ o+

1
+
+ +

Sarimsak
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Yesil Lahana
Zeytin, siyah
Zeytin, yesil
Bezelye, yesil
Biber

Sogan

Patates
Ispanak
Domates

Mantar

MEYVELER

+ + + + + + + + + o+

Elma
Kayisi
Muz
Yaban Mersini
Kiraz
Hurma
Incir
Greyfurt
Tath Kavun
Kivi
Limon
Ayva
Mandalina
Portakal
Seftali
Armut
Ananas
Erik

Nar

Cilek
Karpuz
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+ + + + + + + + 4+ 4+ 4+ 4+ + + + + + + + o+ o+

+ + + + + + + + 4+ 4+ 4+ 4+ A+ o+ o+ o

+



SUT VE SUT
URUNLERI

Tereyagl, tuzsuz

Lor Peyniri

Krema

Krem Peynir

Beyaz Peynir

Tuzsuz Beyaz Peynir
Yumurta, pismig
Dondurma, Cikolatali
Dondurma, Vanilyali
Inek Siitii

Yogurt

YAGLAR

+ + + + 4+ 4+ + + + o+

+

+ + + + + + + + + o+

+ + + + + + + o+ + 4+ o+

Misir Yagi
Zeytin Yagi
Aycigek Yagi
Findik yagi

Ic Yag
Margarin
Tereyagi, tuzsuz
Tavuk Yagi
Hindistancevizi Yag1
Yerfistig1 Yagi
Hurma Yagi
Susam Yagi
Ceviz yag1
Pamuk yag1

+ + + + 4+ 4+ + + + + + + o+ o+
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KURUYEMISLER

Keten Tohumu
Badem
Ceviz

Kasu Cevizi (Kaju
Fisti81)

Kestane
Hindistancevizi
Findik

Susam Cekirdegi
Yerfistig
Aycekirdegi
Kabak Cekirdegi
Camfistig1

Fistik

Patlamig Misir
Patates Cipsi

KURU BAKLIYAT

+ + + +

+ + + + 4+ 4+ + + + 4+ o+

+ o+ +

+

+ o+ +

+ + + o+

+ + + + + + + + + + o+

Mercimek
Bezelye
Bakla
Nohut
Fasulye
Makarna

Piring

Ekmek, beyaz bugday
Ekmek, kepek bugday

+ + 4+ + 4+ + 4+ o+ o+
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+ + + + + + 4+ o+ o+

+ + 4+ + + + 4+ o+ o+



ET VE ET URUNLERI

Sosis

Salam
Jambon
Pastirma
Sucuk

Koyun eti
Dana kiyma
Dana biiftek
Tavuk, derisiz
Hindi, pismis
Karaciger,koyun

sakatat

TATLANDIRICILAR

+ + 4+ + 4+ + 4+ + + + + o+

+ + 4+ + + + + + + 4+ o+ o+

Ketcap
Mayonez
Tursu

Salata sosu

ALKOLLU ICECEKLER

Bira

Cin

Cin Tonik
Martini
Sarap, beyaz
Sarap, kirmizi
Tekila

Viski

Votka
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