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PEDIATRIK OBEZITEDE MELANOKORTIN -4 RESEPTOR GENI,
PLAZMINOJEN AKTIVATOR INHIBITOR —1 GENI (-675 4G/5G), TUMOR
NEKROZISFAKTOR -ALPHA (-308 G/A), YAG ASITI BAGLAMA
PROTEINI -87T/C ve INTERLOKIN -6 (-174 G/C) GEN DEGISIMLERININ
ONEMI ve siRNA YAKLASIM ile FONKSIYON TAYINI
OZET

Obezite ya da hak arasinda bilinen adiyla sismanlik, vicutta fazla miktarda yag birikmesi sonucu
ortaya gikan kronik degisikliklerle karakterize kompleks, multifaktdriyal bir hastaliktir. Obezite, besinlerle
alinan enerji miktarinin, metabolizma ve fiziksel aktivite ile tiketilen enerji miktarini sagligi bozacak
Olcude astigi durumda ortaya cikar ve mutlaka tedavi edilmesi gereken bir hastaliktir (WHO 2000).

Obezitenin 6zellikle diabetes mellitus, koroner kalp hastaligi, hipertansiyon gelisimi ve bazi
kanserlerin insidansinda artisa yol actigi kabul edilmektedir. Bunun disinda kalp ve damar sistemi, solunum
sistemi, hormonal sistem, sindirim sistemi gibi sistemleri etkileyen ve bircok 6nemli rahatsizliga zemin
hazirlayan bir hastaliktir. Dolayisiyla obezite, mortalite ve morbitideyi artiran, insan yasamini kisatan ve

yasam kalitesini olumsuz ydnde etkileyen bir hastalik olarak tanimlanabilir.

Y apilan arastirmalara gére, obezite 6zellikle son 20 yilda, biitiin diinyada siiratle artmakta ve bir salgin
hastalik gibi yayilmaktadir. Diinyada 315 milyon insanin viicut kitle indeksinin (BM1) 30 kg/m? oldugu, 750
milyon insanin ise BMI’inin 25-30 kg/m? araliginda oldugu dolayisiyla 1.1. milyar insanin asiri kilolu veya
obez oldugu rapor edilmektedir (Caterson-Gill, 2002). Bu salgindan tlkemiz de etkilenmektedir. Kadin
nufusumuzun yaklasik tgcte biri, erkek nifusumuzun dayaklasik beste biri obezdir (Satman I, 2001).

Ortaya ¢ikan hizla artan obezite tablosunda son yillarda degisen fiziksel aktivite diizeyleri ve sedental
yasam tarzi mutlak etkili olmakla beraber kalitsal etkenlerin 6nemi yadsinamaz. Ozellikle ikiz ve adoptin
calismaarinda BMI ile genetik etkilesimler 60%-84% 'lere kadar cikmaktadir. (Maes, Neale et a.
1997).

TUm bu hayati 6zelliklerinden dolayi ve multifaktoriyal bir hastalik olarak genetik etkinin yadsinamaz
Olcide onemli olmasindan 6tirti pediatrik obezitede gen degisimleri bu doktora tez calismasi kapsaminda
arastirilmistir. Bu c¢alismanin baslangic noktasini teskil eden gen frekandarinin kontrol ve klinik olarak
pediatrik obez tanisi ile izlenen grupta degerlendirilmesi, karsilastirilmasi asamasinda €l de edilen PAI-1 geni
verileri yayimlanmistir (Berberoglu, Evliyaoglu et a. 2006) (EK1). Daha sonra pediatrik obezitede etkili
olabilecek diger hedef genler ile pediatrik obezitede genetik etkenler arastirilmistir.

Bu calismaile, arastirmaya dahil edilen IL-6 -174 G/C ve FABP4 T/C gen degisimlerinin pediatrik yas
grubu obezitesinde koruyucu yonde etkili olabilecegi, TNF-a -308 G/A degisiminin istatistiksel

olarak kontrol-obez gruplari arasinda anlamli bir fark olusturmadigi ve PAI-1 -675 4G/5G polimorfizminin



2.8 kat pediatrik obezitede anlamli oldugu gdsterilmistir TUm eksonu taranan Melanokortin 4 reseptor
geninde toplam 18 obez bireyde biri literatlirde daha 6nce tanimlanmamis 2 farkli gen degisimi tespit
edilmistir. Bu calisma ile pediatrik obezitede etkili gen degisimleri 6n veriler ile degerlendirilmistir.
Melanokortin 4 reseptdr geni ve Plazminojen aktivatdr inhibitdr-1 geni Uzerinde calismalarin devam
etmesinin 6nemli oldugu dustinilmektedir.

Anahtar kelimeler: Plazminojen Aktivator Inhibitor-1 (PAI-1), Melanokortin 4 Reseptor
(MC4R), Tumor Nekrozis faktor —alfa (TNF-a), Interlokin-6 (IL-6), ), Obezite, Diabetes
mellitus

Danisman: Prof. Dr. Ngjat AKAR



MELANOCORTIN 4 RECEPTOR GENE, PLASMINOGEN ACTIVATOR INHIBITOR -1 GENE
(-675 4G/5G), TUMOR NECROSISFACTOR -ALPHA

(-308 G/A) , INTERLEUKIN -6 (-174 G/C) and FATTY ACID BINDING PROTEIN -
87T/C GENE INTERACTIONSIN PEDIATRIC OBESITY

ABSTRACT

Obesity is acomplex, multi-factorial chronic disease, frequently associated with cardiovascular risks,
hypertriglyceridaemia, low HDL-cholesterol, high blood pressure and the insulin resistance that appears to
be central to the pathogenesis of type Il diabetes. Obesity occures when the energy in take from foods is
over than energy used and balance is break-down (WHO 2000).

Obesity Over the last several decades, cases of obesity and Type Il diabetes have reached epidemic
proportions and threaten to over burden the world' s health care systems. The incidance of obesity seems over
315 million in the world. This effective increase of obesity is also affect Turkey. In our country; 1/3 of

women and 1/5 of men are obese (satman i 2001).

There is considerable evidence to suggest that, like height, weight is a heritable trait. Traditionally the
most favoured model for seperation of the genetic component of variance is based on studies of twins , as
monozygotic co- twins share 100% of their genes and dizygotes 50% on average. Overall, data from twin and
adoption studies are consistent with a genetic contribution for body mass index of between 60-84%. It is clear
that different individuals have a certain genetic propensity to store excessive caoric intake as fat(Maes,
Neaeet a. 1997).

However the role of PAI-1 in adipogenesisis still unknown, circulating PAI-1 levels are elevated at
an early stage of impaired glucose tolerance and continue to be elevated as diabetes and metabolic syndrome
develop humans. In our study we investigated PAI-1 promoter -675 4G/5G polymorphism in pediatric
obese group as arisk factor with 2.8 fold (Berberoglu, Evliyaoglu et a. 2006). And we demonstrated that the
4G/4G genotype increase the PAI-1 promoter activity, PAI 1 increases the differentiation of preadipocytes
to adipocytes.



In this present studie, 1L-6-174 G/C and FABP4 T/C polymorphisms were investigated as protector
gene alternations and TNF-a -308 G/A polymorphism was not significant in our obese group. Tha last gene
we focus on was melanocortin 4 receptor gene that in 18 obese patients, 2 different mutations were found.
One of these mutations was a new mutation. So that we conclude, Melanocortin 4 receptor gene and
plasminogen activator inhibitor-1 genes modulate the obesity and thought to continue focus on these genes
with additional studies.

Key Words. Plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), Melanocortin 4 Reseptor gene
(MC4R), Tumor Necrosis faktor —alpha (TNF-a), Interleukin-6 (IL-6), Obesity, Diabetes
mellitus
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1. GIRIS

Obezite ya da halk arasinda bilinen adiyla sismanlik, vicutta fazla miktarda yag
birikmesi sonucu ortaya gikan kronik degisikliklerle karakterize kompleks, multifaktoriyal
bir hastaliktir. Obezite, besinlerle alinan enerji miktarinin, metabolizma ve fiziksel
aktivite ile tUketilen enerji miktarini sagligi bozacak dlclide astigi durumda ortaya cikar
ve mutlaka tedavi edilmesi gereken bir hastaliktir (\WHO 2000).

Hem gelismis, hem de gelismekte olan Ulkelerde obezite orani  artmakta olup,
eriskinleri oldugu kadar cocuklari da giderek daha fazla etkilemekte ve pandemi halini
almaktadir. Obezite hem bagimsiz olarak hem de diger hastaliklarla birlikte ¢cok sayida
saglik sorununa neden olur, ya da var olan saglik sorunlarini agirlastirir. Ozellikle
diabetes mellitus, koroner kalp hastaligi, hipertansiyon gelismi ve bazi kanserlerin
insidensinde artisa yol actigi kabul edilmektedir. Bunun disinda kalp ve damar sistemi,
solunum sistemi, hormona sistem, sindirim sistemi gibi sistemleri etkileyen ve bircok
Onemli rahatsizliga zemin hazirlayan bir hastaliktir.Dolayisiyla obezite, insan yasamini
kisaltan ve yasam kalitesini olumsuz yonde etkileyen bir hastalik olarak tanimlanabilir.

Y apilan arastirmalara gore, obezite Ozellikle son 20 yilda, bitin dinyada siratle
artmakta ve bir salgin hastalik gibi yayilmaktadir. Dinyada 315 milyon insanin viicut kitle
indeksinin  (BMI1) 30 kg/m? oldugu, 750 milyon insanin ise BMI'inin  25-30 kg/m?
araliginda oldugu dolayisiyla 1.1. milyar insanin asiri kilolu veya obez oldugu rapor
edilmektedir (Caterson and Gill 2002). Bu salgindan tlkemiz de etkilenmektedir. Kadin
nifusumuzun yaklasik Ucte biri, erkek niufusumuzun da yaklasik beste biri obezdir
(satman i 2001).

Gelismis Avrupa Ulkelerinde, son 10-50 yil icerisinde poptilasyonun Ucte birinin obez
oldugu ve obezitenin daha cok ortavealt gelir gruplarinda goruldigu bildirilmektedir.
Gelismekte olan Ulkelerde ise orta ve Ust gelir dizeylerindeki kisilerde obezite orani daha
fazladir. Ortaya cikan hizla artan obezite tablosunda son yillarda degisen fiziksel aktivite
dizeyleri ve sedental yasam tarzi mutlak etkili olmakla beraber kalitsal etkenlerin maj6r
etken oldugu yadsinamaz. Ozellikle ikiz ve adoptin calisnalarinda BMI ile genetik



etkilesmler 60%-84% 'lere kadar cikmaktadir. Morbitide ve mortalite nedeni olan
obezite, hayat boyu stiren tehlikeli bir epidemi olusturur (Maes, Neale et a. 1997).

Obezite ayni zamanda mali yuki artiran bir hastaliktir. Bunun yanisira toplumun
sismanliga karsi gosterdigi reaksiyon nedeniyle kisilerde anksiyete, depresyon, sucluluk
duygusu ve somatik yakinmalar gelisebilir. Ayrica, is bulma gugltigl, okul ve is
cevrelerince reddedilme gibi sosyal sorunlara neden olur . Yasam kalitesini dogrudan
etkileyen obezite bahsedildigi gibi cevresel faktorler ile degiskenlik gostermesinin yanisira
poligenik bir hastaliktir. Mendeliyal kalitim drnegi gosteren obezite nedeni gen degisimleri
olmasinin yanisira mendeliyal olmayan kalitim ornekleri de obezitede gortlmektedir
(Comuzzie 2002). Tum bu hayati 6zelliklerinden dolayi ve multifaktoriyal bir hastalik
olarak genetik etkinin yadsinamaz 6lgiide Onemli olmasindan Oturti pediatrik obezitede

gen degisimleri bu doktoratez calismas kapsaminda arastirilmistir.

Bu doktoratez calismasinin baslangic¢ noktasini teskil eden gen frekanslarinin kontrol
ve klinik olarak pediatrik obez tanisi ile izlenen grupta degerlendirilmesi, karsilastirilmas
asamasinda elde edilen PAI-1 geni verileri yayimlanmistir (Berberoglu, Evliyaoglu et al.
2006) (EK1). Ayni zamanda Turkiye'deki bilimsel calismalar agisindan Turkiye' de yine
ilk olma 6zelligi tasiyan materyal ve yontemler kullanilmistir. Sonuc¢ olarak bu tez
calismasi ile ele alinan hedef, slipheli gen bolgeleri belirli gen degisimleri icin taranarak
veya yeni gen degisimleri agisindan farkli yontemler ile tim ekson, intron veya promoter
bolgelerin degerlendirilmes ile pediatrik obezitede etken genler ve gen degisimleri

degerlendirilmeye calisiimistir.



1.1.Gend Bilgiler

1.1.1. Obeziteye Genel Yaklasim:

Dunya saglik orgiti (WHO) tarafindan “OBEZITE; sagligi bozacak olclide yag
dokularinda anormal veya asiri miktarda yag birikmesidir.” seklinde tanimlanmaktadir.
Yani obezite vicut yag oraninin artmasiyla endokrin ve metabolik degisikliklerin
olusumuyla karakterize kompleks, multifaktoriyal bir hastaliktir (\ WHO 2000).

Y as grubuna gére ve cinsiyete gore obezite farkli sekillerde tanimlanir. 18 yasindaki
erkeklerde normal olarak ; vucut agirliginin - %15-18 kizlarda ise: vicut agirliginin
%20-25"ni yag doku olusturur. Eriskin grubta erkeklerde %25’ in Uzerinde yag doku orani
kizlarda ise %30-35'in Uzerinde yag doku bulunmas durumu obezite olarak
tanimlanmaktadir. Vicut kitle indeksi (BMI) ise obezite taniminda kullanilan diger bir
hesaplama bigimidir. Vlicut toplam yag orani ileiliskilidir ve bel gevresi bolgesel dagilimi
hakkinda bilgi verir (Karasalihoglu 2005).

Obezite BMI
Asiri kilolu 25-30 kg/m2
Obez >30 kg/m2

Tablo 1.1.0bezitede BM|I

Obezite Bel Cevres
Kadin >80 cm.
Erkek >95 cm.

Tablo 1.2.0bezitede Bel Cevresi

Cocuklarda ise BMI degerlendiriimesi yas ve cinsiyete gore 6zel olarak hazirlanan
tablolar ile yapilir. Bu tablolar 2-20 yas arasindaki cocuklar ve gencler icin gegerlidir.
Tablolardaki egriler, 6zel persentilleri gostermektedir (Stiizek 2005).
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Sekil 1. 1. 2-20 Yas Grubu Cocuk ve Genclerde BMI-Persentil egrileri, Atasoy 2005

Bu persentil egrileri kullanilarak ¢ocuklarin kilolarini yaslarina gore degerlendirmek
mumkUndir. Hesaplanan BMI’ya gore cocuklar zayif, normal ve fazla kilolu olarak

siniflandirilir.

Yasa gore BMI (Persentil)

Zayif <5
Normal 5-85
Fazla Kilolu (Obez) > 85

Tablol.3.Cocuklarda persentil siniflandirmasi



1.1.2. Obezite Etyolojisi:

Obezitede etyoloji tam olarak acikliga kavusturalamamis olmakla beraber genetik ve
cevresel etkenlerin birlikteliginin blyUk rol oynadigi bilinmektedir (Ozata 2003).

Eriskinlerde obezite gelissminderisk faktorleri badlica soyle 0zetlenebilir;

Fiziksel aktivitede azalma

Bozuk beslenme aliskanligi

Yas

Cinsiyet ( kadinlarda obezite sikligi daha fazaladir)
Alkol kullanimi

Gestasyonel diabetli anneden dogma

Anne veya babanin veya herikisinin obez olmasi

Psikolojik problemler olarak belirtilebilir.

Cocukluk cagi obezitesindeise badlicarisk faktorleri;

Anne ve babada obezite olmasi

Ailesel aktivite azligi

Yemek yeme davranisinin televizyona bagimli hale getirilmes olarak
belirtilebilir (Ozata 2003).

Fiziksel aktiviteyi kisitlayan yasam tarzi ve ailleden gelen kalitsal riskler cocukluk
cagi obezitesinde temelini teskil etmektedir. Obezitenin giderek epidemi halini amasinin
en 6nemli sebepleri kolay yasam sekli, sedental yasam ve beraberinde fazla kalori alimi ve
addlesans doneminde de fast-food turt yeme aliskanligi kazanilmasidir (. 1998).

Insan yasaminda kilo alimina egiliminin arttigi veya kilo almanin géruldigt dénemler
ise sunlardir;

gebelikte prenatal donem



5-7 yadar

addlesan donem

menopoz

erken eriskinlik doénemi (25-35 yadar)

kilo verme doneminin ardindan gelen donemler.

TUm bu faktorler ve yasam tarzi ile genetik faktorlerin birlikteligi cocukluk cagi
ve eriskin obezitesini olusturmaktadir. Obezitenin kalitsal boyutu vyillardir
bilinmektedir. Kalitimdan bagimsiz olarak enerji aliminin artmas ve hareket azligi

obezite gelisimini artirir. Kalitimin 35% rol oynadigi ve modifiye edici genlerin de

15% rol adigi dusinullr ise geri kalan %50 oranda da cevresel faktorler ve yasam
dtilinin etkili oldugu ortaya ¢ikmaktadir (Colman 1998).

Genetik kokenli obezite en sk insilin rezistans bazli olarak karsimiza
cikmaktadir. Bircok hayati énemde defekti birlikteliginde getiren insilin rezistans
obezite disinda hipertansiyon, damar duvar hasarlanmalari gibi kardiyo vaskiler risk
getiren faktorleride indikler (Parsons, Power et al. 1999).

Sekil 1.2. Insilin Rezistans ve M etabolik Sendrom



1.1.3.0bezite ve Genetik:

Cocukluk cagi obezites kalitsal etmenlerin yanisira 6zellikle anne siitt ile beslenme
ile onlenebilmektedir. Mama ile beslenen yenidoganlarda obezite riskinin arttigi
bilinmektedir. Cocuklukta baslayip her yil ayni miktarda kilo almayla karakterize ve 30'lu
yaslarda 140 kg a kadar ulasan obezite tipine progressif hiperfaik obezite ismi
verilmektedir. Bu tip obezite mendeliyal kalitima uyan ailesel obezite 6rneklemesinde sik
rastlanmaktadir (Ozata 2003).

Obezite, elbetteki her yasta ortaya cikabilir ve dogum kilosu obeziteyi tahminde
guvenilir degildir. Bu asamada ailesel obezite dykisl 6nem kazanir. Diabetik anneden
doganlarda obezite riski ve abdomina yaglanma fazladir. Infantlarda, bas cevresi kilguk
olanlarda obezite riskinin fazla oldugunu bazi calismalar rapor edilmistir. Anne ve babas
asiri kilolu cocuklarin %80’ inde, anne ve babasinin birisinde asiri kiloluluk olan ¢cocuklarin
%40’ inda, anne ve babasi normal kilolu olanlarin ise %10’ unda eriskin donemde obezite
gorulmektedir. 3-10 yas arasinda asiri kilolu olan ¢ocuklarin %50’ sinde eriskin dénemde
asiri kilolu olma riski bulunmaktadir. Addlesans donemde asiri kilolu olan bireylerin ise
%70- %80’ inde ileri donemlerde obezite tablosu ortaya cikma riski bulunmaktadir (Barsh,
Farooqi et al. 2000).

Dolayisiyla daha once belirtildigi gibi multifaktoriyal bir hastalik olan obezitede
epidemiyolojik calismalar vicit agirligindaki %30-70 oranindaki varyasyonlarin genetik
faktorlere bagli olarak degistigini gostermektedir. Bugine kadar yapilan galismalarda
monojenik (tek gen degisimine bagli) sendromlar disinda mutlaka obezite ile sonuglanan
tek bir genetik defekt veya mutasyon tanimlanamamistir. Diger bir deyimle toplumda
sikligi giderek artan obezite polijenik kalitim gostermektedir. Genel anlamda obezitede
genetik katkinin %25-50 oraninda oldugu rapor edilmektedir (Ozata 2003).

Insan obezitesine neden olan genler henliz tam anlamiyla tanimlanmamistir.
Genom taramalari ile calismalar devam etmektedir. Bu taramalarda Quantative Trait Locus
adi verilen obezitede aday kromozom gen yerlesim bdlgeleri saptanmistir. Bugiine kadar

5 farkli grup obezite icin insan genom taramasi calismas yapmistir. Fransiz



ve Alman gruplarin calismaarinin sonucunda vardiklari ortak nokta 10. kromozomun
sentromere  yakin  belirli  bolgeleri  olmustur. Ayrica Amerikada slrddrilen
caismalarda 2,3,5,10 ve 20. kromozomlarda QTL’lar tespit edilmistir. Gunimiizde
yaklask 200 kadar Uzerinde calisilan obezite icin aday gen bulunmaktadir (Cummings
and Schwartz 2003).

Obezitede Aday Genlerin bir bolumu;

Beta3-AR

Apolipoprotein D

LDL reseptor

Instlin geni

UCP1

AcylCarrier Protein-1

Ob geni

ADD-1/SREBP-1c

JINK gen mutasyonlari

Histamin 3 reseptdr gen mutasyonlari
ApoB

Lipoprotein lipaz

TNF

Plazminojen Aktivator Inhibitor -1
Interlokin- 6

AP2 (FABP)

IRS-1

HOB-1 geni olarak siralanabilir (Ozata 2003).

Bilinen Mendel gecidi 24 hastaligin bir komponenti obezitedir. Bunlarin 9'u
otozomal dominant, 10' u otozomal resesif ve 5 i X e bagli kalitim gosterir (Proenza,
Poissonnet et al. 2000).



Obeziteye neden olan tekgen degisimleri ise;

Leptin geni

Prohormon konvertaz -1

Peroksizom proliferator aktivator reseptér gamma -2
Melanokortin -3 reseptor geni

L eptin reseptor

Pro-opiomel anokortin geni

Melanokortin- 4 resepttr geni

SIM-1 mutasyonu olarak siralanabilir(Clement 2005).

Yukarida belirtilen tek gen degisimlerinin hepsinin leptin-melanokortin  sinyal
yolunda bulunmasi cok ilginctir. Bu nedenle obezite calismalari |eptin-melanokortin
sinyal iletim yolaklari Gzerinde yogunlasmistir. Vicut agirliginin devaminda bu yolagin
primer rol oynadigi bugin kesin olarak ortaya konmustur (Odabasi, Ozata et a. 2000;
Uckaya, Ozata et al. 2000).

1.1.4. Obezite Tipleri:

1.1.4.1. Yag Dagilimina Gor e Obezite:

1.1.4.1.1. Santral veya visseral Obezite:

Bu tip obezite abdominal, erkek tipi (android), kayis veya kemer Ustl ve elma tipi
obezite olarak tanimlanir. Santral obezite bir birime dusen yag hicress miktari daha
fazladir. Bu yag dokusunda kan akimi, glukokortikoid ve androjen reseptorleri fazladir.
Metabolik hastaliklar bu obezitede sik gorultr. Insilin rezistansi ve tip |l diabetes
mellitus, hipertansiyon, dislipidemi birlikteligi yani metabolik sendrom tablosu ortaya
cikar. Non- alkolik yagli karaciger hastaligi ve koroner arter ve serebral arter hastaligi
(inme) yine bu tip obezitede sik gorilmektedir.



1.1.4.1.2. Subkutandz Obezite:

Kadin tipi, glutefemoral kemer tipi obezite yine erkek kemer tipi obezites
Ozelliklerine sahiptir ve en iyi bel cevres ile degerlendirilir (Norman, Thompson et al.
1997).

Diger bir obezite tiplendirmesi ise su sekilde yapilabilir:

1.1.4.2.1. Hipersalluler Obezite:

Cocukluk caginda gorilen obezite tipi olarak tanimlanabilir. Adiposit sayisinin
artisiyla karakterizedir.

1.1.4.2.2. Hiperplastik Obezite:

Eriskin tip obezitedir. Adiposit hacminin artmas ile karakterizedir. Hicre sayis
degismez ancak bazi morbid obezlerde hipersellller obezite goérulebilir. Vissera veya
abdominal yaglilik en iyi CT veya MRI ile yapilir ayrica bel/kalca orani Olcllerek de
degerlendirilebilir (Lean, Han et al. 1995).

Cocuklarda ve genclerde obezite daha 6nce belirtilen persentillere gore hazirlanmis
tablolardan hesaplanir. Cole ve arkadaslari tarafindan 2000 yilinda tanimlanan bu tablo en
iyl 0-18 yas obezites degerlendirme methotudur. Cocuklarda Bel/Kalca orani 6lgmenin
Klinik bir faydas yoktur. Agirligin 95 persentilin ve lizerinde olmasi boya goére beklenen
agirligin %120' yi gegmes anlamina gelmektedir. Asagida tabloda belirtilen BMI" ler
obezite sinirinda 95 ve lzeri persentile tekabtil etmektedir (Cole, Bellizzi et a. 2000).
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Asiri Kilo Siniri Obezite Siniri

BMI (kg/m?) BMI (kg/m?)

Yas (Yil) Erkek Kiz Erkek Kiz
2 18.4 18 20.1 20.1
2.5 18.1 17.8 19.8 19.5
3 17.9 17.6 19.6 194
3.5 17.7 17.4 19.4 19.2
4 17.6 17.3 19.3 19.1
4.5 17.5 17.2 19.3 19.1
5 17.6 17.1 19.3 19.2
55 17.5 17.2 19.5 19.3
6 17.4 17.3 19.8 19.7
6.5 17.7 17.5 20.2 20.1
7 17.9 17.8 20.6 20.5
7.5 18.2 18 21.1 20
8 18.4 18.3 21.6 21.6
8.5 18.8 18.7 22.2 22.2
9 19.1 19.1 22.8 22.8
9.5 19.5 19.5 23.4 23.5
10 19.8 19.9 24 24.1
10.5 20.2 20.3 24.6 24.8
11 20.6 20.7 25.1 25.4
11.5 20.9 21.2 25.6 26.1
12 21.2 21.7 26 26.7
12.5 21.6 22.1 26.4 27.2
13 21.9 22.6 26.8 27.8
13.5 22.3 23 27.2 28.2
14 22.6 23.3 27.6 28.6
14.5 23 23.7 28 28.9
15 23.3 23.9 28.3 29.1
15.5 23.6 24.2 28.6 29.3
16 23.9 24.4 28.9 29.4
16.5 24.2 24.5 29.2 29.6
17 24.5 24.7 29.4 29.7
17.5 24.7 24.8 29.7 29.8
18 25 25 30 30

Tablol.4. Yasa ve Cinsiyete gore BMI-Obezite iliskisi (Cole, Bellizzi et al. 2000)
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1.1.5. Yag Doku ve Adipogenezis:

Norma BMI'e sahip insan viicudunda total yag hiicres sayisi 40x10°-60x10°
arasindadir. Cocuklukta obezite gelisir ise bu sayi 2-3 kat kadar artabilir. Daha onceleri
sadece trigliserid depolayan bir hiicre oldugu sanilirken son yillarda yapilan calismalar ile
yag hiicresinin bir endokrin bez gibi calistigi ve bircok peptid salgiladigi ortaya konmustur.

Y ag hiicresinin viicutta 6nemli iki etkisi vardir;

1. Metabolizma Uzerine olan etkileri

2. Immun sistem Uzerine etkisi ve vicuttaiki tir yag doku bulunmaktadir;

Beyaz yag doku : Enerji depolar.
Kahverengi yag doku: Enerji harcanmasini saglar. Sadece memelilerde
bulunan kahverengi yag doku, insanda yalnizca yenidogan doéneminde
saptanir(Camp, Ren et a. 2002).

Yag hicreden salgilanan peptid ve diger subtratlar; leptin, adipsin, acilasyon stimtle
edici protein, TNF -alpha, plazminogen aktivator inhibitor -1, Interlokin- 6, serbest yag
asitleri (FABF lar, lipotransin, prostaglandinler, perilipin, monobutirin, fosfolipid transfer
protein, anjiotensinojen, lipoprotein lipaz, laktat, rezistin ve adiponektin olarak siralanabilir.
Siralanan bu peptid veya substratlardan sitokin yapisinda olanlara (leptin, TNF-a,
adiponektin, rezistin ve IL-6) adipositokinler veya adipokinler adi verilmektedir.
Adiponektinler ise obezite ile inslin rezistansi arasindaki iliskiyi kuran en 6nemli peptidtir.
Adipokinler ile obeziteye ait birimler arasindaki iliski asagidaki tabloda Ozetlenmistir
(Hotamidligil 2000),(Cummings and Schwartz 2003).
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Tablo 1.5. Adipokinlerin doku dagilimi ve obeziteiliskisi (Ozata 2003)

Adipokinler | Doku dagilimi Obezite | Insilin Rezistans | Glukoz
Leptin Y ag doku, mide, plasenta ? ? ?
TNF-a Y ag doku, makrofg], lenfosit ? ? ?
adiponektin | Yag doku ? ? ?
Rezistin Y ag doku ? ? ?
IL-6 Yag doku, immin hucreler, | ? ? ?
fibroblast, endotel hiic., miyozit,
endokrin hc.

1.1.6. Adipositlerin Antisteatotik Fonksiyonlari:

Adiposit hicreleri vicutta yag asitlerinin trigliserid olarak depolandigi tek hicre
tipidir. Vicuttaki diger hicrelerde ise ¢ok kicuk miktrda trigliserid depolandiginda bu
hiicrelerin yapilari bozulur, fonksiyonlarini tam olarak yerine getiremez hale gelirler hatta
eger asiri miktarda lipid depolanmak zorunda kalinirsa (steatozis) hicreler apoptozise
giderler (Unger 2002; Unger and Orci 2002). Kolay besin saglanmasi durumunda enerji
gerektiginde kullanilmak Uzere adipositierde depolanir. Bdylece adipositler diger
hicrelerde lipid birikimini 6nleyerek onlari korurlar. Eger vicutta adiposit doku olmaz ise
non-adipoz htcreler kalori fazlaligini dopolayarak yapi ve fonksiyonlari bozuldugu icin
islevlerini tam olarak yerine getiremezler. Ornegin yag dokunun olmadigi konjenital
lipodistrofide yag dokusu; karacigerde, kalbde, kaslarda ve beta hiicrelerinde biriktiginden
hepatik steatozis, insllin rezistansi, siddetli tip Il diabetus mellitus ve kardiyomypati
gorulur (Oral, Smhaet al. 2002).

13



1.1.7. Bu Doktora Tez Calismasinda Analiz Edilen Pediatrik Obezitede Etkisi
Olabilecek Gen Degismleri:

1.1.7.1. Plazminojen Aktivator Inhibitor-1:

Plazminojen Aktivator Inhibitor —1 Serin Proteaz Inhibitor ailesi Uyesidir, doku tipi
ve Urokinaz tipi plazminojen aktivatorleri (t-PA ve u-PA) nin major inhibitoradar. PAI-1
sadece fibrinolizisi inhibe etmekle kalmaz ayni zaman selliler matriks ile kompleks
interaksiyonlar yaparak proteolizis de inhibe etme 6zelligindedir(Slivka and L oskutoff
1991; Fogo 2003). in vivo'da primer gorevi doku tipi plazminojen aktivatorinin hizli bir
sekilde inhibisyonudur, yani t-PA’nin ve u-PA’nin fizyolojik inhibitérudir. Plazminojenin
proteolitik aktivatoridir. Glikoprotein yapisindaki latent formu ve vitronektinle birlikte
aktif form halinde bulunur. (Humphries, Green et a. 1992; Humphries, Lane et a. 1992).
PAI-1 geni 7. kromozomun kisa kolunda g21.23-g22’ de lokalize olmustur, 9 ekzon ve 8
introndan olusur ve yaklasik 12.3 kb'lik bir alana yayilmistir. 11k kez 1986 yilinda Ny ve
ark. tarafindan klonlanmis tim genin dizi analizi yapilmistir ve genin 379 aminoasit
kodladigi gosterilmistir (Ny, Sawdey et al. 1986).

Karaciger, endotel hicreleri, trombositlerden, diiz kas hicrelerinden, makrofg ve
adiposit hiicrelerden salinir(Juhan-Vague, Aless et a. 2003; Berberoglu, Evliyaoglu et al.
2006). Ozellikle endotel ve trombositlerden elde edilen PAI-1 lokalizasyonu yalnizca
normal koagulasyon ve fibrinolizisicin degil arteriosklerotik plaklar civarindaki trombotik
olaylardada 6nemlidir. Plazma PAI-1 konsantrasyonu fibrinolitik aktivitenin dnemli
belirleyicilerindendir. Yuksek PAI-1 dizeyinin angina pectoris, derin ven trombozu,
diyabet, insiilin rezistans (IRS), miyokard enfarktiisti gibi cesitli rahatsizliklarla iliskili ve
45 yas dti erken miyokard enfarktlsiinde bagimsiz reinfarksiyon gani oldugu gosterilmis
ise de (Hamsten, Wiman et al. 1985) daha sonrayapilan iki ¢calismada bu yillarda plazma
PAI-1 dizeylerini yukselten bir degism olan 4G/5G polimorfizmiyle bir iliskis
bulunamamistir (Burzotta, Di Castelnuovo et al. 1997; Doggen, Bertina et al. 1999).
Ancak |IRSin atherotrombotik komplikasyonlarinin  PAI-1 seviyesinin yukselmesine
bagli fibrinolizis bozukluklari oldugu bilinmektedir. Her ne kadar mekanizma tam anlami

ile aydinlatilmamisise de, PAI-1 seviyesinin dusirilmes ile obez farel erde adipogenezisin
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dustrdlmesi PAI-1'in yag doku miktarini kontrol edebilecegini gbstermektedir. (Schafer,
Fujisawaet al. 2001; Berberoglu, Evliyaoglu et al. 2006)

Doku tipi ve wUrokinaz tipi doku faktorlerinin inhibisyonunun hizli bir sekilde
gerceklestiriimesi PAI-1 tarafindan saglanir. Reaktif peptid baglanma bolgesi Arg>*-
Met**"” dir(Pannekoek, Veerman et al. 1986). Diger Serpin ailesi Uyeleri gibi substrati olan
proteinazlarin aktif Serin bolgeleri ile 6nce reversibl bir bag olan hidroksil gruplari ile
baglanir. Molekll yapisinda reaktif merkez olarak gorev yapan ve negatif yukli 350-355.
aminoasitleri ile t-PA’nin 296-304. ve u-PA’'nin 179-184. pozitif yiUkli aminoasitleri
arasinda kovalent bag olusturularak, inhibisyonlari saglanmis olur (Kruithof, Tran-Thang
et al. 1984).

PAI-I; TNF, IL-1, Transforming Growth Faktér b, Lipopolisakkaritler, Forbol
Esterleri, Glukokortikoid hormonlar, VLDL, Insilin gibi bazi ganlar tarafindan regile
edilir. Bu regulatér genlerin  cogu post-transkripsiyonel dizeyde etki etmektedirler.
Ornegin insilin mMRNA stabilitesini artirir. Sitokinlerin daha az diizeydeki etkileri sonucu
PAI-1 gen transkripsiyonu duzenlenir (Laurin and Lundstrom 1987; Mayer, Lund et al.
1988; Riccio, Lund et al. 1988; de Boer, Abbink et al. 1991). Dolayisiyla PAI-1, vaskiler
hastaliklar ile iliskisinin yani sira grubumuz tarafindan pediatrik yas grubunda ilk olarak
gerceklestirilen 4G/5G polimorfizim calismasinda da gosterildigi gibi inflamasyon ve
obeziteiledeiliskili bir gendir (Berberoglu, Evliyaoglu et al. 2006).

-675 4G/5G polimorfizmi eklenen veya cikan bir Guanin nikleoti ile promoter
bolgede -675 de lokalize 4G veya 5G genotipinin ortaya ¢cikmasini saglar. PAI-1 geni
promotorunda —675 pozisyonundaki transkripsiyon baslangi¢c noktasindaki aktivator ve
represor baglanma bolgesidir. Insan karaciger hicre kiltirt calismalarinda elde edilen
cekirdek proteinlerinin genin promotor bolgesindeki baglanmalari incelendiginde, bu iki
dlelden 5G adldinin ek bir protein baglanma bolges icerdigi goOsterilmistir.
Bu bolge 4G alelinde ortadan kalkmistir. Daha sonra yapilan calismalarda da bu
dogrulanmis ve spesifik 5G allelini taniyan ve bu bdlgeye baglanan iliskili NFKB grubu
transkripsiyon faktorleri tanimlanmistir (Dawson, Wiman et al. 1993).
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4G/5G polimorfizminin transkripsiyondaki etkisi arastirildiginda, Hep G2 insan
hepatoma hlcrelerinin kisa sureli transfeksiyonunda olusturulan kimerik yapida PAI-1
promotoru ile bakteriyel kloramfenikol asetiltransferaz (CAT) gen Urinu her iki aelik
sekansta farkli miktarlarda olusmustur. Olusturulan bu yapida IL-1 stimilasyonu sonucu
uretilen CAT mRNA miktari olclldiginde 4G allelinin 5G aleline oranla 6 kat fazla
MRNA olusturdugu goralmustir (Eriksson and Saldeen 1995). Temel sartlar gdzoniine
alindiginda bir nikleotitlik insersiyon / delesyon sonucu olusan alleller arasinda bir fark
bulunamamistir. Bu degisiklik fonksiyoneldir —675 noktasinda IL-1 stimilasyonu altinda
PAI-1 transkripsiyonunu hizlandirir. Bu akut faz cevabinin asil diizenleyicisidir (Eriksson,
Kalin et a. 1995). IL-1 stimulasyonu olmadan da 4G dlelinin  daha ytksek promotor
aktivites gosterebilir mi sorusuna bu tez calismasi kapsaminda hiicre kultirt calismalari
ile cevap verilmistir (Ozel D. 2006).

Y Uksek promotor aktivites yani 4G aleli ile artan PAI-1 dizeyleriyle miyokard
enfarktisli, hastalarda ve saglikli kontrollerde yapilan calismalarda anlamli bulunmustur
(34%-16%) ve bu gozlemler bircok calismayla desteklenmistir oranlar 20% ile 6%
arasindadir. Bu calismaarda PAI-1 4G/5G genotipinin dizenleyicisi oldugu plazma PAI-1
dizeylerinin hastalarda saglikli kontrol grubundan daha yiksek oldugu ortaya cikmistir
(Dawson, Wiman et a. 1993).

Fonksiyonel promoter -675 PAI-1 4G/5G polimorfizmi  genin transkripsiyonunu
dizenleyen nikleear proteinlerin baglanmasini etkilemektedir. Bir ¢cok yayinda metabolik
sendrom ile iliskili bulunmustur. Son ¢alismalar insllin rezistansinin inflamasyona yol
actigini, inflamasyonun da insllin rezistansini indikledigini gostermektedir. Inflamasyon
kemokinleri ise baslica; monosit kemoatrakt protein-1 (MCP-1), sitokinler ve en énemlisi
metaloproteaz inhibitorleri olan plazminojen aktivatér-1 ve mitojen aktivator protein
kinazlardir. Interlokin-1, timdr nekrozis faktor-alpha, adiponektin ve rezistin ve PAI-1
adipoz dokudan yiksek miktarda eksprese edilirler ve TNF-a PAI-1 seviyesini
artirmaktadir. Dolayisiyla inflamasyon-obezite etkilesiminde PAI-1 seviyes en az diger
sitokinler kadar 6nem teskil etmektedir(Saltiel 2001; Banerjee, Rangwala et al. 2004,
Combs, Pajvani et al. 2004).
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Sonug olarak  4G/5G polimorfizmi PAI-1 promotorunda aktivasyonda ve gen
ekspresyonunda fonksiyonel olarak onemlidir. 4G alleli bireysel kardiyovaskuler riskleri
ve obezite riskini artirir. PAI-1 dizeyi akut faz durumlarinda fibrinolizisin diizenlenmes
ile trombotik hastaliklarda ve obezitede 4G/5G genotipine bagli olarak diizenlenen plazma
seviyesi sonucunda genotipe bagli olarak bir major risk faktori gorevi gorur (Eriksson and
Saldeen 1995).

1.1.7.2. Melanokortin 4 Reseptdr Geni:

Melanokortin 4 Reseptdr (MC4R) geni 1993’ de Gantz ve ark. tarafindan kromozomal
in-situ hibridizasyon yontemiyle 18g21.3 de lokalize bir gen olarak tanimlanmistir.
1994'de Magenis ve ark. tarafindan yapilan florasan in-situ hibridizasyon (FISH)
calismalari ile 18922 ‘de lokalize oldugu tespit edilmistir. Daha sonra Sundaramurthy ve
ark. dabu veriyi teyit etmistir.

7 transmembran G-protein reseptdr alesinin 4. Uyesidir. RNA blot ve in-situ
hibridizasyon yontemleri ile  beyinde primer sentez edildigi, adrenal kortekste,
melanositlerde ve plesantada ekspresyonunun olmadigi  bulunmustur. 333 amino-asitten
olusan MC4R proteini tek ekson tarafindan kodlanmaktadir (Gantz, Konda et al. 1993;
Gantz, Miwaet al. 1993).

MCA4R’U gida aliminda, enerji harcanmasinda erektil fonksiyonda rol oynayan bir
reseptordir. AlfaMelanin sitimile edici hormon, bu reseptort stimile ederken agouti
ilisikli peptid (AgRP) inhibe eder. Yapilan ¢alismalarda obezlerde en fazla saptanan gen
mutasyonlari MC4R da bulunmaktadir. Tek gen mutasyonuna bagli obezitede endokrin
defektin ortaya cikmadigi tek gen MC4R genidir. Vicut kitle indeksinin yiksek olmas
durumunda yani obezitede kalitimin rol btytk olsada sik gorulen ve tek gen degisimi ile
direkt olarak dfektin ortaya ¢cikmasina neden tek gen MC4R genidir. Turkiye' den rapor
edilen yeni tanimlanmis MC4R gen degisimlerinin yer aldigi ¢alismada sadece 40 obez
olgunun calismaya alinmasiyla defektin tanimlanmasi MC4R mutasyonlarinin Turkiye' de
belirli bir siklikta oldugunu distndtrmustir (Mergen, Mergen et al. 2001).
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1998'de UK ve Fransa gruplari tarafindan rapor edilen dominant kalitim o6rnegi
gosteren heterozigot MC4R mutasyonlu aileler bulunmaktadir.Bu iki grup tarafindan ilk
rapor edilen heterozigot MC4R mutasyonlari otozomal dominant erken dénem obezitesi ile
ilisklendirilmis gergceve mutasyonlaridir. Bu yillardan sonra 70 den fazla MC4R
mutasyonu farkli etnik grublarda rapor edilmistir(Vaisse, Clement et al. 1998; Yeo,
Farooqi et a. 1998). MC4R mutasyon sikligi  eriskin obez grubicin % 0.5-1 ve ¢ocukluk
cagi obezitesindeise % 6 olarak bildirilmektedir. Ayrica MC4R gen defektlerinin frajil X
sendromu, prader-willi sendromu gibi sendromlarda anlamli oldugu bilinmektedir. Bazi
caismalar MCA4R heterozigot defektli probandlarda %100 penetrans ile erken donem
obezitesinin goruldigini rapor ederken bazi calismalarda zorunlu tasiyicilar ile obez
olmayan bireyler bildirilmistir (Farooqi, Keogh et al. 2003; Tao 2005).

1.1.7.3. Tumor Nekrozis Faktor Alpha (TNF-a):

Tumor nekrozis faktor alfa multifaktoriyal bir proinflamator — sitokindir. Lipid
metabolizmasi lizerine, koagulasyona, insiilin rezistansi ve endotel fonksiyonuna etkilidir.
Genel olarak antitimor etkisi ile bilinen TNF-a, kardiovaskiler hastaiklarda da
koagulasyondaki etkilerinden dolayi 6nemlidir. Ozellikle miyokardiyal iskemilerde kronik
kalp hasarlanmalari ve atrosikleroziste endotel kaynakli vasodilatasyonu indiklemes ve
oksitatif stresi artirarak NO salinimini azaltmasindan dolayi énemlidir(Thirunavukkarasu,
Watkins et a. 2006).

TNF, fare vetavsan denemeleri ile micobakterium bovis, bacillus calmette-guerin ve
daha sonrada endotoksin ile enfeksiyon sonrasi bulunmustur. Hayvanlarin serumlarinda
hemorajik nekroz yaratan transplante edilmis tuimorleri baskilayan bir faktor tespit
edilmis(Pennica, Nedwin et al. 1984), daha sonra yapilan cDNA klonlamas ile gen
tanimlanmistir(Wang, Creasey et al. 1985).

TNF-a ve beta biyolojik aktiviteleri agisindan benzerlik gosterir. TNF beta ile %30

aa homolojisine sahiptir. 4 exonluk prekirsdor TNF-a 230 aa’i kodlar. Lider dizi
cikarildiginda olgun TNF 157 a.a.’ den olusur(Old 1985).
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TNF-a ve TNF-3 tumor htcre ylzeyinde ortak bir reseptdre baglanirlar. In-vitro
calismalardan bu ylzey reseptorinin ?-interferon ile upregule edildigi bilinmektedir. Bir
cok interferonun TNF ‘in anti-timor etkisine sinerjik etki mekanizmasi bu regilasyonu
aciklamaktadir (Aggarwal and Kohr 1985).

Brenner ve ark. 1989 yilinda yaptiklari calisma ile TNF-a’nin JUN onkogeninin
ekspresyonunu  stimile ederek uzun donem etkisini  sUrdirmesini - sagladigini
gostermiglerdir. JUN onkogenleri AP-1 transkripsiyon faktorini kodlarlar. AP-1 de
kollojenaz gen transkripsiyonunu stimtile eder.(Brenner, Rippe et al. 1989)

TNF-a ‘nin timor baskilanmasina etkisini ayni zamanda bir tmor markiri olan
seramide ile de gostermek mumkin olmustur. Yapilan ¢calismalarda ortama TNF-a ilave
edildikten 10 dak. sonra intraselller seramid konsantrasyonunun %45 arttigi tespit
edilmistir. Seramide DNA fragmanlarini indikleyerek apoptozisin basladigini gdsteren
erken apoptozis isaretleyicis olmasi nedeniyle TNF-a’'in timor baskilayici etki
mekanizmasini gostermektedir (Obeid and Emery 1993).

641 miyokard enfarktiislii hasta ve 710 kontrol grubundan olusan calisma ile TNF-a
-308 promoter G/A polimorfizminin koroner kalp hastaliklari ile iliskili oldugu rapor
edilmistir (Hermann, Wildgrube et al. 1998).

Insan ve kemirgen obezite calismalarinda adipoz dokudan TNF-a ekspresyonunun
artmis oldugu rapor edilmistir. Dolayisiyla TNF-a obezitede aday gen halini amistir.
Hindistandan bildirilen ilk obezite calismaarinda TNF-a yakinindak i (10kb) 3 dinlkleotid
tekrarlarindan olusan polimorfizm calisilmistir. P: 0.002 olacak sekilde BMI ile TNF-a
yakinindaki polimorfizimler istatistikselcolarak anlamli bulunmustur. -308 GA degisimi
ise farkli grublar tarafindan calisiimis ve instlin, glukoz ve lipid metabolizmalari ile
dolasimdaki hormonal dengeyi etkileyerek obezitede 6nemli oldugu rapor edilmistir
(Norman, Thompson et al. 1997).

TNF-a'nin normalden fazla eksprese olmas NAD(P)H oksidazin aktivasyonunu

indikler. Metabolik sendromda endothel disfonksiyonuna neden olan serbest halde O,
ortaya cikar. TNF-a bu 6zelligi ile metabolik sendromda endotel disfonksiyonu yapar.
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Nétralize antibody calismalari ile TNF-a' nin metabolik sendromda fonksiyonu teyit
edilmistir. TNF-a ve NAD(P)H oksidaz alt dnitelerinink - mRNA’larinin ekspresyonu
metabolik sendromda artmaktadir. Obez fare deneylerinde metabolik sendrom tablosunda
TNF-a mRNA’sinin 5 kat, plazma konsantrasyonunun 8 kat ve protein eksprasyonunun 3
kat arttigi rapor edilmektedir (Picchi, Gao et a. 2006).

1.1.7.4. Yag Asiti Baglanma Proteini 4 (FABP-4, aP2):

Baxa ve ark. tarafindan 1989'da H-ALBP olarak tanimlanmistir. 15 kD’luk aP2
proteini insan adipoz doku total sitosolik proteinlerinin yaklasik %1’ ini olusturur. Ayni
grup tarafindan 132 a.a.’lik polipeptidi kodlayan FABP4 tim cDNA’i klonlanmis ve tirozil
kinaz fosforilasyon konsensus dizisi aydinlatilmistir (Baxa, Sha et al. 1989). Sitoplazmik
lipid baglanma protein ailesinin bir tUyesidir. Adipositlerden ve makrofajlardan eksprese
edilir. Yapilan hayvan deneylerinde aP2 geni defektlerinin obezite, obezite ile uyarilmis
instlin rezistansi ve tip |1 diabet igin direnglilik olusturdugu bildirilmektedir. aP2 defektli
farelerde trigliseritler anlamli derecede diser ve atherosklerozis icin koruyucudur. 1996
yilinda aP2 genin fonksiyonu homolog rekombinasyon ile olusturulan murin mutasyon
caismasi ile aydinlatilmistir.  Yapilan mutant hayvan deneylerinde aP2 defektli
hayvanlarin gelisimsel ve metabolik bir bozukluklari olmadigi gérUlmdastir. aP2-/- fareler
yiksek yagli ve kalorili diyete sokulduklarinda ise kontrol farelerine gore daha fazla kilo
amaarina ragmen ilging bir sekilde insllin rezistanss veya diabet gorulmemistir
(Hotamidligil, Johnson et al. 1996). aP2 -/- cadlisma grubu TNF alfa agisindan
degerlendirildiginde ise yag dokudan TNF-a eksprese etmedikleri tespit edilmistir. Bu
verilere dayanarak aP2 geninin obezite-insilin rezistansi yolaginda temel rol oynayan
genlerden biri oldugu anlasiimistir (Hotamidligil, Johnson et al. 1996).

1997 de ise FABP4 geninin 4 eksondan kodlandigi tespit edilmistir (Prinsen,
Weghuis et al. 1997). Somatik hicre PCR'i ile hibrid panel ve floresan in-situ
hibridizasyon yontemleriyle 1997'de FABP4 geninin 8921 de lokalize bir gen oldugu
anlasiimistir(Prinsen, de Bruijn et a. 1997; Prinsen, Weghuis et al. 1997).

Gecmis yillardan bugine inflamasyon ile obezitenin ilisikli oldugu bilinmektedir.
Kronik ve lokal imflamasyon, tip Il diabet gibi potansiyel metabolik hastaliklarla
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iliskilidir. Deneysel modeller adipositlerden ve makrofgjlardan salinan FABP ailesinin
metabolizmadan ve inflamasyondan sorumlu yolakta etkili oldugunu géstermistir (Saltiel
2000; Saltiel 2000).

Sitoplazmik lipid sapheronlari olan FABP ailes tyeleri fonksiyonel hedef dokulara
interaksiyon icin yag adtlerinin ve lipid sinyalerinin sellUler gecisini dizenlerler.
Adipositler ve makrofajlar FABP ailesinin ayni iki Uyesini eksprese ederler. FABP-4 (aP2)
ve FABP-5 (mal 1)(Stewart 2000; Haunerland and Spener 2004). Adipositlerde FABP
ailesinden aP2 predominant olarak bulunur, mall ise minor izoformudur. Ancak aktive
makrofgjlarda iki izoformda benzer seviyede eksprese edilirler ve inflamasyon ve
metabolik mediatorler tarafindan regule edilirler (Makowski, Boord et a. 2001; Fu, Luo et
a. 2002).

Deneysel hiperkolestrollli aP2 defektli  hayvan modelleri de dustk trigliserit,
obeziteyle gelen yikselmis insilin sensitivites ve  aterosiklerozdan korunum tespit
edilmistir(Makowski, Brittingham et al. 2005; Makowski and Hotamidligil 2005). Hiicre
kiltiri calismalarindan alinan verilere goére ise T-87C promoter degisimi aP2'nin
C/EBPa’ nin tanima bdlgesine baglanmasini azaltir ve anlamli derecede aP2 promotorunun
transkripsiyonel aktivasyonunu bozar. Dolayisiyla T-87C promoter degisimi aP2geni
ekspresyonu negatif baskilar(Tuncman, Erbay et al. 2006).

Insan adipoz doku biyopsi calismalarinda ise T-87C promoter degisimini tasiyan
bireylerde normal bireylere gére adipoz dokunun %63 az oldugu gorulmistir. aP2
MRNA ekspresyonu T-87C pozitif bireylerde daha disik bulunmustur (Tuncman, Erbay
et al. 2006).

1.1.7.5. Interlokin-6 Geni:

Interferon beta-2; IFNB2, Beta hiicre diferansiyasyon fakttrli, B-hiicresi uyarici
faktor-2, hepatosit stimulator faktor, hibridoma biyime faktort gibi  bircok alternatif
adlandirmasi yapilan gen 7p21’ de lokalizedir. 1986 yilinda Sehgal ve ark. tarafindan blot-
hibridizasyon cDNA klonlari ile yapilan insan-kemirgen somatik hicre hibrid ¢alismasiyla
haritalanmistir (Sehgal, Zilberstein et a. 1986). Ayni yil Zilberstein ve ark. 1.3 kb'lik
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IL-6 RNA’s icin cDNA’i klonlamidardir. Ekspresyon calismaari kemirgen hicre
serilerinde IFN-beta-2'dan 21 kD’ luk protein salindigini ve bu proteinin insan IFN-beta-1
proteini antikorlari ile nétralize edildigini ancak alfa veya gama interferon ile uyumsuz
oldugunu gostermistir (Zilberstein, Ruggieri et al. 1986). INF-beta- 2, INF-beta-1'in
indiklenmedigi  metabolik stres kosullarinda uyarilir. Ayni zamanda IL-1 ve TNF
tarafindan uyarildigi icin  otokrin gorev yapar, inflamasyonda sitokinleri, akut faz

reaktanlarini ve hticre proliferasyonunu regille eder (Sehgal, Zilberstein et a. 1986).

INFB2 nin Beta hlcre farklilasma faktérii 2 (BSF2) ile es oldugu bilinmektedir.
Hibrid-plazmasitoma hiicrelerinde proliferasyonu artirici etki yapmaktadir. 1986’ da Hirano
ve ark. tarafindan BSF2 cDNA'i ile genin yapi ve fonksiyonu agiklanmistir. 184 a.a’i
bulunmaktadir ve diger interlokinlerden gen haritasi Uzerinde uzakta bulunur. Antiviral
aktivitesinin yani sira beta2 interferon karacigerde akut fazdan sorumludur. (Hirano,
Y asukawa et al. 1986)

1988 de Chen ve Ferguson-Smith grublari tarafindan cDNA problari kullanilarak
IFNB2 geni insitu hibdizasyon ile 7p21-pl5’ de haritalanmistir (Ferguson-Smith, Chen et
al. 1988; Chen, Shulman et al. 1991). Somatik hiicre hibridlerinin southern blot yontemi ile
harita kesinlestirilmistir. Ayni yil EBV ile enfekte B hicrelerinin blylUmesini baslatan
monosit kaynakli faktorin IFNB2 oldugu anlasiimistir(Tosato and Pike 1988). Bowcock
grubu ise linkage calismalari ile IL-6"nin 7p21’ de lokalize oldugunu, Sutherland grubu ise
7p15'de lokalize oldugunu rapor etmislerdir (Bowcock, Kidd et a. 1988; Sutherland,
Baker et al. 1988).

IL-6 bir immunoregulator sitokindir. Hicre ylzey sinya iletim elemanlarini ve gp130
sinyal reseptorint aktive eder. 2003 yilinda 3.65 resoliisyonda ekstraselller sinyal
komlpeksinin kristal yapisi ¢Ozulmistir. Kristal yapi termodinamik olarak10 simetrik
arabirimden olusan hekzomerik bir yapidir (Boulanger, Chow et al. 2003).

IL-6 ayni zamanda osteoporoz calismalarinda hedef gen olarak secilmistir. IL-6

hiicre ylzey reseptorine (IL6R) baglanmayi uyararak osteoklastlari indikler ve kemik
hicre yikimini artirir. DinUkleotidlik tekrarlardan olusan polimorfizimler ile osteoporoz
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arasinda iliski kuran calismalar istatistiksel olarak cok anlamli bulunmustur (Ota, Hunt et
al. 1999).

Dolasimda yer alan IL-6'nin 1/3'G adipoz dokudan salinir. -572 ve -174 G/C
degisimleri haplotiptir. -174G/C polimorfizmi ile obezite arasinda iliski tespit edilmistir.
BM1I’leri 28 ve Uizeri olan kilolu bireylerde CC genotip sikliginin anlamli oldugu ve 5 kat
kadar IL-6 serum seviyelerinin arttigi rapor edilmektedir. Obezite, adipoz doku miktarinin
arttigi insllin rezistans ve kardiovaskiler risk artis ile karakterizedir(Mohlig, Boeing et
a. 2004). Adipoz dokudan 6nemli miktarda salinan IL-6, Fransa da yapilan bir ¢calismada
IL-6 ekspresyonunu artiran -174 G/C promoter polimorfizmi istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (Berthier, Paradis et al. 2003). Beyaz irka ait ¢calismalarda CC genotipinin
glukoz seviyesini dusirdigi, Amerika grubunda GG genotipinin diabete riski artirdigina
dair calismalar bulunmaktadir (Fernandez-Real, Broch et a. 2000). Buna karsin GG
genotipinin, tip 1l diabete kars koruyucu oldugu ve CC genctipinde IL-6 seviyesinin
arttigi, dolayisiyla  obezitede ve diabette anlamli oldugunu bildiren vyayinlar
bulunmaktadir. IL-6 ve insllin rezistansi, diabet iliskisi, etnik kdkene 6zgi olabilecek
sekilde etnik grublara gore celisikli sonuglar vermektedir (Fernandez-Real, Broch et al.
2000).

1.1.8. Gen Degisimlerinin Taranmasinda Kullanilan Molekuler Y ontemler:
1.1.8.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu:

Molekuler Biyoloji alaninda 6nemli yer tutan ve bir in-vitro nikleik asit gogaltma
metodu olan Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ilk kez 1985'de Henry A. Erlich, Kary
Mullis ve Randall K. Saiki tarafindan bilim dinyasina sunulmustur. Bu bulusundan
dolayi K.Mullis, 1993 yili Nobel Kimya Odiiliine hak kazanmistir.

Hem arastirmada hem de klinik laboratuvarlarda tanida yeni bir ¢igir agan PZR’ u

genis uygulama aani olan bir molekuler tekniktir. Metod basitce tlp icerisinde nukleik
asitlerin uygun kosullarda cogaltilmasidir. (Saiki, Scharf et al. 1985).
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Polimeraz zincir reaksiyonu belirli bir nikleik asit dizisinin, in vitro olarak
amplifikasyonu yani belirli bir DNA bolgesinin klonlanmasidir. Bu islemler icin istenilen
niklelk asit dizisinin her bir zincirinin  3° ucuna tutunacak ve 5 yoniinde uzayarak
sentezlenecek DNA dizisini  sinirlayan iki kisa nikleotid dizisi, oligonukleotid dizini
(primer, 18-25 baz), uzamayi saglayacak olan DNA polimeraz enzimi, yeni zincirlerin
yapisinda yer alacak nukleotidler (ANTPs) ve reaksiyon icin gerekli tuzu igeren tampon
solusyonundan olusan bir karisim hazirlanarak tlp igerisinde in-vitro olarak sinirlandirilan
genin enzimatik olarak sentezi gergeklestirilir (Akar 1999).

DNA’in ¢ift sarmal yapisini bozup, tek zincir haline getirmek (denattirasyon) igin
95-98°C, oligontkleotidlerin hedef bolgeye tutunmasi (hibrizizasyon) icin 37-68°C,
zincirin uzamas (polimerizasyon) ve cift zincirli DNA’nin  olusturulmasi icin 72 °C
sicaklik gerekmektedir. Bu Ug farkli siklusun ardarda 25-35 kez tekrarlanmasi termal blok
adi verilen cihazlar ile saglanabilmektedir. Primerler ile uzama safhasinda sentezlenen
drdnler bir sonraki déngude kalip gorevi gorirler. Bu sayede hedef DNA kopya sayis her
dongude yaklasik olarak iki katina cikar. Boylece 35 dongu sonunda polimeraz zincir
reaksiyonu milyarlarca kat (236) triin verir. Bu teknikle; bir DNA hedefini 10°-10"
logaritmik cogaltmak mumkundur (Akar 1999).

—— 35 Dongu

Kalp DA,

AAAMAAL

Hedef Bolge

Qi=4 Kopwa 29=8 Kopwa 24=16 Kopwva
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=58 Milyar Kopya

Sekil 1. 3.Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile hedef DNA dizinin logaritmik olarak ¢ogaltilmasi
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1.1.81.1. PZR 'u KOMPONENTLERI:

1.1.8.1.1.1. Polimeraz Enzimi:

Tag Polimeraz; Polimeraz zincir reaksiyonunda enzim secimi reaksiyon sonunda
klonlanan bdlgenin dogrulugu acisindan onemlidir. Saflastiriimis DNA polimerazlari
icerisinde polimeraz zincir reaksiyonunda en cok kaplicalar gibi sicak yasam alanlarina
adapte olmus Thermus aquaticus bakterisinden saflastirilmis Taq polimeraz kullanilir.
Denatlrasyon basamaginda yuksek sicaklikta aktivitesini korumasi agisindan tercih edilir
(Akar 1999).

1.1.8.1.1.2. PZR'da Kullanilan Tamponlar:

Standart PZR tamponu 50 mM KCI, 10 mM Tris.Cl (oda isisinda pH 8.3), 1.5 mM
MgCl2 ihtiva eder. Bazi tamponlarda BSA (Bovine Serum Albumine) veya gliserol’ de
bulunabilir. Mg+2'un optimal konsantrasyonu oldukca duistik oldugundan (1.5 mM); DNA
hazirlama asamasinda Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) gibi yuksek konsantrasyonda
selasyon yapici gjanlarin  bulunmamasi gerekir. Mg+2 icermeyen tampon kullaniliyor ise
son konsantrasyon 1,5 -2 mM olacak sekilde 25-50 mM ’lik stok Mg+2 ’'dan eklenir (Akar
1999).

1.1.8.1.1.3.dNTP'ler:

Serbest deoksiribonukleotid trifosfatlara Polimeraz zincir reaksiyonunun uzama
safhasinda ihtiyag bulunmaktadir. dNTPlerin, bir PZR reaksiyonu sirasinda, optimal
Ozgulliglh saglamak Uzere konsantrasyonu 0,2- 0,25 mM dizeyinde olmalidir (Akar
1999).

1.1.8.1.1.4.Sentetik Oligonukleotidler:

Primerler yani hibrizasyon asamasinda gorevli oligonikleotidier gene 6zgl olarak
dizayn edilirler. Aplifiye edilmes istenilen gen dizisini sagdan ve soldan sinirlayacak
sekilde hazilanirlar. Ileri ve geri oligonukleotidier bdylece PZR’unun hibrizizasyon

asamasinda gene baglnarak amplifikasyonu badatirlar (Akar 1999).
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1.1.8.2.Restriksiyon Endontikleaz Fragman Uzunluk Polimorfizim Analiz (RFLP)

Y ontemi:

Restriksiyon Endontikleaz enzimler molekiler biyolojide en sk kullanilan, en
Onemli enzimler arasinda yer dirlar. Bakterilerin blyUk bir bolumu bir veya birkag farkli
tanima bdlgesine sahip restriksiyon endonikleaz enzimleri sentezlerler. Bu enzimlerin
esas gorevleri disardan bakteriye giren yabanci genetik materyalleri mutasyonlara mani
olmak ve tlrlerin genetik yonden stabilitesini korumak icin etkisiz hale getirmektir.
Restriksiyon endonitkleaz enzimlerinin calisma prensibi  DNA cift zincirini spesifik
dizilerden endonikleaz aktivitesiyle kesilmesine dayanir. Ancak bu enzimlerin en buyuk
Ozellikleri cift sarmal DNA’ yi belirli dizilerden kesme ¢zelliginde olmalarina ragmen bu
enzim aktivasyonun sadece metillenmemis DNA dizilerinin her iki zincirden fosfodiesteraz

aktivites ile kesiimesine dayanmasidir (Akar 1999).

Dolayis ile organizmalar kendi DNA’ larini  sahip olduklari restriksiyon
endonikleazlarinin tanima bolgerini metilleyerek korumaktadirlar. Ancak yabanci
organizmalara ait DNA’lar bu restriksiyon endonukleazlari icin  tanima bdlgeri
metillenmis olmadiklarindan hedef halini alir ve fosfodiester baglari kirilarak kesilir. Bu
enzimlerin bir cogunun tanidigi bélge palindromiktir. Yeni olusan parcalar birbirine iki
yonlu olarak simetriktir. 1zosizomer restriksiyon endonikleaz enzimler ise; farkli
mikroorganizmalardan elde edilip, DNA Uzerinde ayni diziyi taniyip kesim yapan
enzimlerdir (Beauchamp, Daly et al. 1994; Rolfs, Kallisch et a. 1994; Rolfs and Weber
1994; Akar 1999). Bakterilere ait restriksiyon endonukleaz enzimleri bu 6zellikleri
kullanilarak mutasyon analizinden klonlamaya, kriminolojiden genetik haritalamaya
kadar bircok molekdler biyolojik analizde c¢ok sik yararlanilan tekniklerden biridir (Akar
1999).

1.1.8.3. Sanger Yontemi ile DNA Dizi Analizi:
DNA dizi analizi hedef DNA bolgesinin nikleotid dizisinin saptanma yontemidir. 11k
dizi andizi, 1960'larin basinda 75-80 nukleotidi kapsayan kuciuk tRNA'lar ile

gerceklestirilmistir. NUkleotid dizilerinin belirlenmesinde iki temel teknik gelistirilmistir.
Bunlar, Maxam-Gilbert kimyasal degradasyon yontemi ve Sanger dideoks enzimatik
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yontemdir. |ki yonteminde uygulabilirligi icin dncelikle taranacak gen bolgesinin PZR'u
sonrasinda serbest oligonikleotidlerin ve dNTPlerin ortamdan uzaklastirilmasi icin
temizlemeislemi yapilmasi gerekmektedir. DNA drnekleri hazirlandiktan sonradizi andizi
reaksiyonu gerceklestirilir ve yuksek voltg jel elektroforezi ile sonuclandirilir
(Akar 1999).

1.1.8.3.1.Maxam-Gilbert Y Ontemi:

Hedef DNA dizi bir uctan P32 ile isaretlenir. Isaretli DNA dizis dort 6rnege bolundr.
Her 6rnege, DNA ‘daki bazlardan birini tahrip edecek kimyasal eklenir. Piperidine
kullanilarak hasarlanmis bolgelerden DNA fosfodiester baglari kirilarak kesilir. Boylece
P32 ile isaretlenmis kisali-uzunlu DNA parcalari elde edilir. Elektroforez sonrasi
otoradyografik olarak DNA dizileri analiz edilir (Akar 1999).

1.1.8.3.2.Sanger DNA dizi analizi Yontemi:

En sk kullanilan DNA dizi andizi yontami Sanger yontemidir. Asimetrik
amplifikasyon ile elde edismis tek iplikgikli DNA polimeraz enzimi ile ddNTFP ler ile
reaksiyona sokulur. ddNTP lerden biri floresan boyalarla ya da P32 veya S35 gibi
radyoaktif lerle isaretlenir. 2,3 dideoksinUkleotidtrifosfatlarin  klasik dNTP lerden
farkliligi 3' ucunda bir hidroksil grubunun bulunmamasidir. 5 trifosfat grubundan uzayan
DNA dizisinde ddNTP lerin baglandigi bélgede dNTP ler ile fosfadiester bagi engellenir.
Dort farkli ddNTP reaksiyonu sonucu olusan farkli uzunluktaki DNA dizileri floresan

boya ya da radyoaktif isimaya gore analiz edilirler (Akar 1999).

1.1.8.4. Klonlama Y ontemi:

Basitce molekiler klonlama istenilen DNA dizisinin izole edilmesi ve bunun bir
baskatasiyici organizmaicinde ¢ok sayida kopyasinin elde edilmesi anlamina gelmektedir.
Genellikle bakteriler bu amag igin kullanilmaktadir. Calismada kullanilacak DNA dizisi
bu yolladahaileri incelemeler icin yeterli miktarda elde edilebilir. Klonlama yontemi icin

istenilen DNA dizisinin ¢ogaltilmasi amaci ile daha dnce belirtilen PZR kullanilir.
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Restriksiyon endonikleazlari ile klonlamaya hazirlanan DNA ornekleri  ligazlar ile

vektorler icerisine sokulur (genetik 2003).

1.1.8.4.1. VEKTORLER

"Vektor" terimi, Ingilizcede tasiyici anlaminda kullanilmaktadir. 1970'lerde ise, DNA
klonlamasinda ki araglar anlaminda kullanilmistir. Klonlamada sik¢a kullanilan
plazmidlerinde icinde bulundugu vektor ales farkli  dort tip icerir; Plazmidler,
bakteriofg lambda, kosmidler ve YAC kromozomlari. Vektorler genel anlamda konakgi
organizmada, konak¢i organizmadan bagimsiz olarak cogalma 6zelliklerinden dolayi
"REPLIKON" olarak da isimlendirilirler. Konakgilar bakteriler veya maya hicreleri
olabilir. Bakteri ve mayalar laboratuvar ortaminda rahatlikla Uretilebilen ve klonlamaile
istenilen DNA dizilerinin yer adigi vektorler ile enfekte edilmeleri sonucu calismaya
uygun DNA miktarinin  saglanabilmesine olanak saglayan organizmalardir
(genetik 2003).

1.1.8.4.1.1. Plazmidler:

Plazmidler, cogu bakteri tirtinde bulunan, ancak her susta bulunmayan halkasal veya
super sarmalli DNA molekulleridir. Plazmitler, kiglk molekullerdir; bu agidan bir
karsilastirma yapilirsa, bakteriyel kromozomun %20's ile %4'U arasinda buyukliklerde
oldugu goraltr. Plazmidler, bazi Ureme kosullarinda konakgi hiicre icin mutlaka tasinmasi
gereken yapilar degildir. Bununla birlikte, pek ¢ok plazmid, 6zel kosullara uyum saglamak
icin 6nemli olan genler icerir (genetik 2003).

Bu genler, cogu kez bakterinin plazmidi tasidigina dair temel isaret olurlar. Ornegin
rezistans gen iceren plazmid tasiyip, cesitli antibiyotiklere direncli olan bakteriler, ayni
plazmidi tasimayan bakterilerin yasayamadigi antibiyotikli ortamlarda yasayarak
digerlerinden ayrilirlar. Bu ozellikleri ile plazmidler klonlama sonrasi selektif hiicre

kaltar ile stabil htcre kolonilerinin olusturulmasinda kullanilirlar (genetik 2003).

Plazmidler ayni zamanda bir bakteriden digerine (bakteriyel kromozoma entegre
olabilenler) gegebilir. Plazmid DNAs, Cat+2'li ortamda, plazmidi olmayan bakteriye
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aktarilip; cok sayida plazmid elde edilebilir. Dolayisi ile klonlamada elde edilen, istenilen
DNA dizisini iceren plazmidler calismaya uygun miktarda cogaltilabilirler.
Klonlama ic¢in birkag kb-100 kb arasinda degisik buyUklUkteki plazmidler
kullanilmaktadir (genetik 2003).

Klonlama igin plazmid segimi yaparken; bir bakteri icinde replikasyon sirasinda
olusturdugu kopya sayisi 6nem kazanmaktadir. Genel olarak plazmid ne kadar kiclkse ve
kopya sayisi ne kadar yiksek ise klonlamada o kadar basarili olur. Bir plazmid genel
olarak polilinker adi verilen klonlamanin yapilabilecegi restriksiyon endonikleaz enzim
tanima bolgesi, antibiyotik rezistans bolges ve ORI adi verilen konakci icinde
proliferasyonu saglayan replikasyon orijininden olusur .

1.1.8.4.1.2. Kosmidler:

Kosmidler bir fa partikilt igine sokulmus plazmid DNA yapisidir. Sirkiler DNA
ihtiva ederler. Bir buylk plazmid gibi davranarak replike olurlar. Antibiyotik direng
genleri, degisk RE kesim noktalari ve fag lambdanin cos noktasini tasir (cohesive end
sites / Yapiskan son u¢ noktalari). COS bolgesi hedef DNA’nin lambda vektore girmesine
olanak saglar. 45 kb buyUklugine kadar DNA parcaarinin kosmidlerde klonlanmasi
onemli bir avantgjidir. Lambdafa ve plazmidier blylklik acisindan 25 kb ile sinirlidirlar.
Ayrica kosmidlerin klonlamadaki bir diger avantgjlarida transformasyon verimliliklerinin

lambda fg ve plazmidlere oranla oldukca yiksek olmasidir (genetik 2003).

1.1.8.4.1.3. Bakteriofa) Lambda:

Bakteriofg) Lambda yani fgj'lar bakteriyi enfekte edebilen virtslerdir. Her fgjin bir
bas bir de kuyrugu vardir. DNA'yi saran bir protein ile kaplidir. Faj DNA's iki ucu ile
sirkllerize olur. Bu iki uca cos noktalari (cohesive end sites / Y apiskan son u¢ noktalari)
ismi verilir. COS dizileri 12 niUkleotitden olusur. ki uctaki bu diziler birbirine
komplementerdir. Birbirlerine baglanip konkamer yapisini olusturabilirler ya da iki ug
birlikte sirkiler DNA yapisini olustururlar. Lambda virion Nul ve A proteinlerini icerir.

Bu proteinler COS dizilerini tanir. Bos bas kismina hedef DNA’nin girmesini saglar ve
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tamamlanmis lambda virion olusur. En iyi arastirilan fg, lambda fg olup 60 kadar
haritalanmis geni bulunmaktadir. TUumU 49.000 bp'lik olan bir diziye sahiptir ve 25 kb.
yabanci DNA tasiyabilirler.

Yakin gegcmiste bir cok tek iplikcikli DNA fglari klonlanma vektorleri olarak
gelistiriimiderdir. Bunlar M13 vektori olarak isimlendirilirler ve tek iplikcikli
olduklarindan, SANGER yontemi ile DNA dizi analizi yapmak igin uygundurlar (genetik
2003).

1.1.8.4.1.4. YAC Kromozomlari (Yapay Maya Kromozomlari):

Gen klonlanmasinda veya gen haritalanmasinda; en 6nemli nokta, olabildigince uzun
insan kromozomlarinin izole edilebilmesidir. 1980'lerin ortalarina kadar kosmid vektorler,
en blyik klonlama araglariydi. 1987'de Olson ve arkadaslari gelistirdikleri yeni teknik ile
konakgci olarak Saccharomyces cerevisiae kullanmis ve daha uzun insan kromozomlarinin
klonlanmasinin - mimkin oldugunu gostermislerdir. Bu yapay maya kromozomlarinin,
diger maya kromozomlari gibi sentromer ve telomerleri bulunmaktadir. 2Mb. uzunluguna

kadar DNA parcalarinin izolasyonu ve klonlanmasi mumktin olabilmektedir.

Antibiyotik rezistans genlerinden baska tanima bolgeleri TRP1 ve URA 3 bdlgeri
icerirler. Hedef DNA EcoRI enzimi ile kesilir, YAC vektort EcoRI ve BamH | enzimleri
ile keslerek klonlamaya hazirlanir. Ligasyon ile hedef DNA ve YAC entegre edilip
transformasyon ile mayaya sokulur.  YAC'in bir avantgi da, mikrosatellitlerin
klonlanmasinda baslangic icin en iyi yaklasim olmasidir. Bir YAC klonu, 400 kbp'lik bir
inserti tasirken; icinde cok sayida mikrosatelliti de icerir. Bu da genetik calismalara, o
bolgeicin isik tutmaktadir (genetik 2003).
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Sekil 1.4. Hedef DNA'nin YAC vektort ile aktarimi.

1.1.8.5. Site-directed mutagenesis:

Bu yontem temel olarak ¢ PZR’ na dayanir. Istenilen gen bdlgesi icin dizayn edilen
sentetik oligonUkleotidler haricinde mutasyon yaratmak amaci ile mutant oligontkleotidler
de kullanilir. 1. PZR u sonucu olusan amplifiye trin ve Il. PZR u sonucu olusan Uriin

birbirlerine overlap uclar ile yapisirlar. GuglU bir yapisma saglanabilmesi icin PZR'u ileri
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ve geri primer dizilerinin birbirlerine yapisma bolgelerindeki ug kisimlarina komplementer
diziler eklenir. Site-directed mutagenesis yontemi ile olusturulan mutasyonlarin aktivite
veya fonksiyon analizi ¢alismalarinda kullanilabilmesi icin plazmidler icine yerlestirilirler.
Plazmid igerisine ligasyon igin PZR' u ileri ve geri primer dizilerinin agikta kalan plazmid
ile yapisma bolgelerinin u¢c kisamlarina enzimle kesim dizileri eklenir. Her enzimin
aktivasyonu icin kendine 6zgu overlap ek dizileri bulunur bu diziler bulunarak enzim

kesim dizilerinin bas kismina eklenir (Eberhard 1995).

A Balgesi B Bilgesi
dlgesi 1u'gem
[ sen |
Primerler = —
FZE'IE | FZE'"J
PIR - 2
" A

Kesim ve Ligasyon

Sekil 1.5. Site-Directed M utagenezisile mutasyon olusturulmasi

1.1.8.6. Ligasyon:

Ligasyon islemi; T4 ligaz enzimi ve klonlamaya RFLP yontemi ile hazirlanan ve
agaroz jelden purifiye edilmis hedef PZR Urini ve plazmid kullanilarak gergeklestirilen
birlestirme islemidir. Tup icerisinde klonlanacak PZR ile amplifiye edilmis DNA dizisinin

klonlamada araci vektor olarak kullanilacak plazmid DNA’ sinin igine kovaent bag
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olusturularak sokulmasi ile gerceklestirilir. Ligasyon reaksiyonu belirtilen tampon ve T4
ligaz enzimi ile toplam hacim genel itibariyle 10-20 pl olacak sekilde 16 °C'de 16 saat
sureileinkibasyonatabi tutularak gergeklestirilir (Eberhard 1995).

Plazmid iskeleti PZR U insertii

K

yvapiskan uc

E LI

vapiskan uc 1

QOGO [T DoKX

Rekombinant DNA

Sekil 1.6. Ligasyon islemi

1.1.8.7.Klonlarin Transformasyon ile Sub-Klon Bakteriye aktarilmasi:

Transformasyon ligasyon islemi ile birbirine kovalent bag ile baglanan vektdr ve
PZR ile amplifiye edilmis klonlanacak DNA dizininin bakteriler kullanilarak
cogatilmasidir. Bu islem ile farkli kit uygulamalari igin farkli hacimlerde Luria Bertani
tampon (LB) icerisinde klonlari almis bakteri kultur yapilir.

1.1.8.8. Klonlarin Aktarildigi Bakteri Hucrelerinden Tekrar Amplifiye edilen Pozitif
Plazmidlerin Izolasyonu igin Inokdlasyon:

Transformasyon islemi sonrasi plazmidlerin sahip olduklari antibiyotik rezistansindan

yararlanilarak ayrilan ve tek koloni duslrtlen pozitif koloniler inokilasyon islemi ile
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uretilirler, bu sayede klonlari icerisine alan pozitif koloniler elde edilir.
1.1.8.9. HucreKultar:

Hicre ya da doku kaltori calismalari aktivite ve fonksiyon deneylerinde tercih
edilmektedir. Hayvan deneylerine hazirlik asamasinda Ozellikle guvenilir 6n veri
olusturmaktadir.

Sekil 1.7. Preadiposit hiicre serisi

1.1.8.10.Hazirlanan Klonlarin Hucrelere Tranfeksiyon ile Enfekte Edilmesi:

Transfeksiyon genel anlamiyla hazirlanan klonlarin icerisinde bulundugu plazmidlerin
hiicre serilerine sokulmasi olarak tanimlanabilir. Transfeksiyonda en sik ve basarili bir
sekilde kullanilan vektorler plazmidlerdir. Transfeksiyon; promoter bolge aktivasyon
calismalarina, gen ekspresyon calismalarina, hiicre i¢i sinyal yollarinin arastirilmasina ve
buna benzer fonksiyon calismalarina olanak saglamaktadir. Transfeksiyon iki farkli temel
tipte gerceklestirilebir; (C.Rader 2006)

1- Transin transfeksiyon, olarak tanimlanan ve genellikle aktivasyon tayin
calismalarinda kullanilan transfeksiyon. Bu tip enfeksiyonda hazirlanan klonlar plazmid
yardimi ile hicre icerisine sokulur ve aktivasyon tayin calismasi stiresince devamliligini
korur ancak bir st asamada hayvan deneyleri ya da fonksiyon calismas yapilacak ise
uygun degildir.



2- Stabil trasfeksiyon, ise tek bir plazmid ile sadece klonlarin hiicrelere
sokulmasi islemi olan transin transfeksiyondan farkli olarak eliminasyonu yani enfekte
olmus plazmid agisindan pozitif  hlcrelerin seciliminide icerir. Dolayisiyla stabil
transfeksiyon ile hucreler iki farkli plazmid ile enfekte edilirler. Bir plazmid istenilen
klonu tasirken diger plazmid bir antibiyotik rezistansi tasir. Boylelikle sadece pozitif
hicreler hayatta kalirken plazmidi icine alamiyan hicreler biiyime ortamina eklenen
antibiyotik ile sonlandirilir.

1.1.8.11. Dual-Glo Lusiferaz Klon Analiz Sistemi :

Transfekte olan hiicre serilerinde aktivasyon tayini igin Duol-Glo lusiferaz yontemi
kullanilmistir.Duol-Glo Lusiferaz aktivite tayin yontemi iki vektor plazmid kullanimina
dayanan ve floresan isik yayilim esasina gore calisan bir tekniktir. pGL-3 plazmidi
icerisine klonlanan gen dizisinin 6niinde yer aan firefly isik veren floresan isima yapan
proteine ait dizi bulunmaktadir. Dolayisiyla kantitatif olarak isima miktarina gére genin
ekspresyonu veya promoter bolge calismalarinda gen aktivasyonu tayini bu yontem ile
yapilabilmektedir (manual 2006).

e Sentetik poly (A) Sinyal Bilgesi
Arnp’
“0”\ seel |5
pBL-3 temel A
of vektir gmal |22
(4818bp) T 32
Meo | 86
2000 [ Bar i e Mear 1121
SV&0 poly (A) Sinyal /
Biilgesi Xbal 1742

Sekil 1.8. pGL -3 temel vektorinin halkasal yapisi
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Klonlama temel prensiplerine bagli kalinarak plazmid ve iceri sokulacak gen
dizisnin enzim haritalari cikarilmistir. Klonlanan gen dizis icerisinde yer almayan
plazmid origin bdlgesinde tanima bolgesi bulunan enzimler tercih edilerek DNA dizileri

pGL-3 plazmidi igerisine sokulur.
Duol-Glo lusiferaz sisteminde kullanilan iki temel plazmid bulunmaktadir. Bu

vektorler icerdikleri isima veren iki floresan protein dizis igerirler. Firefly ve renilla

floresanlari kimyasal reaksiyon mekanizmasi ile isama vermnektedir.

Rekombinant Firefly
CO0H lusiferaz

e O
7 i § Al ¥ I 3+ -
I gt +ATP+0, " ' E H:N 5 +AMP+PP +C0+ 1)

Beetle Lusiferin Oksilusiferin

Sekil 1.9. Duol-Glo Lusiferaz klonlamam firefly lusiferaz plazmidi issima mekanizmasi

= OH . . OH
Renilla Lugiferaz o .
+0 +C0,+ 151k
e WH
H
HO HO

Coelenterazine Coelenteramide

Sekil 1.10. Duol-Glo Lusiferaz klonlamam renilla lusiferaz plazmidi isima mekanizmasi
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Duol-Glo lusiferaz sisteminde pRL-TK renilla adi verilen firefly klon isimasindan
farkli bir isima veren floresan protein dizis iceren  vektor kullanilmistir. Bu kontrol
plazmidinde herhangi bir klon iceri sokulmadan renilla proteini strekli sentez halindedir.
Elde edilen veriler ile PGL3 klon plazmidinden ainan firefly isimasinin renillaya

oranlanmasi sonucunda aktivite tayini yapilir (manual 2006).

1.1.8.12. Western Blot:

Western blot molekiler biyolojide protein varligini ya da yoklugunu ortaya koyma
amaciyla ve varsa miktarini tayin veya karsilastirma amaci ile kullanilir. SDS-PAGE
uygulamasindan sonra elektroblot yontemi ile proteinler membrana aktarilir. Membranlarin

birincil ve ikincil antibodiler ile muamele edilmesiyle nicel olarak proteinler tayin edilir.
1.1.8.13. Gen Ekspresyonunun siRNA Y éntemi ile Durdurulmasi:

Interfering kiigik RNA yontemi viral klonlara yerlestirilen oligontikleotidler ile gen
ekspresyonunun durdurulmasi esasinadayanir. RNA dizisinin icine sokulacagi vektor

viris pLentiLox 3.7 kullanilmistir. LOCUS LL3.7 7650 bp hakasal DNA SYN
olarak gen bankasinda yer ailmaktadir (Brummelkamp, Bernards et al. 2002).
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pLentilLox 2.7

Sekil 1.11. SIRNA gen susturma yonteminde kullanilan pLentilox 3.7'in sematik gérinima

1.1.8.13.1. SIRNA dizayni:

Sense ve antisense iki oligo dizayn edilmistir. SRNA i¢in dizayn edilen sense
oligonukleotidler igin su fprmilasyon kullanilmistir;

Sense oligo: S T-{GNIS{TTCAAGAGA)-(BINC)-TTTTTIC

Antisense oligo  ise sense oligo dizisne komplementer olarak dizayn edilmistir
ancak farkli olarak 5 ucuna Xhol restriksiyon endonikleaz kesim bolges ile overlap uc
yaratilmistir. U6 promoter bolgeye tekrar -1 yaratmak amaciyla G(N18) dizisini
baslangicina T nikleotidi eklenmistir. TTCAAGAGA dizisi ise loop olusturabilmek igin
eklenmistir. 3 ucuna sonlandirmadizisi olarak 6 T nukleotidi eklenmistir (Brummelkamp,
Bernards et al. 2002).
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SIRNA dizayninda dikkat edilen diger bir unsur ise klonlamada ligasyon isleminin
gerceklesebilmes icin pLL3.7 vektérinin 5 ucuna Hpa | restriksiyon endonikleaz
tanima bolgesi ile kér u¢ , 3' ucunaise Xhol tanima bolges ile yapiskan ug olusturulmus
olmasidir (Brummelkamp, Bernards et al. 2002).

g 2
oF o
g g

SSIN-LTR CMV -SSR )-IIWRET-SIN-L TR

Hpal MKE Xhol

' Lioszeps l Terminator

Sekil 1. 12. SRNA pLentilox 3.7 vektoér U- http://katahdin.cshl.or g: 933L/RNAi/html/rnai.html.

1.1.8.14. Aktivite Tayin Yonteminde Kullanilan llaglar:
1.1.8.14.1. Ciglitazone:

Thiadolizones ailesine ait bir ilactir. GUnimuizde PPAR agonisti olarak antidiabetik
ilaglar arasinda yer almaktadir. (x)-5-[4-(1-Methylcyclohexylmethoxy)benzyl]-thiazolidine
-2,4-dione U-63287 sinonimidir. Genel kimyasal formili CigH3NOsS olarak
bilinmektedir.Molekuler agirligi 333.5'dir (Kobayashi 1983).
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J

CH

Sekil 1.13. Ciglitazone biyokimyasal formilasyonu

1.1.8.14.2.Troglitazone:

Thiadolizones ailesine ait bir diger Uye ise troglitazondur. GUnimizde PPAR
agonisti olarak antidiabetik ilaglar arasinda yer almaktadir. 5-[[4-[(3,4-Dihydro-6-hydroxy-
2,5,7,8-tetramethyl-2H-1-benzopyran-2 yl)methoxy] phenyl] methyl]-2,4-thiazolidinedione
sinonimidir. Genel kimyasal formuli CysH27NOsS  olarak bilinmektedir.  Molekiler
agirligi: 441.5 dir (Kobayashi 1983).

CH, G
HO
MH
s
o
H3C O ':Hﬂ O
CH

Sekil 1.14. Troglitazone biyokimyasal for milasyonu
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2. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma Ankara Universites Tip Fakiiltes Cocuk Sagligi ve Hastaiklari
Ana Bilim Dali; Pediatrik Molekiler Genetik Bilim Dali Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir. Temel olarak deneysel ve klinik calismalarin birlikteligi ile
olusturulmustur. Pediatrik obezite grubu hastalarina ait kan érnekleri Ankara Universites
Tip Fakultesi, Pediatrik Endokrinoloji Bilim Dalindan saglanarak calismaya alinmistir.
Bu doktora tez galismasinda, klinik olarak obezite tanisi almis 175 pediatrik olgu ve
yapilan dusiik ve yiksek sosyo-ekonomik diizeyli okul calismasindan 96 cocuk bu tez
calismasi kapsaminda obezitede anlamli olabilecek hedef gen degismleri agisindan
arastirilmistir. Hasta grubunda yas araligi 1-17'dir, 72'si erkek (% 36), 128'i (%64) ise
Kizdir.

2.1. Kan Orneklerinden DNA |zolasyonu:

Kan ornekleri 1 ml 05 M EDTA’li (Etilendiamintetraasetikasit, Sigma, ABD)
polietilen tlp icerisine 9 ml hastakani (1/10 EDTA) olacak sekilde alinmistir. 50 ml’lik
santriflj tipune aktarilan kan Ornekleri Uzerine 25ml RBC (Red Blood Cell) lizis
Soltsyonu; amonyum klorir  (Merck, Darmstadt, Almanya), potasyum bikarbonat
(Merck, Darmstadt, Almanya), Etilen Diamin Tetra asetik asit (Sigma, ABD)

1:2,5 oranindailave edilir ve ~15 dk buz i¢cinde bekletilir (eritrositler tam olarak lize olana

kadar). Buz Uizerinde inkibasyonu takiben, kan ornekleri +40C, 4500 rpm’de 15 dakika
santrifdj edilir (Hettich, Almanya). Santrif(jj islemi sonucu olusan slpernatant atilir ve bu
isleme tum eritrositler lize edilene kadar devam edilir. Kirmizi kireler elimine edildikten
sonra pelletin yani beyaz kirelerin Gzerine 20 pl Proteinaz K (20mg/ml stok; Quantum,
Montreuil-Fransa), son konsantrasyon % 0.5 olacak sekilde 10%'luk sodium dodesyl
sulfat (SDS; Sigma, ABD) ve toplam hacimin 2.5 kati kadar STE; Tris- HCI, Tris Base
(Owl Scientific, ABD), HCl (Merck, Almanya), NaCl (Merck, Darmstadt, Almanya),
EDTA (Sigma, ABD) ilave edilerek bir gece 37°C' de su banyosunda (Kottermann,
Almanya) inklbe edilir. Inkibasyon sonrasinda 1/1 oraninda alkol 25:24:1 oranlarinda
sirasiyla; Fenol (Merck; Almanya) : Kloroform ( Merck; Almanya): izoamilalkol (Merck;

Almanya) ilave edilerek 10 dakika elde calkalanir. Calkalamaislemini takiben ornekler 15
dakika buz uzerinde inkubasyona tabi tutulur. +4°C, 4000 rpm’ de 15 dk santrif(j edilir.
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Slpernatant baska bir tipe aktarilir ve 1/10u kadar 2M Sodyum asetat
(Sigma;ABD). ve toplam hacimin 2 kati kadar %95'lik etil alkol (Tekel, Turkiye) ilave
edilir ve DNA gorundr hale getirilir. Presipitasyonun tam olarak gerceklesmes icin -
200C' de 6rnekler bir gece bekletilir. Ertesi giin +49C’ de 4000 rpm’ de 15 dakika santrif{jj
edilir. Slpernatant atilir. DNA 70%'lik etil akol ile yikanir. +49C’de 4000rpm’ de 15
dakika tekrar santrifj edilir. Cokelek halinde olan DNA, alkol tamamen ugurulana kadar
kurutulduktan sonra elde edilen DNA miktarina bagli olarak 50-700 pl TE c¢ozeltis ilave

edilerek, bir gece 37 0C’ de inkdibe edilir ve DNA ¢OzUnir hale getirilir.

2.1.1. DNA Izolasyonunda Kullanilan Cozeltiler

2.1.1.1. Kirmizi Kan Hucrelerini Lizeeden Tampon (RBC Lizis ¢ozeltis):
(son konsantrasyon)

150 mM NH4Cl
10mM NaHCO3
0,1M EDTA

2.1.1.2. STE c¢ozdltis:
(son konsantrasyon)

10mM Tris-HCI
400mM NaCl
2mM EDTA

2.1.1.3. Fenol:Kloroform:lzoamilalkol karisimi (25:24:1):

Fenol 650C su banyosunda sivi hale gelinceye kadar beklendikten sonra

500 ml Fenol

480 ml Kloroform

20 ml Izoamilalkol karisimi tzerine 1:1 oraninda 100mM Tris-HCI pH:7.4 (1000 ml) ilave
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edilerek iyice calkalanir. +49C’ de bir gece bekletildikten sonra kullanilir.

2.1.1.4. TE Cozeltisi:

(son konsantrasyonu)

10mM Tris-HCI
1mM EDTA

2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu:

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile hedef gen bdlgeleri amplifiye edilmistir. Temel
olarak bu tez calismas igin gergeklestirilen PZR'u bilesenleri asagidaki cizelgede

Ozetlenmistir.
Son Konsantrasyon
(ddH20) distile Su -
10x PCR Tamponu 1x
dNTP Karisimi 0.2mM
Primer Karisimi 20-30 pmol
MgCl2/ MgSO4 1.5mM
Tag DNA Polimeraz 1 Unite
DNA 200-300 ng

Tablo 2.1. Polimeraz zincir reaksiyonunun bilesenleri ve kullanilan miktarlari.

2.3.Restriksiyon Endoniikleaz Uzunluk Polimerfizm Analizi (RFLP) Y ontemi:
Hedef gen bdlgeleri PZR yontemi ile amplifiye edildikten sonra taranacak gen
degisimleri icin RFLP yontemi kullanilarak degerlendirilmistir.
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2.3.1. Gen degisimlerine ait PZR ve RFLP Kosullari:
2.3.1.1. Plazminogen Aktivator Inhibitor-1 4G/5G polimor phizminin tanimlanmasi:

Plazminojen aktivator inhibitor | 4G/5G polimorphizminin taranmasi amaci ile
asagida belirtilen promoter dizide koyu renkle isaretlenmis ileri ve geri oligonikleotid
dizileri kullanilarak 5G alleli igin 99 bp. 4G all€i icin 98 bp.’lik PZR drlnleri elde
edilmistir. BseL1 Restriksiyon endontkleaz enzimi ile RFLP yontemi ile elde edilen
amplifiye drinlerin kesimi sonrasi; 5G alleli icin 77bp./22bp.’lik Grtnler elde edilmistir,
4G/5G alleliigin ise 98bp./77bp./22bp.’ lik Urlinler elde edilmistir.

RFLP Reaksiyonu gergeklestirilirken:
17l PCR Urdnd + 2 pl tampon + 1ul Bsel 1 (10 tnite) = 20 ul toplam hacim olmak tizere

gerceklestirilmistir. 550C’ de su banyosunda bir gece inkube edilir.

Plazminojen aktivator inhibitor | 4G/5G  polimorphizminin taranmasi amaci ile
BseL1 Restriksiyon endonikleaz enzimi sonrasi olusan Urtnler %3.5'luk agaroz jel

elektroforezi ile goruntilenmistir.

aagcttacca tggtaaccce tggtcccgtt cagecaccac caccccacce agcacacctC caac
ctcagccagaca aggttgttgacaca agagagecctcagggg Cacagagagagtctggcec
acgt gddqg agtcagecgtgtat catcggagg cggee gggcacatgg cagggatgagyg
aa agaccaagagtcctctgttgg geccaagtc ctagacaga casaacctagacaatcac

gtggctggctgea tgectg tggetgttgg getgggcagg aggagggagg ggcgctcttt cctggag
gtggtccagageac cgggtggac agecctgggg gasaacttce acgttttgat ggaggttate tttgata

actccacagtgace tggt tecgec asaggaaaag caggcaacgt gagctgtttt ttttttctccaagetga
acacta ggggtccta ggctttttgggtcacee g geatggcaga cagtcaacct  ggcaggacatccgg

Sekil 2.1.. PAI-1 promoter dizisi, koyu yazilmis diziler ieri ve geri primerleri, italik yazilmis dizi ise

gen degisimini goster mektedir.



2.3.1.2. Yag Asiti Baglanma Proteini (FABP4) promoter -87 T/C degisimi :

Serbest Yag Asiti Baglanma Proteini -87 T/C degisiminin taranmasi amaci ile
asagida belirtilen promoter dizide koyu renkle isaretlenmis ileri ve geri oligontkleotid
dizileri kullanilarak 396 bp.'lik PZR Grinleri elde edilmistir. Mun |  Restriksiyon
endonikleaz enzimi ile RFLP yontemi ile elde edilen amplifiye trtinlerin kesimi sonrasi;
247 bp./99 bp.’lik Urunler elde edilmistir.

RFLP Reaksiyonu gerceklestirilirken:
17ul PCR Urdnd + 2 pl tampon + 1ul Mun | (10 Gnite) = 20 pl toplam hacim olmak Uzere

gerceklestirilmistir. 370C’ de su banyosunda bir gece inkiibe edilir.

Yag Asiti Baglanma Proteini -87 T/C degisiminin taranmasi amaci ile Mun |
Restriksiyon endontikleaz enzimi sonrasi olusan driinler %2’ lik agaroz jel elektroforezi ile

gorintilenmistir.

tgaggaaagt attttagaat aaggcctatt tttcasagga tctgtggasa tcaatgetat getctcattt
aggagatgga aagagtgagg ttaaattatc atttcgatta aatctacagt ccagattact ggtggatgaa
ttgaatgtac ttttttattc atatassaca tttgasatca gasatctgga gtacttttaa atcccattatttattttg
ttttaatcgeca ggtaattcct gagacaggag tgtcccgaag agectttgcea attatgtaag aatctcegag
gcagttctttgttcctcaa ttcasaagaa ccacataact gcaatttasa taacacccca cacacacacasaa
taaggtc gaagtttatc tcaaaataat ttccectctc gggcttccagacattgctataaac tacact
ggga taaatatgta taggaataat agggggaaat tcagtgcact gagcattaag ctgtcasaacagga
atgtttaa aatatcct gttagtggtt tasaaataat ttgtactcta agtccagtga ctatttgccagggaga
accaagtty agaaatttctatta assacatgac tcagagaasa aaatgcagag gccggtaatg aaggaa

atgattggat cteattcccaa 1 /C  tggteattecta agatcacatgttctgageat cittasaaggaag

ttatctggact caagag ggtcacagca ccctectgaa atttctcaactttggttctccc aac

Sekil 2.2.. FABP 4 promoter dizisi, koyu yazilmis diziler ieri ve geri primerleri, italik yazilmis dizi ise

gen degisimini goster mektedir.
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2.3.1.3. Interlokin 6 -174 G/C Promoter degisimi :

Interlokin 6 -174 G/C promoter polimorphizminin taranmasi amaci ile asagida
belirtilen promoter dizide koyu renkle isaretlenmis ileri ve geri oligontkleotid dizileri
kullanilarak 431bp.’lik PZR Urinleri elde edilmistir. Nla |1l Restriksiyon endoniikleaz
enzimi ile RFLP yontemi ile elde edilen amplifiye Urinlerin kesimi sonrasi;
229bp./173bp./29bp.’lik Urtnler elde edilmistir.

RFLP Reaksiyonu gerceklestirilirken:
17ul PCR Grind + 2 pl tampon + 1l Nlalll (10 Unite) = 20 ul toplam hacim olmak Uzere

gerceklestirilmistir. 379C’ de su banyosunda bir gece inkiibe edilir.

Interlokin 6 -174 G/C promoter polimorphizminin taranmasi amaci ile Nla 11l
Restriksiyon endonikleaz enzimi sonrasi olusan Urlnler %3.5'luk agaroz jel elektroforezi

ile goruntilenmistir.

ctgaagcagyg tgaagasagt ggcagaagec acgeggtgge aaaaaggagt cacacactccacctg
gagacgccttgaagt aactgcacga aatttgaggg tggecaggea gttctacaac ageccctcacagg

gagagce agaaca Cagaagaactcagatgact ggtagtattaccttc ttcataatcccagge

ttgggog getgegat ggagtcagag gasactcagt tcagaacate tttggttttt acasatacaaattaac
tggaacgctasatt ctagectgtt aatctggtca ctganaasaa asattttttt tttcaaaaaa catagcttta

gettattttt titctctttg tasaacttcy tgcatgactt cagetttactetitgtcaag acat G/C ccaaa

gtgcty agtcactaatasaa ganasaaaga aagtasagga agagtggttc tgcttcttagegetagee
tcaat gacgacc taagctgcac ttttcceect agttgtgtet tgegatgeta aaggacgtca cattge
acaatcttaataa ggtttCccaatcagccccac cegetetggeee caccctcaccetccaac

asagatttatcaa atgtgggatt ttcccatgag totcaatatt agagtctcaa cececaataa atataggact
ggagatgtct gaggctcatt ctgeectcga geccaccggg aacgasagag aagctctatcteeectee

Sekil 2.3. IL-6 promoter dizisi, koyu yazilmisdiziler ieri ve geri primerleri, italik yazilmis dizi ise gen

degisimini goster mektedir.
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2.3.1.4. Tumor Nekrozis Faktor Alfa-308 G/A degisimi :

TUmOr nekrozis faktor alfa -308 G/A polimorphizminin taranmasi amaci ile asagida
belirtilen promoter dizide koyu renkle isaretlenmis ileri ve geri oligontkleotid dizileri
kullanilarak 116 bp’'lik PZR drlUnleri elde edilmistir. BspH1 Restriksiyon endontikleaz
enzimi ile RFLP yontemi ile elde edilen amplifiye Urlinlerin kesimi sonrasi; AA alédi igin
90bp./20bp.’lik Urlinler elde edilmistir, AG aleli icin ise 116bp./96bp./20bp.’lik Urinler
elde edilmistir.

RFLP Reaksiyonu gerceklestirilirken:
17ul PCR Urdnd + 2 pl tampon + 1l BspH1 (10 tnite) = 20 pl toplam hacim olmak Uzere

gerceklestirilmistir. 370C’ de su banyosunda bir gece inkiibe edilir.
TUmOor nekrozis faktor alfa -308 G/A polimorphizminin taranmasi amaci ile BspH1
Restriksiyon endoniikleaz enzimi sonrasi olusan drinler %3’ Uk agaroz jel elektroforezi ile

goruntilenmistir.

tacaggggacgtt taagaagata tggccacaca ctggggecct gagaagtgag agcttcatgasasasa
tcagggaccccaga gttecttgga agecaagact gaaaccagea ttatgagtct ccgggtcagaatgaa

agaag aaggcctgec ccagtggtct gtgaattcce gggggtgatt tcactcceeg ggcetgtcccagge
ttgtccc tgctacccee  acccagectt tectgaggec tcaagetgee accaageece cagetecttcte

cccgcaga cccaaacaca ggcectcagga ctcaacacag cttttcecte caacceegtt ttetcteectca

aggactca getttctgaa geecctecca gttctagtte tatctttttc ctgeatcctg tetggaagttagaagg

asacagaccacaga cctggteece ansaga aatggaaataggttttgaggg tcataq g
gacggggttcage ctccagggte ctacacacaa atcagtcagt ggcccagaag acceeectcggaa

tcggagc agggaggatg gggagtgtga ggggtatect tgatgcttgt gtgtccccaa ctttccaaatce
cgcecece  gcgatggagaagaaaccgaga cagaaggtg cagggeccac taccgcttee
tccagatgag cttatgggtt tctccaccaa ggaagttttc cgetggttga atgattcttt ccccgeccte
ctctcgecce agggacatat aaaggcagtt gttggcacac ccagccagca gacgcetccctcagcaag

Sekil 2.4.. TNF promoter dizisi, koyu yazilmis diziler ieri ve geri primerleri, italik yazilmis dizi ise gen
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degisimini gostermektedir.
2.3.1.5. Melanokortin 4 Reseptér Geni :

Melanokortin 4 reseptdr genin taranmasi amaci ile tek eksonlu gen asagida dizide
belirtilen koyu renkle isaretlenmisileri ve geri oligonukleotid dizileri kullanilarak iki farkli
PZR reaksiyonu ile tim ekson ic¢in taranmistir. 1. bolge PZR'u ile 600bp., I1. Bélge
PZR'u ile 620 bp.’lik amplifiye Grin elde edilmistir. Elde edilen PZR’u trUnleri iki farkli
sekans reaksiyonu ile tim ekson icin gerceklestirilmistir.

cgactcectg acccaggaggttaa atcaattcagggggacacty gaattctectgecageatg

gtgaact ccacccaccg tgggatgeac acttctctge acctctggaa cocgeagceagttacagactgea

cagcaatgc cagtgagtce cttggaaaag gctactctga tggagggtge tacgagcaac tttttgtcte

tcctgaggtg tttgtgactc tgggtgtcat cagcttgttg gagaatatct tagtgattgt ggcaatagec
aagaacaaga atctgcattc acccatgtac tttttcatct geagcttgge tgtggctgat atgetggtga

gcgtitcaaa tggatcagaa accattgtca tcaccctatt asacagtaca gatacggatg cacagagttt
cacagtgaat attgataatg tcattgactc ggtgatctgt agctecttge ttgcatccat ttgcagectg
ctttcaatty cagtggacag gtactttactatcttct atgctctccagtaccataaca ttatgaca
gttaagcgogttgg  gatcatcata agttgtatct gggeagcttg cacggtttca ggcattttgt tcatcattt
actcagatagtagtgctgic atcatctgect catcaccatg ttcttcacca tgctggctctcatg

gcttctetctatgtce acatgttcct gatggecagg cttcacatta agaggattge tgtcctcececggeac
tggtg ccatccgeca aggtgecaat atgaagggag cgattacctt gaccatcctg attggegtettty
ttgtctgctgggececa ttottectee  acttaatatt ctacatctet tgtcctcaga atccatattg tgtgtg
cttcatgtctcact ttaacttgta tctcatacty atcatgtgta attcaatcat cgatcctctg ttatgcactce
ggagtcaagaactgagg asaaccttca aagagatcat ctgttgctat cccctgggag gectttgtga
cttgt ctagcagatattasa tggggacaga gcacgcaat ataggaacatgcataag agac tttttcactc

ttacccta CCtgaatattgtacttctgca

Sekil 2.5. MC4R ekson dizisi, koyu yazilmisdiziler ieri vegeri primerleri gostermektedir
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Gen Restriksiyon Endonikleaz | Restriksiyon Endontkleaz | PZR'u Primer
Tanima Dizis InkUbasyon Sicakligi Tm Sicakligi

PAI-1 5 CCNNNNN/NNGG 3 |55°C 60°C
5 GGNN/NNNNNCC 3

TNF- 5 T/CATGA 3 37°C 55°C
Alpha 5 AGTAC/T 3

FABP4 5 C/IAATTG 3 37°C 55°C
5 GTTAA/C 3
IL-6 5...CATG/....3 37°C 57°C

5....GTAC/.....3

Tablo 2.2. Calismaya alinan gen degisimlerinin tanimlanmasinda kullanilan PZR'u ve RFLP kosullari.

2.4. Agaroz Jel Elektroforez Yontemi ile PZR ve RFLP 6rneklerinin gor intilenmesi:

Elektroforez yontemi hem agaroz jeller icin hem de poliakrilamid jeller icin
kullanilan DNA’ nin negatif yukinden yararlanilarak DNA 6rneklerinin elektirik akiminin
gegisine izin verecek tampon ¢ozeltiler (TBE) araciligi ile negatif yuklu kutuptan pozitif
yUKklU kutuba dogru kosturulmas islemidir. Bu teknik kullanilarak DNA dizilerinin
molektler bluyukltklerine gore ayrimi yapilmis olur. Farkli konsantrasyondaki jeller
kullanilarak farkli buyUkltkteki DNA dizileri kolaylikla tanimlanabilir. DNA dizilerinin
ultraviyole isik atinda  goruntilenmes igin ¢ift sarmal DNA dizis icinde yeralan
karsilikli bazlarin arasina giren ve U.V. ile isima veren ethidiyum bromit  kullanilir.
Farkli konsantrasyondaki agaroz jeller 1X TBE tamponu ile agaroz agirlik/ hacim 1X TBE
olarak farkli yuzdelerde hazirlanir. Agaroz jele yiklenen RFLP, klon plazmid veya PZR
ornekleri elektroforez tankinin  hacmine ve ¢rneklerin ozelliklerine bagli olarak

50-150 V akimda 30-45 dk yurdttltr. U.V. Uzerinde goruntUlenerek fotograflanir.
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2.4.1. Agaroz Jel Elektroforezinin Komponentleri:

2.4.1.1. 5X TBE ¢ozdltisi:
Tris 54 gr;
Borik asit 27.5 gr.

20ml. 0.5M EDTA karismi 1It" yedeiyonize suile tamamlanir.

2.4.1.2. 1X TBE c¢ozdltsi:

5X TBE ¢Ozelsi deizonize suile 1/ 5 oraninda seyreltilerek 1X TBE ¢ozeltisi hazirlanir.

2.4.1.3. Ethidiyum Bromit:

Toz halindeki ethidiyum bromit boyasi %00,5'lik olacak sekilde agirlik/hacim oranina

gore sulandirilir.

2.5. Sanger Yontemi ile MC4R Geninin taranmasi:

MCA4R geni tek eksonlu bir gendir ve iki farkli PZR'u ile iki bolgeye ayrilarak sekans
u ile taranmistir. DNA dizi analizi, sanger yontemine uygun olarak kapiller sistem
otomatik sekans cihazi ile gergeklestirilmistir (CEQ800XL, Beckman Coulter, USA).
PZR'u sonrasinda serbest oligonukleotidierin ve dNTP lerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in
ethanol ¢coktirmesi ile PZR’ Urdnleri ¢okturtltp akol ile yikanir. Temizlenen Urtnler 0,2
ml’lik, 96 kuyucuklu plaklar kullanilarak sekanslanmistir. 12 pl sekans karisimi (2 pl 10X
reaksiyon tamponu, 1l dNTP karisimi, 2ul ddUTP, 2ul ddGTP, 2ul ddCTP, 2ul ddATP,
1yl polimeraz enzimi), 6ul temizlenmis PZR Urind, 20 pmol primer kullanilarak
termocyler cihazinda sekans islemi gerceklestirilmistir (Biometra, Almanya). PZR'u
kosullari; 94°C' de 5 dk ilk denatiirasyon, 30 siklus 96°C’ de 20 s denatiirasyon, 50°C’ de 20
s yapisma ve 60°C’de 4 dk’lik uzama evres olacak sekilde programlanmistir. Reaksiyon
sonlandiktan hemen sonra reaksiyonun durdurulmasi icin her bir kuyucugun igine 5 pl
durdurma soltsyonu (1,5 M CyH30O.Na, 50 mM EDTA, 20 mg/ml’'lik Glikojen)
eklenmistir. Uzerine 60 pl %95’ lik soguk etanol eklenerek +4°C’de 4000 rpm’de 4 dk
santrifiijlenerek (Hettich, Almanya) yikama islemi gerceklestiriimistir. Ustteki kisim
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dokillerek 200 pl %70'lik alkol ile +4°C de 4000 rpm’de 2 dk santrifiijlenerek yikama
islemi gerceklestirilmistir. Bu islem 3 kez tekrarlandiktan Plak, liyofilizator cihazina
(Christ, Almanya) yerlestirilip yiksek vakum altinda kurutulmustur. Kuruyan érneklerin
Uzerine 25 pl  formamid solusyonu konularak DNA zincirlerinin birbirlerinden ayri

tutulmas saglanarak cihaza yuklenmistir.

2.6. PAI-1 aktivite tayin yontemi icin 4G/4G ve 5G/5G Klonlarin Hazirlanmasi:

2.6.1. Klonlamaicin Primer Dizayni:

Bu tez calismasinda klonlama yontemi PAI-1 -675 4G/5G promotor degisimi igin
kullanilmistir. lleriki bolimde bahsedilecek lusiferaz aktivite analizi icin Oncelikle
klonlanacak PAI-1 -675 4G ve 5G adlleleri site-directed mutagenesis yontemi ile

hazirlanmistir.

2.6.1.1. Site-directed mutagenesis:

Bu yontem temel U¢ PZR'na dayanir. Istenilen gen boélges, -675 PAI-1 promoter
bolges icin dizayn edilen sentetik oligonikleotidler haricinde mutasyon yaratmak amaci
ile mutant oligonikleotidler kullanilmistir. PAI-1 promoter dizis icin -829, + 36
bolgelerini iceren PZR reaksiyonu igin ve -675 promoter dizisine 6zgl delesyon yaratmak
amaci ile mutant ileri ve geri sentetik oligontkleotidler dizayn edilmistir. F, ileri sentetik
oligonukleotid dizis Kpn | restriksiyon endonikleaz enzim tanima dizisine sahiptir. Her
enzimin kendine 6zgl overlap ek dizi icermes gerektiginden enzim aktivasyonu igin
GGTAC?C dizisinin 6niine GG nukleotidleri eklenmistir. R, geri sentetik oligonukleotid
dizis ise Xho | restriksyon endonikleaz enzim tanima dizisine sahiptir. Enzim
aktivasyonu icin C?TCGAG dizisinin 6nine CCGG nikleotidleri eklenmistir.

BF 5 GGGGTACCCGTTGGTCTCCTGTTTCCTTACCAAGC 3
BMF.5 GAGTCTGGACACGTGGGGAGTCAGCCGT 3¢

B R:5 CCGGCTCGAGGACAGCGCTCTTGGCCCTGCAGCCA 3
BEMR: 5 ACGGCTGACTCCCCACGTGTCCAGACTC3Z
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Ilk Polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik sartlari, (F/ MutantR sentetik oligontkleotid
cifti kullanilarak yapilmistir): 949C" de 7 dk, 940C'de 1 dk 600C'de 1 dk 35 siklus ve

bunu takiben 720C'de 1 dk ve son uzama basamagi 720C'de 7 dk olarak
gerceklestirilmistir.

Ikinci  Polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik sartlari, (MutantF/ R sentetik
oligoniukkleotid cifti kullanilarak gerceklestirilmistir): 940C' de 7 dk, 949C'de 1 dk
600C'de 1 dk 35 siklus ve bunu takiben 720C’de 1 dk ve son uzama basamagi 720C’ de 7
dk olarak gerceklestirilmistir.

Birinci ve ikinci PZR'u sonucu elde edilen Urlnler agaroz jel elektroforezinde
ylritulerek jelden tek bant olarak purifiye edilmistir (Qiagen,USA). Plrifiye edilen
drdnler hedef DNA olarak kullanilmis ve tglincl PZR’ u gerceklestirilmistir.

Son Polimeraz zincir reaksiyonu ise, ( F/ R sentetik oligonukleotid cifti kullanilarak
gerceklestiriimistir): 940C' de 7 dk, 949C'de 1 dk 60°C'de 1 dk 35 siklus ve bunu
takiben 720C’de 1 dk ve son uzama basamagi 720C’ de 7 dk olarak gerceklestirilmistir.

2.6.2. RFLP Yontemi ile Plazmid ve Klonlanacak Gen Dizilerinin Hazirlanmasi:

Bu tez calismasinda klonlama yontemi PAI-1 -675 4G/5G promotor degisimi igin
kullanilmistir. lleriki bdlimde bahsedilecek lusiferaz aktivite analizi igin oncelikle
klonlanacak PAI-1 -675 4G ve 5G dlleleri site-directed mutagenesis yontemi ile
hazirlanmistir. Hazirlanan -675 5G ve bir guanin delesyonu iceren 4G promoter dizileri
-829, +36 promoter dizileri seklinde klonlama igin amplifiye edilmistir. -829 ileri sentetik
oligontkleotidi Kpn | restriksyon endontkleaz enzim tanima bolgesi overlap dizis
icermektedir. +36 geri sentetik oligonukleotidi ise Xhol restriksiyon endonikleaz enzim

tanima bolgesi overlap dizis icermektedir.
Kpnl

5 . . GGTACC... 3
3 _  CCATGG.. &
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Xhol

5 .. CTCGAG... 7
3...GAGCTC...5

Kpn | ve Xhol restriksiyon endonikleaz enzim tanima bolgeleri  kullanilarak PZR'u
urunleri klonlama igin daha 6nce RFLP yontemi olarak tariflenen metod ile 37°C'de bir

gece inkiibasyon ile hazirlanmistir.

2.6.3. Klonlamaigin RFLP Y ontemi ile Hazirlanan orneklerinin Purifikasyonu:

Bu tez calismasinda tiim klonlamada kullanilacak PZR ve RFLP Urunleri agroz jelde

yurituldukten sonra jelden tek bant olarak tekrar edilmis ve elde edilen 6zgul Grdnler ile

calismaya devam edilmistir.

Klonlanacak
RFLP ve P/R'u
drinleri

Sekil 2.6. RFLP ve PZR'u urinlerinin vejelden kesim iletekrar izolasyon sonrasi agarozjelde

gOr tnumda.

2.6.3.1. Agaroz Jelden DNA Purifikasyonu:

Bu tez calismasinda tiim agaroz jelden DNA izolasyonlari kit ile yapilmistir (Qiagen,
USA). Agaroz jelde yuritilen PZR ve RFLP Urinleri G¢ asamali purifikasyon ile izole
edildimistir. Agaroz jelden UV altinda cikarilan driinlerin 50°C’de 10 dak. inkibasyonu
ile jel tekrar ¢cOzlnur hale getirilmistir. DNA drdnlerinin sollsyona gecisini saglayan
tampon ile inkiibasyonundan sonra (1:3 hacim), (¢ asamali izolasyon islemi ile saflastirilir.
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|. Asama: Elde edilen DNA Urtnlerini iceren solisyonun 70bp.-10kb. hassasiyetinde 6zel
hazirlanmis filtreden santriflj islemi (13.000 rpm, 1 dak.) yardimi ile gegirilerek DNA
urdnlerinin filtreye baglanmasinin saglanmasi, |1l. Asama: Filtreye baglanan DNA
orneklerinin 750l 96-100 % ethil alkol eklenen yikama tamponu ile santrifllj edilmes
(13.000 rpm, 1 dak.). IIl. Asama: Filtreye baglanan ve yikama tamponu ile
kimyasallardan arindirilmis DNA Urtnlerinin 50l 10 mM Tris:Cl, pH 8.5 veya deiyonize
su ile ¢ozundr hale getirilmesi (13.000 rpm, 1 dak. santrifdyj islemi ).

Filtreye Baglanma Asamasi:
Yikama Asamasi:

T

Sulandirma Asamasi:

T

Sekil 2.7. Agaroz jelden DNA elde edilmesi.
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2.6.4. Klonlamaicin Plazmid Hazirlanma Asamas ve Gen Ligasyonu:

Daha 6nce PZR ve RFLP yontemi ile klonlarin hazirlanis bolumlerinde agiklandigi
gibi klonlanacak gen dizis ve klonlarin sokulacagi plazmid (vektér) RFLP metoduyla
birbirine ligasyona hazirlanir. Daha sonra ligasyon islemi ile istenilen gen plazmide

sokularak klonlanir.

2.6.4.1. Ligasyon:

Ligasyonislemi igin;

10X ligasyon tamponu: 300mM Tris-HCI (pH 7.8 at 25°C), 100mM MgCl,, 100mM
DTT ve 10mM ATP, T4 ligaz enzimi ve klonlamaya RFLP yontemi ile hazirlanan ve
agaroz jelden daha once tariflendigi gibi pirifiye edilmis hedef PZR Grinu ve plazmid

kullanilir.

Ligasyon islemi; tip icerisinde klonlanacak PZR ile amplifiye edilmis DNA dizisinin
klonlamada araci vektor olarak kullanilacak plazmid DNA’ sinin igine kovaent bag
olusturularak sokulmasi islemidir. Ligasyon reaksiyonu belirtilen tampon ve T4 ligaz
enzimi asagidaki tabloda belirtilen miktarlarda karistirilip toplam hacim genel itibariyle
10-20 pl olacak sekilde 16 °C'de 16 saat sire ile inkibasyona tabi tutularak
gerceklestirilir.

Son Konsantrasyon

(ddH20) Nuclease-Free distile Su |-

10x Ligasyon tamponu 1x

Hedef gen dizini iceren DNA

Plazmid DNA
Toplam DNA miktari 50-400 ng
T4 DNA Ligaz 0,1-1 unite

Tablo 2.3. Ligasyon yontemi komponentleri
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2.6.5.Klonlarin Transformasyon ile Sub-Klon Bakteriye aktarilmasi:

Ligasyon islemi ile birbirine kovalent bag ile baglanan vektér ve PZR ile amplifiye
edilmis klonlanacak DNA dizini bakteriler kullanilarak cogaltilmaya calisilmistir. Buislem
icin BRL catalog #: 8265SA numarali DH 5 alpha sub klonlamaya uygun bakteri serisi
kullanilmistir. Transformasyonda uygulanan protokol ;

1. -70°C dondurucularda muhafaza edilen stok bakteri hiicreleri buz Gzerinde ¢ozindr.

2. 1.5ml’lik microsantrif(jj tlplerine nazikge karistirilan stoktan 50" ser pl olacak sekilde
boltnar.

3. Hazirlanan tupler 6ncelikle soguk su banyosuna veya ethanol ile soguk muameleden
sonratekrar -70°C de dondurulur ve her kullanimda sadece 1.5 ml lik mikrosantrifj
tuptinde 50 pl bakteri hiicresi kullanilir.

4. -70°C den cikarilan 50 pl bakteri hiicresi buz Uzerinde 10 dak. Inktbe edilir.

5. 2ng DNA (plazmid) ilave edilir veiyice karistirilir.

6. 30 dak. Buz Gzerinde inkibe edilir.

7. 37°C de 20-30 saniye sicaklik farki ile hiicreler sokatabi tutulur.

8. Tekrar buz Uzerinde 2 dak. Inkube edilir.

9. Odaisisindaki LB tamponundan 950 pl. ilave edilir.

10. 37°C'de 1 saat inklbe edildikten sonra LB agarli platelere kilttre edilir.

(LB agarli plate hazirlanirken klonlamada kullanilan plazmidlerin sahip oldugu antibiyotik
rezistansina uygun antibiyotik besi ortaminailave edilir).

11. 37°C'lik etiivde gece boyunca inkiibasyonatabi tutulur.

2.6.5.1. Transformasyonda kullanilan LB Tampon Hazirlanisi:

1. Tripton 10g/Lt
2. Maya Ekstrakti 5 g./Lt.
3.NaCl 10g./Lt. olacak sekilde karisim hazirlanir ve mutlaka otoklavlanir.
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2.6.5. 2. Transformasyonda kullanilan LB Agar Hazirlanisi:

1. Tripton 10g/Lt
2. Maya Ekstrakti 5 g/Lt.
3.NaCl 10g./1t.

4. Bakto Agar 10g./Lt.
5. Plazmidin sahip oldugu rezistansa gore antibiyotik cinsine gére miktari ayarlanan

antibiyotik ilave edilerek hazirlanir ve mutlaka otoklavlanir.

2.6.6. Klonlarin Aktarildigi Bakteri Hucrelerinden Tekrar Amplifiye edilen Pozitif

Plazmidlerin Izolasyonu igin Inokdlasyon:

Transformasyon islemi sonrasi plazmidlerin sahip olduklari antibiyotik rezistansindan
yararlanilarak ayrilan ve tek koloni dustrilen pozitif koloniler inokilasyon islemi ile
uretilirler;

1.Inoktlasyon idemi sirasinda kontaminasyon riski yiksek oldugundan mutlaka bek

alevi etrafinda calisilmalidir, dncelikle yeterli sterilitede ortam hazirlanir.

2. Inokulasyon tuplerine odaisisindaki LB tamponundan 5 ml. konur.

3.Antibiyotikli LB agarli kaplarda kultire edilen plazmidler tek koloni disirmus

olduklarindan direkt olarak inokilasyonaalinirlar, steril pipet uclari yardimi ile
koloniler LB tamponlu ttplere aktarilir.

4. 37°C'lik calkalayicili etivde gece boyuncainkiibasyonatabi tutulur.

2.6.7. Inokulasyon Urinlerinden Plazmid | zolasyonu:

Elde edilen inokulasyon Uriinlerinden pozitif olan amplifiye olmus plazmid DNA’ lari
(Qiaprep miniprep, Qiagen,USA) kit ileizole edilmistir. Kullanilan kit yontemi kolomlara
plazmid DNA’sinin baglanmasi ve daha sonraki yikama asamalari ile kolomdan tekrar
temiz tlplere aktarilmasi prensibine dayanan bir tekniktir. Daha 6nceki bolimde kit ile
DNA orneklerinin jelden izolasyonuna benzer temel prensip ile kiltir ortamindan plazmid
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DNA'’ lari izole edilmistir.

2.6.8.Plazmidlerin Klon Acisindan Degerlendirilmesi:

Inokulasyon ile bakteriyal ortamda Uretilen vektorler hiicre kultirine gecilmeden yani
hicre serileri  plazmidler ile enfekte edilmeden o©Once pozitiflik agisindan

degerlendirilmistir.
2.6.8.1.PZR ile Plazmid- Klon Degerlendirilmesi:

Inokllasyon Urdnleri icerdikleri plazmidlerin icine sokmayi hedefledigimiz dogru gen
bolgelerini igerip icermediklerinin teyidi icin miniprep kit yontemi ile izolasyondan dnce
direkt olarak kalip DNA olarak kullanilip PZR u ile degerlendirilmistir. Miniprep
yontemi, hazirlanan Luria Bertani (LB) agarli plateler Gzerine ekim yapilmis klonlu
plazmidlerin sub-klon bakteriler ile ekimi ile gerceklestirilir. LB pletleri plazmidin
rezistans oldugu antibiyotik icerdiginden plazmid ile enfekte olmus bakteri kolonileri
olusur. Tek koloni diusirilerek steril igne uclu 6ze yardimi ile bu koloniler LB tamponu
icerisine alinarak 37 °C’de bir gece inkibasyon uygulanir. Bizim ¢alismamizda Miniprep
(Promega,USA) kolon yontemi ile pozitif plazmidler 6ncelikle kolona yapistirilip daha
sonra yikama solUsyonlari ile yikanip saf halde elde edilmistir. Miniprep yontemi ile
plazmid DNA izolasyonuna sadece PZR da pozitiflik gosteren LB’de inkibe olmus
ornekler ile devam edilmistir.

2.6.8.2.RFLP Yontemi ile Plazmid- Klon Degerlendirilmesi:

PZR sonucunda pozitif oldugu dustintlen plazmid 6rneklerinin bir sonraki asamada,
inokulasyon urdnlerinden plazmid eldesi sirasinda kaybedilme olasiligi bulunmaktadir.
Koloma baglanan plazmidlerin solUsyonlar ile yikama asamasinda kaybedilmesi
durumunda ya da kit yonteminin son asamasi olan kolomdan tekrar soltisyona gegirilmesi
asamasinda plazmidin kolomda bagli kalarak kaybedilmes olasiliklari dustintlerek PZR
sonucu pozitif olan plazmid orneklerine ait inokilasyon drneklerinden DNA izolasyonu
sonrasinda plazmidler RFLP yontemi kullanilark plazmid igine sokulan gen dizilerinin
kesim bolgeleri ile kontrol edilmistir.
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B F5GATC GGATCC tgaattgacactctgtttctatccctt3’
BRY5 TGCA CTGCAG tgctctectgeagtcaccectagggcagg 3'

Y ukarida belirtilen ileri ve geri oligonukleotidler dizayn edilirken olusturulan overlap
bolgelerinin 6niine Kpnl ve Xhol restriksiyon endonikleazlar enzimlerinin kesim tanima
bolgeleri eklenmistir. Overlap dizileri ileri oligontkleotid igin 5 ucnda GATC ve geri
oligontkleotid icin 5  ucunda TGCA olarak dizayn edilmistir. Bu diziler kullanilan
restriksiyon endonikleazlarinin tanima bdlgelerinden plazmidi kesebilmes icin gerekli

aktivasyon dizileridir.

Kpnl

5 .. GGTACC... 3
3...CCATGG...5

Xhol

5 .. CTCGAG...%
3...GAGCTC...5

Enzim tipine gore degisen overlap dizileri ile tamamlanan tanima bdlgeleri kullanilarak

iceriye sokulan dizilerin kesimi ile pozitiflik kontrol edilmistir.
2.7. HucreKultaru:

Bu doktora tez calismasinda hazirlanan PAI-1 4G/5G klonlarinin obezite Uzerindeki
etki mekanizmasinin anlasilmasi amaciyla preadiposit hiicre serisinden yag hire serisi
olusturulmustur. Preadipositlerden adipositlere farklilasma sirasinda klonlar ile enfekte
edilen hicre serileri takibi ile yag olusumu ile PAI-1- 4G/5G genotip farkliligi iliskis
ortaya konmustur. 3T3L1 preadiposit hiicre serisi (American Type Culture Collection,

Manassas, VA) normal blyime ortamlari;

59



B DMEM (Dulbecco’s modified eagle’ s medium,Gibco,USA, Kat No: 12800)
W 10% fetal bovine serum, (Hyclone ,USA, Kat No: 1115-L)
H2 mM L-glutamine,
m50 U/ml of penicilin ve 50 pg/ml  streptomicin (Gibco,USA, Kat No: 15070)
mediumu igerisinde ve 37 °C
5% CO2 ortam olarak gerceklestirilmistir.

Sekil 2.8. Preadiposit hiicre serisi

2.7.1. Preadiposit Adiposit hire farklilasmasi:

Iki gtin sonra plate yeterli derecede hiicre yogunluguna sahipken adipogenic hormonal
kokteyl (1 ug/ml insulin, 0.25 uM dexamethasone, and 0.5 mM isobutylmethylxanthine
and 1ImM TZD) ilaveedildi.

W 2 gun bu sekilde hiicreler farklilasma mediumu ile inklbe edildikten sonra insilin
miktari degistirilerek farklilasma protokol tine devam edilidi.

B DMEM (Dulbecco’s modified eagle’s medium,Gibco,USA, Kat No: 12800) ve 10%
FBSile 0.1% P/S karismi medium igerisine ilave edilen kokteylin icerdigi instlin

miktari sirasiyla;
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Winsulin (1 pg/ml) iki gin streile uygulandi

W 0,5 ug/ml insulin ile differensiyasyona devam edildi.

W intraselUler lipid damlaciklari ilk 4 ile 6 giin arasinda g6zlemlenmeye baslandi.

W Farklilasmalile preadipositlerden olgun adiposit hiicreler elde edildiginde yag
damlaciklari intraselller yag akimulasyonlarinin  Oil red O tipi boyanmasi ile

gorunttlebilir;

2.7.2. Oil Red O Boyama:

1. Goruntlilecek olan hicre serisi 6ncelikle yag damlaciklarindan dolayi ylzeye
yapiskanliklarini kaybetme egilimdedirler. Bu nedenle 6ncelikle 4 %' |IUk formaldehid
ile fiksasyon yapilarak hiicreler Uretildikleri plate yadaflask yizeyine sabitlendi.

2. Fosfat iceren tuzlu tampon (PBS) ile 1 saat inklbe edilerek fornaldehid
uzaklastirildi.

3. Yikanan hiucreler 0.4%’10k filtre edilmis Oil red O boyas ile 30 dakika inktibe
edildi.

4. 60%'lik isopropanol ile 3 defayikandi.

5. PBSile son yikama yapildiktan sonra gorinttleme yine PBS igerisinde yapildi.

6. Oil red O pozitif olan hicrelerin negatif hicrelere ylzdes ile farklilasma orani

tanimlanmistir ( 40X magnifikasyon kullanilmi).

(b)
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Sekil 2.9. (a) Oil Red O ile boyanmis Adipogenic hucreler 4. gin, (b) Oil Red O ile boyanmis
Adipogenic hiicreler 7.gun, (c) Oil Red O ile boyanmis Adipogenic hiicreler 10. giin

2.7.3.Hazirlanan Klonlarin Hiucrelere Tranfeksiyon ile Enfekte Edilmesi:

Transfeksiyon genel anlamiyla hazirlanan klonlarin icerisinde bulundugu plazmidlerin
hiicre serilerine sokulmasi olarak tanimlanabilir. Tranfeksiyonda en sik ve basarili bir
sekilde kullanilan vektorler plazmidlerdir. Bizim calismamizda klonlamada Duol-Glo
Lusiferaz sistemine ait iki plazmid kullanilmistir. pGL-3 : Hazirlanan klonlarin igerisine
sokuldugu temel plazmid ve  pRL-TK: kontrol standart plazmidi ile klonlama
gerceklestirimistir.

Plazmidler ile hiicre enfeksiyonu farkli kimyasal yontemler ile yapilabilmektedir. Bu
doktora tez calisma kapsamindaki PAI-1 4G/5G promoter polimorphizminin yag hiicre
farklilasmasina etkisinin arastiriimasi safhasinda yani obezite olusumundaki ilskisinin
aydinlatilmasinda trasfeksiyon islemi kit yontemi ile gergeklestirilmistir (Qiagen, Effectin
kiti, ABD).
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2.7.3.1. Transfeksiyon Asamalari:

- 80-90 % kalabalikta hiicre serileri hazirlanir,

- Kit protokol iinde tavsiye edilen oranlarda plazmid miktari saglanir,

- Plazmid 6rnegi uygun miktardaki medium ve enhansir reaksiyon hizlandiricisi ile
muamele edilir

- Vortekslenerek karistirilir,

- lipozomal olmayan lipid yapisindaki efektin adi verilen sollisyon uygun miktarda
ilave edilir,

- 5-10 dakika oda isisindainkube edilir,

- Hicre mediumu degistirilerek taze buyime mediumu Uzerine ¢ok yavas hazirlanan
karisim ilave edilir. Asagida plazmid DNA miktarlarina gore soltsyonlarin
oranlari belirtilmistir;

0.5 pg DNA 0.5 pg DNA 0.5 pg DNA
0.5 4 pl Enhancer 4 pl Enhancer 4 pl Enhancer
5 p| Effectene ) |_|| Effectene 25 |_|| Effectene

1 pg DNA 1 pg DNA 1 pg DNA
10 8 pl Enhancer 8 pl Enhancer 8 pl Enhancer
10pl Effectene 25 pl Effectene 50 pl Effectene

2 pg DNA 2 pg DNA 2 pg DNA
20 16 pl Enhancer 16 pl Enhancer 16 pl Enhancer
20pl Effectene 50 pl Effectene 100 pl Effectene

Tablo 2.4.. Transfeksiyonda kullanilan kimyasallar ve miktarlari.

Efektin:  Lipozoma olmayan lipid formulasyonudur. Bu formilasyon 1987 lerde
lipozomal yontem olarak tanimlanmistir. Missel yapisindadir. Pozitif yukli misel ylzeyi
nuklelk asitlerin negatif yukli fosfat iskletine baglanma egilimindedir. Transfeksiyon
sonunda olusan kompleks pozitif yukltdir ve negatif yikld hicre membranina baglanir.
Efektin bu asamada baglanmayi saglayan gjandir.

Enhansir: Enhansir 6ncelikle plazmid DNA’sina kondanse olur. Boylelikle efektin ile
katotik lipidler ile sarilmis ve hiicreye membrandan baglanmis DNA molekilinin

Okaryotik hiicre serilerine sokulmasini saglar.
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2.7.3.2. Dual-Glo Lusiferaz Klon Analiz Sistemi :

Transfekte olan hiicre serilerinde aktivasyon tayini igin Duol-Glo lusiferaz yontemi
kullanilmistir. Klonlama temel prensiplerine bagli kalinarak plazmid ve iceri sokulacak
gen dizisinin enzim haritalari ¢ikarilmistir. Klonlanan gen dizis icerisinde yer almayan
plazmid origin bolgesinde tanima bolges bulunan enzimler tercih edilerek PAI-1
promotor dizisinin 4G/4G ve 5G/5G genotipleri pGL-3 plazmidi icerisine sokulmustur.
Duol-Glo lusiferaz sisteminde kullanilan iki temel plazmid bulunmaktadir. Bu vektorler
icerdikleri isma veren iki floresan protein dizis icerirler. Firefly ve renilla floresanlari

kimyasal reaksiyon mekanizmasi ile isama vermnektedir.
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Accl 1 2011 Eag| 3 1755,1759, 4651

Acclll 2 783, 1299 EclHKI 1 3153

Acchbdl 1 1 EcodTll 1 2136

Acy| 4 95, 121, 1514, Ecod2 | 3 1755, 1759, 4651
3690 EcoCRI 1 9

AfTlll 3 15, 581, 2260 EcoN | 3 645, 1045, 1705

Alwb | b 1111, 1343, 1409 Ehe | 1 122
3214, 3990 Fsel 1 1761

Alndd | 2 2574, 3820 Fspl 2 3375, 4548

AN | 1 2676 Hinc |l 3 1392, 1902, 2012

AspH | b 11, 1553, 2578, Hind |l 3 1392, 1902, 2012
3739, 3824 Hind I 1 53

Aval 3 26,32, 1144 Hpal 1 1902

Avall 3 1267, 3291, 3513 Hspd2 | 4 95, 121, 1514, 3690

BamH | 1 2004 Kas| 1 120

Banll 4 11,33, 1112, 4231 Kpnlie) 1 5

Bbel 1 124 Miu| 1 15

Bbs | 4 98, 1376, 1492 Nae | 3 1759, 2130, 4199
2089 Nar| 1 121

Bbul 1 751 Neol 1 il

Bell 1 668 NgoMIV 3 1757, 2128, 4197

Bgll 2 3273, 4541 Nhe 1 21

Byl ll 1 36 Not| 1 4651

Bsal 1 3214 Nsp| 2 751, 2264

Bsah | 1 4302 PaeRT | 1 32

Bsab | 1 2003 Ppul | 1 1267

BsaH | 4 95, 121, 1514, PshA | 1 2075
3690 Psp5 |l 1 1267

BsaM | 3 60, 1823, 1916 PspA | 1 26

Bsm| 3 60, 1823, 1916 Pvul 2 3523, 4569

BspH | 3 671, 2980, 3968 Sacl 1 11

BspM | 3 1477, 1486, 4751 Sall 1 2010

BsrBRI 1 2003 Scal 3 253, 3633, 4716

BsiG | 1 578 SgrA | 1 1516

BssS | 2 2433, 3817 Sinl 3 1267, 3291, 3513

BstZ | 3 1755, 1759, 4651 Smal 1 28

Clal 3 1997, 4709, 4813 Sphl 1 751

Cspdsl 1 257 Sifl 1 28

Dral 4 1963, 3019, 3038, Sspl 3 3957, 4510, 4625
3730 Sty 1 il

Drall 1 1267 Vspl 1 3325

Dralll 1 4305 Xbal 1 1742

Drd| 3 1489, 2368, 4349 Xem| 1 823

Dsal 2 86, 455 Xhol 1 32

Eael 4 1755, 1759, 3541, Xmal 1 26
4651 Xmnl 1 3752

Tablo 2.5. pGL 3 plazmid enzim haritasi.
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Duol-Glo lusiferaz sisteminde pRL-TK renilla adi verilen firefly klon isimasindan
farkli bir isima veren floresan protein dizis iceren  vektor kullanilmistir. Bu kontrol
plazmidinde herhangi bir klon iceri sokulmadan renilla proteini sirekli sentez halindedir.
Elde edilen veriler ile PGL3 klon plazmidinden ainan firefly isimasinin renillaya
oranlanmasi sonucunda PAI-1 4G/5G promoter polimorphizminin aktivasyon farkliligi

preadiposit ve adiposit hiicre serilerinde karsilastirilmistir.

2.8. Western Blot:

Western blot molekiler biyolojide protein varligini  ya da yoklugunu ortaya koyma
amaciyla ve varsa miktarini tayin veya karsilastirma amaci ile kullanilir. SDS-PAGE
uygulamasindan sonra elektroblot yontemi ile proteinler membrana aktarilir. Membranlarin

birincil ve ikincil antibodiler ile muamele edilmesiyle nicel olarak proteinler tayin edilir.

2.8.1. SDSPAGE:

Oncelikle transfeksiyon ile klonlanan plazmidlerin hiicre igerisine sokulmasinda
sonra Duol-Glo lusiferaz aktivite tayin yontemi ile PAI-1 4G/5G genotip farkliligi
karsilastirilmisti, bu verilerin western blot analizi ile teyidi icin SDS PAGE jdleri

kullanilmistir.
2.8.1.1.Akrilamid-Bisakrilamit :

%30’ luk T/2.6%C 37.5:1, stogu  akriamid-bisakrilamid PAGE  sollisyonu
kullanilarak kullanilmistir.. 380 g Akrilamid (Merck, Almanya) ve 20 g N,N'-metilen-bis-

akrilamid (Sigma, Almanya) bir miktar distile su ile 37°C’ de isitilarak kimyasallarin

¢cOztnmesi saglanarak hacim distile su ile 1000ml’ ye tamamlanmistir (Sambrook 1989).
2.8.1.2. TBE Tampon Cozdltisi:
Tris 54 gr, Borik asit 27.5gr, 0.5 M EDTA 20 ml dlinarak 11t ye deiyonize suy ile

tamamlanmistir. 5X TBE hazirlandiktan sonra distile su ile 1/5 oraninda seyreltilerek 1X
TBE ¢ozeltis jel yurttme tamponu olarak hazirlanmistir.
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2.8.1.3. APSHazirlanisi:

%10’ luk Amonyum Persiilfat, 1 gr Amonyum Persiilfat ‘in (AppliChem, Almanya) distile
su ile 10 ml’lik hacime tamamlanmasi ile hazirlanmistir.

28.14.TrisHCL:

Iki farkli yogunlukta jel hazirlanmas amaci ile 1.5 M pH 88 ve 0.5 M pH 6.8 olacak
sekilde Tris-HCL hazirlanmistir.

2.8.1.5.SDS:

10% ‘luk SDS hazirlanmistir.

2.8.2.Elektroforez Aparatinin Hazirlanmasi;

Camlar bol su ile iyice yikandiktan sonra deiyonize suyla durulanarak 70%'lik
akolle temizlenip kurutulmustur. Sonra camlar arasina 1 mm kalinliginda spacerler

yerlestirilerek jel dokiim asamasina hazirlanmistir.

Daha sonra jel hazirlama asamasina gecilir; 10cmx10 cm ‘lik PAGE igin
%30’ luk akrilamid-bisakrilamid stogundan 2.133 ml yuritme jeli icin 267m stacking jel
icin, distile sudan 3.743 ml yidritme jeli icin, 1.201 ml. stacking jel icin, TrissHCL pH
8.8 1.5M yurime jeli icin 8 ml pH 6.8 0.5 M stacking jel icin 2 ml kullanilmistir. Bu
karisim Uzerine 40m %210’ luk Amonyum Persilfat/10 m , 80m /20m SDS ve TEMED
(N,N,N',N'-tetrametilen-etilendiamid) (Sigma, Almanya) eklenerek hazirlanmis jel, camlar
arasina dokulmastur. Jel dokuldikten sonra 1 mm’lik taraklar camlar arasina yerlestirilip
ve orneklerin yiklenecegi kuyular olusturulmustur.

Ornekler SDS PAGE ile yiritildikten sonra elektroblot islemine gegilir. Bu islem
sandvi¢ yontemi olarak da bilinir. Jel icinde sabitlanmis ve ayrilmis protein drneklerinin
nitro seliloz membran Uzerine gecirilmesi amaci ile transfer islemi gergeklestirilmistir.

Anot ve katot plakalari alizerine stingerler ve aralarina watman kagtlarindan gecirgen bir
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set yapilir. Uzerine jel konur jelin Gizerine membran yerlestirilir. Ve yine watman kagidi ile

gecirgenlik artirilir. Elektroforez ortaminda transfer saglanir.

Elinger
watman kagidi
mermbran

Sekil 2.10. Western —blot yontemi

Transfer isemi tamamlandiktan sonra PAI-1 ekspresyon miktar tayini i¢in birincil
keci antikorlari ve buna baglanacak ikincil anti-keci antikorlari kullanilmistir. PAI-1
ekspresyonun western konfirmasyonu icin aktin fare primer ve anti fare ikincil antikorlari

kullanilmistir.

2.9. PAI-1 Gen Ekspresyonunun siRNA Y ontemi ile Azaltilmasi:

Interfering kicik RNA yontemi viral klonlara yerlestirilen oligontkleotidler ile gen
ekspresyonunun durdurulmasi esasina dayanir. Bu doktoratez ¢alismasi kapsaminda PAI-1
gen ekspresyonunun durdurulmasi amaci ile SSRNA dizayni yapilmistir. RNA  dizisinin
icine sokulacagi vektor virls pLentiLox 3.7 kullanilmistir. LOCUS LL3.7 7650 bp
halkasal DNA SYN olarak gen bankasinda yer almaktadir.
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2.9.1. SRNA dizayni:

Sense ve antisense iki oligo dizayn edilmistir.

Sense oligo: 5 T-(GN18)-(TTCAAGAGA)-(8INC)-TTTITIC

Antisense oligo olarak ise sense oligo dizisine komplementer olarak dizayn edilmistir
ancak farkli olarak 5 ucuna Xhol restriksiyon endontikleaz kesim boélges ile overlap ug
yaratilmistir. U6 promoter bolgeye tekrar -1 yaratmak amaciyla G(N18) dizisini
baslangicina T nukleotidi eklenmistir. TTCAAGAGA dizis ise loop olusturabilmek icin
eklenmistir. 3' ucuna sonlandirmadizisi olarak 6 T nukleotidi eklenmistir.

" .
|1 uu © A
GCUACAACUACUACAUGAC

JERNNRRRRRRRRNNNEY A
CGAUGUUGAUGAUGUACUG
0 AG , G

SIRNA dizayninda dikkat edilen diger bir unsur ise klonlamada ligasyon isleminin
gerceklesebilmes icin pLL3.7 vektérinin 5 ucuna Hpa | restriksiyon endonikleaz
tanima bolgesi ile kor u¢ , 3' ucunaise Xhol tanima bolges ile yapiskan uc olusturulmus

olmasidir.

g o
ol oF
5 ~

<SIN-LTR CMV - JNESEERN)-IWREN-SIN-L TR

Hpal MKE Xhol

' Lioepe ' Terminator

Sekil 2.11. SIRNA yonteminde kullanilan pLentilox 3.7 nin sematik gésterimi.
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Sonug olarak olusturulan PAI-1 sIRNA dizileri;

Sensoligodizi: 5 AAC/ITG/GGAAGAAACACCCTTTCA/TTCAAGAGA/A
TGAAAGGGTGTTTCTTCCCA/TTTTTTI/C3

Antisensoligodizi : 5 TCGAG/AAAAAAITGGGAAGAAACACCCTTTCAT/TCT
CTTGAA/ATGAAAGGGTGTTTCTTCCCAZ olarak dizayn edilmistir.

SIRNA ile adiposit hiicre serilerinin transfeksiyonu daha once tariflendigi sekilde
yapilmistir. SRNA |i ortam real time PZR teknolojisi ile PAI-1 geni ic¢in dizayn edilmis
prob ve oligonuklectidler ile degerlendirilmistir. PAI-1 real time PZR’ ileri primeri 5
ggctgacttcacgagtctt tca3' PAI-1real time PZR’ geri primeri 5 aggcgctgcagaaagtgaa
prob: fam-5' accaagagcctctccacgtcgeg3' -tamra olarak dizayn edilmistir. Kantitatif olarak
PAI-1 ekspresyonu ve sSiRNA ile endogenous PAI-1 ekspresyonun durdurulmasi ile ilag
denemeleri tez kapsamini alinmistir. Boylelikle 6zellikle siRNA teknolojisi ile bu doktora
tez calismasi ile aydinlatilan yag olusumunda PAI-1 gen etkileri adipogenezin takibi ile
netlestirilmistir.

2.10. Poliakrilamid Jel Elektrofor ezi

Elektroforez Aparatinin Hazirlanmasi: Camlar bol su ile iyice yikandiktan sonra
delyonize suyla durulanir. 70%'lik alkolle temizlenir ve kurulanir. 0.8 mm’lik spacerlar
yardimiyla arada 0.8 mm bosuk birakilmasi saglanir ve klemplerle sabitlenir. Jel

dokuldikten sonrayine 0.8mm’lik tarak oturtulur.

%6'lik Jelin Hazirlanmasi: %30’ luk akrilamidden 15 ml, TBE 5X tamponundan 15 ml,
450ul 10%'luk Amonyum Persulfat (Sigma, ABD), 35u1 TEMED (Tetra Etil Metilen
Diamin) (Sigma, ABD) konularak 44 ml deiyonize suyla 75 ml’ye tamamlanir. Sabit 150
V, 15 mA’de , sogutma yapilmaksizin 3 saat slreyle olacak sekilde akima tabi tutulur.

Bantlar etidyum bromtirle boyanarak Ultraviyole aydinlatmasiyla gérinir hale getirilir.
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2.11. Real Time PZR:

Real time PZR'u ile kantitatif analiz yapilabilmes icin farklilasmayi takiben
adiposit hiicre serisinde ve kontrol grubu 3T3L1 hticre serilerinde total RNA izolasyonu
yapilmistir (Promega, USA). Hucreler 2000 g de 5 dak. Santrifllj edilmis ve olusan pellet
Uzerine lize atme tamponu ilave edilmistir. DNA kontaminasyonun énlenmesi amaciyla
RNA 6rnekleri 15 U DNasel ; (Promega,USA) ile muamele edilmistir. Son asamada 25 pl
steril dd su ile sulandirilmistir. RNA konsantrasyonlari Nano Drop (ND-1000, 3.2.1.) ile
hesaplandiktan sonra 1ug RNA kullanilarak cDNA reaksiyonu gerceklestirilmistir
(Gene Amp. RNA PCR kit ,Perkin Elmer Cetus,USA). Elde edilen cDNA’ ler ile PAI-1
ekspresyonu kontrol ve adipojenik hiicre serilerinden LightCycler (Roche, Mannheim,
Germany) cihazi ile RT PZR ile kantitatif olarak tayin edilmistir (Brogren, Karlsson et al.
2004).

gttctgceca agttcteect ggagactgaa gtcgacctca ggaageccct agagaacctg
ggastgaccg  acatgttcag  acagtttca  ggctgacttcacgagtctttca ¢

accaagagcctctccacgtegeg ¢ aggegctgcagaaagtgaa gatcg aggtgaacga

Koyu yazilan diziler ileri ve geri primer dizileri, italik yazilan alti cizili dizi 5 ucu
FAM, 3" ucu TAMRA ile isaretli Real time PZR’unda kullanilan oligolari géstermektedir.
Kontrol grubu ve adipojenik hicreler PAI-1 ekspresyonu igin kantitatif olarak rea time
PZR’'u ile karsilastirilarak klonlama ve aktivite analiz verileri konfirme edilmistir.
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2.12 1 statistiksel Analiz:

Batun veriler “Hasta Takip” data dizenleyici bilgisayar programi kullanilarak
kaydedilmistir. Sikliklar Y tzde (%), yas ortalamasi median (range), karsilastirma ve risk
degerlendirmeleri olasilik oranlari (Odds Ratio=OR) ve Guven Ardigi (Confidence
Interval) hesaplari 95% guvenilirlik dizeyinde hesaplanmistir. Testler sonucunda elde
edilen, kontrol ve hasta grubu verileri dagilimlari arasindaki iliskinin incelenmes igin
istatistiksel bir metod olan “P degeri” “TAD POLE” bilgisayar programinda, verilerin
hastalarda kontrollere oranla nasil bir risk faktort olup olmadigini belirlemek icin “Odds
Ratio” = Olasilik Oranlari ise manuel olarak hesaplanmistir. Farklilasma-aktivite klon
deney sonuclari firefly ve renilla issimalarinin oranlanmasi esasina dayanarak standart
sapmalari hesaplanarak degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

Ankara Universitess Tip Fakiltes Pediatrik Molekiler Genetik B.D.da
gerceklestirilen bu doktora tez calismasinda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik
Endokrinoloji A.B.D. polikinligine gelen 175 klinik olarak obez tanisi amis olgu ve
Sosya Pediatri bolimunin katkilariyla yapilan disiik ve yiksek sosyo-ekonomik duzeyli
okul calismasindan 96 cocuk calismaya alinarak obezitede anlamli olabilecek hedef gen
degisimleri acisindan arastirilmistir.

3.1. Plazminojen Aktivator Inhibitor-1—-675 4G/5G Polimorfizmi:

3.1.1. Plazminojen Aktivatér Inhibitdr-1 —-675 4G/5G Polimorfizminin tanimlanmasi
icin PZR:

Plazminojen Aktivator inhibitor-1'in  promotorundan yapilan polimeraz zincir
reaksiyonu sonrasinda 98-99 b¢ uzunlugunda oligonukleotit Grinler elde edilmistir.

Sekil 3.1. PAI-198/99 bg. geni promotor boélgesinin PCR gor iintusi.

3.1.2. Plazminojen Aktivator Inhibitor-1 —675 4G/5G Polimorfizmini Tanimlamak
Icin BseL 1 Restriksiyon Endonukleazi 1le Kesim:

Plazminojen Aktivator inhibitér-1 —675 4G/5G polimorfizmini tanimlamak icin Bsel 1
restriksyon endonikleazi ile kesm vyapilir. BseL | restriksyon enzimi
5-CCNNNNN NNGG-3' dizisini tanir ve keser. Enzim 5G genotipi tasiyan bireyi

kesecektir. Kesim sonucunda
Homozigot 5G bireyler:  77+22 bg

Heterozigot bireyler: 98/99 +77+21/22 bg
Homozigot 4G bireyler: 98 b¢ bantlari izlenir.
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h—,F-_—hp_q'gh'”--——-:

Sekil 3.2. Plazminojen aktivatér inhibitor-1 geni promotor bdlgesi -675 4G/5G

Bsel 1 restriksiyon endontikleazi kullanilarak gosterilmesi

polimorfizminin

PAI-1 | Yuksek Sosyo-ekonomik | DUstik Sosyo-ekonomik | OR | Cl P
Okul Okul

5G/5G | 12 13 1

4G/5G | 5 29 5 1.5-18 0.012

4G/4G | 10 24 23 |0.7-65 |0.14

n 27 64

PAI-1 Kontrol Obez OR Cl P

5G/5G 33 26 1

4G/5G 67 71 14 0.7-2.3 0.05

4G/4G 30 67 2.8 1.5-55 0.0025

n 130 165

Tablo 3.1. PAI-1 -675 4G/5G gen degisiminin hasta-kontrol gruplari arasinda degerlendirilmesi.

3.2. Adiposit Yag Asti Baglanma Proteini (FABP4, ap2) -87 promoter T/C

Polimorfizmi:

3.2.1. Adiposit Yag Asiti Baglanma Proteini (FABP4, ap2) -87 promoter T/C

Polimorfizminin tanimlanmasi i¢cin PZR:

FABP4 -87 promoter bolgeyi kapsayan polimeraz zincir reaksiyonu sonrasinda 396 bc.

uzunlugunda oligonukleotit Grtinler elde edilmistir.

Sekil 3.3. FABP4 geni promotor bdlgesinin 396 be.’lik PCR gor tintiisi.
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3.2.2. Adiposit Yag Asiti Baglanma Proteini (FABP4, ap2) -87 promoter T/C

Polimorfizminin tanimlanmasi icin Mun 1 Restriksiyon Endonuikleazi Ile Kesm:

FABP4 —87 T /C polimorfizmini tanimlamak igin Mun 1 restriksiyon endonikleazi ile
kesim yapilir. Mun 1 restriksiyon enzimi  5'-C/AATTG-3 dizisini tanir ve keser. Enzim

normal diziyi keser. Kessim sonucunda;

Homozigot normal bireyler: 247/99b.¢.
Heterozigot bireyler: 396/247/99 bg

Homozigot degisim tasiyan bireylerdeise : 396 b¢'lik bantlar izlenir.

396 b
247b¢

99 bg.

Sekil 3.4. FABP4 87 T /C polimorfizminin Mun 1 restriksiyon endonikleazi kullanilarak gosterilmesi.

FABP4 | Yiksek Sosyo-ekonomik | Dustik Sosyo-ekonomik | OR | Cl P
Okul Okul

TT 27 63 1

TC - 1 0.86 | 0.02-26 | 0.6

cC - - - -

n 27 64

FABP-4 Kontrol Obez OR Cl P

TT 72 90 1

TC 33 3 0.07 0.02-0.2 0.00001

CC 1 - 04 0.01-12 0.7

n 106 90

Tablo 3.2. FABP 4-87 T/C gen degisiminin hasta-kontrol gruplari arasinda degerlendirilmesi.
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3.3. Interlokin 6 (IL-6) -174 G/C degisimi:

3.3.1. Interlokin 6 -174 G/C degisiminin tanimlanmasi i¢cin PZR:

Interl6kin-6 -174 promoter bolgeyi kapsayan polimeraz zincir reaksiyonu sonrasinda

431b¢. uzunlugunda oligonukleotit Griinler elde edilmistir.

SRS ET RN O K BN ] <—— 431 b

Sekil 3.5.1L-6 geni promotor bdlgesinin 431bg.’lik PCR gortintlsl.

3.3.2. Interlokin 6 -174 G/C degisminin tanimlanmasi icin Nla Il Restriksiyon
Endonuikleazi Ile Kesim:

Interlokin 6 -174 G/C degisiminin tanimlanmasi icin  Nla Il restriksiyon
endonikleazi ile kessm yapilir. Nlalll restriksiyon enzimi 5'-...CATG/...-3' dizisini tanir
ve keser. Kesim sonucunda;

Cadléiigin:  229/122/51/29 bg
Galdiicinise: 229/173/29 bg bantlari izlenir.

229 b
173 be

122 bc.

Sekil 3.6 Interlokin 6 -174 G/C degisiminin Nla l11 restriksiyon endontikleazi kullanilarak gosterilmesi.
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IL-6-174 | YUksek Sosyo-ekonomik | Duslik Sosyo-ekonomik | OR | ClI P
Okul Okul

GG 27 44 1

GC - 17 20 12-361 | 001

CcC - 3 3.6 |0.2-76 0.7

n 27 64

IL-6-174 Kontrol Obez OR Cl P

GG 62 79 1

GC 27 1 0.03 0.004-0.2 0.00001

cC 6 2 0.3 0.05-1.3 0.1

n 95 82

Tablo 3.3.IL-6-174 G/C gen degisiminin hasta-kontrol gruplari arasinda degerlendirilmesi.

3.4. Tumor Nekrozis Faktor-Alfa-308 G/A degisimi:

3.4.1. Tumor Nekrozis Faktor-Alfa-308 G/A degisiminin tanimlanmasi icin PZR:

TUmor Nekrozis faktor-alfa -308 promoter bolgeyi kapsayan polimeraz zincir reaksiyonu

sonrasinda 116bg. uzunlugunda oligonukleotit Urlnler elde edilmistir.

116 b.c.

Sekil 3.7. TNF-a -308 G/A promotor bélgesinin 116 bg.’'lik PCR gor tintsi.
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3.4.2. TNF-alfa -308 G/A degisiminin tanimlanmas igin
Endonukleazi ile Kesim:

BspH | Restriksiyon

TNF-a -308 G/A degisiminin tanimlanmasi icin BspH | restriksiyon endontkleazi ile
kesim yapilir. BspH | restriksiyon enzimi 5'-T/CATGA-3' dizisini tanir ve keser. Kesim
sonucunda;

AA aléliicin: 96/20 bg
AG aldiicinise: 116/96/20 bg bantlari izlenir.

116 bg
96 bg

Sekil 3.8. TNF-a -308 G/A degisiminin BspH | restriksiyon endoniikleazi kullanilarak gosterilmesi

TNF-a | YUksek Sosyo-ekonomik | DlUsiik Sosyo-ekonomik | OR | ClI P
Okul Okul

GG 26 57 1

GA 1 7 3 0.3-27 |05

AA - - - -

n 27 64

TNF-a Kontrol Obez OR Cl P

GG 79 123 1

GA 16 12 0.5 0.2-1 0.066

AA 1 - 0.3 0.01-9.7 0.8

n 96 135

Tablo 3.4. TNF-a -308 G/A gen degisiminin hasta-kontrol gruplari arasinda degerlendirilmesi.
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3.5 Meanokortin 4 reseptor geni (MC4R) :

3.5.1. Melanokortin 4 reseptér geninin DNA dizi analizi yontemi ile taramasi icin
eksonici I. bolge PZR:

Melanokortin 4 reseptér geni tim eksonu iki bolgeye ayrilarak PCR’u ile amplifiye

edilmistir. 1. bolge polimeraz zincir reaksiyonu sonrasinda 610bg¢. uzunlugunda

oligonukleotit Grtnler elde edilmistir.

<+— 610b.c.

Sekil 3.9. MC4R geni eksonici 1. bdlge 610 bg.’lik PCR gor untisi.

3.5.2. Melanokortin 4 reseptor geni eksonici 1. bdlge DNA dizi analizi:

A =0 g ==L
€= = A S o = T < - T A o <= o TS £ S B JATT

Sekil 3.10. MC4R ekson ici 124 G/A degisimi, heterozigot.

79



150 1 50D
Ak Y A, = AChA A o T T T T T = 7 — T

ZTW

Sekil 3.11. MC4R ekson ici 124 G/A degisimi, homozigot.

=20
A, W B, = T S/ T T B M L -aupe_ .

Sekil 3.12. MC4R ekson ici 307 G/A degisimi, heterozigot.

124 G/A — > 42. aa. E (Glutamik asid) — > K (Lizin)
307G/A __, 103. aa V(vain) ____, | (lIzol6sin)

B 11 obez bireyde 124 GA degisimi heterozigot,

B 1 obez bireyde 124 GA degisimi homozigot,
B 6 obez bireyde 307 GA varyanti heterozigot olarak tespit edilmistir
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MVNSTHRGVHT SLHLWNRSSYRL HSNASESL GKGY SDGGCYEQ_ FVSPEVFVTLGVI SLL

ENI LVI VAI AKNKNLHSPMYFFI CSLAVADMLVSVSNGSETI \_/I TLLNSTDTDAQSFTVN

| DNVI DSVI CSSLLASI CSLLSI AVDRYFTI FYALQYHNI MTVKRVA | | SCI WAACTVSG
I LFI 1 YSDSSAVI | CLI TMFFTMLALMVASL YVHVFLMARLHI KRI AVLPGT GAl RQGANVK
GAI TLTI LI GVFWCWAPFFLHLI FYl SCPQNPYCVCFMSHFNLYLI LI MCNSI | DPLI YA
LRSQELRKTFKEI | CCYPLGGLCDLSSRY

Sekil 3.13. MC4R geni aa. Sekansi, E; 42. aa., Glutamik asid, V; 103. aa. Valin.

3.5.2.1. Melanokortin 4 reseptér geninin DNA dizi analizi yontemi ile taramasi icin
I1. bolge PZR:

Melanokortin 4 reseptdr geni tim eksonu iki bolgeye ayrilarak PCR’u ile amplifiye

edilmistir. Il. bolge polimeraz zincir reaksiyonu sonrasinda 620b¢. uzunlugunda

oligonukleatit Urtnler elde edilmistir.

<“— 620 b.c.

Sekil 3.14. MC4R geni eksonici I1. bdlge 620 bg.’lik PCR goértntisl.

3.5.2. Melanokortin 4 reseptor geni eksonici 11. bolge DNA dizi analizi:

MCA4R ekson ici taramasinda 1. bolgede calisilan olgularda herhangi bir gen degisimi
saptanamamistir.
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3.6. Plazminojen aktivator inhibitdr-1 -675 4G/5G polimor phizmi aktivasyon tayini:
3.6.1. Site-directed mutagenezis ile 4G/5G polimorfizminin olusturulmasi:

Site-directed mutagenezis yontemi ile plazmid icerisine sokarak aktivasyon tayini icin
olusturulacak hedef dizi delesyona ugratilmistir. Bu yontem ile istenilen baz cifti kadar
nikleotidin DNA dizisi igerisine sokulmasi veya diziden gikarilmasi mimkinddr. Bu tez
calismas PAI-1 4G/5G aktivasyon tayini icin 4G/4G homozigot delesyonu tasiyan dizi
olusturulmustur. Elde edilen PAI-1 -675 promoter diziyi iceren PAI-1 promoter bolgesi
DNA dizi analizi yontemi ile delesyonicin kontrol edilmistir.

1

Sekil 3.15 Site-directed mutagenezisile olusturulan PAI-1-675 4G/4G homozigot 6rnek.

TtttaccteetAACCCCTGRTCCCRTTCAGCCACCACCACCCCACCCAGCACACCTCCAACCTCAGCCARACRARRTIG
TTGACACAAGAGAGCCCT CAGGGGCACACARACARTCTGRACACET SRR RTCARCCETATATCATCORAGRCGGLCE
G AT GGG RAT GA G AR A A A R AR T e T CT R T TGGaCCCAAGT CCTAGACAGATAARACCTACACAATCA
CeIGRCTGGCTGCAT GCCCT RTGRCT GTTGRGCT GAGCCCARGAGRARGRAGREECGCTCTTICCTGRAGEIGRTCCAG
BeCACCaERT GRACAGC T GaaaRAARACTTCCACGTTTTCAT GRAGRTTATCTTTCATAACTCCACARTGACCTRRT
TCGCCARARGAAAAGCARGCAACRTRAGCTCTTTTTTTTTTCTCCAAGCTRAACACTARRRGTCCTARRCTTTTTGRRT
CACcCGRNAT GECARANAGT CAACCT GECARGNCAT CLRRRAGAN

Sekil 3.16. Site-directed mutagenezisile olusturulan PAI-1-675 4G/4G homozigot 6rnek dizi.
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3.6.2. Adipogeneziste site-directed mutagenezisile olusturulan 4G/4G orneklerinin

degerlendirilmes :

Elde edilen 4G/4G PAI-1 -675 promoter polimorfizmini tasiyan DNA dizis
plazmidler icerisine klonlanarak adipogenezis siireci baslatiimistir. Bu siirecte PAI-1 -675
4G/4G promoter dizi igeren ve icermeyen Ornekler karsilastirilmistir.

Sekil 3.17. PAI-1-6754G/4G promoter dizi iletrasnfekte edilmis preadipositlerden farklilasmis
adipoz doku, 10. gin.

.J"“ 4
o ’i&
-"-'
L_-.aaﬁ‘ ..:'L_f.

Sekil 3.18. Trasnfekte edilmemis preadlpostlerden farklilasmis adipoz doku, 10. gln.
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3.6.3. Klonlarin Duol-glo Lusiferaz analiz yontemi ile degerlendirilmesi :

Relatif Lusiferaz aktivite tayin yontemi ile preadipoz hicre serisinden adipoz
hicrelerin farklilasma periyodunda PAI-1 4G/4AG ve 5G/5G  promoter aktivites
karsilastirilmistir. Alinan veriler farklilasma stirecinin ileriki donemlerinde artacak sekilde
4G/AG ve 5G/5G genotipinin genin aktivasyonunu etkiledigini gostermistir. Farklilasma
protokoltinde 10. guinde 4G/4G alleli yaklasik 2.5 kat kadar aktivasyonu artirmaktadir.

0 10

E 8

< 7

N g @ PAI-1 5G/5G
E 4 m PAI-1 4G/4G
2 3

S =

[T

= 1 -

§ 0 ‘

AN &

)
N | R S
A A

Sekil 3.19. Relatif PAI-1 promoter 4G/5G genotip aktivasyonun adipojenik siklusta glnlere gore
karsilastirilmasi

3.6.4. PAI-1ekspresyonuna anti-diabetik ilacglarin etkileri:
3.6.4.1. Duol-glo Lusiferaz analiz yontemi ile Ciglitazone ilag denemesi :

5mM ve 7 mM’lik hazirlanan ciglitazone adli antidiabetik olarak kullanilan ilag hiicre
kalthrt ortamina verilerek PAI-1 gen aktivasyonu Uzerine etkis 4G/4G ve 5G/5G klonlari
ile transfekte edilmis hiicre serileri Uzerinde denenmistir. 7mM ciglitazonun daha etkili
oldugu ve farklilasma periyodunun ileri asamasinda etkinin arttigi tespit edilmistir.
Farklilasmanin 2. giiniinde 7mM ciglitazone etkisi 5mM ciglitazona oranla %25 oraninda

aktivite kaybi gorulirken 10. glnde aktivite kaybi %50" cikmistir.
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Sekil 3.20 Adipojenik hiicrelerin glinler e gore PAI-1 gen aktivitelerinin ciglitazoneile etkilesimi.

3.6.4.2. Duol-glo Lusiferaz analiz yontemi ile Troglitazone ila¢ denemes :

7 mM’lik hazirlanan troglitazone adli antidiabetik olarak kullanilan ila¢ hticre kiltiri
ortamina verilerek PAI-1 gen aktivasyonu Uzerine etkisi 4G/4G ve 5G/5G klonlari ile
transfekte edilmis hiicre serileri Uzerinde denenmistir. 7mM troglitazone farklilasma
periyodunun ileri asamasinda etkisi artacak sekilde ve 4G/4G ile transfecte hicre serisinde
5G/5G ile transfekte olmus hiicreserisine gére daha aktif bir sekilde gen aktivitesini
dustirmustur. Farklilasmanin 2. guninde 7mM troglitazone %30 oraninda 5G/5G ile
transfekte hiicre serilerinde PAI-1 gen aktivitesini distrmuistir. 4G/4G ile transfekte hiicre
serisinde ise %50 PAI-1 gen aktivite kaybi tespit edilmistir. 14. ginde aktivite kaybi farki
oldukca farklidir. 5G/5G ile trasfekte edilmis hiicrelerden alinan 14. gin verilerine gore;
aktivite 1:5 oraninda duserken, 4G/4G ile transfekte edilen hicrelerde 1:kadar cikar
aktivite distisi tespit edilmistir.
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Sekil 3.21. Adipojenik hiicrelerin glinlere gore PAI-1 gen aktivitelerinin troglitazoneile etkilesimi.

3.6.5. Western-Blot Yontemi ile PAI-1 ekspresyonunun gosterilmes:

Y apilan ekspresyon ve aktivite deney sonuglari ve ilag denemeleri  western-blot yontemi
ileteyit edilmistir.

—

(@ PAI-1

1 2 3 4 5 67 8 9 10

(b) Aktin




)
(c) PAI-1
1 2 3 4 5 6 7 8
(d) PAI-1
—)
Sekil 3.22. (A). 1. adiposit hiicre serisi ilagsiz, 2. PAl-1 4GA4G ile trasfekte hiicre serisi 4.gin, 3.

PAI-1 5G5G ile transfekte hiicre serisi, 4. PAl-1 5G5G ile transfekte hlicre serisi 5mM ciglitazone,
7.9un 5. PAI-1 4GA4G ile transfekte hiicre serisi 5mM ciglitazone, 7.giin 6. PAI-1 4GA4G ile transfekte
hiicre serisi ilagsiz 7.gin 7. PAI-1 5G5G ile transfekte hiicre serisi ilagsiz 7.gin 8. PAI-1 5G5G ile
transfekte hiicre seriss 7mM ciglitazone, 7.gin 9. PAI-1 4GA4G ile transfekte hicre serisi 7mM
ciglitazone, 7.giin 10. pGL3 bos plazmid (B).1-10 figir A’nin aktin komfirmasyonu(C).1. pGL 3 bos
plazmid, 2. 3T3L1 farklilasmamis hiicre serisi, 5mM ciglitazone 3. 3T3L 1 farklilasmamis hiicre serisi,
5mM troglitazone 4. 3T3L1 farklilasmamis hiicre serisi, 7mM ciglitazone 5. 3T3L1 farklilasmamis
hiicre serisi, 7mM troglitazone 6.adiposit hiicre serisi 10. giin 7. HUVEC hlicre serisi 7mM ciglitazone
8. HUVEC hiicre serisi 7mM troglitazone (D). 1-10 Figir C'nin aktin komfirmasyonu

3.6.7. SRNA Gen Susturma Y ontemi ile PAI-1 gen ekspresyonun azaltilmasi :

PAI-1- adipojenik farklilasma etkilessminin arastirilmasi igin gen ekspresyonun
azaltilmasi sSIRNA susturma yontemi ile gergeklestirilmistir. PAI-1 gen aktivitesinin
4G/4G genotipinde 5G/5G genotipine gore farklilasma derecesi ile degisen oranlarda artan
sekilde fazla oldugu gordldikten sonra azalmis PAI-1 gen ekspresyonun durumunda
adipojenik farklilasmanin dereces takip edilerek yapilan PAI-1 gen aktivite-adipoz doku
iliskisini ortaya koyan deneyler konfirme edilmistir. ssiRNA yontemi ile transfekte edilen
hicreler  transfekte edilmeyen hicre serilerine gére %35 oranla PAI-1 gen
ekspresyonunda azalma saglanmistir.
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Sekil 3.23. PAI-1 gen ekspresyonun siRNA ile azaltilmasi, trasfeksiyondan sonra 24. saat.

Sekil 3.24. Azaltilmis PAI-1 ekspresyonlu hiicre serisinde adipogenezis.
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Sekil 3.25. PAI-1 ekspresyonun tam oldugu hiicre serisinde adipogenezis.
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4 TARTISMA:

Obezite bugtin tim dunyada frekansinin artmasi ve morbitide ve mortalite riski ile
ciddi bir saglik sorunu olarak karsimiza cikmaktadir. Ozellikle diabetes mellitus, koroner
kalp hastaligi, hipertansiyon gelismi ve bazi kanserlerin insidensinde artisa yol actigi
kabul edilmektedir. Bunun disinda kap ve damar sistemi, solunum sistemi, hormonal
sistem, sindirim sistemi gibi sistemleri etkileyen ve bircok onemli rahatsizliga zemin
hazirlayan bir hastaliktir. Insan yasamini kisaltan ve yasam kalitesini olumsuz yonde
etkileyen bir hastalik olarak tanimlanabilir ve mutlak tedavi edilmelidir. Multifaktoriyal bir
hastalik olmasindan dolayi tedavi yontemleri degiskenlik gostermekle birlikte, hastalik
kaynaginin %60-84' inu olusturan genetik nedenlere ¢ozim getirmek karmasik ve birbiri
ile baglantili yolaklarin gdzimlenmesi ile mimkiin olmaktadir.

Obezite ile iliskili literatirde yer aan bircok aday gen bulunmaktadir. En
Onemlilerinden biri tek gen degisimleri ile dogrudan obezite ile iliskis aydinlatiimis
MC4R gen degisimleridir. MC4R'’ (i gida aliminda ve enerji harcanmasinda roli olmasinin
yani sira tek gen mutasyonuna bagli obezitede endokrin defektin ortaya cikmadigi tek gen
MCA4R genidir. VUcut kitle indeksinin yiksek olmasi durumunda yani obezitede kalitimin
roli buyldk olsada sik gorulen ve tek gen degisimi ile direkt olarak dfektin ortaya
cikmasina neden tek gen MC4R genidir. Turkiyeden rapor edilen yeni tanimlanmis MC4R
gen degisimlerinin yer aldigi ¢calismalarda obez hasta sayisinin yiiksek olmamasina ragmen
gen degisimi tanimlanmis olmasi, Turkiye icin obezitede taranmasi gereken aday
genlerden biri oldugunu gostermektedir (Ozata 2003).

Bu nedenlerden dolayi pediatrik obezitede gen degisimlerini arastirdigimiz bu
calismamizda oncelikle MC4R geni DNA dizi analizi yontemi ile tim ekson DNA dizi
analizi yontemi ile taranmistir. MC4R mutasyon sikligi  eriskin obez grub icin % 0.5-1
ve cocukluk cagi obezitesinde ise % 6 olarak bildirilmektedir. Bulgularimiz, calismaya
alinan pediatrik endokrinoloji klinigine basvuran 175 obez olgu ve yapilan okul ¢alismasi
ile obez tanisi konulan 96 obez cocukta toplam 18 MC4R gen degisimi tasiyan birey tespit
edilgini gostermektedir. Bu gen degisimlerinden 12'si daha 6nce litaratlirde yer amayanl’i
homozigot olmak tzere E42K gen degisimidir, 6 obez bireyde ise heterozigot olarak daha
once farkli grublar tarafindan rapor edilen (Rutanen, Pihlajamaki et al. 2004)V103I
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tanimlanmistir. Dolayisiyla literatiirle uyumlu sekilde bu doktora tez ¢calismasi kapsamina
alinan pediatrik yas grubu obezitesinde MC4R gen degisimlerinin  sikligi %6.2 olarak
bulunmustur. Bu konuda, ¢alismalarin arttirilmasi gerekmektedir.

Calismaya adigimiz bir diger gen degismi, timor nekrozis faktor alfa
multifaktoriyal bir proinflamatdr sitokinidir. Genel olarak antitimor etkisi ile bilinen
TNF-a, kardiovaskiler hastaliklardada koagilasyondaki etkilerinden dolayi Onemli
olmasinin yani sira lipid metabolizmasi Uzerine, insilin rezistansi ve endotel fonksiyonuna
etkili olmasiyla obezitede dikkat cekmektedir(Picchi, Gao et a. 2006). Obezite
caismalarinda adipoz dokudan TNF-a ekspresyonunun artmis oldugu rapor
edilmektedir(Old 1985). Dolayisiyla TNF-a obezitede aday gen halini almistir. TNF-a
yakinindaki polimorfizimler ve -308 GA degismi farkli gruplar tarafindan calisiimis ve
instlin, glukoz ve lipid metabolizmalari ile dolasimdaki hormonal dengeyi etkileyerek
obezitede 6nemli oldugu rapor edilmistir(Thirunavukkarasu, Watkins et a. 2006). Bizim
pediatrik obezite ¢calisma grubumuzda TNF-a -308 G/A promoter polimorfizmi taranmis
ve kontrol grubu ile karsilastirma yapildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (OR: 0.5). Bu veriler Turk pediatrik obezitesinde TNF ekspresyonu artiran
farkli gen degisimlerinin olabilecegini disindUrmustir. Literatirde yer aan TNF-a

yakinindaki polimorfizimler aday gen degisimleri olarak ileriki calismalarda taranabilir.

Yag Asiti Baglanma Proteini 4 (FABP-4, aP2), literatlirde adipojenite igin
koruyuculugu rapor edilmis obezite ile iliskili bir diger gendir. aP2 proteini insan adipoz
doku total sitosolik proteinlerinin  yaklasik %21’ini olusturur Sitoplazmik lipid baglanma
protein ailesinin bir Gyesidir. Adipositlerden ve makrofajlardan eksprese edilir(Makowski,
Brittingham et al. 2005). Yapilan hayvan deneylerinde aP2 geni defektlerinin obezite,
obezite ile uyarilmis insllin rezistansi ve tip Il diabet icin direnclilik olusturdugu
bildirilmektedir. aP2 defektli farelerde trigliseritter  anlamli derecede diser ve
atherosklerozis icin koruyucudur. aP2 -/- calisma grubu TNF alfa agisindan
degerlendirildiginde ise yag dokudan TNF-a eksprese etmedikleri tespit edilmistir. Bu
verilere dayanarak aP2 geninin obezite-insllin rezistansi yolaginda temel rol oynayan
genlerden biri oldugu dastnulmastir. T-87C promoter degisimi aP2'nin C/EBPa’nin
tanima bolgesine baglanmasini azaltir ve anlamli derecede aP2 promotorunun
transkripsiyonel aktivasyonunu bozar(Makowski and Hotamidgligil 2005). Dolayisiyla T-
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87C promoter degisimi aP2geni ekspresyonu negatif baskiladigi bilinmektedir ve bizim
pediatrik obez calisma grubumuzda taranmistir. Verilerimiz literattr ile uyumlu olarak bu
gen degisiminin koruyucu oldugunu gostermistir. Turkiye icin pediatrik obezitede aP2,
T-87C degisiminin sikligi belirlenmis olup, heterozigotlugun OR: 0.07 ile homozigotlugun
ise OR: 0.4ile pediatrik obezitede koruyucu oldugu gosterilmistir.

IL-1 ve TNF tarafindan uyarilarak otokrin gérev yapan ve imflamasyonda
sitokinleri, akut faz reaktanlarini ve hiicre proliferasyonunu regule eden imflamasyon ile
baglantili olarak obezitede, adipoz doku miktarinin arttigi insilin rezistanss ve
kardiovaskuler risk artisi ile karakterize bir diger gen IL-6'dir. Adipoz dokudan 6nemli
miktarda IL-6 salinir. -174 G/C promoter polimorfizminin IL-6 ekspresyonunu Uzerine
etkiss farkli grublar tarafindan yapilan obez calismaarinda toplumsal farklilik
gostermektedir. Beyaz irka ait calismalarda CC genotipinin glukoz seviyesini dustrdigu
Amerika grubunda GG genotipinin diabete riski artirdigina dair ¢calismalar bulunmaktadir.
Buna karsin GG genotipinin tip Il diabete karsi koruyucu oldugu ve CC genotipinde IL-6
seviyesinin arttigi, dolayisiyla obezitede ve diabette anlamli oldugunu bildiren yayinlar
bulunmaktadir. IL-6 ve insllin rezistansi, diabet iliskisi etnik kokene 6zgu olabilecek
sekilde etnik grublara gore celisikli sonuglar vermektedir(Mohlig, Boeing et a. 2004). Bu
caisma kapsamina dinan IL-6 -174 G/C degismi Turk pediatrik obez grubunda
degerlendirilmistir. Bizim verilerimize gore toplumumuz pediatrik yas grubu obezitesinde
GC genotipi OR: 0.003 ile CC genotipi ise OR:0.3 ile koruyucu gorulmektedir.

Calismamiza dahil ettigimiz son gen Plazminojen Aktivator Inhibitér —1 geni, Serin
Proteaz Inhibitor ailesi tyesidir, doku tipi ve trokinaz tipi plazminojen aktivatorleri (t-PA
ve u-PA)’'nin maor inhibitoradir. PAI-1 sadece fibrinolizisi inhibe etmekle kalmaz ayni
zamanda sellUler matriks ile kompleks interaksiyonlar yaparak proteoliziside inhibe etme
Ozelligindedir(Slivka and Loskutoff 1991; Fogo 2003). Yuksek PAI-I dizeyinin angina
pectoris, derin ven trombozu, diyabet, insilin rezistans (IRS), miyokard enfarktust gibi
cesitli rahatsizliklarla iliskili ve 45 yas alti erken miyokard enfarktiisinde bagimsiz
reinfarksiyon gjani oldugu gosterilmis ise de (Hamsten, Wiman et al. 1985) daha sonra
yapilan iki calismada bu yillarda plazma PAI-1 dizeylerini yikselten bir degism olan
4G/5G polimorfizmiyle bir iliskisi bulunamamistir (Burzotta, Di Castelnuovo et al. 1997;
Doggen, Bertinaet al. 1999).
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Son calismalar insllin rezistansinin inflamasyona yol actigini, inflamasyonun da
instlin rezistansini indukledigini gostermektedir. Inflamasyon kemokinleri ise badlica;
monosit kemoatrakt protein-1 (MCP-1), sitokinler ve en o©nemliss metaloproteaz
inhibitorleri olan plazminojen aktivator-1 ve mitojen aktivator protein kinazlardir.
Interlokin-1, TUmoér nekrozis faktor-alpha, adiponektin ve rezistin ve PAI-1 adipoz
dokudan yuksek miktarda eksprese edilirler ve TNF-a Plazminojen aktivator inhibitor-1
seviyesini artirmaktadir. Dolayisiyla imflamasyon-obezite etkilesiminde PAI-1 seviyes en
az diger sitokinler kadar 6nem teskil ettigi gorilmektedir.

Plazma PAI-1 aktivites insilin rezistans ve viseral yag miktari ile iliskilendirilmis
ancak plazma PAl-1seviyesinin yikselmes obezite ile hangi yolaktan etki etmektedir,
4G/4G ve 5G/5G genatiplerinin aktivite farkliligi ve adipoz doku farklilasmasi tzerine
fonksiyonu celisikli calismalar ile aydinlatilamamistir. Bu doktora tez calismasi 6ncelikle
PAI-1 4G/4G ve 5G/5G genotip farkliligini pediatrik grubta gosteren ilk calisma
niteligindedir(Berberoglu, Evliyaoglu et a. 2006). 4G/4G genotipinin sikliginin fazla
olmas ve istatistiksel olarak anlamli derecede pediatrik grub obezitesinde risk kaynagi
olmasi PAI-1 4G/4G ve 5G/5G genotiplerinin farklismadaki roltntin degerlendirilmes
geregini ortaya cikarmistir (OR:2.8). Ancak obezite icin risk kaynagi oldugunu tespit
ettigimiz PA-1 4G/5G polimorfizminin aktivite farkliliginin aydinlatilmas  6zellikle
fonksiyonel tedavi yontemleri agisindan blyUk ©6nem tasimaktadir. Bu amacla yapilan
klonlama ve aktivite tayin yontemleri 4G/4G genotipinin promoter aktivitesini 2.5-3.5 kat
arasinda farklilasmanin 10. -14. gunleri arasinda giderek artan katlar halinde artirmaktadir.
Aktivite farkliliginin farklilasma Uzerine etkis yapilan hicre kdlttrd serilerinde teyit
edilerek yag damlaciklarinin 4G/4G promoter diziye sahip klonlar ile enfekte edilmeleri
sonucunda gosterilmistir (EK2). Tum bu deney sonuclarinin teyidi icin SSRNA ile PAI-1
genin susturulmasi deneyleri gerceklestirilmistir. PAI-1 gen ekspresyonun baskilanmas
durumunda western blot ve real time PCR teknikleri ile PAI-1 gen ekspresyonun
dustrildigl gosterilmis ve bu hicre serilerinde adipojenik farklilasma takibinde yag
damlaciklarinin daha geg ve az sayida olustugu gosterilmistir.

Dolayisiyla bu ¢alisma sonucunda ¢alismaya alinan Turk pediatrik obez grubta TNFa

-308G/A degisiminin istatistiksel anlamli  bir farklilik yaratmadigi, aP2 T-87C
degismiyle, IL-6 -174 G/C degisiminin koruyucu yonde etkis oldugu ve MC4R gen
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degisimlerinin literatiirde yer aan diger toplumsa siklikla uygunluk gosterecek sekilde
%6.2 oldugu ve PAI-1 -675 4G/5G polimorfizminin homozigotlugunun toplumumuzda
2.8 kat risk getirerek aktivite farkliligi yarattigi gosterilmistir. PAI-1 gen aktivasyonu
Uzerinde vyapilan ilagc denemeleri ile gunimizde antidiabetik olarak kullanilan
Thiadolizone ailes Uyes ilaglarin PAI-1 seviyelerini distirmelerinin bu ilag grublarinin
PPAR agonisti olmas nedeniyle PAI-1 -adiposit farklilasmasi etkilesiminin bu yolak
Uzerinden oldugu ve PAI-1'in PPAR? Uzerine etkili oldugu dustnulmektedir. Daha ileriki
caismalarda PAI-1 ve adipoz farklismasinda temel rol oynayan PPAR? iliskisinin

Uzerinde calisiimasinin uygun olacagi dustinilmektedir..
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ABSTRACT

Atherothrombotic complications in insulin
resistance are partly attributed to impaired
fibrinolysis caused by increased PAI-1 plasma
levels, and 4G/5G promotor polymorphism of
the PAI-1 gene may modulate PAI-1 tran-
scription.

Objective: To investigate PAI-1-675 4G/5G allele
gene polymorphism and its relationship with
obesity in children.

Children and Method: The study participants
were 133 apparently healthy non-obese children,
24 probable exogenously obese without family
history (Group I), 66 probable familial obese
(Group II), and 44 obese children who were
referred to the pediatric endocrinology depart-
ment with any complication of obesity (Group
III). Group I and Group II obese children were
gathered from a school-based epidemiological
study.

Results: Incidence of obesity was 19% in a
school with high socio-economic status, whereas
it was 4% in a school with low socio-economic
status. Frequencies of 4G/4G gene poly-
morphisms were 24.81%, 37.50%, 64.80% and
61.11% in the control group, and groups I, II,
and III, respectively. In groups II and III,
4G/4G gene polymorphism, and in non-obese
control children 5G/5G gene polymorphism, was
common. In obese children in the presence of
family history for obesity and metabolic syn-
drome (odds ratio [OR]: 4.48, 95% confidence
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interval [CI]: 1.26-15.82), carriage of the 4G
allele either in heterozygous or homozygous
state increased the risk of vascular disease (OR:
6.10, 95% CI 1.64-22.90). In patients with
acanthosis nigricans, high HOMA-IR values,
hypertriglyceridemia and elevated atherogenic
index, 4G/4G genotype frequency was remark-
ably higher compared to patients with other
features of metabolic syndrome.

Conclusion: The increasing prevalence of child-
hood obesity in high socio-economic status is
associated with health risks. In obese children
with family history of obesity and cardio-
vascular disease or type 2 diabetes mellitus and
in obese children who had any feature of
metabolic syndrome, frequency of 4G/4G geno-
type was more than the 4G/5G and 5G/5G
genotypes in the PAI-1 gene. These patients can
be at increased risk for developing vascular
disease. Acanthosis nigricans, high HOMA-IR
value, hypertriglyceridemia and high athero-
genic index can also reflect the high risk of
vascular disease in metabolic syndrome.

KEY WORDS

PAI-1 gene polymorphism, childhood obesity,
vascular disease

INTRODUCTION

Obesity is a chronic condition with complex
etiology, and it is a rapidly growing health problem
in developed countries. Obesity is clearly not one
disease but is multifactorial, involving genetic,
metabolic and behavioral factors. Obese patients
are at risk for the development of vascular dis-

ease'?. Different studies have investigated the
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association between fibrinolytic parameters and the
insulin resistance syndrome (IRS) in obese indivi-
duals®™®. Central obesity, hypertension, glucose
intolerance, hyperinsulinemia, dyslipidemia with
elevated triglyceride levels, low high density
lipoprotein (HDL) cholesterol concentration, and an
increased proportion of small dense lipoproteins are
markers of insulin resistance. These patients with
IRS have higher values of fibrinogen, factor VII,
VIII, Von Willebrand factor and plasminogen
activator inhibitor (PAI) compared to non-obese
individuals’.

Recently it has been demonstrated that the
adipocyte itself is able to produce PAI-1, possibly
explaining the high levels found in obesity’. PAI-1
is the primary inhibitor of plasminogen activation
that limits the fibrinolytic process. Atherothrom-
botic complications in IRS are partly attributed to
impaired fibrinolysis caused by increased plasma
PAI-1 levels. Reduction of adiposity in obese 0b/0b
mice by disruption of the PAI-1 gene suggested that
the PAI-1 gene can control fat mass®. However, the
mechanism of the action is not yet known.

A functional polymorphism in the promotor
region of the PAI-1 gene (-675 4G/5G) affects the
binding of nuclear proteins regulating the tran-
scription of the gene’. The 4G/5G polymorphism is
associated with features of the metabolic syndrome
in some, but not all populations®. Both genetic and
environmental factors regulate plasma PAI-1 levels.
Elevated plasma PAI-1 levels are associated with
the 4G allele of the 4G/5G insertion/deletion poly-
morphism site located in the promotor region 675
base-pairs (bp) upstream of the transcription start
sequence of the PAI-1 gene”'’. The vascular risk of
carrying the 4G allele in the PAI-1 gene was
controversial in previous studies®".

We aimed to investigate the role of the 4G/5G
polymorphism in determining susceptibility, out-
come and complications of obesity and metabolic
syndrome.

CHILDREN AND METHODS

The study participants were 133 apparently
healthy non-obese individuals (controls), 24
probable exogenously obese without family history
(Group I), 66 probable familial obese (Group II),
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and 44 obese children who had been referred to the
pediatric endocrinology department with a com-
plication of obesity (Group III) (Fig. 1). Group I
and Group II obese children were gathered in a
school-based epidemiological study, which screen-
ed a total of 3,024 children.

Exogenously obese children (Group I) were
selected from the children who were in a school
with high socio-economic status and did not have a
family history of obesity and vascular disease.

Familial obese children (Group II) were selected
from a school with low socio-economic status and
had a family history of obesity and vascular disease.

In the school with high socio-economic status,
757 children, and in the school with low socio-
economic status 2,267 chiidren, were included in
the screening program. The questionnaire form,
which included the assessment of nutrition
behavior, daily life style, and presence of family
history of hypertension, obesity, and diabetes
mellitus, was answered for all school-based obese
children.

Obesity was defined as a body mass index
(BMI) percentile greater than 95'2. The control
group’s BMI percentile was less than 80.

Controls, age range 34.50 + 8.50 years, were
consecutively selected among unrelated healthy
individuals without personal or family history of
vascular disease. Mean ages of groups I, II, and III
were 13.54 +3.02, 11.75 £ 3.18 and 11.22 + 2.66
years, respectively.

The clinical characteristics of the groups are
given in Table 1. Metabolic disturbances, such as
hyperlipidemia, insulin resistance, polycystic ovary
syndrome (PCOS), hypertension, acanthosis nigri-
cans, were evaluated in group I children (Table 2).

Laboratory methods

Plasma glucose concentration was determined
with a Sigma glucose kit (Sigma, USA) and plasma
insulin levels were measured by radioimmunoassay
(RIA) with a DSL kit (Diagnostic Systems Labora-
tories, Webster, TX, USA). Plasma lipid concen-
trations were assayed colorimetrically after a 12-
hour fast by a Tecnico RA-XT autoanalyzer.

Evaluation of the children’s hyperinsulinemia
included fasting and 120-minute oral glucose
tolerance test (OGTT) plasma insulin levels (1.75 g
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Fig. 1:  Scheme of the draft of the study groups.

TABLE 1

The clinical characteristics of the groups

Group I Group II Group III
Age (yr) 13.54 +3.02 11.75+3.18 11.22+2.66
Gender 42%F 55%F 39%F
RBMI 140.58 + 17.21 129.9 + 8.36 147.61 £ 16.09
BMI 28.30 + 4.66 24.52 £3.16 27.718 £ 4.18
Metabolic syndrome Not evaluated Not evaluated 89.48%
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TABLE 2

Clinical characteristics of Group III obese patients

n
Age (decimal year)

Gender

Fasting glucose (mg/dl)

OGTT 120 min glucose (mg/dl)

Frequency of fasting glucose intolerance

‘Frequency of glucose intolerance
Fasting insulin (pU/ml)
OGTT 120 min insulin (uU/ml)
HOMA-IR

Frequency of high HOMA-IR (>3.5)

Atherogenic index (chol/HDL)

Frequency of high atherogenic index (>4)

Frequency of acanthosis nigricahs
G/1

Frequency of G/I <6
Triglyceridemia (mg/dl)
Hypertriglyceridemia
Hypertension

Hepatosteatosis

Frequency of PCOS in girls
Frequency of premature pubarche
Family history of obesity

Family history of diabetes mellitus

Family history of atherosclerosis

44
1122 +2.66
I5F
9175+ 12.53
101.67 + 18.53
7.89%
2.63%
18.98 + 10.87
62.40 % 49.6
4.48+3.11
50%
3.77+0.67
2631%
67.56%
6.76+ 4.8
59%
119.2 4 49.16
42.10%
13.15%
10.52%
6.6%
7.89%
76.31%
47.36%
21.05%

glucose/kg body weight, maximum 75 g). Blood
samples were obtained before and 30, 60, 120, 180
minutes after the glucose load. Fasting insulin
levels above 20 uIU/ml or 120 minute (post OGTT)
insulin levels above 150 uIU/ml were accepted as
hyperinsulinemia'®. Indirect parameters, including
homeostasis model assessment of insulin resistance

(HOMA-IR) and fasting glucose/fasting insulin
ratio (G/I), in assessing insulin resistance'®, were
calculated using the following formulae:

HOMA-IR = [fasting insulin (u[U/ml) x

fasting glucose (nmol/1)] / 22.5

G/1I = fasting glucose (mg/dl) / fasting insulin
(uIU/ml).
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Hypertension was defined as a blood pressure
percentile greater than 90'°. Triglyceride above 120
mg/dl and atherogenic index above 4 were accepted
as hyperlipidemia. Hirsutism, menstrual distur-
bances, hyperandrogenism, augmented 17-hydroxy-
progesterone response to gonadotropin releasing
hormone agonist, and the typical appearance at
ovarian ultrasonography revealed PCOS.

DNA was extracted by conventional methods
and polymerase chain reaction of the PAI-1 4G/5G
polymorphism was performed according to pre-
viously described methods using primers 5-CAC
AGAGAGAGTCTGGCCACGT-3" and 5°-CCA
ACAGAGGACTCTTGGTCT-3". Amplification was
performed for 35 cycles with annealing temperature
of 60°C (Ericomp, USA). The amplified 98/99 bp
product was digested with Bse I (Fermentas,
Vilnius, Lithuania) at 55°C and subjected to 6%
polyacrylamide gel electrophoresis'.

The local ethics committee of Ankara Uni-
versity Faculty of Medicine approved the study and
written informed consent was obtained from all
participants.

Statistical analysis

Odds ratios were determined by logistic regres-
sion analysis. Values were expressed as means +
SD and were compared by analysis of variance.

RESULTS

Incidence of obesity was 19% and 4% in the
schools with high socio-economic and low socio-
economic status, respectively (Fig. 1). The distri-
bution of metabolic syndrome findings and the
clinical characteristics of the patients in group III
are given in Figure 2 and Table 2.

Frequencies of 4G/4G gene polymorphisms
were 24.81%, 37.50%, 64.80% and 61.11% in the
control group and groups I, I, and III, respectively.
Predicted gene polymorphism distribution in all
groups is given in Table 3.

4G/4G gene polymorphism was more frequent
among groups II and III, whereas 5G/5G was more
frequent among non-obese control individuals. The
odds ratio and confidence limits of the groups are
shown in Table 4. The patients who had a positive
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family history for obesity (Group II) showed high
risk compared to exogenously obese patients
(Group I). Patients in groups II and III had similar
genotypes.

Our data indicate that in obese individuals,
carrying the 4G allele in either heterozygous or
homozygous state increases the risk of vascular
disease (OR: 6.10, 95% CI 1.64-22.90); and in the
presence of family history for obesity or metabolic
syndrome (OR: 4.48, CI 95% 1.26-15.82). Group
III, similar to group II, by carrying the 4G/4G
genotype, had more risk for vascular disease
compared to exogenously obese individuals.

Acanthosis nigricans, high HOMA-IR values,
hypertriglyceridemia, and elevated atherogenic
index were associated with high frequencies of
4G/4G genotype compared to other features of
metabolic syndrome (Table 5).

DISCUSSION

Focusing on the Mediterranean part of Europe,
according to the largest study performed in Spain
by Moreno et al., obesity rates have increased from
6.4% to 14.4% in boys and from 10% to 17.7% in
girls'”. In France during the 1990s, the rates have
increased to 10% and 12%'%. In Italy, in a study
among adolescents, incidences of obesity were 9%
in males and 10% in females'®.

There are no nationwide data available in our
country. The regional but representative data of the
present study show that high socio-economic status
contributes highly to the increase in obesity
prevalence.

Obesity has major risk factors for chronic
diseases, such as type 2 diabetes mellitus, cardio-
vascular disease, hypertension, and stroke. The
combination of obesity, hyperinsulinemia, hyper-
lipidemia and hypertension is referred to as
syndrome X, or metabolic syndrome. Our data
show that the group III patients who had metabolic
syndrome are at major risk for developing disease
in the future. This selected group of patients does
not reflect the general population, but the high
prevalence of insulin resistance and hyperinsulin-
emia shows the need for much more focus on early
intervention. For this purpose methods are needed
to determine whether an individual child is healthy
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TABLE 3
The predicted gene polymorphism distribution in all groups

Control Group I Group II Group III
5G/5G 33 11 13 [3
5G/4G 67 4 29 8
4G/4G 33 9 24 22
n 133 24 66 36
Frequency of 4G/4G (%) 24.81 37.5 64.80 61.11
Frequency of 4G allele (%) 50 45.8 58.34 72.23
TABLE 4

The odds ratio and confidence limits of the groups

PAI-I Groupl  Group Il Odds ratio Confidence limits
5G/5G 11 13 1

4G/5G 4 29 6,13 (1,64-22,9)
4G/4G 9 24 2,25 (0,74-6,84)

PAI-I GroupII  Group III Odds ratio Confidence limits

5G/5G 13 6 1

4G/5G 29 8 0.59 (0.17-17.42)
4G/4G 24 22 2 (0.64-6.13)
PAI-I Groupl  GroupIII Odds ratio Confidence limits
5G/5G 11 6 1

4G/5G 4 8 3,66 (0.77-17.42)
4G/4G 9 22 4,48 (1.26-15.82)

TABLE 5

4G/4G allele frequencies (%) according to
clinical findings of the metabolic syndrome

4G/4G (%)
Acanthosis nigricans 52.17
HOMA-IR >3.5 57.14
Triglycerides >120 mg/dl 56.25
Atherogenic index >4 75.00
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or at any risk. Preventive strategies are urgently
needed to stop the increasing rate of obesity in our
region.

It is well known that PAI-1 4G allele carriers
have potentially decreased fibrinolytic activitoy con-
stituting an additional prothrombotic factor®'®'¢,

Our data indicate that carrying the PAI-1 4G
allele, in heterozygous or homozygous state, creates
a vascular thrombotic risk in patients with obesity,
with either metabolic syndrome or a history of
familial obesity compared to control non-obese and
exogenously obese individuals. As indicated by
previous data, this study also revealed that PAI-1
gene polymorphism is strongly associated with
obesitys, whereas the 5G allele was more common
among the control group. Furthermore, this study
showed that patients with IRS and familial obesity
who carry the 4G allele have four- to six-fold
increased risk for vascular disease compared to
patients with exogenous obesity. Recently,
Hoffstedt et al. also showed that the 4G allele has a
strong association with obesity, and the risk of
being obese is increased by two-fold in carriers of
the 4G allele®. However, this study did not allow an
analysis of the interaction between PAI-1 genotype
and metabolic syndrome.

The study by Festa et al® recently demon-
strated that in a large cohort of healthy non-diabetic
individuals, patients who developed an incident
diabetes within 5 years presented higher levels of
PAI-1 as well as other acute phase proteins at
baseline than converters. Our findings together with
this study suggest that PAI-1 genotype may play a
role in the development of vascular disease and
type 2 diabetes mellitus. Juhan-Vague et al. sug-
gested that PAI-1 inhibitors could be a potential
target for therapeutic intervention to decrease the
risk of vascular disease’. Moreover, a recent study
suggested that PAI-1 might not merely increase in
response to obesity and insulin resistance, but
might have a direct causal role in obesity and
insulin resistance; inhibition of PAI-1 might pro-
vide a novel anti-obesity and anti-insulin resistance
treatment®'.

Interestingly, obesity is associated with the
features of the metabolic syndrome in some but not
all populations. Both genetic and environmental
factors regulate plasma PAI-1 levels. Association of
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high plasma PAI-1 levels with the 4G allele is
probably an important finding that shows the risk of
metabolic syndrome in obese children before the
features of metabolic syndrome become apparent.
Results of this study suggest that exogenously
obese patients who do not carry the 4G allele do not
have such a high risk for vascular disease.

In the present study, obese patients with a
family history of obesity and cardiovascular disease
or type 2 diabetes mellitus (group II) and who have
any feature of metabolic syndrome (group III) carry
the 4G/4G genotype more frequently than the
4G/5G and 5G/5G genotypes. Carrying this geno-
type can increase the risk of vascular disease. These
two groups had similar genotype and odds ratios. A
positive family history is as important as having a
clinical sign of metabolic syndrome. During the
evaluation of an obese child, a detailed family
history should be obtained. Positive family history
can distinguish the patients who are more at risk for
metabolic syndrome and vascular disease.

Obesity is clearly not one disease, but is multi-
factorial, involving genetic, metabolic and behavioral
factors. Therapeutic interventions, such as dietary
management and exercise programs, are more
effective prior to the signs of metabolic syndrome.

In this study, 4G/4G PAI-1 gene polymorphism
frequencies were found to be high in those patients
who had acanthosis nigricans, high HOMA-IR
values, hypertriglyceridemia, and high atherogenic
index. Evaluation of 4G/4G polymorphism in obese
children with metabolic syndrome has given us a
clue to highlight whether this finding reflects the
high risk of vascular disease. However, the number
of children was too low to allow a reliable analysis
of the differences between groups for genotype and
allele frequencies. Studies with large series of
patients are needed to delineate the contribution of
PAI-1 genotype to metabolic syndrome and
vascular disease.

In conclusion, the high and rapidly increasing
prevalence of childhood obesity in high socio-
economic status is associated with health risks.
Carrying the 4G/4G genotype in the PAI-1 gene is
more common than the 4G/5G and 5G/5G genotype
in obese children with a family history of obesity
and cardiovascular disease or type 2 diabetes
mellitus and in the patients who have any feature of
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metabolic syndrome. These patients can be at an
increased risk for developing vascular disease.
Acanthosis nigricans, high HOMA-IR value, hyper-
triglyceridemia, and high atherogenic index can
also reflect the high risk of vascular disease in
metabolic syndrome.
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The Effect of Plasminogen Activator Inhibitor-1 -675 4G /5G
polymorphism on PAI-1 gene Expresson and adipocyte

differentiation in Cultured Cdl Lines

Abstract

Obesity is acomplex, multi-factorial chronic disease, frequently associated with cardiovascular risks,
hypertriglyceridaemia, low HDL-cholesterol, high blood pressure and the insulin resistance that appears to
be central to the pathogenesis of type Il diabetes (1,2). However the role of PAI-1 in adipogenesis is still
unknown, circulating PAI-1 levels are elevated at an early stage of impaired glucose tolerance and continue
to be elevated as diabetes and metabolic syndrome develop (3,4). PAI-1 levels are also significantly
elevated in the plasma of obese individuals as well as adipose tissue of obese mice and humans (5). In our
study we investigated PAI-1 promoter -675 4G/5G polymorphism on PAI-1 gene expression and reduce
PAI-1 gene expression with thiadolizones treatments. We constructed a dual-glo luciferase reporter assay to
investigate role of this deletion on the PAI-1 promoter activity in preadipocytes, adipocytes and HUVEC
cells. We also investigated the effects of troglitazone and ciglitazone treatments on PAI 1 promoter activity,
aswell as expression of endogenous PAI-1. In the present study, we demonstrated that the 4G/4G genotype
increase the PAI-1 promoter activity, PAI 1 increases the differentiation of preadipocytes to adipocytes.
Troglitazone and the ciglitazone, two PPAR? agonist reduce the activity of PAI-1 promoter significantly,
decrease the PAI-1 expression in HUVEC aswell as un-differentiated and differentiated 3T3 L1 cells. Asa
conclusion, these results indicate that absence of PAI-1 in adipocytes may protect the cells against insulin
resistance by promoting glucose uptake and adipocyte differentiation via decrease the PPAR? expression
that modulates the adipocyte differentiation.

Key Words: Plasminogen activator-1, human umbilical cord veins endothelia cells, troglitazone,

ciglitazone.
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INTRODUCTION:

World Health Organization (WHO) describes obesity as one of the most blantantly visible, yet most
neglected public-health problem that threatens to overwhelm health care systems of developed as well as
developing countries. In particular its association with insulin resistance, hypertension, dislipidemia and
type Il diabetes greatly increases the health and social and economic burden of this disease worldwide.(6).
Obesity is a metabolic disorder that is associated with increased plasminogen activator inhibitor-1
concentration in circulation. The plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1) is a serine protease inhibitor and
the physiological inhibitor of tissue type and urokinase type plasminogen activators. The 50 kDa single
chain glycoprotein PAI-1 is secreted into plasma immediately after synthesis and inhibits tPA and uPA by
forming an irreversible complex. The increase in PAI-1 expression was correlated with the -675 4G/5G
promoter polymorphism in some but not all studies. This polymorphism involves deletion of a single base
pair which reduces number of G’'s at -675 position from 5G to 4G (5G? 4G). Consequently the relationship
between the 4G/5G polymorphism and obesity remains unclear. Adipocytes are derived from preadipocyte
cells with adipocyte differentiation being characterized by a coordinate increase in the expression of a
number of specific genes. PAI-1 is one of these candidate genes that is endogenously synthesed in
adipocytes. Troglitazone and the ciglitazone from thiazolidinedione class of compounds improve insulin
sengitivity in humans and animals with insulin resistance. These antidiabetic agents are peroxisome
proliferators-activated receptor-gamma (PPAR?) agonists. PPAR? regulates the transcription and expression
of specific genes that affect fat in adipose tissue, skeletal muscle and liver into peripheral adipocytes
resulting improvement in insulin sensitivity and reduced activation of stress sensitive signaling pathways.
Because of PAI-1 4G/4G genotype is much more common than the 5G/5G allele in our pediatric obese study
group as previously reported (7 ) we sought to determine the sensitivity of PAI-1 genotypes to troglitazone
and ciglitazone treatments with in preadipocytes and adipocytes. Our recent data indicate that PAI-1 may
increase in response to development of obesity and insulin resistance, but may have a conditional direct
causal role. By inhibition of PAI-1 with a neutralizing anti-PAI-1 antibody in differentiated 3T3-L1
adipocytes, we reduce adipocyte differentiation and by overexpression of PAI-1 by adenovirus-mediated
gene transfer in  3T3-L1 adipocytes we increase the PAlI 1 expression and we found that PAI-1

deficiency may completely prevent from development of obesity and insulin resistance.
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MATERIALS AND METHODS

Genotyping for PAI-1 polymorphism was determined by PCR amplification with primers forward
5 CACAGAGAGAGTCTG GCCACGT 3 and reverse 5 CCAACAGA GGACTCTTGGTCT 3 These
primers amplify 99 bp fragment for 5G allele and 98 bp. fragment for 4G allele at an annealing
temperature of 60°C. The deletion of single G removes the Bsel 1 recognition sequence that digests the 99-

bp fragment into 77bp. and 22 bp. fragments (8,9).

Cdl culture

Two different in vitro cell culture models were used in this study. To determine the effects of 4G/4G
and 5G/5G genotypes on PAI-1 promoter activity in the course of differentiation and to investigate

expression of endogenous PAI-1 in differentiating cells.

3T3 L1 Cédl Cultureand Adipocyte Differentiation

3T3L1 preadipocytes (American Type Culture Collection, Manassas, VA) were grown in DMEM
supplemented with 10% fetal bovine serum, 2 mM L-glutamine, 50 U/ml of penicillin, and 50 pg/ml of
streptomycin at 37 °C in 5% CO,. Two days after reaching confluence, differentiation was induced by
addition of an adipogenic hormona cocktail (1 ug/ml insulin, 0.25 uM dexamethasone, and 0.5 mM
isobutylmethylxanthine and (or) ImM TZD) for 2 days. The cells were then cultured with DMEM
containing insulin (1 pg/ml) alone for 2 days, followed by an additional 2 days in medium with 0,5 ug/ml
insulin (11).These differentiated 3T3-L1 adipocytes at day 6 exhibited intracellular lipid droplets, and
continued differentiation for 14 days. To determine the role of effect of PPAR? agonist, preadipocytes were
incubated with or without 5mM and 10mM troglitazone and ciglitazone for 14 days period. Presence of
lipid droplets were confirmed morphologically by multiple oil red O-staining that is specific for fat droplets

in the cytoplasm.
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Knock-down of PAI-1 with Neutralizing Monoclonal Antibody:

To inhibit PAI-1, 3T3-L1 preadipocytes were treated for 6 days with a neutralizing monoclonal
antibody against PAI-1 (MA-33H1F7, 10 pg/ml) along with induction of differentiation (10). MA-33H1F7
inhibits mouse as well as rat PAI-1 by converting PAI-1 to a non-inhibitory substrate for tPA (16).The dose
of anti-PAI-1 antibody was chosen based on its biological activity in inhibiting PAI-1 effects on angiogenesis

in vitro.

Adenoviral infection of 3T3-L1 preadipocytes

Recombinant adenovirus bearing human PAI-1 (Ad- PAI-1) and control adenovirus expressing
Escherichia coli [-galactosidase (Ad- lacz) were gifts from Dr. Robert Gerard (University of Texas
Southwestern Medical Center) (11). 3T3-L1 preadipocyte cultures (2d post confluence) in 6-well plates were
infected with the Ad- PAI-1 or Ad- lacz by addition of 1X109 plaque-forming units (Pfu)/well for 3 hr
before induction of differentiation. The medium containing free virus was then removed, and fresh DMEM

medium with 10% fetal bovine serum was added, and cells were induced to differentiate as described before.

Treatment with Troglitazone and Ciglitazone

Troglitazone and ciglitazone from thiazolidones family, lower blood glucose in type |1 diabetic patients
primarily by enhancing peripheral tissue sensitivity to insulin. The insulin-sensitizing action of troglitazoneis
also seen in individuals with impaired obese glucose tolerance (nondiabetic subjects) (12), is accompanied
by reduction in fasting and postprandia insulin levels. Thus if chronic hyperinsulinemia is an important
determinant of elevated PAI-1 with obesity and type Il diabetes, treatment with troglitazone and ciglitazone

should lower PAI-1 level.
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Oil red O staining

Differentiation of preadipocytes to adipocytes was monitored by measurement of intracellular lipid
accumulation using Oil red O staining. After fixation with 4 % formaldehyde in phosphate-buffered saline
(PBS) for 1 h, the cells were washed and stained with 0.4% filtered Oil red O for 30 min. and washed with
60 % isopropanol for 3 times and washed with PBS and screened in PBS (13). Differentiation was calculated
as percent of cells positive for Oil red O (positive cells for oil red O)/total cell number * 100 assessed under

40X magnification.

Figure 1.

(@) (b)
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Figure 1. (a); 3T3 L1 undifferentiated cells (b);Day 4 adipocytes (20X) (c); Day 7 adipocytes (20X)
(d); Day 10 adipocytes (20X) (e); transfected adipocytes with 4G/4G PAI-1 (20X) day 10 (f);
transfected adipocytes with 5G/5GPAI-1 (20X) day 10, (g); transfecte adipocytes with 5G/5G PAI-1
(40X) (h); transfected adipocytes with 4G/4G PAI-1 (40X) (i); 3T3L1 cellswith 7mM ciglitazone (10 x
magnification) (j); 3T3L1 cellswith 7mM troglitazone (10 x magnification) (k); 3T3L 1 cellswith 7mM

ciglitazone (20x magnification), (1); 3T3L 1 cellswith 7mM troglitazone (20x magnification)
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HUVEC Cdl Culture

HUVEC cells (human umbilical cord veins endothelial cells) were cultured in human endothelial-SFM
(Gibco BRL, USA) containing %5 feta bovine serum (FBS), 10ng/ml bFGFand 10 ng/ml EGF
(Gibco,USA). The HUVECs were used at passages 3-4 in this study. The cells were seeded onto 6 well
plates at density of 3x10° cells/well and allowed to attach overnight. Cells were then incubated with or
without 5mM and 7mM troglitazone or ciglitazone. Expression of PAI-1 was investigated with western

blotting.

Western Blotting

Cellswere lysed with immunoprecipitation buffer (50 mM Tris-HCI [pH 7.5], 5 mM EDTA, 10 mM
EGTA, 50 mM NaF, 20 mM b-glycerophosphate, 150mM NaCl, 0.1% Nonidet P-40, 50-mg/ml
phenylmethylsulfonyl fluoride, 10-mg/ml soybean trypsin inhibitor, 2-mg/ml leupeptin, 1-mg/ml aprotinin)
and centrifuged. Protein concentration in supernatants was determined by BCA protein assay (Pierce). For
Western blotting, an equal amount of proteins (30ug) were boiled in sodium dodecyl sulfate (SDS) loading
buffer for 5 min and separated by electrophoresis in SDS-12% polyacrylamide gels, and the proteins were
transferred to nitrocellulose membranes. The membranes were blocked in phosphate- buffered saline
containing 0.2% Tween 20 (T-PBS) and 5% nonfat dry milk, incubated with primary antibodies rabbit
polyclonal antibody against PAI-1/ H135 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) ( 1: 200) in T-PBSfor 2 h at
room temperature, washed three times with T-PBS, and conjugated goat anti-rabbit immunoglobulin
secondary antibody (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) ( 1: 450) for 1 hour. To confirm equal protein
loading the membranes were re-probed with rabbit actin polyclonal antibody. (Santa Cruz Biotechnology,
Inc) ( 1: 1000) for 2 hours. The membrane incubated with the same goat anti-rabbit immunoglobulin
secondary antibody (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) ( 1: 450) for 1 hour. The visulation of the Ag-Ab

PAI-1 conjugates was detected with Oddysy Infrared Imaging System.( Li-Cor Biosciences).
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Plasmid Constructsfor Transfection

The human PAI-1 promoter between -829 to +36 bp was amplified with forward 5
GGGGTACCCGTTGGTCTCCTGTTTCCTTACCAAGC 3 and reverse
5 CCGGCTCGAGGACAGCGCTCTTGGCCCTGCAGCCA 3  primers incorporating the restriction sites
for Kpn | and Xho | (14) using human genomic DNA as template. After digestion by restriction
endonucleases PCR product was ligated into luciferase reporter plasmid (pGL-3 basic, promega).Site-
directed mutagenesis was performed by overlap-extension PCR strategy (primers Mutant Forward:
5 GAGTCTGGACACGTGGGGAGTCAGCCGT3 and Mutant Reverse: 5 ACGGC
TGACTCCCCACGTGTCCAGACT ). The product was cloned between Kpn | and Xho | sites and mutation

was verified by sequencing.

Transient Transfection and Luciferase Activity Assay

3T3 L1 cells were seeded onto 6 well plates at density of 3x10° cellswell and allowed to atach
overnight in medium. The cells were transiently transfected with effectine (Qiagen,USA). 1ug/well pGL-3
basic construct in which firefly reporter plasmid was driven by PAI-1 promoter was co-transfected with
1pg/well renilla luciferase pRLTK vector. To determine basic expractivity from Pgl-3 plasmid cells were
aso transfected with this plasmid without any promoter elements. 4 hours after  transfection cells were
washed and cultured in differentiation medium as described or in growth medium  with or without 5mM
or 10mM troglitazone or ciglitazone. PAI-1 promoter activity was measured on days O, 2, 4,7 and 10 with
dual-glo luciferase assay according to the manufacturer’s instructions (Promega). Firefly and Renilla duol-
glo luciferase activity from PAI1 promoter were measured sequentially from a single cell lysate on a Lumat
LB 9507 Luminometer (Berthold Technologies USA, Oak Ridge, TN) by using the dua luciferase assay
system The results were expressed as a ratio of firefly luciferase (F ) activity to Renilla luciferase (R )
activity. Data were collected from at least three experiments and standard deviation was calculated. In the
dual-glo luciferase transient transfection assay, promoter activity was calculated by the formula:

ACtiVity = [F Luc(P)/ RLuc (P) I'F Luc(B)/ RLuc (B)
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where F | is firefly luciferase activity, R . is Renilla luciferase activity, (P) is the cotransfection
experiment using the plasmid with PAI-1 promoter and the Renilla plasmid, and (B) is the cotransfection
experiment using the promoterless (basic) firefly plasmid and the Renilla plasmid. Endogenous PAI-1 levels
was determined in non transfected cells with western blotting from different days of differentiated and

undifferentiated cells with the same antibodies described in western blotting section.

Results

Product of the 4G allele of PAI-1 gene binds an activator, where as the 5G allele binds an activator and
arepressor and is associated with a relatively reduced transcription of PAI-1. The 5G variant is associated
with less inhibition of the plasminogen activators and consequently, increased conversion of plasminogen to
plasmin and increased activation of matrix metalloproteinsases. The increase in PAI-1 expression was
correlated with the 4G/5G promoter polymorphism in  some studies but not others. The relationship
between high PAI-1 level and obesity iswell known in adults and children but consequently the relationship
between the G deletion polymorphism at position -675 promoter region on  PAI-1 activity and obesity
remains unclear. Comparison of 4G/4G and 5G/5G genotypes with Dual-glo luciferase Assay reveded a
positive correlation detected between 4G/4G genotype and PAI-1 promoter activity in adipocytes. However
in 3T3L1 control cells, the promoter activity was similar for 4G/4AG and 5G/5G dldles, in differentiated
adipocytes 4G/4G allele was more active then 5G/5G alele (Figure 2). Treatments with thiazolidones such
as ciglitazone and troglitazone decreased the PAI-1 promoter activity in adipocytes with the similar effect

(figure 3,4,5).
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Figure2. Activation of 4G/4G and 5G/5G PAI-1 promoter by cotransfection of pGL-3 basic / PAI-1 4G/4G
firefly luciferase (F L) - Renillaluciferase (R ) and pGL-3 basic/ PAI-15G/5G firefly luciferase (F )
- Renillaluciferase (R ). Vaues showed 4G/4G alele was more active then 5G/5G alele in adipocytes
with, fold of n=1,5 for adipocytes day 2, n= 2,08 for adipocytes day 4, n=2,3 for adipocytes day 7 and n=2,1
for adipocytes day 10. But for 3T3L1 control undifferentiated cells there was no significant difference

between 4G/4G and 5G/5G dleles with n=1,1 of fold.
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Figure 3. Troglitazone treatment on undifferentiated 3T3L1 cells and on differentiated adipocytes from
different days of differentiation. The data showed troglitazone reducing the PAI-1 promoter activity in both

3T3L1 cellsand adipocytes significantly.
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Figure 4. Ciglitazone treatment on undifferentiated 3T3L1 cells and on differentiated adipocytes from

different days of differentiation. The data showed ciglitazone reducing the PAI-1 promoter activity in both

3T3L1 cellsand adipocytes significantly.
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Figure5: Day 2 without treatment PAI-1 4G/5G n = 1.10, Day 2 with treatment PAI-1 4G/5G n = 0.85, Day
4 without treatment PAI-1 4G/5G n = 2.03, Day 4 with treatment PAI-1 4G/5G n = 0.77, Day 7 without
treatment PAI-1 4G/5G n = 1.74, Day 7 with treatment PAI-1 4G/5G n = 0.88, Day 10 without treatment
PAI-1 4G/5G n = 1.80, Day 10 with treatment PAI-1 4G/5G n = 0.90, Day 14 without treatment PAI-1
4G/5G n = 3.20, Day 14 with treatment PAI-1 4G/5G n = 0.77, Total 4G difference day2/day14

n=4.977, Tota 5G difference day2/day14 n= 1.65 fold.

In our study we confirmed the troglitazone and ciglitazone treatments on differentiated and
undifferentiated 3T3 L1 cells. HUVEC cells aso used to determine the treatment effects on endogenous
PAI-1 expression by western blotting (figure 6). Data showed troglitazone and ciglitazone had similar effects

on PAI-1 expression and significantly reduced the PAI-1 level in HUVEC cells (figure 6).
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Figure 6. (a); 1l.adipocytes without treatment, 2. day4 4G/4G, 3. 5G/5G adipocytes, 4. 5G/5G day 7
with 5mM ciglitazone, 5. 4G/4G day 7 with 5 mM troglitazone, 6. 4G/4G day 7 without treatment, 7.
5G/5G day 7 without treatment, 8. 5G/5G day 7 with 7mM ciglitazone, 9. 4G/4G day 7 with 7mM
troglitazone, 10. pGL-3basic with 7mM ciglitazone, (b); 1-10. actin confirmation of figure 1.a. (c);
1. pGL-3 basic with 7mM troglitazone, 2. 3T3L 1 cellswith 7mM ciglitazone, 3. 3T3L1 cells with 5mM
troglitazone, 4., 3. 3T3L 1 cells with 5mM ciglitazone, 5. 3T3L 1 cells without treatment, 6. adipocytes
day 10, 7. HUVEC treated with 7mM ciglitazone, 8. HUVEC treated with 7mM troglitazone (d);

confirmation of figure 6 c with actin.
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Discussion:

The available data on PAI-1 suggest that subtle differences in genetic background and/or experimental
model can yield strongly divergent results. It's well known that the development of obesity is strongly
dependent on specific genetic background. Elevated plasma PAI-1 level has been associated with insulin
resistance and obesity. PAI-1 activity closely correlated with visceral fat accumulation in human subjects
(15,16,17,18). These reports suggest that visceral adipose tissue can be an important contributor to the
elevated plasma PAI-1 levels observed in obesity. Indeed, adipose tissue produces substantial amounts of
PAI-1. Despite the association between increased PAI-1 and obesity, the functional role of PAI-1 in
differentiated adipocytes remains to be elucidated. To address this question, in this study we used both PAI-1
deficient primary adipocytes and the preadipocyte 3T3-L1 cell line with neutralizing antibody that inhibits
the PAI-1 by an inhibitory anti-PAl-1 antibody in differentiated 3T3-L1 cells recaptured the phenotype of
PAI-1 deficiency and suppressthe adipocyte differentiation. Andin
this study, we also investigate the overexpression of PAI-1 in 3T3-L1 cells increasing adipocyte
differentiation. Our results clearly indicate that PAI-1 plays an important role in modulation of adipocyte
differentiation.

PAI-1 is not the only factor influencing adipogenesis. Human obesity is controlled by many other
factors. Adipocyte differentiation is regulated by the coordinated expression of various transcription factors,
including PPAR? and C/EBP family. PPAR? is believed to be the master regulator of adipocyte
differentiation (19,20,21,22,23).

Both PPAR? and the C/EBP family also play important role in the regulation of insulin sensitivity
(24,25). Activation of PPAR? by synthetic and naturally occurring PPAR? activators regulates multiple genes
involved in glucose and lipid metabolism, thereby ameliorating insulin resistance and type 2 diabetes (26).
Conversely, dominant negative mutations in human PPAR? and adipose-specific PPAR? gene deletion in
mice are associated with severe insulin resistance (27,28). To investigate whether the modulating effects of
PAI-1 on adipocyte differentiation, another study investigating PPAR? gene pathway and the alterations on
PAI-1 gene expression. Furthermore, PAI-1 inhibition resulted decrease in the adipocyte differentiation, it
may also associated with downregulation of PPAR?, C/EBPa and aP2 expression in differentiated 3T3-L1
adipocytes. Conversely, PAI-1 overexpression in differentiated 3T3-L1 adipocytes increased the adipocyte

differentiation, and may also upregulate the PPAR?, C/EBPa and aP2 levels. These observations imply that
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modulating effects of PAI-1 on adipocyte differentiation may also answer the PPAR? and C/EBPa and
aP2 pathways.

In this study we also confirmed 4G/5G difference on PAI-1 promoter activity (29). 4G/4G genotype
was significantly much more active than 5G/5G genotype with our confirmation with dual-glo luciferase
assay. The difference in promoter activation with in 4G/4G and 5G/5G alles showed us increase promoter
activity such asweinvestigate in 4G/4G dlele, PAI-1 expression increased the adipocyte differentiation.

We further conclude that PAI-1 directly modulates adipocyte differentiation and PAI-1 4G/4G
promoter polymorphism increase the promoter activity. We postulate that PPAR? may contribute to PAI-1-
modulated adipocyte differentiation and insulin sensitivity. Our data suggest that inhibition of PAI-1 might

be anovel anti-diabetic treatment.
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