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KALITSAL HASTALIKLARDAN GILBERT'DE UGT VE OBEZITE’DE BETA -3
ADRENERJIK RESEPTOR GENLERININ MOLEKULER ANALIZi

I. Cagatay Karaaslan
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Obezite 21. ylizyilin en yaygin saglik sorunlarindan birisidir. Yeme aligkanhklarindaki
degisiklikler, degisen sosyoekonomik durum ve genetik etmenler obezitenin
gelismesinde 6nemli rol oynamaktadir. Obeziteye neden olan, tek genli kalitim
gosteren genlerin yanisira bazi genlerin de obeziteye yatkiniga yol achdi
bulunmustur. Beta-3 Adrenerjik reseptor geni (ADRB3) de termogenezis ve lipolizis
metabolik yollarinda gorev alan ve obeziteye yatkinlia yol acgtigi duginilen aday
genlerden birisidir. Bu tez calismasi kapsaminda, ADRB3 geni (izerindeki bir
polimorfizmin  viicut kitle indeksi (VKI) ile iliskisi 155 hasta ve 116 normal Tirk
bireyde aragtiriimigtir. Polimorfizm, polimeraz zincir reaksiyonu ve restriksiyon parga
boyu polimorfizmi analiz yéntemi kullanilarak tespit ediimistir. Yapilan caligma
sonucunda, ADRB3 polimorfizmi ile VKI arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunamamistir (p<0,05).

Gilbert sendromu, orta diizeyde siddetle seyreden, UDP- glukuronozil transferaz
enziminin sentezindeki azalmaya bagh olarak serumdaki biliribin dizeyinin
yikselmesine neden olan bir hastaliktir. Bu enzimi kodlayan genin (UGT1A1)
promotor boélgesindeki polimorfizmin yiiksek bilirubin diizeyi ile ilgkili oldugu
literatirde yer almaktadir. 45 hasta, 21 normal olmak (izere toplam 66 bireyde bu
polimorfizmin varligi polimeraz zincir reaksiyonu temelinde denatiire jel elektroforez
teknigi kullanilarak incelenmistir. lki grup arasindaki frekans degerleri birbirine yakin
ctkmigtir. Tlrk toplumunda yapilan bu galisma, ileriki ¢aligmalar icin bir temel teskil
etmektedir.

Anahtar sézciikler: ADRB3, UGT1A1, obezite, Gilbert sendromu, polimorfizm,VKI,
bilirubin

Danigman: Prof. Dr. Cihan ONER, Hacettepe Universitesi, Biyoloji B6limii, Molekiler
Biyoloji Anabilim Dali
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MOLECULAR ANALYSIS OF UGT IN INHERITED DISEASE GILBERT AND
BETA-3 ADRENERGIC RECEPTOR GENE IN OBESITY

I. Cagatay Karaaslan

ABSTRACT

Obesity is one of the most widely known health problem of the 21% century.
Modifications in eating habits, changing socioeconomic status and genetic factors are
playing important roles in the development of obesity. Besides the mono-genetically
inhereted genes which cause obesity, it is found that some genes are causing
obesity inclination. Beta-3 adrenergic receptor gene (ADRB3) has a function in
thermogenesis and lipolysis metabolic pathways and it is one of the candidate genes
which is thought to be causing obesity inclination. In this thesis, the relation between
a polymorphism on the ADRB3 gene and body mass index (BMI) is investigated on
155 affected and 116 normal Turkish people. Polimorphism was determined by using
polymerase chain reaction and restriction fragment length polymorphism analysis
methods. As a result of the study no statistical difference was found between ADRB3
and BMI (p>0,05).

Gilbert syndrome is a moderate disease which causes high bilirubine level in serum
depending on the decrease in synthesis of UDP- glucuronosyltransferase enzyme.
In literature it is mentioned that high bilirubin level is related to a polymorphism in the
promotor region of the enzyme’s coding gene (UGT1A1). Existence of this
polymorphism is searched by polymerase chain reaction based denaturated gel
electrophoresis method in 45 affected and 21 normal individuals. The frequency
values between two groups is found to be close. This research carried out with

Turkish population will provide a base for further studies.

Keywords: ADRB3, UGT1A1, obesity, Gilbert syndrome, polymorphism,VKI,

bilirubine
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1.Girig

Obezite, ginimilzde karsilagilan en blyiik ve en 6nemli saglik sorunlarindan
biridir. Viicutta saghg! tehlikeye sokabilecek derecede asirt yag birikmesi seklinde
tanimlanan obezite, uzmaniar tarafindan batili Glkelerin karsilasti§! en ciddi ve acil
yaklagim gerektiren halk saglidi sorunu olarak gésteriimektedir. Artan viicut agirhgi;
Tip2 diyabet, hipertansiyon ve koroner kalp hastaliklan gibi pekgok hastali
beraberinde getirmektedir.

Obezite bllylik oranda ucuz, lezzetli, yluksek enerji veren besinlerin tuketildigi zengin
ve endistrilegsmesini tamamiamig tlkelerin saglik sorunu olarak karsimiza gikmakta
ve posadan fakir, kalorisi yiiksek, hizli beslenme kiltiriintin yayginlagmasina paralel
olarak artig géstermekiedir.

Gelismis ulkelerde yapilan galismalar Amerikan, Alman ve Ingiliz nifusunun en az
%40'min asin kilolu oldugunu gdstermektedir. Obezitenin énemli bir sorun olarak
degerlendiriimedigi Japonya'da bile populasyonun %16’si asin Kiloludur.
(Seidell ,1995).

Son yapilan galigmalarda, Gilkemizdeki obezite yayginhgi %22,3 olarak bulunmustur.
Son 20 yilda ulkemizdeki obezite yayginliinda artis gézlenmigtir (Coskun, 2002).

Obezite genetik, gevresel, sosyoekonomik, kiiltlirel ve psikolojik etmenlerin rol
oynadigi kompleks bir hastaliktir. Obeziteye neden olan genetik fakidrlerin
belirlenmesi bu hastalifin énlenmesi ve tedavisi igin yeni yaklagimlarin olusturuimasi
acisindan c¢ok 6nemlidir. Leptin (Ob,Lep), Leptin reseptdri (LepR), Melanokortin-4
reseptorit (MC4-R) ve Pro-opiomelanokortin (POMC) gibi genlerdeki mutasyonlarin
obeziteye yol actiklari bulunmustur. Beta-3 adrenerjik reseptér (ADRB3) geni de
obeziteye yol agtigi dusuniilen aday genlerden birisidir (Palou et al., 2000).

ADRB3, termogenezis ve lipolizis mekanizmalarinda gérev almaktadir. Yapilan bazi
calismalarda, bu reseptori kodlayan gendeki 64. kodonda yer alan
Triptofan -> Arjinin amino asit degisiminin obeziteye yatkinlia neden olabilecegi



gosterilmigtir (Lowe et al., 2001). Bu calismada, ADRB3 Trp 64 Arg degisiminin Turk
obez hastalardaki frekansinin ve obeziteye yatkinia neden olup olmadiginin

arastinimasi amacglanmigtir.

Bu tez caligmasinin diger konusunu ise, UDP-glukuronozil transferaz enziminin
sentezindeki azalmaya bagli olarak ortaya g¢ikan Gilbert sendromundaki molekuler
degisikliklerin  aragtiriimast  olugturmaktadir. Bilirubin  metabolizmasinda
glukuronidasyondan sorumlu enzim olan UDP- glukuronozil transferaz enzimini
kodlayan UGT1A1 geninde meydana gelen degisiklikler, yliksek bilirubinemiye bagl
farkli klinik 6zelliklerdeki hastaliklarin nedenidir. Bunlarin en hafif tipte seyredeni ise
Gilbert sendromudur (Bosma et al.,1995).

Literatiirde su ana dek yapilan ¢alismalarda UGT1A1 geni promotorunda yer alan
iki niikleotit uzunlugundaki (TA) insersiyonu tagiyan (7 TA tekran olan) Gilbert’l
hastalarda farkii hiperbilirubinemi dizeyleri rapor edilmigtir. Ydiritilen tez
calismasinin amaci, Tark toplumunda Gilbert sendromu tagiyan hastalarda

UGT1A1 geninde bulunan insersiyonun frekansinin belilenmesidir.

Bu calisma kapsaminda yer alan polimorfizmlerin incelenmesi i¢in, polimeraz zincir
reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR), restriksiyon parga uzuniuk
polimorfizmi (Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP) ve DNA dizi analizi

(Sequencing, Sekans) yéntemleri kullanidmgtir.



2. Genel Bilgi

2.1. Obezitenin Tanim

Obezite, vicudun enerji alimiyla enerji harcanmasi arasindaki dengeyi
saglayamamasi sonucu asiri yaglanmasina yol agan bir hastaliktir. Obezite kelimesi;
Latince ob -den dolayi, esum: yemis olmak, yani obezite yemekten dolay
anlamindadir. Vicut yad kiatlesinin orani erkeklerde %12-18, kadinlarda %20-30
arasindadir. Obezite, geng erkeklerde viicut yag kutlesinin %22’nin, yash erkeklerde
%25'in Gizerinde; geng kadinlarda %32 ve yash kadinlarda ise % 35’in (izerinde

bulunmasi durumudur (Bray, 1994).

Hastalik, insan viicudunda kalp ve damar sistemi, hormonal sistem, solunum sistemi
ve sindirim sistemi gibi 6nemli sistemleri etkilemekte ve birgcok énemli hastaliga
zemin hazirlamaktadir. Yiksek tansiyon, kalp hastaliklari, seker hastaligi, yuksek
kolesterol, eklem hastaliklari, solunum rahatsizligi, adet diizensizligi, safra kesesi
hastaliklari gibi pek cok hastalik obeziteyle iligkilendirilmektedir (Kopelman , 2000).

2.2. Obezite Prevalansi

Obezite, ginimizde 6zellikle geligmis Ulkelerin baglica saglik sorunlarindan birisini
olugturmaktadir. Geligmis tlkelerde yapilan ¢alismalar erigkinlerin %33’Unin, ¢ocuk
ve genglerin ise %20-27’sinin obez oldugunu gostermektedir. Amerika Birlegik
Devletleri populasyonunun vyaklagik yarisi obez olarak degerlendiriimektedir.
Avrupa’da da durum farkl degildir. Avrupa’da obezite sikhigi %22 olarak bulunmakia
birlikte Alman ve Ingiliz nifusunda bu oran %30’lari g\egmektedir (Birmingham et
al.,1999).

Ulkemizde obezite sikligi son yillarda hizla artmaktadir. Biyik kentlere gogin
artmasiyla birlikte, beslenme kulturindeki degigiklikler ve stresli ya§am bigiminin
benimsenmesi obezite prevalansinin artmasina yol agmigtir. Vicut kitle indeksi
30kg/m?nin tzerinde (VKI>30 kg/m? olan bireylerin dahil edildigi, Istanbul
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Universitesi Tip Fakiltesi, Devlet istatistik Enstitisi ve Sagiik Bakanhgrnin yaptig
ortak  cahgmada, Tirkiye’deki obezite prevalansi %22,3 olarak bulunmustur.
Prevalans, kadinlarda erkeklerden (Kadin:%29,9, Erkek:%12,9); kentsel alanlarda,
kirsaldan (Kentsel %23,8, Kirsal %19,6) daha yuksek olarak bulunmustur. Bolgesel
dagiima bakildijinda; obezite sikligi, Ig Anadolu'da en yiiksek (%25) ve Dogu
Anadolu'da en dusik (%17,2) olmak lzere gineyde %24, kuzeyde % 23,5 ve
batida %21,6 olarak bulunmustur. Tim bélgelerde prevalans kadinlarda erkeklere
nazaran daha ylksek bulunmustur (Coskun, 2002).

2.3. Obezite Risk Faktorleri
Erigkinlerde obezite gelisiminde baslica risk faktorleri :
Fiziksel aktivitede azalma
Dogum sayisi

Sigaray| birakma

Alkol

Sosyokilturel etkenler
Evlilik

Beslenme aligkanliklari
Yas

Cinsiyet (kadin)

10.Irksal faktérier

11. Egitim dizeyi

© ® N O o A~ DN =

12.Anne ve babanin veya her ikisinin obez olmasi
seklinde siralanabilir.

Obezite gelisiminde rol oynayan ¢evresel faktorler ise :

1.Sosyal Faktérler: Sosyal yapidaki degisimler
Ekonomik degisimler ve piyasa ekonomisi
Sehirlegme
Sosyoekonomik durum



2 Biligsel (kognitif) Faktorler: Diyet kisitlamasi
Vicut agirligina dikkat etme
3. Klttrel Faktorler: Yemek segimi
Sagliga dikkat etme diizeyi
4. Biyolojik Faktorler: Diyetin yag igerigi
Enerji alimi
Azalmis fiziksel aktivite seklindedir (Ozata, 2003).

2.4. Obezite Tipleri

Obezite klasik olarak iki tipe ayriimaktadir:

1. Hiperplastik Obezite

Cocuklarda yad hicrelerinin sayisinin artmasi ve geniglemesi ile olusan obezite
tipidir.

2. Hipertrofik Obezite

Yag hucrelerinin sayisinin  normal oldugu, fakat yag depolarinin arttigi obezite
tipidir.

Bu klasik siniflandirma diginda daha kapsamii olarak obeziteyi siniflandirirken ¢
kisma ayirabiliriz.

I. Anatomik siniflama
A. Mikroskobik
1. Yag hiicresinin blyuklugu
2. Yag hucrelerinin sayisi
B. Makroskobik
1. Vilcudun total yag ktlesi
2. Cilt-alti yag dokusu dagilimi
3. Viseral yag kiitlesi
4. Normalin diginda veya olagandisi yag birikimleri
. Etiyolojik siniflama
A. Hipotalamik
B. Endokrin
C. Diyete bagl



D. Fiziksel inaktiviteye bagl
E. llaca bagli
F. Genetik

Ill. Fonksiyonel siniflama
A. Beden kitle indeksinden gikarilan tahmini risk
derecesine gore
B. Eslik eden risklere gére
1. Kan basincinin yiksek olmasi
2. Insuilin rezistans| veya diyabet
3. HDL kolesterol LDL kolesterol oraninin diigiik olmasi
4. EKG ile LVH saptanmasi
. Uyku apne sendromu

(3]

. Hirsutizm veya LH/FSH oraninin yiiksek oimasi
. Sigara aligkanhgi

0 ~N O

. Zorlanarak yemek yiyen kigiler

©

. Fiziksel aktivitesi az bireyler
Bu siniflandirma iginde yer alan bazi maddeleri ayrintil bir bicimde inceleyecegiz.

2.4.1. Anatomik Siniflama

Vicut yag kitlesini anatomik siniflandirirken ¢ noktaya dikkat edilmelidir. Bunlardan
birincisi histolojik olamidir. Histolojik olarak obeziteyi yad hucrelerinin ¢ok biiyik
olmasina (hipertrofik obezite) veya ¢ok bilylik ve gok sayida olmalarina (hiperplastik
obezite) gore siniflandirmak mamkindur. lkinci bir anatomik siniflama da vilcudun
total yag kitlesine gére yapilabilir. Beden yag kitlesinin normal sinirlari erkeklerde
%12-18; kadinlarda ise %20-30'dur. Anatomik siniflamada Gg¢tincli 6nemli nokta,
beden yaginin dagilimidir. Kadinlarda goérileni, jinoid veya viicudun alt kisimlarinin
obezitesi olarak adlandiriir. Diger tip yag dagilimi ise tipik olarak erkeklerde gérilir
ve android ya da vicudun Gst kisminin obezitesi olarak adlandinhir. Viicudun santral
yad dagiliminin yiksek olmasi hem kadinlarda hem de erkeklerde morbidite ve
mortalite riskini artirmaktadir. Total viicut yag kutlesi ve cilt altt yag dagiimindan
ziyade, viseral yagin 6zelligi daha gugli bir risk yansitici parametre olarak dikkate



alinir. Viseral yag miktari yasa; androjen, éstrojen ve blylime hormonu diizeylerine;
hastanin cinsiyetine ve genetik faktériere gére degisir (Bray, 1994).

2.4.2. Etiyolojik Siniflama

Ikinci bir siniflandirma sekli de etiyolojik siniflandirmadir. Alti etiyolojik grup
belirlenebilir. Bunlardan ilki hipotalamik hasardir. Hipotalamusunda tiimér, travma ve
itihap gibi lezyonlar sonucu meydana gelen hasarlar, obeziteye neden
olabilmektedir. Ikinci grupta Cushing sendromu, polikistik over sendromu ve gonadal
yetersizlik gibi ¢esitli endokrin hastaliklar yer alir. Ugiincii grup diyetten kaynaklanan
obezitedir. Yag alimi ve obezite arasinda bir iligki oldujunu gésteren en carpici
kanitlar, VKi ile obezite ve agin kilo dlgutlerinin, kisilerin yag alimiari ile olan iligkisini
aragtiran cgaligmalardan gelmektedir (Lissner et al, 1995). Bu caligmalarin en
geniglerinden biri Alimanya'da yapilan ve asin kilosu olan 200.000’den fazla kadin ve
erkegin tarandigi ulusal bir saglk yiikseltme programidir. VKI duzeyi, alinan yag
miktaninin artigina paralel olarak az miktarda ancak sistemli bir artis géstermektedir.
(Pudel et al., 1992).

ABD’de, 1974/75 Ulusal Saghk ve Beslenme Degerlendirme Gézlemlerinin (NHANES
Il) verilerini kullanan bir bagka calismada, yagdan gelen enerji oraninin gigmanlik ile
anlamh bir iliski gosterdigi saptanmigtir. Yagdan elde edilen enerji orani ile viicut
agirhg: arasindaki iligkinin gocuklarda da erigkinlerdeki gibi oldugu bulunmustur.
Ozellikle doymus yag orani yiksek, fazla yagh diyet tiuketenlerde obezitenin daha
abartill oldugu epidemiyolojik galismalarla gosterilmigtir. Dérdiincli grup ise, fiziksel
inaktivite periyodunu izleyerek obezitenin ortaya ¢iktigi hastalari kapsar. Besginci
etiyolojik grup ilaglara bagl geligen obezitedir; bunlarin baziarn Cizeilge 2.1'de
verilmistir. Son etiyolojik sinif ise genetiktir (Bray, 1994).

Cizelge 2.1: Vicut agirhigini artiran ilaglar

Fenotiyazinler: klorpromazin, tiyoridazin,promazin
Antideprezanlar: amitriptilin, imipramin, desiprami, trazodon
Antiepileptikler: valproat, karbamazepin

Steroidler: glukokortikoidler, megestrol asetat



Antihipertansifler: terazosin

2.4 3. Fonksiyonel Degeriendirme

Bu degerlendirme sisteminin son komponenti, hastanin tedavisi ve prognozunu
etkileyebilen medikal ve tibbi sorunlar belirler. Once, hipertansiyonun mevcut olup
olmadigini belirlemek agisindan, kan basincinin dikkatle éi¢liimesi gereklidir. Pletore
goriulduginde not edilmeli ve beraberinde hipertansiyon da varsa, Cushing
sendromunu ekarte etmek icin gerekli hormon tayinleri yapiimalidir. lkincisi, hasta
insillin rezistansi, bozulmus glukoz toleransi veya diyabet yéniinden incelenmeli;
ailede diyabet mevcut ise, gebelik sirasinda glikoziiri saptanmigsa ya da makrozamili
(dogum tartisi fazla) bebek dogurmus ise glukoz tolerans testi yapiimahdir. Insilin
rezistansi siklikla mevcuttur ve acglik durumunda ve eger &igcllebilmisse glukoz
tolerans testi esnasinda insiilin diizeyleri yararl bilgiler verir. Ugiincii olarak, yliksek-
dansiteli ve disik-dansiteli lipoproteinler, trigliserid/kolesterol orani ve miimkiinse
lipoprotein kiigiik A antijeni (Lpa antijeni) diculerek lipoprotein durumu incelenmelidir.
Obezitede kardiyomiyopati olasiliginin, belirgin sekilde fazla kilolu (BKI>35 kg/m2)
bireylerde arastinimasi gereklidir. Besinci olarak, uyku apnesini ekarte etmek igin,
ozellikle uyku esnasinda pulmoner fonksiyon testleri ve arteriyel gazin dlguimesi
gerekir. Uyku apnesinden sipheleniliyorsa, arteriyel kan gazlan tayin edilmelidir.
Altinci olarak, hirsutizm ve adet dizensizlikleri, polikistk over sendromunu
diustndurmelidir. Liteinizan hormon, folikill stimilan hormon, testosteron ve seks
hormon-baglayici globiilin diizeyleri 6lgllerek, bu sendrom yéniinden daha ileri
degerlendirme yapilabilir. Yedinci agamada, gerekli gorilirse, safra taglan yéninden
ultrasonografik inceleme dusindlebilir. Sekizinci olarak, sigara anemnezi
derinlestiriimelidir. Dokuzuncusu, anketler veya ig-guct testleri yardimi ile fizik
kondisyon durumunun degerléndirilmesi gereklidir. Nihayet, tedavi icin daha buyik
sorun olusturan abur-cubur yeme aligkanligi gbézden gegciriimeli, yeme davraniglari

belirlenmeye caligiimalidir (Bray, 1994).



2.5. Obezitenin Olgiilmesi
2.5.1. Viicut Kitle Indeksinin Belirlenmesi

Quotelet indeksi olarak da bilinen viicut kitle indeksi, kilogram cinsinden agirligin
metre cinsinden boy uzunlugunun karesine bélinmesi ile elde edilir (Sekil2.1).

Agirlik (kg )

VKI =
Boy (m?)

Obezite fazla kilolu olmakla es anlaml degildir. Kemik, kas ve yad agirliklarinin
toplami vicut agirigini verir. Boy(cm)-100= ideal agirlik, Borca indeksi adi ile bilinen
eski bir formuldir. 170 cm boyunda bir insan bu formule gére 170-100=70 kg
olmalidir. Ancak 170 cm boyunda bir sporcu 80 kg oldugu halde obez olarak
nitelendirilmeyebilir. Ctnki agirhgr normalin Gzerinde olmasina ragmen yag kitlesi
normalin Gzerinde degildir. Dolayisiyla kisi obez degildir. Tersine 170 cm boyunda 70
kg agirhginda olup yag kitlesi normalin ¢ok Uizerinde olan kigiler de vardir. Birinci
ornekte kas kemik kitlesi artmis obez olmayan kilosu agir bir kisi varken; ikinci
drnekte ise kas kemik kitlesi az, yag dokusu artmig ve kilosu normalden fazla
olmamasina karsin obez bir kisi vardir. Salt boy agirik &lgimi ile yapilan
degerlendirmenin yetersiz kaldigi géralmektedir. Bu durumda énerilen 6lgii viicut kitle
indeksidir (Bray, 1994).
t

VK/I'nin viicut yag kitlesi ile korelasyonunun iyi oldugu gésterilmigtir. Bununla beraber
cocuklar, gebeler, 6demi olan hastalar, gok kisa boylu kigiler ve bazi 6zel durumlar
(normal agirhikta metabolik olarak obez) diginda uygun bir obezite belirleme
yontemidir.  Vicut kitle indeksi arttikga eslik eden hastalik riskinin de arttigr
gorilmektedir (Lissner et al., 1995). Gizelge 2.2'de VKI'nin degerlendiriimesi

verilmigtir.
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Cizelge2.2: Erigkin kiside VKI degerlendirmesi

Siniflama VKI Eslik Eden Morbidite Riski
Zayif <18.5 Dusuk

Normal 18.5-24.5 Orta

Fazla kilolu >25 Orta derece artmig
Pre-obez 25-29.9 Artmis

Obez 1 30-34.9 Yiiksek

Obez 2 35-39.9 Agir

Obez 3 (Morbid obez) >40 Morbid

2.5.2. Beden Gevresi Olgiimleri

Bel ve kalga gevrelerinin birbirine orani, 6zellikle karin bélgesindeki yag birikimine
egilim oranini belilemek amaciyla kullaniimaktadir. Bel ve kalga gevresi orani
belirlemek igin kullanilan nomogram Sekil 2.2'de verilmigtir (Bray, 1994).

2.5.3. Deri Kivrimi Kalinliginin Belirlenmesi

Skapula alti boige : Erkeklerde 22 mm ustl; kadinlarda ise 27 mm lstl obez olarak
kabul edilir.

Triseps ortasi : Erkeklerde 22 mm’nin Ustl; kadinlarda 30 mm'nin st obeziteyi
gostermektedir.

Boy ve beden gevresi 6igimine kiyasla, deri kiviimi kaliniginin dogruluk dizeyi
dusiik olmasina kargin; gévde ve ekstremitelerde dort ayr kisimdan 6lgtim degerleri
alinmasi viicut yag kutlesi hakkinda fikir verebilmektedir. Gévdeden alinan degerler
ekstremitelerden alinan degerlere boliinerek elde edilen oran bu tahmin igin
kullaniimaktadir ancak standartlan bulmak oldukga zordur (Bray, 1994).
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2.5.4. Enstriimental Yontemler

Vicutta bulunan yad Kkatlesi oSlcimlerinin  ¢esitli aletler kullanilarak yapildigi
yontemlere enstriimental yontemler adi verilmektedir. Dual foton absorbsiyomeiri
(DPA), X-isini absorbsiyometrisi, biyoelektrik impedans analizi gibi yoéntemlerin
maliyetleri yilkksek olmasina ragmen oldukgca guvenilirdir. Ayrica Kompiterize
Tomografi (CT) ya da magnetik rezonans gérintileme (MRI) teknikleri ile viseral yag
oldukga dogru bir gekilde belirlenebilir. Bu konuda ultrasonografi tekniginden de
yararlanilir. Ultrasonografi cilt yag dokusu kalinhdini ve olasi viseral yag miktarini
gosterebilmektedir (Bray, 1994).

2.6. Obezitenin Nolekiiler Temeli

Obezite, beslenmenin kontroll, enerji etkinligi ve adipogenezis mekanizmalarinda
meydana gelen bozukluklarin sonucu; alinan enerji ile harcanan enerji arasindaki
diizensizlie bagh olarak ortaya gikmaktadir. Bu lic metabolik yol Uzerinde gérev
alan cesitli enzimler, proteinler ve bunlarin tagsinmasinda gérevli yapilar ya da bu
yapilarin baglandigi reseptér proteinlerden herhangi birisini kodlayan genler

tizerindeki mutasyonlar ya da polimorfizimler obeziteye neden olabilmektedir.

e Beslenmenin Konrolli: Biyokimyasal yollar doygunluk ve aglk duygularini
belirlerler ve hem miktar hem de kaliteden sorumludurlar. Bununia birlikte
yiyecegin temel tipini , istahi, yiyecedin alim siklid: tercihini belirlerler. Bu
faktorler ic faktorlerin yanisira ayni zamanda cevre faktorleri ve sosyal
aligkanliklara da baghdir.

o Enerji Verimliliinin Kontrolli: Biyokimyasal yollar hangi enerji bigiminin
yiyeceklerden alinacaginin kontroliinii de yaparlar. Viicutta termogenezisin
aktivasyonu ile yiyeceklerde tasinan enerjinin yag olarak depolanmasi yerine
IsI olarak harcanmasi saglanir.

» Adipogenezis: Yaj depolamada &zellesmis hiicrelerde (Adipositierde)
adipogenezis gergeklestirilir. Adipoz doku, cevre dokularda hormon
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Sekil 2.2 : Bel ve kalga gevresini belirlemek icin kullanilan nomogram (Bray, 1994).
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duizenleyici yakitin dagihmi Gzerinde bir pivotal etkiyi kullanan dizenleyici sistemin
merkezidir ve bu obezitenin birgok komplikasyonlarini igerir (Palou et al., 2000).

2.6.1. Beslenmenin Kontrolii

Beslenme davranisinin diizenlenmesinde farkli gérisler bulunmaktadir. Istah kontrol
mekanizmasindaki zaman gériusi bunlardan biridir. Bu géruige goére istahin kisa sureli
kontrolu, fiziksel sinyaller ve beslenmeden sorumlu sindirici peptidlerin birakiimasi ile
gerceklestirilirken; kronik ya da orta uzun dénem kontroli viicutta enerji kaynaklarinin
duzeylerini isaret eden sinyaller (leptin gibi) tarafindan gergeklestirimektedir.
Sinyaller enerji kaynaklaninin hazir durumunu igaret etmektedir. Burada dig ener;ji
durumu ile i¢ enerji durumu hakkindaki tum bilgileri birlegtiren biyomolekullerin farkli
tipleri bulunabilmektedir. Bu biyomolekillere 6rnek olarak birka¢ metabolit (glukoz,
keton cisimler, amino asitler, glukuronidler), hormon (insdlin), oleoil- esteron ve ilgili
bilegikler 6neri|mi§tir.' Bunlarla birlikte bu sinyal sisteminde genetik ve molekiler
terminolojisi en ayrintili olarak arastirlan molekdl leptin hormonudur. Beyaz yag
hiicrelerinden salinan leptin molekiilii beslenme Uzerine etkisini leptin reseptéru
Gzerine baglanarak gostermektedir. Bu baglanmayla birlikte bir cok peptid yapili
molekiil salinarak beslenmenin kontrolii gergeklegtirilmektedir (Sekil 2.3). (Palou et
al., 2000)

Hipotalamus
NPY
istah acici peptidier ﬁ%ﬁp
@ OREKSINLER
’_( GALANIN
@ MSH
CRH
istah kapatici peptidler GLP-1
CART
TRH
Leptin Verim
& Besin Al

Enerji HArcanmasi

Hormon
ad depolar ‘_J

Sekil 2.3: Leptin molekiliiniin beslenme lzerine etki mekanizmasi (Palou et al.,
2000)
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2.6.2. Enerji Verimliliginin Kontrolii

Tum biyoenerjik reaksiyonlarda bir miktar enerji, 1si (termojenik) olarak serbest
kalmaktadir. Bu 1si miktannin artinimasi ya da azaltimasi; yag hicre
mitokondrilerinde bulunan termogenin veya “uncouple protein® (UCP) tarafindan
kontrol edilmektedir. Uncouple proteinler besinlerden elde edilen enerjinin; ATP
yerine isi olarak harcanmasini saglamaktadir. UCP1, UCP2 ve UCP3 olarak
tanimianan molekuller 1997 yilindan itibaren bilinmektedir ve bu gen ailesi besinlerin
mitokondriyal oksidasyonu siiresince enerji kullanimini yénetmektedir (Boss et al.,
1997 ; Gonzales et al., 2000).

2.6.3. Adipogenezis

Obezitenin olasi nedenleri dugtnalirken adipositlerin sayisi, olgunlagmasi ve
farklilagmasini diizenleyen faktérler de géz 6niine alinmalidir. Orta diizey obezitede
(hipertrofik obezite) artan trigliserid icerigine bagh olarak adipozitlerin boylarinda da
artis olmaktadir. Daha ug noktadaki ya da erken yasta meydana gelen obezitede
(hiperplastik obezite) ise adipoz hucrelerinin sayilarinda artig s6z konusudur. Yagam
siiresince yeni adipositlerin yapimi, kapasitesi ve boyutlarini; yeme sikhdi, icerigi ve
cevresel faktorler etkilemektedir (Palou et al., 2000).

Adiposit hiicre hatlari, multipotent embriyonik oncilerden aynlirlar. Adipositlerdeki
farklilasmanin ve gen ifadesinin temelini 6Jrenmek igin aynntili caligmalar
yapiimaktadir. Adipogenezisi yéneten 6zel transkripsiyon faktérleri tanimlanmistir. Bu
faktorler g tane olup C/EBP, PPAR ve ADD ( veya SREBP) dir (Palou et al., 2000) .

2.7. Obezite Genleri

Obezite hem gevresel hem de genetik etkilegimlerin bir arada ortaya ciktigi ¢ok
faktorlu bir problemdir. Bu hastalik g¢ok farkli doku, organ ve sistemler (izerinde
etkilidir. Obeziteye neden oldugu dustnilen 200’den fazla aday gen vardir. Bugine
kadar yapilan ¢alismalarda monogenik (tek gen mutasyonuna bagl) sendromlar
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diginda mutlaka obezite ile sonuglanan tek bir genetik defekt veya mutasyon ortaya
konamamistir. Diger bir deyigle obezite ¢cok karmasik bir yapiya sahip olan poligenik
bir hastaliktir. Bu genlerden monogenik kalitim gésteren en énemilileri, Melenokortin-
4 reseptor geni, Proopiomelanokortin, Leptin ve Leptin reseptér genleridir. Beta-3
Adrenerjik reseptdr geni de obezitye yol actigi dusintlen aday genlerden biridir
(Ozata, 2003).

2.7.1. Leptin (OB) ve Leptin Reseptor (OBR) Geni

Yaklagik 20 kb buyukluginde ¢ ekzondan olusan Leptin geni (OB), 7. Kromozom
uzerinde q31.3 bandinda yerlesim gosterir (Friedman et al., 1991). U¢ ekzondan
olugsmaklia birlikte ilk ekzonu protein yapisina katilmaz . 167 amino asitten olusan
leptin proteini; beyaz yagd dokusu , mide ve plasentadan salgilanir (Masuzaki et al.,
1997).

OB geninin dolagim driin olan leptinin ekspresyonu hayvan ve insanlarin yag
depolarinin artimiyla birlikte artar. Bu artis besin alimini azaltirken enerji
harcanmasini artirir (Guidice et al., 2000).

Leptin, beyindeki Ieptin reseptdriine baglanarak gérev yapmaktadir. Leptin
reseptori, 1. kromozomun p32 bandi Gzerinde yer alir. Uzun ve kisa olmak lzere iki
formu vardir. Uzun form leptin reseptérleri, Sinif | sitokin reseptér ailesine aittir ve
Néropeptit Y’'nin (NPY) baskilanmasinda gérev alir (Magni et al., 2000). NPY’nin
azalmasiyla istah azalmakta, sempatik sistem aktivitesi ylikselmekte, enerji
harcanmasi artmakta ve periferik metabolik ortam degigsmektedir (Clement et al.,
1998).

2.7.2. Proopiomelanokortin (POMC) Geni

Kortikotropin hormonu (ACTH), hipofiz bezinin 6n lobunda sentezlenir ve adrenal
korteksi stimiile eder. Insan ACTH'i, 4541 molekiler agirhgindadir ve 39 amino
asitten olusur (Lee et al., 1961). ACTH geninden, ACTH, lipotropin, alfa-MSH, beta-
MSH, gama-MSH ve endorfin oimak {izere 6 hormon sentezlenmektedir. ACTH ve
beta lipotropin (beta-LPH) buylk bir énctl peptitten tlretilir. Bu hormoniardan her
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birinin, farkli biyolojik aktiviteleri olan peptitieri icerdigi bilinmektedir. Onciil peptit,
proopiyomelanokortin (POMC) olarak adlandiriimigtir (Chretein et al., 1979).

POMC geni kromozom 2’de p23 bandi Uzerindedir ve polisistroniktir. Bu gen, iki
buyuk intron igerir: biri yaklasik 3.5 kb.dir, ortak énciilin N-terminal fragmentini keser.
Digeri, mRNA'nin 8 UTR'In bir parcasini, sinyal peptidin timani ve N-terminal
fragmentin 8 amino asidini kapsar (Baxter, 1981). Hayvan modellerinde alfa MSH'in
roliniin beyindeki melanokortin-4 reseptériinti aktive ederek besin alinimini kontrol
etmek oldugu goésterilmistir (Fan et al., 1997).

2.7.3. Melanokortin-4- Reseptér (MC4R) Geni

Melanokortin sistemi, hipotalamusta yad dokusundan gelen leptin mesajini enerji
dengesine yansitan énemli bir yoldur. POMC’den kéken alan ve bir néropeptid olan
a MSH tarafindan aktive edilir. 5 melanokortin reseptorii arasinda MC3 ve MC4
reseptorleri beyinde bulunur. MC4 reseptériniin enerji dengesinin diizenlenmesinde
rol oynadig! bulunmustur. Genetik olarak MC4R geni gikartiimig farelerde hiperfaji ve
obezite gérulmustur (Huszar et al., 1997).

insan MC4R geni, 18. kromozomun ¢22 bandinda yer alir. Genin toplam biyUklGgi
1671 bg dir ve tek bir ekzondan olugur. MC4R ortaya gikan mutasyonlarin %4 gibi
yilksek bir siklikta obeziteye neden oldugu bulunmustur (Vaisse et al., 2000).

2.7.4. Beta-3 Adrenerjik Reseptér (ADRB3) Geni

Beta-3 Adrenerjik reseptdr (ADRB 3) geni otozomal dominant tipte gegis gdsteren
obeziteye yatkinlida neden oldugu dasliniilen aday genlerden birisidi. ADRB3 geni
8. kromozomun p12-p11.2 kolunda yer almaktadir ve 2644 bg (baz ¢ifti) lik mMRNA’ ya
sahiptir (Mitchell et al., 1998).

ADRB3 geni  Beta-3 adrenerjik reseptér proteinini kodlamaktadir. Emorine ve
arkadaglari tarafindan 1989 yilinda izole edilen Beta-3 Adrenerjik Reseptori
insanlarda beyaz yad dokuda (adipoz) bulunur ve lipolizis (yaglarin pargcalanmasi)
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ve termogenezisin (enerji harganmasi-isi Uretimi) diizenlenmesinde goérev alir
(Emorine et al., 1989).

Obez hastalar Uizerine yapilan ¢aligmalar ADRB3 geninin  64. pozisyonda (W64R)
triptofanin arjinine déniisimuyle sonuglanan mutasyonun, kilo kapasitesinde artisa

neden oldugunu géstermistir (Lowe et al., 2001).

Adrenerjik reseptérler ve Beta-3 Adrenerjik reseptérin, yapisi ve igleyis
mekanizmalari ayrintili olarak incelenerek; molekiler mekanizmanin daha iyi

anlagiimasi saglanacaktir.

2.8. Adrenoseptorler (Adrenerjik Reseptorier)

Katekolaminler, biyolojik olarak aktif olan aminler olup beyinde ve otonom sinir
sisteminde nérotransmitterler olarak gérev yapariar. Bu maddelerin en yaygin olarak
bilinenleri epinefrin (adrenalin), norepinefrin (noradrenalin), isopirotenol, dopamin,
ibobamin ve doputamin'dir (Sekil 2.4). Katekolaminlerin etkileri, hiicre ylzey
reseptorieri vasitasiyladir. Bu reseptérler, aktiviteleri bu reseptdrierce diizenlenen
farkl effektor proteinler igin G proteinlerle bag yapmigtir. Her bir G protein alfa, beta
ve gama alt Unitelerinden olugsmus bir heterotrimerdir. Farkli G proteinleri, sahip
olduklan alfa Unitelerine gore ayrilirlar. Adrenoseptérler igin ozellikle énemli G

proteinler;

Gs: Adenil siklazi stimille eden G protein
Gi: Adenil siklazin inhibitéri G protein
Gq: Fosfolipaz C i¢in alfa reseptdr bagh reseptor.

Katekolaminlerce G protein-bagh (ciftli) reseptorierin aktivasyonu , uygun G proteinin
alfa alt nitesinden GDP’nin ayrilmasi ile gergceklegsmektedir. Bu ayrilmayi takiben
GTP, G proteine baglanarak alfa alt tinitesinin beta-gamma initelerinden ayriimasini
saglar. Aktive olmugs GTP bagh alfa alt Unitesinin dizenlenmesi, effekttrlerin
aktivitesiyle gergeklestirilir. Adrenoseptorlerdeki aktive olmus alfa alt tnitelerinin
effektérlerine érnek olarak adenil siklaz, cGMP fosfodiesteraz ve fosfolipaz C
verilebilir. Alfa alt Uniteisinin inaktivasyonu; kendisine bagli GTP'nin GDP ve Pi'ye
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doénisumii ile gerceklestirilir. Bunu takiben alfa alt Gnitesiyle beta-gama alt Gniteleri

tekrar birlesir (Hoffman, 1998).
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Sekil2.4: Katekolaminlerin kimyasal yapilari (Hoffman, 1998)

Katekolaminler, temelde iki reseptér tizerinde etkilidir. Bu reseptorler alfa ve beta
reseptoérierdir. Alfa reseptorlerin potansiyel serileri epinefrin 2norepinefrin
2izopretenol iken beta reseptorlerin potansiyel serileri izopretenol>epinefrinz
norepinefrin seklindedir (Hoffman, 1998).

2.8.1. Adrenoseptorierin Etkili Oldugu Sistemler

Adrenoseptorlerin farkli tipleri viicut igerisindeki birgok sistem tizerinde etkiye sahiptir.
Bu sistemler:

1. Kardiovaskiiler Sistem
a) Kan Damarlari
b) Kalp
¢) Kan Basinci



2. Gz

3. Solunum Sistemi

4. Gastrointestinal Sistem

5. Genital- Uriner Sistem

6.Ekzokrin Bezler

7. Metabolik Etkiler

8. Endokrin Uzerine Etkileri

9. Metabolik Sinir Sistemi Uzerine Etkileri
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Reseptor gesitleri, etkili olduklari doku ve gérevleri cizelge 2.3 te verilmistir (Hoffman,

1998).

Cizelge 2.3: Adrenerjik reseptér gesitlerinin bulundugu dokular ve gorevieri

Tip Doku Gorev
Alfa 1 Cogunlukla vaskiiler diiz Kasilma
kaslarda
Goz bebegi dilator kaslar Kasilma
Killar1 hareket ettiren diiz Killar dik poziisyona
kaslar getirmek
Rat karacigeri Glikoneogenezis
Kalp Kasilmanin giddetinin
artirilmasi
Alfa2 Postsinaptik CNS Muhtemelen ¢esitli
adrenoseptorleri
Plateletlerde Agregasyon
Adrenerjik ve kolinerjik sinir | Transmitterlerin serbest
terminallerinde birakilmasinin inhibisyonu
Bazi vaskiiler diiz kaslarda Kasilma
Yag hiicrelerinde Lipolizisin inhibisyonu
Betal Kalp Kasilmanin siddetinin ve
oraninin artirilmasi
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Beta2 Solunum, Uterusa ait Diiz kaslarin gevsemesinin
vaskiiler diiz kaslarda yonetilmesi
Iskelet kaslarinda Potasyum aliminin kontrolii
Insan karacigeri Glikoneogenezisin
aktivasyonu
Beta3 Yag hiicreleri Lipolizisin aktivasyonu

2.8.2. B Adrenoseptorler

B adrenoseptérler baglangigta agonist potansiyellerine tanimli olarak 81 ve B2
adrenoseptorler olarak ayrildilar. B 1 adrenoseptérler adrenalin ve noradrenaline esit
afinite sergilerken, B2 adrenoseptérler adrenaline goére noradrenalin igin daha
yiksek segicilik gostermektedirler. Bu reseptérler alt tiplerinin kesifleri, secici agonist

ve antagonist gelistiriimesinin yolunu agmustir.

B agonistler kullanilarak daha sonraki calismalarda tipik olarak B antagonistlerine
duyarsiz goriinen bagka bir reseptor alt tipi ile karsilagiimigtir. Bu reseptér B3
adrenoseptér olarak adlandinimigtir. Daha yakin farmakolojik kanitlar bagka bir
reseptor alt tipi olan B4’G ortaya ¢ikarmistir (Hoffman, 1998).

2.8.3. B3 Adrenoseptorier

B3 adrenoseptérler B1 ve B2 adrenerjik reseptorierden oldukga farklt bir profile
sahiptir. Kemirgenler, insanlar ve diger memelilerde tlrden-tire farkliliklar tanimlansa
da karakteristik B3 &zelliklerinin bir cojunu paylasirlar. insan B3 reseptorlerinin dogal
olarak olusan varyantlar, Pima Kizilderilileri, Japon ve batili obez hastalarda kalitsal
obezite ile iliskilendirilmistir. Ayni zamanda kilo artisi, B3 geni hasara ugratiimis digi

fareler Gzerinde de gérulmusgtar .

Bu ornekler lipid metabolizmasinin diizenlenmesinde B3 reseptoriin 6nemini ve
obezitenin gergcek formlarinin tedavisinde ilaglar igin olasi bir hedef olarak
gosterilmesini sagliyacaktir.
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B3 adrenoseptérler G protein bagli reseptor ailesine ait 408 amino asit rezidli
peptid zincirinden olugsmaktadirlar. G-protein reseptérler, yedi transmembran
segmentini olusturan 22 ila 28. rezidiulere ait yedi hidrofobik uzanti tarafindan
karakterize edilmektedir. Transmembran bdlgeleri (TM), Ug¢ hiicre igi ve g hiicre
digi ilmeklerle (loop) baglidir (Sekil2.5). Bu reseptorlerin amino asit terminali hiicre
disinda bulunur ve glikosillenmigtir. Karboksil terminali ise hicre igindedir ve B3

reseptorlerde herhangi bir fosforlanmis bdlgeye sahip degildir.

Sekil 2.5: Beta 3 Adrenerjik Reseptér vyapisi (http://www.adrenoceptor.com

/homemail5.html)

B reseptdr alt tipleri ile karsilagtirmalarda &zgiin bélgelerin sayilarinin sinirli oldugu
ve bunlarin temelde transmembran segmentlerinde ve hiicre i¢i looplarin proksimal
bolgelerinde oldugu gérulmustir. B3 ile diger turlerin kargilagtirmalarn insan, sidir,
kemirgen ve koépekgillerde yaklagik %80-%90 lik yilksek homolojinin varlidini
goéstermigtir. B3 sekanslari (izerinde yapilan detayh arastirmalar sonucunda kodon
64'te insanlarda triptofan amino asidinin yerlestigi bu goélgede diger tarlerde arjinin
amino  asidinin  yer aldigi  bulunmustur  (http://www.adrenoceptor.com

/homemail5.html).
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Bilgisayar modellemesi, B3 ligant baglama bolgelerini belirlemistir. Yedi
transmembran domaininden en az doérdil ligand baglamak igin karakteristiktir. Gerekli
amino asitler yénlendirilmis mutagenez ve fotoafinite ile tanimlanmigtir. Bu bolgeler
TM3 te Asp117, butin biyolojik aminlerin baglanmasinda, TM4te Ser 169,
Etanolaminin yan zincirlerindeki hidroksiller ile hidrojen bagdi olusturmak igin ; TM5 de
Ser 209 ve Ser 212, birgok biyojenik amin reseptérlerde bulunmakta ve katekol yan
zincirinin hidroksili ile hidrojen badi olusturmak igin oldugu duginidlmektedir. TM6
Phe 309 Katekolaminlerin aromatik zincirleri ile etkilesimlerinde gérev almaktadir. Ug
TM domaini ikisinde Gs aktivasyonunda gerekli Asp83 TM2 ve Tyr 336 yi tagiyan ise
TM7 dir. (hitp ://mww.adrenoceptor.com /homemail5.html).

Bu tez calismasinin ikinci konusu olan Gilbert sendromunun molekiler
degerlendirmesini yapilmadan o©nce; bu hastaligin klinikte de tanisini koymayi
saglayan yiksek bilirubinin olusumu ve atiimi mekanizmalarinin anlagiimasi
gerekmektedir.

2.9. Kan Doku

Kan dokusu canli organizmalarda 6zellesmis, hiicreler arasi maddesi sivi olan bir
dokudur. Kanin esas gorevi tagimadir ve birgok maddeyi organlara ve dokulara
goturirken ayni zamanda birgok maddeyi buralardan alip uzaklagtirir. Kan dokusu,
plazma ve kan hicrelerinden (kanin sekilli elemanlan) meydana gelir. Plazmanin
iceriginde; globulinler, albuminler, inorganik tuzlar ve cesitli sistemlerden gelen
enzimler ve hormonlar vardir.

Kanin sekilli elemanini olugturan kan hicreleri 3 grupta toplanabilir. Bunlar eritrositier
(alyuvarlar =kirmizi kan hucreleri), l6kositler (akyuvarlar = beyaz kan hiicreleri) ve
trombositlerdir (Noyan, 1996).

2.10. Eritrositler

Eritrositle insanda 1 mm?® kanda ortalama 5 milyon kadar olup, en bol bulunan kan
hiicreleridir. Degigik canli gruplarinda sayi ve sekil bakimindan farkiiliklar gésterirler.
Alyuvarlarin yapimi, canli organizmanin dogumuna kadar gecen siirede viicudun
farkh kisimlarinda gergeklestirilir. Fetus'ta hayatin baslangicinda saccus vitellinus’
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taki kan adaciklarinda; fétal hayatin 3. ayindan 5. ayina kadar karaciger ve dalakta
yapilir. 5. aydan fétal hayatin sonuna kadar ve tim hayat boyunca kemik iligi
tarafindan yapimina baglanir. Eritositlerin asil gérevieri dokulara oksijen tasimak
olup, akcigerlerden aldiklan oksijeni hiicrelere géturiirken; hicrelerden aldiklar
karbondioksidi de akcigerlere géturirier. Memeli hayvaniar ve insanda eritrosit
hicreleri ¢ekirdek, ribozom ve mitokondri tagimaz. Boylelikle sitoplazmalarina daha
fazla hemoglobin sigdirabilirler. Hemoglobin hiicre agiriginin 1/3’ Gni olusturur.
Eritrositler hemoglobin proteinini olusturarak, fonksiyonlarini gergeklestirebilmek igin
gerekli fiziksel dayanikhili1 saglayacak bir ortam olustururlar (Noyan, 1996).

2.10.1. Hemoglobin Yapimi

Hemoglobin molekiliu yetigkin bir insanda kemik iliginde yapilir. Yapisini olusturan
hem ve globin birbirine uygun ginlik miktarlarda yapilir ve 8 gr globin, 280 mg
porfirin ve 27 mg demir her giin yenilenir. Hemoglobin molekalinin yapiminda
esansiyel amino asitler ve demirin saglanmasi esastir. Bu sentezde bakir, piridoksin,
Bs,, folik asit'te yardimci olarak gérev alir.

Insan viicudunda 4.5 gram kadar demir bulunmaktadir ve bunun biyiik gogunlugu
hemoglobin yapisinin igerisindedir. Demirin bir kismi depo formda ve &6zelliklede
ferritin formunda karaciger, dalak, kemik iligi gibi organlarda bulunur. Gerekli oldugu
hallerde hemoglobin sentezi igin bu kaynaklara bagvurulur. Demir ayrica miyoglobin
ve bazi enzimlerin yapisina katiimaktadir ancak buradaki demir miktari hemoglobine

kiyasla oldukg¢a azdir (Yenson, 1984; Noyan, 1996).

2.10.1.1. Hem Grubu Olusum Mekanizmasi

\
Olgunlagmamis eritrositlerin mitokondrilerinde meydana getirilen protoporfirin, demiri
ferro halinde ya transferrin tarafindan hiicre zarina kadar getirilenden ya da
hiicrelerde depolanmig olandan alir. Mitokondrilerde bulunan hem sentetaz ya da

ferro katalaz tarafindan demir protoporfirin igerisine yerlestirilir (Yenson, 1984).
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2.10.1.2. Globinin Olusum Mekanizmasi

Globin yapisi iki a ve iki B peptid zincirlerinin bir araya gelerek olugturdukiari bir
tetramer yapisidir. a gen kiimesi 16. kromozom Uzerinde yer alir ve yaklasik 30 kb
buyuklagundedir (Sekil 2.6). B gen kiimesi ise 11. kromozom (izerinde yer alir ve
buyukligi 60 kb kadardir (Sekil 2.7).

| 30kb. N
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31 329 100-141

Sekil 2.6: Alfa Gen Kiimesi

Globin yapisinin olusumu agamasindaki farkliiga gére, normal erigkin bir insanda, lg¢
farkli hemoglobin bulunur. Iki a ve iki B dan olusan HbA'nin baskin olmasiyla
biriikte; B yerine y katilimiyla olusan HbF ve & zincirini tagiyan HbA;' de az miktarda
kanda bulunur (Sé6zen, M.M., 2000). HbA'nin ribozomlarda olugsumu sirasinda
6ncelikie a—peptid zinciri yapilir, tamamlanir ve ribozomlardan ayrilir. Tamamlanmig
olan a zinciri ribozomda yapilmakta olan bir B-peptid zincirine baglanir. Daha sonra
birlikte ribozomdan ayrilirlar. B zincirinin ribozomlardan ayriliginin a zinciriyle olan

iligkisi, globin yapimi igin bir dengeleyici bir sistem olarak ¢aligmaktadir. a ve B peptid
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zincirlerinin birlegserek olusturduklan dimer yapisi ikinci bir dimer yapisiyla daha
birleserek tetramer yapidaki globini olugturur (Yenson, 1984) .

Yy, %

tCag

nosis

enhensis

lale

Sekil 2.7: Beta Gen Kiimesi

2.10.2. Hemoglobinin Yikimi

Kemik iliginden dolagima gegisinden 120-130 giin sonra eritrositlerin yagam sureleri
sona erer ve dolagimdan alinilarak bilesenleri degrede edilir. Gunlik 6-8 gram
hemoglobin sentezini takiben 6-8 gram da hemoglobinin pargalanmasi
gerekmektedir. Buda miktar olarak 300 miligram hem’e denk gelmektedir. Hem’in
tekrar kullanilamamasindan dolayi éncelikle pargcalanmasi, bunu takibende digariya
atiimasi gerekmektedir. Hem tekrar kullanilamamasina karsin, yapisindaki demir
muhafaza edilir. Yaglanan ve hasarli olan eritrositler dalak tarafindan dolagim
sisteminden uzaklastinhr. Hemolizis meydana geldiginde eritrositler parcalanmir ve
hemoglobin plazma igerisine birakilir (Baggott , 2002).

Hemolizisin olasi nedenleri:

o Eritrosit kirliganhigi

o Isiyaniklari

o Eritroblastozis fetalis
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Hem metabolizmasi hem oksigenaz tarafindan oksidatif kinnim ile gergeklestirilir.
Hem oksigenaz eniziminin hem grubunu katalizlemesinin ardindan iki ara ariin a-
mezo —hidroksihemin ve verdohem meydana gelir ve son iriin olan biliverdin olusur.
(sekil 2.8) (Baggott, 2002).
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Sekil 2.8 : Hem grubunun biliverdine pargalanmasi sirasinda olusan ara ariinler
(Baggott, 2002).

Bu reaksiyon sirasinda porfirinin a metil koprisii oksitlenerek, alfa metil
koprusiinden karbonmonoksit ¢ikisi olur. Biliverdinin olusumu sirasinda tetrapirol
halka sisteminden aynlan demir (ferrus) iyonu transferrine baglanarak demir
depolarina veya bazi proteinlerin sentezinde kullanilmak izere kemik iligine tasinir.
Bu sirada globin ise hiicre i¢i proteazlar tarafindan hidrolize ugrayarak yapi taglarina
ayrilir.  Biliriverdin yesil renkte diiz tetrapiroldiir. Her iki ucundaki pirolde de OH
gruplan bulunmaktadir (Sekil 2.9). Bilirubin rediiktaz enzimi, tetra pirol zincirinin
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ortasindaki y metilen kdpristnii yikarak kirmizi- turuncu renkteki bilirubini olusturur.
Dolagimdaki bilirubinin % 80'i hem pargalanmasinin son Urintndir. Geriye kalan

%20 ise, miyoglobin veya sitokromlar gibi dijer hem proteinlerinden gelir (Sekil
2.10).

Hemoglobin

Sekil 2.9: Hemeglobinin Bilirubine yikimi (Baggott, 2002)
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Sekil 2.10: Bilirubin Kaynaklari (http://www.bumc.bu.edu/www/busm/ cme/modules/
hbili/lbm)

Eritrositler normal olarak  hem’den bilirubine  metabolize edilmek (zere,
retikloendotelyal sistem tarafindan dolagimdan alinir. Hemoglobinin 1 grnin
pargalanmasi sonunda 35 mg bilirubin olugur. Organizmada iki tur bilirubine rastlanir.

1) Konjuge Olmayan Bilirubin:

Kan serumunda bulunur ve suda ¢bdzlinmez. Bu bilirubin gesidi kan serumunda
bulundugu zaman lipitte ¢6zlinen bir organik anyon seklindedir. Blyuk bir gogunlugu
serum albumine bagldir.

2) Konjuge bilirubin (bilirubin glukotonat veya diglukuronat):
Kanda ya hi¢ yoktur ya da ¢ok az vardir. Suda ¢o6zinar haldedir ve safra ile
bagirsaktan atilir.
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Bilirubinin yiksek lipid ¢6ziniriga; davranigini ve daha sonraki metabolizmasini
belirer. Lipid ¢dzunurliga bir tasiyici tarafindan kanda taginmasi zorunlulugunu
ortaya gikarir. Fizyolojik taglyicisi, hiicre membraninin lipid tabakasinda ¢dziinebilen
serum albGmindir. Bilirubin suda ¢tzunir maddelerle birlesmelidir. Bu onun su
¢ozOnarlagana artinr, lipid ¢ézUnarluguna dasarar ve atilimini kolaylagtirir. Albumin
bilirubini karacijere tagir. Bilirubin siratle alinir ve hepatositlerdeki baglama
proteinlerine (Y ve Z protreinleri) transfer edilir. Glukronozil transferaz daha sonra
bilirubin diglukuronid olugturmak i¢in bilirubinle birlesir (http:/mwww.bumc.bu.edu/
www/busm/cme/modules/hbili/bm).
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Sekil 2.11: Bilirubinin Karaciger dongiisu

Bu konjugasyon asamasi, bilirubini suda ¢ozinir ve safradan bagirsaga taginabilir
hale déntsturir. Yeni doganlarin kisa bagirsaklan, bilirubinin bir kismint birlegmis
formundan birlesmemis forma dontstiren beta- glukuronidaz enzimini tagir. Bu
birlegmemis bilirubin tekrar emilebilir ve intestinal limenden dolagima dénebilir. Bu,
bilirubinin enterohepatik dolagimi olarak bilinir. Birlegmig bilirubinin geriye kalan kismi
diskiya salinir ve tipik sari renk verir (Sekil 2.11) (Baggott, 2002).
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Hepatositler igcerisinde bilirubinin piropionat yan gruplarnyla glukuronik asit
esterlesir. Bu reaksiyon endoplazmik retikulum membrani iginde Uridin difosfat
glukuronat glukuronozil transferaz enzimi (UDP-Glukuronozil transferaz) tarafindan
gerceklestirilir. Reaksiyon sonunda olugan bilirubin monoglukuronatlar birleserek
bilirubin diglukuronatlan meydana getirir. Bir kisim bilirubin aktif SO, ile esterleserek
bilirubin- sulfat birlesigini olustururlar. Bir kisim bilirubin ise birlesmemis formda kalir.
Bilirubinin tim formlan karaciger hicreleri tarafindan safra kanalciklanna
salgilanarak safraya karigtirilir ve buradan bagirsaga gecerler. Bagirsaktaki bilirubin
kalin bagirsakta bulunan bakieriyel enzimler olan B-glukuronidaziar tarafindan
glukuronik asit ve silfat konjugasyonundan siyrilir. Bilirubin Grobilinojene indirgenir.
Kalin bagirsakta robilinojenin absorbsiyonu diistktir. Absorbe olan bu az miktar
karaciger tarafindan tekrar safraya atilir. Bir kismida idrarla vucudu terkeder.
Bagirsakla karaciger arasindaki bu déngii enterohepatik dolagim olarak adlandirilir.
Urobilinojenin kalin bagirsaktan absorbe olmamis kismi mikrobiyal enzimler
tarafindan sterkobiline cevrilerek digkiyla beraber atilir. (Yenson, 1984; Baggott,
2002).

2.11. Sanhk

Sarilik, dokularda bilirubin depolanmasi sonucu, deri ve mukozanin sarya
boyanmasidir. Serum bilirubin diizeyi 2-3 mg arasinda oldugu zaman klinik olarak
belirgin hale gelmektedir.

Hiberbilirubinemi, bilirubin metabolizmasinda meydana gelen bir gitmezligin sonucu
ortaya c¢ikar. Bozukiugun meydana geldigi yere bagli olarakta hierbilirubinemi,
konjuge ya da konjuge olmayan tipde olabilir (Menteg 1984).

Konjuge olmayan bilirubinin artig nedenleri:

a) Asin yapim

b) Hepatik yakalama azligi (Karaciger hiicrelerince yakalanma azlidr)

c) Hepatik konjugasyan azhg (Karaciger hucrelerinde konjugasyonun azlidi)
seklindedir. Konjuge bilirubinin artis nedeni hepatik atilimdaki  bozukluktan
dolayidir. Sarili§in patofizyolojik siniflandirmasi Gizelge 2.4'te verilmektedir.



siifuejoy uezosepis
[zase JoAlIg
ninpjuls Lejjoh eleg
uasuey

Ise[indwe Ja)e/ 8A sealyued ‘lLe|oA eies

izl ad

‘l1e|$e) eyes
iedayesnsi
Jede|
zouis JaAljig Jawld
yijejsey Jonjasojedsy
Mijedsayenu|
uoAisnAisqo
nwioJpuss uosuyor — uighdg
nwioJpuss 10joy
[esyijey
uofsaisye yijedsy Siwezy

Isewuipuepiuls yifojoAziyojed uibijies : p'z abjozi)

Jsjuspau JojnjjesojedsH
ledey

Il ®A | di] ‘nwoupuss JelfeN-1eubuo

nwoJpuss Haq|o
[esyjey
uoAsebnfuoy yiedsy Siwjezy
(Zon A) 1611z

uusjuislold 101he(Beg-yizejdoys eplejjuelul ainjewald aa ueBopius A

lejde)|

(unby [y pog >) Nide Siwezn

sisdag
wife yneday jinieyed
zoodoJjLd ypyeyeu|
Py
[esyiey
Jepinpinzog ijijowsH
iwdeA ise uiuwignaig

IwauigniligiediH abnfuoy

iwauignuiqiadiy uekew|Q abnluoy




33

2.11.1. Dogumsal Sarilik Tipleri ve Yeni Doganlarda Sarihk

Dogumdan sonra 18 saat igerisinde ortaya cikan ve 2 haftadan uzun siiren sariliklar
muhtemelen patolojiktir. Bunlar;

a-Kernikterus: Kanda ¢ok miktarda konjuge olmamis bilirubin vardir. Birlesmemis
bilirubin lipidlerle baglanarak, yagca zengin beyin dokusunda toplanir. Klinik
6zellikleri kusma, kas tonusunda artma, halsizlik, siyanoz ve sonunda solunum
yetersizligidir. Zamaninda doganlarda 5 giin igerisinde 6lim; prematiire doganlarda
ise 5-10 guin igerisinde 6lum gergeklesir. Olimiin gerceklesmedidi vakalarda ileriki
glinlerde nérolojik bozukluklar goérilur (Palmer, 1983).

b- Fizyolojik Sanlik: Glukuronozil transferaz enziminin aktivitesinin normal diizeye
gelinceye kadar gecen siirede meydana gelen sariliktir. Fetlste konjuge olmamisg
bilirubin, plesanta membranindan anne kanina gegerek uzaklastirildigindan fetuste
konjugasyon gerekli degildir. Bu nedenle dogumda sarilik gérilmez. Yenidoganlarin
% 25'inde 24 saatten énce farkedilir ve 5 glin en yiksek seviyesine ulasir. 9 ve 14.
ginler arasinda da kaybolur (Palmer, 1983).

¢- Menadione Sarihigi: Dojum esnasinda, anneye intraven®z olarak verilen ylksek
K vitamini benzerleri; prematirelerdeki erken hiperbilirubinemiden sorumlu olabilir
(Palmer, 1983).

d- Anne Siitii Sanhgi: Anne sitiyle beslenen bebeklerde, uzun sire kanda konjuge
olmamis bilirubin seviyesinin yilkksek kalmasi bazi durumlarda sitteki glukuronozil
transferaz inhibitoéri (pregnanediol) nedeniyledir. Sarilik bebegin yasaminin 2-4
haftalar arasinda belirir ve emzirmeye devam edilirse 2 ay kadar sirebilir (Palmer,
1983).

e- Byler Hastalig:: Intrahepatik kolestaz ve konjuge bilirubin ile safra tuziarinin
hepatositler igerisinde tasinmasinda bozukluk vardir (Palmer, 1983).
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f- Lucey-Driscoll Sendromu: Glukuronosil transferaz inhibitéri varligi nedeniyle
konjuge olmamisg bilirubin seviyesi oldukga yiikselir (60 mg / 100 ml). Kan degigimi
yapillmazsa bebekte kernikterus ortaya c¢ikar (Palmer, 1983).

g- Crigner-Najjar Hastaligi: Kalitsal, hemolitik olmayan hiperbilirubinemidir.
Kernikterus cabuk geligir. Glukuronozil transferaz enzimini kodlayan gendeki
mutasyonlar nedeniyle enzim iglevindeki bozukluk sonucu ortaya gikan
hiperbiliribinemidir. Konjuge olmayan bilirubin dizeyi 50 mg/100 ml veya daha
yuksektir. Safrada bilirubin azdir. Fegeste drobilinojen duguktir (Aktan, 1988).

h- Gilbert Hastahgi: Kalitsal konjuge ve hemolitik olmayan hiperbilirubinemidir.
Glukuronozil transferaz enziminin aktivitesinin bozulmasi sonucu ortaya cikar.
Crigner-Najjar sendromuna nazaran vakalarin hastaligi hafif seyreder. Hastalarda
yorgunluk, dispepsi, dalgalanan hafif sanlk belirtileri gézlenir (Aktan, 1988).

i- Dubin- Johnson (Sprintz- Nelson) Hastaligi: Sarnilik 12-15 yaslarinda baslar.
Daha cok birlesmis olmakla birlikte her iki bilirubin de artar. Senelerce siiren
dalgalanan sarilik, bitkinlik, bulanti ve agnlar gézukir. Otozomal dominant gegis
gosterir (Aktan, 1988).

i-Mavero-Hepatik: Dubin-Johnson hastaliginin tim 6zelliklerine ilaveten melaniri
goralar (Palmer, 1983).

j- Rotor Sendromu: Hemolitk olmayan, Dubin-Johnson hastalifinin bagka bir
seklidir. Hastalarda serbest ve konjuge bilirubin miktarinda artig séz konusudur.
Karaciger anatomisi tamamiyle normaldir. Karacigerde normal digi bir pigmentasyon

gbzlenmez. Hepatomegali yoktur (Aktan, 1988).

k- Dev Hiicreli Hepatit: Cesitli karaciger hasarlarina karsi olusan, spesifik olmayan
bir reaksiyondur. 40 veya daha fazla nukleuslu dev sitoplazmik kitleler gérulur.
Hepatositlerin kaybolmasiyla karacigerin hiicre dizisi bozulmustur. Hemosiderin
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hepatositlerde birikir. Bebek ancak birkag giin yasayabilir. Sonlara dogru siyanoz
belirgindir (Palmer, 1983).

I- Galaktozemi: Fosfogalaktoziridil transferaz enziminin bozuklugu ya da eksik
sentezlenmesi nedeniyle galaktoz-1-fosfat birikimiyle sonuglanan kahltsal bir
hastaliktir. Tum sorun sit igmeye baglidir. Karaciger biyopsisinde; hepatositlerde
sisme, ince vakuollesme ve dejenerasyon vardir. Proteiniri ve aminoasidiri her
zaman vardir. Hastalarda igtahsizlik, kusma, diyare ve kilo kaybi sik goriilen
belirtilerdir. Sarilik erken ortaya ¢ikar ve sarilikla ilerleyen hepatomegali gorilir.
Hastalarin % 50’ sinde katarakt geligimi gézlenir (Paimer, 1983).

m- Von Gierke Karaciger Glikojen Depo Hastaligi: Karaciger hiicrelerinde glikojen
birikimi sonucu, beslenme bozukluju olan, bebek yizlli, gelismesi geri kalmig
hepatomegalili gocuklar gériilir. Hepatositler vakuollidir ve granilli madde igerir.
Hiperkolesterinemi, hiperlipidemi, asidoz ve asetoniri, yag ve lipid metabolizmasi
hizlandid i¢in gorulebilir. Aclik kan sekeri dusuktar (Palmer, 1983).

n- Mauriac Sendromu: Diyabet, ciicelik, hepatomegali, karacijer ve bo&brekierde
asin glikojen depolanmasi s6z konusudur. Jejunumda villus atrofisi vardir (Palmer,
1983).

o- Primer Hemokromatozis: Bagirsagin blok mekanizmasinin ortadan kalkmasi
sonucu demir emilimi artar ve viicutta demir depolanir. Dokularda 20-60 gr demir
birikir (normal 3.5-4 gr). Portal siroz gelisir. Karaciger ¢ok biyir ve hepatoma olugur.
Genellikle hastalik ilk olarak orta yasta farkedilebilir. Hasta 20 yasindan kigiikse bu
hastalik nadiren dugtnulebilir (Palmer, 1983).

6- Wilson Hastalign: Bakir ve amino asit metabolizmasinda bozukluk vardir.
Seruloplasmin diigiik yapilmasiyla birlikte bakirin agiri emilimi s6z konusudur.
Hastaligin ilk belittisi 15-20’li yaglarda karsilagilan ekstrapiramidial norolojik
bozukluklardir. Vakalarin %35'inde ilk olarak saptanan karaciger hastaligidir. Hastalik
iki sekilde seyreder. Birincisinde; 4 yil iginde 6limle sonuglanan akut ategli sekil ve
ikincisindeyse; daha kronik seyirli devam eden (sonunda &lumle biten) psédosklerotik
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sekildir. Laboratuvar bulgularinda, daima aminoasitiiri, serumda seruloplasmin,
feceste bakir azalmasi ve idrarda bakir artmasi vardir (Palmer, 1983).

p- Polikistik Hastalik: Hastalarin ¢ojunda portal hipertansiyon ve varisler
geligmigtir. Karaciger parenkiminde kiicllk, normal digi safra kanallarinin
gruplasmasi nedeniyle hastalik ortaya cikar. Yillar boyunca kistler yavag yavas
biiyurler. Hastalar orta yastadir ve sikayetler karacigerin buyikligine ve agirligina
aittir (Palmer, 1983).

r- Dogumsal Fibrozis: Portal alaniarda fibrozis bulunur; fazla sayida ufak safra
kanallart gérilar. Polikistik hastaligin bir seklidir (Palmer, 1983).

s- Caroli Hastahigi: Dogumsal hepatik fibrozle beraber karaciger kanallarinin kese
seklinde genislemesi sdz konusudur. Safra tasi ve kolanjit insidensi yiksektir
(Palmer, 1983).

s- Alfa, Antitiripsin Eksikligi: lleri derecede alfa; antitiripsin eksikligi bulunan
cocuklarda birinci yil icerisinde karaciger hastaliginin belirtileri goérulir. Neonatal
hepatit, hepatomegali ve splenomegali bulunur. Dogumdan sonra birkag ay

icerisinde 6liim goérilebilir. (Palmer, 1983).

2.12. Gilbert Sendromu ve Molekiiler Temeli

Gilbert ve arkadaslari tarafindan ilk defa yirminci yizyilin baglarinda tanimlanmistir.
(Batman, 1993). Bu sendromda orta ve hafif bir hiperbilirubinemi sz konusu olup
bilirubintiri yoktur. Karaciger testleri normaldir. Sendrom, bilirubinin, glukuronik asit
ile Dbirlesmesinden sorumlu UDP- glukuronozil transferaz enziminin sentez
dizeyindeki azalmaya bagh olarak ortaya c¢ikmaktadir. Serum bilirubin
konsantrasyonu 3 mg/dl dizeyinde olup daha yliksek degerlerede rastlanilabilir.
Bilirubin diizeyindeki yiikselmelere stres, atesli enfeksiyon hastaliklari, alkol alimi,
asin efor, yorguniuk ve aglk gibi durumlar yol acabilir (Aktan, 1988).

2.12.1. UDP- Glukuronozil Transferaz Enzimi
Glukuronidasyon, kigik lipofiik molekillere glukuronik asidin kovalent olarak
eklenmesi mekanizmasidir. Bu reaksiyon, hem icten gelen hem de disaridan gelen
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yabanci kimyasallarin biyo-inaktivasyonlari ve eliminasyonlarini saglayan énemli bir
islemdir (Makhenzie, 1997). Bilirubin, steroidler, morfin, zidovidin ve parasetamol
iceren bazi terapatik ilaglar bu yolla 6nemli derecede temizlenirler. Glukuronidasyon
birinci derecede bir detoksifikasyon iglemiyse de, karboksilik asit gurubu igeren bazi
ilaclar , steroidal olmayan anti- inflamatuar ajanlar gibi, glukuronidasyon ile proteinler
ve diger hiicresel makromolekiillere baglanarak daha reaktif tGriinlere dénisebilirler.
Bu reaksiyonlart katalizieyen UDP-glukuronozil transferazlar, doku o6zgullugu
gosteren, endoplazmik retikulumda bulunan bir multienzim ailesidir. Bu enzimlerin bir
cogu karacigerde bulunurken bir  kismida burun epitelyumu (UGT2A) ve
gastrointestinal yolda (UGT1A8 ve UGT1A10) bulunur. UGT enzimierinde meydana
gelebilecek polimorfizmler, enzimin katalitik etkinligi ve ekspresyon dizeyini
etkileyebileceginden dolayi kimyasal toksititeye sebep olma acisindan énem tagirlar
(Jedlitschky et al.,1999).

2.12.2. UDP- Glukuronozil Transferaz Gen Ailesi

Bu giine kadar 25 insan UGT geni tanimlanmis ve sekans benzerlikleri géz 6niine
alinarak iki aile igerisinde toplanmistir (Tablo 2.13). UGT genlerinin 16 tanesinin
fonksiyonel bir proteini kodladigi bulunmustur. Giniimiize kadar yapilan ¢alismalar,
her bir UGT’nin genis oranda substrat glukuronidasyon kapasitesine sahip oldugunu
ve bir bilesigin bircok UGT enzim g¢esidi tarafindan glukuronidize edilebilecegini
gostermistir. Bu Ustlste ¢akigan substrat 6zgullikleri ve UGT 6zgil problarin eksikligi
her bir UGT c¢esidinin goérevinin tespiti icin yapilan calismalari zorlagtirmaktadir
(Mackezie et al., 2000).

2.12.3 UGT1 Gen Yapisi

Farkh UGT1 izoformlarini kodlayan UGT1 geni, dért ortak (ekzon 2-5) ve UGT
izoformlarini kodlayan 13 degisken ekzonu igeren kompleks bir yaptya sahiptir (Sekil
2.14). Gen Iokusu bolgesel olarak ayriimis ve insan 2q37'de fiziksel olarak
haritalanmigtir. Izoformlarin sentezi sirasinda sabit ekzonlarin yanisira degiskenler
icerisinden 6zgiin olanin mMRNA splaysi  gergeklestirilir (Mackezie etal., 2000).
UGT1 gen kompleksinde meydana gelen genetik bozukluk sonucu ortaya ¢ikan
sarilik tiplerinden Crigner Najjar tip | en siddetlisi olup, cogu mutasyonu terminasyon
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(sonlandirma) ve cerceve kaymasi seklinde 2. kodon ve 5. kodon arasindadir.
Fenobarpital terapiyle tedavi edilebilir tip Il Crigner Najjar sendromu tip I'e nazaran
daha az siddetlidir. Gilbert sendromu en yaygin olani olup (%2-19 farkli populasyon
caligmalan) bu Gg¢ sendromun en iimiisidir (Clarke et al., 1997).

UGT1 Gen Kompleksinin Farkli Ekzon 1'leri ng:;?m
N T s 1

r 234 5

A13 A12 A1 A10 AY A8 AT A6 A5 Ad A3 A2, A1

~ UGT1A1

Sekil 2.12: UGT gen kompleksi (Clarke et al., 1997)
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UGTInd42

alGT2A7

hUGT284

hLUGT2RY

- WlGT2810

- GUGTIBITP
~ WLGTRIT
- GUGTIB24P

RUGT2B25P

] [~ HUGTIB26P
L suorzaze

< [ HUGTI0IS
L wuerai

BOGTIAY

WUGTI43

- REGTIAS

e BLGTIA2p

o BUGTIAS

WMOTIsE

o WLGTEAT7

L,.., posss LG T1AR

bvenre By (6T 4o 142

peenen ol LT TEAY

- WLGTTAL I

e BLGT 1AL 0

Sekil 2.13: UDP Glukuronozil Transferaz Gen Ailesi (Mackezie et al., 2000)
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2.13. Gilbert Sendromu ve UGT1A1 Promotor Bblgesi Varyasyonu

UGT1A1 promotorundaki dizenleyici TATA kutusunda bir TA insersiyonu, Gilbert'li
hastalardaki hiperbilirubinemi ile iligkilidir (Bosma et al.,1995). Genel populasyon
taramasinda serum bilirubin ve UGT1A1 TATA promotor genotipi arasindaki iligki
tespit edilmigtir. Guney Iskoclarda ve Igloolik Kanadalilarinda yapilan caligmalarda
sirastyla %10-13 ve %17-19 TA insersiyon genotipine sahip oldukiar bulunmustur.
Toplamda bu populasyonlarin %41 -51’i heterozigottur (Clarke et al., 1997). UGT1A1
geninin promotorundaki degisik TA tekrarlaninin frekansi, beyaz populasyonlari ile
kargilagtirildiginda Afrika populasyonundan daha yiiksek; Asya populasyonundan ise
daha dusguktr. Afrika populasyonu TA tekrar dizi uzunlugu agisindan da diger
populasyonlara gore degiskenlik gdstermektedir. Afrika populasyonunda TA 8 tekrar:
diger populasyonlara nazaran daha yaygin olarak gérilmektedir (Tsezou et al., 2000)
. Gilbert sendromuna yol acan UGT1A1 genindeki polimorfizimle hayatin ilk 2 gun
slresince neonatal sariigin hizla yiikselmesi, kalitsal sferositosizli kisilerde geligsen
safra tasi, GePD ve heterozigot B talasemili hastalardaki hiperbilirubineminin olus
derecesindeki artigla iligkilendiriimektedir (Sampietro et al., 1997).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. incelenen Ornekierin Toplanmasi

Bu calisma kapsaminda toplanan kan émekleri, Gilhane Askeri Tip Akademisi
Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklan A.B.D. ve Hacettepe Universitesi Tip
Fakiltesi lhsan Dogramaci Gocuk Hastanesi Pediatrik Hematoloji Bslimirne gelen
kigilerden alinmigtir.

ADRB3 genindeki polimorfizmin arastinimasi amaciyla 155 obez ve 116 normal
bireye ait kan ornekleri toplanmigtir. Bu bireylere ait viicut kitle indeksleri
hesaplanmig ve aile hikayeleri alinmigtir. VKI > 30'un Uzerinde ve ailesel obezite
hikayesi olan bireyler hasta grubu, VKI <25 olan bireyler kontrol grubu olarak
calismaya dahil edilmigtir.

UDP glukuronozil transferaz genindeki TA insersiyon polimorfizminin frekansinin
belilenmesi amagh caligmada, segilen hastalann serum bilirubin dizeylerine
bakilarak; 3g/dI'nin Gzerindeki 45 hasta birey ve 2g/dI'nin altinda olan 21 normal
bireye ait kan &rnekleri toplanmigtir. Calismaya alinan tiim hastalarin karaciger
fonksiyon testleri normal olup yalnizca serum bilirubin diizeyleri yiksektir.

Caligma kapsaminda yer alan her bireyden yaklagik 4-5 ml periferik kan 6rnegi
antikoagulant madde olarak EDTA igeren tiplere alinip, genomik DNA izolasyonlari
gerceklestirildi.

3.2. Kandan Genomik DNA izolasyonu

Yen ve arkadaslarinin gelistirdigi DNA izolasyon ydntemi modifiye edilerek genomik

DNA izolasyonu yapildi (Yen et al., 1992).

1- 400 pl kan 1.5 ml'lik ependorf tiip igerisine alindi.
2- Kan érnegi TE tamponu ile 1 ml'ye tamamlandi.
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TE Tamponu
10 mM Tris
1mM EDTA pH:7.6

3- 13000 rpm’de 1dakika santriflij edildi.

4- Ust kisimdaki siipernatan atildi ve (izerine tekrar TE tamponu eklendi. Bu islem (g
kez tekrarlandi.

5- Ustteki spernatan atildiktan sonra pelette toplanan akyuvar tabakasi iizerine lizis
tamponu ilave edilidi. Son hacim TE tamponu ile 500 ul'ye tamamiandi.

Lizis Tamponu

1M NaCl 90 ul
%10 Sodyum dodesil siilfat 80 ul
10 mg/ml Proteinaz K 5 ul

6- Tupler 56 °C de 2 saat inkilbasyona birakildi.

7- Tuplerin Gzerine esit hacim fenol- kloroform (1:1) ilave edilidi.

8- Tupler iyice kanigtirilarak 10 dakika buz igcerisinde bekletildi.

9- Tupler tekrar karigtirildi ve 3000 rpm'de 2 dakika santrifiij edildi. Bu islem ile
hiicresel artiklarin ¢ékerek DNA'dan uzaklastirimasi saglanir.

10- Ustte kalan berrak kisim temiz bir tip icerisine alindi.

11- Uzerine % 100’liik etil alkol ilave edildi ve tiipler nazikce calkalanarak DNA
cokturaldu.

12- % 100’luk etil alkol uzaklastirilarak tizerine % 70 lik etil alkol ilave edildi.

13- % 70 lik etil alkol ortamdan uzaklastirdi ve tiplerden alkoliin tamamiyle ugmasi
icin birka¢ dakika beklendi.

14- Alkollin tip icerisinde tamamiyle ugtugundan emin olduktan sonra iizerine
200-300 pl steril distile su konularak DNA’nin ¢6zillmesi saglandi.



43

3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), bir gen ya da DNA bélgesinin; bu bdolgeye ait
kahp ve uygun primerler yardimiyla in vitro olarak gogaltiimasi iglemidir. Kary Mullis
ve arkadaslarinca (1986) ortaya atilan; Saiki ve arkadaslarinca (1988) geligtirilen bu
yontem, cok degisik kaynaklardan izole edilen DNA materyalinin belirli bir kisminin
cogaltiimasini saglamaktadir.

Polimeraz zincir reaksiyonun her basamagi 3 evreden olusmaktadir.

a) Denatiirasyon :

Cift sarmal DNA bu asamada yiuksek sicaklia maruz kalinca, sarmallarn bir arada
tutan hidrojen baglari agilarak tek sarmal DNA haline geger.

b)Primerlerin baglanmasi (annealing):

Cogaltmak istedigimiz bélgeye spesifik primer adini verdigimiz oligoniikleotidler DNA
tek sarmall iizerinde komplementer olduklari bélgelere baglanir.

c)Primerlerin uzatiimasi (Extention):

PZR reaksiyon karigimi icerisinde yer alan dNTP, MgCl; ve Taqg polimeraz enzim
tamponu, Taq polimeraz eziminin spesifik primerin bagdh oldugu kalip DNA'y1, 70-75
°C arasinda bir sicaklikta gogaltmasi igin gerekli tim maddeleri igermektedir. Kalip
DNA'ya bagh primerler enzim tarafindan bu maddeler kullanilarak uzatilir.Yeni olugan
sarmal bir sonraki déngii icin kalip gérevi gorir (Saiki et al., 1988).

a) ADRB3 geninin PZR ile gogaltiimasi:

ADRB3 geni kodon 64 Trp-> Arg degisiminin saptanmasi igin yapilacak
amplifikasyonda kullanilacak primeriere ait diziler agagida verilmisgtir.

ADRB3 F (direkt) 5 ~-GCGCCCAATACCGCCAACACC -3

ADRB3 R (revers) 5 TCCACCGAGGTCCACAGCTCG -3’



Polimeraz Zincir Reaksiyonu igin kullanilan reaksiyon karigimi :
1 Ornek , 100 pl toplam hacim igin ;

10 X Reaksiyon Tamponu .............cccccuvveveeecvennennene. 10 pl

25 MM ANTP karisimi ..o 0,6 ul
ADRB3 F (100 pmol/ fl) .coeveeeeeceeeee, 1ul
ADRB3 R (100 pmol/ ) .c.ooveieecieecceeceeee, 1l
DMSO (% 5) e, 5ul
dH2O e 83 ul

Kalip DNA 4 pl olacak sekilde hazirlandi.
Reaksiyon bagina 0.5 pl (2.5 @init) Tag DNA polimeraz kullaniidi.

Uygulanan PZR programi :

94°C 45’
64 C 45 30 dongt
72 °C 1' 30"

72 °C 7' } 1 déngii

Bu amplifikasyon sonrasinda elde edilen Griniin boyu 286 bg dir.
b) UGT1A1 geninin PZR ile ¢gogaltiimasi:

UGT1A1 geni, promotorunda bulunan TA tekrarlarini igine alacak sekilde 243 bg.
boyunda gogaltilmistir. Bunun igin kullanilan primerlere ait diziler su sekildedir.

UGT 1 SD (direkt) 5— AAGTGAACTCCCTGCTACC -3’

UGT1 SR (revers) 5— AACAGTATCTTCCCAGCATG -3
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu igin kullanilan reaksiyon karigimi :
1 Ornek, 100 ul toplam hacim igin ;

10 X Reaksiyon Tamponu ...........cccccvvevviieeennnnennes 10 i
25 MM dANTP karisimi e 0,6 ul
UGT 1SD (100 pmol/ gl) oo 1l
UGT1 SR (100 pmol/ pl) oo 14l
dH2O s 88 ul

Kalip DNA 4 ul olarak olacak gekilde hazirlandi.
Reaksiyon basina 0.5 pl (2.5 Gnit) Tag DNA polimeraz kullanildi.

Uygulanan PZR programi :

94°C 45
56 C 45’ 30 déngl
72 °C 1' 30"

72 °C 7 } 1 déngl

Bu amplifikasyon sonrasinda elde edilen Urtaniin boyu 243 bg dir.
Amplifikasyon rinleri %1 lik 1 X TBE ile hazirlanmig agaroz jelde kontrol edildi.

10 X TBE: 0.9 M Tris, 9 M Borik asit, 20 mM EDTA, pH 8.3

3.4. Restriksiyon Pargca Boyu Polimorfizmi (Restriction Fragment Length
Polymorphism, RFLP) Analizi

DNA'y:1 6zgul bolgelerden taniyarak kesen restriksiyon enzimleri molekiler genetikte
yaygin olarak kullaniimaktadir. DNA 6rneklerinin bu enzimlerle kesilmesi sonucunda
farkll uzunluklarda DNA fragmentleri olusur. Bu fragmentler restriksiyon parga boyu

polimorfizmi olarak adlandirilir.
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ADRB3 genindeki polimorfizmin taranmasinda Mva | (Bst Nl) restriksiyon enzimi
kulianildi. Enzimin tanima dizisi CC| (A/T) GG dir.

Amplifikasyon trinleri Mva | enzimiyle ticari firmanin énerdigi kosullar ile kesildi .
Kesim reaksiyonu tiip icerisinde;
22.5 yl PZR arond
2.5yl 10 X Mva | Tamponu
5 U Mval Enzimi olacak gekilde hazirlandi.
Reaksiyon, 37 ‘C’de gece boyu inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda kesim
orneklerine 6X durdurma tamponu ilave edilerek reaksiyonlar durduruldu.
6X durdurma tamponu: %0,25 brom fenol mavisi ve %40 (w/v) siikroz ¢ozeltisi

3.5. Restriksiyon Endoniikleaz Enzimi Kesim Orneklerinin Nondenatiire Edici
Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Kontrolii

Mva | enzimi ile kesim sonucu elde edilen DNA fragmentleri, nondenatiire edici
poliakrilamid jele yuklenerek bant paternleri incelendi.

Poliakrilamid jel, akrilamid ve N-N'- metilen bisakrilamidin polimerlesmesiyle
meydana gelir. Polimerlesme reaksiyonunda  akrilamid molekulleri yanyana
baglanarak diz zincirler olustururken; bisakrilamid molekilleri ise akrilamid
molekdilleri ile gapraz baglanarak aga benzer bir yapi olugturur. Jelin ayngtirma guct
akrilamid ve bisakrilamid oranlariyla belirlenir.

Mva | enzimi ile kesilen PZR &rneklerine ait fragmentler %6’lik poliakrilamid jel

kullanilarak aynstiriimigtir. Jel agagida verilen oranlarda hazirlandi.

Akrilamid 144 ¢
Bisakrilamid 0.075¢g
10 X TBE tamponu (ph 8.3) 2.5ml
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Son hacim 25 ml olacak sekilde distile suyla tamamlanarak ¢6z{ldil . Kangim stiztldt
ve havasi alindi. 6 pyl TEMED (N,N,N’,N’ — tetramethylenediamine) ve 300 ul %
10’luk amonyum persiilfat eklenerek elektroforez camlarinin arasina dékaldi. Jelin
polimerlesmesi i¢cin 40 dakika beklenildi. Jel polimerlestikten sonra camlar
elektroforez tankina yerlestirilerek 120 volt akimda 15 dakika ©n yuritme yapildi.
Herbir kuyucuga 7 pl ( 25 pl kesim triinii + 2.5 pl 6 X durdurma boyasi ) yiklenerek
120 volt akimda 50 dakika elektroforez uygulandi. Elekiroforez sonrasi jel, etidyum

bromiir ile boyanarak UV igiginda olugan kesim fragmentleri incelendi.

3.6. Denatiire Edici Poliakrilamid Jelde UGT1A1 Genindeki Tekrar Sayilarinin
Tespiti

UGT1A1 genindeki TA insersiyonu % 6’lik denatiire edici poliakrilamid jel
kullanilarak tespit edilmistir.

a) Kullanilacak Camilarin Hazirlanmast:

Kullanilacak camlar énceden iyice yikanip etanol ile temizlendikten sonra camiardan
birine jelin cama yapigmasini saglayan yapistiricidan (Bind Slane) 600 pl, camin
tizerine esit bigimde dagitildi. 10 dakika sonra cam alkol (etanol) ile 3 ila 4 defa
silindi.

Elektroforezde kullanilacak difer cama ise 20 ul kayganlagtirici madde (sigma

coat) dokilerek cama homojen sekilde surildi.

% 6’ lik denatiire poliakrilamid jelin hazirlanmasi

100 ml jel igin

Akrilamid 579

Bisakrilamid 03¢

Ure 45 g
10X TBE tampon 10 mi

dH.0 80 ml  kansgtirilarak ¢dzuldi.
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Jel gbzildukten sonra son hacim 100 ml'ye tamamlandi ve stizlllirek havasi alindi.
Jeli camlar arasina dékmeden hemen 6nce 600 ul amonyum persiilfat (APS) (0,1
gr/iml) ve 45 pl TEMED eklenerek karistirildi. Hazirlanan camlarin arasina hava
kabarcigi kalmayacak sekilde dokilerek polimerlesmesi igcin en az 45 dakika
beklendi.

Jele Yiklenecek Orneklerin Hazirlanmasi:

7 wl PCR arindg, 2 pl formamidli boya (denatlirasyon sonucu agilan DNA zincirlerinin
tekrar birlegsmesini engellemektedir) ile kanstirildi. Yitksek miktarda boya, érneklerin
yurimesi sirasinda jelde sirtinmeye neden olmaktadir. Bu nedenle boya miktar
jelde en iyi sonucu veren miktar bulana kadar dustrtlmustar. Ornekler 95 C°de 4
dakika denatire edildi. Ornekler bekletimeden buza alindi. Denatiire edilen
orneklerden 5 pl jele yiklenerek 30 mA sabit akimda 5 saat yuratlidi. Elektroforez

sonrasi drneklerin gézlenebilmesi igin giimis boyama metodu kulianildi.

GUmusg Nitrat ile Boyama :

1- Elektroforez igleminden sonra jel % 10 luk asetik asit ¢dzeltisine alinarak 15- 20
dakika bu ¢ozelti icerisinde bekletildi. Kullanilan asetik asit ¢ozeltisi atiimayarak
boyama sonunda reaksiyonu durdurmak i¢in kullanildi.

2- Fiksasyon iglemi sonrasinda jel, asetik asit tamamiyle uzaklasacak sekilde, distile
su ile yikandi.

3

Jel, gimus nitrat ¢ozeltisi (3 gr/lit) igerisine alindi. 20 dakika bu g¢ozelti igerisinde
bekletildi.

D
]

Gumus nitrat dékilerek distile su ile kisa bir yikama islemi yapildi.

(9)]
i

Sodyum karbonat (45gr/it) c¢ozeltisine alinarak bantlarin gézle goriinir hale
gelmesi sagland..

(@]
i

% 10’ luk asetik asitle boyama iglemi durduruldu.
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Distile su ile yikanarak asetik asitte uzun siire beklemenin jelde verecegi sararma

engellenir.

3.7. DNA Dizi (Sekans) Analizi

Denatiire edici poliakrilamid jelde TA tekrar sayilari belirlenen 6érnekler, DNA dizi
analizi teknigi ile tekrar incelenerek daha énce elde edilen sonuglar dogrulanmistir.

Zincir sonlandirma metoduyla, nikleotid dizilerini belirlemek icin, Amersham T7
Sequenase kiti (T7 Sequenase PCR product seqencing kit / Amersham International)
kullanildi (Sanger, 1977).

Sekans reaksiyonunda, sekansi yapilacak diziye 6zgii primerier kullanilarak tek
zircirli DNA kaliplan uzatilir. Reaksiyon karigimi igerisinde bulunan ve serbest 3' OH
grubu tagimadigi icin zincir uzamasini engelleyen nilkleotid analoglarinin (dideoksi
niikleotid trifosfat, ddNTP) zincire eklendigi noktada uzama durdur. Dért ayri ANTP
(ATP,CTP,GTP,TTP) ve ddNTPnin (ddATP,ddCTP,ddGTP.ddTTP) kullaniidig:
reaksiyon tiiplerinde sequenase enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyon, ddNTP’nin
yapiya girdigi noktada durur. Sekans iglemi tamamlandiginda icerisinde EDTA ve

formamidli boya bulunan boya ile reaksiyon durdurulur .

UGT1A1 geni promotor bélgesine ait DNA dizi analizi reaksiyonu agagidaki sekilde
gerceklestirildi.

1. Cift zinzirli amplifikasyon érnegi 7ul
Exoniikleaz | (10 U/ ul) 0.6 ul
Shrimp alkalin fosfotaz (2 U / pl) 0.7 ul

Kansim 37 °C de 20 dakika inkiibasyona birakildi. Ekzonikleaz | enzimi, PCR
reaksiyonu sonrasi ortamda kalan primerleri ve tek zincir reaksiyon drlnlerini
pargalarken, Shrimp alkalen fosfataz enzimi de PZR kangimi igerisinde bulunan
dNTP’ leri ortadan kaldirir.
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Enzimlerin inaktivasyonu igin 80 °C’'de 20 dakika inkiibasyon iglemi uygulandi.

2- Birinci basamaktaki reaksiyon devam ederken 4 farkli tipe 2.5 ul ddACTP,
ddCTP,ddGTP ve ddTTP’ler dagitiid.

3-Kalibin ve Primerlerin Birlestiriimesi

Exo | ve SAP enzimier ile muamele edilen DNA &rneginin bulundugu reaksiyon
tuptine 0,6 ul primer eklenerek 100 °C’'de 3 dakika inkiibe edildi ve hizli bir sekilde
buz igerisine alindi. Bu agamada primerler amplifikasyon uriinleri ile komplementer
olduklari bélgeden birlestiler.

4- |saretleme Reaksiyonu

Sequenase Reaksiyon Tamponu ( 5X) 2ul
DTT,0.1M 1ul
1:5 diliye edilmig isaretleme karigimi 2 ul
%S dATP 0,5 pl (5uCi)
Sequenase Versiyon 2.0 DNA polimeraz 2 ul olacak

sekilde hazirlandi.
Primerle birlesmis DNA karigimi ile karigtirilarak 5 dakika oda isisinda inkiibe edildi.

5- Sonlandirma Reaksiyonu

2. asamada hazirlanan tipler tizerine 3,5 pl isaretleme reaksiyon karisimi ekiendi.
37 °C’de 5 dakika inkibasyona birakiidi.

6- Reaksiyonlar 4 pl formamid igceren durdurma ¢ozeltisi ile durduruldu.

7- Ornekler denatiire edilerek %6’ ik denatiire poliakrilamid jele yuklendi.
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3.8. Istatistik Analizi

Bu calisma sonucu elde edilen tim veriler Sosyal Bilimler Igin Istatistik Paketi
(SPSS) 10 programi kullanilarak istatistiksel olarak tek yénii ANOVA yéntemi
kullanilarak degerlendirildi. Veriler log data transformasyonuna ugratildi.
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4. Sonuglar

4.1. Obez Hastalarda ADRB3 Gen Polimorfizminin Taranmasina Ait Sonuglar
Cahgma kapsaminda 155 obez (VKIi>30) ve 116 kontrol (VKI<25) olmak (izere
toplam 271 bireye ait DNA &drnekleri incelenmigtir. Bu bireylere ait klinik bilgiler
Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1: Calisma grubundaki bireylerin klinik 6zellikleri

Obez Normal
Birey sayisi 155 116
En yuksek VKI (kg/m®) 57 24
En dusuk VKI (kg/m?) 31 18
VKI (kg/m®) ortalamasi 38,0935 +5,1139 20,6983 +1,3782

Degerler * standart sapma (SD) ortalamasi olarak ifade edilmilgtir.

504

yry

WKI

10
o 155 1§

ohez slreyler Narmz] 8irayler

Calisma Grubu

Sekil 4.1: Calisma grubundaki bireylerin VKI' ye gére dagilimi
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4.1.1. ADRB3 geninin amplifikasyonu

Beta 3 adrenerjik reseptor geni 1. ekzonu 64. kodonunda bulunan Triptofani Arjinine
déntstiiren polimorfizmin (TGG™ —» CGG*®  T—C) incelenmesi igin PZR y&ntemi
kullaniimigtir. Gen bélgesi ADRB3F ve ADRB3R primerleriyle amplifikasyon boyu
286 bg olacak sekilde gogaltiimigtir (Sekil 4.2).

— 3% b

Sekil 4.2: ADRB3 geninin amplifikasyon Grinlerinin %1’lik agaroz jelde
gorantlilenmesi. 1 Marker (1100 b¢ DNA ladder) 2,3,4,5 ADRB3 geni amplifikasyon
arind (286bg)
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4.2. ADRB3 geninin Mva | enzimi ile kesimi

PZR ile gogaltiimig ADRB3 geninin amplifiye edilen 286 b¢’lik kismi Mval enzimi ile
kesildi. Bu bolge igerisinde yer alan Trp64Arg polimorfizmi enzimin kesim
noktalarindan birini ortadan kaldirmaktadir (Sekil 4.3). Kesim o&rneklerinin
poliakrilamid jelde yuritiilerek farkli paternler tespit edildi (Sekil 4.4).

Mual
33he | 97 he } S6hy (l6hg;  8dhe
R (Trpbirg)
ADRBSF ADRB3R

Sekil 4.3: ADRB3 geni 1. ekzonunda 286 bg lik amplifikasyon bélgesi Uzerinde yer
alan Mva | enziminin kesim noktalari ve kesim buyukitkleri
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- 286 he

Lo 153n
97 he

B4
£6 he

Jibe

Sekil 4.4 : ADRB3 geni Trp64Arg polimorfizmi
1 Marker (1100 b¢ DNA ladder)

2 Kesilmemis PZR trini
3,4,5,7 Trp64Trp genotipine sahip érnekler
6 Trp64 Arg genotipine sahip érnekler

Hasta ve kontrol grubu igin ADRB3 gen polimorfizmine ait dagihmiar Cizelge 4.2’de

verilmigtir.

Gizelge 4.2: Obez ve kontrol grubunda ADRB3 gen polimorfizmi dagilimi



Genotip | Say1 Yiizde % %2

Trp/Trp 129 83.9
Obez Trp/Arg 25 16.1

Arg/Arg 0.0 prrp)=0919 |-

Trp/Trp 103 87.9 1.947 ns
Kontrol | Trp/Arg 14 12.1

Arg/Arg 0.0 prp)=0940 |-

Elde edilen sonuglarin istatistiksel analizlerinin yapilabilmesi i¢in galigma grubu alt
gruplara ayrilmigtir. Bu alt gruplar olusturulurken VKI ve cinsiyet faktorleri
kullaniimigtir (Cizelge4.3).
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ADRB3 geninde yeralan polimorfizmin obezite yatkinligina neden olup olmadig:
ANOVA istatistik analiz yontemi kuilanilarak incelenmistir ve elde edilen sonuglar
Cizelge 4.4’ te verilmistir.

Cizelge 4.4: ADRBS3 geninde hasta ve kontrol gruplarinda VKI’ inin polimorfizim ile
iligkisini gdsteren ANOVA tablosu

DF SS MS F P

3 0,1011 0,0337 2,27 0,083
150 2,2300 0,0149

153 2,3311

DF:Serbestlik derecesi (n-1)
SS:Kareler toplami
MS:Ortalama kareler

F: F dagilim degeri

p: Olasiligi

Esit olmayan érneklem buyiklugline sahip log data transforme edilmis datalarin, tek
yonli ANOVA yéntemi ile analizi sonucunda farklihgin istatistiksel olarak &nemli
olmadigi bulundu (p>0,05) ve Turk toplumunda obezite ile polimorfizm arasinda
baglanti olmadidi sonucuna varildi.
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4.3. UGT1A1 Geni TA insersiyon Polimorfizminin Taranmasina Ait Sonuglar

Caligmanin ikinci kismini olugturan UGT1A1 genindeki TA insersiyon polimorfizminin
incelenmesi igin serum bilirubin konsantrasyonu 3 mg/dl Gizerinde olan 45 hasta birey
ve serum bilirubin konsantrasyonu 2 mg/di altinda 21 normal bireyin kanlari alinarak
DNA izolasyonlar yapiimigtir (Cizelge 4.5). Polimorfizmin tespiti igin denatiire edici
poliakrilamid jel elektroforezi ve sekans teknikleri kullaniimigtir.

Gizelge 4.5 : UGT1A1 galisma grubunu olugturan bireylerin kilnik 6zeligi

Dogustan Sarilikii Normal
Birey Sayisi 45 21
Serum Bilirubin Diizeyi > 3mg/ml <2mg/ml

4.4. UGT1 A1 Geni Promotor Bolgesinin Amplifikasyonu

UGTSD ve UGTSR primerleri kullanilarak promotor bélgenin TA insersiyon
polimorfizmini iceren 243 bg¢’lik kismi PZR yontemi ile amplifiye edildi. Amplifikasyon
urtnleri % 1’lik agaroz jelde yuritulerek kontrol edildi (Sekil 4.5).

Sekil 4.5: UGT1A1 geni promotor bdlgesi amplifikasyon aranlerinin agoroz jel
goéruntileri 1 Marker (1100 b¢ DNA ladder) 2,3,4,5,6 UGT1 A1 geni amplifikasyon
arind (243 bg)



60

4.5. UGT1 A1 Geninin Poliakrilamid Jel Elektroforezi:

Amplifikasyon Uriinleri, denatiire edici poliakrilamid jel elektroforezinde yuritilerek,
promotor bélgelerinde yer alan TA tekrar dizisinin tekrar sayilar tespit edildi. 6 TA
tekrari iceren normal baz dizilimine gore, 2 baz ¢iftlik (7 TA tekrarn) insersiyonuna
sahip olan 6rnekler jelde daha geride kalarak yurimusttr (Sekil 4.6).

T T T T e E; R

{—7 (TA) Tekrar

6 (TA) Tekrar

Sekil 4.6: UGT1A1 geni 6 ve 7 (TA) tekrarlarinin poliakrilamid jel gériintlist
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4.6. UGT1 A1 Geni TA insersiyon Polimorfizminin Sekans ile Kontrolii :

DNA dizi analizi (sekans) teknigi kullanilarak, poliakrilamid jel elektroforezinde tekrar
dizi sayisi tespit edilmig 6rneklerin sonuglari bu yéntem ile tekrar dogrulandi (Sekil
4.7).

Sekil 4.7: UGT1A1 geni promotor bdlgesinde 6 (TA) tekrarinin sekans analizinin

gérunttsa
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45 hasta 21 kontrol bireyin UGT1A geninin promotor bdlgesindeki TA tekrar

sayilarnnin sonuglari Cizelge 4.6'da verilmistir.

Cizelge 4.6 : UGT1A1 geni polimorfizim dagihim tablosu

Hasta Normal
Sayi Yuzde Sayi Yiuzde
6 Tekrar 30 %67 11 %50
7 Tekrar 13 % 29 6 %28
6/7 Tekrar 2 %4 4 %22
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5. Tarisma

Obezite, viicudun enerji alimiyla enerji harcanmasi arasindaki dengeyi
saflayamamasi sonucu, agir yaglanmasina bagh bir hastaliktir. Obezite bir kisilik
zaafl degil, bir hastalktir ve dinyanin yasadigimiz ylzyllda karsilasti§i en ciddi
saghk problemlerinden biridir. Vicutta yag birikimi, alinan ve harcanan enerji
arasindaki iligki, kigiden kisiye degisiklik gosterip bu degerler tizerinde gevre, kultr,
psikolojik rahatsizliklar ve genetik faktérlerin etkili oldugu bilinmektedir.

Obeziteye neden olan genetik faktérlerin ortaya ¢ikartiimasi son derece giigtiir. Cok
genli kalitim gésteren bu hastaliga neden oldugu bilinen MC4R, LEP ve LEPR gibi
genler Uzerindeki mutasyonlar arastirmacilar tarafindan bulunmustur. Yapilan
calismalar termogenezis ve lipolizis mekanizmalarinda goérev alan Beta 3 Adrenerjik
reseptor genindeki bir mutasyonun obezite ile iligkili oldugunu géstermektedir.

Obeziteye neden olan faktérlerin bilinmesi, 6zellikle de genetik temelinin anlagiimasi
bu hastalik ile miicadelede tedavi ve rehberlik hizmetinin etkin bir bigimde
verilebilmesini saglayacaktir. Tez ¢aligmas! kapsaminda, Beta-3 adrenerjik reseptori
kodlayan gen (zerindeki bir polimorfizmin obezite Uzerine etkisi ve Turk
toplumundaki frekansi incelenmigtir.

Sarilik, dokularda bilirubin depolanmasi sonucu, deri ve mukozanin sarlya
boyanmasidir. Klinik olarak belirgin hale gelebilmesi icin serum bilirubin dizeyinin
2-3 mg ve Ustiinde olmasi gerekmektedir. Toplumumuzda sarilik g¢ogunlukla viral
enfeksiyona bagh sarilikla esdeger olarak tutulmaktadir. Hiperbilirubinemi, bilirubin
metabolizmasinda meydana gelen bir gitmezligin sonucu ortaya ¢ikar. Birgok faktérle
birlikte genetik faktorler de hastaligin ortaya ¢ikmasinda etkilidir. Genetik temeli olan
ve yeni dodanlarda gériilen sarilik zeka geriligi ve daha ilerisinde de gocuk &limleri

gibi ciddi sonuglara yol acabilmektedir.

Gilbert sendromu, UGT glukuronozil transferaz genindeki mutasyona bagli olarak

serumda bilirubin miktarinin yikselmesiyle sonuglanan kalitsal bir hastaliktir. Bu
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enzimi kodlayan genin promotor bolgesinde meydana gelen bir TA insersiyonunun
enzimin ekspresyon diizeyinde digsmeye neden oldugu literatiirde bildiriimektedir.

Bu caligmada, glukuronidasyondan sorumlu enzimi kodlayan genin (UGT1A1)
promotor bdlgesindeki polimorfizmin Tirk Gilbert hastalarindaki frekansi
incelenmistir.

5.1. ADRB3 Genindeki Trp 64 Arg Polimorfizminin Obezite ile iligkisi

ADRB3 geninin 827’inci pozisyonundaki  Timin nikleotidinin Sitozin (T—C)
niikleotidine déniismesi ile genin 64. kodonunda yer alan Triptofan aminoasidi Arjinin
(TGG — CGG ) aminoasidine dénugmektedir.

Caligma sonunda, obez kadin hastalarinin % 16.3 (n=18) iinde, erkek hastalarin
%15.5 (n=7) inde kodon 64 polimorfizmi bulunmustur. Kontrol grubunda kadinlarda
%11.8 ( n=7), erkeklerdeki oraniysa % 12.2 (n=7) dir. Cinsiyet ayrimi yapmaksizin
obez hasta gurubunda % 16.1 (n=25), kontrol gurubunda ise %12 Arjinin allelini
tasidigi bulunmustur. Cizelge 4.2°de verilen allel sikliklarinin obez ve kontrol grubu
icin benzer oldugu goérulmektedir.

Literatiirde, farkli populasyonlar (zerinde vyapilan calismalarda; Italyan
populasyonunda %13.6 (Tonalo et el, 1999), Fransiz populasyonunda %9.5
(Clement et al.,1997), Japon populasyonunda %17 (Oizumi et al., 2001) ve Alaska
Eskimo'larinda %38 (Biery et al., 1997) olarak Arjinin allel frekansi olarak

bulunmustur.

Calismada Turk toplumunda Kodon 64 Arjinin polimorfizminin VKI tzerine etkisinin
istatistiksel olarak anlamli olup olmadiginin tespiti igin, elde edilen veriler tek y6nli
ANOVA istatistik testi ile incelenmigtir. Caligma sonucu, istatistiksel olarak farkhhligin
(p=0,083) olmadigi gosterilmigtir (Cizelge 4.4). Sili, Meksika kdkenli Amerikalilar ve
Afrika kokenli Amerikalilarda (Santos et al., 2002; Silver et al., 1997; Lowe Jr et al.,
2001) benzer olarak VKI ile polimorfizm arasinda iligki bulunamamigtir. Fransiz,
Japon ve Japon koékenli Amerikalilarda (Clement et al.,1997; Oizumi et al., 2001;
Tomokazu et al., 2001 ) obezite ile polimorfizim arasinda ise iligki saptanmisgtir.
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Obezite gibi poligenik bir hastalikta stpheli bir gendeki farkli sonuglar beklenmedik
olmamalidir. Bu degisik sonuglar birkag faktére baglanarak acgiklanabilir.

ilk olarak genetik alt yapinin, Trp64Arg ADRB3 varyantlarinin fenotipik
ekspresyonunda rol oynayabilecegidir. Bunun yaninda populasyonda Trp64Arg’nin
varyantlaninin etkisini obeziteye yol acabilecek baska bir gen ile etkilegimin
degistiriyor olabillecegdidir. Bu gorise destek olarak farkli fare soylarinda ob (leptin)
mutasyonunun degisik ekspresyon diizeyi verilebilir (Silver et al., 1997).

Ikincisi gevrenin fenotipik ekspresyona etkisidir. Sardunya ve Aymara populasyonlari
arasindaki bir caligma &rnek olarak verilebilir. Sardunyalilarda yapilan galismada
cinsiyet ve yas parametreleri kontroliinde Trp64 polimorfizmi ve sistolik kan basinci
arasinda istatistiksel baglanti kurulmasina kargin, Aymara populasyonunda bu iligki
saptanamamistir. Aymara populasyonun yasadigi alan 4000 m’nin Gzerinde olup bu
yukseklikte kan basing seviyesi deniz seviyesinde yasayaniara gore dusiktir
(Santos 2002). Bu yukseklik farkina bagh kan basinci degisikliji de calisma
sonucunu degistirmigtir. Bu gbériise glizel bir érnek olarak Pima kizilderilileri ve
Nauran ile yapilan calismalar verilebilir. Bu iki populasyon da yiizyll 6ncesine goére
artmig vicut agirhiina sahiptirler. Beslenme aligkanhiklarindaki batihlagma ve
yerlesik hayat bigiminin artmasi her iki populasyonda da dramatik olarak obezitenin
artmasina yol agmistir (Silver et al., 1997).

Uclinci faktér ise yapilan  calismanin tasanmidir. Ornek secimi fenotipik
karakterizasyon ve kullanilan istatistik yéntemleri farkh sonuclar Gzerinde direk

olarak etki etmektedir.

5.2. UGT1 Genindeki TA Insersiyon Polimorfizminin Gilbert Sendromu ile
lliskisi

Bilirubin glukuronidasyonundan sorumlu enzim olan bilirubin UDP glukuronozil
transferaz =~ enzimini kodlayan genin (UGT1A) promotor bdlgesindeki TATA
kutusundaki bir  polimorfizm, enzimin sentez duzeyini diusirmektedir. Enzim
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sentezinin duglgl sonucunda artan bilirubin miktar, Gilbert sendromunun ortaya
citkmasina neden olmaktadir.

TATA kutusu, DNA'daki konsensus dizilerden (gesitli genlerde RNA polimerazin etkin
baglanmasini saglayan benzer diziler) birisidir. Okaryotik genlerin gogunda bulunan
bu dizi RNA polimeraz II'nin transkripsiyon baglama faktorlerinin bir araya geldigi
onemli bir noktadir. RNA polimeraz [I'nin alt Unitesinden olan TATA baglanma
proteini (TBP, TATA bindig protein, TFIID) promotor béigedeki TATA kutusunu
taniyarak DNA'ya baglanmaktadir. Bu baglanma en az yedi transkiribsiyon
faktdrind aktive ederek bir seri baglanma sonucu transkripsiyonun énciil baslama
kompleksini olusturmaktadir. Transkripsiyonun baglamasinda ¢ok ¢nemli olan bu
noktada meydana gelen degisiklikler transkripsiyonun baglamasindaki etkinlige bagli
olarak genin ifade diizeyinde degisikliklere de yol agmaktadir (Kilug and Cummings,
2002). Bosma ve arkadaslari (1995) yaptiklari ¢caligmada normal TATAA (TA 6
tekrar) dizilimine TA insersiyonu sonucunda, genin ifade dizeyinin %18-%33
oraninda dustagini gdstermiglerdir.

Literatlirde farkli populasyonlarda yapilan calismalar, TA polimorfizminin frekansinin
dagihmda cesitliligin var oldugunu goéstermektedir. Literatirde Avrupa
populasyonunda (TA)s tekrarinin %38  (TA); tekrarimin %62, Italyan
populasyonunda (TA)s tekrarinin %43 (TA); tekrarinin %57; Afrika populasyonunda
(TA)s tekrarinin % 42 (TA); tekrarinin % 48 ve Japon populasyonunda (TA)s
tekrarinin %7 (TA); tekrarinin ise %93 (lolascan et al., 2000) bulundugu rapor
edilmigtir. Beyaz ve Afrika populasyonunda elde edilen sonuglar birbirine yakin olup
bu sonug TA insersiyonunun dinyada homojen dagimig, eski bir polimorfizm
oldugunu gostermektedir. Asya populasyonundaki dier populasyonlardan gok farkli
allel frekans degeri; ¢alismadaki bireylerin sayilarinin azligindan ya da caligilan

populasyonun heterojenitisinden kaynaklaniyor olabilir.

Bu tez galismasinda hasta grubunun (TA)s tekran allel frekansini %69 (TA); tekrari
%31, kontrol grubunun (TA)s tekran %61 (TA); tekran %39 olarak bulundu. Hasta
grubu ile kontrol grubu arasindaki frekans degerieri birbirine yakin ¢ikmigtir. Bu
sonu¢ beyaz populasyon ile yapilan caligmalara gére yakin olmakla birlikte hasta
grubundaki (TA)s tekrar sayisinin kontrol grubuna goére yiiksek cikmasi dikkate



67

degerdir. Literatiirde UGT1A geninde Gly71Arg mutasyonunun Gilbert sendromuna
yol actidi bildirilmektedir (lolascan et al., 2000). Caligilan hasta grubundaki yiiksek
bilirubin diizeyi bu mutasyon agisindan da degerlendirilerek artan bilirubin diizeyinin
genetik nedenleri ortaya gikariiabilir. Caligma birey sayisi bakimindan populasyonun
genel frekansini gikarmak agisindan yeterli olmamakla birlikte; Tirk toplumunda
yapllan ilk caligma olmasi agisindan onem tagimaktadir. Caligmada kullaniian
denatiire poliakrilamid jel teknigi sekans teknigine nazaran olduk¢a ucuz ve
zahmetsiz bir teknik olup populasyon frekans galismasi igin uygun bir tekniktir.
Caligilan birey sayisi artinlarak Tirk toplumunun bu polimorfizm acisindan allel
frekansi ¢ikariimasi hedeflenmektedir.
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