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OZET

Koroner Ateroskleroz Etiyolojisi ile Koroner Bypas Olan Hastalarda Metilen
Tetrahidrofolat Rediiktaz Gen Polimorfizmlerinin Arastiriimasi

Metilen Tetrahidrofolat Rediiktaz (MTHFR) enzimi; 5,10 Metilen
Tetrahidrofolat’in S Metil Tetrahidrofolat’a doniisiimiinii katalize eden bir enzimdir.
MTHFR homosisteinin metilasyonu ve niikleotid biyosentezi gibi pek ¢ok
biyokimyasal yolda bulunan folat metabolizmasinda rol oynar. MTHFR, DNA
sentezi ve metilasyon reaksiyonlann arasindaki dengeyi saglar. Ayrica bu enzim,
kardiyovaskiiler hastahklar i¢in bir risk etmeni olan plazma homosistein seviyesini
de etkilemektedir. MTHFR geni, 1p36.3’de haritalanms bir gendir. insan MTHFR
geninin cDNA’s1 kismi olarak 1994°te izole edilmis ve cDNA sekansinin yaklagik 2.2
kilobaz (kb) biiyiikliigiinde oldugu ve 11 ekzon icerdigi saptanmistir.

Bu ¢ahymanin amaci koroner atheroskleroz hatahig ile MTHFR 677 C—T ve
1298 A—C polimorfizmleri arasindaki iligkiyi arastirmaktir. Bu amacla
polimorfizmlerin bulundugu bélgeler Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi
ile amplifiye edilmistir. Polimorfizmler uygun restriksiyon enzimleri kullamlarak
Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) ydntemi ile belirlenmistir.
Calismalar kontrollii olarak yiiriitiilmiistiir.

Bu ¢alilsmada MTHFR 677 C—»T ve MTHFR 1298 A—C polimorfizmleri
ile koroner ateroskleroz hastahg (677 C—T igin; p=0.240, 1298 A—C icin;
p=0.278), cinsiyet (677 C—T i¢in; p=0.961, 1298 A—C i¢in; p=0.980), tikali damar
sayisi (677 C—T igin; p=0.181, 1298 A—C i¢in; p=0.747) arasindaki farkin 6nemli
olmadig1 gozlenmistir. Ayrica, koroner ateroskleroz hastalig ile sigara ve alkol
tiilketimi arasindaki farkin da anlamh olmadig: bulunmustur (sigara i¢in; p=0.713,
alkol igin; p=0.429).

Anahtar Sozciikler: Homosistein, Koroner ateroskleroz, Metilen
tetrahidrofolat rediiktaz enzimi, Metilen tetrahidrofolat rediiktaz geni.
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ABSTRACT

Investigation of Methylene Tethrahydrofolate Reductase Gene Polymorphism with
Coronary Atherosclerosis Ethiyology at Coronary By-pass Patients

Methylen tethrahydrofolate reductase (MTHFR) is an enzyme that catalyses
the conversion of 5,10 methylen tethrahydrofolate to 5 methyl tethrahydofolate.
MTHFR plays a role in the metabolism of folates which place in several
biochemical pathways such as methylation of homocysteine and biosynthesis of
nucleotides. MTHFR provides the balance between DNA synthesis and
methylation reactions. Furthermore this enzyme also affects plasma homocysteine
level which is a risk factor for cardiovascular diseases. MTHFR gene has been
mapped to 1p36.3. cDNA of human MTHFR gene isolated partially in 1994 and
sequence of the cDNA was approximately 2,2 kb and consisted of 11 exon.

The aim of this study was to investigate relationship between coronary
atherosclerosis and MTHFR 677 C—-T /1298 A—C polymorphisms. For this
purpose, areas where polymorphisms located in, was amplificated with Polymerase
Chain Reaction (PCR) method. Polymorphisms were determined by using available
restriction enzymes with Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
method. Present study was progressed with control group.

In this study, it was observed that there was no significant difference between
MTHFR 677 C—»T MTHFR, 1298 A—C and coranary atherosclerosis (for 677
C—T; p=0.240, for 1298 A—C; p=0.278), gender (for 677 C—T; p=0.961, for 1298
A—C icin; p=0.980), the number of atherosclerotic arthers (for 677 C—T; p=0.181,
for 1298 A—C; p=0.747). It was found that there was no significant difference
between cigarette/ alcohol intake and coronary atherosclerosis (for cigarette intake;
p= 0.713, for alcohol intake; p=0.429).

Key Words: Coronary atherosclerosis, Homocysteine, Methylen
tethrahydrofolate reductase enzyme, Methylen tethrahydrofolate reductase gene.
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1. GIRIS

Folat d6ngiisii i¢erisinde yer alan 5,10 Metilen Tetrahidrofolat (MTHF), Metilen
Tetrahidrofolat Rediiktaz (MTHFR) enziminin katalizrliigi ile 5S-Metil Tetrahidrofolat
(THF)’a doniigiir. Aym zamanda 5 Metil THF, homosisteinin metiyonine remetilasyonu
sirasinda major karbon vericisi olarak gorev yapar. Burada gérev yapan enzim metiyonin
sentaz (MS)’dir. Metiyonin de genel metil vericisi olarak gérev yapan S-Adenozil
Metiyonin (SAM)’e doniistlirilir. Donglide bundan sonraki asamada S-Adenozil
Homosistein (SAH) olusur ve daha sonra da homosistein hidrolaz enziminin katalize ettigi
reaksiyon sonucunda homosistein meydana gelir'.

Sonug olarak; MTHFR, DNA sentezi ve metilasyon reaksiyonlari arasindaki
dengeyi saglamaktadir. Ayrica bu enzim, kardiyovaskiiler hastaliklar igin bir risk etmeni
olan plazma homosistein seviyesini de etkilemektedir'.

MTHFR aktivitesini etkileyen iki tip kusur vardir. Bu kusurlar sonucunda,
homosistiniiria ile birlikte siddetli nérolojik ve vaskiiler anormallikler gézlenmistir. 677.
niikleotiddeki C—T polimorfizmi sonucunda, rezidiiel enzim aktivitesinin %35-45
arasinda gergeklestigi belirlenmistir®. Bu varyant tip Kuzey Amerika ve Avrupalilarin %5
ile 20°sinde homozigot olarak gozlenmektedir'. Bu gende goriilen ikinci polimorfizm
1298. niikleotiddedir. Bu niikleotidde A—>C degisikligi s6z konusudur ve bu degisiklik
enzim aktivitesini az miktarda etkilemektedir’. 1298 A—C polimorfizmi igin populasyon
frekansinin; Asya populasyonunda %17-19, bati Avrupa’da %27-36 arasinda oldugu
bulunmustur®,

MTHFR polimorfizi, kardiyovaskiiler hastaliklarin yaminda ndral tiip defektleri
icinde bir risk faktortidii’. Ayrica preeklemsi ve spontan abortus gibi gebelik
komplikasyonlar: igin de risk qusturdugu gosterilmistir®. Son zamanlarda yapilan
¢aligmalar neticesinde yank damaklilik’, Down sendromu® ve konjenital kalp
defektlerinde’ de bu polimorfizmin rol oynadig1 gériilmiistiir.

MTHFR 677 C—-T polimorfizmi, folat miktar1 da yeterli oldugu zaman kolon
kanseri'?, ¢ocukluk'! ve yetiskinlik dénemi l6semilerde koruyucu etki gosterebilmektedir’.
Burada MTHFR enzimi eksikligi oldugu zaman 5,10 MTHF, 5 Metil THF ye tamamen
doniisemeyerek birikir. 5,10 MTHF’nin, timidin sentezinde kullanilmasi sonucunda DNA



sentezi ve DNA tamiri icin yeterli niikleotid saglanir. Sonug¢ olarak DNA’daki urasil
eslesmeleri azalir. Bu da, kirik tagimayan saglam kromozom sentezi anlamina gelmektedir
ve sonug olarak kansere kars1 koruyucu bir etki olusmaktadxrlz.

Sonug olarak, homosisteinin metiyonine déniiglimii, plirin-primidin sentezi
(DNA ve RNA biyosentezi) ve metilasyon reaksiyonlarmin igerisinde bulunan MTHFR
enzimi, 5nemli bir kavsak noktasinda gérev yapmaktadir'>. Bu yiizden MTHFR enzim
aktivitesinin azalmasi sonucunda ¢esitli metabolik problemler meydana gelmektedir.
Bunlardan bir tanesi hiicre igerisinde homosistein birikimidir ve hiicre igin toksik olan
bu madde koroner ateroskleroza neden olmaktadir'. Koroner ateroskleroz ise
diinyadaki 6liim olaylarinin %46’sindan sorumlu, yaygin goritlen bir hastaliktir'®,

Bu c¢aligmada, koroner aterosklerozun sik goriildiigti Cukurova Bélgesi’nde
tartismal1 bir risk etmeni olan MTHFR 677 C—T ve 1298 A—C polimorfizmlerinin
koroner aterosklerozla olan iligkisini, kesin tamis1 koroner anjiografi ve biyokimyasal
yontemler ile belirlenen bu hastalikta genetik teshisin tani koymadaki yerini ve

Cukurova bélgesi i¢in bu polimorfizmlerin frekanslarim belirlemeyi amagladik.



2. GENEL BILGI

2.1. Metilen Tetrahidrofolat Rediiktaz Enzimi

Metilen Tetrahidrofolat Rediiktaz (MTHFR) enzimi; 5,10 Metilen Tetrahidrofolat
(MTHF)’in 5 Metil Tetrahidrofolat (THF)’a doniistimiinii katalize eden bir enzimdir',
MTHEFR, folat metabolizmasinda 6nemli bir rol oynar. Folat ise homosisteinin metilasyonu
ve niikleotid sentezi gibi pek ¢ok biyokimyasal yolda gérev yapan, bir vitamindir®,

5,10 MTHF’in 5 THF’a remetilasyonu sonucunda; homosistein, B;2’ye bagimh
metiyonin sentaz tarafindan metiyonine doniiglir. Burada 5 Metil THF major karbon
kaynag1 olarak gérev yapar. Olusan metiyonin metil transferaz i¢in metil grubu vericisi
olarak yardim eden S-Adenozil Metiyonin (SAM)’e doniisiir. Bu reaksiyonda olugan diger
bir iiriin S-Adenozil Homosistein (SAH)’dir. Bu da S-adenozil homosistein hidrolaz
tarafindan homosistein ve adenozine hidrolizlenir. Ayrica, 5,10 metilen THF, DNA
sentezinde dUMP’nin timidilata déniigiimil igin gereklidir (Sekil 1) 6.

homomstenn
DMA metilasyonu ?-—sam 5 Metil THF
metionin«? B12 \MTHFR
Folik asit ~DHF ‘\K * 510 Metilen THF
plrin
10 formil THF

DA sentezi «———————dTMP 2UMP
Lirniclilat
sentaz

Sekil 1. MTHER enzimi ve fonksiyonu'®



Normal memeli hiicrelerinde folat 6nemli bir besin kaynagidir. Tek karbon
fragmantlarimin taginmasinda gorev yapan folat, DNA, RNA ve protein metilasyonu igin
gerekli olan metil gruplarin1 saglamaktadir. Folat ¢ok 6nemli bir kavsak noktasinda
bulunmakta ve burada MTHFR, metionin, SAM ve DNA sentezi arasindaki dengeyi
saglamaktadir. Bulundugu bu noktada SAM, MTHFR’nin inhibitérti olarak gorev
yapmaktadir. Diyetle protein alimmn yiiksek oldugu durumlarda metionin SAM’a
doniistiiriilerek denge saglanmaktadir'.

Sonu¢ olarak homosisteinin metiyonine doéniiglimii, piirin-primidin sentezi
(DNA ve RNA biyosentezi) ve metilasyon reaksiyonlarinin igerisinde bulunan MTHFR
enzimi, 6nemli bir kavsak noktasinda gérev yapmaktadir'. Bu yiizden MTHFR enzim
aktivitesinin azalmasi sonucunda ¢egitli metabolik problemler meydana gelmektedir.
Bunlardan bir tanesi hiicre icerisinde homosistein birikimidir ve bu problem koroner

ateroskleroza neden olmaktadir'®,

2.1.1. Homosistein

Hiicre igerisindeki fazlali1 toksik olan ve birikimi damar endotelinin
bozulmasina neden olan homosistein, kiikiirt iceren bir aminoasittir. Esansiyel bir
aminoasit olan metionin metabolizmasinda bir ara iirlin olarak meydana gelir.
Homosistein sentezindeki ilk basamak; metioninden 6nemli bir metil vericisi olan S-
adenozilmetionin (SAM) olusumudur. SAM, S-adenozilhomosisteine doniistiiriiliir. S-
adenozilhomosistein ise hidroliz olarak homosistein ve adenozin olusturur. Metionin
goreceli eksikligine veya fazlaligina baglh olarak homosistein daha sonra
transsiilfiirasyon veya remetilasyon yollarina girebilir. Metionin depolar1 yeterli ise
veya sistein sentezi gerektigi hallerde homosistein, vitamin B¢ bagimli enzimler olan
sistatyon-B-sentaz (CBS) ve Y-sistatiyoninazin kataliz ettigi bir dizi tepkimeyle sisteine
dontistiiriilecegi transsiilfiirasyon yolagmna girer. Metionin korunmas: gerekli ise,
homosistein remetilasyon yolagina girer. Remgtilasyon iki tepkimeden biri ile meydana
gelebilir. Birinci tepkimede homosistein, metionine kobalamin (vitamin Bi;) bagiml
metionin sentaz (MS) tarafindan katalizlenen bir tepkime ile S-metiltetrahidrofolattan
bir metil grubunun aktarimi yolu ile doniigtiiriiliir. S-metiltetrahidrofolatin olusumu,
kofaktér olarak riboflavin (vitamin B;) gerektiren metilentetrahidrofolat rediiktaz



(MTHFR) tarafindan katalizlenir. Diger remetilasyon yolag ise vitamin Bj, ve folattan
bagimsiz olarak ¢aligir. Ancak metil vericisi olarak betaini kullanir ve betain-
homosistein metiltransferaz (BHMT) gerektirir' ""!819-202122.23.24

Dolagimdaki total homosistein, proteine bagh olan ve olmayan kisimlardan
meydana gelir. Bagh bigim %80’i olustururken; temel olarak albumine baglidir. Bagli
olamayan kisim fizyolojik pH’daki yiikselmeye duyarhidir. Kendisi ile bir dimer
olusturarak homosisteini meydana getirebilir veya diger tiyollerle etkileserek (temelde
sisteinle etkileserek) sistein-homosistein karigik disiilfitini olugturabilir. Homosisteinin
sadece kiigiik bir miktar1 plazmada serbest indirgenmis formda bulunur’®*,

Saglikh kigilerde aglik durumunda total plazma homosistein diizeyi i¢in referans
aralik 5-15umol/L’dir. Kang ve arkadaglann agliktaki derigsimlerine gore
hiperhomositeinemiyi orta (5-15 pmol/L), ara (31-100 umol/L) ve agir (> 100 pmol/L)
olarak ii¢ gruba ayirmiglardir?®2!1223:2425,

Plazma homosistein diizeyleri her iki cinste de ilerleyen yasla birlikte artar.
Erkeklerde homosistein diizeyi kadinlardan daha yiiksektir. Ciinkii Ostrojen, total
homosistein derisimini beslenme ve kas kitlesinden bagimsiz olarak diiglirlir. B
vitaminlerinin diisiik diizeyleri, sigara igimi, artmig kahve alimi, diisiik folath diyetler
plazma homosistein diizeylerinde artig yapar. Fiziksel aktivite, plazma homosistein
diizeylerini azaltir. Uzun dénem agin1 alkol kullanimu folat ve B vitamini eksikligine
bagli olarak plazma homosistein diizeylerini yiikseltebilir. Iimlh alkol tiiketimi, daha
diisiikk homosistein diizeyleri ile iligkili olabilir! 7192021222426

Kronik bobrek yetmezlidinde, homosistein diizeylerinde 2-4 kat artig
gozlenebilir. Bobrek nakli olan vakalarin daha yiiksek homosistein diizeylerine sahip
oldugu yapilan g¢aligmalar ile ortaya konmustur. Malignensiler, pernisiydz anemi,
hipotiroidizm ve iltihabi bagirsak hastalig1 daha yiiksek plazma homoistein diizeyleri ile
iligkili olabilir. Diyabetik hastalarda homosistein diizeyleri, glomeriiler hiperfiltrasyon
nedeni ile diisiik veya normal olabilir. Damarsal hastaligin baslangict veya azalan
glomeriiler filtrasyon orani, bu diizeylerin yiikselmesine yol ac;abilir’7’18’19’20’2 1,224

Artmis plazma homosistein diizeylerinin tikali damar hastalifi igin bir risk
etmeni olabilecegini giivenilir kamtlar vurgulamaktadir. Homosistein diizeyinde 5
umol/L’lik bir artis total kolesterol diizeyinde 20 mg/dl’lik artiga denk diizeyde kronik

arter hastalif riskini artinr'®',



2.2. Metilen Tetrahidrofolat Rediiktaz Geni ve Gen Uriinleri

MTHFR geni 1p36.3 de haritalanms bir gendir (Sekil 2)*"?%. insan MTHFR
geninin c¢cDNA’s1 1994’te izole edilmis ve cDNA sekansimn yaklagik 2.2 kb
bitytikliigiinde oldugu ve 11 ekzon icerdigi saptanmuisti®. Bu genin firtinti, katalitik
aktivitesi olan, 77 kD agirh@inda 656 aminoasitten olusan bir proteindir®, Bazi dokularda
70 kD agirhginda daha kiigitk izoformlanmin da oldugu tanimlanmigtir’®, Western blot
analizlerinde enzimin dokuya spesifik izoformlarinin da oldugu anlagilmigti®. 70
kD’luk izoformu yetigkin insanlarin karacigerinde, fetiislin ise karaciger ve bobreginde
bulunurken, 77 kD’luk izoformu diger dokularda gézlenmistir'.

Wil

Sekil 2. Kromozom 1%

MTHEFR ilk olarak domuzlarda ¢aligilmig ve bunun bir karaciger enzimi oldugu
anlagilmigtir, Enzim sitoplazmik bir proteindir ve tripsin ile muamele edildiginde 37 ve
40 kD’luk iki alt Giniteye ayrilmaktadir. Fotometrik dzelliklerine gére, C terminal bolge
8-azido-S-adenozil metionin olarak da isimlendirilmektedir. 37 kD’luk bélge C
terminalini olusturur ve bu blge enzimin SAM regiilatér bolgesidir. 40 kD’luk bolgede
katalitik aktiviteyi gergeklestiren N terminal bélgesini olugturmaktadir’,

Goyette ve arkadaglart MTHFR geninin 2.8, 7.2 ve 9.8 kb biiytikliigiinde ii¢ tane
mRNA’s1 oldugunu bildirmislerdir. Ug farkli mRNA olmasi, poliadenilasyon sinyal
sekanslari ve  transkripsiyon baglangig  bolgelerinin  farkli  olmasindan

kaynaklanmaktadlrzg.



MTHFR geni farelerde de ¢aligilmis ve 4. kromozomun distal bdlgesinde oldugu
tammlanmgtir. 3.2 ve 7.5 kb bilyiikliigiinde iki MTHFR transkript tirlin{i oldugu tespit
edilmis ve farelerde tespit edilen bu tirtintin insan MTHFR proteinine %90 oraninda
benzerlik gosterdigi saptanmugtir,

Hem insan hem de fare tiirinde MTHFR transkript tiriinlerinin olugumunda ve
diizenlenmesinde alternatif poliadenilasyon formlart vardir. Okaryotik genler tek
fonksiyonel poliadenilasyon sinyal sekansina sahip olmasina ragmen, MTHFR geni 3’
UTR bolgesinde farkli poliadenilasyon bolgelerine sahiptir. Buna gore, alternatif
poliadenilasyon sekillerine gére mRNA sentezlenir ve bunun sunucunda da gelisime
gore degisen ve dokuya 6zel ekspresyonlar meydana gelebilmektedir. Ornegin testisde,
benzer mRNA seviyesine sahip olmasina ragmen, farkli poliadenilasyondan dolay1 2.8
ve 7.2 kb bityikligiinde iki farkh MTHFR {iriinii elde edilebilmektedir. insan uzun
MTHEFR transkripti, AATAAA konsensus sinyali ile baglar. Daha kisa olan transkript te
ise poliadenilasyon sinyal dizisi olmadan baglar. Insan da 3° UTR 7.2 ve 9.8 kb
uzunlugunda, fare de ise 7.5 kb uzunlugundadir. mRNA sekans1 2500 kisi lizerinde
¢alistlmig ve 3° UTR sekansinin mRNA’nin %4’iinden daha biiyiik oldugu ve 3500
bg’den daha fazla baz ¢ifti igerdigi ortaya ¢ikarilmigtir. mRNA’min stabilizasyonunu
saglamada 3’ UTR’nin ve 3’ UTR ile iligkisi olan steroid hormon reseptérlerinin kritik
bir rolii vardir. Sonug¢ olarak farkhh poliadenilasyon bolgelerine sahip MTHFR
transkriptleri translasyonel seviyede dtizenlenmektedir'2.

Pek ¢ok mRNA’nin translasyonel diizenlenmesinde 5° UTR’nin de katkisi
vardir. Bu konuda pek ¢ok rapor verilmistir. Bu bolgeye intrinsik yapisal elementler ya
da represorlerin baglanmasi ile mRNA’nin ribozomun 408’lik subiinitine baglanmasi ve
béylece transkripsiyonun devami engellenir. Bunun sonucunda farkli biiytikliikte
MTHFR iiriinleri elde edilir. Ayrica farkli 5° UTR’lere sahip mRNA’larin oldugu da
tammlanmigtir. Uzun MTHFR mRNA transkriptinin 5° UTR’si 2.8 kb biiytikltigtindedir.
Bu bolge pek ¢ok transkripsiyon faktoriinin baglanma bolgesini i¢ermekte ve
transkripsiyonun diizenlenmesini saglamaktaduir'?.

MTHFR geninin promoteri difer genlere oranla daha az sayida TATA’ya
sahiptir. Tek karbon dongiisiinde yer alan diger enzimlerin genleri de bu sekildedir. Bu

enzimler arasmda metiyonin sentaz, metiyonin sentaz rediiktaz, sistatyon B sentaz,



timidilat sentaz ve dihidrofolat rediiktaz yer almaktadir. Bu tlir promoterler zayiftir ve
diisiik kopya sayili mRNA transkripsiyonuna sahiptir'2.

Goyette ve arkadaglan MTHFR geninin ¢esitli upstream kontrol elementlerini
tammlamiglardir. Bunlardan biri Spl baglanma bolgesi olup, GC’den zengindir ve bu
bolge daha az TATA’ya sahip promoterlerin tarnskripsiyonunu diizenler. Spl seviyesi,
hiicre tipleri arasinda ve gelisimin farkli evrelerinde gok biiyiik farklihga sahiptir'?,

E.coli MTHFR enzimi ise 33 kD’luk homotetramer yapidadir. Bu enzim de
katalitik aktivite olarak, memelilerdeki gibi islev goriir. Fakat bunlarin SAM regiilator
bolgesi yoktur. E.coli MTHFR geni ile insan MTHFR geninin N terminal bolgeleri
yaklagik %25 oraminda benzerlik gostermektedir. Bu gozlemler, bakteri enziminin C
terminal bolgesindeki regiilator bolgenin eksiklii ile de uyumlu oldugunu
gostermigtir’>.

Memeli ve bakteri enzimleri nonkovalent olarak bagli FAD kofaktériine sahiptir.
FAD kofaktorii, NADPH ve NADH’daki hidrid iyonlarimi, metilen tetrahidrofolata
transferi saglamaktadir. Burada memeliler NADPH kullanirken, bakteriler NADH
kullanmaktadr™.

2.3. Varyant MTHFR Tipleri

Son zamanlarda yapilan caligmalarda MTHFR geninin varyantlart oldugu
bulunmus ve homosistiniiriali hastalarda tammlanmigtir. Bu gen varyantlan E.coli’de de
izole edilmis ve bu varyantlarda iki 6nemli mutasyon noktasi oldugu belirtilmigtir (677
C—T ve 1298 A—C). Spina bifida ve anensafalili hastalarda yapilan bir ¢alimada 3. bir
varyant olarak 1059T—C tespit edilmistir*’,

Yaygin olarak 677 C—>T ve 1298 A—C gen varyantlar1 tammlanmis olup diger
polimorfizmlerin ise 1059, 1317 ve 1793 b¢ noktalarinda oldugu rapor edilmistir. Bu
polimorfizmler 677 C—T ve 1298 A—C varyantlarina gore daha az yaygindir. Ayrica
bu polimorfizmlerin heniiz fonksiyonel iligkisi aragtirilamamgtir®”.

677 C—T polimorfizmi; ekzon 4’te yerlesmistir ve 222. kodondaki alaninin
valine doniisiimiine neden olur. Bu bdlge enzimin amino terminal katalitik bélgesini
olusturur, MTHFR ’nin kofaktérii olan FAD’1n baglanma bélgesi MTHFR geninin 677.

baz ciftinin belirledigi aminoasittir. 677 C—»T mutasyonu sonucunda bu baglanma



bolgesinde problem ortaya gikar. MTHFR enziminin termolabil formu ile yabanil formu
FAD kofaktoriinden ayrilma farkliliklarina gére karsilagtinldifinda, termolabil
formunun enzim aktivitesinin daha hizli azaldif: tespit edilmistir. 677 TT genotipinin
enzim aktivitesi yabani tipe gére %55-65 arasinda azaldif: gozlenmigtir. Heterozigot
(CT) genotipinin enzim aktivitesi ise %40 oraninda azalmgstir. 677 C—T polimorfizmi
ile enzim aktivitesi 46 °C’de %65, 37 °C’de %50-60 oraminda diiger. Metilen
tetrahidrofolat tiriiniinlin azalmasi ile homosisteininin metiyonine déniistimii de azalir.
Adenozilmetiyonin gereksiniminde metilasyon reaksiyonu i¢in uygun olan metil
gruplarinda azalma olur. Bu gen kusuru olanlarin kan ve idrarinda homosistein miktar
artar. Ciinkii metiyonin tesekkiiliinde metil donériintin kaynagi azalir. Metilen
tetrahidrofolatin azli1 yiiziinden bu hastalarin kanlarinda metiyonin seviyesi yliksektir.
Ciinkii MTHF, MTHFR’nin substratidir. Bu polimorfizmin populasyon frekansi,
Brezilya, Kanada ve Amerika’da %34-37 arasinda, italya’da ise %18 oranindadir®’.

1298 A—>C polimorfizmi; 7. ekzondadir. 429. kodondaki glutamat alanine
déniigiir. Bu polimorfizm enzimin S-adenozil metiyonin regiilatér bolgesini kodlayan
nokta olan karboksi terminal bolgesinde meydana gelir. S-adenozil metiyonin baglanma
bolgesinin konformasyonel degisikligi enzim aktivitesini engeller. 1298 CC genotipine
sahip MTHFR aktivitesinin %60 oldugu bildirilmistir. 1298 A—C polimorfizmi igin
populasyon frekansi; Asya populasyonunda %17-19, bati Avrupa’da %27-36 arasinda
oldugu bulunmus olup, Afrika ve Giiney Amerika populasyonlarindaki oranlarinin ise
kiigiik oldugu belirtilmigtir*”,

1317 T-C polimorfizmi; 1317. bazda timinin sitozine doniliglimi
goriilmektedir. Bu polimorfizm sonucunda aminoasit diziliminde bir degisiklik olmaz.
Bu polimorfizmin allel frekans1 38 kisiden olusan Kanada’li kadinlardaki allel frekansi
%359 olarak bildirilmistir. Bu allelin frekans1 Afrikali Amerikan kadinlar1 arasinda ise
%39 olarak bulunmugtur®’.

1793 G—A polimorfizmi; 594. kodonda arjinin glutamine doniisiir. Polonya-
Rus-Alman Yahudileri arasinda A allelinin frekans1 %1, Afrikan-Amerikalilar arasinda
%3 olarak bulunmustur. Bu oran Kafkaslar arasinda %7, Ispanyollar da ise %6°dir*’.

1059 T—C polimorfizmi; Son zamanlarda tamimlanmig bir polimorfizmdir.
Amerika’min Iowa bolgesinde yapilan ¢aligma sonucunda bu polimorfizmin frekansi

%85 olarak bulunmugtur®’,



2.4. MTHFR’nin Tarihgesi

Itk olarak 1991°de Kang ve arkadaslart MTHFR enziminin koroner arter hastahig
ile iliskili oldugunu tespit etmiglerdir’’.

1992°de Rosenblatt ve arkadaglar1 MTHFR nin termolabil ve termostabil varyant
formlarmi tanimlamiglardir®.

Daha sonra 1993-94 yillarinda Goyette ve arkadaglari domuz MTHFR enzimini
piiriifiye etmigler ve aminoasit sekansim ¢ikarmiglardir. Ayrica 90 b¢ uzunlugundaki
enzim cDNA’sim domuz karaciferinden izole etmislerdir”’. Aym yil Goyette ve
arkadaglar1 insan MTHFR geninin 1p36.3’te lokalize oldugunu in-situ hibridizasyon
teknigi ile tespit etmislerdir. Aym grup 1994’te MTHFR eksikligi olan kisilerde SSCP
analizi ile 3 tane yer degisikligi mutasyonu tamimlamiglar, bunlardan ikisinin missense,
birinin ise nonsense oldugunu bildirmislerdir. Bu grup tarafindan 1995 yilinda mutasyon
sayisina yedi mutasyon daha ilave etmislerdir®.

1995 yilinda Engbersen ve arkadaslart damar hastaliklari olanlarda ve kontrollerde
termolabil MTHFR’nin hafif hiperhomosisteinemiye ve normohomosisteinemiye neden
oldugunu bildirmiglerdir®.

Frosst ve arkadaglann 1995 yilinda 677 C—T polimorfizmini, bu polimorfizmin
enzimin termolabil formunu eksprese ettigini ve bu polimorfizm sonucunda alaninin valine
doniistigtind tanmlarmglardir®.

Adam ve arkadaslari 1996’da 532 miyokard infarkt gegiren vakada 677 C—T
polimorfizminin dagihimmna bakmuglar ve hastalar ile kontroller arasinda bir fark
bulamamiglardir®®,

1996 yilinda Rozen ve arkadaglar yiiksek oranda MTHFR eksikligi olan hastalarm
MTHFR geninde 9 nokta mutasyonu belirlemislerdir®.

1998°de Goyette ve arkadaglar1 insan ve fare geninin yapisim tammlamiglardir. Bu
calismada genin 11 ekzondan olustugunu, bu ekzonlarin biiyiikliiklerini, intronlarin
sinirlariny, intron biiyiikliiklerini, fare ile insan geni arasindaki benzerlikleri ve amino asit

sekanslarmin %90 oraninda benzer oldugunu bildirmiglerdir™.
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2.5. MTHFR’nin Klinik Onemi

MTHEFR eksikligi ile folat metabolizmasinin dogustan hatali olmas1 yaygin olarak
goriilen bir durumdur. MTHFR genindeki fonksiyon kayiplarina neden olan mutasyonlar
klinik semptomlar ile iligkilidir. Bu mutasyonlar ile hastaliklar arasindaki iligki 2 sekilde
ele alinabilmektedir. Birincisi, hastalik total homosistein seviyesini etkiler ancak MTHFR
polimorfizminin varhg, sonugta degisikliklere yol agar. Ikincisi, genotip hastalik riski
tasimaktadir ve muhtemel mekanizmasi, folat ve total homosistein seviyesini etkileyerek
olmaktadir™®.

Plazmadaki orta dereceli homosistein seviyesinin, koroner kalp hastaliklarinda,
myokard enfarktiistinde, iskemik felgde ve vendz trombozda risk faktdrii oldugu
bulunmustux'37’38’39. MTHFR polimorfizmi ile iligkili olarak klinik semptomlar iginde
periferal noropati, gelisim gecikmeleri, hipotonia, fel¢ ve vaskiiler hastahklar1 saymak
miimkiindtir’®, flaveten meme ve kolon kanseri, 16semi’, migren tipleri, sizofreni, vaskiiler
demans, depresyon ve Alzeimer hastaliklar1 ile MTHFR gen polimorfizmi arasinda bir
iliski oldugu tespit edilmistir®®. MTHFR polimorfizi, ndral tiip defektleri icin de bir risk
faktoriidiir'. Ayrica preeklemsi, plesental yirtik ve spontan abortus gibi gebelik
komplikasyonlar1 i¢in de risk olusturdugu gﬁsterilmistir6. Son zamanlarda yapilan
caligmalar neticesinde yank damaklilik’, Down sendromu® ve konjenital kalp
defektlerinde® de bu polimorfizmin rol oynadig: goriilmiistiir.

2.5.1. Koroner Ateroskleroz

Koroner ateroskleroz, koroner arterlerin duvarindaki tabakalarin birisi veya
tamaminin  dejeneratif patolojisi anlamina gelmektedir. Koroner aterosklerozda
arterlerin subintima tabakasinda lipidler, kompleks karbonhidratlar, bazi kan tlirevi
maddeleri, fibr6z doku, kalsiyum gibi maddelerin lokal birikimlerinin olusturdugu
degisiklikler ile bunlara eglik eden ortam degisikliklerinin birlikte ortaya ¢ikardig:
patolojik bir durum s6z konusudur (Sekil 3)1541,

Aterosklerotik plaklarin  Oykiisii, iglevsel yapilarimi yitirmeye baglamig
monositlerin endotele yapigmas: ve go¢ etmesiyle baglar. Burada, monositler makrofaj
ozelligini kazanarak, lipidleri absorbe ederek kopiik hiicreler haline gelmeye baglarlar.

Arteriyal apoptotik siireg sonucunda Slmeye baglayan hiicreler, ekstraseliiler alanda
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Sekil 3. Tikanmig bir damar griintisii*'

birikiminin artmasina ve diiz kas hiicrelerinde kollajen sentezinin hizlanmasina yol
acarlar. Bu da lipidlerin kollajenle gevrilmesine ve fibréz bir kapsiilin olusmasina
neden olur. Tikali siireg boylece baslayip, limenin igine bilylimeyle devam eder. Plagin
icinde lipid materyalin zengin ve kolajenden fakir olmasi plagin yirtilmasina yol agan
en onemli etkendir. Plak ciddi stenoza yol agsa da zengin kollajen igeren plaklarda
yirtilma ganst azdir. Aktive olan trombositlerdeki CD40 ligandi endotelde yangisal
olaylan tetikler ve C-reaktif proteinin dolayl: olarak yiikselmesine ve birgok yangisal
yamit hiicresinin (makrofajlar, aktive T-lenfositler, aktive degraniile olan mast hiicreleri)
birikmesine yol agar. Plak yirtildig1 zaman degisik tipte trombojenik elemanlar dolagima
girer ve trombositin matriksindeki reseptorlere baglanan kollajen, fibronektin, laminin
ve von Willebrand faktorii sayesinde de aktive olmus bir yap: 6zelligi kazanmis olur.
Aktive olmus yapigkan molekiiller kars: taraftaki yapiskan reseptorlere baglanacak bir
¢ok reseptor igerir ve trombositlerin trombus kitlesi fibrin-fibrinojen ve von Willebrand
faktor kopriileriyle baglanmalarim saglarlar. Trombus kitlesi zaman iginde biiylimesini
siirdiirerek bir damarin tikanmasi sonucunda, iskemik inme, anstabil angina, Q-dalgali
yada Q-dalgasiz miyokard iskemisi ve periferik damarlarda agir iskemik siireglere yol
acar. Ayrica plaktan atilan mikroemboliler miyokardda mikrovaskiiler tikanmalara ve
beyinde sessiz infarktlara yol agarak, kalp dolasiminin etkilenmesiyle zaman iginde kalp

yetmezligine ve beyinde vaskiiler demansin olmasina yol agar'®.
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2.5.1.1. Koroner Aterosklerozun Biyolojik Mekanizmasi

Homosisteinin neden oldugu damar yaralanmasinin olas1 mekanizmalari {izerine
yapilan galigmalarda endotel hiicreleri dikkate deger bir nem kazanmistir. Endotel
hiicrelerinde ki Nitrik oksit (NO) etkisi ile, damar tonusu ve gegirgenligi
diizenlenmektedir. Endotel hiicreleri; Trombomodiilin-protein C (TM-protein C) ve
heparin siilfat-antitrombin III etkilesimleri yoluyla pihtilasma kaskatini diizenlerken,
doku Plazminojen Aktivatorii (t-PA) ve Plazminojen Aktivator Inhibitori-1 (PAI-T)
yoluyla gergeklestirdigi fibrinolitik zelliklere sahiptir. Ayrica subendotelyal matriksin
yapist ve diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasim da etkileyebilir. Fakat endotel hiicrelerinin
bu normal &zelliklerinin gogu, artmig homosistein diizeyleri varlhiginda bozulabilir.
Diger bir ifade ile endotelyal islev bozuklugu ortaya gikar. Hiperhomosisteineminin
aterojenik  ozelliginin endotel islev bozuklugu ve hasarindan kaynaklandig
diistiniilmektedir' 21222442,

Homosistein plazmaya girdigi zaman homosistin, kangik disiilfitler ve
homosistein tiolakton olugturarak hizli bir gekilde otookside olur. Siiperoksit ve hidrojen
peroksitin de dahil oldugu giiglii reaktif oksijen tiirleri, bu oksidasyon sirasinda olugur.
Ozellikle hidrojenperoksitin hiperhomositeneminin damar toksisitesinden, yani
endotelyal hiicre hasarindan sorumlu oldugu ve matriks ile diiz kas hiicrelerini ortaya
cikarip, proliferasyonunu saglayarak trombosit ve 1kosit aktivasyonunu artirdig1 ortaya
konmugtur. Homosistein oksidasyonu, siiperoksit anyon radikali ve hidroksil radikalini
iceren diger sitotoksik ve aktif oksijen iirlinlerini de ortaya ¢ikarir. Siiperoksit
radikallerinin, hem endotelyal bazal membran diizeyinde hem de lipoprotein
partikiillerine etki ederek lipit peroksidasyonunu baslattigi gosterilmigtir' 22244344,

Sayisiz antitrombotik 6zellikleri olan NO, Nitrik Oksit Sentaz (NOS) tarafindan
katalizlenen bir tepkime ile L-arjininden olugur. Normal endotel hiicreleri NO salarak
homosisteini  detoksifiye ederler. Ayrica trombosit adhezyonu, aktivasyonu ve
kiimelenmesini inhibe eder. NO, homosistein gibi biyolojik tiyollerle S-nitrozotioller
veya S-nitrozohomosistein meydana getirir. Vazodilatér ve giiglii bir trombosit
inhibitérii olup antitrombositik aktivite gdsteren S-nitrozohomosistein, hidrojen peroksit
olusumunu desteklemez ve tiolaktona doniismez. Devamli hiperhomosisteinemi
durumunda NO’nun bozulmus endotelyal iiretimi ve biyoaktivitesinin azalmasindan

dolayr koruyucu ozelliklere sahip ~S-nitrozohomosistein olusumu bozulabilir.



Endotelyum, homosisteinin aract oldugu oksidatif hasara karst savunmasiz kalir. Ciinkii
homosistein, endotelyal NOS’in ekspresyonunu azaltan lipit peroksidasyonunu artirip
dogrudan NO’yu pargalayarak, NO diizeyini azaltir' 71821222444,

Homosisteinin yiiksek diizeyleri; homosistein, sistein ve glutatyonun dinamik
etkilesimini yansitan aminotiollerin redoks potansiyelini degistirebilir. Bu redoks
durumu hiicre digt antioksidan savunma mekanizmalan ile iligkili olabilir. Ana hiicre igi
tamponlar olan azalmis glutatyon ve glutatyon peroksidaz hiicre igi stilfidril gruplarin
indirgenmis durumda tutarlar. Ayrica, hidrojen peroksiti detoksifiye edip trombosit
kiimelenmesini ©nlemede de bir rolii olabilir. Homosistein endotel hiicrelerinden
hiicresel glutatyon peroksidaz ekspresyonunu baskilar. Bu  etki, homosisteinin
oksidasyonu sirasinda olusan reaktif oksijen tiirleri ile olan lipit peroksidasyonunu
artirp! 72122446

Homosistein tarafindan endotel gérevinin bozulmasimin diger mekanizmalari
arasinda; Monosit Kemotaktik Protein I (MCP-I) ve Interlokin 8 (IL-8)’in artmus
{iretimi, artmig nétrofil adezyonu ve gogii, Niiklear Faktor-B (NF-B) gibi transkripsiyon
etmenleri ile etkilesim ve endoplazmik retikulumda glikoproteinlerin katlanmast yer
alir. Homosistein, endoplazmik retikulumdan protein saliverilmesini de etkileyebilir.
Homosistein; damar diiz kas hiicreleri igin giiglii bir mitojendir ve biiytiyen tikali plakta
kollajen depolanmasini etkileyebilir. Homosisteine maruz kalma, damar diiz kas
proliferasyonunda belirgin artisa neden olur. Diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunda
temel rol oynayan NF-B transkripsiyon etmen etkinliginin, homosisteine bagl olusan
reaktif oksijen tiirleri tarafindan uyarildig diistiniilmektedir’ LRI

Homosistein, dogrudan damar matriks hasarina da yol agar. Homosistein, LDL
(Diistik Yogunluklu Lipoprotein)’in hizlanmig oksidasyonuna neden olur. Homosistein
LDL’ye baglanarak makrofajlar tarafindan, tikal plagi olusturmak iizere taginir. Okside
LDL’nin damar toksisitesi, igerigindeki lipit peroksidasyon iiriinlerine baghdur.
Homosistein; okside LDL olusumunu, lipit peroksidasyonunu ve in vitro LDL
oksidasyonunu artmir'32%%4,

Artmis homosistein diizeyleri endotel hiicrelerinin fibrinolitik ve antitrombotik
mekanizmalart ile etkileserek onu, daha tromboz yapici hale getirir. Yapilan

¢aligmalarda, endotel hiicrelerinin homosisteine maruz kalmasinin Faktdr V etkinligini

artirdig1 bulunmugtur. Bu artigin nedeni; Faktor V etkinliginin diizenleyicisi olan protein
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C’nin etkinligini saglayan Trombomodiilin (TM) denilen glikoprotein kofaktoriiniin
engellenmesi ile protein C etkinliginin baskilanmasidir. Ayrica homosistein Faktor
XII’nin etkinligini de artirmaktadir! 1212224444852,

Homosistein, endotelden TM ve heparin siilfat salinimini baskilar. Homosistein;
Doku Faktorii (TF) ekspresyonunu artirarak pthtilagmayi siddetlendirebilir. Tiim bu
etkiler trombin olusumunu hizlandiran protrombotik bir ortam yarat1r17’2"22’24’53.

Homosistein, endotel protein salgilama yolaklar: ile etkileserek pihtilasma ve
fibrinolitik olaylara katilan gok gesitli proteinleri etkileyebilir. Deneysel ¢aligmalarda
homosisteinin, heparin benzeri glikozaminglikanlar ve antitrombin-3 etkilesimleri gibi
diger endotelyal pihtilagmayr Onleyici mekanizmalarin  gorevlerinide etkiledigi
gosterilmistir. Endotel hiicrelerin fibrinolitik mekanizmalar1 (t-PA  dahil) {izerine
yapilan ¢alismalarda azalmis t-PA aktivitesinin endotel hiicresi yiizeyinde t-PA igin bir
baglanma alam olan annexin-II ile homosisteinin etkilesimine bagl oldugu ortaya
konn1u$tur”’21’44‘47’54.

Sonug olarak homosisteinin sisteine irreversibl olarak doniistimii reaksiyonunda,
homosisteinin hiicre digma transportundan daha fazla olmast ile sitotoksik olan
homosistein hiicre igerisinde birikir. Boylece spesifik hiicreler hasara ugrar ve
ateroskleroza sebep olan kaskat baslar. Hiperhomosisteinemi vaskiiler morfolojiyi

degistirir, inflamasyonu uyanr, endotelyum ve kan pihtilasma kaskatini aktive eder ve

fibrinolizi engeller ve ateroskleroz olugur®.

2.5.1.2. Etiyolojisi

Epidemiyolojik arastirmalar tablo 1°de verilen faktorlerin risk faktorleri olarak
ateroskleroz gelismesinde rolii oldugunu ortaya <;1karm1$t1r5 .

Koroner ateroskleroz hastaligs, erkeklerde kadinlardan ¢ok daha fazla
goriilmektedir. fleri yaslarda da tikali kalp hastaliklan insidans1 artmaktadir. Yas
(erkegin 45’in, kadimn 55’in iizerinde olmasi veya prematiire menopoza girmesi),
cinsiyet, ileri yas ile birlikte serum lipoprotein anormallikleri, hipertansiyon (kan
basincim 140/90 mmHg iistiinde bulunmast), sigara, diyabet major risk faktorleridir.
Serum lipitlerinin anormalligi aterogenez i¢in majoér bir risk faktoridiir. Diyette,

kolesterol, total ve doymus yag, seker orani ve miktart ile total kalorisinin yiiksek
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olmasi erken koroner ateroskleroz tehlikesini artiran faktorlerdir. Hipertansiyon, sigara,

ve diyabet de koroner ateroskleroz sikhigim artiran dnemli bir risk faktoridiir®.

Tablo 1. Ateroskleroz risk faktérleri®®

Degistirilmesi miimkiin olmayanlar Degistirilmesi miimkiin olanlar
1. Aile hikayesi 1. Total kolesterol ve LDL kolesteroliiniin yiiksekligi
2. Cinsiyetin erkek olmasi 2. HDL kolesteroliiniin dilsiik olmasi
3. flleriyas 3. Hipertansiyon
4. Diabet
5. Sigara

6. Sedanter hayat

7. Sismanlik ve insiilin rezistansi
8. Emosyonel stres

9. Homosistein yitksekligi

Aterogenez agisindan anlatilan major ve gevresel risk faktorleri yaninda obezite,
sedanter yasanti, psikososyal gerginlikler, plazma homosistein yiiksekligi de mindr

cevresel risk faktorleri olarak bildirilmektedir™.

2.5.1.3. Aterosklerozun Insidansi ve Prevalans

Her yil yaklasgik 4 milyon Avrupahh kardiyovaskiiler hastaliklar ve onun
komplikasyonlar: (Koroner arter hastaliklari, miyokard enfarktiisii, stroke, venéz
tromboz) yiiziinden Slmektedir. Meydana gelen 6lim olaylannin % 46’sindan
kardiyovaskiiler hastaliklar sorumludur'®.

Aterotromboz toplumda en sik rastlanan kardiyovaskiiler hastalik olup, aym
zamanda en fazla sakatlanmaya ve oliime yol agan hastaliktir. Ana belirtilerini koroner
arter hastaliklari ve iskemik felg olarak yapar. Kuzey Amerika ve Avrupa’daki
5liimlerin iigte birinden sorumludur. ABD ve Avrupa’da (17 Bati Avrupa iilkesinde)
yillik miyokard infarktiis insidanst (yeni olgw/yilda) 2.1 milyondur. Ancak
aterotrombotik olaylara bagh gelien komplikasyonlar bir bélgeden bir bolgeye
degismektedir. Tikali miyokard olaylarinin ABD’de (350 yeni olgu/100.000/y1l) diger
Avrupa iilkelerine (Fransa; 150 olgu; Italya 150 olgu; Ingiltere 250 olgu/100.000
populasyon/yilda) gore insidansi daha fazladir".
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2.5.1.3.1. Tiirkiye’de Ateroskleroza Bagh Olaylarin insidans ve Prevalansi

Ulkemizde epidemiyolojik verilere gore, Tiirkiye genelinde erigkinlerde,
aterosklerotik kalp hastaligi prevalanst %3.8°dir (erkeklerde %4.1, kadinlarda
%3.5°dir). Aterosklerotik kalp hastaligi prevalansi %2 veya altinda iken 50-59
yaslarinda %8 sikhifindadir. “Tiirk Erigkinlerinde Kalp Hastalii Risk Faktorleri”
(TEKHARF) ¢alismasiun  sonuglarina  gore aterosklerotik kalp hastaliklarinda
hipertansiyon 3.2 kat, yiiksek kolesterol veya diyabet normallerden 2 kat daha fazla
sikliktadir. Hipertansiyon 50 yas iizeri erkeklerin %7.8’inde, kadinlarin %14’iinde
meveuttur. Onemli risk faktorlerinden olan diyabetin erkeklerde %2.5’luk prevalansina
karsin kadinlarda %4 tiir. Bir bagka risk faktorii olan obezite, tilkemizde erkeklerde %9
civarinda iken, kadinlarda %30 gibi yiiksek rakamlara cikmaktadir. Sigara i¢imi ise
erkeklerde %59-60°11 rakamlara gikmakta ise de kadinlarda %19 dolayindadir. Biitiin
bunlara ek olarak tilkemizdeki koroner kalp hastaliklarinin 6liim orani erkeklerde yilda
%0.87, kadmlarda ise %60.63’tiir'*.

2.5.1.4. Aterosklerozun Genetigi

insan genom haritasinin gikarilmas ve gesitli tek gen mutasyonuna bagl gelisen
kardiyovaskiiler hastaliklarin tammlanmast ile aterosklerotik damar hastalif1 patogenezi
ile ilgili bilgilerimiz gok artmistir. Karmagik patogenezin kismen aydinlanmasi, hangi
faktorlerin ateroskleroz gelisimi siirecinde rol oynadigin ortaya gikarmaya baslamustir.
Bu kompleks klinik durumu tek bir gen mutasyonu ile agiklamak miimkiin degildir.
Risk faktorlerine arter duvar dzelliklerine ve inflamatuvar yanita zemin hazirlayan gok
sayida genin etkilegimine bagl olarak ateroskleroza genetik egilim olusma.ktadlr57.

Bu giinkii bilgilerimize gore ateroklerotik damar hastalig1 tipik bir gevre-gen
etkilesimidir. Cevresel risk faktorleri giiniimiizde agik¢a tammlanmis, genetik risk
faktorleri ise yeni yeni aydinlatilmaya baglanmistir. Genetik risk faktorleri hem
ateroskleroza yatkmlhk saglamakta hem de farkli cevresel faktorlere olan yaniti
belirlemektedir. Prematiir tikalh damar hastaliinin  kaltsal kokenli oldugu
gosterilmistir. Bu kalitim kismen Kklasik risk faktorlerini diizenleyen genlerdeki

mutasyonlarla agiklanabilir. Ancak bazi kisilerde higbir klasik ya da yeni koroner risk



faktorii olmaksizin kaltsal bir egilim olabilmektedir. Bu da bize tikali damar
hastahiginin genetigi ile ilgili bilgilerimizin heniiz yetersiz oldugunu gostermektedir®’.
Tikali damar hastalif1 genetigi ile ilgili giiniimiizde bilinen genetik degisiklikleri

birkag grup halinde inceleyebiliriz®’.

2.5.1.4.1. Klasik Risk Faktorlerini Etkileyen Genetik Degisiklikler:

2.5.1.4.1.1. Lipoprotein Metabolizmasi

2.5.1.4.1.1.1. Yiiksek Dansiteli Lipoprotein (HDL)

Plazma HDL diizeyleri ile koroner arter hastalig1 arasinda giiglii bir ters iligki
vardir. Prematiir koroner arter hastaligi olanlarda diisiik HDL diizeyleri saptanmaktadir.
ATP Binding Cassette Sub-Family A gen ailesinin 1. iiyesi (ABCAI), Lipoprotein
lipaz/ Hepatik lipaz mutasyonlar1 ve Apoprotein Al eksikligine neden olan mutasyonlar
plazma HDL diizeyinde diisiikliige neden olmakta ve dolayist ile koroner arter hastalig

icin bir risk faktoril olusturmaktadir®’.

2.5.1.4.1.1.2. Diisiik Dansiteli Lipoprotein (LDL)

Plazma LDL kolesterol diizeyleri pek g¢ok ¢alismaya goére koroner kalp
hastaliginin en Snemli belirleyicilerindendir. Yapilan epidemiyolojik ¢alismalara gore
plazma LDL diizeylerinin %50’sinin belirleyicisi genetik faktorlerdir. Ailesel
Hiperkolesterolemi’ye neden olan LDL reseptdr geni ve Apoprotein B mutasyonlar
plazma LDL seviyesinin artisina neden olmaktadr. Plazmada ki LDL kolesteroliiniin

artis1 sonucunda ise koroner arter hastali1 meydana gclmektedir”.

2.5.1.4.1.1.3. Trigliseridler

Yapilan epidemiyolojik ¢alismalar uzun siire tek bagina trigliserid yiiksekliginin
tikali damar hastalii igin bir risk faktorii oldugunu sorgulamistir. Ancak son yillarda
yapilan galigmalar, 1lmli trigliserid yiiksekliginin, ozellikle artik lipoproteinler ve Cok
Diisiik Dansiteli Lipoproteinlerin (VLDL) yiikselmesinin aterojenik oldugunu

gostermistir. Ailesel hipertrigliseridemi, Ailesel Kombine Hiperlipidemi ve Ailesel



dislipoproteinemi (Tip III hiperlipidemi)’ye neden olan mutasyonlar plazma trigliserid
diizeylerini etkilemektedir ve sonug olarak bu hastalarda ateroskleroz —meydana

gelmektedir”.

2.5.1.4.1.2. Hipertansiyon

2.5.1.4.1.2.1. Monogenik Sendromlar

Klinik olarak nadiren tek bir gendeki mutasyon hipertansiyona yol agabilir. Buna
monogenik tiirde hipertansiyon denir. Glikokortikoide hassas aldosteronizm, Liddle
sendromu, belirgin mineralokortikoid fazlalign ile giden hipertansiyon ve Tip II
Pseudohipoaldosteronizm (Gordon sendromu)’e neden olan mutasyonlar gevresel

faktorler ile de etkileserek hipertansiyona neden olmaktadir®’.

2.5.1.4.1.2.2. Poligenik Sendromlar

Esansiyel hipertansiyonun bilyilk ¢ogunlugu birden fazla gen noktasindaki
mutasyona bagli, yani poligeniktir. Anjiyotensinojen gen mutasyonlari, Anjiyotensin
Converting Enzim (ACE) gen mutasyonlari, Anjiyotensinojen Tip I (ATI) reseptor
mutasyonlar;, sempatik sinir sistemini diizenleyen gen mutasyonlari, Adducin
mutasyonlart ve sodyum kanallarindaki mutasyonlar hipertansiyona poligenik olarak

etki eden mutasyonlard1r57.

2.5.1.4.1.3. Diyabetis Mellitus ve insiilin Rezistansi

Tip II diabetes mellitus kompleks bir metabolik hastalik olup hem insiilin direnci
hem de kismi insiilin eksikligi ile karakterizedir. Bu hastalifa neden olan genetik
faktorler arasinda glukagon genini kodlayan mutasyonlar, pankreas B hiicresinde
oksidatif fosforilasyonu etkileyen mitokondriyal DNA mutasyonlari, insiilin reseptor
tirozin kinazin bir substrati olan IRS-1’i kodlayan genlerdeki mutasyonlar da diabete
neden olmaktadir. Ancak bugiine kadar tammlanan genetik defektler toplumdaki

diabetin sadece %2 kadarini a<;1klauna.ktad1r5 T
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2.5.1.4.2. Damar Duvann ve Inflamatuvar Yamti Etkileyen Genetik
Degisiklikler

Aterosklerozun inflamatuvar bir siireg oldugunun anlagilmasi iizerine bu
inflamatuvar yamti diizenleyen genler aragtirilmaya baslanmistir. Bu genler arasinda
tiim&r nekroz faktorii alfa (TNF o), transforming growth faktsr B1 ve B2, interlokin 1
sistemi, CD yiizey molekiilleri, adhezyon molekiillerinden P-selektin, integrinler,
kemokinler sayilabilir. Ayrica damarin kalsifikasyonuna yol agan etkenler ve plak

riiptiiriine yol agan genetik nedenler de arastmlmaktadlr5 7

2.5.1.4.3. Yeni Risk Faktorlerini Etkileyen Genetik Degisiklikler

2.5.1.4.3.1. Koagiilasyon ve Trombozu Etkileyen Genler

Plazma fibrinojen degerleri yeni tanimlanmug risk faktrlerinden olup artmig
diizeyleri tikali damar hastalig1 riskini artirmaktadir. Dolayisi ile fibrinojen degerlerinin
artmasina neden olan mutasyonlar ateroskleroza neden olmaktadir. Pihtiy1 eritici yonde

calhisan enzimlerdeki mutasyonlar da ateroskleroz igin risk faktorii olusturmaktadir®’.

2.5.1.4.3.2. Homosistein

Plazma homosistein diizeyleri hem kalitsal hem de edinsel etmenler ile
degisebilir. Homosisteini yikan enzimlerdeki kalitsal bozukluklar plazma homosistein
diizeylerini belirgin birgekilde artirabilir. Homosistiniirinin klasik bigimi nadir griiliip
CBS’nin  homozigot  eksikligi ~ sonucu  olusur. CBS  eksikligi, agir
hiperhomosisteineminin en sik karsilasilan  genetik nedenidir. CBS genindeki
mutasyonlar 21. kromozomda yerlesiktir. Bu mutasyonun heterozigot formunda klinik
bulgular daha az belirgin olup hiperhomosisteinemi ile sonuglanir. Daha hafif vakalarda
bu durum metionin yiikleme testi sonucunda ortaya ¢ikabilir. MS ve MTHFR’deki
mutasyonlar, homosistiniirili vakalarda da tanimlanmigir. MTHFR’nin homozigot

eksikligi de agir hiperhomosisteinemiye yol agar’ ",
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu galigmaya alnan denekler Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Gogiis Kalp
Damar Cerrahisi Anabilim Dali’nda koroner ateroskleroz tamsi ile koroner bypas olan ya
da olacak hastalar arasimndan secilerek temin edilmistir. Segilen hastalara son alti ay
icerisinde kan transfiizyonu yapilmamis olmasina dikkat edilmigtir. Hastalarin yaslar1 30
ile 74 arasinda dagilmaktadir. Galismanin kontrol grubu, kendisinde ve ailesinde koroner
ateroskleroz hastaligi olmayan, yaslar1 26-76 arasinda degisen bireylerden olugturulmustur.
Alinan kan oérnekleri EDTA’ tiiplerde, 4 %C’de saklanmugtir. Calismamuzda, 60 koroner
bypas olan ya da olacak olan hasta ve 60 kontrol grubu kant kullamlmistir.

3.2. Gereg
Bu caligmada kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar asagida
verilmisgtir.
1. Taq polimeraz (Fermentas)
2. Magnezyum kloriir (MgCly) (Fermentas)
3. Sukroz (Fermentas)
4, Tris baz (Fermentas)
5. Sodyum kloriir (NaCl) (Fermentas)
6. EDTA (Fermentas)
7. Sodyum dedosil siilfat (SDS) (Fermentas)
8. Proteinaz K (Fermentas)
9. Borik asit (Fermentas)
10. Brom fenol mavisi (Fermentas)
11. Etidyum bromiir (Fermentas)
12. N, N, N, N’-tetra metilen diamin (TEMED) (Fermentas)
13. N,N’-Metilen —bis-Akrilamid (Sigma)
14. PCR tamponu (Fermentas)

15. Restriksiyon enzimleri (Takara, Fermentas)
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16. Msp I ile kesilmig pUC 18 marker DNA (Fermentas)

17. Hae 111 ile kesilmis pUC marker DNA (Fermentas)

18. Primerler

19. Deoksiniikleosit Trifosfat seti (Roche)

20. Agaroz (Promega)

21. Akrilamid (Sigma)

22. Amonyum Persulfat (APS) (Sigma)

23. Saf etanol (Riedel-de Haen)

24. DNA izolasyonu, PCR ve elektroforez ile ilgili diger kimyasal maddeler (Sigma ve
Merck)

3.3. Kullanilan Bashca Cihazlar ve Teknik Malzemeler
1. “Thermal cycler” (Eppendorf Mastercycler)
2. Spektrofotometre (Pharmacia-Biotech, Gene Quant)
3. Jel goriintiileme cihazi (Uvitec)
4. Yatay ve dikey elektroforez tanklar1 (Biogen ve Biolab)
5. Santrifiijler (Sogutmali, Universal 16R ve Sogutmasiz Techne force 16)
6. Su banyolar1 (Grant)
7. Hassas terazi (Sartorius)
8. pH metre (Inolab)
9. Buzdolab (Argelik)
10. Otoklav (Trans)
11. Etiiv (Dedeoglu, Memert)
12. Vorteks (Niive NM 110)
13. Steril kabin (Kojair KR- 125 Safety)
14. Otomatik pipetler (Gilson, Biohit ve Socorex)
15. Deepfreez (Siemens, Bosch)
16. Meziir
Bu teknik malzemeler aragtirmanin yapildigi C.U. Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji AD

molekiiler biyoloji laboratuvarinda bulunmaktadr.
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3.4. Yontem

Bu gahigmada, oncelikle hastalardan toplanan kan Gmekleri numaralandrilip
listelendi. Daha sonra bu érneklerin DNA izolasyonu (Doymus tuz gozeltisi ile ¢oktiirme
yontemi kullanild)®®, PCR amplifikasyonu gergeklestirildi ve agaroz jelde yiiriitiilerek
amplifikasyonun olup olmadig kontrol edildi. PCR iiriinleri kesim (RFLP) reaksiyonuna
tabi tutularak poliakrilamid jelde yiiriitiildii. Jel iizerindeki bantlara gore mutasyon olup
olmadig degerlendirildi.

3.4.1. DNA izolasyonu
3.4.1.1. Doymus Tuz Cozeltisi ile Coktiirme Yontemi

L. 700 pl tam kan 1.5 mI’lik ependorf tiip igerisine alindi. Daha sonra 700 pl eritrosit
lizis tamponu (EK-1.1) ile muamele edildi. Bir iki kez kanistirilip 3 dk beklendi. Bu
siire igerisinde eritrosit patlaylp hemoglobin serbest kalinca, kan berrak kirmuzi
renk alir. Sonra santrifiij edilerek siipernatan pipet yardimu ile atildi. Bu asama 2
kez tekrarlanabilir.

2. Eger pellet yeterince temiz degilse 1 ml fizyolojik tamponla (EK-1.2) yikandi.
Bunun igin pellet tizerine fizyolojik tampon eklendi, santrifiij edilerek siipernatan
pipetle alindi ve atildi.

5 Pellet iizerine 300 pl TE-9 (pH:9) tamponu (EK-1.3) ilave edilerek pellet
¢ozdiiriildii. Daha sonra iizerine 100 pl %10’luk SDS (Sodyum Dedosil Siilfat)
(EK-1.4) ve 20 pl Proteinaz K (Proteinaz K’nin final konsantrasyonu 0.5 mg/ml
olmalidir. Bunun belirlenmesi igin M1xV1=M2xV2 formiilinden yararlanilabilir)
ilave edildi. Tiip iyice kangtilarak 65 °C’de 1.5-2 saat inkiibe edildi. Bu siire
igerisinde karigim igin tiip ara sira karigtirildi.

4. Inkiibasyon sonunda tiip igerisine 200 pl doymus (6M) tuz ¢ozeltisinden ilave
edildi. Tiip iyice kanstinldi ve siit beyazi rengine doniistiigii gézlendi. Burada
amag DNA digindaki protein, lipid gibi molekiillerin DNA’dan uzaklagtinlmasidir.
Daha sonra bu karigim santrifiij edildi ve bdylece DNA diger molekiillerden
ayristinldi.
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5. Bu kez siipernatan steril ependorf tiiplerine alindi ve iizerine 1 ml saf alkol ilave
edilerek DNA olusumu gozlendi ve DNA’mn tiipiin dibinde ¢okelmesi igin
santrifiij edildi.

6. Stipernatan dokiildii ve pellet tizerine %75’lik alkolden 1 ml ilave edilerek iyice
karigtrildi ve tekrar santrifiij edildi. Pellet halinde kalan DNA’nin iizerindeki
siipernatan dokiildii ve DNA kurutuldu.

i Etanolii tamamen ugmus DNA iizerine 100-200pl arasinda TE (EK-1.5) ilave
edilerek 75 °C’de 10-15 dk bekletildi ve DNA’mn ¢dziilmesi saglandi.

3.4.2. DNA Konsantrasyonu ve Saflik Derecesinin Olgiilmesi

PCR reaksiyonunun hazirlanmasi agamasinda bilmemiz gereken diger temel bir
konu da DNA’y1 ¢ozdiigiimiiz sivi ortam igerisindeki DNA konsantrasyonu ve saflik
derecesidir. Bunun beliflenmesi UV~ (Ultra  Viyole) spektrofotometresi  ile
yapilabilmektedir. DNA &mneginin igerisinde bulundugu soliisyon tarafindan absorbe
edilen UV miktar 6rnekteki DNA miktart ile dogru orantilidir. Absorbans genellikle 260
nm dalga boyunda 6lgiiliir. Bu dalga boyundaki dlgiimlerde cift iplikli DNA igin absorbans
degeri 50 pg/ml, tek iplikli DNA (ssDNA) igin 33 pg/ml, RNA igin ise 40 pg/ml® lik
konsantrasyon degerlerine karsilik gelir®,

UV absorbansi DNA’nin safliginin belirlenmesinde de kullamlabilir (260 nm’de
niikleik asitler, 280 nm’de de proteinler pik verir). Saf bir DNA omeginde 260 ve 280
nm’deki absorbans orami Azeonm/ Azsonm=1.8’dir. Bu deger elimizdeki DNA 6rmeginin
verimini gdsterir. Dolayistyla buldugumuz deger 1.8’¢ ne kadar yakinsa verim o kadar
yiiksektir. 1.8°den diisiik degerler omekte fenol ya da protein kontaminasyonu, 1.8’den
biiyitk degerler ise RNA kontaminasyonu varligini gosterir. RNA igin Aggonm/ Azgonm= 1.8-
2.0°du’".
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3.4.3. MTHFR Geninin 677C—T ve 1298 A—C Polimorfizmleri igin PCR
Amplifikasyonu

3.4.3.1. MTHR Geni 677C—T ve 1298 A—C Polimorfizmleri I¢in Kullamlan
Primerler:

Calismamizda MTHFR genine ait iki degisik polimorfizme bakilmgtir. Bu
polimorfizmlerin saptanmast igin, dizi analizi iizerinde ekzonlarin bulundugu bélgeleri
icerecek gekilde ve primer dizaym kriterleri dikkate alinarak segilen primerler
kullamlnustir. Internet taramasi sonucu elde edilen dizi analizi ile 677 C—T
polimorfizminin bulundugu 4. ekzonun 194 bg uzunlugunda oldugu belirlenmistir®.
Ekzonun kesim sonunda goriilebilir bant vermesi igin 198 baz giftlik bolge gogaltilmugtir
ve bunun igin primerler olusturulmugtur. Aym sekilde 1298 A—C polimorfizminin
bulundugu 7. ekzonun da 171 bg uzunlugunda oldugu belirlenmistir™. Yine 138 baz ciftlik
bolge gogaltilmis ve bunun igin primerler olugturulmustur.

677 C—T polimorfizminin primerleri:

Forward primer (sense): 5TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA3’

Reverse primer (antisense): 5’AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG3’

Primer dizilerinin segildigi bolgeler gizelge de gosterilmistir. Burada koyu olarak
gosterilen bolge ekzon 4, alti ¢izgili olan diziler primer dizileri, Biiylik harfle gosterilen
niikleotitler ise restriksiyon enziminin kestigi bélgedir. Kullanilan bu primerler ile 198 baz

ciftlik bir bolge amplifiye edilmistir.

Cizelge 1. Ekzon 4
s o e B i R e S G B U e 48 0 A8

8581 ctctctctgc ccagtccctg tggtctcttc atccctegec ttgaacaggt ggaggccagc
8641 ctctcctgac tgtcatccct attggcaggt taccccaaag gccaccccga agcagggage
8701 tttgaggctg acctgaagca cttgaaggag aaggtgtctg cgggaGCcga tttcatcatc

8761 acgcagcttt tctttgagge tgacacatte ttccgetttg tgaaggcatg caccgacatg
8821 ggcatcactt gccccatcgt cccegggate ttteccatce aggtgagggg cccaggagag

8881 cccataagct ccctccaccc cactctcacc gcaccgtect cgcacaggcet gggggetctg

8941 ggtggagtgc tgagttcgct gagttcttec cagatctect ctcaggtcca gaacttgcac
-
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1298 A—C polimorfizminin primerleri:

Forward primer (sense): 5’GGG AGG AGC TGA CCA GTG CAG3’

Reverse primer (antisense): 5’GGG GTC AGG CCA GGG GCA G3’

Primer dizilerinin secildigi bolgeler gizelge de gdsterilmistir. Burada koyu olarak
gosterilen bolge ekzon 7, alti gizgili olan diziler primer dizileri, biiyik harfle gosterilen
niikleotitler ise restriksiyon enziminin kestigi bélgedir. Kullamlan bu primerler ile 138 baz

ciftlik bir bolge amplifiye edilmistir.

Cizelge 2. Ekzon 7
B s e o vamans e o0 nn e e s 4805 54 o500 0k b 454 S 4 S 8 5 e o a5 04 e 5 0 o

10441lgcagaattta caggaatggc ctcctgggeca tgtggtggca ctgcectctg tcaggagtgt
10501lgccctgacct ctgggcacce ctctgeccagg ggeaattect cttccectge ctttggggag
1056lctgaaggact actacctctt ctacctgaag agcaagtccc ccaaggagga gctgctgaag
10621atgtgggggg aggagctgac cagtgaagAA agtgtctttg aagtctttgt tctttaccte

10681ltcgggagaac caaaccggaa tggtcacaaa gtgagtgatg ctggagtggg gaccctggtt
10741catcccctge ccctggectg accccagcetg caggccagge tgeggggctg tgacttccce

1080latcctgtgec ctccccteca tgctgtggac atggcaaagg gagaagggta agttgggaga
-

Kullandigimiz  bu primerleri segerken, primerde bazlarin dengeli dagilmasina,
primerin kendi igerisinde baglanmaya neden olacak dizi bulunmamasina, Tm 1s1s1in 70-
75 °C olmasina ve kalip DNA iginde yanhshkla tamiyacak baz dizisine sahip olmamasina®
dikkat edilmistir.

3.4.32. MTHFR geninin 677C—T ve 1298 A—C Polimorfizmleri i¢in
Kullanilan PCR amplifikasyonu (EK-2)

Orneklerimiz igin uygun amplifikasyon kogullarinin saptanmasi gesitli denemelerle
belirlendi. Primerlerin ve Taq polimerazin farkli konsantrasyonlart yaninda PCR
programinda farkli 1s1 dongiileri ve yapisma (annealing) 1silarn denendi. Her denemede
sadece bir depisken digindakiler sabit tutuldu. Optimal amplifikasyonun gergeklestigi
kosullar, biitiin PCR reaksiyonlan i¢in kullanildi. Cizelge 3’de 677 C—T polimorfizmi
icin, gizelge 4’de ise 1298 A—C polimorfizmi igin optimal reaksiyonun gergeklestigi PCR

reaksiyonlart verildi.
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Cizelge 3. 677 C— T polimorfizmi igin optimal reaksiyonun gergeklestigi PCR reaksiyonu

PCR Tamponu (10X) 2.5ul
dNTP 02pul
Primer 1 0.4 pl
Primer 2 0.4 pl
Taq polimeraz 1l
MgCl, 1.5l
Genomik DNA 1l
Su 19
Toplam 25 ul

Optimal amplifikasyonun elde edildigi PCR reaksiyonundaki 1s1 dongiileri;

On denatiirasyon: 95°C 0:03:00
Denatiirasyon: 95°C 0:00:45
Yapisma: 62°C 0:00:30
Sentez: TPNE 0:00:30

Toplam dongii: 30
Final sentez: 7ie 0:05:00 sn

Gizelge 4. 1298 A—C polimorfizmi igin optimal reaksiyonun gergeklestigi PCR reaksiyonu

PCR Tamponu (10X) 2.5l
dNTP 0.2 pl
Primer 3 0.2l
Primer 4 0.2 ul
Taq polimeraz 1l
MgCl, 1.5l
Genomik DNA 1ul

Su 18.4 pl
Toplam 25 ul

Optimal amplifikasyonun elde edildigi PCR reaksiyonundaki 1s1 dongiileri;

On denatiirasyon: 95 °C 0:03:00 sn
Denatiirasyon: 95°C 0:00:45 sn
Yapigma: 66°C 0:00:30 sn
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Sentez: 2 0:00:30 sn
Toplam dongii: 30

Final sentez: 72%C 0:05:00 sn

Elde edilen PCR iiriinleri 4 °C’de muhafaza edilmistir.

PCR reaksiyonunun hazirlanmasinda izlenilen basamaklar;

%70°lik alkolle temizlenmis laminar flow kabini i¢inde iizerlerine 6rnek kodu
yazilarak 200 pl’lik PCR tiipleri hazirlandi.

Tiim DNA 6rnekleri ve gozeltiler 6nce vorteks ile karigtirildi, sonra santrifiij edildi.
PCR karigtmi hazirlamak igin daha dnceden belirlenmis olan miktarlardaki PCR
tamponu, primerler (677 C—T ve 1298 A—C polimorfizmleri i¢in kendilerine
6zgii olan primerler kullanildi), dNTP, Taq polimeraz, MgCl, ¢izelge 3’te verilen
oranlara gore tiip i¢ine eklendi.

Iyice karismast igin tiip, dnce vorteksle karistirildi, daha sonra santriftij edildi.
Kodlanmis her bir PCR tiipiine hazirlanan karnigim dagitildi ve her tiipe kodunu
tagtyan genomik DNA daha 6nceden belirlendigi miktarda eklendi.

Yine énceden belirlenen miktarda her tiipe deiyonize su ilave edildi.

Her tiip ayr1 ayr1 vorteks ile karistirildi, santrifiij edildi ve thermal cycler’a (her bir

polimorfizm igin ayr olan PCR programlarina) yerlestirildi.

3.4.4. PCR Uriiniiniin Elektroforezi (EK 3)

PCR bazen gesitli nedenlerden dolay: basarili olmayabilir. Ornegin, kullanilan

DNA tam saf olmayabilir, segilen primerler uygun olmayabilir ya da birden fazla tanima

dizisi bulunabilir. Elde edilen PCR iiriinii dogru boyutlarda elde edilememis olabilir®. Bu

yiizden, PCR tamamlandiktan sonra, iiriinler RFLP agamasinda kullamlmadan 6nce iiriin

kalitesini kontrol etmek amaci ile agaroz jel elektroforezine tabi tutularak kontrol edildi

(EK 4). Agaroz jel elktroferezinde (%1.5°luk), her bir reaksiyon igin olusan bantin

parlakligina, nonspesifik bant olup olmadifina bakilarak degerlendirildi. Bunun i¢in , PCR

reaksiyonu iiriinlerine 6X yiikleme tamponundan (EK 4.1) 1/5 oraminda ilave edildi,

pipetlenerek kangtirildi. Omekler %1.5’luk agaroz jel kuyularina dikkatli bir sekilde
yiiklendi ve 70 V, 100 mA de 20dk siireyle elektroforeze tabi tutuldu. Beklenilen bant
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biiyiikliigii yaklagik 200 bg oldugundan Mspl ile kesilmis pUC18 marken ile birlikte
yiiriitiildii ve bekledigimiz bant bilyiikliigii elde ettigimiz Uvitec jel goriintileme cihazinda
dogruland.

3.4.5. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) Analizi ile PCR
Uriinlerinin Kesimi

PCR iiriinii iginde literatiir taramast sonucu elde edilen mutasyon noktalar igin
tamma dizisi olan endoniikleazlar (EK 5) Gene Runner programimmn 3.05 versiyonu
kullanilarak belirlendi. 677 C—T polimorfizmi i¢in Hinf'I, 1298 A—C polimorfizmi igin
ise Ita 1 (FnU4HI) restriksiyon enzimleri kullanilmugtir. Bu enzimlerin kesim bolgesi Hinf
lLigin G ANTC, Ita I (FnU4HI) igin ise GC NGC’dir.

3.4.6. Kesim Uriinlerinin Poliakrilamit Jel Elektroferezi (EK 6) ve
Yorumlanmasi
%10’luk poliakrilamit jeli hazirlamak igin yapilan 6n hazirliklar:
%4011k stok akrilamit ¢ozeltisi hazirlandi (EK 6.1).
%25°lik Amonium Per Siilfat (APS) ¢6zeltisi taze olarak hazirland1 (EK 6.2).
5X TBE stok tamponu hazirlanip otoklavda steril edildi (EK 6.3).
Dikey elektroforez cihazi temizlenip saf sudan gegirildikten sonra, elektroforez
camlan1 %70’lik alkolle silinip kurulandi.

S P

4

Camlarin arasina sizdirmayi nlemek igin 6zel bantlar yerlestirildi.

6. Arasina 6zel bantlar yerlestirilmis olan camlar elektroforez aparatina yerlestirildi.

Z %10 olarak hazirlanmis jel enjektore gekilerek , hava kabarcigi kalmayacak gekilde
cam arasina enjekte edildi.
Polimerizasyonun gergeklesmesi igin 20-30 dk beklendi.
Polimerizasyon gergeklestikten sonra aparat tankin igine yerlestirildi.

10.  Jelin alt ve iist surlarina temas edecek sekilde 1X TBE tamponu eklendi.

11. Tampon eklendikten sonra tarak, herhangi bir deformasyona sebep olmayacak
sekilde, yavagea gekildi.

12. Her bir kuyuya 5 pl yiikleme tamponu ile kangtirilmig kesim {irtini yerlestirildi.
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13.  Kuyulardan birine kargilagtirma yapabilmek igin marker, birine de PCR tiriinii
yiiklendi. '

14. 70V, 100A ve 7 Watta 1.5 saat elektroforeze tabi tutuldu.

15. Sire sonunda jel, camlann arasindan almarak 1XTBE’de 0.5 pg/ml
konsantrasyonunda hazirlanmis EtBr gozeltisinde 10 dk boyand: (EK 6.4).

16. Boya artiklarindan temizlemek igin jel saf su igerisine alind1.

17.  Enson jel, Uvitec goriintileme cihazinda degerlendirildi.

3.4.6.1. Jelin Degerlendirilmesi

Jelin degerlendirmesi omeklerin olusturdugu bantlar ile marker bantlan
kiyaslanarak yapilir. Hem 677 C—T hem de 1298 A—C polimorfizmi i¢in kullandigimz
kesim enzimi mutasyon bolgesini tamyarak kesen bir enzimdir. 677 C—-T
polimorfizminde, PCR ile 198 bg’lik ¢oZaltilmig olan bolge Hinf 1 enzimi kullanilarak 175
ve 23 be’lik iki pargaya ayrilir. Homozigot mutasyonu olan ornekler jelde 175 bg ve 23
bg’lik bantlari verir, homozigot saglam &rnekler 198 bg banti ve heterozigot 6rnekler ise
hem 198 hem de 175 bg ve 23 bg’lik bantlar1 verir. 1298 A—C polimorfizmi i¢in de PCR
ile ogaltilan 138 bg’lik bolge Jta 1 enzimi ile 119 ve 19 bg’lik iki pargaya ayrilir. Bu
durumda homozigot mutasyonu olan drnekler jelde 119 ve 19 bg¢’lik bantlar, homozigot
saglam ornekler 138 bg’lik bant1 ve heterozigot 6rnekler ise hem 138 hem de 119 ve 19
bg’lik bantlar1 verir. Boylece homozigot saglam, homozigot mutant ve heterozigot bireyler
birbirinden ayrilir.

3.5. Istatistik Analiz

Verilerin analizinde SPSS PC (11.5 versiyon) programu kullamldi. Oranlarin
kargilagtirilmasinda Pearson Ki-kare testi kullanildi ve p<0.05 istatiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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4. BULGULAR

Caligmamizda koroner ateroskleroz teshisi ile koroner bypas olmak iizere
Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Gogiis Kalp Damar Cerrahisi Anabilim Dali’na
gelen 60 hastanin vendz kanindan elde edilen genomik DNA’lar kullanilmigtir. Kontrol
grubu olarak ise aile dykiisiinde koroner arter hastaligi olmayan 60 saglikli bireyin
kanlarindan izole edilen genomik DNA’lar kullamlmugtir.

Caligmamiza baglarken; hasta grubu olusturulurken koroner anjiografisi
yapilnus, koroner bypasl hastalar olmasina dikkat edilmistir. Bireyler ile yaptifimiz
goriismelerde bireylerin yast, cinsiyeti, sigara kullanimu, alkol kullanimi ve aile dykiisti
ogrenilmistir. Kontrol grubu ile de aym gériigmeler yapilmig ve kontrol grubu
olusturulurken aile ykiisiinde koroner arter hastaligi olmayan bireyler segilmistir. Fakat
kontrol grubu segilirken, sigara igiminin ve alkol kullaniminin yaygin olmasindan
dolay1 bu konuda segici davranilamamistir.

677 C—T Polimorfizmi i¢in; uygun primerler ile optimizasyon denemeleri
yapildiktan sonra 198 bg’lik DNA alani gogaltilmigtir. Tiim orneklerden elde edilen
PCR amplifikasyon iiriinleri %1.5’luk agaroz jel elektroforezinde 198 bg’lik fragmam
belirlemeye olanak verecek bantlari igeren marker ile beraber yriitilmis ve jel

goriintiileri bilgisayar ortamina aktariimistir (Sekil 4).

Sekil 4. 677 C—T polimorfizmi igin galisilan &rneklerin agaroz jel elektroforezindeki PCR {irlini
goriintiisit

1298 A—C Polimorfizmi; uygun primerler ile optimizasyon denemeleri
yapildiktan sonra 138 bg’lik DNA alam gogaltilmugtir. Tiim &rneklerden elde edilen
PCR amplifikasyon iiriinleri %1.5°luk agaroz jel elektroforezinde 138 bg’lik fragmam
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belirlemeye olanak verecek bantlari igeren marker ile beraber yiiriitiilmiis ve jel

goriintiileri bilgisayar ortamina aktarilmugtir (Sekil 5).

Sekil 5. 1298 A—C polimorfizmi igin caligilan drneklerin agaroz jel elektroforezindeki PCR driini
goriintlisit

4.1. Restriksiyon Enzimi Kesimleri

PCR iiriinlerinin uygun oldugu belirlendikten sonra tim ornekler, mutasyonlu
diriinleri belli noktalarda kesme ozelligine sahip olan Hinf I ve lta 1 (FnU4H))
restriksiyon endoniiklezlar ile RFLP analizi igin kesilmistir. Kesim {iriinleri %10’ luk
poliakrilamit jel elektroforezinde (PAGE) goriintiilenerek  degerlendirilmistir ve
goriintiileri gekil 6-15°de verilmistir.

Jel elektroforezinin degerlendirmesi, rneklerin olusturdugu bantlar ile marker
bantlan kiyaslanarak yapilir. 677 C—T polimorfizminde, PCR ile 198 bg’lik gogaltilmig
DNA bélgesi Hinf 1 enzimi kullamlarak kesim yapildiginda 175 ve 23 bg uzunlugunda iki
bant verir. Homozigot mutasyonu olan omekler jelde 175 bg ve 23 b¢’lik bantlari,
homozigot saglam Srnekler 198 b bantt ve heterozigot drnekler ise hem 198 hem de 175
be ve 23 bg’lik bantlan verir. Sekil 6-11°de 677 C—T polimorfizmine ait %10’luk PAGE

goriintiileri verilmistir.

Sekil 6. 677 C—T polimorfizmi igin 10, 11, 33, 35, 36, 37, 38, 39 nolu hasta Srneklerinin kesimi sonucunda
olusan PAGE goriintiisii. (B10, B33, B35, B39 nolu Srnekler CC homozigot saglam genotipli; B11, B36, B38
nolu drnekler CT heterozigot genotipli; B37 nolu dmek ise TT homozigot mutant genotiplidir. Jelde 23 bg’lik
parca gorillmemektedir.)
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Sekil 7. 677 C—T polimorfizmi i¢in 34, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58 nolu hasta Srneklerinin kesimi
sonucunda olusan PAGE goriintiisii. (B34, B52, B53, B54, B56, B57, B58 nolu trnekler CC homozigot
saglam genotipli; B51, B55 nolu dmekler CT heterozigot genotiplidir. Jelde 23 bg’lik parga
goriilmemektedir.)

Sekil 8. 677 C—T polimorfizmi igin 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 nolu kontrol &rneklerinin kesimi
sonucunda olusan PAGE goriintiisi. (Bk 6, Bk 8, Bk 10, Bk 11, Bk 13, Bk 15 nolu érnekler CC homozigot
saglam genotipli; Bk 7, Bk 9, Bk 12, Bk 14 nolu érnekler CT heterozigot genotiplidir. Jelde 23 bg’lik parga
goriilmemektedir.)

Sekil 9. 677 C—T polimorfizmi igin 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 26, 27 nolu kontrol drneklerinin kesimi
sonucunda olusan PAGE goriintiisii(Bk 26, Bk 16, Bk 17, Bk 18, Bk 19, Bk 20, Bk 21, Bk 22, Bk 23 nolu
smekler CC homozigot saglam genotipli; Bk 27 nolu ek CT heterozigot genotipli; Bk 25 nolu 8rnek ise
TT homozigot mutant genotiplidir. Jelde 23 bg’lik parga gorillmemektedir.)
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Sekil 10. 677 C—T polimorfizmi igin 25, 26, 27, 28, 29, 30, 32, 33, 35, 36 nolu kontrol Srneklerinin kesimi
sonucunda olugan PAGE gériintiisii. (Bk 26, Bk 28, Bk 29, Bk 32, Bk 33, Bk 36 nolu drnekler CC homozigot
saglam genotipli; Bk 27, Bk 30, Bk 35 nolu Srnekler CT heterozigot genotipli; Bk 25 nolu 6rnek ise TT
homozigot mutant genotiplidir. Jelde 23 b¢’lik parca gorillmemektedir.)

Sekil 11. 677 C—T polimorfizmi igin 25, 34, 37, 38, 47, 48, 49, 50, 51, 52 nolu kontrol orneklerinin kesimi
sonucunda olusan PAGE goriintiisil. (Bk 34, Bk 37, Bk 48, Bk 49, Bk 52 nolu érnekler CC homozigot saglam
genotipli; Bk 38,Bk 47, Bk 50, Bk 51 nolu 6mekler CT heterozigot genotipli; Bk 31 nolu drek ise TT
homozigot mutant genotiplidir. Jelde 23 bg’lik parga goriilmemektedir.)

1298 A—C polimorfizmi igin de PCR ile gogaltilan 138 bg’lik DNA bblgesi Ifa I
enzimi ile 119 ve 19 bg’lik iki pargaya ayrilir. Homozigot mutasyonu olan drnekler jelde
119 bg ve 19 bg’lik bantlari, homozigot saglam dmekler tek 138 bg banti ve heterozigot
srnekler ise hem 119 hem de 138 bg ve 19 bg’lik bantlan verir. Boylece homozigot
saglam, homozigot mutant ve heterozigot érnekler birbirinden ayrilir. Sekil 12-15°de 1298
A—C polimorfizmine ait %10’luk PAGE goriintiilerinin yer aldi1 sekiller goriilmektedir.

34



e :

Sekil 12. 1298 A—C polimorfizmi igin 8, 9, 14, 16, 20, 24, 26, 30 nolu hasta drneklerinin kesimi sonucunda
olusan PAGE gbriintiisii. (A26, A30 nolu &rnekler AA homozigot saglam genotipli; A8, A9, Al4, A18, A20,
A24 nolu 6rnekler AC heterozigot genotiplidir. Jelde 19 bg’lik parga gorilmemektedir.)

Sekil 13. 1298 A—C polimorfizmi igin 25, 26, 27, 28, 29 nolu hasta omeklerinin kesimi sonucunda olugan
PAGE goriintiisil. (A25, A27, A28 nolu 6mekler AA homozigot saglam genotipli; A26, A29 nolu 6rnekler
AC heterozigot genotiplidir. Jelde 19 bg’lik parga goriilmemektedir.)

Sekil 14. 1298 A—C polimorfizmi igin 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40 nolu hasta orneklerinin kesimi
sonucunda olusan PAGE goriintiisii. (A32, A37, A38, A39 nolu dmekler AA homozigot saglam genotipli;
A33, A36, A40 nolu drnekler AC heterozigot genotipli; A34, A35 nolu ornekler ise CC homozigot mutant
genotiplidir. Jelde 19 bg’lik par¢a goritlmemektedir.)
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Sekil 15. 1298 A—C polimorfizmi igin 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59 nolu kontrol &rneklerinin
kesimi sonucunda olusan PAGE goriintiisit. (Ak 50, Ak 53, Ak 59 nolu dmekler AA homozigot saglam
genotipli; Ak 49, Ak 51, Ak 52, Ak 54, Ak 55, Ak 56, Ak 57, Ak 58 nolu ornekler AC heterozigot
genotiplidir. Jelde 19 bg’lik parga gorillmemektedir.)

Hasta ve kontrol grubunun 677 C—T ve 1298 A—C polimorfik genotipleri tablo
2’de verilmistir. Buna gore 677 C—T polimorfizmi igin; hasta grubunun 32’si CC, 24’
CT ve 4°ti TT genotipli, kontrol grubunun ise 39’u CC, 20’si CT ve 1’i TT genotiplidir.
1298 A—C polimorfizmi i¢in; hasta grubunun 25’1 AA, 26’st AC ve 9’u CC; kontrol
grubunun ise 21°i AA, 34’ii AC ve 5°i CC genotiplidir.

Tablo 2. Hasta ve kontrol grubunun 677 C—T ve 1298 A—C polimorfizm genotipleri

Grup Grup
677 C—T | 1298 A—»C 677 C—>T | 1298 A»C
Hasta1 |CT AC Kontrol1 [ CC AA
Hasta2 | CC CcC Kontrol2 | CC AC
Hasta3 [CT AC Kontrol3 | CC CC
Hasta4 | CT AA Kontrol4 | CC AA
Hasta5 | CC AC Kontrol 5 | CC AA
Hasta6 | CC AC Kontrol6 | CC AC
Hasta7 |CT AA Kontrol 7 | CT AC
Hasta8 | CC AC Kontrol 8 | CC AC
Hasta9 | CC AC Kontrol9 | CT AA
Hasta 10 | CC AA Kontrol 10 | CC AC
Hasta 11 | CT AA Kontrol 11 | CC AC
Hasta 12 | CT AA Kontrol 12 | CT AC
Hasta 13 | TT AA Kontrol 13 | CC AC
Hasta 14 | CC AC Kontrol 14 | CT AC
Hasta 15 | CC AC Kontrol 15 | CC AC
Hasta 16 | CC AC Kontrol 16 | CC AC
Hasta 17 | CC cC Kontrol 17 | CC AA
Hasta 18 | CC AC Kontrol 18 | CC AA
Hasta 19 | CT AC Kontrol 19 | CC AC
Hasta 20 | CC AC Kontrol 20 | CC AA
Hasta21 | CT AC Kontrol 21 | CC AA
Hasta 22 | CT AA Kontrol 22 | CC AC
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Hasta 23 | CC CcC Kontrol 23 | CC AC
Hasta 24 | CC AC Kontrol 24 | CC AC
Hasta 25 | TT AA Kontrol 25 | TT AA
Hasta 26 | CT AA Kontrol 26 | CC CC
Hasta 27 | CT AA Kontrol 27 | CT AA
Hasta 28 | CT AA Kontrol 28 | CC cC
Hasta 29 | CC AC Kontrol 29 | CC [
Hasta 30 | CT AA Kontrol 30 | CT AC
Hasta 31 | CC AC Kontrol 31 | CT AC
Hasta 32 | CT AA Kontrol 32 | CC cc
Hasta 33 | CC AC Kontrol 33 | CC AC
Hasta 34 | CC cC Kontrol 34 | CC AA
Hasta 35 | CC CcC Kontrol 35 | CT AA
Hasta 36 | CT AC Kontrol 36 | CC AC
Hasta 37 | TT AA Kontrol 37 | CC AA
Hasta 38 | CT AA Kontrol 38 | CT AC
Hasta 39 | CC AA Kontrol 39 | CC AC
Hasta 40 | CC AC Kontrol 40 | CT AC
Hasta 41 | CC AA Kontrol 41 | CC AC
Hasta 42 | CT AA Kontrol 42 | CT AC
Hasta 43 | CT AC Kontrol 43 | CT AA
Hasta 44 | CC AC Kontrol 44 | CT AA
Hasta 45 | CC CcC Kontrol 45 | CC AC
Hasta 46 | CT AA Kontrol 46 | CC AA
Hasta47 | CT AC Kontrol 47 | CT AA
Hasta 48 | CC AA Kontrol 48 | CC AC
Hasta49 | CT AA Kontrol 49 | CC AC
Hasta 50 | CC CcC Kontrol 50 | CT AA
Hasta 51 | CT AA Kontrol 51 | CT AC
Hasta 52 | CC AA Kontrol 52 | CC AC
Hasta 53 | CC AC Kontrol 53 | CT AA
Hasta 54 | CC CcC Kontrol 54 | CC AC
Hasta 55 | CT AA Kontrol 55 | CC AC
Hasta 56 | CC CcC Kontrol 56 | CT AC
Hasta 57 | CC AC Kontrol 57 | CT AC
Hasta 58 | CT AC Kontrol 58 | CC AC
Hasta 59 | CC AC Kontrol 59 | CT AA
Hasta60 | TT AA Kontrol 60 | CC AA
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Calismanz, 60 hasta ve 60 kontrol olmak iizere 120 bireyde yapildi. Hasta
grubunun 45°i erkek, 15’i kadin; kontrol grubunun ise 34’ erkek, 26’s1 kadind1 (Tablo
3). Cinsiyete gore gruplar aras farkin 6nemli olmadig belirlendi (p= 0.240).

Tablo 3. Cinsiyetin hasta ve kontrol gruplari iginde dagilim1

Cinsiyet
ErkelZ Kadin (ol
Hasta | 45 15 60
Gl Yiizde | %75 | %25
Kontrol | 34 26 60
Yiizde | %56.7 | %43.3
Toplam 79 41 120
p degeri 0.240, p>0.05

Calismamizdaki 677 C—T ve 1298 A—C polimorfizmlerin dagilimi tablo 4’de
verilmistir. 677 C—T polimorfizmini inceledigimizde, CC homozigot hasta sayisinin 32
(% 53.3), CT heterozigot hasta sayisinimn 24 (%40) ve TT homozigot hasta sayisinin ise
4 (%6.7) oldugu bulundu. Kontrol grubunda ise; CC homozigot sayist 39 ( %65), CT
heterozigot sayist 20 (%33.3) ve TT homozigot sayist ise 1 (%1.7) olarak bulundu
(Tablo 4, Sekil 16). Bu degerlere gore; 677 C—T polimorfizminde hasta ve kontrol
gruplar1 arasindaki farkin Ki-kare testine gore istatistiksel olarak onemli olmadig
bulundu (p= 0.240).

1298 A—C polimorfizmini inceledigimizde AA homozigot hasta sayisinin 25
(%41.7), AC heterozigot hasta sayisinin 26 (%43.3), CC homozigot hasta sayisinin ise 9
(%15) oldugu bulundu. Kontrol grubunda ise AA homozigot sayisi 21 (%35), AC
heterozigot sayist 34 (%56.7), CC homozigot sayisi 5 (%8.3) olarak bulundu (Tablo 4,
Sekil 16). Bu degerlere gore; 1298 A—C polimorfizminde hasta ve kontrol gruplari
arasindaki farkin Ki-kare testine gore istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulundu

(p=0.278).

Tablo 4. 677 C—T ve 1298 A—C polimorfiminin hasta ve kontrol gruplart igerisinde dagilimi

677 C—T Polimorfizm Toplam 1298 A—C Polimorfizm Toplam
cc €1 Ir AA AC CE
Gril Hasta 32 24 4 60 25 26 9 60
P | viizde | %53.3 | %40 | %6.7 %41.7 | %433 | %15
Kontrol 39 20 1 60 21 34 5 60
Yiizde %65 | %33.3 | %1.7 %35 | %56.7 | %8.3
Toplam n 44 5 120 46 60 14 120
%59.2 | %36.7 | %4.2 %38.3 | %50 | %l11.7
p degeri 0.240, p>0.05 0.278, p>0.05
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Sekil 16. 677 C—T ve 1298 A—C polimorfizm allellerinin hasta ve kontrol gruplari i¢inde dagilimi

Caligmamizda, hasta ve kontrol grubunu, homozigot normal genotipliler ve
heterozigot+homozigot mutant genotipli bireyler olarak da gruplandirarak karsilagtirildi.
Bu gruplandirmaya gére; 677 C—T polimorfizminde CC genotipli homozigot normal
olanlar bir grup, CT (heterozigot mutant) ve TT (homozigot mutant) genotipleri diger
grup olarak belirlendi ve birbirleri ile kargilagtirildi. CC genotipli 32 (%53.3) hasta ve
CT + TT genotipli 28 (%46.7) hasta; CC genotipli 39 (%65) kontrol ve CT+TT
genotipli 21 (%35) kontrol oldugu saptandi (Tablo 5, Sekil 17). Hasta ve kontrol
gruplart CC ve CT+TT genotiplerine gore Ki-kare testi ile karsilastirildiginda aradaki
iligkinin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulundu (p=0.295).

Tablo 5. Gruplandiriimis 677 C—T polimorfizminin genotipleri ile hasta ve kontrol gruplarina gore

dagilim ve arasindaki iligki

Genotip
€C NETHETT
Hasta 32 28 60
g' Yiizde | %53.3 | %46.7
O | Kontrol 39 21 60
Yiizde | %65 %35
71 49
Toplam | o597 | ea0.8 | '2°
p degeri 0.295, p>0.05
150 O hasta
100 @ kontrol
O toplam

cc CT+TT toplam

Sekil 17. Hasta ve kontrol gruplarinin 677 C—T polimorfizm gruplari arasindaki iligki
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Aymi gruplandirma 1298 A—C polimorfizmi i¢in de yapildi ve AA homozigot
normal ve AC +CC (heterozigot mutant + homozigot mutant) genotipler olarak iki grup
olusturuldu. AA genotipli 25 (%41.7) hasta, AC + CC genotipli 35 (%58.3) hasta; AA
genotipli 21 (%35) kontrol ve AC + CC genotipli 39 (%65) kontrol oldugu saptandi
(Tablo 6, Sekil 18). Hasta ve kontrol gruplari AA ve AC+CC genotiplerine gore Ki-

kare testi ile kargilagtirildiginda aradaki iligkinin istatistiksel olarak anlamli olmadig1

bulundu (p=0.573).

Tablo 6. Gruplandiriimis 1298 A—C polimorfizmi ile hasta ve kontrol gruplari arasindaki iliski

Genotip Toplam
AA AC+CC
Hasta 25 35 60
=~ Yiizde | %41.7 | %58.3
2 | Kontrol | 21 39 60
O | Yiizde | %35 | %65
Toplam 46 74 120
Yiizde %38.3 | %61.7
p degeri 0.573, p>0.05
140
120 O Hasta
100 B Kontrol
80 O Toplam
60

40
20

AA AC+CC  Toplam

Sekil 18. Hasta ve kontrol gruplarinin 1298 A—C polimorfizm gruplari arasindaki iligki

Hasta ve kontrol gruplart birlestirilerek, 677 C—T polimorfizmi ile cinsiyet
arasinda iliski olup olmadiina bakildi. 79 erkek denegin 47 (%59.5)’si CC, 29
(%36.7)’u CT ve 3 (%3.8)"1 de TT genotipli oldugu bulunurken; 41 kadin denegin 24
(%58.5) CC, 15 (%36.6)'i CT ve 2 (%4.9)’si de TT genotipli oldugu bulundu (Tablo
7, Sekil 19). Her iki cinsiyette de CC genotipinin daha gogunlukta oldugu, genotipler ile
cinsiyet arasindaki iliskinin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulundu (p=0.961).
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Tablo 7. Cinsiyet gruplarina gore 677 C—T polimorfizminin dagilimi

Genotip
r o T cr [ Tr | eplam
Erkek 47 29 3 79
Cinsivet | Yiizde | %59.5 | %36.7 %3.8 | %100
Ye! "Kadin | 24 15 2 41
Yiizde | %58.5 | %36.6 | %4.9 | %100
Toplam 71 44 5 120
Yiizde %59.2 | %36.7 | %4.2 | %100
p degeri 0.961, p>0.05
& 0O Erkek
40 B Kadin
30
20
10
0
cc™ ¥oT 4 En

Sekil 19. Cinsiyete gore 677 C—=T polimorfizminin dagilimi

Yine hasta ve kontrol gruplari birlestirilerek 1298 A—C polimorfizmi ile de
cinsiyet arasinda iliski olup olmadifina bakildi. 79 erkek denegin 30 (%38)’u AA, 40
(%50)"1 AC ve 9 (%11.4)’u da CC genotipli oldugu bulunurken; 41 kadin denegin 16
(%39)’s1 AA, 20 (%48.8)’si AC ve 5 (%12.2)’ i de CC genotipli oldugu bulundu (Tablo
8, Sekil 20). Her iki cinsiyette de AC genotipli bireylerin yani heterozigot mutantlarin
daha fazla oldugu ancak 1298 A—C polimorfizminin cinsiyete gore bir farklilik
gostermedigi; ve istatistiksel olarak da aradaki farkin anlamli olmadigi bulundu
(p=0.980).

Tablo 8. 1298 A—C polimorfizminin cinsiyete gore dagilimi

Genoti]
i [
Erkek | 30 40 9 79
Cinsiyet Yiizde | %38 %50 %11.4 | %100
Kadin | 16 20 5 41
Yiizde | %39 %48.8 | %12.2 | %100
Toplam 46 60 14 120
Yiizde %38.3 | %50 %11.7 | %100
p degeri 0.980, p>0.05
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Sekil 20. 1298 A—C polimorfizminin cinsiyete gdre dagilimi

Calismamiza katilan hasta ve kontrol grubundaki deneklerin sigara ve alkol igip

igmeme durumu da degerlendirildi (Tablo 9).

Tablo 9. Hasta ve kontrol grubunda sigara ve alkol kullaniminin dagilim

Sigara toplam Alkol Toplam
Evet | Hayir P Evet | Hayir P
Bnlizs 16 |44
i Hasta | oiop3 | 051750 | w267 | %733 |5
32 |28 21 |39
Kontrol | 5533 | o4a67 |90 | %35 | %es | %
67 |53 37|83
jlop L] %558 | %442 | 120 | %308 | %692 | 12
p degeri 0.713, p>0.05 0.429, p>0.05

Hasta grup icerisinde yer alan deneklerimizde sigara icenlerin sayis1 35 (%58.3)
iken kontrol grubunda 32 (%53.3)’dir (Tablo 9). Hasta ve kontrol grubu sigara igip
igmeme durumuna gére Ki-kare testi ile degerlendirildiginde, istatistiksel olarak anlaml
bir sonug bulunamadi (p=0.713).

Calismamizda, hasta ve kontrol grubu alkol i¢ip igmeme durumuna gore
degerlendirildiginde, hasta grubunda 16 (%26.7) alkol kullanana karsilik, 44 (%73.3)
kullanmayan ve kontrol grubunda ise 21 (%35) alkol kullanana karsilik 39 (%65)
kullanmayan oldugu tespit edildi (Tablo 9). Bu verilere gore hasta ve kontrol gruplar
arasinda Ki-kare testi uygulandiginda istatistiksel olarak anlamli bir sonug bulunmad:
(p=0.429).

Hastalarin  koroner arterlerindeki tikali  damar  sayisi kisisel farklilik
gostermektedir. Caligmamizdaki hasta grubundaki denekler de degisen sayida (1-7)
tikali damara sahipti. 677 C—T polimorfizminin tikali damar sayisina gore dagilim
tablo 10°da verilmistir. Buna gore CC genotipli 2 (%6.3) hastada 1 damar, 6 (%18.8)
hastada 2 damar, 6 (%18.8) hastada 3 damar, 10 (%31.3) hastada 4 damar, 7 (%21.9)
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hastada 5 damar, 1 (%3.1) hastada 6 damar; CT genotipli 3 (%12.5) hastada 1 damar, 3
(%12.5) hastada 2 damar, 2 (%8.3) hastada 3 damar, 9 (%37.5) hastada 4 damar, 4
(%16.7) hastada 5 damar, 3 (%12.5) hastada 7 damar; TT genotipli 1 (%25) hastada 2
damar, 1 (%25) hastada 4 damar, 1 (%25) hastada 6 damar, 1 (%25) hastada 7 damar
tikal olarak degerlendirilmistir (Tablo 10, Sekil 21). CC genotipli hastalara gore CT ve
TT genotipli mutant hastalarda tikali damar sayisiin daha fazla olacag
diisiiniilmekteydi ancak yapilan istatistiksel degerlendirmede, Ki-kare testine gore tikali
damar sayist ile 677 C—T polimorfizmi arasinda anlamli bir iliski bulunamadi
(p=0.181).

Tablo 10. 677 C—T polimorfizminin tikali damar sayisina gore dagilimi

Tikali Damar Sayisi
Toplam
1 2 3 4 5 6 il
GC 2 6 6 10 7 1 0 32
= %63 | %18.8 | %18.8 | %31.3 | %21.9 | %3.1 %0
e §
i, £ GRS 3 2 9 4 0 3 -
= £ 0%12.5 | %12.5 | %83 | %37.5 | %16.7 | %0 | %I12.5
© S
EHllenT [ 1 0 1 0 1 1 %
%0 %25 %0 %25 %0 %25 | %25
Toiam 5 10 8 20 11 2 -+ 60
P %83 | %16.7 | %13.3 | %33.3 | %183 | %3.3 %6.8 %100
p degeri 0.181, p>0.05
12 acc
10 BCT
8 BTT
6
4
2
0
1 2 3 4 5 6 7

damar damar damar damar damar damar damar

Sekil 21. 677 C—T polimorfizmi ile tikali damar sayisinimn iliskisi

1298 A—C polimorfizminin tikali damar sayisina gore dagilimi tablo 11°de

verilmistir. AA genotipli tikali 1 damari olan 1 (%4), 2 daman olan 4 (%16), 3 damart
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olan 2 (%8), 4 damari olan 9 (%36), 5 damar olan 5 (%20), 6 damar1 olan 1 (%4) ve 7
damari olan 3 (%12) hasta oldugu bulundu. AC genotipli 1 damari tikali olan 3 (%11.5),
2 daman tikali olan 3 (%11.5), 3 damar tikal olan 4 (%15.4), 4 daman tikali olan 8
(%30.8), 5 damari tikali olan 6 (%23.1) ve 7 daman tikali olan 1 (%3.8) hasta olduZu
bulundu ve CC genotipli hastalarda ise tikalt damart 1 olan 1 (%11.1), 2 olan 3 (%33.3),
3 olan 2 (%22.2) ve 4 olan 3 (%33.3) hasta oldugu bulundu (Tablo 11, Sekil 22). CC
genotipli hastalarda 5-7 damar tikali olan bireylere rastlanmadi. Bu verilere gore
yapilan istatistiksel degerlendirmede Ki-kare testine gore 1298 A—C polimorfizmi ile

tikali damar sayist arasinda anlamli bir iliski olmadig1 bulundu (p=0.747).

Tablo 11. 1298 A—C polimorfizmi ile damar say1si arasindaki iligki

DAMAR SAYISI

1 2 3 4 T
oy ARl 1 4 2 9 5 1 3 29
LT’E %4 | %16 | %8 | %36 | %20 | %4 | %I2
< £ Acl 13 3 4 3 6 1 1 o
2 E %115 | %11.5 | %15.4 | %30.8 | %23.1 | %3.8 | %3.8
s ca 1 3 2 3 0 0 0 o
%111 | %33.3 | %222 | %333 | %0 | %0 | %0
e 5 10 8 20 11 2 4 =
opiam %83 | %16.7 | %13.3 | %33.3 | %18.3 | %3.3 | %6.7
p degeri 0.747, p>0.05
10 0OAA
8 BAC
6 mcc
4
2
(]

1damar 2damar 3 damar 4 damar 5 damar 6 damar 7 damar
Sekil 22. 1298 A—C polimorfizmi ile tikali damar sayisi arasindaki iligki
Tikali damar sayist 1-3 ve 4-7 olarak hastalar iki gruba ayrlarak da
degerlendirildi. Tikal damar sayisina goére hastalar gruplandirma yapildiktan sonra 677
C—T ve 1298 A—C polimorfizmleri igin ayr ayr yeniden degerlendirilmistir. 677
C—T polimorfizminde CC genotipli hastalardan 14 (%43.8)’iniin 1-3 damar tikali, 18
(%56.3)’inin 4-7 damari tikali; CT genotipli hastalardan 8 (%33.3)’inin 1-3 damari
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tikal1, 16 (%66.7)’sinin 4-7 damari tikali, TT genotipli hastalardan ise 1 (%25)’inin 1-3
damar tikali, 3 (%75)’tiniin 4-7 damar tikali bulundu (Tablo 12, Sekil 23). 1298 A—C
polimorfizminde ise AA genotipli hastalardan 7 (%28)’sinin 1-3 damar tikal, 18
(%72)’inin 4-7 damar1 tikali; AC genotipli hastalardan 10 (%38.5)’unun 1-3 damari
tikall, 16 (%61.5)’simin 4-7 damari tikah ve CC genotipli hastalardan ise 6
(%66.7)’simin 1-3 damari tikali, 3 (%33.3)’tinlin de 4-7 damar tikali oldugu bulundu
(Tablo 12, Sekil 23).

Tablo 12. 677 C—T ve 1298 A—C polimorfizmleri ile gruplandirilmis tikali damar arasindaki iligki

Damar Gruplari Toplam Damar Gruplari Toplam
13 | 47 30 e
cc 14 18 32 AA 7 18 -
< E Yiizde | %43.8 | %56.3 o | Yuade | %28 | %72
1 iNen 8 16 o |LE[ AC | 10 16 o
2 | Yuzde | %333 | %667 o 8| Yizde | %385 | %61.5
o~ o =
oS T 1 3 T 6 g 5
Yiizde | %25 | %75 Yiizde | %66.7 | %33.3
23 37 60 23 37 60
Toplam | o3¢ | o617 | %100 | TOPM | o385 | %617 | %100
p degeri 0.621, p>0.05 0.123, p>0.05

Uygulanan Ki-kare sonuglarina gore; tikali damar sayilari ile polimorfizmler
arasinda anlaml bir iligkinin olmadig1 bulundu (677 C—T i¢in p=0.621, 1298 A—C
i¢in p=0.123).

20
01-3 damar
15 B 4-7 damar
10
5
0

677 677 677 1298 1298 1298
CC CT TT AA AC CC

Sekil 23. 677 C—T ve 1298 A—C polimorfizmleri ile gruplandirilmis tikali damar arasindaki iligki
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677 C—T ve 1298 A—C polimorfizmlerinin homozigot saglam genotipler «©e
ve AA) ile homozigot mutant (TT ve CC) ve heterozigot mutant (CT ve AC) genotipler
olarak gruplandirilarak, yine gruplandirilmis tikali damar saysi ile (1-3 ve 4-7)
karsilagtirilmasi yapildi (Tablo 13, Sekil 24).

677 C—T polimorfizminde 1-3 damar: tikali olanlarin CC genotip frekansi %43.8
(14), CT ve TT genotip frekansi ise %32.2 (18); 4-7 daman tikali olanlarin CC genotip
frekanst %56.3 (18) ve CT ve TT genotip frekansi ise %67.9 (19) oldugu bulundu
(Tablo 13). Istatistiksel olarak incelendiginde, gruplandirilmig  genotipler ile
gruplandinlmig tikali damarlar arasinda anlamh bir fark bulunamadi (p=0.430).

1298 A—C polimorfizminde de 1-3 daman tikali olanlarin AA genotip frekansi
%28 (7), AC ve CC genotip frekans1 %45.7 (16); 4-7 damari tikali olan grupta ise AA
genotip frekanst %72 (18) ve AC ve CC genotip frekansi %54.3 (19) olarak bulundu
(Tablo 13). Istatistiksel olarak incelendiginde Ki-kare testi ile degerlendirildiginde,
gruplandirilmis genotipler ile gruplandirilmig tikali damarlar arasinda anlamli bir fark
bulunamadi (p=0.189).

Tablo 13. Gruplandirilmis genotipler ile gruplandirilmis tikali damar sayilari arasindaki iligki

11)-213mar saiif; Toplam | p degeri
cc 18 18 3
677 CT Yiizde | %56.3 | %56.3 0.430,
CL AT 19 19 28 p>0.05
Yiizde | %67.9 | %67.9
AA 18 18 55
1298 AC Yizde | %72 %72 0.189,
AC,CC 19 19 35 p>0.05
Yiizde | %54.3 | %54.3
40
35 O01-3 damar
30 B 4.7 damar
25
- O toplam
15
10
5
0 T T
cc CT,TT AA AC,CC

Sekil 24. Gruplandiriimis genotipler ile gruplandirilmis tikali damar sayilari arasindaki iligki



5. TARTISMA

MTHFR enzimi, folat dongiisii igerisinde goérev alan ve 5,10 MTHF’yi 5,
MTHF ye katalize eden enzimdir'. MTHFR enziminin geni 1p 36.3’de lokalize olup bu
gen iizerinde gesitli nonsense ve missense mutasyonlar vardir’’. Bu mutasyonlar enzim
aktivitesini farkli sekillerde etkilemektedir. Bunlardan 677 C—T polimorfizmi enzim
aktivitesini % 55-65 oraninda, 1298 A—C polimorfizmi ise %40 oraninda
azaltmaktadir. Azalan enzim aktivitesi, hiperhomosisteinemiye neden olmakta ve bunun
sonucunda da gesitli klinik problemler ortaya ¢ikmaktadir®.

Hiperhomosisteinemi sonucunda olugan koroner ateroskleroz, Avrupa’da
meydana gelen 6liim olaylarimin %46’sindan sorumludur. Bu nedenle MTHFR geni
kodon 677 C—T ve 1298 A—C polimorfizmleri {izerine ¢ok sayida ¢aligma
yapilmstir*.

Hastalida hiperhomosisteineminin yaninda folat eksikligi, B¢ vitamini
yetersizligi, ilerlemis yas, cinsiyet, sigara kullanmimi, kolesterol, sedanter yasanti,
diyabet, hipertansiyon ve sigmanlik sebep olmaktadir®®.

Calismamizda 677 C—T polimorfizmi i¢in; hasta grubunun %53.3 oraninda CC
genotipli, %40 oraninda CT genotipli ve %6.7 oraninda TT genotipli oldugu, kontrol
grubunun ise; %65 oraninda CC genotipli, %33.3 oraninda CT genotipli ve %1.7
oraminda TT genotipli oldugu bulundu. Ulkemizde Yilmaz ve arkadaslan tarafindan
yine ayni polimorfizm igin 79 koroner artér hastas1 (damarinda %50°den fazla darhik
taslyan)‘ve 93 saglikli kontrolle yapilan bir ¢aligmada ise; hasta grubunun %50.6
oraninda CC genotipli, %40.5 oraminda CT genotipli, %8.9 oraninda TT genotipli
oldugu; kontrol grubunun ise %46.2 oraninda CC genotipli, %47.3 oraminda CT
genotipli ve %6.5 oraminda TT genotipli oldugu bildirilmistir®. Bu verilere gore, 677
C—T polimorfizmi igin bizim ¢aliymamizdaki hasta grubu ile yapilan ¢alismanin hasta
grubu benzerlik gostermektedir. Kontrol gruplar1 arasinda ise farlilik vardir. Ancak bu
farklilik segilen kontrol gruplarinin benzer olmamasindan kaynaklanabilir. Ayrica her
iki ¢alismada da degerlere bakildifinda hasta ve kontrol gruplarn arasinda fark oldugu
goriilmektedir. Fakat olusan bu fark istatistiksel 6neme sahip degildir. Israil’de karotid
aterosklerozlu hastalar kullamlarak yapilan ¢aligmada ise hasta grubunun %25 CC
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genotipli, %56 CT genotipli %19 TT genotipli oldugu; kontrol grubunun ise %58 CC
genotipli, %31 CT genotipli ve %11 TT genotipli oldugu bildirilmistir®. Buna gore
Israil populasyonunda da Tiirk populasyonunda oldugu gibi hasta ve kontrol gruplan
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmamasina ramen genotip frekanslari
tamamen farkliik gOstermektedir. Ancak bu farklihigin degisik toplumlarda fakli
olabileceginden kaynaklandifim1 dislinmekteyiz. Benzer ¢aligmalar Polonya“,
ispanya®’, Hollanda®, Pakistan®, Amerika™ ve Arap’' populasyonlarinda da yapilmis
ve her populasyon igin farkli genotip frekanslann bulunmasina ragmen 677 C—T
polimorfizmi i¢in hasta ve kontrol gruplart arasindaki farklar bizim g¢aligmamizda
oldugu gibi istatistiksel olarak anlamsiz bulunmusgtur.

677 C—T polimorfizmi ile ilgili olarak Japonya’da yapilan benzer ¢aligmalarda
bizim bulgularimizdan farkli olarak koroner arter hastalifi ile arasindaki iligkinin
istatistiksel olarak anlamh oldugu bulunmugtur. Kluijtmans ve Whitehead bu
caligmalar1 toparlam:s ve ortalama olarak, koroner arter hasta grubunun %34.6’simn CC
genotipli, %45.6’sinin CT genotipli, %19.8’inin TT genotipli; kontrol grubunun
%42.6’sinin CC  genotipli, %46.4’tintin CT genotipli ve %11’inin TT genotipli
oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢aligmalardaki her grubun elde ettigi genotip frekanslan
farklilik gostermesine ragmen bulduklarnn sonuglar hepsinde de istatistiksel olarak
anlamlidir’?. Genotip frekanslarmin farkl: olmas: segilen hasta ve kontrol gruplariin
farkliligindan kaynaklaniyor olabilir. Sonug olarak MTHFR 677 C—T polimorfizminin
Japonya populasyonu igin bir risk faktorii oldugu kanitlanmigtir. Ancak yapilan diger
calismalara gére, bu polimorfizm Polonya, Ispanya, Hollanda, Pakistan, Amerika, Arap
ve Tiirk populasyonlan igin risk faktrii olugturmamaktadir®®”",

Caliymamizda MTHFR geni kodon 1298 A—C polimorfizmini, hasta ve kontrol
grubunda inceledigimizde hastalarin %41.7°si AA homozigot, %43.3’1t AC heterozigot,
%15°1 CC homozigot olarak bulundu. Kontrollerin ise %35’ AA homozigot, %56.7’si
AC heterozigot ve %8.3’ii CC homozigot bulundu. Diger polimorfizmde oldugu gibi bu
polimorfizmde de hasta ve kontrol gruplarindaki degerlere bakildiginda fark oldugu
goriilmektedir. Fakat bu fark istatistiksel olarak ©nemli degildir. 1298 A—C
polimorfizmi ile ilgili olarak Keku ve arkadaglar1 Amerika’da Kuzey Karolina’da beyaz
ve zenci populasyonunu ¢alismuglardir. Bu ¢aligma sonucunda hasta zencilerde AA

genotipi %64.6, AC genotipi %32.1, CC genotipi %3.3; saglikli zencilerde AA genotipi
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%66, AC genotipi %30, CC genotipi %4 olarak bulunmugtur. Beyaz hasta grubunda AA
genotipi %50.5, AC genotipi %42.7, CC genotipi %6.8; beyaz kontrol grubunda ise AA
genotipi %43.8, AC genotipi %43.6, CC genotipi %12.6 olarak bulunmugtur’®. Her
populasyon igin genotip frekanslarinda farklihk olmasina ragmen, hasta ve kontrol
gruplar1 arasindaki istatistiksel farkin 6nemsiz oldugu bildirilmigtir. 1298 A—C
polimorfizmi ile ilgili olarak Rothenbacher ve arkadaslarinin yapti1 ¢aliymada ise hasta
grubu igin AA genotipi %42.7, AC genotipi %47.7, CC genotipi %9.7; kontrol grubu
igin AA genotipi %40.6, AC genotipi %45.6 ve CC genotipi %13.8 olarak
bulunmustur®®. Bu degerler bizim populasyon degerlerimize yakin degerler olup aym
sekilde hasta ve kontrol gruplan arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz
bulunmugtur. Arap populasyonu ile yapilan c¢alisjmada da benzer sonuglar elde
edilmistir’'. Sonuglarin benzer olmasina ragmen genotip frekanslarindaki farkhlik etnik
koken kaynakli olabilecegi gibi segilen gruplardaki bireylerin farliliindan ve yasam
kosullarinin degisik olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Hasta ve kontrol gruplar1 birlikte degerlendirilerek, 677 C—T polimorfizmi ile
cinsiyet arasinda anlamli bir iliski olup olmadigina bakildiginda 79 erkek denegin
%59.5’1 CC, %36.7°si CT ve %3.8’i de TT genotipli oldugu bulunurken; 41 kadin
denegin %58.5’i CC, %36.6’s1 CT ve %4.9’u TT genotipli bulundu. Her iki cinsiyette
de CC genotipinin daha gogunlukta oldugu, fakat genotipler ile cinsiyet arasindaki
iligkinin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu bulundu. ispanya®” ve Almanya®®’da
yapilan ¢aligmalarda da cinsiyete gore genotip frekanslarimin dagilimina bakilmis ve
frekanslan farklilik gOstermesine ragmen bizim g¢aligmamizda oldugu gibi aradaki
farkin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu bulunmugtur. Buna bagli olarak genotip
frekanslannin  dagiliminin  cinsiyetle iligkili olmadidi, segilen gruplarin farkli
olmasindan dolay: da farkli frekanslarin bulunabilecegi s6ylenebilir. Caligmamizda
hasta ve kontrol grubu yine birlikte degerlendirilerek 1298 A—C polimorfizmi ile
cinsiyet arasinda anlaml bir iligki olup olmadigina bakildiginda 79 erkekten %38’i AA,
%350’si AC ve %12’si CC genotipli bulunurken; 41 kadin denegin %39°u AA, %48.8’i
AC ve %12.2’si CC genotipli bulundu. Her iki cinsiyette de AC genotipli bireylerin
yani heterozigot mutantlarin daha fazla oldugu, ancak cinsiyete gore bir farklilik
gostermedigi ve istatistiksel olarak da aradaki farkin anlamsiz oldugu bulundu.

Almanya’da yapilan ¢alismada da bizim bulgularimiza benzer sonuglar ortaya ¢ikmigtir.
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Rothenbacher ve arkadaglarimin yaptifi bu ¢alismada da cinsiyet ile 1298 A—C
polimorfizmi arasinda anlaml bir iligki kurulamamugtir,

Sigara i¢imi, koroner arter hastalif1 igin tek bagina en &nemli risk etmenini
olusturur. Caligmamizdaki sigara tiiketimi frekanslan hasta grubu igin %58.3, kontrol
grubu i¢in %53.3 bulundu. Pek gok galigmanin aksine bizim ¢alismamizda hasta ve
kontrol grubu sigara i¢ip igmeme durumuna gore Ki-Kare testi ile degerlendirildiginde,
istatistiksel olarak anlamli sonu¢ bulunamamigtir. Sigara igmeyenler ile sigara igenleri
kargilagtiran bir ¢aliyjma Japonya’da yapilmugtir. Bu caligmada iskemik stroke
hastalarinin %53.2’si, kontrollerin ise %24.5’i sigara tiiketmekte oldugu bildirilmistir™.
Buna gore iskemik fel¢ igin sigara tiiketiminin hasta ve kontroller arasindaki farki
istatistiksel olarak anlamli bulunmusgtur. Bizim ¢aligmamizdaki anlamsiz degerin sebebi
bizim toplumumuzda sigara tliketiminin fazla olmasi ya da bolgemizde koroner arter
hastaliginin ¢ok yaygin olmasi olabilir.

Calismamizda alkol kullamimi frekanslari hasta grubunda %?26.7, kontrol
grubunda ise %35 olarak bulunmustur. Japon populasyonu nu degerlendiren galismada
alkol titketimi hasta grubunda %55.8, kontrol grubunda ise %350.2 olarak bildirilmistir".
Hem bizim ¢alismamizda hem de Japon populasyonunda yapilan ¢alisma da alkol
tilketimi ile koroner ateroskleroz arasinda anlaml bir iligki kurulamamigtir. Bunun
sebebi Japonyada alkol tiikketiminin yaygin olmasi, her kesim tarafindan tiiketilmesi,
bizim toplumumuzda ise geleneksel degerlerden otiirti alkol tiiketiminin az olmasi
olabilir.

Koroner ateroskleroz hastalarinin tikali koroner arterlerinin sayisi kigisel farklilik
gostermektedir. Caligmamiza dahil ettifimiz hasta grubunda degisen sayida tikali
koroner damar bulunmaktaydi. Heterozigot ve homozigot mutant bireylerdeki tikali
damar sayistuin homozigot saglam bireylere gére daha fazla olacagi varsaymm ile
yaptijimuz istatistiki analizde tikali damar sayisinin artis1 ile 677 C—T polimorfizmi ve
1298 A—C polimorfizmi genotipleri arasinda anlamh bir iliski kurulamadi. Tikal
damar sayismmin artigt ile polimorfizmler arasindaki bu anlamsiz deger bizim
populasyonumuz igin bekledigimiz bir degerdi. Ciinkii bu polimorfizmler bizim
calismamizda zaten bir risk faktorii olusturmamakta idi. Bu polimorfizmlerin tikali
damar sayisinda artig ile ilgisinin olup olmadigiin anlagilmasi igin Japonya

populasyonu gibi populasyonlarda bakilmasi anlamli olacaktir. Ciinkii bu populasyonda
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677 C—T ve 1298 A—C polimorfizlerinin koroner ateroskleroz i¢in risk faktorii oldugu
bildirilmistir. Bu yiizden aradaki farkin anlamsiz olmasi bizim populasyonumuza mi
6zgli, yoksa gercekten polimorfizmler ile tikal1 damar sayisinin artis1 arasindaki farkin
anlamsiz oldugu mu konusunda bir yorum yapmak yanls olur diigiincesindeyiz.

Yapilan ¢esitli ¢aligmalarda artmis homosistein seviyesinin koroner arter
hastalipn riskini artirdigt  bildirilmigtir. Clarke ve arkadaglan; kontrollerle
karsilagtirildiginda koroner arter hastalifi olan vakalarda daha yiiksek homosistein
diizeyleri oldugunu bildirmislerdir™. Ou ve arkadaslarimin 677 C—T polimorfizmi
tizerine yaptiklar1 galigmalar neticesinde ise TT genotipinin total plazma homosistein
seviyesini degistirdigi yoniinde sonuglar bulmuslardir. Bunlara gére TT genotipi,
heterozigot CT ve homozigot CC genotipi ile kargilastinldifinda, plazma total
homosistein seviyesini artirdifi gézlenmistir”. Brattstrom ve arkadaglarn 23 vaka-
kontrol ¢alismas: yaparak, ¢aligmalarinda 5869 koroner arter hastasi ve 6644 saglikh
kontrol kullanmiglardir. Bu ¢aligmanin neticesinde TT genotipli bireylerin CC
genotiplilere gére homosistein miktarimin belirgin derecede yiiksek bulundugunu
bildirmislerdir. Fakat bu ¢aligmada hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda MTHFR
genotipinin koroner arter hastalifi ile iliskili olmadig: da bildirilmistir®. Bizim
caligmamizda Srneklerimizin homosistein seviyeleri degerlendirilmemistir. Bu yiizden
677 C—T ve 1298 A—C polimorfizm genotipleri ile homosistein seviyeleri
kargilagtilamamis ve calisilan polimorfizmlerin homosistein degerlerini degistirip

degistirmedigini ve bunun da hastalikla iligkili olup olmadig: degerlendirilememisgtir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Caligmamizda, Cukuruva Universitesi Tip Fakiiltesi Gogiis Kalp Damar
Cerrahisi Anabilim Dalinda koroner ateroskleroz tarusi ile koroner bypas olan ya da
olacak olan hastalarin kanlarinda, MTHFR 677 C—T ve 1298 A—C polimorfizmleri
aragtirilmigtir. 1298 A—C polimorfizmi koroner ateroskleroz hastalarinda ilk kez
calisilmigtir. Caligmaya katilan hasta ve kontrol sayis1 60’tir. Calismamz sonucunda
elde edilen sonuglar su sekildedir;

MTHFR 677 C— T ve MTHFR 1298 A—C polimorfizmleri ile koroner
ateroskleroz hastalifi arasindaki iligkiye bakildiginda degerler arasinda fark
goriilmesine ragmen, bu fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmamugtir.

MTHEFR 677 C—T ve 1298 A—C polimorfizmleri i¢in cinsiyet arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli bulunmamigtir.

Homozigot ve heterozigot mutant genotipler ile tikali damar sayis1 arasindaki
farkin istatistiksel olarak anlamli olmadii bulunmugtur.

Koroner ateroskleroz hastalifi ile sigara ve alkol tiiketimi arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadif1 bulunmustur.

Koroner ateroskleroz, MTHFR 677 C—T-1298 A—C polimorfizmleri ve
homosistein ile ilgili yayinlara gére; elde edilen sonuglar, populasyonlara gére farklilik
gostermektedir. Bu polimorfizmler ile koroner ateroskleroz hastaligy arasindaki
istatistiksel fark bazi populasyonlarda anlamli iken bazilarinda anlamsizdir. Bunun
yamnda istatistiksel farkin anlamsiz ¢iktig1 ¢alismalarda homosistein degerlerine
bakildiginda polimorifzmler ile homosistein degeri arasindaki iligki istatistiksel olarak
anlamli bulunmaktadir. Homozigot ve heterozigot mutant genotiplerde, homozigot
saglikli genotipe gdre homosistein diizeyinde belirli bir oranda artig gézlenmektedir. Bu
calismalarda, 5 pmol/L’lik bir artigin koroner ateroskleroz hastalif1 igin bir risk etmeni
oldugu bildirilmektedir. Bu verilere gére, homosistein artis1 igin, bu polimorfizmlerin
bir risk faktdrii oldugu, bundan dolayr da polimorfizmlerin koroner ateroskleroz
hastalig: icin risk faktorii oldugu s6ylenebilir. Bu yiizden polimorfizmler galigilirken
homosistein degerlerine de bakilacak olursa, bu polimorfizmlerin koroner ateroskleroz

igin bir risk faktorii olup olmadig: daha giivenilir bir sekilde tespit edilmig olacaktir.
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EKLER

EK-1. Kullanilan Kimyasallar, Soliisyonlar ve Hazirlam1

Kullamlan kimyasal ve soliisyonlarin hazirlanmasinda kaynak olarak “Molecular
Cloning Katalogu” esas almmugtr®’,

Hazirlanan soltisyonlar genel olarak konsantre stoklar halindedir. Caligma
konsantrasyonlarina ulastrmak igin stoklardan belli oranlarda alinarak seyreltilir.
Konsantrasyon déniistiirmelerinde M;xV,=M,xV, formiiliinden yararlaniimigtir®’.

M; = Hazurlanan stok konsantrasyon (M, N veya %)

V; = Stoktan alinmasi gereken miktar (V)

M, = Caligsma (son) konsantrasyonu (M, N veya %)

V, = Hazirlanacak olan ¢ozelti (caligma ¢ozeltisi) miktar: (V)®!

1.1.  Lizis Tamponu

0.32 M sukroz

10 mM Tris HCI

5 mM MgCl,

%1 TritonX100

Hazirlanacak hacim igin sukroz, Tris HCl, MgCl, ve TritonX100 hesaplanarak
tartilir ve {izeri saf su ile tamamlanir, otoklavlamr ve kontamine edilmeden kullamlir.

1.2.  Fizyolojik Tampon
0.075 M NaCl
0.025 M EDTA
Hazirlanacak hacim igin NaCl ve EDTA hesaplanarak tartilir ve tizeri saf su ile

tamamlanir, pH 7.5-7.4’e ayarlanir, otoklavlanir ve kontamine edilmeden kullamlir.
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13. TE-9

500 mM Tris baz

20 mM EDTA pH 9.0

10 mM NaCl

Hazirlanacak hacim igin kulamlacak olan Tris, EDTA ve NaCl hesaplanarak
tartilir, tizeri saf su ile tamamlanur, otoklavlamr ve kontamine edilmeden kullanilir.

1.4. SDS (Sodyum Dedosil Siilfat) Soliisyonu

%10 SDS

20 ml igin 2 gr SDS tartilir, 20 ml saf su ile bir sise igerisinde iyice kangtirilir.
Kullanincaya kadar buzdolabinda veya oda 1sisinda tutulabilir.

1.5. TE Tamponu (pH 7.0 ve 8.0)

10 mM Tris pH 8.0

0.1 mM EDTA pH 8.0

Hazirlanacak hacim i¢in kulamlacak olan Tris ve EDTA hesaplanarak stoklardan
aliur, iizeri saf su ile tamamlanir, otoklavlanir ve kontamine edilmeden kullanlir.
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EK-2, PCR

PCR ilk kez Kaliforniya’da Berkeley yakinlarinda, Cetus firmasinda galisan Kary
Mullis tarafindan 1985 yilinda icat edilmigtir®®, PCR, kalip DNA iizerindeki belirli bir gen
bolgesinin 1stya dayal: olarak tekrar eden reaksiyon dongiileriyle ve enzimler aracilif ile
in vitro kogullarda gogaltilmasini saglayan bir y6ntemdir.

Her bir PCR dongiisti, reaksiyon karigiminin, reaksiyonun gergeklesmesi i¢in daha
Onceden belirlenmis olan en uygun ii¢ sicaklik derecesi arasinda transfer edilmesi ile
tamamlanir. PCR bir zincir reaksiyonudur, ¢linkii, yeni DNA zincirlerinin sayisi her
dongiide iki katina gtkar ve yeni zincirler bir sonraki déngtide kalip gérevi goriirler. Bir
déngii 4-5 dakika stirer ve istenildigi kadar tekrar edilir. 25-30 déngti sonunda, DNA
miktarinda yaklastk 1 000 000 kez artis olur®. Reaksiyon boyunca gereken sicaklik, siire,
dongii sayilarin1 kontrolii ve otomasyonu Thermal Cycler olarak bilinen cihazlarla
yapilir®. Bu yéntem ile, klonlama, dizi analizi, klinik tant ve genetik taramalar gibi diger
islemlerde kullamilmak tizere, bol miktarda hedef DNA pargalar elde edilir®.

DNA ¢ift sarmali iizerinde bulunan karsilikli bazlar arasindaki hidrojen baglarinin
kinlarak, primerlerin yapisabilecegi tek iplikli DNA molekiillerinin olusumunu saglayan
sicaklik denatiirasyon sicaklifidir (genellikle 94 0C). Burada kulamlacak DNA temiz
olmak zorunda degildir. Kurumus kan veya semen gibi adli tip Srnekleri, tek bir sag teli,
uzun siire saklanmig tibbi érnekler, mumya kalintilan1 ve fosil gibi degisik kaynaklardan
genomik DNA elde edilebilir. Cift zincirli DNA, tek zincirli hale gelene kadar 1sitilir. Bu
siireg yaklagik 5 dakikadir ve bu stiregte enzimler calismaz®.

Primerlerin tek iplikli DNA molekiilii iizerinde komplementer oldugu bolgelere
hibridize oldugu sicaklik annealing (yapigma) sicakhiidir. Annealing sicaklign primer
uzunluguna ve baz icerifine gore degigir.- Reaksiyonun 6zgiilliigi i¢cin son derece
Onemlidir. Primer-kalip DNA hibridizasyonu sicaklia bagli bir olay oldugundan
annealing sicakhifi hibridizasyonun olugumunu saglayacak kadar diisik ve yanhg
baglanmalara izin vermeyecek kadar da yiiksek olmalidir. Bu sicaklik 50-70 °C
arasindadir®’,

DNA polimeraz i¢in optimum olan sicaklik ise uzama (sentez) sicaklifi olarak
belirtilir. Bu sicaklik kullanilan DNA polimerazlara gore farklilik gosterebilir. Ornegin
Taq DNA polimeraz igin 72 OC iken Pwo i¢in 68 °C’dir. Polimeraz 'enzimi, niikleotidleri

5’den 3’ne dogru ekleyerek, primerlerin uzamasim saglar ve hedef DNA’nin iki zincirli bir
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kopyasim olugturur. Dogru pozisyon almamug primerler ve kalip DNA arasindaki baglar bu
1sida ayrilirlar®’,

2.1. Bir PCR Reaksiyonu i¢in Gerekli olan Bilesenler ve Fonksiyonlar
2.1.1. Kalip Genomik DNA

PCR reaksiyonunda amplifiye edilecek bolge igin kalip gorevi yapar. Yapilacak
olan galigmaya gére herhangi bir canlinin kanindan veya dokusundan izole edilebilir®.

2.1.2. Primerler

PCR reaksiyonunda amplifiye edilecek bolgenin simirlarim belirleyen sentetik
oligoniikleotidlerdir. Ayrica polimerizasyon reaksiyonlar1 igin DNA polimeraz enzimine
primer gorevi yaparlar. Primerler sadece amplifiye edilecek olan hedef bolgenin kanat
bolgelerine komplementer olmahdir. Aksi takdirde non-spesifik amplifikasyonlar
gozlenebilir. Bu nedenle reaksiyonun istenilen yonde gerceklesmesini saglayan en temel
faktorlerden biridir ve se¢ciminde su hususlara dikkat edilmelidir®'.

Primer dizisi 1-2 piirin bazi ile baglayip bitmeli.

Kullamlan primerlerin kendi aralarinda ve dizileri igerisinde komplementer
bolgeler olmamali.

Timin niikleotidi yanlis eslesmeye daha toleranshi oldugundan 3’ uglarinda
bulunmamals.

Tm’leri aym1 veya gok yakin olmali.

GC (Guanin-Sitozin) oram1 %40-60 arasinda olmali

Herhangi b1r baz 4’den fazla arka arkaya tekrar etmemeli®.

2.1.3. Reaksiyon Tamponu
PCR reaksiyonunda, reaksiyon kosullannmin optimum sartlara getirilmesini

saglayan (iyonik direnci, pH, Mg gibi) karisimdir®'.
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2.1.4. DNA Polimeraz

PCR reaksiyonunda polimerizasyonun gergeklesmesini saglayan enzimdir. Isiya
dayanikli termofilik bakterilerden izole edildiginden otiirii yiiksek sicakliklara
dayaniklidir®,

2.1.5. Deoksiniikleotid Trifosfatlar (ANTPs)
PCR reaksiyonunda, polimerizasyon i¢in gerekli olan enerji ve niikleotid kaynagim

olustururlar®!.

2.2. PCR Reaksiyonun Hazirlanmas:

Roche protokoliinde PCR reaksiyonundaki bilesenlerinin miktarlann 25 pl’lik
reaksiyon hacmi igin su sekilde Snerilmektedir:

5 pl 10X reksiyon tamponlarimin birinden

0.6 ul 10 mM dNTP karigimi

Her bir primerden 200 ng

150 ng Kalip DNA

2 U Termostabil DNA Polimeraz

25 ul’ye tamamlayacak kadar deiyonize su

PCR’da tampon bilesimi ve ortam pH’s1 reaksiyon verimini etkileyen en énemli
faktorlerdendir. Oncelikle, reaksiyon sonunda kalitatif ve kantitatif olarak en iyi sonucu
verecek ve daha sonraki PCR reaksiyonlarinda da kullanilacak olan tampon bilesiminin
belirlenmesi igin optimizasyon kitindeki biitiin tamponlarin kullanildigt bir optimizasyon
reaksiyonu hazirlandi. Reaksiyonlar miimkiin oldugu kadar steril sartlarda ve buz iizerinde,

en son enzim ilave edilecek sekilde hazirlandi®'.
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EK-3. Jel Elektroforezi

Bir su yosunundan elde edilen agaroz, D-Galaktoz ve 3,6-anhidro L-Galaktoz
birimlerinin lineer polimerleridir®’.

Agaroz jeller, uygun tamponla berrak bir ¢ozelti elde edene kadar 1sitilip kaynatma
yolu ile hazirlanir. Igine 0.5pl/ml oraninda ethidium bromide (EtBr) eklenerek jel dskme
kabma dokiiliir ve polimerize olmasi igin beklenir. Polimerize olan jel, yogunlugu
agarozun konsantrasyonu ile belirlenen bir matriks olusturur. Jel boyunca elektrik akim
uygulandif1 zaman, nétral pH’da negatif yiiklii olan DNA, anoda dogru gb¢ eder. Gog

orani pek ¢ok parametre ile belirlenir®'.

3.1. DNA’nm molekiiler biiyiikliigii

Lineer ¢ift iplikli DNA molekiilleri bir elektrik alaninda bir biitiin halinde hareket
etme egilimindedir. Jel matriksi boyunca baz ¢ifti sayisinin 10 tabamna gére logaritmasi
(logyo) ile ters orantili bir oranda gé¢ eder. Biiyiik molekiiller stirttinme direncinden &ttirii
daha yavas hareket ederler ve porlar boyunca kat ettikleri yolu kii¢iik molekiillere oranla
daha fazla isitirlar (Cizelge 5) Sl

Cizelge 5. Agoroz ve akrilamid konsantrasyonlan ve aymrabildikleri DNA bityiiklitkleri

Agaroz mik. (%) | DNA (kb) | Akrilamid mik. (%) | DNA (b¢)
03 5-60 35 100- 1000
0.6 1-20 5.0 80- 500
0.7 0810 |80 60- 400
0.9 057 | 120 40-200
12 046 20.0 10- 100
15 024

2.0 0.1-3

3.2. Agaroz konsantrasyonu

Bilinen biiyiikliikte lineer bir DNA pargasi farkli agaroz konsantrasyonlarindaki
jellerde farkhi oranda gd¢ eder. Jel konsantrasyonu (Y) ile DNA’nm elektroforetik
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hareketinin (u) logaritmasi arasinda agafidaki esitlikle tammlanan lineer bir iligki
mevcutur:

Logu= Logpe. Kr Y

to: DNA’nin serbest elektroforetik hareketi ve

Kr: Gecikme sabitesi (Jelin 6zelliklerine, biiyiikliigiine ve go¢ eden molekiiliin gé¢ sekline
bagl1 sabit bir sayidir) .

3.3. DNA’nin konformasyonu

Ayni molekiiler agirhktaki stiperhelikal sirkiiler (form I), ¢entikli sirkiiler (form II)
ve lineer DNA (form IIT), agaroz jellerde farkli oranlarda gog eder. Ug formun rolatif
hareketi primer olarak jeldeki agaroz konsantrasyonuna baglidir. Fakat uygulanan akimin
giicii, tamponun iyonik giicli ve form I DNA’nin stiperhelikal kivrimlarinin yogunlugu da
bu hareketi etkilemektedir. Aym sartlar altinda form I DNA, form II DNA’dan daha hizh
goc eder; farkli sartlar altinda ise durum tam tersidir®'.

3.4. Uygulanan voltaj

Diisiik voltajlarda, lineer DNA pargalarinin g6¢ oran uygulanan veltajla orantilidir.
Yani agaroz jellerde etkili ayirma oram voltaj arttik¢a azalmaktadir. 2 kb’dan daha biiyiik
DNA pargalarim1 maksimum oranda ayrigtirmak i¢in agaroz jellere SV/cm’den daha fazla
voltaj uygulanmamalidir. Mesafe jelin uzunlugu olarak degil, elektrodlar arasindaki en kisa
yol olarak 6lgiilmelidir®.

3.5. Elektrik akimmim yonii

50-100 kb’dan daha biiyiikk DNA molekiilleri elektrik akimimn yonii sabit kalirsa
agaroz jelde aym yonde g6¢ ederler. Bununla birlikte elektrik akiminm ydnii periyodik
olarak degistirilerek DNA molekiillerinin zorunlu olarak ydnlerini degistirmesi saglanir.
Daha biiyiik olan DNA molekiillerinin yeni akim yoniine uyum saglamalari daha uzun
zaman alir. Pulsed-field jel elektroforezi ekstrem biyiiklikkteki DNA molekiilii
populasyonunu ayirmak igin kullanilabilir®',
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3.6. Baz kompozisyonu ve 1s1

Poliakrilamid jellerin tersine agaroz jellerde DNA’nin elektroforetik davranugi,
DNA’nin baz kompozisyonu veya elektroforez esnasindaki isidan pek etkilenmez. Yani
agaroz jellerde, farkli biiytiklikteki DNA fragmanlarinin elektroforetik hareketi 4-30 °C
arasinda degismez. Agaroz jel elektroforezi genelde oda 1sisinda yapilir. %0.5°’ten daha az
agaroz iceren jeller ve diisiik kaynama isili agaroz jeller daha narindir ve zarar

gdrmemeleri i¢in elektroforezlerinin 4 9C>de gergeklestirilmesi daha iyi sonug verir®.

3.7. Boyalarm etkisi

Ethidium bromid, agaroz ve poliakrilamid jellerde DNA’y1 gbézlemek igin
kullamilan floresan bir boyadir ve lineer DNA’nmin elektroforetik hareketini %15 oraninda
azaltir. Boya, baz ¢iftlerinin arasina girerek lineer ve ¢entikli sirkiiler DNA molekiillerinin
boyuna uzatarak onlari daha rijit hale getirir®'.

3.8. Eletroforez tamponunun kompozisyonu

Elektroforez tamponunun iyonik giicli ve kompozisyonu DNA’nin elektroforetik
hareketini etkiler. Ortamda iyonlar olmazsa elektriksel iletkenlik minimal diizeydedir ve
DNA oldukga yavas hareket eder. Yiiksek iyonik glice sahip tamponlarda (10X
elektroforez tamponu yanliglikla kullanilirsa) elektriksel iletkenlik oldukca etkili olur ve
Snemli oranda 1s1 ortaya ¢ikar. Daha da kotiisii jel kaynar ve DNA denatiire olur. Cift
iplikli DNA’nin elektroforezi igin kullanilabilen ¢esitli tamponlar mevcuttur. Elektroforez
tamponlar1 genellikle konsantre ¢6zeliler halinde hazirlamirlar ve oda 1sisinda saklamrlar®.

Agaroz jeller yatay kaliplara yaklagik 0.5 cm kahnhkta, poliakrilamid jeller ise
dikey kaliplara 0.3 mm kalinhikta dokiiliir. Olusan DNA bantlarim jelde UV altinda
gorebilmek i¢in EtBr ile boyanmasi gerekmektedir. Boyama isleminde jel ya yiirlitme
isleminden sonra EtBr igeren bir soliisyonda bekletilir ya da hazirlanma asamasinda
icerisinde daha dnceden hazirlanmig olan EtBr soliisyonu ilave edilir. Bu ydntemler ile 25
ng’dan az DNA igeren bantlarin gézlenmesi zordur. Bu nedenle DNA miktar1 az olan
DNA bantlarinin incelenmesinde direk problama, southern blot ve otoradyografi gibi

yontemler kullantir®.
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Jel elektroforezi ile PCR reaksiyonunun sonucu amplifikasyonunu
gerceklestirdigimiz bolge pozitif kutba dogru hareket ederek bantlart meydana getirir.
Bantlarin bityiikliiklerini tahmin etmede kullanilan kontrollerin yaninda kesim reaksiyon
tirtinleri belli olan markerlar kullanilmaktadir. Omegin, pUC 18 plazmid DNA’simn Hae
111 ile kesiminden biiyiikliikleri 587 bg ile 11 bg arasinda degigen, 11 parga olusur. Bu
sekilde bir marker kullanarak diisiik bir yanilma olasihig: ile fragmanlarin biiytikliigii
tahmin edilebilir®'.
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EK-4. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Agaroz hazirlanmasinda jel kalinlig dikkate ahinarak jel dokiim tablasinin boyutlari
olgiiliir ve jel hacmi belirlenir. Hazirlanmak istenen ylizde konsantrasyona gore (6rn.
%1°1ik), belirlenen hacim igin gerekli olan agaroz tartilir ve erlen igine koyulur. Uzerine
hesaplanan hacimde 1X TBE tamponu ilave edilir ve mikrodalga firinda eritilir. Cok kisa
stireli bir kaynama yeterlidir. Daha sonra jel tizerine son konsantrasyon 0.5 pg/ml olacak
sekilde stok EtBr soliisyonundan ilave edilir. Jel sicakh@ 45-50 %C’ye geldiginde
hazirlanan jel kabina dikkatli bir gekilde, hava kabarci1 olusturmadan dokiiliir ve yaklagik
30 dk beklenerek polimerize olmasi saglanir. Jel elektroforez tankina almr ve lizerini

kapatacak gekilde 1X TBE tamponu eklenir.

4.1. Yiikleme Tamponu (6X)

100 ml hazirlamak i¢in;

40 gr Sukroz

0.25 gr Bromfenol mavisi

Belirtilen miktarlarda sukroz ve bromfenol mavisi tartilir, {izerine 100 ml distile su
ilave edilerek vorteksle iyice kargtirilir. Daha sonra ependorf tiiplere paylastirilarak
4%C’de saklanir. PCR {iriinii DNA soliisyonu ile 1/5 oraninda kargtirilir.
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EK-5. Kullamlan Enzimler ve Tampon Sistemleri
5.1. Restriksiyon Endoniikleazlar

Kullarulan restriiksiyon endoniikleazlar Fermentas firmasindan satin alindigindan
enzimlerin 6zelliklerinde ve tampon sistemlerinin simiflandiriimasinda bu firmamn katalog
bilgileri esas alinmigtir (Cizelge 6).

Niikleotidler igin kullamlan kisaltmalar:

A: Adenin, Y:CveyaT, B: CveyaGveyaT,
T: Timin , M: AveyaC, D: CAveyaGveyaT,
G: Guanin, K:GveyaT, H: AveyaCveyaT,
C: Sitozin, S: G veya C, V: AveyaC veyaG,

R:GveyaA, W:AveyaT, N: AveyaCveyaGveyaT

Cizelge 6. Restriksiyon endontiikleazlar

RESTRIKSIYON ENDONUKLEAZ
Ital Hinf1 Msp 1
Tamma Dizisi (5°—>3”) GCNGC G ANTC CCGG
Izosizomeri FnudHl - Hpall
Calisma sicaklifn 37°C 37°C 37°C
Saklama sicaklift -20°C —20°C -20°C
Kaynag Ilyobycter Haemophilus  influenzae | Acinetobacter
tartaricus Rf woffii
Inaktivasyonu 65 °C’de 10 dk EDTA (0.5 M) 65 °C’de 15 dk
Inkiibasyon tamponu ve
Konsantrasyon 10XH 10X H 10X H
Hacim aktivitesi (U/ul) 10 10 10
Farkh A 380 I 6
DNA’larda Kesim Bélge | PBR322 | 42 10 26
Sayis1 pUC18 - - 13
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EK-6. Poliakrilamit Jel Elektroforezi

Genellikle amonyum persiilfattan saglanan serbest radikallerin varliginda ve
TEMED (N,N,N’N’, tetrametilen-diamin) in instabilize edici etkisi altinda akrilamit
monomerlerin uzun zincirler halinde polimerize olmas: saglanir. iki fonksiyonlu bir ajan
olan N, N’-metilenbisakrilamit polimerizasyon reaksiyonuna katildifi zaman lineer
akrilamit  zincirlerini ¢apraz = baglayarak jeli olugturur. Reaksiyon N,N’-
metilenbisakrilamiti, akrilamit konsantrasyonunun 1/30’u oraninda igermelidir. Jelin
gozenekliligini zincirlerin uzunlugu ve ¢apraz baglanma oram belirler. Zincirlerin boyunu
belirleyen, polimerizasyon reaksiyonundaki akrilamidin konsantrasyonudur (%3.5-20).
Reaksiyon, her 29 akrilamit monomeri i¢in 1 molekiil ¢apraz baglayici yani bisakrilamit
icermektedir. Nondenatlire jellerde farkli poliakrilamit konsantrasyonlardaki etkili
ayristirma aralifi gizelge 7°de giistel‘ilnlistir6l.

Cizelge 7. Akrilamit

AKRILAMIT® ETKILI AYIRMA ARALIGI
(%wlv) (b¢)

35 ' 1000-2000

5.0 80-500

8.0 60-400

12.0 40-200

15.0 25-150

20.0 6-100

Poliakrilamit jellerin hazirlanmasi ve elektroforezi agaroz jele oranla oldukga
zahmetlidir. Kanigim, speysirlarla ayrilmig, ve alttan akmasi 6nlenmis iki cam arasina
dékiiliir. Poliakrilamit jeller, gerekli olan ayrima bagli olarak 10-100 cm arasinda degisen
uzunluklarda olabilir. Poliakrilamit jeller istisnasiz olarak dikey ¢ahgirlar. Agaroz jellerle
kiyaslamada li¢ temel avantaja sahiptirler:

1) Ayirma giigleri o kadar biiyiiktiir ki uzunluklar sadece % 0.2 oraninda degisen (6rnegin
500 bg’de 1 bg) DNA molekiillerini bile ayirabilir.

2) Tek bir poliakrilamit kuyusuna uygulanabilen DNA miktari hem agaroza gore daha
fazladir ve hem de rezoliisyonda bir fark yoktur.

3) DNA jelden daha saf ve gesitli amaglara uygun olarak izole edilebilir®.
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Cift iplikli DNA fragmanlarinin purifikasyonu ve ayrimi igin kullanilan
nondenatiiran poliakrilamit jeller: Bu jeller, polimerize olduktan ve &rnekler uygulandiktan
sonra 1X TBE’de ve diisiik voltajda (1-8 V/cm) elektroforeze tabi tutulurlar. Elektrik
akimi nedeni ile olusan 1simn kiigiik DNA fragmanlarim denatiire etmesini dnlemek
amaciyla disiik voltaj uygulanir®.

20 cmX40 cm’lik cam plaklari tutmak iizere dizayn edilmis bir ¢ok vertikal
elektroforez tanki, ticari kaynaklardan saglanabilir. Uygun tanklarla daha biiyiik veya daha
kiigiik jellerinde kullanimu miimkiindiir. Speysirlar 0.5-2 mm arasinda degisebilen
inceliktedir. Jel ne kadar kalin ise elektroforez esnasinda o kadar fazla isinir. Fazla 1sinma
kuyruklu DNA bantlarma ve daha bagka problemlere sebep olur. Bu ylizden daha keskin
ve yasst DNA bantlarina imkan tamdifindan ince jeller tercih edilir. Ayrica biiyiik
miktarlarda DNA hazirlamak gerektiginde (1 pg/bant) daha kalin jeller kullanmak

gereklidir®.

6.1. %30 Poliakrilamit

29 gr akrilamit

1 gr N,N’-metilenbisakrilamit

Saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.

100 ml %30°’luk poliakrilamit soliisyonu hazirlamak i¢in yukarida verilen
miktarlarda kimyasallar tartilir ve toplam hacimden biraz az saf su ile ¢6ziiliir. Kimyasal
¢Oziinlince saf su ile hacim 100 ml’ye tamamlanir. Kimyasallarin iyice ¢6ziinmesi i¢in
soliisyon 37 °C’de su banyosunda bir siire bekletilir. 0.22 pm por ¢apma sahip steril
filtreden siiziiliip steril edilir ve oda 1s1sinda saklanir.

6.2. %25 Amonyum Per Sulfat (APS)
0.125 gr APS
Saf su ile 0.5 ml’ye tamamlanir.

1.5 mI'lik temiz bir ependorf tiipiine yukarida belirtilen miktarda APS tartilir ve
tizerine saf su eklenir. Karigim iyice kanghnhr ve iyice ¢ozillmesi igin 37 °C’de su
banyosunda bir sire bekletilir. 4 °C’de 1-2 hafta saklanabilir.
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6.3. 5X TBE Tamponu (pH 8.0)
1 litre igin;
54 gr Tris baz
27.5 gr Borik asit
0.01 MEDTA (pH 8.0)

Hazirlanmak istenen miktar igin gereken bilesenler yukaridaki degerlere gore
oranlanarak alinir. Manyetik karistiric: tizerinde ¢6ziiliir, NaOH ile pH 8.0’a ayarlanir ve
otoklavlamr.

1 hacim 5X TBE iizerine 4 hacim saf su ilave edilerek 1X TBE tamponu elde
edilir.

6.4. Ethidium Bromid (EtBr= 10mg/ml)

Hazirlanacak hacim uyarinca gereken miktar Ethidium Bromid (EtBr) dikkatli bir
sekilde tartilir ve suda iyice karigtinlarak ¢oziiliir. Isi3a hassas oldugu igin renkli bir cam
sisede veya aliiminyum folyo sanlarak +4 C’de saklanir. Jele son konsantrasyon 0.5 pg/ml
olacak sekilde ilave edilir.

EtBr, floresan bir boyadir ve DNA ve RNA'’ya bazlar arasindan girerek kuvvetlice
baglanir. UV ile parlayarak goriintii verir ve jeldeki niikleik asitlerin yerinin belirlenmesini

saglar.
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