T.C.
SULEYMAN DEMIREL UNIiVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
TIBBIi BiYOLOJi ANABILIiM DALI

HEMOGLOBIN SEVIiYESI YUKSEK BiREYLERDE HiPOKSI
ILE INDUKLENEN FAKTOR (HIF)-1 GEN POLIMORFIiZMININ
ARASTIRILMASI

Muhammet Yusuf TEPEBASI

YUKSEK LiSANS TEZIi

DANISMAN
Doc. Dr. Niliifer SAHIN CALAPOGLU

Bu Tez Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan 3780-YL2-13 proje numarasi ile
desteklenmistir.

Tez. No: 124

ISPARTA-2014



KABUL ve ONAY SAYFASI

Saglik Bilimleri Enstitii Midiirliigiine;
Siileyman Demirel Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji
Anabilim Dal Yiiksek Lisans Program cergevesinde yiiriitiilmiis olan bu ¢alisma,

asagidaki jiiri tarafindan Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 23/07/2014

Tez Danismant: Dog. Dr. Niliiffer SAHIN CALAPOGLU
Siileyman Demirel Universitesi, T1p Fakiiltesi Tibbi Biyoloji AD

Uye : Prof. Dr. Nurten OZCELIK

Uye : Yrd. Dog. Dr. Pinar ASLAN KOSAR

ONAY:: Bu yiiksek lisans tezi, Enstitii Yonetim Kurulu’nca belirlenen yukaridaki jiiri

tiyeleri tarafindan uygun goriilmiis ve kabul edilmistir.

Enstiti Mudiira



BEYAN

“Hemoglobin Seviyesi Yiiksek Bireylerde Hipoksi ile indiiklenen Faktér (HIF-1)
Gen Polimorfizminin Arastirilmasi” adli Yiiksek Lisans Tezi, Siileyman Demirel
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Lisansiistii Tez Onerisi ve Tez Yazma

Y Onergesi’ne uygun olarak hazirlanmigtir.

Tezi Hazirlayan
Muhammet Yusuf TEPEBASI

Imza

Danigsman

Dog. Dr. Niliifer SAHIN CALAPOGLU



ONSOZ

Yiiksek lisans egitimim siiresince destegini esirgemeyen Tibbi Biyoloji

Anabilim Dali Baskan1 degerli hocam Sayin Prof. Dr. Nurten OZCELIK e,

Danigmanligimu iistlenen, bilgi ve tecriibesiyle her zaman destek olan degerli

hocam Sayin Dog. Dr. Niliifer SAHIN CALAPOGLU na,

Gostermis oldugu destek i¢in degerli hocam Sayin Yrd. Dog. Dr. Pinar
ASLAN KOSAR’a,

Istatistiki analizlerimde bilgi ve tecriibesi ile destek olan degerli hocam Sayin
Dog. Dr. Mustafa CALAPOGLU na,

Calismalarimda yardim ve destegini esirgemeyen Tibbi Biyokimya Anabilim

Dali Bagkani Prof. Dr. Fatih GULTEKIN’e,
Tibbi Biyoloji AD asistan arkadaslarima,

Yiiksek lisans egitimim boyunca bana destek olan Tibbi Biyokimya Anabilim
Dali ¢alisma arkadaslarimdan Muhammed ERDOGAN ve Murat AKTEPEye,

Calismalarim destekleyen SDU BAP Koordinasyon Birimine ve SDU Saglik

Bilimleri Enstitiisiine,

Hayatim boyunca bana destek olan aileme, hayatima anlam ve deger katan

sevgili esim Giilsim YAVUZ TEPEBASI’ya tesekkiir ederim.

Isparta, 2014



ICINDEKILER

ONSOZ........ooooiveieiee et iv
ICINDEKILER ..ottt ettt ettt v
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI ........cccooooniiniiiiceens viii
TABLOLAR DIZINI .......coooiiiiiiiiiecc e iXX
SEKILLER DIZINT ........oooviiiiiceceeeeeeeee e X
RESIMLER DIZINI .....co.ooooiiiiiiie e Xii
Lo GIRIS .ottt 1
2. GENEL BILGILER .........ccocooiiiiiiiiiee s 3
2.0 HIF-1L e 3
A e B s H 4 o U TP UPPPPRTR 4
2.3. HIF-1 00 Ve B AL UNItleri......cvcvceevreceeieeceeeeeies et 6
2.4. HIF-1 o Stabilizasyonunun Molekiiler Mekanizmast ...........cccocevveiiiininennnn, 7
2.4.1. HIF-1 a Proteininin Oksijen Seviyeleri ile Diizenlenmesi ..............cc.coc.... 7
2.4.2. HIF-1 o’nin Normoksik Sartlar Altinda Stabilizasyonu..............cccccveeinenn 8
2.5. HIF-1 00 PTOtein SENtEZi.....cccuiiiiieiiiiiieiie ettt 9
2.6. HIF-1"1in Hedef Genleri........ccoieiiiiiiiiiic e 10
2.6. 1. ANJIOGENEZ ...ttt bbbttt 12
2.6.2. Hiicre Cogalmasi/Hayatta Kalma ...........cccocceiiiiiiiiiciie, 13
2.6.3. GliIkOZ MetaboliZmMaST......ueeiieiiieiie e 13
2.6.4. Demir MetaboliZmast ........cocveeiiieiiiiiiieiie e 14
2.7. HIF-1 Hedefli Terapiler...... ..o 15
3. GEREC Ve YONTEM.........coooiiiiieieeeeeeeeeee et s st en s ssn s 16
3.1. Kullanilan Arag ve Geregler.........ooiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 17
3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler...........cccoooiiiiiiiiiieee e 18
3.3. Periferik Kandan DNA 1Z0lasyonu ...........cc.coeveeviiiveiiiesieeeeeeeeee e 19
3.4. HIF-1 a Polimorfizmlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Yontemi Ile
COZAIIIMAST. ..ot 20
3.4.1. HIF-1 a Promotor Bélgelerinin Cogaltilmasi Igin Kullanilan Primer
DIZIEIT .. 20
3.4.2. PCR KOSUIATT.....viiiiiiiiiiie e 21
3.4.3. PCR Uriinlerinin KOntrolil............cccovurvevreeerereiesieecceeeeseeeceee e 23
3.4.4. Enzim KeSim ReaKSIYONU .......ccoiiiiiiiiiiiiinieeee e, 23



3.4.5. Enzim Kesim Uriinlerinin Degerlendirilmesi ve Kontrolii....................... 24
3.4.5.1. HIF-1 a C111A Polimorfizminin Enzim Kesimi Sonrasi

Degerlendirilmesi ......eeiiiii i 24
3.4.5.2. HIF-1 o C1772T Polimorfizminin Enzim Kesimi Sonrasi
Degerlendirilmesi ......veiiiiiiiie i 25
3.4.5.3. HIF-1 oo G1790A Polimorfizminin Enzim Kesimi Sonrasi
Degerlendirilmesi......eeiiieiiiiie e 26
3.4.6. IstatistikSel ANALZIET ..........cvveveririeecereeieeeee e 27
3.4.6.1. Gruplar Arast FarklihiKIar........ccccooovviiiiiiiiiiii e 27
3.4.6.2. Genotip ve Allel Frekanslart ........c.ccceciiiiiiiiiiiniice 27
3.4.6.3. Hardy-Weinberg Dengesi TeSti......cccevviieiieieiieieece s, 27
3.4.6.4. Genetik liskilendirme Analizi Testi.....c.coovveeerireeceesrieeeeeeiennes 28
4. BULGULAR ...ttt bttt 29
4.1. Vaka ve Kontrol Gruplariin Temel Karakteristikleri ...........ccocvvvrvnivniiniinnne, 30
4.2. HIF-1 a C111A Polimorfizmi Bul@ulart ........c.ccocuvivvieieieneni s 31
4.2.1. HIF-1 o C111A Genotip ve Allel Frekanslart...........ccccoevvrieniiiniicnnnnn, 32
4.2.2. HIF-1 a C111A Polimorfizminin Hastalik ile IlisKiSi..........c.cccovvrrerennes 33
4.3. HIF-1 a C1772T Polimorfizmi Bulgulart ...........ccoovviieiiiiiiienicieeeee, 34
4.3.1. HIF-1 o C1772T Genotip ve Allel Frekanslart .........ccccoeevviiiiiiiiicnnnn, 35
4.3.2. HIF-1 o C1772T Polimorfizminin Hastalik ile iligKiSi.............ccccvrvenenn. 36
4.4. HIF-1 a G1790A Polimorfizmi Bulgulari...........ccccooiniiiiiiiiiiiic 38
4.4.1. HIF-1 oo G1790A Genotip ve Allel Frekanslart...........ccccoovvviiiiiennn, 39
4.4.2. HIF-1 a G1790A Polimorfizminin Hastalik ile IlisKiSi..............cccc.cv...... 40
5. TARTISMA ...ttt et te e sre e teenaesneeteaneenrees 42
6. SONUC ve ONERILER...........c.ccccooooiiiiieiecieeeeeeeeees s, 46
L0 /.21 i LSS PS SRR 47
N = 1 3 I ¥ S OSSR 48
KAYNAKLAR Lottt see e nnes 49
L0 F.7€) 00317 | 15T 59
BEY AN bbbt b e re e enes 60

Vi



EPO
ATP
DNA
HIF
KDa
PTEN
PCR
RFLP
ADM
ALDA
ALDC
AMF
MDA
CATHD
EG-VEGF
VEGF
ENG
ET1
ENO1
FN1
GLUT1
GLUT3
GAPDH
HK1
IGF2
IGF-BP
KRT
LDHA
LEP

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

: Eritropoetin

: Adenozintrifosfat

: Deoksiriboniikleikasit

: Hipoksi inducible factor

- Kilodalton

: Phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10
: Polimeraz zincir reaksiyonu

. Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi
: Adrenomedullin

: Aldolase A

: Aldolase C

: Otokrin motilite faktori

: Malon Dialdehit

: Katepsin D

: Endocrine gland-derived VEGF

: Vaskiiler endotelyal growth faktor
: Endoglin

: Endotelin-1

: Enolaze 1

: Fibronektin 1

- Glukose transporter 1

: Glukose transporter 3

: Gliseraldehit-3-P-dehidrogenaz

: Hekzokinaz 1

: Insulin-like growth factor 2

. IGF-faktor-binding-protein

: Keratin

. Laktat dehidrogenaz

. Leptin

vii



LRP1
MDR1
MMP2
NOS
PFKBF3
PFKL
PGK
PAI
PKM
TGF
TPI
UPAR
VIM
VEGFR?2

: LDL-receptor-related protein 1

: Multidrug resistance 1

: Matriks metalloproteinaz 2

- Nitrik oksit sentaz

. 6-fosfofurukto-2-kinaz/fruktoz-2,6-bipfosfataz-3
: Fosfofuruktokinaz L

: Fosfogliserat kinaz

: Plasminojen aktivator inhibitor

- Pirlivat kinaz M

: Transforming growth faktor

: Tiroz fosfat izomeraz

: Urokinaz plazminojen aktivator resptor
: Vimentin

: VEGF receptor-2

viii



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1: HIF-1"in hedef genleri ... 11
Tablo 2: HIF-1 a C111A, C1772T ve G1790A ig¢in master mix hazirlanmasi......... 22
Tablo 3: HIF-1 a C111A polimorfizmi igin PCR sartlart...........cccocevvnvviinnncninnnnnn. 22
Tablo 4: HIF-1 a C1772T ve G1790A polimorfizmi igin PCR sartlari. ................... 23
Tablo 5: Restriksiyon Enzim Karisimimin Hazirlanmast. .........c.ccooevviieiinncninnnnn. 24

Tablo 6: Hasta ve kontrol gruplarinin temel karakteristikleri ve gruplar arasindaki
stirekli degiskenlerin karsilagtirllmasinda bagimsiz iki grup arasi farklarin t testi

4 (3053 (S o TP P R PRP PR PPRTPR 30
Tablo 7: HIF1 o C111A Polimorfizminin Temel Karakteristikleri .............cc.ccoce... 31
Tablo 8: HIF-1 a C111A polimorfizminin vaka ve kontrol gruplarinda genotip
frekanslari, allel frekanslar1 ve Hardy-Weinberg dengesi testi..........cc.ccoovvvivenennne. 32
Tablo 9: HIF-1 o C111A polimorfizminin hemoglobin yiiksekligi iligkisi i¢cin Odds
Ratios (ORS) (A FISK @HEI). ..o 33
Tablo 10: HIF-/ a C111A polimorfizminin hemoglobin yiiksekligi iligkisi i¢in Odds
Ratios (ORS) (C risk allell) . ..o 33
Tablo 11: HIF-7 a C1772T Polimorfizminin Temel Karakteristikleri .................... 34
Tablo 12: HIF-1 o C1772T polimorfizminin vaka ve kontrol gruplarinda genotip
frekanslari, allel frekanslar1 ve Hardy-Weinberg dengesi testi...........cc.coovvcvrvennnnen, 36
Tablo 13: HIF-/ a C1772T polimorfizminin hemoglobin yiiksekligi iliskisi i¢in
Odds Ratios (ORS) (T risk @lleli). ......ccvoieiieiic e 37
Tablo 14: HIF-1 a C1772T polimorfizminin hemoglobin yiiksekligi iligkisi i¢in
Odds Ratios (ORS) (C risk @lleli). ......cc.ecveiieiiiieiieie e 37
Tablo 15: HIF-1 a G17904 Polimorfizminin Temel Karakteristikleri ..................... 38
Tablo 16: HIF-/ a G1790A polimorfizminin vaka ve kontrol gruplarinda genotip
frekanslari, allel frekanslar1 ve Hardy-Weinberg dengesi testi...........cccccoevvvivennnnnn. 40
Tablo 17: HIF-1 o G1790A polimorfizminin hemoglobin yiiksekligi iligkisi i¢in
Odds Ratios (ORS) (A FisK alleli).......ccocieiieiie e 41
Tablo 18: HIF-/ o G1790A polimorfizminin hemoglobin yiiksekligi iligkisi i¢in
Odds Ratios (ORS) (G risK alleli)........cc.eovieiiiiiiiiicc e 41



SEKILLER DIiZiNi

Sekil 1: HIF-1 geninin yapisi ve fonksiyonlart ........cccccevviiiiiniiienicieceeee 4
Sekil 2: HIF-7"i uyaran sinyal iletim YOIU............ccooe i 5
Sekil 3: HIF-1 001N YAPIST .eviiiiiiiiiiic e 6
Sekil 4: HIF-7 [ N10 YaAPIST..eviiiiiiiiiiiiiiie ittt 6
Sekil 5: HIF-1 o proteini’nin Pirolil hidroksilaz ve Proteozomal Parcalanma ile
DUZENIEIIMEST ettt nn e ne e 8
Sekil 6: IGF ve TGF gibi biiyiime faktorlerinin PI3K or MAPK yoluyla oksijenden
bagimsiz olarak HIF-7 o SENtezini arttirmast.........cocueeieeiiiieiieiiiesee e 9
Sekil 7: HIF-7 a’nin VEGF Uzerine etkiSi.......cccvvivveeiiiiiiiiiiiiieesie e 12
Sekil 8: HIF-1 o’nin Glikoz metabolizmasi tizerine etkisi ........c.cccovvvrvveiieereiinnnnn, 14
Sekil 9: HIF-/ a gen bolgesi tlizerinde CI111A igin amplifiye edilen bolgenin baz
dizilimi. Kalin harfler primer dizilerini ifade etmektedir. .........ccccooevviiiniiiiniiinennne, 20
Sekil 10: HIF-/ a gen bolgesi lizerinde C1772T ve G1790A i¢in amplifiye edilen
bolgenin baz dizilimi. Kalin harfler primer dizilerini ifade etmektedir ..................... 20
Sekil 11: HIF-7 o C111A igin restriksiyon enzim kesim sematik 6rneklemesi......... 25
Sekil 12: HIF-7 a C1772T (rs11549465) Polimorfizmi icin rs11549465 numarali
niikleotit de@isim gOSTEIMI ......ooviiiiiiiiii e 25
Sekil 13: HIF-7 o C1772T igin restriksiyon enzim kesim sematik drneklemesi ...... 26
Sekil 14: HIF-1 o G1790A (rs11549467) Polimorfizmi i¢in rs11549467 numarali
niikleotit degisim EOStEITMI.. ....cciviiiiiiiiiiiiiii s 26
Sekil 15: HIF-7 a G1790A ig¢in restriksiyon enzim kesim sematik 6rneklemesi...... 27



RESIMLER DiZiNi

Resim 1: HIF-7 o C111A Polimorfizmine Ait Jel Elektroforez Gorlintisi

Resim 2: HIF-1 o C1772T Polimorfizmine Ait Jel Elektroforez Gorintist............
Resim 3: HIF-7 o G1790A Polimorfizmine Ait Jel Elektroforezi Goruntiisi ........

Xi



1. GIRIS

Oksijen, organizmanin bir¢ok hiicresi i¢in metabolik aktiviteler i¢in zorunlu
olan ATP’nin yeterli miktarda {iretilmesinde gereklidir. Hipoksi veya oksijen
yoklugu kalp, akciger, anemi ve dolasim problemlerine ait bozukluklar1 igeren gesitli
sartlara bagli olarak insan doku ve hiicrelerinde meydana gelir. Siddetine bagh
olarak, doku ve hiicrelerde kalic1 hasar olusturabilir (1).

Ancak, hipoksi insan fizyolojisi ve gelisiminde de onemli ve faydali bir rol
oynayabilir. Bu gergeklik embriyonal gelisimin ayrilmaz bir pargasidir.
Mekanizmalar tam olarak bilinmemesine ragmen, oksijen basinct noral tiip
kapanmasi, apoptoza aracilik etme ve gebelik boyunca uygun morfolojik gelisim ile
ilgilidir (2). Bu bulgular, genetik isaretlere ek olarak hipoksi gibi ¢evresel sartlarinda
embriyonik gelisimde sinyal gostergesi olarak degerlendirilmesi gerektigini ortaya
koymustur (3, 4).

Bircok organizma hipoksik kosullara uyum saglayacak mekanizmalar
gelistirmistir. Degisen oksijen seviyeleri, belirli hemeostatik diizenleyici genlerin
aktivasyonu veya baskilanmasi ile sonuglanabilir ve degisen ¢evresel sartlarda hiicre
ve dokularin hayatta kalmasi saglanir. Hipoksik sartlar tarafindan aktive edilen HIF-
1 geni bunlardan biridir ve doku biiylimesi ile damarlanmay1 kontrol etmek i¢in diger
transkripsiyon faktorleri ve enzimlerle iligkiye girebilmektedir (5,6).

Temel olarak hipoksi tarafindan ekspresyonu kontrol edilen HIF-1 birgok
genin diizenlenmesinde rol alir (7). Bu proteinin etki ettigi mekanizmalar, ¢ok sayida
genin  transkripsiyonunun  diizenlenmesi,  hiicrelerin  dediferansiyasyonu,
vaskiilarizasyon, otokrin bliylime faktérii iretimi, proliferasyon, invazyon ve
metastaz, metabolik yeniden programlanma, timor biiylimesinin artmasi olarak
siralanabilir (8, 9).

Insanlardaki kalitsal genetik kusurlar (mutasyonlar), kimyasallar1 aktive eden
ve detoksifiye eden enzimlerin yapisint ve ifade edilme diizeyini (karsinojen
metabolizmasini) etkileyen kisisel genetik farkliliklar, DNA hasarinin onarim
kapasitesini etkileyen polimorfik/genetik degisiklikler, kanser riskini arttirabilen
baslica genetik faktorlerdir. Toplumda polimorfizmlere mutasyonlardan daha sik

rastlanir ve toplumda %1’den daha yiiksek siklikta bulunan genetik gesitlilik tipi ya



da gen segenekleri polimorfizm olarak tanimlanir. insan genomunda en ¢ok gériinen
genetik cesitlilik, tek niikleotit polimorfizmleridir. Genomda binlerce aday
polimorfik genin bulunmasi ve genomunda bu farkliliklar1 tasiyan kisilerin kanser
gelisimine olan duyarhiliklarini etkileyebilecek olmasi pek ¢ok arastirmaciyr bu
caligma alanina yénlendirmektedir. Insan genom proje calismalariyla tiim genomdaki
genlerin ve niikleotit dizilerinin belirlenmesinden sonra, genlerin ifade edilme
diizeyleri ve ifade edilen gen iirlinlerinin yap1 ve islevindeki farkliliklarini belirleme
calismalar1 hiz kazanmustir (10).

Bu tez ¢alismasiyla, hemoglobin diizeyi ortalama 17,72 g/dl olan 209 vaka
grubunda ve hemoglobin diizeyi ortalama 15,1 g/dl olan 100 kontrol grubunda HIF-1
a geninin 2. ekzonunda bulunan C111A ve 12. ekzonunda bulunan C1772T ve
G1790A niikleotitlerinde meydana gelen polimorfizmleri ve sonugta sirasi ile 28.
kodonda serinden tirozin, 582. kodonda prolinden serin ve 588. kodonda alaninden

treonin aminoasitine dontisiimiiniin arastirilmasi1 amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. HIF-1

HIF-1 ilk olarak hipoksiye cevaben eritropoietinin (EPO) artmasina sebep
olan transkripsiyonel kompleks olarak tanimlanmistir. Semenza ve Wang 1992°de
EPO’nun 3’ Hipoksi Response Elementi (HRE) ile oksijene bagimli sekilde
etkilestigi bir g¢ekirdek faktoriinii kesfetmiglerdir. Bu DNA baglayan kompleksi
“Hypoxia-inducible factor 1”ya da ‘HIF-1’olarak adlandirmiglardir. Daha sonraki
caligmalar hipoksik kosullar altinda HIF-1’in baglama aktivitesinin ¢esitli
eritropoetin iiretmeyen hiicre serilerinde de bulundugunu gostermistir (11). Bu
durum HIF-1"in hipoksiye cevap olarak gen ekspresyonu aktivitesinde genel bir role
sahip oldugunu gostermistir. Biyokimyasal saflagtirma kullanilarak, Wang ve
Semenza HIF-1’in 120 KDa p-altiinitesi ve 91-94 KDa a-altlinitesini igeren
heterodimerik faktor oldugunu agiklamislardir (12). Yapilan ¢alismalarda HIF-1" in
altiinitelerinin basic-helix-loop-helix (bHLH ) ve PER-ARNT-SIM (PAS) bolgeleri
icerdigini ortaya koymustur. HIF-1 o altiinitesi yeni bir protein iken, HIF-1 B
altiinitesi Aril Hidrokarbon Reseptor Tasiyicist (Aryl Hydrocarbon Receptor
Translocator ARNT) olarak dnceden tanimlanmistir. Daha sonra HIF-1 o, ARNT ve
transkripsiyonel koaktivator p300/CBP ¢aligmalar boyunca bagimsiz olarak
klonlanmstir (13,14).



2.2. HIF-1’in Yapisi

HIF-1, heterodimer yapidadir. Siirekli eksprese olan HIF-1 B ve ekpresyonu
sikica diizenlenen HIF-1 a altiinitelerini igerir. HIF-1 o 15 ekzon tarafindan kodlanan
826-aminoasitlik bir proteindir (12). N-ucu bHLH ve PAS bolgelerini igerir. Basic
bolgesi DNA baglanmasi i¢in gereklidir. HLH-PAS boélgesine ise HIF-1 o ve HIF-1
B’nin dimerizasyonu ig¢in ihtiya¢ duyulur (15). C-ucu iki transaktivasyon bolgesi
(TAD) igerir ki N-ucu TAD 531-575 aminoasitlerinde ve C-ucu TAD 786-826
aminoasitlerinde lokalizedir (16). Karbon ucunun sonunda bulunan 718-721
aminoasitleri niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) igerir (17). Pro-ser-thr den zengin
oksijen bagimli pargcalanma bolgesi (ODDD) HIF-1lo’nin merkezi boliimiinde 401-
603 aa.’leri arasinda lokalizedir ve HIF-la’nin oksijen-bagimli parcalanmasindan
sorumludur (18). HIF-1 heterodimeri DNA ana olugunda yer alan 5’-RCGTG-3’
konsensus dizisine baglanir (11) (Sekil 1).

EKZON 1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 11 12 13 14 15
5 UTR ATG TGA3 UTR
HIF-1a
GEN
HIF-1a
mhNA [ 1] 23] 4 5] 6] 7] 8] 9] ] 2 |y |
17 71 85 298 401 531 575 603718 721 826
HIF-1a
protein ‘ bHLH A | Pas B oDDD TAD ‘ ’TAD‘ ‘
[ [
158 228 P402 K532 P564 NLS N803

Balgelerin
fonksiyonlan oy R —— B ——— ()

DNA baglanma ARNT baglanma VHL / Proteozom pargalanma  Nakleer translokasyon
Transkripsiyon Transkripsiyon

Sekil 1: HIF-1 geninin yapisi ve fonksiyonlar1 (19)

Hipoksi ile indiiklenen faktor-1 (HIF-1) protein sentezi PI3K ve ERK

mitogen-activated protein kinase (MAPK) sinyal iletim yollariin aktivasyonuyla



diizenlenir (Sekil 2). PI3K Reseptor Tirozin Kinaz ve G-protein bagimli reseptorlerin
aldig1 uyarilarla aktive olur. PI3K fosfotidilinositol-4-fosfat1 ve fosfotidilinositol-4,5-
fosfati sirasiyla fosfotidilinositol-3,4-fosfata ve fosfotidilinositol-3,4,5-fosfata
dontlistimiint katalizler. Bu iriinler fosfotidilinositol-bagimli kinaz-1’in allosterik
aktivatoriidiir ve Akt’yi (protein kinaz B) fosforile eder ve aktivasyonunu saglar.
Akt’nin hedefleri, apoptoz inhibitorii olan BAD, p70s6k’1 aktive eden FRAP hiicre
dongiisii gelisimi ve ribozomal biyogenez igin ihtiyag duyulan molekiillerdir. Bu
bulgular PI3K/Akt yolaginin hiicre ¢ogalmasini uyarmasi ve hiicre 6liimiinii inhibe
etmesiyle nitelendirilir. Bu yolak PTEN (Phosphatase and tensin homologue deleted
on chromosome 10) tarafindan negatif olarak diizenlenir. PTEN fosfotidilinositol
3,4-difosfat1 ve fosfotidilinositol 3,4,5-trifosfat1 defosforile eder. Temel olarak HIF-
I’in rolii transkripsiyonel aktivatoér olarak anjiogenez, glikolitik enzimler, glikoz

tastyicilariin transkripsiyonunu diizenlemektir (Sekil 2).
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Sekil 2: HIF-1"i uyaran sinyal iletim yolu (20)



2.3. HIF-1 a ve p Alt Uniteleri

HIF-1, o alt birimi ve B bolgesi olarakta bilinen Aril Hidrokarbon Niikleer
Reseptor Translokator (ARNT)’den meydana gelen heteromerik transkripsiyon
faktortdiir (12). Her bir alt birim bHLH-PAS (Per/Arnt/Sim) ailesine aittir. Oksijen
seviyeleri, HIF-1 o’nin protein stabilizasyonunu, hiicre i¢i lokalizasyonunu ve
transkripsiyonunu etkileyebilir (Sekil 3). Oysa B (ARNT) alt birimi (Sekil 4) yapisal
olarak ifade edilir ve oksijen seviyelerinden etkilenmez (13). HIF-1 a alt birimi 3
(ARNT) alt birimi ile birleserek transkripsiyonel faktor olarak rol oynar. Her bir alt
birim PAS-A ve PAS-B olarak tanimlanan PAS alanlar1 icerir. bHLH ve PAS
bolgeleri o ve P bolgeleri arasinda heterodimer olusumu ve DNA baglanmasi igin
gereklidir (14-21). HIF-1 a TAD-N ve TAD-C (N- ve C- transaktivasyon alanlari)
inhibitér alanlarla koprii kuran bolgeleri igerir (21). TAD-N oksijen bagimli
par¢alanma (ODD) bdlgesi ile ortiisiir. TAD-C P300/CBP koaktivatorii ile etkilesir
ve HIF aktivitesi i¢in gereklidir (22).
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Sekil 3: HIF-1 a’nin Yapisi (23)
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Sekil 4: HIF-1 B’nin Yapis1 (24)



2.4. HIF-1 a Stabilizasyonunun Molekiiler Mekanizmasi

2.4.1. HIF-1 a Proteininin Oksijen Seviyeleri ile Diizenlenmesi

HIF-1 a proteini normoksik durumda pVHL aracili ubikitin-proteazom siireci
yoluyla hizli bir sekilde bozunmaya maruz kalir. Oysa hipoksik sartlar altinda
bozunma siireci engellenir ve HIF-1 o proteini ortamda birikir (25, 26). pVHL ile
HIF-1 o’nin iliskisi, pirolil hidroksilaz (PHD) veya HIF pirolil hidroksilaz’in (HPH)
aracililik ettigi prolin rezidiilerinin post-translasyonel translasyonu ile tetiklenir. HIF-
1 o hidroksilasyon i¢in iki boliim igerir, ODD alanlarinin igerisinde Pro 402 ve 564
ve her bolimde korunmus LXXLAP motifi icerir (27). Hidroksiprolin rezidiileri
pVHL’nin hidrofobik ¢ekirdegi igerisinde gomiilii olarak gelir ve von Hippel-Lindau
timor supresor proteini ubikitin-ligaz protein kompleksinin bir pargasidir (28, 29).
HPH ve PHD ailesinin ii¢ paralogu kesfedilmis ve su sekilde isimlendirilmistir (30);
HPH-1/PHD3, HPH-2/PHD-2 ve HPH-3/PHD-1. HIF’in normoksik sartlarda
hidroksilasyonundan HPH-2/PHD-2 sorumlu iken HPH-3/PHD-1 niikleusta, HPH-
2/PHD-2 stoplazmada bulunur (31, 32).

Pirolil hidroksilaz, 2-oksoglutarat ve oksijen gerektiren dioksijenazdir. Bu
enzim prolin rezidiisiine bir oksijen atomunu transfer eder ve ikinci oksijen atomu 2-
oksoglutarat {iireten siiksinat ile reaksiyona girer. HIF-1 o i¢in PHD aktivitesinin
oksijen konsantrasyonuna bagli oldugu bilinmektedir. Bu nedenle PHD oksijen

sennsorii olarak tanimlanmustir (33, 34).

HIF-1 o nin ODD alanlart ile iliskili bagka bir protein ARDI asetil
transferazdir (35). ARD-1"nin maya homologu diisiik 6karyot ve bakterilerde protein
N-asetiltransferaz (NAT) ekspresyonu i¢in gereklidir ancak islevi memeli
hiicrelerinde tanimlanmamistir (36, 37). ARD-1 Ac-CoA’dan bir asetil grubu
aktararak HIF-1 o’'nin ODD bdlgesinde Lys-532 rezidiisiinden asetilledigi rapor
edilmistir (38). ARD’nin azalmis ifadesi nedeni ile hipoksik etkiye maruz kalma
zamaninindaki artisa bagl olarak HIF-1 a’nin asetilasyon diizeyi azalir. ARD-1 ile
Lys-532 arasindaki setilesyon HIF-1 o’nin proteozomal bozunmasi i¢in ¢ok
onemlidir. ARD-1 ile aktive edilmemis mutant bir K532R stabilize edilerek ve

pVHL ile etkilesiminin azaldig1 gosterilmistir (35). Ilging bir sekilde daha énce Lys



532’nin normoksik kosullar altinda HIF-1 o bozulmasi i¢in 6nemli oldugu
bildirilmistir (39). HIF-1 o’nin nasil asetillendigi belli olmamasina ragmen HIF-1
a’nin stabilizasyonunda azalmaya yol acar. HIF-1 o’nin yapisal degisimi onun pVHL

ile ekilesimini ve proteozomal parcalanmasini arttirabilir (Sekil 5).
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Sekil 5: HIF-1 o proteini’nin Pirolil hidroksilaz ve proteozomal pargalanma ile
diizenlenmesi (39)

2.4.2. HIF-1 o’min Normoksik Sartlar Altinda Stabilizasyonu

Bircok biiyiime faktorii ve sitokinlerin; Ornegin insiilin, insiilin benzeri
biiyiime faktorleri, transforming growth faktor, trombosit tiirevi biiyiime faktori,
epidermal growth faktor, interlokin-1 fB’da dahil olmak iizere normoksik sartlar
altinda HIF-1 o’y1 stabilize ettigi bilinmektedir (40-46). Bu faktorlerin HIF-1 o’y1
nasil stabilize ettigi tam olarak bilinmemesine ragmen ortak bir hiicresel kinaz yolu
iceriyor olabilecekleri diisiiniilmektedir. Nitrik oksit’in normoksik sartlar altinda

HIF-1 o’y1 stabilize ettigi rapor edilmistir (47, 48).



2.5. HIF-1 a Protein Sentezi

Biiytime faktorleri hipoksiye bakilmaksizin protein translasyonuna neden
olur. Oysa hipoksi HIF-1 a’nin bozunmasindaki azalma ile iliskilidir. Boylece HIF-1
o’nin  normoksik sartlar altinda bozunmasi oksijen sensorii araciligiyla
gerceklesebilir. Muhtemelen biiyiime faktorii reseptorii tirozin kinaza baglanarak
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) ve mitojen ile aktive edilen protein kinaz (MAPK)
yollarin1 aktive eder (49-53). Daha sonra PI3K protein kinaz B (PKB) olarak da
bilinen Akt’yi aktive eder. MAPK yolunda biiylime faktorii Ras ve diger basamaklari
aktive eder. HIF-1a sentezinin roliine ¢k olarak MAPK yolagi HIF’in
transkripsiyonal aktivitesinide arttirir. Bu etki, ERK ile P300’tin fosforilasyonundan
kaynaklanmaktadir (54-57) (Sekil 6).
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Sekil 6: IGF ve TGF gibi biiylime faktorlerinin PI3K or MAPK yoluyla oksijenden
bagimsiz olarak HIF-1 a sentezini arttirmasi (50)



2.6. HIF-1’in Hedef Genleri

HIF-1 oksijenle diizenlenen gen ifadelerinin ana diizenleyicisi olarak rol
oynar. Asagi yukart 60’dan fazla hedef gen tanimlanmigtir. HIF-1’in hedef genleri
ozellikle anjiogenik faktorleri kodlayan kanserle iligkili genler, proliferasyon/hayatta

kalma, glikoz tasiyicilar1 ve glikolitik enzimlerle ilgili genlerdir (58) (Tablo. 1).
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Tablo 1: HIF-1’in hedef genleri (58)

Fonksiyon

Gen

Hiicre Proliferasyonu

Siklin G2, IGF2, IGF-BP1, IGF-BP-2, IGF-BP-3, WAF-1, TGF-a, TGF-33

Hiicrenin Hayatta kalmas1

ADM, EPO, IGF2, IGF-BP1, IGF-BP-2, IGF-BP-3, NOS2, TGF-0, VEGF

Apoptozis NIP3, NIX, RTP801
Motilite ANF/GPI, c-MET, LRP1, TGF-a
Sitoskeletal Yap1 KRT14, KRT18, KRT19, VIM
Hiice Adezyonu MIC2
Eriropoezis EPO
Anjiogenez EG-VEGF, ENG, LEP, LRP1, TGF-B3, VEGF

Damar Tonusu

alB-adrenergik receptor, ADM, ET1, Hem oxygenase-1, NOS2

Transkripsiyonal Diizenleme

DEC1, DEC2, ETS-1, NUR77

pH regiilasyonu

Karbonik anhidraz 9

HIF-1 aktivitesinin
Diizenlenmesi

P35stj

Epitelyal Hemeostaz

Intestinal trefoil factor

Ilag Rezistans1

MDR1

Niikleotit metabolizmasi

Adenylate kinase 3, Ecto-5'-nucleotidase

Demir Metabolizmasi

Seruloplasmin, Transferrin, Transeferrin receptor

Glukoz Metabolizmasi

HK1, HK2, AMF/GPI, ENO1, GLUT1, GAPDH, LDHA, PFKBF3, PFKL,
PGK1, PKM, TPI,ALDA, ALDC

Ekstaseliiler Matriks
Metabolizmasi

CATHD, Collagen type V (al), FN1, MMP2, PAI1, Prolyl-4-hydroxylase a(1),
UPAR

Enerji Metabolizmasi

LEP

Aminoasit Metabolizmasi

Transglutaminase 2
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2.6.1. Anjiogenez

Patolojik veya fizyolojik sekilde diisiik oksijen basincina sahip olan
(hipoksik) avaskiiler timor veya stroma hiicreleri gesitli pro-anjiogenik genlerin
indiiksiyonu ve oksijen algilama mekanizmalarinin sonucu olarak anjiogenezi tetikler
(59-61). Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) 6nemli hedef genlerden
biridir, 6zellikle hipoksik ve avaskiiler alanin igerisindeki onciil endotelyal hiicreleri
uyarir. VEGF en giiclii endotele 6zgii mitojendir ve anjiogeneze dogrudan katildigi
bilinmektedir (62-66). Bu growth faktor reseptorii VEGFR ile etkilesime girer.
Ozellikle endotel hiicrelerinde ifade edilir ve endotel hiicrelerinin ¢ogalmasini uyarir
(67-70). Ayrica hipoksi VEGF mRNA’nin ve proteinin ifadesini arttirir. Yani
hipoksinin VEGF ekspresyonunu upregiilasyon yoluyla arttirarak anjiogenezi
uyardig1 gosterilmistir (71). Anjiogenezin indiiksiyonu vaskiiler yogunlukta bir artisa
yol agar ve dolayisiyla oksijen diflizyon mesafesinde bir azalmaya neden olur.
Bununla birlikte patofizyolojik sartlar altinda lokal kan akimi, HIF-1 hedef genlerin
hepsini igeren NO, CO, Endotelin-1, adrenomediilin veya ol [ adrenerjik
reseptorlerin aktivasyonu ile damar tontisi degistirilerek kontrol edilir (72-77). Bu
nedenle HIF-1, muhtemelen damar olgunlasmasinda yer alan ilave hedef genleri de
ise alarak VEGF indiiksiyonundan daha karmasik mekanizmalarla anjiogeneze
katkida bulunur (78) (Sekil 7).
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Sekil 7: HIF-1 o 'nin VEGF iizerine etkisi (78)
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2.6.2. Hiicre Cogalmasi/Hayatta Kalma

Hipoksi kaynakli biiylime faktorlerinin hiicrenin proliferasyonunu ve hayatta
kalmasin1 gelistirdigi bilinmektedir. Cesitli biiylime faktorleri 6zellikle insiilin
benzeri biiytime faktorii-2 (IGF-2) ve transforming growth faktor-a (TGF-a) ayni
zamanda HIF-1 hedef genleridir. Bu faktorlerin aymi kokenden olan kendi
reseptOrlerine baglanmasi, insiilin-like growth faktdr 1 reseptorii (IGFIR) ve
epidermal growth faktér reseptorii hem HIF-1’in ekspresyonunu hem hiicrenin
cogalmasi ve hayatta kalmasini saglayan sinyal transdiiksiyon yollarii aktive eder
(79). Hiicre dis1 biiytime faktorlerine cevap olarak hiicre ¢ogalmasini diizenleyen
mitojen aktive edilmis protein kinazlarin p42/p44’iin HIF-1 o’y1 fosforile ettigi ve
HIF-1 hedef genlerinin transkripsiyonunu arttirdigni ~ gosterilmistir  (80).
Fosfatidilinositol 3-OH (PI3K) aktivitesi, hipoksik kosullar altinda bazi hiicre
tiplerinde artar (81). PI3K, birgok tirozin kinaz sinyal yollarinin en O6nemli
aracilarindan biridir ve hiicre proliferasyonu ve apoptozun bastirilmasinin
diizenlenmesinde yer almaktadir. PI3K yolu fosfoinosid fosfataz (PTEN) tarafindan
inhibe edilir ve PTEN’deki mutasyonlar HIF-1 aktivasyonundaki cevabi gelistirir
(82). PTEN hiicre proliferasyonunu ve biiylimesini diizenler ve glioblastom,
endometrial tiimorler ve prostat kanserini igeren bazi insan kanserlerinde mutasyona
veya delesyona ugramistir (83). Bu nedenle HIF-1 kanser siireci igin kritik olan
otokrin sinyal yoluna katkida bulunmaktadir.

2.6.3. Glikoz Metabolizmasi

Hipoksik sartlar altinda hiicreler oksijenden bagimsiz metabolik yola girerler
ve ATP iiretiminin birincil mekanizmasi olarak glikolizisi kullanirlar (84, 85).
Glikolizis her glukoz molekiilii i¢in yalnizca 2 ATP molekiilii saglar. Aksine TCA
siklusu 38 ATP saglamaktadir. Glikoliz ve glikoz alimin1 igceren bir¢ok gen HIF-1"in
hedef geni olarak tanimlanmistir (86) (Sekil 8). HIF-1 hem glikolitik yoldaki biitiin
enzimlerin, hem de hiicresel glikoz alimina aracilik eden GLUT-1 ve GLUT-3 glikoz
transportirlarinin ifadesini  diizenler (87). Anaerobik glikoliz sonucunda laktat
iiretiminde artis ve pH seviyelerinde diisme meydana gelir. Boylece yeterli glukoz
miktarina ragmen bu ATP kaynagi belirli Olciilerde smrlandirilmis olur.

Transmembran karbonik anhidrazin HIF-1’1n hedef genlerinden biri oldugu rapor
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edilmistir (88). Aslinda artan glikolizis ¢ogalan hiicreler i¢in normal bir tepkidir ve
ayni zamanda go¢ eden hiicreler de enerji kaynagi olarak bu yolu kullanir (89).
Glikolitik yolun ara metabolitleri, stres altinda hiicrelerin yasamasi ve biiylimesi igin
gerekli olan glisin, serin, piirin, primidin ve fosfolipidlerin sentezi igin gerekli

prekiirsorleri saglar (90).

Hypoxia

Glucose

Sekil 8: HIF-7 o 'nin Glikoz metabolizmasi tizerine etkisi (89)

2.6.4. Demir Metabolizmasi

Hipoksinin eritroid dokulara demir tasimimini saglayan transferrinin
ekspresyonunu arttirdigi ortaya konmustur (91). Transferrin reseptorii, hiicresel
transferinin alimini saglayan hipoksi ile indiiklenen HIF-1’in hedef genidir (92).
Seruloplasminin de HIF-1"1n hedef geni oldugu bildirilmistir (93, 94). Ayrica
seruloplazmin bir ferrooksidaz olarak da bilinir ferrik demiri ferr6z duruma gegirmek
icin gereklidir. Yalniz ferrik demir transferrin tarafindan baglanabilir ve hipoksik
seruloplazmin indiiksiyonu eritroid dokuya yeterli demir destegi saglamak icin

gereklidir (95).
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2.7. HIF-1 Hedefli Terapiler

HIF-1 o’nin birgok insan kanserinde asirt derecede eksprese edildigi
bulunmustur (96, 97). HIF-1 o’nin asir1 ekspresyonu ve hasta 6liimleri arasindaki
anlamli iligki beyin, meme, rahim agzi, orofarinks, yumurtalik ve rahim
kanserlerinde gosterilmis fakat bas boyun kanseri ve kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanseri i¢in rapor edilmemistir (98, 99). Yani HIF-/ a’nin asir1 ekspresyonunun
etkisi kanser tipine baghdir. HIF-1 o’nin etkisinin bloke edilmesi kanser siirecinin
durdurulmasinda yardimer olabilir (100). Son ¢alismalar HIF-1 o’nin kemoterapi ve
radyasyon direncine aracilik ettigini gosteren kanitlar saglamistir (101, 102). HIF-1 a
aktivitesinin inhibisyonu, HIF-1 a’nin kendisini veya HIF-1 «a ile ilgili proteinleri
bloke etmek igin gelistirilmis olan anti-anjiogenik terapilerin kombinasyonunun

Onemli bir bilesenini temsil edebilir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma; Siileyman Demirel Universitesi Rektorliigii Tip Fakiiltesi Etik
Kurul Baskanligi’ndan 2013/3484 sayili karari ile etik kurul izni alinarak Siileyman
Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Tibbi Biyokimya
Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

Isparta Siileyman Demirel Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Poliklinik ve Servis hastalarindan taniya bakilmaksizin 17 ve tizeri yasa sahip ve tam
kan saymmi sonucunda, hemoglobin seyiyesi 17g/dl ve iizerinde bulunan 209 adet
vaka ve 100 adet kontrol kani taniya bakilmaksizin alinmis ve EDTA’l1 tiiplerde

+4°C’de saklanmustir.
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3.1. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Beckman Coulter LH 750 Tam Kan Sayim Cihazi
PCR tiipii (Corning 3745)

Eppendorf Tiipii (Corning 3622)

Mavi Pipet Ucu (Boeco 1-200-80-2)

Sar1 Pipet Ucu (Boeco 1-110-81-1)

DNA Saklama Kutusu (Biosigma N40.4111)

Tiip Sporu (LP N40.4005)

Mikrosantrifiij (Heraus Biofuge D-37520, Germany)
Otoklav (Hirayama HVE-50, Japan)

Etliv (Binder, Tiirkiye)

Buzdolab1 (Arcelik-8188 NF, Tiirkiye)

Derin Dondurucu (Beko 8460T, Tiirkiye)

Kar Makinas1 (Hoshizaki FM-120EE, EU)

Bidistile Su Cihaz1 (Millipore Simlicity 185, France)
Su Banyosu (Termal Laboratuvar Aletleri 820-3, Tiirkiye)
Laminar Hava Kabini (ESCO, Tiirkiye)

Vorteks (Niive NM 110, Tiirkiye)

Termal Cycler (Peglab Primus 96, Germany)

Hassas Terazi (Shimadzu AX 200, Japan)
Mikrodalga Firin (Beko MD 1505, China)

Manyetik Karistirict (IKA RH-KT/C, Brazil)
Elektroforez Tanki (Scie-plas V-GEL, UK)
Elektroforez Gli¢ Kaynagi (Consort EV215, Belgium)
Transsilliiminator (Ultra Lum. Inc., Tiirkiye)

PCR cihazi
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3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e Etanol (Riedel-de Haen 32221)
e Etidyum Bromid (Sigma E-1510)
e GenelJet Whole Blood Genomik DNA Purification Mini Kit (Thermo
Scientific K0781-K0782)
e Taq DNA Polimeraz ( Thermo Scientific Recombinant EP 0402)
e Agaroz (Prona Biomax PR 134527)
e dNTP Mix (Promega U1515)
e 10xPCR Buffer (Thermo Scientific 166526)
e Bidistile Su (Sigma W-3500)
e Moleculer weight marker DNA (Thermo Scientific SM0371)
e 6x DNA Loading (Thermo Scientific R0611)
e Restriksiyon Enzimi
HIF-1 oo C111A igin Bglll (Recombinant)
HIF-1 o C1772T igin Hphl (Recombinant)
HIF-7 a G1790A i¢in Acil (Recombinant)
e Primerler
HIF-1 a C111A polimorfizmi i¢in
Forward Primer : 5’>-GGA TAA GTT CTG AAC GTCGA-3’
Reverse Primer : 5°-ATC CAG AAGTTT CCT CAC AC-3’

HIF-1 o C1772T ve G1790A polimorfizmi i¢in

Forward Primer : 5°-AAG GTG TGG CCATTG TAAAAA CTC-3’
Reverse Primer : 5°-GCA CTAGTAGTT TCT TTATGT ATG-3’
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3.3. Periferik Kandan DNA izolasyonu

1. 1,5 ml’lik ependorf tiiplere 200 pl kan 6rnegi kondu ve iizerine 20ul
Proteinaz K soliisyonu eklendi. Vortekslenerek homojenize edildi.

2. Uzerine 400pl lizis soliisyonu eklendi homojen siispansiyon elde etmek
i¢in vortekslendi.

3. Su banyosu 56 °C’ ye isitildi ve numuneler 10 dakika arada bir
vortekslenerek inkiibe edildi.

4. Uzerlerine 200pl etanol ilave edilerek pipetle karistirildi.

5. Hazirlanan karisim spin kolona aktarildi.

6. 8.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

7. Siiziilen sollisyonu iceren toplama tiipii atild1 ve yeni bir toplama tiipiiniin
igerisine kolon yerlestirildi.

8. 500 ul Wash Buffer (WB) 1 (Etanol ilaveli) kolona ilave edilerek 1 dakika
10.000 rpm’de santrifiij edildi.

9. Toplama tiipiine siiziilen kisim atildi ve spin kolon tekrar toplama tiipiiniin
icerisine yerlestirildi.

10. 500 pl Wash Buffer (WB) 2 (Etanol ilaveli) spin kolona ilave edildi.
14.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

11. Spin kolon 1,5 mI’lik ependorf tiipiine yerlestirildi ve genomik DNA’nin
elute edilebilmesi i¢in kolon membraninin merkezine 200 pl Elution Buffer eklendi.

12. Oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilerek 10.000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi.

13. Spin kolon atildi ve 6rnekler PCR asamasinda kullanilmak tizere -20

derecede saklandi.
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3.4. HIF-1 a Polimorfizmlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Yontemi ile Cogaltilmasi

3.4.1. HIF-1 a Promotor Bélgelerinin Cogaltilmasi I¢in Kullamlan

Primer Dizileri

HIF-1 o polimorfizmlerinin gozlendigi bolgelerin ¢ogaltilmasinda kullanilan
primerlerin niikleotid dizisi asagida verildigi sekildedir. Primerler uluslararasi
yayinlarda dogrulanmistir.

HIF-1 a C111A polimorfizmi icin;

Forward Primer: 5’-GGA TAA GTT CTG AAC GTC GA-3’

Reverse Primer: 5’-ATC CAG AAG TTT CCT CAC AC-3’

HIF-1 o C111A polimorfizmi i¢in amplifiye edilen bdlgenin baz dizilimi
sekil 9°da gosterilmistir.

GGATAAGTTCTGAACGTCGAAAAGAAAAGTCTCGAGATGCAGCCAGAT
CTCGGCGAAGTAAAGAATCTGAAGTTTTTTATGAGCTTGCTCATCAGTTG
CCACTTCCACATAATGTGAGTTCGCATCTTGATAAGGCCTCTGTGATGAG
GCTTACCATCAGCTATTTGCGTGTGAGGAAACTTCTGGAT

Sekil 9: HIF-/ a gen bolgesi lizerinde C111A i¢in amplifiye edilen bdlgenin baz
dizilimi. Kalin harfler primer dizilerini ifade etmektedir.

HIF-1 a C1772T ve G1790A polimorfizmi icin;

Forward Primer : 5°-AAG GTG TGG CCA TTG TAAAAA CTC-3’
Reverse Primer : 5>-GCA CTAGTAGTT TCT TTATGT ATG-3’

HIF-1 a C1772T ve G1790A i¢in amplifiye edilen bolgenin baz dizilimi sekil

10°da gosterilmistir.

AAGGTGTGGCCATTGTAAAAACTCATGTATTTGCTGTTTTAAAGGACAC
AGATTTAGACTTGGAGATGTTAGCTCCCTATATCCCAATGGATGATGACC
TCCAGTTACGTTCCTTCGATCAGTTGTCACCATTAGAAAGCAGTTCCGCA
AGCCCTGAAAGCGCAAGTCCTCAAAGCACAGTTACAGTATTCCAGCAGA
CTCAAATACAAGAACCTACTGCTAATGCCACCACTACCACTGCCACCACT
GATGAATTAAAAACAGTGACAAAAGACCGTATGGAAGACATTAAAATAT
TGATTGCATCTCCATCTCCTACCCACATACATAAAGAAACTACTAGTGC

Sekil 10: HIF-/ a gen bolgesi tizerinde C1772T ve G1790A i¢in amplifiye edilen
bolgenin baz dizilimi. Kalin harfler primer dizilerini ifade etmektedir
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3.4.2. PCR Kosullari

Toplam PCR hacmi 25 ul olacak sekilde Tablo 2’deki bilesenler sirasi ile 0.5
ml’lik tiiplere ilave edildi. PCR karigiminin hazirlama iglemleri buz {lizerinde ve steril
kabin igerisinde yapildi.

CI111A polimorfizmi i¢in HIF-1 Forward primer, 20,2 nmol olarak lyofilize
formda gonderilmistir. Uzerine 202 pl dH20 eklendi ve 100 pmol stok primer elde
edildi. 90 ul dH20 {izerine 10 pl stok primerden eklenerek 10 pmol/ul primerler
hazirlandi.

CI111A polimorfizmi i¢in HIF-1 Reverse primer, 21,9 nmol olarak lyofilize
formda gonderilmistir. Uzerine 219 dH,O eklendi. 100 pmol stok primer elde edildi.
90 pl dH20 iizerine 10 pl stok primerden eklenerek 10 pmol/pul primer hazirlandi.

C1772T ve G1790A polimorfizmleri i¢cin HIF-1 a Forward primer 20,17
nmol olarak lyofilize formda gdnderilmistir. Uzerine 202 ul dH,0 eklendi. 100pmol
stok primer elde edildi. 90 pl dH,O {izerine 10 pl stok primerden eklenerek 10
pmol/ul primer hazirlandu.

C1772T ve G1790A polimorfizmleri i¢in HIF-1 a Reverse primer 21,86 nmol
olarak lyofilize formda gonderilmistir. Uzerine 219 pl dH,O eklendi. 100 pmol stok
primer elde edildi. 90 pl dH,0 tizerine 10 pul stok primerden eklenerek 10 pmol/ul
primer hazirlandi.

Her bir ANTP den 25 ul alinarak tizerine 900 ul dH,O ilave edildi ve 1.000
ul’lik dNTP karigimi hazirlandi. Taq polimeraz eklendikten sonra hi¢ vakit
kaybetmeden tiip igine konulan bilesenlerin iyice karigmasi igin pipetaj yapildi ve
bdylece master mix hazirlanmis oldu. Tablo 2’de bir bireye ait PCR master miksi
icin hesaplama 6rnegi verilmistir.

0.2 mI’lik PCR tiiplerine 21 pl reaksiyon karigimi dagitilarak, her bir tiipe 4
ul DNA ilave edildi. Tipler hizli santrifiij yapildiktan sonra PCR cihazina
yerlestirildi. C111A ig¢in PCR basamaklar1 Tablo 3’de C1772T ve G1790A i¢in PCR

basamaklar1 Tablo 4’de verilmistir.

21



Tablo 2: HIF-1 a C111A, C1772T ve G1790A i¢in master mix hazirlanmasi

1x
10x Buffer 2.5l
dNTP mix 2.0 ul
MgCI2 1.5 ul
Forward Primer (10 pmol) 2.5l
Reverse Primer (10 pmol) 2.5 ul
Taq DNA Polimeraz (5U/ul) 0.5 ul
dH20 9.5 ul
DNA (30ng) 4.0 ul
TOPLAM 25l

Tablo 3: HIF-1 « C111A Polimorfizmi i¢in PCR sartlar1

Initialization Step 95°C 5 dakika

(Ilk Denatiirasyon)

Denaturasyon Step 95°C 30 saniye

(Denatiirasyon)

Annealing Step 60°C 30 saniye .
(Primer Baglanma) 30 siklus
Extension Step 72°C 30 saniye

(Uzama)

Final Elongation 72°C 5 dakika

(Son Uzama)
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Tablo 4: HIF-1 a C1772T ve G1790A polimorfizmi i¢in PCR sartlar1

Initialization Step 95°C 5 dakika

(Ilk Denatiirasyon)

Denaturasyon Step 95°C 45 saniye

(Denatiirasyon)

Annealing Step 61°C 45 saniye 30 siklus
(Primer Baglanma)

Extension Step 72°C 45 saniye

(Uzama)

Final Elongation 72°C 5 dakika

(Son Uzama)

3.4.3. PCR Uriinlerinin Kontrolii

PCR iiriinlerinin amplifikasyonunu kontrol etmek amaci ile PCR tiiptinden
alinan 8 pl 6rnek 2 pl yiikleme tamponu ile karigtirilarak agaroz jelde 100 voltta 30
dakika yiiriitiildii. PCR iirlinii olusumu go6zlenen ornekler +4°C’de enzim kesim
reaksiyonu i¢in saklandi. Amplifikasyonun gergeklesmedigi orneklerde ise yeniden
PCR yapildi. Baz1 kuyucuklarda ise DNA go6zlemlenemediginden ilgili numuneler
icin tekrar DNA izolasyonu ve PCR yapildi.

3.4.4. Enzim Kesim Reaksiyonu

HIF-1 a C111A polimorfizm bdlgesi i¢in Bglll, HIF-7 a C1772T i¢in Hphl
ve HIF-1 a G1790A igin Acil restriksiyon enzimleri kullanilarak kesim reaksiyonlari

gerceklestirildi. Restriksiyon enzim karisimi Tablo 5” deki gibi hazirlanmustir.
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Tablo 5: Restriksiyon Enzim Karisimimin Hazirlanmasi

1x
PCR {iriinii 16 pl
dH20 28 pl
10x NE Buffer 5ul
Restriksiyon Enzimi 1 ul
TOPLAM 50 pLL

Restriksiyon enzim karisimindan her bir 6rnek i¢in 34 ul elde edildi. Enzim
kesimi i¢in toplam hasta sayist kadar hazirlanan HIF-1 enzim kesim karigimi
vortekslendi ve hizli santrifiij yapildi. Her bir tiipe 34 pl restriksiyon enzim
karisimindan dagitildi. Kan 6rneklerinden elde edilmis olan PCR iiriinlerinden 16’sar
ul PCR firiinii bu karisim tizerine ayr1 ayri eklendi ve hizli santrifiij yapilarak

37°C’lik etiivde 30 dakika inkiibe edildi.

3.4.5. Enzim Kesim Uriinlerinin Degerlendirilmesi ve Kontrolii

%3’liik agaroz jel hazirlandi ve restriksiyon enzimi ile kesilen PCR
tirtiniinden yaklasik 8 pl ve yiikleme tamponundan 2 pl almarak karistirilip agaroz
jeldeki kuyucuklara yiikleme yapildi. Kesim firiinleri, DNA molekiiler marker ile
birlikte yiiriitiildii. Yiirtitme sonrasi jel tizerindeki bantlar transsliminator cihazinda

degerlendirildi ve fotograflandi.

3.45.1. HIF-1 a Cl111A Polimorfizminin Enzim Kesimi Sonrasi

Degerlendirilmesi

PCR firiinii: 187 bp

Restriksiyon enzimi: Bglll

Enzim Kesim Sonucu:

CC homozigot normal: 143+44 bp
AA homozigot polimorfik: 187 bp
CA heterozigot: 187+143+44 bp
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CcC AA CA
187 bp
| ——
44 bp — —_—

Sekil 11: HIF-/ o C111A i¢in restriksiyon enzim kesim sematik érneklemesi

3.45.2. HIF-1 a C1772T Polimorfizminin Enzim Kesimi Sonrasi

Degerlendirilmesi

HIF-1 «a C1772T polimorfizminin enzim Kkesim bolgesi sekil 12°de

gosterilmistir.

GTTACGTTCCTTCGATCAGTTGTCA[C/T]ICATTAGAAAGCAGTTCCGCAAG

CC

Sekil 12: HIF-1 a C1772T (rs11549465) Polimorfizmi igin rs11549465 numarali

niikleotit degisim gosterimi (103)

PCR firiinii: 346 bp

Restriksiyon enzimi: Hphl

Enzim Kesim Sonucu:

CC homozigot normal: 228+118 bp
TT homozigot polimorfik: 346 bp
CT heterozigot: 346+228+118 bp
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CC TT CT
346 bp
| ——

Sekil 13: HIF-/ a C1772T igin restriksiyon enzim kesim sematik 6rneklemesi

3453. HIF-1 a G1790A Polimorfizminin Enzim Kesimi Sonrasi
Degerlendirilmesi

HIF-1 o C1772T polimorfizminin enzim kesim bdolgesi sekil 14’de

gosterilmistir.

GTTGTCACCATTAGAAAGCAGTTCCI[A/G]JCAAGCCCTGAAAGCGCAAGTC
CA

Sekil 14: HIF-1 a G1790A (rs11549467) Polimorfizmi i¢in rs11549467 numarali
niikleotit degisim gosterimi (104)

PCR fiiriinii: 346 bp

Restriksiyon enzimi: Acil

Enzim Kesim Sonucu:

GG homozigot normal: 201+145 bp
AA homozigot polimorfik: 346 bp
GA heterozigot: 346+201+145 bp
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GG AA GA
346 bp I —
145 bp

Sekil 15: HIF-/ a G1790A i¢in restriksiyon enzim kesim sematik 6rneklemesi

3.4.6. istatistiksel Analizler

3.4.6.1. Gruplar Arasi Farkhiliklar

Stirekli degiskenlerin karsilagtirilmasinda bagimsiz iki grup arasi farklarin t
testi (independent samples *'t* test) IBM SPSS Statistics 20 Programi kullanilarak
degerlendirilmistir. iki yonlii p<0.05 diizeyindeki degerler istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmistir.

3.4.6.2. Genotip ve Allel Frekanslari

Genotip ve allel frekanslar1 elektroforetik band goriiniimlerine gore
degerlendirilmistir. Allel frekanslar allel sayimi ile hesaplanmigtir. Genotipler hem
say1 ve hem de ylizde olarak belirtildi. Biitiin vakalardaki muhtemel ii¢ genotip ve

allel frekanslar1 (p ve q) asagidaki formiile gore hesaplanmistir:

Allel frekansi (p) = ((2 X homozigot) + heterozigot/(2 X N)
N= Toplam birey sayi1s1

3.4.6.3. Hardy-Weinberg Dengesi Testi

Biitiin 6rneklerin Hardy-Weinberg dengesinden (HWE) sapmalari test edildi.

HWE testi asagidaki temel varsayimlara gore yapildi; birincisi kayda deger mutasyon
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yoktur, tim genotiplere sahip bireyler ¢iftlesebilme yetenegindedirler ve dolayisiyla
da genlerini aktarabilme yetenegine sahiptirler, endojen populasyon igersine diger
populasyon gruplarindan degisken allel frekansli bireylerin kayda deger gocii yoktur.
Ikincisi, populasyon cok biiyiiktiir ve ilgili lokus dikkate alindiginda rastgele
ciftlesmeler vardir. HWE {i¢ muhtemel genotipin iki terimli (binomial) agilimi ile
iliskili olup olmadigini arastirir:

(p+)2 = p*+2pg+g?

Esitlik beklenen sayilar1 hesaplamada kullanilir ve daha sonra chi-square testi
serbestlik derecesine (serbestlik derecesi = genotiplerin sayis1 — allellerin sayis1) gore
beklenen sayilar ile gozlenen sayilar karsilagtirir.

HWE analizi online program kullanilarak yapildi (105). HWE analizi pearson’s
goodness-of-fit-chi-square (serbestlik derecesi =1), Log-likelihood ratio chi-square
(serbestlik derecesi=1) ve exact testi i¢in P degerini hesaplar. HWE programi ayni
zamanda populasyonda heterozigotluk seviyesini tanimlayarak akrabalik derecesini

belirten degeri gosteren F degerini de hesaplar.

3.4.6.4. Genetik iliskilendirme Analizi Testi

Degiskenler ile hastalik riski arasindaki iliskiyi belirlemesinde odds oranlari
(OR), %95 giivenlik araliginda (CI) Insttitute of Human Genetics tarafindan saglanan

online erisim programi (105) ile belirlendi.

Bu programa gore allel 1 wild tip allel ve allel 2 polimorfik olan alleldir.

Asagidaki esitlikler kullanilarak OR’ler hesaplanmaktadir.

Heterozigotluk: (Vaka_ 12 x Kontrol_11) / (Vaka_11 x Kontrol_12)

Homozigotluk: (Vaka_22 x Kontrol_11) / (Vaka_11 x Kontrol_22)

Allel positivitesi: ((Vaka_12 + Vaka 22) x Kontrol_11) / (Vaka_11 x (Kontrol_12 +
Kontrol_22))

Armitage’s common trend: (Vaka 12xKontrol_11/NO01 + Vaka_22 x Kontrol_12/
N12 + 4x (Vaka_22xKontrol_11 / NO2)) / (Vaka_l1lxKontrol_ 12/ NO1 +
Vaka_12xKontrol 22/N12 + 4x (Vaka_22xKontrol_11xVaka 11xKontrol 22) x 0.5
/ NO2)
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada, hemoglobin diizeyi 17 g/dl ve {izeri olan hastalardan toplanan
orneklerde HIF-/ a gen polimorfizmi olup olmadigi arastirilmistir. Bu amagla
Siileyman Demirel Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Polikliniklerine
miiracat eden hastalardan taniya bakilmaksizin hemoglobin degeri sonucu 17 g/dl ve
izeri olan hastalardan ornekler toplanmis ve yine taniya bakilmaksizin hemoglobin
degeri normal sinirlarda olan hastalardan kontrol grubuna ait kanlar alinarak PCR-
RFLP yontemi ile HIF-7 a C111A, C1772T ve G1790A polimorfizmlerinin allel ve
genotipik tayinleri yapilmistir.

Calismamizda hemoglobin diizeyi 17 g/dl ve iizerinde bulunan 209 adet kan
alinmig ve hemoglobin degerinin ortalama 17,7 g/dl, yas ortalamasimin da 41,4
oldugu tesbit edimistir. Calismamiz kontrol grubu olarak hemoglobin degerinin

ortalama 15,1 yas ortalamasinin ise 47 oldugu 100 adet kan alinarak yapilmistir.

Allel frekanslar1 belirlenen HIF-1 o C111A, C1772T ve G1790A genotipleri
istatistiki  olarak Hardy-Weinberg Dengesi ve Iliskilendirme Testi ile

degerlendirilmistir.
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4.1. Vaka ve Kontrol Gruplarinin Temel Karakteristikleri

Hasta ve konrrol grubunun yas ve hemoglobin siirekli degiskenlerinin

ozellikleri ve istatistiksel degerlendirilmesi tablo da goriilmektedir. Hasta ve kontrol

grubunda hem yas (t= -2,80, p<0.005) ve hem de hemoglobin konsantrasyonlari
(t=30,50, p<0.0001) bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir

(Tablo 6).

Tablo 6: Vaka ve kontrol gruplarinin temel karakteristikleri ve gruplar arasindaki
siirekli degiskenlerin karsilastirilmasinda bagimsiz iki grup arasi farklarin t testi

degerleri

Vaka t Ortalama
Degisken N Ortalama SD SE

durumu degeri  farklan

Vaka 206 41,47 17,35 1,20 -2,80 -561 0,005
Yas (y1l)

Kontrol 100 47,08 14,48 1,45
Hemoglobin Vaka 206 17,73 0,67 0,05 30,50 2,61 0,000
(g/dL) Kontrol 100 15,11 0,78 0,07
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4.2. HIF-1 a C111A Polimorfizmi Bulgular:

Hemoglobin diizeyi ortalama 17,7 g/dl olan 209 hasta ve 15,1 g/dl olan 100
kontrol grubuna ait numune HIF-7 o genininde yer alan C111A polimorfizmini
belirleyebilmek i¢in ilgili bolge PCR ile ¢ogaltilmis ve Bglll restriksiyon enzimi

kullanilarak amplifikasyon tiriiniiniin kesimi gergeklestirilmistir.

187 bp
143 bp

44 bp

Resim 1: HIF-7 « C111A Polimorfizmine Ait Jel Elektroforez Gortintiisii

PCR firtinii: 187 bp

Restriksiyon enzimi: Bglll

CC homozigot normal: 143+44 bp
AA homozigot polimorfik: 187 bp
CA heterozigot: 187+143+44 bp

Tablo 7: HIFI o C111A Polimorfizminin Temel Karakteristikleri

Vaka Genotip N Hemoglobin SE t Ortalama P
durumu (g/dL) = SD degeri  farklan
Vaka CcC 209 17,73+0,67 0,05
CA 0 . . ' ' '
AA 0 - - - - -
Kontrol CC 100 15,11+0,78 0,07
CA 0 . . ) ' '
AA 0 - - - - -
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HIF-1 o C111A i¢in 209 vaka grubunda AA homozigot polimorfik 0, CA
heterozigot 0 ve CC homozigot normal 209 olarak bulunmustur. 100 kontrol
grubunda AA homozigot polimorfik 0, CA heterozigot 0 ve CC homozigot normal
100 olarak bulundu (Tablo 7).

4.2.1. HIF-1 a C111A Genotip ve Allel Frekanslar:

Tablo 8’de kontrol ve vaka gruplarindaki genotip ve allel dagilimlarini
gostermektedir. Genotip frekanslar sirasiyla CC, CA ve AA igin vaka grubunda
%100, %0,0 ve %0,0 olarak kontrol grubunda ise %100, %0,0 ve %0,0 olarak
bulundu. CA ve AA genotipleri her iki grupta da goriilmedi.

Pearson’s goodness of fit chi square, log likelihood ratio chi square or P exact
testi olmak tizere ii¢ test kullanimi ile yapilan HWE analizinde (Tablo 8) gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi (p>0.05). Akrabalik sabiti
degeri vaka ve kontrol grubunda 0,000 olarak bulundu.

Tablo 8: HIF-/ a C111A polimorfizminin vaka ve kontrol gruplarinda genotip
frekanslari, allel frekanslar1 ve Hardy-Weinberg dengesi testi

Vaka (n=209) Kontrol (n=100)
Genotip frekanslari
CcC 209 (%100) 100 (%100)
CA 0 (%0) 0 (%0)
AA 0 (%0) 0(%0)
Allel frekanslar:
C alleli 1,00 1,00
Aalleli 0,00 0,00
Hardy-Weinberg dengesi testi
F-inbreeding coefficient 0,000 0,000
P-Pearson's goodness of fit 2 (DF=1) 1 1
P-Log likelihood ratio 2 (DF=1) 1 1
P Exact test 1 1
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4.2.2. HIF-1 a C111A Polimorfizminin Hastalik ile Tliskisi

HIF-1a CI111A  polimorfizminin

muhtemel

hastalik

ile iligkisi

degerlendirilerek OR’leri hesaplandi. Tablo 9‘da A risk faktorii olarak Tablo 10’da

ise C risk faktorii olarak degerlendirme yapilmistir. Tabloya gore CIl11A

polimorfizminin hastalik riski iizerine her hangi bir etkisi goriilmemektedir.

Tablo 9: HIF-1 o C111A polimorfizminin hemoglobin yiiksekligi iliskisi i¢in Odds

Ratios (ORs) (A risk alleli)

Armitage's trend test -

C111A Hb Yiiksekligi OR %095 CI X? P
iliskisi
C’ye gore A 0,479 0,009-24,23 - 1,000
CC’ye gore CA 0,480 0,009-24,35 - 1,000
CC’ye gore AA 0,480 0,009-24,35 - 1,000
CC’ye gore CA +AA 0,480 0,009-24,35 - 1,000

Tablo 10: HIF-/ a C111A polimorfizminin hemoglobin yiiksekligi iligkisi i¢in Odds

Ratios (ORs) (C risk alleli)

Armitage's trend test -

C111A Hb OR %095 CI X? P
Yiiksekligi iliskisi
A’ye gore C 2,087  0,041-105,573 - 1,000
AA’ye gore CA 1,000  0,004-255,600 - 1,000
AA’ye gore CC 2,085  0,004-105,816 - 1,000
CA +CC’ye gore AA 2,085  0,004-105,816 - 1,000

Laboratuvar ¢aligmalar1 sonucunda, HIF-/ o C111A polimorfizmi acisindan

elde edilen veriler 1s18inda her bir bireye ait kan Ornekleri allel frekansi ve

genotipleri acisindan istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli bir farklilik

tesbit edilememistir.
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4.3. HIF-1 a C1772T Polimorfizmi Bulgulari

Hemoglobin diizeyi ortalama 17,7 g/dl olan 209 hasta ve 15,1 g/dl olan 100
kontrol grubuna ait numune HIF-/ a geninin promotor bdlgesinde yer alan C1772T
polimorfizmini belirleyebilmek i¢in ilgili bolge PCR ile ¢ogaltilmis ve Hphl

restriksiyon enzimi kullanilarak amplifikasyon iirliniiniin kesimi gergeklestirilmistir.

346 bp
228 bp

118 bp

Resim 2: HIF-1 a C1772T Polimorfizmine Ait Jel Elektroforez Gorintiisi

PCR firtinii: 346 bp

Restriksiyon enzimi: Hphl

Enzim Kesim Sonucu:

CC homozigot normal: 228+118 bp
TT homozigot polimorfik: 346 bp
CT heterozigot: 346+228+118 bp

Tablo 11: HIF-1 « C1772T Polimorfizminin Temel Karakteristikleri

Vaka Genotip N Hemoglobin  SE tdegeri Ortalama P
durumu (g/dL) £ SD farklar:
Vaka TT 96 17,67+0,67 0,07
-1,061 0,099 0,290
CT 113 17,78+0,66 0,06
CcC 0 - - - - -
Kontrol TT 54 15,14+0,84 0,11
0,336 0,053 0,737
CT 46 15,08+0,71 0,10
CcC 0 - - - - -
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HIF-1 a C1772T igin 209 vaka grubunda TT homozigot polimorfik 96, CT
heterozigot 113 ve CC homozigot normal 0 olarak bulunmustur. 100 kontrol
grubunda TT homozigot polimorfik 54, CT heterozigot 46 ve CC homozigot normal
0 olarak bulundu (Tablo 11).

4.3.1. HIF-1 a C1772T Genotip ve Allel Frekanslari

Tablo 12’de kontrol ve vaka gruplarindaki genotip ve allel dagilimlarini
gostermektedir. Genotip frekanslari sirastyla CC, CT ve TT i¢in vaka grubunda %0,
%54,16 ve %45,94 olarak kontrol grubunda ise %0, %44.00 ve %66,00 olarak
bulundu. CC genotipi her iki grupta goriilmezken T alleli frekanslar1 her iki grupta
yiiksek bulundu. C alleli ve CT genotip frekanslar1 vaka grubunda kontrol grubuna
gore daha yiiksek oldugu gbzlendi.

Pearson’s goodness of fit chi square, log likelihood ratio chi square or P exact testi
olmak tizere ii¢ test kullanimi ile yapilan HWE analizinde (Tablo 12) gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (p<0.05). Ayni zamanda
akrabalik sabiti F degeri de belirlendi. Akrabalik sabiti degeri vaka ve kontrol
grubunda sirastyla 0,370049 ve 0,25000 olarak bulundu.
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Tablo 12: HIF-1 a C1772T polimorfizminin vaka ve kontrol gruplarinda genotip
frekanslari, allel frekanslar1 ve Hardy-Weinberg dengesi testi

Vaka (n=209) Kontrol (n=100)

Genotip frekanslar:

CC 0 (%0) 0 (%0)

cT 113(% 54,06) 44 (% 44,00)
TT 96 (%45,94) 56 (% 56,00)
Allel frekanslar:

C alleli 0,270 0,200

T alleli 0,730 0,800

Hardy-Weinberg dengesi testi

F-inbreeding coefficient 0,370 0,250
P-Pearson's goodness of fit 2 (DF=1) 0,000 0,009
P-Log likelihood ratio %2 (DF=1) 0,000 0,001
P Exact test 0,000 0,006

4.3.2. HIF-1 a C1772T Polimorfizminin Hastahk ile Tliskisi

HIF-1 a C1772T polimorfizminin  muhtemel hastalik ile iligkisi
degerlendirilerek OR’leri hesaplandi. Tablo 13°de T risk faktorii olarak Tablo 14°de

ise C risk faktorii olarak degerlendirme yapilmistir.

Allelik seviyede T ve C allelinin hastalik riski tizerine etkileri
degerlendirildiginde C allelinin hastalik riskini artirdigi gézlenmektedir (OR=1.842,
Cl: 0.99-2.19, p=0.049). T allelinin ise hastalik {izerine koruyucu etkisi oldugu
goriilmektedir (OR=0.675, CI. 0.45-1.00), p=0.049). Yapilan istatistiksel
degerlendirmeye gore C alleli hastalik riskini anlamli olarak artirdigi belirlenmistir
(p<0,05). C allelinin hastalik riski tizerine etkisi heterozigot ve resesif modellerde
(TT’ye gore CC + CT) daha gii¢lii olarak ortaya ¢ikmaktadir (OR=1,77, CI: 1,11-
2,82, p=0.017).
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Tablo 13: HIF-1 o C1772T polimorfizminin hemoglobin yiiksekligi iliskisi igin
Odds Ratios (ORs) (T risk alleli)

C1772T Hb OR %95 ClI X? P
Yiiksekligi iliskisi
C’ye gore T 0,675 0,45-1,00 3,84 0,049
CC’ye gore CT 2551  0,05-13052 - 1,000
CC’ye gore TT 1451  0,028-74,05 - 1,000
CC’ye gore CT +TT 1,896 0,037-96,20 - 1,000
Armitage's trend test 0,605 5,72 0,017

Tablo 14: HIF-1 a C1772T polimorfizminin hemoglobin yiiksekligi iliskisi i¢in
Odds Ratios (ORs) (C risk alleli)

C1772T Hb OR %95 ClI X* P
Yiiksekligi iliskisi
T’ye gore C 1,842  0,99-2,19 3,84 0,049
TT’ye gore CT 1,766  1,11-2,82 571 0,017
TT’ye gore CC 0,389  0,01-35,16 - 1,000
CT+CC’yegdre TT 1,766  1,11-2,82 5,71 0,017
Armitage's trend test 1,766 571 0,017
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4.4. HIF-1 a G1790A Polimorfizmi Bulgular:

Hemoglobin diizeyi ortalama 17,7 g/dl olan 209 hasta ve 15,1 g/dl olan 100
kontrol grubuna ait numune HIF-I « geninde yer alan G1790A polimorfizmini
belirleyebilmek i¢in ilgili bolge PCR ile ¢ogaltilmis ve Acil restriksiyon enzimi

kullanilarak amplifikasyon iiriinliniin kesimi ger¢eklestirilmistir.

346 bp

201 bp
145 bp

Resim 3: HIF-7 a G1790A Polimorfizmine Ait Jel Elektroforezi Goriintiisii

PCR firtinii: 346 bp

Restriksiyon enzimi: Acil

Enzim Kesim Sonucu:

GG homozigot normal: 201+145 bp
AA homozigot polimorfik: 346 bp
GA heterozigot: 346+201+145 bp

Tablo 15: HIF-1 o G1790A Polimorfizminin Temel Karakteristikleri

Vaka Genotip N Hemoglobin SE t Ortalama P
durumu (g/dL) = SD degeri  farklar
Vaka GG 200 17,71£0,66 0,05 1,269 -0,287 0,206
GA 9 18,00+0,74 0,24
AA 0 - - - - -
Kontrol GG 100 15,11+0,78 0,078 - - -
GA 0 - -
AA 0 - - - - -
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HIF-1 a G1790A i¢in 209 vaka grubunda AA homozigot polimorfik 0, GA
heterozigot 9 ve GG homozigot normal 200 olarak bulunmustur. 100 kontrol
grubunda AA homozigot polimorfik 0, GA heterozigot 0 ve GG homozigot normal
100 olarak bulundu (Tablo 15).

4.4.1. HIF-1 a G1790A Genotip ve Allel Frekanslari

Tablo 16 kontrol ve vaka gruplarindaki genotip ve allel dagilimlarini
gostermektedir. Genotip frekanslari sirastyla GG, GA ve AA icin vaka grubunda
%95,69, %04,31 ve %0,00 olarak kontrol grubunda ise %100, %0.00 ve %0,00
olarak bulundu. AA genotipi her iki grupta goriilmezken GA genotipi sadece vaka
grubunda bulundu. G alleli frekanslar1 her iki grupta yiiksek bulunurken A alleli ve
GA genotip frekanslari sadece vaka grubunda oldugu gozlendi.

Pearson’s goodness of fit chi square, log likelihood ratio chi square or P exact
testi olmak tizere ii¢ test kullanimi ile yapilan HWE analizinde (Tablo 16) gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi (p>0.05). Ayni zamanda
akrabalik sabiti F degeri de belirlendi. Akrabalik sabiti degeri vaka ve kontrol
grubunda sirastyla 0,022 ve 0,000 olarak bulundu.
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Tablo 16: HIF-1 o G1790A polimorfizminin vaka ve kontrol gruplarinda genotip
frekanslari, allel frekanslar1 ve Hardy-Weinberg dengesi testi

Kontrol (n=100)  Vaka (n=209)

Genotip frekanslar:

GG 100 (% 100) 200 (% 95,69)
GA 0 (% 0,00) 9(%4,31)
AA 0 (% 0,00) 0 (% 0,00)
Allel frekanslari

G alleli 1,00 0,978

A alleli 0,00 0,022

Hardy-Weinberg dengesi testi

F-inbreeding coefficient 0,000 0,022
P-Pearson's goodness of fit y2 (DF=1) 1 0,750
P-Log likelihood ratio y2 (DF=1) 1 0,656
P Exact test 1 1,000

4.4.2. HIF-1 a G1790A Polimorfizminin Hastalik ile Iliskisi

HIF-I a G1790A polimorfizminin  muhtemel hastalik ile iligkisi
degerlendirilerek OR’leri hesaplandi. Tablo 17°de A risk faktorii olarak Tablo 18°de
ise G risk faktorii olarak degerlendirme yapilmistir.

Allelik seviyede G ve A allelinin hastalik riski Tlzerine etkileri
degerlendirildiginde A allelinin hastalik riskini artirdig1 gézlenmektedir (OR=9,303,
Cl: 0,539-160,637, p=0.035). G allelinin ise hastalik iizerine koruyucu etkisi oldugu
goriilmektedir (OR=0,107, CI: 0.006-1,856, p=0.035), Yapilan istatistiksel
degerlendirmeye gore A alleli hastalik riskini anlamli olarak artirdigi belirlenmistir
(p<0,05). A allelinin hastalik riskini artirict etkisi heterozigot (GG’ye gore GA) ve
dominant modellerde (AA + GA’ye gore GQ) istatistiksel olarak anlamli diizeydedir
(OR=9,524, CI: 0549-165,285, p=0.035). Fakat gruplar arasi istatistiksel
degerlendirmede anlamli farklilik yoktur.
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Tablo 17: HIF-1 o G1790A polimorfizminin hemoglobin yiiksekligi iliskisi igin

Odds Ratios (ORs) (A risk alleli)

G1790A Hb OR %95 ClI X? P
Yiiksekligi iliskisi
G’ye gore A 9,303 0,539-160,637 2,437 0,035
GG’ye gore GA 9,524 0,549-165,285 4,44 0,035
GG’ye gore AA 0,501 0,010-25,447 - 1,000
GG’ye gore GA +AA 9,524 0,549-165,285 4,44 0,035
Armitage's trend test 2,218 2,218 0,035

Tablo 18: HIF-1 a G1790A polimorfizminin hemoglobin yiiksekligi iligkisi i¢in

Odds Ratios (ORs) (G risk alleli)

G1790A Hb OR %95 CI X? P
Yiiksekligi iliskisi
A’ye gore G 0,107 0,006-1,856 4,37 0,049
AA’ye gore GA 19,00 0,150- - 1
2409,756

AA’ye gore GG 1,995 0,039-101,281 - 1
GA + GG’ye gore AA 2,085 0,04-105,816 - 1
Armitage's trend test 0,516 4,44 0,035
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5. TARTISMA

HIF-1 a, hipoksik sartlara uyum saglamak igin gerekli ¢ok sayida genin
transkripsiyonunu tesvik etmek ic¢in oksijen yetersizliginde aktif bir sekilde anahtar
rol oynayan transkripsiyon faktoriidiir. HIF-/ o polimorfizmleri, hipoksi ile ilgili
hastaliklarin ortaya ¢ikmasi veya ilerlemesi ile iligkilerin belirlenmesi i¢in yogun bir
sekilde calisilmistir. Calismalarda bir¢ok polimorfizm arasindan en ¢ok CI111A,
C1772T ve G1790A polimorfizmleri ¢alisilmistir. Ayrica iki polimorfizm C1772T ve
G1790A siras1 ile 582. kodonda prolinden serine, 588. kodonda alaninden treonine
degisimi gerceklestirir ve aminoasit dizilimi degisir. C1772T ve G1790A’nin
kanserin degisik tiplerinde veya spesifik bazi hastaliklarda (6rnegin Tipll diabet ve
Iskemik kalp hastalif1) 6nemli oldugu daha oce yapilan ¢alismalarla ortaya
konmustur.

Georgia Chachami et al. (106), yilinda yapmis oldugu ¢alismada, hipoksi ile
tetiklenen ve 6nemli transkripsiyon faktorii olan HIF-1 o’nin osteonekroza genetik
yatkinlikta rol oynayip oynamadigini degerlendirmislerdir. Bunun igin, 63 kontrol
grubu ve 134 osteonekrozlu hasta grubunda bilinen ti¢c HIF-1 a polimorfizmlerinin
(C111A, C1772T ve G1790A) Yunan toplumunda osteonekrozla iligkisini analiz
etmislerdir. Genotip analizi, PCR-RFLP kullanilarak gerceklestirilmis ve ayrica nadir
alleller sekanslanmistir. C111A, C1772T ve G1790A allel frekansi osteonekrozlu
hastalar ile kontrol hastalar1 karsilastirildiginda anlamli bir farklilik bulunamamistir.
Sonug olarak HIF-1 o genindeki missens mutasyonun osteonekroz gelisimi agisindan
onemli olmadig ortaya konulmustur.

Martin Ollerenshaw et al. (107), HIF-1 geninin 12. ekzonunda bulunan
C1772T ve G1790A polimorfizmlerinin sirasiyla 582. kodonda prolinden serin, 588.
kodonda alaninden treonin aminoasitine degisimini incelemislerdir. Calisma, 160
renal cell ca (RCC)’l1 hasta grubu ve 162 kontrol grubu tizerinde yapilmistir. Normal
saglikli kontrollere gore RCC hastalarinda hem C/C1772 hemde G/A1790 genotip
sikliginda oldukga anlamli bir artis goriilmiistiir. Kontrollerle hasta grubu
karsilastirildiginda GG ve CT genotiplerinde bir azalma goriilmiistiir. Sonug olarak,
bu bulgularin HIF-/ a gen polimorfizmine sahip olanlarda RCC yatkinlhig

olabilecegi gosterilmistir.
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Mario Fernando Mun~oz-Guerra et al. (108), 12. ekzon da bulunan C1772T
ve G1790A tek niikleotit polimorfizmlerinin oral skuamoz hiicreli karsinomda erken
prognoz iizerine etkilerini arastirmislardir. Calismada 139 saglikli goniilliilerden elde
edilen DNA 0Ornegi ve 74 oral skuamoz hiicreli kanserli hastalardan elde edilmis
DNA ornekleri kullanilmis ve PCR-RFLP metotlari ile calisilmigtir. G1790A ile ilgili
olarak GA heterozigot ve AA homozigot varyant genotiplerinin sikligi hastalarda
saglikli goniillillerden anlamli olarak yiliksek bulunmustur. C1772T genotip farklilig
hasta ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik géstermemistir. Sonug olarak,
G1790A polimorfizminin oral skuamoz hiicreli kanserlerin erken prognozunun bir
gostergesi olabilecegi ortaya konmustur.

Cindy H. Chau et al. (109), ¢alismada androjene bagimli olamayan prostat
kanserlerli 196 hasta grubu ve 196 saglikli kontrol grubunda 12. ekzonda HIF-/ a
geninde bulunan C1772T ve G1790A polimorfizmleri arastirilmistir. 196 hastada
C1772T igin HIF-1 a genotip dagilimi 161 C/C, 29 C/T ve 6 T/T, kontrol grubunda
ise 179 C/C, 14 C/T ve 3 T/T olarak bulunmustur. Sonug olarak, HIF-1 a C1772T
polimorfizminin androjene bagimli olmayan prostat kanserli hastalarda duyarlilig:
arttirdigt ve bu hastaligin ilerlemesi veya metastazina katkis1 olabilecegini
distindiirmiistiir.

Birgitte Mayland Havelund et al. (110), rektal kanserli hastalarda
kemoradyoterapi cevabi1 lizerine HIF-I o genindeki C1772T ve G1790A
niikleotitlerindeki polimorfizmlerin tahmini etkisini aragtirmislardir. 2002 ve 2005
yillar1 arasinda 65 hasta ve 2005 ve 2009 yillar1 arasinda 203 kemoradyoterapi alan
hasta grubunda yapilan ¢aligma sonucunda HIF-/ o C1772T ve G1790A
polimorfizmlerinin tiimdriin kemoradyoterapiye cevabinda higbir korelasyon
gosterilememistir.

Andika C. Putra et al. (111), akciger kanserli hastalarda HIF-/ «
varyantlarimin C1772T (P582S) ve G1790A (AS588T) transkripsiyonel etkinligini
arastirmiglardir. Caligma toplamda 83 akciger kanserli hasta grubu (42
Adenokarsinom, 30 sukuamoz hiicreli karsinom, 4 adenoskuamoz hiicreli karsinom
ve 7 kiiclik hiicreli akciger karsinom) ve 110 saglikli kotrol grubu kullanilarak

yapilmistir. Sonug¢ olarak akciger kanserli grupla saglikli kontrol grubu arasinda
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C1772T ve G1790A igin genotip frekanslart agisindan anlamli  farklilik
saptanmamistir.

F. Mera-Mene'ndez et al. (112), 121 glottik kanserli hasta ve 124 saglikli
gontllide HIF-/ o geninde C1772T ve G1790A niikleotit polimorfizmi ile klinik
patoloji arasindaki iliskiyi PCR-RFLP metodu kullanarak arastirmislardir. Sonug
olarak ilerlemis tiimorlerin TT (p=0,036) polimorfizmi ile iligkili oldugunu ve TT -
GA varyantlariin lenf nodu metastazi ile iliskisini ortaya koymuslardir.

Pei-Ching Hsiao et al. (113), HIF-/ « genin de bulunan C1772T ve G1790A
tek niikleotit polimorfizmleri hepatoseliiler karsinoma yatkinlik ve klinik patoloji
acisindan degerlendirilmistir. Calismada 347 saglikli kotrol grubu ve hepatoseliiler
karsinomlu 102 hasta grubu PCR-RFLP yontemi ile ¢alisilmistir. Calisma
sonucunda, G1790A heterozigotlar GG genotipleri ile karsilagtirildiginda
hepatoseliiler karsinom i¢in daha yiiksek bir risk tasidigi gosterilmistir. Bu sonugtan
yola cikarak HIF-7 a G1790A daki genetik polimorfizmin hepatoseliiler karsinoma
genetik yatkinligin saptanmasi i¢in 6nemli bir faktor oldugu vurgulanmastir.

Isil Apaydin ve ark. (114), Tiirk toplumunda sporadik meme kanserlerinin
gelisiminde HIF-/ « geninde kodlanan C111A, C1772T ve G1790A polimorfizmleri
arasindaki iligyi arastirmislardir. Calisma, 102 meme kanserli hasta grubu ve 102
saglikli goniillii kontrol grubu ile PCR-RFLP ve DNA sekanslamasi yapilarak
gerceklestirilmistir. Calisma sonucunda, HIF-/ «a C1772T ve G1790A
polimorfizmlerinin dagilimi agisindan anlamli bir farklilik bulunamamistir. HIF-7 o
C111A polimorfizmi agisindanda CA ve AA genotipleri calisilan hem hasta hem
kontrol grubunda bulunamamustir.

Biz ¢alismamizda, HIF-1 a geninde bulunan C111A, C1772T ve G1790A
niikleotitlerinde meydana gelen polimorfizmlerin hemoglobin diizeyleri 17g/dl ve
tizerinde olan hastalarla iliskisini arastirmayr amagladik. HIF-/ « geninde meydana
gelen polimorfizmle ilgili yapilan ¢alismalara ait literatiir arastirmalarimiz sonucu
hemoglobin yiiksekligi ile ilgili yapilmig herhangi bir ¢caligmaya rastlamadik. HIF-1
o’nin yapilan daha Onceki calismalarda hipoksiye cevaben artmis oldugu ortaya
konuldugundan ve hipoksi sonucunda da hemoglobin konsantrasyonunda artis
meydana geldiginden calismamizin bilimsel a¢idan anlamli ve farkli oldugu

kanaatindeyiz.

44



Yapmay1 hedefledigimiz daha sonraki c¢alismalarimizda, spesifik hasta
gruplar ile g¢alisarak HIF-/ o geninde C111A, C1772T ve G1790A niikleotit

polimorfizmlerine ait degerlendirmeler yapmay1 hedeflemekteyiz.
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6. SONUC ve ONERILER

Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Polikliniklerine
miiracat eden ve herhangi bir taniya bakilmaksizin hemoglobin diizeyi 17 g/dl ve
tizeri olan hastalardan alinan kan 6rnekleri ile yapmis oldugumuz ¢aligma sonucunda,
HIF-1 o geni iizerinde bulunan C111A, C1772T ve G1790A niikleotitlerindeki
polimomorfizmi arastirdik.

Elde ettigimiz veriler 1s181nda, C111A niikleotitinde herhangi bir polimorfizm
gozlemleyemedik ve ilgili literatiirlere baktigimizda bu niikleotite ait polimorfizmin
gozlemlenemedigini gordiikk. C1772T ile yapmis oldugumuz c¢alisma sonucunda
istatistiksel degerlendirmeye gore C allelinin hastalik riskini anlamli olarak artirdigi
T allelinin ise koruyucu etkisi oldugunu belirledik. ilgili literatiir 1518imda koruyucu
allelin C, hastalik riskini arttiranin ise T olmasi gerektiginden anlamli bir sonug elde
edilememistir. G1790A polimorfizmi ile yapmis oldugumuz c¢alismada ise,
istatistiksel degerlendirme sonucunda A allelinin hemoglobin diizeyi 17 g/dl ve
tizerinde olan vaka grubunda anlamli olarak artmis oldugunu ve hastaliklarla iliskili
olabilecegini ortaya koyduk.

Ileride yapilacak olan calismalarin spesifik hasta gruplari ile (6rnegin akciger
kanseri, renal cell ca) yapilmasi ve bu hastalara ait hemoglobin diizeylerinin
belirlenerek, hemoglobin yiiksekligi ile spesifik hastaliklarda HIF-/ «
polimorfizminin iligkisinin  degerlendirilmesinin anlamli  sonuglar  verecegi

kanatindeyiz.
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OZET

Hemoglobin Seviyesi Yiiksek Bireylerde Hipoksi ile Indiiklenen Faktor

(HIF)-1 Gen Polimorfizminin Arastirilmasi

HIF-1 ilk olarak, hipoksiye cevaben eritropoietinin (EPO) seviyelerinin
artmasina sebep olan transkripsiyonel kompleks olarak tanimlanmistir. Sonraki
calismalar, hipoksik kosullar altinda HIF-1 aktivitesinin ¢esitli eritropoietin
tiretmeyen hiicre serilerinde de bulundugunu gostermistir. Bu durum, HIF-1’in
hipoksiye cevap olarak gen ekspresyonu aktivitesinde genel bir role sahip oldugunu
ortaya koymustur. HIF-1 heterodimer yapidadir. HIF-1, siirekli eksprese olan HIF-1
B ve hipoksi ile iligkili HIF-1 a alt tinitelerini igerir. Yapilan ¢alismalarda HIF-1’in
hedef genlerinin kodladig1 protein iiriinlerinin, anjiyogenez/vaskiiler sekil degisikligi,
glukoz metabolizmasi, eritropoez, hiicre ¢cogalmasi, canlilik, hiicre gogii, hormonal
regililasyon, transkripsiyonal regiilasyonda rol oynadigi gosterilmistir. HIF-7 «
geninde DNA sekans degisimlerinin de timdr anjiogenezi, ilerlemesi ve metastazi,
iskemik kardiovaskiiler bozukluk ve diabetik retinopati gibi hipoksi ile karakterize

olan insan hastaliklari ile iliskili oldugu belirlenmistir.

Biz ¢alismamizda, hemoglobin diizeyi 17 g/dl ve iizerinde olan hastalarda
HIF-1 o geni iizerinde 12. ezonda bulunan C1772T ve G1790A tek niikeotit
polimorfizmlerini ve 2. ekzonda bulunan C111A polimorfizmini PCR-RFLP
yontemini kullanarak arastirdik. Bu {i¢ polimorfizm siras1 ile 28. kodonda serinden
tirozine, 582. kodonda proliden serine ve 588. kodonda alaninden proline degisim ile

sonuclanmaktadir.

Calismamiz sonucunda, HIF-/ «a genine ait C1772T ve G1790A
niikleotitlerinde polimorfizm goriilirken, C111A niikleotitine ait polimorfizme

rastlayamadik.

Anahtar Kelimeler: HIF-1 a, Hipoksi, Polimorfizm, Hemoglobin
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ABSTRACT

Hypoxia-inducible factor (HIF)-1 gene polymorphism in patients with

high levels of hemoglobin research

HIF-1 has firstly defined as a transcriptional complex which increases EPO
levels as a response to hypoxia. Subsequent studies have shown that, in hypoxic
conditions, HIF-1 activity also occurs in the cells which don’t produce EPO. This
situation proved that HIF-1 has a general role on the gene activity as aresult of
hypoxia. HIF- 1 has a heterodimer structure. It includes the HIF-1 beta subunit which
is expressed continuously and the HIF-1 alfa subunit which is related with hypoxia.
In several studies, it has shown that protein pruducts of the genes which HIF-1
targets, have roles on angiogenesis/vascular shape change, glucose metabolism,
erythropoesis, cell proliferation, viability, cell migration, hormonal regulation and
transcriptional regulation. It has determined that DNA sequence changes on HIF-1
alfa gene is also related with tumor angiogenesis, progress and methastasis, ischemic
cardiovasculary disorder and diabetic rethinopathy.

In our study, we have researched the C1772T and G179A one nucleotide
polimorfisms on the exon 12 and C111A polimorphism on the exon 2 of the HIF-1
alfa gene using PCR-RFLP method, on the patiens whom they have equal or greater
than 17 g/dl hemoglobin levels. This three polimorfism respectively result changes
from serine to tyrosine on codon 28, from proline to serine on codon 582, and from

alanine to proline on codon 588.

As a result, we have found the polimorfisms on C11772T and G1790A, but
not on c111A.

Keywords: HIF-1 a, Hypoxia, Polymorphism, Hemoglobin
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