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FVII Promotor Bolge Gen Degisimlerinin Beh¢et Hastalarinda Tromboz
Olusumundaki Roliiniin Arastirilmasi

OZET

Behget Hastaligi, birgok sistem tutulumlarinin izlendigi, kronik multisistemik bir hastaliktir.
Vaskiiler tutulum Behget hastaliginin seyri sirasinda major komplikasyon sebeplerinden birisidir.

Vendz ve arteriyel trombozlar vaskiiler tutulumun en ¢ok goriilen seklidir.

Koagiilasyon sistemindeki bozukluk trombozun ana sebebidir. Koagiilasyon mekanizmasi fibrin
yapida piht1 formasyonu ile sonuglanan bir dizi kompleks basamagi igermektedir. Koagiilasyon
sistemi intrensek ve ekstrensek olarak temel iki yoldan olusur. Koagiilasyon mekanizmasinin,
transmembran bir protein olup damar hasarlandiginda endotelden salinan doku faktoriiniin FVII’yi
aktive ederek ekstrensek yolun aktivasyonu ile basladigi bilinmektedir. Bu da sonug olarak
protrombinin trombine doniisiimiine ve tiim diger koagiilasyon asamalarinin gelismesine neden

olur.

Ektrensek yolla koagiilasyonun baslamasinda rol oynayan Koagiilasyon Faktori VII (FVII)
karacigerde inaktif tek zincirli glikoprotein olarak sentezlenir. FVII geni 13. kromozomun uzun
kolunda lokalize olmustur. Promotor bolgesinde tanimlanan polimorfizmlerin tromboz olugumu
iizerindeki etkisi yapilan caligmalarla gosterilmistir. Bu polimorfizimlerden -402G/A
polimorfizminin FVII transkripsiyon oranini artirdigi, -401G/T ve -323ins10bg¢ polimorfizminin

FVII transkripsiyon oranini azaltig1 yapilan ¢alismalarla gdsterilmistir.

Behget hastalarinda FVIlI promotor bolgesinde bulunan -323ins10bg, -401G/T, -402G/A
polimorfizmlerinin tromboz olusturma riskini arastirmak amaciyla 77 Behget hastasi ve 101
saglikli kontrol birey ¢alismaya alindi. Klasik fenol-kloroform yontemiyle DNA’lar izole edilmis,
uygun primerler kullanilarak amplifikasyon yapilmig daha sonra tek iplikli konformasyon
polimorfizimi (SSCP) teknigi ile bant profilleri olugturulmustur. Her bir bant profiline ve

bunlardan farkli olan bant profillerine DNA dizi analizi yapilmustir.

Yaptigimiz arastirma sonucunda alt1 farkli bant profili bulunmustur. Bunlardan, ii¢ polimorfizm
bakimindan heterozigot olan bant profili ilk olarak bu g¢aligmada gdosterilmistir ve Behget
hastalarinda tromboz olusumunda yaklagik 11.5 kat risk getirdigi istatiksel analiz sonucu
belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Behget Hastaligi, tromboz, FVII, koagiilasyon mekanizmasi, -323ins10bg,
-401G/T, -402G/A



The role of FVII gene polymorphism in Behcet patients with thrombosis

ABSTRACT

Behget disease is a multisystem disorder which causes damage at different organs. Vascular
involvement is the major complication of Behget disease. Venous and arterial thrombosis is the

most common type of the vascular involvement.

Coagulation system defects are the major reasons of thrombosis. There are two common
pathyways which play a role in this system (intrinsic and extrinsic). When the vassel wall is
damaged, Tissue Factor synthesized by the endothel and then activated FVII. Thus coagulation
system is started with extrinsic pathway activation. As a result protrombin turns into trombin and

cause that all other coagulation stage improvement.

Coagulation factor VII plays a role in the coagulation cascade which is synthesized at the liver
and secreted into blood as an inactive single chain glycoprotein. FVII gene is located on
chromose 13q.34. FVII gene polymorphisms at promotor region influence thrombosis
involvement. The —401G/T and -323ins10bp polymorphisms are associated with a reduced basal
rate of FVII transcription; the -402G/A polymorphism confers increased transcriptional activity

of FVIL

In this study we investigated -323ins10bp, -401G/T, -402G/A polymorphisms on FVII promotor
region which may effect thrombosis risk in Behget’s disease, 77 Behget disease patients and 101
control healthy individuals were included in this study. The Fenole-chloroform method was used
for DNA isolation, suitable primers were used to amplificate the region, then a different band
profile samples with the single strand conformation polymorhisms technique were created. We

performed a DNA sequencing for each band profile.

We found six different band profiles in our research. One band profile which is heterozygote for
three polymorphisms was shown in this study firstly. Also, it was detected with statistical

analysis that this profile has a 11.5 fold risk for development of thrombosis in Behcet patients.

Key words: Behcet Disease, thrombosis, FVII, coagulation system, -323ins10bp, -401G/T, -
402G/A
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1. GIRIS ve AMAC

Behget hastaligi ilk defa 1937 yilinda Tiirk doktoru Prof. Dr. Hulusi BEHCET tarafindan
teshis edilmistir. Artikiiler (eklemler), vaskiiler (her ¢aptaki arter ve ven damarlarini
tuttugu), gastrointestinal, santral sinir sistemi gibi bir¢ok sistem tutulumlariin izlendigi,
kronik multisistemik bir hastaliktir (O’ Duffy et al. 1971). Behget hastaliginin cografi
dagilimu ile ilgili yapilan ¢aligmalarda Japonya, Kore, Orta Dogu’da sik goriildiigii ve
hastaligm yayginhiginn tarihi ipek Yolu ile uygunluk gésterdigi anlasilmistir (Sakane et
al. 1999). Behcet hastaliginin etyolojisi heniliz anlasilamamistir. Genetik, g¢evresel,
bakteriyel, viral, immiinolojik faktdrler suclanmakla birlikte tekrarlayici inflamatuar
reaksiyonlarla karakterize kronik bir multisistem hastaligidir (Onder and Gurer 2001).
Behget hastaliginda vaskiiler tutulum teshisinde onemli rol almaktadir ve hastalarin
%30’unda goriiliir. Vaskiiler tutulumun en sik rastlanilan sekli alt ekstremitelerde goriilen

derin ven trombozu (DVT)’ dur.

Koagiilasyon sistemindeki bozukluk trombozun ana sebebidir. Koagiilasyon mekanizmasi
fibrin yapida piht1 formasyonu ile sonuglanan bir dizi kompleks basamagi icermektedir.
Koagiilasyonu baslatan olaylar damar duvarinin agir bir sekilde hasarlanmasidir ki bu da
pihtilagma siirecini baglatir. Koagiilasyon sistemi temel olarak intrensek ve ekstrensek
olmak tizere iki yoldan olusur. Koagiilasyon mekanizmasinin, transmembran bir protein
olup hiicre biitiinliigli bozulunca kanla temas eden doku faktoriiniin Faktor VII’yi (FVII)
aktive ederek ekstrensek yolun aktivasyonu ile basladigi bilinmektedir. FVII’nin
aktivasyonu ile Faktor IX, Faktor 1Xa, Faktor X, Faktor Xa’ya aktive olarak pihti
olusumu i¢in reaksiyonlar baglatilmis olur. Sonu¢ olarak protrombini trombine

doniistiirecek olan ara {iriin olusur ve bu da pihti olusumuyla sonlanir.

Koagiilasyon mekanizmasinin baglamasinda anahtar rol oynayan Koagiilasyon faktorii
“FaktorVII” vitamin K bagimli serin proteaz ailesindendir. Karacigerde, inaktif tek zincir

glikoprotein olarak sentezlenir. Koagiilasyon faktorii, FVII’i kodlayan, FVII geni
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13. kromozomun uzun kolunda 3.4’de lokalize olmustur (13q3.4). 9 ekzon igerir ve genin

toplam uzunlugu 12.8kb’dr.

FVII geninde ¢esitli polimorfizmler tanimlanmigtir. Bu polimorfizmlerin bulunusuna gore
tromboz riski artmakta ya da koruyucu bir etki olugsmaktadir (Vant Hoof 1999). FVII
plazma seviyesi iizerinde en etkili olanlar promotor bolgesinde bulunanlardir. Buradaki
mutasyonlar transkripsiyon faktorlerinin baglanmasin1 etkileyerek, plazmada FVII
seviyesini artirir ya da azaltirlar. Promotor bdlgesinde tanimlanmis polimorfizmler
-122T/C, 323ins10bg, -401G/T, -402G/A, -628A/G, -630G/A, -668A/C, -670C/A,
-2989C/A, -3216C/T’dir (Sabater et al. 2006, bernardi et al. 1994, Pollak et al.1995).
Yapilan calismalarda -323ins10b¢ (323. niikleotiddeki 10bg’lik insersiyon), -401G/T,
-402G/A polimorfizmlerinin plazmada FVII seviyesi tlizerindeki etkileri gosterilmistir.
-323ins10b¢ promotor polimorfizminin bulunusunun FVII koagiilasyon aktivitesini
azaltigi, -401G/T polimorfizmininde plazmada FVII koagiilasyon aktivitesini azaltigi,
-402G/A  polimorfizminin ise artirdigr gosterilmistir. Ayrica -323ins10bg’lik

polimorfizmi ile -401G/T polimorfizminin birlikte kalitildig1 gdsterilmistir.

Bugiine kadar Behget hastalarinda FVII geni polimorfizmlerinin tromboz olusumundaki
etkisi aragtirrlmamistir. Bu nedenle bu calismada Behget hastalarinda -323ins10bg, -
401G/T, -402G/A polimorfizmlerinin tromboz olusumu iizerindeki etkileri arastirilmasi

planlanmustir.
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2.GENEL BILGILER

2.1. Behcet Hastahg:

2.1.1. Tarihce

Ik defa 1937 yilinda Tiirk doktoru Prof. Dr. Hulusi BEHCET tarafindan teshis edilen
hastalik bu nedenle Behget Hastaligi ya da Behget Sendromu olarak isimlendirilir.
Sendromu Prof. Dr. Hulusi Behcet {iclii belirti (aft, genital iilser ve iiveit ) olarak
tanimladiktan sonra (Kiraz, Ertenli et al. 2002) Behget hastaliginin bir sendrom olmadigi
ve artikiiler (eklemler), vaskiiler (her c¢aptaki arter ve ven damarlarini tuttugu),
gastrointestinal, santral sinir sistemi gibi bir¢ok sistem tutulumlarinin izlendigi, kronik

multisistemik bir hastalik oldugu anlasilmistir (O’ Duffy et al. 1971).

1947 yilinda Cenevre’de toplanan Uluslararast Dermatoloji Kongresinde bu hastalik
tablosunun ilk defa Hulusi Behget tarafindan belirtildigi kabul edilip, hastaliga “ Morbus
Behget ““ ad1 verilmesi kararlastirilmistir. Hastaligin tanimlanmasindan sonra Japonya ve

Uzak Dogudan Behget hastaligi bildirilmeye baslamistir.

2.1.2. Epidemiyoloji

Behget hastaliginin cografi dagilim ile ilgili yapilan ¢aligmalarda Japonya, Kore, Orta
Dogu’da sik gériildiigii ve hastaligin yaygmhgmin tarihi Ipek Yolu ile uygunluk
gosterdigi anlasilmistir (Sakane et al. 1999). Prevalansi en yiiksek iilkeler arasinda Dogu
Akdeniz, Kuzey Bati Afrika Ulkeleri, Orta Dogu, Iran ve Japonya bulunmaktadir.
Prevalans oranlar1 Tirkiye’de 5 farkli bdlgede yapilan arastirmada 20-42/10.000,
Ispanya’da 6.4/100.000, Ingiltere’de 0.64/100.000, Italya’da 3.8/100.000, Amerika’da
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8.6/100.000 (Yurdakul and Yazici 2008), Japonya’da 13.6/100.000, Almanya’da
0,55/100.000, Britanya’da 0.27-0.64/100.000 olarak bulunmustur (Kontogiannis and
Powell 2000). Ozellikle Orta Dogu’da olmak iizere ailesel vakalarda bildirilmistir

(Zouboulis, Kotter et al. 1997). Ulkemizde eriskinlerde yapilmis iki arastirmada
prevalansi 8-10/10.000 ve 40/10.000 olarak saptanmustir (Azizlerli, Kose et al. 2003).

Belirtileri siklikla 30’lu yaslarda baslamaktadir, fakat herhangi bir yasta da
goriilebilmektedir. Cocuklarda nadir, gen¢ erkeklerde ise seyrinin daha siddetli oldugu
goriilmektedir. Erkek ve kadin orani, Kuzey Avrupa ve Japonya’da esit iken, bazi

Akdeniz iilkelerinde ve Orta Dogu’da oran degisir (Zouboulis, Kotter et al. 1997).

2.1.3. Etyoloji ve Patogenez

Behget hastaliginin etyolojisi heniiz anlagilamamistir. Genetik, ¢evresel, bakteriyel, viral,
immiinolojik faktorler suclanmakla birlikte tekrarlayici inflamatuar reaksiyonlarla

karakterize kronik bir multisistem hastaligidir (Onder and Gurer 2001).

Tanida laboratuar bulgulart olmadigi i¢in 1990°da uluslararast bir g¢alisma grubu
tarafindan onerilen kriterlere dayanarak tani koyulur. Bu kriterlere gore tekrarlayan oral
iilserlerle birlikte diger klinik bulgulardan (tekrarlayan genital iilserler, gz lezyonlari,
deri lezyonlar1 gibi) en az ikisinin varligi ile tan1 koyulmalidir (Zouboulis, Kotter et al.

1997). Etyopatogenezde rol oynayan faktorler;

A. Hiicresel Degisiklikler

a. Notrofiller: Behget hastalarinin nétrofillerinde, siiperoksit ve lizozomal

enzim {retiminde, kemotaksiste ve notrofillerin endotel hiicresine
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adezyonunda artig goriilmiistiir. Serbest radikallerde ve lizozomal enzim
aktivitelerindeki artis endotel hiicre hasarina neden olmaktadir. Artmig
noétrofil aktivitesi ile beraberinde interlokin-1 (IL-1), interlokin-8 (IL-8) ve
timor nekrozis faktor-o (TNF-o) diizeylerinde artis goriilmekte ve bu
sitokinler de adezyon molekiillerinin yapimini artirmaktadir (Zouboulis,

Kotter et al. 1997).

b. Lenfositler: Behget hastalarinda CD8 hiicrelerinde hafif artma ve CD4
hiicrelerinde  hafif azalma gibi anormal lenfosit fonksiyonlari
goriilmektedir. CD4 azalmasinda baskilayici hiicre alt grubundaki azalma
sorumlu tutulmakta ve sonugta CD4/CD8 oraninda azalma
saptanmaktadir. Sayica olmasa da fonksiyonel olarak dogal oldiiriicii

hiicre aktivitesi azalmistir.

c. Monositler-Trombositler: Behget hastaliginda monositler yogun sitokin
iireterek inflamasyona ve adezyon molekiil ekspresyonunda artisa yol
acmaktadir. Serumda monosit kaynakli ¢oziinebilir CD14 diizeyi artmistir
(Sahin, Lawrence et al. 1996). Behget hastalarinda trombositler sayica
normal olmasina ragmen aktivitesinde artis gozlenmistir (Haznedaroglu,

Karaaslan et al. 2000).

B. Endotel Fonksiyonlar1

Behget hastaliginda endotelden salinan ve bir trombin reseptorii olan
trombomodulin diizeylerinin arttig1 gosterilmistir (Duzgun, Ayaslioglu et al.
2003). Ayrica damar duvarinda prostosiklin {iretim bozulmustur (Kansu, Sahin et
al. 1986). Yine Behget hastalarinda endotel yikimina reaksiyonel olarak c¢iktigi
diisiiniilen anti-endoteliyal hiicre antikor, plazma von-Willerbrand faktor antijen

diizeylerinde (Direskeneli, Keser et al. 1995) ve interselliiler adezyon molekiilii-1

17



(ICAM-1) ile E-selektin (Haznedaroglu, Karaaslan et al. 2000) ekspresyonunda

artis gosterilmistir.

C. Genetik Degisiklikler

Tanimlandig1 glinden bu yana viral ve bakteriyel nedenler ayrintili olarak
aragtirtlmasina karsin, bugilin mikroorganizmalarin patogenezde sadece tetigi
ceken ve molekiiler benzerlik nedeniyle 1s1 soku proteinleri gibi antijenlerle
capraz reaksiyona neden olan faktorler olarak rol oynadiklar1 kabul edilmektedir.
Behget hastaliginin patogenezinde rol oynadig: diisiiniilen HLA-B51, MICA, TNF
gibi genler major histokompatibilite kompleks bolgesinde yer almaktadir. Ancak
bunlardan sadece HLA-B51’in Behget hastaligi patogenezinde dogrudan etkili
oldugu, digerlerinin ise HLA-B51, HLA (human leukocyte antigen) ile baglantili
(linkage disequilibriumda) oldugu kabul edilmektedir (Al-Otaibi, Porter et al.
2005).

D. Viral Faktorler

Behget hastaligi 6zellikle oral, genital mukoza ve gozde tekrarlayan lezyonlarla
seyrettiginden hastalik ile Herpes Simpleks Viriis (HSV) arasindaki iliski uzun
yillardir aragtirllmaktadir. Behget hastalarinda serumda anti HSV-1 antikorlarinin
kontrollere gore daha sik saptanmasi ve dolasimda HSV-1 antijeni igeren
immunkomplekslerin bildirilmesi bu iliskiyi desteklemektedir (Hamzaoui et al.
1990). Ayrica DNA hibridizasyon ve PCR c¢alismalarinda hastalarda HSV-1
mRNA ve DNA diizeylerinde artis saptanmistir (Eglin et al. 1982). Genital ve
intestinal {lserlerde HSV DNA’s1 gosterilmistir. HSV {izerinde yogunlasan
caligmalar virlisiin dogrudan infeksiyon yaparak hastaliga yol agmadigini, T hiicre

immiinregiilasyonunu bozarak etki ettigini gostermektedir (Suzuki Kurokawa and
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Suzuki 2004). Bugiin i¢in genel goriis Behget hastaliginin direk olarak HSV-1

infeksiyonu sonucunda ortaya ¢ikan bir hastalik olmadigidir.

E. Streptokokkal Faktorler

Etyolojideki rolii en ¢ok tartisilan ve bugiinlerde daha ¢ok 6n plana ¢ikan bir diger
mikroorganizma da streptokoklardir (Al-Otaibi, Porter et al. 2005). Calismalar
streptokok antijenlerinin hastalik aktivitesinde en Onemli faktoér olabilecegini
gostermistir. Behget hastaligi, olgularin %80’inde oral aftlarla baglar. Dis
tedavilerinden sonra oral aftlarin artis gostermesi, Behget hastalarinin oral
floralarinda nadir goriilen streptokok serotiplerinin dominansi ve penisilin tedavisi
gibi antibakteriyel tedavilerin olumlu etkilerini gosteren arastirmalar bu fikri
desteklemektedir (Direskeneli et al. 2001). Streptokoklarin 4 farkli tiiriiniin; S.
Sanguis, S. pyogenes, S. faecalis ve S. Salivariusun Behget hastalifinda rol
oynayabilecekleri diisiiniilmiistiir (Kaneko et al. 1985). Behget hastaliginda
streptokokal antijenlerin  nétrofil  aktivasyonuna neden olarak hastalik

aktivasyonuna yol acabilecekleri diistiniilmektedir (Lehner et al. 1991).

F. Is1 Sok Proteinleri

Stres veya Is1 sok proteinleri (Heat shock protein, HSP) tiim prokaryotik ve
Okaryotik hiicrelerde infeksiyon, hipoksi, travma gibi stres kosullarinda
sentezlenen immunreaktif proteinlerdir. Bu nedenle stres proteinleri olarak da
adlandirilmaktadirlar. 65kDa 1s1 soku proteini basta mikobakterilerde gosterilmis
olmakla birlikte gram(-) ve gram(+) bakterilerde ortak olarak bulunmaktadir. Bir
bakteri tiirlinlin 1s1 soku proteini ile diger bakteri tiirlerinin 1s1 soku proteinleri
arasinda belirgin bir benzerlik oldugu ve cesitli bakteriyel mikroorganizmalarda
bulunan 1s1 soku proteinlerinin benzer antijenik epitoplar tasidiklar1 bilinmektedir.

Behget hastaliginin etyolojisinde lizerinde durulan streptokok suslari ve oral
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mukoza antijenleri arasinda c¢apraz reaksiyonun gdosterilmesi gram pozitif
bakterilerin cogunda bulunan 1s1 soku proteinleri gibi ortak bir antijenin hastaligin
cesitli bulgularindan sorumlu olabilecegi hipotezinin ortaya atilmasina neden
olmustur. Behget hastalarinda mikobakteriyal 65kDa 1s1 soku proteinine karsi
gelisen yiiksek immiinglobiilin-A (IgA) diizeylerinin Streptococcus sangius suslari
ile capraz reaksiyon verdigi saptanmigtir. Streptokoklarin 65kDa 1s1 sok proteini
icerdigi dogrulanmis ve 65kDa 1s1 sok proteini i¢inde kiiclik bir peptid
bolgesininde Behget hastalarinin  lenfositlerini  spesifik  olarak uyardigi

gosterilmistir (Lehner et al. 1991).

2.2. Behc¢et Hastahgimin Klinik Ozellikleri

2.2.1. Yineleyici Oral Aftlar

Yineleyici (Rekiirran) aftoz iilserler Behget hastalifinin olmazsa olmaz lezyonlaridir.
Olgularin %75-90’1nda hastaligin ilk bulgusu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Mindr aftlar,
major aftlar ve herpetiform aftlar olmak iizere 3 degisik sekilde goriiliirler. En sik olarak
%80 oraninda mindr aftlar goriiliir ve ¢cogunlukla dudak mukozasinda, dilde ve bukkal
mukozada yerlesirler. Major aftlar Behget hastalarinin %10’unda goriiliir, agrili iilserler
seklinde dudak mukozasi, dil kenar1 ve bukkal mukoza disinda damak, farinks ve

tonsillalarda da yerlesebilirler (Al-Otaibi, Porter et al. 2005).

2.2.2. Genital Ulserler

Genital {lserler Behget hastalarinda %80-90 oraninda bulunur. Erkeklerde en sik
skrotumda, kadinlarda ise vulvada yerlesirler. Oral aftlardan daha derindirler ve iz
birakarak 1iyilesirler. Bu nedenle Behget hastaligimin tanisinda aktif lezyonlar kadar

yaralarin biraktig1 izlerinde arastirilmasi gerekmektedir (Al-Otaibi, Porter et al. 2005).
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2.2.3. Deri Lezyonlan

Behget hastalarinda en sik gozlenen deri lezyonlar1 eritema nodozum benzeri lezyonlar,
paptilopiistiiler lezyonlar, yiizeyel tromboflebitdir. Eritema nodozum benzeri lezyonlar
kadin olgularda daha sik goriiliirken, yiizeyel tromboflebite erkek olgularda daha ¢ok
rastlanilmaktadir. Eritema nodozum benzeri lezyonlar siddetli inflamasyon nedeni ile
eritrositlerin damar digina ¢ikmalar1 sonucu hiperpigmente bir iz birakarak iyilesirler (Al-

Otaibi, Porter et al. 2005).

2.2.4. Goz Belirtileri

Behget hastalarinda gozlenen sistemik tutulumlarin basinda goz tutulumu gelmektedir.
Genellikle ilk iki y1l i¢inde ortaya ¢ikan goz tutulumu erkeklerde ve genglerde daha sik
goriiliir ve daha agir seyreder. Goz tutulumu %10-20 hastada tam gérme kaybi ile

sonuclanir (Al-Otaibi, Porter et al. 2005).

2.2.5. Artikiiler Tutulum

Artrit ya da artralji seklinde ortaya c¢ikan eklem tutulumu Behget hastalarinin yaklagik
yarisinda goriiliir. Artrit monoartikiiler veya oligoartikiilerdir ve siklikla monoartrit
seklindedir. En sik tutulan eklemler sirasiyla diz, ayak bilegi, el bilegi ve dirsektir.
Eklem, omurga, kalga, ve omuz eklemlerinin tutulmasi ise ¢ok seyrektir (Al-Otaibi,

Porter et al. 2005).
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2.2.6. Merkezi Sinir Sistemi Bulgular (Norolojik Tutulum)

Behget hastalarinda nérolojik tutulum sik goriilmemektedir. Hastalarda meningoensefalit,
pseudotiimor serebri, serebellar ve beyin sapina iliskin bulgular goriilebilir. En sik tutulan

bolge ise beyin sapidir (Al-Otaibi, Porter et al. 2005).

2.2.7. Gastrointestinal Sistem Bulgular (Gastrointestinal Tutulum)

Tiirk Behget hastalarinda oldukca seyrek goriilen gastrointestinal tutulum Japon Behget
hastalarinda sik olarak gozlenmektedir. Karin agrisi, istahsizlik, bulanti, kanli diare,
gastrointestinal kanal boyunca iilserasyonlar gelisebilir. Ozellikle ileogekal bolgeye
lokalize olan iilserasyonlar Behget hastalarinda 6lim nedenlerinden biridir (Al-Otaibi,

Porter et al. 2005).

2.2.8. Vaskiiler Sistem Bulgular: (Vaskiiler Tutulum )

Vaskiiler Sistem tutulumu Behget hastaliginin klinik bulgularindan biri olarak goriilebilir,
fakat tanis1 zordur (Espinosa, Cervera et al. 2002). Venoz okliizyon, arteryel okliizyon ve
anevrizma olusumu gibi ii¢ temel klinik tablo ile seyredebilir. Vendz tutulum %88,
arteryel tutulum ise %12 oraninda bildirilmektedir (Espinosa, Cervera et al. 2002; Lee,
Kang et al. 2002). Derin ven trombiislerinin sik goriilmesine ragmen pulmoner emboli
seyrektir. Arteryel ve vendz tutulum birlikteligi nadir degildir ve 6liimiin en O6nemli
nedenlerinden biridir (Yazici, Basaran et al. 1996). Vaskiiler tutulumun en sik rastlanilan
sekli alt ekstremitelerde goriilen derin ven trombozu (DVT)’dur. Trombozdan en fazla
etkilenen biiyiik damarlar ise vena kava inferior ve superiordur. Arteryel okliizyon ise en
cok subklavian ve pulmoner arterleri etkiler (Kiraz, Ertenli et al. 2002). Aortda, pulmoner
arterde, femoral ve popliteal arterlerde anevrizma gelisimi en Onemli Olim

nedenlerindendir.
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Genelde Behget hastalarinda kardiak vakalari nadirdir. Yinede diizensiz olarak ortaya
cikan vakalar kapakcik lezyonu, miyokardit (kalp kasi iltahabi), endomiyokardiyal
fibrosis, perikardit, intrakardiyak (kalp igi) tromboz, koroner vaskiilit, ventrikiilar

anevrizma ile birlikte bildirilmistir (Yurdakul and Yazici 2008).

2.3. Tromboz ve Beh¢et Hastalig:

Tromboz, damar i¢inde bir kan pihtisinin olusmast ve boylece kan akigini engellemesi
durumuna verilen isimdir. Genelde kan akisinin yavaglamasi ile birlikte damar
duvarindaki aterosklerotik veya inflamatuar degisiklikler bir araya geldiginde tromboz
olusur. Bir¢ok nedeni vardir ve bunlarin ¢ogunlugu heniiz tam olarak anlagilmamistir.
Ancak, en yaygin gorilen nedenler kan damarlarinin zedelenmesinden veya
hastalanmasindan ileri geldigi anlasilmaktadir. Ayrica, kan pihtilasma mekanizmasinda

meydana gelen bir arizada tromboza yol agabilmektedir.

Tromboz, damarda kan akiminin durmasi sonucunda kanla beslenen organin goérevini
yapamamasina veya trombozun bir pargasinin kopmasi sonucu viicudun bagka bir

bolgesine giderek biiyiik hasar veya 6liime neden olabilir.

Tromboz bacak ve kalcanin i¢ toplar damarlarinda (ven) olusursa daha ciddi problemler
dogurur. Tromboz sayet ylizeydeki toplar damarlarda ise bu bildigimiz varisdir ve bir
oncekine gore daha az tehlikelidir. Derindeki damarlardan kopan kan pihtisi (trombiis)
kalbe dogru akar, kalpten gecen pihti akcigerde damar tikanikligina (embolizm) sebep
olur. Bu da kalbin zorlanmasi ve hatta 6liime neden olur, ¢iinkii akcigerde tikanan damar
nedeniyle kan akis1 yavaslar. Bunu onlemek i¢in kalp zorlanir ve nihayet durabilir.
Nadiren bu pihtt beyin damarlarini tikiyarak beyin kanamasi veya kalp damarlarinin

tikanmasina neden olabilir.
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Rudolf Virchow tarafindan hastaligin sebepleri teshis edilmistir. Virchow’a gore
trombozun {i¢ ana sebebi vardir. Bunlar; kan akisinin yavaslamasi, kan yapisinin

bozulmasi yada damar i¢ yapisinin bozulmasidir.

Tromboz olusumu pihtilasmayr Onleyici ilaglarin (heparin, asetil salisilik asit) veya

antikoagiilanlarin alimi ile 6nlenebilir.

Behget hastaligi, kronik multisistemik bir hastaliktir. Vaskiiler tutulum Behget
hastaliginin seyri sirasinda major komplikasyon sebeplerinden birisidir ve hastalarin
%30’unda goriilir (Kiraz, Ertenli et al. 2002). Bunlar tekrarlayan flebitler (bacak
venlerinin iltahaplamasi), arteriyel ve vendz trombotik olaylar, anevrizma olusumu gibi
vaskiiler lezyonlar1 kapsamaktadir. Behget hastalarinin %7-45’inde kardiyovaskiiler
sistem tutulumu bildirilmistir (H. Gok et al. 1994). Vendz sistemde daha ¢ok olmak
iizere, hem arterlerde hem de venlerde belirtiler ortaya ¢ikabilmektedir. Damarsal
lezyonlar genellikle vendz ve/veya arteriyel trombozlardir. Venlerde en sik rastlanan
lezyon ylizeyel tromboflebitdir. Tromboflebit %80 alt ekstremitelerde olur. Alt
ekstremitesinde tromboflebit gelisen olgularin %32’sinde zamanla siiperior veya inferior
vena cavada tromboz olabilmektedir. Goriilen diger venoz sistem lezyonlari ise vena kava
superior ve/veya vena kava inferior sendromu, intrakranial vendz siniis trombozlar1 ve alt
ekstremite varisleridir. Ayrica hastalikta koroner arter hastaligi ve erken yasta
miyokardial infarktiis gibi kardiyak patolojilerin sikliginda artis gozlenmektedir
(Sandkamp, Funke et al. 1990). Ozellikle geng yasta ortaya cikar. Sebebi inflamatuar
olay, trombojenik egilim ve vazospazmdir. Behget hastaliginda esas patoloji biiyiik
arterleri oldugu kadar kiiciik arterleri de etkileyen vaskiilittir. Kiiglik damarlarda immun
komplekslerin birikimi sonucu ortaya ¢ikan nétrofil aktivasyonu, vazovazorumlarin
dejenerasyonuna ve tikanmaya (okliizyona) yol agar. Aktive olmus noétrofiller ve oksijen
radikallerinin artis1 ile endotel hiicrelerinde hasar meydana gelir (Y. Osman et al. 2000).

Bu durumda tromboz olusumuna neden olabilir.
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2.4. Koagiilasyon Mekanizmasi

Hemostaz, damarin biitiinliigli veya yapisi bozuldugunda olabilecek kanamalar1 6nleyen
veya durduran, bozulmus damar biitlinligiinii onarmak i¢in gerekli olan fibrin agini
saglayan ve gerekmediginde onu uzaklastiran kompleks bir olaydir. Biitlinliigii bozulan
damarda meydana gelen kanamayr durdurmak i¢in hemostaz mekanizmasi harekete
gecirilir. Hemosaz sirasinda 4 ana fizyolojik olay meydana gelir. Bu olaylar, damar duva-
rinin  biiziismesi  (vazokonstriikksiyon), trombosit plak olusumu, pihtt olusumu

(koagtilasyon), piht1 olusumunun durdurulmasi ve pihtinin erimesi (fibrinolizis)’dir.

Damarin hasar gérmesi veya bir sekilde biitiinliigliniin bozulmas: sonucu koagiilasyon
reaksiyonlar1 aktive olur. Koagiilasyon reaksiyonlarinin son iiriinii fibrindir. Kanda eriyik
seklinde bulunan fibrinojen, pihtilasma olay1 sirasinda olusan trombin tarafindan
erimeyen fibrin polimerlerine doniistiiriiliir. Pihtilasma olayinda {i¢ evre gozlenir.
I. Protrombini trombine doniistiirecek ara iirlinlin (protrombinaz) olusumu, II. Trombin

olusumu, III. Fibrin olusumu (Sekil 1.1).

Fibrinojen Fibrin

i

Sekil 1.1: Piht1 olusumu
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Koagiilasyon mekanizmast fibrin yapida pihti formasyonu ile sonuglanan bir dizi
kompleks basamagi icermektedir. Koagiilasyon mekanizmasinda yer alan plazma
proteinlerine “Koagiilasyon Faktorleri” denir ve bunlar ¢ogunlukla proteolitik enzimlerin

inaktif formlaridir. Bu faktorler cizelge 1°de gosterilmistir.

Tiim koagiilasyon faktorleri karacigerde hepatositlerde sentezlenirken, FVIII yine
karacigerde ancak endotel hiicrelerinden sentezlenmektedir. FVII, IX, X ve II’nin
sentezleri i¢in de K vitamini gerekmektedir. Faktor III, doku faktoriidiir, plazmada
bulunmaz. Faktér IV, Ca™ iyonudur. Faktor VI, Faktdr V’in aktif seklidir. Faktor
XIII’den sonra tanimlanan Fletcher ve Fitzgerald faktorleri numaralandirilmamistir. Bu
faktorler XI ve XII ile ekstrensek yolda rol alir. Fonksiyonel olarak ise dort grupta

toplanabilirler:

1.Zimojenler (proenzimler): Faktor XIII, XII, XI, X, IX, VII, II ve prekallikrein. Bunlar
inaktif onciilerdir. FXII, XI, X, IX, II, prekallikrein ve FVII serin proteaz yapidadirlar.
FXIII transpeptidazdir.

2.Kofaktorler: FVIII, V ve Yiiksek molekiil agirlikli kininojen. Zimojen aktivasyonunu

arttiran maddelerdir.
3.Fibrinojen: Piht1 olusumu i¢in gerekli son iirlintidiir.

4.Inhibitdrler: Pihti yapimini sinirlayan veya pihti yapiy: ortadan kaldiran maddelerdir.
(Doku faktor yolu inhibitorii (TFPI, AntitrombinIIl), Plazmin, Protein C ve S.).
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Yarilanma

Faktor no | Faktor ad: Sentez yeri siresi | Fonksiyon
(saat)
I Fibrinojen Hepatosit 90 Ortak yol, fibrin onciisii
Hepatosit, vitamin K Ortak  yol, trombin
II Protrombin 65
bagimh onciisii
Ekstrensek yol,
11 Doku faktorii | Endotel hiicresi ?
kofaktor
\% Labil faktor Hepatosit 15 Ortak yol, kofaktor
Hepatosit, vitamin Ekstrensek yol,
Vil Prokonvertin 5
K bagimh proenzim
Antihemofilik | Karaciger .
VIII 10 Intrensek yol, kofaktor
faktor sinozoidleri
Von willebrand | Endotel hiicresi
] 30 Trombosit adezyonu
faktor megakaryosit
Christmas Hepatosit, vitamin K _ ‘
IX 24 Intrensek yol, proenzim
faktor bagimli
Hepatosit, vitamin K '
X Stuart-prower 40 Ortak yol, proenzim
bagimlh
XI Plazma tromboplastin antesadani 45 Intrensek yol, proenzim
XII Hageman faktor 50 Intrensek yol, proenzim
Prekallikrein flettcher faktor 35 Enzim
Yiiksek molekiil agirlikli kininojen=
] 150 Kofaktor
Fitzgerald faktor
XIIT Fibrin stabilize eden faktor 200 Ortak yol, proenzim

Cizelge 1: Koagiilasyon faktorleri ve 6zellikleri
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Koagiilasyonu baslatan mekanizmalar, damar duvarinin veya komsu dokularin travmaya
ugramast ya da kanin hasarlanmis, endotel hiicreleriyle veya kan damari endoteli
disindaki kollajen veya diger doku elemanlariyla temasi sonucu aktive olmasidir. Her
durumda, protrombin aktivatérii olusumuna yol agarlar. Koagiilasyon mekanizmasinin
transmembran bir protein olup hiicre biitlinliigii bozulunca kanla temas eden doku
faktoriiniin FVII'yi aktive ederek basladigi (ekstrensek yol) bilinmektedir. Bu da sonug
olarak protrombinin trombine doniisiimiine ve tiim diger koagiilasyon asamalarinin
gelismesine neden olur. Protrombin aktivatorii birbiriyle siirekli etkilesim halinde olan iki

yolla olusturulur. Bu yollar;

1. Damar duvar1 ve g¢evresindeki dokularin travmaya ugramasiyla baslayan
Ekstrensek yol
2. Kanin kendi i¢inde baslayan Intrensek yol

Hem intrensek hem de ekstrensek yolda bir seri farkli plazma proteinleri (koagiilasyon

faktorleri) gorev alir.

2.4.1. Ekstrensek Yol

Protrombin aktivatorii olusumunu baslatan Ekstrensek yol damar duvar1 veya
ekstravaskiiler dokularin travmaya ugramasi ile aktive olur. Travmaya ugramis dokudan
doku faktorii veya doku tromboplastini (TF) salinir. Tek zincirli glikoprotein yapisinda
olan TF, prekallikrein ve vitamin K varliginda kanda bulunan FVII’ye baglanarak
koagiilasyonu baglatir. FVII plazmada inaktif enzim (zymojen) olarak sirkiile ederken
sadece %1 veya daha az bir kisminin aktif formda (FVIIa) dolastigi bilinmektedir.
FVII’ye TF baglandiktan sonra sinirlt bir proteoliz ile FVIIa’ya doniisiir. FVIIa, TF ile
baglandiginda enzimatik aktivitesi dort kat artar. Bunun sonucu sinirli proteoliz ile FX’u
aktif hale getirir (FXa). FXa, TF’iin bir parcast olan doku fosfolipitleri ile birlikte

kalsiyum iyonu varliginda FV ile birleserek protrombini trombine c¢evirecek ara
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kompleksi (protrombinaz) olusturur. Boylece protrombin trombine parcgalanir (Eigenbrot
2002). Bunu takiben trombin bir enzim gorevi yaparak fibrinojen monomerlerini
kalsiyum iyonu varliginda fibrin iplik¢iklerine g¢evirir. Fibrin iplik¢ikleri trombositler,

kan hiicreleri ve plazmay1 da i¢ine alarak pihtiy1 olusturur (Sekil 1.2).

Trombositler de protrombinin trombine doniisiimiinde Onemli rol oynarlar. Ciinki
protrombinin ¢ogu, hasarlanan dokuya daha onceden baglanmis olan trombositler
tizerindeki protrombin reseptorleri ile birlesir. Bu baglanma, pihtilagmanin gerekli oldugu

dokuda protrombinden trombinin olusumunu hizlandirir.

Infrensek Yol Doku Faktiri
Veng (ekstrensek) yolu
hasarlanmasi

l Travma
T g l
XII XITa Prekallikrein

g f'"’”_“‘“-a;{ ! /—\ 'Iu"IIu VII
a

l boku Faktiri <——7Travma

IXa VIIIa
//\ /\ .
Protrombin 5 Tr'umbm okoz Yol
(IIY 2! (IIa)
v f..--"_—"'-h-.._‘
' Flbr'ml:uan Fibrin

(D) (Ta) v
P i ¥
l XIIIa XIII

Copraz bagh
Fibrin piht

Sekil 1.2: Ekstrensek ve Intrensek yol
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2.4.2. intrensek Yol

Protrombin olusumunu ve dolayisiyla koagiilasyonu baslatan Intrensek yol kanin
travmaya ugramasi veya kanin travmatize bir damar duvarindaki kollajenle temast sonucu
baslar. Boylece kemotaksi olusmakta, bradikininler agiga ¢ikmakta, kompleman sistemi
ve fibrinolitik sistem aktive olmaktadir. intrensek yol, koagiilasyonda yavas ve en dnemli

basamaktir.

Kanin travmaya ugramasi ya da damar duvarindaki kollajenle temasi kandaki FXII’in
“aktif FXII” olan proteolitik bir enzime doniismesini saglar. Faktor XII'nin yabanci bir
yiizey ile temasi sonucu aktif hale ge¢cmesi ile intrensek pihtilasma baslar. Cam ve asit
gibi giiclii negatif yiiklii ylizeyler faktor XII'yi aktive etme yetenegindedirler. Aktif FXII
(FXIIa), FXI’i enzimatik olarak aktive eder. Bu asama icin yiiksek molekiil agirlikli
kininojen’e gereksinim vardir ve prekallikrein ile de hizlandirilir. Aktif FXI enzimatik
etki ile FIX’u aktive eder. Aktif FIX, FVIII ve trombosit fosfolipidleriyle birlikte etki
gostererek FX’u aktive ederler. Bu basamakta FVII ve TF komplekside FX’u aktive
etmede rol alir. Bu reaksiyon agrege olmus trombositlerin yiizeyinde olusur. Faktorlerin
trombosit fosfolipidlerine baglanmasi kalsiyum iyonu kopriileri ile saglanir. Aktif FX, FV
ve trombosit birleserek protrombin aktivatdriinii olusturur. Bu da protrombinin trombine

parcalanmasini baglatir (Sekil 1.2).

Son zamanlarda yapilan arastirmalar koagiilasyonu baslatan olaymn doku faktoriiniin (TF)
aciga ¢ikmasi ile TF/VIIa kompleksinin olugsmasi oldugunu gdstermektedir (TF/VIla
yolu). TF/VIIa kompleksi normal hemostazin fizyolojik aktivatoriidiir ve koagiilasyonun

ilk basamagi olarak kabul edilmektedir.
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2.5. FAKTOR VII

2.5.1.1. FVII Geni

FVII geni 13. kromozomun uzun kolunda 3.4’de lokalize olmustur (13q3.4). 9 ekzon ve 8
introndan olusur. Bu gen vitamin K bagimli koagiilasyon proteinlerinin bir ¢ogu ile ortak
ekzon-intron yapisin1 paylasir ve bunlarin gen duplikasyon olaylar ile ortaya ¢iktigi ileri

stiriilmiigtiir (McVey, Boswell et al. 2001) (Sekil 2.1).

Chr 13
— g - - a0
o~ - e ™ O ™D - o ™ - o M o) Y -t L I ) -t L I I B ]
[] o4 L T s B s B s B L ] - L e B I - e D= T vl ]
o oo o oo O o0 O oo o o o o o o o o O ooO o o o T O o oo o

Sekil 2.1 : Kromozom 13’de FVII genin lokasyonu

FVII geni koagiilasyonda gorev alan FVII’i kodlar. 406 amino asitten olusan olgun
protein molekiilii olarak sentezlenir. Agirligi yaklagik 50kDa’dur. 12.8kb
uzunlugundadir. Bunun 5° ucunda 2.8kb’lik FX geni yer alir (McVey, Boswell et al.
2001). FVII, ilk olarak 38 amino asitten olusan pre-pro oncii dizi olarak sentezlenir. Bu
dizi hidrofobik translokasyon sinyali ve pro dizi biyiikk o6l¢iide korunmus vy-
karboksilasyon rezidiilerini igerir (Wulff and Herrmann 2000). Ekzon 1la ve 1b, FVII
transkriptinde ilk pre-pro oncii dizide 38 amino asit yada 60 amino asit veya her ikisini de
kodlar (McVey, Boswell et al. 2001). Karacigerde ise FVII transkriptinin yaklagik
%90’ninin ekzon 1b’s1 yoktur. 2. ve 3. ekzonlar propeptid ve Gla domain (Glutamik asit
domaini) kisimlarii kodlar. 4. ve 5. ekzonlar birinci ve ikinci Epidermal Biiylime
Faktorii benzeri domaini (EGF-1 ve EGF-2) kodlarlar. Ekzon 6’dan, ekzon 8’e kadar olan
ekzonlar ise aktivasyon i¢in genetik bilgi saglar ve serin proteaz katalitik domainini

kodlarlar (Wulff and Herrmann 2000) (Sekil 2.2).
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2.5.1.2. FVII Yapisi ve Fonksiyonu

FVII koagiilasyon yolaginda gorev alan vitamin K bagimli serin proteaz ailesindendir.
Esas olarak diger bir ¢ok koagiilasyon faktorii gibi karacigerde, inaktif tek zincir
glikoprotein olarak sentezlenir. Plazmada 0.5ug/ml (10nmol/L) konsantrasyonunda tek
zincirli zimojen olarak dolasir (Peyvandi, Jenkins et al. 2000). FVII’nin asil aktivatorii
Doku Faktoérii (TF, Tissue Factor)’diir. Fakat diger koagiilasyon faktorleri de aktive
olmasinda rol oynar ( FXIIa, FIXa, FXa ve Trombin) (Lievers, Mennen et al. 2000).

Vaskiiler endotelin hasarlanmas1 sonucu TF ile FVII kompleks olusturur. Daha sonra tek
zincirli zimojen haldeki FVII, Arg-152 ve Ile-153 rezidiilerinden kesilerek iki zincirli
aktif serin proteaza doniistir. Bu yap1 FVII'nin aktif halidir ve FVIla olarak gosterilir
(Peyvandi, Jenkins et al. 2000). Boylece FVII’nin enzimatik aktivitesi 20 - 25 kat kadar
artmis olur (Lievers, Mennen et al. 2000). FVIIa’nin kismen ve tamamen aktif formlari
arasinda bir denge vardir. Bu denge TF etkisinde, enzimi aktiflestirme yoniindedir

(Peyvandi, Jenkins et al. 2000).

FVlIla disiilfit bagiyla bagli 152 rezidii iceren hafif zincir, 254 rezidii igeren agir zincirden
olusur (Peyvandi, Jenkins et al. 2000). Trombin {iiretimi i¢in dogrudan FX, FIX, FXII’nin

aktivasyonunu saglayarak Ekstrensek yolda koagiilasyonun baslangicinda yer alir.

FVII yapis1 ve fonksiyonu FIX, FX, Protrombin ve Protein C ile benzerdir. Bunlar
vitamin K bagimli, tripsin siiperfamilyasina ait serin proteaz ailesindendir ve N terminal
bolgeleri Glutamik asit rezidiilerinden post transkripsiyonel y-karboksilasyonuna ihtiyag
duyarlar. Bu yapisal elementler Gla domaini olarak adlandirilir. Bu modifikasyonlardan
olusan negatif yiik kiimeleri, bu proteinlerin membran baglayict modiil olusumundaki
konformasyon baskiliyici isleminde kalsiyum baglanmasini saglar. Membran etkilesimi

bu proteinlerin fonksiyonu i¢in gereklidir (McVey, Boswell et al. 2001; Eigenbrot 2002).
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FVII, FIX, FX ve Protein C gen duplikasyonuyla ortaya ¢iktig1 ileri siiriilen, 4 farkl
domainden olugsan homolog modiiler yap1 igerirler. FVII'nin N terminal Gla domaini 10
v-karboksilatli Glutamik asit rezidiisiine sahiptir ve His193, Asp242 ve Ser344 igli
katalitik rezidiistinli igeren C terminal serin proteaz tarafindan takip edilen Epidermal
bliylime faktoriinde korunmus iki domainde (EGF-1, EGF-2) homoloji gosteren dizi
amfipatik helikal bolge (hem hidrofobik, hem de hidrofilik 6zellige sahip) ile baghdir
(McVey, Boswell et al. 2001; Eigenbrot 2002). Kisaca FVII’nin yapisinda N terminal
bolgesinde Gla domaini, onu takip eden EGF-1 ve EGF-2 domainleri, C terminal

bolgesinde de serin proteaz domaini yer alir (Sekil 2.2).

Birgok Okaryotik promotorden farkli olarak, vitamin K bagimli koagiilasyon
proteinlerinin promotor bolgesinde TATA kutusu yoktur. Buna ek olarak, ACTTTC
dizisi FVIIL, IX, X’un proksimal promotorunda benzer lokasyonda bulunur. Bu diziye
karaciger transkripsiyon faktorii ‘hepatosit niikleer faktor- 4’ (HNF-4) baglanir (Pollak,
Hung et al. 1996). Aym1 zamanda promotor bdlgede Spl baglanma bdlgesi de
bulunmaktadir. Spl niikleotid dizisi ACTTTG ve CCCCTCCCCC olan promotor
bolgesindeki ilk 180bg¢’lik diziye baglandiklar1 gosterilmistir. Bu bolgeler mutasyona
ugradiginda FVII promotor aktivitesinin diistiigli gozlenmistir (Pollak, Hung et al. 1996;
Carew, Pollak et al. 1998).
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Sekil 2.2: FVII proteinin yapist ve kodlayan ekzonlar

FVIla, TF yoklugunda substratlar1 olan FX, FIX gore hi¢ katalitik aktivite gostermez. TF
hiicresel reseptor gibi iglev goriir ve bir dizi reaksiyon sonucu FVII/FVIIa’nin proteolitik
aktivitesini kat kat artirir. Bu reaksiyonlar;

I. TF’in hiicre membranmi iizerindeki yeri FVII’nin Gla domainin fosfolipitlerle
etkilesmesine izin verir. Boylece FVII'nin TF’e olan afinitesi artar.

2. FVII’nin TF’e baglanmasi, TF’{in proteolitik aktivasyona daha duyarl hale getirir.

3. FVIla’nin aktif bolgesinin allosterik etkisi sayesinde TF enzimin proteolitik
aktivitesini giiclendirir.

4. Son olarak hiicre yiizeyinde FVIla’da lokalize olan TF membrane ve kendi
makromolekiiler substratlar1 (FIX, FX) ile arasinda uygun bir mesafe yer alir. TF-FVIla
kompleksi ile kesmek icin etkili olan proteolitik par¢alanmasini saglar (McVey, Boswell

et al. 2001; Eigenbrot 2002).
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Amino asit rezidiilleri FVII’nin TF’e baglanmasi i¢in 6énemlidir ve TF-FVIla fonksiyonel
aktivitesi FVII varyantlarinin dogal disfonksiyonlarinin tanimlanmasi ve her ikisininde
yani FVII ve TF’iin varyantlarinin karakterizasyonu (tanimlanmasi) bolge spesifik in-
vitro mutagenez expresyonla belirlenmistir. FVII/FVIIa’nin TF’e baglanmasi kapsamli
ortak yiizey ile olur. Mutasyon analizlerinin temelinin bu duruma dayandigi ileri
stiriilmiigtiir. Bunun dogrulanmast TF’liin extraselliler domaini FVIla tarafindan
tutuldugu zaman olusan kompleksin kristal yapisi ¢ozildiigiinde olmustur (McVey,

Boswell et al. 2001; Eigenbrot 2002).

Iki protein arasindaki ortak yiizey FVIla’nin 4 domaininin ve TF’iin ekstraselliiler
domainlerinide i¢ine alir. FVIIa’nin Gla domaini, TF’iin C terminal membrane proksimal
domaini ile etkilesir. FVIIa’nin EGF-1 domaini TF’iin iki domaini ile de temas eder.
FVIIa’nin EGF-2 ve serin proteaz domaini TF’{in N terminal domaini ile siirekli etkilesen

ylizey olusturur (McVey, Boswell et al. 2001; Eigenbrot 2002).

2.5.1.3. FVII Geni Mutasyon ve Polimorfizmleri

Tiim literatiirde 238 bireyde FVII genindeki mutasyonlar tanimlanmistir ve 70 mutasyon
belirlenmistir. Bu mutasyonlarin FVII aktivitesini artirdig1 ya da azaltii bildirilmistir.
Bunlar 49 tane missense mutasyon, 3 tane nonsense mutasyon, 6 tane splice junction, 4
promotor mutasyonu, 1 insersiyon, 7 delesyondur. Mutasyonlar gen boyunca

tanimlanmistir ve proteinin tiim domainlerini etkilemektedir (Wulff and Herrmann 2000).

Akraba olmayan, birbirinden ilgisiz bireylerde bazi tekrarlayan mutasyonlar goriilmiistiir.
Bunlar; R79Q/W, 6071G>A, QI100R, 9731G>A, 10553-
10554insCTCAGCGAGCACGAC, 10553-10568del, A244V, A294V, M298I, R304Q,
C310F, G342E, T359M, ve 11125del. Diger mutasyonlarda ise bireylerin aym
haplotipleri ve aymi etnik ge¢misi paylastiklar1 goriilmiistiir. Bunlar; Q100R, 9731G>A,
A244V, A294V, M2981, G342E, ve 11125del (McVey, Boswell et al. 2001). FVII
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eksikligine neden olan en sik goriilen mutasyonlar; A294V yanlig anlamli mutasyonu ve
ekzon 8’deki 11128delC ve A294V ikili mutasyonlaridir (Wulff and Herrmann 2000).
Mutasyonlarin bir kisminda plazmadaki FVII seviyesi diisiik oldugundan hem FVII
aktivitesi, hemde FVII antijen seviyesi diisiik, digerlerinde ise FVII antijen seviyesi
normal fakat FVII aktivitesinin diisiik oldugu gozlenmistir (Peyvandi, Jenkins et al.

2000).

FVII geninde mutasyon olan bireylerin cogunlugu ya asemptomik ya da klinik fenotipi iyi
bilinmemektedir. Genelde siddetli kanama fenotipi FVII geninde mutasyonu homozigot
tastyan bireylerde FVII aktivitesinin normalden %2 altinda olmasiyla gozlenir. Fakat in-
vitro c¢aligmalarda 6nemli oranda hafif kanamali fenotipte bireylerinde benzer FVII
aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir. Bu gruplar1 ayirt etmede in-vitro denemelerin
diisiik FVII aktivitesine duyarliligindaki eksiklikten dolay1 olabilecegi ileri siiriilmektedir
(McVey, Boswell et al. 2001).

Plazmadaki FVII antijen (FVIIAg) ve FVII koagiilasyon aktivitesinin (FVIL:C)
seviyesindeki degisiklik populasyonlarda 6nemlidir (FVIIAg seviyesi yaklasik olarak
%18, FVIL:C seviyesi %26 ; van’t Hooft 1999). Bu seviyelerin genetik ve cevresel
faktorlerden etkilendigi bilinmektedir (Yas, cinsiyet, kolesterol, trigliserit seviyesi;

(Balleisen, Assmann et al. 1985)).

Son ¢aligmalarda FVIIAg ve FVIL:C plazma seviyeleri ile FVII genindeki polimorfik
markerlar arasinda iliski bulunmustur. FVII:C plazma seviyesi ve hastaliklar arasinda

onemli Ol¢tide olast bir iligki dikkati cekmistir (McVey, Boswell et al. 2001).

FVII geninde ¢esitli polimorfizmler tanimlanmigtir. Bu polimorfizmlerin bulunusuna gore
tromboz riski artmaktadir (van ‘t Hooft, Silveira et al. 1999). 10976. niikleotitdeki G’den
A’ya doniisiimle olusan R353Q polimorfizmi ekzon 8’de yer alir (McVey, Boswell et al.
2001). 353. niikleotiddeki 2. kodonun degisimi ile olur. iki allel R ve Q tasir (Quek, Low
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et 1. 2006). FVII geninin 5’ ucunda bulunan -323. niikleotiddeki 5° CCTATATCCT 3’
10b¢’lik dizinin insersiyonu diger bir polimorfizmdir. Promotor bdlgesinde yer alan bu
10bg¢’lik polimorfizmin 2 alleli vardir. 10b¢’lik insersiyonun yoklugu (Obp) ve 10bg¢’lik

insersiyonun varligi terimleri ile ifade edilir (Quek, Low et al. 2006).

R353Q polimorfizmi ve -323ins10b¢ polimorfizmi birbiriyle gii¢lii baglant1 gosterir ve
FVIIL:C ve FVIIAg seviyelerine etkileri ¢alisilmistir. Bu polimorfizmler plazma FVII:C
ve FVIIAg seviyesindeki degisiklikte %20-30 ilgili oldugu bulunmustur (McVey,
Boswell et al. 2001).

FVII genindeki diger bir polimorfizm intron 7°de gosterilmistir. Bu polimorfizm dizilerin
cesitli tekrarlarimi igerir. R6, en yaygin goriilen intron 7 polimorfizmidir ve 37bg’lik
dizinin 6 kopyasimi igerir. R7 ikinci derecede yaygin olan intron 7 polimorfizmidir,
37b¢’lik dizinin 7 kopyasini igerir (Quek, Low et al. 2006). Promotor bodlgesindeki -
122T>C polimorfik varyanti, intron la 73G>A polimorfizmi ve ekzon 5’deki H115H
kodonunda C>T polimorfizmi diger polimorfizmlerdir (Wulff and Herrmann 2000). Son
olarak -401G/T, -402G/A, -628A/G, -630G/A, -668A/C, -670C/A, -2989C/A, -3216C/T
polimorfizmleri de FVII geninin promotor boélgesinde tanimlanmistir (Bernardi,

Patracchini et al. 1993; Pollak, Hung et al. 1996; Sabater-Lleal, Almasy et al. 2006).

2.5.1.4. FVII Polimorfizimleri ve FVII Plazma Seviyesi Uzerindeki Etkileri

Genetik varyasyonlar FVII plazma seviyesinin belirlenmesinde 6nemli bir rol alirlar. Son
10 yildir yapilan ¢alismalarda FVII geninin 8. ekzonundaki polimorfizmin (R353Q)
plasma FVIIL:C seviyesinde genotipik etkisi oldugu gosterilmistir. Bu polimorfizm 353.
kodonun 2. pozisyonunda yer alan A’dan G’e olan baz degisimi Arjininden Glutamine
degisime neden olur (Liu, Heng et al. 2002). Green ve arkadaslar1 yaptiklar
caligmalarinda ilk defa Avrupa populasyonunda R353Q polimorfizmi heterozigot

bireylerde %22 oraninda FVIIL:C seviyesini diisiirdiiglinii belirtmislerdir. Ayn1 genetik
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etki sonraki c¢alismalarda Inglizleri, Irlandalilari, Fransizlari, Italyanlari, Isvecleri,
Amerikanlilari, Afrikalilari, Gujarat Hintlerini ve Japonlari i¢ine alan etnik gruplarla teyit
edilmistir (Liu, Heng et al. 2002). Malesyalilarda ve Hintlilerde 353Q alleli, R alleline
gore FVIL:C seviyesini diisiirdiigli gosterilmistir. 353. niikleotidde allellerin bulunusu
FVII:C seviyesi iizerindeki etkisi sirasityla R353R>R353Q>Q353Q’dir (Quek, Low et al.
20006).

FVIIAg seviyesi ve genotip iligkisi sadece tiim populasyonda degil koroner arter
hastalarinda da incelenmistir. Buna ek olarak 353Q allelini tasiyan FVIIa’nin diisiik
seviyeleri ile de bagdastirilmistir (Liu, Heng et al. 2002). Ayrica bir ¢ok arastirmada FVII
seviyesinin koroner arter hastalifinda risk faktorii olarak rol oynadigi gosterilmistir
(Quek, Low et al. 2006). Ilging bir sekilde baz1 populasyonlarda FVII seviyesi R353Q
polimorfizmi belli olan genotiplerde trigliserit seviyesiyle baglantili bulunmustur (Liu,

Heng et al. 2002).

Rekombinant 353Q ifadelenme calismalarinda da bu amino asit degisiminin FVII
seviyesini azaltan salgilanma bozukluguna neden oldugu kanitlanmistir (Lindman,

Pedersen et al. 2005).

FVII plazma seviyesi iizerinde etkili genetik faktorlerden biri de FVII geninin promotor
bolgesinde yer alan -323. niikleotiddeki 10bg¢’lik insersiyon polymorfizmidir (-
323ins10bg) (Lievers, Mennen et al. 2000). Yapilan bircok calisgmada R353Q ve -
323ins10bg polimorfizmlerinin baglantili oldugu (Quek, Low et al. 2006) ve plazma FVII
seviyesiyle ilgili oldugu gosterilmistir (Liu, Heng et al. 2002).

Promotor bolgesinde -323. niikleotiddeki 10bg’lik insersiyonun 2 alleli vardir. PO,
10bg’lik insersiyonun yoklugunu, P10 ise 10b¢’lik insersiyonun varligini ifade eder. P10

alleli diisiik seviyedeki FVII koagiilasyon aktivitesi ile ilgilidir. Humphries ve arkadaglari
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yaptiklar ¢alismalarinda P10 allelinin sikligin1 0.11, Sacchi ve arkadaglari ise 0.2 olarak
hesaplanmislardir (Lievers, Mennen et al. 2000).

Singapur, Cin, Malezya ve Hindistan1 i¢ine alan etnik grupta yapilan bir calismada
R353Q ve 10bg¢’lik promotor bdlge polimorfizminin bulusunun énemli dl¢iide farklilik
gosterdigi belirlenmistir. Bunlar arasinda Cin populasyonunda en diisiik siklikta oldugu

gosterilmistir (Quek, Low et al. 2006).

Bu iki polimorfizm 209 erkek ve 214 kadinlarda olusan saglikli Cin populasyonunda
taranmustir. Allel sikligi sirasiyla 10bg ve 353Q da 0.036 ve 0.045 bulunmustur ve iki
polimorfizm arasinda giiclii baglant1 gozlenmistir. FVII koagiilasyon aktivitesi (FVII:C)
ve FVII antijen (FVIIAg) seviyesi arasinda giiclii bir genotip iliskisi bulunmustur. Bilinen
alleller bakimindan heterozigot bireylerin FVII:C ve FVIIAg seviyesi homozigot
bireylere gore daha diisiiktiir (Liu, Heng et al. 2002).

Cinsiyete gore analiz edildiginde erkek ve kadinlarda 10bg’lik insersiyon polimorfizmi
FVIIAg seviyesiyle iligkilendirilmistir. Bununla birlikte R353Q ve -323ins10bg
polimorfizmleri sadece kadinlarda FVIL:C seviyesi ile iligkilendirilmisdir. Cin
populasyonunda 10bg¢’lik insersiyon FVII geni transkiripsiyonunu azaltabilecegi bdylece
FVII proteinin sentezini azaltacagi ve FVII:C seviyesinide azaltabilecegi gosterilmistir

(Liu, Heng et al. 2002).

Italyan yapilan bir ¢alismada heterozigot bireyler Obp/10bp, homozigot bireylere gore
%23.5 diistik FVIL:C ve %18.7 diisiik FVIIAg seviyesine sahip olduklar1 gosterilmistir.

Hiicre transfeksiyon calismalarinda 10bg’lik insersiyon tagiyan haberci gen normal allelle
karsilagtirildiginda diisiik FVII trasnkripsiyonel aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir
(Lindman, Pedersen et al. 2005).
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Genin promotor bdlgesinin protein sentezinin hizin1 kontrol ettigi bilinir. Herhangi kii¢lik
degisiklik protein iiretiminde 6nemli degisiklige neden olabilir (Liu, Heng et al. 2002).
FVII plazma seviyesi Tlzerindeki promotor polimorfizmlerinin etkisi R353Q
polimorfizmine gore daha baskindir (Liu, Heng et al. 2002). 10b¢’lik insersiyon, FVII
promotor bolgesinin transkripsiyon faktorleriyle etkilesmesini engelleyerek, (McVey,
Boswell et al. 2001) FVII proteinin sentez siirecini ya degistirir ya da engeller ve sonug

olarak sentez orani azalir ve boylece FVII plazma seviyesi diiser (Liu, Heng et al. 2002).

Yapilan iki c¢alismada, FVII promotor bolge polimorfizmlerinin FVII koagiilasyon
aktivitesini belirleyen fonksiyonel polimorfizmler olarak belirlenmis ve Tromboz olugsma
riskine etki ettigi goriilmiistiir. HepG2 hiicrelerinde yapilan arastirmalarda -323ins10bg
promotor polymorfizminin bulunusu %33 FVII koagiilasyon aktivitesini azaltig
bulunmustur. Daha sonra Hooft ve arkadaslari tarafindan -323ins10bg ile birlikte kalitilan
-401G/T polimorfizmi FVII plazma seviyeleri iizerinde etkili oldugunu gostermislerdir

(Lievers, Mennen et al. 2000).

Iki tane tek niikleotid polimorfizmi promotor bdlgesinde belirlenmistir. Bunlar -401°deki
G—T degisimi ve -402°deki G—A degisimidir. Promotor bolgesinde yer aldiklarindan
bu iki polimorfizm niikleer proteinlerin baglanmasini etkiledigi gosterilmistir ve spesifik
Niikleer faktor baglanma noktasi olabilecegi diisiiniilmiistiir (van ‘t Hooft, Silveira et al.

1999).

-401T alleli bazal transkripsiyon oranini ve plazma FVII konsantrasyonunu disiirdiigi
bulunmustur. -402A alleli bazal transkripsiyon oranini yiikselttigi ve dolayisiyla plazma
FVII seviyesini yiiksettigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda -402A alleli, -401T alleline gore
populasyonlarda ii¢ kat daha sik gozlenmektedir. -401G/T promotor polimorfizminin
Beyaz irkta R353Q ile giiclii baglant1i gosterdigi ve -323ins10bg ile de tam baglanti
gosterdigi bilinmektedir (Lindman, Pedersen et al. 2005). -401T ve 353Q alleleri -401G
ve R353 allellerinden daha diisik FVII:C ve FVIIAg plazma konsantrasyonuyla
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iligkilendirilmistir. Bunun tersi, -402A alleli, homozigot -402G alleline gore yliksek
FVII:C ve FVIIAg konsantrasyonuyla iligkilendirilmistir.

-402G/A polimorfizminin, yine promotor bdlgede bulunan -670C/A ve -630G/A
polimorfizmleri ile baglantili oldugu ileri siiriilmektedir (Lindman, Pedersen et al. 2005).
-401G/T polimorfizmiyle de -323ins10b¢ ve -122C/T polimorfizimlerinin baglantili
oldugu bildirilmistir (Bernardi, Patracchini et al. 1993; Pollak, Hung et al. 1996).

2.5.1.5. Faktor VII Eksikligi

Faktor VII eksikligi ilk olarak 1951 yilinda Alexander ve arkadaslari tarafindan
tanimlanmistir ve tanimlandiginda Serus Protrombin Conversion Accelerator (SPCA)
eksikligi olarak adlandirilmistir (Lapecorella and Mariani 2008). Faktor VII eksikligi,
Faktor VIII, Faktor IX ve Von Willebrand faktor eksikliklerinden sonra dordiincii
siradadir. Genel olarak toplumlarda 1/300.000 ile 1/500.000 arasindaki siklikta
gorlilmektedir. Biitlin dogustan kanama bozukluklarinin da % 0.5’ni olusturmaktadir.
Erkek ve kadinlar esit oranda etkilenmektedir. Akraba evliliklerinin sik oldugu iilkelerde

daha fazla sayida hasta rapor edilmektedir (Shen, Lin et al. 2001).

Nadir olarak goriilen Faktor VII eksikligi kanama bozukluguna neden olur. Sebebi tam
olarak bilinmemektedir. Kalitsal bir kanama bozuklugu olan FVII eksikligi, otozomal
resesif gecis gosterir. Homozigot bireylerde belirgin FVII diizeyi diistikligli goriiliirken
heterozigot bireylerde orta diizeyde bir FVII diizeyi eksikligi goriiliir, hatta klinik bulgu
vermeyebilir (Millar, Kemball-Cook et al. 2000).

Sik goriilmeyen bir durum oldugundan hastaligin patofizyolojisi ile ilgili bilgiler
sinirlidir. Ancak FVII'nin hem polimorfizimlerinin hem de plazmadaki diizeyinin

hastaliga neden olabilecegi belirtilmistir (Millar, Kemball-Cook et al. 2000).
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Londra’da yapilan ¢aligmada (Northwick Park Heart Study) FVIL:C istemik kalp
hastaliginda oliimciil olaylarla iligkili oldugu gdsterilmistir. Japonlarin yaptig1 bir
caligmada FVII:C koroner arter hastalar1 i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu ileri

stiriilmiistiir (Liu, Heng et al. 2002).

Almanya’da yapilan bir calismada (Munster heart) ise koroner arter hastalar1 icin
bagimsiz risk faktorii olarak bulunmasada, yiliksek FVII:C seviyesi 6liimciil koroner arter
hastaligi egilimine neden oldugu gosterilmistir. Bunlara ek olarak bir¢ok klinik

caligmalarla bu durum desteklenmistir (Liu, Heng et al. 2002).
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2.6. Molekiiler Teknikler

2.6.1. Cozeltiler ve Soliisyonlar

DNA izolasyonunda kirmizi kan hiicrelerini lize etmek i¢in Red Blood Cell (RBC) lizis
cozeltisi, fenol / kloroform karisimi; polimeraz zincir reaksiyonu {iriinlerini gérmek i¢in
kullandigimiz agaroz jeli hazirlamak i¢cin TBE (Tris Hidrojen kloriir Borik asit EDTA -
Etilendiamin tetraasetikasit-), SSCP jeli hazirlamak i¢in akrilamid bisakrilamid ¢ozeltisi,
amonyum per siilfat ¢cozeltisi (APS) ve TEMED (N,N,N’,N’-tetrametilen-etilendiamin)

soliisyonlar1 kullanilmastir.

2.6.2. DNA Ekstraksiyonu

DNA, kan 6rneklerinden fenol-kloroform ydntemi ile izole edilmistir. izole edilen DNA

y1 ¢Oktiirmek i¢in etanol kullanilmistir.

2.6.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), ilk kez 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan
gelistirilmistir. PCR, hedef DNA dizilerinin in-vitro kosullarda cogaltilmasidir. Bu
yontem polimeraz enzimi varliginda bir dizi DNA polimeraz reaksiyonu icerdiginden,
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) olarak adlandirilmaktadir (Akar, 1999). Polimeraz
zincir reaksiyonu, dizisi bilinen bir DNA bolgesinin in-vitro olarak cogaltilmasini
saglayan ve DNA molekiiliiniin milyonlarca, hatta milyarlarca kopyasini kisa zamanda

yapmaya olanak saglayan bir tekniktir.
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PCR yonteminin uygulamalar1 arasinda klonlama, genetik bozukluklarin tanisi,
mutasyonlarin saptanmasi, in-vitro mutasyon yaratilmasi, DNA haritalamasi, infeksiyon
hastaliklarinda bakteri ve viriis tanimi, insan embriyolarindaki tek bir hiicrede ya da
gametlerdeki genetik bozukluklarin incelenmesi gibi uygulamalar yer almaktadir (Oner,
2002). Basit, hizli ve ¢ok yonlii bir teknik olmasi PCR teknolojisinin molekiiler

biyolojide ve modern genetikte ¢cok kullanilan bir teknik olmasina neden olmustur.

Yontemin temeli, ¢ogaltilmas1 hedeflenen DNA bdlgesinin iki ucunu 6zgiil olarak taniyip
baglanabilen sentetik oligoniikleotit primerler kullanilarak istenilen bolgenin ¢ogaltilmasi
esasia dayanmaktadir (Akar, 1999). Bu teknikte tek bir gen bdlgesi ¢ogaltilabilecegi
gibi, genin sadece bir parcasi da c¢ogaltilabilir. PCR’nin prensibi; tekrarlanan iig

basamaga dayanir.

* A. Denatiirasyon: Bu basamakta PCR reaksiyonu i¢inde yer alan ¢ift zincirli kalip
DNA’nin birbirinden ayrilmasi saglanir. Genelde 94-95°C’de 0.5-2 dakika denatiirasyon
yeterlidir.

* B. Primerlerin yapismasi (hibridizasyon): Bu basamakta birbirinden ayrilmig DNA
zincirlerine primerlerin 55-60°C’de baglanmast gergeklestirilir. Optimal “annealing”
sicakligt “Tm” (melting temperature) derecesinden 5°C daha diisiiktiir. 0.5-2 dakika
“annealing” i¢in yeterlidir. Eger spesifik olmayan PCR firiinleri elde ediliyorsa her

defasinda “annealing” derecesi 1-2°C artirilarak optimize edilebilir.

* C. Zincir uzamasi (polimerizasyon): Zincir uzamasi taq polimeraz aktivitesinin en
yiiksek oldugu 70-75°C arasinda gergeklestirilir. 2kb’a kadar olan PCR firiinlerinin
olusturulmas: i¢in bir dakika siire yeterlidir. Daha uzun DNA fragmanlarinin

cogaltilabilmesi i¢in bu siireye her kb i¢in bir dakika eklenmelidir.
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Bir PCR dongiisii bu ii¢ adimdan (¢ift iplikli DNA’ nin ayrilip tek iplikli hale getirilmesi,
sentetik oligoniikleotit primerlerin tek iplikli DNA’a baglanmasi, polimeraz enzimi ile
zincirin uzamasi) olusur ve her adim farkli sicakliklarda gerceklesir (sirasiyla 94°C -
98°C, 37°C - 65°C, 72°C). Elde edilecek fiirtiniin miktar1 teorik olarak, bu ii¢ temel
basamagin tekrar sayisina baglidir. Olusturulan DNA zincirlerinin sayis1 her dongiide iki
katina ¢ikar ve yeni zincirler bir sonraki dongiide kalip gorevi goriirler. Yani n sayida
dongii sonucu 2n sayida iiriin elde edilir. Islem 1s1 doniistiiriicii (thermocycler) denilen
makinelerde, dnceden dongii sayis1 ve sicaklik kosullar1 belirlenen programlarla otomatik
olarak gerceklestirilir. Bu yontemle; klonlama, dizi analizi, klinik tan1 ve genetik
taramalar gibi diger islemlerde kullanilmak iizere bol miktarda hedef DNA pargalar1 elde

edilir (Akar,1999).

Bir PCR igin gerekli temel bilesenler ; Cogaltilacak DNA bolgesini igeren DNA kalibu,
cogaltilacak bolgenin baslangicini ve sonunu belirleyen iki primer, ¢ogaltilacak bolgeyi
kopyalayacak olan 1siya dayanikli DNA polimeraz enzimi, yeni zincirin yapiminda
kullanilacak olan deoksiniikleotit trifosfatlar (AINTP), DNA polimeraz enzimi i¢in gerekli

olan kimyasal ortami1 (uygun pH ve iyon kosullarini) saglayan tampon karigimidir.

PCR reaksiyonunda ¢ogaltilacak hedef gen bolgesi segildikten sonra ilk adim; zincirlerin
birbirinden ayrilmasidir. Insan genomik DNA’s1 igin 94-98°C uygundur. Reaksiyon
karisiminin 94°C’ye dek 1sitilmasi ile kalip DNA’nin iki zinciri birbirinden ayrilir. Bir
sonraki adim, ¢ogaltilacak olan bdolgeyi sagdan ve soldan ¢evreleyen, 5’ ucuna
komplementer, 18-20 baz uzunlugundaki bir ¢ift sentetik oligoniikleotitin, 37-65°C
arasinda hedef DNA’ya baglanmasi asamasidir. Ortam sicakliginin primerlerin
baglanmasi i¢in gerekli olan 1s1ya diistiriilmesi ile iki primer tek iplikli DNA molekiilleri
tizerinde kendilerine tamamlayici olan DNA dizilerini taniyarak baglanir. Son adim ise,
72°C’de ortama eklenen dNTP’lerle ¢ift zincirli DNA’larin sentezidir. DNA polimeraz
enzimi uygun tampon ve dort cesit ANTP varliginda primerin 3 hidroksil ucundan
uzamasini saglar. Bu sekilde kalip DNA zincirine tamamlayici olan yeni DNA molekiilii
sentezlenmis olur. Bunlarin {izerine hemen 1s1ya dayanikli DNA polimerazlar tutunur ve

primerlerin 3’ ucuna deoksiniikleotitleri ekleyerek her iki zincir lizerinde DNA sentezi
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yaparlar. Bir PCR dongiisiinii olusturan bu {i¢ adimin 20-30 kez tekrarlanmasi ile hedef

6 12
DNA’y1 10 -10 kat ¢ogaltmak miimkiindiir (Akar, 1999).

PCR reaksiyonu i¢in kullanilan polimeraz enzimi Thermus aquaticus’dan izole edilen
1stya dayanikli Taq polimeraz enzimidir. Enzim, yiiksek 1silarda iyi ¢alismasi ve hizli
DNA sentezi yapmasi nedeni ile tercih edilmektedir (Akar, 1999). Taq polimeraz
enziminin hata yapma orami oldukca yiiksektir. Ciinkii bu enzimin 3’-5 hata tamiri
aktivitesi yoktur. Eger yiiksek oranda dogruluk gerekiyorsa hata tamir aktivitesi olan

enzimler tercih edilmelidir.

Sentetik  oligoniikleotit ~ primerlerin  DNA’ya  baglanma  sicakligi  kabaca
Tm: 4(GC)+2(AT) formiilityle hesaplanir. Bu deger oligoniikleotidlerin niikleotid
konsantrasyonlarina bagli olarak degismekte ve hesaplanan uygun sicaklik degeri PCR
spesifikligini arttirmaktadir. Spesifikligi arttiran bir diger unsur oligoniikleotidlerin
uzunlugudur. Optimal uzunluk yaklasik 15-30 niikleotid olmalidir. Kullanilacak

oligoniikleotidlerin se¢imi PCR islemi i¢in ¢ok dnemlidir.

Kullanilacak sentetik oligoniikleotit primerlerin se¢imi sirasinda primer dizisinin
cogaltilmast hedeflenen DNA bdlgesi igcinde sadece bir kez bulunmasina dikkat
edilmelidir. Ayrica, kullanilan primer ¢iftinin u¢ bolgelerinde ve dizisi igerisinde
birbirine uygunluk gdsteren bolgeler bulunmamalidir; aksi takdirde primerin ug bdlgeleri
birbiri iizerine kivrilarak PCR’1n olumsuz olarak etkilenmesine neden olur. Primerlerin

niikleotit icerikleri de rastgele olmalidir, tekrarlayan diziler igermemelidir.

PCR’dan iyi sonu¢ alinabilmesi degisik faktorlere baglidir. DNA polimerazin iyi
calisabilmesi en etkin oldugu pH’nin tiim uygulama boyunca korunabilmesi en 6nemli
faktorlerden birisidir. Bu amacla genellikle Tris.HCI pH: 8,4 tepkime karisiminda son
degisimi 10mM olacak sekilde kullanilir. PCR karisiminda tek degerli katyonlarin

ozellikle 50-60mM diizeyinde K™ bulunmasinin gogaltilmay1 onemli Slgiide arttirdig
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saptanmigtir. Yine karigimda 100pg/ml jelatin bulunmasmin benzer etki gosterdigi
saptanmigtir. Ayrica, serbest magnezyum (MgCl,) konsantrasyonun azalmasi ile Taq
Polimeraz dogrulugu arttirilabilir. ANTP, DNA ve proteinlerin tiimii Mg™ iyonunu
bagladiklarindan; her PCR protokoliinde Mg™ konsantrasyonunu ampirik olarak
ayarlanmalidir. Fazla Mg™, enzimin spesifikligini azaltir, az1 ise enzimin inaktif

olmasina yol acar (Akar, 1999).

PCR’1n kullanim alanlari; DNA’nin dizi analizi ve DNA haritalamasinda, insan genom
projesindeki arastirmalarda, genetik hastaliklarin teshisinde, DNA parmak izi analizinde,
adli tip Orneklerinin genetik tiplendirilmesinde, allellik dizi varyasyonlarinin
gosterilebilmesi ile doku transplantasyonu i¢in doku tipinin belirlenmesinde, tarimda
(tohum safliginin belirlenmesi), sistematik ve evrim ¢alismalarinda (dogadaki cesitli canl
tirlerinin  tanisi, tirler arasindaki polimorfizmin belirlenmesinde), klonlama
deneylerinde, mutagenez c¢alismalarinda, fosil DNA c¢alismalarinda, gen ifadelerinin

karsilastirilmasinda kullanilmaktadir.

2.6.4. Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi (Single Strand Conformational

Polymorphism)

Mutasyon taramasi i¢in bir¢ok molekiiler teknik gelistirilmis olmakla birlikte en sik
kullanilan yontemlerden biri tek iplik¢ikli uygunluk polimorfizmi (SSCP)’dir. PCR
teknigi kullanilarak elde edilen iirlinlere uygulanan bu yontem; denatiire edici olmayan
jellerde tek iplikli DNA’da olusan degisimin, jeldeki yiiriime farkliligina dayanarak
belirlenmesini saglar. Bu yontem niikleotid dizisinde mutasyon ya da polimorfizm

sonucu olusan tek baz degisikliklerini, delesyon ve insersiyonlar1 belirlemeyi miimkiin

kilar .

Ayni boyuttaki tek zincirli DNA parcaciklar1 (ssDNA) igerdikleri niikleotit
degisikliklerine bagli olarak jelde farkli pozisyonlarda yiiriirler. DNA’daki herhangi bir
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degisiklik DNA par¢aciginin konformasyonunun ve dolayist ile elektroforetik hareket

yeteneginin degismesine neden olur .

SSCP ile mutasyon taramasi yonteminde mutasyon taranacak DNA bolgesi 6nce PCR ile
cogaltilir. Cogaltilan DNA molekiilleri yiiksek 1s1 ile ¢ift iplikli halden tek iplikli hale
getirilip (99°C’de denatiire edilir), elektroforez jeline yiiklenir. Poliakrilamid jel
elektroforezinde gd¢ hizlarina bakilarak sonuglar degerlendirilir. Tek iplikli DNA’nin
farkli bantlar gdstermesi; mutasyonu isaret etmektedir. SSCP teknigi ayni1 anda birgok
ornekte disik maliyette mutasyon taramasini sagladigindan molekiiler genetik
calismalarina hiz kazandirmaktadir. Yontemden en iyi sekilde sonug¢ alabilmek igin,

kullanilan PCR f{iriiniiniin 200 bg civarinda olmas1 gerekmektedir (Akar, 1999).

Teorik olarak SSCP ile 200bg¢’lik bir dizide mutasyon belirleme oran1 %90; 400bg¢’lik bir
dizide mutasyon belirleme oran1 %80°dir. Incelenen dizinin uzunlugu arttikga SSCP’nin
mutasyon belirleme yetenegi azalir. Ancak SSCP tekniginin mutasyon belirleme yetenegi
mutasyonun tek zincirli DNA’nin olusturdugu konformasyonu ve elektroforetik
hareketini nasil etkiledigine bagli oldugundan incelenecek dizinin ve mutasyonun
ozelliklerine bagl olarak duyarlilikta ¢ok biiyiik degisiklikler gdézlemlenmistir (Oner,
2002).

Poliakrilamid jele yiiklenen PCR 6rnekleri, elektroforez sonrasinda giimiis boyama ile
goriiniir hale getirilir. Bu yontemle yapilan mutasyon analizi radyoaktif olmamasi nedeni
ile tercih edilen bir teknik olarak géze carpmaktadir. SSCP hizli ve basit bir yontemdir
ancak duyarliligi simirhidir (Akar, 1999).
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2.6.5. DNA Dizi Analizi

Rekombinant DNA teknolojisinin gelistirilmesi ile DNA dizi analizi yontemleri de
gelistirilmeye baglanmigtir. DNA dizi analizi ya da “sequencing” DNA’nin niikleotid
dizilerinin saptanmast anlamina gelmektedir ve bunun i¢in iki temel teknik
gelistirilmistir. Bu yontemlerden Maxam ve Gilbert’in kimyasal yontemi, DNA’nin
belirli bazlardan kirilmasina dayanmaktadir. Sanger ve arkadaglarinin gelistirdigi ikinci
yontemde ise belirli bir bazda sonlanan bir DNA zinciri sentezi gerceklestirilmektedir

(Oner, 2002).

a)Maxam-Gilbert yontemi: Dizisi saptanacak DNA parcaci@inin komplementer
zincirleri ayrilip, zincirlerden biri kullanilir.  Dizisi saptanacak zincir 5’ ucundan
poliniikleotid kinaz enzimi kullanilarak radyoaktif fosfor ile isaretlenir. Bu isaret
sayesinde elektroforez sonrasi belirli bir DNA pargaciginin taninmasi saglanmaktadir.
Ikinci adimda ise, dért ayn tiipteki DNA 6rnegine, zinciri belirli niikleotidlerden kiran
dort ayr1 kimyasal reaksiyon uygulanir. Reaksiyon i¢in kisitlt bir siire verilerek her tiipte
farkli pozisyonlardaki hedef niikleotidlerden kirilmis molekiiller elde edilir. DNA’nin
kirildig1 dort farklh reaksiyonda guaninden(G>A), adeninden(A>QG), yalniz sitozinden(C)
ve sitozin timinden (C+T) kirilma olur. Bu reaksiyonlarda, piirinlerin kirilmasinda
dimetilstilfat kullanilir. Bu reaktif, adenine gore guanini daha etkin olarak metiller ve 1s1
uygulandiginda zincir metillenmis boélgeden kirilir. Bu durumda daha c¢ok guaninden
zincir kirilmasi gerceklesir (G>A). Asit ortaminda ise bunun aksine adeninden kirilan
zincirler daha fazladir(A>G). Primidinlerin kirilma reaksiyonlarinda hidrazin kullanilir.
Hidrazin DNA’y1 hem sitozin hem de timinden kirar. Ancak yiiksek tuz derisiminde (2M
NaCl) yalniz sitozin reaksiyona girer. Boylece reaksiyondan biri sitozini(C), digeri
sitozin ve timini (C+T) belirlemektedir. Sonucta, kirildig1 noktaya gore, hepsi 5’ ucundan
isaretli ancak boylar farkli bir dizi parcacik elde edilir. Bunlar da elektroforezden sonra
DNA pargalarinin uglart radyoaktif olarak isaretli oldugu i¢in otradyografi ile
gorlintiilenebilir (Akar, 1999, Maxam AM, Gilbert W., 1992).
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b) Sanger DNA dizi analizi yontemi: Dideoksi ya da zincir sonlanma reaksiyonu olarak
bilinen Fred Sanger ve arkadaslarinin gelistirdigi ikinci yontemde ise belirli bir bazda
sonlanan bir DNA zinciri sentezi ger¢eklesmektedir. Dizisi saptanacak DNA zinciri yeni

sentezlenecek DNA zinciri i¢in kalip olarak kullanilir (Akar, 1999).

Bu yontem icin dizisi belirlenecek olan DNA’ya, dort farkli dNTP’ye, dort farkl
ddNTP’lere, reaksiyonu kataliz edecek DNA polimeraz enzimine ve serbest OH grubu
iceren primere ihtiyag vardir. ilk olarak analiz i¢in kullanilacak kalip DNA asimetrik
amplifikasyon yontemiyle hazirlanir. Boylece daha fazla kalip DNA elde edilir. PCR’ da
oldugu gibi denatiirasyon, yapisma, uzama sikluslarinin belirli sayida tekrarlanmasiyla
gergeklestirilir (Akar, 1999). Yontemde kullanilan ddNTP’lerin 3” ucunda hidroksil (OH)
grubu bulunmamaktadir. Bu durumda molekiil yeni sentezlenen DNA’ ya katilir ancak 3’
-OH grubu tagimadigi i¢in kendisine niikleotid ilave edilemez ve zincir sentezi
sonlanarak bir DNA pargacigi elde edilir. Deneyde, dort reaksiyon karigimi hazirlanir.
Her bir reaksiyon karisimi kalip DNA zinciri, uygun primer, radyoaktif niikleotid
trifosfatlarin dordii ve az miktarda ddNTP’den sadece birini igerir. Zincir sonlanmasi i¢in
dort reaksiyon tiiptinde farkli bir ddNTP bulunur. Elektroforez sonrasi DNA bantlari
otoradyografi ile goriintiilenir. Bu bantlar yukaridan asagiya dogru okunarak dizi saptanir

(Akar, 1999).

Genomlarin dizi analizi i¢in otomatik DNA dizi analizi aletleri, radyoaktif izotoplar
yerine de floresan boyalar kullanilir. Bu sistemde dort farkli renkte boya kullanilarak
dizinin okunmasini saglayan dort farkli renkteki piklerin olusturdugu bir model ortaya

cikar.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu arastirma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghg: ve Hastaliklar1 Ana Bilim
Dali, Pediatrik Molekiiler Genetik Bilim Dali Laboratuari’nda yapilmistir. Ailesinde
Behget Gykiisii olmayan 101 sagliklt bireyden olusan kontrol grubu olusturulmustur.
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Goz Saglig1 Anabilim Dali tarafindan boliimiimiize
gonderilen Tromboz geg¢irmis Behget hastaligi goriilen 77 birey c¢alisma grubunu
olusturmustur. Ayrica her iki gruptaki bireyler yetiskin hastalardan olusmaktadir.
Calismaya katilan tiim ailelere calismanin olasi sonuglari hakkinda bilgi verilmis ve

goniillii olarak katildiklarina dair onam formu alinmastir.

3.1.YONTEMLER

3.1.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu klasik fenol/kloroform yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Arastirmaya katilan bireylerden 1ml 0,5M Etilendiamintetraasetikasitli (EDTA)
(Scharlau, ispanya) polietilen tlip igerisine 9ml kan O6rnegi alinmistir. Bu kan 6rnegi
falkon tiipiine (50mL) konur ve igerisinde 25ml RBC (Red Blood Cell) lizis soliisyonu
[155 mM Amonyum Klorid (AppliChem, Almanya); 10mM Sodyum Bikarbonat (Merck,
Almanya); 0,5 mM EDTA (AppliChem, Almanya) eklenir, 20 dk buzda bekletilir. +4°C,
4000 rpm’de 15 dk santrifiij (Hettich, Almanya) edildikten sonra siipernatant dokiiliir.
Tiipiin dibindeki ¢okelek iizerine tekrar RBC lizis soliisyonu ilave edilir. Bu islem tiim
eritrositler giderilene kadar tekrarlanir. Son kez siipernatant dokiildiikten sonra dipte
kalan l6kositler iizerine 1000uL. RBC lizis soliisyonu eklenir ve bu karigimin 800ul’si
ependorf tiipiine alinarak -20°C’de stok olarak saklanir. Geriye kalan 200uL bir ependorf
tiipline alinarak {izerine 20pg/mL olacak sekilde Proteinaz K enzimi (MBI Fermentas,
Litvanya), son konsantrasyon %0,5 olacak sekilde %10’luk Sodyum Dodesil Siilfat
(Merck, Almanya) ve 16kosit hacminin 2,5 kati olacak sekilde niikleaz soliisyonu 10mM
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Trisklorid (Amresco, ABD) pH: 8; 100mM Sodyum Klorid (Merck, Almanya), ImM pH:
8 EDTA (AppliChem, Almanya) eklenerek bir gece 56°C’de sicak su banyosunda
(Memmert, Almanya) bekletilir.

Ertesi  giin proteinlerin DNA’dan uzaklastirilmast amaciyla tiiplere 1:1 oraninda
Fenol/Kloroform [Fenol (Merck, Almanya), Kloroform (Merck, Almanya), Izoamilalkol
(Merck, Almanya)] eklenerek 10 dk c¢alkalanir ve buz icerisinde 20 dk bekletildikten
sonra +4°C’de 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilir. Iki faza ayrilan karisimn iist kismi
baska bir ependorf tiipiine alinarak iizerine toplam hacmin 1/10’u kadar 3M Sodyum
Asetat (Sigma, ABD) ve toplam hacmin 2 kati1 kadar %95’lik alkol (Tekel, Tiirkiye)
eklenir. Ependorf tiipii ters diiz edilerek DNA goriiniir hale getirildikten sonra -20°C’de
bir gece bekletilir.

Ugiincii giin tiipler +4°C 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek DNA ¢oktiiriiliir.
Stipernatant kismi dokiilerek tiipe S00uL %70°1ik alkol (Tekel, Tiirkiye) eklenir ve +4°C
4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilir. Santrifiij sonunda alkol dokiiliir ve tlipler kurutma
kagid1 lizerinde kapaklar1 agik bir sekilde kurumaya birakilir. Kurutulduktan sonra tiip
icerisine Tris-EDTA (10 mM Tris-HClL, 1 mM EDTA) soliisyonu eklenip 37°C’de bir
gece bekletilerek DNA’nin ¢dziilmesi saglanir. Izole edilen DNA +4°C veya -20°C’de

saklanabilmektedir.

3.1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Bu calismada Behget hastalar1 FVII promotor bolgesinde bulunan -323ins10bg, -401G/T
ve -402G/A polimorfizmleri taranmistir. PCR teknigi kullanilarak -323ins10bg, 401G/T
ve -402G/A  polimorfizmlerini  kapsayan gen  bolgesinin  amplifikasyonu
gerceklestirilmistir. Amplifikasyon icin iki farkli primer kullanilmigtir. Birinci primer
SSCP teknigi igin tasarlanmistir. Ikinci primerde polimorfizmleri DNA dizi analizinde

daha rahat gérmek amaciyla tasarlanmis ve daha biiyiik bir bolge amplifiye edilmistir.
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3.1.2.1. FVII Geni Promotor Bolge Polimorfizmlerinin Belirlenmesi

Yapilan arastirmalarda FVII promotor bdlge polimorfizmleri olan -323ins10bg, 401G/T
ve -402G/A polimorfizmleri FVII gen ekspresyonunu etkiledikleri gosterilmistir. Bu
nedenle bu polimorfizmler secilmistir. Tek iplik¢ikli uygunluk polimorfizmi (SSCP) ve

DNA dizi analizi i¢in farkli primerler kullanilarak PCR teknigine tabi tutulmustur.

3.1.2.2. FVII Geni Promotor Bolgesinin Amplifikasyonu i¢in PCR Kosullar

FVII geni promotor bdlge polimorfizmlerinin belirlenmesi i¢in yapilan polimeraz zincir
reaksiyonunda (PCR) son konsatrasyonlari 10pmol/ul olacak sekilde iki farkli primer ¢ifti
kullanildi. PCR bilesenleri; (NH4)SO, 10X Taq tampon ¢dzeltisi ( Fermentas, ABD),
25mM MgCl, ( Fermentas, ABD), son konsantrasyon 2mM olacak sekilde ANTP [(dATP,
dCTP, dGTP, dTTP)(Metabion, ABD)], son konsatrasyonu 10pmol/ul Forward ve
Reverse primerler (Metabion, ABD), Taqg DNA polimeraz (Fermentas, ABD) belirli
oranlarda kullanilarak PCR sartlar1 saglanmis son hacim 50ul’e ddH,O ile

tamamlanmustir.

Polimeraz zincir reaksionu sicaklik sartlari; 95°C’de 5 dakika, bunu takip eden 34
siklusta; 94°C’de 1 dakika, 60°C’de 1 dakika, 72°C’de 1 dakika, 72°C’de 7 dakika olarak
PCR cihazinda gergeklestirilmistir (Thermal Cycle, Biometra, Almanya).

Polimeraz zincir reaksiyonu sonunda SSCP teknigi icin 214b¢ uzunlugunda
oligoniikleotid iiriin elde edilmistir (Dizi 1.1). DNA dizi analizi teknigi i¢in ise 374bg
uzunlugunda oligoniikleotid {iriin elde edilmistir (Dizi 1.2). Bu uzunluktaki PCR iiriinleri
icin %?2’lik agaroz jele Brom Fenol Mavisi (Merck, Almanya) ile Sul PCR {iriinii
yliklenerek jelde goriintiilenmistir (Sekil 3.1, 3.2).
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FVII geni promotor bolgesinin SSCP teknigi icin yapilan amplifikasyonda kullanilan

primerler;

Forward: 5°-GGC CTG GTC TGG AGG CTC TCT TC-3’

Reverse : 5’-CGC TGG CAA CAA AAC CGT CCG CTC-3’ (Metabion, ABD)

CAGGCAACGGCCTAGCTGGCCTGGTCTGGCGAGGCTCTCTTCAAATATTTACATC
CACACCCAAGATACG/AG/TTCTTGAGATTTGACTCGCATGATTGCTATGGGAC
AAGTTTTCATCTGCAGTTTAAATCTGTTTCCCAACTTACATTCCTATATCCTA
GGGGTTTGGAATTCTAGATCGTATTTGAAGTGTTGGTGCCACACACACCTTAA
CACCTGCACGCTGGCAACAAAACCGTCCGCTCTGCAGCACAGCTGGGGTCAC

Dizi 1.1: SSCP teknigi i¢in amplifiye edilen bolge

FVII geni promotor bolgesinin DNA dizi analizi teknigi i¢in yapilan amplifikasyonda

kullanilan primerler;

Forward: 5’-GTA AGA TGT GGA CCG CTG GA-3’

Reverse : 5’-ACA AAA CCG TCC GCT CTG-3’ (Metabion, ABD)

CAAACAAAAAGACGTAAGATGTGGACCGCTGGAGAATGGGGGTGCTGCCTGCA
GTCAAAACGGAGTGGGGGTGCCCAGCTCAGGGCCAGAATGATCCTATTCCCGG
CACTTCTCAGTGAGGCTCTGTGGCTCACCTAAGAAACCAGCCTCCCTTGCAGGC
AACGGCCTAGCTGGCCTGGTCTGGAGGCTCTCTTCAAATATTTACATCCACACC
CAAGATAC TCTTGAGATTTGACTCGCATGATTGCTATGGGACAAGTTTT
CATCTGCAGTTTAAATCTGTTTCCCAACTTACATTCCTATATCCTAGGGGTTTG
GAATTCTAGATCGTATTTGAAGTGTTGGTGCCACACACACCTTAACACCTGCAC
GCTGGCAACAAAACCGTCCGCTCTGCAGCACAGCTGGGGTCACCTGACCTTTCT

Dizi 1.2: DNA dizi analizi i¢in amplifiye edilen bolge

54



3.1.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz (Bio Basic Inc, USA); kullamlacagi amaca uygun olarak belirli yiizdelerde
hazirlanir. Biz bu ¢alismamizda FVII geni promotor bolgesi i¢cin PCR iiriinlerini %2’lik
agaroz jelde degerlendirdik. %2’lik agaroz jel i¢in 2g TBE 1X ( Tris-HCI, Borik asit,
EDTA) soliisyonu ile 100ml’ ye tamamlandi. TBE 1X soliisyonu; TBE 5X soliisyonunun
1/5 oraninda ddH,O ile seyreltilmesiyle hazirlanir. TBE 5X sollisyonunun hazirlanigi; 54
g Tris (Amresco, ABD), 27,5g Borik asit (AppliChem, Almanya), 20ml 0.5M pH:8
EDTA (AppliChem, Almanya) ve deiyonize su (ddH,O) ile 1000mL’ye tamamlanarak
hazirlanir. Agaroz istenilen yiizdelerde hazirlandiktan sonra mikrodalga firinda (Beko,
Tiirkiye) kaynatilir. Uzerine Etidyum Bromid’in (Sigma, ABD) %5’lik stok
solisyonundan 2l ilave edildikten sonra iyice karistirilir ve jel tabagina (Qwl Scientific,

ABD) dokiiliir.

Jel dokiilmeden once jel tabagi uygun taraklar kullanilarak hazirlanir. Agarozun donmast
icin yaklastk 30 dk beklenir. Agaroz donduktan sonra jel tabagiyla birlikte jel
elektroforez tankina (Biometra, Almanya) yerlestirilir. Elektroforez tanki TBE 1X
sollisyonu ile jelin tistiinii kapatacak sekilde doldurulur. PCR iiriinlerinden 5ul alinarak
temiz bir parafilm (Parafilm, Chicago, ABD) iizerinde 3-5ul Brom-Fenol Mavisi (BBF,
Merck, Almanya) ile karistirilir ve jellere yiiklenir. PCR iiriinlerinin degerlendirilebilmesi
ve reaksiyonun istenilen uzunluktaki dogru bolgeyi cogalttigini gérebilmek i¢cin marker
(®X174 DNA-Haelll BioLabs, ABD; ®X174 DNA-Hinfl BioLabs, ABD) PCR
iiriinleriyle birlikte jele 2ul kadar yiiklenir. 90-100 V akimda 30-40 dk kadar yiiritiiliir
(Biometra, ABD). Ultraviyole 1sikta (Spectroline, ABD) incelenir. Image Analyser’da
(Alpha Imager, ABD) fotograflanir (Sekil 3.1- Sekil 3.2).
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214bg¢

Sekil 3.1: FVII geni promotor bolgesi SSCP yontemi i¢in kullanilan primer ile olusan
PCR iiriinlerinin elektroforez fotografi. Ik 6rnek marker (©X174 DNA-Hinfl), diger
ornekler ise amplifiye edilen gen bolgesine ait 214b¢’lik PCR iiriinleri.

374b¢

Sekil 3.2 : FVII geni promotor bolgesi DNA dizi analizi yontemi i¢in kullanilan primer
ile olusan PCR iirlinlerinin elektroforez fotografi. Son 0Ornek marker (®X174 DNA-
HinfT), diger 6rnekler ise amplifiye edilen gen bdlgesine ait 374b¢’lik PCR {iriinleri.
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3.1.4. SSCP Jeli icin Poliakrilamid Jel Hazirlanmasi

%8’lik poliakrilamid jelin hazirlanmasi: Bu jelin hazirlanmasinda %40’lik 49:1
oranindaki akrilamid/bisakrilamid soliisyonu kullanilmistir. Bunun i¢in 196g Akrilamid
(Merck , Almanya) ve 4g N,N’-metilen-bis-akrilamid (Sigma, Almanya) 200ml distile su
ile 37°C’de 1sitilarak ¢ozdiiriiiir ve hacim distile su ile 1000ml’ye tamamlanir (Sambrook

et al. 1989).

Jel yapimi i¢in TBESX soliisyonu hazirlanir. Akrilamid monomerlerinin polimerlesme
reaksiyonunu katalizleyen TEMED (Tetra Etil Metilen deamin) ise hazir olarak bulunur.
Jelin polimerlesmesi icin kullanilan %10’luk Amonyum Persiilfat; 0.3g Amonyum

Persiilfat (AppliChem, Almanya) distile su ile 30ml’lik hacime tamamlanarak hazirlanir.

Elektroforez Aparatinin Hazirlanmasi: Camlar bol su ile iyice yikandiktan sonra
deiyonize suyla durulanir. %70’lik alkolle temizlenir ve kurulanir. 1.5mm’lik spacerlar
yardimiyla arada 1.5mm bosluk birakilmasit saglanir ve klemplerle sabitlenir. Jel

dokiildiikten sonra yine 1.5mm’lik tarak oturtulur.

Bu calismada kullanilan %8’lik poliakrilamid jelin hazirlanmasinda stok olarak
hazirlanan %40°lik akrilamid/ bisakrilamid soliisyonundan 28ml, TBE 5X tamponundan
28ml, 600ul 10%’luk Amonyum Persulfat (Schlarlau, ispanya) ve 70.0ml deiyonize su
bir beherde manyetik karistirict yardimi ile karistirildiktan sonra tizerine, 40ul TEMED
(Tetra Etil Metilen deamin, Sigma, ABD) konularak, hazirlanan camlarin arasina
dokiiliir. Yiikleme yapilacak kuyucuklari olusturmak {izere uygun taraklar takilarak
donmasi beklenir. Jelin polimerlesmesinden ve taraklarin ¢ikarilmasindan sonra camlar

vertikal jel elektrofezine yerlestirilerek lizeri TBE 1X soliisyonuyla doldurulur.
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40ul PCR firiinlerine 8ul yiikleme boyasi eklenerek 99°C’de 8 dk denatiire edilir.
Orneklerden 10ul kuyucuklara yiiklenerek 130V’da baz c¢ifti uzunluklarma gore 10-12
saat siireyle +4°C’de akima tabi tutulur. Bantlar, glimiis boyama teknigiyle boyanarak

gOriiniir hale getirilir.

3.1.5. SSCP Jeli i¢cin Giimiis Boyama

Yapilan poliakrilamid jelde olusan bantlar1 goriiniir hale getirmek i¢in Giimiis boyama
yapilir. Giimiis boyama i¢in ii¢ farkli soliisyon kullanilmaktadir. Bunlardan birincisi
%1’lik giimiis nitrat ¢ozeltisidir. 5g giimiis nitrat (AgNOs) (Scharlau, Ispanya) tartilip
distile su ile 500ml’ye tamamlanir. Bu soliisyonun oda sicakliginda koyu bir kabin i¢inde
saklanmas1 gerekir. Ikinci ¢ozelti %15°lik sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisidir. 150g
kat1 sodyum hidroksit distile su ile 1000ml’ye tamamlanmasiyla hazirlanir. Son soliisyon
ise %7,5’lik Sodyum bikarbonat soliisyonudur ve bu soliisyon %7,5’lik sodyum
bikarbonat (Na,COs) distile su ile 1000 ml’ye tamamlanarak hazirlanir.

Elektroforez sonrasi jele stok soliisyonundan distile su ile 9:1 oraninda seyreltilerek
hazirlanan %0, 1’lik giimiis nitrat soliisyonu ile 5 dk muamele edilir. Bu asamada bantlar
goriiniir hale gelir. Daha sonra %1,5’lik NaOH soliisyonuna formaldehit eklenip giimiis
sollisyon asamasini takiben jelle muamele edilir. Jel %0,75’lik sodyum bikarbonat
sollisyonu i¢inde birka¢ dakika birakilarak boyama islemi sonlandirilir. Bu solusyonda
reaksiyon durdurulur, jelin daha fazla kararmasi onlenir. Bdylece jeller goriiniir hale

getirilerek bant farklilig1 olan 6rnekler belirlenir.

3.1.6. PCR Uriinlerinin Temizlenmesi (Piirifikasyon)

FVII geni promotor bolgesinin SSCP yonteminde bant profillerinin olusturulmasini

takiben bu bant profillerinin hangi polimorfizme ait oldugunu saptamak i¢in DNA dizi
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analizine tabi tutulmuslardir. Belirlenen ornekler DNA dizi analizi i¢in hazirlanan
primerler ile amplifiye edildikten sonra primer, dNTP fazlaliklarinin uzaklastirilmasi

amaciyla piirifikasyon islemi gerceklestirilmistir (Sekil 3.4).

Maksimum 50pL PCR iiriinii aliarak piirifikasyon islemi yapilmstir. islem piirifikasyon
kitinin 96 kuyulu 6zel plate’inde yapilir. Alinan PCR iiriiniiniin 1.8 kat1 AgenCourt clean
sollisyonu eklenir ve karigmasi saglanir. Plate 3 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra
miknatis Ozelligindeki plate {lizerine yerlestirilir. 10 dk bekletilir. Solusyon igindeki
miknatis 6zellikli manyetik toplarin PCR iiriinii ile birlikte plate’e yapistig1 ve kahverengi
halka olustugu gézlenir. Olusan kahverengi alan disinda kalan kisim mikropipet yardimi
ile uzaklastirilir. 200pL %70’lik etanol eklenir, 30s sonra alkol alinir. Bu islem 2 kere
tekrar edilir. Oda sicakliginda manyetik plate {izerinde alkoliin buharlagmasi saglanir.

Kuruma saglandiktan sonra 40pL bidistile su ile sulandirilir. %2’lik jelde sonuglar

incelenir. Bant yogunluguna gére DNA dizi analizinde kullanilacak PCR  {iriinii

belirlenir (Sekil 3.4).

374b¢

Sekil 3.4: FVII geni promotor bolgesi DNA dizi analizi yontemi i¢in kullanilan primer ile
olusan 374 b¢’lik PCR iiriinlerinin piirifikasyon islemi sonrasi elektroforez fotografi. Son
ornek marker (®X174 DNA-Hinfl).
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3.1.7. DNA Dizi Analizi

FVII geni promotor bolgesi SSCP teknigi ile olusturulmus bant profilleri ve farkli oldugu
tespit edilen bant profilleri, niikleotit dizilerinin belirlenmesi i¢in kapiller sistem otomatik
sekans cihazi (CEQ800XL, Beckman Coulter, USA) kullanildi. DNA dizi analizi igin
hazirlanan primerlerle yapilan PCR islemi sonrasi piirifikasyon islemine tabi tutulan
ornekler DNA dizi analizine alindi. Bunun i¢in 0,2ml’lik, 96 tane kuyucuk igeren plateler
kullanilip her bir kuyucuga 12ul premiks (2ul 10X reaksiyon tamponu, lul dNTP
karigimi, 2pl ddUTP, 2ul ddGTP, 2ul ddCTP, 2ul ddATP, 1ul polimeraz enzimi), Sul
temizlenmis PCR iiriinii, 20pmol primer konularak “cycle sequencing” islemi
gerceklestirildi. Bunun i¢in plate, PCR cihazina (Biometra, Almanya) yerlestirilip 94°C’
de 5 dk ilk denatiirasyon, 30 siklus 96°C’de 20s denatiirasyon, 50°C’de 20s yapisma ve
60°C’ de 4 dk’lik uzama evresi gergeklestirildi.

“Cycle sequencing” sonlandiktan hemen sonra reaksiyonun durdurulmasi i¢in her bir
kuyucugun dibine Sul durdurma soliisyonu (1,5 M C2H302Na, S0mM EDTA, 20 mg/ml’
lik Glikojen) pipetlendi. Orneklerin iizerine 60ul %95°lik soguk etanol eklenerek +4°C’de
4000rpm’de 4 dk santriflijlenerek (Hettich, Almanya) yikama islemi gerceklestirildi.
Ustteki kisim dokiilerek %70’lik alkolden 200pul eklenip, +4°C’de 4000rpm’de 2 dk
santrifiijlenerek tistteki kisim dokiildii. Bu islem bir kez daha tekrarlandiktan sonra plak
300rpm’e ¢ikana kadar ters olarak santrifiijlenip fazla etanol uzaklastirildi. Plate,
liyofilizator cihazina (Christ, Almanya) yerlestirilip ve yiiksek vakum altinda ornekler
kurutuldu. Kuruyan orneklerin iizerine 25ul formamid igeren soliisyondan konularak
DNA zincirlerinin birbirlerinden ayr1 tutulmasi saglandi. Her bir kuyucuk mineral yag ile
kapatildiktan sonra plate, DNA dizi analizi cihazina yerlestirildi ve elde edilen sonuglar

CEQ Sequencing Software programi kullanilarak dalgalar halinde goriiniir hale getirildi.
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3.2. BULGULAR

Bu ¢aligmada FVII genin promotor bdlgesinde bulunan -323ins10bg, -401G/T, -402G/A
polimorfizimlerinin Behget hastalarindaki sikligina bakilmis ve bdylece bu
polimorfizmlerin Behget hastalarinda tromboz olusumundaki etkisi hakkinda bilgi
edinilmistir. SSCP teknigi kullanarak bant profilleri olusturulmustur. Oncelikle SSCP
teknigi i¢in hazirlanan primerlerle amplifikasyon yapilmistir. Bu amplifikasyonda 214 bg

lik bolge ¢ogaltilmistir. Daha sonra SSCP teknigi ile farkli bant profilleri belirlenmistir
(Sekil 4.1).

Sekil 4.1: SSCP jel goriintiisii ve olusan bantlar
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Yapilan SSCP sonucu farkli 6 bant profili belirlenmistir. Bu bant profillerinin hangi
polimorfizmi tagidiklarini belirlemek i¢in her biri DNA dizi analizine tabi tutulmustur.
DNA dizi analizi i¢in hazirlanan primerlerle 374bg¢’lik bir bolge amplifiye edilmis,

piirifikasyon igleminden sonra DNA dizi analizi yapilmistir.

I. bant profili i¢in yapilan DNA dizi analizi sonucu; -401G/G, -402G/G, -323ins10b¢ w/w
haplotipini igerdigi goriilmiistiir (Sekil4.2.1- 4.2.2).

Sekil 4.2.1: 1. bant profili SSCP goriintiisii

-402-401 -323ins10bg

AAa,f-rAc EETCTTE 4@ aT TToac Td [T A TTACATTASEEATTTE 0LaaTTo TAaCAT

|

Sekil 4.2.2: 1. bant profili DNA dizi analizi
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I1. bant profili i¢in yapilan DNA dizi analizi sonucu; -401G/G, -402A/A, -323ins10bg
w/w haplotipini igerdigi goriilmistiir (Sekil 4.3.1- 4.3.2).

Sekil 4.3.1: II. bant profili SSCP goriintiisii

-402-401 -323ins10bg

oo Do oD S aE T AL 3T CTTE 45 HTTT GO TOoCCL L CT TL CATTLEEEETTT GELLTT CT.L GRT

i

Sekil 4.3.2: II. bant profili DNA dizi analizi
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I11. bant profili i¢in yapilan DNA dizi analizi sonucu; -401G/G, -402G/A -323ins10bg

w/w haplotipini icerdigi goriilmiistiir (Sekil 4.4.1- 4.4.2).

Sekil 4.4.1: III. bant profili SSCP goriintiisii

-402 -401

-323ins10bc¢

o, DDAABT

Tz 3 TCTTE s

T oo TTLa G TTTS G40 TTS TAS

1

Sekil 4.4.2: III. bant profili DNA dizi analizi
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IV. bant profili igin yapilan DNA dizi analizi sonucu; -401G/T, -402 G/G, -323ins10b¢
w/m haplotipini i¢erdigi goriilmiistiir (Sekil 4.5.1- 4.5.2).

Sekil 4.5.1: IV. bant profili SSCP goriintiisti

402 -401 -323ins10bg

CAanCTTACL | TACEEB TTCO 340 F0 5 T4 Ta -
FACA o Ca ol HMTLAC OEBTSCTTS AGJTTTTE.

l

Sekil 4.5.2: 1V. bant profili DNA dizi analizi
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V. bant profili i¢in yapilan DNA dizi analizi sonucu; -401G/T, -402 G/A, -323ins10bg

w/m haplotipini i¢erdigi goriilmiistiir (Sekil 4.6.1- 4.6.2).

Sekil 4.6.1: V. bant profili SSCP goriintiisii

-402 -401 -323ins10bg

Foacococosa T ace TTCT TR TTTELACTCE G CCAaC TTACGALT TA CE ST TTCm @4 00 @5 Ta:

bl

Sekil 4.6.2: V. bant profili DNA dizi analizi
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VI. bant profili i¢in yapilan DNA dizi analizi sonucu; -401T/T, -402G/G, -323ins10bg
m/m haplotipini i¢erdigi gorilmiistiir (Sekil 4.7.1- 4.7.2).

Sekil 4.7.1: VI. bant profili SSCP goriintiisti

-323ins10bg
TCCTATATCC

-402 -401 I/—H

T
cococCccoaa T o TTETTE Ag1 TTTmac 7 FTTCCCLACT TACAT TCCOTATATCCTAGOAETTTOERALTTCT.Y

A\

Sekil 4.7.2: VI. bant profili DNA dizi analizi
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Cizelge 2’de sonug olarak olusan haplotiplerimiz gdsterilmistir.

Haplotip I

-323ins10b¢ w/w

-401 G/G

-402 G/G

Haplotip II

-323ins10b¢ w/w

-401 G/G

-402 A/A

Haplotip I1T

-323ins10b¢ w/w

-401 G/G

-402 G/A

Haplotip IV

-323ins10b¢ w/m

-401G/T

-402 G/G

Haplotip V

-323ins10bg¢ w/m

-401G/T

-402 G/A

Haplotip VI

-323ins10b¢ m/m

Cizelge 2 : Haplotiplendirme

-401T/T

-402 G/G
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3.4. istatistiksel Analizler

Elde edilen veriler kullanilarak baz degisiminin ve insersiyonun bulunmadigi, normal

olarak kabul edilen Haplotip I’e gore diger haplotipler karsilagtirllmigtir. Karsilastirmada

Odds Ratio (OR) ve Chi kare testi icin TAD programi kullanilarak istatiksel sonuglari

hesaplanmistir. p degeri 0,05’den kii¢iik bulunan sonuglar istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmistir. Sonugclar ¢izelge 3’de gdsterilmistir.

Kontrol Behget Hastalig1
n=101 (%) n=77 (%) P OR

HAPLOTIP I 43 (42.6) 34 (44.15) | - 1

HAPLOTIP II 2 (1.98) 1 (1.29) 0.81 | 0.63 (0.05-7.27)
HAPLOTIP III 19 (18.8) 9 (11.68) | 0.6 | 0.59(0.24-1.49)
HAPLOTIP IV 31 (30.69) 17 (22.08) | 0.66 | 0.69 (0.33-1.45)
HAPLOTIP V 1 (0.99) 9 (11.68) | 0.01 |11.38(1.37-94.3)
HAPLOTIP VI 5 (445 7  (9.09) | 0.55 |1.77(0.52-6.07)

Cizelge 3.1: Haplotip I’e gore diger haplotiplerin istatistiksel olarak karsilagtirilmasi

Kontrol
n=101 (%)

Behget Hastalig1
n=77 (%)

OR

-323ins10b¢ w/w

64 (63.36)

44 (57.14)

1

-323ins10b¢ w/m

32 (31.68)

26 (33.77)

1.18 (0.6-2.25)

-323ins10b¢ m/m

5 (4.95)

7 (9.09)

2.03 (0.61-6.8)

160

(79.21)

114 (74.03)

1

42 (20.79)

40 (25.97)

1.34 (0.82-2.19)

Cizelge 3.2: -323ins10bg¢ Polimorfizmi i¢in istatistiksel analiz sonuglari
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Kontrol
n=101 (%)

Behget Hastalig1

n=77 (%)

OR

-401 G/G

64  (63.36)

44 (57.14)

1

-401 G/T

32 (31.6)

26 (33.77)

1.18 (0.6-2.25)

-401 T/T

5 (4.9

7 (9.09)

2.03 (0.61-6.8)

160 (79.2)

114 (74.03)

1

Cizelge 3.3: -401G/T Polimorfizmi i¢in istatistiksel analiz sonuglari

42 (20.8)

Kontrol
n=101 (%)

40  (25.97)

Behget Hastalig1
n=77 (%)

1.34 (0.82-2.19)

OR

-402 G/G

79 (78.2)

58  (37.66)

1

-402 G/A

20 (19.8)

18 (11.69)

1.22 (0.59-2.52)

-402 A/A

2 (1.9

1 (0.65)

0.68 (0.06-7.69)

178 (88.1)

134 (87.01)

1

Cizelge 3.4: -402G/A Polimorfizmi i¢in istatistiksel analiz sonuglari

24 (11.9)

20 (12.99)

1.11 (0.59-2.09)
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Elde edilen verilerden FV Lieden mutasyonu (G1691A) tasiyan hastalar ¢ikartilarak

istatiksel analiz yapilmistir. Sonuglar tablo 4’de gdsterilmistir.

FVL (-)

Kontrol Behcet Hastaligi
n=101 (%) n=68 (%)

OR

HAPLOTIP I 43 (42.6) 30 (44.12) 1

HAPLOTIP II 2 (1.98) - 0.36 (0.16-8.2)
HAPLOTIP III 19 (18.8) 8 (11.76) 0.6 (0.2-1.5)

HAPLOTIP IV 31 (30.69) 16 (23.5) |o. 0.7 (0.3-1.58)
HAPLOTIP V 1 (0.99) 8 (11.76) 11.5 (1.3-96.5)
HAPLOTIP VI 5 (4.45) 6 (8.82) |o. 1.72 (0.4-6.15)

Cizelge 4.1: FVL Mutasyonu ¢ikarilmis, Haplotip I’e gore diger haplatiplerin istatistiksel
olarak karsilastirilmasi

FVL (-)

Kontrol Behget Hastalig1
n=101 (%) n=68 (%)
-323ins10bg w/w 64  (63.36) 38 (27.9) 1
-323ins10b¢ w/m 32 (31.68) 24 (17.6) |O0. 1.26 (0.6-2.45)

OR

-323ins10bg m/m 5 (4.95) 6 (4.4) 2.02 (0.5-7.0)

160 (79.21) (73.5) 1
42 (20.79) (26.5) |0. 1.37 (0.8-2.28)

Cizelge 4.2: FVL Mutasyonu ¢ikarilmis, -323ins10b¢ Polimorfizminin istatistiksel analiz
sonuglari
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FVL (-)

Kontrol
n=101 (%)

Behcet Hastaligi

n=68 (%)

OR

-401G/G

64

(63.36)

38 (27.9)

1

-401G/T

32

(31.6)

24 (17.6)

1.26 (0.6-2.45)

-401T/T

5

(4.9)

6 (4.4

2.02 (0.5-7.0)

(79.2)

(73.5)

1

(20.8)

(26.5)

1.37 (0.8-2.28)

Cizelge 4.3: FVL Mutasyonu ¢ikarilmis, -401G/T Polimorfizminin istatistiksel analiz

sonuclari

FVL (-)

Kontrol

n=101

(%)

Behcet Hastaligi
n=68 (%)

OR

-402 G/G

79

(78.2)

52 (38.2)

1

-402 G/A

20

(19.8)

16 (11.76)

1.2 (0.57-2.5)

-402 A/A

2

(1.9)

0.38 (0.01-9.2)

178

(88.1)

120 (88.2)

1

24

(11.9)

16 (11.76)

0.98 (0.5-1.9)

Cizelge 4.4: FVL Mutasyonu c¢ikarilmig, -402G/A Polimorfizminin istatistiksel analiz

sonuclari
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

FVII geni promotor bolgesinde bulunan polimorfizimlerin, plazma FVII seviyesi iizerinde
etkili oldugu yapilan calismalarda gosterilmistir. Bu polimorfizimlerin plazmadaki FVII
aktivitesini artirdif1 ya da azaltig1 bildirilmistir. Plazmada FVII aktivitesinin yoklugu
genelde yasamla bagdasmaz (McVey, Boswell et al. 2001).

Yapilan son g¢aligmalarda, FVII antijen (FVIIAg) ve FVII koagiilasyon aktivitesinin
(FVIL:C) plazma seviyeleri ile FVII genindeki polimorfizmler arasinda iligki
bulunmustur. FVII:C plazma seviyesi ve hastaliklar arasinda 6nemli 6l¢iide muhtemel bir
iligki dikkati c¢ekmistir. FVII:C seviyesindeki ylikselme oOnceden tanimlandigi gibi
koroner kalp hastalig1 icin 6nemli bir belirtectir. Ancak bu bilgiye ters diisen ¢caligmalarda
bulunmaktadir. Baz1 ¢aligmalar FVII:C plazma seviyesindeki yilikselmenin koroner kalp
hastalig1 riskini ortaya ¢ikardigini1 gosterirken bazilar1 boyle bir belirtecin olamayacagini

ileri slirmiistiir (McVey, Boswell et al. 2001).

FVII:C veya FVIIAg yiiksek seviyeleri kardiyovaskiiler hastalarinda saptanmistir. Japon
populasyonunda yapilan bir ¢aligmada yiiksek seviyede FVII:C, yiiksek oranda koroner
arter hastaligi (%18), diisiik seviyede FVII:C ise diisiik oranda koroner arter hastaligi
(%4,3) ile iligkilendirilmistir (Liu, Heng et al. 2002).

FVII seviyesinin yas, kolesterol, trigliserit seviyesi, doymus yag bazli diyet, menopoz,
dogum kontrol ilaglari, viicut kiitle indeksi, erkeklerde testesteron konsantrasyonu ve

promotor bolge polimorfizmi ile iligkili oldugu gdsterilmistir.

Promotor bolge polimorfizmlerinin FVII seviyesi iizerindeki etkisinin molekiiler

mekanizmasi agiklanmistir. Fonksiyonel promotor polimorfizmleri transkripsiyon
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mekanizmasindaki niikleer proteinlerin baglanma Ozelligini etkiler. Bu sekilde

transkripsiyonu onler ya da artirir (Lindman, Pedersen et al. 2005).

FVII promotor bolge -323ins10bg, -401 G/T, -402 G/A polimorfizmleri plazmada FVII
ifadelenmesi iizerinde etkili oldugu gosterilmistir. Yapilan bir¢ok arastirmada -401T
alleli bazal transkripsiyon oraninin azalttigt ve FVII'nin plazma konsantrasyonunu
diisiirdiigii gosterilmigtir. -402A alleli ise transkripsiyonel aktiviteyi artirdigi ve plazma

FVII seviyesini artirdig1 gosterilmistir (McVey, Boswell et al. 2001).

HepG2 hiicrelerinde yapilan bir c¢alismada -323ins10b¢ polimorfizminin allelleri,
10b¢’lik  insersiyonu igeren ve insersiyonu icermeyen FVII dizileri olarak
karsilastirilmistir. Allelik frekansi 0.2 olan -323ins10bg¢ polimorfizminin %33 oraninda

promotor aktivitesini azaltig1 bulunmustur (Pollak, Hung et al. 1996).

Cin populasyonunda yapilan bir aragtirmada ise -323ins10bg¢ polimorfizmin bulunusunun
FVII aktivitesini diisilirdiigii gozlenmis, bu durumda bu etnik grubu Tromboz ve Koroner

arter riskinden korudugu belirtilmistir (Liu, Heng et al. 2002).

-401G/T ve -323ins10bg polimorfizmlerinin bagl oldugu ve birlikte kalitildig1 daha 6nce
yapilan ¢aligmalarda da gosterilmistir (Bernardi, Patracchini et al. 1993; Lievers, Mennen
et al. 2000; Ghiu, Ferrell et al. 2004). -402G/A polimorfizminin ise farkli olarak
kalitildig1 bilinmektedir (Campo, Valgimigli et al. 2006). Bu polimorfizmlerin

bulunusuna goére tromboz riski artmaktadir (van ‘t Hooft, Silveira et al. 1999).

Behget hastaliginin altinda yatan patofizyolojik olaylar tam olarak tanimlanmasa da esas
patolojik bozukluk vaskiilittir. Vaskiiler bozukluk Behget hastaliginin klinik tanisinda en
onemli belirtidir. Behget hastaliginda vaskiiler bozukluk diger vaskiiler hasarlardan

oldukga farklidir. Oyleki tiim arterleri, venleri ve damarlar1 kapsar. Bunun yaninda
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patolojik vendz tromboz karakteristik vaskiilitten farklidir ve Behget hastaliginin olagan

klinik belirtisidir (Kiraz, Ertenli et al. 2002).

Simdiye kadar yapilan bir¢ok c¢alismada Behget hastaliginda tromboz olusumunun
nedenleri arastirilmistir. Koagiilasyon sistemi hasarlar1 trombozun ana sebeplerindendir.
Bunlardan bir tanesi de Faktor V gen degisimidir. FV Leiden (FVL) mutasyonu 1691.
niikleotitdeki G’den A’ya olusan tek nokta mutasyonu sonucu 506. amino asitin
arjininden guanine degisimiyle sonug¢lanir. FVL mutasyonu plazmadaki trombin
aktivitesini ylikseltir (Bouaziz-Borgi, Nguyen et al. 2007; Rahimi, Vaisi-Raygani et al.
2008). Bununla beraber Faktér V 1691G venoz trombozlarin en sik saptanan kalitsal risk

faktorudur.

Yapilan ¢alismalarda FVL mutasyonu bakimindan heterozigot bireylerde vendz
tromboembolism riskinde mutasyonu tasimayan bireylere goére artis gozlenmistir
(Rahimi, Vaisi-Raygani et al. 2008). Diger bir ¢alismada ise derin ven trombozu i¢in
bagimsiz bir risk faktorii olarak gosterilmistir. Akar ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada FVL mutasyonunun siklig1 heterozigot tasiyan vendz tromboz gdézlenen

Behget hastalarinda 6nemli 6l¢giide yiiksek bulunmustur (Ates, Duzgun et al. 2003).

FVL mutasyonu Ortadogu populasyonunda yiiksek siklikta saptanmig, Asya
populasyonunda ise ciddi bir sekilde mutasyonun goriilmedigi belirtilmistir (Rahimi,

Vaisi-Raygani et al. 2008).

Simdiye kadar yapilan sadece bir ¢alismada Behcet hastalarinda FVII plazma diizeyine
bakilmig, ancak polimorfizmler agisindan aragtirllmamistir. Yapilan c¢alismada Behget
hastalarinda plazmada aktif FVII seviyesi yliksek bulunmustur ancak tromboz belirtisi
tastyan Behget hastalarinda, tromboz belirtisi tagimayanlara gore farklilik gdzlenmemistir

(Ozatli, Sayinalp et al. 2002).
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Yaptigimiz bu ¢alismada Behget hastalarinda FVII promotor bolgesindeki -323ins10bg,
-401 G/T, -402 G/A polimorfizmler tromboz olusturma riski agisindan arastirilmistir.
Aragtirma sonugu haplotiplendirme yapilmis ve Behget hastalarinda farkli 6 haplotip
belirlenmistir. Calismamizda, olgularin FVII diizeylerine bakilmamis olmasi ve olgu
sayisinin nisbeten az olmasi, sonuclarimiz agisindan dezavantaj getirmektedir.
Belirledigimiz haplotiplerden V’incisi tiim polimorfizmler bakimindan heterozigot olarak

kalitilmaktadir ve ilk kez bizim ¢alismamizda gosterilmistir.

Istatiksel analiz icin olusturulan 2 gruptan birisinde FVL mutasyonunu tasiyan bireyler
gbz ard1 edilmistir. ikinci grupta ise FVL mutasyonunu tasiyan Behget hastalar1 analizlere
dahil edilmemistir. Elde ettigimiz sonuglara gore bu iki grup arasinda onemli farklilik
gbzlenmemistir. Istatiksel analiz sonucunda Behget hastalartyla kontrol grubu
kargilastirildiginda da her iki grupta da, haplotip V’i tagimanin, haplotip I’e gore
yaklasik 11.5 kat risk getirdigi belirlenmistir. Sonu¢ olarak ii¢c polimorfizmi birden
tasimanin Behget hastalarinda tromboz olusumu agisindan risk getirdigi goriilmiistiir. Bu

sonucumuz, Behget hastalarinin takibinde 6nem kazanabilir.
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