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FVII  Promotor Bolge Polimorfizmlerinin  Aterosklerozlu  Hastalarda  Haplotip

Gruplandirilmasiyla Tromboz Olusumunda Roliiniin Arastirilmasi

OZET

Koagiilasyon faktorii VII (FVII), K vitamini bagimli zimojen olan bir serin proteazdir, kan
damari hasarlanmas ile doku faktorii ile etkilesime girerek trombozun baglatilmasinda 6nemli
rolii bulunmaktadir. Son ¢aligmalara gore bazi1 FVII genindeki polimorfik markérler ve FVII
plazma diizeyi ile iligkili olduguna dair kanitlar belirlenmistir. FVII plazma diizeyinin
cevresel ve genetik faktorler ile etkilenmektedir. Promotorda bulunan bazi polimorfizimlerin
daha Once yapilan ¢aligmalara gére FVII plazma diizeyinin artis veya azalmasi ile iligkili
olarak bulunmustur. Bazi ¢alismalarda degisen FVII diizeyinin Koroner arter
hastaligina(KAH) sebep oldugu veya risk getirdigi rapor edilmis olmasina ragmen bir diger
caligmalarda etikili olmadig1 belirlenmistir. Genetik faktorlerden biri olan -323ins10bg
polimorfizmi, FVII diizeyinin azalmasi ile iliskili oldugu bilinmekte ve KAH’na karsi
koruyucu olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Bu polimorfizm beyazlarda -401G/T polimorfizimi
iletam allelik baglilik oldugu bilinmektedir. -402 G/A polimorfizimi zit etkili ile iliskilidir,
ancak klinik olarak ¢ok iyi incelenmemistir. Ayn1 zamanda FVII polimorfizimi etnik kdken

tarafindan etkilenmektedir.

Bu ¢alismada hedefizmiz FVII gen polimorfizimlerinin KAH iizerine Tiirk populasyonunda

etkisinin degerlendirilmesi ve ikiskili haplotiplerin belirlenmesidir.

FVII geni ii¢ polimorfizimi 101 saglikli kontrol ve 224 koroner arter hastasi ¢alisilmistir. Bu
ti¢ FVII geni polimorfizimi analizi PCR — SSCP ve DNA dizileme teknolojisi ile yapilmistir.

Tiirk populasyonunda yeni bir haplotip belirledik. -323ins10bg, -401G/T, -402G/A promotor
polimorfizimleri koroner olaylarin baslangici ile iliskili oldugu bulunmamaistir. -323ins10bg
allel frekansimin Kuzey Avrupa, Italyanlar, Etiyopyalilar ve Hintliler ile benzer bulunmustur.
-401G/T alell frekansi italyan ve Etiyopyalilar ile benzerdir. -402G/A allel frekans1 Italyanlar
ve Etiyopyalilar ile benzer olarak belirlenmistir. Sonug olarak bu ¢alismada ii¢ polimorfizim
ve iligkili haplotiplerin KAH riski ile iliskili olmadig1 belirlenmis, bunlarin frekanslarinin

komsu bolgeler ile benzer oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: FVII promotor, Ateroskleroz, -323ins/w-, -401G/T, -402G/A, TNP



The Role of FVII Promoter with Haplotype Alteration in Atherosclerosis Patients and Effect
on the Pathophysiology of Thrombosis

ABSTRACT

Coagulation factor VII (FVII), a vitamin K-dependent zymogen of a serin protease, plays
an important role in initiating thrombosis through the interaction with tissue factor at a site
of blood vessel injury. Recent studies have provided evidence for association between
common polymorphic markers in the FVII gene and plasma FVII levels. FVII plasma
levels are influenced by environmental and genetic factors. Several polymorphisms in the
promoter associated with decrease or increase of FVII plasma levels have been previously
identified. Some studies have reported altered plasma FVII levels in groups with manifest
or risk of coronary arterial disease (CAD), whereas other did not. One of the genetic factor
is the -323ins10bp polymorphism, known to be associated with low FVII levels and has
suggest to protect against CAD. This polymorphism is in complete allelic association with
-401G/T polymorphism in Caucasians. The -402 G/A promoter polymorphism, that has
been associated opposite effect, is clinically less well studied. Also the effect of the three

FVII polymorphisms are ethnicity-dependent.

In this study we aimed to evaluate the effect of three FVII gene polymorphisms on the risk
of CAD in Turkish population and find out the related haplotypes.

Three polymorphisms of the FVII gene were studied in 101 healthy control and 224 patient
with coronary arterial disease. These polymorphisms of the FVII gene were studied using

PCR - SSCP and DNA sequencing technologies.

In Turkish population we identified a new haplotype. The promoter polymorphisms,
-323ins10bp, -401G/T, -402G/A, were not found to be associated with a risk of an initial
coronary event. -323ins10bp allele frequency was similar to North European, Italians,
Ethiopians and Indians. -401G/T allele frequency was found similar to Italians and
Ethiopians. -402G/A allele frequency was find similar to Italians and Ethiopians. Thus the
three polymorphisms and related haplotypes studied in this dissertation was found not to be
associated with CAD risk and that their frequency were found to be similar to the

surrounding geography.

Key words: FVII promoter, Atherosclerosis, -323ins/w-, -401G/T, -402G/A, SNP
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1. GIRIiS VE AMAC

Hemostaz, kan kaybinin oOnlenmesi anlamina gelir. Bir damar zedelendigi ya da
yirtildiginda hemostazi saglayan mekanizmalardan biri koagiilasyon mekanizmasiyla pihti
olusumudur. Koagiilasyon mekanizmasi ekstrinsik ve intrinsik yol olmak {izere ikiye
ayrilmaktadir. Koagiilasyon Faktor VII ekstrinsik yolda gérev almaktadir. Ekstrinsik yolun
aktivasyonu travmatize dokudan saliman doku faktoriiniiniin koagiilasyon faktérii VII'ye
baglanarak K vitamini ve prekallikrein varliginda kompleks olusturmasi ile gerceklesir.
Faktor VII aktivasyonu ile koagiilasyon kaskadinin devami saglanir ve Faktor IX, Faktor
[Xa, Faktor X Faktor Xa’ya aktive olarak pihti1 olusumu i¢in reaksiyonlar baslatilmis olur
(Rao vd 1988, Hoffman vd 1995). FVII aktivasyonu ile hem intrinsik hem de ekstrinsik
yolda pihti olusumunda ©nemli olan elemanlar aktive olarak FVII-TF kompleksi

pihtilagmada anahtar rol oynar.

Ateroskleroz karmasik bir hastaliktir ve lipitlerin, fibroz elemanlarin genis damar iginde
birikmesi ile olusur. Epidemiyolojik calismalar, aterosklerozun gelisiminde cevresel ve
genetik etmenleri oldugu belirlenmistir. Hiicresel olaylar ve molekiiler interaksiyonlari
iceren olaylar hastaligin karmasik olmasindan dolay: belirlenip engellenememistir (Lusis
2000). Koroner arter hastalig aterosklerozun onemli bir belirtisidir (Kumar 2003). Cesitli
nedenler ile damar icide plaklar olusur ve artarak kalsifikasyon, liiminal yiizeyde
tilserasyon ve kii¢iik damarlarda kanama ile media i¢ine biiyiiyerek karmasik hale gelebilir.
Gelismis lezyonlar kan damarmi durduracak sekilde biiyiiyebilir ve trombus veya kan
pihtis1 olmasina neden olarak en onemli akut klinik komplikasyonlardan MI (miyokard

enfarktiis) veya strok (inme) ile sonuglanir (Lusis 2000).

Diinya Saghk Orgiitii verilerine gore 1990 yilinda 6liim ve engelli kalma nedenleri
arasinda 5. sirada yer alan kardiyovaskiiler hastaliklarin 2030 yilina gore bir hesaplama
yapildiginda giliniimiizde oldugu gibi 1. sirada yer alacagi ve yilda 17.4 milyon olan 6liim

sayisinin 23.4 milyon kisiye ¢ikacagi dngoriilmektedir (Anonim 2008).

Koagiilasyon Faktorii (FVII), ekstrinsik yolda kan pihtilasmasinda gorevli vitamin K
bagimli, kanda zimojen halde bulunan serin proteazdir (UniProt/Swiss-Prot). FVII geni 13.
kromozomun uzun kolunda 3.4°de lokalizedir (Gilgenkrantz vd 1982, Gilgenkrantz vd

1986). Karacigerde sentezlenir ve doku faktorii, proteaz aktive eden reseptor (PARs) ile

1



birlikte hiicresel yiizeyde sinyal iletimi ile iligkilidir. FVII-doku faktérii kompleksinin
hiicresel islevleri yonettigi belirlenmistir. inflamasyon, ateroskleroz, doku tamiri, timér
bliylimesi, metastaz gibi olaylar i¢inde islevi olabilecegi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir

(Petersen vd 2008).

Yapilan c¢aligmalarda FVII promotor bolgesinde belirlenmis polimorfizmlerin FVII
diizeyini etkileyebildigi ve koroner arter hastaligina neden olabilecegi gosterilmistir. Bu
polimorfizmler -3216C/T, -2987C/A, -670C/A,-668A/C, -630GA, -628A/G, -402G/A,
-401G/T, -3230/10bgins, -122T/C (Bernardi vd 1994, Pollak vd 1995, Hooft 1996, Di
Castelnuovo vd 2000, Girelli vd 2000, Kudaravalli vd 2002, Sabater vd 2006) olarak

siralanabilir.

Calisgmamizda FVII geninin promotor bolgesinde bulunan ve daha oOnce yapilan
caligmalarda ateroskleroz sonras1 gelisebilecek hastaliklar ile iliskilendirilmis
polimorfizmlerden -323ins10bg, -401G/T, -402G/A, bdlgeleri ic¢ine alinarak promotor
bolge taramasi, koroner arter hastalarinda bu polimorfizmlerinin sikliginin belirlenmesi,
yeni polimorfizmlerin tanimlanmasi ve bunlarin kardiyovaskiiler hastaliklar ile iliskisinin

ortaya konulmasi olarak amaglanmastir.



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1 KOAGULASYON SISTEMIi

Hemostaz, kan kaybinin oOnlenmesi anlamina gelir. Bir damar zedelendigi ya da
yirtildiginda ¢esitli mekanizmalar hemostazi saglar. Bu mekanizmalar; 1.Damar spazmi 2.
Trombosit tikact olusumu 3. Koagiilasyon mekanizmasiyla pihti olusumu, 4. Fibroz

dokunun piht1 i¢ine biiylimesiyle damardaki deligin kalic1 olarak kapatilmasidir.

Hemostazin {ig¢iinci mekanizmasi pihtt olusumudur. Damar duvar1t agir bicimde
hasarlanmis ise 15-20 saniye i¢inde piht1 olusmaya baglar. Hasarlanma hafifse, pihtilasma
1-2 dakika i¢inde ortaya ¢ikar. Hasarlanan damar duvar1 ve trombositlerden kaynaklanan
aktivator maddeler ve hasarlanan damar duvarina yapisan kan proteinleri pihtilagma

siirecini baglatir.

Damarin yirtilmasindan 3-6 dakika sonra, eger damarda delik ¢ok genis degilse, agikligin
tiimii ya da damarin yirtilan ucu pihti ile dolar. 20 dakika ya da 1 saat sonra, piht1 biiziisiir,

bu damar1 daha c¢ok kapatir.

Kan ve dokularda kan pihtisini etkileyen 50°den fazla onemli madde bulunmustur.
Bunlarin bazilar1 pihtilagsmay1 saglar, bunlara prokoagiilan denir. Digerleri pithtilasmay1
inhibe ederler, bunlara ise antikoagiilan denmektedir. Kanin pihtilagip pihtilasmamasi bu
iki grup madde arasindaki dengeye baglhidir. Normalde antikoagiilanlar baskindir ve kan
pihtilagmaz. Ama bir damar zedelendiginde hasarlanan alandaki prokoagiilanlar aktive

olarak antikoagiilanlara baskin hale gelirler ve piht1 olusur.

Pihtilagmanin baglamasi igin ¢esitli mekanizmalar gereklidir. Bu mekanizmalar, damar
duvar1 ve komsu dokularin veya kanin travmaya ugramasi ya da kanin hasarlanmis
endotelyal hiicreleriyle veya kan damar1 endoteli disindaki kolajen ve diger doku
elemanlariyla temasi sonucu aktive olurlar. Mekanizmanin baslamasi i¢in protrombin

aktivatorii olusmalidir.

Protrombin aktivatorii, gercekte birbirleriyle siirekli etkilesim halinde olan iki yolla olusur.
1. Damar duvar ve ¢evresindeki dokularin travmaya ugramasiyla baslayan ekstrinsik yol

ve 2. Kanin kendi i¢inde baglayan intirinsik yol (Sekil 2.1).



1. Her iki yolda da, bir seri farkli plazma proteinleri ve 6zellikle beta globinler 6nemli
rol oynar. Kan pihtilagma faktorleri proteolitik enzimlerin inaktif formlaridir ve bunlarin
cogu kanda zimojen halde bulunurlar (Guyton 1996).

2. Koagiilasyon faktorii, Faktor VII (FVII) K vitamini bagimli serin proteazdir ve kan
pihtilagsmasinda ekstrinsik yolda gorev almaktadir. Bu nedenle 6zellikle ekstrinsik yol ele
almacaktir (Hooft vd 1999). Pihtilasmada pozitif feedback s6z konusudur. Kan pihtisi
gelismeye baglar baglamaz kana yayilir ve kisir dongii olusarak pihtilastikga daha ¢ok
pihtilagsma gerceklesir. Trombinin fibrinojen yaninda, diger faktorlere de proteolitik etkisi

vardir. Trombin arttik¢a piht1 da artar (Guyton 1996).
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Sekil 2.1. Fibrin olusumunda intrinsik ve ekstrinsik yollar

Koagiilasyon kaskadi ilk kez 1904 yilinda 6ne siiriilmiis, 1964 yilinda Macfarlane
tarafindan ise klasik koagiilasyon kaskad1 belirlenmistir (Macfarlane 1964). Bu model
uzun yillar kullanilmistir. Ancak in vivo ortamda koagiilasyon elemanlar: etkilesimlerini
cok 1yi agiklamadigindan dolay1 2001 yilinda Hoffman tarafindan “hiicresel odakli model”

One siirtilmiis ve kullanilmaya baslanmistir (Hoffman 2001)
2.1.1. Ekstrinsik Mekanizma

Travmatize dokudan transmembran hiicre yiizey glikoproteini olan (Eilertsen vd 2004)
doku faktorii veya doku tromboplastini denen ¢esitli faktorler salinir (Guyton 1996).

Ekstrinsik yolun aktivasyonu endotel hasari, sistemik (sepsis veya endotoksomi) veya
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bolgesel proinflamatuvar aktivasyonu ile, hiicreler doku faktoriinii damara salgilatmasi
sonucunda, kanda bulunan yiiksek baglanma afinitesi olan koagiilasyon faktorii VII'ye
baglanarak K vitamini ve prekallikrein varliginda aktif hale getirir. Ekstrinsik yolun
baslamasini saglar. FVIIa doku faktorii kompleksi, K vitamini bagimli Faktor IX (FIX) ve
Faktor X’u (FX) aktive ederler. Cok az miktardaki aktif FX (FXa) trombositleri aktive
eden trombini olusturur (Eilertsen vd, 2004). Trombositlerin yiizeyinde anyonik
fosfolipitler olusur. Bunlar da Faktor V ve Faktor VIII i¢in prokofaktordiir. Aktif FX
hemen doku faktoriiniin bir pargasi olan doku fosfolipitlerle birlikte kalsiyum iyonu
varliginda FV ile birleserek protrombin aktivatorii denen kompleksi olusturur. Birkag
saniye i¢inde bu protrombini, trombine parcalar. Trombin fibrinojenden fibrini olusturur.
Olusan fibrinojen monomerleri kalsiyum iyonu varliginda fibrin iplik¢iklerini olusturur.
Fibrin monomerleri arasinda kovalent baglar bulunmaktadir. Fibrin iplik¢ikleri
trombositlerden salinan fibrin stabilize edici faktor ile (FXIII) ¢ok sayida capraz baglar
yaparak fibrin iplik¢iklerinin giiclenmesini saglar. Trombin ayni zamanda FXIII’iin
aktivasyonunu da saglar (Guyton 1996). Aktif FVIII serin proteaz ile birleserek fosfolipid
yilizeyde intrinsik mekanizma i¢in FIX’u aktive eder. Bu kompleks FVIla-doku faktori
kompleksine gore FX daha fazla bulunur. Aktif FX , FV protrombin, membran
yiizeyindeki protrombinaz kompleks i¢in primer aktivatdrdiir. Trombinin artmasi ile,
koagiilasyonda FXI artar, trombus, FV, FVIII aktivasyonu saglanir. Bu hizli sekilde
trombin olusumu fibrinojen ve FXIII ile ¢oziilmeyen capraz fibrin olusumu saglanir

(Eilertsen vd 2004).

2.1.2. intrinsik Mekanizma

Kanin kendisinin travmaya ugramasi veya kanin travmatize bir damar duvarindaki
kolajenle temas1 sonucu baglar. Kanin travmaya ugramasi, Faktor XII ve trombositlerin
aktivasyonuna neden olur. Aktif FXII, proteolitik enzimdir ve trombosit fosfolipitlerini
ortama salar. Kininojen ve yliksek molekiiler agirlikli kininojen ile Faktor XII ve Faktor XI
aktive eder. Faktor VII’nin rolii, aktif FIX ve FVIIL, trombosit fosfolipitleri, travmatize
trombositlerden salinan Doku Faktorii (FIII) ile etki gostererek FX’u aktive ederler. Aktif
Faktor X, Faktor V ve trombosit veya doku fosfolipidleriyle birleserek protrombin
aktivatorii kompleksi olusur. Bundan sonra protrombinden trombine doniisiim olur.

Pihtilagma isleminin son basamaklar1 harekete gegmis olur (Guyton 1996).



2.2. Ateroskleroz

Arteriyoskleroz’un -kelime anlami damarlarin  sertlesmesi- arteriyel duvarlarin

kalinlagsmas1 ve damarlarin elastikiyetlerinin kaybi i¢in kullanilan bir terimdir.

Ug formda olusur. 1. En sik gozlenen sekli olan Aterosklerozdur. 2. Daha az klinik 6neme
sahip Monckeberg medial kalsifik sklerozdur.50 yas tistli kisilerde miiskiiler arterlerde
kalsifik birikimler ile karakterizedir. 3. Kiigiik arterler ve arteriollerin hastalig

arteriosklerozdur.

Ateroskleroz, ateromlar veya fibréz yaglh plaklar (fibrofatty) denen damar liimenine dogru
cikinti yapan ve liimeni tikayan alttaki media tabakasim1 zayiflatan ve ciddi
komplikasyonlar gosterebilen intimal lezyonlar ile karakterizedir. Koroner arter hastalig
aterosklerozun 6nemli bir belirtisi oldugundan ateroskleroz iizerine epidemiyolojik veriler
bliylik oranda iskemik kalp hastaligina bagli 6liim oranlar ile ifade edilir. Ateroskleroz
oncelikle elastik arterler, biiylik ve orta ¢apli miskiiler arterleri etkiler. Semptomatik
aterosklerotik hastalik en sik kalp, beyin, alt ekstremite ve bobrekleri besleyen arterleri
tutar. Myokard enfarktiisii (kalp krizi), serebral enfarktiis (felg), aort anevrizmalar1 ve

periferik damar hastalig1 aterosklerozun major hastaligidir (Kumar 2003).

Bat1 toplumunda, dliimlerin %50’sini olusturmaktadir (Lusis 2000). Diinya Saglik Orgiitii
verilerine gére 1990 yilinda 6liim ve engelli kalma nedenleri arasinda 5. sirada yer alan
kardiyovaskiiler hastaliklarin 2030 yilina gore bir hesaplama yapildiginda giinlimiizde
oldugu gibi 1. sirada yer alacagi ve yilda 17.4 milyon olan 6liim sayisinin 23.4 milyon
kisiye c¢ikacagr Ongoriilmektedir (Anonim 2008). Epidemiyolojik calismalar,
aterosklerozun ¢evresel ve genetik etmenleri oldugunu belirlemislerdir. Hiicresel olaylar ve
molekiiler interaksiyonlar1 i¢eren olaylarin belirlenmesi hastaligin karmagik olmasindan
dolay1 aciklanip engellenememistir. Son on yilda, bilimdeki gelismeler, teknolojik
yenilikler, genetik olarak modifiye edilmis fareler sayesinde kolesterol metabolizmasini
degistiren molekiiler mekanizmalar ve aterosklerotik plagin olusmas1 i¢in risk faktorleri
daha iyi anlasilmistir. Boylece aterosklerozun basit olarak yaslanma nedeni ile konjenital
bozukluk olmadigi, ancak kronik inflamatuvar durumlarin plak yirtilmasi ile akut klinik

duruma doniisiip ve tromboz olusabilecegi bilinmektedir.



Ateroskleroz karmasik bir hastaliktir, lipitlerin ve fibréz elemanlarin genis damar iginde
birikmesi ile olusur. Normal arterlerin anatomisi Sekil 2.2’de verilmistir. Aterosklerozun
erken lezyonu, kolesterol tikali makrofajlarin subendotelde birikmesi ile olur ve bunlara
kopiik hiicresi denir. Insanda, baz1 yagh ¢izgilenmeler kisinin ilk on yilinda gozlenebilir.
Ikinci on yilda koroner arterlerde, iigiincii veya dordiincii onyilda ise serebral arterlerde
yagl ¢izgilenmeler olusur. Arterlerde riskli olan lezyon noktalar1 bulunmaktadir. Yagl
cizgilenmeler bulunmasi klinik olarak 6nemli degildir, ama daha gelismis lezyona yol acan
lipitge zengin nekrotik cokiintiilerin ve diiz kas birikmesinin oncilistidiirler. Baz1 ‘fibroz
lezyonlar’ tipik olarak fibroz kep’e (Kumar 2003) sahiptirler ve bunlarda diiz kas hiicreleri,
ekstraseliiler matrikste bulunur, lipitge zengin nekrotik ¢ekirdek ile kapanirlar. Plaklar
artarak kalsifikasyon, damar duvari media igine dogru biiylime, liiminal yiizeyde
iilserasyon ve kiiciik damarlarda kanama ile karmagsik hale gelebilir. Ayn1 zamanda
gelismis lezyonlar kan damarii durduracak sekilde biiyiiyebilir, trombus veya kan pihtisi
olmasina neden olacak en dnemli akut klinik komplikasyonlardan miyokard enfarktiis (MI)
veya inme ile sonuglanir. Genelde, tromboz lezyonun yirtilmasi veya erozyonu ile

baglantilidir (Lusis 2000). Aterosklerotik plak olusumu ¢esitli asamalar ile gerceklesir.

— Kan

Sekil 2.2. Normal arter yapis1 (Lusis 2000)

2.2.1. Hiicresel ve Molekiiler Iletisim (Interaksiyon)



Patolojik caligmalar, aterogenez sirasinda damarda bir seri degisiklik oldugunu (Sekil 2.3)
ve kan kokenli inflamatuvar hiicrelerin monosit/makrofajlarin  6nemli anahtar rol
oynadiklarin1 gostermektedir. Vaskiiler hiicreler ile yapilan doku kiiltiirii ¢alismalari, ve
makrojaj/monositler ile yapilan c¢alismalardan ongoriilerek, hastaligin baslamas1 ve
tamamlanmasi i¢in olast bircok yolun oldugu oOne siiriilmektedir. Kan damarinda
inflamatuvar cevap verilirken endotelin 6nemli rol oynadigi yoniinde kanitlar vardir ve
intimadaki oksidatif LDL (modifiye)’nin birikmesi monosit birikmesine ve kopiik hiicre
olusumuna yol acgtigi One siiriilmiistir. Son on yilda, aterogenezin molekiiler
mekanizmasinin belirlenmesi i¢in transgenik fareler veya gen hedefli fareler kullanilmistir
(Smithies vd 1995). In vivo olarak 6ngériiniin test edilmesi i¢in olanak saglamistir. Hayvan
deneyleri insan ile sartlar1 benzer oldugu ve lezyon yirtilmasi olmadan trombozu

gorilebildigi i¢in glivenilirdir.

GAP=gapha
Core= gehirdeh
Shoulder= omuzlanma

Sekil 2.3. Aterosklerotik plak gelisim evreleri (Lusis 2000)



2.2.2. Lezyonun Baslamasi

Aterosklerozun ilk baslangici subendotelyal matrikste LDL birikimidir. Kanda LDL
arttikca birikim de artar. Lezyon formasyonu igin tercih edilen kisimlarda LDL birikimi ve
tasinimu artar. LDL endotel hiicreleri kavsak noktalarinda pasif diflizyona ugrar ve LDL
yapisinda bulunan apolipoprotein B (apoB) ve matriks proteoglikanlar damar duvarina
tutunma ve etkilesimde oldugu bilinmektedir (Boren vd 1998). Ek olarak,diger apo-B
iceren lipoproteinler lipoprotein (a) [lip(a)] olarak isimlendirilirler, artiklar1 intimada
birikip ateroskleroza yoneltebilirler. Lip (a) LDL’ye benzer ancak polipeptid ucunda ek
olarak apolipoprotein (a) bulunur. Bu apo-B ile disiisfit kdprii olusturur. Bu da aterogenez

fibrinoliz ve diiz kas hiicrelerinin etkisine baghdir (Grainger vd 1994).

Normal LDL makrofajlar tarafindan kopiik hiicresi olusturmak i¢in alinmazlar. Bu nedenle
LDL’nin damar duvarinda modifiye olmasi gerekir (Goldstein vd 1979). Bu oksidasyon,
lipoliz, proteoliz, ¢okme ile olur ve inflamatuvar kopiik hiicre olugsmasina yol acilir. HDL
ateroskleroza kars1 korumay1 saglar. Koruyucu etkisinin en 6nemli mekanizmasi, ¢evresel
dokulardaki fazla kolesteroliin uzaklastirilmasi yoniindedir. Ama ek olarak, HDL aym
zamanda, lipoprotein oksidasyonunu inhibe ederek de koruyucu etki yapar (Hegele vd

1999, Shih vd 2000).

2.2.3. inflamasyon

Ateroskleroz, monosit ve lenfositlerin toplanmasi ile karakterizedir ama noétrofiller damar
duvarinda toplanmazlar (Sekil 2.4). Bu olayr uyaran, minimal okside LDL’nin
birikmesidir. Bu da endotel hiicrelerinin adezyon molekiilleri, makrofaj koloni uyarici
faktor (MCSF), biiyiime faktorleri gibi pro-inflamatuvar molekiilleri olusturmasini uyarir
(Watson vd 1997). Oksidize LDL nitrik oksik(NO) olusumunu inhibe eder. Nitrik oksitin
coklu anti-aterogenik aktivitesi vardir, damar gevsemesi gibi olaylar1 saglayan kimyasal
aracidir. Endotelinde NO olusturma eksikligi olan farede aterosklerozun artirildigi
gosterilmistir (Knowles vd 2000). Ek olarak oksidize LDL, hemodinamik giigler,
homosistein diizeyi, cinsiyet hormonlari, ve enfeksiyon gibi diger faktorler de
inflamasyona neden olur. Diyabetde endotel reseptorii ile baglanan gelismis son iiriinlerin

glikasyonu saglanarak inflamasyona katkida bulunulur (Hofmann vd 1999). Monosit ve T
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hiicrelerinin endotele adezyonu, bu hiicrelerde integrin VLA-4 ( integrin a4 1) tarafindan
saglanir, ve bu endoteldeki VCAM-1 (vaskiiler hiicre adezyon molekiilii I) ve fibronektinin
geninin farkli mRNA iiriinlerinden CS-1 ile etkilesirler. /n vivo ve in vitro galismalarda, bu
etkilesimlerin aterosklerozda rolii oldugu one siiriilmiistiir (Shih vd 1998). Bir tiir sitokin

olan MCS-F, makrofajin ¢ogalmasi ve farklilasmasini uyarir (Smith vd 1995).
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Sekil 2.4. inflamasyon (Lusis 2000)

2.2.4 Kopiik Hiicre Olusumu

LDL’nin makrofafajlar tarafindan yeterince hizli alinip kopiik hiicresi olusturmasi igin
yiiksek oksidasyon ile farklilastirilmasi gerekir (Sekil 2.5). Bu farklilagtirma muhtemelen
makrofaj ve endotel hiicrelerde bulunan reaktif oksijen tiirevleri ile saglanir. Ayn1 zamanda
miyeloperoksidaz, sfingomiyolinaz, sekretuvar fosfolipaz, insanda aterosklerotik lezyonda
bulunanlar gibi bircok enzim gorev almaktadir (Podrez vd 2000). Yiiksek okside olmus
LDL molekiilleri makrofajlar tarafindan ¢ok hizli bir sekilde alinirlar, bu kopiik hiicre
formasyonuna yol agar. Bu olusum ¢ok farkli ligandlar1 taniyan reseptorlerce saglanir. 2
scavenger reseptorii SR-A ve CD36 birincil olarak O6nemli goziikmektedir ve bu
reseptorleri eksik olan farede yapilan calismalarda aterosklerotik lezyonlarda c¢ok az

azalma goriilmiistiir (Suzuki vd 1997, Febbraio vd 2000). Makrofaj aktivasyonu ile apo-E
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salgilanir ve bu olay kolesteroliin HDL ile disar1 akmasini saglar. Boylece makrofajdan

kopiik hiicresine doniigiim inhibe edilir (Fazio vd 1997).
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Sekil 2.5. Kopiik hiicre olumu (Lusis 2000)

2.2.5 Fibroz Plak Olusumu

Fibroz plaklar karakteristik olarak ekstraseliiler lipid kiitlesi (bunlarin ¢ogu kolesterol ve
esterleridir) diiz kas hiicresi ve ekstraseliiler matriks birikmesi biiytimesi seklindedir (Sekil
2.6). Sitokin ve biiyiime faktorleri makrofaj ve T hiicresi tarafindan salgilanir ve bunlar
diiz kas hiicresi go¢ii, cogalmasi, ekstraseliiler matriks iretimi i¢in Onemlidirler. Son
calismalara gore, CD40 ve ligandi CD40L (CD150) etkilesiminin, gelismis lezyonun

olusumunda 6nemli katkis1 oldugu gosterilmistir (Schonbeck vd 2000).

Fibroz lezyonun gelismesi icin gereken bazi faktorler, artmig homosistein diizeyi,
hipertansiyon ve hormonlardir. Yiiksek homosistein diizeyi endotel hiicre hasar1 ve
damarsal diiz kas hiicresi artisina neden olur (Gerhard vd 1999). Aterosklerozda kan
basinct artisinin renin-angiotensin yolunun uyarilmasi ile saglandigi diisiiniilmektedir
(Negoro vd 1995). Ostrojenin anti-aterogenik 6zelligi vardir, plazma lipoprotein diizeyini

etkiler, prostasiklin ve nitrik oksit (NO) {iretimini uyarir (Nathan vd 1997).
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Sitomegaloviriis enfeksiyonunun ateroskleroz ve arteriyel restenoz ile baglantili oldugu

gosterilmistir (Gupta vd 1997).
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Sekil 2.6. Fibroz plak olusumu (Lusis 2000)

2.2.6 Gelismis Lezyonlar ve Tromboz

Patolojik calismalara gore, akut koroner olgularda trombiis gelisiminde, plaklarin bilesimi
ve hasara agik olmasi damar daralmasindan daha ¢ok etkilidir (Sekil 2.7). Hasara agik
plaklarin, genel olarak ince fibréz kepi vardir ve burada artan inflamatuvar hiicre sayisi
gozlenir (Lusis 2000). Fibréz kepin devamimi saglayan, matriks iirlinleri, parcalanma
{iriinleri, her iki olayr da etkileyen inflamatuvar hiicre iiriinleridir. Ornegin; T hiicreleri
[FN-y iiretir, bu sitokin diiz kas hiicrelerinin matriks {iretimini inhibe eder ve makrofaj ise

ekstraseliiler matriksi parcalayan farkli proteazlar salgilar (Libby vd 1999).

Aterosklerotik lezyon stabilizasyonu, kalsifikasyon, neovaskiilarizasyon ile saglanir,
gelismis plaklarda benzer dzellikler gozlenir. Intimal kalsifikasyon, perisit benzeri hiicreler
matriks iskeletini sentezler ve ardindan kalsifikasyon kemik benzeri yap1 seklinde olusur.

Bu olay oksijen ile farklilagsmis kolesterol olan oksterol ve sitokinlerce diizenlenir (Watson
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vd 1994). Inflamatuvar hiicrelerinin kanala girisi mediandan baslayarak kiiciik damarlarin

biiylimesi ile saglanir (Moultan vd 1999).

Lezyon ¢ekirdeginin trombogenik aktivitesi, koagiilasyon sisteminin anahtar molekiilleri
olan proteinlerin, doku faktorii bulunmasina baglidir. Endotel hiicreden doku faktorii
salinimi ve makrofajlarda artmis okside LDL, enfeksiyon veya ligasyon ile endotel hiicre
yiizeyindeki CD40’1n inflamatuvar hiicredeki CD40L baglanmasi ile saglanir (Schonbeck
vd 2000).
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Sekil 2.7. Kompleks lezyon ve tromboz (Lusis 2000)

Liiminal yiizeyde parcalanma, erozyon, iilserasyon, trombiis olusumu uyar1 ya da artiklarin
kan akimina bosalmasi lezyon igeriklerinden olusan kolesterol embolilerine yol acar.
Ozellikle koroner arterlerde plag1 veya plag1 besleyen ince duvarl kapillerlerin riiptiirii ile
baslayan plak i¢ine hemoraji olabilir. Olusan hematom plagi genisletilebilir ya da plak
rlipriitiine yol acabilir. Catlamig lezyonlar iizerinde trombiis ve plak biiylimesi gbzlenir, bu

da elastik dokuda fonksiyon kaybina neden olur (Kumar 2003).
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2.2.7. Ateroskleroz Olusumunu Etkileyen Faktorler

Ateroskleroz olusumunda g¢evresel ve genetik faktorler etkilidir. Yas onemli bir etkendir.
Yas ilerledikge ateroskleroz gelisme riski artmaktadir. 40-50 yas aras1t miyokard enfarktiisti
gorinme sikhigi 5 kat artmaktadir. Diger faktorlerin esit olmasi ile birlikte erkekler
kadinlardan daha fazla ateroskleroz gecirme egilimindedirler. Miyokard enfarktiisii ve
aterosklerozun diger komplikasyonlar1 premenepozal kadinlarda, hiperlipidemi ya da ciddi

hipertansiyon nedeni ile yatkinlik yoksa nadirdir.

Hiperlipidemi ateroskleroz i¢in risk faktoriidiir. Sigara ise erkeklerde iyi bilinen risk
faktoriidiir ve son zamanlarda aterosklerozun kadinlarda goreceli artisindan sorumlu
oldugu diistiniilmektedir. Diabetes mellitus hiperkolesterolemiye yol acar ve ateroskleroza
yatkinlig1 belirgin olarak arttirir. Obezite, hareketsizlik, stress, menopoz sonrast 9strojen
eksikligi, fazla karbonhidrat alimi, Lipoprotein (a), hidrojenize yag alimi, Klamidia
pnemonia infeksiyonu daha az onemli belirsiz, Olgiilemeyen risk faktorleridir. Kiside
birden fazla risk faktoriiniin bulunmasi ateroskleroz sonrasi gelisebilecek klinik durumu

ciddilestirebilir (Kumar 2003).

Ayni zamanda, cesitli genetik risk faktorleri de ateroskleroza yatkinligi artirmaktadir.
LDL, VLDL, HDL, lipoprotein, koagiilasyon sistemi faktorlerleri diizeyini belirleyen
genlerdeki degisimler, homosistein, kan basinci ile ilgili genlerdeki degisimler bu risk
faktorleri i¢inde sayilabilir (Mehrabian vd 1998, Lusis 2000). Kardiyovaskiiler
hastaliklarin gelisiminde belirli genler ve c¢evresel etmenler bulunmasi yaninda heniiz
etkileri tam olarak kanitlanamamis polimorfizmler de bilinmektedir. Ateroskleroz sonrasi
kardiyovaskiiler hastaliklar gelistiginden dolayr bu genetik varyasyonlari, ateroskleroz
gelisiminde etkili olabilecegi distiniilmektedir. Multifaktoriyel inme olusumuna
belirlenmis genetik polimorfizmler i¢cinde Faktor VII gen degisimleri de yer almistir

(Bersano vd 2008).

Son on yilda, kardiyovaskiiler hastaliklar ve miyokard enfarktiisii olusumunda degisik
polimorfizmler incelenmis ve elde edilen sonuglarla bir noktaya varilamamistir. Bunun
nedeni, kardiyovasyiiler hastalilarin bir ¢ok faktér ve basamaktan olugmasi, ¢ok farkll

biyokimyasal yol ve farkli genlerin yonettigi ara fenotiplere sahip olmasidir. Diger bir
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neden ise arastirmalarda ¢ok heterojen gruplarin olusturulmasidir. Cok iyi bilinen risk

faktorleri yaninda daha belirlenememis etkenler de bulunmaktadir (Martinelli vd 2008).

2.2.Faktor VII

2.2.1. Genel Bilgiler

FVII ekstrinsik yolda kan pihtilagmasinda gorevli kanda zimojen halde bulunan tripsin
benzeri serin proteazdir (EC 3.4.21.21) (UniProt/Swiss-Prot). FVII geni 13. kromozomun
uzun kolunda 3.4’de lokalizedir (Gilgenkrantz vd 1982, Gilgenkrantz vd, 1986) (Sekil 2.8).
FVII geninin toplam uzunlugu, 12.8 kb dir. Bu gen koagiilasyon Faktor VII genini kodlar
ve FVII vitamin K bagimli zimojendir (O'Hara vd 1987).

Chr 13

P13
plz2
pll.2
pll.l
gll
glz.11
gqlz.12
oqlz.13
qlz.3
gl3.1
gl3.2
13.3
old.11
old.2
old.3
g21.1
gqz1.2
gZl.31
21,32
021.33
gZz.1
qzz.2
q2z.3
g3l.1
g3l.2
g3l.3
g3z.1
g3z.3
0331
332
033.3
34

ot

— B Y NN BN N WO
Sekil 2.8. Kromozom 13 (GeneCards)

Koagiilasyon faktor VIIa ve pihtilagma kaskadindaki diger enzimler 6rnegin, faktor Xa ve
trombin tripsin benzeri serin proteaz (Zur vd 1981, Ratnoff vd 1973) ailesindendirler.
Diger K vitamini bagimli proteinler gibi iyi korunmustur. FVIIa organizasyonunda N-

terminal membran baglama y — karboksiglutamik asit (Gla) igeren domain, 2 epidermal

biiyltime faktorii (EGF) benzeri yap1 ve C terminal serin proteaz domaini vardir (Sekil 2.9).
Olgun proteinin molekiiler agirligi 50kDa boyutundadir ve 406 aminoasitten olusmaktadir.
FVII yapisal ve fonksiyonel olarak FIX, FX, protrombin ve protein C ile benzerdir (MIM
no: 176860).

Enzimin aktif formu, 152 rezidiiden olusan hafif zincir, 254 rezidiidden olusan agir
zincirden olusmaktadir ve -Arg-152-Ile-153 bolgesindeki peptit bagi yarilmasi ile bu
saglanir ve bunlar disiilfit baglar ile birbirlerine baglidirlar (Pike 1999).

Post translasyonel modifikasyonda N-terminal ucunda glutamik asitin y-karboksilasyonu
i¢cin K vitaminine ihtiyaci vardir. Bu yapisal element Gla domaini olarak isimlendirilir. Bu

modifikasyon sonrasinda olusan negatif yilikli alan konformasyonel uyarimli olarak
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Kalsiyum iyonu ile bag yaparak membrana baglanmasini miimkiin kilar. Membran
interaksiyonu bu proteinlerin fonksyonlarin1 yerine getirmeleri i¢in dnem arz etmektedir.
FVII, FIX, FX ve PC ayni zamanda dort farkli domain bakimindan da homologturlar ve
gen duplikasyonu ile olustugu oOne siiriilmektedir. FVII’de terminal ucta bulunan Gla
domaini 10 y-karboksile olmus glutamik asit rezidiisii vardir ve C-terminal ugta helikal
sekilde bulunan amfoterik Ozellikte serin proteaz domaini olan iki homolog bdlge
epidermal biiylime faktorii benzeri domaini (EGF1-2)His193, Asp243, Ser344 {icli
katalitik rezidii igerirler (McVey vd 2001).

Sekil 2.9. Faktor VII protein topolojisi (Human Protein Reference Database)

FVII ilk olarak pre-pro oncii dizi seklinde 38 aminoasit olarak sentezlenir ve hidrofobik
translokasyon sinyal peptit dizisi icerir. Pro-Oncii dizisi ¢ok iyi korunmus gamma-
karboksilasyon rezidiiyii icerir. 2. ekzon propeptit ve Gla (gamma karboksi-glutamik asit)
domainini kodlar. Gla domaininin ardindan 3. ckzondan kodlanan heliks seklindeki
aromatik boru gelir. 4 ve 5. ekzon birinci ve ikinci epidermal biiyiime faktorii benzeri
domaini kodlar. Ekzon 6’dan 8’e kadar ise aktivasyon ve serin proteaz katalitik domain

i¢cin gerekli bilgi bulunmaktadir (Wuff 2000).

TF FVIla katalitik aktivitesi, tam olarak belirlenmemistir. Tripsin benzeri serin proteaz
zimojenleri proteaz domaini ¢ekirdeginde sinirli proteolitik kirilma ile yeni N-terminal
olusur, aktif bolge ile bitisik olan aspartat igeren zincir etkilesir (Bode vd 1976). Bu
etkilesim enzim-substrat baglanma bolgesinde uyumu saglar. FVIIa N-terminal girisi
olmaz veya TF yoklugunda sadece bir bolgesi burayi isgal eder (Higashi vd 1994, 1996).

TF sabitlemek amaci ile giris yaparak ve bu da proteaz aktiviteyi sagladig
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diistiniilmektedir. Kristal yapida N-terminal bolgeye girigin aktif bolgedeFVIIa’y1 inhibe
ettigi gosterilmis (Kembal vd 1999, Pike 1999).

TF-FVIla etkilesimi sirasinda zimojen formdaki FVII’nin proteaz domaininde bulunan TF
baglanma boélgesinde bulunan Glu-154 noktasinda hidrojen bagi kopar ve val2l cyc22
rezidiileri uzaklasarak enerji elde edilir. B tabakasinda B2 bolgesinde C terminal ucunda
TF baglanma bolgesi olusarak Glu-154 noktasi N terminale dogru kayar. TF enzim benzeri
baglanma bolgesine baglanir. Enzim benzeri baglanma bolgesi B2 ipliginde 3 rezidiiniin
cikip yeniden katilmasi ile saglanir. Yeniden katildiktan sonra Glu-154 hidrojen baglar
kopar ve Ilel6 noktasindan yeniden giris saglanir. Enerji gereksinimi saglanmasi tam
olarak bilinmemekle birlikte TF’niin FVIla’ya afinitesinin FVII’a gore on kat fazla oldugu
belirlenmistir. Zimojen konformasyonunda TF baglanma bdlgesindeki enerji gereksinimi

lkcal/mole veya daha azdir (Eigenbrot 2002) (Sekil 2.10).

DOKU FAKTORL (TF)

Sekil 2.10. Faktor VII-Doku Faktorii protein kompleksi (Jesty, 2007)

Karacigerde sentezlenir ve plazmada inaktif glikolipoprotein seklindedir (Zur vd 1981,
Ratnoff vd 1973). Hemostaz i¢in ¢ok 6nemlidir. Cogu Okaryotik promotor bolgesine zit
olarak K vitamini bagimli proteinlerin TATA kutusu bulunmamaktadir. Ek olarak,
proksimal bolgede benzer olarak gorev yapan karaciger transkripsiyon faktorii “hepatik

niikleer faktor 4” (HNF4) baglanma bolgesi ACTTTG dizisi bulunmaktadir (Pollak vd
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1998). Ayni zamanda promotor bolgede Spl baglanma bdlgesi de vardir ve bu bolgeler
mutasyona ugratildiginda FVII eksikligi gozlenir (Carew vd 1998). FVII eksikligi ilk kez
Alexander ve arkadaglar1 tarafindan 1951 yilinda otozomal resesif kanama bozuklugu
hastalig1 olarak isimlendirilmis ve 500.000°de bir gézlenen bir hastaliktir (Ragni vd 1981,
Triplett vd 1985) . FVIla doku faktorii ve proteaz aktive eden reseptor (PARs) ile birlikte
hiicresel yiizeyde sinyal iletimi ile iliskilidir. FVII-doku faktorii kompleksinin hiicresel
islevleri yonettigi belirlenmistir. Inflamasyon, ateroskleroz, doku tamiri, tiimor biiyiimesi,
metastaz gibi olaylar i¢inde islevi olabilecegi yapilan calismalarda gosterilmistir (Petersen

vd 2008).

2.3.2. Faktor VII’nin Aktivasyonu ve Calismasi

Faktor VII, FaktorXa, Faktor XIla veya trombin gibi koagiilasyon sistemi elemanlar1 ile
mindr proteoliz ile Ca" varliginda aktif hale doniisiir (Bom vd 1990). Doku faktorii kanda
bulunan FVII ile kompleks olusturur. FVII-doku faktorii kompleksinin proteolitik aktivitesi
yoktur. Bunun meydana gelebilmesi i¢in, FXa pozitif feedback reaksiyonu ile katalizler ve
aktif FVII-doku faktorii kompleksi olusur. Bu kompleks zimojen halde bulunan FIX ve
X’u aktive ederler. Burada enzim FVIla, kofaktor ise doku faktoriidiir (Rao vd 1986).
FIX’un aktivasyonu ile doku faktérii FX’u direkt ve FVIII aracilig: ile 2 farkli yol ile
aktive eder(Jesty 2008). FVII mRNAsi bircok bolgeden poliadeniledir. Doku
Faktorii(Faktor III) ve kalsiyum iyonu varhi@inda, Faktor VII aktive olur ardindan da
koagiilasyon kaskad1 ile Faktor IX, Faktor [Xa, ve/veya FaktorX Faktor Xa’ya aktive olur
(Rao vd 1988, Hoffman vd 1995) (Sekil 2.11).

TF + VI

TF:VII

TE:Vila =

| X - [ X 2

_SS‘ELUVIIIa

Sekil 2.11. Faktor VII aktivasyonu (Jesty, 2007)
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Faktor VII aktivasyonu ile katalitik domaini iceren agir zincir (254 rezidii) ve 2-EGF
benzeri domain igeren hafif zincir (152 rezidii) olusur, 2 zincir disiilfit bag ile birbirlerine
baglanirlar (UniProtKB). Her 2 zincir de 1 gen tarafindan kodlanir (Hagen vd 1986).

Aktivasyona molekiiler diizeyde bakacak olur isek;

Arg-152-Ile-153 bolgesindeki peptit bag1 yarilmasi ile aktivasyon saglanir (Murshudov vd
1997, Brunger vd 1993) Sonrasinda, tripsin numaralandirilarak EGF-2 ve proteaz domaini
oturtulur. Katalitik aktivitede, bu internal peptit bagi yarigi, tripsin benzeri aktivite
gostererek olgunlagsmay1 kolaylastirir. FVIIa’da farkli olarak, yarilma sonrasinda zimojen
halde bulunur, protein kofaktorii olan doku faktorii ile iletisime girince etkili bir kataliz
olur (Khan vd 1998). Koagiilasyon kaskadimin durgun oldugu durumda doku faktorii
ligandindan ayrilir. iki protein, hasar yerinde kompleks haline gelerek, ekstravaskiiler doku
faktorli kana verilir (Davie vd 1991). FVIla otokatalitik olarak koagiilasyon kaskadin
baslatir ve FIX ve X’u aktive eder. Allosterik diizenleme ile, doku faktorii FVIla’ya
baglanir. Substrat ve FVIIa’nin aktif bolgesi membran yilizeyine uygun mesafede

kesilebilir bag ile hizalanir (McCallum vd 1996).

FVIla’nin kristal yapisi, doku faktoriiniin ekstraseliiler bolgesi ile kompleks yapar. Bu da
iki molekiil arasinda genis bir arabirim olusturur, FVIIa’nin dért domainini de kusatir,
bunun i¢inde hafif zincir ve doku faktoriinlin ekstraseliiler domaini vardir (Persson vd
1997, Banner vd 1996, Zhang vd 1999). Hafif zincir baglanmak ic¢in gerekli enerjinin
biiyiik kismini saglar. Domain i¢i yapisal degisiklikler, proteaz domaini ile sinirlandirarak
(Freskgérd vd 1996) FVIIa aktivitesinde allosterik artislara yol agar. Dogru molekiiller
-doku faktorii gibi- bu mekanizmay tetikler. Deneysel veriler, doku faktorii baglanma
noktasinda, konformasyonel baglantilar oldugunu gdstermistir. Aktif bolge, yarik
seklindedir. FVIIa’nin proteaz domaininde, makromolekiil substratlar ikincil baglanma
bolgesine (ekzosit) baglanirlar (Ruf vd 1998). Doku faktérii bagimli FVIIa aktivitesi,
FVIla olusumunu artirir, ancak kanda bu islevi yapan bagka mekanizmalar daha
bulunmaktadir. FVIla sinyal iletimi ve metastazda da genis alanda islev gostermektedir

(Poulsen vd 1998).

Alternatif karilma ile bu genin 2 transkript {iriinii olusabilir (O'Hara vd 1987). Bunlardan

biri 9 digeri 8 ekzon kodlamaktadir (2155 EntrezGene).
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Damar hasari, doku faktoriiniin aktif olmasini saglar, bu da FVII’yi uyarir. Doku faktorii
veya TFA (TF) olarak da bilinir. Bu reaksiyon kan pihtilagmasi i¢in birincil olaydir. Doku
faktori-aktif FVII kompleksi, Faktor IX, X ve otokatalitik olarak faktdr VII'yi aktive eder.
Faktor Vlla/doku faktorii kompleksi, doku faktorii uyarimli faktér VIla aktivitesinin

artirllmasi sonunda mekanizmanin baglamasini saglar (Pike vd 1999).

2.3.3. Faktor VII Mutasyonlar:

FVII temelli yapisal ve fonksiyonel aragtirmalar, polimorfizmler ve mutasyonlar nedeni ile
farkliklar oldugu ve bunlarin bazilarinin FVII eksikligine neden oldugu belirlenmistir.
FVII eksikligine yol agan 30 farkli tek nokta degisimi, 4 kisa delesyon
belirlenmigtir (227500 OMIM). Belirlenmis bircok doku yapist degisikliginin FVII
eksikliginden oldugu gosterilmistir (Tamary vd 1996). Kalitimsal FVII eksikligi otozomal
resesif olarak kalitilir ve genel populasyonda 500,000°de 1 olarak gozlenir (Wuff vd
2000). Bu faktoriin eksikligi pihtilagma bozukluguna yol acar (2155 EntrezGene).

87 farkli bagimsiz mutasyonun faktor VII aktivitesini azalttig1 veya artirdigi belirlenmistir
(Wuff vd 2000). Sik bulunan mutasyonlara 6rnek olarak yanlis anlam mutasyonu A294V,
ve ikili mutasyon A294V/11128delC verilebilir (Arbini vd 1994). Bu mutasyon 8. Ekzonda
genin karboksil ile sonlanan ucunda bulunur ve FVII eksikligi yapan en sik gozlenen
mutasyonlardir. A294V ve ikili mutasyonu Polonyal1 ve Italyan hastalar arasinda yaygin
olarak belirlenmistir. Avrupa toplumunda bu FVII mutasyonu sik gozlenmektedir (Arbini

vd 1994 Bernardi vd 1994).

FVII mutasyonu 238 olguda veritabani olusturulmustur. Tamamen faktor VII eksilikligi
genelde yasam ile bagdagsmamaktadir ve dogan olgular, dogumdan kisa siire sonra kanama
nedeni ile kaybedilmistir. Bir ¢cok olguda, Faktdr VII eksikligi semptomsuz veya klinik
fenotipi  belirlenmemis sekilde karsimiza c¢ikmaktadir. Genel olarak, homozigot
mutasyonlarda fenotipe yansima gozlenmistir. Bu olgularda genelde, normal aktivitenin
%2 altinda go6zlenmistir,ki bu da orta diizeyde kanama bozukluguna yol a¢maktadir

(McVey vd 2001).
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2.3.4. Faktor VII Diizeyini Etkileyen Etmenler

Ostrojenik faktérler bulundugunda FVII transkripsiyonunda azalma goriilmiistiir. Promotor
bolge polimorfik haplotipleri bagimsiz olarak etki yapmaktadir (Di Bitondo vd 2002). FVII
diizeyi hormonal, besinsel degisime gore de degismektedir. Ornegin diisiik glukoz
diizeyinde FVII ekspresyonunun arttig1 (Jackson vd 2007), dstrojen hormonu varliginda ise

FVII diizeyinin azaldig1 belirlenmistir (Bitondo vd 2002).

Insiilinden bagimsiz Diyabetes Mellitus artan doku faktorii diizeyi ile iliskilidir. Bu da
FVII diizeyini artirmaktadir. Ayn1 zamanda tip II diyabet artan ateroskleroz riski nedeni ile
yiiksek oranda arterial trombotik komplikasyonlara da neden olmaktadir. Hemostatik ve
fibrinolitik mekanizma diyabetik komplikasyonlarda rol alabilmektedir. Doku faktori-
FVIla kompleksinin hiperkolestromik diyabetik hastalarda normal kolesterol diizeyi olan
diyabetik hasta grubuna gore yiiksek oldugu ayni zamanda normolipidemik hastalarin
kontrol grubuna gore de yiiksek oldugu gozlenmistir (El-Ghoroury vd 2008, Boden vd
2007). 1986°’da yapilan ¢alismada, FVII koagiilasyon aktivitesinin iskemik kalp hastaliklar
riskinin artisi ile iligkili oldugu belirlenmistir (Meade vd 1986). FVII diizeyi ayn1 zamanda,
yas (Balleisen vd 1985, Kario vd 1994), kolesterol, trigliserid diizeyi (Hoffman vd 1992),
diyet ile alman doymus yag miktar1 (Mitropoulos vd 1994), menopoz (Kario vd 1994,
Scarabin vd 1990), dogum kontrol haplar1 (Bonnar vd 1987), viicut kitle endeksi (Folsom
A.R vd 1992), erkeklerde testesteron diizeyi (Bonithon vd 1988) ve 8. ekzonda bulunan
polimorfizm ile degisebilmektedir (Green vd 1991).

2.3.5. FVII Promotor Bolgesi Polimorfizmleri

FVII geninde farkli polimorfizmler belirlenmistir. Polimorfizmlere gore tromboz riski
artabilmektedir. Bazi arastirmalar, bu polimorfizmlerin kiside bulunmasi veya
bulunmamasina goére MI veya inmeye yakalanma riskinin etkilenebilecegini
gostermektedir (Hooft vd 1999).  Bunlardan promotor bolgede olan polimorfizmler

-3216C/T, -2987C/A, -670C/A,-668A/C, -630GA, -628A/G, -402G/A, -401G/T, -323
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0/10bg¢ins, -122T/C (Bernardi vd 1994, Pollak vd 1995, Hooft vd 1996, Di Castelnuovo vd
2000, Girelli vd 2000, Kudaravalli vd 2002) olarak siralanabilir (Sabater vd 2006).

Yapilan calismalarda bunlardan -3230/10bg¢ins -401G/T, -402G/A,
polimorfizmlerinin FVII diizeyini degistirerek ateroskleroz sonrasi1  olusabilecek
komplikasyonlara yol acabildigi veya koruyucu etkilerinin oldugu belirlenmistir
(Martinelli vd 2008). FVII diizeyi ile iliskilendirilmis polimorfizmlerden bazilari
-402G/A, -401G/T, -3230/10bgins, -122T/C, R353Q olarak siralanabilir. Bu
polimorfizmlerden -401G/T, -3230/10bgins, -122T/C arasinda giiclii baglant1 vardir
(Bernardi vd 1994, Pollak vd 1995) ve bu polimorfizmleri tastyan saglikli bireylerde FVII
plazma diizeyinin %40 oraninda diisiik oldugu gézlenmistir. Ayn1 zamanda -402G/A ile
-670C/A polimorfizmleri arasinda giiglii baglantt1 varligi yapilan ¢alismalar ile
gosterilmistir (Folsom vd 2007). Tek niikleotit polimorfizmleri olan -401G/T, -402G/A
translasyonun baslama noktast ile ilgkilidir. -402G/A FVII diizeyinin artmasiyla
iliskilendirilmis minér alleldir. -401 ve -402 allelleri traskripsiyon baglanma bdlgesini
etkiledikleri diisiiniilmektedir (Hahn vd 2004). -401G/T -402G/A polimorfizmlerinin
spesifik Niikleer faktor baglanma noktasi olabilecekleri diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda
-402A allelinin -401Tye gore popiilasyonda 3 kat daha sik gozlenmektedir (Hooft vd
1999). -402GA 60 yas alt1 iskemik inme hastalari ile iligkili oldugu bulunmustur (Bersano
vd 2008).

-323ins10b¢ (CCTATATCCT) alleli tasiyan kisilerde FVII koagulant aktivite “FVIL:C”
nin %20 azaldigr gozlenmistir (Hahn vd 2004). Bunun da miyokard infartiisii gecirme
riskini azalttig1 diisiiniilmektedir. -402A allelinin -323ins10bg zit olarak, erkeklerde 6nemli
Ol¢tide FVII diizeyinin artmasinda rol aldigi ve bu alleli tasiyan bireylerde MI riskini
artirdigt  gozlenmistir. Promotor polimorfizmde birlesik heterozigotluk ile etki
gozlenmektedir. Ancak bu tek basma yeterli degildir (Bozzini vd 2004). Farkli
caligmalarda ise -323ins10bg allelinin kardiyovaskiiler hastalik gelisiminde etkili olmadigi

gosterilmistir (Quek vd 2006, Lievers vd 2000, Mtiraoui vd 2005).

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda -2989C/A -402G/A, -401G/T, -3230/10bgins, -122T/C gen
bolgelerinin FVII diizeyine etkisi bakilarak -32310b¢ ins dominant oldugu gosterilmistir
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-122T/C FVII diizeyini azaltici, -2989A tek basina bulundugunda FVII diizeyini artirici,
-402A allelinin ise FVII diizeyini artirict etki gosterdigi belirlenmistir (Sabater vd 2007).

Yapilan arastirmada tic FVII geni polimorfiziminden ikisi, 5’ ucta bulunan -323ins10bg
(CCTATATCCT) ve R353Q FVII aktivitesini etkileyerek koroner arter hastalarinda MI
riskini azalttig1 gosterilmistir. 444 hastada ve 133 normal koroner arteri olan kontrol
kullanilmistir. Allel A1 10bg¢’lik insersiyon yoklugu, A2 ise insersiyonlu alleller olarak
isimlendirilmistir. A2A2 genotipindeki hastalarda %66 oraninda faktér VII aktivitesinde
azalma belirlenmistir. R353Q polimorfizimi Q alleli homozigot olarak tagiyan hastalarda
%72 oraninda faktor VII aktivasyonunda azalma oldugu gosterilmistir. A2 ve Q alleli
arasinda baglanti oldugu bulunmustur. A2 ve Q allelleri bakimindan homozigotlar
heterozigotlara gére MI yakalanma riskinin azaldigi gozlenmistir. MI hastalar1 arasindan

AT1A2 veya RQ genotipi i¢gin odd ratio 0.47 olarak heasaplanmistir (Girelli vd 2000).

Baska bir calismada, -32ins10b¢ (CCTATATCCT) alleli tastyan kisilerde FVII %33
oraninda arttigi goézlenmistir (Pollak vd 1995). Ayni zamanda bu polimorfizminin allel
frekansi etnik kokene gore degisebilmektedir (Quek vd 2006, Koich1 vd 2006). Diizenli
spor ile degisen plazma lipoproteinlerinin FVII diizeyi ile iligkisi bulunmamis ve -401GT,
-402GA, -323ins10bg haplotip olusumu cinsiyetler arasinda farkli olarak gdzlenmemistir
(Ghiu vd 2004). Iskemik serebrovaskiiler hastaliklarda ve karotid stenozunda -401G/A
degisiminin etkin oldugu, -402G/A degisiminin ise FVII diizeyini artiric1 yonde etkiledigi
yapilan caligmalarda gdosterilmistir (Lindman vd 2004, Kostukas vd 2008). Farkli
caligmalara gore ise -323ins10bg, -402G/A, -401G/A polimorfizmlerin FVII
ifadelenmesinin degisiminde, kardiyovaskiiler hastalik gelisiminde etkili olmadigi
yoniindedir (Lievers vd 2000, Campo vd 2006, Greisenegger vd 2007). Farkli
transkripsiyon faktorlerinin ayni veya benzer baglanma noktalar1 olabilmektedir. epistatik
ve pleiotropik etkilesimler diizenleyici mutasyonlar icinde bu sekilde etkili olabilir. iki
dominant polimorfizm bir arada bulundugunda sadece biri baskin olabilir veya farkli
polimorfizmlerin bulunmasimna goére farkli fenotip ortaya cikabilir. Cis diizenleyici
polimorfizmlerin insan evriminde etkili oldugu o6ne siiriilmektedir. FVII promotor bolge
polimorfizmlerinin de evrimsel acidan Onemi goOsterilmistir. -402A  allelinin
transkripsiyonunu  artirdigindan  kalp hastaliklarina  yakalanma riskini  arttirdig
diistiniilmektedir. Ancak giiniimiizde insan saglig1 agisindan dezavantajli olarak diisiiniilen

alleller, ge¢misten giinlimiize pozitif segilim ile gelmistir. Bilindigi tizere 1900 yillarindan
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once kalp hastaliklar1 toplumun sagligimi tehdit etmemekteydi. Ancak FVII diizeyinin
belirlenmesinde ¢ok farkli bolgeler etkili oldugu bilinmektedir. FVII ifadelenmesinin farkli
dokularda farkh etkileri oldugu tahmin edilmektedir (Hahn vd 2004).

2.4. Tek Nokta Polimorfizmleri ve Haplotip Olusumu

Cinsiyet hiicreleri disinda, kromozomlar c¢ift halde bulunurlar. Her kromozomun biri
kisinin babasindan, digeri ise kisinin annesinden kalitilir. Ancak kromozomlar, sonraki
nesile gegerken ayni kopya ile gegmezler. Sperm ve yumurta hiicresi olusurken, kromozom
ciftleri rekombinasyona ugrar. Kromozomlarin her birinin bir parcasi degisime ugrar.
Sonugta, hibrit kromozomlar olusur ve igerdikleri parcalar farkli bireylere aittir. Bu hibrit
kromozomlar sonraki nesile gecer.

Tekrar eden rekombinasyon olayr ile, atasal kromozom pargalar1 sonraki nesillere
aktarilabilir. Atasal DNA pargalar1 farkli kisilerde farkli bolgeler olmak tizere bulunabilir.
Sonraki nesillere gecen bu bolgeler atasal kromozomlarin rekombinasyon ile dagilmamis
parcalaridir. Bu bolgeler, genetikgilere hastalik veya ilaglarin aragtirilmasina imkan

tanimaktadir.

Sekil 2.12. iki atasal kromozomun sonraki nesillere gegisi (HapMap)
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Cogu sik gozlenen hastaliklar or: diyabet, kanser, strok, kalp hastaliklari, depresyon, astim
bagimsiz iki kisinin DNA dizisi, %99.9 aymidir. Geriye kalan %0.1 6nemlidir ciinkii, bu
kisim kisiler arasinda cesitli hastaliklara karsi risk veya ilaglara karsi direng farkini etkiler.
DNA dizi farklarinin bulunmasi ile, baz1 sik gdzlenen genetik hastaliklarin kompleks

nedenlerinin ortaya ¢ikarilmasina firsat saglayacaktir (HapMap).

Genomun bir boliimiinin DNA dizilemesi yapilmas: ile, ortaya c¢ikan tek bazlik
farkliliklara “tek nokta polimorfizmi”(SNP - Single Nucleotide Polymorphisms)
denilmektedir. Ornegin baz1 kisilerde kromozomlarinda belli bir bdlgede A var iken

bazilarinda ise bu bolgede G vardir. Bunlarin her birine allel denir.

_TRGEC.
CTBGE:

Sekil 2.13. Iki kromozomun SNP bélgesi, A ve G allelleri gosterilmekte (HapMap)

Polimorfizmler, tipki mutasyonlar gibi bazi DNA bdlgelerinde eksilme veya artma,
minisatellit ve mikrosatellit tekrarlarindan farkliliklar, rekombinasyonlar, gen
duplikasyonu ve gen kaybi seklinde goriilse de en ¢ok “tek niikleotit polimorfizmleri”

seklinde goriiliir.

DNA diizeyindeki bu genetik degiskenlikler kodlayici bolgede yaklasik 500 ile 1000
niikleotitte bir goriiliirken, kodlayici olmayan bdlgelerde 300-500 niikleotitte bir
goriilmektedir (Ekmekgi 2006).

Insan populasyonunda yaklasik 10 milyon SNP bulunmaktadir. Ender goriilen SNP
allelleri frekansi en az %1 oranindadir. SNP allellerinin birbirlerine yakin olmalar: birlikte
kalitilmalarina neden olur. Kromozom iizerinde birlikte kalitilan SNP allelleri topluluguna
“haplotip” denir. Cogu kromozom bolgesinde sadece birka¢ tane haplotip bulunur
(herbirinin frekansi en az %5) kisiden kisiye bu bdlgelerde farkliklar yer almaktadir.
Kromomozom bdlgesi SNP igerebilir, ancak genetik farklilik hakkinda bilgi verebilecek
sadece birkag isaretlenmis SNP bolgesi bulunmaktadir (HapMap).
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Sekil 2.14.  SNP iceren kromozom bélgesi gosterilmistir. Ug haplotip goriilmektedir.
Renkli iki SNP ii¢c haplotipin belirlenmesini saglar. Ornegin, eger koromozom alleli bu
isaretlenmis SNP’lerden A veT’yi igerirse bu birinci haplotip olarak isimlendirilebilir
(HapMap)

Genetik polimorfizm caligmalar1 hastaliklar i¢in risk altindaki kisilerin belirlenmesi ve ilag

tedavisi i¢in yeni hedeflerin 6nerilmesi iimit verici olabilir (Ekmekei 2006).

SNP kullanilmasindaki etkiyi artiracak diger bir yontemde haplotip belirlenmesidir. Yakin
zamanda yapilan calismalar genomun biiyiik ¢ogunlugunun haplotip bloklar1 seklinde
oldugunu gostermektedir. Yalnizca birkag SNP bu haplotip bloklarinin isaretlenmesinde ve
bir hastalikla iligkili olup olmadiginin belirlenmesinde yeterli olacaktir. Genis bloklar
bircok gen igerebilir; daha kiiciik bloklar ise sadece bir geni tanimlayabilir. Bu da hastaligi
anlamamiz i¢in daha kullanigh olabilir. Bir hastalik birden fazla gen tarafindan
etkileniyorsa; haplotiplerden elde edilecek bilgi SNPlerden bir seferde elde edilecekten
daha fazla olabilir. Asosiyasyonlar tek SNP den ziyade haplotip calismalariyla daha iyi
yapilir. Belirli bir haplotip alt yapisi iizerinde mutasyon meydana gelir ve yakinindaki
SNPIlerle, rekombinasyon veya geri mutasyonla bu birliktelik kopana dek, iliskilendirilme

stirdiiriilebilir (http//yunus.hacettepe.edu.tr/~mergen/derleme/d snp.pdf).

Haplotiplendirme Projesi HapMap, insanlar arasindaki genetik farkliklarin dagilimim
gostermek icin yapilmaktadir. SNP’ler ile baglantili oldugu diisiiniilen kromozom
bolgelerini, haplotip bolgelerini ve SNPler tarafindan isaretlenmis olanlar1 igermektedir.

Ayn1 zamanda, SNPler bakimindan az olan kromozom bdlgeleri de incelemektedir.

Arastirmacilar, hastaliklar1 etkileyen genleri 6rnegin; diyabet, bir grup hastaligl olan ve
olmayan kisi ile kiyaslayarak ortaya ¢ikarmaya calismaktadir. Iki grup arasinda kromozom
tizerindeki haplotip frekansi farki hastalig1 etkileyebilecek genler olabilir. Teorik olarak,
arastirmacilar bu bolgelerde 10 milyon SNP’i genotiplendirmelidir. Ancak bunu yapmak
icin kullanilan metot pahalidir. HapMap ile, ve 10 milyon SNP arasindan 200.000 ile 1
milyon arasi igsaretlenmis SNP tanimlanmis. Bu biiyiik azaltma aragtirmalarin uygulanabilir

olmast icin yapilmistir.
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2.5. Molekiiler Teknikler
2.5.1. Cozelti ve Soliisyonlar

Bu calismada, genomik DNA’y1 izole ederken, kirmizi kan hiicrelerini pargalamak
amaciyla RBC (Red Blood Cell) Lizis soliisyonu, protein fazlaligin1 uzaklastirmak
amaciyla Fenol-Kloroform ¢o6zeltisi kullanilir. Elde edilen genomik DNA Tris-
EDTA(10mM Tris-HCI, ImM EDTA) i¢inde ¢ozdiiriiliir. Polimeraz Zincir Reaksyonu
Uriinlerini gdrmek igin agaroz jel yapiminda TBE (Tris-Boric Asit- EDTA) kullanilmistr.
SSCP jel hazirlanmasinda 49:1 oraninda %40’lik Akrilamid-Bisakrilamid ¢dzeltisi,
%10APS (Amonyum PerSiilfat) soliisyonu, TEMED soliisyonu ayrica SSCP jellerini
boyamak amaciyla %0.1°lik oraninda Giimiis Nitrat sollisyonu kullanilmistir. Bantlart
goriiniir hale getirmek amaciyla %10’luk Sodyum Hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi, reaksiyonu

durdurmak amaciyla, %0,75°1ik Sodyum Bikarbonat soliisyonu kullanilmaistir.

2.5.2.DNA izolasyonu

DNA izolasyonu klasik proteinaz K, fenol-kloroform yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Protein ve fazlaliklar fenol-kloroform ile ¢oktiiriiliilmiis, DNA Tris-

EDTA soliisyonunda ¢6zdiiriilmiistiir.

2.5.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, belli bolgeye 6zgiin olarak in vitro klonlama ydntemidir.
1984°de Kary Mulis’in gelistirdigi bu yontem, gilinlimiizde tibbi ve biyolojik ¢aligmalarda
arastirma laboratuvarlarinda sik kullanilan vazgeg¢ilmez bir teknik haline gelmistir (Saiki
vd 1985). Bu yontem dizileme icin DNA klonlamasi, DNA temelli filogenetik analiz,
genetik parmak izi ile tanimlama, enfeksiyon hastaliklarinin belirlenmesi ve tedavisinde

kullanilmaktadir. 1993°de Mullis Nobel Kimya Odiiliine layik goriilmiistiir (Mullis 1993).
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PCR adi, dongiiniin anahtar elementlerinden biri olan DNA polimeraz’dan tiiretilmistir.
DNA polimeraz, invitro enzimatik replikasyon ile DNA’nin bir parcasini ¢ogaltmak i¢in
kullanilir. PCR olayinda, DNA kalip olarak kullanilarak cogaltilir. Bu olay zincir
reaksiyonu ile tekrarlanir ve DNA kalib1 katsayisal olarak cogaltilir. PCR ile, DNA
kalibindan bir¢ok kopya elde ederek, milyonlarca ayni kopyadan elde edilir. PCR’da hedef
DNA iplik tek bir gen, genin bir kismi veya kodlanmayan dizi olabilir. Cogu PCR
metodunda, 10 kilobaz ¢ifti boyutuna kadar ¢cogaltma yapilabilir. Baz1 teknikler ile, 40kb
boyutuna kadar ¢ogaltma yapilabilir (Cheng vd 1994)

Yontemin temeli, cogaltilmak istenen boélgenin 2 ucuna 6zgii, bu bolgedeki baz dizilerine
tamamlayici, bir ¢ift sentetik oligoniikleotit (18-20 baz uzunlugunda) kullanilarak, bu 2

primer ile sinirlandirilan genin enzimatik olarak sentezlenmesine dayanir (Akar 1999).
PCR i¢in gereken temel element ve soliisyonlar;

e  Amplifikasyon i¢in kullanilan hedef DNA bdlgesini igeren DNA kalib1

e 2 primer; bunlar hedef DNA bdlgesinin 5’ ve 3’ ucuna uygundurlar.

e 70°C’ye uygun Taq polimeraz veya farkli bir polimeraz

e Deoksiniikleotit trifosfat(A, C, T, G) DNA polimeraz bunlar1 kullanarak yeni DNA
ipligi olusturur.

e Tampon soliisyonu; optimum aktivite i¢in kimyasal ortamin uygunlugunu saglar ve
DNA polimeraz i¢in sabit ortam saglar (Sambrook 2001).

e ki iyonlu katyonlar; magnezyum, manganez iyonlari, genelde Mg kullanilir ama
Mn™ de PCR kaynakli mutagenezi saglamak amaciyla kullamilr. Yiiksek Mn™
konsantrasyonu DNA sentezinin hata yapma riskini artirir (Pavlov 2004).

e Tek iyonlu katyonlar; potasyum iyonu
olarak siralanabilir.

PCR, reaksiyonu DNA’nin iki zincirinin yiiksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasini
(denatiirasyon), daha sonra sentetik oligoniikleotitlerin hedef DNA’ya baglanmasini
(hibridizasyonu), sonra zincirin uzamasini (polimerizasyon-¢ift iplikli DNA’larin sentezi)
ve bu sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasina dayanir. Bu ii¢ adim (denatiirasyon/primer

baglanmasi/DNA sentezi) bir PCR siklusunu olusturur. Cogaltilacak {iriin miktar1 bu
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siklusun tekrar sayisina baglidir. Bu dongii sayist genellikle 30-40’dir. Bir PCR isleminde
“n” dongii sonunda kalip DNA’nin istenilen bir bolgesi yaklagik 2" kez ¢ogaltilmig olur.
Her adim farkli 1silarda gergeklestirilir (sirasiyla 94-98°C, 37-65°C, 72°C). PCR teknigi
tek veya cift iplikli DNA’y1; RNA’ya hedef olarak kullanilir. Giiniimiizde bu islem 1s1
doniistiiriiciisii (thermocycler) denilen makinelerde, 6nceden dongili sayist ve sicaklik
kosullar1 belirlenen programlarla otomatik olarak gerceklestirilmektedir (Akar 1999, Klug
2000).

PCR reaksiyonunda ilk asamada ¢ogaltilacak olan ¢ift zincirli DNA 90-95° C de yaklasik 5
dakika 1sitilmak suretiyle denatiire olur ve tek zincirli hale getirilir. Ikinci adimda sicaklik
50-70°C arasinda bir degere diisiiriilerek (baglanma sicakligl) primerlerin tek zincirli
DNA’ya  baglanmast  saglanir.15-30  niikleotid  uzunlugunda  olan  yapay
oligoniikleotidlerden olusan bu primerler; ¢ogaltilacak DNA’nin sinirlandirilmast igin
baslangic noktasi ve bitis noktas1 olarak gorev yaparlar. Ugiincii asama olan DNA sentezi
asamasi ise 70-75°C sicakliklar1 arasinda gergeklesir. DNA polimeraz enzimi, niikleotidleri
5> ucundan 3’ ucuna dogru ekleyerek, primerlerin uzamasini saglar ve hedef DNA'nin iki

zincirli kopyasint olusturur (Klug 2000).

PCR ig¢in gerekli elementlerden oligoprimerler, hedef bolgeye 6zgiin olacak sekilde dizayn
edilir. 18-25 baz uzunlugundaki primerlerin baz dizilimi ve kompozisyonu rastgele olmal,
%45-55 oraninda G/C’den olusmalidir. Uygun bir primer ¢ifti i¢in, iki primer arasindaki
kompozisyonu 100-600 b¢ kadar olmalidir. Ayn1 zamanda, primerlerin kendisinin ve/veya
antisense primeri komplementer olmamalidir. Oligoprimerlerin DNA’ya baglanma
sicakligr kabaca Tm (erime sicakligi): 4(GC)+2(AT) formiiliiyle hesaplanir. Bu deger
oligoniikleotitlerin niikleotit konsantrasyonlarina bagli olarak degismekte olup, hesaplanan

uygun sicaklik degeri PCR spesifikligini artirmaktadir (Akar 1999).

PCR igin gereken temel elementlerden biri DNA polimerazdir. PCR’da standart DNA
polimeraz kullanilabilir ancak yliksek sicaklik, enzimi inaktive edeceginden her dongiide
baska polimeraz eklenmelidir. Bunu gidermek amaciyla, 1siya dayanikli DNA polimeraz
Thermus aquaticus’un DNA polimerazi kullanilmaya baslanmistir. Taq polimeraz
sayesinde, her dongiide yeni DNA polimeraz eklemeye gerek kalmaksizin reaksiyonlar

devam edebilmektedir (Desmon, Cambrige Genetic Engineering 2008).
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PCR’ dan iyi sonu¢ alinabilmesi degisik faktorlere bagli olarak degisir. Taqg DNA
polimerazin 1iyi calisabilmesi i¢in en etkin oldugu pH’mm tim uygulama boyunca
korunabilmesi en 6nemli faktorlerdendir. Bu amagla reaksiyonlarda son konsantrasyon
10mM olacak sekilde Tris.HCI pH:8.4 tampon olarak kullanilmaktadir. PCR karigiminda
50-60mM diizeyinde potasyum ve 100 pg/ml jelatin bulunmasinin ¢ogalmayr onemli

miktarda artirdig1 saptanmistir.

Kullanilacak deoksiniikleotit trifosfatlarin (ANTP); son konsantrasyonlart 2mM olacak
sekilde ayarlanmalidir. Reaksiyon sirasinda, ortamda dTTP, dCTP, dATP, dGTP’lerin
bulunmasi gereklidir. Kullanilacak her bir ANTP konsantrasyonunun dogru iiriin elde
edilmesi acisindan Onemlidir. ANTP’nin az miktarda kullanimi, olusan PCR fiiriiniiniin
miktarinin azalmasina, fazla miktarda kullanimi yanlis oligoniikleotid eslesmesi sonucu

hedef DNA disindaki bdlgelerin ¢cogalmasina neden olur.

Magnezyum (Mg) +2 degerlikli olup DNA polimeraz’in ¢alismasini saglayan en onemli
faktordiir. Sahip oldugu pozitif yiik sayesinde negatif yiiklii DNA molekiilleri arasina
girerek oligoniikleotidlerin DNA molekiillerine baglanmasini kolaylagtirir. DNA, dNTP ve
proteinlerin tiimii magnezyum(Mg) iyonlarina baglandigi i¢in her PCR reaksiyonunda Mg
konsantrasyonu ampirik olarak ayarlanmalidir. Fazla Mg miktar1 Tag DNA polimeraz
enziminin spesifikligini azaltirken, az miktarda olmas1 enzim aktivitesini diisiiriir ve enzim

inaktivasyonunayol acar (Akar 1999).

2.5.4. Tek Iplik¢ikli Uygunluk Polimorfizmi (Single Strand Conformation
Polymorphism- SSCP )

Tek iplikli konformasyon polimorfizmi analizi, tek iplikli DNA’nin belirlenmesinde
avantajli olarak kullanilmaktadir. Ik kez 1989’da kullamilmis ve dizideki genetik
farkliligin belirlenmesinde, kullanishi, ucuz hassas bir yontem oldugu gosterilmistir

(Sunnucks vd 2000).

SSCP analizi, denatiire edici olmayan sartlar altinda tek zincir DNA molekiiliindeki tek

veya coklu niikleotid degisikliklerinin, elektroforetik mobiliteyi degistirme etkisine
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dayanarak mutasyonlar1 saptayabilen bir uygulamadir. En biiyiik avantaji, kisa siirede ¢cok

sayida 6rnekte, mutasyon taranmasini miimkiin kilmasidir.

Ayni boyuttaki tek iplikli DNA, kendilerindeki degisiklere bagli olarak non-denatiire jelde
farkli pozisyonda yiiriirler. Komplementer iplik¢ikler ve tek baz degisikligi gosteren DNA
parcalar1 ise degisik migrasyon gosterir. Tek iplik¢ikli DNA’nin farkli bantlar gostermesi
mutasyona isaret etmektedir. Bu yontem ile nikleotit dizisinde mutasyon ya da
polimorfizm sonucu olusan tek baz degisikliklerini, delesyon ve insersiyonlari

belirlenebilmektedir (Akar 1999).

SSCP mutasyon taramasi yonteminde, mutasyon taranacak DNA bolgesi 6nce PCR
yontemi ile cogaltilir. Cogaltilacak bolgenin baz igerigine gore gelismis bir formiil
(Ts=[80xC(A+1)]/{2,17+[C/(A+1)]}) kullanilarak bir sicaklik hesab1 yapilir. PCR
tirlinliniin spesifikligini artirmak belli oranda oligoniikleotid ve formamid igeren yiikleme
boyasi ile kanistirilir ve yiiksek 1sida (99°C) tek zincirli hale getirilip, dikey elektroforez
jeline yiiklenir. Poliakrilamid hesaplanan sicaklik degerinde belirli bir voltajda, belirli bir
stire yuritiiliir. Go¢ hizlarina, elde edilen bant profillerine gore degerlendirilir. Baz dizisi

farkli olan DNA pargacig1, normal DNA pargacigina gore farkli bant profili gosterir.

DNA dizisi uzunlugu, SSCP analizini etkilemektedir. Optimal sonug i¢in, DNA iplik¢igi
150-300 bg arasinda olmalidir. Optimal kosullarda yaklasik %80-90 degisiklikler SSCP’de
belirlenebilmektedir (Wagner 2002). Dizinin uzunlugu arttikga mutasyonlar1 yakalama

sans1 azalir (Akar 1999).

2.5.5. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi ya da “Sequencing” DNA’nin niikleotit dizilerinin saptanmasi anlamina
gelmektedir. Ilk dizi analizi 1960’larm baslarinda kiiciik tRNA’lar ile baslamistir.
Niikleotit dizilerinin belirlenmesinde iki temel teknik gelistirilmistir. Bunlar Maxam-
Gilbert kimyasal degredasyon yontemi ve Sanger dideoksi enzimatik yontemidir. Her iki
yonteminde dizi analizi yapilacak DNAnin hazirlanmasi, reaksiyonlar ve yiiksek voltaj ile

elektroforezi olmak {izere {i¢ ana agamas1 bulunmaktadir (Akar 1999).
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1976-1977 yillarinda, Allan Maxam ve Walter Gilbert kimyasal degredasyon yontemi
olarak isimlendirilen bu yontemi, DNA’nin kimyasal modifikasyonu ve 6zgilin bolgelerden
kesilmesi seklinde gelistirmislerdir ( Saiki vd 1985). Sanger ve Coulson’dan iki yil sonar
Maxam-Gilbert kendi kimyasal dizileme yontemlerini yaymlamiglardir (Sanger and
Coulson 1975). Sanger metodu, tek iplikli DNA’nin klonlanmasini gerektirirken bu
yontem direkt saflasmis DNA kullandigi i¢in hizlica popular olmustur. Maxam-Gilbert
dizileme yontemi, daha sonar teknik olarak karmasik olmasi, standart kitlere, riskli

kimyasallara gereksinim duymasi nedeni ile gozden diigsmiistiir.

Maxam-Gilbert yonteminde; DNA parcast ucundan P*? ile isaretlenir. Bu isaretlenen DNA
parcas1 dort ornek olarak boliiniir. Her bir 6rnege DNA’daki bazlardan birisini tahrip
edecek sekilde bir kimyasal madde eklenir. Daha sonra piperidin kullanarak hasarlanmis
niikleotitlerin bulundugu yerlerden DNA yapisi fosfodiester baglardan kirilir. Béylece P*
ile isaretlenmis kisali uzunlu parcalar elde edilmis olur. Daha sonra da elektroforez ve

otoradyografi ile sonug alinir (Akar 1999).

Dideoksi yada 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 igin

kalip olarak kullanilir (Sanger 2004).

Sanger DNA dizi analizi yontemi; asimetrik amplifikasyon ile elde edilmis tek iplikli
DNA, DNA polimeraz enzimi ile ddNTP ve biri radyoaktif olarak isaretlemis dNTP

32 8% veya P* eklenir. isaretleme primerlere yapilabildigi

kullanilir. Ortama radyoaktif P
gibi ortama eklenen dNTP’lerden birisinin radyoaktif olmasi yeterlidir. Burada 6nemli
nokta dideoksiniikleotitlerin eklenmesidir. 2°3’Dideoksiniikleosidetrifosfat’larin  klasik
dNTP’lerden farkliligi deoksiribozun 3’ noktasinda hidroksil grubunun bulunmamasidir.
Sentezlenen DNA zincirine, DNA polimerazlar araciligi ile baglanabilirler. Bu baglanma
5’trifosfat gruplari araciligi ile olur. 3’ hidroksil grubunun olmamasi nedeni ile ardindan
gelen dNTP’ler ile fosfodiester bagin olusmasi engellenir. Dogal olarak DNA zincirinin
daha fazla uzamasi imkansiz hale gelir. ddNTP ile klasik dort ANTP, bir reaksiyon
karisiminin i¢ine kondugunda DNA zincir uzamasi i¢in aralarinda yarisma olur. Seyrek
fakat spesifik sonlanmalar olusur. Bu reaksiyon sonucunda primer sonunda baslayip,

prematiire sonlanmalarin oldugu boélgeler kadar uzunluktaki DNA pargalar ortaya ¢ikar.
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Dort farkli enzimatik reaksiyonda dort farkli ddNTP kullanilarak birer reaksiyon elde
edilir. Elektroforez PCR ile ger¢eklestirilebilir hale gelmistir (Akar 1999).

Giliniimlizde dizi analizi i¢in otomatik DNA dizi analizi cihazlari, radyoaktif izotoplar
yerine floresan boyalar kullanilmaktadir (Klug 2000). Sistem {izerine lazer 15181 ile farkli
ozellikteki floresa boyalar algilanir, her niikleotit i¢in ayr1 renkteki dalgalar olusturarak

nikleotit dizisi belirlenir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Ana Bilim
Dali, Pediatrik Molekiiler Patoloji ve Genetik Bilim Dali Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir. 101 saglikli birey kontrol grubu, Kardiyovaskiiler Cerrahi Ana Bilim
Dali hastalarindan olusturulan 223 birey calisma grubu olarak belirlenmistir. Calismaya
katilan tiim bireylerin ¢aligmanin olasi sonuglar1 hakkinda bilgi verilmis ve goniillii olarak

katildiklarina dair onam formu alinmistir.

3.1. Yontemler
3.1.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu klasik fenol/kloroform yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Oncelikle bireylerden alman 9 ml kan, Iml 0.5 M Etilendiaminetetraasetikasit (EDTA)
(Scharlau, ispanya) bulunan polietilen tiipler icine alarak karismasi saglanir. EDTA Mg ™
tutucusu ve kuvvetli bir DNAaz inhibitoriidiir. Alinan kan 6rnegi 50 ml falkon tiipiine
gecirilir, iizerine 25 ml RBS(Red Blood Cell) lizis soliisyonu [155 mM Amonyum Klorid
(AppliChem, Almanya), 10 mM Sodyum Bikarbonat (Merck, Almanya), 0.5 mM EDTA
(AppliChem, Almanya)] ilave edilir. Ornekler ¢alkalandiktan sonra 20 dk buzda bekletilir.
Daha sonra +4°C’de 4000 rpm’de 15 dk santrifiij (Hettich, Almanya) edilir. Siipernatatin
bir kismi1 dokiiliir lizerine yeniden RBS lizis soliisyonu toplam hacim 35 ml olacak sekilde
ilave edilir. Bu islem tiim eritrositler uzaklastirilip, 16kositler ¢oktiiriiliinceye kadar devam
edilir. Falkon tiip dip kisminda 16kosit kiimesi gozle goriilecek sekilde olustuktan ve
eritrositler giderildikten sonra 1000 ml RBS lizis soliisyonu eklenerek vortekslenir ve iyice
karigmas1 saglanir. Bu karisimdan 800 ml -20°C’de stok olarak saklanmak iizere ependorfa
alinir. 200 ml ise ayr1 bir ependorf tlipe alinarak DNA izolasyonunun diger asamalarina

gecilir.

Geriye kalan 200 pL bir ependorf tiipiine alinarak iizerine 20 pg/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 kati1 olacak
sekilde niikleaz soliisyonu [10 mM Trisklorid (Amresco, ABD)] pH: 8; 100 mM Sodyum
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Klorid (Merck, Almanya), 1 mM pH: 8.0 EDTA (AppliChem, Almanya)] eklenerek bir
gece 56°C*de sicak su banyosunda (Memmert, Almanya) bekletilir.

DNA izolasyonunun ikinci giiniinde, proteinlerin DNA’dan uzaklastirilmas: amaciyla 1:1
oraninda Fenol/Kloroform [Fenol (Merck, Almanya), Kloroform (Merck, Almanya),
Izoamilalkol (Merck, Almanya)] eklenerek 10 dk calkalanir. 20 dk +4°C’de buz igerisinde
bekletildikten sonra +4°C’de 4000 rpm’de santrifiij edilir. ki faza ayrilan karisimin iist
kismi aradaki katman alinmayacak sekilde mikropipetle farkli bir ependorf tiipe alinir. Bu
kisma, toplam hacmin 1/10’u kadar 3 M Sodyum Asetat (Sigma, ABD) ve toplam hacmin
iki kat1 kadar da soguk %95’lik Alkol (Tekel, Tiirkiye) eklenir. Ependorf tiip ters diiz
edilerek DNA goriiniir hale getirilir ve -20°C’de bir gece bekletilir.

DNA izolasyonunun iiciincii giiniinde, yiiksek molekiiler agirlikli DNA deproteinizasyon
coOzeltilerinden ve hiicre parcalanmasindan sonra olusan niikleotit, aminoasit, diisiik
molekiil agirlikli kirliliklerden uzaklastirma islemi yapilir. Bunun i¢in de, +4°C’de
bekletilmis DNA-alkol karigimi, +4°C’de 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilir ve alkol DNA
ependorftan diismeyecek sekilde dokiiliir. Siipernatant kisim dokiildiikten sonra 500 ml
%70’1ik alkol (Tekel,Tiirkiye) eklenir ve +4°C’de 4000 rpm’de 20 dk santriflij edilir.
Santrifiij sonunda alkol yine dikkatli bir sekilde dokiiliir ve tiipler kuruma kagidi tizerinde

kapaklar1 agik sekilde bir gece boyunca kurumaya birakilir.

Son olarak, ertesi giin alkolii buharlasmis ependorf tiip igerisine Tris-EDTA (10 mM Tris-
HCI, 1 mM EDTA ) soliisyonu eklenip 37°C’de bir gece bekletilerek DNA nin ¢ozlinmesi
saglanir. izole edilen DNA +4°C’de veya +20°C’de saklanir.
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3.1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Bu c¢alismada PCR teknigi kullanilarak, F'VII promotor gen bolgesinde -3230/10bgins,
-401G/T, -402G/A polimorfizmlerini i¢ine alacak sekilde SSCP teknigi ve DNA sekans

analizi i¢in 2 farkli primer ¢ifti ile bolge ¢ogaltilmistir.

3.1.2.1. FVII Promotor Gen Bolgesi Polimorfizmlerinin Belirlenmesi

FVII promotor gen degisimleri incelenmesinde daha once yapilan ¢alismalarda da FVII
gen ekspesyonunu etkileyebilecegi siiphelendiginden promotor bolgesindeki olast iig
polimorfizm se¢ilmistir. Bunlar promotor bdlgede bulunan -402, -401 ve -323
polimorfizmlerdir. Bu bolgeleri icine alacak sekilde DNA dizi analizi ve Tek Iplik¢ikli
Uygun Polimorfizmi (SSCP) analizinde kullanilmak amaciyla ayr1 bir primerler

tasarimlanarak PCR’lar yapilmistir (Sekil 3.1).

fg SSCPPRIMERI Amplifikasyon Bolgesi

I -591 -428

(g DNA dizi analizi PRIMERI Amplifikasyon Bélgesi

Sekil 3.1. Faktor VII promotor bdlge SSCP ve DNA dizi analizi primeri amplifikasyon
bolgesi

3.1.2.2. FVII Gen Degisimlerinin incelenmesinde PCR Kosullar:

FVII gen degisimlerinin belirlenmesinde kullanilan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) i¢in
yapilan karigimda toplam hacim 50ul olacak sekilde 5 pl (NH4)SO; igceren 10X Taq
tampon ¢ozeltisi [750mM Tris-HCI(pH:8.8), 200mM (NH4)SO,, 0.1 (v/v) Tween 20,

(Fermentas ABD)], 3ul 25mM MgCl, (Fermentas, ABD), 2ul ANTP (Metabion, ABD), 2ul
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Forward ve Reverse Primer [0.2umol, son yogunluk: 10pmol/pul(Metabion, ABD)], 0.2 ul
Taq DNA polimeraz (Fermentas, ABD), 25-50ng DNA kullanilmistir. Ayrica SSCP PCR
icin, Sul DMSO [Dimetil stilfoksit, min %99.5, (Riedel-de-Haen, Almanya)], DNA dizi
analizi i¢in yapilan PCR’a 5ul Betain [5 M, (Sigma, ABD)] eklenmistir. Son hacim

50ul’ye tamamlanmugtir.

3.1.2.3 FVII Promotor Bolgesinin Amplifikasyonu

Her iki primer i¢in de ayn1 PCR sicakliklar1 uygulanmistir.

FVII geni Promotor bolgesi DNA dizi analizi i¢in kullanilan primerler;

Forward: 5°-GTA AGA TGT GGA CCG CTG GA-3’
Reverse: 5’-ACA AAA CCG TCC GCT CTG-3’ (Metabion, ABD)

FVII geni Promotor bolgesi SSCP i¢in kullanilan primerler;

F:5°-GGC CTG GTC TGG AGG CTC TCT TC-3’
R:5°CGC TGG CAA CAA AAC CGT CCG CTC-3’ (Metabion, ABD)

PCR elementleri yukarda belirtilen oranlarda kullanilmis, son hacim 50 pl olacak sekilde

hesaplanmustir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu sicaklik sartlari;

Kapak sicakligi 105°C ayarlanmistir. 95°C 5 dakika, 34 dongti 94°C’de 1 dakikka, 60°C
1 dakika, 72°C’de 1 dakika, 72°C 7 dakika seklinde gergeklestirilmistir (ThermalCycle,
Biometra, Almanya). PCR sonrasinda DNA dizi analizinde kullanilan primer ¢ifti ile 374
b¢ uzunlugunda oligoniikleotid iiriinler elde edilmistir. SSCP yonteminde kullanilan
primerler ile 214 b¢ uzunlugunda oligoniikleotid tirlinler elde edilmistir. PCR {iriinleri
%?2’lik agaroz jele Brom Fenol Mavisi (Merck, Almanya) ile birlikte Sul 6rnek alinarak
yiiklenmistir.
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GGCCTGGICTGGAGGCTCTCTTCAAATATTTACATCCACACCCAAGATA
ICAGTCTTGAGATTTGACTCGCATGATTGCTATGGGACAAGTTTTCATC
TGCAGTTTAAATCTGTTTCCCAACTTACATTAGGGGTTTGGAATTCTA
GATCGTATTTGAAGTGTTGGTGCCACACACACCTTAACACCTGCACGC
TCGCAACA44ACCGICCGCIC

Dizi 2.1. FVII geni Promotor bolgesi SSCP i¢in kullanilan primerler ile ¢ogaltilmisg
dizi.Primerler alt1 ¢izili olarak gosterilmistir. (Enterez Gene ID: 2155)

GTAAGATGTIGGACCGCTIGGAGAATGGGGGTGCTGCCTGCAGTCAAA
[{CGGAGTGGGGGTGCCCAGCTCAGGGCCAGAATGATCCTATTICCCG
GCACTICTCAGTGAGGCTICIGIGGCTCACCTAAGAAACCAGCCTCCCT
TGCAGGCAACGGCCTAGCIGGCCTIGGTCTGGAGGCTCICTTCAAATA
TTTACATCCACACCCAAGATACAGTCTTGAGATTTGACTCGCATGATIG
CTATGGGACAAGITTTCATCTGCAGTITAAATCTGTITICCCAACTTACA
TTAGGGGITIGGAATTCTAGATCGTATITTIGAAGIGITGGIGCCACACA
CACCITAACACCTGCACGCTGGCAACAAAACCGTCCGCICIG

Dizi 2.2. FVII geni Promotor bolgesi DNA dizi analizi i¢in kullanilan primerler ile
cogaltilmis dizi. Primerler alt1 ¢izili olarak gosterilmistir. (Enterez Gene ID: 2155)

3.1.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Bu calismada PCR iiriinleri, %2’lik agaroz (Bio Basic Inc, USA) jel’e BBF takip boyasi
ile yiiklenerek sonuclar alinmistir. Bunun i¢in 2 g agaroz toplam hacim 100 ml olacak
sekilde TBE 1X (Tris-Borik asit- EDTA) ilave edilir, ve mikrodalga firinda, (Beko MD

1300, Tirkiye) 1sitilarak agarin tampon i¢inde homojen bir sekilde erimesi saglanir.

Jel yapimi i¢in kullanilan TBE 5X tampon sollisyonu hazirlanmasi i¢in 54 g Tris
(Amresco, ABD), 27.5 g Borik Asit (AppliChem, Almanya), 20 ml 0.5 M pH:8 EDTA
(AppliChem, Almanya) distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir. Elektronik karistiricida
(Dathan Scientific, Almanya) homojen berrak bir goriiniim alana kadar miknatis yardimi

ile karigtirilir. TBE 1X tampon soliisyonu ise 1:4 oraninda sulandirilarak yapilir
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Bir¢ok soliisyonda reaksiyonlari hizlandirmak amaciyla kullanilan EDTA 186.1 g tartilir
ve lizerine 800 ml distile su eklenerek olusturulur. pH’18 olana kadar NaOH pelleti

eklenerek saglanir. Art1 4°C’de saklanir.

Homojen sekilde eriyip berrak bir goriiniim alan tampon-agar karisimima %5’lik stok
soliisyonundan 3 pl Etidium Bromid (Sigma, ABD) eklenir. Karistirilarak taraklari
yerlestirilmis jel tabagina (Thermo Midicell, ABD) dokiiliir. Agaroz jelin donmasi igin

yaklasik yarim saat beklenir.

Donan jelin taraklari ¢ikartildiktan sonra, jel tabagi ile birlikte elektroforez tankina
(Thermo maxicell, Primo, ABD) yerlestirilir. PCR 6rneklerinden 5 pl alinarak, 1.5ul Brom
Fenol Mavisi (BBF, Merck, Almanya) ile homojen hale getirilerek, agaroz jele yiiklenir.
Polimeraz zincir reaksiyonu sirasinda amplifikasyonun dogru gergeklestigini anlayabilmek
amaci ile agaroz jele 1.5ul standart boylar1 belirlenmis olan markor (®X134 DNA Haelll
BioLabs, ABD) yiiklenir ve 80 V akimda 20-25 dk yiiritiiliir. UltraViyole (UV) 151k
(Spectroline, ABD) altinda Etidium Bromid 1s1ma verdiginden olusan PCR iiriinii bantlar1
goriiniir hale getirilir. Markor yardimi ile PCR iiriiniiniin boyutu belirlenerek primerler ile
cogaltilmis bolge kontrol edilir. Sonuglar UV 1sik altinda incelenerek fotograflanir

(Olimpus, Camedia, 7.1 mp).

3.1.4. SSCP Jeli icin Poliakrilamid Jel Hazirlanmasi

Yiizde 8’lik poliakrilamid jelin hazirlanmasi i¢in %40’k 49:1 oraninda Akrilamid-
Bisakrilamid soliisyonu kullanilmistir. Bu soliisyon hazirlanirken, 196 g Akrilamid
(Merck, Almanya), 4 g N,N,Metilen-Bis-Akrilamid (Sigma, Almanya) 200 ml distile suda
37°C’de kanstirtlarak ¢ozdiiriiliir. Bu sirada ¢dzeltinin 151k almamasi saglanir. yice berrak

bir ¢ozelti olusturulduktan sonra distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir ve +4°C’de saklanir.

Polimerizasyonu saglamak amaci ile kullanilan Amonyum Per Siilfat (APS, AppliChem,
Almanya) %10’luk kullanilir. %10’luk APS hazirlanirken 0.3 g APS 3ml distile su
kullanilir. %10’Iuk APS her kullanimda yeniden hazirlanmalidir.
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Akrilamid monomerlerinin polimerlesme reaksiyonunu katalizleyen TEMED (Tetra Etilen

Metilen Diamin, Schlarlau, Ispanya) hazir olarak bulunur ve +4°C’de saklanir.
Elektroforez Aparatinmin Hazirlanmasi:

Kullanilacak 22x21.5, 22.5x21.5 cm boyutundaki biri digerine gére daha uzun olan camlar
alkol ile iyice silinir ve iizerinde toz vb. yabancit madde kalmamasi saglanir. Kullanilacak
uygun spacer ve taraklar da alkol ile temizlenir. Spacerler alkol buharlastiktan sonra 2 cam
arasina yerlestirilerek klempler ile sikistirilir. Olusturulan aralik spacerlere gore 1-1.5 cm
arasinda degisim  gosterebilir.  Akrilamid-Bisakrilamid jel hazirlandiktan sonra
polimerlesmeden vertikal olarak yerlestirilmis camlar arasina dokiiliir ve uygun taraklar
kullanilarak, taraklar takilir. 20-30 dk sonra polimerlesme gergeklesir. Taraklar
bulunduklar1 yerden, 1slatildiktan sonra ¢ikartilir. Olusturulan kuyucuklar kontrol edilerek,
kuyu icinde partikiil veya jel parcacig kalmamasina dikkat edilir. Bunun i¢in kuyucuklar

distile su ile bir enjektor yardimai ile yikanir.
%8’lik Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi:

Bu calismada kullanilan %8’lik jel hazirlanirken %40’hik 49:1 Akrilamid- Bisakrilamid
soliisyonundan 28 ml, TBE 5X tampon c¢ozeltisinden 28 ml, 600ul, %10’luk APS
(Schlarlau, Ispanya) ve toplam hacim 70 ml olacak sekilde distile su ilave edilerek
manyetik karistiricida miknatis yardimi ile karistirilir. Daha sonra 40ul. TEMED ilave
edilerek karistirilir ve polimerizasyon gerceklesmeden once daha Onceden hazirlanmis
elektroforez aparatinda vertikal duran 2 cam arasina dokiilerek yiikleme yapilacak kuyular

olusturmak {izere uygun taraklar yerlestirilir. Jelin polimerlesmesi beklenir.

Jelin polimerlesmesinden sonra taraklar diizgiin bir sekilde ¢ikartilir. Poliakrilamid jel,
tanka yerlestirildikten sonra iizerine TBE 1X tampon soliisyonu dokiilerek yiliklemeye
hazir hale getirilir. PCR 6rneklerine spesifikligi artirma amaciyla belli bir oranda denatiire
edici yiikleme boyast eklenir. Yiikleme boyast toplam hacminde %95 Formamid
(Schlarlau, Ispanya), 20 mM EDTA, %0.05 Xyelene Cyanol (Schlarlau, ispanya), %0.05
Brom Fenol Mavisi icermektedir. 40 pl PCR iiriiniine 10ul yiikleme boyast ilave edilerek
karigtirilir. PCR iirlinleri 99°C’de 7 dk denatiire edildikten sonra buz igerisine alinir ve

hizlica jeldeki kuyucuklara yiiklenir.
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PCR firiinlerinden, daha 6nceden agaroz jelde vermis olduklari bant yogunluguna gore 6-
15 wl alinarak vertikal halde tanka yerlestirilmis olan poliakrilamid jele yiiklenir.
Poliakrilamid jel +4°C’de 130 Volt akim esliginde 10-12 saat yiiriitiiliir. Bantlar glimiis

boyama teknigi ile boyanarak goriiniir hale getirilir.

3.1.5. SSCP Jeli icin Giimiis Boyama

Poliakrilamid jel’de bantlar1 goriiniir hale getirmek i¢in kullanilan giimiis boyama islemi

lic asamadan olugmaktadir.

[k asamada, %0.1°lik giimiis nitrat ¢ozeltisi kullanilir. Giimiis nitrat, %1°lik giimiis nitrat
cozeltisinden seyreltilerek kullanilir. Stok olarak kullanilan %1°lik giimiis nitrat ¢ozeltisi, 5
g giimiis nitrat (Scharlau, Ispanya) tartilip 500 ml distile su eklenerek olusturulur. Bu
¢ozelti homojen ve berrak hale gelene kadar manyetik karistiricitda miknatis yardim ile
karistirtlir. Oda sicakliginda, karanlik bir ortamda, koyu renkli sisede saklanir. Jel
boyanirken, %0.1°lik giimiis nitrat 3 dk muamele edilir.Bu asama poliakrilamid jeldeki
bantlarin glimiis ile boyanmasi amaciyla yapilmaktadir. %0.1°lik giimiis nitrat ¢ozelti 4 kez

kullanilabilir ve karanlik ortamda oda sicakliginda saklanmalidir.

Ikinci asamada, %1.5’luk sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisine 2.4 ml Formaldehit ilave
edilerek olusturulan c¢ozelti bantlar goriiniir hale gelene kadar poliakrilamid jel ile
muamele edilir. %1.5 NaOH  ¢ozeltisi %15°lik NaOH c¢ozeltisinden seyreltilerek
olusturulur. %15°lik NaOH ¢ozeltisi 150 g kat: NaOH (Schlarlau, Ispanya)’in distile su ile

1000 ml’ye tamamlanmasi ile olusturulur. Sadece bir kez kullanim igindir.

Son agamada reaksiyonu durdurmak amaci ile yapilir. Bu asamada, %0.75’lik sodyum
bikarbonat (Na,COs;) ¢ozeltisine Formaldehit eklenerek 3. asamda kullanilan soliisyon
hazirlanir. Birden fazla kullanilabilir. %0.75’lik Na,CO; soliisyonu %7,5’lik Na,CO;

¢oOzeltisinin 1000 ml’ye tamamlanmasi ile olusturulur.

Son olarak boyanip bantlar1 goriiniir hale getirilen poliakrilamid jel kagit ile kurulandiktan

sonra, iki asetat kagidi arasinda hava almayacak sekilde, karanlik bir ortamda saklanir.
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3.1.6. PCR Orneklerinin Temizlenmesi (Piirifikasyon)

FVII geninde belirlenen bolge SSCP (Single Strand Conformation Polimorphism) primeri
ile ¢ogaltilip, SSCP teknigi ile poliakrilamid jelde farkli bant profili gosteren ornekler
secilmigtir. DNA dizi analizi yapmak amaciyla PCR irilinleri PCR piirifikasyon Kkiti
(Agencourt, Ampure, Beckman Coulter, ABD) ile fazla primer, dNTP uzaklastirilir.
Maksimum 50pl PCR iiriinii alinarak piirifikasyon islemi yapilmistir. Islem piirifikasyon
kitinin 96 kuyulu 6zel plaka’inde yapilir. Alinan PCR iiriiniiniin 1.8 kat1 AgenCourt Clean
soliisyonundan PCR fiirlinline eklenir ve karigmasi saglanir. Plaka 3 dk oda sicakliginda
bekletildikten sonra iizerine yerlestirilir. 10dk bekletilir. Siire sonrasinda soliisyon icinde
bulunan miknatis 6zelligindeki manyetik toplarin PCR iiriinii ile birlikte plaka’e yapistigi
gozlenir. Olusan kahverengi alan disinda kalan kisim mikropipet yardimi ile uzaklastirilir.
200 ul %70’lik etanol eklenir, 30 s sonra alkol alinir. Bu islem iki kere tekrar edilir. Oda
sicakliginda manyetik plaka iizerinde alkoliin buharlagmasi saglanir. Kuruma saglandiktan
sonra 40 pl bidistile su ile sulandirilir. Degisik bant profili veren her bir 6rnek i¢in bu islem
yapilir. %2’°lik jelde sonuclar incelenir. Bant yogunluguna gére DNA dizi analizinde

kullanilacak PCR {rini belirlenir.

3.1.7. DNA Dizi Analizi

Poliakrilamid jelde farkli bant profili gésteren 6rneklerin PCR {iriinleri piirifikasyon kiti ile
temizlendikten sonra DNA dizi analizi iglemi i¢in uygun hale getirilmis olur. DNA dizi
analizi kapiller sistenli otomatik sekans cihazi (CEQ800XL,Beckman Coulter, ABD) ile
0.2 ml‘lik kuyular1 bulunan 96 6rneklik plaka’de yapilmistir. Her bir 6rnek ig¢in, 8ul
premiks (2 pul 10X reaksiyon tamponu, 1 pul ANTP karigimi, 2 pul ddUTP, 2 pul ddGTP, 2 pl
ddCTP,2 ul ddATP ,1 pL polimeraz enzimi), bant yogunluguna gore 1-10 pl miktarda PCR
tirtindi, 20 pmol primer ve en liste mineral yag konularak dideoksiniikleotitler ile rastgele
sonlanma islemi “cycle sequence” saglanmistir (Sanger, 2004). Bunun ig¢in &rnekler
95°C’de ilk denatiirasyon, 30 dongii 94°C’de 20 s denatiirasyon ve 60°C’de 4 dk’lik uzama

evresi 96 orneklik Biometra (Almanya) termal cycle cihazinda gerceklestirildi.

“Cycle sequencing” islemi bittikten sonra reaksiyon sonlanma islemi gerceklestirilmistir.

Bunun i¢in her bir kuyucugun dibine 1.5 M C,H;0;Na, 50mM EDTA, 20mg/ml’lik
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Glikojen (Beckman Coulter, ABD) eklenerek kuyucuk icindeki reaksiyonun sonlanmasi
saglanir. Orneklerin iizerine 60 uL %95°lik soguk etanol eklenerek +4°C’de 4000 rpm’de
30 dk santrifiij (Hettich, Almanya) edilir. Ustteki kisim dokiilerek 200 ul %70’lik etanol
eklenip 15 dk santrifiij edilir. Bu iki kez tekrarlanir. Daha sonra santrifiij 300 rpm’e
gelecek kadar orneklerin bulundugu plaka santrifiij edilir. Plaka liyofilizatér (Thermo,
DNA 120 SpeedVac Concantrator, ABD) i¢inde yiiksek basing altinda kurumaya birakilir.
Kuruyan ornekler {izerine 25 wl formamid eklenir. Bu soliisyon DNA ipliklerinin
birbiriden ayr1 tutulmasini saglar. Her bir kuyucuk mineral yag ile kapatilir ve DNA dizi
analizi cihazina yerlestirilir. Mikrokapillerden gegen drnekler, bant sonlanmalarina ve PCR
irtinii sonundaki 1s1ma veren dideoksiniikleotitlere gore sensor tarafindan algilanir.
Cogaltilmis bolgedeki her iki DNA ipliginin dizi analizi, farkli renkteki dalgalar seklinde

gosterilip elde edilen sonuglar CEQ Sequencing Software ile analiz edilmistir.

3.2.Arastirma Bulgulan

Bu calismada FVII geninin promotor bolgesinde 3 farkli polimorfizmi igeren gen bolgesi
cogaltilmis ve 3 farkli polimorfizminin (-32310bgins, -401G/T, -402G/A) Tiirk
toplumunda koroner arter hastalarinda sikligina bakilmistir. Bu amagla SSCP teknigi
kullanilarak 6 farkli haplotip belirlenmis ve yeni haplotip arastirilmigtir.
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3.2.1.Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bulgular:

SSCP yontemi i¢in ¢ogaltilmis bolge 214 be boyutundadir (Sekil 3.2). Bu bolge, belirtilen
primerler ile ¢ogaltilarak %?2’lik jele 5 pL yiiklenerek 80 V’da 15 dk yiiriitiilmistiir.

214 bg

Sekil 3.2. FVII geni promotor bdlgesi SSCP yontemi i¢in kullanilan primerin PCR
iirlinlerinin %2’lik jeldeki goriintiisii. Son 6rnek markdr (©X174 DNA Hae III)

DNA dizi analizi i¢in g¢ogaltilmig bolge 314 b¢ boyutundadir (Sekil 3.3). Bu bolge,
belirtilen primerler ile g¢ogaltilarak %?2’lik jele 5 pL yiiklenerek 80 V’da 15 dk

yuriitilmistir.

374 be

Sekil 3.3. FVII geni promotor bolgesi DNA dizi analizi i¢in kullanilan primerin PCR
tiriinlerinin %2’lik jeldeli goriintiisii. Son 6rnek markor(®X174 DNA Hae I1II)
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3.2.2. Tek Iplikcikli Uygunluk Polimorfizmi (Single Strand Conformation
Polimorphism- SSCP ) Bulgular

214 bg boyutundaki cogaltilan bolgede 6 farkli bant profili belirlenmistir. Bant profilleri
asagida gosterilmistir (Sekil 3.4, Sekil 3.5).

SEk"a. I I SEkilb-

Sekil 3.4.a. SSCP teknigi sonrasinda bant profili 1 ve 2 olarak isimlendirilmis
orneklerin poliakrilamid jel goriintiisii, b. bant profili 3 olarak isimlendirilmis 6rnegin
poliakrilamid jel goriintiisii.

5Ek“a. I I SEk"b.

Sekil 3.5.a. SSCP teknigi sonrasinda bant profili 4 ve 5 olarak isimlendirilmis
orneklerin poliakrilamid jel goriintiisii, b. bant profili 6 olarak isimlendirilmis 6rnegin
poliakrilamid jel goriintiisii.
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3.2.3. DNA Dizi Analizi Bulgular

FVII geninde belirlenen bdlge SSCP (Single Strand Conformation Polimorphism) primeri
ile cogaltilip, SSCP teknigi ile poliamkrilamid jelde farkli bant profili gosteren ornekler
secilerek bu kez daha genis bir bolgeyi cogaltan DNA dizi analizi primerleri kullanilarak
PCR yapilmigstir. PCR iiriinlerine DNA dizi analizi yapilmis ve sonuglar elde edilmistir.

DNA dizi analizi sonuglar asagida verilmistir (Sekil 3.6, Sekil 3.7, Sekil 3.8, Sekil 3.9,
Sekil 3.10, Sekil 3.11)

Bant Profili I, -402GG -401GG -323w/w

‘A@.‘I)ﬂ,«mﬂﬂi g 'A'j l j :x;«.!:-jl;i-'.'}\\fv\'.

Sekil 3.6. SSCP teknigi sonrasinda bant profili I olarak isimlendirilen 6rnegin Forward primer
ile DNA dizi analizi sonrasinda elde edilen veriler.

-402, -401 ve -323 noktalarinda major allel homozigot olarak belirlenmistir.

Bant Profili II, -402AA -401GG -323w/w

o T .

Sekil 3.7. SSCP teknigi sonrasinda bant profili II olarak isimlendirilen 6rnegin Reverse
primer ile DNA dizi analizi sonrasinda elde edilen veriler.
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-402 noktasinda mindr allel homozigot, -401 ve -323 noktalarinda major allel homozigot
olarak belirlenmistir.

Bant Profili 111, -402GA -401GG -323w/w

-323 f‘.

Jaberatll N,

Sekil 3.8. SSCP teknigi sonrasinda bant profili III olarak isimlendirilen 6rnegin Forward
primer ile DNA dizi analizi sonrasinda elde edilen veriler.

-402 noktasinda minér allel heterozigot, -401 ve -323 noktalarinda major allel homozigot
olarak belirlenmistir.

Bant Profili IV, -402GG -401GT -323w/10bgins

V\M‘M R wm,, ,\,\ IW \)ﬂ.

CCTATATCCT

. 323 " f\ _:
'ﬁ'm [\M/\n /\ mﬁ ’ 1% J {

Sekil 3.9. SSCP teknigi sonrasinda bant profili IV olarak isimlendirilen 6rnegin Forward
primer ile DNA dizi analizi sonrasinda elde edilen veriler.

-402 noktasinda major allel homozigot, -401 ve -323 noktalarinda minér allel heterozigot
olarak belirlenmistir.
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Bant Profili V, -402GA -401GT -323w/10bgins

kescaccossofiracarrerrosclitrrosorcooafosrTOOTATO

min

401
TCCOAMOTTA T5 >a S TAGADAATAT

[

-323 CCTATATCCT

' m Wik \mm __ MLW\ ]\L ﬁl

Sekil 3.10.  SSCP teknigi sonrasinda bant profili V olarak isimlendirilen 6rnegin Forward
primer ile DNA dizi analizi sonrasinda elde edilen veriler.

- 402, -401 ve -323 noktalarinda mindr allel heterozigot olarak belirlenmistir.

Bant Profili VI, -402GG -401TT -32310b¢ ins/10bgins

TTOGOAAQTFTACATTOGTATATOOTADOODTTTOQAATTIGTAD

CCTATATCCT

ﬂ.‘- \faFMM\ﬂ \f\’\ﬂ!ﬁI "

Sekil 3.11. SSCP teknigi sonrasinda bant profili VI olarak isimlendirilen 6rnegin Forward
primer ile DNA dizi analizi sonrasinda elde edilen veriler.

-402 noktasinda major allel homozigot, -401 ve -323 noktalarinda minor allel homozigot

olarak bulundugu belirlenmistir
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3.2.4. Istatistiksel Sonuclar
Elde edilen veriler sonrasinda odds ratio ve Chi kare testleri uygulanarak veriler
istatistiksel olarak degerlendirilmistir (Cizelge 3.1, Cizelge 3.2, Cizelge 3.3, Cizelge 3.4).

Bu veriler agagida gosterilmistir:

Cizelge 3.1. Haplotip Analizi

Bant Profili Kontrol n (%) Koroner arter hastalarin (%) p OR
I 43 (42.6) 101 (45.29) - 1
1I 2 (1.98) 3(1.34) 0.98 0.64 (0.10-3.96)
111 19 (18.8) 33 (14.79) 0.62 0.74 (0.3-1.44)
v 31 (30.69) 73 (32.73) 0.99 1.00 (0.58-1.74)
\Y 1(0.99) 6 (2.69) 0.65 2.55(0.29-21.86)
VI 5 (4.45) 8 (3.58) 0.74 0.68 (0.21-2.20)

Haplotip analizi sonrasinda, koroner arter hastalari ile kontrol grubu karsilagtirildiginda p ve odds

ratio degerleri bakimindan anlamli bir sonug elde edilememistir.

Cizelge 3.2. -323 Polimorfizmi i¢in Genotip Dagilimi ve Allel Frekansi

-32310bgins Kontrol n Koroner arter p OR
(%) hastalar1 n (%)

w/w 64 (63.36) 137 (61.16) - 1

10bgins/w 32 (31.68) 79 (35.26) 0.58 1.15
0.69-1.91

10bg¢ins/10b¢ins | 5 (4.95) 8 (3.57) 0.84 0.74
0.23-2.37

w 160 (79.21) 353 (78.79) - 1

10bg¢ins 42 (20.79) 95 (21.20) 0.90 1.02
0.68-1.54

-323 polimorfizmi i¢in genotip dagilim ve allel frekans1 verileri koroner arter hastalar1 ile kontrol
grubu karsilastirildiginda p ve odds ratio degerleri bakimindan anlamli bir sonug elde

edilememistir.
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Cizelge 3.3.-401 Polimorfizmi i¢in Genotip Dagilimi ve Allel Frekansi

-401G/T  Kontrol n Koroner arter ] OR
(%) hastalar1 n (%)
GG 64 137 (61.2) - 1
(63.36)

GT 32 (31.6) 79 (35.3) 0.58 1.15
(0.69-1.91)

TT 5 (4.9 8 (3.9) 0.84 0.74
(0.23-2.37)

G 160 (79.2) 353 (78.8) - 1

T 42 (20.8) 95 (21.2) 0.90 1.02
(0.68-1.54)

-401 polimorfizmi i¢in genotip dagilimi ve allel frekansi verileri koroner arter hastalar ile kontrol

grubu karsilastirildiginda p ve odds ratio degerleri bakimindan anlamli bir sonug elde

edilememistir.

Cizelge 3. 4. -402 Polimorfizmi i¢in Genotip Dagilimi ve Allel Frekansi

-402G/A  Kontrol n Koroner arter p OR
(%) hastalar1 n
(%)
GG 79 (78.2) 182 (81.2) - 1
GA 20 (19.8) 39 (17.4) 0.59 0.84
(0.46-1.54)
AA 2 (1.9) 3 (1.3) 0.98 0.65
(1.10-3.97)
G 178 (88.1) 403 (89.9) - 1
A 24 (11.9) 45 (10.0) 0.51 0.82
(0.49-1.40)

-402 polimorfizmi i¢in genotip dagilimi ve allel frekansi verileri koroner arter hastalari ile kontrol

grubu karsilastirildiginda p ve odds ratio degerleri bakimindan anlamli bir sonug elde

edilememistir.

50



4. TARTISMA VE SONUCLAR

FVII 5’promotor gen bolgesinde cis elementlerin, genin ifadelenmesinde etkili olabilecegi
yapilan c¢alismalarda  gosterilmistir. Bu  polimorfizmlerden -323, -401, -402
lokalizasyonlarindaki polimorfizmlerin kiside Faktor VII ifadelenmesini azaltic1 ve artirici

yonde etkili olabilecegini diislindiiren ¢aligsmalar yapilmuistir.

Faktor VII ifadelenmesinin fazla olmasi kalp krizinden 6liim riskini artirdigi belirlenmistir
(Meade vd 1986, Heinrich vd 1994, Redondo vd 1999, Girelli vd 2000) Genetik
caligmalara gére FVII promotor bdlgede bulunan polimorfizmlerin saglikli erigkinlerde
ifadelenmenin degigsmesinde %40 etkili oldugu belirlenmistir (Marchetti vd 1993, Bernard
vd 1996, Humphries vd 1996, Pollak vd 1996, Hooft vd 1999).

Bu polimorfizmler arasinda baglantt bulunmasi1 ve epistatik etkilesimlerin olmasi
etkilerinin agikliga kavusturulmasina engel olmustur (Bernardi vd 1996, Pollak vd 1996,
Hooft vd 1999, Di Castelnuovo vd 2000, Girelli vd 2000, Kudaravall1 vd 2002).

-401G/T degisiminin ve -323w/ins10b¢ polimorfizmleri ile bagli oldugu ve birlikte
kalitildig1 daha Once yapilan caligmalarda da gosterilmistir (Hooft 1999, Lievers 1999,
Ghiu 2004, Bernardi vd 1996, Humpries vd 1996, Girelli). -323ins 10bg allelinin FVII
ifadelenmesini azaltic1 yonde etkilediginden tromboz olusturma ve koroner arter
hastaliklarina yakalanma riskinin azaldig1 bazi ¢aligmalarda gosterilmistir (Sacchi vd 1996,
Di Castelnuova vd 2000, Peyvandi vd 2000, Pegorarovd vd 2005). Danimarka’da yapilan
bir calismaya gore -323ins allelini tasiyan bireylerin ateroskleroz, iskemik kalp
hastaliklarina yakalanma riskinin arttig1 gosterilmistir (Doggen vd 1998, Lievers vd 1999).
Isvigre’de yapilan bir ¢alismada Karotid stenozunda -402A alleli daha yiiksek siklikta
bulunmustur. Farkli calismalara gore ise bu polimorfizmlerin FVII ifadelenmesinin
degisiminde, kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 korunmasinda etkili olmadig1 yoniindedir

(Lievers vd 2000, Campo vd 2006, Greisenegger vd 2007).

-402G/A  degisiminin, diger iki polimorfizmden farkli olarak kalitildigi ve FVII
ifadelenmesini artirict yonde etkiledigi gosterilmistir (Hooft vd 1999, Campo vd 2006).

-402A alellelinin FVII ifadelenmesini artirict etki yaparak tromboz olusumu ve
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kardiyovaskiiler hastaliklara yakalanma riskini artiric1 olabilecegi yapilan g¢aligmalarda
gosterilmistir. Ancak bu polimorfizmin hastaliga yatkinlik olusturmada etkili olmadiginm
gosteren calismalar da bulunmaktadir. italya’da -402A allelinin koroner arter hastalarinda

daha sik bulundugu MI riskini artirdig1 belirlenmistir (Martinelli vd 2008).

Bu ii¢ polimorfizminin koroner arter hastaliklarina karsi koruyucu oldugu veya risk
olusturabilecegi yonilinde birbiri ile cakisan calismalar bulunmaktadir. Hiicre kiiltiiri
caligmalarinda, bu {i¢ polimorfizmden -323ins allelinin diger minér allelere goére daha
baskin oldugu ve FVII ifadelenmesini azalttigi gosterilmistir (Sabater vd 2007). -402A
allelinin FVII  ifadelenmesini Onemli derecede artirdigi Sabater vd (2007) gore

belirlenmistir.

Bu ii¢ polimorfizm sikliginin etnik kokene gore degisebilmekte, farkli haplotipler
bulunabilmektedir.-3231ins allelinin Hintli yeni doganda allel frekans1 0.23, Cinlilerde 0.03,
Malezyalilarda 0.06 olarak bulunmustur (Quek vd 2006). Kuzey Avrupa’da 0.117
(Humphries vd 1996), Giiney Avrupa’da ise 0.247 (Bernardi vd 1996) gibi farkli rakamlar
elde edilmistir. Bu caligsmalarda koroner arter hastaligi ile iligkili olarak bulunmamuistir.
Norvegliler ile yapilan bir calismada ise -401T allelinin frekansi 0.12, -402A allelinin
frekansi ise 0.29 olarak belirlenmistir (Lindman vd 2005).

Calismamizda, FVII promotor bolgesindeki ii¢ polimorfizm Tiirk toplumunda, koroner
arter hastalarinda ve saglikli bireylerde arastirilarak haplotiplendirme yapilmistir. Buna
gore, Tiirk toplumunda bu ii¢ polimorfizm bakiminda 6 farkli haplotip belirlenmistir.
Bunlardan haplotip V, tiim polimorfizmler bakiminda heterozigot kalitilmakta ve ilk kez
belirlenmistir. -323w/ins10bg, -401G/T, -402G/A polimorfizmleri koroner arter hastalari
ve saglkli bireyler ile kiyaslandiginda anlamli bir sonu¢ elde edilememistir. Ug
polimorfizminin koroner arter hastalifi olusumunda risk getirmedigi belirlenmistir.
-323ins10bg, -401T, -402A mindr allel frekanst bakimindan saglikli ve koroner arter

hastalarinda fark gézlenmemistir.

Calismamizda elde edilen verilere gore, -323ins10bg allel frekansinin Giiney Avrupa
(Bernardi vd 1996), italyan (Hahn vd 2004), Etiyopya (Hahn vd 2004) ve Hint
populasyonu ile benzerlik gdsterdigi belirlenmistir (Quek vd 2006).-402A allel frekansinin
Etiyopya ve Italyan populasyonu ile benzer oldugu, -401G allelinin Etiyopya Hint ve
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Italyan populasyonu ile benzer oldugu gézlenmistir (Hahn vd 2004). Italyan (Campo vd
2006, Martinelli 2008) populasyonunda -323 ve -402 genotip frekans:t ile Tiirk
populasyonu genotip frekansi verilerinin yakin degerler oldugu belirlenmistir (Cizelge

3.5).

Cizelge 3.5. Diger Populasyonlardaki Genotip Dagilimi ve Allel Frekansi

italya italya italya Etiyopya Hindista
(Campo (Hahn (Martinelli (Hahn vd n (Hahn
vd vd 2004) vd 2008) 2004) vd 2004)
2006)
-323 wiw %66 - %63.7
-32310bg¢ins/w %31 - %31.3
-32310bg¢ins/32310bgins %3 - %5
323w - %76 - %75 %79
-401GG
-401GT
-401TT
-401G - %75 - %74 %70
-402GG %65 - %73.1
-402GA %32 - %23.1
-402AA %3 - %3.8
-402A %14 - %10

Sonug olarak -402, -401, -323 noktalarindaki FVII geni promotor bolge polimorfizmlerinin
koroner arter hastalart ve kontrol bireyler ile karsilastirildiginda anlamli bir sonug¢ elde
edilememistir. Bu polimorfizmlerin sikliklart ilk kez Tiirk toplumunda belirlenmis ve bu
bakimdan bazi toplumlara benzerlik gosterdigi ortaya g¢ikarilmistir. Yine bu calismada ii¢
polimorfizim bakimindan yeni bir haplotip belirlenmistir. Ayn1 zamanda sonuglarin
farmakogenetik ¢alismalarda degerlendirilebilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan ¢alisma, hasta
sayis1 artirilip FVII gen ifadelenme diizeyleri ile karsilastirilarak gelistirilebilir ve daha anlaml

sonuglar elde edilebilir.
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