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OZET

Son yillarda uzun yasam genleriyle ilgili ¢alismalar, “hasara karsi gelisen cevap” teorisinin de
ortaya konulmasiyla farkli bir boyut kazanmistir. Hasar yaratabilecek olusumlardan bu teoride yer
alanlardan en Onemlisi metabolik olaylardir. Teoriye gore meydana gelen hasarlarla olusan
birikime karsi yanit olusumu ger¢eklesmektedir. Bu mekanizmada genetik kontrolii saglayan
genlere “uzun yasam genleri” denilmektedir. Tromboz multifaktoriyel nitelikte bir hastaliktir.
Faktor V molekiiliinde 1691 niikleotid pozisyon mutasyonun tromboz olusumunda en ¢ok etkisi
oldugu diisiiniilse de tromboz olusumunda birgok kalitsal etki birlikte rol oynar. Daha Once
yapilan ¢alismalar 1s181inda tromboz hastalarinda artan plazminojen aktivator inhibitérii-1 (PAI-1)
seviyeleri sonucu fibrinolitik aktivitenin azaldigi belirtilmistir. PAI-1 artan plazma seviyesi ise
genin promoter bolgesinin transkripsiyon baslama sekansindan 675 baz ¢ifti yukarida goriilen
4G/5G insersiyon/delesyon polimorfizmiyle iligskilendirilmistir. Bu baglamda ¢aligmanin amaci,
PAI-1 675 4G/5G insersiyon/delesyon gen degisiminin tek basina ve FVL mutasyonu ile birlikte

uzun yasam agisindan etkisinin aragtirilmasi olarak belirlenmistir.

Tromboz tanisi olan bireyler ve olmayan saglikli bireyler, 0-18 ve 70 yas {stii olmak {izere
calisma gruplarini olusturmaktadir. Bireylerden alman kan oOrneklerinden Fenol-Kloroform
yontemiyle DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. PAI-1 4G/5G gen degisimi igin F:5’-
CACAGAGAGAGTCTGGCCACGT-3’ ve R:5’-CCAACAGAGGACTCTTGGTCT-3’
primerleri ile polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi kullanilarak PAI-1 promotor bélgenin
cogaltilmasi saglanmistir. Elde edilen 98/99 b¢’lik PCR {iriinleri %3’liik agaroz jelde yiiriitiilerek
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile ¢ogaltilan bolge kontrol edilmistir. lgili gen degisimini saptamak
icin BseLl restriksiyon endoniikleaz enzimiyle kesim yapilmistir. %7°lik Poliakrilamid Jel

Elektroforezi ile bant farkliliklari saptanarak gen degisimleri tespit edilmistir.

Plazminojen aktivator inhibitor 4G/5G gen degisimi agisindan 70 yas {istii hasta ve saglikli
bireyler karsilastirildiginda, 4G alelinin heterezigot olarak bulunmasi durumunda koruyucu faktor
rolii oldugu bulunmustur (OR:0.45, p:0.003). 4G alelinin homozigot olarak bulundugu durumda
yine 70 yas ve lstli grupta koruyucu faktdr olarak belirlenmistir (OR: 0.50, p: 0.03). 5G aleli
homozigotlugunda ise 1.98 risk faktorii ve 0.03 p-degeri ile 70 yas ve {istii grupta hastalik i¢in risk
faktorii olarak tespit edilmistir. FVL mutasyonu agisindan 70 yas iistii grupta PAI-1 4G/5G gen
degisimine bakildiginda, 4G aleli heterozigotlugunun ve homozigotlugunun yine koruyucu faktor

rolii tistlendigi bulunmustur (p:0.004 OR:0.44, p:0.03 OR:0.48).
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Artan plazma PAI-1 aktivitesinin kalp spazmi, diyabet ve miyokard infarktindan kurtulan
bireylerde azalmis fibrinolitik aktiviteden biiyiik 6l¢iide sorumlu oldugu goézlenmistir. 4G/5G
polimorfizmi ~ PAI-1 geninin  transkripsiyonel  aktivasyonundaki  degisimler ile
iliskilendirilmektedir. PAI-1 genindeki 4G motifinin varligi 5G motifinin varligindan daha fazla
transkripsiyonel aktiviteye neden oldugu belirlenmis ve bu deneysel sonuglarla paralel olarak 4G
allelinin homozigot durumda olmas1 plazma PAI-1 protein seviyeleri ve aktiviteleri bakimindan
5G alleline gore daha yiiksek oldugu sonucunu dogurmustur. Bazi ¢aligmalar, 4G alellenin yiiksek
PAI-1 seviyeleriyle iliskilendirilmesini trombotik risk artisinin bir habercisi oldugunu One
siirmiiglerdir. PAI-1 4G/5G polimorfizminin yukarda sayilan 6liimciil hastaliklarin patogenezinde
rol oynayabilecegi diisliniildiigiinden, bireylerin uzun yasamasmin da bu gen degisiminden
etkilenebilecegi diisiiniilebilir. Daha oOnce bdliimiimiizde yapilan tez ¢alismasinda FVL
mutasyonunun dogumdan itibaren tromboz agisindan risk faktorii oldugu ve morbiditeye etkisi
oldugu gosterilmisti. Bu nedenle FVL mutasyonunun yasam siiresini kisaltmasi beklenmektedir.
Ancak, elimizdeki DNA orneklerine bakildiginda bazi bireylerin FVL tagimalarina ragmen uzun
yasamakta olduklar1 belirlenmistir. Bu g¢alismanin sonuclarindan hipotezlenen FVL ile PAI-1
4G/5G arasindaki iligkiden yola ¢ikarak, 0-18 ve 70 yas iistii bireyler ¢alismaya dahil edilmis ve
4G alelinin yagh grupta koruma rolii, 5G alelinin ise hastalik i¢in risk faktorii rolii oldugu tespit

edilmistir.

Anahtar kelimeler: Tromboz, PAI-1 4G/5G ins/del, FV1691 G-A, Uzun Yasam Genleri
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ABSTRACT
Studies related to longevity genes gained a new perspective with the “damage due to response”
theory in recent years. The most important of these in the theory formation are metabolic events.
According to the theory, accumulation of damage process formed response. Genes that ensure
genetic control in these mechanisms are called “longevity genes”. Thrombosis is a disease that has
a multifactorial nature. Although it is thought that Factor V 1691 mutation has the leading effect
for thrombosis, there are many other genetic effects play role together. Previous studies indicate
that the increased plasminogen activator inhibitor-1 levels in thrombosis patients, fibrinolytic
activity is decreased. The increased PAI-1 plasma level is related with the 4G/5G
insertion/deletion polymorphism that found 675 upstream of the transkription start sequence in the
promoter region. In this content, the aim of this study is to search the effect of PAI-1 675 4G/5G
insertion/deletion alone and in combination with FVL on longevity.
The healthy and patient subjects were divided into mainly two groups, i.e. 1 to 18 years and 70 and
older. Each group was also divided into two as thrombotic and non-thrombotic. Peripheral venous
blood samples were collected and phenol- chloroform method was used to extract DNA. Analysis
of PAI-1 4G/5G polymorphism was carried out by PCR with the forward
5’CACAGAGAGAGTCTGGCCACGT3’and  reverse 5’CCAACAGAGGACTCTTGGTCT3’
primers. The amplified 98/99 bp PCR products were controlled by running them on 3% agarose
gel. BseLl restriction endonuclease enzyme used to detect 4G/5G polymorphism. band profiles
were seen in the 7% polyacrylamide gel electrophoresis to detect gene variations.
For the PAI-1 4G/5G gene variation, when 70 and older patients compared to healthy group 4G
allele heterozoygosity is found to have has a protective role(OR:0.45, p:0.003). Homozygosity for
4G allele seen as also a protective factor for 70 and older patients groups(OR:0.50, p:0.03).
Moreover 5G allele homozygosity is a risk factor for the disease with 1.98 odds ratio and 0.03 p-
value . PAI-1 4G/5G gene variation in combination with FVL mutation also have protective role
for 70 and older in case of 4G heterozygosity and homozygosity(p:0.004 OR:0.44, p:0.03
OR:0.48).
It is observed that increased plasma PAI-1 activity responsible for decreased fibrinolytic activity
for the individuals that escape from angina pectoris, diabetes, myocardial infarction. 4G/5G
polymorphism is related to transcriptional activation changes in the PAI-1 gene. PAI-1 gene 4G
motif is determined to has more transcriptional activity than 5G motif and in correspondence with
the experimental results 4G allele homozygosity cause increased PAI-1 protein levels and activity
than 5G allele. Some studies suggested that 4G allele that relates with increased PAI-1 levels is a
sign of increasing thrombotic risks. As PAI-1 4G/5G poymorphism is thought to play a role in

pathogenesis of the mentioned fatal diseases, it is considered that the survival of individuals can be
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affected by this gene variation. In the previous thesis study was done in our department, FVL
mutation shown to be a risk factor for thrombosis after birth and have effects on morbidity.
Therefore, FVL mutation are expected to shorten the life span. However, examined our DNA
samples showed although some individuals carry FVL mutation, they were identified as long-lived.
The contribution of the study hypothesis that FVL and PAI-1 4G/5G has a relation and by this
relation 0-18 and 70 and over individuals been included in the study, as a result it is determined
that, 4G allele found to have a protective role for the eldery group whereas 5G allele is a risk factor

for the disease.

Key words: Thrombosis, PAI-1 4G/5G ins/del, FV1691 G-A, Longevity Genes
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DIiZILERIN LiSTESI

Dizi 3.1. PCR ile amplifiye edilen PAI-1 -675 4G/5G gen degisimi olan bolge
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1.GIRIS ve AMAC

Son yillarda artan insan yasam siiresi ve yasl birey sayisi ile buna bagli olarak
yagla iligkili hastalik artisi, yaslanma ve uzun yasamda rol oynayan faktorlerin
arastirilmasini gelistirmektedir. Insanoglunun 6lmeden &nce ulastig1 yas bireyden bireye
farklilik gostermektedir. Oliim yas1, cevresel faktorler tarafindan belirlendigi kadar genetik
faktorlerden de etkilenmektedir. Gelismis iilkelerde yasam siiresindeki degisikligin
yaklasik olarak dortte birinin genetik faktorlerle iliskili oldugu belirtilmistir (Herskind et
al. 1996). Diinyadaki 6liim nedenlerine bakildiginda, kardiovaskiiler hastaliklar (KVH) ilk
siralarda yer almaktadir. Buna ragmen bazi bireyler veya topluluklar kardiyovaskiiler
hastaliklara yakalanmadan uzun yillar yasayabilmektedirler. Hem ¢evresel hem de genetik
faktorler birlikte kardiovaskiiler hastaliklar i¢in risk olusturduklarindan, kardiovaskiiler
hastaliklarda risk azaltan genlerdeki genetik varyasyonlarin uzun yasama katkida

bulundugu 6ne stiriilebilir (Bladbjerg et al.1999).

Hemostaz ve kan basinci regiilasyonunda gorev alan genlerdeki varyasyonlar
tromboz veya kanamaya gotiiren 6nemli faktorlerdir. Pihtilasmada rol oynayan faktorlerde
goriilen hasarlar trombiis olusturmada biiyiik etkendir. Trombozun en sik rastlanan kalitsal
risk faktorlerinden biri Faktor V. 1691 G-A (FVL) mutasyonudur. Fakat FV 1691
mutasyonu tasiyan bireylerde tromboz tanisi konulsada bu kisilerin 70’li yaglara ve

sonrasinda yasamlarini stirdiirdiikleri tespit edilmistir.

Tromboz multifaktoriyel ve multigenik bir hastaliktir. Alman bilimadami
Virchow’un 1856 yilinda 6ne siirdiigli Triadina gore trombozu olusturan ii¢ etmen vardir.
Damar duvarinda hasar olusumu, damar i¢inde kan akimindaki degisiklikler (staz) ve kan
bilesenlerini olusturan maddelerdeki degisimler (hiperkoagiilabilite) tromboza sebep olan

en Onemli nedenlerdendir.

Plazminojen aktivatér inhibitérii-1 (PAI-1) seviyesindeki artig, fibrinolitik
aktivitenin artisina neden olmaktadir. PAI-1 diizeyindeki artisin bu genin promotor

bolgesinde -675’de yer alan 4G/5G (Ins/Del) polimorfimizmine neden olan 4G aleli ile



iligkilendirilmistir. 4G/5G polimorfizminin daha 6nceki bir¢ok arastirmada tromboz i¢in

bir risk faktorii oldugu 6ne siirilmiistiir.

FVL ve PAI-1 4G/5G arasinda bir iliski oldugu g6z onilinde bulundurulursa, bazi
kisiler de PAI-1 4G/5G polimorfizminin trombozdan koruyucu etkisi olabilecegi
diisiiniilebilir. Bu ¢alismadaki amacimiz, tromboz tanis1 alan ve saglikli olan bireylerden
olusan gruplar kullanilarak PAI-1 4G/5G gen degisiminin uzun yasam agisindan etkisinin

arastirilmasidir.



2.GENEL BILGILER

2.1 Degisen Yasam Siireleri ve Oliim Nedeni Olan Hastahklar

Bir canlinin ortalama olarak ne kadar y1l yasayacagini hesaplayan istatistiki ol¢iite “
beklenen yasam siiresi” denilmektedir. Farkli cinsiyet ve bolgeler icin ayr1 ayr1 hesaplanan
yasam siiresi her yas i¢in hesaplanabilir ve bir bireyin 6liimiine kadar kalan yasam siiresi

saptanabilir.

Farkli cografyalarda insanlarin ortalama yasam siireleri farklilik gosterebilmektedir.
Japonya’da 81 yil olan yasam siiresi, Svaziland’da 39.9 yil olarak hesaplanmistir.

Diinyanin en uzun yasam siiresine sahip olan iilkesi ise 83.5 yil ile Andorra’dir.

Fiziksel olarak yaslanma kan koagiilasyon sistemindeki artan bir¢cok proteinle,
trombiisde goriilen degisikliklerle ve fibrinolizis sirasindaki bozukluklarla iliskilendirilir.
Diinya Saglik Orgiitiiniin 2008 verilerine gore, diinya genelinde 6liime neden olan
hastaliklarin basinda %12,2 ile koroner kalp hastaliklarin1 ve %9.7 ile inme ve diger

serebrovaskiiler hastaliklari ise ikinci sirada yer aldigin1 gérmekteyiz.

Cizelge 2.1. Diinyadaki ilk on 8liim nedeni (Diinya Saglik Orgiitii,2008)

KORONER KALP HASTALIKLARI 7.20 12.2
INME VE DIGER SEREBROVASKULER 5.71 9.7
HASTALIKLAR

ALT SOLUNUM YOLU ENFEKSIYONLARI 4.18 7.1
KRONIK OBSTRUKTIF AKCIGER HASTALIGI 3.02 5.1
ISHALLE ILGILI HASTALIKLAR 2.16 3.7
HIV/AIDS 2.04 3.5
TUBERKULOZ 1.46 2.5
SOLUNUM YOLU KANSERLERI 1.32 2.3
TRAFIK KAZALARI 1.27 22
PREMATURE VE DUSUK AGIRLIKTA DOGUM 1.18 2.0



Tiirkiye’ye baktigimizda 6liim nedenlerinin ilk sirasinda yine ayni sekilde kalp
rahatsizliklarinin  yer aldigmi gdérmekteyiz. ikinci sirada da yine serebrovaskiiler

hastaliklar yer almaktadir.

Cizelge 2.2. Tiirkiye’de ilk on 6liim nedeni (Diinya Saglik Orgiitii,2008)

Iskemik Kalp Hastaliklart 24
Serebrovaskiiler Hastaliklar 14
Perinatal Durumlar 5
Kronik Obstriiktif Akciger hastalig 4
Alt Solunum Yolu Enfeksiyonlar 3
Hipertansif Kalp Hastalig1 3
Solunum Sistemi kanserleri 2
Menenjit 2
Ishalle ilgili hastaliklar 2
Kalitsal Anomaliler 2

2.2 Uzun Yasam Genleri

Uzun yasam insanligin her zaman igin bir arzusu olmustur. M.O 221 yilinda Cin
Seddi’nin yapimini saglayan Cin imparatoru Qin Shi Huang, yasam iksirini ¢aresizce
aragtirmis fakat oliimsiizliigli elde edemedigini anlayinca da g¢areyi kendisi i¢in gorkemli
bir anit mezari yaptirmakta bulmustu. 21.yiizyilla gelindiginde, yaslanmanin ve
yaglanmayla ilgili hastaliklarin temel mekanizmalarimi etkileyen genetik faktorlerin

bulunmasi sonucu uzun yasami muhtemel kilan genomik arastirmalara yonelinmistir.



Uzun yasam, basit olarak uzun siire yasama 6zelligi ya da tiirlere 6zgli maksimum
hayat siiresi olarak tanimlanabilir. Bir tiiriin maksimum yasam siiresi, o tiirde goriilen en
bliyiik 6lim yasina esittir. Beklenen yasam siiresinin aksine (ortalama oliim yasi),

maksimum Omiir ¢evresel faktorlerden cok fazla etkilenmez.

Tiirler arasindaki yasam siiresinin c¢ok farkli olmasi, genetik faktdrlerin bir
organizmanin ge¢ yasa ulasma potansiyelini belirlemesinden kaynaklanmaktadir. Nitekim,
bir¢cok canli tiiriinde bulunan birden fazla lokusun genetik bir 6zellik olarak uzun yagami
etkiledigi gosterilmistir. Dogal ve de8ismez yoldan uzun yasami kisitlayan tek
mekanizmaya, genetik olarak ulagsmanin genellikle ¢cok daha zor oldugu kanitlanmistir.
Uzun yasami kisitlayan kazalar, afetler ve vahset gibi bir ¢cok durum arasinda, yaslanma

hayat1 kisitlayan tek biyolojik siire¢ olarak goriilmektedir (Vijg et al. 2005).

Yaslanmanin evrimsel mantig1 ile uygun olarak, uzun 6miir ve yaglanma oranlari
tiremeye yapilan ve bedensel korunuma yapilan yatinimlar arasindaki dengeyle
belirlenmelidir (Kirkwood et al.1977). Bu “kullan at viicut” teorisi, yaslanmanin somatik
bakim sistemlerinin yavaslatilmasindan kaynaklanabilecek somatik hasar birikimi sonucu
ortaya ¢ikabilecegini one slirmektedir. Antioksidan savunmast ve DNA onarim sistemleri
buna bir 6rnek teskil edebilir. Bu durum somatik hiicrelerin korunumu ve tamiri sonucu
sadece uzun Omri tesvik etmek {izere genlerin varoldugunu Onermektedir. Yaslanma
genlerine karsin, “uzun yasam genleri” gelisim ve olgunlagsmada direk rolleri olmaksizin
organizmanin hayatta kalmasin1 saglamaktadirlar. Pleotropik yaslanma genlerini inaktive
eden mutasyonlara tezat olarak, uzun yasam genlerinin fonksiyonlarin1 Onleyen
mutasyonlar Omiir siiresini kisatirken, yaslanma fenotiplerinin ortaya c¢ikmasini da
hizlandirmaktadir (Libina et al.2003). Ancak, uzun yasam yolaklarimin fonksiyonlarini
etkileyen polimorfik degisimlerin  etkisinin sadece ge¢ yasta goriilebildigi
diistiniilmektedir. Buna ek olarak, antagonistik pleotropinin uzun yasam genleri {lizerinde
etkili oldugu one siiriilebilir. Genomik bakim sistemi tarafindan saglanan aktif apoptoz
sinyali erken yasta avantaj saglayabilir. Ornek olarak kanseri onlemek, ileri yaslarda

hizlanmis yaslilik semptomlar1 dogurabilir (Sampayo et al.2003).

Fonksiyonel genomiks alaninda goriilen ilerlemeler, uzun yasam ve yaslanmanin

genetik bileseninin aydinlatilmasini saglayacaktir. Bu sayede genlerin belirlenmesi artik



sadece aile agaci analizleri ile sinirli kalmayacaktir. Binlerce vaka-kontrol galismalarina
olanak saglayacak sekilde genotipleme teknolojsi ¢ok biiyiik ilerleme kaydetmistir. Uzun
yasam birleseni tek basina ¢ok onemli olmasina ragmen, yaslanma olgusunu kapsayan
farkli birey fenotiplerinin genetiginin ortaya c¢ikarilmasi ¢ok daha ilgi ¢ekici olacaktir. Bu
yiizden bir popiilasyondaki bireylerin orta yastan gec¢ yasa kadar yaslanma fenotiplerinin
ortaya ¢ikarilmasi Onemlidir. Bu tarz calismalar bir hastalik gelisiminde anlik bir
gorlintiiden ¢ok hastaligin biitiin basamaklarinin tam olarak goriintiilenmesini saglar. Uzun
yasam ve yaslanmay1 kontrol eden genlerin arastirilmasindaki esas nokta ise popiilasyon
kaynaklarini seferber ederek giiniimiizdeki arastirma olanaklardan faydalanmaktir (Vijg et

al. 2005).

2.3. Diinya’da ve Tiirkiye’de Dogusta Beklenen Yasam Siireleri

Sekil 2.1.  Diinya ¢apinda dogusta beklenen yasam siireleri (CIA,The World
Factbook,2008)

Son yiizy1l boyunca bat1 toplumlardaki ortalama yasam stirelerinin 6nemli derecede
artmakta oldugu goriilmiistiir (Oeppen et al. 2002). Ornegin Japonya’da son altmis yil
icinde beklenen ortama yasam siiresi 50’den 80’e yiikselmistir. Yasam siiresinde goriilen
bu artisin nedenini, bu siire icersinde populasyon genomunda degisikliklerle
aciklamaktansa cevresel faktorler ve tibbi bakim kosullarinin gelistirilmesiyle agiklamak
daha olasidir. Fakat toplam populasyondaki beklenen yasam siiresinin artisi, bireyler

arasindaki yagsam stiresi farkliligin1 degistirilmemis olarak gostermektedir. Bunu sosyo-



ekonomik faktorler agiklayabilegi gibi, genetik faktorlerin biiyiik 6l¢iide rol oynadigi da
bilinmektedir. ikizler ve uzun Omiirlii ailelerde yapilan calismalar sonucunda yasam
stirelerindeki %20-30 farkliligin genetik faktorlerle belirlendigini ve bunun ilerki yaslarda
hayatta kalmada 6nemli bir etkisi oldugu 6ne siiriilmiistiir (Herskind et al.1996; Mitchell et
al 2001; Hjelmborg et al.2006). Buna ek olarak, yiiz yaslarina kadar yasamis olan
bireylerin kardeslerinin ayn1 yaslara kadar dmiirlerini siirdiirme sanslarinin, ayn: zamanda

dogmus diger bireylere gore daha yiiksek oldugu saptanmistir (Perls et al.2002).

Tiirkiye’de 193540 yillar1 arasinda 35.43 olan yasam siiresi Tiirk Istatistik Kurumunun
2008 yil1 verileri itibariyle 71.8 olmas1 beklenmektedir.

Cizelge 2.3. Tiirkiye icin dogusta beklenen yasam siireleri (Tiirk Istatistik Kurumu, 2008)

Turkey : Life expectancy at birth

(years)

Males Females Total

Year
1935-40 34,68 36,23 35,43
1940-45 30,1 32,65 31,34
1945-50 36,68 39,59 38,1
1950-55 41,96 45,16 43,52
1955-60 44 68 48,63 44 61
1960-65 47,93 52,02 49,93
1965-70 51,07 55,27 53,12
1970-75 52,99 57.3 55,09
1975-80 54,78 59,37 57,01
1980 55,8 60,3 58,0
1981 56,3 60,7 58,4
1982 56,7 61,1 58,8
1983 57,5 61,9 59,6
1984 58,6 63,1 60,8
1985 59,8 64,3 62,0
1986 60,9 65,5 63,2
1987 62,1 66,7 64,3
1988 62,9 67,5 65,2
1989 63.4 68,0 65,6
1990 63,8 68,3 66,0
1991 64,2 68,7 66,4
1992 64,5 69,1 66,7
1993 64,9 69,4 67,1
1994 65,2 69,8 67,4
1995 65,6 70,2 67,8
1996 65,9 70,6 68,2
1997 66,3 70,9 68,5
1998 66,7 71,3 68,9
1999 67,1 71,8 69,4
2000 68,1 72,8 70,4
2001 68,2 73,0 70,5
2002 68,4 73,2 70,7
2003 68,6 73.4 70,9
2004 68,8 73,6 71,1
2005 68,9 73,8 71,3
2006 69,1 74,0 71,5
2007 69,3 74,2 71,7
2008 69,4 74,3 71,8

Not 1935-1980 yillar aras! “ Tarkiye Ntfusu, 1923-1994 " adli yayindan alinmistir.

Diger yilar dolayli yolia tahmin edilmistir.



2.4 Hemostaz

Hemostaz koagulasyon ve fibrinolizis arasindaki hassas dengenin korundugu
fizyolojik bir siirectir. Primer hemostazi trombositler ve vaskiiler endotel saglarken
sekonder hemostazda fibrinolitik sistem elemanlar1 ve koagiilasyonda rol oynayan
proteinler gorev alir. Hemostaz dengesinin saglanmasi i¢in bir¢ok feed-back sistem kontrol

mekanizmasi saglamaktadir.

FAKTORLER(Tpa,PLG) Fonksiyon kazanimi
Hiper-trombosit fonksiyonu

FIBRINOLIZ l
trombositoz

s Artan faktorler(I-XIl11)
- FactorV Leiden
INHIBITOR(PAI-1) e l

Trombosit

inhibitori(PGI2) i

Azalan dogal
antikoagiilanlar
(Pro C,ProS,
Antitrombin)

KOAGULASYON

Fonksiyon kayhi
Sekil 2.2. Hemostaz Dengesi (Kandice Kottke-Marchant, 2001)

Dogal antikoagiilanlarin fonksiyon kaybina neden olan veya prokoagiilanlarin
fonksiyon kazanimina neden olan mutasyonalara bagli olarak kan komponentlerinde
meydana gelen genetik bozukluklar, fibrinolitik fonksiyonun azalmasina veya artan
fonksiyon sonucu trombiise yol agabilir (Sekil 1). Protrombotik ve antitrombotik faktorler
farkli mekanizmalarla tromboz olusumuna yol acabilir. Pihtilagmadaki fonksiyon artisi
veya fibrinolizdeki azalig trombiise neden olabilir. Protein C, Protein S veya antitrombin
gibi antikoagiilanlarda goriilen fonksiyon kaybi mutasyonlar1 trombozla iliskilendirilir.
Bunun tersine, koagiilasyon faktorlerinin fonksiyon kazanim mutasyonlar1 da tromboz i¢in
bir risk olusturmaktadir. Buna 6rnek olarak FVL ve protrombin mutasyonlar: verilebilir.

Benzer bir bigimde artan trombiis olusturucu fonksiyon veya azalan trombiis inhibitorleri



yine tromboz Onclisii olabilir. Azalan profibrinolitik faktorler (Tpa/Plazminojen) veya
artan fibrinolitik inhibitorler (PAI-1/A2PI) de 6nciil trombotik durum nedenlerindendir
(Kottke-Marchant et al. 2002).

2.5 Pihtilasma mekanizmasi

Pihtilagma sisteminde birbirinin aktivasyonunu ya da inhibisyonunu kontrol eden
cok sayida protein gorev alir. Ekstrensek, intrensek ve ortak yol sonucunda pihtt olusumu

gergeklesir.

|  Ekstrensek yol || Intrensek yol | Hmox-1

¥

co
'
Doku » {-)
Faktdril
Y —
DALl | Fibrinoliz
(-)
‘\\(.]] :
Ay — APC -
4
,J(;L—’”j tPA, uPA
T y ™
-
' - - '
~ Y Fibring —
Ortak yol

Sekil 2.3. Pihtilasma mekanizmasinin olusturan ekstrensek, intrensek ve ortak yol

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=eurekah&part=A720).

Damar hasarini takiben doku faktoriiniin salinimi ile kan pihtilasmasi baglar. Ayrica
aktive trombiis ve lokositler tarafindan da ifadelenen tek zincirli glikoprotein yapisinda
olan doku faktorii, Faktor VII’ye baglanarak kan pihtilasmasini baslatir. Plazmada
zimojen halde bulunan FVII, doku faktorii ile kompleks olusturup katalitik etkinligini 4
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kat arttirarak enzimatik reaksiyonlarin baslamasini saglar. Protrombin aktiflestirici
enzim sayesinde protrombinaz serin proteaz faktor Xa ve kofaktor olan Va ile kompleks
olusturur. Protrombinaz kompleksi adi verilen bu kompleks az seviyede protrombini
(FII) trombine (FIla)‘e doniistliriir. Bu eser miktardaki trombin FV, FVIII ve FXTI’i
aktive ederek siklusa doniip trombin olusumunu arttirir. Trombiis yiizeyinde TF-VIla
veya FXIA tarafindan aktive olan FIXa ve kalsiyum varliginda FVIIIA ile trombiis
tenaz kompleksini olusturur. Boylece daha fazla FX aktive olup aktive FV ile “trombin
patlamasin1” saglar. {1k trombin aktivasyonundan daha ¢ok bu trombin patlamas: stabil

hemostaz plagi olusumu i¢in dnemlidir (Hoffman et al. 2007).

Pihtilasma antitrombin (AT) (Pike et al. 2005), Doku Faktdr Yolu Inhibitdrii
(TAPI) (Sanset et al. 1996), Protein C yolagi (Dalhback et al. 2005) ve az olarak da
heparin kofaktér II (HCII) (Tollefsen et al. 2007) ve Protein Z-bagimli Proteaz
Inhibitérii (ZPI) (Broze et al. 2001)tarafindan regiile edilir. Protein C inhibitorii ve
Plazminojen Aktivatdr Inhibitdrii-1 (PAI-1) (Cooper et al. 1995, Meijer M et al. 1997)

de trombini inhibe ederek pihtilasmaya katki saglarlar.

2.6. Fibrinolizis

Fibrinoliz, kan pihtisinin engellenmesi ve ¢oziilmesi i¢in fibrinin fiziksel yikimi
olarak aciklanmaktadir (Cesarman-Maus et al. 2005). Zimojen olarak bulunan
Plazminojen, bir serin proteaz olan Plazmine doniistiigiinde fibrinin ilk degredasyonunu
saglanir. Fibrin plazminojenin aktivasyonu i¢in bir kofaktdr olarak rol oynarken, plazmin
icin de bir siibstrat olarak gorev alir. Fibrin varliginda doku plazminojen aktivatorii (t-PA)
plazminojeni, fibrin proteolizini saglayan plazmine doniistiiriir. Fibrin degredasyonu fazla

plazminojen aktivasyonunu engeller (Wiman et al. 1978).
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Tissue plasminogen
activator (tFA)
PLASMINOGEN

Plasminogen activator P Factor xla, Xlla
inhibifor 1 & 2 Kallikrein

¢ PLASMIN
'\\ aiz-antiplasmin

rokinase v\

FIBRIN =< FIBRIN DEGRADATION
T PRODUCTS

dio-macroglobulin

THROMBIM p [rombin-activatable
fibrinolysis inhibitor
Sekil 2.4. Fibrinolizis Mekanizmas: (mavi oklar uyarimi, kirmizi oklar inhibisyonu

gostermektedir) (http://en.wikipedia.org/wiki/File:Fibrinolysis.png)

Serin proteaz olan doku plazminojen aktivatdr endotel hiicreler tarafindan
sentezlenir ve salimir. t-PA fibrine baglanmasimin yanisira Annexin II ve endotel
hiicrelerde ve trombiis ylizeyinde ¢ok sayida farkli reseptorlere baglanir (Miles et al. 2005).
Boylece plazmin olusumu ve fibrinoliz trombiis olusumunun gergeklestigi alanda sinirlt
kalir. Fibrinoliz ¢gogunlukla antiplazmin, plazminojen aktivator inhibitorii olan PAI-1 ve
trombin aktive edici fibrinoliz inhibitorii olan TAFI tarafindan kontrol edilir (Mosnier et al.

2006).

2.7. Protein C Sistemi

Protein C yolu hemostazda pihtiy1r ¢evreleyen alanda trombin olusumunu kontrol
etmekte gorev alir (Esmon et al. 2003). Zimojen protein C (PC), endotel hiicre protein C
reseptorli (EPCR) tarafindan endotelyuma lokalize olur (Fukudome et al. 1996). Pihtilagma
yolu ile olusan trombin bir integral membran proteini olan Trombomoduline (TM)

baglanarak endoltelyuma yerlesir. Endoltel hiicre ylizeyinde TM bagli trombin, protein
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C’yi bir serin proteaz olan aktif protein C’ye donistiiriir (Stearns-Kurosawa et al. 1996).
Protein S varliginda APC, FVa ve FVIIIa’y1 inaktif hale getirir (Lu D. et al. 1996).
Boylece endotelyumun hasar gérmedigi kisimda pihti c¢evresinde daha fazla trombiis
olusumu engellenmis olur (Esmon et al. 2003). FVa’nin APC tarafindan inaktif hale
gelmesi reseptor ve efektdor mekanizmalarint bozarak FXa ile ilgili fonksiyonlarini da
inhibe eder. Bdylece FVa'nin APC tarafindan gerceklestirdigi  inaktivasyon
mekanizmasindaki diizensizlikler, protrombin aktivasyonunun siirdiiriilmesinden dolay1
trombotik olaylarla, trombotik olaylarin siddeti ise defektin molekiiler temeli ile iliskili
olabilir. Ailesel trombiisdeki olgular Protein C, Protein S ve trombomodiilin eksikligiyle
ilgilidir ve bu Protein C yolu fizyolojik agidan anlamlilig1 oldugunu gostermektedir. Faktor
V’deki goriilen 1691G-A mutasyonu ailevi tromboz ile iligkilidir ve APC direnci Vendz

Trombozlu hastalarda tespit edilmistir.

2.8. Faktor V 1691 G-A ve Tromboz

Normal hemostatik dengenin korunmasinda asil rol oynayan enzim kofaktorii Faktor
V (FV)’dir. FV 330kDa agirliginda tek zincir bir glikoproteindir (Tracy PB et al. 1982).
Plazmada serbest halde bulunmasinin yanisira trombositlerin a-graniillerinde de bulunurlar
(Tracy PB et al. 1982, Chesney CM et al. 1981). Koagiilasyon sirasinda trombosit
aktivasyonunun sonucunda FV salgilanir. Birgok hiicre tipinin FV sentezledigi belirtilse de,
oncelikli olarak karaciger tarafindan FV biyosentezinin gerceklestigi ve tek zincir halinde
sentezlenen bu molekiiliiniin translasyon sonrasi bircok modifikasyona ugradiktan sonra

kana salindig1 bilinmektedir (Owen CA Jr et al. 1977, Wilson DB et al. 1984).

Birinci kromozomun uzun kolunda lokalize olan FV geni 25 ekzondan meydana
gelip 80 kb’lik bir alani kapsar. Izole edilmis cDNA’s1 6672 baz cifti uzunlugunda ve 2224
aminoasitlik bir 6ncii protein sentezler (Kane WH et al. 1987 ,Jenny RJ et al. 1987).

2.8.1. Antitrombin III eksikligi

Antitrombin III, basta trombin ve faktdr X olmak {izere koagulasyon rol oynayan

cok Onemli aktive proteinlerin inhibitoriidiir. Antitrombin III eksikliginde oncelikle alt
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ekstremitelerde derin ven trombozu goriilmektedir. Antitrombin III eksikligi trombozlu
bireylerin yaklagik % 1-2’sinde gozlenmektedir (Federman et al.2001, Bick et al. 2001,
Leebeek et al. 2001).

2.8.2. Protein C Eksikligi

Protein C, aktif faktor V ve Faktor VIII’in inhibitoriidiir. Protein C eksikligi olan
hastalarda derin ven trombozu goriilmektedir. Trombozlu vakalrin yaklasik %2-5’inde
Protein C eksikligi goriilmektedir (Federman et al.2001, Bick et al. 2001, Leebeek et al.
2001).

2.8.3. Protein S Eksikligi

Protein S, Protein C’nin kofaktoridiir. Aktif faktér V ve Faktor VIII’in
inhibisyonunda goérev almaktadir. Protein C eksikligi olan hastalarda alt ekstremitelerde
derin ven trombozu ile birlikte arteriyel tromboz da goriilmektedir. Trombozlu bireylerin
yaklasik % 2-3’tinde Protein S eksikligi goriiliir (Federman et al.2001, Bick et al. 2001,
Leebecek et al. 2001).

2.8.4. Aktive Protein C Direnci

Vendz trombozun en 6nemli nedenlerinden biri APC direnci olarak bilinir. FV
geninde 1691 pozisyonundaki G-A yanlis anlam mutasyonu sonucu Arjinin amino asidi
Glutamine dontismektedir. Bu degisim Faktér V molekiiliinde aktif protein C igin yer alan
kesim noktasini etkilemektedir. Boylece mutant faktor V, aktif protein C tarafindan inaktive
edilmeye direngli hale gelir. FVLeiden olarak adlandirilan bu mutasyon simdiye kadar

tromboz i¢in bilinen en yaygin risktir.

Aktive protein C direnci faktér V Leiden mutasyonu nedeniyle gelisen ve vendz
tromboza neden olan en sik trombofili nedenidir. Toplumda bu mutasyonun siklig1 % 2-7

arasinda degismektedir. Idiyopatik derin ven trombozlu olgularin yaklasik % 40’indan
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Aktive protein C direncinin sorumlu oldugu bildirilmektedir. Homozigotlarda tromboz
riski 50-100 kat heterozigotlarda ise 5-10 kat artmustir. Faktor V Leiden mutasyonu,
protein C-S eksikligi veya antitrombin III eksikligi ile birlikte goriildiigiinde tromboz riski
katlanarak artmaktadir (Lee et al.2001, Rosenberg et al. 2001).

2.8.5. Protrombin 20210A Mutasyonu

Tromboza neden olan bir baska yaygin genetik risk faktorii ise protrombin genindeki
G20210A mutasyonudur. Bu mutasyon genin 3’ucundaki 20210 niikleotid pozisyonunda
gerceklesmektedir. Fonksiyon kazanimi saglayan bu mutasyon yiiksek seviye plazma

protrombinine ve trombiis olusumuna neden olur (Kottke-Marchant et al.2002).

Protrombin genindeki G20210A mutasyonu ven trombozu icin bir risk faktori
oldugu gibi arteriyel tromboza da neden olabilmektedir. Bu durumun artmis protrombin
plazma diizeylerinin trombozla iligkili olabileceginden kaynaklandig: ileri siiriilmiistiir.
Protrombin G20210A mutasyonu, faktor V Leiden mutasyonu ile birlikte oldugunda
tromboz riski artmaktadir (Mansilha et al.2002, Gemmati et al. 2001).

2.9. Plazminojen Aktivasyon Sistemi

Plazminojen aktivasyon sisteminin iiyelerinden biri olan plazminojen aktivator
inhibitorii—1 bir¢cok biyolojik siiregcte rol oynar ve hastaliklara bagli olarak fazla ve az
ekspresyonu veya normal seviyesi bazen sasirtict sonuglar ortaya ¢ikarabilir. Plazminojen,
tirokinaz plazminojen aktivatorii (uPA) veya doku plazminojen aktivatorii (tPA) tarafindan
aktif formu olan plazmine doniistiiriilen bir pro-enzimdir. Proteolitik bir enzim olan
plazmin, bag doku proteinleri ve bazal zarlar1 parcayabilme 6zelligine sahiptir. Ayrica
diger latent proteolitik enzimleri aktive ederek, parcalanacak protein spektrumunu
genisletir. Dokularin yeniden bigimlendirilmesinde, tiimor invazyonunda, metastaz
gelisimi ve anjigonez mekanizmalarinda plazmin anahtar enzim rolii oynamaktadir (Iishi et

al. 1995).
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Urokinaz plazminojen ve doku plazminojen aktivatorleri proteolitik kesim sonucu
plasminojeni plazmine déniistiiren zayif proteolitik enzimlerdir. Urokinaz plazminojen
aktivatorii, hiicre gogii, yara iyilesmesi ve doku bicimlendirilmesi gibi bir¢ok fiziksel ve
patolojik durumda hiicresel proteolizde yer almaktadir. Doku plazminojen aktivatorii ise

intravaskdiler pitht1 eritilmesine araci olmaktadir (Ossowski et al. 1988).

PAI-1,PAI-2,PAI-3 ve nexin proteini olmak lizere bilinen dort adet iirokinaz ve
doku plazminojen aktivatorii inhibitér proteini bulunmaktadir. Bu proteinlerin hepsi
aktivasyon diizeyinde proteolize aracilik eden regiilator proteinlerdir. Bunlardan PAI-1
aktive, latent ve kesik olmak {iizere ii¢ farkli formda bulunur ve iki gorevi vardir. Birinci
gorevi plazminojen aktivasyon sisteminin direk inhibitorii olmasi, ikinci gorevi ise
adezyon glikoprotein olan vitronektin ile olan etkilesimi sonucu metastaz ve doku
modellemesidir. Ikinci gérevi proteinaz inhibisyon &zelliginden bagimsizdir. Bu serpine
has olan 6zelligi ise konformasyonel ve fonksiyonel 6zellikleri arasinda siki bir iliski

olmasidir (Ngo et al. 2001).

Urokinaz plasminojen aktivatdriiniin baglanma bolgesi uPA reseptdrii (uPAR)
olarak adlandirilir. Bir glikoprotein olan uPAR {irokinaz plasminojen aktivatoriinii hiicre
ylizeyine baglarken ayni zamanda plazminojeni aktiflestirme gorevini gergeklestirir

(Kwaan et al. 1991).

PAI-1 genindeki mutasyon sonucu plazminojen aktivatdr inhibitorii fonksiyonunda
defekt veya dokuya 0zel olarak PAI-1 ifadelenmesinde azalma goriilmektedir. Ayrica
PAI-1 ifadelenmesini veya aktivasyonunu kontrol eden vitronektin gibi, herhangi bir
faktordeki bir mutasyon da PAI-1 fonksiyonunda bozulmaya neden olabilir (Fay et al.
1997).

Kanser, obezite, renal hastaliklar ve metabolik sendromlar gibi hastaliklarda PAI-1
seviyesi ve aktivitesinde artis gdozlenmektedir. Fibrinolizisin inhibe edilmesine bagli olarak
ortaya c¢ikan koroner kalp hastaliklar1 ve miyokard enfarktiisii yine PAI-1’in yiiksek
seviyeleriyle iliskilendirilmektedir. Bobreklerdeki iirokinazin ana inhibittérii olarak
fibrinin plazminojen tarafindan yikimini azaltir (Ma et al. 2009). Buna ek olarak PAI-1
4G/5G polimorfizmi ve yiiksek seviye PAI-1 spontan disiiklerle iliskilendirilen vendz
trombozembolizm riskini arttirdig1 diisiiniilmektedir (Schenk et al. 2008). Plazminojen

aktivator inhibitoriiniin yiiksek seviyede bulunusuyla obezite arasindaki iliskinin 2.tip
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diyabetine ve kardiyovaskiiler komplikasyonlara neden oldugu gosterilmistir (Schalkwijk
et al. 2000).

2.9.1 Plazminojen Aktivator Inhibitor-1’in Yapi ve Fonksiyon liskileri
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Sekil 2.5. PAI-1 gen lokalizasyonu

Plazminojen Aktivatér Inhibitérii-1’in  (PAI-1) plazminojen aktivasyonunun
fiziksel inhibitorliigii Oncelikli gorevidir. Doku tipi ve urokinaz tipi plazminojen
aktivatorleri ile birlikte Serin Proteaz Inhibitor siiper ailesi iiyesidir. 7.Kromozomun
uzun kolunda q22.1 de lokalize (sekil 3) olan gen, 9 ekzon ve 8 introndan olusmaktadir.
50kDa olan PAI-1, 379 amino asit igeren bir glikoproteindir. Karaciger, endotel ve diiz

kas hiicreleri ve trombositler tarafindan salinir (Francis C.W et al, 2002).

'S 'S 5222768
rs2227631 rs1799889 . .cno9p 1226668 rs2227683

-844 A/G  -675 5G/HG 4 Thy 52227666
I AlalSThr (5997708 T\qzl[J‘ﬁﬁz r;"22 670 152227694 187242

S0 N Py

Sekil 2.6. PAI-1 gen polimorfizmleri

-

Simdiye kadar bilinen 8 gen polimorfizmi vardir ve bunlardan en Onemlisi
transkripsiyon baslangic bolgesinden 675 yukart pozisyonda bulunan guanin bazi

insersiyon/delesyonudur (Sekil 4).
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PAI-1 -675 4G/5G polimorfizmi bir Guanin niikleotidinin 4G’ye eklenmesi ya da
5G’den ¢ikarilmasiyla ortaya cikar. Genin transkripsiyon bagslatma bolgesinde -675
noktasinda aktivator ve reprssor baglanma bolgeleri oldugu tespit edilmistir. Yapilan
caligmalarda 5G alleli ilave bir protein baglanma bdlgesi igerirken, 4G allelinde bu
bolgenin olmadigr saptanmistir. 4G’nin artan PAI-1 diizeyleriyle iligkili oldugu
bulunduktan sonra, 5G allelinde bulunan bu baglanma bdlgesinin bir repressor protein igin

yer aldig1 diistiniilmistiir (Sekil 5).

® s6co > PAI-1 T

GGGGG N
Repressor

Sekil 2.7. 4G ve 5G motiflerinin PAI-1 transkripsiyonuna etki mekanizmasi

2.10. MOLEKULER TEKNIKLER

2.10.1. Cozeltiler ve Soliisyonlar

DNA izolasyonu sirasinda kirmizi kan hiicrelerini par¢alamak i¢in Red Blood Cell
(RBC) lizis ¢ozeltisi, DNA’nin saflastirilma asamasinda, protein tabakasini ayirmak igin
fenol / kloroform karisimi, polimeraz zincir reaksiyonunu takiben kullandigimiz agaroz jeli
hazirlamak i¢cin TBE (Tris Hidrojen kloriir Borik asit EDTA - Etilendiamin tetraasetikasit-
), Restriksiyon enzimitle kesim gerceklestirildikten sonra kullandigimiz PAGE jelini
hazirlamak i¢in akrilamid/ bisakrilamid ¢o6zeltisi, amonyum per siilfat ¢ozeltisi (APS) ve

TEMED (N,N,N’,N’-tetrametilen-etilendiamin) soliisyonlar1 kullanilmistir.
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2.10.2. DNA Ekstraksiyonu:

DNA, kan 6rneklerinden klasik fenol/kloroform izolasyon yontemi ile elde

edilmistir. izole edilen genomik DNA nin ¢oktiiriilmesinde etanol kullanilmistir.

2.10.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR):

1985 yilinda Henry A.Erlich, Kary Mullis ve Randall K.Saiki tarafindan
gelistirilen polimeraz zincir reaksiyonu niikleik asitlerin uygun kosullarda bir tiip icersinde

cogaltildig bir tiir “in vitro klonlama”dir (Akar,1999).

PCR hedef DNA dizilerinin cogaltilma reaksiyonu olan hizli bir metotdur.
Reaksiyonu baslatmak i¢in ¢ogaltilacak DNA 6rnegi, ¢ogaltilacak bolgenin iki ucundaki
DNA dizisini taniyip baglanacak olan sentetik primerler, DNA primerlerine baglanip
3’ucuna niikleotidleri ekleyerek sentezlemeyi yapacak olan DNA polimeraz, sentez igin
kullanilacak olan deoksiniikleotidfosfatlar ve polimerazin ¢alisma kosullar1 i¢in uygun

ortami saglayan tampon gereklidir (Akar,1999).

PCR {i¢ asamadan olugsmaktadir. Birinci agsama yiiksek 1s1 ile DNA zincirlerinin
birbirinden ayrilmasini saglayan denatiirasyondur. Cift zincir DNA yaklasik 90 °C-95 °C’e
kadar 1sitilarak tek zincir haline getirilir. Bir sonraki adim ise, 18-20 baz uzunlugundaki
sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA bdlgelerine baglanma basamagidir. Bu asamada
ise sicaklik diisiiriilerek primerlerin DNA uglarina baglanip kalip DNA sentezini
baglatmalar1 saglanir. Son asamada olarak adlandirilan zincir uzamasinda ise ortamda
bulunan dNTP’lerle 72°C’de, hedef DNA’nin polimerizasyonunun saglanir. PCR’ 1 bir
siklusu bu ti¢ basamaktan olusur ve bu 20-30 kere tekrarlanir. Tekrar sayisina bagli olarak
elde edilecek iiriin miktar1 da artar. Boylece hedef DNA amplikasyonu gerceklesmis olur

(Akar, 1999).
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2.10.4. Restriksiyon Endoniikleaz (RE) ile Muamele

Cogaltilan PCR diriinlerinin  incelenmesi i¢in uygulanan bir ydntemdir.
Restriksiyon endoniikleazlar ¢ift sarmal DNA pargalarini ¢ok spesifik noktalardan keserek
DNA maniiplasyonunu saglayan enzimlerdir. Bakterilere 6zgii olan restriksiyon enzimlerin
esas gorevleri disaridan bakteriye giren yabanci gen veya markir tasiyan materyalleri
ayristirtp mutasyonlart onlemektir. Bakteri tiirlerinin genetik stabilitesini saglayan bu
enzimler DNA {izerindeki 6zgilin palindromik bir bolgeyi taniyarak ¢ift sarmal DNA’y1
fosfodiester bagindan keserek iki parcaya ayirir. Bu kesilen pargalar iki yonde simetriktir
(Akar,1999).

2.10.5 “Site-Directed Mutagenesis” ile PCR

Molekiiler tekniklerde yer alan bu yontem bir rekombinant-DNA olusturma
yontemidir. Restriksiyon enzimleri ile muamele yapilacak PCR iiriinlerinde kesim
noktalar1 olusturmak ve PCR’da 0Ozgiinliigii arttirmak amaciyla uygulananir. Primer
baglanmalar1 sirasinda 5’ucuna yakin bolgelerde yapilan bir ya da birkag bazlik
degisiklikler 6zgilinliigli arttirip bir kesim noktasi yaratabilir ya da ortadan kaldirabilir.
PCR sonucu olusan tirlinler baz degisikligi olan primere uygun olarak ¢cogalacak ve istenen
dizinin amplifikasyonu saglanmis olacaktir (Akar,1999). Calismamizda kullanilan PAI-1

primerleri i¢in “site-directed mutagenesis” kullanilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Calismanmiz Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglhigi ve Hastaliklart Ana Bilim
Dal1; Cocuk Genetik Bilim Dali Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. 0—18 yas araliginda
222 Pediatrik Inme ve 70 yas iizeri olmak iizere 170 Derin Ven Tromboz tanisi olan
bireyler hasta grubu olarak kullanilmistir. 0-18 yas aralifinda 191 ve 70 yas {izeri 221
birey de negatif kontrol olarak kullanilmistir. 0-18 yas araligindaki hastalarin % 51.87’si
erkek ve % 48.13°1 kadin bireylerden olusturmaktadir. Ayn1 grubun negatif kontrolii ise %
45.64°10 erkek ve % 54.36’s1 kadin bireylerden olugmaktadir. 70 yas ve lstii hasta
grubundaki cinsiyet dagilimi ise % 48.15 erkek ve % 51.85 kadin seklinde olup bu grup
icin kullanilan negatif kontrollerin ise %50.31°1 erkek ve %49.69’u kadin bireylerden
olugmaktadir. Bu bireylerin ailevi tromboz dykiileri bulunmamaktadir. Caligmaya ait biitlin
DNA ornekleri laboratuvarimizin “DNA Bankasi”ndan temin edilmis ve bireylerden

gonilli onam formlar1 alinmustir.

3.1.YONTEMLER
3.1.1. DNA izolasyonu

Calismamizda kullanilan DNA’lar laboratuvarimizin kan bankasindan temin edilip
klasik fenol/kloroform yontemiyle izole edilmistir. Bu yontemde hasta kanlar1 0,5 M
EDTA (Sigma, ABD)’l1 tiip igersine 10cc alindiktan sonra 25cc Red blood cell (RBC) lizis
soliisyonu[155 mM Amonyum Klorid (AppliChem, Almanya); 10mM Sodyum Bikarbonat
(Merck, Almanya); 0,5 mM EDTA (AppliChem, Almanya)] ile 20 dk buzda bekletilir.
+4°C de, 4000rpm’de 15 dk santrifiij (Hettich, Almanya) edildikten sonra siipernatant
uzaklagtirilir ve bu islem tiim eritrositler patlatilana kadar devam edilir. Kirmizi1 kiireler
elimine edildikten sonra ¢ekirdekli hiicrelerle; 20pg/ml olacak sekilde Proteinaz K enzimi
(MBI Fermentas, Litvanya), son konsantrasyon %0.5 olacak sekilde %10’luk Sodyum
Dodesil Siilfat (SDS) (Merck, Almanya) ve beyaz kiire hacminin 2.5 kat1 olacak sekilde
Niikleaz solusyonu [Trisklorid (Amresco, ABD) pH: 8; 100mM Sodyum Klorid (Merck,
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Almanya), ImM pH: 8 EDTA (AppliChem, Almanya)] ilave edilerek bir gece 56°C’de su
banyosunda (Niive, Tiirkiye) bekletilir. Ertesi giin 1:1 oranda Fenol/Kloroform[Fenol
(Merck, Almanya), Kloroform (Merck, Almanya), Izoamilalkol (Merck, Almanya)] ilave
edilerek 10 dk elde iyi bir sekilde ¢alkalanir. 20 dk buzda gémiilii bir sekilde bekletildikten
sonra +4°C, 4000rpm’de 20 dk santrifiij edilir. Siipernatant ayr1 bir tiipe aktarilir ve 1\10’u
kadar 2M sodyum asetat (Sigma, ABD) ve toplam hacmin 2 kati kadar %95’lik alkol
(Tekel, Tirkiye) ilave edilir. Tiip nazik¢e calkalanir ve DNA goriiniir hale getirildikten
sonra -20°C’de bir gece bekletilir. Bir sonraki giin +4°C’de 4000rpm’de 20 dk santrifiij
edilir. Siipernatant uzaklastirilir, DNA dipte ¢okelek halinde kalir. 15 dk kurutulduktan
sonra TE [Tris-EDTA (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA)] soliisyonunda 37°C’de bir gece
cOziilmesi i¢in bekletilir. Elde edilen DNA +4°C veya -20°C’de saklanir.

3.1.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PAI-1 geni promotor bdlgesi, F: 5’CACAGAGAGAGTCTGGCCACGT3’,
R:5’CCAACAGAGGACTCTTGGTCT3 primerleri  kullanilarak ~ Polimeraz =~ Zincir
Reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltilmistir.

PCR i¢in; 10X Taq tampon ¢ozeltisi (Bioron, Almanya), 25mM MgCl, (Fermentas,
ABD), son konsantrasyon 2mM olacak sekilde dNTP [ (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
(Bioron, Almanya)], son konsatrasyonu 10pmol/ul Forward ve Reverse primerler (Alpha,
Kanada), Taq DNA polimeraz (Fermentas, ABD)kullanilmis ve son hacim 50ul’e ddH,O

ile tamamlanmustir.

Polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik sartlar1 95 derecede 5 dk, 94 derecede 1dk, 60
derecede 1dk, 72 derecede 1dk olmak iizere 34 sikliis tekrar olarak ve son siklusta 72
derecede 1dk olarak PCR cihaz programi ayarlanmistir (Thermal Cycle, Biometra,
Almanya). Polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda 98/99 baz ¢ifti uzunlugunda {irtinler

elde edilmis ve agaroz jel elektroforezi ile incelenmistir.
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cacagagagagtctggccacgt agtcagccgtgtatcatcggaggegyg
ccgggcacatggecagggatgagggaaagaccaagagtectetgtigggecca
agtcctagacagacaaaacctagacaatcacgtggctgge

Dizi 3.1. PCR ile amplifiye edilen PAI-1 -675 4G/5G gen degisimi olan bolge.

3.1.3 Agaroz Jel Elektroforezi:

54 g Tris (Amresco, ABD), 27,5g Borik asit (AppliChem, Almanya), 20ml 0.5M
pH:8 EDTA (AppliChem, Almanya) karistirilip 1000mL distile su (ddH,O) eklenmesiyle
TBE 5X hazirlanir. TBE 5X soliisyonu 1/5 oraninda seyreltitip TBE 1X elde edilir.
%?3’liik hazirlanan agaroz (Sigma, ABD) jel i¢in 4.5g agaroz 150 ml TBE 1X soliisyonuyla
karigtirilir. Hazirlanan karisimi agarozun erimesi i¢in mikrodalga firinda (Beko, Tiirkiye)
kaynatilir. Homojen bir karisim halini alan karisim buharlagmasi duracak kadar sogutulup
ve %5’lik stok soliisyondan 7 ul Etidyum Bromid (Sigma, ABD)ilave edilir. lyi bir sekilde
calkanan karisim hava kabarciklar1 olmaksizin uygun taraklarla dnceden hazirlanmis olan
jel tabagia (Qwl Scientific, ABD) dokiiliir ve donmasi i¢in 30 dk bekletilir. Donan agaroz
jel elektroforez tankina (Biometra, Almanya) yerlestirilip tizeri TBE 1X ile doldurulur.
10ul PCR fiiriinii 2pul Brom-Fenol Mavisi (BBF, Merck, Almanya) ile karistirilip,75 V
akimda 30 dk yiritilmiistiir. Cogalan PCR iiriinlerinin tespit edilmesi i¢in, marker
(®X174 DNA-Haelll BioLabs, ABD; ®X174 DNA-Hinfl BioLabs, ABD) PCR
tirlinleriyle birlikte jele 3ul yiiklenir. Ultraviyole 151k (Spectroline, ABD) altinda incelenen
bantlar, fotograflanir (Alpha Imager, ABD).

3.1.4.1. PCR Uriinlerinin Restriksiyon Endoniikleaz Enzim ile Muamelesi

PAI-1 Geni promotor bdlgesinin PCR iiriinlerinin agaroz jelde goriintiilenmesini
takiben BseLl (5’...CCI¥TNNNNNNGG...3’) restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesimi
gerceklestirilmistir. Restriksiyon endoniikleaz tamponu, 10 Unite restriksiyon enzimiyle

birlikte 12,5ul PCR iiriinleri i¢in 55C®de 16 saat inkiibasyonla kesim gerceklestirilmistir.
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3.1.4.2. PAI-1 -675 4G/5G Gen Degisiminin BseLI Enzimi ile incelenmesi

PCR ile c¢ogaltilan 98/99 bg¢ uzunlugundaki PAI-1 promotor bolgesi BseLl
restriksiyon  endoniikleazi ile muamele edilmistir. Bu bodlgede bir Guanin
insersiyon/delesyonuyla olusan 4G ve 5G olmak iizere iki genotip goriilmektedir. BseLI
enzimi i¢in bes Guanin bulunan dizi bir kesim noktas1 yaratirken, enzim 4G i¢in bu noktay1
tantyamamaktadir. Bu durumda bes guanin igeren PCR iiriini BseLl ile kesim
yapildiginda 77 ve 22 olmak iizere 2 farkli bant profili gostermektedir. Dort Guanin
dizisinin bulundugu durumda ise kesim gerceklesmemekte ve 98 baz c¢iflik tek bant
goriilmektedir. Her iki 4G/5G motifinin birlikte bulunmasi durumda ise 98/99, 77, 22b¢’lik

bant profilleri meydana gelmektedir.

3.1.4.3 Poliakrilamid Jel Hazirlanmasi

Poliakrilamid jel %7°lik olacak miktarlarda, %30’luk stok akrilamid soliisyonu,
TBESX tamponu, Amonium Persulfat, TEMED ve distile su magnetik karistiricida
karigtirilarak hazirlanmistir. 49:1 oraninda %30’luk akrilamid/bisakrilamid soliisyonunun
hazirlanmasi i¢in 196 g akrilamid (Merck, Almanya) ve 4 gr N,N'-metilen-bis-akrilamid
(Sigma, Almanya) 200 ml distile su i¢cinde 37°C’de 1sitilarak ¢ozdiiriiliir ve hacim distile su
ile 1000 ml’ye tamamlanir. TBE 5X i¢in 54 g Tris (Amresco, ABD), 27,5 g Borik asit
(AppliChem, Almanya), 20 ml 0,5 M pH8 EDTA (AppliChem, Almanya) 1000 ml distile
su icinde ¢ozdiiriilerek yapilmistir. 0.3 g Amonyum Persulfat (AppliChem, Almanya) 3ml
distile su ile karigtirip %10’luk amonyum persulfat jel polimerizasyonu i¢in kullanilir.
Monomerlerin polimerlesmesini i¢in kullanilan TEMED (Tetra Etil Metilen Deamin) ise

hazir halde kullanilir.

Vertikal jel elektroforezi i¢in kullanilan camlar bol su ile iyi bir sekilde yikanip,
distile sudan gegirilir. En son %70’lik alkolle temizlenir ve kurulanir. Camlarin arasina 1,5
mm’lik spacerlar konulur ve klempler yardimiyla camlar sabitlenir. Hazirlanan diizenege
jel dokiiliip, uygun tarak hava kabarciklar1 olmaksizin yerlestirilir. 30-60 dk bekletilerek
polimerlesmesi beklenir. Polimerlesen jelden taraklar dikkatli bir sekilde ¢ikarilir ve

elektroforeze yerlestirilip TBE 1X tamponuyla camlarin iistii doldurulur. PCR ile amplifiye
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edilip, kesim gergeklestirilmis iiriinlerden 8 pl, 2 upl yiikleme boyasiyla karistirilip
kuyucuklara yiiklenir.

3.1.4.3.1 Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Sabit 150 V’da sogutma yapilmaksizin 3 saat yiiriitiilen poliakrilamid jel, Glimiis

boyamaya tabii tutulduktan sonra bant profilleri incelenir.

3.1.4.3.2 PAGE Jeli i¢in Giimiis Boyama

Glimiis boyama teknigi ti¢ farkl: soliisyon kullanilarak 3 basamakta gergeklestirilir.
% 1’lik glimiis nitrat ¢ozeltisi i¢in 5 g glimiis nitrat (AgNO;) (AppliChem, Almanya)
tartilir ve 500 ml distile su ile karistirilir. Ikinci olarak kullanilan % 15°lik sodyum
hidroksit (NaOH) c¢ozeltisi, 150 g kati sodyum hidroksitin 1000 ml’ye distile suda
¢ozlinmesiyle hazirlanir. Son olarak kullanilan % 7,5’luk Sodyum bikarbonat soliisyonu %
7,5’luk sodyum bikarbonat’in (Na,COs) distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmasiyla

hazirlanir.

Elektroforez tankindan alinan jel, stok sollisyonundan distile su ile 9:1 oraninda
seyreltilerek hazirlanan % 0,1’lik glimiis nitrat soliisyonunda 5 dk bekletilir. Formaldehit
eklenmis % 1,5’luk sodyum hidroksit soliisyonu ikinci basamak olarak jele uygulanir. Son
olarak % 0,75’lik sodyum bikarbonat soliisyonuna alinan jel 1-2 dakika bekletilip glimiis

boyama iglemi basamaklar1 tamamlanmis olur.

3.1.4.4 istatistiksel Analiz

Biitiin veriler TAD VE D-R istatistik programlar1 ile hesaplanmistir. Sikliklar
yizde (%), karsilastirma ve risk degerlendirmeleri Odds Ratio (risk katsayisi) ve
Confidence Interval (giiven araligi) hesaplart %95°lik giivenirlik diizeyinde hesaplandi.

Sonuglar Hardy-Weinberg denklemine uygunluk agisindan teyit edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismaya 392 derin ven trombozu/ pediatrik inme tanisi olan 0—18 ve 70 yas
iistli hasta gruplariyla birlikte, 412 kisiden olusan 0—18 ve 70 yas iistii kontrol gruplari
dahil edilmistir.

4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyon Bulgular:

-

e - e L N ]

98/99 b

Sekil 4.1. PAI-1 promotor bolgesi 98/99 b¢’lik PCR iirlinlerinin agaroz jel goriintiisii, M
(Markar)
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4.2. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) Bulgular

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

ekil 4.2. PAI-1 PCR iiriinlerinin BseL1 restriksiyon enzimiy ile RFLP sonrasi PAGE
S y y
goriintiisii, M (Markir), 6rnekler 2,4,5,6,10,11,12,14 heterozigot, 1,8,9 5G
homozigot ve 3,7,13 4G homozigot
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4.3 Istatiksel Analiz Bulgular

Cizelge 4.1. PAI-1 4G/5G gen degisiminin 0-18 yas ve 70 yas&iistii gruplar i¢in genotip

dagilimi
Yas
Gruol 0- 18 yas 70yas&iistii 0- 18 yas 70 yas&iistii
ruplar
Kontrol Kontrol Hasta Hasta
n=191 (%) n=221 (%) _ 0 _ 0
PAL1 n=222 (%) n=170 (%)
4G/5G
5G/5G 38 (19.25) 30 (13.57) 57 (25.67) 43 (25.29)
4G/5G 115 (61.50) 148 (66.96) 124 (55.86) 96 (56.47)
4G/4G 38 (19.25) 43 (19.45) 41 (18.47) 31 (18.23)

PAI-1 -675 gen degisiminin hastalara gore dagilimma bakildiginda, 5G/5G
genotipine sahip 0—18 yas grubunda 57 birey (%25.67), 70 yas ve iistii grupta ise 43 birey
(%25.29); 4G/5G genotipine sahip 0—18 yas grubunda 124 birey (%55.86), 70 yas ve {istii
grupta ise 96 birey (%56.47); 4G/4G genotipine sahip 0-18 yas grubunda 41 birey
(%18.47), 70 yas ve tistii grupta ise 31 birey (%18.23) bulunmustur.

Kontrol gruplarinin dagilimina bakildiginda ise, 5G/5G genotipine sahip 0-18 yas
grubunda 38 birey (%19.25), 70 yas ve iistii grupta ise 30 birey (%13.57); 4G/5G
genotipine sahip 0-18 yas grubunda 115 birey (%61.50), 70 yas ve iistii grupta ise 148
birey (%66.96); 4G/4G genotipine sahip 0-18 yas grubunda 38 birey (%19.25), 70 yas ve
listii grupta ise 43 birey (%19.45) bulunmustur (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.2. PAI-1 4G/5G gen degisiminin 0-18 yas grubunda degerlendirilmesi

Yas
0- 18 yas 0-18 yas
Gkuplari a
p Kontrol Hasta OR D
(%95)
n=191 (%) n=222 (%)
PAI-1
4G/5G
5G/5G 38 57 |
(%19.25) (%25.67)
4G/5G 88 (%59.1) 124 0.71 0.44-1.16 0.27
' (%55.86) ' ' ' '
4G/4G 41 0.72
0 -
31 (%20.8) (%18.47) 0.39-1.31 0.84

0-18 yas grubunda 4G/5G genotipinde 0.44—1.16 giiven araliginda OR degeri 0.71,

4G/AG genotipinde ise 0.39-1.31 giiven araliginda 0.84 olarak hesaplanmistir (Cizelge

4.2).
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Cizelge 4.3. PAI-1 4G/5G gen degisiminin 70 yas ve iistii grubunda degerlendirilmesi

Yas
70
70 yas&iistii
uplar yas&iistii H 170 OR Cl P
asta n=
Kontrol (%95)
(%)
PAI-1 n=221 (%)
4G/5G
30 43 |
5GI5G (%13.57) (%25.29)
148 96
045  0.26-0.77 0.003
4G/5G (%66.96) (%56.47)
43 31
0.50  0.26-0.96 0.03
4G/4G (%19.45) (%18.23)

70 yas ve istii grupta 4G/5G genotipinde 0.26—0.77 giiven araligindaki OR 0.45
iken 4G/4G genotipinde 0.26-0.96 giiven araligindaki OR 0,5 olarak bulunmus ve bu
degerler sirasiyla 0.003 ve 0.03 p-degerleriyle anlamlandirilmistir (Cizelge 4,3).

Cizelge 4.4. PAI-1 4G/5G gen degisiminin 0-18 yas grubunda degerlendirilmesi

Yas
Gruplan 0- 18 yas 018 yas .
Kontrol Hasta OR P
(%95)
PAI-1 n=191 (%) n=222 (%)
4G/5G
4G/4G 38 .
(%19.89) 41 (%18.46) 1
4G/5G 115 124 0.99
(%60.20) (%55.85) 0.6-1.6 0.9
5G/5G 38 . 139
(%19.89) 57 (%25.67) 0.7-2.5 0.2
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PAI-1 -675 polimorfizminde 5G alleli agisindan hastalara gore dagilima
bakildiginda ise 0-18 yas grubunda 4G/5G genotipinde 0.6—1.8 giiven araliginda OR
degeri 0.99, 5G/5G genotipinde ise 0.7-2.5 giiven araliginda 1.39 olarak hesaplanmigstir
(Cizelge 4.4).

Cizelge 4.5: PAI-1 4G/5G gen degisiminin 70yas&iistii grubunda degerlendirilmesi

Yas
Gruplan 70 yas&iistii o
70 yas&iistii (o
Kontrol OR
Hasta  n=170 (%) (%95)
AL n=221 (%)
4G/5G
4G/4G
43 (%15.38) 31 (%25.29) 1
4G/5G 148 . 0.5-
466.96) 96 (%56.47) 0.89 " 0.6
5G/5G i
30 (%17.65) 43 (%18.24) 1.98 13% 0.03

70 yas ve istii grupta 4G/5G genotipinde 0,5-1,5 giliven araligindaki OR deger,
0.89 iken 5G/5G genotipinde 1,0-3,8 giiven araligindaki risk katsayist 1.98 olarak
bulunmus ve bu deger 0.03 p-degerleriyle anlamlandirilmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.6. 018 yas kontrol ve hasta grubunda 4G ve 5G alelleri i¢in frekans dagilimlari

PAI-1 0-18 Yas Kontrol 0-18 Yas Hasta n CI (%95) n

191 238

5G .15 0.80-1.50 0.06
(0.50) (0.54)
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Cizelge 4.7. 70 yas ve Ustli kontrol ve hasta grubunda 4G ve 5G alelleri icin frekans

dagilimlar

70 Yas&iistii CI
Kontrol (%95)

182

1.29 0.9-1.7 0.06

208

(0.47) (0.54)

0-18 grubunda 191 kontrol ve 206 hasta, 70 yas ve iistiinde ise 234 kontrol ve 158
hasta grubunda 4G alleli, 0-18 grubunda 191 kontrol ve 238 hasta, 70 yas ve iistiinde 208
kontrol 182 hastaya ait 5G alleli tespit edilmistir. 0—18 yas grubu i¢in hesaplanan risk
katsayisi 1.15 iken 70 yas iistii i¢in hesaplanan risk katsayisi 1.29 olarak bulunmustur. Her

iki grup i¢in de p-degeri 0.06 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.8. FV 1691 G-A ve PAI-1 -675 4G/5G gen degisimleri birlikteliginin 0-18 yas

kontrol ve hasta gruplarindaki risk degerlendirmesi

Yas Yas
Gruplar Gruplar
0-18 Yas 0-18 yas
Kontrol Hasta
OR (Cl% P
n=221 n=170
95)
FV 1691 (%) (%)
G-A PAI-1
4G/5G
G/G 5G/5G 34 >0 1
(17.80) (22.52)
102 104
G/G 4G/5G 0.69 0.41-1.15 0.15
(53.40) (46.84)
32 34
G/G 4G/4G 0.72 0.37-1.38 0.67
(16.75) (15.31)
G/A 5G/5G 4(2.09) 5(2.25) 0.85 0.21-3.39 0.89
G/A 4G/5G 12 (6.28) 21 1.19 0.51-2.73 0.68
(9.46)
G/A 4G/4G 6 (3.14) 5(2.25) 0.56 0.16-2.00 0.58
A/A 5G/5G - 2(0.90)  2.72 0.11- 0.99
62.18
0.04-
A/A 4G/5G 1(0.52) 1(0.45) 0.68 1124 0.65
0.01-
A/A 4G/4G - -
0.68 35.10 0.58

0-18 yas hasta ve kontrol gruplar karsilastirildiginda, FV a¢isindan gen degisimi

olmadigt durumda 4G alelinin heterozigot olarak tasimmasi 0.69,homozgot olarak

tasinmasi ise 0.72 OR degeri getirdigi hesaplanmistir. FV G/A ve PAI-1 4G/5G
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durumunda risk katsayis1 1.19 iken 4G homozigot olarak bulundugu durumda OR degeri
0.56 olarak hesaplanmistir. FV A/A ve PAI-1 5G/5G olarak tasindigi durumda 2.72 kat
risk getirirken, 4G heterozigot veya homozigot olarak bulundugunda OR degeri 0.68
olarak hesap edilmistir. (Cizelge 4,8)

Cizelge 4.9. FV 1691 G-A ve PAI-1 -675 4G/5G gen degisimleri birlikteliginin 70 yas ve

iistli kontrol ve hasta gruplarindaki risk degerlendirmesi

Yas Yas
Gruplan Gruplan
70 70
Yas&iistii yas&iistii
Kontrol Hasta OR
(C1%95)
n=221 n=170
FV 1691 (%) (%)
G-A PAI-1
4G/5G
39
28 (12.6 1
G/G 5G/5G (12.6) (22.94)
130 80
44 .25-0. .004
G/G 4G/5G (58.82) (47.05) 0 0.25-0.77 0.00
40 (18.09) 27 0.48 0.24-0.96 0.03
G/G 4G/4G : (15.88) : e :
G/A 5G/5G 2 (0.90) 4(2.35) 1.43  0.24-8.39 0.97
G/A 4G/5G 18 (8.14) 14 (8.23) 0.55 0.23-1.30 0.17
G/A 4G/4G 3 (1.35) 4(2.35) 0.95 0.19-4.61 0.72
A/A 5G/5G - - 0.71 0.01-37.28 0.60
A/A 4G/5G - 1 (0.58) 1.43  0.05-44.30 0.53
A/A 4G/4G - 1 (0.58) 1.43  0.05-44.30 0.53
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70 yas ve ustii hasta ve kontrol gruplart karsilastirildiginda, FV ac¢isindan gen
degisimi olmadigi durumda 4G alelinin heterozigot olarak taginmasi 0.44, homozigot
olarak taginmasi ise 0.48 OR degeri getirdigi hesaplanmis, bu degerler sirasiyla 0.004 ve
0.03 p-degerleriyle anlamlandirilmistir. FV G/A ve PAI-1 5G/5G olarak tagindiginda risk
katsayist 1.43 iken 4G heterozigot olarak bulundugu durumda OR degeri 0.55, homozigot
olarak bulundugunda ise OR degeri 0.95 olarak hesaplanmistir. FV A/A ve PAI-1 5G/5G
olarak tasindigi durumda OR degeri 0.71 ve 4G heterozigot veya homozigot olarak

bulundugunda OR degeri 1.43 olarak hesap edilmistir. (Cizelge 4,9)

Cizelge 4.10. FV 1691 G-A ve PT 20210 G-A gen degisimlerinin goriilmedigi 0-18 yas
bireyler i¢in PAI-1 4G/5G gen degisiminin kontrol ve hasta gruplarindaki

korelasyonu
o a8 0-18
- a§
ruplari ¥ 0-18 yas Hasta
Kontrol n=126 OR (CI%95 P
) n=188 (%)
PAI-1 (%) )
4G/5G
SGISG 27 (21.43) 42 (22.34) 1
4G/5G
74 (58.73) 119 (63.30) 1.03 0.58-1.81 0.9
4G/4G
25 (19.84) 27 (14.36) 0.69 0.33-1.43 0.6

0-18 yas araliginda FV 1691 G-A ve PT 20210 G-A gen degisimlerinin
goriilmedigi hasta ve saglikli bireyler karsilastirildiginda, 4G alelinin heterozigot olarak
tasinmas1 durumunda 1.03 risk getirdigi, homozigot olarak bulunmasi durumunda ise OR

degerinin 0.69 olarak hesaplandig1 goriilmektedir.
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Cizelge 4.11. FV 1691 G-A ve PT 20210 G-A gen degisimlerinin goriilmedigi 70 yas ve
iistli bireyler icin PAI-1 4G/5G gen degisiminin kontrol ve hasta
gruplarindaki korelasyonu

Yas
Gruplan 70 yas&iistii
70 yas&iistii Hasta
Kontrol OR (CI%9 P
n=150 (%)
PAI-1 n=193 (%) 5)
4G/5G
SGISG 24 (12.44) 34 (22.66) 1
4G/5G )
136 (70.47) 94 (62.66) 048 027087 0
4G/4G
33 (17.10) 22 (14.66) 047 022-0.99  0.04

70 yas ve istii grup icin FV 1691 G-A ve PT 20210 G-A gen degisimlerinin
gorilmedigi hasta ve saglikli bireyler karsilastirildiginda, 4G alelinin heterozigot olarak
taginmast durumunda OR degerinin 0.48 homozigot olarak bulunmasi durumunda ise OR
degerinin 0.47 olarak hesaplandig1 goriilmektedir. 4G alelinin koruyucugu heterozigotlugu

durumunda 0.01 ve homozigotlugu 0.04 p-degerleriyle anlamlandirilmistir.
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Cizelge 4.12. FV 1691 G-A ve PT 20210 G-A gen degisimlerinin goriillmedigi 0-18 yas

bireyler icin alel frekans dagilimlar

PAI-1 0-18 Yas Kontrol 0-18 Yas Hasta ﬂ CI (%95) n

124 173

4G 0.88 0.64-1.21 0.5

Cizelge 4.13. FV 1691 G-A ve PT 20210 G-A gen degisimlerinin goriilmedigi 70 yas ve

iistli bireyler i¢in alel frekans dagilimlari

70 Yas&iistii 70 Yas&iistii
CI (%95)
Kontrol Hasta
202 138

4G 0.78 0.57-1.04 0.09
(0.52) (0.46)
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5.TARTISMA ve SONUC

Son yillarda uzun yasam genleriyle ilgili ¢aligmalar, “hasara kars1 gelisen cevap”
teorisinin de ortaya konulmasiyla farkli bir boyut kazanmistir. Hasar yaratabilecek
olusumlardan bu teoride yer alanlardan en O6nemlisi metabolik olaylardir. Teoriye gore
meydana gelen hasarlarla olusan birikime karsi yanit olusumu gerceklesmektedir. Bu
mekanizmada genetik kontrolii saglayan genlere “uzun yasam genleri” denilmektedir

(Jazwinski et al. 1996)

Hemostazin korunmasinda prokoagiilan ve antikoagiilan faktorler arasindaki hassas
dengenin korunabilmesi gerekmektedir. Cesitli kontrol mekanizmalar1 bulunmasina
ragmen dengenin koagiilasyon yoniinde bozulmasi saglam damarlarda trombiis olusumuna
ve yasam agisindan riskli klinik tablolarin olusumuna neden olabilir. Tromboz tek basina
veya diger hastaliklarla birlikte ortaya cikabilen bir¢ok faktoriin ve genin etmen oldugu
onemli bir hastaliktir. Damar duvarindaki degisiklikler, kan akim hizlar1 ve koagiilasyon

mekanizmasinda ortaya ¢ikan bozukluklar tromboza yol agabilir.

Faktor V hemostazda baslica diizenleyici rol oynar (Tracy et al. 1987). Inaktif
olarak sentezlenen Faktor V Onciisii, serin proteaz faktdr Xa ile birlikte protrombinaz
kompleksi olusturur. Bu kompleks protrombini aktif trombin haline doniistiirtir. Faktor
V’de mutasyon sonucu 506. sirada bulunan Arginin amino asitinin Glutamine degisimiyle
ortaya ¢ikan Faktor V Leiden (FVL), bireylerde sik goriilen thrombozun 6nemli bir risk
faktoriidiir. Bu mutasyon sonucu FV aktif protein C (APC) ye kars1 direngli hale gelir.
Koagiilasyon sisteminde goriilen bu gibi bozukluklar kalitsal tromboz i¢in bir risk faktorii
olusturur ve FV1691A mutasyonu da bir risk faktoriidiir (Margaglione et al. 1997). Bazi
gen degisimleri tromboz gegirme riskini arttirir (Ny et al. 1986). Bunlardan biri de PAI-1
geni degisimleridir (Rosendaal et al. 1997).

Daha o6nce yapilan calismalar 1s1ginda tromboz hastalarinda artan plazminojen
aktivator inhibitorii-1 (PAI-1) seviyeleri sonucu fibrinolitik aktivitenin azaldig
belirtilmistir. PAI-1 artan plazma seviyesi ise genin promoter bdlgesinin transkripsiyon

baslama sekansindan 675 baz ¢ifti yukarida gorilen 4G/5G insersiyon/delesyon
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polimorfizmiyle iliskilendirilmistir. PAI-1 4G/5G polimorfizminin bir¢ok o&liimciil
hastaligin  patogenezinde rol oynayabilecegi diislinlildiiglinden, bireylerin uzun

yasamasinin da bu gen degisiminden etkilenebilecegi ileri siiriilebilir.

Onceki yillarda yapilan ¢alismalar, 4G allelinin birgok genetik risk faktorlerii igin
arttiricr rolii oldugunu kanitlar niteliktedir. (Visanji et al.,) FaktorVLeiden i¢in bir risk
faktorii oldugunu belirtirken Barcellona et al. da Protrombin200210 mutasyonu ig¢in bir
enhanser rolii oldugunu bulmuslardir. Protein S eksikligi i¢in 4G alleli Zoller&ark.
tarafindan bir risk faktorii olarak nitelendirilmistir. Ayrica antifosfolipid sendromu (Tassies
et al.) ve Obezite (Akar et al.) i¢in de 4G allelinin bir risk getirdigi yapilan ¢alismalarda

kanitlanmustir.

2003 yilinda Schouten &ark. larinin yaptiklari ¢aligmaya gore 4G alelinin inme i¢in
ilerleyen yaslarda koruyucu bir rolii oldugu bulunmustur.100 yasini agsmis Danimarkali ve
Iskog gruplarin yer aldig1 Mannucci&ark. nin ¢alismasinda, PAI-1 aleli ve genotip frekans
dagilimi1 genglerden olusan kontrollerle farklilik gostermistir (Mannucci et al. 1997). Bir
baska 100 yas iizeri Italyanlar ve kontrol grubuyla yapilan arastirmaya gore 4G alelinin
uzun yasamla iligkili oldugu fakat cinsiyetle iliskilendirilmedigi One siiriilmiistiir

(Mannucci PM et al. 1997).

PAI-1 geninin uzun yasamla iligkili olabilecegini one siiren Bruce M. Psaty &ark
fibrinolitik aktivite veya proteoliz modiilatorlerinin yaglanma veya yashlikla ilgili

hastaliklarda genel bir etkisi olabilecegini belirtmislerdir.

Yon Ko&ark. yaptig1 aragtirmada 4G/5G PAI-1 polymorfizminin allel dagilimlari,
80 yas ve istii gruplarda bakildiginda ve daha oOnceki yayinlarda calisilan farkli yas
gruplariyla karsilastirildiginda anlamli bir degisiklik gostermedigi bulunmustur. Bu
sonuclardan yola ¢ikarak, farkli genetik degiskenler ve c¢evresel faktorlerin uzun yasam
acisindan PAI-1 4G/5G polimorfizmden daha giiclii bir belirleyeci oldugunu ileri

siirmiislerdir.

Bizim ¢alismamizda, 0—18 yas ile 70 yas Ustli gruplarda PAI-1 -675 4G/5G gen
degisimine bakildiginda, 4G aleli koruyucu bir etki gosterirken, 5G alelinin ise hastalik

acisindan risk getirdigi bulunmustur. 4G aleli tromboz vakalarinda homozigot ve
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heterozigot olarak bulunmasi durumunda yasam uzatici olurken, 5G aleli ise tromboz

acisindan risk getirici oldugundan uzun yasami negatif olarak etkilemektedir
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