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MEF2A Gen Varyantlarinin Erken Miyokard Infarktiislii Hastalarda incelenmesi

OZET

Koroner arter hastaligt ve bunun en oOnemli komplikasyonlarindan olan miyokard
infarktiisii, gelismis iilkeler i¢in 6lim nedenlerindendir. Bu hastalikla ilgili bilinen genler ve
genetik risk faktorleri sinirli sayidadir. Bu genlerden birisi, MADS (MCM1 Agamous Deficiens
Serum Response Factor) gen ailesinin bir iiyesi olan MEF2 genidir. Insan genomunda MEF2
proteinin dort tiyesi; MEF2A, MEF2B, MEF2C ve MEF2D vardir. MEF2 proteini, spesifik kas
gelisimiyle ilgili DNA ve promotor dizilerine baglanir. MEF2A kromozomda 15q26 lokalize
olmustur. MEF2A mRNA’sina fare erken embriyogenez asamasinda kan damarlarinda fazla
miktarlarda rastlanir. Ayrica MEF2A protein iiretimine, postcoitumun 8.5 haftasi dolaylarinda
embriyonik damar hiicrelerinde rastlanmistir. MEF2A protein sentezi, vaskiiler endotel biiyiime
faktor reseptorii 2 ve Von Willebrand faktor (endotelyal hiicre markiri) iiretimleriyle paralel
oldugu goriilmiistir. MEF2A’nin damar vaskiiler gelisimde bir markir ve damar morfolojisi
olusumunda etkili bir faktor olabilecegi diistiniilmektedir. MEF2 proteini N-ucunda MADS ve
MEF2 domeinini icerir. Bu bolge, DNA’da A/T’ce zengin baz dizilerine baglanmadan, diger
kofaktorlerle iligkiden ve dimerlesmeden sorumludur. C-ucunda ise transkripsiyon aktivasyon ve
protein lokalizasyonundan sorumlu bolgeleri igerir. MEF2A proteini farkli dokularda aktivite

gostermek icin fosforlanma bolgelerine sahiptir.

MEF2A iizerinde yapilan ¢alismada, MI ile iliskili olabilecek ekzon 11°de 21 baz ciftlik bir
delesyon ve ekzon 7°de P279L degisimi tanimlanmistir. Ekzon 11°de ¢oklu glutamin ve prolin
tekrar polimorfizmlerine rastlannugstir. Bu polimorfizlerin beyaz irkta Mi ile iliskili olmadig
bulunmustur. Ispanya Popiilasyonun’da, 279L allelinin MI ile iliskili oldugu bulunmustur. 279L
allelini tastyan kisilerin MI gecirme riskinin kontrol grubuna gore iic kat daha fazla oldugu

gosterilmistir (p=0.009).

Bu calismadaki amacimiz, erken MI maruz kalmis bireyleri bulunduran ailelerde ve erken
MI gecirmis hastalardla MEF2A gen varyantlarii incelemekti. Tiim ekzonlar SSCP teknigi
uygulanarak tarandi ve sonra anormal bulunan bantlara dizi analizi yapildu.

Tiirk Popiilasyonunda, MEF2A geninin allelik veya genotipik frekanslari anlamli bulunamada.

Anahtar kelimeler: MEF2A (Miyosit Enhancer Faktor2A), CAD (Koroner Arter Hastalig) , MI
(Miyokard Infarktiisii)



Screening to MEF2A Sequence Variants In Patients With Early Myocard Infarction

ABSTRACT

Coronary artery disease (CAD) and its most important complication, acute myocardial
infarction (MI), are leading causes of disability and death in the develeped world. There are little
genes and genetic risk factors are known is about this disease. One of them these gene is MEF2
(Myocyte enhancer factor2) belongs to MADS (MCM1 Agamous Deficiens Serum Response
Factor) super family. There are four distinct MEF2 proteins; MEF2A, MEF2B, MEF2C, MEF2D in
human the genom MEF2 binds muscle-specific enhancing sequences and promoters. MEF2A
localized on 15926. MEF2A mRNA has been detected in blood vessels during mouse early
embryogenesis. Furthermore, MEF2A protein expression was detected in cells of the embryonic
vascularute. The overall expression pattern of MEF2A is similar to those of vascular endothelial
growth factor receptor 2 (VEGFR2) in the endothelial cell precursors and Von Willebrand factor
so MEF2A can be an early marker for vasculogenesis and may play an important role in contralling
vascular morphogenesis. The N-terminal region of MEF2 factors contains a MADS and a MEF2
domain, which mediate DNA binding to A/T rich DNA sequences, dimerization, and cofactor
interactions. The transcriptional activation domain and nuclear localization sequence are located
near the C terminus. MEF2 proteins have different phosphorylation regions for activation in

different tissue.

A 21-base pair deletion in exon 11 and P279L in exon 7 was proposed to have effect on
MI. Further, in exon 11, there are tri-nucleotide length variants within a region of poly-glutamine
and poly-proline repeats. The association between these polymorphisms in MEF2A and CAD
weren’t found in white individuals. The Pro279Leu variant in the transcription factor MEF2A is
associated with myocardial infarction in Spanish Population. Carriers of the 279Leu allele had a

threefold risk of suffering CAD/MI compared with controls (p= 0.009).

In this study our aim was to screen MEF2A mutations in our families with accumulated
early MI and patients with early MI. All of the exons were screened by SSCP and then Sequencing
was performed when SSCP yield an abnormal band (Beckman Coulter,CEQ 8000).

We did not find significant differences in genotype or allelic frequencies of MEF2A gene in

Turkish population.

Key words: Myocyte Enhancer Factor2A (MEF2A) , Coronary artery disease (CAD), MI
(Myocardial Infarction).



TESEKKUR

Diinyada ve Ulkemizde, biiyiik bir sorun teskil eden Mi ve bu hastaligin
olusumunda etkili oldugu diisliniilen Miyosit Enhancer Faktor 2A (MEF2A) gen
varyantlarimin MI’1ii hastalarda incelenmesine yonelik olarak gerceklestirilen bu ¢alisma,
Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Fonu Miidiirliigii tarafindan 20060809025HPD

no’lu proje kapsaminda desteklenmistir.

Bana arastirma olanad1 saglayan ve tez caligmasinin her safthasinda yakin ilgi ve
oOnerileri ile beni yonlendiren ayn1 zamanda bilimsel calismanin gereklerini Ogreten
damisman hocam, Saymn Prof. Dr. Nejat AKAR’a, sonsuz tecriibe ve bilgilerinden
yararlandigim degerli hocam, Uzm. Bio. Ece AKAR’a, her zaman destekleriyle yanimda
olan Kadir SIPAHI’ye, Uzm. Bio. Arzu ULU’ya, Bio. Yonca EGIN’e, Uzm. Bio. Aysenur
OZTURK’e, Uzm. Bio. Duygu OZEL’e, Dr. Erkan YILMAZ’a, Bio. Emel USLU’ya, Dog.
Dr Hilal OZDAG’a ve Molekiiler Genetik Laboratuarin’da ¢alisan herkese cok tesekkiir

ederim.

Ayrica, her zaman yanimda olan ve maddi manevi desteklerini esirgemeyen annem
Emine GULEC, babam Bekir GULEC ve kardesim Sule GULEC’e tesekkiirii bir borg

bilirim.

Bio. Siikrii GULEC
Ankara, Haziran 2006



ICINDEKILER

OZET ..ottt i
ABSTRACT ..ottt ettt et st et e e b s i
ONSOZ ve TESEKKURLER ..........cocoiiuiiiiiiiieieiereseieseteeees s iii
ICINDEKILER ...ttt iv
SIMGELER DIZINI ......cooviiiiiiiiiiiieeeeee e vi
SEKILLER DIZINT ....cooiiiiiiiiieceeeeeeeeeeeee e vii
CIZELGELER DIZINI .....oooviiiiiiiiiieieeeeeee e ix
Lo GERIS cveeerereeereeenererenesesssesesssseseasssesessasessssasessssasesssssssssssasessasssssasasessasens 1
1.1, Genel BIl@IIeT.....coueeiiiiiiiie ettt e e e ee e s 2
1.1.1. Ateroskleroz ve Miyokard Infarktiisiiniin Patogenezi ...............c.c.coco....... 2
1.1.2. RisK FaKOTIETT ...eveeeiiiiiiiiiiiiie ettt 4
1.2. Miyosit Enhancer Faktor2A (MEF2A) .....coooiiiviiiiiiiieieieieeee e, 6
1.2.1. KIONIANMAST .eeeuiiiiiiiiiiiteeiiiiee ettt ettt 6
1.2.2. Gen FONKSIYONU .....ooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiite et e e e e e eeee e 7
1.2.3. Gen Yapist ve Haritalanmast .........ccooccveeiiniiiiiiniiiiniiiiieeiieceieeee e 9
1.2.4. MEF2A Geni Uzerinde Yapilan Calismalar .............ccocoovevevevereeeenenenennn. 9
1.3. Molekiiler TeKniKIET ........cccoiuieiiiiiiiiiiiiene e 10
1.3.1. DNA IZOIASYONU ....oovovvieieeiceiceeeeeeeeeeceeeee et 10
1.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ........ccccooiiiiiiiiiiii e, 10
1.3.3. Agaroz Jel EleKtrofOrezi ........coooouueeiiiiiiiiiniiiiiiiiiie e 12
1.3.4. Tek Iplik¢ikli Uygunluk Polimorfizmi (SSCP) ........cocccvevvveveveeeeeeernnn. 13
1.3.5. Heterodubleks PCR ve MDE Jel .......ccocoiiiiiiiinniiiiiiiieiiieceeeeee 13
1.3.6. DNA DiZi ANALIZI ..veeiviiiiiiiiiiiieeiie ettt e 13
2. MATERYAL Ve YONTEM ....uuiirircincnscssssnsssssssssssssssssssssssssssssssss 15
2.1 MALETYAL e 15
2.2, YOMECII .eiiniiiiiiiiiiieee ettt ettt ettt ettt e ettt e ettt e s it e e sabaeeessaeee 15
2.2.1. DNA IZOIASYONU ....cooevvviieieieiieieieeeeeeceeeeee et 15
2.2.2. MEF2A Gen Degisimlerinin Belirlenmesi ...........ccccoveveeinniiiciiniiceennnne. 16

2.2.3. MEF2A Gen Varyantlarinin incelenmesindeki PCR Kosullari ............... 17



2.2.4. Agaroz Jel EleKtrofOrezi .........ccueiieiiiiiiiiiiiieeie e 19

2.2.5. Tek Iplik¢ikli Uygunluk Polimorfizmi (SSCP) ........ccccovevevevereeiernannn. 19
2.2.6. GUMUS BOYAMA ..oooiiiiiiiiiiie e e 20
2.2.77. Heterodubleks PCR ve MDE Jel .......ccccoiiiiiiiiiiiiiiiieeiiicceieeeee 21
2.2.8. PCR Uriinlerinin TemizIENmesi .............c.ccvoverreereerereeeerereseeneseeennenans 22
2.2.9. DNA Dizi ANALIZI ...oooouiiiiiiiiiiiiiciicceceeceee e 23
3. ARASTIRMA BULGULARI .....coiiiinrinrensninsnecnsnesssesssessnessssessassssesaes 24
UL EBKZON 1 e e 25
B2 BKZOMN 2 oot e 25
B330EKZON 3 e e 25
B4 EBKZON 4 oot 26
B35 BKZON S o 26
3.0 BKZOM 6 vt e 26
BT EBKZON T oot e 27
3.8 BKZOM 8 e 27
3.9 INMON 8 ..ot 27
310 EKZON O oo 28
311 ANEEON 1O oottt 29
BUI2 BKZON 11 it 29
4. TARTISMA Ve SONUC ...cuuerreerruensnnsnessaenssesssnessnesssessssessassssesssssssssssssssases 35

KAYNAKLAR .ctetetentennttenntinnennicntennesnsesstessesssssssessssessssssssssssssssssssessnse 38



SIMGELER DiZiNi

A/T
ACE
AgNO;
APOAS
B¢
BSA
CAD
CAG
CD40
DdANTP
dNTP
EDTA
ERK
FISH
FVL
GLUT4
HDL
KCl
LDL
LTA-a
MAP
MDE
MEF2A
Mg++
MgCI2
MI
MiyoD
Miyogenin
MKK6
MTHFR
MYF4
MYF5

Adenin/Timin
Anjiyotensin-Doniistiiriicii Enzim
Giimiis Nitrat

Apoliprotein A5

Baz cifti

Bovine Serum Albumine

Koroner Arter Hastalig1

Glutamin

Cluster of Differentiation40
Dideoksi niikleotit trifosfat

Deoksi niiklleotit trifosfatlar
Etilendiamintetraasetikasit
Extracellular signal regulated kinase
Fluorescence In Situ Hybridization
Faktor 5 Leiden

Glucose Transporter 4

Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein
Potasyum Kloriir

Diisiik Yogunluklu Lipoprotein
Limfotoksin-alfa
Mitogen-Activated Protein Kinase
Jel Mutation Detection Enhancement jel
Miyosit enhancer faktor2A
Magnezyum

Magnezyum Kloriir

Miyokard infarktiisii

Miyogenik farklilasma antijen 1
Miyogenik faktor 4
Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 6
Metilentetrahidrofolat Rediiktaz
Miyogenik Faktor 4

Miyogenic Faktor 5



Na,COs3
NaOH
PCR
PON1
RBC
SDS
SSCP
TBE
TEMED
VEGFR2
VLDL

Sodyum bikarbonat

Sodyum Hidroksit

Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Paroksenaz1

Reed Blood Cell

Sodyum Dodesil Siilfat

Single Strand Conformation Polymorfism
Tris-Borik asit-EDTA
N,N,N',N'-tetrametilen-etilendiamid
Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktor Reseptorti 2
Cok Diisiik Yogunluklu Lipoprotein



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.3.2.1. Polimeraz zincir reaksiyonunun ¢alisma prensibi ...........cccceccceeeeneeee.. 11
Sekil 3.1.1. Ekzon 1 SSCP jel OIMEGi -...ceeeeveiieeiiiiieeeiiee ettt 25
Sekil 3.2.1. Ekzon 2 SSCP jel OIMEGi -...ceeeeviiieeiiiiie ettt 25
Sekil 3.3.1. Ekzon 3 SSCP jel OINEGT ....cccovuvviiiriiiiiiiiiieieiiieeeeteee et 25
Sekil 3.4.1. Ekzon 4 SSC Jel OIMEGH ....ueeeeruviieeeiiiieeeiiie ettt 26
Sekil 3.5.1. EKZon 5 SSCP jel OINEGT ....cccevuvvtiiriiiiiiiiiieieiiieee ettt 26
Sekil 3.6.1. Ekzon 6 SSCP jel OIMEZi -...ceeeiveiieiiiiiieeeiiiee ettt 26
Sekil 3.7.1. Ekzon 7 SSCP jel OINEG1 ....ccovvvreiiniiiiiiiiiiieiniieee ettt 27
Sekil 3.8.1. Ekzon 8 SSCP jel OIMEGi -...ceeeeveiiiriiiiieieiiiee ettt 27
Sekil 3.9.1. Ekzon 9 SSCP jel OINEGT «...cccovuviiiiriiiiiiiiiiieiiiiieeeeieeee e 28
Sekil 3.9.2. Intron 8’deki heterozigot 141246: A /C deiSimi ..........cccccceveveverereernene. 28
Sekil 3.10.1. Ekzon 9 SSCP jel O1NeGi ....ccveeveiiiiiiiiiiieeeeiee et 28

Sekil 3.10.2. Ekzon 9’daki heterozigot 141348: T/C ve

homozigot 141354: G/A geZISIMIETT ....ccccvveeerriiiiiiiiiiiiiniieceieee e 28
Sekil 3.11.1. Intron 10 SSCP el GINEFi .....c.vveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 29
Sekil 3.11.2. intron 10’daki homozigot 145408: T /C deZiSimi ........ccccceeveveveervnnne. 29
Sekil 3.12.1. Ekzon 11 SSCP jel OINeZi «..ccvveeeeeiiiiieiieeeeieee ettt 29
Sekil 3.11.2. Ekzon 11°deki homozigot 147217: C/A degisimi ........ccccceevvvveerneneen.. 29
Sekil 3.12.3. (CAG)n tekrar sayilart Al.n=35, A2. n=11 ....cccoiiiiiiiiiiiiieceeee, 31
Sekil 3.12.3. (CAG)n tekrar sayilar1 B1. n=6, B2. n=9 ........cccccccciiiinniiiiiniiinie, 31
Sekil 3.12.3. (CAG)n tekrar sayilart C1. n=7, C2. n=11 ....cccoiiiiiiiiiiiiieeeee, 31

Sekil 3.12.4 Ekzon11’deki 21 b¢’lik delesyon ve (CAG) tekrarlarin
meydana geldigi bOIZEIEr ........ccceiviiiiiiiiiiiie e 32

Sekil 3.12.5. (D) AQle SOYAZACT ....eeeiriiiiiiiiiiieiiiieee ettt 34



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.2.2.1. Polimeraz zincir reaksiyonunun bilegenleri ve kullanilan Miktarlar .. 16

Cizelge 3.1. Baz degisimleri, bulundugu bolgeler ve yayimlanma durumlari ............. 24

Cizelge 3.12.1. Kontrol ve Mi hasta grubu arasindaki 147217:C/A sikligi ................ 30

Cizelge 3.12.2. Kontrol ve MI hasta grubu arasindaki 147217 C ve A allel sikli ..... 30

Cizelge 3.12.3. Kontrol ve MI hasta grubu arasindaki ii¢ niikleotit (CAG) tekrar

polimorfizm SIKIIZ1 .ooooeeiiiiie e 32

Cizelge 3.12.4. (D) indeks ailesi 141246:A/C, 141348:T/C, 141354:G/A,

145408:T/C, 147217:C/A polimorfizmlerinin dagilimt ...................... 33



1.Giris

Iskemik kalp hastaligi, miyokardin oksijen ihtiyaci ile kan akimi arasindaki
dengesizlik sonucu gelisen birbiri ile yakindan iligkili sendromlar grubuna verilen isimdir.
Iskemik kalp hastaliginin en sik goriilen sebebi, koroner arter liimenlerinin aterosklerozla
daralmasidir; bu nedenle iskemik kalp hastaligi siklikla koroner kalp hastaligi veya koroner

arter hastalig1 olarak adlandirilir.

Koroner arter hastaligi, Birlesik Devletler ve Avrupa dahil olmak iizere, diinyanin
ekonomik olarak gelismis iilkelerindeki oliimlerin tek basina, en sik nedenidir ve bu
tilkelerde oliimlerin yaklasik {i¢te birinden sorumludur. Koroner arter daralmasinin orani
ve ciddiyeti ile baz1 sendromlar goriilir. Bu sendromlardan biri akut miyokard
infarktiisiidiir (MI). Miyokard infarktiisii terimi, lokal iskemi sonucunda miyokard nekrozu
alam1 geligmesini tamimlar. Birlesik Devletlerde, her yil 1.5 milyon kadar kisi MI
gecirmekte, bunlarin kabaca 500.000°i olmektedir. Fatal vakalar arasinda, hastalarin
yaklasik yaris1 hastaneye yetismeden once Olmektedir. Akut MI riski hayat boyunca
progresif olarak artmaktadir. 45 ve 54 yaslar arasinda, erkeklerde, kadinlara kiyasla Mi
gelisme olasiligl 4-5 kat daha fazladir. Bununla birlikte iskemik kalp hastaligi riski 80

yasindan sonra her iki cinste esit olarak goriilmektedir (Kumar V. 2003).

Akut MI igin bir ¢ok risk faktorii tanmimlanmistir. Bunlar kalitsal ve edinilen olarak
iki gruba ayrilir. Cinsiyet, yas, aile Oykiisii ve genetik faktorler kalitsal risk faktorleri
olarak verilebilir. Sigara, kolesterol, yiiksek kan basinci, obezite, stres, diyet, alkol de
edinilen risk faktorlerine 6rnek olarak verilebilir (Kumar V. 2003). Bu tip risk faktorlerinin
etkilesimlerinin ortaya konmasi1 miyokard infarktiisiiniin ortaya cikis1 hakkinda onemli
bilgiler vermesi ve dogru yaklasimlar gelistirilmesi i¢in Onemlidir. Koroner arter
hastaliklaryla ilgili yapilan calismalar, miyokard infarktiisii ile ilgili genetik faktorlerin ve
aday genlerin bulunmasi, hastaliklarin altinda yatan ve ¢ogu bilinmeyen genetik etkilerin

ortaya cikarilmasi agisindan onemlidir.

Bu calismadaki amacimiz, Erken Mi’ne maruz kalmis bireyleri bulunduran

ailelerde ve MI gecirmis 45 yas ve alti hasta bireylerde, miyosit enhancer faktor2A



(MEF2A) gen varyantlarini incelemek ve bunlarin Tiirk Popiilasyonu icin erken MI ile

iliskili olup olmadigin1 géstermektir.

1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Ateroskleroz ve Miyokard infarktiisiiniin Patogenezi

Kalp krizlerinin ¢ogu koroner arterlerde (kalp kasina kan ve oksijen tasiyan
atardamarlar) olusan pihtilar (trombiis) sebebiyle meydana gelir. Pihtilar genelde
ateroskleroz sonucu meydana gelen degisiklikler yiiziinden daralmis koroner arterlerde
olusur. Arter duvarmin ic¢indeki aterosklerotik plak bazen catlar ve bu da piht1 olusumunu
tetikler. Koroner arterlerdeki pihtilar kalp kasina kan ve oksijen akisin1 engeller, bu da o
bolgedeki kalp hiicrelerinin 6liimiine sebep olur. Hasar goren kalp kasi, kasilma yetenegini
kaybeder ve kalbin geri kalan kismi hasar goren bu boliimiin isini de yapmak zorunda

kalir.

Ateroskleroz ateromlar ya da ateromatoz veya fibrozyagli plaklar denen damar
liimenine dogru cikint1 yapan ve liimeni tikayan, alttaki media tabakasim zayiflatan ve
ciddi komplikasyonlar gosterebilen intimal lezyonlarla karakterizedir. Bati diinyasinda
diger tiim hastaliklardan daha fazla mortalite (yaklasik Oliimlerin yarisi) ve ciddi
morbiditeye neden olur. Koroner arter hastaligi aterosklerozun Snemli bir belirtisidir.
Aterosklerozun patogenezinde, zedelenmeye cevap hipotezi olarak adlandirilan bu goriis,
aterosklerozu, endotel hasari ile baslayan arter duvarinin bir kronik inflamatuar cevabi
olarak kabul eder (Kumar V. 2003). inflamatuar cevap aterosklerozun ilerlemesine 6nciiliik
eden bir yol olup baslica iic asamada meydana gelir; inflamasyon bolgesine kan
saglanmasinda artis, kilcal gegirgenlikte artis ve inflamasyonun erken safhalarinda
oncelikle notrofillerin, daha sonralar1 ise monosit ve lenfositlerin inflamasyon bolgesine
go¢ etmeleridir (Roitt 1993). Erken atreosklerozdaki endotel disfonksiyonun spesifik
nedeni tam olarak bilinmezken, sigara dumaninin dolagimdaki tiirevleri, homosistein ve
viriisler ile diger infeksiyon ajanlan etkili olmaktadir. Sigara kullanimi endotelin yapisini
ve biyokimyasal islevini bozmaktadir. Nikotine bagh olarak koroner arter endotel
hiicrelerinin genetik olaylara bagli olarak yapisi degismektedir. Sigaranin i¢cimi sonucu

aciga cikan radikaller endotelin yapisim1 bozmaktadir (Vallance and Chan 2001). Son



zamanlarda, aterosklerotik plaklarin %50-75’inde saptanan Klamidya Pnomoniya varlig
mikroorganizmalarin da aterosklerozdaki roliine dikkati ¢ekmistir (Hansson 2001). Invitro
calismalar gostermistir ki, arteryal damarlanmanin lezyondan korunmus alanlarinda tipik
olarak gbzlenen normal laminar akim {iiriinleri ile lezyon olusumundan koruyan endotelyal
genleri uyarir. Bu genler, erken arterosklerotik lezyonlarin tesadiifi olmayan

lokalizasyonlarim agiklayabilirler (Kumar V. 2003).

Aterosklerozda etkili diger bir faktor, inflamasyon bolgesine gé¢ eden monositler
ve makrofajlarin roliidiir. Disfonksiyonel endotel hiicreleri yiizeyine uyarilmis spesifik
endotelyal adezyon molekiilleri araciligiyla aterosklerozun erken doneminde endotele
tutunurlar. Intimada yerlesmek icin endotel hiicreler arasma go¢ ederler. Daha sonra
kopiiksii  hiicreler haline gelerek biiyilk kismu okside olan lipoprteinleri yutarlar.
Makrofajlar ayn1 zamanda l6kositlerin adezyonunu arttiran interlokin-1, interlokin-6 ve
timor nekrozis faktdr-a inflamasyon araci maddeleri salivermeye baslarlar (Mehta,
Saldeen et al. 1998). Bu maddelerin salinmasinda makrofajlar iizerindeki cesitli hiicre
yiizey markir proteinlerinin etkisi vardir. Bunlardan biri olan CD40 hiicre yiizey molekiilii
kendi tamima molekiilii olan CD40L’yi taniyarak inflamasyon aract maddelerinin
salinmasinm saglar, bu biiyime faktorleri ve stokinler diiz kas hiicrelerinin gociinde ve
cogalmasinda etkili olarak lezyonun ilerlemesinde ©nemli rol oynarlar (Schonbeck,

Sukhova et al. 2000).

Anjiografik ¢alismalar bir cok akut Mi’niin koroner arter trombozu ile olustugunu
gostermektedir. Ateroskleroz, koroner trombozlarin gelismesinde cok ©nemli rol
oynamaktadir. Bir ¢cok caligmada, altta yatan aterosklerotik plagin hasarlanmasi trombiis
gelismesini etkiler. Vazospazm ve trombosit agregasyonu, koroner arter tikanmasina
yardime1 olabilir. Bazen ozellikle infarktiislerin subendokardial miyokarda sinirli oldugu
vakalarda, diffiiz, daraltic1 tipte koroner ateroskleroz vardir ancak ne plak hasari, ne de
trombiis goriiliir. Boyle vakalarda, ateroskleroz nedeni ile zaten tehlikede olan koroner
damarlarin hipoperfiizyonu, subendokardial miyositlerin nekrozunu olusturmak i¢in yeterli

gibi goziikmektedir (Kumar V. 2003).

Miyokard nekrozu, koroner arter ttkanmasinin 20-30 dakikasi i¢inde baslar. Normal
sartlar altinda, miyokardin subendokardial bolgesi ventrikiil duvarinin en zayif olarak

perfiize olan bolgesidir. Bu bolge sadece epikardial koroner arter dallarindan kan alan en



son bolge olmakla kalmaz, bu alanda mevcut nispeten yiiksek intramural basinglar da
kanm buraya akismi zorlastirir. Iskemik zedelenmeye kars1 artmis bu egilimden dolayi,
miyokard infarktiisleri, tipik olarak subendokardial bolgeden baslar. Nekroz sonu bundan
sonraki bir ka¢ saat boyunca miyokardin orta ve subepikardial alanlarini tutmak iizere
disartya dogru genisler. Infarktiis genellikle 3-6 saatlik bir donem icinde en gelismis
boyutuna ulagir. Bu gelisim donemi siiresinde trombolitik ajanlarin, 6rnegin streptokinaz
veya plazminojen aktivatorii uygulanmasi ile trombiisiin erimesi, infarktiisiin biiyiikligiinii
sinirlayabilir. Zamanla, hiicre 6liimiiniin sinir1, ventrikiiliin tiim kalinli§in1 tutmak iizere
subendokarddan dalgalar seklinde genisler. Ayrica, eger tikayict bir trombus, trombolitik
ajanlarla veya anjiyoplasti ile, nekroz dalgas1 ventrikiil duvarinin tiim katlarina yayilmadan

once lizise ugrarsa, odaksal, transmural infarktiis goriilebilir (Kumar V. 2003).

Bir MI’niin lokalizasyonu, ttkanmanin oldugu alan ve koroner dolasimin anatomisi
ile belirlenir. Sol 6n inen koroner arterin tikanmasi, tipik olarak sol ventrikiiliin 6n ve
apikal bolgelerinde ve komsu interventrikiiler septumda infarktiis olusturur. Sag koroner
arterin tikanmasi, sol ventrikiiliin arka ve bazal kisimlarini ilgilendiren bir cok infarktiisten
sorumludur. infarktiisiin biiyiikliigii bazi faktorler tarafindan etkilenebilir. Genel olarak,
koroner arterlerin daha proksimal segmentlerinin tikanmasi, miyokardin tim kalinligini
ilgilendiren daha biiyiik infarktiisler meydana getirir. Tam tersine, daha distal arter
dallarindaki trombiisler daha kiiciik infarktiisler olusturmaya egilim gosterir. Infarktiisiin
genisligi, titkanma aninda mevcut olan kolleteral dolasimin derecesi ile de etkilenir. Uzun
siiren koroner aterosklerozu olan hastalarda kronik iskemiye cevap olarak zamanla
kolleteral dolasim gelisebilir. Boyle damarlar, 6zellikle miyokardin epikardial

bolgelerinde, infarktiisiin biiyiikliigiinti sinirlandirabilir (Kumar V. 2003).

1.1.2 Risk Faktorleri

Genel olarak bakildiginda, epidemiyolojik calismalarda genetik bulgular 6nemli bir
yer tutmaktadir. Kalp rahatsizliklaryla ilgili yapilan ¢aligmalarda, genetik faktorlerin
belirlenmesi gen-cevre iliskisinin ortaya konmasi agisindan onemlidir (Visvikis-Siest and
Marteau 2006). MI icin belirtilen risk faktorleri, ateroskleroz risk faktorleriyle aymdir.
Aterosklerozda son 50 yil i¢inde yapilan epidemiyolojik caligmalar bir ¢ok risk faktoriinii

ortaya koymustur (Lusis 2000). Bu risk faktorlerinden genetik agirlikli olanlar; LDL



(Diisitk  Yogunluklu Lipoprotein)/ VLDL (Cok Diisiik Yogunluklu Lipoprotein)
seviyesindeki artiy, HDL (Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein) seviyesindeki azalma,
lipoprotein A ve homosistein seviyesindeki artis, aile Oykiisii, diyabet ve obezite,
hemostatik faktor seviyelerindeki artis, cinsiyet, cevre faktorlerine, yiiksek yag orani iceren
diyetler, sigara, diisiik antioksidant seviyeleri, hareketsizlik, infeksiyon ajanlar1 Ornek

olarak verilebilir (Lusis 2000).

Yapilan caligmalarda, kardiovaskiiler hastaliklarin ortaya c¢ikiginda bireyler arasi
farkliliklara neden olan genetik faktorler incelenmistir. Bilinen risk faktorlerinin
kalhtilabilirligi 30-50% arasinda bir degerdedir (Fox, Polak et al. 2003). Gelecekte
bireylerin , kardiovaskiiler hastalik riskini tahmin etmek i¢in 20.000-25.000 genin bilgisini
kullanarak kisilerin kardiovaskiiler hastalik riskini tahmin etmek miimkiin olacaktir
(Consortium 2004). Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda kalp rahatsizliklari icin bazi genler
izerinde durulmaktadir. Bunlara 6rnek olarak, ACE (anjiyotensin-doniistiiriicii enzim) geni
izerinde yapilan calismada bu genin sol ventrikiiler hipertropi, sol ventrikiiler biiyiime ve
MI ile iliskili olabilecegi gosterilmistir (Sayed-Tabatabaei, Houwing-Duistermaat et al.
2003; van Berlo and Pinto 2003) . PON1 (paroksenazl) geni iizerindeki degisikliklerin bu
genin iriinii olan proteinin aktivasyonuyla iligkili oldugu ve degisimlerin, farkli
popiilasyonlarda degisik oranlarda risk getirdigi gozlenmistir (Jarvik, Hatsukami et al.
2003; Wheeler, Keavney et al. 2004). APOAS (apoliprotein AS5) ise trigliserit ve yiiksek
yogunluklu lipoprtein miktarlartyla iliskili oldugu gosterilmistir (Liu, Zhang et al. 2005).
Bir tiimor nekrosiz faktor ailesinden olan LTA-a (limfotoksin-alfa) geni tizerinde yapilan
calismada, bu gen iizerinde yer alan degisimlerin yiiksek MI riskiyle iliskili oldugu ortaya
konmustur (Ozaki, Ohnishi et al. 2002). Homosistein metabolizmasinda yer alan MTHFR
(Metilentetrahidrofolat Rediiktaz) iizerinde yapilan calismalarla bu gendeki degisimin
yiiksek hipertansiyonla iliskisi gosterilmistir (Inamoto, Katsuya et al. 2003). Aday olarak
gosterilen genlerden bir taneside MEF2A (miyosit enhancer faktor 2A) genidir. Bu gen
lizerinde de yapilan ¢alismalarda gende olusan bazi degisimlerin MI ile iliskili oldugu
gosterilmistir (Bhagavatula, Fan et al. 2004). Genom ve proteom bilimindeki gelismeler
farkli genetik varyantlarin teshisini ve bunlarin ekspresyonun mikro analiz ydntemiyle
tanimlanmasini kolaylastirmistir (Archacki and Wang 2004). Bu gibi caligmalar gen-cevre
etkilesimlerinin ortaya konmasinda, koroner arter hastaliklariyla ilgili yeni bakis ag¢ilarinin

gelistirilmesi ve yeni aday genlerin ortaya ¢ikarilmasi i¢in dnemlidir.



1.2. Miyosit Enhancer Faktor 2A (MEF2A)

Mezodermal oOncii hiicrelerden miyoblast hiicrelerine farklilasmada bir cok dokuya
spesifik faktorler tespit edilmistir. Bu faktorler, kas hiicrelerindeki bazi genlerin
ekspresyonunu saglamaktadirlar. Miyogenik heliks-spiral-heliks proteinlerinden olan;
miyoD (miyogenik farklilagsma antijen 1, OMIM 159970), miyogenin (miyogenik faktor 4,
OMIM 159980), MYF5 (miyogenic faktor 5, OMIM 159990), MYF4 (miyogenik faktor 4,
OMIM 159991), klas 1 sinift olarak tanimlamirlar. Ikinci grubu DNA baglanma aktivitesi
gosteren faktorlerden biri olan MEF2 gen ailesidir. MEF2 gen ailesi, tiim kaslarla iligkili
genlerin hepsi olmasa da, ¢ogunun regiilasyon bolgesine baglanarak hedef genlerin
aktivasyonlarini etkilemektedir. MEF2 gen ailesi, MADS gen ailesinin (Yeast mating type-
specific transcription factor MCM1, the plant homeotic genes 'agamous' and 'deficiens' and
the human serum responsefactor SRF, OMIM 600589) bir iiyesidir. MEF2 gen ailesinin
insan kromozomunda bilinen dort iiyesi vardir. Bunlar insan kromozomunda; MEF2A,
15926, MEF2B, 19ql12, MEF2C, 5ql14 ve MEF2D 1ql2-q23 bolgelerinde lokalize
olmuslardir (Hobson, Krahe et al. 1995).

1.2.1. Klonlanmasi

MEF2A geni i¢in ilk ¢cDNA, 1991 yilinda klonlanmistir (Pollock and Treisman
1991). MEF2A mRNA’sina, iskelet kaslarinda, kalpte ve noronlarda rastlanmaktadir.
Ayrica  MEF2A proteinine, o©zellikle iskelet ve kalp kas hiicrelerinde fazlasiyla
rastlanmistir. MEF2A geninin farkli proteinleri kodlayan bir ¢ok alternatif formu
tanimlanmistir (Yu, Breitbart et al. 1992). MEF2A mRNA’sinin, fare erken embriyogenez
asamasinda, kan damarlarinda yiiksek miktarlarda bulundugu tespit edilmistir. Ayrica
MEF2A protein iiretimine, postcoitumun 8.5 haftas1 dolaylarinda embriyonik damar
hiicrelerinde rastlanmistir. MEF2A protein sentezi, Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktor
Reseptorii 2 (VEGFR2) ve Von  Willebrand faktor (endotelyal hiicre markiri)
tiretimleriyle paralel oldugu goriilmiistir. MEF2A’nin damar vaskiiler gelisimde bir markir
ve damar morfolojisi olusumunda etkili bir faktor olabilecegi diisiiniilmektedir (Wang, Fan

et al. 2003).



1.2.2. Gen Fonksiyonu

Kas kokenli olmayan hiicrelerde, myoD bagimhi bir MEF2 aktivasyonu
gozlenmisti. MEF2A  tek basina tiim kas hiicresi fenotipini belirlememektedir (Yu,
Breitbart et al. 1992). Kas gelisim asamalarinda, diger MEF2 gen ailesi iiyelerinin de etkili
oldugu gosterilmisti. ME2A kas oOncii hiicrelerinin ilk olarak kas hiicresine
farklilagmasinda etkili oldugu, daha sonraki asamalarda ise MEF2C’nin bu farklilagsma
asamalarinin  stirekliligini sagladigr gosterilmistir. Ayn1 zamanda ilk farklilasma
asamalarinda, MEF2D’nin de etkili oldugu diisiiniilmektedir (Breitbart, Liang et al. 1993).
MADS gen ailesine ait olan MEF2 {iyelerinin, fibroblast hiicrelerinin miyogenesizinde
tek baslarina etkili olmadiklar fakat miyogenik heliks-spiral-heliks proteinlerinden; miyoD
veya miyogenin ile beraber miyogenesizi arttiracak sekilde etkili olduklar1 bulunmustur

(Molkentin, Black et al. 1995).

MEF2 proteini N-ucunda MADS ve MEF2 domeinini igerir. Bu bolge, DNA’ya
baglanmadan sorumludur. MEF2 proteini Adenin/Timin’ce (A/T) zengin DNA
sekanslarina baglanir. Diger proteinlerle iligkiden ve proteinin dimerlesmesinden
sorumludur. C-ucu ise transkripsiyon aktivasyon bolgesi olarak gorev yapar ve ayrica

protein lokalizasyonundan da sorumlu boélgeyi icerir (Olson 2003).

Memeli gelisimi siiresince elektriksel aktivite, noronlarm kalsiyum iyonuna bagh
olarak, uygun sinaptik baglantilarla yasamlarim siirdiirmesinde etkilidir. Kalsiyum iyonun
serebellar noronlardan igeriye alinmast MKK6’nin (Mitogen-Activated Protein Kinase
Kinase 6, OMIM 601254)-p83 MAP kinaz (Mitogen-Activated Protein Kinase 14, OMIM
600289) biyokimyasal yolunun aktivasyonuna neden olur ve p38 MAP kinaz, MEF2
proteinlerini fosforlar ve aktivasyonu saglar. Bu kalsiyuma bagli p38 MAP kinaz sinyal
yolunun aktivasyonu ile MEF2 proteini, noronlarin farklilasmasinda ve aktivasyonlarinda
gerekli olan genlerin ekspresyonunu saglayabilmektedir. MAPK iiyelerinden olan ERK1
ve ERK2 strese bagl bir protein kinaz aktivitesi gosterirler (Giasson and Mushynski 1997;
Veeranna, Amin et al. 1998). Bu biyokimyasal yol beyin ve kas hiicrelerinin her ikisinde
de MEF?2 proteinini fosforlayarak protein fonksiyonunda etkilidirler (Cox, Du et al. 2003).

Kiitle spektrum calismalariyla MEF2A proteininin fosforlanma bolgeleri gosterilmistir. Bu



bolgedeki amino asitler farkli biyokimyasal yollardan ve farkli amino asitlerden
fosforlanarak dokuya 6zgii MEF2A aktivasyonunu saglamaktadirlar (Cox, Du et al. 2003).
MEF2A proteininin serin-255’den fosforlanmasi bu proteinin degradasyonuyla iliskilidir
(Cox, Du et al. 2003). p38 MAPK biyokimyasal yolu iizerinden MEF2A’nin fosforlanmasi
protein icin bir aktivasyon cevabi olusturur (Ornatsky, Cox et al. 1999; Zhao, New et al.
1999). Bu cevabin olusmasinda trionin-312 ve trionin-319 amino asitlerinin fosforlanmasi
etkilidir (Cox, Du et al. 2003). Protein kinaz 2 ile MEF2A proteini iizerindeki serin-289
nolu amino asitin fosforlanmas1 farkli dokulardaki islenme varyantlarinin aktivitesiyle
iligkilidir. Bu bolge, MEF2A geni i¢in alternatif islenmenin oldugu bolgeyi icermektedir
(Yu, Breitbart et al. 1992; McDermott, Cardoso et al. 1993). MEF2 proteini kalsiyum
iyonlarina bagimli ¢alisan bir transkripsiyon faktorii olarak da nitelendirilebilir. MEF2
proteinin bu sekilde aktivasyonu, kas farklilagmas siiresince de etkilidir (Mao, Bonni et al.
1999). Cogalan insan diiz kas hiicrelerinde, MEF2A’nin sentez edildigi bulunmustur
(Wang, Fan et al. 2003). Diiz kas hiicre gelisiminin hizlandirilmasi, aterosiklerozun
cabuklagsmas1 ile iligkilidir. Aterosikleroz gelisimine baghh olarak T-hiicreleri ve
makrofajlar tarafindan bazi biiyiime faktorleri ve sitokinler salinir. Bu faktorler diiz kas
hiicrelerinin ¢ogalmasini ve goc¢ etmelerini saglar. Aterosiklerozisde goriilebilen yiiksek
kan basinciyla iliskili renin-anjiyotensin biyokimyasal yolunda yer alan ACEII
(anjiyotensin-doniistiiriicii enzim II) de direkt olarak diiz kas hiicrelerinin biiyiimesinde
etkilidir. Sitomegalo viriis enfeksiyonlar1 p53 protein inaktivasyonuyla iliskilidir. pS3 geni
calismayan farelerde, diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasinda artis oldugu gozlenmistir (Lusis
2000). MEF2 ve GEF (SLC2A; Solute Carrier Family 2 (Facilitated Glucose Transporter),
Member 4 Regulator, OMIM 609493) proteinlerinin, kaslarda insiiline baghh glukoz
almiminda etkili olan GLUT4 (Glucose Transporter 4, OMIM 138190) promotorunda
baglanabilecegi bolgeler bulunmaktadir. Bu faktorler tek baslarina zayif promotor
aktivitesi gosterirler, GEF ile MEF2A beraber bulunduklarinda daha yiiksek bir aktivite
gozlemistir. GEF ile MEF2A’nin birbirine baglanarak calistign gosterilmistir (Oshel,
Knight et al. 2000; Knight, Eyster et al. 2003). MEF2A endotelyumda bol miktarda
sentezlenmektedir. Sentezlenen bu protein biiyik MAP kinaz ailesi tarafindan
fosforlanarak endotelyumun siirekliliginden sorumludur (Attie 2004). MEF2A geni yok
edilmis fareler ile yapilan deneyde, bu farelerin canli dogduklar1 ancak dogumdan sonra en
fazla dokuz aylik siire¢ icinde oldiikleri goriilmiistii ve bu fareler iizerinde yapilan

calismada, mitokondrial hasar gozlenmistir. MEF2A’nin  mitokondri sayis1 ve



mitokondrial solunum reaksiyonlarinda etkili oldugu diisiiniilmektedir (Naya, Black et al.

2002).

1.2.3. Gen Yapisi1 ve Haritalanmasi

Insan MEF2A genin yapisi ve izolasyonu, ilk olarak 1996 yilinda tanimlanmistir.
Protein kodlama bolgesi 10 intron tarafindan boliinmektedir. MEF2A geni kromozomal
olarak 15926 bolgesinde oldugu FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) metoduyla ilk
olarak 1996 yilinda gosterilmistir (Suzuki, Lowry et al. 1996).

1.2.4. MEF2A Geni Uzerinde Yapilan Calismalar

MEF2A geni iizerinde yapilan 13 hastanin bulundugu ve koroner arter hastaliginin
(CAD) otozomal dominant kalitim gosterdigi aile ¢alismasinda ekzon 11°de 21 baz ¢iftlik
bir delesyon tanimlanmis yine ayni ekzonda coklu glutamin ve prolin tekrarlarina
rastlanmistir (Wang, Fan et al. 2003). Bu delesyonun bulundugu bdlge insan, fare ve
domuzda evrimsel olarak korunmustur; MEF2A proteininin C-terminal ucunda yer
almaktadir. Delesyonun, proteinin hiicresel lokalizasyonu i¢in dnemli oldugu gosterilmistir
(Wang, Fan et al. 2003). CAD/MI goriilen 50 hasta iizerinde yapilan ¢aligmada bu
delesyona rastlanamamistir (Wang, Fan et al. 2003). MEF2A protein kodlama bolgesi
tizerinde yapilan diger bir calismada CAD goriilen 300 hastada yapilan tarama sonucunda
21b¢ delesyona rastlanmazken, 300 yash bireyden olusmus kontrol grubunda sadece bir
kiside bu delesyona rastlanmistir ve bu delesyonun beyaz irkta CAD hastaligina ait bir
neden olmadig1 gosterilmistir. Bu calismada ¢oklu glutamin tekrarlari i¢in hasta ve kontrol
gruplart arasinda anlaml bir iliski bulunamamistir (Weng, Kavaslar et al. 2005). Diger
yapilan MEF2A geni iizerindeki bir calismada, CAD/MI goriilen 207 hasta bireylerden
ikisinde N263S (Asparjin263Serin), birinde P279L (Prolin278L&sin), birinde de G283D
(Glisin283 Aspartikasit) mutasyonlart ekzon7’de tamimlanirken 191 saghikli bireyden
olusan kontrol grubunda herhangi bir mutasyona rastlanmamistir. Bu mutasyonlar, MEF2A

proteinin transkripsiyon aktivasyon bolgesine ¢ok yakin bir bolgede lokalize olmuslardir



ve bu mutasyonlarin, proteinin transkripsiyon aktivitesini azalttigi gosterilmistir
(Bhagavatula, Fan et al. 2004). Ispanya popiilasyonundaki 483 CAD/MI hasta ve 1189
saglikli bireyden olusan gruplar arasinda yapilan ¢alismada, 279L allelini tasiyan kisilerin
MI gecirme riskinin kontrol grubuna gore ii¢c kat anlamli oldugu goésterilmistir (p=0.009).
Aymi calismada, ekzonl1’de bulunan coklu glutamin tekrarlart icin anlamli bir iligki
bulunamamistir (Gonzalez, Garcia-Castro et al. 2006). Bu ii¢ niikleotit tekrar polimorfizmi
icin ailesel kardiomyopatili aileler iizerinde yapilan ¢alismada bu tekrarlarin hastalikla
iliskisi gosterilememistir (Bachinski, Abchee et al. 1997). Japon popiilasyonunda MEF2A
polimorfizmlerinin MI i¢in anlamli olmadigi gosterilmistir ve bu ¢alismada ekzonl1’de
tammlanan R447X (Arjinin447Dur) ile MI arasinda bir iliski gosterilememistir (Kajimoto,
Shioji et al. 2005). CAD ve bunun bir sonucu olan MI icin yapilan bu tip genetik
calismalar Tiirk Popiilasyonu i¢inde onemlidir ve simdiye kadar MEF2A geni icin Tiirk

Popiilasyonunda bdyle bir ¢alisma yapilmamistir.

1.3. Molekiiler Teknikler

1.3.1. DNA izolasyonu

DNA’lar, kan 6rneklerinden fenol / kloroform yontemiyle izole edilmis ve etanol

ile muamele edilerek ¢oktiiriilmiistiir.

1.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, spesifik DNA dizilerinin in vitro enzimatik sentezleme
metodudur. Bu spesifik bolgelerin sinirlarini olusturmak icin degisik sayida ve uzunlukta
oligoniikleotit primerler kullanilir, bunlar karsi anlaml kalip iplikciklere baglanirlar. Ardi
ardina tekrarlayan dongiiler serisi; kalip DNA’min tek iplik¢ikli hale getirilmesi,
primerlerin kendi eslenik bolgelerine yapismasi, yapisan primerlerin DNA polimeraz ile
DNA sentezlenmesi olarak gerceklesir. Dongiiler serisi sayesinde iiriin miktar1 logaritmik
olarak artar ve iiretilen spesifik fragman primerlerin 5’ ucunda sonlanir. Primer uzatilmasi
safhasinda sentezlenen iiriinler bir sonraki dongiide kalip gorevi goriir. Bu sayede hedef

DNA kopya sayis1 her dongiide yaklasik olarak iki katina ¢ikar. Boylece 20 dongii sonunda

polimeraz zincir reaksiyonu yaklasik bir milyon kat (220) iirtin verir (Sekil 1.3.2.1).



Thermus aquaticus’un termostabil DNA polimerazinin izole edilerek kullanilmasi biiyiik
kolaylik yaratmistir. Reaksiyon bilesenlerinin (kalip, primerler, dNTP, tampon) tek tiip
icinde toplanmasiyla reaksiyon basit bir sicaklik dongiiler zinciri haline gelmistir. Cesitli
reaksiyon parametrelerinin (enzim, primer, Mg+ konsantrasyonu, sicaklik dongii profili)
degistirilmesiyle spesifikligin ve iiretimin artirilmast miimkiindiir. Her bir oligoniikleotit
primerin farkli optimal ayar noktasi olabilir bunun i¢in miimkiin her reaksiyonun farkl

ayarlan olabilir .

Sekil 1.3.2.1. Polimeraz zincir reaksiyonunun ¢alisma prensibi

— 35 Ddngl
Kalip DMA

Hedef Balge g —

=4 Kopya 2%=8 Kopya 24=16 Kopya 32 Kopya 2¥=58 Milyar Kopya

Polimeraz zincir reaksiyonunun o6zgiinliigii ve hedef bolgenin c¢ogaltilmasinin
kontrolii jel elektroforezinde yapilir. Uygun primerin ve uygun yapigsma sicakliinin
kullanimiyla istenmeyen sekanslarin iiretilmis engellenmis olur. Bu etki genellikle jel
profillerinin dogru yorumlanmasini saglar. Polimeraz zincir reaksiyonu primer olarak
istenen hedef bolgeyi cogaltmakta kullanilsa bile ayn1 zamanda eldeki bazi dizileri kismen
degistirmek icinde kullanilan oldukca gii¢lii ve kullamigh bir tekniktir. Primer dizileri
fiziksel olarak hedef bolgenin i¢inde yeraldigi icin kalipla primerin 5° ucundaki bazi
capraz, uygunsuz yapigmalar tolere edebilmektedir. Bu yolla sentetik primerlerdeki bazi
degisiklikleri kullanarak yeni sekanslar olusturmak miimkiin olabilmektedir buna “site
directed mutagenesis” denmektedir. Bu sayede bir klonlama yapilirken dogal olarak
restriksiyon kesim noktalar1 yaratmak da miimkiin olabilmektedir. Bu yontemle ayrica
delesyon, insersiyon, niikleotit degisimleri gibi mutasyonlara 6zel iiriin ¢ogaltmak da

miimkiin olabilmektedir.



Polimeraz zincir reaksiyonunun bir baska Onemli 6zelligi de diagnostic
uygulamalarda kullaniminda iyi islenmemis, yeterli saflikta olmayan DNA’larda ve hasar
gormiis DNA’larda da iyi sonug alinmig olmasidir. Ornekteki DNA’nin kimyasal olarak saf
olmamasina ve hasar gdérmiis olmasina ragmen uygulamalarda olumlu sonu¢ alinmasi
Polimeraz zincir reaksiyonunun bir iistiinliigii oldugundan tibbi diagnostik uygulamalarda

ve adli tipta kullanimini1 cok 6nemli hale getirmektedir (Saiki, Gelfand et al. 1988).

Polimeraz zincir reaksiyonu reaksiyonunda, c¢ogaltilacak hedef gen bolgesi
secildikten sonra ilk adim yiiksek sicaklik ile DNA’ nin iki zincirini birbirinden ayirma
evresi olan denatiirasyondur. Insan genomik DNA’ s1 icin 94-98°C uygundur. Bir sonraki
adim; cogaltilacak olan bolgeyi sagdan ve soldan ¢evreleyen 5’ ucuna komplementer 18-20
baz uzunlugundaki sentetik oligoniikleotitlerin 37-65°C’ler arasinda hedef DNA’ya
baglanmasim (hibridizasyonu) saglamaktir. Son adim da; 72°C’ de ortama eklenen dNTP’
lerle cift iplikcikli DNA’ larin sentezi (polimerizasyonu) saglamir. Bu ii¢ adim bir

polimeraz zincir reaksiyonu dongiistinii olusturur. Bu olayin 30-40 kez tekrarlanmasiyla bir

DNA hedefini 100-1012 arasinda cogaltmak miimkiin olur (Akar 1999; Read 1999).

1.3.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Son hacim 50 ml olacak sekilde %1, 2 ve 3 oranlarinda agaroz jeller hazirlanir. 2 g
agaroz (%4)’un iizerine 50 ml son hacime tamamlanacak 1X (5X TBE (Tris 54 g, Borik
asit 27.5 gr, 0.5 M EDTA 20 ml olarak alinir ve 1 It deiyonize suya tamamlanarak yapilir.).
5X TBE hazirlandiktan sonra distile su ile 1/5 oraninda seyreltilerek 1X TBE cozeltisi
hazirlanir.) 1X TBE ilave edildikten sonra mikradalga firinda kaynatilir (%0,5°1lik stoktan )
2 pl Etidyum bromit ilave edilir. Iyice karistirildiktan sonra jel tabagina dokiiliir. Agarozun
donmasi icin yaklasik 30 dk beklenir. PCR iiriinlerinden %10’u jele yiiklenir. 80 V akimda
30 dk yiiriitiillir. Ultraviyole 151k altinda incelenir ve fotograflanir. Her polimeraz zincir
reaksiyonu sonunda farkli uzunlukta iirtinler elde edileceginden degisik yogunluklarda

agaroz jel hazirlamak gerekebilir.



1.34. Tek Iplikcikli Uygunluk Polimorfizmi (Single Strand Conformation
Polymorfism) (SSCP)

SSCP denatiire olmayan jellerde tek iplikli DNA’da olusan degisimin, jelde yiiriime
farkliligimin belirlenmesine dayanan bir tekniktir. Bu yontem ile niikleotit dizisinde
mutasyon ya da polimorfizm sonucu olusmus tek baz degisikliklerini belirlemek
miimkiindiir. SSCP teknigi aym anda bir¢cok ornekte mutasyon taramasini sagladigindan
molekiiler genetik ¢aligmalarina hiz kazandirmaktadir. Yontemden en iyi sekilde sonug
alabilmek icin, kullanmilan PCR {iriiniiniin 200 b¢’ni gegmemesi gerekmektedir. 200
niikleotitlik bir dizide %90’m, 400 niikleotitlik bir dizide ise %80’lik bir oranda

mutasyonlar1 yakalama sans1 vardir (Akar 1999).

1.3.5. Heterodubleks PCR yontemi ve Hasaslastirilmis Mutasyon Tespit jeli
(Mutation Detection Enhancement) (MDE Jel)

Heterodubleks formasyon teorik olarak olusumu; herhangi bir PCR reaksiyonunda
bir birlerine homolog olan, ancak bir nokta mutasyonu, belli bir baz dizisinin girmesi veya
cikmasi ile bir birleriyle farklilik gosteren DNA 6rnekleri cogaltildiginda heterodubleks
DNA’larin elde edilmesidir. Bu olusum ilk kez fare testis-Y geni ile ilgili caligmalarda
bulunmustur (Akar 1999). Heterodubleks analiz metodu, cift iplikli farkli DNA
konformasyon olusumuna dayanan bir tekniktir. Bu teknikte cift iplikcikli DNA’larin

heterodubleks ve homodubleks olusumuna bagli bir ayrim meydana gelir (flowgene).

MDE, poliakrilamid jel benzeri 6zelliginde olan ve DNA konformasyon farkliligini
ortaya koyabilen bir jel ¢esitidir. DNA’nin MDE jelde ayrimi hem biiyiikliikk hem de boyut
olarak ortaya konabilir. MDE jel SSCP ile karsilastirildiginda, mutasyon analiz tespitinde

daha duyarli ve optimizasyon siiresi ¢cok daha kisadir(flowgene).

1.3.6. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi ya da ‘sequencing’ DNA’nin niikleotit dizilerinin saptanmasi

anlamina gelmektedir. ilk DNA dizi analizi, 1960’larin basinda 75-80 niikleotit kapsayan



kiiciitk t RNA’lar ile baslamistir. Niikleotit dizilerinin belirlenmesinde en sik kullanilan
teknik Sanger’in yontemi olup, asimetrik cogaltma ile elde edilmis tek iplikcikli DNA;
DNA Polimeraz enzimi ile ddNTP ve biri radyo aktif olan isaretlenmis dNTP kullanilir.
Burada en Onemli nokta dideoksiniikleotitlerin (ddTTP, ddCTP, ddGTP, ddATP)
eklenmesidir. 2’°,3’dideoksiniikleositrifosfatlar’in, klasik dNTP’lerden farki deoksiriboz’un
3’ noktasinda hidroksil grubunun bulunmamasidir. Biiyiiyen DNA zincirine, DNA
polimerazlar aracilif ile baglanabilirler. Fakat 3’hidroksil grubunun olmamasi nedeniyle,
ardindan gelen dNTP’ler ile fosfodiester baginin olugmasi engellenir. DNA zincirinin

uzamasi imkansiz hale gelir (Akar 1999).

Bu yontem, rekombinant Taq polimerazlarin gelistirilmesiyle PCR ile de
gergeklestirilebilir hale gelmistir. Tepkime karisiminda; dizisi belirlenecek DNA 06rnegi,
polimeraz enzimi, oligoniikleotit primer, dort farkli ANTP, dort farkli ddNTP ile enzimin
caligabilmesi i¢in tampon gorevi gorecek olan maddeler bulunur. PCR’da oldugu gibi
denetiirasyon, yapisma, uzama, sikluslarinin belirli sayida tekrarlanmasiyla gerceklestirilir

(Akar 1999).

Genom dizi analizi i¢in otomatik DNA dizi analizi aletleri, radyoaktif izotoplar
yerine de floresan boyalar kullanilir. Bu sistemde dort farkli renkteki piklerin olusturdugu

bir model ortaya ¢ikar (Klug and Cummings 2002).



2. MATERYAL ve YONTEM
2.1. Materyal

Bu calisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghg ve Hastaliklar1 Ana
Bilim Dali; Pediatrik Molekiiler Genetik Bilim Dal1 Laboratuarinda gerceklestirilmistir. MI
tams1 almis hastalara ait kan ornekleri Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp ve Damar
Cerrahisi Anabilim Dalindan saglanarak calismaya almmustir. Bu sekilde saglanan, MI
tanist almig, 45 yas ve alt1 69 olgu calisma grubu olarak, Pediatrik Molekiiler Genetik
laboratuvart DNA bankasina ait kendisinde ve MI oykiisii olmayan ve farkli yaslarda 87
saglikli eriskin birey DNA’s1 kontrol grubu olarak se¢ilmistir. Caligma grubu cinsiyet
dagilimi ise 44 erkek/25 kadin olup; kontrol cinsiyet dagilimi da 40 erkek/47 kadin olarak
secilmigtir. Olgu ve kontrol grubu olarak DNA’lar1 ¢alisilacak bireylerin ¢alismaya dair

onam formlar1 doldurularak, izinleri alinmistir.

2.2. Yontem
2.2.1. DNA izolasyonu

Hasta kanlar1 1 cc 0.5 M (Etilendiamintetraasetikasit) EDTA’I ( Sigma, ABD )
tilp igerisine 9cc alindiktan sonra total hacmin ikibucuk katt kadar yani 25cc RBC
(Red Blood Cell ) lizis Soliisyonu (155 mM amonyum kloriir (Merck, Darmstadt,
Almanya), 10mM potasyum bikarbonat (Merck, Darmstadt, Almanya ), 0,5 M EDTA (
Sigma, ABD ) falkon tiip igerisinde ilave edilir ve 15 dakika buzda bekletilir. +4°C, 4500
rpm’de 15 dakika santrifiij ( Hettich, Almanya) edildikten sonra siipernatant dokiiliir.
Pellet iizerine tekrar RBC ilave edilir ve bu isleme tiim eritrositler patlatilana kadar devam
edilir. Kirmiz:1 kiireler elimine edildikten sonra cekirdekli hiicreler iizerine; 20 pg/ml
olacak sekilde Proteinaz K enzimi ( Quantum, Montreuil-Fransa), son konsantrasyonu %
0,5 olacak sekilde % 10’luk SDS (Sodium Dodecyl Sulphate (Sigma, ABD) ve beyaz
kiire hacminin 2.5 kat1 olacak sekilde Nuclease Buffer ( 10 mM Tris- HCI (pH 7,5), Tris
Base; Owl Scientific, ABD — HCI; (Merck, Almanya), 400 mM NaCl (Merck, Darmstadt,
Almanya), 2 mM EDTA (ethylenediaminetetraacediacid) (Sigma, ABD) ilave edilerek bir
gece 37°C’ de su banyosunda ( Kottermann, Almanya ) bekletilir. Ertesi giin bire bir

oranda Fenol/ Kloroform 25:24:1 oranlarinda sirasiyla; Fenol ( Merck; Almanya ):



Kloroform ( Merck; Almanya ): izoamilalkol ( Merck; Almanya ). ilave edilerek 10 dakika
elde iyice ¢alkalanir. 15 dakika buza gomiildiikten sonra 4°C, 5000 rpm’de 20 dk santrifiij
edilir. Siipernatant bagka bir tiipe aktarilir ve 1/10’1 kadar 2M Sodyum asetat (
Sigma;ABD ) ve totalin 2 kati kadar %95’lik alkol ( Tekel, Tiirkiye) ilave edilir. Tiip
nazikge ¢alkalanir ve DNA goriiniir hale getirildikten sonra -20°C’de bir gece bekletilir.
Ertesi giin +4°C’de 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilir. Siipernatant atilir, DNA dipte
pellet halindedir. 10 dakika kurutulduktan sonra %70’lik etanolle tekrar santrifiij edilir.
Kurutulduktan sonra TE soliisyonunda ( 10mM Tris-HCl ve 1mM EDTA ); bir gece
37°C’lik subanyosunda bekletilerek ¢oziilir. TE igersinde ¢oziinen DNA +4 °C’ de

saklanir.

2.2.2. MEF2A Gen Degisimlerinin Belirlenmesi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu’da gerceklesirken karisimda bulunan PCR
tamponunun Igerigi iiretici firmalar arasinda fark olsa da genellikle 500 mM KCI, 100 mM
Tris-HCI (pH 8.3); 15 mM MgClp ‘dir. MgCl2 her zaman tampon icinde olmayabilir. Bazi
tamponlarda BSA (Bovine Serum Albumine) veya gliserol’de bulunabilir. dNTP
(Fermentas, Litvanya) karisitmindan SmM stok hazirlanir. Primerler (IDT, ABD) liyofilize

olarak alinir, 500 pmol olacak sekilde stok hazirlanir (Cizelge 2.2.2.1).

Cizelge 2.2.2.1. Polimeraz zincir reaksiyonunun bilesenleri ve kullanilan miktarlar

SonKonsantrasyon Kullanilan Miktar

Distile Su - 36.8 ul

10x PCR Tamponu 1x Sul

dNTP Karisimi 0.2 Mm 2ul

Primer Karigimi 20 pmol/ml 1wl

MgCl2 1.5 mM 3ul

Taq DNA Polimeraz 1 iinite 0.2 ul

DNA Kalip 100- 300 ng 2 ul

Toplam Miktar 50 pl




2.2.3. MEF2A Gen Varyantlarmm incelenmesindeki PCR kosullar

MEF2A Geni Ekzon 1 PCR’1i¢in
F:5’-AGAAGCTGTGTACGATGCATTAG-3’
R:5’-ACCCAACCATTCTGTCTATGTT-3’

primerleri kullanilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik sartlart ise : 950C” de 5 dk;

baslangicta 1 kez ( 940C’de 1 dk, 559C’de 1 dk, 729C’de 1 dk ) 34 kez 729C’de 7 dk;

sonda 1 kez olarak gerceklestirilmistir.

MEF2A Geni Ekzon 2 PCR’1 icin
F:5’-AGATTCATCTTCAGATAGCCCATA-3’
R:5’-ACAAGTCATTCTGACAGTTAATGC-3’

primerleri kullanilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik sartlart ise : 950C” de 5 dk;

baglangicta 1 kez ( 94°C’de 1 dk, 56°C’de 1 dk, 720C’de 1 dk ) 34 kez 729C’de 7 dk;

sonda 1 kez olarak gerceklestirilmistir.

MEF2A Geni Ekzon 3 PCR’1i¢in
F:5’-AGTTCATTCCGTCTGTGCTCTCT-3’
R:5’-AAGTAGAGGTAAAGTAAAAGTACTTA-3" primerleri kullanilmistir. Polimeraz

zincir reaksiyonu sicaklik sartlari ise : 950C” de 5 dk; baslangicta 1 kez ( 949C’de 1 dk,
569C’de 1 dk, 729C’de 1 dk ) 34 kez 720C’de 7 dk; sonda 1 kez olarak gerceklestirilmistir.

MEF2A Geni Ekzon 4 PCR’1 i¢in
F:5-TAAGTACTTTTACTTTACCTCTACTT-3’
R:5’-GCAACAAGATGTTTGGTCAATCTCT-3’

primerleri kullanilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik sartlart ise : 950C” de 5 dk;

baslangigta 1 kez ( 940C’de 1 dk, 570C’de 1 dk, 729C’de 1 dk ) 34 kez 720C’de 7 dk;

sonda 1 kez olarak gerceklestirilmistir.

MEF2A Geni Ekzon 5 PCR Kosullari
F:5’-TGCCAAATTAAAGTTCAAAAG-3’
R:5’-TCTTGCTCATCAAAGCAATAAAAGAA3’ primerleri kullanilmistir. Polimeraz



zincir reaksiyonu sicaklik sartlari ise : 950C” de 5 dk; baslangicta 1 kez ( 949C’de 1 dk,
550C’de 1 dk, 729C’de 1 dk ) 34 kez 720C’de 7 dk; sonda 1 kez olarak gerceklestirilmistir.

MEF2A Geni Ekzon 6 PCR’1 icin
F:5-TCTCTATTCAGTTCACGTTCAGTT-3’
R:5’-TGTATTAGTGAAAGTACCCTTCAG-3’

primerleri kullanilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik sartlart ise : 95°C” de 5 dk;

baslangigta 1 kez ( 940C’de 1 dk, 570C’de 1 dk, 729C’de 1 dk ) 34 kez 720C’de 7 dk;

sonda 1 kez olarak gerceklestirilmistir.

MEF2A Geni Ekzon 7 PCR’1 icin
F:5’-GATACTCAAACCTGTAGTGAG-3’
R:5’-GGAAGCTACAGATTGACTATG-3’

primerleri kullanilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik sartlar ise : 950C” de 5 dk;

baslangigta 1 kez ( 949C’de 1 dk, 570C’de 1 dk, 72°C’de 1 dk ) 34 kez 720C’de 7 dk;

sonda 1 kez olarak gerceklestirilmistir.

MEF2A Geni Ekzon 8 PCR’1 i¢in
F:5’-TGTGAGTACCCACAGTCTTAGTA-3’
R:5’-GGTTAGATAACAACACGTAAGAG-3’

primerleri kullanilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik sartlari ise : 95°9C° de 5 dk;

baslangigta 1 kez ( 940C’de 1 dk, 560C’de 1 dk, 729C’de 1 dk ) 34 kez 720C’de 7 dk;

sonda 1 kez olarak gerceklestirilmistir.

MEF2A Geni Ekzon 9 PCR’1 i¢in
F:5’-TCACATCATCAGTGCTTCAGAA-3’
R:5’-CACAGAAGCACACGTTGATCA-3’

primerleri kullanilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik sartlart ise : 95°C” de 5 dk;

baslangigta 1 kez ( 949C’de 1 dk, 560C’de 1 dk, 729C’de 1 dk ) 34 kez 720C’de 7 dk;

sonda 1 kez olarak gerceklestirilmistir.

MEF2A Geni Ekzon 10 PCR’1icin



F:5-ATAGATTCCGTATGGACCTTCCA-3’
R:5’-AAGACAGTGTGTAGGCCAGGAGTG-3’

primerleri kullanilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik sartlart ise : 950C” de 5 dk;

baslangigta 1 kez ( 940C’de 1 dk, 560C’de 1 dk, 729C’de 1 dk ) 34 kez 720C’de 7 dk;

sonda 1 kez olarak gerceklestirilmistir.

MEF2A Geni Ekzon 11 PCR’1icin
F:5’-TGCAGAGGTACTTGCAAGCCAT-3’
R:5’-AGATATGTAGGGCAGGTCACT-3’

primerleri kullanilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik sartlart ise : 95°C” de 5 dk;

baslangicta 1 kez ( 940C’de 1 dk, 569C’de 1 dk, 729C’de 1 dk ) 34 kez 729C’de 7 dk;

sonda 1 kez olarak gerceklestirilmistir.

2.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Calismamizda tiim ekzonlar i¢in yukaridaki hazirlama metoduyla %2’lik agaroz jel

hazirland: ve PCR iiriinleri incelendi.

2.2.5. Tek Iplikcikli Uygunluk Polimorfizmi (Single Strand Conformation
Polymorfism) (SSCP)

Bu calismada %40’lik, oraninda poliakrilamid jel 49:1, oraninda hazirlanan
akriamid-bisakrilamid jel soliisyonu kullanildi. Bunun i¢in 380 g Akrilamid (Merck,
Almanya) ve 20 g N,N'-metilen-bis-akrilamid (Sigma, Almanya) bir miktar distile su ile
37°C’ de 1sitilarak kimyasallarin ¢oziinmesi saglandi ve hacim distile su ile 1000ml’ ye

tamamland1 (Sambrook, Fritsch et al. 1989).

Jel yapiminda kullanilan 5X soliisyonun hazirlanmasi; Tris 54 gr, Borik asit 27.5
gr, 0.5 M EDTA 20 ml olarak alind1 ve 1 It deiyonize suya tamamlanarak yapildi. 5X TBE
hazirlandiktan sonra distile su ile 1/5 oraninda seyreltilerek 1X TBE c¢ozeltisi olarak

gerektiginde hazirlandi.



Jel polimerlesmesinde kullanilan %10’luk Amonyum Persiilfat hazirlanmasi
asamasinda ise, 1 g Amonyum Persiilfat (AppliChem, Almanya) distile su ile 10 ml’lik

hacime tamamlandi ve iyice ¢oziinmesi saglandi.

Elektroforez Aparatinin Hazirlanmasi; Camlar bol su ile iyice yikandiktan sonra
deiyonize suyla durulandi ve 70%’lik alkolle temizlenip ve kurulandi. Sonra camlar arasina

1 mm kalinliginda spacerler yerlestirildi.

Daha sonra jel hazirlama asamasina gegilir; %40’k akrilamid-bisakrilamid
stogundan 12,34 ml, 5X TBE soliisyonundan 14 ml, distile sudan 40,16 ml alinarak
kanistirlldi. Karisim igerisinde partikiil kalmayacak sekilde siiziiliip ve sonra jelde hava
kabarcigi olusmamasi i¢in vakum sistemi kullanilip havast alindi. Bu karigim iizerine 0,6
ml %10’luk Amonyum Persiilfat ve 40 ul TEMED (N,N,N',N'-tetrametilen-etilendiamid)
(Sigma, Almanya) eklenerek hazirlanmis jel, camlar arasina dokiildii. Jel dokiildiikten
sonra 1 mm’lik taraklar camlar arasina yerlestirilip ve 6rneklerin yiiklenecegi kuyularin

olusup ve jelin polimerlesmesini saglamak icin yaklasik bir saat beklendi.

Jel polimerlestikten sonra taraklar dikkatlice cikarildi, taraklarin c¢iktigr jel
kisimlar iyice temizlenip 6rneklerin yiirlimesini engelleyecek olan jel parcalari ortamdan

uzaklastirild1 ve vertikal jel sistemine (BioRad, ABD) yerlestirildi.

PCR iiriinlerine yilikleme boyast (Formamid, EDTA, Xyelene Cyanol, Brom-fenol
mavisi, H»0; son konsantrasyonlar sirasiyla %95, 20mM, %0,05, %0,005) eklenerek
95°C*“de 10 dk denatiire edilip ve ornek sirasina dikkat edilerek hazirlanmis jele yiiklendi.
Sisteme tampon olarak TBE 1X soliisyonu ilave edilip, 6rnekler 150 volt akim altinda,
+4°C ‘de baz ¢ifti uzunluklarina gore 10-14 saat yiiriitiildii. Elektroforez sonrasi jel giimiis

boyama ile boyanarak bantlar goriiniir hale getirildi.

2.2.6. Giimiis Boyama

Glimiis boyama icin %1’lik giimiis nitrat, %15'lik Sodyum Hidroksit (NaOH),
%7,5’lik Sodyum Bikarbonat soliisyonlar1 kullanildi. Bu kimyasallarin hazirlanma asamasi

ise su sekildedir; %1’°lik giimiis nitrat sollisyonu, 5 g giimiis nitrat (AgNO3) (AppliChem,



Almanya) tartilip distile su ile 500 ml’ ye tamamlandi. %15'lik sodyum hidroksit
(NaOH)soliisyonu, 150 g kat1 sodyum hidroksit distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.
%7,5’lik sodyum bikarbonat (Na;CO3) distile su ile 1000 ml’ye tamamlanarak hazirlandi.

Ozellikle hazirlanan giimiis stogu giines almayacak sekilde saklandi.

Elektroforez sonrasi jel, stok soliisyonundan distile su ile 9:1 oraninda seyreltilerek
hazirlanan %0, 1’lik glimiis nitrat soliisyonu ile 15 dk muamele edildi. Daha sonra %1,5’lik
sodyum hidroksit soliisyonuna formaldehit eklenip giimiis soliisyonunu asamasini takiben
jelle muamele edildi. Jel %0,75’lik sodyum bikarbonat soliisyonu i¢inde birkac¢ dakika
birakilarak boyama iglemi sonlandirildi. Glimiis boyama sonrasi bant farkliligi goriilen

orneklere DNA dizi analizi yapildi.

2.2.7. Heterodubleks PCR yontemi ve Hasaslastirilmis Mutasyon Tespit jeli
(Mutation Detection Enhancement) (MDE Jel)

Calismamizda, MEF2A geinin 11. ekzonunda bulunan farkli ii¢ niikleotit (CAG)
tekrar polimorfizm sayisinin belirlenip gruplandirilmasi, 21 bg¢’lik delesyonun ve diger
bulunabilecek niikleotit degisimlerin arastirilmasi icin, heterodubleks PCR metodunu

uygulanip MDE jeli kullanildi.

Heterodubleks PCR metodu; Ekzon 11 bolgesinde herhangi bir mutasyon
bulundurmayan ve (CAG) tekrar sayisi on bir olan bir kisi referans olarak belirlendi. Daha
sonra elimizde bulunan hasta ve kontrol grubundaki bireylerin 11. ekzonlarni PCR

metoduyla ¢ogaltildi ve cogaltilmis olan her bir PCR iiriinii ile, elimizdeki referans 6rnek
1/1 oraninda karistirildi. Karistirllan 6rnekler igin; 950C’de 1 dk, 65°C’de 1 dk ve
370C’de ise 1 saat PCR islemi uygulandi1 (Ozdag, Batley et al. 2002). Daha sonra MDE jel

hazirlik islemine gecildi.

MDE jel aparatlarinin hazirlanmasi; Camlar bol su ile iyice yikandiktan sonra
deiyonize suyla durulandi ve 70%’lik alkolle temizlenip ve kurulandi. Sonra camlar arasina
0.8 mm kalinlifinda spacerler yerlestirilip ve kit olarak satin alimnan MDE jel ( kat no:
50620) hazirhigina gecildi; iki jel icin, 21 ml 2XMDE jel soliisyonu, 4.2 ml 10X TBE (Tris
108 gr, Borik asit 55 gr, 0.5 M EDTA 40 ml olarak karistirllip daha sonra 1 It deiyonize



suya tamamlanir.), 44.2 ml deiyonize su kullanilarak hazirlanan karigim iizerine 600 ml
%10’luk APS (1 g Amonyum Persiilfat (AppliChem, Almanya) distile su ile 10 ml’lik
hacime tamamlanir.) konur ve ¢oziinme meydana gelene kadar el ile karistirildi. Daha
sonra 60 ul TEMED (N,N,N',N'-tetrametilen-etilendiamid) (Sigma, Almanya) konup ve
hava kabarcigr olugmayacak sekilde hazirlanmis aparatlara MDE jel dokiildii. Jel
dokiildiikten sonra 0.8 mm’lik taraklar camlar arasina yerlestirilip 6rneklerin yiiklenecegi

kuyularin olusmasi saglandi (Ozdag, Batley et al. 2002).

Jel polimerlestikten sonra taraklar dikkatlice ¢ikarilip, taraklarin ¢iktigi jel kisimlari
iyice temizlenip, oOrneklerin yiiriimesini engelleyecek olan jel parcalar1 ortamdan
uzaklastirildi. Hazirlanan MDE jel, vertikal jel sistemine (BioRad, ABD) yerlestirilip
heterodubleks PCR yapilmis DNA {iriinleri, yiikleme boyasiyla (25 gr suroz, 0.025 gr
Brom-fenol mavisi, 250 ml pH:7 TrisHCL, 5ml EDTA pH:7.4, son konsantrasyonlar
sirasityla %50, %0.05, 10 mM, 10 mM olacak sekilde hacim 50ml’ye tamamlanir.)
karistirilarak, orneklerden 5 ul MDE jele yiiklendi ve 130 V’ta 12-15 saat oda sicakliginda
yiiriitiildii. Daha sonra MDE jel SSCP’de belirtildigi gibi giimiis boyama ile boyanarak
degerlendirildi. Farkli konformasyon gosteren cift iplik¢ikli DNA jel ornekleri i¢cin PCR

tiriinlerinin temizlenme ve DNA dizi analizi yapilma asamasina gecildi.

2.2.8. PCR Uriinlerinin Temizlenmesi

Her bir ekzon igin birbirinden farkli tespit edilen DNA’lar PCR yapildiktan sonra
PCR iiriinleri, PCR Priifikasyon kiti (Metis, Tiirkiye) kullanilarak temizlendi. 1,5 ml’lik
ependorf tiiplere PCR iiriinlerinden 50’er ul konuldu. Uzerlerine soliisyon A’dan 5 ul ilave
edildi. Daha sonra tiipteki toplam hacimle 1/1 olacak sekilde 55 ul soliisyon B eklenerek
+4°C’de en az bir saat olacak siirede bekletildi. Daha sonra 6rnekler oda sicakliginda 1000
rpm’de 10 dk santrifiijlendi. Siipernatant pipetle uzaklastirilarak iizerlerine %70’lik
alkolden 200 ul ilave edilerek oda sicakliginda 13000 rpm’de 5 dk santrifiijlendi.
Siipernatant pipetle uzaklastirilarak ornekler kurumaya birakilmistir. Kurutma isleminden
sonra 40 ul deiyonize su ile sulandirilarak DNA’nin ¢6ziinmesi saglanmistir. Daha sonra

her bir ekzon I¢in temizlendigi diisiiniilen DNA’lar %2’lik agaroz jelde incelendi.



2.2.9. DNA Dizi Analizi

Her bir ekzon i¢in birbirinden farklar tespit edilen DNA o6rneklerinin niikleotit
dizilerinin belirlenmesi i¢in kapiller sistem otomatik sekans cihazi (CEQ800XL, Beckman
Coulter, USA) kullanildi. Bunun i¢in 0,2 ml’lik, 96 tane kuyucuk iceren plaklar kullanilip
her bir kuyucuga 12 pl premiks (2 pl 10X reaksiyon tamponu, 1ul dANTP karigimi, 2ul
ddUTP, 2ul ddGTP, 2ul ddCTP, 2ul ddATP, 1ul polimeraz enzimi), 6ul temizlenmis PCR
tiriinii, 20 pmol primer konularak “cycle sequencing” islemi gerceklestirildi. Bunun i¢in
plaklar, PCR cihazina (Biometra, Almanya) yerlestirilip 94°C’de 5 dk ilk denatiirasyon, 30
siklus 96°C’de 20 s denatiirasyon, 50°C’de 20 s yapisma ve 60°C’de 4 dk’lik uzama evresi
gercgeklestirildi. “Cycle sequencing” sonlandiktan hemen sonra reaksiyonun durdurulmasi
icin her bir kuyucugun dibine 5 pl durdurma soliisyonu (1,5 M C,H30,Na, 50 mM EDTA,
20 mg/ml’lik Glikojen) pipetlendi. Orneklerin iizerine 60 ul %95’lik soguk etanol
eklenerek +4°C’de 4000 rpm’de 4 dk santrifiijlenerek (Hettich, Almanya) yikama islemi
gerceklestirildi. Ustteki kistm dokiilerek %70’lik alkolden 200 ul eklenip, +4°C’de 4000
rpm’de 2 dk santrifiijlenerek iistteki kisim dokiildii. Bu islem bir kez daha tekrarlandiktan
sonra plak 300 rpm’e c¢ikana kadar ters olarak santrifiijlenip fazla etanol uzaklastirildi.
Plak, liyofilizator cihazina (Christ, Almanya) yerlestirilip ve yiiksek vakum altinda
ornekler kurutuldu. Kuruyan orneklerin iizerine 25 pul formamid iceren soliisyondan
konularak DNA zincirlerinin birbirlerinden ayr tutulmasi saglandi. Her bir kuyucuk
mineral yag ile kapatildiktan sonra plak, DNA dizi analizi cihazina yerlestirilip daha sonra
cihazin bagli bulundugu bilgisayar araciligi ile sonuglarin ciktilar1i alinip niikleotit

farkliliklar degerlendirildi.



3. ARASTIRMA BULGULARI

69 erken MI tanis1 almis hasta ve erkan MI maruz kalmis bireylerin bulundugu
aileler iizerinde yaptigimiz calismada, MEF2A geninin 11 ekzonu ve ekzon-intron
baglanma bolgeleri SSCP teknigiyle tarandi. Tarama sonucunda bulunan baz degisimleri

(cizelge 3.1) gosterilmistir

Cizelge 3.1. Baz degisimleri, bulundugu bolgeler ve yayimlanma durumlar

Ekzon (E)/ Intron
(D

Degisim Yayimlanan

El - -

E2 - -

E3 - -

E4 - -

E5 - -

E6 - -

E7 - -

E8 - -

is 141246:A/C! +

E9 141348:T/C', 141354:G/A" +

10 145408:T/C! -

E10 - -

147217:C/A", Ug niikleotit tekrar
El1 +
polimorfizmi

! Tiim baz numaralari www.ensembl.org sayfasindan alinmisgtir.







3.1. Ekzon 1: SSCP teknigi kullanilarak yapilan tarama sonucunda, ekzon 1°de farkli bir
DNA bant 6rnegine rastlanmamis ve herhangi bir baz degisimi tanimlanamamistir (sekil

3.1.1).

Sekil 3.1.1. Ekzon 1 SSCP jel ornegi

3.2. Ekzon 2: SSCP teknigi kullanilarak yapilan tarama sonucunda, ekzon 2’de farkli bir
DNA bant 6rnegine rastlanmamis ve herhangi bir baz degisimi tanimlanamamistir (sekil

3.2.1).

Sekil 3.2.1. Ekzon 2 SSCP jel ornegi

3.3. Ekzon 3: SSCP teknigi kullanilarak yapilan tarama sonucunda, ekzon 3’te farkli bir
DNA bant 6rnegine rastlanmamis ve herhangi bir baz degisimi tanimlanamamistir (sekil

3.3.1).

j

Sekil 3.3.1. Ekzon 3 SSCP jel ornegi



3.4. Ekzon 4: SSCP teknigi kullanilarak yapilan tarama sonucunda, ekzon 4’te farkli bir
DNA bant 6rnegine rastlanmamis ve herhangi bir baz degisimi tanimlanamamistir (sekil

34.1).

Sekil 3.4.1. Ekzon 4 SSC jel ornegi

3.5. Ekzon 5: SSCP teknigi kullanilarak yapilan tarama sonucunda, ekzon 5’te farkli bir
DNA bant 6rnegine rastlanmamis ve herhangi bir baz degisimi tanimlanamamistir (sekil

3.5.1).

Sekil 3.5.1. Ekzon 5 SSCP jel ornegi

3.6. Ekzon 6: SSCP teknigi kullanilarak yapilan tarama sonucunda, ekzon 6’da farkli bir
DNA bant 6rnegine rastlanmamis ve herhangi bir baz degisimi tanimlanamamistir (sekil

3.6.1).

Sekil 3.6.1. Ekzon 6 SSCP jel ornegi



3.7. Ekzon 7: SSCP teknigi kullanilarak yapilan tarama sonucunda, ekzon 7°de farkli bir

DNA bant 6rnegine rastlanmamis ve herhangi bir baz degisimi tanimlanamamistir (sekil

itl

3.7.1).

Sekil 3.7.1. Ekzon 7 SSCP jel ornegi

3.8. Ekzon 8: SSCP teknigi kullanilarak yapilan tarama sonucunda, ekzon 8’de farkli bir
DNA bant 6rnegine rastlanmamis ve herhangi bir baz degisimi tanimlanamamistir (sekil
3.8.1).

Sekil 3.8.1. Ekzon 8 SSCP jel 6rnegi

3.9. intron 8: SSCP teknigi kullanilarak yapilan tarama sonucunda, intron 8-ekzon 9
baglanma bolgesinde farkli bir DNA bant 6rnegi tespit edilmis olup (sekil 3.9.1), daha
sonra DNA dizi analiz yontemiyle, herhangi bir amino asit degisimine neden olmayan

141246:A/C polimorfizmi gosterilmistir (sekil 3.9.2).



P
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Sekil 3.9.1. Ekzon 9 Sekil 3.9.2. Intron 8’deki

SSCP jel ornegi heterozigot 141246: A /C
degisimi

3.10. Ekzon 9: SSCP teknigi kullanilarak yapilan tarama sonucunda, ekzon 9’da farkli bir
DNA bant ornegi tespit edilmis olup (sekil 3.10.1), daha sonra DNA dizi analiz
yontemiyle, herhangi bir amino asit degisimine neden olmayan 141348:T/C ve

141354:G/A polimorfizmleri gosterilmistir (sekil 3.10.2).

110
S AT o S S0 0 a3

Sekil 3.10.1. Ekzon 9 Sekil 3.10.2. ekzon 9’daki

SSCP jel ornegi heterozigot 141348: T/C

ve

homozigot 141354: G/A degisimleri



3.11. intron 10: SSCP teknigi kullanilarak yapilan tarama sonucunda, ekzon 10-intron 10
baglanma bolgesinde farkli bir DNA bant 6rnegi tespit edilmis olup (sekil 3.11.1), daha
sonra DNA dizi analiz yontemiyle, herhangi bir amino asit degisimine neden olmayan ve
Tirk Popiilasyonuna 0zgii 145408:T/C polimorfizmi, ilk olarak caligmamizda
tanimlanmustir (sekil 3.11.2).

Z10
T TCGLa o TG G TS

Sekil 3.11.1. intron 10 Sekil 3.11.2. Intron 10°daki

SSCP jel ornegi homozigot 145408: T /C
degisimi

3.12. Ekzon 11: Heterodubleks teknigi kullanilarak yapilan tarama sonucunda, ekzonl1’de
farkli bir DNA bant 6rnegi tespit edilmis olup (sekil 3.12.1), daha sonra yapilan DNA dizi
analiz yontemiyle, herhangi bir amino asit degisimine neden olmayan, 147217:C/A

polimorfizmi gosterilmistir (sekil 3.12.2).

270
DA CoL oG

v

Sekil 3.12.1. Ekzon 11 Sekil 3.11.2. Ekzon 11°deki



SSCP jel ornegi homozigot 147217: C /A

degisimi

Ekzonl1’deki 147217:C/A degisimi icin hasta ve kontrol grubu arasinda yapilan
calismada, iki grup arasinda C/A degisimi icin ve C ve A allelleri i¢in anlamh bir iligki

bulunamamistir (Cizelge 3.12.1., Cizelge 3.12.2.).

Cizelge 3.12.1. Kontrol ve MI hasta grubu arasindaki 147217:C/A

sitklig
GRUPLAR n Cc/C C/A A/A
Kontrol 87 80 (0.91) 2(0.03) 5 (0.06)
Hasta 69 64 (0.92) 1(0.02) 4 (0.06)

Cizelge 3.12.2.
allel sikhig

Kontrol ve MI hasta grubu arasindaki 147217 C ve A

Allel n C A
Kontrol 174 162 (0.93) 12 (0.07)
Hasta 138 129 (0.93) 9 (0.07)




Heterodubleks teknigi kullanilarak yapilan tarama sonucunda, ekzonl1’de farkli
DNA bant orneklerine rastlandr (Sekil 3.12.3.A1, .A2, sekil 3.12.3.B1, .B2, sekil
3.12.3.C1, .C2). Yapilan DNA dizi analiz yontemiyle, farkli sayida bulunabilen ii¢
niikleotit (CAG), tekrarlar1 tanimlandi. Ekzon 11°de bulunan 21 bg¢’lik delesyona, hasta ve
kontrol gruplarinda rastlanmamis olup 21 bg¢’lik delesyon ve CAG tekrar bolgeleri (sekil
3.12.4) gosterilmistir.

A1 A2 B1 B2 C1 (07

Sekil 3.12.3. A1. n=5, A2. n=11, sekil 3.12.3.B1. n=6, B2.

n=9,

sekil 3.12.3.C1. n=7, C2. n=11

Ekzonl1’deki ii¢ niikleotit tekrar polimorfizmi i¢in hasta ve kontrol grubu arasinda yapilan

calismada anlamli bir fark bulunamadi (Cizelge 3.12.3).



Cizelge 3.12.3. Kontrol ve MI hasta grubu arasindaki ii¢c niikleotit (CAG) tekrar

polimorfizm siklig
Allele (CAG), (CAG);s (CAG)¢ (CAG), (CAG)y (CAG);
Controls (n=87) 6 (7%) 1(1.2%) 2(2.3%) 29 (33,5%) 49 (56%)
Patients (n=69) 1(1,5%) 1(1.5%) 1(1.5%) 35 (51%) 31 (44.5%)

Analyzed Data

Analyzed Data
a0

E 10 E0 T =0 130 200 20
2 PECTEEEECTECEEEE T TET AECT GGG CTRCEET G TEECEECEECT GCTECTECT OCTECT O
=0 £
ze £

2.0

1.0

os

Detm Polrts

Sekil 3.12.4 Ekzonll’deki 21 b¢’lik delesyon ve (CAG) tekrarlarin meydana
geldigi bolgeler



Miyokard infarktiis’iine maruz kalmis bireylerin olusturdugu indeks (D) ailesinde
(sekil 3.12.5) tamimlanan polimorfizmlerin dagilimi cizelge 3.12.4’de gOsterilmistir.
Ayirca, koagiilasyonda etkili olan FV Leiden ve protrombin 20210 mutasyonlar1 i¢in bu
ailede yapilan taramada, protrombin mutasyonuna rastlanamazken, aileden bes bireyde FV
Leiden mutasyonu heterozigot olarak bulunmustur. Bu ailede ekzon 11°de bulunan 21
b¢’lik delesyona rastlanmamistir. Diger ailede ise MEF2A gen ekzonlarinda veya ekzon-
intron baglanma bolgelerinde herhangi bir polimorfizme ve ekzon 11°deki 21 bg¢’lik

delesyona rastlanmamistir.

Cizelge 3.12.4. (D) indeks ailesi 141246:A/C, 141348:T/C, 141354:G/A, 145408:T/C,
147217:C/A polimorfizmlerinin dagilimi

Ekzon/Intron Baz

IL3 (+/-), .1 (+/-), 1.2 (+/4), IIL.7 (+/-), HL.8 (+/4), IV.2
(+/-), IV.5 (+/-)

Intron 8 141246:A/C

1.3 (+/-), TIL1 (+/-), TIL2 (+/-), TIL7 (+/-), TIL8 (+/+), IV.2
(+/-), IV.5 (+/-)

Ekzon 9 141348:T/C

L3 (+/+), TIL1 (+/+), TIL2 (+/+), TIL7 (+/+), TIL8 (+/+),
IV.2 (+/4), IV.5 (+/+)

Ekzon 9 141354:G/A

Intron 10 | 145408:T/C | IIL.2 (+/+)

Ekzon 11 147217:C/A | IL5 (+/+), L8 (+/4)




L1

I1.1

1.1

I1.2

1.2

Ivi

Sekil 3.12.5. (D) aile soyagact

1.3

Iv.2

I1.3

L]

1114

1119
G/A

Iv.7



! Heterezigot FV Leiden mutasyonu



4. TARTISMA ve SONUC

Son yillarda kalp rahatsizliklarimin nedenleriyle ilgili yapilan genetik calismalarin
sayist artmistir. Yapilan calisma tiplerinden en c¢ok bilineni, hastaliklarla ilgili aday
genlerin ortaya konmas1 ve bu genler iizerindeki degisimlerin tantmlanmasidir. Bunun i¢in
genis aile bireylerinde genetik baglanti analizleri kullanarak hastalikla iliskili genler

gosterilebilmektedir.

Bir transkripsiyon faktorii olarak gorev yapan MEF2A proteini, kas olusumuyla
iliskili genlerin aktivasyonunda ve kas hiicrelerinin ¢ogalmasinda etkili bir faktordiir.
Endotel hiicrelerinde de fazlasiyla sentezlenmektedir. Endotel fonksiyonu ve siirekliliginde

gerekli olan bir transkripsiyon faktorii oldugu diistiniilmektedir (Attie 2004).

Wang L. et. al. (2003) yilinda, genis olgekli ve MI maruz kalmis bireylerin
bulundugu aile iizerinde yaptiklar1 calismada, ekzon 11°de 21 bg¢’lik bir delesyon
tanimlamislar ve bu calismay1 koroner arter hastaliginin otozomal domianant formu olarak
yayinlamislardir. Calisma yapilan ailede, cesitli yaslarda MI geciren dokuz birey
bulunmaktaydi. Bu bireylerden iicii 45 ve alt1 yaslardayken Mi’ya maruz kalmis ve ikisi
hayatin1 kaybetmistir. Daha sonra 50 CAD/MI hastalig1 bulunan sporadik hastalarla
yaptiklar calismada, 21 b¢’lik delesyona rastlayamamiglardir. Daha sonra, Weng L. et. al.
(2005) yilinda yaptiklar1 calismada, CAD’li 300 hastada MEF2A’ya bagli olabilecek
herhangi bir mutasyon bulunamazken, 300 bireyden olusan ve herhangi bir CAD hastalig
gecirmemis bireylerden olusan kontrol grubunda, bir kiside 21 b¢’lik delesyon bulmuslar
ve bu grup, MEF2A mutasyonlarinin otozomal dominant CAD hastaliginin direkt bir
nedeni olamayacagini vurgulamislardir. MEF2A geninin lokalize oldugu 15q26 bolgesinde
(D155120) markirina gore yaklasik 93 genin bulundugu ve hala tanimlanmamis ve
fonksiyonlar1 gosterilememis bu genlerin de MI gelisiminde etkisi olabilecegini
diisiiniilmektedir (Altshuler and Hirschhorn 2005). Bizim yaptigimiz ¢aligmada da, erken
MI gecirmis 69 hasta birey ve 89 bireyden olusan kontrol gruplarinda 21 b¢’lik delesyona
rastlanamamistir. Calismamiz, diger caligmalar kadar birey sayisina sahip olmamasina
ragmen, bu mutasyonun, otozomal dominant CAD hastaliginin direk bir nedeni

olamayacagi sonucunu desteklemektedir. Wang L. et. al. (2003) MEF2A geni iizerinde



bulduklarni 21 bg¢’lik  delesyonun, proteinin lokalizasyonunda etkili oldugunu
gostermislerdir. Ancak invitro yapilan bu ¢alisma, proteinin invivo sartlarda MI

gelismesindeki roliinil tam olarak aciklayamamaktadir.

Vaskiiler endotel, vaskiiler tonun siirekliligi, kan dolasiminin regulasyonu,
koagiilasyon ve inflamasyon cevap, vaskiiler diiz kas hiicerelerinin ve kardiak miyositlerin
gelismesini de icine alan kardiovakiiler sistemde etkilidir (Olson 2004). Sentezlenen
MEF2A, koroner arterlerin endotel ve diiz kas hiicre ylizeylerinde yiiksek oranda
bulunmaktadir (Olson 2003). Kardiovaskiiler sistemin gelisimi siiresince gerekli genlerin
islevselligi ve MEF2A igin hedef genlerin belirlenmesi &nemlidir. MEF2A min MI
gelisimi iizerindeki rolii calisilirken, cevre sartlari, diger etkili olabilecek genler ve

bunlarin birbirleriyle iligkisi goz 6niinde bulundurulmalidir.

Weng L. et. al. (2005) yilinda CAD’l1 300 hasta birey ve 300 herhangi bir CAD
hastalign gecirmemis bireyden olusan kontrol grubu arasinda ekzonll’de yer alan ii¢
niikleotit (CAG) tekrar polimorfizmleri i¢in anlamli bir sonu¢ bulamamislardir. K.
Kajimoto et. al. (2005) yaptiklari c¢alismada da ayni sonucu bulmuslardir. Bizim
calismamizda da, hasta ve kontrol gruplar1 arasinda ekzonll’de yer alan ii¢ niikleotit
(CAQG) tekrar polimorfizmleri i¢in anlamli bir sonu¢ bulunamamistir. Ancak bu tekrarlar
21 be’lik delesyonun bulundugu boélgeye cok yakin olmast ve 21 bg’lik kisalmanin protein
lokalizasyonunda etkili olmasi sebebiyle bu en kiiciik (CAG) tekrarlarinin protein
tizerindeki etkisinin olup olmadiginin, invitro olarak gdsterilmesinin 6nemli olabilecegini

diisiinmekteyiz.

P. Gonzalez et. al. (2006), ispanya popiilasyonundaki 483 CAD/MI hasta ve 1189
saglikli bireyden olusan gruplar arasinda yapilan ¢alismada, 279L allelini tasiyan kisilerin
MI gecirme riskinin kontrol grubuna gore ii¢ kat anlamli oldugu gosterilmistir (p=0.009).
MEF2A proteinin transkripsiyon aktivasyon bolgesine yakin bir yerde bulunan ve
transkripsiyon aktivasyon diisiisiine neden olan (Bhagavatula, Fan et al. 2004) ekzon

7’deki bu degisim bizim ¢alismamizda bulunamamaistir.

ii



Son zamanlarda genom ve proteom alanindaki ilerlemeler, kompleks
hastaliklardaki genlerin tamimlanmasinda etkili yontemler haline gelmistir. MI veya CAD
olusumunda etkili olan ve genetik kontrol altinda oldugu diisiiniilen bir ¢ok faktor igin
genetik calismalar yapilmaktadir. Ornegin, ACE (anjiyotensin-doniistiiriicii enzim),
APOAS (apoliprotein A5), LTA-alfa (limfotoksin-alfa), MTHFR (Metilentetrahidrofolat
Rediiktaz), Protrombin mutasyonlari, FVL (faktor 5 Leiden) gibi genler iizerinde yapilacak
calismalar, ¢oklu faktorlerin altinda gelisen koroner arter hastaliklart i¢in Onemlidir.
Trombozda etkili olan FVL mutasyonun Tiirk popiilasyonundaki sikligr %9.8’dir (Akar
1999). Kan basinct ile iligkili olan ACE I/D polimorfizmi icin D allelinin Tiirk
popiilasyonunda MI ile iligkili oldugu bulunmustur (p=0.03) (Akar, Aras et al. 1998). Bu
gibi oranlarin diger genlerdeki degisimlerin sikligiyla beraber verilmesi yeni aday gen
caligmalarma dogru bakis acgis1 saglamasit yoniinden Onemlidir. Ayrica bu genlerin
sikligmin bilinmesi Tiirk popiilasyonunda MI gelismesi ve dogru yaklagimlar belirlenmesi

acisindan onemlidir.

MEF2A ile ilgili yaptigimiz c¢aligmanin, diger calismalarla benzer sonuclari
vermesinden dolay1 hala bir tartisma konusu olan MEF2A ve MI arasindaki iliskinin ortaya
cikarilmas1 ve popiilasyon calismasi acisindan onemli oldugunu diisiinmekteyiz. Sonug
olarak, yaptigimiz bu calismada erken MI ile iliskili olabilecek anlamli MEF2A gen
varyantlaria rastlanmamis ve Tiirk Popiilasyonunda MEF2A genin genotipik veya allelik

frekanslar1 anlamli bulunamamustir.

iii
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