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Normal arter duvarinin yapisi

GSTT1 polimorfizmi icin 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 nolu 6rneklerin agaroz
jel elektroforezindeki PCR {irlinii goriintiisii

GSTT1 polimorfizmi i¢in 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68 nolu 6rneklerin agaroz
jel elektroforezindeki PCR {irlinii goriintiisii

GSTT1 polimorfizmi i¢in 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77 nolu 6rneklerin agaroz
jel elektroforezindeki PCR {irlinii goriintiisii

GSTMI polimorfizmi i¢in 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68 nolu drneklerin agaroz
jel elektroforezindeki PCR {irlinii goériintiisii

GSTMI polimorfizmi i¢in 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85 ve 86 nolu dmeklerin
agaroz jel elektroforezindeki PCR iiriinii goriintiisii.

GSTTI1 ve GSTMI Polimorfizmleri igin 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68 nolu
orneklerin agaroz jel elektroforezindeki PCR iiriinii goriintiisii.

GSTT1 ve GSTMI polimorfizmi igin 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77 nolu
orneklerin agaroz jel elektroforezindeki PCR iiriinii goriintiisii.
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Koroner arter hastasi olan, yasayan ve dlen d cinsiyet ve sigara icme durumuna
gore dagilimi

Calisma grubunu olusturan bireylerin genel bilgileri
Agaroz ve akrilamid konsantrasyonlar1 ve ayirabildikleri DNA biiyiikliikleri
Probandin ilk gériindiigi I. ve II. Kusagmn pedigrisi
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1. GIRIS ve AMAC

Koroner kalp hastalig1 olarak da bilinen koroner arter hastaligi (KAH), gelismis bati
iilkelerinde en yaygin kardiyovaskiiler hastaliktir. Tiirkiye’de de kalp hastaliklar1 6liim
nedenlerinin baginda yer almaktadir. Amerika’da tim o6liimlerin 1/3’ine, kalp kokenli
olimlerin de %50-75’ine neden olmakta; yaklasik olarak yilda 500 bin kisi bu hastaliktan
yasamini yitirmektedir'>”.

KAH, birincil olarak erkekleri etkilemekte, ilk miyokart infarktiisii ge¢irme yasi
ortalama 50 yas civarinda gozlenmektedir’. Kadmlar, erkeklerde goriilen 6liim oranlarini 10
yil geriden takip etmektedirler®. 40 yasindan énce KAH goriilme orani 1/8, 40-60 yas arast
1/4 ve 70 yasindan sonra 1/1°dir. Erkeklerde en yiiksek insidans 50-60 yaslarinda,
kadinlarda ise 60-70 yas arasindadir’. KAH’ye bagli 6liim oran1 kadin ve erkeklerde 50
yaglarinda esitlenir. Bunun nedenleri arasinda, menopozdan sonra kadinlarda riskin daha
fazla olmasi veya yiiksek risk altindaki erkeklerin erken yaslarda 6lmesi gelmektedir”.

Epidemiyolojik caligsmalarla KAH, kisilik, genetik yap1 ve c¢evre etmenleri ile
iliskilendirilmigtir. 1981°de Hopkins ve Williams, KAH ile ilgili 240 iizerinde risk
etmenlerini kapsayan bir liste yayimlamislardir. Bunlar arasinda sigara i¢imi, artmig LDL-
K ve total kolesterol, diisiik HDL-K, hipertansiyon, duragan yasam, obezite ve diyabet yer
almaktadr®.

Bunun yani sira KAH’ye neden olabilen pek ¢ok genetik etmen ortaya konmus olup,
uzun siiredir arastirilmaktadir’. Ozellikle sigara kullananlarda toksik maddelerin atilimi igin
metabolizmalarinda bazi enzimlerin de aktif olmas1 gereklidir. Bu enzimlerden en dnemlisi
Glutatyon S-transferaz (GST) olup ksenobiyotik metabolizmast enzimlerinin siiper
aileleridir®. GST enzim grubu endojen ve eksojen toksinlerin ve kanserojenlerin
detoksifikasyonunda énemli rol oynadigi bilinmektedir’. Bu enzimin 5 alt simufi vardur.
Bunlar GST alfa(A), mu (M), pi (P), teta (T) ve zeta (Z)’dir. Buna ilaveten alt smiflar
birkac gen ve izoenzimleri igerirler.

GSTMI1 geni lirlint sigara da bulunan temel karsinojenlerden polisiklik aromatik

hidrokarbonlarin parcalanmasinda 6nemli rol oynar. Bu genin iirlinii ayrica dogal olarak



olusan monoholometanlarin, diklorometanlarin ve etilen oksitlerin detoksifikasyonunda
onemli rol oynar”'’.

GSTM1 ve GSTT1 genlerindeki polimorfizmler enzim aktivitesinin azalmasina
ozellikle her iki gendeki homozigot delesyonlar (null genotip) enzimin tamamen
aktivitesini kaybetmesine neden olmaktadir. Bu da sigara ile iliskili kanser ve koroner arter
hastaliklariin olusumuna zemin hazirlamaktadir'' 2. Hayvanlarla yapilan ¢alismalarda da
sigaradaki kimyasallarin GST enzimini azalttig1 ve aterosklerotik plak olusumunu uyardigi
bildirilmistir'>. GSTT1 ve GSTMI genlerindeki delesyonlar GST enziminin aktivitesini
azaltmakta, Ozellikle sigara icenlerde koroner arter hastaliginin gelisimine katkida
bulundugu birgok ¢alismada bildirilmistir'” "> '*". Yine GSTMI1 ve GSTT1 genindeki null
genotipinin KAHnin ya da akut miyokard infarktiis (AMI)’iin risk faktorii oldugu da
bildirilmistir '°.

Bu ¢alisma; soy agaci bilinen, 1.-4. kusaklarda KAH ve AMI olan, yaklasik 200
kisinin olusturdugu bir ailenin bulunabilen 100 bireyinden kan 6rnegi alinarak yapildi.
KAH ve AMI olan bireyler 6nceden bilinmektedir. Bu ailede koroner arter hastaliklarinin
GST geni ile iliskili olup olmadigi arastirildi. Eger, GST genindeki (GSTT1 ve GSTMI1)
delesyonlar KAH ile iliskili oldugu saptanirsa bu ailede Onceden gerekli onlemlerin
alinmas1 saglanacak, koroner kalp hastaliklarinin Onlenilmesine ¢alisilacaktir. Boylece,
saglik acisindan yapilacak olan gereksiz harcamalarin ve de mali kayiplarin 6niine de

gecmis olunacaktir.



2. GENEL BIiLGIi

2.1. Tarihge

Koroner arter hastaligi (KAH) diinyada yaygm bir sekilde goriilen, yasin
ilerlemesine paralel olarak 6nem kazanan bir 6liim nedenidir.

Tarihgesine bakildiginda, II. CHARLES tarafindan 1661°de CLARENDON
Lordlugu verilen EDWARD HYDES’in biyografisinde angina pektorisin ilk tanimlarindan
biriyle karsilasiriz.

100 yi1l sonra WILLIAM HEBERDEN, 1768 yilinda verdigi bir konferansta
EDWARD HYDES’in buldugu tabloya angino pektoris adini verdi ve semptomlarini
tanimladi.

JOHN FOTHERGILL ve JOHN HUNTERS’1n yazilarinda 18. yiizy1l sonu ile 19.
yiizyll baslarinda yaslilarda koroner bozukluklar teshis edildigini kanitlayan agiklamalar
mevcuttur.

HERRICK’in 1912°de yaymlanmis olan arastirma sonuglari, miyokard in
farktiisiiniin patolojik ve klinik tablosuna iliskin bilgilerimizin temelini olusturur; bunlar
zamanla klinik uygulamada kabul edilmistir.

1970 yillarinda, hemodinamik ozellikler ve kardiyojenik sokla ilgili ¢esitli
calismalar yapilmustir.

1977 yilinda koroner angioplasti yapilmistir.

Koroner arter hastalig ile ilgili olarak halen pek ¢ok arastirmalar yapilmakta olup,

yeni yeni koruyucu ve tedavi edici etkinliklerle ilgili calismalar sunulmaktadir'’.

2.2. Aterosklerozun insidansi ve Prevalansi

Her yil yaklastk 4 milyon Avrupali kardiyovaskiiler hastaliklar ve onun
komplikasyonlar1 ( Koroner arter hastaliklari, miyokard infarktiisii, stroke, venéz tromboz,
vb) yiiziinden Olmektedir. Meydana gelen Oliim olaylarinin  %46’sindan  fazlasi

kardiyovaskiiler hastaliklar sorumludur'®,



Aterotromboz toplumda en sik rastlanan kardiyovaskiiler hastalik olup, ayn1 zamanda
en fazla sakatlanmaya ve Olime yol agan hastaliktir. Ana belirtilerini koroner arter
hastaliklart ve iskemik fel¢ olarak yapar. Kuzey Amerika ve Avrupa’daki oliimlerin iicte
birinden sorumludur. ABD ve Avrupa’da (17 Bati Avrupa iilkesinde) yillik miyokard
infarktiis insidans1 (yeni olgu/yilda) 2.1 milyondur. Ancak aterotrombotik olaylara bagh
gelisen komplikasyonlar bir bolgeden bir bolgeye degismektedir. Tikali miyokard
olaylarinin ABD’de (350 yeni olgu/100.000/y1l) diger Avrupa iilkelerine (Fransa; 150 olgu;
Italya 150 olgu; Ingiltere 250 olgu/100.000 populasyon/yilda) gore insidansi daha

fazladir?’.

2.3. Tiirkiye’de Ateroskleroza Bagh Olaylarin insidans ve Prevalansi

Ulkemizde epidemiyolojik verilere gore, Tiirkiye genelinde eriskinlerde,
aterosklerotik kalp hastalig1 prevalanst %3.8’dir (erkeklerde %4.1, kadmlarda %3.5°dir).
Aterosklerotik kalp hastaligr prevalansi %2 veya altinda iken 50-59 yaslarinda %8
sikligindadir. “Tirk Erigskinlerde Kalp Hastalig1 Risk Faktorleri” (TEKHARF) galismasinin
sonuclaria gore aterosklerotik kalp hastaliklarinda hipertansiyon 3.2 kat, yliksek kolesterol
veya diyabet normallerden 2 kat daha fazla sikliktadir. Hipertansiyon 50 yas iizeri
erkeklerin %7.8’inde, kadmlarin %14’inde mevcuttur. Onemli risk faktdrlerinden olan
diyabetin erkeklerde %?2.5’1ik prevalansina karsin kadinlarda %4 tiir. Bir baska risk faktorii
olan obezite, iilkemizde erkeklerde %9 civarinda iken, kadinlarda %30 gibi yiiksek
rakamlara ¢ikmaktadir. Sigara i¢imi ise erkeklerde %59-60’l1 rakamlara ¢ikmakta ise de
kadinlarda %19 dolaymndadir. Ulkemizde kalp-damar hastaliklar1 nedeniyle &liim orani
%45 civarinda olup tiim vakalari icerisinde ilk siray1 almaktadir. Bu 6liimlerin 6nemli bir

boliimii 41-58 yas grubu arasinda olmaktadir™®.



2.4. Tammlar

2.4.1. Koroner Arter Hastahg:

Ateroskleroz, biiyiik ve orta boyuttaki arterlerin, temel olarak intima tabakasina
yerlesen, kesintisiz bir siiregtir. Genel tanimi1 bu olmakla birlikte, biitiin arter yatagi,
aterosklerozdan esit diizeyde etkilenmez. Kan akimini engelleyecek boyutlara ulastiginda
klinik bulgular vermeye baslayan bu siirecin nedeni heniiz bilinmemektedir'®.

Giiniimiizde 6nceden inanildiginin aksine, damar yataginin, kani, kalpten dokulara
ileten bir boru sisteminden daha ¢ok, biyolojik olarak etkin, ¢esitli islevleri olan bir yap1
oldugu bilinmektedir. Yakin zamana kadar kabul edilen bir bagka kavram da aterom
plaginin sadece yag, kire¢ ve fibroz dokudan olustuguydu. Bu yapinin zaman iginde yavas
yavas buyldiigi, kritik bir diizeye ulasinca klinik bozukluklara neden oldugu ve liimeni
tam tikayinca da akut degisiklikler olusturduguna inanilirdi. Ancak son yillarda molekiiler
biyoloji ve hiicre biliminde elde edilen carpici gelismeler ile durumun boyle olmadig
anlasildi. Artik aterom plaginin dinamik ve yasayan bir olusum oldugu bilinmektedir.
Damar duvarinin yapisinda bulunan hiicreler, buraya go¢ eden kan hiicreleri ve bunlarin
salgiladiklari ¢esitli maddeler, infeksiyon ajanlar ve biitiin bu siralananlarin birbirleriyle
etkilesimi, aterom plagmma dinamik bir &zellik verir. Iste o nedenledir ki, koroner
ateroklerozun gidisinin belirlenmesinde sadece aterom plaginin anatomik 6zelliklerinin, bir
baska deyis ile limeni ne kadar daralttiginin bilinmesi ile yetinilmemekte, plagin ne kadar

dinamik oldugunun da 6grenilmesine ¢alisilmaktadir'®.

2.4.2. Normal Arter Duvari

Aterosklerotik siirecin daha kolay anlasilmasi i¢in normal duvar damar yapisinin
bilinmesinde yarar vardir. Normal arter duvari 3 tabakadan olusur. En ig, bir bagka deyis ile
liimeni ¢evreleyen tabaka intima’dir. Tek sira bigiminde dizilmis endotel hiicreleri, bunlar
destekleyen subendotelyal matriks ve bazal membran intimayr olusturur. Diger
memelilerden farkli olarak, insan intimasinda az sayida diiz kas hiicresi de bulunmaktadir.
Intima tabakasi, medya tabakasindan internal elastik membran ile ayrlir. Bu tabakay

olusturan ve yukarida siralanan temel 6geler arter yataginin her kesiminde ayni olsa da,



intima kalmhigi yerel farkliliklar gosterir’'. Farkliligm diizeyini, kan akimmm damar
duvarinda olusturdugu mekanik giigler belirler. Farklilagmadaki amag, kan akimimni1 yatagin
her boliimiinde en iyi diizeyde tutmaktir. Intima kalmhiginm en fazla oldugu bélgeler,
yukarida soylenen nedenden de anlasilacagi gibi, arterlerin dallanarak ayrilma yerleri ve
yan dallarin agiz kesimleridir. Akimin fiziksel etkisi ile intimada tek tek bulunan diiz kas
hiicreleri uyarilirlar ve bu bolgeyi kalinlastiran proteoglikan iretirler. Kalinlagmis
kesimlerde, bebeklik yaslarindan baslayarak az da olsa makrofajlar da belirmeye baslar.
Unutulmamasi gereken bir nokta, kan akimina uyum nedeniyle olusan bu kalinlagmanin,
damar liimenini kesinlikle daraltmadigidir. Ancak dikkat cekici 6zellik, aterosklerozun
daha ¢ok bu bolgelere yerlesiyor olmasidir. Fakat arter yataginin birgok yerinde var olan
intima kalinlagsmalarinin hepsinin aterosklerotik lezyonlara doniismemesi nedeniyle,
bunlari, aterosklerozun 6n degisiklikleri olarak kabul etmek yerine, ateroskleroza yatkin
bolgeler olarak tanimlamak daha dogru olur. Bu yaklasim ile bakildiginda arter yatagi,
yatkinlik derecesine gore iige ayrilabilir®.

Orta tabakaya medya ad1 verilir. Kollajen, elastik lifler ve glikozaminoglikanlardan
olusan bir matriks i¢inde konsantrik olarak dizilmis diiz kas hiicrelerinden olusur.
Adventisyadan eksternal elastik membran ile ayrilir.

En dis tabaka ise adventisya’dir. Gevsek bir bag dokusu yapisindaki bu tabaka,
boyuna dizilmis kollajen liflerden, vaza vazorumlardan (biliylik damarlart besleyen

damarlar) ve sinir uglaridan olusur® (Sekil 1).



Elastica interna

LUmen

diz kas hicreleri

Sekil 1. Normal arter duvarmin yapisi

2.5. Aterogenezde Rol Oynayan Hiicreler

2.5.1. Endotel Hiicresi

Endotel, arter duvari ile kan elemanlar1 arasinda diizgiin ve kesintisiz bir smir
olusturan tek sira bi¢iminde dizilmis hiicrelerden olusan bir tabakadir. Normal endotel
oldukga secici gegirgen bir engel, trombiis olusumuna direngli bir yiizey, pek ¢cok vazoaktif
madde ile bag dokusu yapilarinin iiretiminden sorumlu metobolik olarak etkin bir dokudur.

Intimaya yerlesen lipoprotein molekiillerinin ilk oksidasyonu endotel hiicreleri
tarafindan gerceklestirilir. Okside LDL nin olugmasi aterogenezde bir dizi zincirleme olay1
tetikleyen ilk temel basamaktir.

Hasar gormemis olan endotel yiizeyi prostasiklin (PGL) ile nitrik oksit (NO)
salgilar. NO, endotelin koruyucu islevinde ¢ok Onemli bir rol iistlenmektedir. Giiglii
antiagregan etkisi nedeniyle, trombositlerin endotel yiizeyinde kiimelesmesini engeller.
Anti-inflamatuvar 6zelligi ise aterosklerozu, her evrede, engelleyici bir etki gbstermesini
saglar. NO, bu etkisi ile adezyon molekiillerinin endotel yiizeyinde belirmesini, lipidlerin
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endoteli gecisini ve diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu 6nler™". Nitekim aterosklerozu

kolaylastirdig1 bilinen bir hipertansiyon, diabetes mellitus, sigara i¢ilmesi ya da siiperoksit



diizeyinin artig1 gibi durumlarda, endotelden NO yapiminin azaldig1 ya da yikimmin arttig1
gosterilmisgtir.
Yukarida da sozi edildigi gibi endotel hiicreleri ayrica aterogenezde rol oynayan

¢ok sayida maddenin ve bag dokusu elemanlarinin sentezinden sorumludur'®.

2.5.2. Diiz Kas Hiicreleri

Normal arter duvarinin medya tabakasinda yer alan diiz kas hiicrelerinin esas gorevi
arter tonusunu saglamaktir. Aterosklerotik plagin olusumu sirasinda medyadan intimaya
gecen bu hiicreler, lezyonun fibroproliferatif siirecinde gorev alirlar. Bu yiizden diiz kas
hiicrelerinin intimada birikmesi, ilerlemis lezyonun gostergesi kabul edilir.

Diiz kas hiicreleri makrofajlar gibi lipoproteinleri fagosite edip kolesterol esterleri

seklinde depolayarak “kopiik hiicreleri”ni olustururlar.

2.5.3. Makrofajlar

Makrofajlar, bebeklik c¢agindan baglayarak endotel alti dokularda goriilmeye
baslarlar. Ancak bu donemde tek tek bulunurlar ve kiime olusturmazlar. En yogun
bulunduklar1 yerler kan akimmna uyum icin kalinlagmis intima tabakasmm oldugu
kesimlerdir. Bu evrede sozii elden makrofajlar genellikle lipid damlaciklart icermemekle
birlikte, kan kolesterol diizeyi ¢ok yiiksek kisilerde geng¢ yaslardan baslayarak kopiik
hiicrelerine doniisebilirler.

Makrofajlar dolasimdaki monositlerden tiireyen fagositik hiicrelerdir. Aterosklerotik
plakta yogunlukla bulunurlar. Monositi kandan intimaya c¢eken gii¢, okside LDL
partikiillerinin uyaricilig1 ile olusan bazi1 kemotaktik maddelerdir. Bunlardan en iyi bilineni
makrofaj kemotaktik proteini-1 (MCP-1)’dir. MCP-1, endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri
ve makrofaj tarafindan salgilanir. Dokuya gegen monosit, monosit koloni uyarici faktér (M-
CSF)’iin etkisiyle makrofaja dontisiir. M-CSF de yine okside LDL’nin uyariciligr altinda

endotel hiicrelerince salir. Makrofajlar bir kez lezyona yerlestikten sonra kendileri de pek



cok biyolojik madde salgilayarak, yeni makrofajlarin gelmesini, diiz kas hiicreleri,
fibroblastlarin ¢ogalmasini ve bag doku sentezini uyarirlar.

Kopiik hiicre olusturan asil hiicreler makrofajlardir. Daha 6nce endotel tarafindan
baslatilan LDL partikiillerinin oksidasyonunu makrofajlar tamamlar. Bu oksidasyon
sonucunda lipoprotein partikiiliiniin {izerindeki ApoB proteini, “scavanger” (¢Opg¢ii)
reseptorler tarafindan taninacak sekle doniislirler. Diiz kas hiicreleri {izerinde de
“scavanger” reseptOrler vardir ama aterosklerotik plaktaki esas fagositik hiicreler yine de
makrofajlardir. Makrofajlar “scavanger” resaptorler araciligi ile okside LDL’yi fagosite
edip parcalarlar. Olusan kolesterol bilesikleri, kolesterol esterleri seklinde depolanir. Ancak
hiicrenin kolesterol yiiklenmesiyle, “scavanger” reseptorlerde bir “down” regiilasyon
olmadigindan, depolanma isi hiicrenin dliimiine dek siirer. Boylelikle lipid damlaciklar ile

dolan makrofajlar kopiik hiicrelerine doniisiir'™.

2.5.4. Trombositler

Aterogenezin hemen her agsamasinda lezyon tizerinde trombosit kiimeleri veya duvar
trombiisler goriilebilir. Cekirdeksiz hiicreler olduklarindan protein iiretememelerine karsin,
trombositler icerdikleri graniillerde (o graniilleri) ¢ok sayida degisik mitojenler, sitokinler

ve vazoaktif maddeler tasirlar'®.

2.5.5. T Lenfositleri

Aterosklerotik lezyonlarda hem CD4 hem de CD8 hiicrelerin bulunmasi,
aterosklerozun patogenezinde bagisiklik sistemine, hatta belki de otoimmiiniteye iliskin
bilesenlerin de rol oynayabilecegi fikrini dogurmaktadir. Makrofajlarin  bagisiklik
sisteminde T-lenfositlere antijen sunan birincil hiicreler olduklarinin bilinmesi ve
aterosklerotik plakta T-lenfositlerle yogun etkilesimlerinin gdsterilmis olmasi da bu kaniy1

desteklemektedir'®.



2.6. Ateroskleroz Patogenezinde Rol Alan Maddeler

2.6.1. Adezyon Molekiilleri

Immiinoglobulin iist ailesinden olan “vascular cell adhesion molecule-1” (VCAM-
1) ve “intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) gibi molekiiller lokdsitlerin endotel
hiicresine daha kolay tutunmasma yol acarlar. Insanda heniiz kanitlanamasa bile
inflamasyon hiicrelerinin (6zellikle monosit ve T-lenfositlerin) endotele tutunup daha sonra
da endotel bariyerini asmasi aterosklerozu baslatan olaylardan biri olarak kabul

edilmektedir'®.

2.6.2. Sitokinler ve inflamasyon Mediyatorleri

Gerek aterosklerozun baglamasinda rol alan ve yukarida sozii edilen adezyon
molekiillerinin endotel yilizeyindeki miktarlarinin artmasinda, gerekse aterom plaginin
komplike olmasinda sitokinlerin énemli bir yeri oldugu bilinmektedir. Interlokin -1 (IL-1
B) ve tiimor nekrozis faktor- o (TNF-a) gibi sitokinler endotel hiicresinde VCAM-1 geninin
transkripsiyonuna neden olarak aterosklerotik plagin olusumuna yol acarlar. Bunun
yaninda, TNF-a obiir bircok hastalikta oldugu gibi, inflamatuvar etkileri ile aterosklerotik
stirecin ilerlemesine ve komplike olmasma katkida bulunurlar. Aterom plaginda bulundugu
gosterilen bir bagka sitokin olan monosit kemotaktik protein-1 (MCP-1), daha ¢ok sayidaki
monositi plagn bulundugu bélgeye ¢eker'®.

2.6.3. inflamasyon “Biomarker”leri

Aterosklerotik siirecin tiim evreleriyle iligkisi bakimindan en ¢ok bilgiye sahip
olunan CRP’dir. CRP, inflamasyon, infeksiyon ya da doku yaralanmas1 durumlarinda, IL-6
gibi sitokinlerin uyaris1 ile karacigerden salgilanir. inflamasyonun varligini géstermesinin
yaninda cesitli 6zellikleri ile aterosklerozu da etkiler. Kompleman1 baglayip etkinlestirmesi,
hiicre adezyon molekiillerinin ve doku faktoriiniin yapimini uyarmasi, LDL’yi opsonize

ederek endotel makrofajlar1 tarafindan fagosite edilmelerini saglamasi, arter duvarina



monositlerin goc¢iinii tetiklemesi ve monosit kemotaktik protein-1’in iiretimini artirmas,

CRP’nin aterosklerozda dolayisiz olarak iistlendigi islevlerdir'®.

2.6.4. Biiyiime Faktorleri

Platelet Derived Growth Factor (PDGF):

Diiz kas hiicre reseptorlerine baglanan PDGF, hiicre siklusunu uyararak DNA
yapimina neden olur. Bunun sonucu hiicrelerin boliiniip ¢cogalmasidir. Bu etkileri yaninda
PDGF, diiz kas hiicrelerinin pinositoz yapmasini, protein ve RNA sentezini uyarir. Ayrica
hiicre yiizeyindeki LDL reseptor sayisi artar. Bir bagka deyisle bu mitojen ile karsilagan diiz
kas hiicreleri, hem prolifere olur hem de bag dokusu sentezini arttirirlar.

Fibroblast Growth Factor (FGF): FGF, gerek diiz kas hiicrelerinin ve gerekse
endotel hiicrelerinin prolifere olmasimni uyarir.

Transforming Growth Factor p (TGF-B): Disiik dozlarda diiz kas hiicrelerinin
sekresyon ve proliferasyonunu uyarnr. Yiiksek dozlarda ise giiglii bir proliferasyon
inhibitoridiir.

Heparin Binding Epidermal Growth Factor (HB-GF): Diiz kas hiicreleri i¢in en

az PDGF kadar etkili bir mitojendir. Aterosklerozdaki rolii halen arastiriimaktadir'®.

2.7. Aterosklerozun Lezyonlari

Yagl ¢izgi, yaygin intima kalinlagsmasi ve fibroz plak diye tice ayrilir.

2.7.1. Yagh Cizgi: On vyasindaki cocuklarda bile goriilebilen ateroskleroz
lezyonudur. Makroskopik olarak bakildiginda damar liimeninde sar1 alanlar olarak
goriliirler. Bu goriiniimii, endotel altinda birikmis olan, igleri yag damlaciklari ile dolu
kopiik hiicreleri verir. Bu evrede, lipidlerin lezyona girisi ile ¢ikisi arasinda dinamik bir
denge vardir. Ornegin kan LDL diizeyinin azaltilmasi ile lezyona go¢ eden lipid miktar
azalirken ¢ikan lipid diizeyi artar ve lezyon geriler. Yerinde bir sikatris dokusu kalir. Buna

karsilik lezyona giren LDL diizeyi ¢ikandan fazla ise lezyon sonraki evrelere ilerler. Yagh



cizgilerin gerek koroner arterlerdeki gerekse sistemik arterlerdeki yerlesimlerinin daha ileri
evredeki ateroskleroz lezyonlar1 ile ayni olmasi, bu lezyonlarin bir bdliimiiniin
ilerlediklerinin kaniti sayilmaktadir.

Yagh cizgilerinin esas hiicresel elemani i¢i yag damlaciklart ile dolu kopiik
hiicreleridir. Bir kez kopiik hiicresi olustu mu, bunun hangi hiicreden kaynaklandigini
soylemek giictiir. Ancak monoklonal antikorlar ile yapilan c¢alismalarda bunlarin
cogunlugunun makrofajlar oldugu, geri kalaninin ise diiz kas hiicreleri ve T -

lenfositlerinden kaynaklandigi bilinmektedir'®.

2.7.2. Yaygimn intima Kalinlasmasi: Intimada, bag dokusu ile ¢cevrelenmis diiz kas
hiicrelerinden olusan bir yapidir. Makrofajlar, T-lenfositler ve hiicre dis1 lipid birikintileri

o] e 1
obiir elemanlaridir'®,

2.7.3. Fibroz Plak: Ateroskleroz lezyonunun en ileri bi¢imidir. Kire¢ icerir ya da

trombiis ve/veya hemoraji ile birlikte bulunur ise komplike lezyondan s6z edilir.

Makroskopik olarak beyaz renklidirler. Liimene dogru biiyiirler ve limeni kritik
diizeyde daraltirlar ise klinik bulgularin ortaya ¢ikmasina neden olurlar.

Mikroskopik olarak bu lezyonda de biiylik miktarlarda diiz kas hiicreleri,
makrofajlar ve T-lenfositleri bulunur. Bu evreden medyadan intimaya cekilen diiz kas
hiicreleri bir fibroz baslik (“fibrous cap”) olusturmak iizere dizilirler. Fibroz basligin temel
islevi liimendeki kan ile lezyonun merkezindeki aterojenik lipid ¢ekirdegi birbirinden
ayirmaktir. Fibroz basliktaki diiz kas hiicreleri ekstraseliiler matriks yapma yetenegi olan
onarici fenotiptedir. Bir plakta fibroz basligi onarma yetenegi bir tek bu hiicrelerde vardir.
Fibroz baslikta diiz kas hiicrelerinin yaninda kollajen fibrilleri, elastin, proteoglikanlar
bulunur. Fibroz basligin hacminin biitiin plagin hacmine orani, ya da daha basit bir deyis
ile kalinlig1, olusacak klinik durumlar belirlemede en dnde gelen etmendir.

Plaklarin duragan yapida oldugu kabul edilirse lezyonlarin makro ve mikroskopisine

gore yapilan bu siniflama yeterli goriilebilir. Ancak ateroskleroz lezyonlarinin dinamik bir



yapisi vardir. Bu nedenle Amerikan Kalp Birligi (American Heart Association, AHA)
ateroskleroz lezyonlarinin tipleri ve evrelerini 1995 yilinda yeniden tanimlamistir. Buna
gore lezyonlar, lezyonlar ilerleme siireci géz Oniine alinarak alt1 tipe ve bes evreye

ayrilmaktadir'®.

2.8. Etiyolojisi

Ozellikle gelismis toplumlarda oliimlerin en ©nemli nedenlerinin basinda
aterosklerotik kalp hastaliklart gelmektedir. Etnik gruplar, bolgesel yerlesim, yasam tarzi,
genetik faktorler hastalik popiilasyonunu belirli nedenlere dogru ¢ekmis ve bugiin icin bu
hastaligin gelismesinde en etkili spesifik risk faktorlerini ortaya koymustur.

Koroner arter hastaliginda etiyolojik faktorler bircok degerli ¢aligmalarla ortaya
konmaya calisilmistir. Bugiin i¢in koroner risk faktorleri adi altinda toplanan bu c¢alisma

sonuglarina gére koroner aterosklerozun gelismesinde rol oynayan faktorler sunlardir®.

2.8.1. Serum Lipidlerinde Yiikseklik: Calismalar, kolesterol, trigliserid ve B-
lipoprotein yiiksekliginin koroner ateroskleroz gelismesinde belirgin rolleri oldugunu
gosterir’. Serum kolesterol seviyesi %300 mg.’mn istiinde bulunan kisilerde koroner
aterosklerotik kalp hastaligi gelismesi tehlikesi, serum kolesterol seviyesi %200 mg’in

altindaki kimselerden 4 defa daha fazladir™.

2.8.2. Diyet: Total kalori degeri yliksek, yag miktar1 yiiksek 6zellikle satiire yag ve
kolesterol miktar1 yiiksek, agir karbonhidratli ve tuzlu bir diyetle beslenmenin ateroskleroz

insidansinda artma yaptig1 gosterilmistir® .

2.8.3. Hipertansiyon: Koroner aterosklerozun gelismesinde kan basinci
yiiksekliginin  rolii  bulunabilir. Hipertansiyonun aterosklerozu hizlandirdigr bazi

calismalarda ileri siiriilmektedir®.



2.8.4. Diabet: Aterosklerotik kalp hastalig1 sikligin1 ve aterosklerozun yayginligini

arttiran onemli bir risk faktoriidiir’’.

2.8.5. Sigara: Hem kadmlarda hem de erkeklerde ve tim yas gruplarinda igilen
sigara miktar1 ile koroner arter hastalig1 arasinda giiclii bir iliski gosterilmistir. Sigara
iciciligi koroner arter hastaligi riskini 2-3 kat arttirmaktadir ve diger risk faktorleri ile
etkileserek riskin artisina neden olur’'.

Sigaramin Aterosklerozun Gelismesindeki Rolii: Sigaranin i¢iminde viicuda
alinan etkin maddelerden birisi nikotindir. Nikotin deneysel calismalarda endotel hasar
yaptig1 gosterilmistir. Ayrica, nikotinin aterosklerozu hizlandirdigi, arter endotelyumuna
vazotoksik etkisi bulundugu goriilmektedir. Bircok arastirmada yiiksek kolesterollii veya
yiiksek hipertansiyonlu olgularda nikotin etkisinin daha bariz oldugu bulunmustur.

Sigara i¢iminde alinan bir bagska madde karbonmonoksittir. Karbonmonoksitin
perivaskiiler 6dem ve endotel permeabilitesinde degisiklik yaparak aterosklerozun
gelisiminde rol oynadigi gosterilmistir. Nikotinde oldugu gibi yiiksek kolesterollii diyetle
beslenen ve karbonmonoksit verilen deneysel calismalarda aterosklerozun daha hizli ve
erken gelistigi gozlenmistir. Karbonmonoksitin hipoksi yoluyla endotel permeabilitesinde
degisiklik yaptigi, bu durumda damar duvarinda lipid depolanmasini arttirdigi sonucu
cikarilmaktadir.

Sigaranin bir diger etkisi de plazma lipid seviyesini degistirmesidir. Sigara
iciminden sonra primer olarak nikotinin etkisi ile serum serbest yag asitlerinde artma

meydana gelir'.

2.8.6. Yas: Orta ve ileri yas grubunda daha sik goriiliir. Ateroskleroz erken yaslarda
baslayan ve sonuglari orta yaslarda ortaya ¢ikan bir durumdur. Calismalar aterosklerozun
10 yaslarinda baglayabilecegini 30-35 yasmn {izerinde ise damar liimenini daraltacak

seviyeler kadar ilerleyebilecegini gostermektedir®.



2.8.7. Cinsiyet: Erkek hastalarda koroner atreskleroz kadinlara goére daha cok
goriiliir. Kadinlarda ise menapoz doneminden sonra belirgin bir artig gdsterir. Bu cinsiyet

belirginligi siyah irka gore beyazlarda daha da fazla olmaktadir™.

2.8.8. Aile Hikayesi: Koroner aterosklerozun bazi aile gruplarinda daha fazla
goriildiigi bir gercektir. Tam agiklikla gosterilmemesine ragmen genetik bir istidadin
oldugu, ayrica buna ailenin sosyo ekonomik yapisinin, beslenme aligkanliginin ve diger risk

faktorlerinin de etki ettigi soylenebilir®.

2.8.9. MTHFR (Metilen Tetrahidrofolat Rediiktaz): ilk olarak 1991 yilinda Kang
ve arkadaslart MTHFR enziminin koroner arter hastalig ile iliskili oldugunu tespit etmistir.
MTHEFR enzimi folat metabolizmasinda rol oynar. Folat ise homosistein metilasyonu ve
niikleotid sentezi gibi pek ¢ok biyokimyasal yolda gorev yapan bir vitamindir. Hiicre

icerisindeki fazlalig1 toksik olup, birikimi damar endotelinin bozulmasia neden olur™.

2.8.10. Lipoprotein Metabolizmasi:

2.8.10.1. Yiiksek Dansiteli Lipoprotein (HDL)

Plazma HDL diizeyleri ile koroner arter hastaligi arasinda giiglii ters bir iliski vardir.
Prematiir koroner arter hastalifi olanlarda diisik HDL diizeyleri saptanmaktadir. ATP
Binding Cassette Sub-Family A gen ailesinin 1. tiyesi (ABCAL), Lipoprotein lipaz /
Hepatik lipaz mutasyonlar1 ve Apoprotein Al eksikligine neden olan mutasyonlar plazma
HDL diizeyinde degisiklige neden olmakta ve dolayisiyla koroner arter hastaligi i¢in bir

risk faktorii olusturmaktadir™.



2.8.10.2. Diisiik Dansiteli Lipoprotein (LDL)

Plazma LDL kolesterol diizeyleri pek ¢ok ¢alismaya gore koroner kalp hastaliginin
en onemli belirleyicilerindendir. Yapilan epidemiyolojik caligmalara gére plazma LDL
diizeylerinin %350’sinin belirleyicisi genetik faktorlerdir. Ailesel hiperkolesterolemi’ye
neden olan LDL reseptor geni ve apoprotein B mutasyonlar1 plazma LDL seviyesinin
artisina neden olmaktadir. Plazmadaki LDL kolesteroliiniin artis1 sonucunda ise koroner

arter hastalig1 meydana gelmektedir™.

2.8.10.3. Trigliseridler

Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar uzun siire tek bagina trigliserid yiiksekliginin
tikal1 damar hastalif icin bir risk faktorii oldugunu sorgulamistir. Ancak son yillarda
yapilan g¢aligmalar, 1liml trigliserid ytiksekliginin, 6zellikle artik lipoproteinler ve ¢ok
diisiik dansiteli lipoproteinlerin (VLDL) yiikselmesinin aterojenik oldugunu gostermistir.
Ailesel hipertrigliseridemi, Ailesel Kombine Hiperlipidemi ve Ailesel dislipoproteinemi
(Tip II hiperlipidemi)’ye neden olan mutasyonlar plazma trigliserid diizeylerini

etkilemektedir ve sonug olarak bu hastalarda ateroskleroz meydana gelmektedir’>.

2.8.11. Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon (y glutamil sisteinil glisin) glutamik asit, sistein ve glisinden olusan bir
tripeptiddir. i1k defa 1888°de izole edilmis, fakat yapis1 40 sene sonra aciklanmustir.

Glutatyon genelde GSH olarak kisaltilir; SH sisteinin siilfidril grubuna isaret eder ve
molekiiliin aligveris yapan kismidir. Glutatyon ile ksenobiyotiklerin reaksiyonunu
katalizleyen enzimlere “glutatyon S- transferazlar” kisaca “GST” denir.

GST’lar ve onlarin merkaptiirik asit biyosentezindeki rolleri ilk kez 1961 de Booth
ve arkadaglar tarafindan tanimlanmistir. Ksenobiyotik metabolizmasinda glutatyonun rolii;
faz 1 enzimlerince olusturulan reaktif tiirlerin glutatyon ile konjugasyona girmesi ve
sonugta hiicre makromolekiilleri (DNA, RNA, protein) ile baglanmasini engelleyerek hiicre

hasarini1 6nlemesi seklinde gergeklesmektedir. Ksenobiyotigin reaktif tiirleri, bir proteine



baglanip onu degisiklige ugratip antijenik 6zelligini degistirebilir. Ksenobiyotik bir hapten
yani tek basina antikor sentezini uyarmayan bir molekiil gibi davranip, antikorla birlesip
hiicreyi hasara gotiirebilir.

Glutatyon s-transferazlar elektrofilik ksenobiyotikleri inaktive ederek viicuttan
atilmak tlizere konjugasyonunu saglayan dimerik enzimlerdir.

GST’lar dogada bakteriler, maya, kiif, yumusakcalar, kabuklular, solucanlar,
kurbagalar, bocekler, bitkiler, baliklar, kuslar ve memelilerde bulunur. En ¢ok sicanlarda ve
insanlarda ¢alistimistir™.

Glutatyon S-transferaz enzim sistemleri bir¢ok farkli ksenobiyotik ve endojen
bilesiklerin detoksifikasyonu ve biyotransformasyonunda onemli rol oynayan Faz II
metabolizmas1 enzimlerindendir’®. GST’lar membrana bagli ve sitoplazmik olmak iizere iki
grupta incelenmektedirler. Vertabralilarda yedi sinif sitoplazmik GST tespit edilmistir: alfa,
mi, kappa, pi, sigma, theta ve zeta. Sitoplazmik GST (cGST)’lar iki aynmi alt tiniteden
(homodimerler) veya farkli alt tiniteden (heterodimerlerden) olugmuslardir. Siniflandirma
olarak Mannervik ve arkadaslarmnm 6nerdikleri siniflandirma kullanilmaktadir®. insanda
GST ailesinde bulunan sitoplazmik enzimler primer yapilarina gore a (alfa), p (mil), IT (pi),
0 (theta), § (sigma) olmak iizere 5 siifa ayrilirlar. Insanda GST ailesine ait enzimleri
kodlayan pek cok gen polimorfiktir. Birinci kromozomun kisa kolu {izerinde (1pl13
bolgesinde) GST p smif enzime ait bes sinif gen (M1-M5) tespit edilmistir. Bunlardan
GSTMI1 genine ait enzim, sigara dumaninda bulunan karsinojenlerden, benzo [a] piren’nin
hidroksilat metabolitleri epoksid bilesikler gibi polisiklik aromatik hidrokarbonlarin
detoksifikasyonunda rol alan izoenzimdir.

GST’lar her bir alt birim i¢in katalitik bolgeye sahip globular dimerik proteinlerdir.
23.000-29.000 dalton molekiiler agirligindadir. Her bir alt birim 200-240 aminoasitten
olusur.

Simif p genleri populasyonda polimorfiktir, asag1 yukart 5 kb uzunlugunda ve 7 ekzon
icerir. Sinif O genleri insanda polimorfiktir ve 5 ekzona sahiptir.

Insanlarda glutatyon s transferaz M1 ve T1 genetik polimorfizmi sigara dumaninda
bulunan bazi kimyasallarin aktivasyonu ve detoksikifasyonu ile iligkilidir. Sigara i¢ilmesi

ve KAH riski arasindaki giiglii iliskide GSTM1 VE GSTT1 genlerinin ateroskleroz veya



bunun klinik komplikasyonlari i¢in aday genler olabilecegi diisliniilmektedir. Enzimler

genotip ve fenotip seviyesinde c¢alisilmistir. Bir ¢ok izoformlar1 vardir. Deney

hayvanlarinda, sigara tiitiiniindeki kimyasallarin aterosklerotik plak olusumunu uyardigini
bildirilmistir. Boylece GSTT1 ve GSTMI1 genlerindeki delesyonlar, ozellikle sigara
icenlerde koroner ateroskleroz gelisimine katkida bulunan enzim aktivitesini
etkilemektedir. Sigara igenlerde GSTT1 ve GSTMI null-genotiplerinin Koroner Arter
Hastalig1 (KAH) ile iligkisi birgok arastirmanin konusu olmustur. Bdylece bizim amacimiz
KAH gelisiminde tek kombine (haplotip) GSTTI1 GSTM1

tek ve ve

ya
polimorfizmlerindeki olasi iliskiyi arasgtirmaktadir'®.

Epidemiyolojik ¢alismalar; sigara icenler arasinda farkli kanser risklerinin yiikselmesi
ile GSTT1 ve GSTMI genlerinin iliskili oldugunu gostermektedir. Sigara igenlerde,
koroner arter hastaligt ve GST polimorfizmi arasinda iliski oldugu hakkinda hala
tartisgmalar vardir. GST enzimi sigara tiitliniindeki karsinojenlerin detoksikifikasyonunu
kapsamaktadir. Sonucgta koroner arter hastaligindaki DNA hasar1 énemli ise bu gendeki
polimorfizm kardiovaskiiler hastaliklara karsi hassasiyet olusturabilir. Bu yiizden bu
konular ile ilgili sorular1 goézden gecirdigimizde anjiyografi ile koroner arteroma ve

miyokard infarktiis ge¢misi olan bireyler ile ¢alismalar yapilmistir'>".

GSTT1 GENI

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

ggccaggagt
aattagctga
agaatcgctt
cagcctgagt
tctcactttt
gagtcagacc
tttagttgga
cggcaacctc
attacaggtg
caccaagttg
tcccaaggtg
cttaaaagac
tggagttatc
tcaaaacttt
aaatcattat
gtgggaggat
taactagctg

tcaagaccag
gcatggtggc
gaacccagga
gacagagagg
atcttgtttc
caaagaaaat
gttactctct
tgcctctaga
catgccacca
gccaggctgg
ctggggttat
aggctgagcecc
cagaggtgag
aacatggaaa
tactggccag
cagcctaggc
ggcgtctttg

cctggccaac
acatgcctga
ggcagaggtt
ggcaaagtca
tataaattaa
gatcaatcct
tgtcgcccag
gttcaacgat
cgcccagata
tctcaaactc
aggaatgagc
ttgaaccaga
gataaggcag
tctgaatttc
ttgtagtggc
aacatagtga
tgcgcacctg

atggtgaaac
aatcccagcet
gcagtgagca
aaaaacaaac
taaatacagc
gaaacgtgga
cctggagtgc
tctcctgect
atttttatat
ctgaactcag
caccactccc
atcctgacag
ccattgcctt
tcatctttcc
tcacatctgt
gaccctgcect
tagtcccagc

cctgtctcta
acccgggtgg
gagattgcac
aaacgaacca
ctttgtgagt
ccaaattagt
aatggcgcag
cagcctcctg
ttttagcaga
gtgatccgcece
gccccaaatt
ctcctecettg
ctctgagtgt
ttaatttttt
aatcccagca
ctacagaaaa
tacttgggga

ctaaaaatac
ctgaggcacg
cactgcactt
acccacacac
tggtttatgt
tgttttgttt
tcttggcaca
agtagctgga
gatggggttt
ggcctcagcc
aggttttgaa
ggcctctgac
ctacctcctt
ttccagttaa
ggtggcagag
aaattttttt
ggctgagatg



1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
216l
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201

ggaggatggc
tctaccctgg
ctttatttgc
tcagtgggat
gcagcaaggg
aaggactctg
agaaaggaag
agaccaaggc
ctgaacgtaa
caagaggatg
tcctctaaaa
agacattatg
ctgtgcgtcc
aggcgggcecc
aggcgtccgt
ctgaggtccg
aggtcggtcg
ccgcgctgtt
tctgattaaa
gtaggcatac
ggtctggttt
ctccccaaaa

aaggggtggg

caggggcaca
cccaggaatt

gtcagggcaa
agcaggtgtg
agagactggg
caaacagctc
ggtccctcett
tcecttttttt
tcgaatcact
gtagctagat
gatgggattt
ggcttagcecct
ttttgtttat
tgcagtggca
cttgttcctg
ccctggggcet
tgaggactca
ttggaagcag
cttctgccca
tcttctgcaa
gaaagggaat
gaagtgtgtt
agggtgaaga
gggaggccga
agtgagaccc
gctacacaca
agaagttgct
ctgccttaga
gcagcttggg
ggtagggtgc
ggcagcctgt

ttgagcccag
gcaagagagt
agaaatgttc
tcgttttaga
gcaggcctgg
gagggctcta
aaataaaccc
tgtgacattc
gccctgaggce
gactttggag
tgcggacggt
ctaagtgaaa
ccctgagaga
agccctgaga
gccgcccaat
agacccgagt
gtccccacta
tacatctttg
ggtaggtcca
atagcttagg
ggagaccgaa
ctctgctcgg
gatcatgaag
cgcctgtagt
ccaggccgca
tctagcgaga
acctcggcect
acagcgtcaa
aggacgtgac
tgtcccttec
tttgagacag
gcaaccacca
tacaaatgtg
cacaattttg
cccaaagtgc
ttgtttgttt
ggatcacagc
ctggggaggt
tgatgagccc
gctggcaggce
aatccaggta
gggctcccac
actgcccact
gggggacaag
ttcccaggag
gagggtagca
agtaggaaga
caactgtaag
gctccacagt
tctaagtagg
attaatggtg
gtgctctgat
atgcaaaggt
gggaggaggce

gagttggagt
gagactctat
cttattctct
aaatgacatg
gcttacggct
gcttcecctgt
agggaatgcg
cagggagtgc
tttgccactt
ccagactttc
gggaaattct
tgagcgagcecc
caacggtctc
caggccgccce

ggggcacagc
cctggcactg

tgggcctgga
ccaagaagaa
gcctcgggtt
gaacttctcc
cagagaaagg
tctcacggaa
agaagccaga
cccagcaact
gtgcactatc
ccccegtcetta
agggaaaggt
gtcccecttett
tttccatccce
ttcctetgtt
agtcttgctt
cctccegggt
tgccactatg
gtcaggctgt
tgggattaca
gtttttgaga
tcactgcaac
aggttgcccc
tacaccctgt
ccaggcccag
tggctggtgg
tccatggctg
gtcctgcgca
aggacgtcca
acagaggagg
ggctgggcat
ttacttgagg
gggaataaaa

gcccagggca
tagataccag

gaagggacaa
tgtgagttca
ccaggaacca
tgtgcctaca

ctgtagtgag
ctaaataaaa
agaaaacatt
tgaccctgat
cagcagatga
cattttaaag
atagatggca
gactgcagtg
gctggcacca
tgggtctata
gacacacgct
aggcacgaaa
ttggccaccc
gccgcccgca
ggtcggggtyg
gagtttgctg
gctgtacctg
cgacattccc
tggggaaccg
cagcgccacc
tgagccagca
tagaccacgg
caggaggaca
cgagaggctg
atggtgccct
aaaaaaaaaa
gggatgagag
tatggcccag
tgccctetge
cctcecctgttt
ttgctttgtt
tcaagcaatt
tctggctaat
tctcgaactc
ggcatgagcc
cggagtctcg
ctctgccgcece
aggctgctga
tttgtttctc
gcccagtgca
ggcaagtaag
gccctetgece
aggacttcct
agctggttgt
gttttcctgg
ggtggctcac
ccagtagttc
gtttggggca
gggtgaacaa
aaaaagacca
ggtagtcagt
tgaagctggc
caccctgcac
ggacttagca

ctgtgatcat
taaaacagtt
atgcgttggce
actatttgac
atccaggggg
atggagaaac
ctgtgctggc
aagcgagtga
aggactctgc
atcattcagt
tcaacacaga
gggatgggac
accctgatcc
attggactaa
cgtagccgca
actccctctg
gacctgctgt
ttcgagctgce
aaaagtcagg
ttcttectgg
gggagatcca
ggttcccctg
aaaacgggcg
gggtgggagg
tgaatagcca
acaaaaaaaa
aggtcaaggg
ctgctgagat
actcgtccag
tgcctctgac
gcagtgcagt
ctcctgcettce
ttttttgtat
ctgacatcaa
actgtgcctg
ctctgtcgcece
cgaaaccttg
tgctggaagc
tagcatgcct
gggtggggta
gcgactctac
tgaaacttct
ctgcagagtg
caaatgtagt
tgaaggaaca
acctgtaatc
aagaccagcc
cagggggtgg

agggacatgg
cttctctgtg

cccctcaggt
aatagtggaa
agtgagctct
aggggtgttg

gccactgcat
gttacttcca
tgacacactt
aggctccatg
gtggacttgc
acaggcctgg
aggggcagga
ccacaaaaca
agtgttgagc
gtctgtctcc
tgcaccttga
tggggcctct
cacaggagcc
agagtgtccc
ggggcgtggt
gtttccggtce
cccagccctg
gcatcgtgga
aaggggacag
ggccattgct
agagtcgggg
aggccgaata
cagctgggtg
atcgcttgag
ctgcactccc
acaaaatgaa
tgccaagtgt
tctgcaacag
tctgcattgg
cttgtccttg
ggcacggatc
agcctcctga
ttttaacaga
atgatctgcc
gcccaaggca
caggctggag
tcctectgect

agcaggggga
ccaaggccct

gtaggagggg
ttggctaagc
ccacataatc
tggagtagag
ggtgcagagg
gtctgaaggg
ccagcacttt
tgggcaacat
tagcaggtat
tggggccagt
tttcatgacc
gacctatcgt
agaggagatg
gttgcagagg
tctattttgt



4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441

accagccggt
aggagtgcag
ggcacaggcc
caggtcagca
tgaaggacgg
cctgctggaa
gaggcagaga
tgccttectg
cacaccagtg
aggacgatgg
gctcagtggc
gtcttcccca
gttgaatcct
tcacccttcce
ggatggacgc
gtgccccagg
gagtcaatgt
agacctgcag
gggcaccctg
aagagaatat
acctttggga
tgtccttcca
ggagagtgcc
cttcctgagt
cttggcagaa
ccatcagagg
gcttctttaa
tcagaaactg
ggaaaagctt
cctagggcaa
ctttggcaaa
atgccagcgc
gcctggcaat
ggtgcactcc
ctgggtgact
ccaggtgcgg
acaaggtcag
ctacaaaaaa
gaggcaggag
ctgcactcca
tgtatgaaat
gtggccatcc
gacctgcagg
agaagctgcc
agagcattcc
actgacctgt
catccaatac
gttttttaga
cttttcttgt
tttcaacacg
ggtctcactc
acctcccagg
cccaccagca

ggccaggetg

ggagtggtct
actggtggga

atggcgggcet
cttaagcgat

ggacttcacc
ccatcctgtt
gtctctgtgce
ctattccagt
ctttggttgc
cagctttgcc
atctgggctg
tggaagagcc
cttcaggaaa
cctaacaaga
acctccgatg
tgtcctgagt
gcaatctctg
ccctcectecag
cacagacaac
aggcccgtgg
aaccccaagt
ggtccatgct
agggggcectt
ggtactttag
agaatgacag
ctggtcggaa
agctcagctt
tctctaaaca
gggtattagc
gtctctgcect
ttgtcagaaa
tttgggatgc
acagtgagat
tataaaaatt
gaggaagacc
ttgcttatac
gagttcgaga
ttagccaggc
aatcacttga
gcctgagcga
acccagcaca
tgctctacct
cccgtgececcg
tccgggectt
ccaaaggtgt
ctttgccttce
attctttgtt
atttccactt
aaattcttta
taggtgttct
tgtcacccag
ctcaagcgat
cacctggcta
gtttcgaact

cctcectecte
agaagaactg
cagcgttctc
gcctttgecce
ttgacggaga
ctaaccctct
cccgcatcct
tcaccctgat
tggtgagtgg
caccgtgggg
cccggtggcet
accagatatg
agccaatctt
acctggagtt
aattcctctg
ccttgtgtca
cctctgtcac
aggtggcttg
ggagtcgtta
cagatacaga
tcctgaaagce
catctcatca
gtctgttctg
gaagccaaac
aaagaacaaa
tcccagcaga
tgatgcccecg
tttggcaaga
ctcagaaaga
ttctaagcct
ggttaaagaa
caaggctgga
cccatctcta
gaagctgcag
ttgtctccaa
gtgtaatcac
ccatcctggce
atggtggcac
acccgggagyg
cagagcgaga
gtgcccttcee
gacgcgcaaa
tgtggatgag
gtggcataag
tcaggcacca
acagattctt
tgagatatgt
ctctgatgaa
acatatttat
gtgggtctgg
gctgagtgca
tctcecectgect
acttttgtta
ctccacctga

ccgcaggggce
tgaaactggg
ctcccaccac
aggtgaaccc
ggtaactggg
atttcataga
gcagagagtc
gattagaaaa
tgagagtatc
caggcctctg
ccatctctgg
gacgtcttac
tcceecagtte
tgtgctttaa
acattctgcc
ctcagcgttg
tactctcacc
aacaattggc
agctgggaca
ggttttctgc
ttttctgtgt
ccatggcggc
ttgttctagg
taccccagtce
gggacacgga
tgagagtgga
ttctcctgga
cattctgttg
ttctcagctc
ggttttcttc
gtgtgctggg
ggattgcttg
caaaaaagaa
tgagctgaga
aaaaaaaaaa
agcactttgg
taatatggtg
gcacctgtag
tggaggttgc
ctccgtatca
cttacccatc
tataaggtcc
tacctggcat
gtgaggctgg
gtctcttcett
tcctetgttg
atttttcagc
attcaccatc
cactgttacc
tttttttgtt
atggtgcgat
cagcctcctg
tttgtagtgg
agtgattcgt

ccttccagtce
gccagagcat
ccaccatgcect
cctcaagaag
accctaggac
caaggaaact
agtactggac
gcaaatatct
cttgagacag
gccaagcttg
gctgcagctt
atcacagctg
tgcccecetttt
agctcatctc
agggcccgtce
tgacccccag
ttcaggtctg
tgggagcaaa
cgtgtgtagc
ccttttggcece
ctccaaatgg
cctcaaaacc
atcctgcagce
agcttagata
agcctttttg
taccgaatgg
agctctctct
tgggattttg
tgccattaag
tctggaaaat
cacagtggtt
aggataggag
aaaaggtagc
ctgcaccact
aaaaaaaaaa
gaggccgagg
aaaccccatc
ttccagctac
agtgagccaa
aaaaaaaaaa
atgaccccca
ctgactactg
ggcagcacac
gaatgtgggg
ttcagttttg
tgccaaattg
tctggaaatt
tgttcatcca
taaaaatctt
ttgttttgtt
ctcagctcac
cgtagctggg
agaccgggtt
cctccttggce

tttgccaacc
tgcagggagg
ggactcttcc
gtgccagcect
tgctgccagg
aaagtcttca
cccaggcecct
actttacttc

ggtaggccag
tgtggcgatg
cccaggatgg
gtcccaagaa
gtcaccagag
tgaaatctca
ttccteectg
gtaccagcca
tggctcacag
aggagctcct
cccagcttaa
tgcatgccca
acacatcctg

cagggaagga
tgcaggagtg
ggagctgatt
aacagtcagg
aaagaactga
ggttctctga
cctggtggta
agctgtgtgc
gaggctaata
catgcctata
tttaagacca
caggcatggt
gcactccagc
aaaaaaaagg
caggcagatc
tctactaaaa
ttgggaggct
gatcgcacca
aaagcgacta
cacccacagt
gtaccctcag
gactctgcgg
ggcggcagceg
gattatttct
ctattaagcc
ccatttggtt
ttttatctgt
tgtcaactaa
tttgagatgg
tgcaacctcc
attacaggca
tcaccatgtt
ttcccaaagt



7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
816l
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
9481
9541
9601
9661
9721
9781
9841
9901
9961
10021
10081
10141
10201
10261
10321
10381
10441
10501
10561
10621
10681

gttgggatta
gttttctccce
ttatcattat
aatggcacga
tcagcctccc
tttttgtaga
gtgatcctcc
ggcctcatga
tgcataataa
gaggctgttc
agtttatctt
tggctttgga
cctgcccecca
ctcccagcct
ggcttatgcc
gtgagccaca
caggcacagt
ctgaggtcag
ccacaaaaat
aggcaggaga
ttcactccag
ggaaattgat
gtacaagaaa
gaggcggagg
aaaccctgtc
agtcccagcet
gcagtgagcc
caaaaaaaaa
aaaactaact
ccctgttttce
ggatgtgacc
tcctcacatc

caggcatgag
tcttgattat
tttttatttt
tcttggctca
aagtagctag
gacagggttt
catctcggcecce
tgtatccttg
acacccccaa
tcttctaagce
tggtttcaaa
atctaatcac
gttcccaaac
gcttgggccc
tctctggaat
tacgtaattt
ggctcatgcc
gagttcgaga
tagccaggct
attgcttgaa
cctgggtgac
atattttact
agatgcttgg
caggcagatc
tctactaaaa
actcgggagg
gagatcaccc
aaaaaaagaa
ccctactcca
ctgggtgagc
ctgcagttgc
tccttagcectg

gggcaggtga
ccacaccggg
gtccccaaat
cttttcccca
cacatggcgg
ggtcattctg

gccctgggtg

acccactagg
ctatggcact
cagatgctgc
cagcccgtgg
cagcgcgtgg
aaggccaagg
ctggccatga

ccaccatacc
gggtcacatt
tttgagacgg
ctgcaacctc
aattacaggc
caccatgttg
tcccaaagtg
tgtgccagac
gaaagggctt
taatcaggag
tatcttgaat
caactacgat
tgctgctcag
aaggaaatga
ttagttcatt
taaattttct
aataatccta
ccagcctggt
tggtggcctg
cccagggggce
agagctgaac
taacccaatg
ccgggcgegyg
acaaggtcag
ataaaaaaaa
ctgaggcagg
cactgcactc
aagatgctca
gtaactcccg
cagtatctcc
tcgaggacaa
acctcgtagc
cagggggccc
gtgcttaagt
ccatccctgce
gtgctggctg
aggcagcagt
acttcccacc
tccggtgagce

cagtccacaa
tggcttgcct
accctgtctt
gtcctttaat
ctctgcttct
ggtctctatg
ttgccaagag
tcccagecact
tggctaacac
gtgggtgcect
gaggcggace
gagactccat
agtactttgg
tttttttttt
tgatcacagc

agcattttca
aagacttgcc
ccacagccgc
cactgcattt
aactctaatg
caaaagacaa
tgaaattaat
ttgggaggcc
ggtgaaaccc
gtagtcccag
ttgcaatgag
ctcaaaaaaa
gaggtccagg
ttttttgaga
tcactgcaac

tttctaatgg
caagtcccag
ctgaaagcca
cattttgatt
tgtgatttat
ccececttecce
aaatgtggct
ggggcagggg
cgtctctact
ctactcggga
ccgagatcgc
aaaaaagtgg
ttggggggat
tagtgtcttg
ctccacctcc

cagcctacgg
tgcctgettce
actctcactc
cgcctectgg
acctgccatc
gccaggctgg
ctgggattgt
attatgataa
gcacttccct
gtgggctggg
gtgagatcag
gttgcctgta
tcagaaaagc
aattggaatg
tagtcaagtg
agtaggcaca
gcactttggg
caacatgggg
tgcctataat
aaagttggca
actgtctcaa
tgttgagaat
tggctcacgc
gagattgaga
aattagctgg
agaatggcgt
cagcctgggce
gcatcactaa
actttgcctg
ccagacactg
gttcctccag
catcacggag
tggctagttg
gtgtgtgcaa
cctcacaacc
ccaagtcttc
gggggaggac
tgcagacccc
tgggaaacct
cccatgggag
agcacctcac
caatgagaat
ttggataata
ttgactttcc
aggccgtgtg
gaggccgegt
gatcacgagg
aaaaatacaa
ggctgaggca
gccactgcac
ctgagtgtgg
tgcttgagtc
ctctgttgcecce
caggttcaag

gtctatttct
tttgcatgtc
cattgcccag
gttcaagcga
atgcctggcet
tcttgaactc
aggcatgagc
aagaagagca
gtgtcaggta
ttgcaggttt
gtcactagct
agatctctct
ccatgcctgt
aaagtagctc
ctgtccgata
tttaaaaagt
aggccaaggc
aaaccttgtc
cccagctact
gtgtgccgag
aagaaaaaaa
attatcattt
ctgtaatccc
ccatcctggce
gcgtggtgge
gaacccagga
gagagagcaa
tcattaggga
cccaatcccc
gcagccaccc
aacaaggcct
ctgatgcatg
ctgaagtcct
acacctcctg
atccatcccc
gaaggccgac
ctcttccagg
accataaagc
cacccttgca
ccaggcccag
ctcccgaagce
gatgcacact
aacctgggcet
tctgtcccag
ggtcagcttc
gcggtggcetc
tcaggagatc
aaaattagcc
ggagaatggc
tccagcctgg
tagctcatac
caggatttca
caggctggag
cgattctctt

attgattgtt
tcatgatgta
gctggegtge
ttctcccacce
aatttttgta
ctgacctcag
caccatgccc
gagattgaat
gccaggatgt
agttggtttc
cagtctagca
gcttttcatc
gacagtcttt
atctaggaac
gaagtataaa
aaaaagagtc
agtggatcac
tctactaaaa
caggatgctg
atggtgccac
aaaagtaaaa
tggccaacaa
agcactttgg
taacacagtg
gggcacctgt
ggcggagctt
gactcagtct
aatgcaaatc
aggtgatgtt
tggcagagtt

tccttactgg

tgagtgctgt
gcttatgctg
gagatctgtg
agtctgtacc
ccaagctggc
aggcccatga
agaagctgat
ccgtcctcag
aaagcaggaa
caccatcccc
gaggccttgt
cagcctgagc
acctggtcat
cccctgatgt
acgcttgtaa
gagaccatcc
gggcgtggtg
atgaacccag
gcaaccgagc
ttataatcct
aaacaaactt
tgcaatggca
gcctcagtct



10741
10801
10861
10921
10981
11041
11101
11161
11221
11281
11341
11401
11461
11521
11581
11641
11701
11761
11821
11881
11941
12001
12061

GSTM1

ccccagaagc
tagaaacagg
tgtgcacctc
aaaaaatatt
cagtcatggc
cctaagaagc
tgtagagaca
tgctcccacc
caaaagaaat
cttgggaggc
tgattgagcc
acaaagaaac
aaagtagttt
tggtgaccta
ttgtgtgtgt
gctctttttg
cccgggttaa
ccaccacgcc
gctggtctcg
attacaggca
gcttgttttt
agcgcaattt
gcctceccgag

GENI

ORIGIN

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561

atgcccatga
gggacagggg
tcctettecag
ggtgggggcyg
cagagaaagt
cagctggccc
aagtatacga
ttggcaccaa
gctgcaggct
tgctggggceg
accctggaag
cctgggatgt
tggttccttg
cttcttcccce
gctgggcectg
cgacgtgtct
ctgcccaatt
gttcatgtga
cccttgceata
ttcccatcta
gccatcttgt
gtggggggaa
tgtgggtggc
agaccatgga
tcceccagtga
cacattggtc
gtatctctac

tgggattata
gtttcaccgt
cacctctgaa
ttttcagaga
tcactgcagc
tgggacaaca
gggtcttgcc
tctacctccce
ttttttttta
tgaggtggga
atagcactcc
ccaaaacaaa
atctgaccgc
acagtcggcect
gtgtgttttt
cccaggctgg
agtgattctc
cagctaattt
aactcccaac
taagccactg
tggtattttt
cggctcactg

tagcggggac

tactggggta
gcggaggcgg
ggctgccecgce
ggtagaggag
caccaagtca
acgccatccg
tgggggacgg
gcaacccatg
gtcccttece
ggatagtggg
ccttagccgt
gggactgagt
ggagggtccce
acggcagctc
gactttccca
ctgactgcat
cctggttgtc
cagtatttct
taggaagggg
tccagctgcece
gctacattgc
ggtggcctcce
aggtggggag
caaccatatg
gctgcatctg
ttaagtccct
gactccaatg

ggcacgcact
gttgtccagg
agtgctggga
tggggtctca
cttgacatcc
ggtgcacccc
atgttgccca
aaagtgctgg
attagtcagg
ggattgcttg
agcctgggge
acaaaacaaa
tcagggccca
gagttagcecct
tttttttgtt
agttcagtgg
ctgcctcagce
tgtatttgta
cacaggtgat
cgttgggacg
ttgagacagt
caagctccgce
tacaggcgcecc

ctgggacatc
ggatgtgtgg
ctcagaaggg
gcgacgggta
gggaccctcc
cctgctecctg
taatgacacc
gtggccacct
tgagccccgg
tccectgttta
gtggggtcca
ggtcagattc
cggaaggagyg
ctgactatga
atgtaggtgc
ctcctctecece
tacacagccc
atgtcaggcc
atgctgggga
ctacttgatt
ccgcaagcac
tccttggctg
acagaagagg
cagctgggca
acagagtttg
ggtaccattc
tcatgtcaac

atcacacctg
ctggtgtcaa
ttaccatgag
ctctgttgcece
caggctcaag
accacgccca
ggctagccct
gattacgggt
cgtggtgatg
agcccaggag
aacagaacaa
acatttcctg
gcagcatccc
cccaggacat
tgtttgtttg
caaaatctca
cttctgagta
gtagagacag
ctgcctgcecct
actcttactg
ctcgctttgt
ctccecgggtt

cgtggggtaa
agtagctgca
cctgtgcatg
cgtgcagtat
atctctgacc
gaatacacag
cttgtgtccg
gtcgtacctc
tgaggagtcc
attgggttgg
gagcctcagce
tagatccacc
gctgggctct
cagaacgcag
agggggaagyg
cagattagag
ctgcatgatg
tgcatgagcg
gcctgcectggce
gatggggctc
aacctgtgtg
ggctgtgatg
agaagattcg
tgatctgcta
gatttggggc
atcctccaag
aaaagcagag

gctaattttt
actctgtacc
ccactgtgcc
cagcctggag
caatattccc
gctcatttct
gcactcctgt
gccaagacac
catacctgta
ttcgaggctg
gatcctgtcet
tagccttcta
acatttcttg
gacccttact
tttttttgag
gctcaccaca
gctgggatta
ggtttctcca
cggcctccca
tttttgtttt
cgccceccggcet
cacgccattc

gcgagggtcc
ggactggctc
acgctgtgtg
agactagggc
cgagccgcgyg
actcaagcta
ggctctgcac
tgcaggcctc
tgtggccttg
gtgtcctcag
gggattattt
tgtctcaggg
ggggaggttt
tggctgaatg
ggcggttttg
gtgttcggat
ttctgtgtcc
ggcacagtga
cccaactgag
acaagatcac
agtgtgggtg
ctgagattga
tgtggacatt
caatccagaa
caggactctt
tgctttccceca
gcaattccca

gtgtttttag
tcaaatgatc
tggctcccceca
tgcagtggca
acctcagcect
tttttatttt
gctcaagaga
cacacgcaac
gttctagcta
cagtgagctc
ctaaaaacac
attatcagag
gctataagca
ggtttttgga
aaggagtttt
acctccgcect
caggcatgca
tgttggtcag
aagtgctgga
gttttctttt
ggtgtgcagt
tcctgcectcea

tctggtgggt
tagggaccgt
tgtgtttggg
tggcctggtg
ccatctctcc
cgaggaaaag
tcacgctgag
ccctgctgga
caaggcagaa
agcttcccaa
gtccctgaac
atcttgccac
gttttcactt
aaaaattcaa
ggggaaagtg
caggagtctt
cagctcattt
gtctggtctc
cttccececggt
ccagagcaac
gctgcaatgt
gtctgtgttt
ttggagaacc
tttgtgagtyg
gcatcctgca
tcatctagca
accaacctta



1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641

ggacacgatt
ttcagaatct
cagttcacat
taatggcacc
gcacagggat
cctctcecectce
ttgttttctt
ctttgcatcc
ggggctgacc
tcectetetge
tgagtatcca
cccgtgcecag
tccgagggtyg
gaactccctg

ccaggcattc
ccttcatcag
cacctgcctg
ctcgaattgc
ctgcgcatct
cttcctttca
ctgccacccc
ttgattctgc
cagaggctat
cttctgatca
attgaagcct
cctggceegtce
gtgacagctg
aaaagctaaa

ccagggtaga
ctctggcectce
ctcctagaat
atcttctcct
tcataacaga
acttgaactt
attagaagga
tggtctggat
tgggaggtca
gtttagatag
gcactgcccc
cacagccccg
ttttctgcct
gctctactca

ggaaacaagg
ggaggttcca

tatgatgtcc
ctgaaggact

taaaggagga
gcccacacat
ttgacctcca

gtgatatggg
tcttggectt

ccgtatattt

aatttcagtt
tgacttctgt
atgcagactc
caacagtttt
cagctcagag
ctcatctccc
actttctact
ccagaggctg
gtgaggacag
ggtctgacac
agttccagac
gggaggccac
caggagaaac
gagtttctgg
gaatgagatc
ctgcagatca
gagcccaact

tcatctccecg

ctttgag

cctgtatggt
cctgggtcat
aagtagaaga
ctgagtgctg
gcagtcagag
tggaaactag
ttccctgagce
ccaggtgctt
attcagggac
tcagtcagag
ttggggaaga
gtctgtgcag
tgaagccaaa
ggaagcggcee
tgttttgctt
cttttgtaga
gcttggacgc

aaagtttgtg
ttctgtcagc
ctcaggaatg
tcattgacat
ggcctttatt
tcaacgttca
tccettagtt
gggcgctcecct
agcatctcat
tctaaaatgc
tggctgcttg
ggagcttttg
gtacttggag
atggtttgca
cacgtgttat
ttttctegtce
cttcccaaat



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calisma; soy agaci bilinen, 1.-4. kusaklarda Koroner Arter Hastalig1 (KAH) ve
Akut Miyokart Infarktiisii (AMI) olan ailenin bulunabilen bireyleri ile yapilmistir.
Calismamizda 100 bireyden alman kan 6mekleri ile ¢alisilmigtir. Ayn1 zamanda ailenin 1.-
4. kusak bireylerinin soyagaci ¢ikarilarak kalp hastaliklar ile ilgili bilgiler de temin

edilmistir.

3.2. Gerec
Bu c¢aligmada kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar asagida
verilmistir.
1. Taq Polimeraz (Fermantas)
Magnezyum Kloriir (MgCly) (Merck)
Sukroz (Merck)
Tris Baz (Amresco)
Sodyum kloriir (NaCl) (Fermantas)
EDTA (Sigma)
Sodyum Dedosil stilfat (SDS) (Bio Basic Inc)
Proteinaz K (Sigma)

X N B w D

Brom Fenol Mavisi (Fermantas)

—_
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. Etidyum Bromiir (Fermantas)

—
p—

. PCR Tamponu (Fermantas)
. Hae Il ile Kesilmis PUC Marker DNA (Fermantas)

—_—
W N

. Primerler

. Deoksiniikleosit Trifosfat Seti (Roche)

—_—
(O, NN

. Agaroz (promega)
. Saf Etanol (Riedel-de Haen)

—_
o)



17.

DNA izolasyonu, PCR ve elektroforez ile ilgili diger kimyasal maddeler (Sigma ve
Merck)

3.3. Kullanilan Bashca Cihazlar ve Teknik Malzemeler

1.

e S S

e e e e e e
AN R~ W N —= O

Santrifiijler (Techne Cambridge, Universal 16R)
Spektrofotometre (Shimadzu UV-160)

Hassas terazi (Sartorius)

Su banyolari (Grant)

pH metre (Inolab)

Buzdolab1 (Argelik, Ugur)

Jel goriintiileme cihaz1 (Uvitec)

Yatay elektroforez tanki (Biogen)

Deepfeez (Beko, Siemens)

. Vorteks (Niive NM 110)

. Mikrodalga firin (Argelik)

. Elektorforez (EC 3000-90, E-C Apparatus Corporation)

. Thermal cycler (Bioer XP cycler, Eppendorf Mastercycler)
. Otoklav (Trans)

. Otomatik pipetler (Socorex, Beta-Pette, Gilson, Rainin)

. Meziir

Bu teknik malzemeler arastirmanm yapildigi C.U. Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve

Genetik Anabilim Dal1 Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’nda bulunmaktadir.

3.4. Yontem

Bu ¢alismada; dncelikle ailenin tiim kusaklarindaki bireylerin bilgileri toplandi.

Ailedeki kalp hastaliklar1 nedeniyle 6len bireyler ve halen kalp hastasi olanlar tek tek

saptandi. Buna gore; probandin ilk goriindiigii aileden baglayarak 1. ve 4. kusaklarin

soyagaci ¢ikarildi.



Ikinci olarak, bu ailenin bulunabilen bireylerinden kan o6mekleri toplandi.

Bireylerden toplanan kan 6rnekleri numaralandirilip listelendi. Daha sonra bu drneklerin

DNA izolasyonu (Doymus tuz ¢ozeltisi ile ¢oktiirme yontemi kullanildi*') yapildi. PCR

amplifikasyonu gergeklestirildi ve agoroz jelde yiiriitillerek jel iizerindeki bantlara gore

delesyonlarin olup olmadig1 degerlendirildi.

3.4.1. DNA izolasyonu

Doymus Tuz Cozeltisi ile Coktiirme Yontemi

. 700 pl tam kan 1.5 ml’lik ependorf tiip igerisine alindi. Daha sonra 700 pl eritrosit lizis
tamponu ile muamele edildi. Bir iki kez karistirilip 3 dk beklendi. Sonra santrifiij
edilerek siipernatan pipet yardimi ile atildi. Bu asama iki kez tekrarlandi.

. Eger pellet yeterince temiz degilse 1 ml fizyolojik tamponla yikandi. Bunun i¢in pellet
tizerine fizyolojik tampon eklendi, santrifiij edilerek siipernatan pipetle alind1 ve atildi.

. Pellet tizerine 300 pl TE-9 (pH:9) tamponu ilave edilerek pellet ¢ozdiiriildii. Daha sonra
tizerine 100 pl %10’luk SDS (Sodyum Dedosil Siilfat) ve 20 pl Proteinaz K ilave
edildi. Tip iyice karistirilarak 65°C’de 1.5-2 saat inkiibe edildi.

. Inkiibasyon sonunda tiip icerisine 200 ul doymus (6M) tuz ¢dzeltisinden ilave edildi.
Tiip iyice karnistirildi ve siit beyazi rengine doniistiigii gozlendi. Burada amag; DNA
disindaki protein, lipid gibi molekiillerin DNA’dan uzaklastirilmasidir. Daha sonra bu
karisim santrifiij edildi ve boylece DNA diger molekiillerden ayrigtirildi.

. Bu kez siipernatan steril ependorf tiiplerine alindi ve tizerine 900 pl saf alkol ilave
edilerek DNA’nin yogunlasmasi gozlendi. DNA’nin tiipiin dibinde ¢okelmesi igin
santrifiij edildi.

Siipernatan dokiildii ve pellet iizerine %70’lik alkolden 1000 pl ilave edilerek iyice
karistirildi ve santrifiij edildi. Pellet halinde kalan DNA’nin iizerindeki siipernatan
dokiildii ve DNA kurutuldu.

. Alkolii tamamen u¢gmus DNA iizerine 200 ul TE ilave edilerek 65°C’de 15 dk bekletildi
ve calismak tizere 4 °C’de bekletildi.



3.4.2. DNA Konsantrasyonu ve Saflik Derecesinin Olgiilmesi

PCR reaksiyonun hazirlanmasi asamasinda bilmemiz gereken diger bir temel konu
da DNA’y1 ¢ozdiigiimiiz sivi ortam igerisindeki DNA konsantrasyonu ve saflik derecesidir.
Bunun belirlenmesi UV spektrofotometresi ile yapilabilmektedir. DNA 6rneginin igerisinde
bulundugu soliisyon tarafindan absorbe edilen UV miktar1 6rnekteki DNA miktari ile dogru
orantilidir. Absorbans genellikle 260 nm dalga boyunda dlciiliir. Bu dalga boyundaki
Olctimlerde cift iplikli DNA icin absorbans degeri 50 pg/ml, tek iplikli DNA (ssDNA) i¢in
33 pg/ml, RNA igin ise 40 pg/ml’lik konsantrasyon degerlerine karsilik gelir'®.

UV absorbanst DNA’nin safligimin belirlenmesinde de kullanilabilir (260 nm’de
niikleik asitler, 280 nm’de de proteinler pik verir). Saf bir DNA 6meginde 260 ve 280
nm’deki absorbans orani Ajeonm/ Azsonm=1.8’dir. Bu deger elimizdeki DNA Orneginin
verimini gosterir. Dolayisiyla buldugumuz deger 1.8’¢ ne kadar yakinsa verim o kadar
yiiksektir. Bu orandan diisiik degerler 6rnekte fenol ya da protein kontaminasyonu, 1.8’den
bliylik degerler ise RNA kontaminasyonu varligmmi gosterir. RNA i¢in Ajeonm/A2sonm=1.8-
2.0°dir,

343. GST Geninin GSTT1 ve GSTMI1 Polimorfizmleri I¢in PCR
Amplifikasyonu

Calismamizda GST genine ait iki degisik polimorfizme bakilmistir. Elde edilen
genomik DNA spesifik primerler kullanilarak amplifiye edilmistir. Amplifikasyon igin
asagida verilen primerler kullanilmugstir'®".
GSTT]1 i¢in; Forward primer: 5'- TT CCT TAC TGG TCC TCA CAT CTC -3'

Reverse primer: 5'- TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA -3'

GSTMI i¢in; Forward primer: 5'- GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAG C -3'

Reverse primer: 5'- GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG G -3'

Orneklerimiz i¢in uygun amplifikasyon kosullarinin saptanmasi gesitli denemelerle
belirlendi. Magnezyum kloriir, Taq polimeraz ve DNA’nin farkli konsantrasyonlari yaninda

PCR programinda farkli 1s1 dongiileri ve yapisma 1silari denendi. Her denemede bir



degisken disindakiler sabit tutuldu. Optimal amplifikasyonun gergeklestigi kosullar, biitiin
PCR reaksiyonlar i¢in kullanildi. Cizelge 1’de GSTT1 polimorfizmi i¢in, ¢izelge 2’de ise
GSTMI1 polimorfizmi i¢in optimal reaksiyonun gerceklestigi PCR reaksiyonlar verildi.

Tablo 1. GSTT1 polimorfizmi i¢in optimal reaksiyonun gerceklestigi PCR reaksiyonu

PCR Tamponu (10X) Sul
MgCl, Sul
dNTP 0.4 ul
Taq poimeraz 3pul
Primer 1 1 ul
Primer 2 1 ul
Genomik DNA 2 ul
Su 32.6 ul
Toplam 50 ul

Optimal amplifikasyonun elde edildigi PCR reaksiyonundaki 1s1 dongiileri;

On denatiirasyon: 94 °C 0:02:00 sn
Denatiirasyon: 94 °C 0:00:30 sn
Yapisma: 66 °C 0:00:30 sn
Sentez: 72°C 0:00:40 sn
Toplam dongii: 35

Final sentez: 72 °C 0:10:00 sn



Tablo 2. GSTM1 polimorfizmi i¢in optimal reaksiyonun gergeklestigi PCR reaksiyonu

PCR Tamponu (10X) S5ul
MgCl, S5ul
dNTP 0.4 ul
Taq poimeraz 3l
Primer 1 1 ul
Primer 2 1 ul
Genomik DNA 2 ul
Su 32.6 ul
Toplam 50 pl

Optimal amplifikasyonun elde edildigi PCR reaksiyonundaki 1s1 dongiileri;

On denatiirasyon: 94 °C 0:02:00 sn
Denatiirasyon: 94 °C 0:00:30 sn
Yapisma: 64 °C 0:00:30 sn
Sentez: 72°C 0:00:40 sn
Toplam dongii: 35

Final sentez: 72°C 0:10:00 sn

Elde edilen PCR iiriinleri 4 °C’de muhafaza edilmistir.

PCR reaksiyonunun hazirlanmasinda izlenilen basamaklar;

200 pl’lik PCR tiipleri lizerlerine 6rnek kodu yazilarak hazirlandi.

Tim DNA ornekleri ve ¢ozeltiler once vorteks ile karistirildi, sonra santrifiij edildi.
PCR karisimi hazirlamak i¢cin daha once belirlenmis olan miktarlardaki PCR
tamponu, primerler ( GSTT1 ve GSTM1 polimorfizmleri i¢in kendilerine 6zgii olan
primerler kullanildi), dNTP, Taq polimeraz, MgCl, ¢izelgede verilen oranlara gore
tiip i¢ine eklendi.

Iyice karismas icin tiip, dnce vorteksle karistirildi, daha sonra santrifiij ile tiipiin

dibinde toplanmasi saglandi.



5. Kodlanmig her bir PCR tiipline hazirlanan karigim dagiltildi ve her tiipe kodunu
tasiyan genomik DNA daha 6nceden belirlendigi miktarda eklendi.

6. Yine 6nceden belirlenen miktarda her tiipe deiyonize su ilave edildi.

7. Her tiip ayr1 ayr vorteks ile karistirildi, santrifiij tiipiin dibinde toplanmasi saglandi
ve thermal cycler’a (her bir polimorfizm i¢in ayr1 olan PCR programlarina)

yerlestirildi.

3.4.4. PCR Uriiniiniin Elektroforezi

Amplifiye edilen PCR iiriinleri %2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii. Agaroz
jel elektroforezinde her bir reaksiyon i¢in olusan bantin parlakligina, nonspesifik bant olup
olmadigma bakilarak degerlendirildi. Bunun i¢in, PCR reaksiyonu {iriinlerine 6X yiikleme
tamponundan 1/5 oraninda ilave edildi, pipetlenerek kanstirildi. Ornekler %2’lik agaroz jel
kuyularia dikkatli bir sekilde yiiklendi ve 80 V, 100 mA de 45 dk siireyle elektroforeze tabi
tutuldu. Beklenilen bant biiytikligii GSTTI1 igin 459 bg, GSTMI1 ig¢in 209 b¢ oldugundan Hae
IIT ile kesilmis pUC marker ile birlikte yiiriitiildii. Bekledigimiz PCR bant biiytikligii Uvitec

jel goriintiileme cihazinda bakilarak dogrulandi.

3.4.4.1 Jelin Degerlendirilmesi

Jelin degerlendirilmesi Orneklerin olusturdugu bantlar ile marker bantlar
kiyaslanarak yapildi. GSTT1 igin 459 bg, GSTMI1 i¢in 209 bg biiyiikligiinde iki band elde
edildi. Bu iki bandin elektroforezde goziikmesi genotipin saglam oldugunu yani T ¢ M ™

genotipinin oldugunu gsterir. Ancak T ' M ™"

genotipinde sadece 459 bg biiytikliigiinde
bir band goriiliir. Yine T ™" M ™ genotipinde de tek band vardir. Ancak bandin bityiikligi

209 be’dir. T ™M ™! genotipinde ise homozigot delesyon oldugundan band goriilmez.



4. BULGULAR

4.1. Hasta Grubunun Genel Bilgileri

Calisma grubunun yas dagilimi 35 yasindan sonra KAH goriilmesi nedeniyle denek
grubu 20-35 yas ve 36 ve istil yas olmak tizere iki gruba ayrildi. Denek grubunun erkek ve
kadmnlara gore dagilimina baktigimizda erkeklerin 20-35 yas grubunda %42, kadmlarin

%44 oraninda oldugu, 36 ve istii yas grubunda ise erkeklerin %58, kadnlarin ise %56

oraninda oldugu saptandi (Tablo 3).

Tablo 3. Caligma grubunun cinsiyet ve yag grubuna gore dagilimi

Cinsiyet 20-35 yas (%) | 36 ve stii yas (%) | Toplam (%)
Erkek 23 (0.42) 32 (0.58) 55(0.55)
Kadm 20 (0.44) 25 (0.56) 45 (0.45)
Toplam 43 (0.43) 57 (0.57) 100

Calisma grubunda koroner arter hastasi olup yasayan ve dlen kisilerin kendilerinden
ve yakinlarindan edinilen bilgilere gore sigara igme durumu belirlendi. Erkeklerde sigara
icme oran1 %89 iken, kadinlarda %40 oldugu, cinsiyet gdzetmeksizin baktigimizda ise %79

oldugu belirlendi. Calismamizda 19’u erkek 5°i kadin olmak {izere dlen veya yasayan 24

koroner arter hastasi oldugu tespit edildi. (Tablo 4).




Tablo 4. Koroner arter hastasi olup, yasayan ve 6len kisilerin cinsiyet ve sigara igme

durumuna gére dagilimi

Hasta Grubu Sigara igen (%) | Sigara igmeyen (%) | Toplam (%)
Erkek 17 (0.89) 2(0.11) 19 (0.74)
Kadin 2(0.4) 3(0.6) 5(0.21)
Toplam 19 (0.79) 5(0.21) 24

Asagida yer alan tabloda calistigimiz 100 bireyin yas, cinsiyet, kalp hastalig1
goriilme durumu ve sigara kullanimi hakkinda bilgiler yer almaktadir (Tablo5).

Tablo 5: Calisma grubunu olugturan bireylerin genel bilgileri

Sira No | Ad1 Soyadi | Cinsiyeti | Yas1 | Kalp Hastahgi | Sigara Kullanim
1 OA E 38 - -
2 SA K 26 - -
3 SA K 39 - -
4 SA K 47 - +
5 HA E 52 + +
6 CA K 48 - -
7 EA K 80 + -
8 1A E 85 + +
9 YA E 59 + +
10 YA K 55 - -
11 EA E 34 - -
12 RA K 53 - -
13 BA E 24 - +
14 HA E 56 - +
15 TA E 32 - -
16 CA K 34 - -
17 FA K 94 - -
18 SA K 30 - -
19 SA K 29 - -

20 HA E 44 + +
21 HA K 70 - -
22 SA E 20 - -
23 ZA K 27 - -
24 EA E 20 - -
25 EA E 22 - -
26 BA E 25 - +




27 OA E 27 - +
28 NA K 60 + -
29 MA E 62 + +
30 MA K 62 - -
31 DA E 60 + +
32 NA E 35 + +
33 OA E 25 - -
34 OA E 55 + +
35 MA E 43 - +
36 HA K 30 - -
37 HA K 70 - -
38 EA E 20 - -
39 KBA K 22 - -
40 MA E 22 - -
41 MEA E 72 - +
42 MBA E 28 - -
43 ABA E 26 - -
44 BEA E 24 - -
45 YEA E 32 - -
46 OA E 54 - +
47 YA E 39 + -
48 CA E 24 - -
49 OA K 30 - -
50 ZKA K 56 - -
51 VA E 20 - -
52 BA K 20 - -
53 SA K 40 - -
54 ZYA E 60 + -
55 DA K 22 - -
56 DA E 25 - -
57 YA E 49 + +
58 EA K 52 - -
59 HA K 46 - -
60 ZA K 25 - -
61 FA K 55 - -
62 ZA K 36 - -
63 GA K 30 -

64 HA K 79 - -
65 SA E 38 - -
66 HA K 45 - +
67 MA E 52 - +
68 SA K 50 - -
69 MA E 24 - -




70 | YA E 59 n
71 | SA K |59 :
72 |CA K |34 :
73 | EA K |25 :
74 | SA K |27 :
75 | SA E 32 3
76 | SA K |37 :
77 |MA K |31 -
78 | SYA K |21 :
79 | EA E 21 :
80 | YA E 37 n
81 | GA K |32 :
82 | SA E 20 -
83 | HA K |36

84 | SA K |28 -
85 | FA K |24 :
86 | AK E 22 n
87 | ZA E 48 n
88 | NA K |50 :
89 | CA E 20 -
90 | 1A E 20 :
91 |DA E 22 :
92 | AA K |40

93 | MA E 29 :
94 |RA E 37 -
95 | MA E 37 n
96 | MA E 46 n
97 | MA K |48 -
98 | SA E 24 :
99 | BA K |20 -
100 | SA K |22 :

4.2. Pedigri Bulgularn

Calismamizda soy agaci bilinen, 1.-4. kusaklarda KAH olan ve yaklasik 200 kiginin
olusturdugu bir ailenin bulunabilen 100 kisinin kan Orneginden elde edilen genomik
DNA’lar kullanildi. KAH olan bireyler soyagaci ¢ikarilarak 6nceden belirlendi. Bu ailede
KAH’nin GST geni ile iligkili olup olmadig1 arastirildu.
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Pedigri 1.Probandm ilk goriildiigi I. ve II. kusagin pedigrisi (54-85y bireylerin yaglarini gostermektedir).

Calismamizdaki ailede ilk kalp hastaligindan 6liim vakasinin I. kugsakta ortaya ¢iktigi
tahmin edilmektedir. Clinkii II. kusak bireylerin verdigi bilgilere gore babalarinin erken
yasta (54 yasinda) aniden 6ldiigiinii herhangi bir hastaliginin olmadigini bildirmislerdir.
Olen bu kisinin (I-2) 6 erkek ¢ocugu 1 kiz1 vardir. Alt1 erkek kardesin sadece birinde kalp
hastalig1 goriilmemis olup 74 yasinda zatiirreden vefat etmistir. Diger kardeslerden biri (II-
4) 25 yildir kalp hastas1 olup diizenli ilaglarini kullanarak hala yasamini siirdiirmektedir (85
yasinda). Diger 4 erkek kardes ise (II-2, II-3,11-5,I1-6) 65-75 yaslarinda kalp krizi nedeni ile
aniden vefat etmislerdir. Kiz kardeste (II-7) kalp rahatsizlig1 olmayip yasamini devam
ettirmektedir (79 yasinda) ( Pedigri 1).
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Pedigri 2. 74 yasinda vefat eden ve II. kusakta kalp hastasi olmayan tek erkek kardesin ailesinin pedigrisi 3.

ve 4. kusakta ortaya ¢ikan erken 6liimler.

Ikinci kusagin kalp hastaligindan &lmeyen en biiyiik erkek kardesin pedigrisine
baktigimizda (Pedigri 2), III. kusak bireylerden 4 erkek cocugunda (III-1, III-2, II1-7, III-8)
kalp hastalig1 ortaya ¢ikti1 saptandi. Ugiincii kusaktaki en biiyiik erkegin esinin de kalp
hastaligindan 6lmesi bunlarin ¢ocuklarinin da (IV. kusak) gelecekte risk grubunda
oldugunu gostermektedir. Nitekim ikinci erkek kardesin (III-2) 54 yasinda kalp hastalig
nedeni ile vefat etmesi ayrica amcasinin kizi ile evli olmasi bunun g¢ocuklarindan (IV.
kusak) en biiyligliniin (IV-1) 40 yasinda vefat etmesi, 2. erkek kardesin de (IV-2) (44
yaginda) 6 yildir stendli yasamasi ailesel kalp hastaliginin oldugunu ve kesin genetik gecisli
oldugunu gostermektedir (Pedigri 2).



Pedigri 3. 66 yaginda kalp hastalig1 nedeniyle vefat eden I kusak 2. erkek kardesin ailesinin pedigrisi ve III
kusakta ortaya ¢ikan kalp hastaliklar1.

Ikinci kusagm ilk kalp hastaligindan 66 yasinda (II-2) vefat eden 2. erkek kardesin
pedigrisine (Pedigri 3) baktigimizda ¢ocuklarinda 50 yasindan sonra kalp hastaliginin yine
ortaya ¢iktig1 saptandi. ilk erkek kardes (III-1) 62 yasinda kalp hastasi, 2. erkek kardes (I11-
2) 59 yasinda ve kalp damarlarinda stent takili olarak yasamaktadir. Ancak bu ailenin 4.
kusagindaki kisilerin herhangi birinde hastalik ortaya ¢ikmadi.
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Pedigri 4. Kendisi 75 yasinda esi de 72 yasinda kalp hastaligindan vefat eden II. kusak 3. erkek kardesin

ailesinin pedigrisi ve I1I. kusakta ortaya ¢ikan erken kalp 6liim vakasi.

II. kusagin kalp hastaliginda 75 yasinda vefat eden 3. erkek kardesin (II-2)
pedigrisine baktigimizda ¢ocuklarmin birinde (III-3) 45 yasinda hastaligin ortaya ¢iktigi ve
52 yasinda da vefat ettigi belirlendi (Pedigri 4). Ancak bu ailede su ana kadar diger
kardeslerde hastaligin ortaya ¢ikmadigi, fakat annenin (II-1) de 72 yasinda kalp hastaligi
nedeniyle vefat etmesi diger kardeslerin veya IV. kusaktakilerin risk grubunda oldugunu

gostermektedir.



Il .T-
1 2
n @ i . - 5& . iﬂ -
1
D 21
| 6 7 8 9 0 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 22 23
1 2 é <4£ 5

Pedigri 5. Kendisi 85 yasinda esi de 80 yasinda her ikisi de kalp hastasi olan II. kusak 4. erkek kardesin

ailesinin pedigrisi ve I1I. kusakta ortaya ¢ikan vakalar.

Ikinci kusagin kalp hastalifmin ortaya c¢iktign 4. erkek kardes (II-2) olmasina
ragmen 25 yildir doktor kontroliinde yasayan ve 85 yasinda olan tek kisidir (Pedigri 5).
Ancak, bunun da ¢ocuklarma baktigimizda III. kusakta hastaligin ortaya ¢iktig1 belirlendi.
Nitekim ilk ti¢ kardes (III-1, III-2, III-3) hasta olup 2. kiz kardes (III-2) 54 yasinda kalp
hastahgmdan vefat etmistir. Uglincii erkek kardes (III-3) ise 38 yasinda by-pass olup
yagamin1 zor sartlar altinda periton dializ ile idame ettirmektedir. Bu ailede su ana kadar

diger kardeslerde hastalik ortaya ¢ikmamaistir.
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Pedigri 6. Kendisi 66 yasinda kalp hastaligindan vefat eden tek yumurta ikiz kardeslerden birinin ailesinin
pedigrisi ve 111 kusakta ortaya ¢ikan vakalar.

Ikinci kusagn kalp hastaligmmn ortaya ¢iktig1 5. erkek kardesin (II-2, ikizlerden biri)
pedigrisine (Pedigri 6) baktigimizda yine 66 yasinda erken 6liimiin oldugunu goriiyoruz.
Bilgilere gore calisirken aniden vefat eden biri. Bu ailenin de ¢ocuklarina baktigimizda
yedinci kardesin (III-7) 37 yasinda hasta olmasi hastaligin erken doneme indigini

gostermektedir. Ancak I'V. kusakta heniiz hastaligin olmadig1 saptanda.

1
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Pedigri 7. Kendisi 65 yaginda kalp hastaligindan vefat eden tek yumurta ikiz kardeslerden digeri olup
ailesinin pedigrisi ve I1I. kusakta ortaya ¢ikan vaka.



Ikinci kusagin kalp hastahgmin ortaya ¢iktig1 6. erkek kardesin (I1-2, ikizlerden biri)
pedigrisine baktigimizda yine 65 yasinda erken Oliimiin oldugunu goriiyoruz. III. kusak
cocuklara baktigimizda tigiincii erkek kardesin (III-3) 52 yasinda kalp hastasi oldugunu ve
bunun da 47 yasinda rahatsizlanarak iki koroner artere stent takildigi belirlendi. Bu hali ile
yagamima devam etmektedir. Diger kardeslerde ve IV. kusakta ise su ana kadar bir

rahatsizlig1 olmadig1 bilgileri edinildi.

4.3. GST Gen Polimorfizmleri

GSTT1 Polimorfizmi I¢in; uygun primerler ile optimizasyon denemeleri
yapildiktan sonra 459 bg¢’lik DNA alan1 PCR ortaminda ¢ogaltildi. Tiim 6rneklerden elde
edilen PCR amplifikasyon {irlinleri %2’lik agaroz jel elektroforezinde 459 bg’lik fragmani
belirlemeye olanak verecek bantlar igeren marker ile beraber yiiriitiildii ve jel goriintiileri
bilgisayar ortamina aktarildi. Tim Omeklerin PCR’larinin uygun oldugu yani istenilen
DNA bolgesinin ¢ogaltildigi saptandi. Denemelerimize gore c¢alisilan 100 kisinin
tamaminda GST genindeki GSTT1 geninin bulundugu (T™"%) yani polimorfizmin olmadig:
(T™") saptandu. (Sekil 2-4).

459 bp—

Sekil 2. GSTT1 polimorfizmi i¢in 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48 ve 49 nolu oOrneklerin agaroz jel

elektroforezindeki PCR iiriinii goriintiisi.



459 by ——

Sekil 3. GSTT1 polimorfizmi i¢in 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67 ve 68 nolu orneklerin agaroz jel

elektroforezindeki PCR iiriinii goriintiisi.

Sekil 4. GSTT1 polimorfizmi i¢in 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76 ve 77 nolu oOrneklerin agaroz jel

elektroforezindeki PCR iiriinii goriintiisi.

GSTM1 Polimorfizmi I¢in; uygun primerler ile optimizasyon denemeleri
yapildiktan sonra 209 bg¢’lik DNA alani ¢ogaltildi. Tiim &meklerden elde edilen PCR
amplifikasyon triinleri %2’lik agaroz jel elektroforezinde 209 bg’lik fragmani belirlemeye
olanak verecek bantlari iceren marker ile beraber yiiriitiildii ve jel goriintiileri bilgisayar
ortamina aktarildi. Tiim 6rneklerin PCR’larinin uygun oldugu istenilen DNA bolgesinin

cogaltildig1 saptandi. Denemelerimize gore calisilan 100 Ornegin tamaminda GST



genindeki GSTM1 geninin bulundugu (M™'%) yani polimorfizmin olmadigi (M™") saptandi.
(Sekil 5-6).

209 by — 4

Sekil 5. GSTM1 polimorfizmi i¢in 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67 ve 68 nolu Orneklerin agaroz jel

elektroforezindeki PCR iiriinii goriintiisi.

209 by —

Sekil 6. GSTMI1 polimorfizmi i¢in 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85 ve 86 nolu Orneklerin agaroz jel

elektroforezindeki PCR iiriinii goriintiisi.

GSTT1 ve GSTM1 Polimorfizmleri i¢in; uygun primerler ile optimizasyon
denemeleri yapildiktan sonra her bir 6mek i¢in birlikte ¢ogaltilan 459 ve 209 bg’lik DNA
alanlarini veren PCR amplifikasyon iiriinleri %2’lik agoroz jel elektroforezine karistirilarak
yiiklendi. Bu iki band1 belirlemeye olanak verecek marker ile beraber yiiriitillerek elde
edilen goriintiiler bilgisayar ortamina aktarildi. Buradaki temel amag¢ ayni ortamada GST
geni i¢in TV M™", T MY ve T™' M™" genotiplerini yani polimorfizmleri gormekti.

Ancak higbir 6rnekte T™" ve M™" genotipine rastlanmadi (Sekil 7-8).
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Sekil 7. GSTT1 ve GSTMI1 Polimorfizmleri ig¢in 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67 ve 68 nolu 6rneklerin agaroz

jel elektroforezindeki PCR {irlinii goriintiisii.

459 b ——

209 by —p

Sekil 8. GSTT1 ve GSTMI1 polimorfizmi i¢in 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76 ve 77 nolu 6rneklerin agaroz jel

elektroforezindeki PCR iiriinii goriintiisi.



5. TARTISMA

Bu calismada c¢alisma grubunun genel bilgilerine baktigimizda yaklasik 200 kisilik
bir aile olmasina ragmen KAH I. kusakta 54 yasinda oliimle ortaya ¢ikmasindan sonra II.
kusakta 6liim vakalar 65-75 yaslarinda olmustur. Ugiincii kusakta ise 40 yasinda ilk dliim
vakasi, 35 yasinda ise KAH ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle, g¢alisma grubunda 20 yas
tizerindeki bireyler dikkate alinarak erkek ve kadinlarda yas grubu iki kategoriye ( 20-35
yas ile 36 ve istii yas) ayrilmistir. Yirmi yasin altindaki bireyler KAH nin 35 yasindan
sonra goziikmesi nedeniyle dikkate alinmamistir. Ancak ikinci kusakta 65-75 yaslar
arasinda olan Olimler igilincii kusakta 40 yasma inmistir. Bu da dordiincii kusakta
hastaligin daha da asag1 yaslara inecegini diisiindiirmektedir. Koroner arter hastasi olup da
sigara igenlerin oranmin cinsiyet gdzetmeksizin %79 olmasi KAH ile sigaranin da iligkili
oldugunu gostermektedir. Edinilen bilgilere gore ikinci kusaktaki kalp hastaligi nedeniyle
Olenlerin sigara igmedigi, ancak tUglincii ve dordiincii kusaktaki hasta bireylerin
cogunlugunun sigara igmesi bu hastaligin sigaradan da kaynaklandigini diisiindiirmektedir.
Nitekim sigaranin KAH ile iliskili oldugu bir ¢ok ¢alismada da bildirilmistir'*'>'®

Bu c¢alismada pedigri verilerine gore bu ailede KAH’nin kesin olarak kalitsal
oldugunu gostermektedir. Birinci kusaktaki bireyin 54 yasinda ani 6limii, arkasindan II.
kusaktaki bireyin 6 erkek kardesten 4’iiniin 65-75 yaslarinda ilag tedavisi alirken ani 6 limii
ve kardesin de 85 yasinda olmasina ragmen 25 yildir kalp hastasi olmasi hastaligin kesin
kalitsal oldugunu gdstermektedir. Ugiincii ve dérdiincii kusaga gegtigimizde hastaligin 35
yas gibi daha da erken yaslara inmesi ve erken dliimlerin ortaya ¢ikmasi bu diisiincemizi
desteklemektedir. Ancak, edindigimiz bilgilere gore KAH olanlarin biiyiik ¢ogunlugunun
sigara icmesinin GST geni ile iliskili olabilecegini diistindiirmiistiir.

Sigara kullananlarda toksik maddelerin atilimi i¢in metabolizmalarinda bazi
enzimlerinde aktif olmas1 gereklidir. Bu enzimlerden en 6nemlisi Glutatyon S-transferaz
(GST) olup ksenobiyotik metabolizmasi enzimlerinin siiper aileleridir®. GST enzim grubu

endojen ve eksojen toksinlerin ve kanserojenlerin detoksifikasyonunda énemli rol oynadigi



bilinmektedir’. Bu enzimin 5 alt siifi vardir. Bunlar GST alfa (A), mu (M), pi (P), teta (T)
ve zeta (Z)’dir. Buna ilaveten alt smiflar birka¢ gen ve izoenzimleri igerirler.

GSTMI1 geni lirliint sigara da bulunan temel karsinojenlerden polisiklik aromatik
hidrokarbonlarin par¢alanmasinda énemli rol oynar. Bu genin iirlinii ayrica, dogal olarak
olusan monoholometanlarin, diklorometanlarin ve etilen oksitlerin detoksifikasyonunda
onemli rol oynar”'’.

GSTM1 ve GSTT1 genlerindeki polimorfizmler enzim aktivitesinin azalmasina
ozellikle her iki gendeki homozigot delesyonlar enzimin tamamen aktivitesini
kaybetmesine neden olmaktadir. Bu da sigara ile iliskili kanser ve koroner arter
hastaliklarinin olusumuna zemin hazirlamakta, 6zellikle sigara icenlerde koroner arter
hastaligmmn gelisimine katkida bulunmaktadir''™'?. Hayvanlarla yapilan bir ¢alismada da
sigaradaki kimyasallarin GST enzimini azalttig1 ve aterosiklerotik plak olusumunu uyardigi
bildirilmistir'’.

Calismamizda GSTT1 ig¢in 459 bg ve GSTMI igin 209 bg biiyiikligiinde iki band
elde edildi. Bu iki bandin elektroforezde goziikmesi genotipin saglam oldugunu yani T *"
M " genotipinin oldugunu gosterir. Soy agaci bilinen, 1.-4. kusaklarda KAH ve AMI olan
bir ailenin 20 yas iizerindeki bulabildigimiz 100 bireyinden almman kanlardan yapilan
calisma sonucu bu iki bandin elektroforezde goziikmesi ailedeki koroner arter hastaliginin
GSTTlve GSTMI1 genindeki delesyonlarla iligkili olmadigmi gostermistir. Ancak
bulgularimiza goére; GSTT1 ve GSTMI1 genotiplerinde polimorfizmlerin yani null
genotiplerin her ne kadar olmamasina ragmen koroner kalp hastas1 olanlarin ¢ogunlugunun
(%75) glinde 1 paketten fazla sigara igmesi GST enzim aktivitesini azaltarak KAH’larina
neden oldugunu diisiinmekteyiz. Nitekim bulgularimiz yapilan g¢aligmalarla benzerlik

. . 14,15,16
gostermektedir

. Clinkii diger caligmalarda her ne kadar null genotipler olmasa da
sigaranin GST enzim aktivitesini kesin azalttig1 bildirilmektedir'*'>'*. GSTT1 ve GSTMI1
polimorfizmi ile ilgili olarak Kuzey Hint populasyonuyla yapilan benzer bir ¢aligmada,
bizim bulgularimizdan farkli olarak GSTT1 null genotipinin koroner arter hastaligi ile

anlaml bir iliski bulunmus fakat GSTM1 genotipi ile anlamli bir iliski bulunamamistir".



6. SONUCLAR VE ONERILER

Soyagac1 bilinen bu ailede yaptigimiz ¢aligmada; GST genindeki polimorfizmlere
bagli olabilecegini diislindiigiimiiz KAH’larinin ¢alisabildigimiz GSTT1 ve GSTMI1
polimorfizmlerine bagh olmadigint gostermektedir. Ancak, ayni genler {izerinde farkli
mutasyonlar olabilir. Bu durumda GST genlerinin koroner arter hastaliklart ile iliskili
olmadigin1 sdyleyebilmemiz i¢in baska tekniklerle tamaminin taranmasi gerekmektedir.
KAH olup da sigara igenlerin oraninin yiiksek olmasi GST geninin enzim aktivitesini
azaltabileceginden bu ailede KAH’ na yakalanma riskini de arttirmaktadir.

Bu durumda bu ailedeki pedigri verilerine gore KAH her ne kadar GST geninde
polimorfizm olmasa da bagka genlere baghh olarak genetik gecisli oldugunu
diistindiirmektedir. Bu nedenle ister GST genine, isterse baska genlere bagl olsun sigara
kullanimi1 bir risk faktorii oldugu icin yeni jenerasyonun kesinlikle sigara kullanmamasi
gerekir. Ayrica, bu ailenin KAHn1 tetikleyen diger risk faktorlerini de (beslenme, alkol
tiiketimi, stres, vb) dikkate almas1 Onerilir. Ayrica bu ailede genetik yonden koroner arter

hastaliklarina neden olabilecegi diislintilen bagka genlerin arastirilmasi onerilir.
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EKLER

Ek-1. Kullamlan Kimyasallar, Soliisyonlar ve Hazirlanisi

Kullanilan kimyasal ve soliisyonlarin hazirlanmasinda kaynak olarak ‘“Molecular
Cloning Katalogu” esas alinmustir".

Hazirlanan soliisyonlar genel olarak konsantre stoklar halindedir. Calisma
konsantrasyonlarina ulastirmak i¢in stoklardan belli oranlarda alinarak seyreltilir.
Konsantrasyon doniistirmelerinde M;xV,=MxV, formiiliinden yararlanilmstir®®.

M, = Hazirlanan stok konsantrasyon (M, N veya %)
V; = Stoktan almmasi gereken miktar (V)
M, = Calisma (son) konsantrasyonu (M, N veya %)

V, = Hazirlanacak olan ¢ézelti (¢alisma ¢ozeltisi) miktart (V).

1.1.  Lizis Tamponu
0.32 M sukroz
10 mM Tris
5 mM MgCl,
%1 TritonX100
Hazirlanacak hacim i¢in sukroz, Tris, MgCl, ve TritonX100 hesaplanarak tartililir

ve lizeri saf su ile tamamlanir, otoklavlanir ve kontamine edilmeden kullanilir.



1.2.

Fizyolojik Tampon
0.075 M Na(Cl
0.025 M EDTA

Hazirlanacak hacim i¢in NaCl ve EDTA hesaplanarak tartilir ve tizeri saf su ile

tamamlanir, pH 7.5-7.4 e ayarlanir, otoklavlanir ve kontamine edilmeden kullanilir.

1.3.

1.4.

TE-9

500 mM Tris baz

20 mM EDTA pH 9.0

10 mM NaCl

Hazirlanacak hacim i¢in kullanilacak olan Tris, EDTA, ve NaCl hesaplanarak

tartilir, Gizeri saf su ile tamamlanir, otoklavlanir ve kontamine edilmeden kullanilir.

SDS (Sodyum Dedosil Siilfat) Soliisyonu
%10 SDS
20 ml i¢in 2 gr SDS tartilir, 20 ml saf su ile bir sise igerisinde iyice karigtirilir.

Kullanincaya kadar buzdolabinda veya oda 1sisinda tutulabilir.

1.5.

TE Tamponu
10 mM Tris pH 8.0
0.1 mM EDTA pH 8.0

Hazirlanacak hacim igin kullanilacak olan Tris ve EDTA hesaplanarak stoklardan

alinir, lizeri saf su ile tamamlanir, otoklavlanir ve kontamine edilmeden kullanilir.



EK-2. PCR

PCR ilk kez Kaliforniya’da Berkeley yakinlarinda, Cetus firmasinda ¢alisan Kary
Mullis tarafindan 1985 yilinda icat edilmistir”. PCR, kalip DNA iizerindeki belirli bir gen
bdlgesinin 1siya dayali olarak tekrar eden reaksiyon dongiileriyle ve enzimler araciligi ile in
vitro kosullarda ¢ogaltilmasini saglayan bir yontemdir.

Her bir PCR dongiisii, reaksiyon karisiminin, reaksiyonun gerceklesmesi i¢in daha
onceden belirlenmis olan en uygun ii¢ sicaklik derecesi arasinda transfer edilmesi ile
tamamlanir. PCR bir zincir reaksiyonudur, ¢iinkii, yeni DNA zincirlerinin sayis1 her
dongiide iki katina ¢ikar ve yeni zincirler bir sonraki dongiide kalip gorevi goriirler. Bir
dongli 4-5 dakika siirer ve istenildigi kadar tekrar edilir. 25-30 dongli sonunda, DNA
miktarinda yaklasik 1 000 000 kez artis olur”. Reaksiyon boyunca gereken sicaklik, siire,
déngii sayilarini kontrolii ve otomosyonu Thermal Cycler olarak bilinen cihazlarla yapilir™®,
Bu yontem ile, klonlama, dizi analizi, klinik tani ve genetik taramalar gibi diger islemlerde
kullanilmak iizere, bol miktarda hedef DNA parcalari elde edilir’”.

DNA c¢ift sarmal1 iizerinde bulunan karsilikli bazlar arasindaki hidrojen baglarinin
kirillarak, primerlerin yapisabilecegi tek iplikli DNA molekiillerinin olusumunu saglayan
sicaklik denatiirasyon sicakhigidir (genellikle 94 °C). Burada kullanilacak DNA temiz
olmak zorunda degildir. Kurumus kan veya semen gibi adli tip 6rnekleri, tek bir sag teli,
uzun siire saklanmis tibbi 6rnekler, mumya kalintilar1 ve fosil gibi degisik kaynaklardan
genomik DNA elde edilebilir. Cift zincirli DNA, tek zincirli hale gelene kadar 1sitilir. Bu
siire¢ yaklasik 5 dakikadir ve bu siiregte enzimler ¢alismaz™.

Primerlerin tek iplikli DNA molekiilii iizerinde komplementer oldugu bolgelere
hibridize oldugu sicaklik annealing (yapisma) sicakligidir. Annealing sicakligi primer
uzunluguna ve baz igerigine gore degisir. Reaksiyonun 0Ozgiilliigli i¢in son derece
onemlidir. Primer-kalip DNA hibridizasyonu sicakliga bagli bir olay oldugundan annealing
sicakligi hibridizasyonun olusumunu saglayacak kadar diisiik ve yanlis baglanmalara izin
vermeyecek kadar da yiiksek olmalidir. Bu sicaklik 50-70 °C arasindadir™.

DNA polimeraz i¢in optimum olan sicaklik ise uzama (sentez) sicakligi olarak
belirtilir. Bu sicaklik kullanilan DNA polimerazlara gore farklilik gdsterebilir. Ornegin Taq

DNA polimeraz i¢in 72 °C iken Pwo icin 68 %C’dir. Polimeraz enzim, niikleotidleri 5’den



3’e dogru ekleyerek, primerlerin uzamasmi saglar ve hedef DNA’nin iki zincirli bir
kopyasini olusturur. Dogru pozisyon almamis primerler ve kalip DNA arasindaki baglar bu

1sida ayrilirlar’®.

2.1. Bir PCR Reaksiyonu I¢in Gerekli olan Bilesenler ve Fonksiyonlar1
2.1.1. Kalp Genomik DNA
PCR reaksiyonunda amplifiye edilecek bolge igin kalip gorevi yapar. Yapilacak

olan ¢alismaya gore herhangi bir canlinin kanindan ve dokusundan izole edilebilir’®.

2.1.2. Primerler

PCR reaksiyonunda amplifiye edilecek bolgenin sinirlarini belirleyen sentetik
oligoniikleotidlerdir. Ayrica polimerizasyon reaksiyonlar1 icin DNA polimeraz enzimine
primer gorevi yaparlar. Primerler sadece amplifiye edilecek olan hedef bolgenin kanat
bolgelerine komplementer olmalidir. Aksi takdirde non-spesifik amplifikasyonlar
gozlenebilir. Bu nedenle reaksiyonun istenilen yonde gerceklesmesini saglayan en temel
faktorlerden biridir ve se¢iminde su hususlara dikkat edilmelidir™.

Primer dizisi 1-2 piirin bazi ile baglayip bitmeli.

Kullanilan primerlerin kendi aralarinda ve dizileri i¢erisinde komplementer bolgeler
olmamali.

Timin niikleotidi yanlis eslesmeye daha toleransli oldugundan 3’ wuglarinda
bulunmamali.

Tm’leri ayn1 veya ¢ok yakin olmali.

GC (Guanin-Sitozin) oran1 %40-60 arasinda olmal:.

Herhangi bir baz 4’den fazla arka arkaya tekrar etmemeli®.



2.1.3. Reaksiyon Tamponu
PCR reaksiyonunda, reaksiyon kosullarinin optimum sartlara getirilmesini saglayan

(iyonik direnci, pH, M 2 oibi kanslmd1r38.
y p g g

2.1.4. DNA Polimeraz
PCR reaksiyonunda polimerizasyonun gerceklesmesini saglayan enzimdir. Isiya
dayanikli termofilik bakterilerden izole edildiginden otiirii yiiksek sicakliklara

dayaniklidir®,

2.1.5. Deoksiniikleotid Trifosfatlar (ANTPs)
PCR reaksiyonunda, polimerizasyon icin gerekli olan enerji ve niikleotid kaynagini

olusturur®.

2.2. PCR Reaksiyonun Hazirlanmasi

Roche protokiilinde PCR reaksiyonundaki bilesenlerinin miktarlart 25 pl’lik
reaksiyon hacmi igin su sekilde 6nerilmektedir.

5 ul 10X reaksiyon tamponlarinin birinden

0.6 ul 10 mM dNTP karigimi

Her bir primerden 200 ng

150 ng Kalip DNA

2 U Termostabil DNA Polimeraz

25 pl’ye tamamlayacak kadar deiyonize su

PCR’da tampon bilesimi ve ortam pH’s1 reaksiyon verimini etkileyen en 6nemli
faktorlerdendir. Oncelikle, reaksiyon sonunda kalitatif ve kantitatif olarak en iyi sonucu
verecek ve daha sonraki PCR reaksiyonlarinda da kullanilacak olan tampon bilesiminin

belirlenmesi i¢in optimizasyon kitindeki biitiin tamponlarin kullanildig1 bir optimizasyon



reaksiyonu hazirlandi. Reaksiyonlar miimkiin oldugu kadar steril sartlarda ve buz {izerinde,

en son enzim ilave edilecek sekilde hazirlandr®®.



Ek-3. Jel Elektroforezi

Bir su yosunundan elde edilen agaroz, D-Galaktoz ve 3,6-anhidro L-Galaktoz
birimlerinin lineer polimerleridir’®.

Agaroz jeller, uygun tamponla berrak bir ¢ozelti elde edene kadar 1sitilip kaynatma
yolu ile hazirlanir. igine 0.5 pl/ml oraninda ethidium bromide (EtBr) eklenerek jel dokme
kabma dokiilir ve polimerize olmasi i¢in beklenir. Polimerize olan jel, yogunlugu
konsantrasyonu ile belirlenen bir matriks olusturur. Jel boyunca elektrik akimi uygulandigi
zaman, notral pH’da negatif yiiklii olan DNA, anoda dogru go¢ eder. Go¢ orani pek ¢ok

parametre ile belirlenir’®.

3.1. DNA’mn Molekiiler Bilyiikliigii

Lineer ¢ift iplikli DNA molekiilleri bir elektrik alaninda bir biitiin halinde hareket
etme egilimindedir. Jel matriksi boyunca baz ¢ifti sayisinin 10 tabanina gore logaritmasi
(logyo) ile ters orantili bir oranda gd¢ eder. Biiyiik molekiiller siirtiinme direncinden otiirii
daha yavas hareket ederler ve porlar boyunca kat ettikleri yolu kiigliik molekiillere oranla

daha fazla isitirlar (gizelge)38.

Tablo 6. Agaroz ve akrilamid konsantrasyonlar1 ve ayirabildikleri DNA biiyiikliikleri

Agoroz mik. (%) DNA (kb) AKrilamid mik. (%) DNA (b¢)
03 5-60 35 100-1000
0.6 1-20 5.0 80-500
0.7 0.8-10 8.0 60-400
0.9 0.5-7 120 40-200
1.2 0.4-6 20.0 10-100
1.5 0.2-4
2.0 0.1-3




3.2. Agaroz Konsantrasyonu

Bilinen biiyiikliikte lineer bir DNA pargas1 farkli agoroz konsantrasyonlardaki
jellerde farklt oranda go¢ eder. Jel konsantrasyonu (y) ile DNA’nin elektroforetik
hareketinin (p) logaritmasi arasinda asagidaki esitlikle tanimlanan lineer bir iligki
mevcuttur.
Logu= Logpo. Kry
Ko: DNA’nin serbest elektroforetik hareketi ve
Kr: Gecikme sabitesi (Jelin 6zelliklerine, biiylikliigiine ve go¢ eden molekiiliin go¢ sekline

bagli sabit bir sayidir)>®.

3.3. DNA’nin Konformasyonu

Ayn1 molekiiler agirliktaki stiperhelikal sirkiiler (form I), ¢entikli sirkiiler (form II)
ve lineer DNA (form III), agaroz jellerde farkli oranlarda go¢ eder. U¢ formun rolatif
hareketi primer olarak jeldeki agaroz konsantrasyonuna baghdir. Fakat uygulanan akimin
giicii, tamponun iyonik giicii ve form I DNA’nin siiperhelikal kivrimlarinin yogunlugu da
bu hareketi etkilemektedir. Ayni sartlar altinda form I DNA, form DNA’dan daha hizli gé¢

eder; farkl sartlar altinda ise durum tam tersidir™.

3.4. Uygulanan Voltaj

Disiik voltajlarda, lineer DNA pargalarinin go¢ orani uygulanan voltajla orantilidir.
Yani agaroz jellerde etkili ayirma orani voltaj arttikca azalmaktadir. 2 kb’den daha biiyiik
DNA pargalarint maksimum oranda ayristirmak i¢in agaroz jellere 5V/cm’den daha fazla
voltaj uygulanmamalidir. Mesafe jelin uzunlugu olarak degil, elektrodlar arasindaki en kisa

yol olarak 8l¢iilmelidir.



3.5. Elektrik Akimimnin Yonii

50-100 kb’dan daha biiyiik DNA molekiilleri elektrik akiminin yonii sabit kalirsa
agaroz jelde ayni1 yonde go¢ ederler. Bununla birlikte elektrik akiminin yonii periyodik
olarak degistirilerek DNA molekiillerinin zorunlu olarak yOnlerini degistirmesi saglanir.
Daha biiyiikk olan DNA molekiilerinin yeni akim yoniine uyum saglamalar1 daha uzun
zaman alir. Pulsed-field jel elektroforezi ekstrem biiyiiklilkteki DNA molekiilii

populasyonunu ayirmak i¢in kullanilabilir™.

3.6. Baz Kompozisyonu ve Is1

Poliakrilamid jellerin tersine agaroz jellerde DNA’nin elektroforetik davranisi,
DNA’nin baz kompozisyonu veya elektroforez esnasindaki isidan pek etkilenmez. Yani
agaroz jellerde, farkli biiyiiklikteki DNA fragmanlarinin elektroforetik hareketi 4-30 °C
arasinda degismez. Agaroz jel elektroforezi genelde oda 1sisinda yapilir. %0.5’ten daha az
agaroz igeren jeller ve diisiik kaynama 1s1li agaroz jeller daha narindir ve zarar gérmemeleri

i¢in elektroforezlerinin 4 °C’de gergeklestirilmesi daha iyi sonug verir™.

3.7. Boyalarin Etkisi

Ethidium bromid, agaroz ve poliakrilamid jellerde DNA’y1 gézlemek icin kullanilan
floresans bir boyadir ve lineer DNA’nin elektroforetik hareketini %15 oraninda azaltir.
Boya, baz ciftlerinin arasina girerek lineer ve ¢entikli sirkiiler DNA molekiillerinin boyuna

uzatarak onlar daha rijit hale getirir®.

3.8. Elektroforez Tamponun Kompozisyonu

Elektroforez tamponunun iyonik giicii ve kompozisyonu DNA’nin elektroforetik
hareketini etkiler. Ortamda iyonlar olmazsa elektriksel iletkenlik minimal diizeydedir ve
DNA oldukga yavas hareket eder. Yiiksek iyonik giice sahip tamponlarda (10X elektroforez

tamponu yanlighkla kullanilirsa) elektriksel iletkenlik olduk¢a oldukga etkili olur ve 6nemli



oranda 1s1 ortaya ¢ikar. Daha da kotiisii jel kaynar ve DNA denatiire olur. Cift iplikli
DNA’nin elektroforezi igin kullanilabilen ¢esitli tamponlar mevcuttur. Elektroforez
tamponlar1 genellikle konsantre ¢6zeltiler halinde hazirlanirlar ve oda 1sisinda saklanirlar’®.

Agaroz jeller yatay kaliplara yaklagik 0.5 cm kalinlikta, poliakrilamid jeller ise
dikey kaliplara 0.3 mm kalinlikta dokiilir. Olusan DNA bantlarin1 jelde UV altinda
gorebilmek icin EtBr ile boyanmasi gerekmektedir. Boyama isleminde jel ya yiiriitme
isleminden sonra EtBr igeren bir soliisyonda bekletilir ya da hazirlanma asamasinda
icerisinde daha Once hazirlanmis olan EtBr soliisyonu ilave edilir. Bu yontemler ile 25
ng’dan az DNA igeren bantlarin gdzlenmesi zordur. Bu nedenle DNA miktar1 az olan DNA
bantlarinin incelenmesinde direk problama, southern blot ve otoradyografi gibi yontemler
kullanilir™®.

Jel  elektroforezi ile PCR  reaksiyonunun sonucu amplifikasyonunu
gergeklestirdigimiz bolge pozitif kutba dogru hareket ederek bantlari meydana getirir.
Bantlarin biiytikliiklerini tahmin etmede kullanilan kontrollerin yaninda kesim reaksiyon
iiriinleri belli olan markerlar kullanilmaktadir. Ornegin pUC 18 plazmid DNA’simin Hae III
ile kesiminden biiyiikliikleri 587 bg ile 11 bg arasinda degisen, 11 parga olusur. Bu sekilde
bir marker kullanarak diisikk bir yanilma olasilig1 ile fragmanlarin biiylikligii tahmin

edilebilir’®,



EK-4. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Agaroz hazirlanmasinda jel kalinlig1 dikkate alinarak jel dokiim tablasinin boyutlar
olgiiliir ve jel hacmi belirlenir. Hazirlanmak istenen yiizde konsantrasyona gore ( Orn.
%1°lik), belirlenen hacim igin gerekli olan agaroz tartilir ve erlen i¢ine koyulur. Uzerine
hesaplanan hacimde 1X TBE tamponu ilave edilir ve mikrodalga firinda eritilir. Cok kisa
stireli bir kaynama yeterlidir. Daha sonra jel {izerine son konsantrasyon 0.5 pg/ml olacak
sekilde stok EtBr soliisyonundan ilave edilir. Jel sicaklizi 45-50 °C’ye geldiginde
hazirlanan jel kabina dikkatli bir sekilde, hava kabarcigi olusturmadan dokiiliir ve yaklasik
30 dk beklenerek polimerize olmasi saglanir. Jel elektroforez tankina alinir ve iizerini

kapatacak sekilde 1 X TBE tamponu eklenir.

4.1. Yiikleme Tamponu

100 ml hazirlamak i¢in;

40 gr Sukroz

0.25 gr Bromfenol mavisi

Belirtilen miktarlarda sukroz ve bromfenol mavisi tartilir, tizerine 100 ml distile su
ilave edilerek vorteksle iyice karistirilir. Daha sonra ependorf tiiplere paylastirilarak 4°C°de

saklanir. PCR iiriinii DNA soliisyonu ile 1/5 oraninda karistirilir.

4.2. SXTBE Tamponu

1 It igin;

54 gr Tris baz

27.5 gr Borik asit (pH 8.0)

Hazirlanmak istenen miktar ig¢in gereken bilesenler yukaridaki degerlere gore
oranlanarak alinir. Manyetik karistirict tizerinde ¢oziiliir, NaOH ile pH 8.0’a ayarlanir ve
otoklavlanir.

1 hacim i¢in 5X TBE iizerine 4 hacim saf su ilave edilerek 1X TBE tamponu elde

edilir.



4.3. Ethidium Bromid (EtBr =10 mg/ml)

Hazirlanacak hacim uyarinca gereken miktar Ethidium Bromid (EtBr) dikkatli bir
sekilde tartilir ve suda iyice karistirilarak ¢oziiliir. Isiga hassas oldugu i¢in renkli bir cam
sisede veya aliiminyum folyo sarilarak +4 °C’de saklanir. Jele son konsantrasyon 0.5 pg/ml
olacak sekilde ilave edilir.

EtBr, floresans bir boyadir ve DNA ve RNA’ya bazlar arasindan girerek kuvvetlice
baglanir. UV ile parlayarak goriintii verir ve jeldeki niikleik asitlerin yerinin belirlenmesini

saglar.
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