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FVII Promotor Bölge Polimorfizmlerinin Aterosklerozlu Hastalarda Haplotip 

Gruplandırılmasıyla Tromboz Oluşumunda Rolünün Araştırılması 

ÖZET 

Koagülasyon faktörü VII (FVII), K vitamini bağımlı zimojen olan bir serin proteazdır, kan 

damarı hasarlanması ile doku faktörü ile etkileşime girerek trombozun başlatılmasında önemli 

rolü bulunmaktadır. Son çalışmalara göre bazı FVII genindeki polimorfik markörler ve FVII 

plazma düzeyi ile ilişkili olduğuna dair kanıtlar belirlenmiştir. FVII plazma düzeyinin 

çevresel ve genetik faktörler ile etkilenmektedir. Promotorda bulunan bazı polimorfizimlerin 

daha önce yapılan çalışmalara göre FVII plazma düzeyinin artış veya azalması ile ilişkili 

olarak bulunmuştur. Bazı çalışmalarda değişen FVII  düzeyinin Koroner arter 

hastalığına(KAH) sebep olduğu veya risk getirdiği rapor edilmiş olmasına rağmen bir diğer 

çalışmalarda etikili olmadığı belirlenmiştir.  Genetik faktörlerden biri olan -323ins10bç 

polimorfizmi, FVII  düzeyinin azalması ile ilişkili olduğu bilinmekte ve KAH’na karşı 

koruyucu olabileceği öne sürülmüştür. Bu polimorfizm beyazlarda -401G/T polimorfizimi 

iletam allelik bağlılık olduğu bilinmektedir. -402 G/A polimorfizimi zıt etkili ile ilişkilidir, 

ancak klinik olarak çok iyi incelenmemiştir. Aynı zamanda FVII polimorfizimi etnik köken 

tarafından etkilenmektedir.  

Bu çalışmada hedefizmiz FVII gen polimorfizimlerinin KAH üzerine Türk populasyonunda 

etkisinin değerlendirilmesi ve ikişkili haplotiplerin belirlenmesidir. 

FVII geni üç polimorfizimi 101 sağlıklı kontrol ve 224 koroner arter hastası çalışılmıştır. Bu 

üç FVII geni polimorfizimi analizi PCR – SSCP ve DNA dizileme teknolojisi ile yapılmıştır.  

Türk populasyonunda yeni bir haplotip belirledik. -323ins10bç, -401G/T, -402G/A promotor 

polimorfizimleri koroner olayların başlangıcı ile ilişkili olduğu bulunmamıştır. -323ins10bç 

allel frekansının Kuzey Avrupa, Đtalyanlar, Etiyopyalılar  ve Hintliler ile benzer bulunmuştur. 

-401G/T alell frekansı Đtalyan ve Etiyopyalılar ile benzerdir. -402G/A allel frekansı Đtalyanlar 

ve Etiyopyalılar ile benzer olarak belirlenmiştir. Sonuç olarak  bu çalışmada üç polimorfizim 

ve ilişkili haplotiplerin KAH riski ile ilişkili olmadığı belirlenmiş, bunların frekanslarının 

komşu bölgeler ile benzer olduğu belirlenmiştir. 

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



The Role of FVII Promoter with Haplotype Alteration in Atherosclerosis Patients and Effect 

on the Pathophysiology of Thrombosis 

ABSTRACT 

Coagulation factor VII (FVII), a vitamin K-dependent zymogen of a serin protease, plays 

an important role in initiating thrombosis through the interaction with tissue factor at a site 

of blood vessel injury. Recent studies have provided evidence for association between 

common polymorphic markers in the FVII  gene and plasma FVII levels. FVII plasma 

levels are influenced by environmental and genetic factors. Several polymorphisms in the 

promoter associated with decrease or increase of FVII plasma levels have been previously 

identified. Some studies have reported altered plasma FVII levels in groups with manifest 

or risk of coronary arterial disease (CAD), whereas other did not. One of the genetic factor 

is the -323ins10bp polymorphism,  known to be associated with low FVII levels and has 

suggest to protect against CAD. This polymorphism is in complete allelic association with 

-401G/T polymorphism in Caucasians. The -402 G/A promoter polymorphism, that has 

been associated opposite effect, is clinically less well studied. Also the effect of the three 

FVII polymorphisms are ethnicity-dependent. 

In this study we aimed to evaluate the effect of three FVII gene polymorphisms on the risk 

of CAD in Turkish population and find out the related haplotypes. 

Three polymorphisms of the FVII gene were studied in 101 healthy control and 224 patient 

with coronary arterial disease. These polymorphisms of the FVII gene  were studied using 

PCR - SSCP and DNA sequencing technologies. 

In Turkish population we identified a new haplotype. The promoter polymorphisms,            

-323ins10bp, -401G/T, -402G/A, were not found to be associated with a risk of an initial 

coronary event. -323ins10bp allele frequency was similar to North European, Italians, 

Ethiopians and Indians. -401G/T allele frequency was  found similar to Italians and 

Ethiopians. -402G/A allele frequency was find similar to Italians and Ethiopians. Thus the 

three polymorphisms and related haplotypes studied in this dissertation was found not to be 

associated with CAD risk and that their frequency were found to be similar to the 

surrounding geography. 

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

Hemostaz, kan kaybının önlenmesi anlamına gelir. Bir damar zedelendiği ya da 

yırtıldığında hemostazı sağlayan mekanizmalardan biri koagülasyon mekanizmasıyla pıhtı 

oluşumudur. Koagülasyon mekanizması ekstrinsik ve intrinsik yol olmak üzere ikiye 

ayrılmaktadır. Koagülasyon Faktör VII ekstrinsik yolda görev almaktadır. Ekstrinsik yolun 

aktivasyonu travmatize dokudan salınan doku faktörününün koagülasyon faktörü VII’ye 

bağlanarak K vitamini ve prekallikrein varlığında kompleks oluşturması ile gerçekleşir. 

Faktör VII aktivasyonu ile koagülasyon kaskadının devamı sağlanır ve Faktör IX, Faktör 

IXa, Faktör X Faktör Xa’ya aktive olarak pıhtı oluşumu için reaksiyonlar başlatılmış olur 

(Rao vd 1988, Hoffman vd 1995). FVII aktivasyonu ile hem intrinsik hem de ekstrinsik 

yolda pıhtı oluşumunda önemli olan elemanlar aktive olarak FVII-TF kompleksi 

pıhtılaşmada anahtar rol oynar. 

Ateroskleroz karmaşık bir hastalıktır ve  lipitlerin, fibröz elemanların geniş damar içinde 

birikmesi ile oluşur. Epidemiyolojik çalışmalar, aterosklerozun gelişiminde çevresel ve 

genetik etmenleri olduğu belirlenmiştir. Hücresel olaylar ve moleküler interaksiyonları 

içeren olaylar hastalığın karmaşık olmasından dolayı belirlenip engellenememiştir (Lusis 

2000). Koroner arter hastalığı aterosklerozun önemli bir belirtisidir (Kumar 2003). Çeşitli 

nedenler ile damar içide plaklar oluşur ve artarak kalsifikasyon, lüminal yüzeyde 

ülserasyon ve küçük damarlarda kanama ile media içine büyüyerek karmaşık hale gelebilir. 

Gelişmiş lezyonlar kan damarını durduracak şekilde büyüyebilir ve trombus veya kan 

pıhtısı olmasına neden olarak en önemli akut klinik komplikasyonlardan MI (miyokard 

enfarktüs) veya strok (inme) ile sonuçlanır (Lusis 2000). 

Dünya Sağlık Örgütü verilerine göre 1990 yılında ölüm ve engelli kalma nedenleri 

arasında 5. sırada yer alan kardiyovasküler hastalıkların 2030 yılına göre bir hesaplama 

yapıldığında günümüzde olduğu gibi 1. sırada yer alacağı ve yılda 17.4 milyon olan ölüm 

sayısının 23.4 milyon kişiye çıkacağı öngörülmektedir (Anonim 2008). 

Koagülasyon Faktörü (FVII), ekstrinsik yolda kan pıhtılaşmasında görevli vitamin K 

bağımlı, kanda zimojen halde bulunan serin proteazdır (UniProt/Swiss-Prot). FVII  geni 13. 

kromozomun uzun kolunda 3.4’de lokalizedir (Gilgenkrantz vd 1982, Gilgenkrantz vd 

1986).  Karaciğerde  sentezlenir ve  doku faktörü, proteaz aktive eden reseptör (PARs) ile 
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birlikte hücresel yüzeyde sinyal iletimi ile ilişkilidir. FVII-doku faktörü kompleksinin 

hücresel işlevleri yönettiği belirlenmiştir. Đnflamasyon, ateroskleroz, doku tamiri, tümör 

büyümesi, metastaz gibi olaylar içinde işlevi olabileceği yapılan çalışmalarda gösterilmiştir 

(Petersen vd 2008). 

Yapılan çalışmalarda FVII promotor bölgesinde belirlenmiş polimorfizmlerin FVII 

düzeyini etkileyebildiği ve koroner arter hastalığına neden olabileceği gösterilmiştir. Bu 

polimorfizmler -3216C/T, -2987C/A, -670C/A,-668A/C, -630GA, -628A/G, -402G/A,        

-401G/T, -3230/10bçins, -122T/C (Bernardi vd 1994, Pollak vd 1995, Hooft 1996, Di 

Castelnuovo vd 2000, Girelli vd 2000, Kudaravallı vd 2002, Sabater vd 2006) olarak 

sıralanabilir. 

Çalışmamızda FVII geninin promotor bölgesinde bulunan ve daha önce yapılan 

çalışmalarda ateroskleroz sonrası gelişebilecek hastalıklar ile ilişkilendirilmiş 

polimorfizmlerden -323ins10bç, -401G/T, -402G/A, bölgeleri içine alınarak promotor 

bölge taraması,  koroner arter hastalarında bu polimorfizmlerinin sıklığının belirlenmesi, 

yeni polimorfizmlerin tanımlanması ve bunların kardiyovasküler hastalıklar ile ilişkisinin 

ortaya konulması olarak amaçlanmıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 

 

2.GENEL BĐLGĐLER 

2.1 KOAGÜLASYON SĐSTEMĐ 

Hemostaz, kan kaybının önlenmesi anlamına gelir. Bir damar zedelendiği ya da 

yırtıldığında çeşitli mekanizmalar hemostazı sağlar. Bu mekanizmalar; 1.Damar spazmı 2. 

Trombosit tıkacı oluşumu 3. Koagülasyon mekanizmasıyla pıhtı oluşumu, 4. Fibröz 

dokunun pıhtı içine büyümesiyle damardaki deliğin kalıcı olarak kapatılmasıdır. 

Hemostazın üçüncü mekanizması pıhtı oluşumudur. Damar duvarı ağır biçimde 

hasarlanmış ise 15-20 saniye içinde pıhtı oluşmaya başlar. Hasarlanma hafifse, pıhtılaşma 

1-2 dakika içinde ortaya çıkar. Hasarlanan damar duvarı ve trombositlerden kaynaklanan 

aktivatör maddeler ve hasarlanan damar duvarına yapışan kan proteinleri pıhtılaşma 

sürecini başlatır. 

Damarın yırtılmasından 3-6 dakika sonra, eğer damarda delik çok geniş değilse, açıklığın 

tümü ya da damarın yırtılan ucu pıhtı ile dolar. 20 dakika ya da 1 saat sonra, pıhtı büzüşür, 

bu damarı daha çok kapatır. 

Kan ve dokularda kan pıhtısını etkileyen 50’den fazla önemli madde bulunmuştur. 

Bunların bazıları pıhtılaşmayı sağlar, bunlara prokoagülan denir. Diğerleri pıhtılaşmayı 

inhibe ederler, bunlara ise antikoagülan denmektedir. Kanın pıhtılaşıp pıhtılaşmaması bu 

iki grup madde arasındaki dengeye bağlıdır. Normalde antikoagülanlar baskındır ve kan 

pıhtılaşmaz. Ama bir damar zedelendiğinde hasarlanan alandaki prokoagülanlar aktive 

olarak antikoagülanlara baskın hale gelirler ve pıhtı oluşur. 

Pıhtılaşmanın başlaması için çeşitli mekanizmalar gereklidir. Bu mekanizmalar, damar 

duvarı ve komşu dokuların veya kanın travmaya uğraması ya da kanın hasarlanmış 

endotelyal hücreleriyle veya kan damarı endoteli dışındaki kolajen ve diğer doku 

elemanlarıyla teması sonucu aktive olurlar. Mekanizmanın başlaması için protrombin 

aktivatörü oluşmalıdır. 

Protrombin aktivatörü, gerçekte birbirleriyle sürekli etkileşim halinde olan iki yolla oluşur. 

1. Damar  duvarı ve çevresindeki dokuların travmaya uğramasıyla başlayan ekstrinsik yol 

ve 2. Kanın kendi içinde başlayan intirinsik yol (Şekil 2.1). 
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1. Her iki yolda da, bir seri farklı plazma proteinleri ve özellikle beta globinler önemli 

rol oynar. Kan pıhtılaşma faktörleri proteolitik enzimlerin inaktif formlarıdır ve bunların 

çoğu kanda zimojen halde bulunurlar (Guyton 1996). 

2. Koagülasyon faktörü, Faktör VII (FVII) K vitamini bağımlı serin proteazdır ve kan 

pıhtılaşmasında ekstrinsik yolda görev almaktadır. Bu nedenle özellikle ekstrinsik yol ele 

alınacaktır (Hooft vd 1999). Pıhtılaşmada pozitif feedback söz konusudur. Kan pıhtısı 

gelişmeye başlar başlamaz kana yayılır ve kısır döngü oluşarak pıhtılaştıkça daha çok 

pıhtılaşma gerçekleşir. Trombinin fibrinojen yanında, diğer faktörlere de proteolitik etkisi 

vardır. Trombin arttıkça pıhtı da artar (Guyton 1996). 

 

Şekil 2.1. Fibrin oluşumunda intrinsik ve ekstrinsik yollar 

Koagülasyon kaskadı ilk kez 1904 yılında öne sürülmüş, 1964 yılında Macfarlane 

tarafından ise klasik koagülasyon kaskadı belirlenmiştir (Macfarlane 1964). Bu model 

uzun yıllar kullanılmıştır. Ancak in vivo ortamda koagülasyon elemanları etkileşimlerini 

çok iyi açıklamadığından dolayı 2001 yılında Hoffman tarafından “hücresel odaklı model” 

öne sürülmüş ve kullanılmaya başlanmıştır (Hoffman 2001) 

2.1.1. Ekstrinsik Mekanizma 

Travmatize dokudan transmembran hücre yüzey glikoproteini olan (Eilertsen vd 2004) 

doku faktörü veya doku tromboplastini denen çeşitli faktörler salınır (Guyton 1996). 

Ekstrinsik yolun aktivasyonu endotel hasarı, sistemik (sepsis veya endotoksomi) veya 
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bölgesel proinflamatuvar aktivasyonu ile, hücreler doku faktörünü damara salgılatması 

sonucunda, kanda bulunan yüksek bağlanma afinitesi olan koagülasyon faktörü VII’ye 

bağlanarak K vitamini ve prekallikrein varlığında aktif hale getirir. Ekstrinsik yolun 

başlamasını sağlar. FVIIa doku faktörü kompleksi, K vitamini bağımlı Faktör IX (FIX)  ve 

Faktör X’u (FX) aktive ederler. Çok az miktardaki aktif FX (FXa) trombositleri aktive 

eden trombini oluşturur (Eilertsen vd, 2004). Trombositlerin yüzeyinde anyonik 

fosfolipitler oluşur. Bunlar da Faktör V ve Faktör VIII için prokofaktördür.  Aktif FX 

hemen doku faktörünün bir parçası olan doku fosfolipitlerle birlikte kalsiyum iyonu 

varlığında FV ile birleşerek protrombin aktivatörü denen kompleksi oluşturur. Birkaç 

saniye içinde bu protrombini, trombine parçalar. Trombin fibrinojenden fibrini oluşturur. 

Oluşan fibrinojen monomerleri kalsiyum iyonu varlığında fibrin iplikçiklerini oluşturur. 

Fibrin monomerleri arasında kovalent bağlar bulunmaktadır. Fibrin iplikçikleri 

trombositlerden salınan fibrin stabilize edici faktör ile (FXIII) çok sayıda çapraz bağlar 

yaparak fibrin iplikçiklerinin güçlenmesini sağlar. Trombin aynı zamanda FXIII’ün 

aktivasyonunu da sağlar (Guyton 1996). Aktif FVIII serin proteaz ile birleşerek fosfolipid 

yüzeyde intrinsik mekanizma için FIX’u aktive eder. Bu kompleks FVIIa-doku faktörü 

kompleksine göre FX daha fazla bulunur. Aktif FX , FV protrombin, membran 

yüzeyindeki protrombinaz kompleks için primer aktivatördür. Trombinin artması ile, 

koagülasyonda FXI artar, trombus, FV, FVIII aktivasyonu sağlanır. Bu hızlı şekilde 

trombin oluşumu fibrinojen ve FXIII ile  çözülmeyen çapraz fibrin oluşumu sağlanır 

(Eilertsen vd 2004). 

 

2.1.2. Đntrinsik Mekanizma 

Kanın kendisinin travmaya uğraması veya kanın travmatize bir damar duvarındaki 

kolajenle teması sonucu başlar. Kanın travmaya uğraması, Faktör XII ve trombositlerin 

aktivasyonuna neden olur. Aktif FXII, proteolitik enzimdir ve trombosit fosfolipitlerini 

ortama salar. Kininojen ve yüksek moleküler ağırlıklı kininojen ile Faktör XII ve Faktör XI 

aktive eder. Faktör VII’nin rolü, aktif FIX ve FVIII, trombosit fosfolipitleri, travmatize 

trombositlerden salınan Doku Faktörü (FIII) ile etki göstererek FX’u aktive ederler. Aktif 

Faktör X, Faktör V ve trombosit veya doku fosfolipidleriyle birleşerek protrombin 

aktivatörü kompleksi oluşur. Bundan sonra protrombinden trombine dönüşüm olur. 

Pıhtılaşma işleminin son basamakları harekete geçmiş olur (Guyton 1996). 



6 

 

2.2.  Ateroskleroz 

Arteriyoskleroz’un -kelime anlamı damarların sertleşmesi- arteriyel duvarların 

kalınlaşması ve damarların elastikiyetlerinin kaybı için kullanılan bir terimdir. 

Üç formda oluşur. 1. En sık gözlenen şekli olan Aterosklerozdur. 2. Daha az klinik öneme 

sahip Mönckeberg medial kalsifik sklerozdur.50 yaş üstü kişilerde müsküler arterlerde 

kalsifik birikimler ile karakterizedir. 3. Küçük arterler ve arteriollerin hastalığı 

arteriosklerozdur. 

Ateroskleroz, ateromlar veya fibröz yağlı plaklar (fibrofatty) denen damar lümenine doğru 

çıkıntı yapan ve lümeni tıkayan alttaki media tabakasını zayıflatan ve ciddi 

komplikasyonlar gösterebilen intimal lezyonlar ile karakterizedir. Koroner arter hastalığı 

aterosklerozun önemli bir belirtisi olduğundan ateroskleroz üzerine epidemiyolojik veriler 

büyük oranda iskemik kalp hastalığına bağlı ölüm oranları ile ifade edilir. Ateroskleroz 

öncelikle elastik arterler, büyük ve orta çaplı müsküler arterleri etkiler. Semptomatik 

aterosklerotik hastalık en sık kalp, beyin, alt ekstremite ve böbrekleri besleyen arterleri 

tutar. Myokard enfarktüsü (kalp krizi), serebral enfarktüs (felç), aort anevrizmaları ve 

periferik damar hastalığı aterosklerozun major hastalığıdır (Kumar 2003). 

Batı toplumunda, ölümlerin %50’sini oluşturmaktadır (Lusis 2000). Dünya Sağlık Örgütü 

verilerine göre 1990 yılında ölüm ve engelli kalma nedenleri arasında 5. sırada yer alan 

kardiyovasküler hastalıkların 2030 yılına göre bir hesaplama yapıldığında günümüzde 

olduğu gibi 1. sırada yer alacağı ve yılda 17.4 milyon olan ölüm sayısının 23.4 milyon 

kişiye çıkacağı öngörülmektedir (Anonim 2008). Epidemiyolojik çalışmalar, 

aterosklerozun çevresel ve genetik etmenleri olduğunu belirlemişlerdir. Hücresel olaylar ve 

moleküler interaksiyonları içeren olayların belirlenmesi hastalığın karmaşık olmasından 

dolayı açıklanıp engellenememiştir. Son on yılda, bilimdeki gelişmeler, teknolojik 

yenilikler, genetik olarak modifiye edilmiş fareler sayesinde kolesterol metabolizmasını 

değiştiren moleküler mekanizmalar ve aterosklerotik plağın oluşması için risk faktörleri 

daha iyi anlaşılmıştır. Böylece aterosklerozun basit olarak yaşlanma nedeni ile konjenital 

bozukluk olmadığı, ancak kronik inflamatuvar durumların plak yırtılması ile akut klinik 

duruma dönüşüp ve tromboz oluşabileceği bilinmektedir. 
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Ateroskleroz karmaşık bir hastalıktır, lipitlerin ve fibröz elemanların geniş damar içinde 

birikmesi ile oluşur. Normal arterlerin anatomisi Şekil 2.2’de verilmiştir. Aterosklerozun 

erken lezyonu, kolesterol tıkalı makrofajların subendotelde birikmesi ile olur ve bunlara 

köpük hücresi denir. Đnsanda, bazı yağlı çizgilenmeler kişinin ilk on yılında gözlenebilir. 

Đkinci on yılda koroner arterlerde, üçüncü veya dördüncü onyılda ise serebral arterlerde 

yağlı çizgilenmeler oluşur. Arterlerde riskli olan lezyon noktaları bulunmaktadır. Yağlı 

çizgilenmeler bulunması klinik olarak önemli değildir, ama daha gelişmiş lezyona yol açan 

lipitçe zengin nekrotik çöküntülerin ve düz kas birikmesinin öncüsüdürler. Bazı ‘fibröz 

lezyonlar’ tipik olarak fibröz kep’e (Kumar 2003) sahiptirler ve bunlarda düz kas hücreleri, 

ekstraselüler matrikste  bulunur, lipitçe zengin nekrotik çekirdek ile kapanırlar. Plaklar 

artarak kalsifikasyon, damar duvarı media içine doğru büyüme, lüminal yüzeyde 

ülserasyon ve küçük damarlarda kanama ile karmaşık hale gelebilir. Aynı zamanda 

gelişmiş lezyonlar kan damarını durduracak şekilde büyüyebilir, trombus veya kan pıhtısı 

olmasına neden olacak en önemli akut klinik komplikasyonlardan miyokard enfarktüs (MI) 

veya inme ile sonuçlanır. Genelde, tromboz lezyonun yırtılması veya erozyonu ile 

bağlantılıdır (Lusis 2000). Aterosklerotik plak oluşumu çeşitli aşamalar ile gerçekleşir. 

 

  
Şekil 2.2. Normal arter yapısı (Lusis 2000) 
 

 

 

 

2.2.1. Hücresel ve Moleküler Đletişim (Đnteraksiyon) 
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Patolojik çalışmalar, aterogenez sırasında damarda bir seri değişiklik olduğunu (Şekil 2.3) 

ve kan kökenli inflamatuvar hücrelerin monosit/makrofajların önemli anahtar rol 

oynadıklarını göstermektedir. Vasküler hücreler ile yapılan doku kültürü çalışmaları, ve 

makrojaj/monositler ile yapılan çalışmalardan öngörülerek,  hastalığın başlaması ve 

tamamlanması için olası birçok yolun olduğu öne sürülmektedir. Kan damarında 

inflamatuvar cevap verilirken endotelin önemli rol oynadığı yönünde kanıtlar vardır ve 

intimadaki oksidatif LDL (modifiye)’nin birikmesi monosit birikmesine ve köpük hücre 

oluşumuna yol açtığı öne sürülmüştür. Son on yılda, aterogenezin moleküler 

mekanizmasının belirlenmesi için transgenik fareler veya gen hedefli fareler kullanılmıştır 

(Smithies vd 1995). Đn vivo olarak öngörünün test edilmesi için olanak sağlamıştır. Hayvan 

deneyleri insan ile şartları benzer olduğu ve lezyon yırtılması olmadan trombozu 

görülebildiği için güvenilirdir. 

 

Şekil 2.3. Aterosklerotik plak gelişim evreleri (Lusis 2000) 
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2.2.2. Lezyonun Başlaması 

Aterosklerozun ilk başlangıcı subendotelyal matrikste LDL birikimidir. Kanda LDL 

arttıkça birikim de artar. Lezyon formasyonu için tercih edilen kısımlarda LDL  birikimi ve 

taşınımı artar. LDL endotel hücreleri kavşak noktalarında pasif difüzyona uğrar ve LDL 

yapısında bulunan apolipoprotein B (apoB) ve matriks proteoglikanlar damar duvarına 

tutunma ve etkileşimde olduğu bilinmektedir (Boren vd 1998). Ek olarak,diğer apo-B 

içeren lipoproteinler lipoprotein (a) [lip(a)] olarak isimlendirilirler, artıkları intimada 

birikip ateroskleroza yöneltebilirler. Lip (a) LDL’ye benzer ancak polipeptid ucunda ek 

olarak apolipoprotein (a) bulunur. Bu apo-B ile disüsfit köprü oluşturur. Bu da aterogenez 

fibrinoliz ve düz kas hücrelerinin etkisine bağlıdır (Grainger vd 1994). 

Normal LDL makrofajlar tarafından köpük hücresi oluşturmak için alınmazlar. Bu nedenle 

LDL’nin damar duvarında modifiye olması gerekir (Goldstein vd 1979). Bu oksidasyon, 

lipoliz, proteoliz, çökme ile olur  ve inflamatuvar köpük hücre oluşmasına yol açılır. HDL 

ateroskleroza karşı korumayı sağlar. Koruyucu etkisinin en önemli mekanizması, çevresel 

dokulardaki fazla kolesterolün uzaklaştırılması yönündedir. Ama ek olarak, HDL aynı 

zamanda, lipoprotein oksidasyonunu inhibe ederek de koruyucu etki yapar (Hegele vd 

1999, Shih vd 2000). 

 

2.2.3. Đnflamasyon 

Ateroskleroz, monosit ve lenfositlerin toplanması ile karakterizedir ama nötrofiller damar 

duvarında toplanmazlar (Şekil 2.4). Bu olayı uyaran, minimal okside LDL’nin 

birikmesidir. Bu da endotel hücrelerinin adezyon molekülleri, makrofaj koloni uyarıcı 

faktör (MCSF), büyüme faktörleri gibi pro-inflamatuvar molekülleri oluşturmasını uyarır 

(Watson vd 1997). Oksidize LDL nitrik oksik(NO) oluşumunu inhibe eder. Nitrik oksitin 

çoklu anti-aterogenik aktivitesi vardır, damar gevşemesi gibi olayları sağlayan kimyasal 

aracıdır. Endotelinde NO oluşturma eksikliği olan farede aterosklerozun artırıldığı 

gösterilmiştir (Knowles vd 2000). Ek olarak oksidize LDL, hemodinamik güçler, 

homosistein düzeyi, cinsiyet hormonları, ve enfeksiyon gibi diğer faktörler de 

inflamasyona neden olur. Diyabetde endotel reseptörü ile bağlanan gelişmiş son ürünlerin 

glikasyonu sağlanarak  inflamasyona katkıda bulunulur (Hofmann vd 1999). Monosit ve T 
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hücrelerinin endotele adezyonu, bu hücrelerde integrin VLA-4 ( integrin α4 β1) tarafından 

sağlanır, ve bu endoteldeki VCAM-1 (vasküler hücre adezyon molekülü I) ve fibronektinin 

geninin farklı mRNA ürünlerinden CS-1 ile etkileşirler. Đn vivo ve in vitro çalışmalarda, bu 

etkileşimlerin aterosklerozda rolü olduğu öne sürülmüştür (Shih vd 1998). Bir tür sitokin 

olan MCS-F, makrofajın çoğalması ve farklılaşmasını uyarır (Smith vd 1995). 

 

Şekil 2.4. Đnflamasyon (Lusis 2000) 

 

2.2.4 Köpük Hücre Oluşumu 

LDL’nin makrofafajlar tarafından yeterince hızlı alınıp köpük hücresi oluşturması için 

yüksek oksidasyon ile farklılaştırılması gerekir (Şekil 2.5). Bu farklılaştırma muhtemelen 

makrofaj ve endotel hücrelerde bulunan reaktif oksijen türevleri ile sağlanır. Aynı zamanda 

miyeloperoksidaz, sfingomiyolinaz, sekretuvar fosfolipaz, insanda aterosklerotik lezyonda 

bulunanlar gibi birçok enzim görev almaktadır (Podrez vd 2000). Yüksek okside olmuş 

LDL molekülleri makrofajlar tarafından çok hızlı bir şekilde alınırlar, bu köpük hücre 

formasyonuna yol açar. Bu oluşum çok farklı ligandları tanıyan reseptörlerce sağlanır. 2 

scavenger reseptörü SR-A ve CD36 birincil olarak önemli gözükmektedir ve bu 

reseptörleri eksik olan farede yapılan çalışmalarda aterosklerotik lezyonlarda çok az 

azalma görülmüştür (Suzuki vd 1997, Febbraio vd 2000). Makrofaj aktivasyonu ile apo-E 
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salgılanır ve bu olay kolesterolün HDL  ile dışarı akmasını sağlar. Böylece makrofajdan 

köpük hücresine dönüşüm inhibe edilir (Fazio vd 1997). 

 

Şekil 2.5. Köpük hücre olumu (Lusis 2000) 

 

2.2.5 Fibröz Plak Oluşumu 

Fibröz plaklar karakteristik olarak ekstraselüler lipid kütlesi (bunların çoğu kolesterol ve 

esterleridir) düz kas hücresi ve ekstraselüler matriks birikmesi büyümesi şeklindedir (Şekil 

2.6). Sitokin ve büyüme faktörleri makrofaj ve T hücresi tarafından salgılanır ve bunlar 

düz kas hücresi göçü, çoğalması, ekstraselüler matriks üretimi için önemlidirler. Son 

çalışmalara göre, CD40 ve ligandı CD40L (CD150) etkileşiminin, gelişmiş lezyonun 

oluşumunda önemli katkısı olduğu gösterilmiştir (Schönbeck vd 2000). 

Fibröz lezyonun gelişmesi için gereken bazı faktörler, artmış homosistein düzeyi, 

hipertansiyon ve hormonlardır. Yüksek homosistein düzeyi endotel hücre hasarı ve 

damarsal düz kas hücresi artışına neden olur (Gerhard vd 1999). Aterosklerozda kan 

basıncı artışının renin-angiotensin yolunun uyarılması ile sağlandığı düşünülmektedir 

(Negoro vd 1995). Östrojenin anti-aterogenik özelliği vardır, plazma lipoprotein düzeyini 

etkiler, prostasiklin ve nitrik oksit (NO) üretimini uyarır (Nathan vd 1997). 
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Sitomegalovirüs enfeksiyonunun ateroskleroz ve arteriyel restenoz ile bağlantılı olduğu 

gösterilmiştir (Gupta vd 1997). 

 

Şekil 2.6. Fibröz plak oluşumu (Lusis 2000) 

 

2.2.6 Gelişmiş Lezyonlar ve Tromboz 

Patolojik çalışmalara göre, akut koroner olgularda trombüs gelişiminde, plakların bileşimi 

ve hasara açık olması damar daralmasından daha çok etkilidir (Şekil 2.7).  Hasara açık 

plakların, genel olarak ince fibröz kepi vardır ve burada artan inflamatuvar hücre sayısı 

gözlenir (Lusis 2000). Fibröz kepin devamını sağlayan, matriks ürünleri, parçalanma 

ürünleri, her iki olayı da etkileyen inflamatuvar hücre ürünleridir. Örneğin; T hücreleri 

IFN-γ üretir, bu sitokin düz kas hücrelerinin matriks üretimini inhibe eder ve makrofaj ise 

ekstraselüler matriksi parçalayan farklı proteazlar salgılar (Libby vd 1999). 

Aterosklerotik lezyon stabilizasyonu, kalsifikasyon, neovaskülarizasyon ile sağlanır, 

gelişmiş plaklarda benzer özellikler gözlenir. Đntimal kalsifikasyon, perisit benzeri hücreler 

matriks iskeletini sentezler ve ardından kalsifikasyon kemik benzeri yapı şeklinde oluşur. 

Bu olay oksijen ile farklılaşmış kolesterol olan oksterol ve sitokinlerce düzenlenir (Watson 



13 

 

vd 1994). Đnflamatuvar hücrelerinin kanala girişi mediandan başlayarak küçük damarların 

büyümesi ile sağlanır (Moultan vd 1999). 

Lezyon çekirdeğinin trombogenik aktivitesi, koagülasyon sisteminin anahtar molekülleri 

olan proteinlerin, doku faktörü bulunmasına bağlıdır. Endotel hücreden doku faktörü 

salınımı ve makrofajlarda artmış okside LDL, enfeksiyon veya ligasyon ile endotel hücre 

yüzeyindeki CD40’ın inflamatuvar hücredeki CD40L bağlanması ile sağlanır (Schonbeck 

vd 2000). 

 

Şekil 2.7. Kompleks lezyon ve tromboz (Lusis 2000) 

Lüminal yüzeyde parçalanma, erozyon, ülserasyon, trombüs oluşumu uyarı ya da artıkların 

kan akımına boşalması lezyon içeriklerinden oluşan kolesterol embolilerine yol açar. 

Özellikle koroner arterlerde plağı veya plağı besleyen ince duvarlı kapillerlerin rüptürü ile 

başlayan plak içine hemoraji olabilir. Oluşan hematom plağı genişletilebilir ya da plak 

rüprütüne yol açabilir. Çatlamış lezyonlar üzerinde trombüs ve plak büyümesi gözlenir, bu 

da elastik dokuda fonksiyon kaybına neden olur (Kumar 2003). 
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2.2.7. Ateroskleroz Oluşumunu Etkileyen Faktörler 

Ateroskleroz oluşumunda çevresel ve genetik faktörler etkilidir. Yaş önemli bir etkendir. 

Yaş ilerledikçe ateroskleroz gelişme riski artmaktadır. 40-50 yaş arası miyokard enfarktüsü 

görünme sıklığı 5 kat artmaktadır. Diğer faktörlerin eşit olması ile birlikte erkekler 

kadınlardan daha fazla ateroskleroz geçirme eğilimindedirler. Miyokard enfarktüsü ve 

aterosklerozun diğer komplikasyonları premenepozal kadınlarda, hiperlipidemi ya da ciddi 

hipertansiyon nedeni ile yatkınlık yoksa nadirdir. 

Hiperlipidemi ateroskleroz için risk faktörüdür. Sigara ise erkeklerde iyi bilinen risk 

faktörüdür ve son zamanlarda aterosklerozun kadınlarda göreceli artışından sorumlu 

olduğu düşünülmektedir. Diabetes mellitus hiperkolesterolemiye yol açar ve ateroskleroza 

yatkınlığı belirgin olarak arttırır. Obezite, hareketsizlik, stress, menopoz sonrası östrojen 

eksikliği, fazla karbonhidrat alımı, Lipoprotein (a), hidrojenize yağ alımı, Klamidia 

pnemonia infeksiyonu daha az önemli belirsiz, ölçülemeyen risk faktörleridir. Kişide 

birden fazla risk faktörünün bulunması ateroskleroz sonrası gelişebilecek klinik durumu 

ciddileştirebilir (Kumar 2003). 

Aynı zamanda, çeşitli genetik risk faktörleri de ateroskleroza yatkınlığı artırmaktadır. 

LDL, VLDL, HDL, lipoprotein, koagülasyon sistemi faktörlerleri düzeyini belirleyen 

genlerdeki değişimler, homosistein, kan basıncı ile ilgili genlerdeki değişimler bu risk 

faktörleri içinde sayılabilir (Mehrabian vd 1998, Lusis 2000). Kardiyovasküler 

hastalıkların gelişiminde belirli genler ve çevresel etmenler bulunması yanında henüz 

etkileri tam olarak kanıtlanamamış polimorfizmler de bilinmektedir. Ateroskleroz sonrası 

kardiyovasküler hastalıklar geliştiğinden dolayı bu genetik varyasyonları, ateroskleroz 

gelişiminde etkili olabileceği düşünülmektedir. Multifaktoriyel inme oluşumuna 

belirlenmiş genetik polimorfizmler içinde Faktör VII  gen değişimleri de yer almıştır 

(Bersano vd 2008). 

Son on yılda, kardiyovasküler hastalıklar ve miyokard enfarktüsü oluşumunda değişik 

polimorfizmler incelenmiş ve elde edilen sonuçlarla bir noktaya varılamamıştır. Bunun 

nedeni, kardiyovasyüler hastalıların bir çok faktör ve basamaktan oluşması, çok farklı 

biyokimyasal yol ve farklı genlerin yönettiği ara fenotiplere sahip olmasıdır. Diğer bir 
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neden ise araştırmalarda çok heterojen grupların oluşturulmasıdır. Çok iyi bilinen risk 

faktörleri yanında daha belirlenememiş etkenler de bulunmaktadır (Martinelli vd 2008). 

2.2.Faktör VII 

2.2.1. Genel Bilgiler 

FVII ekstrinsik yolda kan pıhtılaşmasında görevli kanda zimojen halde bulunan tripsin 

benzeri serin proteazdır (EC 3.4.21.21) (UniProt/Swiss-Prot). FVII  geni 13. kromozomun 

uzun kolunda 3.4’de lokalizedir (Gilgenkrantz vd 1982, Gilgenkrantz vd, 1986) (Şekil 2.8). 

FVII geninin toplam uzunluğu, 12.8 kb dır. Bu gen koagülasyon Faktör VII genini kodlar 

ve FVII vitamin K bağımlı zimojendir (O'Hara vd 1987). 

 

 

Şekil 2.8. Kromozom 13 (GeneCards) 

Koagülasyon faktör VIIa ve pıhtılaşma kaskadındaki diğer enzimler örneğin, faktör Xa ve 

trombin tripsin benzeri serin proteaz (Zur vd 1981, Ratnoff vd 1973) ailesindendirler. 

Diğer K vitamini bağımlı proteinler gibi iyi korunmuştur. FVIIa organizasyonunda N-

terminal membran bağlama  (Gla) içeren domain, 2 epidermal 

büyüme faktörü (EGF) benzeri yapı ve C terminal serin proteaz domaini vardır (Şekil 2.9). 

Olgun proteinin moleküler ağırlığı 50kDa boyutundadır ve 406 aminoasitten oluşmaktadır. 

FVII yapısal ve fonksiyonel olarak FIX, FX, protrombin ve protein C ile benzerdir (MIM 

no: 176860).  

Enzimin aktif formu, 152 rezidüden oluşan hafif zincir, 254 rezidüden oluşan ağır 

zincirden oluşmaktadır ve -Arg-152-Ile-153 bölgesindeki peptit bağı yarılması ile bu 

sağlanır ve bunlar disülfit bağlar ile birbirlerine bağlıdırlar (Pike 1999). 

Post translasyonel modifikasyonda N-terminal ucunda glutamik asitin γ-karboksilasyonu 

için K vitaminine ihtiyacı vardır.  Bu yapısal element Gla domaini olarak isimlendirilir. Bu 

modifikasyon sonrasında oluşan negatif yüklü alan konformasyonel uyarımlı olarak 
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Kalsiyum iyonu ile bağ yaparak membrana bağlanmasını mümkün kılar. Membran 

interaksiyonu bu proteinlerin fonksyonlarını  yerine  getirmeleri için önem arz etmektedir. 

FVII, FIX, FX ve PC aynı zamanda dört farklı domain bakımından da homologturlar ve 

gen duplikasyonu ile oluştuğu öne sürülmektedir. FVII’de terminal uçta bulunan Gla 

domaini 10 γ-karboksile olmuş glutamik asit rezidüsü vardır ve C-terminal uçta helikal 

şekilde bulunan amfoterik özellikte serin proteaz domaini olan iki homolog  bölge 

epidermal büyüme faktörü benzeri domaini (EGF1-2)His193, Asp243, Ser344 üçlü 

katalitik rezidü içerirler (McVey vd 2001). 

 

 

Şekil 2.9. Faktör VII protein topolojisi (Human Protein Reference Database) 

 

FVII  ilk olarak pre-pro öncü dizi şeklinde 38 aminoasit olarak sentezlenir ve hidrofobik 

translokasyon sinyal peptit dizisi içerir. Pro-öncü dizisi çok iyi korunmuş gamma-

karboksilasyon rezidüyü içerir. 2. ekzon propeptit ve Gla (gamma karboksi-glutamik asit) 

domainini kodlar. Gla domaininin ardından 3. ekzondan kodlanan heliks şeklindeki 

aromatik boru gelir. 4 ve 5. ekzon birinci ve ikinci epidermal büyüme faktörü benzeri 

domaini kodlar. Ekzon 6’dan 8’e kadar ise aktivasyon ve serin proteaz katalitik domain 

için gerekli bilgi bulunmaktadır (Wuff  2000). 

TF FVIIa katalitik aktivitesi, tam olarak belirlenmemiştir. Tripsin benzeri serin proteaz 

zimojenleri proteaz domaini çekirdeğinde sınırlı proteolitik kırılma ile yeni N-terminal  

oluşur, aktif bölge ile bitişik olan aspartat içeren zincir etkileşir (Bode vd 1976).  Bu 

etkileşim enzim-substrat bağlanma bölgesinde uyumu sağlar. FVIIa N-terminal girişi 

olmaz veya TF yokluğunda sadece bir bölgesi burayı işgal eder (Higashi vd 1994, 1996). 

TF sabitlemek amacı ile giriş yaparak ve bu da proteaz aktiviteyi sağladığı 
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düşünülmektedir.  Kristal yapıda N-terminal bölgeye girişin aktif bölgedeFVIIa’yı inhibe 

ettiği gösterilmiş (Kembal vd 1999, Pike 1999).  

TF-FVIIa etkileşimi sırasında zimojen formdaki FVII’nin proteaz domaininde bulunan TF 

bağlanma bölgesinde bulunan Glu-154 noktasında hidrojen bağı kopar ve val21 cyc22 

rezidüleri uzaklaşarak enerji elde edilir. β tabakasında B2 bölgesinde C terminal ucunda 

TF bağlanma bölgesi oluşarak Glu-154 noktası N terminale doğru kayar. TF enzim benzeri 

bağlanma bölgesine bağlanır. Enzim benzeri bağlanma bölgesi B2 ipliğinde 3 rezidünün 

çıkıp yeniden katılması ile sağlanır. Yeniden katıldıktan sonra Glu-154 hidrojen bağları 

kopar ve Ile16 noktasından yeniden giriş sağlanır. Enerji gereksinimi sağlanması tam 

olarak bilinmemekle birlikte TF’nün FVIIa’ya afinitesinin FVII’a göre on kat fazla olduğu 

belirlenmiştir. Zimojen konformasyonunda TF bağlanma bölgesindeki enerji gereksinimi 

1kcal/mole veya daha azdır (Eigenbrot 2002) (Şekil 2.10). 

 

Şekil 2.10. Faktör VII-Doku Faktörü protein kompleksi (Jesty, 2007) 

Karaciğerde  sentezlenir ve plazmada inaktif glikolipoprotein şeklindedir (Zur vd 1981, 

Ratnoff vd 1973). Hemostaz için çok önemlidir. Çoğu ökaryotik promotor bölgesine zıt 

olarak K vitamini bağımlı proteinlerin TATA kutusu bulunmamaktadır. Ek olarak, 

proksimal bölgede benzer olarak görev yapan karaciğer transkripsiyon faktörü “hepatik 

nükleer faktör 4” (HNF4) bağlanma bölgesi ACTTTG dizisi bulunmaktadır (Pollak vd 
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1998). Aynı zamanda promotor bölgede Sp1 bağlanma bölgesi de vardır ve bu bölgeler 

mutasyona uğratıldığında FVII eksikliği gözlenir (Carew vd 1998). FVII eksikliği ilk kez 

Alexander ve arkadaşları tarafından 1951 yılında otozomal resesif kanama bozukluğu 

hastalığı olarak isimlendirilmiş ve 500.000’de bir gözlenen bir hastalıktır (Ragni vd 1981, 

Triplett vd 1985) . FVIIa doku faktörü ve proteaz aktive eden reseptör (PARs) ile birlikte 

hücresel yüzeyde sinyal iletimi ile ilişkilidir. FVII-doku faktörü kompleksinin hücresel 

işlevleri yönettiği belirlenmiştir. Đnflamasyon, ateroskleroz, doku tamiri, tümör büyümesi, 

metastaz gibi olaylar içinde işlevi olabileceği yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (Petersen 

vd 2008). 

 

2.3.2. Faktör VII’nin Aktivasyonu ve Çalışması 

Faktör VII, FaktörXa, Faktör XIIa veya trombin gibi koagülasyon sistemi elemanları ile 

minör proteoliz ile Ca+2 varlığında aktif hale dönüşür (Bom vd 1990). Doku faktörü kanda 

bulunan FVII ile kompleks oluşturur. FVII-doku faktörü kompleksinin proteolitik aktivitesi 

yoktur. Bunun meydana gelebilmesi için, FXa pozitif feedback reaksiyonu ile katalizler ve 

aktif FVII-doku faktörü kompleksi oluşur. Bu kompleks zimojen halde bulunan FIX ve 

X’u aktive ederler. Burada enzim FVIIa, kofaktör ise doku faktörüdür (Rao vd 1986). 

FIX’un aktivasyonu ile doku faktörü FX’u direkt ve FVIII aracılığı ile 2 farklı yol ile 

aktive eder(Jesty 2008). FVII mRNAsı birçok bölgeden poliadeniledir. Doku 

Faktörü(Faktör III) ve kalsiyum iyonu varlığında, Faktör VII aktive olur ardından da 

koagülasyon kaskadı ile Faktör IX, Faktör IXa, ve/veya FaktörX Faktör Xa’ya aktive olur 

(Rao vd 1988, Hoffman vd 1995) (Şekil 2.11). 

 

Şekil 2.11. Faktör VII aktivasyonu (Jesty, 2007) 
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Faktör VII aktivasyonu ile katalitik domaini içeren ağır zincir (254 rezidü) ve 2-EGF 

benzeri domain içeren hafif zincir (152 rezidü) oluşur, 2 zincir disülfit bağ ile birbirlerine 

bağlanırlar (UniProtKB). Her 2 zincir de 1 gen tarafından kodlanır (Hagen vd 1986). 

Aktivasyona moleküler düzeyde bakacak olur isek; 

Arg-152-Ile-153 bölgesindeki peptit bağı yarılması ile aktivasyon sağlanır (Murshudov vd 

1997, Brunger vd 1993) Sonrasında, tripsin numaralandırılarak EGF-2 ve proteaz domaini 

oturtulur. Katalitik aktivitede, bu internal peptit bağı yarığı, tripsin benzeri aktivite 

göstererek olgunlaşmayı kolaylaştırır. FVIIa’da farklı olarak, yarılma sonrasında zimojen 

halde bulunur, protein kofaktörü olan doku faktörü ile  iletişime girince etkili  bir kataliz 

olur (Khan vd 1998). Koagülasyon kaskadının durgun olduğu durumda doku faktörü 

ligandından ayrılır. Đki protein, hasar yerinde kompleks haline gelerek, ekstravasküler doku 

faktörü kana verilir (Davie vd 1991). FVIIa otokatalitik olarak koagülasyon kaskadını 

başlatır ve FIX ve X’u aktive eder. Allosterik düzenleme ile, doku faktörü  FVIIa’ya 

bağlanır. Substrat ve FVIIa’nın aktif bölgesi membran yüzeyine uygun mesafede 

kesilebilir bağ ile hizalanır (McCallum vd 1996). 

FVIIa’nın kristal yapısı, doku faktörünün ekstraselüler bölgesi ile  kompleks yapar. Bu da 

iki molekül arasında geniş bir arabirim oluşturur, FVIIa’nın dört domainini de kuşatır, 

bunun içinde hafif zincir ve doku faktörünün ekstraselüler domaini vardır (Persson vd 

1997, Banner vd 1996, Zhang vd 1999). Hafif zincir bağlanmak için gerekli enerjinin 

büyük kısmını sağlar. Domain içi yapısal değişiklikler, proteaz domaini ile sınırlandırarak 

(Freskgård vd 1996) FVIIa aktivitesinde allosterik artışlara yol açar. Doğru moleküller       

-doku faktörü gibi- bu mekanizmayı tetikler. Deneysel veriler, doku faktörü bağlanma 

noktasında, konformasyonel bağlantılar olduğunu göstermiştir. Aktif bölge, yarık 

şeklindedir. FVIIa’nın proteaz domaininde, makromolekül substratlar ikincil bağlanma 

bölgesine (ekzosit) bağlanırlar (Ruf vd 1998). Doku faktörü bağımlı FVIIa aktivitesi, 

FVIIa oluşumunu artırır, ancak kanda bu işlevi yapan  başka mekanizmalar daha 

bulunmaktadır. FVIIa sinyal iletimi ve metastazda da geniş alanda işlev göstermektedir 

(Poulsen vd 1998). 

Alternatif karılma ile  bu genin 2 transkript ürünü oluşabilir (O'Hara vd 1987). Bunlardan 

biri 9 diğeri 8 ekzon kodlamaktadır (2155 EntrezGene). 
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Damar hasarı, doku faktörünün aktif olmasını sağlar, bu da FVII’yi uyarır. Doku faktörü 

veya TFA (TF)  olarak da bilinir. Bu reaksiyon kan pıhtılaşması için birincil olaydır. Doku 

faktörü-aktif FVII kompleksi, Faktör IX, X ve otokatalitik olarak faktör VII’yi aktive eder. 

Faktör VIIa/doku faktörü kompleksi, doku faktörü uyarımlı faktör VIIa aktivitesinin 

artırılması sonunda mekanizmanın başlamasını sağlar (Pike vd 1999). 

 

2.3.3. Faktör VII Mutasyonları 

FVII temelli yapısal ve fonksiyonel araştırmalar, polimorfizmler ve mutasyonlar nedeni ile 

farklıklar olduğu ve bunların bazılarının FVII  eksikliğine neden olduğu belirlenmiştir. 

FVII eksikliğine yol açan 30 farklı tek nokta değişimi,                       4 kısa delesyon 

belirlenmiştir (227500 OMIM). Belirlenmiş birçok doku yapısı değişikliğinin FVII  

eksikliğinden olduğu gösterilmiştir (Tamary vd 1996). Kalıtımsal FVII  eksikliği otozomal 

resesif olarak kalıtılır ve genel populasyonda 500,000’de 1 olarak gözlenir (Wuff  vd 

2000). Bu faktörün eksikliği pıhtılaşma bozukluğuna yol açar (2155 EntrezGene). 

87 farklı bağımsız mutasyonun faktör VII aktivitesini azalttığı veya artırdığı belirlenmiştir 

(Wuff vd 2000). Sık bulunan mutasyonlara örnek olarak yanlış anlam mutasyonu A294V, 

ve ikili mutasyon A294V/11128delC verilebilir (Arbini vd 1994). Bu mutasyon 8. Ekzonda 

genin karboksil ile sonlanan ucunda bulunur ve FVII eksikliği yapan en sık gözlenen 

mutasyonlardır. A294V ve ikili mutasyonu Polonyalı ve Đtalyan hastalar arasında yaygın 

olarak belirlenmiştir. Avrupa toplumunda bu FVII mutasyonu sık gözlenmektedir (Arbini 

vd 1994 Bernardi vd 1994). 

FVII mutasyonu 238 olguda veritabanı oluşturulmuştur. Tamamen faktör VII eksilikliği 

genelde yaşam ile bağdaşmamaktadır ve doğan olgular, doğumdan kısa süre sonra kanama 

nedeni ile kaybedilmiştir. Bir çok olguda, Faktör VII eksikliği semptomsuz veya klinik 

fenotipi belirlenmemiş şekilde karşımıza çıkmaktadır. Genel olarak, homozigot 

mutasyonlarda fenotipe yansıma gözlenmiştir. Bu olgularda genelde, normal aktivitenin 

%2 altında gözlenmiştir,ki bu da orta düzeyde kanama bozukluğuna yol açmaktadır 

(McVey vd 2001). 
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2.3.4. Faktör VII Düzeyini Etkileyen Etmenler 

Östrojenik faktörler bulunduğunda FVII transkripsiyonunda azalma görülmüştür. Promotor 

bölge polimorfik haplotipleri bağımsız olarak etki yapmaktadır (Di Bitondo vd 2002). FVII 

düzeyi hormonal, besinsel değişime göre de değişmektedir. Örneğin düşük glukoz 

düzeyinde FVII ekspresyonunun arttığı (Jackson vd 2007), östrojen hormonu varlığında ise 

FVII düzeyinin azaldığı belirlenmiştir (Bitondo vd 2002). 

Đnsülinden bağımsız Diyabetes Mellitus artan doku faktörü düzeyi ile ilişkilidir. Bu da 

FVII düzeyini artırmaktadır. Aynı zamanda tip II diyabet artan ateroskleroz riski nedeni ile 

yüksek oranda arterial trombotik komplikasyonlara da neden olmaktadır. Hemostatik ve 

fibrinolitik mekanizma diyabetik komplikasyonlarda rol alabilmektedir. Doku faktörü-

FVIIa kompleksinin hiperkolestromik diyabetik hastalarda normal kolesterol düzeyi olan 

diyabetik hasta grubuna göre yüksek olduğu aynı zamanda normolipidemik hastaların 

kontrol grubuna göre de yüksek olduğu gözlenmiştir (El-Ghoroury vd 2008, Boden vd 

2007). 1986’da yapılan çalışmada, FVII koagülasyon aktivitesinin iskemik kalp hastalıkları 

riskinin artışı ile ilişkili olduğu belirlenmiştir (Meade vd 1986). FVII düzeyi aynı zamanda, 

yaş (Balleisen vd 1985, Kario vd 1994), kolesterol, trigliserid düzeyi (Hoffman vd 1992), 

diyet ile alınan doymuş yağ miktarı (Mitropoulos vd 1994), menopoz (Kario vd 1994, 

Scarabin  vd 1990), doğum kontrol hapları (Bonnar vd 1987), vücut kitle endeksi (Folsom 

A.R vd 1992), erkeklerde testesteron düzeyi (Bonithon  vd 1988) ve 8. ekzonda bulunan 

polimorfizm ile değişebilmektedir (Green  vd 1991). 

 

2.3.5. FVII Promotor Bölgesi Polimorfizmleri 

FVII geninde farklı polimorfizmler belirlenmiştir. Polimorfizmlere göre tromboz riski 

artabilmektedir. Bazı araştırmalar, bu polimorfizmlerin kişide bulunması veya 

bulunmamasına göre MI veya inmeye yakalanma riskinin etkilenebileceğini 

göstermektedir (Hooft vd 1999).   Bunlardan promotor bölgede olan polimorfizmler           

-3216C/T, -2987C/A, -670C/A,-668A/C, -630GA, -628A/G, -402G/A, -401G/T, -323 
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0/10bçins, -122T/C (Bernardi vd 1994, Pollak vd 1995, Hooft vd 1996, Di Castelnuovo vd 

2000, Girelli vd 2000, Kudaravallı vd 2002) olarak sıralanabilir (Sabater vd 2006). 

Yapılan çalışmalarda bunlardan -3230/10bçins -401G/T, -402G/A,           

polimorfizmlerinin FVII düzeyini  değiştirerek  ateroskleroz  sonrası   oluşabilecek           

komplikasyonlara yol açabildiği veya koruyucu etkilerinin olduğu belirlenmiştir 

(Martinelli vd 2008). FVII düzeyi ile ilişkilendirilmiş polimorfizmlerden bazıları                

-402G/A, -401G/T, -3230/10bçins, -122T/C, R353Q olarak sıralanabilir. Bu 

polimorfizmlerden -401G/T, -3230/10bçins, -122T/C arasında güçlü bağlantı vardır 

(Bernardi vd 1994, Pollak vd 1995) ve bu polimorfizmleri taşıyan sağlıklı bireylerde FVII 

plazma düzeyinin  %40 oranında düşük olduğu gözlenmiştir. Aynı zamanda -402G/A ile      

-670C/A polimorfizmleri arasında güçlü bağlantı varlığı yapılan çalışmalar ile 

gösterilmiştir (Folsom vd 2007). Tek nükleotit polimorfizmleri  olan -401G/T, -402G/A 

translasyonun başlama noktası ile ilşkilidir. -402G/A FVII düzeyinin artmasıyla 

ilişkilendirilmiş minör alleldir. -401 ve -402 allelleri traskripsiyon bağlanma bölgesini 

etkiledikleri düşünülmektedir (Hahn vd 2004). -401G/T -402G/A polimorfizmlerinin 

spesifik  Nükleer faktör bağlanma noktası olabilecekleri düşünülmektedir. Aynı zamanda   

-402A allelinin -401Tye  göre popülasyonda 3 kat daha sık gözlenmektedir (Hooft vd 

1999). -402GA 60 yaş altı iskemik inme hastaları ile ilişkili olduğu bulunmuştur (Bersano 

vd 2008). 

-323ins10bç (CCTATATCCT) alleli taşıyan kişilerde FVII koagulant aktivite “FVII:C” 

nin %20 azaldığı gözlenmiştir (Hahn vd 2004). Bunun da miyokard infartüsü geçirme 

riskini azalttığı düşünülmektedir. -402A allelinin -323ins10bç zıt olarak, erkeklerde önemli 

ölçüde FVII düzeyinin artmasında rol  aldığı  ve bu alleli taşıyan bireylerde MI riskini 

artırdığı gözlenmiştir. Promotor polimorfizmde birleşik heterozigotluk ile etki 

gözlenmektedir. Ancak bu tek başına yeterli değildir (Bozzini vd 2004). Farklı 

çalışmalarda ise -323ins10bç allelinin kardiyovasküler hastalık gelişiminde etkili olmadığı 

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

 

Hücre kültürü çalışmalarında -2989C/A -402G/A, -401G/T, -3230/10bçins, -122T/C gen 

bölgelerinin FVII düzeyine etkisi bakılarak -32310bç ins dominant olduğu gösterilmiştir     
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-122T/C  FVII düzeyini azaltıcı, -2989A tek başına bulunduğunda FVII düzeyini artırıcı,    

-402A allelinin ise FVII düzeyini artırıcı etki gösterdiği belirlenmiştir (Sabater vd 2007). 

Yapılan araştırmada üç FVII geni polimorfiziminden ikisi, 5’ uçta bulunan -323ins10bç 

(CCTATATCCT) ve R353Q FVII aktivitesini etkileyerek koroner arter hastalarında MI 

riskini azalttığı gösterilmiştir. 444 hastada ve 133 normal koroner arteri olan kontrol 

kullanılmıştır. Allel A1 10bç’lik insersiyon yokluğu, A2 ise insersiyonlu alleller olarak 

isimlendirilmiştir. A2A2 genotipindeki hastalarda %66 oranında faktör VII aktivitesinde 

azalma belirlenmiştir. R353Q polimorfizimi Q alleli homozigot olarak taşıyan hastalarda 

%72 oranında faktör VII aktivasyonunda azalma olduğu gösterilmiştir. A2 ve Q alleli 

arasında bağlantı olduğu bulunmuştur. A2 ve Q allelleri bakımından homozigotlar 

heterozigotlara göre  MI yakalanma riskinin azaldığı gözlenmiştir. MI hastaları arasından 

A1A2 veya RQ genotipi için odd ratio 0.47 olarak heasaplanmıştır (Girelli vd 2000). 

Başka bir çalışmada, -32ins10bç (CCTATATCCT) alleli taşıyan kişilerde FVII %33 

oranında arttığı gözlenmiştir (Pollak vd 1995). Aynı zamanda bu polimorfizminin allel 

frekansı etnik kökene göre değişebilmektedir (Quek vd 2006, Koıchı vd 2006). Düzenli 

spor ile değişen plazma lipoproteinlerinin FVII düzeyi ile ilişkisi bulunmamış ve -401GT,  

-402GA, -323ins10bç haplotip oluşumu cinsiyetler arasında farklı olarak gözlenmemiştir 

(Ghiu vd 2004). Đskemik serebrovasküler hastalıklarda ve karotid stenozunda -401G/A 

değişiminin etkin olduğu, -402G/A değişiminin ise FVII düzeyini artırıcı yönde etkilediği 

yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (Lindman vd 2004, Kostukas vd 2008). Farklı 

çalışmalara göre ise -323ins10bç, -402G/A, -401G/A polimorfizmlerin FVII  

ifadelenmesinin değişiminde, kardiyovasküler hastalık gelişiminde etkili olmadığı 

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

transkripsiyon faktörlerinin aynı veya benzer bağlanma noktaları olabilmektedir. epistatik 

ve pleiotropik etkileşimler düzenleyici mutasyonlar içinde bu şekilde etkili olabilir. Đki 

dominant polimorfizm bir arada bulunduğunda sadece biri baskın olabilir veya farklı 

polimorfizmlerin bulunmasına göre farklı fenotip ortaya çıkabilir. Cis düzenleyici 

polimorfizmlerin insan evriminde etkili olduğu öne sürülmektedir. FVII promotor bölge 

polimorfizmlerinin de evrimsel açıdan önemi gösterilmiştir. -402A allelinin 

transkripsiyonunu artırdığından kalp hastalıklarına yakalanma riskini arttırdığı 

düşünülmektedir. Ancak günümüzde insan sağlığı açısından dezavantajlı olarak düşünülen 

alleller, geçmişten günümüze pozitif seçilim ile gelmiştir. Bilindiği üzere 1900 yıllarından 
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önce kalp hastalıkları toplumun sağlığını tehdit etmemekteydi. Ancak FVII düzeyinin 

belirlenmesinde çok farklı bölgeler etkili olduğu bilinmektedir. FVII ifadelenmesinin farklı 

dokularda farklı etkileri olduğu tahmin edilmektedir (Hahn vd 2004). 

 

2.4. Tek Nokta Polimorfizmleri ve Haplotip Oluşumu 

Cinsiyet hücreleri dışında, kromozomlar çift halde bulunurlar. Her kromozomun biri 

kişinin babasından, diğeri ise kişinin annesinden kalıtılır. Ancak kromozomlar, sonraki 

nesile geçerken aynı kopya ile geçmezler. Sperm ve yumurta hücresi oluşurken, kromozom 

çiftleri rekombinasyona uğrar. Kromozomların her birinin bir parçası değişime uğrar. 

Sonuçta, hibrit kromozomlar oluşur ve içerdikleri parçalar farklı bireylere aittir. Bu hibrit 

kromozomlar sonraki nesile geçer. 

Tekrar eden rekombinasyon olayı ile, atasal kromozom parçaları sonraki nesillere 

aktarılabilir. Atasal DNA parçaları farklı kişilerde farklı bölgeler olmak üzere bulunabilir. 

Sonraki nesillere geçen bu bölgeler atasal kromozomların rekombinasyon ile dağılmamış 

parçalarıdır. Bu bölgeler, genetikçilere hastalık veya ilaçların araştırılmasına imkan 

tanımaktadır. 

 

  
Şekil 2.12. Đki atasal kromozomun sonraki nesillere geçişi (HapMap) 
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Çoğu sık gözlenen hastalıklar ör: diyabet, kanser, strok, kalp hastalıkları, depresyon, astım 

vb. çevresel etmenler ve birçok gen tarafından etkilenmektedir. Aynı zamanda, biribiri ile 

bağımsız iki kişinin DNA dizisi, %99.9 aynıdır. Geriye kalan %0.1 önemlidir çünkü, bu 

kısım kişiler arasında çeşitli hastalıklara karşı risk veya ilaçlara karşı direnç farkını etkiler. 

DNA dizi farklarının bulunması ile, bazı sık gözlenen genetik hastalıkların kompleks 

nedenlerinin ortaya çıkarılmasına fırsat sağlayacaktır (HapMap). 

 
Genomun bir bölümünün DNA dizilemesi yapılması ile, ortaya çıkan tek bazlık 

farklılıklara “tek nokta polimorfizmi”(SNP - Single Nucleotide Polymorphisms) 

denilmektedir. Örneğin bazı kişilerde kromozomlarında belli bir bölgede A var iken 

bazılarında ise bu bölgede G vardır. Bunların her birine allel denir. 

 
 

Şekil 2.13. Đki kromozomun SNP bölgesi, A ve G allelleri gösterilmekte (HapMap) 

Polimorfizmler, tıpkı mutasyonlar gibi bazı DNA bölgelerinde eksilme veya artma, 

minisatellit ve mikrosatellit tekrarlarından farklılıklar, rekombinasyonlar, gen 

duplikasyonu ve gen kaybı şeklinde görülse de en çok “tek nükleotit polimorfizmleri” 

şeklinde görülür. 

DNA düzeyindeki bu genetik değişkenlikler kodlayıcı bölgede yaklaşık 500 ile 1000 

nükleotitte bir görülürken, kodlayıcı olmayan bölgelerde 300-500 nükleotitte bir 

görülmektedir (Ekmekçi 2006). 

Đnsan populasyonunda yaklaşık 10 milyon SNP bulunmaktadır. Ender görülen SNP 

allelleri frekansı en az %1 oranındadır. SNP allellerinin birbirlerine yakın olmaları birlikte 

kalıtılmalarına neden olur.  Kromozom üzerinde birlikte kalıtılan SNP allelleri topluluğuna 

“haplotip” denir. Çoğu kromozom bölgesinde sadece birkaç tane haplotip bulunur 

(herbirinin frekansı en az %5) kişiden kişiye bu bölgelerde farklıklar yer almaktadır. 

Kromomozom bölgesi SNP içerebilir, ancak genetik farklılık hakkında bilgi verebilecek 

sadece birkaç işaretlenmiş SNP bölgesi  bulunmaktadır (HapMap). 
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Şekil 2.14.  SNP içeren kromozom bölgesi gösterilmiştir. Üç haplotip görülmektedir. 
Renkli iki SNP üç haplotipin belirlenmesini sağlar. Örneğin, eğer koromozom alleli bu 
işaretlenmiş SNP’lerden A veT’yi içerirse bu birinci haplotip olarak isimlendirilebilir 
(HapMap) 

Genetik polimorfizm çalışmaları hastalıklar için risk altındaki kişilerin belirlenmesi ve ilaç 

tedavisi için yeni hedeflerin önerilmesi ümit verici olabilir (Ekmekçi 2006). 

SNP kullanılmasındaki etkiyi artıracak diğer bir yöntemde haplotip belirlenmesidir. Yakın 

zamanda yapılan çalışmalar genomun büyük çoğunluğunun haplotip blokları şeklinde 

olduğunu göstermektedir. Yalnızca birkaç SNP bu haplotip bloklarının işaretlenmesinde ve 

bir hastalıkla ilişkili olup olmadığının belirlenmesinde yeterli olacaktır. Geniş bloklar 

birçok gen içerebilir; daha küçük bloklar ise sadece bir geni tanımlayabilir. Bu da hastalığı 

anlamamız için daha kullanışlı olabilir. Bir hastalık birden fazla gen tarafından 

etkileniyorsa; haplotiplerden elde edilecek bilgi SNPlerden bir seferde elde edilecekten 

daha fazla olabilir. Asosiyasyonlar tek SNP den ziyade haplotip çalışmalarıyla daha iyi 

yapılır. Belirli bir haplotip alt yapısı üzerinde mutasyon meydana gelir ve yakınındaki 

SNPlerle, rekombinasyon veya geri mutasyonla bu birliktelik kopana dek, ilişkilendirilme 

sürdürülebilir (http//yunus.hacettepe.edu.tr/~mergen/derleme/d_snp.pdf).  

Haplotiplendirme Projesi HapMap, insanlar arasındaki genetik farklıkların dağılımını 

göstermek için yapılmaktadır. SNP’ler ile bağlantılı olduğu düşünülen kromozom 

bölgelerini, haplotip bölgelerini ve SNPler tarafından işaretlenmiş olanları  içermektedir. 

Aynı zamanda, SNPler bakımından az olan kromozom bölgeleri de incelemektedir. 

Araştırmacılar, hastalıkları etkileyen genleri örneğin; diyabet, bir grup hastalığı olan  ve 

olmayan kişi ile kıyaslayarak ortaya çıkarmaya çalışmaktadır. Đki grup arasında kromozom 

üzerindeki haplotip frekansı farkı hastalığı etkileyebilecek genler olabilir. Teorik olarak, 

araştırmacılar bu bölgelerde 10 milyon SNP’i genotiplendirmelidir. Ancak bunu yapmak 

için kullanılan metot pahalıdır. HapMap ile, ve 10 milyon SNP arasından  200.000 ile 1 

milyon arası işaretlenmiş SNP tanımlanmış. Bu büyük azaltma araştırmaların uygulanabilir 

olması için yapılmıştır. 
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2.5. Moleküler Teknikler 

2.5.1. Çözelti  ve Solüsyonlar 

Bu çalışmada, genomik DNA’yı izole ederken, kırmızı kan hücrelerini parçalamak 

amacıyla RBC (Red Blood Cell)  Lizis solüsyonu, protein fazlalığını uzaklaştırmak 

amacıyla Fenol-Kloroform çözeltisi kullanılır. Elde edilen genomik DNA Tris-

EDTA(10mM Tris-HCl, 1mM EDTA) içinde çözdürülür. Polimeraz Zincir Reaksyonu 

Ürünlerini görmek için agaroz jel yapımında TBE (Tris-Boric Asit- EDTA) kullanılmıştır. 

SSCP jel hazırlanmasında 49:1 oranında %40’lık Akrilamid-Bisakrilamid çözeltisi, 

%10APS (Amonyum PerSülfat) solüsyonu, TEMED solüsyonu ayrıca SSCP jellerini 

boyamak amacıyla %0.1’lik oranında Gümüş Nitrat solüsyonu kullanılmıştır. Bantları 

görünür hale getirmek amacıyla %10’luk Sodyum Hidroksit (NaOH) çözeltisi, reaksiyonu 

durdurmak amacıyla, %0,75’lik Sodyum Bikarbonat solüsyonu kullanılmıştır. 

 

 

2.5.2.DNA Đzolasyonu 

DNA izolasyonu klasik proteinaz K, fenol-kloroform yöntemi kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Protein ve fazlalıklar fenol-kloroform ile çöktürülülmüş, DNA Tris-

EDTA solüsyonunda çözdürülmüştür. 

 

2.5.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

Polimeraz zincir reaksiyonu, belli bölgeye özgün olarak in vitro klonlama yöntemidir. 

1984’de Kary Mulis’in geliştirdiği bu yöntem, günümüzde tıbbi ve biyolojik çalışmalarda 

araştırma laboratuvarlarında sık kullanılan  vazgeçilmez bir teknik haline gelmiştir (Saiki 

vd 1985). Bu yöntem dizileme için DNA klonlaması, DNA temelli filogenetik analiz, 

genetik parmak izi ile tanımlama, enfeksiyon hastalıklarının belirlenmesi ve tedavisinde 

kullanılmaktadır. 1993’de Mullis Nobel Kimya Ödülüne layık görülmüştür (Mullis 1993). 
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PCR  adı, döngünün anahtar elementlerinden biri olan DNA polimeraz’dan türetilmiştir. 

DNA polimeraz, invitro  enzimatik replikasyon ile DNA’nın bir parçasını çoğaltmak için 

kullanılır. PCR olayında, DNA  kalıp olarak kullanılarak çoğaltılır. Bu olay zincir 

reaksiyonu ile tekrarlanır ve DNA kalıbı katsayısal olarak çoğaltılır. PCR  ile, DNA 

kalıbından birçok kopya elde ederek, milyonlarca aynı kopyadan elde edilir. PCR’da hedef 

DNA iplik tek bir gen, genin bir kısmı veya kodlanmayan dizi olabilir. Çoğu PCR 

metodunda, 10 kilobaz çifti boyutuna kadar çoğaltma yapılabilir. Bazı teknikler ile, 40kb 

boyutuna kadar çoğaltma yapılabilir (Cheng vd 1994) 

Yöntemin temeli, çoğaltılmak istenen bölgenin 2 ucuna özgü, bu bölgedeki baz dizilerine 

tamamlayıcı, bir çift sentetik oligonükleotit (18-20 baz uzunluğunda) kullanılarak, bu 2 

primer ile sınırlandırılan genin enzimatik olarak sentezlenmesine dayanır (Akar 1999). 

PCR için gereken temel element ve solüsyonlar; 

• Amplifikasyon için kullanılan hedef DNA bölgesini içeren DNA kalıbı 

• 2 primer; bunlar hedef DNA bölgesinin 5’ ve 3’ ucuna uygundurlar. 

• 70°С’ye uygun Taq polimeraz veya farklı bir polimeraz 

• Deoksinükleotit trifosfat(A, C, T, G) DNA polimeraz bunları kullanarak yeni DNA 

ipliği oluşturur. 

• Tampon solüsyonu; optimum aktivite için kimyasal ortamın uygunluğunu sağlar ve 

DNA polimeraz için sabit ortam sağlar (Sambrook 2001). 

• Đki iyonlu katyonlar; magnezyum, manganez iyonları, genelde Mg+2 kullanılır ama 

Mn+2 de PCR kaynaklı mutagenezi sağlamak amacıyla kullanılır. Yüksek Mn+2 

konsantrasyonu DNA sentezinin hata yapma riskini artırır (Pavlov 2004). 

• Tek iyonlu katyonlar;  potasyum iyonu 

olarak sıralanabilir. 

PCR, reaksiyonu DNA’nın iki zincirinin yüksek ısı ile birbirinden ayrılmasını 

(denatürasyon), daha sonra sentetik oligonükleotitlerin hedef  DNA’ya bağlanmasını 

(hibridizasyonu), sonra zincirin uzamasını (polimerizasyon-çift iplikli DNA’ların sentezi) 

ve bu siklusların belirli sayıda tekrarlanmasına dayanır. Bu üç adım (denatürasyon/primer 

bağlanması/DNA sentezi) bir PCR siklusunu oluşturur. Çoğaltılacak ürün miktarı bu 
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siklusun tekrar sayısına bağlıdır. Bu döngü sayısı genellikle 30-40’dır. Bir PCR işleminde 

“n” döngü sonunda kalıp DNA’nın istenilen bir bölgesi yaklaşık 2n kez çoğaltılmış olur. 

Her adım farklı ısılarda gerçekleştirilir (sırasıyla 94-98°С, 37-65°С, 72°С). PCR tekniği 

tek veya çift iplikli DNA’yı; RNA’ya hedef olarak kullanılır. Günümüzde bu işlem ısı 

dönüştürücüsü (thermocycler) denilen makinelerde, önceden döngü sayısı ve sıcaklık 

koşulları belirlenen programlarla otomatik olarak gerçekleştirilmektedir (Akar 1999, Klug 

2000). 

PCR reaksiyonunda ilk aşamada çoğaltılacak olan çift zincirli DNA 90-95º C de yaklaşık 5 

dakika ısıtılmak suretiyle denatüre olur ve tek zincirli hale getirilir. Đkinci adımda sıcaklık 

50-70ºC arasında bir değere düşürülerek (bağlanma sıcaklığı) primerlerin tek zincirli 

DNA’ya bağlanması sağlanır.15-30 nükleotid uzunluğunda olan yapay 

oligonükleotidlerden oluşan bu primerler; çoğaltılacak DNA’nın sınırlandırılması için 

başlangıç noktası ve bitiş noktası olarak görev yaparlar. Üçüncü aşama olan DNA sentezi 

aşaması ise 70-75ºC sıcaklıkları arasında gerçekleşir. DNA polimeraz enzimi, nükleotidleri 

5’ ucundan 3’ ucuna doğru ekleyerek, primerlerin uzamasını sağlar ve hedef DNA'nın iki 

zincirli kopyasını oluşturur (Klug 2000). 

PCR için gerekli elementlerden oligoprimerler, hedef bölgeye özgün olacak şekilde dizayn 

edilir. 18-25 baz uzunluğundaki primerlerin baz dizilimi ve kompozisyonu rastgele olmalı, 

%45-55 oranında G/C’den oluşmalıdır. Uygun bir primer çifti için, iki primer arasındaki 

kompozisyonu 100-600 bç kadar olmalıdır. Aynı zamanda, primerlerin kendisinin ve/veya 

antisense primeri komplementer olmamalıdır. Oligoprimerlerin DNA’ya bağlanma 

sıcaklığı kabaca Tm (erime sıcaklığı): 4(GC)+2(AT) formülüyle hesaplanır. Bu değer 

oligonükleotitlerin nükleotit konsantrasyonlarına bağlı olarak değişmekte olup, hesaplanan 

uygun sıcaklık değeri PCR spesifikliğini artırmaktadır (Akar 1999). 

PCR için gereken temel elementlerden biri DNA polimerazdır. PCR’da standart DNA 

polimeraz kullanılabilir ancak yüksek sıcaklık, enzimi inaktive edeceğinden her döngüde 

başka polimeraz eklenmelidir. Bunu gidermek amacıyla, ısıya dayanıklı DNA polimeraz 

Thermus aquaticus’un DNA polimerazı kullanılmaya başlanmıştır. Taq polimeraz 

sayesinde, her döngüde yeni DNA polimeraz eklemeye gerek kalmaksızın reaksiyonlar 

devam edebilmektedir (Desmon, Cambrige Genetic Engineering 2008). 
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PCR’ dan iyi sonuç alınabilmesi değişik faktörlere bağlı olarak değişir. Taq DNA 

polimerazın iyi çalışabilmesi için en etkin olduğu pH’ın tüm uygulama boyunca 

korunabilmesi en önemli faktörlerdendir. Bu amaçla reaksiyonlarda son konsantrasyon 

10mM olacak şekilde Tris.HCl pH:8.4 tampon olarak kullanılmaktadır. PCR karışımında 

50-60mM düzeyinde potasyum ve 100 µg/ml jelatin bulunmasının çoğalmayı önemli 

miktarda artırdığı saptanmıştır. 

Kullanılacak deoksinükleotit trifosfatların (dNTP); son konsantrasyonları 2mM olacak 

şekilde ayarlanmalıdır. Reaksiyon sırasında, ortamda dTTP, dCTP, dATP, dGTP’lerin 

bulunması gereklidir.  Kullanılacak her bir dNTP konsantrasyonunun doğru ürün elde 

edilmesi açısından önemlidir. dNTP’nin az miktarda kullanımı, oluşan PCR ürününün 

miktarının azalmasına, fazla miktarda kullanımı yanlış oligonükleotid eşleşmesi sonucu 

hedef DNA dışındaki bölgelerin çoğalmasına neden olur. 

Magnezyum (Mg) +2 değerlikli olup DNA polimeraz’ın çalışmasını sağlayan en önemli 

faktördür. Sahip olduğu pozitif yük sayesinde negatif yüklü DNA molekülleri arasına 

girerek oligonükleotidlerin DNA moleküllerine bağlanmasını kolaylaştırır. DNA, dNTP ve 

proteinlerin tümü magnezyum(Mg) iyonlarına bağlandığı için her PCR reaksiyonunda Mg 

konsantrasyonu ampirik olarak ayarlanmalıdır. Fazla Mg miktarı Taq DNA polimeraz 

enziminin spesifikliğini azaltırken, az miktarda olması enzim aktivitesini düşürür ve enzim 

inaktivasyonunayol açar (Akar 1999). 

 

2.5.4.  Tek Đplikçikli Uygunluk Polimorfizmi (Single Strand Conformation 

Polymorphism- SSCP ) 

Tek iplikli konformasyon polimorfizmi analizi, tek iplikli DNA’nın belirlenmesinde 

avantajlı olarak kullanılmaktadır.  Đlk kez  1989’da kullanılmış ve dizideki genetik 

farklılığın belirlenmesinde, kullanışlı, ucuz hassas bir yöntem olduğu gösterilmiştir 

(Sunnucks vd 2000). 

SSCP analizi, denatüre edici olmayan şartlar altında tek zincir DNA molekülündeki tek 

veya çoklu nükleotid değişikliklerinin, elektroforetik mobiliteyi değiştirme etkisine 
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dayanarak mutasyonları saptayabilen bir uygulamadır. En büyük avantajı, kısa sürede çok 

sayıda örnekte, mutasyon taranmasını mümkün kılmasıdır. 

Aynı boyuttaki tek iplikli DNA, kendilerindeki değişiklere bağlı olarak non-denatüre jelde 

farklı pozisyonda yürürler. Komplementer iplikçikler ve tek baz değişikliği gösteren DNA 

parçaları ise değişik migrasyon gösterir. Tek iplikçikli DNA’nın farklı bantlar göstermesi 

mutasyona işaret etmektedir. Bu yöntem ile nükleotit dizisinde mutasyon ya da 

polimorfizm sonucu oluşan tek baz değişikliklerini, delesyon ve insersiyonları 

belirlenebilmektedir (Akar 1999). 

SSCP mutasyon taraması yönteminde, mutasyon taranacak DNA bölgesi önce PCR 

yöntemi ile çoğaltılır. Çoğaltılacak bölgenin baz içeriğine göre gelişmiş bir formül 

(Ts=[80xC(A+1)]/{2,17+[C/(A+1)]}) kullanılarak bir sıcaklık hesabı yapılır. PCR 

ürününün spesifikliğini artırmak belli oranda oligonükleotid ve formamid içeren yükleme 

boyası ile karıştırılır ve yüksek ısıda (99°С) tek zincirli hale getirilip, dikey elektroforez 

jeline yüklenir. Poliakrilamid hesaplanan sıcaklık değerinde belirli bir voltajda, belirli bir 

süre yürütülür. Göç hızlarına, elde edilen bant profillerine göre değerlendirilir. Baz dizisi 

farklı olan DNA parçacığı, normal DNA parçacığına göre farklı bant profili gösterir. 

DNA dizisi  uzunluğu, SSCP analizini etkilemektedir. Optimal sonuç için, DNA  iplikçiği 

150-300 bç arasında olmalıdır. Optimal koşullarda yaklaşık %80-90 değişiklikler SSCP’de 

belirlenebilmektedir (Wagner 2002). Dizinin uzunluğu arttıkça mutasyonları yakalama 

şansı azalır (Akar 1999). 

 

2.5.5. DNA Dizi Analizi 

DNA dizi analizi ya da “Sequencing” DNA’nın nükleotit dizilerinin saptanması anlamına 

gelmektedir. Đlk dizi analizi 1960’ların başlarında küçük tRNA’lar ile başlamıştır. 

Nükleotit dizilerinin belirlenmesinde iki temel teknik geliştirilmiştir. Bunlar Maxam-

Gilbert kimyasal degredasyon yöntemi ve Sanger dideoksi enzimatik yöntemidir. Her iki 

yönteminde dizi analizi yapılacak DNA’nın hazırlanması, reaksiyonlar ve yüksek voltaj ile 

elektroforezi olmak üzere üç ana aşaması bulunmaktadır (Akar 1999). 
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1976-1977 yıllarında, Allan Maxam ve Walter Gilbert kimyasal degredasyon yöntemi 

olarak isimlendirilen bu yöntemi, DNA’nın kimyasal modifikasyonu ve özgün bölgelerden 

kesilmesi şeklinde geliştirmişlerdir ( Saiki vd 1985). Sanger ve Coulson’dan iki yıl sonar 

Maxam-Gilbert kendi kimyasal dizileme yöntemlerini yayınlamışlardır (Sanger and 

Coulson 1975). Sanger metodu, tek iplikli DNA’nın klonlanmasını gerektirirken bu 

yöntem direkt saflaşmış DNA kullandığı için hızlıca popular olmuştur. Maxam-Gilbert 

dizileme yöntemi, daha sonar teknik olarak karmaşık olması, standart kitlere, riskli 

kimyasallara gereksinim duyması nedeni ile gözden düşmüştür. 

Maxam-Gilbert yönteminde; DNA parçası ucundan P32 ile işaretlenir. Bu işaretlenen DNA 

parçası dört örnek olarak bölünür. Her bir örneğe DNA’daki bazlardan birisini tahrip 

edecek şekilde bir kimyasal madde eklenir. Daha sonra piperidin kullanarak hasarlanmış 

nükleotitlerin bulunduğu yerlerden DNA yapısı fosfodiester bağlardan kırılır. Böylece P32 

ile işaretlenmiş kısalı uzunlu parçalar elde edilmiş olur. Daha sonra da elektroforez ve 

otoradyografi ile sonuç alınır (Akar 1999). 

Dideoksi yada zincir sonlanma reaksiyonu olarak bilinen Fred Sanger ve arkadaşlarının 

geliştirdiği ikinci yöntemde ise belirli bir bazda sonlanan bir DNA zinciri sentezi 

gerçekleşmektedir. Dizisi saptanacak DNA zinciri yeni sentezlenecek DNA zinciri için 

kalıp olarak kullanılır (Sanger 2004). 

Sanger DNA dizi analizi yöntemi; asimetrik amplifikasyon ile elde edilmiş tek iplikli 

DNA, DNA polimeraz enzimi ile ddNTP ve biri radyoaktif olarak işaretlemiş dNTP 

kullanılır. Ortama radyoaktif P32, S35 veya P53 eklenir. Đşaretleme primerlere yapılabildiği 

gibi ortama eklenen dNTP’lerden birisinin radyoaktif olması yeterlidir. Burada önemli 

nokta dideoksinükleotitlerin eklenmesidir. 2’3’Dideoksinükleosidetrifosfat’ların klasik 

dNTP’lerden farklılığı deoksiribozun 3’ noktasında hidroksil grubunun bulunmamasıdır. 

Sentezlenen DNA zincirine, DNA polimerazlar aracılığı ile bağlanabilirler. Bu bağlanma 

5’trifosfat grupları aracılığı ile olur. 3’ hidroksil grubunun olmaması nedeni ile ardından 

gelen dNTP’ler ile fosfodiester bağın oluşması engellenir. Doğal olarak DNA zincirinin 

daha fazla uzaması imkansız hale gelir. ddNTP ile klasik dört dNTP, bir reaksiyon 

karışımının içine konduğunda DNA zincir uzaması için aralarında yarışma olur. Seyrek 

fakat spesifik sonlanmalar oluşur. Bu reaksiyon sonucunda primer sonunda başlayıp, 

prematüre sonlanmaların olduğu bölgeler kadar uzunluktaki DNA parçaları ortaya çıkar. 
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Dört farklı enzimatik reaksiyonda dört farklı ddNTP kullanılarak birer reaksiyon elde 

edilir. Elektroforez PCR ile gerçekleştirilebilir hale gelmiştir (Akar 1999). 

Günümüzde dizi analizi için otomatik DNA dizi analizi cihazları, radyoaktif izotoplar 

yerine floresan boyalar kullanılmaktadır (Klug 2000). Sistem üzerine lazer ışığı ile farklı 

özellikteki floresa  boyalar algılanır, her nükleotit için ayrı renkteki dalgalar oluşturarak 

nükleotit dizisi belirlenir. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

Bu  çalışma Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Çocuk  Sağlığı ve Hastalıkları Ana Bilim 

Dalı, Pediatrik Moleküler Patoloji ve Genetik Bilim Dalı Laboratuvarında 

gerçekleştirilmiştir. 101 sağlıklı birey kontrol grubu, Kardiyovasküler Cerrahi Ana Bilim 

Dalı hastalarından oluşturulan 223 birey çalışma grubu olarak belirlenmiştir. Çalışmaya 

katılan tüm bireylerin çalışmanın olası sonuçları hakkında bilgi verilmiş ve gönüllü olarak 

katıldıklarına dair onam formu alınmıştır. 

 

3.1. Yöntemler 

3.1.1. DNA Đzolasyonu 

DNA izolasyonu klasik fenol/kloroform yöntemi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Öncelikle bireylerden alınan 9 ml kan, 1ml 0.5 M Etilendiaminetetraasetikasit (EDTA) 

(Scharlau, Đspanya) bulunan polietilen tüpler içine alınarak karışması sağlanır. EDTA Mg+2 

tutucusu ve kuvvetli bir DNAaz inhibitörüdür. Alınan kan örneği 50 ml falkon tüpüne 

geçirilir, üzerine 25 ml RBS(Red Blood Cell) lizis solüsyonu [155 mM Amonyum Klorid 

(AppliChem, Almanya), 10 mM Sodyum Bikarbonat (Merck, Almanya), 0.5 mM EDTA 

(AppliChem, Almanya)] ilave edilir. Örnekler çalkalandıktan sonra 20 dk buzda bekletilir. 

Daha sonra +4°С’de 4000 rpm’de 15 dk santrifüj (Hettich, Almanya) edilir. Süpernatatın 

bir kısmı dökülür üzerine yeniden RBS lizis solüsyonu toplam hacim 35 ml olacak şekilde 

ilave edilir. Bu işlem tüm eritrositler uzaklaştırılıp, lökositler çöktürülünceye kadar devam 

edilir. Falkon tüp dip kısmında lökosit kümesi gözle görülecek şekilde oluştuktan ve 

eritrositler giderildikten sonra 1000 ml RBS lizis solüsyonu eklenerek vortekslenir ve iyice 

karışması sağlanır. Bu karışımdan 800 ml -20°С’de stok olarak saklanmak üzere ependorfa 

alınır. 200 ml ise ayrı bir ependorf tüpe alınarak DNA izolasyonunun diğer aşamalarına 

geçilir. 

Geriye kalan 200 µL bir ependorf tüpüne alınarak üzerine 20 µg/ml olacak şekilde 

Proteinaz K enzimi (MBI Fermentas, Litvanya), son konsantrasyon %0,5 olacak sekilde 

%10’luk Sodyum Dodesil Sülfat (Merck, Almanya) ve lökosit hacminin 2,5 katı olacak 

şekilde nükleaz solüsyonu [10 mM Trisklorid (Amresco, ABD)] pH: 8; 100 mM Sodyum 
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Klorid (Merck, Almanya), 1 mM pH: 8.0 EDTA (AppliChem, Almanya)] eklenerek bir 

gece 56°C‘de sıcak su banyosunda (Memmert, Almanya) bekletilir. 

DNA izolasyonunun ikinci gününde, proteinlerin DNA’dan uzaklaştırılması amacıyla 1:1 

oranında  Fenol/Kloroform [Fenol (Merck, Almanya), Kloroform (Merck, Almanya), 

Đzoamilalkol (Merck, Almanya)] eklenerek 10 dk çalkalanır. 20 dk +4°С’de buz içerisinde 

bekletildikten sonra +4°С’de 4000 rpm’de santrifüj edilir. Đki faza ayrılan karışımın üst 

kısmı aradaki katman alınmayacak şekilde mikropipetle farklı bir ependorf tüpe alınır. Bu 

kısma, toplam hacmin 1/10’u kadar 3 M Sodyum Asetat (Sigma, ABD) ve toplam hacmin 

iki katı kadar da soğuk %95’lik Alkol (Tekel, Türkiye) eklenir. Ependorf tüp  ters düz 

edilerek DNA görünür hale getirilir ve -20°С’de bir gece bekletilir. 

DNA izolasyonunun üçüncü gününde, yüksek moleküler ağırlıklı DNA deproteinizasyon 

çözeltilerinden ve hücre parçalanmasından sonra oluşan nükleotit, aminoasit, düşük 

molekül ağırlıklı kirliliklerden uzaklaştırma işlemi yapılır. Bunun için de, +4°С’de 

bekletilmiş DNA-alkol karışımı, +4°С’de 4000 rpm’de 20 dk santrifüj edilir ve alkol DNA 

ependorftan düşmeyecek şekilde dökülür. Süpernatant kısım döküldükten sonra 500 ml 

%70’lik alkol (Tekel,Türkiye) eklenir ve +4°С’de 4000 rpm’de 20 dk santrifüj edilir. 

Santrifüj sonunda alkol yine dikkatli bir şekilde dökülür ve tüpler kuruma kağıdı üzerinde 

kapakları açık şekilde bir gece boyunca kurumaya bırakılır. 

Son olarak, ertesi gün alkolü buharlaşmış ependorf tüp içerisine Tris-EDTA (10 mM Tris-

HCl, 1 mM EDTA ) solüsyonu eklenip 37°С’de bir gece bekletilerek DNA’nın çözünmesi 

sağlanır. Đzole edilen DNA +4°С’de veya +20°С’de saklanır. 
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3.1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

Bu çalışmada PCR  tekniği kullanılarak, FVII promotor gen bölgesinde -3230/10bçins,       

-401G/T, -402G/A polimorfizmlerini içine alacak şekilde SSCP tekniği ve DNA sekans 

analizi için 2 farklı primer çifti ile bölge çoğaltılmıştır. 

 

3.1.2.1. FVII Promotor Gen Bölgesi Polimorfizmlerinin Belirlenmesi 

FVII promotor gen değişimleri incelenmesinde daha önce yapılan çalışmalarda da  FVII 

gen ekspesyonunu etkileyebileceği şüphelendiğinden  promotor bölgesindeki olası üç 

polimorfizm seçilmiştir. Bunlar promotor bölgede bulunan -402, -401 ve      -323 

polimorfizmlerdir. Bu bölgeleri içine alacak şekilde DNA dizi analizi ve Tek Đplikçikli 

Uygun Polimorfizmi (SSCP) analizinde kullanılmak amacıyla ayrı bir primerler 

tasarımlanarak PCR’lar yapılmıştır (Şekil 3.1). 

 

Şekil 3.1. Faktör VII promotor bölge SSCP ve DNA dizi analizi primeri amplifikasyon 
bölgesi 

 

3.1.2.2. FVII Gen Değişimlerinin Đncelenmesinde PCR Koşulları 

FVII gen değişimlerinin belirlenmesinde kullanılan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) için 

yapılan karışımda toplam hacim 50µl olacak şekilde 5 µl (NH4)SO2 içeren 10X Taq 

tampon çözeltisi [750mM Tris-HCl(pH:8.8), 200mM (NH4)SO2, 0.1 (v/v) Tween 20, 

(Fermentas ABD)], 3µl 25mM MgCl2 (Fermentas, ABD), 2µl dNTP (Metabion, ABD), 2µl 
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Forward ve Reverse Primer [0.2µmol, son yoğunluk: 10pmol/µl(Metabion, ABD)], 0.2 µl 

Taq DNA polimeraz (Fermentas, ABD), 25-50ng DNA kullanılmıştır. Ayrıca SSCP PCR 

için, 5µl DMSO [Dimetil sülfoksit, min %99.5, (Riedel-de-Haen, Almanya)], DNA dizi 

analizi için yapılan PCR’a 5µl Betain [5 M, (Sigma, ABD)] eklenmiştir. Son hacim 

50µl’ye tamamlanmıştır. 

 

3.1.2.3 FVII Promotor Bölgesinin Amplifikasyonu 

Her iki primer için de aynı PCR sıcaklıkları uygulanmıştır. 

FVII geni Promotor bölgesi DNA dizi analizi için kullanılan primerler; 

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

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

FVII geni Promotor bölgesi SSCP için kullanılan primerler; 

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

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

PCR elementleri yukarda belirtilen oranlarda kullanılmış, son hacim 50 µl olacak şekilde 

hesaplanmıştır. 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu sıcaklık şartları; 

Kapak sıcaklığı 105°С ayarlanmıştır. 95°С 5 dakika, 34 döngü 94°С’de 1 dakikka, 60°С 

1 dakika, 72°С’de 1 dakika, 72°С 7 dakika şeklinde gerçekleştirilmiştir (ThermalCycle, 

Biometra, Almanya). PCR sonrasında DNA dizi analizinde kullanılan primer çifti ile 374 

bç uzunluğunda oligonükleotid ürünler elde edilmiştir. SSCP yönteminde kullanılan 

primerler ile 214 bç uzunluğunda oligonükleotid ürünler elde edilmiştir. PCR ürünleri 

%2’lik agaroz jele Brom Fenol Mavisi (Merck, Almanya) ile birlikte 5µl örnek alınarak 

yüklenmiştir. 
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Dizi 2.1. FVII geni Promotor bölgesi SSCP için kullanılan primerler ile çoğaltılmış 
dizi.Primerler altı çizili olarak gösterilmiştir.  (Enterez Gene ID: 2155) 

 

 

Dizi 2.2.  FVII geni Promotor bölgesi DNA dizi analizi için kullanılan primerler ile 
çoğaltılmış dizi. Primerler altı çizili olarak gösterilmiştir. (Enterez Gene ID: 2155) 

 

3.1.3. Agaroz Jel Elektroforezi 

Bu çalışmada PCR  ürünleri, %2’lik agaroz (Bio Basic Inc, USA) jel’e BBF takip boyası 

ile yüklenerek sonuçlar alınmıştır. Bunun için 2 g agaroz toplam hacim 100 ml olacak 

şekilde TBE 1X (Tris-Borik asit- EDTA) ilave edilir, ve mikrodalga fırında, (Beko MD 

1300, Türkiye) ısıtılarak agarın tampon içinde homojen bir şekilde erimesi sağlanır. 

Jel yapımı için kullanılan TBE 5X tampon solüsyonu hazırlanması için 54 g Tris 

(Amresco, ABD), 27.5 g Borik Asit (AppliChem, Almanya), 20 ml 0.5 M pH:8 EDTA 

(AppliChem, Almanya) distile su ile 1000 ml’ye tamamlanır. Elektronik karıştırıcıda 

(Dathan Scientific, Almanya) homojen berrak bir görünüm alana kadar mıknatıs yardımı 

ile karıştırılır. TBE 1X tampon solüsyonu ise 1:4 oranında sulandırılarak yapılır 
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Birçok solüsyonda reaksiyonları hızlandırmak amacıyla kullanılan EDTA 186.1 g tartılır 

ve üzerine 800 ml distile su eklenerek oluşturulur. pH’ı8 olana kadar NaOH  pelleti 

eklenerek sağlanır. Artı 4°С’de saklanır. 

Homojen şekilde eriyip berrak bir görünüm alan tampon-agar karışımına %5’lik stok 

solüsyonundan 3 µl Etidium Bromid (Sigma, ABD) eklenir. Karıştırılarak tarakları 

yerleştirilmiş jel tabağına (Thermo Midicell, ABD) dökülür.  Agaroz jelin donması için 

yaklaşık yarım saat beklenir. 

Donan jelin tarakları çıkartıldıktan sonra, jel tabağı ile birlikte elektroforez tankına 

(Thermo maxicell, Primo, ABD) yerleştirilir. PCR örneklerinden 5 µl alınarak, 1.5µl Brom 

Fenol Mavisi (BBF, Merck, Almanya) ile homojen hale getirilerek, agaroz jele yüklenir. 

Polimeraz zincir reaksiyonu sırasında amplifikasyonun doğru gerçekleştiğini anlayabilmek 

amacı ile agaroz jele 1.5µl standart boyları belirlenmiş olan markör (ΦX134 DNA HaeIII 

BioLabs, ABD)  yüklenir ve 80 V akımda 20-25 dk yürütülür. UltraViyole (UV) ışık 

(Spectroline, ABD) altında Etidium Bromid ışıma verdiğinden oluşan PCR ürünü bantları 

görünür hale getirilir.  Markör yardımı ile PCR ürününün boyutu belirlenerek primerler ile 

çoğaltılmış bölge kontrol edilir. Sonuçlar UV ışık altında incelenerek fotoğraflanır 

(Olimpus, Camedia, 7.1 mp). 

 

3.1.4. SSCP Jeli için Poliakrilamid Jel Hazırlanması 

Yüzde 8’lik poliakrilamid jelin hazırlanması için %40’lık 49:1 oranında Akrilamid-

Bisakrilamid solüsyonu kullanılmıştır. Bu solüsyon hazırlanırken, 196 g Akrilamid 

(Merck, Almanya), 4 g N,N,Metilen-Bis-Akrilamid (Sigma, Almanya) 200 ml distile suda 

37°С’de karıştırılarak çözdürülür. Bu sırada çözeltinin ışık almaması sağlanır. Đyice berrak 

bir çözelti oluşturulduktan sonra distile su ile 1000 ml’ye tamamlanır ve +4°С’de saklanır. 

Polimerizasyonu sağlamak amacı ile kullanılan Amonyum Per Sülfat (APS, AppliChem, 

Almanya) %10’luk kullanılır. %10’luk APS hazırlanırken 0.3 g APS 3ml distile su 

kullanılır. %10’luk APS her kullanımda yeniden hazırlanmalıdır. 
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Akrilamid monomerlerinin polimerleşme reaksiyonunu katalizleyen TEMED (Tetra Etilen 

Metilen Diamin, Schlarlau, Đspanya) hazır olarak bulunur ve +4°С’de saklanır. 

Elektroforez Aparatının Hazırlanması: 

Kullanılacak 22x21.5, 22.5x21.5 cm boyutundaki biri diğerine göre daha uzun olan camlar 

alkol ile iyice silinir ve üzerinde toz vb. yabancı madde kalmaması sağlanır. Kullanılacak 

uygun spacer ve taraklar da alkol ile temizlenir. Spacerler alkol buharlaştıktan sonra 2 cam 

arasına yerleştirilerek klempler ile sıkıştırılır. Oluşturulan aralık spacerlere göre 1-1.5 cm 

arasında değişim gösterebilir. Akrilamid-Bisakrilamid jel hazırlandıktan sonra 

polimerleşmeden vertikal olarak yerleştirilmiş camlar arasına dökülür ve uygun taraklar 

kullanılarak, taraklar takılır. 20-30 dk sonra polimerleşme gerçekleşir. Taraklar 

bulundukları yerden, ıslatıldıktan sonra çıkartılır. Oluşturulan kuyucuklar kontrol edilerek, 

kuyu içinde partikül veya jel parçacığı kalmamasına dikkat edilir. Bunun için kuyucuklar 

distile su ile bir enjektör yardımı ile yıkanır. 

%8’lik Poliakrilamid Jelin Hazırlanması: 

Bu çalışmada kullanılan %8’lik jel hazırlanırken %40’lık 49:1 Akrilamid- Bisakrilamid 

solüsyonundan 28 ml, TBE 5X tampon çözeltisinden 28 ml, 600µl, %10’luk APS 

(Schlarlau, Đspanya) ve toplam hacim 70 ml olacak şekilde distile su ilave edilerek 

manyetik karıştırıcıda mıknatıs yardımı ile karıştırılır. Daha sonra 40µL TEMED ilave 

edilerek karıştırılır ve polimerizasyon gerçekleşmeden önce daha önceden hazırlanmış 

elektroforez aparatında vertikal duran 2 cam arasına dökülerek yükleme yapılacak kuyuları 

oluşturmak üzere uygun taraklar yerleştirilir. Jelin polimerleşmesi beklenir. 

Jelin polimerleşmesinden sonra taraklar düzgün bir şekilde çıkartılır. Poliakrilamid jel, 

tanka yerleştirildikten sonra üzerine TBE 1X tampon solüsyonu dökülerek yüklemeye 

hazır hale getirilir. PCR örneklerine spesifikliği artırma amacıyla belli bir oranda denatüre 

edici yükleme boyası eklenir. Yükleme boyası toplam hacminde %95 Formamid 

(Schlarlau, Đspanya), 20 mM EDTA, %0.05 Xyelene Cyanol (Schlarlau, Đspanya), %0.05 

Brom Fenol Mavisi içermektedir. 40 µl PCR ürününe 10µl yükleme boyası ilave edilerek 

karıştırılır. PCR ürünleri 99°С’de 7 dk denatüre edildikten sonra buz içerisine alınır ve 

hızlıca jeldeki kuyucuklara yüklenir. 
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PCR ürünlerinden, daha önceden agaroz jelde vermiş oldukları bant yoğunluğuna göre 6-

15 µl alınarak vertikal halde tanka yerleştirilmiş olan poliakrilamid jele yüklenir. 

Poliakrilamid jel +4°С’de 130 Volt akım eşliğinde 10-12 saat yürütülür. Bantlar gümüş 

boyama tekniği ile boyanarak görünür hale getirilir. 

 

3.1.5. SSCP Jeli için Gümüş Boyama 

Poliakrilamid jel’de bantları görünür hale getirmek için kullanılan gümüş boyama işlemi 

üç aşamadan oluşmaktadır. 

Đlk aşamada, %0.1’lik gümüş nitrat çözeltisi kullanılır. Gümüş nitrat, %1’lik gümüş nitrat 

çözeltisinden seyreltilerek kullanılır. Stok olarak kullanılan %1’lik gümüş nitrat çözeltisi, 5 

g gümüş nitrat (Scharlau, Đspanya) tartılıp 500 ml distile su eklenerek oluşturulur. Bu 

çözelti homojen ve berrak hale gelene kadar manyetik karıştırıcıda mıknatıs yardımı ile 

karıştırılır. Oda sıcaklığında, karanlık bir ortamda, koyu renkli şişede saklanır. Jel 

boyanırken, %0.1’lik gümüş nitrat 3 dk muamele edilir.Bu aşama poliakrilamid jeldeki 

bantların gümüş ile boyanması amacıyla yapılmaktadır. %0.1’lik gümüş nitrat çözelti 4 kez 

kullanılabilir ve karanlık ortamda oda sıcaklığında saklanmalıdır. 

Đkinci aşamada, %1.5’luk sodyum hidroksit (NaOH) çözeltisine 2.4 ml Formaldehit ilave 

edilerek oluşturulan çözelti bantlar görünür hale gelene kadar poliakrilamid jel ile 

muamele edilir. %1.5 NaOH  çözeltisi %15’lik NaOH çözeltisinden seyreltilerek 

oluşturulur. %15’lik NaOH çözeltisi 150 g katı NaOH (Schlarlau, Đspanya)’in distile su ile 

1000 ml’ye tamamlanması ile oluşturulur. Sadece bir kez kullanım içindir. 

Son aşamada reaksiyonu durdurmak amacı ile yapılır. Bu aşamada, %0.75’lik sodyum 

bikarbonat (Na2CO3) çözeltisine Formaldehit eklenerek 3. aşamda kullanılan solüsyon 

hazırlanır. Birden fazla kullanılabilir. %0.75’lik Na2CO3 solüsyonu %7,5’lik Na2CO3 

çözeltisinin 1000 ml’ye tamamlanması ile oluşturulur. 

Son olarak boyanıp bantları görünür hale getirilen poliakrilamid jel kağıt ile kurulandıktan 

sonra, iki asetat kağıdı arasında hava almayacak şekilde, karanlık bir ortamda saklanır. 
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3.1.6. PCR Örneklerinin Temizlenmesi (Pürifikasyon) 

FVII geninde belirlenen bölge SSCP (Single Strand Conformation Polimorphism) primeri 

ile çoğaltılıp, SSCP tekniği ile poliakrilamid jelde farklı bant profili gösteren örnekler 

seçilmiştir. DNA dizi analizi yapmak amacıyla PCR ürünleri PCR pürifikasyon kiti 

(Agencourt, Ampure, Beckman Coulter, ABD) ile fazla primer, dNTP uzaklaştırılır. 

Maksimum 50µl PCR ürünü alınarak pürifikasyon işlemi yapılmıştır. Đşlem pürifikasyon 

kitinin 96 kuyulu özel plaka’inde yapılır. Alınan PCR ürününün 1.8 katı AgenCourt Clean 

solüsyonundan PCR ürününe eklenir ve karışması sağlanır. Plaka 3 dk oda sıcaklığında 

bekletildikten sonra üzerine yerleştirilir. 10dk bekletilir. Süre sonrasında solüsyon içinde 

bulunan mıknatıs özelliğindeki manyetik topların PCR ürünü ile birlikte plaka’e yapıştığı 

gözlenir. Oluşan kahverengi alan dışında kalan kısım mikropipet yardımı ile uzaklaştırılır.   

200 µl %70’lik etanol eklenir, 30 s sonra alkol alınır. Bu işlem iki kere tekrar edilir. Oda 

sıcaklığında manyetik plaka üzerinde alkolün buharlaşması sağlanır. Kuruma sağlandıktan 

sonra 40 µl bidistile su ile sulandırılır. Değişik bant profili veren her bir örnek için bu işlem 

yapılır. %2’lik jelde sonuçlar incelenir. Bant yoğunluğuna göre DNA dizi  analizinde 

kullanılacak PCR  ürünü belirlenir. 

 

3.1.7. DNA Dizi Analizi 

Poliakrilamid jelde farklı bant profili gösteren örneklerin PCR ürünleri pürifikasyon kiti ile 

temizlendikten sonra DNA dizi analizi işlemi için uygun hale getirilmiş olur. DNA dizi 

analizi kapiller sistenli otomatik sekans cihazı (CEQ800XL,Beckman Coulter, ABD)   ile 

0.2 ml‘lik kuyuları bulunan 96 örneklik plaka’de yapılmıştır. Her bir örnek için, 8µl 

premiks (2 µl 10X reaksiyon tamponu, 1 µl dNTP karışımı, 2 µl ddUTP, 2 µl ddGTP, 2 µl 

ddCTP,2 µl ddATP ,1 µL polimeraz enzimi), bant yoğunluğuna göre 1-10 µl miktarda PCR 

ürünü, 20 pmol primer ve en üste mineral yağ konularak dideoksinükleotitler ile rastgele 

sonlanma işlemi “cycle sequence” sağlanmıştır (Sanger, 2004). Bunun için örnekler 

95°С’de ilk denatürasyon, 30 döngü 94°С’de 20 s denatürasyon ve 60°С’de 4 dk’lık uzama 

evresi 96 örneklik Biometra (Almanya) termal cycle cihazında gerçekleştirildi. 

“Cycle sequencing” işlemi bittikten sonra reaksiyon sonlanma işlemi gerçekleştirilmiştir. 

Bunun için her bir kuyucuğun dibine 1.5 M C2H3O2Na, 50mM EDTA, 20mg/ml’lik 
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Glikojen (Beckman Coulter, ABD) eklenerek kuyucuk içindeki reaksiyonun sonlanması 

sağlanır. Örneklerin üzerine 60 µL %95’lik soğuk etanol eklenerek +4°С’de 4000 rpm’de 

30 dk santrifüj (Hettich, Almanya) edilir. Üstteki kısım dökülerek 200 µl %70’lik etanol 

eklenip 15 dk santrifüj edilir. Bu iki kez tekrarlanır. Daha sonra santrifüj 300 rpm’e 

gelecek kadar örneklerin bulunduğu plaka santrifüj edilir. Plaka liyofilizatör (Thermo, 

DNA 120 SpeedVac Concantrator, ABD) içinde yüksek basınç altında kurumaya bırakılır. 

Kuruyan örnekler üzerine    25 µl formamid eklenir. Bu solüsyon DNA ipliklerinin 

birbiriden ayrı tutulmasını sağlar. Her bir kuyucuk mineral yağ ile kapatılır ve DNA dizi 

analizi cihazına yerleştirilir. Mikrokapillerden geçen örnekler, bant sonlanmalarına ve PCR 

ürünü sonundaki ışıma veren dideoksinükleotitlere göre sensör tarafından algılanır. 

Çoğaltılmış bölgedeki her iki DNA ipliğinin dizi analizi, farklı renkteki dalgalar şeklinde 

gösterilip elde edilen sonuçlar CEQ Sequencing Software ile analiz edilmiştir. 

 

3.2.Araştırma Bulguları 

Bu çalışmada FVII geninin promotor bölgesinde 3 farklı polimorfizmi içeren gen bölgesi 

çoğaltılmış ve 3 farklı polimorfizminin (-32310bçins, -401G/T, -402G/A) Türk 

toplumunda koroner arter hastalarında sıklığına bakılmıştır. Bu amaçla SSCP tekniği 

kullanılarak 6 farklı haplotip belirlenmiş ve yeni haplotip araştırılmıştır. 
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3.2.1.Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bulguları 

SSCP yöntemi için çoğaltılmış bölge 214 bç boyutundadır (Şekil 3.2). Bu bölge, belirtilen 

primerler ile çoğaltılarak %2’lik jele 5 µL yüklenerek 80 V’da 15 dk yürütülmüştür. 

 

Şekil 3.2. FVII  geni promotor bölgesi SSCP  yöntemi için kullanılan primerin PCR 
ürünlerinin %2’lik jeldeki görüntüsü. Son örnek markör (ΦX174 DNA Hae III) 
 
 

DNA dizi analizi için çoğaltılmış bölge 314 bç boyutundadır (Şekil 3.3). Bu bölge, 

belirtilen primerler ile çoğaltılarak %2’lik jele 5  µL yüklenerek 80 V’da 15 dk 

yürütülmüştür. 

 

Şekil 3.3.  FVII  geni promotor bölgesi DNA dizi analizi için kullanılan primerin PCR 
ürünlerinin %2’lik jeldeli görüntüsü. Son örnek markör(ΦX174 DNA Hae III) 
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3.2.2.  Tek Đplikçikli Uygunluk Polimorfizmi (Single Strand Conformation 

Polimorphism- SSCP ) Bulguları 

214 bç boyutundaki çoğaltılan bölgede 6 farklı bant profili belirlenmiştir. Bant profilleri 

aşağıda gösterilmiştir (Şekil 3.4, Şekil 3.5). 

 

Şekil 3.4.a. SSCP tekniği sonrasında bant profili 1 ve 2 olarak isimlendirilmiş 
örneklerin poliakrilamid jel görüntüsü, b. bant profili 3 olarak isimlendirilmiş örneğin 
poliakrilamid jel görüntüsü. 

 

 

 

Şekil 3.5.a. SSCP tekniği sonrasında bant profili 4 ve 5 olarak isimlendirilmiş 
örneklerin poliakrilamid jel görüntüsü, b. bant profili 6 olarak isimlendirilmiş örneğin 
poliakrilamid jel görüntüsü. 
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3.2.3. DNA Dizi Analizi Bulguları 

FVII geninde belirlenen bölge SSCP (Single Strand Conformation Polimorphism) primeri 

ile çoğaltılıp, SSCP tekniği ile poliamkrilamid jelde farklı bant profili gösteren örnekler 

seçilerek bu kez daha geniş bir bölgeyi çoğaltan DNA dizi analizi primerleri kullanılarak 

PCR yapılmıştır.PCR ürünlerine DNA dizi analizi yapılmış ve sonuçlar elde edilmiştir. 

DNA dizi analizi sonuçları aşağıda verilmiştir (Şekil 3.6, Şekil 3.7, Şekil 3.8, Şekil 3.9, 

Şekil 3.10, Şekil 3.11) 

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

 

Şekil 3.6. SSCP tekniği sonrasında bant profili I olarak isimlendirilen örneğin  Forward primer 
ile DNA dizi analizi sonrasında elde edilen veriler. 

-402, -401 ve -323 noktalarında majör allel homozigot olarak belirlenmiştir. 

 

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

 

Şekil 3.7.  SSCP tekniği sonrasında bant profili II olarak isimlendirilen örneğin Reverse 
primer ile DNA dizi analizi sonrasında elde edilen veriler. 
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-402 noktasında minör allel homozigot, -401 ve -323 noktalarında majör allel homozigot 
olarak belirlenmiştir. 

 

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

 

Şekil 3.8. SSCP tekniği sonrasında bant profili III olarak isimlendirilen örneğin Forward 
primer ile DNA dizi analizi sonrasında elde edilen veriler. 

-402 noktasında minör allel heterozigot, -401 ve -323 noktalarında majör allel homozigot 
olarak belirlenmiştir. 

 

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

 

Şekil 3.9.  SSCP tekniği sonrasında bant profili IV olarak isimlendirilen örneğin Forward  
primer ile DNA dizi analizi sonrasında elde edilen veriler. 

-402 noktasında majör allel homozigot, -401 ve -323 noktalarında minör allel heterozigot 
olarak belirlenmiştir. 
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Bant Profili V,  -402GA -401GT -323w/10bçins 

 

Şekil 3.10.  SSCP tekniği sonrasında bant profili V olarak isimlendirilen örneğin Forward  
primer ile DNA dizi analizi sonrasında elde edilen veriler. 

- 402, -401 ve -323 noktalarında minör allel heterozigot olarak belirlenmiştir. 

 

Bant Profili VI, -402GG -401TT -32310bç ins/10bçins 

 

Şekil 3.11. SSCP tekniği sonrasında bant profili VI olarak isimlendirilen örneğin Forward 
primer ile DNA dizi analizi sonrasında elde edilen veriler. 

-402 noktasında majör allel homozigot, -401 ve -323 noktalarında minör allel homozigot 

olarak bulunduğu belirlenmiştir 
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3.2.4. Đstatistiksel Sonuçlar 

 Elde edilen veriler sonrasında odds ratio ve Chi kare testleri uygulanarak veriler 

istatistiksel olarak değerlendirilmiştir (Çizelge 3.1, Çizelge 3.2, Çizelge 3.3, Çizelge 3.4). 

Bu veriler aşağıda gösterilmiştir:  

 Çizelge 3.1. Haplotip Analizi 

 

 

 

 

 

Haplotip analizi sonrasında, koroner arter hastaları ile kontrol grubu karşılaştırıldığında p ve odds 

ratio değerleri bakımından anlamlı bir sonuç elde edilememiştir. 

 

Çizelge 3.2. -323 Polimorfizmi için Genotip Dağılımı ve Allel Frekansı 

 

 

 

 

 

 

-323 polimorfizmi için genotip dağılımı ve allel frekansı verileri koroner arter hastaları ile kontrol 

grubu karşılaştırıldığında p ve odds ratio değerleri bakımından anlamlı bir sonuç elde 

edilememiştir. 

 

 

 

Bant Profili Kontrol n (%) Koroner arter hastaları n (%) p OR 

I 43 (42.6) 101 (45.29) - 1 
II 2 (1.98) 3 (1.34) 0.98 0.64 (0.10-3.96) 
III 19 (18.8) 33 (14.79) 0.62 0.74 (0.3-1.44) 
IV 31 (30.69) 73 (32.73) 0.99 1.00 (0.58-1.74) 
V 1 (0.99) 6 (2.69) 0.65 2.55 (0.29-21.86) 
VI 5 (4.45) 8 (3.58) 0.74 0.68 (0.21-2.20) 

-32310bçins Kontrol  n 
(%) 

Koroner arter 
hastaları  n (%) 

p OR 

w/w 64   (63.36) 137  (61.16) - 1 
10bçins/w 32  (31.68) 79  (35.26) 0.58 1.15 

0.69-1.91 
10bçins/10bçins 5  (4.95) 8  (3.57) 0.84 0.74 

0.23-2.37 
w 160 (79.21) 353 (78.79) - 1 
10bçins 42 (20.79) 95 (21.20) 0.90 1.02 

0.68-1.54 
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Çizelge 3.3.-401 Polimorfizmi için Genotip Dağılımı ve Allel Frekansı 

-401G/T  Kontrol n 
(%) 

Koroner arter 
hastaları n (%) 

p          OR 

GG 64    
(63.36) 

137  (61.2) - 1 

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

TT 5  (4.9) 8  (3.5) 0.84 0.74          
(0.23-2.37) 

G 160 (79.2) 353 (78.8) - 1 
T 42 (20.8) 95 (21.2) 0.90 1.02           

(0.68-1.54) 

-401 polimorfizmi için genotip dağılımı ve allel frekansı verileri koroner arter hastaları ile kontrol 

grubu karşılaştırıldığında p ve odds ratio değerleri bakımından anlamlı bir sonuç elde 

edilememiştir. 

 

 

Çizelge 3. 4. -402 Polimorfizmi için Genotip Dağılımı ve Allel Frekansı 

- 402G/A Kontrol n  
(%) 

  Koroner arter 
hastaları   n     

(%) 

p OR 

GG 79   (78.2) 182  (81.2) - 1 
GA 20  (19.8) 39  (17.4) 0.59 0.84         

(0.46-1.54) 
AA 2  (1.9) 3  (1.3) 0.98 0.65        

(1.10-3.97) 
G 178 (88.1) 403 (89.9) - 1 
A 24 (11.9) 45 (10.0) 0.51 0.82        

(0.49-1.40) 

 

-402 polimorfizmi için genotip dağılımı ve allel frekansı verileri koroner arter hastaları ile kontrol 

grubu karşılaştırıldığında p ve odds ratio değerleri bakımından anlamlı bir sonuç elde 

edilememiştir. 
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4. TARTIŞMA VE SONUÇLAR 

FVII 5’promotor gen bölgesinde cis elementlerin, genin ifadelenmesinde etkili olabileceği 

yapılan çalışmalarda gösterilmiştir. Bu polimorfizmlerden -323, -401, -402 

lokalizasyonlarındaki polimorfizmlerin kişide Faktör VII ifadelenmesini azaltıcı ve artırıcı 

yönde etkili olabileceğini düşündüren çalışmalar yapılmıştır.  

Faktör VII ifadelenmesinin fazla olması kalp krizinden ölüm riskini artırdığı belirlenmiştir 

(Meade vd 1986, Heinrich vd  1994, Redondo vd 1999, Girelli vd 2000) Genetik 

çalışmalara göre FVII promotor bölgede bulunan polimorfizmlerin sağlıklı erişkinlerde 

ifadelenmenin değişmesinde %40 etkili olduğu belirlenmiştir (Marchetti vd 1993, Bernard 

vd 1996, Humphries vd 1996, Pollak vd 1996, Hooft vd 1999).  

Bu polimorfizmler arasında bağlantı bulunması ve epistatik etkileşimlerin olması 

etkilerinin açıklığa kavuşturulmasına engel olmuştur (Bernardi vd 1996, Pollak vd 1996, 

Hooft vd 1999, Di Castelnuovo vd 2000, Girelli vd 2000, Kudaravallı vd 2002).  

-401G/T değişiminin ve -323w/ins10bç polimorfizmleri ile bağlı olduğu ve birlikte 

kalıtıldığı daha önce yapılan çalışmalarda da gösterilmiştir (Hooft  1999, Lievers 1999, 

Ghiu 2004, Bernardi vd 1996, Humpries vd 1996, Girelli). -323ins 10bç allelinin FVII 

ifadelenmesini azaltıcı yönde etkilediğinden tromboz oluşturma ve koroner arter 

hastalıklarına yakalanma riskinin azaldığı bazı çalışmalarda gösterilmiştir (Sacchi vd 1996, 

Di Castelnuova vd 2000, Peyvandi vd 2000, Pegorarovd vd 2005). Danimarka’da yapılan 

bir çalışmaya göre -323ins allelini taşıyan bireylerin ateroskleroz, iskemik kalp 

hastalıklarına yakalanma riskinin arttığı gösterilmiştir (Doggen vd 1998, Lievers vd 1999). 

Đsviçre’de yapılan bir çalışmada Karotid stenozunda -402A alleli daha yüksek sıklıkta 

bulunmuştur. Farklı çalışmalara göre ise bu polimorfizmlerin FVII  ifadelenmesinin 

değişiminde, kardiyovasküler hastalıklara karşı korunmasında etkili olmadığı yönündedir 

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

-402G/A değişiminin, diğer iki polimorfizmden farklı olarak kalıtıldığı ve FVII  

ifadelenmesini artırıcı yönde  etkilediği gösterilmiştir (Hooft vd 1999, Campo vd 2006).     

-402A alellelinin FVII ifadelenmesini artırıcı etki yaparak tromboz oluşumu ve 
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kardiyovasküler hastalıklara yakalanma riskini artırıcı olabileceği yapılan çalışmalarda 

gösterilmiştir. Ancak bu polimorfizmin hastalığa yatkınlık oluşturmada etkili olmadığını 

gösteren çalışmalar da bulunmaktadır. Đtalya’da -402A allelinin koroner arter hastalarında 

daha sık bulunduğu MI riskini artırdığı belirlenmiştir (Martinelli vd 2008). 

Bu üç polimorfizminin koroner arter hastalıklarına karşı koruyucu olduğu veya risk 

oluşturabileceği yönünde birbiri ile çakışan çalışmalar bulunmaktadır. Hücre kültürü 

çalışmalarında, bu üç polimorfizmden -323ins allelinin diğer minör allelere göre daha 

baskın olduğu ve FVII ifadelenmesini azalttığı gösterilmiştir (Sabater vd 2007). -402A 

allelinin FVII  ifadelenmesini önemli derecede artırdığı Sabater vd (2007) göre 

belirlenmiştir.  

Bu üç polimorfizm sıklığının etnik kökene göre değişebilmekte, farklı haplotipler 

bulunabilmektedir.-323ins allelinin Hintli yeni doğanda allel frekansı 0.23, Çinlilerde 0.03, 

Malezyalılarda 0.06 olarak bulunmuştur (Quek vd 2006). Kuzey Avrupa’da 0.117 

(Humphries vd 1996), Güney Avrupa’da ise 0.247 (Bernardi vd 1996) gibi farklı rakamlar 

elde edilmiştir. Bu çalışmalarda koroner arter hastalığı ile ilişkili olarak bulunmamıştır. 

Norveçliler ile yapılan bir çalışmada ise -401T allelinin frekansı 0.12, -402A allelinin 

frekansı ise 0.29 olarak belirlenmiştir (Lindman vd 2005).  

Çalışmamızda, FVII promotor bölgesindeki üç polimorfizm Türk toplumunda, koroner 

arter hastalarında ve sağlıklı bireylerde araştırılarak haplotiplendirme yapılmıştır. Buna 

göre, Türk toplumunda bu üç polimorfizm bakımında 6 farklı haplotip belirlenmiştir. 

Bunlardan haplotip V, tüm polimorfizmler bakımında heterozigot kalıtılmakta ve ilk kez 

belirlenmiştir. -323w/ins10bç, -401G/T,  -402G/A polimorfizmleri koroner arter hastaları 

ve sağlıklı bireyler ile kıyaslandığında anlamlı bir sonuç elde edilememiştir. Üç 

polimorfizminin koroner arter hastalığı oluşumunda risk getirmediği belirlenmiştir.              

-323ins10bç, -401T, -402A minör allel frekansı bakımından sağlıklı ve koroner arter 

hastalarında fark gözlenmemiştir.  

Çalışmamızda elde edilen verilere göre, -323ins10bç  allel frekansının Güney Avrupa 

(Bernardi vd 1996), Đtalyan (Hahn vd 2004), Etiyopya (Hahn vd 2004) ve Hint 

populasyonu ile benzerlik gösterdiği belirlenmiştir (Quek vd 2006).-402A allel frekansının 

Etiyopya ve Đtalyan populasyonu ile benzer olduğu, -401G allelinin Etiyopya Hint ve 
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Đtalyan populasyonu ile benzer olduğu gözlenmiştir (Hahn vd 2004).  Đtalyan (Campo vd 

2006, Martinelli 2008) populasyonunda -323 ve -402 genotip frekansı ile Türk 

populasyonu genotip frekansı verilerinin yakın değerler olduğu belirlenmiştir (Çizelge 

3.5). 

Çizelge 3.5. Diğer Populasyonlardaki Genotip Dağılımı ve Allel Frekansı 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sonuç olarak -402, -401, -323 noktalarındaki FVII geni promotor bölge polimorfizmlerinin 

koroner arter hastaları ve kontrol bireyler ile karşılaştırıldığında anlamlı bir sonuç elde 

edilememiştir. Bu polimorfizmlerin sıklıkları ilk kez Türk toplumunda belirlenmiş ve bu 

bakımdan bazı toplumlara benzerlik gösterdiği ortaya çıkarılmıştır. Yine bu çalışmada üç 

polimorfizim bakımından yeni bir haplotip belirlenmiştir. Aynı zamanda sonuçların 

farmakogenetik çalışmalarda değerlendirilebileceği düşünülmektedir. Yapılan çalışma, hasta 

sayısı artırılıp FVII gen ifadelenme düzeyleri ile karşılaştırılarak geliştirilebilir ve daha anlamlı 

sonuçlar elde edilebilir. 

 

 

 

 Đtalya 

(Campo 

vd 

2006) 

Đtalya 

(Hahn 

vd 2004) 

Đtalya 

(Martinelli 

vd 2008) 

Etiyopya 

(Hahn vd 

2004) 

Hindista

n (Hahn 

vd 2004) 

-323 w/w %66 - %63.7 - - 

-32310bçins/w %31 - %31.3 - - 

-32310bçins/32310bçins %3 - %5 - - 

-323 w - %76 - %75 %79 

-401GG - - - - - 

-401GT - - - - - 

-401TT - - - - - 

-401G - %75 - %74 %70 

-402GG %65 - %73.1 - - 

-402GA %32 - %23.1 - - 

-402AA %3 - %3.8 - - 

-402A  %14 - %10 - 
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