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OZET

DNA polimorfizminin en yaygin tiirii olan tek niikleotid polimorfizimleri (SNP)
yaygin hastaliklarin genetik temellerini olusturabilmekte ve bireyleri hastaliklara daha
yatkin hale getirebilmektedir. SNP’lerin sebep oldugu allel varyantlarinin tespiti
genetik tanida Onemli bir arag olan SNP genotiplemesi yontemi ile
gerceklestirilebilmektedir. Bu sayede, hastaliklara yonelik genetik risklerin
tanimlanmas1 miimkiin olmaktadir. Uygulanan genetik testler, hastalifa genetik
yatkinlig1 olan kisilerin tanimlanmasi, hastaliklarin yonetimi ve Onlenmesi igin
klinisyenlere hasta i¢in en uygun tedavi ve destegi se¢mede rehberlik eder. SNP’leri
hedefleyen genotipleme panelleri, kardiyovaskiiler hastaliklarin da dahil oldugu,
yaygin hastaliklara yatkinlig1 aragtirmak icin kullanilan gii¢lii araglardir.

Bu calismada amag, kardiyovaskiiler hastaliklara genetik yatkinligin teshisi igin
faydali ve 0Ozgin bir SNP genotipleme kiti gelistirmektir. Giiniimiizde,
kardiyovaskiiler hastaliklarla baglantili oldugu bilinen, klinik agidan anlamli 23 SNP
bu tez kapsaminda gelistirilen tani paneli igerigine dahil edilmistir. Bu yonteme dayali
olarak, yapilan tez calismasinda kapiler elektroforez cihazinda g¢alismaya uygun,
fragman analizi yontemine dayali, kullanimi hizli ve kolay bir teshis Kkiti
gelistirilmesine odaklanilmistir. Mevcut tez calismasinda Degisken Fragman
Uzunlugu Allel Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu (VFLASP) ve Amplifikasyona
Direncli Mutasyon Sistemi (ARMS) yontemleri, allelik varyasyonlari tespit etmek igin
giivenilir yontemler olarak secilmistir. Her iki teknigin etkinligini artirmak i¢in yeni
ve 0zgiin bir strateji gelistirilerek VFLASP-ARMS adi ile sunulmustur.

(Calismada elde edilen sonuglar, bu tez kapsaminda yenilik¢i bir yontem olarak sunulan
VFLASP-ARMS yo6nteminin SNP genotipleme analizlerine dahil edilebilecek etkin ve
verimli bir tasarim metodolojisi ortaya ¢ikardigini gostermistir.

Tasarlanan bu kitin uzun vadede ticari faaliyetler ile ulusal ve uluslararasi profesyonel
kullanicilara ulastirilmast  ve Tirkiye’de yerli iiretime katkida bulunmasi
hedeflenmistir.

Anahtar Kelimeler: SNP Genotipleme, Kardiyovaskiiler Hastalik, Genetik Tan1
Kiti, Fragman Analizi, VFLASP-ARMS



ABSTRACT

The most common type of DNA polymorphism, single nucleotide polymorphisms
(SNPs), can form the genetic basis of common diseases and make individuals more
susceptible to these diseases. The detection of allele variants caused by SNPs can be
performed using SNP genotyping, an important tool in genetic diagnosis. Through this
method, it is possible to identify genetic risks for diseases. The applied genetic tests
guide clinicians in selecting the most appropriate treatment and support for patients,
aiding in the identification of individuals genetically predisposed to diseases, and in
the management and prevention of these diseases. Genotyping panels targeting SNPs
are powerful tools used to investigate susceptibility to common diseases, including
cardiovascular diseases.

The aim of this study is to develop a useful and specific SNP genotyping kit for
diagnosing genetic susceptibility to cardiovascular diseases. Currently, the diagnostic
panel developed within the scope of this thesis includes 23 clinically significant SNPs
known to be associated with cardiovascular diseases. Based on this method, the thesis
focused on developing a diagnostic kit suitable for use with a capillary electrophoresis
device, based on the fragment analysis method, and designed for quick and easy use.
In this thesis study, the Variable Fragment Length Allele Specific Polymerase Chain
Reaction (VFLASP) and Amplification Refractory Mutation System (ARMS)
methods were selected as reliable techniques for detecting allelic variations. A new
and original strategy was developed to enhance the efficiency of both techniques,
presented under the name VFLASP-ARMS.

The results obtained in the study demonstrated that the VFLASP-ARMS method,
presented as an innovative approach within the scope of this thesis, revealed an
effective and efficient design methodology that can be incorporated into SNP
genotyping analyses. It is aimed that this kit, designed for long-term commercial
activities, will reach national and international professional users and contribute to
domestic production in Turkey.

Keywords: SNP Genotyping, Cardiovascular Disease, Genetic Diagnosis Kit,

Fragment Analysis, VFLASP-ARMS
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1. GIRIS

Epidemiyolojik c¢aligmalar, insan sagliginin genetiginin arastirilmast icin belirli
hastaliklarla iligkili genetik varyantlarin belirlenmesi ve tanimlanmasinda anahtar rol
oynamaktadir. Bununla birlikte, cogu hastaligin ¢cok faktorlii dogasi nedeniyle yalnizca
ilgili genleri belirleyerek hastalik durumunu tayin etmek olduk¢a zordur. Artmis risk
tagstyan bir genetik mutasyon mevcut olsa bile, hastalik cesitli cevresel
maruziyetlerden, aligkanliklardan ve diger genlerden etkilenebilir ve etiyolojik
faktorler arasinda etkilesim meydana gelebilir. Tiim bunlarin yaninda, genetik
yatkinlik testleri, bir klinik sorunun dogrudan arastirilmasina veya yonetilmesine
onemli derecede yardimci olmakta, belirli miidahaleler i¢in hasta adaylarim
belirleyebilmekte, tan1 veya prognostik bilgiler saglayabilmektedir. Genetik testler,
ilgili hastaliga genetik yatkinlig1r olan kisilerin belirlenmesi yoluyla hastaliklarin
yonetilebilmesi ve advers ilag reaksiyonlarinin onlenmesi i¢in Onemli firsatlar
saglamaktadir. Son yirmi yilda, artan genetik bilginin bir sonucu olarak klinisyenlere
giderek artan sayida genetik test panelleri sunulmaktadir [Burke et al., 2002]. Bu
testler, klinisyenlere hasta i¢in en uygun tedaviyi ve destegi se¢cmede rehberlik

ederken, iyi gbzetim ve erken miidahale hastanin hayatini1 kurtarabilmektedir.

1.1. Literatiir Ozeti
1.1.1. Mendel Genetigi

Genetik bilimi, 19. yiizyilda Gregor Mendel tarafindan yapilan titiz c¢aligmalarla
dogmustur. Mendel, nesiller boyunca goriilebilen 6zelliklerin kalitimint agiklayan ti¢
yasa Onermigstir. Mendel’in yasalar1 1) Baskinlik ve Tekdiizelik Yasasi, 2) Ayrisma

Yasasi, 3) Bagimsiz Cesitlilik Yasasidir.

Baskinlik ve Tekdiizelik Yasasi, aynt kromozomal lokusta veya konumda bulunan
belirli bir genin varyantlar1 olan bazi allellerin, genin diger allelleri iizerinde baskin
oldugunu belirtir. Organizmada baskin allelin etkisi ve fenotipi goriliir

[Panoutsopoulou and Wheeler, 2018].



Ayrigma Yasasi, gametogenez sirasinda her gen i¢in iki allelin birbirinden ayrildigin,
boylece ebeveynin yavrusuna yalnizca tek bir allel gegirebilecegini agiklar. Bu nedenle

yavru her zaman her bir ebeveyninden yalnizca bir allel alabilir [Gayon, 2016].

Bagimsiz Cesitlilik Yasasi, farkli genlerin allellerinin gametogenez sirasinda
birbirinden bagimsiz olarak ayrildigini ve bir sonraki nesilde birbirinden bagimsiz

olarak dagitildigini belirtir [Gayon, 2016].

1.1.2. Mendel Bozukluklar: ve Genetik Hastaliklarin
Siiflandirilmasi

Genel olarak, DNA niikleotid dizileri, yavrulara aktarim sirasinda stabil kalmaktadir.
Bununla birlikte, DNA replikasyonu esnasindaki nadir hata orani nedeniyle, ara sira
baz degisiklikleri meydana gelir. Bunlara dizi varyantlar1 veya polimorfizmler veya
mutasyonlar denir. Mutasyonlar, DNA’da olusan kararli, kalitsal degisiklikleri temsil
eder. Somatik hiicrelerde olugmasi durumunda mutasyonlar kalitsal degilken, germ
hiicrelerinde olusmas1 durumunda kalitsaldir. Mutasyonlar, kromozomun bir kisminin
silinmesi veya yer degistirmesi (kromozomal anormallikler) gibi degisikligini veya
DNA dizisinde tek niikleotid degisikligini i¢erebilir. Mutasyonlar, ii¢ genis kategoride
siniflandirilir: (1) kromozomal anormallikler, (2) tek gen veya monogenik bozukluklar
ve (3) poligenik bozukluklar. Mendel yasalari, insan patolojileri i¢cinde tek gen veya
monogenik bozukluklar seklinde ortaya ¢ikar [Marian et al., 2011]. Bir genin DNA
dizisindeki hatalardan kaynaklanan tek gen bozukluklari, otozomal baskin, otozomal
cekinik, X’e bagh c¢ekinik, X’e bagli baskin ve mitokondriyal bozukluklardir
[Mahdieh and Bahareh, 2013].

Cogu insan hastaligi, aym fenotip ile iliskili farkli genlerde meydana gelen
mutasyonlardan kaynakli genetik heterojenite sergiler. Heterojenlik, bir gendeki (allel
heterojenligi) veya iki veya daha fazla gendeki (lokus heterojenligi) coklu
mutasyonlardan kaynaklanabilir. Herhangi bir aile i¢inde, etkilenen tiim tiyelerde bir
nedensel gen ve mutasyon vardir. Nadiren, belirli bir ailede ayn1 hastalik i¢in aktarilan
iki farkli nedensel mutasyona veya gene rastlanir. Bu duruma en iyi 6rnek ailesel
hipertrofik kardiyomiyopatidir. Bu hastalik, her birinde ¢oklu mutasyonlar (allelik
heterojenlik) bulunan farkli genler (lokus heterojenitesi) igerir. Genlerdeki
mutasyonlar, zararl etkilerini, fonksiyonel sonuglar1 olan proteinin yapisal degisikligi

yoluyla gosterirler [Marian et al., 2011].



1.1.2.1 Tek Gen Bozukluklari

Tek gen bozuklugu, tek bir gendeki bir mutasyonun neden oldugu kalitsal bir
hastaliktir. Yalnizca tek bir niikleotidi igeren mutasyonlar, nokta mutasyonlar1 olarak
bilinir ve tiim tek gen bozukluklarinin %70’ inden daha fazlasindan sorumludurlar.
Kardiyovaskiiler bozukluklarin sadece kiigiikk bir kismi tek gen bozuklugundan
kaynaklanir (monojenik). Ailelerde meydana gelen tek gen bozukluklari, Mendel

kalitim kaliplari ile karakterize edilir (Sekil 1.1) [Marian et al., 2011].

Otozomal resesif kalitim Otozomal dominant kalitim
| g o€ | =4
1 a | - e I el m
i [ ] o JC FL l [+] [=} | n

X'e bagh kalitim Mitokondriyal kalitim
| .- 1 _—
" ~ e I ° - o
m = ' ' ‘ ‘ o m m C ) 4 ® |

Tasyicl Normal me Hasta

Sekil 1.1: Soyagaci dizisi, otozomal baskin, otozomal resesif, X’e bagh ve
mitokondriyal kalitim i¢in olagan kalittm modellerini &zetlemektedir.
Kareler erkekleri, daireler kadinlar1 temsil etmektedir [Marian et al.,
2011°den alinti].

e (Otozomal Baskin Kalitim

Baskin bozukluklar, heterozigot bireylerde fenotipi gosteren bozukluklardir. Erkekler
ve disiler esit olarak etkilenir. Monogenik hastaliklarin ¢ogu, otozomal baskin bir
kalitim sekli sergiler. Sekil 1.1°de otozomal baskin kalitimin karakteristik 6zellikleri

gosterilmektedir [Marian et al., 2011].

Mendel’in Baskinlik ve Tekdiizelik Yasasi’na gore, bir bireyin hastaliktan etkilenmesi
veya fenotipinde gostermesi icin hastalik geninde yalnizca bir baskin allel gereklidir.

Ebeveynlerden biri heterozigot olarak otozomal baskin (Aa) bir hastalia sahipken
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diger ebeveyn homozigot (aa) ise yavrularin %50’si bir baskin allel sahip olacak
(heterozigot (Aa)) ve hastaliktan etkilenecek, diger %50’si ise ¢ekinik allellere sahip
olacak (homozigot (aa)) ve hastaliktan etkilenmeyecektir. Bahsi gecen otozomal
baskin kalitim bozuklugu, bireyde hastalig1 olusturan gen icin en az bir baskin allel
sahip oldugunda ortaya ¢ikmaktadir. Her iki ebeveyn de heterozigot olarak otozomal
baskin (Aa) bir hastaliga sahipken, yavrularin %75’i dominant allelin kalitim1 ile
hastaliktan etkilenme sansina sahiptir. Ebeveynlerden biri homozigot olarak otozomal
baskin (AA) bir hastalifa sahip ise yavrularin tiimii baskin allelin kalitim1 yoluyla
hastaliktan etkilenme sansina sahip olmaktadir [Lewis and Simpson, 2020]. Otozomal
baskin hastaliklarin erken teshisi, morbidite ve mortaliteyi azaltmak i¢in esastir. Ancak
dogru teshis, yeterli aile Oykiisiine ve kapsamli genetik testlere dayanmaktadir

[Bernhardt et al., 2011].
e Otozomal Cekinik Kalitim

Otozomal c¢ekinik fenotipler, hastaliktan sorumlu lokusta iki mutant allel (yani
homozigot) tasidiginda klinik olarak belirgin hale gelmektedir (Sekil 1.1). Hastaliga
neden olan gen, 22 otozomdan birinde bulunur. Boylece hem erkekler hem de kadinlar
esit olarak etkilenir. Klinik verilere gore hastalik baslangic1 genellikle yagsamin erken
donemlerinde ortaya ¢ikar. Resesif bozukluklar ¢ocukluk yaslarinda baskin

hastaliklardan daha sik teshis edilebilmektedir [Marian et al., 2011].
e X’e Bagl Kalitim

X’e bagli kalitsal bozukluklara, X kromozomunda bulunan genlerdeki kusurlar neden
olur. iki X kromozomuna sahip olduklari igin disiler mutant alleli ya heterozigot ya da
homozigot tasiyabilirler. Bu nedenle mutasyondaki 6zellik, baskin veya ¢ekinik ifade
gosterebilir. Erkeklerde ise anormal geni maternal kalitildiginda sendromu gostermesi
beklenir. Bu nedenle, X’e bagl baskin ve X’e bagli ¢ekinik terimleri yalnizca genin
disilerdeki ifadesi i¢in gecerlidir. X’e bagli bozukluklarda erkekten erkege bulagma
gerceklesmezken, erkekten tiim kiz ¢ocuklarina geger. Mutasyon majdr bir proteini
iceriyorsa, mutasyonun etkisi baskin olabilir ve disiler klinik fenotip sergileyebilir.
Sekil 1.1, X e baglh kalitimin karakteristik 6zelliklerini sematize etmektedir [Marian

et al., 2011].



e Mitokondriyal Kalitim

Bir embriyodaki tiim mitokondriyal DNA, oositin sitoplazmasinda mevcut olan
mitokondrilerden tiiretilir. Spermatositler, zigota ya ¢ok az mitokondri katkisinda
bulunur ya da hi¢ katkida bulunmazlar. Bu nedenle mitokondriyal DNA
mutasyonlariin neden oldugu fenotipler yalnizca anneden kalitimi gosterir (Sekil
1.1). Mitokondriyal kalitilan bir DNA mutasyonu, kodlanmis proteinin karsilik gelen
amino asitlerinde bir degisiklige yol acabilir ve zararli etkilerini fonksiyonel
degisiklikler yoluyla ortaya cikarabilir. Proteinin kritik bir alaninda yer alan bir amino
asitte bile bir degisiklik ya islev kazanci mutasyonu ya da klinik fenotipte eslik eden

fonksiyon kayb1 mutasyonu olarak karsimiza ¢ikar [Marian et al., 2011].

1.1.3. Genetik Bozukluklarin Esaslari

Bir genin her iki allelindeki mutasyonlar, kusurun otozomal ¢ekinik bir bozuklukta
ortaya ¢ikmasina neden olmak i¢in gereklidir. Bu durum fonksiyon kaybina yol agar

[Mahdieh and Bahareh, 2013].

Mendel’in ikinci yasasina gore, ayr1 kromozomlar iizerinde bulunan iki allelin her biri
bagimsiz olarak ayrilir ve degismeden yavrulara aktarilir. Boylece annenin allelini
babaninkine kars1 kalitim yoluyla alma sans1 %50’dir. Mendel’in ii¢iincii yasasi, ayni
kromozom iizerindeki genlerin, kromozom segmentleri arasinda capraz gecis siireci
yoluyla kendilerini bagimsiz olarak 6ne siirdiiklerini belirtir. Iki lokus arasindaki
mesafe ne kadar biiyiikse, genetik aktarim sirasinda ayrilma olasiliklart o kadar
fazladir. 22 otozomal ¢iftin herhangi birinde veya iki cinsiyet kromozomunda bulunan
mutant genler, sirasiyla otozomal (baskin veya cekinik) veya X’e bagli olarak
siniflandirilan kalitsal fenotipler iiretebilir [Marian et al.,, 2011]. X’e bagli bir
bozuklukta, mutasyona ugramis gen, X kromozomunda bulunur. Resesif bir mutasyon
hastalifa yol agabilir. Bu duruma neden olmak i¢in X kromozomundaki genin
mutasyona ugramasi gerekir; bu nedenle, genellikle erkekleri etkilerken, X’e bagh

cekinik bir bozukluk kadinlar tarafindan tasinir [Mahdieh and Bahareh, 2013].

Baskin kalitim ve ¢ekinik kalitim terimleri fenotipin 6zelliklerini ifade eder. Baskin
kalitim, mutant allelin bir kopyasina ve normal allelin bir kopyasina sahip olan bir

kisinin mutant allel ile iligkili fenotipi gelistirdigi anlamina gelir. Cekinik 6zellikler



ise bir fenotip tiretmek i¢in her iki allelin de mutant olmasini gerektirir [Marian et al.,

2011].

Bazi genetik kosullar, yukarida bahsedilen kalitim modellerinin higbirini izlemez. Bu
sebeple Mendel olmayan veya geleneksel olmayan kalitim modeline sahiplerdir

[Mahdieh and Bahareh, 2013].

1.1.4. Kardiyovaskiiler Hastaliklarin Monogenik Formlar:

Cok faktorlii ve karmasik yapisit nedeniyle kardiyovaskiiler hastaliklarin ¢ogunlugu,
major bir etkiye sahip olan bir genin sorumlu oldugu Mendel kalitimina uymaz. Ancak
yalnizca bazi nadir durumlarda (<%0,1) Mendel monogenik kalitim eksikligi var
olmakla beraber, otozomal baskin veya otozomal resesif Mendel segregasyon paterni
alinda KVH fenotipini indiiklemek i¢in yeterli olan tek gen mutasyonlar
tanimlanmistir. Bu ilgili gen otozomal resesif kalitiliyorken bireyde risk alleli her iki

kopyasiyla homozigot ise hastaliktan etkilenecegi anlamina gelir.

KVH’lere neden olan ve risk faktorlerini etkileyen Mendel tek gen bozukluklar
bugiine kadar KVH biyolojik yollarma iliskin énemli bilgiler saglamigtir. LDLR
geninde hastaliga neden olan 600’den fazla mutasyonun tanimlandigi ailesel
hiperkolesterolemi tek gen bozukluguna verilebilecek en iyi 6rnektir [Marian et al.,

2011].

1.1.5. Kardiyovaskiiler Hastaliklarin Mendel Poligenik Formlari

Koroner arter hastaligit (KAH) ve sistemik arteriyel hipertansiyon gibi poligenik
bozukluklar, genetik ve ¢evresel faktorlerin rastgele etkilesimlerinden kaynaklanir. Bu
durumda, tek bir varyantin varlig1 bir hastalia neden olmak igin yeterli degilken,

yoklugu da hastaligin gelismesini engellemez.

Ateroskleroz, hipertansiyon ve periferik arter hastaligt dahil olmak {iizere
kardiyovaskiiler hastaliklarin ¢ogu poligenik bozukluklardan kaynaklanir. Karmagsik
hastaliklarla iliskili genetik varyantlar, tipik olarak tek niikleotid polimorfizmleri
(SNP’ler) olarak da adlandirilan tek niikleotid varyantlaridir. Her genom yaklagik 4
milyon tek niikleotid varyanti icerir. Bu varyantlarin biiyiik cogunlugu ihmal edilebilir
biyolojik etkilere sahip olduklarindan klinik olarak énemsizdir. Ancak bazilar1 yaygin

karmagik hastaliklarin patogenezine katkida bulunup fonksiyonel etkiye sahiptirler
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[Marian et al., 2011]. Bir hastaliktan etkilenen bireylerin olusturdugu populasyonda,
bir risk alleli veya genotipinin sikliginin artmis olmasi, ilgilenilen varyantin belirli bir
hastalik riskini arttirdig1 sonucuna varilmasima yol gosterebilir [Fiatal and Adany

2018].

1.1.6. Genetik Polimorfizm

Bir topluluktaki bireyler, DNA dizilerinde %99,9’a kadar benzerlik gosterebilirken,
genetik varyasyonlar popiilasyon yapisit ve islevi lizerinde biiyiik bir etkiye sahip
olabilirler [Shastry, 2002]. Genetik polimorfizm, bir polimorfizm i¢in tipik olan gen
dizileri, kromozom yapis1 veya bir fenotip bakimindan en az iki varyantin varligidir
[Daly, 2010]. Insan genomunun nispeten biiyiilk boyutundan dolayr polimorfik
DNA ’ya rastlama olasilig1 oldukca yiiksektir. Genetik ¢esitlilik, tek baz ¢ifti degisimi,
birgok baz ¢ifti degisimi, transpozonlar (Alu tekrarlar1), yapisal degisiklikler, kopya
sayist degisimleri ve g¢esitli sayilarda tekrarlanan dizilerden (minisatellitler ve
mikrosatellitler) olusan ¢ok ¢esitli varyasyonlari igerir. Polimorfizmler ¢ekirdek veya
mitokondri diizeyinde gerceklesebilir. Polimorfizm ya rekombinasyon ile ya da
tesadiifi stireclerle sonuclanabilen veya radyasyon gibi dis etkenler tarafindan

indiiklenmek suretiyle meydana gelebilir [Buckingham, 2012].

Polimorfizm tiirleri; DNA tekrarlari, serpistirilmis tekrarlar veya tandem tekrarlar
olarak siniflandirilan polimorfik tekrarlayan diziler, yapisal ve kopya sayisi
varyasyonlari, spesifik bir niikleotit dizisinin eklendigi veya silindigi bir DNA
varyasyonu olan ekleme/delesyon polimorfizmleri ve tek niikleotid polimorfizmleri
olarak ayrilabilir. Tek niikleotid polimorfizmleri, insan genomundaki yliksek
yogunluklu dogal dizi varyasyonlaridir [Xu et al., 2009]. SNP’ler en yaygin genomik
degiskenlik tiiriidiir ve genomda neredeyse ortalama 1000 b¢’de 1 meydana gelir
[Shastry, 2002]. Insan genomundaki bolluklari nedeniyle insanlarda en yaygin
goriilen genetik varyasyon tiiriidiir. Genomun bazi bolgeleri SNP’ler agisindan diger
bolgelerden daha zengindir. SNP’ler ¢cogunlukla genomun kodlamayan bolgelerinde
bulunur ve bireyin fenotipi iizerinde ¢ogunlukla dogrudan bilinen bir etkiye sahip
degildir, ancak simdiye kadarki rolleri belirsizdir ve SNP’lerin nerede meydana
geldigine bagl olarak fenotipik diizeyde farkli sonuglar1 olabilir [Ismail 2012]. Tek
niikleotid polimorfizmleri, bolluklar1 ve yiliksek verimli analiz teknolojilerinin

mevcudiyeti nedeniyle, genetik haritalar olusturmak ve hastaliklarla ilgili
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iligkilendirme caligmalarim1 yiiritmek i¢cin 6nemli genetik belirteglerdir [Xu et al.,
2009]. SNP’ler insan genomundaki 6nemli varyasyon kaynaklaridir ve DNA dizileme
teknolojileri ile uygulanabilirlikleri sayesinde insan hastaliklarinin, popiilasyon
genetiginin ve evrimsel ¢alismalarin haritalanmasi i¢in miikemmel genetik belirtecler
olarak hizmet ederler. Bu nedenle, tiim genomu veya belirli ilgi bolgesini kapsayan
ve sistematik bir taramaya izin veren SNP’lerle olusturulmus genotipleme panelleri,
kardiyovaskiiler hastaliklar dahil yaygin hastaliklara duyarlilign arastirmak igin
kullanilan gii¢lii genetik belirte¢ kaynaklaridir [Abbate et al., 2008].

Genetik varyasyonlar islevsel olarak patojenik, olas1 patojenik, dnemi belirsiz, olasi
iyi huylu ve iyi huylu olarak siniflandirilabilir. Genetik varyasyonlarin biiyiik
cogunlugunun 6nemli biyolojik etkileri yoktur. Biiyilik fenotipik etkilere neden olan
genetik varyasyonlar, genellikle Mendel kalittim kaliplar1 sergileyen tek gen
bozukluklarindan sorumludur. Poligenik bozukluklar, her biri kiiciik, ayirt edilemez
etkilere sahip, ancak bir araya geldiklerinde ve ayrica genetik olmayan faktorlerle
etkilestiklerinde, fenotip riskini etkileyen genetik varyasyonlardir. Poligenik
bozukluklarin en 6nemlisi, Diinya ¢apinda genis Olgekte dliimlere sebebiyet verdigi
icin koroner arter hastalifidir. Koroner arter hastaligi dahil tim kardiyovaskiiler
hastaliklara hem genetik hem de ¢evresel faktorler neden olmaktadir. Cevre ile olan
etkilesim fenotipi derinden etkiler. Genetik kardiyovaskiiler durumlar yasa bagh
olarak goriilebilir. Bu nedenle bireyler belirli bir yasa kadar veya c¢evresel kosullar
sebebiyle yasam tarzi faktorleri hastaligin fiziksel belirtilerini hizlandirana kadar
hastaligin belirtilerini gdstermeyebilirler. Bu duruma genellikle hizli somatik biiylime
donemlerinde erken ergenlik doneminde ortaya c¢ikan hipertrofik kardiyomiyopati

ornek verilebilir [Laing et al., 2019].

1.1.7. Kardiyovaskiiler Hastaliklarin Genetik Altyapisi

KVH’lerin 50 yasindan 6nce nadiren goriilen bir hastalik olmasi sebebiyle, fenotip
iizerinde hastalik veya tasiyicilik durumunun iireme basarisi {lizerinde bir etkisi
olmayacagi, dolayistyla iligkili genlerin dogal se¢ilimin baskilarindan etkilenmesinin
olas1 olmadig: diisiiniilmektedir. Bu nedenle, KVH duyarliligin1 etkileyebilecek veya
KVH’lere kars1 koruyabilecek genetik varyantlar gegmiste muhtemelen ndtr bir
sekilde evrimlesmis olacaktir. Bu agidan bakildiginda KVH’lerle iliskili genler genis
bir frekans yelpazesinde goriinebilmektedir [Braund, 2015]. Bu diisiince, yaygin
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karmasik bozukluklara asil katkida bulunanlarin % 1-5’in iizerinde bir siklikta goriilen
ortak genetik varyantlar oldugunu belirten “yaygin hastalik/ortak varyant” hipotezinin
temelidir. Hipoteze gore iliskili genlerin 100.000 y1l boyunca, ata popiilasyonlarinda
cok az secime tabi tutulduklari veya hi¢ secilmedikleri i¢in nispeten istikrarli olduklari
kabul edilmektedir [Lander, 1996]. Bu hipoteze alternatif olarak, ‘“yaygin
hastalik/nadir varyant” hipotezi de ileri siiriilmiistir. Bu hipoteze gore, yaygin
hastaligin ana nedeni olan allelik heterojenite veya ¢oklu lokuslara sahip ¢ok sayida
biiyiik etkili nadir genetik varyant (<%1) vardir. Bunlarin zararli yapilari nedeniyle

nadir olduklar1 kabul edilir [Pritchard, 2001].

Genetik kardiyovaskiiler hastaliklar; kromozomal bozukluklar (dogustan kalp
kusurlari, dogustan kalp hastaligi), tek gen veya monogenik hastaliklar
(kardiyomiyopatiler, kalitsal aort hastaliklar1) ve multigenik/multifaktoriyel
bozukluklar1 (iskemik kalp hastaligi, ateroskleroz, diyabet) icerir. KVH’ler yalnizca
kalbi veya damarlar1 etkileyebilmelerinin yan sira sendrom olarak ¢ok daha kompleks

bir sekilde ortaya ¢ikabilirler [Arbustini et al., 2011].

1.1.8. Kardiyovaskiiler Hastaliklarla ilgili Genlerin Kesfi

Genetik faktorler hemen hemen tiim kardiyovaskiiler hastaliklarda onemli rol
oynamaktadir. Bu faktorler, ateroskleroz ve hipertansiyon gibi yaygin karmagsik
fenotiplere yatkinlik yaratir. Genetik kusurlar, insan dogum kusurlariin en biiyiik
oranini olusturan kalp ve kan damarlarinin malformasyonlarindan sorumludur.

Dogustan kalp hastaliginin tahmini insidansi, tiim canli dogumlarin yaklasik % 1°dir.

Molekiiler genetik g¢aligmalar basta kalp-damar hastaliklar1 olmak tiizere bir¢ok
bozuklugun genetik temeli ve patogenezinin agiklanmasina olanak saglamaktadir.
Kardiyovaskiiler hastaliklarin genetik temelinin kismen agiklanmasi, ¢esitli hastaliklar
icin rutin genetik testlerin yapilmasina olanak saglayarak, dogru bir genetik temelli

teshis ve miidahaleye olanak tanimistir [Marian et al., 2011].

KVH’lerle iliskili genlerin kesfi i¢in iki ana yaklagim olan baglant1 analizi ve genetik
iliskilendirme yontemleri kullanilmistir. KVH’lerin Mendel formlar1 i¢in yapilan
DNA dizilimleri ve baglant1 analizleri iliskili genleri ve mutasyonlar1 basarili bir
sekilde tespit etmistir [Laing et al., 2019]. Lehrman ve ark. (1985), yaptiklar1 bir

calismada homozigot ailesel hiperkolesterolemiye sahip bir hastada LDL reseptor



genini dizilemis ve Mendel yasalarina uygun olan KVH i¢in bir mutasyonda birkag
ekzonu ortadan kaldiran 5 kB’lik bir delesyonu tespit etmistir. Geisterfer-Lowrance ve
ark. (1990), yaptiklar1 bir ¢alismada hipertropik kardiyomyopati ile ilgili bir genin
kromozomal lokasyonunu tespit etmek i¢in baglanti analizi yontemini kullanmigtir.
1980°1i y1illardan beri tek gene bagli olusan KVH’lardan sorumlu genler i¢in ¢ok sayida
kesif yapilmigstir.

Yeni nesil dizileme yontemleri ile KVH’lerin ¢esitli Mendel formlari i¢in iligkili yeni
genleri tanimlamak i¢in tiim ekzom dizileme ve tiim genomm dizileme yontemleri
basaril1 bir sekilde uygulanmistir. Molekiiler biyoloji alanindaki teknolojik avantajlar,
genetik nedensellik hakkinda bilgi saglasa da patojenitenin tahmini ve olusan bir
genetik varyantin klinik sonuglarinin yorumlanmasi bu yontemlerle oldukca zordur.
Bu sebeple klinik fenotipi ve mekanizmay1 karakterize etmek icin en uygun olan
yontem hayvan modellerinden elde edilen in vivo verilerdir. Bu sayede yapilan
fonksiyonel degerlendirmeler ile hastalik patofizyolojisine aday bir varyantin roliinii
aciklamak icin en giiclii ve iyi dogrulanmis strateji uygulanmis olur. Bu yontem
sayesinde genetik varyantlar ile hastalik iligkileri ortaya konmustur [Bournele et al
2016]. Bunun yaninda, hayvan modellerinin insan fenotipini tam olarak tanimlamakta
basarisiz olmasi sebebiyle son yillarda KVH’larla iliskili gen varyantlar1 ve hastalik
iligkisini tespit etmek amaciyla kok hiicreler ve programlanmis hiicreler
kullanilmaktadir [Laing et al 2019]. Ek olarak Zebra baligi, KVH’lerle alakali gen
aragtirmalarinda deneysel model organizma olarak kullanilmaktadir. Kalp gelisimleri
ve kalp hastaliklar ile ilgili arastirmalarda kullanilmak icin ideal organizmalardir.
Zebra balig1 kalp gelisimleri hizli ilerler ve déllenmeden sonraki 48 saat i¢inde iki
odacikli kalpleri olusur. Bu sebeple gen nakavtlariin arastirilmasinda hizli sonug
almak miimkiindiir. Insan ve zebra baliginda kalp hastaliklarina sebep olan genlerin
%84°1 ortaktir. Zebra balig1 kalpleri yasamlari boyunca yenilenme yeteneklerini
koruduklarindan insan kalp yenilenmesini anlamak i¢in dogru bilgiler saglar [Ntusi et

al., 2016].

1.1.8.1 Kardiyovaskiiler Hastaliklarla iliski Genler

e MTHEFR C677T Mutasyonu dbSNP ID: rs1801133 ve A1298C dbSNP ID:
rs1801131
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MTHFR, homosisteinin metionine remetilasyonu i¢in metil gruplari saglayan ve DNA
metilasyonunun siirdiiriilmesi i¢in ortak metil donérii olan, S-adenosil metionin
saglayan folatin dolasimdaki baskin formu olan 5-metil-tetrahidrofolattan sorumludur.
Yani, S5-metiltetrahidrofolat, vitamin B-12’ye bagimli enzim metionin sentaz
tarafindan homosisteinin metionine remetilasyonu i¢in metil dondrii gérevi goriir.
Diisiik hiicre i¢ci homosistein konsantrasyonlari, sisteine transsiilfiirasyon veya

metionine remetilasyon yoluyla korunur.

MTHFR hem kanser hem de kardiyovaskiiler hastalikta rol oynar. Simdiye kadar,
aragtirma gruplar1 plazma total homosistein konsantrasyonlari ile serebral, koroner,
periferik ve vendz tromboz dahil olmak iizere ¢esitli vaskiiler hastaliklar arasinda bir
iliski oldugunu gostermistir. Artan plazma total homosistein konsantrasyonlari, B-12
vitamini, folik asit veya B-6 vitamini eksikliklerinden ve baslica iki enzim olan

MTHEFR ve sistatiyonin b-sentazdaki genetik kusurlardan kaynaklanabilir.

MTHFR geni, kromozomal bdlge 1p36.3 ile eslenmistir. MTHFR geninde meydana
gelebilecek iki varyant (form) mutasyonu vardir; C677T ve A1298C. MTHFR
(metilentetrahidrofolat rediiktaz) geninin 677. niikleotidindeki C>T degisikligi,
MTHFR aktivitesinin azalmasina neden olarak homosistein diizeyinde artisa neden
olabilmektedir. MTHFR’de olusan mutasyon, kardiyoserebrovaskiiler hastaliklar i¢in
onemli risk faktdrlerinden hiperhomosisteinemi ve homosisteiniiri olusumuna neden
olmaktadir [Stern et al., 2000]. Bu durum, noral tiip defektleri, tromboembolizm,

ateroskleroz veya koroner arter hastalifina sebebiyet verebilmektedir.

Homosistein, metabolizmasi iki metabolik yolun (transsiilfiirasyon ve remetilasyon)
kesistigi noktada olan kiikiirt iceren bir amino asittir. Transsiilfiirasyon sirasinda,
enzim sistatiyonin b-sentaz, bir kofaktor olarak vitamin B-6 kullanarak homosistein
ve serinin sistatyonine geri doniisiimsliz bir yogunlagsmasini katalize eder.
Remetilasyonda, homosisteinin metionine donilisimii i¢in metil dondri, 5,10-
metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) enzimi tarafindan 5,10-metilen-
tetrahidrofolatin 5-metil-tetrahidrofolata indirgenmesiyle saglanir [Andreassi et al.,
2003], [D’Angelo & Selhub, 1997], [Bakker and Brandjes, 1997], [Mayer et al.,
1996], [Selhub et al., 1995], [Andreassi et al., 2003].

CC (Alanin/Alanin) homozigot normal, CT (Alanin/Valin) heterozigot ve TT
(Valin/Valin) homozigot mutant genotipler goriilebilmektedir [Ozdemir et al., 2012].
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Cesitli poptilasyonlar iizerinde yapilan baz1 arastirmalar, MTHFR C677T mutasyonu
icin TT homozigotluk ile tromboz riskinin 2-3 kat artmasi, erken ateroskleroz riskinin
artmasi, noral tiip kusurlari ile komplike olan gebelikler dolayisiyla erken evrelerde
tekrarlayan gebelik kayiplar1 ve vendz tromboz arasinda bir iliski oldugunu
gostermistir. T/T genotipi, kardiyovaskiiler hastalik i¢in ortak bir risk faktorii olarak
kabul edilmektedir [Friedman et al.,1999].

MTHFR (metilentetrahidrofolat rediiktaz) geninin 1298. niikleotidindeki A>C
degisikligi, MTHFR aktivitesinin azalmasina neden olarak plazma homosistein
konsantrasyonunda artisa neden olmaktadir. Yapilan calismalar gostermistir ki
heterozigot A1298C ve heterozigot C677T polimorfizmlerini birlikte bulunduran
bireylerde homosistein diizeyleri yiikselmektedir [van der Put et al., 1998],
[Weisberg et al., 1998].

o Faktor V G1691A G>A (Leiden) Mutasyonu dbSNP ID: rs6025

Aktive protein C (APC), koagiilasyon mekanizmasinda faktor Va ve faktor VIIIa’y1
inaktive etmektedir. Faktor V Leiden’in olusumuna neden olan G1619A mutasyonun
bulundugu bolge, APC’nin Faktor Va’y1 yiktigi ti¢ kesim noktasindan birisidir. Faktor
V mutasyonu varliginda bu inhibisyon gerceklesmemekte, APC’ye rezistans
gelismekte boylece trombin iiretimi ve piht1 olusumu artmaktadir. Faktér V Leiden,
Faktor Va’ya gore 10 kat yavas yikilir. GA heterozigot tasiyan bireylerin vendz
tromboz riski 3-8 kat artarken, hamilelik siirecinde vendz tromboz riski 8 kat, gebelik
kayb1, fetal biiyiime gerilikleri ve preeklampsi riski 2-3 kat, plasental ablasyon 5 kat
artmaktadir. Mutasyonu homozigot tasiyanlarda vendz tromboz riski 9-80 Kkat,
gebelige bagli gelisen venoz tromboz riski 20-40 kat artmaktadir [Rosendaal and
Reidsma 2009], [Robertson et al., 2006], [Martinelli et al., 2001].

Aktive Protein C Direngliligi (APCR), protein C, faktér V Leiden, protrombin20210
G>A mutasyonu, antitrombin III ve protein S yetersizlikleri vasitasiyla artan
lipoprotein seviyesi kaynakli dogumsal trombofilik kusurlari, vendz tromboz riski ig¢in
yaygin risk faktorleri arasindadir [Junker et al., 1999]. Faktor V Leiden,
protrombin20210 G>A ve MTHFR mutasyonlarinin arteriyal trombotik hastaliklar
icin yaygin risk faktorleri olduklar1 ortaya konmustur [Price and Ridker, 1997].

e Faktor V C306G C>G Cambridge dbSNP ID: rs118203906
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Faktor V Cambridge mutasyonu ise, 306. pozisyondaki kodonda arginin amino
asidinin (AGGQ) tirozin amino asidine (ACG) degisimini icermekte ve bu durum
APC’ye neden olmaktadir. Thr306 ile iliskili APC direncinin derecesi, Gln506
mutasyonundan kaynaklanan durum ile aynidir. Trombin iiretimi, protrombinaz
kompleksinin bir fosfolipid ylizeyinde toplanmasina baglidir. Aktiflestirilmis faktdr V
formu (faktér Va), kompleksin bir bilesenidir. Aktiflestirilmis protein C tarafindan
faktor Va’nin boliinmesi, protrombinaz aktivitesini ve dolayistyla trombin olusumunu
smirlar. Faktor Va’nin etkisizlestirilmesi, Arg506’da APC tarafindan ardisik boliinme
yoluyla meydana gelir, ardindan kofaktdr aktivitesinin kaybiyla Arg306 ve Arg679
tarafindan takip edilir. Arg306’daki boliinme, bu aktivitenin yaklasik %70’inin
kaybindan sorumluyken, Arg679’daki boliinme, yaklasik %30’unun kaybindan
sorumludur. Faktor V Cambridge mutasyonu yaygin bir polimorfizm degildir ve APC
direncinin nadir rastlanan bir sebebidir [Kalafatis et al., 1995], [Heeb et al., 1995],
[Aparicio et al., 1996].

e Faktor IT G20210A G>A (Protrombin) dbSNP ID: rs1799963

rs1799963, cok daha yaygin olarak protrombin F2 geninin G20210A mutasyonu
olarak bilinen bir SNP’dir. Karsilik gelen proteinin Faktdr V proteini ile etkilesimleri
nedeniyle, bu iki pihtilasma faktorii SNP’leri genellikle birlikte incelenir. Ozellikle,
rs1799963 siklikla rs6025 ile incelenir. Mutasyonu homozigot tastyanlarda tromboz
riski 7 kat, serebral inme riski 2-20 kat artmaktadir. Mutasyonu heterozigot
tastyanlarda tromboz riski 2.8 kat artarken serebral inme riski normale gore

artmaktadir [Web9].
e Anjiyotensin C4072T C>T dbSNP ID: rs699

Renin anjiyotensin aldosteron sistemi (RAAS) arter basincinin ana diizenleyicisidir ve
onemli bir endokrin ve parakrin sistem olarak hipertansiyonun patogenezinde anahtar
rol oynar. Arastirmalar, RAAS kodlayan genlerin genetik varyasyonlariin,
hipertansiyon ve antihipertansif tedavinin genetik temeli ile giicli baglantilar
oldugunu gostermistir. Artmis hipertansiyon riski, anjiyotensinojen (AGT),
anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) ve anjiyotensin II reseptorii 1 (AGTR1) ile
iliskilendirilmistir. Anjiyotensinojen, karaciger tarafindan salgilanan ve plazmanin a2-
globulin fraksiyonunda bulunan bir proteindir. Renin enzimi, AGT’yi keserek

anjiyotensin I olusturur ve ACE geni tarafindan kodlanan dipeptidil karboksipeptidaz
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olarak ACE veya kinaz II, aktif hormon anjiyotensin II'yi iiretir. AGT genindeki
M235T polimorfizmi, beyaz irkta hipertansiyon ile ve T alleli i¢cin homozigot olan
bireylerde plazma anjiyotensinojen diizeylerinde %10-20’lik bir artis ile
iliskilendirilmistir. rs699 fonksiyonel bir degisikligi kodlayan anjiyotensin AGT
genindeki bir SNP’dir. C alleli treonin varyantin1 kodlamakta ve sonucta yiiksek kan
basinci, hipertansiyon ile iligkili bozukluklar i¢in artan riske yol agmaktadir. CC
Mutasyonu homozigot tasiyanlarda ve CT mutasyonu heterozigot tastyanlarda

hipertansiyon riski artmaktadir.

ACE, hem vaskiiler endotel hiicrelerinin yiizeyinde zara bagli bulunan hem de kan
plazmasinda dolasip kan basicinin diizenlenmesinde ve elektrolit dengesinde rol alan
kritik bir enzimdir. AGTRI1 geni tarafindan kodlanan anjiyotensin 2 reseptorii tip 1,
anjiyotensin  II’'nin  major kardiyovaskiiler etkilerine aracibik eder wve
vazokonstriksiyon, artmis arteriyel kan basinct ve miyokardiyal kontraktilite gibi

etkilere yol acar [Simonyte et al., 2017].
e Apolipoprotein B (APO B) R3500Q C>A C>T dbSNP ID: rs5742904

APOB geni, kanda yaglar1 ve kolesterol gibi yag benzeri maddeleri tasiyan pargaciklar
olan apolipoprotein B-48 ve apolipoprotein B-100 yapmak i¢in talimatlar saglar.
Karacigerde fiiretilen Apolipoprotein B-100, diger bir¢ok lipoprotein tiiriiniin bir
bilesenidir. Spesifik olarak, cok diisiik yogunluklu lipoproteinlerin (VLDL’ler), orta
yogunluklu lipoproteinlerin (IDL’ler) ve diisiik yogunluklu lipoproteinlerin (LDL’ler)
bir yap1 tasidir. Bu molekiillerin tiimii, kan dolasiminda yaglar1 ve kolesterolii tasir.
Bunlardan biri olan LDL’ler, kandaki kolesteroliin birincil tasiyicilart olup
Apolipoprotein B-100 ile iliskilidir. Apolipoprotein B-100, LDL’lerin hiicrelerin
yiizeyindeki spesifik reseptorlere baglanmalarina aracilik eder. Baglanmanin ardindan
reseptorler LDL’leri hiicreye tasir ve burada kolesterolii serbest birakmak icin
parcalanirlar. Kolesterol daha sonra hiicre tarafindan kullanilir, depolanir veya

viicuttan ¢ikarilirlar [Web10].

ApoB LDL reseptorii ile etkilesime girme yetenegi hem genin dizisine hem de
konformasyonuna baghdir. Uygun dizi ve konfiigrasyon, insanlarda plazma
kolesteroliiniin diizenlenmesi icin esastir. APOB genindeki mutasyonlardan insan

saghigimi etkileyen iki genetik lipid metabolizmas: bozuklugundan biri ailesel
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hipobetalipoproteinemi (OMIM: 107730) digeri ailesel ligand kusurlu apoB-100’diir
(OMIM: 107730) [Whitfield et al., 2004].

Ailesinde hiperkolesterolemi Oykiisii olan bazi hastalarda, reseptorii baglayan diisiik
yogunluklu lipoproteinin bileseni olan apolipoprotein B geninde kusur vardir. Bu
ligand kusuruna ailesel kusurlu apoB denir. Genin yaygin bir mutasyonu, orta ve bati
Avrupa’da 1/7001/1000 kiside meydana gelen R3500Q’dur. Bu mutasyona sahip
kisilerde koroner hastalik riski, genel popiilasyona gore yedi kat daha fazladir.
Etkilenen bireylerdeki kolesterol konsantrasyonlari, LDL reseptdr geninde
anormallikleri olan ailelerdeki konsantrasyonlara kiyasla, zaman i¢inde aile iiyeleri
arasinda ve bireyler i¢inde daha fazla degisiklik gosterme egilimindedir [Day et al,
2001]. Apolipoprotein B gen mutasyonu, diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)
reseptoriine kusurlu baglanmaya ve hiperkolesterolemiye neden olur. Bu mutasyon
lipid metabolizmasinda anormallige neden olup, ateroskleroz riskini artirir [Raj et al.,

2015].
e Anjiyotensin II reseptor tip 1 A1166C A>C dbSNP ID: rs5186

rs5186, AT2R1 veya ATIR olarak da bilinen anjiyotensin II reseptor tip 1 geni
AGTRUI’in 3' UTR bogesinde bulunur. CC Homozigot mutant allel tasiyicisi olan
hamile kadinlarin hamilelige bagl hipertansiyon gelistirmesi olasidir. AC heterozigiot
mutant allel tagiyan bireylerde hipertansiyon goriilme olasiligi 2 kat daha fazladir

[Webl11].
e Fibrinojen -463G>A G>A dbSNP ID: rs1800790

rs1800790 polimorfizmi fibrinojen seviyelerinde artisa neden olmakta ve miyokard
enfarktiisii ile felg gibi arteryal hastaliklarla iligskilendirilmektedir. Homozigot 455
A>A durumunun gebelik kaybi riskinin arttigi gézlemlenmistir [Zoller et a 1994],
[Scarabin 2003].

e Janus Kinaz 2 V617F C>G dbSNP ID: rs10974944

JAK2 geni iginde rs10974944 olarak adlandirilan tek bir niikleotid polimorfizminin,
JAK2 V617F déniistimiine temel olusturan haplotipin bir parcasi oldugu bildirilmistir.
JAK2 1510974944 SNP, JAK2 V617F pozitif miyeloproliferatif neoplazmalarin
gelisimine yatkinlikla iligkilidir. Bu mutasyonu, JAK-STAT sinyal yolunun
aktivasyonuna ve dolayistyla miyeloid Onciilerinin siirekli cogalmasina yol agar. Bu

mutasyonda C alleli ortak allellken, G alleli varyanttir [Trifa et al 2010].
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e Apolipoprotein E T>C dbSNP ID: rs429358, C>T dbSNP ID: rs7412

Apolipoprotein E (apoE), hiicre ylizeyi apoE reseptorlerine baglanarak plazmada
kolesterol ve diger lipidleri tasiyan ve veren ¢ok islevli bir proteindir. LDL reseptorii
icin bir ligand gorevi goriir ve kolesterolden zengin lipoproteinlerin plazmadan
temizlenmesinde dnemli bir role sahiptir [Day et al 2001]. insan ApoE geni rs429358
ve 157412 kombinasyonlar1 ile polimorfik yapidadir. Bu polimorfizmler 3 ana izoform
(€2, €3 ve €4) olusturur. Bu izoformlar ise plazma lipidleri ve lipoproteinleri giiglii bir
sekilde etkiler. ApoE geninin &4 allelinin tasiyicilari, tastyict olmayanlara gore daha
yiiksek toplam lipoprotein ve diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol seviyelerine
sahiptir. Bu nedenle, €4 alleli genel popiilasyonda kalp hastali1 i¢in gii¢lii bir genetik
risk faktoriidiir [Zhen et al., 2017]. €4 alleli, genel popiilasyonun yaklasik %30’ unda
bulunur (¢3 en yaygimn alleldir). €3/ &4 allellerine sahip heterozigotlar, €3/ €3
homozigotlarindan ortalama %10 daha yiiksek kolesterol konsantrasyonlarina sahiptir.
Bu fark, koroner olaylara kadar uzanir, ancak €4 alleli ile iligkili risk, kolesterol
seviyeleri lizerindeki etkisinden belirtilenden daha biylik goériinmektedir. €2/€2
genotipi vaskiiler hastalik riskini artirirken, yiiksek koroner ve periferik vaskiiler
hastalik riski ile iligkili olan ve popiilasyonun %0.010.02’sinde goriilen tip III
disbetalipoproteinemi ile sonuglanir. €3/€3 genotipi tekrarlayan gebelik kayiplar igin
koruyucu faktor gérevindedir [Day et al 2001]. e4/e4 genotipinin ise kardiyovaskiiler
hastaliga sahip bireylerde 6liim riskini %40 arttirdig1 gosterilmistir [Zhen et al 2017].

e Protein C Reseptor A>G dbSNP ID: rs867186, C>G dbSNP ID: rs9574

Bir¢ok genetik ve kazanilmis faktor, dogal antikoagiilasyon siirecini engellemekte ve
bu da hiper pihtilasma durumuna ve nihayetinde trombiis olusumuna neden
olmaktadir. Protein C sistemi, bu faktorlerden etkilenen, trombin-trombomodulin
kompleksi tarafindan aktive edilen, dogal olarak olusan en 6nemli antikoagiilanlardan
biridir. Bu aktivasyon, bir endotelyal hiicre yiizeyi reseptdrii olan EPCR tarafindan
giiclendirilir. PROCR geni, 20q11.2 kromozomunda yer alan ve dort ekzon ve 3
introndan olusan bu reseptdrii kodlar. Yapilan ¢aligmalar, EPCR’yi engellemenin
trombiis gelisimini hizlandirabilecegini raporlamistir. Bir¢ok ¢alisma, PROCR
geninin ekzon 4’tinde rs867186 polimorfizminin varligi ile vendz tromboz riski
arasinda bir iliski oldugunu bildirirken, bazi calismalar da 3'UTR polimorfizmi
(rs9574) ile azalmis tromboz riski arasinda bir iliski oldugunu raporlamistir [Abuagla

et al., 2016].
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e CDKN2B dbSNP ID: rs1333049, CDKN2B-AS1 A>G dbSNP ID: rs2383207,
CDKN2B-ASI : intron Varyanti A>G dbSNP ID: 1510757274

9p21 yerlesik polimorfizmi, rs1333049 ve rs2383207°nin KAH veya KAH siddeti ile
iliskisi farkli popiilasyonlarda dogrulanmistir [Ashok-Kumar et al., 2011], [Ye et al.,
2008]. CDKN2B geni, 151333049 SNP numarastyla kromozomal bolge 9p21.3 ile
eslenmistir [Leu et al., 2019]. Kromozom 9p21 lokusu, koroner arter hastalig1 riski
icin major bir lokus olarak tanimlanmistir. CDKN2B-ASI1, vaskiiler endotelyal
hiicrelerde ve koroner diiz kas hiicrelerinde eksprese edilir. CDKN2B-AS1’in genetik
varyantlar1 KVH ile iliskilidir. Onceki ¢alismalar, CDKN2B-AS1 polimorfizmlerinin
beyin hastaliklari, gut, miyokard enfarktiisii ve kanserler dahil olmak {izere bircok
hastaliga duyarlilikla iligkili oldugunu gostermistir [Kashyap et al., 2018].
Kromozom 9p21.3 fizerindeki tek niikleotid polimorfizmi rs1333049, KAH ve
miyokard enfarktiisii ile gii¢lii bir sekilde iliskilendirilmistir. Artmis arteriyel sertligin
9p21 polimorfizmi ile artmis kardiyovaskiiler risk arasindaki baglanti olabilecegi
diistiniilmektedir [Phababpha et al.,, 2013]. Mutasyonu homozigot tasityanlarda
koroner arter hastalik riski 2 kat artarken, mutasyonu heterozigot tasiyanlarda

kardiyovaskiiler hastalik riski 1,5 kat artmaktadir.

CDKN2B-ASI gen bolgesi 9p21 kromozomunda CDKN2B-CDKN2A gen kiimesi
icinde yer alir. Bu bolge, kardiyovaskiiler hastalik i¢in énemli bir genetik yatkinlik
bolgesi olmakla birlikte, erken miyokard enfarktiisiiniin en gii¢li genetik
belirleyicisidir. Bu bolgedeki SNP’ler ayrica inme, abdominal aort anevrizmasi ve
intrakraniyal anevrizma riskinin artmasiyla da iligkili olmaktadir. Heterozigot ve
mutant homozigot bireylerde kalp hastaliklar1 riski yaklagik 1,3 kat artmaktadir
[Web13], [Web14].

e Faktor XIII V34L C>A dbSNP ID: rs5985

Fibrin, bir kan pihtisinin ana bilesenidir. Kan pihtilagmasinin son asamasinda, trombin
fibrinopeptid A ve B’yi fibrinojenden ayirarak fibrin olusturur ve fibrin
monomerlerinin liflere polimerizasyonunu baslatir. Faktor XIII-A, ana fizyolojik
islevi fibrin polimerlerini gliglendirmek ve onlart fibrinolitik mekanizma tarafindan
ani bozulmadan korumak olan bir transglutaminazdir. Bir¢ok ¢alisma, FXIII-A gen
polimorfizmlerinden Val34Leu (rs5985) ile miyokard enfarktiisiine yatkinlik
arasindaki iliskiye odaklanmistir [Chen et al., 2014]. En dikkat ¢ekici olan1 Chen ve
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ark. 2014’te yaptiklar1 ¢alisma sonucuna gore FXIIIA Val34Leu polimorfizminin
miyokard enfarktiisii i¢in koruyucu bir faktér oldugunun tespit edilmesidir. Bu
mutasyon trombinin FXIII {izerinde proteolitik aktivite gosterdigi bolgeyi etkileyerek
FXIII’iin aktive edilmesini engellemektedir [Balogh et al., 2000]. L34 varyantinin
goze carpan bir 6zelligi, FXIIIA’nin daha hizli aktivasyonuna yol agan trombin
tarafindan gelistirilmis boliinmesidir. Yapilan ¢alismalarda, L34 varyantinin trombin
tarafindan daha yaygmn V34’ten daha verimli bir sekilde hidrolize edildigini
dogrulanmistir [Anokhin, 2018].

e Integrin Beta (ITGB veya HPAI a/b Insan Trombosit Antijeni 1) T1565C T>C
dbSNP ID: 1s5918

Trombosit membran yapigkan protein reseptér kompleksi GP IIb/Illa’nin beta alt
birimi, ITGB3 geni tarafindan kodlanan, hiicre yiizeyi aracili sinyallesmeye ve hiicre
yapigmasina katilan bir yiizey proteinidir [Khatami and Heidari, 2016]. Integrin Beta
Trombosit agregasyonunda rol oynamaktadir [Ye et al., 2006]. Ekson 2 bolgesindeki
(T1565C, dbSNP ID: rs5918) polipeptit zincirinin 33 pozisyonunda olusan bir
mutasyon (P1A1/A2) miyokard enfarktiisii, koroner kalp hastaligi, tip 2 diyabet, astim,
kolon, dahil bir¢ok hastalik tiiriiniin risk faktoriidiir. Normal allel A1 (a) olarak ifade
edilir [Gerhardt et al., 2014]. A2 alleli tek basina ozellikle kalp hastaliginda rol
oynarken, PAIl geninin 4G alleli olan rs17998889 mutasyonu ile kombinasyon
halinde olursa miyokard enfarktiisii riski 4 kat artmaktadir [Khatami and Heidari,

2016].
e Plazminojen Aktivator inhibitor Tip 1 (PAI-1) 4G/5G dbSNP ID: rs1799889

Tip 2 diyabet, genetik heterojenitesi olan, genetik ve ¢evresel faktorlerin etkilesimi
olan bir hastaliktir. PAI-1 geni diyabetle iliskili komplikasyonlar1 baglatir. Bu role ek
olarak, hiicre dis1 matris bozulmasinda da engelleyici bir rol oynar. Artan PAI-1
ekspresyonu, ekstraselliiler matriks birikimine neden olarak bdbrek hastaliginin
gelismesine yol acgabileceginden diyabetik nefropatinin patogenezinde de dnemli bir
rol oynar. PAI-1 geni, kromozom 7’de bulunur ve 9 ekzon ve 8 intron igerir. 4G/5G
(rs1799889) polimorfizmi, PAI-1 gen promotor bolgesinde bulunur ve ekleme/silme
varyasyonundan kaynaklanir. Son yillarda, bir¢ok ¢aligsma, 6ncelikle diyabetik koroner
arter hastaligi, diyabetik nefropati lizerinde yogunlasarak, PAI-1 geninin rs17998889

polimorfizmi ile diyabet ve diyabetik komplikasyon riski arasindaki iliskiyi
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gostermistir [Bayramoglu et al., 2020]. Bayramoglu ve ark. 2020 yilinda Dogu
Karadeniz Tiirk popiilasyonu ile yaptiklar1 calismada PAI-1 geni rs17999889
polimorfizminin Tip 2 Diyabet ile iliskili oldugu ve bu polimorfizm Dogu Karadeniz
Tiirk popiilasyonunda Tip 2 Diyabetin genetik biyobelirteci olarak kullanilabilecegi
sonucuna varmislardir. Benzer olarak Xu ve ark. (2016) yaptig1 bir ¢alismada PAI-1
rs17998889 polimorfizminin diyabet gelisimi ve ilerlemesi ile ilgili oldugu sonucuna
varmugtir. 2008 ve 2013 yillarinda sirasiyla Saely ve ark. tarafindan ve Zhao ve ark.
tarafndan tip 2 diyabet hastalar1 ile yapilan baska c¢aligmalarda da rs17999889

polimorfizminin tip 2 diyabet ile iligkili oldugunu bildirilmistir.
e Lenfotoksin-o C804A C>A dbSNP ID: rs1041981

Lenfotoksin-a, damar iltthabinin erken evrelerinde iiretilen, arteriyel ateroskleroz
olusumunda ve koroner kalp hastalifinin gelisiminde rol oynayan onemli bir
sitokindir. LTA firetimini kodlayan gende meydana gelen mutasyonlar, koroner kalp
hastaliginin gelisimini olumsuz yonde etkiler [Shmidt et al., 2018]. Shmidt ve ark.
(2018), LTA genindeki (rs1041981) A alleli ve A/A genotip polimorfizminin, bes
yillik gdzlem boyunca olumsuz kardiyovaskiiler olaylarin gelisimi ile iligkili oldugunu
bildirmistir. AA genotipli hastalarda, Lymphotoxin-o genindeki 1rs1041981
polimorfizmi, AC veya CC genotipi olan hastalara kiyasla kardiyovaskiiler olaylarda

3,8 kat artis ve daha yiiksek miyokard enfarktiisii riski ile iliskilendirilmistir.

e Nitrik Oksit Sentaz -786T>C T>C dbSNP ID: rs2070744, G894T G>T dbSNP
ID: rs1799983

L-argininin Nitrik Oksite (NO) oksidasyonu Nitrik Oksit Sentazlar (NOS’lar)
tarafindan katalize edilir. NO {ireten enzimlerin bir izoformu, endotel hiicrelerinde
yapisal olarak eksprese edilen endotelyal Nitrik Oksit Sentaz’dir (NOS3). Bu enzimin
hem vaskiilogenez hem de anjiyogenezde 6nemli bir rol oynadigi bulunmustur. Nitrik
oksit sentazlar, kromozom 7q35-q36 iizerinde bulunan NOS3 geni tarafindan kodlanir.

NOS3 geni, eNOS olarak bilinen NOS3’ii kodlar [Forstermann and Sessa, 2011].

Endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) enzimi. ii¢ farkli gen tarafindan kodlanan {i¢
farkli izoformdan olusur: néronal (nNOS veya NOS-1), indiiklenebilir (iNOS veya
NOS2) ve endotelyal (eNOS veya NOS-3) [El-Lebedy,2018]. L-argininin L-sitriiline
doniisiimiinii igeren, nikotinamid adenin diniikleotit fosfat tarafindan saglanan bes

elektronun transferini iceren bir reaksiyon yoluyla yapisal olarak nitrik oksidi
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sentezler. Sentezlenen nitrik oksit depolanmadan hizlica salinir. Nitrik oksit tiretimi,
eNOS enziminin ekspresyonu veya aktivitesindeki degisiklikler veya aktive edici
kofaktorlerin veya endojen inhibitér molekiillerinin mevcudiyetindeki degisiklikler
yoluyla diizenlenir. Endotelden gelen nitrik oksit, 6nemli bir ateroprotektif araci olarak
kabul edilir ve nitrik oksit olusumunda kazanilmis mutasyonlar, kardiyovaskiiler risk

faktorlerindeki artiglarla iliskilidir [Casas et al., 2006].

Endotelyal nitrik oksit mevcudiyeti sentez diizeyinde diizenlendiginden, eNOS'u
kodlayan gen, kardiyovaskiiler hastalik i¢in bir adaydir. NOS3 genindeki fonksiyonel
varyasyonlar heniiz tam olarak tanimlanmamistir. Islevsel oldugu varsayilan iic
varyant (-786T>C (rs2070744)), intron 4 27-baz ¢ifti tekrart ve GIlu298Asp
(rs1799983) tespit edilmistir. Yapilan calismalar neticesinde -786C (s2070744)
varyant1 olan kisilerde daha diisik eNOS mRNA ve serum nitrit/nitrat seviyeleri
bulunmustur [Casas et al., 2006]. Glu298Asp (G894T, rs1799983), 894.
niikleotidinde G’den T’ye doniisiimden kaynaklanan, 7q35-36 kromozomu iizerinde
bulunan NOS-3 geninin klinik olarak en 6nemli polimorfizmlerinden biridir. Bu
polimorfizm, azaltilmig NO {retimi ile iliskili olup, yapilan c¢aligmalarda
hipertansiyon, ateroskleroz ve KVH gelisiminde rol oynadigi gosterilmistir [El-
Lebedy,2018]. Bu SNP’yi homozigot CC tasiyan bireylerde romatoid artrit goriilme
olasilig1 artarken, TT tasiyan bireylerde kardiyovaskiiler mortalite s6z konusu

olmaktadir [Web12].

1.1.9. Kardiyovaskiiler Hastahklarin Kahtilabilirligi

Kalitilabilirlik, tamamen genetik etkilerden kaynaklanan hastalik fenotipindeki
varyasyon miktar1 olarak tayin edilebilir. Son yillarda KVH’lerin molekiiler temeli ve
spesifik gen mutasyonlar1 ve varyantlarmin etkileri ile aile Gykiisliniin birlikte
degerlendirilmesi anlayis1 gelismistir. Bu gelismeler sayesinde, genler ve biyoloji
arasindaki baglanti, birincil risk tahmini, hastalik teshisi ve terap6tik hedefleme igin

yeni bir genomik tip ¢agini baslatmistir.

KVH’ler tek gen bozuklugu veya poligenik bir durum olarak ortaya cikabilir. Aragam
ve ark. (2020) poligenik skorlarin genom boyunca >6 milyon ortak tek niikleotid
polimorfizmine (SNP) dayali oldugunu ve bu polimorfizmlerin genel popiilasyonda

koroner arter hastaligi riskini giiclii bir sekilde tahmin ettigini ve KVH’ nin 6nlenmesi
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icin faydali olabilecegini bildirmistir. Kardiyovaskiiler ozelliklerle iliskili birkag
genetik lokus, aday gen ve bir dizi genetik varyanti test eden genom c¢apinda
iligkilendirme c¢aligmalar1 tarafindan, ozellikle farkli atalara ve etnik kdkene sahip
poplilasyonlarda vaka kontrol ¢alismalarinda tanimlanmistir. Bu amagla
gerceklestirilen ikiz ¢aligmalari, KVH ile ilgili olarak kalitsalligin anlasilmasinda
biiyiik 6lgekte yardimei olmustur. 21.004 monozigotik veya dizigotik Isveg ikizini
takip eden Isveg Ikizleri Kayit Defterinden elde edilen sonuglar, kalitim ve erken KVH
arasindaki baglantiy1 agikca gostermistir [Marenberg et al., 1994]. Burada, tek
yumurta ikizlerinden birinin 55 yasina gelmeden KVH’dan 6lmesi durumunda, tek
yumurta ikizleri i¢in %8.1 dizigotik ikizler i¢in %3.8’lik bir 6liim orami tespit
edilmigtir. Donlim noktast olan Framingham Kalp Calismasiin bir pargasi olan
Framingham Offspring Study, ikizlerin 6tesinde, ebeveylerin erken KVH 6ykiisiiyle
iliskili olarak aile dykiisiiniin, KVH’nin gelecekteki gelisimi i¢in bagimsiz ve ileriye

doniik bir risk faktorii oldugunu gostermistir [Lloyd-Jones et al., 2004].

Ailesel hiperkolesterolemi gelisiminde diisiik yogunluklu lipoprotein reseptoriinii
kodlayan LDLR mutasyonlarinda oldugu gibi, hastaliga sebebiyet verecek derecede
kodlanmug iirlintin islevini degistiren spesifik tek gen mutasyonlar1 vardir. Ancak
koroner arter hastalig1 gibi yaygin karmasik hastaliklar, cogu zaman, her biri kiigiik bir
etkiye sahip olan birden fazla gen varyantinin kiimiilatif etkilerinin sonucudur. Ancak
bu durum, gen varyantlari biriktikce daha yiiksek genetik hastalik riski
olusturabilmektedir. Bunlar poligenik hastaliklardir. KVH’ler hem monogenik hem de
poligenik kokenlere sahiptir. Sekil 1.2°de 6zetlendigi gibi, KVH’ler ve diger bir¢ok
yaygin hastalik icin genetik riskler monogenik ve poligenik olarak ikiye ayrilarak
incelenebilir. Monogenik risk varyantlari, genetik riske biiytik etkileri olan, az sayida
genetik mutasyon ile oranldir. Poligenik risk varyantlari ise, bireylerde genetik riske
daha az etkileri olan ancak monogenik risk etkilerinden daha 6nemli olabilecek
kiimiilatif etkilere yol agarlar. Poligenik KVH durumunda, genetigin roliiniin, ortalama
bir bireyin genel hastalik riskinin %50’sini olusturdugu, diger yarisinin yasam tarzina

ve gevreye atfedildigi diigiiniilmektedir [Muse et al., 2021].
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Sekil 1.2: Kardiyovaskiiler hastaliklar genetigine 6zet bir bakis [Muse et al 2021°dan
alintidir|

Genom boyunca polimorfik DNA markorlerini kullanan baglanti ¢alismalari ve genom
capinda baglanti analizleri, kardiyovaskiiler hastaliklarla ilgili genlerin tanimlanmasi
icin yararli bir yontem saglar. Genom capinda bircok baglanti ¢aligmasi, KVH
patogenezinde yer alan degiskenleri etkileyen nicel genetik lokuslarin belirlenmesine
katkida bulunmustur. Genetik calismalarin  meta-analizleri, iliskilendirme
caligmalarinin 6l¢iisiinii saglar, boylece hastaliga yatkinhigi etkileyebilecek aday
genlerin belirlenmesine katkida bulunur. Aday genler, lipid metabolizmas1 (APOE),
fibrinolitik proteinler (PAI-1), renin-anjiyotensin sistemi (ACE) ve homosistein
metabolizmast (MTHFR) ile ilgili olarak arastirilmistir. Son zamanlarda, genom
boyunca yayillmis SNP’lerin kullanimina dayanan ortak tek niikleotid
polimorfizmlerinin genom ¢apinda panelleri de mevcut hale gelmektedir. Bu yaklagim,
KVH’lardaki gen-gen ve gen-cevre etkilesimlerini ince bir sekilde arastirmaya ve ilag
yanitinda genetik polimorfizmlerin katilimin1 aramaya katkida bulunur [Abbate et al.,

2008].

1.1.10. Kardiyovaskiiler Hastaliklarda Klinik Riskler ve Genetik
Tam

Ailede kalp hastaliginin olup olmadigini belirlemek i¢in yapilan ilk islem bir tibbi
genetik doktoru tarafindan kisiye 0zel soyagaci ¢izmektir. Aile iiyelerinin tibbi
gecmisi hakkinda bilgiler edinilir, tiyelerden hangilerinin hastalik belirtilerine sahip

oldugu isaretlenir, boylece kalitim modeli belirlenerek kimlerin hastalik riski altinda

oldugu belirlenmis olur. Bu islemlerden sonra risk altindaki kisiler genetik testlere
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yonlendirilir. Bu amagla kisilerden genellikle kan 6rnegi alinarak DNA dizisi incelenip

ilgilenilen hastalikla ilgili patojenik mutasyonlar taranir.

Kalitimsal kalp hastaliklar1 riskinin taranmasi i¢in genetik testler su amaclarla

uygulanir:

» Kalitsal kalp hastalig1 olan veya oldugundan siiphelenilen bir kiside taninin

netlestirilmesi
* Bir ailede kalp hastaliginin nedeninin belirlenmesi

* Hangi aile lyelerinin, ailenin kalp rahatsizligin1 gelistirme riski altinda

oldugunun tahmin edilmesi

* Hastaliga neden olan bir mutasyonun c¢ocuklara ge¢mesini Onlemek igin
preimplantasyon genetik tan1 dahil aile planlamasi i¢in segeneklerin

degerlendirilmesi [Cirino and Ho, 2013].

Genetik test sonucunun hastaya bildirilmesine, test sonrasi genetik danigsmanlik eslik
eder. Test sonucunda, hastalikla iligkili genlerde bir veya birden fazla varyant ortaya
cikarsa, varyantlarin hastaliga neden olma olasiliklarina gére yorumlanmasi gerekir.
Yorumlamada standardizasyonu saglamak icin ACMG ve Molekiiler Patoloji Dernegi,
varyantlar1 5 kategoride siniflandiran bir varyant yorumlama bilgisi yayinlamistir: iyi
huylu (benign), biiyiik olasilikla iyi huylu (likely benign), 6nemi belirsiz (uncertain
significance), olasi patojenik (likely pathogenic) ve patojenik (pathogenic) [Richards
et al., 2015].

1.1.11. Diinya’da ve Tiirkiye’de Kalp ve Damar Hastaliklari

Koroner kalp hastaliklari, serebrovaskiiler hastaliklar, konjenital kalp hastaliklari,
periferik arter hastaligi, hipertansiyon, romatizmal kalp hastaliklari, kalp yetmezligi
ve kardiyomiyopati kalp ve damar hastaliklar1 grubuna dahil edilen, Diinya ¢apinda
yaygin ve bulasict olmayan hastalik tipleridir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2018
verilerine gore Diinya genelinde bulasict olmayan hastaliklardan kaynaklanan erken
yasta 6liim sayis1 (30-70 yas arasi) 15 ile 20 milyon arasinda tanimlanmistir. Oliim
oraninin en biliylik paym ise kardiyovaskiiler hastaliklar olusturmaktadir. Diinya

Saglik Orgiitii’niin giincel verilerine gore kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH), kiiresel
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Oliimlerin iicte birini olusturmaktadir. Diinya ¢apinda tiim KVH 6liimlerinin yiizde

seksen besi miyokard enfarktiisii ve fel¢ sebebiyle olmaktadir [Web10].

2009 yili Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore Tiirkiye’de goriilen
dolasim sistemi hastaliklar1 %39,8 degerindeyken, 2010 — 2019 yillar1 arasinda
strastyla %39,6, %38,8, %37.9, %39,6, %40,4, %40,1, %39,8, %39,5, %38,4 ve %36,8
ile her yil tilke genelindeki tiim 6liim nedenleri arasinda ilk sirada yer almigtir. Bu
hastalik kaynakli 6liimlerin goriildigii ilk dort sehir sirasiyla Aydin (%47,2), Denizli
(%47), Kirikkale (%46,2) ve Canakkale (%44,2)’dir [Web3], [Web4], [Web5],
[Web6], [Web7].

Kardiyovaskiiler hastaliklar genetik, ¢evresel ve yasam tarzi bilesenlerini igeren ¢ok
faktorlii bir hastaliktir. Bu hastaliklarin gelisim ve seyrinde; tiitiin kullanimi, alkol
kullanimi, sagliksiz besleme, obezite, fiziksel hareketsizlik gibi davranis tarzlari ve
bunlara ek olarak diyabet (Tip I ve Tip II), hipertansiyon, yiiksek kan kolesterolii gibi
hastaliklar yer almaktadir. Olumsuz davranis tarzlar1 ve bazi hastaliklara ek olarak
yas, cinsiyet, diisiik dogum agirlig1, ¢ocukluk ¢agi aliskanliklari ve hatta kiiresellesme
ve sehirlesmenin de etkisi 6nemsenecek derecededir [Web10]. KVH’lerin baslangi¢
yast ve siddeti Tablo 1.1° deki risk faktorlerine baglidir. Yasam tarzindaki kiigiik bir
degisiklik bile bireyin ve toplumun genel durumunda iyilesmeye yol acabilmekle
beraber, KVH riskini azaltip kardiyovaskiiler morbidite ve mortaliteyi azaltmaya

yardimci olacaktir.
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Tablo 1.1: Artmig KVH’lerin major risk faktorleri [Braund, 2015’ten modifiye

edilmistir]
Kardiyovaskiiler Hastalik Risklerini Artiran Faktorler ve Kalitim Skorlar:
Onlenebilir Onlenemez
Risk Faktorleri Risk Faktorleri
Sagliksiz beslenme Hipertansiyon Yas,
Asirt alkol tiiketimi Yiiksek total kolesterol ve Viicut kiitle index
(%35-60) yiiksek LDL (%40-75) (%25-60)
Stres Tip 2 Diyabet (%40-80) Fibrinjen (%20-50)
Enfeksiyon Obezite Cinsiyet (Erkek bireylerde
Sigara igmek (%49-56) Bobrek Hastaliklar risk fazladir)
Hava kirliligi Total trigliserid (%40-80) Hastalikla iligkili aile dykiisii
Fiziksel aktivite eksikligi Uyku apnesi Etnik faktorler
(%25-60) Metabolik Sendtromlar
Trombotik Semptomlar
Hipertrigliseridemi,
Homosistein seviyesi (%45)

Kardiyovaskiiler hastaliklarin ¢ogu yukarida bahsi gegen davranigsal risk faktorlerinin
kontrol altina alinmasi yoluyla uygulanacak toplumsal stratejiler sayesinde dnlenebilir

[Web10].

Kardiyovaskiiler hastaliklar uzun yillar boyunca veya bireyin tiim yasami boyunca
asemptomatik olabilir. Klinik olarak belirgin oldugunda genellikle angina pektoris,
miyokard enfarktiisii, kalp yetmezligi veya ani kardiyak 6liim sendromlarindan biri

veya daha fazlasi olarak ortaya ¢cikmaktadir [Regieli et al., 2007].

En sik goriilen kardiyovaskiiler hastalik tiirii koroner arter hastaligidir [Braund,
2015]. Koroner arter hastaligi, bir kisinin bireysel, ¢evresel, yasam tarzi ve genetik
faktorlerinin karmasik etkilesiminden kaynaklanir. Bu hastalik kisaca, koroner
arterlerin (kalp kasini besleyen kan damarlar1) kalp kasinin iglevi i¢in siirekli ihtiyag
duydugu oksijen ve besin acisindan zengin kanla besleyen arterlerin aterosklerozu
olarak tanimlanir. Bu, koroner arter kan damari1 duvarlarimin lipid yiiklii plaklar
tarafindan yavas yavas daralmasiyla sonuclanan, on yillarca siiren kademeli bir
stirectir. Bir plak tarafindan olusturulan kan akisinin engellenmesi, miyokardiyal enerji
taleplerini astifinda hastaligin belirtileri ortaya cikar. Bu, arz-talep uyumsuzlugu
esigine ulasildiginda kan damar1 daralmasi veya aterotrombotik tikanmanin oldugu bir
durum olan, kalp kasinda oksijen (miyokard) ve besin kaynagi eksikligine neden olan

iskemi semptomlarina yol acar ve nihayetinde gogiis agrisina veya aylar igerisinde
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asamali olarak eforla nefes darligina yol agabilir veya akut kalp krizi ile sonuglanarak
hizli ve ongoriilemeyen bir sekilde ilerleyebilir (Sekil 1.3) [Muse et al., 2021,
Braund, 2015].

Aort — |

Sol koroner arter
Sirkumfleks arter

Sag koroner
arter

Soloninenarter

A Normal arter
- or duvan

S

B.Arter Anormal  Arter kesiti
Daralmas: kan alep  Plak
e —>

==,

Daralme arter o, 0

Sekil 1.3: Kalp icindeki koroner arterlerin konumunu ve arter duvarindaki
aterosklerozun bir kesitini gosteren sema [Braund, 2015°ten alintidir].

KVH kaynakli oOliimlerin %75’inden fazlasi1 diisiik ve orta gelirli iilkelerde
gorlilmektedir., yiiksek gelir diizeyindeki iilkelerde azalmaktadir. Yiiksek gelir
diizeyindeki iilkelerde hem toplumsal hem de bireysel miidahalelerin birlikte kullanimi
ile son 20 yilda kalp ve damar hastaliklarindan kaynaklanan mortalitenin diistiigii ve

risk faktorlerini azaltma ¢alismalarinin etkili oldugu goriilmektedir [WHO, 2013].

1.1.12. Genetik Hastalhiklara Neden Olan Mutasyonlarin Tespit
Yontemleri

Genomun ve potansiyel gen tedavilerinin daha dogru anlasilmasi igin yeni

teknolojilerin gelistirilmesiyle mutasyonlarin tespiti, genetik hastaliklarin tanisi,

preimplantasyon genetik tani, dogum Oncesi tani, presemptomatik testler, dogrulayici

tan1 ve adli/kimlik testleri dahil olmak {izere genetik taninin ¢esitli alanlarinda giderek

daha kritik bir role sahip olmaktadir. Genetik sendromlarinda tespitinde farkli
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molekiiler test yontemleri kullanilmaktadir (Tablo 1.2). Teshis i¢in dogrudan
yaklasim, esas olarak hastaliktan sorumlu olan genetik varyasyonlarin saptanmasina
baghdir. Molekiiler teshis yontemleri ile DNA varyasyonlar1 belirlenerek
bozukluklarin genetik nedenlerinin yani sira bir hastalia yatkinlik veya tedavi
secenekleri ortaya c¢ikarilabilmektedir. Mutasyon tespiti i¢in ¢ok c¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Uygun bir yontemin seg¢ilmesi i¢in niikleik asit tiirii (DNA veya
RNA), numune tiirii (tiikiiriik, kan, doku gibi), mutasyon sayis1 ve yontemin
giivenilirligi gibi kriterlein karsilanmasi gerekmektedir [Mahdieh and Bahareh,
2013]. Bilinen mutasyonlar1 tanimlamak i¢in bir¢ok farkli yaklasim kullanilabilir.
Genellikle polimeraz zincir reaksiyonu ile baglayarak, mutasyon tipine bagl olarak ek

adimlar gerceklestirilir.

Genetik tanida 6nemli bir arag olan SNP genotiplemesi giiniimiizde farkl patolojilerin
teshisi i¢in olduk¢a degerli bir yontemdir. Genotipleme yontemi, ilgilenilen hedef
SNP’ler i¢in allel-spesifik iirlinlerin ¢esitli yontemler ile iiretilmesini ve farkli analiz

metodlari ile saptanabilmesini icerir [Etlik et al., 2011].

Arastirma ve tan1 amaglh kullanimda genotipleme yontemleri giivenilir ve uygun
maliyetli olmasinin yaninda ¢ok sayida 6rnegin test edilmesine izin verecek kadar hizli
olmalidir. Bu amacla kullanilacak her yontemin maliyet, glivenilirlik, ¢oziintirliik,
duyarlilik, kesinlik, dogruluk, uygunluk, is akist ve otomasyonun duyarlilig: ile

avantajlar1 ve dezavantajlar1 goz oniine alinmalidir [Etlik et al., 2011].

SNP'leri incelemek i¢in mevcut yontemlerin bazi sinirlamalari vardir. Ornegin, Sanger
dizileme ¢ok sayida mutasyonu hizla tarayamazken, yeni nesil dizileme yOntemi
giinlimiizde hala pahaliligin1 korumaktadir. Bir diger inceleme yontemi olan PCR-
RFLP ise klinikte rutin hasta sonucu vermek i¢in olduk¢a zaman alicidir ve spesifik
degildir [Shastry, 2002], [Matsuda, 2017], [Yang et al., 2018]. Bunlarin yaninda
Little’in 1995 yilinda yayinladigit ARMS-PCR teknigi, klinikte nokta mutasyonlar1 ve
polimorfizmleri saptamak i¢in diger yontemlere kiyasla oldukca etkin bir yontemdir
[Bai and Wong, 2004], [Makanga et al., 2015]. Bu yontemde 6zel olarak uygulanan
allel spesifik primerlerin kullanimi ile heterozigot ve homozigot gen lokuslar etkin bir

sekilde tespit edilebilmektedir.
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Toth ve ark. 2023°te literatiire kattig, allel spesifik primerlerin kullaniminin floresans
PCR yontemine uyarlandigt VFLASP ise en gilincel SNP genotipleme yontemi olarak

sunulmaktadir.

Coklu allellerin 6zellige katkida bulundugu ¢ok sayida karmasik hastalikta, herhangi
bir genin veya lokusun etkisi nispeten az olabilir; yine de bu degisiklikler bireyleri
yaygin hastaliklara yatkin hale getirebilir. Genomdaki SNP’lerin tespiti ve organizma
tizerindeki etkilerinin Onemi, insan hastaliklarina yonelik artan riskle baglantili
allellerin belirlenmesinden [Eberle et al. 2007], gen haritalamasina katkida
bulunmaya [Wang ve Liu, 2006] ve cesitli tiirler arasindaki evrimsel benzerliklerin
arastirtlmasina kadar [Hillier et al., 2007] uzanir. Bugiine kadar, genom c¢apinda
iligkilendirme caligmalar1 (GWAS) [Ohnishi et al., 2001], [Jiang et al., 2016],
mikrodizi [Gunderson et al., 2005], rekabetci allel spesifik PCR (KASP) [Coggins et
al., 2017], TagMan problar1 [Francisco et al., 2005], kilitli niikleik asid problar
(LNA) [Johnson et al., 2004] gibi birgok SNP genotipleme metodolojisi
gelistirilmistir. Allel spesifik PCR (AS-PCR) [He at al., 2022], tetra amplifikasyon
diren¢li mutasyon sistemi (TETRA-ARMS) PCR [Rahaman et al., 2021], rastgele
cogaltilmis polimorfik tespit (RAPD) [Babu et al.,, 2021], Fosfat- metillenmis
oligoniikleotidler [Li et al., 2019], allele 6zgii oligoniikleotid dongii aracili izotermal
amplifikasyon (ASO-LAMP) [Yamanaka et al., 2018], allele 6zgii dongii aracili
izotermal amplifikasyon (AS-LAMP) [Malpartida et al., 2018], [Liu et al., 2018],
[Yongkiettrakul et al., 2017], kisitlama fragmani uzunlugu polimorfizmi (RFLP) ve
tek iplikli konformasyon polimorfizmi (SSCP) [Hashim ve Al-Shuhaib, 2019]
yontemleri kullanilmistir. Tek bir genotipleme yontemi tiim uygulamalar igin
miikemmel uyumlu olmasa da farkli ¢aligmalarda kendine 6zgii avantajlari ile tercih
edilen genotipleme yontemleri kullanilmaktadir. Bugiine kadar gelistirilen yontemlere
ek olarak, yeni veya kombine metodolojilerin eklenmesi, test ¢aligmalarinin etkin
kullanimt i¢in olduk¢a 6nemlidir. SNP’lere dayali genotipleme ¢aligmalarinin verimli,
giivenilir, dogru ve hizli bir sekilde yiiriitiilmesi i¢cin dogrulugu arttirtlmis yeni

yaklasimlar zorunludur.
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Tablo 1.2: Genetik sendromlarda siklikla kullanilan molekiiler test yontemlerine drnekler.

Yontem

Aciklama

Avantaj/dezavantaj

Mutasyon Tipi

Dizi Analizi

Niikleotid baz diziliminin belirlenmesi yontemidir.

Kopya sayist tespitinde basarisizdir.
Hedef diziye ait baz dizilimi kesin olarak belirlenir.

Bilinen veya bilinmeyen

Restriksiyon Fragment Uzunluk

Restriksiyon enzimleri kullanilarak DNA molekiiliiniin farkli
biiytikliikteki fragmanlara ayrilmasi ve elde edilen DNA

Polimorfizmi (RFLP) pargalarinin jel elektroforez teknigi ile goriintiilenmesi Mutasyonun restriksiyon bdlgesinde olmast mutlak sartir. Bilinen
yontemidir.
Multipleks PCR Cok sayida hedef bolgernnn aynt anda amplifiye edildigi i %aman ve ig giicil kazar.1c1 saglar.. ) Bilinen
yontemdir. Diisiik duyarlilik ve hassasiyete sahiptir.
< < Analiz kolaylig1 ve giivenilir sonuglar saglar.
Degsl sl;:inﬁia;%aRU(z\;l;E EES flel Allele 6zgii qPCR genotiplendirilme yontemidir. Tek bir testle hedeflenebilen SNP sayis1 smirhidir. Bilinen
p Yalnizca FAM floresans boyasi ile test edilmigtir.
Amplifikasyona Direngli Mutant ve normal allellerin allel spesifik amplifikasyonu ile Yiiksek hassasiyete sahiptir. Bili
Mutasyon Sistemi (ARMS-PCR) kisinin genotipinin saptanmasina dayal yontemdir. Herhangi bir bilinen mutasyonu tespit etmek miimkiindiir. tinen
Nested PCR Iki ardisik PCR igerir. Bu ydntem, numunelerde diisiik kopya Spesifik olmayan amplifikasyonlar olusmaz. Bilinen
sayilariyla sablonlar1 gogaltmak i¢in kullanilir. Artmus duyarlilik ve 6zgiilliik s6z konusudur.
RNA zinciri ters transkriptaz enzimi kullanilarak
. tamamlayici DNA’sina ters olarak kopyalanir ve PCR ile Tiim RNA tipleri amplifiye olur. o
Ters Transkriptaz PCR amplifiye edilir. RNA diizeyinde mutasyonlari incelemek Yiiksek maliyetlidir. Bilinen
icin uygun bir yontemdir.
Gergek Zamanli PCR Hedefin amplifikasyonu, saptanmasi ve kantifikasyonu i¢in Artmis 0zgiilliik s6z konusudur. Bilinen veya bilinmeyen

kullanilan yontemdir.

Yiiksek maliyetlidir.

Multiplex Ligasyona Bagli Prob
Amplifikasyonu (MLPA)

Delesyonlar ve duplikasyonlarin saptanmasi i¢in kullanilan
yontemdir.

Denatiirasyon, Hibridizasyon, Ligasyon, PCR, kapiler
elektroforez islemlerinden dolay1 zaman alicidir.
Kopya sayisinin belirlenmesinde oldukga hassastir.

Bilinen veya bilinmeyen

Denatiire Gradient Jel
Elektroforez (PCR-DGGE)

Gradient jel elektroforezinde migrasyona bagli ayrimi
saglayan yontemdir.

Nokta mutasyonlarinin yaklasik %100’ tespit edilir.

Bilinmeyen

Tek Zincir Konformasyon
Polimorfizmi (SSCP)

Jel elektroforezinde migrasyona bagli ayrimi saglayan
yontemdir.

Nokta mutasyonlarinin %80-90°1 tespit edilir.

Bilinmeyen




1.1.12.1 ARMS-PCR

Newton ve ark. 1989 yilinda, SNP’leri saptamak i¢in, allel-spesifik primerlerin 3'
ucunda ek uyumsuz niikleotidlerine sahip oldugu bir PCR ydntemini literatiire
kazandirmistir. Allelleri saptamak i¢in kullanilan diger tekniklerin aksine, bu yontem,
kesim enzimlerinin kullanimin1 veya PCR iiriinlerinin dizisinin belirlenmesini
gerektirmemektedir [Bai and Wong, 2004]. DNA’nin allel spesifik primerler
tarafindan amplifiye edildigi bir PCR uygulamasi olarak SNP genotiplemesi i¢in
oldukc¢a verimli bir tekniktir [Gen & Ahmed, 2018], [Little, 1995]. ARMS, tek baz
degisiklikleri veya kiigiik delesyonlar iceren herhangi bir mutasyonu tespit etmek i¢in
basit, hizli ve giivenilir bir yontemdir. Yalnizca hedef allel numune iginde
bulundugunda test DNA’sinin amplifikasyonuna izin veren ve hedef olmayan allel
amplifikasyonuna izin vermeyen diziye 0zgli PCR primerlerinin kullanimima
dayanmaktadir. Incelenen &rnek, mutasyonu homozigot tasiyor ise sadece mutant
allele 6zgili PCR iiriinii olugsmakta, mutasyonu tagimiyor ise sadece normal allele 6zgii
PCR firiinii olugsmaktadir [Little, 1995]. ARMS-PCR f{iriiniiniin varlig1 veya yoklugu,
hedef allelin varlig1 veya yoklugunu ifade eder [Little, 1995], [Mahdieh & Bahareh,
2013].

Iki farkli PCR reaksiyonunda iki alleli ¢ogaltan geleneksel ydntemlerin aksine,
ARMS-PCR teknigi tek bir tiip PCR reaksiyonunda hem yabani tip hem de mutant
allelleri ¢cogaltabilecek teknolojidedir [Etlik et al., 2011].

ARMS-PCR yonteminin multiallelik genotipleme sistemlerine uygulanmasini
kolaylastirmak i¢in Multipleks-ARMS yontemi gelistirilmistir. Multipleks-ARMS
yonteminde, her biri belirli bir allel i¢in spesifik olan bir dizi ARMS primeri, tek bir
tiipte tek bir reaksiyona dahil edilir. Farkli allellere karsilik gelen PCR iiriinleri daha
sonra uzunluk gibi fiziksel bir 6zellik sayesinde ayirt edilir [Lo, 1998].

Allel 6zgiilligili, amplifikasyon sirasinda baglanma sicakligina baglidir. 55°C’lik bir
baglanma sicakligi ile optimizasyona baglanir ve 3°C’lik sicaklik artirimlari ile
optimizasyon saglanir. Primer baglanma sorunlarini ¢ézmek i¢in sicak baslama (Hot
start) teknigi onerilir. dATP, dCTP, dGTP ve dTTP’ nin her biri i¢in 100 pM’lik bir
dNTP konsantrasyonu, ¢cogu ARMS primeri i¢in uygun konsantrasyon degeridir.
Reaksiyon kosullarinin yaninda dongii kosullart da ARMS-PCR i¢in oldukga
onemlidir. 25 dongiide allel spesifikligi gosteren bir ARMS primeri, 40 dongiide
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spesifiktesini kaybedebilir. Ayrica, kullanilan DNA kalibinin miktar1 ARMS-PCR
temelli genotipleme ¢alismalarinin tekrarlanabilirligi igin sabit bir degerde

tutulmalidir [Lo, 1998].
e ARMS-PCR Yonteminde Allel Spesifik Primer Tasarimi

PCR primeri tasarlamanin genel ilkeleri, ARMS primerleri i¢in de gecerlidir. Ancak
ek tasarim stratejileri kullanilir. Sekil 1.4 ARMS primerlerinin tasarimina drnek teskil
etmektedir. Kirmizi renk ile gosterilen baz SNP’yi gosterir, allel spesifik bazdir. Mavi

renk ile gosterilen baz, ARMS primeri tasarlanirken olusturulan kasith uyumsuzluktur.
Tasarlanacak ARMS-PCR primerleri agsagidaki 6zel 6zelliklere sahip olmalidir:

e Primerler genellikle 30 baz uzunlugundadir. Bu uzunluktaki primerler, yiiksek
bir Tm ve baglanma sicakligina sahip olduklarindan hedef bdlgeye daha spesifiktir.

e Primerin 3' ucundaki niikleotit, hedef niikleotide tamamlayici olmalidir. 3'
ucunda ek bir uyumsuzluk kasith olarak gerceklestirilir. Bu kasitli uyumsuzluk,
Ozglinliigii ve spesifikligi onemli dlgiide arttirir. Kasitl uyumsuzluk i¢in segilecek
bazlarda dikkat edilmesi gereken unsurlar vardir. A:G, G:A ve C:C uyumsuzluklari
amplifikasyon i¢in en giiclii ket vurucu uyumsuzluklarken, diger uyumsuzluklar
degisken derecelerde etkilere sahiptir.

e ARMS primerinin son bes niikleotidinden birinde gergeklestirilecek ek
uyumsuzluk, hedefe 6zgiilliigiinti daha da artirir.

e ARMS-PCR reaksiyonlarina ilgilenilen genin mutasyon i¢cermeyen bdlgesini
amplifiye etmek icin tasarlanan PCR kontroliiniin dahil edilmesi tercih edilebilir. Hem
kontrol bolgesinin amplifikasyonu hem de ARMS primeri tarafindan amplifikasyonun
gerceklesmemesi durumunda yapilan c¢aligma gegersiz sayilir. Bu durum, yanlis
negatif sonug¢ olarak adlandirilir. Bu durumun birkag¢ nedeni olabilir. Bunlar; ¢ok az
veya ¢ok fazla DNA, diisiik kaliteli DNA kalib1, gerekli reaktiflerin eklenememesi
veya reaksiyon ortaminda PCR inhibitorlerinin varligidir.

e Bir ARMS reaksiyonunun duyarliligi ve 6zgiilliigii, sinirlandirict reaksiyon
kosullariin belirlenmesi ile kontrol edilebilir. Yanlis sonuclarin 6nlenmesinde kalip
tasarimimnin iyi yapilmasi, daha yiliksek baglanma sicakligt ve dongli sayisinin
sinirlandirilmasi onemlidir. Reaksiyonda kullanilacak dongii sayisint gereksiz yere

artirmak yanlig pozitif sonuglara neden olabilir [Gen & Ahmed, 2018].
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G>C

l

Mutant dizi: 5'-GGCAGGTTGCTATCAAGGTTA-3'
Mutant allele 6zgii primer: < --3' GATCGTTCCAAT 5'--> AMPLIFIKASYON VAR

Normal allele 6zgii primer: < --3' CATCGTTCCAAT 5'--> AMPLIFIKASYON YOK

G>C
Normal dizi:  5-GGGCAGGTTGGTATCAAGGTTA-3'
Mutant allele 6zgii primer: < --3°> GATCGTTCCAAT 5’ -- > AMPLIFIKASYON YOK

Normal allele 6zgii primer: < --3> CATCGTTCCAAT 5’ -- > AMPLIFIKASYON VAR

Sekil 1.4: Little 1995°e gore normal ve mutant alleller icin tasarlanan ARMS primer
tasarlama stratejisinin gosterimi. A. Mutasyona 6zgii ARMS primeri ile
eslesen mutant dizi ve eslesmeyen normal dizi. B. Normal diziye 6zgi
ARMS primeri ile eslesen normal dizi ve eslesmeyen mutant dizi. Kirmizi
renkte isaretlenmis bazlar, SNP’yi gdstermektedir. Mavi renkte igaretlenmis
bazlar, ARMS PCR yo6ntemi i¢in spesifik olarak tasarlanan, sondan 1 ile 5.
bazda yer alabilen, ek uyumsuz bazlari ifade etmektedir.

Mutant allele 6zgli primer i¢in, ARMS primerinin 3' terminal ucu mutasyonu
tamamlayici olmalidir; normal allele 6zgii primer i¢in, 3' terminaldeki baz, karsilik
gelen normal diziye tamamlayici olmalidir. ARMS reaksiyonunun 6zgiilliigiini
artirmak i¢cin ARMS primerinin tercihen sondan bir 6nceki bazina veya genellikle son
bes niikleotidden birine ek kasitli uyumsuzluklar eklenebilir. PCR’da primerin 3'
ucundaki bu uyumsuzluk, amplifikasyonun gerceklesme olasiligini 6nemli olgiide
azaltir. Bunun nedeni, Taq polimerazin 3'-5' eksoniikleaz diizeltme-okuma
aktivitesinin olmamasidir. Bu nedenle bu aktiviteye sahip olan yiiksek kaliteli DNA
polimerazlar ARMS-PCR reaksiyonunda kullanilamaz [Gen & Ahmed 2018], [Little,
1995]. Nokta mutasyonlarinin veya polimorfizmlerin tanimlanmasi i¢in son derece
kullanish bir ydntemdir. Iki primerin dahil oldugu tek tiipteki reaksiyona ortak bir kars1
primerin dahil edilmesi sayesinde mutant ve normal alleller i¢in reaksiyonlar ayni

tiipte gerceklestirilebilir.
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Allel 6zgiilliiglinti artirmak i¢in her iki tip primerin 3' u¢larindaki son bes niikleotitten
birine kasith bir uyumsuzluk gerceklestirildigi icin ARMS-PCR tabanli yontemler,
diger allel spesifik genotipleme yontemleriyle karsilastirildiginda benzersizdir [Etlik
et al., 2011].

1.1.12.2 VFLASP

Degisken Parga Uzunlugu Allel Spesifik PCR (VFLASP), 2023’te Téth ve ark.
tarafindan gelistirilen, temelde PCR yoOntemine dayali, allele ozgli SNP
genotiplemesinin giincel bir yaklasimidir. VFLASP yonteminde, rekabet¢i allel
spesifik primerlerin baglanmasi ile {iiretilen floresan sinyal sayesinde varyantlar
arasindaki farklilagsma, amplikon uzunluklarina baghh olarak ortaya c¢ikar.
Genotipleme, kapiler elektroforez cihazinda DNA fragmanlarindaki farkliliklarin
analiz edilmesiyle gergeklestirilir. Yontem i¢in 6zel olarak tasarlanan allel spesifik
primerler kullanilir. Primerlerin yalnizca 3' ucundaki son baz, SNP dizisine gore
farklilik gdsterir. Bu yontemde tek bir boya (FAM) kullanilir ve allele 6zgii primerlerin
her biri farkli uzunlukta bir amplikon {iiretir. PCR tamamlandiktan sonra genotip
belirlenmesi, fragman analizi yontemi ile okunup, fragman uzunluguna dayali olarak
hangi primerin amplifiye edildigi analiz edilerek gerceklestirilir. Toth ve ark. bu
yontemi 2023 yilinda insan modellerinde dogrulamis ve SNP genotiplemesinde
yontemin genel kullanilabilirligini kanitlamak icin olasi alt1 baz varyantinin tiimii
caligmalarinda test edilmistir. Elde edilen sonuglara gore ¢alismalarinda gilivenilir
basar1 ve yiiksek analiz kolayligi bildirmislerdir. VFLASP yonteminin avantaji,
genotipleme sonuglarinin yorumlanmasinin kolay olmasidir. Ancak bu yontemde, tek

bir testle yalnizca bir SNP tespit edilebilmektedir.
e VFLASP Yonteminde Allel Spesifik Primer Tasarimi

Yontemin calisma prensibi Sekil 1.5’te gosterilmektedir. Bu yontemde, farkli
uzunluklarda iki forward primer ve bir reverse primer dizisi kullanilmaktadir. Iki
forward primer, ilgilenilen SNP’nin bulundugu 3' ucundaki son bazda degisiklik
gosterir. Mavi renkle gosterilen PIGtail, PCR’1n 6zgiilliiglinii arttirmak icin 2 forward
primerin 5' ucuna eklenen bir adaptordiir. Buna ek olarak reverse primerin 5' ucuna
M13(-12) dizisi eklenir. Kirmizi renkle gosterilen, FAM-M13(-21) primeri, bu reverse

primerin sahip oldugu ek diziye komplementer olarak tasarlanmis ve FAM floresans
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boyasi ile isaretlenmis bir oligoniikleotid dizisidir. PCR sonuglari, hedef dizinin

genotipine bagli olarak kapiler elektroforezde farkli parca uzunluklari olarak gozlenir.

PIGtailed allele-specific forward primer

e

T

A
T

\FAM-.\I 13(-21) primer

M13(-21)-tailed
reverse primer

Sekil 1.5: Toth ve ark. tarafindan gelistirilen VFLASP genotipleme yonteminde
degisken uzunluktaki primerlerin tasarim stratejisi.

1.1.12.3 Kardiyovaskiiler Hastalik Riskleriyle Iliskili SNP’lerin Tam
Yontemi: Kapiler Elektroforez

Gilinlimiizde klinik tanida DNA sekanslama, ¢ogu hastaliga neden olan mutasyonlarin
hedef bolgelerde belirlenmesine odaklanmaktadir. Baz1 SNP’ler hastaliga neden olan
bir sekansla yakin iligki i¢indedir. Dolayistyla SNP’nin varligi, hastaligin varligi veya
artan bir hastalik gelistirme riski ile iligkilidir [Rothberg et al., 2011]. SNP’leri
kullanarak, belirli bir hastalig1 gelistirmenin genetik riskini tahmin etmek, bir hastalig
daha dogru teshis edebilmek ve hatta bir ilaca verilen terapotik yaniti tahmin etmek
miimkiindiir. Bu tan1 yontemlerinde asil amag, hastalarin bireysel genetik profilini
dikkate alan tedaviler gelistirmektir. Bu amacla polimorfizmleri, mutasyonlar1 veya
DNA dizisini belirlemeye yonelik bir yontem olan kapiler elektroforez yonteminde
DNA fragmanlan farkli mobilitelerine gore bir elektrik alaninda ayrilirlar. Ayirma
isleminin gergeklestirildigi kapiler, icerdigi eleme matrisi sayesinde fragmanlar farkli
uzunluklarina gore ayrilabilirler. Par¢ca uzunluklarindaki farkliliklar polimorfizmleri
ve mutasyonlar1 saptamak i¢in veya diziyi sekanslamak i¢in kullanilabilmektedir.
Genetik tan1 merkezlerinde kullanim1 amaglanan biiyiik 6lgekteki genetik analizlerin
yapilmasi i¢in yiiksek verimli analitik yontemler gereklidir. Kapiler elektroforez
sistemleri yliksek verim analizine uygun oldugundan, ayrica isletme maliyetleri diisiik,
yiiksek derecede hizli ayirma yeteneklerine sahip ve kolay kullanilabilir oldugundan
bu amagla kullanim igin tiim gereksinimleri karsilamaktadir [Kleparnik & Bocek,

2007].
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Kapiler elektroforez, niikleik asitlerin jel bazli elektroforezinin yerini alabilen giiglii
bir analitik tekniktir. Bu yontemin temeli, yiiklii molekiillerin elektrik akimi igerisinde
bir soliisyon boyunca hareketidir. DNA fragmanlarini boyutlarina gore ayirmak i¢in
kullanilir. Kapiler elektroforezde ayirma islemi, i¢c ¢apt 50-100 mm olan bir kapiler
icinde gerceklesir. Bu degerler arasindaki dar kapilerlerin kullanimi sayesinde yiiksek

elektrik alanlari ile hizli ¢aligsma siireleri miimkiin olmaktadir.

Cihazin kullanimi, 4 adede kadar farkli floresans boya ile isaretlenmis DNA
fragmanlarinin birlestirilerek dikey, dar bir kilcal kapiler damar iizerinde tek seritte
yiiklenmesini gerektirir. Bu 6zellik hem DNA sekanslama hem baz ciftlerinde
molekiiler boyutlandirma hem de molekiiler kantitasyon c¢alismalarinda caligsma
stirelerinin ve numune ¢ozlniirliiglinlin analiz tipine gore optimize edilmesine izin
verir. Numuneler yiiklendikten sonra voltaj uygulanir. Boylece fragmanlar kapiler
boyunca elektroforez yaparak boyutlarina gore ayrilir. Bu esnada bir lazer 1g1n1 kilcal
kapiler damar boyunca siirekli tarama yapar. Lazer 1511, fragmanlara bagl floresans

boyalar1 uyarir ve her boya i¢in belirli bir dalga boyunda 151k yayarlar.

ABI Genetic Analyzer cihazi, kapiler elektroforez ile floresans isaretli DNA
fragmanlarinin analizi i¢in tasarlanmig otomatik bir cihazdir. Giiniimiizde genetik tani
icin en yaygin kullanilan sistemdir. DNA 6rneklerinin boyut ve renk ayrimlar1 yoluyla

islenmesine yonelik adimlar Sekil 1.6’ da gosterilmistir [Butler et al., 2004].
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Sekil 1.6: ABI Prism 3110 Genetic Analyzer ile allellerin ayrilmasmin ve
saptanmasinin sematik gosterimi [Butler et al., 2004’ten alintidir].
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Cogu kapiler elektroforez sistemi, yiiklii molekiilleri numuneden kilcal damara
tagimak icin belirli bir siire boyunca voltajin uygulandig: elektrokinetik enjeksiyon
kullanir. DNA negatif yiiklii oldugundan, DNA molekiillerini kilcal damara ¢ekmek
icin pozitif bir voltaj uygulanir [Butler et al 2004]. Numune iyonlar1 farkl
hareketliliklere sahip olduklarindan, kilcal damardan farkli hizlarda go¢ ederler. Sonug
olarak, eger yiik/kiitle oranindaki farkliliklar1 yeterince belirginse, iyonlar kilcal
damardan nispi goclerinde ayrilirlar. Bir numune iyonunun net gog hizi, elektroforetik
hizinin toplami ile ¢ozeltinin elektroozmotik hizinin toplamidir [Gstéttenmayr,

2011].

Bir kapiler elektroforez kolonuna enjekte edilen DNA miktar1 ([Qinj]), elektrik alani
(E), enjeksiyon siiresi (t), numunedeki gercek DNA konsantrasyonu ([DNAOrnek]),
kilcal agiklik alani (mr?) ve numunenin (Adrnek) tampona (Atampon) karsi iyonik

giiclinilin bir fonksiyonudur.

[DNAmJ] = Et(nrz)(ueer }leof) [DNAsample] O\Abuffer/ xsample) (21)
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Burada r kilcal borunun yarigapi, pep numune molekiillerinin hareketliligi ve peor
kaplanmis bir kilcal damarda ihmal edilebilir olan elektroozmotik hareketliliktir

[Butler et al 2004].

Kapiler elektroforez teknolojisi, biyoteknoloji endiistrisi tarafindan giivenilir, yiiksek
¢oziiniirliiklii ve oldukca hassas bir ara¢ olarak kabul edilmektedir. Bu teknoloji
oligoniikleotid analizi, DNA dizileme ve DNA fragman analizi gibi analizlerde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Lazer kaynakli floresans ile kapiler elektroforez, hizli, yliksek
hassasiyetli ve yiiksek ¢oziiniirliiklii DNA analizi i¢in en gii¢lii analitik araglardan biri

olarak sayilmaktadir [Liu & Amirkhanian, 2003].

1.1.13. Genetik Tanm Testleri

Hastalikla iligkili aile dykiistinlin olmast durumunda, genetik bozukluklarin tespiti i¢in
genetik testlerin yapilmasi 6nemlidir. Giiniimiizde yapilan genetik testler asagidaki
gibidir:

e Tastyict testi: Ebeveynlerin genetik bozukluklarla baglantili bir mutasyon
tasty1p tasimadiginin tespitini saglar. Aile dykiisii olmasa bile hamilelik durumu 6ncesi
tiim ebeveynler i¢in Onerilir. Caligma materyali kandan izole edilen DNA’dir.

e Dogum oOncesi tarama testi: Hamile kadinlardan alinan kan numunesi ile
dogmamis ¢ocugun bir kromozom rahatsizligina sahip olma olasilig1 tespit edilir.
(Calisma materyali kandan izole edilen DNA’dur.

e Dogum 6ncesi tan1 testi: Heniiz dogmamis ¢gocugun belirli genetik bozukluklar
icin daha yiiksek bir riskle kars1 karstya olup olmadiginin tespit edildigi testtir. Dogum
Oncesi testler i¢in ¢aligma materyali rahimden alinan s1vi 6rnegidir (amniyosentez).

e Yeni dogan tarama testi: Yeni dogan bebegin olas1 genetik bozukluklarini
yasamin erken doneminde tespit etmek, gerektiginde zamaninda bakim ve tedavi

almasina yardime1 olan testtir. Calisma materyali yeni dogan kanindan izole edilen

DNA’dir [Webl15].

1.1.13.1 Genetik Tani Testlerinin Onemi

Genetik tani testleri, sliphelenilen genetik hastalifin tanisi i¢in kullanilir. Genetik
hastaliklar i¢in genetik testler dogru bir tan1 koymanin yani sira ek gereksiz klinik

arastirmalardan kaginmanin tek yoludur. Genetik test, klinisyene hasta i¢in en uygun
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tedaviyi ve destegi segmede rehberlik edebilir. Testlerin sonuglart kisinin saglhiginin

yonetilmesi ve/veya tedavi yontemi ile ilgili karar verilmesine yardimci olur.

Her bireyin genomunda ebeveynlerinden kalitilan bilgiler mevcuttur. Bu bilgiler kisiyi
anne ve babasiyla akraba yaparken, olusan tiim varyasyonlar kisiyi anne babasindan
kalitilan 6zelliklerden ayirir. Varyasyonlar, DNA dizisinde ¢ogu zaman etkisiz, ancak
bazen de zararli etkisi olan degisikliklerdir. Sadece bir bazin eklenmesi, silinmesi veya
baska bir baz ile degisimi proteinin zarar gormesine, fazladan protein iiretilmesi veya
hi¢ protein liretilmemesine neden olabilmektedir. Bu durumlar kisinin sagligina ciddi
problemlere yol agabilir. Ailede belirli bir hastalik 6ykiisii olmasi, bu hastaliga kiginin
genetik yatkinlig1 olabilecegini gdsterirken, varyasyonlar sebebiyle her bir bireyin
genetik yapisi tek basina incelenmelidir [Web15]. Cogu genetik kalp rahatsizligi,
otozomal baskin kalitilir. Bu durumda baskinlik, her genin iki kopyasindan birinin
mutasyonlu olmasi ve mutasyonlu allelin normal allel baskin olup hastalifa yol
acmasina sebep olur. Bu durum, bireyin heterozigot olmasi durumunda genetik
hastaliktan etkilenmesine neden olur. Otozomal baskin genetik hastaliklar bazen kisiyi
dogumundan itibaren etkilerken, bazen de yetigkinlik doneminde etkilemeye baslar.
Kisinin hastaliktan etkilenmesi i¢in sadece bir mutant alleli tagimasi yeterlidir. Bu
durum, kisinin %50 ihtimalle hastaliktan etkilenecegi anlamina gelir. Ortalama olarak,
otozomal baskin kalp rahatsizlig1 olan bir ailenin {iyelerinin yarisinda hastalik gelisir.
Mutant alleller diizeltilemez ve kisinin yagami boyunca kalicidir. Ebeveynlerde ¢ocuga
gecen genlerin normal veya mutant olmasi rastgele meydana gelmektedir. Bu sans her
bir hamilelikte ayni derece olmakla birlikte hem erkek ¢ocuklar hem de kiz ¢ocuklar

icin aynidir [Web16], [Cirino & Ho, 2013].

1.1.14. KVH’larla iliskili Yapilan Calismalar

Ailelerde agik¢ca Mendel ayrimi gostermeyen ¢ok faktorlii ve nicel 6zellikler iizerinde
iyi tanimlanmis etkileri olan belirli fonksiyonel varyantlar1 bulmaya yonelik yaklasim
arayislarinin baslangi¢ noktasi olarak HLA tiirleri ile ilk ¢alismalar yapilmistir. Belirli
HLA tiirleri ve hastaliklar arasindaki giiclii iligkilerin ilk kesifleri, bir hastaligin
fonksiyonel temeline iliskin bakis agisi kazanmak i¢in popiilasyon ve belirteg
iliskilendirme calismalarinin kullaniminin ilk 6rnekleridir. Bu caligsmalar, Genom
capinda iliskilendirme caligmalarinin baslangic noktasini olusturmus ve hastalik

nedenselligine 151k tutan ¢ok daha giiclii belirteg-hastalik iliskilerinin bulunacagi
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umudunu artirmistir [Crouch & Bodmer, 2020]. Genom capinda iliskilendirme
caligmalari, DNA varyantlarina sahip 6zellikler veya hastaliklar arasindaki iligkileri
tanimlamay1 amaglayan ve orneklem biiyiikliigiiniin artmasi ile ¢alismanin giicliniin
arttig1 deneysel bir tasarimdir [Musunuru & Kathiresan, 2019]. 2005 yilindan bu
yana teknolojik gelismeler, koroner arter hastaligi da dahil olmak iizere poligenik
hastaliklara yatkin binlerce lokusun haritalandirilmasima yol acan genom capinda
iligkilendirme c¢alismalar1 (GWAS) gerceklestirme firsati saglamistir [Marian et al.,
2011]. Ilk olarak, her bir genetik varyantin diisiik bir fenotipik penetrasyona sahip
oldugu poligenik Mendel olmayan kaliim modellerini aragtirmak i¢in, aday gen
yaklasimi ve genom ¢apinda baglanti caligmalar1 olmak iizere iki geleneksel yaklagim
iistlenilmigtir. Daha sonraki yillarda insan genomunun dizilenmesi vasitasiyla genom
capinda iliskilendirme olarak adlandirilan ¢aligma ile birka¢ milyon tek niikleotid
polimorfizmi tanimlanmis ve bunlarla iliskili baglanti dengesizliklerinden tiiretilen
haplotipler ortaya konmustur. Bu yeni yaklasim, geleneksel genetik yontemlerle
karsilastirildiginda, hastalikla iliskili  varyantlarnt ¢ok hizli  bir sekilde
tanimlayabilmektedir. Yeni nesil dizilemenin maliyetinin diismesi, yliksek verimli
genotipleme ve gelisen istatistiksel metodoloji sayesinde siirekli gelisen SNP ve
haplotip bilgileri ile KVH’larla iligkili yeni varyantlarin kesfedilme hizi artmistir
[Braund, 2015]. Monogenik Mendel hastaliklarindan farkli olarak, popiilasyondaki
KVH’lerin ¢ogunlugu, genom boyunca kiiciik etkilere sahip ¢ok sayida yaygin ve nadir
varyantlara atfedilen poligenik kalitimdan etkilenmektedir [Musunuru &

Kathiresan, 2019].

Son 10 yilda KVH riskinin genetik taramasi/genetik testinin potansiyel klinik ve halk
sagligr uygulamalarina yonelik arastirmalar da hiz kazanmistir. KVH’lardaki ilk
genom capinda iliskilendirme caligmasi, 2007°de bagimsiz gruplar tarafindan es
zamanli olarak rapor edilmis ve 9p21 kromozomu iizerinde KVH ile iliskili bir bolge
tanimlanmistir [Helgadottir et al., 2007], [Samani et al., 2007]. Birlikte ele
alindiginda bu raporlar, KVH’lere sahip vakalar olarak 11.000” den fazla kisiyi ve kalp
hastalig1 olmayan kontroller olarak 37.000 kisiyi icermektedir. 9p21°deki varyantlarin,
belirli bir protein {irlinli veya diizenleyici bolge i¢in kodlama yapmayan bir bolgede
bulundugu ve varyantin hastalik riskini ~%50 oraninda artirdig1 tespit edilmistir.
Bununla birlikte bazi ¢calismalarda KVH gelisiminde trigliseritlerin roliinii vurgulayan

LDL olmayan yollar1 etkileyen nadir ve diislik frekansli varyantlar1 tanimlamak i¢in
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tam genom veya ekzom dizilimi kullanilmistir [Global Lipids Genetics Consortium,
2013], [Do et al., 2015]. Bu perspektifte yapilan ¢aligmalar ile KVH’larla iliskili
yaklagik 20 ek varyant ve daha Once iliskilendirilmis varyantlarin bagimsiz
dogrulamasi yapilmigtir [Coronary Artery Disease Genetics Consortium, 2011],
[Schunkert et al., 2011].

2013’te, 63.746 KVH vakas1 ve 130.681 kontroliin dahil edilmesiyle, o zamana kadar
gerceklestirilen en biiyilk KVH’lerin genom c¢apinda iliskilendirme meta-analizi,
KVH’larla iligkili ek 15 lokus bildirmistir. KVH’ler ile iligkili gézlemlenen lokuslarin
toplam sayis1 boylece 46’ya yiikselmistir [Deloukas et al., 2013]. Bu varyantlardan
17°si kan basinci ve kan lipidleri ile ilgili yolaklarda yer almakta idi. Bu veriler,
geleneksel klinik risk faktorlerinin disinda bile genom verilerinin KVH riski
tizerindeki etkisini daha da desteklemis ve KVH’lerin karmasik biyolojisinin
anlagilmasina daha da yardimci olmustur. Bu erken meta-genom c¢apinda
iligkilendirme ¢aligmalarinin KVH risk varyanti kesfi ve dogrulamasindaki basarisi ve
yeni veri kiimeleri KVH’larla iligkili varyantlarin sayisin1 160’tan fazla bagimsiz
lokusa ¢ikarmistir [The CardiogramplusC4D Consortium, 2015], [Howson et al.,
2017]. Yakin zamanda, KVH’ler ile iliskili yeni lokuslarin kesfi i¢in yapilan bugiine
kadarki en biiyiilk meta-analiz ile 25.892 KVH vakasim1 ve 142.336 kontrolii
birlestirerek, KVH ile iliskili ek 40 yeni lokus tanimlamistir [Koyama et al., 2020].

Kardiyovaskiiler risk tanisi i¢in son yillarda ticari amaclh gelistirilen genom ¢apinda
yaygin polimorfizm panelleri mevcuttur (Multiplex real-time PCR Anyplex™
Thrombosis SNP Panel Assay kit TS7600X, Multiplex real-time PCR Seeplex® ApoE
ACE Genotyping, immunoassay NT-proBNP Assay Kit T1701W Sichuan Xincheng
Biological Co., LTD vb). Bu testler, kalp ve damar hastaliklarina yatkinligin
belirlenmesi i¢in kullaniminin yani sira tekrarlayan gebelik kayiplari olan ¢iftlerde

ilgili doktorlar tarafindan siklikla talep edilmektedir.

Genetik ve ¢evresel faktorlerin etkilesimi, kardiyovaskiiler hastalik vakalarinin
cogunlugunu aciklayabilir [Peyser, 1997]. KVH’lerin ortaya ¢ikmasinda ve
gelismesinde genetik faktorler hayati bir rol oynamaktadir [Cunnington et al., 2010],
[Roberts, 2014]. SNP’ler tek baslarina degerlendirilirken, fenotipte agiga ¢ikan
etkinin tam olarak anlasilmasinin ¢ogu zaman miimkiin olmamasi sebebiyle diisiik
etkiye sahip SNP’lerin bir arada test edilip degerlendirilmesi, etki boyutunun

arastirtlmasi ve anlasilmasi i¢in en uygun yontemdir. En yaygin ve en giiclii genetik
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risk belirteclerinin eszamanli olarak kullanimi ile hasta ve saglikl bireylerin ayirimin
dogrulugu, tek baslarma kullanimlarina kiyasla daha ideal bir yoldur [Fiatal & Adany
2018].

Bu amagla kardiyovaskiiler hastaliklarla baglantili oldugu diisiiniilen ve klinik agidan
anlamli oldugu bildirilmis SNP’lerin tespiti bu tez ¢alismasinin konusunu
olusturmaktadir. Hedeflenen 23 SNP’ye ait varyant genotiplendirilmesi, bu tez
caligmasinda 6zgiin olarak gelistirilen ve literatiire yenilik¢i bir metodoloji olarak
sunulan VFLASP-ARMS yo6ntemine dayandirilmaktadir. Bu yontem, 1995'te
Little’dan ve 2023’te T6th ve arkadaslarindan ilham alan yenilik¢i bir metodolojidir.
Her iki yontemin avantajlarini birlestiren VFLASP-ARMS (Sekil 1.7), bu ¢alismanin
amacina uygun olarak birden fazla SNP’yi es zamanli olarak analiz etmek i¢in

kullanilmistir.

Allel 1: Yabani Tip (C Allel) Allel 2: Mutant Tip (A Allel)

Floresan isaretli Prob Floresan fsaretli Prob B
«— Allel 1 Spesifik Reverse 1 «—— Allel 2 Spesifik Reverse 2

—_— —_—
G |TTG...ATTS T JATG...ATTATTS'
s c4cac 3' Anlamh Dizi s' A4CcAcC 3' Anlamh Dizi
X |ATG...ATTATT & ITG...ATTS

4= Allel 2 Spesifik Reverse 2 4 Allel I Spesifik Reverse |

Sekil 1.7: VFLASP-ARMS tekniginde kullanilan allel spesifik rekabetci primer
tasarim stratejisi. Kirmizi renkle gosterilen baz kasitli uyumsuzlugu ifade
etmektedir.

Allel spesifik ARMS-PCR primerlerinin 3' ucundaki ilk baz ilgili alleline tamamlayict
olarak tasarlanmistir. Reaksiyon sirasinda bu tamamlayicilik sayesinde yalnizca 1
uyumsuz baza sahip olan primer, ilgili allele baglanacaktir. Ancak 2 uyumsuz baza
sahip olan, diger allele spesifik olan primer bu allele baglanamayacaktir. 3' ucunda
hedefle uyumsuz olan (SNP’ye 6zgii olan) ARMS primerleri uzamanin 6nlenmesi i¢in
yeterli degildir. Buna karsin bir onceki bazda yapilan ek uyumsuzluk, iki bitisik
uyumsuzluga sebep olup, polimerazin sentezini engeller. Bunun nedeni, Taq
polimerazin 3'-5' eksoniikleaz diizeltme-okuma aktivitesinin olmamasidir. Bu
yontemle VFLASP-ARMS allel spesifik rekabetci primerlerden yalnizca ilgili allele

spesifik olan1 amplifikasyonu baslatmaktadir.

ARMS yonteminden ilham alinan allel spesifik primer tasarim teknigi, VFLASP

tekniginin floresan PCR yontemi ile birlestirilmis ve sonuglar, kapiler elektroforez
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yoluyla amplikon uzunlugu farkina dayanarak fragman analizi yontemiyle analiz
edilmigstir. Floresan PCR’da allele 6zgii amplifikasyonun ardindan, PCR fragmaninin
boyutuna dayali olarak kapiler elektroforez ile allelik ayrimciligin elde edilmesi
hedeflenmistir. Reaksiyondaki DNA polimeraz, primerin yalnizca 3' ucuna mitkemmel
tamamlayicilik gosterdiginde sentezleme islemini gergeklestirebilir. Bu da yontemin

tek bir allel i¢in ayirt edici ve spesifik olmasini saglamaktadir.

1.2. Tezin Amaci, Katkisi ve Icerigi

Ulkemizde genetik tani kitlerinin kullanimi ve tedarigi agisindan karsilasilan en biiyiik
problem kitlerin temininde ithalata bagimli olunup, yiiksek maliyetler ve uzun siiren
tedarik siireleri ile her iki agidan biiyiik kayiplara ugranilmasidir. Bu baglamda bu tez
caligmasinda ozellikle Tiirk popiilasyonuna 6zgii, kardiyovaskiiler hastaliklara
yatkinhik ile iligkilendirilmig, klinik Oneme sahip 23 gen bdlgesinin allel
varyasyonlarini tarayan, yiiksek dogrulukta calisan genetik tani kiti tasarlanmasi ve
optimizasyon ¢aligmalarinin gergeklestirilmesi hedeflenmistir. Bu tez ile ortaya
konulacak ticari 6neme sahip genetik tani kiti sayesinde yerli tiretime katki saglanmast
amaglanmistir. Kit tasarimi, ilk kez bu tez calismasiyla gelistirilmis olan VFLASP-
ARMS (Degisken Fragman Uzunlugu Allel Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu-
Amplifikasyona Direngli Mutasyon Sistemi) metodolojisine dayandirilmistir.
Tasarlanan genetik tan1 kiti, kardiyovaskiiler hastaliklara yatkinlikla iligkilendirilmis
23 tek niikleotid polimorfizmi (SNP) bolgesini simultane bir sekilde 4 panelde tespit
edebilme 6zelligine sahiptir. S6z konusu tani kitinin uzun vadede ulusal ve hedef SNP
icerigindeki modifikasyonlarla uluslararasi profesyonel kullanicilara satisi

hedeflenmektedir.

Tezin amaci1 dogrultusunda, kardiyovaskiiler hastaliklarin tanisi, 6nlenmesi, yonetimi,
tedavi ve bakim kalitesinin iyilestirilmesi agamalarinda klinisyenlere olduk¢a fayda
saglayacak olan ticari genetik test kiti tasarlanmistir. Tasarlanan tanmi kitinin
uygulamasi tilkemizde tiim genetik tan1 merkezlerinde bulunan Applied Biosystems
marka Genetic Analyzer cihazlarinin tiim modellerine uyumlu olarak, fragman analizi
yontemine dayandirilmistir. Tez kapsaminda tasarlanip formiilizasyon caligmalari
yapilan kitin profesyonel kullanicilar i¢in kolay kullanimli, hizli ve yiiksek hassasiyet
ve Ozgiillikte olmasi hedeflenmistir. Tasarlanan kitin optimizasyon ve validasyon

deneylerinde insan veya hayvan klinik 6rnekleri kullanilmamis olup, tiim testler
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sentetik olarak tiretilen pozitif kontrol sekanslar1 ile gerceklestirilmistir. Gelistirilen
kitin bu tez caligmasmin tamamlanmasinin ardindan hasta ornekleri iizerinde
denenerek tiim etkinlik ve validasyon deneyleri tamamlandiktan sonra tilkemizde yerli
iiretime katkida bulunmasi ve hem siipheli hem de hastanede yatan kardiyovaskiiler
hastalik vakalarimin hizli laboratuvar tanisina yiiksek dlgekte katki saglayacak olmasi

hedeflenmektedir.

Bu tez ¢alismasi, Little 1995'ten ve Toth ve ark. 2023’ten ilham alan, ancak bu iki
metodun gelistirilmis ve modifiye edilmis bir kombine metodolojisi olarak sunulan
VFLASP-ARMS yontemine dayandirilmistir. Her iki yontemin avantajlarini
birlestiren yontem, literatlirde ilk kez bu tez calismasinda uygulanmistir. Ayrica,
bilgimiz dahilinde KVH’larla iligkilendirilmis 23 gen bolgesini tek seferde tespit eden,
fragman analizi yontemine ve floresans problara dayali yerli/yabanci bir ticari kit
bulunmamaktadir. Bu agilardan degerlendirildiginde, mevcut tez ¢aligmasi 6zgiin ve

yenilikgidir.
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2. MATERYAL METOD

Gelistirilen VFLASP-ARMS SNP genotipleme genetik yatkinlik tan1 paneli igerigine
dahil edilen SNP’ler: Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) C677T C>T dbSNP
ID: rs1801133, A1298C A>C dbSNP ID: rs1801131 [Zeng & Zeng, 2019]; Faktor V
(Leiden) G1691A G>A dbSNP ID: rs6025 [Romac et al.,, 2017]; Faktor V
(Cambridge) C306G C>G dbSNP ID: rs118203906 [Williamson et al.,1998]; Faktor
II G20210A G>A (Protrombin) dbSNP ID: rs1799963 [Sejrup et al., 2020];
Anjiyotensin  C4072T C>T dbSNP ID: 15699 [Junusbekov et al., 2020];
Apolipoprotein B (APO B) R3500Q C>A C>T dbSNP ID: rs5742904 [Ahmad et al.,
2012]; Anjiotensin II reseptor tip 1 A1166C A>C dbSNP ID: rs5186 [Junusbekov et
al., 2020]; Fibrinojen -463G>A G>A dbSNP ID: rs1800790 [Sakowicz et al., 2013];
Nitrik Oksit Sentaz -786T>C T>C dbSNP ID: rs2070744, G894T G>T dbSNP ID:
rs1799983 [Li et al, 2019]; Janus Kinaz 2 V617F C>G dbSNP ID: rs10974944 [Trifa
et al., 2010]; Apolipoprotein E (APO E) T>C dbSNP ID: rs429358, C>T dbSNP ID:
rs7412 [Pereira et al., 2018]; Protein C Reseptorii A>G dbSNP ID: rs867186, C>G
dbSNP ID: rs9574 [Abuagla 2016]; CDKN2B G>C dbSNP ID: rs1333049 [Olson et
al,, 2018]; CDKN2B-AS1 A>G dbSNP ID: rs2383207 [Huang et al.,, 2018];
CDKN2B-AS1:Intron Variant A>G dbSNP ID: rs10757274 [Arbiol-Roca et al.,
2017]; Faktor XIII V34L C>A dbSNP ID: rs5985 [Do et al., 2016]; Integrin Beta
(ITGB veya HPAI a/b Insan Trombosit Antijeni 1) T1565C T>C dbSNP ID: rs5918
[Grinshtein et al., 2018]; Plazminojen Aktivatdr Inhibitér Tip 1 5G/4G dbSNP ID:
rs1799889 [Huang et al., 2019]; Lenfotoksin Alfa C804A C>A dbSNP ID: rs1041981
[Okser et al., 2010].

Caligma dort alt boliimden olusmaktadir;

I.  Sentetik Allel Dizilerinin Olusturulmast
II.  SNP Genotipleme Kiti i¢gin Unipleks Mikslerinin Olusturulmasi
III.  SNP Genotipleme Kiti i¢in Multipleks Panel Mikslerinin Olusturulmasi
IV.  Tekrarlanabilirlik, Tekrar Uretilebilirlik Caligmalari
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2.1. Sentetik Allel Dizilerinin Olusturulmasi

Secilen SNP’ler Tiirk popiilasyonuna 6zgii kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkili bir
caligma grubunu temsil etmektedir. SNP hedefleri olarak secilen genlerin rs kodlar1 ve
SNP bilgileri, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) veritaban
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov), SNPedia (https: //www.snpedia.com) ve Ensembl
Genomu (https://www.ensembl.org) veritabanlarindan elde edilmistir. Klinik 6neme
sahip olan SNP bolgeleri karsilastirmali olarak ii¢ veritabanindan incelendikten sonra
(Sekil 2.1) NCBI veritabanindan dizi bilgileri elde edilmistir (Sekil 2.2). ClinVar
veritabanindan hedef bolge hakkinda klinik bilgilere erisimin ardindan varyasyonlar
tespit edilip SNP’yi iceren bolgeler hedeflenmistir. Varyant bdlgelerine 6zgii pozitif
kontrol DNA’lar1 sentetik olarak iiretilmek iizere oligoniikleotidlerin ve ilgili

primerlerin tasarimlar gergeklestirilmistir.
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https://www.ensembl.org/

Current Build 156
Released September 21,2022

Organism Homo sapiens Clinical Significance Reported in Clinvar
Position chr1:11794419 (GRCh38.p14) @ Gene : Consequence MTHFR : Missense Variant
Alleles G Publications 459 citations
Variation Type SNV Single Nucleotide Variation Genomic View Seerson genome
Frequency G=0.246152 (65154/264690, TOPMED)
288998 (72672/251462, GnomAD_exome)
A 304170 (75950/249696, ALFA) (+ 26 more)
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AA) 0 most common genotype
Possibly impaired folate
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metabolism
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Reference GRCh38 38.1/141

Chromosome 1
11794419
Gene MTHFR

B isa snp
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BLAST/BLAT | VEP | Tools | BioMart | Downloads | Help & Docs | Blog

1 Human (GRCh38.p14) v

Location: 1:11,793,919-11,794919 ACUELIFS LI KT]

Bl - Search Human

Variant displays
Explore this variant
E- Genomic context

rs1801131 snp

Most severe

missense variant | See all predicted consequenc

Alleles
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Location
Co-located variants

Evidence status @
Clinical significance @
P
Original source
C

About this variant

TIG | Ancestral: T | Highest population MAF: 0.47
CADD: G:20.9 | GERP: 3.19
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HGMD-PUBLIC CM981315 ; COSMIC COSV571
®"EOEC O
EE2Q

This variant has 30 HGVS names - Show &

This variant has 8 synonyms - Show @

This variant has assays on 11 chips - Show @

Variants (including SNPs and indels) imported from dbSNP (release 156) | View in dbSNP&
This variant overlaps 12 transcripts, has 3009 sample genotypes, is
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Sekil 2.1: SNP veritabanlarinin website goriiniimleri. A) NCBI veri tabanina ait arama

gorseli. B) SNPedia veri tabanina ait arama gorseli.
veritarabanina ait arama gorseli.
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Sekil 2.2: NCBI veritabanindan SNP’lere erisim. A) ClinVar veritabanindan hedef
bolgeyi arama B) ClinVar veritabanindan hedef bolge hakkinda bilgilere
erisim. C) Varyasyon goriintiileyiciye erisim. D) SNP’yi igeren bolgenin
hedeflenmesi ve ilgili dizinin dizi goriintiileyici ile goriintiilenmesi.
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Tasarim stratejisinin baslangi¢ noktasi olarak, uzunlugu 500 ila 650 baz ¢ifti arasinda
degisen hedef oligoniikleotid dizileri NCBI veri tabanindan elde edilmistir.
Hedeflenen her bir SNP’nin yaklasik olarak hedef dizinin orta noktasina
konumlandirilmasina ozellikle dikkat edilmistir. Hedef dizi, ilgili SNP’nin dahil
edilmesini saglamak i¢in 2-7 bazin ortiismesiyle Oligo 1 ve Oligo 2 olarak etiketlenen
iki parca halinde Macrogen (Kore) tarafindan sentezlenmistir. Bu islemi
kolaylagtirmak i¢in sol ve sag primerler, her iki oligonun SNP’siz uglarina 6zgii olacak
sekilde tasarlanmistir. izlenen adimlar Tablo 2.1°de MTHFR C677T C>T (rs1801133)
hedef dizisi 0rnek verilerek sematize edilmistir. Burada normal dizide ilgili baz C iken,
mutant dizide T ye doniismiistiir. T igeren mutant diziyi sentetik olarak elde edebilmek
icin tasarlanan primerlerin ve bu primerlerin birlestirme PCR’1 i¢in kritik 6neme sahip

olan ortak dizileri gosterilmektedir.
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Tablo 2.1: MTHFR C677T C>T (rs1801133) doniisiimii icin T allelini (mutant) i¢eren sentetik allel dizilerine 6zgii primer ¢iftlerinin
tasarlanma yontemi. Alti ¢izili kirmizi bazlar SNP’yi, kalin siyah bazlar ortak dizi bolgesini temsil etmektedir.

Gen ismi / SNP No MTHFR C677T C>T (rs1801133) Polimorfizm Bolgesine Ait Hedef Diziler

(414

Yabani Tip/Normal Dizi

TTGGAAGGTGCAAGATCAGAGCCCCCAAAGCAGAGGACTCTCTCTGCCCAGTCCCTGTGGTCTCTTCATCCCTCGCCTTGAACAGGTGGAGGCCAGCCTCTCCTGACTGTCATCCCTATTGGCAGGTT
ACCCCAAAGGCCACCCCGAAGCAGGGAGCTTTGAGGCTGACCTGAAGCACTTGAAGGAGARGGTGTOTGCGGGAGECGCGATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGC
TTTGTGAAGGCATGCACCGACATGGGCATCACTTGCCCCATCGTCCCCGGGATCTTTCCCATCCAGGTGAGGGGCCCAGGAGAGCCCATAAGCTCCCTCCACCCCACTCTCACCGCACCGTCCTCGCA
CAGGCTGGGGGCTCTGGGTGGAGTGCTGAGTTCGCTGAGTTCTTCCCAGATCTCCTCTCAGGTCCAGAACTTGCACAGCGTTGCTTGGCCACCCCATTTTGGTTACCTCTAATTTTCCCCCCAAAACCC
AGCAACAGTGTCTGTTGAGGGGTTTGTTGTACTTTGGCCAACAAGCATCACCAAAAGGGATTCTAATTCTCATTACAAATCCTGCTT]

Mutant Dizi

TTGGAAGGTGCAAGATCAGAGCCCCCAAAGCAGAGGACTCTCTCTGCCCAGTCCCTGTGGTCTCTTCATCCCTCGCCTTGAACAGGTGGAGGCCAGCCTCTCCTGACTGTCATCCCTATTGGCAGGTT
ACCCCAAAGGCCACCCCGAAGCAGGGAGCTTTGAGGCTGACCTGAAGCACTTGAAGGAGARGGTGTCTGCGGGAGICGCGATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGC
TTTGTGAAGGCATGCACCGACATGGGCATCACTTGCCCCATCGTCCCCGGGATCTTTCCCATCCAGGTGAGGGGCCCAGGAGAGCCCATAAGCTCCCTCCACCCCACTCTCACCGCACCGTCCTCGCA
CAGGCTGGGGGCTCTGGGTGGAGTGCTGAGTTCGCTGAGTTCTTCCCAGATCTCCTCTCAGGTCCAGAACTTGCACAGCGTTGCTTGGCCACCCCATTTTGGTTACCTCTAATTTTCCCCCCAAAACCC
AGCAACAGTGTCTGTTGAGGGGTTTGTTGTACTTTGGCCAACAAGCATCACCAAAAGGGATTCTAATTCTCATTACAAATCCTGCTT]

MTHFR C677T Tasarlanan oligoniikleotidler Tasarlanan primerler
C>T (rs1801133)
(5'_3') (5'_3')
Oligo 1:
TTGGAAGGTGCAAGATCAGAGCCCCCAAAGCAGAGGACTCTCTCTGCCCAGTCCCTGTGGTCTCT )
TCATCCCTCGCCTTGAACAGGTGGAGGCCAGCCTCTCCTGACTGTCATCCCTATTGGCAGGTTACC Left primer: AACCTTCCACGTTCTAGTCTC
CCAAAGGCCACCCCGAAGCAGGGAGCTTTGAGGCTGACCTGAAGCACTTGA AGGAGAAGGTGTC
TGCGGGAGCCG
Oligo 2:

CGCGCTAAAGTAGTAGTGCGTCGAAAAGAAACTCCGACTGTGTAAGAAGGCGAAACACTTCCGT
ACGTGGCTGTACCCGTAGTGAACGGGGTAGCAGGGGCCCTAGAAAGGGTAGGTCCACTCCCCGG
GTCCTCTCGGGTATTCGAGGGAGGTGGGGTGAGAGTGGCGTGGCAGGAGCGTGTCCGACCCCCG Ri ght primer: _
AGACCCACCTCACGACTCAAGCGACTCAAGAAGGGTCTAGAGGAGAGTCCAGGTCTTGAACGTG
TCGCAACGAACCGGTGGGGTAAAACCAATGGAGATTAAAAGGGGGGTTTTGGGTCGTTGTCACA
GACAACTCCCCAAACAACATGAAACCGGTTGTTCGTAGTGGTTTTCCCTAAGATTAAGAGTAATG

TTTAGGACGAA INGICACAANGGGITTCORCOGA



Iki oligonun uguca birlestirilmesini hedefleyen bir PCR kurulmustur. Bu reaksiyon
icin PCR Master Mix (2x) (K0171, Thermo, ABD) kullanilmistir. PCR, 2x PCR ana
karigimi, her sol ve sag primerden 120 uM ve ilgili her oligodan 1 pl iceren 25 pul’lik
toplam hacimde gerceklestirilmistir. PCR dongiileri, 30 s i¢in 95 °C, 20 s i¢in 65 °C ve
50 s i¢in 72 °C'den olusan 25 dongii ile gerceklestirilis ve 72°C'de 10 dakika siireyle
son uzatma yapilmistir. Gergeklestirilen deneyler, her hedef SNP bdlgesinin yabani tip
ve mutant bazlarinin her birini hedefleyerek, homozigot allel dizileri ile sonuglanan
ayr1 reaksiyon tiliplerinde gergeklestirilmistir. Spesifik SNP’lerle iligkili sentetik
heterozigot alleller, ilgili homozigot allel PCR firiinlerinin 1:1 oraninda
karistirilmastyla elde edilmistir. Uretimi yapilan allel varyantlarmna ait sentetik allel
dizileri, Sanger dizileme metodu ile dizilenerek dogrulanmigtir. 5 ul. PCR iirlinii
iizerine 2 pL. ExoSAP (NucleogeneNSapx) eklenmis ve 30 dakika 37°C, 15 dk
80°C’de inkiibasyon gerceklestirilmistir. Saflagtirilan iiriin 1/10 oraninda dilue
edilmigtir. Dilue edilen iiriiniin 3ul’si {lizerine 1 pL Bigdye Terminator (Applied
Biosystems, ABD), 1 uL 10 uM forward primer, 1 uL. 5x buffer (Applied Biosystems,
ABD) ve 4 pL su eklenmistir. 96°C 1 dk, 25 dongii 96 10 sn, 50°C 5 sn, 60°C 4 dk
programinda PCR islemi gergeklestirilmistir. 1,5 g Sephadex ve 13,5 ml niikleaz
icermeyen saf su karistmindan 700°ser pL kolonlara eklenmistir. 2 dk 5200 rpm’de
santrifiijlenmistir. Kolon temiz tiipe aktarilip tizerine PCR iiriiniin tamamu yiiklenmis
ve 2 dk 5200 rpm’de santrifiij yapilmistir. 10 pL. formamid ile karigtirilarak {irtiniin
tamami plate’e yiiklenmistir. Sekanslama ABI 3100XL Avant Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, ABD) cihazinda gergeklestirilmistir. Dogrulamadan gecen PCR
iiriinleri bir sonraki adim olan allel spesifik uygulamalarda sentetik allel dizileri olarak

kullanilmistir.

2.2. SNP Genotipleme Kiti Icin Unipleks Mikslerinin
Olusturulmasi

2.2.1. Primer Prob Tasarimi

Calismaya dahil edilen SNP hedeflerinin NCBI veri setinden eldesini takiben,
amplikon fragman uzunluklar1 100-400 bg ile sinirlandirilmigtir. Allelik bantlarin

orant 1.01-1.04’e ayarlanarak Primer3 Plus (www.primer3plus.com) ile allel spesifik

50



primerler tasarlanmistir (Tablo 2.2). Tasarlanan primerlerde ¢esitli modifikasyonlar
gerceklestirilmistir: 1) Little 1995’e gore, allele 6zgii bazlarin, SNP uyumlu primerlerin
3’ ucuna eklenmesi; ii) Kasitli uyumsuzluk i¢cin SNP uyumlu primerin 3' ucunun
sondan bir 6nceki konumunda uyumsuzluk gerceklestirilmesi; iii) Toth ve ark., 2023’
gore, 5' ucuna orijinal sekansa tamamlayict olmayan 3 baz (TTA) eklenmesi. Farkli
olarak allele 6zel tasarlanan bazi primerlerde optimizasyon ¢alismalarina gore 5' ucuna
ii¢ yerine alt1 baz (TTATTA) eklenmistir. G ve C yerine T ve A bazlarinin eklenmesi,
primerlerin Tm derecelerinde radikal degisikliklerden kaginilmasi sebebiyledir. Bu
tasarim Ozelligi sayesinde fragman analizinde allel ayrimeciligi amplikonlarin baz
farkliliklar1 sayesinde miimkiin olmustur. iv) Primerlerin 5' ucuna PIG kuyrugu veya
M13(-21) adaptdr dizisi eklenmemistir. Bunun yerine, bu c¢alismada prob olarak
adlandirilan SNP uyumlu olmayan primerlerin 5' ucunu etiketlemek i¢in farkli floresan
boyalar (FAM, TAMRA, ATTOS565, YAKIMA YELLOW) kullanilmigtir. Bu
modifikasyonlarin tiimii, 6n optimizasyon sonuglarina gore anlamli veya karsit anlaml

DNA zincirinde yapilmistir.
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Tablo 2.2: SNP genotipleme kiti icin VFLASP-ARMS yontemine gore tasarlanan primerler ve problar. Alti ¢izili bazlar allel spesifik bolgeler
olan SNP’leri ifade etmektedir. Turuncu ile isaretlenen bazlar fragman analizi i¢in farkli uzunlukta amplikonlarin eldesi igin
eklenmistir. Mavi ile isaretlenen bazlar, ek kasitlh uyumsuzlugu ifade etmektedir.

Varyant

SNP Adi (rs kodu) Tipi DNA ipligi Primer Ismi Primer ve Prob (*) Dizisi (5' -3")
F: * 5' FAM-CCTATTGGCAGGTTACCCCAAAG
MTHFR (rs1801133) C>T Anlaml R1(C): TTAAGCTGCGTGATGATGAAATCAG
R2(T): TTATTAAGCTGCGTGATGATGAAATCAA
F1(C): GGAGGAGCTGACCAGTGAATC
MTHEFR (rs1801131) A>C aﬁf‘g{l F2(A): TTAGGAGGAGCTGACCAGTGAATA
R: * 5' YakimaYellow-TAGGGAGGCAAAGACAGGCT
F: *5' ATTO565-CGCCTCTGGGCTAATAGGAC
Factor V (Leiden) (rs6025) G>A Anlaml R1(G): TTAACTTCAAGGACAAAATACCTGTATTCCTC
RI1(A): ACTTCAAGGACAAAATACCTGTATTCCTT
F1(O): TTATGCTCACGAGTTATTTTCTTAAGATTCC
Factor V Cambridge (rs118203906) C>G aﬁf‘g{l F2(G): TGCTCACGAGTTATTTTCTTAAGATTCG
R: * STAMRA-TGCCTTTTCTGGATGCCACTTA
F: *5' FAM-CAGAAGGTCATTGATCAGTTTGGA
Factor II (Prothrombin) (rs1799963) G>A Anlaml R1(G): TTACACTGGGAGCATTGAGGCTC
R2(A): CACTGGGAGCATTGAGGCTT
FI(T): TTAGAAGACTGGCTGCTCCCTGCT
Angiotensin (rs699) C>T aﬁf‘gi F2(C): GAAGACTGGCTGCTCCCTGCC
R: *5' FAM-AGCCACTTCCCCACTTCTCAA
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Tablo 2.2: SNP genotipleme kiti icin VFLASP-ARMS yontemine gore tasarlanan primerler ve problar. Alti ¢izili bazlar allel spesifik bolgeler
olan SNP’leri ifade etmektedir. Turuncu ile isaretlenen bazlar fragman analizi i¢in farkli uzunlukta amplikonlarin eldesi i¢in eklenmistir.
Mavi ile igaretlenen bazlar, ek kasitli uyumsuzlugu ifade etmektedir. (devam)

SNP Adi (rs kodu) Varyant Tipi DNA ipligi Primer Ismi Primer ve Prob (*) Dizisi (5' -3")
F1(C): TTATTACCTGCAGCTTCACTGAAGACC
C>A F2(A): TTACCTGCAGCTTCACTGAAGACA
Apolipoprotein B (rs5742904) Karsit anlamli
C>T F3(T): CCTGCAGCTTCACTGAAGACT
R: * §5' ATTO565-CAAAGGAGATGTCAAGGGTTCG
F1(A): TTACAGCACTTCACTACCAAATGAGAA
Angiotensin II receptor type (rs5186) A>C Karsit anlamli F2(C): CAGCACTTCACTACCAAATGAGAC
R: * STAMRA-AATGCAAAATGTGGCTTTGCTTTG
F: * §' FAM-GGACAAAATATTAAAGCTATTCAGCACA
Fibrinogen (rs1800790) G>A Anlamli RI1(G): TGACATAATTCTATTTCAAAAGGGGCC
R2(A): TGACATAATTCTATTTCAAAAGGGGCT
F1(C): ATGCATCTTGCCCACAGCTC
Lymphotoxin alpha (rs1041981) C>A Karsit anlamli F2(A): ATGCATCTTGCCCACAGCTA
R: * §' ATTO565-TAGGAGTGGGCTCCCTCTGT
F: * §' YakimaYellow-GCACACCTCCAACCTCAGC

Plasminogen Activator Inhibitor Type I

SG/4G (151799889) A>G Anlamlt RI1(4G): CTCCGATGATACACGGCTGACT

R2(5G): CTCCGATGATACACGGCTGACC
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Tablo 2.2: SNP genotipleme kiti icin VFLASP-ARMS yontemine gore tasarlanan primerler ve problar. Alti ¢izili bazlar allel spesifik bolgeler
olan SNP’leri ifade etmektedir. Turuncu ile isaretlenen bazlar fragman analizi i¢in farkli uzunlukta amplikonlarin eldesi igin
eklenmistir. Mavi ile isaretlenen bazlar, ek kasith uyumsuzlugu ifade etmektedir. (devam)

SNP Adi (rs kodu) Varyant Tipi DNA ipligi Primer Ismi Primer ve Prob (*) Dizisi (5' -3")
F: * §' TAMRA-GCCCAGCTAGTGGCCTTTCT
Nitric Oxide Synthase (rs2070744) >C Anlamli RI1(C): CTGAGGCAGGGTCAGCAG
R2(T): CTGAGGCAGGGTCAGCAA
F: * §' TAMRA-GGAAACGGTCGCTTCGACGTGCT
Nitric Oxide Synthase (rs1799983) G>T Anlamli RI1(G): TCGGGGGGCAGAAGGAAGAGTTCTGGGGAC
R2(T): TCGGGGGGCAGAAGGAAGAGTTCTGGGGAA
F: * §' TAMRA-GAACCCCAGTGGAGACAGAG
Factor XIII (rs5985) C>A Anlamli RI1(C): GCCCACAGTGGAGCTTCAGGGCG
R2(A): GCCCACAGTGGAGCTTCAGGGCT
F: * §' ATTOS65-CCAGGCTGGAATGCAGAAATACTA
Janus Kinase 2 (rs10974944) C>G Anlamli RI(G): ACCCCCTTGATAAATGTGGCTC

R2(C):

ACCCCCTTGATAAATGTGGCTG
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Tablo 2.2: SNP genotipleme kiti igin VFLASP-ARMS ydntemine gore tasarlanan primerler ve problar. Alti ¢izili bazlar allel spesifik bolgeler
olan SNP’leri ifade etmektedir. Turuncu ile isaretlenen bazlar fragman analizi i¢in farkli uzunlukta amplikonlarin eldesi i¢in
eklenmistir. Mavi ile isaretlenen bazlar, ek kasith uyumsuzlugu ifade etmektedir. (devam)

Varyant

SNP Adi (rs kodu) Tipi DNA ipligi  Primer ismi Primer ve Prob (*) Dizisi (5' -3")
F1(T): TTCTCTTTGGGCTCCTGTCTTACTCCGGGGTGCCTAT
Integrin Beta-3 (rs5918) T>C alrflzgrsrﬁl F2(C): TTCTCTTTGGGCTCCTGTCTTACTCCGGGGTGCCTAC
R: * §' YakimaYellow - GCTGTCTCCAGAGCCCTTGT
F: 5' FAM - CATGTTCTGCAGGGAGCCAAA
Protein C Receptor (rs867186) A>G Anlamlt RI(A): GCCACACCAGCAATGATGAAAAT
R2(G): GCCACACCAGCAATGATGAAAAC
Protein C Receptor (1s9574) C>G Anlaml F: * §' YakimaYellow - GACTCCTTGGGGGCCTATTC
RI(G): GCCAGCCTCCATCAATCCTCGGGGTTCTGCG
R2(C): GCCAGCCTCCATCAATCCTCGGGGTTCTGCC
F: * §' TAMRA - ACTGTGCGACACCCTCCC
Apolipoprotein E (rs7412) C>T Anlaml RI1(C): CCTGGTACACTGCCAGGCG

R2(T): CCTGGTACACTGCCAGGCA
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Tablo 2.2: SNP genotipleme kiti igin VFLASP-ARMS ydntemine gore tasarlanan primerler ve problar. Alti ¢izili bazlar allel spesifik bolgeler
olan SNP’leri ifade etmektedir. Turuncu ile isaretlenen bazlar fragman analizi i¢in farkli uzunlukta amplikonlarin eldesi i¢in
eklenmistir. Mavi ile isaretlenen bazlar, ek kasith uyumsuzlugu ifade etmektedir. (devam)

SNP Adi (rs kodu) VaTriyp 2;“‘ E) ﬁgi Primer ismi Primer ve Prob (*) Dizisi (5' -3)
FI1(T): TGTGCGGCCGCCTGGTGAT
Apolipoprotein E (rs429358) T>C alzf; Eﬁl F2(C): TGTGCGGCCGCCTGGTGAC
R: * 5' FAM - AGGCGCTTCTGCAGGTCAT
F: * 5' ATTO565 - GAATGGGCTGCTGACTCTGAA
rs1333049 G>C  Anlamh RI(C): CTCTGCGAGTGGCTGCTTTGG
R2(G): CTCTGCGAGTGGCTGCTTTGC
FI(A): CTCCTGTTCGGATCCCTTAA
CDKN2B-AS! (rs2383207) A>G ;ﬁf‘ﬁ; F2(G): CTCCTGTTCGGATCCCTTAG
R: * 5' Yakima Yellow - CCCTGGCTCATCTCCATACCT
FI(A): CCCCCGTGGGTCAAATCTATCGACTGTGTTGA
CDKN2B-AS1:Intron Variant (rs10757274) A>G ;ﬁf‘;ﬁﬁl F2(G): CCCCCGTGGGTCAAATCTATCGACTGTGTTGG

*5' TAMRA - TCCCAGATGCACTGTATTGTTTG



2.2.2. PCR Optimizasyonu Cahsmalari

Optimizasyon ¢alismalar1 PCR Master Mix (2x) (K0171, Thermo, ABD) kullanilarak
toplam 25 puL hacimde gergeklestirilmistir. Primer konsantrasyonlarinin (120 pM ile
330 uM arasinda degisen) (Tablo 2.3), sablon konsantrasyonlarinin (0,05 pg ile 0,35
ng arasinda degisen) (Tablo 2.4) ve MgCl2 konsantrasyonlarinin (2 mM ile 4 mM
arasinda degisen) (Tablo 2.3) parametreleri, 60°C ve 63° baglanma sicakliklarinda
degerlendirilmistir. PCR dongiileri, 95 °C'de 4 dakikalik bir baslangi¢ denatiirasyon
adimi, ardindan 95 °C'de 30 saniyelik denatiirasyon, 60-63 °C'de 30 saniye baglanma,
72 °C'de 50 saniye uzatma iceren 35 dongii ile ve 72°C'de 12 dakika son uzatma ile
gerceklestirilmistir. 10 ul PCR {iriinii ve 2 ul 6X DNA Jel Yiikleme Boyas1 (R0611,
Thermo, ABD), 10.000X SYBR™ SafeDNA Gel Dye (S33102, Invitrogen, ABD) ile
boyanmis %3 agaroz jel lizerinde yliriitilmiistiir. Gozlemlenen bant yogunluklarina

dayanarak, her hedef SNP i¢in en verimli PCR formiilasyonu optimize edilmistir.
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Tablo 2.3: Allel spesifik PCR i¢in gerceklestirilen, farkli primer konsantrasyonlari i¢in optimizasyon ¢alismalari.

1. 2% 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
icerik Formiilasyon | Formiilasyon | Formiilasyon | Formiilasyon | Formiilasyon | Formiilasyon | Formiilasyon | Formiilasyon | Formiilasyon | Formiilasyon
Son Konsantrasyon
PCR Master Mix
(2x) (K0171,
ThermoFisher Sci, 1x 1x 1x 1x 1x 1x 1x 1x 1x 1x
USA)
Allele Ozgii 120 mM 140 mM 160 mM 180 mM 200 mM 220 mM 250 mM 280 mM 300 mM 330 uM
Primer F/R
Allele Ozgii 120 mM 140 mM 160 mM 180 mM 200 mM 220 mM 250 mM 280 mM 300 mM 330 uM
Primer F/R
Floresan Boyals 90 mM 100 mM 120 mM 140 mM 150 mM 170 mM 190 mM 215 mM 230 mM 250 uM
Ortak Primer F/R
Homozigot
Mutant Pozitif 0.05 ng 0.05 ng 0.05 ng 0.05 ng 0.05 ng 0.05 ng 0.05 pg 0.05 pg 0.05 pg 0.05 pg
Kontrol Dizisi
MgCl 2mM | 4mM | 2mM | 4mM | 2mM | 4mM | 2mM | 4mM | 2mM | 4mM | 2mM | 4mM | 2mM | 4mM | 2mM | 4mM | 2mM | 4mM | 2mM | 4mM
Konsantrasyonu
Niikleaz 25 uL'ye 25 uL'ye 25 uL'ye 25 uL'ye 25 uL'ye 25 uL'ye 25 uL'ye 25 uL'ye 25 uL'ye 25 uL'ye
icermeyen su tamamlanir tamamlanir tamamlanir tamamlanir tamamlanir tamamlanir tamamlanir tamamlanir tamamlanir tamamlanir
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Tablo 2.4: Allel spesifik PCR i¢in gerceklestirilen, farkli kalip konsantrasyonlari i¢in optimizasyon c¢aligmalari.

icerik

1. Formiilasyon

2. Formiilasyon

3. Formiilasyon

4. Formiilasyon

5. Formiilasyon

6. Formiilasyon

Son Konsantrasyon

PCR Master Mix (2x) (K0171, ThermoFisher

Sci, USA) 1x Ix Ix Ix Ix Ix
Allele Ozgii Primer F/R 160 mM 160 mM 160 mM 160 mM 160 mM 160 mM
Allele Ozgii Primer F/R 160 mM 160 mM 160 mM 160 mM 160 mM 160 mM
Floresan Boyal1 Ortak Primer F/R 120 mM 120 mM 120 mM 120 mM 120 mM 120 mM
MgCl, Konsantrasyonu 2 mM 2 mM 2 mM 2 mM 2 mM 2mM
Homozigot Mutant Pozitif Kontrol Dizisi 0.05 ng 0.15 ng 0.2 pg 0.25 ng 0.30 pg 0.35 pug

Niikleaz igermeyen su

25 pL'ye tamamlanir

25 pL'ye tamamlanir

25 pL'ye tamamlanir

25 pL'ye tamamlanir

25 pL'ye tamamlanir

25 pL'ye tamamlanir



2.2.3. Unipleks Kapiler Elektroforez Uygulamalar:

SNP genotipleme kiti i¢in unipleks mikslerin olusturulmasi ¢alismalarinin son adimi
olarak kapiler elektroforez c¢aligmalar1 gerceklestirilmistir. Konvansiyonel PCR
yontemi ile optimize edilmis olan formiilasyonlara bagli kalinarak 23 SNP bolgesi i¢in
ayr1 ayri reaksiyonlar kurulmustur. Kapiler elektroforez yonteminde 1:10 oraninda
niikleaz igermeyen su ile dilue edilen PCR f{iriiniinin 1 pl’si ile 10 pl Formamid ve 0.3
ul LIZ kanstirilarak 96’lik plate kuyucuklara yiliklenmistir. Hazirlanan plate ABI
PRISM® Genetic Analyzer cihazina yerlestirilmis ve okuma baslatilmistir. Orneklerin
fragman analizleri GeneMapper Software 5 (Applied Biosystems, ABD) programi
kullanilarak yapilmstir.

2.3. SNP Genotipleme Kiti Icin Multipleks Mikslerinin
Olusturulmasi

Multipleks allel spesifik panel ¢aligmalar1 i¢in fragman uzunluklar1 100 — 400 baz
araliginda degisen hedef SNP bolgeleri bu tez ¢alismasina 6zgii olarak 4 ayr1 grupta
siniflandirilmigtir. Panel karisimlari, karsilik gelen SNP bolgelerinde beklenen
allellerin parca uzunluklarina dayali olarak tasarlanmistir. Bu karisimlar, her biri
sirastyla FAM, YAKIMA YELLOW, ATTOS565 ve TAMRA floresan boyalartyla
etiketlenmis 6, 5, 5 ve 7 farkli SNP hedefinden olusmaktadir. Her bir hedef SNP
bolgesine ait, farkli allel varyasyonlar1 i¢in hedeflenen benzer biiyiikliikteki
fragmanlar farkli boyalarla boyanmis ve bdylece es zamanli analizlerine imkan
saglanmistir. Multipleks allele 6zgii PCR, optimize edilmis PCR kosullarina bagh
kalarak Tablo 2.5’te sunulan SNP gruplamasina gore gerceklestirilmistir: allele 6zgii
primer konsantrasyonu 160 uM (rs1799983, rs10757274, rs5186, rs2070744,
rs118203906, rs5985 ve rs7412130 i¢in 130 uM), 120 uM floresan boyali primer
konsantrasyonu (rs1799983, rs10757274, rs5186, rs2070744, rs118203906, rs5985,
rs7412130 i¢in 100 uM), 2 mM MgCl2 konsantrasyonu ve 60°C baglanma sicaklig1.
Tasarlanan multipleks allele 6zgii VFLASP-ARMS testi, toplamda 23 floresan etiketli
primer (prob) ve 47 etiketsiz primer (hedeflenen SNP'lerin tiim varyantlarini

kapsayan) iceren 4 bagimsiz PCR tiiplinde gerceklestirilmistir.
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2.3.1. Multipleks Kapiler Elektroforez Uygulamalari

Her bir SNP bdlgesi i¢in ayr1 ayr1 kurulan unipleks reaksiyonlarin kapiler elektroforez
sonuglar1 dogrulandiktan sonra Tablo 2.5’te sunulan panel igerik tablosuna bagl
kalinarak multipleks panel c¢aligmalar1 yiiriitilmistir. Kapiler elektroforez
yonteminde 1:10 oraninda niikleaz igermeyen su ile dilue edilen PCR iiriiniinin 1 pl’si
ile 10 pl Formamid ve 0.3 ul LIZ kanstirilarak 96°lik plate kuyucuklarma
yiiklenmigtir. Allele 6zgii multipleks PCR iirtinleri, ABI 3130XL Genetik Analiz
Cihaz1 (Applied Biosystems, ABD) kullanilarak kapiler elektroforezde galistirilmis ve
numunelerin fragman analizleri, Gene Mapper Software 5 (Applied Biosystems, ABD)
ile gerceklestirilmistir. Yapilan deneylerde, hedeflenen gen bolgelerine ait 3-6 baz ¢ifti
uzunluk farkina sahip allelleri ifade eden pikler iiretmek amaglanmistir. Ilgili sentetik
homozigot ve heterozigot allel sablonlar1 kullanilarak her hedef SNP ve multipleks
SNP genotipleme testi i¢in dogrulama testleri yapilmistir. Yontemin tekrarlanabilirligi
her bir allele 6zgli reaksiyonlarda belirlenmistir. Gergeklestirilen deneylerde,
hedeflenen gen bolgelerindeki 3-6 baz ¢ifti uzunluk farkina sahip allelleri temsil eden

tepe pik noktalar1 olusturmak amaclanmistir.
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Tablo 2.5: Multipleks allel spesifik PCR uygulamalarinda kullanilan paneller ve i¢erdikleri SNP bolgeleri.

Miks SNP DNA ipligi Floresan Kanal Beklenen Dizi Uzunlugu (bg)
Adenin (A) Guanin (G) Sitozin (C) Timin (T)
rs867186 PROCR A>G Anlaml 91 88
rs1801133 MTHFR C677T C>T Anlaml 114 117
1 rs1799963 FII G>A Anlaml FAM (495-520nm) 146 149
rs1800790 FGB -463G>A G>A Anlaml 181 184
15699 AGT C4072T C>T Karsit anlaml 216 219
rs429358 APOE T>C Karsit anlaml 263 260
rs1799889 PAI-1 5G/4G A>G Anlaml 106 103
1s5918 PIA1/A2 T1565C T>C Karsit anlaml YAKIMA YELLOW/ 170 176
2 1s9574 EPCR C>G Anlaml (531-549nm) 217 211
rs1801131 MTHFR A1298C A>C Karsit anlaml 273 270
152383207 CDKN2B-AS1 A>G Karsit anlaml 365 362




Tablo 2.5: Multipleks allel spesifik PCR uygulamalarinda kullanilan paneller ve igerdikleri SNP bdlgeleri. (devam)

€9

Miks SNP DNA ipligi Floresan Kanal Beklenen Dizi Uzunlugu (bg)
Adenin (A) Guanin (G) Sitozin (C) Timin (T)
156025 FV G>A Anlaml 85 88
rs5742904 APOB C>A C>T Karsit anlaml 125 128 122
3 151041981 LT-a C804A C>A Anlamli ATTO565 (570-591nm) 177 180
1510974944 JAK2 V617F C>G Anlaml 232 229
151333049 G>C Anlaml 290 287
rs1799983 NOS3 G894T G>T Anlaml 83 80
rs10757274 CDKN2B-AS1 A>G Kargit anlaml 137 131
rs5186 AGTR-1 A1166C A>C Karsit anlaml 151 148
4 rs2070744 NOS3 -786T>C T>C Anlamli TAMRA (546-579nm) 195 192
rs118203906 Factor V Cambridge Karsit anlaml 255 258
C>G
rs5985 FXIII V34L C>A Anlaml 297 300

1s7412 APOE C>T Anlaml 346 350




2.4. Tekrarlanabilirlik, Tekrar Uretilebilirlik Calismalari

Tekrarlanabilirlik, tekrar tiretilebilirlik deneyleri, sentetik olarak iiretilen allel dizileri
kalip olarak kullanilarak, farkli lot numarali reaktif setleri ile alt1 kez test edilmis ve
testler basariyla sonuglandirilmigtir. Tekrarlanabilirlik ¢alismalari sonucunda elde
edilen tutarli sonuclar sayesinde bin set dosyast marker (gen) ismi, floresans boya ismi,
minimum ve maksimum baz ¢ifti araliklarini igerecek sekilde olusturulmustur (Sekil
2.3). Tekrarlanabilirlik deneylerinde beklenen sonug, hedeflenen gen bdlgelerine ait
allelleri ifade eden piklerin agag1 yukari aynm baz ¢ifti araliginda gelmesidir. Farkli
iiretim lot numaralari ile yapilan ¢ok sayida deney tekrar1 sonucunda her bir mutant ve
normal allelin binleri manuel olarak tek tek eklenmistir. Mutant alleller i¢in binlerin
rengi kirmizi, normal alleller i¢in ise binlerin rengi gri olarak atanmistir. Kirmizi ve
gri renkler ile gorsel olarak ifade edilen binler marker gorevi goriip, bu sayede

kullaniciya analiz kolaylig1 saglanmas1 hedeflenmistir.

Sekil 2.3: Bin set dosyasinin olusturulmasi. A) Bin set dosyasinin manuel olarak
tanimlanmasi. B) Tepe pik noktalarina binlerin eklenmesi. C) Mutant
alleller i¢in binlerin tanimlanmasi eklenmesi. D) Normal alleller i¢in
binlerin tanimlanmasi ve eklenmesi.

64




3. BULGULAR

3.1. Sentetik Allel Dizilerinin Eldesi

Hedeflenen bolgelere 6zgii iiretilen sentetik allel dizileri Sanger sekanslama yontemi
ile tek yonlii okuma yapilarak tespit edilmistir (Sekil 3.1). Ilgilenilen 23 SNP’ye ait
klinik 6nemi bildirilen tiim allel varyasyonlarma ait dizilerin homozigot yabani
tip/normal, homozigot mutant ve heterozigot mutant versiyonlari1 dogrulanmaistir. Elde

edilen sentetik allel dizileri sonraki asamalarda kalip diziler olarak kullanilmistir.
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Sekil 3.1: Sanger sekanslama sonuglari. Kirmizi ¢erceve ile gosterilen bazlar hedef
SNP’lerdir.

3.2. Unipleks VFLASP-ARMS Optimizasyon Sonug¢lari

Tablo 2.3 ve Tablo 2.4’e gore gergeklestirilen formiilasyon optimizasyonu ¢aligmalari
ile en etkin PCR karisimi1 formiilasyonu se¢ilmistir. Amplifikasyon iiriinlerinin %3
agaroz jelde goriintiileri Sekil 3.2°de sunulmustur. Elde edilen jel sonuglarina gore ilk
formiilasyon c¢alismasinda 3 numarali formiilasyonda en parlak bant gézlenmis, bu
sebeple primer konsantrasyonu 160 nM, MgCl> konsantrasyonu ise 2mM degerlerinde

optimize edilmistir (Sekil 3.2A). Kalip dizi konsantrasyonu i¢in ise 6 farklh
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formiilasyonu ile optimizasyon ¢alismas1 yapilmistir. Sekil 3.2B’de sunulan agaroz jel
sonuclarina gore en parlak bant 2. formiilasyonda elde edilmis ve sonraki PCR

caligmalarinda kullanilmak tizere kalip DNA miktar1 0.15 pg olarak belirlenmistir.

>
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0
i
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2 Formﬁlasvon“'
4 Formﬂlasvonm
5. Forrnmasvonm
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Sekil 3.2: VFLASP-ARMS-PCR formiilasyon optimizasyon ¢aligma sonuglari: A)
Primer konsantrasyonu ve MgCl, konsantrasyonu formiilasyon
optimizasyonlar1. B) DNA konsantrasyonu formiilasyon optimizasyonlari.
Kullanilan marker: HibriGen 50bg ladder.

Yapilan formiilasyon optimizasyonu ¢aligsmalarinin 1§181nda, ilgilenilen 23 gen bolgesi
icin homozigot yabani tip/normal, homozigot mutant ve heterozigot mutant sentetik
allel diziler kalip olarak kullanilarak sonraki VFLASP-ARMS-PCR caligmalari
gergeklestirilmistir.

Apolipoprotein E dbSNP ID: rs429358 i¢in allele 6zgii primer seti, DNA'nin karsit
anlamli zincirinden tasarlanmis ve FAM floresan boya ile etiketlenmistir. 495 nm'de
bir uyarilma piki ve 520 nm'de bir emisyon piki saglamigtir. PCR iiriin uzunlugu, C
alleli (mutant) icin 263 bg¢ ve T alleli (yabani tip) i¢in 260 bg idi (Sekil 3.3A).
Homozigot C allelinin varliginda PCR iiriinii, 263 b¢'de pik vermistir. Bu iiriin yalnizca
C alleline 6zgii triinii igerirken, T allelini amplifiye etmeyerek testten yanlis pozitif
sonug almmadigini ispatlamistir. FAM floresan kanalindaki ayn1 panel igeriginde yer
alan Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) dbSNP ID: rs1801133, Faktor II
(Protrombin) dbSNP ID: rs1799963, Fibrinogen dbSNP ID: rs1800790, Anjiyotensin
dbSNP ID: rs699 ve Protein C reseptorii dbSNP ID: rs867186 SNP’leri i¢in de ayni

sekilde giivenilir sonuglar elde edilmistir. PCR {irlin uzunlugu mutant allel icin

67



sirastyla 117, 146, 181, 219 ve 88 bg iken yabani allel i¢in sirastyla 114, 149, 184,216
ve 91 bg idi.

Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) dbSNP ID: rs1801131 i¢in allele 6zgii
primer seti, DNA'nin karsit anlamli zincirinden tasarlandi ve 531 nm'de bir uyarilma
piki ve 549 nm'de bir emisyon piki ile YAKIMA YELLOW floresan boya ile
etiketlenmistir. PCR iiriin uzunlugu, C alleli (mutant) i¢in 270 bg ve A alleli (yabani
tip) i¢in 273 be idi (Sekil 3.3B). Yakima Yellow floresan kanalindaki ayni panel
iceriginde yer alan Integrin Beta dbSNP ID: rs5918, Protein C reseptorii dbSNP ID:
rs9574, Plazminojen Aktivator Inhibitor Tip 1 dbSNP ID: 151799889 ve CDKN2B-
AS1 dbSNP ID: rs2383207 SNP’leri i¢in de ayni sekilde giivenilir sonuglar elde
edilmistir. PCR {iriin uzunlugu mutant allel i¢in sirastyla 170, 217, 103 ve 362 bg iken
yabani allel i¢in sirasiyla 176, 211, 106 ve 365 bg idi.

CDKN2B dbSNP ID: rs1333049 igin allele 6zgii primer seti, DNA'nin anlamh
zincirinden tasarlanmsi ve 570 nm'de bir uyarilma piki ve 591 nm'de bir emisyon piki
iceren ATTOS565 floresan boya ile etiketlendi. PCR {iriin uzunlugu, C alleli (mutant)
icin 287 bg¢ ve G alleli (yabani tip) i¢in 290 bg idi (Sekil 3.3C). ATTOS565 floresan
kanalindaki ayn1 panel iceriginde yer alan Apolipoprotein B (APO B) dbSNP ID:
rs5742904, Lymphotoxin Alpha dbSNP ID: rs1041981, Janus kinase 2 dbSNP ID:
rs10974944 ve Faktor V Leiden G1691A dbSNP ID: rs6025 SNP’leri i¢in de ayni
sekilde giivenilir sonuglar elde edilmistir. PCR {irlin uzunlugu mutant allel igin
strastyla 122-125, 177, 232 ve 85 bg iken yabani allel i¢in sirasiyla 128, 180, 229 ve
88 b idi.

Benzer sekilde Anjiyotensin II reseptor tip 1 A1166C dbSNP ID: rs5186 i¢in allele
Ozgl primer seti, DNA'nin karsit anlamli zincirinden tasarlandi ve TAMRA floresan
boyasi ile etiketlendi; 546 nm'de bir uyarilma piki ve 579 nm'de bir emisyon piki
sergiledi. PCR iirlin uzunlugu, C alleli (mutant) i¢in 148 b¢ ve A alleli (yabani tip) i¢in
151 be idi (Sekil 3.3D). Homozigot ve heterozigot vahsi tip veya mutant allellerin tiim
orneklerinde, PCR iirlinii, spesifik olmayan allel amplifikasyonunun varlig
olmaksizin yalnizca spesifik allel iiriiniinii igermistir. CDKN2B-AS1: intron Varyant
dbSNP ID: rs10757274, Anjiyotensin II reseptor tip 1 A1166C dbSNP ID: rs5186,
Nitrik oksit sentaz dbSNP ID: rs2070744, Nitrik oksit sentaz dbSNP ID: rs1799983,
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Sekil 3.3: VFLASP-ARMS PCR iirilinlerinin kapiler elektroforez sonuglart. A)
Apolipoprotein E dbSNP ID'nin elektroferogrami: rs429358 heterozigot
T/C alleli (solda), homozigot C/C alleli (sagda), mavi etiketli tepe piki
noktalart ile floresan kanal FAM 495-520nm dalga boylarinda 6l¢iilmiistiir
B) Metilentetrahidrofolat rediiktazin (MTHFR) elektroferogrami dbSNP
ID: rs1801131 heterozigot A/G alleli (solda), homozigot G/G alleli (sagda)
yesil etiketli tepe pik noktalarina sahip floresan kanal Yakima Yellow 531-
549 nm dalga boylarinda OSl¢iilmiistiir. C) CDKN2B dbSNP ID'nin
elektroferogrami: rs1333049 heterozigot C/G (solda), homozigot C/C
alleli (sagda) kirmiz1 etiketli tepe pik noktalarina sahip floresan kanal
ATTO565 570-591 nm dalga boylarinda 6l¢iilmiistiir. D) Anjiyotensin II
reseptor tip 1 A1166C dbSNP ID'nin elektroferogrami: rs5186 heterozigot
(sol), homozigot A/A alleli (sag), siyah etiketli tepe pik noktalarina sahip
floresan kanal TAMRA546-579nm'nin dalga boylarinda 6l¢iilmiistiir.
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3.3. Multipleks VFLASP-ARMS Optimizasyon Sonuclari

Uniplex VFLASP-ARMS allele 6zgii PCR calismalarinda elde edilen yiiksek verimli
sonuglar, farkli floresan boyalarla etiketlenmis problar kullanilarak multipleks
VFLASP-ARMS SNP genotipleme testine basariyla uyarlanmistir. Bu ¢alismada
hedeflenen toplam 23 SNP, farkli floresan boyalarla (FAM, YAKIMA YELLOW,
ATTO565, TAMRA) etiketlenmis ve 4 ayr1 gruba ayrilmistir (Tablo 3.5). Gruplama
yapilirken her SNP’nin farkli par¢a boyutlar1 goz oniine alinmistir. 1. karigimda
hedeflenen SNP’ler icin beklenen amplifikasyon iiriin uzunluklari 88 ila 260 bg
arasinda, 2. karisim i¢in 103 ile 365 bg arasinda, 3. karisim i¢in 80 ile 290 bg arasinda
ve 4. karisim i¢in 80 ile 345 bg arasinda olacak sekilde tasarlanmistir. Her allelin tepe
pik noktasinda verdigi sonuca goére amplikon uzunlugu yazilim tarafindan otomatik
olarak hesaplanmistir. Hesaplama sonuglarina gore, beklenen degerlerden maksimum
3 b¢’lik bir fark gozlenmistir. Ancak bu fark tiim aleller arasinda tutarli oldugundan
aleller arasinda beklenen fark uzunluklari sabit kaldi. Go6zlemlenen parga analizi
sonuclarina dayanarak, multipleks VFLASP-ARMS metodolojisi, tek bir tiipte 7’ye
kadar farkli hedef SNP’yi basariyla tespit etmistir.

Multipleks alele 6zgii PCR sonuglari, PCR reaksiyonlarinin ayni kosullar altinda
tekrarlanmasiyla dogrulanmis ve tiim sentetik kaliplar i¢in tutarli sonuglar elde
edilmigtir. Multipleks primer karigimlarinin her biri i¢in, her hedef SNP'ye yonelik en

az bir aday allele 6zgii primer seti tanimlanmustir.

Bu sonuglar goz Oniine alindiginda, multipleks allele 6zgii VFLASP-ARMS
yonteminde floresan boyalarin kullanilmasi, hedeflenen her SNP bolgesindeki farkli
allel varyasyonlarini hedefleyen benzer boyuttaki pargalarin es zamanli analizini
miimkiin kilmistir. Unipleks VFLASP-ARMS sonuglari ile benzer sekilde, test edilen
tim multipleks analizler, her sentetik pozitif kontrol sekansi icin giivenilir ve
tekrarlanabilir genotipleme sonuglar1 saglamistir. Tasarlanan multipleks SNP
genotipleme testinin etkinligini ve giivenilirligini dogrulayan testlerin temsili

sonuglar1 Sekil 3.4’te sunulmaktadir.
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Sekil 3.4: GeneMapper Software 5 ile analiz edilen panel sonuglarindan 6rnekler. A)
Mavi etiketli pik noktalarina sahip floresan kanal FAM (495-520 nm)’da
Olciilen temsili test sonuglar1 rs867186 PROCR A>G, rs1801133 MTHFR
C677T C>T, rs1799963 FII G>A, rs1800790 FGB -463G>A G>A, rs699
AGT C4072T C>T, rs429358 APOE T>C. B) Yesil etiketli pik noktalarina
sahip floresan kanal Yakima Yellow (531-549nm)’da dlgiilen temsili test s
sonuglart rs1799889 PAI-1 5G/4G A>G, rs5918 PIA1/A2 T1565C T>C,
rs9574 EPCR C>G, rs1801131 MTHFR A1298C A>C, rs2383207
CDKN2B-AS1 A>G. C) Kirmiz1 etiketli pik noktalarina sahip floresan
kanal ATTO565 (570-591nm)’da dlgiilen temsili test s sonuglar1 rs6025 FV
G>A, 155742904 APOB C>A C>T, rs1041981 LT-a C804A C>A,
rs10974944 JAK2 V617F C>G, rs1333049 G>C. D) Siyah etiketli pik
noktalarina sahip floresan kanal TAMRA (546-579nm)’da 6l¢iilen temsili
test sonuglar1 rs1799983 NOS3 G894T G>T, rs10757274 CDKN2B-AS1
A>G, 15186 AGTR-1 A1166C A>C, rs2070744 NOS3 -786T>C T>C,
rs118203906 Factor V Cambridge C>G, rs5985 FXIII V34L C>A, rs7412
APOE C>T.
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3.4. Tekrarlanabilirlik, Tekrar Uretilebilirlik Sonuclar

Tekrarlanabilirlik, tekrar {iretilebilirlik deneyleri, sentetik olarak iiretilen pozitif
kontrol dizileri kullanilarak, farkli lot numarali reaktif setleri kullanilarak test
edilmistir. FAM, Yakima Yellow, TAMRA, ATTOS565 kanallarindan elde edilen
sonuclar sirasiyla Sekil 3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7 ve Sekil 3.8’de sunulmustur.
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Farkli Uretim Lotlarina Ait Fragman Analizi Sonuglart

FAM Kanali (495-520 nm)

Sekil 3.5: Tekrarlanabilirlik, tekrar {iretilebilirlik deneyleri calisma sonuglari:
GeneMapper Software 5 ile FAM kanalinda analiz edilen panel
sonuglarindan 6rnekler.

Farkli Uretim Lotlarina Ait Fragman Analizi Sonuglari

Yakima Yellow Kanali (531-549nm)

Sekil 3.6: Tekrarlanabilirlik, tekrar {iretilebilirlik deneyleri calisma sonuglari:
GeneMapper Software 5 ile Yakima Yellow kanalinda analiz edilen
panel sonuglarindan Srnekler.
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Farkli Uretim Lotlarina Ait Fragman Analizi Sonuglar

TAMRA Kanali (546-579nm)
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Sekil 3.7: Tekrarlanabilirlik, tekrar {iretilebilirlik deneyleri calisma sonuglari:
GeneMapper Software 5 ile TAMRA kanalinda analiz edilen panel
sonuglarindan 6rnekler.

Farkli Uretim Lotlarina Ait Fragman Analizi Sonuglari

TAMRA Kanali (546-579nm)

Sekil 3.8: Tekrarlanabilirlik, tekrar {iretilebilirlik deneyleri calisma sonuglari:
GeneMapper Software 5 ile ATTO565 kanalinda analiz edilen panel
sonuglarindan 6rnekler.
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4. TARTISMA

Insan genomunda meydana gelebilecek herhangi bir degisiklik, hiicre igi biyolojik
yolaklar {izerinde 6nemli farkliliklara ve ciddi anormalliklere sebep olabilir. Temel
olarak genetik bozukluklarin molekiiler tanisi, DNA ve/veya RNA Orneklerinde
patojenik mutasyonlarin saptanmasi yoluyla gerceklestirilir. DNA ve/veya RNA
dizisinde meydana gelen bir degisiklik, boyle bir etkiye sahipse patojeniteye sebep
olabilir. Bu durumda dogru teshis i¢in hastaligin genetik temelinin karakterizasyonu
gereklidir. Cok az miktarda DNA’y1 ¢ogaltabilen, giiclii ve hassas bir teknik olan PCR
tekniginin gesitli alanlarda birgok uygulamasi oldugu gibi, DNA diizeyinde kalitsal
hastaliklarin teshisi i¢in kullanilmaktadir. PCR yoOntemi ile hastalar igin hassas
simiflandirmalar yapilip, klinikte prognoz ve genetik hastaliklarin teshis ve tedavisine
yon vererek kolaylagtirllmaktadir. Kalitsal bozukluklarin ¢ogu cocukluk ¢agindaki
kisileri etkilediginden, ¢ocuk doktorlarinin genetik test metodolojisine ve bu testlerin
klinikteki uygulamalarina agina olmalar1 dogru tani i¢in 6nemlidir. Klinisyenler,
hastaligin teshisi i¢in uygun bir genetik test sunabilmeleri i¢in genetik bozukluklart ve
etkilenen hastalar1 semptom ve bulgular temelinde kromozomal veya tek gen

bozukluklarinin alt tiplerine gore taniyabilmeli ve kategorize edebilmelidir.

Farkli genetik test tiirleri arasinda preimplantasyon Oncesi testler, her yasta tani
testleri, tasiyici testleri, semptomlar Oncesi testler, Oliim sonrasi testler,
farmakogenomik testler, risk tahmin testleri ve dogrudan tiiketiciye yonelik testler yer
alir. Bu noktada onemli olan, tiim genetik testler dikkatli vaka tanimina ve dogru
fenotiplemeye dayanmalidir. Ailesel hastalig1 oldugundan siiphelenilen hastalarda ilk
adim genellikle kalitim modelini ifade eden bir aile soyagaci olusturmaktir. Soyagaci
bir Mendel kalitim modeli dneriyorsa (6rnegin otozomal baskin, otozomal ¢ekinik
veya X e bagli ¢ekinik), kademeli klinik tarama 6nerilmektedir. Bilgilendirilmis onam
ve nitelikli bir profesyonel tarafindan kapsamli bir danigmanlik siirecinden sonra,
genetik test i¢in hastadan kan veya tiikiiriik numunesi alinmalidir. Hastalikla iligkili
bir genetik varyant tespit edilirse KVH’lere yatkinligi olan veya oldugundan
siiphelenilen bir kiside taniy1 netlestirmek, ailede KVH’1n nedenini belirlemek, bir
sonraki neslin etkilenmesini dnlemek i¢in preimplantasyon 6ncesi genetik teshis dahil

aile planlamasi i¢in segenekler saglamak, etkilenmemis aile tiyelerine 6ngdriicii testler
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sunarak hangi aile iiyelerinin KVH gelistirme riskinin yiiksek oldugunu tahmin etmek
gibi 6nemli faydalar sunulmus olacaktir. Mutasyona sahip olan aile iiyeleri i¢in yliksek
KVH gelistirme riski altinda olduklarindan yakin tibbi takip stireci gerekli olacaktir.
Bu baglamda klinisyenlerin genetik testlerin yeteneklerini ve sinirlamalarini

anlamalar1 ve bunlar1 klinik uygulamaya uyarlamalari olduk¢a dnemlidir.

Yaygin KVH’lerin genom tabanli tahmini genel olarak ii¢ yolla uygulanmaktadir: Tek
gen iligkileri, genom c¢apinda iliskiler, genetik ve genetik olmayan faktorleri kullanan
tahmin modelleri. KVH’lerin teshisi i¢in dogrudan ve dolayli genetik yatkinlik
yaklasimlarin mevcudiyeti ve yaygin kullanimlari, genetik testler ile tespit edilmesi,
onlenmesi, popiilasyon taramasi, farmakogenetik ve farmakogenomik gibi kardiyoloji
alanlarinda genis ¢apl caligmalar yapilmasini miimkiin kilmistir. Giiniimiizde onkoloji
alaninda oldugu gibi, yakin gelecekte spesifik genotiplere dayali ozelestirilmis
tedavileri kullanma yetenegi ve spesifik tek gen bozukluklari i¢in gen tedavisi
uygulamalar1 KVH’ler alaninda da yayginlasacaktir. Bu ilerlemelerin genel
kardiyolojide uygulanmasinin Oniindeki engeller arasinda, genetik testlerin
sonuglarinin  yorumlanmasindaki  yetersizlikler, uygun danmigmanhik hizmeti
alimamamasi ve risk olasiliklarinin zayif anlasilmasi vardir. Kisisellestirilmis tibbin
uygulanmasi amaciyla cesitli genetik degisiklikleri tanimlamak i¢in genetik tani
merkezlerinde rutin vaka tespitini hassas, spesifik, diisiik maliyetli ve uygulamasi
kolay olarak yapilabilmesine olanak saglayacak, yerli iiretim ve 6zgiin tasarima sahip

test kitlerine ihtiyag vardir.

Ulkemizdeki bu eksikliklerin giderilebilmesi i¢in bu ¢alisma kapsaminda tasarlanan
ve pilot liretimi yapilan genetik yatkinlik tani kiti ile hem deneysel kullanim kolaylig1
saglanmig hem de kit ile saglanan prospektiis ile sonug¢larin yorumlanmasinda énemli
bir yol haritasi olusturulmustur. Mevcut kitler klinik 6nemi olan yalnizca birka¢ genin
tespitine odaklanirken, bu tez calismasinda piyasada var olan kitlerin igerdigi tiim
mutasyonlara ek gen bdlgeleri ve Tiirk popiilasyonuna 6zgii gen bolgeleri de dahil

edilmistir.

SNP genotipleme analizlerinin gelistirilmesi giiniimiizde hala tasarim kisitlamalariyla
kars1 karsiya kalmaya devam etmektedir. Bu anlamda, hasta ornekleriyle yapilan
testlere ek olarak sentetik pozitif kontrol kaliplarinin ticari test kitlerine dahil edilmesi
ve bunun yaninda, test parametreleriyle miikemmel sekilde uyum saglamasina yonelik

strateji gelistirme ihtiyaclar1 devam etmektedir. Bu caligmada sentetik allel dizileri,
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ilgili SNP’ler i¢in yiiksek frekanslarda homozigotluk ve heterozigotluk sergileyen
allellere yonelik klinik verilere dayanarak o6zel olarak tasarlanmistir. Bu sentetik
kontrol dizileri, biyolojik numunelere ihtiya¢ duyulmadan test malzemeleri olarak

basaril1 bir sekilde kullanilmistir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda kardiyovaskiiler hastaliklara yatkinlik ile ilgili gen
mutasyonlarini tespit etmek i¢in hassas ve spesifik bir aday tan1 testi gelistirilmistir.
Bu test, geri doniis siiresi ve maliyetler agisindan otomatik dideoksi dizilemesinden
daha tstiindliir. VFLASP-ARMS testi yontemi ile tasarlanan, kapiler elektroforez
cihaz1 ile fragman analizi yoOntemine bagli olarak analizi gergeklestirilen,
kardiyovaskiiler hastaliklara yatkinlikla ilgili gen mutasyon testi, genetik tani

laboratuvarlar1 tarafindan kolaylikla uygulanabilirdir.

Gelistirilen bu kitin ticarilestirilmesi asamasinda hasta 6rnekleri ile ve tiikiiriik, kan,
doku gibi farkli numune tipleri ile c¢alisilip dogruluk, hassasiyet, giivenilirlik,

tekrarlanabilirlik deneylerinin siirdiiriilmesi ve desteklenmesi gerekmektedir.

VFLASP-ARMS teknigine dayali gelistirilen bu kitte, mutant ve yabani tip spesifik
PCR amplifikasyonlar1 ayni reaksiyon tiipiinde yer alir ve bdylece ¢ok sinirh
sablonlara baglanma icin rekabet etmelerine izin verilir. Mutasyonunun saptanmasi
icin duyarlilig1 artirmak amaciyla her bir hedef gen bolgesi i¢in kullanilan 3 primerin
orani, yapilan detayl c¢alismalar ile optimize edilmis ve ¢alismalarin sonucunda her
bir primerin 160mM'lik kombinasyonunun en gii¢lii fragman pikleri ile sonuglandigi

bulunmugtur.

Tasarlanan test kitinin gelistirilmesi amaciyla yapilabilecek sonraki ¢aligmalar igin
yanak mukozasi, EDTA veya heparin ile antikoagiile edilmis kemik iligi, taze izole
edilmis veya depolanmis, formalinle sabitlenmis, parafine gomiilmiis dokular ve
amniyotik sivilar gibi ¢esitli kaynaklardan izole edilen DNA 6rneklerinden de basarili
amplifikasyon sonuglar1 elde etmek amaciyla gerekli calismalar yapilmasina temel
nitelikte olanak saglamaktadir. Gelistirilen bu test kiti ile yapilacak calismalar,
numunenin alinmasindan sonra 2,5 - 3 saat i¢inde tamamlanabilir. Bu siire, hastalara
sonu¢ raporu verilmesi i¢in laboratuvarda yapilacak ¢alismalar i¢in makul ve hatta

mevcut testlerden ¢ok daha kisa bir siiredir.

Gelistirilen kitin dizileme yontemi ile maliyet kiyaslamasi yapildiginda 23 gen

bolgesinin tek yonlii dizilenmesi durumunda dizi analizi i¢in iiretilecek kit maliyeti
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giiniimiizde 115 $ ‘a ulasirken, tasarlanan kit ile yapilacak ¢alisma 23 gen bdlgesi igin
yaklasik 2,8 $ olmaktadir. Yapilan maliyet hesaplamasi neticesinde gelistirilen kitin
geleneksel dizileme yontemine kiyasla 40 kattan daha diisiik maliyetli oldugu

hesaplanmustir.

Ulkemizde yurtdis1 menseili {iretici firmalarm bulunmadigi icin genetik tani kitlerinin
son kullaniciya maliyetleri oldukca yiliksek olmaktadir. Bu kitlerin tedariginin yerel
distribiitor/ithalat¢1 firmalardan yapilmasi zorunlulugu, déviz cinsinden satin alimlarin
yapilmasi gerekliligi, ithalat bedelleri, yurtdis1 ve yurti¢i nakliye masraflari, her bir
testin fiyatinda ve maliyet degerinde ciddi dlgilide artisa neden olmaktadir. Bu kitlerin
iilkemizde yerel ireticiler tarafindan iiretilmesi bu maliyet masraflarint nemli
derecede azaltmaktadir. Bu sebeple bu tez kapsaminda iiretilen tan1 kitinin tilkemizde
iiretimi ve satig1 oldukea tasarruflu olacak olup, iilke ekonomisine katkida bulunmasi

hedeflenmektedir.

VFLASP-ARMS yontemine dayali tasarlanan bu aday tani kiti, RT-PCR veya
dizileme gibi yontemlere kiyasla daha avantajlidir. Ciinkii bu teknik, hedef sekansa
Ozgii yabani tip ve mutant allellerin ayn1 anda degerlendirilebilmesine olanak verir. Bu
teknikte kesim enzimleri ile inkiibasyon ihtiyacin1 ortadan kaldirdig: i¢in geleneksel
RFLP tekniginden de hem zaman hem de is giicii acisindan daha avantajlidir.

Gelistirilen kit 0.15 pg DNA ile kullanimda giivenilir ve spesifik sonuglar saglar.

Benzersiz primer prob tasarimlariyla 6zgiil ve Tirk popiilasyonunda goriilen
mutasyonlara odaklanan bu aday test, halk sagligi laboratuvarlar1 tarafindan
onaylanmaya aday olup, genetik tan1 merkezlerinde uzman kisiler tarafinca pratik
kullanilabilirligi ve uygun fiyatli olusu sayesinde diagnostik kullanima uygunlugu vaat

etmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Klinisyenler, bu tez kapsaminda tasarlanan aday kiti, uygunluk calismalar
tamamlandiktan sonra klinik olarak anlamli genetik degerlendirme araglarini da
kullanmak sureti ile, hastalar kisisellestirilmis temel genetik riskleri hakkinda daha

iyi bilgilendirebilirler.

Gliniimiizde, ozellikle teshis uygulamalarinda, kapsamli ve c¢ok hedefli SNP
genotipleme analizlerine nihai bir ihtiyag vardir. Digiik maliyetli, hassas,
tekrarlanabilir ve yenilik¢i analiz gelistirme gerekliligi, ticari uygulama potansiyeli ile
birlestiginde, SNP genotiplemesi i¢in yenilik¢i bir yontem olan VFLASP-ARMS
yontemini gelistirilme ihtiyaci dogurmustur. Bu tezde gelistirilen test tasarimi
metodolojisi, her bir testte insan hastaliklartyla iliskili karmagik genetik yatkinliklar
kapsayan, ilgili hedeflerin tespiti i¢in siirsiz potansiyel sunmaktadir. Bu ¢alismada
gelistirilen metodolojinin uyumlulugu, klinik 6neme sahip SNP sayisinin gelecekte

artmas1 durumunda bile hizlica uyarlanabilir ve modifiye edilebilir olacaktir.

Bu calismada, hem VFLASP (analitik yaklasimi) hem de ARMS (alele 6zgii primer
tasarim 0zelligi) metodolojilerinin 6ne ¢ikan avantajlar birlestirilmis ve bunlar, klinik
genetik arastirmalarinda ¢oklu SNP genotipleme uygulamalarinin taleplerini
karsilayacak sekilde entegre edilmistir. Kalitsal hastalik testleri ve hastalik yatkinlik
analizi alanlarinda insan genetik ¢esitliliginin analizine yonelik artan bir talep vardir.
Klinik uygulamalar i¢in analiz teknigi basit ve giivenilir olmali, ayni anda birden fazla

mutasyonun analizine olanak saglamali ve tiim nokta mutasyonlarina uygun olmalidir.

Tasarim ve gelistirme siireci esas olarak hedef ve hedef olmayan aleller arasinda ayrim
yapilmasint saglayacak reaksiyon kosullarinin belirlenmesinden olusturulan
VFLASP-ARMS teknigi, hastalifa yatkinligin tespitinde rutin uygulamalar i¢in
uygundur. Bu tez ¢alismasinda gelistirilen bu metodolojinin tiim nokta mutasyonlari

icin uygun oldugu goriilmektedir.

VFLASP-ARMS yontemi hem tek bir mutasyon hem de daha fazla mutasyon i¢in ¢ok
sayida Ornegin es zamanli olarak analiz edilmesinin gerekli oldugu durumlarda
ozellikle avantaj saglayicidir. Bu avantaj yalnizca zamandan tasarruf saglamakla

kalmryor, ayn1 zamanda nispeten daha uygun maliyetli bir yaklasim sunmaktadir.
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Multipleks VFLASP-ARMS testlerinin gelistirilmesi, unipleks testlerden daha
karmagiktir, ancak bir kez optimize edildiginde testlerin kullanimi basittir ve
performanslar1 giivenilirdir. Gelistirilen basarili bir VFLASP-ARMS reaksiyonu,
ARMS primerinin hedef olmayan allelden gelen amplifikasyonu en aza indirirken
hedef alelden etkili amplifikasyona izin verir. Bu 6zelliginden dolay1 SNP tespiti igin

giivenilir bir yaklagim sunmaktadir.

VFLASP-ARMS reaksiyonu i¢in allel spesifik primerlerin tasarlanmasi anlamli veya
karsit anlamli diziye gore gergeklestirilebilir. Yapilan tez ¢aligmasinda tamamlanan
optimizasyon ¢alismalari ile, bu iki zincirin birbirine gore herhangi bir tasarim avantaji
bulunmadig: tespit edilmistir. Ancak, secilen bir dizinin reaksiyon optimizasyonu
esnasinda karsilasilacak zorluklarin iistesinden gelebilmek i¢in, allel spesifik
primerlerin yoniiniin degistirilmesi, test gelistirmede ikinci bir denemeye firsat

sunmaktadir.

Gelistirilen teshis kitinde allel spesifik primerlerin tasarimlari kadar, sentez islemleri
esnasindaki dogruluklar1 ve kaliteleri de olduk¢a onemlidir. Bu c¢alismada veriler
sunulmamasina ragmen, farkli primer sentez skalalar1 deneylerin en baginda denenmis
olup, en iyi sonuglar, sentez sonrast HPLC’de saflastirilan primer ve problar ile elde

edilmistir.

Optimizasyon ¢alismalart tamamlanan bir VFLASP-ARMS teknigine dayali SNP
genotipleme kiti ile rutinde ¢alisilirken, numune hazirlamadan analize kadar tiim siireg
tek bir giinde kolaylikla gerceklestirilebilir. Buna ek olarak bu tez c¢aligmasinda
kullanilan termal dongii cihazindan daha hizli calisan termal dongiileyicilerin
kullanilmasi, protokoliin tamamlanmasi i¢in gereken siirenin daha da azaltilmasina

olanak saglayacaktir.
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