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Amag: Sistemik hipoksiye kars klasik fizyolojik cevap kirmizi kan hticresi Gretimindeki
artistir. Hipoksi ile indtklenebilir faktorler (HIF), oksijen duyarlilik mekanizmasini ve
hipoksik hiicre metabolizmasini diizenlemektedirler. Son yillardaki calismalar, HIF
oksijen duyarhlik yolagindaki mutasyonlarin eritrositozun patogenezinde anahtar
rol oynadigini gostermistir. Bu calismamizda, transkripsiyonel aktiviteyi artirdigi
bilinen HIF-1a’nin varyanti olan C111A gen polimorfizminin artmis hemoglobin
konsantrasyonu ile muhtemel iligkisini arastirmayr amacladik. Materyal-Metot:
Calismaya Isparta Stleyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Poliklinik
ve Servis’e miracat eden bireyler dahil edildi. Totalde 309, normal hemoglobine
sahip 100 (Hgb<17g/dl) kontrol gurubu ve yiksek hemoglobine sahip 209 (Hgb>17)
denek vaka gurubu olarak bu calismada degerlendirildi. Genomik DNA &rnekleri
periferal kan I6kositlerinden standart yonteme gore izole edildi. HIF-1a C111A tek
nukleotid polimorfizmi i¢cin polimeraz zincir reaksiyonu-parca uzunluk polimorfizmi
(PCR-RFLP) metodu uygulandi. Tim bireyler igin tam kan sayimi yapildi. Istatistiksel
analiz IBM SPSS Statistics 20 software, Hardy-Weinberg denge testi (HWE) ve
bagimsiz gruplarda t testi ile degerlendirildi. Bulgular: Vaka ve kontrol grubunda hem
yas (t= -2,80, p<0,05) ve hem de hemoglobin konsantrasyonlari (t=30,50, p<0,05)
bakimindan istatistiksel olarak anlamli farkllk bulundu. HIF-1a C111A polimorfizminin
genotip frekanslari C111A icin normal ve ylUksek hemoglobin arasinda karsilastirildi.
CA ve AA genotipleri her iki grupta da gérilmedi (p>0,05). Sonug: Elde ettigimiz veriler
1Isiginda, C111A nukleotit polimorfizmi ile yiksek Hgb konsantrasyonu arasinda iligki
tespit edemedik.

Anahtar kelimeler: Hipoksi ile indiklenen faktor-1 alfa (HIF-1a), hemoglobin (Hgb)
konsantrasyonu, C111A polimorfizm.

Abstract

Aim: Classic physiological responses to systemic hypoxia are an increase in red
blood cell production. Hypoxia inducible factors (HIFs), they are regulate the oxygen
sensitivity mechanism and hypoxic cell metabolism. Recent works suggest that
mutation of the HIF oxygen-sensing pathway plays a key role in the pathogenesis of
the erythrocytosis. In the present study, the probable role of the polymorphic HIF-1a
variant C111A, which is known to enhance transc riptional activity, was evaluated
association with increased haemoglobin concentration. Materials and methods:
Isparta Suleyman Demirel University Medical Faculty Hospital in the clinics and
service subjects were included. A total of 309 subjects 100 (Hgb<17g/dl) with normal
levels of haemoglobin 209 (Hgb>17g/dl) with high levels of Hgb were recruited for this
study. Genomic DNA was extracted from peripheral blood leukocytes of all subjects.
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The polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) method was performed for HIF-
1a C111A single nucleotide polymorphism (SNP). A complete blood count was performed for all subjects. . Data were
evaluated by descriptive statistics, frequency analysis, Hardy-Weinberg equilibrium test and independent t test with SPSS

20.0 software.

Results: In the case and control groups in terms of age (t= -2,80, p<0,05) and haemoglobin concentrations (t=30,50,
p<0,05) were found to be statistically significant. Distribution of the genotype frequencies among the normal level Hgb and
high level Hgb groups for C111A was calculated. The normal Hgb level group’s genotype frequencies were 100, 0.00, and
0.00 for CC, CA, and AA, respectively CA and AA genotypes were not observed in both groups (p>0,05).

As a result, no correlation between the nucleotide polymorphism C111A with a high concentration of Hgb.

Keywords: Hypoxia inducible factor-1 alpha (HIF-1a), haemoglobin (Hgb) concentration, C111A polymorphism.

Giris

Bircok organizma hipoksik kosullara uyum sagla-
yacak mekanizmalar gelistirmistir. Degisen oksijen
seviyeleri, belirli homeostatik dlzenleyici genlerin
aktivasyonu veya baskilanmasi ile sonuglanabilir ve
degisen cevresel sartlarda hiicre ve dokularin hayat-
ta kalmasi saglanir. Hipoksik sartlar tarafindan aktive
edilen HIF-1 geni bunlardan biridir ve doku blylimesi
ile damarlanmay kontrol etmek icin diger transkrip-
siyon faktorleri ve enzimlerle iligkiye girebilmektedir
(1, 2). HIF-1 ilk olarak hipoksiye cevaben eritropo-
ietinin (EPO) artmasina sebep olan transkripsiyonel
kompleks olarak tanimlanmistir. Semenza ve Wang
1992’de EPO’nun 3’ Hipoksi Response Elementi
(HRE) ile oksijene bagimli sekilde etkilestigi bir ce-
kirdek faktorinli kesfetmislerdir. Bu DNA baglayan
kompleksi “Hypoxia-inducible factor 1” ya da ‘HIF-1’0-
larak adlandirmiglardir. Daha sonraki calismalar hi-
poksik kosullar altinda HIF-1’in baglama aktivitesinin
cesitli eritropoietin Uretmeyen hicre serilerinde de
bulundugunu gdéstermistir. Bu durum HIF-1’in hipoksi-
ye cevap olarak gen ekspresyonu aktivitesinde genel
bir role sahip oldugunu géstermistir (3). HIF-1 hetero-
dimer yapidadir. HIF-1, siirekli eksprese olan HIF-1 3
ve hipoksi ile iligkili HIF-1 a alt Gnitelerini icerir. Temel
olarak hipoksi tarafindan ekspresyonu kontrol edilen
HIF-1 bir¢cok genin dizenlenmesinde rol alir (4). Bu
proteinin etki ettigi mekanizmalar, ¢ok sayida genin
transkripsiyonunun duizenlenmesi, hicrelerinde di-
feransiyasyonu, vaskilarizasyon, otokrin buyime
faktoru Gretimi, proliferasyon, invazyon ve metastaz,
metabolik yeniden programlanma ve timér blyime-
sinin artmasi olarak siralanabilir (5, 6). Hipoksi ile
induklenen faktor-1 (HIF-1) protein sentezi PI3K ve
ERK mitogen-activated protein kinase (MAPK) sinyal
iletim yollarinin aktivasyonuyla dizenlenir. PI3K, re-
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septoér Tirozin Kinaz ve G-protein bagiml reseptérle-
rin aldigi uyarilarla aktive olur. Hipoksi sonrasi aktive
olan bu sinyal yolagi ile aktive olan HIF-1 vaskiler
endotelyal growth faktér (VEGF) ile anjiogenezi, siklin
G2 ile buylumeyi, GLUT ekspresyonununa etki ederek
glukoz metabolizmasini ve EPO Uzerinden de eritropo-
ezi arttirdigi yapilan ¢calismalarla ortaya konmustur (7).

Bu calismamizda, hemoglobin diizeyi ortalama 17,72
g/dl olan 209 vaka grubunda ve hemoglobin diizeyi
ortalama 15,1 g/dl olan 100 kontrol grubunda HIF-1
a geninin 2. ekzonunda bulunan C111A niikleotidinde
meydana gelen polimorfizmin 28. kodonda serinden
tirozin aminoasidine dénisimi ve bu polimorfizmin
hemoglobin konsantrasyonu Uzerine etkisini arastir-
dik.

Materyal ve Metot

Bu calisma; Sileyman Demirel Universitesi Rek-
torligt Tip Fakultesi Etik Kurul Baskanligi’ndan
2013/3484sayili karari ile etik kurul izni alinarak
Sileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji ve Tibbi Biyokimya Laboratuvarlarinda ger-
ceklestirildi. Isparta Siileyman Demirel Universitesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Poliklinik ve Ser-
vis hastalarindan 17 ve Uzeri yasa sahip ve tam kan
sayimi sonucunda, hemoglobin seyiyesi 17g/dl ve
Uzerinde bulunan 209 adet vaka ve hemoglobin se-
viyesi 17g/dl altinda bulunan 100 adet kontrol kani
taniya bakilmaksizin EDTA (Etilendiamin tetraasetik
asit)’h tiplere alindi ayni giin Beckman Coulter LH
750 Hematology analyser (The United States of Ame-
rica) cihazinda tam kan sayimi yapildi. Hemoglobin
konsantrasyonun 13 ve 17 arasinda olmasi Dlnya
Saglik Orgiitii (WHO)’ne gére normal kabul edildi (8).
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HIF-1 a C111A gen polimorfizminin genotiplemesi

Genomik DNA periferal kandan Genedet Whole Blo-
od Genomic DNA Purification Mini Kit (Thermo Scien-
tific-K0782) kullanilarak izole edildi. izolasyonda si-
rasi ile 1,5 mllik ependorf tiplere 200 yl kan 6rnegi
kondu ve Uzerine 20yl Proteinaz K soltisyonu eklendi.
Vortekslenerek homojenize edildi. Uzerine 400yl lizis
solusyonu eklendi homojen slspansiyon elde etmek
icin vortekslendi. Su banyosu 56 °C’ ye isitildi ve nu-
muneler 10 dakika arada bir vortekslenerek inkibe
edildi. Uzerlerine 200yl etanol ilave edilerek pipetle
karistirildi. Hazirlanan karigsim spin kolona aktaril-
di. 8.000 rpm (dakikadaki dénls sayisi)’de 1 dakika
santrifiij edildi. Stzllen sollsyonu igeren toplama
tipad atildi ve yeni bir toplama tipundn igerisine kolon
yerlestirildi. 500 yl Wash Buffer (WB) 1 (Etanol ilaveli)
kolona ilave edilerek 1 dakika 10.000 rpm’de santrif(j
edildi. Toplama tlpline suzllen kisim atildi ve spin
kolon tekrar toplama tupinin icerisine yerlestirildi.
500 pl Wash Buffer (WB) 2 (Etanol ilaveli) spin kolona
ilave edildi. 14.000 rpm’de 3 dakika santriftj edildi.
Spin kolon 1,5 mllik ependorf tlpline yerlestirildi ve
genomik DNAnin elute edilebilmesi icin kolon memb-
raninin merkezine 200 ul Elution Buffer eklendi. Oda
sicakhginda 2 dakika inklibe edilerek 10.000 rpm’de
1 dakika santrifij edildi. Spin kolon atildi ve 6rnek-
ler PCR asamasinda kullaniimak tzere -20 derece-
de saklandi. HIF-1 a C111A polimorfizmi polymerase
chain reaction-restriction fragment length polymorp-
hism (PCR-RFLP) kullanilarak degerlendirildi. Amp-
lifikasyon igin primer dizisi olarak Forward Primer :
5-GGA TAA GTT CTG AAC GTCGA-3’ Reverse Pri-
mer : 5-ATC CAG AAGTTT CCT CAC AC-3’ kul-
lanildi. PCR sartlari initialization icin 95°C 5 dakika,
denaturasyon icin 95°C 30 saniye (30 siklus), anne-
aling 60°C 30 saniye (30 siklus), extensiyon 72°C 30
saniye (30 siklus) ve final elongation 72°C 5 dakika
olacak sekilde ayarlandi. HIF-1 a C111A polimorfizm
bdlgesi icin Bglll restriksiyon enzimi kullanilarak ke-
sim reaksiyonlari gergeklestirildi. HIF-1 a C111A PCR
Uriind 187 base pair (bp) uzunlugunda olup Bglll rest-
riksiyon enzimi (Recombinant, Lithuania) ile CC ho-
mozigot normal 143 ve 44 bp uzunluklarinda parcala-
nir. Amplifiye edilmis PCR sekanslari ve restriksiyon
fragmentlerini gorintilemek icin ethidium bromide
kullanilarak boyandi. %3’llik agaroz jelde yurutllerek
gorintilendi. PCR-RFLP genotiplemesini onaylamak
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icin Applied Biosystems 3730 XL DNA Analyzer ( The
United States of America) kullanilarak DNA sekansla-
ri onaylandi.

Istatistiksel Analiz

Surekli degiskenlerin karsilastirimasinda bagimsiz
iki grup arasi farklarin t testi (independent samples
“t” test) IBM SPSS Statistics 20 Programi kullanila-
rak degerlendirilmistir. iki yonli p<0,05 diizeyindeki
degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
Genotip ve allel frekanslari elektroforetik band go-
rindmlerine gére degerlendirilmistir. Allel frekanslari
allel sayimi ile hesaplanmistir. Genotipler hem sayi
ve hem de ylUzde olarak belirtildi. Butin vakalarda-
ki muhtemel ¢ genotip ve allel frekanslari (p ve q)
su formule gbre hesaplanmistir. Allel frekansi (p) =
((2 X homozigot) + heterozigot/(2 X N) N= Toplam
birey sayisi. Butin érneklerin Hardy-Weinberg den-
gesinden (HWE) sapmalan test edildi. HWE analizi
online program kullanilarak yapildi (http://ihg.gsf.de/
cgi-bin‘/hw/hwa2.pl.). HWE analizi pearson’s good-
ness-of-fit-chi-square (serbestlik derecesi =1), Log-li-
kelihood ratio chi-square (serbestlik derecesi=1) ve
exact testi icin P degerini hesaplar. HWE programi
ayni zamanda populasyonda heterozigotluk seviye-
sini tanimlayarak akrabalik derecesini belirten dege-
ri gosteren F degerini de hesaplar. Degiskenler ile
hastalik riski arasindaki iligkiyi belirlemesinde odds
oranlari (OR), %95 guvenlik arahiginda (Cl) Institute
of Human Genetics tarafindan saglanan online erisim
programi (Link: http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa1.pl)
ile belirlendi.

Bulgular

Bu calismada, hemoglobin duzeyi 17 g/dl ve Uze-
ri olan bireylerden toplanan érneklerde HIF-1 a gen
polimorfizmi olup olmadigi arastinimistir. Bu amagla
Suleyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hasta-
nesi Poliklinik ve Servis’e miiracaat eden bireylerden
taniya bakilmaksizin hemoglobin degeri sonucu 17 g/
dl ve Gzeri olanlardan vaka gurubu olarak degerlen-
dirilmek Gzere ve yine taniya bakilmaksizin hemoglo-
bin degeri normal sinirlarda olan bireylerden kontrol
grubu olarak degerlendiriimek Uzere kanlar alinarak
PCR-RFLP yontemi ile HIF-1 a C111A polimorfizmi-
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nin allel ve genotipik tayini yapilmistir. Calismamizda
hemoglobin dizeyi 17 g/dl ve lzerinde bulunan 209
adet kan alinmis ve hemoglobin degerinin ortalama
17,7 g/dl ve standart sapmasi 0,67 yas ortalamasi-
nin da 41,4 oldugu tespit edimistir. Calismamiz kont-
rol grubu olarak hemoglobin degerinin ortalama 15,1
g/dl ve standart sapmasi 0,78 yas ortalamasinin ise
47 oldugu 100 adet kan alinarak yapilmistir. Allel fre-
kanslari belirlenen HIF-1 a C111A genotipleri istatis-
tiki olarak Hardy-Weinberg Dengesi ve lligkilendirme
Testi ile degerlendirilmistir.

Vaka ve kontrol grubunun yas ve hemoglobin strekli
degiskenlerinin 6zellikleri ve istatistiksel degerlendiril-
mesi tablo da gérilmektedir (Tablo 1). Vaka ve kont-
rol grubunda hem yas (i= -2,80, p<0,005) ve hem de
hemoglobin konsantrasyonlari (t=30,50, p<0,0001)
bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulun-
maktadir. Vaka ve Kontrol grubunun tamami erkekler-
den olusmaktadir.

HIF-1 a C111A Polimorfizmi Bulgulari

Sekil 1: C111APCR rin(
(Marker 50 bp)

Sekil 2: C111A RFLP

Hemoglobin diizeyi ortalama 17,7 g/dl olan 209 vaka
ve 15,1 g/dl olan 100 kontrol grubuna ait numune HIF-
1 a genininde yer alan C111A polimorfizmini belirle-
yebilmek icin ilgili bélge PCR ile ¢ogaltiimis %3’lik
agaroz jelde yurutllerek gosterilmistir (Sekil 1). Son-
rasinda Bglll restriksiyon enzimi kullanilarak amplifi-
kasyon Urindnun kesimi gergeklestiriimistir, agaroz
jel elektroforezinde yuritilerek fotograflanmis (Sekil
2) ve DNA sekans analizi ile dogrulanmistir (sekil 3).
HIF-1 a C111A icin 209 vaka grubunda AA homozi-
got polimorfik 0, CA heterozigot 0 ve CC homozigot
normal 209 olarak bulundu. 100 kontrol grubunda AA
homozigot polimorfik 0, CA heterozigot 0 ve CC ho-
mozigot normal 100 olarak bulundu.

Pearson’s goodness of fit chi square, log likelihood
ratio chi square veya P exact testi olmak Uzere Ug
test kullanimi ile yapilan HWE analizinde gruplar ara-
sinda istatistiksel olarak anlamli farkhlik bulunmadi
(p>0.05). Akrabalik sabiti degeri vaka ve kontrol gru-
bunda 0,000 olarak bulundu (Tablo 3).

AlC|ic!aaE A
Alcle AT T A

4 49
o 0
4p4H

nn

C AC|C AT T A

o=

-

T Wik Bosg o
- o DEnber

== ‘52 59 59 52 50990 59 50499 55 59

Sekil 3: C111A sekans

Tablo 1 Vaka ve kontrol gruplarinin temel karakteristikleri ve gruplar arasindaki surekli degiskenlerin
anio karsilastirimasinda bagimsiz iki grup arasi farklarin t testi degerleri
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Laboratuvar galismalar sonucunda, HIF-1 a C111A
polimorfizmi agisindan elde edilen veriler 1s1ginda her
bir bireye ait kan 6rnekleri allel frekansi ve genotipleri
acisindan istatistiksel olarak degerlendirildiginde an-
lamli bir farklilik tespit edilememistir.

Tartisma

HIF-1 a, hipoksik sartlara uyum saglamak igin gerekli
¢cok sayida genin transkripsiyonunu tesvik etmek igin
oksijen yetersizliginde aktif bir sekilde anahtar rol
oynayan transkripsiyon faktéridar. HIF-1 a polimor-
fizmleri, hipoksi ile ilgili hastaliklarin ortaya ¢ikmasi
veya ilerlemesi ile iligkilerin belirlenmesi i¢in yogun bir
sekilde calisiimistir (9). Kanser hucrelerinin hipok-

HIF1 a C111A Polimorfizminin Temel Karakteristikleri

_______________________________________________________________

________________________________________________________________

| Hastalk | Genotp  |N  Hemoglobin (¢/iSE |tdegeri |Ortalama fark-iP |
i1 durumu . | 1 dL) = SD | | lar | o
| 'Vaka  icC 1200 117732067 005 T N I
3 ‘oA o B = | 3 3 ]
3 AA o S T R o I i
| 'Kontrol iCC 1100 115111078 o007 T . i
2 oA o S T i 3 3 ¥
V. S T N N RN EARS CONN
HIF-1 a C111A polimorfizminin vaka ve kontrol gruplarinda genotip frekanslari,
allel frekanslari ve Hardy-Weinberg dengesi testi
T  aka (ne209) Kontrol (n=100) 1
| ! Genofip frekanslan . [ |
e 1200 (%100) 1100 (%1000 |
ea o) oo |
Liaa T oo T oo T |
| Allalfrekanslan T . .
Licalen T tto0 T o0 T o
iaalei 000 000 |
| !Hardy-Weinberg dengesi testi T . I
| | Finbreeding coefficient o000 0000 |
| ! P-Pearson’s goodness of fit x2 (OF=1) I I IR
| ! P-Log likelihood ratio x2 (DF=1) I I I
PEctiest b
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sik ortama uyum saglamalari ve metabolizmalarinin
devamliliinda HIF-1 a énemli bir rol oynar. HIF-1 a
ayni zaman da eritropoetin gen ekspresyonunu art-
tirarak eritrositoza yol agtigindan hemoglobin kon-
santrasyonunu arttirir. Bu nedeniyle ¢alismamizda
HIF-1a C111A polimorfizmi ve Hgb konsantrasyon-
lari arasindaki iligkiyi arastirdik. Calismalarda birgok
polimorfizm arasindan en fazla C111A, C1772T ve
G1790A polimorfizmleri ¢alisiimistir. HIF-1 a geninin
2. ekzonunda bulunan C111A nikleotidlerinde mey-
dana gelen polimorfizm 28. kodonda serinden tirozin
aminoasdine dénusumu gerceklestirir (10).

Konac ve arkadaglari tarafindan yapilan calisma-
da over, servical ve endometrial kanserli hastalarda
HIF-1 a C111A polimorfizmi calisiimigtir. Galismada
102 jinekolojik kanser hastasi ve 107 saglkli kontrol
kullaniimis ve genotipleme PCR-RFLP metodu kul-
lanilarak yapilmigtir. Sonugta C111A polimorfizminin
jinekolojik kanserlerde istatistiksel olarak anlamh ol-
madigi CC ve CA genotiplerinin hem kontrol hem de
U¢ hasta tipinde de bulunmadigini ortaya koymuslar-
dir (11). Apaydin ve arkadaslar Turk populasyonun-
da sporadik meme kanserli hastalarda HIF-1 a C111A
polimorfizmini ¢calismislar ve sonug olarak C111A po-
limorfizmi ile hastalik arasinda iligki bulamamiglardir
(12). Naidu ve arkadaslari HIF-1 a C111A polimor-
fizminin meme kanserli olgularda arastirmis ve so-
nucta CA ve CC genotiplerini bulamadiklarindan bu
polimorfizmin etkisi olmadigini ortaya koymuslardir
(13). Chachami ve arkadaslari HIF-1 a C111A poli-
morfizmini osteonekrozlu hastalarda arastirmis ve
yine bu polimorfizmin olmadigini ortaya koymuslardir
(14). Sharma ve arkadaslari Kuzey-Bati Hindistan’da
meme kanseri Uzerine yaptiklari ¢alismada meme
kanserli hastalarda ve saglikli kontrollerde C111A po-
limorfizminin olmadigini tespit etmislerdir (15).

Sonug ve Oneriler

Yapmis oldugumuz c¢alisma sonucunda kanser ve
hipoksik sartlarda aktitesi artan HIF-1 a nin C111A
polimorfizmi ile Hgb konsantrasyonu arasindaki ilis-
kiyi belirlemeye calistik. Sonug olarak HIF-1 a C111A
polimorfizmi ile Hgb konsatrasyonlari arasinda her-
hangi bir iliski tespit edemedik. Literatirleri taradigi-
mizda ¢alismamizin sonucunun literatirlerle uygun
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oldugunu gérduk. HIF-1 a C111A polimorfizminin hem
kanserde hem de hipoksi sonucu artmis eritrositoz ve
dolayisiyla artmis hemoglobin konsantrasyonu ile
iliskili olmadigini tespit ettik. Calismamiz sonucunda
arastirmacilarin HIF-1 a polimorfizmleri ile yapma-
yI planladiklari ¢alismalarda C111A varyanti ile ilgili
calismamizi ve literatirlerde bu polimorfizmle alakah
sonuclari g6z 6ninde bulundurarak yapmalari hem
para hem de zaman agisindan kazang saglayacagini
dusunuyoruz.

Tesekkur

Bu calisma Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel
Arastirma Proje (BAP) Birimi tarafindan (kod no:
3780-YL2-13) desteklenmistir.
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