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ONSOZ

Trombofili, kanin damarlar ve kalp icersinde anormal bir bicimde pihtilasmas1 olayidir.
Kalitsal trombofili ile baglantili olabilecek mutasyonlarin taranmasi, yeni mutasyon
veya varyasyonlarin tanimlanmasi ve etkilerinin arastirilmasi; klinik teshisin
dogrulanmasina, genetik risk faktorlerinin belirlenmesine ve dolayisi ile kisiye bagh
risk faktorlerinin (sigara kullanimi, sismanlik, stres, dogum kontrol hap1 kullanimi vb.)
azaltilmasi veya miimkiinse yok edilmesine yardimci olacaktir.

Bu calismada, Tiirkiye populasyonuna ait genel tromboemboli ve derin ven trombozu
“DVT:Deep Vein Thrombosis” hasta ve kontrol gruplan ile gebelik komplikasyonu
hasta ve kontrol gruplar iizerinde faktér V Leiden, metilentetrahidrofolat rediiktaz
(MTHFR) 677C>T, MTHFR1298A>C ve protrombin20210G>A mutasyonlar1
polimeraz zincir reaksiyonu “PCR: Polymerase Chain Reaction” ve restriksiyon enzim
analizi “REA: Restriction Enzyme Analysis” teknikleri ile incelendi. Yeni mutasyon
veya varyasyonlarin tespiti i¢in tek zincir konformasyon analizi “SSCA: Single Strand
Conformation Analysis” ve DNA dizi analizi tekniklerinden yararlanildi.
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OZET
KALITSAL TROMBOFILI’NIN MOLEKULER ANALIZi

Bu tez calismasinda, faktéor V Leiden, metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR)
677C>T, MTHFRI298A>C ve protrombin20210G>A mutasyonlarinin, kalitsal
trombofilik bozukluklar, derin ven trombozu (DVT) ve gebelik komplikasyonlarindaki
rollerinin incelenmesi amaclandi. ilk olarak, Tiirkiye tromboemboli hastalarinda bu
mutasyonlarin frekanslar1 hesaplandi. Ayrica tek zincir konformasyon analizi (SSCA)
ve DNA dizi analizi teknikleri ile bilinmeyen mutasyonlarin taranmasi ve adlandirilmasi
gergeklestirildi.

Calismada, genel tromboemboli grubu olarak adlandirilan toplam 270 trombofilik hasta
ve 67 kontrol bireyde restriksiyon enzim analizine (REA) dayali polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) teknigi ile tiim mutasyonlar analiz edildi. Sonuglar, genel
tromboemboli grubundan olusturulan DVT ve gebelik komplikasyonlar: alt gruplarinda
bagimsiz olarak degerlendirildi. DVT grubunda, 46 hasta ve 67 kontrol bireyde, gebelik
komplikasyonlar1 grubunda ise komplikasyonlu gebelikleri olan 60 kadin hasta ve 33
saglikli kadinda adi gecen mutasyonlar analiz edildi. Genel tromboemboli grubunda,
faktor V Leiden mutasyonu i¢in 7 hasta homozigot (% 2.65) ve 69 hasta heterozigot
(% 25.5) mutant, MTHFR677C>T mutasyonu i¢in 20 hasta homozigot (% 7.5) ve 112
hasta heterozigot (% 41.4) mutant, MTHFR1298A>C mutasyonu i¢in 24 hasta
homozigot (% 9) ve 146 hasta heterozigot (% 54) mutant ve protrombin20210G>A
mutasyonu i¢in 3 hasta homozigot (% 1.2) ve 20 hasta heterozigot (% 7.4) mutant
olarak belirlendi. DVT grubunda, faktér V Leiden mutasyonu i¢in 2 hasta homozigot
(% 4.5) ve 17 hasta heterozigot (% 36.9) mutant, MTHFR677C>T mutasyonu i¢in 5
hasta homozigot (% 11) ve 18 hasta heterozigot (% 39) mutant, MTHFR1298A>C
mutasyonu i¢in 8 hasta homozigot (% 17.5) ve 21 hasta heterozigot (% 45.6) mutant ve
protrombin20210G>A mutasyonu i¢in 4 hasta heterozigot mutant (% 9) olarak
belirlendi. Gebelik komplikasyonlar1 grubunda, faktdr V Leiden mutasyonu i¢in 1 hasta
homozigot (% 1.67) ve 12 hasta heterozigot mutant (%20.0), MTHFR677C>T
mutasyonu i¢in 2 hasta homozigot (% 3.4) ve 29 hasta heterozigot (% 48.31) mutant,
MTHFR1298A>C mutasyonu i¢in 5 hasta homozigot (% 8.4) ve 32 hasta heterozigot
(% 53.3) mutant ve protrombin20210G>A mutasyonu icin 1 hasta homozigot (% 1.7)
ve 2 hasta heterozigot (% 3.3) mutant olarak belirlendi.

Genel tromboemboli, DVT ve gebelik komplikasyonlar1 hasta gruplarinda, sirasi ile,
faktor V Leiden (% 28.15, 41.4 ve 21.67) ve protrombin20210G>A (% 8.6, 9 ve 5)
mutasyonlart kontrol gruba kiyas ile daha yiliksek frekanslarda belirlendi.
MTHFR677C>T ve MTHFR1298 A>C mutasyonlar tiim hasta (% 48.9, 50 ve 51.71 ve
% 63, 63.1 ve 61.7) ve kontrol gruplarinda (% 37.3, 37.3 ve 36.4 ve % 62.7, 62.7 ve
63.6) istatistiksel olarak yakin siklikta goriilmektedir. Adi gegen iki mutasyonun
Tiirkiye populasyonunda tromboemboli hastalarinda, DVT ve gebelik siiresince etkili
olmadig: diistintilmektedir.
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SUMMARY
MOLECULAR ANALYSIS OF INHERITED THROMBOFILIA

The aim of this thesis was to investigate the role of factor V Leiden,
prothrombin20210G>A, metylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) 677C>T, and
MTHFR1298A>C mutations, in inherited thrombophilic disorders, deep vein
thrombosis (DVT) and pregnancy complications. The frequencies of these mutations
among the Turkey thrombophilia patients were calculated. Screening and identification
of unknown mutations using single strand confromation analysis (SSCA) and DNA
sequencing was performed.

In this study, a total number of 270 thrombophilic patients and 67 normal controls,
which formed our major thromboembolia group, were analysed for all these mutations
using polymerase chain reaction (PCR) based restriction enzyme analysis (REA). The
results were interpreted in two subgroups, namely, the DVT group and pregnancy
complications group. 46 patients and 67 normal controls were analysed within the DVT
group. On the other hand, 60 women suffered pregnancy complications were analysed
with 33 normal controls. In the major thromboembolia group, 7 patients were found to
be homozygous and 69 patients were heterozygous for factor V Leiden with a calculated
frequency of 2.65 % and 25.5 %, 20 patients were found to be homozygous and 112
patients were heterozygous for MTHFR677C>T with a calculated frequency of 7.5 %
and 41.4 %, 24 patients were found to be homozygous and 146 patients were
heterozygous for MTHFR1298A>C mutations with a calculated frequency of 9 % and
54 %, 3 patients were found to be homozygous and 20 patients were heterozygous for
prothrombin 20210G>A with a calculated frequency of 1.2 % and 7.4 % respectively. In
the DVT group, 2 patients were found to be homozygous and 17 patients were
heterozygous for factor V Leiden with a calculated frequency of 4.5 % and 36.9 %, 5
patients were found to be homozygous and 18 patients were heterozygous for
MTHFR677C>T with a calculated frequency of 11 % and 39 %, 8 patients were found
to be homozygous and 21 patients were heterozygous for MTHFR 1298 A>C mutations
with a calculated frequency of 17.5 % and 45.6 %, 4 patients were heterozygous for
prothrombin 20210G>A with a calculated frequency of 9 % respectively. In the
pregnancy complications group, only one patient were found to be homozygous and 12
patients were heterozygous for factor V Leiden with a calculated frequency of 1.67 %
and 20.0 %, 2 patients were found to be homozygous and 29 patients were heterozygous
for MTHFR677C>T with a calculated frequency of 3.4 % and 48.31 %, 5 patients were
found to be homozygous and 32 patients were heterozygous for MTHFR1298A>C
mutations with a calculated frequency of 8.4 % and 53.3 %, only one patient were found
to be homozygous and 2 patients were heterozygous for prothrombin 20210G>A with a
calculated frequency of 1.7 % and 3.3 % respectively.

In major thromboembolia, DVT and pregnancy complications patient groups, the high
prevalence of the factor V Ledien mutation (% 28.15, 41.4, and 21.67) and
prothrombin20210G>A (% 8.6, 9, and 5) was determined. On the other hand, the high
prevalence of the MTHFR677C>T and MTHFR1298A>C mutations both in normal
controls (% 37.3, 37.3, 36.4 and 62.7, 62.7, 63.6) and patients (% 48.89, 50, 51.71 and
62.3, 63.1, 61.67) doesn't support a role of this mutation in Turkey major thrombophilia
patients group, DVT patient group and during pregnancy.



1. GIRIS

Tromboz kanin damarlar igerisinde patolojik bir sekilde pihtilagsmasi durumudur. Bati
diinyasindaki hastalik ve 6liim olaylarinin en 6nemli ve yaygin nedenlerinden biri
olarak bilinmektedir. Bu nedenle, son yillarda tromboz patogenezinin aydinlatilmasi
amaci ile yapilan ¢aligmalar, trombotik hastaliklarin 6nlem ve tedavisi i¢in biiyiik

Onem tagimaktadir.

Kanin pihtilagma yeteneginin artmasi veya trombotik olaylara yatkinlik olarak
adlandirilan trombofili, multifaktériyal bir hastalik durumudur. Aktive protein C
direncliligi “APCR: Activated Protein C Resistance”, faktér V Leiden, antitrombin III,
protein C ve protein S yetersizlikleri, protrombin20210G>A, metilentetrahidrofolat
rediiktaz (MTHFR) mutasyonlari, artmis lipoprotein seviyeleri gibi genetik bozukluklar
ile hipertansiyon, dislipidemi, seker hastaligi, hiperhomosisteinemi gibi damar
duvarlarinda degisiklikler yapan edinsel kosullarin tromboz i¢in yaygin risk faktorleri

oldugu bilinmektedir.

Kan pihtilagmasini diizenleyen proteinlerin genlerinde meydana gelen kusurlarin, kalp
krizi “MI: Myocardial Infarction”, fel¢, akciger embolisi, derin ven trombozu “DVT:
Deep Vein Thrombosis”, tekrarl diisiik, 6lii dogum ve diger gebelik komplikasyonlari

icin risk faktorii oldugu ileri stiriilmektedir.

Kalitsal trombofili, diinyada oldugu kadar, iilkemizde de énemli bir saglik sorunudur.
Toplumumuzda, hastalifa genetik yatkinligi olan bireylerin  tanimlanmasi, erken
donemde Onlem alinarak, hastaligin toplum ve bireyde yaratacagi negatif etkilerin

azaltilmas1 agisindan 6nem tagimaktadir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, genel kisimlar boliimiinde tez konusu olan tromboz
patogenezi ve biyokimyasi hakkinda temel bilgi verildi. Ayrica, faktéor V Leiden,
MTHFR677C>T, MTHFR1298 A>C ve protrombin20210G>A mutasyonlar1 ve tromboz



arasindaki iligki, literatiir bilgilerine dayanarak irdelendi. Tezin malzeme ve yontem
boliimiinde, DNA ekstraksiyon yontemi, bu yontemde kullanilan tampon ve
sollisyonlarin igerikleri ile hazirlaniglar1 hakkinda bilgi verildi. Yine bu bdliimde,
incelenmesi istenilen gen bolgesinin ¢ogaltilmasint hedefleyen polimeraz zincir
reaksiyonu “PCR: Polymerase Chain Reaction”, incelenen mutasyona 6zgii restriksiyon
enzim analiz (REA) tekniklerinde kullanilan maddeler ile uygulama kosullari, tek zincir
konformasyon analizi “SSCA: Single Strand Conformation Analysis” analizi uygulama
kosullari, SSCA analizin sonuglarina gore uygulanan DNA dizi analizi teknigi ve
kullanilan sistemler detaylar1 ile birlikte belirtildi. Bulgular boliimiinde, yapilan
caligmalara ait elde edilen DNA’larin miktar tayini i¢in yapilan spektrofotometrik
Ol¢iim degerleri, agaroz, poliakrilamit, SSCA jellerine ait jel goriintiileri verildi. Yine
tezin bu boliimiinde, tez ¢aligma gruplarindaki bireylerde incelenen mutasyonlara ait
genotipler verildi. Kikare testi ve Fischer’s kesin p degeri yontemleri ile istatistiksel
olarak tiim sonuglar degerlendirildi. Tezin tartisma ve sonug biiliimiinde, bu ¢alisma
kapsaminda elde edilen bulgular daha once yapilmis benzer calisma bulgular ile
karsilagtirildi. Tezin son kismi olan kaynaklar boliimiinde ise tez yaziminda yararlanilan

literatiir bilgileri verildi. Ozge¢mis boliimiinde ise tez yazari ile ilgili bilgiler sunuldu.

Hasta grubu, Diizen Laboratuvarlar Grubu, Genetik Hastaliklar Tan1 Merkezi'ne
tromboemboli 6n tanisi ile bagvuruda bulunan ve birbirleri ile akrabalik iligkisi olmayan
270 kisiden olusturuldu. Hasta grubu’nun 184’1 kadin ve 86’s1 erkekten ibaretti. 184
kadin hastanin 60’1nin gebelikleri sirasinda piht1 olusumuna bagli oldugu diisiiniilen 6lii
dogum, tekrarli diisiikler gibi problemler ile karsilastiklari belirlendi. Verileri diger
hasta populasyonundan ayr1 olarak degerlendirebilmek amaci1 ile gebelik
komplikasyonlar1 grubu adli alt bir grup olusturuldu. Ayrica, 270 kisilik klinik olarak
tromboemboli 6n tanisi almis hasta grubu igerisinde 46 hasta DVT grubu olarak ele
alindi. Frekanslar diger gruplardan bagimsiz olarak degerlendirildi. Genel kontrol ve
gebelik komplikasyonlar1 kontrol gruplari, birbirleri ile akrabalik iligkisi bulunmayan ve

kalp damar hastas1 olmayan bireylerden olusturulmaya 6zen gosterildi.

Belirlenen hasta ve kontrol gruplarindaki bireylere ait EDTA’l1 kanlardan, NaCI-DNA
ekstraksiyonu yontemi ile DNA eldesi saglandi. Caligmada, faktér V Leiden,
protrombin20210G>A, MTHFR677C>T, MTHFR1298A>C mutasyonlarinin, Tiirkiye



tromboemboli hasta populasyonunda goriilme sikliginin belirlenmesi Oncelikle
amaclandi. Bu amag ile, ilgili gen bolgelerindeki varolan mutasyonlarin molekiiler
tanist PCR ve bu islemi takiben REA teknikleri kullamilarak gerceklestirildi.
Tanimlanan mutasyonlarin genel tromboemboli ve belirlenen iki alt grup iizerindeki

etkileri arastirildu.

Hasta grubu i¢inde, MTHFR gen bdlgesi iizerinde meydana gelen MTHFR677C>T,
MTHFR1298A>C mutasyonlarini homozigot mutant/normal, heterozigot mutant ve
“compound”(compound heterozigot: bireyin iki allelinde ayni gen bdolgesi igin farkli
mutasyonlar1 heterozigot olarak tagimasi durumu olarak tanimlanmaktadir.) heterozigot
olarak kalitan, total homosistein seviyeleri bilinen hasta bireylerde ilgili mutasyonlar

icin genotip-fenotip iligkisinin kurulabilmesi hedeflendi.

Faktor V, protrombin ve MTHFR gen boélgeleri {izerinde, gliniimiize kadar tanimlanmis
mutasyonlarin disinda yeni mutasyon veya varyasyonlarin varligini tespit etmek amaci
ile SSCA tekniginden yararlanildi. SSCA jel bilgilerine gore, normal SSCA
modellerinden sapmalar gosteren 8 protrombin20210G>A mutasyonu gen bolgesi PCR

irlinli otomatize DNA dizi analizi teknigi ile incelendi.



2. GENEL KISIMLAR

Kan damarlarn1 ya da kalp igerisinde kanin elementlerinin anormal bir bi¢cimde
pihtilagmasina tromboz, olusan pihtiya ise trombiis denilmektedir. Trombiisiin bagl
oldugu yerden kopup, dolasimda serbestce hareket etmesi ise tromboemboli olarak
adlandirilmaktadir [1]. Tromboemboli, kan akimi ve basincinin yiiksek oldugu arteriyal
sistemde ve/veya kan akimimin ve basincinin diisiik oldugu vendz sistemde meydana
gelmektedir. Arteriyal ve vendz tromboz arasinda; trombiis igerigindeki degisiklikler
(vendz sistemde fibrince zengin, arteriyal sistemde trombositlerce zengin) ve arteriyal
trombozdaki damar hasariin varlig1 (aterom) gibi baz1 farklar bulunsa da her ikisinin
patogenezinde ortak temel mekanizmalarin rol oynadigi bilinmektedir [2]. Bunlar;
damar duvar1 zedelenmesi, kan akimindaki degisiklikler ve kanmn pihtilagsma
yetenegindeki artig olarak tanimlanmaktadir [Sekil 2.1]. Damar duvar1 zedelenmesi, tek
basina tromboza yol acan Onemli bir nedendir. Damar endotelindeki zedelenme
ozellikle kalp ve arteriyal sistemlerdeki trombiis olusumunda 6nemlidir. Hasara ugramis
damar duvari ile trombositlerin etkilesimi sonucu trombositlerden disar1 verilen biiyiime
faktoriiniin, damar diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu uyaran gii¢lii bir mitojen etkisi

vardir [1].

Pihtilasma Anormal Kan

egilimim arttwan Akis
faktorlerin birikimi

Fiziksel Haszar

Sekil 2.1 : Virchow triad’1 [3].

Endoteliyal zedelenme, anormal kan akis1 (staz ve tiirbiilans) ve kanin pihtilasma yetenegindeki artis, bagimsiz olarak
ve/ veya birlikte, trombiis olusumunda rol oynamaktadir [3].




Tromboz olayinda, kan akiminin yavaslamasi olduk¢a oOnemlidir. Staz hallerinin
goriildiigli ve kan akiminin girdap bigimindeki hareketleri olusturdugu bolgelerde, kanin
laminar akimi bozulmakta ve kan hiicreleri aksiyal bélgeden perifere, endotel hiicrelerin
yanina gelmektedir. Aksiyal akimdan ilk ayrilanlar trombositlerdir. Endotel lezyonu
oldugu zaman, trombositler endotel tlizerine ¢okerek yapigmaktadirlar. Trombositleri,
16kositler ve eritrositler takip etmektedir. Bir siire sonra trombositler pargalanmakta ve
pihtilasmay1 saglayan maddeler acgiga cikarak trombiis olugmaktadir. Bu tip tromboz,

kan akiminin yavas oldugu venlerde daha siklikla goriilmektedir [1].

Kan pihtilagmasi, “homeostasis” olarak adlandirilan viicut savunma mekanizmasinin
Oonemli bir parcasidir. Kan pihtilasmasina yol acan 3 yol bilinmektedir. Bunlar; endojen
yol (faktor VIII, IX, XII, prekallikrein, yiiksek molekiil agirlikli kininojen “HMWK:
High Molecular Weight Kininogene”), ekzojen yol (faktdr VII, doku faktorii) ve ortak
yol (faktor II, V, X ve fibrinojen) dur. Pihtilasma olayi, zimojen (inaktif protein)
aktivasyonu reaksiyonlar1 serisidir [Sekil 2.2]. Her bir kademede zimojen, peptid
baglarinin kesilmesi ile aktif proteaza donistiiriilmektedir. Bu kademelerde; proteazlar,
zimojenler, kofaktorler, kalsiyum iyonlar1 ve in vivo trombositler ile in vitro fosfolipit

bilesenleri tarafindan olusturulan yiizeyler rol oynamaktadir [Sekil 2.3] [4].

INAKTIF AKTIF
PROTEIN PROTEIN
Asp Asp His Ser
5
-l Peptid Bag1 Hidrolizi
Ser
?"}ﬂPmtem Baglanmasi
Ser

E His
Asp

Sekil 2.2 : Inaktif proteinin proteolitik kesim veya baska bir proteinin baglanmas ile aktif hale
gelmesi [4].
Hidroliz disiilfit (S-S) baglarin1 kesmekte ve aktif faktdrde His (Histidin), Asp (Aspartat) ve Ser (Serin) bakiyeleri
ayni hizaya gelmektedir [4].
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Sekil 2.3 : Kan-pihtilasma kademeleri [5].

Fibrin pihti endojen, ekzojen ve ortak yolda gorev alan pihtilagma faktorlerinin birlikte is gormeleri ile
sekillenmektedir. Endojen yol, faktor XII (Hageman faktdr)’nin hasarli bir damar yiizeyi ile temasa gegip aktif olmasi
ile baslamaktadir. Ekzojen yol, travma ile tetiklenmektedir, bu durum faktér VII’nin aktif olmasina ve kan
damarlarindan doku faktorii adi verilen bir lipoproteinin salinimina neden olmaktadir. Kan pihtilasma kademelerinde,
pihtilasma faktorlerinin inaktif formlar1 pembe, aktif formlari ise sari (“a” ile belirtilmektedir) renk ile
gosterilmektedir. Reaksiyonu tesvik eden enzimler mavi renk ile gosterilmektedir. Bu siirecin en carpici 6zelligi; bir

pihtilasma faktoriiniin aktif formunun bir sonraki pihtilagsma faktoriiniin aktivasyonunu katalizlemesidir [5].




Kan pihtilasma kademelerinde gorev alan faktorler ve molekiil agirliklar1 Tablo 2.1.’de

verilmektedir.
Tablo 2.1 : Pthtilagsma faktorleri ve molekiil agirliklar: [4].
FAKTOR MOLEKULER AGIRLIK (Dalton:Da)
Fibrinojen 330.000
Protrombin 72.000
Faktor V 300.000
Faktor VII 50.000
Faktor VIII 300.000
Faktor IX 56.000
Faktor X 56.000
Faktor X1 160.000
Faktor XIII 320.000
Faktor XI1 76.000
Prekallikrein 82.000
HMWK 108.000

In vitro pihtilagma; faktor XII, prekallikrein ve HMWK veya kaolinin cam ya da suni
herhangi bir yiizeye baglanmastyla endojen yol ile saglanmaktadir. ilk baglanma, faktor
XII ve prekallikreinin karsilikli aktivasyonu ile olmaktadir [Sekil 2.3]. Faktor XII; X1,
IX, X ve II faktorlerinin sirastyla aktivasyonunu ger¢eklestirmektedir. Plazmanin doku
faktoriine maruz kalmasi, in vivo pihtilagmay1 baslatmaktadir. Doku faktorii, normalde
plazma ile temas halinde olmayan hiicrelerin (makrofajlar, fibroblastlar) ylizeyinden
saliman enzim olmayan bir lipoproteindir. Plazmanin bu hiicrelere maruz kalmasi,
zedelenen kan damarmin disinda pihtilasmay1 baslatmaktadir. Endoteliyal hiicreler de
endotoksin, tiimdr nekroz faktori, interlokin-1 gibi faktorler ile tesvik edildiklerinde
doku faktorii salgilamakta ve patolojik sartlar altinda trombiis olusumuna
katilmaktadirlar. Doku faktorii, faktor VIla’ya baglanarak, faktor X aktivasyonunu
yaklagik olarak 30.000 kat arttirmaktadir. Faktor VII, doku faktorii ile aktiflenmesine
ragmen, doku faktorii ile etkilesmek icin, faktor Xa ve az miktarda faktor Vlla
plazmada her zaman mevcuttur. Faktor VIla, ayn1 zamanda doku faktorii ile birlikte,
faktor IX’u da aktifleyerek endojen ve ekzojen yollar arasinda bir baglanti
saglamaktadir [Sekil 2.3, Sekil 2.4]. Faktor [Xa ve Xa, onlarin enzim olmayan protein
kofaktorleri (VIIla ve Va) ile trombositlerin yiizeyinde biraraya gelmektedirler. Bu
durum, faktdr Xa ve trombin seviyelerinin artmasina yol agmaktadir. En son proteaz
trombin, ¢6zilinebilir fibrinojen proteinini ¢éziinmeyen fibrin haline doniistiirmekte ve

faktor XIlIa, fibrini kovalent ¢apraz baglar ile sikilastirilmis hale getirmektedir [4].
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Sekil 2.4 : In vivo kan pihtilasmasinin baglamasi [4].

Doku faktdr yolu inhibitorii “TFPI: Tissue Factor Pathway Inhibitor”, 34 kDa molekiil
agirhiginda bir protein olup, plazma lipoproteinleri ve damar endoteli ile iligkilidir.
TFPI, faktor Xa’ya baglanarak onu inhibe eder. Xa-TFPI kompleksi daha sonra faktor
VIl/doku faktorii ile etkilesime girer. Faktor X ve faktdr IX’un aktivasyonunu onler.
Endojen yol ile VII/doku faktorii pitht1 olusumunu saglayabilir. Faktor 1Xa ve VIlla,
pithti olusumu i¢in gerekli olan trombini bol miktarda iiretebilir. TFPI, VIIa/doku
faktoriinlin endojen yol ile faktor X un aktivasyonu i¢in yeterli miktarda faktor IXa’y1

tiretemedigi siirece pithtilasmay1 onleyebilmektedir [4].

Pihtilagmaya katilan bazi proteaz zimojenlerin yapisi (protrombin, VII, IX, X, XI, XII
ve prekallikrein vb.) Sekil 2.5’te gosterilmektedir. Her bir protein, karacigerden
salinmakta ve bir sinyal peptid tagimaktadir. Bu sinyal, onun endoplazmik retikulum
(E.R.)’a tasinim1 boyunca ortadan kaldirilmaktadir. Her bir zimojenin karboksil ucunda
(C-ucu) bulunan yaklasik 200 amino asit bakiyesi tripsine benzerdir. Bu bdlge Ser, Asp
ve His bakiyeli proteazin aktif bolgesini (katalitik domen) icermektedir. Proteinler,
epidermal biiylime faktorii “EGF: Epidermal Growth Factor” ve fibronektin gibi diger
proteinlere benzer ¢esitli domenler de icermektedir. Bu domenler, proteazlar ve onlarin
substratlari, kofaktorleri ve/veya inhibitorleri arasindaki 6zgiin etkilesimleri

saglamaktadir [4].
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Sekil 2.5 : Pihtilagma faktorlerinin yapisinin sematik olarak gdsterilmesi [4].
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(Sekil 2.5’in devami)

Faktor II, VII, IX ve X’un amino (N-ucu) uclar1 birbirine benzerdir. Sinyal peptid
ortadan kaldirildiktan sonra, E.R. ve Golgi aygitindaki bir karboksilaz bu proteinlerin
herbirinin propeptid bolgesine baglanmakta ve y-karboksiglutamat (Gla) domeninin
yakinindaki yaklasik 10-12 glutamat (Glu) bakiyesini Gla’ya doniistiirmektedir [Sekil
2.6 ve 2.7 ]. Gla bakiyeleri, kalsiyum iyonlarina baglanmakta ve bu durum pihtilagsma
faktorlerinin aktivasyonu i¢in gerekmektedir. Gla sentezi, K vitaminine gereksinim
duymaktadir. K vitamini, y—karboksilasyonu sirasinda, okside olmakta ve siklusun
diizenli devam etmesi i¢in tekrar rediiklenmesi gerekmektedir [Sekil 2.7]. Warfarin
(coumarin) gibi antikoagiilant ilaglar, K vitamini sentezini inhibe etmekte ve aktif faktor

I1, VII, IX ve X un sentezini 6nlemektedir [4].

d-ﬁm-L}rs-Gly‘-F‘l‘m-Lﬂu-G la-Gla-Val-Arg-Lys-Gly-Asn-Leu-Gla-Arg-
Gla-Cys-Leu-Gla-Gla-Pro-Cys-Ser-Arg-Gla-Gla- Al -Phe-Gla-Ala-Lys-Gla-

"Gla Damen”

Sekil 2.6 : Protrombinde (faktorll) y- karboksiglutamat bakiyesi iceren bolge [4].
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Sekil 2.7 : Protrombin, VII, IX ve X biyosentezinde K vitamininin rolii [4].

Enzim olmayan protein kofaktorler; faktor V, VIII, doku faktéri ve HMWK’dir
[Tablo 2.2]. Faktor V ve VIII, bakir baglayan protein seruloplazmine (Sekil 2.8’te
gosterilen Al, A2 ve A3 domeni) benzer tekrarli dizileri igeren biiyiikk plazma
proteinleridir. Trombin, faktér V ve VIII’i onciil formlarma gore 50 kat daha fazla
pihtilagsma aktivitesine sahip olmalar1 i¢in kesmektedir. Bu faktorler de, faktér Xa ve
[Xa’nin proteolitik aktivitelerini arttiran kofaktorler olarak is gdormektedirler.
Faktor VIII, von Willebrand faktoriine bagli olarak plazmada sirkiile olmaktadir.
Von Willebrand faktorii yetersizligi olan bir hastanin plazmadaki faktor VIII
konsantrasyonu da yetersiz bulunmaktadir. Doku faktorii, aktive olmus monositler,
cesitli sitokininlere maruz kalan endoteliyal hiicreler ve diger hiicrelerin ylizeyinden
saliman integral bir membran proteinidir. Plazmada bulunmaz. Faktér VIla’nin

proteolitik yeterliligini arttirmaktadir [Tablo 2.2.] [4].

Tablo 2.2 : Enzimatik olmayan protein kofaktorler [4].

KOFAKTOR |BULUNDUGU |MOLEKULER |AKTIVASYONU |KOFAKTOR
YER AGIRLIK (Da) OLDUS}U"PLAZMA
FAKTORU
Faktor V Plazma 300.000 Trombin Faktor Xa
Faktor VIII Plazma 300.000 Trombin Faktor IXa
Doku faktorii | Hiicre yiizeyi | 40.000 Faktor Vlla
HMWK Plazma 110.000 Faktor XIla
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Sekil 2.8 : Trombin tarafindan faktér VIII’in aktivasyonu [4].

Faktor Xa, protrombindeki (zimojen) iki peptid bagini keserek, protrombini trombine
dontistiirmektedir. Protrombinin Xa tarafindan aktivasyonu, faktér Va, trombositler
(va da fosfolipitler) ve kalsiyum iyonlarn tarafindan hizlandirilmaktadir [Tablo 2.3].
Tiim sistem, protrombini tek basina Xa ve Ca™*’un yaptigindan 300.000 kat daha fazla
aktive etmektedir. Fosfolipit ve faktér Va, protrombin aktivasyonunu bagimsiz olarak
hizlandirmaktadir [Tablo 2.3]. Hizli aktivasyon, sadece protrombin ve Xa’da degil, Gla
bakiyelerinde de meydana gelmekte ve Ca™ baglamaktadir. Kalsiyum baglanmasi, bu
faktorlerin in vivo trombositler, in vitro fosfolipitler tarafindan olusturulan membran
ylizeyine baglanmasimi saglamak amaci ile bu faktdrlerin Gla domenlerinin
konformasyonunda degisikliklere neden olmaktadir. “Protrombinaz” kompleksinin
bilesenleri arasindaki etkilesimler Sekil 2.9°da gosterilmektedir. “Homeostasis”in
meydana geldigi bolgede biriken trombositlerin, protrombin aktivasyonu igin ylizey
olusturdugu bilinmektedir. Faktor 1Xa ve kofaktorii VIIla tarafindan X aktivasyonu,

protrombin aktivasyonuna benzer bir mekanizma ortaya koymaktadir [4].



Tablo 2.3 : Faktor V ve trombositler tarafindan protrombin aktivasyonunun hizlandirilmasi [4].
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UNSURLAR TROMBIN MIKTARI ZAMAN
Protrombin, Xa, Ca™ 1 35 giin
Protrombin, Xa, PL, Ca™ 50 17 saat
Protrombin, Xa, Va, Ca'” 350 2.4 saat
Protrombin*, Xa*, Va, PL, Ca™ [<1000 >50 dakika
Protrombin, Xa, Va, PL, Ca™ 19.000 2.5 dakika
Pr(itzrombin,Xa,Va,trombositler, 300.000 10 saniye
Ca

Protrombin* ve Xa*: K vitamini yoklugunda sentez edilen protrombin ve Xa’nin Gla’siz formlaridir. Gla varliginda
daha kisa zamanda daha bol miktarda trombin elde edilmektedir[4].

s = Gla Domen
¥ = Proteazin Akif Bolgesi

Trombin

;55—'.

Protrombin Faktdr Xa Faktdr ¥a
: —
WL 2 &
Catt Ca ’ Ca*
[ :I I ] I'"I"‘ I | | | | 1
T | I |
LLLLLLLLLLLLLLLLLL Il LLLLLLLLLLLLL L

Sekil 2.9 : Protrombin aktivasyon kompleksi [4].

Fibrinojen, 330.000 Da molekiil agirliginda bir protein olup, distilfid baglar ile 3 tane
polipeptid zincirinin kovalent olarak baglanmasindan ibarettir [Sekil 2.10]. Trombin,
Ao ve Bp zincirlerinin N- ucundan A (16 amino asit bakiyesi) ve B (14 amino asit
bakiyesi) fibrinopeptidlerini  keserek, fibrinojeni  fibrine  doniistiirmektedir.
Fibrinopeptidlerin ortadan kaldirilmasi ile fibrin monomerlerinden uzun polimerleri

iceren jel sekillenmektedir [Sekil 2.11] [4].
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c Ax BEkDa
c Bp 52 kDa
46 kDa
i Fibrinopeptid A
B Fibrinopeptid B
— Disiilfid Baij

i Tromhin Kesim Bolgesi

Sekil 2.10 : Fibrinojen proteininin yapisi [4].

@®—_—® Fibrinojen

Trombin vy . Fibrinopeptid &
¥ =¥ Fibrinopeptid B

.—O—. Fibrin Monomer

*.
w

Fibrin Dimer

PH

Fibrin Polimer

TRV RIS .

Sekil 2.11 : Fibrin molekiiliiniin polimerizasyonu [4]

Faktor Xllla tarafindan fibrin polimerlerinin kovalent capraz baglanmasi, in vivo
yaranin iyilesmesi ve siki pihtt olusumu i¢in gereklidir. Faktor XIII’iin zimojen formu,
trombin tarafindan [Sekil 2.12] Xllla’ya doniistiiriilmektedir. XIIIa, bitisik fibrin
monomerlerinde, y-zincirinin C- ucuna ¢apraz baglanmay1 baslatan transglutaminasyon

reaksiyonunu katalizlemektedir.
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o
EQ—{CH_:J_:E‘ - INHACH:)
MH.
Glutamin Lizin
Tromhin
Faktér ximg ——— = Faktdr Xilla
i o
—(CHZ),CNHICH), -+ NH;

Sekil 2.12 : Faktor XIIla’nin transglutaminasyon aktivitesi [4].

Kanin pihtilagma yeteneginin artmasi veya trombotik olaylara yatkinlik olarak
adlandirilan trombofili, multifaktoriyel bir hastaliktir [6]. Trombofili, tek basina ve/veya
arterosklerotik damar hastaliklari ile birlikte, kalp krizi, felg, akciger embolisi ve DVT
altinda yatan en O6nemli nedenlerdendir [7, 8]. Son on yil i¢inde, kan pihtilasmasini
diizenleyen proteinlerin genlerinde meydana gelen kusurlarin, geng erigkinlerdeki venoz
trombotik olaylar, tekrarli diisiik, 61ii dogum ve diger gebelik komplikasyonlar icin risk
faktorii oldugu bilinmektedir [1, 9]. Ayrica kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler
hastaliklarin temelinde, arteriyal trombotik olaylarin yer aldig1 yapilan ¢esitli calismalar
ile gosterilmektedir. Birden fazla dogumsal risk faktorii ya da bir dogumsal risk faktorii
ile edinsel bir faktoriin birlikte bulunma durumu tromboz riskini arttirmaktadir [6].
Vendz tromboz i¢in dogum kontrol hapt kullanimi/hormon tedavisi, ameliyat ve travma,
uzun siireli hareketsizlik (uzun siireli yatak istirahati, fel¢ durumu veya yolculuk), yas,
kanser, vendz tromboz hikayesi [10]; arteriyel trombotik hastaliklar i¢in dogumsal kalp
bozukluklari, damarsal anormallikler, damar hasarlari, enfeksiyon hastaliklar1 ve
nadiren dogumsal metabolik fonksiyon yetersizlikleri edinsel risk faktorleri olarak

sayilmaktadir [11].

APCR, faktéor V Leiden, antitrombin III, protein C ve protein S yetersizlikleri,
protrombin20210G>A mutasyonlar1 ve artmis lipoprotein seviyeleri gibi dogumsal
trombofilik etkenlerin roliiniin hem yetigkinler hem de ¢ocuklarda, vendz tromboz igin

yaygin risk faktorleri oldugu bilinmektedir [12]. Bununla birlikte, ¢ocuk yaslardaki
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felgli hastalarda ‘“homeostatic” kusurlarin  belirlenmesi ile ilgili bilgi smirh
bulunmaktadir [13]. Hipertansiyon, dislipidemi, seker hastalig1 ve hiperhomosisteinemi
gibi damar duvarlarinda degisiklikler yapan kosullarin tromboz iizerinde etkili oldugu
bilinmektedir [14]. Ancak son yillarda yapilan ¢alismalarin 1s18inda, faktor V Leiden,
protrombin20210G>A ve MTHFR mutasyonlarinin arteriyal trombotik hastaliklar i¢in
risk faktorleri olduklar ortaya konulmaktadir [15].

2.1. FAKTOR V GEN MUTASYONLARI VE AKTiVE PROTEIN C
DIRENCLILIGI

Faktor V geni, 1. kromozomun 123 bdlgesinde yer almaktadir [9]. Bu gen bolgesi
yaklagik 80 kilobaz (kb) ¢ifti uzunlugunda olup 25 ekson ve 24 introndan olusmaktadir
[16].

Faktor V proteini (MA. 300 kDa) karaciger, dalak ve bobreklerde sentezlenir. Plazmada
da bulunur. Faktér V, trombin tarafindan faktér V,’ya aktiflenince faktor X, ve
protrombin ile kompleks olusturmaktadir. Faktér V, kan pihtilasma sistemindeki en
onemli proteinlerinden biridir [17]. Aktive protein C (APC)’nin kofaktorii olup, APC ile
birlikte faktor Vllla’y1 inaktive etmektedir [18].

APC, faktor Va ve faktor Vllla’y1 inaktive ederek, kanin pihtilasmasini diizenleyen serin
proteaz enzimidir. APC, faktér Va proteinini 679, 506 ve 306’daki arginin
bolgelerinden keserek inaktive etmektedir [19]. Faktor V geninin 10. eksonunun 1691.
niikleotidindeki guanin bazinin adenine donilismesiyle; faktor V polipeptidinin 506.
pozisyonundaki arginin glisin amino asitine degismekte, bdylece 506’daki kesim
engellenmis olmaktadir. Mutant faktor V, 306’dan kesilmesiyle inaktive olabilmekte,
fakat bu durum yaklasik 10 kat daha yavas gerceklesmektedir [Sekil 2.13]. Bdylece
faktor V molekiilii, proteolitik inaktivasyona direngli olmakta ve trombin seviyesinde
yiikselmeye sebebiyet vermektedir. Bu duruma aktive protein C direngliligi

denilmektedir [20].
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Faldir V NH, | Al A2 B AZ Cl c2 COOH
Trombin #
709 1545
Ay zinciy * Hafif zinciy
Faldory, Al A2 o T A A2 €1 (2
Protein ©

306 506 a7

|:| A3 cl cC2

Sekil 2.13 : Faktor V’in trombin ile aktivasyonu ve APC ile inaktivasyonu [21].

A, B ve C faktoér V polipeptidinin domenleridir. Trombin, inaktif faktér V proteinini B domeninden keserek
aktiflerken, APC bu domenleri Ca®" ile birbirine yaklagtirarak inaktive etmektedir [21].

APCR’ye neden olan faktor V Leiden mutasyonu olarak adlandirilan bu mutasyon,
otozomal dominant olarak kalitim gostermektedir [22]. Bu nedenle, trombofili i¢in
yuksek risk grubunu olusturan bireylerin taranmasi olduk¢a Onem tasimaktadir.
Faktor V Leiden mutasyonunun tromboz riskini heterozigot tasiyicilarda yaklasik olarak
8 [23], homozigot mutant bireylerde ise 80 kat [24] arttirdig1 bildirilmektedir.
APCR’nin normal bireylerdeki insidansi % 3-5, vendz tromboz &ykiisii olan hastalarda

yaklagik olarak % 20 civarinda oldugu bilinmektedir [25, 26].

Protrombin ve faktér V Leiden mutasyonlarini heterozigot olarak tasiyan bir bireyde,
tromboz riskinin yaklasik olarak 20 [27], bu mutasyonlar1 tagiyan bir kadinda hamilelik
sirasindaki riskin ise 100 kez [28] arttig1 bildirilmektedir. Ayrica faktdr V Leiden gibi
kalitsal trombofilik bozukluklari1 olan kadinlarda, bir yil siireli dogum kontrol hapi
kullaniminin tromboz riskinin ¢ok fazla yiikselmesine neden oldugu ileri siiriilmektedir
[29]. Cok sayidaki calismada, kadinlarda hormon tedavisinin vendz tromboemboli
(VTE) riskini 2-4 [30] ve bu tedavinin APCR ile birlestigi durumlarda 13 [31], faktor V
Leiden mutasyonunu heterozigot olarak tasiyanlar ile birlikte bulundugu durumlarda ise

VTE riskini 15 kez yiikselttigi [32] bildirilmektedir.
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Ayrica, hamilelik sirasinda meydana gelen bazi sorunlar (preeklempsi, diisiikler,
tromboz vb.) ile faktér V Leiden mutasyonunun iligkili oldugu diistiniilmektedir [33].
Normal kadinlardaki % 4.2’lik diisiik oranma karsin, faktér V Leiden mutasyonunu
tastyanlarda bu oranin % 11°e yiikseldigi bildirilmektedir [34]. Bununla birlikte, son
yillarda yapilan ¢aligmalarda faktéor V Leiden mutasyonunun hamilelikteki

hipertansiyon ile ilgili olmadigi ileri siirtilmektedir. [34, 35].

Faktor V gen bolgesi lizerinde yapilan arastirmalar sonucunda, bu gen bolgesi tizerinde
Leiden mutasyonu disinda baska mutasyonlar da belirlenmistir. Faktor V geni iizerinde
glinlimiize kadar belli basli 5 mutasyon adlandirilmistir. Bunlar, faktor V Leiden,
Hong-Kong, Cambridge, 4 baz ¢ifti (b¢) delesyon ve 4 bg insersiyon mutasyonlaridir.
Chan ve dig. (1998) faktor V geninin 7. eksonunun 1090. pozisyonunda bulunan
niikleotidindeki adenin bazinin guanin bazina doniismesiyle, faktér V polipeptidinin
306. pozisyonundaki arginin amino asidinin glisin amino asidine degistigini belirlediler.
Bu mutasyonu faktér V Hong-Kong mutasyonu olarak adlandirdilar [36]. Faktor V
Cambridge mutasyonu ise, 306. pozisyondaki kodonda arginin amino asidinin (AGG)
tirozin amino asidine (ACG) degisimini igermekte ve bu durum APCR’ye neden
olmaktadir [37]. Guasch ve dig. (1998) faktoér V geninin 13. eksonunda 4 baz ¢iftlik bir
delesyon oldugunu tespit ettiler. Bu mutasyon ¢ergeve kaymasi tipinde bir mutasyona
neden olarak, 1303. pozisyondaki kodonda durdurucu bir kodon olusturmakta ve bu
noktadan sonra protein sentezi durdugu ig¢in, faktér V molekiiliiniin hafif zinciri
tamamen ve B domeninin bir kism1 olusmamaktadir [38]. Zehnder ve dig. (1999), faktor
V gen bolgesinin 25 eksonunu DNA dizi analizi teknigi ile incelerken, faktor V geninin
13. eksonunda 2856. pozisyondaki niikleotidinde 4 baz c¢iftlik bir insersiyon tespit
ettiler. Bu mutasyon c¢ergeve kaymasi mutasyonu olusturarak, trombin aktivasyon

bolgesinin kaybina neden olmaktadir [39].

Faktdr V geni iizerindeki mutasyonlar, REA, SSCA ve Allele Ozgii Oligoniikleotid
“ASO: Allele Spesific Oligonucleotide” polimeraz zincir reaksiyonu gibi farkli

teknikler kullanilarak incelenmektedir.
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Faktér V geni lizerindeki mutasyonlar1 adlandirmak i¢in en ¢ok uygulanan yontem
REA’dir. Tek bir baz ciftinin degisimi ile olusan bu mutasyon 4-6 bg.lik restriksiyon
enzim bolgesinin ortadan kalkmasina neden olmaktadir. Faktér V geni iizerindeki

Leiden mutasyonu Mnll restriksiyon enzimi kullanilarak incelenmektedir [8, 40].

Bilinmeyen mutasyonlarin adlandirilmasi i¢in en ¢ok kullanilan yontemlerden biri
SSCA’dir. Teknik, birbirinin tamamlayicis1 olan tek zincirli DNA molekiillerinin
denatiire olmayan jel kosullarinda, farkli yiiriimeleri ile ayirt edilmeleri prensibine
dayanmaktadir. Herhangi bir mutasyon oldugu zaman, yiirimede sapmalar olmaktadir.
Normal modelin disinda goriilen bantlar i¢in, daha sonra DNA dizi analizi yapilmakta
ve yiirime farkina neden olan DNA degisikligi goriintiilenip isimlendirilmektedir.
SSCA teknigi, insan genindeki polimorfizmlerin belirlenmesi amaci ile 1989 yilindan
beri kullanilmaktadir [41]. Bu yontemde, normal ve mutant modeli birbirinden ayirt
edebilmek ig¢in, jel ve elektroforez kosullarinin ¢ok 1yi optimize edilmesi gerekmektedir.
Elektroforez bittikten sonra, jel giimiis boyama teknigi ile boyanmakta ve tek zincirlere
ait bant modelleri goriiniir hale getirilmektedir. SSCA teknigi faktor V gen bolgesi

tizerinde bulunan bilinmeyen mutasyonlari tanimlamak amaci ile kullanilmaktadir [42].

Faktor V gen bolgesi lizerindeki mutasyonlar1 tanimlamak amaci ile kullanilan bir diger
teknik ASO-PCR’dur. Herhangi bir restriksiyon enzim kesim bolgesi degisimine neden
olmayan, nokta mutasyonlarinin tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Yontemin temeli, mutasyonun bulundugu bolgeye 6zgii ya da allele 6zgii
primer kullanimina dayanmaktadir. Ayrica, amplifikasyonun kontrolu i¢in hem normal
hem de mutasyonlu bireylerde bant veren bir kontrol bolgeye ait bir cift primer
kullanilmaktadir. incelenen &rnek mutasyonu tasiyor ise hem kontrol bolge hem de
mutasyona 6zgii bolgede PCR f{iriinii olusmakta ve jel elektroforezi ile varligi kolaylikla
saptanabilmektedir. Incelenen 6rnek mutasyonu tasimiyor ise sadece kontrol bolgede

PCR iirlinii olusmaktadir [43].
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2.2. METIiLENTETRAHIDROFOLAT REDUKTAZ GEN MUTASYONLARI
VE HIPERHOMOSISTEINEMI

MTHFR geni 1. kromozomun 1p36.3 bolgesinde yer almaktadir. cDNA dizisi 2.2 kb
uzunlugunda olup 11 eksondan olusmaktadir. Bu genin ana iriinii, 77 kDa
agirhgindadir. Ancak bazi dokularda 70 kDa agirliginda izoformlar1 gozlenmektedir

[44].

Homosistein, metiyoninden metabolize olan siilfiir igeren bir amino asittir. Homosistein,
5-metil tetrahidrofolat varliginda, B12’ye bagimli metiyonin sentaz (MS) tarafindan
metiyonine doniismektedir. Daha sonra, 5,10-metilen tetrahidrofolat, MTHFR ile
5-metil tetrahidrofolata indirgenmektedir. Karaciger ve bobrekte homosisteinin yeniden
metilasyonu, betain-homosistein metil transferaz aracilifiyla gerceklesmektedir.
Beslenme ile alinan metiyonin, metiyonin siklusunda metil transferaz ile, metil grubu
vericisi olarak is goren S-adenozil metiyonin (SAM)’e donlismektedir. Bu reaksiyonda
olusan diger bir lriin, S-adenozil homosistein hidrolaz tarafindan, homosistein ve
adenozine hidrolizlenen S-adenozil homosistein (SAH)’dir [Sekil 2.14]. Homosistein,
katabolik transsiilfiirasyon yoluna da girmektedir. Bu yoldaki ilk enzim, B6 vitaminine
bagimli sistatiyonin B-sentaz (CBS)’dir. Sistatyonin, B6 vitaminine bagiml sistatiyonaz

araciligiyla sisteine doniismektedir [45].

//v —
Homo=istein
DA { __ Sometil THF
metlasyonu =AM
h®
™  Metiyomin B1z \ MTHFR

DMNA sentezi = dThP = dUmP

Sekil 2.14 :Homosistein metabolizmasi [46].

Homosistesin metabolizmasinda folik asit, MTHFR, S-adenozil metiyonin (SAM), S-adenozil homosistein (SAH),
dihidrotetrafolik asit (DHF) ve tetrahidrofolik asit (THF)’in islevlerinin gosterilmesi [46].
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Total plazma homosistein (tHcy) seviyesindeki artis, arteriyal ve vendz tromboz igin
onemli bir risk faktoridiir. VitaminoB12 ve folat, homosistein metabolizmasindaki
gerekli kofaktorlerdir. Bu vitaminlerin eksikliginde, homosistein seviyesindeki artis
sonucu hiperhomosisteinemi meydana gelmektedir. Homosistein metabolizmasinda
gorev alan ve yiliksek homosistein seviyesi ile koroner arter hastaliklarinin ortaya
cikisinda artisa neden olan birkag¢ tane genetik polimorfizm vardir. Bunlarin iginde en
iyl tanimlananlar, MTHFR geninde belirlenen mutasyonlardir. MTHFR geni iizerinde
belli basl iki mutasyonu bulunmaktadir. Bunlar; MTHFR677C>T ve 1298 A>C nokta

mutasyonlaridir [44].

MTHFR677C>T mutasyonu, MTHFR geninin iizerinde 677. niikleotidindeki sitozin (C)
bazinin timin (T) bazna transisyonudur. Mutasyon, MTHFR’nin katalitik
domenindeki, alanin aminoasidinin valin aminoasidine doniisiimiine neden olmaktadir
[47]. Bu nokta mutasyonu, homozigot ve heterozigot mutantlarda MTHFR enziminin
aktivitesini, sirasi ile, % 70 ve % 35 olmak iizere azaltmaktadir. MTHFR677C>T
mutasyonunun molekiiler genetigi 1997 yilinda aydinlatildi. Kodlanan protein, 37 °C ve
daha yiiksek sicakliklarda daha diisiik enzimatik aktiviteye sahip oldugu icin, bu
mutasyon termolabil mutasyon olarak da adlandirilmaktadir. MTHFR 677C>T
homozigot mutant bireylerden alian &rnekler, 37 °C’de % 50-60 daha diisiik aktivite
gosterirken 46°C’de enzim aktivitesi yaklagik olarak % 65 azalmaktadir [48].

MTHFR gen bolgesi iizerinde MTHFR677C>T mutasyonunun meydana gelmesi
sonucunda, plazma homosistein seviyesinde artis gozlenmekte ve cesitli klinik tablolar
olusmaktadir. Homosistein, giiniimiizde kardiyovaskiiler, serebrovaskiiler ve periferal
vaskiiler hastaliklar i¢in doza bagimli bir tarzda etkili olan diger risk faktorlerinden
(sigara, sismanlik vs.) bagimsiz major bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir [48].
Homosistein, arterlerdeki diiz kas hiicrelerinde DNA sentezini arttirarak, arterosklerotik
hastaliklarin meydana gelmesinde rol oynamaktadir [49]. Yiiksek plazma homosistein
seviyelerinin, DVT i¢in risk faktorii oldugu bildirilmektedir [50]. Kadinlarda,
hiperhomosisteineminin noral tiip kusurlu ¢ocuklarin dogumuna ve tekrarhi diisiiklere
yol actig1 bildirilmektedir [51]. Bununla birlikte, yapilan son ¢alismalarda MTHFR ’nin
sadece homozigot oldugu durumlarda ve diger trombofilik risk faktorleri varliginda

diisiiklere neden oldugu ileri stirtilmektedir [52].
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MTHFR1298A>C mutasyonu MTHFR geninin 7. eksonundaki bir nokta mutasyonu
olup, genin 1298. niikleotindeki adenin bazinin sitozin bazina transversiyonudur. Bu
mutasyon, MTHFR enziminin regiilator domenindeki glutamin amino asidinin alanin
amino asidine degisimine neden olmaktadir [53]. MTHFRI1298A>C ve
MTHFR677C>T (1298 A>C/677C>T) genotipi olan “compound” heterozigotlarda in
vitro enzim aktivitesinin yaklasik olarak % 50 azaldigi ve olaym biyokimyasal
profilinin artan homosistein seviyesi ile azalan folat seviyelerine neden olan homozigot

MTHFR677C>T mutasyonuna benzedigi gosterildi [54].

MTHFR geni iizerindeki polimorfizmleri belirlemek amaci ile, uygulanan en yaygin
yontem REA'dir. Yontemde, MTHFR genindeki ilgili gen boélgelerinin PCR'im1 takiben,
MTHFR677C>T ve MTHFR1298A>C gen bolgesi PCR fiiriinleri sirasiyla, Hinfl ve
Mboll restriksiyon enzimleri ile kesime ugratilmakta ve kesim {tirtinleri poliakrilamit jel

elektroforez ile analiz edilmektedirler [55, 56].

2.3. PROTROMBIN GEN MUTASYONLARI

Protrombin geni, 11. kromozomun 11p11.2-11p11.12 bolgesinde yer almaktadir. Gen
bolgesi yaklasik 21 kb uzunlugunda olup, 14 ekson ve kodlama yapan bolgeleri
birbirinden ayiran 13 introndan olugmaktadir. Genin yaklasik % 90’1 intronlardan
ibarettir [57]. Protrombin (MA.72 kDa), karacigerde sentezlenen tek zincirli bir
glikoproteindir. Protrombinin, amino terminal bdlgesi 10 adet karboksi-glutamat amino
asit bakiyesi tagimaktadir. Serin bagimli aktif proteaz kismi ise molekiiliin karboksi
terminal bolgesinde yer almaktadir. Protrombin, trombosit yiizeyinden salinan aktif iki
zincirli trombin molekiiliinii meydana getirmek {izere trombosit membraninda V, ve X,
faktorlerinden olusan komplekse baglanarak, faktor X, tarafindan iki konumda
proteolitik kesimden gegmektedir. Trombinin A ve B zincirleri, bir disiilfit kdpriisii ile

bir arada tutulmaktadir [5].

Protrombin geninin, VTE hikayesi olan ailelerde vendz tromboz i¢in aday gen oldugu
diisiiniilmeye baslanmasindan itibaren yapilan ¢ok sayidaki caligmalar sonucunda

Poort ve dig. protrombin20210G>A mutasyonunu buldular [58].
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Protrombin20210G>A mutasyonu, protrombin geninin translasyonu yapilmayan
3’ ucundaki 20210. niikleotindeki guanin bazinin adenin bazina transisyonu olarak
adlandirilmaktadir [59]. Avrupa’da protrombin20210G>A mutasyonunun dagilim
yaklasik olarak % 2°dir. En yiliksek dagilim % 3’lik siklik orani ile Giiney
Avrupa’dadir. En disiik dagilim bolgesi ise kitanin kuzey kisimlaridir. Amerika’da
siklik orani, irklara bagli olarak % 1-2 arasinda degismektedir. Bu mutasyon, Afrikali
Amerikalilar ~ ve  yerli = Amerikalilar’da  nadiren = gorlilmektedir  [60].
Protrombin20210G>A mutasyonun etkileri, ilk olarak homozigot normal (G20210G)
genotipi olan kisilere gore, heterozigot mutant (G20210A) genotipi olanlarin plazma
protrombin seviyesinin yliksek oldugunun belirlenmesi ile aydinlatildi [61]. Son yillarda
yapilan c¢aligmalar 1s18inda, protrombin20210G>A mutasyonunun, gen {irlinliniin
3’ ucunda islenmede artis ve 3’ ucu kesim sinyalini tanimada artisa neden oldugu
belirlendi. Bu durum protrombin i¢in, mRNA’nin birikmesi ve protein sentezinin

artmasi ile sonuc¢lanmaktadir [62].

Butenas ve dig. (1999), artan plazma protrombin seviyelerinin VTE etkili oldugunu ileri
stirdiiler [63]. Protrombin20210G>A mutasyonu ve VTE arasindaki iligski ¢cok sayidaki
calisma ile gosterildi [64]. Poort ve dig. (1996) tarafindan 20210A allelinin VTE riskini
3 kat ve bunu takiben diger ¢aligmalarda bu riskin 2-12 kat arttirdig1 saptandi [65].
Bununla birlikte, homozigot mutant protrombin20210G>A allelinin VTE ile iliskisi
bilinmesine ragmen, homozigot mutant protein S, C ve faktér V Leiden mutasyonlari
kadar yaygin bir risk faktori olmadigi ifade edilmektedir [66]. Bazi g¢alismalarda,
protrombin20210G>A allelinin faktéor V Leiden ve/veya homozigot mutant
MTHFR677C>T mutasyonlar ile birlikte oldugu durumlarda, tromboz riskinin arttigi
gozlendi [67]. Kadinlarda VTE meydana gelme riski, dogum kontrol hap1 kullanima,
hamilelik, protrombin20210G>A ve faktéor V Leiden mutasyonlarinin birlikte
bulundugu durumlarda artis gostermektedir [68]. Martinelli ve dig. (1998) yaptiklar1 bir
calismada, VTE riskinin dogum kontrol hap: kullanmayan ve protrombin20210G>A
mutasyonunu tagimayan kadinlarda 16.3, dogum kontrol hapi kullanan ve mutasyonu

tasityan kadinlarda ise 149 kat arttigini belirttiler [69].
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Protrombin gen bolgesi iizerindeki protrombin20210G>A mutasyonu, guanin bazinin
adenin bazina doniisiimiine neden olmaktadir [59]. Bu tek niikleotidlik degisim, HindIIl
restriksiyon enzimi i¢in kesim bolgesi olusturmaktadir. Kesim sonrasinda elektroforez
yapilan drneklerde, mutant allelin normal allele gore molekiil agirlig1 daha kiigiik bir
bant verdigi gortiilmektedir [58]. Coklu PCR yontemi ile protrombin ve faktér V Leiden
mutasyonlar1 ayn1 anda belirlenebilmektedir. Bu teknikte, her iki mutasyon bolgesine
ozgii primer c¢iftleri ve diger PCR bilesenleri, ayn1 PCR tiipiine konularak, ayni anda
PCR yapilmaktadir. Bu islemi takiben PCR iirlinlerine SSCA analizi uygulanmaktadir
[70].
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. CALISMA GRUBU

Hasta grubu, Diizen Laboratuvarlar Grubu, Genetik Hastaliklar Tani Merkezi’ne
tromboemboli On tanisi ile basvuruda bulunan ve birbirleri ile akrabalik iliskisi
olmayan, 184 kadin, 86 erkek, toplam 270 kisiden olusturuldu. 60 kadin hastada,
gebelik doneminde, pihti olusumuna bagl oldugu diisiiniilen, 6lii dogum, tekrarh diisiik
hikayesi vardi. Verileri genel hasta populasyonundan ayri olarak degerlendirebilmek
amaci ile bu grup “gebelik komplikasyonlar1 grubu” ad1 altinda toplandi. Ayrica, klinik
olarak tromboemboli 6n tanisi almig 270 kisiden 46’smnin doppler ultrasonografi,
venografi vb. teknikler ile vendz tromboz gecirdikleri tespit edildigi bildirildi. Bu
bireyler de “DVT grubu” olarak ele alinarak frekanslar diger gruplardan bagimsiz
olarak degerlendirildi. Kontrol grubu, birbirleri ile akrabalik iligkisi olmayan ve
tromboz hikayesi bulunmayan bireylerden segildi. Genel kontrol grubu 67 kisiden,
gebelik komplikasyonlar1 kontrol grubu ise gebelik siirecini problemsiz tamamlamis 33
kadindan olusturdu. Ayrica ¢alisma gruplarina katilan tiim bireylerden DNA
materyalleri {lizerinde yapilacak arastirma calismalarina izin verdiklerine dair yazili
onay almarak caligmanin etik kurallara ve Saglik Bakanligi yonetmeliklerine uygun

olmasina 6zen gosterilmistir.

3.2. YONTEM

3.2.1. Genomik DNA izolasyonu

Calismada bireylerden 5 ml’lik KsEDTA’ tiiplere aliman kan materyalleri kullanildi.
EDTA’11 kanlardan NaCl yontemi uygulanarak, DNA izolasyonlar1 yapildi [71].
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Steril 50 ml’lik tiipte, 5 ml EDTA’l1 kan ve 15 ml soguk eritrosit parcalama tamponu
(pH 8.3) [Tablo 3.1] iyice karistirildi. 15 dakika 4 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast tiip, 4 °C 5000 devirde (rpm) 10 dakika santrifiij edildi. Ust siv1 atilarak ¢okelti

5 ml eritrosit par¢alama tamponu ile siispanse edildi.

Siispansiyon 4 °C 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra iist sivi atildi.
Cokelti 1.5 ml hiicre ¢ekirdegi pargalama tamponu (pH 8.0) [Tablo 3.1] eklenerek iyice
karistirildi. Karigtirildiktan sonrasi tiipe 200 ul steril distile su, 15 pl proteinaz K
(20 mg/ml) ve 25 ul % 10 sodyum dodesil siilfat (SDS) (w/v) ilave edilerek 56 °C’lik
etiivde 3 saat veya 37 °C’lik etiivde biitiin gece inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasi, karigima 2.5 ml steril destile su ve 2.5 ml 5SM NaCl eklenerek iyice karistirildi.
Tiip 25 °C’de 10.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi iist siv1 yeni
50 ml’lik tiipe aktarildi. Proteinleri iceren ¢ozelti ise atildi. DNA’y1 igeren iist siviya 2
hacim saf etil alkol eklenerek DNA’nin iplik¢ik halinde ¢okmesi saglandi. Coken DNA
mikropipet ucu ile steril 1.5 ml’lik eppendorf tiipe transfer edildi. Tiipteki alkoliin
ucmasi beklendikten sonra, DNA yaklasik 300 pl Tris-EDTA tamponunda (pH 8.0)
[Tablo 3.1] ¢ozdiiriildii.

Tablo 3.1 : NaCl yontemi ile genomik DNA izolasyonunda kullanilan tamponlar.

TAMPON/SOLUSYON ADI  |ICERIK SON KONSANTRASYON
Eritrosit Par¢alama NH,CI 155 mM
Tamponu (pH 8.3) KHCO, 10 mM
Na,EDTA 0.1 mM
Hiicre Cekirdegi Pargalama Tris-HC1 10 mM
Tamponu (pH 8.0) Na,EDTA 2 mM
NacCl 400 mM
%10 SDS Sodyum Dodesil Siilfat % 0.14 (w/v)
Tris-EDTA Tris-HCI 10 mM
Tamponu (TEB) (pH 8.0) Na,EDTA 0.1 mM

3.2.2. DNA’nmin Kalitatif Tayini

DNA’nin kalitatif miktar tayini, % 1 (w/v)’lik agaroz jel [Tablo 3.2] 1siticili magnetik
kanistiricida kaynatilarak hazirlandi. Tampon sicakliginin yaklagik 50-55 °C’ye kadar
sogumasi beklendi. DNA’nin UV 15181 altinda goriilebilmesi i¢in 1.25 pl etidyum
bromiir (EtBr) (10 mg/ml) eklenerek, elektroforez kasedine dokiildii. Kaset sogukta
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bekletildi. Yaklasik 20-30 dakika sonra donan jel, i¢inde 0.5XTEB tampon bulunan
elektroforez tankina alindi. DNA’larin 1 pl’si 9 ul 1X elektroforez yilikleme tamponu

[Tablo 3.2] ile karistirilarak, 10 pl olacak sekilde jel kuyucuklarina yiikleme yapildi.

Jel, 150 voltta (V) 20 dakika yiiriitiildii. incelenen DNA ile kontrol DNA UV 1s1k
altinda karsilastirilarak kalitatif DNA miktar1 belirlendi.

Tablo 3.2 : Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tampon ve soliisyonu.

TAMPON/SOLUSYON ADI |iCERIK SON KONSANTRASYON
Trizma baz 445 mM

5X TEB Tamponu (pH 8.0) Borik asit 445 mM
Na,EDTA 10 mM
Bromofenol mavisi 2.5 mg/ml

Elektroforez % 10 SDS % 1 (w/v)

Yiikl 1ij

dkleme Soliisyonu Gliserol % 87 (v/v)

3.2.3. DNA’nin Kantitatif Miktar Tayini

izole edilen genomik DNA’nin kantitatif miktar1 tayini, spektrofotometrik dlciimlerle
ile yapildi. Tris-EDTA tamponu ile 1/50 oraninda seyreltilen oOrneklerin, UV-
spektrofotometresinde 260 nm dalga boyundaki absorbsiyon degerlerine bakilarak, ¢ift
zincirli DNA molekiiliiniin konsantrasyonu asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi

[72].

DNA Konsantrasyonu = ODs6p x 50 x Seyreltme orani (Denklem 3.1)

DNA molekiiliiniin safligi; 260 nm dalga boyunda okunan absorbans degerinin, 280 nm

dalga boyunda okunan absorbans degerine oran1 belirlenerek kontrol edildi [73].

3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Bu calismada, faktér V Leiden, MTHFR677C>T, MTHFRI1298A>C ve
protrombin20210G>A mutasyonlarini belirlemek amaci ile uygun oligoniikleotid ¢iftleri

kullanilarak PCR’lar1 yapildu.
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3.2.4.1. PCR Bilesenleri

Calismada PCR kosullar1 literatiir bilgilerinden modifikasyonlar ile gergeklestirildi
[kaynak]. Her bir mutasyon i¢in temelde uygulanacak PCR kosullar1, Tablo 3.3 [74],
Tablo 3.4 [75], Tablo 3.5 [76] ve Tablo 3.6 [77]’da verilmektedir.

Tablo 3.3 : Faktdr V Leiden mutasyonunun belirlenmesi amaci ile uygulanan PCR kosullar1.

PCR BILESENLERI ul/TUP SON KONSANTRASYON
Steril bidestile H,O 17.1 -

10 X Tampon 3.0 1.2 X

MgCl, (25 mM) 1.5 1.5 mM

dNTP karigimi (25 mM) 0.2 0.2 mM

Primerl 990  (10pmol/ pl) 1.0 10 pmol

Primer2 6967 (10pmol/ ul) 1.0 10 pmol

Taq polimeraz (5U/ pl) 0.2 1U

DNA (150 ng/ pl) 1.0 150 ng

Toplam hacim 25.0

Tablo 3.4: MTHFR677C>T mutasyonunun belirlenmesi amaci ile uygulanan PCR kosullar.

PCR BILESENLERI p/TUP SON KONSANTRASYON
Steril bidestile H,O 18.7 -

10 X Tampon 2.5 1X

MgCl, (25 mM) 1.5 1.5 mM

dNTP karigimi (25 mM) 0.2 0.2 mM
PrimerIMTHFR-1 (10pmol/ pl) 0.5 5 pmol

Primer2 MTHFR-2 (10pmol/ ul) 0.5 5 pmol

Taq polimeraz (5U/ ul) 0.1 05U

DNA (150 ng/ pl) 1.0 150 ng

Toplam hacim 25.0

Tablo 3.5: MTHFR 1298 A>C mutasyonunun belirlenmesi amaci ile uygulanan PCR kosullari.

PCR BILESENLERI u/TOP SON
KONSANTRASYON

Steril bidestile H,O 18.7 -

10 X Tampon 2.5 1X

MgCl, (25 mM) 1.5 1.5 mM

dNTP karisimi (25 mM) 0.2 02 mM

Primer1 1298-F (10pmol/ pl) 0.5 5 pmol

Primer2 1298-R (10pmol/ ul) 0.5 5 pmol

Taq polimeraz  (5U/ pl) 0.1 05U

DNA (150 ng/ ul) 1.0 150 ng

Toplam hacim 25.0
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Tablo 3.6: Protrombin20210G>A mutasyonunun belirlenmesi amaci ile uygulanan PCR

kosullari.
PCR BILESENLERI uw/TUP SON KONSANTRASYON
Steril bidestile H,O 18.7 -
10 X Tampon 2.5 1X
MgCl, (25 mM) 1.5 1.5 mM
dNTP karigimi (25 mM) 0.2 0.2 mM
Primer1PT20210-F (10pmol/ pl) 0.5 5  pmol
Primer2PT20210-R (10pmol/ ul) 0.5 5  pmol
Taq polimeraz (5U/ pul) 0.1 05U
DNA (150 ng/ pl) 1.0 150 ng
Toplam hacim 25.0

3.2.4.2.Primerler

Bu c¢alismada, faktér V Leiden, MTHFR677C>T, MTHFRI1298A>C ve
protrombin20210G>A mutasyonlarin1 belirlemek i¢in yapilan PCR’larda, hedef gen
bolgelerine 6zgiin olarak kullanilan oligoniikleotidlerin isimleri ve dizileri
Tablo 3.7°de verilmektedir [74, 75, 76, 77]. Bu ¢alismada kullanilan primerler, literatiir
bilgilerinden elde edilip ticari olarak primer sentezi yapan ELIPS firmasindan temin

edildi.

Tablo 3.7 : Primer isimleri ve baz dizileri.

PRIMER |PRIMER DIZISI COGALTILAN | PRIMERIN
ADI GEN BAZ
BOLGESI (BC) [ SAYISI
6967 TGC CCA GTG CTT AAC AAG 267 20
ACC A
990 TGT TAT CAC ACT GGT GCT AA [267 22
MTHFR-1 |TGA AGG AGA AGG TGT CTG  [198 23
CGG GA
MTHFR-2 |AGG ACG GTG CGG TGA GAG  [198 20
TG
1298-R CACTTTGTGACCATTCCGGTTT |163 23
G
1298-F CTTTGGGGAGCTGAAGGACTAC | 163 25
TAC
PT20210-F |TCT AGA AAC AGT TGC CTG GC | 345 20
PT20210-R |ATA GCA CTG GGA GCA TTG 345 22
AAGC
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3.2.4.3.DNA Polimeraz Enzimi ve Tamponu

PCR sirasinda, termofilik bir bakteri olan Thermus aquaticus’tan izole edilen Taqg DNA
polimeraz enzimi kullanildi. Bu enzim, ¢ok yliksek 1silara dayanmakla birlikte, yaklasik
70-75 °C sicaklik ve pH 9.0’ da ve DNA’nin 5’ ucundan 3’ ucuna dogru polimeraz
aktivitesi gostermektedir. Bu c¢aligmada, kullanilan Taq DNA polimeraz enzimleri
5U/ul’dir (PROMEGA, Wisconsin, USA ve MBI, USA). PCR tamponu olarak ise
MgCl, icermeyen 500 mM KCl, 100 mM Tris-HC1 (pH 9.0) ve % 1 TritonX-100 igeren
10X tampon kullanildi.

3.2.4.4.PCR Programlari
Tablo 3.8, Tablo 3.9°da faktéor V Leiden, MTHFR677C>T, MTHFR1298A>C ve
protrombin20210G>A mutasyonlarin1 belirlemek amaci ile yapilan PCR’larda,

mutasyon bolgesine 6zgiin PCR programlar1 gosterilmektedir. Bu programlar literatiir

bilgilerinden kiiclik degisiklikler ile belirlendi [74, 75, 76, 77] .

Tablo 3.8 : Faktor V Leiden, MTHFR677C>T ve protrombin20210G>A mutasyonlarinin
belirlenmesinde uygulanan PCR programi.

PROGRAM TURU |[DERECE ZAMAN DONGU
SAYISI

Ik denatiirasyon 94 2’ -

Denatiirasyon 91 20’ 30

Baglanma 56 307

Uzatma 68 45”

Son uzatma 72 3’ -

Bekleme 15 Fle -

Tablo 3.9 : MTHFR 1298 A>C mutasyonunun belirlenmesi i¢in uygulanan PCR programi.

PROGRAM TURU |DERECE ZAMAN DONGU
SAYISI

Ik denatiirasyon 92 2 -

Denatiirasyon 92 60’ 35

Baglanma 51 60”

Uzatma 72 60~

Son uzatma 72 7’ -

Bekleme 15 Fle -

’: Dakika, >’: Saniye, F/e: Siiresiz.
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3.2.5. DNA Analiz Yontemleri

3.2.5.1.Poliakrilamit Jel Elektroforezi

% 30 (29:1) ve % 30 (19:1) stok poliakrilamit jelleri 1sticili manyetik karistiricida
hazirlandi. % 30 (29:1) stoktan % 8 (29:1) jel diliisyonu yapildi. Hazirlanan jel,
% 10 APS ve TEMED ilavesi ile jel kasetine dokiildii. Polimerizasyon igin 10-15
dakika beklenip jel, elektroforez tankina yerlestirildi. PCR’larin isledigini belirlemek
amaci ile 5 pl PCR fdriinii ve 2 ul elektroforez yiikleme soliisyonu [Tablo 3.10]
karistirildi. Hazirlanan karisim, igerisinde 1XTEB tampon bulunan elektroforez
tankindaki % 8 (29:1)’lik poliakrilamit jele [Tablo 3.2] yiiklenip 150 V’ta 25-30 dakika

analiz edildi.

Tablo 3.10 : % 8 (29:1) Poliakrilamit jel soliisyonunun hazirlanmasi.

ICERIK MIKTAR
% 30 (29:1) Stok Poliakrilamit Jel Soliisyonu 2.7 ml
(29 gr akrilamit ve 1 gr bis-akrilamit)

Distile su 5.2ml
% 10 APS (Amonyum peroksidisiilfat) 100 ul
5XTEB Tamponu 2.0 ml
TEMED 8.5 ul
(N,N,N,N’-Tetrametil Etilen Diamin)

Toplam Hacim 10 ml

Faktor V Leiden, MTHFR677C>T, MTHFRI1298A>C ve protrombin20210G>A
mutasyonlart gen bdlgelerinin PCR {iriinlerinin poliakrilamit jel elektroforez analizi
yapilirken DNA bant biiyiikliikleri bilinen ticari ®Hinfl-DNA (PROMEGA, Wisconsin,
USA) markirt kullanildi [Sekil 3.1].

Sekil 3.1 : PROMEGA firmasina ait ®Hinfl-DNA markirinin % 8’lik poliakrilamit jeldeki

gorunimu.
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DNA bantlarinin belirlenmesi amaci ile yapilan poliakrilamit jeller, elektroforezin
bitimini takiben giimiis boyama teknigi uygulanarak boyandi. Gilimiis boyama
tekniginde kullanilan soliisyonlar ve igerikleri asagidaki Tablo 3.11°de verilmektedir

[78].

Tablo 3.11 : Glimiis boyama tekniginde kullanilacak soliisyonlar ve icerikleri.

SOLUSYON ADI ICERIK
Fiksasyon Soliisyonu % 10 (v/v) Etil alkol

% 0.5 (v/v) Asetik asit
Boyama Soliisyonu % 0.1 (w/v) Glimiig nitrat
Gelistirme Soliisyonu % 1.5 (w/v) NaOH

% 0.01 (w/v) NaBH4
% 0.4 (v/v) Formaldehit

Durdurma Soliisyonu % 0.75 (w/v) NaCO;

Gliserol Soliisyonu %5  (v/v) Gliserol

3.2.5.2.Restriksiyon Enzim Analizi (REA)

Faktor V Leiden, MTHFR677C>T, MTHFR1298A>C ve protrombin20210G>A gen
mutasyonlar1 restriksiyon enzim analizi ile incelendi. Faktor V gen bolgesi tizerinde yer
alan faktor V Ledien mutasyonunu belirlemek amaci ile ticari olarak Moraxella
nonliquefaciens’den klonlanan Mnll genini tasiyan E.coli susundan elde edilen Mnll
(New England Biolabs, USA) restriksiyon enzimi kullanildi. MTHFR gen bolgesinde
yer alan MTHFR677C>T mutasyonunu belirlemek i¢in kullanilan Hinfl (MBI, USA) ve
protrombin gen bolgesi {lizerinde bulunan protrombin20210G>A mutasyonunu
belirlemek icin kullamilan HindIIl (MBI, USA) restriksiyon enzimleri, sirasi ile, ticari
olarak Haemophilus influenzae’dan kolanlanan Hinfl ve HindlIIl genini tasiyan E.coli
susundan iretilmektedir. MTHFR gen bolgesinde bulunan MTHFR1298A>C
mutasyonu ise Mboll (MBI, USA) restriksiyon enzimi ile incelenmekte ve bu enzim
ticari olarak Moraxella bovis’den klonlanan Mboll genini tasiyan bir E.coli susundan
elde edilmektedir [79]. Yukarida adi gegen dort mutasyonun belirlenmesi amaci ile
uygulanan enzim kesim yoOntemleri ve kullanilan restriksiyon enzimleri Tablo 3.11,

Tablo 3.12., Tablo 3.13 ve Tablo 3.14’te verilmektedir.
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Tablo 3.12 : Faktor V Leiden mutasyonunun belirlenmesi i¢in uygulanan enzim kesim yontemi .

ICERIK MIKTAR
PCR iiriinii 8.0 pl/tiip
Mnl I (5U/uL, New England Biolabs, USA) 0.4 ul (2 saat/37°C)

5°..CCTC (N); V. .3’
3°..GGAG (N); A..5°

10X Tampon (100 mM NaCl, 10 mM Tris-| 1.0 pl
HCI, 10 mM MgCl, pH 8.4)

Distile su 0.6 ul
Toplam hacim 10.0 pl

Tablo 3.13 : MTHFR677C>T mutasyonunun belirlenmesi i¢in uygulanan enzim kesimi

yontemi.
ICERIK MIKTAR
PCR {iriinii 8.0 pl/tlip
Hinfl (10U/ul, MBI, USA) 0.5ul (2 saat/37°C)

5. GVANT C..3°
3°..C TNAAG. 5’

10X Tampon (100 mM KCI, 10Mm Tris-| 1.0 pl
HCl, 10 mM MgCl, pH 8.5)

Distile su 0.5 ul
Toplam hacim 10.0 pl

Tablo 3.14 : MTHFR1298 A>C mutasyonunun belirlenmesi i¢in uygulanan enzim kesimi

yontemi.
ICERIK MIKTAR
PCR {iriinii 8.5 ul/tiip
MbolI(10U/ul, MBI, USA) 0.5 ul (2 saat/37°C)
5....GAAGA(N);. A 3’
3....CTTCT (N);...A..5’
10X Tampon (100 mM KCI, 10Mm Tris-| 1.0 pl
HCI, 10 mM MgCl, pH 8.5)
Toplam hacim 10.0 pl
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Tablo 3.15 : Protrombin20120G>A mutasyonunun belirlenmesi i¢in uygulanan enzim kesimi

yontemi.
ICERIK MIKTAR
PCR iriinii 8.0 pl/tiip
HindIII (10U/ul, MBI, USA) 0.5ul (2 saat/37°C)

5....AVAGCTT...>’
3. TTCGAAA ..5°

10X Tampon (100 mM KCI, 10Mm Tris-HCI, | 1.0 pl
10 mM MgCl, pH 8.5)

Distile su 0.5 ul

Toplam hacim 10.0 pl

Calismada kullanilan poliakrilamit jellerin konsantrasyonu ve yliriitme kosullari,
analizler esnasinda c¢esitli denemeler sonucunda belirlendi. Faktor V Leiden ve
MTHFR677C>T mutasyonlar1 gen bolgelerine ait PCR ve REA iriinleri
% 12 (29:1)’lik; MTHFRI1298A>C mutasyonu gen bdlgesi PCR ve REA iiriinleri
% 12 (19:1) ve protrombin20210G>A mutasyonu gen bdlgesi PCR ve REA iiriinleri ise
% 6 (19:1)’lik poliakrilamit jellerde analiz edildi. Faktdr V Leiden ve MTHFR677C>T
gen mutasyonlarinin yer aldigi gen bolgesine ait PCR ile REA iiriinleri 150V’°da 60
dakika analiz edildi. MTHFR1298 A>C mutasyonunun yer aldig1 gen bélgesine ait PCR
ile REA iirlinleri ise 180 V’da 30 dakika elektroforez edildi. Protrombin20210G>A
mutasyonunun bulundugu gen bolgesine ait PCR ile REA iirlinleri 150V’da 45 dakika
elektroforez edildi. Stok poliakriamit jellerin ve diliisyonlarinin hazirlanig1 Tablo 3.16,

Tablo 3.17 ve Tablo 3.18’de verilmektedir.

Tablo 3.16 : % 6 (19:1) Poliakrilamit jel soliisyonunun hazirlanmasi.

ICERIK MIiKTAR
% 30 (19:1) Stok Poliakrilamit Jel Soliisyonu 2 ml
(28.5 gr akrilamit ve 1.5 gr bis-akrilamit)

Distile su 59 ml
% 10 APS (Amonyum peroksidistilfat) 100 pl
SXTEB 2 ml
TEMED 8.5 ul

(N,N,N,N’-Tetrametil Etilen Diamin)
Toplam Hacim 10 ml
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Tablo 3.17 : % 12 (29:1) Poliakrilamit jel soliisyonunun hazirlanmasi.

ICERIK MIKTAR
% 30 (29:1) Stok Poliakrilamit Jel Soliisyonu 2 ml
(29 gr akrilamit ve 1gr bis-akrilamit)

Distile su 1.9 ml
% 10 APS (Amonyum peroksidisiilfat) 100 ul
SXTEB 1 ml
TEMED 8.5l
(N,N,N,N’-Tetrametil Etilen Diamin)

Toplam Hacim 5 ml

Tablo 3.18 : % 12 (19:1) Poliakrilamit jel soliisyonunun hazirlanmasi.

ICERIK MIKTAR
% 30 (19:1) Stok Poliakrilamit Jel Soliisyonu 2 ml
(28.5 gr akrilamit ve 1.5gr bis-akrilamit)

Distile su 1.9 ml
% 10 APS (Amonyum peroksidistilfat) 100 ul
5XTEB 1 ml
TEMED 8.5l
(N,N,N,N’-Tetrametil Etilen Diamin)

Toplam Hacim 5 ml

Incelenen 4 mutasyonun gen bolgelerine ait PCR ve REA iiriinleri PROMEGA
firmasindan temin edilen ®Hinf[-DNA markar ile birlikte analiz edildi. Elektroforez sonrasi

tiim jeller glimiis nitrat boyama ile boyandi.

3.2.5.3. Tek Zincir Konformasyon Analizi “Single Strand Conformation Analysis-SSCA”
SSCA, analiz edilecek PCR firiinlerinin denatiirasyonu ile elde edilen tek zincirli
DNA’larin farkli konsantrasyonlardaki poliakrilamit jel ve elektroforez kosullarinda
bant modellerinin belirlenmesine yarayan bir tekniktir. Teknikte dikkat edilmesi

gereken belli kosullar vardir. Bunlar; sicaklik, PCR reaksiyonlar1 ve jel matriksidir.

*SICAKLIK: En 6nemli kriterlerden biridir, oda sicakligi veya 4 C”de elektroforez
yapilmaktadir [80].
*GLISEROL: %

5-10 arasindaki gliseroliin elektroforez boyunca tek zincir

modellerinin rezoliisyonunu iyilestirdigi bilinmektedir [80].
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*PCR  REAKSIYONLARI: PCR sirasinda optimum primer konsantrasyonlari
kullanmak 6nemlidir. Cilinkii asir1 primer tek zincirli bantlarin hareketini etkilemektedir

[81].

*JEL MATRIKSI: Birbirinin tamamlayicist olan tek zincirlerin daha iyi ayrilmasi icin,
poliakrilamit jel hazirlarken akrilamit oranina gore, c¢apraz baglayicinin

(NNN-Bisakrilamit) yiizdesi daha diisiik olmalidir [82].

Bu calismada faktér V  Leiden, MTHFR677C>T, MTHFRI1298A>C ve
protrombin20210G>A mutasyonlariin bulundugu gen bolgeleri {izerindeki bilinmeyen
mutasyonlarin varligimi tespit etmek igin SSCA teknigi’nden yararlanildi. Faktor V,
MTHFR ve protrombin gen bolgelerine yonelik uygulanan SSCA ¢aligmalar1 PCR’lar1

Tablo 3.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu bdliimii’nde belirtilen kosullara gore yapildi.

Yukarida ad1 gegen 3 gen bdlgesine ait PCR {irlinleri poliakrilamit jellere yiiklendi.
Optimizasyon ¢aligmalar1 en iyi rezoliisyon modellerini belirlemek i¢in farkl siirelerde
(8-21 saat), farkli voltajlarda (200-300 V), farkli wattlarda (2-9 W) ve cesitli
konsantrasyonlardaki poliakrilamit jeller kullanilarak yapildi. Tek zincir iirtinleri
biiyiikliiklerine gore degil, konformasyonlarina gore ayrilacagi i¢in yapilan analizlerde

DNA markir kullanilmada.

Poliakrilamit Jel Soliisyonu Hazirlanmasi :

Faktor V Leiden mutasyonu gen bolgesi i¢in, en iyi rezolisyonu veren SSCA
poliakrilamit jeli, ¢esitli denemeler sonucunda belirlendi. Analizler sirasinda; 1XTEB
tamponu, % 10 gliserol, 0.50 ml % 10 APS ve 20 ul TEMED igeren, son hacmi 40 ml
olacak sekilde % 40 (37.5:1) stok poliakrilamit soliisyonundan % 12 (37.5:1) diliisyon
poliakrilamit jeller hazirlandi. Hazirlanan jeller, 15x20 cm uzunlugunda, 0.8 mm
kalinligindaki iki cam diizenegin arasma dokiildi ve 15 kuyuluk tarak sisteme

yerlestirildi. Jelin polimerize olmasi i¢in yaklasik 20-30 dakika beklendi.

MTHFR667C>T mutasyonuna ait gen bolgesi SSCA ¢alismasi i¢in, en iyi rezollisyonu
verecek jel kosullarini belirlemek amaci ile % 30 (29:1) ve % 40 (37.5:1) poliakrilamit

jel stoklarindan % 8, 10 ve 12’lik olmak iizere farkli konsantrasyonlarda jeller
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hazirlandi. Bu jellere, farkli miktarlarda PCR iiriinii yiiklenerek, farkli elektroforetik
kosullar altinda (100 V, 200 V ve 8-12 W vb.) analiz edildi. MTHFR667C>T
mutasyonunun yer aldigi gen bolgesinin farkli bir noktasinda meydan gelen ender bir
mutasyon olan MTHFRI1298A>C mutasyonu REA ile incelenerek SSCA modeli

belirlendi.

MTHFR1298A>C gen bdlgesi i¢in, en iyi rezoliisyonu veren SSCA poliakrilamit jeli
cesitli denemeler sonucunda belirlendi. Analizler sirasinda; 0.5 X TEB tamponu, % 1
etilen glikol, % 1 formamid, 0.50 ml APS ve 20 ul TEMED igeren, son hacmi 40 ml
olacak sekilde % 40 (37.5:1) stok poliakrilamit soliisyonundan % 10 (37.5:1)
poliakrilamit jeller hazirlandi. Hazirlanan jeller 15x20 cm uzunlugunda, 0.8 mm

kalinligindaki iki cam diizenegin arasina dokiildii.

Protrombin20210G>A gen bdlgesi i¢in, en iyi rezoliisyonu veren SSCA poliakrilamit
jeli gesitli denemeler sonucunda belirlendi. Analizler sirasinda; 0.5 X TEB tamponu,
% 5 etilen glikol, 0.50 ml APS ve 20 ul TEMED iceren, son hacmi 40 ml olacak sekilde
% 40 (37.5:1) stok poliakrilamit soliisyonundan % 10 (37.5:1) polaikrilamit jeller
hazirlandi. Hazirlanan jeller, 15x20 cm uzunlugunda, 0.8 mm kalinligindaki iki cam
diizenegin arasina yerlestirildi.

Elektroforez Kosullari :

Faktor V Leiden mutasyonunu barindiran gen boélgesine ait PCR dirlinlerinden 8 pl
almarak, 1:1 oraninda olacak sekilde Tablo 3.19°da belirtilen igerikteki SSCA yiikleme
soliisyonundan eklendi. 5 dakika 95 °C’de denatiire edildikten sonra, derhal buza alindi.
Daha oOnceden hazirlanan SSCA jeline yiiklenerek (Poliakrilamit Jel Soliisyonu

Hazirlanmas1 Bolimiinde belirtildigi gibi) 200 V’ta, 21 saat 4 °C’de yiiritiildi.

MTHFR1298A>C mutasyonunu barindiran gen bolgesine ait PCR iiriinlerinden 2 ul ve
Tablo 3.19°da belirtilen icerikteki SSCA yiikleme soliisyonundan ise 4 pl eklendi. ilk
olarak 5 dakika 95 °C’de denatiire edildikten sonra, PCR tiipleri vortekslendi.
5.000 rpm’de 10-15 saniye santrifiij edildi. Bu islemi takiben PCR iiriinleri; 2-3 dakika
95 °C’de tekar denatiire edilerek — 20 °C 1-2 dakika bekletildi. Daha Onceden

hazirlanan SSCA jeline (Poliakrilamit Jel Sollisyonu Hazirlanmas1 Boliimii’nde
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belirtildigi gibi) PCR {iriinleri yiiklenmeden once 5-10 dakika 6n yiirlitme yapildi. PCR
iirtinleri, 8 W’ta 9 saat 4 °C’de giin boyu yiiriitiildi.

Protrombin20210G>A mutasyonunun bulundugu gen bdlgesine ait PCR {irlinlerinden
8 ul alinarak, 1:1 oraninda olacak sekilde Tablo 3.19°da belirtilen igerikteki SSCA
yiikleme soliisyonundan eklendi. 5 dakika 95 °C’de denatiire edildikten sonra, hemen
buza almip SSCA jeline yiiklendi (Poliakrilamit Jel Sollisyonu Hazirlanmasi
Boliimii'nde belirtildigi gibi). 200 V’ta, 18 saat 4 °C’de elektroforez edildi.

Tablo 3.19 : SSCA yiikleme soliisyonunun hazirlanisi.

SOLUSYON ADI ICERIK SON KONSANTRASYON
NaOH 10 mM

SSCA Yiikleme Soliisyonu | Formamid %95  (V/v)
Bromofenol mavisi % 0.05 (w/v)
Ksilen siyanol (X.C.) % 0.05 (w/v)

Giimiis Boyama Teknigi :

PCR bantlarin1 belirlemek i¢in, 15x20 cm uzunlugundaki SSCA jelleri, giimiis boyama

teknigi ile boyandi. Jel goriintiileri saklandi.

3.2.5.4. Istatistiksel Hesaplamalar

Tromboemboli 6n tanist almis 270 kisilik bir hasta ve 67 kisilik bir kontrol gruplar
iizerinde, faktor V Leiden, MTHFR677C>T, MTHFR1298A>C ve
protrombin20210G>A mutasyonlar1 tarandi. 270 kisiden olusan genel tromboemboli
hasta grubu igersinden 46 kisilik DVT ve 60 kisilik gebelik komplikasyonlar1 adli 2 alt
grup olusturuldu. Her bir mutasyon i¢in, 3 hasta grubu ve kontrol gruplar iizerinde
homozigot normal (N/N), heterozigot mutant (MT/N) ve homozigot mutant (MT/MT)
genotipe sahip bireyler tespit edildi. Elde edilen sayisal degerler, Tiirkiye toplumundaki
tromboemboli, DVT ve gebelik komplikasyonlar1 hasta gruplarinda faktdr V Leiden,
MTHFR677C>T, MTHFR1298A>C ve protrombin20210G>A mutasyonlarinin

sikliklarini1 belirlemek i¢in degerlendirildi.
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Bu calismada istatistiksel degerlendirmelerde, sayimla elde edilen nitel degiskenlerin
cesitli smiflandirma big¢imlerine gore (tek degiskenli, iki degiskenli vb.) analizini
yapmak, nicel degiskenlerin alisilmis kurallarin disinda bazi bilimsel amaglari
gergeklestirmek icin Ozgiin siniflama bigimlerini (kategorik gruplama) ve frekans

dagilimini ele alarak dagilim bi¢imine yonelik analiz etmekte uygulanan Kikare Testi

(%2 ) kullanild: [83].

%2 analizinde, oncelikle hasta ve kontrol gruplarindaki bireylerin incelenen mutasyonlar
icin beklenen degerlerinin hesaplanmasi gereklidir. Beklenen hasta grubu birey
sayilarim1 bulmak i¢in faktér V Leiden, MTHFR677C>T, MTHFR1298A>C ve
protrombin20210G>A mutasyonlarin genel hasta grubundaki ytizdeleri hesaplanip ilgili
mutasyon analizi yapilan toplam birey sayisi ile ¢arpildi. Beklenen kontrol grubu birey
sayilarin1 bulmak i¢in ilgili mutasyonlarin genel kontrol birey yiizdeleri hesaplandi.
Faktéor V Leiden, MHFR677C>T, MTHFR1298A>C ve protrombin20210G>A
mutasyon analizi yapilan toplam birey sayilari ile carpildi. Daha sonra beklenen

degerler ile gozlenen degerler arasindaki farklarin kareleri alinarak beklenen degere
boliindii. Bulunan her deger ait oldugu goziin y2 degeridir. Analiz y2 degerini bulmak

i¢in her g6z i¢in bulunan y?2 degerleri toplandi.

Genel y? degeri, serbestlik derecesine gére y? tablosuna bakilarak 0.05 olasilik

diizeyine gore kikare tablo degerleri (%%) bulundu.

Serbestlik derecesi = (sira-1)(slitun-1) (Denklem 3.2)

formiilii kullanilarak hesaplandi.

Elde edilen veriler 2> y% ise farklihk énemli, 2 < x?% ise farklilik onemsiz olarak

yorumlandi.

Bu calismada, tromboemboli, DVT ve gebelik komplikasyonlar1 hasta gruplar ile
kontrol gruplart arasinda, faktér V Leiden, MTHFR677C>T, MTHFR1298A>C ve
protrombin20210G>A mutasyonlar1 agisindan istatistiksel olarak birbirinden bagimsiz

olarak degerlendirildi.
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Istatistiksel analizler yapilirken, oncelikle her bir hasta grubu ve kontrol grubu i¢in
incelenen mutasyon acisindan bireylerin genotipleri belirlendi. Fischer kesin testi p
degeri hesaplanarak genotiplerin bu gruplardaki c¢ikma olasiliklar1 degerlendirildi.
Fischer kesin testindeki p degerinin hesaplanmasinda yapilan 6l¢iimlere ait hasta ve
kontrol grubu degerlerinin matrisi kullanildi. Bu matriste, sirasiyla hasta ve kontrol
grubuna ait N/N degerler A ve B harfleri ile ifade edilirken, hasta ve kontol gruplarinin
MT/N ve MT/MT gruplarmin toplamlar1 C ve D harfleri ile sembolize edildi. Biitiin
gruplarin toplamlar1 da n harfi ile ifade edildi (n=A+B+C+D). Buna gore Fischer kesin
testi p degeri, asagidaki denklik ile formiile edildi. G6zlenen degerlere ait p degerleri

hesaplandi.

P=[ (A+B)! . (C+D)! . (A+C)! . (B+D)!]/[n!. A!.B!.C!. D!] (Denklem 3.3)

Daha sonra herbir mutasyon icin ilgili hasta ve kontrol gruplarinda genotip yiizdeleri ve
allel frekanslar1 belirlendi. Hasta ve kontrol gruplarinin birbirine oranit olarak
adlandirilan OR (Odds Ratio) degerleri hesaplandi. Kisaca OR olarak adlandirilan ham
olasilik orani, tiim hasta gruplarinda her bir mutasyon ile ilgili olarak hesaplandi.
Asagida verilen formiilde; pl ile hasta grubunun goriilme yiizdesi, p2 ile de kontrol

grubunun goriilme yiizdesi gosterildi.

OR = [pl/ (1-pD)]/ [p2/ (1-p2)] (Denklem 3.4)

3.2.5.5. DNA Dizi Analizi

Protrombin20210G>A mutasyonu gen bolgesi PCR’lar1 i¢in yapilan SSCA ¢aligmalari
sonucunda bu gen bolgesi ile ilgili olarak homozigot normal, homozigot mutant ve
heterozigot mutant genotiplere ait SSCA modelleri belirlendi. Bu modellerden farklilik
gosteren 8 hastaya ait PCR 6rnegi tespit edildi. Bu PCR 6rneklerinde, bilinmeyen bir
mutasyon ya da polimorfizmin var olup olmadiginin belirlenmesi i¢in PCR {iriinlerinin
ait oldugu hasta DNA’lar tespit edilerek, DNA dizi analizi teknigi ile dogrulanmasi
hedeflendi.
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Protrombin20210G>A mutasyonunun ilgili gen bolgelerinde SSCA ile farkli bir model
saptanan hastalara ait DNA’lar, otomatize DNA dizi analizi sisteminde
(Applied Biosystems Intercooperation-ABI 3100 Avant) incelendi. Son yillarda gerek
rutin gerekse aragtirma amaci ile otomatize DNA dizi analizi sistemleri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu tip genetik analiz sistemleri bir kerede floresan isaretli DNA
parcalarin1 otomatik olarak, kapiler jel elektroforezi ile ayiran, saptayan ve analiz eden
sistemlerdir. DNA dizi analizi c¢alismast Sanger’in dideoksi zincir sonlanmasi
yonteminin degisiklige ugratilmis sekli ile yapilmaktadir. Bu yontemde, DNA
polimeraz, uzayan zincire niikleotidleri eklerken normal bir niikleotid yerine onun
dideoksi gelirse bu niikleotitte serbest 3’0OH grubu bulunmadigindan zincir uzmasi
sonlanmakta, boylelikle farklt uzunlukta DNA bantlar1 olusmaktadir. Dizileme
sistemindeki bu dideoksi niikleotidlerin baska bir 6zelligi floresan bir madde ile isaretli
olmalaridir. Boylelikle farkli boyutlardaki bu DNA bantlar1 ayn1 zamanda floresan ile
isaretlenmektedir. DNA bantlari, kapiler jel elektroforezi ile uzunluklarma gore
ayrilirlar. Bu ayrima goére bir profil olusumu saglanmaktadir. Boylelikle dort

deoksiriboniikleotid bazin DNA’daki dizisi belli olmaktadir.

Bu ¢alismada, ABI 3100 Avant DNA dizi analizi teknigi ile 8 hastaya ait protrombin
geni PCR iriinleri incelendi. Bunun icin ilk olarak, incelenmesi istenen DNA
orneklerinin  Polimeraz Zincir Reaksiyonu boliimii  Tablo 3.6’da  belirtilen
protrombin20210G>A mutasyonunu barindiran hedef gen bdlgesi PCR kosullarina
uygun olarak 50 pl hacimde PCR’lar1 Tablo 3.8’de belirtilen PCR programina gore
yapildi. Daha sonra elde edilen ilk PCR firiinlerinin, MgSOs-etil alkol (0.2 M MgSO4,
% 70 etil alkol) yontemi ile asir1 primer, dNTP’lerden arindirilmasi hedeflendi. ilk
PCR’1n isledigini kontrol etmek amaci ile 5 pl PCR iiriinii % 1.5 (w/v)’luk agaroz jele
yiiklendi. 30 dakika elektroforez edildi. PCR’1in uygun oldugu belirlendikten sonra,
geriye kalan 45 pl’lik PCR f{irlinti, 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere alinarak tizerine 150 ul
MgSOj4-etanol soliisyonundan eklenip 15 dakika oda sicakliginda bekletildi. Daha
sonra, tlipler 15 dakika 4.000 rpm’de santrifiij edildi. Santriflij sonras1 tiipler bir kagit
havlunun tizerine ters olacak sekilde g¢evrildi. PCR firiinlerinin alkolden tamamen
kurtulmalar1 i¢in 37 °C’lik etiivde 10-15 dakika bekletildi. Tiipler kuruduktan sonra,
PCR iirtinleri 10 pl distile H;O’da ¢oziildii. Dizi analizi PCR’1 i¢in hedef gen bolgesi
olarak kullanildi. Hem ilk PCR hem de dizi analizi PCR’1 i¢i Tablo 3.7’de dizileri
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belirtilen primerler kullanildi. Tablo 3.20°de protrombin geni DNA dizi analizi PCR
kosullar1 gosterilmektedir. Herbir dizi analizi reaksiyonu i¢in primer ciftlerinden sadece
bir tanesi (ileri/geri primer) kullanilmaktadir. Tablo 3.21°de ise protrombin geni dizi
analizi PCR programi verilmektedir.

Tablo 3.20: Protrombin geni DNA dizi analizi PCR kosullari.

PCR BILESENLERI TUP/ pl SON KONSANTRASYON
Steril bidestile H,O 4.5 -

5 X Dizileme Tamponu 1.0 0.5X

Primer1PT20210-F (0.8 pmol/ pl)/ | 2.0 1.6 pmol
Primer2PT20210-R (0.8 pmol/ ul) | 2.0 1.6 pmol

ddNTP karigimi1 0.5 -

I.PCR iiriinii 2.0 200-500 ng

Toplam hacim 10.0

Tablo 3.21: Protrombin geni DNA dizi analizinde uygulanan PCR programu.

PROGRAM TURU |DERECE ZAMAN DONGU SAYISI
Ik denatiirasyon 98 2’ -

Denatiirasyon 94 10”7 35

Baglanma 50 507

Uzatma 60 4’

Bekleme 4 Fle -

’: Dakika, *’: Saniye, F/e: Siiresiz

Dizi analizi PCR’1min bitimini takiben PCR {iriinleri, tekrar MgSOy-etanol yontemi ile
saflastirildi. PCR firiinleri, 20 pl distile H,O’da ¢6ziildii. 15 pl PCR iiriinii dizi analizi
cihazi i¢inde bulunan tabladaki kuyucuklara, iclerinde hava kabarcigr kalmayacak
sekilde konuldu. ABI 3100 Avant otomatize dizi analizi cihazinda yaklasik 1.5 saat
analiz edildi. Sonuglar, protrombin genine ait niikletotid dizi bilgileri ile karsilastirilarak

yorumlanda.
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4. BULGULAR

4.1. CALISMA GRUBU

Bu calismada, klinik olarak tromboemboli 6n tanisi almis ve Istanbul Diizen
Laboratuvari, Genetik Hastaliklar Tan1 Merkezi’ne basvuruda bulunan kisiler ile kontrol
grubunu olusturan bireylere ait kan materyalleri kullanildi. Faktéor V Leiden,
MTHFR677C>T, MTHFR1298A>C ve protrombin20210G>A gen mutasyonlarini
belirlemek igin, 270 kisilik hasta ve 67 kisilik kontrol grubu iizerinde inceleme yapildi.
Hasta grubu i¢inde 46 kisilik DVT ve 60 kisilik gebelik komplikasyonlari alt gruplar
ayrica degerlendirildi. Gebelik komplikasyonlari kontrol grubunu, gebelik siirecini

sorunsuz tamamlamis 33 kadin olusturdu.

4.2. YONTEM

4.2.1. Genomik DNA izolasyonu Bulgulari

Genomik DNA izolasyonu, toplam 270 kisilik hasta grubu ve 67 kisilik kontrol grubunu
olusturan bireylere ait 5 ml’lik K;EDTA’Il tiiplere alman kan materyallerinden,
Malzeme ve Yontem Boliimii’nde 3.2.1. Genomik DNA Izolasyonu kisminda belirtilen

NaCl yontemine gore yapildi.

4.2.2. DNA’nin Kalitatif Bulgular

Izole edilen tiim genomik DNA’lar % 1 (w/v)’lik agaroz jel elektroforezinde analiz
edildi. Genomik DNA’larina ait bantlar ultraviyole (U.V.) 1s1k altinda parlak ve net tekli
hatlar halinde gozlendi. Bunlarin iginden 6rnek olarak secilen 8 farkli bireye ait jel

goriintiisii Sekil 4.1°de verilmektedir.
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Sekil 4.1 : Genomik DNA’larin % 1.5 (w/v) agaroz jeldeki goriiniimleri.

1-8 numaralari, bireylerin genomik DNA’larinin yiikleme yapildiklart kuyular: géstermektedir.
4.2.3. DNA’nin Kantitatif Miktar Tayini Bulgular:

Izole edilen genomik DNA nin kantitatif miktar tayini, spektrofotometrik lgiimler ile
yapildi.  Spektrofotometre analizleri sonucunda, O.D.,sp degerinden yola ¢ikilarak
saptanan DNA konsantrasyonlar1 birbirinden farklilik gostermekle birlikte biitiin
ornekler 150 ng/ul olacak sekilde TE tamponu ile diliisyonlar1 yapildi. Calismaya dahil
edilen DNA’larin, safligi O.D.,60 ve O.D.,59 degerlerinin birbirlerine olan orani alinarak
degerlendirildi. Hesaplanan DNA konsantrasyonlar1 (C) ve saflik dereceleri EKLER
Boliimiinde Ek-A, Ek-B ve Ek-C tablolarinda verilmektedir.

4.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bulgular

Genomik DNA’lardaki hedef gen bolgeleri, Malzeme ve YoOntem Boliimii’nde
belirtildigi gibi PCR yontemi ile ¢ogaltildi. Bu amag ile uygun oligoniikleotidler
kullanilarak, faktor V Leiden, MTHFR677C>T ve MTHFRI298A>C ve
protrombin20210G>A mutasyonlarin1  barindiran ilgili gen bdlgeleri farkli PCR

programlar1 ve kosullar1 uygulanarak ¢ogaltildi.
4.2.5. DNA Analiz Yontemleri

4.2.5.1. Poliakrilamit Jel Elektroforezi Bulgular

PCR’larin isledigini belirlemek amaci ile faktor V Leiden, MTHFR677C>T,
MTHFR1298A>C ve protrombin20210G>A mutasyonlarint barindiran ilgili gen
bolgelerine ait 5 pl PCR iiriinii ve 2 ul elektroforez yiikleme soliisyonu karistirildi.

Hazirlanan karisim, igerisinde 1XTEB tampon bulunan -elektroforez tankindaki
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% 8 (29:1)’lik poliakrilamit jele yiiklendi ve 150 V’ta 25-30 dakika elektroforez edildi.
PCR firtinleri molekiil agirligi bilinen bir DNA markiri ile analiz edildi.

Jel tizerindeki DNA markir ve literatiir bilgisinden yararlanilarak [74], 1 numarali hatta
faktor V Leiden gen bdlgesine ait PCR dirliniiniin 267 bg, 2 numarali hatta
MTHFR677C>T mutasyonu gen bolgesine ait PCR {irliniiniin 198 bg, 3 numarali hatta
MTHFR1298A>C mutasyonu gen bdlgesine ait PCR iiriiniiniin 163 b¢ ve 4 numarali
hatta protrombin20210G>A mutasyonunu barindiran gen bdlgesi PCR {iriiniiniin 345 bg
biytikliigiinde bantlar verdikleri tespit edildi (Sekil 4.2.).

M45he —»

267he __y

198 he —p

163 hg —p

Sekil 4.2 : PCR {iriinlerinin % 8 (29:1) poliakrilamit jelde gdsterilmesi.

: Markir(®Hinfl DNA markir)

: Faktor V Leiden mutasyonunun gen bolgesine ait PCR iriinii [267 bg.].

: MTHFR677C>T mutasyonunun gen bolgesine ait PCR iiriinii [198 bg.].

: MTHFR1298A>C mutasyonunun gen bdlgesine ait PCR iiriinii [163 bg.].

: Protrombin20210G>A mutasyonunun gen bdlgesine ait PCR iiriinii [345 bg.]

.lkb)l\)»—ng
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4.2.5.2.Restriksiyon Enzim Analizi Bulgular

Faktor V Leiden mutasyonu, faktor V gen bolgesi iizerinde Mnl/l restriksiyon enzimi
icin kesim bolgesinin ortadan kalkmasina neden olan bir nokta mutasyondur. 267 bg’lik
faktor V gen bolgesi PCR iirliniiniin Mnll restriksiyon enzimi ile kesiminden sonra, her
iki alleli i¢cin normal olan bireyde (GG); PCR kesim iirlinlerinin 163, 67 ve 37 bg,
sadece bir allelinde mutasyonu tasiyan bireyde (GA); 200, 163, 67 ve 37 bg ve her iki
allelinde mutasyonu tasiyan bireyde (AA) ise; 200 ve 67 bg¢ uzunlugunda olduklari
belirlendi [74].

Faktor V Leiden mutasyonu i¢in tiim hasta ve kontrol gruplarinda homozigot normal
(N/N), heterozigot mutant (MT/N) ve homozigot mutant (MT/MT) genotiplere sahip
bireyler tespit edildi. incelenen bireyler arasindan farkli genotiplere sahip olan 3 birey
secildi. Bant biiyiikliigii bilinen bir DNA markiri ile birlikte bu bireylerin PCR ve kesim
rtinlerine ait bant biiylikliklerinin belirlendigi jel gorlintiinsii  Sekil 4.3°de

gosterilmektedir.

Sekil 4.3°de 1 numarali hatta homozigot mutant (AA) genotipe sahip olan bireyin ilgili
gen bolgesi i¢in; 200 ve 67 bg, 2 numarali hatta homozigot normal (GG) genotipe sahip
olan bir bireyin ilgili gen bolgesi i¢in; 163, 67 ve 37 bg, 3 numarali hatta heterozigot
mutant (GA) genotipe sahip olan bir bireyin; 200, 163, 67 ve 37 bg, 4 numarali hatta
PCR sonrast Mnll restriksiyon enzimi ile kesime ugratilmayan faktér V Leiden
mutasyonunu barindiran gen bdlgesi PCR iiriiniiniin 345 b¢ uzunlugunda PCR bantlari
verdikleri ve 5 numara ile isaretlenen hatta ise DNA icermeyen PCR {irlinliniin herhangi
bir bant vermedigi gosterildi. Jelin yiikleme yapilan ilk ve son kuyulara bant

biiyiikliikleri bilinen bir DNA markirt ytiklendi.
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267bhe — )

200 he—

163 hg —»

67T he —p

3The —
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Sekil 4.3 : Faktor V Leiden mutasyonunu baridiran gen bolgesi PCR ve kesim iiriinlerinin
% 12 (29:1)’lik poliakrilamit jeldeki goriiniimleri.

: Markir (®Hinfl DNA markir)

: Homozigot mutant érnek (MT/MT) [200+67 be.]

: Homozigot normal 6rnek (N/N) [163+67+37 bg.]

: Heterozigot mutant 6rnek (MT/N) [200+163+67+63 bg.]
: Kesilmemis PCR 6rnegi

: DNA igermeyen PCR 6rnegi
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MTHFR677C>T mutasyonu, MTHFR gen bolgesi tlizerinde HinfI restriksiyon enzimi
icin kesim bdlgesi yaratan, alaninin valine doniislimiine neden olan bir nokta
mutasyonudur. 198 b¢’lik MTHFR gen bolgesi PCR iirliniiniin Hinf] restriksiyon enzimi
ile kesiminden sonra her iki alleli i¢in normal olan bireyde (CC); PCR kesim {irtinlerinin
198 bg, sadece bir allelinde mutasyonu tasiyan bireyde (CT); 198, 175 ve 23 bg ve her
iki allelinde mutasyonu tasiyan bireyde (TT) ise; 175 ve 23 b¢ uzunlugunda olduklar

belirlendi

MTHFR677C>T mutasyonu tiim hasta ve kontrol gruplarinda taranarak homozigot
normal (N/N), heterozigot mutant (MT/N) ve homozigot mutant (MT/MT) genotiplere
sahip bireyler belirlendi. Bu bireylerden 6rnek olarak secilen farkli genotiplere sahip 3
bireyin PCR ve kesim iirlinlerine ait bant biiylklikleri Sekil 4.4’deki jel ile

gosterilmektedir.

Sekil 4.4’de 1 numarali hatta homozigot mutant (TT) genotipe sahip olan bireyin ilgili
gen bolgesi i¢in; 175 ve 23 bg, 2 numarali hatta heterozigot mutant (CT) genotipe sahip
olan bir bireyin; 198, 175 ve 23 bg, 3 numarali hatta homozigot normal (CC) genotipe
sahip olan bir bireyin ilgili gen bdlgesi i¢in; 198 bg, 4 numarali hatta PCR sonras1 Hinfl
restriksiyon enzimi ile kesime ugratilmayan MTHFR677C>T mutasyonunu barindiran
gen bolgesi PCR iirliniiniin 198 b¢ uzunlugunda PCR bantlar1 verdikleri ve 5 numara ile
isaretlenen hatta ise DNA i¢ermeyen PCR liirlinliniin herhangi bir bant vermedigi
gosterildi [75]. Jelin yiikleme yapilan ilk ve son kuyularina bant biiyiikliikleri bilinen

bir DNA markir yiiklendi.

MTHFR1298A>C mutasyonu, MTHFR gen bolgesi iizerinde Mboll restriksiyon enzimi
icin kesim bolgesini ortadan kaldirarak glutamin amino asidinin alanin amino asidine
doniisiimiine neden olan bir nokta mutasyonudur. 163 b¢’lik MTHFR gen bolgesi PCR
tirlintiniin Mboll restriksiyon enzimi ile kesiminden sonra, her iki alleli i¢in normal olan
bireyde (AA); PCR kesim firiinlerinin 56, 31, 30 28 ve 18 bg, sadece bir allelinde
mutasyonu tasiyan bireyde (AC); 84, 56, 31, 30, 28 ve 18 b¢ ve her iki allelinde
mutasyonu tagiyan bireyde (CC) ise; 84, 30, 31 ve 18 bg¢ uzunlugunda olduklar
belirlendi [76].
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Tim hasta ve kontrol gruplarindaki bireylerin MTHFR1298A>C mutasyonunu ig¢in
genotipleri belirlendi. Incelenen bireyler arasindan secilen farkli genotiplerdeki 3 bireye
ait PCR ve restriksiyon enzim analizi iirlinlerinin % 12 (19:1)’lik poliakrilamit jeldeki

goriintiisti Sekil 4.5°te verilmektedir.

198 he —p
175hg —»

23he —P

Sekil 4.4 : MTHFR677C>T mutasyonunu barindiran gen bolgesi PCR ve kesim tiriinlerinin
% 12 (29:1)’lik poliakrilamit jeldeki goriintimleri.

: Markir (®@Hinfl DNA markir)

: Homozigot mutant 6rnek (MT/M) [175+23 bg.]

: Heterozigot mutant 6rnek (N/N) [198+175+23 bg.]
: Homozigot normal 6rnek (MT/N) [198 bg.]

: Kesilmemis PCR 6rnegi

: DNA igermeyen PCR 6rnegi

Ul-hUJI\J'—‘z
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163he — p

B4 hg —p

She—p

30731 hg—p
28 he—p

18he —p

UIAL»N»—Z

Sekil 4.5 : MTHFR1298 A>C mutasyonunu barindiran gen bdlgesi PCR ve kesim iiriinlerinin

% 12 (19:1)’lik poliakrilamit jeldeki goriintimleri.

: Markir (®Hinfl DNA markir)

: Homozigot mutant 6rnek (MT/MT)[84+ 31+ 30+18 bg.]

: Heterozigot mutant 6rnek (N/N) [84+56+31+30+28+18 bg.]
: Homozigot normal 6rnek (MT/N) [56+ 31+ 30 +28+18 bg.]
: Kesilmemis PCR 6rnegi

: DNA igermeyen PCR 06rnegi
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Sekil 4.5.°de 1 numarali hatta homozigot mutant (CC) genotipe sahip olan bireyin ilgili
gen bolgesi i¢in; 84, 30, 31 ve 18 bg, 2 numarali hatta heterozigot mutant (AC) genotipe
sahip olan bir bireyin; 84, 56, 30, 31, 28 ve 18 bg, 3 numaral1 hatta homozigot normal
(AA) genotipe sahip olan bir bireyin ilgili gen bolgesi i¢in; 56, 31, 30, 28 ve 18 bg, 4
numarali hatta PCR sonrast Mboll restriksiyon enzimi ile kesime ugratilmayan
MTHFR1298A>C mutasyonunu barindiran gen bdlgesi PCR {iriinlinlin 163 bg
uzunlugunda PCR bantlar1 verdikleri ve 5 numara ile isaretlenen hatta ise DNA
icermeyen PCR {iriiniiniin herhangi bir bant vermedigi gosterildi. Jelin yiikleme yapilan

ilk ve son kuyularina bant biiyiikliikleri bilinen bir DNA markir1 ytiklendi.

Protrombin20210G>A mutasyonu, protrombin gen bolgesi tlizerinde HindIll
restriksiyon enzimi i¢in kesim bolgesini ortadan kaldiran, guanin bazinin adenin bazina
doniisiimiine neden olan bir substitiisyondur. 345 b¢’lik protrombin gen bolgesi PCR
trlinliniin HindlIII restriksiyon enzimi ile kesiminden sonra, her iki alleli i¢in normal
olan bireyde (GG); PCR kesim iiriinlerinin 345 bg, sadece bir allelinde mutasyonu
tagityan bireyde (GA); 345, 322 ve 23 bg, her iki allelinde mutasyonu tasiyan bireyde
(AA) ise; 322 ve 23 b¢ uzunlugunda olduklar1 belirlendi [77]. Incelenen hasta ve
kontrol gruplar1 arasindan segilen 7 bireye ait protrombin20210G>A mutasyonunu
barmndiran gen bolgesi PCR ve restriksiyon enzim analizi {irinleri % 6 (19:1)’lik
poliakrilamit jelde, 150 V 60 dakika yiiriitiildiil. Elektroforezin bitimini takiben, jel
glimiis boyama teknigi ile boyanarak fotograflari ¢ekildi. Bant biiyiikliigli bilinen bir
DNA markir kullanilarak PCR ve kesim iirlinlerine ait bant biiyiikliikleri belirlenen

orneklerin jel goriintiisii Sekil 4.6’da verilmektedir.

Sekil 4.6’da 1-3, 6 numarali hatta homozigot normal (GG) genotipe sahip olan
bireylerin ilgili gen bolgesi i¢in; 345 bg, 4 numarali hatta homozigot mutant (AA)
genotipe sahip olan bir bireyin ilgili gen bolgesi i¢in; 322 ve 23 bg, 5 numarali hatta
heterozigot mutant (GA) genotipe sahip olan bir bireyin; 345, 322 ve 23 b¢, 7 numarali
hatta PCR sonrast HindIll restriksiyon enzimi ile kesime ugratilmayan
protrombin20210G>A mutasyonunu barindiran gen bolgesi PCR {iriinliniin 345 bg
uzunlugunda PCR bantlar1 verdikleri ve 8 numara ile isaretlenen hatta ise DNA
icermeyen PCR iirlinliniin herhangi bir bant vermedigi gosterildi. Jelin yiikleme yapilan

ilk ve son kuyucuklara bant biiyiikliikleri bilinen bir DNA markirt yiiklendi.



52

345he —»
322he —»

Sekil 4.6 : Protrombin20210G>A mutasyonunu barindiran gen bdlgesi PCR ve kesim
iiriinlerinin % 6 (19:1)’lik poliakrilamit jeldeki goriiniimleri.

: Markir (®Hinfl DNA markir)
-3,6  : Homozigot normal 6rnek (N/N)

: Homozigot mutant 6rnek (MT/MT)
: Heterozigot mutant 6rnek (MT/N)

: Kesilmemis PCR iiriinii

: DNA igermeyen PCR iiriinii

OO\]UIA»—!Z

4.2.5.3.Tek Zincir Konformasyon Analizi (SSCA) Bulgular

Faktor V Leiden mutasyonu gen bolgesinde farkli bir mutasyon/polimorfizmin varolup
olmadigini belirlemek amaci ile SSCA tekniginden yararlanildi. SSCA teknigi, klinik
olarak tromboemboli 6n tanist konmus 270 kisilik hasta grubu i¢in uygulandi. Bu
amagla, faktor V Leiden mutasyonunu barindiran gen bolgesi i¢in Malzeme ve Yontem
Boliimii, Tablo 3.3°de belirtilen kosularda PCR yapildi. PCR iiriinleri, DNA c¢ift
sarmallarini tek zincir haline getirmek ic¢in denatiire edilerek, formamid igeren SSCA
yiikleme soliisyonu ile belli oranlarda karistirild1 ve denatiire olmayan % 8 (37.5:1)’lik
SSCA jeline yiiklenerek; 200 V’ta, 4°C’de gece boyu 21 saat elektroforez teknigi ile

analiz edildi.
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Sekil 4.7°de faktor V Leiden mutasyonunu barindiran ve genin 10. eksonuna ait 6rnek
olarak se¢ilmis 14 farkli PCR iiriiniiniin verdigi SSCA modelleri gosterilmektedir. REA
teknigi ile homozigot normal/homozigot mutant genotip gosteren DNA’lara ait PCR
tirtinleri, SSCA jelinde farkli sayida bantlar halinde farkli bolgelerde gozlenirken,
heterozigot mutant genotipe sahip DNA’larin PCR {iriinleri hem homozigot normal hem
de homozigot mutant drneklerin verdigi bantlar1 gosterdi. Sekil 4.7°de 2, 3, 5, 6, 10, 11
ve 14 numaralar ile belirtilen kuyucuklarda homozigot normal PCR iiriinlerinin SSCA
modelleri, 1, 4 ve 9 numaralar ile isaretlenen kuyucuklarda heterozigot mutant PCR
tirtinlerinin SSCA modelleri ve 8 numarasi ile belirtilen kuyucukta homozigot mutant

PCR iiriiniiniin SSCA modeli gosterilmektedir.

MTHFR667C>T mutasyonuna ait gen bolgesi SSCA ¢alismasi i¢in, en iyi rezollisyonu
verecek jel kosullarini belirlemek amaci ile % 30 (29:1) ve % 40 (37.5:1) poliakrilamit
jel stoklarindan % 8, 10 ve 12’lik olmak iizere farkli konsantrasyonlarda jeller
hazirlandi. Bu jellere, farklt miktarlarda PCR f{iriinti yiiklenerek, farkli elektroforetik
kosullar altinda (100 V, 200 V ve 8-12 W vb.) analiz edildi. Ancak MTHFR667C>T
mutasyonunun yer aldigi, ilgili gen bdlgesine ait yapilan SSCA ¢alismalarinda,
muhtemelen mutasyonun var oldugu bdélgenin tek zincirlerin rezollisyonunu olumsuz
yonde etkilemesinden dolayi, diger gen bolgelerinin verdigi gibi net bantlar ve jel
goriintiileri elde edilemedi. Bununla birlikte, MTHFR667C>T mutasyonunun yer aldig1
gen bolgesinin farkli bir noktasinda meydana gelen ender bir mutasyon olan

MTHFR1298A>C mutasyonu REA ile incelendi ve SSCA modeli belirlendi.

MTHFR1298A>C mutasyonu gen bolgesinde SSCA modelini belirlemek amact ile
SSCA tekniginden yararlanildi. MTHFR1298 A>C mutasyonunu barindiran gen bolgesi
icin Malzeme ve Yontem Boliimii, Tablo 3.5°de belirtilen kosularda PCR yapildi. PCR
triinleri, DNA ¢ift sarmallarin1 tek zincir haline getirmek icin denatiire edilerek,
formamid iceren SSCA yiikleme soliisyonu ile belli oranlarda karistirildi. Ornekler
denatiire olmayan % 10 (37.5:1)’lik SSCA jeline yiiklenerek; 8 W’ta, 4 °C’de 9 saat giin

boyu elektroforez teknigi ile analiz edildi.
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Sekil 4.7 : Faktor V Leiden mutasyonunu barindiran ilgili gen bolgesi PCR iiriinlerine ait SSCA
caligmasi.

1-14 numaralar1 PCR iiriinlerinin yiiklemesinin yapildig1 kuyucuklar géstermektedir.

2,3,5,6,7,10, 11- 14: Homozigot normal (N/N)
1,4,9 : Heterozigot mutant (MT/N)
8 : Homozigot mutant (MT/MT)
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Sekil 4.8°de MTHFR 1298 A>C mutasyonunu barindiran ve genin 7. eksonuna ait 6rnek
olarak sec¢ilen 10 farkli PCR iirliniiniin verdigi SSCA modelleri gosterilmektedir.
Restriksiyon enzim analizi teknigi ile homozigot normal/homozigot mutant genotip
gosteren DNA’lara ait PCR {irtinleri, bir bantlar1 ortak olmak {izere birbirinden farkli 2
bant verirken, heterozigot mutant genotipe sahip bireylerin ilgili gen bolgesi PCR

tirtinleri icin 3 farkli bant olarak jelde gozlendi.

Protrombin20210G>A  mutasyonunu barindriran gen bolgesinde farkli  bir
mutasyon/polimorfizmin varolup olmadigini belirlemek amact ile SSCA teknigi
uygulandi. SSCA teknigi, klinik olarak tromboemboli 6n tanist almis 270 kisilik hasta
grubu icin uygulandi. Bu amagla, protrombin20210G>A mutasyonunu barindiran gen
bolgesi icin Malzeme ve Yontem Boliimii, Tablo 3.6’de belirtilen kosularda PCR
yapildi. PCR {iriinleri, DNA ¢ift sarmallarini tek zincir haline getirmek i¢in denatiire
edilerek, formamid iceren SSCA yiikleme soliisyonu ile belli oranlarda karigtirildi.
Hazirlanan karigim denatiire olmayan % 10 (37.5:1)’lik SSCA jeline yiiklenerek; 18
saat, 200 V’ta, 4°C’de gece boyu elektroforez teknigi ile analiz edildi.

Sekil 4.9°da protrombin20210G>A mutasyonunu barindiran ve genin 3’ translasyonu
yapilmayan bolgesine ait 6rnek olarak belirlenen 5 farkli PCR {irliniiniin verdigi SSCA
modelleri gosterilmektedir. Restriksiyon enzim analizi teknigi ile homozigot
normal/homozigot mutant genotip gdsteren DNA’lara ait PCR iiriinleri, SSCA jelinde
5’er bant halinde gozlenirken, heterozigot mutant genotipe sahip DNA’larin PCR
tirtinleri hem homozigot normal hem de homozigot mutant 6rneklerin verdigi tim

bantlar1 gostermektedir. Sekil 4.9°da 3 genotipe ait bantlar net olarak ayrilmaktadir.

Protrombin20210G>A mutasyonu gen bdlgesi PCR iirlinlerine ait SSCA analizleri
sirasinda, daha dnce REA teknigi ile homozigot normal genotip olarak belirlenen 5
hastanin PCR f{irtinlerine ait SSCA modeli, incelenen gen bolgesi icin belirlenen SSCA
modeline uyumlu degildir. Bununla birlikte yine restriksiyon enzim analiz teknigi ile
heterozigot mutant olarak belirlenen 1 hastaya ait SSCA modeli daha 6nce belirlenmis

olan heterozigot mutant SSCA modeli ile uyusmamaktadir.
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Sekil 4.10°da protrombin20210G>A mutasyonu gen bdlgesine ait 15 PCR iiriiniiniin
SSCA jeli verilmektedir. Jelde 2, 5 ve 12 numaralan ile gosterilen kuyucuklardaki
orneklerin daha 6nceden belirlenmis homozigot normal/mutant veya heterozigot mutant
SSCA bant paternlerine uymadiklar: tespit edildi. SSCA jellerinde farkli modeller

gosteren bu PCR iirtinleri DNA dizi analizi teknigi ile dogrulandi.
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Sekil 4.8 : MTHFR1298 A>C mutasyonunu barindiran ilgili gen bdlgesi PCR iiriinlerine ait
SSCA c¢alismasi.

-10 numaralart PCR {irlinlerinin yiiklemesinin yapildigi kuyucuklart géstermektedir.
, 9 : Homozigot normal (N/N)
, 10: Heterozigot mutant (MT/N)

: Homozigot mutant (MT/MT)

L N
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Sekil 4.9 : Protrombin20210G>A mutasyonunu barindiran ilgili gen bdlgesi PCR {irlinlerine ait
SSCA ¢alismasi.

1-5 numaralar1 PCR iiriinlerinin yiiklemesinin yapildig1 kuyucuklar: gostermektedir.
1-3: Homozigot normal (N/N)

5 : Heterozigot mutant (MT/N)

4 : Homozigot mutant (MT/MT)
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1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12 13 14 15

Sekil 4.10 : Protrombin20210G>A mutasyonunu barindiran ilgili gen bolgesi SSCA
calismalarinda saptanan farkli SSCA modellerinin gosterilmesi.
1-15 numaralart PCR Orneklerinin yiiklendigi kuyucuklar1 gostermektedir. 2, 5 ve 12 numaralan ile gosterilen

kuyucuklardaki 6rneklerde daha dnce belirlenen SSCA modelinden sapma durumlart ok isareti ile gosterilmektedir.
1-15: Homozigot normal (N/N)
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4.2.5.4. Istatistiksel Hesaplama Sonugclar

270 tromboemboli 6n tanist almisg hasta grubu ile 67 saglikli bireyden olusan kontrol
grubunda, faktor V  Leiden, @ MTHFR677C>T, @ MTHFRI1298A>C  ve
protrombin20210G>A mutasyonlar1 tarandi. Ayrica genel hasta grubu icersinden segilen
46 birey DVT ve 60 birey gebelik komplikasyonlar1 olmak tizere 2 alt grup olusturuldu.
Adi gegen mutasyonlarin 3 hasta grubu ve kontrol gruplarindaki homozigot normal
(N/N), heterozigot mutant (MT/N) ve homozigot mutant (MT/MT) durumlart tespit
edildi. Elde edilen sayisal degerler, Tiirkiye toplumundaki tromboemboli, DVT ve
gebelik komplikasyonlar1 hasta gruplarindaki faktér V Leiden, MTHFR677C>T,
MTHFR1298A>C ve protrombin20210G>A mutasyonlarinin sikliklar1 belirlenmek

tizere birbirinden bagimsiz olarak degerlendirildi.

Istatistiksel analizler yapilirken, oncelikle herbir hasta grubu ve kontrol grubu igin
incelenen mutasyon acisindan bireylerin genotipleri belirlendi. Fischer kesin testi p
degeri ile genotiplerin bu gruplardaki ¢ikma olasiliklar1 degerlendirildi. Daha sonra
herbir mutasyon i¢in ilgili hasta ve kontrol gruplarinda genotip yiizdeleri ve allel
frekanslar1 belirlendi. Hasta ve kontrol gruplarinin birbirine oranmi olarak adlandirilan

OR degerleri hesaplandi. Son olarak, incelenen 4 faktoriin ilgili hasta grubunda risk

faktorii olup olmadigi x2 analizinden elde edilen sonuglar ile degerlendirildi.

Genel Tromboemboli Grubu :

Genel tromboemboli hasta ve kontrol gruplarinda faktér V Leiden, MTHFR677C>T,
MTHFR1298A>C ve protrombin20210G>A mutasyonlar1 ag¢isindan tiim bireylerin
genotipleri ve bu genotipleri ile ilgili olarak elde edilen Fischer kesin testi p degeri
hesaplandi. Incelenen tiim mutasyonlar icin hasta ve kontrol gruplara ait genotip

bilgileri ve kesin p degeri Tablo 4.1°de verilmektedir.

Biitlin mutasyonlar i¢in genel tromboemboli hasta grubundaki genotip yiizdelerinin

kontrol grubuna orani ile belirlenen OR degerleri Tablo 4.2°de verilmektedir.

Genel tromboemboli hasta grubu iizerinde faktoér V Leiden mutasyonunu barindirmayan

allel frekanst % 84.6 ve mutasyonu barindiran allel frekans1 ise % 14.6;
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MTHFR677C>T mutasyonunu barindirmayan allel ait frekans1 % 71.85 ve mutasyonu
barindiran allel frekansi ise % 28.15; MTHFR1298A>C mutasyonunu barindirmayan
allel frekanst % 64  ve mutasyonu barindiran allel frekanst ise % 36 ;
protrombin20210G>A mutasyonunu barindirmayan allel frekanst % 95.18 ve

mutasyonu barindiran allel frekansi ise % 4.82 olarak belirlendi.
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Tablo 4.1 : Genel tromboemboli hasta ve kontrol grubu bireylerinin faktér V Leiden,
MTHFR677C>T, MTHFR1298 A>C ve protrombin20210G>A mutasyonlarina iligkin

genotipleri.
MUTASYONLAR

Faktor V Leiden MTHFR677CT MTHFR1298A>C Protrombin20210(
Genotip Hasta Grubu Kontrol Grubu Hasta GrubulKontrol GrubyHasta GrubuKontrol GrubHasta Grubi{Kontrol
NN 1A 65 138 42 100 25 247 o
MT/N 69 2 112 23 146 35 20 1
MT/MT 7 0 20 2 24 7 3 (
Fischer kesin testi 0,0000007 0,026 0,012 0,026

NN : Homozigot nommel , MIT/N : Heterozigot mutant |, MIT/MT : Homozigot mutart .




63

Tablo 4.2 : Genel tromboemboli hasta ve kontrol grubunda, Faktér V Leiden, MTHFR677C>T,
MTHFR1298A>C ve protrombin20210G>A mutasyonlari i¢in elde edilen ham olasilik degerleri

(OR).
Mutasyonlar Genotip Vaka Sayis1 |Vaka Yiizdesi (%) | Kontrol Sayis1 [ Kontrol Yﬁzdesi(%)IHam Ola:
N/N 194 71,85 65 97 (
Faktor V Leiden MT/N veya ,
I
MT/MT 76 28,15 1 3
N/N 138 51,11 42 62,7 (
MTHFR677C>T MT/N veya
1
MT/MT 132 48,89 25 37,3
N/N 100 37,04 25 62,7 (
MTHFR1298A>C MT/N veya
1
MT/MT 170 62,96 42 37,3
N/N 247 91,40 66 98,5 (
Protrombin20210G>A |MT/N veya
1 G
MT/MT 23 8,60 1 ,5

N/N : Homozigot normal , MT/N : Heterozigot mutant , MT/MT : Homozigot mutant .



DVT Grubu:

DVT hasta ve kontrol gruplarinda faktér V Leiden, MTHFR677C>T, MTHFR1298A>C
ve protrombin20210G>A mutasyonlar1 i¢in tiim bireylerin genotipleri ve Fischer kesin
testi p degeri belirlendi. Incelenen tiim mutasyonlar i¢in hasta ve kontrol gruplara ait

genotip bilgileri ve kesin p degeri Tablo 4.3°de verilmektedir.

Biitiin mutasyonlar i¢in DVT hasta grubundaki genotip yiizdelerinin kontrol grubuna

orani ile belirlenen OR degerleri Tablo 4.2°de verilmektedir.

DVT hasta grubu iizerinde faktér V Leiden mutasyonunu barindirmayan ve barindiran
allele ait frekanslari, sirast ile, % 77 ve % 23; MTHFR677C>T mutasyonunu
, % 30.5;

MTHFR1298A>C mutasyonunu barindirmayan ve barindiran allel frekanslari, sirasi ile,

barindirmayan ve barindiran allel frekanslari, sirasi ile, % 69.5

% 59.7 ve % 40.3; protrombin20210G>A mutasyonunu tasimayan ve tasiyan allel

frekanslarinin sirasi ile % 94.5 ve % 5.5 olarak belirlendi.
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Tablo 4.3 : DVT hasta ve kontrol grubu bireylerinin faktdr V Leiden, MTHFR677C>T,
MTHFR1298A>C ve protrombin20210G>A mutasyonlarina iliskin genotipleri.

MUTASYONLAR
Faktor V Leiden MTHFR677C>T MTHFR1298A>C Protrombin20210(
Genotip Hasta Grubu|Kontrol Grubu Hasta Grubu|Kontrol GrubyHasta Grubu]Kontrol GrubyHasta Grubu Kontrol
N/N 27 65 23 42 17 25 42 6!
MT/N 17 2 18 23 21 35 1
MT/MT 2 0 5 2 8 7 1
Fischer kesin testi 0,0000002 0,063 0,157 0,078

N/N : Homozigot normal , MT/N : Heterozigot mutant , MT/MT : Homozigot mutant .
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Tablo 4.4 : DVT hasta ve kontrol grubunda, faktér V Leiden, MTHFR677C>T,
MTHFR1298A>C ve protrombin20210G>A mutasyonlari i¢in elde edilen ham olasilik

degerleri (OR).
Mutasyonlar Genotip Vaka Sayis1 [Vaka Yiizdesi (%) | Kontrol Sayisi [Kontrol Yiizdesi(%) |[Ham Olas
N/N 27 58,70 65 97 0
Faktor V Leiden MT)/N veya -
MT/MT 19 41,30 2 3 2:
N/N 23 50,00 42 62,6 0
MTHFR677C>T MT/N veya
MT/MT 23 50,00 25 37,4 1
N/N 17 36,95 25 37,4 1
MTHFR1298A>C MT/N veya
MT/MT 29 63,05 42 62,6 0
N/N 42 91,30 66 98,5 0
Protrombin20210G>A |[MT/N veya
MT/MT 4 8,70 1 1,5 8

N/N : Homozigot normal , MT/N : Heterozigot mutant , MT/MT : Homozigot mutant .
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Gebelik komplikasyonlari:

Gebelik komplikasyonlar1 hasta ve kontrol gruplarinda faktér V Leiden,
MTHFR677C>T, MTHFR1298A>C ve protrombin20210G>A mutasyonlar1 agisindan
tiim bireylerin genotipleri ve Fischer kesin testi p degerleri tespit edildi. incelenen tiim
mutasyonlar i¢in hasta ve kontrol gruplara ait genotip bilgileri ve kesin p degerleri

Tablo 4.5’de verilmektedir.

Biitiin mutasyonlar i¢in gebelik komplikasyonlar1 hasta grubundaki genotip
ylizdelerinin kontrol grubuna orami ile belirlenen OR degerleri Tablo 4.6’da

verilmektedir.

Gebelik komplikasyonlar1 hasta grubu iizerinde faktdor V Leiden mutasyonunu
barindirmayan allel frekans1 % 90 ve mutasyonu barindiran allel frekans: ise % 10;
MTHFR677C>T mutasyonunu tasimayan ve tastyan allel frekanslar sirasi ile % 72.5,
% 27.5; MTHFR1298A>C mutasyonunu barindirmayan allel frekanst % 67.5 ve
mutasyonu barindiran allel frekanst % 32.5; protrombin20210G>A mutasyonunu

tagimayan ve tasiyan allel frekanslarinin % 98.3 ve % 1.7 olarak tespit edildi.
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MUTASYONLAR
Faktor V Leiden MTHFR677C>T MTHFR1298A>C Protrombin20210(
Genotip Hasta Grubu|Kontrol Grubu] Hasta Grubu|Kontrol GrubyHasta Grubu|lKontrol GrubyHasta Grubu Kontrol
N/N 47 33 29 21 23 12 57 3.
MT/N 12 0 29 11 32 16 C
MT/MT 1 0 2 1 5 5 1 C
Fischer kesin testi 0,002 0,065 0,174 0,264

N/N : Homozigot normal , MT/N : Heterozigot mutant , MT/MT : Homozigot mutant .

Tablo 4.5 : Gebelik komplikasyonlar1 grubu bireylerinin faktér V Leiden,
MTHFR677C>T, MTHFR1298 A>C ve protrombin20210G>A mutasyonlarina iligkin

genotipleri.
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Mutasyonlar Genotip Vaka Sayisi Vaka Yiizdesi (%) |Kontrol Sayis1 |[Kontrol Yiizdesi(%)
N/N 47 78,33 33 100
Faktor V Leiden MT/N veya
MT/MT 13 21,67 0 0
N/N 29 48,33 21 63,6
MTHFR677C>T MT/N veya
4
MT/MT 31 51,67 12 36,
N/N 23 38,33 12 36,4
MTHFR1298A>C MT/N veya
MT/MT 37 61,67 21 63,6
N/N 57 91,30 33 100
Protrombin20210G>A |[MT/N veya
MT/MT 3 5,00 0 0

tablo 4.6 : Gebelik komplikasyonlar1 grubunda, faktér V Leiden, MTHFR677C>T,
MTHFR1298A>C ve protrombin20210G>A mutasyonlari i¢in elde edilen ham olasilik degerleri

(OR).
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Hasta ve kontrol gruplarinda incelenen tiim mutasyonlar ile ilgili olarak belirlenen

genotiplerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi i¢in Kikare (y2) analizinden

yararlanildi.
Genel Tromboemboli Grubu :

Tablo 4.7 : Genel tromboemboli hasta ve kontrol grubu arasinda, faktér V Leiden mutasyonuna

ait xzdegerler tablosu.

Genotip Gozlenen Beklenen Fark?/Beklen en=x2
Hasta Kontrol | Hasta Kontrol Hasta Kontrol
Grubu Grubu Grubu Grubu | Grubu Grubu
N/N 194 65 207.5 51.5 0.88 3.54
MT/N 69 2 56.9 14.1 2.57 10.38
MT/MT 7 0 5.6 1.4 0.35 1.4

Genel y2=19.12

Serbestlik derecesi = (sira-1)*(slitun-1) = 2

%2 tablosunda 2 serbestlik derecesine bakilarak 0.05 olasilik diizeyine gore kikare tablo

degeri (x2¢) bulundu [Tablo 4.19.]. %2t =5.99

Genel tromboemboli hasta ve kontrol gruplar1 arasinda, faktér V Leiden mutasyonu igin

hesaplanan kikare degerinin (19.12) tablo kikare degerinden (5.99) biiyiikk oldugu

goriildii.

X2 > xzt ise farklilik 6nemlidir.

Tablo 4.8 : Genel tromboemboli hasta ve kontrol grubu arasinda MTFR677C>T mutasyonuna

ait xzdegerler tablosu.

Genotip Gozlenen Beklenen Fark®/Bekl enen=x2
Hasta Kontrol | Hasta Kontrol Hasta Kontrol
Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu
N/N 138 42 144.2 35.8 0.27 1.07
MT/N 112 23 108.1 26.9 0.14 0.57
MT/MT 20 2 17.6 4.4 0.33 1.31

Genel % =3.69

Serbestlik derecesi = (sira-1)*(siitun-1) =2




71

2 serbestlik derecesine ve 0.05 olasilik diizeyine gore kikare tablo degeri (y%)

belirlendi. ¥2¢ = 5.99

MTHFR677C>T mutasyonu, genel tromboemboli hasta ve kontrol gruplari arasinda
hesaplanan kikare degeri (3.69) tablo kikare degerinden (5.99) kiigtiktiir.

¥2< x?t ise farklilik Snemsizdir.

Tablo 4.9 : Genel tromboemboli hasta ve kontrol grubu arasinda MTFR1298 A>C mutasyonuna

ait xzdegerler tablosu.

Genotip Gozlenen Beklenen Fark?/Beklen en=x2
Hasta Kontrol | Hasta Kontrol Hasta Kontrol
Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu
N/N 100 25 100.1 249 0.0001 0.0004
MT/N 146 35 144.9 36 0.008 0.028
MT/MT 24 7 24.8 6.17 0.03 0.11

Genel y%=0.1765

Serbestlik derecesi = (sira-1)*(siitun-1) = 2 serbestlik derecesi ve 0.05 olasilik diizeyine

bakilarak kikare tablo degeri (x%) elde edildi. x% = 5.99

MTHFR1298A>C mutasyonunun, genel tromboemboli hasta ve kontrol gruplar
hesaplanan kikare degerinin (0.1765) tablo kikare degerinden (5.99) kiigiik oldugu

goriilmektedir.

¥2< x?t ise farklilik Snemsizdir.

Tablo 4.10 : Genel tromboemboli hasta ve kontrol grubu arasinda protrombin 20210G>A

mutasyonuna ait deegerler tablosu.

Genotip Gozlenen Beklenen Fark®/Beklen en=x2
Hasta Kontrol | Hasta Kontrol Hasta Kontrol
Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu
N/N 247 66 250.7 62.3 0.05 0.22
MT/N 20 1 16.8 4.2 0.61 2.44
MT/MT 3 0 2.4 0.6 0.5 0.6

Genel y2=4.07

Serbestlik derecesi = (sira-1)*(stitun-1) =2
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2 serbestlik derecesi ve 0.05 olasilik diizeyine gore y? tablosuna bakilarak kikare tablo

degeri 2t = 5.99 olarak belirlendi.

Protrombin20210G>A mutasyonunun, genel tromboemboli hasta ve kontrol gruplari

arasinda hesaplanan kikare degeri (4.07) tablo kikare degerinden (5.99) kiigiiktiir.
¥% <yt ise farklilik 6nemsizdir.
DVT grubu:

Tablo 4.11 : DVT hasta ve kontrol grubu arasinda, faktér V Leiden mutasyonuna ait xzdegerler

tablosu.
Genotip Gozlenen Beklenen Fark®/Bekl enen=x2
Hasta Kontrol |Hasta Kontrol Hasta Kontrol
Grubu Grubu Grubu Grubu | Grubu Grubu
N/N 27 65 37.7 54.3 3.04 2.11
MT/N 17 2 7.8 11.2 10.85 7.56
MT/MT 2 0 0.82 1.2 1.69 1.2

Genel %%=26.45

Serbestlik derecesi = (sira-1)*(siitun-1) = 2 serbestlik derecesine gore y2 tablosuna

bakilarak 0.05 olasilik diizeyine gore kikare tablo degeri (y2t) belirlendi. y2¢ = 5.99

Faktor V Leiden mutasyonunun, DVT hasta ve kontrol gruplar1 arasinda hesaplanan

kikare degeri (26.45) tablo kikare degerinden (5.99) dikkate deger Slgiide biiyiiktiir.

Tablo 4.12 : DVT hasta ve kontrol grubu arasinda, MTFR677C>T mutasyonuna ait deegerler

¥2 > 3¢ ise farklilik 6nemlidir.

tablosu.
Genotip Gozlenen Beklenen Fark®/Beklen en=x2
Hasta Kontrol |Hasta Kontrol Hasta Kontrol
Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu
N/N 23 42 26.7 384 0.51 0.34
MT/N 18 23 16.8 24.2 0.09 0.06
MT/MT 5 2 2.9 4.1 1.52 1.08

Genel 2 =3.6
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Serbestlik derecesi = (sira-1)*(slitun-1) = 2

2 serbestlik derecesine 2 tablosundan bakilarak 0.05 olasilik diizeyine gore kikare tablo

degeri (x%) bulundu. ¥% = 5.99

MTHFR677C>T mutasyonunun, DVT hasta ve kontrol gruplari arasinda hesaplanan
kikare degerinin (3.6) tablo kikare degerinden (5.99) kiiclik oldugu tespit edildi.

¥2< x?t ise farklilik Snemsizdir.

Tablo 4.13 : DVT hasta ve kontrol grubu arasinda, MTFR1298 A>C mutasyonuna ait deegerler

tablosu.
Genotip Gozlenen Beklenen Farkz/Beklenen=x2
Hasta Kontrol |Hasta Kontrol |Hasta Kontrol
Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu
N/N 17 25 17.2 24.8 0.002 0.002
MT/N 21 35 22.9 33 0.16 0.12
MT/MT 8 7 6.2 8.9 0.52 0.41
Genel y2 =1.21
Serbestlik derecesi = (sira-1)*(siitun-1) = 2 serbestlik derecesine bakilarak y2

tablosundan 0.05 olasilik diizeyine gore kikare tablo degeri (%2) bulundu (%% = 5.99).

MTHFR1298A>C mutasyonunun, DVT hasta ve kontrol gruplar arasinda hesaplanan
kikare degeri (1.21) tablo kikare degerinden (5.99) kiigiiktiir.

¥%< x?t ise farklilik Snemsizdir.

Tablo 4.14 : DVT hasta ve kontrol grubu arasinda, protrombin20210G>A mutasyonuna ait

deegerler tablosu.
Genotip Gozlenen Beklenen Fark®/Beklen en=x2
Hasta Kontrol |Hasta Kontrol Hasta Kontrol
Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu
N/N 42 66 44.3 63.7 0.12 0.08
MT/N 3 1 1.6 2.4 1.23 0.82
MT/MT 1 0 04 0.6 0.9 0.6

Genel %2 =3.75

Serbestlik derecesi = (sira-1)*(siitun-1) =2
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2 tablosunda 2 serbestlik derecesine bakilarak 0.05 olasilik diizeyine gore kikare tablo

degeri (x%) belirlendi (x2t = 5.99).

Protrombin20210G>A mutasyonunun, DVT hasta ve kontrol gruplart arasinda

hesaplanan kikare degeri (3.75) tablo kikare degerinden (5.99) kiigiiktiir.
¥% < y?t ise farklilik 6nemsizdir.

Gebelik komplikasyonlari:

Tablo 4.15 : Gebelik komplikasyonlari hasta grubu ve kontrol grubunda faktér V”’ in deegerler

tablosu.
Genotip Gozlenen Beklenen Fark?/Beklen en=x2
Hasta Kontrol |Hasta Kontrol Hasta Kontrol
Grubu Grubu Grubu Grubu | Grubu Grubu
N/N 47 33 52 28 0.48 0.89
MT/N 12 0 7.8 4.2 2.26 4.2
MT/MT 71 0 0.65 0.35 0.19 0.35

Genel y2=8.37
Serbestlik derecesi = (sira-1)*(siitun-1) = 2 serbestlik derecesine ve 0.05 olasilik

diizeyine gore kikare tablo degeri (x2¢) bulundu ( %2t = 5.99).

Faktér V Leiden mutasyonunun, gebelik komplikasyonlar1 hasta ve kontrol gruplari
arasinda hesaplanan kikare degerinin (8.37) tablo kikare degerinden (5.99) biiyiik

oldugu goriilmektedir.

th 2)(2 ise farklilik 6nemlidir.

Tablo 4.16 : Gebelik komplikasyonlar hasta ve kontrol grubu arasinda MTFR677C>T

mutasyonuna ait deegerler tablosu.

Genotip Gozlenen Beklenen Fark®/Beklen en=x2
Hasta Kontrol | Hasta Kontrol Hasta Kontrol
Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu
N/N 29 21 32.5 17.5 0.38 0.7
MT/N 29 11 26 14 0.35 0.64
MT/MT 2 1 1.95 1.05 0.001 0.002

Genel y2=2.07
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Serbestlik derecesi = (sira-1)*(siitun-1) = 2 serbestlik derecesine ile 0.05 olasilik
diizeyine gore kikare tablo degeri (2¢) belirlendi ( %% = 5.99).

MTHFR677C>T mutasyonunun, gebelik komplikasyonlar1 hasta ve kontrol gruplari
arasinda hesaplanan kikare degerinin (2.07) tablo kikare degerinden (5.99) kii¢iik
oldugu belirlendi.

x2< th ise farklilik 6nemsizdir.

Tablo 4.17 : Gebelik komplikasyonlar1 hasta ve kontrol grubu arasinda, MTFR1298 A>C

mutasyonuna ait xzdegerler tablosu.

Genotip Gozlenen Beklenen Fark®/Beklen en=x2
Hasta Kontrol | Hasta Kontrol Hasta Kontrol
Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu
N/N 23 12 22.75 12.25 0.03 0.005
MT/N 32 16 31.2 16.8 0.02 0.04
MT/MT 5 5 6.5 3.5 0.35 0.64

Genel 32 =1.06

Serbestlik derecesi = (sira-1)*(slitun-1) = 2

¥2 tablosu 2 serbestlik derecesine bakilarak 0.05 olasilik diizeyine gore kikare tablo

degeri (y%) tespit edildi. y%t = 5.99

Gebelik komplikasyonlar1 hasta ve kontrol gruplari arasinda, MTHFR1298A>C
mutasyonunun hesaplanan kikare degeri (1.06) tablo kikare degerinden (5.99) kiiciiktiir.

¥2< x?t ise farklilik Snemsizdir.

Tablo 4.18 : Gebelik komplikasyonlar1 hasta ve kontrol grubu arasinda, protrombin20210G>A

mutasyonuna ait deegerler tablosu.

Genotip Gozlenen Beklenen Fark®/Beklen en=x2
Hasta Kontrol | Hasta Kontrol Hasta Kontrol
Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu
N/N 57 33 58.5 31.5 0.04 0.07
MT/N 2 0 1.3 0.7 0.38 0.7
MT/MT 1 0 0.65 0.35 0.19 0.35

Genel y2=1.73

Serbestlik derecesi = (sira-1)*(stitun-1) =2
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2 serbestlik derecesine gore 2 tablosuna bakilarak 0.05 olasilik diizeyine gore kikare

tablo degeri (%) bulunur. 2t = 5.99

Protrombin20210G>A mutasyonunun, gebelik komplikasyonlar1 hasta ve kontrol

gruplart arasinda hesaplanan kikare degeri (1.73) tablo kikare degerinden kiigiiktiir.

¥% < %t ise farklilik 6nemsizdir.



77

Tablo 4.19 : xz dagilim fonksiyonun esik degerleri tablosu [83].
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4.2.5.5.DNA Dizi Analiz Bulgular

Protrombin20210G>A mutasyonu gen bolgesi yapilan SSCA ¢alismalar1 sonucunda; bu
gen bolgesi ile ilgili olarak homozigot normal, homozigot mutant ve heterozigot mutant
genotiplere ait SSCA modelleri belirlendi. Bu modellerden degisiklik gosteren 8 hastaya
ait PCR 0Ornegi tespit edildi. Bu PCR orneklerinde, bilinmeyen bir mutasyon ya da
polimorfizmin varliginin belirlenmesi i¢in PCR {irlinlerinin ait oldugu hasta DNA’lar1
tespit edildi. Incelenecek DNA’larin protrombin20210G>A mutasyonunun belirlenmesi
i¢in yapilan ve tezin Malzeme ve Y6ntem Boliimii’nde belirtilen PCR kosullarina uygun
olarak PCR’lar1 yapildi. Daha sonra elde edilen PCR’lar agaroz jelde incelendi ve
yogun bantlar halinde gézlendi. PCR 6rneklerinin, ABI firmasina ait hazir kitlerden elde
edilen ve floresan ile PCR iiriinlerini isaretlemesini hedefleyen DNA dizi analizi PCR"1
yapildi. PCR o6rnekleri PCR ABI-3100 Avant otomatize DNA dizi analizi aletinde
bulunan traylere ytiklendi ve yine kitin i¢inde bulunan POP-6 DNA dizi analizi jelinde
yaklagik 1 saat yiriitildii. Elektroforez isleminin baglamasini takiben gecen siire
sonunda sisteme bagli bir bilgisayarda dizilere ait pikler belirdi. Protrombin20210G>A
mutasyonuna ait gen bolgesi i¢in yapilan DNA dizi analizi ¢alismalar1 sonuglari
protrombin gen bolgesine ait dizi bilgisi ile karsilastirilarak kontrol edildi [Sekil 4.11].
Sonuglara gore, ilgili gen bolgesine yonelik yapilan SSCA c¢alismasinda farklilik tespit
edilen orneklerde herhangi bir mutasyon ya da varyasyon tespit edilmedi. DNA dizi
analizi calismalar1 sirasinda kontrol DNA olarak homozigot normal ve heterozigot

mutant genotipte bireylere ait DNA’lar kullamildi [Sekil 4.12, 4.13].
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5..TCTAGAAACAGTTGCCTGGCAGGGGAATACTGATGTGACCTTGAACTTG
ACTCTATTGGAAACCTCATCTTTCTTCTTCAGAGCCCCTTTAACAACCGCTG
GTATCAAATGGGCATCGTCTCATGGGGTGAAGGCTGTGACCGGGATGGGAA
ATATGGCTTCTACACACATGTGTTCCGCCTGAAGAAGTGGATACAGAAGGT
CATTGATCAGTTTGGAGAGTAGGGGGCCACTCATATTCTGGGCTCCTGGAAC
CAATCCCGTGAAAGAATTATTTTTGTGTTTCTAAAACTATGGTTCCCAATAA

AAGTGACTCTCAGCGAGCCTCAATGCTCCCAGTGCTAT...3’

Sekil 4.11 : Protrombin20210G>A mutasyonu gen bolgesi [84].

260 270 280 290 30 310
FTGT TTCTAALABCTATGGTTCOCLA TAA AL GTGACTC TCAGONGfAGCTTCALTGC TC CCA

»“» I

Sekil 4.12 : Protrombin20210G>A mutasyonu i¢in homozigot normal genotipi olan PCR
orneginin gen dizisinin DNA dizi analizi teknigi ile gosterimi.
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260 270 280 290 300 310 3

TTTGTGTTTCTLAALALC TATGGT TCCCAL TALALGTGLCT CTCAGMGCTTCAATGCTECC

A It

Sekil 4.133 : Protrombin20210G>A mutasyonu i¢in heterozigot mutant genotipi olan PCR
orneginin gen dizisinin DNA dizi analizi teknigi ile gosterimi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Diinyadaki hastalik ve 6liim olaylarinin en énemli nedenlerinden biri olan trombozun
onlem ve tedavisi ile ilgili olarak yapilan ¢alismalar giderek artmaktadir. Bu nedenle,
son yillarda tromboza yol agtig1 diisiiniilen kalitsal pihtilasma bozukluklar ile ilgili
molekiiler tan1 ¢alismalar1 6nem kazanmaktadir. Bu dogrultuda kanin pihtilasmasinda

gorev alan ¢esitli proteinlerin genlerinde meydana gelen mutasyonlar incelenmektedir.

Otozomal dominant kalitim gosteren faktér V Leiden mutasyonu APC’ye direng
gosteren bir nokta mutasyonudur [20]. Faktér V Leiden mutasyonunun tromboz riskini,
heterozigot ve homozigot mutant bireylerde sirasi ile yaklasik 8 ve 80 kat arttirdigi
bilinmektedir [23, 24]. Ayrica faktéor V Leiden mutasyonunu tasiyan kadinlarin
gebelikleri siiresince tromboz, tekrarli diisiik ve preeklempsi gibi gebelik sorunlar ile
karsilagtiklar1 bildirilmektedir [33]. Total homosistein seviyelerinde artisin da hem
arteriyal hem de vendz tromboz i¢in yaygin bir risk faktorii oldugu bilinmektedir.
Homosistein metabolizmasinda bozukluga neden olan ve en iyi bilinen mutasyonlar
MTHFR gen Dbolgesindeki MTHFR677C>T ve MTHFRI1298A>C nokta
mutasyonlaridir [44]. Ayrica, protrombin geninin translasyonu yapilmayan 3’ ucundaki
20210. niikleotidindeki guanin bazinin adenin bazina doniisiimiine neden olan

mutasyon, VTE i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir [59].

Bu c¢alismada ilk olarak, vendz ve arteriyal tromboz ile iligkili oldugu diisiiniilen
faktor V Leiden, protrombin20210G>A, MTHFR677C>T ve MTHFR1298A>C
mutasyonlarinin  Tiirkiye tromboemboli hasta ve kontrol gruplarinda goriilme
sikliklarinin belirlenmesi hedeflendi. Ayrica, DVT ve gebelik komplikasyonlar1 alt
gruplarinda adi gecen mutasyonlar incelenerek, elde edilen veriler genotip-fenotip
iliskisi gercevesinde degerlendirildi. Ilgili mutasyonlara ait gen bdlgeleri iizerinde yeni
mutasyon veya varyasyonlarin varligini belirlemek amaci ile SSCA ve DNA dizi analizi

tekniklerinden yararlanildi.

Bu tez calismasinda, 270 kisilik genel hasta grubunda ve genel hasta grubundan
meydana getirilen 46 ve 60 kisilik, sirast ile, DVT ve gebelik komplikasyonlar1 alt
gruplarinda trombofilik faktorler agisindan DNA analizi yapildi. Kontrol grubu ise
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birbirleri ile akrabalik iligkisi olmayan ve tromboz hikayesi bulunmayan bireylerden
secildi. Genel kontrol grubu 67 kisiden, gebelik komplikasyonlar1 kontrol grubu ise

gebelik siirecini problemsiz tamamlamis 33 kadindan olusturuldu.

Genel tromboemboli grubunda, faktér V Leiden mutasyonu hasta grubunda toplam 76
(% 28.15) bireyde belirlendi. Genel kontrol grubunda ise 2 (%3) birey mutasyonu
heterozigot olarak tasidigi belirlenirken, bu grupta homozigot mutant birey tespit
edilmedi. Faktéor V Leiden mutasyonu otozomal dominant kalittim gostermekte ve
homozigot mutant genotipin meydana getirdigi tromboz riski heterozigot genotipe kiyas
ile cok daha fazla olmaktadir. Bu nedenle kontrol grupta adi gegen mutasyon ig¢in
homozigot mutant bireyin bulunmamasi beklenen bir durumdur. Faktér V Leiden
mutasyonu i¢in hasta ve kontrol gruplarini olusturan bireylerin genotipleri, Fischer’s
kesin p testi ve kikare analizleri ile istatistiksel olarak degerlendirildi (32=19.12,
p=0.0000007, OR=12,73). Bu verilere gore, faktor V Leiden mutasyonu tromboz i¢in
dikkate deger bir risk faktorii olarak belirlendi.

Genel tromboemboli grubunda, MTHFR677C>T mutasyonu hasta grubunda 132 (%
48.89) bireyde tespit edildi. Genel kontrol grubunda ise 23 (% 34.3) birey mutasyonu
heterozigot ve 2 (% 3) birey ise homozigot mutant olarak tagimaktadir. MTHFR677C>T
mutasyonu icin hasta ve kontrol gruplarini olusturan bireylerin genotipleri, Fischer’s
kesin p testi ve kikare analizleri ile istatistiksel olarak degerlendirildi (x>=3.69,
p=0.026, OR=1.606). Bu verilere gore, MTHFR677C>T mutasyonunun hem hasta hem
de kontrol gruplarinda es dagilim gosterdigi icin Tiirkiye tromboemboli hastalarinda

risk faktorii olmadig goriilmektedir.

MTHFR1298A>C mutasyonu, genel tromboemboli hasta grubunda 170 (% 62.96)
bireyde goriildii. Genel kontrol grubunda ise 35 (% 52.2) birey mutasyonu heterozigot
ve 7 (% 10.5) birey ise homozigot mutant olarak tespit edildi. MTHFR1298A>C
mutasyonu icin hasta ve kontrol gruplarini olusturan bireylerin genotipleri, Fischer’s
kesin p testi ve kikare analizleri ile istatistiksel olarak degerlendirildi (32=0.1765,
p=0.112, OR=1.012). Istatistiki sonuglar, MTHFRI1298A>C mutasyonunun

tromboemboli hastalarinda risk faktorii olmadigini gostermektedir.
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Protrombin20210G>A mutasyonu, genel tromboemboli hasta grubunda 23 (% 8.52)
bireyde tespit edildi. Genel kontrol grubunda ise 1 (% 1.5) birey mutasyonu heterozigot
olarak tagimaktadir. Kontrol grubunda homozigot mutant birey tespit edilmedi.
Protrombin20210G>A mutasyonu i¢in hasta ve kontrol gruplarini olusturan bireylerin

genotipleri, Fischer’s kesin p testi ve kikare analizleri ile istatistiksel olarak

degerlendirildi  (y2=4.07, p=0.026, OR=9.2). Bu c¢alisma kapsaminda,
protrombin20210G>A mutasyonunun Tiirkiye tromboemboli hastalarinda 6nemli bir
risk faktorii olmadigi belirlendi. ilgili mutasyon icin hasta grubunda elde edilen
mutasyon yiizdesi kontrol gruba oran ile farklilik géstermektedir. Protrombin20210G>A
ileride daha genis serileri kontrol gruplarinda incelenmesinin sonuglar acisindan énemli

olabilecegi diisliniilmektedir.

Diinyanin farkli bolgelerinde, tromboza yol acan genetik risk faktorlerinin yayilimi
hem hasta hem de genel populasyonunda degisiklik gostermektedir. Faktor V Leiden ve
protrombin mutasyonlar1 tromboza yol agan en yaygin risk faktorleri olarak
bilinmektedir. Tiirkiyedeki trombozlu hastalarda yapilan bir ¢aligmada, 146 trombozlu
hastanin 45’inde (% 30.8) faktor V Leiden mutasyonu tespit edilmistir. Faktor V Leiden
mutasyonlu vakalarin, 7’si (% 4.8) homozigot mutant ve 38’1 (% 26) heterozigot mutant
olarak belirtilmistir. Protrombin20210G>A mutasyonu, 146 trombozlu hastanin 10’ unda
(% 6.8) bulunmustur. 6 hastada ise her iki mutasyonun birlikte bulundugu
bildirilmektedir [85]. Bu bulgular ile benzer olarak, bu tez ¢alismas1 kapsaminda faktor
V Leiden mutasyonunun Tiirkiye populasyonunda tromboz patofizyolojisinde etkili

oldugunu ortaya konmaktadir.

Meksika populasyonuna ait 37 trombofilik vaka ve 50 saglikli kontrol birey iizerinde
yapilan bir calismada, faktor V Leiden mutasyonu hasta grubunda 4 bireyde heterozigot,
protrombin20210G>A mutasyonu 5 bireyde heterozigot ve MTFR677C>T mutasyonu
ise 16 hasta bireyde heterozigot ve 6 bireyde homozigot mutant olarak belirtilmektedir.
Bu caligmanin  bulgularina gbére faktéor V  Leiden mutasyonu (%10.8)
protrombin20210G>A mutasyonuna (%13.5) gore trombofilik hastalarda daha az
yaygin olarak bildirilmektedir [86]. Bu arastirma tez ¢alismasinin bulgulan ile zithk
gostermektedir. Bu durum protrombin20210G>A mutasyonunun ilgili cogarafik alanda

yayiliminin daha fazla olmasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak ayni
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calismada [86] MTHFR677C>T mutasyonu ilgili populasyonda hem saglikli kontroller
hem de hasta grubunda yiiksek dagilim gostermekte ve tromboz i¢in bir risk faktori

olarak kabul edilmemektedir. Bu sonug tez ¢alismasinin bulgular ile benzerdir .

DVT grubunda, faktér V Leiden mutasyonunu 46 kisiden olusan hasta grubunda 19
(% 41.4) bireyde tespit edildi. Genel kontrol grubunda ise 2 (%3) birey mutasyonu
heterozigot olarak tasidigi belirlenirken, bu grupta homozigot mutant birey
belirlenmedi. Faktéor V Leiden mutasyonu i¢in hasta ve kontrol gruplarini olusturan
bireylerin genotipleri, Fischer’s kesin p testi ve kikare analizleri ile istatistiksel olarak
degerlendirildi (2=26.45, p=0.0000002, OR=22.87). Bu verilere gore, faktor V Leiden
mutasyonu DVT tanili vakalarda onemli derecede etkin bir risk faktorii olarak

goriilmektedir.

DVT grubunda, MTHFR677C>T mutasyonunu hasta grubunda 23 (% 50) bireyde tespit
edildi. Genel kontrol grubunda ise 23 (% 34.3) birey mutasyonu heterozigot ve 2 (% 3)
birey ise homozigot mutant olarak tasgimaktadir. MTHFR677C>T mutasyonu i¢in hasta
ve kontrol gruplarini olusturan bireylerin genotipleri, Fischer’s kesin p testi ve kikare
analizleri ile istatistiksel olarak degerlendirildi (y2=3.6, p=0.063, OR=1.68). Buna gbre,
MTHFR677C>T mutasyonu Tiirkiye DVT hasta grubu icin risk faktorii olarak

goriilmemektedir.

MTHFR1298A>C mutasyonu, DVT hasta grubunda 29 (% 63.05) bireyde goriildii.
Genel kontrol grubunda ise 35 (% 52.2) birey mutasyonu heterozigot ve 7 (% 10.4)
birey ise homozigot mutant olarak tespit edildi. MTHFR 1298 A>C mutasyonu i¢in hasta

ve kontrol gruplarini olusturan bireylerin genotipleri, Fischer’s kesin p testi ve kikare
analizleri ile istatistiksel olarak degerlendirildi (3%=1.21, p=0.157, OR=0.93). Bu
verilere gore, MTHFR1298A>C mutasyonunun Tiirkiye DVT hastalarinda bir risk

faktorii olmadig goriilmektedir.

Protrombin20210G>A mutasyonu, DVT hasta grubunda 4 (% 9) bireyde belirlendi.
Genel kontrol grubunda ise 1 (% 1.5) birey mutasyonu heterozigot olarak kalitmaktadir.
Kontrol grubunda homozigot mutant birey tespit edilmedi. Protrombin20210G>A

mutasyonu icin hasta ve kontrol gruplarini olusturan bireylerin genotipleri, Fischer’s
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kesin p testi ve kikare analizleri ile istatistiksel olarak degerlendirildi (y2=3.75,
p=0.078, OR=8.6). Bu tez c¢alismas1 kapsaminda, protrombin20210G>A mutasyonu
Tiirkiye DVT hastalar1 i¢in 6nemli bir risk faktorii olarak belirlenmemis olup, daha

genis kontrol serili ¢aligmalarin yapilmasi uygun goriilmektedir.

Arjantin populasyonunda VTE tanili hastalar iizerinde yapilan ¢alismalarda faktér V
Leiden mutasyonu % 10.4 oraninda bulundu [87]. Bizim ¢aligma bulgularimiz ile bu
deger karsilagtirildiginda Tiirkiye DVT hasta grubunda adi gecen mutasyon igin
frekansin ¢cok daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Hasta ve kontrol gruplar istatistiksel
olarak karsilastirildiklarinda, aralarinda énemli derecede fark gdzlenmektedir. ileride
yapilacak c¢alismalarda, kontrol grup birey sayisinin arttirtlmasinin istatistiki anlamda

yararli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismanin bulgularina zit olarak, Grossman ve dig. 300 DVT tanili hasta ve 410
saglikli bireylerde yaptiklar1 ¢aligmada, faktor V Leiden mutasyonun hasta ve kontrol
gruplarinda es oranda goriildiigii bildirmektedirler [56]. Bu bulgu, arastirmanin
sonuclar1 ile tamamen zithik igermektedir. Faktér V Leiden mutasyonu hem bu
calismada hem de diger populasyonlarda yapilan ¢ok sayidaki ¢aligmalarda tromboz
agisindan onemli bir risk faktdrii olarak bulunmustur. Ilgili ¢alismanin [56] hasta ve
kontrol birey sayilarmin da istatistiki agidan yeterli sayida olmasi, faktor V Leiden
mutasyonunun o cogarafik bdolgedeki populasyonda yayilimin fazla olmasindan

kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.

Tez calismasinin sonuglar1 ile benzer olarak, Yanhui Lu. ve dig. [88] 2002°’de Cin
populasyonunda yaptiklar1 bir ¢alismada, faktor V geni Leiden (1691 G>A) mutasyonu
ve protrombin20210 G>A mutasyonunun ¢ok az siklikta goriildiigiinii, bunun aksine
MTHFR677C>T mutasyonunun Cin toplumu iizerinde ¢ok yaygin oldugunu gosterdiler.
Bu calisma kapsaminda protrombin20210G>A mutasyonu genel tromboemboli ve DVT
hasta gruplarinda kontrol gruplara oran ile yiliksek frekanlarda bulundu. Ancak yapilan
istatistiksel analizler sonucunda biiyiik olasilik ile kontrol grubu birey sayisina bagh
olarak adi gegen mutasyonun tromboz agisindan Oonemli bir risk faktérii olmadigi
saptandi. Bauder ve ark 103 kisiden olusan DVT tanili hasta grubu iizerinde
protrombin20210G>A mutasyonunun % 4.8 oraninda tespit ettiklerini bildirdiler. Bu
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degerlerin risk faktorii oldugu belirtilmekte ve bizim sonuglarimiz ile g¢elismektedir

[89].

Gebelik komplikasyonlar1 grubunda, faktér V Leiden mutasyonunu hasta grubunda 13
(% 21.67) bireyde tespit edildi. Gebelik komplikasyonlar1 kontrol grubunda ise adi
gecen mutasyon i¢in pozitif birey goriilmedi. Faktor V Leiden mutasyonu icin hasta ve

kontrol gruplarini olusturan bireylerin genotipleri, Fischer’s kesin p testi ve kikare

analizleri ile istatistiksel olarak degerlendirildi (%%=8.37, p=0.002, OR=0). Bu verilere
gore, faktor V Leiden mutasyonu kadinlarda gebelik siiresince piht1 olsumuna bagh

tekrarlayan diisiikler, 6lii dogum vb. gebelik komplikasyonlari ile iligkilendirildi.

Gebelik komplikasyonlar1 grubunda, MTHFR677C>T mutasyonunu hasta grubunda 31
(% 51.7) bireyde tespit edildi. Bu vakalarin, 29’u (% 48.3) mutasyonu heterozigot ve
2’si (% 3.4) ise homozigot mutant olarak tasimaktadir. Gebelik komplikasyonlari
kontrol grubunda, 11 (% 33.3) birey mutasyonu heterozigot ve 1 (% 3.1) birey ise
homozigot mutant olarak tespit edildi. MTHFR677C>T mutasyonu i¢in hasta ve kontrol

gruplarini olusturan bireylerin genotipleri, Fischer’s kesin p testi ve kikare analizleri ile

istatistiksel olarak degerlendirildi (}2=2.07, p=0.065, OR=1.871). MTHFR677C>T

mutasyonu kadinlarda gebelikleri siiresince risk faktorii olarak goriilmemektedir.

MTHFR1298A>C mutasyonu, gebelik komplikasyonlar1 hasta grubunda 37 (% 61.7)
bireyde tespit edildi. Gebelik komplikasyonlar1 kontrol grubunda ise 16 (% 48.5) birey
mutasyonu heterozigot ve 5 (% 15.1) birey ise homozigot mutant olarak tespit edildi.
MTHFR1298A>C mutasyonu ic¢in hasta ve kontrol gruplarimi olusturan bireylerin

genotipleri, Fischer’s kesin p testi ve kikare analizleri ile istatistiksel olarak

degerlendirildi (x2=1.06, p=0.174, OR=0.919). Bu verilere gére, MTHFR1298A>C

mutasyonunun gebelik doneminde bir risk faktorii olmadigt saptandi.

Protrombin20210G>A mutasyonu, gebelik komplikasyonlar1 hasta grubunda 3 (% 5)
bireyde tespit edildi. Gebelik komplikasyonlar1 kontrol grubunda ise adi gegen
mutasyon i¢in mutant birey tespit edilmedi. Protrombin20210G>A mutasyonu i¢in hasta

ve kontrol gruplarini olusturan bireylerin genotipleri, Fischer’s kesin p testi ve kikare
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analizleri ile istatistiksel olarak degerlendirildi (x2=1.73, p=0.264, OR=0). Bu tez
calismasi kapsaminda, protrombin20210G>A mutasyonu kadinlarda gebelik doneminde

onemli bir risk faktori olarak bulunmada.

Martinelli ve dig. [90] yaptiklar1 retrospektif bir c¢alismada, faktor V Leiden
mutasyonunu homozigot mutant olarak kalitan 55 kadin ve faktér V Leiden ile
protrombin20210G>A mutasyonunu ayni anda kalitan 39 kadmin gebelik siireclerini
182 normal kadin ile karsilagtirdilar. Gebeligin 3. doneminde tromboz meydana gelme
yayilim faktor V Leiden homozigotlarinda % 15.8 (OR:41.3), ¢ifte heterozigotlarda %
4 (OR:0.2) ve normal kadinlarda % 0.05 olarak belirtildi. Faktor V Leiden ve
protrombin20210G>A mutasyonlarinin vendz tromboz i¢in Onemli risk faktorii
oldugunu bildirmek ile birlikte homozigot mutasyon i¢in gebelik siiresince tedavi
onerilmektektedir [90]. Faktér V Leiden mutasyonu ile ilgili veriler aragtirmanin
sonuclarint desteklerken, protrombin mutasyonu ig¢in sonuglar kontrol grup sayisina

bagli olarak veya populasyona bagli olarak degisebildigini gostermektedir.

Bokerawa ve digerlerinin, gebelik siiresince tromboz geciren 70 kadin iizerinde
yaptiklar1 bir ¢aligmada mutasyon analizi sonuglar1 faktér V Leiden mutasyonunun
inceledikleri hasta grubu icinde % 46 oraninda bulmuslardir. Ilk gebeliklerinde
(OR:3.41) ve tekrarlayan gebeliklerinde (OR:3.86) kontrol grubuna gore adi gegen
mutasyonun tromboz riskini arttirdigini belirtmislerdir [91]. Bu sonuglar bizim c¢alisma

bulgularimiz1 desteklemektedir.

Maternal vendz tromboz gecirmis 50 kadin hastada, faktor V Leiden (OR:4.5) ve
protrombin20210G>A (OR:4.4) mutasyonlarinin yaygin olarak bulundugu, ancak
MTHFR677C>T (OR:0.45) mutasyonunun hasta ve kontrol gruplar arasinda farklilik
gostermedigi bildirilmektedir [92]. Bu bulgu, ilgili trombofilik faktérlerin yayilimi

acisindan diger ¢caligmalarin verdigi genel fikir ile uyumluluk gostermektedir.

Yapilan cok sayidaki caligmada, total homosistein seviyesindeki (tHcy) artisin kalp
damar hastaliklar1 ile iligskisi ortaya konmaktadir. Hiperhomosisteinemi olarak
tanimlanan bu hadise, homosistein metabolizmas: ile ilgili besinsel veya genetik

kusurlardan  olugmaktadir. MTHFR gen bdlgesi iizerinde meydana gelen
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MTHFR677C>T ve MTHFR1298A>C mutasyonlarinin homosistein metabolizmasini
etkiledigi bilinmektedir [44].

Bu caligmada, tromobofili hasta grubu igersinde yer alan bazi bireylerin tHcyleri
tarafimiza bildirildi, genotip-fenotip korelasyonunun kurulabilmesi amaci ile bu
hastalarin tHcy degerleri ve MTHFR gen bolgesi ile ilgili olarak genotipleri
karsilagtirilarak incelendi. THcy seviyelerini belirlemek i¢in uygulanan analizde
referans araligt 0-12 Umol/L olarak belirtildi. MTHFR gen bolgesi iizerinde
MTHFR677C>T mutasyonunu homozigot mutant olarak tasiyan ve genotipi
MTHFR677C>T/ 677C>T olan bireylere ait tHcy seviyeleri 15.5 ile 20.5 Umol/L idi.
Ilgili gen bolgesi icin MTHFR1298A>C/1298A>C genotipi olan bireylerin tHcy
seviyeleri 14.9-20.4 Umol/L arasinda idi. MTHFR677C>T/1298 A>C mutasyonlarini
kompant heterozigot olarak tasiyan bireylere ait tHcy seviyeleri ise 12.6-28.8 Umol/L
olarak bildirildi. Bu sonuglara gore literatiir bilgilerini dogrular nitelikte olup, MTHFR
gen bolgesi lizerinde meydana gelen genetik kusurlarin homosistein seviyesinde artiga
neden olabilecegi diistiniilmektedir. Ancak MTHFR mutasyonunun hem trombofili
hasta grubu hemde kontrol gubunda yaygin olarak goriilmesi, MTHFR agisindan pozitif
genotipi olan bireylerin tlimiiniin taranmasi ve/veya prospektif bir calisma olarak,
homosistein seviyesi yiiksek bulunan hastalarda MTHFR gen bdlgesi mutasyonlarinin

taranmasinin daha dogru olacagini gostermektedir.

Tirkiye toplumunun genetik heterojen yapisi goéz onilinde bulundurularak, kalitsal
trombofili ile baglantili olabilecek yeni varyasyonlarin tanimlanmasi ve etkilerinin
arastirilmasi onemlidir. Ancak bu sekilde, klinik teshisin dogrulanmasina, genetik risk
faktorlerinin belirlenmesine ve dolayist ile kigiye bagh risk faktorlerinin (sigara
kullanimi, sismanlik, stres, dogum kontrol hap1 kullanimi v.s.) azaltilmasi veya
miimkiinse yok edilmesine yardime1 olunmasinda hizli adimlar atilabilir. Bu baglamda,
konunun detayl1 olarak ele alinarak gen bolgelerinin arastirilmasi ve bulunan sonuglarin,
fenotip-genotip iliskisi ¢ergevesinde degerlendirilerek bilimsel ¢evrelerce paylagilmasi,

bu hastaliin teshis ve tedavisinde biiyiik 6nem tasiyacaktir.

Bu aragtirmanin bulgulari, faktdr V Leiden mutasyonunu kalitan bireylerin hayatlarinin

belli donemlerinde tromboz gecirebileceklerini ortaya koymaktadir. Bu sebep ile
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ailelerinde ve kendilerinde tromboz hikayesi bulunan bireylerin 6zellikle gebeliklerinin
erken donemlerinde, dogum kontrol hapi kullanimi, hormon tedavisi uygulamasi ve
ameliyat Oncesinde ilgili trombofilik faktér acisindan DNA mutasyon taramasi

yaptirmalar1 6nerilmektedir.

Bu c¢alisma, daha 6nce yapilan bazi ¢alismalarin bulgularina benzer olarak, MTHFR gen
bolgesi lizerinde bulunan hem MHTFR677C>T hemde MTHFR1298A>C
mutasyonlariin kontrol ve hasta gruplarinda es dagilimda olduklarin1 gostermektedir.
Bu bulgu adi1 gegen iki mutasyonun sadece polimorfizm olabilecegini diisiindiirmek ile
birlikte bu mutasyonlarin homozigot mutant ve ‘“compound” heterozigot mutant
formlarinin  homosistein seviyesini arttirma yoniinde etkili olduklar1 c¢eliski
yaratmaktadir. Bu durum, MTHFR mutasyonlarinin diger trombofilik faktorler ve
homosistein metabolizmasinda rol alan diger enzim mutasyonlart ile etkilesimleri

sonucu tromboz patogenezinde rol aldiklarini diisiindiirmektedir.

Bu tezde calisma gruplar1 olusturulurken, hasta ve ailesinin bilgilerinin titizlik ile ele
alinmasi, kontrol bireylerin saglikli olarak secilmesi ile ailelerinde kalp damar
hastaliklar1 hikayesi bulunmayan bireylerden olusturulmasi, hem hasta hem de kontrol
gruplarda yer alan bireylerin birbirleri ile akrabalik iligkilerinin bulunmamasi gibi ¢ok

fazla kriter goz oniine alinmustir.

Tez ¢alismalarinda, mutasyon analizi i¢in kullanilacak jel ve elektroforez kosullar1 ¢ok
sayidaki denemeler sonucunda optimize edilmistir. Literatiir bilgilerinde siklikla
uygulanan agaroz jel uygulamalari yerini bu ¢aligmada poliakrilamit jel almis olup bu
uygulama, DNA bantlarinin degerlendirilmesinde goriintii netligi sayesinde kolaylik
saglamistir. Ayrica, DNA mutasyon analiz uygulamalari i¢in kullanilan REA kosullar
titizlikle denenerek belirlenmistir. Bdylece, ayni giin icersinde yapilan PCR’mn
tirtinlerinin kesimi kisa siirelerde tamamlanip, erken sonug¢ alinmasi saglanmistir. Buna
ek olarak, uygun SSCA jelleri ve elektroforez kosullari ¢cok uzun galigmalar sonucu elde
edilmistir. Bu tez ¢aligmas1 kapsaminda, uzun siireli optimizasyon ¢alismalar1 sonucu,
uygulanan teknikler i¢in belirlenen kosullarin bundan sonra ilgili bolgelerde yapilacak

diger caligmalar icin kolaylik saglayacag: diisiiniilmektedir.
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7. EKLER

Ek A: Genel tromboemboli, DVT ve Gebelik Komplikasyonlari hasta grubu bireylerine ait DNA’larin

spektrofotometrik dl¢liim degerleri ve konsantrasyonlari.

A260 A280 A260/A280 C (ng/ml)

1 0,08 0,05 1,64 205

2 0,12 0,07 1,71 265

3 0,13 0,08 1,68 3325
4 0,11 0,07 1,74 2825
5 0,06 0,04 1,65 157,5
6 0,05 0,03 1,67 135

7 0,06 0,04 1,7 157,5
8 0,09 0,06 1,62 235

9 0,07 0,04 1,79 180
10 0,06 0,03 1,68 142,5
11 0,04 0,02 1,75 97,5
12 0,06 0,03 1,65 140
13 0,07 0,05 1,43 172,5
14 0,02 0,01 1,75 60

15 0,06 0,03 1,77 137,5
16 0,06 0,03 1,77 137,5
17 0,09 0,05 1,78 217,5
18 0,08 0,05 1,72 207,5
19 0,07 0,04 1,74 182,5
20 0,02 0,01 1,69 55

21 0,10 0,06 1,75 277,5
22 0,12 0,07 1,73 297,5
23 0,07 0,04 1,69 177,5
24 0,08 0,06 1,79 210
25 0,07 0,04 1,7 177,5
26 0,08 0,05 1,77 210
27 0,07 0,04 1,7 165
28 0,06 0,04 1,71 165
29 0,04 0,02 1,72 115
30 0,13 0,08 1,72 282,5
31 0,03 0,02 1,66 82,5
32 0,05 0,03 1,7 115
33 0,04 0,02 1,62 97,5
34 0,04 0,03 1,46 95

35 0,1 0,07 1,32 242,5
36 0,11 0,07 1,64 275
37 0,05 0,03 1,62 110
38 0,04 0,02 1,68 107,5
39 0,07 0,04 1,69 165



40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91

A260
0,09
0,12
0,04
0,04
0,07
0,05
0,09
0,11
0,04
0,06
0,09
0,05
0,06
0,03
0,06
0,04
0,06
0,09
0,06
0,06
0,08
0,07
0,1
0,05
0,05
0,07
0,07
0,06
0,11
0,07
0,07
0,06
0,06
0,06
0,06
0,07
0,05
0,08
0,06
0,06
0,1
0,07
0,06
0,08
0,06
0,07
0,06
0,06
0,06
0,06
0,08
0,05

A280
0,05
0,07
0,02
0,02
0,04
0,03
0,06
0,06
0,02
0,03
0,05
0,03
0,04
0,01
0,04
0,02
0,03
0,06
0,03
0,04
0,05
0,04
0,07
0,03
0,03
0,05
0,05
0,03
0,07
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03
0,04
0,04
0,04
0,07
0,05
0,04
0,05
0,03
0,04
0,04
0,03
0,04
0,04
0,06
0,03

99

A260/A280
1,75
1,68
1,76
1,66
1,62
1,67
1,62
1,65
1,78
1,66
1,76
1,75
1,65
1,78
1,62
1,62
1,72
1,62
1,76
1,7
1,64
1,74
1,32
1,62
1,67
1,43
1,43
1,77
1,74
1,74
1,7
1,65
1,73
1,77
1,76
1,75
1,71
1,73
1,77
1,7
1,32
1,43
1,65
1,64
1,66
1,78
1,73
1,72
1,75
1,78
1,79
1,75

C (ng/ml)
232,5
255
92,5
100
162,5
110
222.5
270
77,5
137,5
227,5
122,5
145
62,5
142,5
92,5
137,5
225
150
157,5
205
182,5
242.5
110
135
172,5
172,5
137,5
282,5
182,5
165
145
155
160
154
163
120
189
160
157,5
242.5
172,5
145
205
137,5
180
155
144
158
157
210
122,5



92

93

94

95

96

97

98

929

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143

A260
0,08
0,07
0,06
0,06
0,07
0,07
0,06
0,06
0,07
0,07
0,11
0,07
0,06
0,06
0,06
0,06
0,08
0,05
0,06
0,06
0,1
0,07
0,08
0,06
0,08
0,05
0,05
0,06
0,07
0,07
0,07
0,06
0,06
0,07
0,06
0,11
0,06
0,07
0,06
0,06
0,04
0,07
0,06
0,07
0,05
0,06
0,07
0,08
0,06
0,07
0,06
0,07

A280
0,05
0,04
0,03
0,03
0,05
0,04
0,04
0,03
0,04
0,04
0,07
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03
0,05
0,03
0,04
0,04
0,07
0,04
0,06
0,04
0,05
0,03
0,03
0,03
0,04
0,05
0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,07
0,04
0,04
0,04
0,04
0,02
0,04
0,03
0,04
0,03
0,03
0,04
0,05
0,04
0,04
0,03
0,05

100

A260/A280
1,74
1,79
1,76
1,72
1,43
1,79
1,78
1,77
1,75
1,74
1,74
1,78
1,76
1,78
1,77
1,77
1,64
1,67
1,77
1,76
1,32
1,78
1,79
1,62
1,74
1,67
1,71
1,77
1,78
1,43
1,43
1,78
1,73
1,78
1,65
1,74
1,73
1,74
1,78
1,78
1,62
1,75
1,76
1,75
1,71
1,76
1,79
1,74
1,76
1,78
1,72
1,43

C (ng/ml)
200
166
152
144
172,5
166
156,5
151,3
163
182,5
282,5
180
154
157
160
137,5
205
135
160
154
2425
180
210
142,5
200
135
120
137,5
180
172,5
172,5
157
155
180
145
282,5
155
182,5
157
156,5
97,5
163
152
163
120
152
166
200
154
180
144
172,5



144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195

A260
0,05
0,05
0,06
0,08
0,07
0,06
0,07
0,08
0,07
0,05
0,08
0,07
0,07
0,06
0,06
0,07
0,06
0,08
0,11
0,08
0,07
0,07
0,06
0,06
0,07
0,06
0,08
0,06
0,06
0,05
0,07
0,08
0,06
0,08
0,06
0,1
0,11
0,06
0,06
0,07
0,06
0,06
0,04
0,06
0,07
0,08
0,06
0,07
0,07
0,06
0,07
0,07

A280
0,03
0,03
0,04
0,04
0,04
0,03
0,05
0,05
0,04
0,03
0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,05
0,07
0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03
0,04
0,05
0,04
0,05
0,04
0,07
0,07
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03
0,02
0,04
0,04
0,06
0,03
0,04
0,04
0,04
0,05
0,04

101

A260/A280
1,75
1,75
1,78
1,73
1,74
1,76
1,43
1,64
1,79
1,62
1,74
1,7
1,75
1,62
1,75
1,78
1,76
1,64
1,74
1,64
1,7
1,74
1,77
1,65
1,75
1,76
1,73
1,75
1,78
1,75
1,79
1,74
1,76
1,64
1,77
1,32
1,74
1,65
1,7
1,75
1,73
1,72
1,62
1,75
1,78
1,79
1,77
1,75
1,78
1,73
1,43
1,75

C (ng/ml)
122,5
122,5
156,5
189
182,5
152
172,5
205
166
110
200
165
163
142,5
158
180
154
205
282,5
205
165
182,5
160
145
163
154
189
158
157
122,5
166
200
154
205
160
242.5
282,5
145
157,5
163
150
144
97,5
158
180
210
137,5
163
180
150
172,5
163



196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247

A260
0,05
0,06
0,08
0,07
0,05
0,05
0,07
0,08
0,08
0,1
0,07
0,04
0,07
0,06
0,06
0,06
0,05
0,05
0,06
0,07
0,11
0,07
0,07
0,06
0,07
0,08
0,05
0,06
0,04
0,06
0,08
0,05
0,06
0,06
0,06
0,07
0,05
0,06
0,06
0,07
0,06
0,05
0,06
0,06
0,08
0,08
0,1
0,08
0,07
0,05
0,06
0,07

A280
0,03
0,04
0,05
0,04
0,03
0,03
0,04
0,05
0,04
0,07
0,04
0,02
0,05
0,04
0,04
0,04
0,03
0,03
0,04
0,04
0,07
0,05
0,04
0,04
0,04
0,05
0,03
0,04
0,02
0,04
0,05
0,03
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03
0,04
0,04
0,05
0,04
0,03
0,04
0,03
0,04
0,05
0,07
0,05
0,04
0,03
0,04
0,04

102

A260/A280
1,71
1,76
1,74
1,78
1,62
1,75
1,79
1,74
1,73
1,32
1,75
1,62
1,43
1,62
1,78
1,76
1,75
1,71
1,76
1,75
1,74
1,43
1,74
1,77
1,75
1,64
1,71
1,78
1,62
1,73
1,74
1,75
1,75
1,76
1,78
1,78
1,62
1,77
1,65
1,43
1,73
1,62
1,76
1,77
1,73
1,74
1,32
1,74
1,75
1,71
1,65
1,79

C (ng/ml)
120
154
200
180
110
122,5
166
200
189
242.5
163
97,5
172,5
142,5
156,5
154
122,5
120
154
163
282,5
172,5
182,5
160
163
205
120
156,5
97,5
150
200
122,5
158
154
157
180
110
160
145
172,5
150
110
154
137,5
189
200
2425
200
163
120
145
166



248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270

A260
0,06
0,04
0,07
0,08
0,07
0,08
0,11
0,06
0,06
0,08
0,07
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,05
0,07
0,08
0,06
0,06

A280
0,04
0,02
0,04
0,06
0,04
0,05
0,07
0,03
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03
0,05
0,05
0,04
0,03

103

A260/A280
1,62
1,62
1,78
1,79
1,75
1,64
1,74
1,72
1,77
1,73
1,78
1,76
1,78
1,75
1,78
1,76
1,73
1,65
1,67
1,43
1,64
1,7
1,77

C (ng/ml)
142,5
97,5
180
210
163
205
282,5
144
160
189
180
154
156,5
158
157
154
150
145
135
172,5
205
157,5
137,5



Ek B:Genel tromboemboli ve DVT kontrol grubu bireylerine ait DNA’larin spektrofotometrik 6l¢iim
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A260
0,08
0,06
0,1
0,11
0,07
0,06
0,06
0,07
0,07
0,05
0,1
0,07
0,07
0,06
0,06
0,07
0,08
0,06
0,06
0,05
0,08
0,06
0,06
0,06
0,06
0,08
0,04
0,11
0,06
0,07
0,06
0,08
0,07
0,06
0,04
0,06
0,07
0,07
0,07
0,07
0,05
0,06
0,06
0,06
0,06
0,05
0,07
0,06

104

degerleri ve konsantrasyonlari.

A280
0,05
0,04
0,07
0,07
0,05
0,03
0,04
0,04
0,04
0,03
0,07
0,05
0,04
0,04
0,03
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03
0,05
0,03
0,04
0,04
0,03
0,05
0,02
0,07
0,03
0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,02
0,04
0,04
0,04
0,04
0,05
0,03
0,04
0,04
0,03
0,04
0,03
0,04
0,04

A260/A280
1,64
1,7
1,32
1,74
1,43
1,66
1,78
1,75
1,78
1,71
1,32
1,43
1,79
1,75
1,76
1,7
1,73
1,76
1,73
1,67
1,64
1,76
1,78
1,77
1,65
1,64
1,72
1,74
1,76
1,43
1,76
1,73
1,7
1,73
1,62
1,77
1,79
1,78
1,78
1,43
1,71
1,75
1,78
1,76
1,76
1,67
1,7
1,77

C (ng/ml)
205
157,5
242.5
282,5
172,5
137,5
157
163
180
120
242.5
172,5
166
158
152
165
189
154
150
135
210
152
156,5
160
140
205
115
282,5
152
172,5
154
189
165
150
97,5
160
166
180
180
172,5
120
158
157
152
154
135
165
160



49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67

A260
0,05
0,06
0,07
0,06
0,06
0,08
0,07
0,05
0,06
0,06
0,08
0,07
0,06
0,07
0,07
0,07
0,05
0,1
0,06

105

A280
0,03
0,04
0,04
0,03
0,04
0,05
0,04
0,03
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,05
0,03
0,07
0,04

A260/A280
1,75
1,78
1,79
1,76
1,73
1,64
1,7
1,67
1,76
1,75
1,73
1,7
1,75
1,78
1,79
1,43
1,71
1,32
1,78

C (ng/ml)
122,5
156,5
166
152
150
205
165
135
154
158
189
165
158
180
166
172,5
120
2425
157
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Ek C: Gebelik Komplikasyonlar1 kontrol grubu bireylerine ait DNA’larm spektrofotometrik 6l¢tim

A260
0,06
0,09
0,07
0,07
0,06
0,07
0,06
0,06
0,07
0,06
0,07
0,13
0,07
0,09
0,06
0,05
0,06
0,06
0,05
0,06
0,08
0,06
0,04
0,06
0,08
0,07
0,05
0,11
0,06
0,06
0,04
0,06
0,06
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degerleri ve konsantrasyonlari.

A280
0,04
0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03
0,04
0,04
0,04
0,07
0,04
0,06
0,04
0,03
0,04
0,03
0,03
0,04
0,04
0,03
0,02
0,04
0,05
0,05
0,03
0,07
0,04
0,03
0,02
0,04
0,04

A260/A280
1,65
1,75
1,74
1,75
1,77
1,76
1,72
1,79
1,75
1,71
1,78
1,75
1,74
1,62
1,72
1,67
1,78
1,65
1,7
1,7
1,77
1,75
1,68
1,71
1,64
1,43
1,67
1,64
1,65
1,65
1,66
1,71
1,72

C (ng/ml)
145
232,5
170
168
159
162
155
147
184
160
170
325
170
222.,5
155
135
157
140
115
158.5
192
152
107,5
165
205
172,5
135
275
145
140
100
160
155
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