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OZET

Kan pihtilasma faktorii V. (FV), hemostazda hem prokoagiilant hem de
antikoagiilant yolaklarda Onemli rol oynayan bir proteindir. Genetik ve edinsel
bozukluklar, FV molekiiliiniin aktivitesini veya ekspresyon diizeyini etkileyerek trombotik
veya hemorajik olaylara neden olabilmektedir. Vendz tromboz hastalarinda FVL
mutasyonu vakalarin %20’sinde goriilmekte olup, secilen trombofili hastalarinda bu oran
%50’ye kadar ulagmaktadir. FVL mutasyonu, koagiilasyon inhibitorlerinin eksiklikleri ile
ayni etkide risk faktorii olarak goriilmektedir. Mutasyonu heterozigot olarak tasimanin
tromboz agisindan 5 kat risk getirdigi gozlenirken, homozigotlugunun ise bu riski 50-100

kat arasinda arttirdig1 diistiniilmektedir.

Bu calismada, FVL mutasyon tespiti i¢in es zamanlt PCR (Real-Time PCR) teknigi
kullanilmistir. 5 geni, promotor bdlgesi i¢in uygun primerler kullanilarak polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) yontemiyle amplifiye edildilmistir. RFLP (Restriksiyon Par¢ca Uzunluk
Polimorfizmi) yontemiyle elde edilen bant profilleri %3’liikk agaroz jelde goriintiilenerek -

426 G/A gen degisimi saptanmistir.

F5 geni promotor bolgesinde yer alan -426 G/A gen degisiminin tromboz olusumu iizerine
etkisinin aragtirilmast amaglanmistir. FVL mutasyonunu homozigot olarak tasiyan,
tromboz geg¢irmis ve gecirmemis bireylerde, -426 G/A gen degisiminin tromboz olusumu
lizerine etkisi aragtirilmigtir. FVL mutasyonunu homozigot olarak tasiyan tromboz
gecirmis ve gecirmemis bireyler arasinda -426 G/A polimorfizminin genotip ve allel

dagilimi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamastir.

Anahtar Kelimeler : Koagiilasyon faktorii V, F5 geni, FVL, Mutasyon, Polimorfizm
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ABSTRACT

Blood clotting factor V is a protein that plays an important role in both
procoagulant and anticoagulant pathways of hemostasis. Genetic and acquired disorders
can lead to thrombotic and hemorrhagic events by affecting the activity or expression of
FV molecule. FVL mutation is seen in 20% of patients with venous thrombosis and this
proportion rises to 50% in selected thrombophilia patients. FVL mutation is a risk factor
with the same effects as coagulation inhibitor deficiencies. The risk of thrombosis
increases 5-fold with heterozygote mutation while a 50-100 fold increase in thrombosis is

seen with homozyogote mutation.

In this study, real time PCR technique is used to detect FVL mutation. F5 gene is
amplified by polimerase chain reaction (PCR) using appropriate primers for promotor
region. -426 G/A change is detected by imaging band profiles obtained by RFLP

(Restriction Fragment Length Polimorfizm) in 3% agaroz gel.

The objective of this study is to find the effect of -426 G/A gene change present in
the promotor region of F5 gene on thrombosis. The effect of -426 G/A gene change on
thrombosis in individuals who are homozygote for FVL mutation and have or have not had
a thrombotic episode is investigated. No significant difference with respect to genotype
and allele distribution of -426 G/A polimorfizm was detected between homozygote carriers

of the FVL mutation who did or did not suffer a thrombotic episode.

Key words: Coagulation factor V, F5 gene, FVL, Mutation, Polimorfizm
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1. GIRIS VE AMAC

Kan, endotelle kapli kan damarlari i¢inde dolasir. Damar zedelendiginde, kanamay1
durdurmak icin trombiis adi verilen kan pihtisi olusturulur. Normal fizyolojik kosullarda
prokoagulant ve antikoagulant mekanizmalar dengededir. Dengenin bozulmasi halinde,
tromboemboli ya da kanamayla kendini gosteren patolojik durumlar ortaya c¢ikar
(Eskandari et al. 2002). Normal bir koagiilasyon akisinda hasarli damarda kanin
pihtilagmasi normal hemostazi saglarken, saglam damar i¢inde pihtilasmanin meydana
gelmesi tromboza neden olmakta, sonucunda ise hiicre ve dokularin 6liimii yani infarkt
meydana gelmektedir. Beyin, kalp ve akcigerde olusan tromboembolitik infarktlar gelismis

iilkelerde basta gelen 6liim nedenlerindendir (Kumar et al. 1992).

Diinya ¢apinda ¢ok 6nemli morbidite ve mortalite etmenlerden biri olan trombozun
olusumu multifaktoriyeldir. Birden fazla kalitsal ve edinsel faktoriin ¢esitli mekanizmalarla
tromboz olusumuna neden oldugu bilinmektedir (Rossendaal 1999). Arteriyel ve vendz
sistemde farkli etiyolojilerin rol oynadigi diisiiniilmektedir. Arteriyel sistemde; endotel
hasar1 ve trombosit fonksiyon bozukluklar1 tromboz olusumuna neden olurken, vendz
sistemde ¢ogunlukla pihtilagma sistemini kontrol altinda tutan dogal inhibitor

mekanizmalarin bozukluklar1 gozlenmektedir (Bucciralli et al. 1999).

Kan pihtilasma faktorii V. (FV), hemostazda hem prokoagiilant hem de
antikoagiilant yolaklarda 6nemli rol oynayan bir proteindir. Aktif formu; protrombinin
trombine doniislimiinii katalizleyen protrombinaz kompleksinde FXa’nin, inaktif formu
ise; FVIIIa aktivitesinin regililasyonunda APC’nin kofaktorii olarak gérev yapar. Genetik
ve edinsel bozukluklar, FV molekiiliiniin aktivitesini veya ekspresyon diizeyini etkileyerek

trombotik veya hemorajik olaylara neden olabilmektedir (Vos HL 2006, Asselta R 2006).

FV geni (F5) 1. kromozomun uzun kolunda lokalizedir (1q23). Yaklasik olarak 80
kb uzunlugunda olup, 25 ekzon icermekte ve 2,224 aminoasittlik bir protein
sentezlemektedir (Jenny RJ 1987, Cripe LD 1992). Plazmada dolasan FV karacigerde
sentezlenirken, trombositlerde bulunan FV’in bir kism1 megakaryositlerde sentezlenir, bir

kismu1 ise endositoz yolu ile plazmadan absorbe edilir (Suehiro Y 2005).



Faktor V’i kodlayan gende, 10. ekzondaki 1691. niikleotitte Guanin’in Adenin ile
yer degistirmesi (G1691A) sonucu 506. pozisyonda Arginin—>Glisin (Arg506Gln)
aminoasit degisikligi, FV Leiden mutasyonu olarak adlandirilmis ve FVa’nin agir zincir
domaininde APC kesim noktasini ortadan kaldirarak, APC rezistansina neden olan en
onemli faktor oldugu bildirilmistir (Dahlback B 1995). APC rezistansi, 6zellikle venoz
tromboz icin en sik goriilen bagimsiz bir risk faktorii olarak belirlenmistir (Svensson PJ
1994). FVL mutasyonunun siklig1 Tiirklerde %10.4, Kibrisli Tiirklerde ise bu oran %12.2
olarak bildirilmistir (Akar N 1997, Akar N 2009).

FVL mutasyonunun ardindan, F5 geninde trombozla iligkili olabilecegi diisiiniilen
diger gen degisimleri de tanimlanmistir. 5 promotor bolgesi, plazma FV seviyelerini
arttiran polimorfik adaylarin varliginin belirlenmesi amaciyla arastirilmistir. Bu bolgede
yer alan, -426G/A gen degisiminin, 3. ekzonda bulunan D79H mutasyonuyla birlikteligi
durumunda, FV diizeyi iizerine etkisini arttirdig1 gosterilmistir (Lunghi 2005).

FVL’nin risk getirdigi bilinmekle beraber, mutasyonu homozigot olarak tasiyan bazi
bireylerin ileri yaslarda dahi tromboz gegirmedikleri daha once yapmis oldugumuz caligmalarda elde
ettigimiz sonuglar arasindadir. Homozigot FVL tasiyan erken yas doneminde tromboz gegiren ve homozigot
FVL tasiyan ge¢ donemde tromboz gegirmeyen bireylerin varligi bagka gen ic¢i veya diger farkli gen
degisimlerinin etkili olabilecegini de diisiindiirtmektedir. Bu nedenle, FVL mutasyonunu homozigot olarak
tagiyan, tromboz gecirmis ve gecirmemis 60 yas ve istii ile 60 yas alti bireylerde, F5 geni promotor
bolgesinde yer alan -426 G/A gen degisiminin tromboz olusumu iizerine etkisinin arastirilmasi

amaclanmistir.

FVL mutasyonunun varhiginda -426 G/A gen degisiminin tromboz olusumu
tizerinde ne gibi etkiye sahip oldugu haplotipler olusturularak incelenecektir. Bu ¢aligma,
trombozda rolii olabilecek FVL/-426 G/A haplotiplerinin ortaya ¢ikartilabilmesi agisindan

onemlidir. Hedeflenen amag agisindan da orjinalitesi bulunmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. HEMOSTAZ

Kan, gaz tasinimi, metabolizma, immiin savunma ve hormonlar yoluyla hiicresel
iletisim dahil birden fazla fizyolojik olaydan sormludur. Kan sivi halini korumak
zorundadir. Sivi halini korumak amaci ile yaralanma sonrasinda koagiilasyonu saglar
(Guyton and Hall 1996). Koagiilasyon, enzimatik reaksiyonlar dizisidir. Pihtilagma
gerceklestigi an ¢cok sayida kofaktor yer alir (Ulutin T vd 2000). Bu aktivitelerin toplamina

“Hemostaz” denilir. Hemostaz 3 ana elementten olugmaktadir (Guyton and Hall 1996).

1. Vaskiiler Endotel
2. Trombositler

3. Koagiilasyon Sistemi

2.1.1. Vaskiiler Endotel

Kan damarlarinin ¢eperi endotel hiicrelerinden olusan ince bir tabakadan olusur.
Damar endoteli, nontrombojenik i¢ ylizey olusturmasinin yaninda secici gecirgenlik
gorevini de lstlenir. Travma ve bazi damar hastaliklarinda bu islevsel ylizeyin bozulmasi
trombositlerin ve koagiilasyon sisteminin aktivasyonuna izin veren degisikliklerle

sonuclanir (Noll ve Luscner 1995).

Damar endotel hiicrelerinin dis membrani antitrombotik 6zelliklerden sorumludur.
Hiicre membraninin yiizeyi heparan siilfat gibi karmasik mukopolisakkaritlerden olusan
glikokaliks tabakasiyla kaplidir. Heparan siilfat AT-III adi verilen dogal antikoagulani
tiretmektedir. AT-III, fibrinojeni fibrine doniistiirmekten sorumlu enzim olan trombini
inhibe eder. Dis membran ayrica bazi reseptorleri de igerir. Bir membran reseptdrii olan
trombomodulin, trombinle etkilesir ve Protein C’yi aktif hale doniistiiriir. Aktive olan

Protein C, Faktor V ve Faktor VIII'i inaktive eder. Ayrica Protein C damar endotelini



uyararak “Doku Plazminojen Aktivatorii’nlin (TPA) salgilanmasini saglar. TPA,
plazminojeni plazmine doniistiiriir. Plazmin, fibrinin parcalanmasindan sorumlu olan
proteolitik bir enzimdir. Damar endoteli bunlarin disinda prostasiklin ve diger
antitrombotik 0Ozellikleri ilerleten maddelerin tretiminden sorumludur. Prostasiklin
trombosit aktivasyonunu inhibe eder ve kan damarinin ¢apini arttirarak vazodilatasyonu

uyarir (Noll and Luscner 1995).

Endotel hiicreleri hemostazda 6nemli kollajen tip IV gibi bilesenleri de fiiretir.
Kollajenler, damar hasar1 sonrasi hasarli olan subendotel ile trombositlerin etkilesimini
saglarlar. Fibronektin gibi nonkollajen proteinler ise hiicre agliitinasyonu, agregasyonu ve

adezyonunda rol oynarlar (Noll and Luscner 1995).

Damar endotel hiicreleri Faktor VIII’i de kismen sentezler. Faktor VIII, aktive
olmus trombosit membrani lizerinde 6zgiin bir reseptdrle baglanarak trombosit adezyonunu

kolaylastirir (Noll ve Luscner 1995).

2.1.2. Trombositler

Trombositler, kanda bulunan, 2-4 pum capinda, yuvarlak ya da oval sekilli,
niikleusu olmayan kiiclik hiicrelerdir. Kandaki normal konsantrasyonlart 150.000—

350.000/mm”’tiir (Terzioglu vd 1993).

Trombositler kemik iligindeki megakaryositlerden iiretilir. Megakaryositler, kemik
iligi kok hiicrelerinden farklilasir. Megakaryosit olgunlasirken, ¢ok loblu bir ¢ekirdek ve
genislemis sitoplazmaya sahip bir hiicre vermek iizere hiicre boliinmesinin eslik etmedigi
senkronize cekirdek replikasyonlarina ugrar. Yaklasik 8 cekirdekli evreye geldiginde
sitoplazma graniillii bir yap1 alir ve trombositler sitoplazmadan tomurcuklanarak ayrilir.
Tek bir megakaryosit yaklasik 4000 trombosit verir. Baglica rolii damarin hasar noktasinda
mekanik tikaglar olusturmak ve pihtilasma olay1 ile damar onarimi igin diizenleyiciler

salgilamaktir (Smith 2007).

Aktive edilmemis (piht1 olusumuna katilmamis) trombositte plazma zari, hiicre
icine dogru ileri derecede ceplenmeler yaparak bir acik zar sistemi olusturur. Plazma

zarinda pihtilasma olayii hizlandiran reseptor ve fosfolipitlerin bulunmasi nedeniyle bu



zar sistemi pihtilasma tepkimeleri i¢in potansiyel olarak kullanilabilecek zar ylizey alaninm
onemli derecede arttirir. Trombositin i¢inde mikroflamanlar ve yaygin bir aktin/ miyozin
sistemi bulunur. Endotel hasarina cevap olarak trombositin aktivlesmesi, kontraktil
elemanlara Ca™“un baglanmasiyla degisim olusur ve bunlar da plazma zarinin mimarisini
onemli Olclide degistirir. Uzun yalanci ayaklar olusur ve bu da pihti olusumu bagladiginda

zarin ylizey alanini genisletir (Smith 2007).

Trombositler 3 ¢esit graniil igerir. Bunlardan ilki elektron yogun cisimcikler olup
Ca, adenozin difosfat (ADP), adenozin trifosfat (ATP) ve serotonin igerir. Ikinci cesit
graniil o tanecik olup; heparin antagonisti, trombositten tiireyen gelisme faktori, f-
tromboglobiilin, fibrinojen, von Willebrand faktorii (vVWF) ve diger pihtilagsma faktorlerini
icerir. Uclincii cesit graniil lizozomal graniil olup hidrolitik enzimler tasir. Aktivasyon

sirasinda bu graniillerin igerikleri salgilanir (Smith 2007).

Kan pihtilagmasi esnasinda trombosit islevine 3 temel mekanizma katilir: Yapigma,
Kiimelenme, Salgilama. Yapigsma trombosit aktivasyonuyla gelisen bir dizi reaksiyondur
ve trombosit graniillerinin igeriklerinin salgilanmasina yol agar. Yapisma basamagi esas
olarak; trombositlerin damardaki hasarli noktalara yapistigi zaman goriilen trombosit-
subendotel etkilesimini tanimlar. Damar hasari; kollajeni, vVWF’yi ve diger bilesenleri
aciga cikarir. vWF, endotel hiicreleri ve megakaryositlerde sentezlenen bir proteindir.
Subendotelde, 6zgiil trombosit taneciklerinde ve dolasimda Faktér VIII’e bagli halde
bulunur. Trombosit hiicre zari, kollajen ve VWF’ ye baglanan, trombositin subendotele
yapismasina neden olan glikoproteinler igerir. Glikoprotein (integrin a2bl) yardimiyla
kollajene baglanan trombositlerin sekli yassidan kiireye degisir ve uzun yalanci ayaklar
cikarak trombosit—trombosit etkilesmelerini tesvik eder. Sekil degisikligiyle birlikte o-
graniiller ve yogun cisimcikler yiizey sistemi i¢ine bilesenlerini salarlar ve bu bilesenler
trombosit membraninin i¢ kismina ve c¢evresine yerlesir. Graniillerin bosalmasiyla birlikte
trombosit aktivatorii olan ADP salinimi da gergeklesir. ADP, aktive olmus trombositlerin
sismesini, trombosit—trombosit temasini ve yapismasini saglar. ADP uyarimi olmaksizin
trombosit kiimelesmesi ger¢eklesemez (Smith 2007). Agregasyon, trombosit ya da
hemostatik tikacin olusumuyla sonuglanir ve degisiklikler koagiilasyon faktorlerinin fibrin
olusturmak i¢in etkilesecegi yiizeye destek verir. Trombosit tikaci daha sonra kan pihtisina

dontisiir (Lee vd. 1993).



2.1.3. Koagiilasyon Sistemi

Koagiilasyon, sivi haldeki kanin katilasarak akamaz duruma gelmesidir.
Koagiilasyon akisi; esas olarak enzimler veya kofaktorler olarak etki eden proteinlerden
meydana gelmistir. Bu proteinler, plazmada zimojenler halinde bulunurlar. S6z konusu
onciil proteinler polipeptit zincirinin bir veya daha fazla noktadan kesilmesi ile aktive
edilir. Bu proteinlerin islevi hasar noktasinda trombin olugsmasini ve bunun bu nokta ile
sinirlt kalmasini1 hizlandirmaktir. Basarili ve uygun zamanda trombiis olusumunun kilit

noktasi, bu zimojenleri aktive eden proteazlarin diizenlenmesidir (Smith 2007).

Kofaktor proteinler (doku faktorii, Faktor V ve VIII) diger faktorler i¢in baglanma
noktalar1 gorevi yapar. Doku faktorii yapi olarak diger kan pihtilagma faktorleri ile iliskili
degildir ve aktif islev gormesi icin kirpilmaya gereksinimi olmayan yapisal bir zar
proteinidir. Faktér V ve VIII profaktorler olarak gorev yaparlar ve kirpilarak aktive
edildiklerinde diger faktorler i¢cin baglanma noktasi olustururlar. Bu proteinlerin disinda
Protein C ve Protein S diizenleyici proteinlerdir. Sadece Protein C proteolitik kirpilma ile

diizenlenir ve aktive oldugu zaman bir serin proteazdir (Smith 2007).

Koaglasyon reaksiyonu, intrinsik, ekstrinsik ve ortak yol olmak {izere {i¢ sisteme
baglh olarak gelisir. Intrinsik sistem, dolasimdaki kanda bulunan prokoagulan yapilardir.
Ekstrinsik sistem, kanda bulunan ve viicut dokularindan kokenlenen enzimleri kullanir.
Her iki yolda da bir grup enzim, kofaktor ve iyondan olusan ve protrombini aktif trombine
dontstiiren protrombin aktivatér kompleksi adi verilen bir kompleks olusturulur. Sonra

aktive olmus trombin, fibrinojenin fibrine doniisiimiinii katalizler (Altinigik 2001).
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Sekil 2.1.Koagiilasyon Sistemi

2.1.3.1. Ekstrinsik Yol

Koagiilasyon mekanizmasi, bir transmembran proteini olan ve hiicre biitiinliigii
bozulunca kanla temas eden doku faktoriiniin Faktor VII’yi aktive ederek baslar. Baglangi¢
faz1 olarak adlandirilan bu fazda; TF (Tissue factor), F VII/ VIla ile ¢ok giiclii bir bag
olusturur. FVII plazmada inaktif enzim (zimojen) olarak dolasirken sadece %1 veya daha
az bir kisminin aktif form olan FVIIa olarak dolastig1 bilinmektedir. TF’ ye baglandigi an
FVII sinirh bir proteoliz ile FVIIa ya dontisiir. FVIIa, TF ile baglandiginda enzimatik
aktivitesi ¢ok belirgin artar. TF membran proteini oldugundan TF — FVIla kompleksi
membran yiizeyine yapisir. Bu sekilde koagiilasyon mekanizmasi1 sadece lokal olarak
gerektigi yerde aktive olur ve bunun sonucunda sinirli proteoliz ile FIX u aktive ederken;
bir diger yoldan dogrudan dogruya FX’u FXa’ya doniistiiriir. FXa; FVa, FII ve Protein S
hep birlikte Protrombinaz adi verilen kompleksi olusturur ve protrombinin trombine (FIla)
dontlistimii saglanir. Bu sekilde olusan trombin ve onun etkisiyle fibrinojenden olusan
fibrin ¢ok diisiik diizeydedir. Trombin, fibrinojen molekiilinden 6nce FPA ve FPB
(fibrinopeptit A ve B) fragmanlarini kopararak fibrin monomerlerini daha sonra

monomerlerin bir araya gelmesi ile fibrin polimerlerini olusturur. Trombin ayn1 zamanda



FXIII’i aktive ederek fibrin polimerlerinin ¢apraz baglarinin olusmasi ve giiclii fibrin

pihtisinin meydana gelmesini saglar (Ferhanoglu 2003).

Koagiilasyon sisteminde ekstrinsik yol araciliiyla baglayan ve az miktarda fibrin
olusumu ile sonlanan ilk koagiilasyon aktivasyonu endotelden salian TFPI (Doku Faktor
Yolu Inhibitdrii, Tissue Factor Patway Inhibitor) araciligi ile bloke edilir. Bu nedenle

devreye intrinsik yol girer (Ferhanoglu 2003).

2.1.3.2. intrinsik Yol

Intrinsik yol, trombin araciligiyla FXI’in aktive edilmesiyle devreye girer. Aktive
FXI (FXIa) FIX’u aktive eder. FIXa, kofaktor olarak bulunan FVIII, FX ve trombosit
PS’nin TENASE kompleksini olusturarak FX’u FXa’ya doniistiiriir. Bundan sonraki
asamada protrombinaz kompleksi araciligi ile protrombinin trombine donilisimii ve
fibrinojenden ¢ok daha fazla fibrin olusumu ile arzulanan diizeyde pihtt meydana gelir.
Intrinsik yolun aktivasyonuyla birlikte yeterli fibrin olusumunun saglandigi bu faza

gelisme fazi1 adi verilir (Ferhanoglu 2003).

Koagiilasyonda, hem intrinsik hem de ekstrinsik yollarin son aktivitesi FX’un
aktivasyonudur. Aktive olmus FX, protrombinaz kompleksini olusturmak icin FII, FV, Ca
iyonlar1 ve trombosit fosfolipitleri gibi diger prokoagulanlarla birlesir. Protrombinaz
kompleksi protrombinin trombine doniisiimiinii katalizler. Trombin dolasan fibrinojeni
fibrine doniistiiriir. Koagiilasyon stireci, FXIII’lin etkisiyle fibrin stabilizasyonu ile sonlanir

(Guyton and Hall 1996).

2.2. HEMOSTAZDA BiYOLOJIK KONTROL

Koagiilasyonu aktive eden her yol aymi seviyede bir inhibitdr sistemle kontrol
altinda tutulmaktadir. Bu sekilde hemostatik mekanizmanin sadece hasar bolgesinde aktive

olmasi ve tamir projesi tamamlanir tamamlanmaz zarar goren vaskiiler yapinin dolagima



acilmast miimkiin hale gelir (Ferhanoglu 2003). Hemostatik cevap kontrol

mekanizmalariyla diizenlenir. En énemlileri:

1. Feed — Back Inhibisyon
2. Fibrinoliz

3. Dogal Inhibitorler

2.2.1. Feed—Back Inhibisyon

Kan koagiilasyonunda feed—back inhibisyonunun klasik 6rnegi viicutta trombinin
duyarl kontroliidiir. Trombin, koagiilasyonun baslangicinda ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
oldugu icin, FV ve FVII’'in olusum ve aktivitesi lizerine pozitif bir etkisi vardir.
Koagiilasyonu ilerletmek i¢in bu kritik kofaktoriin aktivitesini uyarir. Koagiilasyon
ilerledikce, daha yiiksek konsantrasyonlarda trombin olusmaya baglar. Trombin FV ve
FVIII’in olusumunu otokatalitik olarak diizenler. Béylece trombinin olugsumu, hem pozitif
hem de negatif feed — back yoluyla koagiilasyonun ilerlemesini ya da inhibisyonunu saglar

(Ates 2001).

Koagiilasyondaki benzer etkilesimler FXa—FVII, FVIIa—FXII, trombin—-FXIII,
FXII'nin aktivasyonu ve prekallikreinin kallikreine dontisiimii arasinda gozlenir (Ates

2001).

2.2.2. Fibrinoliz

Hemostatik bir tikacin basart ile olugmasindan sonra bu pihtinin daha fazla
ilerlemesinin 6nlenmesi zorunludur. Bu olay kismen kan pihtilasmasinin durdurulmasi ve
kismen fibrinoliz olaymin baglatilmasi ile saglanir. Fibrinoliz, piht1 i¢indeki fibrinin,
plazminojenden olusturulan bir serin proteaz olan plazmin tarafindan yikilmasini igerir.
Plazminojen dolasimda yer alan bir serum proteini olup fibrine kars1 yiliksek bir affinite
gosterir ve bu affinite plazminojenin gelismekte olan pihtiya yerlesmesini tesvik eder.

Plazminojenin etkinligine plazminojen aktivatorleri olarak bilinen proteinler aracilik eder.



Plazminojenin plazminojen aktivatorleri tarafindan plazmine c¢evrilmesi kanin hem sivi
kisminda hem pihtinin yiizeyinde goriiliir. Aktive edilmis Protein C (APC), kan pihtilagma
akisint durdurmasina ek olarak dokulardan plazminojen aktivatoriiniin salinimini da uyarir

(Smith 2007).

Kan koagiilasyonu sirasinda, plazminojen ve trombin trombiis olusumunda bir
araya gelir. Plazminojen Once fibrine zayif olarak baglanir. TPA gibi aktivatorler pithtinin
matriksi i¢ine girer ve plazminojenin fibrine baglanmasini hizlandirir. Béylece plazmine
doniisiim kolaylasir. Biitiin bu aktivite a, - antiplazmin inhibitdrii tarafindan plazminin

ndtralizasyonunu 6nleyen kan piht1 alani igerisinde lokalize olur (Guyton and Hall 1996).

2.2.3. Dogal inhibitorler

Pihtilagmanin baslamasiyla birlikte dogal inhibitorler ya da antikoagulanlar adi
verilen ¢esitli proteinler aktive edilir ve pihtilasmanin kontrolsiiz bir sekilde devam etmesi
Onlenir. Bunlar; AT-III, Protein C, Protein S, ap-antiplazmin, o -antitripsin, o;-
makroglobulin ve C-1 inhibitér gibi inhibisyon sistemlerini kapsar. Bu inhibitorlerin
viicuttaki tiretimi prokoagulant substratlart ndtralize etmek icin yeterlidir. Bu inhibitorler
saglikli kosullarda asir1 aktive olmus prokoagulanlar1 hizla ve etkin bir sekilde nétralize
ederek koagiilasyon siirecini diizenler. Bu inhibitorlerin kazanilmis veya konjenital

yoklugu hastanin trombotik bozukluklara egilimi olmasina neden olur (Ates 2001).

2.3. TROMBOZ

Tromboz, damar igerisinde uygun olmayan yer ve zamanda hemostazin fibrin
pihtis1 olusturmak {izere aktivasyonuyla olusan patolojik bir olaydir (Ulutin 2000).
Hemostatik dengenin korunmasi i¢in gerekli 3 temel kosul Rudolph Virchow tarafindan

19. yiizyilin ikinci yarisinda ortaya konulmustur. Bunlar;
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1. Saglam damar duvari
2. Normal kan akimi (reoloji)

3. Kanin pihtilasma yeteneginin normal olmasi (normokoagulabilite)

Virchow triad1 olarak da bilinen bu faktdrlerden bir ya da fazlasinin bozulmasi

hemostatik dengenin bozulmasina ve trombiis gelisimine neden olmaktadir.

Tromboz gelisimi multifaktoriyeldir, cok sayida edinsel ve kalitsal faktor degisik
mekanizmalarla gelisime katkida bulunur (Tablo2.1-2.2). Arteriyel sistemdeki trombozlar
icin temel risk faktorii endotel hasar1 iken, ven trombozlarinda staz ve kanin pihtilagma
yetenegindeki  abartili  artis  (hiperkoagulabilite) esas  etkileyici  faktorlerdir.
Hiperkoagulabilite varliginda aktif pihtilagsma faktorlerinin ortamdan uzaklastirilamayip

yiiksek konsantrasyonlara ulagsmalarina neden olur ve bu siire¢ piht1 olusumuna yol acar.

Derin ven trombozlari c¢ogunlukla stazin en bariz oldugu saha olan ven
kapakeiklarinin  ceplerinden  baslamakta ve histolojik incelemelerde  trombiis
lokalizasyonunda endotel zedelenmesi izlenmemektedir. Arteriyel ve vendz sistemlerde
trombozu tetikleyen faktorlerin ve trombiis morfolojisinin farkli olmasinin temel nedeni
vaskiiler sistemin iki yatakta farkli reolojik 6zellikler (kanin akis 6zellikleri ve bunlara

bagli olarak damar duvari ve kan hiicrelerinde gelisen deformasyon) gostermesidir.

Kanin damar icinde akis1 akim yonii dogrultusundaki bir basing gradiyentinden
kaynaklanir ve degisik mekanik kuvvetler dogurur. Bunlar; damar ¢eperine dik dogrultuda
olan kan basinci, kan akiminin aksi yoniinde endotele teget dogrultuda olan akigkanlik
gerilimi ve damar duvarinin elastik yapisindan kaynaklanan gerilme kuvvetidir. Arteriyel
sistemi olusturan arter ve arteriyollerde, ven ve veniillerden farkli olarak biitiin bu
kuvvetler yiiksek diizeylerdedir. Bu reolojik o6zellikler arteriyel tromboz igin temel risk
faktorii olan aterosklerozun gelismesini kolaylastirdiklart gibi, trombositleri uyararak
adezyon ve agregasyon yeteneklerini arttirmaktadirlar. Dolayisiyla bir arteriyel tromboz
durumunda trombositler daha potent olarak pihtilasma siirecine katilmaktadirlar

(Biiyiikasik 2005).

Ozetle; venlerde kan akimi daha yavas oldugu icin vendz trombozlarin gelismesi
arteriyel trombozlara gore daha siktir ve vendz trombozlarda endotel lezyonunun trombiise

yol agmasi seyrek goriilen bir nedendir. Vendz trombiisler genellikle bol fibrin, az
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miktarda trombosit ve bircok alyuvardan olusur. Arteriyel trombiislerde damar

ceperlerindeki stres ve turbulans c¢ok fazladir, endotelyal degisiklikler ve ateromatoz

degisiklikler vardir, trombositler kolayca agrege olur (Diindar 2005).

Tablo 2.1.Edinsel Tromboz Nedenleri (iligin vd. 1996)

Venoz Tromboz

Arteriyel Tromboz

Sismanlik

Dogum kontrol haplari
Varisli venler
Infeksiyon

Travma

Cerrahi

Genel anestezi
Gebelik

Kanser

Hareketsizlik
Konjestif kalp yetmezligi
Nefrotik Sendrom

Kan protein bozukluklari

Ateroskleroz

Erkek cinsiyet

Asirt sigara tiiketimi
Hipertansiyon

Diabetes metillus

LDL kolesterol
Trigliserid

Polisitemi

Sol ventrikiil hipertrofisi
Dogum kontrol haplar1 ve 6strojenler
Lipoprotein (a) yiiksekligi

Kan protein bozukluklari
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Tablo 2.2.Belirlenmis Kalitsal Tromboz Risk Faktorleri (Akar vd 2005)

AT eksikligi
Protein C eksikligi (PC)
Protein S eksikligi (PS)
APC direnci/FV 1691 G-A
FV 4070 G-A
Protrombin 20210 A alleli
Disfibrinojenemi
Homosistiniiri
Trombomodulin defekti
Plasminojen eksikligi
Heparin Kofakdr II eksikligi
Faktor XII eksikligi
Faktor VIII ytiksekligi
Faktor IX yiiksekligi
Faktor XTI eksikligi
Lipoprotein (a) yiiksekligi

Siklik (Normal)
0,02
0,2
0,1
7-10
7
1-2
<0,01
<0,01
<0,01

11
2,5

13

Siklik (Trombozlu)
1
3
1,2
20

<0,1
<0,1
<0,01

63
5,5

30

2.4. FAKTOR V

Faktor V, molekiil agirligit 330.000 dalton olan, 2196 aminoasitten olusan, tek
zincirli bir glikoproteindir. Plazma konsantrasyonu 4—10 ng/ml olup, yarilanma omrii 12—
36 saattir. FV’in %75-80’1 plazmada, %20-25’1 trombositlerde bulunur. Molekiil,
yapisinda Aj, Ay, B, A3, C; ve C; domainlerini bulundurur. A; ve A, domainleri agir zincir
olarak adlandirilan, 110.000 dalton molekiil agirligindaki, 709 aminoasit igeren bolgeyi;
As, C; ve C, domainleri 651 aminoasit igeren, 78.000 dalton molekiil agirligindaki hafif
zinciri olustururlar. B domaini ise; 836 aminoasitten olusan, iki zincir arasinda bulunan
bolgedir. B domaini trombinin FV’i kesme noktalarini igerir. Agir zincir {izerinde

protrombin baglanma bdélgesi, hafif zincir lizerinde ise FXa ve fosfolipit baglanma
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bolgeleri bulunur. Agir ve hafif zincirler iizerinde ayrica protein C’nin kesim bdlgeleri de
bulunur. FV, karacigerin disinda megakaryositler ve lokositler tarafindan da {iretilir.
Trombositlerin, endotelyal hiicrelerin ve monositlerin yilizeyinde bulunur. Trombositlerin
icinde bulunan FV, a-graniilde depolanir ve trombosit aktivasyonu sirasinda salmir (Ugar

vd. 2000, Altinisik 2001, Silan ve Zafer 2004).

FV proteini, koagililasyon mekanizmasinin hem intrinsik hem de ekstrinsik
yolaklarinda kofaktér olarak gérev yapar. Intrinsik mekanizmada FXa ve trombosit
fosfolipitleri ile, ekstrinsik mekanizmada ise doku tromboplastinin bir parcasi olarak
sentezlenen fosfolipit ve FXa ile birleserek protrombin aktivatoriinii olusturur, bu
kompleks de protrombini (FII) trombine doniistiiriir. Pihtilagma mekanizmasinin aktive
olmastyla ortaya ¢ikan trombin bir yandan fibrinojeni fibrine doniistiiriirken, diger yandan
endotelyal bir membran proteini olan trombomoduline baglanir. Bu olay trombinin
prokoagulan formdan antikoagiilan bir forma donilismesine yol acar. Daha sonra trombin,
protein C’yi aktive eder. Protrombin aktivator kompleksi i¢inde FV tek zincirli ve
inaktiftir. Pihtilasma baslayinca FV molekiilii; trombin tarafindan, B domainindeki,
Arg709-Ser710, Argl018-Thr1019, Argl545-Ser1546 noktalarindan kesilerek aktive
edilir. Tek zincirli FV molekiilii, birbirlerine Ca* iyonlart ile bagl olan ¢ift zincirli aktif

molekiil (FVa) haline doniisiir (Guyton 1991, ilicin 1996, Haliloglu 2004).

Aktive protein C (APC), kofaktdr protein S varliginda FVa’y: ilk olarak 506.
pozisyondan kestiginde FVaa olusur. Bu form, %70 oraninda prokoagiilan aktiviteye
sahiptir. FVa’nin tam inaktivasyonu i¢in 306. pozisyondan da kesilmesi gerekir. Bu
reaksiyon protein S tarafindan 20 kat hizlandirilir, ayrica HDL (high density lipoprotein)
de bu reaksiyonu arttirici etkiye sahiptir. APC tarafindan son olarak FVa 679.
pozisyondan, FVIIla’da ozgiil bolgelerden kesilerek inaktive edilir (Haliloglu 2004).
Boylelikle APC, FVa’y1 yikarak pihtilasmay1 kontrol eder (Silan ve Zafer 2004).
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Faktdr V

NH2 | At A2 B A3 |[C1(C2
COOH
Trombin
Faktor Va 709 1545
' Agir zincir J' v Hafif zincir
A1 -1 S O S A3 C1i [C2
v Ca*
Faktér V Leiden
Mutasyon bélgesi Aktif Protein C
306 506 679 v
O A3 [ci[c2

Sekil 2.2.Faktor V molekiiliiniin kesim noktalarinin sematik gosterilmesi (Esmon 2001)

2.4.1. Faktor V Gen Degisimleri ve Faktor V Leiden (1691 G—A) Mutasyonu

Faktor V geni, ilk kez 1992 yilinda Cripe ve arkadaslar tarafindan tanimlanmaistir.

FV geni (£5) 1. kromozomun uzun kolunda lokalize (1q23) olup, yaklasik olarak 80 kb

uzunlugundadir ve 25 ekzon icermektedir (Jenny et al. 1987, Cripe et al. 1992). F5 geninin

transkripsiyonu ile 6.8 kb’lik olgun mRNA olusur ve kodlanan protein endoplazmik

retikuluma translokasyonu sonrasinda uzaklastirilan

birlikte 2,224 aminoasitten olusur.

28 a.a’lik uzun sinyal peptidi ile
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Sekil 2.3.kromozom iizerinde F5 geni lokalizasyonu
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Faktor V genindeki mutasyonlar arasinda en iyi bilinen ve yaygin olan1 “Faktor V
Leiden Mutasyonu”dur. Bu mutasyon 1994 yilinda Bertina tarafindan APC direncinin en
onemli nedeni olarak tanimlanmistir (Bertina et al. 1994). APC direncinin yaklasik %85 ini

FVL mutasyonu olusturmaktadir.

APC, FVa ve FVIIla’ y1 inaktive ederek pihtilasmayi kontrol eder. APC, FVa
proteinini 679, 506 ve 306. pozisyondaki arginin bolgelerinden keserek inaktive eder. FVa
ilk once 506’dan daha sonra 306’dan kesilerek inaktive olur. Fakat Faktor V Leiden
mutasyonu, Faktér V geninin 10.ekzonundaki 1691. niikleotidin guaninden adenine
doniismesine neden olur. Bu doniisiim de 506. argininin glutamin olmasiyla sonuclanir.
Boylece 506’daki kesim engellenmis olur. Mutant FV, 306.arginin bdlgesinden
kesilmesiyle inaktive olabilir. Fakat bu islem yaklasik 10 kat daha yavastir. Boylece FV
molekiilii proteolitik inaktivasyona direngli (resistant) olur. Bu durum trombin
konsantrasyonunda yiikselmeye ve hiperkoagiilasyona neden olur. FV prokoagulan olmaya
devam eder (Silan ve Zafer 2004). Bu mutasyon sonucunda olusan mutant FV’in, dogal
antikoagulan protein C—protein S’ye kars1i duyarlilign azalir ve FVa, APC tarafindan
i,naktive edilmeye kars1 direngli hale gelir ve koagiilasyona yatkinlik ortaya ¢ikar (Rosen

and Sturk 1997, Silan ve Zafer 2004).

Vendz tromboz hastalarinda FVL mutasyonu vak’alarin %20’sinde goriilmekte
olup, segilen trombofili hastalarinda bu oran %50’ye kadar ulagsmaktadir. FVL mutasyonu,
koagiilasyon inhibitdrlerinin eksiklikleri ile ayni etkide risk faktorii olarak goriilmektedir.
Mutasyonu heterozigot olarak tagimanin tromboz agisindan 5 kat risk getirdigi gozlenirken,
homozigotlugunun ise bu riski 50-100 kat arasinda arttirdig1 diisiiniilmektedir (Emmerich

et al. 2001).

FVL mutasyonunun neden oldugu APC rezistansinin en yaygin klinik belirtileri,
vendz tromboz ve pulmoner embolizmde goriilmektedir. Mutasyon ile arteriel tromboz
arasinda ise bir baglanti olmadig1 diisiincesine karsin yapilan son g¢aligmalar, FVL’ nin
arteriyel tromboz i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugunu ortaya koymustur (Page et al. 2005,
de Paula Sabino ve ark., 2006). Ayn1 zamanda aralarinda direkt bir iligkinin olmadigini

gosteren calismalar da mevcuttur (Ridker et al.1995).
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2.4.2. Faktor V Geninde Yer Alan Diger Gen Degisimleri

FVL mutasyonunun ardindan, 5 geninde trombozla iligkili olabilecegi diisiiniilen
diger gen degisimleri de tanimlanmistir. APC yarilma boélgesi pozisyon 306’da; FV
Cambridge Arg-Thr (Williamson et al.1998) ve FV Hong Kong Arg-Gly aminoasit
degisikligi (Chan et al.1998) ile sonlanan 2 yanlis anlamli mutasyon bulunmaktadir. FV
Cambridge ile fenotipik olarak benzerlik gosterse de FV Hong Kong mutasyonunun APC
direnci ile iliskisi bulunmamaktadir (Chan et al.1998). Ancak, rekombinant FV
Cambridge ve FV Hong Kong molekiilleri ile yapilan in-vitro ¢alismalar iki varyantin da
kismen APC kofaktor aktivitesini azaltarak hafif APC direncinin ortaya ¢ikmasina neden

olduklar1 gosterilmistir (Norstrom et al.2002).

FV Liverpool mutasyonu kodon 359’da Ile-Thr aminoasit degisimi ile sonlanan bir
yanlis anlamli mutasyon olup, Asn357°de yeni bir glikozilasyon konsensus dizisi
olusturmaktadir (Mumford et al.2003). Bu pozisyonda bir karbonhidrat zincirinin varhigi,
Arg306 ve Arg506’dan APC yarilmasim1 engellemekte ve FVIIla’nin degredasyonu
sirasinda FV’in APC kofaktor fonksiyonunu bozmaktadir (Steen et al.2004).

R485K mutasyonu, Dogu toplumlarinda yiiksek oranda bulunmakla birlikte venoz
tromboz (Hiyoshi et al 1998) ve koroner arter hastaliklart (Le et al.2000) ile
iliskilendirilmigstir. Ancak R485K mutasyonunu tasiyanlarda APC rezistansinin varligin
molekiiler mekanizmalarla agiklayan veriler mevcut degildir. R485K mutasyonunun allel
frekans1 saglikli Tiirk toplumunda %4.7, derin ven trombozlu hastalar da ise %6.8 olarak

bildirilmistir (Page et al.2005).

FV geninde yaygin goriilen bir diger genetik varyasyon, B domaininde yer alan,
1299. pozisyonda His-Arg aminoasit degisimi ile karakterize, R2 polimorfizmidir (Lunghi
et al. 1996). Yapilan caligmalarda derin ven trombozu olusumunda A4070G gen
degisiminin etkisi tartigmali olsa da vendz tromboembolide, FV1691A ve FV1299G
birlikteliklerinin, tek basina FV R506Q tasima ile karsilastirildiginda 3-4 kat daha fazla
risk getirdigi bulunmustur (Faioni er al.2003). Akar ve ark. (2000) tarafindan vendz
tromboemboli hastalar1 (VTE) ile yapilan bir calismada, FV His1299Arg gen degisiminin
siklig1 saglikli Tiirk toplumunda %8.5 olarak bulunmus ve VTE olusumunda tek basina bir
etkisinin olmadig1 gosterilmistir. Tiirk pediatrik inme hastalarinda ise, FV A4070G gen
degisiminin tromboz agisindan 2.5 katlik bir risk getirdigi, FV G1691A ve PT G20210A
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mutasyonlarini tagiyan hastalar ¢ikartildiktan sonra ise tek basina 3.9 kat risk getirdigi
saptanmistir (Akar vd 2000). Tromboemboli hastalarinda FV G1691A ve FV A1299G
mutasyonlarin birlikteliklerine bakildiginda bir kere daha FV1691A tasimanin tromboz
acisindan risk getirdigi halde FV4070G’nin risk tasimadigi bulunmustur. Ancak
semptomatik FV1691A tasiyicilarinda FV4070G  allelinin  siklikla birlikte oldugu
gosterilmistir (Akar vd 2000).

FV geninde yer alan bir dizi mutasyon R2 polimorfizmi ile siki baglantilidir. Bu
mutasyonlarin tamami (Met385Thr, His1299Arg, Met1736Val, Asp2194Gly) R2 haplotipi
olarak adlandirilir ve aminoasit degisimleri, agir ve hafif zincirlerle birlikte B domaininde
,yer almaktadir (Castoldi et al. 2000, Bernardi et al. 1997). R2 haplotipi igerisinde
ozellikle Asp2194Gly mutasyonunun azalmis FV diizeyi ile iliskili oldugu bildirilmistir
(Castoldi et al. 2000).

FV geni B domaininde de ¢ok sayida polimorfizm tanimlanmis ve bunlarin APC
rezistansinda etkili oldugu gosterilmistir (Kostka et al. 2003). S739S, K830R, H837R ve
K897N mutasyonlar1 A>G transisyonu ile meydana gelmekte ve G allelinin FV’in

antikoagiilant fonksiyonunu etkiledigi tahmin edilmektedir (Segers et al. 2007).

2.4.3. F5 -426 G/A Gen Degisimi

F5 promotor bolgesi, plazma FV seviyelerini arttiran polimorfik adaylarin
varligimin belirlenmesi amaciyla aragtirnllmistir. Bu bolgede yer alan, -426G/A gen
degisiminin, 3. ekzonda bulunan D79H mutasyonunun FV diizeyi lizerine etkisini arttirdig
gosterilmistir. D79H tasiyicilarinda, -426G/A homozigotlugunun FV seviyesini diisiirdigl
gozlenmistir (Lunghi vd 2005).
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2.5. MOLEKULER TEKNIiKLER

2.5.1. Kullanilan Cozeltiler

Bu c¢alismada DNA izolasyonunda kirmizi kan hiicrelerini lize etmek i¢cin RBC
(Red Blood Cell) lizis ¢ozeltisi [155 mM Amonyum Klorid (Applichem, Almanya), 10
mM Sodyum Bikarbonat (Merck, Almanya); 0,5 mM EDTA (Applichem, Almanya)] ve
fenol/kloroform [Fenol (Merck, Almanya), Kloroform (Merck, Almanya), izoamil alkol

(Merck, Almanya)] karigimi kullanilmustir.

2.5.2. DNA Ekstraksiyonu

Genomik DNA'’lar, kan orneklerinden proteinaz K, fenol/kloroform yontemiyle

izole edilmis ve etanol ile muamele edilerek ¢oktiiriilmiistiir.

2.5.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( PCR)

Hiicreden kaynaklanmis bir yontem olarak polimeraz zincir reaksiyonu, DNA
klonlanmasini1 kolaylastirarak, rekombinant DNA arastirmalarimin giiglii bir teknigi
olmustur ve pek ¢cok durumda konake1 hiicrelerin kullanildigi klonlamanin yerini almistir.

Yani, bir ¢esit in vitro klonlamadir.

1984’te Kary Mulis’in gelistirdigi bu yontem, giinlimiizde tibbi ve biyolojik
calismalarda aragtirma laboratuarlarinda sik kullanilan vazgecilmez bir teknik haline
gelmigtir. Bu yontem dizileme icin DNA klonlanmasi, DNA temelli filogenetik analiz,
genetik parmak izi ile tanimlama, enfeksiyon hastaliklarinin belirlenmesi ve tedavisinde
kullanilmaktadir.1993’te Mullis, Nobel Kimya Odiiliine layik goriilmiistiir (Saiki et al.
1985).

Bu yontemin Polimeraz zincir reaksiyonu olarak adlandirilmasinin sebebi,

dongiinlin anahtar elemanlarindan biri olan DNA polimerazdan tiiretilmesidir. DNA
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polimeraz, invitro enzimatik replikasyon ile DNA’nin bir pargasini ¢ogaltmak igin

kullanilir.

Yontemin temeli, ¢ogaltilmak istenen bolgenin 2 ucuna 6zgili, bu bolgedeki baz
dizilerine tamamlayici, bir ¢ift sentetik oligoniikleotit (18-20 baz uzunlugunda)
kullanilarak, bu primerler ile sagdan ve soldan sinirlandirilan bélgenin DNA primelerine
baglanarak bunlara 3’ ucundan niikleotidleri ekleyerek sentez yapacak olan 1siya dayanikli
DNA polimeraz, sentezde kullanilacak olan deoksiniikleotidtrifosfatlar ( d NTP ‘ler; A,
G,C,T), polimerazin ¢alismasi igin uygun PH ve iyon kosullarini (Mg ) saglayan tampon

karigimi ile enzimatik olarak sentezlenmesine dayanir (Akar 1999, Bolim 7).

PCR, DNA ipliklerinin yiiksek sicaklik ile birbirinden ayrilmasini (denatiirasyon),
sonra sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya baglanmasini (hibridizasyon), daha
sonra da zincir uzamasint (polimerizasyon), ve bu dongiilerin istenilen belirli sayida
tekrarlanmasina dayanir. Bu ii¢ adim bir PCR dongiisiinii olusturur. Elde edilecek iirtiniin
miktar1 teorik olarak, bu {i¢ temel basamagin tekrar sayisina baglidir. Bir PCR isleminde
“n” dongii sonunda kalip DNA’nin istenilen bir bolgesi yaklagik 2" kez ¢ogaltilmig olur.
Olusturulan DNA zincirlerinin sayis1 her dongilide iki katina ¢ikar ve yeni zincirler bir
sonraki dongiide kalip gorevi goriirler. Islem 1s1 déniistiiriiciisii (thermocycler) denilen
makinelerde, dnceden dongii sayist ve sicaklik kosullar1 belirlenen programlarla otomatik
olarak gerceklestirilir. Bu yontemle; klonlama, dizi analizi, klinik tan1 ve genetik taramalar
gibi diger islemlerde kullanilmak iizere bol miktarda hedef DNA fragmantleri elde edilir
(Akar 1999, Bolim 7).

PCR reaksiyonunda ilk adimda cogaltilacak olan ¢ift zincirli DNA, 90-95°C de
yaklasik 5 dakika 1sitilmak suretiyle denatiire edilir ve tek zincirli hale getirilir. ikinci
adimda, sicaklik 50—70°C arasinda bir degere diisiirtilerek (baglanma sicakligi) primerlerin
tek zincirli DNA’ ya baglanmasi saglanir. 18-25 niikleotid uzunlugunda olan yapay
oligoniikletidlerden olusan bu primerler; ¢ogaltilacak DNA’ nin sinirlandirilmast igin
baslangic noktasi ve bitis noktasi olarak gorev yaparlar. Ugiincii asama olan DNA sentezi
asamasi ise 70-75°C sicakliklar1 arasinda gergeklesir. DNA polimeraz enzimi,
niikleotidleri 5’ucundan 3’ucuna dogru ekleyerek, primelerin uzamasini saglar ve hedef

DNA ‘nin iki zincirli kopyasint olusturur (Klug 2000).
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PCR’dan iyi sonu¢ alinabilmesi degisik faktorlere baglidir. DNA polimerazin iyi
caligabilmesi en etkin oldugu pH’mn tiim uygulama boyunca korunabilmesi en Onemli
faktorlerdendir. Bu amagla genellikle Tris.HCI pH: 8.4 tepkime karisiminda son degisimi
10mM olacak sekilde kullanilir. PCR karisiminda tek degerli katyonlarin 6zellikle 50-60
mM diizeyinde K bulunmasinin, ¢ogaltilmay: énemli dlciide artirdigi saptanmistir. Yine
karisimda 100pg/ml jelatin bulunmasinin da benzer etki gosterdigi saptanmistir. Ayrica,
serbest magnezyum (MgCl,) konsantrasyonunun azaltilmasi ile Taq polimeraz dogrulugu
artirilabilir. dNTP, DNA ve proteinlerin timii Mg™ iyonuna baglandiklari i¢in her PCR
protokoliinde Mg konsantrasyonu ampirik olarak ayarlanmalidir. Fazla Mg, enzimin

spesifikligini azaltir, az1 ise; enzimin inaktif olmasina yol acar (Akar 1999, Boliim 7).

PCR igin gerekli elementlerden olan primerlerin, hedef bolgeye 6zglin olacak
sekilde tasarlanir. 18-25 baz uzunlugundaki primerlerin baz dizilimi ve kompozisyonu
rastgele olmamali, %45-55 oraninda G/C’ den olusmalidir. Uygun bir primer ¢ifti i¢in, iki
primer arasindaki kompozisyonu 100—600 bg¢ kadar olmalidir. Ayn1 zamanda primerlerler
birbirlerinin tamamlayicis1 olmamalidir. Primerlerin DNA baglanma sicakligi kabaca Tm
(erime sicakligl); 4(GC)+2(AT) formiili ile hesaplanir. Bu deger oligoniikleotidlerin
niikleotid konsantrasyonlarma bagli olarak degismekte olup hesaplanan uygun sicaklik

degeri PCR spesifikligini artirmaktadir (Akar, 1999, B6lim 7).

PCR yontemi ¢ok az miktarlardaki materyalin analizine olanak vermesi nedeniyle

tibb1 genetik ve molekiiler genetikte 6nemli islemlerden biri haline gelmistir.

2.5.4. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time PCR)

Mutasyon saptamalarinda yaygin olarak kullanilan Light Cycler cihazi, erime egrisi
prensibine gore calisir. Ilk basamak olarak; insan genomik DNA’sinda bulunan 220 baz
ciftlik Faktor V Leiden gen bolgesi spesifik primerlerle amplifiye edilerek ¢ogaltilir. Daha
sonra, amplifikasyonun yapildig1 kapiller tiip icerisine spesifik hibridizasyon problari
eklenir. Amplifikasyon ve hibridizasyon problarinin genomik DNA’ya baglanmasi ayni
kapiller icerisinde ve ayni zamanda gergeklesir. Light Cycler-Red 640 isaretli
hibridizasyon problari, mutasyon olmayan hedef sekansi hibridize ederek isaretleyici prob

olarak fonksiyon kazanmasini saglar. Diger hibridizasyon probu, floresan ile isaretli olup,
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mutasyon probuna siki olarak baglanir. Kalip DNA’ya hibridize olduktan sonra, bu iki
prob cok yakin olacak sekilde yan yana araya gelirler. Ve bu iki floresans arasinda
Resonance Energy Transferi (FRET) ger¢eklesir. Erime egrisi analizi sirasinda, 1s1 yavas
yavas yiikselirken, hibridizasyon problar1 erir ve birbirine ¢ok yakin duran iki floresan

boya birbirinden ayrilir, boylelikle floresan 1s51ma miktar1 diiser.

Mutasyon probunun erime 1sist (Ty), sadece iizerine baglandigi fragmentin
uzunluguna ve G—C oranina bagh degildir. Bunlarin yaninda kalip DNA ve mutasyon

probu arasindaki homoloji orani da etkilidir.

Eger bir mutasyon varsa; mutasyon probu ile hedef DNA arasindaki uyumsuzluk
hibridin stabilizasyonunu bozar. Yabanil tip genotipte ise uyumsuzluk olugsmaz ve hedef
DNA ile birebir ortiisen hibrit daha yliksek erime 1sisina sahip olur. Mutant genotiplerde
ise; hedef DNA ile hibrit birebir ortiisemediginden bazlar arasinda olusan baglar daha
gevsek olur ve bunun sonucunda ise diisiik erime 1sisina sahip olur. Erime egrisi analizi
sonucu elde edilen pikler; homozigot (yabanil tip veya mutant) genotip ile heterozigot
genotip arasindaki farkin ayirt edilmesini saglar. Isaretleyici prob (anchor prob) mutasyon
probunun erime 1sisindan daha yiliksek erime 1sisina sahiptir. Bunun nedeni, erime egrisi
analizi sirasinda olusan sinyalin sadece mutasyon probundan gelmesini saglamaktir

(Roche-applied-science. PDF).
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2.5.5. Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleriyle Kesim

PCR firilinlerinin incelenmesinde degisik molekiiler teknikler bulunmaktadir.
Bunlardan birisi PCR iiriinlerinin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile muamele edilerek
incelenmesidir. Restriksiyon endoniikleazlar, ¢ok uzun ¢ift sarmal DNA molekiillerini
spesifik parcalara kesen ve bu sekilde DNA’ y1 maniiple etmeyi miimkiin kilan ¢ok énemli
enzimlerdir. Bakterilerin biiylik bir boliimii bir veya birka¢ tiirde RE sentezlerler. Esas
gorevleri, disaridan bakteriye giren ve bazi 6zel gen veya markerlarn tagiyan genetik
materyalleri ayristirarak mutasyonlara mani olmak ve tiirlerin genetik yonden stabilitisini
korumaktadir. Bu gergekte bir ¢esit savunmadir. Bakteriye 6zgii bu enzimler ¢ift sarmalli
DNA {izerinde 6zgiin bir bolgeyi tanirlar ve ¢ift sarmalli DNA’ nmin her iki zincirindeki
fosfo-diester bagin1 keserek DNA’y1 iki parcaya ayrirlar. Bu enzimlerin bir ¢ogunun
tandig1 bolge palindromiktir. Yeni olusan parcalar birbirine iki yonlii simetriktir.
[zosizomerler ise; farkli mikroorganizmalardan elde edilip, DNA iizerinde aymi diziyi

tanty1p kesim yapa RE’lerdir (Akar 1999).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Ana
Bilim Dali; Pediatrik Molekiiler Patoloji ve Genetik Bilim Dali Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir. DNA 6rnekleri Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Molekiiler
Genetik Bilim Dali “DNA Bankasi”ndan temin edilmistir. Calismaya katilan bireylerden
calismanin olast sonuglar1 hakkinda bilgi verilmis ve goniilli olarak katildiklarina dair

onam formu alinmistir.

Boliimiimiize basvuran hastalardan alinan kan Orneklerinden fenol-kloroform
yontemiyle DNA elde edilmis, elde edilen DNA’lardan FVL 1691 G-A mutasyonu Light
Cycler “Factor V Leiden” Mutation Detection System (Roche Diagnostics, USA) kitleri

kullanilmustir.

Bu calisma, “Tromboz Gegiren ve Gegirmeyen Faktor V Leiden Tasiyicilarinda

Farkli Gen Polimorfizmlerin Arastirilmasi” adli BAP projesi kapsaminda yapilmistir.

3.1. YONTEM

3.1.1. DNA izolasyonu

Calisma grubunu olusturan hastalardan 1 ml 0,5 M etilendiamintetraasetikasit
(EDTA) (Sigma, ABD) igeren polietilen tiip igerisine 9 ml kan 6rnegi alinir. Alinan kan
ornegi 50 ml lik flakon tiip igerisinde 25 ml RBC (Red Blood Cell) lizis soliisyonu [155
mM Amonyum Klorid (AppliChem, Almanya), 10 mM Sodyum Bikarbonat (Merck,
Almanya), 0,5 mM EDTA (AppliChem, Almanya)] eklenir, ¢alkalanarak 20 dk buzda
bekletilir. Sogumali santrifiijde (Hettich, Almanya) +4 °C’de 4000 rpm’de 20 dk santrifiij
edildikten sonra siipernatant dokiiliir, ¢okelek iizerine tekrar 25 ml RBC Lizis soliisyonu
eklenir. Bu islem tiim eritrositler giderilene kadar tekrarlanir. Son kez silipernatant

dokiildiikten sonra dipte kalan 16kositler tizerine 1000 uL. RBC lizis soliisyonu eklenir ve
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bu karisimin 800 pL’si ependorf tiipiine alinarak -20 ° C’de stok olarak saklanir. Geriye
kalan 200 pL bir ependorf tiipline alinarak iizerine 20 pg/mL olacak sekilde Proteinaz K
enzimi (MBI Fermentas, Litvanya), son konsantrasyon %0,5 olacak sekilde %10’luk
Sodyum Dodesil Siilfat (Merck, Almanya) ve 16kosit hacminin 2,5 kat1 olacak sekilde
niikleaz soliisyonu [10 mM Trisklorid (Amresco, ABD) pH: 8, 100 mM Sodyum Klorid
(Merck, Almanya), 1 mM pH: 8,0 EDTA (AppliChem, Almanya) | eklenerek bir gece 56
°C’de sicak su banyosunda (Almanya) bekletilir.

Ikinci giin tiiplere 1:1 oraninda Fenol/Kloroform [Fenol (Merck, Almanya),
Kloroform (Merck, Almanya)], izoamil alkol (Merck, Almanya) eklenerek 10 dk calkalanir
ve buz igerisinde 20 dk bekletildikten sonra +4 °C’de 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilir.
Iki faza ayrilan karisimin {ist kismi baska bir ependorf tiipiine aliarak iizerine toplam
hacmin 1/10” u kadar 3 M Sodyum Asetat (Sigma, ABD) ve toplam hacmin 2 kat1 kadar
%095°1ik alkol (Tirkiye) eklenir. Ependorf tiipii ters diiz edilerek DNA goriiniir hale
getirildikten sonra -20 °C’ de bir gece bekletilir.

Ucgiincii giin tiipler +4 °C’de 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek DNA ¢oktiiriiliir.
Stipernatant dokiilerek tiipe 500 pL %70’ lik alkol eklenerek +4 °C” de 4000 rpm’ de 20 dk
santrifiij edilir. Santrifiij sonrasinda alkol dokiiliir ve tiipler kuruma kagidi iizerinde
kapaklar1 agik bir sekilde kurumaya birakilir. Kurutulduktan sonra tiiplerin igerisine Tris
EDTA (10 mM Tris — HCL, 1 mM EDTA) soliisyonu eklenir 37 °C’ de bir gece
bekletilerek DNA’ nin ¢oziinmesi saglanir. izole edilen DNA +4 °C’ de veya -20 °C’ de

saklanir.

3.1.2. FV 1691 G — A Degisiminin Belirlenmesi

FV geninde ortaya ¢ikan, 1691. pozisyondaki G—A baz degisiminin belirlenmesinde
ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu prensibine uygun olarak tasarlanmis 6zel bir
cihaz olan Light Cycler (Roche Diagnostics, USA) ile gerceklestirilir. FV Leiden gen
mutasyonunu belirlemek i¢in LC Factor V Leiden Mutation Detection (Roche Diagnostics,
USA) kiti kullanilmistir. Faktér V geninin 222 baz ¢iftlik fragmani insan genomik

DNA’sindan saglanan spesifik primerler ile amplifiye edildi. Reaksiyon karigimi insan
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genomik DNA’s1 kullanilarak cam kapiller tiiplerde hazirlandi ve real time PCR cihazi

(Light Cycler, Roche Diagnostics, USA) kullanilarak analiz edildi.

Light Cycler cihazinda FVL mutasyonu analizinde kullanilan kit igerikleri tabloda

gosterilmistir.

Tablo 3.1. Light Cycler cihazinda kullanilan FVL kiti igerikleri ve reaksiyonda kullanilan
miktarlar (FVL Kit for use with the Light Cycler 1.2 Instrument manuel: page1-8)

Reaktifler Reaktif icerikleri
FVL MD Mix <0,01% FVL primer forward and reverse
(FVL Mutation Dedection Mix) <0,01%FVL HybProbe Probe Red 640

<0,01%FVL HybProbe Probe Fluorescein

Brij35
MgCl,
FVL R Mix Tris — HCI Buffer
(FVL Reaction Mix) <0,01%Taq DNA polimerase, GMP grade

<0,07% dATP,dCTP,dGTP,dUTP,dTTP

Brij35

MgCl,
FVL DIL H,O, PCR - grade (also used negative control)
(FVL Diluent)
DNA

Tablo 3.2. Light Cycler cihazinda FVL analizinde kullanilan primer dizileri ve hibridizasyon prob
lari(Frank 2000)

Primer sequences and hybridization probes for factor V genotyping.

Primer Sequence Orientation PCR product

Factor V G1691A 220 bp

5’-TGCCCAGTGCTTAACAAGACCA-3’ Sense

5’-CTTGAAGGAAATGCCCCATTA-3’ Antisense
5’-GGCGAGGAATACAGGTAT-3’-fluorescein Sense

(Mutation probe)

5’-LC-Red705-TGTCCTTGAAGTAACCTTTCAGAAATTCTG-3’-PHO Sense
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Light Cycler cihazinda FVL mutasyonu analizinde kullanilan primer ve problar tabloda

gosterilmistir (Tablo 3.2).

(Anchor probe)

TGCCCAGTGCTTAACAAGACCATACTACAGTGACGTGGACATCATGAGAGACATCGCCTCTG

GGCTAATAGGACTACTTCTAATCTGTAAGAGCAGATCCCTGGACAGGCG/AAGGAATACAGGT

ATTTTGTCCTTGAAGTAACCTTTCAGAAATTCTGAGAATTTCTTCTGGCTAGAACATGTTAGGTC
TCCTGGCTAAATAATGGGGCATTTCCTTCAAG

Dizi 3.1.FV geni i¢in ger¢ek zamanli per ile ¢ogaltilmis dizi. Primerler alt1 ¢izili olarak

gosterilmistir. (GenBank accession no. .32764)

T 2
G
M1 Mz
L S-GECGAGGAATACAGGTAT ToTCOTTGAAGTAACCTTTCAGAAATTCTG-F PHO 220 bp
BACAGGLGAGBAATACAGGTATTTIGTICCTTGAAGTAACC TTTCAGAAATTCTEAGAA T h—
]
M3

Sekil 2.6. LC FVL primerlerinin baglanarak ¢ogalttiklar: gen bolgesi

3.1.3 -426 G/A Polimorfiziminin incelenmesi

F5 geni, promotor bolgesi i¢in F:5’-CTATGCTGCAGCTTAGCTGG-3" ve R:5’-
GCTGCAATGA GCTCTAGAGG-3’ primerleri kullanilarak 597 b¢ uzunlugunda
fragmentler polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle amplifiye edildikten sonra,
Mval restriksiyon endoniikleaz enzimi kullanilarak Normal 6rneklerde (-426GG) 257, 131,
115, 94 belik bolgeleri, Heterozigot 6rneklerde (-426GA) 353, 257, 131, 115, 94 belik
bolgeleri, Homozigot orneklerde (-426AA) 353, 131, 115 bglik bolgeleri elde edilerek
RFLP (Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi) yontemiyle bant profilleri %3’liik

agaroz jelde goriintiilenerek -426 G/A gen degisimi saptanmistir.

28



AAGTGAAACTGAAATCTGGACAACTGATTTTTTTCAGCCAAGCTCTTCAAGCCCGCTGETATGC
IGCAGCTTAGCTGGCGACAGGCCCTTATCAAGGCAGAACTGTGCCTTGATAGAGGCCAGGAAG
GCGATTCAGAGCAGTAGGCCTTGTCCATGTGTTTGTTCCCTGCTTCTTCACCACTTGAAAATAGT
GTTTCAGTGCCCAGTAACAGGGCACAATACTCTTTTCCTCAGATTAAAAGGGGAGCCATCTGCT
TAAGGTTGTTGGGTGCCACTGCACTGCACAGAAGGTTCTCCAAGTGTGAGCTTGGACCCAG/AG
CAGGCCTCAGGTCAGTGGTAACGGACGACTGCTTCCGTGGTGTTGGCAGGTGGAAATGGAGGG
ATACAGCTTTGTCCGGCTCATGAATGGGTGGGCATTGTCCCGCCTGCTAGAGCCTCTGATCTCTG
CCCCTTCTTCACCTGCAGTAAAACAGTCACTAGTTTGGTTGCTCTCCCTAATACCTCTGGTCACT
GGGAGCTGTGATCTCACCAAACCCCTGCCAGGAAAAGCCCCAGAAAAAGCGGAGGGAGTGAG
AGCCAGAGGCTGCTGCTGCCGTTTGCAAGAACTGCAGGGGAGGAGGACGCTGCCACCCACAGE
CTCTAGAGCTCATTGCAGCTGGGA

Dizi 3.2. PCR reaksiyonuyla ¢ogaltilan bolge (597 bg)

Resim 3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu goriintlisii M:®X174 DNA, 597b¢

M uncutl 2 3 4 5 6 7 & 9

597

Resim 3.2.  Enzimle Kesim ve Agaroz Jel Elektorforez goriintiisii M:®X174 DNA, 1,5, 7 nolu &rnekler

-426GG, 2,4, 6 nolu 6rnekler —426 GA, 3, 8, 9 nolu drnekler -426AA genotipi

29




4. BULGULAR

Light Cycler cihazinda (Roche Diagnostics) gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu yontemiyle FVL homozigot tayini yapilmistir. FVL mutasyonunu homozigot
olarak tastyan, tromboz gec¢irmis 54 hasta ve kontrol amagh bireylerde, -426 G/A gen
degisiminin tromboz olusumu iizerine etkisi arastirilmistir. FVL mutasyonunu homozigot
olarak tagiyan tromboz gecirmis ve gecirmemis bireyler arsindaki dagilimlar gdsterilmistir

(Tablo4.1). A allelini homozigot olarak tasimak tromboz riski agisindan anlamh

bulunamamastir.

Tablo 4.1. FVL (+/+) tromboz gegiren hastalar ile kontrol gruplarinda -426 G/A

polimorfizminin genotip dagilim1

FV -426 Kontrol Tromboz
p OR
G/A (n=6) (n=54)
GG 4 (9%66.7) 46 (%85.2) - 1
0.30
GA 2 (%33.3) 7 (%12.9) 0.51
(0.04-1.98)
AA - 1 (%1.8)
G 10 (%83.3) 99 (%91.7) - 1
0.45
A 2 (%16.7) 9 (%38.3) 0.67
(0.08-2.40)
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5. TARTISMA VE SONUC

Kan koagiilasyonu belirli bir pihtilasma faktoriiniin aktif formunun substrati
katalizledigi enzimatik reaksiyonlar dizisidir. Kan pihtilasmasinda ¢ok sayida kofaktor rol
oynamaktadir. Bu kofaktoérler koagiilasyon mekanizmasindaki degisik enzimatik
reaksiyonlar1 hizlandirirlar. Faktor V (FV), protrombinaz komleksinde Faktor X (FX) ile
birlikte kofaktdr olarak etki eder. Fizyolojik kosullarda prokoagiilan ve antikoagiilan
mekanizmalar bir denge igersinde ¢alisirlar. Denge bozuklugu durumunda kanama ya da

tromboemboliyle kendini gdsteren patalojik durumlar olusur (Ulutin vd 2000).

Faktor V’i kodlayan gende 10. ekzondaki 1691. niikleotitte Guanin’in Adenin ile
yer degistirmesi (G1691A) sonucu 506. pozisyonda Arginin—>Glisin (Arg506Gln)
aminoasit degisikligi, FV Leiden mutasyonu olarak adlandirilmis ve FVa’nin agir zincir
domaininde APC kesim noktasini ortadan kaldirarak, APC rezistansina neden olan en
onemli faktor oldugu bildirilmistir (Dahlback B 1995). APC rezistansi, 6zellikle venoz
tromboz i¢in en sik goriilen bagimsiz bir risk faktorii olarak belirlenmistir (Svensson et al.
1994). Saglikli beyaz bireylerde mutasyonun prevalansi %2-10 arasinda bildirilmistir ki bu
da FVL mutasyonunun tromboza neden olan diger genetik faktdrlerden en az 10 kat daha
yaygin oldugunu gostermektedir (Rees et al. 1995). Avrupa’da yiiksek bir prevalansa sahip
olmakla birlikte mutasyon, Italya ve Ispanya’da %2, Hollanda, Ingiltere ve Almanya’da
%3-5 ve Isveg’te %15 oraninda bulunmustur (Dahlbick B 1997). Ayrica, Suudi Arabistan,
Arap ve Israil Yahudilerinde de olduk¢a yaygindir. FVL mutasyonu beyaz irkta yaygin
goriilmesine ragmen, Japon, Cin toplumlari ile Afrika, Avustralya ve Amerika yerlilerinde
de saptanmistir (Rees 1996). Akar vd (1997,2009) yaptiklar1 calismada ise, FVL
mutasyonunun sikligi Tiirklerde %10.4, Kibrisli Tiirklerde ise bu oran %12.2 olarak

bildirilmigtir.

FVL mutasyonunun ardindan, 5 geninde trombozla iligkili olabilecegi diisiiniilen
diger gen degisimleri de tanimlanmistir. 5 promotor bolgesi, plazma FV seviyelerini
arttiran polimorfik adaylarm varligmin belirlenmesi amaciyla arastirilmustir. {lk olarak van
Wijk et al. (2001) tarafindan genin promotor bolgesinde -426G/A polimorfizmi gosterilmis
ve kontrol grubundaki sikliginin yiiksek olusundan dolay1 polimorfik olarak

degerlendirilmistir. Scanavini ve ark. (2004), plazma FV diizeyi iizerine etkili olabilecek
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polimorfik adaylarin varligini arastirmak {izere F5 geninin promotor bolgesini DNA dizi
analizi yontemiyle incelenmis ve sadece daha oOnce de tanimlanmis olan -426G/A
polimorfizmi saptanmistir. -426G/A polimorfizmi ile yliksek FV diizeyi arasinda bir iligki
kurulamamistir. F5 geninin 3. ekzonunda yer alan Asp79His mutasyonunda 79His
allelinin, genin promotor bdlgesinde yer alan -426G/A polimorfizminin A alleli ile
baglantili olup, birlikte kalitim gdsterdigi bildirilmistir. Asp79His tasiyicilarinin yaklasik
%98’inde -426G/A polimorfizminin de bulundugu gosterilmistir. Asp79His tastyicilar
arasinda -426G/A polimorfizmi agisindan da heterozigot olanlarda FV seviyesi benzer
oranlarda iken, -426G/A homozigotlugunda FV seviyesinin diistiigii gozlenmistir. Bu
sonuglar, -426G/A gen degisiminin, D79H mutasyonunun FV diizeyi {izerine etkisini

arttirdigini gostermektedir (Lunghi vd 2005).

Bu caligmada, FVL mutasyonunu homozigot olarak tasiyan, tromboz gecirmis ve
gecirmemis bireylerde, -426 G/A gen degisiminin tromboz olusumu iizerine etkisi
arastirtlmistir.  FVL mutasyonunu homozigot olarak tasiyan tromboz gecirmis ve
gecirmemis bireyler arasinda -426 G/A polimorfizminin genotip ve allel dagilimi agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamuistir.
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