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Light Cycler Real Time PCR teknolojisi ile faktdr V geninde yeni mutasyon taramasi

OZET

Kanin vaskiler sistem icinde akiskanliginin saglanmasi koagilan ve antikoagilan
faktorlerin dengelenmesi ile saglanmaktadir. Bu denge kalitsal ve edinsel faktorlerle
gerceklesir. Koagulasyon kaskatinda; 1990 yilinin basinda Amer ve arkadaslari, trombozlu bir
hastada aktive protein C’nin aktivitesini inhibe eden plazmadaki bir kismin varhgini ileri
surduler. Daha sonra Dahlback tarafindan aktive protein C direncinin mekanizmasi
tanimlandi. 1994 yilinda da Bertina, FV’in 10.ekzonunda bulunan G1691A degisiminin aktive

protein C direncine neden oldugunu tanimlamistir.

Faktor V Leiden geninin tanisinda en sik kullanilan teknoloji Real Time PCR’dir. Bu
teknolojide nokta mutasyon tespitinde hibridizasyon problari kullanilir. Problari 2 kisimdan
olusur ve mutasyon bolgesine spesifiktir. Hibridizasyon problarinda tani erime sicakligl
egrileriyle gerceklestirilir. Kit icerisinde ¢ikan pozitif kontroliin erime sicakliklar temel
alinarak diger drnekler degerlendirilir. Orneklerin erime sicakliklari pozitif kontroliin erime
sicakligindan +2C° sapma gosterebilir. Baz kompozisyonu, niikleotidin yeri ve dis etkenler

erime sicakhgini etkiler.

2002 yilindan itibaren tromboz tanisiyla gelen ve Real Time PCR ile FVL caligilan
4100 hasta sonuglari taranmis ve 13 hastada pozitif kontroliin erime sicakligindan +2C°den
fazla sapma goOzlenmistir. Bu Orneklere DNA dizi analizi yapildiginda probun erime
sicakhgina neden olacak ve gen dizisinde FVL mutasyonuna yakin baska bir mutasyon

gOzlenmemistir.

Ornekler DNA bankamizdan tekrar izole edildi ve Real Time PCR cihazi ile
calismalar tekrarlanmistir. Sonuglarda pozitif kontroliin erime sicakhigindan sapma
gbzlenmemistir. Sapmaya neden olabilecek baska parametrelere bakildiginda; nanodrop
ol¢limu sirasinda izolasyondan dnceki DNA’larda protein, fenol gibi kirleticilerin bulundugu

g6zlenmistir.



A new mutation detection in Factor V gene with Light Cycler Real Time PCR
technology

Summary

The risk of venous thrombosis is increased when the hemostatic balance between pro-
and anticoagulant forces is shifted in favor of coagulation. If this is caused by an inherited
defect, the resulting hypercoagulablestate conveys a lifelong increased risk of thrombosis.
Mutations in the genes coding for proteins in the coagulation cascade were found to be
associated with increased risk for venous thrombosis. Dahlback et al. described a
predisposition to thrombosis caused by a poor anticoagulant response to activated protein C
(APC). A vyear later Bertina et al., reported that a point mutation in exon 10 of the gene
encoding blood coagulation factor V.

Real Time PCR is a system, which analyses a mutation Factor V Leiden. In this
technique hybridization probe can be used to detect and monitor single nucleotide mutation.
The probe has 2 part and its specific to mutation. With the melting curve analysis the
hybridization probes melt off, two fluorescent dyes are no longer in close proximity and the
fluorescence will degrees. The resulting melting peaks allow discrimination between the
homozygous as well as the heterozygous genotype. The anchor probe has a higher T, than the
mutation probe. During the experiment tm degree of the unknown samples may vary £2°C
from the tm degree of positive control. Differences in base composition, nucleotide position,
and nearest-neighbor environments all affect T,.

There were 4100 diagnostic samples for thrombophilia screening starting 2002 in our
department. We found 13 patients with a variation of Tm degree more than £2°C. Results of DNA
sequencing showed only FVL.

In order to delineate the reason for the artifact of the Tm degree, DNA of the patients
were isolated again and the study was repeated by LC and sequencing. The shift of the LC
experiment was within normal range indicating that they are FVL.

Our study showed that DNA quality and quantity is important and needs to be
analyzed prior to laboratory procedures and archival and not well-kept DNA samples may

cause the same variation, which causes an artifact
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1. GIRIS VE AMAC

Fizyolojik kosullarda prokoagiilan ve antikoagiilan mekanizmalar bir denge
igerisinde ¢alisirlar. Denge bozuklugu durumunda kanama ya da tromboz kendini gosteren
patolojik bir durumdur (Dahlbiack 1993). Bu patolojik durumlar kalitsal ya da edinse
olabilir. Faktér V Leiden mutasyonu (G1691A) (FVL) tromboz yéniinden kalitsal bir risk
faktoridir. Bu mutasyon aktit’ protein C (APC) direncinin en &nemli nedeni olarak
tamimlanmugtir (Bertina 1994). APC, FVa ve FVIIIa’y1 inaktive ederek pthtilagmay1 kontrol

eder.

Faktér V geni 1. kromozomun q21-25 bélgesinde lokalize olan, 25 ekzon ve 24
introndan olugan 80kb uvzunluunda bir gendir. FVL mutasyonu, nokta mutasyon olup,
genin 10, ekzonundaki 1691. niikleotidin guaninden adenine dénlismesine neden olur, Bu

donistim de 506. argininin glutamin olmasiyla sonuglanir.

FVL mutasyonunun tanisi i¢in ¢ok sayida farkli molekiiler teknik kullanilmaktadir.
Bunlardan en sik kullanilanlarnt klasik polimeraz zincir reaksivonu (PCR), restriction

fragment length polymorphism (RFLP) ve Real Time PCR (RT-PCR) dur.

RT-PCR, nokta mutasyon tespitinde, hibridizasyon teknolojisi kullanilir. Problar 18-
25 baz cifti(bg) uzunlugunda ve mutasyon bélgesine spesifiktir, Hibridizasyon problart iki
kistmdan olusur. LC Red 640 isaretli isaretleyici prob ve fluoresan isaretli mutasyon probu.
Bu problar PCR’in anneling asamasinda primerlerle beraber tek zincirli DNA’ya
baglanirlar. Her PCR déngiisimde 151k kaynaginin 6nlinden gecerlerken floresan 1sima
gosterirler. Bu 1s1ma isaretlevici probu uyarir ve sensdr Red 640°1n yvaydigi 1stmayi algilar.
Bu teknik Fluoresance resonance energy transfer (FRET) olarak adlandinilir. PCR
dongiileni bittikten sonra 1s1 0,2°C lik araliklarla yikseltilir ve problarin eriyerek birbirine
cok yakin duran iki floresan boya bitbirinden ayrilmasi saglanir. Boylelikle floresan 1s1ma
miktar1 diiser. Eger bir mutasyon varsa, mutasyon probu ile hedef DNA arasindaki
uyumsuzluk hibridin stabilizasyonunu bozar. Yabanil tip genotipte ise uyumsuzluk
olusmaz ve hedef DNA ile bire bir ortiigen hibrit yitksek erime sicaklhigina sahip olur.
Mutant genotipte ise, hedef DNA ile hibrit bire bir ortisemediginden bazlar arasinda

olusan baglar daha gevsek olur ve erime sicaklifi daha diigiik olur. Erime egrisi analizi



sonucu elde edilen piklerle; homozigot (yabanil tip veya mutant) genotip ile heterozigot

genotip arasidaki fark ayirt edilir (Biochemica 1999).

Bu cihazlar nitel ve nicel 6l¢lim yapmaktadir. Nitel él¢timde kullanilan teknoloji
hibridizasyon problaridir, Bu problar daha énceden bildigimiz nokta mutasyonlan tanirlar.
Erime sicakligi (Tm) probun dizisinde bulunan G-C oranmna gére degisir. Tm derecesi,
drneklerde pozitif kontroliin erime sicakhigindan £2 derece sapma gosterebilir. Bu orandan
daha fazla sapma gostermesi 6rmegin farkl bir sicaklikta eridigini ve farkli bir nokta

mutasyon olabilecedini diistindiirir.

Bu ¢alismada; 2002 yilindan itibaren tromboz tamsivla gelen ve Real Time PCR ile
Faktér V Leiden c¢ahgilan hastalarin sonuglarinin taranmast ve sapma goésteren hastalarda

yeni mutasyon taranmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Koagiilasyon Mekanizmasi

Koagiilasyon, srvi haldeki kanmn katilasarak akiskanliginin azalmas: durumuna
gelmesidir. Koagiilasyon mekanizmasinda bulunan pro- ve antikoagiilanlar arasindaki
hemostatik denge deistiginde, venoz tromboz riski artmaktadir. Eger bu denge bozuklugu
kalitsal bir hatadan kaynaklamyor ve hiperkoagiilasyon ile sonuglantyorsa, ileri yaglarda

tromboz riskini arttirmaktadir (Dahlback 2000).

Koagiilasyon mekanizmasinda bulunan kofaktér proteinler (doku faktorii, Faktsr V
ve VIII), diger faktorler igin baglanma noktasidir. Doku faktorli, yap1r olarak diger kan
pihtilagsma faktorleri ile iligkili degildir. Aktif iglev gérmesi i¢in kirpilmaya gereksinimi
olmayan yapisal bir zar proteinidir. Faktér V (FV) ve Faktér VIII (FVIII) profaktérler
olarak gorev yaparlar ve kirpilarak aktive edildiklerinde diger faktdrler icin baglanma
noktas1 olustururlar. Bu proteinlerin disinda Protein C (PC) ve Protein S (PS) diizenleyici
proteinlerdir. Sadece Protein C proteolitik kirpilma ile diizenlenir. Aktive oldugu zaman

bir serin proteazdir (Smith 2007).

Koagiilasyon mekanizmasinda, intrensik, ekstrinsik ve ortak yol olmak iizere li¢
sistem bulunur. Intrensik vol, dolasimdaki kanda bulunan prokoagiilan yapilardir.
Ekstrinsik vol, kanda bulunan ve viicut dokularindan kéken alan enzimleri kullamir

{Altinisik 2001},

Ekstrensik sistemin (doku faktérii volu), travma sonucu uyarilmasi ile ortaya ¢ikan
doku faktorii (DF) dogrudan Faktér FVIT (FVII)'yi aktiflestirir, bu da kalsiyum ve
fosfolipid varlifinda Faktér FX (FX)'u, FXa seklinde aktiflestirir. DF’4 yolu ayn1 zamanda
FVIla ile birlikte, Faktdr FIX (FIX) un da uyarilmasini saglamaktadir.

Intrensek sistemin (kontakt protein yolu) uyarilmasi, Faktér FXIT (FXII) nin,
bozulmus damar viizevi veya negatif elektrik yiikli ytzeyle aktiflestirilmesi ile olur. Bu

yolda en Onemli rolii FXIT oynamaktadir, FXII'nin aktiflestirilmesine yardimct olan



kofaktorler arasinda prekallikrein, yiiksek molekiil agirhikli kininojen (YMAK) ve Faktor
FXI (FXI) bulunur. FXIla FXI'1, aktif gekli olan FXla'ya ve prekallikreini, aktif sekli
olan kallikreine doniistiiriir, bu sonuncu madde de bradikinin olusturmak {izere YMAK’i
pargalar. Ayrica FXla, YMAK kofaktorligiinde FIX'u uyarmaktadir. FIXa, FVIII
eslifinde FX’u, FXa seklinde aktiflestirir,

Hem interensek hem de ekstrensek sistem ile aktiflenebilen FXa, FVa ile birlikte
kalsiyum ve fosfolipid varliginda protrombini trombine déniistiirtic. Olugan trombin;

o Trombositleri aktiflestirir,

¢ Fibrinojeni fibrine déndstiirtir,

¢ FVIII ve FV’1i aktiflestirir.

FVIlla ve FVa trombositlere baglanir, proteolitik faktorler olan FIXa ve FXa'ya
kofakttr olarak hizmet ederler. FVI1lla ve FVa kotaktori olduklarn prokoagiilan faktdrlerin
(sirasiyla FIXa ve FXa) katalitik etkilerini artirirlar, Boylece vaskiiler hasar olan
bélgelerde koagiilasyon reaksiyonlarimin hizlandinlmasim, trombin olusumunun hizla

artmasina ve sonucta koagiilasyona neden olur (Salzman 1994; Yale 1995)(Sekil 2.1).
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Pihtilagma mekanizmasinin kontrolii kendi icindedir. Cok az miktarlarda doku
faktorii ile meydana gelen minimal trombin; fibrinojenin yamnda, trombositleri, FV, FVIII,
FXI ve Faktdr FXIII (FXIIIy1i de aktiflestirir, Trombinin prokoagiilantlar izerine yaptigt
bu etkiler, pthtilagsma sisteminde pozitif feedback reaksiyonlaridir. Trombin diger taraftan;
endotelde bulunan protein C reseptérii (EPCR) ve trombomodulin etkisi ile Protein C’yi,

antikoagiilant etki gosteren, aktif protein C (APC) molekiiline déndgtiiriir (Beutler 2001).

2.1.1 Protein C Sistemi ve Aktive Protein C’nin Etki Mekanizmasi

Protein C glikoprotein yapismda, K vitaminine bagimli, hemostazin
regililasyonunda rol oynayan anahtar molekiillerden birisidir. Plazmada inaktif bir zimogen
olarak bulunur. Damar duvarindaki trombin tarafindan aktive edilir. Trombin burada
koagiilasyon mekanizmasindaki fonksiyonundan tamamen farkl bir fonksiyon gostererek
protein C’y1 aktive eder. Saglam endotel yiizeyindeki bu trombin, trombomodulin olarak
bilinen bir reseptdre yiiksek affinite ile baglanir, prokoagiilan ézelligini yitirir ve protein
C’nin aktivatéri olur. Aktive protein C (APC) fosfolipid bagl FVa ve FVIIa'y1 spesifik
olarak parcalar ve inaktif hale getirir béylece koagiilasyon inhibe olur ($ekil 2.2). FV ve
FVIII kofaktérlerinin prokoagiilan aktiviteleri yoktur ve APC aktive olmamis FV ve
FVIIT'e etki edemezken, membrana bagh FVa ve FVIIIa'y1 spesifik olarak inaktive eder.
APC FVa ve FVIlla’daki Arg aminoasidinin bulundugu bélgelerden bir kag peptid bagim
kirar, FVa'daki Arg 506 ve Arg 306°y1 kirarak FVa aktivitesinin kaybma neden olur,
Factor VIlla'da ise Arg 562 nin kirllmasi ile kofaktdr inaktivasyonuna yol acar (Dahlbick
1995).



PROTHAOGMBIN * THROMEIN

Favtor W
Enpstive

Sekil 2.2. Trombinin trombomodiiliine baglanarak protein C’yi aktive etmesi ve aktive
protein C’nin FVa’y1 inaktive etmesi

Normal fizyolojik kosullarda prokoagiillan ve antikoagiilan mekanizmalar
arasindaki denge antikoagiilasyon lehinedir. Bununla beraber vaskiiler hasarin oldugu
bélgelerde antikoagiilan sistem etkisini kaybeder, prokoagiilan glicler ortama hakim olur.

Boéyvlece ektravaskiiler pihtilasma olurken intravaskiiler akiskanlik devam eder.

2.1.2  Aktif Protein C Direnci

Dahlbick, APC direncinin (APCR) PC’nin aktivasyonunda rol oynayan bir
kofakoriin eksikligine va da FV veya FVIII genlerindeki bir mutasyona bagli olabilecegini
iler1 stirmiistiir. Daha sonra yapilan calismalarda, APC direnc¢li olgularin plazmalarnna saf
FV eklendiginde, APC direncinin olmadigr gézlenmistir (Dahlbiack 1994). Boylece APC
direncine neden olan bozuklugun FV molekiilii oldugu bildirilmistir (Griftin 1993).



APC direncinin molekiiler patolojisi ilk kez Bertina ve arkadaslan tarafindan 1994
yilinda aydmlatilmustir. FV geninin 1691. pozisyonundaki adeninin guanine déniismesi
sonucu ortaya ¢ikan mutant gen, FV'in agir zineirinin 506, pozisyonundaki arginin yerine
glutaminin ge¢mesine neden olmaktadir. Bu varyant Faktor V Leiden olarak

adlandirilmistir. Bu mutasyon APCR’nin en sik nedeni olsa da tek nedeni degildir.

2.1.3 Faktor V Geni

FV proteini, koagulasyon mekanizmasimin hem intrinsik hem de ekstrinsik
yollarmda kofaktsr olarak gérev yapar. Intrinsik mekanizmada FXa ve trombosit
fostolipitleri ile, ekstrinsik mekanizmada ise doku tromboplastinin bir parcasi olarak
sentezlenen fosfolipit ve FXa ile birleserek protrombin aktivatériinii olusturur, bu
kompleks de protrombini (FII) trombine don{stlirir. Pihtilagsma kaskadimin aktive
olmasiyla ortaya ¢ikan trombin bir yandan fibrinojeni fibrine déniistiiriirken, diger yandan
endotelyal bir membran proteini olan trombomoduline baglanir (Haliloglu 2004; Guyton
1991; iligin 1996). FV trombin ve FXa tarafindan aktif faktér V (FVa)’e ¢evrilmektedir.
Trombin tarafindan aktiflegtirilen FV, Arg 709-Ser 710, Arg 1018-Thr 1019 ve Arg 1545-
Ser1546 baglarinin kesilmesiyle olugturulmaktadir. Tek zincirli FV molekiilii, birbirlerine
Ca®™ iyonlari ile bagh olan ¢ift zincirli aktif molekiil haline doniigiir. FVa, APC tarafindan
agir zincirinin proteolitik degradasyonuyla inaktive edilmektedir. Inaktivasyon fosfolipit
membranlar ve Ca®" varligimda daha etkili olmaktadir. Bu islem ilk kesim Arg 506’dan
olmak fiizere, Arg 306 ve Arg 679 olacak sekilde bir sira igerisinde devam etmektedir
(Lane 1996).

Mutasyona ugramis FVa normal FV prokoagiilan aktivitesi gosterir fakat APC
aracilign ile olan inaktivasyona daha az hassastir. Bu trombinaz kompleksinin
stabilizasyonuna, artmis trombin olusum hizina, FVIII ve FV’in feedback aktivasyonuna
yol acar. Koagiilasyon mekanizmasimin artmis aktivasyon hizi, beraberinde FV’e bagimh
APC kofaktor aktivitesinin kaybina, APC direncinin artigina ve hiperkoagiilasyona yol
acar. Arg 506 — Gln mutasyonu direkt olarak FV’in bir APC kofaktsrii gibi fonksiyon
gérmesini bozmaz. APC direncinde, FV'in APC kofaktérii olarak etki etmesinde bir

eksiklik yoktur. Bununla beraber, mutasyon FV’in prokogiilan ve antikoagiilan durumlan



arasindaki dengesizlik sonucu olusan FV’in APC kofaktér aktivitesindeki sekonder kayip

ile iligkilidir (Dahlback 1995).

Faktér V geni 1. kromozomun g21 -25 bélgesinde lokalize olan, 25 ekzon ve 24
introndan olusan 80 kb uzunlugunda bir gendir (Cripe 1992). 1986°da Kane ve Davie,
1987°de Kane ve arkadaslar ve 1987°de Jenny ve arkadaslan ilk olarak ¢cDNA klonlamasi
yaparak, insan faktér V geninin aminoasit dizisini tamimladilar, QOlgun protein 2196
aminoasit igermektedir. Faktér V. ¢DNA’nin analizinin sonucunda, domain yapisimi

sirastyla A1-A2-B-A3-C1-C2 olan proteinlerin olusturdugu bulunmustur (Sekil2.3)
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Sekil 2.3 Faktér V geninin ekzon ve intron domain yapisi. Kutular Faktér V’in domain
yaptsint oklar ise olgun mRNA’da ayrilmig intron bélgelerini isaret etmektedir. Her bir
intron numaralarla gdsterilmistir

2.1.4 Faktor V Gen Degisimleri

Faktér V eksikligi nedeni olarak 2 mutasyon bildirilmistir. Bunlar; 13. ekzonda 4
baz ¢iftlik bir delesyon ve FV Stanford olarak adlandirilan yine 13. ekzonda 2856.
niikleotitde 4 baz ciftlik insersiyondur. FV iizerinde APC’ nin kesim yerlerini kodlayan
niikleotitlerdeki mutasyonlar, FV’in APC” ve karsi diren¢ olugturmasina neden olur. APC

direnci, Faktér V'in degisik bélgelerinde olugan farklh mutasyonlar nedeniyle ortaya cikar.

FV Cambridge olarak adlandirilan mutasyon, Faktér V geninin 7. ekzonunda, Arg
306 kesim bolgesindeki tek baz degisimi sonucu arginin aminoasidini treonin aminoasidine

dontstiirtir ve APC direncine neden olur (Williamson 1998).



FV geninin 13. ekzonunun 4070. pozisyonundaki tek baz degisini sonucunda 1299.
aminoasit olan histidin arginine dénisiir. FV A4070G polimorfizminin vendz tromboz i¢in
bir risk faktori degildir ancak FVL mutasyonuyla birlikte oldugunda énem kazanmaktadir.

Bu mutasyon R2 haplotipi olarak isimlendirilir (Akar vd 2000, Atakan vd 2000).

FV’in 13. ekzonunda 3935. pozisyonundaki A—G (His 1254 Arg) mutasyonu da
R3 haplotipi olarak adlandirlir (Lewis 2007).

FV Leiden (FVL), faktér V geninin 10. ekzonun 1691. niikleotidinin guaninden
adenine doéniismesine neden olur. Bu déntisiim de 506. argininin glutamin olmasiyla
sonuglanir. FVL mutasyonuyla, FV molekiilii proteolitik inaktivasyona direngli olur. Bu
durum trombin konsantrasyonunda ylikselmeye ve hiperkoagiilasyona neden olur (Silan ve
Zafer 2004, Rosen ve Sturk 1997}, FVL mutasyonu tasiyan bireylerde venéz tromboz,
periferal vaskiiler hastaliklar, felg, tekrarlayan diisiik, pulmoner embolizm ve kalp krizi
goriilme riski artmaktadir (OMIM 2001). FVL mutasyonu penetransi azaltilmig otozomal
dominant kalittm g&sterir. Mutasyonu tasiyan bireylerde saglik problemleri gériilmeyebilir
Heterozigotlarin %10 unun ve homozigotlarin hemen hepsinin yasamlan siiresince venoz
tromboz ge¢irme riski vardir (Bagaran 2001). FVL heterozigot bireylerde tromboz riski 5—
10 kat, homozigot bireylerde ise risk 50-100 kat artar. Aktive edilmig protein C direncinin
normal bireylerdeki insidansi %3-5 thromboz Gykisii olan hastalarda %50 civarindadir

{Lucotte 2001, Kujovich 2004).

2.2 Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time PCR)

Higuchi ve arkadasglar, olusturduklarr PCR  dirdinlerini  tarayan bir sistem
gelistirmislerdir. PCR kinetiginin analizine 6nctilik eden bu es zamanli sistem, her
cogaltma reaksiyonunda tespit i¢in etidyum bromiir, ultraviyole 151§ ile her ommegi
aydinlatacak termal dongii adaptérii ve floresans 1$1manin sonuglarm toplayacak bir

kamera esliginde bilgisayar sistemi icerir (Higuchi et al. 1993).



PCR reaksiyonlarinda sicaklik déngiiller1 saglamak icin kullamilan cihazlann
(thermocycler) hassas olgiim aletleriyle birlestirilmesi, gergek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (Real Time PCR) olarak adlandirilan yeni bir yéntemin gelismesini saglamistir,
Real Time PCR, reaksiyon esnasinda her bir PCR déngiisiinlin yeterli miktarda Griiniin
verdifi floresans 1518a gore calisan ve agsama agama reaksiyonu sonuna kadar olusan {ir(in{l
kontrol eden bir sistemdir. Real time PCR teknolojisinde diziye 6zgii problar ve diziye
Ozgii olmayan floresan boyalar kullanilir. Floresan boyalar sayesinde nicel ve nitel

analizler yapilabilmektedir (Wittwer 1997).

Real Time PCR’da tarama yapmak i¢in 4 farkli sistem meveuttur. Bu 4 sistemde,
PCR sirasinda olusan floresans 1gimay1 Slgmek tizerine kurulmustur. Yayilan floresan
151ma miktar1, PCR {iriin miktariyla orantilidir ve PCR reaksiyonunu gézlemlemeye olanak

saglar (Klein 2002).

En basit ve ucuz olan sistem, ¢ift zincirli DNA arasina giren boya teknolojisine
dayanmaktadir. Bu teknolojide, énceden hazir olan DNA triiniiniin izerine boya kolayca
uygulanabilir  ve boyadan bagka floresans isaretli  oligoniikleotid eklemek
gerekmemektedir. Ancak bu teknolojide spesifik ve spesifik olmayan PCR {iriinleri de
taranmaktadir. Bundan dolay1 PCR kosullar1 ¢ok iyi optimize edilmelidir ve erime sicaklig

efrisi analizinde spesifik olan ve olmayan 6rnekler ¢ok iyi ayristirtlmalidir.

Diger ii¢ sistem, floresans isaretli oligoniikleotidlerin eklenmesi iizerine kuruludur.
Yeterli miktarda floresans 1sima; probun (hidroliz prob (Heid 1996;Gibson 1996))veya
baglanan bir (molekiiler beacon (Tyvagi 1996)) veya iki (hibridizasyon prob (Wittwer

1997)) oligoniikleotidin ayrilmasi ile elde edilir.

Bu dort temel sistemin yaninda bagka sistemlerde tamimlanabilir. Scorpion
primerleri, cogaltilacak diziye baglanan floresans isaretli bir kuyruga sahiptir (Whitcombe

1999).



2.2.1 SYBR Green

LC sisteminin bu uygulamasinda; valmzca ¢ift zincirli DNA’ya baglandiklarinda
floresans veren cyber green boya kullanilarak, amplifikasyona bagli DNA artisi, ortaya
cikan floresansin miktari ile él¢iilmektedir, Primerin baglanmasini takiben gerceklegtirilen
uzama agamasinda hedef DNA’nm ¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA’va baglanan boya

miktart artmakta ve buna bagh olarak yayilan tloresans miktarinda artis gézlenmektedir.

Amplifikasyonun baglangicinda reaksiyon tlipii icinde “cyber green”, primerler ve
denatiire edilmis DNA ayn ayn bulundugu i¢in floresans yok denecek kadar azdir.
Primerin hedet molekiile baglanmasini takiben az miktarda “cyber green” ¢ift sarmal
yapiya katilmakta ve bunun sonucu olarak yayilan floresans miktar1 da az olmaktadir.
Uzama agsamasinda yeni sentezlenen ¢ift sarmal DNAnin yapisina gittikce fazla miktarda
boya katilarak zaman i¢inde floresans derecesinde artisa neden olmaktadir(Sekil 2.4)

(Williams 1996, Grove 1999).

Bu uygulamada, floresans artist her zaman spesifik amplifikasyonlar
gostermeyebilir. Clinkii cift sarmal DNA’ya entegre olan “cyber green”, ortamda hedef
molekiller olmadiginda, primerlerin kendi aralarinda gergeklesecek olan baglanmalar
(primer dimerleri} sonucunda da vyapiya katilarak {floresans olusumuna sebep

olabilmektedir (PE Biyosystems).
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Sekil 2.4 Cyber Green tekniginin agamalart. a. Ortamda; cyber green boya, primer,
denatiire olmus DNA ve PCR i¢in gerekli kimyasallar bulunmaktadir. b. Primerlerin
baglanmasiyla cift zincirlh DNA arasina cyber green boya girmeye baslar. ¢. Cift zincirli
DNA olustukca arasina giren boya miktan ve dolayisiyla 1s1ma miktart da artar. (Williams
1996; Grove 1999)

2.2.2 TaqMan Probe (Hidroliz Prob)

TagMan sisteminde 5’ ve 37 uc¢lanndan florokrom maddelerle isaretli prob
kullanilmaktadir. Probun 5’ ucunda raportér florokrom, 3’ ucunda ise baskilayic
florokrom bulunmalktadir. Prob, tek sarmal hale getirilen hedef molekiil tzerinde,
primerlerin baglanma bé&lgesinin arasinda kalan yere baglanir. Prob hedef molekiil
arasindaki hibridizasyon devam ettifi siirece raportér florokrom maddenin sinyal
olusturmasi, 3 uctaki baskilayict florokrom tarafindan engellenmektedir. Primerlerin hedef
niikleik asite baglanmasini takiben baslatilan primer uzamasi prob’un baglandig noktaya
kadar geldiginde, sentezin devam edebilmesi i¢in Taq DNA polimeraz enzimi 5’—3’
niikleaz aktivitesini kullanarak probu 5° u¢tan yikmaya baslar. Biylece raportér florokrom
serbest hale gecer ve sinyal olusturur. Her siklusta tretilen amplikon miktarina paralel

olarak sinyal siddeti de artmaktadir (Sekil 2.5) (Deetz 1995; Gelfand 1991).
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Sekil 2.5 TagMan tekniginin agsamalari. Probun iki ucunda fluorescein ve quencher boyalar
bulunmaktadir. Bu boyalar birbirlerini baskilarlar. Uzama esnasinda prob kirilir ve
boyalarin birbini lizerindeki baskisi kalkar ve 1s1ma gozlenir.

2.2.3 Hibridizasyon Problar::

Lee ve arkadaslari, gelistirdikleri floresans isaretli problarla; PCR sonrasinda
probun erimesini analiz etmeyi miimkiin kilmiglardir (Lee 1993). Bu problar diziye 6zgii
olup 2 probdan olugmaktadir. Bu problardan bir tanesi, mutasyon igeren bdlgeye spesifik
tasarlanir, digeri hemen bunun yakimnda (3-5 niikleotid uzaklikta) yerlestirilmistir {(Dalay
2004). LC-Red 640 igaretli hibridizasyon problar, mutasyon olmayan hedef diziyi
hibridize ederek isaretleyici prob olarak fonksiyon kazanmasim saglar. Diger hibridizasyon
probu, floresans ile isaretli olup, mutasyon probuna siki olarak baglanir. ilk asamada
sadece floresans boya 1sildarken, kalip DNAvya hibridize olduktan sonra, bu iki prob yakin
olacak sekilde yan yana gelirler ve bu floresans boyanin enerjisi Red 640 boyanm

1simasina neden olur. Bu 2 boya arasindaki enerji yayihmina floresans rezonans enerji



transferi (FRET) denir (Sekil2.6). Bu enerji transferi sonucunda olusan floresans miktar

PCR siiresince olugan iirtin miktar ile dogru orantilt olarak artar (Biochemica 1999).

FRET

Sekil 2.6 Problarin ilki 3” ucunda tloresans isaretli donor boya, digeri 5° ucunda Red 640

isaretli acceptor boya ile igaretlidir.

2.2.3.1 Erime Egrisi Analizi

PCR déngtileri sirasinda anneling asamasinda primerlerle beraber problar da
baglanir. Bu asamada problar yan yana geldikleri ve enerji transferi gerceklestiginden
dolay1 floresans miktar artar, PCR déngiileri bittikten sonra erime sicakhigi egrisi analizi
yapilarak sonuglar belirlenir. Erime egrisi analizinde, PCR déngiilerinden sonra, sicaklik
0,2°C araliklarla arttirilir. Hibridizasyon problar erime sicakliklarina (Tm) geldiklerinde
bagli olduklart DNA dizisinden koparlar. Birbirleri {izerindeki enerji transferi ortadan
kalktiz1 i¢in floresans 1s1ma miktan azalir. Eger DNA dizisinde bir mutasyon varsa, prob
ve DNA bire bir drtiismedigi i¢in probun erime sicaklhigt daha dusiik olacaktir. Mutasyon
olmayan dizi ile prob birebir értiiserek baglandigi i¢in probun erimesi ve DNA dizisinden
ayrilmasi daha zor olacaktir ve erime sicakhigi daha yiiksek olacaktir (Sekil 2.7). Baz
kompozisyonundaki, niikleotid pozisyonu ve komsu nokta mutasyonlar Tm derecesini

etkiler (Wieland 2000)

a. b.

DNA DNA

Sekil 2.7 a) Dizide mutasyon yoksa normal diziye spesifik prob ile DNA dizisi birebir
ortiisecek sekilde baglanirlar b) Dizide mutasyon bulunuyorsa baglanma tam olarak
gerceklesmez.



2.2.4 Real Time PCR Teknolojisinin Ustiinliikleri

e Floresans boyalar sayesinde es zamanli olarak sonug alinabilir, Her déngii sonunda

olugsan 1gmmalar sayesinde bilgi es zamanh olarak ekrana yansir,

* Sonug¢ almak i¢in ikinei bir teknige ihtiyag yoktur. Klasik PCR da dongiiler bittikten
sonra RFLP, agaroz jelde yiriitme gibi tekniklere ihtiva¢ varken, Real Time PCR

teknolojisinde érnekler makineye yiiklendikten sonra sonug alinabilmektedir.

» Sonrasinda gerekli olan teknikler yiiziinden klasik PCR 2 giin stirmesine ragmen, Real

Time PCR yaklasik 40 dk stirmektedir.

» Kapali bir sistem olmasindan ve ikinci bir teknige ihtiyag duyulmamasindan dolay:

kontaminasyon riski ¢ok azdir.

* Diziye 6zgli mutasyonu ya da normal diziyi taniyan problar kullanmldigindan $zgii

olmayan bir baglanma gériilmez.

o ok yiksek teknik duyarlilifa ve hassasiyete sahiptir. (Klein 2002; Wieland 2000)

2.25 Real Time PCR teknolojisinin Simirlamalar
» Kullamulan malzemelerin cok pahali olmasi
* Protokol olusturmak i¢in ¢ok gelismis bir teknolojiye ihtivag duyulmasi.

e Sadece bilinen mutasyonlan taramas1 (Klein 2002)

2.2.6 Light Cyler Real Time PCR

Light Cycler (LC) (Roche, Mannheim, Almanya) (Resim 2.1) 32 6rnekle calisan es
zamanli olarak sonug¢ gosteren bir cihazdir. Sicaklik déngiilerini hava akimi sayesinde
gerceklestirir. 530, 640 ve 705nm olmak lizere ii¢ dalga boyunda 6l¢lim yapmaktadir. FVL
taramasi icin kullanilan 640nm dalga boyudur. Farkl tloresans boyalar isaretlenerek farkh
genlere aynt anda bakilabilmektedir. Floresans boyalar sayesinde PCR dongilerinin her
birinin sonunda ekrana bilgi vansimasiyla gercek bir es zamanh yontemdir. Sicaklik
iletiminin daha iyi olmasi i¢in 20ul cam kapiller kullanilir (Resim 2.2). Bu cam kapiller

ylizey alanim genisleterek tepkime alanmim arttinr (Biochemica 1999).
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Resim 2.1 Light Cycler Real Time PCR cihazinin kisimlari

Resim 2.2 Light Cycler Real Time PCR cihazi



2.2.6.1 Light Cycler Cihazinda FVL Tanisinda Kullanilan Kit ve Protokol

Light Cycler Mutation detection kit 32 hasta icin tasarlanmistir. Bu kit insan FV
genindeki 1691 G—A nokta mutasyonu belirlemek i¢in tasarlanmustir. Bu kit sadece

yagam bilimleri aragtirmalar i¢indir (Biochemica 1999),

FV mutation detection kit 3 tane tiip icerir. Bu tiiplerden bir tanesi mutation
detection mix ikincisi, reaction mix ve dgtinetisit de pozitif kontrol olarak adlandirtlir.
Mutation detection mix; FVL gen bolgesini siurlayacak primerler, floresans isaretli
hibridizasyon problart ve konsantrasyonu optimize edilmis Mg™ icermektedir. Reaction
mix ise Roche molekiiler biyokimyasallar tarafindan iiretilen Light Cycler DNA master
hibridizasyon prob tamponu igermektedir. Bu tamponun iginde; nikleotidler, Thermus
aquaticus DNA polimeraz ve 10mM Mg™ bulunur. Pozitif kontrol ise heterozigot bir
ornektir. Bu 6rnegin erime sicakliklar1 énceden belirlenmistir. Normal diziye baglanan
probun erime sicaklifn 64C°, mutant diziye baglanan probun erime sicakligi ise 56C* dir.
Calismalar sirasinda Orneklerin erime sicakliklart pozitif kontroliin erime sicakligimdan
+2C° sapma gosterebilir. Bazi durumlarda negatif kontrolde kullanilmaktadir. Negatif

kontrol olarak steril PCR i¢in uygun H,O kullanilmaktadir (Wicland 2000).

Baslangi¢ta bir denatiirasyon basamagmdan sonra; 45 dongii PCR reaksiyonu
gerceklesmektedir. Bu sirada her déngiide floresans 1sima primerlerin baglandigi anneling
fazimin sonunda &lcuilmektedir. PCR doéngileri bittikten sonra sicaklik, erime egrilerini
olusturmak i¢cin 45C*ye dusiriilir. Bu sicaklik DNA ile probun en fazla birlestigi
stcakliktir. Sicaklik 0,2C° araliklarla 75C*'ye yikseltilir. Bu sicaklik artigt sirasinda her
basamakta floresans 151ma miktarlan Slgiliir (Sekil 2.8). Boéylece floresans igaretli boyanin

kag derecede endigi belirlenir ve erime egrisi ¢izilir (Wieland 2000}).



Sekil 2.8 Real Time PCR teknolojisinde PCR ve erime sicaklign analizi grafigi

2.2.6.2 Light Cyler ile Bulunan Mutasyonlar

Pozitif kontroliin erime stcakhigi ile &rneklerin erime sicakliklar arasinda +2°C
farkliliklar olabilir. Bu +£2°C’lik sapmadan daha fazla bir sapma goézlenirse, erime
sicakligim etkileyen faktérlere bakilmasi gerekmektedir (Akar 2006). Bu faktérlerden bir
tanesi komsu bolgelerdeki nokta mutasyonlardir. Bu sapmalardan yola ¢ikilarak DNA dizi
analizleri yapilmis ve protrombin geni; C20209T {Akar 2006), A20207C (Lyon 2001),
A20218G (Weiskirchen 2005) ve C20221T (Klinger 2001) degigsimleri, faktor V geninde;
C1690T (Benson 2005), A1696G (Lyon 2004), 1690 delC (Lyon 2004), G1689A (Wittwer
1998) degigimleri ve MTHFR geninde; C685G, G679A (Wittwer 2003) gen degigimleri
bulunmustur (Lyon 2005).



3. MOLEKULER TEKNIKLER

3.1 Kullanilan Cozeltiler

Bu cahsmada DNA izolasyonunda kirmizi kan hiicrelerini lize etmek icin 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}] karisim kullanilmustir,

3.2 DNA Ekstraksiyonu

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

izole edilmis ve etanol ile muamele edilerck ¢éktiirilmiigtir.

3.3 Real Time PCR

Gergek zamanli PCR sistemi, polimeraz zincir reaksiyonu sonuglarina ulagsmak igin
harcanan zamani azaltmaktadir. Ayrica kullanicinin PCR irlinlerinin amplifikasyonunu
ayni1 zamanda, es zamanh olarak gériintiilenmesine olanak saglarken, tek bir reaksiyondan
elde edilen bilginin miktarint en Gst seviyeye ¢ikarabilmek tizere gelistirilmistir. Sistem,
gen c¢kspresyonunun  miktarint - belirlenmesinde  (Giulietti  2001), tek niikleotid
polimorfizmlerinin tayini, viriislerin miktarinin belirlenmesinde (Niesters 2001; Mengelle
2003), patojenlerin tespitinde (Uhl 2002; Mackay 2004; Perandin 2004), DNA hasar
tespitinde (Dietmaier 2001) ve metilasyon tespitinde (Trinh 2001; Cottrll 2004)
kullanilabilmektedir. Ayrica PCR’nin kisa siirede tamamlanmasi igin hizli 1s1 dongiisii
kullanmaktadir. PCR iiriinlerini erime egrisi analizi programlart kullanarak veni sinirlar
aragtirmamiza yardime1 olarak daha énceden ulasilabilenin aksine daha zengin bir bilgiye
sahip olabilmeye olanak saglamaktadir. Real-Time PCR, iistiin kopyalama yetenegi,
hassasivet ve dinamik alan gibi performans saglamaktadir. PCR uygulamalarinda optimum
performansa ulagabilmek i¢in gelistirilmistir(Roche, Molecular Biochemicals Light Cycler

System). Hata pay1 yiizde birin altindadir,



3.4 DNA Dizi Analizi

DNA’nin niikleotid dizilerinin saptanmast anlamima gelen DNA dizi analizi, gen
yapist ve genetik kontrol mekanizmalart hakkinda bircok bilgi edinmemizi saglamistir,
Rekombinant DNA teknolojisinin gelismesine paralel olarak 1970°li yallarin sonuna dogru
etkin ve dogrudan dizi analizine yonelik yontemler gelistirilmeye baslanmustir (Oner
2002).
Niikleotid dizilerinin belirlenmesinde Maxam-Gilbert’in kimyasal yontemi ve Sanger’in

enzimatik yontemi olmak lizere iki temel yontem vardir (Akar 1999).

Maxam-Gilbert’in yontemi, DNAnim baza 6zgiill kimyasal kesimine dayanmaktadir
{(Cooper 1997). Ilk olarak, dizi analizi yapilacak DNA pargasmin komplementer
zincirinden ayirip, zincirlerden biri kullamilir. Dizisi saptanacak zincir, 5° ucundan
radyoaktif olarak isaretlenir. Analiz her birinde bazlardan bin i¢in kimyasal kesimin
meydana geldigi dort ayri reaksiyon kargiminda gergeklesir. Her karisima DNA’daki
bazlardan birini tahrip edecek sekilde bir kimyasal madde cklenir. Hasar gérmiis
ntikleotidlerin bulundugu yerlerden DNA yapis1 fosfodiester baglarindan kinhr (Akar
1999). Dort 6mek karisinn daha sonra uzunluklarina gore elektroforetik olarak
ayrilacaklar poliakrilamid jel Gzerinde, yan yana dort paralel kuyuya uygulanir (Lileci ve
ark 2000). DNA parcalarinin uglar radyoaktif olarak isaretli oldugu icin otoradyografi
yapilarak bantlar gdriintiilenir (Oner 2002).

Sanger’in enzimatik yontemi, dizi analizi yapilacak DNA parc¢asinin 5°-3° yéndeki
ipliginin sentezini belirli bazlarda durdurma esasina dayanir (Lileci ve ark 2000). Dizi
analizi yapilacak DNA parcasinin sentezi i¢in dort reaksiyon karigimi hazirlanir. Her bir
reaksivon karisimi; DNA polimeraz, DNA pargalarinin goriintiilenebilmesi igin biri
radyoaktif ya da flokrom boyalarla isaretli deoksiniikleotit trifosfatlari( dATP, dGTP,
dCTP, dTTP) ve dort dideoksiniikleotit trifostatdan (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP)
sadece birini igerir. Dideoksiniikleotit trifosfatlar 3° OH grubu yerine H atomu igerir. Bu
nedenle DNA sentezi dideoksintikleotit’in eklenmesi ile durdurulur ve farkli uzunluklarda
DNA parcaciklar elde edilir. Ornekler aym jel tizerinde farkli kuyucuklara viklenerek
elektroforeze tabi tutulduklarinda her bin bir niikleotid farkla birbirlerinden ayrilnus
bantlar gozlenir. Bu bantlar yukaridan asagiya dogru okunarak dizi saptanir. Bugiin bu

temel prensiple ¢alisan otomatik sekans aletleri tiretilmistir. Bunlarin temel fark: radyoaktif



izotoplar yerine floresan boyalarla isaretlenmis olmalandir. Sistem, lizerindeki laser 15151
ile farkli 6zellikteki floresan boyalan algilar, her niikleotid i¢in ayn renkte bir pik

olusturarak, niikleotid dizisini belirler (Oner 2002).

3.5 Spektrofotometrik Olciimler

NanoDrop® ND-1000 UV-Vis Spektrofotometre kiiciik hacimli numunelerle
yitksek dogruluk ve tekrarlanabilirlikte Slgtimler yapabilmektedir. Patentli numune tutma
sistemi sayesinde kiivet ya da kapiler kullanimina gerek kalmamaktadir. Yiiksek absorbans
kapasitesi sayesinde kullaniciyr dilusyon yapmaktan kurtarmaktadir. Olgiim yapilirken
omegi bir kolon halinde tutabilmek icin viizey gerilimi kullamlmaktadir. 2pul émegi bir
pedalin tizerine pipetlenir, 6l¢tim kolonu iki optik fiberler arasinda olusturulur ve Slgliim
yaptlir. Tim bu iglemler 10 saniveden daha az zamanda gerceklestirilir. 220-750nm dalga

boyunda ¢l¢iim yapabilmektedir. Sonuglar bilgisayar ekranindan gozlenir.



4. MATERYAL VE YONTEMLER

Bu ¢alisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Ana
Bilim Dali; Pediatrik Molekiler Patoloji ve Genetik Bilim Dali Laboratuarinda
gerceklestirilmistir. 2002-2008 yillar1 arasinda boliimiimiize tromboz tanist ile gelen ve
Light Cycler Real Time PCR cihazi ile Faktér V 1691 G-A degisimi ¢alisilan 4100 hasta
calisma grubu olarak belirlenmigtir., DNA &rnekleri Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Pediatrik Molekiiler Genetik Bilim Dali DNA Bankasi’ndan temin edilmistir. Caligmaya
katilan tim ailelere ¢alismanin olast sonuglar hakkinda bilgi verilmig ve goniillii olarak

katildiklarina dair onay formu alinmisgtir.

Bolimiimiize basvuran hastalardan alinan kan orneklerinden Fenol Kloroform
yontemiyle DNA elde edilmis, elde edilen DNA’larda FVL mutasyonu taramas i¢in Light
Cycler “Factor V Leiden” Mutation Detection System (Roche Diagnostics, USA} kitleri

kullanilmistir.

Bu drneklerin sonuglart argivden ¢ikarilarak tekrar degerlendirilmis, +2°C {izerinde
sapma gosteren orneklerin DNA’lan DNA dizi analizine sokulmugtur. Proje, Ankara
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan desteklenen “tromboz” konulu projeler

baglaminda desteklenmistir.

4.1YONTEMLER
4.1.1 DNA Tzolasyonu

Caligma grubunu olusturan hastalardan 1 ml 0.5 M etilendiamintetraasetikasit
(EDTA) (Sigma, ABD) iceren polietilen tiip i¢erisine 9 ml kan &rnedi alimr. Alinan kan
ornegi 50 ml lik flakon tip 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 dokilir, ¢okelek itizerine tekrar 25 ml RBC Lizis soliisyonu



eklenir, Bu islem tim erntrositler giderilene kadar tekrarlamir. Son kez siipernatant
dékiildiikten sonra dipte kalan 16kositler tizerine 1000 uL RBC lizis soliisyonu eklenir ve
bu karisimin 800 nl’si ependorf tlipiine alinarak -20 ° C’de stok olarak saklanir. Geriye
kalan 200 uL bir ependorf tiipline alinarak lizerine 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 kati olacak gekilde
nitkleaz soltisyonu [10 mM Trisklorid (Amresco, ABD) pH: &, 100 mM Sodyum Klorid
{Merck. Almanya), 1 mM pH: 8,0 EDTA (AppliChem, Almanya) | eklenerek bir gece 56

°C’de sicak su banyosunda bekletilir.

Tkinci giin tiiplere 1:1 oraninda Fenol/Kloroform [Fenol (Merck, Almanya),
Kloroform {Merck, Almanya)], izoamil alkol (Merck, Almanya) eklenerek 10 dk ¢alkalanir
ve buz igerisinde 20 dk bekletildikten sonra +4 °C’de 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilir.
iki faza ayrilan karisimin tist kismui baska bir ependorf tlipiine alinarak iizerine toplam
hacmin 1/10” u kadar 3 M Sodyum Asetat (Sigma, ABD) ve toplam hacmin 2 kati kadar
%9571k alkol (Turkiye) eklenir. Ependorf tiipti ters diz edilerek DNA gériinlr hale
getirildikten sonra -20 °C’ de bir gece bekletilir.

Ugctincii giin tiipler +4 °C’ de 4000 rpm’ de 20 dk santrifiij edilerck DNA
coktiirtiltir. Stipernatant dokiilerek tiipe 500 uL %70° lik alkol eklenerek +4 °C’ de 4000
rpm’ de 20 dk santrifijj edilir. Santrifiij sonrasinda alkol dékiiliir ve tiipler kuruma kagids
iizerinde kapaklar acik bir sekilde kurumaya birakilir. Kurutulduktan sonra tiiplerin
igerisine Tris EDTA (10 mM Tris — HCI, 1 mM EDTA) soliisyonu eklenir 37 °C” de bir
gece bekletilerek DNA’ nin ¢6ziinmesi saglanir. Izole edilen DNA +4 °C’ de veya -20 °C’

de saklanir,

4.1.2 FV 1691 G-A Degisiminin Belirlenmesi

FV geninde ortaya c¢ikan, 1691. pozisyondaki G - A baz degisiminin
belirlenmesinde gergek zamanlt polimeraz zincir reaksiyonu prensibine uygun olarak
tasarlanmis 6zel bir cihaz olan Light Cycler (Roche Diagnestics, USA) kullamlir. FV
Leiden gen mutasyonunu belirlemek i¢in LC Factor V Leiden Mutation Detection (Roche

Diagnostics, USA) kiti kullanmilmistir. Faktér V geninin 222 baz ciftlik fragmenti insan



genomik DNA’sindan saglanan spesifik primerler ile amplifiye edildi. Reaksiyon karigim
insan genomik DNA’s1 kullamlarak cam kapiller tiplerde hazirlandi ve Real Time PCR

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

Light Cycler cihazinda FVL mutasyonu analizinde kullanilan primerler F:
S"TCAGGCAGGAACAACACCATS’; R: S’ATACAGGTATTTTGTCC3 (Rahimi 2007)
ve normal diziyi tamyan prob dizisi 5’GACAGGCGAGGAATACAGGTATT 3°(Frank
2000) dur.

4.1.3 DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi icin yapilan polimeraz zincir reaksiyonunda, daha genig bir
bélgeyi cogaltan ikinci bir primer dizisi kullanidmistir. 267b¢’lik bir bolge F:
S'TGCCCAGTGCTTAACAAGACC3’; R: SSTTAGCACCAGTGTGATAACA3® primer
dizisi kullanilarak cogaltildi(Muniz 2008). Bu PCR programi igin sicaklik kosullari;
94°C’de 5 dk denatiirasyon, 30 dongii olarak 94°C’de 1 dk denatiirasyon, 54°C’de 1 dk
hibridizasyon, 72°C’de 1 dk uzama ve 72°C’de 5 dk son uzama olarak ger¢eklestirilmistir.
%7071k, %95’k alkol ve 1,5 M Sodyum Asetat kullanarak, alkol presipitasyonu ile

saflastirma vapilmistir. Forward primer kullanilarak DNA dizi analizi yapilmstir.

Bu galismada niikleotit dizisinin belirlenmesi igin Sanger’in enzimatik yéntemi
esasina dayali, tam otomatik kapiller sistemle ¢alisan bir DNA dizi analizi cihazi

kullanilmistir (Beckman Coulter, ABD).



5. BULGULAR

Yaptigimiz calismada, tromboz gen taramasi istemiyle gelen ve rutin olarak gercek

zamanh PCR ile Faktor V geni calisilan 4100 hasta sonucu taranmustir.

5.1 Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksivonu Bulgulan

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu, Roche Diagnostics firmasi tarafindan
iretilen Light Cycler cthazinda yapilmistir. Daha dnceden rutin olarak ¢alisilan 4100 hasta

sonucu pozitif kontroliin erime sicakliklarina gére karsilastirilnustar.

4100 hasta sonucunun incelenmesin ardindan, 13 hastanin erime sicakligimin pozitif

kontrolden £2C° sapma gosterdigi gézlenmistir {Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1 Sapma gosteren 13 érnegin erime sicaklig egrisi. Tm3 ve Tm 4 pozitif kontrole
ait erime sicakliklar, Tm3 ve Tmé drneklerin erime sicaklhiklar

12 6mek DNA bankarmmizdan yeniden izole edilmis ve Light Cycler cihazinda
Faktér V kit protokoliine gére hazirlanip tekrar ¢ahigsma yapilmigtir. Bir 6rnek DNA
bankasinda bulunamamis, yeniden izole edilememistic. Bu c¢alismanin sonucunda 12

hastanin pozitif kontrolden £2C% den fazla sapma géstermedigi gézlenmistir (Sekild.2).
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Sekil 5.1. Izolasyon sonrasinda 12 hastanin erime sicakliklar ve pozitif kontroliin erime
sicakligt

5.2 DNA Dizi Analizi Bulgulan

12 hastamin DNA dizi analizi Bechman Coulter{USA) cihaz1 ile forward primer

kullamlarak yapilmistir. DNA dizi analizi sonucunda sonuglarin sapmaya neden olacak

baska bir mutasyon tasimadiklari gozlenmistir{ Sekil 4.3).
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Sekil 5.2 FV GI1691A degisimi ve cevresindeki baz dizisi



5.3 Nanodrop Olgiimleri

Her DNA o6rnegi icin spektrofotometre (Nanodrop ND-100, USA) ile miktar ve
saflik tayini yapildi (Cizelge 5.1. ve Cizelge 5.2.).

Ad Soyad 260/280 260/230 Ng/ul Abscrbans PH Sapma
9. B. 2,02 0,4 75.3 3,461 5.5 3,01
V. A 1.82 1,6 5147 6,417 5 2,76
Py, 1.88 0,91 16,1 2,556 73 2,16
N.K. 1,9 0.39 11,8 0,611 5.5 2,16
E. i 1,85 0,44 9.5 0,433 55 2,16
B.C. 1.86 1,39 1264 1.817 5.5 2,11
B. B 1,88 0,57 10%8,2 3,80% g 2,07
M. T. 1.88 0,5 524 2,098 & 2,06
Y. B. 1.47 0,53 39 1,477 6 2,05
A.B. 2,16 0,39 19,4 0,908 5.5 2,02
F. 8. 1,89 0,93 527 1,133 I 2,00
R.B.G. 1.93 1.44 29 1318 6.5 2,00

Cizelge 5.1. Sapma gosteren 6rneklerin nanodrop 6l¢timleri. 260/280: 260nm ve 280nm de
dlctilen absorbanslarin orani. Bu oran DNA min saflifini belirler. Saf DNA icin bu degerin
yaklagtk 1.8 olmast gerekir. 260/230: 260nm ve 230 nm de Slgiilen absorbanslarin orant.
Bu oran niikleik asidin safligini belirler. Saf niikleik asit i¢in bu deger 1.8-2.2 arasinda

olmalidir.

Ad Sovad 260/280 260/230 Ng/ul Absorbans PH Sapma
S5.B. 1,83 1,52 217.5 2.86 5,5 0,5
V. A.

LY. 1,83 2,05 5634 5,504 5,5 0.5
N.K. 1,84 145 1823 2,511 5.5 0.4
E. L 1,89 0,94 83,1 1,765 5.5 6.5
B. (. 1,87 1,36 119,7 1,757 35 5
B. B. 1,87 1,76 248.4 2.824 5.5 .5
M. T. 1,84 1,39 1372 1.974 5,5 0,3
Y.B. 1,83 221 2439,9 22,063 5.5 6.6
A. B. 1.83 1,73 347,1 4.011 5.5 G4
E. §. 1,84 1,88 345 371 5.5 .4
R.B.G. 1,73 0,.9 82,9 1.833 3.5 0,0

Cizelge 5.2. Sapma gédsteren Orneklerin DNA bankasindan yeniden izolasyon sonrasinda

nanodrop dlctimleri

5.4 Tris-EDTA degerleri

DNA izolasyonun son basamaginda; DNA nin ¢éziinmesi Tris EDTA (TE) soliisyonu
igerisinde gergeklesir. Bu soliisvon hazirlamirken 1ml (1M, pH:&) Tris-HC] ve 0.2ml




(0.5M, pH:8) EDTA konarak son hacim 100ml’ye tamamlanir. Bu solisyonda

olugabilecek degisikliklerin sapma gosterip gdstermeyecegini gozlemek i¢in, Tris-HCI

Ve

EDTA konsantrasyonlarini

soliisyonlarmn formulii:

2M Tris-HCI + 0.5M EDTA

3M Tris-HCl + 0.5M EDTA

4M Tris-HC1 + 0.5M EDTA

IM EDTA + 1M Tris-HCI

1.5M EDTA + 1M Tris-HCI

M EDTA + 1M Tris-HCI

degistirerek  veni

solisyonlar hazirladik. Bu

1M Tris-HCI + 0.5M EDTA(normal soltisyon)

Sonucunda sapma olan hastalardan bir tanesinden 3ul DNA 6megi alind1 ve tizerine 3pl

farklt TE solisyonlart eklendi. Light Cycler Real Time PCR ile caligildi ve sonuglarin

1°C’den fazla sapma gdstermedigi gozlendi(Sekil 4.4).

Meling Peaks
0,187
gﬂ,ﬂ?‘
8 1,057
Eu,nn T
S onsr /
& e 4
il
%u,m? [ — ,_-—r-/
i - (
a4 S 52 {10 ES: G 75
Temperature: (9C)
B o WY e miw
S Tng BV i W
Sekil 4.4 Farklh TE konsantrasyonlardaki Omeklerin  erime sicakliklan. TE

konsantrasyonlarim degistirerek 8 ¢rnek hazirlandi ve Real Time PCR ile caligildi. 8
Ornegin sonucunda pozitif kontrolden £2°C’den fazla bir sapma gézlenmedi



6. TARTISMA

Yapilan molekiiler c¢alismalarin  tiimii  DNA izolasyonu ile baglar. DNA
izolasyonunun kalite ve kantite olarak nitelikleri yapilan calismayr etkilemektedir.
[zolasyon esnasinda kullanilan kimyasal maddeler hem PCR’1 hem de PCR sonrasinda

degerlendirme islemlerini de dogrudan etkilemektedir.

Gergek zamanh analiz sistemlerinde, erime sicaklig1 analizi ile probun bagh oldugu
bélgedeki degisiklikler ayirt edilebilir. Bu sistemlerde 6zellikle de, kullandigimiz Light
Cycler Real Time PCR sisteminde Hibrit prob teknolojisine baglh olarak erime egrisi
analizi yapildig: i¢in; baz kompozisyonu, niikleotidin yeri ve dig etkenler, erime egrisi

derecesini etkilemektedir (Lyon 2005).

FV G1691A degisimi i¢in inceledifimiz 6rneklerde pozitit kontrole gore erime
sicakliklart degerlendirildiginde sapma gdsteren Grnekler belirlenmistir. Bu &rneklerin
DNA dizi analizleri yapildiginda probun baglanma bélgesinde, aradifimiz degisimden
farklt bir mutasyon gozlenmemistir. Bu ornekler olugan sapmanm nedenini arastirmak
amaciyla DNA bankamizdan klasik fenol kloroform yéntemi kullamilarak, tekrar izole

edilmistir,

Tekrar izole edilen 6rnekler Light Cycler ile ¢alisildifinda pozitif kontroliin erime

sicakhig ile ayni sicakhk degerleri gézlenmistir,

Erime egrisi analizinde sapma gosteren Ornekler, yeniden izole edilen DNA
Omekler1 1le DNA kalitesi ve kantitesi agisindan nanodrop cihazinda spektrofotometrik
Slgtimler ile karsilastirdmistir,. DNAnin spektrofotometrik dlgtimlerinde 260/280 orani
DNA’nin sathgim ve kalitesini belirlemektedir. Bu oranin 1.8’den fazla olmasi1 érneklerde
protein, fenol ve diger kirleticiler bulundugunu géstermektedir. 260/230 oram ise niikleik
asidin safligimi belirler. Bu oran 1.8 ile 2.2 arasinda bulunmalidir. Daha diigiik bir deerde
olmasi ise iginde izolasyon sirasinda kullanilan saflagtirmaya yardimer olan maddelerin

varhigin gésterir.



Omeklerin 260/280 oranlarina bakildiginda izolasyon &ncesinde farkli degerlerde
iken yeniden izolasyon sonrasmda bu drneklerde kirlilik ortadan kalkmis ve erime egrisi

analizinde pozitif kontrole gére sapma gézlenmemistir,

Orneklerin 260/230 oranlarina bakildiginda ise sonuglarin 1.8 degerden ¢ok daha

diisiik oldugu ve bu degerin izolasyon sonrasinda normal sinirlara yaklastigi gézlenmistir.

Light Cycler cihazinda, erime sicakligindaki sapmalar birgok etkene bagh olabilir.
Bunlar aradigimz nokta mutasyonun yakiminda farkli bir mutasyon varh@im isaret
etmektedir. Ancak izolasyon sirasinda kullanilan maddelerin iyi temizlenmemesinin de etki
eden nedenler arasinda oldugunu sdylenebilir. Ayrica DNA’larin baska ¢aligmalarda
kullamimi sirasinda ki kontaminasyonlar1 ve ¢alisma esnasinda olugan kontaminasyonlar da
bu sapmalara neden olmaktadir, Caligmalarda DNA nin kalite ve kantite verileri analizlerin

dogrulugu a¢isindan énem kazanmaktadir.

Elde ettigimiz sonuglar; bu kadar gelismis teknolojik sistemlerde bile

standardizasyonun énemini vurgulamaktadir.
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