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GIiRIS VE AMAC:

Trombofili baghg ile tammlanan tromboza yatkinlik kavramu daha ¢ok derin ven
trombozuna, ( Deep Vein Thrombosis, DVT ) yatkinhg yansitir. Gelismis tlkelerde DVT
gorilme sikh@ ortalama 1/ 1000’ dir (38) ve yasamun erken donemlerinde bu oran 1/ 100.000
iken ileri yaglarda 1 / 100 sikhigina ulagir (56,64). Tromboz gogunlukla alt ekstremitelerin derin
venlerinde gelisir ve buradan kopan embolilere bagh olarak gelisen pulmoner emboliler ciddi
bir sorun olugturur. Tromboz daha az sikhkla ist ekstremite venlerinde, serebral sinislerde,
retina venlerinde, hepatik ve renal venlerde gelisebilir. Kalitsal ve edinsel faktorler tromboz
olusumunda rol oynar. Ancak tromboz olusumu multifaktoriyel olarak gelismektedir. Saglikl
bir bireyde birden fazla olumsuz faktoriin bir arada bulunmasi tromboz riskini belirgin bigimde

artirmaktadir (81).

1990 yilinin baginda Amer ve arkadaslari, trombozlu bir hastada aktive protein C’ nin
aktivitesini inhibe eden plazmadaki bir kismin varligim ileri siirdiler. Daha sonra Dahlbick
tarafindan aktive protein C direncinin mekanizmas: tammlandi. 1994 yilinda da Bertina bu
anomalinin faktér V geninin ekson 10 bolgesi uizerindeki bir mutasyondan kaynaklandigini
buldu (6). Bu mutasyonun sonucunda, 506. sirada yer alan Arginine’inin yerine Glutamine’ in
gecmesi ile faktér V Leiden sentezlenir. Mutasyon faktér V’ in aktive protein C tarafindan
taninan, parcalanan ve inaktive edilen bolgesinde lokalizedir. Faktor Va Leiden’ in protein Ca
tarafindan inaktivasyonu, normal faktor Va’ ya gore daha zordur (18). Aktive protein C
direncine neden olan baska mutasyonlar da rapor edilmistir. Faktor V geninin ekson 7 bolgesi
izerinde Arginine-306' nin yerine Threonine’ nin gegmesi ile olusan faktor V Cambridge (86)
APC direncine yol agarken, aym eksonda , Arg-306’ nin yerine Glycine’ nin gegmesi ile olusan
faktor V Hong Kong (12) faktoér V geni lizerinde olugan, ancak APC ile iligkilendirilememis ve
klinik 6nemi hentiz belirlenememis yeni tammlanmig bir mutasyondur. Ekson 13’ te A 4070 G
(His 1299 Arg) degisimi R2 haplotipi olarak isimlendirilir. Bu mutasyon Somali, Giiney
Hindistan, Italya ve Giiney Kibris’ da aym siklikta goriilmektedir (0.075). Aym eksonda Somali
kokenlilerde A 3935 G degisimi (His 1254 Arg) R3 haplotipi olarak belirlenmistir. Kibris
kokenlilerde allel siklifgn 0.065 olarak bulunmustur. Bu bolge 27 bp’ lik bir dizinin 31
tekrarindan olugmaktadir. Ekson 13 tzerinde olisan bu iki mutasyon da APC direncine yol

agmaktadir (40,76).



Faktor V Leiden mutasyonu otozomal dominant kalitim gosterir ve siklikla beyaz irkta
gorilen bu anomali 6zellikle tagiyicida diger risk faktorleri de eklendiginde yiiksek tromboz
riskine sebep olur. Faktor V Leiden mutasyonu; Caucasian’ larda % 2 - 7 oranminda yiiksek bir
prevalansa sahiptir (58). Faktor V Leiden mutasyonunun varligim, Zvelin en az 30.000-34.000

yil 6nceye dayandirmustir (89).

Ilk kez 1993’ te Dahlbick ve arkadaglari tarafindan tammlanan APC’ ye direng (19)
kalitsal trombofililerin en sik kargilagilan nedenlerindendir. Ilk kez vendz tromboz saptanan
hastalarda % 20 APC direnci saptanirken, anormal aile 6ykust olan hastalarin % 50’ sinde

saptanmistir.

Kanin dolagimda pihtilagmadan akigkanligmin saglanmasi ve damar butiinligiiniin
bozuldugu durumlarda pihtilagma sistemi ile digart akigin engellenmesi ve bu kismin tamirine
olanak saglanmasi hemostaz dengesinin diizenli ¢aliymasina baghdir. Bu denge prokoagiilan ve
antikoagiilan sistemin uyumlu bir sekilde ¢alismas: ile saglanir. Prokoagiilan sistemin yetersiz
calismasi veya antikoagiilan sistemin fazla ¢aligmast kanama diatezine yol agarken,

prokoagiilan sistemin aktivasyonu ve antikoagiilan sistemin yetersizli§i tromboza neden olur

(76).

Antitrombin III pihtilagma sisteminde trombin, Xa, 1Xa, Xla ve Xlla’ y1 inhibe eder (4).
Heparin siilfat, antitrombinin etkinligini buyik olgiide arttirir. Heparinin antitrombin etkinligini
1000 kattan fazla artirdig: bilinmektedir. Heterozigot antitrombin eksikligi genel popiilasyonda

cok disiik oranda goriiliip trombozlu hastalarda gérilme oram % 1’ dir ve tromboz riskini 5 kat

arttinir (76).

Endotel yiizeyindeki trombomodulin trombin ile birlegerek protein C’ yi aktive protein C’
ye donistiiriir. APC kofaktor protein S’ nin etkisi ile faktér Va ve faktor VIIIa® yi inaktive eder
(25). Heterozigot protein C eksikligi trombozlu hastalarin yaklagtk % 3’ tinde saptanir ve

tromboz riskini 7 kat arttirir.

Protein S, APC’ nin kofaktoriidir ve protein S eksikliginde tromboz riski protein C
eksikligine gore daha dugiktir (40).



Protrombin molekiilinde 20210 nolu guaninin yerini adenin almigtir. Normal
popilasyonda % 2.3, trombozlu hastalarda % 6.2 ve familiyal trombozlularda ise % 18 oraninda
saptanmigtir  (56). Ispanyol popiilasyonunda ise % 6.5 oraminda tespit edilirken, aym
populasyondaki venéz trombozlu hastalarda oran % 17.2 olarak saptanmugtir. Dolayisiyla bu

mutasyonun vendz tromboz riskini 3 kat artirdigi gorilmastar (71).

Yukarida bahsedilenlerden de anlagilacag: gibi trombofili nedenleri ¢ok sayida ve degigken
olup faktéor V Leiden bunlarin arasinda en bagta yer alan neden olarak goriilmektedir. Bu
amagla, yoremizde daha 6nce arastiriimamis olan, DVT olgularinda faktér V Leiden mutasyon

sikhigini aragtirmay planladik.



GENEL BILGILER:

TROMBOZ

Devamliligi bozulmamig kardiovaskiler sistem iginde pihtilagmug bir kan kitlesinin
olugsmasi tromboz olarak bilinir ve kitlenin kendisine trombus denir. Kanin pihtilagmasi
yirtilmig bir damara tikag olusturdugunda hayat kurtarici olabilir, hayati bir yapiy1 besleyen bir
daman tikadiginda ise yasamu tehlikeye sokabilir. Ayrica trombosun bir bélumi ya da tamami
kopup ayrilarak, kan akimiyla uzak bolgelere suiriiklenen bir embolus olugturabilir. Dolayisiyla,
51k111‘<la kullamlan tromboembolizm teriminin de gosterdigi gibi tromboz ve embolizm birbiriyle
siki iligkilidir. Hem tromboz hem de embolizmin olasi sonucu, infarksiyon olarak bilinen hiicre
ve dokulann iskemik nekrozudur. Kalp, akciger ve beynin tromboembolik infarktlari geligmis

tilkelerde bagta gelen hastalik ve 6liim nedenleridir (16).

Bir trombosun gelisimine normal hemostaz igleminin uygunsuz uyarilmasimin sonucu
olarak bakilabilir. Hemostazi, doku incinmesinden sonra vaskiler sistemin bitinlagina
koniyan konak¢imin savunma mekanizmasi olarak tammlayabiliriz. Koordine cevabi olusturmak
icin tamir mekanizmasi, immun ve diger inflamatuar olaylarla birlikte calisir. Hemostatik
sistem genellikle hareketsizdir, fakat doku incinmesi yada doku hasarimi takiben bu sistemler
hizh bir gekilde aktive olur (55).Bir damar yirtidiginda, endotel kaynakh giiglii bir
vazokonstriktor olan endotelin gibi bazi faktorlerle etkisi muhtemelen arttirilan refleks nérojen
mekanizmalara bagl olarak, hemen kasilir. Bu damar kasilmasi iyi geligmis miiskiiler duvarlar
olan damarlarda en belirgindir, fakat aym zamanda metaarterioller ile kapillerlerin birlesme
yerlerinde bulunan sfinkter mekanizmalarinda da meydana gelir ve dolayisiyla kapillerlere kan
akimim durdurur. Eger trombositler ve pihtilasma sistemi uyarilmamigsa, kisa siire iginde
damar kasilmas: hafifler ve kanama yeniden baglar. Bunu izleyen hemostaz olaym ii¢ temel

faktore gore inceleyebiliriz:

1. Endotelyum
2. Trombositler

3. Pihtilagma sistemi



1.Endotelyum : Endotel hiicreleri, hemostaz-pihtilagma sisteminin gegsitli gériiniglerini
dizenler. Bir yandan antitrombosit, antikoagiilan ve fibrinolitik 6zelliklere sahip iken, diger
taraftan pithtilagmay: baglatici fonksiyonlar: vardur.
Antitrombosit etkileri : Saglam endotel kamn trombositlerini ve pihtilagma sistemi proteinlerini
siddetli trombojen etkiye sahip olan subendotelyal yapilardan, 6zellikle kollajenden yalitir. Kan
akimu igindeki trombositler endotele yapismazlar. Bu antitrombosit etki, prostasiklin yapimina
bagli olmayip, endotelin plazma membraninin i¢ yiiziine ait goriinmektedir. Fokal endotel
zararmin ardindan, trombositler aktive olduklarinda, ¢evredeki zarar gérmemis endotel
hiicrelerine yapigmalan, giigli trombosit kiimelesmesi inhibitorii ve etkin vazodilatatdrler olan
prostasiklin ve nitrik oksidin etkileri ile engellenir. Prostasiklin bilinen bir aragidonik asid
turevidir, nitrik oksid ise L-argininin enzimatik dontsimiiyle ortaya gikan endotel kaynakh bir
gevseticidir. Bunlarin endotel hicrelerinde sentezi, adenozin difosfat (ADP), trombin ve

pihtilasma sirasinda olusan daha baska serum faktorleri tarafindan uyarilir.

Antikoagiilan ozellikler : Bunlar, membrana ilisik heparin benzeri molekiiller ve 6zgiin bir
trombin reseptorii olan trombomodulin tarafindan olusturulur (Sekil 1) (16). Heparin benzeri
molekiiller, etkilerini dolayli olarak yaparlar. Bunlar, trombini ve faktor Xa’ da dahil olmak
tizere bir ¢ok bagka pihtilagma faktoring inaktive eden, serumda dogal olarak bulunan
antikoagiilan protein antitrombin III* un etkisini giiglendirirler. Trombomodulin de dolayh etki
gosterir. Trombine baglanir ve bu sekilde onu, pihtilasmay: saglayan bir faktérden pihtilagmay:
engelleyici bir faktére donigtirir. Trombomoduline baglanan trombin, giigli bir dogal
antikoagiilan olan protein-C’ yi aktive eder. Aktive olan protein-C, faktér Va ve Vllla’yi
enzimatik olarak pargalar ve pihtilagmayr inhibe eder. Endotel hiicreleri tarafindan sentez

edilen protein S, protein C’nin antikoagilan etkisine kofaktor olarak yardim eder (Sekil 2).



Sekil 1. Endotel hiicrelerinin protrombotik ve antitrombotik aktivitelerinden bazilarinin gematik

resmi. Profibrinolitik ve antifibrinolitik &zellikler gosterilmemektedir.
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Fibrinolitik 6zellikler : Endotel hiicreleri, kan pihtilarina karsi, kanda fibrinolitik aktiviteyi
baslatan ve endotel yiizeylerinden fibrin birikintilerini temizlemeye yardim eden plazminojen
aktivatorlerini sentez ederek yanit verir. Endotel hiicreleri bir yandan pihtilagma ve tromboza
karst dururken, o6te yandan hem trombositleri hem de pihtilasma proteinlerini etkileyerek
hemostaza onciilik ederler. Endotel zararn hemostazin ilk basamagma yol agar. Endotel
hiicreleri trombositlerin kollajene ve diger yiizeylere yapigmasi igin gerekli olan vonWillebrand
faktoriini (v WF) sentezler ve serbestlestirir. Zarara ugrayan ya da bir diirtii alan (6rnegin timor
nekroz faktérii veya interlokin-1 ile temas eden) endotel hiicrelerinden serbestlesen doku
faktori, pihtilagma sisteminin ekstrensek yolunu harekete gegirir. Endotel hiicreleri ayni
zamanda, aktive olmus faktor IX ve X igin yapisma bolgeleri de igerirler ve hiicreye baglanan
faktorler, solusyon igindekilerden daha etkin goriinurler. Endotel hiicrelerinin bir bagka
tromboz yapict etkisi de, fibrinolizi baskilayan bir plazminojen aktivatérii  inhibitoriiniin

salgilanmasi yoluyla olur (16).

Ozetle, saglam endotel hiicreleri gok yonlii fonksiyon gosterebilmekle birlikte, baslica;
trombosit yapigmasini ve pihtilagmanin baslamasim inhibe etmeye yarar. Tersine, endotel
hiicresi zaran pihtilagmaya karst mekanizmalarin kaybi demektir ve bu yiizden hemostaza ve

tromboza yardim eder.

2. Trombositler : Trombositler yuvarlak ya da oval, 2-4 mikron ¢apinda kiigiikk disk
seklinde hiicrelerdir. Kemik iliSinde megakaryositlerden olusurlar. Megakaryositler kemik
iliinde hemopoetik serinin en biiytik hiicreleridirler. Kemik iliginde ya da kana gectikten bir
sire sonra oOzellikle pulmoner kapillerlerden ge¢meye calisirken pargalanarak trombositleri
olustururlar. Trombositlerin kandaki normal konsantrasyonlari milimetrekiipte 150,000-
400,000°dir (35). Dolasgim igindeki gekilleri ile, bir glikokaliksle kaplanmug tipik bir plazma
membrani i¢inde yer alan oldukga yasst diskler gibi goriniirler. Trombositler iginde spesifik iki
tip granal vardir. Alfa graniilleri fibrinojen, fibronektin, faktor V ve faktor VI, trombosit
faktorii 4 (heparini nétralize edici bir polipeptid) ve trombosit kokenli biyiime faktorii (PDGF)
icerirler. Diger granuller, adenin niikleotidleri (adenozin difosfat, adenozin trifosfat), iyonize
kalsiyum, histamin, serotonin (5-HT) ve epinefrinin metabolizma digi birikiminin depolanma
yerini olusturan, eloktron yogun cisimciklerdir. Glikoprotein molekiilleri kismen yada tamamen
hiicre membran lipid bilayer’ine penetre olmustur. Bu glikoprotein molekiilleri, adhesiv
proteinler, pihtilagma faktorleri ve dier trombositler igin reseptér olarak goérev yaparlar.

Onemli membran proteinleri ve ilgili fonksiyonlarn Tablo 1°de gosterilmistir. Trombosit



yizeyinde en bol bulunan glikoproteinler glikoprotein llb ve llla’dir. Bu heterodimer iki
glikoprotein fibrinojen, v WF ve fibronektin gibi adhesiv proteinler igin reseptor olarak gorev
yaparlar, llb-llla kompleksi integrin ailesinin tyesidir. Glikoprotein Ib, vWF ve trombin igin
reseptor gorevi gorir. Trombosit ile damar duvarlan arasindaki etkilesimde bu reseptor temel

bir gorev tstlenmigtir (55).

TABLO 1. Onemli trombosit membran proteinleri.

Glikoprotein Reseptorleri
Ta Kollajen
Ila Fibronektin, laminin
Ic Fibronektin, laminin
Ib/IX vWF, trombin
IIb/I11a Fibrinojen, vWF, fibronektin,
Vitronektin
v Kollajen, trombospondin
\" Trombin

Bir damarin zarara ugramasiyla birlikte trombositler, subendotelyal kollajen, kapiller bazal
membrani, fibroblastlar ve diiz kas hiicreleri gibi damar duvannin bir ¢ok elemam iie temas
ederler. Bunlarin hepsi trombosit yapigmasina yol agabilmekle birlikte, en kuvvetli uyaran
kollajendir.Ornegin, kollajenle temas eden trombositler; 1. Yapisma, 2.Serbestlestirme
reaksiyonu ve 3. Kimelesme olarak siralanabilecek bir dizi degisiklige ugrarlar. Bunlarin

‘tiimiine birden trombosit aktivasyonu ad: verilir.



1. Trombositin kollajene yapigmasi biyiikk 6lgiide von Willebrand faktorii ile etkilesim
aracihigi ile olur. Bu buyiik molekiil, trombositin ytizey reseptorleri, ozellikle glikoprotein 1b ile

ag1ga ¢ikan kollajen arasinda kopru iglevi gortr (16).

2. Trombositlerin subendotelyal kollajene yapigmalarini hemen ADP, serotonin ve diger
cesitli trombosit igeriginin serbestlestigi sekresyon izler. ADP sekresyonu ozellikle 6nemli bir
olaydir, ¢inki ADP trombosit kiimelesmesine neden olur ve aym zamanda diger
trombositlerden ADP salgilanmasim artirir. Boylece, giderek buyiiyen bir trombosit kiimesinin
olugsmasina yol agacak, kendi kendini yineleyen bir mekanizma kurulmus olur. Baslangigta
trombosit kimelesmesi geri donebilir niteliktedir, dolayisiyla damar duvarindaki gedik gegici
bir hemostatik tika¢ ile kapatilir. Fakat ¢ok gegmeden trombin, tromboksan Az ve artan
miktarlardaki ADP’ nin etkisi altinda trombositler sikisir ve kalhici bir kiimelesmis trombosit
kitlesi olugur. TXA2 trombositler tarafindan sentezlenen bir prostaglandindir ve prostasiklin
gibi, arasidonik asid metabolizmasinn siklooksijenaz yolunun bir iriiniidiir. Bununla birlikte,
prostasiklin (PGlz) ve TXA:z ters etkilere sahiptirler, prostasiklin trombosit kiimelesmesini
inhibe eder ve damarlan genisletir, oysa TXA2 giigli bir kiimelegtirici ve damar daralticidir.
PGl2 ve TXA2 ‘nin karsihikh rolleri, insanda trombosit fonksiyonunun diizenlenmesinde,
normal kosullarda trombosit kﬁmelesmeéini ve pihtilagmay! 6nleyen, endotel zarar olustugunda

ise hemostatik tikacin olugmasini saglayan hassas bir denge kurar (16).

3. Damarin zarara ugradif yerde trombosit kiimesinin olugmasi bir gok yonden ige yarar.
Kiigiik damarlarda, tek bagina kam durdurucu bir tikag olarak kanamanin kontrol altina alinmas:
icin yeterli olabilir. Kiimelesmis trombositler platelet faktér 3’3 pihtilagma mekanizmasi igin
hazir hale getirir. Platelet faktor 3 (6teki trombosit igeriklerinden farkli olarak) salgilanan bir
urin olmayip, daha ¢ok trombositin yiizeyinde aktive olan veya bir gekilde ortaya gikan bir
fosfolipid bilesimidir. Bu olgu ozellikle 6nemlidir, ¢iinkii pithtilasma mekanizmasinin her bir
basamag: bir fosfolipid ylizeye gereksinim gosterir. Bu nedenle, trombosit yiizeyi kendisi de
guglt bir trombosit kimelestirici faktor olan trombinin birikimi igin bir liman olugturur.
Boylece, trombosit sisteminde, pihtilasma mekanizmasina katkida bulunarak hemostatik tikag
olusumunu destekleyen, kendi kendini devam ettiren bir déniigim halkast olugur. Pihtilasmanin

son Uriinii olan fibrin kiimelesmis trombositleri birbirine kaynagstinir (16).

3. Pihtilagma Sistemi : Hemostaz olaymn tgiincii komponenti, trombus olusumunda

baslica yardimcilardan biridir. Pihtilagma mekanizmasi temelde, eriyebilir bir plazma proteini



olan fibrinojeni erimez lifsel protein olan fibrine donigtiiren trombinin olusumu ile sonuglanan,

bir dizi proenzimlerin aktif enzimlere (serin proteazlar) dontismesi olayidir (Sekil 3).

Sekil 3. Pihtilagma sgelalesi.Intrensek ve ekstrensek pihtilagma yollari arasindaki ortak

baglantinin sematik olarak agiklamasi.
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Plhtllasma yolundaki her bir reaksiyon, bir enzim (aktif pihtilagsma faktorii), bir substrat
(pthtilagma faktoriiniin proenzim hali) ve bir kofaktdrden (reaksiyon hizlandirici) olusan bir
reaksiyon toplulugunun bir araya gelmesiyle ortaya ¢ikar. Bu komponentler bir fosfolipid
yiizeyde toplanirlar ve kalsiyum iyonlar: tarafindan birlestirilirler. Bu yiizden, pihtilagma aktive
olmus trombositlerin yiizeyi gibi, bdyle bir toplulugun bir arada olabildigi yerlere sinrli kalma
egilimindedir. Kanin pihtilasmasinda anahtar reaksiyonlardan biri olan faktor X’un Xa’ya
donilisimii sekil 4° te sematik olarak agiklanmigtir. Kanin pihtilagma semasini, faktér X’un
aktive oldugu noktada birlesen ekstrensek ve intrensek yollara ayirmak gelenek olmugtur (Sekil
3). Bununla birlikte, boyle bir ayirimin muhtemelen in vitro test yontemlerinin bir yaniltmasi
oldugu, intrensek ve ekstrensek denilen yollar arasinda bir ¢ok baglantinin bulundugu bugiin
bilinmektedir. Yollar arasinda béyle bir baglantinin 6énemli bir 6rnegi, faktér IX’un faktor
IXa’ya doniigiimiiniin sadece intrensek yolun kontakt-aktive olan faktorleriyle degil, aym

zamanda ekstrensek yolun baglaticisi olan faktér VII ile de olustugunun gésterilmesidir (Sekil

3) (16).

Sekil 4. Faktor X’ in, faktor Xa’ ya doniisiimiiniin yematik agiklamasi. Reaksiyon kompleksi bir
enzim (Faktor IXa) bir substrat (Faktor X) ve bir reaksiyon akselatérii (Faktor VIIIa)
icermektedir ve trombositlerin yiizeyinde toplanmigtir. Ca++ toplanmig komponentleri birarada

tutar ve reaksiyon i¢in gereklidir.

Active Inactive

coagulation f coaguiation factor
e on Jactor {substrate)

Xa
Phospholipld (activated factor X)
surface

factor X
(Xa)
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Pihtilagma sistemi aktive oldugunda, pihtilagmanin tim damar sitemine yayilmamas igin,

olayin damar zararimin oldugu yerde smurl tutulmasi gerekir. Dogal olarak bulunan anti-

koagiilanlar (i¢ ana gruba ayrilirlar :

1. Antitrombin III ile 6rneklenen anti-trombinler, trombinin ve faktér IXa, Xa, Xla ve Xlla
gibi oteki serin proteazlanin etkilerini inhibe etme ozelligi ile belirlenirler. Antitrombin
endotel tzerindeki heparin benzeri molekiillere baglanarak veya tedavi amaciyla heparin
verilmesiyle aktive olur.

2. Protein C ve Protein S, kofaktér Va ve Vllla’ y1 inaktive etme yetenekleriyle belirlenen,
vitamin K’ ya bagiml iki proteindir ve pihtilasma sisteminde reaksiyon hizlandiricilar
olarak iy gorurler. Protein C endotele iligkin trombomodulin tarafindan aktive olur.

3. Plazminojen-plazmin sistemi fibrini pargalamaya ve fibrin polimerizasyonunu kontrol
etmeye yarar. Plazminojenin, aktif hali olan plazmine proteolitik olarak doniigmesi ya faktor
X’ ye bagmh bir yoldan, ya da plazminojen aktivatorleri (PA) ile olur. Iki grup
plazminojen aktivatorii vardir; Urokinaz benzeri PA(uPA) plazmada ve gesitli dokularda
bulunur ve sivi halindeki plazminojeni aktive eder. Doku tipi PA(tPA), basglica endotel
hiicreleri tarafindan sentezlenir ve fibrine yapigtiginda aktive olur. Fibrine olan ilgisi tPA’y1
¢ok daha yararlh bir tedavi maddesi haline getirir. Fibrin par¢alanma iiriinleri
serbestlestiklerinde gii¢li anti-koagiilanlar olarak i goriirler. Plazminojen ayni zamanda, bir

bakteri Griinii olan streptokinaz ile de aktive olur (16).

Tromboz olusumuna ortam hazirlayan etkiler; endotel zedelenmesi, kan akiminda

durgunluk veya galkantilar ve kamin pihtilagma egiliminin artmasidir.

Endotel zedelenmesi tromboz olusumundaki en 6nemli ve kendi bagina bile tromboz
olusturabilen tek faktordiir. Bu o6zellik, agir aterosklerozlu damarlardaki, ozellikle -aortadaki
tilserli plaklar izerinde, damarlarin travma ya da iltthaba bagli zedelenme yerlerinde ve
myokard enfarkti1 ya da herhangi tiir bir myokardite bagh olarak endokard zarara ugradiginda
kalp bosluklarinda tromboz olugma sikhg: ile agikga kamtlamir. Zarar, kolay anlasilmayan
yapida olabilir (hipertansiyonun yaptift hemodinamik etki, bakteri toksinleri veya
endotoksinler) ve homosistiniiri, hiperkolesterolemi ve sigara dumamindan absorbe edilen
maddeler gibi farkli etkiler de endotel zedelenmesinin nedenleri olabilirler. Bu durumlarin

cogunda agik secik ve belli bagka durumlarda ise belirsiz olarak, endotel zaran ve
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subendotelyal kollajenin, (aymt zamanda Oteki trombosit aktivatorlerinin) agifa ¢ikmasi,
trombositlerin yapigmasi, doku faktoriiniin serbestlesmesi ve prostasiklin ve plazminojen
aktivatoriniin lokal olarak baskilanmasi vardir. Bununla birlikte, endotel zararinin elektron

mikroskobik incelemede dahi saptanamayacak kadar gizli olabilecegini de vurgulamak gerekir

(16).

Staz ve calkantih akimlar, yarattii staz cepleriyle birlikte, 6nemli tromboz yapici
etkenlerdir. Normal laminer kan akiminda sekilli elemanlar bir plazma tabakasi ile endotel
yizeyinden ayn tutulur. Staz ve galkantil akimlar, laminer akimu bozar ve trombositlerin
endotelle temas etmesine yol agar, aktive olan pihtilagma faktorlerinin kritik dizeyin altina
kadar sulandirilmasini  engeller, pihtilasma faktorii inhibitorlerinin - bolgeye ulagmasini
geciktirir, trombosit kimelerinin - ve ¢ok yavaglamig olan akim iginde veya durgunluk
ceplerinde ortaya c¢tkmaya baslayan fibrinin olugmasmna izin verir, endotel hiicresinin
hipoksisini ve zararim arttirarak trombosit ve fibrin birikimine ortam hazirlar ve ayni zamanda
tPA serbestlesmesini azaltir, galkantili akim endotel zarar olusturur. Venalarda kan akiminin
yavag olmasindan dolayi, staz venoz akimda daha ustin bir role sahiptir. Cesitli aragtirmacilar,
derin baldir venlerinde, kapakgiklarin arkasindaki siniislerde olusan venéz trombozlarin
kaynagint belgelemislerdir. Benzer bir durum olasilikla, atrial fibrilasyon veya mitral
stenozdaki gibi agir atrium dilatasyonu oldugunda kalp orikiilalarinda meydana gelir. Staz ve
calkantili akim, temeldeki damar hastali§i ve endotel zarart nedeniyle esasen tromboza yatkin

yerler olan anevrizmalar iginde tromboz olusumuna tartiymasiz olarak katkida bulunmaktadir.

Kanin pihtilagma egiliminin artmas: ( hiperkoagiilabilite ) kanin ya da daha.ézgﬁn olarak
pihtilagma mekanizmasiin, tromboza ortam hazirlayacak bir bigimde degismesi olarak
tammlanabilir. Bu, tromboz olusumunda sik rastlanan bir neden degildir. En iyi anlagilmis ve
ornek nitelegindeki pihtilagma egilimi artis1 vakalari, dogal antikoagiilanlar olan antitrombin III,
protein C veya protein S’ in kalitsal olarak eksik oldugu durumlardir. Bu hastalar ilk genglik
veya erken erigkin yaglarinda venoz tromboz ve tekrarlayan tromboemboliler ile ortaya ¢ikarlar.
Bu -kalitsal hastaliklar oldukga nadir olmakla birlikte, bu gibi hastalarda tromboza egilimin
temelini anlamak kolaydir (81). Oysa, nefrotik sendrom, siddetli travma ve yaniklar, gebeligin
ge¢ donemi, kalp yetmezligi ve yaygin kanser gibi daha sik rastlanan klinik tablolardaki
tromboz egiliminin patogenezini ¢oziimlemek ¢ok daha zordur. Bu durumlardan bazilarinda,
ornegin kalp yetmezliginde veya travma sonrasinda staz ya da damar zarari gibi etkiler asil

onemli mekanizmalar olabilir. Fakat yaygin kanserli veya gebeligin ge¢ donemindeki hastalarda
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tromboz siklig1 ve oral kontraseptif kullanan kadinlarda venoz ve arteryel tromboz sikliginin
artmasi, ortam hazirlayici mekanizma olarak, pihtilagma egilimi artigini gosterir. Ne yazik ki bu
durumlarin ¢ogunda pihtilagma egilimi artigimin temelini kesin olarak belirlemek zordur. Oral
kontraseptif kullananlarda plazma fibrinojeni, protrombin, faktér VII, VIII ve X’ un
konsantrasyonlarinda bir artig, aym zamanda fibrinolitik aktivitede bir azalma gosterilebilir,
yine de laboratuvar testleri ve artmis tromboz arasinda bir neden sonug iligkisini kanitlamak
mumkiin olmamugtir. Yaygin kanserli hastalarda nekrotik tiimor hucrelerinden trombojenik
faktorlerin  salgilanmast veya prokoagilan maddelerin serbestlesmesi, tromboza egilimin

artmasinin nedeni olarak 6ne strilmiistiir.

Anyonik fosfolipidlere ( lupus antikoagiilan ) kars1 yiiksek oranlarda otoantikor tastyan
baz: hastalar yiiksek bir arteryel veya venoz tromboz stkligi gosterirler. Bunlardan bazilarinda
sistemik lupus eritematdz gibi iyi tanimlanmi§ bir otoimmun hastaligin belirtileri vardir; fakat
digerlerinde, tromboz baglica ya da tek klinik belirtidir. Antifosfolipid antikorlarimn canlida
hangi mekanizma ile trombozu bagslattig1 bilinmemektedir. Olasiliklar arasinda trombosit
kiimelesmesinin uyarilmasi, endotel hiicrelerinde prostasiklin yapiminin baskilanmasi, protein
C yapiminin engellenmesi vardir. Ozetle, bazi yol gosterici klinik ve laboratuvar delillerine
ragmen, artmig pihtilagma egiliminin. trombogenezdeki rolini kamtlamak zordur. Bu

genellemenin diginda kalanlar, sadece kalitsal antitrombin III, protein C veya S eksiklikleridir

(16).
Klinikle fligki :

.. Trombozlar iki nedenden dolayr hayati 6énem tagir; arter ve venlerin tikanmasina neden
olurlar ve muhtemel embolizm kaynaklann olustururlar. Vendz trombozlar viicudun alt
bolimlerinde konjesyon ve odeme neden olabilirler. Fakat, ¢ok daha tehlikeli bir sonug
trombozlarin, en - stk olarak da bacak venlerinde olusanlarin, ABD’ de baslica 6lim
nedenlerinden biri olan pulmoner embolizm ve enfarktlara neden olmalaridir. Bunun tersine,
arteryel trombozlar da emboliye yol agabilmekle birlikte bundan daha 6nemli olan bunlarin,

koroner damarlar tutuldugunda myokard enfarkt: veya serebral damarlar tutuldugunda beyin

enfarkt1 olugturan, tikayic1 etkisidir (16,81).

Venodz trombozlarin gogu tikayict trombozlardir. Bu trombozlarin buyik bolumi yiizeyel

veya derin bacak venlerinde ortaya ¢ikarlar. Yuzeyel trombozlar genellikle safen sisteminde,
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éiellikle de varisler oldugunda olugur. Bu trombozlar lokal konjesyon ve sismeye, agriya ve
hasta venin gidisi boyunca hassasiyete neden olurlar, fakat nadiren emboliye yol agarlar. Yine
de lokal 6dem ve vendz akiminin bozulmasi derinin hafif travmalarla infekte olmasina ve
varikdz iilserlere ortam hazirlar. Asil tehlikeli olanlar bacagin biyiik venlerindeki ( popliteal,
femoral ve ilyak venler gibi ) derin trombozlardir, giinkii bunlar embolizm yapabilirler. Bunlar
ayn1 zamanda, ayak ve bilekte 6deme neden olabilir ve baldir kaslarinda bask: ile ( baldir
kaslarini sikarak veya ayaga zorlu dorsifleksiyon yaptirarak ) agr ve hassasiyet olustururlar.
Buna Homans bulgusu denir. Bununla birlikte hastalarin yaklagik yarisinda bu trombozlar
timiyle belirtisiz kalir ve ancak embolizm yaptiklarinda anlagilirlar. Ventéz tikaniklik, kisa
siirede yeni bypass kanallarinin agilmasiyla giderilir. Derin bacak venlerindeki trombozun en
tehlikeli yoni, bunlarnin emboli ve enfarkt olugturmalaridir. Burada iki tant tizerinde durmak
gerekir. Tromboflebit tantmi siklikla flebotromboz vakalarina kullanilmaktadir. Cunki, bazen
lokal olarak gozlenen agri, hassasiyet ve kizankhk, damar duvarindaki kronik bir iltihabi
reaksiyonun bulgulan olarak yorumlanmakta ve bu nedenle tromboflebit adi verilmektedir.
Bununla birlikte, morfolojik incelemeler nadiren bu damarlarin duvarinda ciddi bir iltihabi
infiltrasyon gostermektedir. Agri, hassasiyet ve kizarnkligi lokal staza, ¢deme ve tutulan
damarin gerilmesine baglamak daha akillicadir. Bu nedenle flebotrombozla tromboflebit

arasinda klinik olarak gegerli bir ayirim yéktur (16).

Siklikla venéz tromboz olusan klinik tablolar; kalp yetmezligi, siddetli travma ve yaniklar,
ameliyat veya dogum sonrast durumlar, nefrotik sendrom, yaygin kanser, tiim agir hastaliklar ve
oral kontraseptif kullanimudir. Kalp yetmezligi venéz akim yavaglamasinin agik bir nedenidir.
Travma, cerrahi girisim ve yamklar 6zellikle fiziksel aktivitenin azalmasina, damar duvan
zararina, dokulardan prokoagilan maddelerin serbestlesmesine ve tPA aktivitesinin azalmasina
yol agar. Ameliyat sonrasinda derin ven trombozunun gorilme sikligi genel cerrahi
girisimlerden sonra % 15-30, ortopedik girisimlerden sonra % 45-70 olarak saptanmugtir.
Dogum sonrasi ve lohusalik donemlerinde tromboza ortam hazirlanmakta, faktorlerin gogu
birlikte etkili olurlar. Dofum sonrasinda damar travmasi ve trombosit kiimelestirici ve
muhtemelen prokoagiilan maddeleri tagiyan amnion sivisinin pelvis venlerine girme olanag
vardir. Bunlara ek olarak gebeligin 3. trimestrinde ve dogum sonrasinda ayn bir ven6z tromboz
egilimi olur. Bu durum, ¢’ st bacagi “’ ya da *’ phlegmasia alba dolens * agrili beyaz bacak
olarak tanimlanir. Bu egilimin nedeni tam olarak aydinlanmamugsa da, pihtilasma egiliminin

artmasina ve ayni zamanda fibrinoliz olayinin kismen baskilanmasina baglanmugtir (16, 64).
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I¢ organ kanseri, 6zellikle de karin ici tiimérleri (pankreas kanseri gibi) olan hastalarin
viicutlarindaki herhangi bir vende tromboz olusumuna egilim, ilk defa Trousseau tarafindan
bildirilmigtir ve Trousseau belirtisi olarak tammlamir. Siklikla bir yerde olusan tromboz
kaybolup bir baska yerde tromboz ortaya ¢ikar ve gezici tromboflebit denen tabloya yol agar.
Bu tromboza yatkinligin temelinde muhtemelen yas, cerrahi girigimler, yataga bagimli olmak ve
ayrica timor hiicrelerinde prokoagiilan maddelerin serbestlesmesi sonuéu pthtilagma egiliminin
artmast gibi bir gok faktér yer almaktadir. Kanserde, tromboz egilimine yol agan pek g¢ok
muhtemel mekanizma vardir. Spesifik klinik tabloya hig bakmaksizin, ileri yas, yatak istirahati
ve hareketsizlik tehlikeyi arttirir. Yagliikta fiziksel aktivitenin azalmasi, bacaklarin alt
bolumiinde kaslarin ( venler tizerindeki ) sagici etkisini azaltir ve venéz doniigiin azalmasina
neden olur. Hareketin engellenmesi ( immobilizasyon ) ve yatak istirahati de aym ozellikleri
tagir. Oral kontraseptif kullanan kadinlarda tromboz geligme riski artmaktadir. 35-45 yag arasi
kadinlarda riskin en yiksek oldugu ve bunun yaninda sigara igmenin trombotik hastalik
tehlikesini oldukg¢a arttirdigt bildirilmektedir (16,40,80). Tromboza yatkinhifa neden olan

herediter ve kazamlmg faktorler tablo 2’ de verilmisgtir.

TABLO 2. Tromboza egilimin arttif durumlar.

Kalitsal Risk Faktorleri Edinsel Risk Faktorleri
Hemostatik Sistem Yaghilik

Antitrombin III eksikligi Hareketsizlik

Protein C eksikligi Sigmanhk

Protein S eksikligi Buyuk cerrahi girigim

Faktor V Leiden mutasyonunun yol ag¢tigi|{ Travma ve yamk

Aktive Protein C Direnci

Protrombin gen mutasyonu‘ Malignite

Fibrinojen varyantlar Gebelik
Hiperhomosisteinemi Oral kontraseptifler
Faktor VIII yiksekligi Antifosfolipid sendromu
Diger éistemler Konjestif kalp yetmezligi
Diabet Myokard enfarktiisi
Orak hiicreli anemi Nefrotik sendrom
Konjenital kalp hastaliklan Infeksiyonlar
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Artmug Lipoprotein A Hiperviskozite
Hipertrigliseridemi Dehidratasyon

Paroksismal gece hemoglobiniirisi -

Myeloproliferatif hastaliklar
Vaskuilitler

Heparine bagli trombositopeni

Kemik ilgi nakli

Arteriyel trombozlar o©zellikle, myokard enfarktiisti, romatizmal kalp hastaligi, agir
ateroskleroz ve aort ya da diger bilyiik arterlerde anevrizmast olan hastalarda geliir. Genellikle
diskinetik myokard kasiimasi veya kardiyak diizensizliklerin gelismesinden dolays, tutulan kalp
boslugunda aym zamanda staz ve alkantili akim da mevcuttur. Ilerlemis yas, yatak istirahati ve
dolasim bozuklugu da sorunu arttirir. Romatizmal kalp hastahigi genellikle mitral kapakta
belirgin darliga ve bununla birlikte, geniglemis sol atrium ve orikiila da staza yol agar. Aym
zamanda kardiyak aritmiler de staz: arttirabilir. Geligmis tlkelerdeki baglica 6lim nedenlerinin (
myokard enfarkti ve inme ) temelinde yer alan agir ateroskleroz, artik agik secik olan
nedenlerden dolayi, trombozu baglatan baglica faktorlerden biridir. Tikanmaya baglh tiim ciddi
olaylara ek olarak, aortada ve kalp bosluklarindaki trombozlardan siklikla kiigitk pargaciklar
koparak, beyin, bobrek, bacaklar ve dalakta embolizm yapar. Diger doku ve organlar da
tutulabilir. Fakat beyin, bobrekler ve dalak kan akimlarimn fazlah@indan dolay: baslica
hedefleri olustururlar. Ilyak, femoral ve bacagm alt boliimiindeki daha distal arterler, aortik kan

akimu hattinin son duraklarnm olustururlar (16,40,81).

Bir ¢ok yiiksek risk tagtyan klinik hastalifa yer verilmekle birlikte, trombozun herhangi
bir klinik tablo iginde ve bazen tiimiiyle saghkh, aktif, gen¢ insanlarda, 6zellikle isleri uzun siire
ayakta durmayr veya oturmay: gerektirenlerde de olusabilecegini vurgulamak gerekir. Bu
yiizden, hig kimse buna karst korumah degildir ve sonugta tromboz kendine 6zgii yapida,

onceden kestirilemeyen, sasirtici bir hastaliktir (16).
Venoz tromboza sahip bireylerde kalitsal trombotik bozukluklar yaygin bir sekilde

bulunur. Buna ragmen, kalitsal AT III, protein C ve protein S eksiklikleri bu bireylerde

%10’dan daha azdir( Tablo 3); ailesel tromboz hikayesi olan, tekrarlayan ven6z tromboza sahip

17



ve 50 yagin altinda olup tromboz hikayesi yeni olan hastalarda ise bu defektler 7 kat daha fazla
bulﬁnur. APC direnci ( faktor V Leiden’den dolayt ), protrombin gen mutasyonu ve
hiperhomosisteinemi‘de ¢ok yaygin bir sekilde bulunan defektlerdir ve bu yuzden, ailesel
tromboz hikayesi olmayan, 50 yagsin tzerindeki idiopatik ventz trombozun ilk evresindeki
hastalarin dénemli bir ¢ogunlugunda bu defektler bulunur. Béyle hastalarda faktér V Leiden,

protrombin gen mutasyonu ve hiperhomosisteinemi’nin varlig mutlaka arastiriimalidir (40).

TABLO 3. Venoz Trombozlu hastalarda defektlerin yayginhg:.

Aktive protein C ( faktor V Leiden ) % 12 -40
Antitrombin III, protein C,protein S %S5-15
eksiklikleri
Protrombin gen mutasyonu ’ %618
Hiperhomosisteinemi % 10 - 20
Bilinmeyen ~% 15 - 66

Aktive Protein C Direnci :
Dahlbick ve arkadaglari, 1993’ yilinda familyal thrombofilia i¢in yeni bir mekanizma

tanimladilar. Aktif parsiyel tromboplastin zamam ( PTT ) arastirmalarinda APC’ ye zayif cevap

veren, ailesel vendz tromboembolizmi hikayesi olan kisiler bulmuglar. APC inhibitérlerinde
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yéda fonksiyonel protein S eksikliginde oldugu gibi, APC direnci igin tanimlanmig
mekanizmalar hari¢ tutulmustur. Probandlarin klinik olarak etkilenmis akrabalarinda uygulanan
PTT testinde APC direnci gorilmiig ve anormalligin kalitsal oldugu iddia edilmistir. Yine faktor
IXa ve faktor Xa’ ya dayali testlerde de probandlarin APC’ ye zayif antikoagiilant cevap
verdikleri goriilmiigtiir. Bu gozlemlerine dayanarak Dahlbick su hipotezi 6ne sirmiistiir: Bu
hastalarda, APC’ nin antikoagiilant etkisini desteklemek igin protein S ile ilgili fonksiyonlar
olan heniiz tammlanamamig bir plazma kofaktériintin eksikligi s6z konusudur. Dahlbidck’ in bu
incelemeleri sayesinde, APC direncini arastrmak igin kullanilan PTT testlerinin gelistirilmesi
kolaylagmugtir. Dahlbéck ve Svensson vendz tromboz sikayeti ile bagvuran 104 Isvegli hastada
yapmus olduklar aragtirmada, bu hastalarin % 33’ tinde APC direnci saptadilar (74). Trombozu
baglatan nedenler olarak hastalarn % 60’ inda, hamilelik ve oral kontraseptif kullanimi
gosterilmigtir. Yapilan ailesel ¢aligmalar, APC direnci bulunan akrabalarda, bu defektin
bulunmadifn akrabalara oranla tromboz sikhigimn onemli bir sekilde daha yiiksek oldugunu
gostermigtir. Amerika’ da Griffin ve arkadaslan tarafindan yapilan bir ¢ahismada, nedeni
bilinmeyen vendz tromboembolizme sahip, 50 yagin altindaki hastalarda APC direnci yaklagik
olarak % 50 civarinda bulunmustur (33). Italya ve Avusturyada’ki diger gruplarda, nedeni
bilinmeyen venéz trombozlu hastalarda APC direncini gostererek Dahlbick ve Svensson’ u
onaylamiglardir (40). Hollandah aragtirmacilar tarafindan Leiden‘ de yapilan galigmalarin, APC
direncinin klinik ilgisini ve molekiiler temelini anlamamza g¢ok onemli katkilar1 olmusgtur.
1987’ de, Hollanda’ nin genel popiilasyonunda vendz trombozun risk faktorlerini incelemek
icin Leiden Thrombophilia Merkezinde galigmalar baglatildi. Protein C eksikligi ile iligkili
vendz trombozun gergek riskini tammlamak igin sarfedilen bu gayretler bir girisimden daha
ileriye gitmistir. Ancak bu galigmalar neticesinde bir paradoks ortaya ¢ikt1: Protein C eksikligi
gorilen ailelerde, vendz tromboz sikhigi olduk¢a ylksekti, ama 200-500 saglikli donoérden
birinde de protein C eksikligi s6z konusuydu. Bu ¢aligmalan dogrulayan kriter, bu
anlagsmazligin altinda yatan nedenin major bir faktoriin olacag: hissini veriyordu. Dahlbdck’ n
calismalanini izleyen Leiden’deki bir grupta, APC direncine sahip 301 hastayr arasttrrmuslar.
Yetmis yasin altinda, objektiv testlerle derin ven tromboz tamst dogrulanmug, Leiden
Thrombophilia Merkezinde antikoagiilan tedavisini tamamlamus, ayakta tedavi goren hastalar
calismaya alinmugtir. Kanserli hastalar galisjmamin disinda birakilmistir. Her trombozlu hasta
aym yag ve cinsiyetteki saghkli kontrolleri ile kargilastlmustir. APC direnci trombozlu
.hastalarda % 21 ve saglikli kontrollerinde ise % 5 oramnda bulunmustur. APC direnci, saglikli
kontrollerle venoz trombozlu olgularda kargilagtinldifinda kontrollere gore vendz trombozda 7

kat daha fazla oldugunu hesaplamglardir( Tablo 4 ). Bu caligmadaki APC direncinin,

19 T Gn Yha nﬂl JX
B@KUMAN fvz wad um, nh



bahsedilen diger galigmalarinkinden daha dusgiik siklikta bulunmasi tromboz igin farkli segim

kriterlerinin uygulanmasindan ileri gelmigtir (43).

TABLO 4. Leiden Thrombophilia Merkezinin Verileri: Ortak risk faktorlerinden dolayr genel

popiilasyonda derin ven trombozunun ilk epizodu igin rolatif ve absoliid riskler.

Risk | Insidans/100 kisi | Kaynak

yillar
Normal - 0,008
Hiperhomosisteinemi 2,5x1 0,02
Protrombin gen mutasyonu 28x1 0,022 56
Oral kontraseptifler 4x1 0,03 80
Faktor V Leiden heterozigot 7 x1 0,057 43
Oral kontraseptifler + faktoér V Leiden 35x 1 0,285 80
Faktor V Leiden homozigot , 80x 1 0,5-1 65

APC direncinin en sik nedeni Arginine 506’ nin Glutamine 506’ ya mutasyonunu igeren
Arg 506 Gln yada faktor V Leiden olarak isimlendirilen faktor V’ deki bir defekttir. Bu
baslangigta APC’ ye baglanan faktor Va’ daki kisimdir ve bu dizideki degisiklik faktor Va
molekillini mutant kilar, boylece enzim tarafindan inaktivasyonu onlenir (6). PTT
arastirmalarinda, Hollandali APC direngli hastalarn % 90° minda Arg 506 Gin yer
degisikliginin, APC direncine neden oldugu bulunmus ve saghkh Hollandalilardan segilmig
kontrollerde yapilan aragtirmada da bu mutasyonun % 2-4 oraninda olduBu tespit edilmistir.
APC direngli hastalarin bilyilk ¢ogunlugu faktér V Leiden mutasyonu igin heterozigottur.
Ancak, PTT arastirmalarina goére homozigot hastalarin buyik ¢ogunlugunda APC direncinin
yiksek oldugu saptanmustir (6). Homozigotlarda trombotik risk heterozigotlara oranla daha
yiksektir. ( Tablo 4 ) (65,91). APC direnci heterozigot hastalar, protein C, AT III ve
muhtemelen protein S genlerindeki mutasyonlarla birlikte olabilir (42). AT III ve faktér V
-genleri 1. kromozomun uzun kolu uzerinde yer almuslardir ve bu yiizden, ailedeki etkilenmis
bireylerin hepsinde faktér V Leiden mutasyonu ile AT III mutasyonu birlikte kalitiir. Bu

durumun ¢ok ciddi trombotik diatezlere de neden oldugu sanidmaktadir.
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Son zamanlarda, faktér V geninde ( aktive kofaktorde ikinci APC direng kisim aralig: )
Arginine 306’ da bir mutasyonun oldugundan bahsedilmektedir. Faktér V Leiden
mutasyonunun bulunmadii, APC direncinin mevcut oldugu, proksimal vendz trombozlu, 49
yaginda bir erkek hastadan soz edilmistir (86). Hastada ve herhangi bir trombotik hadisesi
olmayan annesinde yapilan sekans analizinde, Arg 306 Thr ( Faktor V Cambridge ) mutasyonu
gosterilmigti. Ancak bu mutasyonun ¢ok nadir gorildigi bildirilmektedir. Venoz
tromboemboli tanist konmug 602 birey arasindan ancak 17 hastada Arg 306 ¢ da mutasyon
gorilmistir. Venoz tromboz hikayesi olan 2 Cinli hastada, faktér V geninin 7. eksonunda (A
1090 G ) Arg 306 Gly mutasyonu belirlenmigtir (12). Bu yeni mutasyonun tanimlandigi bu iki
kisi APC direnci yoninden aragtiriimig, ancak sonuglar menfi bulunmustur. Bununla birlikte,
kontrol olarak g¢aliymaya alinan 40 kisiden sadece 1 kiside tammlanan ve APC direnci ile ilgili
olmayan bu anormalligin klinik 6nemi kesinlik kazanmamigtir. APC direncini olugturan
dominant mekanizmanin faktér V Leiden mutasyonunun olmasina ragmen, Dahlbick’ in orjinal
hipotezinde ileri sirdiigii APC’ nin antikoagiilant aktivitesini destekleyen ikinci bir plazma

kofaktoriin varligina dair veriler mevcuttur (86).

Amerikah hekimlerin Halk Saghén caligmalari, faktér V Leiden’ in venéz tromboz igin
bir risk faktorii olugturdugu hakkinda énemli veriler saglamustir. Sekiz yil alt1 ay boyunca, 40
yagin ustiindeki 14.916 saglikli erkek gozlenmis ve bu kisilerin % 6’ sinda pulmoner emboli
yada derin ven trombozunun baglangici tespit edilmis bu kigilerin % 12’ sinde de (121 kisiden
14’ ) heterozigot faktér V Leiden mutasyonu tespit edilmigtir (61). Ven6z tromboemboli igin
rolatif risk bu bireylerde, diger risk faktorii bulunmayan kigilere oranla 3.5 kat artrmgtir. Yine
bu caliyma, vendz trombozlu daha yagh hastalarda bu mutasyonun daha sik oldugunu
gostermistir (60,61).Vendz tromboz olusturan diger risk faktorlerinin bulunmadigl, 60 yagin
lizerindeki vendz trombozun baglangi¢ evresinde bulunan 31 erkek hastanin 8’ inde faktoér V
Leiden heterozigot bulunmugtur ( % 26 ) (61).Faktér V Leiden mutasyonu tagtyan kadinlarda,
hamilelik ve oral kontraseptif kullammmn vendéz tromboz riskini 6nemli bir sekilde artirdid:
belirtilmigtir. Halk sagh@ hekimleri, yakin gecmiste ameliyat olmus erkek hastalarda ve
kanserin ilk evrelerinde bulunan erkek hastalarda trombotik riskin 1,7 kat artacagim

gostermigtir, bu da istatistiksel olarak énemli bulunmadi (61).

Arteriyel trombozlu vakalarda faktér V Leiden gibi yaygin protrombik risk faktérlerinin
olup olmadigi belirlenmelidir (52). AT III, protein C ve protein S eksiklikleri gibi diger
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trombofilik olaylarin arteriyel trombozu artirdifi hakkinda ikna edici bir bilgi mevcut degildir
(61), ancak bu ilginin degerlendirilmesi bu defektlerin rolatif seyrekligi ile zorlagtiriimamalidir.
Arteriyel tromboz tamsim koymak i¢gin genellikle faktor V Leiden mutasyonu, APC direnci ve
AT 1III, protein C, protein S eksiklikleri arastirlmaz; bu vakalarda lupus antikoagiilant1 /
yukselmis antifosfolipid antikor titresi ve hiperhomosisteinemi gibi faktorler arastirilir. Ancak

bu faktorler vendz trombozlu vakalarda da degerlendirilmelidir ( Tablo 5 ).

TABLO 5. Tromboz Olgularinda Arastirilmasi Gereken Koagiilasyon Defektleri.

Anormallikler Arteriyel Venoz

Faktor V Leiden - +
Antitrombin III eksikligi -

Protein C eksikligi -

Protein S eksikligi -

Protrombin gen mutasyonu ?

Hiperhomosisteinemi +

+| +] +| +] +] +

Lupus antikoagiilant / +

antifosfolipid sendromu

Amerikali halk saglig hekimlerinin, sigara i¢imi digiik, 40 yasin istiindeki erkeklerde
yapmis olduklan aragtirmalar sonucunda miyokard enfarksiyonu yada stroke ile faktér V
Leiden arasinda bir ilgi bulunamamugtir. Yine Italya’ da yapilan bir galismada, 45 yagmn
altindaki miyokard enfarksiyonlu hastalarda, faktér V Leiden mutasyonunun bu hastaligin
insidansim artiran bir durum olarak gorilmemistir (40). Ayrica, faktor V Leiden igin homozigot
mutasyon tastyan 36 Fransiz hastada, arteriyel tromboz ile ilgili her hangi bir bulguya
rastlamlmamigtir. Bununla birlikte son zamanlarda vaka kontrol g¢aligmasindan alinan son
veriler, faktor V Leiden heterozigotlugun, 18 - 44 yaslan arasindaki geng kadinlarda miyokard
enfarksiyonu i¢in risk faktori oldugunu belirlemigtir. Ancak bunun igin, miyokard
enfarksiyonunu olugturan diger kardiak risk faktorlerininde birlikte bulunmasi gerekir. Faktor V
Leiden mutasyonunun varhig, miyokard enfarksiyon riskininin yaglara oranla 2.4 kat daha
artacagi  iliskisi = kurulmugtur ~ (miyokard  enfarksiyon’lu  hastalarla  kontroller
karsilagtinldiginda, 79 hastanin 8’inde, yani % 9.5’ u, kontrollerin % 4.1’ i). Faktér V Leiden ile
ilgili miyokard enfarksiyon riskinin sadece sigara igenler arasinda 3 kat daha fazla bulundugu

gozlenmistir. Sigara igmeyen ve faktdr V Leiden mutasyonu tagimayan kadinlarla, sigara igen
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vé mutasyonu tagtyan kadinlar karstlagtinldiginda; sigara igen ve mutasyonu tastyan kadinlarda
miyokard enfarksiyon riskinin 30 kat daha fazla oldugu Rosendaal ve arkadaslari tarafindan
gosterilmistir. Ilgingtir ki; ileri yas, obesite, hiperkolesterolemi, hipertansiyon, diabet, ailesel
iskemik kalp hastaligi ve postmenapozal statii (cerrahi olarak olugsmus) gibi diger kardiak risk
faktorleri kalp ile ilgili olaylarla iligkilidir, digik dozda oral kontraseptif kullanimi ise ilgili

degildir. Myokard enfarktlarinda, yine protrombin gen mutasyonu da risk faktori

olusturmaktadir (40,64).

TABLO 6. Degisik toplumlarda faktor V Leiden G 1691 A sikhig:.

Toplumlar Sikhk (%)
Normal Beyazlar 2-7
Zenci Afrika 0.0
Asya 0.1
Fas 1.1
Bati1 Hint Adalan 29
Hollanda , 2.9
Kuzey Dogu Almanya 7.1
Polonya 5
Arjantin 5
Kosta Rika 2
Venezuella 24
Punjab 1.3
Japonya 0
Brezilya 2
Zenci <1
Turkiye 7-10
Kibris Tiirkleri . 12.2
Azerbaycan 14

Faktor V Leiden mutasyonu i¢in heterozigotlugun prevalansi, Hindistan popiilasyonunda,

Israil Araplarinda, Yahudilerde, Avrupa dahil, Caucasian’ larda %1 ile % 8.5 arasindadir.
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Goriiniige  gore, Afrika zencilerinde, Cinlilerde, Japonlarda yada Amerikan Yerli
popilasyonunda bu mutasyon mevcut degildir (59). Haplotip analiz yapmak igin faktor V
geninde dimorfik alanlar kullanan Zivelin ve arkadaglari, farkh etnik ge¢mise sahip Caucasian’
larda mutasyonun temeli olarak kurucu bir etkinin varhg1 hakkinda veriler saglamiglardir (89).
Caucasian, Afrika ve Dogulu popilasyonlarin farkliliklarim degerlendirdikten sonra Zivelin ve
arkadaslann bu mutasyonun yaklagik olarak 30.000 yil dnce ortaya giktigini tahmin etmiglerdir
(89). Degisik toplumlarda faktor V Leiden G 1691 A sikligi tablo 6° da gosterilmigtir.

Faktor V Leiden mutasyonu ve tip 1 faktor V eksikliginin yol agti1 heterozigot APC
direncinin bulundugu hastalarin birbirinden ayrilmasi ile ilgili gesitli ¢aligmalar mevcuttur. Bu
bireylerin, homozigot faktor V Leiden mutasyonu tastyan hastalar gibi PTT testlerinde siddetli
APC direncine sahip olduklan asikardir (onlar yalanct homozigotturlar). Tromboza bu hastalar,
yalmz heterozigot faktér V Leiden mutasyonu tasiyan akrabalarindan daha ¢ok egilim

gosterirler, bunlarin klinik fenotipleri homozigot faktér V Leiden mutasyonu tagtyan hastalara

benzemektedir.

Faktor V geninde gesitli polimorﬁimler mevcuttur. Bunlar Leu 1257 lle ve His 1299 Arg
gibi iki amino asidin yer degistirmesi ve B domain proteinlerini kodlayan ve aktivasyonu
ortadan kaldiran 13. eksonda olusan Ser 1240 igin kodon dimorfizmi geklinde olusan
polmorfizmlerdir. Italyan popiilasyonunda parsiyal faktér V eksikliginin bulundugu kisilerde,
Arg 1299 ( R2 ) kodlayan allelin sikhdt % 30, kontrol grubunda ise % 7.5 oramindadir. R2
polimorfizm igeren faktér V gen haplotip ( HR2 ) uzammu hafif APC direng fenotipine katki
saglar, Arg 830 Lys ve Arg 837 His, amino asit yer degisiklikleri ile sonuglanan niikleotid
tranversiyonlart da igermektedir. En dusik APC direng oranlarna sahip hastalarda faktér V
Leiden sikligini arttirmasina ve hafif APC direnci ile ilgili olmasmna ragmen, HR2 haplotipi

heniiz vendz trombozu artiran bir risk faktorii olarak gosterilememistir (40).

Dahlbéck’in baslattift caligmalar, APC direncini aragtiran bir test olarak hizmet veren
PTT’ ye dayali testlerin gelistirilmesini kolaylasturmustir. PTT, APC’ nin standart miktarinin
varligi veya yoklugunda galisir ve iki pthtilasma zamam APC oranma dondstirilir. Sonuglar
normal dizilerin oram ile kargilagtirilarak yada normal birlestirilmig plazma kullanimi igeren
APC direng oranlarina normallestirilerek tartigthr. Pihtilagma laboratuvarlarinda, bu birinci

jenerasyon APC direng testini kavramsal olarak hazirlamak kolay ve basit olmasina ragmen,
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diKkatli bir standardizasyon ve en azindan 50 kontrolde normal dizinin belirlenmesini gerektirir.
PTT reagentlerinden ve pihtilagma testlerinde kullamlan aletlerden testin karekteristik
performansi etkilenmektedir. Bu yiizden bu format kullamlarak uygulanan bir takim testlerde
faktor V Leiden mutasyonunun sipesifiklidi ve sensitivitesi yeterli duzeyde
saptanamamaktadir. Diger pihtilasma defektlerinin yol agtifi anormal PTT’ li yada
antikoagiilant alan hastalarda bu testle arastirma yapilamaz, ve yine hamile kadinlarda yada
akut trombotik hadiseli hastalarda bu test gegersizdir. Ahgilagelmis bir uygulama olarak
Warfarin alan hastalarda APC direnci test edilemez, aym: zamanda lupus antikoagiilanth

hastalarda da testin yapilip yapilmayacag tartiglmaktadir (70).

APC direncinin hemen hemen biitiin vakalarimn altinda yatan nedenin faktér V Leiden
oldugunun kesfi ile faktér V Leiden mutasyonu igin uygun bir standardizasyon yapilarak
neredeyse % 100 sensitiv ve % 100 sipesifik sonuglarin elde edilmesine olanak saglayan ikinci
— jenerasyon pihtilagma testleri APC direncinin belirlenmesini kolaylastirmustir. Ya PTT’ ye
dayal testler yada doku faktori — faktor V’ e bagh testler kullamlarak, faktor V’ in eksik
oldugu plazmanin yeterli miktan ile hasta plazmas: dilue edilerek yukarda sozii edilen bagariya
ulagilmigtir. Testte yapilan bu modifikasyon ile, faktér V’ den ayn olarak diger pihtilagma
faktor eksikliklerinin yol agtigt anormal PTT sonuglu hastalar yada antikoagiilan kullanan

hastalarda dogru sonuglarin elde edilmesi saglanilmugtir (40).

APC direncini olugturan dominant neden gergekte faktor V Leiden mutasyonudur; bu
mutasyonu aragtirmak igin, periferik kanda dolagan mononiikleer hiicrelerden elde edilen
genomik DNA’ nin analizi ile bu defektin tamsm koymak oldukga ilgi gekicidir. Faktor V
Leiden mutasyonunu igeren DNA fragmentinin, polimeraz zincir reaksiyonu ( polymerase chain
reaction, PCR ) ile amplifikasyonu gergeklestirilir ve elde edilen PCR urtinii Mnl 1 restriksiyon
( restriction endoniiclease ) enzimi ile muamele edilip, sindirimi ( digestion ) saglandiktan sonra
ethidium bromide ile boyanmig agaroz jelde analiz edilir (6). Faktéor V cDNA’ da 1691.
niikleotidde G’ nin yerine A’ nmin gegmesi ile ( CGA’ dan CAA’ ya ) Arg 506 Gin
mutasyonunun olugtugu goriiliir. Allel spesifik oligoniikleotid problar ile hibridizasyonu igeren

yontem bir diger tant yaklasgimdir (90).

Bu giin, ikinci — jenerasyon pihtilagma testi kullamlarak APC direncini test etmek, faktor
V Leiden’ li hastalarin tamsint koymak igin en etkili yaklagim olarak gorilmektedir. Faktér V

Leiden genotipi ve bunlarin APC direng testlerinin sonuglari arasinda mitkemmel bir uyumun
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séglandlgl laboratuvarlarda boyle onaylayici testler yapmanin gereksiz oldugu tartigtlabilmesine

ragmen, disik APC diren¢ oramna sahip hastalarin mutasyonunun genotiplendirilmesi

yapilmalidir,

Faktéor V Leiden mutasyonu tagimayan APC direngli bazi hastalarin APC direncinin
belirlenmesinde birinci — jenerasyon PTT’ ye dayal testler kullanilabilmektedir. Bu tip APC
direncinin klinik imalan degiskendir. Boyle bireylerin belirlenmesinde bu testlerin uygulanmasi
en iyisi tromboz arastirma merkezleri ile simurlandirimalidir. Bununla birlikte iki grup, faktor V
Leiden mutasyonunundan kaynaklanmayan APC direnci ile iligkili serebrovaskiiler hastalikli
bireyler bildirmiglerdir. Bu iki grubun yapmus oldugu caligmalardan birinde aragtirmacilar,
mutasyonu tagiyanlar ve tagimayanlarin optimal ayirimm igin bir cut-off degeri kullanan
ahigilagelen uygulamanin aksine APC’ ye duyarh hastalari 5 kategoriye ayirmuglardir (78).
Istatistiksel analizler, faktér V Leiden mutasyonundan bagimsiz olarak serebrovaskiiler

hastaliklar: artiran bir risk ile ilgili olarak dustik APC cevabini gostermiglerdir.

Antitrombin III Eksikligi :

1965 yilinda Egeberg, AT III konsantrasyonu % 40-50’ nin altinda olan, tromboz
oykiisine sahip bireylerden olugmus Norvegli bir aile tanimlamigtir. Diger aragtirmacilarin
takip eden caligmalarinda da Egeberg’ in tamumladigi benzer klinik ve laboratuvar anormalligine

sahip bagka aileler bulunmusgtur.

AT III eksikligi, otozomal dominant kalitim gosterir ve bu yiizden her iki cinsiyette esit
bir gekilde etkilenir (4,75). Kalitsal AT III eksikligi iki ana tipe ayrilarak incelenmektedir. Tip |
eksiklik durumu,normal proteaz inhibitér molekillerinin biyolojik sentezlerinin azalmasi ile
olusur (4). Bu vakalarda, kandaki AT III’ in fonksiyonel aktivitesi ile antijen diizeyi paralel bir
sekilde azalmaktadir. Bu bozuklugun molekiler temelini ya AT III geninin baglica sentezinde
bir delesyon yada, yaygin bir sekilde kiigtik delesyonlar / insersiyonlar (<22 baz ¢ifti), yada tek
baz yer degisiklikleri olugturur. Yakin zamanda elde edilen bilgilere gore, Tip | eksiklikli
hastalarda 80’ e yakin farkli mutasyon tespit edilmigtir. Ikinci tip AT III eksikligi, proteaz
inhibitériinde meydana gelen bir molekiiler defekt ile olusur. AT III° in plazma diizeyi olduk¢a
azalmigtir ve fonksiyonel aktivitede de azalma gorilmesine ragmen, AT III’ {in immiinolojik

aktivitesi belirgin bir sekilde normal kalmugtir.
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Kanda AT III eksikligi immiinoassay yontemlerle 6lgtilmiis ve genel popiilasyonda 5000-
2000 kisiden 1’ inde bu eksikligin var oldugu tahmin edilmigtir. Bununla birlikte, son
zamanlarda AT IIl-heparin kofaktor aktivitesi fonksiyonel testler kullanilarak olgulmiis ve

genel popiilasyonda AT III eksikliginin prevalans: 1/ 250-500 olarak bulunmugstur (47,75).

Familyal AT III eksikligi gorilen kisilerin yaklasik % 55 inin venéz tromboz vakalan
oldugu, bu arastirmalarin yaynlandigi makaleler gozden gegilerek saptanmigtir (21). Orneklerin
yaklagik % 42’ sinde klinik bulgular spontan bir gekilde gelisirken, geriye kalan % 58 i ise
hamilelik, oral kontraseptif kullamimi, cerrahi operasyon yada travma ile iligkilendirilmistir
(21). Hastalik en sik olarak bacagin derin venlerini ve mezenterik venleri tutar. Bireylerin
yaklagik olarak % 60’ inda tekrarlayan trombozlar gelisirken, % 40’ inda da pulmoner

embolinin klinik igaretleri goruliir.

Sas, 1974 yiinda anormal protein (Tip II ) varligmma yol agan AT III fonksiyonel
eksiklikligi bulunan ilk aileyi rapor etmistir. Bu eksiklife sahip bir ¢ok ailede, AT III
aktivitesinin iki farkh fonksiyonel test temel alinarak alt kategorileri yapilmugtir. Birinci test AT
III-heparin kofaktor testidir. Test; faktor Xa ve trombin gibi koagiilasyon enzimlerinin
notralizasyonunu katalizleyen ve inhibitér tizerinde lysyl residuelerine baglanan heparinin
etkinligini olgmeye dayamr. Ikinci test ise progresiv AT III aktivite testidir; heparinin
varhginda trombinin enzimatik aktivitesini noétralize etmek igin bu inhibitorin kantitatif

kapasitesini 6l¢meyi amaglar (40).
Protein C Eksikligi :

1981’ de, Griffin ve arkadaglar; tekrarlayan trombozlari bulunan, protein C antijeninin
plazma diizeyleri normalin % 50’ sinin altinda degerlere sahip gesitli aileler tammlamglardir.
Sonra gelen aragtirmacilarda heterozigot protein C eksikligi saptanmig pek gok bagka aileler

bildirmiglerdir (7,24).

Heterozigot protein C eksikli§i otozomal dominant kalitim gosterir ve protein C
eksikliginin daha siddetli formu otozomal resesif bozukluktur (25,26,67,73). Heterozigot
protein C eksikligi olan hastalarin fenotipi, kalitsal AT III eksikligine benzerdir. Siddetli bir
sekilde etkilenen ailelerde protein C eksikligi olan bireylerin yaklagik % 75’ inin bagindan bir
veya daha fazla trombotik olay gegmistir. Yaklagik % 70° iﬁde goriniiste ilk epizot spontan
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olarak olusur. Geriye kalan % 30’ u akut trombotik olaylarin gelisimi esnasinda bilinen risk
faktorleri ( hamilelik, parturition, kontraseptif tablet kullanimi, operasyon, travma ) ile
ilgikilidir. Hastalik en fazla bacagin derin venlerini, iliofemoral venlerini ve mezenterik
venlerini tutar. Etkilenen hastalarin yaklagik olarak % 63’ unde tekrarlayan ventz tromboz
gelisir ve yaklagik olarak % 40’ inda da pulmoner emboliye ait belirtiler gorilir. Protein C
eksikligi olan hastalarda, bir kag serebral venéz tromboz vakasinda (87) oldugu gibi bacagin
venlerinin siperfisiyal tromboflebitinin de sikhigi yuksektir (9). Kalitsal protein C eksikliginin
gorildiigii geng yetigkin hastalarda, yine nonhemorajik arteriyel strok’ un da gelistigi

bildirilmigtir.

Miletich ve arkadaglar,,(48) saghkli yetiskin kan donorlerinde yaptiklarr arastirmada,
200-300 kisiden birisinde heterozigot protein C eksikliginin mevcut oldugunu gostermislerdir,
halbuki Tait ve arkadaglarmin aragtirmasinda, saglikh genel popiilasyonda bu oran 500 kisiden
1 kigi olarak saptanmugtir. Bu g¢aligmalara alinan bireylerin hi¢ birisinde daha 6nce tromboz
hikayesine ait bulgular tespit edilememistir. Leiden Thrombophilia Arastirma Merkezinde
yapilan ¢aliymalarin sonucunda, genel popiilasyonda heterozigot protein C eksikligi gorilen
bireylerde derin ven tromboz riskinin, normal kisilerle kargilagtinldiginda 7 kat daha fazla

oldugunu rapor etmiglerdir (43).

Immiinolojik ve fonksiyonel testler kullanlarak, heterozigot protein C eksikliginin baglica
iki subtipi belirlenmigtir. Tip | eksiklik durumu, plazma protein C diizeyi yaklagik normalin %
50’ nin altinda ve hem immiinolojik hem de biyolojik aktivitenin azalmasiyla karekterize en
yaygin seklidir. Protein C eksikligi gortilen hastalarda yapilan genetik defekt arastirmalar 160’
tan fazla farkli mutasyonun belirlenmesine neden olmugtur. Tip I eksikligine sahip bireylerde en
yaygin mutasyonlar nonsense ve missense mutasyonlaridir. Tip I protein C eksikligi ile
sonuglanan mutasyonlarin diger tipleri; promotor mutasyonlar, splice site anormallikleri, in-
frame delesyonlan, frameshift delesyonlari, in-frame insersiyonlart ve frameshift
insersiyonlanidir. Tip II eksikligine sahip ailelerde ki etkilenmis bireylerin imminolojik testleri
protein C diizeyinin normal oldugunu gostermistir, ancak zimojen diisiik fonksiyonel diizeye

sahiptir. Tip II protein C eksikligine sahip hastalarda tek nokta mutasyonlar1 gorulir (40).
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Protein S Eksikligi :

1984 yilinda, bir kag¢ ailenin uyelerinde, tekrarlayan ventéz tromboz tanimlanmig ve bu
kisilerin protein S diizeylerinin azalmis oldugu gosterilmigtir. Bu aragtirmayir destekleyen bu
bozukluga sahip bir ¢ok baska aileler de bildirilmistir (38). Heterozigot protein S eksikligi
otozomal dominant kalitim gosterir ve protein S eksikliginin ¢ok ciddi formu otozomal resesif
kahtim gosteren bozukluklardir. Heterozigot protein S eksikligine sahip hastalarin klinik
goriniimii AT III yada protein C eksikliginde goriilen bulgulara ana hatlari ile benzemektedir.
Hollandal 12 ailenin protein S eksiklifine sahip 71 tiyesinde yapilan aragtirmada, bu bireylerin
% 74’ inde derin ven trombozu, % 72’ sinde siperfisiyal tromboflebit ve % 38’ inde de
pulmoner emboli bulunmugtur. Warfarin’ in neden oldugu cilt nekrozu da heterozigot protein S
eksikligi bulunan hastalarda tammlanmigtir (40). Nadiren protein C veya protein S eksikliinin

homozigot eksikligi tromboza yol agabilir ve bu, bebeklerde purpura fulminans olugturur (8).

Protein S, K vitaminine bagh ve karacigerde, endotel hiicrelerinde, megakaryositlerde,
leydig hiicrelerinde sentezlenen bir glikoproteindir. Normal sartlar altinda plazmada total
protein S antijeninin yaklastk % 60’ 1 C4b- baglayan protein ile kompleks olusturmus bir
sekilde bulunur. Aktive protein C’ nin antikoagiilant etkilerine arabuluculuk eden bir kofaktor
olan ve fonksiyonel olarak aktive olan serbest protein S ise plazmadaki protein S’ nin % 40’ 1

olusturur (25).

Total protein S antijeninin en gilivenilir 6lgiimleri radioimmiinoassay ve enzyme-linked
immunosorbent assay teknikleri ile yapilir. Protein S C4b-baglayan protein kompleksinin
aymmum saglayan, plazma oOrneklerinin dilusyonunu igeren tekniklerdir. Bu amagla,
polyethylene glycol presipitasyon kullanilarak plazmada protein S ile C4b-baglayan protein
aynigtirtlir  (13) ve siipernatant fraksiyonunun immiinoassay ile serbest protein S’ nin
kantitasyonu yapilabilir. Simdilerde artik, serbest forma spesifik antikorlarin kullanildig
monoklonal antikora dayali imminoenzimatik testler, spesifik bir gekilde serbest protein S’ nin
6lgtimint miimkiin kilmustir. Fonksiyonel testler; APC’ nin antikoagiilant etkisine bir kofaktor
olarak hizmet veren protein S’ nin varligina dayali metodlardir. Bununla birlikte, bu testlerin
bazilar1 protein S igin spesifik degildir, aktive protein C direnci ile karakterize defektlere
sensitivdir ve bunlarn kullanimu fonksiyonel protein S eksikliginin hatah tarusmna yol agabilir

(40).
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Insan Koagiilasyon Faktér V Geninin Yapist :

Protrombinaz kompleksi tarafindan trombin jenerasyonu hemostaz ve trombozda can alici
bir olaydir. Bu kompleks faktor Xa, faktoér Va, protrombin, kalsiyum ve fosfolipid ya da hiicre
yuzeyi igerir. Faktor Va, faktor Xa tarafindan protrombinin aktivasyonunda, 6nemli bir protein
kofaktorii olarak gorev alir. Faktor V’ in ¢gogu kanda dolagir; bununla birlikte kandaki faktor V’
in % 25’ i trombositlerin a — grantllerinde depolamr. Trombosit aktivasyonu sirasinda
trombositlerin a -graniillerinde depolanan faktdr V serbest birakilir. Faktor V’ in biyosentezinin
buytk bir kismu karacier ve megakaryositlerde yapilir.Bir kismu da, vaskiiler diiz kas

hiicrelerinden, T — hiicrelerinden ve endotelyal hiicrelerden sentezlenmektedir (18,28).

1986’ da Kane ve Davie, 1987°de Kane ve arkadaslari ve yine 1987’ de Jenny ve
arkadaglan ilk olarak cDNA klonlamas: yaparak, insan faktér V’ in amino asit dizisini
tammladilar. Olgun protein 2196 amino asit icermektedir. Faktor V ¢DNA’ min analizinin
sonucunda, domain yapis: sirastyla Al — A2 — B — A3 — C1 - C2 olan gesitli tipte internal
tekrarlarla organize olmusg proteinlerden olugmaktadir (Sekil 5). A, B ve C domainleri sirasiyla,
her biri yaklagik olarak 350, 836 ve 150 amino asit icermektedir. 1984’ te Toole ve arkadaslan
ve yine ayn1 yil Vehar ve arkadaglar, Faktor V’ in, homolog olmayan B domaini hari¢ % 40
oranm’da faktor VIII’ e benzedigini gostermislerdir. Faktor X* un aktivasyonunda faktor VIII a’
nin rolii, protrombin aktivasyonunda faktér Va’ mn aldig1 role benzemektedir. 1984’ te Ortel ve
arkadaglari, plazmada bakir-baglayan seruloplazmin proteininde tige katlanmug bir sekilde var
olan A domaininin, faktor VIII ve faktér V’ in yapisindakine yaklagik olarak % 30 oraminda
benzedigini bulmuglardir. 1990 yilinda da Stubbs ve arkadaglan tarafindan, faktor V ve faktor
VIII’ deki C domainin, gogis epitel hiicre proteini olarak tamimlanmis murinde ki ikiye

katlanmig C domainine % 40 oraninda benzedigini gétermiglerdir (18).

1988 yilinda, Wang ve arkadaslari, faktdr V geninin birinci kromozomda yerlestigini
bildirmiglerdir (1921 — 25 ). Faktoér V geni 72 ile 2820 bp arasinda biiyiikliiklere sahip 25
eksondan meydana gelmigtir. 1990 yilinda, Watson ve arkadaglari, faktor V geninin, lokosit
adezyon molekiillerinden selektin ailesinin de yer aldifi, 300 kb’ lik bir boélgeyi kapladigim
gostermisglerdir (18).
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Sekil 5. Faktdr V geninin ekson-intron ve domain yapisi. Kutular faktér V’in domain yapilarini
gostermektedir. Domainlerin 6zellikleri 6nceden tespit edilen aminoasit dizisine uyumlu olarak
harflerle gosterilmistir. Oklar, olgun mRNA’dan ayrilmig intron bolgelerini isaret etmektedir.

Faktor V genindeki her bir intron numarayla gosterilmigtir.

WAL L WL
Al | A | B S

Protrombin Gen Mutasyonu:

1996 yilinda, Leiden’ deki arastirmacilar protrombin geninin 3’-untranslated bolgesinde
20210 niikleotidinde G’ nin yerine A’ min gegisiyle ylkselmis plazma protrombin diizeyi ve
vendz trombozu artiran bir riskin olustuéunu gostermislerdir (29,56).Vendz trombozlu sec;ilmis
hastalarin protrombin geninin direkt bir gekilde dizisinin gikarimasi ile kesfedilmis olan bu
mutasyon, protrombin mRNA’ nin polyadenylation’ un aralik kismma yakin yada 3’-
untranslated bolgesinin son pozisyonunda lokalize olmugtur. Yiikselmi§ plazma protrombin

konsantrasyonunun trombotik riski artirdigt muhtemeldir.

Venoz tromboz hikayesi olan ailelerde ve bireylerde yapilan aragtirmalarda protrombin
gen mutasyonu % 18 oraminda bulunmustur ve bu hastalarn % 40’ 1 da faktér V Leiden
mutasyonu tagimaktadir. Saglikli popiilasyonda yapilan arastirmada da, saglikli 100 kontrolden
sadece 1 kiside bu mutasyon tespit edilmigtir (56). '

Leiden Thrombophilia Aragtirma Merkezi’'nde, venoz trombozlu hastalarin % 6.2’ sinde,
saghkli kontrollerin de % 2.3’ inde protrombin gen mutasyonu bulunmustur (56). Bu
mutasyon, vendz tromboz riskini 2.8 kat daha artirmaktadir ( tablo 4 ) ve bu etki hem bitiin yas
gruplarinda hem de cinsiyetlerde s6z konusudur. Hollanda popiilasyonunda protrombin gen

mutasyonunun allel sikligi % 1.2 oramindadir, yaklagik olarak faktor V Leiden mutasyonunun
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allel sikhigimin yarist kadardir, bu da vendz tromboz igin en yaygin ikinci genetik risk faktoriin

protrombin gen mutasyonu oldugunu gostermektedir. (56).

Hiperhomosisteinemi :

Homosistein diyetle alinan metiyoninden dimetilasyon sonucu tiireyen, stlfidril igeren bir
aminoasittir. Bundan 30 yil kadar once hiperhomosisteinemi ile tromboz iligkisi tanimlanmig
olmakla birlikte, bu iligkiye ait yeterli bilgiler ancak giinimizde elde edilmistir.
Hiperhomosisteineminin, bireylerde hem arteriyel hem de venéz tromboz riskini artirdig
bildirilmigtir. Hiperhomosisteinemi kaltsal ya da edinsel olarak geligebilir, Kalitsal
hiperhomosisteineminin en sik gorilen nedeni metilentetrahidrofolat enzimindeki termolabil
varyasyondur ve etkinligi normal enzimin % 50’ sidir. 677 nolu niikleotidde sitozin ile timin
yer degistirmigtir. Mutasyon normal popiilasyonda % 5-12 arasinda saptanabilir. Niitrisyonel
faktorler de hiperhomosisteinemiye yol agabilir ( digilk B6, B12 ve folik asit alimi ). Renal
yetmezlikte de geligebilir (76).

Homosisteinin bireylerde; endotel hasar1 olugturarak, protein C aktivasyonunu ve
trombomodulin ekspresyonunu engelléyerek, doku plazminojen aktivatoriiniin endotele
baglanmasini bloke ederek, nitrik oksit ve prostasiklin yapimimi bozarak, heparin siilfat
ekspresyonunu engelleyerek, trombosit adezyonunu arttirarak, LDL oksidasyonunu uyarmak

suretiyle olusturdugu etkilerle tromboz olusumuna yol agabilecegi ileri sirtilmektedir(1).

Plazma homosistein diizeyi sivi kromotografi yontemiyle gosterilebilir. Ancak son
zamanlarda uygulama kolaylii ve duglik maliyet nedeni ile immunoassay yontemler
gelistirilmistir. Normal degeri 18.5 umol/ It’ nin altidir. Kan Ornekleri a¢ karmina alinmal ve

eritrositlerin homosistein igermelerinden dolay: plazma suratle ayrilmahdir (76).

Antifosfolipid Antikorlan :

Antifosfolipid antikorlar1 ana komponenti fosfolipid olan biyolojik membranlara reaktif
antikorlardir. Antifosfolipid antikorlanmin varlifi, gesitli fosfolipid antijenlerin kullamldig:
immunosorbent testlerle ( ELISA ) direkt olarak gosterilebildigi gibi, kan pihtilagma zamaninda
fosfolipid bagimli testlerde uzamanin saptanmasi sonucu lupus antikoagiilan aktivitesi ile de

ortaya konabilir. Antifosfolipid antikorlara sahip bireylerde arteriyel ve venéz tromboza egilim,
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trombositopeni ve kadinlarda tekrarlayan fetus kaybi tablosu bilinmektedir ve bu durum
“’antifosfolipid antikor sendromu, AFS®’ adim alir. Altinda herhangi bir hastaligin bulunmadig
AFS’ na primer AFS adi verilir. Sistemik Lupus Eritematoz gibi hastaliklara, malignitelere,

infekstyonlara ve ilaglara bagh sekonder AFS gelisebilir (76).

Tamda fosfolipidlere karsi antikorlarin direkt gosterilmesi yam sira lupus antikorlan
varliginin da aragtinilmast onemlidir. Ciinkii bazi bireylerde lupus antikorlan pozitif iken
antifosfolipid antikorlart negatif ya da lupus antikorlari negatif iken antifosfolipid antikorlan
pozitif bulunabilir. ELISA yontemi ile uzun stireden beri kullamlan tami y6ntemi, fosfolipid
yapisinda olan kardiolipine karst antikorlarin varhginin saptanmasidir. Giiniimiizde birden fazla
fosfolipid kompleksi igeren ve bunlara karsi antikorlan ortaya koyan testler vardir. Kargilagilan
antikorlar siklikla 1gG veya IgM yapisindadir. Antikorlarin IgM veya IgG yapisinda olmasi
sirecin akut veya kronik olusu ile ilgili degildir ve her iki antikorun bireysel varlifi tromboz ile
yakin iligki gosterebilir. Antikorlar sadece fosfolipidlere 6zgii olmayip fosfolipidlerle kompleks
yapan bazi proteinlere karst ( beta-2-glikoprotein I, protrombin, anneksin V gibi ) veya bu
kompleks sonucu ortaya ¢ikan yeni antijenik yapilara kargi olabilir. Her laboratuvar kendi
normal degerlerini bulmalidir. Genellikle normal degerden 3 standart sapma fazla ve iizerindeki
degerler pozitif olarak kabul edilir. Lupus antikor kavrami, sistemik lupus eritematozis’ e
spesifik olmamasi yant sira in vitro pihtilagma testlerinde uzama géstermesine karsin in vivo
tromboza egilim ile birlikte olmasi yoniinden dogru bir adlandirma degildir. Ancak bu
adlandirma uzun siredir kullamlmaktadir ve yerlesmigtir. Koagiilasyon testleri genellikle aPTT
bazhdir. Russell Viper Venom isimli yilan zehrinin kullanildigt modifiye testler vardir(57).
Koagiilasyon testinde uzama saptanan hastalarda bu uzamanin faktor eksikligine bagh olmadig
normal plazma ile 1/1 hacimde kangtirmay: takiben diizelmenin olmamasi ile ortaya konabilir.
Ortama fosfolipid eklenmesi ile koagiilasyon testinde diizelmenin gosterilmesi ise dogrulama

testi olarak kullamlmalidir (76).

Tedavi :

Trombozun tedavi ve/veya profilaksisinde kullanilan ilaglar ii¢ baglik altinda toplanabilir:
1. Antikoagiilanlar : Heparin ve oral antikoagiilanlar,
2. Antiagreganlar ( anti-trombosit ajanlar ) ve

3. Trombolitik ( fibrinolitik ) ilaglar.
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Ilk iki grupta yer alanlar olugmus bir trombozun ya da tromboembolik olayin biiyiimesini
ve yayilmasini ya da yeniden tromboz olusumunu énlemede kullanilirlar. Ikinci grupta yer alan
ilaglar ise trombositlerin islevlerini bozarak etki gosterirler ve arteryel tromboembolizmin
profilaksi ve tedavisinde kullamlirlar. Bu ilaglar; Aspirin, Tienopiridin tiirevleri (Tiklapidin ve
Klopidogrel) ve trombosit glikoprotein IIb ve IIla reseptorii blokaji yapanlar olarak ii¢ grupta

tanimlanir. Trombolitik tedavi ise olugmus bir trombosun erken evrede eritilmesini saglar.

Klinikte kullanilan antikoagiilan ilaglar ise;

A. Heparin

1. Standart (fraksiyonlanmsg) heparin (FH),

2. Distk molekil agirhklt heparinler (DMAH).
B. Oral antikoagulanlar
C

. Yeni antitrombotik ilaglar (Heparinoidler, direkt antitrombin etkisi gosterenler).

DVT’ unda heparin tedavisi; olugmus trombozun yayilmasini, PE’ yi, trombozun tekrarin
ve post-trombotik sendromu oOnlemek amaciyla kullamlir. Heparin olusmus bir trombosu
eritmez. Bu sebeple, son yillarda tromboembolizmin profilaksi ve tedavisinde standart heparinin
yerini, standart heparinin kimyasal yontemler ya da enzimlerle depolimerizasyonu sonucu elde
edilen DMAH’ ler almugtir. Biyolojik yan omiirlerinin 2-4 kat daha uzun (sc injeksiyondan
sonra 3-6 saat) ve biyoyararliliklarinin daha iyi olmasi, viicut agirhigina goére sabit dozlarda

gunde 1 ya da 2 kez sc uygulanmalarina olanak saglar.

Ulkemizde bulunan oral antikogiilan kiimarin grubundan warfarin’ dir. Baslangi¢ dozu 5
mg/gin’ dur. Oral antikoagulanlarla tedavi streleri, distal (baldir venlerinde) tromboz ve
gegirilmis VTE oOykisi bulunmayan vakalarda 3 ay, proksimal DVT ya da PE ve gegirilmis
VTE o6ykiisii bulunmayanlarda 3-6 ay, gegici klinik risk faktoriiniin (ortopedik cerrahi, travma)
mevcudiyetinde 6 hafta-3 ay, metastazli kanserin varliginda uzun siire, faktér V Leiden-
mutasyonu tagtyanlarda 6-12 ay ve antitrombin, protein C ve protein S eksikliklerinin
mevcudiyetinde ise yasam boyu kullaulmasi tavsiye edilir. Ayrica tekrarlayan trombozlarda 6-
12 ay ya da yasam boyu, gebelik s6z konusu oldugunda ise doguma kadar heparin (DMAH),

dogumdan sonra 4-6 hafta da oral antikoagtilan onerilmektedir (76).

34



DNA’ DA MUTASYON VE MUTASYON TURLERI :

DNA molekiilii, normal sartlar altinda protein kilifla sarilmig ve ¢ift sarmali olugturan
bazlarla birbirine sikica tutunmus, oldukga stabil bir durumdadir. Ancak in vivo olarak, fiziksel
yada kimyasal ajanlar, metabolizma urtini olan serbest radikaller, alkali ajanlar tarafindan ya da

replikasyon sirasinda olugan kusurlar yiiziinden bir takim degisiklige ugrayabilir (1.69).

Organizmada gen rekombinasyonunun diginda DNA’ da meydana gelen degisikliklere
mutasyon denir. Yine, kromozomun yap1 ve sayisindaki degisiklikler ya da genlerin yapisinda
olusan fiziksel ve kimyasal degigmelerin hepsi igin genel olarak mutasyon ( baskalasim ) terimi
kullanilmaktadir. Mutasyonlar mikroskobik ya da submikroskobik olabilirler. Olugsan bu DNA
kusurlari, hiicrede yer alan bazi tamir mekanizmalariyla ortadan kaldirilabilir. DNA’ da
meydana gelen mutasyon ya replike olarak kusaklar boyu aktarilabilir veya mutasyonun
agirhgma gore hiicre bu mutasyonu tagiyyamaz ve olir. DNA’ min her iki sarmalinda kusur
meydana gelirse bu kusurun onarim: imkansizdir. Bu durumda ya hiicre 6liir ya da bu mutasyon

yeni bir 6zellik olarak dolden dole aktarilir (1,69).

Mutasyonlar degisik yaymlarda farkh sekilde simflandiriimaktadir. Ancak mutasyonlar
genel olarak gen mutasyonu, kromozom mutasyonu ve genom mutasyonu diye li¢ grupta
toplanabilir. Bunlardan sirasiyla gen mutasyonu; DNA molekilinde gen diizeyinde ortaya
cikan degisiklikler, kromozom mutasyonlar; mikroskobik olarak belirlenen yapisal
degisiklikler ve genom mutasyonu ise kromozom sayilarinda goérilen artma ya da eksilmeler

olarak tamimlanir.

DNA’ da gozlenen mutasyonlar yap: ve etkilerine gore kabaca dort grupta toplanabilir.
Bunlar:

1. Uzunluk mutasyonlar,

2. Nokta mutasyonlari,

3. Tersine mutasyonlar ve

4

. Baskilayict mutasyonlardir.

1. Uzunluk Mutasyonlari
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Genetik materyalde goriilen artma ya da eksilmeler sonucu ortaya gikan mutasyonlardir.

Bu mutasyonlarin {ig tiirii bulunmaktadir.

2)

b)

2.

Eksilme ya da aradan ¢ikma ( Delesyon ) : Kromozomun herhangi bir segmentinin
kaybolmasiyla olusan genetik madde eksilmesidir. Delesyon, parental translokasyon,
tek dalli bir ilmegin kesilmesiyle olusan yanls eslesme ya da esit olmayan krossing-
over sonucu meydana gelebilir.

Artma ( Duplikasyon ) : Kromozomun herhangi bir segmentinin iki katina ¢ikmasiyla
olugan mutasyon tiiridir.

Araya girme ( Insersiyon ) :Bir ya da daha gok sayidaki niikleotidin fazladan gen

yapisina girmesiyle olusan mutasyondur (1,69).

Nokta Mutasyonlar :

Bir gende bir niikleotid diizeyinde meydana gelen ve genin kromozom tizerindeki yerini

degistirmeyen bagkalagimlardir. Nokta mutasyonlarinda bir niikleotid baz bagka bir niikleotid

bazla yer degistirir. Bir gende meydana gelen nokta mutasyonlart DNA seviyesinde ve protein

seviyesinde kodonlar tizerinde biraktig etkiye gore iki sekilde incelenir.

2)
1.

b)

DNA seviyesinde mutasyonlar :

Kargiikh gegcis ( transisyon tirii subtitisyon ) : Bir pirimidinin diger bir pirimidinle,
ya da bir piirin bazinin diger bir piirin bazi ile yer degistirmesi seklinde ( AT — GC)
olugur.

Caprazlama gegis ( tranversiyon tiirii subtitisyon ) : Bir pirin bazi ile bir pirimidin
bazinin veya bir pirimidin ile bir piirin bazinin yer degistirmesi seklinde ( AT — CG)
meydana gelir.

Protein seviyesinde ya da kodonlar {izerinde biraktiklar1 etkiye gore mutasyonlar : Bu
grup mutasyonlar dérde ayrilir:

Sessiz mutasyon ( Silent mutasyon ) : DNA baz dizisinde meydana gelen bir
bagkalaggm mRNA kodonunda degisiklife neden olur. Sonugta; aminoasit sirast
degismediginden yani aym aminoasit i¢in bu aminoasidi tagtyan diger kodon
olustugundan sentezlenen proteinin 6zelligi degismez. Ornegin, AGG kodonu CGG
olarak degismesine ragmen, her iki kodon arginine’i kodlamaktadir (Tablo 7).

Yanlig anlamh mutasyon ( Missense mutasyon ) : Gende bir baz dizisinde meydana

gelen bir bagkalagim mRNA kodonunda da degisiklik olusturur ve sonug olarak farkli
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bir aminoasit taginmasina neden olur. Bu da protein molekiiliinde yapisal degisiklige
neden olur (Tablo 7).

3. Anlamsiz mutasyon ( Nonsense mutasyon ) : Protein sentezini sonlandiran stop
kodonun kodlanmasina sebep olan ve protein sentezini yarida birakan mutasyon
tirtidir. Yani proteinin yapisal kismt olusmadan protein sentezi durdurulur. Glisin’i
kodlayan CAG kodonunun stop kodonu olan UAG kodonuna déniigmesi gibi (Tablo
7.

4. Cergeve kaymasi ( Frameshift mutasyon ) : Bir gende ii¢ baz ¢iftinden daha az ya da
daha ¢ok kuguk delesyonlar tarzinda gergeklesen mutasyon tiriidir. Bu mutasyon
sonucu hem transkripsiyon hem de mRNA’ daki okuma g¢ercevesinde olan degisme

sonucu 6nemli kusurlar ortaya ¢ikabilir (Tablo 7).

TABLO 7. Protein seviyesinde ya da kodon iizerinde meydana gelen etkiye goére mutasyon

ornekleri.
DNA baz dizisi mRNA dizisi Aminoasit dizisi Mutasyon tiirii
CTATTC CGA GAU AAG GCU Asp-Lys- Ala-Cys | Normal dizi
ACA UGU
CTATTT CGA GAU AAA GCU | Asp-Lys-Ala-Cys | Silent
ACA UGU
CTA CTC CGA GAU GAG GCU | Asp-Glu-Ala-Cys | Missense
ACA UGU
CTA ATC CGA GAU UAG GCU | Asp-Stop Nonsense
ACA UGU
CTATTT CCG GAU AAA GGC Asp-Lys-Gly-Cys | Frame-shift
ACA UGU

3. Tersine Mutasyonlar ( Reverse Mutation ) :

Mutant fenotiplerden yabaml tiplerin ya da yabaml tiplerden mutant fenotiplerin

olymasna neden olan mutasyonlardir. Yabaml tiplerden anormal fenotipleri olugturan
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niutasyonla.ra ileri mutasyonlar, anormal fenotiplerden yabaml fenotipleri olusturan

mutasyonlara ise geri mutasyonlar ad1 verilir.

Tek yerli mutasyonlar : Gende yalmzca bir nikleotidin degisimi ile; nce ileri mutasyonla
gendeki bir kodonun degigmesi sonucu olusan mutasyon, geri mutasyonla ortadan kalkar.
Ornegin; bir gendeki AAA (Lys) yapisindaki bir kodon, mutasyonla GAA (Glu) sekline doner,
ancak geri mutasyonla yeniden AAA (Lys) seklini alir (69).

4. Baskilayict Mutasyonlar :

Bir gende ilk olusan bir mutasyondan ayn bir yerde ortaya ¢ikan ve ilk mutasyonun

etkisini tersine geviren ikinci mutasyona baskilayict mutasyon denir.

aj Gen igi baskilayict mutasyonlar ( Intragenic suppressor mutations ) : Ayni gen i¢inde
bir bagka niikleotidin degigsmesi sonucu olugan mutasyonlardir. Bu mutasyonlar
sonucu DNA iizerindeki kodonlar degisecek ve yeni bir kayit sirasi ortaya gikmug
olacaktir.

b) Gen dist baskilayict mutasyonlar ( extragenic suppressor mutations): DNA
molekiilinde mutasyona ugrami§ genden baska bir gende meydana gelen mutasyona

gen dig1 baskilayict mutasyon denir (69).

POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU:

Polimeraz zincir reaksiyonu ( Polymerase Chain reaction, PCR ) yontemi; bir organizma
veya mutant gene iliskin normal ya da pargalanmiy DNA ya da RNA’ nin in vitro
¢ogaltilmasina imkan veren bir yontem olup, 1985’ te Kary Mullis ve arkadaslarinca ortaya
atilmig, daha sonra Saiki ve arkadaglari tarafindan geligtirilmigtir,. PCR yontemi avantajlan
nedeniyle molekiiler biyoloji, tip, arkeoloji gibi degisik alanlarda uygulamlabilen bir yontem
olmugtur (69). PCR bir invitro niikleik asit amplifikasyon metodur (51). Metod basitge tiipte
nikleik asitlerin uygun kosullar altinda ¢ogaltilmasidir. Bu bulugundan dolayr Kary Mullis,
1993 yili Nobel Kimya Odiiliine hak kazanmigtir (1). 1 pug’ dan daha az DNA materyalinden 24
saat gibi kisa bir sure iginde sonucun alimp tamnin konabilmesi PCR yonteminin en avantajli

yonlerinden biridir. Ayrica bu yontemde DNA amplifikasyonu in vitro kosullarda
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gergeklestirilmekte, belirli bir noktada amplifikasyon durduruldugu zaman onun devam

etmediginden emin olunmaktadir (69).

PCR yontemi kisaca bir gen ya da DNA bolgesinin, bu hedef bolgenin ug (flanking)
bolgelerine baglanan oligoniikleotid primerler aracilgiyla bir dizi replikasyon (siklus,dongii)
gegirerek ¢ogalmas: iglemidir. PCR’ min gergeklesebilmesi igin ortamda amplifiye olacak gift
sarmal DNA fragmenti ve iki adet tek sarmall oligonikleotid ve bunlara ek olarak bir protein
bileseni olan DNA polimeraz enzimi, uygun deoksiriboniikleotid trifosfatlar ( INTP mix ), bir
tampon ve tuz solusyonlarinin bulunmasi gerekir(69). PCR, bir ¢esit “in vitro klonlama”dir;
PCR teknigi tek veya ¢ift iplikgikli DNA’ y1  RNA’ ya hedef olarak kullanabilir. PCR;
reakstyonu DNA’ nin iki zincirinin ytiksek 1s1 ile ayrilmasim ( denatiirasyon ); daha sonra
sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA’ ya baglanmasim ( hibridizasyonu, annealing ); sonra
zincirin uzamasim ( polimerizasyon, extension ) ¢ift iplik¢ikli DNA’ larin sentezi ve bu
sikluslarin  belirli sayida tekrarlanmasina dayamr. Bu ii¢ adim ( denatiirasyon / primer
baglanmast / DNA sentezi ) bir PCR siklusunu olusturur. Her adim farkli isilarda
gergeklestirilir(1). Bu evreler:

1. Denatiirasyon evresi

2. Primer baglanmasi ( annealing ) evresi ve

3. Primerlerin uzamas: ( extension ) evresidir.

1.DNA’ nin denatiirasyonu : Bu evrede ¢ogaltilmast istenen cift sarmal DNA; sarmallari
bir arada tutan hidrojen baglanni ayirmak iizere denatiire edilerek tek sarmal haline getirilir.
DNA sarmallanimin birbirinden ayrnlmas: igin uygulanabilecek fiziksel ve kimyasal yontemler
olmasina karsin 95-100°C’ ye kadar 1sitmak en basit ve etkin bir yontem olarak
uygulanmaktadir. Tipik denatiirasyon streleri 95 °C’ de 30 sn. ya da 97 °C’ de 15 sn.dir. Eger
ornekte gogaltilmas istenen genetik materyal RNA ise 6nce reverz transkriptaz enzimi ile DNA

kopyas! olusturulur, sonra bu kopya primere kaliplik eder (1,69).

2.Primerlerin baglanmasi ( annealing ) : Bu evrede primer adi verilen ve gogaltilmasi
istenen DNA igin spesifik olan oligoniikleotid; ilk evrede elde edilen DNA tek sarmali tizerinde
kendisine komplementer olan niikleotid dizisi ile hibridize olur ( annealing ). Primerler, orjinal (
hedef ) DNA sarmalinin amplifikasyonunu baglatmak amaciyla kullantlirlar. Bu nedenle primer
( oncii ) olarak adlandirlmuglardir. PCR uygulamalarinda kullanidan primerler minimum 17-19

niikleotidden olusmus oligomerlerdir. Genelde ugulamada 0.1-0.5 uM. arast primer
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konsantrasyonlan optimal degerler olarak kabul edilir. Her bir primer, 6rnekteki orjinal DNA
sarmalimin 3’ veya 5’ sarmalindan birinin tamamlayicist ve gogaltilacak olan DNA bolgesine
ozgidir. Primerlerin baglanmasi asamasinda deney ortamimn isist 40-60°C’° ye diigiiriiliir.
Primer eslesmesi ve baglanmasi igin gereken 1s1 ve siire  amplifikasyon primerlerinin
konsantrasyon ve uzunluguna baghdir. Eslesmenin sonug verdigi deney ortamm 1sis1 55-72°C

iken 0.2 uM. primer konsantrasyonunda eslegme igin birkag saniyelik siire yeterlidir (69).

3.Primerlerin uzatilmas: (extension) ve amplifikasyon: Annealing tamamlandiktan sonra
primer hibridlestigi tek sarmalin karsibiim sentezler. Bu sentez i¢in termostabil 6zelligi olan
ve Thermus aquaticus adl: bakteriden elde edilen Taq polimeraz enzimi kullantir. Bu enzim
DNA sentezi igin daha yiiksek optimum 1stya ( Topt ) sahiptir. DNA kahbinin yapisina bagh
olmak lzere Taq polimeraz enzimi, enzim molekilii basina, saniyede 150 niikleotide yaklasan
spesifik aktivite ile 75-80 °C arasinda T opt’ a sahiptir. Niikleotidleri orjinal DNA sarmalina
komplementer olacak bigimde primere eklenir ve uzatir. Olusan yeni DNA sarmallart bir
sonraki dongiide primerler i¢in kalip olarak rol oynarlar. Primerlerin uzatilmasi asamasinda 70-
75 °C’ lerde 1s1 uygulamr. 72°C’ de niikleotid eslesme hizi; tampon, pH, tuz konsantrasyonu ve
DNA kalibinin yapisina bagh olarak saniyede 35-100 niikleotid olarak gergeklesir. 72 °C’ de bir
dakikalik uzama siiresi 2 kb uzunlugundaki bir amplifikasyon uriinii igin yeterli kabul edilir
(69). PCR boyunca biriken iiriinlerin boyu iki primerin boyu ve hedef DNA bolgeleri
arasindaki mesafelerin toplamu kadardir. Matematiksel olarak amplifikasyon
(2% - 2n ) X formiilii ile ifade edilir.
n = Dongii sayist
2n = Birinci ve ikinci dongii sonucunda olusan boylan bilinmeyen iirtinler.
X = Orijinal kalibin kopya sayust.

Potansiyel olarak her dongtiniin % 100 verimle gergeklestigi varsayilirsa, ornegin 20

dongii sonucu 22° kat iiriin meydana gelir (77).

Ilk birkag siklus :

Ilk birkag siklus, spesifik DNA parcalarinin hedef DNA’ da yapisabilecekleri yerleri
tarama fazidir. Amplifikasyon daba sonra baglar. PCR’ n tim sikluslari, bir énceki siklusda
sentezlenen orneklerin denatirasyonu ile baslar. Ik birkag siklusun optimizasyonu, ¢ok az

miktarda DNA Ornegi ile yola ¢ikilan durumlarda, tarama olayr asin miktarda sarf malzemesine

40



karsin az DNA’ ya karst olugmaktadir. Az DNA’ nin bulunmasi PCR’ 1n tarama fazinda primer
ile DNA’ nin birbirleri ile karsilagma sanslarini azaltir. Oyle ki primer- primer karsilagmalar
daha fazla olur. Bu ise primer dimerlerininin ve diger artefaklarin olugmasina yol agar. Bu
problemi ortadan kaldirmak igin Booster PCR kullanilmugtir. Ilk birkag siklusda primer dilue
edilerek reaksiyona konur, daha sonraki sikluslarda ise primer miktar1 arttirilarak reaksiyona

eklenir (1,46).

PCR verimini etkileyen 6nemli bir faktor, DNA polimeraz enzimidir. Normalde enzim
miktar;, 25-30 PCR dongiisti sonucunda hedef dizi artist ve temel denatiirasyon nedeniyle
siirlayict bir etken haline gelir. Verimliligi azaltan bir diger faktér de konsantrasyonu artan

hedef dizilerin primer ile baglanma yarigidir (77).

Gunumiizde PCR yontemi mutasyonlarn tamimlanmasi, adli tiba iligkin parmak izi
analizleri, allelik dizi degisimlerinin tammlanmasi, bakteriyel ve viral infeksiyonlarin
taranmasi, invitro fertilizasyon yapilan tek hiicrede, implantasyon oOncesi genetik testlerin
yapilmas: ve sonra implantasyon gergeklestirilmesi ile bebegin normal dogmasinin saglanmasi,
prenatal tam ve filogenetik qahsmalar' ile gen dizi analiz ¢aligmalann ( sekanslama ) gibi

islemlerde ¢ok kullanilan bir yontem haline gelmigtir (1,69).

PCR’ in Temel Bilegenleri :

PCR’ 1n temel bilesenleri, kalip olarak kullamlan DNA molekiilii, DNA polimeraz enzimi,
primerler, ANTP karisim, tampon ve MgCl 2 © dur.

Kalip DNA : PCR’ da genomik DNA’lar, plazmid ve faj DNA’ lari, gesitli genler ve hatta
herhangi bir DNA pargast kalip olarak kullanilabilir. Bu kalip DNA molekiilleri amaca gore
cDNA, genomik DNA, genomik kitapliklar halinde, ya arastirma laboratuvarlar ve kliniklerden

ya da ticari olarak elde edilir (77).

Polimeraz Enzimleri : DNA polimeraz enzimleri, kalip iplige tamamlayict bir DNA ipligi
meydana getirmek {izere, orjinal kalip iplikteki baz bilgisini kullanarak dort ¢esit
deoksiribonuikleozid trifosfattan uzun poliniikleotid zincirin sentezini kataliz ederler. Bu
enzimler, sentezi baslatmak igin kalip molekildeki tamamlayici diziye baglanan kisa DNA

parcalarina ( primerlere ) gerek duyarlar. Sentezin yoni 5’ ugtan 3’ uca dogru olup, primerin
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serbest 3’ hidroksil ucuna ortamdaki dNTP’ lerin niikleofilik etki yapmalariyla, fosfodiester

baglarinin katalizi ve yeni DNA ipliginin polimerizasyonu saglanir.

Termostabil DNA polimeraz enziminin PCR’ da kullamlmaya baglanmasi aragtirma ve
klinik laboratuvarlarinda rutin olarak yapilan deneylere teknolojik olarak biiyik bir avantaj
saglamigtir. Onceleri kullanilan Escherichia coli’ nin DNA polimeraz | enziminin Klenow
fragmenti sicakliga dayanikli olmadig: igin, her PCR dongiisiinde denatiirasyon agamasindan
sonra yeniden enzim ekleme zorunluludu duyulmaktaydi. Ancak giiniimiizde kullamlan
. termostabil DNA polimerazlarla bu sorun ortadan kalktigindan enzimin amplifikasyonun

baslangicinda tiiplere konulmasi yeterli olmaktadir (1,51,77).

Serbest Magnezyum ( MgClz ): Konsantrasyonun azalmast ile Taq Polimeraz dogrulugu
arttirifabili. dNTP, DNA ve proteinlerin tiimi Mg+? iyonunu bagladiklarindan; her PCR
protokolunda Mg konsantrasyonu ampirik olarak ayarlanmalidir. Reaksiyon pH’ si
digiruldiginde; Taq polimerazin hata oram azalir. pH 8.2’ ye dogru ¢iktikga hata oram
artmaktadir. Her ¢ tnitlik pH degisikliginde nokta mutasyonu oram 60 kat, Frameshift hata

orant ise 11 kat artig gosterir (1).

DNA o6rnegi, EDTA-Sitrat gibi 6rnekde selasyon yapan ajanlarin olmasi, dNTP, protein
serbest magnezyumu etkileyen faktorlerdir. Fazla Mg, enzimin spesifikligini azaltir. Az,
enzimin inaktif olmasina yol agar. Mg soliisyonu, eritildikten sonra vortekslenir. Bu tiniform bir
soliisyon elde etmek icin yapilr, basit ama gereklidir, ¢linki MgCla ¢6ker. Taq polimeraz
miktar1 Onerildigi miktarda olmalidir. Fazla konulmas: ile; olusan PCR uriinlerinin miktarn

artmaz ve artefakt olugmasin artirir,

Oligoniikleotidler : PCR’ da genellikle 1uM kosantrasyonda bulunurlar. Bu miktar
genellikle, 30 siklusluk bir PCR igin yeterlidir. Yiksek konsantrasyonda olmalari halinde;
ektopik noktalara yapigyma olabilir ve boylece istenen hedef DNA disinda bolgelerde ¢ogalmaya
baglar. Eger yeterli konsantrasyonda degilse; bu takdirde PCR iirtnii ¢ok azdir. Oligoniikleotid

(%]

yapimi, bu is igin gelistirilmiy “° otomatik cthazlar ©° ile sentezlenirler. Bu cihazlar 100
nikleotide kadar sentez yapabilecek niteliktedir. Uretim miktari-nanomole-diizeyindedir.
Modern cihazlarla sentez edilen kisa oligoniikleotidler ozellikle daha oteye saflagtirilmadan
kullanilabilir, ancak uzun oligoniikleotidler s6z konusu ise Poliakrilamid jel elektroforezi

gerekebilir. Bu 6zellikle mRNA’ nin 5’ sonunu haritalamak igin primer-uzamasi yapilacak ise
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gereklidir. Oligoniikleotidler genellikle liyolifize toz olarak satin alimirlar. Bir ml steril-filtre
edilmis su iginde, bir steril mikrofiij tipde eritilir. Soliisyon, vortexlenir. Bu sollisyon siklikla
hafif bir bulaniklik gosterebilir. Bunun nedeni insoluble benzamidlerin ortamda bulunmasidir.
Oda sisinda 5 dk. sireyle 12.000 g’ de santrifiij edilir. Stipernatant, steril bir mikrosantrifij
tiipe aktarilir. Soliisyon, 3 kez 400 pl n-butanol ile ekstrakte edilir. Her ekstraksiyondan sonra;
iistteki organik faz atilir. Bir evaporatorde kurutulur, altta sari-krem beyazi bir toz kalir. Tekrar
200ul steril su ile eritilir. Primer tasarini yapilirken bir takim sartlan yerine getirmek gerekir.
Oncelikle oligoniikleotid dizisi ** dzgiin ¢’ olmali, 3> ucunda G.C olmali ( 1-2G/C niikleotidi ),
baz dagilimu ve kompozisyonu rastgele olmalt ( G/C % 45-55 olmali ), primer uzunlugu ( 18-25
baz ), iki primer araligi-kompozisyonu ( 100-600 bp), uygun Tm olmali, primerin kendisinin
ve/veya antisense primeri komplementer olmamali. Bilgisayar araciigi ile Ozel olarak

tasarimlanmig programlarla da ¢’ primer ¢’ tasarimlamak mimkiindur (1).

Melting Temperature Hesaplanmast : Hedef diziye tam uyan bir oligoniikleotid
kullanirken; basitge ° Melting Temperature ° ( erime 1sist ) hesaplanmasi ile hibridizasyon
kosullar1 belirlenebilir. 20 niikleotid’ den daha kisa oligoniikleotidler i¢in Tm su sekilde

hesaplanir :

Ta =4(G+C)+2(A+T)46).
Ancak bu yaklagim uzun oligoniikleotidler igin uygun olmaz. O zaman Fritsch’ in yaptig
bir formtil kullanilabilir :
Tm=81.5-16.6 (Log 10 [ Na+ ]+ 0.41 (% G+C)—(600/N )
(N : zincir uzunlugu )

dNTP Karigimi : Deoksiriboniikleozid trifosfatlar ( JATP, dGTP, dTTP, dCTP ) yiiksek
saflikta ya tek tek ya da dortli kangim halinde ticari olarak saglamir. Deoksiriboniikleozid
trifosfatlarin her birinin konsantrasyonunun birbirine esit olmasi gereklidir. Taq DNA
polimeraz disuk dNTP konsantrasyonlarinda ( 10 — 100 uM ) kaliba uygun dogru bazlan
segmede daha bagarili olmakla birlikte, normal kosullarda PCR 100 puM dNTP konsantrasyonu
ile gergeklestirilir. Ayrica optimal dNTP konsantrasyonu; MgClz konsantrasyonuna, reaksiyon
kosullarina, primer konsantrasyonuna, g¢ogaltilmig Griiniin boyuna, PCR déngii sayisina baglidir.
Yapilacak PCR igin en uygun dNTP konsantrasyonu deneysel olarak belirlenmelidir. Ardarda
yapilacak dondurma-¢ozdiirme islemleri, dNTP’ nin raf omriinii kisaltacagindan; dNTP’ ler

kullanilacak miktarlar kadar ayrimlanip, derin dondurucularda ( -20 °C ) saklanmalidir (1,77).
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Tamponlar : Standart PCR tamponu 50 mM KCl, 10 mM Tris.Cl ( oda 1sisinda pH 8.3 ),
1.5 mM MgCl: ihtiva eder. 72°C’ de inkiibe edildiginde pH yaklagik 7.2’ ye diger. Divalent
katyonlarin ortamdaki varolusu ¢ok oOnemlidir. Magnezyum iyonlar1 Mangan’ a gore daha
etkindir ve kalsiyum iyonlan ise inefektiftir. Mg +2 ¢ un optimal konsantrasyonu oldukg¢a diisiik
oldugundan ( 1.5 mM ); DNA hazirlamginda yiksek konsantrasyonda selasyon yapici ajanlarin
bulunmamasi ( EDTA ) gerekir. Ayrica fosfatlar gibi negatif yiikli iyonik gruplarda ( dNTP )
olmamalidir. O nedenle DNA 10 mM Tris.Cl ( pH 7.6 ); 0.1 mM EDTA ( pH 8.0 ) iginde

¢ozilmelidir (1).

Bir PCR ilk kez kuruldugunda Mg+2? konsantrasyonu optimizasyonu saglamak igin
ayarlanmalidir. Burada Tris.Cl ( 10mM ) ve KCI ( 50 mM ) olarak sabit tutulup; MgCl
konsantrasyonu 0.05-5 mM arasinda ( 0.5 mM artigla ) denenirr PCR’ da Mg

konsantrasyonunun etkiledigi komponentler sunlardir :

1. Primer yapigmas,
PCR iiriinii ve template’ lerin dissosiasyonu ( birlesip ayrilmalan ),
PCR tiriiniintin spesifitesi,

Primer-dimer artefaktlarin olugmasi,

A

Taq polimeraz enzim aktivitesi ( Taq-polimeraz enziminin galigabilmesi igin serbest

Mg olmas: gereklidir).

Bir dNTP stok soliisyonu ( 50 mM ) IN NaOH ile pH’ st 7.0 olacak gekilde ayarlanir.
Reaksiyon tizerine mineral oil eklenir. Bu Ornegin evaporasyonuna engel olur. Bu yagdan

kloroform ile kurtulunur. Aquéz faz, amplifiye DNA’ y1 tasimaktadir (1,46,51,77).

Is1 : Taq Polimeraz 50°C’ lik 1s1 tizerinde incelendiginde 23-30°C— 70-80°C arasinda
arttikca; ortaya ¢ikacak hata oram artar. DNA’ nin yiksek 1s1 ve digik pH’ da inkubasyonu;
DNA hasarina yol agar, bu da potansiyel mutasyon olasiigim arttirir. En sik gortiilen DNA hasar
sekli sitozinin urasil olusturacak sekilde deaminasyonudur. Urasil, timin ile aym kodlama
potansiyeline sahip oldugundan; urasil’ in DNA polimeraz ile replikasyonu; C.G — T.A

transizyon mutasyonuna yol agar. PCR’ da sitozin deaminasyonunun olugma riski; en gok
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dénatﬁrasyon basamagindadir. Sitozinin deaminasyonunun oram tek iplik¢ikli DNA’ da 80 °C’

de 1x10 — 8 / sn; 95°C’ de 2x10 — 7/ sn’ dir.

Ikinci tip DNA hasari; N-glycosylic baglarin hidrolizi sonucunda spontan base release (
serbest kaligi ) ile olugur. Bu hidrolitik reaksiyon orani; énemli 6lgtide, ytiksek 1sida ve diigiik
pH’ da artar, DNA’ nin depirinasyonu pH 7.4 ve 70°C’ de yaklastk 4x10 — 9 / sn oraninda
olusur. Depirimidinasyon ise 20 kez daha yavagtir ( 2x10 — 10 / sn ve 80 °C ). Pirimidin
salimmi, 95°C’ ye dogru 1s1 arttikga, artar. Benzer olarak depiirinasyon, 1s1 arttikga artig gosterir.
pH’ nin digirilmesi ile de spontan piirin kayip oramim arttirir. Bu spontan baz hidrolizi; DNA’
da apiirinik / apirimidinik ( AP ) noktalarin olugmasina yol agarak, DNA Polimeraz sentezini
inhibe eder. Baz1 olgularda, DNA polimerazlar bu AP noktalarini tamir edebilir. Bu nedenle,

PCR inkubasyon siirelerinin yiiksek 1silarda minimumda tutulmasi uygundur (1).

Siklus Sayist : PCR siklus sayisiin arttinlmast ile de hata oramt artar.
Ornegin 20 siklusda 1/10.000 hata orant ° 1000 niikleotidde 1 ¢’ iken, bu 50 siklusda 1/400
niikleotid diizeyine ¢ikar. Bu hata siklig1, asagidaki formiille hesaplanabilir.

Eror sikligt (f) = n(siklus) x p(beklenen niikleotid hatasi)

2
Bu kaba bir yaklagimdir, ¢iinki dizide olugabilecek bir hata, PCR sonuna kadar aym

sekilde / sayida kalabilecegi gibi; bir kumar makinasinda oldugu gibi artis da gosterebilir. Bir
PCR reaksiyonunda 25-30 siklus yeterlidir. Bu siklus sayisiin tzerinde c¢aligildig: takdirde,
Taq DNA Polimerazin miktari azalmaktadir. Amplifikasyon 37°C’ de ¢ok daha iyi olmasina
kargin; © mispriming ¢’ (yanhs baglanma) 6nemli dl¢iide artar. 50°C’ de ise mispriming azalir,

spesifite artar ama PCR iiriin miktar1 daha azdir. Bir kb uzama igin 1 dk’ lik siireg yeterlidir (1).
MUTASYON DURUMUNA GORE UYGULANAN TANI YONTEMLERI :
Rekombinant DNA teknolojisindeki ilerlemeler kalitsal hastaliklarin tanisina yonelik yeni

yontemlerin gelismesine de neden olmustur. Bu tam yontemleri direkt ve indirekt yontemler

olmak tizere iki baghk altinda toplanmaktadir.

Kalitsal hastaliklarin molekiiler temeli bilinen tirlerinde direkt, molekiiler defektin

bilinmedigi durumlarda ise indirekt yOntemlerden yaralanilir. Ancak ikinci yontemde
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tagtyicilarin belirlenmesi ve prenatal tani igin informatif kigiye ve pedigri analizine ihtiyag

duyulmaktadir (69).
1.Direkt Analiz Yontemi :

Rekombinant DNA teknolojisinde bir tek gendeki bozukluktan kaynaklanan ve
bozuklugun yapist molekiler dizeyde tammlanmig dizensizliklerde mutasyonlarin dogrudan
belirlenmesi iglemi direkt gen analizi olarak adlandinlir. Mutasyonlarin direkt olarak
tanimlanmasi igin hastalik ya da ozellikten sorumlu genin klonlanmig ve nikleotid dizisi

belirlenmis olmas: gerekir.

Direkt Analiz Yontemi, incelenen bir kalitsal hastalik agisindan, hasta, tagiyici ve saglam
fenotiplerin belirlenmesi ile tastyici taramalarina imkan verdigi igin hem dogum o6ncesi tani ve
hem de popiilasyon taramalarinda basanyla kullamlmaktadir. Gen teknolojisinde mutasyonlarin
gosterilmesi; DNA’ daki ya delesyon ya da nokta mutasyonlarinin taranmasi geklinde yahut
Allele Spesifik Oligoniikleotid ( ASO ) problarla veya mutasyona 6zgiil RFLP’ ler kullanilarak
gerceklestirilir (69).

Delesyon Analizleri : DNA’ daki kiiglik delesyonlar PCR, biiyiik delesyonlar Southern
blot yontemi ve daha biiyiik mutasyonlar ( 0.5-10 Mb uzunlukta ) ise, Pulsed Field Gel
Electrophoresis ( PFGE ) yontemi ile incelenir. Bazi durumlarda olugsan mutasyonlarda DNA
fragmentlerinin uzunlugundaki degisiklik gozlenemeyebilir. Delesyon tirii mutasyon varliginda
amplifikasyon primerleri DNA’ ya baglanamadigi igin gogalma gerceklesemez. Bu durum,

pozitif kontrol esliginde agaroz jel elektoforezi yapilarak mutasyon gosterilebilir (69).

Nokta Mutasyonu Analizleri : Kalitsal hastaliklara neden olmalari agisindan nokta
mutasyonlarina delesyonlara gore daha sik oranda rastlamr. Nokta mutasyonlarinin hem
heterojen hem de ¢ok kigik degigimler olmalan nedeniyle tanimlanmalart daha zordur. Bu

mutasyonlarin analizlerinde PCR yaygin olarak kullanilmaktadir (20,69).
Allele Spesifik Oligoniikleotid ( ASO ) Problarla Mutasyon Analizi :

Kimi durumlarda meydana gelen spesifik bir mutasyon, herhangi bir restriksiyon

enziminin kesim bolgesine rast gelmiyorsa mutasyona ugrayan ve PCR ile gogaltilan bu bolge
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ASO problari1 ( 17-30 niikleotid ) ve dot blot yontemi uygulanarak analizi yapilabilir. Cogaltilan
ve incelenecek olan DNA ornekleri Dot blot cihazi kullanarak bir vakum altinda membranlara
aktarilir. ASO problarindan biri normal, digeri ise mutant dizi ile komplementerlik gosterir. 2P
ya da kimyasal ajanlarla isaretli ASO problart hedef DNA dizisi ile hibridizasyona sokulur.
Hibrid DNA pargalart naylon membran izerinde siyah noktalar halinde goriiliir. Hibridize
fragmentlerin otoradyografi islemleri gergeklestirilir. Sonugta mutasyon iceren alleller
belirlenerek ve hibridizasyonun olup olmadigina bakilarak homozigot ve heterezigot mutant

bireyler ile normal bireyler belirlenir (2,69).

Allele Ozgii Amplifikasyon ( Amplification Refractory Mutation System, ARMS)
Y ontemiyle Mutasyon Analizi:

ASO probla hibridizasyon yontemine alternatif bir mutasyon tarama yontemi olarak
yaygm' bir kullanim alanina sahip olan ARMS yontemi, PCR tabanli bir mutasyon tarama
yontemidir. PCR’ a dayal triinlerin elektroforetik olarak kontrolii ile sonug alinabilen kolay ve
uygulanabilir bir yontemdir. Bu yontemin uygulanmasi sirasinda yaygin mutasyonlarla
karakterize patolojilerin molekiler diizeyde taminmasi yapilabilmektedir. In-vitro gen
amplifikasyonunda kullanilan primerler Eu yontemde 3 cesit olup bunlardan bir tanesi yaygin
primer, digeri ilgili gen i¢in olasi ve yaygin mutasyonlardan birini igeren primer, tglncisi ise
normal gen igin dizayn edilen primerdir. Mutant ve normal primerler yaygin primerlerle aym
tipte 2 ayn primer seti kullamlarak ( yaygin / normal ve yaygin / mutant ) PCR
gergeklestirilmekte ve triinler elektroforetik olarak kontrol edilmektedir. ARMS uygulamasinda
2 tip 4 primer kullanilir. A tlptine normal forward primer ve reverse ( comman ) primer, B
tiipline ise mutant forward primer ve reverse primer konur. Hedef DNA’ da mutasyon yoksa
yalmz A tiipiinde reaksiyon olur. Mutasyon varsa yalmz B tiipiinde amplifikasyon olur. Eger

kisi tastyic1 ise her iki tiipte reaksiyon olur.

ARMS yontemi dot blot yontemine gore daha kisa siirede sonug almasi ve radyoizotop
kullamlmma51 gibi nedenlerle avantaji gibi gorulmektedir. Ancak bilinen yaygmn
mutasyonlardan yola ¢ikilarak sonug¢ alindifindan bilinmeyen mutasyonlarin taninmasinda
sikhkla bagvurulan bir yontem degildir. Ne var ki ilgili az sayida mutasyon bakimndan

homojenite gosteren toplumlarda ARMS siklikla uygulanan bir yontemdir (2,69).
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DNA’ da Yeni Mutasyon Tarama Caligmalar: :

DNA’ da yeni olugan nokta mutasyonlarin gosterilmesinde bazi degisik metodlar

gelistirilmigtir (34). Bunlar;

*Denaturing Gradient Gel Electrophoresis ( DDGE),
*Single Strand Conformation Polymorphism ( SSCP ),
*Chemical Cleavage of Mismatch Method ( CCM ),
*Heterodubleks Analiz ( HDA ) ve

*Protein Truncation Test ( PTT ) yontemidir.

DDGE ve SSCP yontemleri bir ya da birkag niikleotid kusuru tagiyan tek sarmalli DNA’
mn hareket degisikligine, CCM yontemi ise niikleotid bazlari arasinda bir bozuklugun olup
olmamasina goére ortaya konan kimyasal reaktiviteye baghdir. Bu li¢ yontem, DNA baz
dizisindeki gergek degigiklikleri tammlayamaz. Ancak, yeni mutasyonlarin saptanmasinda 6n
tarama yontemi olarak kullanilir. Bu yontemler, gen ( ekson ) iginde yer alan herhangi bir
mutasyonun yalmzca varligim belirler. Denatiirasyonu yapilan DNA fragmentlerinin birinde bir
mutasyon varsa sekonder yap1 degistigiﬁden mutant fragmentin jeldeki gogii normal fragmente
gore farkhhk gosterir (72). Bu on tani isleminden sonra, mutasyonu tagiyan fragment baz dizi

analizine tabi tutularak kesin tanimlanmasi yapilir (69).

DDGE Yontemi : DDGE metodu ile mutasyon analizinin temeli DNA’ mnin
denatiirasyonuna yani sarmallarin birbirinden ayrilmasi esasina dayamr. Yontemin dayandigi en
onemlt ‘ilkelerden biri dubleksin bir ucunun erimeye bagladigi andan itibaren elektroforetik
mobilitenin 6nemli oranda azalmaya baglamasi durumudur. Diisik erime noktalarindaki bir
nokta mutasyonu dublekslerin agilmasim etkilemektedir. Dolayisiyla bu diziler denatiire edici
ajan-oram1 basamakli bir sekilde artan jelde, elektroforetik olarak ayirt edilmektedir.
Homodubleksler ile heterodublekslerin erime noktast farkl oldugundan elektroforetik olarak
normal ve mutant homodubleksler ile heterodubleksler birbirinden rahathikla ayirt

edilebilecektir.

DDGE’ nin zorlugu jel konsantrasyonunun ayirt edilmesi ile yakindan ilgilidir. Bu amagla
baz dizisine bagh olarak erime haritast ¢ikartilabilen bilgisayar simulasyonlarindan

yararlanilabilmektedir. Optimum jel yiritme stresi ve nokta mutasyonunun nasil bir etki
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yépabileceginin belirlenmesine iligkin bilgileri de verebilen bu simulasyonlardir. Incelenen
ornegin uglarindan birine 30-50 bp uzunlugunda GC dizileri ( Clamp ) takilarak
belirlenmektedir. Dolayisiyla 3” li hidrojen bagindan ve GC zenginliginden dolay1 yapay bir
yilksek erime bolimii olusturularak mutasyon yada polimorfizmlerin belirlenmesine imkan

taninmaktadir,

Bu yontemin dezavantaj, incelenebilen DNA  fragmentinin 500 bp’den kiigiik

olmasindadir (2,34,69).

SSCP Yontemi : PCR-Single Strand Conformation Polimorfizmi teknigi ile DNA’ da
olusan tek baz degisikliklerini belirlemek miimkiindar. Bu non-denaturan jellerde tek iplikgikli
DNA’ da olusan degisimin, jelde yuriime farkhilifinin belirlenmesine dayanan bir tekniktir. En

buytik avantaji, kisa siirede gok sayida 6rnekte mutasyon taranmasini miimkiin kilmasidir.

Ayni boyuttaki ssDNA; kendilerinde ki degisikliklere bagli olarak non-denatiire jelde
farkli pozisyonlarda yirtrler. Komplementer iplikgikler ve tek baz degisikligi gosteren DNA

pargalar ise degisik migrasyon gosterirler (1).

SSCP analizinin duyarlilif: yani mutasyonlar tarama 6zelligi % 35-100 arasinda degisir.
Bu yontemde duyarlilik iizerine en onemli etkenlerden biri incelenen DNA fragmentinin
uzunlugudur (15). DNA fragmentinin uzunlugu artarsa teknigin duyarlihiginda diigme olur.
Ornegin 300 bp’ den kisa fragmentlerde basant % 99 dolayinda iken 300-450 bp’ lik
fragmentlerin incelenmesinde aym oran % 90 seviyesine diigmektedir. SSCP’ nin uygulandig:
mutasyon analizlerinde PCR drtnlerinin kigik tutulmast istenir. Daha popiiler bir yontemdir.
Bu yontemde o6nce, ya uzun DNA molekilinin RE ile kesimi ya da PCR yontemi ile kiigiik
DNA fragmentleri elde edilir. Sonra bu ¢ift sarmali DNA fragmentleri denatiire edilerek tek
sarmalli hale getirilir. Daha sonraki asamada ise non-denatiire kondisyonlarda poliakrilamid jel

elektroforezi yapilir.

Mutasyon analizi i¢in oldugu kadar polimorfizmlerin saptanmasinda da kullamlan bir
_yontemdir. Tek sarmal konformasyon polimorfizmi analizinde tek bir niikleotidteki degisim
katlanmay1 ve yeniden sekillenmeyi degistirir. Bu deisim elektroforetik mobiliteyede aym
dﬁzeyde' etki yapmaktadir (15). Dolayisiyla diger bazi mutasyon analiz yontemlerinde oldugu

gibi heterozigot konumdaki bir degisim elektroforetik olarak dort farkh tek sarmal DNA band:
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vermektedir. Bu dort band normal allelin anlamli ve anlamsiz dizisi ile mutant allelin anlamli ve
olarak normal ¢ift sarmal, mutant ¢ift sarmal ve iki heterodubleks ( normal anlamli / mutant
anlamsiz ve normal anlamsiz / mutant anlamli ) olmak ilizere dért farkht ¢ift sarmal molekil

ortaya ¢ikmaktadir (53,72,82).

Uzunluklar1 5-50 cm arasinda degisen SSCP jellerin uzunluklari yanlig negativlerin
onlenmesi agisindan 6nem tagimaktadir. Yanlis negativitenin onlenmesinde bir diger 6zellik
renatiirasyon sonucu olusan heterodubleks ya da homodubleksin engellenmesi igin PCR
Griiniinii seyreltmek olabilir. Bunun diginda jele yiiklenen 6rnege formamid, sodyum hidroksit,
tre ya da metilmerkiirik hidroksit gibi denatran ajanlarin eklenmesi de bu yénde yarar
saglayabilmektedir. SSCP yontemi karmagik bir yontem olmadidi ve gok fazla sofistike arag ve
gerece dayanmadigs igin olduk¢a Onemli avantajlara sahiptir. Bu avantajlara ek olarak
radyoaktif isarctlemenin yamsira gogunluka floresan isaretli primerlerin ya da giimis
boyamanin kullamlmasi da yontemin yaygin olarak kullammimi ve sikhkla uygulama alam
bulmasim saglamistir. Ancak mutasyonun tam yerinin saptanamamsi, tetkik edilen DNA
fragmentinin buyiikliginin simurlt olmasi, jel sonuglarinin yorumlanma giigligii, 1s1 ve iyon
degigimi gibi faktorlerin optimize edilmesindeki giiglikler SSCP yonteminin dezavantajlari

olarak degerlendirilmektedir (34,53,66,68,69,72,82).

Protein Truncation Test ( PTT ) Yontemi : PCR’ i transkripsiyon ve translasyon ile
kombinasyonuna dayali bir mutasyon tamima yontemi olan bu ydntemde in-vitro RNA ve
protein sentezi yapilmakta ve sentez edilen proteinin SDS — PAGE ‘ deki mobilitesi dikkate
alinarak sonuca gidilmektedir. Diger yontemlere gore daha az sikhikla kullanilan bu yontem
rutin amagtan ¢ok arastirma amach kullanilmakta ve mutant gen — mutant @riin karsilagtiriimas:

agisindan uygun bir yontem olarak degerlendirilmektedir (69).

Heterodubleks Analiz ( HDA ) Yontemi : Normal ve mutant DNA molekkiillerinin 1s1 ile
denatiire edilip tekrar renatiirasyonu ile heterodubleks molekiilleri olusur. Denatiire edici
olmayan poliakrilamid jellerde heterodubleks ve homodubleks molekiiller farkli mobilite
_gosterdiklerinden mutant DNA tanimlamasi yapilabilmektedir. HDA igin gerekli olan optimum
" DNA fragmenti uzunlugu 200 — 600 bp arasinda olmakla birlikte bu uzunlugun digina ¢ikildig
durumlar da olmaktadir. Optimizasyon, uygulanabilirlik ve sonuglarin degerlendirilmesi

agisindan  heterodubleks analizi SSCP’ ye benzemekte ve onunla benzer avantaj ve
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dezavantajlarl tagimaktadir. Ancak SSCP ve HDA yontemlerinin nokta mutasyonlarinin
taranmasinda birlikte kullamlmasi, yontem dezavantajlarii ortadan kaldirmakta ve yaklasik %

95’ lere varan oranlarda mutasyon tanimlamasi yapilabilmektedir (34,69).

Chemical Cleavage of Mismatch Method ( CCM ) : Mutasyonun yaklagik olarak yerinin
belirlenmesi ve taranan amplifiye DNA’ da birden fazla mutasyonun olup olmadiginin test
edilmesi igin oldukga uygun bir yontem olan yanhs eslesme yontemi iki sekilde uygulamr. Ilk
uygulama sekli; mutant ve normal tip RNA heterodublekslerinin RNaz enzimi ile kesilmesi ve
tiriinlerin elektroforezde izlenmesi esasina dayanmaktadir. Bu yontemde normal RNA ve test
edilen RNA hibridize edildikten sonnra RNaz enzimi ile muamele edilerek elektroforeze alinir.
Ikinci uygulama sekli ise; yanhs eslesmeleri enzimlerle degil, kimyasal maddelerle keserek
mutaéyonun belirlenmesidir. Bu yontemde RNA degil, DNA hibritleri kullamilmaktadir.
Yontemin temeli, yanhs eslesme yapmug bazlarla 6zel kimyasallarin reaksiyona girerek bu
bazlarin piperidin ile kesilebilir hale ge¢mesi temeline dayamir. Timin ve Sitozin bazlarinin
yanhs eslesmeleri durumunda sirasiyla Tekroksid / Piperidin ve Osmiyum hidroksilamin /
Piperidin ile kesilir. Sonug olarak Adenin ile Guaninin’ de karsi anlamh dizilerinde Timin ve

Guanin doéntigiimi olacagindan mutasyonlar tespit edilebilmektedir (34,69).
2. Indirekt Analiz Yontemi :

RE teknolojisindeki ilerlemeler ve 1500 dolayinda RE’ nin bulunmasi, ¢ok sayidaki
marker lokuslarin belirlenmesine imkan saglamustir. Kisiler; DNA yapilart ve ozellikle protein
kodlamayan ve Onemli regulator fonksiyonu bulunmayan DNA boélgeleri bakimindan
farkliliklar gosterir . Bu durumda RE ile kesilme sonucu olusan DNA fragmentlerinde kigiler
arasinda biiyilk varyasyon olmasi gerekir. Ancak yapilan c¢aligmalarda yapisal lokuslardaki
normal varyasyon miktarimn ¢ok kiigiik oldugu gozlenmigtir. Diger taraftan, insan genomunun
butiin bolgeleri boyunca DNA yapisinda zararsiz kalitsal varyasyonlar, yani bir bireyin genomu
her 100 — 200 niikleotid de | — 2 baz degisimi igermekte , fakat bu durum kisilerde énemli bir

hastalifa yol agmamaktadir. Insan genomundaki bu degisikliklere DNA polimorfizmi denir.

) Polimorfizm 6rnekleri gogu kez intron, yani genin proteine gevrilmeyen bolgelerinde yer
alir. Ancak bu degisimler kimi zaman hastalia neden olan bir genin iginde veya ¢ok yakininda
yer alabilirler. Bu durumda polimorfizmin kalittmi bize hastaligin tamst igin yardimc olur.

Polimorfizm ornekleri Mendeliyen kurallarina goére kahtihrlar. Insan genomunda tek baz
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dégisiklikleri ¢ok siktir. Bazilarina gore bu sikhk her 100 baz ciftinde bir olarak ortaya
¢ikmaktadir. Bu niikleotid degisikliklerinin bityiikk gogunlugu zararsizdir. Insan genomunda yer
alan DNA polimorfizm 6rnekleri genel olarak 3 grupta degerlendirilebilir. Bunlar :

a) Restriksiyon parga uzunluk polimorfizmleri ( Restriction Fragment Length
Polimorphism, RFLP ),

b) Degisken sayida ardigik dizi polimorfizmleri ( Variable Number of Tandem Repeats,
VNTR ) ve

c) Basit dizi tekrarlan ( Simple Sequence Repeats, SSR ) dir (69).

Restriction Fragment Length Polymorphism :

DNA Polimorfizmi, DNA tzerinde hastalia neden olmayan, suskun nikleotid degisimleri
olarak tammlamr. Eger bu polimorfizmler, bir restriksiyon enzimi kesme bolgesinin yok
olmasina ya da yeniden olugmasmma neden olurlarsa; kolaylikla saptanabilirler. DNA, bu
enzimlerle kesildiginde farkhi uzunlukta parcalar olusur ve analizlerde degisik pozisyonlarda

goriliirler. Bunlara ’ Restriction fragment length polymorphism “* denir (55).

RFLP analizinin temeli, anne ve babamin iki ayri alleli tagiyan iki kromozomunun
birbirinden ayirt edilmesine ve aile iginde daha 6nceden bulunan hasta bir ¢ocuk yardimu ile
hangi kromozomun riskli oldugunun, yani hangi kromozomun mutasyona ugramug alleli ( yani

bozuk geni ) tagidiginin saptanmasina dayanir.

RFLP analizinde, iki kromozom birbirinden gen iginde ya da gen yakininda bulunan bir
DNA polimorfizminin bulunmasi (+); ya da bulunmamasi (-) ile aynhr. Analizin kesinligi
kullanilan polimorfik igaretin, hastalik lokiisine yakinligi ile dogrudan iligkilidir. Hastalik
lokiisiine miimkiin oldugunca yakmn, gen i¢i isaretlerin kullammu taminin kesinligini % 99’ a
kadar arttinr. Kullanilan genetik isaret ve hastalik lokistu birbirine ne kadar yakinsa

rekombinasyon olasilig1 o kadar kiigiikdiir ki bu da analiz igin avantajdir (1,2).

) 1980° de Botstein, White, Skolnick ve Davis, insan genomundaki tim genlerin
' haritalanmast icin RFLP kullanimim O6nerdiler. Bunu takip eden ¢ok kisa bir siirede insan
genomunun RFLP’ ye dayalt bir haritasi ¢tkarilmug oldu. Bunu hizlandiran bir faktor de; bazi

ailelerin standart olarak kullamilmasidir. Ozellikle Mormon Kilisesine bagh her tiirlii gegmis
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kalitimsal bilgilerin detayl olarak elde oldugu ailelerin varlig: ile ortaya ¢ikanlmustir. Paris’ de
1983’ de Jean Dausset ve Daniel Cohen tarafindan kurulmus olan Centre d’ Etude du
Polmorphisme Humaine ( CEPH ) insan genetik haritasim dikkatlice secilmis aileler bazinda
arastirmaktadir. Burada her ailede en blyiik ebeveynler sagdir ve ortalama gocuk sayisi
sekizdir. Ilk RFLP, beta globin gen kiimesinde kullanilmistir. Kistik fibrosis geni ilk kez
sadece RFLP kullanilarak klonlanan gendir (1,2).

PCR - RFLP’ de Sorunlar : RFLP analizinde sik olarak kullanilan PCR tekniginde bazi

sorunlar olugabilir;

e Kismi kesim, 6zellikle heterozigot gibi gériinenlerde dikkat etmek gerekmektedir.

e Allelik Dropot, bir dizideki variant, oligoniikleotid dizisinin bir kromozoma
baglanmasina engel olur. Boylece, sadece bir kromozoma ait PCR tirtinii olusur ki bu
da yanlig sonuca yol agabilir. Ya Southern Teknigi uygulanarak ya da yeni primerler
tasarlanarak bu sorun énlenebilir.

e Farklh Baba, gergek babamn bilinmemesi ya da saklanmasi halinde yanlis sonug alinir.

e PCR lle RFLP yapilirken primerler dizayn edilirken restriksiyon enzim kesim
noktalart ortaya gelecek sekilde yapilir. Bazen bir restriksiyon endoniikleaz, PCR
tamponunda c¢aligmayabilir; o takdirde PCR irini saflagtirthr. Daha sonra enzimle
muamele gerceklestirilir. Standart Fenol / Kloroform ekstraksiyonu ve etanol
prespitasyonu ile purifikasyon yapilr ya da prifikasyon igin degisik kimyasal
maddeler igeren ticari kitler kullandir (1,2).

RFLP’ ler mutant gene bagl olma ozelliklerinden yaralanilarak informatif ailelerde
prenatal tamda uygulanmaktadir. En faydali RFLP’ ler tandem olarak tekrarlayan kisa DNA
dizilerinden olusan ¢ok degisken bolgeler ( Hipervariable Regions, HVR ) dir. Bir lokiisten gok
sayida polimorfik fragment ortaya giktigindan, kisiler iki farklt buyiklikte fragmente sahip
olacaktir. Dolayisiyla boyle lokusler genetik markerlar olarak ¢ok faydalidirlar. Eger DNA baz
dizisindeki varyasyon yeni bir restriksiyon endoniikleaz bolgesi olusturuyor ya da onceden
varolan bir bolgeyi ortadan kaldiniyorsa o zaman ortaya ¢ikmaktadir. Boyle polimorfizm
yalnizca 2 tiire sahip olur. Bu tiirler genellikle eger kesim yapabilen enzim bolgesi varsa allel
(+) olarak, yoksa (-) olarak gosterilmektedir. RFLP yontemiyle, bir polimorfik DNA dizisi

bakimindan homozigot (+/+) / (-/-) veya heterozigot (+/-) kisiler belirlenir.
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RFLP’ lerin genetik tamda kullamlmasmin iki Onemli dezavantaji bulunmaktadir.
Bunlardan ilki; hastalik geni ile polimorfik bolge arasindaki rekombinasyon olasiligidir. Yani
mayoz bolinme sirasinda homolog kromozomlar arasinda rekombinasyon olacagindan
polimorfizm ile hastalia neden olan gen krossing over ile birbirinden ayrilabilmesi ve beraber
kalitilabilmesidir. Polimorfik bolge gene ne kadar yakinsa, rekombinasyon olasiligt da o kadar
az olur. Bu nedenle RFLP’ lerin uygulanmasinin etkili olabilmesi i¢in markerin hastalig
olusturan mutasyon bolgesine ¢ok yakin olmasi gerekmektedir. RFLP’ lerin kullamimasinda
ikinci 6nemli dezavantaj, pedigri analizleri i¢in informatif kardes ya da akrabalarin bulunma
zorlugudur. Yani, kullanulan polimorfizm igin risk tagiyan ve tam i¢in bagvuran ailenin
informatif olmasi geregidir. Hasta bir ¢ocuga sahip oblige tagiyict olan anne-babanin normal ve
mutant allellerinin RFLP’ ler ile aywut edilebilmesi yani heterozigotluklarinin kanitlanmasi

gereklidir (69).

RFLP; kalitim caligmast i¢in yapisal heterozigotlugun kaybinin incelenmesi igin doku
tiplemesinde, prenatal tanida, babalik tayininde, gen klonlamasinda, enfeksiyon ajanlarin (

bakteriler, viriisler ) birbirlerinden farkliliklarinin belirlenebilmesinde kullanilabilir (1).
Variable Number of Tandem Repedts :

Variable number of tandem repeats ( VNTR ) lokuslarinin en 6nemli ozellikleri ardigik
tekrar sayilanimin ve tekrar birimlerindeki niikleotid dizilerinin degisim gostermesidir. Bu
nedenle biyik oranda allelik varyasyon gosterirler. Bu varyasyonlarin esit olmayan gapraz
gecisler veya replikasyon karmas: ile ortaya ¢kti§i dasunilmektedir.  Uzunluk
polimorfizmlerinin molekiler temeli instlin geni ile iligkili VNTR lokusuna ait g¢ok sayidaki
allelerin niikleotid dizisinin belirlenmesi ile agiga ¢ikarilmigtir. Ardindan diger VNTR
lokuslarinin analizi ile ardigik tekrar kopyalarimn sayisiun ¢ok degisken oldugu, birden
yiizlerce keze kadar degigebildigi saptanmistir. Bir lokusta ¢ok sayida farkh degisken dizilerin
varligt sonucu toplumda ¢ok sayida allel ( hiperallelizm ) olusur ve ¢ok sayida birey heterozigot
olur. Baz1 VNTR lokuslarinda heterozigotluk % 100’ lere kadar varmaktadir. VNTR lokuslar
yiiksek polimorfik 6zellikleri nedeniyle onemli genetik belirleyiciler olarak kabul edilirler. Bu
_nedenle VNTR; gen haritalanmasi, kimliklendirme, paternite testleri, adli tip, prenetal tam ve
 kanser ile ilgili odaklarin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilir.
VNTR analizleri i¢in kullamlan yontemler PCR teknigi ile deZisken sayida ardigik

tekrarlar iceren DNA fragmentlerinin bu yorelere komplementer uygun primerlerle
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afnpliﬂkasyonu, amplifiye urinin jelde yiiratilmesi ve daha sonra etidiyum bromit ile
boyanarak UV 1sik altinda gozlenmesi esasina dayanmaktadir. Amplifiye iriiniin uzunlugu
dogrudan mevcut tekrar birimlerinin sayistyla orantilidir. Bireylerin bir VNTR lokusu igin biri
bir kromozomdan, digeri diger kromozomdan olmak lizere maksimum iki farkli alleli vardir.

Her bir allel ebeveynlerden kalitilmaktadir (2).

Simple Sequence Repeats ( SSR) :

SSR’ ler veya mikrosatellitler genetik olarak VNTR’ lere benzer. Ancak tekrar
birimlerinin uzunlugu yaklagtk 2 — 5 bp arasindadir. STR lokuslari da VNTR lokuslar gibi gen
icinde sifrelenmeyen diziler olup, genellikle kromozomlarin subtelomerik bélgelerinde
yerlesmislerdir ve genom iginde dagiik halde bulunurlar(2). DNA molekiliinde yer alan bu
basit dizi tekrarlann gok kiiglik diziler oldugundan yalnizca PCR analizi ile tammlanabilir. SSR
ornekleri basit diziler iginde yer alan tekrarlar olmasi nedeniyle polimorfik yapiya sahiptirler.

Bir SSR igeren DNA molekuliiniin amplifikasyonu degisken biiyiikliikte fragmentler tiretir (69).
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MATERYAL VE METOD:

Orneklerin Toplanmast :

Calismaya, Eylil 1999 ile Ekim 2000 tarihleri arasinda, Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi
I¢ Hastahklari Klinigi ve Poliklinigi ile Gogiis Kalp Damar Cerrahi Klinigine ve Poliklinigine
bagvuran ilk defa Derin Ven Tromboz tamsi konmus hastalar ile kontrol amaciyla gelen DVT’
u tamist konmus toplam 61 hasta ve I¢ Hastaliklari Poliklinigine basvuran, yapilan muayene ve
tetkikler sonucunda DVT oykiisi olmayan 320 saghkli birey kontrol grubu olarak alindi.
Hastalarin 27’ si erkek, 34’ i kadindi. Yag aralig: erkeklerde 17 - 75 yas, kadinlarda 16 - 57 yas
idi. Kontrol grubunda ki bireylerin 150 si erkek, 170’ i kadindi. Yag arali: erkeklerde 18 — 50
yas, kadinlarda 16 — 45 yas idi.

Hasta ve kontrol grubunda ki bireylerden vakutainer yontemiyle 5 cc venéz kan EDTA
iceren disposable tuplere alindi. Ayrica saglikhi 6rneklerden sitrat igeren disposable tiiplere de
yine vakutainer yontemiyle 2 cc kan alndi. Kan ahmirken, kontaminasyon ve hemoliz
olusmamasina dikkat edildi. Saghkli kontrol grubundan alinan sitratli kanlar 2500 g ile 15
dakika santrifij edildikten sonra plazmélarl ayrildi ve en ¢ok 6 saat iginde ¢aligmaya alindi.
EDTA’ I tiiplere aldinan kanlar ise DNA eldesinin yapilacagi zamana kadar -20°C’ de

sakland1.
Geregler :

Sitrat’li ve EDTA’ I tam kan tipleri ( 2 ve 3 ml’ lik )

Polypropylene santrifiij tiipleri ( 15 ve 50 m!’ lik ) Corning

Pipet uglar1 ( 200 ve 1000 plt’ lik )

Slikon, steril mikrosantrifij ttpleri ( 1.5 mlt’ lik ) Becman

Thermowell tiipler ( 0.8 mit’ lik ) Corning

Mikro pipet seti

2 -20 ult Genex Beta

10 - 100 plt Genex Beta
20 - 200 ult Genex Beta

1 - 10 ult Socorex

100 — 1000 plt Socorex
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P 100 pit

Plastik pastor ( transfer ) pipetleri
Plastik 6ze

Steril eldiven

Spekt;o fotometre

Mikrosantrifiij

Sogutmali santrifiij

Su banyosu

Rotary mix

Deepfreeze

Etiiv

Otoklav

Analitik terazi

Isitict / kanigtiric

pH metre

Thermal cycler

UV segenekli Laminar Flow Hood
Agaroz jel elektroforez sistemi
Poliakrilamid jel elektroforez sistemi
UV Transluminator

Fotograf makinesi
Ayrraglar :

Tris-HCl

Sucrose

MgClz

Triton-X100

EDTA

NaCl

SDS (Doedecylsulfat Natriumsalz)
Sodium Perchlorate

Kloroform

Ethanol

Gilson
SAMGO

Sigma 1 -15

Beckman CS - 6R
Jencons Julabo SW20
Denley Spiramix S
Revco

Heraeus

Sartorius Max 6108
Genesis Hotplate / Stirer Jencons
HI 931400 Jencons

Techne Cyclogene

Sub-cell GTWIDE MINI BIO-RAD
Mini Protean Il BIO-RAD
Mini-Transilluminatér BIO-RAD
Standart Electrophoresis Hood BIO-RAD
Wide / Long Electrophoresis Hood BIO-RAD

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
MERCK
Sigma
Sigma
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Boric Acid
Gelatin

Bromophenol blue

Xylene cyanole FF

KCI

Mineral Oil

BSA

DMSO

Formamide

APS

TEMED
Formaldehyde

Gliserol

Acrylamide

N, N’- Methylene- bis-Acrylamide

Agarose

Nusieve Agarose

Ethidium Bromide
Primer-F5R
Primer-F5F

Mnl 1

Water

Lokositten DNA Eldesi :

Ayrraglar :

MERCK
Sigma
Sigma

Sigma
Sigma
Sigma

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Tib Molbiol

Tib Molbiol
MBI Fermentas
Sigma

Pargalayici (Lizis ) Tamponu ( Reaktif A ) pH 8.0

10 mM Tris-HCI
320 mM Sucrose
5mM MgCl2

990 mlt distile su
Otoklav edilir
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(V8]

% 1 Triton-X100 eklenip kangtinlir ve +4°C’ de saklanir.
Reaktif B: pH 8.0

400 mM Tris-HCI
60 mM EDTA
150 mM NaCl
1000 mit distile su

Otoklav edilir
% 1 SDS ( Doedcyl natrium sulfate ) eklenip karigtinlir ve oda sicakliinda saklanir.

5 M Sodium Perchlorate
Otoklav gerekmez.

Kloroform, Etanol
TE Buffer: pH 8.0

1 M Tris-HCI

05 M EDTA

99 mit bidistile su
Otoklav edilir

Hiicre Preperasyonu :

. Kanlar Sodyum EDTA’ I1 tuplere alinr.

Santrifiij +4°C icin 6n sogutmaya hazirlamir. 50 mit’ lik polypropylene santrifiij tiiplerine S-
10 mit kan konulur. Uzerine 40-45 mit lizis tampon eklenir.

Elle hafifce 2 dakikalik bir siire i¢in karnstirihr,

+4 °C’ de 10 dakika stre ile 3000 rpm’ de santrifiij edilir. Hucrelere zarar vermeksizin

stipernatant atilir.



Hiicre Lizisi :

. Tiplere 2 mit reaktif B eklenir ve hafifce kangtirlarak hiicre g¢okeltilerinin ¢ozilmeleri

saglanir.

. Bu siispansiyon 15 mit’ lik kapakli polypropylene tiiplere aktarilir.
Deproteinizasyon :

. Su banyosu 65°C’ ye kadar 1sitilir.
. Her bir tiipe 5 M’ ik Sodyum Perklorat’ tan 500 plt eklenir ve tiipler kan dondiirme ( rotary
mix ) cihazina konulur, oda isisnda 15 dakika siire ile karigmast saglamlir.

. Tipler 65°C’ lik su banyosunda 30 dakika siireyle bekletilir.
DNA Ekstraksiyonu :

. Her bir tiipe daha onceden -20°C’ de birakilmu§ Kloroform’ dan 2 mit eklenir.
. Tupler oda sicakliginda 10 dakika rotary mix’ e konulur.
. Rotary mix’den alinan tipler 1400 rpfn’ de 10 dakika santrifuj edilir

DNA Presipitasyonu :

. DNA iceren faz ( Ustteki berrak tabaka ) plastik pastor pipetlerini kullanarak 15 mit’ lik
yeni bir santrifiij tiptne aktarihr.

. DNA igeren volumiin 2 kat: kadar soguk etanol ( Daha 6nceden sogutulmus ) ilave edilir.
Hafifge karistirilarak DNA’ nin presipite olmas: saglanilir. '

. Plastik 6ze ile presipite olan DNA alimur ve 3-5 dakika siire disarda bekletilerek  kurumasi
saglanilir.

1.5 ml’ lik eppendorf tiiplerine 200 plt TE buffer konur.

. Uzerinde DNA’ min kurumas: saglanan plastik 6ze kesilerek, iginde TE buffer bulunan tiipe

konur.

Uzun siire saklamlacaksa —20°C, hemen yada bir hafta i¢inde kullanilacaksa +4°C’ de

saklanabilir. DNA’ nin derigimi hesaplanarak, amplifikasyona hazir hale getirilir.
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DNA derigimi ( pg / mit ) = 0D 260 X Seyreltme Faktori X 50*
pug/mlt =0D2s0 X 30 X 50
*1 cm 151k yollu kiivette 1 OD’ ye karsilik gelen pg / mlt biriminden DNA miktan.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu :
PCR Amplifikasyonunda Kullamlan Ayiraglar : (55)

DNA polymerase : Thermus aquaticus DNA polymerase, Taq DNA Polymerase, 5 U / plt,
Sigma, -20 °C’ de saklanir.

10 X PCR Tamponu : 100 mM Trizma- HCI, pH 8.3, 25°C
500 mM KClI
15 mM MgCl2
% 0.01 ( w/v ) gelatin, Sigma, -20°C’ de saklanir.

25 mM MgClz : Sigma, -20°C’ de saklanir,

2 mM dNTP’ ler : Sigma, -20°C’ de saklanir.

PCR primerleri : Upstream primer, 5’- TGC CCA GTG CTT AAC AAGACC A
Downstream primer, 5’- TGT TAT CAC ACT GGT GCT AA (6,23)
HPLC Grade 30 nm’lik sentez skalalik
TIB MOLBIOL, -20°C’ de saklanur.

Mineral oil : Ince ve steril, tepkimeyi buharlagmadan korur. Sigma, oda sicakliginda saklanir.

Gel Loading Soliisyonu : % 0.25 ( w7v ) Bromophenol blue

% 0.25 ( w/v ) Xylene cyanole FF
% 40 ( w/v ) Sucrose, Sigma, 2-8°C’ de saklanr.
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100 bp DNA Ladder : 500 pg / ml
10 mM Tris-HCI, pH 8.0
ImM EDTA, BioLab, -20°C’ de saklanir.
Baz ¢iftleri; 1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 ve 100’ dr.

Step Ladder,50 bp : 50 ug
10 mM Tris-HCl
10 mM NaCl
ImM EDTA, pH 7.5, Sigma, -20°C’ de saklanir.
Baz ciftleri; 3147, 2674, 900, 800, 700, 600, 500, 450, 350, 300, 250, 200, 150, 100, 50’ dir.
PCR Amplifikasyonunda Kullanilan Cihaz :
Thermal cycler : Techne Cyclogene.

Amplifikasyon Protokoli : (6,23,55)

Bir 6rnek i¢in ; Final voliim 50ult olacak sekilde,

10 X PCR Tamponu 5 ult

2 mM dNTP karigimi 2 ult

25 mM MgCl 4 ult
Primer | 0.5 ult
Primer 1l 0.5 ult
Formamide 2 ult
DNA polimeraz 0.5 plit
Saf su 34.5 plt

Tepkimeyi buharlagmadan korumak igin PCR karigiminin {stline ince bir tabaka halinde
mineral oil konur. Daha sonra DNA mineral oil’i gegerek PCR kangimma miktar1 1plt olacak

sekilde eklenir.
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PCR Programi :(6,23,55)
Denatiirasyon : 94 °C 5 dakika

Denatiirasyon : 94 °C 40 saniye
Annealing :59°C 40 saniye 40 dongti
Extension 72 °C 40 saniye

Final extension : 72 °C 10 dakika

10 plt PCR driinii 2plt Gel Loading soliisyonu ile kanstirilir ve 1 X TBE tamponunda
ethidium bromide boyanmig % 2’ lik agaroz jelde, jelin ilk kuyucuguna DNA size marker
yiiklenmis olarak, 80 - 120 V akimda 45 dakika yurutilir. DNA fragmentleri UV

transilliiminator tizerinde incelenir ve daha sonra fotograflanur.

Agaroz Jelin Hazirlanmas : (55).

% 2’ lik Agaroz jel hazirlig; 2 gram agaroz 100 mlt pH 8.3, TBE tamponunda
¢ozdiriliir.( TBE; Tris-Borat-EDTA ).

10 X TBE Tamponu : 108 gr Tris Baz
55 gr Borik Asit
40 ml 0.5 M EDTA, pH 8.0
1 It distile su ile tamamlamr.

Otaklav edilir, oda sicakliginda saklanr.
Ethidium bromide : 10 mg / mit

Yontem :

Agaroz jel TBE tamponunda eritildiginde bulaniktir. Coztindiikten sonra rengi berraklagir,
60 - 65°C’ ye kadar sogutulur. Plak diiz bir zemin tizerine yerlestirilir. Dengeli olmas: saglanir.
Taraklar plak tizerine yerlestirilerek jel daha fazla sogumadan kalinlig: 0.5 cm olacak sekilde ve
tek seferde plaga dokilir. 15 — 20 dakika kadar donmasi igin beklenir. Plak, TBE tamponu
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ig;,eren elektroforez tanki igine yerlegtirilir. Daha sonra tarak, plagin iki tarafi desteklenerek tam

ortasindan dikkatlice bir defada gekilir. Jel izerinde kuyucuklar olugsmustur.

Masanin iizerine bir parga parafilm konur ve bunun tzerine 2 plt gel loading solisyonu
damlatilir. Her bir boya damlaciginin tizerine 10 plt PCR urtuni eklenip iyice kanstirihr ve
kuyucuklara aplikasyon yapilir. Jelin ilk kuyucuguna DNA size marker ytiklenir. 80 — 120
voltta 45 dakika elektroforez siirdiiriiliir. Elektroforez sonunda jel tanktan ¢ikartilarak ethidium
bromide iginde bantlarin boyanmasi saglamr. Saf suda boya artiklart temizlenir ve UV

transilliiminatér tizerinde bantlar izlenir ve fotografi ¢ekilir (2).
PCR Uriiniiniin Restriksiyon Enzim Digestiyonu : (6,23,55)

Mnl 1: MBI Fermentas, 300 U, ult/ 10 U, -20°C’ de saklanir.
Buffer G 10 mM Tris-HCL, pH 7.5
10 mM MgClz
50 mM NaCl
0.1 mg/ ml BSA

Gel Loading Soliisyonu
100 bp DNA Ladder

PCR iiriinii

Bir ornek igin; Final voliim 20 plt olacak sekilde,

Mnl 1 = 0,2 pult
Buffer G = 2l
BSA = 02pult

PCRurini = 17.6plt

Hazirlanan kanisim yaklagik olarak 18 saat 37°C’ de inkubasyona birakilir. Inkubasyon
siiresi sona erdiginde, enzim aktivitesinin sonlandiriimasi igin 2 dakika 95°C’ de tutulur.

% 3’ liik agaroz jelde 80 — 120 V akimda 45 dakika ytratilar. Jelin ilk kuyucuguna DNA
size marker ( 100 bp DNA Ladder ) konur ve aplikasyon yukarda belirtildigi gibi yapilir.

Sonuglar UV transilliiminatérde yorumlanir ve fotografi gekilir.
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% 3’ litkk agaroz jel yerine poliakrilamid jel de kullanilabilir.
Poliakrilamid Jel Elektroforezi ( PAGE ) : (15)

Akrilamid monomerleri, ¢apraz baglayicilar yardimiyla kovalent olarak birbirine baglamp
uzun zincirler olugturarak polimerize olurlar. En sik kullanilan gapraz baglayict N,N’- Metilen
bisakrilamiddir. Poliakrilamidin polimerizasyonu amonyum persulfat ile baglatilir ve N, N, N,
N’-tetrametilendiamid ( TEMED ) ile katalize edilir.

Ayiraglar :

. Akrilamid Stok Soltsyon : 100 gr akrilamid ve 2.7 gr bisakrilamid bir miktar saf suda
¢ozilir ve 250 ml saf su ile tamamlanir.
2. Tris-Borat-EDTA ( 10 X TBE ) Tamponu :

1 M Trisma base 121.1 gr
1 M Borik Asit 61.83 gr
0.1 MEDTA 200 mlt

1 litre su ile tamamlamr ve pH 8.0’ a ayarlanir.

3. Amonyum Persulfat ( APS )
4. TEMED

Yoéntem

Kalinlig: 3 mm boyutlari 10x10 olan bir ¢ift cam deterjan ile ¢ok iyi yikandiktan sonra etil
alkolden gegcirilir. Camlardan yuvarlak kenarh olana o¢zel lastik serit takilarak iki cam
kiskaglarla birbirine tutturulur. Camlarin arasina, kenarlara gelecek gekilde, 0.5 mm kalinliginda
“* spacer “’ lar yerlegtirilir. Camlann st kisimlan farklt uzunlukta olup jel dokerken uzun olan
kisim zemine 45° ag1 olusturacak sekilde egilir ve hazirlanan jel iki cam arasina dokiilerek
doldurulur. Hava kabarcig1 olusmamasina dikkat edilir. Jel dokilir dékiilmez tarak yerlegtirilir.
Bir miktar jel, bir ependorf tiipiine alinarak donup donmadig kontrol edilir. Jelin dondugundan

emin olduktan sonra, iki cam arasina sikigtinlmig olan lastik serit dikkatlice ¢tkartilir.

65



Elektroforez tanki, 1 X TBE tamponu ile doldurulur. Camlar tanka dikey olarak yerlestirilir ve
tamponla islanmast saglanarak, kuyulari zedelemeden, tarak ¢ikartihir. Kuyular tamponla

yikanarak jel artiklarindan temizlenir (2).

% 6’lik poliakrilamid jelin igerigi : Akrilamid Stok 3 mit
Saf su 10.5 mit
10 X TBE 1.5 mit
TEMED 15 plt

Amonyum Persulfat 100 plt

Her bir kuyuya digestiyon triiniinden 20 plt ve 1.5 plt xylencyanol boyast kangtirilarak
aplike edilir. 150 V’ ta 1 saat yurutilur. Daha sonra, etidyum bromid iginde birkag saniye
tutulduktan sonra 15 dakika saf suda bekletilerek, UV transilluminatér {izerinde olugan bantlar

izlenir ve fotograflanir.
Sonuglarin Yorumlanmas :

Kisi 1691 pozisyonunda G aleli taslyorsa, 37,67 ve 163 bp’ lik restriksiyon fragmentleri,
1691 pozisyonunda A aleli tagtyorsa, 67 ve 200 bp’ lik restriksiyon fragmentleri

gozlenir.
Kisi her iki aleli tagtyorsa, 37, 67, 163 ve 200 bp’ lik restriksiyon fragmentleri gozlenir.
Sonug olarak Mnl 1 ile yapilan PCR — RFLP yontemi molekiler bir teknik olup faktér V
Leiden mutasyonunun taranmasinda etkili bir sekilde kullanilabiimektedir. Bu yontem ile faktor
V eksikliginin gergek tipi belirlenebilmekte ve ayrica yanliy sonuglarin bertaraf edilmesini
saglamaktadir. Testin pahali olusu bir dezavantaj ise de aywrici tantyr saglamasindan dolay:

tercih edilen bir yontemdir.
Aktive Protein C Direncinin ( APC-R) Tayini : (33,57)
Testin Prensibi :
Aktive protein C direncinin ( APC ~ R ) tayini, PCa varlifinda ve kalsifiye edilmis bir

ortamda, test edilen plazmamn pihtilagma zamanindaki oldukga kiigiik uzamalar géz Oniinde

bulundurularak yapilir. STA — Staclot APC — R sisteminde; dilie edilmis test plazmasinin

66



koagijlasyonu, faktor V’ ce yetersiz plazma ve Crotalus viridis helleri venomunun varliginda
saglanir. Bu venom faktér X’ u aktive eder ve bu yiizden koagiilasyon selalesini agagi yonde
etkiler, boylece de koagiilasyonu yukan yonde etkileyebilecek butiin faktorleri elimine eder.
PCa varliginda normal bir plazmanin pihtilagma zamanindaki uzama, reaktif 3 tarafindan faktor

Va’ y1 inaktive etmek igin ortama saglanan PCa’ nin kapasitesinden kaynaklanir.
Kit Reaktifleri :

Kit iginde ii¢ adet barkod eki bulunmaktadir; Reaktif 1, 2 ve 3 igin bir adet ve her bir
kontrol ( reaktif 4 ve 5 ) igin birer adet. Barkodlar, lot numarasi, kitin kod numarasi, reaktifin
kod numarasi, son kullanma tarihi, reaktif 4 ve 5’ in STA analizori ile belirlenmig pihtilagma

zamanlan ile ilgili bilgileri igerir.

4 x 2 mlt Reaktif 1 ( Faktor V yetersiz plazma )
4 x 2 mit Reaktif 2 ( Yilan Zehiri )

4 x 2 mlt Reaktif 3 ( Aktive Protein C)

4 x 1 mlt Reaktif 4 ( Normal Kontrol )

4 x 1 mlt Reaktif 5 ( Patolojik Kontrol )

Rektif 1 : Faktor V’ ce immiino — eksik ve fosfolipidlerce zenginlestirilmis, dondurulmus, kuru

insan plazmasi.

Reaktif 2 : Dondurulmus, kuru Crotalus viridis helleri venomu.

Reaktif 3 : Kalsiyumlu ortamda, dondurulmus, kuru, insandan elde edilmis aktive protein C
igeren gige.

Reaktif 4 : Negatif kontrol olarak kullamlan, dondurulmus, kuru, sitrath insan plazmas.

Reaktif 5 : Pozitif kontrol olarak kullanilan, dondurulmusg, kuru, sitrath insan plazmasi.

Reaktifler 2 - 8°C arasinda saklanr. Agilmamig vialler bu swakhktd saklandiklarinda son

kullanma tarihine kadar stabilitelerini korurlar.
Numune Hazirlig: :

9 6lgek kan, 1 olgek trisodyum sitrat 0.109 M ( % 3.2 ) antikoagiilant i¢ine alimr. 2500 g
ile 15 dakika santrifiij edilir. Trombositleri uzaklagtirmak igin 4°C’ de ¢ift santrifiij tavsiye

edilir. Plazmanin miimkiin oldugunca ¢abuk toplanmasi1 gerekir. Plazma hazirlandiktan sonra -
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20°C de 8 saat, -80°C’ de 6 ay stabildir ( Plazmalar toplandiktan sonra iki saat iginde
dondurulmalidir ). Donmus plazmalar kullanilmadan 6nce 37°C’ de 15 dakika bekletilir ve iyice

kangtirmak igin ¢alkalanmalidir. Plazmalar eritildikten sonra sadece bir kez kullanilir.
Reaktif Hazirlama ve Saklama :

Reaktif 1 : Her bir vial 2 mlt distile su ile hazirlanir. Hazirlanan soliisyon oda sicakliginda (
18 - 25°C ) 60 dakika bekletilir. Kullanmadan once hafif¢e galkalamir. Hazirlanan soliisyon
STA Analizérii tizerinde ( 15 - 19°C ) 8 saat stabildir.

Reaktif 2, 3,4 ve 5’te de hazirlama ve saklama Reaktif 1’de oldugu gibidir.

STA — Owren Koller, STA benzeri bir cihaz da gereklidir. Ancak bu malzemeler kit iginde

yoktur.
Yontem ;

Hasta plazmalari : Hasta numuneleri diliie edilmeden kullanilir. Diliisyonlar Owren —
Koller tamponu ile cihaz tarafindan otomatik olarak yapilir. Hasta bilgileri manuel olarak
klavye kullamlarak veya barkod okutularak girilebilir. Daha sonra plazmalar numune
gékmecesine yerlestirilir. Cihazdan gelen sinyal sesi hasta bilgilerinin ve numunelerin
cekmecedeki pozisyonlarimin cihaz tarafindan onaylandigim gosterir. Daha sonra yapilacak test

segilir.

Kalite Kontrol : Sonuglarin dogrulugunu ve tekrarlanabilirligini saglamak i¢in lot —
spesifik reaktif 4 ve 5 gereklidir. Reaktifleri hazirladiktan sonra, viallerdeki barkodlu etiketler
STA cihazinin barkod okuyucusuna okutulur. STA cihazi tarafindan gosterilen reaktif hacmi
onaylanir. Sonra, STA model cihazda, kontrol viali herhangi bir numune ¢ekmecesinden 8, 9,
10 numarah veya diger pozisyonlardan herhangi bir yerine yerlestirilir. STA Compact model
cihazda, kontrol viali iiriin ¢ekmecesinden 1 — 18 veya 35 — 38 numarali pozisyonlardan
herhangi birine yerlestirilir. STA cihazindan gelen sinyal sesi reaktiflerin tamminin ve
pozisyonlariin cihaz tarafindan onaylaﬁdlglm gosterir. Eger yeni bir lot reaktif kullanilacak ise,
Reaktif 4 ve 5’ in barkodundaki bilgilerin cihaza aktarilmasi gereklidir. Bunun i¢in reaktifin

barkodu STA cihazimin barkod okuyucusuna okutulur.

68



Numuneleri yerlestirdikten sonra cihazin talimatlan takip edilir. Numuneler ytiklenir

yiiklenmez cihaz APC — R testini otomatik olarak yapar.

Sonuglar :

Test edilen plazmalarin pihtilagma zamanlan saniye cinsinden STA Compact cihazinin *’
Test Status ¢’ ekraninda gozlenir. Reaktif 4 ve 5 degerlerinin, kontrol kutusu icerisinde bulunan
<< Assay Value >> belgesinde yer alan araligin iginde kalmasina dikkat edilir. Eger kontrol
degerleri bu arahigin diginda ise tim hasta sonuglarina siphe ile bakilmalidir. Test ile ilgili tiim

etmenler kontrol edilmelidir, gerekirse testler yenilenmelidir.

Cihazin bakim prosediiriniin kullanici kilavuzunda belirtilen gekilde yapilmas: gereklidir.
Siipheli numuneler ( mikroklot igeren, hemolizli v.b. ) kullamlmamalidir. Plazmadaki dugiik
faktor V seviyesi ( < % 50 ) yanls negatif sonuglara yol agar ( pihtilagma zamam > 120 saniye
). Bununla birlikte, plazmadaki diigiik faktor V seviyesinde ( < % 50 ) bulunan pozitif sonuglar (

pihtilagma zamar < 120 saniye ) gegerli sonuglardir.

STA cihaz1 ile STA — Staclot APC ~ R prosediirii uygulanarak test edilen plazmalar;
pihtilagma zamanlart 120 saniyeye esit veya daha yiiksek g¢ikarsa APC — R negatif, 120
saniyeden disiik gikarsa APC - R pozitif olarak degerlendirilir.

Bazi transplant hastalarda genetik testler ile aktivite testleri arasinda sonug farkhiliklari
go6zlenebilir. STA — Staclot APC — R prosediirii 1 IU / mit’ ye kadar olan heparin seviyelerine
duyarsizdir. Molekiiler biyoloji yardimiyla, testi etkileyebilecek ozelliklere sahip olan faktor V
Leiden varh@ belgelenen plazmalar STA — Staclot APC — R prosediiriine gore test edildiginde

asagidaki sonuglar bulunmustur:

Protein S yetersiz plazmalar ( protein S seviyesi % 23-55 arasinda, n=27, 7’ si APC - R
pozitif )

Lupus antikoagiilanth plazmalar ( n=20, 2’ si APC - R pozitif )

Heparin tedavisi géren hastalann plazmalann ( UFH veya LMWH, n=47, 4’ it APC - R
pozitif )

Oral antikoagiilant alan hastalar ( n=53, 12’ si APC - R pozitif)

Biitiin bu durumlarda testte bir etkilegim gorilmemigtir.
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Florimetrik PCR :

Prensip :

Yakin zamanda, kapiller ¢aligan mikrohacimli, hizli 1s1 kontrollu bir fluorimetre
gelistirilmigtir. Polimeraz zincir reaksiyonunun ¢ok kisa siirede gergeklesmesini saglamaktadir.
Ortaya g¢ikan Uriinin ’ erime noktalarmin *’ tayini ile farkli mutasyonlarin analiz edilmesi

bilgisayar ortaminda saptanmaktadir (1).

Light Cycler — Faktor V Leiden Mutation Detection Kit’ i, hibridizasyon problari ve Light
Cycler cihazi kullanarak cam kapillerde polimeraz zincir reaksiyonunun spesifik olarak
adaptasyonu ile orneklerde faktor V Leiden nokta mutasyonunu belirlemek igin kullanilir (45).

Real - time fluorescence PCR ve fluorescence resonance energy transfer ( FRET ) yontemi ile

trombofilia ile iligkilendirilmis olan;

Faktor V Leiden (G 1691 A) (45,49,50,83)
Protrombin (G 20210 A) | (49,83)
Metilentetrahidrofolat Reduktaz ( C 677 T ) (83)
Hemokromatozis ( G 845 A) (50)

gibi bu mutasyonlart en izl bir sekilde tespit etmek igin Light Cycler geligtirilmigtir.

Yontem :

Spesifik bir ¢ift hibridizasyon prob kullanarak floresans ile amplikon tespit edilir. Iki
farkh oligoniikleotid igeren hibridizasyon problari, PCR siklusunun annealing fazinda amplifiye
olmus fragmentlerin internal dizisine hibridize olur. Ilk prob 5’- end ucunda Light Cycler-Red
640 ile isaretlenmis, diger prob ise 3’-end ucunda floresan ile isaretlenmistir. Bu metodla
spesifik PCR uriinlerinin Real-time olarak goriintilenmesi, hedef gen bélgesine komplementer
ve birbirine yakin olarak dizayn edilmi§ hibridizasyon problari ve bunlarin hedef diziye

baglanmalar sayesinde gergeklestirilmektedir. ,
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Kit igerigi :

Gerekli geregler : LightCycler cihazi

LightCycler Kapillerleri

Vial

Marka

Icerik ve kullanimu

1 yellow cap

\%

Mutation

LightCycler-Factor
Leiden
Detection Mix, 10x

o 1x64plt[10x]

0 Faktor V geni igin spesifik, kullanima
hazir hibridizasyon prob mix

-Primer : igaretlenmemig
-Hibridizasyon prob 1  ( mutasyon prob ):
3’-end ucu fluorescein ile igaretlenmisg
-Hibridizasyon prob 2 ( anchor prob ): 3’-
end ucu phosphory’lenmis ve 5’-end ucu
LightCycler-Red 640 ile igaretlenmis

Faktor V geninin genotiplendirilmesi ve

amplifikasyonu i¢in

2 red cap

LightCycler-Factor 'V
Leiden Reaction Mix,

10x

o 1x64 pult[10x]

g PCR igin kullamima hazir reaction mix

o Taq DNA polimeraz igeren, reaksiyon
buffer ve ANTP mix ( dTTP’nin yerine
dUTP’ i)

3 purple cap | Kontrol hedef o 1x22pit[0.5ng/ult]
o kontrol reaksiyon igin heterozigot
plazmid DNA

4  color-less | H20, steril, PCR-grade [go 1x 1 mlt

cap 0 Final reaksiyon voliimiinii ayarlamak

icin
Kit komponentlerinin saklanma kosullari :
1 yellow cap : LightCycler-Faktor V Leiden Mutasyon Tespit Mixi, 10x
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* =15/ -25°C arasinda saklanir
* Bir kez ¢oziildiikten sonra bir daha dondurulamaz
* TIsik alan yerde saklanmaz
2 red cap : LightCycler-Faktor V Leiden Reaksiyon Mix, 10x
* -15/ -25°C arasinda saklanir
* Bir kez ¢ozildikten sonra bir daha dondurulamaz
2 purple cap : Kontrol hedef

*-15/ -25°C arasinda saklanir
Protokol : Protokol dort programdan olusur.
Program 1 : Insan genomik DNA’ min denatiirasyonu
Program 2 : Hedef DNA’ nin amplifikasyonu
Program 3 : Genotip belirlenmesi igin Melting curve

Program 4 : Termal bélme ve sogutma rotoru

Master Mixin Hazirlanmast ;

1. Buz tizerinde tutulan 1.5 mit’ lik reaksiyon tiipi iginde mix hazirlanir :

Komponent Volum  Final konsantrasyonu
H20, steril, PCR-grade ( vial 4, colorless cap ) 14 plt

LightCycler-Faktor V Leiden mutasyon tespit mixi 2 plt Ix

(vial 1, yellow cap )

LightCycler-Faktor V Leiden reaksiyon mix 2 ult 1x

(vial 2, red cap )

Total voliim 18 plt

2. Hafifce kangtirihr.

Onceden sogutulmus LightCycler kapillerlerine 18 ult master mix pipetlenir.

Test edilecek hastalardan elde edilmis genomik DNA’ dan 2 plt eklenir.

Pozitif kontrol olarak, kontrol hedeften ( vial 3, purple cap ) 2 plt alnip eklenir.
Negatif kontrol olarak, 2 plt H20, steril, PCR-grade ( vial 4, colorless cap ) eklenir.
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3‘.Kapillerler adaptore yerlestirilir ve 3000 rpm’ de 5 saniye bir spin yaplir.
4 LightCycler cihazinin rotoruna kapillerler yerlegtirilir.
5.Daha 6nce bilgisayarda programlar yapilmig LightCycler ¢aligtirilir.
Yorum :
PCR sonrasi LightCycler cihazi sicaklii yavas yavas yiikselterek Melting Curve analizini

gergeklestirmektedir. Melting curve analizi ile sicakhifa karsi PCR triinlerinin verdigi floresans

egrisi elde edilmektedir. Bu egrinin negatif tiirevinin hesaplanmasi ile de Mealting peakler elde

edilmektedir.

Dogal alleller ile mutant alleller, farkh niikleotid dizisine sahip olduklar igin farkl

sicaklikta melting peakler vereceklerdir.

Hedef DNA Melting peaklerin | Melting peaklerin Melting peakler
iceren... sayist . T’ st arasindaki AT
Wild tip genotip 1 65°C -
Heterozigot genotip 2 65°C 8°C
57°C
Mutant genotip 1 57°C -

Erime noktalan ( Melting temperature,Tm ), ¢aligmalar arasinda + 2.5°C’ lik bir gesitlilik
gosterebilir. Ayrica, heterozigot genotiplerin melting peakleri ile AT arasinda + 0.75°C’ lik bir

¢esitliligin olmast kabul edilebilir bir degerdir.

Tromboz  sebebi olarak disgiinilen mutasyonlardan birinin rutin olarak tespitinin
gerekliliginde; dogru, hzh, giivenilir ve maliyeti diSer yontemlerle kargilastinldiginda olduk¢a
uygun olan bu yontemde, 32 6rnek 40 dakikadan daha az bir sirede sonuglanmaktadir (49). Bu

yontemde enzim digestiyonu ya da elektroforez sistemi gerekli degildir (49).
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BULGULAR:

Saghkli popilasyonda aktive protein C ( APC ) direng sikligi taramasi yapilarak, APC
direnci saptanan bireylerde faktér V Leiden ( FVL ) mutasyonu aragtirildi. APC direnci aPTT
automated kullamlarak, modifiye yontemle koagiilometrik olarak ¢aligildi. STA cihazi ile STA-
Staclot APC-R prosediirii uygulanarak test edilen plazmalar; pihtilagma zamanlari 120 saniyeye
esit veya daha yiiksek olan 286 birey APC-R negatif, 120 saniyeden dusiik 34 birey ise APC-R
pozitif olarak degerlendirildi (Tablo 8).

APC direnci saptanan 34 saghkh birey ile 61 DVT’ lu hastada da FVL mutasyonu
aragtirildi. Faktor V geninin, mutasyon olan niikleotidi igeren 267 bp’ lik boliimi amplifiye
edilerek (Sekil 6), mutasyonun varligt Mnl 1 restriksiyon enzimi kullanilarak Restriction
Fragment Length Polymorphism ( RFLP ) analizi ile aragtirildi (Sekil 7-11). DVT vakalarinda
FVL mutasyon arastirmasl, yine Real-time fluorescence PCR ve fluorescence resonance energy

transfer ( FRET ) yontemi kullamilarak Light Cycler ile de teyit edilmis oldu (Sekil 12).

Analiz sonuglari yorumland: ve 1691 pozisyonunda G aleli tagtyan 46 DVT’ lu hasta ve 5
saglikh birey tespit edilirken (%75.4, %90.9); 1691 pozisyonunda A aleli tagtyan 1 DVT’ lu
hasta ve 7 saglikli birey tespit edildi (%1.6, %2.1). Yine her iki aleli tagiyan 14 DVT’ lu hasta
ve 22 saglikli birey saptand1 (%22.9, %6.8). Kontrol grubunda APC direng sikhigi da %10.6
olarak belirlendi (Tablo 8).

TABLO 8. Faktéor V Leiden Mutasyonunun Giiney Dogu Anadolu Bélgesindeki

Popiilasyonda Dagilimi.

N [APC-| % GG % GA % AA % | Allel
R siklig1
Kont | 320 34 | 106 | 291 | 90.9 | 22 6.8 7 2.1 9.0

rol
DVT | 6l 46 75.4 14 229 1 1.6 | 245
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FVL mutasyonu tagimayan DVT’ lu hastalarin 24’ G kadin (yag araligt 16-52 yag) 22’ si
erkekti (yag araht 17-75 yas). DVT’ lu 15 hastann, heterozigot mutasyon tastyanlarin 10’ u
kadin (yas aralifi 18-57 yas) 4’ U ise erkekti (yas aralifi 48-67 yas). Homozigot mutasyon
tastyan tek bir hasta vardi ve cinsiyeti de erkekti (67 yas).

Kontrol grubundaki heterozigot mutasyon tagiyan saghkli bireylerin 6’ s1 kadin (yas
arahigi 18-45 yag) 16’ s1 erkekti (yas aralifi 33-47 yag), homozigot mutasyon tagtyan saghkl
bireylerin 3’ {i kadin (yas aralit 21-40 yas) 4’ U erkekti (yas aralig: 37-50 yasg), FVL mutasyonu
tagimayan saglikli bireylerin ise 3’ U kadin (yas araligi 16-43 yas) 2’ si erkekti (yas aralig: 18-

39 yas).

Hastalarin bir kisminda trombozun olugmasinda goérev alan bir takim predispoze faktorler
soz konusuydu. Hamilelik ile baglayan DVT’ lu vakalar 2,23,24,25,27 ve bu hastalardan 2 ile
25 numarali hastalar heterozigot mutasyon tagiyicist olarak tespit edildi; dogumdan sonra DVT’
nun goruldiga vakalar 22,30,40,42,58 ve bu hastalardan 30 ile 42 numarali hastalar heterozigot
mutasyon tagtyicist olarak tespit edildi; cerrahi miidahale sonrast DVT’ nun goruldugt vakalar
20,26,33,34,38,39,44 ve 38 numarali hasta heterozigot mutasyon tastyicisi olarak tespit edildi
ve travma sonrast olugmus DVT’ nun gorildiigi vakalar 11,13,28,36 numarali hastalardi. Atesli
silahla yaralanma sonucunda 49 numarali hastada, ylan sokmasi sonrasinda 56 numarah

hastada (heterozigot mutasyon tagtyicist) ve immobilizasyon sonucu 57 numarali hastada DVT

geligmigtir.

DVT’ nun ilk olarak ortaya giktig1 hasta sayist 36, tekrarlayan DVT’ ye sahip hasta sayisi
ise 25 vakaydi. 46 ile 52 numarali vakalarda DVT ilk olarak ortaya ¢ikmis ve Pulmoner Emboli
de birlikte olugmugtur. Tekrarlayan DVT’ u gorillen 18 numarali hastada Pulmoner Emboli de
gelismigtir. Ancak DVT ile birlikte pulmoner embolinin bulundugu bu ii¢ hastamin da FVL

mutasyonunu tagimadig saptanmigtir (Tablo 9).

75



TABLO 9. Derin Ven Trombozlu hastalara ait bulgular.

VV 1Ad

DV TA4

OD TA4

noquy
Iououwrng

ueAe[Ienis)
unu  JAQ

njozids
Arunu JAd

E
E

E

E
E
E

E

nsjAQ oIy

H
H

H
H

H.
E
15
H
H
H
H

H

H

H

IS[I01e]
szodsipaig

E#

H

Ef

E§

E#

E#

10

Erkek | H

Erkek { H

Erkek | H
Erkek

Erkek | H

Erkek | H

Erkek | Ex

Erkek | H

Erkek | Ea

Erkek | H

Erkek | H

Erkek | H

Erkek | H

Erkek | H

(pA)de x

34
46
27

44

44

17
63

48

48

37
40

37
50
48

21

67
52
61

32
27
38

naAisury

Er.

Er.

Er.

Er.

Er.

Er.

Er.

Er.

Er.

Er.

Er.

Er.

Er.

Er.

ON ®ISBH

10

11

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23

24

76



25 | K |38 | H |[Ef| H | - | E - [ E | -
26 | K | 31 H |[EY| H E - E - -
27 K 26 H E# | H E - E - -
28 K 16 H Ex H - E E - -
29 | Er. | 75 |Erkek | H E E - E - -
30 | K | 57 H |E§| E - E - E -
31 | Er. | 67 |[Erkek| H H - E - E -
32 | Er. | 59 |Erkek | H H E - E - -
33 | Er. | 42 |Erkek| E]J | E - E E - -
34 | K | 21 H |Ef| E - E E - -
35 | Er. | 49 |Erkek| H H - E - E -
36 | Er. | 56 |Erkek | Ex H - E E - -
37 K 31 H H H - E E - -
38 | K | 48 H [EY| H E - - E -
39 | K| 50 H [Ef| H E - E - -
40 | K | 25 H |E§| H E - E - -
4] K | 45 H H| H | E - E - -
42 | K | 23 H |E§| H E - - E -
43 | K | 47 H H| H E - - E b
44 | Er. | 20 |Erkek | Ef H E - E - -
45 | Er. | 26 |[Erkek| H | H E - E - -
46 | K | 35 H H| H E - E - -
47 | K | 46 H H| H - E E - -
48 | Er. | 49 |Erkek| H E - E E - -
49 K 50 H E¥Y | H E - E - -
50 K 24 H H H - E E - -
51 | Er. | 49 |Etkek| H | H E - - E -
52 | Er. | 29 |Erkek| H H E - E - -
53 K 48 H H H E - E - -
54 K 33 H H H E - E - -
55 | K | 49 H H| H E - E - -
56 | K| 18| H |BL| H | E | - - E -
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57 | Er. | 33 |Erkek | E¢ | H E - - E - -
58 K 35 | H E§ | H E - - E - -
59 K 35 E H H E - - - E -
60 | Er. | 55 |Erkek| H H E - - E - -
61 K 54 H H H E - - - E -

*OK: Oral Kontraseptif kullanimi
FVL: Fakt6r V Leiden
DVT: Derin Ven Trombozu

PE : Pulmoner Emboli

E : Evet, H : Hayrr, K : Kadin, Er.: Erkek

# : Hamilelik

§ : Dogum

9 : Cerrahi Miidahale

o : Travma

¢ : Immobilizasyon

¥ : Atesli silah yaralanmasi

€ : Yilan Sokmasi

Sekil 6. Faktor V geninin, mutasyon olan niikleotidi igeren 267 bp’ lik boliimii amplifiye edildi.
1. Markir (Step Ladder, 50 bp), 2-14. 267 bp’ lik PCR iiriinii.
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Sekil 7. Faktér V geninin 267 bp’ lik fragmentinin Mnl 1 restriksiyon enzimi ile sindirimi. 1,4 —
7. Heterozigot genotip, 2. Homozigot genotip, 3. Normal genotip, 8. Markir (100 bp, DNA
Ladder).

Sekil 8. Faktdr V geninin 267 bp’ lik fragmentinin Mnl 1 restriksiyon enzimi ile sindirimi.
1,3,5. Normal genotip, 2,6,7. Heterozigot genotip, 4. Homozigot genotip, 8. Markir (100 bp,
DNA Ladder).
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Sekil 9. Faktoér V geninin 267 bp’ lik fragmentinin Mnl 1 restriksiyon enzimi ile sindirimi. 1.
Markir (100 bp, DNA Ladder), 2,3,7. Heterozigot genotip, 4,6,8. Normal genotip, 5. Homozigot
genotip.

Sekil 10. Faktor V geninin 267 bp’ lik fragmentinin Mnl 1 restriksiyon enzimi ile sindirimi. 1-7.
Heterozigot genotip, 8. Markir (100 bp, DNA Ladder).
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Sekil 11. Faktor V geninin 267 bp’ lik PCR {iriiniiniin Mnl 1 restriksiyon enzimi ile sindirimi. 1-
4,7. Homozigot genotip,5. Normal genotip, 6. Heterozigot genotip, 8. Markir (100 bp, DNA
Ladder).
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Tempsrature {*C)
Sekil 12. Real time PCR ve floresan rezonans enerji tansferi (FRET) ile faktér V Leiden

mutasyonunun huzli tespiti. (A) Heterozigot genotip, (B) Homozigot genotip, (C) Normal
genotip.
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TARTISMA:

Protein C sistemi, trombozu simirlamak i¢in 6nemli antikoagiilant 6zellikler igermektedir.
Protein C sisteminin stimilasyonu, endotel hiicrelerinin yiizeyinde trombinin trombomoduline
baglanmasina baghdir. Protein C, vitamin K’ ya bagimli bir zimojendir, ve trombin -
trombomodulin kompleksi tarafindan bir serin proteaza aktive olur (23-26,85). Aktive protein
C, protein S’ nin varliginda selektif bir gekilde koagulasyon faktorleri Va ve VIII’ y1 inaktive
eder (26-28,30,55,79,81,85). 1993 yilinda, Dahlbéck ve meslektaglarinca tanimlanan APC
direncini, Ozellikle ailesel Oyklsii olan vendz tromboembolizmli secilmis gen¢ hastalarda,
cesitli gruplar da gosterdiler (6,19,27,33,43,74,84,91). Kisa bir siire sonra APC direncini
olugturan nedenin faktér V genindeki 1691. niikleotidteki G’ nin yerine A’ nin gegmesi ile
olugan faktér V Leiden ( Arg 506 Gln ) mutasyonunun oldugunu Bertina ve arkadaglan
kesfettiler (6). Bu pozisyonda arjinin amino asidinin varlii, aktive protein C tarafindan faktor
V’ in proteolitik inaktivasyonu i¢in temel tegkil etmektedir (61). Faktor V Leiden molekiild,
APC tarafindan inaktive olmaya direnglidir; onlarin prokoagilant aktivitelerine engel olur ve

boylece tromboza predispoze bir durum yaratir (23).

Onceleri, sadece protein S, protein C ve antitrombin III eksiklikleri gibi bilinen kalitsal
koagtilasyon defektlerinin hiperkoagiilasyona yol agtigi sanilmaktaydi (23). Heterozigot protein
C eksikliginin insidans1 1/200 -1/300 (48) olarak, Antitrombin III eksikliginin frekansi da
1/2000 (23) olarak tespit edilmistir. Yine antitrombin III eksikliginin asemptomatik prevalansi
1/500 olarak Tait ve arkadaglar tarafindan rapor edilmigtir (75). Bununla birlikte; Conard ve
arkadaglar;, tromboz gelisen kadinlardaki antitrombin III eksikligi riskinin tahminen % 55
kadarim hamilelikle iliskilendirmislerdir (14). Bu proteinlerin eksiklikleri otozomal dominant
olarak kaltilir (23,43,67,74). Bu eksiklikler hiperkoagiilasyonun nadir nedenleri olmasima

ragmen, trombozlu hastalarda bu kalitsal eksikliklerin aragtirilmas: tavsiye edilmektedir.

APC direnci, ventz tromboza sahip hastalarda diger bilinen kalitsal antikoagiilant
proteinlerin herhangi birinin eksiklginden, en azindan 10 kez daha yaygin olarak gorilir
(38,48,74). Vendz trombozlu hastalar arasinda tammlanmig en yaygin  bir defekttir
(3,27,33,43,74) ve otozomal bir kalitim gosterir (43,74). Venodz trombozlu secilmis hastalar (
Kanser ile iligkisi olmayan hastalardir ) arasinda APC direncinin prevalanst % 20 ile % 60

arasinda degismektedir (6,27,33,74).
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APC’ ye zayif cevaph bireylerde, DVT riski 7 kat artmaktadir (43), trombozlu hastalarda
APC’ ye zayif cavabin prevalanst % 21 iken, saglikli kontrollerin de bu anormalligin prevalansi
% 5 olarak Koster ve arkadaslarinca bildirilmistir (43). APC direnci Isve¢ kontrol grubunda % 7
olarak belirlenmigtir (74). Faktor V Leiden mutasyonu, APC direnci ile iligkilendirilmig

trombotik hadiseler i¢in molekiiler temeli tegkil eder (84).

Pihtilagma kofaktori V ( Faktor V ), hemostazin regilasyonunda gesitli kritik
fonksiyonlar1 olan yiiksek molekiiler agirhikli bir glikoproteindir(18,28). Aktive formu olan
faktor Va, faktor Xa ve Cat+ ile birlikte ve birbirlerini etkileyerek protrombinin trombine
dénigiimiinde rol oynar. Bu kompleks, trombosit yada diger fosfolipid igeren yiizeylerin
lizerinde bir araya gelerek, protrombinin trombine donigiminde faktor Xa’ min tek bagina
yaptig1 katalizlemeden 278.000 kez daha hizh bir oranda gergeklestirir (26,28,55,81). Yine
faktor Va, endotel hiicrelerin yiizeyinde ve fluid fazdaki trombin tarafindan protein C’nin
aktivasyonunda bir kofaktor olarak hizmet eder (28). Sonug¢ olarak, faktér V kan
koagilasyonunda oOnemli bir regilatér rolii yerine getirmesi agisindan son derece Onemli

fonksiyonlara sahip bir molekuldiir (26,28).

APC direncinin nedeni olarak; vai(alarln % 90-95’ inden fazlasinda faktér V genindeki
tek nokta mutasyonu gosterilmektedir (32). Faktor V Leiden mutasyonunun allel sikhigs ile ilgili
bagslangi¢ caligmalari, Hollanda’ da asemptomatik bireylerde gergeklestirilmigtir (6). Bertina ve
arkadaglari bu ¢alisgmada mutasyonun allelik sikhifini % 2 olarak tespit etmiglerdir. Benzer bir
sekilde Beauchamp ve arkadaglari saghkh Ingiliz popiilasyonunda % 1.7 (5), Rees ve
arkadaglar1 ise % 4 (58) oraninda allel sikhg: bildirdiler. 1995 yilinda Ridker ve arkadaslari,
Kuzey Amerika’ da predominant olan Caucasian poptlasyonunda yaptiklari galigmada ise
allelik sikhigi % 3 olarak saptadiar (61). Bu bulgular; faktér V genindeki Leiden
mutasyonunun, Kuzey Amerika ve Avrupa Caucasian popiilasyonunda en yaygin monojenik

bozukluk oldugunu ortaya koydu (32).

Rees ve arkadaglari, vendz tromboembolizm igin 6nemli risk faktori olan faktor V
Leiden’ in varlig1 igin, 24 popiilasyonda 1690 birey incelediler. Avrupali 618 birey arasinda
allel sikhig1 % 4.4 iken, en yiiksek prevalansa % 7 ile Yunan poptilasyonunda rastlanildi (58).
Asya Minor de allel siklik % 0.6 iken, Afrika, Gliney Asya, Avustralya ve Amerikalilardan elde
edilen 1600 kromozomun hi¢ birinde faktér V Ledien mutasyonu bulunmadi (58). Gregg ve

arkadaglart 1997 yilinda, Amerikada bu mutasyonun sikligini aragtirmak igin 602 saglikli bireyi
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incelediler ve mutant allelin stkligim % 1.65 ile en yiiksek Hispanic Amerikalilarinda, % 0.87
ille en dusik Afrika Amerikallarinda tespit ederken, Asya Amerikalilani ile Yerli
Amerikalilarda ise bu mutasyonu bulamadilar (32). Bu c¢aligmalar, bu popiilasyonlarda
tromboembolik hastaliklarin nadir olarak bulunabilecegini gostermektedir. Ayrica Giiney Orta
Pensilvanya popiilasyonunda ise mutasyonun sikhi % 7.9 olarak saptandi (10). Faktor V
Leiden allelinin genel populasyondaki prevalanst % 3 ile % 9 arasinda degismektedir
(5,37,43,54). Avrupalilarda saptanan bu yiiksek prevalans sebebiyle, bu popiilasyonda faktor V
Leiden mutasyonunun arastiriimast gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Venodz tromboz, Avrupalilarda

onemli morbidite ve mortalite nedeni olan yaygin bir hastahktir (58).

Muhtemelen son 100.000 yil iginde ilk Avrupalilar arasinda tek bir nokta mutasyonu
olarak ortaya ¢ikan faktor V Leiden mutasyonunun, Avrupa civan ile merkezlenen
popiilasyonda bulunulduguna simdilerde inanilmaktadir (17,59,89). Faktér V Leiden Hindistan
Yanmadasinda ( Allel sikhigi % 1.2 (58)) nispeten yaygmn degildir ve Avrupahlarin gogii
nedeniyle, bu popiilasyonda mutasyon ortaya ¢ikmig olabilir (59). Dagistan’ da faktor V Leiden
prevalanst yiksek bulunmustur ( Allel sikhigi % 4.5 (58)). Avrupa’ da saptanan prevalansa
benzerlik gostermektedir. Mutasyonun Giiney Dogu Avrupa / Bati Asya orjinli oldugu tahmin
edilmektedir (59). Ko ve arkadaglan Cin‘ popiilasyonunda mutasyonu % 0.1 olarak tespit ettiler
(41). 1997 yihinda Chaa ve arkadaslari, Hong Kong’ taki Cinli popiilasyonda Arg 506 Gln
mutasyonunun nadir olarak bulundugunu bildirirken, faktér V geninin 7. eksonunda Arg 306
Gly yer degisikligi ile sonuglanan, ancak APC direnci ile iligkisi bulunmayan farkli bir
mutasyonun varhgmni duyurdular (12). Yine Cox ve arkadaglari, faktér V geninin 13. eksonunda
dort farkli polimorfizm saptadilar (2298-T/C, 2325-C/T, 2391-G/A ve 2833-A/T) (17,59).
Faktor V genindeki intronik bolgelerin direkt dizi analizleri yapilarak, biri intron 9 da digeri ise
intron 16’da olan iki yeni polimorfizm tamimlandi. Intron 9’ da ki polimorfizm Leiden
mutasyonu i¢in tammlanan bolgeye ¢ok yakindi (11). Son zamanlarda da, faktér V geninde
(Aktive kofaktorde ikinci APC direng kisim araligr) arjinin 306> da (Arg 306 Thr , faktor V
Cambridge ) bir mutasyonun oldugundan bahsedilmektedir. APC direnci ile ilgili olan bu
mutasyonun ¢ok nadir gorildugi bildirilmektedir (86).

Faktor V Leiden mutasyonunun Turk popilasyonundaki insidans: ile ilgili olarak bir ¢ok
aragtirma yapilmigtir. Ozbek ve arkadaglariin 120 saglikh kan donéri ile yaptiklart galismada,
bireylerin % 9.16” smin bu mutasyonu tagidigi belirlendi (54). Giirgey ve arkadaglan da 81

saglikh kiside arastirmalarim gergeklestirerek, prevalanst % 7.1 olarak saptarken, 16 trombozlu
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gbcugun 8’ inde de faktér V Leiden mutasyonunu tamimladilar (36). Turkiye’ nin giineyinde
mutasyonun sikhim aragtirmak igin Kurt ve arkadaglarinin yaptiklari galigmada da allel
sikhgimi % 4.9 olarak buldular (44). Bu sonuglar, Avrupa popiilasyonlarindaki prevalansla

uyumludur.

Faktor V Leiden mutasyonu, tromboza predispozisyon yaratan gimdiye kadar bilinen en
yaygin defekttir ve bu nedenle bireysel yada ailesel tromboz Oykiisii bulunan kisilerde bu
mutasyonun arastirilmast gok onemlidir (23). Bireysel yada ailesel tromboz oOykinin
mevcudiyetinde bu mutasyonun tastyict oram % 20 ile % 60 arasinda oldugu tahmin
edilmektedir (74). Koeleman ve arkadaglari, protein C mutasyonu ile faktor V Leiden
mutasyonunu birlikte tasiyan bireyler ile, bu defektlerden sadece birini tagtyan bireyleri
karsilagtirarak, iki defekti bir arada bulunduran bireylerde tromboz riskinin daha gok arttifim

gosterdiler (42).

Bu molekiiler defekt igin heterozigot olan ¢ok sayida birey tanimlanmasina ragmen az
sayirda homozigot tagtyic1 saptanmistir (6,31,72,84,91). Ancak homozigot bireylerde tromboz
riski, heterozigot bireylere oranla daha yiksek bulundu. Bu sonug, ilk kez tromboza maruz

kalmig homozigot geng hastalarda rapor edildi (65).

Vandenbroucke ve arkadagslar, oral kontraseptif kullanan kadinlar arasinda yaptiklar
incelemeler sonucunda bu kisilerde tromboz riskinin 4 misli arttigini gosterdiler (31,62,65,84).
Faktor V Leiden mutasyonu tagtyanlar ile tagimayanlar arasinda tromboz riski
kargilagtinldiginda, mutasyonu tagtyanlarda risk 8 kat artmugtir. Oral kontraseptif kullanmayan
ve mutasyonu tagimayan kadmnlarla, oral kontraseptif kullanan ve mutasyonu tagtyan kadinlar
karsilastirildiginda ise oral kontraseptif kullanan ve mutasyonu tasiyan kadinlarda tromboz riski

30 kat daha fazla olarak bulundu (84).

Hamilelik ile ilgili venéz tromboembolizmin 2000 ya da 1000 dogumda bir siklikta
goriilebilecegi tahmin edilmektedir (29). Hamilelik sirasinda, pihtilagma faktorlerinden faktor I,
VI, VHIl ve X’ da artig, protein S’ de bir azalma ve fibrinolizin inhibisyonundan olusan bir
takim protrombotik olaylar cerayan etmektedir. Muhtemelen, bu fenomen vendz tromboz riskini
5 kat artirmada bu donemde katki saglayacaktir. Ozellikle antitrombin, protein C ve protein
S’nin kalitsal eksikligine sahip kadinlarda, gebelik déneminde ve dogum sonrasinda venoz

tromboz riskinin arttif1 bildirilmigtir (14). Genel obstetrik popiilasyonda Leiden mutasyonunun
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sikligt % 3 olarak bulundugu igin hamilelik esnasinda tromboz hadisesi olan kadinlarda bu
mutasyonun genetik testlerle aragtirmak gerekliligi ortaya ¢ikti (23). Grandone ve arkadaslari ,
Giiney Italya da 42 hasta ve 212 kontrol grubunda yaptiklan arastirmada; faktor V Leiden
mutasyonunu hasta grubunda % 23.8, kontrol grubunda ise % 1.9 olarak heterozigot tagiyicilig
tespit ettiler (29). Nedeni bilinmeyen tekrarlayan abortus vakalarinda bu mutasyonun rol

oynadigi dustnilmektedir. Ridker ve arkadaglari, bu vakalarda mutasyonun prevalansim 2.2 kat

artmug oldugunu gosterdiler (63).

Idiopatik vendéz tromboembolizm &ykiilii 77 erkek hastada yapilan arastirma neticesinde;
faktor V Leiden mutasyonunun tekrarlayan tromboz riskini 4-5 kat artirdigint gésterdi (62). Bu
hastalara uzun stre antikoagiilant tedavi verildigi i¢cin mutasyonun aragtirimasi 6nemli bulundu

(62).

Venoz tromboz yilda 1/1000 oramnda goriiliir (64). Kabaca belirtmek gerekirse yilda, 40
yagindan daha geng olan 10.000 kisiden 1 kiside ve 75 yasindan daha yagh olan 100 kisiden ise
1 kiside tromboz gorillmektedir (64). Tromboz riskinin yasa bagunh olarak nigin arttif1 tam
olarak agik olmamasina ragmen; sebebin morbidite artig1, kas tonusunun azalmasi ve mobilite
azalmasmin bir kombinasyonu oldugu tahmin edilmektedir (40,64,81). Genel popiilasyonda
tromboembolik olaylann insidansi yag ile artma egilimi gosterir. Kalitsal trombofiliali kisilerde
bile hastalhigin ortaya ¢ikigt 30’ lu 40° & yaslara rastlar, gocukluk gaglarinda ¢ok nadirdir, hatta
pek gorilmez (23,37). Ridker ve arkadaslari gértniirde saglikli olan erkeklerde, DVT’ nun ilk
olarak goriuldigi yas1 63.2 olarak hesapladilar (61). Yetmis yasinda ya da daha ileri yaglardaki
Leiden mutasyonlu erkekler arasinda vendz tromboembolizmin insidans orani, aym yag
grubundaki mutasyonsuz erkeklere nazaran 6nemli bir miktarda yuksek bulundu. Halbuki, 50
yagindan daha geng erkeklerde ki insidans orani mutasyonu tagtyanlar ile tagimayanlar arasinda
hemen hemen benzer bulundu (60). Yetigkinlerde kalitsal protrombotik sartlarin rolii iyi tesis

edilmigtir,gocuklarda ise trombotik hastaliklar oldukg¢a nadir olarak bulunur (37).

Zenz ve arkadaglaninin verilerine gore; akut strok bulunan gocuklarda faktér V Leiden
mutasyonu risk olustururken, protrombin gen mutasyonu ise bu gruptaki ¢ocuklarda, gériiniirde,

risk faktori olugturmaz (88).

Akut ya da subakut serebral semptomlara sahip ve ozellikle ailesel ya da bireysel ventz
tromboembolizm Oykiisii olan gen¢ hastalarda kalitsal protein C eksikligi mutlaka
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dﬁsﬁnﬂlmelidir (78,87). Serebral ventz tromboz vakalarimn % 10 ile % 20’ sinde faktor V

Leiden mutasyonu mevcuttur (22).

Heijmans ve arkadaglan 1998 yilinda, faktér V Leiden heterozigot tastyiciligin
popiilasyon mortalitesini etkilemedigini rapor ettiler. Mutasyonu tagtyanlar ile tagimayanlar
arasinda 6lim oranlan karsilastinidiginda anlamh bir fark goriilmedigi gibi her iki cinsiyette de
oran birbirinden farkh degildi. Yine mutasyonu tagiyan ve sigara igenler ile sigara igmeyen
tagiyicilar arasinda kardiyovaskiler hastahktan dolayr 6lim riski yaklagik olarak benzer
bulundu (39). Amerika’ da yilda 50.000-100.000 6limiin birincil nedeni olarak pulmoner
emboli gosterilmektedir. Diger Sliimlerin 1000’ inin 10’ unda da esas 6lim nedenine katkida

bulunmaktadir (61).

Calismamizda, Giiney Dogu Anadolu Bolgesinde saglikli populasyonda APC direncinin
sikligint %10.6 olarak saptarken, APC direnci olusturan faktor V Leiden ( G 1691 A, R 506 Q)
mutasyonunun sikhigini ise % 9.0 olarak belirledik. DVT’ lu olgularda da faktér V Leiden
mutasyonunun  sikhigimi % 24.5 olarak bulduk. Daha once Tiirk populasyonunda yapilan
caligmalarda, APC direnci olusturan faktéor V R506Q mutasyonunun saghkli bireylerde ve
trombozlu olgularda sikliginin 81ras1yla.% 4-9 ile % 20-30 arasinda oldugu belirlenmisti ve
bizim sonuglarimizla da uyumludur. Sonug olarak, Giiney Dogu Anadolu bolgesindeki saglikls
popiilasyonda ve DVT’ lu olgularda faktor V Leiden sikhigi yurt i¢i ve yurt disinda bildirilen

oranlara benzer oldugu saptandi.

Faktér V gen mutasyonunu gosteren PCR-RFLP yontemi ile ey zamanl olarak APC
sensitivite oranimn saptanmasi ve bu gekilde direncin belirtilmesi, 6zellikle edinsel APC

direncinin ortaya konmasi yoniinden yararli olacaktir.
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OZET:

Aktive protein C direnci (APC-R), son zamanlarda venoz tromboz gelisiminde en yaygin
kalitsal risk faktort olarak tamimlanmaktadir. APC direnci vakalarinin % 90’ nindan fazlasinda
faktor V genindeki tek nokta mutasyonu (1691. nikleotiddeki G’ nin yerine A’ nin gegisi )
neden olmaktadir; APC aralik kisminda arjininin (R)506 ile glutaminin (Q) yer degistirmesi ile
olustugu tahmin edilmektedir. Faktor V Leiden (FVL) mutasyonu vendz tromboembolizm
riskini 7 kat artirmaktadir.

Guiney Dogu Anadolu Bolgesi’nde FVL prevalansini belirlemek amaciyla ¢aligmamiza,
Eylil 1999 ile Ekim 2000 tarihleri arasinda, farkhi yas ve cinsiyette 320 saglikli birey ve 61
Derin Ven Trombozlu (DVT) hasta, toplam 381 birey aldik. APC direnci, 320 saglkli kontrolde
olgulerek; 34 APC-R pozitif (% 10.6) bulundu. FVL genotipi polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ve restriksiyon analizi ile belirlendi. Sonuglar, real time PCR ve floresan rezonans enerji

transfer (FRET) igeren hizli bir metod ile teyit edildi.
FVL mutasyonunun sikhigt DVT’ i hastalarda % 24.5 (15 / 61), saglikli bireylerde ise % 9
(29 / 320) du. FVL mutasyonu olmaksizin APC direncinin pozitif olmasi, faktér V

molekuliindeki farkli bir mutasyondan kaynaklandigint diigiindiirdii.

Sonug olarak, Giiney Dogu Anadolu Bolgesi’ nde, FVL mutasyonunun DVT vakalarinda
yaygin olarak bulundugunu bu ¢aligmamiz ortaya koymaktadir.
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SUMMARY:

Resistance to activated protein C (APC) has recently been identified as the most common
inherited risk factor in the development of venous thrombosis. APC resistance in more than 90
% of cases is caused by a single point mutation in the gene for factor V (G to A transition at
nucleotide position 1691), which predicts the replacement of arginine (R) 506 in the APC
cleavage site with a glutamine (Q). The factor V Leiden mutation (FVL) leads to a seven fold

increased risk of venous thromboembolism.

From September, 1999, to October, 2000, a total of 381 individuals, including 320 healthy
subjects and 61 patients with Deep Vein Thrombosis (DVT), different in age and sex, were
consecutively entered into our study to determine the prevalence of FVL in the population of
the Southeastern Anatolia Region. APC resistance was also measured in 320 healthy subjects;
34 of them had an APC-R positive (10.6 %). The FVL genotypes were identified by a
polymerase chain reaction and restriction analysis. The results were confirmed with a rapid
method based on flourescence resonance energy transfer (FRET) and real time polymerase

chain reaction.

The frequencies of fVL mutation were 24.5 % (15 / 61) in patients with DVT and 9 % (29 /
320) in healthy persons. APC-R without the FVL expression suggest a different type of

mutation in the Factor V molecule,

In conclusion; we suggest that factor V Leiden mutation is common in the population of

the Southeastern Anatolia Region in DVT,
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