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OZET

Dogu Anadolu Bolgesi’nde Baz1 Trombofilik Gen Mutasyonlarin Goriilme
Sikhiginin incelenmesi

Amag¢: Trombofili, tromboz gelisimine egilimli olma durumudur.
Tromboembolinin etiyolojisinde bir¢ok genetik ve g¢evresel faktér rol oynamaktadir.
Faktor V Leiden, Protrombin G20210A ve MTHFR gibi trombofilik genlerde meydana
gelen polimorfizmler trombofiliye genetik yatkinlifa neden olur. Bu polimorfizmlerin
bolgesel goriilme sikliklart farklhiliklar gosterebilmektedir. Calismamizin amaci
trombofilik genlerin en sik goriilen tek niikleotid polimorfizmlerinin bolgemiz igin
goriilme sikligint degerlendirmektir.

Materyal ve Metot: Trombofili siiphesi olup aktif tromboz saptanmayan ve
laboratuarimizda trombofili paneli c¢alisilan toplam 2000 hastanin sonuglari
degerlendirildi. ilgili polimorfizmlerin belirlenmesi i¢in tam kan numunelerinden DNA
izolasyon kiti kullanilarak genomik DNA’lar elde edildi. Genomik DNA PCR yontemi
ve spesifik primerler kullanilarak amplifiye edildi. Daha sonra spesifik primerler ve
sekans analiz sistemi ile pirosekanslama yapildi.

Bulgular: Calismamiz sonucunda Faktor I G20210A polimorfizmi i¢in %4,6
heterozigot, Faktor V Leiden i¢in %8,8 heterozigot ve 9%0,4 homozigot mutant,
MTHFR C677T i¢in %37,2 heterozigot ve %7,6 homozigot mutant, MTHFR A1298C
icin %48,1 heterozigot ve %15,7 homozigot mutant, PAI-1 i¢in %38,8 heterozigot ve
%13 homozigot mutant, B-Fibrinojen i¢in %30,3 heterozigot ve %4 homozigot mutant,
Faktor XIIIA (V34L) icin %23,3 heterozigot ve %2,4 homozigot mutant ve
Glikoprotein IITA (L33P) icin %17,7 heterozigot ve %]1,5 homozigot mutant genotip
tasidiklar1 belirlendi.

Sonu¢: Calismamizda elde ettigimiz verilere gore, incelenen trombofilik allel
mutasyonlarmin  goriilme sikliklarimin  bolgemize 06zgii bir dagilim frekansi
gostermedigini soyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Faktor 11 G20210A, Faktor V Leiden, MTHFR C677T,
MTHFR A1298C, PAI-1, B-Fibrinojen, Faktor XIIIA (V34L), Glikoprotein IIIA
(L33P).



ABSTRACT

Investigation of the Frequency of Some Thrombophilic Gene Mutations in
Eastern Turkey

Aim: Thrombophilia is defined as a predisposition to thrombosis. Many genetic
and environmental factors play a role in the etiology of thromboembolism.
Polymorphisims in the thrombophilic genes such as Factor V Leiden, Prothrombin
G20210A and MTHFR cause genetic predisposition to thrombophilia. The regional
incidence of these polymorphisms varies. The aim of our study is to evaluate the
regional frequency of the most common single nucleotide polymorphisms of these
thrombophilic genes.

Material and method: A total of 2000 patients with a suspicion of
thrombophilia were studied. Genomic DNAs were obtained from whole blood samples
using DNA isolation kit to identify thrombophilic polymorphisms. Genomic DNA was
amplified using PCR method and specific primers. Then pyrosequencing was performed
with specific primers and sequence analysis system.

Results: As a result of the study, it was found that the frequency of
heterozygosity for the Factor 11 G20210A polymorphisms was 4,6%, the heterozygosity
and homozgosity for the Factor V Leiden polymorphism were 8,8% and 0,4%, for
MTHFR C677T 37,2% and 7,6% , for MTHFR A1298C 48,1% and 15,7% , for PAI-1
38,8% and 13% , for B-Fibrinogen 30,3% and 4%, for Factor XIlIA (V34L) 23,3% and
2,4% and for Glycoprotein 1A (L33P) 17,7% and 1,5% respectively.

Conclusion: Our findings suggest that commonly seen thrombophilic allele
polymorphisms frequencies in our region is the same as the data reported in the
literature.

Key Words: Factor Il G20210A, Factor V Leiden, MTHFR C677T, MTHFR

A1298C, PAI-1, B-Fibrinogen, Factor XII1A (V34L), Glycoprotein I11A (L33P)
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1. GIRIS

Venoz tromboemboli (VTE); bir¢ok etiyolojik faktére bagli gelisen, onemli
morbidite ve mortalitesi olan bir hastaliktir. Trombofili terimi ise tromboemboliyle
sonucglanabilecek hemostaz hastaliklarimi tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Genetik
yatkinlik ve c¢evresel faktorler trombofili etyolojisinde rol oynamaktadir. Kalitsal
trombofili klinik tablosunda VTE gelisimine genetik yatkinlik s6z konusudur. Kalitsal
trombofili genellikle geng yastaki kisilerde baslar ve tekrarlama egilimi vardir.
Toplumda hemostaz anomalileri sik goriilmektedir. Bazi kisilerde bilinen bir risk
faktorii olmaksizin hemostaz anomalisi ortaya ¢ikmaktadir. Ailesinde tromboz hikayesi
olan bireylerde iliskili genlerde mutasyon tespit edilme ihtimali artmaktadir.*

Tromboz i¢in faktor V Leiden ile protrombin G20210A gen mutasyonlari en sik
goriilen genetik risk faktorleridir. Bu mutasyonlarin bulundugu kisiler vendz
tromboemboli agisindan yiiksek risk tagimaktadir. Yiiksek riskli kisilerdeki bu durum
kendini tekrarlayan vendz tromboemboli ataklari ile gdstermektedir.? Bu iki énemli
mutasyonun yan1 sira MTHFR C677T, MTHFR A1298C, PAI-1, B-Fibrinojen, Faktor
XIIA (V34L) ve Glikoprotein 1A (L33P) genlerindeki polimorfizmler trombofilide
genetik agidan 6nemli rol oynayan faktorlerdir.

Trombofiliye yatkinligin tek basina tek niikleotid polimorfizmleri ve hemostatik
durumun bozulmasia bagl gelismedigi, baska genetik degisiklikler ve ilave risk
faktorlerinden etkilendigi gosterilmistir. Bu ¢ok faktorlii etkilesim, genetik yapinin
fenotipe yansimasinda gevresel etkilerin varligini gostektedir. Bu sebeple trombofilik
hastalarin tani, takip ve tedavi yaklasimlarinda, sadece genetik farkliliklarin degil
bireysel risk faktorlerinin de dikkate alindigr algoritmalar kullanilmalidar. 34

Kalitsal trombofilinin neden oldugu baslica klinik tablolar; gen¢ yasta goriilen

tromboz, idiyopatik tromboz, tekrarlayan trombotik ataklar ve nadiren etkilenen



damarlarda tromboemboli goriilmesidir.>® Kalitsal trombofilinin etiyolojisini belirlemek
icin giivenilir testler ve molekiiler genetik yontemler bulunmaktadir.

Ulusal Hematoloji Kalitsal Trombofili Tan1 ve Tedavi Klavuzuna gore; ilk kez
VTE tablosu gelisen kisilerde kalitsal trombofili agisindan yaklasim sunmanin Klinik bir
yarar saglamadig: bildirilmistir. Ancak tromboza egilimli ailelerden (hastanin kendisi
disinda ailesinde iki veya ikiden fazla semptomatik VTE hikayesi olan 1. derece akraba
bulunmasi ve/veya etkilenmis kisinin ailesinde tekrarlayan idyopatik VTE hikayesi
olmasi) gelen 6zellikli hastalarda yapilacak tedavi kararimi etkileyebileceginden kalitsal
trombofili taramas1 Onerilmistir.

Ulkemizde trombofili ile ilgili birgok farkli ¢alismanin sonuglari yaymlanmistir.
Ancak bolgemiz, Ulkemizin diger bolgelerinden farkli olarak akraba evliliklerinin
yogun oldugu ve farkli etnik yapilarin yasadigi bir bolgedir. Bu nedenle bélgemizde
yapilacak tarama ¢alismalar1 6nem kazanmaktadir.

Calismamizda, Mart 2014- Haziran 2015 tarihleri arasinda, Ulusal Hematoloji
Kalitsal Trombofili Tan1 ve Tedavi Klavuzuna gore; 40 yas ve oncesinde ilk defa
idiyopatik tromboz atagi gegiren, tekrar eden idyopatik/minér tetikleyici bir sebebe
bagli VTE hikayesi olan, tromboza yatkin aile hikayesi olan, purpura fulminans tablosu
ile miiracaat eden ¢ocuklar, ven6z tromboz riski olan hamile kadinlarda trombofili
siiphesi ile Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali
laboratuvarina gonderilen ve genetik trombofili isaretgilerinin tespiti i¢in trombofili
paneli calisilan hastalar Protrombin G20210A, Faktor V Leiden, MTHFR A1298C,
MTHFR C677T, PAI-1, B-Fibrinojen, Faktor XIIIA (V34L) ve Glikoprotein I11A
(L33P) polimorfizmleri ile genetik olarak trombofiliye yatkinliklar1 ag¢isindan
degerlendirilerek retrospektif bir klinik ¢aligma yapildi. Caligmada kalitsal trombofiliye

neden olan genetik bozukluklarin, bolgemizdeki sikligin iilkemiz ve diinya geneline



gore farklilik gosterip gostermedigi literatiir esliginde incelenecektir. Ayrica bu ¢alisma
gen mutasyonunun prevalansi iizerine bolgemizde yapilan ilk ¢alisma oldugundan
cikacak sonuglar bolgemizde hizmet veren saglik ¢alisanlarinin VTE tan1 ve tedavisine

yol gOstermesi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Trombofili

Trombofili, genetik ve edinsel faktorler nedeniyle kanda pihtilasma egiliminin
artmasi ve sonucta VTE riskinin yiiksek oldugu durumlar tanimlamak icin kullanilan
bir terimdir. Trombofili multifaktoriyel bir hastalik olup, trombofiliye neden olan birgok
kalitsal ve cevresel etken tanimlanmistir. ’

VTE onemli bir morbidite ve mortalite nedenidir. Tromboembolinin
etiyolojisinde birgok faktér rol oynamaktadir. Patogenezinde, Wirchov tarafindan
tanimlanan kan akiminda durgunluk, damar duvarinda (vaskiiler endotel) hasar ve kanin

8

pihtilasma egiliminin artmasi (hiperkoagiilabilite) yer almaktadir.® Trombofilinin

baslica klinik belirtileri Tablo 2.1°de verilmistir.°

Tablo 2.1. Trombofilinin Klinik Belirtileri

-Venoz tromboembolizm - derin ven trombozu, pulmoner embolizm

~Tekrarlayan gebelik kaybi - kiirtajlar, 6li dogumlar

-Preeklampsi, intrauterin gelisme kisitlamalari

-Neonatal purpura fulminans

-Prematiire ateroskleroz

-Geng yasta miyokard enfarktiisii

-Beyin, kalp, akciger ve ekstremitelerde daha biiyiik damarlari etkileyen trombozlar, pulmoner

emboli

Kalitsal trombofili, en az bir genetik mutasyon sonucu pihtilasma sistemindeki
bir proteinin miktarinin veya islevinin etkiledigi kosullarda gerceklesir. Baslica
fonksiyon kaybi mutasyonlar1 arasinda antitrombin (AT), protein C (PC) ve protein S

(PS) yer alir.10-12



Fonksiyon kazanimi mutasyonlar1 arasinda, faktér V Leiden (FVL) ve
protrombin geni 20210 A/G (PGM) mutasyonlari yer alir.*3** Antifosfolipid sendromu
(APS), edinilmis trombofilinin en O©nemli Ornegidir Pihtilasma proteinlerindeki
edinilmis anormallikler (6rn. dogal antikoagiilanlardaki eksiklikler, FVL'nin
yoklugunda aktive protein C direncinin varligl) ve belirli hastaliklar (6rn.
miyeloproliferatif neoplazmalar, paroksismal gece hemoglobiniiri, kanser) trombozis
riski arttirabilir. Ayrica eksojen hormonlar ve kemoterapi gibi bazi ilaglar da tromboz

riskini artirir. Sigara igme, obezite, artan yas ve hamilelik gibi kazanilmis 6zellikler de

bu riski artirir, 1>16

Trombofilinin, tromboz olusumuna egilimi kalitsal veya edinilmis olarak ortaya

cikabilir (Tablo 2.2). Y7

Tablo 2.2. Trombofilik durumlar ve iliskiler

Kalitsal Edinilmis

» Gebelik

¢ Antitrombin eksikligi o
¢ Hareketsizlik
¢ Travma
¢ Protein C eksikligi .
¢ Post-Operatif durum

Oral dogum kontrol hap1
¢ Protein S eksikligi . .
Hormon degisim terapisi

Antifosfolipid sendromu (APS)

¢ Faktor V Leiden . o .
¢ Hiperhomosisteinemi

. Maligniteler

¢ Protrombin 20210 mutasyonu ]

Nefrotik sendrom

Miyeloproliferatif bozukluklar
¢ Plazmin iiretim bozukluklari . . .
Heparin kaynakli trombositopeni

e . Paroksismal gece hemoglobiniiri
¢ Disfibrinojenemi
Behget hastaligi

T T T T ™ T

. L . VTE riski yasla birlikte artar
¢ Hiperhomosisteinemi



2.2. Etiyoloji ve Sikhik

Venéz tromboz, multifaktoriyel bir hastaliktir. Goriilme sikligi yasla birlikte
artar ve irklar arasinda degisiklik gosterir. Asyalilar ve Afrikalilar arasinda goriilme
siklig1 diisiik olup, beyazlar arasinda daha yiiksektir. Baglica predispozan etkiler staz,
endotel hasar1 ve hiperkoagiilabilitedir. 8

Derin ven trombozu (DVT), diinya ¢apinda onlenebilir bir morbidite ve mortalite
nedenidir. DVT ve pulmoner emboliyi (PE) igeren VTE, ortalama 1000 kiside 1 kisiyi
etkiler ve yilda 60.000—100.000 5liime neden olur. °

Hastalarin %25’inde bulunan tanimlanabilir genetik faktorler, pthtilagsma faktorii
inhibisyonundaki ve piht1 parcalanmasindaki bozukluklari igerir. Vendz trombozlu
hastalarin  %12-14’tinde faktér V Leiden mutasyonlari, %6-18’inde protrombin
mutasyonlari, %5-15’inde ise antitrombin III, protein C veya S eksikligi goriiliir. %

FV genindeki bir Arg506GIn polimorfizmi olan Faktor V Leiden, saglikli
Avrupa popiilasyonlar1 arasinda %2-15’lik bir prevalansa sahiptir. Isvecliler ve
Yunanlilarda en yiiksek prevalansa sahiptir, Asyalilar ve Afrikalilarda ise nadir
goriilmektedir. Protein C eksikligi %0.2-0.4’lik bir sikliga sahip olan panetnik bir
hastaliktir, 2!

2.3. Patogenez

Pihtilasma sistemi, piht1 olusumu ve inhibisyon dengesini hassas bir sekilde
korumaktadir. Damar bitiinliigiinin  bozuldugu hallerde kanin akiskanliginin
saglanmasit i¢in koagulan ve antikoagulan mekanizmalarin dengeli ¢alismasi
gerekmektedir. Protein C, protein S ve antitrombin Ill antikoagiilan mekanizmanin
temel bilesenleridir.®

Pihtilagsmada rol alan proteazlar ve protein kofaktorleri ile hasarli bolgede fibrin-

pihti olusumu aktive edilmelidir. Daha sonra pihtilagmanin yayilmasin1 dnlemek i¢in



inaktive edilmelidir. Ancak koagiilan mekanizmanin yetersizligi veya antikoagiilan
mekanizmanin asir1 ifadesi kanamaya yol agar. Koagiilan mekanizmanin asir1 ifadesi
veya antikoagiilan mekanizma yetersizligi (protein C, protein S ve antitrombin [l
eksikligi) piht1 olusumuna neden olur.??

Aktive edilmis faktor X un kofaktorii olan aktive edilmis faktér V, protrombinin
trombine doniigiimiinii hizlandirir. Trombin de piht1 olusumunda gerekli olan fibrinin
olusumunu saglar.??

Faktor V, li¢ bolgesinden kesilerek (Arg306, Arg506 ve Arg679), aktive edilmis
protein C tarafindan inaktive edililir. Ik olarak Arg506°da kesilme olusur ve diger iki
bolgedeki kesimi hizlandirir. Arg506°daki kesim, aktive edilmis faktor V’nin
fonksiyonunu azaltirken, Arg306'daki kesim fonksiyonunu ortadan kaldirir. Protein C
icin bir kofaktdor olan Protein S, hem aktif faktér V’in protein C tarafindan
inaktivasyonunu, hem de Arg 306°daki kesimi hizlandirir.?®

Trombofilide koagiilan ve antikoagiilan yolaklarin temel gsemalari
gosterilmistir. (Sekil 2.1 ve Sekil 2.2). Kalitsal trombofililerin ¢ogu, protein C yolunu
igerir. Tipik olarak antikoagiilan proteinlerde bir eksiklik, anormallik veya her ikisini de
igerir ve prokoagiilan bir duruma yol acar. Ancak protrombin G20210A mutasyonu gibi
baz1 trombofililer prokoagiilan proteinlerde artisa neden olarak tromboz riskini de
artirir. Cogu trombofili kalitsal kabul edilir. Bunlar genellikle antikoagiilan veya
prokoagiilan proteinlerde anormalliklere yol acan genetik mutasyonlarla iligkilidir.
Digerleri, genellikle bir otoimmiin durumun baglamas1 veya alevlenmesi nedeniyle
zamanla edinilir.2*

Vaskiiler yaralanma veya bozulmadan sonra faktor VII (a), faktor X ve faktor
IX"'u aktive eden TF/VIla kompleksini olusturmak i¢in doku faktoriine (TF) baglanir.

Faktor Xa, trombin (faktor Ila) tarafindan aktive edilen veya trombosit a-graniillerinden



salinan faktor Va'ya baglanir. Xa/Va kompleksi, protrombinin (faktor II), fibrinojeni
fibrine doniistiiren ve trombositleri aktive eden trombin faktoriine (faktor Ila)
doniisimiinii  katalize eder (Sekil 2.1-A). Pihtilasma kaskadi, komsu aktive
trombositlerde meydana gelen pihtilasma reaksiyonlari ile giiclendirilir. Lokal olarak
iretilen faktor 1Xa, trombin tarafindan aktive edilen faktér VIlla'ya baglanir. Faktor
IXa/VIlla kompleksi daha sonra faktér Xa'yr iiretir (Sekil 2.1-B). Pihtilagsma, faktor
XI'in trombin aracili aktivasyonu ile faktoér Xla'ya, ayrica faktor IX'u da aktive ederek
daha da giiglendirilir (Sekil 2.1-C). Stabil hemostatik tikag, fibrin monomerleri kendi
kendine polimerlestiginde ve trombinle aktive olan faktor Xllla ile c¢apraz

baglandiginda olusur (Sekil 2.1-D).%%

Vaskiiler Yaralanma

Vaskiiler Yaralanma

Tenaz
IXa

Villa

Trombosit
Aktivasyonu

Trombosit
Aktivasyonu

Fibrinojen

Vaskiiler Yaralanma
X IX

a =] Protrombinaz
Q =] Protrombinaz

N + + N

s TF/VII(a) *

:E %, + N ,‘E

£ | Xa Tenaz £ Tenaz

2 v > v X-bagh fibrin
Z [viila xa] [xa] £ Villa Ixa | [Xilia Polimerleri
1) 7Yy - 7y

= E

A Va -9

+

(]

Polimerizasyon

;
|
E}

Fibrinojen

e Fibrinojen

Sekil 2.1. Fibrin tikacinin olusumu

Antikoagiilan sistemde doku faktorii yolu inhibitorii (TFPI), doku faktorii (TF)



ve faktor VIla ile baglanir. Trombin, trombomoduline baglandiktan sonra endotelyal
protein C reseptoriine baglandiginda protein C'yi (PC) aktive edebilir. Aktive protein C
(aPC) daha sonra faktor VIlla ve Va'y: etkisiz hale getirmek i¢in kofaktdrii olan protein
S'ye (PS) baglanir. Antitrombin (AT), faktor Xa ve trombini giiclii bir sekilde inhibe

eder (Sekil 2.2).2425

VIIa/IXa

Protrombinaz

aPC+PS

Trombodulin

Sekil 2.2. Antikoagiilan sistem

Faktor V Leiden mutasyonu, aktive edilmis faktér V’in protein C proteolizi igin
tercih edilen bolgeyi uzaklastirir, boylece aktive edilmis faktdér V’in inaktivasyonunu
yavaslatir ve hastalarda trombofiliye yatkinlik olusur. Faktér V Leiden i¢in homozigot
hastalarda trombofili riski daha yiiksektir; Faktor V Leiden mutasyonu olan kisiler i¢in
yasam Dboyu vendz tromboz riski heterozigotluk durumunda %10 ve homozigotluk
durumunda ise %80’ dir.?®

PC’deki genetik bozukluklar, PROC geninin kodlama ve diizenleyici
dizilerindeki mutasyonlardan kaynaklanir. Bir¢ok mutasyon sporadik olarak ortaya

cikabilmektedir, fakat Fransiz-Kanada 3363insC mutasyonu gibi bazi mutasyonlar



toplumlara kurucu etki (founder effect) ile girmistir. Faktor V Leiden mutasyonunun
fonksiyon kazanimi mutasyonunun aksine, PROC mutasyonlari protein C islevini bozar
ve boylece aktive edilmis pihtilasma faktorleri V' ve VIII’in inaktivasyonunu
yavaslatarak tromboz olusumuna yatkiliga neden olur.?’ iki mutant PROC allelinin
kalitimi, genellikle bir damar ic¢i pihtilasma sekli olan ve derhal tedavi edilmedigi
takdirde Oliimciil olan purpura fulminans ile sonuglanir. Heterozigot protein C
mutasyonlar1 trombofiliye yatkinliga neden olur ve yasam boyu vendz tromboz igin
%20 ile %75 arasinda bir risk olusturur.?®

Faktor V Leiden polimorfizmi veya PROC mutasyonu igin heterozigot olan
hastalarda, hiperkoagiilabiliteden VTE’ye gecis olabilmesi i¢in genetik ve cevresel
faktorlerin bereber etki etmesi gerekmektedir. Sigara kullanimi, gebelik, oral
kontraseptif kullanimi, biiyiik cerrahi ameliyatlar, ileri yas, neoplazi, sedenter yasam ve
kalp rahatsizliklar1 gibi faktorler genetik olmayan faktorlerdir. Oral kontraseptif ve
Sigara kullanimi sinerjik etki gosterir ve bunlart kullanmayanlara gére yaklasik 8,8 kat
daha fazla risk olusturur. Iliskili genetik anormallikler ise diger pthtilasma faktorii
inhibisyon bozukluklarini ve piht1 lizizindeki bozukluklari igerir.3%°

2.4. Fenotip

Tromboz, genellikle alt ekstremitelerde, yaralanma bdolgelerinde, biiyik venoz
siniislerde veya bacak ceplerinde gelisebilecegi gibi herhangi bir damarda da ortaya
cikabilir. Derin bacak damarlarinin tikanmasi sislik, sicaklik, kizariklik, hassasiyet,
yiizeysel damarlarda siskinlige neden olabildigi gibi, cogu hasta asemptomatiktir.®

Bacak damarlarinda tikanma ¢ok sik goriiliir. Tikanma sonucu bacakta sislik,
kizariklik ve agr1 meydana gelir. Ozellikle uyluk bolgesindeki venlerde meydana gelen
pihtilar buradan ayrilarak akcigerlerde o6liimciil fonksiyon gosterebilirler. Bacak disinda

kol, beyin, karin i¢i ve gézdeki venlerde de vendz tromboz meydana gelebilir.!® Tan,
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genellikle damarin ultrason ile incelenmesiyle konululur. Stipheli durumlarda venografi,
pulmoner anjiyografi ile tan1 konulur. Son yillarda Tomografi ve MR bu amagla sik
kullanilmaya baslanmistir.3%3!

2.5. Kalitsal Trombofili

Dogal antikoagiilan yetersizligi (protein C, protein S veya antitrombin gibi),
homozigot faktor V Leiden ve protrombin G20210A ya da birgok faktoriin bir arada
oldugu bozukluklar idiyopatik VTE hastalariin yaklasik %4’iinde siddetli trombofili
fenotipine neden olur.*?

Kalitsal trombofili belirtegleri baslica iki yaygin trombofilik mutasyon olan
Faktor V Leiden ve Protrombin G20210A mutasyonu olmak {izere diger en ¢ok calisilan
trombofili risk faktorlerinden olan MTHFR C677T, MTHFR A1298C, PAI-1, B-
Fibrinojen, Faktor XIIIA (V34L) ve Glikoprotein IIIA (L33P) mutasyonlari, anormal
APC direnci, protein C, protein S ve antitrombin eksikliklerinden olusmaktadir.3333

2.5.1. Faktor V Leiden Polimorfizmi

Faktor V (FV) geni 1.kromozom (1q24.2) lizerinde yerlesmistir. FV mutasyonu,
bu genin 1691. pozisyonundaki G niikleotidinin yerine A niikleotidinin ge¢cmesi ve FVa
molekiiliiniin {i¢ ayr1 aktif protein C (APC) bdlgesinden birinde tek bir aminoasidin yer
degistirmesi ile meydana gelir. Faktor V, pihtilasma yolaginda rol alan ve APC
tarafindan kontrol edilen, tek zincirli biiyiik bir glikoproteindir,>%

En yaygin faktér V varyasyonu (c.1691G>A) p.Arg506GIn aminoasit degisikligi
ile aktif protein C’ye dirence neden olur. APC, koagiilasyon mekanizmasinda faktér Va
ve faktor VIIla’yr inhibe etmektedir. Faktor V mutasyonunda bu inhibisyon
gerceklesmez, bdylece trombin iiretimi ve piht1 olusumu artar.3’

Faktor X, i¢ veya dis yolak tarafindan aktive edildiginde aktif faktér V,

protrombinden koagiilant protein trombinin liretimini saglar. Trombin ise fibrinojenden
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pihtt olusumunda gerekli olan fibrinin olusumuna neden olur (Sekil 2.3).
Hiperkoagiilabilite durumu faktér V, protrombin, faktéor X ve diger pihtilagsmay1
saglayan faktorlerin seviyelerinde artisa neden olan genetik ve cevresel faktorlerin
sinerjistik etkilesimi olarak agiklanabilir.

Heterozigot 1691GA mutasyonu, vendz tromboz riskini 3-8 kat, hamilelik
stirecinde VTE riskini 8 kat, fetal biiylime gerilikleri ve preeklampsi riskini 2-3 Kat,
plasental ablasyonu 5 kat artirmaktadir. Homozigot 1691GA mutasyonu, vendz tromboz

riskini 9-80 kat, gebelige bagl gelisen VTE riskini 20-40 kat artirmaktadir.>®

Faktor X )
- D1s Yolak
l ‘ i¢ Yolak
Faktor Xa
Fosfolipidler
Ca*?
- Faktor Va |
Protrombin ——oHo0o39 Trombin 3 I

Faktor V

Trombomodulin

Fibrinojen —_— Fibrin Protein C ——> aktive Protein C ——

Sekil 2.3. Faktor V Leiden ve Protrombin Varyantlariyla Iliskili Pihtilagsma Kaskadi

2.5.2. Protrombin G20210A Polimorfizmi

Protrombin, karaciger tarafindan sentezlenen K vitaminine bagimlh bir
glikoproteindir. Yaralanan bdlgede kanamayr durdurmak i¢in fibrin pihtisinin
olusturulmasinda hayati bir role sahip olan aktif faktér X tarafindan trombine ¢evrilir.
Kalitsal trombofililerden protrombin (Faktér II) G20210A gen mutasyonu, faktér V

Leiden mutasyonundan sonra en yaygin goriilen ikinci mutasyondur. Protrombin gen
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mutasyonu olan hastalarda, protrombin geninin 3" UTR 20210 niikleotid

pozisyonundaki guanin- adenin ile yer degistirmistir (Sekil 2.4).%°

% Seker Fosfat iskeleti
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\
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| !
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Sekil 2.4. Protrombin G20210A Mutasyonu

Protrombin genindeki mutasyon nedeniyle kanda protrombin diizeyi artarak
pihtilagma egilimine neden olur. Bu mutasyon saglikli bireylerde %2, tromboemboli
oykiisii olan bireylerde %6 oraninda goriiliir. Protombin (Faktor IT) geni 11. kromozom
tizerinde yer almaktadir. Genin 20210 pozisyonundaki G -> A niikleotidi doniistimii
nedeniyle plazmada protrombin diizeyi yiikselir ve tromboz riski artar.4042

Heterozigot G20210A mutasyonu VTE riskini 2-5 kat, gebelige bagli gelisen
VTE riskini 15 kat, tekrarlayan birinci trimester fetal kayiplarin goriilme riskini 3 kat,
tekrarlamayan ikinci trimester gebelik kayip riskini 9 kat, tim trimesterlerde ise fetal
kayiplarin goriilme riskini 2-3 kat artirmaktadir. Homozigot G20210A mutasyonu VTE
riskini 10 kat, gebelige bagh olarak gelisen VTE riskini ise 26 kat artirmaktadir.*344

2.5.3. MTHFR C677T ve MTHFR A1298C Polimorfizmi

Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) enzimi aminoasit metabolizmasinda
gorev yapar. MTHFR enziminin 5,10-metilenetrahidrofolat’in 5-metiltetrahidrofolat'a

indirgenmesini geri doniisiimsiiz olarak katalize eden 6nemli bir roli vardir. Bu sayede

homosisteinin metionine vitamin Bi2 bagimli remetilasyonu i¢in ve DNA ve RNA’daki
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plrinlerin sentezi i¢in metil dondrii olarak gorev yapar. MTHFR eksikliginde
homosistein metiyonine doniisemez ve kandaki seviyesinde artis olur. MTHFR'de
birka¢ polimorfizm tanimlanmistir, ancak sadece C677T ve A1298C polimorfizmlerinin
enzim  aktivitesini  etkiledigi  dogrulanmustir.***  MTHFR  mutasyonlari,
hiperhomosisteinemi ile iliskili oldugundan, homosistein metabolizmasindaki
bozukluklar yoluyla, erken gebelikte Noral tiip defekt'ler ve agiklanamayan tekrarlayan
embriyo kayiplari igin risk faktorleri olarak goriiliirler.*” Hiperhomosisteinemi, iliskili
kan-beyin bariyeri disfonksiyonu ve kii¢iik damar hastalig1 patolojisi nedeniyle demans
icin bir risk faktorii oldugu da gosterilmistir.*?

MTHFR A1298C polimorfizminin ne homozigot ne de heterozigot tek basina
oldugu durumda yiiksek plazma homosistein ve/veya diisiik kan folat konsantrasyonlari
ile iliskisi yoktur. Bununla birlikte, A1298C ve C677T polimorfizmlerinin bir arada
heterozigot oldugu durumlar azalmis enzim aktivitesi, yiiksek plazma homosistein
konsantrasyonlar1 ve azalmis plazma folat seviyeleri ile iliskilidir.*®

MTHFR geni 1 numarali kromozomun 1p36 bdlgesine yerlesmistir. Bu gende en
az 24 mutasyon tanimlanmistir ama en 6nemli ve sik gozlenen iki mutasyon bulunur.
Bunlar; 677C>T, Alanin’in (Ala-222) Valin’e donilisimii ve 1298 A>C, Glutamin’in
(Glu-429) Alanin’e donistimiidiir. C677T mutasyonu ilimli hiperhomosisteinemi ve
kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in risk faktoriidiir. C677T i¢in heterozigot tasiyict veya
homozigot mutant kadinlarin gebeliklerinde hiperhomosisteinemi nedeniyle ndral tiip
defektleri acisindan risk mevcuttur. A1298C mutasyonunda ise enzim aktivitesi azdir
ancak tek basina hiperhomosisteinemiye neden olmaz. Bu iki mutasyonla birlikte eger
diger genetik risk faktorlerinin 6zellikle de faktor V leiden mutasyonunun varligi venoz

tromboz riskini oldukga artirr.*64
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C677T varyantinda genin 677. pozisyonunda bulunan sitozin niikleotidi timin ile
yer degistirmistir. MTHFR enziminde meydana gelen bu degisim, enzimi termolabil bir
yapiya sokar, aktivitesinin yliksek sicakliklarda diismesine sebep olur ve kandaki

homosistein seviyesini artirarak homosistiniiri ile iliskili problemlere neden olur.>%5!

Tablo 2.3. MTHFR geni varyantlar1 ile enzim aktivitesi arasindaki iliski

Genotip 677 CC Normal 677CT Heterozigot 677TT Homozigot
1298 AA Normal %100 enzim aktivitesi %66 Enzim Aktivitesi %25 Enzim Aktivitesi
1298 AC Heterozigot %83 Enzim Aktivitesi %48 Enzim Aktivitesi Analiz edilmemistir
1298 CC Homozigot %61 enzim aktivitesi Analiz edilmemistir Analiz edilmemistir

2.5.4. PAI-1 (5G/4G)Polimorfizmi

Plazminojen Aktivatorii Inhibitorii Tip 1 (PAI-1) doku plazminojen aktivatorii
(tPA) ve iirokinaz (uPA) adi verilen proteazlari inhibe eden bir serin proteaz
inhibitoriidiir. Fibrinoliz mekanizmasindaki denge unsurlarindan birisidir. Ana
fonksiyonu fibrinolitik aktiviteyi azaltmak ve bu yolla fibrin birikimi saglamaktir. PAI-
1 379 aminoasitlik ve 45-kDa’luk bir glikoproteindir. PAI-1 geni 7. kromozomda
(7921,3-922) lokalizedir. PAI-1 aterotromboz olusumunda 6nemli rol oynar ve koroner
kalp hastalarinda dolasimdaki PAI-1 diizeyi yiiksektir. PAI-1 4G aleli 5G’ye (PAI
5G/5G: Normal) oranla transkripsiyonel olarak daha aktiftir. PAI-1 4G/5G polimorfizmi
inme (iskemik stroke) olaylariyla iligkili bulunmustur. PAI-1 polimorfizminde 4G/4G
varyantinin kalitimsal bir koroner risk faktorii oldugu ve dolayisiyla koroner kalp
hastalig1 ve miyokardial iskemiye katkisi olabilecegi tespit edilmistir.5>>*

Diizenleyici bolgede -675 konumundaki 4G/5G polimorfizmi, transkripsiyonu ve

dolayisiyla plazma PAI-1 konsantrasyonlarini etkiler. Bu bdlgede transkripsiyon
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diizenleyici proteinlerin farkli baglanmasi tamimlanmustir. 4G alleli gen ekspresyonunu

arttirirken 5G alleli ekspresyonu azaltir (Sekil 2.5).%°

PAI-1 Diisiik plazma

Transkripsiyonel Baskilayici Kkonsantrasyonu
Aktivator Protein b 4

GGGGG
Diizenleyici Bélge l Transkripsiyon
t -675 PAI-1 Geni
GGGG ﬂ
O PAI-1 Yiiksek plazma
Transkripsiyonel konsantrasyonu

Aktivator

Sekil 2.5. PAI-1 genini yapisi ve 4G/5G polimorfizminin promotor bolgedeki yeri

Yiiksek PAI-1 aktivitesi ve 4G varyanti miyokard infarktiisii riskini artirabilir.
Bunun yani sira PAI-1 degisik kanserlerde kanser hiicrelerinin bazal laminaya
invazyonunda Onemli rol oynayan metalloproteinaz aktivitesini etkilemekte,
perivaskiiler bosluktan tiimor dokusuna endotelyal hiicre migrasyonunu artirarak
anjiogenez icin anahtar gérevi listlenmektedir.>®>’

2.5.5. p-Fibrinojen (FGB) Polimorfizmi

B-Fibrinojen (FGB) geni, fibrinojen proteininin bir alt birimi olan fibrinojen B
beta () zinciri olarak adlandirilan bir proteini kodlar. FBG geni 1476 kb'lik bir toplam
uzunlugu 8 ekson icerir ve 461 amino asit kalintisindan olusan 3 zincirini kodlamaktan
sorumludur. Fibrinojen B zincirinin sentezi, fibrinojen liretiminde baskin hiz sinirlayici
adimdir. Bu nedenle FGB geninin plazma fibrinojen seviyelerindeki degisikliklerle
iligkili oldugu diigtiniilmektedir. Aralarinda -455G>A ve -148C>T'nin en kapsamli ve
yogun olarak g¢alisildigi 2 SNP (Single Nucleotide Polymorphism) haricinde10'dan fazla

FGB geni SNP tiirii varyant vardir. 455G>A, FGB gen polimorfizmlerinin en 6nemli ve

en ¢ok ¢alisilan lokusudur.*®
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Bu protein, yaralanmadan sonra asir1 kanamay1 durdurmak i¢in gerekli olan kan
pihtilagmasi i¢in 6nemlidir. Pihtilasmanin ger¢eklesmesi icin, trombin adi verilen bagka
bir protein, fonksiyonel fibrinojen proteininin Aa ve Bp alt birimlerinden bir par¢a (A
and B fibrinopeptitleri) ¢ikarir. Bu siire¢ fibrinojeni kan pihtilarindaki ana protein olan
fibrine doniistiirtir. Fibrin proteinleri birbirine yapisir ve kan pihtisini olusturan bir ag
olusturur. Beta Fibrinojen -455 G>A polimorfizmi, fibrinojen seviyelerinde artisa neden
olarak miyokard enfarktiisii ve fel¢ gibi arteryal hastaliklarla iliskilendirilmektedir.>®

2.5.6. Faktor XIITA (V34L) Polimorfizmi

Faktor  XIII, pihtilagmanin  son  asamasinda rol  oynayan  bir
protransglutaminazdir. Faktor XIII’in fonksiyonu fibrin monomerleri arasinda ¢apraz
baglar olusturarak pihtiy1 fibrinolizise kars1 direngli hale getirmektedir. Tromboza karsi
koruyucu bir faktordiir. Miyokard enfarktiis, derin ven trombozu ve pulmoner
embolizme karsi koruyucu oOzellik gostermektedir. Aktive olmus FXIII (FXIIla)
hemostazdan yara iyilesmesine ve hamilelige kadar ¢esitli fizyolojik olaylarda rol oynar
ve bu gendeki mutasyonlar ameliyat veya travma sonrasi kanama komplikasyonlari,
yara iyilesmesinde bozukluklar ve diisiik yapma riski ile iliskilidir.51:62

FXIIla’y1 kodlayan gende goriilen G-T degisimi en sik rastlanan mutasyondur.
Bu mutasyon trombinin FXIII iizerinde proteolitik aktivite gosterdigi bolgeyi
etkileyerek FXIII'iin aktive edilmesini engellemektedir.?%® Faktor VIII, Ca*? ve
fosfolipidlerin varliginda faktor X'u aktif Xa formuna doniistiiren faktoér IXa i¢in bir
kofaktordiir. Bu gen, iki alternatif olarak eklenmis transkript tiretir. Transkript varyant
1, plazmada dolasan ve kovalent olmayan bir komplekste von Willebrand faktorii ile
birlesen biiylik bir glikoprotein olan izoform a'y1 kodlar. Transkript varyant1 2, esas

olarak faktor VIlic'nin fosfolipid baglama alanindan olusan, kiiciik bir protein olan

izoform b'yi kodlar. Bu baglanma alani, pihtilagtiric1 aktivite i¢in esastir. Bu gendeki
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bozukluklar, yaygin bir resesif X'e bagl pihtilasma bozuklugu olan hemofili A ile
sonuglanir.’ Hemofili A, X'e bagl c¢ekinik bir hastaliktir ve genellikle erkeklerde
goriliir. Ailevi vakalarda, etkilenen ¢ocuk mutant geni tasiyici annesinden almustir,
ancak vakalarin yaklasik %30'u spontan bir mutasyondan kaynaklanmaktadir.®®

2.5.7. Glikoprotein 1A (L33P) Polimorfizmi

Membran glikoproteini IIb/Illa trombosit fonksiyonunda 6nemli bir rol oynar;
uyarilmis trombositlerin, fibrinojeni ve ilgili adezyon proteinleri baglamasini saglar, bu
stire¢ tromboz gelisiminde anahtar olarak kabul edilir. GPIlla'y1 kodlayan gen (GP3A
veya ITGB3), ortak bir trombosit antijen polimorfizmi gostermekte olup
[PL(AL)/PL(A2); ITGB3*001 ve ITGB3*002] alelleri vaskiiler hastalik ile degisken
sekilde iliskilidir.®

Dolasimdaki trombositler hemostazda énemli bir role sahiptir. Endotelyal hasar
ve subendotelyal matriks glikoproteinine maruz kalmalari trombositlerin adezyonlarinin
ve trombotik olaylarin baslaticilari olabilirler. En 6nemli ligandlar olan fibrinojen, von
Willebrand Factor (vWF) ve diger ligandlarin GP IIb / I1la yiizeyine baglanmasi, afinite
diizeyinin yiikselmesine ve boylece trombositleri bir araya toplayarak trombosit
agregasyonuna yol acar.5”"°

2.6. Edinsel Trombofili

Tromboz gelisimi multifaktoriyel bir olaydir. Dolayisiyla ¢ok sayida kalitsal ve
edinsel faktoriin degisik mekanizmalarla tromboz olusumuna neden oldugu
bilinmektedir. Edinsel trombofili terimi sonradan kazanilan trombofili nedenlerini ifade
etmektedir. Edinsel trombofilinin nedenleri tablo 2.4’de verilmistir.”* Edinsel
trombofili, artan VTE riski ile iliskilidir. Antifosfolipid sendromu (APS) en yaygin

edinilmis trombofili olup hem vendz hem de arteriyel trombozlarla iliskilidir."?

18


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/von-willebrand-factor
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/von-willebrand-factor

Akut tromboembolik olaylar, dissemine intravaskiiler koagiilasyon, HIV
enfeksiyonu (total ve serbest protein S seviyelerini 6nemli derecede diisiiriir), nefrotik
sendrom (total protein S seviyelerinde artis ancak serbest fraksiyonda azalmaya neden
olur), karaciger hastaliklari, L-asparajinaz tedavisi ve su ¢icegi hastaliginin iyilesme

evresinde edinsel protein S eksikligi goriilebilmektedir.’

Tablo 2.4. Edinsel Trombofili Nedenleri

EDINSEL TROMBOFILI NEDENLERI

Antifosfolipid sendromu
Ateroskleroz

Atriyal fibrilasyon
Cerrahi girisim

Diabetes mellitus
Gebelik

Hipertansiyon
Immobilizasyon
Hipertrigliseridemi
Konjestif kalp yetersizligi
Ileri yas

Nefrotik sendrom

LDL kolesterol yiiksekligi
Obezite

Lipoprotein A yiiksekligi

Oral kontraseptif kullanim1

Orak hiicreli anemi

Lokostazis sendromlart

Ostrojen kullanim

Travma

Myeloproliferatif hastaliklar
Varisler

Sigara kullanimi

Sol kalp yetersizligi

Vaskiilitik sendromlar

Trombotik trombositopenik purpura
Atipik hemolitik tiremik sendrom
Dissemine inravaskiiler koagiilasyon
Paroksismal noktiirnal hemoglobiniiri
Edinsel Protein S Eksikligi

Edinsel Protein C Eksikligi

Edinsel Antirombin Eksikligi

Oral kontraseptifler ile tromboz

arasinda Onemli bir iliski vardir. Oral

kontraseptif alan kadinlarda oral kontraseptif almayan kadinlarla mukayese edildiginde
tromboz riskinde (6zellikle alt ekstremitelerde derin ven trombozu) yaklasik olarak 3-4

katlik artis s6z konusudur. Tromboz i¢in diger risk faktorleri olmayan geng¢ kadinlarda
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risk daha diisiik iken, yasli kadinlarda ve diger risk faktorleri olan kadinlarda risk daha
yiiksektir.”®

Septik sok, karaciger hastaliklari, siddetli enfeksiyonlar, dissemine intravaskiiler
koagiilasyon (DIK), akut respiratuvar distres sendromu (ARDS), ameliyat sonrasi
donem, siklofosfamid, metotreksat, 5-florourasil ve L-asparajinaz tedavisi ise edinsel
protein C eksikliginin nedenleri arasinda yer almaktadir.”* Maligniteler ve VTE arasinda
onemli bir baglant1 vardir. Kanserli hastalarda klinik serilerde %1-15, otopsi serilerinde
%30 oraninda tromboembolizm goriilmiistiir.”

Trombozun nedeni malign hiicrelerin prokoagiilan aktivitesiyle ilgilidir.
Neoplastik hiicreler doku faktorii yoluyla faktér VII’yi aktive edebilir. Tiimdriin
salgiladigt musin, faktér X’u direk olarak aktive edebilir. Ayrica malign hiicreler
makrofajlar veya endotel hiicrelerini aktive eden sitokinleri salgilayarak trombozu
tetikleyebilir.”

Gebelerde, tiim maternal mortalitenin yaklasik %10’una vendz tromboemboli
neden olmaktadir. Gebe bir kadinda benzer yas dagilimina sahip gebe olmayan kadin ile
karsilastirildiginda tromboemboli riskinde 4-5 kat artis bildirilmistir. Gebelikte vendz
tromboemboli, 6liim nedenleri i¢inde kardiyak nedenlerden sonra 2. siradadir. VTE
insidans1 bin dogumda iki, vendz tromboemboliye bagli 6lim orani ise yiiz bin
dogumda bir olarak belirtilmektedir. Gebelikte plazma fibrinojen diizeyi yaklasik %50
oraninda yiikselmekte ve bu nedenle gebelik trombojenik 6zellik gostermektedir.
Gebelikte koagiilasyon faktorlerinin artmasiyla birlikte dogal antikoagiilanlar ve
fibrinolitik aktivitede azalma olmaktadir ve bununla birlikte tromboz egilimini arttiran
yeni bir hemostatik denge olusmaktadir.”’

Nefrotik Sendromda koagiilayon kaskadinda yer alan proteinlerin diizeyleri

degisir; ayrica trombosit agregasyonu da artar. Bunun sonucunda gelisen koagiilasyona

20



yatkinlik durumu, immobilite, koinsidental enfeksiyonlar ve hemokonsantrasyon gibi
faktorler ile daha da belirgin hale gelir.”

Arteriyel ve vendz tromboz egilimi, tekrarlayan disiikler ve antifosfolipid
antikorlarmin varligr ile karakterize APS, edinsel trombofili nedenleri arasinda ilk
sirada yer almaktadir. Sendromun patogenezi tam olarak aydinlatilamamakla beraber,
klinik tablodan negatif yiiklii fosfolipidler ve fosfolipid-protein komplekslerine karsi
olusmus olan antifosfolipid antikorlarinin (lupus antikoagiilani-LA ve antikardiolipin
antikorlari-AKLA) sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. ~ Antifosfolipid antikor
sendromunda hem arteriyel hem de vendz sistem tutulabilmektedir. Trombotik
komplikasyonlar tekrarlama egilimindedir. Elli yasin altinda yeni tanimlanmis iskemik
serebrovaskiiler olay (SVO) olgularinin %30’undan DVT olgularinin %15-20’sinden,
tekrarlayan diisiiklerin %5-15’inden AFS sorumludur. Iskemik SVO riski 2,3-10,6 kat
artar.”

2.7. Trombofili Tanmisinda Kullanilan Yoéntemler

2.7.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), DNA’nin belirli bir boélgesinin in vitro
kosullarda ¢ogaltma islemi olup, PCR ilk olarak 1983 yilinda Amerikali biyokimyaci
Nobel odiillii Kary Mullis tarafindan gelistirildi. PCR, DNA veya RNA'nin kiiciik
parcalarin1 kopyalamak veya c¢ogaltmak i¢in verimli ve uygun maliyetli bir molekiiler
aractir. PCR, tamamlayic1 niikleik asit hibridizasyonunun ilkelerini, sayisiz dongii
boyunca tekrar tekrar uygulanan niikleik asit replikasyonu ilkeleriyle birlestirir.
Nispeten kisa bir siire icinde 107 faktorii ile spesifik hedef DNA/RNA dizilerinin iistel
tiretimi ile sonuglanir. Bu in vitro amplifikasyon teknigi, bir Taq polimeraz (termostabil
DNA polimeraz) tarafindan uzatilan, hedef genomik diziye baglanan iki sentetik

oligoniikleotid "primerleri" kullanarak niikleik asit hedefinin tek bir kopyasin1 amplifiye
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edebilir. Sablon DNA'nin (94-96°C'de) denatiirasyonu, primerlerin tamamlayici
dizilerine (50-60°C) baglanmas1 ve primer uzatma (72°C) i¢in tekrarlanan dongiilerin
(genellikle 25 ila 40 dongii) otomatik islemi kullanilir.

Belirli bir DNA boélgesinin uglarindaki niikleotid sekanslar1 biliniyorsa, araya
giren DNA bdlgesi dogrudan polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilabilir. PCR, cift

iplikli DNA molekiillerini doniisiimlii olarak denatiire etme ve tamamlayic1 tek

iplik¢ikleri kontrollii bir sekilde melezleme teknigine bagl bir yontemdir.3%-82
Orijinal g i
DNA Kalib1 5 3 5 y 7 l i -
» - mnml — HitH o
5 ¥ bbb 4} 4 P
4 oy i o WD -
s ¥ 3 7 pras g
T )
T TTI, 9 9
¥ . il
» " (FETTFITY I, o . o HA
w 7 £ s N ) G
¢ » * Lhhhhdddd T .
DNA Primerler (F-R) ¥ 5 ¥ 5 . A
Niikleotid 11 g
o Denatiirasyon 94-96 °C
o Primer Baglanmasi 50-60 °C
e Sentez 72 °C

Sekil 2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Sematik Olarak Gosterimi

Tipik bir PCR islemi, cift iplikli bir DNA o6rne8inin 95°C’de 1s1 ile tek
iplikciklere denatiirasyonuyla baglar. Daha sonra, ilgili DNA parcasinin (hedef dizi) 3’
uclarina tamamlayici olan iki sentetik oligoniikleotit (ileri ve geri primerler), denatiire
DNA'ya ilave edilir ve sicaklik 50-60°C’ye diisiiriiliir. Cok yiiksek konsantrasyonda
bulunan bu spesifik oligoniikleotidler, DNA kalibindaki tamamlayic1t sekanslarina
melezlesirler.®  Melezlestirilmis  olan  bu  oligoniikleotidler =~ daha  sonra,
deoksiniikleotitlerin (dNTP) ve sicak sularda yasayan bir bakteri olan Thermus
aquaticus gibi sicakliga dayanikli bir DNA polimerazin varliginda DNA zinciri sentezi

igin primerler olarak gorev yapar. Taq polimeraz olarak adlandirilan bu enzim, 95°C’ye
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kadar 1sitildiktan sonra bile aktif kalabilir ve 72°C’ye kadar sicakliklarda primerleri
uzatabilir (Sekil 2.6). Bu enzimin kullanishh olmasinin nedeni, her denatiirasyon
dongiisiinde ortama yeni enzim ilavesini gerektirmemesidir. Bunun yani sira primerlerin
baglanmasi, yiiksek sicaklikta daha 0zgiil olmaktadir. Sentez tamamlandiginda, yeni
olusturulan DNA dublekslerini denatiire etmek i¢in tim karisim yeniden 95°C’ye
1sitilir. Sicaklik tekrar indirildikten sonra, hala ¢ok fazla miktarda primer mevcut oldugu
icin baska bir sentez dongiisii daha gerceklesir.88* Tekrarlanan denatiirasyon, ardindan
hibridizasyon ve sentez dongiileri ilgili DNA dizisini hizla ¢ogaltir. Her dongiide,
primer dizileri arasindaki DNA bolgesinin kopya sayisi ikiye katlanir; bu nedenle, hedef
dizi issel olarak artarken (20 dongiliden sonra yaklasik 1 milyon kat), orijinal DNA
ornegindeki diger tiim diziler ¢ogaltilmadan kalir.%

2.7.2. Pirosekanslama (Pyrosequencing)

Pyrosequencing, DNA dizileme tekniklerinden biridir ve ¢ok sayida potansiyel
uygulamaya sahiptir. Inorganik pirofosfatin (PPi) polimeraz tarafindan dahil edilen
niikleotidin bir sonucu olarak salindigt DNA sentezi sirasindaki enzimatik reaksiyonlar
zincirine dayanir. Isik, lusiferaz enzimi tarafindan lusiferin oksidasyonunun bir sonucu
olarak Tiretilir. Bu reaksiyon icin enerji, pirofosfatin adenozin trifosfata (ATP)
doniistiiriilmesi yoluyla saglanir. Isik, bir fotodiyot, fotogogaltici tlip veya bir sarj
baglantili cihaz (CCD) kamerasi tarafindan algilanir.®®

Pirosekanslamada 4 enzim gorev alir; DNA Polimeraz I, ATP siilfiilaz, Lusiferaz
ve Apyrase enziminin Klenow fragmani. Reaksiyon karigimi ayrica enzim substratlari
adenosin fosfosiilfat (APS), d-lusiferin ve DNA polimeraz i¢in baslangi¢c materyali
olarak kullanilacak primer-bagli dizileme sablonu igerir. Dort niikleotid, dongiisel bir
sekilde yinelemeli olarak teker teker eklenir ve CCD kamera tarafindan iiretilen 151k

algilar.®
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Reaksiyonda kullanilan enzimatik reaksiyonlar asagidaki gibidir.
Ik reaksiyon olan DNA polimerizasyonu, eklenen niikleotid dizileme sablonu ile
bir baz c¢ifti olusturdugunda ve bdylece biiyiiyen DNA zincirine dahil edildiginde

meydana gelir.

Adim 1 (DNA), + dNTP —— (DNA),., + PPi (Polimeraz)

Klenow DNA polimeraz tarafindan salinan inorganik pirofosfat (PPi), ATP

tireten ATP Siilfiirilaz i¢in substrat gérevi gortir:

Adim 2 PP; + APS —— ATP + SO,* (ATP Siilfirilaz)

Ucgiincii ve dordiincii reaksiyonlar aracihigiya ATP, Lusiferaz tarafindan 1s13a
doniistiiriiliir ve 151k sinyali algilanir. Bu nedenle, yalnizca reaksiyon karisimina dogru

niikleotid eklenirse 1s1k tiretilir.

Adimm 3 Lusiferaz + D-Lusiferin + ATP —— Lusiferaz-Lusiferin-AMP + PPi

Adim 4 Lusiferaz - Lusiferin - AMP + 02 — Lusiferaz + Oxilusiferin + AMP + CO2 +sik

Apiraz, farkli bazlarin ilaveleri arasinda dahil edilmemis niikleotidleri ve ATP'yi

uzaklastirir.

Adim § ATP —— AMP + 2Pi (Apiraz)

Adim 6 dNTP —— dNMP + 2Pi (Apiraz)

Eklenen her dNTP, kalip DNA ile bir baz ¢ifti olusturursa, Klenow Polimeraz
onu uzayan DNA zincirine dahil eder ve pirofosfat (PP1) salinir. ATP Siilfiirilaz, PPi'yi,
151k iireten enzim Lusiferaz icin substrat gorevi goren ATP'ye doniistiiriir. Uretilen 151k,

niikleotid birlesmesinin gergeklestiginin kanit1 olarak saptanir.
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dATP dCTP dGTP dTTP
T "’F' ; Template 3 _:mr__ 'rempm _.luhl'r-”__ Trmpl.:l
rimer 5' Primer 5 5 AC mer 5
‘ /AT ‘ {]']I - 1ATP
Luciferase / Luciferase I..Idfm«
l ‘v/ : :
A C G T ACTT TGAA
Eklenen dNTP’ler
Pirogram = —— Sentezle{n{nis —_— Sablqn‘ DNA
DNA dizisi dizisi

Sekil 2.7. Pirosekanslamada enzim sistemi (86)

pirosekanslamanin  bir

SNP'lerin  tiplendirilmesinde

ozelligi,

her

alel

kombinasyonunun (homozigot, heterozigot) diger iki varyantla karsilastirildiginda

spesifik bir model vermesidir.%

S-GTTTICTGTIGTAAATGCC[T/G]TTTACAAA
F e CAAAAGACAACATTTACGG[A/CJAAATGTTTGTAACT............... -5

el

CTGTACA CTGTATCA

A |

CTGTACA

CTGTACA

Sekil 2.8. Pirosekanslama ile SNP analizi (86).
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MATERYAL VE METOT

3.1. Calisma Grubu

Bu calismada, retrospektif olarak Mart 2014- Haziran 2015 tarihleri arasinda,
Ulusal Hematoloji Kalitsal Trombofili Tan1 ve Tedavi Klavuzuna gore; ilk idiyopatik
tromboz atagin1 40 yas ve oncesinde gegiren, tekrarlayan idyopatik/minor tetikleyici
etkene bagli VTE oykiisii olan, tromboza egilimli aile hikayesi olan, purpura fulminans
ile basvuran ¢ocuklar, venoz tromboz riski tasiyan gebe kadinlarda trombofili 6n tanisi
ile Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dal1 laboratuaria
gonderilen ve genetik trombofili markerlarinin tespiti icin trombofili paneli ¢alisilan
toplam 2000 hasta sonucu degerlendirildi. Hastalar yaslarina gore bes gruba boliindii
(grup 1: <17, 2:18-34, 3:35-49, 4:50-64, 5:>64).

Yapilan ¢alisma i¢in Atatiirk Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan
(Karar No: 8/14) onay alind1.

3.2. Genomik DNA’nin Elde Edilmesi

Segili genlerin polimorfizmlerini saptamak i¢in, hastalardan 2 ml EDTA’lh
tiiplere periferik venéz kan Ornekleri alindi. Kan ornekleri QIAGEN® marka DNA
izolasyon kiti kullanilarak diretici firmanin talimatina gore genomik DNA’nin
izolasyonu gerceklestirildi. Elde edilen DNA’nin konsantrasyon miktarlari Nanodrop
Sistemi (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) ve Qubit dsDNA HS Kkitleri (Life
Technologies, Gaithersburg, USA) kullanilarak 6lgiildii.

3.3. DNA Amplifikasyonu

Genomik DNA, spesifik primerler kullanilarak thermal cycler ile amplifiye
edildi. PCR c¢alismasi i¢in Tablo 3.1’de verilen PCR mix kullanildi. PCR, thermal

cycler’da (SensoQuest Lab-cycler, GmbH, Hilden, Germany) Tablo 3.2’de verilen PCR
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prosediiriic kullanilarak pirosekanslamada kullanilmak tizere amplifikasyon islemi

tamamlandi.

Tablo 3.1. PCR Karigimui

Reaksiyon Karisimi Miktar
PCR Master Mix (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) 18,5 ul
Mleri primer (F) 2 ul
Geri primer (R) 2 ul
Taq DNA Polimeraz (5U/ul) 0,5 pl
Genomik DNA 10 pl
Steril Su (H.0) 17 ul

Toplam Hacim 50 ul

Tablo 3.2. Thermal Cycler I¢in PCR Prosediirii

Reaksiyon Asamasi Sicaklik °C Siire Dongii Sayisi
Baglangi¢ denatiirasyonu 95 15 Dakika 1
Denatiirasyon 94 1 Dakika

Primer baglanmasi 56 1 Dakika 32

Zincir uzamast 72 80 Saniye

Son uzama 72 15 Dakika 1

3.4. Pirosekanslama ile Mutasyonlarin Tespiti

Faktor II g.20210G>A, Faktor V Leiden, MTHFR C677T, MTHFR A1298C,

PAI-1, B-Fibrinojen, Faktor XIIIA (V34L) ve Glikoprotein IIIA (L33P) polimorfizmleri

icin spesifik primerler ile QIAGEN® Pyromark Q24 cihaz1

ile dizi analizi

gerceklestirildi. Pirosekanslama degerlendirmeleri “Pyromark Q24 Advanced Software”

programi kullanilarak analiz edildi.

Verilerin analizinde IBM (SPSS) Statistics v.12.0 (SPSS Inc., Chicago, IL)

programi kullanilmistir. Calismada siirekli degiskenler ortalama + standart sapma,

27



medyan (1. c¢eyreklik-3. c¢eyreklik), minimum ve maksimum olarak gosterilmistir.
Kategorik degiskenler ise sayr ve yiizdelerle belirtilmistir. Sayisal degiskenlerin
dagilimmin normal dagilima uyup uymadigi Shapiro-Wilk testi ile analiz ve
yorumlanmustir. Gruplar arasi karsilastirmalar, kategorik degiskenler igin ki-kare testi,
normal dagilim gosteren siirekli degiskenler i¢in bagimsiz dérneklem Student t-testleri ve
normallik varsayimi saglanmadiginda degiskenler i¢in yapilan bagimsiz iki grup
karsilastirmalarit Mann-Whitney U testi kullanilarak degerlendirilmistir. Korelasyonlar,
Pearson veya Spearman’in korelasyon testleri kullanilarak degerlendirildi. Boliimler
arasinda genetik parametrelerde farklilik olup olmadigini belirlemek i¢in Kruskal-Walls

testi yapildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak p<0.05 alinmustir.
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4. BULGULAR

Bu calismada 20 farkli klinikten gonderilen hastalara ait kan sonuglari

incelenmistir. Kanlar1 incelenen kisilerin yas ortalamalar1 34.7 + 10.8 (2-87) yild1. Yas

gruplarina gore siiflandirilma yapildiginda %50°si 18-34 yas arasindaydi (tablo 4.1) ve

%78.5’1 kadm idi (tablo 4.2). (grup 1: <17, 2:18-34, 3:35-49, 4:50-64, 5:>64).

Tablo 4.1. Hastalarin Yas Gruplarina Gore Dagilimlari

Gruplar n %
1 (<17 yas) 52 2,6
2 (18-34 yas) 1017 50,8
3 (35-49 yas) 741 37,0
4 (50-64 yas) 169 8,4
5 (64< yas) 22 1,1
Total 2001 100,0
Tablo 4.2. Hastalarin Cinsiyetlerine Gore Dagilimlari
n %
Erkek 431 21,5
Cinsiyet Kadin 1570 78,4
Total 2001 100,0

Incelenen kanlarin %48,5’i néroloji, %29’u da kadmn dogum hastaliklar1 ve
infertilite kliniklerinden gdénderilmistir. Incelenen kanlarin gelen kliniklere gore

dagilimlari tablo 7°de 6zetlenmistir.
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Tablo 4.3. Incelenen Kanlarin Gelen Kliniklere Gére Dagilimlar

Klinikler Hasta Sayisi %

1 Beyin Cerrahi 1 0,1
2 Cildiye 4 0,2
3 Dahiliye 132 6,6
4 Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon 2 0,1
5  infertilite 235 11,8
6 Kardiyoloji 5 0,3
7 Kulak Burun Bogaz 2 0,1
8  Noroloji 969 48,5
9 Organ Nakli 77 3,9
10  Psikiyatri 2 0,1
11 Kadin Hastaliklar1 ve Dogum 343 17,2
12 Kalp Damar Cerrahi 43 2,2
13 Cocuk Hastaliklar1 43 2,2
14 Gogiis Hastaliklar 11 0,6
15 Obsterik Gebelik 19 1,0
16  Genel Cerrahi 5 0,3
17 GOz Hastaliklan 2 0,1
18 Medikal Onkoloji 1 0,1
19  Tibbi Genetik 100 5,0
20  Enfeksiyon Hastaliklar 4 0,2

Genel Toplam 2000 100

Trombofili paneli ile belirlenen genotiplerin sikliginin dagilimi incelendiginde;
Faktor 11 G20210A polimorfizmi i¢in %4,6 oraninda heterozigot genotip, Faktér V
Leiden polimorfizmi igin %8,8 oraninda heterozigot ve %0,4 oraninda homozigot
genotip, MTHFR C677T polimorfizmi i¢in %37,2 oraninda heterozigot ve %7,6

oraninda homozigot mutant genotip, MTHFR A1298C polimorfizmi igin %48,1
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heterozigot ve %215,7 homozigot mutant genotip, PAI-1 polimorfizmi igin %38,8
heterozigot ve %13 homozigot mutant genotip, B-Fibrinojen polimorfizmi i¢in %30,3
heterozigot ve %4 homozigot mutant genotip, Faktor XIIIA (V34L) polimorfizmi i¢in
%23,3 heterozigot ve %2,4 homozigot mutant genotip, Glikoprotein 1A (L33P)
polimorfizmi i¢in %17,7 heterozigot ve %]1,5 homozigot mutant genotip tasidiklari

belirlendi (tablo 4.4.).

Tablo 4.4. Trombofili Paneli ile Belirlenen Genotiplerin Sikliginin Dagilim1

Normal Pozitif Homozigot Heterozigot Toplam
n % n % n % n % (n)
Faktor I1 G20210A 1908 954 92 46 - 92 4,6 |2000
Faktor V Leiden 1816 90,8 184 92 7 04 177 88 2000
MTHFR C677T 1103 552 898 448 151 7,6 747 37,2 | 2000
MTHFR A1298C 719 36,2 1270 63,8 313 15,7 957 48,1 1989
PAI-1 962 48,2 1036 518 261 13 775 38,8 1998
B -Fibrinojen 1313 65,7 687 34,3 80 4 607 30,3 ' 2000
Faktor XIITA (V34L) 1483 74,3 513 25,7 47 24 466 23,3 1996

Glikoprotein I11A (L33P) 1616 80,8 383 19,2 30 15 353 17,7 1999

Ulusal Hematoloji Kalitsal Trombofili Tan1 ve Tedavi Klavuzuna gore risk

gruplarina gore genetik trombofili panellerinin dagilimi tablo 4.5°de 6zetlenmistir.
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Tablo 4.5. Genetik Trombofili Paneli Sonuglarina
Grubundaki Bireylerin Sikliginin Dagilimi

Gore Yiiksek ve Diisiik Risk

Homozigot ve Heterozigot

(n, %)

Yiiksek FAKTOR Il G20210A (Prothrombin) 92, %4,6

Risk Grubu Faktor V Leiden 184, %9,2
MTHFR C677T 898, %44,8
MTHFR A1298C 1270, %63,8
Diisiik PAI-1 1036, %51,8
Risk Grubu B —Fibrinojen 687, %34,3
Faktor XIITA (V34L) 513, %25,7
Glikoprotein 1A (L33P) 383, %19,2

Genetik trombofili paneli incelenen kisilerin %16,5’inde sadece bir genotip

bozuklugu vardi (tablo 4.6).

Tablo 4.6. Trombofili Paneli ile Belirlenen Tek Bir Genotip Bozuklugunun Pozitif

Olma Siklig1
n %
Faktor I1 G20210A 5 0.25
Faktor V Leiden 8 0.4
MTHFR C677T 73 3.6
MTHFR A1298C 152 7.6
PAI-1 42 2.1
B -Fibrinojen 23 1.1
Faktor XIIIA (V34L) 16 0.8
Glikoprotein I11A (L33P) 12 0.6
Toplam 331 16.5
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W Faktor 11 G20210A W Faktér V Leiden ® MTHFR C677T
MTHFR A1298C EPAK1 H B -Fibrinojen
WFaktor XIIIA (V34L)  mGlikoprotein IIA (L33P)

Sekil 4.1. Trombofili Paneli ile Belirlenen Tek Bir Genotip Bozuklugunun Pozitif Olma
Siklig1

Iki genotip bozuklugunun birlikte olma durumu incelendiginde %33,2°de
MTHFR A1298C ve PAI-1 birlikteligi vardi. Faktér V Leiden ve Faktor II birlikteligi
%0,8 idi.

Tablo 4.7. Trombofili Paneli ile Belirlenen Iki Genotip Bozuklugunun Birlikte Olma
Sikligt

Faktor I Faktor V. MTHFR MTHFR PAI-L B- Faktor XIIIA  Glikoprotein
G20210A  Leiden C677T A1298C Fibrinojen (V34L) I11A (L33P)
Faktor 11
G20210A 16 36 57 47 35 22 24
Fakior v 16 92 105 83 71 50 37
Leiden
MTHFR
C677T 36 92 426 489 295 236 182
MTHFR
A1298C 57 105 426 665 458 322 245
PAI-1 47 83 489 665 364 265 214
B -Fibrinojen 35 71 295 458 364 172 144
Faktor XIITA
(V34L) 22 50 236 322 265 172 94
Glikoprotein
1A (L33P) 24 37 182 245 214 144 94

Kliniklere gore genotip bozukluklar1 incelendiginde dahiliye, infertilite, kadin
hastaliklar1 ve dogum, kalp damar cerrahisi, noroloji, organ nakli ve tibbi genetik

kliniklerinden gelen kanlarda incelenen 8 genotipte en az bir bozukluk vard: (tablo 4.8).
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Tablo 4.8. Kliniklere Gore Genotip Bozukluk Sayilari

Klinikler FAKTOR FAKTOR \Y MTHFR MTHFR PAI-1 BFiBRiNoJEN F XA GPIIIA
11 G20210A (Leiden) C677T  Al1298C  (5G/4G) (455G>A) (V34L)  (L33P)
Dahiliye 12 18 55 56 66 45 32 24
Enfeksiyon 1 4 1 3 2 2 1
Infertilite 7 20 99 114 150 86 65 45
Kadin D 13 29 161 161 167 125 90 75
KVvC 9 15 16 15 29 20 8 12
Noroloji 40 78 443 485 481 326 247 181
Organ Nakli 3 4 42 38 38 16 19 11
Psikiyatri 1 1 2 1 1 1
Genetik 7 11 40 52 53 34 26 20
Cocuk 6 16 15 22 15 11 6
Gogiis 1 3 3 4 2 1 1
82;3:;(" 3 7 6 12 7 6 3
Cildiye 3 3 3 2 1 1
FTR 1 1 2 1
Genel Cerrahi 3 3 4 3 1
Goz 1 1 2 1
Kardiyoloji 3 2 2 1 1 2
KBB 1 1
Beyin Cerrahi 1 1 1 1

Cinsiyete gore genotip bozukluk degerlendirilmesi yapildiginda cinsiyetler arasi

fark bulunmamustir.

Yas gruplarina goére genotip bozukluk degerlendirilmesi yapildiginda yas

gruplar arasinda fark bulunmamstir (p>0.05).
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5. TARTISMA

Kanda pihtilasma egiliminin arttig1 durumlar i¢in genel olarak trombofili terimi
kullanilmaktadir. Trombofili klinikte genellikle inme, kalp krizi, gebelik doneminde
diistikler, derin ven trombozu ve/veya pulmoner emboli gibi mortbidite ve mortalitesi
yiiksek tromboembolik olaylar ile karsimiza ¢ikar.

Tromboz gelisiminde kalitsal (primer) ve edinsel (sekonder) bir¢ok
multifaktoriyel degiskenlerin rol aldig1 bilinmektedir. FVL mutasyonu, PC eksikligi, PS
eksikligi, protrombin gen mutasyonu ve AT eksikligi Kalitsal trombofilinin en énemli
nedenlerindendir.®” En sik goriilen genetik trombofili risk faktorii ise Faktor V Leiden
polimorfizmidir.®2 Bilimsel ¢alismalarda vendz tromboz riskinin Faktér V Leiden'in
heterozigot polimorfizmi ile 7-10 kat artar iken homozigot polimorfizmi ile 100 kat
daha yiiksek riske sahip oldugu gosterilmistir.2° Faktor II G20210A ve Faktdr V Leiden
polimorfizmlerinin VTE ile iligskisi bir¢cok arastirmaci tarafindan kabul edilir iken
arteriyel tromboz {iizerindeki etkileri hala arastirilmaktadir.’®® Faktér V Leiden’in
homozigot ya da ¢ift heterozigot protein C ve S eksiklikleri neonatal purpura fulminans
gibi mortalitesi yiiksek klinikler ile de karsimiza ¢ikmaktadir.%?9 Literatiirde Faktor V
Leiden mutasyonlu hastalarda serebral ven trombozlar1 diger hastalara oranla 5-6 kat
daha fazla oldugu bildirilmistir. Ozellikle gocuklarda Faktér V Leiden polimorfizmi
yetiskinlere gore daha sik serebral infarktlarla iliskilendirilmektedir.'? Kalca veya diz
ameliyatindan sonra VTE riski aktif protein C direnci olan hastalarda yaklasik bes kat
artmlstlr.g5

Trombofilik genlerdeki mutasyonlarin sikligi toplumlara ve etnik kokenlere gore
degisiklik gosterir. Faktor V geninin haplotip analizi, Faktor V Leiden mutasyonun
yaklasik 21.000-34.000 yi1l once Mogollardan, Kafkasya’da ortaya c¢iktig1 ileri

stiriilmektedir. Bu mutasyonun daha sonra 10.000 yil 6nce Avrupa ve Hindistan’a
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yayildig1 tahmin edilmektedir.®® Faktér V Leiden mutasyonu Kafkas Toplumlari’nda
%15 civarinda goriiliir iken, diger en yiiksek yayginlik oranlari Akdeniz tlkelerinde
goriilmiistiir. Urdiin (%12,3), Liibnan (%14,4), Yunanistan (%13,3) ve Kibris (%12,1).%
Avrupa toplumlarinda ise %3-8 civarinda oldugu rapor edilmistir.’® Japon, Cin, Afrika
ve Amerikan yerlileri gibi baz1 popiilasyonlarda mutasyon bulunmaz iken Hindistan
Panjabi Bolgesindeki toplumlarda %1,3 civarinda bildirilmistir.®*!° Bu dagilimlar
populasyon gdglerinin kavsaginda bulunan iilkemiz ve 6zellikle de bélgemiz i¢in 6nem
arz etmektedir. Bu nedenle ciddi sonuglari olan bu mutasyonun bolgeler arasindaki
degisimi ve siklig1 arastirilmasi gerekmektedir. Ulkemizde Faktér V Leiden mutasyonu
ile ilgili ¢aligmalar mevcut olup prevalansi yaklasik %10'dur.’?01%2 Bolgesel olarak
yapilan bazi ¢alismalarda Faktér V Leiden mutasyonun orani Ankara igin %7,1, Denizli
igin %8,4, Giiney Bolgesi’nde %8,7, Edirne i¢in %4,2, Sivas igin %4,9, Gaziantep i¢in
%8 olarak saptanmustir.'%%1% Biz de caliymamizda Dogu Anadolu Bélgesi, dzellikle
Erzurum ve c¢evresinde trombofilik genlerin en sik goriilen tek niikleotid
polimorfizmlerinin gériilme sikliklarimi inceledik. Ulkemizde Kafkas topluluklarinin en
siklikla yasadigi ve iletisimde oldugu bolge Erzurum ili ve gevresidir. Ayrica Erzurum
Bolgesi iilkemizde Karadeniz, Giiney, Dogu ve I¢ Anadolu Bélgeleri’nin kesisim
noktas1 halindedir. Tarih boyunca bir¢ok etnik kokenlere ev sahipligi yapmis bir
bolgedir. Bu nedenle bu calisma {ilkemizdeki diger bolgelerde yapilan ¢alismalardan
farklilik teskil etmektedir. Bizim ¢aligmamizda incelenen hastalarda Faktor V Leiden
prevalansit %9,2 olarak bulundu. Bu oran bati illerine oranla daha yiiksek olarak
degerlendirildi.

Faktor II (Protrombin) G20210A mutasyonu, Faktér V Leiden hastaligindan
sonra protrombotik polimorfizmin ikinci en sik nedenidir. Protrombin 20210 G/A

mutasyonunda, protrombin geninde 20210. niikleotidte G'nin yerine A'nin gelmesi ile
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protrombin konsantrasyonunda artis olmakta ve vendéz tromboz riski 2-3 Kat
artmaktadir.'% Protrombin G20210A polimorfizmi diinyada degisik prevalanslarda
olmakla birlikte %3’e yakin siklikta goriilmektedir.l%!° Venoz tromboembolisi olan
hastalarda ise bu polimorfizmin siklig1 %6 olarak bildirilmektedir. Protrombin gen
polimorfizmi Afrika ve Asyalilar’da ¢ok nadir goriilmektedir.**! Tiirkiye’de Protrombin
G20210A polimorfizm prevalansi %2,6 olarak bildirilmistir.1®> Ayyildiz ve ark.
Diyarbakir’da yaptiklar1 ¢calismada saglikli kisilerde Protrombin G20210A mutasyonu
sikligt %1,2 iken VTE hastalarinda %6,5 olarak rapor edilmistir.**? Dolek ve ark.
yaptiklar1 ¢alismada ise saglikli kisilerde %1,8 iken VTE hastalarinda % 8,6 oraninda
rapor edilmistir.!*® Oztuncu ve ark. Gaziantep Bolgesi’'nde yaptiklar1 calismada
G20210A polimorfizm prevalansim1 %4,6 (%3,4 heterozigot, %0,2 homozigot) olarak
bildirmislerdir.1% Bizim ¢alismamizda da %4,6 (heterozigot) olarak tespit edilmistir.

Faktor II (Protrombin) G20210A ve Faktor V Leiden polimorfizmlerinin birlikte
bulunmasi VTE riskini 6-10 kata kadar artirmaktadir.'® Dolek ve ark. iilkemizde
yaptiklar1 ¢alismada bu iki polimorfizmin birlikteligini %1,5 oraninda oldugunu
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise Faktdr V Leiden ve Faktor II birlikteligi %0,8
idij 113

MTHFR eksikliginde homosistein metiyonine donlisemez ve kandaki
seviyesinde artis olur. MTHFR’de birka¢ polimorfizm tanimlanmistir, ancak sadece
C677T ve A1298C polimorfizmlerinin enzim aktivitesini etkiledigi dogrulanmigtir.*>4¢
MTHFR C677T polimorfizminin toplumda gériilme siklig1 %12 olarak bildirilmistir.!*
Tirkiye’de yapilan ¢alismalarda saglikli bireylerde homozigot mutant genotip orani %5,
heterozigot mutant genotip orani ise %35 olarak bildirilmistir.'® Avrupalilar arasinda
%24-64 arasinda, Kuzey Amerikalilarda %6-64 arasinda, Giiney Amerikalilarda %2-48

arasinda, Afrikalilarda %0-35 arasinda ve Sibiryalilarda %8-31 arasinda
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degismektedir.*®. Calismamizda MTHFR C677T mutasyonu icin prevalansi %44.8
(%37.2 heterozigot, % 7.6 homozigot) olarak bulunmustur.

MTHFR C677T igin heterozigot tasiyict veya homozigot mutant kadinlarin
gebeliklerinde hiperhomosisteinemi nedeniyle noral tiip defektleri agisindan risk
mevcuttur. Bizim c¢alismamizda kadin dogum kliniginden gelen kanlarda en fazla
genotip bozuklugu olan iki genden birisi %19 siklikla MTHFR C677T polimorfizmi idi.

MTHFR A1298C allel frekansi kiiresel olarak, Asya'da %10-70, Avrupa'da %24-
46, Afrika'da %13-32 ve Amerika'da %0-15 arasinda deg“g,ismektedir."’9 Ulkemizde
yapilan calismalarda ise bu oran %50-65 arasinda oldugu bildirilmistir.}*® Bizim
calisgmamizda MTHFR A1298C mutasyonu prevalanst %63.8 (%48.1 heterozigot,
%15.7 homozigot) olarak bulunmustur. Bizim c¢aligmamizdaki en fazla oranda tespit
edilen gen poliorfizmi MTHFR A1298C mutasyonu idi. MTHFR A1298C
mutasyonunda enzim aktivitesi azdir ancak tek basina hiperhomosisteinemiye neden
olmaz. MTHFR C677T ve A1298C mutasyonu eger diger genetik risk faktorleri
ozellikle de faktér V Leiden mutasyonu varsa vendz tromboz riskini oldukga artirir, 33!
Bizim ¢alismamizda MTHFR C677T + Faktor V Leiden birlikteligi %4,6, MTHFR
A1298C + Faktor V Leiden birlikteligi %35,25 oraninda idi. Dolek ve ark. yaptigi
calismada MTHFR C677T + Faktor V Leiden birlikteligi %13, MTHFR A1298C +
Faktor V Leiden birlikteligi ise %17 olarak bildirilmistir.!*® Bizim bdlgemizde bu iki
genin Faktor V Leiden ile birlikteligi diger calismalara gore daha diisiik bulunmustur.
MTHFR C677T + Faktér V Leiden + Faktor II (Protrombin) G20210A birlikteligi
%0,25 idi. Kabukgu ve ark. da bizim ¢alismamiza benzer olarak MTHFR C677T +
Faktor V Leiden + Faktor II (Protrombin) G20210A birlikteligini %0,3 olarak

bildirmislerdir. %
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PAI-1 geninde en yaygin goriilen insersiyon/delesyon polimorfizmi, PAI-1 geni
promotor bolgesi iginde transkripsiyon baglama noktasinin 650 baz yukarisinda yer alan
dort veya bes guanin bazlik (4G/5G) degisikliktir. Her iki allel de transkripsiyonel
aktivatore baglanir, fakat 5G alleli baskilayici bir proteine baglanarak transkripsiyonu

6 Kore

azaltir ve dolasimda PAI-1 seviyelerinin diisiik olmasi ile iliskilidir.*
popiilasyonunda yapilan bir arastirmaya gore, gebelik kaynakli hipertansiyon sendromu
(PIHs) grubundaki PAI-1 geninin genotip frekanslar1 4G/4G igin %47,4, 4G/5G igin
%41,5 ve 5G/5G igin %11,1 idi."" Bu genotip gebe bayanlarda PIHs igin major risk
faktorlerinden birisi olarak gosterilmistir. Ulkemizde yapilan ¢aligmalarda ise PAI-1
4G/5G mutasyon sikligi %45 olarak rapor edilmistir.!® Bizim calisamizda PAI-1
polimorfizmi %51,8 (%38,8 heterozigot, %13 homozigot) olarak bulunmustur. Kadin
dogum hastaliklart ve gebelik kliniklerinden gelen kanlarin %48’inde PAI-1 (4G/5G)
polimorfizmi mevcuttu. Ayrica bizim ¢alismamizda en fazla iki gen birlikteligi MTHFR
Al1298C + PAI-1 (%32,5) ve MTHFR C677T + PAI-1 (%24,4) polimorfizmi
birlikteligiydi.

Ozellikle B-zinciri olusumunda énemli olan B-455 G/A polimorfizmini de iceren
B—Fibrinojen gen polimorfizmlerinin, plazma fibrinojen seviyesinin yiikselmesine neden
olarak koroner arter hastaliklari ve inme ile yakindan iligkili oldugu gosterilmistir.
Calismamizda B-Fibrinojen geni B-455 G/A polimorfizmi i¢in heterozigot prevalansi
%30,3 ve homozigot prevalansi %4 olarak bulunmustur.>®

FXIII eksikligi, ciddi kanamalara, tekrarlayan diisiiklere ve yara iyilesmesinde
yetersizliklere yol acan nadir bir hastaliktir. Bu proteinin hem A hem de B iinitelerini
kodlayan genler olduk¢a polimorfiktir. En yaygin tek niikleotid polimorfizmi olan V34L
(Valin>L6sin) aktivasyon peptidinde yer alir ve trombotik hastaliklar iizerinde genel bir

koruyucu etkiye sahiptir.5218 EXI11-A V34L miyokard infarktiisii (MI) ve koroner arter
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hastaliklar1 riskini azaltmaktadir. Ayrica FXIII-A V34L’nin vendz tromboembolik
hastaliklar iizerindeki koruyucu etkisi azdir.!'® Liibnan popiilasyonu iizerinde yapilan
bir arastirmaya gore, heterozigot ve homozigot genotiplerin Faktor XIII V34L
mutasyonu igin prevalansi sirasiyla %22,4 ve 3,4 olarak bulunmustur.’®® Ulkemizde
Oztuzcu ve ark. yaptiklari calismada, heterozigot ve homozigot Faktér XIII V34L
mutasyon yiizdesi sirastyla %24,9 ve 2,6 idi.'® Yazarlarin ¢alismasinda Tiirkiye'nin
giineydogu bolgesinde analiz edilen niifusta, V34L tasiyicilarinin yayginliginin (%27,5)
genel olarak Kafkasyali’lardan (%44,3) daha diisiik oldugu ve ilging bir sekilde Siyahi
ve Giiney Asyalilar’dakine benzer oldugunu belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda Faktor
XIIIA V34L polimorfizmi prevalans1 Oztuzcu ve ark. ¢alismasina benzer olarak %23,3
heterozigot ve %2,4 homozigot mustasyonu bulunmustur.1%

GPIIb/GPIIla kompleksi fibrinojen i¢in bir reseptor olarak etki ederek trombosit
agregasyonuna aracilik eder. Bu kompleks ayni zamanda von Willebrand faktorii ve
fibronektin icinde bir reseptdr gorevi yapar.'?! Bu gendeki ¢.98C> T polimorfizmi, bir
p.L33P (L33P) degisimi ile GPIlla'nin 33. pozisyonunda bir 16sin yerine bir prolin
gelmesine ve trombositler iizerinde antijenik olarak farkli iki olgun GPIIb/IIla
formunun olusumuna neden olur. Bu varyantin varliginin, geng Kafkas 1rki1 kadinlarinda
prematiir akut koroner sendromu ve inme riski ile iliskili oldugu bulunmustur.!?? Bizim
calismamizda Glikoprotein I1la (L33P) polimorfizmi prevalans1 Kafkas popiilasyonuna
benzer olarak %19,2 (%17,7 heterozigot, %1,5 homozigot) olarak bulunmustur.

Klinigimizde daha 6nce yapilan calismada, Faktor II G20210G ve Faktér V
Leiden mutasyonlari, arteriyel tromboz, iskemik inme i¢in dnemli risk faktorleri olarak
bulunmus, ancak MTHFR (C677T, A1298C), PAI-1, B-fibrinojen, Faktor XIIIA (V34L)
ve glikoprotein Illa (L33P) polimorfizmleri ile istatistiksel anlamli diizeyde iliski

bulunmamustir.}?
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Trombofili’nin gen mutasyonuna bagli etiyolojik nedenlerinin arastirilmasinda
tartisitlmasi gereken 6nemli bir diger konuda trombofili testlerinin ne zaman, kime ve
nasil istenecegi konusudur. Zira klinik olarak trombofilik testlerin rolii ve sonuglarinin
etkileri iyi tanimlanmamistir ve c¢ogunlukla uzman goriis birligine dayanmaktadir.
Ozellikle bu testlerin ne zaman yapilacag ile ilgili tartismalar halen devam etmektir.
Malignensi, tekrarlayan travma, immobilite gibi tromboembolik olay1 provake eden bir
durum varliginda bu testlerin yapilmasi Onerilmemektedir. Ancak geng¢ yasta
tromboemboli gelisen, 6zellikle zayif provoke edici faktorleri olan veya provoke edici
etken olmadan tromboemboli gelisen, ailesinde VTE 0&ykiisii (6zellikle birinci derece
geng yasta VTE olayi) olan, tekrarlayan VTE ve splanknik veya serebral damarlar gibi
alisilmisin disindaki bolgelerde VTE gelisen ve tekrarlayan gebelik kaybi olan kisilerde
trombofilik testlerin yapilmasi énem arz eder.’?* Tiim trombofili mutasyonlarinin test
edildigi  “trombofili panelleri” gondermek yerine, klinik karar vermeyi etkileme
olasilig1 en yiiksek olan veya bolgesel taramalarda tespit edilmis en yaygin mutasyonlari
olan belirli trombofili mutasyonlarina odaklanmis testlerin yapilmasi maliyet faydasi
yoniinden 6nem kazanir.

Kalitsal trombofililerin ilk VTE gelismesinde etkisi olmasina ragmen, rekiirrens
riski ile ya orta diizeyde bir iligkisi vardir ya da hig iligkisi yoktur. Bu nedenle, bu tiir
testler, antikoagiilan tedavi se¢imi veya tedavi siiresi ile ilgili kararlarda sinirli bir rol
oynamalidir.'?* Yapilan bir ¢alismada, ilk VTE'den sonra trombofili testinin rolii
degerlendirilmistir. Testin yapilip yapilmadigimin niikks VTE gelismesi agisindan higbir
fark gostermedigi rapor edilmistir.'?® VTE tekrarlama riskini degerlendirmeye yardimci
olacak birden fazla tahmin modeli vardir. Ozellikle ¢ogu niiks igin risk hesaplama

modelinde trombofili durumu hesaplamaya dahil edilmez. Kalitsal trombofiliye neden
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olan mutasyonlarin ilk VTE gelismesi ve rekiirrens durumlarla iligkisi tablo 5.1’de

gosterilmistir.

Tablo 5.1. Baslangig ve tekrarlayan VTE Riski'?*

Tekrarlayan

Trombofili ilk VTE Risk VTE Risk
Faktor V Leiden (Heterozigot) 3-4x =
Faktor V Leiden (Homozigot) 11x -
Protrombin Gen Mutasyonu (Heterozigot) 4x -
Protrombin Gen Mutasyonu (Homozigot) X -
Faktor V Leiden + Protrombin gen mutasyonu

(Heterozigot) 20 i
Antitrombin eksikligi 16x 4x
Protein C eksikligi 8x 3x
Protein S eksikligi 7x Ta
Antifosfolipit antikoru 2-11x° T

(-): Miskili olmayan artmus risk,

1 Hafif artous risk,

T Yiiksek artmus risk,

VTE: Vendz Tromboembolizm

#: Tekrarlayan VTE i¢in tehlike orani iyi ¢alistimamustir,

b: Tk VTE riski anormal test sonucunun sayis1 ve tipine bagli olarak degisir.

IIk defa derin ven trombozu (DVT) ve pulmoner emboli (PE) tespit edilen
hastalarda trombofili testine yaklagimda; klinik tabloyu tetikleyici malignite, yakin
zamanda travma, cerrahi uygulama veya hareketsizlik gibi bir nedenin var olmasi ve
hastada trombofili i¢in siipheli bir Ozelligin olmamas: halinde trombofili testi
diistiniilmemelidir. Hastanin trombofiliyi tetikleyici nedenler yoniinden Oykiisii yok
veya belirsiz, trombofili i¢in siipheli 6zellikler mevcut ve trombofili tanisi hasta ve
yakinlar1 i¢in uygulanacak tedaviyi degistirecek ise bu durumda en yaygin trombofili
bozukluklarinin tespiti i¢in Faktor V Leiden, protrombin gen mutasyonu ile
antifosfolipid antikor testlerinin istenmesi diisiiniilmelidir.*?* Tekrarlayan DVT veya PE
embolisi olan hastalarda trombofiliyi tetikleyici nedenler yoniinden Oykiisii var veya

belirsiz, trombofili i¢in siipheli 6zellikler mevecut ve trombofili tanis1 hasta ve yakinlar
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icin uygulanacak tedaviyi degistirecek ise bu durumda en yaygin trombofili
bozukluklarinin tespiti i¢in Faktor V Leiden, protrombin gen mutasyonu ile
antifosfolipid antikor testlerinin istenmesi diistiniilmelidir. Tekrarlayan DVT ve PE olan
hastalarda hastalig tetikleyen bir neden yok ise bu hastalarda trombofili tanisi i¢in en
yaygin trombofili bozukluklarinin tespiti icin Faktér V Leiden, protrombin gen
mutasyonu ile antifosfolipid antikor testlerinin istenmesi diisiiniilmelidir.*?*

Bu calismada, trombofili siiphesi ile genetik trombofili markerlarinin tespiti i¢in
trombofili paneli ¢alisilan hastalarda Faktor V Leiden, Protrombin G20210A, MTHFR
C677T, MTHFR A1298C, PAI-1, B-Fibrinojen, Faktor XIIIA (V34L) ve Glikoprotein
IIIA  (L33P) polimorfizmlerinin goriilme sikliklar1  incelenerek trombofiliye
yatkinliklarinin degerlendirilmistir.

Daha 6nce klinigimizde bu sekiz genotip polimorfizmlerinin tekrarlayan gebelik
kayb1 oykiisii olan hastalarda ve iskemik strok ile iliskisi irdelenmistir. Ancak bu
calisma ilk defa bu sekiz genin birlikte kliniklere gore dagilimi ve birlikte olup
olmamasma gore literatiirde yapilmis en genis kapsamli calismadir. Calismamiz
sonucunda, ilgili trombofilik allel mutasyonlarinin goériilme sikliklarmin literatiirde
bildirilen degerlerle benzer oldugu ve bolgemize 6zgii bir dagilim frekansi gostermedigi

tespit edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢alismalar trombofilik gen polimorfizmlerinin tromboz i¢in 6nemli risk
faktorleri oldugunu gostermistir. Farkli populasyonlarda bu genlerdeki polimorfizmler
acisindan 1rklara gore benzerlikler ve farkliliklar goriilmektedir. Bu durum o6zellikle
birinci basamak saglik hizmetleri agisindan énem kazanmaktadir. Cok sayida faktoriin
etkin oldugu bu hastaliklarda genetik faktorlerin agirliginin belirlenmesi bu hastaliklara
ve hastalarin tedavisinde yaklasimimizi belirleyecektir. Guiniimiizde tibbi genetik
caligmalar, bolgesel ve bireysel farkliliklar1 belirleyerek hastaliklarin tani ve tedavisine
yon vermektedir. Kisiye ve bolgeye gore tedavi plani gittikce yayginlasan bir yaklagim
haline gelmistir. Gen mutasyonlarinin dagilimi genellikle bolgeler arasinda 6nemli
farkliliklar gostermektedir. Genis cografik bolgeler igin elde edilen rakamlar bazen dar
cografik bolgeleri temsil etmekten uzak olabilir. Bundan dolay1r bazen bir muatasyon,
bir bolge agisindan hastalikla iligkisiz goriiliirken diger bir bolgede iliskili
bulunabilmektedir. Bu farkli sonuglar 6rnek biiyiikliigl, eslestirme yontemleri ve

calisma ve kontrol gruplarinin tanimlanmasi gibi ¢esitli sinirlamalardan kaynaklanabilir.
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EK-1. OZGECMIS

EKLER

Kisisel Bilgiler

Adi Soyadi:
Dogum tarihi:
Dogum Yeri:
Medeni Hali:
Uyrugu:
Adres:

Tel:

Faks:

E-mail:

Egitim

Lise:
Lisans:
Yiiksek lisans:

Doktora:

Yabanca Dil Bilgisi

Ingilizce:
Almanca:

Rusca:

Uye Olunan Mesleki Kuruluslar

Iigi Alanlar1 ve Hobiler
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EK-2. ETiK BILDIRIiM VE INTIHAL BEYAN FORMU

SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
Graduate School of Health Sciences

ETIiK BILDIRIiM VE INTIHAL BEYAN FORMU'

Ogrencinin Adi ve Soyadi Muhammed Ertugrul Egin
Ogrencinin Numarasi o

Ana Bilim Dali Tibbi Biyoloji
Ogrencinin Kayith Oldugu Program Doktora

Tiirii

Yukarida bilgileri verilen tezin intihal tespit yazilimiyla (Turnitin) yapilan tarama sonucunda
elde edilen benzerlik oranlar1 asagidaki gibidir. Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi halde

dogacak hukuki sorumluluklari kabul ve beyan ederiz.

Boliimler Benzerlik Oram Maksimum Benzerlik Oranlar
L. Girig %4 % 15
I1. Genel Bilgiler % 27 % 35
II1. Materyal ve Metod % 28 % 35
IV. Bulgular % 3 % 15
V. Tartigma % 16 % 20

Not: Yedi kelimeye kadar benzerlikler ile Bashk, Kaynakga, Igindekiler, Tesekkiir, Dizin ve Ekler kisimlart
tarama disi birakilabilir. Yukaridaki azami benzerlik oranlari yaninda tek bir kaynaktan olan benzerlik
oranlarmm %5 'den biiyiik olmamasi gerekir.

Tez Yazari (Ogrenci) Tez Damismani

Muhammed Ertugrul Egin Prof. Dr. Abdulgani TATAR

! Bu form bilgisayar ortaminda doldurulmali, giktisi imzalanip Tez Savunmasi Juri Oneri Formu'yla birlikte Ana Bilim Dali Bagkanhig1 araciligiyla
UBYS tizerinden Enstitaye iletilmelidir.
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EK-3. ETIK KURUL ONAY FORMU

ATATURK UNIVERSITES] TIP
FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR
ETIK KURULU
KARAR
I = ETIK KURLILUN AD0 Asatirk Droversiexd T hklh_ai }Jnh' Al_nlmuh Elk Kanlp
g Z - ACIK ADRESI Astark Dubversies| Tp Fakiliosl Dekanly
F"; ;’ TIAFPON A4
g" FAKS M0 B
TSI E-POSTA [T CTT T VT T —
SORLMLU ARASTIRMAC)
| LNVANUADLSOY AN | Pref.Dr.Abduigesi Iﬁ'_l‘}ll e
[Dogu  Anadeds  Blilgesi'nde  Baxi  Trombefiik  Gen
| ARASTIRMACINES AGIK ADI | Polimerfizmierinia  Bolgesel  Gordlme  Sikigdwun
ncelenmesi
Tuphonn Sayor 92 Karwr No 44| Tarhs 7603630 -
E ‘hirl.h ;I'\(lk;l ;v:—;knh.nm dn-n.m xit—upb *b&t.mnmnﬂnﬁ:l-.;mv. arug, yaklapr v
5 = ytetembort dikkate alarals incebonmiy ve calymnn bagedeie Kendinl aarafndan barplasma kapiu e
s yapthrnsda blimsed ve etl ogokon sk mmon ofmadgog oy Miligi il har warildi
< <
3% Kl Aragnirmaler Habkods Yioscnebh Kapsamnds yer alon srasormainn oo lnmatar bom Thrbiyve llag ve
Tobdi Clbax Kerumn'sdan tebs almman perekmekiodir.
| Arayterecnya cal grealeends haganar dikers.
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