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Faktor V 4070 A-G degisiminin trombozlu hastalarda incelenmesi

OZET

Tromboz, bir¢ok etmenin neden oldugu bir hastaliktir. APC direnci ise ven6z tromboz igin
onemli risk faktorlerinden biridir. FV geninde yanlis anlam mutasyonuna neden olan
yaygin bir polimorfizm olan FV Arg506GIn degisimi, faktor V molekiiliindeki APC kesim
bolgelerinden birinin kaybina neden olur, APC direncinden sorumludur. Bununla birlikte,
faktor V geninde kompleks bir haplotip bulunmaktadir. Haplotipe adin1 veren ve genin
4070. niikleotidinde bulunan A (R1) — G(R2) degisimi ile birlikte, haplotipe ait 13
polimorfizm tamimlanmigtir. R2 haplotipine sahip faktér V proteinin, FVIIIa’ nin
degredasyonunda gorevli APC i¢in gosterdigi kofaktor aktivitesinin diisik ve daha
prokoagiilan bir form olan FV1’ in oraninin ise FV2’ ye gore artmis oldugu belirlenmistir.
Celiskili sonuglara ragmen, faktér V genine ait bu haplotipin vendz tromboz riskini énemli
sekilde arttirdig: belirtilmistir. Tromboz i¢in 6énemli bir risk faktorii oldugu bilinen FVL’ i
tasimasina ragmen, uzun yillar tromboz gegirmeyen bireyler mevcuttur. Tromboza katkisi
oldugu disiiniilen R2 allelinin aksine R1 allelinin, bu kisileri tromboza karsi
koruyabilecegi diisliniilmiis ve bu ¢alismada, FV 4070 A (R1) — G (R2) gen degisiminin
tromboz acisindan etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Calismaya, tromboz tanisi almig 0-18 yas araligindaki ve 70 yas ve iizerindeki hastalarla
birlikte, ayn1 iki yas grubundaki saglikli bireyler dahil edilmistir. Bireylerden alinan kan
orneklerinden fenol-kloroform yontemiyle DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Faktor V
4070 A-G degisimi igin uygun primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
gerceklestirilmig, faktor V geninin 13. ekzonunun c¢ogaltilmistir. Elde edilen PCR
tiriinlerinde, ilgili gen degisimini saptamak icin Rsal restriksiyon endoniikleaz enzimiyle
kesim yapilmis, agaroz jel elektroforezi ile bant farkliliklar1 saptanarak gen degisimleri
tespit edilmistir.

Faktor V 4070 A-G degisiminin, 0-18 yas ve 70 yas lizeri gruplara dahil olan hasta ve
saglikli bireylerdeki etkisine bakildiginda, R1 allelinin heterozigot veya homozigot
tasinmast durumunda, trombozla iliskili koruyucu bir etkiye sahip olmadig: goriiliirken, R2
allelinin de ayn1 yas gruplari ve ayni genotip durumda tek bagina tromboza neden
olabilecek bir risk faktorii olmadigr gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Koagiilasyon, Tromboz, Haplotip, Faktor V HR2, Factor V Leiden



Investigation of Factor VV 4070 A-G substitution in patients with thrombosis.

ABSTRACT

Trombosis is a multigenic disease and APC resistance is major risk factor for causing
thrombosis. A common polymorphism (FVL) in the FV gene that causes a missense
mutation, FV Arg506GIn, results in the loss of one activated protein cleavage site of FV
and APC resistance. Recently, a complex haplotype of FV (HR2), which includes 13
different polymorphisms throughout the gene, has been reported. One of these
polymorphisms is factor V 4070 A(R1) —-G(R2) substitution which also gives its name to
the haplotype. Factor V with HR2 possesses decreased co-factor activity to APC in the
degradation of FVIlla and an increased ratio of the more procoagulant isoform FV1
compared to FV2. Contrasting results on whether the haplotype induces a significant risk
of venous thromboembolism have been reported. There are several individuals who have
FVL, a common risk factor related to thrombosis, didn’ t experienced thrombosis. Contrast
to R2 allele which contributed to thrombosis risk, R1 allele is thought to be protective
associated with the disease and the goal of the study is to determine effects of FV 4070 A
(R1) —G(R2) substitution in patients with thrombosis.

In the study, in the range of 0-18 years and 70 and over 70 years patients diagnosed with
thrombosis and the same two age groups healthy controls were screened. DNA isolation
was carried out with phenol-chloroform method from blood samples taken from
individuals. Amplification of exon 13 of the factor V gene was performed by polymerase
chain reaction (PCR) with appropriate primers. PCR products was digested with Rsal
restriction endonuclease enzyme for detecting gene variation with agarose gel
electrophoresis.

Effects of factor V 4070 A-G substitution were determined in 0-18 and 70 and older age
groups included patient and healthy individuals. Carrying R1 allele in heterozygous or
homozygous state was not associated with any protective effect in thrombosis. It was found
that R2 allele was not an independent risk factor for thrombosis in the same age groups and
genotype states.

Key words: Coagulation, Trombosis, Haplotype, Factor V HR2, Factor V Leiden
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1. GIRIS VE AMAC

Tromboz, hemen her yas grubunu ilgilendiren multifaktoriyel bir hastaliktir. Prokoagiilan,
antikoagiilan ve fibrinolitik faktdrler arasindaki hassas dengedeki bozukluk sonucu ortaya
cikar. Kan damarlar icerisinde gelisen anormal pihtiya trombiis, bir damarda trombiisten
kopan pihti parcasinin bagka bir bolge damarinda tikanmaya neden olmasima ise
tromboembolizm denir. Trombozun multifaktoriyel yapisi, ¢ok sayida edinsel ve kalitsal
risk faktortiiniin sikligr ile iliskilidir. Arteriyel ve vendz sistemde trombiis formasyonlari
birbirinden farklidir. Arteriyel trombozlarda, endotel hasari ve trombositlerin fonksiyonel
bozukluklarinin 6nemli rol oynadigi, vendz trombozlarda ise daha ¢ok pihtilagma sistemine
ait bozukluklarin tromboz gelisimine neden oldugu bilinmektedir (Rosendaal 1999).

Bugiin bilinen genetik defektlerin biiyiik kismi, dogal antikoagiilan yolaklarini ve protein C
sisteminin fonksiyonlarini etkilemektedir. Aktif protein C direnci, vendz trombozIla iliskili
bulunan en yaygin kalitsal hiperkoagiilasyon durumudur. 1. kKromozomun uzun kolunda yer
alan ve 25 ekzondan olusan Faktor V geni, koagililasyon kaskadinin o6nemli
kofaktorlerinden birini kodlar. Bir plazma glikoproteini olan Faktor V, koagiilasyon
sirasinda aktif formuna (FVa) doniiserek, FXa’ya baglanir ve protrombinin trombine
donilisimiinii saglayan protrombinaz kompleksini olusturur (Rosing et al. 1997). FVa,
aktive protein C tarafindan inaktive edilir. Ancak, Faktor V geninde tek nokta
mutasyonunun (G1691A) neden oldugu, 506. pozisyondaki Arjinin aminoasidi yerine
Glutaminin kodlanmasiyla olusan mutant FV, aktif protein C (APC) ‘ye kars1 direnglidir
(Bertina et al. 1994).

FV geninin kompleks haplotiplerinden biri olan HR2, 13 farkli polimorfizm igerir. Bu
polimorfizmlerden biri FV geninin 13. ekzonundaki 4070 A-G degisimidir ve bu durum B
domaininde 1299.pozisyonda Histidin (R1) ile Arginin (R2) ‘in yer degistirmesine neden
olur (Lunghi et al. 1996). Yapilan calismalara gére HR2 haplotipinin, APC direncini
arttirmakla beraber, plazma FV diizeylerini de etkiledigi belirlenmistir (Hoekema et al.
2001). FVIlla’nin APC aracili degredasyonunda, HR2 haplotipindeki FV ‘in kofaktor
aktivitesi diigiiktiir (Castoldi et al. 2000). Bu bilgilere dayanarak, FVL ‘in VTE igin en
yaygin kalitsal risk faktorii oldugunun bilinmesinin yani sira, HR2 nin de 6nemli bir risk

faktorii olup VTE riskini arttirabilecegi ongoriilmiistiir (Margaglione et al. 2002).



Daha 6nce boliimiimiizde yapilan tez ¢aligmasinda FVL mutasyonunun dogumdan itibaren
tromboz i¢in risk faktdrii oldugu ve morbiditeye etkisi oldugu gosterilmis, ancak bazi
kisilerin FVL mutasyonunu tasimasina ragmen uzun yillar boyunca, 70 yas ve sonrasinda

dahi tromboz gecirmedikleri elimizdeki veriler ile saptanmustir.

R2 allelinin de FVL gibi tromboz riskine katkida bulunabilecegi goz Oniinde
bulundurulursa, R1 allelinin, tromboza karsi koruyucu bir etki gosterecegi diisiiniilebilir.
Tromboz bakimindan koruyucu veya risk getirici bu gen degisimi ile birlikte yasin
oneminin belirlenebilmesi i¢in ¢alisma, popiilasyon ¢aligmalarinda daha 6nce belirtilmemis
iki fakli yas grubunda gerceklestirilmistir. Caligmamizin amaci, tromboz tanisi alan ve
saglikli olan bireylerden olusan gruplar kullanilarak, FV 4070 A (R1) — G (R2) gen

degisiminin tromboz agisindan etkisinin belirlenmesidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 HEMOSTAZ

Hemostaz, kanin dolagimda sivi halde kalmasini saglayan fizyolojik bir mekanizmadir.
Endotel hasarinin ortaya ¢ikmasi sonucu olusan kanamayi onlemek i¢in piht1 olusumunu
ve damar biitiinliigiiniin korunmasin1 saglayan sistemler biitiiniidiir. Koagiilasyon ve
hemostaz zaman zaman ayni1 anlamda kullanilsa da, hemostazin tanimindan da anlasilacagi
gibi, koagiilasyon, hemostazin yalnizca bir fazidir. Hemostaz mekanizmasinin {i¢ 6nemli
bileseni, koagiilasyon sistemi, trombositler ve endotelyumdur (Sekil 2. 1). Hemostatik
sistemin her bileseninin, esit sekilde 6nemli oldugu diisiiniiliirse, bu gosterim her bilesenin
digerleri ile etkilesim halinde oldugunu ve onlar etkiledigini gosterir ( Roberts et al.
2004).

Koagiilasyon Sistemi

Trombositler Endotelyum

Sekil 2.1. Hemostaz mekanizmasindaki komponentlerin basit gosterimi.

Normal sartlarda, bu etkilesimler, organizmanin hayatta kalmasini1 saglamak adina, kanin
akiskan halde kalmasi i¢in bir biitiinliikk olustururlar. Endotel hasarinin meydana geldigi
durumda, herhangi bir patolojinin olmadigi normal fizyolojik kosullarda, yalnizca hasarin
oldugu boélgede, kanin akiskanligr degiskenlik gosterir ve kan pihtist olusur. Herhangi bir
anda damarin zedelenmesi ile olusan kanamada, hemostazin saglanabilmesi i¢in bu

sistemler sirasiyla, endotelyum (vaskiiler sistem), trombositler, koagiilasyon sistemi ve son



olarak da fibrinolitik sistem (tamir mekanizmasi)’in devreye girmesi ile saglanir. Bir
siralama yapilmig olsa da, hemostazda yer alan bu sistemlerin, zamanlama agigindan

birbirinin igine girdigi veya paralel seyrettigi bilinmelidir (Perry 1999) (Sekil 2. 2) .

Damar
hasari ;
' ~TF
Trombosit
. Trombositlerin |fosfolipitlerinin
Serotonin <= Salinimi B sallnlmlv

Y ¥ ey

Vazokonstriiksiyon

Koagiilasyon
Trombosit Kaskadi

agregasyonu
i \

JKan akimj e~ Primer hemostatik tikag

' :

Stab." s FIDIIN
hemostatik tikag

Sekil 2.2. Hemostaz siirecinde rol alan sistemlerin gosterimi (Perry 1999)

Travmadan sonraki birka¢ saniye i¢inde refleks olarak zedelenen damarda olusan
vazokonstriiksiyon (damar capmin daralmasi), o damarda kan akisinin yavaglamasina
neden olur. Bu siirecte, primer hemostazi vaskiiler endotel ve trombositler saglarken,
sekonder hemostazda ise koagiilasyon proteinleri ve fibrinolitik sistemin bilesenleri gorev
alir (Dalhback 2005).

2.1.1. PRIMER HEMOSTAZ: Trombosit Tikaci

Sirkiilasyondaki trombositler endoteldeki hasari reseptorleri araciligi ile fark eder ve
zedelenen endotele yapisir. Endotelyumun antikoagiilan ve prokoagiilan 6zelligi oldugu

bilinmektedir (George 2000) (Sekil 2.3).
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Sekil 2. 3. Endoteldeki, prokoagiilan ve antikoagiilan sistemlere ait bilesenlerin gosterimi
(Lefkowitz BJ 2007)

Endotel, prostasiklin, trombomodulin ve doku plazminojen aktivatorii (t-PA) sentezleyerek
antikoagiilan 6zellik gosterirken, Von-Willebrand Faktorii (vVWF) sentezi ile trombosit
adezyonunu arttirir, doku faktorii sentezi ile de koagiilasyon mekanizmasinin
aktivasyonuna ve plazminojen aktivator inhibitor (PAI-1) sentezi ile fibrinolizisin

inhibisyonuna neden olur (Michiels 2003).

Hemostazin saglanmasinda, trombosit aktivasyonu ile koagiilasyon birbirinden ayrilmaz
bir biitiindiir. Trombositler ¢cok ¢esitli koagiilasyon faktorleri ile interaksiyona girerken
trombin de giiglii bir trombosit uyaranidir. Trombositlerin subendotelyal kollajen veya
trombin ile stimiilasyonu prokoagiilan fosfolipid olan fosfotidil serin’ in (PS)
mikrovezikiiler yap1 iginde belirginlesmesini saglar. Endotelde sentez edilen NO ve PGI2
trombositlerin endotele yapigsmasini (adezyon) dnleyen baslica yapidir. Endotel hasari ile
ac1ga ¢ikan kollajen, Von-Willebrand faktorii ve trombositlerin bu bolgede kiimelenmesine
neden olur. Adezyonda, trombositlerin GPIb adi verilen reseptorleri primer olarak gorev
alir (Clemetson et al. 2001). Adezyonu, trombositlerin agregasyonu takip eder. Agregasyon
veya trombositlerin birbirine yapisarak kiime olusturmasi esnasinda trombositlerin GPIlb-
[1Ia reseptorleri ve fibrinojen ara baglayict molekiil gorevi tistlenir (Sekil 2. 4).
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Sekil 2.4. Trombosit adezyon ve agregasyonu (Kumar 2007)

Trombositlerde fosfolipaz aktivasyonu arasidonik asit lizerinden Tromboxane A2 sentezine
varacak reaksiyonlarla trombosit agregasyonuna neden olur (Woodside et al. 2001). Primer
trombosit tikact olusumu gecicidir ve trombin {iretimi, fibrin pihtisinin olusumu ile

sonuglanan kan pihtilagmasi sisteminin aktivasyonu ile koordinelidir (Monroe et al. 2002).

2.1.2 SEKONDER HEMOSTAZ: Fibrin Pihtis1

Trombositlerin aktivasyonu sonucu yiizeylerinde aciga cikarmig olduklari fosfolipit
kompleksleri, koagiilasyon kaskadinin iki Onemli asamasimi (tenaz ve protrombinaz
komplekslerinin olusumu) hizlandirirlar. Trombositler bu etkiyi lokal olarak koagiilasyon
faktorlerinde artig, koagiilasyon faktorlerinin optimal fonksiyonu ic¢in gerekli yapisal
degisikliklerin saglanmasi, koagiilasyonda substratin tasinmasini kolaylastirma ve
koagiilasyonun aktivasyonunu yalnizca hasar goren bdlgede sinirli tutma seklinde

gergeklestirir (Heemskerk et al. 2002).



2.1.2.1. Koagiilasyon Kaskad1

Pihtilasma, kanamanin durdurulmasi sirasinda damar disinda; hiperkoagiilasyon ya da
tromboz sirasinda ise, damar i¢cinde meydana gelir. Pihtilasma mekanizmasi bir ¢aglayana
benzetilir ve pihtilasma faktorleri adi verilen, ¢ogu birer plazma proteini olan, dogal
maddelerin kendi aralarinda belirli bir hiyerarsik diizene gore etkilesimleri sonucu olusur
(Davie et al. 1964, MacFarlane et al. 1994) (Cizelge 2. 1).

Cizelge 2. 1. Pihtilagma faktorleri (O’Shaughnessy 2005)

Adlandirma Isim Fonksiyon Yari-dmiir (saat)
e Fibrinojen I:'il).rin onciisii %
Factor I Protrombin 5"0”“ 1’.'."“9“7- 65
(Factor 0 Kalsiyum Kofaktor

(Factor V) Doku faktirii Koagiilasyonun baslamasi

Factor V Proakselerin Protrombinaz kompleksi kofaktorii 15
Factoe VI Prokonvertin Koagiilasyonun baslamasi 5
Factor VIl Antihemofilik faktir Tenaz kompleksi kofaktorii 12
Factor IX Christmas faktorii Serin proteaz pl
Facor X Stuart-Prower faktorii Serin proteaz 40
Factor XI Plazma tromboplastini énciisii ~ [<0agiilasyonun biiyiimesi 45
Factor Xl Hageman faktrii Temas faktorii 50
Facto Xal Fibrin saglamlastiric faktor Fibrinin ¢apraz baglanmas 200
Prekallikrein Aetcher faktorii Temas faktérii 35
Yiiksek molekiiler fitzgerald faktorii Temas faktirii 150

agirhikh kininojen

Pihtilagma faktorleri ’den XIII’e kadar Romen sayilari ile numaralandirilir. von
Willebrand faktorii (VWF) harig biitlin faktorlerin yapim yeri karacigerdir. Dolasan kanda
FVIIl’i tasiyan ve stabilize ederek degradasyonunu onleyen vWF, endotel hiicreleri ve
megakaryositlerde yapilir. Karacigerde bazi faktorlerin sentezinde K vitamini gereklidir.
FII, FVII, FIX ve FX* a “protrombin grubu pihtilagsma faktorleri” de denir. Pihtilagmanin
“dogal” inhibitérlerinden olan Protein C (PC) ve Protein S (PS) sentezi de K vitaminine
bagimlidir. Pithtilasma faktorlerinden bazilari proenzim, bazilar1 enzim, bazilar1 substrat,
bazilar1 da kofaktor olarak islev goriirler. Bir dizi proenzim ya da inaktif faktor (zimojen)
ard1 sira aktive olarak etkin enzimleri dogururlar. Baz1 aktive edilmis faktorler, aktive
olmus trombositlerin negatif yiiklii fosfolipid yiizeylerinde Ca++ iyonlariin yardimi ile

biiyiik kompleksler yaparlar.



Kan pihtilagmasi, trombin enziminin olugmasi ve bu enzimin soliibl halde bulunan
fibrinojen’i (Faktor I) parcalayarak kati haldeki fibrin pihtisina g¢evirmesi seklinde
Ozetlenebilir ( Mann et al. 1993, Furie et al. 1992). Normal kosullarda dolasan kanda
trombin yoktur. Kanda proenzim seklinde Protrombin (FII) bulunur. Protrombin’in
trombin’e ¢evrilebilmesi i¢in dncelikle Faktor X un aktive edilmesi gerekir (FXa). Eskiden
FX’un, ekstrinsik ve intrinsik olmak iizere birbirlerinden bagimsiz iki ayr1 yolla aktive

edildigi kabul edilirdi (Sekil 2. 5).

Bugiin icin koagiilasyon mekanizmasinin, transmembran bir protein olup, hiicre biitlinliigii
bozulunca kanla temas eden doku faktoriiniin, FVII’ yi aktive ederek basladig: (ekstrinsik
yol ) gortisii hakimdir (Bungay et al. 2008). Ekstrinsik yol, damar duvari zedelenmesi
(endotel lezyonu) sonucu agiga c¢ikan doku faktdrii (TF)’ niin pihtilasmayi baslattigi
yoldur. Pihtilagsma testlerinden protrombin zamani (PT) bu yolu 6lger. Bu yolda TF, FVII
ve ortak yoldan FX, FV, FII (protrombin) ve FI (fibrinojen) yer alir.



intrinsik Yol Ekstrinsik Yol
XNl (HagemanFaktéri) Doku Hasari
Kallikrein 1 HMWK /
Prekaliikrein —/ A8 - Doku F‘a'lgt,.t},‘r._ii.,_‘)'
5 —J y
Doku Faktoru
Vila
‘ X —\ 4
Thrombin
(na)
| — [ \
V — Va || Ca?+
Thrombin = &
(lia)
n ——> [iia —
(Prothrombin) (Thrombm) Xiita
Fosfolipid /
- Yuzey
CaZo
I_JAktlf
inaktif : Fibrin Capraz bagh
0] (ta) Fibrin
Ortak Yol

Sekil 2. 5. Koagiilasyon kaskadi (Kumar 2007)

Intrinsik yol ise, doku faktorii ise karismadan, negatif yiiklii yabanci yiizeylerle (&rn.
endotel altinda bulunan kollajen lifleryle) temas sonucu bazi faktorlerin aktivasyonu ile
baslayan yoldur. Bu faktorlere (aktivasyon sirasina goére FXII, prekallikrein ve yiiksek
molekiil agirlikli kininojen) “temas faktorleri” ad1 verilir. In vivo hemostazda bu faktorlerin
onemli bir rol oynamadiklari anlagilmistir. Konjenital eksikliklerinde pihtilagma

zamaninin ¢ok uzamasina karsin, hastalarda kanama belirtileri goriilmez. Temas
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faktorlerinin pihtilasmadan ¢ok inflamasyon olaylarinda rol aldiklari disiiniilmektedir
(Esmon 2003). Intrinsik yolu 6lgen pihtilasma testi aktive parsiyel tromboplastin zamani
(aPTT) ’ dir. Bu yolda temas faktorleri disinda, FXI, FIX, FVIII ve ortak yoldan FX, FV,
FII (protrombin) ve FI (fibrinojen) yer alir. Tam kan pihtilasma zamani da intrinsik yolu
Ol¢en bir testtir. Ancak; duyarli olmadigindan uzun yillar 6nce yerini aPTT ye birakmustir.
Kan pihtilagmasiin iki farkli yol iizerinden bagladigi goriisii eski pihtilasma modelini

tanimlamasa bile, PT ve aPTT testleri tan1 koymak i¢in hala kullanilmaktadir.

Klasik pihtilasma modelinin diginda, intrinsik yolak ile birlikte degil yalnizca ekstrinsik
yolagi baslatan, hasarli dokudan TF salinimi ile gergeklestigi diisiiniilen daha yeni bir
koagiilasyon modeli belirlenmistir. Bu modelde, trombin koagiilasyon modelinin
merkezindedir. Trombin iiretimini diizenleyen ve kontrol eden tiim sistemler, hasarl
bolgede kesin bir pthti formunun olusabilmesi igin ige besleme (feed-into ) mekanizmasi

ile organizedir (Perez-Gomez et al. 2007, Hoffman et al. 2007) (Sekil 2.6).

Factor VIl = FactorVlla + TF

Factor IX
Factor X
~ Factor Xla

- Factor IXa + Factor Villa <€——————— Factor VIl

Factor Xa + Factor Va ~e——— FactorV
Factor XI
Protrombin
TAFI aktivasyonu ‘s

Protein C ———

aktivasyonu

Factor Xl

Trombosit agregasyonu / \
Endotelyal l
hiicre etkileri Fibrinojen = Fibrin monomer
1 Factor Xllla

Fibrin pol mer /

Capraz bagli fibrin

Sekil 2.6. Yeni koagiilasyon kaskadi modeli (Lefkowitz BJ 2007)
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Pihtilagma yolaginin daha iyi anlasilmasi ve koagiilasyonda rol olan proteinlerin tam
olarak algilanmasi ig¢in, klasik intrinsik ve ekstrinsik yolaklarin yer aldigi pihtilasma

modeli daha ac¢iklayic1 durumdadir.

Pihtilasma siirecinin ilerleyebilmesi i¢in, doku faktorii tasiyan hiicrelerde ya da bu
hiicrelerin yakininda, trombositleri ve bazi pihtilagsma faktorlerini aktive etmeye yetecek
derecede trombinin olusmasi gerekir. Doku faktorii (TF), 47 kDa agirliginda, FVII” e karsi
yiiksek affiniteye sahip, hiicresel bir transmembran glikoproteinidir. FVII ve Vlla igin
kofaktor rolii oynar (Morrisey 2001). Damarlarin adventisya katmaninda (fibroblastlar),
epidermis, stroma ve glia hiicrelerinde bulunur. Istirahat halindeki endotel hiicrelerinde
belirmez. Endotoksin ya da sitokinlerle (IL-1, TNF-a) aktive olmus endotel hiicrelerinden
TF salinabilir. Damar duvarinin medya katmani ya da kolajen ile temas eden monositler de
sitokinlerin etkisi ile TF salabilirler. Ayrica TF’niin kanda, 6zellikle inflamasyon ve
apopitoz durumlarinda, hiicre membrani vezikiilleri seklinde bulunabilecegi gosterilmistir.

TF’niin kanda soliibl sekilde dolastig1 da kanitlanmustir.

“Ekstrinsik pihtilasma yolu” dendiginde, damar duvari lezyonu sonucu agiga ¢ikan doku
faktoriiniin  (TF) pihtilasmayr baslattigi  yol anlasilir. FVIIa/TF  kompleksi, kan
pihtilagsmasini baglatan en 6nemli 6gedir. Damar duvarinda bir lezyon oldugunda, endoteli
cevreleyen dokulardan agiga ¢ikan TF kanla temas olanagi bulur. Dolasan kandaki FVII
hizla TF’ne baglanarak aktive olur ve ikisi birlikte bir kompleks olustururlar (FVIIa/TF).
Lezyon yerindeki TF tasiyan hiicrelere smirli kalan FVIIa/TF kompleksi iki onemli
reaksiyonu baslatir. Hem FX’u, hem de intrinsik yoldaki FIX’u aktive ederek FXa ve
FIXa’y1 olusturur (Mann et al. 1998, Rauch et al. 2000).

FIXa ve FXa, hiicreler tarafindan tasinan veya sivi faza difiize olmus TF ile iliskide
kalirlar. Aktive olmus trombositler tarafindan saglanan negatif yiiklii fosfolipit ylizey,
bircok pihtilasma faktorii ve enzim-kofaktdr kompleksi i¢in trombosit membranindaki
potansiyel baglanma bolgesidir. Oldukea etkili olan bu kompleksler, pihtilagma sisteminin
etkili bir sekilde yayilmasi i¢in hayati oneme sahiptir (Kalafatis et al. 1994, Zwaal et al.
1998, Stenflo 2001). TF tasiyan hiicrelerde olusan FXa, kofaktorii FV (FVa) ile birlikte
protrombini trombine ¢evirecek protrombinaz ara kompleksini meydana getirir
(Krishnaswamy et al. 1993). Cok az miktarda FV’in, FXa tarafindan ya da koagiilasyonla
ilgili olmayan hiicresel proteazlar tarafindan aktive edildigi disiiniiliir. Protrombinaz

kompleksinin olusumu i¢in aktive trombositlerin sagladigi fosfolipid (PL) yiizeyine de
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gerek vardir ancak deneyler TF ortaminda trombositler olmadan da eser miktarda

trombininin olusabilecegini gostermistir.

FVa ve fosfolipid eksikligi nedeniyle son derece az miktarda olusan trombinin fibrinojeni
fibrine pargalamasi gilictiir. Ancak bu ilk olusan trombin, trombositleri (PLT) ve bazi
pihtilasma faktorlerini (FV, FVIII, FXI) aktive ederek pihtilagmanin biiylimesine
(amplification) ve yayilmasina (propagation) neden olur. Bir anlamda trombini olusturan

tiim sistemde “patlama” yapar (Sekil 2. 7).

S
rco S 0@ S
/\ | FXs |
FX [PVa | Fix Fia [ Fxa ] aqluwiallnlml
m [ FVa | Fva + Ca b
Fu Fia m ‘;\Slllr:e-m r?:-!f

o

Mikropartikiil o)

Sekil 2. 7. Pihtilasmanin {i¢ basamagi (Adams et al. 2009)

[k olusan iiriin trombin, yine aktive edilmis trombositlerin fosfolipid (PL) yiizeyinde FXI’i
aktive eder. Boylece, intrinsik yoldan FXIla’min FXI’i aktive etmesine gerek kalmaz.
Olusan FXla ise, FIX’un aktivasyonunu artirir. Dolayisiyla FX’u aktive edecek ara
makromolekiiler kompleksin (tenaz) olusumunu hizlandirir. FXI aktivasyonu trombin

olusumunu destekleyen bir mekanizmadir.

TF’lin aciga ¢iktifi damar lezyonu bolgesine trombositlerin tikag yapmak iizere gelmis
olmalar1 (trombosit aktivasyonu, adezyonu, agregasyonu ve sekresyonu) pihtilagsmaya
kolaylikla katilmalarini saglar. Aktive olmus trombositlerde, iki tabakali trombosit

membraninin i¢ yaprak¢iginda bulunan fosfolipid (PL) fosfatidil serin’in bir tiir takla

12



atarak disa c¢ikmasi aktive pihtilasma faktorlerinin (Va, VIIla, IXa) bu yiizeye
baglanmasin1 kolaylastirir.  Trombositlerin sagladigir fosfolipid (PL) (fosfatidil serin)
yiizeyinde FVIlla, FIXa ve Ca++ tarafindan olusturulan makromolekiiler ara kompleks

(tenaz) FX’u aktive eder (Fay 2004).

Protrombinaz ve tenaz kompleksleri, trombositlerin sagladigi fosfatidil serin (PL)
yiizeyinde fibrinojeni pihtiya g¢evirebilecek siddetli bir trombin patlamasma yol agar.
Trombin giiglii bir proteolitik enzimdir ve fibrinojen molekiilinden 6nce iki peptidi ayirir
(fibrinopeptid A ve B) ve geriye fibrin monomerleri kalir. Daha sonra bu monomerler
polimerleserek fibrin(s) olusur (s:soluble) ancak bu fibrin saglam bir piht1 degildir.
Trombin tarafindan aktive edilen FXIII, Ca++ile birlikte fibrin polimerlerini ¢apraz
baglarla baglayarak pihtiyi mekanik yonden saglamlastirir [fibrin(i), (i:insoluble)].
Konjenital FXIII eksikliginde gobek kordonundan kanama ve yaralarin ge¢ iyilesmesi sik

goriilen bulgulardir (Ichinose 2001) .

Trombin ayn1 zamanda, pihtiy1 plazmin aracili fibrinolizisten koruyan, trombin ile aktive
edilen fibrinoliz inhibitérii (TAFI) ‘ni de aktive eder. TAFI, fibrin pihtisindan lizin
rezidiilerini proteolitik olarak ¢ikarir ve bu durum plasminojenin fibrine baglanma
bolgelerini uzaklastirarak, fibrin pihtisinin, plazmin aracili gergeklesen lizisinin etkinligini

azaltir (Bouma et al. 2004).

Kanin 1 mL’sinde viicuttaki tim fibrinojeni 10-15 saniyede fibrine ¢evirmeye yetecek
giicte bir pihtilagtirict potansiyel vardir. Trombosit tikaci ve fibrin pihtisinin sadece lezyon
yerinde sinirlt kalarak ilerlememesi ve kanin sivi durumunun korunmasi ¢ok ince ve

ayrintili bir sekilde ¢aligsan inhibitor (antikoagiilan) mekanizmalarla saglanir.

2.1.2.2. Koagiilasyonun Simirlandirilmasi ve Antikoagiilan Yol

Prokoagiilan sistemlerin yani sira, her aktivasyonu denetleyen, frenleyici bir inhibitor
mekanizma mevcuttur. Damar duvari lezyonu ile baglayan pihtilasma hiicre yiizeylerinde
gelisir ve simirlandirilir, bu hiicreler endotel hiicreleri ve trombositler’ dir. Endotel hiicresi
pihtilastirict (prokoagiilan) maddeler (6rn. doku faktorii), inhibitor (antikoagiilan) maddeler
(0rn. glikozaminoglikanlar, doku faktorii yolu inhibitdrii) yapar ve salgilar. Ayrica
yiizeyindeki reseptorler’le (6rn. trombomodulin, endotel hiicresi protein C reseptorii)
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inhibisyon olaylaria katilir. Fibrinolitik sistemin bilesenlerinden olan, doku plazminojen
aktivatorleri (tPA ve uPA) ve inhibitorleri (PAI-1) de endotel hiicresi kaynaklidir.
Hemostaz tikacinin olusmasi sirasinda, c¢esitli uyaranlarla aktive olan trombositler’in
yiizeyleri pihtilastirici (prokoagiilan) bir nitelik kazanir
(http://www.kanbilim.com/kanPih.htm) (Sekil 2. 8).

Koagiilasyonu aktive eden her yol ayni seviyede bir inhibitor sistemle kontrol altinda
tutulmakta, bu sekilde hemostatik mekanizmanin sadece hasar bolgesinde aktive olmasi ve
tamir slireci tamamlandiktan sonra zarar goren vaskiiler yapinin dolasima agilmasi

miimkiin hale gelmektedir.

Organizmada ii¢ ayr1 “dogal” inhibitor sistemi trombin olusumunu frenler ve tiimii
vaskiiler endotel sistemle iligkilidir. Bunlar;

1. Doku faktorii yolu inhibitorii (TFPI),

2. Antitrombin (AT)

3. Protein C (PC)-Protein S (PS) sistemi’ dir.

PROKOAGULAN ANTIKOAGULAN
Ekstrinsik pihtilagma !Trombln, Fxa, FIXa inaktivasyonu
yolagi ? Fva ve FVIlla’ nin
: St
: proteolizisi Fibrinolik
: kaskad
: Aktive protein C <€ Protein C
ifemib ol T Trombin } e — it A
embrana baglh 6 ' ! rombosit
—f—’ H agregasyonunun s
salimimi : Q) : gengell:nmesi :
Trombosit adezyonu: E Antlt;):bln E H :
Fibrinojen tarafindag ' ' PGl NO H
birarada tutulmasi o i V'J 5 25 Y ' Adenozin E
4 \ difosfat :
Trombin P
> 5 ~ |\ Endotelyal
0 etkiler

| i
Trombomodulin Heparin benzeriTrombin Endotelyum
Kollajen molekiil reseptorii

Sekil 2. 8. Vaskiiler endoteldeki antikoagiilan sistemlerin gosterimi (Kumar 2007)

Bunlarin disinda, pihtilasmayr onleyen baska denetim yollar1 da vardir. Damarlardaki kan
akimi yerel olarak olugsmus aktive pihtilasma faktorlerini ve ara iriinleri (kompleksleri)
seyreltir. Ayrica aktive olmus faktorler ve ara kompleksler retikiiloendotelyal sistem,

ozellikle karacigerdeki makrofajlar tarafindan temizlenir. Dolasima karismis doku faktorii

14



(TF) partikiilleri de yine karaciger tarafindan ortadan kaldirilir. Sonunda, fibrinolitik sistem
(plazminojen-plazmin sistemi) yerel fibrin birikintilerini eritir ve yara iyilesmesi ile birlikte

damar duvari yeniden sekillenir (http://www.kanbilim.com/kanPih.htm).

1.TFPI

TFPI (Tissue Factor Pathway Inhibitor) ekstrinsik yolun ana inhibitoriidiir (Broze 1995,
Kato 2002) . Baslica endotel hiicreleri tarafindan sentezlenir. Biiyilk boliimii endotel
hiicrelerinin yiizeyindeki heparan siilfata baglidir. Plazmada TFPI’nin 6nemli bir kismi
lipoproteinlere bagli olarak dolasir. Inhibitdr etkiyi az miktardaki serbest TFPI gdsterir.
Farmakolojik heparin endotel hiicrelerindeki TFPI’yi agiga ¢ikartir ve plazmadaki inhibitor
diizeyini yikseltir. TFPI’nin faktor Xa ve FVIla/TF kompleksini inaktive etmesi iki
asamada olur. Birinci asamada TFPI, FXa’ya baglanarak FXa’y1 inaktive eder, daha sonra
TFPI-FXa kompleksi, Ca++ ile birlikte TF-FVIIa kompleksine baglanarak bu yapiyi
inaktive eder. Ozetle, inhibisyonu dortlii bir kompleks (TFPI-FXa-TF-FVIIa) saglar.

2. Antitrombin (AT)

Karacigerde sentez edilen bir serin proteaz inhibitoriidiir (serpin). AT yalniz trombini
notralize etmez. FXa, FIXa, FXIa ve FXIla gibi diger serin proteazlar1 da inaktive eder.
FXa inhibisyonu, heparin tedavisi yoniinden oOnemlidir. In vivo kosullarda, damar
duvarindaki heparine benzer etkiye sahip glikozaminoglikanlar (GAG) (6rn. heparan
siilfat) AT iizerinden pihti olusumunu engellerler. AT’nin konjenital ve edinsel
eksikliklerinde, klinikte vendz tromboza egilim goriiliir. Yine karacigerde yapilan heparin
kofaktor I de dermatan siilfat ve heparinin etkisiyle yalnizca trombini inhibe eden bir
diger serpindir ( van Boven et al. 1997, Weitz 2003).

3. Protein C (PC)

Protrombin grubu pihtilasma faktorleri gibi (faktor II, VII, IX, X), PC de K vitaminine
bagimli olarak karacigerde yapilir. PC kanda inaktif sekilde dolasir. PC’nin aktive

olabilmesi i¢in, trombinin endotel yiizeyinde yer alan trombomodulin reseptorii ile
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birlesmesi gerekir. Endotel yiizeyindeki PC reseptoriiniin (EPCR) de rol aldigi bu birlesme
sonucu, trombin prokoagiilan etkinligini yitirirerek antikoagiilan bir islev kazanir ve
trombositlerin fosfolipid (fosfatidil serin) (PL) yiizeylerinde PC’yi aktive eder (APC).
Aktive Protein C (APC), kofaktor islevi goren Protein S (PS) ile birlikte FVa ve FVIIIa’y1
pargalayarak inaktive eder ( Dahlback 2001, Dahlback et al.2004, Esmon 2003).

APC ayrica endotel hiicrelerinde plazminojen aktivatdr inhibitorii (PAI-1) yapiminm
baskilar. Bu etkisiyle, sonugta, doku plazminojen aktivatoriiniin (t-PA) aci8a ¢ikisini, bir
baska deyisle fibrinolizi uyarmis olur. PS, K vitaminine bagimli olarak karacigerde yapilir.

Endotel hiicresi de PS sentez edebilir.

2.1.2.3. Fibrinolitik Sistem

Pihtilasmada nasil bir proenzim olan protrombin, fibrin pihtisini olusturacak trombin’e
cevriliyorsa, fibrinolitik sistemde de, aymi sekilde bir proenzim olan plazminojen,
aktivatorlerin etkisiyle fibrin pihtisini eritecek plazmin’e dondisiir. Plasmin, fibrini spesifik
lizin ve arjinin rezidilerinden keserek, fibrin degredasyon {iriinlerinin olusumuna neden
olur (Greer 2004). Pihtilasmada oldugu gibi, burada da aktivasyon reaksiyonlarini
frenleyen inhibitér mekanizmalar (plazminojen aktivatorii inhibitorleri, antiplazminler) ise
karisacaktir. Bunlarin disinda trombin, olusmaya baslayan fibrin pihtisinin erken erimesini
engellemek igin, son yillarda 6nem kazanan yeni bir inhibitori (TAFI: thrombin
activatable fibrinolysis inhibitor) devreye sokacaktir. Trombiis i¢indeki fibrin, t-PA’ nin
aktivasyonu i¢in en dnemli tetikleyicidir. t-PA, trombiis varligi ile aktive olunca, inaktif bir
enzim olan ve karacigerde sentezlenen plazminojen, aktif formu plazmine doniisiir.
Urokinaz tipi plazminojen (u-PA) ise, fibrinden bagimsiz bir sekilde aktive olur. t-PA ve u-
PA, endotel hiicreleri ve aktive trombositlerden salinan plazminojen aktivator inhibitor-1
(PAI-1) tarafindan inhibe edilmektedir (Sprengers et al. 1987). PAI-2 ise, u-PA’ yi, t-
PA’dan daha fazla inhibe edebilmektedir. Aktif bir enzim olan plazmin, fibrine
baglandiginda major inhibitorii olan alfa2 antiplazminin inhibe edici etkisinden
kurtulabilmektedir. Fibrine bagli plazmin, ¢apraz baglar1 olan fibrini parcalayarak fibrin
yikim ftriinlerini olusturur. Fibrinolitik sistemi (plazminojen) aktive etme potansiyeli olan
daha zayif aktivatorler ise kallikrein, aktif FXI ve aktif FXII’ dir. Endotel duvarinda da
tipk1 monositler ve makrofajlarda oldugu gibi u-PA ve Anneksin II reseptorii bulunur. Bu

sekilde plazmin tiretiminin etkinligi arttirilir.
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2.2. TROMBOZ

Trombofili (Thrombo-philia: trombozu sevme), tromboza egilim yaratan tablolart
tanimlamakta kullanilan bir terimdir. Trombofili, en yaygin olarak goriilen kardiyovaskiiler
hastaliklar arasinda {igiincii siray1 almaktadir ve Amerika Birlesik Devletleri’'nde yillik
100.000 6liimiin en biiyiik nedenlerinden biridir. Tromboz gelisimi multifaktoriyeldir. Cok
sayida edinsel ve kalitsal faktoriin degisik mekanizmalarla tromboz olusumuna neden
oldugu bilinmektedir (Middeldorp 2001).

Arteriyel ve venoz sistemde trombiis formasyonunun farkli olmasi, bu iki sistemde farkli
etiyolojilerin rol oynadigin1 diisiindiirmektedir. Arteriyel sistemde endotel hasart ve
trombositlerin fonksiyonel bozukluklarinin 6nemli rol oynadigi, venoz sistemde ise daha
cok staz ve pihtilasma sistemine ait bozukluklarin tromboz gelisimine neden oldugu
bilinmektedir. Gergekten simdiye dek tanimlanan kalitsal trombofilik sendromlarin biiyiik

bir kisminda vendz tromboz egilimi oldugu belirlenmistir.

Kardiyovaskiiler sistem i¢inde kanin pihti kitlesi olusturmasina trombozis ve bu kiitleye de
trombiis adi1 verilir. Kan pihtisi, zedelenmis damarda ise, yasam Kurtarici; yasamsal bir
yap1y1 besleyen damarda ise, yasamu riske edicidir. Ortaya ¢ikan trombiisiin kismen ya da
tamamen parcalanmasi ve akimla uzak bolgelere gitmesi emboli ile sonuglanir. Tromboz
ve emboli bu nedenle yakindan iligkilidir ve genellikle tromboemboli teriminin
kullanilmast bu olaylar1 belirtir. Vendz trombiis, kan akiminin yavas olmasindan dolay1
veya primer hastalik nedeniyle proteinlerinin aktivasyonuna bagli olarak meydana gelir.
Bu olayda trombositlerin katkisi azdir ve damar ¢eperi genellikle normaldir. Arteriyel
trombiis olusmasinda arter ceperinin, ateroskleroza bagli lezyonlar (ateroskleroz plaginin
yirtilmast ile iilser olugmasi gibi) tarafindan bozulmus olmasi kuraldir ve olaymn primer
nedeni trombosit doku etkilesmesine bagli olarak trombositlerin aktivasyonudur
(Greenfield 1994).

Hemostaz mekanizmasinda, piht1 olusumu ve fibrinolizis dinamik bir denge olustururlar.
Bu denge, dolasim sisteminin yapisal igeriginde bir bozulma olusturdugu zaman, hastay1
kanama veya pihtilasmanin 6liime goétiirmesini engeller. Birgok faktér bu dengeyi bozar
(Paiement 1998).
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Virchow, 1856 yilinda; kan akimi, damar duvarindaki degisimler ve kandaki degisimlerin
tromboza neden oldugunu varsayan bir triad (iigleme) 6ne stirmiistiir (Sekil 2. 9). Bunlar,

pihtilagma faktorlerinin yiiksekligi, antitrombotik mekanizmalarin kaybi ve stazdir.

Virchow Triadi
Trombozun Potansiyel Nedenleri

|
! ! }

Kan Pihtilagmasi Damar Duvarindaki Degigimler Kan Akimi
Pihtilagma faktorii Antitrombotik

yﬂisekligi mekanizmalarin kaybi Hareketsizlik
inflamasyon

4

Kronik?  Akut?

Sekil 2. 9. Virchow triad1 (Esmon 2009)

Son zamanlarda yapilan caligmalar, tromboza neden oldugu diisiiniilen bu degisimlerin
ortaya c¢ikmasmin altinda yatan nedenlerin anlasilmasini saglamistir. Genetik olarak
manipiile edilmis fare modellerini kapsayan ¢alismalar ve insan epidemiyoloji ¢caligmalari,
ozellikle vendz tromboza neden olabilecek genetik risk faktdrlerini ortaya ¢ikarmistir (Aird

2007, Lane et al. 2000).

Genetik mutasyonlara bagli olarak ortaya ¢ikan trombofilik hastaliklar, iki kategoriye
ayrilabilir. Birincisi, Protein C, Protein S ve Antitrombin (AT) gibi dogal antikoagiilan
proteinlerin eksikligine neden olan mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan fonksiyon kaybina;
ikincisi ise, Faktor V Leiden ve Protrombin G20210A mutasyonunu gibi prokoagiilan
proteinleri etkileyen mutasyonlar sonucu meydana gelen fonksiyon kazanimina baglh
hastaliklardir (Bertina 1999, De Stefano et al. 1996, Seligsohn et al. 2001).

Pihtilasmanin dogal inhibitorleri olan Protein C, Protein S ve Antitrombin’ de ortaya
cikabilecek bir eksiklik, asir1 trombin iiretimi ile sonuglanabilir ve bu durum, hemostaz
dengesinin piht1 olusumu yoniine kaymasina neden olabilir. Protein C sistemini etkileyen,
Faktor V Leiden, genin 1691. niikleotitinde meydana gelen G-A degisimi (Arg506Gln)

sonucu ortaya ¢ikar ve neden oldugu amino asit degisimi, aktive protein C (APC)’ nin
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kesim bolgelerinden birinde yer alir (Bertina et al. 1994). Bu nedenle aktif FV molekiilii,
APC tarafindan normalden 10 kat daha yavas bir sekilde inaktive edilir ve bu durum
trombin artisina neden olur (Heeb et al. 1995) . Kalitsal trombozun en sik rastlanan ikinci
nedeni, protrombin geninin 3’ UTR ‘da bulunan 20210 G-A gen degisimidir. Bu mutasyon
ise bir amino asit degisimine neden olmasa bile, proteinin fazla sentezlenmesi sonucu,
protrombin diizeylerinin artmasi ile iligkilendirilmistir (Poort et al. 1996). Kalitsal
trombofili nedenlerini genetik olarak tasiyan bireylerde tromboz riski artmakla birlikte,

yasamlar1 boyunca hig bir trombotik atak gecirmemeleri de miimkiindiir.

Edinsel risk faktorleri olarak degerlendirilen oral kontraseptif kullanimi, tromboz riskini
onemli Ol¢iide arttirirken, kanser ve yas da tromboz olusumuna katki saglamaktadir.
Kanser, doku faktorii iiretilmesiyle koagiilasyona onayak olarak trombotik riski arttirir.

Yas ise tromboz igin en gii¢lii risk faktorlerindendir (Esmon 2009) (Cizelge 2. 2).

Cizelge 2.2. Venoz tromboza neden olan risk faktorleri ( Rosendaal et al. 2009)

Edinsel Kalitsal Karma/Bilinmeyen
Hareketsizlik Antitrombin eksikligi B B )

Algi Protein C eksikligi ij'ksel‘ Fvin E‘“ze\"e_”

Travma Protein S eksikligi Yiiksek FIX diizeyleri

Major cerrahi EVL Yiiksek FXI diizeyleri

Ortopedik cerrahi Protrombin 20210A Y?ksek fihrinu.j.en di.'lz-eyleri
Timér Disfibrinojenemi Yiksek TAFI diizeyleri

Dogum kontrol haplari EXII 34val Duisiik TPFI diizeyleri

Hormon tedavisi Fibrinojen 10034T FVL bulunmadiginda APC direnci
Antifosfolipid sendromu O disindaki kan gruplari

Miyeloproliferatif hastaliklar Hiperhomosisteinemi

Polisitemi Yiiksek PCI diizeyleri

Santral vendz kateterler

Yas

Obezite

TAFL Trombinle aktive olan fibrinoliz inhibitérii TFPL, Doku faktérii yolagi inhibitorii  PCI, protemn C inhabitor; PAI-3, plasmine en-activator
inhibitor-3

2.3. KOAGULASYON FAKTORU V (FV)

Koagiilasyon faktér V (FV), karaciger ve megakaryositlerden sentezlenen, plazmada
dolasan, kismen trombositlerde depolanan, 330 kDa agirliginda biiyiik ve asimetrik bir
glikoproteindir. FV, kismi proteolizisle aktive oldugunda, FXa’ya baglanarak, protrombini
trombine doniistiiren, protrombinaz kompleksinde ve FVIII’in, Protein S ile birlikte APC
tarafindan inaktivasyonunda kofaktér gorevi goriir. A1-A2-B-A3-C1-C2 domainlerinden
meydana gelen FV, yine APC tarafindan inaktive edilen FVIII ile B domani hari¢ yaklasik
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%40 oraninda homoloji gosterir. 25 ekzon ve 24 introndan olusan Faktér V geni,
1.kromozomun uzun kolunda (1g23) lokalize olur (Mann et al. 2003, Nicolaes et al. 2002)
(Sekil2.10).

s 1 1 l llll"_'_H:_( 111 11m L1l a5
| | I R E IR NI RE bl
3 8. 7 9 1 13 15 17 1921 23 25
10 kb
NH; [ |--~---=-=-~" Ca?* f---meememems LA I 2 | coom
Agir zincir Hafif zincir
(105 kDa) (71-74 kDa)

Sekil 2.10. FV geni ve aktif FV proteinin fonksiyonel domainleri (Duga et al. 2004)

1992°de izole edilen gen, 2224 aminoasit kodlar ve oncii protein yapisinda 28 rezidiiden
olusan ve kodlanan proteinin endoplazmik retikuluma gitmesini saglayan bir sinyal peptit
yapist bulunmaktadir. Alti kisimdan olusan proteinin, B domainin proteolitik aktivite
sonucu uzaklastirilmasi ile Ca*+ iyonu ve kovalent olmayan iki bagin bulundugu aktive FV

(FVa) proteini meydana gelir.

FV’ in sentezi ve degredasyonu, proteinin iki yonlii gergeklestirdigi biyolojik fonksiyonu
ile iligkilidir. Proteinin %80’i plazmada bulunurken, geriye kalan %20 ’lik kismi ise
trombositlerin a graniillerinde saklanir. FV, trombin tarafindan, ii¢ arjinin rezidiisiiniin
(Arg709, Argl018 ve Argl545) kismi proteolizisi sonucunda aktif FV molekiiliine
doniismeden, herhangi bir intrinsik prokoagiilan aktivite gostermez. Bu siire¢ sonunda, B
domainin uzaklagmasiyla meydana gelen FVa, 105 kDa agirhigindaki bir agir zincir ve
74/71 kDa agirligina sahip hafif zincirden olusur ve bu iki zincir Ca iyonu hidrofobik
etkilesimler ile bir arada tutulur (Mann et al. 2003, Nicolaes et al. 2002). Hafif zincirdeki
bu agirlik farkliligi, proteinin C2 domainindeki kismi glikolizasyon sonucunda ortaya
cikar, glikozillenen FV1 ve glikozillenmemis FV2 molekiilleri kanda, yaklasik olarak 30:
70 oraninda bulunur (Nicholaes et al. 1999). FVa ile birlikte, Ca?>+ varliginda bir araya
gelen FXa, protrombinaz kompleksini meydana getirir ve protrombinin aktivasyonunu
300.000 kat arttirir. Glikozillenmis FV formu (FV1), trombositlerdeki fosfolipit
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membranlart i¢in FV2’ ye gore daha yiiksek bir affinite gosterirken, trombin iiretimi i¢in
de daha yiiksek bir kofaktor aktivitesi sergiler (Nicholaes et al. 1999). FV, negatif yiiklii
fosfolipit yiizeylerinde, APC tarafindan 506. Pozisyondaki Arjinin aminoasidinden
kesilmesi ise, prokoagiilan 6zelliklerini hemen hemen kaybetmis bir antikoagiilan proteine
(FVac) doniisiir. FVac, APC’ nin kofaktorii olarak, Protein S ile birlikte, membrana bagl
FVIIIa’ nin APC tarafindan degredasyonunda rol oynar.

FV molekiilinde meydana gelebilecek defektler, proteinin iki farkli biyolojik fonksiyona
sahip olmasi nedeniyle, kanama veya piht1 olusumu fenotipi ile sonuglanabilir. Nadir
rastlanan bir kanama hastalig1 olan FV eksikligi, tip I ve tip II eksiklikler olmak iizere
smiflandirilabilir. Tromboz olusumu ile ilgili daha ¢ok arastirma konusu olan FV, kofaktor
olarak Protein S’nin etkin hale getirdigi bir reaksiyonla, antikoagiilan bir proteaz olan APC
tarafindan inaktive edilir. Kalitsal trombofili nedenleri arasinda biiyiik pay1 olan genin 10.
ekzonunda bulunan 1691 G-A degisimi, 506. aminoasitte argininin glisine yer
degistirmesiyle sonuglanir ve bu mutasyon, FV’in APC kesim bdlgelerinden birinin

kaybina yol acar (Bertina et al. 1994) (Sekil 2.11).

Faktér Va'nin inaktivasyonu

APC Kesim Bdlgeleri

ArgS[‘G Argsﬂﬁ Argﬁ?g

FVa Hafif Zincir

FVa Agir Zincir

Normal

APC Kesim Bdlgeleri
Arge Argbm?

FVa Agir Zincir FVa Hafif Zincir

® Arg®%- GIn Mutasyonu

Sekil 2.11. FV molekiiliiniin APC tarafindan inaktivasyonu
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APC direncine neden olan mutasyonun, Tirk populasyonundaki sikligi %8’dir (Akar
2009) . FV’in kompleks bir haplotipi olan HR2, gen iizerinde 13 farkli polimorfizm igerir
(Lunghi et al. 1996). Haplotip, tek bir birim olarak kalitimla gegen, birbirleriyle yakin
baglantili gen gruplarinin allel dizisini ifade eder. Haplotipe ait bu polimorfizmlerden
yedisi aminoasit degisimine neden olurken, altis1 yalnizca sessiz mutasyon sonucu baz

degisimi ile sonuglanir (Sekil 2.12).

409 GIC 5380 AMG
(AspT9His) (Metl736Val)
. i
éf 1691 G/A 4070 A/G* | ESBTIC 6755 AIGH
\ II," {Arg506GIn) (Hiz1299Ara*) | (Met2120Thr) (Asp21%M4Gly*)
\/ | ]
e [ me ] e
(2 domain
/ £
. I'![m” : ls Intron 22
GT repeat (1ZR*-16R) 30 (YA

Sekil 2.12. FV geni lizerindeki HR2 haplotipine ait polimorfizmlerin bir kismi1 (Scavini et
al. 2004)

FV geni R2 haplotipine ait olan mutasyonlardan biri, haplotipe adin1 veren, 13. ekzonunda
bulunan 4070. niikleotidteki A (R1) — G (R2) degisimidir. Mutasyon sonucunda, FV” in,
FVIII’in APC aracili degredasyonundaki kofaktor aktivitesi azalir (Hoekema et al. 2001)
ve daha prokoagiilan bir form olan FV1’ in oranimmin FV2’ ye gore artmasi neden olur
(Castoldi et al. 2000). Degisimin, Asya, Avrupa ve Afrika yerlileri arasindaki goriilme
sikligi ise % 5 ila 17 arasindadir (Bernardi et al. 1999, Kotska et al. 2003). Mutasyonun
Tirk populasyonundaki sikligi %8,5 olarak bulunurken (Akar et al.2000), Kibris
Tiirklerindeki siklig1 % 4,2 olarak belirlenmistir (Yilmaz et al. 2001). Faktor V genine ait
R2 haplotipindeki His1299Arg degisimine neden olan bu mutasyon, azalan FV aktivitesi
ile birlikte, plazmadaki azalan faktor V diizeyleri ile de iligskilendirilmistir (de Visser et al.
2000). Ancak yapilan calismalarin artmasi ile birlikte FV diizeylerinin azalmasindan
sorumlu degisimin FV R2 haplotipine ait C2 domainindeki Asp 2194 Gly, oldugu
ekspresyon caligmalari ile belirlenmistir (Yamazaki et al. 2002). Haplotipe ait 4070 A-G

degisiminin vendz tromboz riski ile iliskisi konusunda yapilan ¢aligmalar birbirinden farkli

22



olsa da, mutasyonun APC direncine katkida bulundugu ve tromboz i¢in hafif bir risk
faktorii oldugu bildirilmistir (Alhenc- Gelas et al. 1999, Margaglione et al. 2002) . Bununla
birlikte, haplotipe ait bu degisimin FVL ile birlikte bulunmasi durumunda hastalik igin
ortaya ¢ikan riskin, FVL’ in tek basina tasinmasindan daha fazla oldugu, birbirinden farkli
populasyonlar iizerinde yapilan ¢alismalarla belirlenmistir (Faioni et al. 1999, Akar et al.
2000).

2.4. MOLEKULER TEKNiKLER

2.4.1. Cozelti ve Soliisyonlar

Bu ¢alismada, DNA izolasyonunda kirmizi kan hiicrelerini pargalamak i¢in; RBC (Red
Blood Cell) lizis ¢ozeltisi, proteinlerin DNA’dan uzaklastirilmasi amaciyla fenol /
Kloroform karisimi ve polimeraz zincir reaksiyonu sonrasinda elde ettigimiz iriinleri
kontrol etmek icin kullandigimiz agaroz jeli hazirlamak i¢in; TBE (Tris- HCI Borik asit
EDTA) ¢ozeltisi kullanilmistir (Sambrook 1989) .

2.4.2. DNA Ekstraksiyonu

Genomik DNA’lar, kan &rneklerinden proteinaz K, fenol / kloroform yoéntemiyle izole

edilmis ve etanol ile muamele edilerek ¢oktiiriilmiistiir.

2.4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR )

Rekombinant DNA teknolojisi 1970’ lerin basinda gelistirilmis, bu konu ile ilgili
arastirmalarda devrim yaratmistir. 1986 yilinda PCR ad1 verilen bir teknik gelistirilmistir.
Biyolojik arastirmalarda hizla yerini alan bu teknik, hiicreden arindirilmis bir yontem
olarak, DNA klonlanmasini kolaylastirmigtir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 6zel bir
DNA dizisinin in vitro ortamda ¢ogaltilmasi yontemidir. PCR, DNA molekiilleri

toplulugunda, 06zgiill hedef DNA dizilerinin dogrudan c¢ogaltilmasina dayanir ve bu

23



yontemin uygulanabilmesi i¢in az miktarda DNA yeterlidir. PCR ile belirli bir bolgeyi
cogaltabilmek icin, hedef DNA’nin niikleotid dizisi hakkinda bazi bilgiler gerekir. Bu
bilgi, tek zincirli hale getirilmis DNA’ya baglanacak olan iki oligoniikleotit primerin
sentezi i¢in kullanilir. Bu primerler, cogaltilacak tek zincirli DNA molekiiliindeki
tamamlayici dizilerle hibridize olur. Istya dayanikli bir DNA polimeraz, deoksiniikleotit
trifosfatlart (ANTP) kullanarak ¢alisilan DNA’daki hedef bolgenin sentezini saglar.
Polimerazin ¢aligmasi i¢in tampon gorevi yapacak maddeler ve tuzlar (genellikle Tris ve
KCl) ayrica énemli bir kofaktdr olan Mg** iyonlar1 gereklidir. PCR reaksiyonu temel
olarak {i¢ agsamadan olusmaktadir ve ¢ogaltilan {iriiniin miktari, teorik olarak, bu {ic adimin
tekrarlanma sayisina baglidir (Akar 1999).

[lk adimda, ¢ogaltilacak DNA denatiire edilerek tek zincirli hale getirilir. Cift zincirli
DNA, tek zincirli hale gelene kadar isitilir (90-95 C’ de, yaklasik 5 dakika siireyle).
Sicaklik 50 ila 70 C arasinda bir degere diistiriiliir ve primerlerin tek zincirli hale getirilmis
DNA’ ya baglanmasi saglanir. Bu primerler yapay oligoniikleotitlerdir (15-30 niikleotit
uzunlugunda) ve coiialtilacak DNA kisminin uglarindaki tamamlayici dizilere spesifik
olarak baglanir. Bu primerler, kalip DNA’ nin sentezi i¢in baslangi¢ noktas1 olarak gérev
yaparlar. DNA polimeraz’ 1 1s1ya dayanikli bir sekli (sicak su kaynaklarinda yasayan bir
arke olan Thermus aquaticus’ tan elde edilen enzim, Taq polimeraz) reaksiyon karigimina
ilave edilir ve DNA sentezi 70 ila 75 C arasindaki sicakliklarda gerceklesir. Polimeraz
enzimi, niikleotitleri 5* den 3’ {ine dogru ekleyerek, primerlerin uzamasini saglar ve hedef
DNA’ nin iki zincirli kopyasini olusturur. Bu ii¢ basamaktan olusan reaksiyon seti- ¢ift
zincirli {riiniin tek zincirli hale getirilmesi ( denaturation), primerlerin baglanmasi
(annealing) ve polimeraz enzimi ile zincirin uzamasi (extension)- bir dongii olarak ifade
edilir. PCR bir zincir reaksiyonudur ¢iinkii, yeni DNA zincirlerinin sayist her dongiide iki
katina ¢ikar ve yeni zincirler bir sonraki dongiide kalip gorevi goriirler. Bir dongli 4-5
dakika siirer ve pek cok kez tekrar edilir. Yirmibes-otuz dongii sonunda, DNA miktarinda
yaklagik bir milyon kez artma olur. Islem, thermocycler (1s1 ddngiiciisii) denilen
makinelerde, 6nceden dongii sayis1 ve sicakliklart belirlenen programlarla, otomatik olarak
gerceklestirilir. Bu yontem ile, klonlama, dizi analizi, klinik tan1 ve genetik taramalar gibi
diger islemlerde kullanmak iizere bol miktarlarda hedef DNA fragmentleri elde edilir
(Oner 2000).
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2.4.4. DNA’ nin Enzimatik Kesimi

PCR firiinlerinin incelenmesinde en ¢ok kullanilan yontemlerden biri, PCR iirlinlerinin
restriksiyon endoniikleaz (RE) enzimleri ile kesilmesidir. Restriksiyon endoniikleaz
enzimleri uzun ¢ift sarmal kisa DNA dizilimlerini spesifik olarak taniyan ve bu dizilimlere
yakin boélgelerden veya bu dizilimler i¢indeki spesifik bolgelerden DNA’y1 kesen
yapilardir. Restriksiyon enzimleri DNA ¢ift sarmalinda kendilerine 6zgii tanima dizilerini
seker ve fosfat omurgasindan kirarlar ve bu sekilde DNA’y1 manipiile etmek miimkiin olur.
Restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin esas fonksiyonu, disaridan bakteriye giren ve bazi
0zel gen veya belirtecleri tasiyan genetik materyalleri ayristirarak mutasyonlara engel
olmak ve tiirleri genetik bakimindan kalici kilmaktir. Bu enzimlerin tanidigi bdlgelerin
biiylik kism1 palindromiktir (sagdan sola veya soldan saga ayni olan). Kesim sonrasinda
olusan pargalar birbirine simetriktir. DNA enzimler tarafindan her zaman spesifik olarak
kesilemeyebilir. Optimal olmayan pH, enzim konsantrasyonun DNA’ ya gore fazla olmasi,
tuz konsantrasyonun azalmasi gibi durumlarda ortaya ¢ikan bu durum, yildiz aktivitesi
(star aktivitesi) olarak adlandirilir ve DNA’ nin nonspesifik kesilmesi ile sonuglanir. Bu

etmenlerin diizeltilmesi ile enzimin spesifik olarak kesimi saglanabilir (Akar, 1999).

25



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. CALISMA GRUBUNUN OLUSTURULMASI

Bu calisma, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghigi ve Hastaliklar1 Ana Bilim
Dali, Cocuk Genetik Bilim Dali Laboratuari’nda gergeklestirilmistir. Hasta —kontrol
sekilde yapilan calismaya dahil edilen bireyler, 0-18 ve 70 yas iizeri olacak sekilde iki
farkli yas grubuna ayrilmistir. 0-18 yas araliginda pediatrik inme tanis1 konmus 220 ve 70
yas tizerinde trombozlu 181 birey hasta grubunu olustururken, 0-18 yas grubunda yer alan
191 ve 70 yas tizeri grupta bulunan 211 saglikli birey ise ailevi tromboz Sykiilerinin de
olmamasi sonucunda kontrol grubu olarak ¢alismaya alinmistir. Ayn1 zamanda sirasiyla 0-
18 yas ve 70 yas hasta grubundaki 52 ve 38 bireyin, FVL ve PT 20210A degisimlerinden
birini tasidigr bilinmektedir. Bu mutasyonlardan birine sahip oldugu bilinen, kontrol
grubunda 0-18 yas grubunda 19, 70 yas grubunda ise 30 birey bulunmaktadir. Hasta-
kontrol ¢alismasina ait bireylerden elde edilen DNA 6rneklerinin tamami laboratuarimizin
DNA bankasindan temin edilmistir. Calismaya dahil edilen tiim bireyler ve aileleri
calismanin konusu ve olas1 sonuglar1 hakkinda bilgilendirilmis, kendilerinden goniillii

olarak calismaya katildiklarina dair aydinlatilmis onam formu alinmistir.

3.2. YONTEMLER

3.2.1. DNA izolasyonu

Calisma grubunu olusturan hastalardan 1 ml 0.5M Etilendiamintetraasetikasitli
(EDTA) (Sigma, ABD) polietilen tiip icerisine 9 ml kan 6rnegi alinir. Alinan kan Ornegi
50 mllik falkon tiip igerisinde 25 ml RBC( Red Blood Cell) lizis soliisyonu [155
mM Amonyum Kilorid (AppliChem, Almanya) 10 mM Sodyum Bikarbonat (Merck,
Almanya); 0,5 mM EDTA (AppliChem, Almanya)] eklenir, ¢alkalanarak 20 dk buzda
bekletilir. Sogutmali santrifiijde (Hettich, Almanya) +4°C’de 4000 rpm’de 20 dakika
santrifiij edildikten sonra siipernatant dokiilerek, pellet lizerine tekrar 25 ml RBC Lizis
soliisyonu eklenir. Bu islem tiim eritrositler giderilene kadar tekrarlanmistir. Son kez
stipernatant dokiildiikten sonra dipte kalan 16kositler tizerine 1000 pL. RBC lizis soliisyonu

eklenir ve bu karistmin 800 upL’si 35 ependorf tiipiine alinarak -20°C’de stok olarak
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saklanir. Geriye kalan 200 pL bir ependorf tlipline alinarak iizerine 20 pg/mL olacak
sekilde Proteinaz K enzimi (MBI Fermentas, Litvanya), son konsantrasyon %0,5 olacak
sekilde %10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (Merck, Almanya) ve 16kosit hacminin 2,5 kati
olacak sekilde niikleaz soliisyonu [10 mM Trisklorid (Amresco, ABD) pH: 8; 100 mM
Sodyum Klorid (Merck, Almanya), 1 mM pH: 8.0 EDTA (AppliChem, Almanya)
eklenerek bir gece 56°C*de sicak su banyosunda ( Almanya) bekletilir. Ikinci giin tiiplere
1:1 oraninda Fenol/Kloroform [Fenol (Merck, Almanya), Kloroform(Merck, Almanya),
izoamil alkol (Merck, Almanya)] eklenerek 10 dk c¢alkalanir ve buz igerisinde 20 dk
bekletildikten sonra +4°C’de 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilir. ki faza ayrilan karisimin
ist kism1 bagka bir eppendorf tiipline alinarak {izerine toplam hacmin 1/10’u kadar 3 M
Sodyum Asetat (Sigma, ABD) ve toplam hacmin 2 kat1 kadar %95’lik alkol (Tiirkiye)
eklenir. Eppendorf tiipii ters diiz edilerek DNA goriiniir hale getirildikten sonra -20°C’de
bir gece bekletilir. Ugiincii giin tiipler +4°C 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek DNA
coktiiriiliir. Stipernatant kismi1 dokiilerek tiipe 500 uL %70’lik alkol eklenir ve +4°C 4000
rpm’de 20dk santrifiij edilir. Santrifiij sonrasinda alkol dokiiliir ve tiipler kurutma kagidi
tizerinde kapaklari acik bir sekilde kurumaya birakilir. Kurutulduktan sonra tiiplerin
icerisine Tris EDTA (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA) soliisyonu eklenip 37°C’de bir
gece bekletilerek DNA’nin ¢oziilmesi saglanir. izole edilen DNA +4°C veya -20°C ‘de

saklanir.

3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
FV geni 4070 A-G degisiminin belirlenmesinde kullanilan polimeraz zincir reaksiyonu

(PCR) igin yapilan PCR karisiminda 500 mM KCI, 100mM Tris-HCI (pH 8,3), 16mM
MgCI12 bulunur. dNTP karigimindan 10mM stok hazirlanir (Cizelge 3. 1.)

Cizelge 3. 1. PCR i¢in gerekli bilesenler ve konsantrasyonlari

Bilesen Reaksiyondaki Konsantrasyon
Hacim

Su * -

10X Taq Pol Buffer +]|5pul 1x

(NH,).SO,
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25 mM MgClI;, soliisyonu 2-8 ul 1.0-4.0 mM

dNTP karigimi 4 ul 800 uM

Primer 1 1-5ul 0.2-1.0 uM
Primer 2 1-5ul 0.2-1.0uM

Kalip DNA * <1 pg/ reaksiyon
Taq Polimeraz Enzimi 0.25 ul 1.25 tinite/reaksiyon
Toplam Hacim 50 pnl

FV geni 4070 A-G degisimi i¢in her biri 0,1 pg/ml konsantrasyonunda,

Forward: 5’- CAAGTCCTTCCCCACAGATATA -3’

Reverse: 5°- AGATCTGCAAAGAGGGGCAT-3’ olmak tizere iki primer kullanilmistir
ve 703 baz ¢ifti igeren bir bolge cogaltilmistir (Dizi 3.1).

FV geni 4070 A-G degisimi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik sartlari; 94°C’de 5dk,
bunu izleyen 35 siklusta; 94°C’de 1 dk, 62°C’de 1dk, 72°C’de 2dk ve son siklusta 72°C’de
7 dk olarak PCR cihazinda gergeklestirilmistir. Reaksiyon sonunda 703 b¢ uzunlugunda
oligoniikleotit iirtin elde edilmistir. PCR friinleri, %]1°lik agaroz jele 5ul hacimde

yiiklenerek goriintiilenmistir (Sekil 4. 1).

CAAGTCCTTCCCCACAGATATAagtcaaatgtccecttcctcagaacatgaagtctggeagacagtcatcte

tccagacctcagccaggtgaccctctctccagaactcagecagacaaacctcetctccagacctcagcecacacgactctcetcteeag
aactcattcagagaaacctttccccagccctcggtcagatgeccatttctccagacctcagecatacaacectttctccagacctcag
ccatacaaccctttctttagacctcagccagacaaacctctctccagaactcagtcagacaaacctttctccagecctcggtcagatg
ccectttctccagacctcagecatacaaccctttctctagacttcagccagacaaacctctctccagaactcagcecatatgactctctct
ccagaactcagtcagacaaacctttccccageccteggtcagatgeccatttctccagacctcagcc A/Gtacaaccctttetctag
acttcagccagacaaacctctctccagaactcagtcaaacaaacctttccccagecctcggtcagatgeccctttctccagacecca
gccatacaaccctttctctagacctcagccagacaaacctctetccagaactcagtcagacaaacctttceccagacctcagtgag
ATGCCCCTCTTTGCAGATCT

Dizi 3. 1. FV geni 13. ekzonunun 703 bg’lik bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan 5°, 3’
primer dizisi ve 4070. niikleotidde bulunan A-G degisimi.
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3.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz, kullanilacagi amaca uygun olarak belirli yiizdelerde hazirlanir. PCR iirlinlerinin
yiriitiilecegi %1°lik agaroz jeli hazirlamak i¢in 1g agaroz tartilir, TBE 5X soliisyonunun
1/5 oraninda ddH20 ile seyreltilmesi ile elde edilen TBE 1X eklenerek, son hacim 100
ml’ye tamamlanir. Hazirlanan karisimdaki agarozun ¢oziilmesi i¢in mikrodalga firinda
(Beko, Tiirkiye) 1sitilir ve homojen bir ¢ozelti elde edene kadar kaynatilmaya devam edilir.
Elde edilen homojen agaroz, TBE 1X karigiminin sogumast i¢in bir siire beklenir ve %5°lik
stok soliisyon seklinde bulunan Etidyum Bromid (Sigma, ABD)’ den 5 pl karisima ilave
edilir. Ethidium Bromide boyanan agaroz jel iyice karistirilarak, uygun jel taraklar ile
onceden hazirlanmis olan jel tabagina (Qwl Scientific, ABD) dokiiliir ve donmast i¢in 30
dakika bekletilir. Donan agaroz jel, jel tabag ile birlikte elektroforez tankinin (Biometra,
Almanya) igine yerlestirilir ve tank, jelin tamami tampon ¢ozeltinin igerisinde kalacak
sekilde TBE 1X ile doldurulur. Sul PCR irinii, 3ul Brom Fenol Mavisi (BBF, Merck,
Almanya) ile karistilir ve jeldeki kuyulara yiiklenir. PCR ‘in kontrol edilmesi ve elde
edilen tirtiniin uzunlugunun (baz ¢ifti) degerlendirilebilmesi i¢in kullanilan marker (®X174
DNA Haelll BioLabs, ABD), PCR iiriinleri ile birlikte, jele 2ul yiiklenir. Elektroforez
tankinda 80 V akimda 30 dakika yiiriitiien jel, ultraviyole 151k (Spectroline, ABD) altinda
incelenir ve fotograflanir (Alpha Imager, ABD).

3.2.4. Restriksiyon Endoniikleaz Enzimi ile Kesim

PCR ile ¢ogaltilan 703 baz ¢ifti uzunlugundaki iriinler, FV geni 13. ekzonunda bulunan
4070 A-G degisiminin belirlenmesi amaciyla Rsal (Fermentas, Litvanya) restriksiyon
endoniikleaz enzimi ile kesilmistir. 10mM Tris-HCI, 10mM MgCI2, 50mM NacCl ve 0.1
mg/ml BSA’dan olusan restriksiyon endoniikleaz tamponu, 10X Buffer Tango (Fermentas,
Litvanya) ve 1 inite restriksiyon endoniikleaz enzimi, 10 pl PCR iriinii ile karistirilir,
tampon-enzim-PCR iiriinii karigimi, enzimin optimum sicakligt olan 37°C’ de 1-16 saat
inkiibasyona birakilir.

FV geni 13. ekzonunda 4070. pozisyonda yer alan A-G degisimi sonucu, A (R1 alleli) ve G
(R2 alleli) olmak tizere, iki farkli genotip ortaya gikabilir. Kullanilan enzim Rsal, 5’-
GT~AC-3’ seklindeki palindromik diziyi tanir ve yalnizca 4070.pozisyonda, G niikleotidini

(R2 alleli) tasiyan dizi, enzim igin kesim noktasi yaratir. Mutasyonu tagimayan, normal
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(yabanil-tip) (R1 alleli) drneklerde, kesim noktasi bulunmayacag: i¢in jel incelendiginde,
703 baz ¢ifti uzunlugunda tek bant goriilmektedir. Yalnizca mutasyonu tasiyan, homozigot
ornekler (R2R2) ise enzimin taniyip kesecegi diziye sahip olmalar1 nedeniyle, jelde 493 ve
210 baz ¢ifti uzunluklarinda iki farkli bant profili gosterirler. Her iki genotipin birlikte
bulunmasi durumunda ise heterozigot olarak adlandirdigimiz 6rnekler (R1R2), kesim

sonucunda; 703, 493 ve 210 baz ¢iftlik olmak iizere 3 farkli bant profili meydana getirirler.

3.2.5. istatiksel Analiz

Calismada, istatistiksel analiz; hasta ve kontrol gruplari arasinda, genotipik varyantlarin ve
genotip dagilimlarinin hesaplanmasi ile elde edilen allel frekanslarinin degerlendirilmesi
icin kullanilmis, hasta ve kontrol gruplari arasindaki, genotip ve allel frekansi farkliliklari ,
2 (Chi-square) testi ile hesaplanmistir. Istatistiksel anlamlilik, p<0.05 olarak kabul edildi.
Odds Ratio (OR), arastirma kapsamina alinan tiim populasyon igin genotipik varyantlar
arasindaki bagil riskin degerlendirilmesi amaciyla, %95 giiven araliginda (CI-Confidence
Interval) hesaplanmistir. Tiim gruplarin genotip dagilimlari ve allel frekanslari, Hardy-

Weinberg esitligine uygunluk acisindan teyit edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Yapmis oldugumuz bu calismaya, 0-18 ve 70 yas {lizeri olacak sekilde iki farkli yas
grubuna ayirdigimiz, tromboz tanist konmus 401 hastanin ve kontrol gruplarini olusturan
382 saglikli bireyin DNA oOrnekleri dahil edilmistir. Bununla birlikte, FVL degisimini
homozigot olarak tasidigi belirlenmis 7°si kontrol, toplam 106 bireyin DNA’s1 da bu
calismada yer almisg, toplamda 889 6rnek calisilmistir. F5 geninin 13. ekzonuna ait bolge,

PCR ve enzimle kesim teknikleriyle, ilgilenilen degisim bakimindan taranmistir.

4.1. POLIMERAZ ZINCiR REAKSIYONU BULGULARI

Genin 13. ekzonuna ait PCR firiinleri, %]1°lik agaroz jelde 80V akimda 20 dakika

yiirlitiilmistir.

el

et <— 703 be

- .

Sekil 4. 1. Faktor V geni 13. ekzonuna ait PCR iiriinlerinin agaroz jeldeki goriintiisii. M:

Markir, 1-5: Cogaltilan 703 bg’lik PCR iirtinleri.

4.2. PCR URUNLERININ Rsal RESTRIKSiYON ENZiMi iLE KESIiM
SONUCLARI

Faktor V geni 13.ekzonunda bulunan 4070. pozisyondaki A>G degisimini Saptamak
amaciyla 5’-GTMAC-3’ dizisini kesen Rsal Restriksiyon Endoniikleaz enzimi ile kesim

yapilmustir.
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703 bg
493 be

210b¢

RI1R1 RIR2

Sekil 4.2. Rsal restriksiyon enzimi ile yapilan kesimin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii.
M(Marker), uncut (kesime tabi tutulmayan PCR 6rnegi), +/- ; heterozigot oldugu bilinen
kontrol 6rnegi, ornekler 1, 2, 4 R1R1 normal, 6rnek 3, R1R2 heterozigot

4.3. ISTATISTIKSEL ANALiZ BULGULARI

Calismamizda yer alan, 0-18 yas grubuna ait 171 kontrol ve 220 hasta, 70 yas ve iizeri
gruba ait 211 kontrol ve 181 hasta 6rneginde, FV 4070 A-G degisimine ait genotip
dagilimi ve siklig1 belirlenmistir (Cizelge 4. 1).

FV 4070 A-G degisimi bakimindan, 0-18 yas grubundaki dagilima bakildiginda, R1R1
genotipine sahip 157 (%91.81) kontrol ve 198 (%90) hasta drnegi; R1R2 genotipine sahip
14 (%8.18) kontrol ve 21 (%9.54) hasta 6rnegi bulunmustur. RIR1 ve R1R2 genotiplerinin
sikliginin, hasta ve kontrol gruplar1 arasinda farkli olmadig goriilmektedir. R2R2

genotipine sahip, hasta grubunda 1 (%0.45) birey bulunmaktadir.

Gen degisimi bakimindan 70 yas ve iizerindeki dagilima bakildiginda ise, R1R1 genotipine
sahip 190 (%90.04) kontrol ve 166 (%91.71) hasta 6rnegi, R1R2 genotipine sahip, kontrol
grubunda 21 (%9.95) , hasta grubunda 15 (%8.28) birey bulunmaktadir.
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Cizelge 4. 1. FV R1/R2 gen degisiminin 0-18 yas ve 70 yas ve lizeri gruplardaki genotip

dagilimi ve sikligt.

Yas Gruplan

FV 4070 A-G

AA (R1R1)

AG (R1R2)

GG (R2R2)

0-18 Yas
Kontrol
n=171 (%)

157 (91.81)

14(8.18)

70 Yas Uzeri 0-18 Yas 70 Yas ve Uzeri
Kontrol Hasta Hasta
n=211(%) n=220 (%) n=181 (%)
190(90.04) 198(90) 166(91.71)
21(9.95) 21(9.54) 15(8.28)
- 1(0.45) -

0-18 yas grubunu detayli olarak inceledigimizde, iki yiiz yirmi tromboz hastasinin, 198’i

RIR1 genotipini tasirken, 21°i R1R2 ve 1’1 R2R2 genotipini tasimaktadir. Kontrol

grubundaki 171 bireyin ise 157’si R1R1 genotipine sahipken, 14’iiniin R1R2 genotipini

tasidig1 bulunmustur. Kontrol grubunda ise R2R2 genotipi sahip birey bulunmamustir.

0-18 yas hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki FV 4070 A-G degisimine bagli olarak ortaya

cikan genotip varyantlari arasinda trombozla ilisgkili risk degerlendirilmesi yapildiginda,

R1R2 genotipinde, 0. 5-2.41 giiven araliginda, OR degeri 1.18, R2R2 genotipinde ise 1.58

(Cl %95 0.05-47.5) olarak hesaplanmistir. Mutasyonu oOzellikle homozigot tasimanin

tromboz i¢in normalden 1.58 kat fazla risk getirebilecegi goriilse de, p degerleri

anlamlandirilamamistir (Cizelge 4. 2)
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Cizelge 4. 2. 0-18 yas grubunda, FV 4070 R1/R2

acisindan degerlendirilmesi

gen degisimlerinin tromboz riski

FV 0-18 Yas 0-18 Yas OR
4070 Kontrol Hasta '
Cl %95 P
A-G n=171(%) N=220(%)
157 198
R1R1 1
(91.81) (90)
14 21 1.18
R1R2 0.63
(8.18) (9.54) (0.5-2.41)
1 1.58
R2R2 - 0.13
(0.45) (0.05-47.5)

70 yas ve iizeri hasta ve kontrol gruplar1 incelendiginde, 181 tromboz hastasinin 166’s1
RIR1 genotipini gosterirken, 15’1 R1R2 genotipine sahiptir. Kontrol grubundaki 211
bireyden ise 190’1 RIR1, 21’1 R1R2 genotipini tagimaktadir (Cizelge 4.3).

70 yas ve lizeri hasta ve kontrol gruplart arasindaki FV 4070 A-G degisimi ile trombozla
iliskili risk degerlendirilmesi yapildiginda, R1R2 genotipinde, 0.40-16.3 giiven araliginda,
OR degeri 0.81 olarak bulunmustur ancak p degerinin istatistiksel olarak anlamlilig

gosterilememistir.

Cizelge 4. 3. 70 yas ve lzerinde, FV 4070 R1/R2 gen degisimlerinin tromboz riski
acisindan degerlendirilmesi

FV 70 Yas ve iizeri 70 yas ve iizeri OR
4070 Kontrol Hasta '
(Cl %095) P
A-G n=211(%) n=181(%o)
190 166
R1R1 1
(90.04) (91.71)
21 15 0.81
R1R2 0.57
(9.95) (8.28) (0.40-16.3)
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0-18 yas grubuna baktigimizda; kontrol grubunda 328, hasta grubunda 417, 70 yas ve
istlinde ise kontrol grubunda 401, hasta grubunda 347 R1 alleli saptanmistir. 0-18 yas
aralig1 kontrol grubunda 14, hasta grubunda 23 , 70 yas ve iistiinde ise kontrol grubunda
21, hasta grubunda 15 R2 alleli oldugu tespit edilmistir.Allel frekanslar1 kullanilarak, 0-18
yas grubu icin hesaplanan trombozla iligkili risk katsayisi 1.29 iken p degeri anlamsiz
bulunmus, 70 yas grubunda ise OR degeri 1.82 olarak hesaplanmis ve p degerinin

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmustir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4. 4. 0-18 ve 70 yas hasta ve kontrol gruplarinda, R1 ve R2 alleleri i¢in allel
dagilimlari ve frekanslari

70 Yas ve | 70 Yas ve
0-18 Yas | 0-18 Yas . .
FV Uzerli Uzeri
Kontrol Hasta OR OR
4070 P Kontrol Hasta P
n=171 n=220 | CI(%95) C1(%095)
A-G n=211 n=181
(%) (%)
(%) (%)
328 417 401 347
R1 1 1
(0.95) (0.94) (0.95) (0.95)
1.29 1.82
14 23 21 15
R2 (0.65- 0.53 (0.41- |0.58
(0.04) (0.05) (0.04) (0.04)
2.55) 1.62)

0-18 yas hasta ve kontrol gruplarinda, FV 1691 G-A (FVL) ve FV 4070 A-G
degisimlerinin birlikteligi durumda trombozla iligkili risk degerlendirilmesi yapilmistir
(Cizelge 4. 5). Hasta ve kontrol gruplan karsilastirildiginda, FV 1691 degisiminin
olmadig1r durumda, R2 allelinin heterozigot olarak taginmasi 1.42, homozigot tasinmasi
1.76  OR degeri getirdigi belirlenmistir ancak her iki kombinasyon icin p degeri
istatistiksel olarak anlamsizdir. FV 1691 gen degisiminin heterozigot tasinmasi, FV 4070
gen degisiminin olmadigi durumda trombozla iliskili risk katsayis1 2.14 olarak hesaplanmis
ve p degeri 0.02 bulunmustur. Her iki gen degisimini heterozigot olarak tasimasi 0.44 OR

degeri getirirken, FV 1691 degisimi bakimindan homozigot ancak R2 allelinin
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bulunmamasi durumu 1,47 olarak hesaplanmistir ancak elde edilen p degerleri istatistiksel

olarak anlam tagimamaktadir.

Cizelge 4. 5. 0-18 yas grubunda, FV 1691 G-A ve FV 4070 A-G degisimlerinin
birlikteliginin, tromboz riski agisindan degerlendirilmesi

FV FV 0-18 Yas 0-18 Yas Cl
1691 4070 Kontrol Hasta OR P
(%95)
G-A A-G n=171(%) n=220(%)
140 159
G/IG R1R1 1
(81.87) (72.27)
13 21
G/IG R1R2 1.42 0.69-2.94 0.65
(7.60) (9.54)
1
G/IG R2R2 - 1.76 0.05-52.8 0.17
(0.45)
14 34
G/A R1R1 2.14 1.10-4.15 0.02
(8.18) (15.45)
1
G/A R1R2 - 0.44 0.01-13.22 0.29
(0.58)
3 5
A/A R1R1 1.47 0.34-6.25 0.86
(1.75) (2.27)

FV 1691 G-A ve FV 4070 A-G degisimlerinin birlikteliginin degerlendirilmesi i¢in 70 yas
ve Ustli, hasta ve kontrol gruplarma bakildiginda, FV 1691 gen degisiminin olmadigi
durumda R2 allelini heterozigot olarak tasimak 1.05 OR degeri ile belirlenmistir. FVL
bakimdan heterozigot olup ve R2 allelinin olmadigi durumda, trombozla iligkili risk
katsayist degeri 2.24 olarak hesaplanirken, elde edilen p degeri 0.01 olarak bulunmus ve
sonu¢ anlamlandirilmistir. Her iki degisimin heterozigot olarak bulundugu kombinasyon
0.32, FVL bakimindan homozigot, R2 allelinin bulunmadig1 bir diger kombinasyon ise
3.84 OR degerleri olarak hesaplanmistir ancak her iki kombinasyon i¢in de p degerlerinin

anlamliligindan s6z edilemez (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4. 6. 70 yas tlizerindeki gruplarda, FV 1691 G-A ve FV 4070 A-G degisimlerinin

birlikteliginin, tromboz riski agisindan degerlendirilmesi

FV FV 70 yas ve iizeri 70 yas ve Cl
1691 | 4070 Kontrol iizeri Hasta OR P
(%95)
G-A A-G n=211(%) n=181(%)
173 135
G/G | RIR1 1
(81.99) (74.5)
17 14
G/G | R1R2 1.05 0.51-2.48 0.88
(8.05) (7.73)
16 28
G/A | R1IR1 2.24 1.19-4.99 0.01
(7.58) (15.46)
4 1
G/A | R1IR2 0.32 0.05-5.83 0.54
(1.89) (0.55)
1 3
A/A | R1R1 3.84 0.31-126.27 | 0.53
(0.47) (1.65)

FV 1691 G-A ve 4070 A-G degisimlerinin birlikteliginin, hasta gruplarinda kendi iginde
yasa bagli olarak degerlendirilmistir. Hasta grubunu olusturan 0-18 yas ve 70 yas ve iizeri
bireyler, bu iki mutasyon bakimindan yasa baglh olarak degerlendirilmis, R2 allelini veya
1691 A degisimini tek basina tasimanin herhangi bir risk getirmedigi (O.R 0.78, %95 CI
0.38-1.60, O.R 0.96, %95 CI 0.55-1.68) belirlenmistir (Cizelge 4.7). Her iki mutasyonu
heterozigot olarak tagimanin, mutasyon tagimayan bireylere gore yasa bagl olarak 2.35
(%95 CI 0.07-70.76) kat risk getirdigi saptanirken, FVL bakimindan homozigot durumda
olan bireylerin, normal bireylere gore yas bakimindan risk tagimadigi goriilmistiir (O.R
0.70, %95 CI 0.16-3.01). Ancak bu grup i¢in yapilan risk hesaplamalarinin tamaminda p

degerinin anlamsiz oldugu bulunmustur.
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Cizelge 4. 7. 0-18 ve 70 yas ve lizeri hasta gruplarinda FV 1691 G-A ve FV 4070 A-G

degisimlerinin birlikteliginin, yas bakimindan degerlendirilmesi

FVv FV 0-18 Yas 70 yas ve
1691 4070 Hasta iizeri Hasta OR ¢! P
(%95)
G-A A-G n=220(%) n=181(%)
G/G R1R1 159 135 1
(72.27) (74.58)
G/IG R1R?2 21 14 0.78 0.38-1.60 0.51
(9.27) (7.73)
G/IG R2R2 1 - 0.58 0.01-17.69 0.15
(0.45)
G/A R1R1 34 28 0.96 0.55-1.68 0.90
(15.45) (15.46)
G/A R1R2 - 1 2.35 0.07-70.76 0.31
(0.55)
A/A R1R1 5 3 0.70 0.16-3.01 0.90
(2.27) (1.65)

Tromboza neden
degisimlerini tagiyan 6rneklerin olmadigi, hasta ve saglikli gruplarin karsilastirilmasi, FV

4070 gen degisiminin trombozla olan iligkisinin daha net bir bicimde ortaya konmasini

saglayabilir.

0-18 yas araliginda, FVL veya PT degisimlerinin goriilmedigi kontrol ve hasta gruplar
birbirleriyle kiyaslandiginda, R2 allelinin heterozigot olarak taginmasinin, 1.6 gibi bir risk
getirdigi (Cizelge 4.8); 70 yas ve ilizeri hasta ve kontrol gruplari arasinda, FVL veya PT
gen degisimlerini tasiyan bireylerin olmadigi durumda, R2 allelinin heterozigot taginmasi,
1.04 OR degerine sahip oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.9). 0-18 yas grubunda hesaplanan
p degeri 0.17 iken, 70 ve {izeri yas grubu icin p degeri 0.89 olarak saptanmig ancak

istatistiksel olarak anlamli bulunamamuistir.
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Cizelge 4. 8. FV 1691 G-A veya PT 20210 G-A degisimlerinin olmadigi 0-18 yas
grubunda, FV 4070 A-G gen degisiminin dagilimi ve tromboz riski agisindan

degerlendirilmesi
FV 0-18 Yas 0-18 Yas
O.R
4070 Kontrol Hasta
(Cl %095) P
A-G n=152(%) n=168(%o)
140 147
R1R1 1
(90.04) (91.71)
12 21 1.6
R1R2 0.17
(9.95) (8.28) (0.79-3.51)

Cizelge 4. 9. FV 1691 G-A veya PT 20210 G-A degisimlerinin olmadig1 70 ve iizeri yas
grubunda, FV 4070 A-G gen degisiminin dagilimi ve tromboz riski agisindan
degerlendirilmesi

FV 70 Yas ve iizeri 70 yas ve lizeri OR
4070 Kontrol Hasta '
(Cl 2095) P
A-G n=181(%o) n=143(%)
164 129
R1R1 1
(90.60) (91.71)
17 14 1.04
R1R2 0.89
(9.39) (8.28) (0.49-2.2)

FV 1691 G-A veya PT 20210 G-A degisimlerinin olmadigi bireylerden olusan 0-18 ve 70
yas grubunda, hasta ve kontrol gruplar kiyaslandiginda, R2 allelinin dagilimi ve frekansi,
0-18 yas grubundaki OR degeri olarak 1.62 (CI %95, 0.78-3.35) iken, 70 yas grubundaki
degeri 1.09 (Cl %95, 0.5-2.25) olarak hesaplanmistir ( Cizelge 4.11).
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Cizelge 4. 10. FVL veya PT gen degisimlerinin tagiyan bireylerin bulunmadigi, 0-18 ve 70
yas hasta ve kontrol gruplarinda, R1 ve R2 alleleri i¢in allel dagilimlar1 ve frekanslari

70 Yas 70 Yas
0-18 Yas | 0-18 Yas
FVv usti st
Kontrol Hasta OR OR
4070 P Kontrol Hasta P
n=152 n=168 Cl1(%095) C1(%95)
A-G n=185 n=181
(%) (%)
(%) (%)
292 315 361 272
R1 1 1
(0.95) (0.94) (0.95) (0.95)
1.62 1.09
12 21 17 14
R2 (0.78- 0.18 (0.5- 0.80
(0.04) (0.05) (0.04) (0.04)
3.35) 2.25)
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5. TARTISMA VE SONUC

Hemostaz, damar sistemindeki prokoagiilan ve antikoagiilan faktorler arasindaki dengenin
korundugu fizyolojik bir sistemdir. Prokoagiilan ve antikoagiilan sistemler arasindaki dogal
dengede ortaya ¢ikabilecek edinsel veya genetik bozukluklar, kanama hastaliklari ya da
tromboz ile sonuglanabilir. Ozellikle pihtilasmay1 onleyen dogal sistemlerdeki defektler
sonucu ortaya ¢ikan trombozun en sik rastlanan kalitsal risk etmenlerinden biri FV 1691
G-A (FVL) mutasyonudur (Bertina et al. 1994). FV geninde bulunan, 4070 A-G degisimi
ile birlikte diger polimorfizmlerin de yer aldigi HR2 haplotipi, glikozillenmis ve daha
trombogenik olan FV molekiiliiniin (FV1) yapimina neden olur (Castoldi et al. 2000).

FV genindeki HR2 haplotipi, ilk kez 1996 yilinda tanimlanmis ve plazmadaki diigiik faktor
V diizeyleri ile iligkilendirilmistir (Lunghi et al. 1996). Kisa bir siire sonra yapilan baska
bir ¢aligmada, bu haplotipin, FVL mutasyonun olmadigi durumlarda da, APC direncinde
hafif bir artisa neden oldugu gosterilmistir (Bernardi et al. 1999). HR2 haplotipi, FVIII” in
APC bagimli degredasyonunda kofaktor gorevi yapan FV* in aktivitesini diisiiriir. Buna
bagli olarak artan FVIII diizeyleri, FV HR2’ ye baglhh hafif protrombotik rolii
aciklamaktadir (Martinelli et al.2007). Ardindan, bu haplotipin, vendz tromboz igin bir risk

faktorii olup olmadig siklikla calisilan konulardan biri haline gelmistir.

FV R2 polimorfizminin, tromboz riski ile iliskilendirildigi caligmalarin sonuglar
birbirinden farklidir. Bir ¢alismada FV R2 allelinin vendz tromboz ig¢in 1.8 kat risk
getirdigi belirtilirken (Alhenc-Gelas et al. 1999), R2 allelinin tek basina vendz tromboz
icin bir risk faktorii olmadigi ise Akar ve ark. (2000) tarafindan yapilan calisma ile
gosterilmistir. Bu konuda yapilan ¢alismalarda trombozla iligkili risk katsayilari
hesaplandiginda, elde edilen O.R degerlerinin 2’ nin altinda kaldigy, istatistiksel olarak
anlamli tek bulgunun, 1,8 risk katsayisi ile Alhenc-Gelas ve ark. tarafindan yapilan ¢alisma

oldugu goriilmektedir (Sekil 5.1).
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Odds ratio

(95% CI)
Alenc-Gelas (1999) . 1.81 (1.11, 2.95) 11.0
Akar (2000) . 1.20 (0.48, 3.00) 3.1

Luddington (2000) _._ 1.22 (0.84, 1.78) 18.5
de Visser (2000) B 1.26 (0.81, 1.96) 135

Benson (2001) _._H 0.75 (0.49, 1.15) 14.5

Folsom (2002) + 1.05 (0.64, 1.73) 106
Margaglione (2002) + 1.57 (1.02, 2.40) 14.4

Kostka (2003) | 0.84 (0.55, 1.28) 14.3
—
i
(95%) <};>
I 1
333072 1 3.00236
Odds ratio

Sekil 5.1. FV R1/R2 gen degisimi ve tromboz riski arasindaki iligki ( Castaman et al. 2003)

Calismamizda, R1 ve R2 allellerinin trombozlu bireylerdeki etkisinin arastirilmasi igin
gerceklestirilen bu calismada, R1 allelinin tromboza kars1 koruyucu bir etkisinin olmadigi,
R2 allelinin ise 0-18 yas grubunda kontrol ve hasta bireyler arasinda, tromboz agisindan
risk getirmedigi (O.R 1.22, CI %95 0.6-2.45), 70 yas ve lizeri kontrol ve hasta grubunda
ise yine tromboz riski ile iliskilendirilmedigi (O.R 0.83, CI %95 0.41-1.66) ve her iki grup
icin p degerlerinin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu goriilmistiir. Elde edilen bu
sonugta, R2 alleli disinda tromboz riski ile iligskilendirilmis baska mutasyonlarin veya
edinsel etmenlerin oldugu diisiiniilebilir. Bunun yani sira, 6rnek sayisinin arttirilmasi,

sonuglarin istatistiksel olarak anlamli diizeye gelmesini saglayabilir.

FVL ve R2 degisimlerini heterozigot durumda tasiyan bireylerde, yalnizca FVL degisimini
heterozigot olarak tasiyan bireylere gore APC direncinin daha yiliksek oldugu ve tromboz
riskinin 3-6 kat arttigi Margaglione ve ark.(2002) tarafindan yapilan c¢alismada
gosterilmistir. Bu calismadan hareketle, FV Leiden ve R2 polimorfizmlerinin ayni allel
tizerinde bulunamayacagini ve ¢ift heterozigotluk durumunda artan tromboz riskinin, FVL
mutasyonunun heterozigot durumda tek basina getirdigi riske gore daha fazla olmasinin, bu
sekilde bir kalittm modeli ile miimkiin olabilecegi one siiriilmiistiir (Bernardi et al. 1997).
Bu hipotezi destekleyen ¢alismalar arasinda, Faioni ve ark. (1999) tarafindan yapilan aile
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caligmalart gelmektedir. Yalnizca FV Leiden tastyicist olan bireylerde tromboz riski 4.2
(%95 CI, 1.6-11.3) iken, FV Leiden/R2 birlikteligindeki ¢ift heterozigotluk durumunda,
hastalik riskinin 10.9 (%95 ClI, 2.9-40.6) oldugu bildirilmistir.

Iki farkli yas araligindaki hasta ve kontrol gruplar igin yaptigimiz, ¢ift heterozigotluk
durumunda ortaya ¢ikan tromboz riski hesaplamalarinda, FVL/R2 birlikteliginin, FVL
heterozigotlugu ile karsilastirildiginda, tromboz igin bir risk faktorii olmadigi
belirlenmistir. Hasta gruplari arasinda yasa bagli olarak R2 alleli i¢in yapilan risk
hesaplamalarinda, 0-18 ve 70 yas grubu arasinda, FVL ve R2 degisimlerini birlikte
tasimanin, hastalikla iliskili yasa bagh bir risk getirdigi belirlense de anlamli bir degere
ulagilamamugtir. Ancak, 0-18 yas grubunda genellikle arteriyel tromboz, 70 yas grubunda

ise vendz tromboz goriiliiyor olmasi elde edilen sonucu agiklayabilir.

R2 allelinin homozigot olarak taginmasinin, tromboz agisindan getirdigi riskle ilgili yapilan
caligmalar arasinda Folsom ve ark.(2002) tarafindan yapilan ¢alisma yer almaktadir. R2R2
genotipine sahip 3 homozigot bireyin de tromboz hastasi ve 5.5 risk katsayisina sahip
oldugu belirtilmistir. Akar ve ark. (2003) tarafindan yapilan calismada da HR2
homozigotlugunun tromboz acisindan risk getirebilecegi belirtilmistir. HR2 haplotipi
homozigotlugunun sikliginin normal populasyonda, %0.5 ‘ten diisiik oldugu gosterilmistir
(Bernardi et al. 1997). Japon populasyonu {izerinde yapilan son ¢alismada da, FV HR2
haplotipi homozigotluguna bagli olarak aktive protein C direncinin ortaya cikabilecegi

gosterilmistir (Okada et al. 2010).

FV 4070 A-G degisimi bakimmdan GG genotipini tasiyan 0-18 hasta grubuna ait bir birey
saptanmistir (1/220). Homozigot R2 alleli tasiyicisi olan ve FVL tasimayan bu bireyin
tromboz hastast olmast ve nadir bulunmasi nedeniyle elde edilen sonug, 6nemli ve
literatiirii destekler niteliktedir. Tromboz riski ile iliskilendirilen bu alleli homozigot
tasiyan bireylerin dahil edildigi caligmalarin arttirilmasi, mutasyonun roliiniin tam olarak

anlagilabilmesi i¢in gereklidir.

Sonug olarak, mutasyon tasimasina ragmen, uzun yillar tromboz ge¢irmeyen bireylerde,
R1 allelinin koruyucu etki gostermedigini, R2 allelinin ise tek basina 0-18 yas ve 70 yas
gruplarinda trombozla iligkili bir risk faktorii olmadigin1 géstermistir. FVL tasiyan, R1R1
genotipine sahip bireylerin, 0-18 yas ve 70 yas istii hasta grubunda saglikli kontrol
grubuna gore tromboza yatkinlig1 arttirdig: istatistiksel olarak anlamli tespit edilmistir. Bu

iki yas grubuna ait hasta bireyler arasinda risk hesaplamasi yapildiginda, FVL ve FV R2
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allellerini heterozigot olarak tasiyan bireylerde, yasa bagli olarak riskin artabilecegi
goriilmiistiir. Istatistiksel olarak anlamli bulunmayan bu sonucu, anlamli diizeye
getirebilmek i¢in 6rnek sayisi arttirilabilir. Giiglii genetik risk faktorlerine sahip bireyleri
uzun yillar tromboz gecirmekten koruyan bu etkenin ve incelenen degisimin hastalikla

iligkisinin tam olarak anlagilabilmesi i¢in fonksiyonel analizlerin yapilmasi gereklidir.
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