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OZET

Faktor V, prokoagulan ve antikoagulan yolaklarda fonksiyon gosteren baglica insan
koagulasyon faktoriidiir. Faktor V eksikligi, kanamaya veya tromboembolitik hastaliklara neden
olabilir. Kanda bulunan koagulasyon faktorlerinden FV geninde olusan ve fenotipte APC
Rezistansi olarak adlandirilan tek nokta mutasyonu tromboz hastaligi i¢in en sik rastlanan kalitsal
risk faktoriidiir. Faktor V in APC ye baglanma noktalarindan birinde olusan mutasyon, 1691.
pozisyondaki guanin niikleotidinin adenin ile yer degistirmesi sonucu olusur ve 506. kodonda
argininin glutamin ile yer degistirmesiyle sonuglanir. Mutant Faktor V, “Faktor V Leiden” olarak

bilinir ve prokoagulan kapasiteye sahiptir.

Bu calismada, FVL 1691 G — A mutasyonu ile pediatrik tromboz olusumu arasindaki
korelasyon incelendi. Pediatrik tromboz igin riskli yas gruplari tespit edildi. Trombiis atagi

geciren (n=372) ve tromboz gegirmeyen ayni yas grubundaki (n=336) iki grup cocuk secildi.
[statistik analiz i¢in Kaplan — Meier istatistik metodu kullamildi. Faktér V Leiden

mutasyonu i¢in iki grup karsilastirildi. Faktor V genindeki 1691 G — A mutasyonunun tromboz

tizerine etkili oldugu bulundu.

Anahtar Kelimeler: Faktor V Leiden, Light Cycler, APC Resiztansi



ABSTRACT

Human coagulation factor V (FV) is an essential coagulation protein with functions in
both the pro - and anticoagulant pathways. Failure to express and control FV functions can either
lead to bleeding, or to thromboembolic disease. The most common inherited risk factor for
thrombosis is a single point mutation in the blood coagulation factor V gene (G1691A), which
results in phenotype called APC Resistance. The mutation, which occurs at one of the factor V
APC cleavage sites, is located at nucleotide position 1691 and substitutes a G for an A, resulting
in to the replacement of arginine with glutamine at codon 506. The mutant factor V is known as
“Factor V R506Q” or “Factor V Leiden (FVL)” and FVL has full procoagulant capacity.

In this study, we studied correlation between FVL 1691 G > A mutation and age
alterations in pediatric thrombosis. We found the risky age groups for thrombosis in pediatric
thrombosis. Two groups of children were selected, i.e with thrombus attack (n=372) and age

matched non-thrombotic group (n=336).

We used the Kaplan — Meier statistical method for statistical analysis. We compare two
groups for Factor V Leiden mutation. We found that, 1691 G > A mutation in factor V gene is

effective on thrombosis.

Key Words: Factor V Leiden, Light Cycler, APC Resistance
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1. GIRIS VE AMAC

Kan, endotelle kapli kan damarlar1 icinde dolasir. Damar zedelendiginde, kanamay1
durdurmak i¢in tromboz olay1 ile trombiis adi verilen kan pihtis1 olusur. Tromboz olay,
kanamaya kars1 verilen fizyolojik bir yanttir. Kan pihtilasma akigindaki diizenleyici
mekanizmalar ve antifibrinolitik mekanizmalar kan akisim1 engelleyebilecek rastgele
pthtilagsmalar1 onler. Bu mekanizmalardaki bozukluklar tromboza neden olur (Smith 2007).
Normal fizyolojik kosullarda prokoagulant ve antikoagulant mekanizmalar dengededir.
Dengenin bozulmasi halinde; tromboemboli ya da kanamayla kendini gosteren patolojik
durumlar ortaya cikar (Eskandari et al. 2002). Normal bir koagulasyon akisinda hasarli
damarda kanin pihtilasmas1 normal hemostazi saglarken, saglam damar i¢inde pihtilagmanin
meydana gelmesi tromboza neden olmaktadir. Bunun diginda; pihtinin bir boliimii koparak kan
akisiyla bagka bolgelere siiriiklenen bir emboli olusturabilir. Hem tromboz hem de embolizm
sonucunda hiicre ve dokularm Oliimii yani infarkt meydana gelmektedir. Beyin, kalp ve
akcigerde olusan tromboembolitik infarktlar gelismis {iilkelerde basta gelen Oliim
nedenlerindendir (Kumar et al. 1992). Amerika’da 2008 yil1 agustos ayinda “National Quality
Forum” (NQF) tarafindan ag¢iklanan rakamlara gore: 900.000 DVT hastasindan 500.000 hasta
pulmoner emboli (PE) gecirmis, bu hastalardan 300.000’1 hayatin1 kaybetmistir. Bu rakamlar
neticesinde Amerika’da hastane olimlerinde en sik gozlenen nedenin PE oldugu ve bunun

0liim nedenleri arasinda ilk ii¢ arasinda oldugu belirtilmistir (Dipaola 2008).

Tiim diinyada en 6nemli morbidite ve mortalite nedenlerinden biri olan trombozun
olusumu multifaktoriyeldir. Cok sayida kalitsal ve edinsel faktoriin cesitli mekanizmalarla
tromboz olusumuna neden oldugu bilinmektedir (Rossendaal 1999). Arteriyel ve vendz
sistemde farkli etiyolojilerin rol oynadig: diisiiniilmektedir. Arteriyel sistemde; endotel hasar1
ve trombosit fonksiyon bozukluklari tromboz olusumuna neden olurken, vendz sistemde
cogunlukla pihtilasma sistemini kontrol altinda tutan dogal inhibitér mekanizmalarin

bozukluklar1 gbzlenmektedir (Bucciralli et al. 1999).

Kalitsal risk faktorlerinin baginda Aktif Protein C direnci olusturarak tromboza neden

olan Faktor V Leiden (FVL) mutasyonu gelmektedir. FV geninde olusan nokta mutasyonu

1



sonucunda (1691 G—A) FV molekiiliiniin dogal antikoagulan Protein C — Protein S sistemine
kars1 duyarlilig1 azalmakta ve aktif Protein C’ ye karst diren¢ olusmaktadir. FVL siklig1 bir
ilkeden digerine, bolgeden bolgeye ve etnik gruplara gore degiskenlik gosterir (Bertina 1997).
Kalitsal trombofilili ailelerde FVL sikliginin protein C, protein S ve antitrombin eksikliginden
daha yiiksek oldugu bilinmektedir (Zolle et al. 1995, Bertina 1997, Rosendaal 1997)). Saglikli
Tiirk toplumunda %9 FV G1691A tasiyicis1 bulunmaktadir. Bu oran Antalya bolgesinde %17,
Kibris Tiirklerinde ise %12,2 olarak saptanmustir. Ailesel trombofililerde ortalama %2 — 13
civarinda olmakla birlikte Tiirkiye’de %7,1 civarinda oldugu rapor edilmistir (Akar 1997).

Pediatrik yas grubunda tromboz siklig1 erigkin yas grubundan daha az olmakla birlikte
son yillarda giderek artan siklikta tanimlanmaktadir. FVL en sik rastlanan konjenital
trombofili nedenidir. Sikligin yiiksek oldugu toplumlarda risk altindaki bireylerin onceden
bilinmesi, gerekli Oonlemleri alarak tromboz gelisimini engelleyebilir

(http://www.guncelpediatri.com/vazilar.asp?vaziid=76&sayiid).

Bu calisma; cocukluk caginda olusan tromboz olgularinda Faktor V 1691 G — A

degisiminin tromboz olusum yasina etkisinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. HEMOSTAZ

Kan; gaz tagimimi, metabolizma, immiin savunma ve hormonlar yoluyla hiicresel
iletisim dahil bircok fizyolojik olay: diizenler. Kan siv1 halini korumak zorundadir. Stvi halini
korumak amaci ile yaralanma sonrasinda koagulasyonu saglar (Guyton and Hall 1996).
Koagulasyon, enzimatik reaksiyonlar dizisidir. Pihtilasma siirecinde ¢ok sayida kofaktor yer
alir (Ulutin T vd. 2000). Biitiin bu aktivitelerin toplami “Hemostaz” adin1 alir. Hemostaz 3 ana

elementten olusur (Guyton ve Hall 1996).

1. Vaskiiler Endotel
2. Trombositler

3. Koagulasyon Sistemi

2.1.1. Vaskiiler Endotel

Kan damarlarmin c¢eperi endotel hiicrelerinden olusan ince bir tabakadan olusur.
Damar endoteli, nontrombojenik i¢ yiizey olusturmasinin yaninda segici gegirgenlik gorevini
de iistlenir. Travma ve bazi damar hastaliklarinda bu islevsel yiizeyin bozulmasi trombositlerin
ve koagulasyon sisteminin aktivasyonuna izin veren degisikliklerle sonuclanir (Noll ve

Luscner 1995).

Damar endotel hiicrelerinin dis membrani antitrombotik Ozelliklerden sorumludur.
Hiicre membranmin yiizeyi heparan siilfat gibi karmasik mukopolisakkaritlerden olusan
glikokaliks tabakasiyla kaphdir. Heparan siilfat AT-III adi verilen dogal antikoagulani
tiretmektedir. AT-III, fibrinojeni fibrine doniistiirmekten sorumlu enzim olan trombini inhibe

eder. Dis membran ayrica bazi reseptorleri de igerir. Bir membran reseptorii olan



trombomodulin, trombinle etkilesir ve Protein C’yi aktif hale doniistiiriir. Aktive olan Protein
C, Faktor V ve Faktor VIII'1 inaktive eder. Ayrica Protein C damar endotelini uyararak “Doku
Plazminojen Aktivatorii” niin (TPA) salgilanmasini saglar. TPA, plazminojeni plazmine
doniistiirtir. Plazmin, fibrinin parcalanmasindan sorumlu olan proteolitik bir enzimdir. Damar
endoteli bunlarin disinda prostasiklin ve diger antitrombotik 6zellikleri ilerleten maddelerin
tiretiminden sorumludur. Prostasiklin trombosit aktivasyonunu inhibe eder ve kan damarmin

capi arttirarak vazodilatasyonu uyarir (Noll ve Luscner 1995).

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

adezyonunda rol oynarlar (Noll ve Luscner 1995).

Damar endotel hiicreleri Faktor VIII’1 de kismen sentezler. Faktor VIII, aktive olmusg
trombosit membran1 iizerinde Ozgiin bir reseptorle baglanarak trombosit adezyonunu

kolaylastirir (Noll ve Luscner 1995).

2.1.2. Trombositler

Trombositler, kanda bulunan, 2 — 4 um capinda, yuvarlak ya da oval sekilli, niikleusu
olmayan kiigiik hiicrelerdir. Kandaki normal konsantrasyonlart 150.000 — 350.000/mm’"tiir
(Terzioglu vd. 1993).

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

salgilamaktir (Smith 2007).



Aktive edilmemis (piht1 olusumuna katilmamig) trombositte plazma zari, hiicre igine
dogru ileri derecede ceplenmeler yaparak bir acik zar sistemi olusturur. Plazma zarinda
pthtilasma olaymi hizlandiran reseptor ve fosfolipitlerin bulunmasi nedeniyle bu zar sistemi
pthtilasma tepkimeleri i¢in potansiyel olarak kullanilabilecek zar ylizey alanmi 6nemli
derecede arttirir. Trombositin i¢cinde mikroflamanlar ve yaygin bir aktin/ miyozin sistemi
bulunur. Endotel hasarmna yanit olarak trombositin aktive olmasi, kontraktil elemanlara
Ca*™‘un baglanmasiyla degisim olusur ve bunlar da plazma zarmmn mimarisini énemli 6lciide
degistirir. Uzun yalanci ayaklar olusur ve bu da piht1 olusumu basladiginda zarin yiizey alanini

genisletir (Smith 2007).

Trombositler 3 tip graniil icerir. Bunlardan ilki elektron yogun cisimcikler olup Ca,
adenozin difosfat (ADP), adenozin trifosfat (ATP) ve serotonin igerir. ikinci tip graniil a
tanecik olup; heparin antagonisti, trombositten tiireyen gelisme faktorii, f-tromboglobiilin,
fibrinojen, von Willebrand faktérii (VWF) ve diger pihtilasma faktorlerini igerir. Ugilincii tip
granill lizozomal graniil olup hidrolitik enzimler tasir. Aktivasyon sirasinda bu graniillerin

icerikleri salgilanir (Smith 2007).

Kan pihtilagsmas1 sirasinda trombosit iglevine 3 temel mekanizma katilir: Yapisma,
Kiimelenme, Salgilama. Yapisma trombosit aktivasyonuyla gelisen bir dizi reaksiyondur ve
trombosit graniillerinin iceriklerinin salgilanmasina yol acar. Yapigsma basamagi esas olarak;
trombositlerin damardaki hasarli noktalara yapistigr zaman goriilen trombosit — subendotel
etkilesimini tanimlar. Damar hasari; kollajeni, vVWF’yi ve diger bilesenleri aciga ¢ikarir. vVWF,
endotel hiicreleri ve megakaryositlerde sentezlenen bir proteindir. Subendotelde, 0zgiil
trombosit taneciklerinde ve dolasimda Faktor VIII’e bagli halde bulunur. Trombosit hiicre
zarl, kollajen ve vWF’ ye baglanan, trombositin subendotele yapismasina neden olan
glikoproteinler igerir. Glikoprotein (integrin a2bl) yardimiyla kollajene baglanan
trombositlerin sekli yassidan kiireye degisir ve uzun yalanci ayaklar ¢ikarak trombosit —
trombosit etkilesmelerini tesvik eder. Sekil degisikligiyle birlikte o graniiller ve yogun
cisimcikler yiizey sistemi icine bilesenlerini salarlar ve bu bilesenler trombosit membraninin i¢

kismina ve ¢evresine yerlesir. Graniillerin bosalmasiyla birlikte trombosit aktivatorii olan ADP



salmmmi da gergeklesir. ADP, aktive olmus trombositlerin sigsmesini, trombosit — trombosit
temasint ve yapigsmasini saglar. ADP uyarimi olmaksizin trombosit kiimelesmesi
gerceklesemez (Smith 2007). Agregasyon, trombosit ya da hemostatik tikacin olusumuyla
sonuclanir ve degisiklikler koagulasyon faktorlerinin fibrin olusturmak igin etkilesecegi

yiizeye destek verir. Trombosit tikact daha sonra kan pihtisina doniisiir (Lee vd. 1993).

Agonistler
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Dense Bqdy e ATP

(Yogun cisimcik) Serotonin

Kalsiyum
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*Koagulasyon Faktorleri
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Faktor XI
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Sekil 1. Trombosit i¢i graniillerin icerikleri (Celkan 2003)



2.1.3. Koagulasyon Sistemi

Koagulasyon, s1v1 haldeki kanin katilagsarak akamaz duruma gelmesidir. Koagulasyon
akisy; esas olarak enzimler veya kofaktorler olarak etki eden proteinlerden meydana gelmistir.
Bu proteinler, plazmada zimojenler halinde bulunurlar. S6z konusu 6nciil proteinler polipeptit
zincirinin bir veya daha fazla noktadan kesilmesi ile aktive edilir. Bu proteinlerin iglevi hasar
noktasinda trombin olugsmasini ve bunun bu nokta ile simirl kalmasini hizlandirmaktir. Basarili
ve uygun zamanda trombiis olusumunun kilit noktasi, bu zimojenleri aktive eden proteazlarin

diizenlenmesidir (Smith 2007).

Kofaktor proteinler (doku faktorii, Faktor V ve VIII) diger faktorler icin baglanma
noktalar1 gorevi yapar. Doku faktorii yap1 olarak diger kan pihtilagsma faktorleri ile iliskili
degildir ve aktif islev gdrmesi i¢in kirpilmaya gereksinimi olmayan yapisal bir zar proteinidir.
Faktor V ve VIII profaktorler olarak gorev yaparlar ve kirpilarak aktive edildiklerinde diger
faktorler icin baglanma noktasi olustururlar. Bu proteinlerin disinda Protein C ve Protein S
diizenleyici proteinlerdir. Sadece Protein C proteolitik kirpilma ile diizenlenir ve aktive oldugu

zaman bir serin proteazdir (Smith 2007).

Koagulasyon reaksiyonu, intrinsik, ekstrinsik ve ortak yol olmak iizere ii¢ sisteme
bagl olarak geligir. Intrinsik sistem, dolasimdaki kanda bulunan prokoagulan yapilardir.
Ekstrinsik sistem, kanda bulunan ve viicut dokularindan kokenlenen enzimleri kullanir. Her iki
yolda da bir grup enzim, kofaktdr ve iyondan olusan ve protrombini aktif trombine doniistiiren
protrombin aktivator kompleksi adi verilen bir kompleks olusturulur. Sonra aktive olmus

trombin, fibrinojenin fibrine doniisiimiinii katalizler (Altimigik 2001).



Intrinsik Yol Extrinsik Yol

Ortak Yol Fibrin Pihtisi

Sekil 2. Koagulasyon Sistemi

2.1.3.1. Ekstrinsik Yol

Koagulasyon mekanizmasi, bir transmembran proteini olan ve hiicre biitiinligi
bozulunca kanla temas eden doku faktoriiniin Faktor VII'yi aktive ederek baslar. Baslangi¢
faz1 olarak adlandirdan bu fazda; TF (Tissue factor), F VII/ VIla ile cok gii¢lii bir bag
olusturur. FVII plazmada inaktif enzim (zimojen) olarak dolasirken sadece %1 veya daha az
bir kisminin aktif form olan FVIIa olarak dolastig1 bilinmektedir. TF’ ye baglandig1 an FVII
smurh bir proteoliz ile FVIIa ya doniisiir. FVIIa, TF ile baglandiginda enzimatik aktivitesi ¢cok
belirgin artar. TF membran proteini oldugundan TF — FVIIa kompleksi membran yiizeyine
yapisir. Bu sekilde koagulasyon mekanizmasi sadece lokal olarak gerektigi yerde aktive olur
ve bunun sonucunda smirl proteoliz ile FIX’u aktive ederken; bir diger yoldan dogrudan
dogruya FX’u FXa’ya doniistiiriir. FXa; FVa, FII ve Protein S hep birlikte Protrombinaz adi
verilen kompleksi olusturur ve protrombinin trombine (FIla) doniisiimii saglanir. Bu sekilde
olusan trombin ve onun etkisiyle fibrinojenden olusan fibrin ¢ok diisiik diizeydedir. Trombin,
fibrinojen molekiiliinden 6nce FPA ve FPB (fibrinopeptit A ve B) fragmanlarini kopararak

fibrin monomerlerini daha sonra monomerlerin bir araya gelmesi ile fibrin polimerlerini



olusturur. Trombin ayn1 zamanda FXIII’ii aktive ederek fibrin polimerlerinin ¢apraz baglarmin

olugmasi ve giiclii fibrin pithtisinin meydana gelmesini saglar (Ferhanoglu 2003).

Koagulasyon sisteminde ekstrinsik yol araciligiyla baslayan ve az miktarda fibrin
olusumu ile sonlanan ilk koagulasyon aktivasyonu endotelden salimman TFPI (Doku Faktor
Yolu inhibitérii, Tissue Factor Patway Inhibitor) araciligi ile bloke edilir. Bu nedenle devreye

intrinsik yol girer (Ferhanoglu 2003).

2.1.3.2. intrinsik Yol

Intrinsik yol, trombin araciligiyla FXI’in aktive edilmesiyle devreye girer. Aktive FXI
(FXIa) FIX'u aktive eder. FIXa, kofaktor olarak bulunan FVIII, FX ve trombosit PS’nin
TENASE kompleksini olusturarak FX’u FXa’ ya doniistiirir. Bundan sonraki asamada
protrombinaz kompleksi aracilig1 ile protrombinin trombine doniisiimii ve fibrinojenden ¢ok
daha fazla fibrin olusumu ile arzulanan diizeyde piht1 meydana gelir. Intrinsik yolun
aktivasyonuyla birlikte yeterli fibrin olusumunun saglandigi bu faza gelisme fazi adi verilir

(Ferhanoglu 2003).

2.1.3.3. Ortak Yol

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

ve Hall 1996).



Resim 1. Damar hasarlanmasina cevap olarak tika¢ olusumu
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2.2. HEMOSTAZDA BiYOLOJiK KONTROL

Koagulasyonu aktive eden her yol ayn1 seviyede bir inhibitor sistemle kontrol altinda
tutulmaktadir. Bu sekilde hemostatik mekanizmanin sadece hasar bdlgesinde aktive olmasi ve
tamir projesi tamamlanrr tamamlanmaz zarar goren vaskiiler yapinin dolasima agilmasi
miimkiin hale gelir (Ferhanoglu 2003). Hemostatik cevap kontrol mekanizmalariyla

dizenlenir. En 6nemlileri:

1. Feed — Back Inhibisyon
2. Fibrinoliz

3. Dogal Inhibitsrler

2.2.1. Feed - Back inhibisyon

Kan koagulasyonunda feed — back inhibisyonunun klasik 6rnegi viicutta trombinin
duyarli kontroliidiir. Trombin, koagulasyonun baslangicinda cok diisilk konsantrasyonlarda
oldugu icin, FV ve FVIII'in olusum ve aktivitesi tlizerine pozitif bir etkisi vardir.
Koagulasyonu ilerletmek icin bu kritik kofaktoriin aktivitesini uyarir. Koagulasyon ilerledikce,
daha yiiksek konsantrasyonlarda trombin olusmaya baslar. Trombin FV ve FVIII’in
olusumunu otokatalitik olarak diizenler. Boylece trombinin olusumu, hem pozitif hem de
negatif feed — back yoluyla koagulasyonun ilerlemesini ya da inhibisyonunu saglar (Ates

2001).

Koagulasyondaki benzer etkilesimler FXa — FVII, FVIla — FXII, trombin — FXIII,
FXII'nin aktivasyonu ve prekallikreinin kallikreine doniisiimii arasinda gozlenir (Ates 2001).
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2.2.2. Fibrinoliz

Hemostatik bir tikacin basar1 ile olusmasindan sonra bu pihtinin daha fazla
ilerlemesinin 6nlenmesi zorunludur. Bu olay kismen kan pihtilagmasinin durdurulmas: ve
kismen fibrinoliz olaymnin baslatilmas1 ile saglanir. Fibrinoliz, pihti i¢indeki fibrinin,
plazminojenden olusturulan bir serin proteaz olan plazmin tarafindan yikilmasmi igerir.
Plazminojen dolagimda yer alan bir serum proteini olup fibrine kars1 yiiksek bir affinite
gosterir ve bu affinite plazminojenin gelismekte olan pihtiya yerlesmesini tesvik eder.
Plazminojenin etkinligine plazminojen aktivatorleri olarak bilinen proteinler aracilik eder.
Plazminojenin plazminojen aktivatorleri tarafindan plazmine cevrilmesi kanin hem sivi
kisminda hem pihtinin yiizeyinde goriiliir. Aktive edilmis Protein C (APC), kan pihtilagsma
akismi durdurmasma ek olarak dokulardan plazminojen aktivatoriiniin salinimmi da uyarir

(Smith 2007).

Kan koagulasyonu sirasinda, plazminojen ve trombin trombiis olusumunda bir araya
gelir. Plazminojen once fibrine zayif olarak baglanir. TPA gibi aktivatorler pihtinin matriksi
icine girer ve plazminojenin fibrine baglanmasini hizlandirir. Boylece plazmine doniisiim
kolaylasir. Biitiin bu aktivite a, - antiplazmin inhibitorii tarafindan plazminin nétralizasyonunu

onleyen kan piht1 alan igerisinde lokalize olur (Guyton ve Hall 1996).

2.2.3. Dogal inhibitorler

Pihtilagsmanin baglamasiyla birlikte dogal inhibitorler ya da antikoagulanlar ad1 verilen
cesitli proteinler aktive edilir ve pihtilasmanin kontrolsiiz bir sekilde devam etmesi Onlenir.
Bunlar; AT-III, Protein C — S Sistemi, o, — antiplazmin, o, — antitripsin, o, — makroglobulin ve
C — 1 inhibitér gibi inhibisyon sistemlerini kapsar. Bu inhibitorlerin viicuttaki tretimi
prokoagulant substratlar1 notralize etmek i¢in yeterlidir. Bu inhibitorler saglikli kosullarda
asirt aktive olmus prokoagulanlar1 hizla ve etkin bir sekilde nétralize ederek koagulasyon
siirecini diizenler. Bu inhibitorlerin kazanilmis veya konjenital yoklugu hastanin trombotik

bozukluklara egilimi olmasina neden olur (Ates 2001).
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2.3. TROMBOZ

Tromboz; damar icerisinde uygun olmayan yer ve zamanda hemostazin fibrin pihtisi
olusturmak lizere aktivasyonuyla olusan patolojik bir olaydir (Ulutin 2000). Hemostatik
dengenin korunmasi i¢in gerekli 3 temel kosul Rudolph Virchow tarafindan 19. yiizyilin ikinci

yarisinda ortaya konulmustur. Bunlar:

1. Saglam damar duvari
2. Normal kan akimi (reoloji)

3. Kann pihtilasma yeteneginin normal olmas1 (normokoagulabilite)

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

dengenin bozulmasina ve trombiis gelisimine neden olmaktadir.

Tromboz gelisimi multifaktoriyeldir, cok sayida edinsel ve kalitsal faktor degisik
mekanizmalarla gelisime katkida bulunur. Arteriyel sistemdeki trombozlar i¢in temel risk
faktorii endotel hasari iken, ven trombozlarinda staz ve kanin pihtilagma yetenegindeki abartili
artis (hiperkoagulabilite) esas etkileyici faktorlerdir. Hiperkoagulabilite varliginda aktif
pihtilagsma faktorlerinin ortamdan uzaklastirilamayip yiiksek konsantrasyonlara ulagmalarina
neden olur ve bu siire¢ piht1 olusumuna yol acar. Derin ven trombozlar1 ¢ogunlukla stazin en
bariz oldugu saha olan ven kapakciklariin ceplerinden baslamakta ve histolojik incelemelerde
trombiis lokalizasyonunda endotel zedelenmesi izlenmemektedir. Arteriyel ve venoz
sistemlerde trombozu tetikleyen faktorlerin ve trombiis morfolojisinin farkli olmasmnin temel
nedeni vaskiiler sistemin iki yatakta farkli reolojik 6zellikler (kanin akis 6zellikleri ve bunlara

bagli olarak damar duvar1 ve kan hiicrelerinde gelisen deformasyon) gostermesidir.
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Kapakgik gevresine
trombositlerin agregasyonu

Nk

.| _ Fibrine tutunan eritrositler

— Trombositler

Resim 2. Ven6z tromboz (Melvin 1989)

Kanin damar icinde akisi akim yonii dogrultusundaki bir basing gradiyentinden
kaynaklanir ve degisik mekanik kuvvetler dogurur. Bunlar; damar ceperine dik dogrultuda
olan kan basinci, kan akiminin aksi yoniinde endotele teget dogrultuda olan akigkanlik gerilimi
ve damar duvarinin elastik yapisindan kaynaklanan gerilme kuvvetidir. Arteriyel sistemi
olusturan arter ve arteriyollerde, ven ve veniillerden farkli olarak biitiin bu kuvvetler yiiksek
diizeylerdedir. Bu reolojik 0zellikler arteriyel tromboz icin temel risk faktorii olan
aterosklerozun gelismesini kolaylastirdiklar1 gibi, trombositleri uyararak adezyon ve
agregasyon yeteneklerini arttirmaktadirlar. Dolayisiyla bir arteriyel tromboz durumunda

trombositler daha potent olarak pihtilagsma siirecine katilmaktadirlar (Biiyiikagik 2005).

Ozetle; venlerde kan akimi daha yavas oldugu igin vendz trombozlarin gelismesi arteriyel
trombozlara gore daha siktir ve vendz trombozlarda endotel lezyonunun trombiise yol agmasi
seyrek goriilen bir nedendir. Venoz trombiisler genellikle bol fibrin, az miktarda trombosit ve

bircok alyuvardan olusur. Arteriyel trombiislerde damar ¢eperlerindeki stres ve turbulans ¢cok
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fazladir, endotelyal degisiklikler ve ateromatoz degisiklikler vardir, trombositler kolayca

agrege olur (Diindar 2005).

Tablo 1. Edinsel Tromboz Nedenleri (Ilicin vd. 1996)

Venoz Tromboz Arteriyel Tromboz
Sigsmanlik Ateroskleroz
Dogum kontrol haplar1 Erkek cinsiyet

Varisli venler

Infeksiyon

Travma

Cerrahi

Genel anestezi

Gebelik

Kanser

Hareketsizlik

Konjestif kalp yetmezligi
Nefrotik Sendrom

Kan protein bozukluklar1

Asirt sigara tiikketimi

Hipertansiyon

Diabetes metillus

LDL kolesterol

Trigliserid

Polisitemi

Sol ventrikiil hipertrofisi

Dogum kontrol haplar1 ve dstrojenler
Lipoprotein (a)

Kan protein bozukluklar1
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Tablo 2. Belirlenmis Kalitsal Tromboz Risk Faktorleri (Akar vd. 2005)

AT eksikligi
Protein C eksikligi (PC)
Protein S eksikligi (PS)
APC direnc/FV 1691 G-A
FV 4070 G-A
Protrombin 20210 A alleli
Disfibrinojenemi
Homosistiniiri
Trombomodulin defekti
Plasminojen eksikligi
Heparin Kofakor 11 eksikligi
Faktor XII eksikligi
Faktor VIII yiiksekligi
Faktor IX yiiksekligi
Faktor XI eksikligi
Lipoprotein (a) yiiksekligi

Sikhik (Normal)

0,02

0,2

0,1
7-10

7

1-2
<0,01
<0,01
<0,01

11
2,5

13

Siklik (Trombozlu)
1
3
1,2
20

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

63
5.5

30
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2.3.1. Kalitsal Tromboz Risk Faktorleri

2.3.1.1. Antitrombin (AT) III Eksikligi

Kanin damar icerisinde pihtilasmasini 6nleyen dogal antikoagulanlardandir. 65.000
dalton molekiil agirhiginda olan karacigerde sentezlenen bir a-2 globulindir. Trombin, FXa,
FIXa, FXIa, FXIla, a PC ve kallikrein gibi diger serin proteazlar1 inaktive ederek pihtilasma
slirecinin ¢esitli asamalarinda antikoagulan etki gosterir. Heparin varligm trombin ve FXa

tizerine etkisi ¢ok siddetli ve ani olur (Atakan 2006).

Antitrombin geni; 1. kromozomun q 23 — 25 bdlgesinde lokalize olan, 6 intron ve 7
ekzondan olusan 16 kilobazlik (kb) bir gendir. Gende olusan ¢esitli mutasyonlar Tip I ve Tip

IT antitrombin eksikligine neden olur.

Tip I Antitrombin Eksikligi: Antitrombin allellerinden birinin delesyonu ya da genin
kodlama dizilerindeki anlamsiz, yanlis anlam veya cerceve kaymasi mutasyonlart sonucu
olusur. Bugiine kadar Tip I antitrombin eksikligine neden olan ¢ok sayida delesyon ve nokta
mutasyonu bildirilmistir (Bick 1998). Hastalarin ¢cogu heterozigottur. Homozigot antitrombin
eksikligi cok nadirdir ve yasamla bagdasmaz. 1966 -1999 yillar1 arasinda sadece 7 vaka
bildirilmistir (Giines vd. 2004). AT III antijeni ve aktivitesi birlikte azalmistir (licin vd.
1996).

Tip II Antitrombin Eksikligi: Nokta mutasyonlar:t sonucu olusur. AT molekiiliiniin
serum diizeyi normaldir ancak fonksiyonu yetersizdir. Antitrombin aktivitesi diisiik, antijenleri

normaldir (Esmon 2001). Tip II’ nin RS, HBS ve PE tipleri mevcuttur.

AT III eksikliginin siklig1, trombozlu hastalarda %1, genel toplumda % 0,02 dir (Akar
vd. 2005).
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2.3.1.2. Protein C (PC) Eksikligi:

IIk kez 1960’ da bulunan, K vitaminine bagimli bir protein olan Protein C, 60.000
dalton molekiill agirhiginda, karacigerde sentezlenen, pihtilasma sisteminin Onemli bir
inhibitoriidiir. Pihtilasmay1 Onleyici etkisini asil olarak FVa ve FVIIIa’ y1 inaktive ederek
gosterir. Fibrinolizi hizlandiricr etkisi de vardir. Bu etkileri gosterebilmesi i¢in; dnce trombin
tarafindan aktive edilerek aktive Protein C (aPC)’ ye doniismelidir. Pihtilasma sirasinda olusan
trombin, Trombomodulin adi verilen endotel hiicre reseptoriine baglaninca fibrinojeni fibrine
doniistiirme (prokoagulan) ozelligini kaybeder; aksine PC’yi aktive eder, yani antikoagulan
ozellik kazanir. APC’ nin FVa ve FVIlla iizerindeki proteolitik etkisi, diger bir K vitaminine
bagl faktor olan Protein S varliginda onemli derecede artar. FV’ inde APC’ nin FVa ve
FVIIla iizerindeki inhibe edici etkisini arttiran bir kofaktor oldugu gosterilmistir. APC baslica
Platelet Aktivator Inhibitorii 3 (PAI - 3), a-1-antitripsin ve Antitrombin III tarafindan inhibe
edilir (Atakan 2000).

Protein C geni, 2. kromozomun ql3 — 14 bolgesinde lokalize olan, 9 ekzon, 8
introndan olusan 11 kb uzunlugunda bir gendir (Bick ve Kaplan 1998). Bugiine kadar Protein
C geninde ¢ok sayida yanlis anlam mutasyonu, cerceve kayma mutasyonu, sessiz mutasyon,
anlamsiz mutasyon, in-frame mutasyon, promotor bolge mutasyonu, 5° UTR (UnTranslated
Region) mutasyonu ve ins/del mutasyonu bildirilmistir (Ates 2001, Lane 1996). Klinikte ise 2
farkl tip PC eksikligi tanimlanmaktadir.

Tip I PC Eksikligi: Delesyon, yanlis anlam ve anlamsiz mutasyonlar Tip I PC
eksikligine neden olmaktadir (Bick ve Kaplan 1998). Proteinin molekiiler yapis1 normaldir,

antijen ve aktivitesi azalmistir (Esmon 2001).

Tip II PC Eksikligi: Yanlis anlam mutasyonlar1 neden olmaktadir (Lane 1996).
Antijenik PC miktar1 normal, fakat molekiil bozuk ve islevsizdir (Higin vd 1996).

Protein C eksikligi bulunan hastalarin ¢cogu Tip I heterozigottur (Ates 2001).

Homozigot PC eksikliginde; dogumdan hemen sonra arteriyel ve vendz kapillerlerde yaygin
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tromboz, bir veya daha fazla ekstremitede hizla yayilan purpura, nekroz ve gangren ile
seyreden, mortalite oraninin %50'den fazla oldugu bir tablo olan purpura fulminansa neden
olur (Giines 2004). Ge¢ adolesan doneminde tekrarlayan derin ven trombozu ve akciger
embolileri, warfarine bagl deri nekrozu kalitsal PC eksikligini diisiindiiren belirtilerdir

(Esmon 2001).

Kalitsal PC eksikliginin siklig1 trombozlu hastalarda %3, genel toplumda ise % 0,2’
dir (Akar vd. 2005).

2.3.1.3. Protein S Eksikligi

Ik kez 1977’ de bulunan, K vitaminine bagimlh bir protein olan Protein S, 70.000
dalton molekiil agirligindadir. Endotelde, karacigerde, megakaryositlerde ve testis Leydig
hiicrelerinde sentezlenir. PC’ nin FVa ve FVIIIa’y1 inaktive ettigi reaksiyonlarin kofaktoriidiir.
PS, normalde plazmada ve trombositlerin a-graniillerinde bulunur. Plazma PS miktarinin
yaklasik %40 — 50’si C4b - baglayici protein (C4bBP)’ e bagh, %50 — 60’ 1 serbesttir. Aktif
olan kismu serbest PS’ dir. Bagli PS ile denge halindedir. C4bBP’nin yaklasik %50’si PS’ yi
baglar (Atakan 2006).

Protein S geni; 3. kromozomun pl11,1 — 11,2 bolgesinde lokalize olan, 15 ekzon ve 14
introndan olusan 80 kb uzunlugunda bir gendir. Cogu nokta mutasyonu olmak iizere 13’den

fazla mutasyon bildirilmistir. 3 tip PS eksikligi tanimlanmistir (Esmon 2001).

Tip I PS Eksikligi: Tip I eksikligine neden olan mutasyonlarin ¢ogu niikleotid
degisimi, delesyon ve insersiyonlardir. Total PS antijeni, serbest PS antijeni ve PS aktivitesi

birlikte azalmistir (ilicin vd. 1996).
Tip II PS Eksikligi: Tip II eksikligine neden olan 5’1 yanhs anlam, 1’1 kirpilma bdlgesi

mutasyonu olmak iizere 6 mutasyon bildirilmistir (Altinisik 2001).Serbest PS diizeyi diisiik,
Total PS diizeyi normaldir (ilicin vd. 1996).
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Tip III PS Eksikligi: 9’u yanlis anlam, 11’1 niikleotid degisimi olmak iizere 10
mutasyonun Tip III PS eksikligine neden oldugu bildirilmistir (Altinisik 2001). Yalnmizca PS
aktivitesi diisiiktiir (Ilicin vd 1996).

Homozigot PC eksikliginde goriilen yenidogan purpura fulminanst Homozigot PS
eksikliginde de goriilebilir. Sik goriilen belirtileri; yiizeysel tromboflebit, derin ven trombozu

ve akciger embolisidir (Iligin vd 1996).

Kalitsal PS eksikliginin siklig1 trombozlu hastalarda %1,2, genel toplumda 0,1’ dir
(Akar vd. 2005).

2.3.1.4. Hiperhomosisteinemi

Homosistein, metioninden sentezlenen bir aminoasittir. Homosistein metabolizmasinda
rol oynayan enzimlerin aktivitelerinin eksikligi hiperhomosisteinemi ve homosistiniiri ile
sonuc¢lanir. Homosistein diizeylerinde yiikselmenin gerek arteriyel, gerekse vendz tromboza
eslik edebildigi bildirilmistir. Plazma normal degerleri 5-15 mikromol/L olmakla beraber
genellikle >50 mikromol/L degerlerde tromboza yatkinligin arttigi bildirilmistir. Cocukluk
doneminde degerler yasa gore degisir (Altuntas vd. 2004). Hiperhomosisteinemi; endotel
hiicrelerine direkt toksik etki, protein C aktivasyonun inhibisyonu, endotelyal doku faktorii
salmmminin artmasi, endotel hiicresi ylizeyindeki heparin siilfatin baskilanmasi, trombosit
adhezivitesinin artig1, nitrit oksit sentezinin azalmasi, LDL-kolesteroliin yogun Kkiiciik

parcalara ayrilmasina yol acarak ateroskleroz, vendz ve arteriyel tromboza yol agar.

Homosistein metabolizmasinda rolii olan enzimlerin diizeylerini etkileyen genlerdeki
degisimler hiperhomosisteinemi olusmasina yol acar. Siilthidril aminoasit olan homosisteinin
metionine doniisiimiinde metilentetrahidrofolatrediiktaz (MTHFR) enzimi gereklidir (Giines

vd. 2004).

MTHEFR (677 C — T; Ala — Val) yaygimn olarak rastlanan bir mutasyondur. MTHFR

677T’yi tastmak homosistein diizeyinin yiikselmesine neden olur ki, bu da tromboza yatkinlik
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yaratir. MTHFR 1298 (A — C) degisiminde, glutamat yerine alanin gegerek, MTHFR
aktivitesini azaltir, bu da homosistein diizeylerinin yiikselmesine neden olur (Akar vd. 2005).
Homozigot mutasyon sikligit saglikli toplumda % 5-17 arasinda  degisir.
Hiperhomosisteineminin tromboz riskini 2,5 kat arttirdigr bildirilmistir. Annede olan C677T
mutasyonunun spina bifida i¢cin 2,9 — 3,7 kat risk artisina yol ac¢tig1 bildirilmistir. Yine akut
16semi, lenfoma, kolorektal kanser gibi malignitelerde tiimor baskilayici genlerdeki DNA’nin
hipometilasyonunda artis ve/veya DNA icindeki urasilin birlesmesinde hataya yol acgarak

malignite riskini arttirdig: diisiiniilmektedir (Giines vd. 2004).

2.3.1.5. Faktor VIII ve FIX Yiiksekligi

Faktor VIII ve FIX diizeylerinin azalmasi, klinik olarak karsimiza Hemofili hastalig:
olarak cikmaktadir. Bireydeki FVIII diizeyi ile FIX diizeylerinin artmasiyla tromboza
yatkinlik arasinda bir paralellik kurulmustur. Tromboza yatkinlik FVIII diizeyinin yiiksekligi
ile orantili olarak artmaktadir. Avrupa’da sikliginin saglikli bireylerde %10 dolaylarinda
oldugu bildirilmektedir. Faktor V 1691 G — A mutasyonunu tastyan bireylerde de ek bir risk
faktorii olarak goze carpmaktadir. Akut faz, FVIII diizeyini etkilemektedir. Tekrarlayan
trombozlardan sorumlu olabilir. FIX diizeyinin siklig1 ise % 4 — 5 oranindadir. Her ikisinin

birlikte yiiksekligi ile tromboz riski artmaktadir.

Faktor VIII yiiksekligi normal bireylerde %11, pediatrik trombozlu hastalarda %63;
Faktor IX yiiksekligi normal bireylerde %2, Tiirk pediatrik trombotik hastalarda %35,5’ dir
(Akar vd. 2005).

2.3.1.6. Lipoprotein (a)

Lip (a) LDL metabolizmasmin disinda karacigerden {iretilir. 6. kromozomda
plasminojen genine ¢ok yakin bir konumda bulunur (Giines vd. 2004). Majoér protein
komponenti apolipoprotein (a)’dir. Aterojenik ve atrombojeniktir. Plazminojenin pihtiya
baglanmasini plazminojen benzeri birimleri sayesinde ve fibrinolizisin gerceklesmesini

onleyerek trombozu uyarmaktadir.
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Lip (a) diizeyinin yiiksek olmasi inme riskini olusturmaktadir. Cocukluk ¢caginda 30
mg/dl tizerindeki Lp(a) spontan inme i¢in riski 1,6 kez arttirmaktadir. Bu sinir diizey 30 mg/dl
olarak bilinmektedir. Siklig1 normal bireylerde %13, trombozlu hastalarda %30’ dur (Akar vd.
2005).

2.3.1.7. Trombomodulin ve EPCR

Trombomodulin Esmon ve Owen tarafindan, trombinin Protein C’yi aktive etmesini
arttran ve endotelyal hiicre yiizeyinde bulunan nonenzimatik bir kofaktér olarak
tanimlanmistir. Trombin trombomoduline baglandiginda, prokoagulan etkisini kaybederek
antikoagulan bir enzim gibi davranir. Ciinkii bu baglanma sonucunda trombin piht1 olusturma
ve trombosit aktivasyonu yetenegini kaybeder.

Trombomodulin bircok bolgeden olusan bir transmembran proteindir. Bunlar N-
terminal lektin-benzeri bolge, 6 EGF (epitelyal biiylime faktorii) bdlgesi, serin/treoninden
zengin bolge, transmembran bolge ve intraselluler C-terminal kuyruktur. EGF4 protein C’ ye
baglanarak, EGF5 ve 6 ise trombine baglanarak protein C aktivasyonunda rol alirlar.
Trombomodulin geni 20. kromozomun p12 bolgesinde lokalize olup, 3.7 kb uzunlugundadir

ve intron icermemektedir.

Trombomodulinin herediter eksikliginin klinik nemi heniiz tam bilinmese de, tromboz

icin artmis riske sebep olabilir.

EPCR (endotelyal protein C reseptorii) ise ilk kez Fukudome ve Esmon tarafindan
1994°te klonlanmis ve hem protein C hem de APC’yi baglayabildigi gosterilmistir. EPCR,
CD1/MHC class 1 molekiiline homolog bir integral membran proteinidir. Molekiil
ekstraselluler bir N - terminali, transmembran bdlge ve stoplazmik arginin — arginin — sistin -
COOH kuyrugundan olugsmaktadir. EPCR, trombin + trombomodulin kompleksinin protein C’
yi aktive etme hizim1 5 kat arttirir. EPCR geni 20. kromozomun ql1.2 bolgesinde lokalize
olup, 6 kb uzunlugunda, 4 ekzon ve 3 introndan olusmaktadir (Haliloglu 2004).
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2.3.1.8. Protrombin 20210 Mutasyonu

Protrombin molekiilii; karacigerde sentezlenen 69.000 dalton molekiil agirliginda,
vitamin K’ya bagimli, 579 aminoasit iceren, yaklasik %10’u karbonhidrattan olusan tek
zincirli bir glikoproteindir. Hidroliz ile trombin molekiiliine doniiserek fibrinojenden fibrin

olusumunda gorev alir (Stefano vd. 1998).

Protrombin FXa/Va kompleksi tarafindan 271. ve 320. pozisyonlardan kesilir. Boylece
katalitik bolge olan “trombin” ve plazma protrombin aktivasyonunun bir belirteci olan
“protrombin fragman 1.2” olusur. Trombin daha Once bahsedildigi gibi fibrinojenin fibrine
doniistimiinii  katalizler, FV, VIII, XI, XII ve trombositleri aktive eder. Ayrica
trombomoduline baglanarak protein C’yi aktive eder ( Haliloglu 2004).

Protrombin geni; 11. kromozomda p11 — q12 bolgesinde lokalize olan, 14 ekzon ve 13
introndan olusan 21 kb uzunlugunda bir gendir. 5 UTR (UnTranslated Region) ve 3° UTR
bolgeleri ile smirlanmigtir. Bu bdlgeler, genin ekspresyonunda regiilatdr olarak islev
gormektedir (Akar 1999). PT geninde 20210 pozisyonundaki G—A mutasyonu, mRNA’da 3’
okunmayan poliadenilasyon bolgesini etkilemektedir (Demiralp ve Akar 2007). Protrombin
geninin 3’-untranslated bdolgesinin 20210. niikleotidindeki guaninin adenine degisimi,
translasyonu arttirir. BOoylece karacigerden daha fazla PT sentezlenir. Bu da dogal olarak

artmis trombin olusumuna dolayisiyla tromboz riskinin artmasina yol acar (Haliloglu 2004).

PT G20210A mutasyonu, bireysel ve ailevi vendz trombozisi olanlarda %18; rastgele
secilmis DVT’li hastalarda %6,2, saglikli kontrollerde %?2,3 oraninda bildirilmistir. “A”
allelini tasiyan bireylerde trombozun olusma riski 2,8 kat daha fazla olarak hesaplanmistir. Bu
mutasyonun sikligi, beyaz irkta %2 oraninda bulunurken, Japonya — Uzakdogu ve Afrika
kokenlilerde ¢ok nadir olarak goriilmektedir. Tiirk populasyonunda bu mutasyonun sikligi
saglikli bireylerde %?2,7, Kibrishi Tiirklerde %8,1 ve derin ven trombozu olanlarda %6,25
olarak belirlenmistir. Bu mutasyonun Faktor V Leiden (FV 1691 G — A) ile birlikteligi
nadirdir (%0,076).
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Bugiine kadar yapilan arastirmalar PT 20210 G — A degisiminin klinik bazda derin ven
trombozu, serebral ven trombozu, oral kontraseptiflere bagli trombiislerde 6zellikle kirk yas
alti miyokard infarktiislerinde olmak iizere elli yas alti grupta mutlaka arastirilmasi
gerekliligini ortaya koymustur. FVL veya PC veya ATIII eksikligi ile birlikte PT 20210

mutasyonu varsa, venoz trombiis riski daha da artmaktadir (Akar 1999).

2.3.1.9. Faktor V Gen Degisimleri ve Faktor V Leiden (1691 G - A)

Mutasyonu

Faktor V; molekiil agirligi 330.000 dalton olan, 2196 aminoasitten olusan, tek zincirli
bir glikoproteindir. Plazma konsantrasyonu 4 — 10 ng/ml olup, yarilanma omrii 12 — 36 saattir.
FV’ in %75 - 80’1 plazmada, %20 - 25’1 trombositlerde bulunur. Molekiil; yapisinda A, A,, B,
Az, C; ve C, bolgelerini bulundurur. A; ve A, bolgeleri agir zincir olarak adlandirilan, 110.000
dalton molekiil agirhigidaki, 709 aminoasit iceren bolgeyi; Az, C; ve C, bdlgeleri 651
aminoasit igeren, 78.000 dalton molekiil agirligindaki hafif zinciri olustururlar. B bolgesi ise;
836 aminoasitten olusan, iki zincir arasinda bulunan bolgedir. B bolgesi trombinin FV’i kesme
noktalarini icerir. Agir zincir lizerinde protrombin baglanma bolgesi, hafif zincir lizerinde ise
FXa ve fosfolipit baglanma bdlgeleri bulunur. Agir ve hafif zincirler iizerinde ayrica protein
C’ nin kesme bolgeleri de bulunur. FV, karacigerin disinda megakaryositler ve lokositler
tarafindan da iretilir. Trombositlerin, endotelyal hiicrelerin ve monositlerin yiizeyinde
bulunur. Trombositlerin i¢inde bulunan FV, a-graniilde depolanir ve trombosit aktivasyonu

sirasinda salinir (Ugar vd. 2001, Silan ve Zafer 2004, Altimigik 2001).

FV proteini, koagulasyon mekanizmasinin hem intrinsik hem de ekstrinsik yollarinda
kofaktor olarak gorev yapar. Intrinsik mekanizmada FXa ve trombosit fosfolipitleri ile,
ekstrinsik mekanizmada ise doku tromboplastinin bir parcasi olarak sentezlenen fosfolipit ve
FXa ile birleserek protrombin aktivatoriinii olusturur, bu kompleks de Protrombini (FII)
trombine doniistiiriir. Pihtilasma kaskadinin aktive olmasiyla ortaya ¢ikan trombin bir yandan
fibrinojeni fibrine doniistiiriirken, diger yandan endotelyal bir membran proteini olan
trombomoduline baglanir. Bu olay trombinin prokoagulan formdan antikoagiilan bir forma

doniismesine yol acar. Daha sonra trombin, protein C’yi aktive eder. Protrombin aktivator
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kompleksi icinde FV tek zincirli ve inaktiftir. Pihtilasma baslayinca FV molekiilii; trombin
tarafindan, B bolgesindeki, Arg709 — Ser710, Argl018 — Thr1019, Argl545 — Ser1546
noktalarmdan kesilerek aktive edilir. Tek zincirli FV molekiilii, birbirlerine Ca*™ iyonlar: ile
bagh olan cift zincirli aktif molekiil haline doniisiir (Haliloglu 2004, Guyton 1991, ili¢in
1996).

Aktive protein C (APC), kofaktér protein S varliginda FVa’yir ilk olarak 506.
pozisyondan kestiginde FVaa olusur. Bu form, %70 oraninda prokoagiilan aktiviteye sahiptir.
FVa’nin tam inaktivasyonu i¢in 306. pozisyondan da kesilmesi gerekir. Bu reaksiyon protein S
tarafindan 20 kat hizlandirilir, ayrica HDL (high density lipoprotein) de bu reaksiyonu arttirici
etkiye sahiptir. APC tarafindan son olarak FVa 679. pozisyondan, F VIIIa’ da 0zgiil
bolgelerden kesilerek inaktive edilir (Haliloglu 2004). Boylelikle APC, FVa’ y1 yikarak
pthtilasmay1 kontrol eder (Silan ve Zafer 2004).

Faktor V
NH2 | A1 A2 B A3 |[C1|C2
COOH
Trombin
Faktor Va 709 1545
AIr zincir J’ v Hafif zincir
A1 | A2 | ceecrssssassssssssrsessanees A3 C1 [C2
ca™
Faktér V Leiden
Mutasyon bdlgesi Aktif Protein C
306 506 679 v
NN NN N A3 [C1/C2

Sekil 3. Faktor V molekiiliiniin kesim noktalarinin sematik gosterilmesi (Esmon 2001)
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Faktor V geni, ilk kez 1992 yilinda Cripe ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmagtir. 1.
kromozomun q21 -25 bolgesinde lokalize olan, 25 ekzon ve 24 introndan olusan 80 kb
uzunlugunda bir gendir. Faktor V eksikligi nedeni olarak 2 mutasyon bildirilmistir. Bunlar; 13.
ekzonda 4 baz ciftlik bir delesyon ve Faktor V Stanford olarak adlandirilan yine 13. ekzonda
2856. niikleotitde 4 baz ciftlik insersiyondur. Faktor V iizerinde APC’ nin kesim yerlerini
kodlayan niikleotitlerdeki mutasyonlar, FV’ in APC’ ye kars1 diren¢ olusturmasina neden olur.
APC direnci (reziztansi), faktor V in degisik bolgelerinde olusan farkli mutasyonlar nedeniyle
ortaya cikar. Faktor V Cambridge olarak adlandirilan mutasyon, 1998 yilinda Willimson
tarafindan tanimlanan, faktdr V geninin 7. ekzonunda, Arg 306 kesim bdlgesindeki tek baz
degisimi sonucu arginin aminoasidini treonin aminoasidine doniistiirir ve APC direncine
neden olur. FV geninin 13. ekzonunun 4070. pozisyonundaki tek baz degisimi sonucunda
1299. aminoasit olan histidin arginine doniisiir ve olusan APC direnci nedeniyle tromboz

olusumu tetiklenir (Akar vd 2000, Atakan vd 2000).

Faktor V genindeki mutasyonlar arasinda en iyi bilinen ve yaygin olan1 “Faktor V
Leiden Mutasyonu” dur. Bu mutasyon 1994 yilinda Bertina tarafindan APC direncinin en
Oonemli nedeni olarak tanimlanmistir (Bertina vd. 1994). APC direncinin yaklasik %85’ini FVL

mutasyonu olusturmaktadir.

APC, FVa ve FVIIIa’ y1 inaktive ederek pihtilasmay: kontrol eder. APC, FVa
proteinini 679, 506 ve 306. pozisyondaki arginin bolgelerinden keserek inaktive eder. FVa ilk
once 506’dan daha sonra 306’dan kesilerek inaktive olur. Fakat Faktor V Leiden mutasyonu,
Faktor V geninin 10.ekzonundaki 1691. niikleotidin guaninden adenine doniismesine neden
olur. Bu doniisiim de 506. argininin glutamin olmasiyla sonuglanir. Boylece 506’daki kesim
engellenmis olur. Mutant FV, 306.arginin bolgesinden kesilmesiyle inaktive olabilir. Fakat bu
islem yaklasik 10 kat daha yavastir. Boylece FV molekiilii proteolitik inaktivasyona direncgli
(resistant) olur. Bu durum trombin konsantrasyonunda yiikselmeye ve hiperkoagulasyona
neden olur. FV prokoagulan olmaya devam eder (Silan ve Zafer 2004). Bu mutasyon

sonucunda olusan mutant FV’ in, dogal antikoagulan protein C — protein S sistemine karsi
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duyarliligr azalir ve FVa, APC tarafindan inaktive edilmeye karsi direncli hale gelir ve

koagulasyona yatkinlik ortaya ¢ikar (Silan ve Zafer 2004, Rosen ve Sturk 1997).

A1 Az B A3 Cl CZ
506
Arginine

cGa

l
CAA

Glutamine

Sekil 4. FV 1691 G—A degisimi (Akar 1999)
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2.4. MOLEKULER TEKNIiKLER

2.4.1. Kullamilan Cozeltiler

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

(Merck, Almanya)] karigimi kullanilmistir.

2.4.2. DNA Ekstraksiyonu

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

edilmis ve etanol ile muamele edilerek coktiiriilmiistiir.

2.4.3. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time Pcr)

Mutasyon saptamalarinda yaygin olarak kullanilan Light Cycler cihazi, erime egrisi
prensibine gore ¢ahsir. {1k basamak olarak; insan genomik DNA’ sinda bulunan 220 baz ciftlik
Faktor V Leiden gen bolgesi spesifik primerlerle amplifiye edilerek ¢ogaltilir. Daha sonra,
amplifikasyonun yapildigr kapiller tiip igerisine spesifik hibridizasyon problar1 eklenir.
Amplifikasyon ve hibridizasyon problarinin genomik DNA’ya baglanmasi aymi kapiller
icerisinde ve ayn1 zamanda gergeklesir. Light Cycler — Red 640 isaretli hibridizasyon problari,
mutasyon olmayan hedef sekansi hibridize ederek isaretleyici prob olarak fonksiyon
kazanmasmi saglar. Diger hibridizasyon probu, floresan ile isaretli olup, mutasyon probuna
sik1 olarak baglanir. Kalip DNA’ ya hibridize olduktan sonra, bu iki prob ¢ok yakin olacak
sekilde yan yana araya gelirler. Ve bu iki floresans arasinda Resonance Energy Transferi
(FRET) gerceklesir. Erime egrisi analizi swrasinda, 1s1 yavas yavas yiikselirken, hibridizasyon
problar1 erir ve birbirine ¢ok yakin duran iki floresan boya birbirinden ayrilir, bdylelikle

floresan 1s1ma miktari diiser.
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Mutasyon probunun erime 1s1s1 (Ty,), sadece iizerine baglandig1 fragmentin uzunluguna
ve G — C oranma baglh degildir. Bunlarin yanimda kalip DNA ve mutasyon probu arasindaki

homoloji oran1 da etkilidir.

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

science.com/PROD INF/BIOCHEMI/no3 99/PG12.PDF) .

R

LC Red 640

isaretleyici Prob

i - |

5" ¢

Mutasyon Noktasi

3' B

e

I
primar

Sekil 5. Light Cycler mutasyon analiz yonteminin ¢aligma prensibi
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Yabanil Allel

Homozigot Mutant
Allel

Heterozigot Allel

Sekil 6. Erime Egrisi Analizi: Dizide (Orn. Faktor V Leiden) olusabilecek genotiplerin goriiniimii

2.5. ISTATISTIK YONTEMLER

2.5.1. Istatistik Yonteminin Secilmesi

Yapilan caligmaya uygun olan istatistik yonteminin belirlenebilmesi amaciyla ¢alisma

verileri sorgulanmistir. Bu sorgulama da dncelikle sorulacak sorular;

“Analiz yapilacak veri setinin yapist nedir?” ve

“Analizin amaci nedir?” olarak belirlenmistir.

Calismamizda elde edilen analize tabi tutulacak veriler, normal populasyona aittir ve

elde edilen sonuclar binomiyaldir (iki olasi sonug). Analizin amaci ise kullanilan veri
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grubunda tanimlayict istatistik yapmaktir (Akkus vd. 2006). Bu sorgulama sonucunda verilen
cevaplara gore kullanilabilecek en uygun yontemin “Kaplan — Meier Yontemi” oldugu

goriilmektedir.
2.5.2. Kaplan — Meier Yontemi
Ozellikle olgu sayismnin cok yiiksek oldugu durumlarda arastiricinin kendi ongorecegi

siire araliklar1 icin degerlendirmeler yapilabilir. Bu durum arastirici i¢cin dnemli bir avantajdir

(www.tuik.gov.tr/ias/iasO6/poster/hayrinisademircibicerdiizlt.doc). Bu yontem en cok

kullanilan “sag kalim hesaplama yOntemi’dir. Analiz, sabit zaman araliklarina bagh
olmaksizin yapilir. Analiz sonucu “adimsal (step) fonksiyon” bi¢iminde ortaya cikar.

Literatiirde Product — Limit (P - L) olarak bilinir (Topgu 2007).

Sag kalim terimi, genis anlamda kullanilmaktadir. Mutlaka sag kalmak/ 6lmek c¢iftli
seceneginin bulunma zorunlulugu yoktur. Sag kalimdan anlasilan; belli bir baslangic
noktasimdan sonra (bir ameliyat, bir tedavinin baslangici ya da bir hastaligin basladig1 kabul
edilen an, vs.) bir izleme siireci igerisindeki olgunun, arastirmanin ana konusu olan 6zel bir
konuma erigmesi durumudur. Bu 6zel konum 6liim olabilecegi gibi, tedaviye yanit vermek ya
da tiimorsiiz gecen siire gibi diger 6zellikler de olabilir (Senocak M: Sagkalim Coziimlemesi

[Ikeleri.Cerrahpasa Tip Dergisi www.ctf.istanbul.edu.tr/dergi/online/1999v30/s4/994s1.htm).

Yapilan calismanin igerigine gore c¢iftli secenek belirlenir. Molekiiler biyolojik

caligmalarda bu ciftli secenek mutasyonun olmasi/olmamasi seklinde belirlenir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢alisma Ankara Universitesi T1ip Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Ana Bilim
Dali; Pediatrik Molekiiler Patoloji ve Genetik Bilim Dali Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
1996 — 2008 yillar1 arasinda boliimiimiize gen degisimleri agisindan incelenmek {iizere
gonderilen cocukluk ¢agi trombozlu olgularda, trombiis atagi gecirme yasmin Faktor V 1691
G — A degisimi ile iligkisi arastirilmistir. Trombiis hikayesi olmayan 336 ¢ocuk ile trombiis
atagr gecirmis 372 cocuk calisma grubu olarak belirlenmistir. DNA Ornekleri Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Molekiiler Genetik Bilim Dal1 “DNA Bankas1’ndan temin
edilmistir. Caligmaya katilan tiim ailelere ¢caligmanin olas1 sonuglar1 hakkinda bilgi verilmis ve

goniillii olarak katildiklarma dair onam formu alinmustir.

Bu calismada; Calisma grubuna ait ilgili mutasyon tarama sonuglar1 mevcut olup, bu

sonuclarin yas ve cinsiyet dagilimlar1 belirlenmistir.

Boliimiimiize basvuran hastalardan alinan kan orneklerinden Fenol — Kloroform
yontemiyle DNA elde edilmis, elde edilen DNA’lardan FVL 1691 G-A mutasyonu Light
Cycler “Factor V Leiden” Mutation Detection System (Roche Diagnostics, USA) Kkitleri
kullanilmistir. Bu o©rnekler veri bankasindan c¢ikarilmis, yas ve cinsiyet dagilimlari
belirlenmistir. Proje, Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan desteklenen

“tromboz” konulu projeler baglaminda desteklenmistir.

3.1. YONTEM

3.1.1. DNA izolasyonu

Calisma grubunu olusturan hastalardan 1 ml 0,5 M etilendiamintetraasetikasit (EDTA)
(Sigma, ABD) iceren polietilen tiip icerisine 9 ml kan 6rnegi alinir. Alinan kan 6rnegi 50 ml

lik flakon tiip icerisinde 25 ml RBC (Red Blood Cell) lizis soliisyonu [155 mM Amonyum
Klorid (AppliChem, Almanya), 10 mM Sodyum Bikarbonat (Merck, Almanya), 0,5 mM
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EDTA (AppliChem, Almanya)] eklenir, calkalanarak 20 dk buzda bekletilir. Sogumali
santrifiijde (Hettich, Almanya) +4 °C’de 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edildikten sonra
slipernatant dokiiliir, ¢okelek iizerine tekrar 25 ml RBC Lizis soliisyonu eklenir. Bu islem tiim
eritrositler giderilene kadar tekrarlanir. Son kez siipernatant dokiildiikten sonra dipte kalan
16kositler tizerine 1000 uL RBC lizis soliisyonu eklenir ve bu karigtmm 800 uL’si ependorf
tiipiine almarak -20 ° C’de stok olarak saklanir. Geriye kalan 200 puL bir ependorf tiipiine
almarak 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
lokosit 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 calkalanir ve buz
icerisinde 20 dk bekletildikten sonra +4 °C’de 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilir. iki faza
ayrilan karigimin tist kismi bagka bir ependorf tiipiine alinarak tizerine toplam hacmin 1/10° u
kadar 3 M Sodyum Asetat (Sigma, ABD) ve toplam hacmin 2 kati1 kadar %95’lik alkol
(Tiirkiye) eklenir. Ependorf tiipii ters diiz edilerek DNA goriiniir hale getirildikten sonra -20
°C’ de bir gece bekletilir.

Uciincii giin tiipler +4 °C’ de 4000 rpm’ de 20 dk santrifiij edilerek DNA ¢oktiiriiliir.
Siipernatant dokiilerek tiipe 500 uL. %70 lik alkol eklenerek +4 °C’ de 4000 rpm’ de 20 dk
santrifiij edilir. Santrifiij sonrasinda alkol dokiiliir ve tiipler kuruma kagidi lizerinde kapaklar1
acik bir sekilde kurumaya birakilir. Kurutulduktan sonra tiiplerin icerisine Tris EDTA (10
mM Tris — HCl, 1 mM EDTA) soliisyonu eklenir 37 °C’ de bir gece bekletilerek DNA’ nin
coziinmesi saglanir. Izole edilen DNA +4 °C’ de veya -20 °C’ de saklanur.
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3.1.2. FV 1691 G - A Degisiminin Belirlenmesi

FV geninde ortaya ¢ikan, 1691. pozisyondaki G — A baz degisiminin belirlenmesinde
gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu prensibine uygun olarak tasarlanmis 6zel bir cihaz
olan Light Cycler (Roche Diagnostics, USA) ile gerceklestirilir. FV Leiden gen mutasyonunu
belirlemek i¢in LC Factor V Leiden Mutation Detection (Roche Diagnostics, USA) kiti
kullanilmigtir. Faktor V geninin 222 baz ciftlik fragmani insan genomik DNA’ sindan
saglanan spesifik primerler ile amplifiye edildi. Reaksiyon karisimi insan genomik DNA’ s1
kullanilarak cam kapiller tiiplerde hazirland1 ve real time pcr cihazi (Light Cycler, Roche

Diagnostics, USA) kullanilarak analiz edildi.

Light Cycler cihazinda FVL mutasyonu analizinde kullanilan kit icerikleri tabloda

gosterilmistir.

Tablo 3. Light Cycler cihazinda kullamilan FVL kiti icerikleri ve reaksiyonda kullamlan miktarlar
(FVL Kit for use with the Light Cycler 1.2 Instrument manuel: pagel-8)

Reaktifler Reaktif Icerikleri Kullanilan Miktar
FVL MD Mix <0,01% FVL primer forward and reverse
(FVL Mutation Dedection Mix) | <0,01%FVL HybProbe Probe Red 640
<0,01%FVL HybProbe Probe Fluorescein 2uL
Brij35
MgCl,
FVL R Mix Tris — HCI1 Buffer
(FVL Reaction Mix) <0,01%Taq DNA polimerase, GMP grade
<0,07% dATP,dCTP,dGTP,dUTP,dTTP 2uL.
Brij35
MgCl,
FVL DIL H,0, PCR - grade (also used negative control)
(FVL Diluent) 11uL
DNA S5uL
Toplam Hacim 20 uL
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Light Cycler cihazinda FVL mutasyonu analizinde kullanilan primer ve problar tabloda

gosterilmistir.

Tablo 4.Light Cycler cihazinda FVL analizinde kullanilan primer dizileri ve hibridizasyon prob lari(Frank 2000)

Primer sequences and hybridization probes for factor V. genotyping.

Primer Sequence Orientation PCR product
Factor V G1691A 220 bp
5’-TGCCCAGTGCTTAACAAGACCA-3’ Sense
5’-CTTGAAGGAAATGCCCCATTA-3’ Antisense
5’-GGCGAGGAATACAGGTAT-3’-fluorescein Sense

(Mutation probe)
5’-LC-Red705-TGTCCTTGAAGTAACCTTTCAGAAATTCTG-3’-PHO Sense
(Anchor probe)

TGCCCAGTGCTTAACAAGACCATACTACAGTGACGTGGACATCATGAGAGACATCGCCTCTGGGC

TAATAGGACTACTTCTAATCTGTAAGAGCAGATCCCTGGACAGGCG/AAGGAATACAGGTATTTTG

TCCTTGAAGTAACCTTTCAGAAATTCTGAGAATTTCTTCTGGCTAGAACATGTTAGGTCTCCTGGCT
AAATAATGGGGCATTTCCTTCAAG

Dizi 1. FV geni icin gercek zamanli pcr ile cogaltilmig dizi. Primerler alt1 c¢izili olarak

gosterilmistir. (GenBank accession no. 1.32764)

:
M1 [TF]
M5
—_— S GGCGEAGGAATACAGETAT TOTCCTTGAAGTAACCTTTCAGAAATTCTG-T PHO 220 bp
GACAGGCGAGEAATACAGGTATTTTGTCCT TGAAGTAACCTTTCAGAAATTCTEACAA T T—
L o |
M3

Sekil 7. LC FVL primerlerinin baglanarak ¢ogalttiklar1 gen bolgesi



3.2. ARASTIRMA BULGULARI

Yaptigimiz calismada tromboz ge¢irmis 372 pediatrik yas grubundaki hasta ve
tromboz Oykiisii olmayan 336 ¢ocuk calismaya dahil edilmistir. FV genindeki 1691 G — A baz

degisimi gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu teknigi kullanilarak taranmustir.

3.2.1. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bulgular

Gergcek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu, Roche Diagnostics firmasi tarafindan

tiretilen Light Cycler cihazinda yapilmistir. 372 hasta ve 336 tromboz hikayesi olmayan

cocuktan alinan DNA 6rnekleri kit protokoliine gore hazirlanarak cihazda okutulmustur.
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Resim 3. Light Cycler cihazinda yapilan FVL mutasyonu taramasinda gézlemlenen erime egrisi (melting curve)

analizi goriintiisii (Heterozigot (G/A) genotip goriintiisii)
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Resim 4. Light Cycler cihazinda yapilan FVL mutasyonu taramasinda gézlemlenen erime egrisi (melting curve)

analizi goriintiisii (Homozigot mutant (A/A) genotip goriintiisii)

37



¥ LightCycler Software 4.0 - [30.11,07 fv] = ‘Jﬂ-}ﬂ
[@Fle Edt View Tooks Window Help —18lx

]. :;: Q.Hew.... L@ FRun... @Andm F0pen.. Save @reol | B Template... -ﬁﬁFlm Macro

Progiam (3) ~ || Setings ~ Display

Include | Color | Pos | Name ‘ Melting Curves

L N 2141
[+ B 2 Sample2

[« M 3 Sampled 1,941
¥ M4 Sampled

¥ W 5 Sample5 ® 1,741
[+ B & SampleB

* MW 7 Sample? g'-ﬁ‘“'
[¥ B 8 Sampled

I 3 Sample 3 134
[ W 10 Sample10 v
¥ W 11 Samplet !
F W12 Sewbi2 45 48 S0 52 54 4G S5 60 b2 64 68 68 70 72 74 76 7B 80
[+ B 12 Sample3

¥ W 14 Sampleld

[+ 15 Sample 15

¥ MW 1 SamEls'IEi Melting Peaks
[v B 17 Sampled? 0182
¥ W 1% Sampleld !
ICd B 19 Sample13 0142
# W 20 Sample20 © 0122
[+ 21 Sample 21 0,102
|1'_ B 22 Sample2? 0082}
[+ B 22 Sample 23

¥ u Sample 24 i U
¥ m Sample 25 £ 0p4z;
[¥] Sample 26 3.0.922'
7

ample 28 46 48 S0 52 54 55 58 60 62 64 66 66 70 72 74 76 70

vl
[l 2% Sample 29 = -
¥ W 30 Sample30 =t
B Tmi1 B¥ Tm3E7.39 Or tms
W Tm2 WV Tm4[6576) W Tmb
| 0| | Analysis Notes

(@ 301.07 v

Resim 5. Light Cycler cihazinda yapilan FVL mutasyonu taramasinda gozlemlenen erime egrisi (melting curve

analizi goriintiisii (Yabanil genotip (G/G) goriintiisii)

3.2.2. istatistik Analizi Bulgular

Calismamiza dahil edilen 372 hasta ve 336 saglikli cocukta FVL mutasyonu

incelenmistir.

FVL 1691 G — A mutasyonunun trombiis atagi geciren bireylerde cinsiyete gore
dagilimi belirlenmistir. 204 erkek ve 168 kiz olmak iizere toplam 372 birey FVL mutasyonu
taramasma almmistir. Erkek bireyler arasinda G/G genotipi 169, G/A genotipi 35 kiside
goriilmiis olup A/A genotipine rastlanmamistir. Kiz bireyler arasinda G/G genotipi 143, G/A
genotipi 20 ve A/A genotipi 5 kiside bulunmustur (Tablo 5).
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Tablo 5. FVL mutasyonunun trombiis atagi geciren bireylerde cinsiyete gore dagilimi

FVL 1691 Erkek (Hasta) Kiz (Hasta)
G/G 169 143

G/A 35 20

A/A 0 5

FVL 1691 G — A mutasyonunun trombiis hikayesi olmayan bireylerde cinsiyete gore

dagilimi belirlenmistir. 155 erkek ve 181 kiz olmak iizere toplam 336 birey FVL mutasyonu

taramasina almmustir. Erkek bireyler arasinda G/G genotipi 139, G/A genotipi 15 ve A/A

genotipi 1 kiside bulunmustur. Kiz bireyler arasinda G/G genotipi 157, G/A genotipi 22 ve

A/A genotipi 2 kiside bulunmustur (Tablo 6).

Tablo 6. FVL mutasyonunun trombiis hikayesi olmayan bireylerde cinsiyete gore dagilimi

FVL 1691 Erkek (Kontrol) Kiz (Kontrol)
G/G 139 157

G/A 15 22

A/A 1 2

Trombiis gecirme riskini belirlemek iizere iki grup karsilastirildi. Trombiis geciren

grupta FVL siklig1 60/372 (0,161); trombiis gecirmeyen grupta ise 40/336 (0,119) olarak

belirlenmistir. Aradaki fark p=0,042 bulunmus olup istatistiki olarak anlamlidir.

Trombiis atagi geciren bireyler yaslarina gore 3 gruba gore smiflandirildiginda;

Yenidogan — 5 yas grubunda 101 erkek 83 kiz birey olmak iizere 184 birey,

6 yas — 12 yas grubunda 68 erkek 61 kiz birey olmak iizere 129 birey,

13 yas — 18 yas grubunda 35 erkek 24 kiz olmak iizere 59 birey oldugu bulunmustur (Tablo 7).
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Tablo 7. Trombiis atag geciren bireylerin cinsiyet ve hastaligi gecirme yasina gore dagilimi

Yas Araliklar1 Erkek (Hasta) Kiz (Hasta)
Yeni Dogan - 5 yas 101 83
6 yas-12 yas 68 61
13 yas -18 yas 35 24

Trombiis atag1 gegiren bireyler genotip, cinsiyet ve hastalig1 gecirme yasina gore 3
gruba ayrildiginda;
Yenidogan — 5 yas grubunda G/G genotipi 82 erkek ve 71 kiz bireyde, G/A genotipi 19 erkek
ve 11 kiz bireyde goriilmiis, A/A genotipi 1 kiz bireyde goriilmiistiir.
6 yas — 12 yas grubunda G/G genotipi 56 erkek ve 50 kiz bireyde, G/A genotipi 12 erkek ve 9
kiz bireyde, A/A genotipi 2 kiz bireyde goriilmiistiir.
13 yas — 18 yas grubunda G/G genotipi 31 erkek ve 19 kiz bireyde, G/A genotipi 4 erkek ve 3
kiz bireyde, A/A genotipi 2 kiz bireyde goriilmiistiir (Tablo 8).

Tablo 8. Trombiis atagi geciren bireylerin genotip, cinsiyet ve hastaligi gecirme yasina gore dagilum

Yas Araliklar1 Erkek Kiz

(Hasta) G/G G/A A/A G/G G/A A/A
Yeni Dogan — 5 yas 82 19 0 71 11 1
6 yas — 12 yas 56 12 0 50 9 2
13 yas — 18 yas 31 4 0 19 3 2
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Ayn1 veriler cinsiyet ayirimi yapilmadan tablo tizerine yerlestirilirse;
Yenidogan — 5 yas grubunda G/G genotipi 153 bireyde, G/A genotipi 30 bireyde goriilmiis,
A/A genotipi 1 bireyde goriilmiistiir.
6 yas — 12 yas grubunda G/G genotipi 106 bireyde, G/A genotipi 21 bireyde, A/A genotipi 2
bireyde goriilmiistiir.
13 yas — 18 yas grubunda G/G genotipi 50 bireyde, G/A genotipi 7 bireyde, A/A genotipi 2
bireyde goriilmiistiir (Tablo 9).

Tablo 9. Trombiis atagi geciren bireylerin genotip ve hastaligi gecirme yasina gore dagilini

Yas araliklari(hasta) G/G G/A A/A
Yeni Dogan — 5 yas 153 30 1
6 yas — 12 yas 106 21 2
13 yas — 18 yas 50 7 2

Tromboz hikayesi olmayan bireyler genotip, cinsiyet ve yaslarina gore 3 gruba
ayrildiginda;
Yenidogan — 5 yas grubunda G/G genotipi 38 erkek ve 43 kiz bireyde, G/A genotipi 2 erkek
ve 5 kiz bireyde, A/A genotipi 1 kiz bireyde goriilmiistiir.
6 yas — 12 yas grubunda G/G genotipi 64 erkek ve 82 kiz bireyde, G/A genotipi 7 erkek ve 11
kiz bireyde, A/A genotipi 1 erkek bireyde goriilmiistiir.
13 yas — 18 yas grubunda G/G genotipi 37 erkek ve 32 kiz bireyde, G/A genotipi 6 erkek ve 6
kiz bireyde, A/A genotipi 1 kiz bireyde goriilmiistiir (Tablo 10).
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Tablo 10. Tromboz hikayesi olmayan bireylerin genotip, cinsiyet ve yas dagilin

Yas Araliklar1 Erkek Kiz

(Kontrol) G/G G/A A/A G/G G/A A/A
Yeni Dogan — 5 yas 38 2 0 43 5 1
6 yas — 12 yas 64 7 1 82 11 0
13 yas- 18 yas 37 6 0 32 6 1

Ayn1 veriler cinsiyet ayirimi yapilmadan tablo tizerine yerlestirilirse;
Yenidogan — 5 yas grubunda G/G genotipi 81 bireyde, G/A genotipi 7 bireyde, A/A genotipi 1
bireyde goriilmiistiir.
6 yas — 12 yas grubunda G/G genotipi 146 bireyde, G/A genotipi 18 bireyde, A/A genotipi 1
bireyde goriilmiistiir.
13 yas — 18 yas grubunda G/G genotipi 69 bireyde, G/A genotipi 12 bireyde, A/A genotipi 1
bireyde goriilmiistiir (Tablo 11).

Tablo 11. Tromboz hikayesi olmayan bireylerin genotip ve yas dagilimi

Yas araliklari(kontrol) G/G G/A A/A
Yeni Dogan — 5 yas 81 7 1
6 yas — 12 yas 146 18 1
13 yas — 18 yas 69 12 1
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Kisi Sayisi

Cocuklarda Trombiis Gegirme Yasi Dagilimi
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Sekil 8. Cocuklarda trombiis gecirme yas1 dagilimi

Bu verilerden elde edilen bilgiler dogrultusunda; Yeni dogan, 1 ve 2 yas grubu

cocuklarinda trombiis atagi gecirme riski daha yiiksek bulunmustur.

Tablo 12. Islem Durumunun Ozeti(Kaplan — Meier Survival Analizi)

Bu verilerin, Kaplan — Meier Istatistik Yontemi ile yapilan analizi sonucunda;

Hasta Total N Olay Sayis1 N Sansiirlenen

N Yiizde
0 (kontrol) 336 296 40 11.9%
1 (hasta) 372 314 58 15.6%
Hepsi 708 610 98 13.8%

Tablo 13. Sagkalim Zamani icin hesaplannus Medyan ve Ortalamalar(Kaplan — Meier Survival Analizi)

Hasta Ortalama Medyan
Deger Std. Sapma 95% Giiven Aralig Deger Std. Sapma 95% Giiven Aralig
Alttan Ustten Alttan Ustten
Engellenen Engellenen Engellenen Engellenen
0 (kontrol) 9.334 278 8.788 9.880 9.000 434 8.150 9.850
1 (hasta) 7.132 293 6.557 7.706 7.000 .520 5.981 8.019
Hepsi 8.191 207 7.785 8.597 8.000 .347 7.320 8.680
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Tablo 14. Biitiin Karsilastirmalar(Kaplan — Meier Survival Analizi)

Ki - Kare df Sig.
19.580 1 .000

* Hasta grubunun farklh alt gruplar i¢in sagkalim dagilimlarimn esitlik testi

Log Rank Testi

Survival Functions

Cum Survival

o O D L L I L L . L L L L . P N
01 2 3 4 5 6 7 & 9 1011 1213 14 15 16 17 18 19 20 2
Yas

Sekil 9. Kaplan — Meier analizi sonucunda elde edilen sag kalim egrisi. Yatay eksende yil
olarak siire, dikey eksende ise sag kalim olasilig1 bulunmaktadir.

Bu grafige gore; mutasyondan sag kalim (G/G gozlenmesi) oranlar1 kontrol grubunda
(hasta=0) hasta grubuna (hasta=1) oranla daha yiiksektir. Ornegin, kontrol grubu i¢in 5 yillik
sag kalim orant %76 iken, hasta grubu icin bu oran %56 olarak bulunmustur. Kontrol
grubunda ortalama sag kalim yas1 9,33 (8,79 — 9,88) olarak gozlenirken, hasta grubu i¢in
ortalama sag kalim 7,13 (6,56 — 7,71) yastir. Log-rank testi sonucu da, hasta ve kontrol

Hasta
1o
M
<4 O-censored
—+ 1-censored

gruplariin sag kalimlar: arasinda anlaml bir fark oldugunu kanitlamaktadir (p degeri=0).
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4. TARTISMA

FVL mutasyonunun tromboz gelisiminde etiyolojik olarak Onemi bilinmektedir.
Heterozigot bireylerde tromboz riskini yaklasik olarak 5 kat, homozigot bireylerde ise 20 — 80
kat arttirr (Pelle ve Dahlback 2008). Ulkemizde FVL mutasyonunun sikligi saglkli
populasyonda % 9 oraninda oldugu bilinmektedir(Akar vd. 1997).

Yenidogan doneminde normal populasyona gore FVL mutasyonunun varhgi daha
yilksek oranda oldugu bulunmustur (Akar 2009). Yenidogan donemi, kanda bulunmasi
gereken dogal antikoagulan proteinlerin (Protein S, Protein C) diisiik seviyede olmasi
nedeniyle tromboz olusumu i¢in uygun bir donemdir. Yenidogan ile saglikli toplum arasinda,
istatistiksel olarak anlamli olmasa bile siklik farkinin bulunmasi nedeniyle FVL mutasyonunu
tastmanin ¢ocukluk doneminde yasa bagh olarak artan bir risk getirip getirmedigini belirlemek

izere bu ¢alisma planlanmistir.

Tromboz geciren, FVL tasiyan ya da tagimayan iki grup calismaya dahil edilmistir.
Yasa bagl riskin olup olmadigini gostermek ilizere en uygun istatistiksel yontem olarak

Kaplan — Meier Yontemi se¢ilmistir.

Elde ettigimiz sonuglar; FVL tasimanin, istatistiksel olarak morbiditeye anlamli dlciide

etki ettigini gostermistir.

Elde ettigimiz bulgunun daha net bir sonu¢ verebilmesi icin daha fazla sayida hasta
orneklemesinin yapilmasi ve diger bazi1 gen degisimlerinin (PT, MTHFR) benzer sekilde etkili

olup olmadiklarinin saptanmasinda yarar vardir.

Ayrica, bu calisma sonucunda; annelerde koruyucu oldugu diisiinilen FVL
mutasyonunun varligi, yenidogan ve ¢ocukluk doneminde yiiksek tromboz riski getirdiginden
koruyucu olmadig1 saptanmistir. Bu sonug evrimsel siiregcte FVL mutasyonu tasiyan bireylerin

bir boliimiiniin elimine edilerek dogal seleksiyona maruz kaldigini diisiindiirmektedir.
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