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Simge ve Kisaltmalar

A, Adenine,Adenin

a, Active , aktif (FVa, FXa...vb)

AD, Akut Darlik

APC, Activated Protein C, Aktive Protein C

APCR, Activated Protein C Resistance, Aktive Protein C Resistansi
Apo, Apolipoprotein

AY, Akut Yetmezlik

bmi, Body-mass Index, Beden-kitle indeksi [agirlik (kg) / uzunluk? (m?)]
C, Cytocine, Sitozin

DM, Diabetes mellitus,Diyabet

F, Factor, Faktor (FII, FV, FVIIL,...vb)

FVL, Factor V Leiden, Faktor V Leiden

G, Guanine, Guanin

HT, Hipertansiyon

HDL, High Density Lipoprotein, yiiksek molekiil agirlikl lipoprotein
KAH, Koroner Arter Hastalif1

kb, kilobaz

KKH, Koroner Kalp Hastalig1

LDL, Low Density Lipoprotein, diisiik molekiil agirlikli lipoprotein
MI, Miyocardial Infarction, Miyokard infarktiisii

MTHFR, Methylenetetrahydrofolate reductase, Metilen Tetra HidraFolat Rediiktaz
MW, Molecular Weight, molekiil agirlifa

PCR, Polimeraz Chain Reaction, Polimeraz zincir reaksiyonu

PT, Prothrombin Time, Pithtilasma zamam

T, Timin

VTE, Ventz Tromboembolizm
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1.GIRIS VE AMAC

Tiim diinyada en Onemli mortalite ve morbidite nedenlerinden biri olan koroner
arter hastalig1 gelisimi multifaktoryel olup ¢ok sayida edinsel ve kalitsal faktoriin degisik
mekanizmalarla bu gelisime katkida bulundugu bilinmektedir. Yapilan g¢aligmalar sonucu;
Ozellikle kadinlar igin, kisilerin yas1 kiigiildiikkge koroner arter hastalifindaki genetik
faktorlerin Snemi artmaktadir.’

Koroner arter hastalifi kalbin etrafini ¢evreleyerek kalp kasini besleyen koroner
arterlerin tikamkligina veya daralmasina verilen addir. Nedeni koroner arterlerin
aterosklerozudur.> Koroner arterlerin bir piht1 ile ani ve tamamen tikanmas: sonucunda,
bu damarin besledigi bolgenin beslenememesine bagli olarak kalp kasinda (miyokard)
doku 6ltimii miyokard infarktiisti (MI) ile sonug¢lanan tromboza neden olur.

Tromboz gelisiminde damar hasari, kan akiminda yavaslama (staz, kanin
bilesimindeki degisiklikler olmak tizere ti¢ farkli faktér rol oynamaktadir. Tromboz
gelisiminde arterial ve vendz sistemde farkli etyolojilerin rol oynadig: diistiniilmektedir.
Arterial sistemde endotel hasart ve trombosit fonksiyon bozukluklar1  tromboz
gelisiminde 6n plandayken, vendz sistemde meydana gelen trombozda ise g¢ogunlukla

pihtilagsma sistemini kontrol altinda tutan dogal inhibitdr mekanizmalari bozuluklar rol

oynar.’

Tromboembolizm olusumunda hamilelik, oral kontraseptif kullanimi, uzun siire
hareketsizlik ve cerrahi miidahaleler gibi edinsel faktorler ve bir gok kalitsal faktor rol
oynamaktadir. Nedeni tanimlanabilen kalitsal trombotik vakalarin %20 sinde protrombin
G20210A mutasyonunun rol oynadi§1 bildirilmistir. Protrombin geninde meydana gelen
nokta mutasyonu (G = A) sonucunda plazma protrombin diizeyinin arttif1 gézlenmistir.
Bu mutasyonun siklif1 genel populasyonda %2- 2,5 iken trombozlu bireylerde % 6-6,2 ve
tromboz riskini 2-3 kat arttirmaktadir. * Protrombin mutasyonu tastyan bireyler koroner
arter hastalii ve miyokard infarktiisi, pulmoner ve serebral tromboembolizm ve
preeklampsi i¢in yiiksek risk altinda bulunmaktadirlar.

Bu arastirmamizda, koroner arter hastalifi ve miyokard infarktiisiiniin,
protrombin (G20210 A) mutasyonu ile iligkisinin olup olmadigim saptamay1 planladik.



2-GENEL BIiLGILER:

2.1. KORONER ARTER HASTALIGI (KAH):

Kalbin kasilmasim saglayan miyokard adi verilen kas tabakasimn beslenmesi
(oksijenlenmesi) koroner denen damar vasitastyla gergeklestirilir. ° Koroner arter hastalig
kalbin etrafim1 cevreleyerek kalp kasimi besleyen koroner arterlerin tikamkligina veya
daralmasina verilen addir. Nedeni koroner arterlerin aterosklerozudur (damar sertligi). Bu
darlik sonucu kalp kasina sunulan oksijen miktar1 azalir ve iskemik kalp hastalig1 denilen
tablo ortaya gikar. Ulkemizde eriskinlerden elde edilen verilere gore koroner arter
hastalig1 prevalansi 3.8 olarak saptanmustir.®

Koroner arter hastaligi kronik ve ilerleyici bir hastalik oldugundan 6miir boyu
tedavi gerektirir. Koroner arter hastaliginda, kullanilan ilaglar koroner arterlerin
genisletilerek veya kalbin oksijen ihtiyacinin azaltilarak anjina pektoris (AP) ataklarimin
onlenmesine yoneliktir. AP miyokard iskemisinin klinik semptomlarindandir. Eger
miyokard oksijen gereksinimi, oksijen sunumundan fazla olursa iskemi gelisir. Iskemiye

bagli gbgiis agrisina angina pektoris denir.

2.1.1.Koroner arter hastaligi nedenleri;

e koroner ateroskleroz

e koroner embolisi: trombus, kalsifik, yag, hava, infektif endokardit, miksoma

e konjenital koroner anomalileri: anormal orijin, aberrant koroner arterler,
koroner A-V fistiil, koroner anevrizma

e arteritis: PAN (Poliartiritis Nodoza), SLE (sistemik lupus eritamatozus),
RA(romatoit artrit), sfiliz, Takayasu Hastaligi, Kawasaki Sendromu

e travma: koroner laserasyon, trombosis ,radyasyon

e koroner mural kalinlasma ve/veya intimal proliferatif hastaliklar:
Homosistiniiri, Fabry hastaligi, mukopolisakkaridozlar, pseudoksantoma

elastikum, amiloidoz, kistik medial nekroz, kontraseptif steroidler



e hematolojik(insitu trombosis): polistemia vera, trombositosis, DIC (dissemine
intravaskiiler koagiilasyon), hiperkoagulabilite, trombositopenik purpura
e miyokardiyal istem-sunu orantisizligi:  AD,AY, CO zehirlenmesi,

tirotoksikosis, uzamis hipotansiyondur. >
2.1.2.Koroner kalp hastaligi (KKH) risk faktorleri;

Koroner arter hastalifi ateroskleroz (damar sertligi) nedeni ile koroner arterlerin
daralmas: sonucunda ortaya ¢ikar. Kesin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte, etkisi
gosterilmis risk faktrleri mevcuttur. Bu risk faktorlerini {i¢ gruba ayirabiliriz; birinci
grup degistirilebilir risk faktorleri, ikinci grup degistirilemeyecek risk faktdrleri, ligiincii
grup ise yeni risk faktorleridir.

2.1.2.1.Degistirilemeyecek risk faktorleri:

Yas, cinsiyet ve kalitim degistirilemeyecek risk faktorlerindendir. Erkeklerde 45,
kadmlarda 55 yas iizerinde olmak, kadinlarda post-menapozal (adetten kesilme sonrasi)
donemde veya Ostrojen replasman tedavisi almamislarda erken menapoz déneminde risk
artmug haldedir. Erkeklerde kadimnlara gére yaklasik dort kat daha sik goriiliir. Kadinlarda
bulunan Ostrojen hormonu koruyucudur. Bu nedenle kadinlarda goriilme sikligi bu
hormonun azaldig1 menapoz sonras: donemde artar. Erkeklerde en fazla 50-60 yaslari
arasinda, kadinlarda ise 60-70 yaglar1 arasinda goriiliir.

Prematiire KKH aile hikayesi: 1. derece erkek akrabalarinda 55, 1. derece kadin
akrabalarda 65 yasindan once infarktiis veya ani 6liim bulunmasi riskin yliksek oldugunu

diisiindiiriir.”
2.1.2.2.Degistirilebilecek risk faktorleri:

Dogum kontrol haplannin uzun siireli kullanilmasi, sigara igmek, asir1 alkol ve
kahve tiiketimi, hiperlipidemi: Total kolesterol>200 mg/dl (LDL-C=30 mg/dl)’dan
yiiksek olmasi, HDL kolesteroliin (HDL-C)<40mg/dl (erkek), HDL-C<45 mg/dl (kadin)
olmasi, hipertansiyon (kan basmnciin 140/90 mmHg’den yiiksek olmasi) ve
antihipertansif tedavi aliyor olmak, diabetes mellitiis, kan kalsiyum diizeyinin yiiksek



olmasi, obezite, stres ve fizik aktivite azh@1 degistirilebilecek risk faktorleri arasinda yer
alir. >

Negatif risk faktorleri:

HDL kolesteroliin 60 mg/dl’den yiiksek olmasi negatif risk faktorii olarak kabul
edilmektedir. >

2.1.2.3.Yeni risk faktorleri:
Lipoprotein (a):

Artmis Lp (a) diizeyi ile birlikte artmig LDL diizeyleride bulunuyorsa, koroner
arter hastaligy igin risk olugturmaktadir. Lipoprotein (a), LDL’ye benzer. Apo (a) denilen
apoproteinle baglamr. Apo (a) plazminojene benzer yapidadir. Fibrin pihtisinmn
erimesinde 6nemli bir plazma proteinidir. Lp (2)’nin 30mg/dl {izerinde olmasi
durumunda, plazminojenin trombolitik aktivitesini inhibe etmekte ve koroner arter
hastahig1 igin risk olusturmaktadir. % Serum seviyesinin 30mg/dl den daha yiiksek olmasi
gocukluk caginda tromboemboli riskini arttirmaktadir.”

Fibrinojen:

Cesitli prospektif epidemiyolojik ¢alismalar fibrinojenin koroner arter hastalig
icin bir risk faktorii oldugunu gostermektedir. Yiiksek fibrinojen diizeylerinin (>300
mg/dl) hastalarda miyokard infarktiisii ve inme riskini arttirdifi birgok g¢aligmada

gosterilmistir. ®
CRP: (C-Reaktif protein)

Inflamasyonun gostergesi olan C- reaktif protein (CRP) diizeylerinin (>2.1 mg/dl)
MI riskini arttirmada hiperkolesterolemi ile sinerjistik etkisi oldugu ortaya ¢ikmustir.
Yiiksek CRP ile MJ, inme ve kardiyovaskiiler 6liim arasinda anlaml bir iliskinin oldugu
goriilmiistiir. Kardiyak spesifik enzimlerden troponinin (-) oldugu vakalarda CRP kararsiz
angina pektoris vakalarinda risk belirleyici olarak kullanilabilmektedir.®



Faktor VIII Diizeyinde Artis:

Faktor VIII>150 IU/d]l olanlarda tromboemboli riskinde artis oldugu

gbzlenmistir.°
Diisiik anti-oksidan diizeyleri:

E vitamini, B-karoten, C vitamini gibi antioksidanlarin koroner arter hastalifi
riskini azaltilabilecegi diigiiniilmiistiir. Ancak bugiine kadar yapilan caligmalarda
antioksidan vitamin kullaniminin koroner arter hastaligi riskini azalttigi kesin olarak

gosterilememistir.”
Antitrombin III Eksikligi

Bir plazma glikoproteinidir. Trombin ve IXa, Xa, XIa, XIla ve kallikreini inhibe
eder. Fibrin olusumunun en gii¢lii inhibitoriidiir. Etkisi heparin varliginda yaklasik 1000
kat artar.

Trombozun akut déneminde, nefrotik sendromda, heparin kullananlarda, karaciger
yetersizligi olanlar, yaygin damar i¢i pihtilasmasi olanlarda, preeklamside, oral
kontraseptif kullananlarda, postoperatuar donemde AT diizeyi diisiik saptarur. ’

Protein S ve protein C Eksikligi

Protein C karacigerde sentezlenen ve K-vitamine bagimli bir glikoproteindir.
Trombin ve trombomodulin molekiilii tarafindan aktiflestirilir. Aktif Protein. C (APC),
FV ve FVIII'i selektif olarak proteolize ugratir. Bu etki igin Protein S ile kompleks
olusturmasi ve uygun fosfolipid yiizeyi olmalidur.

Protein S karaciger, endotel, megakaryosit ve leydig hiicrelerinde sentezlenen ve
K-vitaminine bagimli diger bir glikoproteindir. Aktif Protein C (APC) icin kofaktor
gorevi goriir. Ayrica tenaz ve protrombinaz komplekslerini APC’den bagimsiz olarak
inhibe eder. Plazmada % 40 serbest geri kalam ise (C4b) bagl sekildedir.”



Aktive protein C ve kofaktor protein S varliginda proteolizle faktér Va ve Faktor
VIIla’y1 inaktive ederek antikoagiilan etkisini gosterir. Eksiklikliklerinde tromboza egilim

artar.6

Aktive protein C rezistansi:

Protein C, karacigerde iiretilen vitamin K bagimlt bir proteindir. Bu protein
koagiilasyon sirasinda trombomodiilin adl1 bir reseptorle etkileserek FV ve FVIII’in aktif
formlarin1 inhibe eder. Bu inhibisyon antikoagiilan bir etki olusturur. Ve koagiilasyon
siirecini  diizenler. ®° Faktér V iizerinde APC’nin kesim bolgelerini kodlayan
nukleotidlerde olusan mutasyonlar, FV molekiiliiniin aktif protein C’ye karsi direng
olusturmasma neden olur. APC direnci, FV’in kritik bdlgelerinde olusan g¢esitli
mutasyonlardan kaynaklanir. Bu mutasyonlar sonucunda dogal antikoagiilan olan Pr C ,
Faktor V’ e baglanarak koagiilasyon inhibisyonunu gergeklestiremez ve pihtilasma
kontrolsuz olarak devam eder. Otozomal dominant gegisli bir hastaliktir. Heterozigotlarda
3-8, homozigotlarda ise 50-80 kat tromboza yatkinlik artmaktadir ™

Faktor V’in kritik bélge mutasyonlarindan en iyi bilinen ve yaygin olan1 Faktér V
Leiden mutasyonu olup ¢ogunlukla APC direnci olarakta isimlendirilmektedir. FV leiden
mutasyonu 1994’te Bertina ve arkadaslari tarafindan tanimlanmis ve bunun APCR
direncinden sorumlu olan bir nokta mutasyonu (G1691A; FVRS506Q) oldugu
belirtilmistir. 1315 EVa’nin aktif protein C tarafindan primer olarak inaktive edildigi bolge
506. aminoasit olan argininin (arg veya R) bulundugu bélgedir. FV genini 10. ekzonunda,
normalde 506. aminoasidi kodlayan kodonda guanin olan 1691. nukleotidin tek baz
mutasyonu ile adenine doniismesi sonucunda argini glutamine déndisiir. '® Bu mutasyon
varliginda FV’in dogal antikoagiilan olan protein C- protein S sistemine karsi duyarliligt
azalir ve FVa APC tarafindan inaktive edilmeye direngli hale gelir. Iste bu mutant faktore
FV Leiden adi verilmektedir. FV geninin protein C inaktivasyonuna direng gOstermesi,
normal FV’e gore aktive protein C’nin etkisi ile ¢cok daha yavas inaktive olmasi
hiperkoagiilabl bir ortam olusturmaktadir.’ Trombofili nedenlerinin baginda gelir. Siklig
beyaz irkta %3-8, zencilerde %1°den azdir. Tiirkiyede de saglikli bireylerde tasiyicilik
%7-10 arasinda saptamistir. ''® Giirvey ve Mesci Tiirk populasyonunda FV Leiden
mutasyonu sikligini %8 olarak belitmislerdir. "



Protrombin G20210 A:

1996 yilinda Poort ve arkadaglar1 tarafindan, Protrombin geninin 3' translasyon
yapilmayan bolgesinde, 20210. niikleotidte, guanin yerine adenin niikleotidinin geldigi
tek baz degisim mutasyonu (G=>A niikleotid transisyonu) tanimlanmustir. 227 GG
genotipine sahip normal bireylerde plazmada protrombin konsantrasyonu, 1.05 U/ml iken,
GA genotipli yani heterozigot mutasyon tastyicis: bireylerde bu oranin 1.32 U/ml oldugu
ve G20210A mutasyonunun, plazma protrombin miktarinin artmasma neden oldugu
bildirilmistir. ***° Homozigot formunun sikhigi oldukga diigiiktiir %0.015 olarak

belirlenmistir.
Hiperhomosistinemi (MTHFR)

Metionin metabolizma bozuklugudur. Bir siilfidril aminoasit olan homosisteinin
metionine doniisiimiinde metilentetrahidrofolat rediiktaz enzimi (MTHFR) gereklidir. Bu
enzim, 5,10-metilentetrahidrofolatin, metionin olusumunda bir kofaktér olan 5-
metilentetrahidrofolata indirgenmesini katalizler.’” MTHFR geninin 677. nukleotidinde
sitozin yerine timin gelmesi ile olusan tek baz degisiminin (C—T), azalmis enzim
aktivitesine ve artmig homosistein konsantrasyonuna neden oldugu bildirilmistir.*'~
Sistation beta sentaz ve metilen tetrahidrofolat rediiktaz genlerindeki mutasyon
sonucunda plazma homosistein diizeyi artar.>*

Toplumun yaklagik %5-10’unun metilen tetra hidro folat rediiktaz C677T tagidig
ve hafif hiperhomosisteinemi oldugu bilinmektedir. 20 Normal degerleri: 1-6yasta
3,87+1,4 mmol/l, 7-11 yasta 8,7£1,4 mmol/]l, 12-17 yas 13,54£1,44 mmol/l).
Aterosklerotik damar hastaligi i¢in plazma homosistein degerinin 15p mol/L iizerinde
olmasimin bagimsiz risk faktorii oldugu cesitli caligmalarda gosterilmistir. SAglik plazma
homosistein konsantrasyonu normalde 5-15umol/L iken, orta hiperhomosistinemide 30-
100 pmol/L, ciddi formunda ise 100 pmol/L’den fazladir. 3% Bu agir formun en sik nedeni
sistation-B-sentaz enziminin homozigot eksikligidir ve mental retardasyon, ektopik lens,
iskelet anomalileri, prematiir vaskiiler hastaliklar ve tromboembolizm ile karakterize

klasik homosistiiniiri klasik tablosu gelisir. Cok hafif yiiksekliginin bile tromboz riskini
arttirdify belirtilmektedir. Toplumda %5-10 oraninda rastlamilir ve tromboz riskini 2,5 kat



arttirir, Bu etkisini doku faktor diizeyini arttirarak yaptigi diisiiniilmektedir. Edinsel
homosistein yiliksekligine neden olan sebepler arasinda renal yetersizlik, hipotiroidizm,
metotreksat tedavisi, teofilin, fenitoin ve oral kontraseptif kullanimi vardir. Folik asit, B6
ve B12 vitamin eksikligi de hiperhomosisteinemiye yol agar. Bu genel toplumda tespit
edilen homosistein yiiksekliginin %67’sinden sorumludur. *' Homosisteinin koroner arter
hastalig: riskini; endotel ve antikoagiilan aktivite {izerine olumsuz etkileri yoluyla yaptig1
diistiniilmektedir. % Diger kalitsal nedenli trombozlar genellikle vendz tromboz nedeni

olurken , hiperhomosisteinemi arteriyel ya da vendz tromboz nedeni olabilir *¢
2.1.3.Koroner arter hastaliginin sonuglar: nelerdir?

Koroner arter hastaligi kronik ve ilerleyici bir hastaliktir ve émiir boyu tedavisi
gerekmektedir. En 6nemli nokta diizeltilebilir risk faktorlerinin kontrol altina alinmasi ve
hastanin yagam tarzini buna gore diizenlemesidir. Koroner arter hastaliginin en énemli ve
hayat1 tehdit edebilen sonucu miyokard enfarktiisiidiir. Yapilan tiim ilag tedavileri, cerrahi
tedavi (koroner bypass) ve balon ile genisletme tedavisi hastanin miyokard enfarktiisii
gecirmesini 6nlemeye ve hastanin anjina pektoris ataklari gegirmeden kaliteli bir yasam

siirmesine yoneliktir.

Yapilan cgesitli caligmalarda ailesel yatkinlik tespit edilmistir. Ailesinde en az bir
kiside yiiksek lipid diizeyi, hipertansiyon, erken koroner arter hastaligi baglangici veya
koroner arter hastalig1 olan aile bireyleri koroner arter hastasi olma agisindan daha yiiksek

risk tasimaktadir

2.2.TROMBOZ

Tromboz, damar igerisinde uygun olmayan yer ve zamanda hemostazin fibrin
pihtis1 olusturmak iizere aktivasyonuyla olusan patolojik bir olaydir.”” Prokoagiilan,
antikoagiilan ve fibrinolitik faktorler arasindaki hassas dengelerdeki bozukluklar sonucu

olusur.’ Tromboz gelisiminde 3 faktdr rol oynamaktadir:



1-Damar endoteli
2-Kan akiminda yavaslama (staz)
3-Kanin bilesimindeki degisiklikler
Tromboz gelisimi multifaktoryel olup ¢ok sayida edinsel ve kalitsal faktoriin bu
gelisime katkida bulundugu bilinmektedir. Arteryel ve vendz sistemde trombus
formasyonlarimn farkli olmasindan dolayr bu iki sistemde farkli etyolojilerin rol oynadig
diisiiniilmektedir.’ Kalitsal trombofililerin tamamimn vendz tromboz egilimine neden
oldugu yapilan galigmalarla gé'>sterilmi§tir.3 7-38
Hiperhomosisteinemi digindaki kalitsal nedenlerin arteryel tromboz egilimini
gosteren g¢aligmalar gok az sayidadir. Kalhtsal trombofili nedenlerinden birini tagtyan
bireylerde tromboz riski artar, ancak yagamlari boyunca hi¢ trombotik atak gegirmemeleri
de miimkiindiir. Bazen de bu kisilerde tekrarlayan ataklar arasinda uzun siire
asemptomatik dénemler olabilir. Bu durum, tek basna kalitsal nedenlerin yeterli
olmadigini, tromboz gelisiminde edinsel faktorlerin de 6nemli oldugunu vurgulamaktadir.
37
Arteryel trombozlarda endotel hasar1 ve trombosit fonksiyonlar1 dnem kazamrken,
vendz trombozlarda staz ve pihtilasma- fibrinolitik siste ait bozukluklar 6n plana
¢ikmaktadir (sekil 1). Bundan dolay arteryel trombuslar beyaz, ven6z trombuslar kirmizi
olarak adlandinlir. ’
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2.2.1. ARTERIYEL TROMBOZ

Arteryel trombozun en bilinen nedeni, aterosklerotik damar hastaligini takiben
endotelde olusan hasardir. Tipik olarak dorsal aort ile iliak arterler ve koroner arterler
gibi genis ve orta olgiideki arterleri kapsar. Arterlerdeki degisimlerin bir sonucu olarak,
lipid ve lipoprotein materyalleri subendotelyal tabakalar igerisinde birikir. Bu
birikimlerin endotel tabakalarimin nontrombojenik karakterini degistirerek trombosit
tutunma ve agregasyonunu kolaylastiran bir ¢evre olusturdugu diisiinilmektedir. Bu
aktivitenin son {iriinii fibrin birikimi lizerinde bir trombosit tikacin olusmasidir. Kan
koagulasyon sisteminin daha ileri aktivasyonu, ilave fibrin birikimini arttirarak total
damar tikanmasina yol agar. ' Beyaz trombus olarak bilinen arteryal trombuslar, fibrin ve
trombosit tabakalarindan olusmus olup hasarli arter duvarina sikica baglamrlar. Arteryal
trombusun en bilinen sekilleri akut miyokard infarktiisii ve serebrovaskiiler kazalardir.*”
Bu tiir olgularda Mi’nden sorumlu olabilecek birgok mekanizma ortaya atilmigtir ancak
bu mekanizmalar kesinlik kazanmamistir. Bunlardan birisi de kalitsal bir pihtilagma

kusuru olan faktér II (protrombin) mutasyonudur,*

Ateroskleroz ve Tromboz

Aterosklerotik kardiyovaskiiler hastalik diffiiz bir olaydir. Koroner arterleri,
karotid, vertebral, serebral ve periferik arterleri tutabilir. Bir arter yataguu ilgilendiren
risk faktorleri diger arter sistemlerini de etkileyebilir. Dolayisiyla bir kimsede aym anda
birden fazla arter sistemi tutulumu goriilebilir.

Arteriyoskleroz arterlerin kalinlagsma ve sertlesmesini gosteren bir terimdir.
Aterosklerozda farkli olarak arterin intima tabakasinda genellikle lipidden zengin
ekzantrik yerlesimli plaklar vardir.

Bu lezyonlar damar liimenini degisik derecede daraltabilirler ve plak riiptiirii
olusursa tromboz geliserek arteri tikar, distal bdlgede iskemi ve nekroza yol agarlar. Bu
olayin klinik sekelleri miyokard infarktiisii, serebral infarktiis ve ekstremite iskemisi
veya gangrem'dir.8

Arter endotelinde zedelenme yapabilen nedenler sunlardir: Arterlerin dallanma

yerlerindeki kronik fizyolojik zedelenmeler, hipertansiyon, hiperkolesterolemi,
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sigaradaki kimyasal irritanlar, vazoaktif aminler, immiin kompleksler ve
infeksiyonlardir. Zedelenme sonucu lipid ve monositler o bdlgeye birikir. Igeri giren
monositler makrofaja doniisiir, LDL okside olur, okside LDL makrofajlara girerek
kopiik (foam) hiicrelerine doniistiiriir. Bbylece aterom plagi meydana gelir. LDL’ nin
girisinin azalmasi veya ¢ikisinin artmast plak gelisimini engelleyecektir. Aksine lipidden
zengin plaklar riiptiire misaittirler ve bunlann plak kabuklar incedir. Lipid igerigi az
olan, fibréz dokusu fazla sert plaklarin kabuklar: da kalm oldugundan riiptiire olma riski
diigiiktiir. Plak bolgesinde ¢esitli faktorlerin etkisiyle vazokonstriikksiyon meydana
gelebilir. Icinde lipid yiikii fazla olan tip IV ve tip Va plaklarin kabuklar1 da incedir ve
liimeni kritik derecede daraltmadiklart halde riiptiire olup, trombiis gelisimiyle klinikte

akut koroner sendrom gelisimine yol agar. 56

Miyokard enfarktiisii nedir?

Koroner arterlerdeki daralmamn bir pihti ile tamamen tikanmas1 sonucunda, bu
damarimn besledigi bolgenin beslenememesine bagh kalp kasinda (miyokard) doku 6liimii
meydana gelmesidir.Bu 0lii doku kalbin pompa fonksiyonunu olumsuz etkileyeceginden
kalp yeterince kan pompalayamayabilir ve kalp yetmezligi olusabilir.

Akut MI gelisiminde gatlamig aterosklerotik plak iizerine trombiis oturmasi ile
koroner arterin tikanmasi temel mekanizmadir. Ancak bazi miyokard infarktiislerinde

bdyle bir aterosklerotik plak yoktur ve koroner arterler normaldir.®
inme ( stroke ) Nedir ?

Beyine giden damarlarin aniden tikanmasina bagli olarak, kan akiminin aniden
azalmasi veya durmasidir. Buna iskemik inme denir. Inme vakalarmin yaklagik %80'i
iskemiktir (beyin arterlerinde kan pihtilarinin olusmasma bagli), geri kalanlan ise

hemorajiktir (kan damarmin yirtilmasina bagh beyin kanamas).
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2.2.2.VENOZ TROMBOZ

Vendz tromboz, lokal olarak venlerde olusan trombosun dolasimda tikamkliga
yol acmasidir. En Onemli nedenleri: kan akiminda yavaslama (staz) ve pihtilasma
sistemine ait bozukluklardir. Vendz trombus genellikle bacagin derin venlerinde, nadiren
mezenter, beyin, retina ve karaciger venlerinde olusur. Fibrin, eritrosit ve
trombositlerden olugmusg olan bu yapiya kirmizi trombus ad1 da verilir. Olustuklar1 damar
yiizeyinden koparak dolasima katilabilir ve embolizme neden olabilirler. En sik gdriilen

formlar alt extremite derin ven trombozu ve pulmoner embolidir. *°

Derin Ven Trombozu (DVT):

Toplardamarlardaki pihtinin neden oldugu damar tikanmasi hastaligidir. Eger
genetik bir yatkinlikda varsa uzun siire hareketsiz kalma sonucunda alt ekstremitede
olusan kan goéllenmesi, damar i¢i basincinin artmasina ve damar i¢ duvarinda minimal
zedelenmelere yol acar. Ayrica kan sivisinin bir kisminin damar digina sizmasi, damar
i¢indeki kani yogunlastirir; kiginin sivi alimi da yeterli degilse, kanin konsantrasyonu
daha da artar. Sonugta kanin akisginin durgunlasmasi, kanin yogunlagmasi ve damar i¢
duvarindaki zedelenmeler pihtt olusumunu kolaylastiir. Pihtinin daman tikayarak
dolasim bozuklugu yapmasindan daha tehlikeli olan, buradan kopan piht1 pargalarinin

yasamsal organlarda damar tikanmalarina yol agmasidir.

Pulmoner Tromboembolizm:

Pulmoner arter ve dallarimin sistemik venlerden gelen vendéz trombiis ile
tikanmasidir.

Protrombin geninde 20210GA mutasyonu varlig1 tekrarlayan venoz tromboz igin;

anlaml bir derecede artan risk olusturmaktadir. *!

Trombofili arastirmasinin yapilmasimin énerildigi durumlar:
- Ailede trombus 6ykiisii olmasi

- Tekrarlayan trombus

- 46 yasindan kiigiik olan olgular

- Idiyopatik vendz trombozlu olgular
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-Saglikli bireyler igin Onemsiz olan provokasyonlardan sonra olusan
trombozlarda (uzun yolculuklar,hamilelik,oral kontraseptif alimi)

- Arteryel ve vendz tromboz birlikteliginde

- Artelyel tromboz ve tekrarlayan fetal kayip varliginda

- Nadir olmas1 beklenen bolgelerde saptanan trombozlarda

- Kumarine bagli cilt nekrozlar1 varliginda

- Neonatal purpura fulminans saptanan olgularda

- Antikoagulan tedaviye direcli olgularda

-Gezici ylizeyel tromboflebit varhiginda, hastalarin trombofili yoniinden

arasgtirilmasi 6nerilmektedir. 33

2.3.HEMOSTAZ ve KOAGULASYON MEKANIZMALARI
2.3.1. Hemostaz;

Kan; gaz transportu, metabolizma, hormonlar, immiin savunma yoluyla hiicresel
iletim dahil birgok anahtar fizyolojik olay: diizenler. ® Normal kosullarda kan, damar
iginde sivi halde olan bir dokudur. Damar sistemindeki kamin akigkanligi, kalbin
pompalama giici, damar sisteminin kasilabilir olmasi, gégiis boslugundaki negatif
basing, vendz damarlarda kanin geriye doniisiinii engelleyen kapakgiklar gibi faktorler
tarafindan saglanir. Bununla birlikte damar i¢ yiizeyinde, endotel hiicrelerin olugturdugu
kaygan yiizeyde kanin akiskanlifinda énemli bir etkendir. 4

Belli bir hemoreolojik degisikligin hangi diizeyde bir dolagim bozukluguna neden
olacagi, oncelikle damar sisteminin fonksiyonel durumuyla yakindan iligkilidir. Saglikli
bireylerde hemen biitiin damar yataklarinin 6nemli bir vazodilatasyon rezervi vardir. Bu
rezerv Ozellikle fonksiyonlar1 agisindan kritik olan organ ve dokular igin bir emniyet
mekanizmasidir. Cesitli hastalik siireglerinde or:aterosklerotik ve tromboembolik
olaylarda bu rezerv 6nemli Olgiide azalabilir hatta ortadan kalkabilir. Bu durumda ki
hastalarda ciddi klinik bulgular ortaya ¢ikabilir. **

Hemostaz, kanin dolasimda sivi halde kalmasim saglayan fizyolojik bir
mekanizmadir. Bu mekanizma ile kanin sivi halde kalmasi saglandign gibi, kan

damarlarinda herhangi bir travma sonucu olusan kanama durdurulur ve daha sonra aymi
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damarin fonksiyonunu devam ettirmesi i¢in damarin pihtidan temizlenmesi saglanir.
Hemostaz ve koagiilasyon ¢ogu zaman aym anlamda kullamilsada; koagiilasyon sadece
hemostazm bir fazidir. ¥

Hemostaz, kan kaybinin Onlenmesi ve kanamanin durdurulmas: olarak

1imlanabilir.

Hemostazi saglayan mekanizmalar:
1- Kan kaybinin 6nlenmesi amaciyla:
- Damarlarin yapisal biitiinliigiiniin saglanmasi
- Trombosit fonksiyonlarin yerine getirilmesi
2- Kanamanin durdurulmasi amaciyla:
- Damar yapisinda reaksiyonel degisikliklerin (vazokonstiiriksiyon gibi) olusmasi
- Trombosit pthtinin meydana gelmesi

- Kamn koagiilasyonu olarak siralanmaktadir. *?

Hemostaz ; vaskiiler endotel, trombositler ve koagiilasyon sistemi ve

fibrinolitik sistem birlikteligiyle ger¢eklesir. 43
2.3.1.1.Vaskiiler Endotel:

Kan damarlarinin i¢ yiizeyinde tek katli bir tabaka olusturan endotel hiicreleri ;
10-15um genisliginde, 20-25um uzunlugunda, uzamis nukleuslar: ile damarin uzun
ekseni boyunca siralanmig poligonal hiicrelerdir.** Damar endoteli; nontrombojenik bir ig
yiizey olusturdugu gibi, viicudun degisik dokular ile akim halinde bulunan kan arasinda
secici bir gegirgenlik gorevinide iistlenir. **® Normal kosullarda endotel yiizeyinin
saglam olmas: ve kanin siirekli akim halinde bulunmasi, pihtilagma sisteminin ve
trombositlerin kendiliginden aktive olmasim engeller. *’

Damar endotel hiicrelerinin kan ve dokuya bakan yiizeyleri birbirinden farkli
olup 50-60 angstrom kalinlifindaki kana bakan ylizeyleri heparan siilfat, dermatan siilfat
ve heparin igeren, antitrombotik bir yiizey olusturan proteoglikan bir tabaka ile kaplidir.
Heparan siilfat dogal bir antikoagiilan olan antitrombin III’ii (AT III) diretir. ® AT III;
pihtilasma mekanizmasinda fibrinojeni fibrine doniistiirmekten sorumiu trombin, FXIla,
FXIa, FXa ve FIXa gibi baz1 pihtilagma faktorlerini inhibe etmekle gorevli bir plazma

proteinidir. Dig membran trombomodiilin gibi bazi reseptorleri igerir. Trombomodiilin,
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kuvvetli bir pihtilasma inhibitdrii olan protein C’nin trombin tarafindan aktivasyonunu
hizlandirir. Protein C; FVve FIII’ii inaktive ederek ve plazminojen aktivatorlerinin
konsantrasyonunu arttirarak trombozu kontrol altina alir.

Endotel hiicrelerinden sentezlenen protein S’de aktif protein C’nin antikoagiilan
aktivitesinde kofaktor olarak gorev alir. Aktif protein, ayrica damar endotelini uyararak
plazminojenin plazmine doniisiimiinde gerekli olan doku plazminojen aktivatOriiniin
salgilanmasimi saglar. tPA inaktivasyonu; yine endotel hiicresinde sentezlenen ve
tirokinazi (UK) noétralize eden plazminojen aktivator inhibitérii (PAI-1) tarafindan
gergeklestirilir. Plazminojenin, fibrin pargalanmasindan sorumlu proteolitik bir enzim
olan plazmine doniisiimiinde gerekli diger dogal aktivator; endotel hiicrelerinde ve

bébrek hiicrelerinde sentezlenen tirokinazdir. *°

Damar endotel hiicreleri, kuvvetli bir trombosit anti-agregani ve vazodilatdr olan
prostasiklini (PGI2) de sentezler ve salgilar. Prostasiklinler, trombosit zarinda bulunan
reseptorlere baglanarak adenilat siklazi uyarip trombosit cAMP diizeyini yiikseltirler. Bu
yiikselme trombositlerin sekil degisikligini, agregasyonunu, kollajen ve von Willebrand
faktOriine baglanmayi, sonu¢ olarak trombus olusumunu engelleyici bir rol iistlenir.
Aktiflenmis trombositlerin membran1 iizerinde Ozgiin bir reseptorle etkileserek
trombositlerin subendotel bilesene ve kollajene adezyonunu kolaylastiran von
Willebrand faktorii de endotel hiicreleri tarafindan sentezlenir. Endotelin antikoagiilan ve

prokoagiilan 6zellikleri tablo1’de numaralandirilmustir, **

Endotelin antikoagiilan 6zellikleri:

1- prostosiklin sentezi,

2- trombomodulin sentezi,

3- doku plazminojen aktivatorii (t-PA) sentezi
Endotelin prokoagiilan 6zellikleri;

1- von-Willebrand faktér sentezi,

2- tissue(doku) faktorii sentezi,

3- plazminojen aktivat6r inhibitor (PAI-i) sentezi,

Tablo:1 endotelin prokoagiilan ve antikoagiilan 6zellikleri
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Endotelde meydana gelebilecek bir hasar yapmin bozulmasma ve
nontrombojenik yiizeyin ortadan kalkmasina ve tromboz ile sonuglanabilecek olaylarin
gelisimine neden olur. 46 Ortaya c¢ikan subendoteldeki kollagen lifleri trombosit
adezyonu ve agregasyonuna neden olur. Aktive olmus trombositlerden salinan ADP ve
tromboksan, ¢evredeki diger trombositleri de aktive ederek trombosit tikacin biliylimesini
saglar. Ayrica subendoteldeki kollagen liflerinin aktive ettigi faktor XII, trombosit
yiizeyinde aktive olan faktér XI ve haraplanmig endotel hiicrelerinden salinan bir doku

faktorii koagulasyon mekanizmasim igletmeye baglatir.
2.3.1.2.Tromboesitler:

Kanda ki sekilli elementlerin en kiiiigii trombositlerdir. Kanin pihtilasmasinda
(trombosis) oynadiklari rolden &tiirii bu ismi almuslardir. 2-4 pm ¢apinda, yuvarlak ya da
oval sekilli, nukleusu olmayan hiicrelerdir. Kirmizi kemik iliginde bulunan ve
megakaryosit denilen hiicrelerden ayrilmis ufak pargalardir. Megakaryositlerin, 40-70
w’luk gapi vardir ve ortasinda kiime halinde bir¢ok ¢ekirdek bulunur. Amiboid hareket ve
Ozellikleri olan bu hiicreler, kirmuzi kemik iliginde ve kan hiicrelerinin disindadir.
Megakaryositlerin pseudopodlari, siniislerin ¢eperindeki endotel hiicrelerinden gegerken
ayrilan ufak pargalar trombositlerdir ve dolasima katilirlar. *!

Trombositler ¢ok ¢esitli koagiilasyon faktorleri ile interaksiyona girerken
trombinde gii¢lii bir trombosit uyarani olarak dikkat ¢eker. Trombositler koagiilasyon
olaytm membran yiizeyinde ki fosfotidil serin (PS) aracihityla yapmaktadirlar. *

Trombositlerin  subendotelyal kollagen veya trombin ile stimiilasyonu
prokoagiilan fosfolipidin ekspoze olmasini saglar. Bu sirada trombositler belirgin sekil
degisikligine ugrar ve membrandan mikrovezikiiler olugur. Trombositlerin prokoagulan
transformasyonu tamamen koagiilasyonun gerektigi yerlerde (damar duvarinda kollagen
varliginda veya fibrin pihtis1 iginde) gergeklesir. Trombositlerden saliman ADP Ca
iyonunu potansiyalize edici etki gosterir. Trombositlerden FV sekresyonuda bu agsamada
gergeklesir.

Trombositler etkilerini lokal olarak koagiilasyon faktorlerinde artig, koagiilasyon
faktorlerinin optimal fonksyonlart igin gerekli yapisal degisikligin saglanmasi,
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koagiilasyon kompleksinde substrat transferini kolaylastirma ve nihayet koagiilasyonun

aktivasyonunu sadece zedelenen bolgede aktive etme seklinde gergeklestirir. s
2.3.1.3.Koagulasyon mekanizmasi:

Koagulasyon, sivi haldeki kamin akamaz duruma gelmesi, katilagmasidir.
Herhangi bir nedenle, 6rnegin bir yaralanma sonucunda kiigiik bir damar kesilecek
olursa, hasardan 1-3 saniye sonra trombositler gerek birbirleriyle birlegerek gerekse
direkt olarak zedelenen damar endoteline, 6zellikle kollajene yapisarak, adeta bir tikag
meydana getirirler. Bununla beraber zedelenen damarda lokal bir vazokonstriiksiyon
olur. Kan akimi yavaglar boylece kanamamn durdurulmasi hizlandinlir. Bu esnada
damarda gézlenen vazokonstriksyon; trombositlerden serbestlenen serotoninin, geperdeki
diiz kaslarin kasilmasiyla saglandig: diistiniilmektedir.

Bir tarafta zedelenen yerde trombosit tikaci olusur ve damar iginde de piht1
olusumu ile ilgili mekanizmalar faaliyete gecer ve meydana gelen pihti, yara yerini
kapatir. Boylece yaralanan damardan kan akimi durdurulmus olur. 8

Pihtilagsmanin esasi, kanda erimis halde bulunan fibrinojen proteininin trombin
fermentinin etkisiyle, kat1 ve erimeyen fibrine g¢evrilmesine dayanir. Fibrin, bir¢ok ince
liflerden olusan bir ag yaparak, lifler arasindaki bosluklarda ve ilmiklerde kamn sekilli
elementlerini, serum denilen fibrinojensiz sivisini tutar. Dolasim sistemindeki kanda
trombin maddesi yoktur; bunun inaktif ana maddesi, protrombindir. Pihtilasma esnasinda
dokulardan agiga ¢ikan tromboplastin ve plazmada bulunan Ca++ iyonlarmin etkisiyle
protrombin aktif hali olan trombine gevrilir. *!

Kanin pihtilasmas: i¢in bu 4 maddeden (fibrinojen, protrombin, Ca ve
tromboplastin) baska madde ve faktorler gereklidir. Pihtilasma mekanizmasini igin
gerekli olan bu faktorler tablo 2’de kisaca gdsterilmistir. Bu proteinler; fibrinojen grubu,
protrombin grubu ve kontakt grubu olarak ii¢ temel grupta toplanir.

Fibrinojen grubu faktérleri; Faktor I, V, VIII, XIII"tiir.

Protrombin grubunu olusturan faktérler; Faktor II, VII, IX, X’dur. Bu
faktérler vitamin K’ya bagimli olarak sentezlenen stabil faktorlerdir.

Kontakt grubu faktorleri: Faktdor XI, XII, prekallikrein ve yiiksek molekiil
agirlikl kininojen (HMWK) olup koagulasyonun intrinsik yolunda gérev alirlar, *'
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Proteinler Kandaki miktari Molekiil Kromozom
(ug/ml) agirliklan
Protrombin (FII) 100-150 72,000 11pl1-q12
Zimojenler Faktor VII 0,5 50,000 13934
Gla igeren Faktor IX 4-5 56,000 Xq27.1-q27.2
Faktor X 8-10 56,000 13934
Protein C 4-5 2q13-q14
Faktor XI 5 160,000 4q32-q35
Zimojenler Faktor XII 30 76,000 5q33
Gla icermeyen | Prekallikrein 50 82,000 4q35
Faktor XIII A zinciri 10 320,000 6p24-p25
Faktor XIII B zinciri 22 1q31-g32.1
Faktor V 5-10 300,000 1921-q25
Faktor VIII 0,1-0,2 300,000 Xq28
VWF 10 12p13.2
Coziiniir Protein S 25% 3pll.1-ql1.2
kofaktorler Protein Z 23
HMW-kininojen - 108,000 1p21-p22
doku faktorii
Trombomodulin - 20p12-cen
Yapisal Fibrinojen 2000-4000 330,000 4q23-q32
proteinler
Antitrombin III 150-400 1923-g25
Doku faktor yolu 0,1 2q31-q32.1
Inhibitsr inhibitorii
proteinler Protein Z’ye bagiml 1-1,6
Proteaz inhibitor

*protein S’in yaklagik %60°1 C4b baglayici protein ile komplex halinde bulunur.

Tablo2: Koagiilasyon Proteinlerinin Ozellikleri **

Kan pihtilagsmasinda ii¢ esas faz vardir:
1- inaktif FX un aktif hale gegmesi

2- protrombinin aktif hali olan trombine ¢evrilmesi

3- fibrinojenin fibrine doniismesi

Pihtilasma mekanizmas: ekstrinsik ve intrinsik ve ortak yol olmak iizere iig

sisteme bagh olarak meydana gelir. Damardan alinan kan bir tiipe konulup yabanci bir

yiizeye temasiyla, 4-8 dakika sonra pihtilasir, bu intrinsik mekanizma ile olur. Intrinsik

sistem dolasimda ki kanda bulunan prokoagulan yapilardir. Eger kana doku

18



tromboplastini ilave edersek, pihtilasma 10-15 saniye gibi kisa bir siirede meydana
gelecektir. Bu kosullarda pihti olusumu ekstrinsik mekanizma ile agiklamr. Ekstrinsik
sistem, kanda bulunan ve viicut dokularindan koken alan enzimleri kullanir. Kesilen bir
damardan akan kanin pihtilasmasi her iki mekanizmasinin ortaklasa ¢alismasi ile olur.
Saglam damar endoteli ile temasta olan kanda pihtilasma faktérleri inaktif haldedir.
Damar endotelinde en ufak bir zedelenme, doku tromboplastininin agiga ¢ikmasina
neden olur ve ekstrinsik sistem aktif hale geger (sekil 2). Ayn1 zamanda kanin zedelenen
damar kesiti ve subendotel doku ile temas etmesi intrinsik sistem aktivasyonu baslar.
Gergekte biitiin olay bir enzimin diger bir enzimi aktive etmesine dayanan oto-katalitik
mekanizmadir. Her iki yolda da bir grup enzim, kofaktér ve iyondan olusan ve
protrombini aktif trombine doniistiiren protrombin aktivator kompleksi adi verilen adi
verilen kompleks olustururlur. Sonra aktiflenmis trombin, fibrinojenin fibrine

déniisiimiinii katalizler. *'

——— . [ ———
Endothelial Cells
VI

EN KN S
T "
T e

‘
Fibroblasts / Macrophages

Bl zymogen

Intravascular
@ roease G

TF  Tissue Factor Extravascular

sekil 2: Koagiilasyon Baslangici i

Intrinsik yol:
Intrinsik yol; kontakt aktivasyon faktorlerinin; prekallikrein, yiiksek molekiil
agirlikli kininojen, FXII ve FXI'un gérev aldigi pihtilasma yoludur. Kanm yabanci bir

yiizeyle veya zedelenen damarda subendotel doku veya kollajenle temasa gelmesinde, ilk
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dnce XII. Faktor aktive olur ve F Xlla proteolitik enzimine doniisiir. HMW kininojen ve
prekallikrein varhiginda FXIIa enzimatik etkisiyle FXI'in inaktif zimojenini, aktif serin
proteaz olan FXIa’ya déniistiiriir. Bu aktif koagulasyon faktérii FIX'u aktif FIXa'ya
gevirir. Aktive FI; iyonize kalsiyum, fosfolipidler ve aktiflenmis FVIII ile beraber
protrombin aktivatdr komplex olusumunda anahtar bir baslangici olan FX’u FXa’ya
déniistiiriir. Aktive edimis FX, FV ve trombsit fosfolipidi ile birleserek protrombin
aktivatdr kompleksini olusturur. Bu komplex protrombini trombine parcalar ve trombin

molekiilii, fibrinojenin fibrine doniisiimiinii katalizler. L
Ekstrinsik yol;

Doku hasar1 sonucu ortaya gikan doku tromboplastininin, dolasima girmesiyle
baslar. Doku tromboplastini hem protein hemde lipid elementlerine sahiptir. Doku
tromboplastininin protein kismi gesitli fosfolipidlerle etkilesme yetenegindedir. Doku
tromboplastini FVII'nin aktiflesmesini katalizler. Aktiflenmis FVII, iyonize Ca ile
birlikte FX’nun aktiflenmesini saglar. Aktive FX, doku tromboplastininin bir parcast
olarak serbestlenen fosfolipid ve FV ile protrombin aktivatorii denilen bir kompleks
yapar. Bu kompleks protrombini (FII), trombine (FIla) pargalar (Sekil:3). Protrombin
aktivator kompleksi iginde FV énce inaktiftir, pihtilagma baslayinca trombinin proteolitik
etkisiyle aktive olur, bu aktivasyon daha sonra protrombin aktivasyonu hizlandirir . Son
protrombin aktivatdr kompleksinde aktive FX, gergek bir proteaz olarak protrombini
trombine pargalar. Aktif bir enzim olan trombin plazmada erimis halde bulunan

fibrinojeni dayaniksiz fibrine gevirir.
Ortak yol:

Ekstrinsik ve intrinsik sistemler, FX’nun FXa’ya aktive olmasiyla ortak yolda
birlesirler. FXa, FII, FV, Ca iyonlari ve fosfolipidlerle birlesilerek protrombin aktivator
kompleksi olusturulur. Bu kompleks protrombinin (FII) trombine (Flla) déniistimiini
katalizler. Trombinin fibrinojen iizerindeki proteolitik ectkisiyle fibrin monomerleri
polimerize olarak uzun fibrin liflerini olustururlar.(resim). trombinin pihtilasma
mekanizmasinda ki diger bir etkisi FXIII'ii (fibrin stabize edici faktdr) katalize etmektir.

Aktif FXIII, Ca iyonlarinin yardimiyla pihtidaki dayaniksiz fibrini peptit baglartyla
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birbirine baglar ve dayanikli hale getirir. Kanda bu faktor eksikliginde meydana gelen

pihti ¢abuk parcalanir. (sekil:3)

Intrinsic Pathway

Bl zymogen
i

Protease
Extrinsic Pathway

Tissue factor
Phospholipids

Prekallikrein
Kallikrein

Xa
va HMW Kininogen
Ca

Common Fathway| PL

Fibrinogen Fibrin
¥ Xia
Fibrin (crosslinked)

Sekil 3: Koagiilasyon Kaskadi

Fibrinojen disiilfid baglariyla baglh 3¢ift polipeptid zinciri igerir.(sekil 4)
Molekiiler agirhg yaklasik 330.000’dir. Trombin fibrinojeni fibrinopeptid A (16 aa) ve
fibrinopeptid B (14 aa) olarak Ao ve Ba zincirlerinin N-terminal uglarindan ayirarak
fibrin monomerlerine cevirir. Fibrinopeptidlerin hareketi fibrin monomerlerinden; jel

igerikli uzun polimerlerin olusumuna izin verir. (Sekil 5)

C Ax 66 kDa
52 kDa
46 kDa
Fibrinopeptide A
 Fibrinopeptide B
—— Disulfide Bond

4 Thrombin Cleavage Site

sekil 4: fibrinojenin yapisi
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@®— —@ Fibrinogen
Thrombin #L « = Fibrinopeptides A
* © Fibrinopeptides B

.-—&“»—4. Fibrin Monomer

.—(n Fibrin Dimer

P ey o
1}—6‘ & — —o

sekil 5: fibrin polimerizasyonu

Koagiilasyon proteaz zimojenlerinin yapisi:

Her bir koagiilasyon proteini hepatositler tarafindan sentezlenip kan akimina
verilirken sinyal peptitleri igerir. Endoplazmik retikuluma gegis sirasinda bu sinyal
peptidlerden kurtulurlar, Her bir zimojenin karboksi (C) terminal ucunda ki yaklagik 200
aminoasitlik bolge tripsinle homologdur ve aktif serin, aspargin ve histidin rezidiileri
icerirler (katalitik domain). Bu proteinler aym zamanda EGF ve fibronektin gibi
proteinlere homolog bélgeleri de igerirler. Bu bolgeler proteazlarla spesifik
interaksiyonlarda ve onlarin substratlari, kofaktérler ve/veya inhibitrlerinin  yaninda

gereklidir. Koagiilasyon faktorlerinin yapilari sekil 6” da gosterilmistir. 48
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LEGEND® EGF Domain

w Qgnal Peplide Fibronectin (type 11) Demain
wes  propeplide Repeal Ssquences

X XN\X. Gla Domain

@ Kringle Domain

sekil 6: Koagiilasyon faktorlerinin yapilari

Proozssing Cleavage Site

— C3alytic Domain .ﬁ_ Fibronectin (type 1) Domain
A
\J
v

Activation Cleavage e




Faktor 11, VIL IX ve X N-terminal uglarinda birbirlerine homologdurlar. Sinyal
peptidin  ayrilmasindan sonra endoplazmik retikulum veya golgi igerisinde bir
karboksilasyon meydana gelir ve her bir proteinin bir propeptid bolgesine baglanir(Sekil
6) Boylece 10-12 glutamat rezidiisinii (glu), y-karboksiglutamata (gla) ¢evirir (gla
domainine bitisik). Sekresyon oncesinde karboksile polipeptidden, propeptid aynliyor.
Gla rezidiileri Ca iyonlarim baglar ve bu koagiilasyon faktérlerinin aktivasyonu igin
gereklidir. Gla sentezi i¢in vitamin K’ya ihtiyag duyulur. y -karboksilasyon esnasinda
vitamin K oksidize olur ve hemen sonrasinda azalmasi bir diizen icerisinde gergeklesir.
Béylece sikliis devam eder. Antikoagiilan ilag warfarin vitamin K rediiksiyonunu engeller

ve aktive FII, VII, IX ve X nun sentezini durdurur. 8

Non-enzimatik protein kofaktorleri:

F V, F VIII, doku faktérii ve yiiksek molekiil agirlikli kininojen (HMWK)
dir. F V ve VIII biiyiik plazma proteinleridir ve bakir-baglama proteini seruloplazmine

homolog tekrar bdlgeleri igerirler (A1, A2 ve A3 domainleri sekil7).

Vil precursor

Proteolytic processing
& Secretion

von Willebrand
Factor 9008
vin
(inactive, bound to YWF)
‘ Thrombin
yon Willebrand
Factor 50kDa m E $3kDa
Catt

villa
(active, released from YWF)

sekil-7 Trombinin Factor VIII ile aktivasyonu
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Trombin faktér V ve VIIIi , prekiirsér durumundaki hallerinden 50 kat daha aktif
hale getirir (sekil 7). Aktive olmus FV ve FVIII‘nin bilinen enzim aktivitesi yoktur.
Bunun yaninda FXa ve IXa'mn proteolitik etkinligini artirict kofaktdr olarak islev
goriirler.

Doku faktorii integral membran proteinidir ve aktive olmus monosit yilizeyinde,
viriis sitokinlerine maruz kalan endotelyal hiicrelerde ve diger hiicrelerde ekprese olurlar.
Doku faktorii plazmada bulunmaz ve gogunlukla FVIIa'nin proteolitik etkinligini arttirir.
48

2.3.1.4.Fibrinolitik sistem:

Fibrin birikimiyle aktive olan fibrinolitik sistemde, fibrinolizisi (fibrin yikimini)
saglayan madde plazmindir. Plazminin inaktif 6nciisii olan plazminojenin; aktif bir
proteaz olan plazmine dbniismesini saglayan en o6nemli faktor doku plazminojen
aktivatoriidiir (t-PA). Damar i¢i fibrin yikimi, damarda kan akimmin engellenmesine

yanit olarak endotel hiicrelerinden salgilanan tPA diizeyine baglidir. &

2.4.PROTROMBIN VE PROTROMBIN G20210A MUTASYONU

2.4.1.Protrombinin Yapisi:

Protrombin, molekiil agirhg 72,000 ve yarilanma dmrii 60 saat olan bir proteindir.
579 aminoasit icerir. N-terminal bdlgesinde Ala-Asn-Thr-phe-leu aminoasitleri vardir. 0
Vitamin K’ya bagimh tek zincirli bir glikoprotein olup agirhgimn %8’i karbonhidrattan
olusmaktadir. Karacigerde sentezlenir. Bu yiizden karacifer hasarlarinda aktivitesi
azalmaktadir. Protrombin dolasima verildiginde propeptid ve sinyal peptidi
icermemektedir. 2

Protrombin &ncii proteini 271 aminoasitten olusan bir oncii dizi (pro kismi), 49
aminoasit igeren hafif zincir, 259 aminoasitlik katalitik zincir ve dolasima katilmayan 43
aminoasitten olusan bir amino terminal zinciri olmak iizere 4 bolgeden olusmustur. 0 Pro
kisminda yapisal olarak birbirine benzeyen fakat fonksiyonel olarak farkli iki bolge
vardir. Protrombin kringle 1 ve 2. Bu iki bdlge ¢ok benzer sekilde iig disiilfit bag: tasir,

her biri ilmege benzedigi igin “kringle” adi verilmistir. Kringle 1, 1-156. aminoasitler
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arasinda ki bolge, kringle 2 ise 157-274. aminoasitler arasindaki bélgedir. Her iki
bélgenin tersiyer yapilarinin benzer olmasina ragmen, primer yapilarinda ki aminoasit
dizileri ¢ok farkhdir. Bir serin proteaz prekiirsorii olan protrombinin pro kisminda ki
bolgelerin yapisal olarak bagimsizligi ispatlanmugtir. i

Protrombin %8,2 karbonhidrat igerir ki bunlar kringlel asparginin 78 ve 100.
rezidiilerinde lokalizedir. Katalitik domain 3 aktif bolge igerir; His 363, Asp 419 ve Ser
525. ¥ Ama K vitaminine bagimh proteinlerin ¢ogunda bulunan Epidermal Biiyiime
Faktorii Bolgesi (EGF) yerine iki ilmek (kringle) bolgesine sahiptir; bu bélge aktivator,
substrat, reseptdr gibi diger proteinleri baglamaktadir (sekil 8).

Kringle 1’in NH2- terminal ucunda ki yaklasik 40 aminoasitlik dizi ayri bir bolge
olusturur. Buna Gla bdlgesi denir, 10 tane Gla bélgesi bulunur. Bunlarm 6 tanesi cift
olarak yerlesmistir. Bu yerlesim sekli K vitamini bagimli proteinlerde de gdriilmektedir.
(Sekil 8) Gla igeren NH2-terminal bolgede kristal yapi diizensizdir. Bu membran baglama
ozelliginde esnek bir yapiya ihtiyag duymasindandir. Normal protrombin molekiili Ca
iyonu varhginda konformasyonel degisime ugrar ve membran lipidlerine kendiliginden

baglana 6zelligi kazanir. &

I{-Asn-Lys~Gly'-Pha-Leu-Gm- Gla-Val-Arg-Lys-Gly-Asn-Leu-Gla-Arg-
Gla-Cys-Leu-Gla-Gla-Pro-Cys-Ser-Arg-Gla-Gla-Ala-Phe-Gla-Ala-Lys-Gla-

“Gla domain®

sekil-8 protrombin Gla bolgesi ve kringle yapisi

Vitamin K, éncii zincirdeki glutamik asit rezidiilerinin, y- karboksiglutamikasit
rezidiilerine déniisiimii igin gereklidir. Koagulasyon mekanizmasinda protrombinin
trombine doniisiimiinii saglamak igin, protrombin aktivator kompleksini olusturan FXa,
FVa, Ca++ ve fosfolipidlerin protrombin 6ncii molekiilii iizerinde baglanma bolgeleri

farklidir. Ca ++ ve fosfolipidler dncii dizinin y-karboksiglutamik asit rezidilerine (Gla
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bolgesine), FVa, éncii dizide bulunan “kringle 17 ve “kringle 2 adiverilen bolgelerden
“kringle 2”ye baglanir. Protrombin aktivasyon reaksiyonunun ger¢eklesmesi i¢in Ca++
gerekli bir element olup, FVa ve fosfolipilerin varhgnda reaksiyonun hizim 20,000 kat
arttirmaktadir. Fosfolipid etkisiyle substrat igin Km degeri 150 kat diiser ve FV ile
FX’nun komplex iginde ki oranlari 1/1 oldugunda reaksyonun Vmax’u 1000 kat yiikselir.
50

FXa’mn protrombin molekiiliini Arg271-Thr ve Arg320-lle bolgelerinden
kesmesi ile 271 aminoasitlik dncii bolge ayrilir, hafif zincir ve agir zincir birbirine disiilfit
baglar ile bagh kalirlar.” Kesim sonucunda olusan yapt; 49°u hafif, 259’u agir zincirde
olmak iizere toplam 308 aminoasitten olusan trombin molekiiliidiir. Trombinin hafif
zincirinde Arg 284-thr bolgesinde meydana gelen son kesim islemi ile 13 aminoasit daha
kaybedilerek trombin olusumu tamamlamir. 71000 dalton agirliginda olan protrombinden

kesim islemi sonucunda olugan trombinin molekiil agirlig1 34500 daltondur.’

2.4.2.Protrombin geni:

insan protrombin geni kromozom 11°de sentromere yakin yerlesimlidir. 50
kromozomun pll-ql2 bolgesine lokalize edilmis olup, uzunluklari 25-315 nukleotit
arasinda degisiklik gosteren 14 ekzon, 84-9447 niikleotid uzunlugu arasinda degisen 13
intron,”” °"5"-translasyonu yapilmayan bdlge (5'-UTR) ve 3'- translasyonu yapilmayan
bolgeden (3'-UTR) olusmus 21 kilobaz uzunlugunda bir gendir. 2829 protrombin geninin
5" “flanking” bolgesi promoter kismu igerir ve iki veya daha fazla cis etkili “enhancer”
dizisi ihtiva eder. Cis-ctkili diziler promoter, enhancer veya sessizlestirici olarak etki
gosteren DNA parcalaridir. Diger birgok promoterden farkli olarak protrombinin
promoter kisminda ‘TATA box’ bulunmaz. Baslangic metionininden itibaren 3-38 bp
arasinda ¢ok sayida transkripsyonu baslatma potansiyeline sahip bolgeye sahiptir.
Protrombinin alistlmadik bir 6zelligi 5° “flanking” bolgesinde ¢ok sayida tekrarlayan
diziye sahip olmasidir. Genin %41°i Alu tekrarlarindan olusur. Bu dizilerin fonksiyonu

bilinmemektedir. *’
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2.4.3.Pihtilasma mekanizmasinda F IT molekiiliiniin rolii

Protrombin kan koagiilasyon kaskadimin final bolimiine katilir. FXa, FVa, Ca
iyonlar1 ve fosfolipidler varliginda trombine déniisiir. Trombin fibrin pihti olusumunu
gerceklestirmek igin fibrinojenin 20t ve 2 zincirinin N- terminal uclarindan fibrinopeptid
Ave B’ye yapisir. Trombin ayni zamanda FV, FVIIL, FXIII ve protein C’yi aktive eder.
Buna ek olarak trombin sulfatid, heparin veya dermatan siilfat ile negatif olarak
yiiklenmis yiizeylerin varliginda FXI aktivasyonunuda gergeklestirebilir. Bu 6nemli
interaksiyonlarda trombin baglanir ve plateletlerde, endotelyum ve diger hiicreler
iizerinde spesifik membran reseptorlerini tetikler ve hiicresel fonksiyonlarin
gergeklesmesini saglar. Bunlar platelet aktivasyonu, agregasyon ve intraseliiler graniil
igeriklerinin salmmudir.*

Gende protrombin eksikligi nedeni olarak bildirilen mutasyonlardan en énemlileri
1986 yilinda tamimlanan Protrombin BARCELONA, 1987°de kesfedilen Protrombin-
TOKUSHIMA, 1988 ve 1989 yillarinda bulunan Protrombin QUICK T ve I, 1992°de
tanimlanan Protrombin-HIMI mutasyonlaridir. Protrombin-TOKUSHIMA;
hipoprotrombinemiye (molekiilin az miktarda sentezlenip plazmada diisiik seviyede
olmasina), protrombin-BARCELONA.QUICK I-II, HIMI mutasyonlart ise normal
miktarlarda , fakat anormal yapida protein sentezlenmesi sonucunda diisiik biyolojik

aktivite olarak tamimlanan disprotrombinemiye neden olurlar. ol

2.4.4.Allelik varyantlar:

Protrombin Tip3 [ F2, GLU157LYS]
Board ve Shaw protrombin tip 3’iin pozisyon 157°de lizinin glutamik asitle
substitiisyonu oldugunu gosterdiler. Protrombinin tiim aminoasit dizisinin kesfinden sonra

, bu varyant protrombinde gosterilen ilk spesifik degisimdir. al

Protrombin Barcelona [F2, ARG271CYS]
Arg 271 ve thr 272 arasinda ki peptit bag, Faktor Xa’nin kesimi gerceklestirdigi 2
bolgeden biridir. Rabiet ve ark .argininin pozisyon 271 de sisteinle yer degistirmesi

sonucunda protrombin Barcelona defekti olustugunu gdstermislerdir. &
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Protrombin Tokushima [F2, ARG98TRP]

Protrombin Tokushima’da FVa, fosfolipidler ve Ca iyonlar varliginda, FXa ile
trombine déniisim normal olarak gergeklesir. Buna ragmen; yeni iiretilen trombin
yalnizca %21°lik protrombin aktivitesi gosterir ve platelet agregasyon aktivitesini azaltir.
Hedner ve Davie, anormal molekiiliin katalitik zincirindeki Arginin 98 triptofana
déniisiimiiniin, Argininde CGG igin C’nin T"ye déniisiimii ile oldugunu saptamislardir. 2
Miyeta mutasyonu ARG418TRP olarak farkli bir numaralandirma sistemiyle
tamimlamuistt. 3 Shirakami ve Kawauchi 1984’te soyagaci ¢alismalarinin sonuglarina gore
probandlarinin disprotrombinemi (arg 418trp mutasyonu sonucu) ve hipoprotrombinemi
icin cift heterozigotluk gosterdigi bildirmisler; bu hastanin molekiiler karakterizasyonu

Iwahana tarafindan 1992°de gsterilmistir. *°

Protrombin Quick I [F2, ARG382CYS]

Konjenital bir fonksiyon bozuklugu olan Quick normal protrombin aktivitesinin
%2’sinden azini gosteren bir hastanin plazmasindan Henriksen ve Owen tarafindan
1987°de izole edilmistir. *° Bu protrombin bozuklugunun trombin Quick T ve trombin
Quick 1T olmak iizere iki distrombin olusumuna neden oldugu gdsterilmistir. Molekiiler
genetik calismalar hastanin kompaund (¢ift) heterozigot oldugunu gostermis ki hastanin
cbeveynlerinde akrabalik bulunmuyormus. Henriksen ve Mann (1988) arg382cys
mutasyonunun CGC— TGC  déniisiimii sonucunda protrombin Quick I'in olustugunu
rapor etmislerdir. 7 Banfield ve MaacGillivray (1992) insan, kertenkele, alabalik, mersin
balig gibi gesitli baliklarda; toplam 11 tiir iizerinde yaptiklari ¢alismalarda; bu kiigiik

arginin rezidiisiiniin muhafaza edildigini géstermislerdir. 2

Protrombin Quick II [F2, MET337THR]

Henriksen ve Mann 1989°da protrombin Quick II’deki mutasyonun GGCnin GTC
déniisiimiinde valinin glisin-558 substitusyonu ile gergeklestigini gostermislerdir. Her
iki mutasyon Quick T ve Quick II normal protrombin aktivitesinin %2’sinden azi

gerceklestirilen bir hastadan izole edilmistir. &
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Protrombin Him I [F2, MET337THR]ve protrombin Him II [F2,
ARG388HIS)]

Morishita (1992), protrombin geninde olusan, konjenital bir fonksiyon bozuklugu
olan protrombin Himi iizerine ¢alismis. Bu mutasyonun fibrinojen pihtilasma aktivitesinin
azalmast ile iliskili oldugu ve ayni zamanda sentetik substratlara karst hidrolitik
aktivitesini tam olarak gésterdigini saptamuslar. Protrombin geni 14 exon ve 13 introndan
olusup, trombin kismi 8’den 14’c kadar olan kisimda kodlaniyormus. Ciinkii yapilan
calismalarda protrombin Himi defektine trombin kismindaki anormalitenin neden oldugu
sonucuna vartlmustir. ®' Exon 8’den 14’e kadar olan genomik DNA bélgesini single strand
konformasyon polimorfizm analizi ile incelenmistir. Exon 10’da 2 varyant tasiyict
bulunmus. Bir alel varyanti babada bulunmus ve proband ile kiz kardesi tarafindan
kalitilmis. Bu kalitilan protrombin Himi I, pozisyon 8751°de T’nin C’ye transisyonu,
kodon 337°de treoninin metionine substitiisyonu ile sonuglanms. Bu kompaund
heterozigotta diger bir alel anneden kalitilmis. Pozisyon 8904’te G’nin A’ya transisyonu,
kodon 388’de histidinin arginine substitiisyonuyla sonuglanmis ve bu mutasyon da

Protrombin Himi I olarak adlandinimustir. *'

Hipoprotrombinemi [F2, 1-BS INS, 4177T]

PCR bazl single strand konformasyon polimorfizm (PCR-SSCP) yardimiyla dizi
izlediginde, temelde hipoprotrombinemi gosteren protrombin Tokushimali hastada
disprotrombinemi ve hipo-protrombinemi igin kompaund heterozigotluk saptanmis . Bu
hipoprotrombinemi protrombin geninde pozisyon 4177de timin (T) tek baz insersyonu
olarak tespit edilmistir (Iwana 1992)% Frame-shift mutasyonu sonucunda; degismis bir
aminoasit dizisi hem kodon 114 ve exon 7°de prematiir terminayon kodonu (TGA) kodon
174’te meydana gelmistir. Exon 7, trombin dizisinden 6nce olan kringle 2 domainini
kodlar, frame-shift sonucunda  gegersiz bir  protrombin  fenotipi  olusur.

Hipoprotrombinemi kalitiminin babadan oldugu kanitlanmistir.

Protrombin Denver 1 [F2,GLU300LYS] ve Protrombin Denver II [F2,
GLU309LYS]

Montgomery (1980) Protrombin Denver olarak agiklanan bir disprotrombinemi
cesidi agiklamistir. Proband; profilaktik faktor replasmant ile tedavi edilen ciddi seyreden,

hemofili benzeri kanama bozukluguna sahipmis. Akrabalari hastalikla iliskili bir durum
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gostermiyorlarmis. Lefkowitz de (2000) protrombin Denver Il olarak adlandirilan diger
bir mutasyon tanimlamistir. Hastanin glu300-lys (denver I) ve glu309lys (denver II) i¢in
kompaund heterozigot oldugu bulunmus. Faktor II aktivitesi 5 unite/dl ve faktor II
antijeni 21 iinite/dl imis. Fonksiyonel defektin zimojenin enzime doniisiim

aktivasyonunda oldugu bildirilmistir. **

Disprotrombinemi [F2, ARG67HIS]
Akhavan (2000) semptomlari ekimozlar ve major bir travmaya doniisen tek bir
hematomu olan distrombinemili franli bir kizda; protrombin geninde homozigot bir

arg67—his(R67H) mutasyonunu agtklamslardir. o

Hiperprotrombinemi [F2, ARG67HIS]

Poort (1996) 3’ baslangigta protrombin untransle bélgesinde sik gortilen genetik
bir varyasyonu agiklamistir. % Bu pozisyon 20210 (Degen ve Davie 1987) G’nin A’ya
transisyonu ile olusan bir mutasyon, yiikselmis plazma protrombin seviyeleri ve artmig
vendz tromboz riski ile iliskilidir.°® Bununla birlikte; protrombin tastyicist her birey artan
protrombin diizeyine sahip degildir ve ara fenotip ile tromboz riski arasinda zayif bir iliski
gosterirler. 7 Yiikselmis protrombin diizeyinin  mutasyonlu genle birlikte mRNA
stabilitesinin degisimiyle meydana gelebilecegi diisiiniilmiistiir. Carter ve arkadaslar bu
durumu hiicre kiiltiirinde denemis ve protrombin mutasyonunun yalnizca mRNA yikim
etkinligiyle kalmadigmni, aym zamanda protrombin mRNAsimin yikim oramindaki
degisiminden sorumlu oldugunu gdstermisler. 28

Gehring (2001) 20210 G-A mutasyonunun 3° baslangig ucunda meydana gelen
sinyal etkinliginde F2 20210G-A’min yeni bir fonksiyonel mutasyon kazanmasiyla,
mRNA birikiminde ve protein sentezinde artisa neden oldugunu gostermistir. o8

Rees (1999) 22 farkli Avrupa dist iilkeden ornekleri analiz etmis ve Avrupa
disinda ¢ok nadir goriilen, FV Leiden benzeri, protrombin 20210 G—A varyantini
bulmustur. 1811 Avrupali olmayan kisi test edilmis ve yalmzca bir Hintli’de heterozigot
mutasyon saptanmustir. *’

Oner (1999) da FV Leiden mutasyonu ve protrombin 20210 G—A mutasyonunun
her ikisi i¢in de heterozigot olan bir hastada Budd-Chiari sendromu bildirmisler.20210

G— A mutasyonuna kisaca PM (protrombin mutasyonu) adin verdiler. "’
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Trombofilik ailelerin probandlarinda bu tek baz substitiisyonu %18, 6zel olarak
seilmemis tekrarlayan derin ven trombozlu hastalarda %6 ve saglikl kontrollerde %2
olarak bulunmustur. Rosendaal (1998) 11 merkez ve 9 iilkeden aldifi verilerde toplam
5527 hasta iizerinde degerlendirme yapmis ve 20210A mutasyonu i¢in 111 heterozigot
tagtyict bulunmus. Sonug olarak prevalans %2 olarak degerlendirilmistir. Bu Gliney
Avrupada yaklastk %3; Kuzeydekilerin (%1,7) yaklasik 2 kati yiiksek degerde bulunmus.
7! Protrombin varyantlari Asya ve Afrika irklarinda gok nadir oldugu gériilmektedir.

Ulkemizde yapilan galismalarda Giirvey ve ark. na gore protrombin G20210A
mutasyonu %2.3 ve Akar’a gore %2,7°dir. Aynica Akar’a gore Kibrisli Tiirklerde bu
defekt %8.1"dir.

Protrombin gen mutasyonu stklikla Kafkas toplumlarinda gériilmektedir. % 1-4
arasinda genel populasyonda heterozigot formda bulunur. '" Bu mutasyonun Hindistan,
Kore, Afrika ve Kuzey Amerika yerlilerinde sikhigi gok azdir. Bununla birlikte
Ispanyollarda bu oranin %6 oldugu rapor edilmistir.”®

Zimelin 1998°de 20210 G—A polimorfizminin tek veya tekrarlayan mutasyonel
olaylardan orijin alip almadigim belirlemek igin 133 Kafkaslikla iliskisi olmayan (10
homozigot ve 123 heterozigot) Yahudi, Avustralyali ve Fransiz orijinli kiside 16-21 kb
araliginda FII geninde 4 dimorfizmin alel sikligia bakmis. Kontrol grubu olarak 110
Kafkas varmis. Herbir dimorfizm i¢in belirgin alel farkliliklari, calisma gruplar: arasinda
(P=0,0007 veya daha az) gozlenmis, gii¢lii linkage dengesizligi ve yikici bir etki akla
getirmis. Gergekten; bir founder haplotip mutant alellerde %68 oraninda bulunmus ve
sadece 20210 normal alellerinde %34 miis (P<0,0001). Bu veri FII polimorfizmi i¢in bir
tek orjin oldugunu kuvvetli bir sekilde destekler niteliktedir. Ciinkii polimorfizm Kafkas-
dist toplumlarda ¢ok nadir veya yok, muhtemelen Afrikallar; Afrikali olmayanlardan ve

Kafkaslarin Mongoloid populasyonlardan ayrimi sonrasinda meydana gelmis olabilir.
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2.4.5.Protrombin G20210A ve Hastahklarla iliskileri:
Protrombin G20210A ve Koroner Arter hastahg iliskisi:

Rosendaal (1997) kadinlarda bu mutasyonun miyokard infarktiisii (MI) igin 4 kat
yiikselmis bir risk gtisterdigini;73 Daggen da  (1998) erkeklerde bu mutasyonun
bulunmasinin MI igin riski 1,5 kat arttirdigin belirlemistir. ™Franco (1999) 400 saglikl
kontrolde 20210 alel sikligin1 %1 olarak bulmus. Bu oran aterosklerotik hastaligi gelisen
263 hastada %2,7 olarak bulunmus. Hasta grubundaki her heterozigot miyokard
infarktiisii gegirmis olan hastalarmus. Buna ek olarak; elde edilen veriler vendz ve arterial
hastaliklarda mutasyonun roliinii anlamaya katkida bulunup, asiri trombin {iretiminin
mutasyonla iliskisine delil saglamistir.”

Amerika’da ani koroner 6liim gergeklesen 168 hasta ve 606 kontrol iizerine
yapilan bir ¢alismada protrombotik mutasyonlardan; prothrombin G20210A ve FV
Leiden mutasyonlarinin artmis bir risk gostergesi olmadig belirtilmistir."® Yine
Amerikada yapilan genis kapsamli bir ¢alismada miyokard infarktiisii ve protrombin
mutasyonu arasinda anlamli bir iligki gériilmemistir.76 Bu ¢alismaya benzer bir galigma
Tiirkiye’nin giineyinde yapilmis, 55 yas altt MI'li hastalarda protrombin mutasyonunun
MI gelisiminde anlamli bir risk faktorii olmadig gosterilmistir.”” Orta Dogu Arab
populasyonunda koroner arter hastaligi olan bir gruptaki ¢alismada ise protrombin
G20210A mutasyonu i¢in yine anlamli bir riskten bahsedilmemis.tilr.78 ftalyan
Kafkaslarindan iilkenin merkezinde ve giiney bolgelerinde yasayan 247 MI'l1 hastada ve
247 saghkh yas ve cinsiyet uyumlu kontrolde 20210A protrombin aleli i¢in heterozigot
siklig; hastalarda %6,5 ve kontrollerde %2,8 olarak bulunmus. Bu oran ailesinde MI
hikayesi olan hastalarda %8,7’ye kadar ¢ikmis. Sonug olarak bulgular MI'l aile hikayesi
olan, diger major kardiovaskuler risk faktorleri olmayan veya anjiografisinde sirli
koroner hastaligi bulunan hastalarda; kontrollerle karsilagtirildiginda, 20210A protrombin
alel varlig1 akut koroner sendrom igin riskte anlaml bir artis gdstermektedir. »

Prohaska (1999) anjiografi ile dogrulanan 284 koroner arter hastasida protrombin
geninin 20210 G—A polimorfizmi varhgna bakmis ve bunu 340 saglkli kontrolle
karsilagitirmuistir. Mutasyonun prevalanst her iki grup iginde benzermis. 294 venéz
tromboz hastasinda ise saghkli kontrollerle karsilastirildiginda mutasyon sikliginda hafif

artig saptanmis.
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Protrombin G20210A ve Arterial Tromboz iliskisi:

Laczica (2002) sag pulmoner arterinde total tikanma olan ve buna bagl kronik
tromboembolik pulmoner hipertansiyon gelisen 19 yasinda bir kadinda, tip I antitrombin
cksikligi ve protrombin 20210GA mutasyonu igin ¢ift heterozigotluk bildirmistir.
Pulmoner vaskiiler durum, pulmoner tromboendarterektomi ile basarili bir sekilde

diizeltilmis ve ilk klinik miidahale sonras 24 hafta icerisinde diizelme gozlenmistir. "

Protrombin G20210A ve Venoz Tromboz iliskisi:

Chomouard (1999) faktor 11 20210 G—A mutasyonunun sikligini, idiopatik portal
ven trombozu olan 10 beyaz Avrupali hastada ¢alismis; ortalama yaslan 50,4 olan 5
kadin, 5 erkekte 20210 G—A mutasyonunun sikligt %40 bulunmus. Portal ve derin ven
trombozu olmayan kontrollerde % 4,8 olarak degelendirilmis. Bu hastalarda FV 1691
G—A mutasyonunun siklig1 portal ven trombozlularda ve kontrollerde benzermis; ancak
derin ven trombozlularda artmis bir siklik bulunmus. *

De Stefano (1999) FV Leiden 1691 G—A ve FII protrombin 20210 G—A’nin her
ikisi icin heterozigot olan hastalar bulmus ve bunlarin tek bagna faktér V Leiden
mutasyonu bulunan tasiyicilara gore tekrarlayan tromboz igin 2,6 kat artmis bir riskleri
oldugunu ortaya koymustur. *'

Cornal (1999) bir ispanyol ailede 20210A protrombin mutasyonu i¢in homozigot
3 kisi tammlamus ve bu kisiler FVL mutasyonu igin de heterozigotlarmis. iki mutasyonun
birlesmesiyle erken yasta vendz tromboz olma riskleri artmis. Buna ragmen FV Leidenle
iliskisinde bile, 20210A protrombin mutasyonunun homozigot durumunda da trombotik
olaylarin tetiklenmesi igin ek risk faktorlerine ihtiyag vardir. ™

Giirvey (2001) 146 trombozlu hastanin 45’inde (%30,8) FV Leiden mutasyonu
saptamis. Bunlardan 7si homozigot, 38’i heterozigot tasiyici imis.10 tane de protrombin
G20210 A mutasyonu saptanmis(%6,8). Bunun yaninda 6 hastada da hem protrombin
hem de FV mutasyonunun ikisi birden (%4,1) bulunuyormus. )

Souto (1999) bir ailede trombotik hastaligin 20210 A varyantiyla iliskisinin

kompleksligini rapor etmis. Idiopatik trombofilili proband iizerinden soy arastirmast
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yapilmis. Tromboembolizm hikayesi olan aile iiyeleri 20210A varyanti igin
heterozigotlarmis. Buna ek olarak 4 akrabasi heterozigot ve 2 tane de 20210A mutasyonu
i¢in homozigotmus ve klinik belirtileri gosteriyorlarmis. Iki homozigottan biri 51 digeri
19 yagindaymus. **

De Stefano heterozigot bolge tasiyicilarinda ki ilk venoz tromboz gecirme riskiyle,
normal genotipli hastalarda, kendiliginden gelisen tekrarlayan vendz tromboembolizm
gegirme riskine benzer oldugunu ortaya koymus. Protrombin mutasyonu tastyictlarinin ilk
gegirdikleri vendz tromboz sonrasinda normal genotipli hastalardaki gibi ve ayni siire
antikoagiilanla tedavi edilmesi gerektigi sonucuna varilmistir. -

Portekizde yas ortalamasi 27 olan bir grupta protrombin mutasyonunun venoz
tromboembolism i¢in anlamli bir risk tasidigi gosterilmis. 100 kisilik kontrol grubunda

oran % 5 iken; 40 vendz tromboembolizmli hastada; oran %12,5 bulunmus. *°

Protrombin G20210A ve Tip I Diabet Iliskisi:

Humpert (1999) tip I diabetli 384 hastay1 protrombin 20210 G—A protrombin
polimorfizmi i¢in taramis ve 9 hastada bu varyanti bulmus. Koroner kalp hastaligi,
nefropati veya retinopatisi olan diabetik hastalarda protrombin 20210 G—A protrombin
polimorfizminin bulunmasi koroner kalp hastaligi insidansinda bir artig gostermemis.
Meyer (1999) kandan PCR- SSCP metoduyla FV Leiden ve FII protrombin 20210 G—A

mutasyonu igin genotiplemeyi agiklamistir.

Protrombin G20210A ve Ani isitme Bozuklugu:

Ani isitme bozuklugu, vestibular disturbans (tinnutus) nedeni olan temel
faktorlerden biri akut labirent iskemisi oldugu; ve ani isitme kaybinin ortaya ¢ikmasinin
kohlear kan sirkiilasyon bozuklugu ile oldugu disiiniilmektedir. Mercier (1999)
protrombin geninin 20210A alelinin perseptif sagirlik igin risk faktorii oldugunu
gdstermistir.. Spontan derin ven trombozu olan 368 hastanin (ortalama yas:41), 18’inde
(12 kadin ve 6 erkek), akut unilateral isitme kaybi bulunmus. Bu 18 hastanin 6’s1 20210
aleli igin heterozigotmus. Ayni laboratuvarda benzer zamanda 365 nontrombotik hasta
iizerinde hemorojik semptomlar veya trombositopeni i¢in cahsilmis; 4 hastada akut

unilateral perseptif sagirlik saptanmis. 395 nontrombotik ve nonhemorajik cinsiyet ve yas
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karsilastirmali kontrollerde de 6 tane akut unilateral perseptif isitme kaybi olan hasta

bulunmus.87

Protrombin G20210A Prevalans: ve Rolatif Risk
Saglikli Venodz Tromboz Arteriyal Tromboz*
bireylerin | Prevalans RR Prevalans | RR
prevalanst | (%) (%)
%
Poort SR” 213 6.2 2.8
Cumming AM” [ 1.2 55 5.4
Schobess R’ 3 8.4 3.0
Ridker PM " 3.9 6.4 1.7 3.5 0.95
Rosendaal 1.6 5.1 4.0
Araujo F " 5 BIR =
Arruda VR 0.7 3,00 =

Tablo 3: Protrombin G20210A prevalansi ve rolatif risk

notlar:

RR - rolatif risk

* gerebral iskemi, MI, stabil olmayan anjina igerir

" saghkli kontrollerde anlamli farklilik yok

i saglikli kontrollerde anlamh farkhilik gériilmiis. (P=0.03)

Tromboz riskini 2.7-3.8 kat arttiran G20210A mutasyonunun, heterezigot
formunun genel populasyonda stklig1 %2-2.3, trombozlu bireylerde %6-6.2, tromboz aile
dykiisii olanlarda %18 olup, bu mutasyonun vendz tromboz igin yaygin kahtsal risk
faktorlerinden oldugu bildirilmistir. **

Fransa Bask bolgesinde yasayan yas ortalamasi 34,5 olan; literatiirlerc gore
protrombin mutasyonu tasima ihtimali olan 103 hasta tizerinde bir ¢alisma yapilms. Bu
hastalarda tekrarlayan ailesel vendz tromboz hikayesi, geng yasta felg gegirme,
tekrarlayan maternal fetal bozukluklar (preeklampsi, diisiik, gelisim geriligi vs..)gibi
hastaliklar bulunuyormus. 5 hastada (%4,8) tastyicihk bulunmus. Bunlardan ikisi
homozigot, iigii heterozigotmus (biride FV Leiden iginde heterozigotmus. =

Bati avrupada protrombin G20210A prevalansi iizerine gesitli yayinlar yapilmus.
Bunlarda gesitli trombofilili ve saglikli populasyonlar karsilastiriimis. Asagida ki tabloda

kisaca galisma gruplarini ve prevalanslari gosterilmistir (tablo 4).
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iilke Hastalarin profilleri PT20210A Referans
prevalansi
Kisisel/ailesel vendz trombozlu | 18% (5/28)
hastalarda s
. 68
Hdllnda Ik defa venoz tromboz gegirenler | 6.2% (20/471) (63
Kontrol grubu 2.3% (11/474)
flk veye tekrarlayan vendz|5.5% (12/219)
o tromboz olaylarinda o
'k
T Rl e 12% (2/164) 3
Serebral ven trombozlular 20% (8/40)
s Kontrol grubu 3% (4/120) @0}
Iskemik inme (<50 yas) 12.5% (9/72)
: "
Halya Kontrol grubu 2.5% (5/198) ©6)
Acgiklanamayan geg fetal kayiph |8.9% (6/67)
z kadinlarda C
)
e Kontrol grubu 3% (7/232) ()
Tekrarlayan spontan diisiigii olan |6.7% (7/102)
kadinlarda "
: 92
gy Kontrol grubu 0.4% (1/128) ©2)
Fetal gelisim  geriligi olan|11.5% (7/61)
. kadinlar ©1)
¥ Kontrol grubu 1.6% (1/93)
Calismanin tiimiindeki hastalarda |4.8% (5/103)
ilk veye tekrarlayan vendz|7.7% (3/39)
Fransa trombozlu hastalarda
(Bask bélgesi) Dogumsal bozuklugu olan [ 2.3% (1/44) (89)

kadinlarda

Sadece Basklarda

4.5% (1/22)

Kontrol grubu*

3.2% (9/283)

Tablo-4 Cesitli iilkelerde trombofili ve kontrol karsilastirmalart

*{spanyadan saghkl Bask populasyonu.
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Protrombin G20210A ile Kadinlarda Oral Kontraseptif Kullanimi
,Tekrarlayan Diisiikler, Fetal Gelisim Geriligi ve Tliskisi:,

Ostrojen igerikli oral kontraseptifler ve hormonlar kan pihtisi olusum riskini
arttirmaktadir. Protrombin mutasyonlu bayanlarda oral kontraseptif kullanimiyla 16 kez
DVT gelisim riskini arttirdifi gdzlenmis. Beyinde pihti olusumunda da anlamli bir artis
oldugu saptanmus. Oral kontraseptif kullanimimn ilk 6-12. aylarinda pthti olusumu daha
stk meydana gelmektedir. Sadece progestin igerikli kontraseptiflerin riski arttirmadig
goriilmiistiir. Hormon replasman tedavisinde ise risk 2-4 kat arasinda artis gostermistir. 2

G20210A prothrombin-gene mutasyonu ve Faktér V Leiden mutasyonunun;
kadinlarda hamilelik siiresince ve dogum sonrasi dénemde, vendz tromboembolism
riskinin artmasiyla iliskili olduu ve her iki mutasyonun birden bulunmastyla riskin;
mutasyonun tek basina bulunmasina gore katlar derecede arttig1 belirtilmistir. i

ftalya’da yapilan bir ¢alismada; agiklanamayan fetal kayipli 67 hastadan 6’sinda;
%8.9’unda protrombin G20210 A mutasyonu bulunmus. Bu oran kontrol grubunda %3
olarak saptanmis. g

Yine italya’da fetal gelisim geriligi olan 61 kadin hastadan 7’sinde mutasyon
saptanmis.(% 11.5). Bu oran kontrol grubunda %1.6’larda, 93 saglikli kontrolden yalmzca
1’inde bulunmus. 2

Almanya’da tekrarlayan spontan diisiigii olan kadinlarda protrombin mutasyonunu
tasimalarinin anlamli bir risk faktorii olup olmadigina bakilmus, tekrarlayan spontan
diisiigii olan 102 hastadan 7’sinde (%6.7) G20210A saptanmustir. Kontrol grubunda bu

oran % 0.4 olarak bulunmustur. =
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3. GEREC ve YONTEMLER:

3.1. Cahismada Kullanilan Kimyasallar ve Sarf Malzemeleri

Agaroz (Sigma)

Ependorf Tiipleri (0.5-1.5)
Etanol %70-%100

Etidyum Bromid (Sigma)
PBS

Pipet Uglar1

Taq Polimeraz (Fermentaz)

Zefiran

3.2. Cahsmada Kullamlan Cihazlar

Buzdolabi (Vestel)

Derin Dondurucu (Argelik)

Distile Su Cihazi

Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Thermo EC250-90)
Elektroforez Tanki (Thermo Midicell primoEC330)
Inkiibator (Heraus)

Hasas Terazi (Precisa XP220 A)

Laminar Kabin (Heraus)

Manyetik Karistirict (IKA RCT basic)
Mikropipetler (Eppendorf, 2-20, 20-200, 200-1000)
Mikrosantrifiij (Eppendorf 5415R)

pH Metre (Metler Toledo)

Santrifiij (Heraus)

Su Banyosu (Polyscience)

Spektrofotometre (Schmadzu)

Termal cycler (PalmCycler/ Corbet research)

UV gortintiileme (Vilber Lourmat)

Vortex (IKA MS1)
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3.3. Calismada Kullanmlan Kitler ve Ozellikleri

3.3.1. DNA izolasyon Kiti

QIAmp DNA izolasyon kiti spinkolon ydntemi ile DNA izolasyonu yaptik. Kit ile
200 pl kan 6rneginden mutasyon analizi i¢in gerekecek DNA miktari saglanabilmistir.
Kit igersinde yer alan kimyasallar ve geregler:

QIAamp Spin columns

Toplama tiipleri (2 ml’lik)

Buffer AL* (19ml)

Buffer AW1 (19 ml)

Buffer AW2 (13ml)

Buffer AE (12 ml)

QIAGEN proteaz

Proteaz ¢oziicii (1,2 ml)

3.3.2. PRONTO- DIAGNOSTIC Mutasyon Kiti

Biz bu calismamizda prontodiagnostics (REF 9923) Amplification Mix, PRONTO
ThromboRisk (Factor V gene, Prothrombin gene, MTHFR gene) iiglii kiti kulandik. Bir
kutuda 32 hastalik analiz igin gerekli malzemeler saglanmistir.

Kit ELISA yontemi ile PCR sonrasi, hibrit DNA larin tespitine dayanarak renk
olusumunu gozlemlememizi sagliyor ve direkt mutasyon tespiti ile FVL varhim veya
yoklugunu kesin olarak dogruluyor.

Kit igersinde yer alan kimyasallar ;

Buffer 2 -3ml

Solution C-130ul

Solution D-100pl

ColoRed Oil-13ml

Assay Solution-100ml

Wash Solution (20x)-100ml

HRP Conjugate- 450pl
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TMB Substrate-40ml
Stop Solution (1M H2S04)- 30ml
PRONTO TromboRisk Plates x2

Detection Plates x2

3.4. Cahsilan Hasta Grubu

Calismanzda Abant izzet Baysal Universitesi Diizce Tip Fakiiltesi Kardiyoloji
kliniginde Miyokard infarktiisii tamsi ile yatarak tedavi géren veya infarktiis sonrasi
poliklinik kontroliine gelen hastalarla goriisiildii. Hastalara gahismanin amaci, kabul
ederlerse kendilerinden 0,2 ml kan alinacagi ve mutasyon saptanmasi durumunda birinci
derece akrabalarindan da test yapilarak riskli olanlarin saptanabilecegi bildirilerek géniilli
olanlar ¢alismaya alindi. 30 MI gegirmis hasta ve 30 saghkli kontroliin kani alindi.
Kontrol grubu olarak ayni sayida ve cinsiyette, tromboembolik komplikasyonu olmamis
saghkli goniilliilerle goriisiiliip bilgilendirilme sonrasi ¢alismaya dahil edildiler. Sistemik
Lupus Eritematozus, Behget Hastahigi, Marfan Sendromu, Homosistiiniiri, cerrahi
miidahale, immobilizasyon gibi tromboemboli igin riski olan hastalar galisma disinda

brrakildi.

3.5.Calisma Yontemi

Hastalar hakkinda EK1 deki hasta bilgi formu dolduruldu ve konu hakkinda
bilgilendirilerek onay alindi. Cilt alkolle temizlenerek brakiyal venden steril enjektérle
0,2ml kan alindi. Hastalara sonuglari rapor edildi ve raporlar sonucu gerekli gériilen

hastalara genetik danisma verildi.

3.5.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

Calismamizda QIAmp DNA izolasyon kiti ; QIAmp spinkolon ile DNA izolasyon
yontemini kullandik. Bu kit ile 200 pl kan drneginden mutasyon analizi igin gerekecek
DNA miktar1 saglanabilmistir. Metod se¢iminde hastalardan miimkiin olan en az miktarda
kan alinmasi amaglanmustir. Ayrica method, sterilizasyon agisindan giivenilir olmast ve
calisma siiresinin diger methodlara kiyasla kisa ve pratik olmasi agisindan tercih

edilmigtir.
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QIAamp spinkolon ile DNA izolasyon yontemi

200 pl kan érneginden 3-12 ug DNA elde edilebilecek bir yontemdir eger daha az

Srnek var ise PBS (fosfat buffer solusyonu) ile 6rnek hacmi arttirilir.

Hazirhk: Ornekler oda sicakhgma getirilirken su banyosu 56 C ye ayarlanr.

Buffer AL su banyosuna konarak inkiibe edilir.

Metod:
1- 1,5 ml lik ependorf tiipii igine 20 pl protease konur.

2- Uzerine 200 pl kan eklenir.

3- Kann iistiine 200 pl buffer AL konur ve 15 sn vortekslenir.

4- Ependorf tiipii su banyosuna alinarak 56 C de 10 dk inkiibe edilir.

5- Mikrosantrifiij (kisa siireli gevirme)

6- 200 pl etanol (%96-100) eklenerek 15 sn vortekslenir.

7- Mikrosantrifiij

8- Ependorftaki karigim dikatlice spinkolona bosaltilir.

9- 8000 rpm de 1 dk santrifiij edilir.

10- Spinkolon altinda yer alan dolu koleksiyon tiipii yeni temiz 2 ml lik tip ile
degistirilir.

11- Spinkolon igin e 500 pl AW buffer eklenir 8000 rpm de 1 dk santrifiij edilir.

12- Spinkolon altinda yer alan dolu koleksiyon tiipii yeni temiz 2 ml lik tip ile
degistirilir.

13- Spinkolon igin e 500 pl AW?2 buffer eklenir 14 000 rpm de 3 dk santrifiijlenir.

14- Spinkolon altinda yer alan dolu koleksiyon tiipii yeni temiz 1,5 ml lik ependorf
tipi ile degistirilir.

15- Spinkolon igine 200 pl buffer AE (veya distile su) eklenir. 1-5 dk oda 1sisinda
beklenir.

16-8000 rpm de 1 dk santrifiijlenir.

17- Spinkolon atilir. Ependorf igerisinde ¢Oziinmiis saf DNA kalmustir. Kapagi
kapatilarak kullanilmak tizere kaldirtlir. (Sekil 9)
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Sekil 9: Spinkolon yontemi ile DNA izolasyonu

3.5.2.Elde Edilen DNA Safhgimin Olgiilmesi:
QIAamp spinkolon ydntemiyle elde edilen DNA’min mutasyon analizine
gegmeden 6nce safligi kontrol edildi.
Bunun igin; elde edilen DNA’lar 1:200 oraninda sulandirildi. 5 mikrolitre DNA;
995 mikrolitre distile su ile sulandirildi. Bu miktar spektrofotometrede 260 ve 280 nm
dalga boylarinda 6lgiildii. (280 nm dalga boyunda Glgiim elimizde ki protein miktarini
6lgmek igin kullanilir.)
* DNA miktarini hesaplamak i¢in kullandigimiz formiil:
260 nm’de 6lgiilen deger x sulandirma miktari (200) x sabit deger (50)
= DNA’nin konsantrasyonu ( mikrogramDNA/ mikrolitre )
* DNA verimliligi ise:
260 nm *de &lgiilen deger / 280 nm “de Slgiilen deger = VERIMLILIK
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Bu degerin 1,6- 1,8 arasinda olmasi DNA'nin kaliteli oldugunu gosterir. Bu
degerin 1,7 olmas tercih edilir. Bu araliklarin altinda ki degerler alkoliin fazla oldugunu;

yukarisinda ki degerler ise protein kontaminasyonun oldugunu gésterir.

3.5.3.Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR):

Metod basitge tiipte niikleik asitlerin uygun kosullarda gogaltilmasidir. PCR, bir
gesit "in vitro klonlama"dir. PCR, reaksiyonu DNA'in iki zincirinin yiiksek 1si ile
birbirinden ayrilmasina (denatiirasyon); daha sonra sentetik oligoniikleotidlerin hedef
DNA'ya baglanmasina (annealing); sonra zincirin uzamasina (extension) (cift iplikgikli
DNA'larin sentezi) ve bu sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasina dayanir. Bu ii¢ adim
(denatiirasyon / primer baglanmasi / DNA sentezi) bir PCR siklusunu olusturur. Her
adim farkli 1silarda gergeklestirilir. (Sirastyla 94°C-98°C; 37°C-65°C; 72°C ). PCR
teknigi tek veya gift iplik¢ikli DNA'yi; RNA'ya hedef olarak kullanabilir. (sekil 9)

Yéntemin temeli, gogaltilmak istenen bdlgenin iki ucuna 6zgii, bu bolgedeki baz
dizilerine tamlayic1 bir cift sentetik oligoniikleotid primer (18-20 baz uzunlugunda)
kullanilarak; bu iki primer ile simrlandirilan genin enzimatik olarak sentezlenmesine

dayanir.
PCR igin:

1) DNA 6rnegi, genelde genomik DNA

2) Cogaltilacak olan bdlgeyi sagdan ve soldan gevreleyen bir cift sentetik primer,
3) dNTP'ler (A, T,C,G),

4) Isiya dayanikli DNA-Polimeraz enzimi,

5) Uygun pH ve iyon kosullarini (Mg+2) saglayan tampon karisimi gereklidir
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sekil 10: PCR mekanizmasi

PCR Yapilirken laboratuvarda Dikkat Edilenler:

PCR, tek bir molekiil DNA'y1 dahi gogaltabileceginden; reaksiyon karisimlarinin
DNA molekiilleri ile kontamine olmasi engellenmeye g¢alisildi. Kontaminasyonun
engellenmesi i¢in:

1. PCR1 UV i1sikla donatilmis "laminar flow hood" iginde gergeklestirdik.
Kullanilmanin disinda UV 1siklan agik tutuldu. Kabin iginde yalmzca PCR igin kullanilan
mikrotiipler; disposabl eldiven, pipetler bulunduruldu. Otomatik pipetler ¢ok sik
kontaminasyon kaynag olduklarindan; positive-displacement pipetleri ve tikagli pipet
uglari kullanild.

2. PCR reaksiyonuna baslarken, temiz bir eldiven giyildi ve eldivenler sik sik
degistirildi.

3. Sarf malzemesi kiigiik hacimlerde saklandi. Bunlari hazirlarken tiim
malzemelerin yeni ve steril olmasina dikkat edildi.

4. Sarf malzemelerini tastyan mikrotiipleri agmadan &nce mikrosantrifiij yapildi.

Bu islem eldivenlerin ve pipetlerin kontaminasyonuna engel olmak i¢in yapildi.
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5. Reaksiyon tiipiine en son DNA eklendi.
6. Reaksiyon tiipiine DNA eklenirken; hava kabarciklari olusturulmamaya dikkat

edildi. (Ek 2- fotograf 2)

3.5.4.Pronto Kiti ile Mutasyon tayini;

Calismada Pronto adli bir kit kullanilmustir. Bu kit ile DNA dizilerinde 6nceden
tammlanmig polimorfizmler; single nukleotid primer extension ELISA yontemi ile tayin
edilir. Tek nukleotidli DNA dizi polimorfizmlerinin saptanmasinda hizli giivenilir ve
kullammi kolay bir yol oldugu igin bu kiti kullanmayi tercih ettik.. Bu yontem;
amplifikasyon sonrasi mutasyon tayin sistemi, single nukleotid primer uzama yontemini
kullanir. Bu ydntem DNA polimerazin niikleotidleri elangasyon iplikcigine
birlestirmesine dayanan yiiksek spesifiteden yararlanir. Pronto sisteminin, biitiin
genotipleme formatinda her bir mutasyon bolgesi, 96 kuyucuklu mikrotiter platelerin iki

kuyusunda test edildi.

a. DNA amplifikasyonu:

QIAamp spinkolon yontemi ile elde edilen DNA’nin amplifikasyonudur.
Oncelikle kontrol grubu ve hasta grubundan ahnan kanlar DNA amplifikasyon
reaksiyonlan i¢in hazir hale getirildi. Ornekler igin mini ependorf tiiplerinden hazirland:.
Once Amplifikasyon mixi hazirlandi. Her bir érnek igin 19 pl Basic Amplification mix’i
ile 0.4 ul Taq Polimeraz karisimi toplam 19.4 pl iizerine 3 pul DNA pipetlendi. Ve PCR 1
uygulandi.

PCR 1
1. basamak:  94°C de 5 dk
2. basamak: 94°C de 30 sn
66°C de 20 sn
72°C de 20 sn
PCR 1’in 2. basamag1 15 dongii gergeklestirirdi
3. basamak: 72°C de 2dk
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4. basamak: 94°C de 30 sn
58°C de 30 sn
72°C de 30 sn
PCR 1’in 4. basamag 25 dongii gergeklestirildi.
5. basamak: 72°C de 5 dk.
PCR 1 sonrasinda amplifiye DNA elde edildi. Test edilecek mutasyonu kusatan
DNA fragmentleri gogaltildi. Bu ¢ogaltilan DNA primer extension (uzama) reaksiyonu

igin substrattir.

b. DNA’larin Kalitatif Analizi igin jel elektroforez islemi:

Amplifikasyon sonrasinda DNA’nin kontrolii igin jel elektroforezi yapildi.
Yiikleme yapilacak jelin hazirlanmast igin; 2gr Agaroz 100ml 0,5xTEB ile ocak iizerinde
manyetik karisticiyla kaynatilarak ¢oziindiiriildii ve 60 °C’ye getirildikten sogutulduktan
sonra sivi haldeki agaroz jel, kaliba dékiildii ve taraklarla birlikte sogumaya birakildi. Jel
yiiklemeye hazir hale geldikten elektroforez tankina alindi. Ve DNA drneklerimizden 1-2
ul ve boya olarak kullandigimiz EtBr’den de 1-2 ul pipetajla karistinlarak eklendi. flk
kuyuya marker sonrakilere DNA’lar yiiklendi. 120V da 30 dakika yiiriitiildiikten sonra jel
UV altinda incelendi. Jele yiiklenen érneklerde protrombin mutasyonuna spesifik 420

bp’lik bantlar goriildii. (Ek 2- Fotograf 3)

c. Amplifikasyon sonrasi uygulama:

Amplifiye DNA’ya baglanmamis &6zgiir nukleotidlerin inaktivasyonu  alkalen

fosfataz ile saglanir. Bdylece primer extension reaksiyonunu engellemeleri dnlenmis olur.

d. Primer Extension Reaksiyonu:

Single- nukleotid primer extension reaksiyonu 96 kuyucuklu termo-plateler ile
yiiriitiilir. Her bir kuyucuk 5° ugtan isaretli primerler igerir. Bu primerler test edilen
DNA min farz edilen mutasyon bélgesinin yanina hibridize olur ve ortamda bulunan tekli
niikleotid tiirleride bu test edilen bélgede kendilerine koplementer nukleotidlere
baglanirlar ve bu 5 isaretli primerin tekli biotinylate nukleotidlerle uzamasi saglanir. Her

post amplifikasyona ugratilmis drnek her bir mutasyon igin iki kuyucukta test edilir. Biri
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mutant alel igin, digeri kuyu ise yaban tip (normal) alel i¢in kullanilir. Test edilen

hastanin genotipine gore primer ile birlesme olur. Plate thermel- cycler’a yerlestirilir ve

kisa primer extension reaksiyonu yerini alir.

Cahigmada ise; 60 pl Pronto Buffer 2 + 3 pl Solusyon C + 2 pl Solusyon D

karigimu hazirlandi. Bu karigim iizerine Amplification mix karisimli DNAmizdan 15 pl

eklendi. Karisim pipetaj ile homojenize edildi .Su banyosu veya PCR 37°C’ye ayarlandi

ve 30 dk inkiibe edildikten sonra PCR 95°C’ye getirilip tekrar 10 dk inkiibe edildi. (Bu

asama 4 saat bekleyebilen bir asamadir.) Pronto platetinde mutasyona 6zel mutant ve wild

tipi tasiyan kuyucuklara 8 pl mix (karisim) pipetlendi. Bu islem yapilirken pipetin

kuyucuklara degmemesine dikkat edildi. Sonra her kuyuya colored oil damlatildi. (Sekil

10) Colored sisesininde kuyulara degmemesine dikkat edildi. (Ek 2- fotograf 4)

Sekil 11: Primer Extension plag

PCR 90°C’ye geldikten sonra; termo-plate PCR 2 asamasina tabi tutuldu.
PCR 2
1. basamak: 94°C 15sn
2. basamak: 94°C 30sn
52°C 10sn
2. basamak 20 dongii seklinde gergeklesir. (Bu asama da Ornekler 24 saat
4°C’de bekleyebilir.
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sekil 11: Primer extension reaksiyonu

e. ELISA ile mutasyon tayini:

Colored yagin igindeki yaklagik 8pl olan Reaksiyon iiriinleri streptavidin kapli
ELIZA platelerine transfer edildi. Kuyucuklara 100 pl yesil renkli Assay buffer eklenerek
diliie edilerek 10 dakika oda 1s1sinda inkiibe edilir.

Wash Buffer (yikama soliisyonu) hazirlanirken: herbir 6rnek igin 1500 ul wash

buffer x20, 28500 pl distile su ile karistirilarak hazirlandi..

Kisa inkiibasyon sonrasinda baglanmamis primerler Wash Buffer ve 4 kez 350 pl
WB ile yikanarak uzaklastinldi. Ve baglananlar i¢inde ortama peroksidaz isaretli anti
korlar (HRP konjugat) eklendi ve bu konjugat 5’ antjenik yapih primerlere baglanirlar.
(Her bir 6rnek igin HRP konjugattan 10 pl; 1000 pl Assay buffer ile diliie edildikten sonra
100 pl bu karnigimdan eklendi) 10 dakika oda 1sisinda inkiibasyona birakildi. Ve tekrar 4
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kez WB ile yikandi.Yikama sonrasinda konjugatla baglanmanus primerler ortamdan
uzaklasir ortama eklenen 100 pl TMB- substrat varliginda bir peroksidaz reaksiyonu
meydana gelir 15 dakika beklenir ve koyu mavi bir renk; konjugatla baglanma olan

pozitif kuyucuklarin her birinde kendini gosterir. (Sekil 11)
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sekil 11: Eliza yontemi

g : TMB substrat

Qe ;5 igaretli primer

e : HRP konjugat

Test edilen her bir mutasyon bdlgesi igin en az bir kuyunun maviye boyanmis

olmasi gerekir. (Sekil 12)

mis wt mis ot mut et mu et

i

Heterozygote carrier (’K ‘i

Hemozygote normal ‘_j

Homozygote mutant L

£

Sekil 12: Mutasyon Tayininde Elisa Sonuglarinin degerlendirilmesi

Bizim hastalarimza iliskin eliza plag goriintiisii Ek-2de fotograf 5’te gdsterilmigtir.
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4. BULGULAR:

Calismamizda 30 hasta ve 30 kontrol grubuyla galisildi ve protrombin G20210A
mutasyonu tespit edildi. Koroner arter hastahigi olan yaslari 40-80 arasinda defisen
hastalarda 3 tane mutasyonu tasiyan birey bulundu. Kontrol grubunda ise 1 homozigot
bireye rastlandi. Ortalamalar arasinda ki farkin anlamliligin belirlemek igin ki kare testi
kullanildi. Degerlerin diisiik sayida oldugu degerlendirmelerde fisher testi uygulandi.

(P<0,05 istatiksel olarak anlamli). Sonuglara iliskin tablolar asagida verilmistir.
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Hasta | Cinsiyet | Yas Ml Trombotik | Aile Hormon FIl
No gecirdigi epizot Oykiisit | Kullanimi | Mut.
yas olan
1 K 72 70 H H H Wild tip
2 K 60 57 H E H Wild tip
3 E 43 43 H H H Wild tip
4 E 77 70 H H H Wild tip
) E 50 50 H H H Wild tip
6 E 41 40 H E H Wild tip
7 K 47 40 E E H Wild tip
8 E 52 52 H H H Wild tip
9 K 7l 68 H H H Wild tip
10 K 55 |54 H H E -I+ | heterozigot
11 K 81 78 H H H Wild tip
12 E 62 62 H E H -/+ | heterozigot
13 E 67 65 H H H Wild tip
14 K 40 38 H H E Wild tip
15 K 71 69 H H H Wild tip
16 E 54 52 H E H Wild tip
17 E 58 58 H H H Wild tip
18 K 72 77 H H H Wild tip
19 K 73 70 H E H Wild tip
20 E 43 42 H H H Wild tip
21 s 55 33 H E H Wild tip
22 E 59 59 HI H H Wild tip
23 E 80 9 H H H Wild tip
24 E 46 |43 H H H -/+ | heterozigot
25 E 71 71 H H H Wild tip
26 E 69 68 H H H Wild tip
27 E 65 65 H H H Wild tip
28 3] 35 = H H H Wild tip
29 E 67 53 B H B Wild tip
30 K 64 63 H E H Wild tip

Tablo 5: Hasta grubumuzun 6zellikleri ve mutasyon analizi sonuglari
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Kontrol No Cinsiyet Yas ProtrombinG20210A
Mutasyonu

1 K 24 Wild tip
2 E 36 Wild tip
3 E 61 Wild tip
4 K 36 Wild tip
5 K 30 Wild tip
6 E 28 Wild tip
7 K 24 Wild tip
8 E 30 Wild tip
9 K 48 homozigot
10 E 24 Wild tip
11 E 60 Wild tip
12 E 42 Wild tip
13 K 34 Wild tip
14 K 30 Wild tip
15 K 26 Wild tip
16 E 39 Wild tip
17 E 36 Wild tip
18 K 20 Wild tip
19 E 43 Wild tip
20 E 46 Wild tip
21 E 64 Wild tip
22 B 63 Wild tip
23 K 31 Wild tip
24 K 27 Wild tip
25 E 29 Wild tip
26 K 52 Wild tip
27 E 22 Wild tip
28 E 47 Wild tip
29 E 43 Wild tip
30 K 54 Wild tip

Tablo 6: Kontrol grubumuzun 6zellikleri ve mutasyon analiz sonuglari

Cinsiyet |Birey Yas MI  gegirdigi | Mutasyonlu | Mutasyonlu birey
sayisl Ortalamast  |yas birey sayist orani
ortalamasi
Kadin 11 63.4 (40-73) |62.2(40-78) 1 %9,1
Erkek 19 58.6 (41-80) [56.7(40-79) |2 %10,5
Toplam |30 61(40-80) 59.45(40-79) |3 %10

Tablo 7: Hasta grubumuzun cinsiyete gére mutasyon oranlari
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Cinsiyet |Birey Yas Mutasyonlu birey | Mutasyonlu birey orani
sayisl Ortalamast saylsi

Kadin 13 34.1 (24-54) |1 % 1,7

Erkek 17 41.9 (22-64) |- -

Toplam |30 38 (22-64) 1 % 3,3

Tablo 8: Kontrol gurubumuzun 6zellikleri ve protrombin mutasyon oranlari

Birey Yas ortalamasi | Mutasyonlu Mutasyonlu
sayisi birey say1st birey orani
55 yas alt1 kadin 3 44 1 %33.3
55 yas ustii kadin 8 69 - -
55 yas alt1 erkek 10 48.2 1 %10
55 yas istii erkek 9 66.2 1 %I11,1
Toplam 30 59:5 3 %10

Tablo 9: MI ge¢irme yasina gére mutasyon oranlari

MI gegirmis Saglikli Kontrol
FII mutasyonu olan |3 1
normal (wild) 27 29
Tablo 10: MI gegirenler ve saglikli kontrol gruplarinda mutasyon oraninin istatistik
degerlendirmesi
XY=H07

p = 0.305 istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur.

MI gegirmis kadin | Saghkli Kadin

FII mutasyonu olan |1 10

normal (wild) I 12

Tablo 11: MI gegiren kadinlar ve kontrol grubunda yer alan saglikli kadinlarda goriilen
mutasyon oraninin istatistik degerlendirmesi

X2 =0.02

p = 0.717 istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur.
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MI gegirmis erkek | Saghkl erkek

FII mutasyonu olan |2

normal (wild) 17 17

Tablo 12: MI gegiren erkekler ve kontrol grubunda yer alan saglikli erkeklerde gériilen
mutasyon oraninin istatistik degerlendirmesi
p = 0,999 istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur.

normal (wild) FII mutasyonu olan
MI gegirmis 55 yas |10 2
alt1 hasta
55 yas alti Saghkli|25 1
kontrol

TABLO 13: MI gegiren hastalar ve kontrol grubunda, 55 yas ve altinda yer alanlarda, FII
mutasyonunun bulunma oranlarinin istatistiki olarak degerlendirmesi
p = 0,229 istatiksel olarak anlamsiz bulunmustur

normal (wild) FII mutasyonu olan
MI gegirmis 55 yas |17 1
ve listii hasta
55 yas ve lstii|4 0
Saglikli kontrol

TABLO 14: MI gegiren hastalar ve kontrol grubunda, 55 yas iistiinde yer alanlarda, FII
mutasyonunun bulunma oraninin istatistik degerlendirmesi
p = 0,818 istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur.

5. SONUC

Bizim ¢alismamiz Diizce’deki hem MI'li hemde normal kontrollerin protrombin
G20210A mutasyonu igin literatiirlere benzer sikhk gostermektedir. Mutasyon sikliginda
55 yas alti hasta grubunda kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamustir. Populasyon sikhigiin kesin olarak saptanabilmesi igin daha fazla kisiden

analiz yapilmalidir.
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6.TARTISMA:

Koroner arter hastah@ (KAH) tiim diinyada 6nemli mortalite ve morbidite
nedenlerinden biridir. KAH kalbin etrafini ¢evreleyerek kalp kasmi besleyen koroner
arterlerin tikamkligina veya daralmasina verilen addir. Nedeni koroner arterlerin
aterosklerozudur (damar sertligi).

Trombofilik ailelerin probandlarinda bu tek baz substitiisyonu %18, 6zel olarak
secilmemis ardarda gelen derin ven trombozlu hastalarda %6 ve saglikl kontrollerde %2
olarak bulunmustur. Rosendaal (1998) 11 merkez ve 9 iilkeden aldigi verilerde toplam
5527 hasta iizerinde degerlendirme yapmis ve 20210A mutasyonu igin 111 heterozigot
tasiyict bulunmus. Sonug olarak prevalans %2 olarak degerlendirilmistir. Bu Giiney
Avrupada yaklasik %3; Kuzeydekilerin (%1,7) yaklasik 2 kati yiiksek degerde bulunmus.
! Protrombin varyantlarimin Asya ve Afrika irklarinda ¢ok nadir oldugu goriilmektedir.

Donmez ve arkadaslart akut MI'li 96 hastada G20210A mutasyonunu %4.2
kontrol grubunda ise %2.6 olarak bildirmislerdir. Hasta grubunda oran daha yiiksek
olmakla birlikte fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustr. ”’

Reiner ve arkadaslari ani koroner olim goriilen 145 hastada protrombin
mutasyonunu 3 hastada (%2) kontrol grubunda ise %3 olarak bulmuslar ve ani koroner
sliimle iligkili bulmamislardir. '*

Protrombin gen mutasyonu siklikla kafkas toplumlarinda goriilmektedir. % 1-4
arasinda genel populasyonda heterozigot formda bulunur. '® Bu mutasyonun Hindistan,
kore, Afrika ve kuzey Amerika yerlilerinde sikhigi g¢ok azdir. Bununla birlikte
ispanyollarda bu oranin %6 oldugu rapor edilmistir. .

Giirvey (2001) 146 trombozlu hastamn 10 ‘nunda protrombin G20210 A
mutasyonu bulmus ve Tiirkiyedeki trombozlu hastalarda mutasyon sikligini %6.8 olarak
bildirmislerdir.®

Rosendaal (1997) kadinlarda bu mutasyonun miyokard infarktisii (MI) i¢in 4 kat
yiikselmis bir risk gosterdigini 7 . Daggen da (1998) erkeklerde bu mutasyonun
bulunmasinin M1 igin riski 1,5 kat arttirdigini belirlemistir. -

Duante- mangoni ve ark. MI gegirmis 66 hastayr Anjina Pektorisi (AP) olan ve
MI’y1 olmayan 106 hastayla karsilastirdiklarinda MI grubunda %]1.5, AP grubunda %0,9

olarak saptamislardir. Arada ki fark anlamli bulunmamustir. #
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Ranjith ve ark. giiney afrikalt MI gegirmis 45 yas altindaki hastalarda protrombin
muatasyonu bulamamuslardir. **

Rosendaal ve ark. MI gecirmis 79 kadinda 20210GA genotipini  %S5.1;
kontrollerde ise %1.6 olarak bulmuslardir ve sigara igmek gibi bir major kardiyovaskiiler
risk faktoriiyle birlikte oldugunda MI riskinin arttigim bildirmislerdir.”

Dagen ve ark.70 yas altinda Migeirmi erkek hastalardaG20210A genotipini %]1,8;
kontrollerde 1,2 olarak bulmus ve MI riskinin %50 arttirdigini hesaplamislardir. Eger
G20210A genotipiyle birlikte sigara i¢imi, hipertansiyon, diabetes mellitiis ve ya obezite
gibi major kardiyovaskiiler risk faktorlerinden biri daha varsa MI riskini 3 ila 6 kat
arttirdigini hesaplamislardir. ™

Cesitli ¢alismalarda kontrol gruplart karsilastirildiginda ;G20210A genotipinin
Almanya’da %0.,4 ** | italyada %1,6-3 **"** | ingilterede 1,2 > , Hollanda da 2,3 |
Fransa da 3,2* ve suudi arabistanda %1,7’® olarak saptandigi goriilmektedir. Bizim
galismamizda kontrol grubunda %3.3 saptanmis olup literatiirlerle uyumludur.

Burzotta ve ark.MI gegiren hastalarda protrombin mutasyonunu(PM) %6.5,
kontrollerde ise 2.4 bulmuslardir. Aile hikayesi olan hastalarda ise G20210A genotipi
%8.7 olarak hesaplanmustir. ? Bizim ¢alismamizda PM saptadigimiz hastalarn timii
sigara kullantyordu. Birinin ayrica hipertansiyon ve hiperkolesterolemisi vardi. Bu durum
Rosendaal’in bulgulariyla uyumludur. ™

Suudi Arabistanda Khaled ve ark. KAH olanlarda G20210A genotipnin %?2.1,
kontrol grubunda ise %1,7 olarak saptamuslardir farkin anlaml olmadigini bildirmislerdir.
78

Segev ve ark. 50 yas altinda kalp krizi gegiren hastalarda protrombin mutasyonunu
%10,6 oraninda bulmuslardir. 10

Bizim ¢alismamizda da MI gegiren grupta G20210A genotipi kontrol grubundan
yiiksek oranda bulunmustur. Bu durum literatiirlerde ki bilgilerle uyumludur. PM genotipi
ozellikle diger risk faktorleri ile birlikte oldugunda MI riskini arttirmaktadir.

Giintimiizde kalitasal trombofilinin oncelikli olarak diisiiniildiigii ve arastirildigt
hastalar ;

-40-45 yagindan once olusan ve nedeni aiklanamayan vendz tromboembolizm
ataklan olanlar,

-tekrarlayict, gezici ve masif tromboz 6ykiisii bulunanlar,

-Alisiimamis venoz bolgelerde (mezenterik serebral venler vs) tromboz gelisenler,
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-Ailesinde trombombolizm dykiisii saptananlar,

-Neonatal tromboz oykiiliiler,

-Warfarine bagl deri nekrozu 6ykiisii olanlardir.”®

Bizim calismamizda PM saptadigimiz hastalarin higbiri &nceden VTE atag
gegirmemisti. Oysa MI gibi ciddi mortalite ve morbiditesi olan son derece dnemli bir
saghk problemiyle karst karsiyaydilar. Riski arttiran mutasyonlarin taranmastyla; belki bu
hastalarin MI gegirmeden énce belirlenerek daha uygun tedavi ve takibi saglanabilirdi

Hasta grubumuzdaki mutasyon orani kontrol grubundan belirgin olarak fazla
olmakla birlikte hastalarda saptadigimiz mutasyonlarin heterozigot olmasma karsin
kontrol grubunda saptadigmmiz bir kisideki mutasyonun homozigot olmasi dikkat
cekicidir. Bu kisinin ailesinde tromboz hikayesi olmadigi gibi kendisi de 4 gebelik
gegirmesine ve sigara igmesine ragmen hig tromboz gegirmemisti. Bu durum penetrans
eksikligi olarak degerlendirilmistir. Kisiye artmis riski acisindan genetik danigma
verilmis, 1° akrabalarina mutasyon analizi yapilmasi ve koagiilasyon sistemiyle ilgili

baska bir ek patoloji olup olmadiginin (8r: faktor eksikligi) aragtirilmasi 6nerilmistir.
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7. OZET:

Tiim diinyada en énemli mortalite ve morbidite nedenlerinden biri koroner arter
hastaligidir. KAH gelisimi multifaktoryeldir ve  gesitli edinsel ve kalitsal risk
faktorlerinin bu hastalikta degisik mekanizmalarla etki ettigi bilinmektedir.

Protrombin pihtilasmanin kontroliinde temel bir rol oynamaktadir. Normalde
protrombin FXa ve FVa kompleksi varliginda trombine doniisiir. Trombine pihtilasmanin
gergeklesmesinde temel asamalardan olan fibrinojenin fibrine doniismesinde ihtiyag
vardir.

Mutasyonun protrombin geninin 3’ untransle bolgesinde; 20210 niikleotid
pozisyonunda G’nin A’ya substitiisyonu sonucu; artmis protrombin aktivitesi ve plazma
konsantrasyonu diizeyleriyle anlamli olarak iligkili oldugu ve bu durumun artmis
trombin miktarina neden oldugu bulunmus. Mutasyon bu etkisi nedeniyle artmis arterial
ve vendz tromboz riski ile iliskilidir.

Protrombin gen mutasyonu siklikla kafkas toplumlarinda goriilmektedir. % 1-4
arasinda genel populasyonda heterozigot formda bulunur. Bu mutasyonun Hindistan,
Kore, Afrika ve kuzey Amerika yerlilerinde sikligi ¢ok azdir. Bununla birlikte
ispanyollarda bu oranin %6 oldugu rapor edilmistir

Bizim  calismamizda otuz koroner arter hastasinda protrombin G20210A
mutasyonu igin ii¢ heterozigot bulundu (%10) ve kontrol grubunda otuz saglikli kisi
i¢inde bir homozigot kadin saptandi (%3). Hasta grubuyla kontrol grubu arasinda anlaml

bir fark saptanmadi.

Anahtar kelimeler: Koroner arter hastaligi, tromboz, miyokard infarktiisi,

protrombin G20210A
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8.SUMMARY:

All over the world the coronar artery disease (CAD) is the most important
mortality and morbidity factor. The development of CAD is multifactorial and it is known
that numbers of hereditary and acquired risk factors are involved this process with
different mechanisms.

Prothrombin plays a central role in blood coagulation. Normally prothrombin
cleaved by Xa-Va complex to form thrombin.Thrombin is reguired in order to convert
fibrinojen into fibrin, which is the primary goal of coagulation.

The mutation in the 3’ untranslated region of prothrombin gene (a G to A
substitution at nucleotide position 20210), has been found to lead to significantly
associated with clevated levels of prothrombin activity and prothrombin plasma
concentration and this leads to an increased amount of thrombin. From the cause of this
effect the mutation is associated with an increased risk for arterial and venous trombosis.

The prothrombin gene mutation is seen more commonly in the caucasion
population. About %1-2 of the general population is heterozygous for the prothrombin
gene mutation (PGM). PGM is relatively uncommon in native populations of India,
Korea, Africa and North America. In contrast; in Spain rates of %6 have been reported.

In our study three heterozygous,out of thirty patients with CAD of which were
found to have prothrombin G20210A mutation (%10). And in our control group there
was a homozigous woman out of thirty healty person (%3). There wasn’t a significant

difference between patient and control groups.

Key Words: coronary artery disease, thrombosis, Myocardial infarction,

prothrombin G20210A
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11-EKLER

11.1. FII Hasta Takip Formu

EK 1

Diizce Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dal
Protrombin G201210A Mutation (Faktor 11) Hasta Bilgi Formu

Hasta adi:
Refere eden klinik:

Adres:

Telefon:

Yasi:

Cinsiyeti:
Memleketi:
egitim durumu:
evli/bekar
sigara e/h

hiperkolesterolemi: e/h

diyabet: e/h

HT e/h.........

obezite e/h boy
MI gegirip gecirmedigi:

Kardiyovaskiiler hastalik:

isi:
¢ocuk say1st
alkol: e/h

kolesterol diizeyi.......

cm agirlik.......... kg  bmi:......
gecirdigi yas Ailede
baslangi¢ yast Ailede
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Cerrahi miidahale gegirip ge¢irmedigi:
Derin ven trombozu e/h gecirdigi yast ailede
Pulmoner embolizm e/h gecirdigi yast ailede

Serebral iskemik hastalik-inme

Behget; Lupus; Diger;

Oral kontraseptif kullanimi infertilite

Hamilelik Abortus 2. Trimestr kayb1 3. Trimestr kayb1
Precklampsi olit dogum: intrauterin gelisme geriligi:

Noral tiip defekti:

Aile agacu:

istatistik degerlendirmesi

11.2. Calisma Yapilirken cekilen Fotograflar:
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Fotograf 1: Laminar kabin

Fotograf 2: PCR
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Fotograf 3: Elektroforez gii¢ kaynag, elektroforez tanki, U.V. goriintiileyici

FrrrIrrry
FrYrIlills

Fotograf 4: Primer extention plate
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Homozigot protrombin
G20

Fotograf 5: Eliza plaginda mutasyon tayini
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