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KISALTMALAR

AFS: Antifosfolipid sendromu

B2 GPI : B2 glikoprotein I

AKLA: Antikardiyolipin antikorlar1
SLE: Sistemik lupus eritematozis
LA: Lupus antikoagulani

AFS: Antifosfolipid antikorlar1
EGF: Endotelyal biiylime faktorii
sP-selektin: ‘soluble’ P-selektin
PSGL-1: P-selektin glikoprotein ligand-1
TF: Doku Faktori

TNP: Tek niikleotit polimorfizmi
SVO: Serebrovaskiiler olay

AMI: Akut miyokart infarktiisii
DVT: Derin ven trombozu

PE: Pulmoner emboli

CI: Giiven aralig1

OR : Odds orant

ICAM-1: intraseliiler adezyon molekiilii-1
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A. GIRIS
A. 1. ANTIFOSFOLIPIiT SENDROMU

A. 1. 1. Tanim

Antifosfolipid Sendrom (AFS) edinilmis otoimmun bir trombofili formudur (1).
Onemli mortalite, morbidite sebebi olan trombotik olaylar ve gebelik kayiplar ile iliskilidir.
Yiizyll kadar once hastalik fark edilmeye baglansa da AFS ifadesi ilk kez 1987 yilinda
kullanilmistir (2). Arteriyel ve/ veya vendz trombozu olan ya da gebelik kayb1 olan hastalarda
bazi spesifik antikorlarin gosterilmesiyle AFS tanisinin konulabilir. Tablo-1 de goriilen Harris
kriterleri olarak adlandirilan klinik ve serolojik kriterler, 1990 yilindan itibaren tan1 koymada

klinisyenlere yardimci olmaya baslamistir (3).

Tablo-1: Harris Kriterleri*

Klinik Kriterler Serolojik Kriterler**
1) Vendz tromboz 1) Orta veya yiiksek pozitif anti-kardiolipin
2) Arteriyel tromboz IgG veya IgM antikorlarinin pozitifligi

2) Lupus antikoagiilan1 varlig
3) Tekrarlayan fetiis kaybi1

4) Trombositopeni

*AF'S tanmist i¢in en az bir klinik ve bir serolojik bulgu olmalidr.

** Serolojik testlerin en az li¢ ay arayla iki kez pozitif bulunmasi gerekir.

Klinik kriterler arasinda bahsi gegen trombozlar degisik biiylikliikkte pek ¢ok damari
ilgilendirebilir ve farkli kliniklerle ortaya ¢ikabilir (Tablo-2).

Bu genis klinik spektrumu ile birlikte AFS; hematoloji, romatoloji, immiinoloji,
obstetrik ve jinekoloji, ndroloji, kalp-damar cerrahisi, kardiyoloji, radyoloji ve molekiiler
biyoloji basta olmak iizere cesitli disiplinleri ilgilendirmekte ve 6zellik son yillarda sayilari
artan birgok arastirmaya konu olmaktadir. S6z konusu c¢aligmalarin 1sinda 1998°de
Japonya’nin Sapporo kentinde toplanan ‘8" International Symposium on Antiphospholipid

Antibodies’ adli sempozyumda, AFS siiflama kriterleri degistirilmistir (4).



Tablo-2: AFS’de klinik ozellikler

Sistem

Kardiovaskiiler

Arteriyel sistem
Venoz sistem

Norolojik

Obstetrik

Hematoloji

Dermatolojik

Oftalmolojik

Gastrointestinal

Endokrin

Pulmoner

Renal

Diger

Semptom ve Klinik Bulgular

AMI, angina pektoris, kalp kapak anomalileri, kalp kapaklarinda
vejetasyonlar, non bakterial trombotik (Libman Sacks) endokarditi,
ateroskleroz, periferik damar hastaligi, miyokardit, claudicatio
intermittens

Biiyiik, orta ve kii¢iik boyutlarda arterlerde trombozlar goriilebilir
Biiyiik, orta ve kiiciik boyutlarda venlerde trombozlar goriilebilir

Gegici iskemik atak, SVA, kore, konviilziyon, multi-infarkt demans,
transvers miyelit basta olmak tlizere spinal sendromlar, ensefalopati,
migren, Sneddon sendromu, pseudo-timor serebri, serebral vendz
tromboz, monondritis multipleks, amorozis fugaks

Gebelik kaybi, intrauterin biiylime-gelisme geriligi, HELLP sendromu,
oligohidroamnioz, preeklampsi-eklampsi, utero-plasental yetersizlik,
infertilite

Trombositopeni, otoimmiin hemolitik anemi, trombotik
trombositopenik purpura, hemolitik iiremik sendrom,

Reynaud fenomeni, livedo retikiilaris, yiizeyel tromboflebit, splinter
hemorajiler, bacak {ilserleri, ciltalti nodiiller, mavi parmak sendromu,
akrosiyanoz, cilt infarktlari

Retinal arter trombozu, retinal ven trombozu,

Budd-Chiari sendromu, hepatik infarkt, intestinal infarkt, iskemik kolit,
pankreatit, intestinal veno-okliizif hastalik, hepatik veno-okluzif
hastalik

Adrenal yetersizligi, testis infarktiisii, prostat infarktiisii, hipofiz
nekrozu ve yetersizligi

Pulmoner emboli, pulmoner hipertansiyon, pulmoner alveoler kanama,
sikintil1 solunum sendromu, fibrozan alveolit

Renal ven trombozu, renal arter trombozu, hipertansiyon, akut bébrek
yetersizligi, kronik bobrek yetersizligi, proteiniiri, hematiiri, nefrotik
sendrom

Psikoz, kognitif bozukluklar, kemik infarktlari, avaskiiler nekroz

Bu smiflamada trombotik komplikasyonlar ve ayrintili olarak belirlenen gebelik

komplikasyonlar1 klinik kriterler olarak ele alinip, laboratuar kriterleri ayn1 kalmigtir (Tablo-

3).



Tablo-3: 1998 Sapporo Kriterleri *

Klinik Kriterler

1) Tromboz: Herhangi bir doku veya organda arteriyel, ven6z veya kiigilk damar

trombozuna yol acan bir veya daha fazla klinik atak olmasi,

2) Gebelik morbiditesi:

a) Bir veya daha fazla sayida, 10. gestasyon haftas1 ve daha ileri donemde, morfolojik
olarak normal oldugu ultrason veya direkt muayene ile gosterilmis fetiis kaybi,

b) Agir preeklampsi, eklampsi veya plasental yetersizlik nedeniyle 34. gestasyon haftasi
veya daha ileri donemde, morfolojik anomalisi olmayan, bir veya daha fazla
prematiire dogum olmast,

¢) Ug veya daha fazla sayida 10. gestasyon haftasindan once aciklanmayan spontan
diisiiklerin olmasi (kromozom anomalisi, annede hormonal veya anatomik bir

patoloji saptanmamali)

Laboratuar Kriterleri

1) Orta veya yiiksek titrede antikardiolipin IgG veya IgM antikorlarinin
pozitifligi** Testlerin B2 glikoprotein I (32 GPI)’e bagimli standart ELISA yontemiyle

aragtirtlmasi gereklidir.

2) Lupus antikoagiilam pozitifligi** . ISTH kriterlerine gore:
a) Fosfolipide bagimli pihtilasma testlerinin (tarama testleri: aktive parsiyel
tromboplastin zamani, kaolin pihtilasma zamani, sulandirilmig Russell’s viper venom
zamani, sulandirilmig protrombin zamani, textarin zamani) uzamis olmasi
b) Tarama testinin, trombositten fakir normal plazma ile karisim yapildiginda
diizelmemesi,
c) Tarama testinin fosfolipid ekleme testi ile kisalmasi veya normallesmesi,
d) Baska koagiilopatilerin (6rnegin FVIII inhibitorii veya heparin kullanimi) dislanmasi

gereklidir.

*Tan1 i¢in en az bir klinik ve bir laboratuar kriter olmalidir,

**En az 6 hafta arayla, 2 veya daha fazla 6l¢iimde pozitif bulunmalar1 gereklidir.



Bu kriterlere gore, bir klinik ve bir laboratuar bulgusu olan hastalar ‘kesin AFS’ olarak
tanimlanmaktadir. Trombositopeni klinik kriterler olmaktan ¢ikarilmistir. Trombositopeni,
hemolitik anemi, gegici serebral iskemi, transvers miyelopati, livedo retikiilaris, kalp kapak
hastalig1, multipl skleroz-benzeri sendrom, kore ve migren klinigi destekleyici bulgular olarak
kabul edilmistir. Anti-B2 GPI antikorlari, antikardiyolipin antikorlart (AKLA) IgA antikorlari,
diisiik titrede AKLA IgG veya IgM antikorlart ve diger antifosfolipid antikorlar1 (anti-
protrombin antikorlari, anti-anneksin antikorlari, vb) laboratuar kriterlere dahil edilmemistir.
Bu siniflamaya gore sadece trombositopenisi olan AFA-pozitif olgular kesin AFS olarak

kabul edilmeyerek, ‘olas1 AFS’ hastalar1 olarak adlandirilmislardir.

Bu kritlerlerin yayimlanmasindan kisa bir siire sonra AFS iki farkli kategoriye
ayrilmistir. Eger sistemik lupus eritematozis (SLE) ya da baska bir sistemik otoimmun
hastaliga eslik ediyorsa sekonder AFS, boyle bir birliktelik yoksa primer AFS olarak
tanimlanmistir (5, 6). 1990 yillarin basinda baz1 AFS olgularinin kisa siire icerisinde oliimle
sonuclanan agresif hastalia sahip olduklar1 gériilmiistiir (7, 8). Onceleri ‘okluziv vaskiilopati’
(8) ve ‘dissemine vaskiilopati koagulopati’ (9) olarak ifade edilen bu klinik form ise

giiniimiizde ‘Katastrofik AFS olarak adlandirilmaktadir (7).

Tablo-4: AFS ile iliskili klinik durumlar

Kalp kapak anormallikleri: Kapaklarda hafif kalinlasmadan Libman-Sachs Endokarditine
kadar ¢esitlilikte bulgular

Inme ile birlikte olmayan nérolojik bulgular: Kore, duyu kaybi, bilissel fonksiyonlarin
azalmasi, transvers myelit, demiyelinizan hastalik benzeri multifokal iskemik alanlar

Livedo retikiilaris, deri tilserleri, deri nekrozlari

Otoimmun trombositopeni

Otoimmun hemolitik anemi

Sapporo kriterleri yayimlandiktan yedi yil sonra iki yilda bir Sidney, Avusturya’da
toplanan ‘Uluslar aras1 Anifosfolipid Antikor Sempozyumu’ Sapporo kriterlerinde bazi
degisiklikler yapilmistir (10). Anti B2 glikoprotein I antikorlar pozitifligi laboratuvar
kriterlerine eklenip laboratuvar testlerinin tekrari i¢in belirtilen 6 haftalik siire 12 haftaya

cikarilmistir. Primer AFS ile sekonder AFS’nin klinik ve laboratuvar 6zellikleri bakimindan



farklilik gostermedigine dair yapilan caligmalara dikkat cekilmistir (11). Sekonder AFS
tanimlamasi yerine AFS’nin iligkili oldugu hastalikla anilmasi tercih edilmistir (6r: SLE ile
iliskili AFS, romatoid artrit ile iligkili AFS).

Tiim bu calismalara ragmen AFS tanisinda halen giicliik olusturabilecek durumlar s6z
konusu olabilmektedir. Tromboz gosterilememis olsa da Tablo-4’te gosterilen bazi klinik
durumlarin AFS ile iliskili oldugu bilinmektedir. Diger bir sorun ise bagka klinik durumlarla
iliskili AFA pozitifligidir. AFA saptanabilen diger klinik durumlar Tablo-5’te 6zetlenmistir.
Sadece AFA pozitifligi olan olgularda tromboz riskinin belirlenmesi ve uygun tedavi se¢imi

ise halen tartisilan konulardir.

Tablo-5 AFA goriilebilen diger klinik durumlar

Infeksyonlar Hepatit C HTLV-1
HIV Malarya
Sifiliz

Ilaclar Fenotiazin Fenitoin
Prokainamid Kinidin
Propranolol a-interferon
Amoksisilin Hidralazin

Diger klinik durumlar | Non-Hodgkin Lenfoma Paraproteinemiler
Akut Miyeloid Losemi Karsinom

Orak Hiicreli Anemi

A. 1. 2. Antifosfolipid antikorlar: ve tromboz

AFA sadece fosfolipidleri degil ayn1 zamanda fosfolipidlere baglanan B2GPI ve
protrombin gibi plazma proteinlerini de hedef alan, organizmada immun-aracili degisik
mekanizmalarla tromboza sebep olan antikorlardir (11,12). AFA ilk defa sifiliz hastalarinda
gosterilmistir (13,14). Daha sonra LA ve AKLA tanimlanmistir (15-17). AKLA’nin
kardiolipine baglanabilmesi i¢in B2 GPI adl1 bir kofaktdrle baglanmasi gerektigi anlagilmistir.
B2 GPI'in dolagima giren negatif ytliklii molekiilleri nétralize eden ve bu sekilde pihtilagma
sisteminin gereksiz aktivasyonunu engelleyen bir madde oldugu one siiriilmektedir (18).

Fosfolipidler tek basina zayif immiinojen etkiye sahip oldugundan, 32 GPI’in kardiolipine
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baglanarak yeni bir antijenik yapi (neo-epitop) olusturdugu, bu sekilde fosfolipid yapinin
immiinojenitesini arttirdig1r ileri siiriilmiistiir (19). Baslangigta sadece antikardiolipin
antikorlarmin -2 GPI aktivitesine ihtiya¢ duydugu ileri siiriilse de, daha sonra bazi lupus
antikoagiilan1 aktivitesi gosteren antikorlarin B2 GPI’e bagimli olabildigi gdsterilmistir
(20,21). Bazi vakalarda ise LA etkisi yaratan antikorlarin kofaktor olarak protrombini
kullandig1 gosterilmistir (22,23). Daha sonra anti-protrombin antikorlar1 (24), ‘zwitterionik’
fosfolipidlere (6rnegin fosfatidil etanolamin) karsi antikorlar ve diger negatif yiiklii

fosfolipidlere kars1 olusmus antifosfolipid antikorlar1 tanimlanmigtir (25-27).

Tiim bu antikorlarin rol oynayabildigi tromboembolik stire¢ AFS’nin temel sorunudur.
Bu tromboembolik siireci olusturan mekanizmalardan bir tanesi AFA’nin endotel hiicrelerini
aktive etmesi ile ilgilidir. AFA’nin endotelden pro-adezif ve pro-inflamatuar maddelerin
salmmint  arttirdigt  (28-33), doku faktorii salmimini indiikledigi (34,35), apoptozu
indiikledigi (36), endotelin salimimii arttirdigi (37), anneksin V’in prokoagiilan etkisini
arttirdigr (38) gosterilmistir. Diger taraftan AFA’nin protein C ve S’i kofaktdr olarak
kullandig1 ve inhibe ettigi ( 39-42), edinsel APC direncine neden oldugu (43-45) anneksin V
catisint bozdugu (46), antitrombini inhibe ettigi (47,48) bildirilmistir. Trombositlerin
aktivasyonunu sagladigi ve agregasyonunu indiikledigi (49-54) gosterilmistir. AFA’nin
eikazonoid metabolizmasiyla etkilesmesi ile endotelden prostasiklin yapiminin azaldigi,
trombositlerden ise tromboksan A2 iiretiminin arttigi; bu sekilde tromboksan/prostasiklin
oraninin belirgin olarak arttig1 gosterilmistir (55-58). AFA’nin fibrinolitik mekanizmalari

bozduguna dair yayimlar mevcuttur (59).

Sekil-1: B2GPI ile okside LDL molekiilii arasindaki etkilesim.

serbest B2GPI Anti- B2GPI
J antikoru
Ara kompleks Stabil kompleksj .

l Flektrostatik

apoB etkilesim
\’_: pH7.4 \9,3@} pH?-“\J'J_

- (——

Okside lipit
ligand
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Son yillarda B2GPI'nin okside LDL’e baglandigi anlasilmistir (60). Insanlarda ve
deney hayvanlarinda aterosklerotik lezyonlarda okside LDL bulunmaktadir. Okside LDL,
bulundugu aterosklerotik plaga makrofaj ve T lenfositleri ¢ekerek inflamatuar sitokinlerin
salinmasina yol agmakta bu durumda endotel {izerinde sitotoksik etki gdstermektedir (60).
B2GPI, okside LDL’ e baglanarak kolesterol esterlerini stabillestirir (Sekil-1). Okside LDL ve
B2GPI kompleksi AFS hastalarinda anti B2GPI’nin hedef kompleksidir (61,62). Boylece
olusan antijen-antikor kompleksi makrofaj tarafindan fagosite edilir, bu fagositoz neticesinde
ortama sitotoksik maddeler salinir ve aterosklerotik plak yapist bozularak trombotik siire¢

baslar.

A. 1. 3. Epidemiyoloji

Geng erigkin saglikli denekler iizerinde yapilan ¢alismalar LA ve AKLA pozitifliginin
%1-5 civarinda oldugunu gostermektedir (63). Bu oran yas ilerledik¢e ve kronik hastalik
varliginda artmaktadir. SLE hastalarinda ise LA positifligi %15-30, AKLA pozitifligi ise
%86’a kadar ¢ikmaktadir (64). SLE hastalarinin %30’una AFS tanis1 konulmaktadir.

Gebe kadinlarda normal durumda gebeligin donemine gore degisen AFS antikor
pozitifligi goriilebilir (65). Normal bir gebelikte %1-6 oraninda LA (66), %2-7 oraninda
AKLA saptanabilmektedir (67). AFS hastalarinda tekrarlayan gebelik kaybina % 15 oraninda
rastlanilmaktadir (68).

A. 1. 4. AFS’ de Tedavi

AFS tanis1 konulan olgularda akut tombozlarin uygun antitrombotik tedavisinin yani
sira tromboz tekrarint 6nlemek de mortalite ve morbidite oranlarini azaltmaktadir. Eger AFA
pozitifligine eslik eden herhangi bir AFS bulgusu (disiik, preeklampsi, tromboz,
trombositopeni, livedo retikiilaris vb), bag dokusu hastalig1 yoksa veya kalp kapak bozuklugu
ve kognitif disfonksiyon gibi AFA ile iliskili olabilecek herhangi bir durum s6z konusu degil
ise tedavi onerilmemektedir (69,70). Ancak bazi arastirmacilar, bu bulgunun heniiz trombotik
bir atak ge¢irmemis hastanin erken farkedilmesi olarak yorumlayip cerrahi girisim, gebelik ve
puerperal donem gibi yiiksek risk durumlarinda tromboz profilaksisi onermektedir (71).
Profilakside hangi ajanin (antiagregan-antikoagiilan), ne dozda ve ne kadar siire kullanilmasi

gerektigi konusunda kontrollii bir calisma yoktur. Tesadiifen AFA-pozitif saptanan bir
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kadinda oral kontraseptif veya hormon replasman tedavisi yapilmasinda bir sakinca olup

olmadig da agik degildir.

Sekil-2: AFA saptanan hastalarda uygulanacak antitrombotik tedavi semasi

&F L saptanan hastalar®
ar Tronhoz wok
gykilsi
weniz trothoz arteryel trowhoz ’7 gebelik
| s
| ottt : Kasik heparin| [ oo T E‘é‘]
[serebrd | va da ditgitk rolekil b F
agrlikh heparin
l dncesinde gebelik kayha
epizod va da ilk epizod va da ik epizod vada wvarsa diigitk doz aspirin
pirinferarfarin aspirinfwarfarin almoyor | | aspininfearfarin alragyor ilaee et [F]
ullareeayor wa da INE. | | va da INE ethin ditzesrde| | 72 da INE ethn dizeyde
thin ditzesde degl degil degil

prartarin (1N 2-3) [A] | fwarfarin (INR. 1.8-2.4) ya|| warfarin (TNR 2-3) [C] kanut gield
uzun sie tedavi [B]  |da aspirin [4] uzn siire tedav [] [&] Kurvreth

uzun siire tedawd [B] (B] Orta

| [C] Zayf
wrarfarin alivakta iken warfarin v da warfarin almakta iken
tekrarlayan epizot aspirin almakta then tekrarlayan epizot
- tekratlayan epizot I
' |
seceneller [

ditgitk molekil afrhikh heparin

Elasik heparin

warfarin ile yritksek INE hedefi

warfarintantiplatelet ajan

* Gegici olarak AFA saptanan olgularda durum belirsizdir.

13



AFA-pozitif olup tromboz disinda AFS kriterlerini dolduran (tekrarlayan diistikleri
olan) veya SLE gibi bir bag dokusu hastaligi olan olgularda profilaksi gerektigi kabul
edilmekle beraber nasil yapilacagi tam olarak netlesmemistir. AFA-pozitif, gebelik kayb1 olan
kadinlarda gebelik sirasinda aspirin, diisiik molekiil agirliklt heparin, aspirin+diisiik molekiil
agirliklt heparin tedavisi onerilmektedir. Riskli donemler disina bu hastalarda tedavi konusu
tartismalidir. AFS’de AFA siirekli pozitif oldugu halde trombotik ataklarin epizodik olusu,
bazi hastalarda sadece tekrarlayan diisiikler veya trombositopeni ile seyretmesi, bazilarinda
agir arteriyel veya vendz tromboz ataklari olmasi, bazilarinda ise antikor pozitifligi yillarca
devam ettigi halde hicbir klinik bulguya neden olmamasi tromboz gelisimini etkileyen baska
edinsel ve kalitsal risk faktorlerinin oldugunu diisiindiirmektedir. Hastanin tasidigi tromboz
riskinin belirlenmesi, hangi dozda ne kadar siire antitrombotik tedavi uygulanacagi sorusunu
cevaplamada yardimcidir. Son yillarda AFS hastalarinda ya da AFA saptanan hastalarda
tromboz riskini degerlendirmeye yonelik bir ¢ok ¢alisma yapilmaktadir. Gen teknolojisindeki
ilerlemelerle birlikte hizlanan genetik risk faktorlerini belirlemeye yonelik ¢alismalar da 6nem
tasimaktadir (72). AFA saptanan hastalarda uygulanacak antitrombotik tedavi algoritmasi

Sekil-2’de gosterilmistir (73).

A. 2. P-SELEKTIN MOLEKULU

A.2.1. Tamim

Selektinler, 16kositlerin aktive olmus endotel hiicreleri ve aktif trombositler ile
temasinda Onemli rol oynayan yiizey adezyon molekiilleridir. E-selektin baslica endotel
hiicreleri tizerinde, L-selektin baslica 1okositlerde, P-selektin ise endotel hiicreleri ve
trombositler tizerinde eksprese edilmektedirler. Aktiflesen trombositler iizerinde antikorlarin
yardimiyla yaklasik 13.000 P-selektin molekiilii tespit edilebilir (74). P-selektin glikoprotein
yapidadir. NH,-terminal C-tipi lektin parcasi, endotelyal biiyiime faktorii (EGF) benzeri
parca, 9 tekrarli ‘Sushi’ pargasi, transmembran bolim ve intrasitoplazmik kuyruk
boliimiinden olusur (Sekil-3). P-selektin trombositlerin alfa graniillerinde ve endotel
hiicrelerinin Weibel Pallade cisimciklerinin i¢inde depolanir, aktivasyonu takiben membranda
eksprese edilir. insan ve fare plazmalarinda transmembran parcasi eksik yapida ‘soluble’
(¢oziilebilir) P-selektin (sP-selektin) saptanabilmektedir (75). P-selektin inflamasyon veya
travma sonrasinda aktiflenen endotel hiicrelerinde eksprese edildiginde, 16kositlerin endotel
lizerinde yuvarlanmasini, trombositler {izerinde eksprese edildiginde tromboz alanina

16kositlerin toplanmasini saglar (76). P-selektin glikoprotein ligand-1 (PSGL-1) P-selektinin
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noétrofil, monosit, lenfosit ve kiiclik miktarda trombositler {izerinde bulunan yiiksek afiniteli

reseptoridir (75).

o lektin
—— EGF benzen parga
sekid-3
D-zeleletin moleloilinin
> 9 tekrarh Sushd pargas sematile gérintimi

EKSTRASELLULER AL&N

SITOZOL

\[/ ~——- aktin flarmanlar
ankor proteinleri

A. 2. 2. P-Selektinin Trombozla iliskisi

Koagiilasyon sisteminin aktivasyonunda doku faktdrii 6nemli rol oynar. Yakin zamana
kadar kanda doku faktoriiniin olmadig1, ancak doku hasart ile ortaya ¢ikabildigi ve ekstrensek
pithtilasma sisteminin bu sekilde aktive oldugu disiiniilmistiir. Kanda doku faktoriiniin
bulundugu ancak 1990’larin sonunda gosterilebilmistir. Monosit ve lokositlerde doku
faktoriiniin mRNA’sinin bulunmas: ile inflamasyon ve koagiilasyon arasindaki iligki yeniden
yapilanmaya baglamistir. Daha 6nce hiicresel debris olarak yorumlanan mikrovezikiiller ile
ilgili yeni c¢aligmalar doku faktoriiniin kanda tasinmasinda monosit kaynakli
mikrovezikiillerin 6nemli rol oynadigin1 géstermistir. Bu ¢alismalarin sonucunda koagiilasyon
sisteminin aktivasyonu su sekilde aciklanmaktadir: Doku hasar1 olsun olmasin endotel
hiicreleri ve trombositler aktive oldugunda trombositlerin adezyonu ve agregasyonu ile primer
tikag olusturulmaktadir. Aktif trombositler ve endotel hiicrelerinin eksprese ettigi P-selektin;
monositler, notrofiller ve monosit kaynakli mikrovezikiillerde bulunan PSGL-1 reseptdriine
baglanmaktadir. Bu baglanma ile monosit ve monosit kaynakli mikroveziikiillerden doku

faktorii aciga cikmaktadir (Sekil-4).
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Bu yeni bilgiler trombozun gelisiminde P-selektin/ PSGL-1 iliskisinin 6nemini
arttirmaktadir. Olusan sinyaller tromboz ve inflamasyonda Onemli molekiillerin
ekspresyonunu baslatir. Baglanma sonrast meydana gelen sinyallerin doku faktorii
ekspresyonuna neden olmasi, in vivo koagiilasyon sisteminin aktivasyonuyla sonuclanir.
Trombositlerde p-integrinlerin aktivasyonu trombositlerin agregasyonunu gii¢lendirir.
Baglanma ayrica degisik inflamatuar mediatorlerin ekspresyonuna (monosit kemotaktik
protein MCP-1, interlokin-8, tiimor nekroz faktorii TNF-a), siiperoksid anyon radikallerin
olusmasina ve l6kositlerde aMf2 integrinlerin (MAC-1) aktivasyonuna neden olur; trombotik
ve inflamatuar yanit gii¢lenir. Hayvan tromboz modellerinde trombiis olusturacak endotel
hasar1 yapilip trombiis gelisimi mikroskop altinda incelenmektedir. Gerek P-selektin, gerekse
PSGL-1 monoklonal antikorlarla bloke edildiginde trombositlerin primer tikaci olusturdugu

ancak fibrin olugsmadig1 gosterilmistir (76-79).

Sekil-4*: Trombositler tizerindeki P-selektin molekiilii ile makrofaj {izerindeli PSLG-1’in

birlesmesi ile doku faktorii tastyan mikrovezikiillerin olusmasi. (TF: Doku faktorii)

Froglelain
trombosit

§ — &

TF

Foseleltin

PsaLs CDIS

TF T .

* Landes Bioscience 'den alinmistir
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P-selektinin hayvan modellerinde tromboz ile iliskisinin gosterilmesinin ardindan,
plazma sP-selektin diizeylerinin trombozlu hastalarda arttigi bulunmustur (80). Cesitli P-
selektin polimorfizmlerinin, P-selektin diizeyini etkileyerek ya da etkilemeden artan tromboz
riski ile iligkili oldugu gosterilmistir (81). SLE’li hastalar iizerinde yapilan g¢aligmalar
neticesinde  ise  P-selektin  polimorfizmlerinin’nin ~ SLE  etyopatogenezinde  rol
oynayabilecegini gostermistir (82). Simdiye kadar primer AFS hastalarinda P-selektin

polimorfizmlerinin siklig1 ve etkilerini arastiran bir ¢alisma yayimlanmamaistir.

A. 3. GENETIK POLIMORFiZM: GENEL BIiLGi

Bir insanin DNA’s1 yaklagsik 3 milyar niikleotitten olusur. Ancak, genomun sadece %
1.5” inin protein ve RNA’lan sifreler (Coding bdlge). Non-coding bolgelerde satellit DNA
dedigimiz ¢ok sayida tekrarlar bulunmaktadir. Kodlayan bolgelerdeki genlerden ¢ok sayida
proteinler olusarak (translasyon) hiicreleri ve bireyi meydana getirir. DNA {izerindeki genlerin
allelik varyantlar1 incelenirken tek niikleotit degisimlerine rastlanmistir. Bu nedenle
genomdaki bu tek niikleotit farkliliklarina tek niikleotit polimorfizmi (TNP) ad1 verilir. insan
genom projesinin devam etmekte olan alt projelerinden (Genom kanser atlasi, Encode projesi
vs) biride TNP’ lerin haritalanmasin1 amaglayan HAP-MAP projesidir. Su andaki bilgiyle
rastgele iki insanin DNA’sinda her 1000- 2000 niikleotidinden biri (A,T,G veya C) farklilik
gosterebilir. TNP’nin hastalik ile iliskisi Sekil-5’te sematize edilmistir.

Haplotip gruplar1 ise ayn1 kromozom {izerinde birbiri ile iligskili TNP gruplarini ifade
eder. Eger 0zel bir haplotip, hastalikli bireylerde sik sik karsimiza cikiyorsa, o haplotipe
yakin olan bir gen hastaliga neden oluyor olabilir. Kanser, kalp krizi, diyabet, depresyon ve
astim gibi hastaliklarin ortak yani ¢ok sayida genetik varyant ve cevresel faktdrden
etkilenmeleridir. Bir hipoteze gore, toplumda yaygin olan bir hastalifa yakalanma riski, o
toplumda daha sik goriilen genetik varyantlar tarafindan artirilmaktadir (83).

Herhangi bir hastaligin patogenezinde rol alan bir proteini kodlayan bolgeye yakin
DNA bolgelerinde, hastaligi tasimayan populasyona oranla anlamli derecede yliksek oranda
saptanabilecek polimorfizmlerin o hastalikla iligkili olabilecegi soylenebilir. Bu
polimorfizmler hastalig1i kolaylastirici olabilecegi gibi hastaliktan koruyucu nitelikte de
olabilir. Eger bir polimorfizm hasta gruba oranla saglik bireylerde daha sik goriiliiyorsa bu

polimorfizmin o hastaliktan koruyucu oldugu séylenebilecektir.
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Sekil-5: Tek niikleotit polimorfizminin bir sonraki kusaga aktarimi ve hastalik ile iligkisini
gosteren aile ornegi. Maternal kromozomda hastalik sebebi olan gen yaklasik %60 oranda
cocuklara aktarilmistir. Bu aktarim %75 oraninda isaretlenen TNP ile iligkilidir. Eger TNP

daha uzak bir lokusta yer almis olsaydi, hastalik geni ile birlikte aktarim olasilig1 azalacakt.

hastalia vol agan
defeletif gen

Tek kromozom
tzerinde TP /

maternal kfomozc:m T paternal kromozom

LI

hastalilc - + + - - + +

7 rocukta genetilc test sonucy

TWNE: Tel miikclectii polimariizmg

A.4. CALISMANIN AMACI

Primer AFS olgularinda tromboz hastalar ig¢in biiylik bir sorundur. Morbidite ve
mortalitenin artmasina sebep olmaktadir. Antikoagulan tedavinin kimlere ne zaman
uygulanacagina dogru karar verebilmek hayat kurtarici olacaktir. O halde primer AFS
hastalarinda tromboz i¢in risk faktorlerinin belirlenmesi 6nemlidir. Son yillarda trombozda
genetik risk faktorlerine yonelik ¢alismalarin sonuglart heyecan vericidir. Bu caligmada,

primer AFS hastalarinda, bilinen P-selektin polimorfizmlerinden S290N, c¢.1087G>A;
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D562N, ¢.1902G>A; T715P, ¢.2363A>C) polimorfizmleri arastirilacaktir. Bu polimorfizmler

ile primer AFS’de tromboz riski arasinda iligki bulmak amaglanmaktadir.

B. MATERYAL VE METOD

B.1. OLGULAR

Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan kabul edilen (2009/915- 03 sayili
toplant1) bu calismada hasta grubu Istanbul Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklar1 Ana Bilim Dal,
Hematoloji Bilim Dali tarafindan takip edilen olgular arasindan secilmistir. Olgulardan
calisma oncesi bilgilendirilmis onay almmustir. Calisma Istanbul Universitesi Arastirma Fonu
tarafindan tez projesi kapsaminda 3491 proje numarasi ile desteklenmistir

Hematoloji polikliniginde kayith 82 AFS hastas1 anamnez, fizik muayene ve laboratuvar
verileri ile taranmistir. Hastalardan 19°u sekonder AFS oldugundan, 11°i AFS tani kriterlerini
tam olarak karsilayamadigindan, 12’sinde ise tromboza egilim yaratan ek risk faktori
oldugundan (hiperlipidemi, hipertansiyon..vs) ¢alisma disinda birakilmistir. Sonug¢ olarak
Sapporo kriterlerine gore 40 primer AFS tanisi konmus ve arter ve/veya ven trombozu
gecirmis 24 olgu (trombozlu AFS grubu), en az 3 yillik takipte trombotik komplikasyon
geligtirmemis AFA-pozitif 16 olgu (tromboz gelismemis AFA-pozitif grup) ve herhangi bir
hastalik 6ykiisii olmayan normal saglikli bireyler dahil edilmistir.

Kesin primer AFS tanisi konan olgularda trombotik komplikasyonlar doppler
ultrasonografi, ventilasyon perfiizyon sintigrafisi, venografi, splenoportografi, manyetik
rezonans anjiografi, gz anjiografisi, koroner anjiografi, periferik anjiografi ile teyit
edilmistir. Lupus antikoagiilan1 aktive parsiyel tromboplastin zamani1 ve kaolin pihtilagma
zamani testleri kullanilarak taranmistir. Test sonucu normalden uzun bulunan olgularda
karisim testi yapilarak faktor eksikligi veya inhibitorii olmadigi gosterilmistir. Fosfolipidlere
bagimlilig1 gostermek amaciyla trombosit kaynakli fosfolipidler kullanilmis ve fosfolipid
eklendiginde testin diizeldigi gosterilmistir. AKLA Istanbul Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
ABD’da ELISA yontemiyle bakilmigtir. AKLA IgG ve IgM igin sirasiyla 40 GPL ve 40 MPL

tinitesi ve lizerindeki degerler pozitif kabul edilmistir.
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B.2. NORMAL SAGLIKLI BIREYLER

Bu gruba bilinen bir hastali1 ve tromboz egilimi yaratacak herhangi bir risk faktorii
olmayan, fizik muayeneleri normal 40 saglikli eriskin birey dahil edilmistir. Bu bireylerin

2471 kadin, 16’1 erkektir. Yas ortalamalar1 36 +6,5°dir.

B.3 METOD

Bu calismada olgu ve kontrol gruplarinda P-selektin polimorfizmleri calisilmistir.
Biitiin islemler Istanbul Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali- Hematoloji Bilim Dal1

laboratuarinda gercgeklestirilmistir.

B.3.1. P-Selektin Polimorfizminin Arastirilmasi

Bu tetkikler DNA izolasyonu yapilip, PCR ydntemi ile gergeklestirildi. Olgu ve
kontrol gruplarindan 2 ml EDTA’l1 vendz kan &rnekleri alinarak periferik kandan DNA
izolasyonu yapildi. DNA izolasyonu isleminde Roche Diagnostics- DNA izolasyon kiti
kullanildi. PCR islemi ‘MJ Research Thermal Cycler‘da gerceklestirildi. Uriinler ethidium
bromid igeren agaroz jelde yiiriitildi ve ultraviyole (UV) transilluminatorii iizerinde

goriintlilendi.

Daha onceki c¢alismalarda (93,97) tamimlanmis olan i¢ adet tek niikleotit
polimorfizmini (serin asparagine-S290N (c.1087G>A), aspartik asit asparagine-D562N
(c.1902G>A), treonin proline -T715P (c.2363A>C) gosterebilmek i¢in asagidaki allel spesifik

primer dizileri kullanildi:

1) 15 pmol 290N-R (5’- TAAATGAATTCAGTCCATGGTTCCTACAT-3"),
2) 5 pmol 290S-R (5’- CACAGTCCATGGTTCCTTGAC -3°)

3) 11 pmol 290common (5’-TGTGTGGCTTTTCTCCTTTC -3°)

4) 2 pmol 562D-R (5’-AATTGCCCTACCAGCTTAAAGCCG TAGTC-3"),
5)7 pmol 562N-R (5’-CTCCAGCTTAAAGCCGTTCTT-3"),

6)10.5 pmol 562common (5’-TGAATATATAAGTGAATGAACTTTGTG-3’),
7) 3.5 pmol 715P-R (5’-CCT GCT TGA TAG GTT GCC ACG GAA GG-3’)
8) 8 pmol 715T-R (5’-GCA GGT TGG CAC GGT TGT-3’)

9) 9 pmol 715common (5’-CTG TGA AAT GCT CAG AAC TAC ATG-3’)
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Polimorfizm genotipleri S290N i¢in; SS, SN (heterozigot varyasyon) ve NN
(homozigot varyasyon), D562N i¢in; DD, DN (heterozigot varyasyon) ve NN (homozigot
varyasyon), T715P i¢in; TT, TP (heterozigot varyasyon) ve PP (homozigot varyasyon) olarak
belirlendi.

B.3.1.a PCR kosullar1 (25 pl ’lik reaksiyon i¢in):

Steril su 17.5 pl, 10x PCR, buffer 2.5 ul, 25 mM MgCl 0.5 ul, 20 nM dNTP mix 1 pl,
primer—reverse 1 pl, primer-forward 1 pl, tag DNA polymerase 0.5 ul (2.5 U), DNA 2 pul.

Bu karigim vortekslendi ve thermal cycler’a kondu. Thermal cycler’da 95 °C’da 45 saniye, 52
°C’da 1 dakika, 72 °C’da 1 dakika olmak {izere toplam 38 siklus hazirlandi. PCR {irtinleri
%2.5’luk agarozda yiiriitiildii. Uygun DNA isaretleyicisi kullanilarak alleler tanimlandi.

B.3.2. istatistiksel Analiz

Trombozlu AFS grubu, trombotik komplikasyonu olmayan AFA pozitif olgular ve
normal saglikli bireylerde elde edilen sonuglar SPSS istatistik programi1 (Prentice Hall, Upper
Saddle River, New Jersey) ‘na yiiklendi. Oranlar ki-kare testi ile karsilastirildi. %95 Giiven
araligr (Confidence Interval-CI), Odds orani (Odds Ratio-OR) ve p degeri belirlendi.
Parametrik verilerin iki grup arasindaki farkliliklart ise student t testi ile degerlendirildi. p

degeri <0.05 olan sonuglar anlamli kabul edildi.

C.SONUCLAR

C.1.OLGULAR

C.1.1 Trombozlu AFS grubu:

Bu grupta AFS kriterlerini dolduran AFS ile iliskili bagka bir hastalig1 olmayan 17
kadin 7 erkek yas ortalamalar1 39,5+10,3 olan 24 olgu bulunmaktadir. Olgularin klinik ve
laboratuvar verileri Tablo-6 da 6zetlenmistir.

Olgularin 2’sinde hem arter hem de ven trombozu, 13’iinde sadece arter trombozu,
9’unde sadece ven trombozu mevcuttur. Arter trombozlu olgularda ilk sirada serebrovaskiiler

olay (SVO, serebral arteriyel tromboz) yer almaktadir (9 olgu), 2 olguda akut miyokart
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infarktiisii (AMI), 1 olguda mezenter arter trombozu, 1 olguda dijital arter trombozu, 1 olguda
1 retinal arter trombozu, 1 olguda renal arter trombozu saptanmistir. Vendz trombozlu
hastalarin 2’inde derin ven trombozu (DVT)+ pulmoner emboli (PE), 8’inda DVT, 1’inde
retinal ven trombozu, 1’inde serebral sinilis trombozu, 1 olguda hepatik ven trombozu
saptanmistir.

Trombozlu toplam 24 olgunun 9’unde diisiik ve 6lii dogum olmak tlizere gebelik kayb1
mevcuttur.

Trombozlu 24 olgunun 9’unda trombositopeni mevcuttur. U¢ olguda agir

trombositopeni (50.000/mm’

altinda), 2 olguda orta derecede trombositopeni (51.000-
100.000/mm”), 4 olguda hafif trombositopeni (101.000/mm’ {izerinde) saptanmustir.
LA pozitiflik oram1 % 54 ; AKLA pozitiflik oram1 % 92 olarak bulunmustur. AKLA

IgG olgularin % 79’sinda, AKLA IgM % 54’sinde pozitif sonuglanmaistir.

C.1.2. Tromboz gelismemis AFA-pozitif olgular:

Bu grupta 2 ay arayla en az 2 6l¢iimde AFA pozitif bulunan, en az 3 yillik takipte
herhangi bir trombotik komplikasyon gelistirmemis 16 olgu yer almaktadir. Bu grubu
olusturan olgularin timi kesin AFS kriterlerini doldurmaktadir. Olgularda AFA pozitifligine
sebep olabilecek baska herhangi bir klinik durum (SLE ya da diger romatolojik hastaliklar,
infeksiyonlar, ila¢ kullanimi ...vs) saptanmamistir. Bu olgularda en az 2 kez AFA-pozitifligi
gosterilmistir. Olgularin biiytik bir kismu diisiik nedeniyle incelenen hastalardan olustugundan
bu grupta kadin hakimiyeti belirgindir: kadin erkek orani 15/1°dir. Ortalama yas 39,2+8,2
olarak bulunmustur (Tablo 6).

Trombozu olmayan grupta toplam 12 olguda gebelik kayb1 saptanmustir.

Trombozu olmayan 16 olgunun 4’{inde trombositopeni mevcuttur. 1ki olguda orta
derecede trombositopeni, iki olguda hafif trombositopeni, bir olguda ise agir trombositopeni
saptanmistir.

LA pozitiflik orant % 75; AKLA pozitiflik orant %. 92 olarak bulunmustur. AKLA
IgG olgularin % 75’inde, AKLA IgM % 57’sinde pozitif sonuclanmustir.

Gebelik kaybi trombozu olmayan AFA pozitif olgularda anlamli olarak yiiksektir
(p:0,003). Ancak bu durum trombozu olmayan AFA olgularmin genellikler gebelik kaybi
nedeniyle yapilan tetkikleri sonucunda tani konulmasina baglidir. Trombozlu grupta AKLA
IgG ortalama 49,1, IgM 21,7 bulunmustur. Trombozu olmayan grupta ise AKLA Ig G 52,6,
IgM ise 29,7 dir. AKLA IgG ve Ig M diizeyleri gruplar arasinda farklilik gostermezken (p
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degeri sirastyla 0,80 ve 0,24) LA pozitifligi tromboz gelismemis grupta daha yliksek
orandadir (p: 0,05).

Tablo-6 Trombozlu AFS grubu ve AFA-pozitif tromboz gelismemis olgularin klinik ve

laboratuar bulgular1

Trombozlu AFS grubu | Tromboz gelismemis | Toplam | P degeri
AFA-pozitif olgular
Olgu sayisi 24 16 40 -
Ortalama yas 39,5+10,3 39,2+48,2 39,449,5 0,82
Kadin/erkek 17/7 (%71) 15/1 (%93) 32 (%80) 0,08
Gebelik kaybi 9 (%37) 12 (%75) 21 (%52) | 0,003*
Trombositopeni 9 (%39) 5(%31) 14 (%35) 0,43
Hafif 4 (%16) 2 (%13) 6 (%15) 0,35
Orta 2 (%8) 2 (%13) 4 (%10) 0,23
Agir 3 (%12) 1(%6) 3 (%7) 0,43
LA pozitifligi 13 (%54) 12 (%75) 26 (%65) | 0,05*
AKLA pozitifligi 22 (%92) 14 (%88) 36 (%92) 0,36
AKLA IgG 19 (%79) 11 (%69) 30 (%75) 0,26
AKLA IgM 13 (%54) 10 (%63) 23 (%57) 0,48
* istatistiksel olarak anlamli p degeri

C.2. P-SELEKTIN POLIMORFiZMi SONUCLARI

P selektin geni S290N, D562N ve T715P polimorfizmlerinin trombozlu ve trombozu

olmayan AFS gruplari ile kontrol grubu arasindaki dagilimi1 Tablo-7" de goriilmektedir.

Hasta grubunda S290N polimorfizminin en sik rastlanilan genotipi SS’dir (%52). Bu
oran istatistiksel olarak kontrol grubundan farkli degildir (p: 0,24). NN genotipine ise hasta

grubunda rastlanmamustir.
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Tablo-7: Trombozlu AFS grubu ve AFA pozitif tromboz gelismemis olgularin ve kontrol

grubunun S290N, D562N ve T715P polimorfizmleri.

TNP Rs numaras1 | Genotip | AFS Trombozlu | Trombozsuz | Kontrol
n: 40 AFS n:24 | AFSn: 16 n: 40
S290N | rs6131 (G>A) | SS 21 (%52) | 15 (%62) 6 (%38) 25 (%63)
SN 19 (%48) | 9 (%38) 10 (%62) | 13 (%32)
NN Yok Yok Yok 2 (%5)
D562N | 156127 (G>A) | DD 6 (%15) 2 (%8) 4 (%25) 8 (%20)
DN 30 (%75) | 21 (%88) 9 (%56) 17 (%42)
NN 4 (%10) 1 (%4) 3 (%19) 15 (%38)
T715P | 156136 (A>C) | TT 31 (%77) | 18 (%75) 13 (%81) | 32 (%80)
TP 7 (%]18) 5 (%21) 2 (%13) 8 (%20)
PP 2 (%3) 1 (%4) 1 (%6) Yok
TNP: Tek niikleotit polimorfizmi, OR: Odds orani, CI: Giiven araligi

S290N-SS, D562N-DN, T715-TT ve TP genotipleri trombozlu AFS grubunda
trombozsuz AFS grubuna gore daha sik goriilmektedir. Bu sikliklardan istatiksel olarak
anlamli olan sadece D562N-DN genotipidir (p:0,03). D562N-NN genotipi kontrol grubunda
hasta grubuna oranla anlamli olarak yiiksek oranda iken, D562N-DN genotipi hasta grubunda
daha yiiksek orandadir (sirasiyla p:0,004 ve p:0,003). D562N-NN genotipi trombozsuz AFS
ve kontrol grubunda benzer sikliktadir ve bu genotipin trombozlu AFS grubundaki siklig
kontrol grubundakinden anlamli Slgiide diisiiktiir (sirasiyla p:0,21 ve p:0,003). Hasta ve
kontrol grubu arasinda S290N ve T715P polimorfizm sikliklar1 farkli degildir. Tablo-8 de
gruplar arasi hesaplanan tim p, OR ve CI degerleri, Sekil-6’da ise D562N-DN ve NN

genotipinin siklig1 gorilmektedir.
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Tablo-8: AFS hastalar1 (A grubu), Trombozlu AFS hastalar1 (B grubu), Trombozsuz AFS

hastalar1 (C grubu) ile kontrol grubu (D grubu) arasinda S290N, D562N ve T715P

polimorfizmlerinin farki.

TNP A ve D grubu | B ve D grubu | C ve D grubu | B ve C grubu
S290N | SS; p degeri 0,24 0,60 0,13 0,11
OR 0,6 1,0 2,7 2,7
CI 0,2-1,6 0,3-2,8 0,8-9,2 0,7-10,2
SN; p degeri 0,12 0,78 0,07 0,11
OR 1,8 0,8 0,2 0,3
CI 0,7-4,6 0,2-2,3 0,09-0,9 0,09-1,3
NN; p degeri 0,24 0,38 0,50 -
D562N | DD; p degeri 0,38 0,29 0,72 0,16
OR 0,7 2,7 0,75 0,2
CI 0,2-2,2 0,5-14,2 0,19-2,9 0,04-1,7
DN; p degeri 0,003* 0,001* 0,38 0,03*
OR 4,0 0,1 0,5 5,4
CI 1,5-10,5 0,02-0,4 1,1-1,8 1,1-25,9
NN; p degeri 0,004* 0,003* 0,21 0,16
OR 0,1 13,8 2,6 0,1
CI 0,05-0,6 1,6-112,9 0,6-10,6 0,01-2,0
T715P | TT; p degeri 0,50 0,75 0,61 0,47
OR 0,8 1,3 0,9 0,6
CI 0,2-2,5 0,3-4,4 0,2-4,03 0,1-3,2
TP; p degeri 0,50 0,58 0,70 0,40
OR 0,8 0,9 1,7 1,8
CI 0,2-2,6 0,2-3,3 0,3-9,3 0,3-10,9
PP; p degeri 0,24 0,37 0,28 0,64
OR - - - 0,6
CI - - - 0,03-11,2

TNP: Tek niikleotit polimorfizmi, OR: Odds orani,

CI: Giiven aralhigi* Istatistiksel olarak anlamlidir.
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Sekil-6: Trombozlu AFS, trombozsuz AFS ve kontrol gruplarinda D562N-DN ve NN genotip
sikliklar1 goriilmektedir. Trombozlu AFS grubunda kontrol grubuna kiyasla D562N-DN
genotipi anlamli olarak yiiksek siklikta (p:0,001 ), NN genotipi ise diisiik sikliktadir (p:0,003)

% (siklik)

100 -
90 -
80 -
70 1

60 1 O Trombozlu AFS

50 - B Trombozsuz AFS
O Kontrol

40

30 -
20 -
10 A

0 L 1
D562N-DN genotipi D562N-NN genotipi

Polimorfizm siklikliklar1 ile LA ve AKLA pozitifligi arasinda anlamli 6l¢iide herhangi
bir iliski bulunanmamuistir. Benzer sekilde, trombositopeni ya da gebelik kayb1 goriilme siklig

ile herhangi bir polimorfizm arasinda iliski yoktur.

D. TARTISMA

Endotel ve trombositlerde bulunan P-selektin molekiilli, inflamasyon sirasinda bu
hiicrelerin aktiflesmesiyle memran ylizeyine yerlesir. Bir bolimii ise ‘soluble’ halde plazmaya
dagilir. Bir yandan infalamasyonda rol oynarlarken diger yandan da tromboz gelisimini

saglayan bir dizi molekiiler olayin igerisinde rol alirlar. P-selektinle ilgili edinilen tiim
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bilgiler, trombozla seyreden hastaliklarda P-selektinin 6nemine dair merak uyandirmistir.
Literatiirde vendz tromboembolizm ge¢irmis olgularda, plazma sP-selektin diizeylerinin
yiiksek oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur (80,85,86). Rectenwald ve arkadaslar1 akut
DVT’li olgularda plazma sP-selektin diizeylerinin prediktif oldugunu gostermektedir (86).

Tromboz gelisimi multifaktoryel bir siirectir. Bu nedenle sP-selektin diizeylerinin
artisinin tromboza sebep olabilecek bagka bir faktore bagli olabilecegi akla gelebilir. Blann ve
arkadaslarinin yaptig1 bir calismada plazma sP-selektin diizeylerinin sigara iciciligi ile zayif
iligki gosterdigi belirtilmistir (87). Subramaniam ve arkadaslarinin yaptigr ¢alismada P-
selektin eksikligi olan farelerde kanama zamaninin uzadig1 ve hemostaz bozukluklart oldugu
goriilmustir (88). Baska bir calismada hemofili A’lh farelerde P-selektin immunglobulini
injeksiyonunun hemostazi iyilestirdigi saptanmistir (89). Bu calismalarla edinilen bilgiler, P-
selektin molekiiliiniin yapist ya da fonksiyonundaki anormalliklerin, diger etkenlerden
bagimsiz olarak tromboz sebebi olabilecegini desteklemektedir. Vendz tromboembolisi olan
olgularda P-selektinin inhibisyonunun tromboz riskini azalttig1 bildirilmistir (90). Ilerki
yillarda tromboz tedavisinde P-selektinin aktivitesinin azaltilmasinin hedef olabilecegi

diistiniilmektedir.

Statin kullanan hastalarda yapilan birka¢ calismada P-selektin diizeylerinin 6nemli
Olciide distiigli bulunmustur (91,92). Ay ve arkadaslarimin yaptiklart calismada oral

antikoagulan kullaniminin sP-selektin diizeylerini degistirmedigi belirtilmektedir (80).

P-selektin’den yoksun (P-selektin-deficient) farelerde AFA’nin endoteli aktive
edemedigi ve bu farelerde AFA ile iligkili tromboz gelisiminin belirgin dl¢iide azaldig ileri
striilmiistiir (44). Gerek P-selektin, gerekse onun yiiksek afiniteli reseptorii PSGL-1’in
hayvan modellerinde tromboz gelisiminde 6nemli rolii oldugu ispatlanmistir. AFS olgularinda
sP-selektin diizeyinde artis olmadigini belirten bir calisma (93) olmasina ragmen SLE ve
primer AFS olgularinda yapilan diger calismalar, plazma sP-selektin diizeylerinin kontrol
gruplarina gore anlamli derecede artmis oldugunu gostermektedir (94-97). Nakatani ve
arkadaglar1 lupuslu fare modellerinin glomeruler lezyonlarinda sP-selektin ekspresyonunun
arttigin1 gostermistir (94). Joanne ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada SLE ve primer AFS
olgularinda sP-selektin diizeyi kontrol grubundan yiiksek bulunmustur (95). Bu ¢alismada
primer AFS olgularinin ortalama sP-selektin diizeyleri, SLE hastalarinin ortalama degerinden
anlamli olarak yiiksektir. S6z konusu calismalarda akut trombozlu hastalar ¢alismaya

almmamistir. Zira trombozun kendisi sP-selektin diizeylerini yiikseltebilir. AFS hastalarinin
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tromboz hikayeleri ya da gebelik kayiplar ile plazma sP-selektin diizeyi arasindaki iligki ise

simdiye kadar net bir bigimde ortaya konabilmis degildir.

Tromboz gelisiminde kalitsal risk faktorlerinin edinsel risk faktorleri ile birlestiginde
tromboz gelisme riskini anlamli olarak arttirdigi bilinmektedir. Kalitsal risk faktorlerinin
belirlenmesi, AFA pozitifligi olan tromboz ya da gebelik kayb1 ge¢irmemis ancak AFA ile
iligkilendirilen semptom ve bulgulart olan olgularda, (6rnegin trombositopeni, livedo
retikiilaris, kognitif disfonksiyon gibi) 6zellikle tromboz agisindan riskli durumlarda (gebelik,
puerperal donem, cerrahi girisim gibi) ya da rutin takipte proflaktik antikoagulan tedaviye
karar vermek ic¢in yonlendirici olabilir. Trombotik atak gec¢irmemis kadin olgularda AFA-
pozitif saptandiginda oral kontraseptif veya hormon replasman tedavisi yapilmasi konusu
tartismalidir (98). Kalitsal risk faktorlerini belirleyebilmek bu durumda da dogru kararin

verilmesinde yardimci olabilir.

Bu gerekgeler ile birlikte AFS olgularinda kalitsal risk faktorlerinin belirlenebilmesine
yonelik c¢aligmalar son zamanlarda hiz kazanmistir. Hirose ve arkadaslari B2 GPI geniyle
iligkili V247V polimorfizminin AFS li hastalarda sik oldugunu gostermistir (99). Protein C,
Protein S, protrombin de P2 GPI gibi fosfolipidleri baglayan plazma proteinleridir.
Protrombin 20210A mutasyonunun trombozu olan AFS olgular1 ile trombozu olmayan AFS
olgular1 arasinda farkli olmadigin1 gosteren caligmalar mevcuttur (100-102). Toplumda en sik
rastlanan genetik trombofili sebebi FV Leiden mutasyonunun AFSIli olgularda tromboz riskini
arttirdig1 gosterilmistir (102-104). Diz-Kiigiikkaya ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada (102)
AFS olgularinda Protein C, Protein S, Antirombin III seviyelerinin, protombin 20210A
mutasyonunun tromboz riski ile iliskili olmadig1 gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada FV Leiden

mutasyonu ile tromboz riski arasinda iligski bulunmustur.

PSGL-1 polimorfizminin trombozla iligkisini arastiran ¢alismalar mevcuttur (105-107)
Lazona ve arkadaslart PSGL-1 uzunluk polimorfizmi ile serebral tromboz riski arasinda iliski
oldugunu gostermistir (105). Roldan ve arkadaslari da kisa allellerin koroner trombozdan
koruyucu oldugunu gostermistir (106). Diz-Kiiclikkaya ve arkadaglarinin yaptigr bir
calismada ise ilk defa AFS’li olgularda PSGL-1 polimorfizmi ile tromboz riski arasinda iliski
gosterilmigtir (107).

PSGL-1 polimorfizmi ile tromboz riski arasindaki bu iliskiye benzer bir iligkinin P-
selektin polimorfizmi ile tromboz riski arasinda bulunabilecegi diisiiniilerek birka¢ calisma

yapilmistir. Yukarida bahsi gecen sP-selektin diizeyleri ile tromboz riski arasindaki iliski de
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bu hipotezi desteklemektedir. Chaim ve arkadaslar1 ise SLE’li ¢ocuklarda saptadiklart N673S
P-selektin polimorfizminin SLE patogenezi ile iliskili oldugunu diistinmektedir (82). Eriskin
hastalarda ise ilk kez 2009 Nisan ayinda Morris ve arkadaslar1 P-selektin geni
varyasyonlarinin  SLE  patogenezi ile iliskili  olabilecegini  gostermistir  (108).

Calismamizda  arastirdirdigimiz = ¢.1087G>A, ¢.1902G>A ve ¢.2363A>C
polimorfizmleri P-selektin geninde sirasiyla S290N, D562N ve T715P varyasyonlarina sebep
olmaktadir. Bu varyasyonlar P-selektin geninin tekrarlanan parcasini kodlayan genetik bolge
icerisindedir ve P-selektinin PSGL-1 ile baglanmasinda etkili olabilecegi diistintilmektedir
(109,110). iskemik kalp hastalift ve serebrovaskiiler olay gegiren hastalarda bu iic
polimorfizmin birlikte sP-selektin diizeylerini etkileyerek arteryel tromboz riski ile iligkili
oldugu gosterilmistir (111-114). Ay ve arkadaslar1 Avusturya’dan beyaz irkin vendz
tromboemoli geciren hastalarinda, sP-selektin diizeylerinin kontrol grubuna oranla yiiksek
oldugunu gostermenin yanisira P-selektin pro715 varyantinin diisiik plazma sP-selektin
diizeyi ile iliskili oldugunu bildirmislerdir (80). Ay ve arkadaslar1 ayn1 bolgeden yaptiklari bir
diger ¢aligmada, tekrarlayan DVT ve PE geciren hastalarda ayri ayr1 S290N, D562N ve
T715P polimorfizmi ile tromboz riski arasinda iliski gosterememis olmakla birlikte, bu ii¢
polimorfizmi ilgilendiren bazi P-selektin haplotiplerinin, yliksek plazma sP-selektin diizeyleri

ile iligkili oldugunu gostermistir (81).

Biz ise caligmamizda yukarida anlatilan, daha Once baska sebeplere bagl
tromboemboli geciren hastalarda yapilmis olan g¢aligmalardan farkli olarak, primer AFS
hastalarinda D562N polimorfizminin DN genotipinin hasta grubunda daha sik oldugunu
gosterdik. Hasta grubuna bakildiginda, ayni genotipe trombozlu AFS olgularinda, trombozsuz
AFS olgularmma gore daha sik rastlanilmaktadir. O halde D562N-DN genotipi AFS
hastaliginda tromboz gelisimde bir risk faktorii olabilir. Bir diger 6nemli bulgu D562N-NN
genotipi ile ilgilidir. Bu genotip kontrol grubunda hasta grubuna oranla daha az sikliktadir.
Hasta grubu icerisine bakildiginda, trombozsuz AFS olgularinda, bu genotip sikliginin kontrol
grubu degerlerine yakin oldugu, trombozlu AFS olgularinda ise daha az oranda bulundugu
gosterilmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak DS562N-NN genotipinin AFS hastalarinda

trombozdan koruyucu oldugu sdylenebilir.

Calismamizda S290N ve T715P polimorfizmlerinin siklig1 ise hasta grubunda kontrol
grubuna oranla farkli degildir. Bu sonug¢ bagka nedenlerden tromboemboli ge¢irmis hastalarla

yapilan 6nceki ¢alismalarin sonuglar ile paraleldir (80,81,111-114).
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Kontrol grubumuzun rastlantisalligini degerlendirmek i¢in S290N, D562N ve T715P
polimorfizmlerinin beyaz irkta arastirildigr diger ¢alismalardaki kontrol grubu verileri ile
kiyaslamali degerlendirme yapilmistir. Kontrol grubu sonuglarimizin benzer olmasi, elde
ettigimiz sonucun tesadiifle aciklanamayacagini desteklemektedir. Tablo-9’ da bizim kontrol
grubumuz ile Ay ve arkadaglarinin 129 kontrol iizerinde ¢alismanin (81) sonuglarindaki

benzerlik goriilmektedir.

Tablo-9: Calismamizin kontrol grubu ile Ay ve arkadaslarinin (81) kontrol grubunda S290N,
D562N ve T715P polimorfizm sikliklar

S290N D5S62N T715P

SS |[SN |[NN|DD [DN |[NN |TT | TP |PP

Kontrol grubumuz-n:40 %63 | %32 | %2 | %20 | %42 | %38 | %80 | %20 | 0

Ay ve ark’nin kontrol grubu-n:129 | %72 | %25 | %3 | %27 | %44 | %28 | %78 | %23 | 0

Diger taraftan c¢aligmamiza sadece 40 hasta alinabilmis olmasi sonuglarimizin
anlamlilik giiclinii azaltmaktadir. Her ne kadar primer AFS’nin toplumda goriilme siklig1 az
oldugundan istatistiksel olarak kullanilan formiillerde hasta sayisinin 40 olmasi yeterli gibi
goziikse de polimorfizmlerin arastirildigi bir ¢alismada saymin daha fazla olmasi arzu
edilebilir. AFS tanisiyla polikliniklerimizde izlenen hastalar tarandiginda primer AFS
kriterlerini dolduran ve baska bir trombofili risk faktorii tasimayan hasta sayis1 azalmaktadir.
Bunun yaninda trombozu olmayan AFS hastalar1 son derecede nadirdir. Dolayisiyla hastalikli

kontrol grubunu olusturmak daha zor olmaktadir.

Sonu¢ olarak ¢alismamizda, primer AFS’li olgularda D562N P-selektin
polimorfizmlerinin tromboz riski ile iliskili oldugu gosterilmistir. DS62N-DN genotipinin
tromboz riskini arttirdigi, DS62N-NN genotipinin ise tromboz riskini azalttig1 belirlenmistir.
Gen teknolojisindeki ilerlemeler ile AFS olgularinda genetik tomboz risklerinin
belirlenmesinde daha fazla yol katedilecegini diisiinmekteyiz. Primer AFS hastalarinda ilk

defa P-selektin polimorfizmi ile tromboz riski arasinda iligki oldugunu gosteren ¢alismamiz,
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bu yolda yapilacak yeni caligmalara yon belirleyici nitelikte sayilabilir. Ozellikle yeni tam
konmus AFS hastalarinda bu polimofizmler degerlendirilerek, daha agresif antikoagiilan

tedavi karar verilebilir.

Bu ¢alismanin devami olarak hasta ve kontrol grubunda plazma sP-selektin diizeyinin
bakilmasi planlanlanarak hastalarimizdan plazma Ornekleri ayrilmistir.  P-selektin
polimorfizmlerinin plazma sP-selektin diizeyine etkileri arastirilarak ¢alismamizin
tamamlanmas1 planlanmaktadir. Ayrica P-selektin polimorfizmlerinin AFS disindaki diger

tromboembolik olaylardaki sikliginin arastirilmasi yeni ¢alismalarimizin konusu olacaktir.
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E. OZET

Giris: Hiicre adezyon molekiilii olan selektinler, 16kositlerle (L-selektin), aktive plateletler
(P-selektin) ya da endotel hiicreleri (E-selektin) arasindaki etkilesime aracilik eder. Arteriyel
ve vendz tromboembolilerde soluble P-selektin (sP-selektin) konsantrasyonunun arttigi
bilinmektedir ve tromboza egilim yaratan hastaliklarda P-selektin genotiplerinin trombozla
iligkili olabilecegi dislniilmiistiir. Antifosfolipid antikorlarinin (AFA), antifosfolipid
sendromunda (AFS) bir dizi mekanizma ile tromboza neden oldugu bilinmektedir. Bu
trombotik siliregte P-selektinlerin ve P-selektin polimorfizmlerinin bilinmemektedir. Bu
calismada primer AFS hastalarinda tromboz riski ile P-selektin polimorfizmleri arasindaki

iligkinin arastirilmast amaglanmaktadir.

Materyal ve Metod: Calismamiza Hematoloji poliklinigimizde takip edilmekte olan 32’si
kadin 8’1 erkek toplam 40 primer AFS'li olgu ve 40 saglikli birey alinmistir. Tromboz i¢in
hiperlipidemi hipertansiyon..vb risk faktorii olanlar ¢alisma diginda birakilmistir. Hasta ve
kontrol grubunda elde edilen kan 6rneklerinde P-selektin gen bolgesiyle iliskili ii¢ tane tek
niikleotid polimorfizmi (S290N, c.1087G>A; D562N, ¢.1902G>A; T715P, c.2363A>C)

arastirilarak genotipleri belirlenmistir.

Sonugclar: Hasta grubunda 26 trombozlu AFS olgusu ve 14 trombozu olmayan AFS olgusu
yer almaktadir. Hastalarin yas ortalamasi 39,4+9,5°dir. Hasta ve kontrol grubu
kiyaslandiginda incelenen polimorfizlerden D562N-DN genotipi hasta grubunda anlamli
olarak yiiksek bulunmugstur (p:0,003). Yine hasta grubuna bakildiginda trombozlu AFS
grubunda trombozu olmayan AFS grubuna kiyasla D562N-DN genotipine anlamli olarak sik
rastlanmistir (p:0,03). D562N NN genotipi ise kontrol grubunda hasta grubuna oranla daha
yiiksek sikliktadir (p:0,004). Trombozu olmayan AFS olgularinda bu genotip sikliginin
kontrol grubundan farkli olmadigi belirlenmistir (p:0,21). S290N ve T715P polimorfizmleri
hasta ve kontrol gruplar1 arasinda farklilik gostermemistir. AFA, trombositopeni siklig1 ya da

gebelik kaybi ile herhangi bir polimorfizm arasinda iligski kurulamamustir.

Sonu¢ olarak P-selektin D562N polimorfizmi DN genotipi primer AFS hastalarinda
tromboz riski ile iligkilidir. Ayni polimorfizmin NN genotipi ise primer AFS hastalarinda

trombozdan koruyucu niteliktedir.
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SUMMARY

Introduction: The selectins which are cell adhesion molecules mediate the interaction
among leukocytes (L-selectin), activated platelets (P-selectin) and endotelial cells. Soluble P-
selectin (sP-selectin) concentrations in arterial and venous thrombosis are known to increase.
P-selectin genotypes in thrombotic diseases are associated with thrombosis. Antiphospholipid
antibodies (APLA) in antiphospholipid syndrome (APS) with a number of mechanisms cause
thrombosis. The role of P-selectin polymorphisms in the thrombotic process are not clear. In
this study, we aim to investigate the relationship between risk of thrombosis and P-selectin

polymorphisms in patients with APS.

Materials and Methods: 40 patients (32 females, 8 males) with primer APS and 40
healthy people were included in this study. The patients who have the risk factor such as
hypertension or hyperlipidemia for thrombosis were excluded. Three single nucleotide
polymorphisms associated with P-selectin coding region (S290N, c.1087G>A; D562N,
c.1902G>A; T715P, ¢.2363A>C) were assessed.

Results: There were 26 APS patients with thrombosis and 14 APS patients without
trhrombosis in patient group. The mean age of patients was 39,4+9,5. The frequency of
D562N-DN genotype was significiantly higher in patients with APS than healthy controls (p:
0,003). The frequency of this genotype was significiantly higher in patients with APS with
thrombosis compared with patients without thrombosis (p:0,03). D562N-NN genotype was
found at higher frequency in patients with APS than healthy controls (p:0,004). The frequency
of D562N-NN genotype was not different between patients without thrombosis and control
subjects (p:0,21). On the other hand, S290N and T715P polymorphisms were not different
between patient and control groups. There was no relationship between APLA,

thrombocytopenia, or pregnancy loss and any polymorphism.

In conclusion, our results suggest that DS62N polymorphism DN genotype of P-
selectin is associated with risk of thrombosis in patients with primer APS. NN genotype of the

same polymorphism may protective for thrombosis in those patients.
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