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Tromboanjiitis Obliterans Hastalarinda
Protrombotik Gen Polimorfizminin Rolii

Role of Prothrombotic Gene Polymorphism in
Patients with Thromboangiitis Obliterans

OZET Amag: Tromboanjiitis obliterans (TAO) gen¢ yaslarda gériilen, ekstremitelerin kiiciik-orta
boy arter ve venlerinde segmental tutulum gosteren ilerleyici bir hastalik tablosudur. Sigara i¢icili-
i hastalikla direkt iliskilendirilse de hastaliin etiyopatogenezi heniiz tam olarak ortaya konamamg-
tir. Medikal ve cerrahi tedavilerdeki tiim gelismelere ragmen tatmin edici bir tedavi saglanamayan
bu hastalik, ekstremite amputasyonuna varan sonuglara yol agabilmektedir. Gereg ve Yontemler: Bu
aragtirmada, vaskiiler hastaliklara yol a¢tig1 bilinen, protrombin G20210A, faktor V G1691A (Fac-
tor V Leiden), faktor V H1299R (R2), metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) C677T ve MTHFR
A1298C gen polimorfizmlerinin TAO hastalarindaki prevalansini saptamay1 amagladik. Bunun i¢in
klinigimize bagvurarak TAO tanist almis 30 hasta ve herhangi bir vaskiiler sikdyeti olmayan saglik-
11 30 bireyden periferik kan alinarak gruplar arasinda olgu-kontrol ¢aligmas: yaptik. Bulgular: Sade-
ce homozigot MTHFR A1298C gen polimorfizmini (p= 0.024) TAO hastalarinda anlaml bulduk.
Ayrica, her iki gruptaki bireylerin MTHFR C677T (p= 0.112) gen polimorfizmi yéniinden karsilas-
trldiginda farklilik 6nemsiz bulunmustur. Fakat olgu grubunda %13.3 oraninda homozigotluk sap-
tanirken kontrol grubunda homozigotluk saptanamamigtir. Sonug: MTHFR polimorfizminin TAO
hastalar1 i¢in 6nemli bir risk faktorii olabilecegini ve bu gen polimorfizminin rutin ¢aligilmasiyla ge-
lecekte bu hastaligin genetik predispozisyonunun daha iyi anlagilabilecegini diisiinmekteyiz. Nite-
kim TAO hastaliginin etiyopatogenezinin ¢éziimlenmesi, bu hastalik nedeni ile olusan ekstremite ve
is giicii kayiplarinin azaltilmasi i¢in de 6nem arz etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Tromboanyjiitis obliterans; polimorfizm, genetik

ABSTRACT Objective: Thromboangiitis obliterans (TAO) is a progressive manifestation seen in yo-
ung ages. It is segmental involvement in arteries and veins of small and middle sized extremities.
Etiopathogenesis of disease could not be evenly revealed, despite smoking can be associated with
this disease. This disease, in which there is no satisfactory treatment, leads to usually amputation
of extremity, although all developments in medical and surgical treatments. Material and Methods:
In this study, we aimed to detect the prevalence of gene polymorphisms, prothrombin G20210A,
factor V. G1691A (factor V Leiden), factor V H1299R (R2), methylenetetrahydrofolate reductase
(MTHFR) C677T and MTHFR A1298C which known lead to vascular disease, in patients with TAO.
Because of this, we performed case-control study between groups, drawing peripheral blood from
30 patients who diagnosed with TAO in our clinic and from 30 healthy individuals have no comp-
laint. Result: We found that only MTHFR A1298C gene polymorphisms (p= 0.024) was significantly
more frequent in patients with TAO. Furthermore, difference was not significant when individu-
als in the both groups were compared for MTHFR C677T (p=0.112). However, homozygote MTHFR
C677T mutation was not detected in control group, while it was detected at the rate of 13.3% in ca-
se group. Conclusions: As a result we found that the gene polymorphism of MTHFR may be an im-
portant risk factor for patients with TAO and the genetic predisposition of this disease can be better
understood with routine studies of this gene polymorphism. Additionally, analyses of etiopathoge-
nesis of the TAO disease have importance for loss of extremity and labor force by reason of this di-
sease.

Key Words: Thromboangiitis obliterans; polymorphism, genetic
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hastalig1” olarak tanimlanan tromboanjiitis
obliterans (TAO), iillkemizin de i¢inde bu-
lundugu bir cografyada sik rastlanan ve 6nemli

L eo Buerger (1908,1924), tarafindan “Buerger

oranda ekstremite kaybina yol agan, sosyal ve psi-
kolojik agidan 6nemli bir hastaliktir.!

TAO geng erkeklerde daha sik goriilen, alt ve
iist ekstremitelerdeki kiiciik-orta boy arter ve ven-
lerde segmental tutulum gosteren periferal iskemi-
ye yol acarak ilerleyen bir patolojidir."* Hastaligin
baslamas: ve ilerlemesinde sigaranin santral bir ro-
li oldugu disiiniilse de, hastaligin etiyopatogene-
zinde genetik, hiperkoagiilabilite, endotel fonksi-
yonu ve immiinolojik mekanizmalar gibi faktorle-
rin de rol aldif1 diisiiniilmektedir.'

TAO hastalarinda HLA-A9 ve HLA-B5 gen al-
lelleri agisindan yiiksek bir oran bildirilmigtir. Bu
durum, hastaligin zemininde genetik bir predispo-
zisyon olabilecegini gostermektedir.? TAO’Iu hasta-
larda iirokinaz plazminojen aktivatorii iki kat daha
yliksektir ve serbest plazminojen aktivator inhibi-
torii %40 daha distiktiir. Serotonine artmig trom-
bosit yaniti mevcuttur; sitoplazmik antindtrofil
sitoplazmik antikor (cCANCA), periniikleer antinot-
rofil sitoplazmik antikor (pANCA), antintikleer an-
tikorlar (ANA), anti-Ro, antikardiyolipin antikorlar
negatiftir. Endotelyal-dependent vazodilatasyon,
saglam ekstremitelerde bile bozulmustur. Tip I ve
11T kollajene artmus seliiler bir duyarlilik vardir.'3

Hasta damarin mikroskobik incelenmesinde
adventisiyada vazovazorumlar ¢evresinde lenfosit-
ler, dev hiicreler, fibréz hiperplazi ve intimal ka-
linlagma mevcuttur. Diiz kas hiicre nekrozu
olmadan transmural inflamasyon izlenir. Liimen i¢i
erken donemde taze trombiisle doludur ve trom-
bisiin icinde multiniikleer dev hiicreler ve mikro-
abseler izlenir. Ge¢ donemde ise organize

trombiisler rekanalizasyon gosterir.!?

Tani i¢in iyi bir anamnez ve klinik gozlemin
yani sira, doppler ultrasonografi (USG), arteriyel
akim testleri ve arteriyografiyle okliizyonun dista-
lindeki kollaterallerin tirbuson veya driimcek ba-
cag1 biciminde izlenmesi taniy: kesinlestirmek i¢in
yardimci olur.!

Titiin igiciligi ile hastaligin seyri arasinda di-
rekt iligki vardir.! Tani sonrasi bu aligkanliina de-
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vam eden hastalarda prognozda giderek kotiiles-
me bunun direkt bir gostergesidir. Bu nedenle tii-
tiin i¢iciliginin biraktirilmasi tedavinin temelini
teskil eder. Hasta egitimi de ¢ok dnemlidir. Hasta-
lara glinliik aktivitelerinde siki lastikli ¢orap gi-
yilmesi gibi ekstremite kan akimimi bozacak
durumlardan kaginilmalar1 mutlaka anlatilmali-
dir. Ancak biitiin profilaktik 6nlemlere ragmen bu
hastalarda medikal ve cerrahi tedavi gerekebilir.!
Gelisen medikal ve cerrahi tedavilere ragmen bu
hastaligin %27 gibi bir oranla bir veya daha fazla
ekstremite amputasyonuyla sonu¢landig litera-
tiirde bildirilmigtir.*

Ekstremite kaybina yol acan bu hastalik, iler-
leyen donemlerde is giicii kayb1 ve psikososyal
problemleri de beraberinde getirmekte, sonug ola-
rak hem bireysel hem de toplumsal olarak maddi
ve manevi sorunlar dogurmaktadir.®

Bu kadar ciddi sorunlara yol agan bir hastaligin
onlenebilmesi i¢in sigara ve benzeri aligkanhiklara
kars1 toplumun bilinglendirilmesi gerekmektedir.
Bu hastaliga sahip olan bireylerin toplumdaki sos-
yal gecerliliklerini koruyabilmeleri amaciyla, has-
taligin etiyopatogenezinin iyi anlagilip erken tam
konulmasi, tedavi bagarisini artirmakta ve ekstre-
mite kayiplarini 6nleyebilmektedir.®

I GEREC VE YONTEMLER

TAO tanisi konularak en kisa 1, en uzun 10 yil sii-
re ile klinigimizce takip edilmekte olan 30 hasta-
nin periferik kanlar1 alinarak genetik protrombotik
risk faktorleri calisildi. Kontrol grubu olarak daha
onceden herhangi bir vaskiiler patoloji tanis1 alma-
mis ve hicbir aktif sikdyeti bulunmayan 30 saglikli
birey secildi. Periferik kanlar alinarak ayni faktor-
ler ¢aligildi.

Calismaya alinan 30 hasta da; anamnezinde si-
gara iciciligi bulunan ve plantar kladikasyo, ekstre-
mitelerde 1s1 ve his kaybi1 gibi sikédyetlerle
klinigimize bagvuran olgulardi. Yapilan renkli
doppler USG incelemelerinde azalmis arteriyel
akim paterni izlenmesi {izerine TAO 6n tanisiyla
arteriografi ¢ekilmis olan 30 hastanin arteriyogra-
fik incelemelerinde arteriyel okliizyon ve olusan
kollaterllerde tirbuson goriiniimii tipikti.
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Genetik sonuglarin elde edilmesinde sirasiyla;

Calismaya alinan olgulardan 2 mL periferik ve-
n6z kan EDTA’L tiiplere alind1 ve -20 °C’de muha-
faza edildi. Invisorb Spin Stool DNA Kit (Invitek,
Berlin, Almanya) kullanilarak periferik kan doku-
sundan genomik DNA analizi yapildi. CVD StripAs-
say (ViennaLab, Labordiagnostika GmbH, Vienna,
Avusturya kiti kullanilarak ApoE multiplex ampli-
faikasyonu yapildi. Hibridizasyon isleminden 6nce
elde edilen PCR tirtinleri (4 mL) %1’lik elektrofo-
rezde bagarili amplifikasyon agisindan degerlendi-
rildi. Bagarili amplifikasyon elde edilen PCR
iirtinlerinden 10 mL {iriin revers hibridizasyon ana-
lizi icin kullanildi. ProfiBlot T48 (Tecan, Isvicre) ci-
hazi kullanilarak revers-hibridizasyon islemi
uygulanda.

Periferik kanlardan DNA izolasyonu yapilma-
s1icin yerel etik kurul onay1 alindi. Calisma ve kon-
trol grubundaki bireyler ¢aligma ile ilgili bilgilendi-
rilerek onaylar1 alinda.

Vaskiiler trombiis olusumunda rol oynadig:
varsayilan protrombin G20210A, faktér V G1691A
(Factor V Leiden), faktér V H1299R (R2), metilen-
tetrahidrofolat reditktaz (MTHFR) C677T ve
MTHFR A1298C gen profilleri hasta ve kontrol
gruplar1 agisindan degerlendirildi ve istatistiksel
olarak kargilagtirildi.

ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Gruplara ait elde edilen veriler, SPSS programi,
versiyon 14.0 ile degerlendirildi. Gruplar aras: kar-
silastirmalar ki-kare testi (x) kullanilarak yapild:.
Elde edilen p< 0.05 degerleri anlamh kabul edildi.
Ayrica gruplar arasi uygunluk i¢in iki ortalama ara-
sindaki farkin 6nemlilik testi kullanildi ve yanilma
diizeyi 0.05 olarak kabul edildi.

I BULGULAR

Calismaya alinan 30 hastanin 28 (%93)’i erkek 2
(%7)’si kadindi. Kontrol grubunda ise 27 (%90) er-
kek, 3 (%10) kadin bulunuyordu. Caligmaya alinan
TAO hastalarinin yas ortalamas: 42.9 + 14.3 yil,
kontrol grubunun yas ortalamasi ise 40.9 + 4.79 yil
olarak saptandu. ki grup karsilastirildiginda yas yo-
niinden farklihk anlamli degildi [(t= 0.69); p=
0.487; p> 0.05].
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Hasta grubunda 29 (%97), kontrol grubunda
ise 22 (%73) olgu sigara kullaniyordu.

Protrombin G20210A, faktor V G1691A (Fac-
tor V Leiden), faktor V H1299R (R2), metilentet-
rahidrofolat rediiktaz (MTHFR) C677T ve MTHFR
A1298C gen polimorfizmlerinden sadece MTHFR
A1298C gen polimorfizmini (p= 0.024) TAO hasta-
larinda anlamli bulundu. Ayrica, her iki gruptaki
bireyler MTHFR C677T (p=0.112) gen polimorfiz-
mi yoniinden karsilagtinldiginda farklilhik anlamh
degildi. Fakat olgu grubunda %13.3 oraninda ho-
mozigotluk saptanirken kontrol grubunda homo-
zigotluk saptanamadi (Tablo 1).

I TARTISMA

TAO aterosklerotik olmayan, etiyolojisi net olarak
bilinmeyen, ekstremitelerin kii¢iik-orta capli da-
marlarini tutan sigarayla giicli iligkisi olan infla-
matuar bir hastaliktir. TAO genellikle 40 yas alt1
erkeklerde goriiliir.”® Hastaligin sigara i¢en kadin-
larda da insidansinin arttigini gosteren yayinlar
mevcuttur.® Bizim calismamizda 28’1 erkek, 2’si ka-
din olan olgularin yas ortalamasi 42.9 + 14.3 y1l ola-
rak izlenmigtir. Hasta grubunda sigara icen olgu
sayis1 29 (%97), kontrol grubunda ise 22 (%73)’dir.

Etiyolojisinin anlagilamaz olmas: bu hastaligin
tan1 ve tedavisini zorlagtirmaktadir.’ Literatiirde di-
ger risk faktorleri ya da predispozan faktorler hak-
kinda ¢ok az veri bulunmaktadir.!®! TAO
hastalarinda HLA-9 ve HLA-B5 gen allelleri agisin-
dan yiiksek bir oran bildirilmistir. Bu durum hasta-
ligin zemininde genetik bir predispozisyon
olabilecegini diisiindiirmektedir.® Hasta damarin
mikroskobik incelenmesinde adventisiyada vazo-

TABLO 1: TAO olgularinda saptanan trombofilik gen
bdlgelerine ait mutasyon frekanslari.

Taranan mutasyonlar p

Protrombin G20210A 0.309
Faktor V G1691A 0.310
Faktsr V H1299R 0.134
MTHFR C677T 0.112
MTHFR A1298C *0.024

MTHFR: Metilentetrahidrofolat.
*p< 0.05 anlamli olarak kabul edildi.

Turkiye Klinikleri ] Cardiovasc Sci 2009;21(2)
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vazorumlar c¢evresinde lenfositler, dev hiicreler,
fibroz hiperplazi ve intimal kalinlagma ile karakte-
rize vaskiilit goriilmektedir. Diiz kas hiicre nekro-
zu olmadan transmural inflamasyon izlenmektedir.
Limen ici erken donemde inflamatuar hiicre icer-
meyen taze trombiisle doludur ve trombiisiin i¢in-
de multiniikleer dev hiicreler ve mikroabseler
izlenmektedir. Ge¢ donemde ise organize trombiis-
ler rekanilazasyon gostermektedir.? Bu ¢aligmada,
hastaligin etiyolojisinde genetik faktorlerin rol oy-
nama ihtimali ve hasta damar icerisinde trombiis
formasyonu bulunmasindan dolayi, hasta ve saglik-
L1 bireylerde genetik protrombotik risk faktorleri
olan protrombin G20210A, faktér V G1691A (Fac-
tor V Leiden), faktor V H1299R (R2), MTHFR
C677T ve MTHFR A1298C gen polimorfizmleri in-
celenmistir.

Protrombin G20210A’nin heterozigot mutas-
yonunda tromboza yatkinlik konusunda sonuglar
tartigmali olsa da, homozigot mutasyonu olan kisi-
lerde arteriyel ve ventz trombiis i¢in artmis risk
s6z konusudur. Mutasyonun toplumumuzdaki pre-
valansi %5.2’dir.">** Avcu ve ark. yaptiklari ¢alig-
mada bu faktériin TAO i¢in anlaml olabilecegini
belirtmiglerdir."* Oysa bizim ¢aligmamizda prot-
rombin G20210A gen polimorfizmi saglikli popii-
lasyona gore anlamli bulunmamaistir (p= 0.309).

Faktor V G1691A (Factor V Leiden) mutasyo-
nunun bulundugu bolge, aktive protein C
(APC)’nin Faktor Va'y: yiktig1 i¢ kesim noktasin-
dan biridir. Mutasyon sonucu APC’ye direng ge-
lismekte ve Faktor V Leiden, Faktor Va'ya gore 10
kat yavas yikilip, dolasimda daha uzun kalmakta-
dir. Heterozigot mutasyonunda tromboz riski ha-
fif artmisken (3-5 kat) homozigot mutasyonunda
ise tromboz riski ciddi olarak artmaktadir (20 kat).
Bu mutasyonun toplumumuzdaki prevalansi
%>5.2’dir.!31>16 Faktor V H1299R (R2) mutasyonu
Faktor V Leiden’e gore daha hafif bir APC direnci
yaratmaktadir. Avcu ve ark. yaptiklar: ¢aligmada
bu mutasyonlarin TAO i¢in gegerli anlam tasima-
digim1 distinmistir.’* Bizim ¢alismamizda da
uyumlu olarak Faktor V G1691A (Factor V Leiden)
ve Faktor V H1299R (R2) mutasyonlar: ile TAO
hastalig1 arasinda bir iligki bulunamamistir.

Turkiye Klinikleri J Cardiovasc Sci 2009;21(2)
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Homosistein metabolizmasinda rol oynayan
MTHFR enziminin genetik defekti veya folat alim
eksikligine baglh hiperhomosisteineminin ateroskle-
roz ve vaskiiler hastaliklarda bir risk faktérii oldugu
ortaya ¢ikarilmigtir.”” MTHFR geninde 677. pozis-
yonda A yerine T alleli tastyanlarda enzim daha ter-
molabil ve daha diisiik aktivitelidir. Bu da plazma
folat konsantrasyonunda diismeye ve homosistein
konsantrasyonunda artmaya neden olmaktadur.'$!?
MTHFR A1298C mutasyonunun da plazma homo-
sistein konsantrasyonunu arttirdig1 gosterilmistir.'®
Sigaranin da folat konsantrasyonunu distirdigii bi-
linmektedir.”’ Yapilan klinik ¢aligmalarda MTHFR
C677T ve MTHFR A1298C gen polimorfizmleri ile
TAO arasinda direkt iligki gosterilememistir.'”*! Bu-
nunla birlikte sigara icicilerinde MTHFR C677T ho-
mozigot mutasyonunun folat seviyesini diistirdii-
glinii ve homosistein seviyelerini etkiledigini belir-
ten yayinlar da mevcuttur.”? Bizim ¢aligmamizda
TAO hastalarindaki homozigot MTHFR A1298C
gen polimorfizmi (p= 0.024) saglikh popiilasyona go6-
re anlamli bulunmustur (Tablo 2). Ayrica, her iki
gruptaki bireyler MTHFR C677T (p=0.112) gen po-
limorfizmi yoniinden karsilastirildiginda farklihik
6nemsiz bulunmustur. Fakat olgu grubunda %13.3
oraninda homozigotluk saptanirken kontrol grubun-
da homozigotluk saptanamamistir (Tablo 3).

Sonug olarak MTHFR A1298C gen polimorfiz-
minin ¢esitli mekanizmalarla TAO hastaliginin
progresyonunda veya etiyopatogenezinde rol oyna-
yabilecegi kanaatindeyiz. Bununla birlikte, MTHFR
C677T geninde homozigot mutasyonu olanlarin da
ek bir risk tagima olasilig1 mevcuttur.

TABLO 2: Hasta ve kontrol grubuna ait elde edilen
MTHFR A1298C allelinin mutasyon profilleri ve
oranlari.

MTHFR A1298C (ki-kare => 8.88 p= 0.012)

Non mutant Heterozigot Homozigot
Allel (AA) (AC) (CC)
n % n % n %
Grup
Hasta 12 40 12 40 6 20
Kontrol 21 70 9 30 0 0
p 0.020 0.417 0.024
MTHFR: Metilentetrahidrofolat.
163
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TABLO 3: Hasta ve kontrol grubuna ait elde edilen Ekstremite amputasyonlar ve sosyoekonomik
MTHFR C677T allelinin mutasyon profilleri ve oranlari. kayiplara yol acan bu hastaligin etiyopatogenezi-
MTHER C77T (ki-kare = 5.20 p= 0.056) nin anlagilarak erken taniyla amputasyonlarin 6n-

Nonmutant  Heterozigot  Homozigot lenmesi ve etiyopatogenezinin daha iyi anlagilarak

Allel (CC) ) (M) tedavi basarisinin artirilmasi 6nem arz etmektedir.
n % noo% noo% Bu amagcla gerek serolojik gerekse genetik alanda

Grup daha genis kapsaml ¢caligmalar yapilmalidir. Bizim
Hasta 15 50 1 87 4 133 calisgmamizin da gelecekte yapilacak benzeri galis-
Kontrol 21 70 9 30 0 0 malarda taranacak olan mutasyonun segilmesi ve
P N s i uygun serolojik testlerle daha genis olgu ¢caligmala-

MTHFR: Metilentetrahidrofolat.

*p=0.112 (p> 0.05); Gruplar arasi farklilik Gnemsiz bulunmustur, fakat hasta grubunda
%13.3 oraninda homozigotluk saptanirken kontrol grubunda homozigotluk saptanama-
masi dikkat cekicidir.

r1 yapmak acisindan faydali bir pilot ¢calisma olaca-
g1na inaniyoruz.
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