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OZET

Karaciger transplantasyonu, son evredeki karaciger hastaliklarinda ve akut karaciger yetmezliginde rutin bir tedavi
haline gelmistir. Koagulasyon faktérlerinden biri olan Faktér V karaciger tarafindan sentezlenmektedir. Koagilasyon
faktér genlerindeki defektler, anormal veya derin ven tromboz gelisimi igin risk faktdri olusturabilecek yetersiz prote-
inlerin olusumuna sebep olmaktadir. Aktif protein C’ ye karsi kazanilmis olan direng (APCr) en sik karsilagilan
koagllasyon anomalisidir ve % 90 — 95 oraninda faktér V Leiden mutasyonu sonucu gelismektedir. Bu mutasyon,
G1691A genotiplemesi seklinde karakterize edilmektedir. Trombofilik anomalilerde canli dondérlerin genotiplemesi
mutlaka gerekmektedir. Karaciger transplantasyonu sonrasi olgularin yaklasik % 2.7’ sinde derin ven trombozu g6z-
lenmektedir. Bu amagla, organ alici ve dondrlerinde FV Leiden gen mutasyonu analizi yapiimalidir.

Calismamizda alici (191 kisi) ve dondr (693 kisi) olarak Anabilim Dali’ miza yollanan toplam 884 olgunun kan &rnek-
lerinden genomik DNA izole edilmis ve Faktdr V Leiden mutasyonlari Real-time Online PCR ile saptanmistir.

Toplam 884 olgunun dahil edildigi ¢alismamizda FV Leiden gen mutasyonu icin 80 olgu heterozigot, ¢ olgu
homozigot, 801 olgu normal genotipte oldugu belirlenmistir.

Karaciger transplantasyonu sonrasinda, derin-ven trombozisi gelistiren hastalarin, donér karacigerinde homozigot
Faktér V Leiden gen mutasyonu sonucu ortaya ¢ikan sonradan kazaniimis aktive olmus Protein C (APC) rezistansi
temeline dayandigi belirtiimistir. FV Leiden gen mutasyonunun rutin taramasi pre ve post operatif koagulasyonlarin
kullanimi transplantasyon olgularinda tromboembolik komplikasyonlarin gelisimini énlemede uygun bir stratejidir.
Sonug olarak bu genotipleme, hem alictyi hem de dondériin trombozdan korunmasini saglamaktadir.

SUMMARY

Liver transplantation has become a routine procedure for the treatment of end stage of chronic liver disease and
acute liver failure. Factor V which is one of the coagulation factors is synthesized by the liver. Defects in coagulation
factor genes may lead to the production of abnormal or deficient proteins that constellate risk factors for the devel-
opment of deep-vein thrombosis. Acquired Active protein C resistance is the most encountered coagulation abnor-
mality and in 90-95 % of cases and it is caused by a point mutation in the factor V gene. The factor V Leiden muta-
tion is genotyped for a single base-pair change (G1691A). Patients who develop venous thrombosis after liver trans-
plantation should be screened for thrombophilic abnormalities. Deep-vein thrombosis occurs approximately 2.7% of
patients after liver transplantation. For this reason, FV Leiden mutation has determined in organ donors and
recipients.
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In our study; recipient (191 individuals), donors (693 individuals) totally 884 cases appealed to our department.
Genomic DNA of the cases isolated and FV Leiden mutation was determined by Real Time Online PCR.

Totally 884 individual, included to our study. The prevalence of the heterozygous mutation was 80 and homozygous
mutation was 3. Number of normal genotype was determined 801 individuals. Routine screening for factor V Leiden
mutation by polymerase chain reaction, and appropriate pre-operative and post-operative anticoagulation after
transplantation might be valuable strategy to prevent tromboembolic complications in transplant recipients.

GiRiS

Faktor V, kan koagulasyon sistemindeki en énemli prote-
inlerden biridir ve aktive edilmis protein C (APC)' nin
kofaktdrl olarak fonksiyon yapmaktadir. APC ile birlikte
Faktor Vllla' yi inaktive etmekte, ayrica Faktér V' in kendi
aktive formu protrombinin proteolitik aktivasyonunda
kofaktdr olarak rol oynayarak protrombini trombine dé-
nistirmektedir (1).

Aktive edilmis protein C rezistansina (APCR) yol agan
FV Leiden mutasyonu trombofilinin en sik gériilen gene-
tik risk faktéridir ve vendz tromboz olgularinin %90-95'
inde goérilmektedir (2). Aktive edilmis protein C, FVa ve
FVIlla' yi inaktive ederek kanin pihtilagsmasini dizenle-
yen bir serin proteaz enzimidir. APC, FVa proteinini 679,
506 ve 306' daki arginin bdlgelerinden keserek inaktive
etmektedir. FV Leiden mutasyonu 1691. nikleotid G' nin
A' ya degismesine neden olan bir nokta mutasyonudur.
Bu da 506. pozisyondaki Argininin yerine Glutamin’ in
gecmesine neden olur (3,4).

Ekstrahepatik venéz trombozis, karaciger transplantasyonu
sonrasi sik Kkarsilagilan bir komplikasyondur. Karaciger
transplantasyonu sonrasi olgularin yaklasik % 2.7' sinde
derin ven trombozu gbézlenmektedir. Bu amagla trans-
plantasyon éncesi organ alici ve donérler de FV Leiden
gen mutasyonunun aragtiriimasi olduk¢a dnemlidir (5).

Calismamizda, organ nakli merkezinde transplantasyon
Oncesi incelemeye alinan 191 alici ve 693 dondér olmak
Uzere toplam 884 olguda Faktdér V Leiden gen mutasyo-
nunun arastiriimasi amaglanmistir.

Olgu ve Metot

Organ naklinde transplantasyon ©ncesi incelemeye
alinan 191 alici (% 31 Kadin, % 69 Erkek) ve 693 dondr
(% 42 Kadin, % 58 Erkek) olmak lzere toplam 884 olgu
calisiimigtir. Alici grubunun yas ortalamasi 33,87 (1- 66
yas araligi) ve donér grubunun yas ortalamasi ise; 37,
27 (1- 69 yas arahg) dir.

Genomik DNA Eldesi: Olgularin EDTA’ |1 tiplere alinan
kan érneklerinden High Pure PCR Template Preperation
Kiti (Roche) kullanilarak DNA izolasyonlari yapilmigtir.

Faktor V Leiden Mutasyonunun Saptanmasi:

1691. nukleotid G'nin A'ya degismesine neden olan bu
nokta mutasyonu, mutasyon belirleme yéntemlerinden
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biri olan Real-time Online PCR yo&ntemi kullanilarak
yapiimistir. Olgularin genotipleri Lightcycler cihazinda
Lightcycler-Factor V Leiden Mutation Detection Kiti
(Roche) kullanilarak 'Melting Curve' erime noktasi egri-
sine gore degerlendiriimistir. Bu analize gére 65°C' de
godzlenen tek pik wildtype (Sekil 1), 65°C ve 570C de
gdzlenen iki pik heterozigot (Sekil 2) ve 579C' de gozle-
nen tek pik ise homozigot mutant (Sekil 3) genotip olarak
degerlendirilmigtir. Faktér V geninin 222 baz ciftlik frag-
mani, insan genomik DNA’sinda spesifik primerler ile
amplifiye edilmektedir.
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Sekil 1. GG genotipinin erime noktas! egrisi
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Sekil 2. GA genotipinin erime noktasi egrisi
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Amplikon, floresans ile hibridizasyon problarinin spesifik

cgiftleri kullanilarak tespit edilmektedir. Hibridizasyon
problari iki farkli oligonikleotitten olusmaktadir.
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Sekil 3. AA genotipinin erime noktasi egrisi

Problardan biri Lightcycler-Red 640 ile 5' ucundan isaret-
lenmekte ve uzamay! engellemek igin fosforilasyon ile
3'ucunda modifiye edilmektedir. Diger prob ise floresein
ile 3 wucundan isaretlenmektedir. Kalip DNA vya
hibridizasyondan hemen sonra iki prob birbirine ¢ok
yaklasir ve iki florofor arasinda floresans rezonans eneji
transferi (FRET) gerceklesir ve Lightcycler'in emilmis
floresansi - Red640 lightcycler cihazi ile élgtlir.

istatistik Analiz:

Genotip ve haplotip sonuglarinin degerlendiriimesi xz
testi SPSS for Windows’ ta gergeklestiriimistir. Anlamlilik
derecesi p<0.05 alinmistir.

BULGULAR

Ege Universitesi Tip Fakilltesi Cerrahi Anabilim Dali
Organ Nakli Merkezine miracaat eden 191 alici ve 693
dondriin Faktér V Leiden (G1691A) gen mutasyon ana-
lizleri yapilmistir. Organ nakli yapilan alicilarin karaciger
hastalik etiyolojileri Tablo 1’ de verilmistir. Nakli yapilan
karacigerin % 42’si canlidan, % 58 i ise kadavradan
alinmigtir.

Toplam 884 olgunun dahil oldugu ¢alismamizda; Faktdr
V Leiden mutasyonu igin 80 olgu heterozigot, 3 olgu
homozigot mutant ve 801 olgunun ise normal genotipte
oldugu belirlenmigtir (Tablo 2). Alici grupta mutant alel
iceren GA ve AA genotiplerinde belirgin bir artis (odd
orani=3,22) bulunmus ve gruplar arasinda anlaml fark
saptanmistir (x*=26,621, p<0.001).

Haplotip analizi yapildiginda ise mutant A haplotipi alici
grubunda 3 kata yakin artis gOsterirken, alici ve verici
grup arasinda anlamh bir fark oldugu saptanmistir
[X2=27,210, p<0.001, (Tablo 3)]. Alel frekanslarinin odd
oranlari Tablo 4' te verilmistir.

Cilt 45 Sayi 3, Eylul — Aralik , 2006

Tablo 1. Organ nakli yapilan olgularin etiyolojisi

Hastalik Sikhgi (%)

Hepatit B Virusu 40

Hepatit C Virusu

Hepatit B+D Virusu

Alkolik Siroz
Primer/Sekonder Bilier Atrezi
Kriptojenik siroz

Wilson Sirozu

Otoimmun hastalik
Fulminant Hepatit

Primer skleroz kolanjit

Hepatit B Virusu + Hepatoseliler karsinom

N W W W A~ ool N ©

Hepatit C Virusu + Hepatoselliler karsinom
Budd Chiari 1
Kronik rejeksiyon 1
Diger 7

Tablo 2. Alici ve verici gruplarinda Faktér V Leiden genotip
dagihmi (p<0.001)

GG (%) GA (%) AA (%)  Toplam
Alici 155(81,2) 34 (17,8) 2(1,00 191
Verici 646 (932) 46 (6,6) 1(01) 693
Toplan 801 (90,6) 80 (9,0) 3(03) 884

Tablo 3. Faktdr V Leiden Haplotip Frekansi (p<0.001)

G (%) A (%) Toplam
Alici 344 (90,1) 38(9,9) 382
Verici 1338 (96,5) 48 (3,5) 1386
Toplam 1682 (95,1) 86 (4,9) 1768

Tablo 4. Faktor V Leiden Alel frekansinin Odd Oranlari

OR Cl (%95)
A 2,872 1,906-4,329
G 0,933 0,901 -0,966
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TARTISMA

Calismamizda, karaciger transplantasyonu yapilan olgu-
larda ve dondrlerde Faktér V Leiden mutasyonu arasti-
riimis ve mutant A alelinin, kontrol grubuna gére karaci-
der nakli yapilan olgularda 3,22 kat artmis oldugu sap-
tanmigtir.

APC’nin kalitsal rezistansi, ven6z tromboz i¢in dnemli bir
risk faktdrl olarak tanimlanmistir (6). Olgularin yaklasik
% 90'Inda, APC’nin etkisine rezistans, koagilasyon
faktéri V genindeki nokta mutasyonundan kaynaklan-
maktadir. Bu nokta mutasyonu (ekzon 10’ daki G1691>A
degisimi) R506>Q degisimine neden olmakta ve APC
proteininin ilk yarik bdlgesini degdistirmektedir. Bunun
sonucunda, aktive olmus fakiér V' in degradasyonuna
rezistans olusmaktadir (7). FV Leiden mutasyonu, vendz
tromboembolizm igin 6 — 8 kat artmis risk olusturur.
Homozigot FVL aleli, derin- ven trombozu igin 80 kat
artmis risk tagimaktadirlar (6). Bu mutasyonu heterozigot
olarak tastyanlarin sikligi beyaz irk populasyonunda
%2-7 olarak bildirilmistir (8). Organ transplantasyonu
yapilan olgulardaki Faktér V Leiden mutasyonunun
heterozigot sikhdi dondrlerde % 6,9 ve alicilarda ise %
8,9 olarak bulunmustur (9). Calismamizda heterozigot
genotip donér grubunda %6,6 olarak saptanmis ve bir-
cok calismadan farkl olarak donér grubumuzda % 0,1
siklikta homozigot mutant birey saptanmistir. Dondr
grubundaki heterozigot sikligi genel populasyon sikhgi
ile uyumlu olarak yorumlanmistir. Alici gruptaki Faktér V
Leiden heterozigot sikhdi %17,8 ve homozigot mutant
sikhgi ise %1 olarak tespit edilmis ve dondrler ile alicilar
karsilastirildiginda alicilarda heterozigot genotip anlamh
olarak ylksek bulunmustur (p<0.001). Haplotip analizin-
de ise A alelinin sikliginin artmis oldugu saptamistir
(OR= 2,872). Alici grupta heterozigot sikliginin genel
populasyon sikligina gére oldukca yiksek olmasi, Budd-
Chiari sendromunda oldugu gibi (10) hastaligin

KAYNAKLAR

patogenezinde 6nemli bir genetik faktér olabilecegini
disindidrmektedir.

Karaciger transplantasyonundan sonra olgularin yaklasik
%2,7' sinde derin ven trombozu olugsmaktadir (5). Buna
ek olarak, karaciger alicilarinin transplantasyon sonrasi
hiperkoagulasyon gelistirdikleri gdzlenmektedir (11).
Koagulasyon kaskadinda bulunan proteinlerin ¢ogunlu-
gu, karaciger tarafindan (retilmektedir. Bundan dolayi;
bu proteinlerde bulunan defektlerin karaciger transplan-
tasyonu ile donérden aliciya ge¢mesi sasirtici degildir
(12). APC rezistansi ile iligkili tekrarlayan hepatik arter
trombozu gibi derin ven trombozlar, gelisen ciddi
trombotik komplikasyonlar, karaciger transplantasyonu
ile kazaniimis heterozigot Faktér V leiden mutasyonu
temeli olarak bildirilmigtir (13). Ikiylizondért karaciger
alicisi ile yapilan bir ¢calismada, karaciger transplantas-
yonu sonras! tromboz gelisme riskinin, donér karacige-
rindeki heterozigot FV Leiden mutasyonu varlidi ile artti-
g1 fakat hepatik trombozun rélatif riskinin disik oldugu
rapor edilmistir (14). FV Leiden mutasyonuna sahip renal
transplant alicilarin, renal transplant ven trombozu, er-
ken graft kaybi ve akut vaskuler rejeksiyon igin ylksek
risk tagidiklari bilinmektedir (7).

Bu trombofilik risk faktdriintin tanisi, derin ven trombozlu
karaciger transplant alicilarinda tromboprofilaksi veya
antikoagulant tedavinin dogru prognozunda 6nem tasi-
maktir. Sonug¢ olarak; rutin taramada FV Leiden gen
mutasyon analizinin yapilmasi pre ve post operatif
koagulasyonlarin kullanimi ve transplantasyon olgularin-
da tromboembolik komplikasyonlarin gelisimini énleme-
de uygun bir strateji olarak dikkat ¢cekmektedir. Trans-
plantasyon sonrasi; dondr-iligkili mortalite oraninin % 0,3
oldugu g6z 6ninde bulunduruldugunda, canh donérlerin
FV Leiden mutasyonu agisindan taranmasinin, hem alici
hem de donérde olusabilecek trombofilik anomalilerden
korunma agisindan énem tasidigini vurgulamaktayiz.
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