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TESEKKUR
Calismamizi TSA-2013-4375 proje kodu ile destekleyen ERU Bilimsel Arastirmalar Projeler

birimine tesekkiir ederiz.
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Kopeklerde von Willebrand faktor antijen seviyesi ve von Willebrand faktor geni
arasindaki iliskinin belirlenmesi
OZET
Bu calismada, kopeklerde von Willebrand faktér geninin 42. ekzonunun 2380. pozisyonunda
meydana gelen 16sin (L) - prolin (P)’nin yer degistirmesine neden olan mutasyon sonucu olusan
polimorfizm ile plazma vWF antijen seviyeleri arasindaki iliskinin arastirilmas1 amaclandi.
Calismaya, Ocak 2014 ve 2015 yillari arasinda, Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Kliniklerine getirilen farkli irk ve yasta (95 erkek, 66 disi) 161 kopek dahil edildi. Kopeklerin
klinik muayeneleri yapilarak EDTA ve Na sitrath tiiplere kan &rnekleri toplandi. Kan
orneklerinde PT, APTT, TT, fibrinojen, D-dimer, trombosit, VWF antigen (VWF: Ag) seviyeleri
belirlendi ve VWF elde edildi. Genotipler, yapilan PCR sonucunda elde edilen {iriinlerin Mspl
endoniikleaz enzimi ile kesilerek belirlendi. Laboratuar muayenesinde 34 kopek (% 21.1) von
Willebrand agisindan pozitif olarak belirlenirken, 127 kopegin (%78.9) negatif oldugu belirlendi.
Caligmaya dahil edilen hayvanlarda irklara gore hastaligin goriilme oranlar1 Golden Retreiver
(n=35) %34.3, Kangal (n=45) %11.1, German Shepherd (n=11) (%36.4), Labrador Retriever
(n=7) %42.9, English Cocker Spaniel (n=2) %2100, English Pointer (n=8) %25.0, mix breed
(n=8) %33.3, Husky (n=7) %12.5, Malinois (n=1) %2100, Dogo Argentino (n=2) %50.0,
Samoyed (n=1) %100 ve diger irklar %0 olarak belirlendi. Hem pozitif hem de negatif
kopeklerde VWF genotipi ile vWF: Ag degerleri arasinda istatistiksel olarak bir iliskili
bulunamadi (P=0.675). vWD pozitif ve negatif kopeklerde oransal dagilim agisindan
karsilastirildiginda hastalik orani1 ve genotip arasinda istatistik bir 6nem gozlenmedi (P=0.969).
Sonug olarak, kdpeklerde vVWF antigen seviyesi ve VWF arasinda iligki bulunmadi. Bilgilerimize
gore bu calisma, VWF and vWF: Ag arasindaki iliskinin arastirildigi ilk calisma olmasi nedeniyle
Oonemlidir.
Anahtar kelimeler: pihtilasma, kdpek, hemostaz, mutasyon, von Willebrand faktor
The relationship between von Willebrand factor gene and von Willebrand factor antigen
levels in dogs
ABSTRACT
In this study, the relationship between plasma VWF antigen level and polymorphism occurring
due to the leucine (L) to proline (P) substitution at position 2380 in exon 42 in von Willebrand
factor gene (VWF) in dogs was aimed to investigate.
The present study was performed on 161 dogs of various breeds and ages (95 male, 66 female)
referred to Faculty of Veterinary Clinics at Erciyes University between January 2014 and 2015.
Blood samples were collected in EDTA and Na citrate tubes after clinical examination of the



dogs. PT, APTT, TT, fibrinogen, D-dimer, thrombocyte, VWF antigen (VWF: Ag) levels and
VWF were determined from the blood samples. Genotypes were examined using PCR and
restriction endonucleas enzymes. In the laboratory examination, 34 (21.1%) of the cases were
positive and 127 (78.9%) of the cases were negative with concern to von Willebrand. Prevalence
of the disease in different dog breeds that included to the present study were Golden Retreiver
(n=35) 34.3%, Kangal (n=45) 11.1%, German Shepherd (n=11) (36.4%), Labrador Retriever
(n=7) 42.9%, English Cocker Spaniel (n=2) 100%, English Pointer (n=8) 25.0 %, mix breed
(n=8) 33.3 %, Husky (n=7) 12.5%, Malinois (n=1) 100%, Dogo Argentino (n=2) 50.0%,
Samoyed (n=1) 100% and some other breeds were 0%. The genotype of VWF was not
statistically significant in both positive and negative dogs with concern to VWF: Ag values
(P=0.675). When comparison were made in terms of proportional distribution in positive and
negative dogs, statistical importance were not observed between genotype and the disease ratio
(P=0.969).

In conclusion, relationship between VWF and VWF antigen level were not determined in dogs.
According to our knowledge; this study is the first repot on VWF and vVWF: Ag relationship
therefore believed to be important.

Keywords: coagulation, dog, haemostasis, mutation, von Willebrand factor

GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Kanama bozuklugu ile seyreden hastaliklar kopeklerde onemli klinik sonuglar dogurma riski
tastyan ve kalitsal olarak aktarilma 6zelligi olan sendromlarin da dahil oldugu bir hastalik
grubudur. von Willebrand sendromu, kopeklerde otozomal resesif olarak aktarilan kanama
bozuklugu ile seyreden hastaliklar grubunda yer alan kalitsal genetik bir hastaliktir. von
Willebrand faktér (vVWF) normal trombosit adhezyonu i¢in gerekli olup, trombosit fonksiyon
defektinden siiphe edildiginde vWF olgiiliir. Kalitsal vWF yetersizligi 6zellikle bazi kopek
irklarinda yaygindir. Bu nedenle, bu faktoriin yetersizliginin kalitsal olarak bulundugu olan
kopek 1rklarinda cerrahi miidahale 6ncesi veya damizlikta kullanilan kopeklerde vWF niin
Olciilmesi gerekmektedir.

Yapilan proje ile kopeklerde kanama bozuklugu ile karakterize oldugu bildirilen ve ayni
zamanda kalitsal bir hastalik olan von Willebrand hastaliginin klinik, laboratuar ve genetik
yonden profilinin ortaya konmasi amaglandi. Bu amagla kdpeklerde plazma vWF faktor antijen
miktari, klinik bulgular, kan pihtilagma parametreleri ve ilgili genin allel frekansi arasindaki
iliski degerlendirdi. Ulkemizde, kdpeklerde von Willebrand hastaliginin klinik ve genetik

teshisine yonelik yapilmis bir ¢alismaya rastlanmamaistir.



Sonug olarak; kdpeklerde VWF’ninde ekzon 42’nin 2380 pozisyonunda Mspl polimorfizmi ve
plazma vWF: Ag seviyesi arasinda iliski belirlenmedi. Sunulan c¢alismada kopeklerde
VWF’ninde ekzon 42’nin 2380 pozisyonunda Mspl polimorfizmi belirlenmesinin vWD’m kesin
tanisi i¢in yetersiz oldugu diisiiniildii. Bilgilerimize gore VWF ve VWF. Ag arasinda iligkinin
bildirildigi ilk c¢aligma olmasit nedeniyle literatiire katki saglayacagini diisiiniildii. Ayrica
calismanin diger bir Onemi klinik sendromlar ve klinik iliskisinin belirlendigi nadir
caligmalardan biri olmasidir. Bunun yani sira vWD hastaligi ve vVWF: Ag seviyeleri kangal 1rki
kopeklerde ilk kez bildirilmistir.

GENEL BILGILER

Kanama problemleri, acil onlem gerektiren problemlerdendir. Siddetli klinik problemler
(epistaksis vb.), irk 6zelligi (doberman pinscher 1rki kdpekler vb.) veya laboratuar bulgularindaki
degisimler (trombosit sayisinda azalma, hepatik hastaliklar nedeniyle) gibi pek cok nedenle
karsimiza ¢ikabilir (1). Ornegin burun kanamali bir hasta geldiginde kanamanin lokal
sebeplerden mi ileri geldigi, kanama egilimi mi yoksa her ikisinden mi kaynaklandiginin
belirlenmesi 6nemlidir. Lokal sebeplerle olduguna karar verilmesi ¢cogunlukla kanama egiliminin
g6z ard1 edilmesine neden olur. Bunun sonucu 6zellikle cerrahi miidahaleler sirasinda siddetli
kanamalarin meydana gelmesi gibi istenmeyen sonuglar sebep olabilir (2).

Anormal kanama nedenleri; vaskiiler defektler, trombositopeni, trombosit fonksiyonunda
anormallik, koagiilasyon faktorlerinde defektler ve asir1 fibrinolitik aktiviteler olarak siralanabilir
(1). Hemostazis kompleks fizyolojiye sahiptir. Hemostazis primer ve sekonder hemostasis olarak
ikiye ayrilabilir. Vaskiiler endotelium, plateletler ve vWF primer hemostazis ya da stabil
olmayan platelet plaginin olusumu i¢in gerekli yapilardir. Sekonder hemostazis olarak bilinen
stabil fibrin pihtis1 daha genis damar yaralanmalari i¢in gereklidir (3).

Hemostatik defekt genel olarak 4 mekanizma i¢inde degerlendirilmelidir. Bunlar; kan damarlari,
trombositler, koagiilasyon faktorleri ve fibrinolitik sistemdir.

Klinik semptomlar ve fiziksel muayene bulgular1 defektin lokalizasyonunu belirleyen testlerden
cok daha az spesifiktir. Ancak, baslangigta hemostatik defektin trombositten mi, yoksa
koagiilasyon probleminden mi kaynaklandigin1 gosterir. Petesi ya da ekimoz gibi kiiglik
hemorajiler trombosit defektinin belirtisi olabilir.

Koagiilasyon defektleri daha genis hematom ve eklem i¢i kanamalar gibi hemorajilerle
karakterizedir. Koagiilopatilerde trombosit plagi olusur, ancak bu fibrin yumaklariyla stabilize
edilemediginden yikimlanmaya ugrar ve kanamayla sonuglanir (1).

Kanama profilini belirlemek i¢in trombosit sayisi i¢in trombosit sayimi, trombosit fonksiyonu

icin kanama zamani, intrinsik ve yaygin sistem i¢in APTT, ekstrinsik sistem i¢in PT, piht1



olusumu ve yikimlanma oraninin degerlendirilmesi i¢in fibrin yikimlanma {iriinlerinin (FDP),
von Willebrant hastaliginin tanist i¢in vVWF:Ag gibi hemostatik profil testlerinin yapilmasi
gerekmektedir (1-4). vWF’iin plazma konsantrasyonu yangi sirasinda akut faz bir reaksiyon
olarak artar. Kopeklerde karaciger hastaliklarinda, dogum sirasinda, endotoksemide ve epinefrin
inflizyonunu takiben plazma konsantrasyonu artmaktadir. vVWF genellikle rocket elektro immiino
diffuzyon veya ELISA ile dlgiiliir (1).

Kalitsal koagiilasyon faktor yetersizligi agiklanamayan hemorajiler oldugunda veya sirurjikal
miidahaleden sonra hemoraji devam ettiginde distniiliir. Koagiilasyon defekti, defektin
ozelligine gore degisen onemli klinik hemoraji ile sonuglanir (5).

von Willebrand hastalig1 kopeklerin en yaygin kalitsal, otozomal kalitim profiline sahip kanama
hastaligidir; potansiyel olarak herhangi bir irkta goriilebilir (5,6). von Willebrand faktor primer
hemostaz da 6nemli rol oynayan multimerik bir plazma glikoproteindir (7). von Willebrand
faktor endotel hiicreleri tarafindan iiretilmekte olup az da olsa platelet vezikiillerinde de depo
edilir. Gorevi vaskiiler hasar esnasinda plateletlerle damar duvar subendotelyumu arasinda bir
molekiiler koprii islevi gérmektir. Bunun yaninda vWF’nin diger tanimlanmis fonksiyonu da
koagiilasyon faktorii VIII’nin (FVIII) plazmada bulunma istikrarini saglamaktir (8).

vWF geni 178 kilo baz biiyiikliiglinde; kopek karyotipinde 12 numarali kromozomun {izerinde
yer alan ¢ok tekrarli bolgeleri iceren bir gendir (9). VWF sendromunun kalitsal varlig: ile ilgili
tespit edilmis iki yaygin mutasyon bulunmaktadir. Bu mutasyonlarin biri genin 4 numaral
ekzonun da digeri ise 42 numarali ekzonunda bulunan mutasyonlardir (10).

vWF sendromu ii¢ tip olarak siniflandirilmaktadir. Tip I Doberman pincher, pembroke Welsh
Corgis, Bernese mountaiondog gibi kopek irklarinda ¢ok yaygin bir sekilde goriilmektedir. Bu
tipte vVWF seviyesi normalden %15 daha az olup yapis1 normaldir. Bu tiir kopekler travma ya da
cerrahi bir miidahalelerde kanama riski fazla oldugu ig¢in transflizyon destegine ihtiyac
duyacaklardir. Tedavisinde kullanilan Desmopressin von Willebrand faktoriin depolardan
salinimini ve dolayisiyla plasma miktarini arttirmaktadir (5,11). Ancak her kopek desmopressine
cevap verememektedir. Tip II’de ise vVWF hem seviyesi azdir hem de yapist bozulmustur.
Germen Wirehaires ve Short haired pointer irki kdpeklerde siklikla rastlanmaktadir. Tip II daha
siddetli seyretmektedir. Tip III en siddetli seyreden formudur. Bu kopeklerde vWF hig
sentezlenmez. Shetland sheep dog ve Scottish terrier kdpek irklarinda Tip III formunun oldugu
bilinmektedir. Kanama cerrahi miidahalelerde ortaya c¢ikabildigi gibi epistaksis ve gingival
kanamalar gibi spontan olarak da gelismektedir.

vWF hastaliginda klinik semptom genel olarak burun delikleri ve gingiva gibi mukozal

yiizeylerde meydana gelen kanamalardir. Bu hastalar cerrahi ve travmali olaylarda morarma ve



kanamalara sahiptir (5). Kanin pihtilagmasinda vWF o6nemli olmasina ragmen, her zaman
Oliimciil olmayabilir ve kdpekler yillarca hayatlarina teshis edilmeden devam edebilirler (6).
Tedavide taze tam kan, taze dondurulmus plazma ve criyoprecipitate gibi {riinler tavsiye
edilmektedir (5).

Von Willebrand’s hastalig1 insan ve kopeklerde kazanilmis ve inheriter olarak seyreden en
yaygin kanama hastaligidir (6, 12, 13).

Willebrand’s hastalifi kopeklerin en yaygin kalitsal hemostatik hastaligidir ve kopeklerde
otozomal resesif bir karakter olarak aktarilmaktadir (5). Willebrand’s hastaligt ya von
Willebrand’s faktoriin miktar olarak yetersiligi ya da yapisal bozuklugu ya da her ikisinin ayn1
anda varligi nedeniyle olusur  (6,12,13). Hastalk vWF multimer yapist ve plazma
konsantrasyonuna gore fenotipik olarak tip I, Il ve Il olarak klasifiye edilmektedir (12, 13).
Plazma vWF antijen (VWF: Ag) konsantrasyonunun olgiilmesi hastaligin tanisi i¢in altin standart
olarak kabul edilmekte ve bu yontemle tasiyicilar belirlenebilmektedir (13). vVWF: Ag
konsantrasyonuna gore >%70 olan hayvanlar negative ve <%50 olan kopekler vWD pozitif
olarak degerlendirilmektedir (13,14). Kopek ve insan Willebrand faktér gen (VWF) niikleotid
sekanslar1 %85 identik olmasi nedeniyle kopeklerde kros-tiir modellemesi yapilabilmektedir.
Insanda VWF DNA’nin 180kb tarandiginda 52. Ekzonda, 12. Kromozomun kisa telomerine
yakin olarak bulunmustur (6).

Kopeklerde VWF 178 kb boyutuntadir ve 12 numarali kromozomda ¢oklu tekrarlayan yapida
bulunmustur (9). Kopeklerde von Willebrand sendromu ile ilgili iki yaygin mutasyon
bildirilmistir. Bunlar 4 numarali ekzonda ve digeri ise 42 numarali ekzondadir (15).

Venta ve Vidal (16) Mspl smirlayict enzim kullanarak kopek VWF ‘ninde polimorfizm
bildirmiglerdir. Bu polimorfizm koépek VWF’ninde 42. ekzonda 2380. Pozisyonda 16sin yerine
prolin gecisi ile olugsmaktadir (16).

Yapilan ¢aligsma ile kopeklerde VWF’ninde ekzon 42°nin 2380 pozisyonunda Mspl polimorfizmi

ve plazma vWF: Ag seviyesi arasinda iligki belirlenmesi amaglandi.

GEREC VE YONTEM

Calismada hayvan materyali olarak ocak 2014 ve 2015 yillar1 arasinda ERU Veteriner Fakiiltesi
Kliniklerine getirilen agilanmis, dstrus siklusunda olmayan, hipotroidizm belirtileri gostermeyen
farkli itk ve yaglarda (95 erkek, 66 disi) 161 kdpek dahil edilmistir. Klinik muayeneleri yapilan
kopeklerden EDTA ve Na sitrath tiiplere kan 6rnekleri alindiktan sonra oda 1s1sindal500 x g’de
15 dk santrifiij edilerek plazma drnekleri ayrildi. Kan sayimlari yapildi (Mindray BC-2800 Vet®,

China), biitliin plazma ve kan 6rnekleri 6l¢timler yapilana kadar -80°C saklandi.



Von Willebrand’s faktor antijen seviyeleri Siemens Healthcare Diagnostics kitleri kullanilarak
CS-5100 analizor (Sysmex UK Ltd, Milton Keynes, UK) kullanilarak belirlendi. Prothrombin
time (PT), Activated thromboplastin time (APTT), thrombin time (TT), fibrinogen, D-dimer
analizleri Sysmex CA-7000 (Siemens Healthcare Diagnostics) cihazi ile Erciyes Universitesi
merkez laboratuarinda yapildi.

Calismada kullanilan DNA’lar fenol-kloroform ekstraksiyon yontemi ile leukositler kullanilarak
izole edildi. Kurulan PCR reaksiyonunda 50 ng genomik DNA, 1 X PCR buffer, 1 U Taq
polimeraz, 50 uM dNTP Mix ve 0.2’ser uM forward ve revers primer ilave edilerek toplam son
hacim 25 pl olacak sekilde PCR karigimi hazirlanildi.

VWF geninin PCR reaksiyonu i¢in primer 1 5'- TCTTGTCCCCCGCACTGGA -3'; primer 2 5'-
TGGTTGTGGTGCAGCCACAGTC -3' kullanilmigtir. Calismada Venta and Vidal (16)
bildirdigi, Genbank accession numarali L76227, U66246, AF099154 kdpek VWF gen sekansina
uygun dizayn edilen primer seti kullanildi.

PCR islemi her bir dongiisii; 94°C’de 30 saniye, 62°C’de 1 dakika, 72°C’de 1 dakika olacak
sekilde 50 dongii olarak yapildi. Sonraki basamakta PCR iriinleri 10U Mspl restriksiyon
endoniikleaz (MBI Fermentase®, Lithuania) enzimi ile 60 dakika 37°C de kesim islemine tabi
tutuldu.

Popiilasyonda Hardy-Weinberg esitligi olup olmadigi Chi-Square Test (y2) kullanilarak
belirlendi. Genetik veriler ile VWD prevalanst Chi-Square Test kullanilarak karsilagtirildi
(MINITAB 16 software).

Calismanin protokolii Erciyes Universitesi hayvan deneyleri yerel etik kurulu tarafindan
onayland1 (Karar no: 2013/09).

BULGULAR

Calismaya dahil edilen kopeklerden 95(%59)’1 erkek ve 66(%41)’s1 disi idi. Cinsiyet ve yas ile
VWEF: Ag konsantrasyonlart agisindan fark 6nemli bulunmadi (P>0.05). 161 hayvanin 75 (%
46.6) 1 yasindan kiigiik ve 86 (%53.4) ise 1 yasindan biiyiiktii. VWF: Ag seviyesinde yasin etkisi
olmadigi belirlendi (P>0.05). VWF: Ag konsantrasyonu %50’den yiiksek olanlar (127, %78.9)
negatif olarak kabul edilirken, VWF: Ag seviyesi %50 ‘den kiigiik olanlar (34, %21.1) vWD
pozitif olarak kabul edildi (13). VWF: Ag konsantrasyonuna gore pozitif belirlenen irklar, VWF
allel frekans1 ve VWD prevalansi tablo I’de verildi.

PCR amplifikasyonunda 147 bp iiriin olustu. PCR iiriinleri 10U of Mspl restriction endonuclease
ile pargalandi. 147 bp PCR iiriinlerinin Mspl ile sinirli par¢alanmasi sonucunda 3 genotip olustu

(Fig. 1) ve LL (+/+) (147 bp), LP (+/-) (147 ve 124 bp) ve PP (-/-) (124 ve 23 bp) olarak
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belirlendi.

Table 1. The allele frequencies and prevalence the VWF in VWD positive dog breeds according to
VWEF: Ag concentration.

Tablo 1. vWF: Ag seviyelerine gére vWD pozitif olan kdpek rklarin VWF genotip frekanslari ve

vWD goriilme oranlart

N Genotypes
Breed vWD vWD
) - LL LP PP
negative positive
Golden Retriever 23 (65.7%) 12 (34.3%) 5 6 1
Kangal 40 (88.9%) 5(11.1%) 4 1 0
German Shepherd 7(63.6%) 4 (36.4%) 1 1 2
Labrador Retriever 4 (57.1%) 3 (42.9%) 1 1 1
English Cocker Spaniel 0 (0%) 2 (100%) 1 0 1
English Pointer 6 (75.0%) 2 (25.0%) 1 1 0
Mixed breed 4 (66.7%) 2 (33.3%) 1 0 1
Husky 7(87.5%) 1(12.5%) 0 1 0
Malinois 0 (0%) 1 (100%) 1 0 0
Dogo Argentino 1(50.0%) 1 (50.0%) 0 0 1
Samoyed 0 (0%) 1 (100%) 0 0 1
Other Breeds 35 (100%) 0 (0%)
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Figure 1. Electrophoresis of RFLP of canine VWF gene after digestion by Mspl. Lanes 2-4
and 7; PP (-/-) genotypes; Lanes 1 and 5: LP(+/-) genotypes; lane 6: LL(+/+) genotype;
lanes M: DNA ladder (100 bp); a: 147 bp and b: 124 bp.

Sekil I; Kopek VWF geninin Mspl enzim kesim {iriinlerinin elektroforez goriintiisii. Hat 2-5
and 7: PP (-/-) genotipli bireyler; Hat 1 ve 5: LP(+/-) genotipli bireyler; Hat 6: LL(+/+)
genotipli birey. Hat M: 100 b¢’lik DNA merdiveni; a: 147 bg ve b: 124 bg.

Kopeklerde VWEF'nin heterozigotluk ve allelik durumu ile genotipik frekansi ve

polimorfizimleri tablo II’de verildi.
Table Il. The allele, genotype frequencies and chi-square analysis of the VWF

Tablo Il. VWF 'nin allel, genotip frekanslari ve ki kare analizi.

Statistical
Allele o
Genotypes Significant
Groups Frequency ]
Frequency (%o) %) (Chi-squared
0
HWE)

LL LP PP L P X?=11.57
53 (41.73%) 43 (33.86%) 31(24.41%) 58.7 413 P<0.001 (df=1)

15 11 8 X*=3.576

60.3 39.7

(44.12%) (32.35%) (23.53%) P=0.059 (df=1)

HWE: Hardy-Weinberg Equilibrium; X*: Chi-Square value; df: Degree of freedom

vWD pozitif ve VWD negatif kopeklerde VWF genotipleri ve VWF: Ag seviyeleri arasinda
fark bulunmadi (P=0.675) (Table III).
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Table I11. The proportional distributions of vVWF: Ag concentration according to genotypes.

Tablo III. Genotipe gore vWF: Ag konsantrasyonunun oransal dagilimi

Genotype N  Mean = SEM Statistical Significance (ANOVA)
LL 68 66.16+2.51
LP 54 68.67+ 2.95 F:0.394 P=0.675
PP 39 70.10+ 4.61

Ayrica, VWD pozitif ve VWD negatif kopeklerde VWF 'nin genotiplerine gore oransal dagilim
karsilastirildiginda, vWD ve genotip arasinda prevalans agisindan istatistik onem goézlenmedi
(P=0.969) (Table IV).

Table I1V. The proportional distributions according to genotypes of the VWF in vVWD positive and
VWD negative dogs.

Tablo IV. vWD pozitif ve negatif kopeklerde VWF nin genotipine gore oransal dagilimi

VWF: Ag Total
- +
Count 53 15 68
LL
% 77.9% | 22.1% 100.0%
RFLP Lp Count 43 11 54
Result % 79.6% | 20.4% 100.0%
Count 31 8 39
PP
% 79.5% | 20.5% 100.0%
Count 127 34 161
Total
% 78.9% | 21.1% 100.0%

VWD pozitif ve VWD negatif kopekler arasinda, D-dimer, fibrinogen, leucocytes, erythrocyte,
hemoglobin ve PCV seviyeleri arasinda 6nemli fark belirlendi (P<0.05) (Table V).
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Table V. Some hematological parameters in VWD positive (1) and vWD negative (0) dogs.
Tablo V. vVWD pozitif (1) ve negatif (0) kopeklerde bazi hematolojik parametreler.

Statistical Significance
vWD N Meanz+ Std. Error Mean (student T test)

0 127 | 2914.96 + 611.49

D-dimer (ug/l) | 1 34 11063.82 + 17469 |T=2.91 P=0.04
0 127 730 =+ 0.08

PT (sec) 1 34 724 + 0.10 T=0.380 P=0.780
0 127 17.09 =+ 0.19

APTT (sec) 1 34 16.74 =+ 0.25 T=0.887 P=0.376
0 127 1775 =+ 0.19

TT (sec) 1 34 17.44 + 0.42 T=0.732 P=0.466
Fibrinogen 0 127 294.06 =+ 12.90

(mg/dl) 1 34 193.03 =+ 16.06 T=0.491 P<0.001
0 127 | 31342 + 12.18

PIt (10%/ul) 1 34 281.97 =+ 12.69 T=1.788 P=0.077
0 127 20.72 + 1.06

WBC (10%/ul) | 1 34 1732 + 1.19 T=2.138 P=0.035
0 127 6.28 =+ 0.14

RBC (10%/ul) 1 34 703 + 0.22 T=-2.544 P=0.012
0 127 1554 =+ 0.30

HGb (g/dl) 1 34 17.18 =+ 0.53 T=-2.578 P=0.011
0 126 4455 + 0.87

PCV (%) 1 34 4947 + 1.75 T=-2.582 P=0.011

TARTISMA VE SONUC

Von Willebrand’s hastalig1 insan ve kdpeklerde yaygin olarak goriilen, hi¢bir klinik semptom
gostermeden ya da siddetli hemorajik diatez sebebiyle 6liime kadar degisen klinik semptomlarla
karakterize kanama hastaligidir (17, 18). vVWD’da VWF: Ag seviyesi ile tan1 konulabilmekte ve
tastyicilar belirlenmektedir. Kopeklerde, Brooks ve ark. (19) ve Kayar ve ark. (20) VWF: Ag
konsantrasyonuna goére % 70-179 negatif, %51-59 siipheli, % 2-49 tasiyict ve % 0.1-0.3
etkilenen olarak siniflandirmiglardir. Raymond ve ark. (21) vVWF: Ag konsantrasyonuna gore %

60 konsantrasyonundaki bireyleri negatif, % 50-59 siipheli ve % 0-49 Tasiyic1 olarak
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belirlemislerdir. Ayrica, Pathak (22) % 70-180 normal, %50-69 siipheli ve %1-49 tasiyici olarak
bildirmistir. Sunulan ¢alismada Burges ve ark. (13) ve Thomas (23) bildirdikleri ile uyumlu
olarak VWF: Ag konsantrasyonu <%50 olan bireyler VWD pozitif olarak degerlendirilmistir.
Von Willebrand’s hastaligi en yaygin kazanilmis ve inherditer kanama hastaligidir (6).
Insanlarda VWD’nin prevalans1 % 0.01-0.02 olarak tahmin edilmektedir (17, 24). Castaman ve
ark. (25) genel popiilasyonda hastaligin prevalansinin %1 belirlendigini ancak goriilen klinik
belirtilerin yalnizca %0.01 oldugunu bildirmislerdir.

Scottish Terrier kopeklerde VWD ’nin prevalansinin% 18 ile % 30 arasinda degistigi bildirilmistir
(26-29). German Wirehaired Pointerslarda tasiyiciligin%12 oldugu ve hastaligin %1 oraninda
gelistigi bildirilmistir (19). Diger bir ¢alismada, Dutch Kookier kopeklerde bu oranin %5.2 (717
kopekten; 38 kopek tip 111 VWD) (30). Brooks ve ark. (27) %50 vVWF: Ag konsantrasyonuna gore
dobermanlarda %73, scottielerde %30 ve sheltielerde %28 vWD goriildiigiini bildirmistir. Kayar
ve ark. (20) bu oran1 German Shepherd kopeklerde %26 olarak bildirmistir. Sunulan ¢alismada
%50 VWF: Ag konsantrasyonuna gore bu oran tiim %21.1olarak belirlendi. Hastaligin irklara
gore dagilimi ise Golden Retreiver (n=35) %34.3, Kangal (n=45) %11.1, German Shepherd
(n=11) (%36.4), Labrador Retriever (n=7) %42.9, English Cocker Spaniel (n=2) %2100, English
Pointer (n=8) %25.0, mixed breed (n=8) %33.3, Husky (n=7) %12.5, Malinois (n=1) %2100,
Dogo Argentino (n=2) %50.0, Samoyed (n=1) %100 ve diger 1rklarda % O olarak tespit edildi.
Kopeklerdeki prevalans oranlarindaki farkin, secilen tani metodu, hayvan irklar1 ve ¢alismaya
alinan hayvan sayisindan kaynaklanabilecegi diisliniildii.

Brooks ve ark. (12) German wirehaired pointer kopeklerde yaptiklari ¢alismada vVWDile yas ve
cinsiyet arasinda iligski olmadigini bildirmistir. Benzer sekilde Similary, Kayar ve ark. (20) da yas
ve VWD arasinda iliski olmadigini belirlemislerdir. Sunulan calismada da kopeklerde vWD ile
yas ve cinsiyet arasinda iliski olmadig1 belirlenmistir.

VWD kopeklerde; platelet sayisi, TT, PT, APTT siirelerinin genellikle normal sinirlar igerisinde
oldugu bazen APTT siireisin ¢ok az uzayabildigi bildirilmistir (13, 20, 22, 30). Benzer sekilde
sunulan ¢alismada, platelet sayis1 TT, PT ve APTT siireleri referans sinirlar iginde belirlenmis
olup vWD pozitif ve negatif gruplar arasinda anlamli fark bulunmamastir.

Sunulan ¢alismada VWD’l1 kopeklerde serum fibrinojen seviyeleri VWD olmayan kopeklere
oranla istatistiksel olarak daha diisiik bulunmus olmakla birlikte normal simirlar iginde
bulunmustur (P<0,001). vVWD’l kdpeklerde serum fibrinojen seviyesinin normal sinirlar iginde

olmasi daha Onceki c¢alismalarla uyumludur [13],

D-dimer pihtilagmis fibrinin primer
dejenerasyon triinidiir (31). Sunulan c¢alismada serum fibrinojen seviyelerine paralel olarak

vWD’li kopeklerde serum D-dimer seviyesinin digiik bulunmasi pihtt formasyonunun
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olugmasindaki yetersizlikle aciklanabilir.

Kopek yetistirme programlarinda vWD’li ya da semptom gostermeyen tasiyict kopeklerin
belirlenmesi oldukca 6dnemlidir. Plazma vWF :Ag konsantrasyonunun sayisal olarak belirlenmesi
vWD’l1 képeklerin ve tasiyicilarin belirlenmesinde kullanilan tan1 yontemidir (12, 27, 32,33).
Bunun yani sira, Brooks ve ark. (19) German Wirehaired Pointers kopeklerinde VWD olmayan
kopeklerin se¢iminde tek basina VWF: Ag seviyelerinin kullanabilecegini bildirmistir. Bununla
birlikte . Slappendel ve ark. (30) Type Il VWD tasiyicisi 39 kopekte VWF: Ag seviyesinin %30-
89 arasinda degistigini bildirmistir. Ayrica insanlarda kalitsalligin tahminininde VWF: Ag
seviyesinin %35-75 oraninda kabul edildigi bildirilmistir (24). ELISA metodu kullanilarak
belirlenen VWF: Ag konsantrasyonun tastyicilarin durumunu kesin olarak belirleyememesi
nedeniyle vWD’ sebep olan mutasyonun lokalizasyonu ve Kkarakterinin belirlenmesi
gerekmektedir (6). Etkilenen genin ve etki mekanizmasinin belirlenmesi vWD’nin tedavisinin
gelistirilmesinde de dnemlidir. VWF insanlarda genin 12. kromozumun un kisa kolunda ve 52.
ekzonda kodlanmaktadir (17, 34). insanlarda plasma vVWF: Ag ile tek gen iliskisi angiotensin-
coverting enzyme, the FUR2 locus, lipoproteinreceptor-related protein ve arginine vasopressin 2
reseptor degiskenlerinde bildirilmistir (24). Kramer ve ark. (6) German Shorthaired Pointers irk1
kopeklerde tip Il VWD 28. Ekzonda vWF niikleot degiskeni ile vVWF multimer yetersizligi
arasinda istatistiksel onem oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica, Scottish Terrierslerde 4. Ekzonda
tek baz kayb1 belirlenmistir (26).

Venta ve Vidal (16) vWD’liginda Mspl tarafindan kesilebilen polimorfik bolgenin kdpek
VWEF’nin exon 42. Ekzonunda varligini bildirmistir. Sunulan ¢alismada da Venta ve Vidal (16)
bulgulariyla paralel olarak 11 farkli irkta, VWF Mspl ile kesildiginde polimorfik oldugu
belirlenmistir. Ayrica farkli irklarda kesim bolgesinin degismedigi de Venta ve Vidal ile
uyumludur (16).

Sunulan ¢alismada, Tiirkiye’de yetistirilen vWD’l1 11 farkli kdpek 1rki arastirildi. Ayrica, Venta
ve Vidal (16)’den farkli olarak Mspl sinirli alan polimorfizmi ile VWF: Ag seviyesi arasindaki
iliski arastirildi. Calismanin sonucunda; Mspl sinirli alan polimorfizmi ile VWF: Ag seviyesi
arasindaki iligki olmadigi belirlendi. Bunun sebebinin Slappendel ve ark. (30)’nin bildirdikleri
gibi farkli irklarda vWF : Ag seviyelerinin farkli olabilecegi, ya da vWD teshisi konulan hayvan
sayisinin azlifindan kaynaklanabilecegi diisiiniildii. Ayrica sunulan ¢aligmada kullanilan képek
irklarmin  genotiplendirilmesinde kullanilan Mspl boélgesinin mutant allele sahip bireylerin
belirlenmesinde etkisiz olabilecegi diislintildii. Bu ihtimallerin test edilmesi i¢in gelecekte
hastaligin sik goriildiigii kopek irklarinda daha fazla hayvan materyali kullanilmasi gerektigi

kanaatine varildi.
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SONUC:

Sonug olarak; kdpeklerde VWF’ninde ekzon 42’nin 2380 pozisyonunda Mspl polimorfizmi ve
plazma vWF: Ag seviyesi arasinda iliski belirlenmedi. Sunulan c¢alismada kopeklerde
VWF’ninde ekzon 42’nin 2380 pozisyonunda Mspl polimorfizmi belirlenmesinin vWD’1n kesin
tanisi i¢in yetersiz oldugu diisiiniildii. Bilgilerimize gére VWF ve VWF. Ag arasinda iligkinin
bildirildigi ilk c¢aligma olmasit nedeniyle literatiire katki saglayacagini diisiiniildii. Ayrica
calismanin diger bir Onemi klinik sendromlar ve klinik iliskisinin belirlendigi nadir
caligmalardan biri olmasidir. Bunun yani sira vWD hastalig1 ve vVWF: Ag seviyeleri kangal 1rki

kopeklerde ilk kez bildirilmistir.
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