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1. GIRIS VE AMAC

Kanin vaskiiler sistem iginde akigkanlhifinin saglanmasi koagiilan ve
antikoagiilan faktorlerin dengelenmesi ile olmaktadir. Ttim diinyada en 6nemli
morbidite ve mortalite nedenlerinden biri olan tromboz bu hemostatik dengenin
koagiilasyon yoniinde bozulmas: sonucu ortaya g¢ikmaktadir (1). Bazi klinik
tablolarin trombozu kolaylagtirdig1 bilinmekte ve bu durumlara trombofili
denmektedir. Cerrahi girisim, travma, hiperviskosite durumlar, oral kontraseptif
kullanimi, gebelik, immobilizasyon gibi edinsel nedenler yamnda dogal
antikoagiilanlarin veya fibrinolitik sistemde rol alan proteinlerin eksiklii veya
islevsel bozuklugu gibi kalitimsal nedenler de tromboz olusumunu
kolaylagtirmaktadir (2-5). Tromboz bu nedenle kalitimsal ve edinsel bilinen pek
¢ok etkenle ortaya ¢ikan multifaktériyel klinik bir tablodur (5-11).

Kalitimsal nedenlerden en sik goriileni aktive protein C (APC) direnci’dir.
APC, antikoagiilan etki gésteren bir serin proteaz olup, aktif FV (FVa) ve aktif
FVIII (FVIIla)’i inaktif hale getirerek trombin olusumunu engeller. 1993 yilinda
Dahlback ve arkadaglari (12), normal plazmaya APC eklendiginde FVa ve
FVIIa’mn pargalanmasina bagl olarak aktive parsiyel tromboplastin zamaninin
uzamasi gereginden yola ¢ikarak yaptiklan galigmada; ailesel olarak tromboza
yatkinli31 olan ve birbirleri ile akraba olmayan 3 hastanin plazmasma APC
eklenmesi ile beklenen antikoagiilan yanitin az yada hi¢ olmamasi durumunu APC
direnci olarak tammlamiglardir. 1994’te de Bertina ve arkadaglart APC’ye kars:
bu direncin faktéSr V genindeki tek bir baz mutasyonundan (G1691—A)
kaynaklandifin1 tanimlamiglar ve bu mutant faktsr V’e, faktér V Leiden ismini
vermiglerdir. Yapilan klinik caligmalarda ilk vendz tromboz epizodu gegiren
bireylerin %15-40’1nda APC direnci tanimlanmigtir (13-15). Segilmis olgularda
bu oran %60’lara ulasmaktadir (5,16-18). Normal bireylere gore heterozigot FV
Leiden mutasyonu tagiyanlarda venéz tromboz riski 5-10 kat, homozigotlarda ise
30-140 kat artmastir (6,12,18-22).



FV Leiden sikhig1 etnik yap: ile iligkili olup, degisik cografik yerlesim
alanlarinda farkli oranlarda bildirilmigtir. Ulkemizde FV Leiden galigmalar1 daha
ziyade tromboemboli gegiren hasta gruplarinda yapilmistir. Genig bir populasyonu
icine alan saglikli kisilerde FV Leiden sikligini1 belirlemeye yonelik galigmalar

smirhidir.

Biz bu ¢alismamizda, kalitimsal trombofilinin en 6nemli nedeni olan bu
patolojinin,

-Denizli il merkezinde saglikli bireylerde ne oranda goriildiigiini,

-APC direnci saptanan olgularda FV Leiden sikliinin ne oranda oldugunu,

-FV Leiden mutasyonunun dier sik kalitimsal trombofili nedenlerinden
olan protrombin gen mutasyonu ve metilentetrahidrofolat rediiktaz enzim defekti
ile ne oranda birliktelik gosterdigini,

-FV Leiden mutasyonu ve kombine defekt saptanan bireylerin
bilgilendirilmesi, olasi tromboembolizme karsi alinmas: gereken Onlemlerin
belirlenmesi ve genetik danigmanhik hizmetleri gibi bireylere ve ailélerine yonelik
saglik hizmetlerinin verilmesini amagladik.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. HEMOSTAZ

Kanin damar igerisinde saghkli bir sekilde akmasi hemostatik sistem
tarafindan saglanir. Normal hemostaz, damar duvarindaki yaralanmay: takiben
pthti olusumu ve doku tamiri ile sonuglanan siiregleri igerir (23-27).Damar
endotel hiicreleri, trombositler, pihtilasma proteinleri, fibrinolitik sistem ve

antikoagiilan proteinler normal hemostazin devamim saglayan elemanlardir
(25,26,28,29).

2.1.1. PIHTILASMA FIZYOLOJISI

1964 yihinda 6ne siiriillen kaskad hipotezine gére FXII aktivasyonu ile
baglayan intrensek yol ve subendotelyal bolgeden agiga ¢ikan doku faktori ile
baglayan ekstrensek yoldaki reaksiyon dizileri iki yolun son iiriinleri FX
aktivasyonunu saglar ve bundan sonra ortak olarak devam eden yol, trombin ve
fibrin olugumu ile sonlamr (25). Agir birer kanama bozuklugu olan FVIII ve FIX
cksiklikleri, intrensek sistemi yansittigi diisiiniilen testlerle gosterildiginden,
intrensek yol yillarca hemostazin koagiilasyon fazimin primer yolu olarak
diisliniilmiisttir. Ancak FXII, prekallikrein ve yiiksek molekiil agirlikli kininojen
(HMWK) eksikliklerinde anormal bir kanama goriilmemesi ve FXI eksikliginde
ise FVIII ve FIX eksikligine kiyasla gok hafif bir kanama egiliminin olmasi;
FIX’un, FXII ve FXI’i atlayarak bagka bir yolla aktive olabilecegini
diisiindiirmiistiir. Bu hipotez 1977 yilinda Osterud ve arkadaglarinca, doku faktorii
ve FVII'nin Ca'? varhginda FIX’u aktive ettiginin gosterilmesi ile kesinlik
kazanmustir (25,30) (Sekil-1). Seksenli yillarda doku faktdrii yolu inhibitSriiniin
(Tissue Factor Pathway inhibitor:TFPI) pihtilagma reaksiyonlarindaki &neminin
anlagilmasini takiben pihtilagma fizyolojisi daha iyi anlagilmistir (25).

Giinlimiizde pihtilagmanin aktivasyonunun endotel zedelenmesi sonucu
kanla temas eden subendotelyal hiicrelerden agia ¢ikan doku faktdrii ile
bagladiina kesin goziiyle bakilmaktadir. Vaskiiler hasar sonucu agifa ¢ikan doku
faktorii aktive FVII ile baglanarak kompleks olugturur. Bu doku faktsrii- FVIIa



kompleksi FIX ve FX’u aktive eder (26,30-35). FX’un aktivasyonunu takiben
TFPI’niin inhibitdr etkisi belirginlesir ve doku faktorii/FVIIa inhibe edilerek, daha
fazla FIX ve FX’un aktive olmasi engellenir. Bundan sonraki FX aktivasyonu
hemen hemen tlimiiyle FIXa ve FVIIla (intrensek yol) iizerinden olur. FIXa,
FVIIla, fosfolipid ve kalsiyum “Tenaz” kompleksini meydana getirerek FX’u
aktive eder (24,26,36). FXa, FVa kofaktorliigiinde kalsiyum, magnezyum ve
fosfolipid varliginda (protrombinaz kompleks) protrombini trombine doniigtiiriir
(24,32,37,38). Trombin pihtilagma sisteminin en nemli enzimidir. Trombositlerin
aktivasyonunu, fibrinojenin fibrine ¢evrilmesi, FVII, FV, FXI ve FXIII
aktivasyonu gibi bir ¢ok gorevi vardir (24,28). Ortak yoldan devam eden
reaksiyonlar sonucunda olusan fibrin monomerleri birlegerek fibrin polimerlerini
meydana getirirler. Yine trombin tarafindan aktive edilen FXIII kalsiyum iyonlan
aracilifs ile ¢6ziiniir olmayan fibrin pihtisim olugturur (24-26,39) (Sekil-1).
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Sekil-1: Yeni pihtilagma hipotezi (29)



2.2. PIHTILASMANIN KONTROLU

Koagiilasyon sistemi aktivatér ve inhibitdrleri ile gok siki denetlenen bir
sistemdir (Sekil-2). Pihtilasmayr sadece gerekli bolgeye smirlamak igin
Antitrombin III, Protein C, TFPI gibi dogal koagiilasyon inhibitorleri devreye
girer. Diger yandan fibrinolitik sistem de hemostaz siiresince en az pihtilagma
sistemi kadar onemli diger bir sistemdir. Plazmin, fibrinojen ve fibrin pihtisini

etkileyerek pihtinin siurlanmasini saglar (25,26,28,40).
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Sekil-2: Pihtilasma sisteminin prokoagiilan ve antikoagiilan yollari

2.2.1. DOGAL ANTIKOAGULANLAR

Bilinen dogal antikoagiilanlar etki mekanizmalarina gore 3 gruba ayrilirlar;
(2,41,42) (Sekil-3).

1. Heparan Siilfat-Antitrombin mekanizmasi

2. Protein C-Trombomodulin-Protein S mekanizmasi

3. Doku faktorii yolu inhibitorii
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Sekil-3: Dogal Antikoagiilanlarin Etki Mekanizmasi

2.2.1.1. Heparan Siilfat-Antitrombin Mekanizmasi

ilk olarak 20. yiizyilin baslarinda kanda antitrombin (AT) etkisi olan
maddelerin varlig1 aragtirilmaya baglanmus ve 1916’da McLean heparini izole
etmistir. Heparin karacigerde sentezlenen 64 kilodalton (kD) agirhiginda viicudun
onemli fizyolojik antikoagiilan maddesidir. Polisakkarit yapida olup fazla
miktarda negatif yiik tasir. Tek bagina antikoagiilan etkisi yok denecek kadar azdir
(24,42,43). AT 58 kD agirhgginda, 432 aminoasitten olusmus bir glikoproteindir.
Karacigerde sentezlenir. Plazma konsantrasyonu yaklasik 125 pg/ml ve plazma
yar1 omrii 65 saattir. (16,24,42). AT iizerinde biri heparini, digeri trombini
baglayan iki major bolge bulunmaktadir. Heparin ve diger glikozaminoglikanlari
baglayan bolgeye lizin bélgesi, trombini baglayan kisima ise arginin-serin bélgesi
denmektedir. Ortamda heparin veya heparin benzeri molekiillerin (heparan sulfat,
dermatan sulfat gibi glikozaminoglikanlar) varligi lizin bolgesindeki kompleks
olusumunu ve trombin-AT etkilegimini arttirmaktadir (24,44). AT normalde yavas
bir inhibitér iken heparin varhginda etkisi yiiz kat artmaktadir (41). ATIIL
trombini ve FIXa, Xa, XIa, XIla gibi serin proteazlari, plazmin, {irokinaz ve
kallikrein aktivitesini ve doku faktSriine bagh olan FVIIa’y: inhibe ederek etki
gostermektedir (3,16,30,35,41,42,45,46).



2.2.1.2. Protein C-Trombomodulin-Protein S Mekanizmasi

2.2.1.2.1. Protein C (PC)

ilk kez 1961 yilinda tanimlanan protein C, vitamin K’ya bagimli, 62 kD
agirhiginda agir zincir ve 21 kD agirliginda hafif zincirden olugur. Iki zincir tek
disiilfit kopriisiiyle baglanir (42,47-49). Hafif zincir iizerinde Ca"™" iyonu baglayan
Gla kismi, epidermal biiyiime faktorii kismi ve agir zincir iizerinde serin proteaz
kismi olarak tanimlanan ii¢ boliimii vardir (50-52). Normal serum diizeyi 3-5

pg/ml olup yarilanma 6mrii yaklasik 8-10 saattir (25,49).

Protein C’nin en onemli aktivatdrii trombindir (25,47-49,52-54). Bu
reaksiyon hizi invitro ortamda kanin pihtilagmasina izin verecek derecede
yavasken, vaskiiler endotel yiizeyinde iki kofaktor reseptor (Trombin-
TromboModulin, Epitelyal Protein C Reseptdrii) varliginda 20 bin kat hizlanir

(39,47,48,52,53,55,56). (Sekil-4)
De: ;radaFion
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Endothelial Cell
Sekil-4: Protein C’nin T-TM kompleksi tarafindan EPCR varliginda aktivasyonu

Trombinin TM’e afinitesi ve protein C’nin aktivasyonu heparin varliginda
artar ve bu etki heparinin molekiiler agirhii ile orantilidir (57,58). APC endotelial
hiicre yiizeyindeki protein S ile devamli etkilesim halindedir. Bu etkilesim,
APC’nin trombosit ve diger endotelyal hiicre yiizeyine baglanmasini kolaylastirir
(25,49,59). Hiicre yiizeyine bagh olarak bulunan APC FVa ve FVIIla’y: inaktive
edebilme dzelligindedir (17,25,42). Trombin tarafindan aktive edilen FV ve FVIII

birbirine benzer molekiil yapisinda glikoproteinlerdir. Plazma FVIII yogunlugu,



FV’in yogunlugundan 50-100 kat daha azdir. FVIII plazmada kalsiyum ile bagl
heterodimer yapisinda bulunmasina ragmen, FV tek zincir halinde bulunur. APC,
FVa ve FVIlla’y1 aktive olmayan FV ve FVIII’e gore 5-10 kat daha hizh
pargalamaktadir (49). FVa’da ilk olarak Arg 506 pargalanmaya baslar, bunu Arg
306 ve Arg 679 izler (22,60-65). FVIIla’da ise esas olarak Arg562 daha yavas

olarak da Arg336’min kinlmasi ile inaktivasyon gergeklesir (66). (Sekil-5 ve
Sekil-6)
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Sekil-5: FV’in aktivasyon ve inaktivasyonu (24)
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Sekil-6: FVIIT'in aktivasyon ve inaktivasyonu (24)

APC’nin inhibitor etkisi FXa tarafindan modiile edilir, FXa fosfolipid
yiizeylerde FVa’ya baglanarak APC’nin proteolitik etkisinden korur (67). Ayrica
FXa protein S (PS)’in yikimi ile de prokoagiilan etki gosterir (42,68). En 6nemli
PC aktivatérii trombin olmakla birlikte bunun disinda FXa da trombomodulin
varliginda PC’yi aktiflestirebilmektedir (25,53,57). Agkistrodon Contortix yilan
zehirinin de PC aktivatérii oldugu gosterilmistir ve APCR tamsinda koagiilasyona
dayali testlerde kullanilir (69,70-73). Platelet faktor 4 (PF4), plateletlerin o
graniillerinde bol miktarda bulunan heparin baglayan proteindir. PF4
trombomodulinde bulunan glikoz-amino-glikan bolgesine ve PC’nin Gla
bélgesine baglanir. Etkilesim ile PC’nin T-TM kompleksine afinitesi artar ve PC
indiiklenir (74).



Ayni zamanda APC, plazminojen aktivatdr inhibitor (PAI) ile kompleks
olusturarak PAD’niin fibrinolizi diizenleyici etkisini ortadan kaldinp fibrinolizi
uyarmaktadir (24,75) (Sekil-7)

FVave FVIIla Antikoagiilan
| inaktivasyonu :> Etki
] —N Aktive 1
_ProteinC | L7 | ProteinC |
| tPA’nin Fibrinolitik
(N inhibisyonunun |:‘J> Etki
= notralizasyonu

Sekil-7: APC’nin antikoagiilan ve fibrinolitik etki mekanizmas (75)

(tPA:doku plazminojen aktivatorii).

APC; protein C inhibitdrii (PCL: PAI-3), a, antitripsin, o, makroglobulin, ot
antiplazmin, elastase ve katepsin G gibi proteaz inhibitorleri tarafindan nétralize
edilir (24,25,49). PCI; platelet ve megakaryositlerde sentezlenir (76), platelet
membranlarindan ve mikrovezikiillerinden fosfotidil-etanolamin salgilatarak
PC’yi inhibe eder (77). Trombin-trombomodulin (T-TM) kompleksini inhibe
ederek (78) prokoagiilan aktivite gostermektedir (79).

2.2.1.2.2. Trombomodulin (TM)

TM, 559 aminoasitten olugmus transmembran proteinidir. Kiigiik ara bolge
peptidleri ile baglanmis 6 tane ardisik epidermal growth faktor benzeri bolgeler
PC aktivasyonunda onemlidir (80). Kan ve lenfatik damarlarin endotel
hiicrelerinde ve az miktarda trombositler, monositler ve nétrofillerde bulunur. Her
bir kan voliimiine diien endotel yiizeyi kapillerde ana damarlardan daha fazla
oldugundan trombomodulin diizeyi mikrosirkiilasyonda ana damarlara gore 1000
kat daha fazladir (24,49). TM, PC’nin trombin ile aktivasyonunda kofaktor rolii
oynamakta ve PC aktivasyon hizimi 1000-2000 kat arttirmaktadir (49,54,81).
Ayrica T-TM birlesmesi ile prokoagiilan alandan trombin kaybi sonucu, trombinin
genel substratlari olan FVIII, FV, fibrinojen ve FXIII'i aktive edici etkisi yok

olur. TM’in pihtilagma sistemi {izerindeki bir diger etkisi yapisinda
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galaktozaminoglikan igerdiginden ATIII yolu ile trombinin inaktivasyonunu
arttirmaktir (24,25,82,83). T-TM kompleksi ayni zamanda TAFI (trombin
aktivator faktor inhibitorii) yolu ile fibrinolitik mekanizmada da regiilatuvar rol
oynamaktadir. Aktive TAFI fibrinden karboksi terminal lizin ve arginin dizilerini
¢ikararak fibrinolizisi regiile eder. Yiiksek konsantrasyonlardaki TM fibrinolizisi
indiiklerken diisiik diizeylerdeki TM fibrinolizise inhibit6r etki gosterir (39,84-
88).

2.2.1.2.3. Endotelyal Protein C Reseptorii (EPCR)

Bir bagka transmembran proteini olan EPCR’nin PC antikoagiilan yolunda
onemli regiilatuvar komponent oldugu bilinmektedir (89-91). EPCR major
histokompatibilite kompleks simif 1 (MHC-I) reseptor familyasina benzer yapida
APC’nin direk baglandigi tip I transmembran proteinidir (90,92,93). EPCR,
primer olarak biiyiik damar endotelyal yiizeyinden eksprese edilir (89,92,94) ve
EPCR’ye hem PC hem de APC benzer afiniteyle baglanir (95). EPCR, invitro
ortamda T-TM kompleksinin PC’ye olan afinitesini arttirmak suretiyle PC’nin
aktivasyonunu 5-7 kat arttirir (55,56,89,91,94,96) (Sekil-8)

j ® B@ Q]

WNE %

™ is ™
C ) s W [‘Lipc

Sekil-8: Protein C aktivasyon modelleri. EPCR, primer olarak biiyiik damar

endotelyal yiizeyinden eksprese edilir, kiigiik damarlarda bulunmaz. EPCR varliginda T-
TM tarafindan protein C aktivasyonu (B), EPCR yoklugundakine (A) gére 6nemli oranda
fazladir (94)

Endotel hasar bglgesinde olusan trombin ortamda bulunan TM’e, biiyiik
damarlardaki endotelyal hiicrelerde bulunan EPCR PC’ye baglanir (94,95,97).
T-TM kompleksi ile EPCR’ye bagli PC, serbest PC’ye goére daha etkin olarak
aktiflesir (55,56,94,96).
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2.2.1.2.4 Protein S (PS)

Ik kez 1977 yilinda bulunan PS, K vitaminine bagimli bir protein olup,
molekiil agirhgr 69 kD ve plazma diizeyi yaklagik 22 mg/L’dir (59,98-102). PS
karacigerde ve endotelde yapilir; endotel yiizeyinde ve trombositlerin alfa
graniillerinde bulunur (49,103). PS, plazmada %60 oraninda klasik kompleman
aktivasyonunda diizenleyici bir protein olan C4b baglayici protein (C4-binding
protein, prolinden zengin lipoprotein)’e bagli olarak bulunur. PS’in sadece
%40’k serbest olan formu FVa ve FVIIla yikiminda kofaktér olarak gérev yapar
(59,99,104,105). Serbest PS; negatif yiiklii fosfolipidlere yiiksek afiniteli APC’yi,
trombosit mikropartikiilerindeki ve endotel yiizeyindeki fosfolipidlere baglayarak
antikoagiilasyonda kofaktdr gorevi gériir. Antikoagiilasyondaki bu rolii disinda
fizyolojik 6nemi heniiz ¢ok iyi bilinmemekle birlikte FVa, FVIIla ve FXa’y: direk
baglayarak da antikoagiilan etki gosterir (49,98,103). FVa inaktivasyonu PS
varliginda 5-20 kat artmaktadir (61,99). Ayrica FVIIla’nin pargalanmasinda da PS
ve FV sinerjik etki gostermektedir (49,101,103). PS’in inaktivasyonu; trombin,
yitksek oranda PC, FXa, kallikrein, o kimotripsin ile olmakta, inaktivasyona
ugrayan PS’in kalsiyum baglama yetene§i azalmakta ve antikoagiilan etkisi
kaybolmaktadir (68).

2.2.1.3. Doku Faktorii Yolu Inhibitorii (Tissue factor pathway inhibitor:
TFPI) ‘

[k kez 1957°de Hjort, serumda Doku Faktéri/FVIla kompleksini inhibe
eden, ancak doku faktdrii veya FVIIa’y: inhibe etmeyen bir inhibit6r saptamis ve
antikonvertin adim vermistir. 1991°den itibaren uluslararasi tromboz ve hemostaz
demnegi (ISTH) standardizasyon komitesi tarafindan verilen TFPI adi
kullanilmaktadir (25). %50-80’i damar duvarina yapisik, %10-50’si plazma
lipoproteinlerine bagli, geri kalan kiigiik béliimii ise trombositlerde bulunan
glikoprotein yapida bir maddedir. Kandaki TFPI'mn %10’u plateletlerde bulunur
ve trombinle uyarildiginda plateletlerden salinir. Endotel yiizeyinde de bol
miktarda bagli TFPI bulunur. Endotele bagli TFPI, heparin verildiginde plazmaya

salinir ve bu nedenle heparin infiizyonu ile plazma TFPI diizeyleri 2-10 kat artar
(25,40,106,107).
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TFPI yoluyla inhibisyonda, TFPI 6nce FXa ile Xa/TFPI kompleksi
olusturarak Xa’y: inhibe etmektedir. Ikinci basamakta ise bu kompleks VIla/TF
kompleksine VIla tarafindan baglanarak dortlii bir Xa/TFPI/VIIa/TF kompleksi
olusturur. Bu kompleks igerisinde yer alan VIIa/TF kompleksinin artik katalitik
bir iglevi yoktur. Hangi yolla olursa olsun sonug olarak etkin TF/VIIa inhibisyonu
icin FXa gereklidir (24,25,41,106,108).

2.2.2. FIBRINOLITIK SISTEM

Fibrin polimerlerinin enzimatik olarak pargalanmas: anlamma gelen
fibrinoliz, plazmada bulunan plazminojen-plazmin proteolitik enzim sistemi
tarafindan gergeklestirilir. Plazminin inaktif 6nciisii olan plazminojenin aktif bir
proteinaz olan plazmine doniismesini baslica iki plazminojen aktivatorii saglar.
Bunlar; doku plazminojen aktivatorii (tPA) ve iirokinazdir (25,40,109,110).
Fibrinolizin fibrinin oldugu bélge digina yayilmasinin onlenmesi hayati 6nem
tasimaktadir. Bu da plazminojen aktivator inhibitorleri (PAI) aracihigy ile saglanir
(25,109,111-116).

2.3. TROMBOZ

Tromboz; damar igerisinde uygun olmayan yer ve zamanda, edinsel veya
kalitsal pek ¢ok faktor nedeni ile antitrombotik ve trombotik mekanizmalardaki
dengenin bozulmas: sonucunda hemostazin aktive olmasiyla olusan patolojik bir
olaydir (1). Tromboz patogenezinde rol oynayan ii¢ énemli faktor 1800°1i yillarda
Alman patolog Rudolp Virchow tarafindan tanumlanmugstir (Virchow triadi) ve
giinimiizde halen gegerliligini korumaktadir. Bunlar;

1. Kan akiminda yavaglama (staz)

2. Damar duvarinda zedelenme (endotel hasart)

3. Kann bilesiminde degisiklikler (hiperkoagiilabilite)
Pihtilasma sisteminde rol oynayan faktérlerin kesfi ve mekanizmalara ait
gelismeler, molekiiler genetik bilgiler, hiicre sinyal ileti yollarinin aydinlanmasi
tromboz patogenezini daha iyi anlamamizda katkilari olmasina karsin,
Virchow'un triadi tromboz patogenezinin tartisilmasinda hala temel olma

6zelligini siirdiirmektedir (8).

13



“Hiperkoagiilabilite” kanin pihtilagmaya egiliminin artigi yani hemostatik
dengenin tromboza kayan degisiklikler gostermesi olarak tamimlanabilir. Kanda
pihtilasma faktorlerinin konsantrasyonlarimin artmasi (FVILFVIILFIX) ya da
dogal inhibitorlerin eksikligi (ATIILPC,PS), fibrinolitik aktivitede azalma gibi
degisiklikler hiperkoagiilabilite nedenlerindendir (1,2,4,8,117).

2.4. TROMBOZA EGILIM (TROMBOFILI)

Trombofili (thrombo-philia: trombozu sevme) tromboza egilim yaratan
tablolar1 tanimlamakta kullanilan bir terimdir, daha gok vendz tromboza yatkinlig:
yansitir. Trombofili igin giiniimiizde yaygin kabul gérmiis bir tanim olmamakla
birlikte; yakin gegmigte, kalitimsal yada edinsel veya her ikisinin sonucu olan
predispozan faktdrlerin neticesinde tromboz gelisimine meyil olarak tarif
edilmigtir. Bu tamim, dogrudan hemostatik sisteme bagl olmayan durumlar da
dahil edildiginden daha kullanigh bir tanimdir (2-5,8,71,117).

Tromboz siklikla alt ekstremitelerin derin venlerinde gelisir ve buradan
kopan embolilere bagli olarak gelisen pulmoner emboliler ciddi bir sorun
olugturur (4,118,119). Objektif olarak tani almig pulmoner emboli’li hastalarn
yaklagik %70’inde venografide Derin Ven Trombozu (DVT), objektif olarak tam
almis DVT’li hastalarin ise yaklagik %40°1nda klinik bulgulan belirgin olsun veya
olmasin pulmoner emboli mevcuttur (7,120). Vendz tromboembolizm (VIE)’in
yillik insidansimi bildiren raporlarin sonuglari birbirinden ¢ok farklidir. DVT igin
standardize edilmis insidans hiz1 yiiz binde 43.7-45 arasinda, pulmoner emboli
i¢in yiiz binde 20.8-65.8 arasinda degigen degerlerde bildirilmektedir (121).

Tromboz multifaktSriyel bir siirecin sonucudur. Cok sayida edinsel ve
herediter fakt6rler ayn ayr veya bir arada tromboz gelisimine neden olurlar (5-
11).

Tablo-I’de tromboza neden olan edinsel faktorler, Tablo-II’de tromboza
neden olan edinsel faktérlerin olasi trombojenik mekanizmalar ve Tablo-III’de de

kalitimsal trombofili nedenleri belirtilmisgtir.
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Tablo-I: Edinsel Trombofili Nedenleri (1,2,16,122,123)

1. Vaskiiler bozukluklar: Ateroskleroz, diabetes mellitus, vaskiilitler, prostetik
materyaller (graft,valv)
2. Kan akiskanligindaki degisiklikler:
e Staz (immobilizasyon, cerrahi, konjestif kalp yetmezligi)
* Hiperviskosite (polisitemia véra, waldenstrdm makroglobulinemisi, akut
losemi, orak hiicreli anemi)
3. Trombosit disfonksiyonu: Miyeloproliferatif hastaliklar, paroksismal nokturnal
hemoglobiniiri
4. Hiperkoagiilabilite ile iligkili diger nedenler:
» Kanser (Trousseau’s sendromu),
o Oral kontraseptif (OKS) ve &strojen tedavisi,
e Gebelik,
s Nefrotik sendrom,
e Protrombin kompleks konsantrelerinin infiizyonu,
o Inflamatuvar barsak hastaliklari,
e Trombotik trombositopenik purpura,
e Yaygin damar i¢i pihtilagma sendromu (DIC),
o Antifosfolipid antikor (AFA) sendromu,
o Heparin iligkili trombositopeni/tromboz

Tablo-II: Edinsel Risk Faktdrlerinde Olasi Trombojenik Mekanizmalar (124)

Risk Faktorii Venéz staz Vaskiiler hasar Hiperkoagiilabilite
Tleri yag + n T
Immobilizasyon ++H+ - +
Cerrahi girisim ++ +++ +
Travma ++ ++ ++
Gebelik ++ - +
OKS tedavisi - - ++
Malignite ++ + ++
Konjestif kalp yetmezligi ++ - -
Varikoz venler ++ ++ -
AFA sendromu - + ++
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Tablo-III: Kalitimsal Trombofili Nedenleri (1,125,126)

Kalitim sekli VT daki tahmini Klinik bulgular
prevalans (%)
I. Koagiilasyon faktérlerinin eksikligi
veya yapisal anormallikleri
1. APC direnci (FV Leiden) oD 20-60 ~ VTE
2. PC eksikligi oD 5-6 VTE
3. PS eksikligi oD 5-6 VTE
4, TM eksikligi oD I-5 VT,MI
5. ATIII eksikligi oD 1-2 VTE
6. Heparin kofaktor 11 eksikligi oD <l VT
II. Koagtilasyon zimojenlerinin
anormallikleri
{. Protombin gen mutasyonu oD 5-10 VTE
2. FVIII yiksekligi bilinmiyor 20-25 VTE
II1. Fibrinolitik sisteme ait defektler
1. Disfibrinojenemi oD 1-2 VT>AT
2. Plazminojen eksikligi OD/OR* 1-2 VTE
3. tPA eksikligi oD bilinmiyor VTE
4. PAI-1 aktivitesinde artma oD bilinmiyor VTE,AT
IV. Metabolik defekt
1.Hiperhomosisteinemi bilinmiyor R . AT, VT
hastalarda %10-25
2. CBS,MS,MTHFR,MSR eksikligi OR 1/300bin ATVT

OD: otozomal dominant, OR: otozomal resesif, VTE: vendz tromboemboli, VT: vendz
tromboz, MI: miyokard infarktlisii, AT: arteryel tromboz ,CBS: sistatyonin § sentaz, MS: metionin
sentaz, MSR: metionin sentaz reditktaz, MTHFR: metilentetrahidrofolat rediiktaz

*: plazminojen eksikligi genellikle OD, displazminojenemi OR kalitilir,

Kalitimsal trombofili; bilinen etyolojik faktorler olmaksizin genellikle geng
bir yasta olugan (<45) ve tekrarlama egilimi gdsteren ven6z tromboemboliye
herediter olarak belirlenmis yatkinlik olarak tammlanmaktadir (2,3,16,71).
Pihtilagma sistemine ait bilgilerin giin gegtikge artmastyla yirminci yiizyilin ikinci
yarisinda kalitimsal trombofililer de aydinlatiimaya baglanmigtir. Ilk kez 1965°de
AT eksikliginin tromboza egilim yarattig1 gésterilmistir. Ardindan 1981°de PC ve
1984’de PS eksiklikleri tamimlanmistir. Bu 3 eksiklik kalitimsal trombofililerin
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sadece %15’ini olugturur (16,49,117,127). 1993 yilinda Dahlback ve arkadaslar:
kahitimsal trombofilisi olan bazi hastalardan alinan plazma Orneklerinin aktif
PC’nin antikoagiilan etkisine karg: direngli oldugunu gostermisler (12), 1994°te de
Bertina ve arkadaglan APC’e kars1 bu direncin FV genindeki bir mutasyona bagli
oldugunu tanimlamislar ve bu mutant gene FV Leiden ismini vermiglerdir (128).
Bundan sonra yapilan ¢alismalar APC’ye direncin kaltimsal trombofilinin en
onemli nedeni oldugunu ve olgularin %20-50’sini kapsadifim ortaya koymustur.
Yine 1994’de hiperhomosisteineminin (129), 1996’da protrombin geninde bir
mutasyonun (protrombin G20210A mutasyonu) kalitimsal trombofiliye neden
oldugu gosterilmigtir (130). Artik kalitimsal trombofilinin %63’{inden FV Leiden
ve protrombin gen mutasyonunun sorumlu oldugu diigtiniilmektedir (5,18). Tablo-
IV’de kaliimsal trombofilinin stk veya iyi belirlenmis nedenlerinin genel
populasyonda ve ventz trombozlu olgulardaki siklif1 6zetlenmistir.

Tablo-IV: Genel populasyonda ve Vendéz Trombozlu Olgularda Kalitimsal
Trombofili Sikliklan (1,9,16,117,123,129,131)

VT’lu segilmemis VT’lu secilmis
Genel Populasyon

olgular olgular*
ATIII eksikligi 0.02-0.17 1.1 05-49
PC eksikligi 0.14-0.5 3.2 14-8.6
PS eksikligi 0.1 22 14-175
APC Direnci 3.6-6 21 10 - 64
Hiperhomosisteinemi 5-10 10 10-25
Protrombin G20210A 1-23 6,2 10-20
FVIII yiikskeligi 6-11 20-25

* : 45 yas altinda ve/veya tekrarlayan tromboziu olgular

Tablo-V’da kaliimsal oldugu net olarak kanitlanamayan vendz

tromboemboli ile iligkili diger durumlar ve tromboz i¢in rdlatif riskleri verilmistir.
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Tablo-V: Tromboemboli Ile iligkili Diger Durumlar Ve Rélatif Riskleri (71)

Rolatif Risk
FXI yiiksekligi (>1200 U/L) 2,2
FIX yiiksekligi (>1280 U/L) 2,5
Fibrinojen yiiksekligi (>5g/L) 4,0
TAFI yiiksekligi (>1220 U/L) 2,0

Kalitimsal trombofili nedenlerini genetik olarak tasiyan bireylerde tromboz
riski artmakla birlikte, yagsamlan boyunca higbir trombotik atak gegirmemeleri de
miimkiindiir. Veya bu kisilerde tekrarlayan trombotik ataklar arasinda uzun siiren
asemptomatik donemler olabilmektedir. Bu durum, tromboz igin tek basina
kalitsal nedenlerin yeterli olmadigini, tromboz gelisiminde baz1 edinsel faktdrlerin
katkis1 oldugunu gostermektedir (1,5,21,129,131).

2.4.1. ANTITROMBIN Il EKSIKLIGI

ATIII eksikligi otozomal dominant gegisli bir hastaliktir. Heterozigot ve
homozigot sekli tammlanmigtir. Homozigot sekli hayatla bagdasmaz
(2,3,16,45,129). Genel populasyonda semptomatik ATIII eksikligi yaklasik
1/2000 — 1/5000 arasinda, asemptomatik ATIII eksikligi ise yaklasik 1/600
civarindadir. VTE oykiisti olan sec¢ilmemis vakalarda siklik %1.1, segilmis
vakalarda ise %24 (%0.5-4.9) olarak bulunmustur (2,16,18,45). ATIII
aktivitesinde yetersizlik, vendz tromboz igin artmug risk olusturur, arteryel
tromboz iizerine 6nemli bir katkisi yoktur. ATIII eksikligi saptanan bireylerin
yaklagik %65°i en az bir kere VTE atag gegirirler. Ozellikle ikinci dekadda alt
ckstremitelerde DVT’larinin saptanmas: tipiktir (132-135). Eslik eden kalitimsal
veya edinsel protrombotik risk faktSrlerinin varhiinda tromboz riski 5-20 kat artar
(3,135,136). Ik tromboz ataginda yarrya yakin olguda kolaylagtirict bir risk
faktorii saptanmazken, kalan kisminda gebelik, travima, cerrahi miidahale ve OKS
kullanimi gibi risk faktdrlerinden biri mevcuttur (2).

2.4.2. PROTEIN C EKSIKLIGI
Otozomal dominant kalitilan PC eksiklii’ne sebep olan simdiye kadar
160’dan fazla mutasyon tanimlanmigtir (3,16,18,47,137-142). Heterozigot sekli
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genel populasyonda %0.2-%0.4 oraminda g6riiliir. Tromboembolik hastalik
gecirmis kisilerin %2-5’inde PC eksikligi saptanmugtir. Bu prevalans geng ve
tekrarlayan VTE’de %10-15"¢ kadar ¢ikmaktadir (3,18,47,129,137,143). Derin ve
stiperfisiyel ven trombozu yaygindir. Etkilenen ailelerde VTE gegiren heterozigot
kisilerin %50’sinden fazlas1 40 yas civanindadir ve epizotlarin yarisindan fazlasi
spontandir (133,134). Klinik prezantasyon olduk¢a degiskendir. Heterozigot
olgularda genelde erigkin yasta derin veya yiizeyel venéz tromboz, pulmoner
emboli ve warfarine bagli deri nekrozu klinik tabloyu olusturabilir (143).
Homozigot yeni doganda ise purpura fulminans, renal ven, mezenterik ven ve
dural siniis trombozlann goriilebilmektedir. Warfarine bagli deri nekrozu,
hiperkoagiilabiliteye sekonder gelisen bir tablodur. Ilaca bagladiktan ilk birkag
giin i¢inde g6vde ve ekstremitelerde ortaya ¢ikar. K vitaminine bagh faktorler
arasinda yan Omrii en kisa olan PC’dir (4-8 saat). Warfarin kullanimu ile PC
eksikligi olan bireylerde diisiik olan diizey daha da azalmakta ve gegici bir
hiperkoagiilabilite tablosu meydana gelmektedir (2,75,144,145).

2.4.3. PROTEIN S (PS) EKSIKLIGI

Otozomal dominant kaltim ozelligi gosteren PS eksikliginin 69’dan fazla
farkli mutasyonu tamimlanmistir (146-150). Secilmemis vendz trombozlu
olgularin %3 kadarinda PS diizeylerinin diisiik oldugu, bu oramin 50 yas alti
ve/veya rekiirren trombozlu olgularda daha da arttifn bildirilmistir. Serbest PS
eksikligi olan hastalarda tromboz riskinin 1.6 (143), 8.5 (151) ve 11.5 (152) kat
artifin belirten yayinlar mevcuttur. Homozigot PS eksikliginde veya PS diizeyi
¢ok diisiik olan heterozigot PS eksikliginde, PC eksikliginde oldugu gibi “yeni
dogan purpura fulminansi”, OAK kullanimina bagli deri nekrozu goriilebilir
(129,145). PS eksikliginde de siiperfisiyel venoz tromboflebit yan sira DVT ve
pulmoner tromboemboli (PTE) oldukga yaygindir. Bunlarin yaminda Gnemli
oranda da arteryel trombozlar rapor edilmigtir (133-135,151,153-155). Vakalarin
yansindan fazlasinda gebelik, sismanlik, Sstrojen kullammi ve immobilizasyon
gibi predispozan bir faktoriin varlig1 dikkati cekmektedir (129,152).
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2.4.4. PROTROMBIN GEN MUTASYONU (PT G20210A)

Poort ve arkadaglan 1996 yilinda vendz tromboemboli saptanan hastalarda
molekiiler teknikleri kullanarak protrombin genini ayrintili olarak incelemisler ve
bu hastalarin %18’inde 11. kromozomun p11-p12 bélgesinde lokalize protrombin
geninin 3’ translasyona ugramayan béliimiinde (3° UTR) 20210. niikleotidde
guanin yerine adenin geldigi tek baz degisim mutasyonu tanimlamiglardir. Normal
kontrol grubunda ise bu degisim olgularin sadece %1’inde gézlenmistir (130). Bu
mutasyon; genin transkripsiyonunu etkilememekte ancak translasyonunu
arttirmaktadir. Bu da karacigerden protrombin iiretimi ve sahmminda artiga neden
olur. Protrombin artis1 trombin artigini, bu da tromboz riskinde artig1 beraberinde
getirir (3,130,131,156). Bu mutasyonun varlifinda tromboz riskinin arttigim
gosteren bir ¢ok calisma mevcuttur (13,156-164). Sikhigi cesitli bolgelere ve
wklara gore biiylik farkhihiklar g6stermektedir. Kuzey Avrupa’da saghklh
populasyonda %1.7, giiney Avrupa’da ve Ortadogu’da %3-5 oraminda
bildirilmistir (126,129,165).

Veno6z tromboembolide bu mutasyon %4-8 oraninda saptanirken, rekiirren
trombozlu veya ailede tromboz Sykiisii olanlarda %15-18 oraninda goriilmektedir
(18,130,166,167). Bu mutasyonun varliinda tromboz riski 2-5.5 kat artmaktadir
(13,130,168). Diger kalitimsal trombofili nedenlerinde oldugu gibi spontan ve
ahisilmadik bolgelerde ven trombozlari siktir. Hepatik ven trombozu (129),
mezenterik ven trombozu (160) portal ven trombozu (129), serebral ven trombozu
(169) ile iligkisini bildiren yayinlar mevcuttur. Ayrica protrombin gen mutasyonu
olan Behget hastalarinda okiiler tutulumun daha sik ve siddetli oldugu da
bildirilmigtir (170). Agiklanamayan fetal kayip, diigiik gestasyonel yas ve
plasental yetersizlik durumlarinda da bu mutasyonun rol oynayabilecegi ileri
stirlilmiigtiir (163,171). Koroner ya da serebral arter trombozlu segilmemis
olgularda mutant gen varlifi normal populasyondan fazla bulunmamigtir
(172,173). Bununla birlikte se¢ilmis olgularda bu mutasyonun anlaml oranlarda
fazla oldugu karsilagtrmali galigmalarda gosterilmigtir (174-176). Heterozigot
mutasyonun serebral iskemi riskini 3.8 kat arttirdifi, homozigot mutasyonun ise
208 kat arttirdify bildirilmigtir (175). Bu mutasyonun varliginda, hiperlipidemi,
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sigara ve OKS kullanimi; DVT, miyokard infarktiisi (MI) ve spinal kord
infarktiisti igin belirgin artmig risk olusturur (129,177).

PT G20210A mutasyonu ile FV Leiden mutasyonu birlikteligi
olabilmektedir (178,179,180,181). Iki mutasyonun birlikte bulundugu durumda
spontan vendz tromboemboli, tromboz rekiirrensi ve beklenmedik bolgelerde

tromboz belirgin oranda artmaktadir (158,167,181-183).

2.4.5. HIPERHOMOSISTEINEMI

Homosistein; esansiyel aminoasit metionin’in sistein’e metabolik dontistimii
sirasinda olugan bir silfidril aminoasittir. Hiicre igi metabolizmasinda; sistatyonin
B sentaz, metilen tetrahidrofolat rediiktaz gibi enzimler ile birlikte bu enzimlerin

kofaktorii olan folat, kobalamin ve pridoksin 6nemli rol oynar (42,123,125,126)
(Sekil-9).

Protein

l

Metionin
Tetrahidrofolat \
Dimetil S-Adenosil
Glisin Metionin
12
®12) © Metilenm

5-10 Metilen Betain Alict
Tetrahldrofolat L Kolin S-Adenosil

Glisin 5 Metil Homosistein omosistein
Tetrahidrofolat ° (_/H
(B6) Serin

© Sistationin § Sentaz Sistationin
® 5- Metilen Tetrahidrofolat-Homosistein transferaz
© Betain-Homosistein Metiltransferaz

Sistein

l

SO,
Sekil-9: Homosistein’in Intraseliiler Metabolizmas: (125)
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Hiperhomosisteinemi bu homosistein metabolizmasinda genetik ya da
edinsel bozukluklar sonucu ortaya ¢ikar. Bunlardan en Snemlisi sistatyonin B
sentaz enzimindeki defekttir. Bu durumda ¢ok yliksek homosistein diizeyleri
saptanabilmektedir. 5-10-metilen tetrahidrofolat rediikktaz (MTHFR) enzim
eksikliginde de hafif hiperhomosisteinemi tablosu gelisir. MTHFR enziminin
termolabil varyantimin homozigot varlig: hafif hiperhomosisteineminin en nemli
nedenidir. MTHFR geninde 677.pozisyonda Citosin-Timin degisikligi sonucu
enzimin 222.aminoasitinde alanin yerine valin gelmesi ile olusan bu defektin
siklign degisik populasyonlarda %5-20 arasindadir (42,129,161,184). Bunlann
diginda daha nadir olarak dier enzim defektleri de hafif hiperhomosisteinemiye
neden olabilir. Folik asit, kobalamin ve pridoksin eksiklikleri, kronik b&brek
yetmezligi, karacifer yetmezlifi ve metotreksat, trimetoprim, kolestramin,

karbamazepin gibi ilaglar baglica edinsel hiperhomosisteinemi nedenleridir
(42,185).

Plazma homosistein diizeyi yiikksek olan vakalarda vaskiiler
komplikasyonlarin yiiksek oranda gdzlenmesi, homosisteinin aterojenik ve
trombofilik ajan olarak suglanmasina neden olmustur (161,185-187).
Hiperhomosisteinemide nérolojik anormallikler, erken kardiovaskiiler hastalik
(182), inme ve vaskiiler tromboz goriilebilir (129,161,185,188). Hafif ve orta
derecede hiperhomosisteinemi arterioskleroz ve arteryel tromboz i¢in bagimsiz
risk faktoridir (129,189). Hafif-orta diizeyli hiperhomosisteinemi ile vendz
tromboz iligkisini aragtiran ¢aligmalar son yillarda oldukga artmigtir. Erken yasta
gOrillen veya tekrarlayan venéz trombozun hafif-orta  diizeyde
hiperhomosisteinemi varli: ile iligkili oldugu ve ilk vendz tromboz: epizodunda
onemli oranda gozlendigi bildirilmistir (129,190). Primer veya rekiirren vendz
trombozlu hastalarin %10-25’inde plazma homosistein diizeylerinin yiiksek
oldugu ve hafif-orta hiperhomosisteineminin DVT gelisim riskini 2.5-3 kat
arttirdid1 yapilan ¢aligmalarda varilan ortak sonuglardandir (125,126,129,185).
Ayrica yapilan galigmalar; fetal kayip, erken dogum, diisitk ve preeklampsi gibi
gebelik komplikasyonlarimin kontrol grubuna gore homozigot MTHFR enzim
defekti olanlarda daha fazla oldugunu géstermistir (191).
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MTHFR enzim defekti ve hiperhomosisteineminin, diger kalitimsal
trombofili nedenlerinin birlikteliginde ventz tromboz ve VTE riskinin arttif
bir¢ok ¢aligma tarafindan desteklenmis bir bilgi olmakla birlikte (13,158,161,191-
193) , ek bir risk artisina neden olmadifi da ileri siiriilmistir (194).
Hiperhomosisteineminin hangi mekanizma ile tromboz riskini arttirdig1 net olarak
aciklifa kavusmamistir. Bununla ilgili degisik galismalar ve sonuglar vardir.
Damar endotelinde deskuamasyon, endotel diiz kas hiicrelerinde proliferasyon ve

intimal hipertrofiye neden oldugu gsterilmistir (129).

2.4.6. FAKTOR VIII DUZEYINDE ARTIS

Son yillarda yapilan ¢alismalarda FVIII yiiksekliginin VTE riskini 4-6 kat
artirdit  ve VTE rekiirrensi agisindan giiglii risk faktorlerinden biri oldugu
belirlenmigtir. Ilk kez tromboz saptanan bireylerin yaklagik %20’sinde FVIII
yiiksekligi oldugu ve FVIII’in akut faz reaktam olmasina karsin, bu artigin akut
faz reaksiyonundan bagimsiz oldugu bildirilmistir (126,129,195). FVIII plazma
diizeyinin her 10 IU/DL artiginda VTE rekiirrensinin relatif riski 1.08 olarak
saptanmugtir. FVIII diizeyinin 90 persantilin {izerinde oldugu vakalarda 2 yil
igindeki tromboz rekiirrens orani %37°dir (196).

2.4.7. KALITSAL FIBRINOLITIK SISTEM BOZUKLUKLARI

Tromboza neden olan kalitsal fibrinolitik sistem anormallikleri gok nadirdir.
Disfibrinojenemi, hipoplazminojenemi, displazminojenemi, plazminojen aktivator
inhibitér diizeyinde artma veya PAI-1 gen polimorfizmi gibi fibrinolitik sistem
defektlerinin trombozla iligkisi gosterilmistir (2,131,145).

2.4.8. AKTIVE PROTEIN C DIRENCI (APC DIRENCI)

2.4.8.1. FAKTOR V (FV)

1947°de Norvegli Paul Owren tarafindan kegfedilen FV hemostatik dengenin
korunmasinda merkezi bir rol iistlenir. 2196 aminoasit igeren FV molekiilii
yaklagtk 330 kD agirhginda, tek zincirli bir glikoproteindir. Plazma
konsantrasyonu yaklasik 20 nmol/L (~0.007 g/L)’dir (11,60,80). Monosit
makrofaj sisteminde ve megakaryositlerde de sentezlenen FV’in baghca yapim
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yeri karacigerdir (11,80,131,197,198). Plazmadaki serbest formunun yamt sira
trombositlerin o graniillerinde de bulunur, buradaki miktarn dolagimdaki toplam
FV’in yaklasik %20-25’idir. Molekiiler agirliklari ve fosfolipid membranlara
afiniteleri birbirinden ¢ok az farkli olan bu iki FV formunun (FV; ve FV,)
membrana baglanma ozellikleri, prokoagiilan ve antikoagfilan aktivitelerine de
etkilidir. Fizyolojik sartlara benzer model sistemlerinde FV,’in FVz’den 7 kat

fazla trombin olugumuna neden olmasindan dolayr daha trombojenik oldugu
diisiintilmektedir (11,67,198-200).

FV geni kromozom 1q23 iizerine yerlesmis yaklagtk 80 kilobaz
biiyukliigiinde ve 25 exon igeren bir gendir. Izole cDNA, 6672 baz ¢ifti (b.¢.)
uzunluktadir ve 2224 aminoasitlik rezidii, 28 aminoasitlik sinyal peptid igeren bir
protein kodlar (127,201).

FV, A|-A>-B-A;-C,-C; seklinde mozaik benzeri bir yapiya sahiptir
(11,60,126,127). Bu yap1 FVIII ve seruloplazmin ile bilylik benzerlik gosterir
(11,202). Trombin veya FXa tarafindan Arg 709, Arg 1018 ve Arg 1545
bolgesinden pargalanarak aktiflesen FV’in B bélgesi serbestleserek agir ve hafif
olmak tizere iki pargaya aynlir. Adir zincir iizerinde iki kisim (A;-A3), hafif zincir
tizerinde ise ii¢ kisim (A3-C;-C,) vardir (Sekil-10). Aktiflesen FV vazgegilmez bir
FXa kofaktoriidiir. FXa, FVa, kalsiyum ve fosfolipid membranlar protrombinaz
kompleksini olusturur (18,37,203) ve protrombinin trombine doniigiimiini
gerceklestirir (11,65,80,204,205).
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Sekil-10: FV molekiiliiniin aktivasyonu (11)

FV molekiilii 3A bolgesi (Ai-Ax-As), 2C bolgesi (C;-C,) ve genis baglayict B
bolgesi’nden olusan mozaik seklinde bir yapiya sahiptir. FV’in aktivasyonu trombin
tarafindan  Arg709, Argl018 ve Arg 1545 bolgelerinden yikilarak (siyah okla

gosterilmistir) saglanir.

FVa’mn prokoagiilan aktivitesi, FVa’mn APC tarafindan Arg506, Arg306
ve Arg679 pozisyonlarindaki proteolizi ile azalir (60-63,65,126). Arg506 noktas
diigik konsantrasyonlarda APC ve FV varhginda daha 6n plandadir. Ancak
Arg506 yikilimi FVa’y1 yalnizea kismi olarak inaktive ederken, FVa’nin tamamen
inaktif olabilmesi igin Arg306 bolgesinden de yikilmasi gerekmektedir. Arg679
bolgesinde yikimin onemi tam olarak bilinmemekle birlikte daha az Snemli
goriinmektedir (11,17,22,60-62,64,65,205-207) (Sekil-11).
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Sekil-11: FV’in inaktivasyon ve aktivasyon semas1 (11)

FV molekiilii Arg506 bolgesinden yikildiginda antikoagiilan FV (FVac: yesil renk
ile gosterilmistir) Arg709, Argl018 ve Argl545 bolgelerinden yikildiginda ise
prokoagiilan FV (FVa: turuncu renk ile gosterilmistir) olusur.

FVac molekiilii iki yone ilerleyebilir. Eger Arg709, Argl018 ve ozellikle
Argl545°den yikilirsa yari prokoagiilan yolag: olusturur (FVa int, kirmizi-mavi renk ile
gosterilmistir). Bu molekiil protrombin aktivasyonunda sinirli kofaktor aktiviteye sahiptir.
Arg306’dan yikilirsa potansiyel prokoagiilan aktivitesi kaybolur (FVi mavi renk ile
gosterilmistir).

Prokoagiilan FV (FVa) ise protrombin aktivasyonunda kofaktor olarak gorev alan
temel molekiildiir. FVa’nmn prokoagiilan aktivitesinin kontrolii APC tarafindan saglanir.
Bu molekiilin de Arg506°dan yikimi parsiyel aktif molekiile (FVa int) doniisiim ile,
Arg306’dan yikimi aktivitenin tamamen kaybi ile sonuglamir (FVi). Yani FVa
aktivitesinin down regiilasyonu Arg306°dan yikim ile saglanir. Inaktif FVi’nin Arg679
ve/veya Arg994 bolgesinden yikimu ile potansiyel proteoliz gergeklestirilmis olur.

Goriildiigii gibi FV iki fonksiyon gormektedir; hem trombin olusumunu
azaltan antikoagiilan yolu indiikler, hem de prokoagiilan yolun bir elemanidir
(11,17).
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2.4.8.2. APC DIRENCI PATOGENEZI

APC direnci terimi; invitro olarak denek plazmasinda APC’ye kars1 anormal
olarak azalmis antikoagiilan yamiti tamimlamaktadir (12,15,18). Dahlback ve
arkadaslari, 1993 yilinda normal plazmaya APC eklendiginde FVa ve FVIIla'nin
pargalanmasina bagli olarak aktive parsiyel tromboplastin zamani (aPTT)’nin
uzamast ve bu degerin APC eklenmeden onceki aPTT’ye oraninin artmasi
gereginden yola gikarak yaptiklan galismada, vendz tromboz saptanan, birbirleri
ile akraba olmayan 3 hastanin plazmasima APC eklenmesi ile beklenen
antikoagiilan yamtin az ya da hi¢ olmamasi durumunu APC direnci olarak
tamimlamiglardir  (Sekil-12). Ayni hastanin vendz tromboz oykiisii olan
yakinlarinda da APC direncinin saptanmasi bu bozuklugun genetik bir defekte
bagli olabilecegini diigiindiirmiis ve aile agacina bakildiginda otozomal dominant
kalitim paterni gosterdigi goriilmiistiir. Teorik olarak APC direncine sebep
olabilecek; APC’ye kargi gelisen bir antikor veya bir proteaz inhibitoriiniin
varligi, PS eksikligi, FVIII veya FV genlerinde mutasyon ve PC aktivasyonunda
rol oynayan bilinmeyen bir kofaktriin eksikligi gibi olasiliklar arastirilmistir.
APC inhibitorleri, fonksiyonel PS eksikligi, FVIII geninde APC direncine neden
olacak mutasyon tespit edilememistir. PC’ye karsi otoantikorlar veya APC
fonksiyonunu inhibe eden antifosfolipid antikorlar APC direncinin kalitimsal
ozelliginden dolayi ekarte edildikten sonra APC direncinden APC’nin pargalanma
bolgelerinden birini etkileyen FV genindeki bir mutasyonun veya bilinmeyen bir

APC kofaktér eksikliginin sorumlu olabilecegini diistindiirmiigtiir (12).
120
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Sekil-12: Hasta plazmasinda APC’ye zayif antikoagiilan yanit (12)
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Daha sonra yapilan galismalarda APC direngli olgularin plazmalarina saf FV
ve FVIII eksik plazma eklenip APC direnci 6lgiimleri tekrarlandiginda; FV eksik
plazma eklendiginde direncin devam ettigi, FVIII eksik plazma eklendiginde ise
direncin  olmadigi  gozlemlenerek, APC direncinin anormal FVa’dan
kaynaklandig: bildirilmistir (208). FV defektini destekleyen bir baska gozlem de
APC direngli plazmadan kismen izole edilmis FV’in APC direncini normal
plazmaya tasiyabildigidir (47). APC direncinin molekiiler patolojisi ilk kez
Bertina ve arkadaglan tarafindan 1994 yilinda aydinlatilmigtir. FV’i kodlayan
gende 10. exondaki 1691.niikleotidte Guaninin Adenin ile yer degistirmesi
(G1691A) sonucu ortaya ¢ikan mutant gen, FV’in agir zincirinin 506.
pozisyonundaki Arginin (R) yerine Glutaminin (G) gelmesine neden olmaktadir.
Bu mutasyona FVR*®Q, mutant allele FV:Q™ veya FVLcigen isimleri verilmistir
(128). Yapilan ¢alismalar sonucunda FV genindeki DNA polimorfizmi arasindaki
genetik baglant: kesinlesmistir (3,1 1,17,47,55,60,131,153,201,209).

FVa’nin APC tarafindan inaktivasyonu hizli ve yavas olmak iizere iki fazh
bir reaksiyondur. Normal FVa ilk 6nce Arg506 bolgesinden parcalanir. Hizli faz
(dominant yol) olarak adlandirilan bu faz sonucunda FVa’nin aktivitesi yaklagik
%60 azalr, bunu takiben yavas faz ile Arg306 bolgesinden yikilarak kalan
%A40’hk aktivite de yok olur. FV Leiden mutasyonu varliginda ise mutant FV
normal FVa’ya gére 10-20 kat daha yavas olacak sekilde sadece yavas monofazik
yikilim ggsterir. Arg306 bolgesinden (minér yol) yavas fakat tamamen yikilir
(17,18,22,60-63,131,205,206,210). FXa, Arg506 aracilig ile gergeklesen hizli fazi
spesifik olarak inhibe ederken, PS Arg306 araciligi ile gergeklesen yavas fazi
hizlandirir. Bu nedenle FXa’nin FV Leiden iizerine etkisi yok iken PS yavag fazi
20 kez arttirr (17,206). Mutasyona ugramis FVa normal prokoagiilan FV
aktivitesi gosterir (11) fakat APC aracilifi ile olan inaktivasyonun yavas olmasi
(62,206,210) trombinaz kompleksinin stabilizasyonuna, artmis trombin olusum
hizina (dolayisiyla protrombin Fj., artigina), FVII ve FV’in feedback
aktivasyonuna yol agar. Koagiilasyonun artmig aktivasyon hizi beraberinde FV’e
bagimhi APC kofaktor aktivitesinin kaybina, APC direncinin artigima ve

hiperkoagulabl bir duruma neden olur.
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Yakin zamanda APC direncinde ilgili tek molekiiler mekanizmanin bu
olmadig1 aynca FV’in FVIIl inaktivasyonunda da APC kofaktorii olarak rol
oynadigt ve mutant FV varliginda bu antikoagiilan 6zelligini yerine
getiremeyecegi igin tromboza egilim yarattig1 da gosterilmistir (11). Mutant FV
geninin yavas da olsa inaktive ediliyor olmasi FV Leiden mutasyonunun neden
vendz tromboz i¢in hafif risk faktérii oldugunu agiklamaktadir (17,129,211). FV
Leiden’in APC yerine bagka proteazlar tarafindan 506. pozisyon diginda baska
bolgelerinden inaktive ediliyor olmast hafif risk olusturdugunu agiklamak igin 6ne
stiriilen diger bir goriistiir (129). APC direnci olan hastalarin %90-95’inden
heterozigot, %]I-5’inden homozigot FV Leiden mutasyonu sorumludur
(11,17,128,208,209,212).

FV Leiden mutasyonundan farkli olarak FV yapisinda ortaya gikan bazi
nadir polimorfizm ve mutasyonlar nedeni ile de APC direnci olusabilir. Bu
gruptaki en iyi bilinen mutasyonlar FV Cambridge ve FV Hong Kong Chinese
mutasyonlanidir. FV molekiilinde 306.pozisyondaki Arginin yerine Threonin
gelmesi ile FV Cambridge, Glycin gelmesi ile Hong Kong . mutasyonu
olusmaktadir (126,213,214). FV Cambridge agiklanamayan APC direnci olan bir
hastada tanimlanmis olup, olduk¢a nadir goriilmektedir (214). Aksine FV Hong
Kong Cin populasyonunda oldukga sik olup tromboz igin bir risk faktorii olarak
goriilmemektedir. Ayrica bu mutasyonun APC direnci ile arasindaki iliski de tam
olarak agikliga kavugmamustir (213).

Bir diger APC direnci fenotipine neden olan mutasyon, FV geninin 13.
exonundaki A4070G polimorfizmidir ki; bu durum FV’in 1299. pozisyonundaki
His(H) yerine Arg(A) gelmesine neden olmaktadir. Yalniz FV Leiden mutasyonu
ile karsilastinldiginda, FV Leiden ve FV (A4070G) igin ¢ift heterozigotluk vendz
tromboemboli riskini 3-4 kat arttirmaktadir. Bu mutasyon tilkemizde %8.5, Kibris
Tiirk kesiminde %4.2 olarak bildirilmistir (215).

Aym exonda goriilen diger bir aminoasit degisikligi G1628A (R485K);
Afrika’da %32.4, Bati-Hindistan’da %6.9, Avrupa ve Tayland’da %59 gibi
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Onemli 6lgiide sik bulunmakta ve trombofili ile iligkili oldugu diistintilmektedir.
Ulkemizde bu mutasyonun sikhg saglikhi kisilerde %4.7, DVT’lu hasta
populasyonunda ise %6.8 bulunmustur (216).

Yakin gegmiste bir ¢ok aragtirmaci R, adi verilen alleli (veya HR;
polimorfizmi) hafif¢e artmig ven6z trombozla iliskilendirmistir. R; alleli, FV geni
tizerinde baglantili birgok mutasyon ile karakterizedir. R, haplotipi tek basina
tromboz agisindan normal FV” e gore ilave risk degildir, FV Leiden mutasyonu ile
bir arada bulundugu zaman tromboz riski olugturabilmektedir (11,217,218).
Ancak Ulu ve arkadaglan tarafindan, HR;, haplotipinde homozigotlugun tromboz
i¢in risk faktorii olabilecegi bildirilmistir (219).

APC direnci olusturan FV geni ile iligkili bir diger durum heterozigot FV
Leiden mutasyonu ile FV eksikligi birlikteligidir. Bu kisilerde yalmzca FV Leiden
alleli eksprese edildigi ve dolagan FV mutant oldugu i¢in homozigot FV Leiden’e

benzer fenotip ortaya gikar, bu nedenle pseudohomozigot FV Leiden olarak
adlandinlir (11,220).

Yakin zamanda kromozom 18 iizerinde APC direnci fenotipi ve FVIII
seviyelerini etkileyen yeni bir lokus tanimlanmig ve bunun tromboz i¢in yeni bir
risk faktorii olabilecegi kamsina varlmugtir (221). Dolagsan yiksek FV
seviyelerinin tromboz riskini artirip arttirmadifim analiz etmek i¢in ¢aligmalar
yapilmistir ancak FVIII ile ilgili yaymlarin aksine FV plazma seviyeleri,
trombozla istatistiki olarak anlaml iliski gostermemistir (222).

Bu tablolarin diginda edinsel baz1 durumlarda da APC’ye direng olusabilir.
Antifosfolipid antikor sendromu (223), anti FV antikoru varhg: (224), HELLP
(hemolitik anemi, yiikselmis karaciger enzimleri ve trombositopeni) sendromu
(225-227), OKS ve Ostrojen kullamimu (228,229), invitro fertilizasyon tedavisi
(230), gebelik (231) ve kanser (232) gibi kazanilmis durumlarda APC direnci
olugabilecegi bildirilmistir. Ilging olarak Heterozigot FV Leiden mutasyonuna
sahip donorlerin karaciger transplantasyonu ile fenotipi aktardiklan ve alicida
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APC direnci fenotipi saptamirken FV Leiden mutasyonunun bulunmadig:
gosterilmigtir (233,234).

2.4.8.3. EPIDEMIYOLOJI

FV Leiden mutasyonu ilk olarak 1994 yilinda kesfedilmis olmasina ragmen
trombofilili olgularda yiiksek siklikta saptanmasi nedeni ile ilgi odagi haline
gelmis ve yapilan yogun populasyon caligmalar: ile diinyadaki dagilimi tespit
edilmeye cahisitmustir. FV Leiden prevalans: bir iilkeden digerine, bdlgeden
bolgeye ve etnik gruplara gore degiskenlik gosterir (18). Ozellikle giiney
Avrupa’da yliksek oranda bulunurken Amerikan toplumundaki prevalans %0.45-
2.2 arasinda degismektedir. Giiney Afrika, Cin ve Japonya’da prevalans daha
diigiik oranlardadir (17,235-237).

2.4.8.4. APC DIRENCI VE VENOZ TROMBOZ

FV mutasyonunun neden oldugu APC direnci tromboz igin 6nemli bir risk
faktoridiir (12,19-21,153,209,238) ve APC direngi varlifinda en yaygin klinik
prezantasyon derin ve yiizeyel ven trombozudur (14,17,151,158-
160,162,208,239,240). Pulmoner emboli ve alisilmadik bolgelerdeki trombozlar
PC, PS ve ATII eksikligine gore daha azdir (129,135,151). Yapilan klinik
galigmalarda ilk vendz tromboz epizodu gegiren bireylerin %15-40’1nda APC
direnci tanimlanmugtir, bu oran diger kalitsal anormalliklerden oldukga yiiksektir
(13-15). Segilmis olgularda bu oran %60’lara ulagsmaktadir (11,16-18,129).
Leiden ¢aligma grubu, 70 yas altinda DVT gegirmis olan 471 kisilik hasta ve 474
,kisilikvkontrol grubunu igeren arastirmasinda; hastalarin %21’inde APC direnci
saptarken, kontrol grubunda bu oranin %5 oldugunu bildirmiglerdir (21). Bir diger
caliymada DVT gegirenlerde FV Leiden prevalanst %40.1 olarak bulunurken (13),
bagka bir caligmada %21.1 (161) ve bir digerinde %7,8 olarak tespit edilmistir
(167). Normal bireylere gore heterozigot FV Leiden mutasyonu tagiyanlarda
vendz tromboz riski 5-10 kat, homozigotlarda ise 30-140 kat artmugtir (6,10,12,18-
22,62). Homozigot FV Leiden mutasyonu tromboz igin belirgin risk artisina
ragmen, bomozigot PC veya PS eksikligine gore daha zayif bir protrombotik
durum yaratmaktadir (151,212). Omnegin homozigot PC eksikligi, yenidogan
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doneminde purpura fulminans gibi agir bir klinik tablo meydana getirirken, FV
Leiden igin homozigot olanlar ileri yaglarda bile asemptomatik olabilmektedir
(135). Rosendaal ve arkadaglann homozigot mutasyonun daha sik olarak
kadinlarda izlendigini bildirmisler (21) ancak bu bilgi daha sonraki ¢alismalarda
desteklenmemistir. Heterozigot FV Leiden mutasyonuna sahip kisilerde ilk
trombotik olay ortalama olarak 45 yaslarinda goriilmekte iken (241), homozigot
FV Leiden mutasyonu tastyanlarda ilk VTE epizodu daha geng yaslarda (31-44
yas) ortaya ¢ikmaktadir (19,21,49) (Sekil-14).
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Sekil-13: FV Leiden varlifinda ortalama trombotik olay gériilme yaglan (19).

Heterozigot FV Leiden mutasyonu tagiyanlarda VTE riski yagla birlikte artar
ve tastyict olmayanlara gore anlamh yiikseklik gosterir (135). Yapilan prospektif
kohort ¢aliymada, VTE insidans oranlarinin, mutasyonu tasimayan kisilere gore
mutasyonu tagryanlarda 50-59 yas arasinda 1.23, 60-69 yag arasinda 1.61 ve 70
yag iistlinde 5.97 kat artig gosterdigi saptanmistir (129). Vakalarin yaklagik
yansinda ilk tromboz atagi saptandifinda predispoze bir faktér bulunmazken
(idiopatik), %30’unda gebelik veya OKS kullanimi, %20’sinde cerrahi gibi altta
yatan bagka predispoze bir durumun varlif: dikkati gekmektedir (164,242).

FV Leiden mutasyonu varliginin vendz tromboz igin 6nemli risk faktorii
oldugunu wvurgulayan bir ¢ok ¢alisma mevcuttur (4,6,14,17,19,159,208,
209,240,243, 244). Israil’de yapilan, 1993-1997 yillart arasinda en az bir kez
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DVT epizodu gegiren 162 hasta ve 336 saglikhh kontrol grubunu igeren
aragtirmada hastalarin %40.1’inde FV Leiden mutasyonu saptanirken, kontrol
grubunda bu oran %3.9 olarak bulunmugtur. Aym hasta grubunda protrombin gen
mutasyonu %18.5 (kontrol grubunda %5.4), MTHFR enzim mutasyonu %22.8
(kontrol grubunda %14.3) bulunarak FV Leiden mutasyonunun vendz trombozda
daha sik rol oynadi: bildirilmistir (13). |

PTE saptanan hastalarin %6-9’unda FV Leiden mutasyonu mevcuttur. {lging
olan durum submassif PTE’li hastalarda FV Leiden mutasyon olastliginin masif
PTE’li hastalara gore daha yiiksek olmasidir. Benzer gekilde fatal PTE ile FV
Leiden arasinda giiglii bir iliski kurulamamigtir (17,118,164,245). Dolayisiyla FV
Leiden mutasyon varligi DVT ve PTE igin risk olusturmakla birlikte, DVT
PTE’ye gore daha yiiksek oranlarda gériilmektedir (119,164,239,246). FV Leiden
mutasyonunun PTE i¢in daha az risk olusturmasinin sebebi trombozun yerlesimi
ile iligkili bulunmugtur. Segilmemis olgularda PTE en sik iliofemoral ven
trombiislerinden kaynaklanir, FV Leiden mutasyonuna sahip kisilerde olusan
tromboz ise daha gok iliofemoral ven distalinde yerlesmektedir (247).

FV Leiden mutasyonunun serebral ven trombozlu erigkinlerde de sik goriilen
bir trombofili nedeni oldugu ¢aligmalarda gosterilmistir (248,249). Alisiimadik
lokalizasyonlardaki 6rnegin; serebral siniisler (248,250), mezenter ven (160),
portal ven (251,252), hepatik ven (178,251,253-257), trombozlarinda da FV
Leiden mutasyon insidans: yiiksektir. Santral retinal ven okliizyonunda FV Leiden
mutasyonu varhifimn etyolojik faktor olabilecegini bildiren ¢aligmalarin yaru sira,
aksi gorily bildirenlerde vardir (258).

Bunlarin yamnda gegsitli aragtiricilar tarafindan; pelvik ven trombozu ile FV
Leiden mutasyonu iligkisi (259), rekiirren arterio-vendz sant trombozlu hastalarda
FV Leiden mutasyonu varlig1 (260), sistemik trombozlu yenidoganda postmortem
olarak FV Leiden mutasyonu tespiti (261), rekonstriiktif cerrahi sonrasi replant
parmakta gelisen vendz tromboz (262), trombotik mikroanjiopatili hastalarda
artmiy FV Leiden mutasyon sikhif: (263), Takayasu arteriti ile FV Leiden
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mutasyonu iligkisi (264) gibi galisma sonuglan rapor edilerek FV Leiden
mutasyonu ile ilgili aragtirma simrlan genigletilmigtir.

APC direnci bulunan hastalarda ilk trombotik epizodu izleyen birinci yilda
tromboembolik olaylarin goriilme olasiligi %8-10°dur. Simroni ve. arkadaglart
tarafindan yapilan galismada FV Leiden mutasyonu tasiyan kisilerde kiimilatif

rekiirren tromboemboli insidans: %39.7 iken bu anormalligin olmadig1 hastalarda
%18.3 olarak saptanmigtir (129).

Semptomatik FV Leiden mutasyonu tagiyicilanmin  birinci  derece
akrabalarinda her yil igin tromboz gelisme olasilign %0.45°dir. 15-30 yas
grubunda bu oran %0.25 iken 60 yas lizerinde %1.1°dir. Ailesel tromboz &ykiisii
olanlarin yaklagik %50°sinde APC direnci saptanmgtir (135,242). Buna karsihik
bazi ¢alismalarda da FV Leiden mutasyonu olan ailelerde yillik tromboemboli
riskinin diigik oldugu ve siirekli profilaksinin gerekli olmadif1 goriisii
bildirilmektedir (60,211).

2.4.8.5. APC DIRENCI VE DIGER HASTALIKLAR

Son yillarda FV Leiden mutasyonu ile Behget hastalig: iligkisini vurgulayan
yayinlarin sayist artmugtir (265-267). Ulkemizde Zarrinanbour ve arkadaslari, 32
Behget hastasinda APC direnci prevalansim %34.3 olarak bildirmisler, bu
olgularin vendz tromboz Sykiisti olan 18’inde %44.4, vendz tromboz Sykiisit
olmayan 14’iinde de %22.2 oraninda mutasyon belirlemislerdir (268). Italya’da
Silingardi ve arkadaglar1 tarafindan yapilan galigmada ise Behget hastalarinda
DVT ile FV Leiden mutasyonu varh@ iliskili bulunmamstir (170). Bunlara ek
olarak ¢aligmalarda vanlan bir dier sonug okiiler tutulumu olan Behget
hastalarinda FV Leiden mutasyonunun daha sik oldugudur (266,267,269).

Son yillarda inflamatuar barsak hastalig1 ile FV Leiden mutasyon iliskisini

irdeleyen ¢aligmalar yaymlamigtir. Bazi ¢alismalarda FV Leiden mutasyonu
varhiginin hastalik gelisiminde rolii olabilecegini vurgulanirken (11), bazilarinda
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da inflamatuar barsak hastalig1 olanlarda FV Leiden mutasyonunun sik olmadig
ve vendz trombozda rol oynamadid: bildirilmigtir (270,271).

Buerger hastalifi ile birlikteliginin arastinldifi ¢alismalarda FV Leiden
mutasyonu ile Buerger hastalifi arasinda bir iligki saptanmamugstir (272,273).
Giiniimiize kadar Budd-Chiari hastalif1 ile FV Leiden mutasyonu birlikteliginin
ve artmis vendz tromboz riskinin bildirildigi bir ¢ok arastirma ve vaka raporu
sunulmustur (178,251,253-257).

Yine yapilan diger caligmalarda bazi hemofili hastalarinda FV Leiden
mutasyonunun varlifi ve bu vakalarda kanama komplikasyonlarimin daha az
oldugu bildirilmistir (274,275). Miyeloproliferatif hastalklar, 6zellikle Esansiyel
Trombositoz (ET) ve Polisitemia Vera (PV) edinsel trombofili nedenlerindendir.
Italya’da 304 ET ve PV’ hastada yapilan ¢alismada FV Leiden mutasyonu
varhiginin tromboz riskini arttirdifi ve VTE rekiirrensi ile de iligkili oldugu
bildirilmigtir (276). Yine bagka bir galigmada benzer sonuglara ulagilirken (256)
tilkemizde Giinay ve arkadaslan tarafindan yapilan ¢alismada PV’h olgulardaki
tromboz ile APC direnci varlig: arasinda iliski bulunmayarak PV’ nin tromboz i¢in
APC direncinden bagimsiz bir risk faktrii oldugu belirtilmigtir (277).

2.4.8.6. APC DIRENCI VE GEBELIK

Normal bir gebelikte hemostatik sistemde dnemli degisiklikler olmakta ve
hemostatik mekanizmalar trombiis olusumuna yatkin olan yeni bir dengeye
kavusmaktadir (278). Gebelikte edinsel APC direnci gelisebilir. Bu durumdan FV

ve FVIII dizeylerindeki artig ve serbest PS diizeylerindeki azalmanin sorumlu
oldugu belirtilmistir (279,280-282).

Precklampsi/eklampsi, plasental abrupsiyon, agiklanamayan 6lii dogum ve
fetal gelisme geriligi gibi gebelik komplikasyonlarinin varhiginda, APC direnci ve
FV Leiden mutasyonunun degerlendirildigi ¢aligmalarda FV Leiden mutasyonu
varligl, gebelik komplikasyonlar1 ile anlamli olarak iligkili bulunmugtur
(281,283,284). Ozellikle erken fetal kayip (1.trimestr) ile sonuglanan gebeliklerde
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trombofili oranlan ¢ok yitksek bulunurken (%66), en yaygin trombofili nedeni
olarak da FV Leiden mutasyonu (%10.3-25) rapor edilmistir (163,279,285).
Ancak diger bir ¢alismada erken diisiik nedeniyle tetkik edilen 50 hastada FV
Leiden mutasyonu varligi kontrollere gore farkli bulunmamigtir (286). Yapilan
caligmalarda tekrarlayan geg fetal kayiplarin etyolojisinde plasental trombozun
onemli oldugu ve bunda da FV Leiden mutasyonu basta olmak iizere (yaklagik
%30) kahitimsal trombofili nedenlerinin rol oynadig1 bir ¢ok ¢alismada vanlan
ortak sonugtur (163,281,285,287-289). Diisiik disinda plasental abrupsiyon,
agiklanamayan 6li dogumlarda da FV Leiden mutasyonu yiiksek oranlarda
(%16.5-42.5) tespit edilmistir (281,284,290-293). Bunlara ek olarak intrauterin
gelisme geriligi ile FV Leiden mutasyon iligkisini g&steren g¢alismalarin
(281,292,294) yam sira, kalitimsal trombofili varligmin diigiik gestasyonel yas
agisindan risk olusturdugu da bildirilmigtir (295). Lindqvist ve arkadaslarnin
yaptifi ¢aligmada FV Leiden mutasyonuna sahip gebelerde uteroplasental
dolasimda vaskiiler rezistans artigi oldugu bildirilmistir (296). Gebelik seyrinde
ortaya ¢ikan tromboemboli olaylarimin yaklasik %28-46’sindan FV Leiden
mutasyonu sorumlu tutulmaktadir. Tromboembolik olaylar dzellikle gebeligin 2.
ve 3. trimestrinde meydana gelmektedir (281,287,297-299). Carrie ve arkadaglan
tarafindan yapilan siddetli preeklampsi vakalarinin alindig1 bir ¢aliymada anne
veya bebekte FV Leiden mutasyonu bulunmasi ile siddetli preeklampsi arasinda
anlaml bir iligki saptanmazken (300) bir ¢ok galigmada FV Leiden mutasyonu ile
preeklampsi, rekiirren preeklampsi ve eklampsi arasinda kuvvetli bir iligkiden
bahsedilmektedir. FV Leiden mutasyonu varlifinda siddetli preeklampsi riskinin
%10-67 gibi yiiksek oranlarda oldugu ve FV Leiden mutasybnu varligimn
preeklampsi riskini en az 3 kat arttrdifim bildiren yaynlar- mevcuttur
(281,292,293,297). Yine tipik laboratuar bulgulari (hemolitik anemi, yiikselmis
karaciger enzimleri ve trombositopeni) ile preeklampsinin giddetli bir sekli olan
HELLP sendromunda %33’{i asan oranlarda APC direnci ve bunun yarisina varan
degerlerde FV Leiden mutasyonu bildirilmigtir (225-227).

Yukarida anlatilan biitiin nedenlerden dolayr anamnezinde venz tromboz,

onceki gebeliklerinde preeklampsi, spontan diigiik, inutero gelisme geriligi,
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agiklanamayan 6lii dogum gibi bulgulari olan gebelerde mutlaka FV Leiden
mutasyonu arastirilmalidir (289,299,301,302).

2.4.8.7. APC DIRENCI ve ARTERYEL TROMBOZ

FV Leiden mutasyonu olan geng kadin ve erkeklerde koroner tromboz orani
yiiksek bulunmustur. Bu hastalarda rélatif risk 1.4 olup, 6zellikle sigara igimi
basta olmak {izere; obezite, hipertansiyon ve diyabet varliginda risk 4-32 kat
artmaktadir (20,174,303). Yine arteryel tromboz, ateroskleroz ve MI ile FV
Leiden mutasyonu arasinda 6nemli iliskinin varligim1 (304-306) ve MI igin FV
Leiden mutasyonunun bagimsiz risk faktorii oldugunu (297,307) bildiren
¢alismalarin yaninda; koroner arterlerde intima-media kalinlagmasinda FV Leiden
mutasyonunun roliintin net olmadigint (308) ve FV Leiden mutasyonu ile MI
arasinda iliskinin saptanmadigin1 (307,309-311) bildiren galigmalar da mevcuttur.
Yine FV Leiden mutasyonu ile ani koroner 6liim (173) ve atriyal fibrilasyon (312)
arasinda anlaml bir iliski bulunmamistir. Ancak 6zellikle geng yaslarda etiyolojisi
agiklanamayan arteryel tromboz olaylarinda FV Leiden mutasyonu akla
getirilmelidir (313). FV Leiden mutasyonu ile  arteryel rekonstriiksiyon
sonuglarnin degerlendirildigi iki ayn ¢aligmada; arteryel rekonstriiksiyon sonrasi
vaskiiler okliizyon gelisenlerde FV Leiden mutasyonu; bir galigmada sik
bulunurken (314) digerinde bu sekilde bir iliski goriilmemistir (315). Iskemik
stroke’lu hastalarda APC direnci bulunma oram1 %0-38 arasinda degismektedir
(316). Iskemik stroke ile APC direnci arasindaki iligkinin aragtinldiga ¢aligmalarin
bir kisminda iskemik stroke ile APC direnci arasinda anlaml: bir iligki saptamirken
(316-319); bir kisminda ise APC direnci varliginn iskemik stroke i¢in risk faktorii
olmadig1 ileri siiriilmiigtiir (188,309,311,320-322). Bunlarin yam sira santral
retinal ven okliizyonunda (258) olduBu gibi santral retinal arter okliizyonlu
olgularda da FV Leiden mutasyon varhiga g6sterilmigtir (323,324). Ayrica gesitli
vaka raporlarinda katastrofik arteryel tromboemboli (325), baziler arter trombozu
(326,327), periferal retinal neovaskiilarizasyon (Eales hastalif1) (328), anterior
iskemik optik noropati (329) ve internal karotis arterin bilateral disseksiyonu

(330) ile FV Leiden mutasyon iligkileri bildirilmigtir.
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Tim aragtirmalara ragmen FV Leiden mutasyonu ile arteryel tromboz
arasindaki iligki heniiz ven6z trombozdaki kadar netlik kazanmamistir (49,310).

2.4.8.8. APC DIRENCINDE TROMBOZ ICIN PREDISPOZAN
FAKTORLER

FV Leiden mutasyonu yalmz basina hafif bir hiperkoagulabl durum
olustururken ilave edinilmis veya kalitimsal trombofilik risk faktdrlerinin
varhiginda tromboz siklifn ve ciddiyeti artmakta ve daha erken yaglarda
goriilmektedir (9,11,17). Bu ilave risk faktorleri; PC eksikligi (135,238,331), PS
eksikligi (153,205,260,332,333), AT eksikligi (135,261), MTHFR enzim defekti
(158), Protrombin G20210A gen mutasyonu (157,158,181,183,334,335) gibi
herediter nedenler olabilecegi gibi hiperhomosisteinemi (192), antifosfolipid
antikorlan (223,224,323,336), malign hastaliklar (232), Behget ve inflamatuar
barsak hastaliklar1 (266-268,271), fiziksel inaktivite, cerrahi veya hormonal
degisiklikler (337,338) gibi akkiz nedenler olabilmektedir. Bunlarin yaninda daha
da nadir olmak iizere FV Leiden mutasyonu ile FVIII yiiksekligi (195), TFPI
diistikligti (339) ve PAI-1 gen polimorfizmi (340) birliktelikleri de rapor
edilmistir.

Multipl kalitimsal trombofilik defekt bir hayli yaygindir. Venéz
tromboembolili hastalarin %15’inden fazlasindan kombine genetik defekt
sorumludur (13,71). PS eksikligi ve FV Leiden mutasyon birlikteligi literatiirde
%39 olarak bildirilmigtir (153). Her iki kalitsal defekti birlikte tagiyan bireylerde
trombotik olay goriilme riski 1.6 kat artarken, ilk trombotik olayin goriilme yas1
ortalama 32.5 olarak saptanmustir (135). PC eksikligi ile FV Leiden mutasyonu
birlikteligi %14-19, her iki kalitsal defekti birlikte tasiyan ailelerde tromboz
siklify %73 olarak bildirilmigtir (60,238,331). Sistemik neonatal trombozlu bir
olguda heterozigot FV Leiden ve AT III eksikligi birlikteligi gosterilmis olup
(261), heterozigot ATIII eksikligi ve FV Leiden mutasyonu birlikteligi yapilan
caliymalarda %14 olarak bildirilmistir (25). Her iki defekti birlikte tagiyanlarda
VTE riski 4.4 kat artmgtir (135). FV Leiden mutasyonu ve Protrombin gen
mutasyon birlikteligi saglikli populasyonda %0-0.5 oraninda bildirilirken vendz
tromboz gegirmis populasyonda bu oran %3.1 ile %7.4 arasinda degismektedir
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(13,158,161,164,183,341,342). Ve bu iki mutasyonun birlikteliginde tromboz riski
%41.6 olarak rapor edilmistir (342). MTHFR enzim defekti ile birliktelik ise
saglikli populasyonda %0.29-0.98 iken, tromboz &6ykiisii olanlarda %35.7-6.1
oraninda goriilmektedir (13,158,161,341). Her iki defekti birlikte tasiyanlarda
vendz tromboz riski 17 kat artmugtir (161). FV Leiden mutasyonu ile tip I
plazminojen eksikligi birlikteliginin, ven6z tromboz riskinde ek bir atisa sebep

olmadig: gbsterilmigtir (343).

AKkkiz sebeplerden en 6nemlisi hormonal konum ile ilgilidir. OKS kullanan
kigilerin %5-10"unda edinsel APC direnci gelismektedir (11,280,344). FV Leiden
mutasyonu varhigi ile ozellikle tgiincli jenerasyon OKS kullanimi arasinda
sinerjistik etkiler gosterilmis ve tromboz gelisimi i¢in kombine rolatif risk, tek tek
riskler ele alindiginda  Ongorillenden  daha  fazla  bulunmustur
(229,248,337,338,345-347) (Tablo-XI).

Tablo-VI: OKS Kullanim, FV Leiden Mutasyonu Ve Tromboz Iligkisi (11)

Tromboz riski OR
FV Leiden mutasyonu (-)
OKS kullanmayan 0,8 1,0
OKS kullanan 3,0 3,7
FV Leiden mutasyonu (+)
OKS kullanmayan 5,7 6,9
OKS kullanan 28,5 34,7

OKS kullamimi sirasinda tromboembolik komplikasyon gézlenen kadinlarin
%25-30’unda  APC direnci saptanmustir (297,344,346). EZer bir kadinda
heterozigot FV Leiden mutasyonu var ve OKS kullamyor ise tromboz riski 35-50
kat, homozigot mutasyona sahip ve OKS kullamyor ise tromboz riski birkag yiiz
kat artiy goéstermektedir (6,21,299,344,346). Bu bilgiler 1513inda OKS veya
hormon replasman tedavisi baslamadan 6nce APC direnci agisindan aragtirma
yapilmas1 gerekliligi, bunun sonug-maliyet iligkisi y6niinden ekstra bir harcama
getirmedigini bildiren ¢aligmalar (348) olmakla birlikte heniiz bu durumlarda
genel tarama y6niinde bir fikir birligi yoktur (11,71).
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Ovarian hiperstimiilasyon olgularinda (349,350) ve polikistik over

sendromlu hastalarda (351) FV Leiden mutasyon siklifn normal populasyondan
farkli bulunmamagtir.

Kanser hastalarinda da kazanilmig APC direnci yaygindir ve bu hastalarda
olusan hiperkoagiilabilite nedenlerinden biridir (232,352). Ulkemizde Tiftik ve
arkadaglann diabetes mellituslu hasta populasyonunda edinsel APC direnci
oraninin diger hasta gruplarina gére daha yiikksek oldugunu ve bu bulgunun
diabetik populasyonun artmis kardiovaskiiler hastalik siklig1 igin ilave bir risk
faktorii olabilecegini bildirmislerdir (353).

2.5. KALITIMSAL TROMBOFILIDE TANI YONTEMLERI
Kalitimsal trombofili tamsi igin yapilacak testler uygun segilmedigi takdirde
hem zaman, hem maddi kayiba yol agmakta hem de yamltici sonuglar
dogurabilmektedir. Her hastada kahtimsal trombofili aranmaktansa belirli
durumlarda akla getirilmesi daha dogrudur. Ilk olarak kapsamli bir degerlendirme
yapilarak Tablo-II’de belirtilen edinsel trombofili nedenlerinin dislanmas:
gereklidir. Asagida belirtilen durumlarda akla kalitimsal trombofili gelmeli ve bu
yonde tarusal testler yapilmahdir (1,16,125,129,131);
e 40-45 yasindan Once olusan ve nedeni agiklanamayan tromboemboli
ataklan olanlarda
e Alsilmadik lokalizasyonlarda (mezenterik, portal, hepatik venler, iist
ekstremite venleri, serebral siniisler) tromboz gelisenlerde
e Tekrarlayici, gezici veya masif tromboz 6ykiisii olanlarda
e Ailesinde tromboemboli Sykiisii olanlarda
e Warfarine bagh deri nekrozu 8ykiisii olanlarda
e Neonatal tromboz (purpura fulminans, yenidoganda DIC) 8ykiisii olanlarda

Kalitimsal trombofili nedenleri aragtirilirken testler titizlikle segilmelidir.
Geng yasta tromboz olmasi trombofili aragtinlmasi igin énemli bir nedendir.
Bununla beraber APC direnci olan bireylerde ilk tromboz ataginin ileri yaslarda
da gorilebilecegini dikkate almak gereklidir. Trombofili tani yontemlerinin
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maliyeti bir hayli yliksektir. Bu nedenle dncelikle tarama testlerine karar verirken,
aragtirilan kalitsal bozukluun degisik tiplerini kapsayabilen testlerin segilmesi
ekonomik yiikii ve laboratuar emegini azaltacaktir. Bu tarama testinden sonra,
bozuklugun alt tiplerini aydinlatan &zel testler ve genetik bozuklugu ortaya
koyacak molekiiler genetik incelemelere gegilmelidir (71,126,354,355).

Trombofiliye yonelik test sonuglar1 akut olaylara yaklagimi etkilemez, ¢linkii
trombozun akut tedavisi nedenine bagli degildir. Prensip olarak test sonuglari
tekrar tromboz gecirmeyi Onlemeye yonelik karan etkileyecek, klinisyenin
hastalan ne kadar uzun ve ne kadar yogun tedavi edecegine karar vermesine
yardimci olacaktir. Ayrica kalitimsal trombofili saptanan bireylerde ilave edinsel
risk faktorleri varliinda (OKS, hormon replasman tedavisi, cerrahi, travma,
gebelik) yogun profilaktik ©nlemlerin alinmasim1 saglayacaktir. Testler aym

zamanda hastanin defekti tagtyan ancak halen asemptomatik olan yakinlar igin de
yararh olacaktir (6,71).

Trombozdan hemen sonraki akut devrede (ilk haftalarda) PC, PS ve ATIII
aktiviteleri tilketime bagh olarak diisiik bulunabildiginden bu O&lglimler akut
donem gectikten sonra yapimalidir. Ayrica heparin  kullammu AT
konsantrasyonlarinda %30’lara kadar varan azalmalara neden olabilir. Bu
olgularda AT aktivitesi, heparin kesilip oral antikoagiilan (OAK) tedaviye
gegildikten sonra bakilmalidir. Uzun stire OAK kullansz olgularda AT aktivitesi
artabilecegi dolayisiyla heterozigot AT eksikligi olan olgularin g&zden
kagabilecegi de unutulmamalidir. Heparin kullammi PC ve PS aktivitesini
etkilemezken, OAK alanlarda ise PC ve PS aktiviteleri diigiik bulunabilir. Bu
kigilerde OAK kesilip yerine diigiik molekiil agirhkli heparin baslanmal
warfarinin yar dmrii 44 saat oldugu i¢in 7-10 giin sonra PC ve PS aktivitelerine
bakilmalidir. Heparin ve OAK etkisine dair endigeler ikinci jenerasyon APC
direnci olgiimlerini, PT gen mutasyonu metodlarim ve AFA veya homosistein
olgiimlerini etkilemez. Pihtilagma temeline dayanan testler kullamildiginda
sonuglanin  giivenirliligi agisindan mutlaka c¢alipilan rneklerde  lupus
antikoagiilaninin bulunup bulunmadig: arastirilmalidir (71,355,356).
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Hiperkoagiilabilite testlerinde fonksiyonel olgiimleri etkileyen akkiz
durumlar Tablo-VII gosterilmigtir.

Tablo-VII: Hiperkoagiilabilite testlerinde fonksiyonel dl¢timleri etkileyen akkiz
durumlar (117,356)

Antitrombin

Heparin kullanimi, yeni gegirilmis tromboz, karaciger hastahgi,
DIC ve nefrotik sendromda azalir.

Protein C

Warfarin tedavisi, yeni gecirilmis tromboz, cerrahi, DIC,
karaciger hastalifn, K vitamini eksikligi veya L-asparaginaz
tedavisinde azalir.

Protein S

Warfarin tedavisi, hamilelik, OKS, veya hormon replasman
tedavisi, akut faz yamti, karacier disfonksiyonu, proteiniiri, K
vitamini eksikligi, akut tromboz, DIC, yeni gegirilmis cerrahi
veya L-asparaginaz tedavisinde azalir.

Homosistein

Yeni gegirilmis trombozda, B12, folat ve B6 eksiklikleri, renal
yetmezlik, hipotiroidi, metotreksat, fenitoin veya teofilin gibi
ilaglar, maligniteler, hamilelik ve menapozda artar,

APC direnci

1.jenerasyon testler: Yiiksek FVIII diizeyi, lupus antikoagiilan,
akut faz yaniti

2. jenerasyon testler: Yiiksek lupus antikoagiilan, hamilelik

Akut faz durumlarinda artar, lupus antikoagiilan varliginda
hatal: olarak azalir.

Tablo-VIII’de kalitimsal trombofilinin sik veya iyi belirlenmis nedenlerinin
aragtinlmasinda Snerilen testler ve bu testlerin uygulama agamalar1 sunulmaktadir.
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Tablo-VIII: Kalitimsal Trombofilinin Laboratuar Tanisinda Uygulanacak Testler
(16,71,357)

ILK ASAMA IKINCI ASAMA
Antitrombin -Heparin kofaktor-sentetik substrata dayali -Immunassay
fonksiyonel testler -Immunelektroforez
-DNA analizi
Protein C -Sentetik substrata dayali fonksiyonel -Immunassay
testler (yilan zehiri aktivatdr olarak -Immunelektroforez
kullanilir) -DNA analizi
Protein S - Pihtilagma testlerine dayanan fonksiyonel -Immunassay
testler -Immunelektroforez
-DNA analizi
APC direnci - Pihtilagma testlerine dayanan fonksiyonel -FV Leiden
testler (modifiye yontemde test 6ncesi mutasyonunun
FV’den yoksun plazma ile diliisyon) DNA analizi
Homosistein -Aglikta metionin yiikleme testi sonrasinda -En sik goriilen
plazma total homosistein aktivitesine MTHEFR ve CBS enzim
bakiimasi defektlerinin DNA
analizi
Protrombin gen -DNA analizi
mutasyonu -Plazma protrombin aktivitesi

2.5.1. APC DIRENCI VE FV LEIDEN MUTASYON ANALIZI
APC direncinin saptanmasinda koagiilometrik testler, FV Leiden

mutasyonunun  belirlenmesinde = de  molekiilsel genetik  incelemeler
kullanilmaktadir.

2.5.1.1.APC DIRENCi OLCUOMU

Koagiilometrik olarak APC direnci, ikisi aPTT &l¢iimiine dayanan ve biri de
kromojenik olmak {izere ii¢ farkli yontem ile degerlendirilmektedir. Normalde
aPTT reaksiyonuna digaridan APC eklenmesi FVa ve FVIIIa’min pargalanmasini
arttirarak pihtilasma zamanimi uzatir. Ancak APC direnci olan durumlarda bu
uzama gergeklesmez (49,205,358).
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Dahlback tarafindan tanimlanan aPTT olglimine dayanan yontemde
(Coatest APC resistance, chromogenix, Sweeden) ortama APC ilave edilerek ve
edilmeden iki kez aPTT 6lgiiliir. Bu iki sonucun birbirine oranlanmasi ile APC
duyarlilik oram (APC-Sensitivity ratio : APC-SR) elde edilir (15-18,71,208,
358,359).

aPTTT + APC
APC-SR:

aPTT

Bu oranmn belli degerin altinda olmasi APC direncini ifade eder. Bu oran
hesaplanirken kullanilan reaktifler ve koagiilometri cihazinin yaratacag: farklar
dikkate alinmali ve her laboratuar kendi cut-off degerini belirlemelidir
(16,17,70,71,360). Toplumda APC direnci insidansi rolatif olarak yiiksek
bulundugundan cut-off degerlerini belirlerken plazma havuzunun kullanitmasi
tavsiye edilmez. Eger plazma havuzu kullanilacaksa, havuza katilan tiim
bireylerin tek tek testleri yapilmali ve her iki ugtaki degerler dikkate

alinmamalidir. Olgiim sirasinda plazmanin trombositten fakir hale getirilmesine
de dikkat edilmelidir (16,354,360).

Bunlanin disinda APC-SR’m etkileyen durumlar; Sitrat yogunlugu; %3.8’lik
sitrat kullamldifinda APC-SR %6 oraminda artmaktadir. Ortamdaki CaCl,
yogunlugu; yogunluk arttikga APC-SR da artmaktadir. APC’nin elde edilis
yontemi ve ortamdaki APC yogunlugu; ortamdaki APC yogunlugu APC-SR’yi
yiikseltmektedir. ideal APC yogunlugu 0.7 pg/ml’dir. Ortamdaki PS yogunlugu;
PS aktivitesi %20’nin altinda ise APC-SR diigiik bulunarak yalanci pozitiflige
neden olabilir. Diger pihtilagma faktérlerinin diizeylerindeki degisiklikler; FII,
FX, FIX, FVIII ve FV’in aktivite diizeylerindeki degisiklikler APC-SR’yi
etkileyebilmektedir. APC-SR en fazla FII ve FX diizeyinden etkilenmektedir.
Faktorlerin aktiviteleri diistiikge APC-SR artmakta yalanci negatiflife neden
olmaktadir. OAK ve heparin tedavisi; OAK tedavi alanlarda FII ve FX diizeyleri
¢ok belirgin olarak azalmaktadir. Bu nedenle bu hastalarda giivenilir APC-SR
6lgtimii yapilamaz. Heparin tedavisi de aPTT’yi uzattif1 igin ortamdaki heparin
‘hepzym’ ile uzaklagtirildiktan sonra APC-SR belirlenmelidir. Lupus



antikoagiilani, gebelik ve OKS kullammi; edinsel APC direncine neden
olabildikleri i¢in APC-SR’yi etkileyebilirler. =~ APC-SR’nin  &megin
hazirlanmasindaki agamalardan (Srneklerin dondurulup, ¢oziinmesi gibi) pek fazla
etkilenmedigi gosterilmistir (49,358,360).

Eger tiim degiskenler kontrol altina alinirsa standart APC direnci testinin FV
Leiden mutasyonunu gosterme duyarlilifi ve ozgilliigii %85-95 civarindadir.
Ancak yukarida tammlandig: gibi standart APC direnci testi; OAK ve heparin
kullananlarda, gebelerde, PS eksikligi olanlarda, lupus antikoagiilan: varliginda,
FVIII yiiksekliginde veya pihtilagma faktor eksiklikleri olanlarda kullanilamaz.
Bu durumda hasta plazmasina 1/5 oraninda FV’den yoksun plazma karngtirilarak
pthtilagma faktdrlerinin diizeylerinin normallestirildigi modifiye APC direnci testi
kullamilir. Modifiye test ile duyarlilik %100’lere kadar ¢iktig1 igin tarama testi
olarak kullamilmas: onerilir (16-18,71,358,360). Ayrica sonuca gore FV Leiden
mutasyonunun heterozigot ve homozigot ayrim yapilabilecegi savunulmaktadir

(19) (Sekil-14)
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Sekil-14: Normal bireylerde, heterozigot ve homozigot FV Leiden mutasyonu
tastyanlarda ortalama APC-SR degerleri (19).
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APC-SR iizerine cinsiyetin etkisi de gosterilmis, APC-SR oram erkeklerde
kadinlara gore daha yiiksek saptanmugtir. Svensson ve arkadaglar1 ise APC-SR’nin
yas, cinsiyet ve viicut agirhigindan etkilenmedigini bildirmislerdir (14). Modifiye
APC direnci testi yiiksek lupus antikoagiilani varliginda, pseudohomozigot FV
Leiden mutasyonu varliginda yine yanliy sonug verebilir. Bu yiizden bazi
arastirmacilar lupus antikoagiilam varlifinda direk molekiiler yéntemlere gegmek

gerektigini, baz1 aragtirmacilar da hasta plazmasina fosfolipid eklenerek bunlarin
notralize edilmesini 6nermektedir (247).

ProC Global test; bir diger APC direnci 6lgen koagiilasyon testidir. ProC
Global analizi PC yolaginin islevsel degerlendirilmesini global olarak yapmak
lizere gelistirilmis bir pithtilagma analizidir. Agkistrodon Contortix yilan venomu
(ACV) tarafindan aktiflestirilen endojen APC’nin aPTT’yi uzatma yeterliliine
dayanir (69-73). PC aktivasyon siiresi-normallestirilmis oran1 (PCAT-NR) olarak
ifade edilen ProC Global testi sonuglar1 PC yolagim etkileyen PC eksikligi, PS
eksikligi ve APC direnci olanlarda patolojik olarak bulunur.

(aPTT + ACV) srnek
(@PTT-ACv) Ome

(aPTT + ACV) Normal
(@PTT-ACV) plazma havuzu

PCAT-NR:

Her laboratuarin kendi cut-off degerini belirleme gerekliligi savunulsa da
(70) PCAT-NR’nin 0.85°den biiyiikk oldugu durumlarda normal, kiigiik oldugu
durumlarda da PC yolag: patolojisi diigiiniilmesi gerektigini belirten yaynlar
mevcuttur (69,72,73). PS eksikliginde, OAK tedavisi alanlarda ve karaciger
yetmezliginde PC yolag: zaten etkilendigi i¢in bu test uygun degildir (69).
Modifiye ProC Global testi PC, PS veya FV’den eksik plazma kullanilarak,
Agkistrodon Contortix yilan venomu miktar1 arttirilarak uygulanir. Bu testin
standart ProC Global testine gore daha sensitif ve spesifik oldugu
savunulmaktadir (72).

Kromojenik APC cevabi yontemi (immunochrom ®, APC response,

immuno, Wien, Austria) FVIIIa’min APC aracihif ile inaktivasyonuna dayanir. Bu

46



yontemde plazma drnekleri FIX, FX, fosfolipid, CaCl, ve az miktarda trombin ile

diliie edilir. APC’nin varligs ve yoklugunda kromojenik substrat kullamlarak
meydana gelen FXa saptanir (49,361).

FXa bazli kronometrik APC direnci testininde en az modifiye Coatest APC
direnci testi kadar iyi oldugu savunulmaktadir . Bu test de fosfolipid, FXa, APC
ve CaCl, varliginda FV’den eksik plazma ile diliie edilmis test plazmasinin
pihtilagma zamanim 6lgmeye dayanir. Referans plazma pihtilagma zamani ile
oranlamir. Vitamin K’ya bagli pihtilagma faktorlerinin eksikliklerinden, PS
eksikliginden ve lupus antikoagiilau varligindan ve diisiik molekil agirlikls
heparin kullammindan etkilenmedigi savunulmaktadir (362). Artik son yillarda
FV Leiden mutasyonun belirlemek igin molekiilsel incelemeler yapmadan 6nce
tarama testi olarak FX aktivasyonuna dayanan fonksiyonel testlerin daha giivenilir
oldugu savunulmaktadir (363,364). Bu amagla gelistirilen STA-STACLOT APC
direnci testi (Diagnostica Stago,Asnieres, France) FX un Crotalus viridis helleri
yilan venomu tarafindan spesifik olarak aktivasyonuna dayanir. Test ile hastanin
plazmasinda venom ve APC varliginda, pihtilagma siiresi saniye olarak
hesaplanir. Bu test PC, PS eksikligi olanlarda veya FV Leiden ile kombine
defektlerde %100 duyarh ve 6zglil bulunmustur. Ayrica OAK kullananlarda da
kullamlabilecegi ve test sonucuna gére FV Leiden mutasyonunun heterozigot ve
homozigot ayrim: yapilabilecegi savunulmaktadir. Ancak lupus antikoagiilan:
varliginda duyarlihgin %69’a ozgiilliigin %91°e distiigi gozlenmistir (364).
Ulkemizde bu testin giivenilirligi test edilmis ve duyarlilipn %98 olarak
hesaplanmugtir (365).

2.5.1.2. MOLEKULSEL TANI YONTEMLERI
Molekiilsel tam1 yontemleri, APC direnci olan hastalarda FV Leiden
mutasyonu’nun varhifint aragtirmak igin yapilmaktadir. Siklikla PCR temeline
dayal: teknikler uygulanmaktadir. Bu teknikler; Polimeraz zincir reaksiyonuna
dayali restriksiyon enzim analizi (PCR-RFLP : Polymerase Chain Reaction-
Restriction Fragment Length Polymorphism) (128,366-368), Alel Spesifik
Olgoniikleotid (ASO) hibridizasyon (368-372), Reverse Dot- Blot yontemi (373),

47



Multiplex PCR (374-377) ve Heteroduplex teknoloji (378) gibi isimler altinda
amlmaktadir. Glinlimiizde gelisjen yazilm, elektronik ve malzeme bilimi
teknolojilerinin de katkast ile bu temel yaklasimlar giincel cihaz sistemleri ile
desteklenmektedir. Buna 6mek olarak Light Cycler (374,375,379-384), Nano
Chip mikroelektonik dizi teknolojisi (380,385), Third Wave ™ teknolojisi
(Invader™) (385,386), READIT (The Reversed Enzyme Activity DNA
Interrogation Test) (387) verilebilir.

Birgok laboratuvar FV Leiden mutasyonunun molekiilsel diizeyde analizi
i¢in PCR-RFLP yontemini kullanmaktadir. Bu yontem FV Leiden mutasyonunun
molekiilsel diizeyde tamisini saglayan ilk yontemdir (128). Yontemin yiiksek
duyarlihg ve dzgiilligii, kolay uygulanabilirlifi ve diisiikk maliyeti nedeniyle bir
¢ok merkez tarafindan tercih edilmekte ve diger molekiilsel tam ydntemleri igin
referans kabul edilmektedir (128,366,368). Ilk kez 1985’te bilim diinyasina
sunuldugundan itibaren PCR, hem arastirmalarda, hem de klinik laboratuarlarda
yeni bir ¢ifir agmugtir. PCR, DNA igerisinde yer alan, dizisi bilinen iki segment
arasindaki 6zgiin bir bélgeyi in vitro kosullarda ampliﬁyé etmek i¢in uygulanan
tepkimelere verilen ortak isimdir. PCR-RFLP yonteminin prensibi, PCR
triinlerinin 4 veya 6 niikleotidlik 6zgiin baz dizilerini taniyip o bdlgeden kesen
restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullamlarak sonuglarin bir jel {izerinde
gosterilmesi esasina dayamr (128). Restriksiyon endoniikleaz (RE) enzimleri, kisa
DNA dizilerini dzgiil olarak taniyan ve bu dizilime yakin bolgelerden veya bu
dizilimler igindeki spesifik bolgelerden DNA’yr kesen yapilardir. Nokta
mutasyonlarinda tek bir bazin degismesi enzimin kesim bdlgesinin ortadan
kalkmasina yada yeni bir kesim bdlgesi olusmasina neden olabilir. Moraxella
nonliquefciens’den izole edilen restriksiyon endoniikleaz enzimi Mnl I . faktor V
geninde iki spesifik bolgeyi tamir ve katalitik bolgesi ile de fosfodiester baglarim
kirarak ii¢ farkli uzunlukta fragmantlarin olusmasina neden olur. Bu kesim
bolgelerinden birisi FV Leiden mutasyon bolgesidir. Faktér V genindeki 1691.
niikleotid guanin oldugu zaman kesim yapan Mnl I restriksiyon enzimi adenin
oldugu zaman kesim yapamaz (Sekil-15) (128,366,367).
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A Exon 10, Factor V., Normal DNA
Position 1691

+ —i ' - >
— \L -«
PR-6967 PR-990

267 bp PCR product
L ¢ B
Mnl I Restriction !
Fragments v
67 bp 163 bp 37bp
B Exon 10, Factor V., Leiden Mutation
Leiden mutation
4 il ~te >
— ‘L -«
PR-6967 PR-990
267 bp PCR product
g ‘L —ae
Mal I Restriction
Fragments
67 bp 200 bp

Sekil-15: FV Leiden mutasyonu’nun tanisinda PCR-RFLP analizinin sematizasyonu:
A: Mutasyon tagimayan 267 baz ¢ifti (bp) uzunlugundaki FV PCR iiriinii Mn! I enzimi ile
kesildiginde 67, 163 ve 37 bp uzunlugunda li¢ DNA fragman elde edilmektedir.

B: FV Leiden mutasyonu varliginda ise 1691. niikleotiddeki guanin yerine adenin
gegmesi ile kesim noktalarindan biri ortadan kalkmakta ve 200 ve 67 bp uzunlugunda iki
DNA fragmani elde edilmektedir (367).

Heterozigot bireylerde normal olan FV geni iki kesim noktasindan da
kesilecek 67, 163 ve 37 bp uzunlugunda DNA fragmanlari meydana gelecek,
mutasyon tagiyan FV geni ise tek kesim noktasindan kesilecek ve 67 ve 200 bp
uzunlugunda DNA fragmanlarn olugacaktir. Bunlar elektroforezde ylirtitiiliip,
agaroz jel UV transilluminatérde goriintiilendiginde 37, 67, 163 ve 200 bp



uzunlugunda bantlarin varligi goriilecektir. Homozigot bireylerde ise, normal FV
geni bulunmadig: igin tek bir noktadan kesim sonucu sadece 200 ve 67 bp
uzunlugundaki DNA fragmanlan goriilebilecektir (Sekil-16).

A: Ultra ince tabaka jel elektroforezinde goriiniim:

10min| & 1000 bp
8 min 500 bp
400 bp
300 bp
6 min 200 bp
— 163bp
100 bp
4 min 67bp
37bp
LANES § 12 34 5 6 7 89 10 1112 13141516 1718 §
B: Slab (kalin) jel elektroforezinde goriiniim:
200 bp o 200 bp
163 bp
100 bp
67 bp

LANES: S 1 2 34 5 67 89 10 11 1213141516 1718

Sekil-16: FV Leiden gen mutasyonlari: 3, 18 nolu Srnekler heterozigot, 8 nolu drnek
homozigot digerleri normal genotipi temsil etmektedir. 37 bp uzunlugundaki bantlar
boyutlarimin kiigiik olmasindan dolay: kalin jelde goriintiilenememektedir. Ultra ince
tabaka jel elektroforezinde kiigiikk fragmanlarin da goriintiilenebilmesi nedeniyle daha

hassas oldugu ve daha hizh analiz imkani sagladig1 savunulmaktadir (367).
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FV Leiden mutasyonu bagka bir restriksiyon endoniikleaz ile de
saptanabilir. FV Leiden mutasyonundaki tek baz degisimi sonucunda guanin
niikleotidinin adenine doniigtimiiyle Haemophilus influenzae’den izole edilen
Hind III restriksiyon endoniikleazi igin bir tanima bdlgesi yaratilmig olur. Bu
enzim mutasyon tasimayan normal FV genini kesmezken, mutasyon tagiyan PCR
ile gogaltilan FV genini bu noktadan keserek 2 fragmana ayinr (376).

PCR tekniginden yola ¢ikilarak gelistirilen tekniklerden biri olan
Multiplex PCR; birden fazla gen bolgesini amplifiye etmek i¢in birden ¢ok
primer ¢iftinin kullamldigi PCR yéntemidir. Multiplex PCR dizaynindaki ilk
basamak primer giftlerinin se¢imidir. Istenen biitiin gen bélgelerinin optimal
amplifikasyonunun saglanmasinda 1s1 dongiilerinin dogru ve uygun segimi ¢ok
onemlidir (374-377).

Alel spesifik oligoniikleotid hibridizasyon’da amplifiye edilmis DNA bir
naylon membran iizerine konduktan sonra ayr1 ayn oligoniikleotidler ile hibridize
edilir. Bu oligoniikleotidlerin dizileri birbirlerinden mutasyona uygun tek

niikleotid degisikligi ile ayrilirlar (368,369,371).

Reverse Dot-Blot yontemi’nde mutasyona uyan oligoniikleotidler ve
normal DNA dizisine uyan oligoniikleotidler nitroseliilsz / naylon membrana
emdirilerek sabitlenmektedir. Amplifiye edilen DNA radyoaktif madde, enzim
gibi isaretleyici ile birlikte isaretlenerek hibridizasyona alinmaktadir (373).

Light Cycler Sistemi ile “Real Time PCR”; Light Cycler sisteminin diger
PCR cihazlarina gére en biiyiik avantaji amplifikasyon firiin olugjumunun aninda
“real-time” izlenebilmesidir. Burada PCR’da kullamlan primerler fluoresans isaret
ile kullamlmaktadir. Cihaz, PCR’nun gelisimini isaretli primeri gorerek
izlemektedir. Hizl1 analiz, yliksek dogruluk ve tekrarlanabilirlik avantajlarinin
oldugu savunulmaktadir (374,375,379-384).
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2.6. KALITIMSAL TROMBOFILIDE TEDAVI YAKLASIMLARI

Derin ven trombozu veya pulmoner tromboemboli gelisen bir olguda
kalitimsal trombofili olsun veya olmasin baglangi¢ olarak warfarin ve heparin
baglanir ve warfarin ile tedaviye devam edilir. Optimal tedavi siiresi altta yatan
trombofili nedeni, 6ykii ve klinik ile bagimhidir (1,3,129). Oz ve soygegmislerinde
tromboz Sykiisii olmayan FV Leiden genotipi yoniinden heterozigot olan kisilere,
diger hiperkoagiilabilite olugturacak defekt yok ise trombozu provake eden cerrahi
girisim, immobilizasyon, OKS kullanimi gibi durumlarda profilaktik antikoagiilan
tedavi Onerilmektedir (3,21,47,388). Oz ve soyge¢mislerinde tromboz Sykiisii
olmayan homozigotlarda ve hiperkoagiilabiliteye neden olan iki veya daha fazla
genetik defekt saptanan olgularda devamli profilaktik antikoagiilan tedavinin
verilip verilmeyecegi, yada hangi durumlarda ne kadar siire ile verilecegi
konusunda kesin bir fikir birlii yoktur. Baz1 caligmalarda bu olgularda Smiir
boyu profilaksinin tromboz riskini belirgin derecede azaltacag: savunulurken (21),
bazi aragtirmacilar da devaml antikoagiilan tedavinin kanama riskinden dolay:
gereksiz oldugunu, risk durumlaninda profilaktik tedavinin verilmesi gerekliligini
bildirmislerdir (47,388).

Heterozigot ve homozigot FV Leiden mutasyonuna sahip tromboz gelisen
bir olguya yaklagim dier trombofililere yaklagim ile aymdir. Bu konuda
gelistirilen algoritm yol géstericidir (117,242) (Sekil-17).

A
Tetiklenmemis Tromboz yitksek Olast trombofili ve asafidaki Trombofili olasth digok
olasilikl1 trombofili ve agagidaki kriterlerden biri s Cerrahi/travma/
kriterlerden birinin varhgmnda; »  Provake edilmemis ilk immobilizasyon ile
o <45 yag tromboz tetiklenmig distal ven
o Tekrarlayici olma e  Gebelik/Puerperium/OKS trombozu
e Ailede venoz tromboz /HRT ile tetikienmis
oykust tromboz
o Serebral/Visseral ven e  Proksimal ven trombozu,
trombozu pulmoner emboli ve
o Ott dogum cerrahi/ travma/
* 3 veya daha fazla immobilizasyonla
agiklanamayan dostk tetiklenmis tromboz
= >45yay
6 ay OAK tedavi 6 ay OAK tedavi 3 ay OAK tedavi
A 4 \ 4 l
Trombofili i¢in 6n ve orta Trombofili igin 6n 8ncelikli Tedavi kesilir, gerekirse
oncelikli testlerin yapilmasi testlerin yapilmasi profilaksi baglanir
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Devamh antikoagtlan tedavi 6-18 ay OAK tedavi Tedavi kesilmelidir

verilmelidir baslanmalidir »  Trombofili yok ise

»  Yasamu tehdit edici »  Aktif kanser »  Heterozigot FV Leiden veya
trombotik olay »  Devamh Protombin G202 10A mutasyonu

»  Serebral /visseral ven immobilizasyon »  Kanama igin yiksek risk (>70 yas,
trombozu »  Venoz yetmezlik GIS kanamas1 veya inme 8ykiisn,

»  Yineleyen Tromboz » ProteinCveya S renal yetmezlik, kott kontrolla

»  ATIII eksikligi eksikligi antikoagiilasyon, antitrombosit ilag

»  Homozigot FV Leiden >  FVII yoksekligi kutlanim:

»  Kombine trombofililer

»  AFA varhip

\ A
Yiuksek risk grubu olanlarda unfraksiyone ve distik moleka! afurlikl
heparin ile profilaksi

Cerrahi/travma/immobilizasyon

4 saatten uzun sitren ugak yolculugu

OKS ve HRT tedavisinden kaginiimah

Normal kilo ve normal kan homosistein seviyelerinin devaminin

saglanmasi

VOOV

Sekil-17: Vendz Trombozu Olan Trombofilili Hastalarin Tan1 Ve Tedavisine Yaklasim (117)
Panel A: Olasi trombofililerin klinik degerlendirmesi, baslangig antikoagiilan tedavi ve testlerin
segimi

Panel B: Tedavi ve profilaksi kriterleri

* HRT: Hormon Replasman Tedavisi, GIS:Gastrolintestinal Sistem

Bu algoritme gore hastalar baglangigta trombofili olabilme olasihig1
yoniinden degerlendirilmelidir; En diisiik olasitlia sahip hastalar en az 3 ay
stireyle tedavi edilmelidir. Bu hastalarda trombofili i¢in testlerin yapilma
gerekliligi yoktur. Diger tiim hastalar 6 ay siireyle oral antikoagiilan ile tedavi
edilmeli ayrica trombofilinin var olup-olmadif1 aragtirilmali ve tekrarlayici
tromboz ve hemoraji olasilifi yoniinden degerlendirilmelidir. Bu yaklagim ile
tedavi kesilebilir, 6-18 ay veya omiir boyu devam edilebilir. Eger hastada hayat:
tehdit edici tromboemboli, serebral veya visseral VT, tekrarlayici trombozlar,
homozigot FV Leiden mutasyonu, kombine trombofili ve antifosfolipid antikorlar
mevcut ise tedaviye siiresiz devam edilebilir. Hastada trombofili yaninda aktif
malignite, devamli immobilizasyon, vendz yetmezlik, protein C veya S eksikligi,
FVIII yiiksekliginden en az biri var ise OAK tedavi 6-18 ay devam edilmelidir.
Trombofilisi olmayan veya heterozigot FV Leiden veya heterozigot protrombin
gen mutasyonu tagiyan kisilerde veya kanamaya karsi yiiksek risk durumunda
tedavi kesilmelidir. Trombofilisi olup tromboz i¢in yiiksek riskli hastalarda
travma, cerrahi, immobilizasyon, 4 saatten fazla siiren ugak yolculugu gibi

durumlarda diigiik molekiil agirlikhi veya unfraksiyone heparin ile profilaksi

53



gereklidir. Bu hastalarda OKS ve HRT uygulanmamali, ideal kiloda ve
homosistein seviyesi normal sinirlarda tutulmaya g¢aligiimahidir.

2.6.1. GEBELIK VE TROMBOFILI

Trombofilili gebelerde plasental vaskiiler tromboza baghh olarak fetal
kayiplar, siddetli preeklampsi, erken dogum, in utero gelisme geriligi, ablasyo
plasenta goriilebilir. Daha 6nce tromboz 6ykiisii olmayan heterozigot FV Leiden
mutasyonu tagiyicist olan bir gebede rutin heparin profilaksisi onerilmemektedir.
Diger yandan VT, 6lii dogum veya iigten fazla spontan diigik yapanlar ile
homozigot FV Leiden mutasyonu tagiyan veya kombine trombofilisi olan kadinlar
hamileligi boyunca ve postpartum dénemde 4-6 hafta siire ile diigiik molekiil
agirlikli heparin (LMWH) ile tedavi edilmelidir (3,129,287).

2.6.2. HRT VE OKS KULLANIMI VE TROMBOFILI

Trombofilili bir hastada OKS kullanim1 tromboz riskini arttirmaktadar.
Ozellikle 3. jenerasyon OKS kullanan FV Leiden mutasyonuna sahip bir kadinda
tromboz riski 30-50 kat artmugtir. Bu risk artigi homozigotlarda gok daha fazladur.
Bu nedenle tromboz 6ykiisii olan veya homozigot FV Leiden mutasyonu tagtyan
kadinlarda OKS kullanimindan kagimilmalidir. Kalitimsal trombofilili kadinlarda
HRT tartigmalidir. Ostrojen replasmaninda rélatif risk anlamli derecede artar,
fakat absolut risk distiktiir (1/5000 bayan / her yil). Bununla birlikte HRT alan ve
FV Leiden mutasyonu veya bagka genetik trombofilik risk faktorii tagryan

kadinlarda tromboz i¢in rélatif veya absolut risk konusunda galigmalar yetersizdir
(3,129).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. ARASTIRMANIN YAPILDIGI YERIN OZELLIKLERi:

Denizli ili, Anadolu Yarmmadasi'min giineybati, Ege Bélgesi'nin dogusunda
yer almaktadir. Ege, I¢ Anadolu ve Akdeniz Bolgeleri arasinda bir gegit
durumundadir. Doguda Burdur, Isparta, Afyon; batida Aydin, Manisa; giineyde
Mugla; kuzeyde Usak illeri ile komsudur. Yiizolgtimii 11.868 km?’dir. Denizli’nin
2002 yilinda toplam niifusu 843.122, sehir niifusu 410.776, kirsal bolge niifusu
432.346°dur.

Sekil-18: Denizli Haritasi

3.2. ARASTIRMANIN TiPi:
Denizli ilinde Aktive Protein C Direnci ve Faktor V Leiden prevalansini

belirleyen kesitsel bir aragtirmadir.
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3.3. ORNEKLEM HACMIiNiN BELIRLENMES] VE BIREYLERIN
SECIMI

[limizde 1994’ten bu yana evlenmek igin bagvuran tiim bireylere il Saglik
Miidiirligii  laboratuvarinda  talasemi  taramasi  yapilmaktadir.  Saglik
miidiirliigiinden yazili izin alinarak bu bireylerden Denizli ilinde yasayan, saghikli
ve goniillil olanlar ¢aliymaya dahil edildi. Calismanin 6rneklem hacmi, Denizli
niifusu baz alinarak %95 giivenilirlik + 2 SD ve %5 tahmini prevalansa gére 466
kisi olarak hesaplandi. Calismamizin daha giivenilir olmasi igin bu 6rneklem
hacminin en az iki kat: yani 932 kisiye ulagilmasi planlandi.

Orneklem hacminin hesaplanmasinda kullamlan formil;

N.tz.p.q

d* (N-1)+t%p.Q

N
t

Evrendeki birey sayisi

I

Belirli serbestlik derecesinde ve saptanan yamilma -diizeyinde t

tablosundan bulunan teorik deger

p = Goriilme olasilig1

q = Goriilmememe olasiligi (1-p)

d = Olayn goriiliis sikligina gére yapilmak istenen + sapma

n = Alinacak olgu sayist

Calismaya alinacak kisilere gegmis ve su anki saglik durumlarini ortaya

¢ikaracak bir form doldurtulup, gerekenlerde fizik muayeneleri yapildi.

3.4. KAN ORNEKLERININ ELDESI

Saglhikli olduklarina karar verilen 1030 goniillii bireyden 3cc trisodyum
sitratl’li kan alinip, en geg bir saat iginde 2500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.
Elde edilen plazmalar ependorf tiiplere alinarak — 80 derecede derin dondurucuda
calistlincaya kadar saklandi. Dondurulan plazmalar kullanilmadan énce 37 ’C’de

15 dakika bekletilip, eritildikten sonra iyice kangtirilarak kullamldi.
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3.5. AKTIVE PROTEIN C DIRENCI TAYINi
STA-Staclot APC-R aktive protein C direnci tayin kiti (Kat. No. 00721)
kullamlarak 6l¢iim yapildi.

3.5.1. KIT’IN ICERIGI

Reaktif 1: Faktor V’ce immuno-eksik ve fosfolipidlerce zenginlestirilmis,
dondurulmus, kuru insan plazmasi.

Reaktif 2: Dondurulmus, kuru Crotalus viridis helleri venomu (yilan zehiri).

Reaktif 3: Kalsiyumlu ortamda, dondurulmus, kuru, insandan elde edilmis
aktive protein C igerigi.

Reaktif 4: Negatif kontrol olarak kullamlan, dondurulmus, kuru, sitrath
insan plazmasi.

Reaktif 5: Pozitif kontrol olarak kullanilan, dondurulmus, kuru, sitratli insan
plazmasi.

160 testlik kit iceriginde her reaktiften 4 adet bulunmaktadir.

3.5.2. KIT ICINDE BULUNMA YIP KULLANILAN MALZEMELER
* STA-Owren Koller
* ST art 4 -STA analizérii (koagiilometre cihazi)

* Otomatik pipet ve disposable uglar

3.5.3. TEST PRENSIBI

Aktive protein C direncinin tayini, aktive protein C varliginda ve kalsifiye
edilmis bir ortamda, test edilen plazmanin pihtilasma zamamindaki oldukga kiigiik
uzamalar géz oniinde bulundurularak yapilir. Normalde aPTT reaksiyonuna
disaridan APC eklenmesi faktér Va ve faktor VIIIa’min pargalanmasini arttirarak
pthtilasma zamanini uzatir. Ancak APC direnci olan durumlarda bu uzama
gergeklesmez. STA-Staclot APC-R sisteminde; diliie edilmis test plazmasinin
koagiilasyonu, faktor V'ce yetersiz plazma (reaktif 1) ve Crotalus viridis helleri
venomunun (reaktif 2) varhginda saglanir. Faktor V'ce eksik plazma ile diger
pihtilasma faktorlerinin eksikliklerinden dogabilecek yanlis sonuglar engellenmis

olur. Crotalus viridis helleri venomu faktér X’u aktive eder ve koagiilasyon
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selalesinin ortak yoldan ilerlemesini saglar. Bu sekilde koagiilasyonu yukari
yonde etkileyebilecek biitiin faktérler elimine edilmis olur. Son asamada da fakt6r
Va’y: inaktive etmek igin ortama eklenen aktive protein C (reaktif 3) sonrasi

pihtilasma zamam 6lgiilerek sonuglar degerlendirilir.

3.5.4. REAKTIF HAZIRLAMA

Reaktif 1: Her bir vial 2 ml distile su ile hazirlandi. Homojen hale gelmesi igin
oda sicakliginda ( 18-25 °C ) 60 dakika bekletildi.

Reaktif 2: Her bir vial 2 ml distile su ile hazirlandi. Homojen hale gelmesi igin
oda sicakliginda ( 18-25 °C ) 60 dakika bekletildi.

Reaktif 3: Her bir vial 2 ml distile su ile hazirlandi. Homojen hale gelmesi igin
oda sicakliginda ( 18-25 °C ) 60 dakika bekletildi.

Reaktif 4: Her bir vial 1 ml distile su ile hazirlandi. Hazirlanan soliisyon kuvvetli
bir sekilde galkalandiktan sonra homojen hale gelmesi i¢in oda sicakhiginda ( 18-
25 °C ) 60 dakika bekletildi.

Reaktif 5: Her bir vial 1 ml distile su ile hazirland1. Hazirlanan soliisyon kuvvetli
bir sekilde galkalandiktan sonra homojen hale gelmesi igin oda sicakliginda ( 18-
25 °C) 60 dakika bekletildi.

3.5.5. CALISMA PROSEDURU
- STA cihaz1 agildiktan sonra 37 °C’ye gelmesi i¢in 3 dakika beklenildikten sonra
gelen ekranda TEST MODE segilerek APTT segenegine girildi.

- Cihaza ilk olarak kiivetler yerlestirilip bilyalar her kiivete bir tane olacak sekilde
birakildi.

- Calisilacak olan bireylerin plazmalani ve kontrol serumu 1/10 diliie edildi. ( 50
pl hasta plazmasi + 450 pl Owren Koller )
- Kiivetin igerisine diliie edilmis hasta plazmasindan 50 pl , hazirlanan 1 nolu

reaktif (FV eksik plazma)’den 50 pl ve 2 nolu reaktif (yilan zehiri)’den 50 pl
koyduktan sonra inkubasyon tusuna basildi.

- 230. saniyeden itibaren cihazin verdigi uyan sesi ile kiivetler dl¢iim bloguna
alind1.
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- 240.saniyeden itibaren her bir kiivete 50 pl 3 nolu reaktif (aktif protein C)’den
konuldu ve test edilen plazmalarin pihtilasma zamanlari saniye cinsinden cihaz
tarafindan otomatik olarak dékiimante edildi.

- Her 100 hastada bir negatif-normal (reaktif 4) ve pozitif-patolojik (reaktif 5)
kontrol ile sonuglarin dogrulugu ve cihazin giivenilirligi kontrol edildi. Bu
islemde hazirlanan reaktif 4 ve reaktif 5 bir birey plazmasi gibi yukandaki
islemlerden gegirildi. Ve sonucun kontrol kutusu igerisinde bulunan reaktif 4 ve

5 igin belirlenmis “clotting time” araliginda kalmasina dikkat edildi.

3.5.6. TESTIN DEGERLENDIRILMESI

STA cihazi ile STA-Staclot APC-prosediirii uygulanarak test edilen
plazmalar; pihtilasma zamanlar 120 saniyeye esit ve daha yiiksek ¢ikarsa APC-R
negatif, 120 saniyeden daha diigiik gikarsa pozitif olarak degerlendirildi.

3.6. FAKTOR V, PROTROMBIN, MTHFR GEN MUTASYONLARININ
MOLEKULSEL DUZEYDE TESPITi

1030 kisi iginden APC-R pozitif kabul edilen 93 birey telefonla ¢agrilarak
kendilerine aktive protein C direnci ve faktér V Leiden mutasyonu hakkinda bilgi
verilerek molekiilsel analiz igin yazili onaylar1 alindi. Bireylerin simdiki ve
geemis saglik durumlari, trombotik hastalik dykisii ve kullandig: ilaglar, ailede
trombotik hastalik varhigi sorgulanarak tekrar kaydedildi. Bireylerden 9 cc kan
lcc EDTA oraninda kan alindi. Kanlar bekletilmeden DNA izolasyonu islemine
gecildi.

3.6.1. MOLEKULSEL ANALIZ

Faktér V, Protrombin ve MTHFR gen mutasyonlarini aym anda
saptayabilen FV-PTH-MTHFR StripA®® (Vienna Lab — Labordiagnostika
GmbH- Austria) kiti kullanilarak molekiilsel diizeyde analizi yapildi.

59



3.6.2. YONTEMIN PRENSIBI
FV-PTH-MTHFR Strip yontemi PCR ile g¢ogaltilmig DNA iiriinlerinin
mutasyona 06zgii oligoniikleotid problariyla hibritlesmesi prensibi iizerine
kurulmustur. Test su asamalardan olugmaktadir;
1. Kandan DNA izolasyonu,
2. Faktor V, protrombin ve metilentetrahidrofolat rediiktaz gen dizilerinin
biyotin ile isaretlenmis primerlerle invitro amplifikasyonu (PCR)
3. Elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jel -elektroforezinde yiiriitiiliip
goriintiilenmesi,
4. Bu PCR iiriinlerinin normal ve mutant problar parelel bantlar seklinde
tagiyan test stripleri ile hibridizasyona sokulmasi ve,
5. Biyotin ile isaretli gen dizilerinin, streptavidin — alkalin fosfataz ve boya

substratlart kullanilarak goriintiilenmesi.

3.6.2.1. POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (Polymerase Chain Reaction-
PCR)

Bir gesit “in vitro klonlama™ olarak da tanimlanan PCR y&nteminin temeli,
gogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 6zgii, bu bdlgedeki baz dizilerine tamlayict
bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primer (18-20 baz uzunlugunda) kullanilarak; bu
iki primer ile sinirlandirilan genin enzimatik olarak sentezlenmesine dayanir. PCR
uygulamalart i¢in ilgili gen bolgesine ait baz dizisinin bilinmesi gereklidir. Metod
basitge tiipte niikleik asitlerin uygun kosullarda gogaltilmasi esasina dayanan
molekiiler bir fotokopi makinesi olarak da diisiiniilebilir. PCR’da yer alan
bilesenler; amplifiye (¢ogaltilacak) hedef DNA dizisini igeren kalip DNA,
amplifiye edilecek kalip DNA’mn tiimleyicisi olacak sekilde segilmis yaklagik 15-
20 bazlik yapay kisa tek zincirli DNA molekiilleri oligoniikleotid primerler,
termostabil karakterli Tag DNA polimeraz enzimi, bu enzimin substratlar1 olarak
gorev yapan dNTP’ler (ATP, GTP, TTP, CTP) ve uygun pH ve iyon (Mg”)
kosullarini saglayan tampon karisimidir. Reaksiyondaki her dongii denatiirasyon,
annealing (primer eslesmesi), extension (uzama) adi verilen 3 asamadan
olugmaktadir ($ekil-19 ve Sekil-20)
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Initial Cycle Cycle )
denaturation 1 o  extension

95°C

72°C

Temperature

55°C

annealing

Time

Sekil-19: Bir PCR siklusu, farkli sicakliklarda gerceklesen 3 asamadan
olusmaktadir.

Denatiirasyon; Cift iplikli kalip DNA’ya ait baz ¢itleri arasindaki hidrojen baglar
yiiksek 1s1 kargisinda iki iplik halinde ayrilir. (94 °C — 98 °C)

Annealing (primer eslesmesi); Primerler, gogaltilacak bolgenin uglarinda yer alan
kendilerine 6zgii dizileri taniyarak hidrojen baglan ile eslesmektedirler. Bu
eslesme, birbirlerini tiimleyen oligo ve kalip DNA’st arasinda, her primer igin
zgiin bir sicaklikta genellikle 40 °C — 60 °C arasinda gerceklesmektedir. Bu
sicakligi belirleyen temel etken niikleotid igerigidir.

Extension (uzama), DNA polimeraz enziminin maksimum aktiviteye sahip oldugu
72 °Cde gergeklesir. Bu asamada Taq polimeraz ortamdaki dNTP’leri kullanarak
eslesen primerleri 5° _s, 3’ dogrultusunda uzatir. Tek iplikli DNA c¢ift iplikli
forma gelir. Mg*? iyonu da islemde kofaktér olarak onemlidir. Konsantrasyonu

belli oranda (her primer i¢in farkli) olmalidir.
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DNA primers DNA nucleotides
5 polymerase  (dTTP, dCTP, dATP, dGTF)

parent DNA - - Taq h 6
DN& template strand d
3!
step 2: 5
annaall section of DNA
two DNA strands
(55° o =4 3 to be amplified

- LR 3: 5

t oyl T
(2040 times) S » v 5
new DNA strands — p
5[F ¥ 5t L o 5 W
RO AR
z 5 ST 5t
four DNA strands Taq

Sekil-20: Polimeraz zincir reaksiyonunun gematik olarak goriiniimii

PCR uygulamasinda ii¢ evre bir dongii olarak kabul edilir ve hedef
DNA’nin gogaltilmasi 20-40 dongii arasinda gergeklesir. Bir dongii sonunda
sentezlenen iiriin dncekinin iki kati kadardir. Dongii sayisi “n” kabul edilirse “ 2"~
gogaltilmis DNA materyali miktarim verir.

FV-PTH-MTHFR StripA*® kitin igeriginde; amplifiye edilecek hedef
DNA’nin tiimleyicisi olacak gekilde segilmis primerleri, INTP’leri ve uygun pH
ve Mg konsantrasyonlarini saglayan tampon karisimim i¢eren amplifikasyon mix
soliisyonu hazir olarak bulunmaktadur.

3.6.2.2. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

Molekiillerin sahip olduklari net elektrik yiikleri, bu molekiillerin bir
elektriksel alan igindeki hareketlerini etkiler. Elektroforez teknigi bu prensibe
dayanir. Molekiillerin  biiyiikliiklerine gore ayrnlabilme 6zellikleri, jel
elektroforezin pek ¢ok amag i¢gin kullammina olanak saglamugtir. Niikleik asit
fragmentlerinin tanimlanmasi, saflagtirilmasi ve ayrilmasi igin kullanilan en

uygun yontem agaroz jel elektroforezidir. Agaroz ; kirmizi bir alg tiirii olan “agar
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agar”dan izole edilen dogrusal bir polisakkariddir. Agaroz sicak suda ¢oziiniir ve
sogutuldugu zaman polimerde karsilikli hidrojen baglarinin olusumu ile jel yapist
olusur. DNA’nin agaroz jelde goriiniir hale gelebilmesi etidyum bromiiriin DNA
baglar arasinda baglanarak 300 veya 360 nm’de 1s1g1 absorplamasi sonucu
fluoresan etki gostermesi ile olur. Agaroz jelde DNA’nin hareket hizi, DNA’nin
molekiil bityiikliigiine ve yapisina, agaroz konsantrasyonuna, iyonik kuvvete ve

uygulanan voltaja bagli olarak degismektedir.

3.6.2.3. HIBRIDIZASYON

Kullandigimiz. bu kit reverse hibridizasyon prensibine dayanmaktadir.
Hibridizasyon, temel olarak iki niikleik asit zincirinin benzer komplementer
bazlar arasindaki hidrojen baglarinin kurulmast ile birbirine baglanmast olayidir.
Genom fiizerinde aranan bir DNA dizisinin varligim veya yoklugunu ortaya
koymaya yarayan bir yontemdir. Oligoniikleotidler hedef DNA dizisini, baz dizisi
yoniinden kendisine ¢ok benzeyen diger DNA sekanslarindan ayirt etmeye
yarayan, yaklagtk 12-30 baz uzunlugundan olusan tek DNA zinciridir.
Oligoniikleotidler radyoaktif izotoplarla veya non-radyoaktif metodlarla
isaretlenerek goriintiilenebilir. Non-radyoaktif olarak biyotin ile isaretlenip,
streptavidin-biyotin konjugasyonundan yararlanilarak goriiniir hale getirilmesi
miimkiin olmaktadir. Bu sekillerle isaretlenmis hedef DNA dizisini tiimleyici
yapay tek zincir DNA dizisine ise prob denir. Problar genellikle hedef DNA
dizilerine 6zgiin oligoniikleotid problar olarak isimlendirilirler. Prob, niteligi
arastinlacak olan hedef DNA molekiili ile hibridizasyona tabi tutulur ve
hibridizasyonun ~ gergeklesmesi ~ durumunda  aranan  dizinin  varlig,
gerceklesmemesi durumunda ise aranan dizinin yoklugu ortaya konmus olur.

Kullandigimiz kit, PCR ile gogaltilmis DNA iiriinlerinin mutasyona 6zgii
oligoniikleotid problariyla hibritlesmesi prensibi iizerine kurulmugtur. Dot-Blot
hibridizasyonunda DNA 6rnekleri membrana sabitlestirilip, problarin ilavesi ile
hibridizasyon gergeklestirilirken, bu yontemde oligoniikleotid problar strip olarak
tanimlanan gerit goriiniimiindeki membran iizerine sabitlenmis durumdadir.

Amplifikasyon {iriiniiniin ilavesi ile hibridizasyon saglanir. (Reverse Dot-Blot)
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3.6.3. KITIN ICERIGI
20 testlik kit igeriginde,

1. Lysis Soliisyonu 50 ml
2. Gen*TRACT Resin 5ml

3. Amplifikasyon Mix 500 pl
4. Taq Diliisyon Buffer 500 pl
5. DNAT 1,5 ml
6. Plastik hibritleme kab 3 adet
7. Test stripleri 20 adet
8. Hibridizasyon Buffer 25 ml
9. Yikama Soliisyonu A 80 ml
10. Conjugate Soliisyon 25 ml
11. Yikama Soliisyonu B 80 ml
12. Color Developer 25 ml bulunmaktadir.

3.6.4. KULLANILAN MALZEME VE CIHAZLAR
1. 1.5 ml ve 0.5 mI’lik Ependorf tiipler

Ayarlanabilir pipet ve disposable uglar

Mikrosantrifiij cihazi

Isis1 ayarlanabilir galkalayici su banyosu

Vortex karistiric

Taq DNA polimeraz

Agaroz jel elektroforez donanimi

Agaroz

I S

Etidyum Bromiir
. 1X TBE Buffer
. Termometre

. Orbital shaker

e
N = O

13. Thermocycler (sicaklik dongii cihazi )
14. UV 1s1n kaynag (transilluminatdr)
14. CCD kamera ve goriintiileme sistemi
15. Etiiv 0
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3.6.5. CALISMA PROSEDURU
3.6.5.1. DNA IZOLASYONU

Kit igerigindeki lysis soliisyonu ve Gen*TRACT resin oda sicakhigina
getirildi.

EDTA’l tiipe alinmig oda sicakhigindaki kan orneklerinden 100 pl,
1.5ml’lik ependorf tiiplere alindi.

Uzerine 1ml lysis soliisyonu eklenerek hafifge karistirildi ve 15 dakika
oda sicakliginda bekletildi.

3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip siipernatan kisim pipetle gekilip
uzaklastirildi.

Tekrar 1ml lysis soliisyonu eklenerek hafif¢e karistirilds.

12000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip niikleer pelletin tistiindeki sivi
uzaklastirildi

200 pl Gen*TRACT resin eklenerek 10 sn vortexlendi.
Thermocycler’da 56 °C’de 20 dakika inkiibasyon ve sonrasinda 10 sn
vortex,

Thermocycler'da 98 °C’de 10 dakika inkiibasyon ve tekrar 10 sn
vortexlendi.

12000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildiktan sonra {ist s1v1 steril ependorf
tiiplere alindi. Bu sivi invitro amplifikasyon (PCR)’da kullanim igin
uygun olan tek iplikgikli DNA icermektedir.
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3.6.5.2. INVITRO AMPLIFIKASYON (PCR)

Steril 0.5 mI’lik ependorf tiiplere 15 pl amplifikasyon mix, 5 pl DNA
driinii ve 1 pl Taq DNA polimeraz (1U/pl) konuldu.
Tiipler thermocycler’a yerlestirilip asagidaki PCR programi uyguland:

Is: (C) Zaman

94 2 dakika

94 15 saniye |

58 30saniye - 40 dongi
12 30 saniye i

72 3 dakika

3.6.5.3. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZ]

Elde edilen PCR iiriinleri agaroz jelde EtBr ile boyanip analiz edildi.

0.5 gr agaroz, 25 ml 1X TBE ve 1 pl EtBr ile hazirlanan %2’lik agaroz jel
cozeltisi elektroforez kabina dokiildiikten sonra katilasmasi beklendi.
Katilasan agaroz jelin elektroforez taraklan yardimiyla olusturulan
kuyulardan en bastakine 1.5 pl Generuler 50 bp marker, digerlerine 4pl
PCR iiriinii, 1 pl bromfenol mavisi ile karnigtirilarak yiiklendi ve 100 V’da
30 dakika yiiriitiildiikten sonra jel U.V. 15in kaynaginda (transilluminator)
incelenerek Faktor V geninin Leiden mutasyonunu, Protrombin geninin 3’
translasyonu  yapilmayan  bélgesinde  20210. niikleotidini  ve
metilentetrahidrofolat rediiktaz geninin 677. niikleotidini kapsayan
bolgelerin PCR ile ¢ogaltilip ¢ogaltilamadigi incelendi. 174, 200 ve 222
baz ¢ifti uzunlugundaki bolgelerin gogaltildigs goriildiikkten sonra

hibridizasyon islemine gegildi.
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3.6.5.4. HIBRIDIZASYON

Hibridizasyon tamponu ve yikama soliisyonu A etiiv’de 45 °C’ye
kadar 1sitild.

Her bir birey igin bir test stripi ¢ikarilarak kursun kalemle
numaralandirildi.

Plastik hibritleme kabinin her bir bélmesine 10 ul DNAT (denatiire
edici soliisyon) ve 10 pl amplifikasyon iiriinleri konararak yavasga
karistirild ve 5 dakika oda sicaklifinda inkiibasyona birakildi. Béylece
amplifikasyon iiriinlerinin denaturasyonu saglandi.

Onceden 45 °C’ye kadar 1sitilmus hibridizasyon tamponundan 1 ml her
bir bolmeye konarak hafifce karigtirildi. Birey numaralarinin kursun
kalemle isaretlendigi test stripleri kendi bolmelerine yerlestirilerek
calkalayici su banyosunda 45 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi.
Boylece biotin ile isaretli amplifikasyon iiriinlerinin strip tizerindeki

problarla hibridizasyonu saglanmis oldu.

3.6.5.5. YIKAMA

Inkiibasyonun sonunda hibridizasyon soliisyonu pipetle uzaklastirilip 1
ml yikama soliisyonu A ile (6nceden 45 °C’ye kadar 1sitilmis) 3 kez
yikanarak baglanmayan DNA’lar uzaklastinldi. Yikamalar 45 °C’de
calkalayici su banyosunda yapildi. Birinci yikama, strip yikama
soliisyonu A ile 10 saniye calkalandiktan sonra ikinci ve iigiincii
yikama ise strip ile yikama soliisyonu A 45 °C’de 15 dakika inkiibe
edildikten sonra yapildi.

3.6.5.6. BOYAMA

Yikama soliisyonu A pipetle uzaklagtirnildiktan sonra hibritleme kabi
oda sicakligina alindi ve 1 ml konjugat soliisyon eklenerek orbital
shaker’da 15 dakika inkiibasyona birakildi. Bu asama ile konjugat
soliisyon igerigindeki streptavidin-alkaline fosfotazin, biotin ile

isaretli DNA’ya baglanmasi saglanmis oldu. (sekil-21)
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Inkiibasyon sonunda konjugat pipetle uzaklastmlip 1 ml yikama
soliisyonu B ile ti¢ kez yikanarak fazla streptavidin-alkalin fosfataz
uzaklagtirildi. Birinci ytkama, strip yikama soliisyonu B ile 10 saniye
calkalandiktan sonra ikinci ve {igiincii ytkama ise strip ile yikama
soliisyonu B oda sicakhifinda orbital shaker'da 5 dakika inkiibe
edildikten sonra yapildi.

Yikama soliisyonu B pipetle uzaklastirildiktan sonra 1 ml color
developer eklenip karanlikta 15 dakika inkiibasyona birakildi. Color
developer, konjugat soliisyonundaki alkalin fosfotaz enziminin
substratim1 igermektedir ve bdylece bu enzimin baglandif: bdlgenin
renklenmesini saglar (Sekil-21).

Test stripleri birkag kez distile su ile yikanarak karanlikta kurutma
kagidi tizerinde kurumaya birakildi.

F & Strip
’ streptavidin - Alkalin
Prob N o ES fosfataz
4 = ()
Biyotinle isaretlenmi;( o —/
amplifikasyon iiriinii l'

biotin

Sekil-21: Konjugat soliisyonu ve color devoloper’in etkisi: Strip iizerine sabitlenmis

normal ve mutant problar biyotinle isaretlenmig PCR iiriinleri ile hibridize edildikten

sonra streptavidin-alkalin fosfotaz iceren konjugat soliisyon ve alkalin fosfatazin

substratini igeren color devoloper ile goriintiilenir.

3.6.5.7. SONUCLARIN YORUMLANMASI

Test stribinde elde edilen bantlar referans strip ile, iistteki kirmizi ve
alttaki yesil marker ¢izgileri aym1 hizaya getirilerek kargilastirildi.
Kirmizi marker altindaki kontrol ¢izgisinin pozitif reaksiyonu konjugat
soliisyon ve color developer’in etkilesiminin dogrulugunu gosterir. Bu
¢izgi daima pozitif boyanmalidir. Test sonucunu yorumlamada sekilde

gosterilen referans strip kullanilmaktadir. (sekil-22)
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Sekil-22: Referans strip’in sematik gorimiimii

Yorumlamada, yalmzca wild type problari boya almigsa normal genotip,
wild type ve mutant prob boyanmigsa heterozigot genotip (tasiyici), yalmzca
mutant prob boyanmigsa homozigot genotip olarak yorumlandi.

Ornegin;
Normal FV heterozigot MTHFR:heterozigot, FV:homozigot
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3.6.5.8. VERILERIN ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRILMESI:

Veriler kisisel bilgisayarda Statistical Package for Social Sciences Version
10.0 (SPSS-10.0) istatistik paket programinda degerlendirildi. Verilerin analizinde
ki-kare analizleri (Pearson Chi-Square, Yates Continuity Correction, Fisher’s

Exact Test) ve Mann-Whitney U testi kullanildi.

p < 0.05 diizeyinde anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. DEMOGRAFIK OZELLIKLER

Denizli il merkezinde oturan Denizli 1l Saghk Midiirliigii Laboratuvarma evlilik
oncesi talasemi tarama testi i¢in bagvuran saglikli ve goniillii 1030 kisi galigmaya
alindi. Orneklem grubunun yas ortalamast 25.1146.21 idi. Arastirmaya alinanlarin
530u kadin (% 51.5) ve yas ortalamalari 23.74+6.11 (14-55), 500’ erkek
(%48.5) ve yas ortalamalart 26.56+6.00 (16-22) idi, yas ortalamalan agisindan iki
cins arasinda anlamli fark yoktu (p<0.05). Kisilerin %56.1°i 14-24 yas grubunda
iken %36.0’s1 25-34 yas grubunda ve %7.9’u 35 yas iizerindeydi.

Orneklem grubuna ait 6zellikler Tablo-IX’de 6zetlenmistir.

Tablo-IX: Arastirmaya Alinanlarm Ozellikleri

Erkek Kadin Toplam

Say1 % Sayi % Sayi %

Arastirmaya katilim 500 48.5 530 315 1030 100
14-24 214 42.8 364 68.7 578 56.1

YA
= 25-34 243 48.6 128 242 371 36.0
GRUPLARI

35+ 43 8.6 38 72 81 7.9

Calismaya dahil edilen 1030 kisiden alinan 6rneklerde APC direnci ¢aligilds.
Daha sonra APC direnci saptanan bireylerde FV Leiden mutasyon varhig

arastirildi.
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4.2. APC DIRENCI TAYINi:

STA-Staclot APC-R aktive protein C direnci tayin kiti kullamlarak 6lgtim
yapildi. APC-R degeri 120 saniyeye esit ve daha yiiksek ¢ikanlar APC direnci
negatif, 120 saniyeden daha diigiik ¢ikanlar pozitif olarak degerlendirildi. Buna
gore 1030 kisiden 93’tinde APC-R degeri 120 saniyenin altinda bulunarak
aragtirma grubunda APC direnci oram % 9.0 olarak hesaplandi. $ekil-23’te
aragtirma grubunun APC-R degerlerinin dagilimi verilmistir.

200

100

oy

S Std. Dev = 31,71
;3; Mean = 150,4
i =1030,00

ol o e D D D P
©0_ 0 7y 3 & 7 oy W8 2
% %0 %0 0,"%,"%, 00'900 8 %, 0y 2

PTi
Sekil-23: Aragtirma grubunun APC-R sonuglari
Erkeklerde APC direnci orani %9.0 (45/500), kadinlarda %9.1 (48/530)

olarak bulundu. Cinsiyet ile APC direnci varlig: arasindaki iligkiye bakildiginda,
istatistiksel olarak anlaml bir iligki saptanmadi (p=0.975) (Tablo-X).
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Tablo-X: Cinsiyete Gore APC Direnci Dagilimu

APC Direnci yok | APC Direnci var
Cinsiyet Say1 % Say1 % p
Erkek 455 91.0 45
0.975
Kadin 482 90.9 48
Toplam 937 91.0 93 9.0

APC direnci saptanan olgularin yas ortalamasi 26.53£6.47, APC-R
degerlerinin ortalamas: 80.41+9.13 bulundu. (Tablo-XI)

Tablo-XI: APC Direnci Saptanan Olgularin Tamimlayici Istatistikleri

Ortalama + SD Min-max N
Yas 26.53+6.47 16-56 93
APC-R degeri 80.4149.13 54.7-109.8 93

4.3. FV LEIDEN MUTASYONUNUN TESPITi

1030 kisi tizerinde APC direnci pozitif kabul edilen 93 bireyden alinan
orneklerde molekiilsel analiz yapildi. Molekiilsel analiz i¢in FV Leiden,
protrombin ve MTHFR gen mutasyonlarini ayni anda belirleyebilen FV-PTH-
MTHFR StripA®™® (Vienna Lab — Labordiagnostika GmbH- Austria) kiti
kullamldi. APC direnci pozitif bireylerin DNA’lan kit igerisindeki DNA
izolasyon soliisyonlari ile galigma prosediiriine uygun olarak izole edildi.
Mutasyon bolgesini igeren FV, protrombin ve MTHFR gen dizilerinin
amplifikasyonu igin biyotin ile isaretlenmis dzel primerler kullanilarak PCR’lan
yapildi. PCR sonucunda 174, 200 ve 222 baz gifti (b.¢.) biiyiikliigiinde {iriinler
elde edildi (Sekil-24).
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Sekil-24: 174, 200 ve 222 baz ¢ifti biiyiikliigiindeki amplifikasyon iiriinlerinin %2’lik
agaroz jelde goriiniimii (M:100 b.¢. DNA agirlik standartr)

PCR iiriinleri, normal ve mutant problari paralel bantlar seklinde tasiyan test
stripleri ile hibridizasyona sokuldu ve biyotin ile isaretli gen dizileri srtreptavidin-
alkalin fosfataz ve boya substratlari kullamlarak goriintiilendi. Test stribinde elde
edilen bantlar referans strip ile Kargilagtirilarak yorumlandi. Yorumlamada,
yalnizca wild type problari boya almigsa normal genotip, wild type ve mutant
prob boyanmigsa heterozigot genotip (tastyict), yalnizca mutant prob boyanmigsa
homozigot genotip olarak yorumlandi. $ekil-25’te hastalarin strip sonuglar ve
yorumlarindan Srnekler sunulmustur.
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Sekil-25: Hastalarin Mutasyon Analizi Sonuglarindan Ornekler

7S



APC direnci saptanan 93 kisiden 87’sinde (%93.5) FV Leiden mutasyonu
saptanirken, 6 kiside (%6.5) tespit edilmedi. Arastirma grubunda heterozigot FV
Leiden mutasyon sikligt % 7.34 (76/1030), homozigot FV Leiden mutasyon

sikligr %1.06 (11/1030) bulunarak toplamda prevalans % 8.4 (87/1030) olarak
belirlendi (Tablo-XII).

Tablo-XII: Aragtirma Grubunda FV Leiden Mutasyon Dagilimi

Erkek Kadin Toplam
n % n % n %
Heterozigot 36 7:2 40 7.54 76 7.34
Homozigot 7 1.4 4 0.75 11 1.06
FVL negatif 457 91.4 486 91.7 943 91.6
Toplam 500 100 530 100 1030 100

Arastirmaya alinan erkeklerin %8.6’sinda (43/500) FV Leiden mutasyonu
saptanirken, kadinlarin %8.29’unda (44/530) FV Leiden mutasyonu belirlendi. iki

cins arasinda FV Leiden mutasyon varlig agisindan anlamlt fark yoktu (p=0.95)
(Tablo-XII).

FV Leiden mutasyonu saptananlarin kendi igerisinde %87.4’ii (76 kisi)
heterozigot iken, %12.6’st (11 kisi) homozigot idi. Erkeklerin %83.7 sinde
(36/43) heterozigot, %16.3’inde (7/43) homozigot; kadinlarin ise %90.9’unda
(40/44) heterozigot, %9.1’inde (4/44) homozigot mutasyon belirlendi. Iki cins
arasinda genotip agisindan anlamli fark saptanmadi (p=0.352). (Tablo-XIII)

Tablo-XIII: FV Leiden Mutasyonu Saptananlarin Kendi Igerisinde Genotipik
Dagilimi

Erkek Kadin Toplam P
n % n % n %
Heterozigot 36 83.7 40 90.9 76 87.4 0352
Homozigot 7 16.3 4 9:1 11 12.6 i
Toplam 43 100 44 100 87 100
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FV Leiden mutasyonu saptanan 87 kisinin yas ortalamasi 26.72+6.59 idi.
Ortalama APC-R degeri; FV Leiden mutasyonu belirlenenlerde 78.90+7.03,
mutasyon saptanmayanlarda 102.35+8.17 olarak bulundu. Aradaki fark
istatistiksel olarak anlamliydi (p=0.0001).

Heterozigot FV Leiden mutasyonu saptanan kisilerde ortalama APC-R
degeri 79.86+6.20, homozigot FV Leiden mutasyonu saptanan kisilerde
72.2348.96 olarak bulundu. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamliyd: (p=0.003).

FV Leiden mutasyonu belirlenen 87 olgunun 41’inde (%47.1) izole FV
Leiden mutasyonu saptandi. Bunlarin 6’st homozigot, 35’i heterozigot FV Leiden
mutasyonuna sahipti. Olgularn anamnezinde trombotik hastalik dykiisii yoktu.
Yalniz homozigot mutasyona sahip 27 yasindaki erkek olgunun babasinda DVT
ve heterozigot mutasyona sahip 22 yagindaki bayan olgunun ablasinda tekrarlayan
diisiik ve 6lii dogum Gykiisii bulunmaktaydi. (Tablo-XIV)
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Tablo-XIV: FV Leiden Mutasyonuna Sahip Bireylerin Ozellikleri

Tromboz Aile APC-R
Yas | Cins. FVL
oykiisii oykiisii degeri

H.U 27 E - 75,4 Heterozigot
F.0 18 K - - 70,6 Heterozigot
V.T 32 K - - 74,5 Heterozigot
M.C 41 K - - 78,6 Heterozigot
S.E 26 K - - 79,4 Heterozigot
HH 27 K - - 85,1 Heterozigot
G.S 25 K - - 88,9 Heterozigot
YB 23 E - - 84,7 Heterozigot
SP 36 K - - 84,0 Heterozigot
V.D 24 E - - 84,9 Heterozigot
S.A 25 E - - 90,7 Heterozigot
HE 16 K - - 71,7 Heterozigot
E.A 26 E - - 85,5 Heterozigot
CN 23 E - - 88,6 Heterozigot
S.A 24 E - - 77,8 Heterozigot
N.B. 19 K - - 81,0 Heterozigot
$.B 26 K - - 73,6 Heterozigot
B.P 29 E - - 87,2 Heterozigot
ElJ 21 K - - 85,0 Heterozigot
ED 27 E - - 73,9 Heterozigot
N.Y 22 K - Var 80,6 Heterozigot
P.TA 23 K - - 85,7 Heterozigot
ZG 24 E - - 83,4 Heterozigot
MY 20 E - - 84,4 Heterozigot
P.K 25 E - - 85,1 Heterozigot
T K 23 K - - 81,9 Heterozigot
M.K.C 21 K - - 322 Heterozigot
AB 24 E - - 78,8 Heterozigot
H.B 22 K - - 88,8 Heterozigot
BT 29 E - - 82,0 Heterozigot
M.A 29 E - - 76,7 Heterozigot
APO 23 K B 3 73,8 Heterozigot
1.0 21 E - - 86,3 Heterozigot
H.S 19 E - - 80,1 Heterozigot
H. 24 E » - 73,1 Homozigot
El 30 E - - 75,0 Homozigot
M.S 27 E - Var 54,7 Homozigot
1.A 27 E - % 65,2 Homozigot
M.U 28 K % = 89,9 Homozigot
Y..T' 25 E - - 78,0 Homozigot
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FV Leiden ile MTHFR gen mutasyonu birlikteligi 45 (%51.72) olguda
saptandi. Bu 45 olgunun 32’sinde heterozigot FV Leiden ve heterozigot MTHFR
gen mutasyonu, 6’sinda heterozigot FV Leiden ve homozigot MTHFR gen
mutasyonu, 3’linde homozigot FV Leiden ve heterozigot MTHFR gen mutasyonu
ve 1 olguda da homozigot FV Leiden ve homozigot MTHFR gen mutasyonu
birlikteligi belirlendi (Tablo-XV). Kalan 3 olguda FV Leiden ve MTHFR gen
mutasyonuna ek olarak heterozigot protrombin gen mutasyonu da mevcuttu
(Tablo-XVI). Homozigot FV Leiden ve heterozigot MTHFR gen mutasyonu
tastyan 34 yagindaki bir erkek olgunun anamnezinde DVT &ykiisii mevcuttu.
Heterozigot FV Leiden ve heterozigot MTHFR gen mutasyonu tasiyan 24
yasindaki bir bayan olgu ve heterozigot FV Leiden ve homozigot MTHFR gen
mutasyonu tasiyan 24 ve 35 yaslarindaki iki bayan olgunun anamnezlerinde de 1
kez abortus 6ykiisii bulunmaktaydi.
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Tablo- XV:

FV Leiden ve MTHFR Gen Mutasyonu Birlikteligi Olan Olgularin

Ozellikleri
i Tromboz Aile APC-R
Yoy | O3 | gyhwen | oyknsn | aegen EYL MITHER
Y.U 29 E - - 75,5 Heterozigot | Heterozigot
H.S 34 E - - 85,3 Heterozigot | Heterozigot
u.0 31 E = - 81,2 | Heterozigot | Heterozigot
S.0 28 K - - 75,9 | Heterozigot | Heterozigot
SiD 39 K - - 83,2 Heterozigot | Heterozigot
M.K 19 K - - 80,4 Heterozigot | Heterozigot
EE 25 E - - 82,6 Heterozigot | Heterozigot
EB 35 K - - 74,3 Heterozigot | Heterozigot
A.C 21 K - - 71,0 Heterozigot | Heterozigot
L.K 36 E - - 80,5 Heterozigot | Heterozigot
EC 25 E - - 78,1 Heterozigot | Heterozigot
AT 23 K - - 68,4 Heterozigot | Heterozigot
G.0 29 K - - 80,7 Heterozigot | Heterozigot
C.A 35 E - - 87,2 Heterozigot | Heterozigot
SM 42 K - - 80,3 Heterozigot | Heterozigot
B.I 56 K - - 733 Heterozigot | Heterozigot
M.A 26 E - - 78,9 Heterozigot | Heterozigot
0.A 26 E - s 77,4 | Heterozigot | Heterozigot
M.C 23 E - - 83,0 Heterozigot | Heterozigot
AH 21 K - - 83,0 Heterozigot | Heterozigot
S.B 25 K - - 94,7 Heterozigot | Heterozigot
$.D 20 K - - 76,8 Heterozigot . | Heterozigot
E.T 29 K - - 82,5 Heterozigot | Heterozigot
M.S 25 E - - 87,1 Heterozigot | Heterozigot
DC 20 K - - 71,9 Heterozigot | Heterozigot
H.§ 20 E - - 81,0 Heterozigot | Heterozigot
A0 30 E - - 75,3 Heterozigot | Heterozigot
G.SC 24 K - - 83,3 Heterozigot | Heterozigot
B.K 24 K Abortus - 82,7 Heterozigot | Heterozigot
R.K 25 E - - 852 Heterozigot | Heterozigot
N.E.S 22 K - - 79,3 Heterozigot | Heterozigot
UBY | 23 K - 5 87,5 Heterozigot | Heterozigot
$G.T 20 K - - 71.2 Heterozigot | Homozigot
HK 35 E - - 70,3 Heterozigot | Homozigot
AE 26 K Abortus - 58,8 Heterozigot | Homozigot
A.A 24 K - - 70,7 Heterozigot | Homozigot
ET 20 K - - 80,7 Heterozigot | Homozigot
NC 35 K Abortus - 78,3 Heterozigot | Homozigot
0.D.0 | 27 K - - 76,7 Homozigot | Heterozigot
ET 34 E DVT - 68,7 Homozigot | Heterozigot
B.S 27 K - - 75;1 Homozigot | Heterozigot
N.G 29 K - - 73,1 Homozigot | Homozigot
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FV Leiden ile protrombin gen mutasyonu birlikteligi 4 olguda (%4.59)
saptandi. Bunlarin 3’tinde ek olarak MTHFR gen mutasyonu da bulunmaktayd:
(%3.45). Her 3 mutasyonu da heterozigot olarak tastyan 39 yasindaki bir erkek
olgunun anamnezinde iki kez derin ven trombozu ve bir kez de pulmoner
tromboemboli atagi Sykiisii bulunmaktaydi. Diger ii¢ olgunun anamnezinde ve

ailesinde tromboz §ykiisii yoktu. (Tablo-XXIV)

Tablo-XVI: FV Leiden ile Protrombin gen mutasyonu ve FV Leiden, protrombin,
MTHFR gen mutasyonlar birlikteligi olan olgularin 6zellikleri

Aile | APC-R

Yas | Cins. | Ozgegmis FVL PT MTHFR
oykiisii | degeri
HP 39 E DVE PIE - 70,5 | heterozigot | heterozigot | heterozigot
E.€ 28 E - - 79,3 | heterozigot | heterozigot | heterozigot
.o 45 E - - 65,1 | homozigot | heterozigot | heterozigot
A.G 30 E - - 75,0 | heterozigot | heterozigot -

FV Leiden mutasyonu belirlenen 87 olgunun 3’iiniin anamnezinde abortus
oykiisi mevcuttu (%3.44). Bunlardan birincisi heterozigot FV Leiden ve
heterozigot MTHFR gen mutasyonuna, diger iki olgu da heterozigot FV Leiden ve
homozigot MTHFR gen mutasyonuna sahipti.

FV Leiden mutasyonuna sahip olgulardan 2’sinin anamnezinde DVT
6ykiisti mevcuttu (%2.29). Bunlardan birincisi homozigot FV Leiden ve
heterozigot MTHFR, digeri heterozigot FV Leiden, heterozigot PT ve heterozigot
MTHFR gen mutasyonu tagimaktaydi. Bu ikinci olgunun anamnezinde DVT

sonrasi pulmoner tromboemboli dykiisii de mevcuttu.

FV Leiden mutasyonu belirlenen 87 olgunun 2’sinde aile anamnezi
pozitifti (%2.29). Bunlardan homozigot FV Leiden mutasyonuna sahip birinci
olgunun babasinda DVT, heterozigot FV Leiden mutasyonu tasiyan diger olgunun
ablasinda tekrarlayan diigiik ve 6lii dogum dykiisti bulunmaktaydi.
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5. TARTISMA

Vendz tromboembolizm etyopatogenez agisindan edinsel risk faktorleri ile
genetik yatkinliklar arasinda kompleks etkilesim ile gelisen multifaktoriyel bir
hastaliktir (5-11). Alman patolog Virchow’un 1856°da tanimladig1 triad bugiin
hala gegerliligini korumakta olup buna gére tromboz gelisiminde; endotel hasari,
kan akiminda yavaglama ve hiperkoagiilabilite olmak iizere ii¢ faktdr rol
oynamaktadir. Arteryel sistemde damar hasari ve trombosit fonksiyon
bozukluklari; vendz sistemde ise staz ve pihtilasma sistemine ait bozukluklarin
tromboz gelisimine neden oldugu bilinmektedir. Bu nedenle pihtilasma sistemini
kontrol altinda tutan mekanizmalarin bozukluklari sonucu ortaya ¢ikan kalitimsal
trombofilik sendromlann biiyik kisminda vendz tromboz riski artmistir ve
tromboza yol agan temel olay koagiilasyon sistemindeki prokoagiilan ve
antikoagiilan giigler arasindaki hassas dengeyi hiperkoagiilabilite lehine bozan

degisimlerdir (1,8).

20. ylizyihn bagslarinda bazi ailelerde trombotik olaylarin  birikimi
gozlenmesine kargin, hiperkoagiilabilitenin kalitimi ile ilgili ilk somut veriler
1960’11 yillarda AT, 1980°li yillarda ise PC ve PS eksikliginin tromboza yatkinlik
yarattignin  belirlenmesi ile elde edilmeye baslanmistr. Bu 3 dogal
antikoagiilanin  eksikligi kalitimsal trombofili diigiiniilen hastalarin sadece
%15’ inin nedenini agiklarken (16,49,127) 1993 yilinda APC direnci (12) ve 1994
yihinda da buna yol agan FV Leiden mutasyonunun tamimlanmasi (128) ile
trombofilili ailelerin %50’sinde, trombozlu hastalarin ise %20’sinde etyolojinin
aydinlatilmasi saglanmigtir. Yine 1994’te hiperhomosisteinemi’nin, 1996°da
protrombin gen mutasyonunun kalitimsal trombofiliye neden oldugunun
gosterilmesiyle trombofilili hastalarin 6nemli bir kisminda trombotik olayin
etyopatogenezi agiklanabilir hale gelmistir. Artik kalitimsal trombofililerin
%63’tinde FV Leiden ve protrombin gen mutasyonunun sorumlu olugu
diistiniilmektedir (5,18).
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Kalitimsal nedenlerden en sik goriileni APC direncidir. APC, antikoagiilan
etki gosteren bir serin proteaz olup, FVa ve FVIIla’y1 inaktif hale getirerek
trombin olusumunu engeller. 1993 yilinda Dahlback ve arkadaslari, normal
plazmaya APC eklendiginde FVa ve FVIIla’nin pargalanmasina bagl olarak
aktive parsiyel tromboplastin zamaninin uzamasi gereginden yola ¢ikarak
yaptiklari ¢aligmada; ailesel olarak tromboza yatkinligi olan ve birbirleri ile
akraba olmayan 3 hastanin plazmasina APC eklenmesi ile beklenen antikoagiilan
yanitin az ya da hi¢ olmamasi durumunu APC direnci olarak tammlamglardir
(12). 1994’te de Bertina ve arkadaglan APC’ye karsi bu direncin faktér V
genindeki tek bir baz mutasyonundan (G1691—A) kaynaklandigini tanimlamislar
ve bu mutant fakt6r V’e, faktér V Leiden ismini vermislerdir (128). Burada FV
geninin 10. ekzonunda 1691. niikleotidde guaninin adenine doniisiimii sonucunda
506.pozisyondaki aminoasit arginin iken glutamine doniigiir. Normal FV ve FV
Leiden trombin tarafindan esit oranda aktive edilir. Her ikisinin de protrombin
aktivasyonundaki kofaktor aktiviteleri aynidir. Normal ve mutant Faktor V’in
fonksiyonel farkliliklari sadece protein C yolunda ortaya g¢ikmaktadir. APC
normal FV’i Arg 506 bolgesinden pargalarken, mutant FV’i pargalayamamaktadir.
Sonugta aktif FV Leiden’in inaktiflestirilmesi yavaslamakta ve trombin olusumu
artmaktadir (11,62,206,210). Yapilan klinik galigmalarda ilk vendz tromboz
epizodu gegiren bireylerin %15-40’inda APC direnci tamimlanmistir (13,14,15).
Segilmis olgularda bu oran %60’ lara ulagmaktadir (11,16-18). Normal bireylere
gore heterozigot FV Leiden mutasyonu tagtyanlarda vendz tromboz riski 5-10 kat,
homozigotlarda ise 30-140 kat artmistir (6,12,18-22). FV Leiden mutasyonunun
genel populasyondaki siklii cografi bolgeler ve etnik topluluklara gore belirgin
farkliliklar gosterir. Avrupa ve Avrupa kokenli toplumlarda sik oldugu, fakat
Asya ve Uzak Dogu toplumlarinda ¢ok diisiik oranda oldugu yada hig
rastlamilmadig bildirilmigtir (236,237).

Bu bilgilerin 1518inda bu ¢alismamizda Avrupa’da tromboembolizm gegiren
hastalarda ilk aragtinlmasi gereken bir defekt olarak belirtilen FV Leiden’in
bolgemizdeki saglikli kisilerdeki sikhigimi belirlemeyi amagladik ve ¢alismamiz

sonucunda Denizli il merkezinde yasayan saglikli bireylerde APC direnci oramm
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%9, FV Leiden mutasyon sikhigim %8.4 olarak saptadik. APC direnci
saptadigimiz 93 olgunun 87°sinde FV Leiden mutasyonu mevcuttu. Bu olgulardan
76’s1 heterozigot, 11’1 homozigot genotipteydi. Daha 6nce yapilan galiymalarda
APC direncinin %95’inin FV Leiden mutasyonuna bagli oldugu gosterilmistir
(128,208,209,212). Bizim ¢alisgmamizda APC direnci belirledigimiz olgularin
%93.5’unda (87/93) FV Leiden mutasyonu mevcuttu. Caligmamzda elde

ettifimiz bu sonu¢ daha Once literatiirde bildirilen oranlarla benzerlik

g6stermektedir.

Yapilan galismalarda taze donmug plazmadaki FV aktivitesinin -65 — -80
dereceye sogutulduktan sonraki ilk ¢6ziilmede etkilenmedigi bulunmustur
(128,209,358,360,364). Biz de ¢galismamizda saklamadan 6tiirii yanlis sonuglarin
oniine gecebilmek icin saglikli goniilliilerden elde ettigimiz plazmalan hizlica -70
derecede dondurup, islemden hemen 6nce ¢ozdiirerek ¢alistik.

APC direnci taramasim STA-STACLOT APC direnci testi (Diagnostica
Stago, Asnieres, France) ile yaptik. APC direnci ‘degerlendirilmesinde FX
aktivasyonuna dayanan fonksiyonel testlerin daha giivenilir olduguna dair
yaymnlarin ¢ogaldif1 bu son yillarda yeni bir teknik olan STA-STACLOT APC-R
testi FX’un Crotalus viridis helleri yilan venomu tarafindan spesifik olarak
aktivasyonuna dayanir. Testin giivenilirligini degerlendirmek igin FV Leiden
mutasyonu oldugu bilinen hastalarda yapilan galigmalarda STA-STACLOT APC-
R testi %98-100 duyarlh ve 6zgiil bulunmustur (364,365). Ayrica test ile ilgili
yapilan galiymada test sonucuna gore bireyin homozigot ve heterozigot genotip
ayinimu yapilabilecegi savunulmaktadir (364). Bizim ¢alisgmamizda da homozigot
bireylerin APC-R sonuglan ile heterozigot bireylerin sonuglan arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamliydi (p=0.003). Biz ¢aligmamiza FII, FX diizeylerine,
protein C ve protein S aktivitesine bakamadik. Ancak yapilan galigmada STA-
STACLOT APC-R testinin; PC, PS eksikligi olanlarda veya bunlarin FV Leiden
ile kombine defektlerinde ve FII ve FX diizeyi eksikliklerinde %100 duyarh ve
6zgiil oldugu gosterilmistir (364).
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Bir ¢ok laboratuvar FV Leiden mutasyonunun molekiilsel diizeyde analizi
icin Polymerase Chain Reaction- Restriction Fragment Length Polymorphism
(PCR-RFLP) yontemini kullanmaktadir. Bu yontem FV Leiden mutasyonunun
molekiilsel diizeyde tanisim saglayan ilk yontemdir (128). Yontem, yliksek
duyarlilig1 ve 6zgiilliigii, kolay uygulanabilirligi ve diigiik maliyeti nedeniyle bir
¢ok merkez tarafindan tercih edilmekte ve dier molekiilsel tani yntemleri igin
referans kabul edilmektedir (128,366,368). Biz FV Leiden’in molekiilsel diizeyde
- analizi i¢in FV Leiden, PT G20210A ve MTHFR C677T gen mutasyonlarini aym
anda belirleyebilen FV-PTH-MTHFR StripA*® (Vienna Lab — Labordiagnostika
GmbH- Austria) kitini kullandik. Bu ydntem PCR ile gogaltilmis DNA
tirinlerinin mutasyona &zgii olgoniikleotid problariyla hibritlesmesi prensibi
tizerine kurulmugtur. Normal Dot-Blot hibridizasyonunda DNA &mekleri
membrana sabitlestirilirken, bu yontemde oligoniikleotid problart membrana
sabitlestirilmis durumdadir. Literatiirde FV-PTH-MTHFR Strip testi kullanilarak
yapilan galigmaya rastlamadik. Ancak iilkemizde, aym firma tarafindan aym
prensibe dayanilarak iiretilen p globin strip testi yaygin olarak kullamlmaktadir ve
talaseminin molekiiler tamsim biiylik 6lgiide kolaylagtirmigtir. - Sistemin
giivenilirligi bir yiiksek lisans tezi gergevesinde kanitlandiktan (389) sonra bir ¢gok
laboratuvarda rutin uygulamaya girmistir. Strip tekniginin olgularin %90’1m tek
asamada %100 giivenilirlik ile tanimladifn ve yOntemin klinik laboratuvar
ortaminda uygulanabilirlik ve kisa siirede sonug alma gibi ¢ok Onemli
avantajlarinin oldugu belirtilmigtir (390).

FV Leiden’in diinya {izerindeki dagilimina bakildiginda en yiiksek oranin
Avrupa ve Avrupa kokenli gogmenlerin yerlestigi bolgelerde oldugu gézlenmistir.
Avrupa’da en yiiksek oranlar Isveg ve Yunanistan’dan bildirilmistir.
Yunanistan’da Rees ve arkadaglan 187 saghkli kiside heterozigot FV Leiden
prevalansin1 %12.8, homozigot mutasyon sikligin1 %0.5 olarak bildirirken (237),
Chaida ve arkadaglan 203 saglikh kiside FV Leiden alel sikhifim %4.1 olarak
saptamislardir (236). Isveg’te Dahlback ve arkadaglar tarafindan rapor edilen FV
Leiden prevalansi %15 gibi yiiksek bir orandir, homozigot mutasyon
belirlenmemistir (237). Almanya’da Schroder ve arkadaslan 814 saghkl kiside
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heterozigot FV Leiden prevalansimi %6.9, homozigot mutasyon sikligim %0.1
olarak tespit etmislerdir. Méirz ve arkadaglan 196 saglikh kiside FV Leiden
pervalansimt %4.3, Aschka ve arkadaglan 117 kiside %8.5, Heinrich ve
arkadaglann ise 222 kiside %6.3 olarak bildirmislerdir. Bu arastirmacilar
¢alismalarinda homozigot mutasyona rastlamamuslardir (237). Grossmann ve
arkadaslan DVT’lu hastalarda protrombotik risk faktorlerini degerlendirdikleri
calismalarinda, 410 kisilik saglikli kontrol grubunda FV Leiden prevalansim %7.1
olarak saptamislardir (158). Hollanda’da Rosendaal tarafindan yapilan iki ayn
calismamin birisinde FV Leiden prevalanst %2.9 (21), digerinde %4.7 olarak
bildirilmistir. Her iki ¢alijmada da homozigot mutasyon gdriilmemistir (237).
Rees ve arkadaslari Izlanda’daki FV Leiden prevalansim %4.1 olarak rapor
etmislerdir (237). Olafsson ve arkadaglan ise 159 saglikli kiside alel sikligim
%3.1 olarak bulmuslardir (236). Finlandiya’da Hakala ve arkadaglar1 303 saglikli
kiginin 12°sinde (%4) heterozigot, 1’inde homozigot (%0.3) FV Leiden
mutasyonu belirlemiglerdir. Syrjili ve arkadaslan ise FV Leiden prevalansim %6
olarak bildirmisler (237), Kontula ve arkadaslan ise alel sikhgm %]1.4 olarak
vermislerdir (236). Fransa’dan bildirilen FV Leiden prevalanslan, galijmanin
yapildig1 bolgelere gore farkhiliklar géstermektedir. Emmerich ve arkadaglari FV
Leiden prevalansini Toulouse’da 207 saghkli kiside %2.9, Lille’de 148 saglikh
kiside %0.7, Strasbourg’da 193 saglikli kiside %8.8 olarak rapor ederken, Querrec
ve arkadaslann Normandiya’da 300 saglikhi kiside %2.7 olarak bulmuslardir.
Homozigot mutasyon sadece Strasbourg’da 1 kiside (%60.5) tespit edilmigtir (237).
Hermann ve arkadaglart Polonya’da 200 saglikli birey tarammglar ve FV Leiden
prevalansmi %5 olarak belirlemigler, homozigot mutasyona rastlamamiglardir
(237). Ferrer-Antunes ve arkadaslari Portekiz’de Kafkas kokenli 203 kiside FV
Leiden prevalansimi %1.6 olarak bulmuglar ancak Afrika kokenli 108 kiside
mutasyona rastlamarmugslardir (237). Italya’daki FV Leiden siklifi belirgin
farkliliklar gostermektedir. Genova bélgesinde Caprino ve arkadaglari 80 kiside
FV Leiden prevalansim %7.5 olarak saptarken, ayni bSlgede Rees ve arkadaglan
49 kiside mutasyona rastlamamuglardir (237). Vicenza bolgesinde Tosetto ve
arkadagslan 4703 kisiyi taramaglar 124 kigide (%2.6) heterozigot, 4 kiside (%0.09)

homozigot mutasyon varligini belirlemiglerdir (237). Yine Vicenza bélgesinde
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Rodeghiero ve arkadaglan 15109 kisinin 447’sinde (%2.9) heterozigot, 7°sinde
(%0.04) homozigot mutasyon belirleyip bu bolgedeki FV Leiden prevalansim %3
olarak bildirmiglerdir (243). Cattaneo ve arkadaslarni ise Milano’da 416 kisilik
saglikli kontrol grubunda FV Leiden sikligimt %3.2 olarak bulmuglardir (161).
Ingiltere’de Catto ve arkadaslari 247 kiside mutasyon sikligim %5.6 olarak
bildirmiglerdir (237). Benzer sekilde Amitrano ve arkadaglar 431 kisilik saghkl
kontrol grubunda %5.1 oraninda mutasyon belirlemislerdir (160). Her iki
calismada da homozigot mutasyona rastlanmamigtir. De Maat ve arkadaglan
Greenland’da 133 kisiyi taramuglar, FV Leiden mutasyonuna rastlamamiglardir
(236). Avusturya’da Renner ve arkadaglart DVT’lu hastalarda protrombotik risk
faktorlerini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda 308 saglikli kontrol grubunda FV
Leiden mutasyon sikhigim %7.8 olarak bulmuglardir (162). Brodmann ve
arkadaslan ise ¢alismalarinda 262 kiside %3.4 oraninda mutasyon belirlemislerdir
(273). Her iki ¢alismada da homozigot mutasyon saptanmamistir. irlanda’da
Emmerich ve arkadaglar1 178 saglikh kiside FV Leiden alel sikligim %2.8 olarak
saptamiglar, homozigot mutasyon bildirmemislerdir (236). Tordai ve arkadaslan
Macaristan’daki FV Leiden alel sikliim %5.6, Garcia-Gala ve arkadaslan

Ispanyada’ki alel sikligim %1.6 olarak bildirmis, homozigot mutasyon tespit
etmemislerdir (236).

Amerika kitasinda bu mutasyon Avrupa’dan daha az siklikta goriilmekte ve
oranlar bolgeden bodlgeye ve etnik gruplara gore degiskenlik gostermektedir.
Arjantin’de Genoud ve arkadaglar1 418 saglikhi kiside FV Leiden mutasyonunu
%2.9 (341), Herpner ve arkadaglar1 498 kiside %1.6 (391) olarak bulmuslardar.
Varela ve arkadaslan ise 200 kisilik saglikli kontrollerinde %3.0 oraminda
mutasyona rastlamiglardir (159). Bu ii¢ ¢aligmada da homozigot mutasyon
saptanmamugtir. Hermann ve arkadaglann da 215 kisiyi igeren prevalans
calismalarinda 10 bireyde heterozigot (%4.65), 1 bireyde homozigot (%0.47)
mutasyon belirleyerek toplam prevalanst %5.1 olarak rapor etmislerdir (237).
Kanada’da Lee ve arkadaglar 229 kisi taramuglar ve FV Leiden prevalansim %5.7
olarak saptamuslar, homozigot mutasyon tespit etmemislerdir (237). Yapilan
calismalarda Peru, Brezilya ve Jamaika’da FV Leiden mutasyonuna
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rastlanmamgstir (237,392). Amerika’da bir ¢ok itk bulundugu i¢in FV Leiden
prevalans: da etnik kokene gore farkhihk gostermektedir. Gregg ve arkadaslan 4
farkli etnik kokenden 602 kisi taramislar ve FV Leiden prevalansimi Hispanik
kokenlilerde %1.65, Afrika kokenlilerde %0.87 oraminda belirlemisler, Asya ve
Native kokenlilerde mutasyona rastlamamiglardir (393). Pottinger ve arkadagslan
da 214 Afrika kokenli bireyde %1.4, 130 Kafkas kokenli bireyde %1.6 oraninda
mutasyon sikhif: bildirmislerdir. Ridker ve arkadaslar1 704 Kafkas kokenli kadinin
42’sinde FV Leiden mutasyonu belirleyerek prevalansi %6 olarak rapor
etmislerdir (237). Washington’dan bildirilen Reiner ve arkadaslarimin
¢alismasinda 592 saglikli kontrol grubunda FV Leiden prevalansi1 %6 olarak
bulunmustur (173). Bu c¢alismalarnin  hicbirinde homozigot mutasyon
saptanmamigtir. Hermann ve arkadaslan Veneziiella’da saghikh 126 kiside
mutasyon sikh§im %1.6 olarak bildirmislerdir (237).

Avustralya’nin Papua Yeni Gine bélgesinde FV Leiden mutasyonuna

rastlanmazken, Perth bolgesinde FV Leiden prevalansi %4 olarak bildirilmistir
(237).

Uzak ve Orta Dogu’da FV Leiden mutasyonu ¢ok daha az sikliktadir. Rees
ve arkadaglan calismalarinda; Sri Lanka’dan 47 kigi, Pakistan’dan 36 kisi,
Endonezya’dan 105 kisi, Tayvan’dan 83 kisi, Hong Kong’tan 48 kisi, Suudi
Arabistan’dan 55 kisi ve Hindistan-Pencap’tan 36 kigi taramiglar ve heterozigot
ve homozigot FV Leiden mutasyonu saptamamiglardir (392). Kodaira ve
arkadaglari; Kore’den 93 kiside, Cin’den 113 kiside ve Japonya’dan 270 kiside
FV Leiden mutasyonu aragtirmiglar ve ¢aligmalann sonucunda mutasyona
rastlamamuglardir (237). Hermann ve arkadaglari; Hindistan-Pencap’ta saglikli
150 kisinin 2 sinde heterozigot mutasyon belirleyerek, bu bolgedeki FV Leiden
prevalansim %]1.3 olarak bildirmiglerdir (237). Cin’de Ko ve arkadaslarimin
yapmis olduklan galigmamin 330 kisilik saglikli kontrol grubunda sadece 1 kigide
(%0.03) heterozigot mutasyon Dbelirlenmistir (235). Angchaisuksiri ve
arkadaglarinin Tayvan’da 500 saghikhi kontrol ve 50 se¢ilmemis DVT’lu olguda
yapmig olduklan g¢aligmada sadece saglikli kontrol grubunda 1 kigide heterozigot
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FV Leiden mutasyonunun varlii tespit edilerek Tayvan’da FV Leiden
mutasyonunun nadir goriildiigii vurgulanmistir (394). Israil’de Salomon ve
arkadaslarinin idiopatik VTE’de tek ve kombine protrombotik risk faktSrlerini
degerlendirdikleri galigmalarinda, 336 kisiyi igeren saglikli kontrol grubunda FV
Leiden mutasyonu sikhig1 %3.9 olarak bulunmustur (13). Yine ilging olarak Sarig
ve arkadaglarinin ¢aligmasinda da 145 kisilik saglikli kontrolde %7.6 oraninda
mutasyona rastlanmistir (279). Iran-1 Hakime ve arkadaglari Liibnan’da 174
saghikh kisinin 24’tinde heterozigot, 1’inde homozigot FV Leiden mutasyonu
tespit ederek prevalans: %14.4 olarak rapor etmigler ve ¢aligmalarinda bu oranin
Suriye (%13.6), Kibris Rum kesimi (%13.4) ve Urdiin (%12.3)’den daha yiiksek
oldugunu vurgulamislardir (395).

Afrika’dan bildirilen galigmalar az sayidadir ve az sayida olgu icermektedir.
Rees ve arkadaglan galigmalarinda Kenya’dan 60 kisi, Zambiya’dan 95 kisi ve
Senegal’dan 96 kisi taramiglar, heterozigot ve homozigot FV Leiden mutasyonu
saptamamglardir (392). Yine benzer sekilde Hira ve arkadaglan tarafindan
yapilan plasental abrupsiyon ile trombofili iligkisinin incelendigi aragtirmada 217
saglikli kontrol grubunda da mutasyona rastlanmamugtir (396).

Tiirkiye’de FV Leiden ile ilgili ilk populasyon ¢aligmas1 1996 yilinda Ozbek
ve arkadaglan tarafindan yapilmigtir. 120 saglikli olguda FV Leiden prevalans:
%9.16, alel sikhifn %4.5 olarak rapor edilmigtir (236). Tursen ve arkadaglart
Behget hastahify ile FV Leiden iligkisini degerlendirdikleri galismalarinda 95
kisilik saglikli kontrol grubunda %5.2 oraninda mutasyon belirlemislerdir (267).
Avcu ve arkadaslarimin geng trombozlu olgularda FV Leiden mutasyonunu
aragtirdiklan galigmalarinda, 55 kisilik saglikli kontrol grubunda heterozigot FV
Leiden mutasyonu %3.6, alel siklifi %1.8 oraninda belirlenmigtir, homozigot
mutasyon saptanmamustir (397). Yine Demir ve arkadaglarinin tez ¢aligmalarinda
49 saghikh kontrol grubunda %2.04 oraminda mutasyon sikligi belirlenmigtir
(398). Vurkun ve arkadaglari ise Edirne il merkezinde saglikli 467 kigide
yaptiklar1 taramada 18 heterozigot (%3.8), 2 homozigot (%0.4) mutasyon
saptayarak bu bolgedeki FV Leiden prevalansim % 4.28, alel sikligim %2.35

89



olarak bildirmislerdir (399). Akar ve arkadaslant da 99 saglikli bireyin 12’sinde
heterozigot mutasyon saptayarak FV Leiden prevalansim %12.1, alel sikligim
%6.0 olarak rapor etmislerdir (236).

Biz, yapmis oldugumuz g¢alismada 1030 saghkli goniilliiniin 76’sinda
heterozigot (%7.34), 11’inde homozigot (%1.06) mutasyon belirleyerek Denizli il
merkezindeki FV Leiden prevalansim1 %8.4 olarak saptadik. Goriildiigi gibi bizim
saptadigimiz bu oran Vurkun ve arkadaglarinin, Avcu ve arkadaslarimn, Demir ve
arkadaglanmin ve Tursen ve arkadaslarimin bildirmis olduklan oranlardan daha
yitksek olup, Ozbek ve arkadaslarinin sonuglariyla benzerlik gostermektedir.
Iiging olarak tim Diinya {ilkelerinde yapilan ve ulagabildigimiz FV Leiden
prevalans ¢aligmalar1 ile karsilagtirildifinda bulmus oldugumuz homozigot FV
Leiden mutasyon sitkligi daha yiiksektir.

Cesitli ¢aligmalarda tespit edilen heterozigot ve homozigot FV Leiden
prevalanslar ve ¢aligmarmz ile karsilagtirmast EK-I’de sunulmustur.

FV Leiden mutasyonuna edinilmig veya kaliimsal trombofilik risk
faktorleri eklendiginde tromboz sikhifn ve ciddiyeti artmakta ve daha erken
yaslarda goriilmektedir (9,11,17,238,331). Bu ilave risk faktorleri; PC eksikligi
(135,238,331), PS eksikligi (153,205,260,332,333), AT eksikligi (135,261),
MTHFR enzim defekti (158), Protrombin G20210A gen mutasyonu
(157,158,181,183,334,335) gibi  herediter nedenler olabilecegi gibi
hiperhomosisteinemi (192), antifosfolipid antikorlar1 (223,224,323,336), malign
hastaliklar (232), Behget ve inflamatuar barsak hastaliklar1 (266-268,271), fiziksel
inaktivite, cerrahi veya hormonal degisiklikler (337,338) gibi akkiz nedenler
olabilmektedir. Biz de bu bilgilerden yola gikarak APC direnci saptadigimiz 93
olguda FV Leiden mutasyonu ile birlikte diger sik kalitimsal trombofili

nedenlerinden olan protrombin gen mutasyonu ve metilentetrahidrofolat rediiktaz
enzim defektini de aragtirdik.
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Saglikl kisilerde FV Leiden, protrombin, MTHFR gen mutasyonlar
birlikteliginin aragtirildig1 galigma sirhdir. Italya’da, Cattaneo ve arkadaslarmin
ilk DVT epizodu gecirenlerde FV Leiden, Protrombin ve MTHFR gen
mutasyonlarinin sikliklarini degerlendirdikleri galigmalarinda; 118 kisilik DVT’lu
olgu grubunda FV Leiden ve protrombin gen mutasyonu birlikteligi 3 olguda
(%3.1) saptanirken 416 kisilik saglikli  kontrol grubunda birliktelik
saptanmamugtir. FV Leiden ve MTHFR gen mutasyonu birlikteligi olgu grubunda
6 kiside (%6.1), saglikli kontrol grubunda ise 2 kiside (%0.5) belirlenmistir. 3
mutasyonu da tagiyan olgu tespit edilmemistir (161). Arjantin’de Genoud ve
arkadaglant 418 saghkli kisiyi taramiglar ve 3 kigide FV Leiden ve MTHFR gen
mutasyonu birlikteligi (%0.7), 2 kiside protrombin v¢ MTHFR gen mutasyonu
birlikteligi (%0.4) belirlemisler ancak FV Leiden ve protrombin gen mutasyonu
birlikteligi saptamamuglardir (341). Grossmann ve arkadaglariin DVT’lu
hastalarda protrombotik risk faktorlerini degerlendirdikleri galigmalarinda; FV
Leiden ve protrombin gen mutasyonu birlikteligi 410 kisilik saglikhi kontrol
grubunda goriilmezken, 300 olguluk DVT’lu grupta %3.3 oraninda belirlenmistir.
FV Leiden ve MTHFR gen mutasyonu birlikteligi ise saglikli kontrol grubunda
%0.98, DVT’lu olgu grubunda ise %5.7 oraninda saptanmgtir (158). Salomon ve
arkadaslann da galigmalarinda FV Leiden ve protrombin gen mutasyonu
birlikteligini 336 saglikli kontrol grubunda 1 kiside (%0.29), VTE’li 162 olgunun
12’sinde (%7.4) tespit etmiglerdir. FV Leiden v¢ MTHFR gen mutasyonu
birlikteligi ise saghkl kontrol grubunda yine 1 kiside (%0.29), olgu grubunda ise
10 kiside (%6.1) saptanmugtir. VTE gegiren olgu grubunda her 3 mutasyonu da
tastyan 3 kisi (%1.8) belirlenirken, kontrol grubunda rastlanmamigtir (13).
Etiévant ve arkadaslan da FV Leiden ve protrombin gen mutasyonu abirlikteliéini
240 saghkl bireyi igeren kontrol grubunda saptamazken, 260 diisiik yapmis
kadinda %1.92 olarak bildirmigtir (163). Meyer ve arkadaslar1 DVT ve pulmoner
embolili 773 hastada FV Leiden ve protrombin gen mutasyonu birlikteligini %1.9
olarak rapor etmiglerdir (164).

Ulkemizde Giirgey ve arkadaslarimin ¢ahismasinda tromboz gegiren 146
olguda FV Leiden ve protrombin gen mutasyonu birlikteligi 6 olguda saptanmis
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olup oran %4.1 olarak bildirilmistir (342). Yine lilkemizde Akar ve arkadaglan
calismalarinda; tromboz gegiren 269 olguda FV Leiden ve protrombin gen
mutasyonu birlikteligini %3.7, 190 kisilik saglikli kontrol grubunda ise %0.5
olarak rapor etmislerdir (183). Vurkun ve arkadaslar1 Edime il merkezinde
saglikli 467 kiside yaptiklari taramada 20 kiside FVL mutasyonu belirlemisler, bu
kisilerde protrombin gen mutasyonu saptamamuiglardir (399).

Biz yapmus oldugumuz ¢alismamizda FV Leiden mutasyonu saptadigimiz
87 olgunun 45’inde MTHFR gen mutasyonu belirledik (%51.72). 1030 saghkli-
gonilli kisi iginde degerlendirdigimizde FV Leiden ile MTHFR gen mutasyonu
birlikteligi %4.3 (45/1030)’e tekabiil etmektedir ve yapilan ¢alismalarda bildirilen
oranlardan daha yiiksektir. Yine ¢aligmamizda FV Leiden mutasyonu saptanan 87
olgunun 4’iinde protrombin gen mutasyonu ile birliktelik saptadik (%4.59). Genel
aragtirma grubumuz iginde degerlendirildiginde bu oran %0.3 (4/1030) olarak
hesaplénd1. Bu sonu¢ Salomon ve arkadaglaninin ve Akar ve arkadaglarimn
saglikh kontrol grubunda belirledikleri oranlarla benzerdir. Aragtirmamizda FV
Leiden mutasyonu saptadigimiz 87 olgunun 3’iinde ek olarak protrombin ve
MTHFR gen mutasyonu belirledik (%3.45). Genel aragtirma grubumuz iginde
degerlendirildiginde bu oran %0.2 (3/1030) olarak hesaplandi. Yapilan
caligmalarda saglikli kontrollerde bu 3 mutasyonun birlikteligi hi¢ bildirilmedigi
igin ¢alismamizda elde ettigimiz bu sonucun degerli oldugu kanaatindeyiz.

Yapilan galismalarda FV Leiden mutasyonunun otozomal dominant
Kalitildig: ve her iki cinsiyette yaklagik esit oranlarda gorildiizd bildirilmistir
(1,12,125,126). Rosendaal ve arkadaglar1 homozigot mutasyonun daHa sik olarak
kadinlarda izlendigini bildirmigler (21) ancak bu bilgi daha sonraki galiymalarda
desteklenmemigtir. Biz de yapmus oldugumuz ¢aligmada, FV Leiden mutasyonu
saptanan erkeklerin %83.7’sinde heterozigot, %16.3’tinde homozigot; kadinlarin
ise %90.9’unda heterozigot, %9.1’inde homozigot mutasyon belirleyerek iki cins
arasinda genotip a¢isindan anlamh fark saptamadik (p=0.352).
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FV Leiden mutasyonu tromboz igin 6nemli bir risk faktdriidiir (12,19-
21,153,209,238) ve APC direnci varliginda en yaygin klinik prezantasyon derin
ve yiizeyel ven trombozudur (14,17,151,158-160,162, 208,239,240). Pulmoner
emboli ve aligilmadik bolgelerdeki trombozlar PC, PS ve ATIII eksikligine gore
daha azdir (129,135,151). Yapilan klinik ¢alismalarda ilk vendz tromboz epizodu
geciren bireylerin %15-40’inda APC direnci tanimlanmigtir, bu oran diger kalitsal
anormalliklerden oldukga yiiksektir (13-15). Segilmis olgularda bu oran %60’lara
ulagmaktadir (11,16,17,18,129). Normal bireylere gére heterozigot FV Leiden
mutasyonu tagiyanlarda vendz tromboz riski 5-10 kat, homozigotlarda ise 30-140
kat artmgtir (6,10,12,18-22,62).

Biz yapmis oldufumuz g¢aligmamzda FV Leiden mutasyonuna sahip
olgulardan 2’sinin anamnezinde DVT &ykiisii belirledik (%2.29). Bunlardan
birincisi homozigot FV Leiden ve heterozigot MTHFR, digeri heterozigot FV
Leiden, heterozigot PT ve heterozigot MTHFR gen mutasyonu tasimaktaydi. Bu
ikinci olgunun anamnezinde DVT sonrasi pulmoner tromboemboli Sykiisii de

mevcuttu.

Preeklampsi/eklampsi, plasental abrupsiyon, agiklanamayan 6lii dogum ve
fetal gelisme geriligi gibi gebelik komplikasyonlariin varliginda, APC direnci ve
FV Leiden mutasyonunun degerlendirildigi calismalarda FV Leiden mutasyonu
varhig, gebelik komplikasyonlann ile anlamh olarak iligkili bulunmustur
(281,283,284). FV Leiden mutasyonu ile gebelik iligkisinin incelendigi
caliymalarda, 6zellikle erken fetal kayip (1.trimestr) ile sonuglanan gebeliklerde
trombofili oranlart gok yliksek bulunurken (%66), en yaygin trombofili nedeni
olarak da FV Leiden mutasyonu (%10.3-25) rapor edilmigtir (163,279,285). Biz
aragtirmamizda, FV Leiden mutasyonuna sahip 87 olgunun 3’i{iniin anamnezinde
abortus dykisii belirledik (%3.44). Bunlardan birincisi heterozigot FV Leiden ve
heterozigot MTHFR gen mutasyonuna, diger iki olgu da heterozigot FV Leiden ve
homozigot MTHFR gen mutasyonuna sahipti.
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FV Leiden mutasyonu tastyicilarinin birinci derece akrabalarinda her yil igin
tromboz gelisme olasiligt %0.45°dir. 15-30 yas grubunda bu oran %0.25 iken 60
yas lizerinde %]1.1°dir. Ailesel tromboz &ykiisii olanlarmn yaklasik %50’sinde APC
direnci saptanmistir (135,242). Isveg’te yapilan bir aile galigmasinda; 40 yasmn
altinda vendz tromboz anamnezi olan 50 vakanin ailelerinden 306 bifey taranmig
ve homozigot FV Leiden mutasyonu %40, heterozigot mutasyon %20 bulunarak
kontrol grubuna gore (%8) anlamli oranda yiiksek oldugu bildirilmistir (361).
Svensson ve Dahlback APC direnci saptanan 34 ailenin 211 bireyinin 49’unda

(%23) tromboz anamnezi belirlemiglerdir (14).

Yapmis oldugumuz bu arastirmada, FV Leiden mutasyonu tagiyan 87
olgunun 2’sinde aile anamnezi belirledik (%2.29). Bunlardan homozigot FV
Leiden mutasyonuna sahip birinci olgunun babasinda DVT, heterozigot FV

Leiden mutasyonu tasiyan dier olgunun ablasinda tekrarlayan diisiik ve o6l
dogum &ykiisii bulunmaktayda.

Homozigot veya heterozigot FV Leiden mutasyonunun tromboz riskini
arttirdifs bir ¢ok galiymada kamitlanmig olmasina ragmen FV Leiden mutasyonu
saptanan olgularda profilaktik olarak antikoagiilan tedavi verilmesi hala
tartigmalidir. Oz ve soygegmislerinde tromboz dykiisii olmayan FV Leiden
genotipi yoniinden heterozigot olan kisilere, diger hiperkoagiilabilite olusturacak
defekt yok ise trombozu provake eden cerrahi girisim, immobilizasyon, OKS
kullanimi gibi durumlarda profilaktik antikoagiilan tedavi Onerilmektedir
/(3,21,47,388). Oz ve soygegmislerinde tromboz Sykiisii olmayan homozigotlarda
ve hiperkoagiilabiliteye neden olan iki veya daha fazla genetik defekt saptanan
olgularda devamlh profilaktik antikoagiilan tedavinin verilip verilmeyecegi, yada
hangi durumlarda ne kadar siire ile verilecegi konusunda kesin bir fikir birligi
yoktur. Rosendaal ve arkadaglar1 bu olgularda 6miir boyu profilaksinin 80 kat
artmig olan tromboz riskini belirgin derecede azaltacagini savunmaktadirlar (21).
Dahlback ve Bauer ise devamli antikoagiilan tedavinin kanama riskinden dolay:
gereksiz oldugunu, risk durumlarinda profilaktik tedavinin verilmesinin daha
uygun oldugunu bildirmigslerdir (47,388). Homozigot FV Leiden mutasyonuna
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veya kombine defekte sahip tromboz gelisen bir olguda ise omiir boyu profilaksi
gereklidir (117). Calismamizda, tromboz Sykiisii belirledigimiz 2 olguda kombine
genetik defekt mevcuttu. Bu olgulara genis kapsamli bilgi verilip, 6miir boyu
profilaktik oral antikoagiilan tedavi baslandi. Anamnezlerinde tromboz &ykiisii
olmayan diger olgulara risk durumlarinda (cerrahi, gebelik, travma v.b.)
profilaktik tedavinin gerekliligi ve 6nemi vurgulandi.

Sonug olarak; yapmis oldugumuz bu ¢aligmada elde ettigimiz sonuglara
gére saglikll bireylerde FV Leiden sikhigi oldukga yiiksektir. Saghkl
populasyonda bu derece sik goriilen, tromboz etyolojisinde suglanan kalitsal
nedenlerin basinda gelen APC direnci ve FV Leiden mutasyon varligi, tromboz
vakalarinda ilk aragtirilmasi gereken patolojiler olmalidir.
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6. SONUCLAR

Denizli il merkezinde yasayan 1030 saghikli goniillii kiside yaptigimiz ¢alisma
sonucunda APC direnci prevalansi1 %9 (93/1030) olarak saptandi. Erkeklerde
APC direnci oram1 %9.0 (45/500), kadinlarda %9.1 (48/530) olarak bulundu.
Cinsiyet ile APC direnci varhif1 arasindaki iliskiye bakildiginda, istatistiksel
olarak anlaml bir iliski saptanmadi (p:0.975).

APC direnci saptanan olgularin %93.5’inde (87/93) FV Leiden mutasyonu
belirlendi.

Denizli il merkezindeki saghkli populasyonda FV Leiden prevalansi1 %8.4
(87/1030) oraminda bulundu. Bunlarda heterozigot olanlarin oram: % 7.34
(76/1030), homozigot olanlarin orani ise %1.06 (11/1030) olarak belirlendi.

Kombine defektler agisindan yapilan incelemelerde; FV Leiden ile
protrombin G20210A gen mutasyonu birlikteligi %4.59 (4/87) olarak
bulundu. Bu olgularin hepside hem protrombin, hem de FV Leiden gen
mutasyonu i¢in heterozigot genotipteydi.

FV Leiden ile MTHFR C677T gen mutasyonu birlikteligi %51.72 (45/87)
oraninda belirlendi. Bunlanin %71’inde heterozigot FV Leiden ve heterozigot
MTHFR gen mutasyonu, %13’linde heterozigot FV Leiden ve homozigot
MTHFR gen mutasyonu, %6.6’sinda homozigot FV Leiden ve héterozigot
MTHFR gen mutasyonu, %2.2’sinde homozigot FV Leiden ve homozigot
MTHFR gen mutasyonu mevcuttu.

FV Leiden, protrombin G20210A ve MTHFR C677T gen mutasyonu
birlikteligi ise %3.45 (3/87) oraninda bulundu.

96



7. OZET

DENIZLI ILINDE SAGLIKLI KISILERDE AKTIVE PROTEIN C DIRENCI VE
FAKTOR V LEIDEN MUTASYON SIKLIGI

Giris ve Amag: Herediter trombozise yol agan nedenlerden en sik goriileni aktive
protein C direncidir. APC direngli hastalarin %25 inde 50 yasindan &nce tromboz
geligir. Homozigot FV Leiden’li kisiler normallere gotre 90 kat fazla,
heterozigotlara goére ise 10 kat fazla tromboz riskine sahiptir. Se¢ilmis vendz
trombozlu olgularin %20-60’1nda etyolojik neden APC direncidir. FV Leiden
sikligy etnik yap: ile iligkili olup, degisik cografik yerlesim alanlarinda farkli
oranlarda bildirilmistir. Bu galismanin amaci Denizli y6resinde saglikh kisilerde
Faktor V Leiden sikligini aragtirmaktir.

Metod: Caligma; evlilik Oncesi talasemi taramasi yaptirmak {izere il saglik
miidiirliigii laboratuarina bagvuran, saglikli-géniillii 1030 kiside yapildi. APC
direnci tayini STA-STACLOT APC-R kiti, molekiilsel analiz FV-PTH-MTHFR
strip A*¥ (Vienna Lab-Labordiagnostica Gmbh Austria) kiti kullanilarak yapilds.
APC direnci saptananlarin tamaminda aym zamanda protrombin ve
Metilentetrahidrofolatrediiktaz (MTHFR) gen mutasyonu arastirildi.

Bulgular: Caligmaya alinan saglikli-goniilliilerin yas ortalamasi 25.11+6.21 olup,
500t erkek, 530’u kadindi. Tarama yapilan 1030 goniilliiniin 93 tanesinde (%9)
APC direnci saptandi. Bu 93 kisinin 45’1 erkek 48’i kadin idi ve iki cins arasinda
APC direnci varlig1 agisindan istatistiksel anlamli farkhilik bulunmad: (p:0.975).
APC direnci saptanan 93 kisinin 87’sinde (%93.5) FV Leiden mutasyonu pozitif
olarak saptandi. FV Leiden pozitiflidi olanlarin %87.4’1 (76 kisi) heterozigot
iken, %12.6’s1 (11 kisi) homozigot idi. Calisma grubunda FV Leiden pozitifligi 87
kiside (%8.4) saptanmg olup, bunlarda heterozigot olanlarin oram % 7.34 (76
kigi), homozigot olanlarin oram ise %1.06 (11 kisi) olarak bulundu. FV Leiden ile
Protrombin G20210A mutasyonu birliktelii 4 kiside (%4.59); FV Leiden ile
MTHFR C677T mutasyonu birlikteligi 45 kiside (%51.72); FV Leiden,
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Protrombin ve MTHFR gen mutasyonlann birlikteligi ise 3 kiside (%3.45)
saptandi.

Sonug: APC direnci ve FV Leiden siklig1 Avrupa’da %3-10 arasinda bulunurken,
Asya ve Afrika’da ¢ok nadir olarak goriilmektedir. Ulkemizde FV Leiden
¢aligmalani daha ziyade tromboemboli gegiren hasta gruplaninda yapilmistir.
Saghkl kisilerde yapilan ¢aligmalar siirli olup, oranlan %1.8-%7.1 arasinda
degigmektedir. Denizli yoresindeki oran biraz daha yiiksek ¢ikmustir. Dikkati
¢eken bir diger bulgu da FV Leiden mutasyonu olanlarin yansinda beraberinde
MTHEFR gen mutasyonu bulunmasidir.
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8. SUMMARY

INCIDENCE OF ACTIVE PROTEIN C RESISTANCE AND
FACTOR V LEIDEN MUTATION IN HEALTHY SUBJECTS
LIVING IN DENIZLI

Background and Objective : The most common cause of hereditary thrombosis is
active protein C resistance. In 20 percent of APC resistant patients a thrombotic
event occurs before age 50. Homozygous carriers of FV Leiden mutation bear 90
fold increased thrombosis risk when compared to normal subjects and 10 fold risk
than heterozygous carriers. In selected venous thrombosis cases, etiology seems to
be APC resistance in 20 to 60 percent of the group. FV Leiden mutation is related
with ethnical structure and incidence of the mutation has been shown to be
difference in different geographical regions. The purpose of this study is to

determine the incidence of Factor V Leiden mutation in the city of Denizli.

Method : Study is carried out with 1030 health volunteers who admitted to the
laboratory of health ministry office for pre-marriage thallassemia screening. APC
resistance was studied by STA-STACLOT APC-R kit and molecular analysis was
performed using FV-PTH-MTHFR Strip Assay (Vienna Lab-Laboradiagnostica
GmbH, Austria) kit. Subjects showing APC resistance were also screened for
Prothrombin and Methylenetetrahydrofolatereductase (MTHFR) gene mutation.

Results : The study group was formed by 500 male and 530 female healthy
volunteers and their mean age was 25.11# 6.21 years. In 93 of 1030 subjects (9 %)
APC resistance was detected. 45 of those APC resistant subjects were male and 48
of them were female where we found no statistically significant difference
regarding APC resistance (p:0.975). In 87 of this APC resistant group (93.5 %)
FV Leiden mutation was present. 87.4 % of FV Leiden positive group (76
subjects) were heterozygous and 12.6 % (11 subjects) of them were homozygous
carriers. FV Leiden mutation was detected in 87 subjects (8.4 %) and 76 of them
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were heterozygous carriers who consisted 7.34 % of the study group.
Homozygous carriers of FV Leiden were 1.06 % of the group (11 subjects). FV
Leiden and Prothrombin G20210A mutation co-existence was present in 4 (4.59
%) subjects; FV Leiden and MTHFR C677T mutation co-existence was detected
in 45 (51.72 %) volunteers; where FV Leiden, Prothrombin and MTHFR gene

mutation have co-existed in 3 (3.45 %) subjects.

Conclusion : Incidence of APC resistance and FV Leiden is between 3 and 10
percent in Europe, however it is rarely seen in Asia and Africa. In our country, FV
Leiden studies have been carried out on patients suffered from thromboembolic
events. Studies consisting of healthy subjects are quite restricted and does not
exceed 1.8 or 7.1 % of the studies. Incidence of the mutation was found to be
slightly higher in Denizli population. Another striking finding is the co existence
of MTHFR gene mutation in half of the FV Leiden carrier group.
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EK-I: FV LEIDEN'IN DONYA UZERINDEKI DAGILIMI

Heterozigot Homozigot
Ulke-Biige Orijin N N % N % % Prevalans
AVRUPA
ALMANYA Kuzeydogu 814 56 6.9 1 7.0 Schréder ve ark.
196 8 4.3 43 Mirz ve ark.
117 10 8.5 8.5 Aschka ve ark.
222 14 6.3 6.3 Heinrich ve ark.
Bavyera 49 2 4.0 4.0 Rees ve ark.
HOLLANDA 474 14 2.9 Rosendaal ve ark.
301 14 4.7 4.7 Rosendaal ve ark.
iZLANDA 96 3 3.1 1 4.1 Rees ve ark.
FINLANDIYA 303 12 4.0 | 0.3 4.2 Hakala ve ark.
148 6.0 Syrjild ve ark.
FRANSA 104 1 0.9 0.9 Gandrille ve ark.
Toulouse 207 6 29 29 Emmerich ve ark.
Lille 148 1 0.7 0.7 Emmerich ve ark.
Strasbourg 193 16 82 1 0.5 8.8 Emmerich ve ark.
Normandiya 300 2.7 Querrec ve ark.
YUNANISTAN 187 24 1 0.5 13.3 Rees ve ark.
POLONYA 200 10 5.0 5.0
PORTEKIZ Kafkas 203 1.6 Ferrer-antunes ve ark.
Afrikan/Angola 46 0 0 Ferrer-antunes ve ark.
Afrikan/St. Thome 62 0 0 Ferrer-antunes ve ark.
ITALYA
Genova 80 6 1.5 7.5 Caprino ve ark.
49 0 0 Rees ve ark.
Vicenza 4703 124 2.6 4 0.09 2.7 Tosetto ve ark.
ISVEC Gilney 15 Dahlback ve ark.
Greenland Inuits 133 0 0 De Maat ve ark.
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Heterozigo Homozigot
Ulke-Bilge Orijin N N % N % % Prevalans
AVRUPA
INGILTERE
Londra 208 13 6.3 6.3 Catto ve ark.
39 1 2.6 2.6 Catto ve ark.
247 14 56 5.6 Catto ve ark.
144 3.5 Beauchamp ve ark.
237 21 8.8 8.8 Rees ve ark.
Belfast 178 10 5.6 5.6 Emmerich ve ark.
AMERIKA
ARJANTIN 215 10 4.65 1 0.47 5.1
KANADA 229 13 5.7 5.7 Lee ve ark.
Vancouver adasi Hintliler 36 0 0 Rees ve ark.
PERU Hintliler 19 0 0 Rees ve ark.
COSTA RICA 196 4 2.0 2.0
BREZILYA Hintli/Amazon 83 83 0 0 Arruda ve ark.
Afrikan 137 1 0.7 Arruda ve ark.
Hintli 118 0 0 Bandinelli ve ark.
Afrikan 148 0 0 Bandinelli ve ark.
Kafkas 96 2 Bandinelli ve ark.
JAMAIKA 91 0 0 Rees ve ark.
AB.D. Kafkas 130 1.6 Pottinger ve ark.
Afrikan/Amerikan 214 3 1.4 14 Pottinger ve ark.
Afrikan/Amerikan 93 1 1.1 1.1 Dilley ve ark.
Erkek kafkas 704 42 6.0 6.0 Ridker ve ark.
Venezuela 126 2 1.6 1.6
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Heterozigot Homozigot

144

Ulke-Bolge Orijin N N % N % % Prevalans
AVUSTRALYA
Perth 126 5 4 4 Bockxmeer ve
ark.
Aborjinler 73 0 0 Rees ve ark.
Papua Yeni Gine 95 0 0 Rees ve ark,
ASYA
HINDISTAN
Pencap 150 2 1.3 1.3
Pencap 36 0 0 Rees ve ark.
Sikh 29 1 34 Rees ve ark.
GUAJARATI 32 1 3.2 Rees ve ark.
SRI LANKA 47 0 0 Rees ve ark.
PAKISTAN 36 0 0 Rees ve ark.
JAPONYA 192 0 0 Takamiya ve ark.
270 0 0 Kodaira ve ark.
CIN 113 0 0 Kodaira ve ark.
KORE 93 0 0 Kodaira ve ark.
ENDONEZYA Sumatra 105 0 0 Rees ve ark,
TAYVAN Aborjinler 83 0 0 Rees ve ark.
MOGOLISTAN 36 0 0 Rees ve ark.
HONG KNOG Cinli 45 0 0 Lee CK ve ark.
Cinli 48 0 0 Rees ve ark.
SUUDI ARABISTAN 55 0 2.5 Rees ve ark.
200 5
AFRIKA
KENYA LUO 60 0 0 Rees ve ark.,
ZAMBIA 95 0 0 Rees ve ark.
SENEGAL 96 0 0 Rees ve ark.

Heterozigot Homozigot




Ulke-Bolge Orijin N N % N % °, Prevalans

TURKIYE
DENIZLI 1030 76 7.34 11 1.06 8.4 Bizim Caligmamiz
ANKARA 99 12 12.1 12.1 Akar ve ark.
ANKARA 55 2 3.6 3.6 Avcu ve ark.

ISTANBUL 120 11 9.16 9.16 Ozbek ve ark.
EDIRNE 467 18 38 2 04 4.28 Vurkun ve ark.
EDIRNE 49 1 2.04 2.04 Demir ve ark.
MERSIN 95 5 5.2 52 Tursen ve ark.
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EK-II

Adi-Soyadi:.........oiinminniiiiiiiiessss e Yag s Cinsiyet :......coovvcvvvinnene
Telefon (EV)........cccoueeerrererererecernseesnned (1) TN ((07=):) TR

......................................................................................................................................................

Sizden alinacak olan bu kan 6rneklerinde;

Ulkemizde kendini saglikh bilen her 100 k1$1den 5 ila 10 * unda goriilen Faktr 5 Leiden

Hastalif1 aragtirilacaktir. Bu hastalik; ailesel ( irsi ) olarak gecen, genlenmlzde olu.san bir bozukluk
nedeniyle ortaya ¢ikan bir hastaliktir.

Hastalik gériilen kigilerin kanlarinda kolay pihtilagma nedeniyle “Kalp Kn21” “Felg”, “Bacak
Damarlarinda Piht1 Olusumu” ve “Akcigerlere Pihti Atmasiyla Nefes Darlig1” gibi ciddi hastaliklarla
kargilagsma riski 5 ila 80 kat daha fazladir. Ayrica dogum kontrol hap: kullamirken olusan damar
tikanikhifinin ve tekrarlayan diigiikk veya 6lii dogumlarin 6nemli bir kismindan da bu hastalik sorumlu
tutulmaktadir. Mesela; felg gegirenlerin %10-20’sinde, akcigerlere piht1 atan hastalarn %5-10"unda,
kalp krizi gegirenlerin %2’sinde sebebin Faktér 5 Leiden Hastalii oldugu goriilmiigtir. Béyle Snemli
bir hastali3in erken tespiti halinde tedavisi olduk¢a kolaydir.

Bu aragtrma Pamukkale Universitesi tarafindan ficretsiz olarak yapilacak, herhangi bir
problem tespit edildifi takdirde yukariya yazacaginiz adres ve telefon bilgilerinizden size ulagilarak
gerekli bilgiler verilecektir. Bu nedenle agagida yer alan formda gerekli yerleri doldurmanz, {icretsiz
olarak yapilacak bu aragtirmay: kabul ettiginize dair imza vermeniz gerekmektedir. Ayrica hastalik

hakkinda daha kolay tammlama yapabilmemiz i¢in agafida yer alan sorulart da titizlikle
cevaplamanizi rica ederiz.

Unutmayin ki; simdi bize ayiracagimz birkag dakika, kolay bir tedavi ile oniine gegilebilen
bir hastalifin tespitini saflayacak ve bdylece yagsamanizin bundan sonraki déneminde {izlicli damar
pihtilagmalariyla kargilagma riskinizi azaltacaksimz.

Bu aragtirmanin yapilmasimi kabul ediyorum. imza:

Asagdaki hastahklardan herhangi birini gegirdiyseniz kargisina isaretleyiniz:

Bacaklarinizda toplar damarlarda tikanma oldu mu? (varis harig) (OJEvet | OJHayir
Akcigerlerinize piht: atmasi nedeniyle hastanede yattimz mi? OEvet | OJHayir
Beyin damarlarina piht1 atmasi nedeniyle hastanede yattimiz m1? (felg) (OEvet | (JHaysr

Kalp damarlanmzda tikamkhik oldugu séylendi mi?(Kalp krizi gegirdinizmi?) | (JEvet | (JHayir
Pihtulagmay: 6nlemek amaciyla kan sulandirici bir ilag kullantyor musunuz? | OEvet | OJHayir
Bildiginiz bagka bir hastaligimz varsa belirtiniz:

Kan sulandiric1 bir ilag kullaniyorsamiz hangisini kullaniyorsunuz?

(OAspirin (JCoraspin (JCoumadin

Akrabalarniz (anne, baba, kardes, amca, hala, teyze, dayi, anneanne, babaanne, dede) agagidaki
hastaliklardan herhangi birini gegirdiyse kargisina igaretleyiniz:

- _L_ Eper varsa kimde var?
Bacaklarinda top!ar dafnarlarda tikanma OEvet OHayir
olan var m1? (varis haric)
Akcigerlerine piht1 atmasi nedeniyle
hastanede yatan oldu mu? CEvet CHayr
Beyin damarlarina piht1 atmasi nedeniyle
hastanede yatan oldu mu? (felg) CEvet | (JHayrr
Kalp krizi gegiren var m1? OEvet OHayir
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EK-ii

DENIZLI iL MERKEZINDE SAGLIKLI KiSILERDE AKTIVE PROTEIN C
DIRENCI VE FV LEIDEN SIKLIGININ ARASTIRILMASI

HASTA BILGi FORMU

HASTANIN; TARIH:
1.Adi Soyadi: 2 Kodu:
3.Dogum yili: 4Cinsiyeti EO KO  |5.Memieket:
6zGECMIS:

DVT: Abortus:

Pulmoner Emboli: Ol dogum:

Diger venlerde tromboz:

KAH: Stroke:

Ek Hastaliklar:

Kullandigi ilaglar: (OK, OAK)

Aligkanliklar:

SOYGEGMIS:

DEGERLENDIRME:
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DENIZLi iL MERKEZINDE SAGLIKLI KiSILERDE AKTIVE PROTEIN C
DIRENCI VE FV LEIDEN SIKLIGININ ARASTIRILMASI

BILGILENDIRILMiS ONAY FORMU

<= Aktive protein C direnci ve Faktér V Leiden Hastaligi cinsiyete bagh olmaksizin
toplumda kendini saghkli bilen her 100 kisiden 5 ila 10’'unda gorillen ve ailesel

(irsi) olarak gecen genlerimizde olusan bir bozukluk sonucu ortaya gikan bir
hastaliktir.

=" Bu arastirma ile Aktive Protein C direnci ve Faktér 5 Leiden Hastaligi saptanan
bireylerin bilgilendirilmesi, olasi bir pihtilagma bozukluguna karsi alinmasi
gereken onlemlerin belirlenmesi ve genetik danigsmanlik hizmetleri gibi bireylere
ve ailelerine yonelik sadlik hizmetlerinin verilmesi amaglanmaktadir.

= |ki agamall olan bu projenin birinci asamasinda Aktive protein C direnci
saptadifimiz_bireylerde yani sizlerde ikinci asama olarak Aktive protein C
direncinin % 95 sebebi olan Faktér 5 Leiden Hastah§i tespiti icin gen analizi
yapilacaktir. Faktoér 5 Leiden Hastaligi pihtilagmayi saglayan faktér 5°in gen
bélgesinde bir bozukluk sonucu olusan anormal bir pihtilagma faktoradar ve
bunun anormal -olmast nedeniyle bazi durumlarda erimesi gereken pihti
erimemekte ve damar tikanikliklari olusmaktadir. Bu durumda; bacak toplar
damarlarinda tikantklik, akcigerlere pihti atmasi, kalp krizi, felg, tekrarlayan
disik, 6li dogum gibi hadiseleri beraberinde getirebilmektedir.

Bu arastirma igin sizden yaklagik 2 ml kan alinacaktir. Kan alinmasi sirasinda gok
ender olmakla birlikte bag dénmesi, bayginlik hissi ve agn gibi istenmeyen etkiler
ortaya ¢ikabilir. Ancak bunlar gegici niteliktedir.

<= Sizden alinacak kandan DNA saflastinlacaktir.Calisma gizlilik iginde yiritulecek,
oérmekleriniz gizlilik cercevesinde isimsiz olarak saklanacaktir.

= GCaligma bittijinde sonug-tarafiniza bildirilecektir.

Aciklamalan yapan arastiricinin:

AdI SoYadL:.......oceeeeeeeeeeee s Imzasi
Tanik:
Al SOYAAL ...ttt s esee e Imzas::

Calisma hakkinda bana yazili ve s6zlii agiklamalar ayrintih olarak yapilmigtir. Bu
kosullarla sdz konusu laboratuar tetkiklerinin yapilmasim kabul ediyorum.

AT .c.cceeeeeeeirteieeriettrieesiesseseressessssaassessssessssssesessosssssssssasssesesssssesassssnsasssnssnssnns
TelefOM:. ....coooooeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeereareresesesesens

Tarih:

Ad-Sovad:

imza:
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