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OZET

Tromboemboli, kanser hastalarinda sik karsilagilan, Onemli morbidite ve mortalite
nedenidir. Edinsel bir¢ok faktdriin bu duruma katkisi oldugu bilinmekle birlikte genetik
yatkinligin rolii halen tartismalidir. Bu ¢alismada tromboz gelisiminde rol alan ve sik
goriilen genetik polimorfizmler trombozu olan ve olmayan kanserli hastalarda
degerlendirildi. Bu calismaya 2004-2008 yillar1 arasinda klinigimizde kanser tanisi ile
takip edilen, hastaliginin herhangi bir doneminde klinik ve goriintiileme ile tromboz
tanis1 alan 158 hasta ile benzer yas grubunda ve kanser tanis1 olup trombozu bulunmayan
134 hasta alinmistir. Calismaya alinan hastalarin Faktér V Leiden G1691A, Protrombin
G20210A, Metilen Tetra Hidrofolat Rediiktaz (MTHFR) C677T ve Plazminojen
Aktivatér Inhibitér (PAI-1) 4G/5G  polimorfizmleri bakilmistir. Yapilan analiz
sonucunda hasta grubunda bakilan Faktor V Leiden G1691A polimorfizmi 48 kiside
heterozigot ve 1 kiside homozigot saptandi. Kontrol grubunda ise 32 kiside heterozigot
ve 1 kiside homozigot olup aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi
( p=0,462). Protrombin G20210A polimorfizmi ise hasta grubunda 11 kiside heterozigot
ve 1 kiside homozigot idi. Kontrol grubunda 4 kiside heterozigot bulunup homozigot
olguya rastlanmadi ve hasta grubu ile aralarinda anlamli fark bulunamadi (p=0,198).
MTHFR C677T polimorfizmi ise hasta grubunda 48 kiside heterozigot ve 15 kiside
homozigot bulundu. Kontrol grubunda ise 24 kiside heterozigot ve 12 kiside homozigot
bulunup bu fark istatistiksel olarak anlamli idi (p=0,04). PAI-1 4G/5G polimorfizmi
hasta grubunda 56 kiside heterozigot ve 11 kiside homozigot iken kontrol grubunda ise
57 kiside heterozigot ve 11 kiside homozigot bulunup aralarinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi (p=0,362). Alt grup analizinde ise belirtilen ii¢ polimorfizmde
yine anlamli fark saptanamazken MTHFR C677T gastrointestinal kanserlerde trombozu
olan grupta 22 hastada heterozigot ve 4 hastada homozigot, kontrol grubunda ise 8
hastada heterozigot ve 6 hastada homozigot olup aralarinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmustur (p=0,028). Kanser ve tromboz birlikteligi ile ilgili yapilan genetik
caligmalarda bir¢ok farkli sonu¢ elde edilmis olup bizim calismamizda ise sézii gegen

polimorfizmlerden sadece MTHFR C677T°de anlamli fark saptanmustir.
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Kanser hastalarinda tromboza yatkinlik olusturan edinsel ve genetik faktdrlerin ayrintili
bicimde ortaya konmasi ve bu ¢alismadaki sonuglarin baska calismalarla desteklenmesi
halinde genetik yatkinligin kanser hastalarinda tromboz gelismesinde rolii olabilecegini

ortaya koyacaktir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Tromboz, PCR-RFLP, MTHFR C677T, Faktor V Leiden
G1691A, Protrombin G20210A, PAI-1 4G/5G
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THE EFFECT OF FACTOR-V LEIDEN, METHYLENETETRAHYDROFOLATE REDUCTASE,
PROTHROMBIN AND PLASMINOGEN ACTIVATOR INHIBITOR TYPE 1 IN THE
DEVELOPMENT OF THROMBOSIS IN CANCER PATIENTS

ABSTRACT

Thromboembolism is frequent in patients with cancer and is a major cause of morbidity
and mortality. Although it is known that several acquired factors take place in this
process the role of the genetic factors is controversial. In this study we analysed the most
common genetic polymorphisms which have a role in the development of thrombosis in
cancer patients with or without thrombosis. Study population consist of 292 (158 patients
with thrombosis and 134 patients without thrombosis) patients treated in medical
oncology department between 2004 and 2008 , having thrombosis diagnosed by
clinically and radiological measures in any time during course of disease. Faktor V
Leiden G1691A, Prothrombin G20210A, Methlene Tetra Hydrofolate Reduktase
(MTHFR) C677T and Plazminogen Activator Inhibitor (PAI-1) 4G/5G were analysed. In
the study group 48 and 1 patient had heterozygot and homozygot polymorphism for
Faktor V Leiden G1691A respectively. In the control group 32 heterozygot and 1
homozygot polymorphism and there was no statistically significant differents between
study and control group( p=0,462).For Protrombin G20210A 11 and 4 heterozygot
polymorphism were observed in control and study group respectively.While there was 1
homozygot polymorphism in study group there was no in control group and the
difference between two groups was not statistically significant (p=0,198). For MTHFR
C677T 48 and 24 heterozygot polymorphism, 15 and 12 homozygot polymorphism were
observed in study and control group respectively.The difference between two groups
were statistically significant (»p=0,04). There was no statistically significant difference
between two groups for PAI-1 4G/5G polymorphisms (p=0,362). In subgroup analyses,
statistically significant difference was found only in MTHFR C677T polymorphism in
patients with GI cancer and with and without thrombosis (p=0,028).The studies
investigating relationship between genetic factors and thrombosis revealed controversial

results.However, we found no genetic factor relevant to thrombosis other than MTHFR



C677T polymorphism. Further studies investigating genetic and acquired factors in the
development of the thrombosis in detail are warranted for documenting clearly the role of

genetic polymorphisms.

Key words: Cancer, Thrombosis, PCR-RFLP, MTHFR C677T, Faktéor V Leiden
G1691A, Protrombin G20210A, PAI-1 4G/5G
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1. GIRIS VE AMAC

Venoz tromboembolizm (VTE) ve kanser arasinda iligki oldugu yiizyili askin bir
siireden beri bilinmektedir. Bununla birlikte kanser hastalarinda VTE kanserle iliskili
morbidite ve mortaliteyi belirgin olarak artirmasina karsin etkin bir sekilde teshis ve
tedavi edilememektedir. VTE ¢ok nedenli bir hastaliktir ve bu olaya katkida bulunan
mekanizmalar klasik Virchow triadinin bilesenlerini igermektedir (Vendz staz,
hiperkoagulabilite ve endotel hasari). Iyi bilinen edinilmis risk faktdrlerine ilave
olarak son birka¢ dekat igerisinde trombotik riski etkileyen esas olarak hemostatik
sistemle iligkili genetik faktorlerin rolii konusunda eldeki veriler artmistir. Bugiin
icin VTE i¢in major risk faktorii oldugu bilinen ¢esitli genetik anomaliler
tanimlanmistir. Antitrombin, protein C ve protein S’ de kalitimsal olarak aktarilan
eksiklikler iyi bilinen risk faktorleridir. [lave olarak, faktdr V Leiden polimorfizmine
bagli aktive protein C direnci ve faktor II genindeki G20210A polimorfizmi de vendz
trombozun sik goriilen sebeplerindendir. Hiperhomosisteineminin de VTE i¢in bir
risk faktorii oldugu diisiiniilmektedir ancak trombofili ve azalmis enzim aktivitesi,
termolabil bir fenotip olusumu ve hafif hiperhomosisteinemiye neden olan
metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR C677T) genindeki polimorfizm arasindaki
iligki henliz tam olarak anlasilamamistir. F XIII A altbirim geninde 34. aminoasit
pozisyonunda 16zinin valinle yer degistirmesi ise baz1 populasyonlarda trombozun
ortaya cikisina karst koruyucu bulunmustur. Onceden mevcut olan bu risk
faktorlerinin tromboz gelisimine olan katkisi su ana kadar sinirlt sayida ¢alisma ile

degerlendirilmis olmakla birlikte genetik faktorlerin kanser hastalarindaki tromboz



gelisimine etkisi tam olarak ortaya konamamaistir. Bu bilgiler 1s181inda trombozu olan
ve olmayan solid tiimorli hastalardan periferal EDTA’I1 kan 6rnekleri alinarak DNA
izolasyonu yapilip PCR-RFLP yontemi kullanilarak yukarida bahsedilen
MTHFRC677T, FAKTOR V LEIDEN, PROTROMBIN ve PAI-1 4G/5G
polimorfizmleri kanser ve trombozu bulunan hastalarda arastirilmistir. Sonuglar
benzer solid tlimorii bulunup trombozu olmayan ve calisma grubu ile benzer
demografik 6zellikler tasiyan kontrol grubuyla karsilastirilarak sozii gecen genetik
faktorlerin tromboz gelisimine katkisini ve bu anomalilerin kanser hastalarindaki

sikliginin belirlenmesi amacglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. HEMOSTAZ

Kanin damar icerisinde saglikli bir sekilde akmasi hemostatik sistem tarafindan
saglanir. Normal hemostaz, damar duvarindaki yaralanmayi takiben pihti olusumu ve
doku tamiri ile sonuglanan stiregleri icerir (1). Damar endotel hiicreleri, trombositler,
pihtilagma proteinleri, fibrinolitik sistem ve antikoagiilan proteinler normal

hemostazin devamini saglayan elemanlardir (1,2).
2.1.1. Pihtilasma Fizyolojisi

Bin dokuz yiiz altmisdort yilinda One siiriilen kaskad hipotezine gore FXII
aktivasyonu ile baslayan intrensek yol ve subendotelyal bolgeden agiga ¢ikan doku
faktorii ile baslayan ekstrensek yoldaki reaksiyon dizileri iki yolun son triinleri FX
aktivasyonunu saglar ve bundan sonra ortak olarak devam eden yol, trombin ve fibrin
olusumu ile sonlanir (1). Agir birer kanama bozuklugu olan FVIII ve FIX
eksiklikleri, intrensek sistemi yansittigi diislinlilen testlerle gdsterildiginden,
intrensek yol yillarca hemostazin koagiilasyon fazinin primer yolu olarak
diistiniilmiistir. Ancak FXII, prekallikrein ve yiiksek molekiil agirlikli kininojen
(HMWK) eksikliklerinde anormal bir kanama goriilmemesi ve FXI eksikliginde ise
FVIII ve FIX eksikligine kiyasla ¢ok hafif bir kanama egiliminin olmas1; FIX un,
FXII ve FXT’i atlayarak bagka bir yolla aktive olabilecegini diislindiirmiistiir. Bu
hipotez 1977 yilinda Osterud ve arkadaslarinca, doku faktorii ve FVII’nin Ca™

varliginda FIX’u aktive ettiginin gosterilmesi ile kesinlik kazanmistir. Seksenli



yillarda doku faktorii yolu inhibitoriiniin (Tissue Factor Pathway inhibitor: TFPI)
pihtilagma reaksiyonlarindaki dneminin anlagilmasini takiben pihtilasma fizyolojisi

daha iyi anlagilmistir (1).

Glintimiizde pihtilagsmanin aktivasyonunun endotel zedelenmesi sonucu kanla temas
eden subendotelyal hiicrelerden aciga c¢ikan doku faktorii ile basladigina kesin
goziiyle bakilmaktadir. Vaskiiler hasar sonucu agiga ¢ikan doku faktorii aktive FVII
ile baglanarak kompleks olusturur. Bu doku faktorii- FVIIa kompleksi FIX ve FX’u
aktive eder. FX’un aktivasyonunu takiben TFPI’niin inhibitor etkisi belirginlesir ve
doku faktorii/FVIla inhibe edilerek, daha fazla FIX ve FX’un aktive olmasi
engellenir. Bundan sonraki FX aktivasyonu hemen hemen tiimiiyle FIXa ve FVIIla
(intrensek yol) iizerinden olur. FIXa, FVIlla, fosfolipid ve kalsiyum “Tenaz”
kompleksini meydana getirerek FX’u aktive eder (2). FXa, FVa kofaktorliigiinde
kalsiyum, magnezyum ve fosfolipid varliginda (protrombinaz kompleks) protrombini
trombine doOniistliriir. Trombin pihtilasma sisteminin en Onemli enzimidir.
Trombositlerin aktivasyonunu, fibrinojenin fibrine ¢evrilmesi, FVII, FV, FXI ve
FXIII aktivasyonu gibi bir ¢ok gdrevi vardir. Ortak yoldan devam eden reaksiyonlar
sonucunda olusan fibrin monomerleri birleserek fibrin polimerlerini meydana
getirirler. Yine trombin tarafindan aktive edilen FXIII kalsiyum iyonlar1 aracilig ile

¢Oziiniir olmayan fibrin pihtisini olusturur (1-3).
2.2. PIHTILASMANIN KONTROLU

Koagiilasyon sistemi aktivator ve inhibitorleri ile ¢ok siki denetlenen bir sistemdir.
Pihtilasmay1 sadece gerekli bolgeye sinirlamak i¢in Antitrombin III, Protein C, TFPI
gibi dogal koagiilasyon inhibitdrleri 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 sinirlanmasini saglar (1,2).
2.2.1. Dogal Antikoagiilanlar

Bilinen dogal antikoagiilanlar etki mekanizmalarina gére 3 gruba ayrilirlar; (4)
Heparan Siilfat-Antitrombin mekanizmasi, Protein C-Trombomodulin-Protein S

mekanizmas1 ve Doku faktorii yolu inhibitoriidiir.



2.2.1.1. Heparan Siilfat-Antitrombin Mekanizmasi

Heparin karacigerde sentezlenen 64 kilodalton (kD) agirliginda viicudun 6nemli
fizyolojik antikoagiilan maddesidir. Tek basina antikoagiilan etkisi yok denecek
kadar azdir. AT 58 kD agirliginda, 432 aminoasitten olusmus bir glikoproteindir.
Karacigerde sentezlenir. Plazma konsantrasyonu yaklasik 125 pg/ml ve plazma yar
omrii 65 saattir. (3,4). AT lizerinde biri heparini, digeri trombini baglayan iki major
bolge bulunmaktadir. Heparin ve diger glikozaminoglikanlar1 baglayan bolgeye lizin
bolgesi, trombini baglayan kisima ise arginin-serin bolgesi denmektedir. Ortamda
heparin veya heparin benzeri molekiillerin (heparan sulfat, dermatan sulfat gibi
glikozaminoglikanlar) varlig: lizin bolgesindeki kompleks olusumunu ve trombin-AT

etkilesimini arttirmaktadir (3).
2.2.1.2. Protein C-Trombomodulin-Protein S Mekanizmasi
2.2.1.2.1. Protein C (PC)

Ik kez 1961 yilinda tanimlanan protein C, vitamin K’ya bagimli, 62 kD agirliginda
agir zincir ve 21 kD agirhginda hafif zincirden olusur. Iki zincir tek disiilfit

kopriisiiyle baglanir (4).

Protein C’nin en 6nemli aktivatorii trombindir (1). Bu reaksiyon hizi invitro ortamda
kanin pihtilagmasina izin verecek derecede yavasken, vaskiiler endotel yiizeyinde iki
kofaktdr reseptdr (Trombin-TromboModulin, Epitelyal Protein C Reseptorii)
varliginda 20 bin kat hizlanir (5). APC endotelial hiicre yiizeyindeki protein S ile
devaml etkilesim halindedir. Bu etkilesim, APC’nin trombosit ve diger endotelyal
hiicre ylizeyine baglanmasini kolaylastirir. Hiicre ylizeyine bagh olarak bulunan APC
FVa ve FVIIIa’y1 inaktive edebilme 6zelligindedir (1,4). APC’nin inhibitor etkisi
FXa tarafindan modiile edilir, FXa fosfolipid ylizeylerde FVa’ya baglanarak
APC’nin proteolitik etkisinden korur (6). Ayrica FXa protein S (PS)’in yikimi ile de
prokoagiilan etki gosterir (4). En 6nemli PC aktivatorii trombin olmakla birlikte
bunun disinda FXa da trombomodulin varliginda PC’yi aktiflestirebilmektedir (1).
Ayn1 zamanda APC, plazminojen aktivatdr inhibitdr (PAI) ile kompleks olusturarak

PAT’niin fibrinolizi diizenleyici etkisini ortadan kaldirip fibrinolizi uyarmaktadir (2).



APC; protein C inhibitérii (PCI: PAI-3), o, antitripsin, o, makroglobulin, o
antiplazmin, elastase ve katepsin G gibi proteaz inhibitorleri tarafindan noétralize
edilir (1,2). PCI; platelet ve megakaryositlerde sentezlenir, platelet membranlarindan
ve mikrovezikiillerinden fosfotidil-etanolamin salgilatarak PC’yi inhibe eder.
Trombin-trombomodulin (T-TM) kompleksini inhibe ederek prokoagiilan aktivite
gostermektedir (5).

2.2.1.2.2. Trombomodulin (TM)

Kan ve lenfatik damarlarin endotel hiicrelerinde ve az miktarda trombositler,
monositler ve nétrofillerde bulunur. Her bir kan voliimiine diisen endotel yiizeyi
kapillerde ana damarlardan daha fazla oldugundan trombomodulin diizeyi
mikrosirkiilasyonda ana damarlara gore 1000 kat daha fazladir (2,7). TM, PC’nin
trombin ile aktivasyonunda kofaktor rolii oynamakta ve PC aktivasyon hizin1 1000-

2000 kat arttirmaktadir (7).
2.2.1.2.3.Protein S (PS)

[k kez 1977 yilinda bulunan PS, K vitaminine bagimli bir protein olup, karacigerde
ve endotelde yapilir; endotel ylizeyinde ve trombositlerin alfa graniillerinde bulunur
(7). PS, plazmada %60 oraninda klasik kompleman aktivasyonunda diizenleyici bir
protein olan C4b baglayict protein (C4-binding protein, prolinden zengin
lipoprotein)’e bagli olarak bulunur. PS’in sadece %40’lik serbest olan formu FVa ve
FVIlla yikiminda kofaktdr olarak gorev yapar (8). Serbest PS; negatif yiiklii
fosfolipidlere yiiksek afiniteli APC’yi, trombosit mikropartikiilerindeki ve endotel
yiizeyindeki fosfolipidlere baglayarak antikoagiilasyonda kofaktor gorevi goriir.
Antikoagiilasyondaki bu rolii disinda fizyolojik 6nemi heniiz ¢ok iyi bilinmemekle
birlikte FVa, FVIlla ve FXa’y1 direk baglayarak da antikoagiilan etki gdsterir . FVa
inaktivasyonu PS  varliginda 5-20 kat artmaktadir. Ayrica FVIIIa’nin
parcalanmasinda da PS ve FV sinerjik etki gostermektedir (7)

2.2.1.3. Doku Faktorii Yolu Inhibitérii (DFYT)

Ik kez 1957°de Hjort, serumda Doku Faktérii/FVIla kompleksini inhibe eden, ancak

doku faktorli veya FVIIa’y1 inhibe etmeyen bir inhibitdr saptamig ve antikonvertin



adin1 vermistir. 1991°den itibaren uluslararasi tromboz ve hemostaz dernegi (ISTH)

standardizasyon komitesi tarafindan verilen DFYT ad1 kullanilmaktadir.

DFYT yoluyla inhibisyonda, DFYI 6nce FXa ile Xa/TFPI kompleksi olusturarak
Xa’y1 inhibe etmektedir. Ikinci basamakta ise bu kompleks VIIa/TF kompleksine
Vlla tarafindan baglanarak dortlii bir Xa/ DFYI /VIIa/TF kompleksi olusturur. Bu
kompleks igerisinde yer alan VIIa/TF kompleksinin artik katalitik bir islevi yoktur.

Hangi yolla olursa olsun sonug olarak etkin TF/VIla inhibisyonu i¢in FXa gereklidir

(1,3).
2.2.2. Fibrinolitik Sistem

Fibrin polimerlerinin enzimatik olarak parcalanmasi anlamina 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. Fibrinolizin fibrinin oldugu bdlge
disina yayilmasinin Onlenmesi hayati onem tagimaktadir. Bu da plazminojen

aktivator inhibitorleri (PAI) araciligi ile saglanir (1).

2.3. TROMBOZ

Tromboz; damar igerisinde uygun olmayan yer ve zamanda, edinsel veya kalitsal pek
cok faktor nedeni ile antitrombotik ve trombotik mekanizmalardaki dengenin

bozulmasi sonucunda hemostazin aktive olmasiyla olusan patolojik bir olaydir (9).

Tromboz patogenezinde rol oynayan ii¢ Onemli faktér 1800’lii yillarda Alman
patolog Rudolp Virchow tarafindan tanimlanmistir (Virchow triadi) ve giiniimiizde

halen gegerliligini korumaktadir. Bunlar;
1. Kan akiminda yavaslama (staz)

2. Damar duvarinda zedelenme (endotel hasar)



3. Kanin bilesiminde degisiklikler (hiperkoagiilabilite)

Pihtilasma sisteminde rol oynayan faktorlerin kesfi ve mekanizmalara ait gelismeler,
molekiiler genetik bilgiler, hiicre sinyal ileti yollariin aydinlanmasi tromboz
patogenezini daha iyi anlamamizda katkilar1 olmasma karsin, Virchow’un triadi
tromboz patogenezinin tartisilmasinda hala temel olma o6zelligini siirdiirmektedir
(10). “Hiperkoagiilabilite” kanin pihtilagsmaya egiliminin artist yani hemostatik
dengenin tromboza kayan degisiklikler gdstermesi olarak tanimlanabilir. Kanda
pihtilagsma faktorlerinin konsantrasyonlarinin artmast (FVILFVIILFIX) ya da dogal
inhibitdrlerin eksikligi (ATILPC,PS), fibrinolitik aktivitede azalma gibi degisiklikler
hiperkoagiilabilite nedenlerindendir (9,10).

2.4. TROMBOZA EGIiLIiM (TROMBOFILI)

Trombofili (thrombo-philia: trombozu sevme) tromboza egilim yaratan tablolar
tanimlamakta kullanilan bir terimdir, daha ¢ok vendz tromboza yatkinligi yansitir.
Trombofili i¢in giinlimiizde yaygin kabul gérmiis bir tanim olmamakla birlikte; yakin
gecmiste, kalitimsal yada edinsel veya her ikisinin sonucu olan predispozan
faktorlerin neticesinde tromboz gelisimine meyil olarak tarif edilmistir. Bu tanim,
dogrudan hemostatik sisteme bagli olmayan durumlar da dahil edildiginden daha

kullanish bir tanimdir (10).

Tromboz multifaktdriyel bir siirecin sonucudur. Cok sayida edinsel ve herediter
faktorler ayr1 ayr1 veya bir arada tromboz gelisimine neden olurlar. Bu faktorler

asagida ozetlenmistir.



Tablo 2.1. Trombofili i¢in risk faktorleri.(11)

Edinsel risk faktorleri

Genetik risk faktorleri

» Ileri yas

* Hareketsizlik ve paralizi

* Gegirilmis vendz tromboz, varis varligi
+ Kanser-Kemoterapi

* Major operasyon (karin,pelvik, alt ekstr.)
* Obezite

* Konjestif kalp yetmezligi, kalp krizi

* Pelvis, kalca, bacak kiriklari

* Oral kontraseptif ve Ostrojen kullanimi
* Gebelik, puerperium

* KOAH, sigara i¢imi

* Santral vendz katater

* Crohn hastalig1

* Nefrotik sendrom

* Lupus antikoagiilan1

* Antitrombin III eksikligi

* Protein C/S eksikligi

* Faktor V Leiden mutasyonu(aktive
protein C rezistansi)

* Protrombin G20210A mutasyonu
*PAI-1 aktivitesinde artma

* Hiperhomosisteinemi

* Faktor VII eksikligi,

*Faktor VIII yiiksekligi
*Disfibrinojenemi

*Plazminojen ve plazminojen
aktivasyon eksiklikleri

*Heparin kaynakli trombositopeni
*Miyeloproliferatif hastaliklar
(polisitemia vera, hiperviskozite
sendromlari

Tablo 2.2. Kalitsal trombotik bozukluklar (11)

Genetik risk Kahtim sekli Klinik
Ot 1
ATII eksik. oz.oma VTE, heparin rezistansi
dominant
Ot 1
PC eksikligi ozoma VTE
dominant
e Otozomal ‘
PS eksikligi ) VTE, arteryel emboli
dominant
Otozomal )
FVL mutasyonu ) VTE, arteryel emboli
dominant
Otozomal
PG20210A ) VTE
dominant
Otozomal ) o
MTHFR ) Arteryial ve vendz tromboz
resesif




Tablo 2.3. Kalitsal trombofili nedenlerinin goriilme sikligt. (11)

Bozukluk Toplumda sikhik | Trombozlu hastalarda sikhk
ATIII eksikligi % 0.02 % 1
PC eksikligi % 0.2 % 3
PS eksikligi % 0.1 % 1-2
APC direnci % 3-6 % 20
Hiperhomosisteinemi % 5-10 % 10-25
Protrombin G20210A % 1-2 % 6
FVIII ytiksekligi % 11 % 25

Kalitimsal trombofili; bilinen etyolojik faktorler olmaksizin genellikle geng bir yasta
olusan (<45) ve tekrarlama egilimi gosteren vendz tromboemboliye herediter olarak
belirlenmis yatkinlik olarak tanimlanmaktadir. Pihtilasma sistemine ait bilgilerin giin
gectikce artmastyla yirminci ylizyillin ikinci yarisinda kalitimsal trombofililer de
aydinlatilmaya baglanmistir. ilk kez 1965°de AT eksikliginin tromboza egilim
yarattigr gosterilmistir. Ardindan 1981°de PC ve 1984’de PS eksiklikleri
tanimlanmistir. Bu 3 eksiklik kalitimsal trombofili nedenlerinin sadece %15’ini
olusturur (12). 1993 yilinda Dahlback ve arkadaslar kalitimsal trombofilisi olan bazi
hastalardan alinan plazma orneklerinin aktif PC’nin antikoagiilan etkisine karsi
direncli oldugunu gostermisler (13), 1994’te de Bertina ve arkadaslari APC’e karsi
bu direncin FV genindeki bir mutasyona bagli oldugunu tanimlamiglar ve bu mutant
gene FV Leiden ismini vermislerdir (14). Bundan sonra yapilan ¢alismalar APC’ye
direncin kalitimsal trombofilinin en 6nemli nedeni oldugunu ve olgularin %?20-
50’sini kapsadigini ortaya koymustur. Yine 1994°de hiperhomosisteineminin (15),
1996°da protrombin geninde bir mutasyonun (protrombin G20210A mutasyonu)
kaliimsal trombofiliye neden oldugu gosterilmistir (16). Artik kalitimsal
trombofilinin %63’linden FV Leiden ve protrombin gen mutasyonunun sorumlu

oldugu diistiniilmektedir (17).
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2.4.1. Antitrombin III Eksikligi

ATIII eksikligi otozomal dominant gegisli bir hastaliktir. Heterozigot ve homozigot
sekli tanimlanmistir. Homozigot sekli hayatla bagdasmaz (15). Genel populasyonda
semptomatik ATIII eksikligi yaklasik 1/2000 — 1/5000 arasinda, asemptomatik ATIII
eksikligi ise yaklasik 1/600 civarindadir. VTE Oykiisii olan se¢ilmemis vakalarda
siklik %1.1, secilmis vakalarda ise %2.4 (%0.5-4.9) olarak bulunmustur (12). ATIII
aktivitesinde yetersizlik, venéz tromboz i¢in artmis risk olusturur, arteryel tromboz
tizerine onemli bir katkis1 yoktur. ATIII eksikligi saptanan bireylerin yaklasik %65°1
en az bir kere VTE atagi gecirirler. Ozellikle ikinci dekadda alt ekstremitelerde
DVT’larinin saptanmas tipiktir. Eslik eden kalitimsal veya edinsel protrombotik risk
faktorlerinin varliginda tromboz riski 5-20 kat artar (18). Ilk tromboz ataginda yariya
yakin olguda kolaylastiric1 bir risk faktorii saptanmazken, kalan kisminda gebelik,

travma, cerrahi miidahale ve OKS kullanimi gibi risk faktorlerinden biri mevcuttur

(19).
2.4.2. Protrombin Gen Polimorfizmi (PT G20210A)

Poort ve arkadaslar1 1996 yilinda vendz tromboemboli saptanan hastalarda molekiiler
teknikleri kullanarak protrombin genini ayrintili olarak incelemisler ve bu hastalarin
%18’inde 11. kromozomun pll-pl2 bolgesinde lokalize protrombin geninin 3’
translasyona ugramayan béliimiinde (3° UTR) 20210. niikleotidde guanin yerine
adenin geldigi tek baz de§isim mutasyonu tanimlamislardir. Normal kontrol
grubunda ise bu degisim olgularin sadece %1’inde gozlenmistir (16). Bu mutasyon;
genin transkripsiyonunu etkilememekte ancak translasyonunu arttirmaktadir. Bu da
karacigerden protrombin iiretimi ve saliniminda artisa neden olur. Protrombin artig1
trombin artisini, bu da tromboz riskinde artis1 beraberinde getirir (16,20). Bu
mutasyonun varliginda tromboz riskinin arttigin1 gosteren bir ¢ok calisma mevcuttur
(21-25). Venoz tromboembolide bu mutasyon %4-8 oraninda saptanirken, rekiirren
trombozlu veya ailede tromboz Gykiisii olanlarda %15-18 oraninda goriilmektedir
(26-28). Bu mutasyonun varliginda tromboz riski 2-5.5 kat artmaktadir (16,21).
Diger kalitimsal trombofili nedenlerinde oldugu gibi spontan ve alisilmadik
bolgelerde ven trombozlart siktir. Hepatik ven trombozu , mezenterik ven trombozu

ve portal ven trombozu ile iliskisini bildiren yayinlar mevcuttur(15). Heterozigot
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mutasyonun serebral iskemi riskini 3.8 kat arttirdigi, homozigot mutasyonun ise 208
kat arttirdig1 bildirilmistir (29). Bu mutasyonun varliginda, hiperlipidemi, sigara ve
OKS kullanimi; DVT, miyokard infarktiisii (MI) ve spinal kord infarktiisii i¢in
belirgin artmis risk olusturur (14).Ozellikle Akdeniz bolgesinde Ispanya (%6,5),
Italya (%4,6), Tiirkiye (%6,2), Yunanistan (%4) gibi Akdeniz iilkelerinde prevalans
rolatif olarak yiiksektir (30).PT G20210A mutasyonu ile FV Leiden mutasyonu
birlikteligi olabilmektedir. Iki mutasyonun birlikte bulundugu durumda spontan
vendz tromboemboli, tromboz rekiirrensi ve beklenmedik bdlgelerde tromboz

belirgin oranda artmaktadir (30,31).
2.4.3 MetilenTetraHidroFolat Rediiktaz (MTHFR) Gen Polimorfizmi

Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR), folat metabolizmasinda ©nemli bir
enzimdir. Insan MTHFR geni, kromozom Ip36.3'de lokalize olmustur ve 656
aminoasitten olusan MTHFR erizimini  kodlar (32,33). MTHFR, 5,10
metilentetrahidrofolatt  (5,10-metilen THF) geri doniisiimsiiz olarak 5-metil
tetrahidrofolata (5-metil THF) donistiirtir. 5-metil THF; DNA metilasyonu ve
metiyonin sentezi i¢in metil grubu saglar. 5,10-metilen THF ise deoksiiiridilatm
timidilata doniistimiinde kullanilirken bir taraftan da piirin sentezi ig¢in 10-formil
THF'a okside olmaktadir (34). MTHFR geninde meydana gelen bir mutasyon (en
yaygin olant C677T polimorfizmi) enzim aktivitesini azaltmaktadir (35). Azalan
MTHFR aktivitesi sonucunda 5- metil THF diizeyi azalmakta, 5,10-metilen THF

miktar1 ile plazma homosistein diizeyi artmaktadir (32, 34,35).

MTHFR geninde goriilen bazi mutasyonlar, enzimin inaktivasyona neden olarak,
kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklar i¢in onemli bir risk faktorii olan
hiperhomosisteinemi ve homosisteiniiri olusmasma neden olur (36). MTHFR
eriziminin eksikligi durumunda klinik semptomlarin genis bir dagilim gosterdigi
aciklanmistir. Hiperhomosisteinemi ve homosisteiniirinin ortaya ¢iktigi ciddi
MTHEFR eksikliginde, periferal néropati, gelisme geriligi, hipotoni, strok, tromboz
gibi klinik ozellikler goriilir. MTHFR eksikliginin hafif oldugu durumlara
populasyon genelinde oldukga sik rastlanmakta olup, Ozellikle arteriyal hastaliklarin

olusumunda bir risk faktorii oldugu ileri siiriilmektedir (37).
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Insan MTHFR geni, kromozom Ip36.3'de yer alir ve bu genin N-terminal ucunun
yapist tamamen agiklanamamistir (37). Bu gen bolgesinde alternatif kaynasma
(splicing) olaylar1 meydana gelmekte ve bunun sonucunda, degisik dokularda, farkli
MTHFR transkriptleri (3 transkript) olusmaktadir (38). C677T polimorfizmi
MTHEFR proteinin N terminal katalitik bdlgesini etkileyen 4. ekzonda meydana gelir
(38). MTHFR C677T polimorfizminde, MTHFR enzimini kodlayan gende 677.
niikleotid olan C (Sitozin)'in —>T (Timin)'e doniismesi sonucu ortaya ¢ikan bir
nokta mutasyonu vardir. Bu mutasyon, genin iirlinii olan proteinin 226. pozisyonunda
Alanin aminoasitinin yerine Valin aminoasitinin ge¢gmesine neden olur. Bunun
sonucu olarak MTHFR aktivitesi azalir. Azalan MTHFR aktivitesi, 5-metil
tetrahidrofolat seviyesinde azalmaya ve homosisteinin metiyonine doniigememesi

nedeniyle plazma homosistein seviyesinde artmaya neden olur (39).

MTHFR'nin C677T mutasyonunda, CC (Alanin/Alanin) homozigot normal, CT
(Alamri/Valin) heterozigot ve TT (Valin/Valin) homozigot mutant genotipler
gorilmektedir (36). C677T mutasyonunda, MTHFR aktivitesi, homozigot mutant
TT genotipinde, heterozigot CT ve homozigot normal CC genotiplerine gore
azalirken, homosistein seviyesi Oonemli oranda yiikselir. MTHFR eksikliginde,
homosisteinden metiyonin olusumundaki bir bozukluk, organizmay:r hem metiyonin
(ve S-adenozilmetiyonin) azalmasina hem de homosistein birikiminden dogan toksik
etkilere maruz birakir (34). MTHFR geninde belirlenen diger bir mutasyon da,
enzimi kodlayan gende 1298. niikleotid olan A (Adenin)'in —> C (Sitozin)'e
degisimi sonucu olusan nokta mutasyonudur. Bu mutasyon sonucu MTHFR
proteinin C terminal bdlgesinde glutamat alanine doniismektedir (40). Bu
mutasyonda da diger mutasyon tipinde oldugu gibi MTHFR aktivitesi azalir.
A1298C polimorfizminin plazma homosistein konsantrasyonundaki artigim, C677T
polimorfizmi kadar etkilemedigi ileri siiriilse de, bu polimorfizmin 6nemi heniiz tam

olarak agiklanamamustir (41).

Lievers ve arkadaslari, 1298A—>C mutasyonunda MTHFR enzim aktivitesinde
azalma oldugunu ancak bu durumun homosistein diizeyinde Onemli bir etki

yapmadigin1  gostermislerdir.  Homosisteinin ~ kardiyovaskiiler — hastaliklarin
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gelisimindeki Oneminin yani sira 1298A—> C mutasyonunun da kardiovaskiiler

hastaliklar i¢in 6nemli bir risk faktorii olabilecegi diisiiniilmektedir (42).

MTHFR enzim etkinliginin diisiik oldugu iki ayr1 genetik polimorfizm saptanmaistir.
1995 yilinda Frosst ve arkadaglan MTHFR geninin 4. ekzonunda, enzimin folat
baglanma yerini kodlayan dizide mutasyon tespit edilmistir (C677T). Homozigot
bireylerde etkinlik normalin % 35'ine gerilemektedir. Ayni diizeyde olmasa da,
heterozigot bireylerde de enzim etkinligi azalmakta, dolayisiyla homosistein diizeyi
yiikselmektedir (43). MTHFR C677T sikliginin etnik ve cografi degisimi olduk¢a
fazladir. MTHFR C677T mutasyonunun toplumda goriilme sikligt % 12 olarak
bildirilmektedir. T677T oram1 Amerika'daki siyah populasyonda ve Gliney
Amerika'da %1 iken Avrupa'daki beyaz toplumda, Kuzey Amerika'da ve
Avustralya'da %6-20'dir. Avrupa'da kuzeyden giineye dogru goriilme siklig1 artmaya
meyillidir. Japonlarin ise %12'si homozigot (T677T)'tur (44). Tiirkiye'de yapilan
caligmalarda saglikli bireylerde homozigot mutant oran1 % 5, heterozigot mutasyon
orani ise % 35 olarak bildirilmistir (45). MTHFR A1298C i¢in, Kuzey Amerika
calismalarinda C1298C prevalanst %7-12 arasindadir. Avrupa'daki c¢aligmalarin
cogunlugunda C1298C dagilim sikligr %4-12 arasindadir. Cin, Japonya ve Hawai
toplumlannda C1298C genotipli bireyler %l-4 arasindadir. Brezilya, Morocco,
Giiney Afrika, Tiirkiye ve Israil'de yapilan bir ¢alismada C1298C siklig1 sirasiyla
%6, %3, %4, %6 ve %13 olarak tespit edilmistir (44).

2.4.4 Faktor V Leiden Mutasyonu

Faktor V, protrombinin trombine doniismesini saglayan ve boylece hemostazda yer
alan onemli bir kofaktordiir. Aktive protein C (APC) ise, Faktor V'i inaktive edip
antikoagiilant etki gostererek bu siiregte rol oynar (46). Aktive protein C rezistansi
(APCR) bir plazma 6rneginin APC'ye azalmis antikoagiilasyon cevap gostermesiyle
tanimlanir ve protein C yolundaki pek ¢ok anomaliye bagli olabilir. Bu anomaliler
defektif APC kofaktorleri, defektif APC substratlan veya normal bir protein C
yoluna karsi olusmus antikor veya diger ajanlardan kaynaklanabilir. APC'ye karsi

direncle ilgili kalittmin otozomal dominant oldugu belirtilmistir (47).
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F Va ilk olarak 506. pozisyondan kesildiginde F Vaa olusur. Bu form, %70 oraninda
prokoagiilan aktiviteye sahiptir. F Va'nin tam inaktivasyonu i¢in 306. pozisyondan da
kesilmesi gerekir. Bu reaksiyon protein S tarafindan 20 kat hizlandirilir, ayrica HDL
(high density lipoprotein) de bu reaksiyonu arttirici etkiye sahiptir. (47). Faktor V
geninde var olan 1691. (G->A) pozisyonundaki nokta mutasyonu (Faktér V Leiden
mutasyonu) neticesinde 506. pozisyonundaki arjinin aminoasidi yerine glutamin
aminoasidi gelmektedir. Mutant faktor V, normaline gore on kat daha yavas inaktive
olmakta, dolasimda daha uzun siire kalmaktadir. Bu da daha fazla trombin
tiretilmesine ve protrombin fragmanlarindan faktér XII nin ve aktive olmus
koagiilasyon faktorlerinin artisin1  yansitan hafif hiperkoagiilasyona neden
olmaktadir. Bu durum, faktér V molekiiliine, APC'nin proteolitik inaktivasyonuna
kars1 direng kazandirmakta ve bunun neticesinde bu mutasyonu tasiyan bireyler

vendz tromboza egilimli hale gelmektedir (48).

Faktor V Leiden mutasyonu insidansi toplumlar ve irklar arasinda farklilik
gostermektedir. Avrupa populasyonunda % 4-5 oraninda mutasyon saptanmaktadir.
Ulkemiz ise mutasyonun sik goriildiigii yerler arasindadir ve insidans % 9.1
civarindadir (49). FV mutasyonunun neden oldugu APC direnci tromboz i¢in 6nemli
bir risk faktoriidiir (13,50) ve APC direnci varliginda en yaygin klinik prezantasyon
derin ve yiizeyel ven trombozudur (24,51,52). Pulmoner emboli ve alisiimadik
bolgelerdeki trombozlar PC, PS ve ATIII eksikligine gore daha azdir (18,51,53).
Yapilan klinik caligmalarda ilk vendz tromboz epizodu gegiren bireylerin %]15-
40’mnda APC direnci tanimlanmistir, bu oran diger kalitsal anormalliklerden oldukca
yiiksektir (20,52). Secilmis olgularda bu oran %060’lara ulasmaktadir (11, 26,53).
Leiden calisma grubu, 70 yas altinda DVT ge¢irmis olan 471 kisilik hasta ve 474
kisilik kontrol grubunu igeren arastirmasinda; hastalarin %21’inde APC direnci
saptarken, kontrol grubunda bu oranin %5 oldugunu bildirmislerdir (54). Bir diger
calismada DVT gecirenlerde FV Leiden prevalansi %40.1 olarak bulunurken (20),
baska bir ¢alismada %21.1 (55) ve bir digerinde %7,8 olarak tespit edilmistir (56).
Normal bireylere gore heterozigot FV Leiden mutasyonu tasiyanlarda vendz tromboz
riski 5-10 kat, homozigotlarda ise 30-140 kat artmustir (12,26,54). Homozigot FV
Leiden mutasyonu tromboz i¢in belirgin risk artigina ragmen, homozigot PC veya PS

eksikligine gore daha zayif bir protrombotik durum yaratmaktadir (51). Ornegin
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homozigot PC eksikligi, yenidogan doneminde purpura fulminans gibi agir bir klinik
tablo meydana getiritken, FV Leiden icin homozigot olanlar ileri yaslarda bile
asemptomatik olabilmektedir (18). Rosendaal ve arkadaglari homozigot mutasyonun
daha sik olarak kadinlarda izlendigini bildirmisler (54) ancak bu bilgi daha sonraki
calismalarda desteklenmemistir. Heterozigot FV Leiden mutasyonuna sahip kisilerde
ilk trombotik olay ortalama olarak 45 yaslarinda goriilmekte iken (57), homozigot
FV Leiden mutasyonu tagiyanlarda ilk VTE epizodu daha geng yaslarda (31-44 yas)
ortaya ¢ikmaktadir (54). (Sekil 2.1)
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Sekil 2.2. FV Leiden varliginda ortalama trombotik olay goriilme yaslar1 (58).

Heterozigot FV Leiden mutasyonu tasiyanlarda VTE riski yasla birlikte artar ve
tasiyicl olmayanlara gore anlaml yiikseklik gosterir (18). Yapilan prospektif kohort
calismada, VTE insidans oranlarinin, mutasyonu tasimayan kisilere gére mutasyonu
tastyanlarda 50-59 yas arasinda 1.23, 60-69 yas arasinda 1.61 ve 70 yas iistiinde 5.97
kat artis gosterdigi saptanmistir (53). Vakalarin yaklasik yarisinda ilk tromboz atagi
saptandiginda predispoze bir faktoér bulunmazken (idiopatik), %30’unda gebelik veya
OKS kullanimi, %20’sinde cerrahi gibi altta yatan baska predispoze bir durumun
varlig1 dikkati ¢ekmektedir (59).

Israil’de yapilan, 1993-1997 yillar1 arasinda en az bir kez DVT epizodu gegiren 162

hasta ve 336 saglikli kontrol grubunu igeren arastirmada hastalarin %40.1’inde FV
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Leiden mutasyonu saptanirken, kontrol grubunda bu oran %3.9 olarak bulunmustur.
Ayni 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 oynadigi bildirilmistir (21).

APC direnci bulunan hastalarda ilk trombotik epizodu izleyen birinci yilda
tromboembolik olaylarin goriilme olasiligi %8-10’dur. Simroni ve arkadaslar
tarafindan yapilan calismada FV Leiden mutasyonu tasiyan kisilerde kiimiilatif
rekiirren tromboemboli insidanst %39.7 iken bu anormalligin olmadig1 hastalarda
%18.3 olarak saptanmistir (15). Semptomatik FV Leiden mutasyonu tasiyicilarinin
birinci derece akrabalarinda her yil i¢in tromboz gelisme olasiligt %0.45°dir. 15-30
yas grubunda bu oran %0.25 iken 60 yas tizerinde %]1.1°dir. Ailesel tromboz Gykiisii
olanlarin yaklasik %350’sinde APC direnci saptanmistir (18). Buna karsilik bazi
caligmalarda da FV Leiden mutasyonu olan ailelerde yillik tromboemboli riskinin

diisiik oldugu ve siirekli profilaksinin gerekli olmadigi goriisii bildirilmektedir (60).
2.4.5. Plazminojen Aktivatér inhibitor Tip 1(PAI-1) Gen Polimorfizmi

Fibrinolitik sistemde homeostazin diizenlenmesinde iki enzim sistemi 6nemli rol
oynamaktadir. Bu enzim sistemlerinden birincisinde, plazminojen aktivatorleri,
ikincisinde ise plazminojen aktivator inhibitorleri yer almaktadir. Plazminojen
aktivatorleri arasinda doku plazminojen aktivatorii (t-PA) ve plazminojen aktivator
inhibitorleri arasinda ise plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1) vardir. Fibrinolitik
sistemde PAI-1 aktivasyonu fibrin tarafindan gergeklestirilmekte ve aktive olan PAI-

1 ise t-PA'y1 baglayarak onun litik etkisini inhibe etmektedir (61).

PAI-1 379 aminoasitten olusan ve 48.000 D molekiiler agirlikta olan lineer bir
glikoproteindir. Asil gorevi fibrinolizisi azaltmaktir. Insan PAI-1 geni 7.
kromozomun uzun kolunda (7q21.3-q22) lokalize olmustur, 9 ekzon ve 8§ intron
igerir. Bir¢cok polimorfizmin tanimlanmis olmasinin yaninda, tek bir baz degisimini
iceren 4G/5G polimorfizmi promotor bdlgesinde yer alir (62). 4G/4G (homozigot
mutant) genotipli bireylerdeki plazma PAI-1 seviyesi 5G/5G (homozigot normal)
genotipli bireylerdekinden yaklasik olarak %25 daha fazladir. Yapilan in vitro

caligmalar ile bu bolgede transkripiyon regiilator proteinlerinin farkli baglanma
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ozellikleri belirlenmistir. Artan gen transkripsiyonu 4G alleli ile iligkilidir ve yalnizca
transkripsiyon aktivatdriin baglanmasi ile sonuglanir. 5G alleli ise, represor proteine
baglanarak aktivatoriin baglanma 6zelligini azaltir ( 63). 4G alleli yliksek plazma

PAI-1 seviyesinden sorumludur (64).

Yiiksek 4G alleli ile plazma PAI-1 seviyeleri ile agik bir sekilde gdsterilememesine
ragmen hem arteriyel hem de vendz tromboz riskinde artig goriilebilmektedir. Bu
gen polimorfizimi bulunan hastalarda tromboz riski bircok farkli organda ortaya
cikabilir (65).Yapilan c¢aligmalarda farkli sonuglar tesbit edilmistir. Derin ven
trombozu olan hastalarda 4G/5G polimorfizmi ve PAI-1 seviyeleri anlamli sekilde
yiiksek bulunurken(66,67), baz1 caligmalarda ise saglikli grup ile aralarinda fark
bulunamamistir (68,69). 22 farkli caligmanin bir araya getirilmesiyle yapilan bir
metaanalizde ise 4G alleli ile diger risk faktorlerinden bagimsiz olarak artmis vendz

tromboemboli riski bulunmustur (65).
2.5. KANSER VE TROMBOZ

Kanserli hastalarda tromboembolik komplikasyonlar morbidite ve mortalitenin
onemli nedenlerinden birisi olup malignitenin hemostatik sisteme etkisine baghdir.
Kanserle hiperkoagiilabilite durumunun birlikteligi 140 yil 6nce tanimlanmustir.
Armand Trousseau 1865°de kanserli hastalarda tromboz sikligiin artmig oldugunu
bildirmistir. Billroth 1878’de tromboz i¢inde bulunan timor hiicreleri sikliginin
artmis oldugunu bildirmis ve patolojik siirecin metastaz olusumu ile ilgili
olabilecegini diisiinmiistiir. Sproule 1938’de pankreas govde ve kuyruk kanseri
nedeniyle 6len hastalarin otopsilerinde vendz ve arteriyel tromboz sikliginin arttigini
bildirmistir. Konu ile ilgili ilk gozlemler Trousseau ile baslamis olmakla birlikte
1952 yilinda Wright ile yeniden degerlendirilip gizli malignitelerin ilk ortaya ¢ikis
biciminin tromboembolik hastalik olabilecegini  bildirmistir  (70). Venodz
tromboemboli (VTE) sonrasi ilk yilda yeni malignite teshisi yiiksektir. Prevalans %2
ve %6 arasindadir. Gezici tromboflebit tiimdrler icin rolatif olup, 6zellikle pankreatik

timorlerde spesifik isarettir (71).

Tromboz 1865°de Trousseau tarafindan kanserin bir komplikasyonu olarak

tanimlanmistir  (72). Bu iki durumun kombinasyonu hali hazirda siklikla
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“Trousseau’s Sendromu” olarak adlandirilir. “Trousseau’s Sendromu”; gégiis duvari
ve kollar gibi olagan olmayan yerlerde ylizeyel venlerin rekiirren, migratuar
trombozisi ile karakterize VTE’nin nadir bir varyant1 olarak tanimlanir. Arteriel ve
daha yaygin olarak VTE kanserin siklikla komplikasyonudur ve bazen de gizli bir
kanserin habercisidir. Bu sendrom 6zellikle pankreas ve akciger kanseri ile ilgilidir
(73,74). Tumor hiicreleri, metastatik siireglere eslik eden, tiimor hiicrelerini immiin
sistemin etkilerinden, kemoterapdtiklerin etkisine karsi koruyan ve timor
hiicrelerinin damar duvarina tutunmasini kolaylastiran g¢evreleyici fibrin/trombosit
agregatlan olusturmaktadir. Ayrica, tiimorler ylizey bagimli olarak ya da iirokinaz
benzeri plazminojen aktivatorii ile fibrinolitik aktiviteyi ciddi bigimde arttirabilirler.
Bu aktivite timorlerin bag dokusu bariyerlerini asarak metastaz olusturmalarinin en
azindan bir bolimiinden sorumludur. Hayvan modeli c¢aligmalarinda fibrinolizis,
koagiilasyon ve trombosit aktivitesinin, patolojik tiimdr biiylimesinden sorumlu
oldugu, bu yollarin farmakolojik inhibisyonu ile kanser yayiliminin belirgin

geriledigi gosterilmistir (70).
2.5.1. Kanserde Tromboz Patofizyoloji

Maligniteye bagli hiperkoagiilabilitenin patogenezi karmagik olup bir¢ok degiskene
baglidir. “Virchow’a” gore bu durumu olusturan faktorler: Kan akim degisiklikleri,

kan bilesimindeki anormallikler ve kan daman duvarindaki anormalliklerdir (70,72).
2.5.1.1. Kan akim degisiklikleri

Hareketsizlik, yatak istirahati veya biiyiik tiimor kitlesinin damar basisina bagh
vendz staz kanser hastalarinda ¢ok sik goriiliir. Yavas kan akimi; aktive pihtilasma
faktorlerinin ge¢ temizlenmesi, endotel hasar1 ve hipoksisi olusturarak

tromboembolik olaylarin olusumunu kolaylastirir (70).
2.5.1.2. Kan bilesimindeki anormallikler:
2.5.1.2.1. Tiimor hiicre prokoagiilanlari

Kanserdeki bu prokoagiilasyon durum, tiimor hiicrelerinin trombin {iretimini

saglayan prokoagiilan aktiviteyi (kanser prokoagiilan faktorleri ve doku faktorleri)
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kodlama ve ortama vermelerinin sonucudur (70,72). Timor prokoagiilanlar1 2 ana

baslikta degerlendirilebilir, doku faktorii ve kanser prokoagiilani (70).

Doku faktorii (DF); 45000 dalton molekiil agirhiginda tek zincir transmembran
glikoproteindir (75). Faktor VIla ile komplex yap1 olusturur ve bu komplex (DF-
FVIla), faktor IX ile faktor X u aktive eder (74). Normal insan parankimal, bag doku
hiicreleri ve onlarin malign halleri olan sarkomlar, adenokarsinomlar, melanoma ve
noroblastomlarda ayrica degisik tipte 16semi ve lenfornalarda da bulunabilir. Benzer
sekilde bu hiicrelerin malign formlarinda tiimor hiicre doku faktorii sitokinler
tarafindan diizenlenebilir. DF veya benzer tromboplastinler, faktor VIla ile
etkilesimleri yoluyla ekstrinsik yolu uyarabilirler (70,75). Koagiilasyon proteinleri,
ozellikle doku faktoriiniin timor biiylimesi ve metastatik yayillimda rol oynadigi

gosterilmistir (76).

Kanser prokoagiilan1 (KP); malign ya da fetal dokular tarafindan yapilan,
karbonhidrat igermeyen, tek zincir, molekiill agirligi 68000 dalton bir sistein
proteazdir (77). Faktor X u, doku faktor/faktor VIla kompleksinden bagimsiz olarak
aktive eder ve insanda kolon, meme, akciger, bobrek, melanoma gibi bir¢ok malign

dokuda bulunur, 6te yandan ayni dokunun benign durumlarinda bulunmaz (70).

2.5.1.2.2. Timore cevap olarak normal konak dokular: tarafindan olusturulan

prokoagiilan aktiviteler

Tiimor hiicreleri, mononiikleer hiicrelerde doku faktorii, faktor X aktivatorleri gibi
prokoagiilan maddelerin sentezi ve salinmasini arttirarak sistemik koagiilasyonu

uyarabilir (72).
2.5.1.3. Damar duvarindaki anormallikler

Tiimdr hiicreleri damar gecirgenlik faktorii denilen bir peptidi iiretebilir. Damar
gecirgenlik faktorii ve monosit aktivasyonu, kollajen membranlar etrafindaki ve
endotel hiicre tabakasindaki kemotaksisi de uyarir. Bu nedenle pihtilagmanin
sistemik aktivasyonu ayni zamanda solid tiimor biiylimesi ile ekstravaskiiler
pithtilagma faktorlerinin - plazmaya difflizyonunu da yansitir (72). Timor

proliferasyonu sirasinda koagiilasyonun aktivasyonu, koagiilasyon ve inflamasyon
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arasindaki etkilesim ve doku faktdr inhibitoriiniin artisina baglhidir. Trombofilik
durumun laboratuar tanisi; pihtilasma faktorlerinin, fibrinojen/fibrin  yikim
irlinlerinin, koagiilasyon aktivasyonunun 06zel belirteclerin (fibrinopeptid A,
fragment 1+2, trombin-antitrombin  kompleksi ve D-dimer) artmasi,
hiperfibrinojenemi ve trombositozu igerir. Bununla birlikte bu testlerden higbirisi,
aday hastalarda trombotik durumlarin ortaya ¢ikip c¢ikmayacagimi Onceden

belirleyemez (78).

Doku Faktdr Yolu Inhibitorii: Doku faktdr yolu inhibitorii (DFYT); doku faktorii
(DF) bagimli koagiilasyonun fizyolojik inhibitorii olup, 2 basamakli bir reaksiyonla
koagiilasyon faktorlerinden Xa, VIla ve TF ile bir kompleks olusturmaktadir
(79).DFYI diizeyleri kanser hastalarinda yiiksektir ve artmis diizeyleri ileri evre
malignitelerde  bulunmustur. DFYI’nin bu yiiksek diizeylerinin  nedeni
bilinmemektedir. Bu durum kanser hastalarmdaki hiperkoagiilabilitenin bir sonucu
olabilir. Ciinkii trombin DFYI'nin akut salinimi ve yeniden dagilimmi invivo ve
invitro ortamlarda arttirmaktadir. Oysa; Iversen ve arkadaslari solid tiimérlii
hastalarda aktive koagiilasyon markirlan ile DFYI arasinda bir iliski

gosterememislerdir (78).
2.5.2. Kanser ve Fibrinolitik Sistem

Fibrinoliz ve tiimor hiicreleri arasindaki etkilesimler karisiktir. Fibrinolizis arttigi
zaman kanama ve fibrinolizis bozuldugu zaman tromboz ortaya ¢ikabilir.
Fibrinolizisin farkli aktorleri arasinda olan; iirokinaz, doku plazminojen aktivatorii
(tPA) ve reseptorleri (uPA ve uPAR) yaygin olarak calisilmistir. Pek ¢ok ¢alisma
uPAR ve uPAR’nin hiicre invazyonu ve yayilimi iizerindeki 6nemi {izerinde hem
fikir iken tPA’nin rolii bunun tersidir. UPA’nin tiimor hiicrelerinden yogun olarak
salinimi, baz1 timdrlerin agresifligi, histolojik derecesi ve ¢esitli karsinomlarin klinik
progresyonu ile baglantilidir. UPAR tiimor hiicresini olusturan pek c¢ok hiicre
tiplerinden salinmaktadir .Kanserde fibrinoliz aktivatoriiniin artmis {iretimi, fibrinoliz
dengesini hiperfibrinolize dogru kaydirir ve bazi 16semili hastalarda kanama
semptomlarinin patogenezinde 6nemli bir rol oynar. Tiimor hiicreleri, plazminojen
aktivator inhibitorii 1 (PAIl-1)’1i {iretirler. PAI-1 arttmi hiperkoagiilabiliteye ve
trombotik olaylara katkida bulunur (78).
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Trombinle Aktive Edilebilen Fibrinolizis Inhibitorii: Trombinle aktive edilebilen
fibrinolizis inhibitérii (TAFI) karboksipeptidaz B-benzeri proenzim olup
fibrinolizisten sonra aktivasyonu azalmaktadir. Fibrinin C-terminal lizin artiklarinin
temizlenmesini katalizleyerek fibrinolizisi inhibe etmekte ve boylece kismen
olusmus trombin iizerine plazminojen baglanmasini azaltmaktadir. TAFI aktivasyonu
plazmin, tripsin ve trombin tarafindan katalizlenmektedir (80).Kanserli hastalarda,
trombin olusumu artmistir. Bu nedenle yiliksek TAFI konsantrasyonlarinin
fibrinolizisi azalttigi ve bunun sonucu olarak da bu hastalarda hiperkoagiilabilite

durumunun olustugu diisiiniilebilir (81).
2.5.3. Kanserde Antifosfolipid Antikorlar

Antifosfolipid antikorlarin (APL) bulunmasi kazanilmis hiperkoagiilabilite durumun
onemli nedenlerinden biri oldugu bilinmektedir. APL, lupus antikoagiilanini icerir ve
siklikla kardiyolipin ile veya fosfotidilinositol, fosfotidiletanolamin ve fosfotidilserin
gibi diger fosfolipidlerle etkilesime girer. Antifosfolipidler kanser hastalarinda sik
bulunur ve bir ¢alismada prevalansi %22 bulunmustur. Solid tiimorlerdeki trombotik
olaylar, trombositopeni ya da hemolitik anemi gibi nadir hematolojik

komplikasyonlar APL ile iliskili baslica klinik durumlardir (82).

APL’nin klinik ortaya c¢ikisindaki varyasyonlar ve heterojenite bu dolasan
antikorlarin tam ve dogru identifikasyonunun olmadigini diisiindiirmektedir. %100
sensitif ve spesifik bir test olmadigindan testlerin degisik tiplerinin kombinasyonu

tavsiye edilmektedir (78).
2.5.4. Kanserde Inflamasyon ve Anjiogenesis

Tiimoriin mikro ortamindaki inflamatuar sitokinlerle koagiilasyon faktorlerinin
etkilesimi tiimor proliferasyonunda onemli bir rol oynar. Tiimorler veya tiimorle
iligkili 16kosit ya da trombositler enflamatuar sitokin, kemokin iiretimi yaparak
malignitenin progresyonuna ve damar endotelinin normal antikoagiilan etkisinin
bozulmasima neden olabilirler. TNF-alfa ve IL-1 gibi sitokinler DF ve PAI-I’in
kodlanmasini uyarabilir ve endotel hiicrelerinden trombomodulin salgilanmasinin

azalmasina neden olabilirlerr DF ve PAI-’in artmasi ve trombomodulin
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salgilanmasinin azalmasi endotelin antitrombotik o6zelliklerinin kaybi, ekstrinsik
yolun uyarilmasi, kan koagiilasyon inhibisyonunun azalmasi ve azalmis fibrinolizis
gibi kan koagiilasyonunun farkli fazlarina etki ile hiperkoagiilabilitenin ortaya

cikmasina neden olabilir (78).

Anjiogenesis tiimdrlerin biiylimesi ve yayiliminda etkili olan bir faktordiir. Timor
hiicrelerince iiretilen tiimorle iliskili makrofajlar, TNF, IL-1 ve IL-6, vaskiiler
endoteliyal biiytime faktorii (VEBF) gibi anjiogenetik faktorlerin iiretimini uyarir.
Fibrin ve fibronektinin persistan ekstravazasyonu ve ekstraselliiler matriksin siirekli
tiretimine yol agar. Bu bilgiler kanser ve enflamasyon durumunda kan koagiilasyon

faktorleri arasinda birden ¢cok dnemli etkilesimler oldugunu diisiindiirmektedir (78).
2.5.5. Kanserde Trombofilik Durumun Laboratuar Tanisi

Koagiilasyon sistemi bir¢ok yolla baskilandigindan, tiimor histolojisi, timdriin
yayilimi, tedavinin etkileri gibi birgok faktor tarafindan etkilenmektedir. Bugiine
kadar maligniteye eslik eden koagiilapatinin laboratuar tanist konusunda bir fikir
birligi bulunmamaktadir. Dahasi, kanserli hastalarda tromboembolik olay riskini

ongormede kullanilacak test konusunda da fikir birligi bulunmamaktadir (70).
2.5.5.1. Klasik Kan Koagiilasyon Testlerinin Anomalileri

Artmis trombin iiretimi ve endotel hiicrelerinin diizenleyici etkisinin bozulmasi,
protrombotik durumun olusmasina neden olur. Bu durum siklikla kronik ve iyi
kompanse edilmis, silik laboratuar bulgular: ile karakterize olan yaygin damar ici
pthtilasmast (YDP) ile sonuglanir. Protrombin zamani, APTT gibi rutin laboratuar
testlerinin stiresi dolasan pihtilagma faktorlerinin diizeyinin artisina bagl olarak
kisalmistir. Fibrinojen ve trombosit diizeyi normal veya hafif yiikselmis olarak
bulunur. Fibrinopeptid A (FPA), protrombin fragmam 1,2 (F 1.2) ve trombin-
antitrombin III kompleksi gibi ek testler hiperkoagiilabilite durumunun tanisinda

yararli olabilir (72).
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2.5.5.2. Hiperkoagiilasyon Markirlari

Fibrinopeptide A (FPA); bir peptid olup trombinin plazma fibrinojeni iizerindeki
proteolitik etkisiyle olusur. Trombin {iretiminin bir isareti ve fibrin formasyonunun
belirleyicisidir. FPA ig¢in ticari olarak bulunabilen radioimmunoassay ve
immunoenzimatik assay yontemleri vardir. Iki prospektif ¢calismada, hastalarin %67
ve %75’inde bagvuru aninda FPA’nin plazma konsantrasyonlari yiiksek bulunmus ve

hastaligin ilerlemesi ile FPA plazma konsantrasyonlar1 artmistir. (70,72,78).

Protrombin fragment (F 1.2); protrombinin faktor Xa aracilifiyla trombine
doniislimiinden sonra salmman bir peptiddir. Protrombinaz aktivitesi, trombin
olusumu, trombin-antitrombin kompleks (TAT) ile iliskili trombin olusumu ve
inhibisyonu ile fibrin yikim {iriinleri, D-dimerler, hem koagiilasyon hem de
fibrinoliziste  hiperkoagiilabilite =~ durumlarin1  yansitir.  Kanserli hastalarda
tromboembolik hastalik olsun ya da olmasin F1.2, TAT ve D-dimerlerin tedaviye

baslanmadan once yiiksek oldugunu gosteren ¢ok sayida ¢aligma vardir.
2.5.6. Kanser ve Dogal Antikoagiilanlar

Kanser hiicreleri pihtilagsma sistemini dogrudan aktive ederek ya da mononiikleer
hiicre sentezini uyararak veya diger bazi prokoagiilanlar1 uyararak dolayli yolla
trombin olusumunu saglayabilirler. Artmis trombin tiretimi klinik olarak karacigerde
AT III ve protein C sentezi gibi endotel hiicrelerinin pihtilagmay1 o6nleyen

mekanizmalarinin azalmasi seklinde goriiliir (72).

Koagiilasyon inhibitorlerinin diizeyinin azalmasi, antifosfolipid antikorlarinin varlig
ve kazanilmig aktive protein C rezistansi hiperkoagiilabil duruma katkida bulunur.
Birkag ¢aligmada antitrombin, protein C, protein S gibi koagiilasyon inhibitorlerinin
diizeylerinin kanser hastalarinin plazmalarinda azaldigi gosterilmistir. Bu
inhibitorlerin diizeylerindeki azalma, defektif hepatik sentezden ya da koagiilasyon
aktivasyon zincirinde aksama veya bu iki mekanizmanin birlikteliginden
kaynaklanabilir (78). Kanserli hastalarda hepatik disfonksiyon normal karaciger
dokusunun kanserli hiicrelerce kaplanmasindan ya da kullanilan kemoterapdtik

ilaglarin hepatotoksik yan etkilerinden dolayr sik goriilmekte ve bunun sonucunda
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hemostatik sistemde biiylik etkilenmeler olabilmektedir. Hepatik disfonksiyon,
pihtilagma faktorlerinin klirensinin azalmasi ve dogal antikoagiilanlarin yapiminin

azalmasi nedeniyle tromboza egilimi arttirmaktadir (70).

Kemoterapi ve hormonal tedavi, dogal antikoagiilanlarda kazanilmis eksiklik nedeni
olabilir. Siklofosfamid, metotrexate ve fluorourasil alan meme kanserli hastalarda
protein C ve protein S diizeyleri tedavinin baglangicindan hemen sonra diisiik
bulunurken, plazmindjen aktivator inhibitérleri yiiksek bulunmustur. Ancak bu
tedavi 1ile 1lgili caligmalarda dogal antikoagiilanlarin ve hiperkoagiilabilitenin
markirlarinin - seviyeleri ile trombotik olaylar arasinda iliskinin olmadigi
bulunmustur. Protein C, protein S ve AT III’ iin diisiik dereceleri tamoksifen ve L-

asparaginase ile tedavi sirasinda da rapor edilmistir (78).

Malignite ve Aktive Protein C Rezistansi (APCR): APCR; herediter vendz trombozlu
hastalarda en sik goriilen koagiilasyon anomalisidir (78). APCR; ya faktor V “leiden”
(FVL) genotipinden ya da protein C sistemindeki kazanilmig defektlerden dolay:

vendz tromboembolizm igin risk faktoriidiir (83).

APCR fenotipi; hastalarin ¢ogunda, FV geninde niikleotid 1691°de arginin yerine
glutaminin ge¢mesiyle olusan tek nokta mutasyonu agisindan heterozigosite veya
homozigosite ile birliktedir. Bu mutasyon; APC’nin 3 ayrimlagsma alaninin birinde
degisiklik olusturur. APC tarafindan gerceklestirilen bu mutasyonlu aktive faktor
V’in yavag yikimi, yiiksek trombin olusumu orani ve hiperkoagiilabilite durumu ile

birliktedir (78).

Edinsel APCR; FVL mutasyonunun yoklugunda olusan bir fenotipik diren¢ olarak
tanimlanir. Yakin zamanlardaki bir ¢alismada kanserli hastalarda kalitsal ve edinsel
direncli VTE’ye sahip olan veya olmayan olgular ile kontrol gruplar
karsilastirilmistir. APC’ye edinsel direng; kanserli ve tromboembolili olgularda,
tromboembolili ve kansersiz olgulara gore ¢ok daha fazlaydi (%54°e karst %19).
FVL’e bagli APCR ise; kanserlilere gore, kansersiz ve trombofilik hastalarda daha
stk bulunmustu. Bu sonuglar; kanserdeki hiperkoagiilabilite durumunda, FVL major
bir rol oynamazken, edinsel APC rezistansinin bu hastalarda trombotik rezistansa

katkida bulundugunu gostermektedir (78). De Lucia D ve arkadaslar1 da; ilerlemis
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kanserli hastalarda yaptiklar1 ¢calismalarinda APCR’n1 kontrol grubuna gore anlaml
olarak yiiksek bulmuglar ancak APCR olan hastalarin sadece birinde FV leiden

mutasyon saptamislardi (84).

Bu edinsel APCR’nin nedeni; kanser hastalarinda bulunan yiliksek FVIII ve
fibrinojen diizeylerine bagl olabilecegi ve APC sensitivite orani ile FVIII diizeyleri
veya fibrinojen konsantrasyonlar1 arasinda ters iliski olabilir. Diger olas1 faktorler
kanserli hastalarda tanimlanmis APL varliginda plazma protein S diizeylerinde
azalmadir. Ek olarak, kanser prokoagiilan1 ve doku faktor ekspresyonun artmasi gibi
diger prokoagiilan mekanizmalarin etkilesimi kazanilmis APCR dan ekspresyonu

i¢in sorumlu olabilir (78,83).

Malignitede kazanilmis APCR; VTE’nin bagimsiz bir gostergesidir ve proflaktik
antikoagiilan tedavi i¢in yiiksek riskli hastalarin seciminde klasik olarak yararhidir

(83).
2.5.7. Kanserde Venoz Tromboemboli Klinigi

Hemostatik anomaliler kanser hastalarinin %90’dan fazlasinda bulunur ve VTE ya da
YDP gibi klinikle kendini gosterir. Otopsilerde DVT ya da pulmoner embolinin (PE)
insidanst  %1-15 rapor edilmistir (70,78). Solid tiimorli 1041 hastanin
degerlendirildigi bir ¢aligmada hastalarin 81’inde (%7,8) DVT/PE teshis edilmistir
(85). Histopatolojik karakteristiklerine bakilmaksizin ileri evre kanserlerde
hematolojik bozukluklar artar. Kanser dokusunun komplet rezeksiyonu sonrasi

hematolojik bozukluklarin normale dondiigii gosterilmistir (86).

Agresif antitimor tedavisinde yaygin kullanilan platin bilesikleri, yiiksek doz
flourourasil, mitomisin, tamoksifen gibi ajanlar ve biiyiime faktorleri (grantilosit
koloni stimiilan faktor, graniilosit-makrofaj koloni stimiilan faktor ve eritropoietin)
tromboz riskini arttirir. Bu tromboz riski ile ilgili altta yatan mekanizmalar
anlagilamamistir. Ancak bir¢ok kemoterapotik ajan vaskiiler hasar meydana getirir
(73). Timdr tipi, evresi veya timor boyutundan bagka, immobilizasyon ya da kan
akimi obstriiksiyonu nedeniyle staz, cerrahi operasyonlar, infeksiyonlar,

kemoterapoétik ajanlar nedeniyle endotel hasari gibi kanserle iliskili spesifik durumlar
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ve kan koagiilasyonunun anomalileri kanser hastalarindaki hiperkoagiilabilite ve
trombofilik duruma katkida bulunur. (72,78). Cerrahi operasyonlar; hasta
immobilizasyonu ve hemostatik sistemin aktivasyonundan dolay1 tromboembolik
hastalik i¢cin major etkili faktordiir. Kanser hastalarinda postoperatif trornboz riski;
kanser olmayan hastalara gore en azindan 2-3 kat artmistir (70). Bir onkoloji
servisine refere edilen 7987 hastada VTE, PE ve DVT insidanslar1 sirastyla
13.1/1000, 5.5/1000 ve 7.6/1000 olarak bulunmustu. Risk faktorleri onceki VTE %8,
tiimor kompresyonu %7, VTE teshis zamaninda hospitalizasyon %23, kemoterapi

%25, radyoterapi %21, hormonal tedavi %10, cerrahi %8 olarak belirlenmisti (87).

Kemoterapi icin siklikla yerlestirilen santral vendz kataterler ve hiperalimentasyon
aynit zamanda tromboz ve embolizm riski ile birliktedir. Kataterlerin trombojenik
yiizeyleri faktor XII ve X gibi serin proteazlar ve trombositleri aktive edebilir. Aynca
santral venoz kataterleri infekte eden gram negatif mikroorganizmalar endotoksin ve
gram pozitif mikroorganizmalar bakteriyel mukopolisakkaridazlan salabilir. Bu
bakteriyel mukopolisakkaridazlar faktor X’u aktive edebilir, endotel hiicrelerinin
degisim olayina ve trombosit salinmasi reaksiyonuna neden olabilir. Bu aktivitelerin
her biri trombozis riskini arttirir (73). Ayrica yapilan bir ¢aligmada ilerlemis evre
meme kanserli hastalarda faktér V leiden mutasyonu olan hastalarda kateter iliskili
tromboz riskinin arttigi gosterilmistir (88). Klinik olarak VTE, kanser tanisi
konulmadan 6nce de goriilebildiginden agiklanamayan VTE tanisi olan tiim hastalarda
malignensi arastirilmalidir. Idiopatik VTE tanili hastalarda kanser goriilme riski 3-
19 kat artmistir. VTE gelisen hastalarda gizli kanser prevalansmin %4 ile %10
arasinda oldugu bildirilmistir. Tekrarlayan VTE tanist konulduktan sonraki ilk 6-12
ayda yeni bir kanser gelisme riski, genel populasyona gore artmustir. Risk bir yildan
sonra hizla azalmakta ve genel populasyon oranina ulagsmaktadir VTE ile kanser
arasindaki iliski, oOzellikle mide, pankreas, over, beyin kanseri ve hodgkin
lenfomada daha yiiksektir. Bir ¢alismada 26653 hasta incelenmis ve DVT veya PE
tanist konulduktan sonraki ilk 6 aylik stirede kanser gelisme riskinin 6nemli bir sekilde
arttig1 daha sonradan ise hizla azaldig1 ve tanidan bir yil sonra kanser riskinin ¢ok
diisiik oldugu gosterilmistir. Baslangi¢c klinik bulgusu VTE olan kanserli hastalarin
prognozlar1 daha kétii olup yasam siireleri daha kisadir. Ozellikle DVT veya PE

tanis1 konulan 50 yas ve iizeri hastalarda gizli bir kanserin arastirilmasi i¢in anamnez,
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fizik muayene ve rutin laboratuvar testlerinin yapilmasi, akciger grafisinin ¢ekilmesi,

dikkatli ve yakin takip dnerilmektedir (89).
2.6. KANSER VE GEN POLIMORFIZMLERI ILISKiSi

Polimorfizmler, tiim insan genetik arastirmalarinda anahtar niteligindeki
elementlerdir. Polimorfizmler genin farkli kalitsal formlarin1 veya genomun farkli
bolgelerini ayirt edebilmek icin kullanilmaktadir. Genetik belirleyiciler tibbi
genetikte kullanim i¢in pratiklik sunar. Baglanti analiz yolu ile kromozomlarin belirli
bolgelerindeki genlerinin haritalanmasi, genetik hastalikta dogum Oncesi tam, genetik
hastaliklarda heterozigot tasiyicilarin belirlenmesi, koroner kalp hastaligi, kanser ve
diyabet gibi yaygin yetigkin hastaliklara yatkin kisilerin yiiksek ve diisiik risklerin
degerlendirilmesi adli tipta ve babalik testinde kullanim ve organ transplantasyonu

i¢in doku tiplemesi tibbi genetik kapsami i¢indedir (88).

Kanserli hastalarda trombozun olusumu multifaktoriyel olup klinik, genetik ve
cevresel faktorlerin arasindaki etkilesim tromboz gelisimine katkida bulunur (90-92).
Bu hastalarda tromboz gelisimine katkisi oldugu diisiiniilen bir ka¢ polimorfizm
farkli calismada arastirilmistir. Bunlardan en sik faktér V leiden ve protrombin
G20210A polimorfizmleri daha kapsamli sekilde irdelenmis, bununla birlikte daha az
sayida PAI-1 4G/4G ve MTHFR ile ilgili arastirma yapilmistir(92). Kanserli
hastalarda tromboza neden oldugu diisiiniilen potansiyel gen polimorfizmlerinden
FVL ile ilgili yapilmis ¢aligsmalarda farkli sonuglara varilmistir. APC direncine neden
olan FVL mutasyonunun kanserli hastalarda tromboz gelisimine katkis1 bulundugu
bazi c¢aligmalarda gosterilirken (92-95) bazi caligmalarda da gdsterilememistir
(90,91,96,97). Trombin seviyesinde artisa neden olarak tromboz olusumuna katkida
bulunan protrombin G20210A polimorfizmi ile ilgili yapilan kanserli hastalardaki
calismalarin bir kisminda risk faktorii olabilecegi gosterilmis iken (91,93,95), bir
kisminda da iligki gosterilememistir (90,91,98). Hiperhomosisteinemiye neden olarak
tromboz riskinde artiga neden olan MTHFR C677T polimorfizmi ile ilgili yapilan
calismalarda tromboz ile arasinda anlamli iliski gosterilememistir (90,95).
Fibrinolitik aktivitede azalma ile etki gdsteren PAI-1 polimorfizmi ise, tromboz
tespit edilmis kanserli hastalarda yapilmis az sayida ¢alismada aralarinda anlaml

iliski gosterilememistir (99,100).
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2.7. KANSERDE TROMBOZ TEDAVIiSi

Klinik c¢aligmalara goére VTE'min primer proflaksisinin herhangi bir yararn
gosterilememistir. Bununla birlikte ozellikle uzun siire immobilize olan, cerrahi
veya invaziv girisim uygulanan, kemoterapi alan veya santral venoz kateteri olan

hastalara rutin tromboproflaksi yapilmasi 6nerilmektedir (73,101) .

Kanserli hastalarda tromboembolik olaylarin dnlenmesinde diisiik molekiiler agirlikli
heparin (DMAH), unfraksiyone heparin (uFH) kadar etkili ve gilivenilirdir. Hemen
hemen ayni etkinlige sahip olmakla birlikte DMAH'in osteoporoz veya heparin ile
iliskili trombositopeni riskinin daha az olmasi ve kolay kullaniminin olmasi gibi ek
avantajlar1 da vardir. Akut VTE'nin tedavisinde standart uFH'nin yerini DMAH
almistir. DMAH, hastanede yatan hastalarda akut proksimal DVT'un tedavisinde
stirekli standart uFH kadar etkili ve gilivenilir bir tedavidir. DMAH laboratuvar
monitorizasyonuna gerek yoktur Hastalar, hastaneye yatmadan cilt alt1 olarak DMAH
giivenilir bir sekilde kullanilabilir (102). Heparin ve ozellikle de DMAH' nin

antitimor etki mekanizmalari su sekilde siralanabilir;

1. Timdr hiicreleri etrafinda olusan mikrotrombiisler ve fibrin depozitleri,
kemoterapotik ajanlarin tiimdr hiicrelerine kars1 etkinliklerini kisitlamaktadir.
Ayni zamanda trombin, biliylime faktorii olarak rol almaktadir. Heparin,

potent bir antitrombotik etkiye sahiptir.
2. Heparinin direkt bliylime faktorii karsit1 etkisi vardir.

3. Heparin, antikoagiilan etkisinden bagimsiz olarak antianjiogenez etkisi ile
yeni damar olusumu ve tiimor beslenme ve biiylimesini Onleyici etkiye

sahiptir.

4. Heparinin muhtemel diger bir etkisi ise, kan doku bariyerine olan etki ile

basarili bir KT ile daha belirgin hale gelen, antimetastatik etkisidir.

DMAH' lerin ortalama molekiil agirliklar1 3.5-8 kD arasindadir ve Antifaktor Xa
birlikte esas etkilerini FXa iizerinden yapmaktadirlar. Bundan dolayi ilag etkinligini

Olemek i¢in plazma antifaktor Xa aktivitesi Ol¢iilmelidir. DMAH' ler igerisinde
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antifaktor Xa etkisi en yiiksek olanlar1 deltaparin sodyum ve enoxaparin sodyumdur.

DMAH' lerin standart heparinlere iistiinliikleri sdyle siralanabilir:
1. Osteoporotik etkileri yoktur.
2. Lipolitik aktiviteleri ¢cok diisiiktiir.
3. Kanama komplikasyonu riski ¢ok diisiiktiir.

4. Kolay uygulanabilir. Bu 06zelligi ile hastanin yatakli kurumda takibi

gerekmediginden fiyat avantaj1 saglamaktadir.

5. Standart heparine gore biyoyararlanimi daha yiiksek ve plazma yarilanma
omriiniin daha uzun olmasi, fiyat avantaji ve kullamim kolaylig

saglamaktadir (103).
2.7.1. Kemoterapi ve proflaksi

Kemoterapi verilen kanserli hastalarda hem vendéz hem de arterial tromboz gelisme
riski daha yiiksektir. Gerek KT gerekse RT vaskiiler endotele karsi toksik etki
gostererek ve sitokin salinimini artirarak tromboz riskini artirir. Kemoterapik ajanlar
aynt zamanda kanserde diisiik olan antikoagiilan sistem proteinlerinin karaciger
toksisitesinden dolayr antitrombin, protein S ve protein C gibi bazi1 dogal
antikoagiilanlarin sentezini kisitlar. KT endotel hiicresinin ve tiimor hiicresinin
apopitozunu indiikler ve sitokinler agiga c¢ikar. Trombosit aktivasyonu ve
agregasyonunu, doku faktdrii salmimini arttirirlar (104). Ileri evre, postmenopozal ve
tedavi rejimlerine tamoksifen eklenen hastalarda tromboz gelisme riski daha fazladir.
Tromboz gelisme riski, tamoksifen almakta olan evre I veya II meme kanserli
hastalarda %1 iken kemoterapi almakta olan evre II meme kanserli hastalarda %S5-
13'e artmaktadir. Ayrica kemoterapi ile birlikte tamoksifen verilen meme kanserli
hastalarda ise tromboz gelisme riski daha da artmaktadir. Tek basina tamoksifen
verilen meme kanserli hastalarla kemoterapiyle birlikte tamoksifen verilen meme
kanserli hastalar karsilastirildiginda tamoksifen kullanan grupta tromboembolik

olaylar daha yiiksek oranda bulunmustur (sirasiyla%1.4 ve %9,6) (89).
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Kemoterapi alan hastalarda rutin antikoagiilan proflaksi konusu tartigmalidir.
Levine ve arkadaglarinin ¢aligmasinda metastatik meme kanserli hastalara
kemoterapi tamamlandiktan sonraki bir hafta siiresince bir gruba plasebo diger gruba
ise giinde 1 mg varfarin verilmis ve VTE, varfarin verilen grupta daha az oranda

gozlenmis fakat sagkalim avantaji goriilmemistir (105).
2.7.2. Santral venoz kateter ve proflaksi

Ust ekstremitede vendz portu bulunan kanserli hastalarda subklavian tromboz
insidanst ayni portu olan fakat kanser olmayan hastalardan c¢ok daha yiiksek
orandadir. Tromboproflaksi yapilmayan santral venoz kateteri olan hastalarda {ist

ekstremite vendz trombozu venografik olarak gosterilmistir (101).

Santral ven6z kateteri olan kanserli hastalarin tromboproflaksisinde hem varfarin hem
de DMAH kullanilabilir. Bir ¢alismada bu grup hastalar randomize edilerek bir gruba
1 mg varfarin verilmis diger gruba ise tedavi verilmemis. Tiim hastalara iist
ekstremite trombozu gelistiginde veya 90 gilin sonra iist ekstremite venografisi
yapilmis. Varfarin alan grupta vendz tromboz %9.5 oraninda iken kontrol grubunda
%37.5 oraninda saptanmistir. Santral vendz kateteri olan hematolojik malignansili
hastalarda Heaton ve ark.'nin yaptiklar1 ¢alismaya gore trombozu 6nlemek amaciyla
mini doz (1 mg) varfarin proflaksisinin yarari bulunamamistir. Rutinde bu hastalara

varfarin proflaksisi dnerilmemektedir (89).
2.7.3. VTE tedavisi ve sekonder proflaksi

Kanserli hastalarda akut VTE'nin baslangic tedavisi diger hastalardan farkli
degildir. Unfraksiyon heparine alternatif olarak DMAH tedavi edici dozlarda
kullanilabilir. Genel kabul edilen heparin veya DMAH en az 5 giin verilmeli daha
sonradan heparin kademeli olarak kesilirken oral antikoagiilanlar (varfarin veya
analoglari) ile tedaviye devam edilmelidir. Uzun dénem tedavide varfarin, INR 2-3
arasinda olacak sekilde aktif kanser oldugu siirece veya kemoterapi devam ettigi
stirece verilir. Beyin metastazi veya primer beyin tliimorlerinde tedavi

bireysellestirilmelidir. Bu hastalarin ¢ogunda antikoagiilanlar giivenilir bir sekilde
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kullanilabilir. Fakat hemorajik beyin metastazi olan hastalarda antikoagulan tedavi

verilmemelidir (89).

Oral antikoagulan tedavi sirasinda tekrarlayan VTE gelisen hastalarin antikoagulan
tedavisi standardize edilmemistir. Onerilen tedavi sekli tam doz uFH veya DMAH
ile tekrardan tedaviye baslanmasi ve INR 3,5-4 arasinda olacak sekilde yiiksek
dozlarda varfarin ile antikoagiilasyona devam edilmesidir. Yiiksek dozlarda
Varfarine diren¢ durumunda subkutan heparin onerilmektedir. Heparin tedavisine
cevap alinamazsa vena kavaya filtre takilmasi tek secenektir (89). Trombolitik
ilaglar, yaygin PE, antikoagulan tedaviye ragmen ilerleyen VTE gibi nadir
karsilagilan durumlarda kullanilabilir. Fakat trombolitik tedavi, beyin veya spinal
kord tiimorlerinde ve goglis, abdomen veya pelvik blylik kitlesi olan kanserli

hastalarda kontraendikedir (72).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢aligmaya M.K.Dedeman Onkoloji hastanesinde yatarak ve ayaktan takip edilen
klinik olarak tromboz saptanan solid tiimdrlii 158 hasta ve trombozu bulunmayan
134 kanser hastasi alindi. Tiim hastalarda vendz tromboemboli radyolojik olarak
dogrulandi1 (Doppler US veya Spiral BT) ve laboratuvar testleri ile desteklendi (DIC
paneli, trombosit sayisi, antikardiyolipin antikor, lupus antikoagiilani vb.). Trombozu
bulunan kanserli hastalarda ve trombozu olmayan kanserli hastalardan periferik
yoldan alinan kanlardan DNA izolasyonu yapildi. MTHFR C677T, PROTROMBIN
20210A, FAKTOR V ve PAI-1 gen bdlgeleri ayr1 ayr1 polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile ¢ogaltildi. Daha sonra MTHFR C677T PCR firiinii Hinfl, Protrombin PCR
triinii HindIIl, Faktor V PCR Mnll iiriinii ve PAI-1 PCR firiinii Bs/ I restruksiyon
enzimi ile muamele edildi. Enzimle kesilmis PCR {iriinleri %3 liikk agaroz jelde
kosturuldu ve jel goriintiisiinde bantlar degerlendirilerek isleme son verildi. Bu
calismada kontrol grubunu ise klinik ve radyolojik tromboz bulgusu ve geg¢irilmis
tromboz Oykiisii olmayan kanser hastalarindan olusturuldu. Kontrol kolu

belirlenirken hasta koluna benzer 0zellikteki hastalarin alinmasina dikkat edildi.
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3.1. GERECLER

3.1.1. Demirbas Malzemeler

—

PCR cihaz1

pH metre
Vorteks

Santrifiij

Hassas terazi
Derin dondurucu
Buzdolab1
Otomatik Pipet

O © N Lok W

Saf su cihaz1

10. Elektroforez sistemi
11. UV transilliminator

12. Real Time PCR cihazi
13. Etiiv

3.1.2. Sarf Malzemeler

—_—

Etilendiamin Tetra Asetik Asit (EDTA)
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
Amonyum Kloriir
Potasyum Hidrojen Karbonat
Amonyum Asetat
Etanol
[zo-propanol
Ependorf Tiipler
Buzluk

. DistileSu

. Tupliik

. Falkon tiipleri

. PCR tiipleri

o 0 N N ok LD

O e
AW N = O

. Tris
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15. Borik asit

16. Etidiyum Bromid

17. ANTP set 18. MgCl,

19. Tag DNA Polimeraz Enzimi

20. 10xPCR Tamponu

21. Hind Il Restriksiyon Enzimi

22. Hinfl Restriksiyon Enzimi

23. Mnll Restriksiyon Enzimi

24. Bsl/Restriksiyon Enzimi 25.100 baz ciftlik DNA ladder

3.2. YONTEMLER
3.2.1. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Her iki grubtaki periferal kan ornekleri (0.3 ml EDTA iizerine 2ml kan) alinarak

DNA izolasyonu yapilmistir.

3.2.2. Kandan DNA izolasyonu Kullanilan Soliisyonlar ve Hazirlanmasi

1. Red Cell Lizis Soliisyonu
155 mM Amonyum Kloriir
10 mM Potasyum Hidrojen Karbonat
ImM EDTA

2. Cell Lizis Soliisyonu
25mM EDTA

%?2 SDS

3. Protein Presipitasyon Soliisyonu
10 M Amonyum Asetat

4. %70'lik Etanol
70 ml Etanol

30 ml distile su
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3.2.3. Metod

L.

1 hacim kan iizerine 3 hacim soguk Red Cell Lizis soliisyonu eklendi, alt iist edildi

ve 20 dakika oda 1s1sinda bekletildi.
2500 rpm'de 10 dk. santrifiij edildi. Siipernatant kismi atildu.

Dipte kalan 16kosit pelleti iyice karistirildi ve {izerine 1 hacim celi lizis soliisyonu
eklendi. Yeniden karistirildiktan sonra 37°C'de homojenize olana kadar bekletildi

(6rnekler homojenize olduktan sonra oda sicaklignda 18 ay kalabilir).

Homojenize olduktan sonra iizerine 1/3 hacim protein presipitasyon soliisyonu

eklendi. lyice karistirildi. 4000 rpm'de 18 dk. santrifiij edildi.

Stipernatant kismi temiz bir tiipteki 8 ml izopropanol iizerine alindi. Alt tist edildi,

DNA goriildii. 4000 rpm'de 8dk. santrifiij edildi.

Stipernatant kismi atildi, alttaki DNA pelleti %70'lik etanol ile yikandi. 4000

rpm'de 8 dk. santrifiij edildi ve daha sonra etanol atildu.

DNA oda sicakliginda kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra tizerine 200 ul distile

su eklendi.

3.2.4. Molekiiler Caliyma Basamaklari

1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

DNA'nin polimeraz zincir reaksiyonlart (PCR)'nda ¢ogaltilmast i¢in her bir

polimorfizm ile ilgili PCR programi ve protokolleri hazirlandi. Bu protokollerin

hazirlanmasinda degisen sadece primer ¢iftleri ve kullanilan malzemenin miktaridir.
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Tablo 3.1. MTHFR C677T, MTHFR A1298C, Protrombin G20210A, Faktor-V Leiden
G163iA ve PAI-1 4G/5G primerlerinin listesi

C677T forward 5'- TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3'

C677T reverse 5'- AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3'

G20210A forward |5'- TCTAGAAACAGTTGCCTGGC-3'

G20210A reverse 5'- ATAGCACTGGGAGCATTGAAGC-3'

G1631A forward ' |5'- ACCCACAGAAAATGATGCCCA-3'

G1631A reverse 5'- TGCCCCATTATTTAGCCAGGA-3'

4G/5G forward 5'- CACAGAGAGAGTCTGGCCACGT-3'

4G/5G reverse 5'-CCAACAGAGGACTCTTGGTCT-3'

a) MTHFR C677T Polimorfizmleri icin PCR Protokoliiniin
Hazirlanmasi

« DNA —p5ul

¢ Primer-1 (I0pm) —» 3 pl

*  Primer-2 (I0pm) —» 3 ul

* 10xPCR tamponu—» 5 pl

 dNTP(2,5mM) —p 3 pl

+ MgC12 (1,5mM) —» 3 ul

» Taq DNA polimeraz ( lU/ml) —» 0,5 pl

Eklendi ve distile su ile toplam hacim 50ul'ye tamamland.

b) Protrombin (G20210A) ve Faktor-V Leiden (G1691A) Polimorfizmleri icin
PCR

Protokoliiniin Hazirlanmasi:

« DNA —» 5ul

*  Primer-1 (1I0pm) —» 5 pul

*  Primer-2 (I0pm) —»5 pl

* 10xPCR tamponu —p 5 pl
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« dNTPQ2,5mM) —» 3ul
e MgCI2 (1L5SmM) —»3pl

» Taq DNA polimeraz ( I[U/ml) —» 0,5 ul

Eklendi ve distile su ile toplam hacim 50ul'ye tamamlandi.

¢) PAI-1 4G/5G Polimorfizmi icin PCR Protokoliiniin Hazirlanmasi:
« DNA —p 5ul

e Primer-1 —p2ul

*  Primer-2 —p 2ul

* 10xPCR tamponu —»> Sul

« dANTP(2,5mM) —»3pul

» Taq DNA polimeraz (IU/ml) —» 0,5 pul

Eklendi ve distile su ile toplam hacim 50ul'ye tamamlandi.

d) MTHFR C677T Polimorfizmi icin PCR Program

94°C 2dk. Denatiirasyon periyodu

94°C 30 sn.

40 siklus
62°C 30sn.
72°C 30 sn.

72°C  7dk.ekstens

e) Protrombin ve Faktor-V Leiden Polimorfizmleri icin PCR Programu

94°C 5dk. Denatiirasyon periyodu

94°C  1dk.
56°C  1dk. 35 siklus
72°C  1dk.

72°C 1 dk. ekstensiyon
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f) PAI-1 4G/5G Polimorfizmi i¢in PCR Programm

94°C 3 dk. Denatiirasyon periyodu

94°C 30 sn.
60°C 30 sn. 30 siklus
72°C 30 sn.

72°C 1 dk. ekstensiyon

2) PCR Uriinlerinin Elektroforezi

PCR isleminden sonra hedef DNA bdlgesinin amplifikasyonunun dogru gergeklesip
gerceklesmediginin kontrol edilmesi i¢in PCR {iriinleri agaroz jelde kosturuldu.
a) Agaroz Jel Hazirlanmasi
Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi
1. TBE Tamponu (10 X)
+ 108 gr. Tris
* 55 gr. Borik Asit
* 7,31 gr. EDTA tartilarak distile su ile 1 It'ye tamamlandi.

2. Etidyum Bromiir (%1'lik)
* 0,2 gr. Etidyum bromiir tartilarak distile su ile 20 ml'ye tamamlandi.

3. Yiikleme tamponu
* 3 gr. FicoU 400
* 50 mg Xylene Cyanole FF

* 2 gr. Bromofenol Blue tartilarak distile su ile 20 ml'ye tamamlanda.

% 2 Agaroz Jel Hazirlanmasi

2 gr. agaroz tartildi, TBE tamponu ile 100 ml'ye tamamlandi, kaynatilarak eritildi.
Sogutulur, jel kalibina dokmeden once 4,5 pl etidyum bromiir eklendi ve

kaliba dokiildii. Kuyucuklari olugmasi igin tarak konur ve donmaya birakildi.
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% 3 Agaroz Jel Hazirlanmasi

3 gr. agaroz tartildi, TBE tamponu ile 100 ml'ye tamamlandi, kaynatilarak eritildi.
Sogutulur, jel kalibina dokmeden once 4,5 pl etidyum bromiir eklendi ve
kaliba dokiildii. Kuyucuklarin olusmasi i¢in tarak kondu ve donmaya birakildi.

% 4 Agaroz Jel Hazirlanmasi

4 gr. agaroz tartildi, TBE tamponu ile 100 ml'ye tamamlandi, kaynatilarak eritildi.
Sogutuldu, jel kalibina dokmeden once 4,5 pl etidyum bromiir eklendi ve

kaliba dokiildii. Kuyucuklarin olusmasi i¢in tarak kondu ve donmaya birakildu.

PCR Uriinlerinin Agaroz Jele Yiiklenmesi

PCR iiriiniinden 15 pl alindi, tizerine 3 pl ylikleme tamponu eklendi. Mikropipetle
karistirildi ve sirasiyla kuyucuklara yiiklendi. Jeldeki ilk ve son kuyucuga {iriiniin bant
boyutunu belirleyebilmek i¢cin DNA boyut markir yiiklendi. %2 agaroz jelde 75V 30
dk. elektroforez yapildi. MTHFR C677T 198 bp'de, MTHFR A1298C 163 bp'de,
protrombin G20210A 345 bp'de, faktor-V leiden G1691A 223 bp'de, PAI-1 98 bp'de

PCR {iriini alindi.

3.2.5. Elektroforez Sonrasi Yapilan islemler
1. RFLP Analizi (Enzimle Muamele)

a) MTHFR C677T Polimorfizm Analizi Enzimle Muamelesi: PCR iiriinlerinden
C677T polimorfizmini saptamak i¢in Hinf [ enzimi kullanildi. Bu enzim G—»
ANTC restriksiyon bolgesi olusturur. 0.5 ml ependorf tiiplere;

* 15 pul PCR iiriinii
e 2,5 ul Buffer
* 0,5 ul (2,5U) Hinf I enzimi eklendi ve 25 pl'ye distile su ile tamamlanda.

37°C'de 1 gece inkiibe edildi.
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b) Protrombin G20210A Polimorfizm Analizi Enzimle Muamelesi: G20210A

polimorfizm analizinde G—»A baz ¢iftinin degisimi Hind III enzimi ile belirlendi. 0.5

ml ependorf tiiplere;
* 15 pl PCR iiriini
* 2,5 ul Buffer

* 0,5 ul (2,5U) HindlII enzimi eklendi ve 25 pl'ye distile su ile tamamlandi. 37°C'de
1 gece inkiibe edildi.

¢) Faktor-V Leiden G1631A Polimorfizm Analizi Enzimle Muamelesi : G1631A
polimorfizm analizinde G—»A baz ¢iftinin degisimi Mn/ I enzimi ile belirlendi. 0,5 ml

ependorf tiiplere;

* 15 pl PCR {irtinii

* 2,5 ul Buffer

* 0,5 ul (2,5U) Mnl I enzimi eklendi ve 25 pl'ye distile su ile tamamlandi.
37°C'de 1 gece inkiibe edildi.

d) PAI-1 4G/5G Polimorfizm Analizi Enzimle Muamelesi: 4G/5G polimorfizmi

BslI enzimi ile belirlendi. 0.5 ml ependorf tiiplere;

* 10 pl PCR iirlinti

« 2 ul Buffer

* 0,5 pl Bsl/enzimi eklendi ve 25 pl'ye distile su ile tamamlanda.
37°C'de 1 gece inkiibe edildi.

2. Enzimle Kesim Sonrasi Elektroforez islemi

a) MTHFR C677T Polimorfizm Analizi icin Elektroforez: Enzimle kesilen PCR
tirtinleri %3'liik agaroz jelde kosturuldu. Yabanil tip (C677C) 198 bp'de tek bant,
heterozigotlar (C677T) 198, 175 ve 23 bp'de ii¢ bant ve homozigot mutantlar
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(T677T) 175 ve 23 bp iki bant gosterdi.

b) Protrombin G20210A Polimorfizm Analizi icin Elektroforez: Enzimle
kesilen PCR iiriinleri %3'liik agaroz jelde kosturuldu. Yabanil tip (A20210A), 345
bp'de tek bant, heterozigotlar (G20210A) 345 ve 322 bp'de iki bant ve homozigot

mutantlar (G20210G) 322 bp'de tek bant gosterdiler.

¢) Faktor-V Leiden G1691A Polimorfizm Analizi icin Elektroforez: Enzimle
kesilen PCR f{iriinleri %3'liik agaroz jelde kosturuldu. Yabanil tip (G1691G) 104 ve 82
bp'de iki bant, heterozigotlar (G1691A) 141, 104 ve 82 bp'de ii¢ bant ve homozigot
mutantlar (Al 691 A) 141 ve 82 bp'de iki bant gosterdiler.

d) PAI-1 4G/5G Polimorfizm Analizi i¢cin Elektroforez: Enzimle kesilen PCR
tirtinleri %4'liik agaroz jelde kosturuldu. Yabanil tip 98 bp'de tek bant, heterozigotlar
(4G/5G) 98, 77 ve 22 bp'de ii¢ bant ve homozigot mutantlar 77 ve 22 bp'de iki bant

gosterdiler.

Tablo 3.2. Polimorfizmlerin enzim ile kesim iiriinlerinin gosterimi.

Normal . .
Kullanilan . Heterozigot Homozigot
(l;.a hsllfa}n Restriksiyon PCR Engen%tlp. Genotip Enzim | Genotip Enzim
poiimortizm Enzimi Urtind Injlrrgnleersilm Kesim Uriinleri | KesimUriinleri
MTHEFR 198 bp 175 bp 23
C67TT Hinfl  [198bp| 198 bp 175 bp 23 b;’
bp
Protrombin . 345 bp 322
lg}alk6tbg'rlx Mnll 223 bp 104 bp 82 141 bp 104 141 bp 82
bp bp 82 bp bp
98 bp
PAL14G/5G |  Bsll | 98bp |  98bp 77bp 77bp 22
22 bp bp
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4. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

[statistiksel degerlendirme igin SPSS 15.0 istatistik paket programi kullanildi. Nitel
degiskenlerin karsilastirilmasinda Ki-Kare analizi kullanildi. p<0.05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

Bu c¢alismaya 2004-2008 yillar1 arasinda M.K.Dedeman Onkoloji hastanesinde
yatarak tedavi edilen veya ayaktan poliklinik muayenesine gelen solid tiimori
olan hastalardan radyolojik olarak gdsterilmis (Doppler US veya Spiral BT) ve
laboratuar testleri ile desteklenmis trombozu bulunan 158 hasta ve solid timori
olup trombozu bulunmayan benzer yas grubu ve tanisi olan 134 hasta kontrol
grubu alinmistir. Tromboz tespit edilmis olan 158 hastanin 71°1(%44,9) erkek,
87’s1 (%55,1) kadin ve ortanca yas1 55 (aralik=21-89) idi. Kontrol grubundaki
hastalarin 63’1 (%47) erkek, 71’1 (%53) kadin ve ortanca yast 57 (aralik=20-87)

1di. Hasta ve kontrol grubunun tanilarina gore dagilimi Tablo 5.1.de verilmistir.
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Tablo 5.1.Hasta ve kontrol grubu tanilar1

TANI HASTA KONTROL TOPLAM
Akciger kanseri 19 19 38
Kolon kanseri 23 25 48
Meme kanseri 18 21 39
Mide Kanseri 23 22 45
Sarkom 12 12 24
Mesane kanseri 5 6 11
Over Kanseri 7 5 12
Nazofarinks Kanseri 3 5 8
Larinks kanseri 4 4 8
Pankreas kanseri 11 4 15
Bobrek kanseri 7 4 11
Primeri bilinmeyen 4 1 5
Diger 22 6 28
TOPLAM 158 134 292

5.1. PCR ANALIZi

Hasta ve kontrol gruplarindan alman kan 6rneklerinden DNA elde edildi. Daha sonra
PCR'da amplifiye edilen iiriinler %2'lik agaroz jelde goriintiilendi. Hasta ve kontrol
orneklerinde MTHFR C677T 198 bp'de, Protrombin G20210A 345 bp'de, Faktor-V
leiden G1691A 223 bp'de, PAI-1 98 bp'de PCR iiriinii sagland.
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5.2. RFLP ANALIZI

5.2.1. MTHFR C677T Polimorfizmi

C677C genotipi 198 bp'de tek bant, C677T genotipi 198, 175 ve 23 bp'de ii¢ bant ve

T677T genotipi de 175 ve 23 bp'de olmak iizere iki bant gdsterir (Sekil 5.1).

61%p

g hp
Lty

147 b

19
mﬁ

tTTfTTr‘.f‘.l".’!‘ﬂﬂl.".T e

11
153hp

Sekil 5.1. Hinfl enzimi ile kesilen C677T PCR iiriinlerinin %3'lik agaroz jel

goriintiileri. 23 bp'lik fragment jelde gériinmemektedir.

CC; homozigot normal (3,5,7) CT; heterozigot (2,4,6),

TT; homozigot mutant (1) M: Markir

Analiz sonucunda trombozu bulunan hasta grubunda normal genotipli kisi sayist 95
(%60.1), heterozigot genotipli kisi sayis1 48 (%30,4) ve homozigot genotipli kisi
sayist 15 (%9,5) iken kontrol grubunda ise sirasiyla normal genotip 98 (%73,1),
heterozigot genotip 24 (%17,9) ve homozigot genotip 12 (%9) kiside bulundu.
Trombozu olan hasta grubunda bu polimorfizmler daha yiiksek bulunurken bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo5.2.). Alt grup analizinde ise trombozu

olan ve olmayan grup karsilastirilmis gastrointestinal kanserlerde bu fark istatistik

olarak anlamli bulunmustur.

46




Tablo 5.2. MTHFR C677T genotiplerinin dagilimi

MTHFR Hasta (%) Kontrol (%) | P

(1\?3:;51) 95 (60,1) 98 (73,1)
(He(t:e6r’:)1rirgot) 48 (30.4) 24 (17,9) 0.04
(HoTrgZZiTgot) 150.5) 12(9)

Tablo 5.3. Alt grub analizinde MTHFR C677T genotiplerinin dagilimi

TANI Genotip P
Normal(%) | Heterozigot (%) | Homozigot(%)

Akciger Kanseri
Hasta 7 (36,8) 10 (52,6) 2 (10,5) 0.092
Kontrol 14 (66,7) 7 (33,3) -

GIS Kanseri
Hasta 32 (55,2) 22 (37,9) 4(6,9) 0,028
Kontrol 38 (73,1) 8 (15,4) 6 (11,5)

Meme kanseri
Hasta 10 (58,8) 4 (23,5) 3(17,6) 0,674
Kontrol 15(71,4) 4 (19,0) 2(9,5)

GUS Kkanseri
Hasta 20(71,4) 5(17,9) 3(10,7) 0,912
Kontrol 11(73,3) 2 (13,3) 2 (13,3)

Sarkom
Hasta 8 (66,7) 4 (33,3) - 0,065
Kontrol 11 (91,7) - 1(8,3)

Basboyun kanseri
Hasta 7 (77,8) - 2(22,2) 0,059
Kontrol 4(57,1) 3(42,9) -

5.2.2. Protrombin G20210A Polimorfizmi

Protrombin normal tip (G20210G), heterozigot (G20210A) ve homozigot mutant
(A20210A) genotipleri tespit edebilmek icin oncelikle 6rnekler PCR ile amplifiye
edildi, analiz sonuglarina gore trombozu bulunan hasta grubunda 146 (%92,4) kiside
normal genotip, 11(%7) kiside heterozigot genotip ve 1(%0,6) kiside ise homozigot
genotip saptandi. Kontrol grubunda ise 130 (%97) kiside normal genotip, 4 (%3)

kiside heterozigot genotip saptanirken hi¢birinde homozigot genotip gézlenmedi. Her

47




iki grub arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo5.4.). Alt grup

analizinde de istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (Tablo5.5).

Tablo 5.4. Protrombin G20210A genotiplerinin dagilimi

Protrombin Hasta (%) Kontrol (%) P
G20210G 146 (92,4) 130 (97)

(Normal)

G20210A 11(7) 403) 0.12
(Heterozigot)

A20210A 1(0,6) -

(Homozigot)

Tablo 5.5. Alt grub analizinde Protrombin G20210A genotiplerini dagilim1

TANI Genotip P
Normal (%) | Heterozigot (%) | Homozigot(%)

Akciger Kanseri

Hasta 17 (89,5) 2 (10,5) - 0,219
Kontrol 21 (100) - -

GIiS Kanseri
Hasta 53(91,4) 5(8,6) 1 0,210
Kontrol 51(98,1) 1(1,9) -

Meme kanseri
Hasta 16 (94,1) 1(5,9) - 1,000
Kontrol 20 (95,2) 1(4,8) -

GUS kanseri
Hasta 27 (96,4) 1(3,6) - 1,000
Kontrol 14 (93,3) 1(6,7) -

Sarkom
Hasta 11 (91,7) 1(8,3) - 1,000
Kontrol 12 (100) - -

Basboyun kanseri
Hasta 8 (88,9) 1(11,1) - 1,000
Kontrol 7 (100) - -
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5.2.3. Faktor-V Leiden G1691A Polimorfizmi

Faktor V normal tip (G1691G), heterozigot (G1691A) ve homozigot mutant
(A1691A) genotipleri tespit edebilmek i¢in Oncelikle 6rnekler PCR ile amplifiye
edildi. Analiz sonuglarina gore trombozu olan hasta grubunda normal genotipli kisi
sayist 109 (%69) iken, heterozigot genotip 48 (%30,4) kiside ve homozigot genotip
1(%0,6) kiside tespit edilirken kontrol grubunda 101(%75,4) kiside normal genotip,
32 (%23,9) kiside heterozigot genotip ve 1(%0,7) kiside homozigot genotip saptandi.
Bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (Tablo5.6.).Alt grup

analizinde de gruplar arasinda anlamli fark gozlenmedi (Tablo5.7.).

Tablo 5.6. Faktor-V Leiden G1691A genotiplerinin dagilimi

Faktor V Hasta (%) Kontrol (%) P
G1691G 109 (69) 101 (75,4)
(Normal) 0.462
G1691A 48 (30,4) 32 (23,9)
(Heterozigot)

A1691A 1 (0,6) 1(0,7)
(Homozigot)

Tablo 5.7. Alt grub analizinde Faktor-V Leiden G1691A genotiplerinin dagilimi

TANI Genotip P
Normal (%) I Heterozigot (%) | Homozigot(%)

Akciger Kanseri

Hasta 10 (52,6) 9(474) - 0,338
Kontrol 14 (66,7) 6 (28,6) 1(4,8)

GIS Kanseri
Hasta 42 (72,4) 16 (27,6) - 1,000
Kontrol 37 (71,2) 15 (28,8) -

Meme kanseri
Hasta 9 (52,9) 8 (47,1) - 0,598
Kontrol 14 (66,7) 7 (33,3) -

GUS Kkanseri
Hasta 22 (78,6) 6 (21,4) - 0,391
Kontrol 14 (93,3) 1 (6,7) -

Sarkom
Hasta 9 (75) 3 (25 - 0,590
Kontrol 11 (91,7) 1 (8,3) -

Basboyun kanseri
Hasta 7 (77,8) 1(11,1) 1(11,1) 0,411
Kontrol 7 (100) - -
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Ayrica Faktdor V Leiden heterozigot polimorfizmi saptanan iki hastada Aktive
Protein C Rezistans1 (APCR) saptanmadi. Bu durum metodoloji hatasi olarak
diisiiniildii. Bununla birlikte Faktér V Leiden polimorfizmi saptanmayan 12 hastada
APCR gozlendi. Kanserin kendisine bagli oldugu diisiiniilen bu durumda hastalarin
7’sinde genitoliriner sistem kanseri, 4’linde gastrointestinal sistem kanseri ve 1

hastada ise sarkom tanist bulunmakta idi.
5.2.4. PAI-1 4G/5G Polimorfizmi

PAI-1 normal (5G/5G) tip, heterozigot (4G/5G) ve homozigot mutant (4G/4G)
genotipleri degerlendirildi.(Sekil 5.2).

Yapilan analiz sonucunda trombozu olan hasta grubunda normal genotipli kisi sayis1
91(%57,6), heterozigot genotipli kisi sayis1 56 (%35,4) ve homozigot genotip ise
11(%7) kiside saptandi. Trombozu olmayan grupta ise 66 (%49,3) kiside normal
genotip, 57(%42,5) kiside heterozigot genotip ve 11(%8,2) kiside ise homozigot
genotip saptandi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (Tablo
5.8.). Alt grup analizinde ise trombozu olmayan gastrointestinal sistem kontrol
grubunda bu polimorfizm istatistiksel olarak daha yiiksek oranda bulundu (Tablo

5.9.).

1234 BET78910 1112 13 14

o=

Sekil 5.2. Bs/ enzimi ile kesilen 4G/5G PCR firiinlerinin %4'lik agaroz jel

gorlintiileri.  1:PCR iiriinii 2,9-13:Normal  3-8: Homozigot bantlar

Tablo 5.8. PAI-1 4G/5G genotiplerinin dagilimi
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PAI-1 Hasta (%) Kontrol (%)
SCI5G 91 (57,6) 66 (49,3)
(Normal)
4G/5G
) 56 (35,4) 57 (42,5)
(Heterozigot)
4G/4
G/ G 11 (7) 11(8,2)
(Homozigot)

0,362

Tablo 5.9. Alt grub analizinde PAI-1 4G/5G genotiplerinin dagilimi

TANI

Genotip P
Normal (%) | Heterozigot (%) | Homozigot (%)

Akciger Kanseri
Hasta 14 (73,7) 4(21,1) 1(5,3) 0.423
Kontrol 14 (66,7) 7 (33,3) -

GIiS Kanseri
Hasta 35 (60,3) 18 (31) 5(8,6) 0,044
Kontrol 19 (36,5) 25 (48,1) 8 (15,4)

Meme kanseri
Hasta 9 (52,9) 7 (41,2) 1(5,9) 0,464
Kontrol 10 (47,6) 11 (52,4) -

GUS kanseri
Hasta 16 (57,1) 10 (35,7) 2(7,1) 0,278
Kontrol 11 (73,3) 2 (13,3) 2 (13,3)

Sarkom
Hasta 541,7) 6 (50) 1(8,3) 1,000
Kontrol 541,7) 6 (50) 1(8,3)

Basboyun kanseri
Hasta 4 (44,4) 4 (44,4) 1(11L,1) 0,635
Kontrol 4 (57,1) 3 (42,9) -

51




6. TARTISMA

1868 yilinda Trousseau’nun kanser ve tromboz birlikteligini tanimlamasindan bu
yana son donem yapilan ¢aligmalarda bu birlikteligin oraninin yaklasik olarak % 4-
20 oraninda oldugu belirtilmektedir (93). Vendz tromboembolizm gelisimi
multifaktoriyel olup bu mekanizmalar klasik Virchow triadi (hiperkoagiilabl durum,
staz ve endotel hasarr) bulunduran bu fenomene katkida bulunurlar. Iyi bilinen
edinsel risk faktorlerine ragmen son yillarda genetik polimorfizmlerinde tromboz
gelisimine katkis1 oldugu diisiintilmektedir (90). En sik bakilan genetik mutasyonlar
arasinda Faktor V Leiden G1691A, Protrombin G20210A, Metilen Tetra Hidrofolat
Rediiktaz (MTHFR) C677T ve Plazminojen Aktivatdr Inhibitor (PAI-1) 4G/5G

bulunmaktadir.

Ramacciotti ve arkadaslarinin 64 ven6z trombozu veya pulmoner embolizmi bulunan
kanserli hasta ile 147 tromboz Oykiisii olmayan kanserli hastalarda yaptiklari
calismada Faktor V Leiden G1691A polimorfizm sikligi sirasiyla %1,5 ve %2,7
bulunmus olup bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (90).

Otterson ve arkadaslarinin retrospektif olarak yaptigi 353 kisiyi iceren caligmada
Faktor V Leiden G1691A polimorfizmi 18 hastada heterozigot ve 1 hastada
homozigot mutant tespit edilmis olup bu hasta grubunun igerisinde yalmizca 1

heterozigot ve 1 homozigot polimorfizm tespit edilen hastanin dykiisiinde derin ven
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trombozu Oykiisii vardi. Boylece bu mutasyonun tromboz gelisimine katkisinin ¢ok

az oranda oldugu diisiiniildii (96).

Kennedy ve arkadaslarinin yaptig1 calismada kanseri ve trombozu bulunan 101 hasta
ile kanseri olup trombozu bulunmayan 101 hasta calismaya alinmis ve trombozu
bulunan grupta 5 kiside heterozigot faktér V mutasyonu saptanirken trombozu

bulunmayan grupta 3 kiside saptanmis olup aralarinda anlamli fark saptanmadi (91).

Haim ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada ise kanseri ve trombozu bulunan 55 hasta,
kanseri olup trombozu bulunmayan 58 hasta, kanseri olmayan ve trombozu bulunan
54 hasta ve saglikli kontrol grubu 56 kisi ¢alismaya dahil edildi. Calisma sonucunda
faktor V leiden mutasyonu sirastyla 1.grupta 1 kiside, 2.grupta 4 kiside, 3.grupta 18
kiside ve 4. grupta 2 kiside tespit edilip kanserli hastalarda tromboz gelisimine
katkis1 olmadig1 disiiniilmiistir Bununla birlikte APC rezistansinin kanserli

hastalarda tromboza katkisi olabilecegini gostermistir.(83).

Ravin ve arkadaglarinin birbirlerine benzer demografik 6zellikleri olan, jinekolojik
kanserli hastalarda yaptig1 calismada, trombozu bulunan 40 kisilik grupta 2 hastada
faktor V leiden mutasyonu saptanirken, trombozu bulunmayan 34 kisilik grupta 5
hastada faktor V leiden mutasyonu bulunmustur. Bu sonugtan dolayr kanserli

hastalarda bu mutasyonun tromboz gelisimine katkis1 olmadigi diistiniilmiistiir (94).

Kanserli hastalarda faktor V leiden mutasyonunun tromboz gelisimine katkisi
oldugunu diisiindiiren c¢alismalarda mevcuttur. Mandala ve arkadaslarinin meme
kanserli hastalarda yaptig1 calismada santral vendz kateteri bulunan trombozlu 25
hasta ile trombozu olmayan 50 lokal-ileri veya metastatik meme kanseri galismaya
alimmistir. Yapilan analiz sonucunda trombozu olan grupta 5 vakada trombozu
bulunmayan grupta ise 2 vakada faktér V leiden mutasyonu saptanmis olup, bu
polimorfizmi tasiyanlarin ileri evre meme kanserli hastalarda kemoterapi aldigi

slirece artmig tromboz riski tasidig: belirtilmistir (97).

Blom ve arkadaslarinin alt1 klinigin verilerini toplayarak yaptigi ¢alismada (3220
tromboz Gykiisii olan ve 2131 saglikli trombozu bulunmayan bireyler) ise kanserin

kendisinin tromboz gelisimi riskini 7 kat artirdigi ve faktor V leiden mutasyonu

53



tasiyan kanserli bireylerin, kanser ve trombozu olmayanlara gore 12 kat daha fazla

tromboz riski altinda oldugu bulunmustur (93).

Pihusch ve arkadaslarinin gastrointestinal sistem kanseri bulunan hastalarda
yaptiklar1 ¢alismada faktor V leiden mutasyonu olan kanserli hasta grubunda, bu
mutasyonu olmayan kanserli hastalara gére tromboz riskinin anlamli sekilde arttig

ortaya ¢ikmistir (95).

Eroglu ve arkadaslarinin yaptigi calismalarda 4 grup belirlenmis olup, 1. Grup
trombozu olan tedavi goren 43 kanser hastasi, 2.grup trombozu olmayan 81 kanser
hastasi, 3.grup kanseri olmayan 100 tromboz hastast ve 4.grub 100 kisilik saglikli
bireyden olugmakta idi. Analiz edilen faktor V leiden mutasyonu 1.grupta %30,2 gibi
yiiksek oranda saptanirken, 2.grupta %3,7, 3.grupta %18 ve 4. grupta %8 oranda
bulunmustur. Bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunup kanserli hastalarda tromboz
oldugu takdirde dikkatli bir sekilde bu polimorfizmin degerlendirilmesi gerektigi

sonucuna varilmistir (92).

Bizim ¢alismamizda ise 5 y1l siiren prospektif degerlendirme sonucunda 158 kanseri
ve trombozu bulunan hasta grubu ile 134 trombozu bulunmayan kanserli hastalarda
faktor V leiden mutasyonu degerlendirilmistir. Calismamizin sonucunda trombozu
olan kanser hastalarinda heterozigot genotip 48 (9%30,4) kiside ve homozigot genotip
1(%0,6) kiside tespit edilirken kontrol grubunda 32 (%23.,9) kiside heterozigot
genotip ve 1(%0,7) kiside homozigot genotip saptandi. Bu iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0,462). Bu sonug alt grub analizinde de
degismemistir. Calismamizin sonuglar1 Ramacciotti ve arkadaslari, Otterson ve
arkadaslari, Haim ve arkadaslari, Ravin ve arkadaglar1 ayrica Kennedy ve
arkadaslarinin bulduklar1 sonuglarla ortiismektedir. Calismamizda faktér V leiden
mutasyonunun kanserli hastalarda tromboz gelisimine katkist olmadigim
desteklemektedir. Bununla birlikte trombozu bulunan hastalarda daha yiiksek oranda
polimorfizm vardi. Bu polimorfizmin olmasi1 diger faktorlerle birlikte tromboz

olusmasina katki saglayabilir.

Protrombin G20210A polimorfizmi de kanserli hastalarda tromboz ile ilgisi en fazla

arastirllan genetik mutasyonlardan biridir. Ramacciotti ve arkadaslarinin yaptig
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calismada bu polimorfizmi hasta ve kontrol grubunda sirasiyla %1,5 ve %1,3
oraninda bulmus olup kanserli hastalarda tromboz gelisimine katkist olmadigi

sonucuna varmiglardir (90).

Mandala ve arkadaslarinin lokal ileri ve metastatik meme kanserlerinde yaptigi
calismada kateter iliskili trombozu olan 25 kisilik hasta grubu ve trombozu olmayan
50 kisilik hasta grubunda Protrombin G20210A degerlendirilmis ve trombozu
bulunan grupta bu mutasyona 1 kiside rastlanmistir. Bu sonugla kanserli hastalarda

tromboz gelisimine katkis1 olmadigi diistiniilmiistiir (97).

Eroglu ve arkadaslarinin yukarda bahsedilen ¢alismalarinda 1.grupta hicbir hastada
protrombin gen polimorfizmine rastlanmazken, 2.grupta 3 hastada heterozigot
mutant bulunmus, 3.grupta 3 hastada ve 4.grupta 4 hastada heterozigot mutant
goriilmiis olup gruplar arasinda anlamli fark saptanmamistir. Bu yiizden Protrombin
G20210A polimorfizmin kanserli hastalarda tromboz gelisimine katkisi olmadig

sonucuna varilmistir (92).

Sciacca ve arkadaslarinin vendz tromboembolisi bulunan yiiksek greydli gliomali
hastalarda yaptiklar1 calismada ise protrombin gen mutasyonunun saglikli kontrol

grubu ile karsilastirildiginda aralarinda anlamli fark bulunamamistir (100).

Bununla birlikte baz1 ¢alismalarda kanserli hastalarda bakilan bu polimorfizmin
tromboz gelisimine katkida bulundugu gosterilmistir. Kennedy ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢alismada Protrombin G20210A polimorfizmi kanseri ve trombozu olan 101
kisilik hasta grubunda 5 kiside heterozigot mutant bulunurken, trombozu olmayan
101 kisilik hasta kanser grubunda ise bu mutasyona rastlanmamistir. Bu nedenle

kanser iligkili trombozda etkili olabilecegini diisiindiirmiistiir (91).

Pihusch ve arkadaslarinin gastrointestinal kanserli hastalarda yaptiklar1 ¢alismada bu
polimorfizminin heterozigot mutant1 degerlendirilmis olup tromboz insidansinda
artisa yol agabilecegi bulunmustur. Bu polimorfizmin heterozigot mutantini

bulunduran kisilerde yaklasik 2.4 kat daha artirdig1 gosterilmistir (95).

Blom ve arkadaglarinin yaptigi c¢alismada kanserli hastalarda faktér V leiden

mutasyonu veya Protrombin G20210A mutasyonunun tromboz gelisimini saglikli
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bireylere 12-17 kat artirdigi bulunmustur. Kanserli hastalarda bu polimorfizmlerin

tromboz gelisimine ciddi oranda katkis1 bulundugu gosterilmistir (93).

Bizim c¢alismamizda da kanseri ve trombozu olan hasta grubunda 11 (%7) kiside
Protrombin G20210A polimorfizmi heterozigot olarak bulunurken bu say1 trombozu
olmayan kanser grubunda 4(%3) idi. Ayrica trombozu olan grupta 1(%0,6) kiside
homozigot mutanta rastlanirken diger grupta homozigot mutanta rastlanmadi.
Trombozu olan grupta yaklasik 2 kat daha fazla polimorfizm saptanirken bu fark
istatistiksel olarak anlamli degil idi (p=0,12). Alt grub analizlerinin sonuglarida
birbirine benzerdi ve istatistiksel olarak fark yok idi. Bizde bu polimorfizmin kanserli
hastalarda tromboz gelisiminde ¢ok dnemli rolii olabilecegini diisiinmemekle birlikte

daha ayrintili ¢calismalara ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.

PAI-1 fibrinolitik sistemin viicut igerisindeki en oOnemli diizenleyicisidir. Bu
inhibitdriin asir1 derecede ortaya c¢ikmasi fibrinolitik sistemde yikima ve trombotik
hadiselerin goriilme sikliginda artisa neden olur. PAI-1 geninin promotor bdlgesi
4G/5G polimorfizm sekansindan kaynaklanir ve plazma PAI-1 seviyeleri ile bu

polimorfizm ile korelasyon gosterir (65).

Grubic ve arkadaslarinin derin ven trombozu olan hastalarda ve saglikli kontrol
grubunda yaptiklar1 ¢alismanin sonucunda bu polimorfizmin tromboz gelisimine
katkis1 olmadigi sonucuna varmislardir (106). Stegnar ve arkadaslarimin 61 yas altt
vendz tromboembolizm hikayesi olan 158 hasta ve 145 kontrol grubunda yaptiklari bir
calismada 4G/5G polimorfizmi ile PAI-1 seviyesi arasinda DVT'li hastalar acisindan
bir iligki bulundugunu, ancak her iki grupta da 4G/5G genotiplerinin benzer dagilim
gostermesi nedeniyle bu polimorfizmin tek basina DVT igin bir risk faktorii olmadigi

sonucunu ¢ikarmislardir (107).

Benzer bir sonugta Ridker ve arkadaslarinin 40-84 yaslar1 arasindaki 374 miyokard
infaktiislii ve 121 vendz trombozlu hasta grubunda yaptiklari ¢calisgma sonucunda elde
edilmistir. PAI-1 4G/5G polimorfizminin orta yasl erkek grubunda arteriyel veya

vendz tromboz gelisimine katkist olmadigi sonucuna varmiglardir (108).
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Bununla birlikte Zoller ve arkadaslar1 PAI-1 genotipinin diisiik protein S'li bireylerde
trombotik riskin ekspresyonunu etkiledigini bildirmislerdir (109). Ayrica Segui ve
arkadaglar1 genetik olarak trombofilik defektli bireylerde 4G/5G genotipinin
ekspresyonu etkiledigini gostermislerdir. Ancak 190 hasta ve 152 DVT'li kontrol
grubunda yapilan ¢aligmada 4G/5G genotip dagilimi benzer olarak bulunmustur. 4G
allel frekansi hasta ve kontrol grubunda sirasi ile 0,43 ve 0,57 olarak bulunmustur.
Bu nedenle vendz tromboembolizmi multifaktoryel bir hastalik olarak kabul etmisler
ve calismalarinin sonucunda DVT'li hastalarda PAI-1 promotor polimorfizminin
PAI-1 seviyesini etkiledigini tespit etmislerdir. 4G genotipinin PAI-1 seviyesini

artirmasindan dolay1 tromboz riskini artirdigini savunmaktadirlar (110).

Tsantes ve arkadaglarinin PAI-1 gen polimorfizmleriyle ilgili calismalarda farklh
sonuglar ortaya ¢ikmasi iizerine 22 calismanin ve 2644 vaka ile 3739 kontrolden
olusan bir metaanaliz yayinlamiglardir. Bu analiz sonucunda 4G allelinin 6zellikle
diger genetik risk faktorleri ile birlikte bulundugunda vendz trozmboz riskini
artirabildigini gostermekte idi. Bu yilizden trombofilili hastalarin degerlendirildigi
esnada bu polimorfizminde géz Oniinde bulundurulmasi gerektigini O6nermislerdir

(65).

PAI-1 4G/5G polimorfizminin kanserli hastalarda tromboz gelisimine katkisi ile ilgili
cok az sayida ¢alisma mevcuttur. Sciacca ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada derin ven
trombozu veya pulmoner emboli goriilen yiiksek greydli gliomalarda genetik
polimorfizm bakilmis, norolojik hastaligi bulunanlar ve saglikli kisiler kontrol grubu
olarak alinmigtir. Caligma sonucunda gliomali hastalarda tPA ve PA-I seviyeleri diger
iki gruba gore yiiksek bulunmasma ragmen 4G/5G polimorfizmin sikligi kontrol
grubuna benzer oranda bulunmus olup tromboz gelisimine katkis1 olmadig1 sonucuna

vartlmistir (100).

Eroglu ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada kanseri ve trombozu bulunan 45 kisilik
hasta grubu ile kanseri olup trombozu bulunmayan 80 kisi ¢alismaya dahil edilmistir.
Yas, cins, kanser tipi ve performans durumu birbirine benzer olan her iki grubun
genetik analiz sonucunda kanseri ve trombozu olan grubta 10 (%22,2) kiside
homozigot mutant ve 30 (%66,7) kiside heterozigot mutant saptanmistir. Trombozu

olmayan kanser grubunda ise 33 (%41,25) kiside homozigot mutant ve 41(%51,25)
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kiside ise heterozigot mutant saptanmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmamis ve kanserli hastalarda PAI-1 4G/5G polimorfizminin tromboz gelisimine

katkis1 olmadig diistiniilmiistiir (99).

Bizim c¢aligmamizda da yukaridaki sonuglara benzer sonuglar alinmistir. Trombozu
bulunan kanserli grubta 56 (%35,4) kiside heterozigot mutant saptanirken 11 (%7)
kiside homozigot mutant gozlendi. Trombozu olmayan kanser grubunda ise bu oranlar
sirastyla 57 (%42,5) ve 11 (%8,2) 1di. Her iki grub arasindaki bu fark istatistiksel
olarak anlamli degil idi (p=0,362). Alt grup analizlerinin sonuglarida birbirine benzerdi
ve istatistiksel olarak fark yok idi. Biz PAI-1 4G/5G polimorfizminin daha genis
serilerde arastririlmasi1 uygun gormekle birlikte kanser hastalarinda tromboz

gelisimine katkis1 olmadigini diisiinmekteyiz.

Frost ve arkadaslar1 tarafindan MTHFR geninde tanimlanan (C677T) polimorfizmi
mutasyon bakimindan homozigot olan bireylerde yiiksek plazma homosistein seviyesi
vardir ve boylece hem arteriyel hemde vendz tromboembolizme yatkinlik olusturur
(42). Bu polimorfizmin kardiyovaskiiler hastaliklar, noral tiip defektleri,
serebrovaskiiler hadiselerde Onemli oranda risk artisina neden olabilecegi

gosterilmistir (111).

Kanserli hastalarda bu polimorfizmin tromboz gelisimine katkisi ile ilgili az sayida
calisma mevcuttur. Ramacciotti ve arkadaslarinin tombozu olan ve olmayan kanserli
hastalarda yaptig1 calismada MTHFR C677T polimorfizmi trombozu olan grupta
%53,1 oraninda saptanirken trombozu olmayan grupta ise %60,5 oraninda
bulunmustur. Istatistiksel olarak anlamli bulunmayan bu sonuca gére kanserli

hastalarda tromboz gelisimine katkis1 olmadig1 diistintilmiistiir (90).

Sciacca ve arkadaglarinin  yiiksek greydli gliomalarda yaptig1 ¢alismada
degerlendirilen bir bagska polimorfizmde MTHFR C677T olup, digerleri gibi bu

hastalarda tromboza katkis: iligkilendirilememistir (100).

Pihusch ve arkadaslarimin gastrointestinal kanserlerde tromboz gelisimi {izerine

yaptiklart gen polimorfizm c¢alismalarinda MTHFR C677T’nin homozigot mutanti
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degerlendirilmistir. Caligma sonucunda kanser iligkili tromboz gelisimine katkist

olmadig1 gosterilmistir (95).

Lipay ve arkadaslarinin tedavi esnasinda tromboz gelisen kanserli ¢ocuk hastalarda
gen polimorfizmi g¢alisilmistir. Yapilan analiz sonucunda MTHFR C677T’nin hem
hasta grubunda hemde kontrol grubunda benzer oranda bulundugu gosterilmistir
(swrastyla %47,4 ve %55). Boylece bu polimorfizmin kanser iligkili tromboza katkisi

olmadigi bildirilmistir (112).

Bununla birlikte Schiavon ve arkadaslarmin bildirdigi bir vaka sunumunda 5-
Fluorouracil (5-FU) bazli adjuvan kemoterapi almakta olan bir kolon kanserli vakada
rekiirren tromboflebit geligsmesi iizerine yapilan genetik analizde MTHFR C677T nin
heterozigot mutantina rastlanmistir. Homosistein seviyelerini artiran 5-FU gibi
antimetabolit ajanlarin kullanildigi rejimlerde bu polimorfizmin tromboz gelisimine

katkis1 oldugu diistintilmiistiir (113).

Bizim calismamizda ise kanseri ve trombozu olan hasta grubunda 48 (%30,4) kiside
heterozigot ve 15 (%9,5) kiside homozigot mutant ve trombozu olmayan kanser
grubunda 24 (%17,9) kiside heterozigot mutant ve 12 (%9) kiside homozigot mutant
saptanmistir. Her iki grup arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0,04). Ayrica degerlendirilen alt grub analizinde gastrointestinal kanserlerde
trombozu olan grupta 22 hastada heterozigot mutant ve 4 hastada homozigot mutant
saptanirken, trombozu olmayan grupta ise 8 hastada heterozigot ve 6 hastada
homozigot mutanta rastlandi. Bu iki alt grup arasindaki fark istatistik olarak anlamli

idi (p=0,028).
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7. SONUCLAR

1. MTHFR C677T polimorfizminin analizi sonucunda; trombozu bulunan hasta
grubunda normal genotipli kisi sayis1 95 (%60,1), heterozigot genotipli kisi sayis1 48
(%30,4) ve homozigot genotipli kisi sayist 15 (%9,5) iken kontrol grubunda ise
strastyla normal genotip 98 (%73,1), heterozigot genotip 24 (%17,9) ve homozigot
genotip 12 (%9) kiside bulundu. Trombozu olan hasta grubunda bu polimorfizmler
daha yliksek bulunurken bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (P=0,04). Alt
grup analizinde ise trombozu olan ve olmayan grup karsilastirilmis gastrointestinal

kanserlerde bu fark istatistik olarak anlamli bulunmustur (P=0,028).

2. Protrombin G20210A polimorfizminin analizi sonucunda; trombozu bulunan hasta
grubunda 146 (%92,4) kiside normal genotip, 11(%7) kiside heterozigot genotip ve
1(%0,6) kiside ise homozigot genotip saptandi. Kontrol grubunda ise 130 (%97)
kiside normal genotip, 4 (%3) kiside heterozigot genotip saptanirken higbirinde
homozigot genotip gézlenmedi. Her iki grub arasindaki bu fark istatistiksel olarak
anlaml degildi(P=0,12). Alt grup analizinde de istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamadi (P>0,05).

3. Faktor V Leiden G1691A polimorfizminin analizi sonucunda; trombozu olan hasta
grubunda normal genotipli kisi sayist 109 (%69) iken, heterozigot genotip 48
(%30,4) kiside ve homozigot genotip 1(%0,6) kiside tespit edilirken kontrol
grubunda 101(%75,4) kiside normal genotip, 32 (%23,9) kiside heterozigot genotip
ve 1(%0,7) kiside homozigot genotip saptandi. Bu iki grup arasinda istatistiksel
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olarak anlaml fark yoktu(P=0,462).Alt grup analizinde de gruplar arasinda anlaml
fark gozlenmedi (P>0,05).

4. PAI-1 4G/5G polimorfizminin analiz sonucunda; trombozu olan hasta grubunda
normal genotipli kisi sayis1 91(%57,6), heterozigot genotipli kisi sayis1 56 (%35.,4)
ve homozigot genotip ise 11(%?7) kiside saptandi. Trombozu olmayan grupta ise 66
(%49,3) kiside normal genotip, 57(%42,5) kiside heterozigot genotip ve 11(%8,2)
kiside ise homozigot genotip saptandi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark yoktu(P=0,362). Alt grup analizinde ise trombozu olmayan kontrol grubunda bu
polimorfizm istatistiksel olarak daha yliksek oranda bulundu(P=0,044).

Sonug olarak, literatiirde kanserli hastalarda tromboz gelisimi ile ilgili genetik
polimorfizm calismalar1 az sayida olmakla birlikte bu calismalarin sonuglarida
birbirleri ile c¢elismektedir. Bizim c¢alismamizda Faktor V Leiden G1691A,
Protrombin G20210A, ve PAI-1 4G/5G polimorfizmlerinin kanserli hastalarda
tromboz gelisimine katkisi olmadigi, bununla birlikte MTHFR C677T nin tromboz
gelisimine neden olabilecegi diisliniilmiistiir. Kanser hastalarinda tromboza yatkinlik
olusturan edinsel ve genetik faktorlerin ayrintili bigimde ortaya konmasi ve bu
calismadaki sonuglarin bagka caligmalarla desteklenmesi halinde genetik yatkinligin

kanser hastalarinda tromboz gelismesinde rolii olup olmadigini ortaya koyacaktir.

61



KAYNAKCA

Greenberg CS, Orthner CL. Blood Coagulation and fibrinolysis. In
Wintrobe’s Clinical Hematology, 10th edition (eds: G.Richard Lee, John
Foesrster, John Lukens, Frixos Paraskevas, John P Greer, George M Rodgers)

Lippincott Williams&Wilkins, Philadelphia, page:684-764.
Dahlbick B. Blood coagulation. Lancet 2000;355:1627-32.

Esmon CT. Blood Coagulation. In Nathan and Oski’s Hematology of Infancy
and Childhood, 5th edition (eds: David G Nathan, Stuart H Orkin) WB
Saunders Company, Philadelphia, page:1531-1556.

Bauer KA, Zwicker JI. Natural Anticoagulants and the Prethrombotic State.
In Handin RI, Lux SE, Stossel TP (eds.): Principles and Practice of
Hematology, second ed, 2003, Lippincott Williams & Wilkins, Chap 42.

Rezaie AR, Cooper ST, Church FC, Esmon CT. Protein C Inhibitor Is a
Potent Inhibitor of the Thrombin-Thrombomodulin Complex. J Biol Chem
1995; 270: 25336-25339.

Monkovic DD,Tracy PB. Functional characterization of human platelet-
released factor V and its activation by factor Xa and thrombin. J Biol Chem

1990;265:17132-17140.

Chrobak L, Dulicek P. Resistance to activated protein C as pathogenic factor

of venous thromboembolism. ACTA MEDICA 1996; 39: 55-62

Arnljots B; Dahlbiack B. Antithrombotic Effects of Activated Protein C and
Protein S in a Rabbit Model of Microarterial Thrombosis. Arterioscler
Thromb Vasc Biol 1995;15:937-941.

Rodgers GM. Thrombosis and antithrombotic therapy. In Wintrobe’s Clinical
Hematology, 10th edition (eds: G.Richard Lee, John Foesrster, John Lukens,

62



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Frixos Paraskevas, John P Greer, George M Rodgers) Lippincott
Williams&Wilkins, Philadelphia, page:1781-1820.

Thomas DP, Roberts HR. Hypercoagulability in Venous and Arterial
Thrombosis. Ann Intern Med 1997;126:638-644.

Manci Z. Ocak 2000-Aralik 2005 tarihleri aras1 Erciyes Universitesi Gogiis
Hastaliklar1 servisinde yatarak tedavi goren pulmoner tromboembolili
hastalarin edinsel ve genetik risk faktorleri agisindan retrospektif incelenmesi.

Gogilis Hastaliklar1 Uzmanlik Tezi, Kayseri 2007.

De Stefano V, Finazzi G, Mannucci PM. Inherited thrombophilia:
pathogenesis, clinical syndromes, and management. Blood 1996;87:3531-

3544.

Dahlbiack B, Carlsson M, Svenson PJ. Familial thrombophilia due to a
previously unrecognized mechanism characterized by poor anticoagulant

response to activated protein C: prediction of a cofactor to activated protein

C. Proc Natl Acad Sci USA 1993;90:1004-1008.

Bertina RM, Koeleman BPC, Koster T. Mutation in blood coagulation factor
V associated with resistance to activated protein C. Nature 1994;369:64-67.

Goodnight SS, Griffin JH. Hereditary thrombophilia. In Williams
Hematology Textbook, Sixth edition (ed: Ernest Beutler) McGraw Hill
Medical Publishing, 2001, page: 1697-1714.

Poort SR, Rosendaal FR, Reitsma PH, Bertina RM. A Common Genetic
Variation in the 3’-Untranslated Region of the Prothrombin Gene Is

Associated With Elevated Plasma Prothrombin Levels and an Increase in

Venous Thrombosis. Blood 1996;88:3698-3703.

Bertina RM. Genetic aspects of venous thrombosis. Eur J Obstet Gynecol

Reprod Biol 2001;95:189-192.

Bucciarelli P, Rosendaal FR, Tripodi A, et al. Risk of venous
thromboembolism and clinical manifestations in carriers of antithrombin,
protein C, protein S deficiency, or activated protein C resistance. Arterioscler

Thromb Vasc Biol 1999;19:1026-1033.

63



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Nachman RL, Silverstein R. Hypercoagulable state. Ann Intern Med
1993;119:819-827.

Lane DA, Grant PJ. Role of hemostatic gene polymorphisms in venous and

arterial thrombotic disease. Blood 2000;95:1527-1528.

Salomon O, Steinberg DM, Zivelin A, et al. Single and combined
prothrombotic factors in patients with idiopathic venous thromboembolism.
Prevalence and risk assessment. Arterioscler Thromb Vasc Biol 1999;19:511-

518.

Kyrle PA, Mannhalter C, Béguin S, et al. Clinical Studies and Thrombin
Generation in Patients Homozygous or Heterozygous for the G20210A
Mutation in the Prothrombin Gene. Arterioscler Thromb Vasc Biol

1998;18:1287-1291.

Brodmann M, Renner W, Stark G, et al. Coinheritance of factor V Leiden and
prothrombin 20210A in an Austrian family as cause for early onset of venous

thromboembolism. Thromb Res 2001;101:421-422.

Grossmann R, Schwender S, Geisen U, Schambeck C, Merati G, Walter U.
CBS 844ins68, MTHFR TT677 and EPCR 4031ins23 genotypes in patients
with deep-vein thrombosis. Thromb Res 2002;107:13-15.

Varela MLI, Adamczuk YP, Forastiecro RR, Martinuzzo ME, Cerrato GS,
Pombo G, Carreras LO. Major and potential prothrombotic genotypes in a

cohort of patients with venous thromboembolism. Thromb Res

2001;104:317-324.

Amitrano L, Brancaccio V, Guardascione MA, et al. High prevalence of
thrombophilic genotypes in patients with acute mesenteric vein thrombosis.

Am J Gastroenterol 2001;96:146-149.

Bertina RM. Factor V Leiden and other coagulation factor mutatinos

affecting thrombotc risk. Clin Chem 1997;43:1678-1683.

Kapur RK, Mills LA, Spitzer SG, Hultin MB. A prothrombin gene mutation
is significantly associated with venous thrombosis. Arterioscler Thromb Vasc

Biol 1997;17:2875-2879.

64



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

De Stefano V, Chiusolo P, Paciaroni K, et al.Prothrombin G20210A Mutant
Genotype Is a Risk Factor for Cerebrovascular Ischemic Disease in Young

Patients. Blood 1998;91: 3562-3565.

De Stefano V, Martinelli I, Mannucci PM, et al. The Risk of Recurrent Deep
Venous Thrombosis among Heterozygous Carriers of Both Factor V Leiden

and the G20210A Prothrombin Mutationi. N Engl J Med, 1999;34:801-806.

Gouin-Thibault I, Arkam R, Nassiri S, et al. Markers of activated coagulation
in patients with factor V Leiden and/or G20210A prothrombin gene mutation.
Thromb Res 2002;107:7-11.

Rosenblatt DS. Metyhlenetetrahydrofolate reductase. Clin Invest Med 2001; 24: 56-
59.

Homberger G, Linnebank M, Winter C, et al. Genomic structure and
transcript variants of the human metyhlenetetrahydrofolate reductase gene.

Eur J Hum Gen 2000; 8: 725-729.

Bagley PJ, Jacob S. A common mutation in the Metyhlenetetrahydrofolate
reductasegene is associated with an accumulation of formylated

tetrahydrofolates in red blood cells. Med Sci 1998; 95: 13217-13220.

Weisberg I, Tran P, Christensen B, et al. A second genetic polymorphism in
metyhlenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) associated with decreased
enzyme activity. Mol GenetMetab 1998; 64: 169-172.

Stern LL, Bagley PJ, Rosenberg IH, et al. Conversion of 5-
formyltetrahydrofolic acid is unimpaired in folate-adequate persons
homozygous fort he C677T mutation in the metyhlenetetrahydrofolate
reductase gene. JNutr 2000; 130: 2238-2242.

Goyette P, Pai A, Milos R, et al. Gene structure of human Mouse
metyhlenetetrahydrofolate reductase (MTHFR). Mammalian Genome 1998;
9: 652-656.

Botto LD, Yang Q. 5,10-metyhlenetetrahydrofolate reductase gene variants
and congenital anomalies. Am JEpidemiol 2000; 151: 862-877.

65



39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

Seli SM, Lugemwa PR. Development of a highly accurate, rapid PCR-RFLP
genotyping assay for the metyhlenetetrahydrofolate reductase gene. Genet Test

1999; 3: 287-289.

Tas¢ioglu N. Gastrointestinal Sistem Kanserlerinde Metilentetrahidrofolat
Rediiktaz Geni 677C->T, 1298 A->C ve Metiyonin Sentetaz Geni 2756 A->G
Polimorfizmlerinin incelenmesi. Yiiksek Lisans Tezi, Erciyes Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisii, Kayseri 2005.

Fodinger M, Horl WH, Sunder-Plassman G. Molecular biology of 5,10-
methylenetetrahydrofolate reductase. JNephrol 2000; 13 (1): 20-33.

Lievers KJA, Boers GHJ, Verhoef V et al. A second common variant in
methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) gene and its relationship to
MTHFR enzyme activity, homocysteine and cardiovascular disease risk.

Journal of Molecular Medicine 2001.

Frosst P, Blom HJ, Milos R, et al. A candidate genetic risk factor for vascular
disease: A common mutation in methylenetetrahydrofolate reductase. Nat Genet

1995; 10: 111-113.

Sharp L, Little J. Polymorphism in genes involved in folate metabolism and
colorectal neoplasia: A HuGE Review Am J Epidemiol 2004; 159: 423-443.

Giile¢ S, Aras O, Akar E, et al. MTHFR gene polymorphism and risk of
prematiire myocardial infarction. Clinical Cardiology 2001; 24 (4): 281-4.

Haliloglu B. Aciklanamayan Tek Bir 3. Trimester Fetal Kayip Olgularinda Faktor
V Leiden ve Protrombin Gen Mutasyonlarinin Yeri. Uzmanlik Tezi, Zeynep
Kamil Kadin ve Cocuk Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi Kadin

Hastaliklar1 ve Dogum Klinigi, Istanbul 2004.

Griffin JH. Control of coagulation reactions. in: Beutler E, Lichtman MA.,

eds. VVilliams Hematology. 6th ed. McGraw-Hill, 2000:1435-49.

Beauchamp NJ, Daly ME, Hampton KKet al. High prevalence of mutation in
the factor V gene within the U.K. population: relationship to activated protein C
resistance and familial trombosis. British Journal of Hematology 1994; 88:

219-22.

66



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

Ozbek U, Tangiin Y. Frequency of factor V Leiden (Arg506Gln) in Turkey. Br J
Haematol 1997; 97: 504-5.

Zoller B, Berntsdotter A, de Frutos PG, Dahlbiack B. Resistance to activated
protein C as an additional genetic risk factor in hereditary deficiency of

protein S. Blood 1995;85:3518-3523.

Martinelli I, Mannucci PM, De Stefano V, et al.Different risks of thrombosis
in four coagulation defects associated with inherited thrombophilia: a study

of 150 families. Blood. 1998;92(7):2353-2358.

Svensson PJ, Dahlbédck B. Resistance to activated protein C as a basis for

venous thrombosis. N Engl J Med 1994;330:517-522.

Goodnight SS, Griffin JH. Hereditary thrombophilia. In Williams
Hematology Textbook, Sixth edition (ed: Ernest Beutler) McGraw Hill
Medical Publishing, 2001, page: 1697-1714.

Rosendaal FR, Koster T, Vandenbroucke JP, Reitsma PH. High risk of
thrombosis in patients homozygous for factor V Leiden (activated protein C

resistance) Blood 1995;85:1504-1508.

Cattaneo M, Chantarangkul V, Taioli E, Santos JH, tagliabue L. The
G20210A mutation of the prothrombin gene in patients with previous first
episodes of deep-vein thrombosis: prevalence and association with factor V
G1691A, methylenetetrahydrofolate reductase C677T and plasma
prothrombin levels. Thromb Res 1999;93:1-8.

Martinelli I, Bucciarelli P, Margaglione M, et al.The risk of venous
thromboembolism in family members with mutations in the genes of factor V

or prothrombin or both. Br J Haematol 2000;111:1223-1229.

Lensen RPM, Rosendaal FR, Koster T, et al. Apparent different thrombotic

tendency in patients with factor V Leiden and protein C deficiency due to

selection of patients. Blood 1996;88:4205-4208.

Price DT, Ridker PM. Factor V Leiden mutation and the risk for
thromboembolic disease. Ann Intern Med 1997;127:895-903.

67



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Meyer G, Emmerich J, Helley D, et al. Factor V Leiden and II 20210A in
patients with symptomatic pulmonary embolism and deep vein thrombosis.

Am J Med 2001;110:12-15.

Kalafatis M, Lu D, Bertina RM, Long GL, Mann KG. biochemical prototype
for familial thrombosis. Arterioscler Thromb Vasc Biol 1995;15:2181-2187.

Henry M, Chomiki N, Scarabin PY et al. Five frequent polymorphism of the
PAI-1 gene: lack of association between genotypes, PAI activity, and triglycerides
levels in a healthy population. Arterioscler Thromb Biol 1997; 17: 851-858.

Kohler HP, Grant PJ. Mechanisms of disease: plasminogen-activator inhibitor

type 1 and coronary artery disease. N Engl J Med 2000; 342: 1801-1972.

Dawson S, Wiman B, Hamsten A, et al. The two allele sequences of a
common polymorphism in the promoter of the plasminogen activator
inhibitor (PAI-1) gene respond differently to interleukin-1 in hepG2 celi. J Biol
Chem 1993; 268:10739-10745.

Yilmaz E, Akar E, Akar N. Effect of plasminogen activator inhibitor-1
4G/5G polymorphism in Turkish deep vein thromboembolic patients with and
without prothrombin 20210 G-A. Tiirk J Haematol 2004; 21(2): 83-86.

Tsantes AE, Nikolopoulos GK, Bagos PG, et al. Association between the
plasminogen activator inhibitor-1 4G/5G polymorphism and venous

thrombosis. A meta-analysis Thromb Haemost. 2007 Jun;97(6):907-13.

Sartori MT, Wiman B, Vettore S, et al. 4G/5G polymorphismof PAI-1 gene
promoter and fibrinolytic capacity in patients with deep vein thrombosis.

Thromb Haemost 1998; 80: 956-960.

Henry M, Chomiki N, Scarabin PY, et al. Five frequentpolymorphisms of the
PAI-1 gene: lack of association between genotypes, PAI activity, and
triglyceride levels in a healthy population. Arterioscler ThrombVasc Biol
1997; 17: 851-858.

Grubic N, Stegnar M, Peternel P, et al. A novel G/A and the 4G/5G
polymorphism within the promoter of the plasminogen activator inhibitor —1

gene in patients with deep vein thrombosis. Thromb Res 1996; 84:431-443.

68



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

Ridker PM, Hennekens CH, Lindpainter K, et al. Arterial and venous
thrombosis is not associated withthe 4G/5G lymorphism in the promoter of

the plasminogen activator inhibitor gene in a large cohort of US men.

Circulation 1997; 95: 59-62.

Green KB, Silverstein RL: Hypercoagulability in cancer. Hematol Oncol Clin
North Am;1092:499-530,1996.

Maly J, Blazek M, Blaha M, Pecka M: Changes in hemostasis in malignant
diseases Vnitr Lek; Jul, 48(7): 614-8, 2002.

Piccioli A, Prandoni P, Ewenstein BM, Goldhaber SZ: Cancer and venous

thromboembolism. Am Heart J 1996; 132: 850-855, 1996.

Rodger L, Bick, M.D: Cancer-Associated Thrombosis. NEJM; July 10,
Volume 349:109-111, 2003.

Hillen HF: Thrombosis in cancer patients. Ann Oncol;11 Suppl 3:273-6,
2000.

Greenberg CS, Orthner CL: Blood Coagulation And Fibrinolysis. Wintrobe’s
Clinical Hematology (Lee GR, Foerster J, Lukens J, Paraskevas F, Greer JP,
Rodgers GM), 10 th Edition, Volume 1, Williams and Wilkins, Baltimore,
Philadelphia, London. Pp 684-764,1999.

Wojtukiewicz MZ, Sierko E, Zimnoch L, Kozlowski L, Kisiel W:
Immunohistochemical localization of tissue factor pathway inhibitor-2 in

human tumor tissue. Thromb Haemost; Jul;90(1): 140-6,2003.

Mielicki WP: Biochemistry of cancer procoagulant. Haemostasis;31 Suppl

1:8-10, 2001.

Gouin-Thibault, Achkar A, Samarna MM: The Thrombophilic State in
Cancer Patients. Acta Haematol; 106:33-42,2001.

Paspatis GA, Sfyridaki A, Papanikolaou N, et al: Resistance to activated
protein C, factor V leiden and the prothrombin G20210A variant in patients
with colorectal cancer. Pathophysiol Haemost Thromb; Jan-Feb;32(1):2-7,
2002.

69



80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

Bajzar L: Thrombin activatable fibrinolysis inhibitor and an antifibrinolytic

pathway. Arterioscler Thromb Vase Biol; Dec;20(12):2511-8, 2000.

Meijers JC, Oudijk EJ, Mosnier LO, et al.: Reduced activity of TAFI
(thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor) hi acute promyelocytic

leukaemia. Br J] Haematol; Mar;108(3):518-23, 2000.

Asherson  RA:  Antiphospholipid  antibodies, malignancies  and
paraproteinemias. J Autoimmun; Sep; 15(2): 117-22, 2000.

Haim N, Lanir N, Hoffman R, et al: Acquired activated protein C resistance
is common in cancer patients and is associated with venous

thromboembolism. Am J Med; Feb 1;110(2):91-96,2001.

De Lucia D, De Vita F, Orditura M,et al: Hypercoagulable state in patients
with
advanced gastrointestinal cancer: evidence for an acquired resistance to

activated protein C. Tumori; Nov-Dec;83(6):948-52,1997.

Sallah S, Wan JY, Nguyen NP: Venous thrombosis in patients with solid
tumors: determination of frequency and characteristics. Thromb Haemost;

Apr;87(4):575-9, 2002.

Yamamura T: Hematological disorders in patients with gastric cancer.

Nippon Geka Gakkai Zasshi; Jul;85(7):675-85,1984.

Joung S, Robinson B: Venous thromboembolism in cancer patients in

Christchurch, 1995-1999. N Z Med J; Jun 7,115(1155):257-60,2002.

Nussbaum RL, Mclnnes RR, Willard HF, Boerkoel III CF. Thomson and
Thomson Tibbi Genetik. Giines Kitabevi 2005 (6. bask1) 87-93,46, 33-35.

Elkiran T. Giillii iH: Kanser ve Tromboz. THOD;2(13):100-108, 2003.

Ramacciotti E, Wolosker N, Puech-Leao P, et al. Prevalence of factor V
Leiden, FII G20210A, FXIII Val34Leu and MTHFR C677T polymorphisms
in cancer patients with and without venous thrombosis. Thromb Res. 2003

Feb 15;109(4):171-4.

70



91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Kennedy M, Andreescu AC, Greenblatt MS, et al. Factor V Leiden,
prothrombin 20210A and the risk of venous thrombosis among cancer

patients. Br J Haematol. 2005 Feb;128(3):386-8.

Eroglu A, Ulu A, Cam R, Kurtman C, Akar N. Prevalence of Factor V 1691
G-A (Leiden) and prothrombin G20210A polymorphisms and the risk of

venous thrombosis among cancer patients. J] Thromb Thrombolysis. 2007

Blom JW, Doggen CJ, Osanto S, Rosendaal FR.Malignancies, prothrombotic
mutations, and the risk of venous thrombosis. JAMA. 2005 Feb 9;293(6):715-
22.

Ravin AJ, Edwards RP, A Krohn M, et al.The factor V leiden mutation and
the risk of venous thromboembolism in gynecologic oncology patients.

Obstet Gynecol. 2002 Dec;100(6):1285-9.

Pihusch R, Danzl G, Scholz M, et al. Impact of thrombophilic gene mutations
on thrombosis risk in patients with gastrointestinal carcinoma. Cancer. 2002

Jun 15;94(12):3120-6.

Otterson GA, Monahan BP, Harold N, et al. Clinical significance of the

FV:Q506 mutation in unselected oncology patients. Am J Med. 1996
Oct;101(4):406-12.

Mandala M, Curigliano G, Bucciarelli P, et al. Factor V Leiden and G20210A
prothrombin mutation and the risk of subclavian vein thrombosis in patients
with breast cancer and a central venous catheter. Ann Oncol. 2004
Apr;15(4):590-3.

Nussbaum RL, Mclnnes RR, Willard HF, Boerkoel III CF. Thomson and

Thomson Tibbi Genetik. Giines Kitabevi 2005 (6. baski) 87-93,46, 33-35.

Eroglu A, Ulu A, Cam R, Akar N.Plasminogen activator inhibitor-1 gene
4G/5G polymorphism in cancer patients. J BUON. 2007 Jan-Mar;12(1):135-
6.

Sciacca FL, Ciusani E, Silvani A, et al.Genetic and plasma markers of venous
thromboembolism in patients with high grade glioma. Clin Cancer Res. 2004
Feb 15;10(4):1312-7.

71



101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

Monreal M. Davant E. Trombotic complicationsof central venous catheters n

cancer patients.Acta Haematol 2001 ;106:69-72.

Koopman MW,Prandoni P,Piovella F, et al. Treatment of venous trombosis
with intravenous unfractionated heparin administered in the hospital as
compared with subcutaneous low molecular weight heparin administered at

home. N Eng J Med 1996;334:628-7.

Ozkan M: Kiigiik Hiicreli Akciger Kanserinde Kemoterapi ile Birlikte Diisiik
Molekiil Agirlikli Heparin Uygulamasinin Tedavi Cevabi, Progresyonsuz
Gegen Siire ve Yasam Siiresi Uzerine Etkisi. Dahiliye Uzmanlhk Tezi,

Kayseri 2000.

Togna G, Togna A, Franconi M, Caprino L. Cisplatin triggers trombosit
activation. Thromb Res 2000;99:503-9. Feb;23(1):31-4.

Levine MN, Hirsh J, Gent M et al. Double-blind randomized trial of a very
low-dose warfarin for prevention of thromboembolism in stage IV breast

cancer. Lancet 1994;343:886-9.

Grubic N, Stegnar M, Peternel P, Kaider A, Binder BR .A novel G/A and the
4G/5G polymorphism within the promoter of the plasminogen activator

inhibitor-1 gene in patients with deep vein thrombosis.Thromb Res. 1996 Dec

15:84(6):431-43.

Stegnar M, Uhrin P, Peternel P, et al. The 4G/5G sequence polymorphism in
the promoter of plasminogen activator inhibitor -1 (PAI-1) gene: relationship to
plasma PAI-1 level in venous thromboembolism. Thromb Haemost 1998; 79

(5): 975-979.

Ridker PM, Hennekens CH, Lindpaintner K, Stampfer MJ, Miletich
JP.Arterial and venous thrombosis 1s not associated with the 4G/5G

polymorphism in the promoter of the plasminogen activator inhibitor gene in

a large cohort of US men.Circulation. 1997 Jan 7;95(1):59-62.

Zoller, B., Garcia de Frutos, P. & DahlbaEck, B. A common 4G allele in the

promoter of the plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) gene as a risk factor

72



110.

111.

112.

113.

for pulmonary embolism and arterial thrombosis in hereditary protein S

deficiency. Thrombosis and Haemostasis 1998; 79: 802-807.

Segui R, Estelles A, Mira Y, et al. PAI-1 promoter 4G/5G genotype as an
additional risk factor for venous thrombosis in subjects with genetic

thrombophilic defects. British Journal of Haemotology 2000; 111: 122-128.

Bova I, Chapman J, Sylantiev C et al. The A677C methylenetetrahydrofolate

reductase gene polymorphism andcarotd atherosclerosis. Stroke 1999; 30: 2180-
2182.

Lipay NV, Dmitriev VV, Borisenok MB. Thrombotic complications during
cancer treatment in children. Exp Oncol. 2007 Sep;29(3):231-35.

Schiavon G, Vincenzi B, Santini D, Avvisati G, Tonini G.Recurrent
thrombophlebitis in a colon cancer patient with C677T heterozygous
genotype for MTHFR treated with 5-fluorouracil-based adjuvant
chemotherapy. Chemotherapy. 2004 Oct;50(4):194-5.

73



T.C.
ERCIVES UNIVERSITESI

TIP FAKULTESI DEKANLIGI'NA

Dr. lsmail KOCYIGIT e ait “Kanserli Hastalarda, Tromboz Gelismesinde Faltiir-
V Leiden, Metilentetrahidrofolat Rediiktaz, Protrombin Ve Plazminojen Aktivatir
Inhibitir Tip 1 Polimorfizmlerinin Roli" adli wemanlk tezi, jlrimiz tarafindan l¢
Hastahklan Ana Bilim Dali’nda Tipta Uzmanlhik Tezi olarak kabul edilmistir,

Tarih : 79129 12008

Imza

1 b
'.':"' ! r .
Baskan : R

.-mh'{ ;;ﬂ.f ,Iﬁ{mﬂ‘n' (f""""“'JL

III

&
Dos-Ar. y Ok

Uye

f
]

Uye . 14

4



