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Venoz Trombozlu Olgularda
Faktor V Leiden Mutasyonu Tasiyan
Risk Grubunun Saptanmasi

Determination of the Risk Group in Patients
with Venous Thrombosis

OZET Amag: Bu ¢aligmada, merkezimize venoz tromboemboli nedeni ile bagvuran olgularda Faktor V
Leiden mutasyonunun siklig1 incelenerek, mutasyon tasiyan tromboemboli riski yiiksek bireylerin
6nceden belirlenmesi ve ailelerine genetik danigma verilmesi hedeflenmistir. Gere¢ ve Yontemler:
Haydarpasa Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi, Genetik Hastaliklar Tan1 Merkezine Ocak-Agustos
2008 tarihleri arasinda vendz tromboz sikayeti nedeni ile bagvuran toplam 72 olgu Faktoér V Leiden
mutasyonu agisindan incelemeye alinmigtir. Olgular bilgilendirilmis ve onamlari alinmigtir. Tiim olgularin
aile agaglar1 degerlendirilerek ailelerinde etkilenen bireyler arastirllmistir. Olgularin periferik kan
6rneklerinden genomik DNA proteinaz K sindirimi yontemi kullanilarak izole edilmistir. Faktér V 1691.
niikleotid bolgesini i¢eren amplikonlar uygun primerler ile ¢ogaltilmis, RFLP yontemi kullanilarak enzim
kesimi sonrasi olugan {irtinler degerlendirilmistir. Bulgular: Olgularimizin %22 (n= 16)’sinin kronik renal
yetmezlik ve fistiil problemleri ile %17 (n= 12)’sinin derin ven trombozu ile %32 (n= 23)’sinin ise
serebrovaskiiler olay ile bagvuran ve geri kalan %29 (n= 21)’'unun da sik gebelik kayb1 olan olgulardan
olustugu tespit edilmistir. Tan1 merkezimizde yapilan molekiiler genetik analizler sonucunda Fakt6r V
Leiden mutasyonu agisindan 59 birey normal bulunmustur. Mutasyon saptanan 13 olgudan 4’iniin
homozigot, 9’unun ise heterozigot diizeyde oldugu belirlenmistir. Tiim olgularimiz i¢inde mutasyonu
tagima orani %18 olarak degerlendirilmistir. Mutasyon tasiyanlarin ailelerinde en az bir tromboz gegirmis
birey bulunma riski %23 olarak saptanmistir. Sonug: Yapilan bu ¢alisma, merkezimize bagvuran olgularda
molekiiler genetik analiz ve genetik danigma verilmesinin 6nemini ortaya ¢ikarmigtir. Daha biyitk
gruplarda trombofilinin incelenmesi ile risk tagiyan hedef kitlenin saptanmas1 miimkiin olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Ven6z tromboz, trombofili, Faktor V Leiden

ABSTRACT Objective: We aimed to investigate the frequency of Factor V Leiden mutation among venous
thromboembolism patients admitted to our center and we intended to detect the risk of thromboembolism
in mutation carrying family members by genetic counseling. Material and Methods: In this study a total of
72 patients with venous thrombosis admitted to Haydarpasa Numune Research and Training Hospital, Ge-
netic Diseases Diagnosis Center between January and August in 2008 were investigated for Factor V Lei-
den mutation. Patients were informed and their consents were obtained. All of the patients had pedigree
analysis and affected family members were investigated. Genomic DNA was isolated from peripheral blood
using proteinase K digestion method. Factor V gene, covering 1691. nucleotide region was amplified with
appropriate oligonucleotide primers and products were analyzed with RFLP method. Results: Twenty two
percent (n= 16) of the our patients had chronic renal disease with fistula problems, 17% (n= 12) had deep
venous thrombosis, 32% (n= 23) had cerebrovascular accidents and the remaining 29% (n= 21) had recur-
rent abortus. In our center, the molecular genetic analysis for Factor V Leiden mutation 59 revealed that
had a normal allele. Among the remaining 13 patients, 4 of them were detected as homozygote and 9 of
them as heterozygote for the mutation. Mutation carrier status was found 18% among all patients.The risk
of having at least one family member with thrombosis was 23% in mutation carrying patients’ family. Conc-
lusion: As a result of this study, the importance of molecular genetic analysis and genetic counseling for the
patients admitted to our center has been demonstrated. It could be possible to detect the target risk popu-
lation through investigation of thrombophilia in a larger study group.

Key Words: Venous thrombosis, thrombophilia, Factor V Leiden
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emostaz, damar hasar1 sonrasinda kapals,

yiiksek basingli dolagim sistemi i¢inde bii-

tinligi saglayan bir stiregtir. Damar du-
vari hasarlanip kanin damar digina sizmasi sonrasi,
hizla hasar bolgesine yerlesen kan bilesenlerindeki
hemostaz faktorleri onarim amaciyla karsilikl etki-
lesime baslarlar. Trombiisiin baslica yap: tas1 olan
dolagimdaki trombositler hasar bolgesine yerlesir-
ler ve doku fakt6riiniin agiga ¢ikmasiyla baglayan
pthtilagma siireci trombin ve fibrinin olusmasiyla
sona erer.!

Onemli bir koagiilasyon faktorii olan Faktor
V’in prokoagiilan etkinligi aktive protein C (APC)
tarafindan baskilanir. Protein C kesim bolgesini de-
gisime ugratan Faktor V Leiden mutasyonu
(G1691A), genin 1691. niikleotidinin guaninden
adenine degisimi sonucunda tek baz degisimi ile
gerceklesir ve kodladig: proteinin enzim kesim bol-
gesini degistirerek Fakt6r V proteininin piht1 olu-
sumundaki iglevinin sonlandirilamamasina yol
acar. Bu sekilde piht1 olusumunu tetikleyen neden-
ler ortadan kalksa da, tromboza yatkinlik olusur.
Sonugta Faktor V’in protein C tarafindan yetersiz
yikimi, pihtilagma riskinin homozigot bireyler ile
heterozigot bireylerde 6miir boyu artmasina neden
olur.!

Mutasyonun normal beyaz irkta bulunma sik-
1181 %5 iken, venoz tromboz geciren bireylerde ay-
n1 siklik %11-21’dir. Bir¢ok calismada derin ven
trombozu (DVT) geciren olgularda, mutasyon tasi-
yanlarda, tagimayanlara oranla tekrarlama riskinin
2.4-4.1 kat fazla oldugu tespit edilmistir.

Mutant genlerin bulunmasinin tromboza yat-
kinliga neden oldugu yoniindeki goriisler klinik
bulgularla desteklenmigtir."? Ayrica tromboz, kan-
ser olgularinda ikinci en sik 6liim nedenidir. Virc-
how tarafindan 19. yiizyilda ortaya atilan, damar
duvar1 hasari, staz ve kan kompozisyonundaki de-
gisiklikler ile 6zetlenen ti¢ mekanizmadan son iki-
si venoz trombozda etkindir. Artmig koagiilasyon
yatkinlig1 edinsel ve ailesel nedenlerle ortaya ¢ik-
maktadir. Ailevi artmis koagiilasyon yatkinlig: dii-
stintildiigiinde olgularda yasam boyu tekrarlayan ve
hayati tehlike iceren ventz tromboemboli riski bu-
lunur. Venoz trombozlu aile bireyi oykiisii varli-
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ginda, 45 yasindan geng olgularda, sik tekrarlayan
diistikler, erken dogum veya her ikisini yasayan ol-
gularda ve edinsel risk faktorlerini tasimayanlarda
ailesel trombofili diisiiniilmelidir.?

Tromboemboliye yol acan genetik nedenler
olan antitrombin III eksikligi, protein C ve S eksik-
ligi, Faktor V Leiden, Protrombin 20210, MTHFR
genleri mutasyonlar: ile pitht1 olusumuna zemin ha-
zirlayan edinsel nedenler [immobilizasyon, major
cerrahi, malignite, strojenler, antifosfolipid anti-
kor sendrom, miyeloproliferatif hastaliklar, hepa-
rine baglh trombositopeni (HIT), uzun hava
yolculugu, diyabet, hipertiroidizm] siklikla birlik-
te bulunduklarindan, olgunun ailesel trombofili
yoniinden hangi testlerle ve hangi zamanda deger-
lendirilmesi gerektigi, antikoagiilan tedavinin sii-
resinin degisip degismeyecegi ve aile bireylerinin
incelemeye alinip alinmayacag: konusunda karar
verilmesini gii¢lestirirler.?

Bu ¢aligmanin amaci, Genetik Hastaliklar Ta-
n1 Merkezimize bagvuran, tromboemboli yasayan
olgularin genetik risk faktorlerinden Faktor V Le-
iden mutasyonunun saptanarak ailelere verilen ge-
netik damisma ile fayda saglanabilecek risk
grubunun tanimlanmasidir.

I GEREC VE YONTEMLER

Bu kesitsel calisgmada, Ocak-Agustos 2008 tarihleri
arasinda merkezimize gebelik kaybi, kronik renal
yetmezlik, fistiil problemleri, serebrovaskiiler olay
ve DVT nedeni ile rutin olarak bagvuran 72 trom-
boemboli olgusundan (46 kadin, 26 erkek) bilgi-
lendirilmis onam alinarak, Faktor V Leiden mutas-
yon analizi yapilmis ve ailelerine genetik danis-
manlik verilmigtir. Caligma i¢in olgular bilgilendi-
rilmis ve onamlar1 alinarak etik kurulu kararina
bagvurulmustur.

Kan 6rnekleri EDTA’] tiiplere alinarak stan-
dart yontemler ile DNA ekstraksiyonu yapilmistir
(SDS ile pargalama, proteinaz K sindirimi, fenol/klo-
roform ekstraksiyonu ve etanol ¢oktiirme).

Faktor V 1691 bolgesi, multipleks polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile 20 mL sonug
hacimde 95°C’de 15 dakika denatiirasyonu takiben,
5 dongi 94°C’de 1 dakika, 63°C’de 1 dakika,
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RESIM 1: Agaroz jel goriintisti (homozigot normal v/v, heterozigot mutant VAv).

72°C’de 1 dakika ve 30 dongii, 94°C’de 30 saniye,
63°C’de 30 saniye, 72°C’de 30 saniye ve 72°C’de 5
dakika uzama islemleri ile ¢ogaltilmistir. PCR
drtinleri %2.5’lik agaroz jelde yiiriitiilerek deger-
lendirilmistir (Attomol, Almanya) (Resim 1). Mu-
tasyon tasityan bireylerde 146 baz ciftlik bir bant
bolgesi ve yabanil tip Faktor V bulunduranlarda ise
173 baz ciftlik bir bolge saptanmuigtir.

ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Mutasyonu tastyan ve tagimayan bireylerin yaslari,
serum degerleri ve ailedeki risk tasiyan birey say1-
lar1 degerlendirilmistir. SPSS 13.0 programi yardi-
miyla mutasyonu tasiyan ve tagimayan bireylerin
C-reaktif protein (CRP) degerleri normallik analizi
ile degerlendirilip varyanslarin homojenligi Lilie-
fors testi ile belirlenerek gruplar karsilagtirilmgtir.
Heterozigot ve homozigot olan bireylerde mutas-
yonu olmayanlara gére CRP ve sedimentasyon de-
gerleri ortalamalarn arasindaki farkin anlamlilig:
Student t-testi kullanilarak analiz edilmistir. Mutas-
yonu taslyan ve tagimayanlarin yaslari, ailelerinde
bulundurduklar etkilenen birey sayilari ve cinsiyet
dagilimi arasindaki farkliligin degerlendirilmesin-
de ki-kare testi kullanilmistir. p degerinin 0.05’ten
kiiciik oldugu durumlar istatistiksel olarak anlaml
kabul edilmistir.

I BULGULAR

Olgularimizin 16 (%22)’sinin kronik renal yetmez-
lik ve fistiil problemleri ile 12 (%17)’sinin DVT ile
23 (%32)iniin ise serebrovaskiiler olay ile basvu-
ran ve geri kalan 21 (%29)’inin sik gebelik kaybi
olanlardan olustugu tespit edilmistir. DVT geciren
12 olgunun 6’sinda ekstremitelerde, 1’inde pulmo-
ner ven bolgesinde, ve 2’sinde ise karacigerde ven
trombozu saptanmugtir. Tan1 merkezimizde yapilan
molekiiler genetik analizler sonucunda Faktdr V Le-
iden mutasyonu agisindan 59 birey normal bulun-
mustur. Geriye kalan 13 olguda mutasyon saptanmis

TABLO 1: Mutasyonu homozigot, heterozigot olarak taglyan ve mutasyon tagimayan olgularin 6zellikleri.

Faktor V Leiden
(mutant hasta)
(VIV) homozigot n= 4
(VIv) heterozigot n=9

n=13
Yas {yll) 305"
Cinsiyet (K/E) 8/5
Bagvuru sikayeti |, Il, IlI, 1V** 514113

Eslik eden hastalik
Trombozun etkiledigi bdlge Santral 2/periferik 11

1.52+0.6

C-reaktif protein

1 olguda DM, 2 olguda HT

Faktor V Leiden
(saglikli normal) (v/v)
homozigot Toplam
n=59 n=72
38+2 354+3
38/21 46/26
11/8/22/18 16/12/23/21
2 olguda HT 5/72***
Santral 22/periferik 37 Santral 24/periferik 48
07+04 0.85+0.5

* Ortalama yaninda verilen degerler standart sapmadir. ** I: Kronik renal yetmezlik ve fistll problemleri, II: Derin ven trombozu, IIl: Serebrovaskler olay, IV: Sik gebelik kaybr;
*** DM: Diabetes mellitus, HT: Hipertiroidizm; bu hastaliklari bulunduranlarin toplam sayisi verilmistir.
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olup bunlarin 4’iiniin homozigot, 9"unun ise hete-
rozigot diizeyde oldugu belirlenmigstir. Mutasyon
tasiyan, homozigot-heterozigot ve mutasyon sap-
tanmayan olgularin biyokimyasal ve demografik
ozellikleri Tablo 1’de goriilmektedir. Faktor V Lei-
den mutasyonu tagiyan bireylerin 3’{iniin ailesinde
en az bir tromboz olay1 olan birey &ykiisii not edil-
mistir. Heterozigot ve homozigot olan bireylerde
mutasyonu olmayanlara gére CRP ve sedimentas-
yon degerlerinin daha yiiksek oldugu (p< 0.05) bu-
lunmugtur. Faktor V Leiden i¢in homozigot olan 4
kisiden 1’inin DVT, 3’iniin tekrarlayan distik 6y-
kiisii oldugu anlagilmistir. Faktdr V Leiden hetero-
zigot olan bireylerin ise 5’inin kronik renal
yetersizlik hastas: olup fistiil trombozu ile 3’tiniin
DVT ile ve I'inin ise serebrovaskiiler olay ile bas-
vurdugu belirlenmistir.

I TARTISMA

Trombofilinin genetik nedenlerinin tespitinin
amaci, siiphesiz gevre faktorlerinin etkisiyle artan
riskin 6nceden belirlenmesini, dolayisiyla mortali-
te ve morbiditesi yiiksek olan tromboembolik olay-
larin onlenebilmesini saglamaktir. APC direnci
testi, Faktor V Leiden mutasyonu i¢in oldukca has-
sas ve spesifik bir test olmasina ragmen DNA bazlh
Faktor V Leiden analizi; diisiik degerdeki APC di-
rencinin Faktér V Leiden disindaki nedenlerinin
yani sira kuvvetli lupus inhibitorleri ve belirgin
olarak uzamig aPTT nin arastirilmasi, ¢ok diigitk
APC direnci test degerlerinin bulunmasi nedeni ile
heterozigotlarin tanimlanmasi ve sinirda APC test
degeri olanlarin incelenmesinin gerektigi olgularda
yapilmaktadir.>?

Beyaz irkta Faktor V Leiden mutasyon sikligi-
nin %5 civarinda ve homozigotluk oraninin da
1/5.000 oldugu bildirilmistir. Farkl popiilasyonlar-
da farkli prevalans degerleri bulunmustur. Nitekim
prevalans, analiz edilen olgularin popiilasyonuna
gore degismektedir. ilk kez DVT geciren olgularin
yaklagik %15-20’sinde ve tekrarlayan venoz trom-
boembolisi veya 6strojen ile iligkili trombozu olan
olgularin %50’sinde Faktor V Leiden mutasyonu-
na rastlanmistir.*”

Bizim ¢aligma grubumuzda mutasyon tagima
orani DVT’li olgularda %33, serebrovaskiiler olay

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2009;29(6)

gecirenlerde %4, kronik renal yetersizlikli tromboz
gecirenlerde %31 ve sik tekrarlayan diisiigii olan
kadinlarda %14 olarak bulunmustur.

Aile bireylerinin test ile degerlendirilmesinin
gerekliligi tartismali olsa da, Noboa ve ark. Faktor
V Leiden’li olgularin yakinlarinin %7-12’sinde,
mutasyon tagimayan vendz trombozlu olgularin ise
%2-3’tinde vendz trombozun bulundugunu sapta-
muslardir.® Bizim ¢aligmamizda ise Faktor V Leiden
mutasyonu tasityan olgularimizin %23’tiniin aile bi-
reylerinin en az birinde tromboembolizm gelistigi
dikkati ¢cekmigtir. Bu sonug, Martinelli ve ark.’nin
bu mutasyonlar: tagiyan olgularin aile bireylerin-
den olan 1.076 kisi tizerinde yaptiklari ¢alismada
elde ettikleri %17.1 oranindan yiiksektir.>® Akra-
ba evliligi sikliginin yiiksek, olgu sayimizin ise az
olmasinin bu sonugta etkisi oldugunu diistinmek-
teyiz.

Heterozigot tasiyicilarin hayatlar1 boyunca
tromboemboli gecirme risklerinin %10 oldugu tes-
pit edilmistir.” Trombotik olaylarin %50’si 6zellik-
le gebelik gibi diger risk faktorleri ile iligkili
bulunmustur. Caligma grubunda serebrovaskiiler
olay geciren 7 kisinin diyabet hastas1 olmasi, bu
grupta genetik faktorlerden ¢ok, tromboemboli i¢in
edinsel faktorlerin etkin oldugunu ortaya koymus-
tur. Uc degisik caligmada Faktér V Leiden mutas-
yonu tasiyanlarin aile bireylerinde de tromboz
oykiisit bulundugu anlagilmigtir. Bu kisilerin venoz
tromboz insidansinin birinci dereceden yakinla-
rinda yillik %1.7 olmasi, aile 6ykiisiiniin tromboz
icin risk faktorii oldugunu gostermistir.®'° Bu ne-
denle aile bireylerinin test ile degerlendirilmesinin
ayr ayri, kisiye 6zgl olarak yapilmasi gerekmek-
tedir. Faktor V Leiden mutasyonu tagiyan olgula-
rimizin %23’iniin aile bireylerinin en az birinde
tromboembolik olay oldugu belirlenmistir. indeks
olgulardan yola ¢ikilarak ailede tromboz riskinin
belirlenmesi ile mutasyon tasiyan bireylerin pato-
lojiyle karsilasmadan kontrol altina alinabilmesi

miimkiin olabilmektedir.'>!2

0 SONUC

Faktor V Leiden mutasyonu taramasi ile bu defekt
tanimlandiginda, yiiksek riskli olgularda, antiko-
agiilasyon profilaksisinin ve acil tibbi bakimin ge-
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rektigi durumlarin 6nceden saptanabilmesi i¢in
bu olgu grubuna genetik danigma verilmesi yarar-
1 olacaktir. Ancak ailelerin, Faktor V Leiden al-

tromboz olusumunun kesin gostergesi olmadigini
ve vendz trombozun klinik olarak ayni ailede
farkli tablolarla geligebilecegini bilmesinde yarar

yer C, Nowak E, Mottier D, Oger E; EDITH
Collaborative Study Group.Family history as
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thrombophilia testing help in the clinical man-
agement of patients? Br J Haematol 2008;
143(3):321-35.

lel varliginin bir risk faktorii olmakla birlikte vardir.
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