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Trombotik Risk Degerlendirmesi
Sik Rastlanan, Tedavi Edilebilir Genetik Bir Hastalik I¢in
Molekiiler ve Konvansiyonel Testler*®
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Venoz tromboemboli (VTE) oldukga sik goe-
lenmektedir. Yilda her 1000 kigiden yaklasik birini
ctkilemekte, 60,000 kisinin dlimiine neden olmakta
ve tiim bir yasam boyunca klinik prevalans: yaklagik
% 5 civannda bulunmaktadir (1,2). Son zamanlara
kadar up diinyas1 trombofiliyi genetik bir hastalik
olarak gdrmiiyordu. Fakat bugiin, birkag gende spe-
sifik genetik defektlerin belirlendifi ortuk bir has-
talifan en iyi drneklerinden hirini olugturmaktadir,
Gergekte, tim VTE vakalanimn yansina yakini en az
bir genetik mutasyon sonucu geligmektedir. Dijter
genellikle tedavisi olmayan klasik  genetik  has-
tahiklanin tersine VTE'nin antikoagiilan tedavisi sa-
dece semptomatik olaylann tedavisinde degil aym
zamanda yliksek rckiirren riskli  hastalarda  ge-
ligebilecek olaylann dnlenmesinde de etkilidir,

Trombofili olarak bilinen hiperkoagiile durum,
koagiilasyon veya antikoagiilasyon gelalesinde yer
alan bir veya birkag diyedeki kalitsal veya akkiz de-
fektler sonucu geligir. Bu defekiler sonugta alt eks-
tremitelerin derin ven trombozu, pulmoner emboli
ve/veya sekellerine yol agar. VTE gegiren fakal
rombuofilisi olmayan hastalarla kargilastinldiginda,
hiperkoagiile hastalarda, V'I'E daha geng yvaglarda (45
yagindan Gnce) ortaya gikar, tekrarlayier Seellikiedir,
pozitif aile hikayesi vardir, emboli olagan dis1 ana-
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tomik bélgelerde (screbral. mezanterik veya vena
cava venleri) gelisir ve spontan olaylar bilinen bir
eksternal provokasyonun cikisi olmadan (veya mi-
nimal) géelenir.

Tip dinyast VTE igin gesitli akkiz risk faktorleri
belirlemigtir. Bu  akkiz pro-trombotik riskler ge-
nellikle reverzibl oldufu igin kalici, irreverzibl ka-
litsal rombotik risk faktSrlennden ayirt edilmeleri
gerekmektedir. Antikoagillan tedavinin siiresi ve
dozu trombotik provokasyonun kahor veya gegici
olmasina gére diizenlenmektedir. Bu nedenle, akkiz
ve/veya kalitsal risk faktrlerinin spesifik laboratuvar
testlerivle arastinlmasi gok sik rastlanan bu has-
talifin uygun bir sekilde takibi igin gereklidir,

Trombofilinin Kalitsal Nedenleri

Trombaofilik hastalann % 60 kadannda hastahikla
iliskili olan alt biyik genetik defgiklikien bir veya
birkagi bulunur. Ve son alu yilda arastirmacilar
trombaofilide rol oynayan dg yeni ortak gen be-
liflemislerdir: fakwér V., protrombin ve MTHFR.
Bugiin kalitsal trombofilili tiim vakalarn yansindan
fazlasinda bu genlerde defektler belirlenmigtir, Bu
genlerin her birindeki mutasyonlar, iyl korunmug, tek
nilkleotidli yer degistirmeler olup DNA ¢aligmalan
trombotik riski belirlemede giin gegtikge artmaktadir,
Bununla beraber, antikcagilan proteinlerdeki -
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antitrombin III, protein C ve protein S- defektlerin
toplamu tiim VTE'i hastalann % 10'undan daha azin
olugturmalarina ragmen daha fazla tamnmaktadir,
Buna ragmen bu testler, klinik trombofili arag-
tirmalaninda toplumda daha sik goriilen fakat daha az
taninan faktér V Leiden defektinden daha fazla is-
tenmektedir. Laboratuvar test uygulamalanindaki bu
celigki gostermekiedir ki laboratuvar uzmanlan, bu
hastalann biyik g¢ogunlufunu takip eden kli-
nisyenlere daha ctkin laboratuvar damgmanhk hiz-
meti sunmalan gerekmekredir.

Daha dnceden bahsedilen genctik defektlenn ter-
sine, protein C, protein S ve antitrombin 1il'deki
rrombofilik genetik  degigiklikler oldukca  he-
terojendir. Biylece DNA mutasyon testleri teknik
olarak komplekstir ve klinik uygulamada nadiren ya-
pilmaktadir. Bunun yerine, laboratuvarlar fonk-
siyonel kromojenik veya pihtilagmaya dayal test-
lerle protein C, protein § ve antitrombin LIl ye-
tersizliklerini degerlendirmelidir. Bu anukoagilan
proteinler igin immunolojik gahigmalar ihtiyatla uy-
gulanmalidir ¢iinkii, bazi mutasyonlarda fonksiyonel
olmayan proteinler iiretilehilmektedir .

Faktiir V Leiden (R506Q) ve Aktive Protein C
Rezistans

1993 yilindan once kahisal trombofilinin in-
celenmesi protein C, protein § ve antitrombin [l'iin
fonksiyonel testleriyle simrhydi, fakat testlerle be-
lirlenen anormal sonuglar VTE'L hastalann sadece
% Tsini olugluruyordu (3). Trombofilinin la-
boratuvar degierlendirmesinde  Dahlback ve ar-
kadaslanimin yeni ve gok sik rastlanan bir kalitsal
trombofilik sendromu  belirlemeleriyle yeni bir
disnem basladi: aktive protein C'ye (APC) kargi he-
rediter rezistans. APC aktive olmus pihulagma fak-
torleri V ve VIITi pargalamakia ve inaklive ede-
bilmektedir. Aragtirmacilar, ortama APC ilave ede-
rek ve etmeyerck aktive parsiyel tromboplastin za-
mam  (aPTT) oramm  Slgerek bozukluju  de-
gerlendirmiglerdirler (4). Kisa siire sonra, Bertina ve
arkadaglan APC rezistansinin sorumlusunun fakisr
V geninin 1691 niikleotidinde tek, iyi korunmug bir
G—A mutasyonu oldugunu kegfeuiler (5). Sonugta
olusan aminoasitteki yer degigtirme -506. sirada yer
alan glutamin yerine arginin- faktdr V'in APC ta-
rafindan taninan, parcalanan ve inaktive edilen bol-
gesinde lokalizedir. Siklikla faktir V Leiden olarak
bilinen R506Q mulasyonu pihtilasma faktrinin

inaktivasyonunda bir yetersizlik olugturarak trom-
boza egilimi arurmaktadir. Protein C, protein S ve
antitrombin 111 yetersizlikli hastalardaki genetk he-
terojenitenin tersine, APC rezistanshlann % 95'inden
fazlasinda benzer fakior V R5060Q mutasyonu var-
dir.

Kesfedildikten kisa siire sonra faktor V Leiden'in,
en sik gozlenen kalitsal trombofili nedeni oldugu an-
laildh: VTE hastalanmn yaklagik % 20'sinde, fa-
milyal veya rekiirren VTE'lilerin yansina yakininda
ve genel U.S popilasyonunun % 3-Tsinde bu-
lunmaktadir. Avrupa disi toplumlarda gok daha az
rastlanmaktadir, Tromboz riski, heterozigot faktor V
leiden tagiyicilannda 3.7 kat, homozigot ta-
siyicilarda ise 50-100 kat artnugur. Cok yiksck
prevalans gostermesi nedeniyle APC  rezistans,
rombofili galigmasina giren tim hastalarda arag-
urilmahidir.

APC rezistansi tarama tesli, ekzojen APC'nin
varhfinda ve yoklugunda ¢ahsilan aPTTnin bir
oramindan ibarettir ve % 100'e yakin sensilivite ve
spesifiteye sahiptir. APC rezistanstun dogrulama
testi olan faktor V Leiden mutasyon analizi, diguk
veya sinirda APC rexistansi sonucu elde edilen tim
hastalarda, heterozigot ve homozigot formlan aynl
etmek icin gahgilmahdir. Bu mutasyonu belirlemek
igin bir PCR metodu kullamimaktadir (6).

Trombofilinin klinik dejierlendirmesindeki roline
ilave olarak faktiir V Leiden DNA testi risk alundaki
asemptomatik aile iiyclerinin incelenmesinde tercih
edilen metoddur. Asemptomatik fakior V Leiden ta-
siyicilarinin akrabalarina tromboz hikayeleri ol-
madif1 siirece antikoagiilan tedavi uygulanmamakla
birlikte, cerrahi girigim, gebelik, oral kontraseptif kul-
lanimi veya uzun stireli hareketsizlik gibi artmig spe-
sifik risk penyodlanindan Snce antikoagiilan pro-
filaksisi uygulanmasi y&niinden degerlendinimelidir.

Protrombin G20210A Mutasyonu

Protrombin (faktir II) genindeki bir mutasyon
ikinci sikhikta gorilen kalisal trombofili nedenidir,
1996'da tammlanmig olup protrombin geninin -
untransle bolgesinde 20210 niiklectidinde iyi ko-
runmus, G—A tck baz-gifti yer degigimi olus-
maktadir (7). Tagiyicilarda yiksck plazma prot-
rombin konsantrasyonlarina kargi bir efilim vardir.
Heterozigotlar, normal beyaz popiilasyonun yaklagik
% 2'sini ve rekiirren veya familial trombotik olaylann
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S 20 kadanm olusturmakiadir. Bu protrombin
G20210A heterozigotlan diger risk faktérleri ol
maksizin VTE riskini 2-5 kat arurmakta ayrica Gzel-
likle oral kontraseptf kullammm gibi diger trom-
bofilik risk faktdrleri de beraberinde bulunuyorsi
VTE riski daha da artmaktador (8,9).

Diger kalitsal trombofilik sendromlanin tersine.
protrombin  G20210A mutasyonunun laboratuvara
dayal tamst sadece, bir PCR y&ntemiyle nikleotid
yer degistirmesinin  saptanmasiyla  konmaktadr.
APC rezistansi gibi, protrombin mutasyonunun var-
lifn rekarren, familial, erken baglangigh veya pro-
voke edilmemis tim VTE'li hastalarda aras-
urlmalidir. Protrombin mutasyonu tagiyicilaninn
birinci derece yakmnlan da DNA analizi ile ta-
ranmalidir, Fakiér V Leiden tapiyicilannda oldugu
gibi bu mutasyonun varhfinda da yiiksek risk tagiyan
periyodlardan once antikoagilan profilaksisi ge-
rekebilmektedir.

Termolabil MTHFR ve Hiperhomosisteinemi

Tiyol igeren homosistein amino asitinin yiiksek
diizeyleri, vendz trombozun son yillarda belirlenen
diger bir bajimsiz risk faktbriidir. Popllasyonun %
5 kadanm olusturabilen hiperhomosisteinemili has-
talarda VTE riskinde 2-3 kat arug vardir. Bu risk,
faktdr ¥V leiden veya protrombin G20210A mu-
tasyonlanindan birinin birliktelifinde sinerjik olarak
artmaktacir (8).Hiperhomosisteineminin sik glirillen
nedenleri arasinda folat, B6 veya B12 vitaminlerinin
yetersiz alim ve homosistein metabolizmasinda rol
oynayan  sistationin  P-sentaz wveya  me-
tilentetrahidrofolat redilktaz (MTHFR) enzimlerinin
kalitsal defektleri bulunmaktadir. Ozellikle gok sik
gorillen termolabil (11-) MTHFR varyantuiin ig du-
rumda dnemli bir predispozan risk fakitrd oldugu
gosterilmistir: folata bagimh hiperhomosisteinemi;
arterivel vaskiller hastalik; ve gebelikle iligkili vas-
kiiler hastaliklar. MTHFR mutasyonu gok siklr ve
homozigot formu normal popiilasyonun % 5-15"inde
bulunur (10,11). Baz1 galigmalarla tI-MTHFR
mutasyonunun iki  kopyasinin  varhfinin  veniz
tromboz igin Snemli bir risk fakibrl oldufu gis-
terilmis ise de diger caligmalar bu iliskiyi gos-
terememistir (12). Aynca, kromatografik veya im-

munolojik metadlarla homosistein dlglimleri arteriyel '

veya vendz trombofili hastalanmin incelenmesinde
uygulamicken t-MTHFR mutasyon analizi gebelik
komplikasyonlu hastalarda ve nedeni belirlenemeyen
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hiperhomosisteinemili hastalarda ve  yakinlarnda
yapilabilmektedir.

Trombofili Gen Degerlendirmesinde  Mo-
lekiiler Metodlar

Faktér V Leiden, prorombin G20210A ve U-
MTHFR mutasyonlanim saptamak 1¢in siklikla kul-
lamlan molekiller metodlar hasta DNA'sinm PCR
amplifikasyonuyla baglamakta ve sonra ya allel-
spesifik restriksiyon-fragman wzunluk polimorfizmi
(PCR-RFLP), allel-spesifik PCR amplilikasyonu
veya membranlarda veyva mikro planfarda allel-
spesifik hibridizasyonu ile devam etmektedir. FDA,
trombofili ile ilgili bu mutasyon testleri igin ge-
ligtirilen reaktifleri onaylamadifindan ticari olarak
bulunmamaktadir, Bununla beraber dogrulugu ve
kesinligi ispatlanmug arastirma amagh gelistirilen
testler yaymn olarak kullanilmaktadie. Fakal bu test-
ler yogun emek, 8zel teknikler ve efitimli personel
gerekiirdigi ve test ficretleri de pahali oldufu igin tim
laboratuvarlarda gahigiimamakitadir.

DMA  hazirlama  islemlerinin  otomasyonunda
olabilecek yenilikler, amplifikasyon reaksiyonun du-
zenlenmesi  ve olusan  amplikenun  saptanmasi
DNA'va dayali test dicretlerini belirgin bir gekilde
araltacak belki de bir noktaya kadar fakidr V mu-
tasyon testi, fonksiyonel APC rezistans: larama tes-
tinden daha ucuz olabilecektir. Ornefin en az {ig
firma bugiin trombofilik nokta mutasyonlanm sap-
tamak  icin  DNA'va dayali  testleri  ge-
ligtiriyorlar:Bio-Radin (Hercules, Calif.) mDx ga-
lismasi bir yani otomatik ELISA mikro plaginda bir
PCR Urlintiniin allel spesifik hibridizasyonunu kul-
lanmaktadir; Roche Diagnostic Corporation'in (In-
dianapolis, Ind) LightCycler ¢aligmasi allel-spesifik
hibridizasyon problariyla eg zamanh hibridizasyon
tirtinlerinin Mueresan saptanmasime kullanmaktadir:
ve Third Wave (Madison, Wis.) Invader'in yeni en-
zimatik calismasi PCR dig1 diriinde bir hibridizasvon
tirinindn taninmas: esasina dayanmaktadir,

Aynca, trombofili igin gesith DNA testlerinin
klinik endikasyonlan benzer oldugu igin bu Ug prot-
rombotik mutasyonu beraber inceleyecek yeni me-
todlar klinik ve ckonomik olarak avantajh ola-
bilecektir. Gelistirilmekte olan metodlar arasinda tek
hir tipte yapilan semi otomatik multi primer veya
kath PCR formatlan ve de minyatiir DNA giplerinin
yiizeyinde hedel ve allel spesifik hibridizasyonlar
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bulunmakiadir, Kath PCR reaksiyonlannda veya
DNA gipleri iizerinde boyle ‘wombofili panellenni’
toplamak igin geligtirilen teknoloji Human Genom
Projesinin  tamamlanmasindan  sonra  ortaya gi-
kabilecek diger yeni protrombotik genlerin ilavesini
de kolaylaguracakur. Trombofilinin gelecekte ol-
mas1 muhtemel klinik incelemeleri arasinda onlarca
ve hatta yilzlerce ilgili protrombotik hedef genlerin
ardigik yapilanina dayah bireysel, anlagilir bir risk
degerlendirmesi bulunmaktadir,

Trombofilinin Laboratuvar Degerlendirmesi:
Bugiin ve Gelecekte

Akkiz ve kalitsal trombotik risklerin varhjim be-
lirlemek icin ilk onemli basamak aynintih bir kigisel
ve aile hikayesinin alinmasidir. Erken yaglarda bag-
layan, familial, tekrarlayici veya provokasyonsuz ge-
lisen VTE'l hastalarda, trombofilinin heterojen ne-
denlerini ayiri etmek ve uygulanacak antikoagilan
tedavinin siire ve miktarim belirlemek igin spesifik
laboratuvar testlerinin  yapilmasi gerekmektedir.
Trombofilinin laboratuvar degerlendirmesi arasinda
akkiz hiperkoagiile deftktler (CBC, aPTT. an-
tifosfolipid antikorlan, homosistein) ve kalitsal de-
fekileri inceleyen testler bulunmalidur,

Bu testlerin uygun kullammi VTE'li hastalanin %
25'inde ve tekrarlayici, familial veya Gstrojenle ilig-
kili VTElilerin yaklagik % 60nda bu proteinlerin
ve/veya genlerin bir veya birkaginda belirlenebilir
defekileri ortaya ¢ikartacakur. ‘Cost-effckifl olmas:
igin, birgok laboratuvar bu trombofilik testleri sikhik
sirasina gore birinci basamak testler (APC re-
zistansy/fakiér ¥V, protrombin, fosfolipid antikorlan,
protein C ve ) ve daha az sikhikta grillen ikinci ba-
samak  testler  (homosisteinftl-MTHFR,  an-
titrombinlll, disfibrinojenemi) olarak ikiye ayir-
musur. Aynca bazi uzmanlar bu sendromlann go-
gunun genel popiilasyonda oldukga sik gonildugunii
ve goklu kalitsal ve/veya akkiz trombotik egilimlerin
birlikte gorillme ihtimalinin goz ardi edilmemesi ge-
rektigini hildiriyorlar,

Akkiz veya kalusal risk faktbrlerinden sadece bi-
rinin varlifn gergekte klinik olarak  belirlenen
VTEnin nedenini agiklamakta yetersiz kalabilecekiir.
Omegin, ABD'deki 12 milyon faktbr V Leiden he-
terozigotunun sadece % 20'sinde yagamlanimin her-
hangi bir dineminde semptomatik VTE ge-

ligmektedir (2). Pthu geligenlerin yaklagik yarisinda
ilave olarak akkiz veya kalitsal bir protrombotik risk
faktiril bulunmaktadir.

Sonug olarak, son yillarda yapilan genetik ga-
ligmalar trombofilinin, hir veya birkag gendeki de-
fekt sonucu kendini gbstercbilen kompleks bir has-
tahk sendromunun klasik bir trnefi oldufunu gds-
termistir. Bununla beraber, trombofilinin klinik be-
lirtisi heterojen fakat sinerjistik predispozan risk fak-
tirlerinin toplanunin birlegik sonucu olarak dil-
sliniilmemelidir, Gelecek yillarda, bu mik girillen
predispozan risklerin laboratuvarda dojru olarak or-
taya konmas: sadece semptomatik hastalarda uygun
tedavinin belirlenmesinde degil aym zamanda artmig
tromboz riski tasiyanlarda geligebilecek ataklann
dnlenmesinde de dnemli olacakur.
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