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Kalitsal Trombofilide Genetik Yaryant
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Investigation of Gene Variant Distribution in
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OZET

Amac: Kalitsal trombofili, pihtilasma sistemindeki bir genetik varyasyon nedeniyle pihti olusumuna
yatkinhigin arttigr bir durumdur. Trombofili 6n tanili olgularda genetik test, taniy1 dogrulamak, diger
olasiliklan ekarte etmek, tromboemboli tekrarlama riskini belirlemek igin gereklidir. Bu ¢alismanin
amaci, izmir ve gevresinde kalitsal trombofiliye yol acan genetik varyantlarin dadilimini incelemektir.

Materyal ve Metod: Hastanemizde 2013-2021 yillan arasinda trombofili varyant analizi yapilan 955
Kisinin molekiiler analiz sonuglari1 geriye doniik olarak incelendi. Kan 6rnekleri, 4 mL’lik K3EDTA iceren
tiiplere alindi. Protrombin G20210A, Faktor V Leiden G1691A, MTHFR C677T ve A1298C, PAI-1 4G/5Q,
Beta Fibrinojen 455G >A, Faktor XIII V34L ve Glikoprotein Illa L33P varyantlari, Qiagen firmasinin Kkitleri
kullanilarak pyrosekans yontemi ile arastirildi.

Bulgular: Genetik test icin laboratuvarimiza gonderilen 955 kisiden 5‘inde (%0.5) hicbir varyant
bulunamadi. 950 kiside (%99.5) ise bir veya daha fazla varyant tespit edildi. Toplamda 3085 adet gen
varyanti saptandi. Bu varyantlarin 825'i (%26.7) homozigot, 22601 (%73.3) heterozigot olarak belirlendi.
En sik rastlanan varyant ise 931 adet (%30.2) ile PAI-1 4G/5G oldu.

Sonuc: Kalitsal trombofili oldugundan stiphelenilen hastalarda, bolgelere gore en sik goriilen varyant
dagilmini genetik test ile belirlemek, varyant analizi icin istenecek genetik test cesidi sayisini azaltabilir.
Bu sayede, test sonuglarinin alinma stiresi ve test maliyeti de distirulebilir.
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Kalitsal Trombofili
Hereditary Thrombophilia

ABSTRACT

Aim: Hereditary thrombophilia is a condition where there is an increased tendency for clot formation
due to a genetic variation in the coagulation system. Genetic testing in cases with a preliminary
diagnosis of thrombophilia is necessary to confirm the diagnosis, eliminate other possibilities, and
determine the risk of recurrent thromboembolism. The aim of this study is to examine the distribution
of genetic variants that cause hereditary thrombophilia in and around izmir.

Material and Methods: The results of 955 individuals who underwent thrombophilia variant analysis in
our hospital between 2013 and 2021 were retrospectively reviewed. Blood samples were collected in 4
mL tubes containing of K3EDTA. Prothrombin G20210A, Factor V Leiden G1691A,
Methylenetetrahydrofolate reductase C677T and A1298C, Plasminogen activator inhibitor-1 4G/5G, Beta
Fibrinogen 455G>A, Factor XIII V34L and Glycoprotein Illa L33P variants were investigated by
pyrosequencing method using DNA isolation and polymerase chain reaction Kits of Qiagen company.

Results: Of the 955 individuals sent to our laboratory for genetic testing, no variant was found in 5
people (%0.5). One or more variants were detected in 950 individuals (%99.5). A total of 3085 gene
variants were identified. Of these variants, 825 (%26.7) were homozygous and 2260 (%73.3) were
heterozygous. The most common variant was PAI-1 4G/5G with 931 (%30.2) cases.

Conclusion: In patients suspected of having hereditary thrombophilia, determining the most common
variant distribution by region with genetic testing may reduce the number of genetic test types required
for variant analysis. This way, the time to obtain test results and test cost can also be reduced.

Key Words: Thrombophilia, Embolism and Thrombosis, Genetic Variation

GIRiS Protrombin varyasyonu, protrombin
G20210A veya faktor Il varyanti olarak da
bilinir. Bu varyasyon, protrombin genindeki
bir degisiklikten kaynaklanir ve protrombin
seviyesi ile etkinliginin artmasina yol acar (4).
“ . . " 1Ik kez 1996 yilinda tamimlanmistir ve beyaz
sik Faktor V ve Protrombin genlerindeki 5 o,5inde, Afrika ve Asya kokenlilerde ise
patojenik varyantlarla iliskilidir. Faktor V %0,06 oraninda gériilmektedir (2).
genindeki Leiden varyasyonu Avrupa popii-

lasyonlarinda %1-7 oraninda goriilirken Varyantlardan herhangi birine sahip olan
Japon, Afrikali ve Kizilderililerde olduk¢a hastalarin Klinik bulgularn farklihk gotse-
nadirdir (1). rebilir, ancak en yaygin bulgu 40 yasindan
once sebebi bilinmeyen tromboz ataklaridir
(5). Eger Kkisi bilesik heterozigot mutasyonu
tasiyicisiysa, risk daha da artar ve tromboz
ataklart daha erken yaslarda gortlir.
Protrombin ve Faktor V mutasyonlarina sahip

Kalitsal trombofili, genetik bir varyasyonun
pihtilasma sisteminde goOrev alan Dbir
proteinin miktarini veya islevini etkileyerek
pithtilasmaya egilim yarattidi durumdur. En

Normal hemostazda, protein C, trombin-
trombomodiilin kompleksi ile aktive olur.
Aktif protein C (APC), faktor Va ve Vila'yi
parcalayarak pihtilasma kaskadint durdurur

Vf’j antikoagijlz.m etki gé‘)st.erir (2). APC: taktér homozigot Kisiler ise genel popilasyonda
V‘1.n 596' poztsyonundakl (135069) b.olunr.ne ¢ok nadirdir. Bunlarin yam sira, Plazminojen
bolgesine baglanarak faktor Va'yi inaktive ,uivai6r inhibitor — 1 (PAI-1), Metilentetrahi-

eder. Ancak bu pozisyonda bir nokta g ¢at Rediiktaz (MTHFR), Faktor XII (FXII)

mu'tasyonu s.onucu arjinin amitloasitinin ve fibrinojen varyasyonlari kalitsal trombofili-
yerine glutamin kodlanmasina bagl olarak lerde daha az gorilen diger nedenlerdir
APC tarafindan inaktivasyona direncgli Va 6.7)

faktort (Faktor V Leiden — FVL) olusur. APC

direncinin hem kalitsal hem de edinilmis Hiperhomosisteinemi, metiyoninin sisteinine
cesitli tipleri vardir, ancak FVL en sk doOnusimiinde meydana gelen bir bozulma
rastlananidir (3). sonucu, ara urun olan homosisteinin
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seviyesinin yiikselmesi durumudur.
Hiperhomosisteinemi, serum homosistein
konsantrasyonunun >15 mmol/L olmasi
seklinde tanimlanir ve hem Kkalitsal hem de
edinsel olabilir. Genel popiilasyonun %5’inde
glrulen bu durum, tromboz riskini 1.5 ila 2
kat artirir (8). Kalitsal hiperhomosisteine-
minin nedenleri arasmda MTHFR veya
sistatiyonin p-sentaz genlerindeki mutas-
yonlar sayilabilir. Hiperhomosisteineminin
tromboz riskini hangi mekanizma ile
arttirdidi tam olarak bilinmemektedir. Olasi
mekanizmalar arasinda faktor Vin
etkinlesmesi, protein Chin baskilanmasi,
endotel hiicre fonksiyonunun bozulmasi
sayilabilir (9).

Plazminojen Aktivatér Inhibitérii 1 geni
(SERPINE1), 7. kromozomda yer alir ve
insulin gibi bazi faktorlerle uyarilabilir. Bu
gen, kan pihtilasmasinda rol oynayan bir
proteini kodlar. Bu protein, plazminojen
aktivatoru olarak bilinen baska bir proteinin
islevini durdurur. Plazminojen aktivatorti, kan
pihtilarmi  ¢6zen plazmin adli bir enzimi
aktive eder. Bu yuzden, PAI-1 geninin fazla
ifade edilmesi, kan pihtilasmasini artirabilir.
PAI-1 geninin ifadesini ve PAI-1 proteininin
seviyesini etkileyen bir etmen de genin
promotor bolgesindeki 4G/5G adi verilen bir
degisimdir. Bu degisim, genin ka¢ kopya
tirettigini belirler. 4G alleli, 5G alleline goére
daha cok PAI-1 dretir. Bu nedenle, 4G/4G
genotipine sahip Kisilerde PAI-1 seviyesi
daha yuksek olabilir (10). PAI-1 varyasyo-
nunun polimorfizmleri, kalp hastalidi, inme,
diyabet ve obezite gibi bazi saglk
sorunlarina yatkinlid etkileyebilir.

Komplikasyonlart nedeniyle 6nemli bir
hastalik olan Kkalitsal trombofilinin varyant
dadihimi, cografi bolgeye ve etnik yapiya gore
farkhiik gdstermektedir (12 - 23). Calisma-
mizda izmir ve cevresinde trombofili gen
varyant dadilminin geriye doniik olarak
incelenmesi amaclandi.

GEREC VE YONTEM

Hastanemiz biinyesindeki kliniklerde, 2013-
2021 yillart arasinda trombofili 6n tanisi ile

degerlendirilen ve ardindan molekiiler tani
laboratuvarimiza sevk edilen toplam 955
bireyin Kayitlari, laboratuvarimizin arsivinde
retrospektif bir analizle incelendi. On tanisi
trombofili olan tiim hastalar calismaya dahil
edildi. Kan Ornekleri, 4 mL'lik K;zEDTA iceren
tiplere alindi. Bu Orneklerden, EZ1 DNA
Blood 200 L Kit in Advanced XL (Qiagen®,
ABD) cihazi kullanilarak DNA izolasyonu
yapildi. Trombofiliye yatkinlik gosteren sekiz
genetik varyant (FII G20210A, FVL (G1691A),
MTHFR C677T ve A1298C, PAI-1 4G/5Q, Beta
Fibrinojen 455G>A, FXIIl V34L ve GPllla
L33P) icin Pyrosekans yontemi ile Qiagen
(Ipsogen, Qiagen Strasse 1, 40724 Hilden,
Germany) firmasma ait Kitlerle DNA dizi
analizi yapildi. Elde edilen sonuclar Microsoft
Office Excel 2019 programinda degerlen-
dirildi.

Calismamuz, Saghk Bilimleri Universitesi izmir
Bozyaka Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu onayi (Karar No:
2023/03, Tarih: 11/01/2023) ile retrospektif
olarak yapild:.

BULGULAR

Laboratuvarimiza genetik test icin gbnderilen
955 Kisiden 5’inde (%0.5) trombofiliye
yatkinlk gosteren higbir genetik varyant
bulunmadi. 950 kiside (%99.5) ise bir veya
daha fazla varyant tespit edildi. Toplamda
3085 adet genetik varyant saptandi. Bunlarin
8251 (%26.7) homozigot, 22601 (%73.3)
heterozigot olarak belirlendi (Tablo 1). PAI-1
4G/5G, 931 (%30.2) adet ile en sik goriilen
varyantti. Sirasi ile MTHFR A1298C (%17.9),
MTHFR C677T (%17,6), Fibrinojen 455G>A
(%11.2) tespit ettigimiz diger sik varyantlar
olarak karsimiza ¢ikti (Tablo 2). Genetik test
istenen Kisilerin on tanilar arasinda en fazla
“serebrovaskiiler olay” (307 Kkisi) oldugu
goruldii. Bu kisilerde de en yaygin varyasyon
PAI-1 olarak saptandi (Tablo 3).

incelenen 955 bireyin yas ortalamasi 41 olup
yas aralidi 16 ile 82 arasinda degismektedir.
Bu bireylerden 41 yas alt1 olanlarin sayis1 513
iken, 41 yas ustu olanlarin sayisi 442'dir. 41
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yas altindaki bireylerin 50’sinde protrombin,
83linde FVL, 282'sinde MTHFR C677T,
319'unda MTHFR A1298C, 500'Uinde PAI-1
4G/5G, 180'inde Beta Fibrinojen 455G>A,
56'sinda Faktor XIII V34L ve 39'unda GPIlla
L33P varyanti tespit edilmistir. 41 yas
ustiindeki bireylerin ise 33'linde protrombin,
70'inde FVL, 260'inda MTHFR C677T,
232'sinde MTHFR A1298C, 431'inde PAI-1

Kalitsal Trombofili
Hereditary Thrombophilia

4G/5Q, 167'sinde Beta Fibrinojen 455G>A,
48‘'inde Faktor Xl V34L ve 37'sinde GPIlla
L33P varyanti bulunmustur. Arastirma
kapsaminda her bireyde birden fazla genetik
varyasyon saptanmistir. Cinsiyet bazinda
yapilan analizde ise, erkek ve kadin bireyler
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farkhilik gozlenmemistir.

Tablo 1. Kisilerin Yaryasyon Dagilimi

Table 1. Variation Distribution of People

Kisi Sayisi (n) Yiizde (%)

4 0.1
15 0.5
17 0.6
24 0.8
51 1.7

110 3.6
128 4.2
235 7.6
241 7.8
825 26.7
79 2.6
136 4.4
205 6.6
234 7.6
296 9.6
423 13.7
432 14.0
455 14.8
2260 73.3

Tablo 2. Tespit Edilen Varyantlarin Sayisi ve Frekansi

Table 2. Number and Frequency of Detected Variants

Varyasyon Genotip
FII G20210A
GPllla L33P
FV G1691A
FXIII V34L
B Fibrinojen 455G/A
Homozigot
MTHFR C677T
MTHFR A1298C
PAI-1 4G/4G
PAI-1 5G/5G
Toplam
FIl G20210A
FV G1691A
GPllla L33P
FXIII V34L
Heterozigot B Fibrinojen 455G/A
MTHFR A1298C
MTHFR C677T
PAI-1 4G/5G
Toplam
Genotip
FII G20210A
FV G1691A
GPIIla L33P
FXIII V34L
B Fibrinojen 455G/A
MTHFR C677T
MTHFR A1298C
PAI-1
Toplam

Varyant Sayisi (n)

Yiizde (%)

83 2.7
153 5.0
220 7.1
258 8.4
347 11.3
542 17.6
551 17.9
931 30.2
3085 100.0
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Tablo 3. Tespit Edilen Varyantlarin On Tanilara Gére Dagilimi
Table 3. Distribution of Detected Variants According to Prediagnoses

Sikayet/Genotip G20210A
Serebrovaskiiler Olay 6 6 58
Inme

2
Siniis Ven Trombozu 1
Derin Ven Trombozu 1

1

N BN O

Infertilite
Gegici iskemik Atak = -
Tromboflebit
Gegcici Korlilkk - - -

TARTISMA

Trombofili, pithtilasma sistemindeki dengenin
bozularak pihti olusumuna egilimin artmasi
olarak tanimlanabilir. Bu egilim, pihtilasmayi
etkileyen edinilmis faktorler veya genetik
varyasyonlar nedeniyle ortaya cikabilir.
Kalitsal trombofili, iste bu genetik varyasyon-
larin pihtilasma sistemindeki bir proteinin
miktarini veya islevini etkileyerek pihtilas-
maya egilim yarattigi durumdur (11). Diin-
yada en yaygin goriilen iki kalitsal trombofili
nedeni FVL ve Protrombin G20210A dgen
varyasyonlaridir. Her ne Kkadar bu iki
varyasyon dunyada en sik gorulen Kkalitsal
trombofili nedeni olsa da calismamizda en
seyrek goriilen varyasyonlar olarak belirlendi.
Bunun nedeni trombofilinin varyant dagili-
minin, cografi bolgeye ve etnik yapiya gore
farklilik gostermesinden kaynaklanabilir.

Faktor V Leiden varyasyonu, beyaz irkta %1-7
oraninda gdoriilen bir genetik bozukluktur
(1,5,7,12). Turkiye'de ise bu oran, yapilan
calismalara gore degiskenlik gostermektedir.
Tirk Hematoloji Dernegdi'nin kilavuzuna gore,
Turk populasyonunda FVL varyasyonunun
heterozigot formu %2-10, homozigot formu
ise %1.5 siklikta bulunmaktadir (13).
Calismamizda ise bu oranlar sirasiyla %4.4
ve %0.6 olarak belirlendi. Akarin yaptidi
Tirkiye capindaki bir calismada, izmirdeki
FVL sikliqi %7.6 olarak rapor edildi (14).
Kabuk¢u ve ark.nin Denizlide yapti@i bir
baska calismada ise bu oran %8.4 olarak
belirlendi (15). Boyanovski ve ark.’nin
Bulgaristan'da yaptidi bir calismada ise FVL

G1691A A1298C C677T PAI-1

455G/A V34L L33P Toplam

60 98 34 27 18 307
36 75 39 14 20 235
11 22 4 8 6 65
7 8 4 6 4 42
7 5 3 - 25
7 3 1 2 19
- 1 13 - - 15
2 3 1 1 1 8
varyasyonunun genel populasyondaki
prevalansi %9 olarak bulundu (16).
Protrombin G20210A varyasyonu, codrafi

farkhliklara gore degismekle beraber beyaz
irkta %1-3 oraninda gorulen bir genetik
bozukluktur (5,7,12,17). Tiurk Hematoloji
Dernedi'nin kilavuzuna goére, Turk popiilas-
yonunda da protrombin varyasyonunun
sikligi %1-3 arasindadir (13). Bizim sonucu-
muz ise %?2.7 orani ile Tirk Hematoloji
Dernedi'nin vermis oldugu araliga uymak-
tadir. Irdem ve Ark.'nin Diyarbakirda yaptidi
bir calismada, heterozigot protrombin
varyasyonunun sikhigt %0.7 olarak rapor
edildi (18). Fidanci Balci ve ark.'nin Mersin'de
171 hasta ile yaptidi bir baska calismada ise
protrombin varyasyonunun sikhid@ %3.5
olarak belirlendi (19).

Metilentetrahidrofolat rediiktaz gen varyas-
yonu, MTHFR enziminin islevini etkileyen bir
genetik degisikliktir. Bu gende C677T ve
A1298C olmak uzere iki yaygin varyasyon
bulunmaktadir. Diinya genelinde oldugu gibi
Turkiye'de de MTHFR C677T varyasyonu
daha yaygindir. Turkiye'de yapilan tarama
calismalan toplumda C677T varyantinin
heterozigot sikhdinin %35, homozigot
sikliginin ise %5 civarinda oldugunu ortaya
koymustur (13). Calismamizda ise bu oranlar
sirasiyla %14 ve %3.6 olarak bulundu. Uguz
ve ark.’nmin Ankara’da 164 hastayla yaptidi
calismada, C677T varyantinin heterozigot
siklidi %54.3, homozigot siklidi ise %12.2
olarak bulundu. Yine calismaya dahil edilen
bireylerde A1298C varyantinin heterozigot
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sikligi %46.3, homozigot sikligi ise %11.6
olarak tespit edildi (20). Calismamizda ise bu
oranlar sirasiyyla %13.7 ve %%4.2 olarak
belirlendi.

Plazminojen aktivator inhibitorii 1 geninin
4G/5G adh bir polimorfizmi vardir. Bu
polimorfizm, genin promotor bolgesindeki
bir degisiklikten kaynaklanir. Bu polimor-
fizmin sikligi, etnik gruplara gore degisiklik
gostermektedir (21). Culfaci Karasu ve
ark.’nin izmirde yaptiQi bir arastirmada,
5G/5G polimorfizminin sikhdr %18.3, 4G/4G
polimorfizminin sikhdi %25, 4G/5G
polimorfizminin sikhdi ise %56.7 olarak
bulundu (22). Calismamizda ise bu oranlar
sirasiyla %7.8, %7.6 ve %14.8 olarak tespit
edildi. Her ne kadar iki calisma da izmirde
yapilmis olsa da hasta profili acisinda
cesitlilik gosterdikleri i¢in varyasyon dagilim
oranlan farkliik gostermektedir. Yildirrm ve
ark.'nin Sivas'ta yaptiqi baska bir calismada
ise 5G/5G polimorfizminin sikhd@i %25.6,
4G/4G polimorfizminin sikhdr %12.8, 4G/5G
polimorfizminin  sikhd  %61.6  olarak
belirlendi (23).

Genetik test istenen Kisilerde, on tanilara
gore varyant dagilimi incelendiginde, PAI-1'in
en yaydin oldugu goriildii. Bu Kisilerin 6n
tanilar1 arasinda en sik "serebrovaskiiler olay"
(307 KkKisi) vardi. Diger Oon tanilar ise inme,
sinis ven trombozu, derin ven trombozu,
infertilite ve gecici iskemik atak seklindeydi.
Bu durumlarla iliskilendirilen en yaygin
varyant PAI-1 olmustur. Literatiirde PAI-1

varyantinin tek basina tromboz riskini
belirgin sekilde  yiikseltmedigi ifade
edilmekle birlikte, diger varyantlarla bir araya
geldiginde tromboz  olusumuna Kkatki

sadlayabilecedi One siirilmektedir (24,25).
Bu baglamda, arastirmamiz hastanemize
miiracaat eden bireylerde PAI-1 varyantinin,
ozellikle tromboz riski yiiksek olan FVL ve
protrombin varyantlan ile birlikte oncelikli
olarak incelenmesi gerektigini; bdylece
ulkemizde sik rastlanmayan ekstra varyant
testlerinin gereksiz yere talep edilmesinin
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oniine gecilebilecedini ortaya koymaktadir.
Tirk Hematoloji Derneginmin en son
Kilavuzunda, trombofili riski tasiyan
hastalardan istenen rutin kalitsal trombofili
paneli testleri arasinda MTHFR ve PAI
varyantlart bulunmamaktadir (13). Ancak bu
testlerin, rutin trombofili tarama testleri
icerisine eklenmesinde Kit sadlayici
firmalarin etkisi oldukca belirgindir. Klinik
branslar ve genetik laboratuvarlar ise bu
rutini surdurmektedir.

Bolgelere gore en sik goriilen varyantlarin
genetik test ile belirlenmesi hem tan1 hem de
tedavi acisindan onemli faydalar saglayabilir.
Oncelikle, bu yaklasim, test siiresini
kisaltmak ve test maliyetini diisiirmek icin
yararli olabilir. Bolgesel varyant dagdilimi
dikkate alinarak test kapsaminin optimize
edilmesi, gereksiz testlerin azaltilmasina ve
sonuclarin daha cabuk elde edilmesine
olanak  taniyabilir. Bu optimizasyon
surecinde, tromboz riski yiiksek olan FVL ve
protrombin gen varyantlarinin trombofili test
panelinde  bulunmast da ©Onem arz
etmektedir. Ikinci olarak, bu yaklasim,
hastalarin trombofili riskinin daha dogru bir
sekilde degerlendirilmesine ve Kisiye Ozel
tedavi ve Onlemlerin planlanmasina imkan
taniyabilir. Cunku, farkh varyantlar farkh
tromboz riskleri ve antikoagiilan duyarliliklari
tasimaktadir. Dolayisiyla, hastalarin genetik
profillerine gore en uygun ila¢g dozunun ve
suresinin belirlenmesi olduk¢a Onemlidir.
Ayni sekilde, trombofili riski olan gebelerin
gebelik ve dogum sirasinda almasi gereken
onlemler de genetik test sonucglarina bagh
olarak degisebilir.

Sonug olarak, kalitsal trombofili stiphesi olan
hastalarda, bdlgelere gore en sik gorilen
varyantlarin genetik test ile belirlenmesi hem
hastalarin saghdini korumak hem de saglik
sisteminin verimliligini artirmak igin yararh
olabilir. Bu nedenle, bu yaklasimin daha
yaygin olarak Kkullanilmasi icin gerekli
altyapmin ve bilincin olusturulmasi gerek-
mektedir.
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