T.C.
ANKARA UNIVERSITESI

BILIMSEL ARASTIRMA PROJESI
KESIN RAPORU

GEN DEGISIMLERININ PULMONER EMBOLIDEKI
ROLUNUN INCELENMESI

Proje Yiiriitiiciisii: Prof. Dr. Numan Numanoglu

Yardimci arastiricilar:
Prof. Dr. Nejat Akar
Uzm. Dr. Ferda Oner

Proje No: 2001-08-09-060

Baslama Tarihi: 15 Eyliil 2001
Bitis Tarihi: 15 Eyliil 2003
Rapor Tarihi:15 Aralik 2003

Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Ankara 2003



PULMONER EMBOLIDE TROMBOFILIK RiSK FAKTORLERININ ROLU

OZET

Giris: Vendz tromboemboli, tiim diinyada mortalite ve morbiditenin 6nemli
nedenlerinden biridir. Risk altindaki grubun belirlenmesinde kullanilabilecek risk
faktorlerinin tanimlanmas1 mortalitenin azaltilmasinda 6nemli olacaktir.

Bu calismada, faktdor V Leiden, protrombin G20210A mutasyonlarinin ve
artmis faktor VIII ve IX diizeyinin pulmoner embolide risk faktorii olup olmadiginin
belirlenmesi amaglanmustir.

Metot ve sonuclar: 64 pulmoner emboli ve 64 kontrol olgusu ¢alismaya
dahil edilmistir. Pulmoner emboli olgular1 izole pulmoner emboli olgular1 (n: 26) ve
derin ven trombozu ile birlikte pulmoner embolisi olan olgular (n: 38) olmak iizere
iki grupta ele alinmistir.

Kontrol ve pulmoner emboli olgular1 arasinda faktdr V Leiden, protrombin
G20210A mutasyonlar1 varligr ve artmig faktor IX diizeyleri agisindan farklilik tespit
edilmemistir. Kontrol olgularinin 90 persentili cutoff degeri (168 U/dL) olarak
kullanildiginda, faktér VIII diizeyinin 168U/dL’nin {izerinde olmasiin bu degerin
altinda olmaya gore hem izole pulmoner emboli hem de pulmoner emboli ve derin
ven trombozu gelisimi agisindan yaklasik 11 kat risk olusturdugu goriilmiistiir. Bu
risk, diger olasi risk faktorlerine (yas, cinsiyet, faktor V Leiden, protrombin
G20210A varlig, artmis faktor IX diizeyi) gore diizeltme yapildiktan sonra da
devam etmektedir.

Sonug¢: Artmis faktér VIII diizeyi pulmoner emboli gelisimi i¢in 6nemli ve

bagimsiz bir risk faktoriidiir.



THE ROLE THROMBOPHILIC RiSK FACTORS IN PULMONARY
EMBOLISM

SUMMARY

Objective: Venous thromboembolism is one of the most common causes of
morbidity and mortality in the world. The identification of hemostatic variables that
could identify those at risk would be important in reducing mortality.

In this study we aimed to investigate whether factor V Leiden and
prothrombin G20210A mutations, elevated levels of factor VIII and factor IX are
associated with pulmonary embolism.

Method and results: Sixty-four patients with objectively documented
pulmonary embolism and 64 control subjects were included in this study. We divided
64 subjects with PE by separately analysing those with PE and DVT (n: 26) and
those with PE and without DVT (n: 38).

There was no significant difference between the pulmonary embolism
patients and the control subjects with regard to the presence factor V Leiden and
prothrombin G20210A mutations and elevated levels of factor IX. Using the 90"
percentile measured in control subjects ( Pgo: 168 U/dL) as a cutoff point for factor
VIII levels, we found a 11 fold increased risk for both isolated pulmonary embolism
patients and pulmonary embolism and deep vein thrombosis patients who have factor
VIII levels above 186 U/dL compared with individuals having factor VIII levels
below this cutoff point. The risk was not effected by adjustment for other possible
risk factors. (age, sex, presence of factor V Leiden and prothrombin G20210A, high

levels of factor IX).



Conclusion: Elevated plasma levels of factor VIII are a significant,

independent risk factor for pulmonary embolism.



2. AMAC VE KAPSAM

Venoz tromboemboli (VTE) her 1000 kisiden 1-2’sinde goriilen oldukga sik
karsilagilan bir hastaliktir. Kardiyovaskiiler hastaliklar arasinda iskemik kalp
hastaliklar1 ve inmeden sonra 3. siray1 alir. ABD’de yilda 300.000 hastane yatisinin
ve 50.000 olimiin nedenidir. Genel klinik ortaya ¢ikis1 alt ekstremite venlerinde
olusan derin ven trombozu (DVT) ve pulmoner embolidir (PE). Daha nadir olarak
retinal venler, intraabdominal venler, {ist ekstremite venleri, santral sinir sistemi
venleri de tutulabilir. (1,2)

VTE gelisimine zemin hazirlayan kazanilmis risk faktorleri (Ileri yas,
immobilizasyon, kanser, ameliyat, gebelik, vb) olduk¢a 1yi tanimlamistir. Ancak bu
risk faktorlerini tasiyan herkeste VTE gelismemesi ve bu risk faktorleri olmayan
bireylerde de VTE gelisebilmesi kalitimsal olabilecek risk faktorlerinin varligina
dikkat ¢ekmistir. Molekiiler patoloji tekniklerinin son 20 yilda ilerlemesi sayesinde,
molekiiler degisikliklerin tromboz olusumundaki roliiniin aydinlatilmasi ¢alisilmasi
hiz kazanmistir. Bu konuda incelenen genetik farkliliklar arasinda en iyi bilinenler
faktor V Leiden ve protrombin G20210A mutasyonlaridir. Kuagiilasyon faktorleri
arasinda ise faktor 8 ve 9 yiikseklikleri {izerinde ¢alismalar mevcuttur.

Faktor V geninde niikleotid 1691 pozisyonunda olusan tek nokta mutasyonu
aktive Protein C resistansinin biiyiilk ¢ogunlugundan sorumludur. Bu mutasyonda
Adenin yerine Guanin ge¢mesi, 506. aminoasit pozisyonundaki arjinin aminoasidinin
glutamin ile yer degistirmesi ile sonuglanir. Mutant faktor V, faktor V Leiden olarak
bilinir, veya FVR506Q, FV:Q506 olarak adlandirilir (3) Faktér V Leiden, ilk kez
DVT gegiren olgularin %18’inde (4) tespit edilmistir. Bu oran ailevi trombofili

olgularinda %40’a kadar artmaktadir. (3) Bir ¢ok c¢alisma faktér V Leiden ve



tromboz gelisimi arasindaki iligskiyi incelemistir. Elde olan verilerden genel olarak
faktor V Leiden heterozigotlugunun VTE riskini 3-8 kat arttirdigi soylenilebilir
(5,6,78). Homozigotlar i¢in bu risk 80 kattir (4). Faktor V Leiden DVT igin risk
faktorii olmanin yani sira serebrel ven trombozu (9) ve yiizeyel ven trombozu (10) ile
de iligkilendirilmistir. Ancak ilgin¢ olarak izole PE (DVT olmaksizin) ile ilgili
belirgin bir iliski ortaya konulamamistir (11,12,13,14)

Prothrombin (Faktor IT) karaciger tarafindan iiretilen ve fibrinojenin fibrine
dontistimiinde kilit rol oynar. Prothrombin mutasyonu 20210 pozisyonunda olusan
bir nokta mutasyonudur (G—A) ve serum faktor II diizeyinde artisa yol agar. VTE
olgularinin %6-18’inde gozlenir. Yapilan ¢aligsmalarda VTE riskini 2-5 kat arttirdig
konusunda c¢aligsmalar olmakla birlikte bu konu netlik kazanmamustir. (15,16,17)

Artmig faktor 8 diizeyi VTE icin bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir.
Artmig faktér 8 ve tromboz arasindaki iliski ilk kez 1995 yilinda Koster ve
arkadaslar1 tarafindan ortaya konulmustur. Bu ¢alismada 150 IU/dL’nin tizerindeki
faktor 8 diizeylerinin vendz tromboz riskini 4.8 kat arttirdigi ortaya konulmustur
(18). Venoz trombozu olan kisilerde artmis faktor 8 diizeyi oraninin %19-33 oldugu
diistintilmektedir (18,19).

Faktor 9 diizeyindeki artisin vendz tromboemboli ile iliskisini olup
olmadigi,bu konuda yeterli ¢alisma olmasi nedeni ile netlik kazanmamistir. van
Hylckama ve arkadaslari, 426 DVT olgusu ve saglikl1 473 kontrol vakasindan olusan
caligmalarinda faktor 9 diizeyi 129 IU/dI’nin iizerinde olan olgularda faktor 9 diizeyi

bu degerin altinda olan olgulara gére VTE riskini 3 kat fazla bulunmustur (20).



Bu ¢alisma, PE olusumu icin faktér V Leiden ve protrombin G20210A
mutasyonlarinin ve artmis faktor 8 ve 9 diizeylerinin Tiirk toplumunda risk olusturup

olusturmadigini ortaya koymaya yonelik planlanmistir.



3. MATERYAL VE METOT
Arastirma, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’'ndan onay
alindiktan sonra Helsinki Deklarasyonu Kurallari’na uygun olarak yapilmstir.

Calismaya katilan biitiin olgulardan bilgilendirilmis onay alinmstir.

3.1. Olgular

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Gogiis Hastaliklar1 ve Tiiberkiiloz
Anabilim Dali’nda yatarak tetkik edilen ve PE tanis1 konulan 64 olgu ve 64 saglikli
kontrol olgusu ¢alismaya dahil edilmistir.

PE tamisi; Ankara Universitesi Radyodiagnostik Anabilim Dali tarafindan
spiral toraks BT (Bilgisayarli tomografi) anjiografide PE bulgusunun olmasi ve/veya
V/P (Ventilasyon/perfiizyon) sintigrafisinde yiiksek olasilikli PE tespit edilmesi ile
konulmustur. PE olgulan DVT olup olmamasina gore 2 gruba ayrilarak
incelenmistir. DVT tanisi; bu calismada Ankara Universitesi Radyodiagnostik
Anabilim Dali tarafindan alt ekstremite vendz renkli doppler ultrasonografide
tromboz bulgularinin tespit edilmesi ile konulmustur.

Kontrol grubu; VTE hikayesi olmayan saglikli kisilerden olusturulmustur.

3.2. Orneklerin Toplanmasi ve Laboratuar Analizleri

3.2.1 Mutasyonlarin Incelenmesi

3.2.1.1. DNA ekstraksiyonu

Olgularin kanlart 0.5 M EDTA’ll (Ethylenediaminetetraacedicacid) (Sigma
ABD) tiip igerisine 10cc alindiktan sonra 25cc RBC (Red Blood Cell) lizis soliisyonu

(155mM NH4CI, 10mM KHCOs, 1.1M EDTA) ile 15 dakika buzda bekletildi. +4°C,



4000rpm’de 15 dakika santrifiijj (Heraeus Sepatech) edildikten sonra siipernatant
atildi ve bu isleme tiim eritrositler patlatilana kadar devam edildi. Kirmiz1 kiireler
elimine edildikten sonra ¢ekirdekli hiicreler; 20ug/ml olacak sekilde Proteinaz K
(Wortington, ABD), son konsantrasyonu %0.5 olacak sekilde 10%’luk SDS (Sodium
Dodecyl Sulphate, Lauryl Sulphate) (Sigma, ABD) ve beyaz kiire hacminin 2.5 kat1
olacak sekilde Nuclease soliisyonu (10mM Tris-HCI, 400mM NaCl, 2mM EDTA)
ilave edilerek bir gece 37°C’de su banyosunda (SBS; italya) bekletildi. Ertesi giin
bire bir oranda Fenol/ Kloroform [25:24:1 oraninda sirayla Fenol (Merck; Almanya),
Kloroform (Merck; Almanya), Izomilalkol (Merck; Almanya)] ilave edilerek 10
dakika elde 1yice ¢alkalandi. 15 dakika buza gomiildiikten sonra 4°C, 5000rpm’de 25
dakika santrifiij edildi. Siipernatant bagka bir tiipe aktarildiktan sonra 1/10 kadar 2M
Sodyum asetat (Sigma; ABD) ve totalin 2 kat1 kadar %95’lik alkol (Tekel; Tiirkiye)
ilave edildi. Tiip nazikge calkalandiktan ve DNA goriiniir hale geldikten sonra -
20°C’de bir gece bekletildi. Ertesi giin -4°C’de 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edildi. Siipernatant atildiktan ve DNA dipte pellet halinde goriildiikten sonra 15
dakika kurutuldu. Daha sonra %70’lik etanolle tekrar santrifiij edildi. Kurutulduktan
sonra TE soliisyonunda (10mM Tris-HCl ve 1nM EDTA) bir gece bekletilerek

¢Oziildii.

3.2.1.2 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
Bu calismada PCR islemi sonunda, faktér V geninin 10. eksonu ve
protrombin geni amplifiye edildi. Her iki islemde de her birinin konsantrasyonu 0.1

ug/ml olacak sekilde 2 primer seti kullanildi. Faktoér V Leiden i¢in;



F: TCAGGCAGGAACAACACC3’,

R: 5> GTTACTTCAAGGACAAA ATACCTGTAAAGCT3’,

Protrombin G20210A ig¢in;

F: 5> TCTAGAAACAGTTGCCTGGC 3’,

R: 5> ATAGCACTGGGAGCA TTGAAGC kullanildu.

Son konsantrasyon 2mM olacak sekilde dATP, dGTP, dTTP, dCTP
(Promega, Madison; ABD), TagDNA Polimeraz (Promega, Madison; ABD), 10mM
Tris-HCI (oda sicakliginda pH: 9.0), 50nM KCI ve %0.1 Triton®, son hacim 100ul
olacak sekilde 25 mM MgCl, konularak zincir reaksiyonu gergeklestirildi.

PCR sicaklik sartlart ise:

Faktor V icin 94°C’de 7 dk, 94°C’de 1 dakika, 58°C’de 1 dakika, 72°C’de 1
dakika ve son siklusta 72°C’de 6 dakika olarak gerceklestirildi.

Protrombin igin 94°C’de 7 dk, 94°C2de 1 dakika, 55°C’de 1 dakika, 72°C’de
1 dakika ve son siklusta 72°C’de 6 dakika olarak gerceklestirildi.

PCR sonrasinda faktér V icin 241 bp uzunlugunda, protrombin i¢in 344 bp
uzunlugunda oligoniikleotit {iriinler elde edildi. PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezi

ile incelendi.

3.2.1.3 Agaroz jel elektroforezi

Agaroz (Sigma;ABD) 2.25g/ 75ml (%3) olacak sekilde tartildi. Uzerine 1x
TBE (Tris-HCI, Borik asit, EDTA) soliisyonu ilave edildi. IxXTBE soliisyonu stok
olarak 5xTBE soliisyonundan su ile 1/5 oraninda seyreltilerek hazirlandi. SXTBE
soliisyonu Trizma® (Sigma; ABD) 54g, borik asit (Carlo Erba,; italya) 27.5g, 0.5 M

EDTA (Sigma; ABD) 20 ml olarak 1 It deiyonize suya (ddH,O) tamamlanarak



hazirlandi. Agaroz istenilen ylizdede hazirlandiktan sonra mikrodalga firinda
kaynatildi (Vestel, Tiirkiye). Uzerine (%0.5’likstoktan) 2ul Etidyum bromit (Sigma;
ABD) ilave edildi. Iyice karistirildiktan sonra jel tabagina (Owl Scientific; ABD)
dokiildii. Agaroz donmast i¢in yaklasik 30 dk bekletildi. PCR iiriinlerinden 18 pl jele
yiiklendi. 75 V akimda 30 dakika yiiriitiildii (Biometra; ABD). Ultraviyole 1sikta
(Spectroline; ABD) incelendi. Image Analyset’de (Alpha Imager; ABD)

fotograflandi.

3.2.1.4 PCR iiriinlerinin restriksiyon endoniikleaz ile muamelesi

Faktér V geninin 10. ekson ve protrombin geninin PCR’lar yapildiktan ve
agaroz jelde incelendikten sonra eger reaksiyon yiirlimiis ise Hind III (37°C)
restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesim yapildi. 33mM Tris-asetat, 10mM
magnezyum asetat, 66mM potasyum asetat, 0.1mgr/ml BSA’dan (Oda sicakliginda;
ph: 8.0) olusan restriksiyon endoniikleaz tamponu, 10 U restriksiyon endoniikleaz
enzimi, PCR iirlinleriyle muamale edilerek enzimin optimum g¢aligma sicakliginda

14-16 saat inkiibe edildi.

3.2.1.5 Faktor V Leiden ve prothrombin G 20210A mutasyonlarinin
Hind III ile incelenmesi

PCR sonras1 FV geninin 10. eksonuna ait 241 bp’lik bir bolge ve prothrombin
genine ait 344 bp’lik bir bolge ¢ogaltilmis oldu. Bu 6rnekler Hind III (5°-AAGCTT-
3’) (Promega; ABD) ile muamele edildi. (Hind III restriksiyon enzimi faktor V
geninin 1691 noktasindaki, prothrombin geninin 20210 noktasindaki mutant sekansi

tantyarak kesim yapan bir enzimdir. Eger islem yapilan 6rnek mutant degilse kesim



olusmaz. Kesilen 6rneklerde iki fragman olusturur.) Bu islemin sonuda %3’liikk

agaroz jelde yiiriitiilerek etidyum bromit boyamasi ile inceledi. (Resim 3.1., 3.1I)

3.2.2 Faktor Diizeylerinin incelenmesi

Kan ornekleri semptomlarin ortaya ¢ikisindan en az 4 ay sonra alindi.
Olgularin hig¢ biri kan alindig1 donemde antikuagiilan tedavi kullanmamaktaydi. Kan
ornekleri 0.105mmol/L trisodium citrate igeren tliplere alindi. Plazma, oda
sicakliginda 10 dakika santrifiij (2000g) edilerek elde edildi.

Faktor VIII ve IX diizeyleri enzim bagli immiinosorbant dlgiim (ELISA)
(SF80-1 Factor VIII 6x1 ML Sigma Diagnostic Inc. St Louis, MO, USA, SF9D-1
FACTOR IX 6x1 ML Sigma Diagnostic Inc. St Louis, MO, USA) ile degerlendirildi.

Faktor VIII ve faktor IX yiiksekligi icin cut-off degerleri kontrol grubunun

%90 persentili olarak kabul edildi. (18, 20)



Resim 3.1. Faktor V Leiden

het

Resim 3.IV. Protrombin G20210A (PCR)



3.3. Istatistiksel Analizler

Calismanin istatistikleri SPSS (Statistical package for social sciences) paket
programi kullanilarak yapildi. (SPSS, version 9.0; SPSS; Chicago, IL)

Calismada ikili gruplar arasinda c¢apraz tablolar olusturuldu. Capraz
tablolardan OR (odds ratio) hesaplamasina gidildi ve giiven araligi (confidence
interval; CI) hesaplart %95 giivenilirlik diizeyinde hesaplandi. Daha sonrasinda
lojistik regresyon modelinde risk faktorleri bir arada degerlendirildi.

Faktor VIII diizeyi ile pulmoner emboli riski arasindaki iliskinin doz bagimli
olup olmadigmi gérmek amaci ile faktor VIII diizeyi gruplanarak tekrar

degerlendirmeye alindi.



4. ANALIZ VE BULGULAR

Calismaya 38 izole PE, 26 PE+DVT (PE ve DVT birlikteligi) tespit edilen
olgu ve 64 saglikli kontrol olgusu dahil edilmistir.

Kontrol grubunun yas ortalamasi 52 + 12.56 (ortalama * SD), izole PE
grubunun 51.00 = 12.36 (ortalama + SD), PE+DVT grubunun ise 53.577 + 13.55
(ortalama * SD) olarak bulunmustur. Cinsiyet dagilimi agisindan gruplar
karsilastirildiginda kadin erkek orant; kontrol grubunda 26/38, izole emboli grubunda
16/22, PE+DVT grubunda ise 10/16 olarak dagilmaktadir. Gruplar arasinda yas ve

cinsiyet dagilim1 agisindan istatistiksel farklilik yoktur (p>0.05). (Tablo 4.I)

Tablo 4.1. Calisma grubunun demografik ve klinik 6zellikleri

KONTROL iZOLE PE PE/DVT

(N:64) (N:38) (N:26)

Yas (y1i)*
52.25+12.56 (25-72)  51.00 £12.36 (26-78)  53.57 £ 13.55 (25-75)
Ortalama = SD (min-maks)

Cinsiyet*
26/38 16/22 10/16
(Kadin/Erkek)

PE: Pulmoner emboli
PE/DVT: Pulmoner emboli ve derin ven trombozu birlikteligi

SD: Standart sapma

*Gruplar arasinda yas, cinsiyet dagilimi ve ek risk faktorii varligi agisindan anlamli

farkilik yoktur. (p>0.05)



Faktor V Leiden prevalansi: 64 kontrol olgusunda %9.4 (6/64) , 38 izole PE
olgusunda %7.9 (3/38) olarak bulunmustur. Bu iki grup arasinda prevalans agisindan
istatistiksel anlamlilik tespit edilememistir. Yirmi altt DVT+PE olgusunda ise
kontrol grubu ile karsilastirildiginda faktér V Leiden prevalansi, %26.9 (7/38) (OR:
3.56; 95%Cl: 1.06-11.9) gibi istatistiksel anlamliligr olan degerde bulunmustur.
(Tablo 4.11) Tiim calisma grubunda 1 tek homozigot olgu tespit edilmistir. Diger
faktor V Leiden pozitiflikleri heterozigottur.

Prothrombin G20210A; 64 kontrol olgusunda bir olguda (%]1.6), yirmi alt1
DVT+PE grubunda 2 olguda (% 7.7) tespit edilmistir. izole PE grubunda ise
prothrombin G20210A mutasyonuna rastlanmamistir. (Tablo 4.1I)

Faktor VIII ve faktor IX degerlendirmesi, 50 olgu iizerinde yapilabilmistir.
(10 olguya ulagilamamaistir. 4 olgu ise uzun siireli kumadinizasyon ihtiyaci nedeni ile
faktor VIII ve IX agisindan degerlendirilememistir)

Faktor VIII icin cut-off degeri 168U/dL (Kontrol grubunun %90 persentili)
olarak belirlenmistir. Olgular, faktor VIII diizeyleri 168U/dL nin iizerinde ve altinda
olanlar olarak incelendiginde; faktér VIII’in bu cut-off degeri {izerinde olmasinin
pulmoner emboli gelisimi icin 11.34 kat (95% CI: 4.14-31.08) risk olusturdugu
goriilmiistiir. Bu risk izole pulmoner emboli grubu i¢in 11.04 kat (95% CI: 3.65-
33.35), DVT+PE grubu ic¢in 11.81 kat (95% CI: 3.49-39.92) olarak bulunmustur.
(Tablo 4.1I)

Faktor IX icin cut-off degeri 156/dL (Kontrol grubunun %90 persentili)
olarak belirlenmistir. Olgular, faktdr IX diizeyleri 156U/dL’nin {izerinde ve altinda
olanlar olarak incelendiginde; faktdr IX’un bu cut-off degeri iizerinde olmasinin

pulmoner emboli gelisimi i¢in bir risk olusturmadigi goriilmiistiir. (Tablo 4.11)



4.I1. Cahisma olgularimin faktor V Leiden, protrombin G20210A mutasyonlar1 ve faktor VIII, faktor IX diizeylerine gore

dagilim
Faktor V Leiden Protrombin G20210A Faktor VIII > 168 Faktor IX > 156
Pozitifligi Pozitifligi
n (%) OR (95%CI) n (%) n (%) OR (95%) n (%)
Kontrol 6/64 (%9.4) 1/64 (%1.6) 6/64 (%9.4) 3/64 (%4.7)
Izole PE 3/38 (%7.9) 0/38 16/30 (%53.3) 11.04 (3.65-33.35)**  5/30 (%16.7)
DVT+PE 7/26 (%26.9)  3.56 (1.06-11.9)* 2/26 (%7.7) 11/20 (%55)  11.81 (3.49-39.92)** 1/20 (%5.0)

PE: Pulmoner emboli

PE/DVT: Pulmoner emboli ve derin ven trombozu birlikteligi
*p<0.05 (Kontrol grubu ile karsilastirildiginda)

*#p<0.001 (Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda)

OR, odds ratio

95%Cl, %95 giiven aralig1






Faktor V Leiden, prothrombin G20210A, faktor VIII, faktor IX diizeyleri ¢ok
degiskenli istatistiksel model iizerinden incelendiginde; faktér VIII’in tanimlanmis
cut-off degeri iizerinde, izole PE ve DVT+HPE gruplan icin risk faktérii olma
0zelligini korudugu, ancak faktor V Leiden mutasyonunun DVT+PE grubu i¢in risk
faktorii olma 6zelligini kaybettigi goriilmiistiir.

Faktor VII’in yas, cinsiyet, faktor V Leiden pozitif veya negatifligi,
protrombin G20210A pozitifligi veya negatifligi agisindan diizeltildikten sonra

gruplar i¢in olusturdugu risk oranlar1 tablo 4.11I’de gosterilmistir.

Tablo 4.1I11. Calisma gruplarinin faktér VIII diizeylerine gore incelenmesi

Faktor VIII
>168 <168 OR (95% CI) Diizeltilmis** OR
(95%)
Kontrol 58/64 6/64 -
izole PE 14/30 16/30 11.04 (3.65-33.35)* 20.36 (4.8-85.23)*
DVT/PE 9/20 11/20 11.81(3.49-39.92)* 13.41 (3.31-54.29)*

PE: Pulmoner emboli

PE/DVT: Pulmoner emboli ve derin ven trombozu birlikteligi

*p<0.001 (Kontrol grubu ile karsilastirildiginda)

** Yas, cinsiyet, faktor V Leiden pozitif veya negatifligi, protrombin G20210A pozitifligi veya
negatifligi agisindan diizeltilmis OR

OR, odds ratio

95%Cl, %95 giiven aralig1



Faktor VIII tromboz iligkisinin lineer mi yoksa yalnizca esik degerin iizerinde
mi olustugunu ortaya koymaya yonelik olarak, tiim pulmoner emboli grubunda (izole
PE ve DVT+PE gruplan birlestirilerek ele alinmistir) faktér VIII’in farkli degerleri

icin rolatif risk hesaplamasi yapilmistir. (Tablo 4.1V)

Tablo 4.1V. Faktor VIII diizeylerine gore pulmoner emboli gelisim riski

Faktor VIII Persentil Hasta Kontrol OR (95% CI) Diizeltilmis** OR
Diizeyi (95%)
<86 <25 3 17 1* 1*
86-139 25-75 11 32 1.95 (0.47-7.94) 1.76 (0.40-7.65)
140-168 75-90 9 9 5.66 (1.21-26.33) 5.49 (1.12-26.74)
>168 >90 6 6 25.50 (5.61-115.77)  28.33 (5.72-140.27)

*Referans kategori

** Yas, cinsiyet, faktor V Leiden pozitif veya negatifligi, protrombin G20210A pozitifligi veya
negatifligi agisindan diizeltilmis OR

OR, odds ratio

95%Cl, %95 giiven aralig1



5. SONUC VE YORUM

Bu calisma; PE ile trombofilik risk faktorleri arasindaki iligkiyi ortaya
koymak ve bu konuda Tiirk popiilasyonunda yapilabilecek olan c¢ok merkezli
caligmalara basamak olugturmak amaci ile planlanmistir.

Bilindigi gibi DVT ve PE arasinda siki bir iligki vardir. Alt ekstremitelerinde
DVT gosterilen olgularin yaklasik %50’sinde PE gelistigi gosterilmistir. Ek olarak
PE olgularinin da %70-80’inde DVT bulundugu bildirilmistir (11). Bu yakin
birliktelik nedeni ile PE ve DVT’nin aymi hastaligin iki farkli klinik prezentasyonu
oldugu ve PE ve DVT olgularindaki kalitsal ve kazanilmis risk faktorlerinin benzer
oldugu disliniilmektedir. Ancak bu konu heniiz net olarak aydinliga
kavusturulamamistir. Bu nedenle bu calismada genetik risk faktorleri incelenirken
PE olgular1 DVT olup olmamasina gore 2 gruba ayrilarak incelenmistir.

Literatiirde tromboz gelisimi ile iliskili olduguna dair veriler olan faktér V
Leiden, prothrombin G20210A mutasyonlart ve faktér VIII ve IX diizeyleri
calismaya dahil edilmistir. Prothrombin G20210A mutasyonu varligi ve faktor IX
diizeyi yiliksekligi agisindan emboli gruplart ile kontrol grubu arasinda istatistiksel
farklilik tespit edilmemistir.

Faktor V Leiden prevalansi agisindan gruplar incelendiginde; prevalans
kontrol grubunda %9.4, izole emboli grubunda %7.9 olarak bulunmustur. iki grup
arasinda istatistiksel anlamlilik yoktur. PE+DVT grubu incelendiginde ise faktér V
Leiden prevalanst %26.9 (OR:3.5; 95%CI: 1.06-11.9) gibi yiiksek bir oranda
bulunmustur. Tek degiskenli istatistiksel modelde risk hesaplamasi yapildiginda;
faktor V Leiden pozitifligi, izole PE icin bir risk olarak goziikmezken, PE+DVT

birlikteliginde bir risk faktorii olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu sonug, bu giine kadar



literatiirde bu konuda bildirilen ¢alismalarin sonuglar1 ile biiyiik bir benzerlik

gostermektedir. (11,12,13,14,21,22) (Tablo 5.1.)

Tablo 5.1. izole Derin Ven Trombozu, Izole Pulmoner Emboli Ve Derin Ven
Trombozu Pulmoner Emboli Birlikteliginde Degisik Caligmalarda Tespit Edilmis

Faktor V Prevalanslari

izole DVT izole PE DVT/PE

Cahsma

Say1 (n) Yiizde (%) Say1 (n) Yiizde (%) Say1 (n) Yiizde (%)
Manten ve ark (21) 211 17.5 45 8.9 23 13.0
Martinelli ve ark (12) 106 22.6 41 4.9 65 16.9
Baglin ve ark (22) 471 19.5 207 12.1 - -
Turkstra ve ark (14) - - 67 7.5 25 24
Moerloose ve ark (13) 83 15.7 57 10.5 42 19.1
Margaglione ve ark 346 24.3 126 7.1 175 16.6
(1D
Bizim calismamiz - - 38 7.9 26 26.9

DVT: Derin ven trombozu
PE/DVT: Pulmoner emboli ve derin ven trombozu birlikteligi

PE: Pulmoner emboli

Literatiirdeki  c¢aligmalar ve  bizim  c¢alismamiz  bu  asamada
degerlendirildiginde faktor V Leiden mutasyonunun DVT+PE i¢in 6nemli bir risk
faktorii oldugu sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Ancak, bizim ¢alismamizda incelenen
tiim trombofilik risk faktorleri birlikte ele alindigina faktér V Leiden mutasyonunun

risk faktorii olma ozelligini kaybettigi, ¢ogul degiskenli modelde pulmoner emboli



gelisimi i¢in tek risk faktoriinlin faktor VIII diizeyindeki ylikseklik oldugu ve
pulmoner emboli faktor VIII yiliksekligi arasindaki iliskinin doz bagimli oldugu
ortaya konulmustur. (Tablo 4.111, 4.1V)

Kraaijenhagen ve arkadaslar1 (19) c¢alismalarinda, faktor VIII diizeyinin
vendz tromboembolizm i¢in bagimsiz, sik goriilen ve doz bagimli bir risk faktorii
oldugunu ortaya koymuslardir. Kyrle ve arkadaslar1 (23) faktér VIII diizeyi ile
rekiirrens arasindaki iliskiyi inceledikleri ¢alismalarinda; faktor V Leiden ve
protrombin G20210A mutasyonlar ile rekiirrens arasinda iliski bulunmazken, faktor
VIII diizeyinin rekiirrens i¢in énemli bir risk faktorii oldugunu ortaya koymuslardir.
Oguziilgen ve arkadaglar1 (24) pulmoner emboli ciddiyeti ile trombofilik risk
faktorleri arasindaki iligkiyi incelediklerinde; faktor VIII diizeyinin hastalik siddeti
ile korele oldugunu, faktér V Leiden mutasyonu ile boyle bir iligkinin olmadig
gostermiglerdir.  Calismamizin  sonuglar1  ve literatiir bilgileri bir arada
degerlendirildiginde faktdr VIII diizeyinin bagimsiz bir trombofilik risk faktorii
oldugu, faktér V Leiden mutasyonunun risk olusturmadigi gruplar ve durumlar i¢in
onemli bir risk faktorii olabilecegini ortaya ¢ikmaktadir.

Bu caligmada faktor VIII yiiksekligi izole PE olgularinin 9%53.3’iinde,
DVTHPE olgulariin ise %55’inde tespit edilmistir. Bu oranlar literatiirde bildirilen
%19-33 oranlarina (18,19) gore yiiksek degerlerdir. Bu uyumsuzlugun c¢alisma
gruplarmin farkliligindan kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz. Bizim ¢alisma
grubumuzun tamaminin PE olgularinda olusuyor olmasma ragmen diger
caligmalarda incelenen olgularin biiyiik ¢ogunlugu izole DVT olgularidir. Aym

zamanda lilkemizden bildirilen ¢alismalarda faktor VIII’in trombozu olan olgularda



150U/dL degerinden yiiksek olma oran1 %59.5 ve % 53.1 olarak bildirilmistir. Bu
degerler bizim c¢alismamiz ile uyumlu goziikmektedir.

Sonug olarak, bu ¢alismada faktor VIII’in pulmoner emboli gelisimi i¢in sik
goriilen, bagimsiz ve doz iliskili bir risk faktorii oldugu gosterilmistir. Faktor VIII’in
diger risk faktorlerinin iliskili tespit edilemedigi durumlar i¢in (izole PE’de oldugu
gibi) bir risk faktorii olabilecegi ve trombofilik risk faktorlerinin birlikte
degerlendirilmesinin  tromboz riskleri konusunda daha giivenilir sonuglar
verebilecegi ortaya konulmus.

Bu sonuclar dogrultusunda pulmoner emboli olgularinda molekiiler risk
faktorleri incelenirken onceligin faktor VIII’e verilmesi gerektigini, faktor V Leiden
mutasyonun Tiirk toplumunda pulmoner emboli riski agisindan faktér VIII

yiiksekliginin gerisinde kaldigini1 diigiinmekteyiz.
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7. EKLER

7.1. Mali Bilanco ve Aciklamalar

Bu proje kapsaminda asagida belirtilen tarihlerde toplam 11.134.000.000 TL
tutarinda alim yapilmstir.

e 26/12/2001 4.680.330.000

e 09/10/2002 2.123.480.000

e 25/11/2002 3.422.000.000

e (5/09/2003 653.012.000

Projenin verilis asamasi ve alimlarin yapildigi donem arasinda dolar kurunda olan
degisiklikler nedeni ile planlanan tiim alimlar yapilamamis ve proje baslangicinda

planlanan olgu sayis1 olan 200’e ulagilamamustir.

7.2. Sunumlar

1. Pulmoner emboli olgularinda faktdr V Leiden ve protrombin G20210A
mutasyonlarinin incelenmesi Toraks Dernegi 6. Yillik Kongresi: Mini
sempozyum konusmasi

2. The role of factor v leiden and prothrombin G20210A mutations in pulmonary
embolism patients 17" Asia Pacific Congress on Disease of the Chest: Sozel

sunum

7.3. Yaymlar

1. Pulmoner emboli olgularinda faktéor V Leiden ve protrombin G20210A
mutasyonlarinin incelenmesi Ferda Oner’in gogiis hastaliklar1 uzmanlik tezi

2. Faktor VIII ve faktor IX diizeyleri yeni ¢alisilmistir ve ¢alismanin tiim sonuglari

makale haline doniistiiriilme asamasindadir.



