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Amag: Faktér V Leiden mutasyonu trombofilinin en sik gorilen risk faktorlerinden biridir. Faktor V' Leiden
mutasyonun Avrupada sikligmnin %7-10 oldugu belirlendi. Bu mutasyonu tastyan populasyonlarda venéz tromboz,
periferal vaskiiler hastalik, felc, aciklanamayan tekrarlayan gebelik kayiplari, pulmoner embolizm ve kalp krizi gérillme
riskinin arttig1 ileri strilmektedir. Bu mutasyondan sonra FV A4070G mutasyonu bulundu ve R2 olarak adlandirilds.
Bu polimorfizmin plazmadaki faktér V seviyelerini azalttigi, ayrica iki fonksiyonel olarak farkli faktér V izoformu
arasindaki dengeyi bozdugu ve koagulasyona egilimi arttirdigt iddia edilmistir. FV Leiden ve RH allelerinin prevalanst
cografi bolgeler arasinda 6nemli farkliliklar gstermektedir. Bundan dolay1 bélgesel prevalansalarin belirlenmesi, iligkili
hastaliklara yaklagim icin 6nemlidir. Bu amagla, Sivas ¢evresinden rastgele secilmis 214 bireyde faktér V geninin Leiden
ve R2 polimorfizmlerinin allel frekansi aragtirildi.

Materyal ve Metod: Hasta grubunu Sivas bolgesinde ikamet eden bireyler arasinda rastgele sectik. 103 erkek ve 111
kadin olmak tizere toplam 214 kisi calismamiza dahil edildi. Calisma grubunun bireyleri, ¢calismanin amact hakkinda
bilgilendirildi ve yazili onam belgesi imzalatildi. Gen mutasyonlarini belirlemek igin periferik kan érneklerinden DNA
izolasyonu yapildi. Mutasyon analizi revers hibridizasyon prensiplerine dayanan strip assay teknigiyle yapildi. Veriler
SPSS 15.0 istatistik programi kullanilarak analiz edildi.

Sonug: Su ana kadar rapor edilmis diger populasyonlarla karsilastirdigimizda, Sivas populasyonundaki FV Leiden ve
HR2 tastyicilik frekanslarinin bunlarla benzer oldugunu bulduk. Bu klinik agidan takip edilmesi gereken bir bulgudur.
Anahtar Sézciikler: Leiden, Polimorfizm, Mutasyon

The Leiden (G1691a) and Hr2 (A4070g) Polymorphisms of Factor V Gene in Sivas Population

Aim: Factor V Leiden is one of the common known risk factors of thrombofhilic disease. Factor V Leiden mutation is
determinated in Europe at a prevelance of 7-10%. It is suggested that the risk of venous thrombosis, peripheral
vascular disease, stroke, unexplained fetal losses, pulmonary embolism and miyocardial infarctus at populations carry
this mutation. After this mutation, Factor V A4070G polymorphism has been found and referred as R2 haplotype.
This polymorphism has been claimed to decrease factor V levels in plasma and also alter the balance of two
functionally different isoforms of Factor V and leads to thrombosis. The prevalance of FV Leiden and RH2 alleles
shows significant differences between the geographic regions. Therefore, the regional prevalance is important in
determining related diseases. In this regard, we investigated the allelic frequencies of Leiden and R2 polymorphisms of
the Factor V gene in 214 randomly selected individuals around Sivas.

Materials and Methods: The study group was selected between individuals residing in Sivas. Total 214 subjects (103 men
and 111 woman) were enrolled in the study. The subjects were informed of the purpose of the study and signed a
written consent. The factor V gene polymorphisms were determined DNA isolation was performed from peripheral
blood samples. The mutation analysis was performed by StripAssay technique which is based on the reverse-
hybridization principle automatically. Data were analyzed by SPSS 15.0 package program.

Conclusions: Compared to all other populations reported so far, in our studys, Sivas population harbors generally the
similar prevalance of the FV leiden and HR2 polymorphism. This is an finding to be followed in terms of clinical
aspect.
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Giris

APC ile bitlikte Faktér Vlla'yt inaktive eder,ayrica
Faktor V' in kendi aktive formu protrombinin

Faktor V kan koagtilasyon sisteminde gorev alan en
o6nemli proteinlerden biridir. Fakt6r V, aktive edilmis
protein C (APC) 'nin kofaktorii olarak fonksiyon yapar.
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proteolitik aktivasyonunda kofaktér olarak rol oynar ve
protrombin trombine dondstirdlar. Aktive edilmis
protein C rezistansina (APCR) yol acan IV Leiden
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mutasyonu trombofilinin en

nedenidir.!-#

stk gorilen  genetik

Aktive edilmis protein C, FVa ve FVlla'y1 inaktive
ederek, kanin pihtilasmasint  diizenleyen bir = serin
proteaz enzimidir. APC, FVa proteinini 679, 506 ve
306'daki arginin bolgelerinden keserek inaktive eder.
FVa ilk 6nce 506'dan daha sonra 306'dan kesilerek
inaktive olur. Fakat FV Leiden mutasyonu 1691.
niikleotid G' nin A' ya déntsmesine sebep olur. Bu da
506 Argininin Glisin olmastyla sonuglanir, béylece
506'daki kesim engellenmis olur. Mutant FV yine
306'dan kesilmesiyle inaktive olabilir, fakat bu durum
yaklastk 10 kat daha vyavastir. Boylece Faktor V
molektlid  proteolitik  inaktivasyona direngli  olur.
Trombin tretiminde artma ve hiperkoagiilasyon gelisir,
FV  prokoagulan olmaya devam eder. FV Leiden
heterozigot Dbireylerde thrombosis riski  5-10 kat,
homozigot bireylerde ise risk 50-100 kat artar.3>7

Faktor V Leiden mutasyonu otozomal dominant olarak
kusaktan kusaga iletilir. Bu patolojinin frekansi
toplumlar arasinda degisiklik gosterir. Ttrk toplumunda
tastyicilik orant yaklasik %9.1 dir. Bu nedenle trombofili
icin yuksek risk grubunu olusturan bireylerin taranmasi
olduk¢a 6nemlidir. Béyle bir mutasyon icin heterozigot
bireylerde cerrahi girisim sonrasinda, kadinlarda oral
kontraseptif ~ kullanimi  sirasinda  ve  postpartum
dénemde DVT gorilme riski arttigt saptanmustir. Faktor
V leiden mutasyonunu taramak icin yapilan bir kag test
vardir. Bunlar plasma APC rezistansini 6l¢meye dayanir.
Bu testlerde plazma pihtilasma zamant [prothrombin
time (PT), aktive edilmis parcali thromboplastin siiresi
(APTT), Xa-pthtilasma zaman1 gibi] APC nin varliginda
ve yoklugunda o6lcilir. Fakat bu testlerin sensitivitesi ve
spesifitesi buytik ol¢tide degisiklik gosterir.>8-11

Test sonuglart (+) pozitif olan insanlar icin mutlaka
DNA analiz testi uygulanmalidir, ¢linkt normal degerler
ve tastytctlarin degerleri ayni bulunabilir ve bu yiizden
yanlis teshis konulabilir. Bu da c¢ok biyiik hatalara
neden olabilir. DNA analiz teknigi ile Faktér V
genindeki G1691A mutasyonu direk olarak incelenir ve
kesin sonu¢ verilir. Klasik plazma testleri eger (+)
pozitif ise  sonu¢ mutlaka DNA  testi ile
dogrulanmalidir.!-38

Faktér V mutasyonlart bir¢cok hastalik (miyokard
enfarktisi, derin ven trombozu, pulmoner emboli,
tekrarlayan dustkler vb) etyolojisinde aragtirilmis, bir
kismuyla giicli baglantilar rapor edilmistir.81> Genellikle
multifaktériyel  bir  etyolojiye sahip gbriinen bu
hastaliklarda genetik etyolojinin agirtligi poptilasyonlar
arasinda buyik farklar gésterebilmektedir. Hatta bu dar
cografi bélgeler acisindan da boyledir. Bundan dolay1
dar cografi bolgelerinde gen havuzlarinin - iligkili
mutasyonlar acisindan degerlendirilmesi bu hastaliklara
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yaklasimda bolgesel bir  spesifiklik  kazanilmasint
saglayabilecektir. Faktér V  gen mutasyonlarinin

ilisiklendirildigi hastaliklarin tlkemiz ve Sivas bolgesinde
de 6nemini korumasi, bu hastaliklarin genetik temelinin
aydinlatilmasina yonelik ¢aligmalart degerli kilmaktadir.
Gunimiuzde, gittikce 6nem kazanan kisiye ve bolgesel
Ozeliklere gbre tedavi yaklagimlarinin  dizenlenmesi
seklindeki farmakogenetik arastirmalar, gereksiz tedavi
uygulamalarini  Onleyebilecektir. Hastalik  gruplarina
déniik olan bu ¢alismalar, ancak ¢alistlan populasyonda
bu mutasyonlar hakkinda yeterli veriletin olmastyla daha
saglikli  sonuglara ulagabilecektir. Bu nedenletle
calismamizin, Faktor V Leiden ve Faktér V R2
mutasyonlarinin ~ Sivas  populasyonundaki  dagilim
frekansinin anlagtlmast yontindeki calismalara baslangic
teskil etmesi amaclanmugtir.

Bu amagla bu mutasyonlarin cografyamizdaki allelik
frekanslar, bu allelerin homozigot ve heterozigot
dagilimlart saptanarak, bu iki ayri mutasyonun birlesik
frekanslart tespit edilmigtir.

Gereg ve Yontem

Bu calismaya Sivas ili stnitlarinda yagayan 103 erkek, 111
kadin olmak tzere toplam 214 kisi dahil edildi. Kisiletin
Sivas dogumlu ve Sivas’ta ikamet eden bireyler
olmalarina dikkat edildi.

Bu amagla 678 kisi (326 erkek ve 352 bayan) rastgele
belilendi ve bunlarin arasindan 214 kisi rasgele sayilar
yontemi kullanilarak segildi. Calisma C.U Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dalinda yapildi. 2 cc periferik
venéz kan etiketi EDTAlL tiplere alinarak
kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi. Periferik
kan dokusundan genomik DNA izolasyonu Invitek
Invisorb Spin Blood DNA Izolasyon Kiti kullanilarak
periferik kan dokusundan yapildi. Vienna Lab CVD
PCR amplifikasyon kiti kullanilarak faktér V geninin
ilgili bolgelerinin  ¢oklu (multipleks) amplifikasyonu
yapildi. PCR drinleri (4 pl) %1lik elektroforezde

basarill  amplifikasonlar  agisindan  degerlendirildi.
Basaril  amplifikasyonlardan 10 pl UrGn  revers
hibridizasyon analiz i¢in kullanidz.

Revers-hibridizasyon ProfiBlot T48 (Tecan)
hibridizasyon cihazi analiz icin kullanddi.  Oda

sicakliginda Stripler oda 1ml konjugat soliisyonu ile 15
dk inkiibe edilerek solisyon icindeki streptavidin-
alkalan fosfatazin biyotinle isaretlenmis hibrit DNA
fragmentlerine baglanmast saglandi. Strip tzerindeki
hibridize olmus bantlarin gérilir hale gelebilmesi icin
ortama 1ml renk gelistiricisi (color developer) olarak
nitro blue tetrazolium (NBT) ve 5-bromo-4-kloro-3-
indolil fosfat (BCIP) eklendi, oda sicakliginda 15 dk
inkiibasyona tabi tutuldu.
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tablosuna

(Collector) yerlestirildi (Sekil 1).
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Sekil 1. Revers hibridizasyon yonteminde kullanian
striplerden elde edilen analiz sonuclart.Burada stripin 1-
2 numaralt bantlart FV Leiden, 2-4 numarali bantlart FV
HR2 mutasyonlari ile iliskilidir. Bunlarin birinde bant
g6zlemlenmesi heterozigotluga, ikisinde gbzlemlenmesi
homozigot mutant duruma, bant goézlemlenmemesi
homozigot normal duruma igaret eder.

Elde edilen verilerin istatiksel olarak
degerlenderilmesinde ~ windows  ortaminda ~ SPSS
(StaticalPackage for Social Science) 15.0 istatiksel paket
programt kullanilmugtir.

Bulgular

Faktér V  Leiden ve R2 alleli igin yapilan
degerlendirmede dagilim frekansinin erkekler (n=103)
ve bayanlar (n=111) arasinda benzer oldugu ve anlamlt
bir fark bulunmadig1 belirlenmistir.

Faktér V Leiden allel genotiplerinin tim bireyler
arasindaki dagilimina bakildiginda homozigot normal
194 (%90.7), homozigot mutant 1 (%0.4), heterozigot
19 (%8.9) kisiye rastlanmustir (Tablo 1).

Faktor V R2 allel genotiplerinin tim bireyler arasindaki
dagilimina bakildiginda homozigot mutant genotipte 3
(%1.4), homozigot normal 177 (%82.7), heterozigot 34
(%15.9) kisiye rastlanmustir (Tablo 2).

Faktér V Leiden ve R2 allel genotipleri birlikte ele
alinarak tim bireyler arasindaki dagilimina bakildiginda
AGRR genotipinde 3 kisi (%1.4), AGHH genotipinde
19 kisi (%8.8), GGHH genotipinde 157 kisi (%73.4)
kisi, GGHR genotipinde 34 kisi (% 15.9) ve AAHH
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genotipinde 1 kisi (%0.5) saptanmustir (Tablo 3).

Tablo 1. Faktér V (Leiden) allel ve genotiplerinin
bireyler arasinda dagilimu.

Say1 Yiizde
Homozigot normal 194 90.7
Homozigot mutant 1 0.4
Heterozigot 19 8.9
G alleli 407 %95.1
A alleli 21 %4.9

Tablo 2.Faktér V (R2) allel ve genotiplerinin bireyler
arasinda dagilimu.

Say1 Yiizde
Homozigot normal 177 82.7
Homozigot mutant 3 1.4
Heterozigot 34 15.9
A alleli 388 %90.6
G alleli 40 %9.4

Tablo 3.Faktor VLeiden/R2 bitlesik genotip
dagilimlart.

Say1 Yiizde
AGRR 3 1.4
AGHH 19 8.8
GGHH 157 73.4
GGHR 34 15.9
AAHH 1 0.5
Toplam 214 100.0

Faktor V Leiden ve R2 allelerinin dagihm frekanslart
kendi aralarinda karsilastirildiginda hem homozigotluk
hemde heterozigotluk agisindan  benzer degerler
bulunmustur. Burada her ikisinde de belirgin bir
heterozigotluk (%8.9, %15.9) dikkat ¢ekmektedir.

Tartigma

Faktor V Leiden mutasyonun yaklasik 21.000-34.000 yil
once Anadolu ve Kafkasya’da ortaya ciktigr ileri
strilmektedir. Bu mutasyonun daha sonra 10.000 yil
Avrupa ve Hindistana yayildigi tahmin
edilmektedir.!®!6 Bu 6zellikler populasyon goclerinin
kavsaginda bulunan tlkemiz ve 6zellikle bolgemiz icin
kiicik ipuglart verebilme potansiyeli tagtmaktadir.
Kaftkas ve Anadolu kokenli irklar disinda ender olarak
gorilmesi bunun bir kanitidir!” Ciddi sonuglart olan bu
mutasyonunirklardaki  yiksekligininin =~ nedenlerinin
arastirtlmast gerekmektedir.

once

Diinya genelinde Faktor V leiden allel frekansinin %2-
15 araliginda oldugu belirtilmektedir.”>!” Trombofilik
faktor olarak cok ciddi sonuglari olan yaygin hastaliklara
yol agmast toplum sagligt agisindan bu mutasyonu daha
6nemli hale getirmektedir. Bu durum 6ncellikle yaygin
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ciddi hastaliklarla ugrasan koruyucu saglik hizmetleri
actisindan  ihmal  edilmeyecek  kadar  Gnemlidir.
Cogunlukla multi  faktoryel —Ozellik  tasiyan  bu
hastaliklarda genetik faktorlerin agirhiginin belirlenmesi
bu hastaliklara yaklasimimizi degistirebilecektir.

Genetigin hastaltk yaklagimlarina sagladigt 6nemli bir
katkida; bolgesel ve bireysel farkliliklari 6nemseyen bir
yaklasim getirmesidir. Kisiye ve bdlgeye gore tedavi
plant gittikce 6ncelenen bir yaklasim haline gelmistir.
Gen mutasyonlarinin - dagilimi  genellikle  bolgeler
arasinda 6nemli farkliliklar géstermektedir.!” Bu genis
cografik bolgeler icin s6z konusu oldugu gibi; dar
cografik bélgeler icin de durum béyledir. Genis cografik
bolgeler icin elde edilen rakamlar bazen dar cografik
bolgeleri temsil etmekten uzak olabilir. Bundan dolay1
bazen bir muatasyon, bir boélge acisindan hastalikla

iligkisiz ~ gOrilirken  diger bir bolgede  iligkili
bulunabilmektedir.
ACMG (The American College of General

Medicine)’nin konsesusuna gbre; 50 yasindan 6nce
tromboz gecirenlerde, herhangi bir yasta provoke edici
bir sebep olmaksizin venéz tromboz gegirenlerde,
alistilmamus bir bolgede tromboz gegirenlerde, (serebral,
mezenterik, portal, hepatik venlerde), gebelik,
logusalik sirasinda vendz tromboz gegirenlerde, oral
kontraseptif ya da hormon replasman tedavisi
sirasinda tromboz gecirenlerde, ailesinde
vendz tromboz hikayesi olanlarda mutlak faktér V
mutasyonlarina bakilmast 6nerilmektedir.!® Yukarda
yazilt durumlarin toplumda sik¢a rastlanilan ciddi
problemler olmast bu mutasyonlarin arastirilmasini
daha Onemli hale getirmistir. Bolgesel olarak bu
hastaliklarda genetik etkininin agirhiginin
belirlenmesi; koruyucu ve tedavi edici hekimlik
acisindan 6nemlidir.

venoz

Bir gende <c¢ok sayida allele rastlanabilmesi
genotiplerin  allelik ~ rekombinasyonlarina  yol
acmaktadir. Homozigot durumlar daha kolay anlasilir
olmasina ragmen, Ozellikle ¢ift heterozigotluk
durumunda  (compound  heterozigot)  kaynak
aragtirilmalidir.’ Bu homozigot mutant form ile
homozigot normal form arasinda bir ara form 6zelligi
tastmaktadir.  Cift  heterozigotluk  durumunun
dominant penetrans azalmasina etkiside
6nemsenmelidir.  Bizim  c¢alisma  gurubumuzda
compound heterozigotlugu s6z konusu olabilecek
bireylere  rastlanmamasina  ragmen  yapilacak
calismalarda bu durumda g6z ardi edilmemelidir. Bu
genotipin fenotipe etkisi siradan bir heterozigotluk
gibi goriilmemelidir. Ozellikle azalmis penetranstan
s6z edilse de otozomal dominant durumlar daha fazla
6nemsenmelidir.

Tarihsel olarak mutasyonun ilk saptandigi bolgelerde,
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FV  mutasyonlarina  daha ¢ok  beyaz irkta
rastlanilmistir.  Avrupa’da  degisik  populasyonlar
tzerinde yapilan calismalarda faktér V Leiden allel
frekanst %2-15 olarak belirlenmistir. Ulkemiz igin ise
bu oranin %7.1-9.1 aralaginda oldugu
santlmaktadir.®'% Yapilan bazi calisgmalarda bu oran
Ankara i¢in %7.1,%0 Denizli icin %8.4,2! olarak
saptanmistirt. Bu mutasyonun otozomal dominant
dogast g6z Ontinde bulunduruldugunda (penetrans
azalmasi gosterse de) bu allel frekanslari ile tGlkemiz
yiksek sayilabilecek bir riske sahiptir. Sivas icin elde
ettigimiz %4.9’lik faktér V allel frekansi Turkiye
ortalamasinin  altindadir. Buna ragmen  Sivas
populasyonunda her 20 kisiden birinde bu mutasyona
rastlanabilecegi gorilmektedir.

Elde ettigimiz verilerde faktér FV R2 allel
frekansinin %9.4 oldugu goérulmektedir. Buna karsin
bu allel agisindan homozigot olan sadece 3 (%1.4)
bireye rastlanmigtir. Tirkiye populasyonunda HR2 allel
frekansinin %8.5 oldugu belirtilmistir.?? Degisik cografi
bélgelerden degisik FV HR2 allel prevalans oranlart
bildirilmistit.?>27 Bernson ve arkadaglari?* bu sonuclar
tzerinde yaptiklart  arastirmada FV  HR2  allel
prevalansini beyaz 1rkta (Kafkas irki) %119, Afro
Amerikahlarda %5.6, Asyalilarda %13.4 ve hispaniklerde
%11.3 olarak hesaplamiglardir. Bunun yaninda yapilan
diger caligmalarda bu HR2 lallel prevalansinin
Avustruralyada %06.2,>8 Hindistan ve Somalide %8-10,%
Araplarda %73  oldugu belitlenmistir. Cin  Han
populasyonunda ise HR2 haplotipine rastlanmamustir.3!

Elde ettigimiz sonuclar Tirkiye ve Diinya genelinde

gbzlemlendigi gibi 6nemsenmesi gereken  bir
yayginliga isaret etmektedir. Bundan dolayr Sivas
bélgesinde  kardiyovaskiller — hastaliklarla  ilgili

yapilacak etyolojik ¢alismalarda bu mutasyonlarin
etkinligi g6z 6ntinde bulundurulmalidir.
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