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OZET

Amag: Faktér V Leiden (FVL), protrombin gen (PT
G20210A) ve metilentetrahidrofolat rediktaz (MTHFR)
C677T polimorfizmleri venéz tromboz gelismesinde risk
faktorleri olarak bilinmektedir. Bununla birlikte, bu
polimorfizmlerin periferik arter hastaligis (PAH) ile olan
iliskileri hentz tartismalt olup, sadece PT G20210A
polimorfizminin PAH icin bir risk faktéri olabilecegi
dusuntulmektedir. Calismamizin amact PAH olan erkek
hastalarda bu polimorfizmlerin sikliklarini aragtirmaktir.

Yontem ve Geregler: Calismamiza PAH olan 30 erkek
hasta kabul edildi. Hastalarda tani fizik muayene ve
arteriyel Doppler ultrasonografik incelemeyle kondu.
Tum hastalarda FVL, PT G20210A ve MTHFR (C677T,
A1298C) polimorfizmleri arastirildi. Polimorfizmleri
tanimlamak icin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve
amplifikasyon refrakter mutasyon sistemi kullanildi.

Bulgular: Hastalarimizin yaslart ise 36-87 arasinda
degismekte ve ortalama yas ise 652%11.2 yil idi.
Homozigot FVL ve homozigot PT G20210A
mutasyonlart da hicbir hastamizda tespit edilmedi.
Heterozigot FVL polimorfizmi 4 olguda (%13.3),
heterozigot PT G20210A polimorfizmi ise 5 olguda
(%16.6) goézlendi. Homozigot ve heterozigot MTHFR
C677T polimorfizmleri ise sirayla 5 (%16.6) ve 15 (%50)
olguda tespit edildi.

Sonug: Calismamiz Szellikle sigara igenlerde PT G20210
alelinin PAH icin trombotik bir risk faktéri olarak géz
ontne alinmasi gerektigi gorusint desteklemektedir.
Ancak, bulgularimiz  genis  kapsamli  ¢alismalarla
desteklenmelidir.

Anahtar Kelimeler: Periferik arter hastaligi, trombofili,
FVL, PT G20210A, MTHFR

Giris

Aterosklerotik damar hastalig1 genetik ve edinilmis
cevresel risk faktorlerinin rol oynadigt multi-

ABSTRACT

Objective: Factor V Leiden (FVL), Prothrombin gene
(PT G20210A) and methylenetetrahydrofolate reductase
(MTHEFR) C677T polymorphisms have been known as
thrombophilic risk factors for the development of
venous thrombosis. However, the association between
these polymorphisms and peripheral arterial disease
(PAD) has been yet controversial and only PT G20210A
polymorphism has been suggested as a risk factor for
PAD. This study was aimed to investigate the
distribution frequencies of these polymorphisms in male
patients with PAD.

Material and Methods: A total of 30 male patients with
PAD were included in the study. Patients were diagnosed
by means of physical examination and Doppler
ultrasonography. The mutations including FVL, PT
G20210A and MTHFR (C677T, A1298C) wete
investigated in all patients. Polymerase chain reaction
(PCR) and the amplification refractory mutation system
were used to identify the polymorphisms in the blood of
the patients

Results: The ages of the patients ranged from 36 to 87
years and the mean age was 65.2 = 11.2 years. There were
no homozygous carriers for either FVL or PT G20210A
polymorphisms. ~ The  heterozygous FVL  and
heterozygous PT G20210 polymorphisms were observed
in 4(13.3%) and 5(16.6%) patients, respectively. The
homozygous and heterozygous MTHFR  C677T
polymorphisms were found in 5 (16.6%) and 15 (50%)
patients, respectively.

Conclusion: Our study supported the opinion that PT
G20210A allele should be taken into account as a
thrombotic risk factor for PAD, especially in smokers.
However, our findings should be supported by detailed
studies.

Key Words: Peripheral artery disease, thrombophilia,
FVL, PT G2010A, MTHFR

faktorel bir klinik antite olup, koroner, serebral ve
periferik damar yataklarini tutabilir (1). Periferik
damar yataginin tutulmasiyla olusan periferik arter
hastaligt (PAH) alt eckstremite arterlerinde
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ateroskleroz nedeniyle olugan ilerleyici tikayict bir

hastalilk  olup,  genellikle inflamasyon  ve
hiperkoagtlabilite — ile  iligkilidir. =~ Hastaligin
ilerlemesiyle intermitant kladikasyon, istirahat

agrisi ve ulserasyon gibi klinik bulgular gelisebilir.
Toplumda sikligi %12-14 arasinda degisen PAH,
cogu kez sonunda kardiyovaskiler ya da
serebrovaskiiller bir olay nedeniyle 6lime yol
actigindan 6nemli bir hastalik grubudur (2).

Koroner arter hastaligt gelismesinde risk faktorleri
olan sigara kullanimi ve diyabet PAH gelismesinde
de major risk faktorleridir. Diger ortak risk
faktorleri hipertansiyon ve dislipidemidir (3). Tleri
yas, erkek cinsiyet, gecirilmis miyokart enfarktiisi,
inme hikayesi ve gecici iskemik atak da PAH
gelismesinde  risk  faktdrleri  olarak  kabul
edilmektedir (4). Ayrica, aterosklerotik lezyonlarla
birlikte = koagiilasyon  proteinlerini  kodlayan
genlerin  polimorfizmlerinin ~ de  geleneksel
kardiyovaskiler risk faktorleriyle etkilesime girerek
semptomatik PAH gelismesine katkida bulunabilir
(3)-

Arteriyel tromboz gelismesinde endovaskiler
hasar ve hemostatik dengedeki degisiklikler 6nemli
rol  oynar. Endotelyal hicre hasar1 ile
proinflamatuar mediyatérlerin - katkist  arteriyel
tromboz sirecini uyarir (5). Bu c¢ok siklikla
aterosklerotik hastaligin sonucuysa da, trombofilik
polimorfizmler nedeniyle koagtilasyon
proteinlerinin aktivasyonundaki degisiklikler de
PAHnin  ilerlemesini  yol acan  trombds
olusumunun etkinligini modifiye eder (5).
Onceleri, FVL, PT G20210A ve MTHFR C677T
polimorfizmleri vendéz tromboembolizm (VTE)
icin risk faktorleri olarak kabul edilmekteydi.
Ancak, son zamanlarda MTHFR
polimorfizmlerinin  VTE ile iliskisi olmadigt
gosterildiginden, sadece FVL ve PT G20210A
polimorfizmleri VTE icin risk faktort olarak kabul
edilmektedir (6). Bu polimorfizmlerin arteriyel
trombotik hastaliklarda ve aterosklerozda rolleri
ise tartigmalidir (5,7). Calismamizin amact PAH
olan erkek hastalarda bu mutasyonlarin sikligini
tespit etmektir.

Gerecg ve Yontem

Subat 2016 ile Ekim 2016 tarihleri arasinda
hastanemize basvuran ve PAH tanist konulan 30
erkek hasta ¢aligma kapsamina alindi. Hastanemize
bagvurduklarinda, Fontaine siniflandirmasina gore
hastalardan 22’si evre 2, geri kalani ise evre 3’de
idi. Galismamiz Helsinki deklarasyonuyla uyumlu
olan Universitemizin Klinik Aragtirmalar Etik
Kurulunun onaylamasiyla ve katilanlarin onami

alinarak yapilmistir. Tim hastalarda tani fizik
muayene ve arteriyel Doppler ultrasonografik
incelemeyle kondu.

Kan numuneleri tani veya preoperatif tetkikler icin
alinan vendéz kanlardan saglandi icinde
etilendiamintetraasetik  asit (EDTA) bulunan
tiplere kondu. Numunelerden DNA izolasyonlari
QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen Inc.
Germany) kullanilarak yapildi ve polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) vyapilincaya kadar -20°C’de
muhafaza edildi. Polimorfizmlerin taranmasinda
SNaPshot® multiplex system (Applied Biosystems
Inc. Switzerland) kullanildi. Bu amagla her 3
polimorfizm i¢in 3 primer dizayn edildi (PCR i¢in
2 ve SNaPshot® reaksiyonu i¢in 1). PCR’lar %2
agarose gel electrophoresis kullanilarak kontrol
edildi. Bir numune igin 3 reaksiyon NucleoFast®
96 PCR kit (MACHEREY-NAGEL GmbH)
kullanilarak kombine ve purifiye edildi.

SNaPshot®

ve

reaksiyonlari:  Purifiye =~ PCR’lar
SNaPshot® ile dretici firmanin  direktifleri
dogrultusunda uygulandt. SNaPshot®
reaksiyonlarinin kapiller elektroforezi de ABI 3130
capillary  electrophoresis instrument (Applied
Biosystems Inc. Switzerland) kullanilarak yine
tretici  firmanin  direktifleri  dogrultusunda
uyguland. Polimorfizmleri Genotipleme
GeneMapper 4.0 yazilimi (Applied Biosystems
A.S. Isvicre) tizerinden kapiller elektroforez
sirasinda electrophoregramlar analiz edilerek elde
edildi.

Bulgular ortalamatstandart sapma olarak ifade

edildi.  Mutasyonlarin  sikligt  yizde  olarak
gosterildi.
Bulgular
Hastalarimizin,  yaslari  ise  36-87  arasinda
degismekteydi ve ortalama yas ise 65.2%£11.2 yil
idi. Hastalarimizin 244 (%80) sigara

kullanmaktaydi. Ayrica, 7 (%23.3) hastada eslik
eden koroner arter hastaligi, 18 (%G60) hastada
hipertansiyon ve 5 (%16.6) hastada diyabet
mevcuttu. Fontaine siniflandirmasiyla
polimorfizmler arasinda bir iligki tespit edilemedi.

Homozigot FVL ve homozigot PT G20210A
mutasyonlart higbir hastamizda tespit edilmedi.
Heterozigot FVL mutasyonu 4 olguda (%13.3),
heterozigot PT G20210A mutasyonu 5 olguda
(%16.6), homozigot MTHFR C677T Mutasyonu 5
(%16.6) olguda, heterozigot MTHFR C677T
mutasyonu 15 (%50) olguda, homozigot MTHFR
C1298C mutasyonu 2 (%6.6) olguda, heterozigot
MTHFR C1298C mutasyonu ise 11 (%36.6)
olguda tespit edildi (Tablo 1).
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Heterozigot PT G20210A mutasyonu olan 5
olgunun hepsinde de eslik eden mutasyonlar vardi
(Tablo 2). Heterozigot FVL polimorfizmi tasiyan 4
olgunun 2’sinde eslik eden heterozigot PT
G20210A polimorfizmi de vard: (Tablo 3). FVL ve
PT G20210A mutasyonu tasiyan tuim hastalar
hipertansif idi ve sigara kullaniyorlardi. PT
G20210A mutasyonu olan bir hastada eslik eden
koroner arter hastaligt da mevcuttu.

MTHFR C677T mutasyonu 20 (%66.6) olguda
tespit edilmis olup, 15 olgu heterozigot ve 5 olgu
homozigottu. MTHFR A1298C mutasyonu olan
13 (%43.3) olgunun 2’si homozigot digerleri
heterozigot idi. Kombine heterozigot MTHFR
C677T/A1298C mutasyonlart 3 (%10) olguda
mevcuttu. Bu kombinasyonu tasiyan olgularin

faktorleri, sitokinler, adezyon molekulleri
sorumludur (2). Serbest oksijen radikalleri vaskiiler
duvara toksik etki gOstererek aterosklerozu
arttirdiklari gibi eritrosit membran
gecirgenligindeki degisiklikler nedeniyle hemolize
de neden olurlar ve sonucta hipoksik bélgeye
oksijen tasima yetenegi azalir. Olusan hemoliz
nedeniylede tikanikligin distalindeki hipoksi daha
da artarak dokularin beslenmesi bozulur (8).
Asemptomatik bile olsa PAH olanlarda miyokart
enfarktiisti ve inme riski artmistir ve 10 yil icinde
olum orant PAH olanlarda 6 kat daha fazladir
(4,9). Bu nedenle genetik ve c¢evresel risk
faktorlerinin bilinmesi 6nemlidir.

PT G20210 polimorfizmi hiperprotrombinemi ve
artmis trombin olusumuyla iligkili oldugundan,

hicbirinde eslik eden baska mutasyonlar yoktu. vendz  ve  arteriyel  trombozda = genetik
Ayrica,  bir  (%3.3)  olgumuzda  taranan varyasyonlarin arastirilmast 6nemlidir (1). Trombin
mutasyonlarin higbirisi tespit edilmedi. sadece fibrin olusumunda ve platelet
agregasyonunda rol oynamaz; aynit zamanda
Tartigma endotelyal aktivasyonda da rol oynar. Ayrica,
proteaz ile aktive olan reseptorlerin aktivasyonu
Aterosklerozun  gelismesinde ve olusmasinda yoluyla trombosit ve 16kosit takviyesinde de roli
inflamasyonun ~ da  énemli  rol  oynadifi vardir (3). Heterozigot PT G20210A mutasyonu
anlagtlmistir. Bu inflamasyondan cesitli biyume tastyanlarda  dolagimdaki protrombin = seviyeleri
Tablo 1. Tespit edilen mutasyonlarin olgulara gére dagilimi ve yiizdeleri
Polimorfizmler Olgu sayist Yizde
Protrombin gen mutasyonu (PT G20210A) 5 %16.6
Fakt6ér V Leiden (FVL) 4 %13.3
Homozigot Metilentetrahidrofolar reditktaz (MTHFR) C677T 5 %16.6
Heterozigot MTHFR C677T 15 %50
Homozigot MTHFR A1296 C 2 %06.6
Heterozigot MTHFR A1298C 11 %36.6
Hi¢ mutasyon tespit edilmeyenler 1 %3.3

Tablo 2. Heterozigot PT G20210 mutasyonu tespit edilen hastalarda eslik eden diger mutasyonlar

Yas PT G20210A FVL MTHFR C677T MTHFR A1298C
81 HET WT HET WT

77 HET WT HOM WwWT

82 HET WT HET WT

87 HET HET WT HOM

70 HET HET HET WT

Tablo 3. Heterozigot FVL mutasyonu tespit edilen hastalarda eslik eden diger mutasyonlar.

Yas FVL PT G20210A MTHFR C677T MTHFR A1298C
58 HET WT WT HET

87 HET HET WT HOM

70 HET HET HET WT

70 HET WT HOM WT

Van Tip Derg Cilt:24, Say1:4, Ekim /2017

289



Meral Ekim ve Hasan Ekim / Periferik Arter Hastaligt ve Trombofili

%25 artar. Protrombin genindeki bu mutasyon
nedeniyle  trombin  iretiminin  artmasit  ve
koagiilasyonu aktive etmesi protrombotik bir
duruma yol acar (1). Dolayistyla, PT G20210A
polimorfizmi ateroskleroz gelismis kisilerde daha
fazla lokal protrombin olusumuna sebep olarak
aterosklerozun ilerlemesine de katkida bulunabilir
(10).

PT G20210A polimorfizmi erkeklerde karotis ve
femoral arterlerde aterosklerozun ilerlemesiyle de
iligkili bulunmugtur (10). Bazt arastirmacilar
tarafindan PT G20210A polimorfizminin 6zellikle
sigara icenlerde PAH riskini bariz arttirdigs
bildirilmistir  (3). Yine Italya’da yapilan bir
calismada bu mutasyon PAH olanlarda kontrol
grubuna gbre anlamli olarak fazla bulunmustur
(11). Ayrica, PT G20210A polimorfizminin PAH
olanlarda  kritik  iskemi  riskini  arttirdigi
bildirilmistir (5).

Trombin ya prokoagilan 6zellikleri nedeniyle ya
da vaskiller hasar olan yerlerde diz kas
hiicrelerinin  proliferasyonunu  baslatarak  veya
inflamatuvar strecleri regiile ederek arteriyel duvar
kalinlasmasinda 6nemli bir risk faktorii oldugu
distunilmektedir (10). Nitekim aterosklerozun
klinik belirtileri ortaya ¢tkan ve PT G20210A
polimorfizmi tastyanlarda karotis femoral
arterlerde intima-media kalinliginin artti$1 dikkati
cekmistir (10). Trombinin koagiilasyon veya diiz
kas hiicrelerinin proliferasyonu veya inflamatuvar
stireclerin ~ Uzerine  etkileriyle arter  duvar
kalinlasmasindaki roli belitlenmistir (3). Erkek
hastalarda karotis ve femoral arter intimasinin
kalinlasmasinda PT G20210A polimorfizminin
rold oldugu gosterilmistir (3).

ve

PT G20210 polimorfizmi insidanst Avrupa’nin
gineyinde %3 oraninda tespit edilmis olup,
Avrupa’nin kuzeyinden 2 misli fazladir (12). PT
G20210 polimorfizmi tlkemizde yapilan bir
arastirmada DVT’li hastalarda %6.5 oranindayken
saglikli gontllilerde %1.2 oraninda gorilmustiir
(13). Daha o6nce yaptigimiz bir ¢alismamizda
saglikli bireylerde PT G20210 polimorfizminin
sikligint  %5.5  bulmustuk (14). PT G20210
polimorfizmi saglikli Filistin toplumunda %9.3
oraninda rastlanmis olup (15), diger Utlkelerden

bildirilenlerden fazladir (16). Serimizdeyse PT
G20210A  sikligt  %16.6  olup, PT G20210
polimorfizminin periferik arter hastaliklarinda

roliniin olabilecegi gorisiini desteklemektedir.

Faktér V’in (FV) aktive protein C (APC)
tarafindan boliinen kisminda bulunan (506. Amino
asit) arjininin yerine glutaminin ge¢mesiyle olusan
genotipe FVL denir. Bu yer degistirme nedeniyle
antikoagiilan sistemde protrombotik faktérleri

(FVa ve FVIlla) bolen ve inaktive eden anahtar
bir komponent olan APC’ye karst direng
gelistiginden FVL polimorfizmi tromboza egilim
olusturur (17).

Saglikli Turk toplumunda FVL mutasyonunun
%7.1 ile %9.1 arasinda degistigi bildirilmistir (18).

Yine ilkemizde 26 merkezin verilerine gore
yapilan bir meta-analizde de saglikli Turk
toplumunda  ortalama  FVL  sikhgr  %7.9
bulunmustur.  Kibris  Tirklerindeyse — %12.2

oranindadir (19). Sagliklt bat1 toplumundaysa FVL
prevalanst %1-15 arasinda degismektedir (20).
Hastalarimizda FVL mutasyonu %13.3  olup,
saglikli Turk ve batt toplumundaki degerlere
yakindir ve bu polimorfizm ile PAH arasinda bir
iligki  olmadigr  gbrigiinii  desteklemektedir.
Nitekim, FVL polimorfizminin arteriyel
trombozda ve onun miyokart enfarktiisii gibi
komplikasyonunda 6nemli rol oynarsa da, PAH

olanlarda yiksek dagilim gbstermedigi
bildirilmistir (21). Serimizde FVL ve PT G20210A
mutasyonu  tagiyan  tim  hastalar  sigara

kullanmaktaydi. Ayrica, PT G20210A mutasyonu
sikligr  (%16.6) oldukca yitksek oranda tespit
edildiginden PAH ig¢in bir risk olan sigara
kullaniminin  bu mutasyonu tastyanlarda PAH
riskini daha da arttirmast muhtemeldir.

Klinik ¢alismalarda prematire PAH olanlarin
%28-30"unda hiperhomosisteinemi tespit
edilmistir  (22). Bu ylzden bu hastaligin
gelismesinde hiperhomosisteinemi bagimsiz bir
risk faktori olarak gbzikmektedir.
Homosisteinemi seviyesinin yikselmesine
homosistein metabolizmasindaki enzimlerin
genetik  defektleri de rol oynayabilir. Ister
homozigot ister heterozigot MTHFR
A1298C polimorfizminin enzim fonksiyonlarinda
daha az azalmaya neden oldugundan
hiperhomosisteinemi ile iligkili olmadigi (23),
homozigot MTHFR C677T polimorfizminin ise
ancak eslik eden folat, B12 vitamini ve B6 vitamini

olsun

gibi kofaktorlerin yetersizliginde
hiperhomosisteinemi  ile  iliskili  olabilecegi
bildirilmistir (4).

FVL ve MTHFR mutasyonlarinin  birlikte

olmasinin 6zellikle de kadinlarda periferik arteriyel
tromboz icin 6nemli bir risk faktéri olabilecegi
bildirilmis olup, bu mutasyonlart tasiyanlarda
antittombotik  tedavinin  reklrrens  ataklarini
Onleyecegi veya azaltacagr bildirilmistir (24).
Serimizde FVL mutasyonu tastyan tim olgularda
eslik  eden MTHFR  mutasyonlart  vards
Calismamiz erkekler icinde aynt durumun gecerli
oldugu goriisint desteklemektedir.

Van Tip Derg Cilt:24, Say1:4, Ekim /2017

290



MTHFR C677T polimorfizmi  saglikli  batt
toplumunda stk olup heterozigot MTHFR C677T
polimorfizmi %40-50, homozigot polimorfizm ise
%10-15 oraninda gorilmektedir. Bizim daha 6nce
yaptigimiz bir calismamizda ise saglikli Turk
toplumunda homozigot ve heterozigot MTHFR
C677T mutasyonlart sirayla %8.8 ve %33.3
oranlarinda tespit edilmis idi (14). Kafkas irkinda
homozigot MTHFR C677T mutasyonunun siklig
%5-% 20 arasinda degismektedir (25). Dokuz ayr1
calismayr kapsayan bir meta-analizde MTHFR
CO677T alelinin artmis PAH riskiyle iliskili oldugu
gosterilmistir  (26). Aksine, baska bir calismada
MTHFR C677T polimorfizminin PAH icin bir risk
faktéri olmadigt bildirilmistir (11). Calismamizda
ise homozigot MTHFR C677T polimorfizmi
%16.6, heterozigot MTHFR C677 polimorfizmiyse
%50 oraninda tespit edilmis olup, saglikli Kafkas
irkinda gorilen degerlere benzemektedir. Bu da
MTHFR C677T  polimorfizminin  PAH ile
iliskisinin olmadigini géristini desteklemektedir.

LIPAD c¢alismasinin sonuglarina gére PAH ile
FVL, PT G20210A ve MTHFR C677T
polimorfizmleri arasinda bir iliski bulunamamigtir
(4). Sofi ve ark. (11) ise sadece PT G20210
polimorfizminin PAH icin orta derecede bir risk
faktérii olabilecegini bildirdi. PAH ilerlemesinde
en kritik risk faktori sigara aliskanligidir (21). PT
G20210A polimorfizmi 6zellikle basta sigara
olmak tzere diger trombofilik risk faktorleriyle
etkileserek vaskiiler olaylarin riskini arttirdigi
bildirilmistir (27). Ayrica, tlkemizde yapilan bir
calisma da sigara aliskanliiyla yakin iliskisi olan
Burger hastaligt ile PT G20210A polimorfizminin
arasinda bir iliski oldugu tespit edilmistir (28).
Ozellikle sigara icen ve dogum kontrol haplart
kullanan kadinlarda genetik trombofilik
polimorfizmler (FVL, PT G20210A) ile koroner,
serebral ve periferik arteriyel yataklarda tromboz
gelismesi arasinda iliski oldugu bildirilmis olup; bu
polimorfizmleri  tagiyan  kadinlarda  arteriyel
olaylarin riski daha fazla bulunmustur (7).
Calismamiz PAH hastaligi icin erkeklerde de ayni
durumun 6zellikle PT G20210A polimorfizmi icin
gecerli olabilecegini 6nermektedir.

PAH’da sigaranin birakilmasi, lipidemi, glisemi,
serum kreatinin ve Uremi seviyelerinin yakindan
izlenerek normal seviyelerde tutulmasi ve C-reaktif
protein (CRP) gibi enflamatuvar prediktorlerin
yakindan izlenmesi gereklidir (29). Ila¢ tedavisinin
vaninda yasam sartlart da duzeltilmelidir. Ayrica,
genetik risk faktdrleriyle iliskisi olabileceginden,
basta sigara olmak tzere tim risk faktSrleriyle
miucadele edilmelidir.

Sonu¢ olarak c¢alismamizin  Gzellikle sigara
icenlerde PT G20210G polimorfizmiyle PAH
arasinda bir iliski oldugu gbrisini
desteklemektedir. Ancak, calismamizin  genis
kapsamli arastirmalar ile desteklenmesi gereklidir.
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