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Trombofili ve tani yontemleri

Dog. Dr. Serdar Bedii Omay

Ege Universitesi Tip Fakdiltesi, Hematoloji Bilim Dali

rombofili kelime anlami olarak trombozu sevme
T (Thrombo-philia) anlamina gelir. Tromboz patogenezin-
de rol oynayan faktorler ilk kez 1856 yilinda Rudolph

Virchow tarafindan tanimlanmis olup halen giintimiizde ge-
gerliligini korumaktadir. Virchow’un tanimladig: triad soyle-
dir: Trombiis gelisiminde 3 faktdr 6nemli rol oynar;

1- Damar duvarinda hasar

2- Kan akiminda yavaslama ( staz )

3- Kanin bilesimindeki degisiklikler

Tromboz gelisimi, kalitsal ve edinsel bir¢ok faktoriin degi-
sik mekanizmalar ile rol oynadigi multifaktoriyel bir olaydir.
Bunlar, benden 6nceki konusmaci arkadaslar tarafindan ay-
rintili olarak anlatildi. Arteriyel ve vendz sistemlerde meyda-
na gelen trombiislerin formasyonunun farkli olmast da multi-
faktoriyel bir siirecin varligina isarettir. Arteriyel sistemde da-
ha ¢ok trombosit fonksiyon bozukluklar1 ve endotel hasarinin
rol aldig1, venoz sistemde ise pihtilasma sistemine ait bozuk-
luklar ve stazin tromboz gelisimine neden oldugu bilinmekte-
dir. Bu yazida kalitsal ve edinsel trombofilide kullanilan tani
yontemlerine deginilecektir.

KALITSAL TROMBOFILILERDE TANISAL TESTLER

Pihtilasma sistemi ile ilgili bilgilerin berraklasmasz ile bir-
likte 20. ylizyilin ikinci yarisinda kalitsal trombofililer de ay-
dinlatilmaya baslanmusgtir. i1k kez 1965” de antitrombin eksik-
liginin tromboza egilim yarattig1, 1980’lerde de protein C ve
protein S eksikliklerinin tromboza egilim yarattiginin gosteril-
mesi lGizerine kalitsal trombofililerin %15’ini olusturan bu 3 ne-
den ortaya konmustur. 1990'l1 yillarda da APC direncinin ve
faktor V Leiden mutasyonunu tanimlanmasi kalitsal trombofi-
li nedenlerinin %50'ye yakininda etyolojinin aydinlatilmasina
olanak saglamustir. Yine gegen yiizyilin son yillaria dogru hi-
perhomosisteinemi ve protrombin 20210 allelinin tanimlan-
masi kalitsal trombofiliye olan ilgiyi daha da arttirmustir. Bi-
tiin bu gelismelere karsin bugiin kalitsal trombofili distiniilen
hastalarin %45-60"1nda tiim incelemelere ragmen nedeni orta-
ya koymak miimkiin olamamaktadir.

Kalitsal trombofili nedenlerinin biiyiik bir kismindan pih-
tilasma sistemini kontrol altinda tutan dogal mekanizmalar-
daki bozukluklar sorumludur ve genellikle hiperhomosiste-
inemi disindakiler sadece vendz tromboza egilimi arttirir-
lar.Kalitsal trombofili nedenlerini genetik olarak tasiyan birey-
lerde tromboz riski artmakla birlikte, yasamlar1 boyunca hig-
bir trombotik atak gegirmemeleri de miimkiindiir. Bu da
tromboz i¢in her zaman tek basina kalitsal nedenlerin yeterli
olmadigini, tromboz gelisiminde icin bazi edinsel faktorlerin
de katkisinin oldugunu akla getirmektedir.

Kalitsal trombofili tanisi i¢in kullanilan testler uygun secil-
medigi takdirde hem zaman, hem maddi kayiba yol agmakta
hem de yaniltic1 sonuglar dogurabilmektedir. Her hastada ka-
Iitsal trombofili aranmaktansa belirli durumlarda akla getirli-
mesi daha dogrudur. Asagida belirtilen durumlarda akla ka-
Iitsal trombofili gelmeli ve bu yonde tanisal testler yapilmali-
dir:

1- Geng yasta (40 yasindan 6nce) olusup nedeni baska bir
sekilde izah edilemeyen tromboembolizm ataklar1 olanlarda

2- Atipik bolgelerde tromboz gelisenlerde (6rnegin; tist
ekstremite venleri, mezenterik ven, portal ven, hepatik ven,
serebral siniislerde).

3- Tekrarlayic1 ve gezici tromboemboli saptanan kisilerde

4- Ailenin diger bireylerinde tromboemboli Gykiisii olan-

larda

5- Warfarine bagl deri nekrozu 6ykiisii olanlarda

6- Neonatal tromboz (purpura fulminans, yenidoganda
DIC) 6ykiisii olanlarda.

ANTITROMBIN EKSIKLIiGI

[k agamada ve tarama testi olarak fonksiyonel testler kul-
lanilmalidir. Boylece hem tip I hem tip II eksikligi olan hasta-
lar1 yakalamak miimkiin olur. Fonksiyonel testlerde trombin
veya FXa gibi AT” e duyarli bir enzim ile plazma inkiibe edilir
ve rezidiiel enzim miktar1 degisik substratlar aracilig: ile (en
sik kromojenik, florojenik, esterolitik) dlgtiliir.

Fonksiyonel testlerde AT aktivitesi %80-120 arasinda nor-
mal kabul edilir. %70’in altindaki degerler AT eksikliginin
gostergesidir. Edinsel AT eksikligine yol agabilen durumlar
(Tablo 2) ekarte edildigi durumlarda bir de aile iiyelerinde AT
diizeyinin diisiik bulunmas: kalitsal AT eksikligi tanisini kuv-
vetlendirir.

Fonksiyonel test ile eksiklik gosterildigi takdirde immiino-
lojik testler kullanilarak antijen miktar: dlgiiltip tip I, tip II ay-
rim1 yapilabilir. Immiinolojik testlerden en sik kullanilani ra-
dial immiinelektroforez ve elektroimmiinassay (Laurell elekt-
roimmiinassay) yontemleridir. Bu testlerde ticari kitler kulla-
nilarak AT-antikor kompleksleri olusturulur ve plazma veya
serumdaki AT miktar1 tayin edilir.

Tablo 2. Edinsel AT eksikligine neden olabilen durumlar

Trombozun akut donemi

Heparin kullanimi

Oral kontraseptif kullanimi
L-Asparajinaz kullanimi

Karaciger hastalig

Nefrotik sendrom

Gebelik ve Preeklampsi

Cerrahi girisimler

Dissemine intravaskiiler koagiilasyon

AT eksikligine yol acan genetik bozukluklar oldukga fazla
sayida oldugundan molekiiler arastirmalar oldukga pahalidir.

PROTEIN C EKSIKLIGI

Protein C eksikliginde de tanida ilk asama fonksiyonel
testlerdir. Boylece hem tip I hem de tip I PC eksikligi olan has-
talar yakalanabilir. Fonksyon diisiik bulunursa tip ayirimi igin
antijenik miktar olgiilmelidir. Fonksiyonel testlerde protein C
yi APC haline getirilir ve ardindan APC’nin antikoagiilan ak-
tivitesi pihtilagsma testlerine dayanarak (aPTZ) olciiliir. Fonksi-
yonel testlerde PC aktivitesi genellikle %70-140 arasinda nor-
mal kabul edilmektedir. Heterozigot PC eksikligi olanlarda PC
aktivitesi %50’den az, homozigot PC eksikligi olanlarda ise
%5’den az bulunmaktadir.

Tip ayirimi igin ikinci asamada immiinolojik testler gelir.
Bu testte, hasta plazmasina anti-PC antikorlar ilave edip kan-
titatif 6l¢tim yapilir. Laurell rocket elektroforezinde poliklonal
antikorlar eklenip, elektrik akimi uygulanir ve immiinopresi-
pitasyon arki ile 6lgiim yapilir. Olgim yapilacak plazmaya
monoklonal anti-PC antikorlar1 eklenip bu karisima kolori-
metrik substrat1 parcalayan enzim igeren sekonder antikor ek-
lenerek plazmadaki PC miktarimin 6l¢iimii de yapilabilir ki bu
yontem de kolorimetrik yontem adin1 alir. Molekiiler genetik
arastirmalar, ¢ok sayida mutasyon tanimlandig i¢in pahali bir
yontem olmaktadir.
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Edinsel PC eksikligi yapan nedenler tablo 3 de 6zetlenmis-
tir.

PROTEIN S EKSIKLIGI

Protein S eksikliginin laboratuvar tanisi oldukca zordur ve
bu konuda hala bir standardizasyon yoktur. Her 3 tip PS ek-
sikliginde de fonksiyonel bozukluk oldugundan aslinda tani-
da ve tarama testi olarak fonksiyonel testlerin kullanilmasi
onerilmektedir. Ancak fonksiyonel testlerin 6zgiilliigtiniin di-
siik olmasi ve aktive protein C direnci olan kisilerde yanlis so-
nug vermesi nedeniyle fonksiyonel testlerin kullanimi kisitlan-
maktadir. Bunun yanisira PS nin hem serbest hem de plazma
proteinlerine bagl fraksiyonlarinin olmas: ve C4b-BP miktari-
nin akut faz reaktan1 olarak duruma gore artip azalmasi da im-
miinolojik testlerin kullanimini kisitlamaktadir. Fonksiyonel
testler hasta plazmasindaki PS nin disaridan eklenen APC nin
antikoagiilan etkisini arttirmasina dayanir. Bu testlerin yoru-
munda da goriis birligi olmamasina karsin normalde %70-140
olan PS aktivitesinin %30 un altinda olmasi konjenital eksiklik
lehine degerlendirilmektedir. Serbest PS 6l¢limii igin plazma-
da bagh kismin polietilen glikol yardimi ile uzaklastirilmasi
gerekir. Total PS 6l¢iimii i¢in ise C4b-BP ile baglh olan PS i ay1-
ran enzimler kullanilir. Her iki 6l¢lim icin de immiinolojik
yontemlerden enzyme linked- immiinassay veya rocket im-
miinelektroforezi tercih edilir. Edinsel PS eksikligi yapan ne-
denler tablo 3 de 0zetlenmistir.

Tablo 3. Edinsel PC ve PS eksikligi yapan nedenler:

Tromboz sonrasi akut dénem
Karaciger fonksiyon bozuklugu

DIC

Antifosfolipid sendromu

Oral antikoagiilan kullanimi
Gebelikte

Uzun siire hastanede yatan kisilerde

FAKTOR V LEIDEN MUTASYONU VE APC DIiRENCI

Aktive parsiyel tromboplastin zaman1 (aPTZ)'na dayali
testler kullanilmaktadir. Normalde aPTZ reaksiyonuna disari-
dan APC eklenmesi FVa ve FVIIla’nin parcalanmasini arttira-
rak pithtilasma zamanini uzatir. Ancak APC direnci olan du-
rumlarda bu uzama gergeklesemez. Hastaya ait aPTZ calisil-
diktan sonra plazmaya APC ilave edilerek test tekrarlanir ve
aPTZ+APC/aPTZ orani elde edilir. Bu oranin belli degerin al-
tinda olmas1 APC direncini ifade eder. Bu oran hesaplanirken
kullanilan reaktifler ve koagiilometre cihazinin yaratacagi
farklar dikkate alinmali ve her laboratuvar kendi cut-off dege-
rini saptamalidir. Bir diger 6nemli husus da bu standart APC
direnci testinin oral antikoagiilan ve heparin kullananlarda,
gebelerde, PS eksikliginde, lupus antikoagiilan1 varliginda,
FVIII yiiksekliginde ve pihtilasma faktor eksiklikleri olanlarda
kullanilamayacagidir. Bu durumda hasta plazmasina 1/5 ora-
ninda FV’den yoksun plazma karistirilarak pihtilasma faktor-
lerinin diizeyinin normallestirildigi modifiye APC direnci tes-
ti kullanilir. Modifiye testin duyarlilig1r daha ytiksek oldugu
igin tarama testlerinde kullanilmasi 6nerilmektedir.

FV geninde mutasyon bolgesi uygun primerler aracilig: ile
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yoluyla amplifiye edilir. El-
de edilen PCR {irtinii uygun enzimlerle kesilir ve mutasyon
gosterilir. Ancak ilk asama APC direncinin arastirilmasi, ikin-
ci asama molekiiler genetik incelemedir. Zira FV Leiden mu-
tasyonu olmadig1 halde APC direncinin s6z konusu oldugu
durumlar da vardir.

PROTROMBIN 20210A ALLELI

Tan1 DNA analizi ile konur. Mutasyon bdlgesini taniyan
primerlar aracilig: ile PCR yontemi kullanilarak gen amplifi-
kasyonu yapilir ve iiriin uygun enzimlerle kesilerek mutasyo-
nun varligr saptanir. Hastalarda genellikle protrombin zamani
uzundur ve pek ¢ok klinik durumdan etkilenebildigi icin tara-
ma amaclh kullanilamaz.

I HASSAZIKLAR)

KONGRESI

Tablo 4. Trombofili distintilen hastada yapilacak laboratuvar testlerinin algorit-
mi

Geng hasta ileri yas

Fonksiyonel AT,PC,PS testleri APC direnci

/ \ var
Distik fonksiyon Normal fonksiyon =

Kantitatif AT,PC,PS Protrombin 20210A Faktor V Leiden
Faktor VIII diizeyi
Homosistein diizeyi

Atipik yerlesimli tromboz,

Arteriyel tromboz, >
Fetal kayip ykisi,

Eslik eden trombositopeni

Antifofolipid antikor,
Lupus antikoagiilan

HIPERHOMOSISTEINEMI

Tanida ilk asama serumda aglik homosistein tayinidir. Erit-
rositler homosistein igerdigi i¢in kanin hizlica plazmas: ayril-
malidir. Normal konsantrasyonu aglikta 5-15pmol/L’dir. Hi-
perhomosisteinemiler hafif (15-30 pmol/L), orta (30-100
pmol/L) ve ciddi (>100pmol /L) olam tizere 3 gruba ayrilmak-
tadir. Homosistein diizeyi iyon degisim kromatografisi, gaz
kromatografisi, yiiksek performansl likid kromatografisi
(HPLC) yontemleri ile elektrokimyasal veya floresan dedektor
kullanilarak belirlenir. Kalitsal defektler icin ise Sistatyonin-
beta sentaz ve metilen tetrahidrofolat rediiktaz enzimlerini
kodlayan genlerde mutasyonlar1 tanimlamak amaciyla PCR
kullanilabilir.

EDINSEL TROMBOFILIDE TANI YONTEMLER{

Edinsel trombofilinin tanisinda kullanilan testlerin seci-
minde anamnez biiyiik 6lgiide yonlendirici olmaktadir. Tablo
1b de yer alan hastaliklarin ¢gogunu anamnez, fizik muayene,
tam kan sayimu, periferik kan yaymasi, eritrosit sedimentas-
yon hizi ve temel biyokimyasal testler ile tanimlamak miim-
kiindiir.

ANTIFOSFOLIPID SENDROMU
AFS tanisinda kullanilan testler:

1- Yalanc pozitif sifiliz testleri: VDRL, RPR gibi testlerin
reaktiflerinde fosfolipidler bulundugu igin antifosfolipid anti-
korlar1 bu testlerin pozitif sonuclanmasina neden olabilir. Bu
testlerin duyarlilig1 diisiik oldugundan rutin taramada ve tamn
kriteri olarak kullanilmaz, ancak AFS tanisini destekler.

2- Antikardiolipin antikorlar1 (AKL): Standardizasyonu iyi
saglanmig olan bu test ELISA yontemi ile bakilmaktadir. Kar-
diolipin ile kaph cukurcuklara hasta serumu eklenerek IgM ve
IgG tipi antikorlar saptanabilir. IgA tipi antikorlar da saptana-
bilmekle beraber bu sendromun klinigi ve etyopatogenezinde-
ki rolii hentiz bilinmemektedir. Sonuglar IgM igin MPL, IgG
igin GPL ftinitesi olarak verilir. Sonuglar yorumlanirken nor-
mal kisilerde de bu belli oranda AKL pozitifligi saptanabildigi
akla getirilerek toplum taramasi ile elde edilmis normal deger-
ler gozoniine alinmalidir.

3- Lupus Antikoagiilan1 (LA): Bir invitro fenomendir. Lu-
pus antikoagtilan1 aPTZ de uzamaya neden olur. Hastada pih-
tilasma testleri uzun oldugu halde kanamaya egilim yoktur.
Aksine tromboza egilim sozkonusudur. LA taramasinda,
aPTZ, kaolin pithtilasma zamani (KPZ), seyreltilmis Russell’s
viper venom zamani ( sSRVVZ), doku tromboplastini inhibis-
yon testi (DTIT), tekstarin/ekarin zamani testleri kullanilabi-
lir.

Sonug olarak tromboz olusumu multifaktoriyel bir durum
oldugundan bir hastanin trombofili agisindan taranmasi zah-
metli ve pahali bir islemdir. Uygun hastanin secimi, tarama
testlerinin zamanina ve sirasina karar vermek, edinsel faktor-
leri gozoniinde bulundurmak taniya gidisi kolaylastiracaktir.



