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OzZET

Tez Yazan : Biyolog Halide KAYA

Tez Baghgi : Vendz Tromboembolili Hastalarda Anjiyotensin
Konverting Enzim I/D (ACE I/D) ve Plazminojen Aktivator inhibitor-1
4G/5G (PAI-1 4G/5G) Polimorfizmlerin Arastiriimasi

Tez Programi : Tibbi Genetik Yiiksek Lisansi, Ankara, 2012

Derin ven trombozu (DVT) ve pulmoner emboli (PE), ven6z tromboembolizm
(VTE) olarak da bilinen oldukc¢a yaygin gorulen multifaktoriyel hastaliklardir.
Genetik faktorlerin populasyonlar arasi farkliik géstermesi nedeniyle VTE ile
iliskili birgcok polimorfizm calismasi yapilmistir. Yapilan bu c¢alismalar
sonucunda, hastalik gelisimi ile polimorfizmler arasindaki iligki net olarak
bilinmemektedir. Calismamizda VTE iligkili genetik faktorler arasinda yer alan
Anjiyotensin  Konverting Enzim insersiyon/Delesyon (ACE /D) ve
Plazminojen Aktivatdr inhibitér-1 4G/5G (PAI-1 4G/5G) polimorfizmlerinin
hastalik gelisimindeki rolinu arastirmayi amacladik. Arastirmamizda, 80 VTE
hastasi ve 79 kontrol grubundan izole edilen DNA’lar kullanildi. ACE I/D
polimorfizminin arastiriimasinda klasik Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
yontemi kullanilirken, PAI-1 geni 4G/5G polimorfizminin belirlenmesinde ise
“Allel Spesifik Amplifikasyon” yontemine dayanan PZR yontemi kullaniimigtir.
Calismamiz sonucunda, hasta grubu ile kontrol grubu arasinda ACE I/D ve
PAI-1 4G/5G polimorfizmi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0.05). Sonug¢ olarak, elde ettigimiz bulgular, bu gen
polimorfizmleri ile VTE gelisimi arasinda bir iliski olmadigini gosterse de

VTE’li hastalarda yapilacak daha genis olgekli calismalara ihtiyag vardir.
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Deep venous thrombosis (DVT) and pulmonary embolism (PE), known as
venous thromboembolism (VTE) and seen as a fairly common multifactorial
diseases. Differ between populations due to genetic factors, several
polymorphisms associated with VTE was conducted. As a result of these
studies the relationship between disease development and polymorphism is
not clear yet. In this study we aimed to investigate the role of Angiotensin
Converting Enzyme Insersion/Deletion (ACE 1/D) and Plasminogen Activator
Inhibitor-1 4G/5G (PAI-1 4G/5G) polymorphism in the development of
disease. In our study, DNA isolated from 80 VTE patients and 79 control
groups was used. While the classical Polymerase Chain Reaction (PCR)
method used to investigate the ACE 1I/D polymorphism, the PCR based on
allele-specific amplification was used for the detection of PAI-1 4G/5G
polymorphism. As a result, there were no significant statistical differences for
ACE 1I/D and PAI-1 4G/5G polymorphism among patient and control groups
(p>0,05). In conclusion, these findings revealed that there is no relationship
between these polymorphisms and the development of VTE, but large-scale
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GiRIS

Vendz tromboembolizm (VTE), genellikle bacak venlerinde gelisen
trombuslerle, bunlardan kopan parcgalarin pulmoner arter ve onun vaskuler
dallarini ttkamasi ve kan akimindaki kesintileri ifade etmektedir. Pulmoner
tromboemboli (PE), sadece pulmoner vaskuler yataktaki boliumuduar. Bacak
derin venlerindeki trombozlar, derin ven trombozu (DVT) olarak adlandirilir
(1).

VTE’nin yillik insidansi, 1.6/1000°dir. VTE, faktér V Leiden (FVL) ve
Protrombin G20210A polimorfizmleri varliginda, fizyolojik antikoagulan
proteinlerin eksikligi ve hiperhomosisteinemi gibi kalitsal ve kazaniimig risk
faktorleriyle iliskilendirilmis multifaktoriyel bir hastaliktir. Kalitsal risk
faktorlerinden olan trombofili ve hiperhomosisteinemi, VTE’nin yaklasik
%40’ Ina neden olmakla birlikte, geri kalan vakalarin nedenleri hala
bilinmemektedir (2).

Anjiyotensin Konverting Enzim (ACE) insersiyon/Delesyon (I/D) ve
Plazminojen Aktivatér inhibitor-1 (PAi-1) 4 Guanozin / 5 Guanozin (4G/5G)
polimorfizmleri, trombotik risk olusumundaki rolleri nedeniyle VTE’li olgularda
arastirilan genetik faktorler arasinda yer almaktadir.

Renin anjiotensin sistemi (RAS), farklh mekanizmalar aracihgiyla
hemostazi etkiler. ACE, bradikinini degrade eden Anjiyotensin i,
Anjiyotensin II'ye donustlrerek, fibrinoliz, trombosit agregasyonu ve kanama
pihtilasma  aktivasyonu gibi pek c¢ok biyolojik  aktivasyonlarin
dizenlenmesinde rol oynar (2).

PAI-1, plazmadaki plazminojen aktivatorlerinin primer inhibitériidir.
PAI-1’in yiiksek seviyeleri, tromboza yatkinligi arttiran hipofibrinolitik durum
olusturabilir. PAI-1'in seviyeleri, genetik faktorlere bagldir. 4G/5G
insersiyon/delesyon polimorfizmi, 7. kromozom uzerinde lokalize olup, sik
calisilan polimorfizmler arasinda yer almaktadir (3).

Bu calismamizda, koagulasyon mekanizmasi Uzerindeki etkilerinden
dolayi, ACE I/D ve PAI-1 4G/5G polimorfizmlerinin VTE gelisimi ile iligkisini

ortaya koymayi amagladik.



GENEL BILGILER
2. Hemostaz Fizyolojisi ve Patofizyolojisi

2.1.Hemostaz Fizyolojisi

Normal hemostaz; kanin, sadlam damar icinde pihtilasmadan
akigskanligini korumasi ve damar zedelenmelerinde, hizli hemostatik tikag
olusturarak, kanamanin durmasini saglayan mekanizmalari igerir. Damar
duvar (endotel ve endotel alti dokular), trombositler ve pihtilagsma sistemi bu
mekanizmalari olusturur. Zedelenmeye yanit olarak, refleks nérojenik
mekanizmalar ile kisa suren bir vazokonstriksiyon meydana gelir. Endotel
kaynakhh  endotelin gibi  faktorlerin  lokal olarak  sekresyonuyla
vazokonstriksiyon guglenir. Gegici olan bu etkinin ardindan, trombosit ve
pihtilasma sistemi aktive olmaz ise kanama devam eder (4, 5, 6).

Vaskuller hasar sonucu trombositler, endotel Ortusinin ortadan
kalkmasiyla trombojenik olan endotel alti ekstraselluler matriks ile
kargilasarak, damar duvarina vyapisir ve aktive olurlar. Trombositler,
ekstraselller matriks ile karsilastiklarinda 3 genel tepki verirler: 1) yapisma
ve sekil degisikligi, 2) sekresyon, 3) agregasyon. Sekretuvar granullerden
acgiga c¢lkan adenozin difosfat (ADP) ile endotel hicrelerinden serbestlesen
tromboksan A2 (TXA2) daha c¢ok trombositin kimelenmesini saglayarak
hemostatik tika¢ olustururlar. Buna primer hemostaz denir. Kanamayi kisa
sure onleyen primer hemostaz gecicidir (4, 6). Zedelenme bdlgesinde,
endotelden trombin salinimini saglayan, prokoagulan bir doku faktért salinir.
Trombin, fibrin olusumunu saglarken, trombosit kimelenmesi ve granul
serbestlesmesine de katkida bulunur. Bu sureg¢, sekonder hemostaz olarak
adlandiriir ve primer hemostazdan daha uzun surer. Doku plazminojen
aktivatorlerinin (tPA) salinimi ile hemostatik trombusun lizis slreci baslar.
Normal sartlarda, trombus ortadan kaldirilinca, endotel 6rtisu yenilenerek
hasarlanan bdlgeyi onarir. Kanin akiskanhginin devami, pihtilasma ve
pihtilasma karsiti mekanizmalar arasindaki hassas dengenin saglanmasi ile

surdarular (4).



2.2 Hemostaz Patofizyolojisi

Hemostaz mekanizmasindaki dengenin bozulmasiyla, vendz sistemde
trombls meydana gelir. Venoz sistemde trombls olusumu, Virchow triadi adi
verilen 3 olay dizisi ile meydana gelir:
1.Endotelyal hasar
2.Staz veya turbulans (Anormal kan akimi)
3.Hiperkoagulabilite (Pihtilasma egiliminin artmasi)

Endotel zedelenmesi, tek basina tromboza neden olabilecek kadar
baskin bir etkidir. Ayrica, endotelin tromboza katilmasi i¢in mutlaka endotel
ortisunudn soyulmasi veya fiziksel bir kesintiye ugramasi gerekmemektedir.
Protrombotik ve antitrombotik etkiler arasi dinamik dengenin bozulmasi, lokal
pihtilasmayi baslatmaya yeterlidir (6).

Staz (kan akiminin yavaslamasi), ven6z tromboz olusumunda temel
faktordar. Normal kan akimi, laminer (tabakal)’dir. Yani hucreler, damar
[imeninin orta kisminda, daha yavas hareket eden hicresiz bir plazma
tabakasi tarafindan endotelden ayrilmis olarak akarlar. Staz ve tlrbllans
(calkantili akimlar), laminer akimi bozar ve trombositlerin endotelle temasa
gegmesine neden olurlar. Aktive olan pihtilagsma faktorlerinin taze kan ile
sulandiniimasini engellerler. Pihtilagsma faktorleri inhibitorlerinin kan akimi ile
bdlgeye ulagsmasi geciktirilerek, trombus olusumuna izin verirler ve endotel
hlcrelerini aktive ederek lokal tromboza, |Okosit yapismasina ve bagka
endotel hicre etkilerine yol agarlar (6).

Hiperkoagulabilite; trombus olusumunda diger iki nedene oranla daha
az tromboza neden olur. Pihtilagsma sisteminin asiri aktivasyonu ya da karsit
mekanizma olan antikoagulan mekanizmanin inhibisyonu seklinde meydana
gelir. Tekrarlayan derin ven trombozlu hastalarda siklik daha ylUksektir. Bazi
calismalarda %60 olarak agiklanmistir. Protrombin geninin tanimlanmamis 3’
bdlgesindeki bir mutasyon (G20210A) protrombin dizeyinde yikselmeye ve
sonugta vendz tromboza yatkinliga neden olmaktadir (6).

Normal koagulasyon surecinde, bdlgesel vazokonstruksiyon ve
trombUs olusumu, damar limeninde daralma ile sonuglanmaktadir. Boylece

kan akiminda direng¢ ve Kkollateral damarlar olusmaktadir. Hemostaz



saglandiginda erime, parcalanma, embolizasyon, olgunlasma veya bunlarin
etkisi ile trombus yikima ugramaktadir. Fibrinolitik sistem ile pargalanmayan
veya embolizasyona ugramayan trombls, zamanla buziserek endotel
tabakasina daha siki tutunmaktadir. Olgunlagsma denilen bu sureg, damar
duvarinda bodlgesel yangiy! baglatarak, granilasyon dokusunun gelismesini
tetiklemekte ve bolgesel bir skar dokusunun olusumuna sebep olmaktadir (7,
8).

Damar icinde, kan akimi ile kaynagindan uzak bagka bir yere taginan
katl, sivi ya da gaz niteligindeki kitle embolus olarak adlandirilir.
Emboluslarin %99'u yerinden kopmus trombus pargaciklarindan olustugu igin
tromboembolizm terimi kullanilmaktadir. Yag damlaciklari, tamor kirintilari,
aterosklerotik artiklar, kemik iligi parcaciklari, amniyon ya da yabanci cisim
embolisi seklinde emboli formlari bulunmasina karsin, tiru belirtiimedikge bir
embolus trombotik kdkenli kabul edilmelidir. Trombdusler, arter ve venlerin
tikanmasina neden olurlar. Ayrica emboliye neden olduklari i¢in de
onemlidirler (6).

Trombldsin nerde olustuguna bagl olarak 6nemi artar. Vendz
trombusler, ttkanmanin distalindeki damar yataginda konjesyon ve 6édeme yol
acarken, daha ciddi olarak pulmoner embolizm ile 06lime neden
olabilmektedirler. Arteriyel trombuUsler, embolizm yapabilmekle birlikte,
bunlarin koroner veya serebral damarlar gibi hayati yerlerdeki damar
tikanikliklarinda oynadiklari rol ¢ok daha o6nemlidir. Trombdusler, kalp
bosluklarinda, kapakgiklar Uzerinde, arterlerde, venlerde veya kapillerlerde
olusabilirler. Kaynaklandiklari yere ve gelisme kosullarina gore farkh sekil ve
boyutta olabilirler. Arterlerdeki ya da kalpteki trombusler, endotel zarari veya
calkantil akim olan yerde baslarken, ven6z trombuUslerin karakteristigi, staz
bélgelerinde olmasidir. Tum trombuslerin tutundugu bir bolge vardir. Arteriyel
trombusler, tutunma bdlgesinden baslayarak kan akimina ters yonde gelisme
egilimi gosterirken, vendz trombusler, kan akimi yonunde yani kalbe dogru
uzanirlar. Kuyruk kismi, Ozellikle venlerde yapisik olmayabilecedi gibi
parcalanip emboli olusturmaya yatkindir. Arteriyel trombusler, en sik olarak

koronerler, serebral arterler ve femoral arterlerde yerlesip, gogunlukla tikayici



niteliktedir. Arteryel trombozlarda, endotel hasari ve trombosit fonksiyonlari
onemliyken, ven6z trombozlarda, staz ve pihtilagsma—fibrinolitik sisteme ait

bozukluklar 6n plana ¢ikmaktadir (6).

2.3. Veno6z Tromboemboli

Vendz tromboembolizm (VTE), venlerde olusan trombuslerle,
bunlardan kopan pargalarin, pulmoner arter ve vaskuler dallarinda yarattigi
tikanikhik ve kan akimindaki kesintileri ifade etmektedir (9). Gelismis
ulkelerde ortalama gorulme orani 1/1000 olarak bildiriimekle birlikte ileri
yaslarda gorulme orani 1/100°’e kadar yukselir (10). Vendz tromboz, en sik
derin baldir venlerinde olusmaktadir. Kalici santral vendz kateter kullaniminin
artisiyla birlikte Ust ekstremite DVT prevelansi zamanla artig gostermektedir.
Yuzeyel vendz trombusler siklikla safen ven sisteminde ortaya c¢ikar. Bu
trombusler, konjesyona ve tutulan ven boyunca sisme, hassasiyet ve agriya
neden olabilirler. Nadiren embolizme yol agarlar. Diz ekleminde, popliteal,
femoral ve iliyak venlerde olusan derin trombisler, emboliye neden
olabilecegi igin daha onemlidir. Lokal agri ve 6deme neden olabilirler. Fakat
venoz tikaniklik kollateral kanallarla giderilebildigi icin derin ven trombozlu
hastalarin yaklasik %50’si bulgu vermez. Ancak embolizme neden olduklari
zaman farkina varilir (6). Trombustn lizisinde aksama, vendz bolimun kalici
olarak tikanmasina sebep olmaktadir. Bunlara ek olarak vendz kapakgik
komsulugunda gelisen trombus, lokal yangisal tepkimelere sebep olarak
venOz tikaniklik, refli ve gollenme ile karakterize post trombotik sendrom ile
sonuglanabilmektedir (7, 8). Trombuls olustuktan sonra fibrinolitik aktivasyon
ile eriyebilir veya Uzerine trombosit ve fibrin birikmesi ile kan akim yéninde
uzama gosterip damar tikanikligina yol agabilir. Buydyen trombusten kopan
parcalarin bagka bolgelere gitmesi ile emboliye neden olabilir (11). Emboli
iceren materyal fibrinoliz ve organizasyon ile ortadan kaldirilabilir.
Rezolusyon genellikle ilk hafta baglar ve 4—8 hafta boyunca devam eder (12).

Derin ven trombozu (DVT) ve pulmoner emboli (PE), vendz
tromboembolizm olarak adlandiriimaktadir. Derin ven trombozu, kalp
yetmezligi gibi staz durumlarinda ve pihtilagmaya egilimin arttigi durumlarda
ortaya cikabilir. Genetik olarak pihtilagsmaya yatkinligi olan kisilerde, ugak



veya araba yolculugu sirasinda gelisen hafif bir staz bile derin ven
trombozuna neden olabilir. Dogum sirasinda amniyon sivisinin dolagima
girmesi olasiligindan bagka, gebeligin son doénemi ve Iohusalikta da
pihtilagsmaya egilim artmistir. Yaygin kanserlerde, timore baglh prokoagulan
salinimi sonucu gezici tromboflebit veya Trousseau Sendromu denilen
tromboembolik olgu riski artar. Ayrica ileri yas, yataga bagimhlik ve hareket
kisittamasi derin ven trombozu riskini arttirir (6).

Pulmoner embolizm (PE), pulmoner arter veya dallarinin, sistemik
derin venlerde meydana gelen trombulslerden kopan pargalar tarafindan
tikanmasi sonucu gelisir. Mortalite ve morbiditesi yuksek, tekrarlayabilen,
bazen tanisi gug¢ olan ve sik atlanilabilen bir hastaliktir (13). Genellikle alt
ekstremitelerdeki derin vendz sistemde olusan trombuUslere bagh gelisir (14).
PE’nin kaynagini ¢ogunlukla iliofemoral venler olusturur (15). Akcigerlere
ulasan buyuk trombusler, ana pulmoner arter bifurkasyosuna yerlesip, damar
yataginin %50’sinden fazlasini aniden tikayarak hemodinamik anstabilite,
sok veya sistemik hipotansiyona yol acabilir (16). PE geciren ve yasayan
hastalarin yaklasik 2/3’Unde dogru tani konulamamaktadir. Postmortem
calismalarda, tUm olumler igerisinde PE’nin tani konulma sikhdinin daha
fazla olmasi bu durumun bir gostergesidir (17). PE'de, ¢evresel ve klinik risk
faktorleri kadar genetik risk faktorleri de énemli bir yere sahiptir (18). Geng
yasta gorilmesi, aile dyklsinin olmasi, kazanilmis risk faktdért bulunmamasi
gibi nedenler yuzunden genetik risk faktorlerinin mutlaka arastiriimasi
gerekmektedir (19). PE olusumuna neden olabilecek baslica kalitsal
trombofili sebepleri arasinda; faktér V Leiden mutasyonu, antitrombin Il
eksikligi, protein C ve S bozukluklari ve hiperhomosisteinemi yer almaktadir.
Gergek prevalansi net olarak bilinmemekle birlikte, kalitsal faktorlerin PE

hastalarinin yaklasik %20’sinden sorumlu oldugu 6ne surulmektedir (20, 21).

2.3.1. Epidemiyoloji
Vendz tromboemboli (VTE) tanimi, proksimal ve distal bacak derin
venlerinin (popliteal, femoral veya iliak venler gibi), derin ven trombozunu ve

pulmoner emboli gibi Ust ekstremiteye ait derin venlerin trombozunu igerir.



Amerika Birlesik Devletleri'nde her yil yaklasik 900.000 hasta semptomatik
VTE tanisi almaktadir ve tahminen 300.000 hasta PE’ye yenik dugmektedir
(22). Olimcil olmayan, kalan 600.000 VTE hastasinin, yaklagik %60’ DVT
ve %40’ PE tanisi ile takip edilmektedir. Olimciil olmayan VTE tedavisi igin
tibbi maliyetin toplamda 5.8 ile 7.8 milyar dolar arasinda oldugu
dusundlmektedir (22). ABD’de yapilan bir ¢galismada, beyaz niufus arasinda
VTE’nin son 30 yil icinde ortalama yillik insidansinin 100.000 'de 108 oldugu
bulunmustur (23). VTE, agirlikh olarak ileri yas hastaligidir. VTE insidansi,
hem kadinlarda hem de erkeklerde yasla birlikte O6nemli derecede
artmaktadir. Yapilan bagka bir galismada, 347 olgunun 30 yil takibi ve
otopsisi ile VTE orani %35 olarak belirtiimig, olgularin %75’inde PE, %68’inde
DVT saptanmistir (24). Nordstrom ve ark.’larinin yaptiklari ¢calisma, kontrast
venografi ile tanilarini dogruladigi, semptomu olan DVT olgularinda, DVT
insidansini 1.6/1000 olgu/yil olarak saptamistir (25). Avrupa Kardiyoloji
Birliginin yayinladigi pulmoner emboli galisma raporuna gore yillik yeni olgu
sayisi Fransa igin 100.000, ingiltere ve Galler icin 65.000 ve italya icin
60.000 olarak bildirilmektedir (26).

Toplumdaki VTE olgularinin %60’inin nedeni, daha 6nceki hastanede
yatis veya bakim evi sartlarina baghdir. Toplumdaki VTE olgularinin %20’si
ise aktif kanser tedavilerine bagl olarak ortaya c¢ikmaktadir. VTE riskini
arttiran durumlar; cerrahi girisim sonrasi, kadin cinsiyet, ventilatére bagh
olmak, ameliyat dncesi dispne, anestezi degerlendirmesinde yuksek riskli
olmak, metastatik kanser, 30 gun icinde kemoterapi almak, 72 saat iginde 4
Uniteden fazla eritrosit transflizyonu almis olmak, albumin degerlerinin 3,5
mg/dL altinda olmasi, bilirubin degerlerinin 10 mg/dL Ustinde olmasi,
sodyum degerinin 145 mmol/L Ustinde olmasi, hematokrit degerinin %
38’den dusuk olmasi, acil cerrahi, kompleks cerrahi mudahale ve enfekte ya
da kontamine yara dokusunun bulunmasi olarak siralanabilir (22). 50 yas
uzeri kisilerde, VTE hikayesi olanlarda, trombofili durumunda, immobilite,
kanser ve varikdz venleri olan yolcularda risk yuksektir (27).

VTE igin risk faktorleri Tablo.2.1’de 6zetlenmisgtir.



Tablo 2.1. Venoz tromboemboli risk faktorleri (22)

1) Gegirilmis VTE oykusd,

2) Aktive protein C rezistansina sebep olan Faktor V Leiden (FVL) gen
mutasyonu, Protrombin G20210A mutasyonu, antitrombin, protein C, protein
S eksikligi ve antifosfolipid antikor sendromu gibi kazaniimis trombofili
durumlari,

3) Kalga protezi gibi major cerrahi girisimler,

4) Hastanede yatis (VTE riskini 8 kat arttirir),

5) Kemoterapi,

6) Uzun sureli yolculuk,

7) Felg veya immobilizasyon,

8) Kalp krizi, inme,

9) Polistemiya vera, esansiyel trombositemi, primer myelofibrozis gibi
myeloproliferatif durumlar,

10) Paroksismal nokttrnal hemoglobin(ri,

11) Obezite,

12) Vendz kateterizasyon,

13) Dogum ve lohusalik,

14) Eksojen ostrojen alimi,

15) Sigara.

2.3.2.Dagihm

VTE insidansi, farkl etnik gruplarda degiskenlik gostermekle beraber
genel olarak tim dinyada, siyah irkta en yuksek, beyaz irkta ve Orta Asya
irkinda en dusuk olarak goértulmektedir (28-30). Keenan ve ark.’lar ile White
ve ark.'lari, yilhk VTE insidansini Afrika kokenli Amerikalilarda 29/100.000,
beyazlarda 23/100.000, Hispaniklerde 14/100.000, Pasifik ve Asya irkinda
14/100.000 olarak bildirmistir (31-33). 40 yas alti, yilda 1/10.000 olarak
belirtilen VTE insidansi, 45 yas sonrasi hizla artmaktadir. 80 yaslarinda yilda
5-6/1000 olmaktadir (34).

Romero ve ark.’larinin yaptigi calismaya gore; cinsiyetin VTE icin bir

risk faktori olmadigi, riskin siklikla gebelik (1.23/1000 olgu/yil), puerperal




doénem (3.2/1000 olgu/yil), trombofilik gebelik (40/1000 olgu/yil), VTE dykusu
olan gebelik (110/1000 olgu/yil) gibi kadinlara 6zgu durumlar ile iligkili oldugu
seklindedir (35). Yapilan bir calismada; yillik toplam VTE insidansi,
erkeklerde belirgin olarak daha dusukttr (1.52-2.03/1000 olgu/yil) ve insidans
yasla birlikte yukselmektedir (36).

40 yas alti kadinlarda hamilelik ve postpartum dénem, tromboembolik
hastaliga en sik rastlanabilecek donemlerdir. Bu donemlerde venoz tromboz
ayni yasta olan oral kontraseptif kullanmayan kadinlara gére bes kat daha
fazla gelismektedir. Derin ven trombozu, dogum Oncesine gore uguncu
trimester ve postpartum donemde daha sik olmakla beraber, hamilelik

boyunca risk artmaktadir. Sezeryan bu riski daha da arttirmaktadir (37).
2.3.3.Genetik risk faktorleri

2.3.3.1.Faktor V Leiden (G1691A) mutasyonu

FV Leiden (FVL) mutasyonu, genetik risk faktorleri icinde en sik
gOrilenidir. 506. pozisyondaki arjininin yerini glutaminin almasi sonucu
meydana gelen tek nokta mutasyonudur (27, 38). Aktive Faktér V (Faktor
Va), koagulasyon kaskadinda protrombinin trombine doéndsimuinde rol
oynayan faktorlerden biridir. Tek nokta mutasyonu sonucu faktor Va
parcalanmaya direngli olur. FVL’in inaktivasyon hizi normal faktor Va'ya gore
yavaslar ve serumda FVL'in artmis aktivitesi ile protrombinden trombin
olusumunu hizlandirarak koagulan etkide artisa neden olur (38). Aktive faktor
Va’nin faktor Vllla yikiminda protein C igin kofaktor gibi davranma 6zelliginde
azalma olusturarak, antikoagulan etkide azalma goézlenir (39). Homozigot
FVL mutasyonu olanlar, heterozigot mutasyonu olanlara gére daha fazla risk
tasirlar. Bu durum, heterozigot bireylerde saglam faktér V’in bulunmasi
nedeniyle aktive protein C’nin faktor VIla'yi inaktive ederek antikoagulan
etkinlik saglanmasiyla agiklanabilir (40). Heterozigotlarda VTE riski 5 ile10
kat fazla iken homozigotlarda bu risk 80 kata gikmaktadir (41).

Faktor V Leiden ve PT G20210A mutasyonu, ilk venéz tromboemboli
atagina yatkinhk yarattigi bilinen en sik gdzlenen genetik mutasyonlardir

(42). Bu mutasyonlar tek basina VTE riskini arttirabilecegi gibi birliktelik



gosterdikleri olgularda risk, belirgin olarak daha da artmaktadir (43). Toplam
3104 olgunun derlendigi bir makalede, ilk VTE ataginda FVL mutasyonu
%21.4, PT G20210A mutasyonu ise %9.7 oraninda saptanmistir (44).
Hiperhomosisteinemi ve Metilen tetra hidrofolat rediktaz (MTHFR)
mutasyonunun VTE igin risk faktorl oldugu yonunde calismalar olmakla
beraber literatirde iligkisinin olmadigini gosteren galigmalar da mevcuttur
(45, 46).

VTE ile MTHFR C677T mutasyonunun 53 hastada birlikteliginin
degerlendirildigi derleme bir makalede, homozigot MTHFR C677T
mutasyonunun, VTE riskini %20 arttirirken, heterozigot C677T
mutasyonunun, VTE riski acgisindan kontrol grubu ile anlamh fark
olusturmadigi belirtiimektedir. Hiperhomosisteinemi’nin de VTE riskini

arttirdig1 vurgulanmaktadir (45).

2.3.3.2.Protrombin G20210A mutasyonu: VTE igin ikinci en sik gorulen
kalitimsal risk faktoridir. Protrombin G20210A mutasyonu beyazlar ve
Hispanik Amerikalilarin %1.1'inde ve Afrikali Amerikalilar'in  %0.3’Unde
hetereozigot olarak bulunur. G20210A mutasyonu heterozigotlarda yaklagik
%30 ve homozigotlarda %70 oraninda protrombin dizeylerinde artis ile
iliskilidir (22).

2.3.3.3.Protein C eksikligi: Protein C, Va ve VIllla’yi inaktive ederek
antikoagulan etki gosterir. Etkilenen bireylerde, plazma protein C dizeyi,
yaklasik %50 oraninda azalir. Faktor V Leiden gibi ek risk faktorleri, protein C
eksikligi icin heterozigot hastalarda yaygin tromboz uyarabilir. Homozigot
protein C eksikligi dogumdan hemen sonra, yasami tehdit eden trombotik
komplikasyonlardan biri olan, neonatal purpura fulminans olarak adlandirilan
ciddi bir hastaliga neden olur (22). Turkiye’de kalitsal trombofili oranlari

asagidaki tabloda 6zetlenmistir.
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Tablo 2.2 Tirkiye’de kalitsal trombofili oranlari (21, 47)

Saghkh DVT'li PE’li VTE'li
toplum (%) hastalar (%) | hastalar (DVT+PTE)
(%) hastalar (%)
Faktor V leiden mutasyonu 2-12 24.6-28.8 7.9-21 5.4-35
(heterozigot + homozigot)
Faktor V leiden mutasyonu 0-3.0 0-1.6 * 2.6-4.8
(homozigot)
Faktor V leiden mutasyonu 0-8.8 22.9-28.8 * 17-30
(heterozigot)
Protrombin 20210A 0-4.8 6.5 0-7.7 57-11
Mutasyonu
Protein C eksikligi 0-2 5.4 2.5 5.8-13.5
Protein S eksikligi 0-3.0 5.4 3.8 3.1-13.5
Antitrombin 1II eksikligi 0-0.5 0 2.5 1.0-54
Artmis faktor VI 3.0-9.4 * 53.3 53.1-55
Artmis faktor IX 4.7 * * *
Hiperhomosisteinemi 8.9 54 8.8 115-17.6
Kalitsal trombofili 15.1 37.4 7.9-8.6 41.6
*veri yok

2.3.3.4.Protein S eksikligi: Protein S, faktor Va ve Vllla’nin inaktivasyonunu
kolaylastirmak igin aktive protein C’nin kofaktdri olarak goérev yapar.
Otozomal dominant gecigslidir. Herediter protein S eksikliginin 3 tipi vardir:
bunlar tip 1) protein S aktivitesinin azalmis seviyesi ve total protein S azalmis
seviyesi (hem bagli hem de serbest protein S), tip 2) protein S aktivitesinin
azalmig seviyesi, normal serbest protein S seviyesi ve azalmig total protein S
seviyesi, tip 3) azalmis protein S aktivitesi ve azalmis serbest protein S
seviyesi ve normal total protein S seviyesi. Protein S eksikligi tanisi alan
hastalarin yarisindan azi trombozla karsilagmaktadir. K vitamini eksikligi,
varfarin, akut tromboz veya dissemine intravaskuler koagulasyon, gebelik,
karaciger hastaligi tedavisi, HIV gibi durumlarda protein C ve protein S
eksikligi 6nemlidir (22).
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2.3.3.5. Antitrombin Il eksikligi (AT 1ll): Antitrombin Ill; Faktor Vlla diginda
tum prokoagulan proteinazlar (Flla, Xa, IXa, Xla, Xlla) ndtralize eder (48).
AT Il eksikliginde VTE riski 5 kat artar (38). Antitrombin eksikligi, en dnemli
morbidite ve 6lim nedenlerinden olan artmis DVT ve PE riski ile birliktelik
gOsterir (49). Tromboz hikayesi olan hastalarin %1-2'sini AT 1l eksikligi
olusturur. Tip | AT eksikligi AT’ nin sentezinin azalmasina neden olur. Komple
eksikligi ise yasamla bagdasmaz. Heterozigot AT tip | eksikligi nispeten
nadirdir (yaklasik 1/25.000) ve tromboz riskinde yaklasik 10 kat artis ile
birliktedir. Heparin baglayan, trombosit baglayan veya her iki bdlgede
mutasyon ile tanimlanan birkag tip AT |l homozigot mutasyonu
tanimlanmistir. AT eksikligi olan kadinlarda ven6z tromboembolizm riski

%50’nin Gzerinde olabilir (22).

2.3.4.Klinik ve Tani

VTE ataginin tetiklemesinde tek basgina bir risk faktord sorumlu
olmayip, ¢evresel ve genetik birgok risk faktdrt bir araya gelerek VTE atagini
tetiklemektedir (50). Derin ven trombozunun klinik o6zellikleri nonspesifik
oldugu igin tan1 koymak zor olabilir. Venografi, standart test olmasina karsin
daha ucuz ve kolay uygulanabilir noninvaziv testler mevcuttur. Dupleks
ultrasonografi tercih edilen noninvaziv bir testtir (51).

DVT slphesi olan hastalar degerlendirilirken, hastaya ayrintili fizik
muayene yapilmali, Kklinik o6zellikler, objektif testler ve risk faktorleri
belirlenerek DVT dogrulanmali veya dislanmalidir (52).

Alt ekstremitede agri veya sislik olan hastalarda DVT'den suphe
edilmelidir. Aktif kanser ya da devam eden kemoterapi, gegirilmis VTE,
cerrahi, hastaneye yatma veya immobilizasyon ve baldir ¢gapinin 3 cm'den
fazla arttigr durumlar DVT olasihgini artirmaktadir (22).

DVT tanisinda, kontrast venografi, pletismografi, ultrason teknikleri,
bilgisayar destekli tomografi, manyetik rezonans goéruntileme ve fibrinojen
kan testleri kullanilir. Seri pletismografisi veya ultrason testi gibi noninvaziv
yontemler, supheli DVT hastalarinda tedaviye karar vermek icin yeterince
duyarli ve spesifik testlerdir. Testler bir hafta iginde normal kalirsa

antikoagulan tedavi kesilebilir. Tekrarlayan DVT durumlarinda yeni non-
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invaziv teknikler ile hastalar test edilmektedir. Ancak kesin objektif tani testi
kontrast venografi olmalidir. llk evrede bile tekrarlayan DVTlerde aktif
tromboemboliyi digslamak i¢in D-dimer testi ek bir test olabilir (53).

Pulmoner embolinin tanisi, klinik ve semptomlari ile laboratuvar
testlerinin de nonspesifik olmasi nedeniyle gli¢ olmakta, bu durum tani ve
tedaviyi  geciktirdigi icin  morbidite ve  mortaliteyi  arttirmaktadir.
Ventilasyon/perfizyon (V/Q) sintigrafisi PE slUphesi olan olgularin
arastinlmasinda temel goruntlileme tetkiki olmasina karsin, son yillarda
bilgisayarli tomografi pulmoner anjiyografi (BTPA) PE olgularinin
degerlendiriimesinde sintigrafinin yerine onerilmektedir. Bazi testler PE tanisi
koymada (BTPA), bazilari dislamada (D-dimer) uygundur. V/Q sintigrafisi her
ikisini de yapabilmesine karsin nondiagnostiktir. PE tanisi igin pretest
belirleme yodntemleri gelistiriimistir: Bunlardan en sik kullanilani, ampirik
olasllik belirleme sistemidir. Bu skorlama sistemine gore:

1. Disuk Kklinik olasilik (%1-19): Risk faktéri yok. Dispne, takipne veya
ploretik gogus agrisi, radyolojik ve kan gazi degisiklikleri olabilir. Ancak bu
anormallikler bagka nedenlerle de agiklanabilir.

2. Orta Klinik olasilik (%20-79)

3. Yuksek klinik olasilik (%80-100): Risk faktoria var. Bagka bir nedenle
aciklanamayan dispne, takipne, ploretik gogus agrisi ve/veya radyolojik veya
kan gazi degisikliklerinin mevcut olmasi.

Diger bir klinik olasilik degerlendirme skoru ise daha objektif ve kolay

uygulanabilir olan Wells skorudur (Tablo 2.3).
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Tablo 2.3 Pulmoner embolinin klinik olasilik degerlendirmesinde kullanilan Wells skoru (54)

Risk Faktorleri Puan
DVT klinik bulgu ve semptomlari 3
PE diginda baska tani olasiligi dusuk 3
Kalp hizi >100/dakika 1.5
Onceki dort hafta icinde ameliyat 1.5
veya immobilizasyon
DVT ve PE 6ykusu 1.5
Hemoptizi 1
Malignite 1

Klinik Olasilik

Dusuk <2
Orta 2-6
Yuksek >6

D-dimer testi: Fibrinin spesifik yikim trini olan D-dimer serum duzeyi,
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) veya Lateks aglitinasyon
yontemi ile o&lgulur. Fibrin pihtinin plazmin tarafindan parcalanmasi ile
sistemik dolagima salinan D—dimer, ¢ogu PE hastasinda plazmada artmakla
birlikte MI, sepsis, kanser, cerrahi sonrasi, pnomoni, gebelik, periferal
vaskuler hastaliklar ve inflamatuvar hastaliklarda da duzeyi artabilmektedir
(16).

2.3.5.Tedavi

Antikoagulanlar, iki kan sulandirici formda bulunur: 1) heparin;
intraven6z veya enjeksiyon, 2) varfarin; oral alinan kan sulandirici. Heparin
baslica iki formdan olusur: Geleneksel fraksiyone olmayan formun normalde
intravendz uygulanmasi gerekir. Heparinin bu formu igin belirli bir doz yoktur.
Parsiyel tromboplastin zamani ile doz ayarlamasi yapilir. ila¢ baslandiktan
sonra bu test ilk gunlerde ginde birkac kez yapilirken, daha sonraki guinlerde
gunde bir defa olarak devam edilir. Son zamanlarda, disuk molekuler agirhkli

heparinler (DMAH), fraksiyone olmayan heparinlerin (UFH) yerine gecmeye
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baslamigtir. DMAH’ler, normalde hastanin agirligi ile orantili olarak recete
edilir. Kan testi gerektirmez ve gunde bir veya iki kez enjeksiyon yoluyla
uygulanir. PE, varfarinle birlikte intraven6z fraksiyone olmamis heparinle
(UFH) hastane sartlarinda verilir. Buna karsin, varfarinle birlikte oral
antikoagulasyon tedavisi ile duguk molekul agirlikli heparin enjeksiyonlari
hastaneye yatmadan basarili bir sekilde DVT hastalarinda kullanilabilir (55).
VTE tedavisinde en tartigsmali boélim varfarin antikoagulasyonunun
optimal devamhhligidir. Ginimuzde kabul gbren tedavi yontemi, en az 6 aylik
antikoagulasyon tedavisidir. Ancak bazen bu sure hastanin durumuna gore
uzayabilir. Antikoagulanlari tolere edemeyen veya antikoagulasyon tedavisi
basarisiz olan hastalarda, PE’ye neden olan blyuk kan pihtilarinin pulmoner
arterlere ulasmasini engellemek icin inferior vena kavaya kalici bir metal filtre

yerlestirilir (55).

2.4.Polimorfizm

Polimorfizm, genlerdeki genetik cesitlilige yol acan degisikliklerden
biridir. Genomda tekli, ikili, G¢li nikleotid tekrar sayilarinda degisiklikler ve
kromozom duzeyinde bazi yapisal duzenlemeler seklinde polimorfizmler
bulunmaktadir (56). Genetik varyasyona gore kisisel fenotiplerde farkliliklar
oldugu, genetik polimorfizmlerin farkli tipleri, genis ¢capli sekans varyasyonlari
bilinmektedir. Bu durumlarin fenotipe etkileri protein veya RNA seviyelerinde
ifade bulur. Polipeptid kodlayan DNA’lardaki degisiklikler, protein
polimorfizmine yol agan aminoasit degisimine sebep olur. Gen
regulasyonundaki degisimler, allelik insan genom varyasyonlarina neden
olabilir. Bu tip bir sekans varyasyonu sik gorilen hastaliklar igin suglanabilir.
DNA polimorfizmlerinin genel siniflandirilmasi ve genis caph sekans

varyasyonlari:

2.4.1.Tek Nukleotid Polimorfizmi [Single Nucleotide Polimorphism
(SNP)]: Tek bir baz degisimi olabilecegi gibi ‘basit indel (insersiyon/delesyon)
polimorfizm’ olarak da adlandirilan insersiyon ya da delesyonlar sonucunda
da ortaya cikabilir. SNP’ler iki allele sahiptir. Bazi SNP’ler, restriksiyon

sahalarinda degisimlere sebep olabilirler (Restriksiyon bolgesi polimorfizmi).
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Insan genomunun %1.5'i kodlanir, ¢ogu SNP’ler kodlanmayan DNA
bolgesinde bulunur. SNP’lerin kromozomal lokalizasyonu homojen degildir.
Cok az SNP iceren kromozomal bolgeler ile ¢ok fazla SNP iceren bolgeler

yan yana bulunabilir.

2.4.2.Simple Variable Number of Tandem Repeat Polimorphism (VNTR):
Basit dizi tekrarlarini barindiran allel bolgeleri olarak tanimlanir. Simple
Sequence Repeat Polimorphism (SSR P) (Mikrosatellit Polimorfizm) ve
minisatellit DNA polimorfizmi olmak Uzere iki sekli vardir. Mikrosatellit DNA
polimorfizmi veya SSR birka¢ nukleotid uzunlugunda tekrar dizileri iceren
yaklasik toplam 100 nuUkleotid uzunlugunda polimorfizm bdlgeleridir.
Minisatellit DNA polimorfizmi ise 9 veya onlarca nukleotid tekrarlari iceren

yuzlerce nukleotid uzunlugunda polimorfizm bdlgeleridir.

2.4.3.Large Scale VNTR Polimorphism: Genis Olcekli tandem tekrarlari
kopya sayisi varyasyonlarina (CNV) sebep olur. Bu, esit olmayan krosing
over veya esit olmayan kardes kromatid degisimleri ile meydana gelir. Bazi
polipeptid kodlayan gen aileleri bu tip polimorfizm ile olusan tandem tekrarlari
icerir (57).

2.5.Anjiyotensin konverting enzim (ACE)

Anjiotensin konverting enzim; renin—anjiotensin—aldesteron sisteminde
(RAS) yer alan bir dipeptidazdir (58). Su ve tuz kaybi oldugunda veya
sempatik aktivasyon durumunda boébregin jukstaglomerular aparatusundan
renin salinimi gergeklesir. Bu da karacigerde sentezlenen anjiotensinojeni,
anjiotensin I'e donusturdr. Anjiotensin | de bircok damarin endotelinde
bulunan pulmoner damarlarda ise yliksek konsantrasyonlarda varolan ACE
ile anjiotensin 1I'ye donusur. ACE endotel hiicrelerinde eksprese olur. Akciger
ile beyin mikrovaskuler ve kapiller hucreleri, barsak, koroid pleksus ve bobrek
tubdl hucreleri de ACE’den zengindir (59).

ACE, Anjiotensin I'i, vazokonstriktor bir madde olan ve trombosit
agregasyonunu ve aktivasyonunu arttirarak fibrinolizi inhibe eden
Anjiyotensin II'ye donustirar. Bu enzim ayni zamanda potansiyel

vazodilatator bir madde olan ve inflamasyon olusmasina aracilik eden
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bradikinini degrade eder (60). Bradikinin damar diz kas hucrelerinin
proliferasyonunu inhibe ederek nitrik oksit, prostasiklin gibi vazodilatatorlerin
endotelden salinmasini inhibe eder. ACE, vazodilatator bradikinin
inaktivasyonunda primer roli oynar (59). Kan basinci dizenlenmesi ve
elektrolit dengesi Uzerinde Onemli rol oynamaktadir. Enzim, vazodilatator
olan bradikinin ve anjiyotensin 1-7’yi inaktive edebilmektedir (61).
Fonksiyonel olarak benzer ve birbiri ile iligkili endokrin ve lokal olmak Uzere
iki tir RAS vardir. ACE, endotel hucrelerinde hicre zarina bagl olarak
bulunur. Renin, endokrin RAS’In aktivitesinde onemli rol oynarken, lokal
RAS’In aktivitesinde benzer rol oynamaz. ACE duzeyi saglikh kigilerde buyuk
oranda sabit olmakla birlikte, aile bireyleri arasinda benzerlik gosterirken
farkh kisiler arasinda degiskenlik gosterir (61).

ACE gen ekspresyonu hala buyuk O6l¢ide bilinmemektedir. ACE
geninin 78 polimorfizmi saptanmistir. Bunlarin arasinda en ¢ok ¢aligsilant ACE
insertion/deletion (I/D) polimorfizmidir (59). ACE geni, insan genomunda
17923 lokusunda bulunur. 26 ekson ve 21 Kb blyukligtnde bir gendir. 16.
introndaki 287. baz c¢iftinin olup olmamasina bagl olarak Insertion/ Deletion
polimorfizmi olusmaktadir. Bu polimorfizme goére DD, ID, Il olmak tzere Ug¢
farkh tip fenotip vardir (62). ACE D/D ve I/l homozigot, I/D ise heterozigottur.
ACE genindeki bu insersiyon ACE ekspresyonunu azaltir. Bdylece Il
homozigotlara gére DD homozigotlar %65, ID heterozigotlar ise %31 daha
fazla ACE’ye sahiptir (59).

Yapilan populasyon g¢alismalarinda insersiyon allel sikligi %44 iken
delesyon allel sikhdi %56 olarak bulunmustur. Doku ve plazma ACE duzeyi
polimorfizme gére degisir. Gen polimorfizmi serum ACE duizeyi
degisikliklerinin %47’sinden sorumludur. DD genotipli kisilerde ACE duzeyi
en yuksek, Il genotipine sahip kigilerde ise en dusuktir (62). Anjiyotensin Il
seviyeleri, ACE genotipleri arasinda farklilik gostermezken, DD genotipine
sahip vakalarda anjiyotensin 1-7 konsantrasyonunun daha yuksek ve
bradikinin yari dmrunun daha kisa oldugu bildiriimektedir (61).

Renin-anjiyotensin  sistemindeki (RAS) peptidler genis Oolgude

calisiimistir ve cgalismalar gostermistir ki anjiotensin I, buyumeyi uyaran
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fonksiyonlari  ve  vazoaktif  fonksiyonlari  regile eden  kontrol
mekanizmalarinda o©Onemli rol oynamaktadir. RAS'In bu go6revinde
polimorfizmlerin roli yeni anlasiimaya baslanmistir. Plazma anjiotensin
dizeyleri, anjiyotensin genindeki M235T  polimorfizmleriyle iligkili
bulunmustur. Anjiyotensinojen, renin, prorenin ve ACE seviyeleri ile ilgisiz
sonuglar veren RAS ekspresyonuyla ilgili diger markirlar daha az tutarhidir.
I/D polimorfizmlerinden ACE D alleli, renin, aldosteron ve bradikinin gibi diger
RAS vyolaklarindan bagimsiz olarak ylksek ACE aktivitesiyle ilgilidir. ATI
reseptorundeki A1166C polimorfizmi, her U¢ genotiple iligkili olarak
Anjiyotensin II'ye doz bagimli cevapla ilgilidir. Geng erigkin populasyonda
RAS gen polimorfizmlerinin  6zellikle Anjiyotensin  1-7 olmak Uzere
anjiyotensin peptitlerinin genotip veya cinsiyete gore plazma seviyelerindeki

degisimi Uzerinde etkisine dair bir calisma bulunmamaktadir (63).

2.6. Plazminojen Aktivator inhibitér-1 (PAi-1) Geni 4 Guanozin /5
Guanozin (4G/5G)

Fibrinolitik sistemde homeostazin dizenlenmesinde 6nemli rol
oynayan iki enzim sisteminden birincisi; plazminojen aktivatorleri, ikincisi ise
plazminojen aktivator inhibitorleridir (65).

Plazminojen aktivator sistemi, fizyolojik ve patolojik suregte,
koagulasyon, fibrinoliz, inflamasyon, yara iyilesmesi, ve malignite dahil olmak
uzere genis yelpazede onemli rol oynar. Plazminojen mRNA'sI, bobrek Ustu
bezi, bobrek, beyin, testis, kalp, akciger, uterus, dalak, timus ve bagirsak
dahil olmak uUzere bircok fare dokusundan izole edilmigtir. Plazminojen
aktivatért  sisteminde, plazmin plazminojen doéndsimi c¢ok o6nemli bir
reaksiyondur. Plazminojen aktivator sisteminin ana enzimi, plazmindir.
Plazmin, fibrin ve ekstraselller matriks proteinlerinin son degredasyonundan
sorumlu olan, fibrinolizde anahtar rol oynayan bir serin proteazdir. Plazmin
tripsine benzer. Onclli olan plazminojen, plazminojen aktivatoérleri tarafindan
olusturulmaktadir (64).

Plazminojen aktivatorleri arasinda doku plazminojen aktivatora (t-PA)
ve plazminojen aktivator inhibitdrleri arasinda ise plazminojen aktivator

inhibitér-1 (PAI-1) yer alir. Fibrinolitik sistemde PAI-1 aktivasyonu fibrin
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tarafindan gergeklestirimekte ve aktive olan PAI-1 ise t-PA'yl baglayarak
onun litik etkisini inhibe etmektedir (65).

PAI-1, intravaskiler fibrinolizin dolasimdaki en &nemli inhibitdridiir
(66). Karaciger, dalak, adipositler ve endotel hlcreleri de dahil olmak Utzere
cesitli doku ve hucre tiplerinde sentez edilir. Sentezi, insulin, lipidler, glikoz,
endotoksin ve inflamatuar sitokinler de dahil olmak Uzere cesitli ajanlar
tarafindan dizenlenmektedir (67). t-PA, dokunun aktif boélgesine baglanarak,
plazminojeni aktif proteaz plazmine doénustirir ve fibrinin yikilmasini inhibe
eder (66). Fibrinoliz sirasinda plazminojen, fibrin pihtilari halinde ¢ézinen
plazmine donusturalir. Bu dontisum urokinaz plazminojen aktivatora (u-PA),
veya doku plazminojen aktivatori (t-PA) varhiginda olusur ve bu dénidsim bir
serin proteaz inhibitéri olan plazminojen aktivator inhibitéri-1 tarafindan
dizenlenir. Fibrinolitik surecin dizenlenmesinde onemli rol oynamasi
nedeniyle, PAI-1'in asiri ekspresyonu normal fibrin klirensi mekanizmalarini
etkileyebilir ve patolojik fibrin birikimi ile trombotik olaylara sebep olabilir (67).
Yiiksek PAI-1 plazma diizeyleri tromboz gelisimine katkisi nedeniyle, VTE ve
Koroner Kalp Hastaligi (KKH) ile iligkili bulunmustur (66). PAI-1, timor
buyumesi, invazyon ve metastaz ile iligkili Urokinaz plazminojen aktivatoru
(uPA) / uPA reseptor (UPAR) yolaginin, blyuk bir inhibitoruddr. uPA ve
UPAR’nin ylksek ekspresyonu, bazi kanser tirlerinin koti prognozu ile
ilgilidir (66).

PAI-1 geni 7q22'de bulunur. Bu genin promotér bolgesinde bir allelde
4G diger allelde 5G seklinde bir polimorfizm goéralur. Her iki allelde de
transkripsiyon icin aktif bolgeler vardir. Ancak 5G polimorfizm bolgesinde,
ayrica baskilayici bir baglanma bélgesi oldugundan PAI-1 aktivitesinde
azalmaya neden olacak sekilde transkripsiyon orani dusuktir. Buna karsin
4G alleli, ortalamanin tzerinde plazma PAI-1 diizeyleri ile baglantilidir. PAI-1,
bir akut faz reaktanidir. Dolayisiyla bu polimorfizm dengenin korunmasi igin
cevap olarak ortaya cikmis olabilir. 4G ve 5G arasindaki farkli PAI-1
seviyeleri; PAIi-1 ekspresyonunu arttiran cevresel velveya hastalik
etmenlerinin varhdinda daha belirgindir. Arteriyel ve vendz tromboz riskini

arttiran bu genetik varyantin etkisi ile ilgili veriler, hem ¢ok sayida hem de
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celigkilidir. Son zamanlarda 4G/5G polimorfizminin kardiyovaskuler, iskemik
inme ve vendz tromboembolizm riskine olan katkisi hakkinda yayinlanmig
metaanalizler bulunmaktadir (67).

Gen polimorfizmleri, etnik ve cografi farkliiklar géstermekle birlikte,
populasyonda yaygin gorulur. Bir ¢ok durumda, hidcre metabolizmasi igin
onemli olan yolaklarda (DNA tamiri, hicre dongusu kontroll, sinyal iletimi
vb.) rol alan genlerin kritik pozisyonlarinda yer alirlar. Genin kodladidi
proteinin fonksiyonu ya da enzim aktivitesi bu degisikliklerden énemli élgtide
etkilenebilir. Bu proteinlerin fonksiyonunun bozulmasi ¢esitli hastaliklara yol
agabilmekte veya bazi hastaliklar igin riski arttirabilmektedir (68). Polimorfizm
calismalarinda kullanilan hasta ve kontrol gruplarinin farkh allel frekanslarinin
ve farkli hastalik risklerinin ortaya cikmasina sebep olmasi nedeniyle
onemlidir. Bu yUzden, olugsan polimorfizmlerin hastalik Gzerindeki etkileri de
calisma gruplarina bagl olarak degisebilir (69).

Bu calismamizda toplumumuzdaki VTE'li hastalarda PAi-1 4G/5G ve

ACE I/D polimorfizmlerinin hastalik gelisimine etkisini arastirmayi amacladik.
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GEREG VE YONTEM

Calisma Gulhane Askeri Tip Akademisi Etik Kurulu tarafindan 20 Ekim
2011 tarihinde (No:181) onaylanmigtir. Calisma Kasim 2011- Mart 2012
tarihleri arasinda Tibbi Genetik BD’nda gerceklestiriimigtir. Calismaya, Tibbi
Genetik BD’'na VTE 0n tanisiyla miracaat eden 80 hasta ile 79 kontrol grubu

dahil edilmisgtir.

3.1 DNA izolasyonu
Hasta ve kontrol gruplarindaki olgulardan 4 ml EDTA’l tupe periferik
kan alindi. Kandan DNA izolasyonu i¢in Nucleospin DNA izolasyon kiti (MN,
Germany ) prosedirt uygulandi.
e 1.5 ml'lik mikrosantriflj tupleri icine 25 pl proteinaz K ve 200 pl'ye
kadar kan konuldu.
e Orneklere 200 ul Buffer B3 eklenerek kuvvetlice 10-20 saniye
vortekslendi.
e Ornekler, 70°C’de 10-15 dakika inkiibe edildikten sonra her bir drnege
yaklasik 200 pl etanol (%96-100) eklendi.
e Her bir 6rnek igin toplama tupu igine yerlestiriimis Nucleospin blood
kolonu alindi.
e Ornekler kolona ylklendi ve santrifij edildi.
o Buffer BW ve Buffer B5 ile yikama islemleri yapildi.
¢ Nucleospin blood kolonu 1.5 ml’lik mikrosantrifij tipu icine yerlestirildi
ve 100 pl 6nceden isitilmis Buffer BE (70°C) eklendi. Oda isisinda 1
dakika inkube edildi.

e Santrifyj edildi ve galigsiima zamanina kadar —20°C’de saklandi.

3.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Protokolu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemi, DNA’'da cogdaltilacak
hedef bolgeyi belirleyen ve DNA'y1 iki yandan ceviren primerler araciligi ile
yapiimaktadir. Isi yardimi ile gift sarmal DNA’nin hidrojen baglar koparilarak,
Isinin dugurulmesi ile primerler baglanmaktadir. Baglanma isleminden sonra,

72°C'de Taqg DNA Polimeraz, kalipp DNA bolgesini referans almaktadir.
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Baglanan primerlerin arkasina, dort deoksiribonukleotid trifosfattan birini
(adenin, guanin, sitozin, timin) yeni zincire eklemektedir. Isiya diren¢li DNA
Polimeraz kullanilarak, her déngide DNA polimeraz eklenmesine gerek
kalmadan, 30 ile 40 donglu sonrasinda, kalip DNA’da ilgili bdlgenin
milyonlarca kopyasi elde edilebilmektedir (70).

Bu cgalismada izole edilen DNA’larda ACE geni I/D polimorfizmini
belirlemek igin klasik PZR yontemi, PAi-1 geni 4G/5G polimorfizmini
belirlemek igin ise “Allel Spesifik Amplifikasyon” ydntemine dayanan PZR

yontemi kullanilarak genotipleme yapildi.

3.3 ACE geni I/D polimorfizminin analizi

ACE, anjiotensin | molekulinu fizyolojik olarak aktif anjiotensin Il
molekulline ¢evirmektedir. ACE geni 17. kromozomun uzun kolunda bulunur.
16. intronunda 287 baz cifti (bg) uzunlugunda alu element polimorfizmi
bulunmaktadir. Bu element bazi allellerde saptanirken (insersiyon), bazi
allelerde ise saptanmamaktadir (Delesyon). Bu calisma, Rigat ve ark. (70,
71) tarafindan yapilmis calisma metodu modifiye edilerek yapilmistir. ACE
geninin I/D polimorfizmini igeren bolgeyi gogalmak igin

Forward: 5-CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT-3' ve

Reverse: 5’- GAT GTG GCC ATC ACATTC GTC AGAT -3
primerleri kullanildi. 25 pl'lik PZR karisimi 0.2 mllik PZR tipinde Tablo
3.1’deki sira ile karistirildi.

Tablo 3.1. PZR reaksiyonu karigimi icin kullanilan malzemeler ve miktarlari.

1)dNTP (10 mM) 0.3 pL
2)10x PZR Buffer (Magnezyumlu) 2.5 uL
3)10 pmol/ml primer forward 1.0 yL
4)10 pmol/ml primer reverse 1.0 yL
5)dH20 16.0 pL
6)Hasta DNA 4.0 uL
7)Taq polimeraz enzimi (5 Unite/ul) 0.1 pL
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ACE geninin I/D polimorfizmi igin PZR dongu programi olarak tablo

3.2'de belirtilen sicaklik ve sureler kullanilarak PZR iglemi gerceklestirildi.

Tablo 3.2. ACE geninin I/D polimorfizmi icin PZR déngl programi

Kapak sicakligi, (cihaz tipine 6zel) 103°C,
1)Baglangi¢ denaturasyonu 94°C, 5 dakika
2)Denaturasyon 94°C, 1 dakika
3)“Annealing” 57°C, 1 dakika
4)“Extention” 72°C, 1 dakika
5)Son “Extention” 72°C, 10 dakika

(2,3 ve 4 igslemler sirasiyla 38 siklus)

3.4 PAI-1 geni 4G/5G polimorfizminin analizi

PAi-1 geni, 7. kromozomda yer alir ve 9 ekzon ile 8 introndan
olusmaktadir. Genin promotor bdlgesinde 4G/5G polimorfizmi olarak
adlandirilan ve Guanin (G) nukleotid sayi farklihgi ile olusan bir polimorfizm
bulunmaktadir. Calismamizda bu polimorfizmi belirlemek i¢cin Muetze ve ark.
(71, 72) tarafindan geligtirilen “allel spesifik amplifikasyon” PZR yoéntemi
kullanildi. Bu yontemde 4G ve 5G alleleri icin ayri ayn tlplerde reaksiyon
kuruldu.

4G allelini belirlemek igin internal kontrol primerleri;

Forward: 5’-TGC AGC CAG CCA CGT GAT TGT CTA G-3’ ve

Reverse: 5-AAG CTT TTA CCA TGG TAA CCC CTG GT-3' ve

4G alleline spesifik 5-GTC TGG ACA CGT GGG GA-3' primeri
kullanildi.

5G allelini belirlemek igin internal kontrol primerleri;

Forward: 5’-TGC AGC CAG CCA CGT GAT TGT CTA G-3’ ve

Reverse: 5-AAG CTT TTA CCA TGG TAA CCC CTG GT-3' ve

5G alleline spesifik 5-GTC TGG ACA CGT GGG GG-3' primeri
kullanildi.
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Her hasta igin 4G ve 5G allellerini belirlemek amaciyla 0.2 ml'lik iki ayri
tupte PZR kuruldu. 25 pl'lik PZR karigimi 0,2 ml’lik PZR tuplerine Tablo
3.3’teki sira ile karistirildi.

Tablo 3.3 PZR reaksiyonu karigimi igin kullanilan malzemeler ve miktarlari.

1)dNTP (10mM) 0.5 uL
2)10x PZR Buffer (Magnezyumlu) 2.5uL
3)10 pmol/ml internal kontrol reverse primer 1.0 yL
4)10 pmol/ml internal kontrol reverse primer 1.0 yL
5)10 pmol/ml 4G yada 5G aleline spesifik primer 1.0 yL
6)dH20 15.0 L
7)Hasta DNA 4.0 yL
8)Taq polimeraz enzimi (5 Unite/ul) 0.1 uL

PAI-1 geni 4G/5G polimorfizmi icin PZR déngii programi olarak tablo

3.4’te belirtilen sicaklik ve sureler kullanilarak PZR gercgeklestirildi.

Tablo 3.4. PAI-1 geni 4G/5G polimorfizmi icin PZR déngii programi

Kapak sicakligi, (cihaz tipine 6zel) 103°C,
1)Baslangi¢ denatlirasyonu 94°C, 5 dakika
2)Denaturasyon 94°C, 1 dakika
3)“Annealing” 57°C, 1 dakika
4)“Extention” 72°C, 1 dakika
5)Son “Extention” 72°C, 10 dakika

(2,3 ve 4 islemler sirasiyla 40 siklus)

3.5 Agaroz Jel Elektroforez Protokolii

Agaroz Jel Elekroforezi, DNA ve PZR drunlerinin ayrilmasi ve
tanimlanmasi igin kullanilan standart metodlardan biridir. Bu ¢alismada PZR
ile cogaltilmig drunlerin tanimlanmasi igin %Z2’lik agaroz jel elektroforezi
uygulandi. %2’lik jel hazirlanmasi igin 5 mL 20xTris-Borik Asit-EDTA (TBE)
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solusyonu 95 ml dH20 ile beher iginde karigtirildi. Karigimin igine 2 gr
agaroz eklendi. Cozelti mikrodalga firinda agaroz ¢ézununceye kadar isitildi.
Eriyen jel icine 5 puL etidyum bromid eklenerek karistirildi. Jel elektroforez
aparatina dokulerek sogumaya birakildi. Elektroforez tanki 0,5xTBE ile
doldurularak jel yuratme iglemine hazir hale getirildi. PZR Grtnleri brom-fenol
mavisi ile muamele edilerek agaroz jele yuklendi. 150V akimda 15 dk kadar
yuratalda.

PZR reaksiyonu sonunda agaroz jelde yuruttlen urtnler Ultraviyole
(uv) transilluminator kullanilarak analiz edildi. ACE geninin 1I/D
polimorfizmindeki D allelinin 190 b¢ uzunlugunda PZR druna, | alleli igin ise
490 bg¢ uzunlugunda Uriin olusturmasi beklenmektedir. incelenen agaroz
jelde sadece 190 b¢ uzunlugunda bir bant varsa D/D genotipi, 190 b¢ ve 490
b¢ uzunlugunda bantlar varsa I/D genotipi ve sadece 490 b¢ uzunlugunda bir

bant varsa I/l genotipi seklinde genotiplemeler yapildi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1: ACE geni PZR urinlerinin %2'lik agaroz jeldeki gorintusu. Son kuyucuk 100 bg

DNA ladder (Marker); 1 nolu kuyucuk I/l genotipine, 2 nolu ve 6 nolu kuyucuklar D/D
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genotipine (190 bg) ve 3 nolu, 4 nolu ve 5 nolu kuyucuklar ise 1/D genotipine (190bg, 490 bg)
sahip olgulari géstermektedir.

PAI-1 geni 4G/5G polimorfizmindeki 4G ve 5G allelleri igin 140 bg
uzunlugunda PZR urinu ve 270 bg¢ uzunlugunda internal kontrolin PZR
Uriini olusmasi beklenmektedir. internal kontrol (riiniin olmadigi durumlarda
PZR reaksiyonu tekrarlandi (Sekil-3.2).

| MARKER | 46/4G GENOTIPI 4G/5G GENOTIPI 5G/5G GEHOTIPI  MARKER |

Sekil 3.2: 4G/4G, 4G/5G ve 5G/5G genotipli olgularin PZR Urunlerinin %2’lik agaroz jelde
goriinimu. (MARKER; 100 b¢ DNA ladder)

3.6 istatistiksel Analizler:

Hasta ve kontrol gruplarinin ACE I/D ve PAI-1 4G/5G
polimorfizmlerinin  karsilastirilmasinda Hardy Weinberg testi kullanildi.
istatistiksel degerlendirmeler Windows uyumlu SPSS 17.0 (Statistical
Package for the Social Sciences) istatistik programi ile bilgisayar ortaminda
yapildi. Tanimlayici istatistikler kesikli veriler igin sayi (%), surekli veriler igin
ortalamazstandart sapma olarak gosterildi. Surekli degiskenlerin normal
dagihima uyumlari tek 6rnek Kolmogorov Smirnov testi ile degerlendirildi ve
buna uygun test secimi yapildi. Gruplarin yas karsilastirmalarinda Mann
Whitney U testi, gruplar arasinda polimorfizm sikliklarinin kargilastirmasinda
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Ki-kare testleri kullanildi. Istatistiksel kararlarda p<0.05 diizeyi anlamli

farkhligin gostergesi olarak kabul edildi.

3.7. Kullanilan Cihazlar

Buzdolabi (Argelik-Turkiye)

Derin dondurucu (Argelik-TUrkiye)

Gug¢ Kaynagi (Hoefer-ABD)

Hassas terazi (Precisa-isvigre)

Is1 blogu (Boeco-Almanya)

Manyetik karistirici (Corning-Almanya)

Masalstl vorteks cihazi (Retsch Mixer-Almanya)

Mikrodalga firin (Bosch-Almanya)

© © N o g B~ wDdPRE

Minisantrifuj cihazi (Sigma-ABD)
Santriftj cihazi (ICE 4R-ABD)
UV transiliminatér (Synegene-ABD)

e
N 2O

Yatay elektroforez cihazi (Serva-Almanya)
“Thermal cycler” (Biorad-ABD)

[ERN
w

3.8. Ticari kit ve kimyasallar

1. 100 b¢ DNA Leader (Bioron, Almanya)

2. Agaroz (Serva-Almanya)

3. Borik asit (Sigma-ABD)

4. DNA izolasyon kiti (Macherey-Nagel-Almanya)
5. dNTP (deoksiribontkleotid) miks (Bioron-Almanya)
6. EDTA (Sigma-ABD)

7. Etanol (Merck- Almanya)

8. Etidyum bromar

9. MgCl, (Bioron-Almanya)

10. Primer sentezleri (Genosys Sigma)

11. PZR tamponu (Bioron-Almanya)

12. Taq DNA polimeraz (Bioron-Almanya)

13. Tris base (Sigma-ABD)
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BULGULAR

Hasta grubunun yas ortalamasi 35.90+15.98 ve kontrol grubunun yas
ortalamasi 36.35+7.47 idi. Hasta grubunda 58 (%72.5) erkek hasta ve 22
(%27.5) kadin hasta vardi. Kontrol grubu ise 54 (%68.4) erkek birey ve 25
(%31.6) kadin bireyden olusmaktaydi.

Tablo 4.1. Hasta ve kontrol gruplarinin yas ve cinsiyete gore dagilimi.

Sayi
(n=159)

P Yag** P

Cinsiyet  gegeri Ort+SS degeri

58 E (%72.5)
Hasta grubu 80 35.90+15.98
22 K (%27.5)

0.567* 0.818***

54 E (%68.4)
79 36.35+7.47
25 K (%31.6)

Kontrol
grubu

* Ki-kare test; E=Erkek; K=Kadin **OrtalamatStandart Sapma ***Mann Whitney U test

Hasta ve kontrol grubu yas ve cinsiyet agisindan karsilastirildiginda,
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (sirasiyla, p=0.818, p=0.567)
(Tablo 4.1).

Hardy Weinberg denklemine goére beklenen dederler ve gdzlenen
degerler Tablo 4.2’de gorilmektedir. ACE I/l genotipinin beklenen degeri 33
iken, goOzlenen deger 25tir. ACE |/D genotipinin beklenen degeri 79,
go6zlenen deger ise 86’dir. ACE D/D genotipinin beklenen ve gbzlenen degeri
ise 48'dir. PAI-1 polimorfizmi acisindan 4G/4G genotipinin beklenen degeri
35, gbzlenen degeri 32°dir. 4G/5G genotipi acisindan beklenen ve gbézlenen
degeri 79'dur. 5G/5G genotipi igin beklenen deger 45 iken gdzlenen deger
48'dir. Hardy Weinberg denklemine gére ACE ve PAI-1 polimorfizmi
acisindan beklenen ve gozlenen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmamaktadir (sirasiyla, p=0.479, p=0.891) (Tablo4.2).
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Tablo 4.2. Hasta ve kontrol grubunun Hardy Weinberg denklemine gore istatistiksel olarak

degerlendiriimesi.

I/l genotipi 33 25
ACE geni 1I/D -
Polimorfizmi I/D genotipi 79 86 0.479*
D/D genotipi 48 48

4G/4G genotipi 35 32
PAI-1 geni »
Polimorfizmi 4G/5G genotipi 79 79 0.891*
5G/5G genotipi 45 48

* Ki-kare test

Hasta ve kontrol grubunun ACE 1/D gen polimorfizmi agisindan
degerlendiriimesi sonucunda; hastalarin 15’i (%18.8) ACE 1/l genotipine
sahipken bu sayi kontrol grubunda 10 kisi (%12.7)'dir. ACE I/D genotipine
hasta grubunda 44 (%55) kisi sahipken, kontrol grubunda 42 kisi (%53.2)
ACE /D genotipindedir. Hasta grubunda ACE D/D genotipine sahip 21 kigi
(%26.3) bulunurken, bu genotip kontrol grubunda 27 kisi (%34.2)'dir.

ACE |I/D polimorfizmi acisindan hasta ve kontrol grubunun
karsilastirlimasi sonucunda aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0.05) (Tablo 4.3).



Tablo 4.3. ACE geni I/D polimorfizmi agisindan hasta ve kontrol grubunun degerlendiriimesi.

I/l genotipi 15 (%18.8) 10 (%12.7)

ACE geni I/D

Polimorfizmi I/D genotipi 44 (%55.0) 42 (%53.2) 0.409*

D/D genotipi = 21 (%26.3) 27 (%34.2)

Hasta ve kontrol grubunun PAI-1 polimorfizmi  acisindan
kargilastiriimasi sonucunda, hasta grubunda 4G/4G genotipine sahip 18 kisi
(%22.5) bulunurken, kontrol grubunda 14 kisi (%17.7) bulunmaktadir. 4G/5G
genotipi hasta grubunda 43 kiside (%53.8) varken, kontrol grubunda 36
kiside (%45.6) bulunmaktadir. 5G/5G genotipi ise hasta grubunda 19 kiside
(%23.8), kontrol grubunda ise 29 kiside (%36.7) bulunmaktadir.

PAIi-1 polimorfizmi acisindan, hasta ve kontrol grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark ¢cikmamistir (p>0.05) (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. PAi-1 geni 4G/5G polimorfizmi agisindan hasta ve kontrol grubunun

degerlendirilmesi.

4G/4G genotipi = Sayi 18 (%22.5) 14 (%17.7)

PAI-1 geni
4G/5G 4G/5G genotipi = Sayi 43 (%53.8) 36 (%45.6) 0.202*
Polimorfizmi

5G/5G genotipi . Sayi 19 (%23.8) 29 (%36.7)

w
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Hasta ve kontrol grubu, 4G/5G polimorfizmleri allel frekanslari
agisindan incelendiginde, hasta grubunda 4G alleli 79 (%49.4), 5G aleli 81
(%50.6) olarak saptandi. Kontrol grubunda ise 4G alleli 64 (%40.5), 5G alleli
94 (%59.5) olarak saptandi. Hasta ve kontrol grubu arasinda 4G ve 5G allel

frekanslari agisindan istatistiksel anlamli fark saptanmadi (p=0.121).

100 94
90 =5 s —
80 —
70 64 —
60 —
50 —
40 —
30 —
20 —
10 —

O Hasta Grubu
O Kontrol Grubu

Allel Sikhgi

4G 5G
PAi-1 4G/5G Gen Polimorfizmi

Sekil 4.1: Hasta ve kontrol gruplarinda PAI-1 geni 4G/5G polimorfizminin allel sikliklarinin
dagilhimi.

Hasta ve kontrol grubu, I/D polimorfizmleri allel frekanslari agisindan
incelendiginde, hasta grubunda, | alleli 74 (%46.3), D alleli 86 (%53.7) olarak
saptandi. Kontrol grubunda ise | alleli 62 (%39.2), D alleli 96 (%60.8) olarak
saptandi. Hasta ve kontrol grubu arasinda ACE I/D allel frekanslari agisindan

istatistiksel anlaml fark saptanmadi (p=0.207).
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120
96

100

86
80 4 —

60 62 OHasta Grubu
O Kontrol Grubu

Allel Sikhgi

| D
ACE I/D Gen Polimorfizmi

Sekil 4.2: Hasta ve kontrol gruplarinda ACE geni I/D polimorfizminin allel sikhklarinin
dagilimi.
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TARTISMA

Ven6z tromboembolizm (VTE), kalitsal ve edinsel predispozan
faktorlerin yaninda, ileri yasa, uzun sireli immobilizasyona, cerrahi
girisimlere, malignitelere, antifosfolipid sendromuna, oral kontraseptif
kullanimina ve hormon replasman tedavisine bagh olarak oldukga yaygin
gorulen multifaktoriyel bir hastaliktir (73). Polimorfizmlere bagh VTE gelisme
riski, genetik zemin ve gen-gevre etkilesimi ile baglantili olabilir. VTE
gelisiminde, birden c¢ok genetik faktorin rol aldigi disinulmektedir (74).
GuUnumuzde VTE’nin etiyolojik degerlendirmesinde; FVL mutasyonu,
Protrombin G20210A mutasyonu, MTHFR C677T (metilen tetrahidrofolat
reduktaz) mutasyonu, MTHFR A1298C mutasyonu, MTHFR enzim eksikligi,
aclik serum homosistein dlzeyi, lupus antikoagulan (LA), antikardiyolipin
antikorlari (ACA), antitrombin eksikligi (AT), protein S eksikligi (PS) ve protein
C eksikligine (PC) bakilmaktadir (33, 75).

ACE ve PAI-1, sirasiyla trombosit agregasyonu ve fibrinolizde
fonksiyon goren 6nemli proteinlerdendir. Bu nedenle ACE ve PAIi-1
polimorfizmleri, trombotik risk olusumundaki rolleri nedeniyle VTE’li olgularda
arastinlan genetik belirtegler arasinda yer almaktadir. Bu calismamizda,
koagulasyon = mekanizmasi  Uzerindeki  etkilerinden  dolayi,  Turk
popiilasyonunda ACE I/D ve PAIi-1 4G/5G polimorfizmlerinin  VTE
gelisimindeki etkilerini ortaya koymayi amacladik.

PAI-1, hem doku plazminojen aktivatérinii hem de Urokinaz
plazminojen aktivatérinu inaktive eden, plazmada bulunan bir inhibitdrdur.
PAI-1’in serum seviyeleri genetik faktérler ile iliskili olup, yiiksek serum
seviyeleri, trombotik yatkinh@i arttirarak hipofibrinolitik durum olusumuna
katkida bulunur. PAI-1 geni 7. kromozomda lokalize olup, promotor
bdlgesinde yer alan 4G/5G polimorfizmi ile VTE arasindaki iligkiyi arastiran
cok sayida calisma mevcuttur (3, 76, 77-80). Bu c¢alismalarin bazilarinda
PAI-1 geni 4G/5G polimorfizmi VTE ile iligkili olarak saptanmigken, bir
kisminda ise bu iliski gdsterilememistir (76).

Tsantes ve ark.na gére, PAI-1 4G/5G polimorfizmi, tromboza ailesel

yatkinh@i olan hastalarda trombotik risk i¢in dnemli bir rol oynamaktadir (67).
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Bu calismaya gore, 4G/5G polimorfizmi diger predispozan genetik risk
faktorleri ile birlikte oldugunda klinik belirtiler daha belirgin hale gelmektedir
ve PAI-1 4G/5G polimorfizmi, inme veya MI'a gére VTE gelisme riskini daha
fazla arttirmaktadir.

Tsantes ve ark.nin yaptiklar bir diger meta-analiz galismasinda, 2644
VTE hastasi ve 3739 kontrol vakasi degerlendirilmis olup, 4G alleli, yuksek
PAI-1 seviyesi ile baglantili bulunmus ve 4G allel varliginin, ézellikle diger
genetik risk faktorleri olmayan kisilerde ven6z tromboz riskini artirdigi
gOsterilmigtir (76).

DVT'li hastalarda, PAI-1 seviyesi ve PAIi-1 4G/5G polimorfizminin
iliskisini gosteren farkh populasyonlarda yapilmis ¢alismalar bulunmaktadir.
Hindistan ve beyaz popilasyonlarda, DVT olgulan ve PAIi-1 4G/5G
polimorfizmleri arasindaki iligkinin incelendigi iki farkli ¢alismada, hasta
gruplarinda 4G allel sikhgi, kontrol gruplarina gére daha yuksek bulunmustur
(81, 82).

Segui ve ark.nin 190 DVT hastasi ve 152 saglikh kontrol grubunda
yaptiklari PAI-1 4G/5G polimorfizm ¢alismasi sonucunda, hasta ve kontrol
gruplar arasinda 4G ve 5G allel dagilimi agisindan anlamh bir fark
g6zlenmezken, 4G allel varhiginin; diger trombofilik defektleri olan hastalarda
tromboz riskini dnemli él¢ide arttirdigini saptamislardir (79).

Ridker ve ark.nin, 374 MI, 121 VTE hastasi ve 14.916 kontrol
vakasindan olusan calismasinda yukarida bahsedilen calismalardan farkli
olarak PAI-1 4G/5G genotipi ve vendz tromboembolizm arasinda anlamli bir
iliski olmadigini saptamiglardir (77).

Tirkiye'de de VTE'li hastalarda PAi-1 gen polimorfizmini arastiran
calismalar mevcuttur. Kupeli ve ark.nin 80 VTE (DVT ve PE) hastasi ile 104
kontrol grubunda yaptiklari calismada, PAI-1 genotipi agisindan bir farklilik
bulamamislardir (83).

Oguzilgen ve ark.nin, 143 pulmoner tromboemboli hastasi ve 181
kontrol Uzerinde yaptiklari calismada da PAi-1 geni yéniinden bir iligki

g6zlememiglerdir (3).
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Akar ve ark. 136 DVT ve 133 kontrol grubu Uzerinde yaptiklari PAI-1
4G/5G polimorfizm galismasi sonunda, plazminojen aktivator inhibitoru-1
4G/5G polimorfizminin trombotik risk Uzerinde bir etkisi olmadigini
saptamiglardir (84).

Glrgey ve ark. 50 Behget hastasi lizerinde yaptiklari PAi-1 4G/5G
polimorfizm galismasi sonucunda, tromboz gelisimi ile PAI-1 4G/5G
polimorfizmi arasinda istatistiksel olarak bir iliski saptamamiglardir (85).

Bizim, 80 VTE hastasi ve 79 kontrol grubu lizerinde yaptigimiz PAi-1
gen polimorfizm g¢alismasi sonucunda, hasta grubunda, 4G allel sikliginin
daha fazla ¢ikmasina ragmen, istatistiksel olarak anlaml bir iligki gozlenmedi.
Calisma  sonuglarimiz, diger literatir  calismalari  ile  birlikte
degerlendirildiginde, PAi-1 4G/5G polimorfizminin diger toplumlardan farkli
olarak VTE gelisiminde bir roli olmadigini distindirmektedir. Bu sonug, gen
polimorfizmlerinin hastalik etiyopatogenezinde gen cevre etkilesimlerine bagl
olarak farkli etkiler olusturabildigi savimizi destekler niteliktedir.

ACE, RAS’ta yer alan bir enzimdir. ACE, Anjiotensin I,
vazokonstriktor bir madde olan, trombosit agregasyonunu ve aktivasyonunu
arttirarak fibrinolizi inhibe eden Anjiyotensin II'ye donusturur. Bu enzim ayni
zamanda potansiyel vazodilatator bir madde olan ve inflamasyon olusmasina
aracilik eden bradikinini degrade eder (60).

ACE polimorfizmi ilk kez Rigat ve ark. tarafindan tanimlanmis olup,
D/D, I/D ve I/l olmak Uzere Ug¢ farkh genotipi vardir (71, 73). ACE
polimorfizminin VTE ile iligkisi hakkinda literatirde c¢esitli calismalar
mevcuttur. Bu calismalarin bazilarinda PAI-1 geni 4G/5G polimorfizmi ile
benzer sekilde VTE ve ACE I/D polimorfizmi arasinda iliski saptanmisken, bir
kisminda ise bu iligki gdsterilememistir.

Hsieh ve ark. 176 VTE hastasi ve 321 kontrol grubunda, ACE I/D
polimorfizmini karsilastirdiklari ¢alismada, ACE 1I/D polimorfizminin genotip
dagiliminda, VTE hastasi ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak fark
bulamamislardir. Yine ayni calismada, D allel varhiginin VTE gelisimine kargi

koruyucu olabilecegini dngérmuslerdir (86).
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Hsiao ve ark. ACE ID polimorfizmi ile VTE arasindaki iligkiyi belirlemek
amaciyla, 7000 birey Uzerinde yapilmig 14 calismay! kapsayan bir meta
analiz calismasi gercgeklestirmiglerdir. Bu c¢alismalarin 5’inde, ACE DD
genotipi ile VTE gelisimi arasinda iligki saptanirken U¢ c¢alismada DD
genotipinin VTE’ye karsi koruyucu oldugunu tespit etmislerdir. Diger 6
calismada ise istatistiksel olarak anlamli sonuglar saptayamamiglardir (74).
Calisma gruplari arasindaki bu farkliliklarin, etnik heterojenite, calisma
duzeni farklihklari, c¢alismaya dahil olan hastalarin genis spektrumlu
Ozellikleri, gen-gen ve gen-cevre etkilesimlerinden kaynaklanabilecegini ifade
ederek, ACE ID polimorfizmi ile VTE riski arasinda pozitif bir iligki olmadigi
tespitinde bulunmusglardir.

Lu ve ark.nin 72 PE hastasi ve esit sayida kontrolden olusan Cin
populasyonunda ACE I/D polimorfizmini arastirdiklari galismada, DD genotip
tasiyan bireyler icin pulmoner tromboemboli riskini artirdigini saptamiglardir.
Ayni calismada, Asyall bireyler arasinda Il genotipinin diger etnik gruplara
gore yuksek prevalansa sahip oldugunu géstermislerdir (87).

Fatini ve ark. 336 VTE hastasi ve 378 saglikh kontrol grubundan
olusan Italyan popilasyonunda vyaptiklari ¢alismada, ACE DD gen
polimorfizmi ile VTE arasinda anlamli bir iligki saptamislardir (2).

Philipp ve ark. 85 kalca artroplastili VTE hastasi ile 43 kontrol
olgusunda yaptiklari arastirmada, trombotik olaylarin ACE D/D genotipli
olgularda ACE I/l genotipine gore 10 kat, ACE I/D genotipine sahip olgularda
ise ACE I/l genotipli olgulara gore 5 kat daha fazla oldugunu bildirmislerdir.
Sonu¢ olarak, ACE polimorfizminin kalgcaya yonelik artroplasti yapilan
olgularda tromboz yéninden bir risk olabilecegdini bildirmistir (88).

Koéppel ve ark. VTE tanili 330 hasta ile 354 kontrol Uzerinde yaptiklari
calismada, ACE |I/D polimorfizminin derin ven trombozu igin énemli bir risk
faktord olmadigini tespit etmislerdir (89).

Ay ve ark. 100 VTE hastasi ve 125 kontrol grubunda yaptiklari ACE
I/D polimorfizm ¢alismasi sonucunda, serum ACE duzeyleri ile ACE 1I/D

polimorfizmi arasinda anlamli bir iligki saptayamamiglardir (90).
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Pulmoner emboli olgularinda ACE polimorfizmi, baslikli uzmanlhk tez
calismasinda, 73 pulmoner emboli hastasi ve 73 saglkl kontrol, ACE gen
polimorfizmi ile PE arasindaki iliski yoninden arastiriimis ve ACE 1I/D gen
polimorfizmi ile PE arasinda anlamh bir iliski bulunamamistir (5).

Berdeli ve ark. 1063 saglikli birey Uzerinde ACE |/D polimorfizm
sikligini arastirdiklari galisma ile ACE Il genotip sikhgini %16.1, ID genotip
sikhgint %47.7, ve DD genotip sikhdini %36.2 bulmuslardir. ACE 1I/D gen
polimorfizm sikliginin benzer oldugunu saptamislardir (91). Calismamizda
yer alan kontrol grubu hastalarinda Berdeli ve ark. ¢alismasi ile benzer
sekilde, ACE Il genotip sikligi %12.7, ACE ID genotip sikligi %53.2, ACE DD
genotip sikligi ise %34.2 olarak tespit edilmistir. iki calisma arasindaki
sapmalar, olgu sayilarinin farkli olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Bununla
birlikte benzer sonuglarin elde edilmis olmasi saglikli populasyonda ACE 1/D

polimorfizminin sikhdr hakkinda bilgi verici niteliktedir.
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SONUG VE ONERILER

VTE'li olgularda ACE 1I/D ve PAi-1 4G/5G polimorfizmlerini
inceledigimiz ¢calismamizda;

1. ACE I/D polimorfizmi ile VTE arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski bulunmamistir (p>0.05).

2. PAi-1 4G/5G polimorfizmi ile VTE arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iliski bulunmamistir (p>0.05).

Tibbi literatirde yaptigimiz arastirma sonucunda, bildigimiz kadariyla
toplumumuzda VTE olgularinda hem ACE I/D hem de PAI-1 4G/5G
polimorfizminin birlikte calisildi§i bir literatir verisi bulunmamaktadir.
Calismamiz bu yonuyle farkhlik géstermektedir.

Calisma sonuglarimiz ACE I/D ve PAI-1 4G/5G polimorfizmleri ile VTE
gelisimi arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliski olmadigini gosterse de
daha yuksek Olcekli hasta ve kontrol grubu ile bu galismanin genigletilerek
yapilmasi, toplumumuzda goérulen VTE olgulari ile ilgili polimorfizmlerin
iligkisinin ortaya konulmasinda daha saglikli verilerin elde edilmesini

saglayacaktir.
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