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OZET

PULMONER EMBOLI TANISI ALMIS HASTALARDA PROTEIN
C GEN POLIMORFiZMIiNIN DEGERLENDIRILMESI
Tuba CEVIZ, Yiiksek Lisans Tezi

Gaziosmanpasa Universitesi Tokat, 2015

Pulmoner emboli, genellikle derin ven trombozunun (DVT) bir
komplikasyonudur. Bacak derin venlerinde meydana gelen trombiislerden kopan
parcalarin pulmoner arter ve/veya dallarin1 tikamasi sonucu gelisir. Pulmoner emboli ve
DVT’nin genellikle birlikte seyretmesi sebebiyle, iki olay birlikte venoz
tromboembolizm (VTE) olarak da ifade edilir. Yapilan ¢alismalarda protein C (PROC)
eksikliginin pulmoner emboli i¢in risk faktorii oldugu bulunmustur.

Calismamizda pulmoner emboli ile PROC geni -1654C>T polimorfizmi
arasindaki iliskiyi degerlendirmek ic¢in 114 pulmoner emboli geg¢irmis hasta ile 120
saglikli kontrol DNA’lar1 polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve restriksiyon fragment
uzunluk polimorfizmi (RFLP) ile analiz edildi.

Hasta ve kontrollerin genotip sikliklari karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark bulundu (p=0.047). Daha da anlaml bir iliski hasta ve kontrol
genotipleri CC'ye karsi TT+CT karsilastirildiginda goriildii (p=0.029).  Pulmoner
emboli gegirmis hastalarin demografik ve klinik 6zellikleri ile PROC geni -1654C>T
polimorfizmi karsilastirildiginda, toraks BT degerleriyle -1654C>T polimorfizmi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki oldugu gériildii (p=0.017).

Sonug olarak pulmoner emboli ile PROC geni -1654C>T polimorfizmi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligski oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: PROC, VTE, pulmoner emboli, polimorfizm



SUMMARY

EVALUATION OF PROTEIN C GENE POLYMORPHISM IN

PATIENTS WITH DIAGNOSIS OF PULMONER EMBOLI

Tuba CEViZ, MsC Thesis
Gaziosmanpasa University, 2015

Pulmonary embolism is usually a complication of deep vein thrombosis (DVT).
Pulmonary embolism develops as a result of obstruction of pulmonary artery and / or
branches with pieces that ruptured from the deep vein thrombosis of the leg. Pulmonary
embolism and DVT is also referred as venous thromboembolism (VTE) because of two
events often remain together. In the studies it was found that protein C (PROC)
deficiency is to be a risk factor for pulmonary embolism.

The DNAs of 114 pulmonary embolism patients and 120 healthy controls have
been analysed by polimerase chain reaction (PCR) and restriction fragment lenght
polymorphism (RFLP) to evaluate the relation between PROC gene -1654C>T
polymorphism and pulmonary embolism in our study.

When the genotype frequencies of patients and controls were compared,
statistically significant differences were found between them (p=0.047). More
significant association was observed when CC genotype compared against CC+TT
genotypes (p=0.029). A statistically significant association was observed between chest
CT values and -1654C>T polymorphism when demographic and clinical characteristics
of patients compares with PROC gene -1654C>T polymorphism (p=0.017).

As a result, a statistically significant association was observed between
pulmonary embolism and PROC gene -1654C>T polmorphism.

Key words: PROC, VTE, pulmonary embolism, polymorphism
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SIMGELER ve KISALTMALAR

APC: Aktive protein C

APC-R: Aktive protein C direnci

AT: Antitrombin

BT: Bilgisayarl tomografi

C4bBP: Tamamlayici 4b baglayici protein
DVT: Derin ven trombozu

EKG: Elektrokardiogram

EKO: Ekokardiogram

EGF: Epidermal biiytime faktorii

EPCR: Endoteliyal protein C reseptorii
HCII : Heparin kofaktor 11

KUS: Venoz kompresyon ultrasonografi
LA: Lupus antikoagulant

PAI-1: Plazminojen aktivator inhibitorii-1
PAR-1: Proteaz ile aktive edilen reseptor-1
PROC: Protein C

PROC;Ag: PROC antijen

PS: Protein S

PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu

RBBB: Sag dal blogu

RDW: Kirmiz1 kan hiicresi dagilim ¢ap1
RFLP: Restriksiyon parga uzunluk polimorfizmi

SNP: Tek niikleotid polimorfizmi



SR: Duyarlilik orani

TAFI: trombin aktive fibrinoliz inhibitorii
TFPI: Doku faktor inhibitor yolu

tPA: doku plazminojen aktivator

VTE: Venoz tromboemboli



1. GIRIS VE AMAC

Venoz tromboembolizm (VTE), hematolojik hastaliklar arasinda sik goriilen,
bircok nedene bagl olarak gelisebilen ve 6liime yol agabilen; ancak énlenmesi miimkiin
olan bir hastaliktir (Periard ve ark., 2006; Cohen ve ark., 2007). 13. yiizyilda yayinlanan
ilk VTE olgusundan bu yana insanlarin daha hareketsiz bir hayat yasamaya
baglamalarindan dolayi, bir zamanlar ¢ok nadir olarak goriilen bu hastalik, bugiin damar
hastaliklar1 i¢inde en yaygmn olant haline gelmistir. VTE, farkli yerlesimlerde
olabilmesi, tekrarlayan ataklarla seyredebilmesi, ge¢ donem komplikasyonlartyla
hastanin yasam kalitesini diisiirebilmesi, ayrica yapilan saglik harcamalar1 nedeniyle
tilke ekonomisine de olumsuz etkileri agisindan 6nem arz etmektedir (Cohen ve ark.,
2007).

VTE, vendz sistem iginde fizyolojik gereksinim olmaksizin pihti olusmasidir
(De Stefano ve ark., 1996). VTE, klinikte en sik olarak derin ven trombozu (DVT) ve
pulmoner emboli ile karsimiza ¢ikar (Deitelzweig ve ark., 2004; Cohen ve ark., 2007).
Daha nadir olarak da diger vaskiiler yapilarda trombiis gelisimi goriilebilir. VTE’lerde
etiyolojik faktorler; primer (Antitrombin III eksikligi, protein C eksikligi, protein S
eksikligi... vb.) ve sekonder (hareketsizlik, obesite, malignansi, cerrahi... vb.) olarak
tanimlanir (Periard ve ark., 2006). Cogunlukla alt ekstremitelerin derin venlerinde
olusan trombiisler o ekstremite ile ilgili lokal yakinmalara neden olabilmekte, bazen de
kopup dolasima karigarak pulmoner arterlere ya da dallarina ulasip, bu damarlart
tikayarak Olimciil bir komplikasyon olan pulmoner emboliye yol agabilmektedir.
Pulmoner embolisi olan hastalarin en az %70’ine ¢ogunlukla belirtisiz olan alt

ekstremite ven trombozlar1 eslik etmektedir. Ornegin, proksimal ven trombozu, femoral



ven trombozu olan hastalarda %210 belirtili, %50 ihtimalle de sessiz pulmoner emboliler
seklinde ortaya ¢ikmaktadir (Silversitein ve ark.,1998; Righini ve ark., 2006).

VTE ve onun embolik komplikasyonlar1 akut iskemik kalp hastalig1 ve inmeden
sonra en sik izlenen kardiyovaskiiler hastaliktir. Her 100 kisiden 2 ile 5 kadarinin
Oomiirleri boyunca en az bir kez VTE gecirdikleri tahmin edilmektedir. VTE’ nin yillik
insidansinin akut miyokard infarktiisiiniin yaklasik yarisi kadar oldugu belirlenmistir
(Silversitein ve ark.,1998; Kroegel ve ark., 2003; White ve ark., 2003; Cushman ve ark.,
2007). Venografi ile kalga cerrahisi yapilan hastalarin yaklasik yarisinda hi¢ belirti
olmadig1 halde ven trombozu saptanabilmektedir. Belli hasta gruplarinda DVT’nin bu
derece sik saptanmasit ve VTE’nin sessiz seyredebilmesi hastalik sikliginin belki de
tahmin edilenden ¢ok daha fazla oldugunu disiindiirmektedir (Silverstein ve ark.,
1998).

Etnik kokenin pulmoner emboli gelisiminde genetik risk faktorleri ile birlikte
onemli rol oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir. Faktor V Leiden ve koagulasyon faktor 11
gen mutasyonlarinin Avrupa ve Amerika’da VTE ile iliskili iki ana kalitsal faktor
oldugu kabul edilmistir (Rosendaal ve ark., 1998; De Stefano ve ark., 1999). Ancak bu
mutasyonlar Asya toplumlarina goére Avrupa’da c¢ok nadirdir (Lu ve ark., 2002).
Pulmoner embolinin molekiiller mekanizmasimin farkli toplumlarda farkli oldugu
gosterilmistir (Zhu ve ark., 2014).

Protein C (PROC), bir zimojen olarak karaciger hiicreleri tarafindan
sentezlenen ve salgilanan K vitaminine bagimli bir serin proteazdir. Aktive PROC’un
kan pihtilasma yolaginin diizenlenmesindeki roli, faktor Va ve faktér VIla {izerine
kofaktor protein S (PS) ile birlikte proteolitik etki gostermesidir. Ayrica, PROC

proteolitik olarak doku plazminojen aktivator inhibitor 1 inaktivasyonuyla plazma dogal



fibrinolitik aktivitesini artirir (Foley ve ark., 2012). Kalitsal PROC eksikliginin
hiperkoagulabilite durumuna neden oldugu, ilk kez 1981°de Griffin ve arkadaslar
tarafindan agiklanmistir. Bir otozomal kalitsal bozukluk olarak, kalitsal PROC eksikligi,
PROC geninde; yanlis anlamli mutasyon, anlamsiz mutasyon, ¢er¢eve kaymasi
mutasyonlar1 ve splays bolgesi anormalliklerini igeren ¢ok ¢esitli mutasyonlardan
kaynaklanabilmektedir. Bu genetik degisimler sonucu olusan PROC varyantlari,
yabanil tip ile karsilastirildiginda ¢ogunlukla 6nemli hiicre i¢i bozulmalara ve
mutasyona ugramig etkisiz PROC salgilanmasma (Sugahara ve ark., 1994; Naito ve
ark., 2003) veya fonksiyonel olmayan PROC salgilanmasina yol agar (Yang ve ark.,
2014).

PROC eksikliginin klinik tanimi, gen¢ yetiskinlerde belirgin bir sebebi
olmadan goriilen artmis VTE komplikasyon riskinden dolay1 degiskendir (Yang ve ark.,
2014). Kalitsal PROC eksikliginin tahmini sikligt %0,2-0,5 olarak rapor edilmistir
(Esmon, 1987; Miletich ve ark., 1987). PROC ecksikligi ile etkilenen bir¢ok bireyde
heterozigot mutasyon yasam igin asemptomatik kalir (Miletich ve ark., 1987; Zhu ve
ark., 2014). Semptomatik PROC eksikliginin populasyondaki yaygimligi tahmini 1:16
000 ve 1:36 000 arasindadir (Formstone ve ark.,1996). PROC eksikligi tanisinda baslica
plazma protein PROC;Ag ve PROC;A seviyesi degerlendirilir. Fenotipik olarak, PROC
eksikligi 2 tipte siniflandirilabilir. Tip I eksiklik, daha yaygin olup es zamanli PROC;A
ve PROC;Ag seviyesi azalmasi ile karakterizedir. Tip II eksiklikte PROC;A biiyiik
olglide azalir ve PROC;Ag miktarina paralel degildir (Yang ve ark., 2014).

PROC, kromozom 2q13-2q14°te (Patracchini ve ark., 1989) yerlesik olup 11 kb

uzunlugunda, 9 ekzon ve 8 introndan olusan bir gendir (Griffin, 2000). Oncii PROC



proteini, 42 amino asitlik bir lider dizi, 155 amino asitlik hafif zincir, Lys-Arg dipeptit
baglantisi ve 262 amino asitlik bir agir zincirden olusur (Foster ve ark., 1985).

PROC geni 5’ komsu dizisi ¢esitli transkripsiyon diizenleyici bolgeler igerir.
Insan PROC geni 5’promotdr bolgesinde farkli polimorfik noktalar tanimlanmistir
(Spek ve ark.,1994). PROC geninin polimorfik bolgelerinin (-1654C>T, -1641A>G ve -
1476 A>T ) bazi iilkelerde DVT insidansi ile iliskili oldugu gosterilmistir (Spek ve ark.,
1995; Aiach ve ark., 1999).

Cin populasyonunda yapilan bir ¢alismada pulmoner embolide PROC geninde
ti¢ SNP arastirilmigtir. Bu ti¢ SNP bolgesinin (-1654C>T, -1641A>G ve -1476A>T )
genotip frekanslar1 ile -1654C>T polimorfizminin, allel frekanslari, pulmoner emboli
grubu ve kontrol grubu arasinda anlamli farklilik gostermistir. Bulgular, -1654C>T
polimorfizmi, TT genotipinin Cin populasyonunda pulmoner emboliye yatkinlik ile
iligkili oldugunu ortaya koymustur (OR: 2.245, %95 Cl, 1.252-4.027). T allelinin
pulmoner emboli igin risk faktorii oldugu ve C allelinin koruyucu faktér oldugu
bulunmustur (Zhu ve ark., 2014).

Bu ¢aligmada, PROC geni -1654C>T polimorfizminin Tirk populasyonunda

pulmoner emboli ile iliskisini arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. PULMONER EMBOLI

Kan bircok hayati islev gerceklestirmek igin saglam kan damarlari iginde
(venler, arterler ve kapillerler) viicutta sirkiile olan bir akigkandir. Milkemmel
performans i¢in; kan, kan damarlar1 iginde kesinti olmadan kolayca akmalidir. Kan
damarlar1 yara alirsa ya da delinirse, kan disar1 akacak ve kaybolacaktir; bu da dldiirticii
olabilmektedir. Bunun 6nlemesi, gesitli dogal fizyolojik siiregler ile saglanir. Genellikle
kan pihtisi, delinmeyi engellemek ve kan kaybini 6nlemek i¢indir (bu siire¢ler hemostaz
olarak adlandirilir). Kan damarlari, hem trombositler olarak adlandirilan 6zel kan
hiicreleri, hem de pihtilasma faktorleri olarak adlandirilan 6zel kan proteinleri igerir.
Hemostazin gorevi yarali kan damarlarindan kan kaybini 6nleyip saglam kan damarlari
i¢cinde akigkanlig1 saglamaktir (Escobar ve ark., 2002; Laffen&Manning, 2002a).

Viicuttaki diger fizyolojik slirecler gibi hemostaz, bircok nedenden dolay1
anormal olabilir ve iyi ¢aligmasi miimkiin olmayabilir. Bu nedenle kan piht1 yapamaz
hale gelir, kanama problemleri goriiliir (hemofili). Diger yandan, hemostaz, yaralanma
olmadan, kan pihtis1 seklinde damar iginde (intravaskiiler trombiis) ortaya ¢ikabilir ki,
bu durum, damar iginde kan akiginin kismen ya da tamamen bloke olmasina yol agar.
Intravaskiiler trombiis, cogunlukla alt ekstremite derin venlerinde olusur, ({ist
ekstremitelerde daha az olgiidedir ve bu patolojik duruma DVT denir. Bir trombiis
olustugu yerden ayrilirsa (emboli denir), genellikle dolasima girer ve akcigerlerde bir
arteriyal damara yerlesir, pulmoner emboliye neden olur. DVT ve pulmoner emboliye
birlikte VTE denir. VTE, 1/1000 insidansiyla bircok iilkede yiiksek morbidite ve

mortalite oraniyla ciddi vaskiiler bir bozukluktur (Jadaon, 2012).



2.1.1. Pulmoner Emboli’nin Epidemiyolojisi

Tiim pulmoner emboliler bagka bir yerde venéz tromboz olarak baslar. Pulmoner
embolinin en yaygin kaynaklari pelvik venler veya uylugun derin venleridir (Hirsh ve
ark., 1996). Bacaklar, pelvis veya kollarin derin venlerinde trombiis ortaya ¢ikabilir ve
bu pulmoner arterlerde emboliye sebep olabilir. Pihti, pulmoner arterleri tikar ve bu
durum, pulmoner vaskiiler direngte bir mekanik artisa neden olur. Ek olarak, serbest
vazoaktif maddeler pulmoner vaskiiler direnci ayrica yiikseltir (Kline ve ark., 2004).

VTE, diinya ¢apinda yaygin bir sorundur (Leizorovicz ve ark., 2005). Birlesik
Devletlerde (ABD) yillik 300 000 gibi ¢ok sayida insan akut pulmoner emboliden
Olmektedir (Silverstein ve ark., 1998; Heit ve ark., 2005) ve tani ancak otopside
konmaktadir (Sandler ve ark., 1989). Tromboemboli, taburcu sonrasina kadar siklikla
ortaya ¢ikmasina ragmen, yatan hastalar yiiksek risk altindadir (Tapson, 2008).

VTE, erkeklerde daha yaygindir ve yasla birlikte goriilme siklig1 artmaktadir.
Silverstein ve ark.’larina (1998) gore pulmoner emboli insidansi her 10 yillik yas artist
sonucu iki katina ¢ikmaktadir. Tedavi edilmeyen pulmoner embolinin 6liim oran1 %30
gibi yiiksektir. Sag tarafli kalp yetmezligi genelde pulmoner emboliden 6liim nedenidir
ve sag ventrikiil fonksiyon kaybi olasi olumsuz sonucu ile son derece Onemlidir
(Goldhaber, 2002). Normal sag ventrikiil fonksiyonu ile karsilastirildiginda sag
ventrikiil fonksiyon kaybi hastalarinda 6liim orani bir yilda ti¢ kat artmaktadir. Kronik
pulmoner hipertansiyon hastalarinin yaklasik %4'{inde ilk atagindan sonraki iki yil

icinde pulmoner emboli goriiliir (Pengo ve ark., 2004).



2.1.2. Pulmoner Emboli’nin Semptom ve Belirtileri

VTE’lerde Klinik tablo taniya ulasmada 6zgiil degildir. Olgularin yaklasik %50
kadarinda klinik bulgular siliktir. Derin ven trombozunda klinik klasik semptom olarak,
etkilenen ekstremitede sislik, agri, renk degisikligi gortlir. Trombozun vyeri ile
semptomlarin lokalizasyonunun birbiri ile korelasyonu olmayabilir. Ozellikle proksimal
venlerin etkilendigi durumlarda semptomlar baldir bolgesindedir; fakat tiim bacakta da
semptomlar olabilmektedir. Klinik incelemede ise etkilenen ven trasesinin palpe
edilebilir olmasi, tek tarafli 6dem (gode birakabilir), sicaklik artisi, ylizeysel venlerin
dilate goriiniimii olabilmektedir.

DVT’den siiphelenilen hastalarin semptomlarinin duyarlilik, o6zgillik ve
dogrulugu sirasiyla 6demde, %97, 33 ve 70; agrida, %86, 19 ve 58; sicaklik artisinda,
%72, 48 ve 62 olarak saptanmustir (Sandler ve ark., 1984). Literatiirde DVT siiphesi ile
bagvuran hasta grubunda yapilan iki biiylik calismada hastalarin yalnizca %17 ve
32’sinde gergekten DVT saptanmustir (Birdwel ve ark., 1998). Semptomlarin 6zgiilligi
diisiiktiir ve bu noktada ayirici tanilar 6nem kazanmaktadir. Venoz yetmezlik ve kas-
iskelet sistemi bozukluklari ayirici tanida esas alinmasi gereken hastaliklardir. Bacak
agrist ile basvuran ve venografisi normal olan 160 hastalik bir seride %40 oraninda
bacagin kas gerilmesi, yirtik ve bikkmeye bagli zedelenmeleri, %9 paralize bacakta
sislik, %7 lenfatik obstiiksiyon, %7 vendz yetmezlik, %5 Baker’s kisti, %3 seliilit, %2
diz anomalileri, %26 bilinmeyen nedenler saptanmistir (Hull ve ark., 1981).

Pulmoner emboli tanisi alan hastalar {izerinde yapilan bir calismada; en yaygin
goriilen semptomlar istirahat veya egzersizle olan dispne %73, ploretik agr1 %44,
Oksiiriik %34, ortopne %28, baldir veya uylukta agri %44, sislik %41, whezing %26

olarak saptanmistir. Ayn1 ¢alismada yaygin goriilen bulgular ise tasipne %54, tasikardi



%24, ral %18, azalmis solunum sesleri %17, S2’nin belirginlesmesi %15 ve juguler

vendz distansiyon %14 olarak belirtilmistir (Stein ve ark., 2007).

2.1.3. Pulmoner Emboli’nin Risk Faktorleri

Pulmoner emboli icin risk faktorleri karmasiktir. Bununla birlikte, PROC’un
pulmoner embolide 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (Spek ve ark., 1994; Aiach ve
ark., 1999; Horlander ve ark., 2003).
2.1.3.1. Pulmoner Emboli I¢cin Genetik Risk Faktirleri

Viicutta iiretilen biitiin proteinler gibi pihtilasma faktorleri, pihtilasma ve
koagulasyon siirecindeki diger proteinler, insan hiicrelerinde DNA’daki genler
tarafindan kodlanmaktadir. Herhangi bir genetik anormallik bu proteinlerin az
liretimesine veya hi¢ liretilmemesine veya normal miktarda olmasina ragmen anormal
yapilt molekiil tiretimi ve/veya fonksiyonuna yol acabilmektedir. Bu bozukluklarin
cogunun VTE nedeni oldugu bulunmustur. Ornegin, genetik bozukluklar dogal
koagulanlarin diisiik tiretimine ve bu nedenle koagulasyon siireci iizerinde olumsuz
etkiye neden olabilir. Bu, genellikle koagulasyon oraninda bir artisa yol agar. Diger
yandan dogal koagulanlar normal iiretilebilir, ama kendi hedefleri iizerinde normal
fonksiyonlar1 kullanamazlar ve bu nedenle hiperkoagulabilite ve VTE goriilebilir.
Ayrica, belli genetik bozukluklar pihtilagma faktorlerinin fazla tretimini 6nemli 6lgiide
etkileyebilir. Fibrinoliz siirecindeki anomaliler piht1 uzaklastirma etkinligini diisiirebilir,
piht1 birikimine ve tromboz olusumuna yol acar (Jadaon, 2012).
Antitrombin (AT) Eksikligi

Tarihte, koagulasyon sisteminde kalitsal kusurlarla birlikte vendz tromboz

vakalarmi, yani kalitsal antitrombin (AT) eksikligini, ilk kez Egeberg (1965)



iliskilendirmistir. AT, trombin i¢in bir inhibitérdiir ve inhibisyon aktivitesi, biiyiik
oranda heparin tarafindan artirithir. AT eksikligi trombin iizerindeki kontroliin
azalmasma sebep olur ve bu yiizden koagulasyon islevi g¢ok aktif hale gelerek
(hiperkoagubilite) VTE’ye neden olur. AT eksikligi olan olgularda, trombin tizerindeKi
azalmus kontrol, bir fibrinoliz inhibitorii olan trombinle aktive olan fibrinoliz inhibitori
(TAFI) tzerinde pozitif etkiye sebep olup bu hastalarda hiperkoagubilite durumunu
artirabilir (Jadaon, 2012).

Kalitsal AT eksikligi, farkli populasyonlarda bulunmustur ve 500-5000°de bir
prevalans ile trombotik olgularin %1-5’inde gozlemlenmistir (Jadaon, 2012). Otozomal
dominant kalitmm VTE gelisim riskini 10 kat artirdigi rapor edilmistir (Dahlbéack,
2008). AT eksikligi iki ayr tipe ayrilabilir. Tip I (kantitatif; diisiik miktar) ve Tip II
(kalitatif; anormal fonksiyon). Tip II AT eksikligi ayrica anormal iglev tiiriine gore ii¢
alt tipe boliinmiistiir; trombin inhibisyonunu etkileyen, heparin baglayiciligini etkileyen
veya her ikisini de etkileyen 80’den fazla genetik anomali (yanlis anlamli, anlamsiz,
delesyon), AT eksikligi nedeni olarak bildirilmistir (Bertina, 1997; Ehsan ve Plumbley,
2002; Dahlback, 2008). Kalitsal AT eksikligi olan hastalarin yarisindan fazlasi 40
yasindan daha az bir yasta VTE’den zarar gormektedir (Finazzi ve ark., 1987). Mevcut
durumlar homozigot AT eksikliginde rapor edilmemistir, ¢iinkii kanda tam AT
yoklugunun yasamla bagdasmamaktadir (Dahlback, 2008).

Protein C (PROC) Eksikligi

PROC ve aktif formu APC, pihtilasma kofaktorleri V ve VIII’i inaktive eder ve
bu nedenle koagulasyon siirecinde asagi diizenleyicidir. Bundan dolayir herhangi bir
PROC anomalligi, siirekli ¢alisan kofaktorler V ve VIII’e yol agabilir ve bu durum da

VTE’ye neden olur. PROC eksikliginde VTE’ye neden olabilecek diger yol, fibrinoliz
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stirecindeki etkilesimi ile gergeklesir. Aktif plazminin varligindan sorumlu olan doku
plazminojen aktivator (tPA)’lin bir inhibitorii olan plazminojen aktivatoér inhibitorii-1
(PAI-1), genellikle PROC’u inhibe eder. Bu yiizden PROC eksikligi PAI-1 iizerinde
bozulmus bir kontrole sebep olur ve bu fibrinoliz isleminin normal fonksiyonunu
engeller ve bundan dolay1 piht1 birikimi ve sonunda VTE gelisebilir (Jadaon, 2012).
Genetik PROC eksikligine sahip birkag VTE vakasi ilk kez 1981°de
aciklanmustir (Griffin, 1981). Kalitsal PROC eksikligi otozomal dominant kalitilir ancak
birgok yayinda ayrica otozomal resesif olarak kalitildigi iddia edilmistir (Ehsan ve
Plumbley, 2002; Bereczky ve ark., 2010). Simdiye kadar PROC eksikligiyle iligkili
yaklagik 250 genetik kusur rapor edilmistir (Bertina, 1997; Bereczky ve ark., 2010).
Farkli ¢aligmalarda PROC eksikliginin normal bireylerdeki yayginligi 200-16 000°de
bir olarak rapor edilmistir (Miletich ve ark., 1987; Ehsan ve Plumbley, 2002).
Heterozigot PROC eksikligi tasiyanlarda PROC seviyesi %50 azalmistir ve onlarda
tromboz gelisim riski artmistir (Jadaon, 2012). PROC eksikligi agisindan homozigot
olanlar, 6zellikle VTE tedavisi i¢in siklikla kullanilan bir vitamin K antagonisti olan
Warfarin ile tedavi edildiginde, tekrarlayan VTE olaylar1 ve deri nekrozlarindan
etkilenebilir (Dahlback, 2008). Homozigot PROC eksikligi olan bebeklerde genellikle
¢oklu mikrovaskiiler tromboz olarak bilinen yenidogan purpura fulminans
goriilmektedir (Ehsan ve Plumbley, 2002; Dahlbick, 2008). iki tip PROC eksikligi
bulunmaktadir: Tip | eksiklikte; PROC’un diizeyi ve islevi anormaldir ve Tip Il
eksiklikte, PROC’un seviyesi normal ama fonksiyon arizalidir. Tip I eksiklik daha
yaygindir ve tekrarlayan trombiis vakalarinda %1-4 oldugu bulunmustur. Tip II PROC
eksikligi ise olgularin %10-15’inde mevcuttur (Ehsan ve Plumbley, 2002; Bereczky ve

ark., 2010).
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Protein S (PS) Eksikligi

PS, pihtilagsma kofaktorleri V ve VIII’in APC tarafindan inaktivasyon isleminde
kofaktor olarak gorev alir ve bu islemi 10 kat artirir (ten Kate ve van der Meer, 2008).
PS, tamamlayici 4b baglayici protein (C4bBP)’e karsi yiiksek bir afiniteye sahiptir.
C4bBP’ye baglanan PS inaktif hale gelir ve sadece serbest PS aktiftir. Normal olarak,
PS konsantrasyonu C4bBP’den yiiksektir ve bu ylizden sadece PS’nin %60°’1 C4bBP’ye
baglt olarak inaktif halde bulunurken %401 serbest olarak aktif PS halinde bulunur
(Ehsan ve Plumbley, 2002; Laffan ve Manning, 2002b). Kalitsal PS eksikligiyle ilgili ilk
vaka 1984’te kaydedilmistir (Comp ve Esmon, 1984). Otozomal dominant kalitsal PS
eksikligi ven6z tromboz hastalik riskini 3-11 kat artirmaktadir (Ehsan ve Plumbley,
2002; ten Kate ve van der Meer, 2008; Bereczky ve ark., 2010). PROC’un eksikligine
benzer olarak, PS eksikligi i¢in homozigot olgularda neonatal purpura fulminans
olusumu i¢in ve warfarin iligkili cilt nekroz olusumu igin egilim vardir. EK olarak, PS
eksikligi fetal kayip ile baglantilidir. PS geninde, yarisi yanlis anlamli mutasyon, beste
biri delesyon ya da insersiyon olmak tizere, 200°den fazla anormallik PS eksikligi
nedeni olarak belirtilmistir (ten Kate ve van der Meer, 2008). PS eksikliginin genel
populasyonda yayginlhigi %0,03- 0,2 ve VTE hastalarinda %1-3’tiir. Ug tip kalitsal PS
eksikligi vardir. Tip I eksiklikte toplam ve serbest PS seviyesi normalden diisiiktiir. Tip
II PS eksikligi, PS’nin islevsiz tiirii olup, PS diizeyi normal kalmaktadir. Ugiincii tip
(Tip ) ise hafif PS eksikligiyle karakterizedir ve bu daha az serbest PS seviyesini
yansitir. Tip I eksiklik kalitatif tip iken Tip | ve Tip Il eksiklik kantitatif tipte PS
eksikligidir. Kalitsal PS eksikliginin ¢ogunlugu Tipl iken, %5-151 Tip II’dir (Jadaon,

2012).
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Doku Faktor Inhibitor Yolu (TFPI) Eksikligi

TFPI, faktor Xa varliginda TF-VIla kompleksini inhibe eden bir proteazdir.
Boylece koagulasyonun dissal yolunu diizenler. TFPI’nin ¢ogunlugu lipoproteinlerle
kombinasyon halindeyken, sadece %10’u kanda serbest aktif form olarak
bulunmaktadir. TFPI eksikligi bir hiperkoagulabilite durumuna ve bu nedenle VTE’ye
yol agabilmektedir (Ehsan ve Plumbley, 2002). Oral kontraseptif kullanan kadinlarda ve
paroksismal nokturnal hemoglobiniiri hastalarinda TFPI’nin aktivitesinin azalmasinin,
trombiis gelisimine neden oldugu fark edilmistir (Maroney ve Mast, 2008).
Heparin Kofaktor 11 (HCII) Eksikligi

HCII, ilk olarak 1980°li yillarin baslarinda tespit edilmistir (Tollefsan ve Blank,
1981). HCII ozellikle AT’ye daha az bir afinite ile baglanarak trombini inhibe eder ve
bu nedenle trombinin bir ikinci hat inhibitorii olarak kabul edilmektedir (Ehsan ve
Plumbey, 2002). HCII eksikligi olan bir dizi olguda VTE oldugu bildirilmektedir, ancak
birgok durumda asemptomatik kalmistir (Jadon, 2012).
Disfibrinojenemi

Fibrinojen, kromozom 4’te ii¢ gen tarafindan kodlanan bir proteindir. Fibrinojen
genlerinin genetik anormallikleri hastalarda kanama problemlerine, fibrinojenin diisiik
tiretimine (kantitatif kusurlar) veya tiretilmemesine sebep olabilir. Diger yandan, diger
genetik anormallikler anormal bir yap1 ve/veya fonksiyona sahip fibrinojen
molekiillerinin iiretimine yol agabilmektedir (Kalitatif kusur). Bu tiir anormallikler,
olumsuz trombin, fibrin molekiilleri polimerizasyonu veya plazmin tarafindan
fibrinolitik inaktive ile fibrinojenin  baglayicihigini  etkileyebilmektedir. Bu
“Disfibrinojenemi” olarak bilinen durumdur ve otozomal dominant veya resesif formu

vardir (Jadon, 2012). Disfibrinojenemi ilk kez 1965 yilinda rapor edilmistir (Beck ve
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ark., 1965). Olgularin yaklasik %60’1 klinik olmayan verileri gosterirken, %20’si
kanama sorunlari, %20’si trombiis gosterir. Disfibrinojenemi ile iliskili fibrinojen genini
etkileyen en az 15 farkli genetik bozukluk bulunmaktadir (Jadon, 2012).
Yiikseltilmis Pihtilasma Faktorleri

Birkag VTE vakasinin, pihtilasama faktorleri VIII, IX, XI ve XII fibrinojen ve
protrombinin yiiksek seviyeleri ile iliskili oldugu bulunmustur. Yiikseltilmis
protrombin, ¢ogunlukla, protrombin genindeki genetik mutasyonla iligkilidir.
Hiperfibrinojenemide de artmis tromboliz direnci oldugu bulunmustur ve bu VTE ile
olan iligkinin ¢ogunlugunu agiklar (Jadon, 2012).
Protrombin G20210A Mutasyonu

1996’da, Poort ve ark.’lar1 tarafindan agiklanamayan VTE’si olan hastalarda
kromozom 11 iizerinde bulunan protrombin geninin kapsamli DNA’simnin dizi analizi
yaptlmistir. Protrombin geninin 3’ transle edilmeyen bolgesinde 20210. niikleotid
pozisyonunda tek bir yanlis anlamli mutasyon (guanin, adenin; G—A) kesfedilmistir.
Mutasyonlar protrombin i¢in kodlama bolgesi disinda mevcut oldugu igin, protrombin
molekiiliiniin yapis1 etkilenmez. Ancak, protrombin G20210A mutasyonunun, plazma
protrombininin (ligte biri normalin lizerinde yiiksek; %133) yiiksek seviyeleri ile iliskili
oldugu bulunmustur ve bu nedenle hiperkoagulabilite ve VTE’nin gelisiminde risk
olusturmaktadir (2 ile 4 kat) (Jadon, 2012 ). Aslinda, %115 daha fazla protrombin
diizeyinin, VTE’nin gelisim riskini 2 kat artirdig1 gosterilmistir (Poort ve ark., 1996).
Ceelive ve arkadaslar1 (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada, protrombin G20210A
mutasyonunun mRNA ve protein ifadesinin artmasina neden oldugu gosterilmistir.
Diger bir husus ise artan protrombin diizeyinin, TAFI denen fibrinoliz inhibitoriinde bir

artisa yol acabilir olmasidir. Beyaz irkta, protrombin G20210A mutasyonu, saglikli
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populasyonlarda %1-4 ve VTE’li hastalarda %6-8 olarak bildirilmistir. Protrombin
G20210A mutasyonu Dogu Asya ve Afrika populasyonlarinda ve Amerika ve
Avustralya yerli topluluklarinda ¢ok nadirdir veya yoktur (Jadon, 2012).
Fibrinoliz Hatalan

Fibrinoliz, intravaskiiler pithti uzaklastirilmasi igin gerekli bir siirectir. Bu
nedenle, siirecin kusurlari trombiis gelisimine uygun bir ortam saglayabilmektedir.
Fakat, yliksek risk degerlerine sahip olan VTE’li bir¢ok hastada azalmis fibrinoliz
etkinligi (hipofibrinoliz) gozlenmis olmasi gercegine ragmen ortada heniiz net ve kesin
bir kanit yoktur (Laffan ve Manning, 2002b). Ornegin, plazminojen kusurlari, hatal
fibrinoliz, fibrin pihtistmin kaldirilmasini engeller ve dolayisiyla trombiis birikimine
neden olur. Kalitsal plazminojen eksikliginin iki tipi vardir: Tip | eksiklik
hipoplazminojenemi (kantitatif) ve Tip Il eksiklik displazminojenemi (kalitatif), herikisi
de birgok mutasyondan kaynaklanir ve otozomal dominant kalitsal hasar oldugu
distintilmektedir.  Hipoplazminojenemi, mukoz membranlarda pseudomembran
hastaliklarina yol agan yara iyilesmesi sirasinda anormal fibrinin uzaklastirilmasi ile
iligkili iken, displazminojenemi muhtemelen higbir klinik belirtisi olmayan sadece
sessiz bir polimorfizmdir. Aym1 zamanda kalitsal plazminojen eksikligi tromboz
hastalarinin %2-8’inde bulunmustur (Jadaon, 2012).
Aktive PROC Direnci (APC-R) ve Faktor V Leiden Mutasyonu

APC-R, ilk olarak 1993 wyilinda tanimlanmistir. APC’nin plazmada diisiik
antikoagulan tepkisi olarak tanimlanmistir (Dahlback ve ark., 1993). APC-R fenotipi
(APC-duyarlilik oran1 (SR)<2.17) siklikla trombiis hastalarinda goriilmektedir. Koster
ve ark.’lar1 ilk kez 1993’te bu fenotipi DVT igin risk faktorii olarak rapor etmistir

(OR;6.65 [95CI 3.6-12.0]). 1994°te APC direnci olan olgularin %80’inden fazlasinin
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faktor V geninde ayn1 mutasyonu (ekzon 10 da 1691 inci noktada G>A degisimi, faktor
V molekiiliinde Arg506GIn degisimi, faktor V Leiden) tagidigi rapor edilmistir. Faktor
V mutasyonu tasiyanlarin hepsinde APC-SR:<1.8’dir. Ilging olarak, Arg506 faktor
Va’da APC’nin ti¢ kesim bolgesinden (Arg 306, Arg 506 ve Arg679) birinde yerlesiktir.
Faktor Va Leiden’in APC ile inaktivasyonunun, normal faktér Va ile karsilastirildigi
sonraki biyokimyasal ¢aligmalar, Arg506Gln yer degistirmesinin faktér Va aktivitesinin
inaktivasyonunu geciktirdigi gosterilmistir (Xa kofaktor aktivitesi) (Kalafatis ve ark.,
1995).

APC direng fenotipinin sadece VTE’li hastalar arasinda yaygin olmadigi, ayni
zamanda saglikli kontroller arasinda da oldukga sik olduguna dair ilk gézlemler, daha
sonra faktér V Leiden mutasyonunun genetik testleri ile dogrulanmistir (Bertina, 1997).

DVT riskinde heterozigotlarda 7.9 kat (%95 ClI, 4.1-13), homozigotlarda 91 kat
(%95 ClI, 26-322) artis oldugu tespit edilmistir. Dahasi, faktor V Leiden tasiyicilarinda
tekrarlayan trombotik olaylarin siklig1, faktor V Leiden tasimayanlardan daha yiiksektir

(Bertina,1997).

2.1.3.2. Pulmoner Emboli I¢in Kazanilmis Risk Faktirleri

Genellikle 40 yas tistiinde VTE ile iliskili ¢esitli kazanilmis risk faktorleri vardir
(Jadon, 2012).
Lupus Antikoagulantlar (LA)

Kanama problemleri, ilk kez sistemik lupus eritromatoz (SLE) hastalarinda
tanimlandigindan 1972°de lupus antikoagulantlar (LA) ismi verilmistir. Ancak, daha
sonra, kanama olmadan, VTE ile LA iliskisi dogrulanmistir ama isim devam etmistir.

Aslinda, LA onciiliigiinde APC inhibisyonunda, AT, fibrinoliz ve TF ekspresyonu
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artisinda in vitro kamtlar vardir. Ek olarak, hayvan modellerinde LA’nin
hiperkoabiliteye dogrudan katkis1 gosterilmistir (Jadaon, 2012).
Gebelik, Dogum ve Hormon Tedavisi

Gebelik ve dogumun (dogumdan 6 hafta sonrasi), VTE’nin gelisim riskini 6 kat
artirdig1 rapor edilmistir (Ehsan ve Plumbey, 2002). Gebelik sirasinda VTE tanis1 ¢ok
daha zor ve yanilticidir. Bunun sebebi VTE’de goriilebilen bir¢ok belirti ve bulgularin
gebelik sirasinda normal kosullarda goriilebilmesidir. Ornegin, nefes darligi pulmoner
embolinin en sik goriilen semptomlarindan birisidir ve saglikli gebelerde %70’e varan
oranlarda goriilebilmektedir. (Heit ve ark., 2005).

Oral kontraseptifler ve hormon replasman tedavisi farmakolojik dozda &strojen,
faktor Vlla seviyesinde artisa ek olarak PS ve antitrombin seviyesinde baskilanmaya
neden olmaktadir (Lensing ve ark., 1989). Bir ¢alismada, her 10 000 oral kontraseptif
kullanicisinda VTE’nin toplam risk artis1 2,9 kat; mutlak risk artis1 ise 3,3 kat olarak
bildirilmistir (Koster ve ark., 1995). Farkli bir ¢alismada modern (diisiik doz Ostrojen)
oral kontraseptif kullaniminin 3-6 kat daha VTE rolatif risk artigiyla iliskili olabilecegi,
hormon replasman tedavisi ve selektif Ostrojen modiilatorleri (SERM) kullaniminin
VTE’deki rolatif riski 2-4 kat artirdig1 bildirilmistir (Lensing ve ark., 1989).

Diger Kazanilmis Risk Faktorleri

Yaghilikta fiziksel aktivitenin azalmasi, bacaklarin alt boliimiinde venler
tizerindeki kaslarin sagici etkisini azaltip vendz doniisiin azalmasina neden olmaktadir.
VTE insidansinin 55 yas civarinda dramatik olarak artmaya basladigi ve bu artigin 80°li
yaslarda her yil i¢in yaklasik %1°lik orana ulasarak 45 yas ile karsilastirildiginda riskin
1000 kat1 buldugu belirtilmistir (Roy ve ark., 2007). DVT ve pulmoner emboli

insidansinin yasla beraber katlanarak arttigi; DVT yillik insidansinin 40-49 yas arasinda
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her 100 000 kisinin 17’sinde; 70-79 yas arasinda da 232’sinde goriildiigi bildirilmistir
(Anderson ve ark., 1991). VTE, ozellikle yashi ve obez hastalarda, kiriklar ve kan
naklinde cerrahi gibi agir travmalarda sik goriilen bir komplikasyondur. Ayrica
gastrointestinal kanserler ve iirogenital sistem ve akciger hastaliklartyla birlikte VTE
riski daha yiiksektir (Jadon, 2012).

Kanserde de; tiimoriin direk olarak venlere baskisi, endotel hasar1 nedeniyle
damar invazyonu ve prokoagulan faktor VIII ve fibrinojenin artmis sekresyonu DVT
riskini artirmaktadir (Bick, 1992). Tim kanser cesitlerinde ayni siklikta VTE
gozlenmemektedir. Akciger (%25,6), pankreas (%17,6), mide (%16,8) ve kolon
(%15,2) kanserlerinde risk en yiiksek iken, bas boyun, mesane ve meme kanserinde risk
en disik olarak gozlenir. Buna ragmen gesitli timor tiplerinde VTE’nin gercek

insidans1 bilinmemektedir (Rickler ve ark., 1983; Nordstrom ve ark., 1992).

2.1.4. Pulmoner Emboli Tams1

Pulmoner emboli tanisinda ¢esitli tahmin kurallari kullanilmakta olup en sik
kullanilan klinik tahmin kural, Wells ve arkadaslari tarafindan gelistirilmis olan
Kanada kuralidir (Tablo 2.1.4.1.). Bu kuralin gegerliligi, hem 3 kategorili (disiik, orta
ya da yiiksek klinik olasilik) hem de iki kategorili (pulmoer emboli muhtemel ya da
degil) semalar kullanilarak, genis olgiide sinanmistir. Basittir ve kolay toplanabilen
bilgiye dayahdir. Buna karsilik, kuraldaki bir 6znel maddenin agirligina bagl olarak
(pulmoner emboliye gore daha az muhtemel olan bir bagka tani), gézlemciler arasi
tekrarlanabilirligin degisken oldugu saptanmistir. G6zden gegirilmis Cenevre kural
Avrupa’da da kullanilmaktadir (Tablo 2.1.4.1.). Basit olup biitiiniiyle klinik

degiskenlere dayanmaktadir ve standardize edilmistir. Ayrica, Wells kuralina gére daha
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dar ¢ergevede olmakla birlikte, iceriden ve disaridan gegerliligi sitnanmistir. Hangi kural
kullanilirsa kullanilsin, diistik olasilik kategorisindeki pulmoner emboli hastalarinin
orant %10 civarinda, orta olasi olasilik kategorisindekilerin oran1 %30, yiiksek klinik

olasilik kategorisindekilerin orani ise %65’tir (Torbicki ve ark., 2008).

Tablo 2.1.4.1: Pulmoner emboli klinik tanisinda Wells puani ve gozden gegirilmis

Cenevre puani

Kriterler (Wells puani) Puan Kriterler (Cenevre puani) Puan
DVT siiphesi 3.0 Yas>65
Pulmoner emboli tan1 olasilig1 diisiik 3.0 Aktif malignite

Tek tarafli alt ekstremite agrist
Kalp atis1 >100 bpm 1.5

Daha 6nce DVT/Pulmoner emboli
Son 4 hafta i¢cinde immobilizasyon ya da cerrahi 1.5 o
oykiisii oykisii
Daha 6nce DVT/Pulmoner emboli dykiisii 15 Hemoptizi
Hemoptizi 1.0 Son(<4 hafta) cerrahi veya kirtk
Malignite (tedavi, son 6 ay iginde veya 1.0 Elle muayenede alt ekstremite derin

palliative

Geleneksel yorumlama:

0-1: dusiik, 2-6: orta, >6: yiiksek risk
Alternatif yorumlama:

0-4: Pulmoner emboli siiphesi olmayan, >4:

Pulmoner emboli siiphesi olan

venlerinde hassasiyet ve tek tarafli
6dem
Kalp atig1 75-94 bpm
>94
<2 puan: diisiik risk,

>3puan: yiiksek risk

Gogiis radyografisi (Gagiis X-ray); Goglis X-ray’in ana yarari, pulmoner embolinin
degerlendirmesinde semptomatolojiyi sunmada alternatif olmasidir (Church ve ark.,

2012).
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Elektrokardiyogram (EKG) ve ekokardiyogram (EKO); EKG bulgulari, akut kor
pulmonale, S1, Q3, T3 gibi sag dal blok yiiklenme, P-dalga pulmonale veya sag aks
deviasyonu agir embolide yaygindir (Tapson, 2008) fakat potansiyel pulmoner emboli
hastalariin degerlendirmesinde 6zgiil olmayan ve simirlayict degerlerdir. (Church ve
ark.,, 2012). EKO bulgulari, pulmoner emboli ortaya c¢ikarmada Onemli bir
hemodinamik destek olup potansiyel tedavi klavuzu olarak tavsiye edilir. Kalpten
akcigerlere emboli hareketi bazen bu teknikle onaylanmistir, intravaskiiler
ultrasonografi biiyilk embolileri gorsellestirmek igin  basucu yontemi olarak
kullanilmustir (Tapson, 2008).

Arterial kan gaz: analizi; Pulmoner emboli olgularinda diisik PaO, ve normal veya
diisik PaCO; degerleri saptanir. Hastalarin %10-25’inde arter kan gazlari normal
bulunmaktadir (Tapson, 2008). Pulmoner emboli i¢in daha 6zgiil testler gelistirilmeden
ve onaylanmadan once, oksijenlenme ve alveolar-arterial (A-a) artan ve azalan oksijen
gradiyenti  hesaplama  sik  kullamilmistir. ~ Ancak,  pulmoner  embolinin
degerlendirmesinde, kan gaz analizinin duyarlilik ve Ozgiilligiiniin yetersiz oldugu
gosterilmistir (Church ve ark., 2012).

D-dimer; D-dimer, plazmada capraz bagli fibrinin yikim triinidiir. D-dimerin hasta
ozelliklerine gore degisen tanisal verimi, Ozgiilligline dayanir. D-dimerin siipheli
pulmoner embolideki o6zgiilliigli, yasla birlikte siirekli bir azalma gosterir ve 80
yasindan sonra <%10’a diisebilir (Torbicki ve ark., 2008).

Ventilasyon/Perfiizyon (V/Q) sintigrafisi; Perfiizyon sintigrafisi pulmoner embolinin
dislanmasinda son derece giivenlidir. Gegerliligi daha az smnanmis olmakla birlikte,
klinik agidan pulmoner emboli olasiliginin diisiik oldugu bir hastada tan1 koydurmayan

V/Q sintigrafisinin kombinasyonu, pulmoner embolinin dislanmasinda kabul edilebilir
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bir Olgiittiir. Yiiksek olasilikli ventilasyon-perfiizyon sintigrafisi, yiiksek diizeyde bir
olasilikla pulmoner emboli tanisini ortaya Koyar; ancak klinik agidan olasiligin diisiik
oldugu sec¢ilmis hastalarda, yiiksek olasilikli V/Q sintigrafisi pozitif prediktif degerinin
diisiik olmas1 nedeniyle, boyle hastalarda baska testler yapilmasi da diisiiniilebilir. V/Q
sintigrafisi ile klinik olasiligin diger biitiin kombinasyonlarinda, baska testlerin de
yapilmasi gerekir (Torbicki ve ark., 2008).

Kompresyon ultrasonografisi ve bilgisayarli tomografik venografi; Alt bacak
kompresyon ultrasonografisi (KUS), DVT tanisinda venografinin yerini biiyiik dlctide
almigtir. KUS, pulmoner emboli hastalarinin %30-50’sinde DVT oldugunu gosterir ve
pulmoner emboli siiphesi tasiyan hastalarda proksimal DVT’nin saptanmasi, daha fazla
teste ihtiyag duyulmaksizin antikoagulan tedaviye baslanmasini gerektirir. Bilgisayarli
tomografik (BT) venografi, tek bir intravendz kontrast madde enjeksiyonu kullanilarak,
toraks BT anjiyografi ile birlikte tek islem halinde uygulanabildigi igin, siiphe tasiyan
hastalarda DVT tanis1 konmasinda daha basit bir yol olarak destek bulmustur (Torbicki

ve ark., 2008).

2.2. PROTEIN C (PROC)

Kan koagulasyon sistemi, plazma ve endotel hiicrelerinin yiizeyinde bulunan
kofaktorler ve pihtilasma Onleyici proteinler tarafindan diizenlenir. Normal fizyolojik
kosullar altinda prokoagulan ve antikoagulan mekanizmalar1 hassas bir dengededir ve
bozukluklar1 kanama ya da tromboembolik sorunlara neden olabilmektedir (Svensson

ve ark., 1994).
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Stenflo, K vitaminine bagli bir plazma proteinini sigir plazmasindan saflastirdigi
zaman bunu "protein C” olarak adlandirmistir (Stenflo, 1976). PROC, K vitaminine
bagimli olup 62 kD molekiil agirliginda bir glikoproteindir. Karacigerde sentezlenir ve
yart Omrii 6-8 saattir. Trombinin endotelyal bir reseptér olan trombomoduline
baglanmasi, PROC’un aktivasyon hizini yaklasik 20 000 kat artirir (Dahlback, 1995a).
PROC, antikoagulan sisteminin fizyolojik 6nemi olan bir bilesenidir. Trombomodiilin
ve trombin kompleksi ile endotel hiicrelerinin yiizeyi iizerinde aktif hale getirildikten
sonra aktive protein C (APC), se¢ici pihtilasma faktorleri Va ve Vllla ile pihtilasmayi
engeller. PROC eksikligi i¢in homozigot olan bebeklerde, yenidogan doneminde
purpura fulminans olarak adlandirilan yasami tehdit eden bir hastalik, proteinin
fizyolojik Onemini gostermektedir. Durum genel olarak mikrovaskiiler tromboz ile
karakterizedir. Geng ve orta yasli yetiskinlerde PROC’un eksikligi vendéz tromboz
riskini artirmaktadir (Svensson ve ark., 1994). PS, K vitaminine bagimli bir diger
plazma proteini olup, APC igin bir kofaktor oldugu diistiniilmektedir (Esmon ve ark.,
1989; Dahlback ve ark., 1991) ve heterozigot PS eksikligi tromboz ile iligkilidir
(Svensson ve ark., 1994).

PROC plazma konsantrasyonu 70 nM, aktive formu APC’nin ise, 40 pM’dr.
Yetiskin insanda PROC proteini 419 amino asitten olusur. Post-translasyonel
modifikasyonlar, Asp71’de B-hidroksilasyon, 97,248,313 ve 329 rezidiilerinde N-
bagimli glikozilasyon ve amino ucundaki dokuz glutamik asit rezidiisiinii dokuz Gla
rezidiisiine doniistiren gamma-karboksilasyonunu igerir. PROC domainleri, Gla
domaini (1-37 rezidiilleri), iki epidermal biiyiime faktorii (EGF) benzeri bolge (EGF-1,
46-92 rezidileri ve EGF-2, 93-136 rezidiileri), bir aktivasyon peptidi (158-169

rezidiileri) ve enzimatik serin proteaz domainlerinden (170-419 rezidiileri) olusur.
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Zimojenin Arg 169°da, trombin ile kesimi aktivasyon peptidini uzaklastirir ve APC
olusturur. Cesitli prokoagulan plazma faktorlerinin aksine, APC, antikoagulan ve hiicre
koruyucu aktivitelere sahiptir. Gla domaini, pihtilasma 6nleyici aktivitesiyle lipidlerin
hizla baglanmasina ve sitoprotektif aktiviteleri hizlandiran endotel protein C
reseptoriiniin (EPCR) baglanmasina aracilik etmektedir (Sekil 2.2.1 ve Sekil 2.2.2)

(Griffin ve ark., 2007).

Sekil 2.2.1: APC aktivitesine aracilik eden APC ekzosit yapist (Griffin ve ark., 2007).

Aktif bolgeye uzak olan APC’nin yiizeyi ilizerindeki amino asit dizileri,
kofaktorler ve alt tabakalar ile APC etkilesimlerinin oldugu bolge ‘ekzosit’ olarak
adlandirilir (Sekil 2.2.1). Calismalarda, faktor Va inaktivasyonu i¢in kritik olan proteaz

domaininde pozitif yiikli ekzosit tanimlanmistir (Griffin ve ark., 2007).
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Sekil 2.2.2: Ozgiin ekzosit 37-ilmek ve kalsiyum bagl ilmegin birlikte yan yana
sematik olarak gdsterimi (Griffin ve ark., 2007).

PROC’un fizyolojik rolleri belirgindir. Ciinkii, homozigot PROC eksikligi olan
bebeklerde agir, genellikle oldiiriici trombotik komplikasyonlar ortaya g¢ikar ve de
heterozigot eksikligi olan yetigkinler VTE igin artan risk gosterir. APC’nin ayrilma
bolgesi mutasyonuyla (Arg506, GlIn, Faktor V Leiden) ilgili ikinci risk genis olgiide
kabul edilmektedir (Griffin ve ark., 2007). Farelerde %1-18 PROC diizeyleri biiyiime ve
doguma izin verirken; PROC acisindan nakavt fare g¢alismalarinda perinatal oliim
goriilmistir (Castellino, 2001). Diisik PROC seviyesine sahip farelerde erken
baslangi¢li tromboz ve inflamasyon belirmistir (Griffin ve ark., 2007).

Antikoagulant ve Sitoprotektif PROC Yolu

Hiicre yiizeylerindeki biyokimyasal reaksiyonlar, PROC aktivasyonu, APC
ekspresyonu antikoagulant aktivitesi ve APC’nin sitoprotektif islemleri baslatmasini
icermektedir (Sekil 2.2.3A-C). PROC’un trombin tarafindan normal aktivasyonu, iki
membran reseptorii, trombomodiilin ve EPCR gerektirmektedir.

APC’nin antikoagulant islevleri; faktor Va ve faktor VIlla’nin geri doniisii

olmayan proteolitik inaktivasyonu igerir (Sekil 2.2.3B) (Griffin ve ark., 2007).
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Sekil 2.2.3: PROC aktivasyonu ve APC aktiviteleri (Griffin ve ark., 2007).

APC’nin ¢oklu sitoprotektif etkileri, (i) gen ekspresyon profilinde degisiklik;
(ii) anti-inflamatuar aktivite; (iii) anti-apoptotik aktivite ve (iv) endotel bariyer
fonksiyonunu igermektedir (Sekil 2.2.3C). Bu sitoprotektif etkiler i¢in, genellikle EPCR
ve G-protein bagiml reseptor; proteaz ile aktive olan reseptor-1 (PAR-1) gerekmektedir
(Griffin ve ark., 2007).

PAR reseptorleri, insan genomunda dort gen tarafindan sentezlenmektedir.
PAR-1, proteoliziz ile aktive edilebilen G-protein bagimli bir reseptordiir. EPCR
gerektiren reaksiyonlarda, APC, endotelyal PAR-1’i aktive edebilir ve gesitli endotelyal
hiicre tiplerinde hipoksi/hipoglisemiyi veya staurosporinle indiiklenen apoptozisi inhibe
edebilir. Bu ayni iki reseptor, cesitli fare hasar modellerinde APC’nin farmakolojik
dozlarinin in vivo anti-inflamatuar ve noroprotektif etkilerini kontrol eder. PAR-1,
aktive olan proteaz, proteazin dozu ve hiicre tipine bagli olarak proinflamatuar veya
anti-inflamatuar olabilen karmasik bir reseptordiir. Gen ekspresyon profil ¢aligmalari,
trombininkinden farkli olarak APC’nin, PAR-1 bagimli belli etkilerini gostermistir

(Griffin ve ark., 2007).
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2.3. PROC GENI (Gene 1D:5624) VE PROC GEN POLIMORFIZMIi

PROC geni, antikoagulant sistemin anahtar bir bileseni ve vitamin-K bagimli bir
protein olan PROC’u kodlar. PROC, aktif formuna (APC) trombin-trombomodiilin
kompleksi araciligiyla endotel hiicrelerinde geger. Vitamin-K bagimli baska bir
glikoprotein olan PS, APC igin bir kofaktor olarak calisir (Foster ve Davie, 1984;
Clouse ve Comp, 1986).

Insan PROC geni ¢cDNA’s1 1985°te klonlanmistir (Santamaria ve ark., 1985).
Insan PROC geni kromozom 2q13-q14°de yerlesiktir (Patracchini ve ark., 1989) (Sekil
2.3.1). Foster ve ark.’lar1 (1985), PROC geninin 8 ekzon igerdigini ve 11 kb uzunlukta
oldugunu bulmuslar, fakat daha sonra Plutzky ve ark.’lar1 (1986) PROC geninin 9
ekzon igerdigini ortaya koymuslardir (Sekil 2.3.2). PROC geni 11kb uzunlugunda
kodlama bolgesine sahip olup (ekzon II-1X) ekzon 1’in de dahil oldugu 5' transle
edilmeyen bolge igermektedir (Aiach ve ark., 1999). Transkriptin uzunlugu (mRNA)
1790 bg¢ (NM_000312.3), translasyon (protein) uzunlugu 461 amino asittir
(NP_000303.1). PROC geni, 10 transkripte (splays varyant) sahiptir. Bunlardan 6’s1

protein kodlamaktadir (http://may2015.archive.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript).
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Sekil 2.3.1: PROC geninin kromozom 2 iizerindeki yerlesiminin gosterimi

(http://ghr.nlm.nih.gov/dynamiclmages/chromomap/PROC.jpeg
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Sekil 2.3.2: PROC geninin ekzon bolgelerinin gosterimi

(http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/png/PROC.png)

Tsay ve ark.’lar1 (1996), insan PROC geni promotor bolgesindeki diizenleyici
elementlerini analiz etmislerdir. Niikleotidler -88 ile +45 arasi temel promotor aktivitesi
icin yeterli olurken, niikleotidler -418 ile +45 arasi (transkripsiyon baglangi¢ noktasi
yani) kodlanan DNA pargasi karaciger doku 6zgilliigiinii olusturur. Karacigere 6zgii
trankripsiyon faktorleri HNF1, HNF3 ve NF1 icin baglanma bolgelerine tekabiil eden 5
cis elementi bulunmustur. Dort heterozigot mutasyonun, HNF3 (-32A>G ve -27T>A) ve
HNF1’in (-14T>C ve -10C>T) baglanmasini bozdugu gosterilmistir. Tsay ve ark.’lart
(1996), HNF1, HNF3 ve NF1/CTF transkripsiyon faktorlerinin, PROC geninin
transkripsiyonel regiilasyonunda kritik rol oynadigini ortaya koymustur. Spek ve
ark.’lart (1998), HNF6’nin PROC gen aktivitesi i¢in baglica karar verici oldugunu
bildirmistir.

PROC gen ekspresyonunda sorumlu olan diizenleyici DNA elementleri, yukari
promotdr bolge ve genin ilk ekzonunda (transle olmayan) tanimlanmistir. Shamster ve
ark.’lar1 (2000), ¢ekirdek promotoriin 500 bg’den daha fazla asagisinda (intron 1 i¢inde)
bulunan ek bir dizi elementinin, insan hepatoma hiicrelerinde promotor destekli gen

ekspresyonunu artirdigini gostermislerdir.
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PROC geninde 987 adet SNP tespit edilmistir
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/SNP, 14.09.2015).  Bunlardan bir tanesi de bizim
calistigimiz -1654C>T polimorfizmidir. Bu polimorfizm ilk kez Hoshi ve ark.’larn
(2007) tarafindan bir pulmoner emboli hastasinda tespit edilmis ve -154C>T olarak
tamimlanmistir. PROC ekspresyonunu diizenleyen 5 cis elementi tanimlanmistir (Tsay
ve ark., 1996). Bunlardan -88 ile +45 ana pozitif promotor, -419 ile -298 arasi zayif
pozitif promotor ve -144 ile -88 arasi da zayif negatif promotordiir. Promotor
bolgesinde -154’tincii niikleotiddeki C>T degisiminin 6nemi heniiz net degildir. Fakat
promotdr polimorfizminin PROC gen ekspresyonu iizerindeki olasi diizenleyici etkisi
heterozigot eksikligi olan bireylerin penetransini etkileyebilir ve Tip II eksikligine

sebep olabilir (Hoshi ve ark., 2007).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP
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3. MATERYAL VE METOT

Gaziosmanpasa Universitesi Acil Tip Servisi’ne gelen hastalardan pulmoner
emboli teshisi konulan, yaslar1 29 ile 81 arasinda degisen toplam 114 pulmoner emboli
hasta ve hasta grubuyla ayni yas araliginda bulunan ve kendisinde veya ailesinde
pulmoner emboli 6ykiisii bulunmayan toplam 120 saglikli kontrolden EDTA’1 tiiplere
5’er ml kan alindi. Hasta ve kontrol grubundaki bireylerden ¢alismamiza dahil
edildiklerine dair izinleri alindi. Pulmoner emboli hastalar1 ve kontrol grubundaki
bireylerin ¢alismaya dahil edilip edilmeme kriterleri Tablo 3.1°de verilmistir. Bu
calisma icin, Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar
Degerlendirme Komisyonun 05.08.2014 tarihli toplantisinda 14-KAEK-178 kayit
numarasi ile onay alinmistir. Calismanin tamami Gaziosmanpasa Universitesi Tibbi
Biyoloji ve Genetik Laboratuvari’nda yapildi. DNA’lar standart yontemle saflagtirilarak
PZR’lar1 yapildi. PZR fiirlinleri restriksiyon enzimi BseGl (BstFl) ile kesilerek —
1654C>T polimorfizmi degerlendirildi. Calismalarimiz Gaziosmanpasa etik kurulu

yonergeleri dogrultusunda yapildi.
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Tablo 3.1: Bireylerin hasta ve kontrol grubuna dahil edilip edilmeme kriterleri

Dahil Edilme

Kriterleri

Arastirmanin Hasta Grubu I¢cin Dahil Edilme Olgiitleri;
1. Pulmoner emboli tanis1 konulmus olmasi
2. Yazil bilgilendirilmis olur formunu imzalamis olmasi

3.18 yasindan biiyiik olmasi

Arastirmanin Kontrol Grubu i¢in Dahil Edilme Olgiitleri;
1. Pulmoner emboli tanis1 almamis olmasi
2. Yazil bilgilendirilmis olur formunu imzalamis olmasi

3. 18 yasindan biiyiik olmast

Dahil Edilmeme

Kriterleri

Arastirmanin Hasta Grubu Icin Dahil Edilmeme Olgiitleri;
1. Pulmoner emboli tanis1 almamis olmasi
2. Yazih bilgilendirilmis olur formunu imzalamamis olmasi

3. 18 yasindan kii¢iik olmasi

Arastirmanin  Kontrol Grubu I¢in Dahil Edilmeme
Olgiitleri;

1. Yazili bilgilendirilmis olur formunu imzalamamis olmasi
2.18 yasindan kiiciik olmast

3. Pulmoner emboli tanis1 almis olmast
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3.1. CALISMADA KULLANILAN ARAC VE GERECLER

3.1.1. Aletler ve Cihazlar

1.

2

3.

7.

8.

9.

PZR Cihazi (Termal Cycler) (Techne, TC 4000, TC 412)

. Elektroforez Tanki (Cleaver Scientific, MSCHOICE)

Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Thermo Scientific, EC 300 x L)

. Jel Gortintiileme Sistemi (QUANTUM-ST4, 1000/20M- 09200806)
. Bilgisayar (Exper, Intelcore2)

. Manyetik Karistiric1 (Velp Scientifica,F20520162)

Mikrodalga Firin (Argelik Intellowave, MD 554 )
Hassas Terazi (Kern, ABJ 220-4M)

Mikrosantrifiij (Mikro120, Hettich Zentrifugen D- 78 532n)

10. Vorteks (Velp Scientifica; F20220176)

11. Mikropipet Seti (Gilson)

12. Etiiv (Memmert, Beschickung-Loading 100- 800 )

13. Otoklav (HMC Hirayama, HV-25L)

14. Buzdolab1 (Vestel, BZP-L3302W)

15. pH metre (IHANNA, 507702)

16. Su banyosu (MEMMERT)

3.1.2.

1.

2.

3.

Kimyasal Maddeler
Taq DNA polimeraz (Termo)
BseGl (BstFl) (Restriksiyon Enzimi) (Termo)

Primerler

4. Agaroz (Biomax)
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5. Nusieve Agaroz (Biomax)

6. pUC 19 mix marker (Femantas)

7. Loading dye (Vivantis)

8. 100 mM dNTP set (Fermentas)

9. Trisma Base (Amresco)

10. Borik Asit (Amresco)

11. EDTA (Amresco)

12. Ethidium Bromide (Serva)

13. NaOH (Sodyum Hidroksit) (Riedel-de Haen)

14. DNA Izolasyon Kiti (invitrogen)

3.1.3. Cozeltiler

EDTA Soliisyonu (0,5 M) Hazirlanisi

18,16 g Nap EDTA X 2H,0 80 ml distile su icerisinde manyetik karistirici ile
karistirildi ve 2,0 g NaOH karisima ¢oziilmenin olusabilmesi i¢in eklendi (pH: 8,0
olacak). Daha sonra pH ayarlamasi HCI ile yapildi ve 100 ml’ye tamamland: (distile su
ile). Hazirlanan EDTA soliisyonu, otoklavlanip oda sicakliginda saklandi.
5XTBE (Tris-Borat-EDTA) Tamponu

54 g Trisma Base, 27,5 g Borik Asit ve 20 ml EDTA (0,5 M) 500 ml distile su
icersinde manyetik karistiriciyla homojenizasyon saglanincaya kadar karigtirtldi. 1 litre

distile su ile tamamlanarak ¢oziildi ve ¢ozelti oda 1sisinda sakland.
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Etidyum Bromid Soliisyonu (10mg/ml)

10 ml distile su igerisine 0,1 g etidyum bromid ilave edildi ve bir gece boyunca
manyetik karistiricida karistirildi. Kullanilacak tiipler aliminyum folyo ile kaplanarak
soliisyonlarin ilave edilmesiyle +4 °C’de saklandi.

Elektroforez Yiiriitme Tamponu

5XTBE tamponundan distile su ile seyreltilerek 1XTBE hazirlandi.
%3’liik Agaroz Jel (100ml)

3 g agaroz, 100 ml 1XTBE erlenmayer icerisine eklendi ve mikrodalga firinda
1,5 dakika homojen olana kadar 1sitildi. Sicakligin yaklagik 65°C diismesi
beklenildikten sonra 3ul etidyum bromid (10mg/ml) eklenip hizli bir sekilde iyice

karistirild1 ve ylikleme yapilacak taraklari hazirlanmis olan kasete dokiildii.

3.2. YONTEM

3.2.1. DNA izolasyonu

Calisma grubumuzun kan Ornekleri, EDTA iceren vakumlu tiiplere 5’er ml
olarak alindi. Kandan DNA izolasyonu yonteminde Invitrogen marka DNA izalasyon
kitinden yararlanildu.
1. Kanlar vortekslendi.
2. Ependorf tiipliniin i¢ine (1,5 ml) 200 pl kan, 20 pl protein kinaz, 20 pl RNAazA
eklendi.
3. 1-2 sn voktekslendi.
4. Uzerine 400 pl lizis soliisyonu ilave edildi ve 1-2 sn voktekslendi.
5. 10 dk 55°C’de su banyosunda bekletildi.

6. Uzerine 200 pl etanol eklendi ve 1-2 sn vortekslendi.
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7. Vokteksleme islemi tamamlanan tiiplerdeki karisimlar filtreli ependorflara alind.

8. 11000 rpm’de 1dk santifiijleme yapildi.

9. Ependorf kismi atildi ve filtreli kisim alinarak, baska bir ependorf tiipiine yerlestirildi.
10. Uzerine 500 ul Wash Buffer 1 eklendi ve 11000 rpm’de 1 dk santifiij edildi.

11. Ependorf atild1 ve filtre kismi1 baska bir epondorfa alind.

12. Uzerine 500 ul Wash Buffer 2 soliisyonu ilave edilerek 13000 rpm’de 3 dk santifij
edildi.

13. Ependorf atild1 ve filtre kismi baska bir ependorf tiipiine alindu.

14. Uzerine 200 pl Elution Buffer eklendi.

15. Son islem olarak 1300 rpm’de 1 dk santifiij edildi.

16. DNA artik dipe ¢okmiistiir ve tiiplerin iizerine etiketleme yapilarak stok DNA

ornekleri -20°C’de saklandi.

3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz Zincir Reaksiyounu (PZR), niikleik asitlerin in vitro olarak, uygun
kosullar altinda istenilen sayida tekrarlanabilen dongiiler ile cogaltilmasi esasina
dayanan bir yontemdir. PZR dongiislindeki ii¢ asama sirasiyla, DNA ¢ift zincirinin
1styla birbirinden ayrilmasi (94°C Denatiirasyon), oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya
baglanmas1 (Hibridasyon 55-60°C) ve zincirin yeni ¢ift zincirli DNA’lar olusturacak
sekilde uzamasindan (Polimerizasyon 72 °C) olusmaktadir (Saiki ve ark., 1998). Kalip
DNA, dH,O, tampon, MgCl, dNTP’ler (serbest niikleotidler), primerler ve Taq
polimeraz PZR karigimi i¢in gerekli olan malzemelerdir (Ergin, 2004). Kalip DNA

olarak; calismamizda genomik DNA kullanildi.
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3.2.3. Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) Analizi

Bir kromozomun ayni bolgesi, ayni tiiriin farkli bireylerinde veya
kromozomlarinda polimorf olarak tanimlanan iki farkli DNA dizilisine sahip olabilir ve
bu durum genetik polimorfizm olarak tanimlanir. Genetik polimorfizme mutasyonlar
neden olur. Diploid bireyler ig¢erisinde 6rnegin, belirli tek kopya genin iki alleli sadece
bir niikleotit yoniinden bile farklilik gosterebilir ve dolayisiyla gen polimorfik olarak
tamimlanabilir. Genetik polimorfizmlere neden olan tek niikleotit polimorfizmleri
(SNP’ler) ¢esitli mutasyonlar sonucunda meydana gelir. SNP’ler, restriksiyon
enzimlerince teshis edilebilen kisa niikleotid dizileri i¢inde olusabilir (Restriksiyon
endoniikleazlar, DNA’y1 tanimlanmis ve iretilebilir fragmentlere kesen bakteriyel
enzimlerdir). Boylelikle, bir restriksiyon enzimi tarafindan DNA molekiiliiniin
kesilmesi ile elde edilen fragmentin uzunlugu her bir farkli allel i¢in farklilik
gosterebilir ve bu durum, restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP) olarak
bilinir. Genetik bir hastaliga neden olan alleli belirleyen 6zel bir RFLP, klinik teshiste
markir olarak kullanilabilir. Restriksiyon fragmentleri veya PZR iiriinleri gibi aym
uzunluktaki DNA pargalarinda bulunan SNP’lerin belirlenmesinde jel elektroforezini

kullanmak miimkiindiir (Turner ve ark., 2004).

3.2.4. Elektroforez Teknigi

Sulu bir ¢ozelti icinde asili kiigiik elektrik yiiklii taneciklerin, uygulanan bir
elektrik alanmin etkisi ile ayrilma siirecine elektroforez denir. Agaroz, deniz
yosunundan firetilen bir polisakkarittir ve 9%0,5-2 arasindaki yogunluklarda sulu

cozeltilerle ¢oziildiigiinde kat1 bir jel olusturur. Elektroforez i¢in kullanilan agaroz,
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bakteriyel kiiltiir plaklar1 yapmada kullanilan agarin saflastirilmis formudur (Kaya,

2002).

3.2.5. PROC Geni -1654C>T (C2405T, rs1799808) Polimorfizmi PZR Analizi

PROC geninin -1654C>T (rs1799808) bolgesindeki polimorfizmini belirlemek

icin yapilan PZR’lerde, hedef gen bolgelerine 6zgiin olarak kullanilan primerler, PZR

karisimlari ve ¢ogalma sicakliklari sirasiyla Tablo 3.2.5.1, Tablo 3.2.5.2 ve Tablo

3.2.5.3’te gosterilmektedir.

Tablo 3.2.5.1: PROC geni -1654C>T polimorfizminin analizinde kullanilan primerler

Polimorfizm

Primerler

-1654C>T

F: 5'GGG CAA AAATGT CCC CAT CTG AA3

R: 5'AGC CCA CCT CTG CCC ACC AAG AAT G3'

PROC genine ait baz dizisi igerisinde bulunan; -1654C>T degisimini igeren

polimorfik bolge ve primer baglanma bolgeleri Sekil 3.2.5.1°de verilmistir.
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Sekil 3.2.5.1: PROC geni -1654C>T polimorfik bolgesi ve primerlerin baglanma

bolgelerinin gosterilmesi

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_016323.1?from=5001&t0=15827 &report=

genbank)



37

Tablo 3.2.5.2: PROC geninin -1654C>T polimorfizmini igeren bdlgesinin klonlanmasi

i¢in kullanilan PZR karigimi

PZR Bileseni Stok 25 nl Kanisimdaki Miktar | Final konsantrasyon
1 | Steril bidistile Su 17,35 ul -
2 | PZR buffer(10x) 2,5 ul 1%
3 | MgCl, (25mM) 2,5 ul 2 Mm
4 | dNTP Mix (25mM) 0,2 ul 200 uM
5 | Primer -forward (100 pmol/ ul) | 0,1 ul 20 pmol
6 | Primer- reverse (100pmol/ ul) 0,1 pul 20 pmol
7 | Taq Polimeraz (5 u/pl) 0,25 pul lu
8 | Genomik DNA 2 ul -
Toplam 25 ul

Tablo 3.2.5.3: PROC geninin ilgili kisminin kopyalanmasi i¢in kullanilan PZR

programi
Program Tiirii Derece Zaman Dongii Sayisi
[k Denatiirasyon 94 °C 4dk. -
Denatiirasyon 94 °C 45sn.

Baglanma 65 °C 40sn. 35

Uzama 72 °C 30sn.

Final uzama 72°C 5dk




PROC geni -1654C>T polimorfizmini restriksiyon enzim analizi yontemi ile

belirlemek amaciyla Tablo 3.2.5.2’de verilen -1654C>T bolgesinin ¢ogaltiminda

kullanilan, 6rnek basina olan PZR karisimina gore; her bir PZR tiipiinde bulunan 23’er

ul' lik karisimin igerisine 2 ul DNA ilave edilerek toplam hacim 25 ul yapildi. Tablo

3.25.3teki PROC geni -1654C>T boélgesinin polimorfizminin belirlenmesinde

kullanilan PZR programina gore ¢ogaltilmasi saglanarak 147 b¢’lik PZR iirlini elde

edildi.

3.2.6. PROC Geni -1654C>T Polimorfizmi RFLP Analizi

Bu ¢alismada, PROC geni -1654C>T polimorfizmi i¢in PZR programi ile gogaltilmig

polimorfik noktasini igeren PZR firlinleri restriksiyon enzim kesimi Tablo 3.2.6.1°de

gosterildigi gibi gerceklestirildi.

Tablo 3.2.6.1: PROC geni -1654C>T polimorfizminin belirlenmesinde kullanilan RFLP

karisimi
RFLP Bileseni 15 pl Kanisimdaki Miktar

1 | Buffer 1.5l
2 | BseGl (BtsCl) enzimi (10u/pl)

5-.GGATGNN}{ ..-3 0.5 ul

3-..CCTACTNN..-5
3 | dH20 2.85 ul
4 | BSA 0.15 ul
5 | PZR iriini 10 pl

Toplam 15ul
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PROC geni -1654C>T polimorfizmini belirlemek i¢in Tablo 3.2.6.1’de belirtilen
oranda restriksiyon enzim karigimi hazirlandi ve BseGl (BtsCl) restriksiyon enzimi ile

55°C’de 12 saat kesime birakildi. Kesim sonuglar1 Tablo 3.2.6.2’de gosterilmistir.

Tablo 3.2.6.2: PROC geni -1654C>T polimorfizmi i¢in RFLP sonucunda olusan

bantlarin boyutlari

Bant Boyutlari
Homozigot (CC) 147bg
Homozigot(TT) 123bg, 24bg
Heterozigot (CT) 147b¢, 123bg, 24bg

3.3. ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Istatistiksel analizleri belirlemek igin IBM SPSS Istatistik Paket Program
Versiyon 20.0 ve Openepi 3.01 (www.openepi.com) yazilim programlari kullanildi.
Sonuglar ortalama (+) ve standart sapma seklinde verildi. -1654C>T polimorfizmi ile
klinik ve demografik o6zellikler arasi iligki ki-kare, Fisher exact veya varyans analizi
(ANOVA testleri) kullanilarak yapildi. Risk faktorlerinin bulunmasi i¢in Olasiliklar
Oran1 (OR) ve %95 Giiven Araligi (CI) kullanildi. Biitiin p degerleri iki ugluydu ve p
degeri 0.05’ten diisiik olanlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Tespit edilen
genotip sikliklar1 i¢in Hardy-Weinberg dengesinden hastalarda sapma olup olmadig;

kontrollerde ise uyumlu olup olmadig: Ki-kare () testi ile belirlendi.
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4 BULGULAR

Bu c¢alismada, PROC geni -1654C>T polimorfizmi ile pulmoner emboli
arasindaki iligskiyi belirlemek amaciyla, yas ortalamasi 58.27+ 10.629 (en diisiik 29, en
yiiksek 81) olan 114 pulmoner emboli hastasi ile yas ortalamasi 56.02+7.920 (en diisiik
43, en yiksek 77) olan 120 saglikli kontrol c¢alisildi. Tokat ve ¢evresinden
Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Acil Tip Anabilim Dali’na gelen pulmoner
emboli hastalarinin ailesel olan ve olmayan her iki grubu da calismaya dahil edildi.

Hasta ve kontrol grubunun yas ve cinsiyetleri birbiri ile uyumlu idi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Calismaya dahil edilen pulmoner emboli hastalar1 ve kontrol grubundaki

bireylerin cinsiyet ve yas ortalamalarina ait istatistiksel bulgular

Pulmoner Emboli Kontrol Grubu p degeri
Hasta Grubu (n=114) (n=120)
Cinsiyet 0,312
Kadin 55 (%48,2) 50 (%41,7)
Erkek 59 (%51,8) 70 (%58,3)
Yas Ortalamasi 58,27+10.629 56,02+7.920 0,066

Pulmoner emboli teshisi konmus hasta ve kontrol grubu DNA’larina uygulanan
PZR sartlar1 ve programi tamamen bizim tarafimizdan optimize edilerek basarili PZR
tirtinleri elde edildi. PZR sonucunda 147 bg¢’lik bolge ¢ogaltilip elde edilen tiriinler

goriintlilendi.
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PZR iriinlerinin BseGl (BtsCl) restriksiyon endoniikleaz1 ile kesilmesi
sonucunda homozigot dominant CC, heterozigot CT ve homozigot resesif TT olmak

tizere ti¢ farkli genotip belirlendi (Tablo 4.2). Belirlenen genotiplerin jel goriintiileri

kayit edildi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1: PROC geni -1654C>T polimorfik bolgesinin BseGl (BtsCl) restriksiyon
endoniikleazi ile belirlenen RFLP sonuglari. Oreklerden 2, 3, 5, 7 homozigot dominant
(CC); 6 homozigot resesif (TT); 4,8 heterozigot (CT); 1 pUC19 DNA/Mspl (Hpall)

marker

Calismamiz sonucunda elde ettigimiz genotip sonuglar1 su sekildeydi: Toplam
114 pulmoner emboli hastasinin 82’si (%71,9) homozigot dominant CC, 25’1 (%21,9)
heterozigot CT ve 7°1 (%6,1) homozigot resesif TT; toplam 120 kontroliin 70’1 (%76,7)
homozigot dominant CC, 44’1 (%36,7) heterozigot CT ve 6’s1 (%5,0) homozigot resesif
TT. Allel frekanslarina baktigimizda hastalarda toplam 228 allelden 189’u (%82,9) C
alleli, 39’u (%17,1) T alleli ve kontrollerde toplam 240 allelden 184’1 (%76,7) C, 56’s1
(%23,3) T alleli seklindeydi. Hastalarin ve kontrollerin allel sikliklar1 biribirleri ile
karsilagtirildiginda, aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken
(p=0.094), genotip sikliklar1 karsilastirildiginda ise hasta ve kontroller arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p=0.047). Daha da anlamli bir iligki hasta

ve kontrol genotipleri CC'ye kars1t TT+CT karsilastirildiginda goriildii (p=0.029) (Tablo
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4.2) CT+TT genotip frekansi, kontrollerde hastalara oranla daha fazlaydi (%41,7 karsi

%28,1) ve dolayisiyla bu genotiplerin hastaliga kars1 koruyucu olabilecegi diistiniildii.

Hasta ve kontrol grubundaki CC, CT, TT genotip sikliklart ve C ve T allel

sikliklar1 arasindaki farklar bir histogram ile gosterilerek daha anlasilir hale getirildi

(Sekil 4.2) (Sekil 4.3).

Tablo 4.2: Pulmoner emboli hasta grubu ve kontrol grubunun PROC geni -1654C>T

polimorfizmi igin genotip ve allel dagilimi

Hasta Grubu Kontrol Grubu
n=114 (%) n=120 (%) P OR (%95Cl)

Genotip
cC 82 (71,9) 70 (58,3)
CT 25 (21,9) 44 (36,7) 0,047
TT 7(6,1) 6 (5,0)
CC:CT+TT |82(71,9):32(28,1) |70(58,3):50(41,7) |0,029 | 0.55 (0.31-0.94)
CC+CT:TT 107 (93,9) : 7(6,1) 114 (95,0) : 6 (5,0) 0,703 | 1.24 (0.39-4.05)
Allel
C 189 (82,9) 184 (76,7)
T 39 (17,1) 56 (23,3) 0,094 | 0.68 (0.43-1.07)
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Calismaya dahil edilen pulmoner emboli hastalarinin demografik ve klinik
ozelliklerinin PROC geni -1654C>T polimorfizmine gore degerlendirilmesi Tablo
4.3’te verilmistir. Yapilan kikare ve varyans analizleri sonucunda hastalara ait yas,
cinsiyet, eslik eden hastaliklar (cerrahi, koroner arter hastaligi, seker, hipertansiyon,
serebrovaskiiler hastalik, malignite), EKG anomalileri (RBBB, siniis tasikardi, S1Q3T3,
AF, iskemi), sigara kullanimu verileri ile PROC geni -1654C>T polimorfizmi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliskiye rastlanmadi. Ancak toraks BT (sag ana brons, sag
distal, sol ana brons, sol distal, her iki ana brons ve her iki distal) verileri ile PROC geni
—1654C>T polimorfizmi arasinda anlamli bir iliski bulundu (p=0.017) (Tablo 4.3). Sol
ana brongta emboli goriilen hastalarin hepsi CC genotipine, sol distalde emboli goriilen

hastalarin hepsi ise CT genotipine sahipti.
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Tablo 4.3: Calismaya dahil edilen pulmoner emboli hastalarinin demografik ve klinik

ozelliklerinin PROC geni -1654C>T polimorfizmine gore degerlendirilmesi

PROC -1654 C>T

Karakterler Toplam CC CT TT P
Cinsiyet n (%)
Kadin 55 (48.2) 40 (48.8) 10 (40.0) 5(71.4) 0.333
Erkek 59 (51.8) 42 (51.2) 15 (60.0) 2 (28.6)
Yas (yil) 58,27+£10,629 59,38+10,452 54,92+10,004 57,29+13,708 | 0.180
Beyaz kan hiicresi 9947,942836,5 | 10290,5+2861,6 | 8861,8+2326,6 | 9952,8+35815 | 0.098
(mm’bagina)
RDW n (%) 16,34+2,511 16,19+2,446 16,63+2,280 17,10+3,923 0.541
Hematokrit n (%) 38,54+4,131 38,92+4,346 37,70£3,573 37,28+3,153 0.320
Cerrahi, n (%)
Var 3(2,6) 3(3.7) 0 0 0.548
Yok 111 (97,4) 79 (96.3) 25 (100) 7 (100)
Eslik eden
hastaliklar, n (%)
Koroner arter hastaligi
Var 40 (35.1) 30 (36.6) 7 (28.0) 3(42.9) 0.664
Yok 74 (64.9) 52 (63.4) 18 (72.0) 4(57.1)
Diyabet
Var 41 (36.0) 27 (32.9) 10 (40.0) 4 (57.1) 0.393
Yok 73 (64.0) 55 (67.1) 15 (60.0) 3 (42.9)
Hipertansiyon
Var 61 (53.5) 42 (51.2) 14 (56.0) 5(71.4) 0.566
Yok 53 (46.5) 40 (48.8) 11 (44.0) 2 (28.6)
Kronik bobrek
yetmezligi
Var 15 (13.2) 12 (14.6) 2(8.0) 1(14.3) 0.689
Yok 99 (86.8) 70 (85.4) 23 (92.0) 6 (85.7)
Serebrovaskiiler
hastalik
Var 106 (93.0) 76 (92.7) 23 (92.0) 7 (100.0) 0.750
Yok 8 (7.0) 6 (7.3) 2 (8.0) 0
Malignite
Var 10 (8.8) 7 (8.5) 3(12.0) 0 0.605
Yok 104 (91.2) 75 (91.5) 22 (88.0) 7 (100.0)
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Tablo 4.3: Calismaya dahil edilen pulmoner emboli hastalarinin demografik ve klinik

ozelliklerinin PROC geni -1654C>T polimorfizmine gore degerlendirilmesi (devam)

PROC -1654 C>T

Karakterler Toplam CC CT TT P
EKG anomalileri,
n (%)
RBBB
Var 19 (16.7) 16 (19.5) 3(12.0) 0 0.321
Yok 95 (83.3) 66 (80.5) 22 (88.0) 7 (100.0)
Sinus tagikardi
Var 39 (34.2) 27 (32.9) 8 (32.0) 4 (57.1) 0.417
Yok 75 (65.8) 55 (67.1) 17 (68.0) 3 (42.9)
S1Q3T3
Var 31(27.2) 21 (25.6) 7 (28.0) 3(42.9) 0.613
Yok 83 (72.8) 61 (74.4) 18 (72.0) 4 (57.1)
Atrial fibrilasyon
\\{’alr( 29 (25.4) 20 (24.4) 7 (28.0) 2 (28.6) 0.918
0 85 (74.6) 62 (75.6) 18 (72.0) 5 (71.4)
Iskemi
¥aL 14 (22.3) 11 (13.4) 2 (8.0) 1(143) | 0.760
0 100 (87.7) 71 (86.6) 23 (92.0) 6 (85.7)
Toraks BT, n (%)
Sag ana brons 20 (18.5) 14 (17.9) 5(21.7) 1(14.3)
Sag distal 29 (26.9) 20 (25.6) 7 (30.4) 2 (28.6)
Sol ana brons 6 (5.6) 6 (7.7) 0 0
0.017
Sol distal 4(3.7) 0 4(17.4) 0
Her iki ana brons 45 (41.7) 36 (46.2) 6 (26.1) 3(42.9)
Her iki distal 4(3.7) 2 (2.6) 1(4.3) 1(14.3)
Sigara, n (%)
Kullaniyor 64 (56.1) 44 (53.7) 17 (68.0) 3(42.9) 0.344
Kullanmiyor 50 (43.9) 38 (46.3) 8 (32.0) 4 (57.1)

Veriler kikare ve varyans analizleriyle degerlendirildi. Yas, beyaz kan hiicresi, RDW, hematokrit, igin ortalama +

standart sapma degerleri verildi. RDW: Kirmizi kan hiicresi dagilim ¢api, EKG: Elekrokardiyografi, RBBB: Sag

dal blogu, BT: Bilgisayarli tomografi
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5. TARTISMA

Biiylik oranda ayaklardaki DVT’den kaynaklanan pulmoner emboli,
asemptomatik ve tesadiifen fark edilen emboliden, ani 6liime sebep olan agir emboliye
kadar degisim gosteren bir hastaliktir. Akut pulmoner emboli, hizli ve beklenmedik bir
sekilde ortaya cikabilir ve tanisi1 zor olabilir. Tedavi, 6lim riskini azaltabilir ve
genellikle uygun primer profilaksi etkilidir (Tapson, 2008).

PROC, K vitaminine bagimli bir plazma glikoproteinidir. Bu proteinin hafif ya
da agir genetik bozukluklari sirasiyla vendz tromboz ve neonatal purpura fulminans ile
iliskilendirilmistir. Son yillarda yapilan c¢aligmalar, APC’nin trombin olusumunu
diizenlemek igin, faktorler Va ve VIlIa’y1 inaktive ettigini gostermistir (Griffin ve ark.,
2007). PROC eksikligi olan bireyler, DVT ve pulmoner emboli i¢in risk altindadir.

Biz bu calismada, PROC geni -1654C>T polimorfizmi ile pulmoner emboli
arasindaki iligskiyi arastirdik. Yas ortalamasi 58.27+10.629 olan 114 pulmoner emboli
hastasi ile yas ortalamasi 56.02+7.920 olan 120 kontrol grubu c¢aligmaya dahil edildi.
PROC geni -1654C>T polimorfizmi ile pulmoner emboli arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iliski oldugu bulundu (p=0.047). Calismamizda, hasta grubunda CC genotip
sikligimin, CT ve TT genotip siklifina oranla daha fazla gézlemlenmis olmasi, CC
genotipinin hastaliga sebep olan genotip oldugunu ortaya koymustur.

Literatiirde, PROC geni -1654C>T polimorfizmi ile pulmoner emboli arasindaki
iligkiyi ¢alisan iki ¢alisma mevcuttur. Bu iki ¢alismada Cin populasyonunda yapilmistir
ve bizim sonuglarimizin tam tersi sonuglar elde etmislerdir. ilki 2012 yilinda Zhang ve
ark.’lar1 tarafindan 63 pulmoner tromboemboli hastas1 ve 86 kontrol {izerinde yapilan
calismadir ve bu c¢alismada -1654C>T polimorfizmi T allelinin (2405T) pulmoner

tromboemboli riskini artirdigi, C allelin ise olasi koruyucu faktor oldugu bulunmustur
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(p<0.05). Ikinci calisma ise 2014 yilinda Zhu ve ark.’lar1 tarafindan 110 pulmoner
emboli hastas1 ve 190 kontrol ile yapilan ¢alismadir, Bu ¢alismada PROC geninde {i¢
SNP arastirilmistir (Zhu ve ark., 2014). Bu ti¢c SNP bolgesinin (-1654C>T, -1641A>G
ve -1476 A>T) genotip frekanslari, -1654C>T polimorfizminin C ve T allel frekanslari,
pulmoner emboli grubu ve kontrol grubu arasinda anlamli farklilik gostermistir.
Bulgular, bizim sonuglarimizdan farkli olarak -1654C>T polimorfizmi TT genotipinin
pulmoner emboli i¢in risk faktorii oldugunu gostermistir (OR 2.245, %95CI, 1.252-
4.027).

PROC geni -1654C>T polimorfizmi ile VTE arasindaki iliski de bir¢ok
arastirmaci tarafindan calisilmistir. Spek ve ark.’lar1 (1995), PROC geni C(-1654)T,
A(-1641)G, and A(-1476)T polimorfik bolgeleri i¢cin CC/GG/TT haplotipinin kan
plazmasinda azalan PROC konsantrasyonu ve dolayisiyla vendz tromboz riski ile iliskili
oldugunu gostermistir. Yine Aiach ve ark.’lar1 (1999) tarafindan da, PROC geni
1654C>T ve —1641A>G polimorfik bdlgeleri ile vendz tromboz arasindaki iliski,
Fransiz populasyonunda 242 VTE hastast ve 394 kontrol {izerinde arastirilmistir.
Tromboz riskinin CG haplotipine sahip gen¢ tasiyicilarda yiikselmis oldugu ve
dolayisiyla CG haplotipinin diisiik PROC seviyesi ile iligkili oldugu rapor edilmistir.
Son olarak Pomp ve ark.’lar1 (2009), Hollanda’da PROC geni promotor bolgesindeki
iki polimorfizmin (2405C>T ve 2418A>G pozisyonu) vendz tromboz ve plazma PROC
seviyesi lizerine etkisini arastirmislar ve CC/GG genotipinin daha diisiik PROC seviyesi
ile iligkili oldugunu ve vendz tromboz riskini 1.3 kat (%95CI 1.09-1.48) artirdigini
bulmuglardir. Avrupa populasyonunda yapilan bu caligmalarin sonuglari, bizim

sonuglarimizla uyum gostermektedir.
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Etnik koken, pulmoner emboliyi de igeren bir¢ok hastalik i¢in genetik risk
faktorleri tizerinde 6nemli rol oynayabilir. Faktdr V Leidin ve koagulasyon faktorii 11
genlerindeki polimorfizmler, Avrupa ve Amerika’da venoz tromboz ile iligkilendirilen
baslica iki kalitsal faktordiir. Ama bu degisimler Asya populasyonunda ¢ok nadirdir
(Zhu ve ark.,, 2014). Pulmoner embolinin molekiiler mekanizmasinin farkli
populasyonlarda farkli olabilecegi goriilmektedir.

Bizim ¢alismamiz, PROC geni -1654C>T polimorfizmi ile pulmoner emboli
arasindaki iliskiye yonelik Tiirk populasyonunda yapilan ilk ¢alismadir. Bu ¢alismada
elde ettigimiz bulgulara gére PROC geni -1654C>T polimorfizmi ile pulmoner emboli
arasinda anlamli bir iligki ortaya ¢ikmustir. Bizim bulgularimiz pulmoner emboli
hastalar1 igin daha fazla genetik testlerin gergeklestirilmesi gerektigini gostermektedir.

Bu amagla daha genis skalali ¢calismalar yapilmalidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismaya Gaziosmanpasa Universitesi Acil Tip Anabilim Dalina basvuran
pulmoner emboli gecirmis hasta grubu ile pulmoner emboli gegirmemis kontrol grubu
hastalar1 dahil edildi. Yas ortalamasi 58.27+10.629 olan pulmoner embolili hastalar ile
yas ortalamasi 56.02+7.920 olan kontrol grubu PROC geni -1654C>T polimorfizmi
acisindan karsilastirildi. Pulmoner emboli ile PROC geni -1654C>T polimorfizmi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulundu.

Pulmoner emboli ile PROC geni -1654C>T polimorfizmi arasindaki iliskinin
daha ag¢ik ve derinlemesine ortaya konulmasi pulmoner emboliye sebep olabilecek risk
faktorlerinin onceden belirlenmesini ve hastaliktan korunmayi saglayabilir. Ayrica,
hasta ve kontrollerin plazma PROC;Ag ve/lveya PROC;A degerleri karsilastirilarak

hangi genotipin hangi tip (I veya II) eksiklikle baglantili oldugu ortaya konulabilir.
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