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OZET

ENFEKTIF ENDOKARDIT VE YAPAY KAPAK TROMBOZLARININ GENETIK
POLIMORFIZMLERLE ILISKISi

Giris:

Kapak hastaliklarinda hasta Oliim sebeplerinin basinda endokardit ve kapak trombozu
gelmektedir. Kapak trombozunu onlemek icin oral antikoagiilan ilaglar kullanilmaktadir.
Kapak trombozunun gelismesinde en 6nemli sebep ilacin yetersiz dozda alinmasi veya hig
alinmamas1 olmakla birlikte etkili dozlarda ila¢ kullanan hastalarda da ortaya c¢ikabilmektedir.
Ayrica enfektif endokardit gelisen hastalarda gerek tibbi gerekse cerrahi tedavi yiiksek
mortaliteye sahiptir.

Bu c¢alismada enfektif endokarditli ve kapak trombozlu hasta gruplarinda MTHFR C677T,
Protrombin G20210A, Faktor-V Leiden G1631A, PAI-1 4G/5G ve TNF-0-308 G>A
polimorfizmleri arasindaki iliski arastirildi.

Metod:

Bu calismaya enfektif endokarditli 18 hasta, kapak trombozlu 12 hasta ve 37 saglikli birey
dahil edildi. ilgili polimorfizmlerin saptanmas igin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve
restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP) yontemleri kullanildi. Gruplarin
karsilastirilmasi ki-kare analizi ile yapildu.

Sonugc:

MTHFR C677T, Protrombin G20210A, Faktor-V Leiden G1631, PAI-1 4G/5G
polimorfizmleri i¢in gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliski saptanmadi. TNF-a-
308 G>A polimorfizmi anlamli olarak tespit edildi.

Tartisma:

Calismamizda ise TNF-a -308 G>A polimorfizmi sonuglari endokardit ve kapak trombozlu
hastalarda kontrol grubu ile ki-kare testine gore karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli
bir fark tespit edilmistir. Ancak kapak trombozunun genetik faktorlerle ilgisi hakkinda
literatiirde yeterli yayin yayin bulunmamaktadir. Bu konuda daha genis ve kapsamli

caligmalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Tromboz, enfektif endokardit, polimorfizm



ABSTRACT

INVESTIGATION OF GENETIC POLYMORPHISMS IN INFECTIVE
ENDOCARDITIS AND ARTIFICIAL VALVE THROMBOSIS

Introduction

Major causes of the mortality in patients with valve disease are endocarditis and valve
thrombosis. Oral anticoagulant drugs are used to prevent valve thrombosis. Uses of inadequate
doses of medication or not use medications are the main reason for the development of valve
thrombosis. In addition to medical treatment or surgical treatment of patients with infective
endocarditis has a high mortality rate. In this study, MTHFR C677T, Protrombin G20210A,
Factor-V Leiden G1631, PAI-1 4G/5G and TNF-a-308 G>A were determined the patients
with infective endocarditis and valve thrombosis group.

Method

18 patients with infective endocarditis, 12 patients with valve thrombosis and 37 healthy
volunteers were involved these study. Polymerase chain reactions (PCR) and restriction
fragment length polymorphism (RFLP) were used to detection the related polymorphism. Chi-
square was used to compare groups.

Results

There was no significant difference between the groups regarding MTHFR C677T, Protrombin
G20210A, Factor-V Leiden G1631, PAI-1 4G/5G polymorphism. In contrast TNF-a-308 G>A
polymorphism was detected significant.

Discussion

In our study, TNF-a-308 G>A results were higher endocarditis and valve thrombosis than
control groups in chi-squares test and there were significant different in two groups. There is
not enough data in literature about the involvement genetic factors withvalve thrombosis. In

these reason, broader and more comprehensive studies are needed in these regard.

Key words:

Thrombosis, infective endocarditis, polimorphism



1.GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Kapak hastaliklarinda hasta Oliim sebeplerinin basinda endokardit ve kapak trombozu
gelmektedir. Kapak trombozunu onlemek icin oral antikoagiilan ilaglar kullanilmaktadir.
Kapak trombozunun gelismesinde en 6nemli sebep ilacin yetersiz dozda alinmasi veya hi¢
alimmamas1 olmakla birlikte etkili dozlarda ila¢ kullanan hastalarda da ortaya ¢ikabilmektedir.
Ayrica enfektif endokardit gelisen hastalarda gerek tibbi gerekse cerrahi tedavi yiliksek
mortaliteye sahiptir (1,2).

Literatiir arastirmalarinda enfektif endokardit ve kapak trombozu ile ilgili az sayida arastirma
ve yayimna rastlanmaktadir. Bu ¢alismanin amaci kapak endokarditi ve trombozu ile iliski
olabilecek 5 genetik polimorfizmin (MTHFR C677T, Protrombin G20210A, Faktor-V Leiden
G1631, PAI-1 4G/5G ve TNF-a-308 G>A) hasta grubumuzda ortaya konulmasidir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Protez Kapak Trombozu

Mekanik kapagin trombozu fonksiyonel stenoza ya da regurjitasyona neden olur. Semptom ve
bulgularin hizi yavas biliyliyen bir tromboza ya da akut gelisen disk hareketlerinin
kisitlanmasina bagli olarak degiskendir. Kapak trombozu en fazla trikiispit pozisyonda izlenir,
bu oran 20% lere varabilir. Sol tarafli mekanik kapaklarda tromboz ihtimali daha azdir, ancak
antikoagulan tedaviye uyumsuzluk s6z konusu oldugunda neredeyse herzaman trombotik
okliizyon olusur. Kapak trombozundan siiphelenildiginde ekokardiyografik inceleme ile tani
dogrulugu sorgulanir, mitral pozisyondaki kapaklar i¢in ise mutlaka TEE incelemesi gerekir,

clinkii bu bolgedeki trombotik olusumlar siklikla kapak dikis halkasinin atriyal tarafin etkiler.

Protez kapak hastas1 olup iskemik norolojik olay gelisen hastalarda diger bir kaynak varlig
ispatlanana kadar emboli kaynaginin protez kapak oldugu diisiiniilmelidir. Kapak trombozu
varligi dokiimantasyonunda ekokardiyografi yardimci olsa da, ekokardiyografik delillerin

olmamasi kapak trombozu tanisin1 ekarte ettirmez.

Ekokardiyografinin hassasligt kapak protezinin golgelendirmesi ve kapak yapilarinin
reverberasyonlart nedeni ile kisitlanmaktadir. Ek olarak kiiciik trombuslar gézden kagabilir ve
emboliye neden olan trombus artik izlenmeyebilir. Bu nedenlerden dolayr dikkatli bir
yaklagim uygulamak gerekir, Oncelikle antikoagulasyonun yeterliligi Olciilmelidir. Yetersiz
oldugu saptanirsa diizeyi ylikseltilmeli ve gerekli ayarlar yapilmalidir. Eger antikoagulasyonun
yetersiz olduguna kanaat getirilirse aspirin de tedaviye eklenmelidir. Tromboembolik
nedenlerden dolayr kapak reimplantasyonuna gitmek problemleri de beraberinde getirecektir,
clinkii bu igslem de benzer tromboembolik risk tasimaktadir. Takili olan kapak ancak iizerinde
kesin trombus varlig1 tanis1 konursa ve daha diisiik tromboemboli insidansi olan bir kapak ile

degistirilecekse reimplantasyona gidilebilir.



Kapak trombozunun tedavisi eslik eden hemodinaniik parametrelere ve hastanin genel
durumuna dayanilarak karar verilen bir durumdur. Eger hemodinami stabilse ya da medikal
tedaviye 1yi yanit veriyorsa uygun antikoagulasyonun saglanmasi gibi konservatif bir yaklasim
diigtintilebilir. Akut hemodinamik bozulma var ise cerrahi girisim ile kapagin degistirilmesi
giindeme gelebilir ancak operatif mortalite 17-40% arasinda degisir (1). Trombusun debride
edilmesi, kapagin degistirilmesine oranla daha yiiksek retromboz riski tasir. Yiiksek operatif
mortalite igin risk faktorleri arasinda eslik eden sol ventrikiil disfonksiyonu, koroner arter
hastaligi, acil cerrahi girisim gereksinimi ve genel fonksiyonel durum bulunmaktadir.
Alternatif olarak trombolitik tedavi de Onerilmektedir ve basar1 orami 70-90% arasinda
degismektedir (2). Cesitli serilerde trombolitik tedavinin de riskleri hesaplanmis ve
mortalitenin 20%, sistemik emboli riskinin 16% ve acil cerrahi gereksiniminin 22% oldugu
ortaya c¢ikmistir. 127 vakayr igeren bir caligmada trombolitik tedavi uygulanan kapak
trombozu vakalarmin 71% inde hemodinamik rezoliisyon saglanmis ancak hastalarin tigte
birinde birden fazla trombolitik seans uygulanmustir (3). Bu seride embolik olay 15% vakada,
hemorajik komplikasyonlar 5%vakada ve mortalité oram da 12% vakada izlenmistir (3,4). Bu
nedenle tromboze protez kapakli bir hastada giiniimiize kadar cerrahi yada trombolitik tedavi

arasinda karar vermek oldukc¢a zor olmustur.

2.2. Endokardit

Infektif endokardit (IE), kalbin endotel yiizeyinin mikrobiyal enfeksiyonudur. Enfeksiyonun
karakteristik bolgesi genellikle kapaklar ve karakteristik lezyonu trombositler, fibrin,
inflamatuvar hiicreler ve mikroorganizmalar1 iceren vejetasyonudur. Hastalik eger akut ise,
giinler veya haftalar icerisinde progresyon gosterir ve kapak destriiksiyonuna, metastatik
enfeksiyona neden olabilir. Diger yandan subakut iE haftalar ve aylar icerisinde progresyon
gosterir, sadece hafif toksisiteye neden olur, genel olarak metastatik enfeksiyona neden olmaz.

Sol kalp daha sik etkilenmekle birlikte intravenoz ila¢ kullaniminda sag kalp etkilenir.



Protez kapak endokarditi eger post-operatif ilk 60 giin i¢erisinde meydana gelmisse "erken",
60 giinden sonra meydana gelmisse "gec¢" olarak isimlendirlir. Protez kapak endokarditinin
(PKE) fizyopatolojisi dogal kapak endokarditinden soyle ayrilmaktadir: PKE'nde infeksiyon,
kapak halkasimin distaline ve kapak annulusuna kadar yayilabilir, ayrica perianniiler dokuyu
da etkileyerek halka apsesine, septal apselere ve en sonunda protez kapagin ayrismasina neden
olabilir. Endokarditi olan hastanin basvuru semptomlar1 arasinda ates, dokiintii, terleme, kilo
kaybi, anoreksi, kirginlik ve halsizlik hissi olup bulgular arasinda yiikselmis viicut sicakligi,
yeni veya degisen iifiiriim, splenomegali, embolik olaylar, norolojik bulgular, endokarditin
periferik bulgular1 vardir. Tani, modifiye Duke kriterlerindeki major ve mindr kriterlerin kul-
lanilmas: sayesinde konulur (5). IE ¢ok sinsi olarak baslayabilir, dolayis1 ile mutlaka bu
tanidan siiphelenilmesi gerekir, boylece bu tani atlanmamis olur. Ekokardiyografi kapak
lezyonlarin1 ve valviiler veya paravalviiler tutulumun derecesini saptayabilir. Ek olarak, es
zamanl SV fonksiyonlar1 da degerlendirilebilir. iliskili kalp-igi santiar saptanabilir. PKE ve
ciddiyetinin belirlenmesi i¢in TOE daha uygun olup endokardit ile iliskili olabilecek diger

bozukluklarin saptanmasinda ve degerlendirilmesinde de yararli olabilir.

IE vakalarinin %80'inin nedeni streptokok ve stafilokoklardir. Erken PKE'ne neden
olan alisilagelmis mikroorganizmalar stafilokoklardir. Ge¢ PKE Ornegi dogal kapak
endokarditi ile benzerdir. Endokarditte antibiyotik tedavisi kan kiiltlirlinde {iretilen
mikroorganizmaya yoneliktir. En sik kullanilan antibiyotikler kan kiiltiirlerinden en sik
tiretilen mikroorganizmalara yoneliktir (6). Tedavi genellikle 6 hafta uygulanir. Ampirik
antibiyotik tedavisine baglamadan once yeterli miktarda kan kiiltiirii génderildiginden emin
olunmalidir. Endokardit komplikasyonlanin ortaya ¢iktig1 hastalar, hem cerrahi hem de
medikal tedavi kombinasyonunun uygulanmas: halinde daha iyi prognoza ve daha uzun siireli

sag kalim oranlarina sahip olmaktadir. PKE olan hastalarda cerrahi su durumlarda endikedir:



e Erken protez kapak endokarditi,

¢ Hemodinamisi bozulan ve kapakta cerrahi olarak diizeltilebilecek bir patolojisi olan
hastalar, akut AY, MY veya kalp yetersizligi olusan hastalar,

e Kapak disfonksiyonu kalp yetersizligine yol agiyor ise,

e Fungal endokardit,

e Paravalviiler kagak, fistiil olusumu, kok apsesi,

¢ Antibiyotik tedavisine ragmen devam eden ve kapak disonksiyonuna yol agan
endokardit,

¢ Medikal tedaviye yanitsizlik,

e Rekiirren emboli olmas1 veya 10 mm'den biiyiik vejetasyonlar.

Cerrahi sonrasinda antibiyotik tedavisi onceki tedavinin uzunluguna, neden olan mikroor-
ganizmanin direncine, vejetasyonun iizerinde mikroorganizmanin varligina baghdir. Eger
cerrahi operasyon sirasinda dogal kapaktan elde edilen kiiltiir 6rnegi negatif ise, cerrahi 6ncesi
ve sonrasinda medikal tedavi tek doz olarak verilir. Pozitif ise, cerrahi sonrasinda ek doz
antibiyotik tedavisi uygulanir. Eger PKE varsa, kiiltiir ister pozitif ister negatif olsun, cerrahi

sonrasinda ek doz antibiyotik tedavisi gerekir.

2.3.Tromboz

Tromboz damar icinde kan elemanlarindan olusan anormal bir kitledir. Prokoagiilan,
antikoagiilan ve fibrinolitik faktorler arasindaki hassas dengelerdeki bozukluk sonucunda

olusur (7). Tromboz olusumunda 3 degisiklik s6z konusudur (Sekil 2.1):
1. Kan akimindaki degisiklikler (Reoloji, staz)
2. Damar duvar degisiklikleri

3. Pihtilagma faktor ve bunlarin inhibitorlerinin kan diizeylerindeki degisiklikler
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Sekil 2.1. Tromboz olusum mekanizmasi

2.3.1. Kalitsal Tromboz Nedenleri

1. Protein C yolu bozukluklart (APCR-FVL, Protein C, Protein S, Protrombin 20210
mutasyonu, artmis Fak VIII ve diger faktorler)

2. AntiTrombin III azalmasi

3. Hiperhomosisteinemi (Sistatiyon [p-sentaz azalmasi, Metiyonin sentetaz eksikligi,
Termolabil metilen tetra hidro folat rediiktaz (MTHFR))

4. Fibrinolitik aktivitede bozukluk (PAI 1 aktivite artist (4G/5G  polmorfizmi),
Plazminogenemi)

5. Disfibrinogenemi

6. Hemoglobinopati

7. Trombosit bozukluklar1 (8)

2.4, METILENTETRAHIDROFOLAT REDUKTAZ (MTHFR) GENI

Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR), folat metabolizmasinda 6nemli bir enzimdir. insan
MTHFR geni, kromozom 1p36.3’de lokalize olmustur ve 656 aminoasitten olusan MTHFR
enzimini kodlar (9). MTHFR, 5,10 metilentetrahidrofolatt (5,10-metilen THF) geri
doniistimsiiz olarak 5-metil tetrahidrofolata (5-metil THF) dondstiiriir. 5-metil THF; DNA
metilasyonu ve metiyonin sentezi igin metil grubu saglar. 5,10-metilen THF ise

deoksiiiridilatin timidilata dontistimiinde kullanilirken bir taraftan da piirin sentezi i¢in 10-



formil THF’a okside olmaktadir (10). MTHFR geninde goriilen bazi mutasyonlar, enzimin
inaktivasyona neden olarak, kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklar i¢in 6nemli bir risk
faktorii olan hiperhomosisteinemi ve homosisteiniiri olusmasina neden olur (11). MTHFR
enziminin eksikligi durumunda klinik semptomlarin genis bir dagilim gosterdigi agiklanmastir.
Hiperhomosisteinemi ve homosisteiniirinin ortaya ¢iktig1 ciddi MTHFR eksikliginde, periferal
noropati, gelisme geriligi, hipotonia, strok, tromboz gibi klinik 6zellikler goriilir. MTHFR
eksikliginin hafif oldugu durumlara populasyon genelinde oldukg¢a sik rastlanmakta olup,

Ozellikle arteriyal hastaliklarin olusumunda bir risk faktorii oldugu ileri stiriilmektedir (12).

C677T polimorfizmi MTHFR proteinin N terminal katalitik bolgesini etkileyen 4. ekzonda
meydana gelir. MTHFR C677T polimorfizminde, MTHFR enzimini kodlayan gende 677.
niikleotid olan C (Sitozin)’in —T (Timin)’e doniismesi sonucu ortaya ¢ikan bir nokta
mutasyonu vardir. Bu mutasyon, genin iriinii olan proteinin 226. pozisyonunda Alanin
aminoasitinin yerine Valin aminoasitinin ge¢mesine neden olur. Bunun sonucu olarak
MTHFR aktivitesi azalir. Azalan MTHFR aktivitesi, 5-metil tetrahidrofolat seviyesinde
azalmaya ve homosisteinin metiyonine doniisememesi nedeniyle plazma homosistein
seviyesinde artmaya neden olur (13). MTHFR C677T sikliginin etnik ve cografi degisimi
olduk¢a fazladir. MTHFR C677T mutasyonunun toplumda goriilme sikligit % 12 olarak
bildirilmektedir. T677T oran1 Amerika’daki siyah populasyonda ve Giiney Amerika’da %1
iken Avrupa’daki beyaz toplumda, Kuzey Amerika’da ve Avustralya’da %6-20’dir. Avrupa’da
kuzeyden giineye dogru goriilme siklig1 artmaya meyillidir. Japonlarin ise %12’si homozigot
(T677T)’tur (14). Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalarda saglikli bireylerde homozigot mutant orant

% 5, heterozigot mutasyon orani ise % 35 olarak bildirilmistir (15).

2.5. FAKTOR-V GENIi

Faktér V, protrombinin trombine doniismesini saglayan ve bdylece hemostazda yer alan
onemli bir kofaktordiir. Aktive protein C (APC) ise, Faktor V’i inaktive edip antikoagiilant
etki gostererek bu siirecte rol oynar . Aktive protein C rezistans1 (APCR) bir plazma 6rneginin
APC’ye azalmis antikoagiilasyon cevap gostermesiyle tanimlanir ve protein C yolundaki pek
cok anomaliye bagli olabilir. Bu anomaliler defektif APC kofaktorleri, defektif APC
substratlart veya normal bir protein C yoluna kars1 olusmus antikor veya diger ajanlardan
kaynaklanabilir. APC’ye kars1 direngle ilgili kalittmin otozomal dominant oldugu
belirtilmistir. Faktor V geni, kromozom 1q21-q25°te olup, 70 kb uzunlugunda ve 25 ekzon



icermektedir. Bu gen l6kosit adhezyon molekiillerinden selektin genlerine olduk¢a yakindir.
Faktér V geninde var olan 1691 G->A pozisyonundaki nokta mutasyonu (Faktor V Leiden
mutasyonu) neticesinde 506. pozisyonundaki arjinin aminoasidi yerine glutamin aminoasidi
gelmektedir. Mutant faktor V, normaline gore on kat daha yavas inaktive olmakta, dolagimda
daha uzun siire kalmaktadir. Bu da daha fazla trombin {iretilmesine ve protrombin
fragmanlarindan faktor XII nin ve aktive olmus koagiilasyon faktorlerinin artigini yansitan
hafif hiperkoagiilasyona neden olmaktadir. Bu durum, faktér V molekiiliine, APC’nin
proteolitik inaktivasyonuna karsi diren¢ kazandirmakta ve bunun neticesinde bu mutasyonu

tastyan bireyler vendz tromboza egilimli hale gelmektedir (16).

Faktor V Leiden mutasyonu insidansi toplumlar ve irklar arasinda farklilik gostermektedir.
Avrupa populasyonunda % 4-5 oraninda mutasyon saptanmaktadir. Ulkemiz ise mutasyonun

sik goriildigii yerler arasindadir ve insidans % 9.1 civarindadir (17).

2.6. PROTROMBIN (FAKTOR-11) GENi

Protrombin veya faktor II karaciger tarafindan iiretilen ve fibrinojenin fibrine doniisiimiinde
aktive formu kilit gbérevi yapan vitamin K bagmmli bir faktérdir. Protrombin geni 11.
kromozomun sentromere yakin kisminda, 21 kb uzunlugunda, 14 ekzon ve 13 introndan
olugmaktadir. Protrombin geninde 3’-untranslated bolgesinin 20210. niikleotidindeki guaninin
adenine degisimi s6z konusu mutasyonu olusturur. Protrombin G20210A mutasyonu 1996
yilinda bulunmustur. Bu mutasyonu tasiyanlarda plazma protrombin diizeyi tasimayanlara
gore fazladir. Bu artis da tromboz olusum riskinin artmasina neden olur (18). 20210.
niikleotidde goriilen mutasyon koagiilasyon sisteminde trombin olusumunun artmasina neden
olur. Faktor V Leiden’e benzer sekilde beyaz irk disginda G20210A mutasyonunun prevalansi
cok diisikk bulunmustur. Genel olarak faktor V Leiden Kuzey Avrupa’da daha yayginken,
protrombin mutasyonu Giiney Avrupa’da ozellikle Akdeniz bolgesinde daha yaygindir.
Ozellikle Akdeniz bolgesinde (Fransa haric) Ispanya (%6.5), Italya (%4.6), Tiirkiye (%6.2),
Yunanistan (%4) gibi Akdeniz lilkelerinde prevalans rolatif olarak yiiksektir (19). Mutasyon
beyaz populasyonda %21-5 oraninda bulunmaktadir. Mutasyon sikligi Kuzey Avrupa’dan
giineye inildik¢e artar. Kuzey Avrupa’da %]1.7 olan insidans giiney Avrupa ve Akdeniz’de
%3-5’tir (20).

2.7. PLAZMINOJEN AKTiVATOR INHIBITOR TiP 1 GENi

Fibrinolitik sistemde homeostazin diizenlenmesinde iki enzim sistemi Onemli rol

oynamaktadir. Bu enzim sistemlerinden birincisinde, plazminojen aktivatdrleri, ikincisinde ise



plazminojen aktivator inhibitorleri yer almaktadir. Plazminojen aktivatorleri arasinda doku
plazminojen aktivatorii (t-PA) ve plazminojen aktivator inhibitorleri arasinda ise plazminojen
aktivator inhibitor-1 (PAI-1) vardir. Fibrinolitik sistemde PAI-1 aktivasyonu fibrin tarafindan
gerceklestirilmekte ve aktive olan PAI-1 ise t-PA'yr baglayarak onun litik etkisini inhibe
etmektedir. PAI-1 379 aminoasitten olusan ve 48.000 D molekiiler agirlikta olan lineer bir
glikoproteindir. Asil gdrevi fibrinolizisi azaltmaktir. insan PAI-1 geni 7. kromozomun uzun
kolunda (7921.3-q22) lokalize olmustur, 9 ekzon ve 8 intron igerir. Bir¢ok polimorfizmin
tanimlanmis olmasinin yaninda, tek bir baz degisimini iceren 4G/5G polimorfizmi promotor
bolgesinde yer alir (21). PAI-I; TNF, IL-1, Transforming Growth Faktér b,
Lipopolisakkaritler, Forbol Esterleri, Glukokortikoid hormonlar, VLDL, Insiilin gibi bazi
ajanlar tarafindan regiile edilir. Bu regiilator genlerin ¢ogu post-transkripsiyonel diizeyde etki
etmektedirler. 4G/AG genotipli bireylerdeki plazma PAI-1 seviyesi 5G/5G genotipli
bireylerdekinden yaklasik olarak %25 daha fazladir. Yapilan in vitro ¢aligmalar ile bu bolgede
transkripiyon regiilatdr proteinlerinin farkli baglanma ozellikleri belirlenmistir. Artan gen
transkripsiyonu 4G alleli ile iliskilidir ve yalnizca transkripsiyon aktivatoriin baglanmasi ile
sonuglanir. 5G alleli ise, represor proteine baglanarak aktivatoriin baglanma 6zelligini azaltir

(22). 4G alleli yiiksek plazma PAI-1 seviyesinden sorumludur.

2.8. TUMOR NEKROZIS FAKTOR ALFA GENi

Timor nekrozis faktor alfa (TNF-a), kasektin olarak da adlandirilan ve 17-70kDa agirliginda
bir sitokindir. Homotrimer bir yapiya sahip olan TNF-a, dzellikle makrofajlar ve monositler
olmak {tizere fibroblast, endotel hiicreler, adipositler, B hiicreleri gibi bir¢ok hiicre tarafindan
tiretilmektedir. 6p21.3 kromozomu iizerinde bulunan gen tarafindan iretilen TNF-o, ileri
derecede pleiotropik (tek bir sitokin birden ¢ok hiicre tipi tizerine etkili olabilir) bir sitokindir.
TNF-a 6zellikle lipit metabolizmasi, koagiilasyon, insiilin rezistansi1 ve endotel iizerine etki
etmektedir. IL-1 ve IL-6 ile birlikte inflamatuar olaylarda sitokin kaskadini harekete
gecirmede rol oynar. TNF-a inflamatuar cevabin aktivasyonunda ve regiilasyonunda ana rol
oynamaktadir. TNF-a; IL-1, IL-6, IL-8 ve IL-10’nun sentezini arttirir. Ayrica endotoksin, IL-1,
TNF-o ve IL-6 da TNF-a sekresyonunu arttirmaktadir (23).Timor nekrozis faktor alfa
multifaktoriyal bir proinflamatoér sitokin olarak lipid metabolizmasi {izerine, koagiilasyona,
insiilin rezistansi ve endotel fonksiyonuna etkilidir. Genel olarak antitiimor etkisi ile bilinen

TNF-a, kardiovaskiiler hastaliklarda da koagiilasyondaki etkilerinden dolayi énemlidir (24).
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2.9. POLIMORFIiZM

Bireylerin kromozomlarinda ayni yerde bulunan DNA dizileri birbirine benzerlik gosterir.
Popiilasyonda iki farkli birey arasinda DNA’nin yaklasik 1000 baz ¢ifti uzunlugundaki
herhangi bir kism1 ortalama sadece bir baz cifti degisimi igerir. Bir genin belli bir lokusta yer
alan alternatif kopyalarindan her birine “allel” ad1 verilir. Alleller, yaygin oldugu zaman genel
populasyonda kromozomlarda %1’den daha fazla bulunur; bunlar da “Genetik Polimorfizm”
olarak bilinirler. Aksine, alleller %]1’den daha az siklikta ise, nadir degisimler (rare variants)
olarak isimlendirilirler. Intronlarda ve genler arasinda lokalize olmus DNA dizilerinde
degisim gosteren bazi alleler vardir. Bunlar, herhangi bir genin fonksiyonu i¢in 6nemsizdir ve
sadece direkt DNA analizleri ile belirlenir. Genlerin kodlanan dizi degisimleri farkli protein
cesitliligine, bu durum da farkli fenotiplerin ortaya ¢ikmalarina sebep olur. Genetik hastaliga
neden olan zararli mutasyonlarin bir¢ogu nadir degisimlerdir. Agir genetik hastaliga neden
olan mutant alleler genetik cesitliligin bir sonucudur. Bir¢ok proteinin, farkli populasyonlarda
nispeten yaygin ve ayrilabilen sekillerde oldugu tespit edilmistir. Bu tip polimorfizmler, DNA
dizilerindeki farkliliklarin bir sonucu olmasima ragmen DNA dizilerinin incelenmesinden
ziyade, alleller tarafindan kodlanan proteinlerdeki cesitlilik de, bazi1 polimorfik lokuslar
calisilabilir. DNA dizilerinden ¢ok, degisik proteinler ilizerindeki ¢alismalar, daha fazla bilgi
verici olmaktadir. DNA dizilerinin degisimlerinden daha ¢ok polimorfik allellerin iiriinii olan
bu proteinler, farkli fenotiplerden sorumludur. Bu nedenle, ¢evre ile birey arasindaki iligkiyi,
genetik ¢esitliligin nasil etkiledigini bize agiklayan bu degisik proteinlerdir. Regiilator bolgede
polimorfik alleller, genlerin transkripsiyonel regiilasyonunu etkileyerek fenotiplerin

belirlenmesinde 6nemli rol oynayabilir (25).
2.9.1. Tibbi Genetikte Polimorfizmlerin Kullanim

Polimorfizmler, tiim insan genetik arastirmalarinda anahtar niteligindeki elementlerdir.
Polimorfizmler genin farkli kalitsal formlarin1 veya genomun farkli bolgelerini ayirt
edebilmek i¢in kullanilmaktadir. Genetik belirleyiciler tibbi genetikte kullanim i¢in pratiklik
sunar. Baglant1 analiz yolu ile kromozomlarin belirli bolgelerindeki genlerinin haritalanmasi,
genetik hastalikta dogum Oncesi tani, genetik hastaliklarda heterozigot tastyicilarin
belirlenmesi, koroner kalp hastaligi, kanser ve diyabet gibi yaygin yetiskin hastaliklara yatkin
kisilerin yiiksek ve diistik risklerin degerlendirilmesi adli tipta ve babalik testinde kullanim ve

organ transplantasyonu i¢in doku tiplemesi tibbi genetik kapsami i¢indedir (25).
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2.10. POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU (PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), DNA’nin bir bolgesinin iki oligoniikleotid primeri
kullanilarak gerceklestirilen enzimatik sentezidir. ilk kez 1985°de uygulanmaya baslanan bu
yontem bir gesit in vitro klonlamadir. 1 pg’dan daha az DNA o6rnegini istenilen miktarda
cogaltarak DNA analizinin saatlerle ifade edilen bir siirede yapilmasina olanak saglar. Her
PCR reaksiyonu i¢in ¢ogaltilmasini istedigimiz genin iki ucuna 6zgli ve buradaki baz
siralarinin tamamlayicist olan iki oligoniikleotid primer (genellikle 18-20 baz uzunlugunda
sentetik olarak hazirlanmis DNA yapisinda pargacik) gerekir. Bu primerler sayesinde lokalize
edilen gen ya da DNA parcasinin tekrar tekrar replikasyonu yapilarak biiylik miktarlarda elde
edilmeleri miimkiin olur (26). PCR i¢in ortamda genomik DNA (kalip DNA), cogaltilacak
bolgeyi 5’ve 3’ uglarindan cevreleyen bir ¢ift oligoniikleotid primer, deoksiriboniikleotid
trifosfatlar (ANTP), DNA polimerazlar ve uygun pH ve iyon (Mg+?) kosullarini saglayan
tampon karisimin olmasi gerekir. Istya dayanikli bir DNA polimeraz (Taq polimeraz olarak
adlandirilir) calisilan DNA’daki hedef bolgenin sentezini saglar. Taq polimeraz sicak su
kaynaklarinda yasayan bir bakteriden elde edilir (27). Reaksiyon ortam 1sis1 yikseltilerek
DNA’nin tek zincirli yapiya ge¢mesini saglayan “denatiirasyon”, 1sinin tekrar diisiiriilerek
primerlerin hedef DNA’ya hibridizasyonunu saglayan “annealing” ve polimerizasyonun
gerceklestigi “extension” olmak lizere li¢ evrenin dongii halinde arka arkaya tekrarlanmasiyla
gergeklesir. Bu {i¢ evrenin arka arkaya uygulanmasi ile bir dongii elde edilir. Her bir dongiide
hedef DNA bolgesinin miktar1 iki katina ¢ikmaktadir. PCR’da genellikle kullanilan 30
dongiidiir. PCR reaksiyonu ¢ok hassastir ve ¢ok kiiciik miktarlardaki DNA 6rnegi, 6rnegin tek
bir hiicrenin i¢indeki DNA, reaksiyonda kullanilabilir. PCR ¢ok genis kullanim alan1 olan ve
modern genetikte ¢cok yonlii kullanilabilen tekniklerden biridir (27). PCR, DNA ve RNA
orneklerinin analizi i¢in, arastirma laboratuarlarinda, klinik molekiiler tani laboratuarlarinda,
adli tip ve kriminoloji laboratuarlarinda ¢ok hizli bir seklide kullanilan standart bir metot
haline gelmistir. PCR, diger niikleik asit analiz metotlarindan daha hizli, daha az masrafli,

daha duyarli ve daha az hasta materyali gerektiren bir metottur (25).
2.11. RESTRIKSIYON FRAGMENT UZUNLUK POLIMORFiZMLERI (RFLP)

Insan genomu boyunca (6zellikle kodlayic1 olmayan bolgelerde) her 200 niikleotitte 1 dizi
farkliligr goriiliir. Bu 6zel bolgelerdeki niikleotit degisiklikleri, tek bir niikleotit ciftindeki
degisiklik veya bir ya da birden fazla niikleotit ¢iftinin ¢ikarilmasi (delesyonu) veya araya

sokulmas1 (insersiyonu) seklinde goriiliir ve bir restriksiyon enziminin kesim noktasini
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ortadan kaldirabilir ya da yeni bir kesim noktasi yaratabilir. Bu sekilde yaratilan bir
restriksiyon bolgesi, bir kromozomda bulunur fakat diger homolog kromozomda bulunmazsa,
bu iki kromozom, restriksiyon pargalarinin membrana aktarilan (blotlanan) profillerinin
analizi ile ayirt edilebilir (27). Restriksiyon enzimler, DNA’daki dizileri 6zgiil olarak tanir ve
sonug olarak genomik DNA da dizi degisiklikleri belirli bir kesim boélgeleri yaratir veya onlari
yok eder. Bu nedenden dolay1 boyutlar1 degisen bir veya birden fazla DNA fragment Southern
blot ve klonlanmis DNA probu ile hibridizasyondan sonra goriiniir hale gelir. Restriksiyon
enzim kesimleri ile olusturulan bu par¢a uzunluklarindaki farkliliklar, restriksiyon parcga
uzunluk polimorfizmleri olarak adlandirilir. Bundan dolayr RFLP, Southern blot ile kolayca
arastirilabilir ve farkli fragment uzunluklar1 genotipin dogrudan yansimasi olarak
yorumlanabilir. RFLP’ler, oldukca yaygindir. Insan genomunda binlercesi tanimlanmistir ve
bunlarin birgogu her bir kromozoma 6zgii olarak bulunmustur. Bu cesitlilikler kodominant
alleller olarak kalitilir. Her bir kromozoma 06zgiil bolgelerde haritalandiklart igin, genetik
hastaliklarin bir ailede nesilden nesile gecisini takip etmek amaciyla belirleyici (marker)

olarak kullanilir (27).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Secimi

Calisma igin Erciye Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu Onay1 alindi. Calismaya 12 yapay
kapak trombozlu hasta (4 erkek, 8 kadin, yas araligi: 28-81, yas: 53,33+17,20), 18 infektif
endokarditli hasta (10 erkek, 8 kadin, yas araligi: 16-72, yas: 47,59+17,07) ve 37 saglikli
kontrol (19 erkek, 18 kadin, yas araligi: 16-80, yas: 29,048,8) alindi. Hasta ve kontroller

Erciyes Universitesi Kalp ve Damar Cerrahisi Anabilim Dal1’na basvuran kisilerden segildi.

3.2. Hastalardan Kan Orneklerinin Toplanmas:
Gruplara uygun hastalarin belirlenmesiyle herbirinden 2 ml EDTA’l1 tiiplere kan 6rnekleri
alarak Tibbi Genetik Anabilim Dali’na ulagtirildi.

3.3. DNA izolasyonunun Yapilmasi

Kan orneklerinden DNA izolasyonu ic¢in Tibbi Genetik Anabilim Dali’'nda kurulu bulunan
Roche Magna Pure LC otomatik cihazi kullamldi. izolasyon igin firmanmn protokolii
uygulandi. Elde edilen her bir DNA 06rneginin nanodrop spektrofotometre ile miktarlar

Olciilerek kaliteleri kontrol edildi.

3.4. Molekiiler Calisma Basamaklari
DNA’nin polimeraz zincir reaksiyonlart (PCR)’nda ¢ogaltilmasi i¢in her bir polimorfizm ile

ilgili PCR programi ve protokolleri hazirlandi.
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Tablo 1. MTHFR C677T, Protrombin G20210A, Faktor-V Leiden G1631, PAI-1
4G/5G ve TNF-a primerlerinin listesi.

C677T forward 5’- TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3’

C677T reverse 5’- AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’

G20210A forward | 5°- TCTAGAAACAGTTGCCTGGC-3’

G20210A reverse 5’- ATAGCACTGGGAGCATTGAAGC-3’

G1631A forward 5’- ACCCACAGAAAATGATGCCCA-3

G1631A reverse 5’- TGCCCCATTATTTAGCCAGGA-3’

4G/5G forward 5’- CACAGAGAGAGTCTGGCCACGT-3’

4G/5G reverse 5’- CCAACAGAGGACTCTTGGTCT-3"

TNF-a forward 5’-AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3’

TNF-o reverse 5’- TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3’

3.4.1. Faktor V Leiden G1691A Polimorfizminin Belirlenmesi

PCR islemi i¢in asagida miktarlar belirtilen malzemeler kullanildi ve son hacim 50 pl olacak

sekilde distile su ile tamamlandi.

DNA — 5l

Primer forward (10pm) — 5 ul

Primer reverse (10pm) — 5 ul
10xPCR tamponu — 5 pl

dNTP (2,5mM) — 3 pl

MgCl; (1,5mM) — 3 ul

Taq DNA polimeraz ( 1U/ml) — 0,5 ul

94°C°de 5 dk denatiirasyon periyodu, 94°C’de 1 dk, 56°C’de 1 dk ve 72°C’de 1 dk 35 devir ve
72°C’de 1 dk olmak iizere PCR programma konuldu. PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde

goriintiilenerek orneklerin ¢alisip ¢calismadigi kontrol edildi.
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3.4.2. MTHFR C677T Polimorfizminin Belirlenmesi

PCR islemi i¢in asagida miktarlari belirtilen malzemeler kullanildi ve son hacim 50 pl olacak
sekilde distile su ile tamamlandi.

e DNA — 5pl

e Primer forward (10pm) — 3 ul

e Primer reverse (10pm) — 3 ul

e 10xPCR tamponu — 5 pl

e dNTP(2,5mM) — 3l

e MgCl; (1,5mM) —3pul

e Taq DNA polimeraz ( 1U/ml) — 0,5 pl

94°C’de 2dk denatiirasyon periyodu, 94°C’de 30 sn, 62°C’de 30 sn ve 72°C’de 30 sn 40 devir
ve 72°C’de 7 dk olmak iizere PCR programina konuldu. PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde

goriintiilenerek orneklerin ¢alisip calismadigi kontrol edildi.

3.4.3. Faktor II (Protrombin) G20210A Polimorfizminin Belirlenmesi

PCR islemi i¢in asagida miktarlar belirtilen malzemeler kullanildi ve son hacim 50 pl olacak
sekilde distile su ile tamamlandi.

e DNA — Sul

e Primer forward (10pm) — 5 ul

e Primer reverse (10pm) — 5 ul

e [0xPCR tamponu — 5 pl

e dNTP(2,5mM) — 3l

e MgCl; (1,5mM) —3pul

e Tag DNA polimeraz ( 1U/ml) — 0,5 ul

94°C’de 5 dk denatiirasyon periyodu, 94°C’de 1 dk, 56°C’de 1 dk ve 72°C’de 1 dk 35 devir ve
72°C’de 1 dk olmak iizere PCR programma konuldu. PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde

goriintiilenerek 6rneklerin ¢aligip calismadigi kontrol edildi.

3.4.4. Plazminojen Aktivatér Inhibitor (PAl-1) 4G/5G Polimorfizminin Belirlenmesi
PCR islemi i¢in asagida miktarlar belirtilen malzemeler kullanildi ve son hacim 50 ul olacak

sekilde distile su ile tamamlandi.
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e DNA — 5ul

e Primer forward (10pm) — 3 ul

e Primer reverse (10pm) — 3 ul

e 10xPCR tamponu — 5 pl

e dNTP(2,5mM) — 3l

e MgCl,(1,5mM) —3ul

e Taq DNA polimeraz ( 1U/ml) — 0,5 pl

94°C’de 3 dk denatiirasyon periyodu, 94°C’de 30 sn, 60°C’de 30 sn ve 72°C’de 30 sn 30 devir
ve 72°C’de 1 dk olmak iizere PCR programina konuldu. PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde

goriintiilenerek orneklerin ¢alisip calismadigi kontrol edildi.

3.4.5. Tiimor Nekrozis Faktor alfa (TNF-a) -308 G>A Polimorfizminin Belirlenmesi

PCR islemi i¢in asagida miktarlar1 belirtilen malzemeler kullanildi ve son hacim 50 pl olacak
sekilde distile su ile tamamlandi.

e DNA — Sul

e Primer forward (10pm) — 3 ul

e Primer reverse (10pm) — 3 ul

e 10xPCR tamponu — 5 pl

e dNTP(2,5mM) — 3l

e MgCl; (1,5mM) —3pul

e Taq DNA polimeraz ( 1U/ml) — 0,5 pl

95°C’de 5 dk denatiirasyon periyodu, 95°C’de 1 dk, 60°C’de 1 dk ve 72°C’de 1 dk 30 devir ve
72°C’de 5 dk olmak iizere PCR programma konuldu. PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde

goriintiilenerek orneklerin ¢alisip calismadigi kontrol edildi.

3.5. RFLP Yontemi

Her bir polimorfizm i¢in kullanilan yontemler asagida aciklanmistir.

Faktor-V Leiden G1631A Polimorfizm Analizi Enzimle Muamelesi: G1631A polimorfizm
analizinde G—A baz ¢iftinin degisimi Mnl | enzimi ile belirlenir. 0.5 ml ependorf tiiplere;

e 15 ul PCR iiriinii

e 2.5 ul Buffer
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e 0,5ul(2,5U0) Mnl I enzimi eklenir ve 25 pul’ye distile su ile tamamlanir.
37°C’de 1 gece inkiibe edilir.

MTHFR C677T Polimorfizm Analizi Enzimle Muamelesi: PCR iiriinlerinden C677T
polimorfizmini saptamak i¢in Hinf | enzimi kullanildi. Bu enzim G|ANTC restriksiyon
bolgesi olusturur. 0.5 ml ependorf tiiplere;

e 15 pul PCR iiriinii

e 2.5 ul Buffer

e 0,5 ul(2,5U) Hinf | enzimi eklenir ve 25 pl’ye distile su ile tamamlanur.
37°C’de 1 gece inkiibe edilir.

Protrombin G20210A Polimorfizm Analizi Enzimle Muamelesi: G20210A polimorfizm

analizinde G—A baz ¢iftinin degisimi Hind 11l enzimi ile belirlenir. 0.5 ml ependorf tiiplere;

e 15 ul PCR iiriinii
e 2.5 ul Buffer

e 0,5 ul(2,5U) Hind Il enzimi eklenir ve 25 ul’ye distile su ile tamamlanr.
37°C’de 1 gece inkiibe edilir.

PAI-1 4G/5G Polimorfizm Analizi Enzimle Muamelesi: 4G/5G polimorfizmi Bsl | enzimi
ile belirlenir. 0.5 ml ependorf tiiplere;

e 15 pl PCR firiinii

e 2 ul Buffer

e 0,5 pul Bsl I enzimi eklenir ve 25 ul’ye distile su ile tamamlanir.
56°C’de 1 gece inkiibe edilir.
TNF-« -308 G>A Polimorfizm Analizi Enzimle Muamelesi: Nco I enzimi kullanilir.

e 15 pul PCR iiriinii
e 2.5 ul Buffer

e 0,5 ul(2,5U0) Nco | enzimi eklenir ve 25 ul’ye distile su ile tamamlanir.
37°C’de 1 gece inkiibe edilir.
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3.5.1. Genotiplerin Belirlenmesi

Faktor-V Leiden G1691A Polimorfizm Analizi Icin Elektroforez: Enzimle kesilen PCR
iiriinleri %3’lik agaroz jelde kosturulur. Yabanil tip (G1691G) 104 ve 82 bg¢’de iki bant,
heterozigotlar (G1691A) 141, 104 ve 82 bg’de ti¢ bant ve homozigot mutantlar (A1691A) 141
ve 82 bg’de iki bant gosterir.

MTHFR C677T Polimorfizm Genotipleri I¢in Elektroforez: Enzimle kesilen PCR iiriinleri
%3’liikk agaroz jelde kosturulur. Yabanil tip (C677C) 198 bg¢’de tek bant, heterozigotlar
(C677T) 198, 175 ve 23 b¢’de ti¢ bant ve homozigot mutantlar (T677T) 175 ve 23 bg iki bant
gosterir (Sekil).

Protrombin G20210A Polimorfizm Analizi i¢cin Elektroforez: Enzimle kesilen PCR
iriinleri %3’lik agaroz jelde kosturulur. Yabanil tip (A20210A), 345 bg¢’de tek bant,
heterozigotlar (G20210A) 345 ve 322 bg¢’de iki bant ve homozigot mutantlar (G20210G) 322
b¢’de tek bant gosterirler.

PAI-1 4G/5G Polimorfizm Analizi icin Elektroforez: Enzimle kesilen PCR iiriinleri %4’liik
agaroz jelde kosturulur. Yabanil tip 98 b¢’de tek bant, heterozigotlar (4G/5G) 98, 77 ve 22
b¢’de ii¢ bant ve homozigot mutantlar 77 ve 22 bg’de iki bant gosterir.

TNF-a -308 G>A Polimorfizm Analizi I¢in Elektroforez: Enzimle kesilen PCR iiriinleri
%3’liik agaroz jelde kosturulur. Yabanil tip 87 ve 20 bg’de iki bant, heterozigotlar 107, 87 ve
20 bg’de tli¢c bant ve homozigot mutantlar (G20210G) 107 bg¢’de tek bant gosterirler.
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Tablo 2. Polimorfizmlerin enzim ile kesim iiriinlerinin gosterimi.

Normal . Homozigot
Calisilan Ié:sl:?inlg?non PCR Genotip Enzim gg;eort?mgé;zim Genotip
Polimorfizm i Uriinii | Kesim Otp ENZIM | ey im Kesim
Enzimi . . Kesim Uriinleri | ~ .. .
Uriinleri Uriinleri
141 be
Faktor v 104 be 141 bg
Mnl | 223 bg 104 be
G1691A 82 be 82 be
82 be
198 be
MTHFR _ 175 be
Hinf | 198 b¢ | 198 bg 175 be
Ce77T 23 bg
23 be
Protrombin ) 345 bg
Hind 11 345b¢ | 345 bg 322 bg
G20210A 322 be
98 be
77 be
PAI-14G/5G | Bsl | 98 bg 98 bg 77 bg
22 bg
22 bg
107 bg
87 bg
TNF-« Nco | 107 87 bg 107 bg
20 bg
20 bg

3.6. Istatistiksel Analizler

[statistik analizleri SPSS 15.0 programu kullanilarak yapildi ve sonuglar “ ortalama + standart
hata” (mean + SEM) seklinde verildi. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Kategorik degiskenler yiizde olarak gosterildi ve polimorfizm analizleri ki-kare testi ile

yapildi. Yas degiskeninin karsilagtirllmasinda Anova testi kullanildi.
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4. BULGULAR

Endokarditli 18 hasta, trombozlu 12 hasta ve kontrol grubunda 37 hasta olmak iizere toplamda
67 hasta tlizerinde polimorfizm ¢alismalar1 yapildi. Her bir polimorfizmin sonuglari ayr1 ayri

tablolarda sunulmustur.

4.1. Faktor V Leiden G1691A Polimorfizm Bulgulari

Faktor V yabanil tip (G1691G), heterozigot (G1691A) ve homozigot mutant (A1691A)
genotipleri tespit edebilmek icin Oncelikle 6rnekler PCR ile amplifiye edildi, %2’lik agaroz
jelde 223 bp goriintiilendi. Sonuglar tablo 3’de gosterilmektedir. Amplifiye edilen triinler Mnl
| restriksiyon endoniikleaz enzimi ile muamele edilerek %3’liik agaroz jelde degerlendirildi

(Sekil 2).

Tablo 3. Faktor V G1691A genotiplerinin dagilima.

Faktor V G1691A G1691G G1691A Al1691A
Polimorfizmi
Endokardit (n: 18) 14 3 1
Kapak Trombozu 9 1 2
(n:12)
Kontrol (n: 37) 33 4 -

Sekil 2. Mnl | enzimi ile kesilen G1691A PCR {irlinlerinin %3’liikk agaroz jel goriintiileri. 1:
boyut markir1 2: PCR {iriinii 3,4,5: normal genotip
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Faktor V G1691A polimorfizmi sonuglart endokardit ve kapak trombozlu hastalarda kontrol
grubu ile Ki-kare testine gore karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark tespit

edilememistir (p>0.05).

4.2. MTHFR C677T Polimorfizm bulgular:

MTHFR yabanil tip (C677C), heterozigot (C677T) ve homozigot mutant (T677T) genotipleri
tespit edebilmek i¢in dncelikle drnekler PCR ile amplifiye edildi, %2’lik agaroz jelde 198 bp
goriintiilendi. Sonuglar tablo 4’de gosterilmektedir. Amplifiye edilen {irtinler Hinf |
restriksiyon endoniikleaz enzimi ile muamele edilerek %3’likk agaroz jelde degerlendirildi

(Sekil 3).

Tablo 4. MTHFR C677T genotiplerinin dagilima.

MTHFR C677T C677C Ce77T T677T
Polimorfizmi
Endokardit (n: 18) 10 6 2
Yapay Kapak 7 5 -

Trombozu (n:12)

Kontrol (n: 37) 22 10 5

Sekil 3. Hinf | enzimi ile kesilen PCR fiiriinlerinin %3’liik agaroz jel goriintiileri. 1: 100 baz

ciftlik boyut markir1 5,8,9: normal genotip 2,6,7: heterozigot genotip 3,4: homozigot genotip

MTHFR C677T polimorfizmi sonuglar1 endokardit ve kapak trombozlu hastalarda kontrol
grubu ile ki-kare testine gore karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark tespit

edilememistir (p>0.05).



22

4.3. Protrombin G20210A Polimorfizm bulgular:

Protrombin yabanil tip (G20210G), heterozigot (G20210A) ve homozigor mutant (A20210A)
genotipleri tespit edebilmek i¢in Oncelikle 6rnekler PCR ile amplifiye edildi, %2’lik agaroz
jelde 345 bp goriintiilendi. Sonuglar tablo 5°de gosterilmektedir. Amplifiye edilen iiriinler
Hind Il restriksiyon endoniikleaz enzimi ile muamele edilerek %3’liikk agaroz jelde

degerlendirildi (Sekil 4).

Tablo 5. Protrombin G20210A genotiplerinin dagilimi.

Protrombin G20210A | G20210G G20210A A20210A
Polimorfizmi
Endokardit (n: 18) 17 1 -
Yapay Kapak 11 1 -

Trombozu (n:12)

Kontrol (n: 37) 37 - -

Sekil 4. Hind Il enzimi ile kesilen PCR iriinlerinin %3’lik agaroz jel goriintiileri.

1: Boyut markiri 2, 3, 5: normal genotip (GG) 4: heterozigot (GA)

Protrombin G20210A polimorfizmi sonuglari endokardit ve kapak trombozlu hastalarda
kontrol grubu ile Kki-kare testine goére karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark
tespit edilememistir (p>0.05).
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4.4. Plazminojen Aktivatér Inhibitér (PAl-1) 4G/5G Polimorfizm bulgular

PAI-1 yabanil tip, heterozigot (4G/5G) ve homozigot mutant genotipleri tespit edebilmek icin
oncelikle ornekler PCR ile amplifiye edildi, %2’lik agaroz jelde 98 bp goriintiilendi. Sonuglar
tablo 6’da gosterilmektedir. Amplifiye edilen iiriinler Bsl | restriksiyon endoniikleaz enzimi ile

muamele edilerek %4’liikk agaroz jelde degerlendirildi (Sekil 5).

Tablo 6. PAI-1 4G/5G genotiplerinin dagilimi.

PAI-1 4G/5G 5G/5G 4G/5G 4G/4AG
Polimorfizmi
Endokardit (n: 18) 6 10 2
Yapay Kapak 6 5 1
Trombozu (n:12)
Kontrol (n: 37) 11 16 10

Sekil 5. Bsl | enzimi ile kesilen 4G/5G PCR firiinlerinin %4’liikk agaroz jel goriintiileri. 1: 100
baz ¢iftlik boyut markiri 2: normal genotip 3,4,7: heterozigot genotip

PAI-1 4G/5G polimorfizmi sonuglar1 endokardit ve kapak trombozlu hastalarda kontrol grubu
ile ki-kare testine gore karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark tespit

edilememistir (p>0.05).

4.5. Tiimor Nekrozis Faktor alfa (TNF-a) -308 G>A Polimorfizm Bulgulari
TNF-« -308 G>A yabanil tip, heterozigot ve homozigot mutant genotipleri tespit edebilmek
icin Oncelikle ornekler PCR ile amplifiye edildi, %2’lik agaroz jelde 108 bp goriintiilendi.
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Sonuglar tablo 7°de gosterilmektedir. Amplifiye edilen iiriinler Ncol restriksiyon endoniikleaz

enzimi ile muamele edilerek %3’liikk agaroz jelde degerlendirildi (Sekil 6).

Tablo 7. TNF-« -308 G>A genotiplerinin dagilimi.

TNF-a -308 G>A GG GA AA
Polimorfizmi
Endokardit (n: 18) 5 4 7
Yapay Kapak 8 1 3
Trombozu (n:12)
Kontrol (n: 37) 26 11 -

Sekil 6. Nco | enzimi ile kesilen PCR firiinlerinin %3’liik agaroz jel goriintiileri. 1: 100 baz

ciftlik boyut markirt 2,3,4,5: normal genotip  6,8,9: heterozigot genotip

TNF-« -308 G>A polimorfizmi sonuglar1 endokardit ve kapak trombozlu hastalarda kontrol
grubu ile ki-kare testine gore karsilagtirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark tespit

edilmistir (p<0.05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Infektif endokardit immunolojik, bobrek patolojileri, arterit, vaskiilit ve cilt lezyonlar1 gibi pek
cok tablo ile karsimiza ¢ikabilir. Rawzczynska-Elart ve arkadaslar1 40 hastalik bir calismada
kazanilmis romatizmal kapak hastalig1 sonrast gelisen infektif endokardit hastalarinda IL-6
seviyelerinin yiiksek oldugunu, IL-1 ve TNF alfa degerlerinde kontrol grubuna gore artis
olmadigin1 saptamiglardi (28). Alter ve arkadaslar1 47 enfektif endokarditli hastada yapmis
oldugu bir ¢alismada IL 2R ve IL 6 seviyelerinin artig gosterdigini, antibiyoterapi sonrasinda
diistiigiinii saptamislardir. Ayrica yine ayni ¢alismada Q atesi olan IE’li hastalardan alinan
monositlerde TNF alfa, IL1, IL6 transkripsiyon ve sekresyonun yiiksek oldugu saptanmistir
(28). Bizim ¢alismamizda ise TNF-a -308 G>A polimorfizmi sonuglart endokardit ve kapak
trombozlu hastalarda kontrol grubu ile ki-kare testine gore karsilastirildiginda gruplar arasinda
anlamli bir fark tespit edilmistir. Rawzczynska-Elart ve arkadaslar ile Kern ve arkadaslarini
yapmis oldugu iki farkli calismada IE’li hastalarda TNF alfa degerinde beklenen artis
gosterilememistir. Bunun da immiin hiicrelerde down regiilasyona ya da sitokin saliniminin
zayif uyarilmasina bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir. Musher ve arkadaslarinin bakterial
kolonizasyonu intravendz kateterli endokarditli hastalarda yapmis olduklar1 ¢alismada FV
Leiden R506G ve Faktor 11 G20210A polimorfizminin kontrol ve ¢alisma gruplarinda benzer
oldugu, MTHFR C677T polimorfizminin enfekte kateterli grupta kontrol grubuna gore diisiik
oldugu saptanmistir. Ayrica ayni c¢alismada platelet yiizey antijen polimorfizmi yoniinden
PLA2, GP1b alfa polimorfizmi varliginin hiperkoagulibiteyle iligkili oldugu bulunmustur (29).
Watkin ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada IE’li hastalarda IL 6, IL1 beta ve CRP
diizeylerinde artis oldugunu saptamislardir. Kern ve arkadaslarimin yapmis oldugu bir
caligmada malaryali hastalarla kiyaslandiginda IE’li hastalarda TNF reseptorlerinin TNF ye
olan immiinoreaktivitesinin yiiksek oldugu saptanmuistir.

Calismamizda ise TNF-a -308 G>A polimorfizmi sonuglari endokardit ve kapak trombozlu
hastalarda kontrol grubu ile ki-kare testine gore karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli
bir fark tespit edilmistir. Ancak kapak trombozunun genetik faktorlerle ilgisi hakkinda
literatiirde yeterli yayin yaym bulunmamaktadir. Bu konuda daha genis ve kapsamli

caligmalara ihtiyag¢ vardir.
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