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I11. KISALTMALAR ve SIMGELER

AAP: Amerikan Pediatri Akademisi

ADP: Adenozin difosfat

APC: Aktive protein C

ATP: Adenozin trifosfat

BGP: Kemik gla proteini (bone gla protein)
BSA: Sigir serum albiimin (bovine serum albumin)
cDNA: Komplementer deoksiriboniikleik asit
C4BP: C4 baglayici protein

DAC: Diyabetik anne ¢ocuklari

DIK: Disemine intravaskiiler koagiilasyon
EGF: Epidermal biiyiime faktori

ELISA: Enzim-bagli immunsorbent 6l¢iim
EMR: Erken membran riiptiirii

Gas6: “Growth arrest specific protein”-6

Gla: y-karboksiglutamik asit

Ig: Immunglobulin

[UBG: Intrauterin biiyiime geriligi

i.m: Intramuskiiler

i.v: Intravenoz



KH2: K vitamininin indirgenmis formu olan hidrokinon
MAPK: Mitojen tarafindan aktiflenen protein kinaz

MGP: Matriks gla protein

MK: Menakinon

MS: Multipl skleroz

PAI-1: Plazminojen aktivator inibitorii-1

PBS: Fosfat tamponlu salin

PI3K: Fosfatidilinozitol 3-kinaz

PIVKA: K vitamini yoklugu proteini (protein induced by vitamin K absence)
PRGP: Prolinden zengin gla protein (proline-rich gla protein)
ROS: Reaktif oksijen tiirleri

RTK: Reseptor tirozin kinaz

RT-PCR: Revers transkriptaz — polimeraz zincir reaksiyonu
SHBG: Seks hormon baglayict globulin

TAFI: Trombinle aktiflenen fibrinolitik inhibit6r

TAM: Tyro3, Axl ve Mer reseptorleri

TNFa: Tiimdr nekrozis faktor-o

VKOR: Vitamin K epoksit rediiktaz

vWF: von Willebrand Faktor
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1. OZET

Term ve Preterm Yenidoganlarda K Vitamini Oncesi ve Sonras1 Serum Gas-6 Protein

Diizeyleri

Amag: Growth arrest-specific gene 6 (GAS6) 1988’de biiyiimesi engellenmis hiicrelerde
kesfedilmis bir gendir. Bu genin kodladigi Gas6 proteini 75-kDa molekiil agirliginda, K
vitaminine bagimli protein ailesine en son katilan ve 678 aminoasitten olusan bir proteindir.
%44 aminoasit ortaklig1 ile antikoagiilan protein S’e yapisal olarak benzer. Organizmadaki
yaygin dagilimina bagli olarak endotel hiicrelerinde, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde,
osteoklastlarda, epitelyal hiicreler ve fibroblastlarda hiicre yasaminin devaminda ve
proliferasyonunda rol oynar. Literatiirde Gas6 referans araliklarinin olusturulmasi amaciyla
daha once eriskinlerdeki diizeylerin belirlenmis olmasina karsin yenidoganlarda serum Gas6
diizeyi referans araliklari ile ilgili henliz yayinlanmis bir ¢aligma bulunmamaktadir. Hem
yenidogana 06zgli referans degerlerinin olusturulmasia bir katki saglamak, hem de farkl
ozelliklere sahip yenidoganlarin K vitamini dncesi ve sonras1 Gas6 degerleri arasinda bir fark

olup olmadigini ortaya koymak amaci ile bu ¢aligma planlanmugtir.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya 80 yenidogan (40 term, 40 preterm) alinmistir. Dogumdan
hemen sonra alinan kordon kan1 &rneklerinden ve i.m olarak 1 mg K vitamini uyguladiktan 48
saat sonra alinan periferik vendz kan orneklerinden trombositten fakir plazma elde edildi.

Gasb6 diizeyleri ELISA (R&D) kiti ile belirlendi.

Bulgular: K vitamini 6ncesi Gas6 diizeyleri preterm ve term yenidoganlarda sirasiyla
9,0745,30 ng/ml ve 9,75+4,34 ng/ml olarak bulundu. K vitamini sonrasi1 Gas6 diizeyleri
preterm ve term yenidoganlarda sirasiyla 10,50+5,28 ng/ml ve 9,1243,42 ng/ml olarak
belirlendi. Pretermlerin K vitamini Oncesi ve sonrasit Gas6 diizeyleri arasinda anlamli fark
bulundu (p<0,036). K vitamini &ncesi, intrauterin biiyiime geriligi(IlUBG) olan yenidoganlarin
Gas6 diizeyi 3,7+4,32 ng/ml; IUBG olmayan yenidoganlarin Gas6 diizeyi 9,76+4,71 ng/ml
olarak bulundu. Iki grup arasindaki fark anlamliydi(p<0,012).

Sonu¢: Calismamizda preterm yenidoganlarin K vitamini 6ncesi ve sonrast Gas6 diizeyleri

arasinda anlamli bir fark bulunmaktadir (p<0,05). Elde edilen bu fark, K vitamini



uygulamasinin yani sira preterm yenidoganlarin endotel biitiinliiglindeki bozuklugun da Gas6

diizeyindeki artisa katkisi oldugunu diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Gas6, K vitamini, yenidogan



2. SUMMARY

Serum growth arrest protein 6 levels before and after vitamin K prophylaxis in term and

preterm newborns

Objective: Growth arrest-specific gene 6 (GAS6) was originally found as a gene upregulated
by growth arrested fibroblasts in 1988. The protein encoded by this gene is called Gas6 and is
75-kDa molecular weight and consists of 678 aminoacids. Gas6 protein belongs to the family
of plasma vitamin K-dependent proteins and is similar to the Protein S with the same domain
organization and 44% amino acid identity. It plays an important role at survival and
proliferation of many cell types such as endothelial cells, vascular smooth muscle cells,
osteoclasts, epithelial cells and fibroblasts. Comprehensive reference value study for Gasé is
studied in adults, but there is not any study in the literature in newborns. Besides contribution
to creating serum Gas6 reference values in newborns, we aimed to show the difference
between Gas6 levels before and after vitamin K injection in different featured newborn

groups, if existing.

Material and Methods: Samples from 80 newborn (40 term and 40 preterm) are studied.
Platelet- free plasma was removed from blood samples taken from the cord blood just after
the delivery and peripheral veins 48 hours after vitamin K injection. Gas6 levels were
identified by ELISA.

Results: Before vitamin K injection, Gas6 levels in preterm and term newborns were
9,07+5,30 ng/ml and 9,75+4,34 ng/ml respectively. After vitamin K injection, Gas6 levels in
preterm and term newborns were 10,50+5,28 ng/ml and 9,12+3,42 ng/ml respectively. The
difference between Gas6 levels before and after vitamin K injection was statistically
significant in preterm newborns (p<0.036). Before vitamin K injection, average Gas6 levels in
newborns which have intrauterine growth retardation (IUGR) is 3,74+4,32 ng/ml. Besides,
average Gas6 levels in newborns which are not diagnosed to IUGR is 9,76+4,71 ng/ml. This

difference between these two groups is statistically significant (p=0,012).
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Conclusion: Our study shows that, there is a statistically significant difference in Gas6 levels
before and after vitamin K injection in preterm newborns (p<0,05). We think this difference is
originated from not only vitamin K injection but also from the defect in endothelial integrity

disturbance in preterms.

Keywords: Gas6, vitamin K, newborn

11



3.GIRIS ve AMAC

Growth arrest-specific gene 6 (GAS6) 1988°de biiyiimesi engellenmis hiicrelerde kesfedilmis
bir gendir (1). Bu genin kodladigi Gas6 proteini 75-kDa molekiil agirliginda, K vitaminine
bagimli protein ailesine en son katilan ve 678 aminoasitten olusan bir proteindir. %44
aminoasit ortakligi ile antikoagiilan protein S’e yapisal olarak benzer (2). Gas6, reseptOr
tirozin kinaz ailesinin tiyelerinden Sky (Tyro 3), Axl, ve Mer adli reseptorlerin (TAM
reseptorleri) ligandidir (3,4). Organizmadaki yaygin dagilimma baglhh olarak endotel
hiicrelerinde, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde, mezengial hiicrelerde, osteoklastlarda,
kondrositlerde, Schwann hiicrelerinde, epitelyal hiicreler ve fibroblastlarda hiicre yasaminin
devaminda ve proliferasyonunda rol oynar (2,5). Gas6, diger biiyiime faktorlerinin etkilerini
giiclendirir ve organizmayr TNF-o aracili apoptozdan korur (2,6). Reseptorleri sayesinde
trombosit degraniilasyonunu ve agregasyonunu, trombiis formasyonunu artirirken; Gas6
inhibisyonu kanamaya egilim yaratmadan tromboz olusumunu engellemektedir (5). insanlarda
Gas6 proteini dolasimda diistiik diizeylerde bulunur (0,16-0,28 nM) (7). Akut faz reaktani
benzeri islevi vardir ve sepsis, pankreatit gibi durumlarda diizeyi artar (6,2,7). Gas6‘ nin
nefrotoksik nefrit, romatoid artrit, gogiis kanseri ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi birgok
farkli hastalikla iligkili olduguna dair ¢alismalar yaymlanmistir (1,8,9). Literatiirde Gas6
referans araliklarinin olusturulmasi amaciyla daha once erigkinlerdeki diizeylerin belirlenmis
olmasma karsin yenidoganlarda serum Gas6 diizeyi referans araliklari ile ilgili heniiz

yayinlanmis bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu calismay1 planladigimizda, iilkemizde yenidoganlarda Gas6 ile ilgili hi¢bir calismaya
rastlamadik. Bu ¢alisma hem yenidoganlara 6zgii referans degerlerin olusturulmasina bir katki
saglamak, hem de farkli 6zelliklere sahip yenidoganlarin K vitamini dncesi ve sonrasi Gas6

degerleri arasinda fark olup olmadigini ortaya koymak amaci ile yapilmustir.
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4. GENEL BILGILER

4.1. K Vitamini

4.1.1. K vitamininin yapisi1 ve biyolojik 6nemi

K vitamini, pihtilagma proteinlerinin aktif formlarinin sentezinde etkili, normal koagiilasyonun

saglanmasinda hayati oneme sahip yagda eriyen esansiyel bir vitamindir (10).

Danimarkali bilim adamlar1 Henrik Dam ve Edward Adelbert Doisy 1929 yilinda, suni diyetle
beslenen civcivlerin bagirsaklarinda, deri alti yag dokusunda ve beyinlerinde kanamalar
olustugunu saptamiglar. Calismalarinin sonucunda 1943 yilinda K vitamininin dogal seklini
izole ederek Nobel 6diiliinii almiglardir (10,11). K vitamini, ismini anti-hemorajik faktor olan

ve kani pihtilagtiran anlamina gelen ‘Koagiilan’ kelimesinin bas harfinden almistir (12).

Naftokinon halkasi iceren K vitaminlerinin dogal ve sentetik bircok tiirii vardir. Yagda eriyen
bu vitaminler temel olarak 2-metil-1,4 naftokinon yapisina sahip olup farkli alifatik yan

zincirlere sahiplerdir (12).

K1 ve K; seklinde gosterilen iki dogal K vitamini bulunmakla birlikte K3 adinda bir de sentetik
tiirevi mevceuttur. K3 vitamini, diger adiyla menadion, uzun yan zincir icermez. K vitamininin

temel yapisi ayn1 zamanda K3 vitamininin de yapisidir (11).

K; vitamini (fitonadion, fillokinon), 2-metil-3-fitil-1,4-naftakinon kimyasal yapisina sahiptir
ve bitkilerden alinir (Sekil 1) (13). Kapali formiilii C31Hg60;’dir. Molekiil agirligi 450.68
g/moldiir (14,15). Bu vitamin yesil bitkilerin yapraklarinda sentezlenir. K; vitamini 1spanak
gibi yesil yaprakli sebzeler, brokoli, briiksel lahanasi, kuskonmaz, lahana, karnabahar, yesil
bezelye, fasulye, yesil ¢ay, zeytin, zeytinyagi, soya tohumu, et (sigir karacigeri), yumurta,
tahillar ve mandira triinlerinde bulunur (10). Bitkilerde fotosentez ve fosforilasyonda rol
oynar (16). K vitamininin dogal formu ve esas kaynagi yesil yaprakli sebzelerden diyet yolu
ile alinan seklidir. Karacigerde metabolize olur, safra ve idrarda atilir. K; vitamini, K;

vitamininden daha hizli ve uzun etkiye sahiptir (10,16).
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CH, 1
CH, CH,

CHyCH=C -ECHICHICHICH]_CH;;
3

0
(2-Metil-3-fitil-1,4-naftokinon)

Sekil 1 : K; vitaminin acik yapisi

Farkli K, vitaminleri, farkli uzunluktaki yan zincirler igerir (Sekil 2). Menakinon (MK) adi
verilen K; vitaminleri 6, 7 ve 9 izopren birimi tasir yani formiildeki n sayis1 6, 7 ve 9 olabilir.
In vitro en etkin sekli MK-4 olarak bildirilmistir. Fermentasyon yapan mikroorganizmalar ve
insanda terminal ileum ve kolonda yerlesmis olan bagirsak bakterileri (6zellikle gram pozitif
bakteriler) tarafindan sentezlenir (10). Hayvansal yiyeceklerde bulunur. insan gereksiniminin
daha kiigiik bir kismini karsilar. K; ve K, vitaminleri diyetten emilir. Dihidrovitamin K olarak
isimlendirilen aktif formuna doniistir (10,17). K vitaminleri 1518a duyarli, 1s1ya dayaniklidir.

Pigirme vitamini uzaklastirmaz. Donmus yiyeceklerde K vitamini tahrip olabilir (10,18).
O

CH, _
CH,

CHy— CH=C——-C Hg:l —H

n

0
(2-Metil-3-difarnesil-1,4-naftokinon)

Sekil 2: K; vitamininin agik yapisi
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K3 vitamini, sentetik olarak {iretilen ve suda ¢ozlinen en basit yapili K vitamini tiiriidiir (Sekil
3) (10). Bundan tiireyen menadion sodyum bisiilfit ile menadiol sodyum disiilfat, menadionun
ve yukarida sayilan dogal vitaminlerin aksine, suda ¢oziinen K vitaminleridir. Bu sentetik K
vitaminlerinin etkinligi yagda ¢oziinen dogal K vitaminlerininkine gore daha diisiiktiir ve
etkileri daha gec¢ baslar. Alerjik reaksiyonlar ve bazi toksik etkilere neden olabilir (10).
Yapilan ¢aligmalarda K3 vitamininin, degisik kanser hiicre serilerinde redoks dongiisiine
girerek reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusmasina neden oldugu ve olusan olumsuz
kosullarin hiicre ¢ogalmasin1 baskilayabilecegi belirtilmistir (19,20,21). ROS olusumu
nedeniyle merkezi sinir sisteminde pek ¢ok hasarin olustugu ve bu olumsuz kosullardan en

cok etkilenecek ve zarar gorecek olan hiicrelerin néronlar oldugu bildirilmistir (22).

O

CH,

O
(2-Metil-1,4-naftakinon)

Sekil 3: K vitamininin temel yapis1 (K3 vitamini)

4.1.2. K vitamini emilimi

Diyet, K vitamininin ana kaynagidir. K vitamininin %80-85’1 terminal ileumdan emilir (10).
Dogal olarak bulunan K vitamini tiirevleri, tipki diger lipidler gibi sadece safra tuzlarinin
varliginda emilir ve silomikronlar i¢inde lenfatikler yolu ile kan dolasimina dagitilir. Suda
¢oziinen menadion safra tuzlarinin yoklugunda dahi emilir, dogrudan hepatik portal vene
gecer. Yag absorbsiyonunu bozan durumlar ile yagdan fakir beslenenlerde K vitamini
absorbsiyonu azalir. Fakat bu sartlarda sentetik K vitamininin absorbsiyonu bozulmaz (16,23).
K vitamini baglangigta karacigerde birikse de karaciger derisimi hizla diiser ve sinirli bir

depolanmaya sahiptir (13).
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4.1.3. K vitamininin etkileri

K vitamini insanlarda bulunan bazi proteinlerdeki glutamik asit rezidiilerinin post-
transkripsiyonel modifikasyonla y-karboksiglutamik asite (Gla) doniismesi i¢in 6nemli bir
kofaktordiir. Bu reaksiyon, normal trombotik yolu baslatmak i¢in hayati rol oynar (1,zeynep 1.
Lit). K vitamini bagimli proteinlerin bir¢ogu koagiilasyon kaskatinda yer almakta veya bu
kaskat1 diizenlemektedir. Bir kismi ise ¢esitli sistemlerde gorevlidir. Kemik ve diger
dokulardaki kalsiyum homeostazinda K vitamini bagimli proteinler rol oynar (6). K vitamini
bagimli proteinlerin kalsiyum kanallar1 yoluyla yiizey fosfolipitlerine baglanmasini saglar ve
pihtilasma faktorlerinin aktif formlarmin sentezi gerceklesir. Bu reaksiyon mikrozomal

enzimler aracihigiyla K vitamini epoksit dongiisii ile gergeklesir (Sekil 4) (10,24).

Adenozin trifosfat (ATP) ve biotine gereksinim duyan diger karboksilasyon reaksiyonlarinin
tersine K vitaminine bagimli karboksilaz, karbondioksit ve oksijene oldugu kadar, K
vitamininin indirgenmis formu olan hidrokinona (KH;) da ihtiyag duyar (24). Hidrokinon
oksitlenerek K vitamini epoksidini meydana getirir. Bu oksidasyon, glutamatin

karboksilasyonu i¢in gerekli olan enerjiyi saglar (24).

K vitamini bu dongiide y-karboksilaz igin bir kofaktor islevi gorerek, glutamik asidin yan
zincirine bir molekiil CO, eklenmesini saglar (24). K vitamini dogal olarak okside formda
bulunur, ancak bu reaksiyonda K vitamininin indirgenmis formu gerekmektedir. Vitamin K
epoksit rediiktaz (VKOR) enzimiyle katalizlenen bir reaksiyonla, K vitamininin indirgenmis
formu olusur. Karboksilasyonun bu basamaginda K vitamini oksitlenir ve dongii bu sekilde

devam eder. Varfarin ve kumarin, VKOR ile etkilesime girerek karboksilasyonu baskilar (25).

K vitamini bagiml proteinler kan pihtilagsmasina sinirli degildir. Hiicre siklus regiilasyonu ve
hiicre-hiicre adezyonu (tirozin kinaz) i¢in de Onemlidir. Kanser gelisiminde tirozin kinaz
aktivasyonu 6nemlidir (10,25). K vitamini yoklugunda, K vitamini yoklugu proteini (protein

induced by vitamin K absence: PIVKA) meydana gelir. PIVKA {ireten pankreasin hepatoid
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karsinomas1 da tanimlanmistir. PIVKA-II protrombinin karboksile olmamis formudur ve K

vitamini eksikliginin tanisinda kullanilabilmektedir (10).

Protrombin dncdsi (Glu) Protrombin dnciisii (Gla)

Vitamin K I 0,+CO, Vitamin K
Kinal

2.3-Epoksit

| ditiol |

Vitamin K
Kinon

i

1- Vitamin Ky-glutamil karboksilaz
2- Vitamin K epoksit rediiktaz
3- Vitamin K rediiktaz

DTyEt

Sekil 4: K vitamini epoksit dongiisii

Koagiilasyon proteinleri disinda birgok K vitamini bagimli protein kemik, kikirdak, bobrek,
akciger ve diger dokularda da bulunur. Bunlar arasinda kemik proteini olan osteokalsin ve
matriks Gla proteini iyi bilinmektedir (26). Osteokalsin, osteoblastlar tarafindan sentezlenen
en Oonemli non-kollajenéz kemik proteinidir ve kemik gelisiminde 6nemli rol oynar. K
vitamini eksikliginde artmis fraktiir riski vardir (26,27). K vitaminine bagimli koagulasyon

faktorleri karacigerde sentezlenir ve dolasima salinir (27).
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4.1.4. K vitamini eksikligi

K vitamininin besin olarak kullanilan bitki ve hayvan dokularinda ¢ok yaygin bulunmasi ve bu
vitaminin bagirsak mikroflorasi tarafindan sentezlenmesi nedeniyle eriskinlerde eksikligi fazla
gorillen bir durum degildir (13). Pankreas islev bozuklugu, safra hastaligi, bagirsak
mukozasinin atrofisi veya herhangi bir nedenden dolayr olusan steatore nedeniyle yag
malabsorbsiyonuna bagli K vitamini eksikligi goriilebilir. Buna ek olarak, kalin bagirsagin
antibiyotiklerle steril hale getirilmesi, besinle alimi kisitli olmasi halinde K vitamini eksikligi
olabilir (13). Ote yandan yenidogan bebekler plasentanin vitamini fetusa etkin sekilde
aktaramamasi ve bagirsagin dogumdan hemen sonra steril olmasi nedeniyle bu eksiklige ¢ok

yatkindir (13).

Yenidoganin hemorajik hastalig1 ilk defa 1894 yilinda Townsend tarafindan tanimlanmstir .
Yenidogan ve siitgocuklugu doneminde pihtilasma faktorleri II, VII, IX ve X’u karacigerde
gama karboksilasyonla aktive eden K vitamininin eksikliginde yenidoganin hemorajik

hastalig1 olusur (28). K vitamini eksikligine bagli kanamalar {i¢ tipte goriiliir:

a) Erken tip: ilk 24 saat iginde ortaya cikar. Difenilhidantoin veya fenobarbital
kullanan epileptik anne ¢ocuklarinda ve daha sik olarak izoniazid veya rifampisin
ile tedavi edilen tiiberkiilozlu anne g¢ocuklarinda goriiliir. Bu tipte intrakranyal

kanama siktir (28).

b) Klasik tip: K vitaminin plasental gecisi azdir. Tim yenidoganlarda dogumdan
sonra 48-72. saatlerde faktor II, VII, IX ve X’da hafif bir azalma vardir ve 7.-10.
giinlerde normal diizeye erisir. Bunun nedeni bagirsak florasinin gelismemis
olmasidir. Anne siitii ile beslenen bebeklerde menakinon iiretmeyen laktobacillus
bifidus florast hikimdir. Ayrica anne siitiindeki K vitamini diizeyi 1 pg/L iken,
formiil mamalarda daha fazla olabilmektedir. Bu nedenle klasik hemorajik hastalik
riski anne siitii ile beslenenlerde ve agizdan beslenmesi iyi olmayan bebeklerde

artar (28).
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¢) Geg tip: ik haftadan sonra ve genellikle 2.-12. haftalarda gériiliir, bazen 6 aya
kadar uzayabilir. Genellikle intrakraniyal kanama seklindedir. Anne siitiiniin
yetersiz K vitamini igermesi, yetersiz K vitamini profilaksisi, K vitamini
malabsorpsiyonuna neden olan kolestatik karaciger hastaliklar1 (kistik fibroz,
koledok Kkisti, alfa-1 antitripsin eksikligi) ve antibiyotik kullanimi nedeniyle
gelismektedir. 4-10/10000 siklikta ve Giiney Dogu Asya’da daha sik goriilmektedir
(28,29).

K vitamini eksikligine bagl intrakraniyal kanama ¢ogunlukla hi¢bir uyarict belirti olmadan,
aniden gelisebilmektedir. Hastalar siklikla solukluk, konviilziyon, biling bulanikligi, kusma
veya emmede azalma, ishal, 6n fontanelde bombelik ve pulsasyon gibi semptomlarla
bagvurmaktadir. K vitamini eksikligi olgularinda PT, aPTT’de uzama ve normal trombosit
sayist saptanir. Yenidoganin hemorajik hastalig1 i¢in 6zgilin bir test olmamasina ragmen, K
vitamininin intramuskiiler (i.m) veya intravendz (i.v) verildikten 24 saat sonra PT ve aPTT nin

normale donmesi bu taniy1 dogrular (28).

4.1.5 K vitamini profilaksisi

K vitamini eksikligine bagli kanamalardan korumak ic¢in dogumda profilaktik K vitamini
uygulanmasi 6nerilmektedir (29,30). Amerikan Pediatri Akademisi (AAP) de dogumda 1 mg
K vitamini i.m olarak onermektedir. K vitaminin i.m uygulanmasinin lokal travma, damar,
sinir zedelenmesi, apse, osteomiyelit ve kanama gibi komplikasyonlara ender olarak da yol
acmast oral tedavi uygulanmasin1 glindeme getirmistir. Oral tedavi icin ise AAP dogumda 2

mg uygulayip, ikinci dozu ikinci, tliglincii dozu ise dordiincii haftada dnermektedir.

Pek c¢ok c¢alismada tek doz K vitaminin i.m kullaniminin kas dokusunun yavas salinan K
vitamini deposu olmasi nedeniyle klasik ve ge¢ tipi dnlemede yeterli oldugu, tek doz oral
tedavinin ise klasik tipe etkili oldugu diisiiniilmektedir . Lopez ve arkadaglarimin yaptigi
calismada oral yolla uygulanan K vitamini proflaksisinin i.m. uygulanan K vitaminine

istlinliigl gosterilememistir (31).
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Alternatif bir kullanim sekli ise 25 pg/giin olmak iizere verilen profilaksidir, ancak etkinligi
tartismalidir. Danimarka ve Hollanda’da bilier atrezili vakalarin retrospektif olarak
degerlendirildigi bir ¢alismada, farkli K vitamini profilaksisi uygulanmis hastalar
karsilastirilmistir. Danimarka’da 2000 yilina kadar her bebege dogumda 2 mg oral K vitamini
tek doz uygulanmakta, ancak yalnizca anne siitii ile beslenenlere haftalik 1 mg oral K vitamini
anne siitii beslenmenin % 50’sinden fazla oldugu siirece dnerilmekte, komplike dogumlarda K
vitamini 2 mg i.m uygulanmakta iken, 2000 yilindan sonra tiim bebeklere dogumda 2 mg oral
K vitamini uygulamasina gecilmistir (32). Hollanda’da ise 1990°dan beri dogumda 1 mg oral
profilaksi ve anne siitii ile beslenenlere 25 ucg/gilin K vitamini 12 hafta boyunca onerilmistir.
K vitamini eksikligine bagli kanamalarin en sik bu grupta oldugu goriilmiis, i.m K vitamini ve
haftalik oral K vitamini alanlarda daha az siklikta, formula ile beslenenlerde ise en az kanama

riski gériilmistiir (32).

4.1.6. K vitaminine bagimh proteinler

K vitamini, K vitaminine bagli proteinlerin posttranslasyonel modifikasyonununda bazi
glutamik asit rezidiilerinin y- karboksiglutamik aside (Gla) doniisiimiinii saglayan enzimatik
reaksiyonun kofaktoridiir (33). K vitamini bagimli proteinlerin karboksilasyonu hemostazin
saglanmasin, kemik metabolizmasi, biiylimenin devami ve sinyal iletimi i¢in gereklidir.
Karboksilasyona ugrayan proteinlerde kalsiyum baglanmasi meydana gelir ve proteinin {i¢
boyutlu yapis1 degisir. Iki fosfolipit katmanindan olusan Gla bdlgesine hidrofobik kalintilar
eklemesiyle proteinler biyolojik olarak aktive olurlar. Aktivasyon sirasinda fosfatidil serin,
membranin dig ylizeyine ¢iktig1 icin koagiilasyon proteinlerinin baglanmasini kolaylastirir.
Hemoztazda gorevli olan Gla-proteinler protrombin, faktoér VII, faktor X, faktor X, protein C,
protein S ve Z’dir (33).

K vitamini bagimli Gla-proteinlerinden digerleri kemik metabolizmasinda [bone gla protein
(BGP) ve matriks gla protein (MGP)], biiylimede [growth arrest specific protein-6 (gas6)] ve
sinyal iletiminde [proline-rich gla protein (PRGP-1 ve PRGP-2)] yer alir. Ayrica fonksiyonu

tam olarak bilinmeyen protein Z de Gla-proteinlerindendir (34).
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4.1.6.1. Protrombin

Koagiilasyonda gorevli trombinin 6nciilii olan protrombin diger K vitamini bagimli proteinler
gibi karacigerde sentezlenir. 72 kD agirligindadir. Plazma yar1 omrii yaklasik 60 saattir.
Referans araligi %70-120°dir. Protrombin geni 11. kromozomda 11pl11-g12 lokusunda
bulunur (13).

Protrombin fonksiyonel ve yapisal olarak 2 bolgeye ayrilabilir: Gla tasiyan pro kismi ve
trombine doniisen kisim. Pro kismi1 274 amino asitten meydana gelmistir ve molekiil agirlig
35000 dir. 77 ve 101 numarali asparajine bagli olarak 2 oligosakkarit zinciri tasir. Pro
kisminda yapisal olarak birbirine benzeyen fakat fonksiyonel olarak farkli olan 2 bolge vardir;
protrombin fragman 1 ve 2. Bu iki boélge birbirine ¢ok benzer sekilde {i¢ disiilfit bagi tasir. Her
biri ilmige benzedigi i¢in, bu bolgeye ilmik (kringle) adi verilir (33).

Protrombin 20210 GA gen mutasyonu protrombin diizeyinde artisa neden olur (35). Konjenital
faktor II eksikligi, K- vitamini antagonist tedavi, karaciger hastaligi, masif kan transfiizyonu,
disemine intravaskiiler koagiilasyon (DIK) gibi durumlarda protrombin diizeyinde azalma

gozlenir.

4.1.6.2. Faktor VII

Faktor VII (FVII) N-terminal bolgesinde 2 adet epidermal biiylime faktorii benzeri bolge
(epidermal growth factor-like: EGF1 ve EGF2) ve y-karboksi glutamik asit (hafif zincir); C-
terminalinde ise proteaz bolgesi (agir zincir) igerir. Faktor VII, birbirine bir disiilfit kdpriisiiyle
kovalent bagli, bir agir zincir ve bir hafif zincirden olugsmustur (36). Molekiiliin agir zinciri
aktif bolgeyi icerir. FVII aktive olarak FVIla molekiiliine doniisiir. Bu proteinin koagiilasyon
aktivitesi, doku faktorii ve kalsiyum varhiginda goriiliir. Koagiilasyon sirasinda FVII, faktor X
(FX) ve faktor IX (FIX)’u aktive eder. FIX ve FX, FVII ile yapisal olarak benzerlik gosterir
(36).
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4.1.6.3. Faktor IX

Tek zincirli bir glikoprotein olan faktor IX (FIX), Gla, kisa hidrofobik bir parga, 2 adet EGF
benzeri bolge, aktivasyon gosteren peptid bolgesi ve 1 serin proteaz modiili igerir. FIX un
aktive olmast sonucunda Arg-Ala ve Arg-Val arasindaki baglarda proteolitik reaksiyon
meydana gelir ve 35 aminoasit kalintis1 uzunlugunda aktivasyon peptidi serbestlesir (zeynep
60,61). FIXa tek bir disiilfit bagi ile birbirine baglanan biri hafif digeri agir zincirden olusur
(zeynep 63). Hafif zincir Gla, EGF1 ve EGF2 bélgelerini; agir zincir serin proteaz bolgesine
sahiptir (36).

4.1.6.4. Faktor X

FaktorX (FX) ~59,000 molekiiler agirliktadir. Disiilfit bagi ile kovalent olarak birbirine
baglanan bir agir biri hafif olmak {izere 2 zincirden olugur. Faktor X, intirinsik ve ekstrinsik
koagiilasyon yollarmin kesistigi noktada aktive olur (13). Agir zincirdeki tek bir peptid
bagmin (Arg-194-1le-195) ayrilmasiyla, aktif sekli olan faktér Xa olusur . Agir zincirdeki bu
boliinme ya intrinsik tenaz kompleksi (faktor IXa-faktor VIIla) ya da ekstrinsik tenaz
kompleksi (doku faktorii-faktor VIla) tarafindan katalizlenir (13). NH, terminal kismindaki
hafif zincirde 11 Gla kalintis1 vardir ve Gla bdlgesini birka¢ aromatik kalint1 ve 2 EGF takip

eder. Agir zincir serin proteaz bolgesini igerir, aktif olan kisimdir (36).

4.1.6.5. Protein C

Protein C 62000 molekiil agirhiginda bir serin proteazdir (37,38). Disiilfit bagiyla kovalent
olarak bagli bir agir zincir ve bir hafif zincirden olusmustur. Hafif zinciri 11 Gla igerir. Protein
C, agir zincirindeki tek bir peptid baginin (Arg —169-1le-170) kopmasiyla, aktif formu olan,
aktive protein C’ye (APC) doniisiir. Bu boliinme, trombin-trombomodulin  kompleksi
tarafindan katalizlenir (37). APC’nin N-terminal bélgesinde Gla ve EGF bulunur. APC,
koagiilasyon kaskatinda prokoagiilan faktér V ve FVIII’in proteolitik inaktivasyonunda goérev
alarak antikoagiilan 6zellik gosterir. Ca*?, Protein S ve fosfolipitler bu olay1 destekler (37).

Diger yandan, APC’nin trombini “down” regiile ederek TAFI (trombinle aktiflenen fibrinolitik

22



inhibitor) aktivasyonunu baskilar, bdylece dolayli yoldan fibrinolizisi saglar. Fibrinolizis,
APC’nin PAI-1 (plazminojen aktivator inibitorii-1)’i inhibe etmesiyle de uyarilir. APC’nin,
pihtilagsmay1 6nleyici etkileri yaninda, enflamasyon 6nleyici ve hiicre koruyucu etkileri gibi

farkli biyolojik etkilere de sahip oldugu gosterilmistir (37).

4.1.6.6. Protein S

K vitamini bagimli proteinlerden biri olan protein S tek zincirli bir plazma glikoproteinidir
(39). Insan plazmasinda yaklasik 1 pg/ml konsantrasyonunda bulunur (40). insan ve sigir
plazmasindan saflastirilan protein S’in aminoasit yapisi incelenmistir. K vitamini bagimh
pihtilasma faktorlerinin aksine protein S’in serin proteaz fonksiyonu yoktur; aktive protein
C’nin kofaktorii olarak fonksiyon goriir (39). Bu kompleks trombin aktivasyonunda goérevli
faktor Va ve VIla’y1 inaktive eder. Bu yiizden protein S, pihtilagsma kaskatinin inhibisyonunda
gorevlidir. Protein S karaciger, endotel hiicreleri, testikiiler hiicreler, megakaryosit ve
osteoblastlarda sentezlenir. Bu protein, ayrica trombositlerde de mevcuttur. Protein S
dolagimda bir boliimii plazmada serbest olarak; diger kismi ise kompleman sisteminden C4
baglayic1 proteine (C4BP) SHBG bolgesi ile bagli olarak 2 sekilde bulunur. Protein S’in
kompleman sistemindeki rolii tam olarak bilinmemesine ragmen 2 proteaz sistemi
(kompleman ve koagiilasyon) ile de iligkilidir. Kalitimsal protein C ve protein S eksikligi olan

hastalarda vendz tromboza egilim artar (39,41).
%44 aminoasit ortaklig1 ile antikoagiilan protein S ve Gas6 yapisal olarak benzer. Her iki

protein de amino ucuna bagli yaklasik 60 amino asitten olusan Gla bolgesine sahiptir. Her 2

protein de Tyro3, Axl ve Mer (TAM) reseptorlerinin ligandlaridir (1,3).

23



4.2. Gasb6 Proteini
4.2.1. Gas6 proteininin yapisi

Gas6 “Growth arrest-specific gene 6 1988’de biiylimesi engellenmis hiicrelerde kesfedilmis
bir gendir (1). Bu genin kodladigi Gas6 proteini 75-kDa molekiil agirliginda, K vitaminine
bagimli protein ailesine en son katilan ve 678 aminoasitten olusan bir proteindir. %44
aminoasit ortaklig: ile antikoagiilan protein S’e yapisal olarak benzer (2). Her iki protein de
amino ucuna bagl yaklasik 60 amino asitten olusan Gla boélgesine sahiptir. Bu bolge K
vitaminine bagimli y-karboksilasyon ile aktive olan glutamik asit rezidiileri igerir. Apoptotik
hiicrelerin fagositozunda in vivo olarak Onemli role sahip Gas6 ve protein S’in
fonksiyonlarinda Gla bélgelerinin fosfatidilserini baglamasi onemlidir. Gla bolgesini 4 adet
EGF ve onlar1 da seks hormon baglayici globulin (SHBG) ile iliskili olan 2 laminin G bdlgesi
izler. (Sekil 5) SHBG bolgeleri TAM reseptorlerinin baglanmasi ve aktivasyonu i¢in gereklidir
(1,3).

NHLl

Gla 4x EGF
2xLG

(SHBG)

Sekil 5: Gas6 ve protein S’in yapisal organizasyonu. Her 2 protein de tekrarlayan
y-karboksiglutamik asit rezidiileri(Gla) iceren N-terminali, 4 EGF-benzeri yap1 ve 2 globuler
LG bolgesi(SHBG) igeren C-terminalinden olusur (1).

Insanlarda Gas6 proteini dolasimda diisiik diizeylerde bulunur (0,16-0,28 nM) (7). Akut faz
reaktani benzeri islevi vardir ve sepsis, pankreatit gibi durumlarda diizeyi artar (2,6,7). Gas6,
reseptorlerine baglanarak hiicre icinde bir ¢ok sinyal mekanizmalarini uyarir. [PI3K
(fosfatidilinozitol 3-kinaz), RAS, mitojen tarafindan aktiflenen protein kinaz (MAPK), SRC,

PLC, ERK] . Proliferasyonu artirir ve hiicre 6mriinii uzatir (2).
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Yapilan c¢aligmalar u¢ kisimlart koparilmis Gas6 ve sadece C-terminal globiiler tekrarlarina
sahip olarak gelistirilen Gas6’nin da reseptorlerin aktivasyonunda yeterli olabildigini
gostermistir. Bu nedenle Gas6’nin N-terminal bolgesinin y-karboksilasyonda, C-terminal
bolgesinin ise biyolojik aktivitesinde onemli oldugu kabul edilir (5). C-terminalindeki
kalsiyum baglayict kisim ve hidrofobik kisim Gas6’nin reseptorii ile iliskisinde rol oynar.
Hidrofobik kisim iizerinde meydana getirilen c¢esitli mutasyonlar sonucunda reseptore
baglanma azalir. Bu ylizden Gas6’nin reseptdr baglayici kisminin LG, bdlgesindeki hidrofobik
alan oldugu kabul edilir (5).

Fisher ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada LG; bolgesindeki hidrofobik kismin da ikinci
reseptor baglayici bolge olarak calistigi gosterilmistir. Ayrica Gas6’daki farkli bir peptid
sekansinin kalsiyum baglayict kisim disinda LG; boélgesi ilizerinde ndétralizan monoklonal

antikor olarak yer aldig1 gosterilmistir (5).

Protein S ve Gas6’nin benzer bolgeleri Gla ve EGF bolgeleridir. Protein S diiz kas hiicreleri
icin  giicli  mitojen  Ozellikte olmast ve aralarindaki  benzerlik  nedeniyle

Gas6’nin da hiicre proliferasyonunda etkili oldugu diistiniilmektedir (42).

Gas6 ve protein S’in her ikisi de TAM reseptor ailesini olusturan Tyro3, Axl ve Mer
reseptOrlerinin ligandidir ve agonisti olarak gorev yaparlar. Gas6, TAM reseptorlerine
karboksi ucundeki globiiler bolge ile baglanarak otofosforilasyon ile aktivasyonlarini saglar

(41). Gas6 nin bu li¢ reseptdre baglanma afinitesi sirastyla Axl > Tyro3 > Mer seklindedir (4).

Gas6 trombositlerin alfa graniillerinde bulunur (41). Trombositlerin aktivasyonu ile hiicre
ylizeyine c¢ikar. Gas6 plazma, makrofaj, bazofil, nétrofil veya perifik kanda dolasan
lenfositlerde genellikle bulunmaz. Patolojik durumlarda enflamasyon alaninda, vaskiiler
hasarda ve aterosklerotik plaklarda vaskiiler diiz kas hiicrelerinde Gas6 “up” regiilasyona
ugrar. Organizmadaki yaygin dagilimina baglh olarak endotel hiicrelerinde, vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde, mezengial hiicrelerde, osteoklastlarda, kondrositlerde, Schwann hiicrelerinde,

epitelyal hiicreler ve fibroblastlarda hiicre yasaminin devaminda ve proliferasyonunda rol
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oynar (2). Gas6, vaskiiler diiz kas hiicreleri i¢in kemotaktik ozelliktedir (5). Trombosit
sayisinin  artisinda  6nemlidir (41). Gas6 diizeyi disik olan trombositler, disiik
konsantrasyondaki agonistlerine cevap veremezler. Bunun sonucu olarak Gas6-negatif
transgenik farelerde hem vendz hem de arteryal tromboza egilim azalir. Ayni sekilde Gas6
reseptorlerinde herhangi birinin yoklugunda da trombosit agregatlarinin stabilizasyonu
bozuldugu i¢in tromboza karst dogal bir koruma saglanir. Gas6 proteini ve TAM
reseptOrlerinin sentezi engellenen farelerde kanama siiresi dogal tip farelere gore daha uzun
bulunmustur (41). Fakat insanlarda bu durum biraz daha farklidir. Sensitif bir ELISA metodu
kullanilarak insan plazmasinda 6l¢iilen Gas6 subnanomolar diizeylerdedir (0,16-0,28 nM) ve
insan trombositlerinde Gas6 heniiz 6l¢lilememistir. Bu ylizden insanlarda Gas6’nin trombotik
stiregteki rolii aydinlatilamamustir. Bir grubun yaptigi revers transkriptaz-polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) analizinde insan trombositlerinde Mer sentezi gosterilmistir (41). Eger
insanlarda da Gas6 ve tromboz arasinda anlamli bir iliski varsa, Gas6’nin trombosit disindaki

diger kaynaklardan olaya dahil oldugu diistiniilmektedir.

Gas6 erken embriyonel donemle hiicre siklusun baglamasinda rol oynar (3). Gas6 diisiikliigi
fertilizasyon basarisint olumsuz etkiler Gas6 sinyalizasyonu sitoplazmik matiirasyon ig¢in
onemlidir, niikleer matiirasyonla ilgisi yoktur. Germinal vezikiil ve M, oositlerde Gas6
transkripsiyonu fazladir. 2 ve 4 hiicreli embriyo déneminde azalir; 8 hiicreli blastosit embriyo

evresinde tekrar artar (3).

Gas6’nin  bliyime ve hiicre canliligimin siirdiiriilmesinde rolii vardir. Hiicrelerin
farklilagsmasini, fagositoz gorevini siirdiirmesini saglar ve apoptozu engeller. Fosfatidilserine
baglanarak apoptotik hiicrelerin fagositozunu kolaylastirir (1). Axl reseptori ile etkilesim
sonucunda hiicre migrasyonunu uyarmasi ve hiicrelerarast adezyonda oynadigi rol nedeniyle
bliylime faktorii benzeri gorevleri oldugu anlasilir. Gas6, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
scavenger (¢Opgii) reseptor sentezinin artirarak aterosklerozda rastlanan kopilik hiicre

olusumuna katkida bulunur (1).
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4.2.2. Gas6 reseptorleri (TAM Reseptorleri)

Tirozin kinaz reseptorleri (RTK) sitoplazmik uzantilar1 protein tirozin kinaz aktivitesine sahip
olan transmembran reseptorlerdir. Ekstraseliiler ligandi ile baglanmasi sonucu dimerize olur
ve aktiflenir. RTK aktivasyonu, reseptoriin kendi kendini fosforile etmesiyle baslar.

Fosforilasyon sonrasinda hiicre fizyolojisinde ¢esitli degisikler meydana gelir (4).

Insanlarda RTK lar ekstraseliiler bolgelerindeki ortak aminoasit sekanslarina ya da yapisal
benzerliklerine gore 20 subgruba ayrilir (1). Bu subgruplardan biri olan TAM reseptorleri
(Tyro3, Axl ve Mer) 1991 yilinda tanimlanmistir. TAM reseptorleri, hiicre digindaki N-
terminal ucunda 2 adet immunglobulin (Ig) benzeri bolgeye ve 2 adet fibronektin III benzeri
bolgeye sahiptir (Sekil 6). Bu bolgeler bir transmembran boliim ile sitoplazmik tirozin kinaz

bolgesine baglanir (4,43).

TAM reseptorleri immiin sistem, merkezi sinir sistemi, lireme sistemi ve kardiyovaskiiler
sistemde yaygin olarak sentezlenir. TAM reseptorleri trombiis stabilizasyonunda, eritropoezde
ve trombosit fonksiyonunda etkilidir. TAM reseptorlerini sentezleyen birgok hiicre ligandlarini
da sentezler. Diger RTK’lardan farkli olarak TAM ailesinin iiyelerinin sentezi postnatal
donemde artig gosterir ve eriskin doneme gelindiginde en yliksek degerlerine ulasirlar. TAM
reseptorlerini kodlayan cDNA’larin tiimdr hiicrelerinde daha fazla klonlandigi kanitlanmistir.
TAM reseptorlerinden 6zellikle AxI’in kanser progresyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir.
TAM reseptor sinyalizasyonunun multipl skleroz (MS) etiyolojisinden ve patogenezinden

sorumlu olabilecegine dair kanitlar giin gectik¢e artmaktadir (44).
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Sekil 6: TAM reseptorleri ve ligandlar

TAM reseptorleri olmayan “knock-out” transgenik farelerin tiretildigi bir caligmada, farelerin
yenidogan doneminde fotoreseptorlerinin apoptoza ugradigi; 2-3 aylik olduklarinda ise hig
fotoreseptorleri kalmadigr goézlenmistir. Ayni1 farelerin dogumdan sonraki 3. haftada germ
hiicre sayilarinda azalma belirgindir. Her ne kadar ayr1 olaylar gibi goziikse de bu iki
dejeneratif olay, TAM reseptorlerinden yoksun 6rneklerde apoptotik hiicre ve membranlarinin

fagositozunun diizgiin yapilmamasinin bir sonucudur (4).

Axl, 1991 yilinda 2 kronik myoloid 16semi hastasinda transformik bir genin {irlinii olarak izole
edilmistir. Axl ismi Yunanca’da kontrol edilemez anlamina gelen ‘anaxelekto’ nun
kisaltmasidir (1). Vertebralilarin evrimi boyunca AxI1 geni korunmustur. Ax1 geninin aminoasit

sekans1 intraseliiler tirozin kinaz bolgesi olan tip-I transmembran proteinini olusturur.
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Epitelyal, mezenkimal ve hematopoetik hiicrelerin de dahil oldugu viicudun birgok yerinde
sentezi olur; fakat lenfosit ve graniilositlerde sentezlenmez. Farelerin gelisimi sirasinda Axl
(ark olarak bilinir) sentezi 12,5. giinden itibaren bir¢ok dokuda goézlenir. Stres altindaki
endotelyal hiicrelerde, tiimor anjiyogenezindeki proliferasyon sirasinda ve hasar sonrasindaki
vaskiiler remodelling sathasinda Axl sentezindeki artis belirgindir (1). AxIl’in fazla sentezi
glioma ve bobrek kanseri i¢in kotii prognoz gostergesidir (7). AxI sinyalizasyonu fagositozda
etkili bir rol oynamaktadir. Axl delesyonu sonucunda fagositozun %50 azaldigi in vitro

caligmalarda gosterilmistir (1).

Tiimdr hiicrelerinde Axl sinyalizasyonu hiicresel invazyon ve migrasyonunda onemli role
sahiptir. Diislik metastatik potansiyele sahip kanser hiicrelerinde AxI’in sentezinin artmasi
sonucunda migrasyon ve invazyon yetenekleri artar (1). Axl sinyalizayonunun engellenmesi
ile metastatik tiimor hiicrelerinin migrasyonunun engellendigi in vitro olarak gosterilmistir.
AXI reseptoriiniin meme ve glioma tiimor modellerindeki invazyon ve metastazdaki rolii son

yillarda in vivo ¢aligmalarda gosterilmistir.

Normal epitel hiicrelerinde Axl sentezi hi¢ yokken; over tiimorlii olgularin epitel hiicrelerinin
%73’tinde Axl sentezine rastlanmistir. Bu ¢alisma ile over tiimorlerinde AxlI reseptorii normal

over epiteline gore anlamli diizeyde fazla sentezlendigi kanitlanmigtir (43).

Tip2 over tiimorlerinde Axl sinyalizasyonu tiimoriin agresifligi ile koreledir. Metastatik over
kanseriyle ilgili yapilan fare deneylerinde plazmada ¢oziinmiis olarak bulunan Axl (sAxl)

tedavisi sonucunda tiimor yiikiinde %63 azalma elde edilmistir (43).

1994 yilinda TAM ailesinden AxIl’e benzer yapida olan Tyro3 (Sky geni) izole edilmistir. Brt,
Rse, DTK, Tif, Sky ve Tyro3 diye cesitli sekillerde isimlendirilir (1). Insan Tyro3 proteininin
genomik yapist Axl ile benzerdir. AxI’de oldugu gibi embriyonik dénemin 14. giiniinden
doguma kadar Tyro3 sentezi belirgindir. Tyro3 ekspresyonunun 6zellikle beyinde fazla olmasi
Tyro3’iin merkezi sinir sisteminin biiylime ve gelismesindeki dnemini vurgular (1). Eriskin
bobrek, testis ve overlerinde Tyro3 diizeyleri yiiksektir. Insan pulmoner arter endotel

hiicrelerinde Tyro3 sentezinin olmasi vaskiiler reaktivite ve remodellingde rolii oldugunu
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diistindiiriir. Kemikteki osteoklast hiicrelerindeki yiliksek bulunan Tyro3 diizeyleri kemik

resorpsiyonunda uyarict roliiniin oldugunu vurgular (1).

TAM ailesinin son liyesi olan Mer’in protoonkogenik ortolog geni olan c-eyk, ilk olarak
tavuklarda tanimlanmistir. Bu ortolog gen kuslara 6zgii bir retrovirus ile benzerlik gosterir (1).
Ayni sekilde insan protoonkogeni klonlanmis ve c-mer (MERTK geni) olarak adlandirilmistir.
Mer mRNA normal periferal dolasimdaki monositlerde ve kemik iliginde bulunabilir; fakat
normal B ve T lenfositlerinde bulunmayip sadece neoplastik ozellik gosteren B ve T

lenfositlerinde sentezlenmeye baslar (1).

Axl ve Mer, dentridik hiicrelerde en c¢ok eksprese edilen TAM reseptorleridir. Apoptotik
hiicrenin fagositozu i¢in gerekli olan kaskat Mer reseptoriiniin otofosforilasyonu ile baslatilir.
TAM reseptor tirozin kinaz aktivasyonu yoklugu veya yetersizliginde efektif bir TAM-aracili

fagositoz olmaz (1).

TAM ailesi tyeleri olan Mer, Axl ve Tyro3, apoptotik hiicrelerin monosit aracili
fagositozunda onemlidir. Hayvan modellerinde Mer reseptoriiniin fonksiyonunun homolog
rekombinanlar kullanilarak engellenmesi sonucunda ilerleyici gérme kayb1 ve rod
hiicrelerininin dis segmentlerindeki apoptotik hiicrelerin retinal pigment epitel hiicreleri
tarafindan temizlenememesine bagl retinal hasar meydana gelir (45). Makrofajlarin apoptotik
hiicreleri etkin olarak temizlemesi ve normal fonksiyonlarini siirdiirmesi i¢in Mer’e ihtiyag
duyarlar. Mer reseptorii olmayan farelerde apoptotik hiicrelerin temizlenmesi bozulur. Mer,
Axl ve Tyro3 reseptorlerinin iicliniin de olmadigi mutantlarda bir ¢ok dokuda apoptotik
hiicrelerin temizlenememesine bagli olarak SLE benzeri agir otoimmun hastaliklar gelisir. Mer
reseptorii olmayan transgenik farelerin incelenmesi sonucunda Mer sinyalizasyonunun

intraseliiler ortamda fagositik sinyali baslattig1 anlagilmistir (1,45).

Membrana bagli olarak bulunan reseptorler plazma ¢dziinmiis olarak bulunan reseptdrlerin
tiretiminden sorumludur. Bu {iretim reseptoriin transmembran pargasinin alternatif mRNA
splicing i sayesinde reseptoriin plazmaya salinmasi ile ger¢eklesir. Coziinmiis halde bulunan

reseptorler tam boyuttaki proteinlerden kopan parcalardir ve bu parcalar, reseptorlerin
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ligandlarin1 baglayip hapseder. Boylece hiicreye bagli reseptore ligandi baglanip aktivitesini
gosteremez. Belirli klinik durumlarda olusan bu baglanma ile ligandlarin aktivitesi
engellenerek posttranslasyonel bir modifikasyon gerceklesir (1). Dolasimda ¢6ziinmiis olarak

bulunan Axl ve Mer reseptorleri de Gas6 biyoaktivitesini bu sekilde engeller (46). (Sekil 7)

Gas6 reseptorlerinden birinin kaybi1 durumunda farelerde tromboza kars1 direng artar; fakat
kanama zamani degismez ve spontan kanama meydana gelmez. Tromboza direng
megakaryositopoezdeki bozukluk nedeniyle degil trombosit fonksiyonlarin meydana gelen

bozukluk nedeniyle koagiilasyon kaskatinin diizgiin ¢calisamamasindan kaynaklanir (41).

Axl reseptoriiniin dolagimda ¢6zlinmiis halde bulunan fraksiyonu olan sAxl cok diisiik
konsantrasyonlardadir (0,3-0,9 nM). sAxl insan ve fare plazmasinda 65-80 kDa arasinda
biiytiklikkte bulunur. In vivo ve in vitro ¢alismalarda Gas6 proteininin sAx1’e baglanarak hiicre
yiizeylerinde yer alan diger Gas6 reseptorleri ile etkilesime girememesi nedeniyle inaktive

oldugu gosterilmistir (2).

sMer in vitro sartlarda da trombosit agregasyonunu etkiler. Trombosit agregasyonundaki
bozukluk piht1 stabilizasyonunun etkin bigimde devamini engeller. Hayvan modellerinde
olusturulan trombosit inhibisyonu, kanamaya egilimde artisa veya koagiilasyon

parametrelerinde bozukluga yol agmaz (47).

Endotel hasar1 sonrasinda trombositler aktive olur. Baslangi¢ fazinda hasarli boélgeden salinan
kollajen ve von Willebrand Faktdr (VWF) sayesinde trombosit aktivasyonu gergeklesir. Ikinci
fazda piht1 stabilizasyonu i¢in daha ¢ok trombosit hasarli bolgeye toplanir ve stabil trombosit
kiimeleri olusmaya baslar. Mer tirozin kinaz yoklugunda trombosit graniillerinin sekresyonu

azalmasi nedeniyle ikinci faz/stabilizasyon fazi1 bozulur (47).

31



Soluble Axl-Gas6 complex

Sekil 7: Hiicre canliliginin siirdiiriilmesi, apoptoz ve immun regiilasyonda AxI’in farkli rolleri.
(1) Mezenkim kaynakli ¢esitli hiicre ylizeylerinde canliligin siirdiiriilmesi ve biiylimenin
gerceklesmesi icin Gas6/protein S-Axl iliskisi. sAxl Gas6’y1 baglayarak aktivitesini engeller.
(2) Apoptotik hiicre ve Mer reseptorii arasinda koprii gorevi goren Gas6/protein S, apoptotik
hiicrenin fagositozu igin sitoiskeletal degisikliklerin meydana gelmesine yol agar. Apoptotik
hiicrenin ¢evresinde Gas6/protein S iizeirndeki Gla bolgesi ile etkilesen negatif yiikli
fosfolipitler gosterilmistir. Tyro3 de muhtemelen diger RTK’larla benzer fonksiyonlara
sahiptir. Ayrica Axl, timor nekrozis faktor-o (TNFa) gibi proenflamatuvar sitokinleri inhibe

ederek antienflamatuvar etki gosterir (1).
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4.2.3. Gas6 ve TAM Reseptorleri Arasindaki iliski

Gas6 reseptorlerinden birinin kaybi1 durumunda farelerde tromboza karsi direng artar; fakat
kanama zamani degismez ve spontan kanama meydana gelmez. Tromboza direng
megakaryositopoezdeki bozukluk nedeniyle degil trombosit fonksiyonlarin meydana gelen

bozukluk nedeniyle koagiilasyon kaskatinin diizgiin ¢alisamamasindan kaynaklanir (41).

Axl reseptoriiniin dolagimda ¢6zlinmiis halde bulunan fraksiyonu olan sAxl cok diisiik
konsantrasyonlardadir (0,3-0,9 nM). sAxl insan ve fare plazmasinda 65-80 kDa arasinda
biiyiikliikte bulunur. In vivo ve in vitro ¢alismalarda Gas6 proteininin sAx1’e baglanarak hiicre
yiizeylerinde yer alan diger Gas6 reseptdrleri ile etkilesime girememesi nedeniyle inaktive
oldugu gosterilmistir (1,2).

‘e
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Sekil 8: Gas6’nin LG bolgesi ve Ax1’in Ig bolgeleri arasindaki kristal kompleks (32)

33



Gas6 proteini TAM ailesini olusturan tirozin kinaz reseptorlerinin fosforilasyonu ig¢in
gereklidir. Yapilan galismalarda Gas6’nin Axl, Tyro3 ve Mer reseptorlerinin fosforilasyonu
icin gerekli oldugu kadar TAM ailesini olusturan her bir tirozin kinaz reseptoriiniin varligi
diger reseptdrlerin fosforilasyonu igin gerekli oldugu gosterilmistir (41). Ornegin Tyro3
yoklugunda diger 2 Gas6 reseptorii olan Axl ve Mer’in ligand aracili fosforilasyonu bozulur.
Reseptorlerin trombositler iizerinde eksprese edilme orani1 da ortamda bu 3 reseptorden birinin
yoklugunda degisir. Yine Tyro3 iizerinde 6rnek verecek olursak yapilan caligsmalarda Tyro3
reseptOrii olmayan trombositlerde Axl ve Mer reseptdr sayilarinin flow stometrik olarak

6l¢timii dogal tip trombositlere gore daha az bulunmustur (41).

Gas6 yoklugunda trombositlerin agregasyon ve sekresyonu bozulur. Ayni sekilde Mer, Tyro3
veya Axl reseptorlerinin yoklugunda da trombosit agregasyon ve sekresyonu bozulur.
Trombositlerin dens graniillerinde sekrete edilen ADP, ilk basamakta olusan ve kararli bir
yapida olmayan trombosit agregatlarinin kararli makroagregatlara dontisiimiinde 6nemlidir.
Bu olay, a-graniillerinden sekrete edilen fibrinojen, vVWF ve p-selektin gibi adezyon proteinleri
ile desteklenir. Tyro3 reseptorii olmayan trombositlerin diisilk doz kollajen ile (2 pg/ml)
karsilagsmalar1 sonrasinda dens graniillerin sekresyonu yeterli olmaz. (Bu islev karsilagsma
sonrasinda aciga c¢ikan ATP’nin Olciimii ile degerlendirilmistir). Diisiik doz ADP ile
olusturulan trombosit aktivasyonu sirasinda yiizeylerinde biriken p-selektin diizeylerinin
Olcimiine gore degerlendirilen o-graniil sekresyonu TAM reseptorlerinin yoklugunda
bozuktur. Bu ylizden Gas6 reseptor eksikligi sonucunda trombositlerde etkin bir graniil

sekresyonu meydana gelmez (41).

Gas6’nin en ¢ok AxI reseptdriine afinitesi vardir ve Axl i¢in tek ligand Gas6’dir. Gas6’nin
Axl’e baglanmasi sonucunda reseptor dimerizasyona, tirozin kalintilar1 otofosforilasyona
ugrar. Otofosforilasyon sonucunda intraseliiler sinyal molekiilleri aktive olur. AxI
sinyalizayonunu hiicre adezyonunda, invazyonunda, migrasyonunda, proenflamatuvar sitokin
iiretiminde, antiapoptozda, proliferasyon ve hiicre yasaminin siirdiiriilmesinde etkilidir. Kiigiik
hiicreli disindaki diger akciger kanser tiirlerinde ve osteosarkom hiicrelerinde Axl sentezi

kanser hiicrelerinin adezyon yetenegi ile korelasyon gosterir. Adezyon yeteneginin fazla
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olmasi tiimdr hiicrelerinin metastatik 6zelliginin de fazla olmasina neden olabilir (1). Gas6
tarafindan aktive edilen Axl reseptorii araciligi hiicre icinde bir ¢ok sinyal yollar1 uyarilir

(PI3K, RAS, mitojen tarafindan aktiflenen protein kinaz-MAPK) (43).

Gas6’nin AxI’e baglanmasi ile Axl fosforile olur ve PI3 kinaz/Akt yolu aktive olur (41). Bu
aktivasyon hiicrenin yagamin siirdiirmesinde etkilidir ve antiapoptotik etkisi vardir. Dendiritik
hiicrelerde TNFa, IL-6 ve interferon sekresyonunu baskilayarak enflamatuvar cevabi kontrol
eder. TAM ailesindeki reseptorleri eksik olan hayvanlarda otoimmun hastaliklar daha sik
goriiliir. Bliylime sirasinda Gas6 ekspresyonu azalir. Gas6, Faktor Va ve VIla’y1 inaktive eder.
Gas6 ve Axl enflamasyona yanit olarak endoteli aktive edip 10kosit ekstravazayonunu artirir.
Arteryal neointimal hasar olusturulan fare modellerinde tiim dokularda Gas6 ve AxI’in sentezi
artar. Bobrek hasari olusturulan hayvan modellerinde ise Gas6 ve Ax1’in glomeriiler sentezinin
artar. Bu modellere diisiik doz varfarin uygulamasi sonucunda sentezin azaldigir gézlenmistir.
Bu durum meydana gelen patolojilerde etiyolojide K vitaminin (ve Gas6’nin) roliinii vurgular.
Gas6 lretemeyen transgenik farelerde nefrotoksik nefrite dogal tip farelere gore anlamli
derecede diisiikk oranda rastlanir. Transplant rejeksiyonlar1 da enflamatuvar olaylarin
aktivasyonuna bagli olarak ortaya cikar ve allograft rejeksiyona rastlanan fare modellerinde

Gasb6 sentezinde artis goriiliir (1).

Gas6 ve reseptorleri erigkin farelerin serebral korteksinde, hipokampiisiinde ve serbellumunda
sentezlenir. Tyro3 ise merkezi sinir sisteminde en fazla sentezlenen reseptordiir. In vitro
sartlarda Gas6 hipokampal ve kortikal noronlar1 apoptozdan korur. Ayrica ERK/PI3K
aktivasyonu araciligrtyla hipotalamik GnRH néron canliligmin devamina katkida bulunur.
Gas6, Schwann hiicreleri ve oligodendrositleri etkileyerek santral ve periferik myelinizasyonu
destekler. Insan fetiis oligodendrosit kiiltiirlerinde Gas6 hiicre oliimiinii engeller; insan
Schwann hiicre kiiltlirlerinde ise Gas6 stimulasyonu sonucunda proliferasyon daha hizli
gerceklesir. Bu ylizden Gas6/Tyro3 reseptor sistemi miyelinizasyonda etkili ¢esitli néronal ve

glial hiicrelerin yasaminin devamui i¢in dnemlidir (48).

Gas6 ve protein S apoptotik hiicrelerin Mer-aracili fagositozunda yer alirlar (1). insanlarda

Mer tirozin kinaz reseptoriindeki mutasyon retinitis pigmentosaya neden olur. Daha once
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yapilan calismalar Gas6 ve protein S’in retinadaki Mer reseptdrlerinin ligandlar1 oldugunu

gOstermistir (49).

Merkezi sinir sisteminde Axl mikroglialarda, oligodendrositlerde ve néronlarda; bu reseptoriin
ligand1 olan Gas6 ise ndronlarda, endotelyal hiicrelerde,astrositlerde ve beyin omurilik
stvisinda sentezlenir. Biiylime-gelisme sirasinda Axl ve Gas6 sentezi artar. MSS’de erigkin
donemde Axl sentezi azalmaktadir. MS, kuprizon toksisitesi sonucu ile olusturulan

demiyelinizasyon modelinde ve bazi hastaliklarda Axl ve sAx1’in “up” regiilasyonuna rastlanir

(50).

Gas6 ve reseptorleri dogal bagisiklikta dnemli role sahiptir. Axl, Tyro3 ve Mer’i olmayan
farelerde poliklonal B ve T hiicre hiperaktivasyonu meydana gelir. Doku infiltrasyonlari,
vaskiilit, artrit ve yiiksek diizeyde dolasimda bulunan otoantikor titreleri gibi otoimmun
hastalik bulgularina rastlanir. Bu hiperaktivasyon monosit/makrofaj hiicrelerindeki artmis
Gas6 ve reseptorlerinin sentezi sonucunda gergeklesir. Normalden fazla aktive olan bu
monosit/makrofajlarin lipopolisakkarit ile karsilasma sonrasinda fazla miktarda TNFo ve I1L-6
sekresyonu yapmalar1 nedeniyle endotoksik soka yol agma ihtimalleri artar. Gas6 aracilifiyla

gerceklesen artmis makrofaj-lenfosit etkilesimi otoimmunite ve enflamasyondan sorumlu

kabul edilir (48).

AxID’in intraseliiler tirozin kinaz bdlgesinin aktivitesinin onkogenik 6zellik gosterdigi deneysel
sartlarda kanitlanmistir. AxI’in transmembran bodlgesinden 33 aminoasit uzakliktaki bolgesi
farelerde tiimor olusumu i¢in yeterlidir. TAM ailesinde AxI insanlarda rastlanan kanserler icin
baslica onkogen olarak digerlerinden ayrilir. Her ne kadar Tyro3 ve Mer’in de degisime
ugrama Ozellikleri bilinse de kanserdeki rolleri konusunda kesin bilgiler bulunmamaktadir.
Elimizde Axl hakkinda daha fazla kanit bulunmasi daha ¢esitli dokularda sentezlendigi i¢in
veya Axl ile ilgili daha fazla sayida ¢alisma yapildig1 i¢in olabilir. Bu nedenle 6niimiizdeki
yillarda yapilacak g¢aligmalar sonucunda TAM reseptor ailesinin kanserle iligkisi hakkinda

daha ayrmtili bilgiler elde edilebilir.
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Calisma Grubu ve Orneklerin Toplanmasi

Bu calismaya, 30.11.2011 ve 20.09.2012 tarihleri arasinda Maltepe Universitesi Tip
Fakiiltesi’nde dogan 80 yenidogan (40 term, 40 preterm) alinmistir. Arastirmaya dahil edilen
bebekler dogmadan 6nce anne-babasina ¢alismay1 agiklayan aydinlatilmis onam formu verilip
bebeklerden ornek alinmasini kabul eden imzali onamlar: alindi. Bebeklerin kordon kanindan
alinan orneklerle dogumdan hemen sonra vastus lateralis kasina i.m olarak 1 mg K vitamini

(Konakion®) uyguladiktan 48 saat sonra periferik venoz kandan alinan 6rnekler toplandi.

Calismaya dahil edilen bebeklerden EDTAl tiiplere alinan umblikal vendz kan 6rnekleri ve K
vitamini uygulamasindan 48 saat sonra alinan periferik vendz kan ornekleri yiiksek hizda
(3000 G) santrifiij edildi; ardindan trombositten fakir plazmalar1 elde edildi. Ornekler
-80°C’de saklandi. Gas-6 diizeyleri ELISA (R&D) kiti ile belirlendi.

5.2. Calismadan Cikarilma Kosullar:

Sepsis, konjenital anomali ve metabolik hastalik siiphesi olan yenidoganlar ¢alismaya dahil

edilmedi.

5.3. ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) Yontemiyle Gas6 Protein
Konsantrasyonunun Ol¢iimii

Calismamizda, plazma Gas6 proteininin konsantrasyonu “Insan Gas6 Duo Set ELISA” kiti

kullanilarak sandvi¢ ELISA metoduyla o6lciildii. Gas6 ELISA kitinin asamalar1 Sekil 9°da

Ozetlenmistir.
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5.4. Kullanilan Kimyasallar

Insan Gas6 Duo Set ELISA Kiti (R&D)

Si1gir serum albiimin (BSA) (Fraction V, Roche)

Tween 20 (Sigma)

Fosfat tamponlu salin (PBS) (Hyclone)

EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) (Carlo Erba)

PVDF (polivinilidin floriir) membran

TBST (“Tris-Tween 20” tampon)

H20:

Luminol ¢6zeltisi

Fiksatif ¢ozeltisi

“Developer” ¢ozeltisi

Fotograf filmi

Yagsiz sut tozu

CNBr ile aktive edilmis Sefaroz 4B jeli (Pharmacia LKB)

Insan Gas6 proteinine kars1 farede gelistirilmis monoklonal antikor (R&D)
Insan Gas6 proteinine kars1 kegiden elde edilmis antikor (R&D)
Streptavidin-HRP (horseradish peroxidase) (R&D)

5.5. Kullanilan Cihaz ve Geregler

Derin dondurucu -80°C (Sanyo)
Santrifiij (Hettich Universal 32 R)
ELISA plag: (Nunc)

ELISA otomatik plak yikayici (Rayto)
ELISA okuyucu (Rayto)

HPLC (Agilent 1100 Serisi)

Pompa (Waters 600)

Dedektor (Agilent 1100 UV)
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5.6. ELISA Yéntemi I¢in Cozeltilerin Hazirlanmasi

e PBS Cozeltisi
137 mM NacCl, 2.7 nM KCI, 8.1 mM Na;HPO,4 ve 1.5 mM KH,PO, bir miktar distile suyla

¢oOziildii ve pH 7.4°e ayarlandiktan sonra distile su ile 1 L’ye tamamlandi.

¢ Yikama Tamponu

% 0.01 Tween 20 igeren PBS ¢ozeltisi (PBST).

o “capture” Antikor Cozeltisi
Insana kars1 farede gelistirilmis 1 vial Gas6 antikoru 1 ml PBS ile seyreltilerek son
konsantrasyonu 720 pg/ml olan stok ¢ozelti elde edildi. Bu stok ¢ozeltiden konsantrasyonu

4 pg/ml olan bir ¢alisma standard1 hazirlandi.

e Bloklama Tamponu
Bloklama tamponu olarak %5 BSA igeren PBST ¢ozeltisi kullanildi.

e Ornek Tamponu
1 mM EDTA hazirlanarak, %1 BSA iceren PBST ¢ozeltisinde karistirildi.

e Olciim Antikoru Cozeltisi

Insan Gas6 proteinine kars1 keciden elde edilmis biyotinle isaretli 1 vial Gas6 antikoru, 1
ml %1 BSA igeren PBS ile seyreltilerek konsantrasyonu 18 pg/ ml olan stok c¢ozelti
hazirlandi. Bu stok c¢ozeltiden konsantrasyonu 100 ng/ml olan bir c¢alisma standard:

hazirlandi.

e Standart Gas6 Cozeltisi
1 vial rekombinant insan Gas6 proteini, 0.5 ml seyreltme ¢ozeltisiyle seyreltilerek son
konsantrasyonu 80 ng/ml olan stok ¢ozelti hazirlandi. Stok ¢ozeltiden 2 kat seri

dilusyonlarla bir dizi kalibrator hazirlandi. Bunlarla kalibrasyon egrisi ¢izildi.
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e Streptavidin-HRP Cozeltisi
Vial, iizerinde belirtilen 1:200 oranindaki ¢calisma konsantrasyonuna ulasmak i¢in %1 BSA

iceren PBS ile seyreltildi ve buzdolabinda saklandi.

o Substrat Cozeltisi
A reaktifi (Hidrojen peroksit) ve B reaktifi (Tetrametilbenzidin) 1:1 oraninda karistirilarak
kullanildi.

e Stop Cozeltisi 2N H,SO,)

Bir miktar distile su iizerine 11 ml H,SO, eklenerek distile su ile 100 ml” ye tamamlanda.

5.7. ELISA Islem Basamaklar1

e 96 kuyucuklu, U kesitli ELISA plagina “capture” antikor (4 pg/ml) ¢ozeltisinden 100
ul eklendi ve kapagi kapatilarak 1 gece buzdolabinda inkiibe edildi.

e Ertesi giin plak, yitkama tamponuyla 5 kez yikandi ve iyice aspire edildi; bu sekilde

kuyucuklardaki baglanmamis antikor uzaklastirilmis oldu.

e Daha sonra her bir kuyucuga 300 pl bloklama tamponu eklenerek 1,5 saat oda

sicakliginda inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyondan sonra tekrar 5 kez yikama ve aspirasyon islemi tekrarlanarak, plak

ornek yliklemeye hazir hale getirildi.

e 1:40 oraninda Ornek tamponuyla seyreltilmis standart ve plazma Orneklerinden,

kuyucuklara 100 pl eklenerek 37°C’ lik etiivde 1 saat inkiibasyona birakildi.

e Plak, yitkama tamponuyla 5 kez yikanip kurutulduktan sonra her bir kuyucuga 100 ul

Olctim antikor ¢ozeltisi eklenerek 37°C*de 1 saat inkiibasyona birakildi.
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5 kez yikama ve kurutma isleminin ardindan kuyucuklara 100 pl streptavidin-HRP

¢oOzeltisi eklenip oda sicakliginda ve karanlikta 20 dakika bekletildi.

Ayni sekilde yikama isleminin hemen ardindan ¢ok taze olarak hazirlanmis substrat

¢ozeltisinden 100 pl eklenip oda sicakliginda ve karanlikta 20 dakika inkiibasyona

birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklara 50 pl stop ¢ozeltisi eklenerek reaksiyona son

verildi. Ardindan zaman kaybedilmeden 450 nm de absorbans 6l¢iimii yapildi.

Hazirlanan standart grafikten yararlanilarak orneklerin konsantrasyonu hesaplandi.

ELISA islem basamaklar1 Sekil 9°da 6zetlenmistir.

o © °
© o
1/ ¢ v ¥ Y Y va, Y Y
? B e O I
Capture antikorla Omeklerin ilavesi,
kaplama, 1 gece +4°C oda sicakhignda 1 h
de inkiibasyon inkiibasyon

| i 1 ) ) )
5 “AAL| R L ¥
2 ] V ]/ ~1!/ 7 i)

:» l ._l/ _‘v/o \ “ -\I/
| : . '
Streptavidin-HRP Substrat ¢ozeltisinin
ilavesi. 37°C de 1 h lavesi, 20 dk oda
inkiibasyon stcakhiginda inkiibasyon

Sekil 9: ELISA yontemiyle Gas6 diizeyinin dl¢iimii

o °
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)/C ) ) /I\ )
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Detection anti.kor,}m
eklenmesi. 1 h 37VC de
inkiibasyon

Stop soliisyonun
eklenmesi, absorbans
olgtimi
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captura antikor
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HRP- konjuze
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5.8. istatiksel Analizler

Bu ¢alismada istatistiksel analizler SPSS 17 (statistical packages for social sciences) paket
programi ile yapilmistir. Verilerin degerlendirilmesinde tanimlayici istatistiksel yontemlerin
(ortalama, standart sapma) yani sira, ikili gruplarin karsilagtirmasinda Mann-Whitney U testi

kullanilmistir. Sonuglarin istatistiksel anlamlilig1 i¢in p < 0,05 diizeyi esas alinmistir.
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6. BULGULAR

Calismaya 30.11.2011 ve 20.09.2012 tarihleri arasinda Maltepe Universitesi Tip Fakiiltesi’nde
dogan 40 term ve 40 preterm olmak iizere toplam 80 yenidogan alindi. Term yenidoganlarin
25’1 kiz 15’1 erkek; preterm yenidoganlarin 22’°si kiz 18’1 erkekti. 1’1 term ve 4’li preterm
yenidogan olmak toplam 5 bebekte intrauterin biiyiime geriligi (IUBG) vardi. {UBG olmayan
term yenidoganlarin agirligi 2580 g — 3850 g arasinda (ortalama 3255,5 + 324,7 g); preterm
yenidoganlarin agirligi ise 1550 g — 2400 g arasinda (ortalama 2063,5 +/- 230,42 g) 6l¢iildii.

Yenidoganlarin 3’1 vaginal yolla (1 preterm ve 2 term yenidogan) 77’si sezaryen ile dogdu.

Calismamizda 40 term ve 40 preterm yenidoganin K vitamini 0ncesi ve sonrasi serum Gas6
diizeyleri 6l¢iildii. Olgularin tiimii dikkate alindiginda K vitamini dncesi ortalama Gas6 diizeyi

9,4144,82 ng/ml ve K vitamini sonras1 Gas6 diizeyi 9,81+4,48 ng/ml olarak bulundu.

K vitamini dncesi Gas6 diizeyleri preterm ve term yenidoganlarda sirasiyla 9,075+5,30 ng/ml
ve 9,75+4,34 ng/ml olarak belirlendi. iki deger arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi (p=0,535). K vitamini sonrast1 Gas6 diizeyleri preterm ve termlerde sirasiyla
10,5+5,28 ng/ml ve 9,12+3,42 ng/ml olarak belirlendi. Iki deger arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamadi (p=0,171).

Pretermlerin K vitamini Oncesi ve sonrasinda Olciilen Gas6 diizeyleri arasinda anlamli fark

belirlendi (sirasiyla 9,07+5,3 ve 10,5+5,28 ng/ml) (p=0,036).

Tablo 1°de preterm ve term bebeklerde K vitamini Oncesi ve sonrasi serum Gas6 protein

diizeyleri gosterilmektedir.
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TERM PRETERM
BEBEKLER BEBEKLER
K K K K
vitamini | vitamini | vitamini | vitamini
oncesi sonrasi oncest sonrasi
Gas6 Gas6 Gas6 Gas6
diizeyi diizeyi diizeyi diizeyi
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1] 14,11 11,12 9,99 7,21
2| 12,15 9,27 29,13 24,96
3| 17,07 13,9 12,52 9,61
4 12,2 9,31 10,97 14,23
5 10,6 7,79 8,18 5,49
6| 12,17 9,29 10,62 7,82
7 8,95 6,23 15,46 12,39
8 10,5 7,7 19,87 16,51
9|1 10,29 7,5 5,49 2,92
10| 14,13 11,14 18,71 15,44
11| 12,86 9,94 12,44 12,32
12 6,03 3,44 11,64 12,25
13| 10,24 7,46 8,42 8,11
14| 10,36 1,57 1,77 51
15| 16,41 13,28 7,26 4,62
16| 10,67 7,86 13,48 17,23
17 9,99 7,21 13,9 23,88
18 0,51 0,39 8,47 14,77
19 9,2 6,47 16,06 19,1
20 13,16 10,22 10,95 14,54
21 11,19 14,36 3,65 5,88
22 8,42 11,86 6,58 11,43
23 9,5 5,97 10,06 10,31
24 7,66 10,38 7,08 9,71
25 9,96 11 2,94 7,15
26| 12,74 13,48 6,86 8,24
27 7,95 7,55 4,13 17,37
28| 22,61 14,87 8,67 12,79
29 0,28 13,06 3,44 7,64
30 9,89 6,44 2,86 6,42
31| 16,97 8,61 5,28 5,94
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32| 1215 6,2 6,71 7,61
33| 7,06 11,5 8,54 10,24
34| 757 11,57 6,58 16,64
35| 1375 18,55 5,34 9,27
36| 5,04 12,86 5,88 4,74
37| 1,92 13,73 4,26 4,81
38| 768 10,95 9,55 6,03
39| 7,97 6,1 9,34 15,07
40| 7,55 8,33 15,33 13,25
Ortalama | 9,75+4,34 | 9,12+3,42 [9,075+5,30 | 10,5+5,28
p=0,535 | p=0,171 | p=0535 | p=0,171

Tablo 1: Preterm ve term yenidoganlarda K vitamini Oncesi ve sonrast serum Gas6 protein

diizeyleri

Intrauterin biiyiime geriligi (IUBG) olan 5 yenidoganin K vitamini &ncesi ortalama Gas6

diizeyi 3,7+4,32 ng/ml; ITUBG olmayan yenidoganlarin ortalama Gas6 diizeyi 9,76+4,71 ng/ml

olarak 6lgiildii. iki grup arasinda anlamli bir fark bulundu (p=0,012).

Diyabetik anne ¢ocugu (DAC) ve DAC olmayan yenidoganlarin Gas6 diizeyleri arasinda

anlaml bir fark bulunamadi (p>0,05).

K vitamini

oncesi Gas6
diizeyi (ng/ml)

K vitamini
sonras1 Gas6
diizeyi (ng/ml)

DAC (n=18) 82743,83 | 8834351
DAG olmayanlar | g 74,506 | 10,144,71

(n=62)
p=0,260 p=0,295

Tablo 2: Diyabetik anne ¢ocuklar1 (DAC) ve DAC olmayanlarin Gas6 diizeyleri
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7. TARTISMA

Growth arrest specific protein-6 (Gas6), hemostaz, enflamasyon ve bazi kanser tiirleri ile

iliskisi olan nispeten yeni tanimlanmis, K vitaminine bagimli bir proteindir (43,47,50).

Bu yeni proteinin hem islevlerini hem de normal degerlerini saptamak amaci ile son yillarda
¢ok sayida aragtirma yapilmis ve yapilmaya devam edilmektedir. Su andaki bilgilerimizin
tamami1 deneysel c¢alismalardan ve eriskin popiilasyonundan elde edilen verilerden
olugmaktadir. Literatiirde, Gas6 referans araliklarinin olusturulmasi amaciyla daha once
eriskinlerdeki diizeylerin belirlenmis olmasima karsin yenidoganlarda serum Gas6 diizeyi

referans araliklari ile ilgili heniliz yayinlanmis bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Bu caligma hem yenidoganlara 6zgii referans degerlerin olusturulmasina bir katki saglamak,
hem de farkli 6zelliklere sahip yenidoganlarin K vitamini dncesi ve sonrast Gas6 degerleri

arasinda fark olup olmadigini ortaya koymak amaci ile yapilmistir.

Varsayimsal olarak, K vitamini ile Gas6 arasindaki iligki, bu proteinin bircok dokuda
sentezlenmesi nedeni ile koagiilasyon proteinlerinin karacigerde sentezlenmesi ve K vitamini

arasindaki iliskiye oranla ¢ok daha kompleksdir (2,5).

Calismamizda term ve preterm yenidoganlarda K vitamini Oncesi ve sonrasi serum Gas6

protein diizeyleri ELISA ile dl¢tilmiistiir.

GAS6’nin ¢esitli hastaliklardaki diizeylerinin belirlenmesi i¢in kullanilacak, giivenilirligi
yiiksek testlerin gelistirilmesi Gas6 ve protein S’in plazmada ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
bulunmasi nedeniyle zorluk yaratmaktadir (7). Bu zorluklara ragmen bir ¢ok arastirmact
Gas6’nin sepsis sirasinda plazma konsantrasyonun arttig1 ve bir akut faz reaktani olarak gorev
yaptigin1  gostermistir (2). Ekman ve ark. c¢alismalarinda Gas6 konsantrasyon artisini
septisemiye rastlanan hastalarda (agir sepsis, sepsis, enfeksiyonla birlikte olan ve olmayan
sistemik inflamatuvar yanit sendromunu igeren) ve sistemik enflamatuvar yanit sendromu
olmayan hastalardan kontrol grubu olusturarak incelemistir (2). Gas6 seviyesi hastaligin
ciddiyetiyle orantili olarak septik hastalarda yilikselmektedir. Gas6 ve sAxl diizeyleri IL-6,
prokalsitonin ve hasarli organ sayisi ile koreledir (2). Dolasimdaki sAx1’e bagli olarak bulunan

Gas6’nin hiicre membranina bagl olarak aktivite gosteren Axl’e baglanmasi engellenir. Bu
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yiizden sAx1’in dolasgimdaki Gas6’y1 inhibe ettigi kabul edilir. Sepsis varliginda Gas6 diizeyi
sAx1’e gore rolatif olarak daha fazla yiikseldigi icin Gas6 aracili hiicresel sinyalizasyon artar.
Gasb6 seviyesi sepsise 0zel olmamakla birlikte tiim enflamatuvar durumlarda yiikselir (2).
Dogal bagisiklikta TAM reseptorleri bir fren gorevi goriir. Gas6 yer aldigi hiicrelerde
antienflamutuvar 6zelligi ile sitokin sentezini azaltmanin yani sira enflamasyon bolgesinde
trombosit ve 16kositlerle endotel etkilesimini yonetir (6). Gas6’nin enflamasyonda ve sepsiste
yiikselmesi, bu proteinin bir akut faz reaktani olarak kullanilabilme ihtimalini ortaya

cikarmaktadir.

Diinya Saglik Orgiitiine gore son adet tarihinin ilk giiniinden itibaren hesaplandiginda 37.
gebelik haftasindan 6nce canli dogan bebeklere preterm bebek denir (51). Preterm dogumlarin
cogunda neden tam olarak bilinmez. Gebelikte yasanan stres, ilk dogum, prenatal bakimin
yetersiz olmasi veya hi¢ olmamasi, kronik enfeksiyon, hipertansiyon ve diyabet gibi c¢esitli
klinik komplikasyonlar prematiir eylemin nedenlerinden sayilabilir (52,53). Fakat preterm
dogum etiyolojisinde en c¢ok intrauterin enfeksiyonlar suclanmaktadir. Intrauterin
enfeksiyonlar nedeniyle enflamatuvar bir cevap olusur ve bu enflamatuvar siire¢ de erken
membran riiptiiriinii veya dogumu tetikler. Normalde steril bir ¢evre olan uterin kaviteye
enfeksiydz ajanlarin nasil girdigi ve farkl tiirlere gére bu ajanlarin farkli enflamatuvar yanita

nasil yol agtig1 hala tam anlasilamamustir (54).

Son 15 yilda preterm dogum orani1 %7’den %10-12ye yiikselmistir (55). Preterm bebeklerin
yasam oranlarinin ge¢mis yillara gore artisinin nedenleri arasinda erken dogum tehditi olan
gebelere bebegin  akciger matlirasyonunu hizlandirmak amaciyla antenatal steroid
uygulanmasi, dogum sonrasinda bebegin hipotermiden korunmasi, erken donemde uygulanan
surfaktan tedavisi ve mekanik ventilasyondan ayrilan bebeklerde sonraki donemlerde negatif

etkisi olabilecek postnatal deksametazon kullaniminin azaltilmasi sayilabilir (56).

Gebeliklerin %1-5’inde erken membran riiptiirine (EMR) rastlanir. EMR, prematiir eylemin

%30-40’1ndan sorumludur; enfeksiyon ve enflamasyon riskinde artisa neden olur (57,58).

Postnatal donemde daha uzun siire hospitalize edilen preterm bebekler, umblikal venoz
kateterizasyon ve periferik venoz kan oOrneklerinin alinmasi gibi invaziv islemlere term

bebeklerden daha sik maruz kalmaktadir. invaziv islemler sonucu endotel biitiinliigiiniin
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bozulmasit ve preterm eylem sirasindaki enflamatuvar siire¢ ile plasenta biitlinliigliniin

bozulmas1 sonucunda endotelden dolasima daha yiiksek oranda Gas6 salinimi gerceklesebilir.

Calismamizda preterm bebeklerin K vitamini 0ncesi ve sonrasinda oOlclilen Gas6 diizeyleri
arasinda anlaml bir fark bulundu (sirasiyla 9,07+5,3 ve 10,5+5,28 ng/ml; p=0,036). Bu farkta
etkili faktorler K vitamini uygulamasi ile smirli kalmayip preterm bebeklerin endotel

biitiinligiindeki bozuklugun da Gas6 diizeyinde artisa neden oldugunu diisiindiirmektedir.

Hem term hem de preterm yenidogan gruplar1 igerisinde ayr1 bir grup olarak diyabetik anne
cocuklart (DAC) dikkat ¢ekmekteydi. Bilinmektedir ki DAC’in hemostatik parametreleri
prenatal, natal ve postnatal ¢esitli faktorlerden ozellikle etkilenmektedir. Bu nedenle DAC

kendi i¢inde ayrica degerlendirildi.

Gestasyonel diyabet, gebelerin %?2’sini etkilemekte ve gebelerin ~1/1000’inde insiiline
bagiml diyabet ortaya ¢ikmaktadir (51). Diyabetik anne ¢ocuklari, dogumda makrozomik ve
pletorik olarak gozlenmektedir. Ayrica DAC’1n glikojen, protein ve yag depolart saglikli
bebeklerden daha fazla miktardadir. Yenidoganlarin normal plazma hormonal paterni; diisiik
insiilin, yiiksek glukagon ve yiiksek katekolamin diizeyleri seklinde programlanmistir.
DAC’larda ise bu profil yiiksek insiilin, diisiik glukagon ve diisiik adrenalin olarak degisir
(51).

Toplam 80 6rnegin 18’1 DAC idi (%22,5). DAC olmayan bebeklerde K vitamini dncesi Gas6
diizeyi 9,74+5,06 ng/ml; DAC bebeklerde 8,27+3,83 ng/ml bulundu. iki deger arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p=0,260). DAC olmayan bebeklerde K
vitamini sonrast Gas6 diizeyi 10,1+4,71 ng/ml; DAC bebeklerde 8,83+3,51 ng/ml olarak

izlendi. Iki deger arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir fark bulunmadi (p=0,295).

Gas6 proteini bircok dokuda yaygin olarak bulunan bir protein olmasi nedeniyle Gas6
diizeylerinin DAC’larda saglikli bebeklere gore daha yiiksek diizeylere sahip olmasi
beklenebilir. Diger yandan diyabeti enflamatuvar bir siire¢ olarak degerlendirecek olursak;
enflamasyonda Gas6 diizeylerindeki gozlenen artis DAC’larda da beklenmelidir (2,59). Ancak

calismamizin verileri bu hipotezi dogrulamamaktadir.
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Gestasyon haftasina gore olusturulan biiylime egrilerinde bebegin agirliginin ortalama degerin
2 SD standart deviasyon (SD) altinda olmasi intrauterin biiyiime geriligi (IUBG) olarak

tanmimlanmaktadir (51).

Calismamizda TUBG olan bebekler (n=5) incelendiginde K vitamini &ncesi ortalama Gas6
diizeyi, IUBG olmayan bebeklere gdre anlamli oranda diisiik bulundu (sirasiyla 3,7+4,32
ng/ml ve 9,76+4,71 ng/ml).

Lindqvist ve arkadaslarinimn yaptig1 calismada ise IUBG olan bebeklerin kord kanindaki Gas6
diizeyi ITUBG olmayan bebeklere gore daha yiiksek bulunmustur. Bu yiiksekligin plasental

yetmezligin bir sonucu olarak ortaya ¢iktig1 savunulmustur (60).

Yanagita ve arkadaslar1 mezansimal hiicre kiiltlir lizat1 ve vasatinda, Gas6 ve onun reseptorii
olan AxD’in varligimi kanitlamiglardir (61). Bu hiicrelere rekombinant Gas6 ilave edilince
AxI’in tirozin kinaz bolgesinin fosforillendigi ve doza bagimli sekilde mezansimal hiicre
¢ogalmasinin arttig1 gosterilmistir. Warfarin varliginda bu etki goriilmemis, kiiltiir ortamina
fazla K vitamini eklendiginde warfarinin anti mitojenik etkisi ortadan kalkmistir. Bu bulgular,
K vitaminine bagimli bliylime faktorlerinin mezangimal hiicre ¢ogalmasinda ¢ok onemli bir
etkisi oldugunu gostermektedir. Kiiltiir ortamina AxI’in ekstraseliiler bolgesinden ibaret bir
protein (AXI-ECD) ¢ozeltisi eklendiginde, mitojenik etki inhibe olmaktadir. Axl, Gas6’nin
baglandig1 reseptorlerden biri oldugu ic¢in, K vitaminine bagimli biiyiime faktoriiniin Gas6
oldugunu diislindiirmektedir. Sonu¢ olarak Gas6’nin mezansimal hiicreler i¢in otokrin bir

biiytime faktori oldugu fikri gittikge 6nem kazanmaktadir (62).

[UBG olan bebekleri tasiyan annelerin serum biiyiime faktor diizeylerinin saglikli gebelere
gore daha diisiik diizeylerde oldugu bilinmektedir (60). Gas6’nin da biiylime faktorii benzeri
etkisi olmasi nedeniyle ITUBG olan bebeklerin Gas6 diizeyleri saglikli yenidoganlara gore

diistik olabilir.
Calismamizin sonuglar1 bu hipotezi destekler niteliktedir.

DAC ve IUBG gibi 6zellikleri olan term ve preterm yenidoganlarin Gas6 diizeylerinin saglikli

yenidoganlarla karsilastirilmasi i¢in daha detayli ¢alismalara ihtiyag duyulmaktadir.
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8. SONUCLAR

1. Bu c¢alismada preterm bebeklerde K vitamini Oncesi ve sonrasinda olgiilen Gas6

diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunmustur.

2. Calismamizda yer alan ve [UBG olan yenidoganlarin K vitamini dncesi ortalama
Gas6 diizeyi IUBG olmayan yenidoganlarin ortalama Gas6 diizeyinden anlamli

derecede diisiik bulunmustur.

3. DAC ve IUBG gibi 6zellikleri olan term ve preterm yenidoganlarin Gas6 diizeylerinin
saglikli yenidoganlarla karsilastirilmasi icin daha ¢ok vaka ile yapilacak daha ayrintili

calismalara ihtiyag¢ vardir.
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