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Venoz Tromboembolizme Proteomik Yaklasim

OZET

Venoz tromboembolizm (VTE) morbidite-mortalite oranlar1 yiiksek olabilen
ve bati toplumlarinda 1-2/1000/y1l sikliginda goriilen bir klinik tablodur. Derin ven
trombozu (DVT) ve pulmoner emboli (PE) ayni klinik tablonun farkli evreleri olarak
degerlendirildiginden,  genellikle vendz  tromboembolizm olarak (VTE)
adlandirilmaktadir. Faktéor V Leiden (FVL) ve Faktor II Protrombin G20210A
heterozigot gen mutasyonlari beyaz irkta sirasiyla %5-10 ve %2 oraninda
goriilmektedir ve VTE’ye neden olan en sik genetik defektlerdir. Literatiire gore;
inflamasyon ile iliskili baz1 abundant proteinlerin ve polimorfik akut faz proteinlerinin
serumdaki konsantrasyonlarinin artig1 inflamasyon ile iliskisi olan; aterosklerosis,

eklem iltihabi, kalple ilgili hastaliklarda ve VTE’de tespit edilmistir.

Bu tez calismasinin amaci, vendz tromboembolizm i¢in risk faktorii olarak
bilinen FVL ve Protrombin 20210 gen degisimlerinin, hasta ve kontrol gruplarinda
plazmadaki 6zellikle inflamasyona duyarli abundant (bol) protein profiline etkisinin
belirlenmesi ve bu gen degisimlerinin miyokard infarktiis (kalp krizi, MI) 6ykiisii ile

iliskisinin proteomik olarak arastirilmasidir.

Bu amacla yapilan calismada; 1/9 ml EDTA’ll tiip igerisine alinan kan
orneklerinden proteom g¢aligmalarinda kullanilacak plazma kismi ayrilmis ve kalan
kisim iizerinden geleneksel fenol-koloroform yontemi ile DNA izolasyonu
yapilmistir. Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile hasta (130)
kontrol (130) gruplar1 Faktor V Leiden ve protrombin 20210 niikleotid degisimleri
acisindan taranmistir. Mutasyon tasiyan ve tasimayan hasta/kontrol gruplarinda iki
boyutlu jel elektroforezi ile protein profillenmesi ve MALDI-TOF kiitle
spektrometresiyle proteinlerin kimliklendirlmesi (PMF) yapilmistir. Calismaya dahil
edilen farkli hasta ve kontrol gruplari arasinda alt1 farkli abundant proteinin ifadesinin

genotipe bagli degisim gosterdigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ven6éz tromboembolizm, Faktor V Leiden, Protrombin
G20210A, 2 boyutlu jel elektroforezi, MALDI-TOF kiitle spektrometresi.



A Proteomic Approach To Venous Thromboembolism

ABSTRACT

Venous thromboembolism (VTE) is a disease with high morbidity and
mortality rates with an incidence of 1-2/1000 in Western societies. Deep vein
thrombosis (DVT) and pulmonary embolism (PE) are considered as the clinical stages
of the same disorder, and are collectively called as venous thromboembolism. The
prevalence of Factor V Leiden and Factor Il prothrombin gene mutations was reported
at about 5-10% and 2% respectively (as heterozygous mutations), in whites. The
factor VV Leiden allele and protrombin allele are the most common cause for
hereditary thrombophilia. According to the literature, increased serum concentrations
of some abundant plasma proteins related with inflammation and polymorphic acute
phase proteins have been associated with inflammation-related atherosclerosis,

arthritis, heart-related disorders and also VTE diseases.

The aim of this study is to determine the effect of the FVVL and Prothrombin
20210 gene mutations, which are known as a risk factor for venous
thromboembolism, to the inflammation-sensitive abundant plasma proteins in control
and patient groups and also to investigate the relationship between these mutations

and MI history by proteomic methods.

In this preliminary work, plasma was seperated from whole blood samples
collected in tubes with EDTA (1/9 ml) and the remaining sample was used for DNA
isolation with conventional phenol-chloroform method. Genetic analysis were done
for patient (130) and control (130) individuals in terms of FVL and Prothrombin
20210 gene mutations by RT-PCR. Protein profiling by two dinemsional gel
electrophoresis and peptide mass fingerprinting (PMF) by MALDI-TOF MS were
done for patient and control groups. Six abundant proteins were found differentially
expressed depending on the genotype between the diffenent patient and control
groups.

Key Words: Venous Thromboembolism, factor V Leiden, prothrombin, 2D gel
electrophoresis, MALDI-TOF mass spectrometry.
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1. GIRIS ve AMAC

Vendz tromboz ve komplikasyonlarinin en sik morbidite ve mortalite nedeni olmasi; hem
vendz trombozun Onlenmesinin, hem de tromboembolik olaylarin tekrarlanma olasiligi
acisindan yiiksek riske sahip olan hastalar i¢in daha etkin koruyucu tedavilerin
gelistirilmesinin gerekliligini ortaya koymaktadir. Ayrica gen degisimlerini tasiyan hasta
gruplari igerisinde ilag tedavisi veya cerrahi miidahele sonrasinda prognozun farkli olmasi,
kontrol grubu asemptomatik bireylerde de genetik trombotik risk faktorlerinin bulunmasi
gibi ac¢iklanamayan durumlarin giinlimiizde proteomik yoOntemler gibi daha hassas ve
givenilir tekniklerle agiklanmasi gerekliligi dogmustur. Vendz Tromboembolizm (VTE)
icin kisiye Ozel risk faktorlerinin dnceden belirlenebilmesini saglayabilecek yeni hedef
molekiillerin bulunmasi tedaviye yon verebilecek olmasi nedeni ile dnem tagimaktadir.
Ayrica bulunan yeni hedef molekiilleri sayesinde, goriilme siklig1r yiiksek olan post
trombotik sendrom (PTS)’li hastalarin yasam Kkalitesi lizerine olan olumsuz etkileri

azaltilmis olacaktir (Demiralp 2009).

Insan genom projesi, yaklasik 20-25.000 genin oldugunu ortaya koymus ve projenin
tamamlanmasinin ardindan, genlerin fonksiyonel {irlinii olan proteinlere ait bilgi birikimi
artmadig1 siirece genetik bilginin tek basina yeterli olamayacagi goriilmiistiir. Bu nedenle
proteinlerle ilgili ¢caligmalara agirlik verilerek “proteomiks” alan1 dogmus, hatta genomik,
transkriptomik, metabolomik ve biyoinformatigin de proteomik c¢aligmalara eklendigi
sistem biyolojisi calismalar1 agirlik kazanmistir. Proteomiks alaninda yapilan ¢alismalar
dort ana baglikta toplanabilir: (1) Protein izolasyonu, (2) proteinlerin ayrimi (elektroforetik,
kromatografik vs.) ve ifade analizleri, (3) protein tanimlamasi (kiitle spektrometreleri,
Edman), (4) protein etkilesimleri ve yapisal analizler. Bu sekliyle proteomik yontemler
tipta erken teshis ve tedavi se¢imi icin kullanilabilir, giivenilir veri iiretmekte ve bu

amaclarla yeni biyobelirte¢ tanimlanmasi i¢in kullanilmaktadir.

Bazi genler, birden ¢ok proteini sifreleyebilir (splicing). Fosforilasyon, glikozilasyon ve
proteolitik yikimlari da i¢eren birgok post-translasyonel modifikasyon sonucu proteinlerin
yapist ve fonksiyonu degisir. Benzer sekilde oligosakkaritler ve lipitler gibi molekiiller

proteinlere eklenerek hiicre kompartmanlarindaki yerleri belirlenir.



Sonug olarak, viicutta cesitli sekillerde onbinlerce farkli proteinin sentezi yapilmaktadir.
Proteomiks teknolojisi ile saglik ve hastalik gibi farkli kosullarda bulunan hiicre, doku ve
viicut sivilarindaki proteinlerin birbirleri ile iliskileri, yapt ve fonksiyonlar1 sistematik
olarak incelenmekte ve nicel (kantitatif) analizleri yapilmaktadir. Son yillarda, bu teknoloji
biyolojik belirteclerin (biomarker) tanimlanmasinda kullanilmaya baslanmistir. Biyolojik
belirtegler, bir biyolojik sistemin fizyolojik durumunu yansitir ve bu durum hastalik
siiresince degisebilir. Bu nedenle biyolojik belirtecler 6zellikle farkli kanser tiplerinde,
inflamasyonla seyreden metabolik hastaliklarda, trombozda ve ndorodejeneretif

hastaliklarda teshis ve tedavide 6nemli rol oynamaktadir (Giinestutar et al 2009).

Genom projesi ile elde edilen bilgilerin klinik calismalara uygulanmasi ve yeni tedavi
yontemlerinin gelistirilmesi ihtiyact ile proteomiks kavrami hizla gelismeye baslamistir.
Hastaliklarin tanimlanmast ve tedavi gelistirmede yaygin olarak kullanilan genetik
tekniklere ek olarak gelisen proteomik teknikler arastirmacilar icin biiyiik bir umut 15181
olmustur. Proteomiks ¢aligmalarinin gen c¢alismalarina ek olarak sundugu avantajlardan en
onemlileri viicut sivilarinda, hiicrelerde ve doku biyopsilerinde diyagnostik ve prognostik
hastalik belirte¢lerinin tanimlanmasina ve yeni tedavi stratejilerinin belirlenmesine olanak
saglamasidir. Ayrica genetik yatkinlik gosteren hastaliklarin tanimlanmasi dogru bir
genetik teste gereksinim duydugu kadar fenotipin de dogru saptanmasini gerektirir. Ciinki
bir organizmadaki proteom genomdan farkli olarak daha dinamiktir ve organizmanin

bulundugu kosula (6rnegin patolojik durum) ve zamana bagli olarak degisebilir (Gliran

2005).

Dolayisiyla bu tez ¢alismasinda; genomik ve proteomik yontemler birlestirilerek, plazma
protein profil degisimleri, Protrombin G20210A ve FV G1691A niikleotit degisimi olan
ve tromboza yatkinlik goésteren hasta-kontrol grubu 6rneklerinde 6zellikle inflamasyona

duyarli abundant (bol) protein diizeyleri agisindan incelenmesi amaglanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Tromboz

Damar iginde kan pihtisinin olugmasi ve bu pihtinin kan akisini engellemesine tromboz
denir. Kan akigin1 engelleyen piht1 kitlesi ise trombus olarak tanimlanir (Sekil 2.1). Pitht1
seklindeki bu kitle bir kez olustuktan sonra, kan akimiyla yerinden koparilip akimla
birlikte siiriiklenme egilimindedir ve dolasim sistemi i¢inde bdyle serbest dolasan pihtilara
ise emboli denir. Kan akimiyla birlikte siiriikklenen bu pargalar dar bir bolgeye geldiginde
tikanmaya sebep olur ise tromboembolizm olusturur. Biiyiik arterlerden veya kalbin sol
yarisindan kaynaklanan emboli; beyin, bobrekler veya baska bir bolgedeki daha kiiciik
sistemik arterler ve/veya arteriolleri tikar. Vendz sistemden ve kalbin sag yarisindan
kaynaklanan emboli ise akciger damarlarina dogru siiriklenerek pulmoner arter

embolizmine yol agabilir (http://tr.wikipedia.org/wiki/Tromboz).

migrasyon
fausn < emboli
i . LI

Sekil 2.1. Olusan trombus ve emboli (http://www.wellsphere.com/general-medicine-
article/warfarin-part-1/743626)



2.1.1. Trombozun sebepleri:

Rudolf Virchow tarafindan hastaligin sebepleri teshis edildiginden Virchow’s triasi, yani
Virchow’un igliisii diye anilir (Blann 2006). Virchowa gore trombozun ii¢ ana sebebi

vardir:

a) Kan akisinin yavaslamasi

Uzun siire yatakta yatmay1 gerektiren bazi uzun siireli hastaliklar, al¢1 atel uygulanmasi,
agir ameliyatlar, konjestif kalp yetersizligi, uzun yolculuklar, sismanlik veya az hareket

etme, kan akisin1 yavaglatarak tromboza neden olabilir.

b) Kan yapisinin bozulmasi

Pihtilagma bozuklugu olanlarda, tromboz egilimi artar. Antitrombin III, protein C ve S,
fibrinojen, plazminojen gibi pihtilasmada rol oynayan bazi faktorlerin eksikligi veya
azalmasi tromboza egilim yaratir (6rnegin dogum kontrol hapi kullanimi, gebelik, nefrotik

sendrom, yumusak doku travmalari, ameliyatlar, kanserler gibi).

¢) Damar icyapisinin bozulmasi

Damarin i¢ ylizeyinde ortaya ¢ikan bozukluklar da tromboza egilimi artirir (aterom

plaklari, tan1 ve tedavi amagl vaskiiler girisimler, enfeksiyon ve travma).

Trombofili (thrombo-philia: trombozu seven) genellikle hemostatik mekanizmalarin
trombozise yatkinlik saglayan kalitsal ya da kazanilmis bozukluklarimi ifade etmektedir.

Daha c¢ok toplar damarlar (ven) tromboza egilimdirler. Ama trombofili nedenleri (6rn.



antifosfolipid sendromu, hiperhomosisteinemi) vendz trombozun yaninda, arteryel

tromboza da yol agabilir (Saymalp 2007).

2.2. Hemostaz ve Damar Yap1 Fonksiyonu

Hemostaz, kanin dolasimda sivi halde kalmasini saglayan bir fizyolojik mekanizmadir. Bu
fizyolojik mekanizma hem kanin sivi halde kalmasini saglar hem de kan damarlarinda her
hangi bir travma Sonucu olusan kanamayir durdurur ve daha sonra ayni damarin
fonksiyonunu devam ettirmesi i¢cin damarin pithtidan temizlenerek agilmasini saglar. Bu
fonksyonu da hemostaz-fibrinolitik aktivitelerin bir denge iginde ¢alismasi araciligi ile
(Sekil 2.2) gergeklestirildigi bilinmektedir (Goodnight and Hathaway 2001).

TROMBOY. KANAMA

PROKOAGULAN ANTIKOAGULAN
ANTIFIBRINOLITIK PROFIBRINOLITIK

HEMOSTAZ DENGESI

Sekil 2.2. Hemostaz dengesinin sematik olarak gosterilmesi

(www.kanbilim.com/Trombofili.htm)

Biitiinliigii bozulan damar veya damarlardan meydana gelen kanamayr durdurmak igin
organizma hemostaz mekanizmasini harekete gecirir. Burada 4 ana fizyolojik olay

meydana gelir:


http://www.kanbilim.com/Trombofili.htm

a- Damar duvarmin biiziismesi (Vazokostriksiyon)

Damar zedelenmesini izleyen erken donemde; trombositlerden kaynaklanan Tromboxan
A2 ve Serotonin aracilig1 ile kasilma (kontraksiyon) olusur, damar daralir ve kan akimi

azalir. (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Damar zedelenmesinden sonraki kasilma

(www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=q )

b- Trombosit fonksiyonu (plak olusumu)

Hemostazin ikinci fazinda yaralanma yerinde gevsek bir trombosit veya beyaz trombiis
olusur (Sekil 2.4). Trombosit fonksiyonu adhesyon, aktivasyon ve agregasyon ile saglanir.
Yaralanma sonucunda trombositler reseptor glikoproteinlb (Gplb) yoluyla endotel altinda
(intima) agiga ¢ikan kollajen ve von Willebrand Faktoér (VWF)’e baglanir (Gplb trombosit
yizeyinde Faktor IX ile kompleks yapan bir glikoproteindir). Trombositler ilk 15
saniyesinde buraya yapigsmaya baglar. Trombosit tikaci olusuncaya kadar gegen siire kli-
nikte kanama zaman (KZ) olarak bilinir. Trombosit sayis1 75000/mm®iin altina inmedikge
KZ uzamaz. Trombosit agregasyonu asamasina kadar olan kisim iki taraflidir ve birincil
hemostazis  olarak  bilinirr  Bu  olay heparinle  durdurulamaz  (http://

www.kanbilim.com/kanpih.htm).

c- Piht1 olusumu ( koagiilasyon)

Koagiilasyon, hemostazin {i¢iincili asamasidir ve endotele yapisan trombositlerin


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=glyco2&part=ch31
http://www.kanbilim.com/kanpıh.htm

Sekil 2.4. Trombosit tikacinin olusumu

(www.muhteva.com/pihtilasmanin-ilkadimlari-tr)

olusturdugu ‘primer tikag’in stabil hale gelmesi i¢in eritrosit ve fibrin baglarindan zengin
olan kirmizi trombusun olusumudur. Koagiilasyon, plazma pihtilasma sistemi

reaksiyonlarini kapsar ve sonugta fibrin olusur (ikincil hemostaz) (Sekil 2.5).

Sekil 2.5. fibrin olusumu (dersetkinliklerii.blogcu.com/.../7137406)

d- Piht1 olusumunun durdurulmasi ve pthtinin erimesi (fibrinolizis).

Pihtilagmada bir proenzim olan protrombin, fibrin pihtisin1 olusturacak olan trombin’e
doniiglir, fibrinolizisde ise, ayn1 sekilde bir proenzim olan plazminojen, aktivatorlerin
etkisiyle fibrin pihtisini eritecek plazmin’e dontismektedir (http://

www .kanbilim.com/kanpih.htm).


http://dersetkinliklerii.blogcu.com/kan-hucrelerinin-ozellikleri-kan-hucreleri-plazma/7137406

2.3. Koagiilasyon

Koagiilasyon; protrombinin proteolitik bir enzim olan trombine doniislimiidiir. Trombin
enziminin olusmasit ve bu enzimin ¢06ziinebilir halde bulunan fibrinojeni (Faktor I)
parcalayarak kat1 haldeki fibrin pihtisina ¢evirmesi seklinde ozetlenebilir (Sekil 2.6).
Normal kosullarda dolasan kanda trombin yoktur. Kanda proenzim seklinde Protrombin
(FI) bulunur. Protrombinin trombine gevrilebilmesi i¢in Oncelikle Faktor X’un aktive
edilmesi gerekir (FXa). Eskiden FX’un birbirlerinden bagimsiz iki ayr1 yolla aktive
edildigi kabul edilirdi: ekstrensek ve entrensek yollar. Giiniimiizde bu iki yolun
birbirlerinden bagimsiz olarak ilerlemedikleri anlasilmistir. Ayrica her iki yolaginda
koagiilasyon baglatabilecegi ileri siiriiliir iken bu giinkii anlayisa gore esas baslatici olan
yolagin ekstrensek yolak oldugu diisiiniilmektedir. Intrensek yolak ise indiikleyici olarak
rol almaktadir. FXa’n 1n olusmasindan sonra, pthtilasma ortak yol’ da ilerleyerek sonlanir

(Sekil 2.8).

Pihtilagmay1 olusturan olaylar zincirinin, pthtilasmanin plazmadaki (intrinsik) veya
dokudaki (ekstrinsik) baslatici sistemlerinin aktivasyonu ile baglatilmasinda yalnizca ilk

kisim farklidir. Sonraki kisim her iki durum igin de ortaktir (Weitz 1997).

Fibrinojen
Protrombin monomeri
aktivatora

! Ca2+

Ca2+

Fibrin
iplikgikleri

Sekil 2.6. Fibrinin olusmasi



2.3.1. Trombinin islevleri

Trombin kan pihtilasma mekanizmasinin adeta orkestra sefidir (Giilen 2008). Etkilerini

Ozetleyecek olursak (Sekil 2.7):

1.Trombositleri (PLT) aktive eder.

2. Fibrinojeni fibrine ¢evirir.

3. Faktor V, VIII ve XI'1 aktive eder.

4. Faktor XIIT'1 aktive eder.

5 Trombomoduline baglanarak protein C’yi aktive eder.

6. Trombomoduline baglanarak ThrombinActivatable-Fibrinolysis-Inhibitor (TAFI)’yi

aktive eder.

Protrombinin

proteolitik

etkisinin artisa FV + FVIII
aldtivitesinin
artrilmasi

Trombosit
kiimelenmesi

Trombomodilin,

protein C ve D — TROMBj:N

prlazmin
aktivasyonu /
Fibrinojen-fibrin déniisiimii FXIII - FXIIla
(Fibrin
stabilize edici
faktor)

Sekil 2.7. Trombinin genis capli etki mekaniznasi

2.3.2. Ekstrensek yol

Ekstrensek yol X faktoriinii aktive eden doku faktorii ve faktor VII kompleksini kapsar. Bu
yolda TF, FVII ve ortak yoldan FX, FV, FII (protrombin) ve FI (fibrinojen) yer alir.
Koagiilasyon kaskadi1 yaralanmay1 izlerken, monosit, endotel hiicreler ve endotel altinda
aciga cikan doku faktorii ile baslamaktadir. Doku faktorii faktor VII'ye baglanarak bir
kompleks olusturur. Bu komplekste faktor X’u aktive eder. Faktor X, faktor V, kalsiyum



ve trombosit fosfolipidi ile birlikte ‘protrombinaz kompleksi’ olusturarak protrombini
trombine ¢evirir. Bu yol doku faktdr inhibitdr yolagi (TFPI) vasitasiyla hizla inhibe
edilebilir. Inhibisyon dncesi bu yolak sonucu ortaya ¢ikan az miktarda trombin intrensek
yoldaki faktor XI'i aktive edebilir, bu da koagiilasyonun biiyiimesine neden olur (http://

www.kanbilim.com/kanpih.htm).

Damar duvar1 lezyonu sonucu aciga ¢ikan doku faktoriiniin (TF) pihtilasmay1 baslattig
yoldur. Protrombin zamani (PT: prothrombin time) ekstrensek ve ortak yolak patolojilerini
gosteren bir testtir. Ayirag olarak doku tromboplastini kullanilir. Kandaki total protrombin

miktar1 ve fibrinojen anomalileri hakinda bilgi verir.

2.3.3. Intrensek yol

Intrensek yol yiiksek mol agirlikli kininojen, prekallikrein, XII, XI, IX ve VIII’inci
faktorleri kapsar. Koagiilasyon ekstrensek yoldan elde edilen diisiik miktarda trombin
yoluyla amplifiye edilebilir. Bu islem trombinin, faktor XI ve VIII'i aktive etmesiyle
birlikte gortliir. Aktif olan faktor IX, faktor VIII, kalsiyum ve fosfolipid serin birlikte
makromolekiiler olan tenaz kompleksini olusturur, olusan kompleks fator X aktivasyonunu
arttirarak ¢ok miktarda protrombin olusumuna yol agar. Trombin ise fibrinojeni
pargalayarak solubl fibrin monomerleri meydana getirir, bunlarda daha sonra spontan
olarak polimerize olur. Trombin, kalsiyum ile birlikte ayn1 zamanda faktor XIII'ti aktive
ederek bu faktoriin fibrin polimerlerinin arasinda ¢apraz baglarin olugsmasini saglayarak
daha saglam ve kalic1 fibrin meydana gelmesini saglar. Intrensek yol i¢in bir diger uyarict
sistem olup doku faktoriiii-faktor VII kompleksinin dogrudan faktdr IX’u uyarmasi sonucu
meydana gelir. Ancak bu mindr bir rol oynar asas olarak mtrensek yolun uyarimi yukarida
sOylendigi  gibi  trombin  yoluyla  faktéor  XI'in  uyarilmasidir  (http:/
www .kanbilim.com/kanpih.htm).
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http://www.kanbilim.com/kanpıh.htm

Entrensek yol aktive parsiyel tromboplastin zamani1 (APTT) ile test edilir. Bu yolda temas
faktorleri disinda, FXI, FIX, FVIII ve ortak yoldan FX, FV, FIl (protrombin) ve FI
(fibrinojen) yer alir. Tam kan pihtilasma zamani da enterensek yolu Olger ancak

giiniimiizde yerini APTT’ye birakmistir

2.3.4. Ortak yol

Ortak yol faktér X aracilikli olarak protrombinden trombin olusumunu saglar. Bu olay
faktor V, kalsiyum ve trmbosit fosfolipidi tarafindan kolaylastirilir. Ortak yolun son tirtini

fibrinojenden fibrin olusumuna yol agar.

INTRENSEK EKSTRENSEK

Y_Uzey temasi Doku zarari
(kollajen, trombositler)
Prekallikrein

Xl — Xlla

Trombozit f
yuzeyi (?) 1}

Prdt‘rombih' S

o §

| s

- Fibﬁno;feﬁ.';'; Fibrin

Sekil 2.8. Koagiilasyon kaskadi (yolagi) (Ermis ve Ark 2006)
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Cizelge 2.1. koagulasyon faktorlerinin yolagi ve islemleri

Faktor Adi Yapim yeri Fonksiyon Yolak
I Fibrinojen Hepatosit Fibrin Ortak yol
prekiirsorii
I Protrombin Hepatosit Serin proteaz Ortak yol
I Doku Faktorii EH+bir ¢ok hiicre | Kofaktor Ekstrensek
yol
\Y Labil faktor Hepatosit Kofaktor Ortak yol
EH, Trombosit
VIl Prokonvertin Hepatosit Koagiilasyon Ekstrensek
baslangici yol
VIl Antihemofilik f | Karaciger Kofaktor Intrensek yol
sinuzoidleri

IX Christmas f Hepatosit Enzim Intrensek yol

X Stuart Prower Hepatosit Enzim Ortak yol

Xl Plazma Hepatosit Koagiilasyon Intrensek yol
tromboplastin amplifikasyonu
ansedani(PTA)

XIi Hageman faktor | Hepatosit Kontakt faktér | Intrensek yol

XHI Fibrin stabilize | Hepatosit/Trombos | transglutaminaz | Ortak yol
edici f it

Prekallikrei | Fletcher faktér | Hepatosit Enzim

n

12




2.3.5. Koagiilasyon inhibisyonu

Kanimizin 1 mL’sinde viicudumuzdaki tiim fibrinojeni 10-15 saniyede fibrine ¢evirmeye
yetecek giicte bir pihtilastirici potansiyel vardir. Hemostaz tikaci ve fibrin pihtisinin sadece
lezyon yerinde sinirli kalarak ilerlememesi ve kanin sivi durumunun korunmasi ¢ok ince ve

ayrintili bir sekilde ¢alisan inhibitor (antikoagiilan) mekanizmalarla saglanir.

Organizmada ii¢ ayr1 “dogal” inhibitdr sistemi trombin olusumunu frenler:

1) Doku faktorii yolu inhibitori (TFPT),
2) Antitrombin (AT)
3) Protein C (PC)-Protein S (PS) sistemi.

Bunlarin disinda, pihtilagmay1 6nleyen baska denetim yollar1 da vardir: Damarlardaki kan
akimi yerel olarak olugsmus aktif pihtilasma faktorlerini ve ara iirlinleri (kompleksleri)
seyreltir. Ayrica aktif olmus faktorler ve ara kompleksler retikiiloendotelyal sistem,
ozellikle karacigerdeki makrofajlar tarafindan temizlenir. Dolagima karismis doku faktorii

(TF) partikiilleri de karaciger tarafindan ortadan kaldirilir (Ozdogu 2007).

2.3.6. Fibrinolizis

Fibrinolitik sistem (plazminojen-plazmin sistemi) yerel fibrin birikintilerini eritir ve yara
iyilesmesi ile birlikte damar duvari yeniden sekillenir. Bu sistemde plazminojeni plazmine
ceviren aktivatorler, idrardan elde edilen iirokinaz damar duvart endotelinden salgilanan
vaskiiler plazminojen aktivatorii (PA) ve doku aktivatorleri yer alir. Fibrinolizi saglayan
madde plazmindir. Plazmin vucutta plazminojen olarak bulunur. Doku plazminojen
aktivatorii (t-PA) ve lrokinaz plazminojeni aktif bir proteinaz olan plazmine gevrilir.
Fibrinolizi sinirlayan major plazminojen aktivatdr inhibitorii trombositlerden salgilanan

plazminojen aktivatdr inhibitdr 1(PAI-1)’dir. PAI-1, t-PA ve iirokinaz ile kompleks yapar
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ve fibrinolizin kontrolsuz bir sekilde olusmasini engeller. PAI-1’den bagka plasentada PAI-
2 ve idrarda PAI-3 bulunmaktadir. PAI-1 plazminojen aktivasyonunu inhibe ederken
olusan plazmin ise alfa 2 anti-plazmin tarafindan inhibe edilir. Alfa 2 anti-plazmin
karacigerde sentez edilir. Plazmin ile kompleks yapar ve plazminin fibrine baglanmasini

engeller (Bayir ve Ak 2003).

2.4. Venoz Tromboembolizm

Vendz tromboembolizm (VTE) morbidite-mortalite oranlar1 yliksek olabilen ve bati
toplumunda 1-2/1000/y11 sikliginda goriilen bir klinik tablodur. Derin ven trombozu (DVT)
ve pulmoner emboli (PE) ayn1 klinik tablonun farkli evreleri olarak degerlendirildiginden,

genel olarak vendz tromboembolizm olarak (VTE) adlandiriimaktadir.

2.4.1. Derin ven trombozu (DVT) ve piilmoner emboli (PE)

Derin ven trombozu, vendz sistemin herhangi bir yerinde goriilebilecek sistemik bir
hastaliktir. Uzun vadede post-trombotik sendrom ile komplike morbidite sebebidir.
Virchow iicliisii olarak adlandirilan, vendz staz, hiperkoagiilasyon ve endotel hasari, derin

ven trombozunun olusumundan sorumlu temel nedenlerdir (Blann  2006).

Venoz tromboz en sik kan akiminin yer¢ekimine karsi ilerledigi ve stazin kolay olustugu
alt ekstremite ve pelvis derin venlerinde goriiliir. Bu agidan vendz tromboz DVT ile es
anlamda kullanilir. Ancak, ¢ok daha seyrek de olsa; DVT viicudun bagka venlerine de
yerlesebilir: iist ekstremite venleri, alt ve iist ekstremitelerin ylizeysel venleri, serebral
sinlisler, retina venleri, abdominal venleri (mezenter, portal, hepatik ve renal venler)

tutabilir.
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Derin ven trombozu (Vendz tromboz), toplardamarlar (ven) igerisinde piht1 olusmasidir.
Tromboz; kan pihtisinin olustugu yerde kalmasi anlamina gelmektedir. Toplardamarlar
kanin kalbe doniisiinii sagladigi icin toplardamar icersinde sekillenen pihti uzantisi
koptugunda ise, kalbin sag taraftaki odaciklarina ulasir ve buradan akcigerlere tasinir.
Pihtinin bir pargasinin tasinmasi "tromboemboli" olarak adlandirilirken akcigerlerde

tutunan emboliye de "akciger embolisi" (PE) denir.

Derin ven trombozunu 6nemli bir hastalik yapan en biiyiik sebep siklikla yol actig1 iki
komplikasyondur. Bulardan birincisi yukarida bahsedilen akut donemde goriilen pulmoner

emboli (PE) iken digeri uzun déonemde ortaya ¢ikan postrombofilik sendromdur.

Pulmoner tromboemboli mortalite ve morbiditesi yiiksek bir hastaliktir. Hastalik igin
bilinen ve sik goriilen risk faktorlerinin yani sira, kongenital predispozisyon yaratan nadir

durumlar da vardir (Kizkin 2002).

2.4.2. inme

Serebrovaskiiler hastalik (halk arasinda bilinen ismiyle inme/felg), kalp hastaligi ve
kanserden sonra en sik goriilen 6liim sebebidir. Inme, veya iskemik beyin-damar hastaligi,
merkezi sinir sistemine giden damarlarin hastaliklar1 sonucu gelisen tikanikliklar ya da
damar digina kanamalarin yol actig1 ani ya da iktal, fokal veya global norolojik belirti
gelisimi olarak tanimlanabilir. Belirtiler 24 saati gegmeden tamamen diizelirse gecici
iskemik atak, 24 saati gecip 3 hafta iginde diizelme gosterirse geri doniicii iskemik

norolojik defisit seklinde adlandirilir (Bilguvar et al 2008).

2.5. Trombofilik Hastaliklarda Risk Faktorleri

Yapilan c¢aligmalarda ozellikle ileri yasin, cinsiyetin (erkek), Afrika kdkenli olmanin,
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sosyoekonomik seviyenin diisiik olmasinin, ailede inme Oykiisii olmasinin, yiiksek
seyreden kan basincinin, diyabetin, dislipidemilerin ve kalp hastaliklarinin, sigara ve
yiiksek miktarda alkol kullaniminin, obezitenin inme i¢in 6nde gelen risk faktorleri oldugu
gosterilmistir. Bu risk faktorlerinin sadece aterosklerozu hizlandirarak degil, ayn1 zamanda
hemostatik ve mikrodolagim bozukluklari, uyku uyaniklik diizenindeki bozulmalar ve

cevresel bazi faktorlere bagli olarak da inme sikligini arttirdiklar1 gozlenmistir.

Trombofili, multifaktoriyel bir hastalik olup hem c¢evresel hem genetik faktorler
etyolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Tromboza egilim olusturan durumlarin ¢ogu

edinseldir. Kalitsal tromboz nedenlerine ise nadiren rastlanir.

Kalitsal trombofili olgularinin %50°sinde ayrica tetikleyici edinsel nedenler saptanabilir
(6rn. Faktor V Leiden’l bir kiside uzun ucak yolculuguna bagh hareketsizlik). Ote yandan,
baz1 kalitsal trombofili olgularinda bir yerine iki herediter risk faktdrii bulunabilir. Bu

durumda VTE riski ¢cok daha ytiksektir.

Bilinen risk faktorlerinin ortaya konamadigi VTE olgularinda “idiyopatik VTE” den s6z
edilir. Giinlimiizde hastalarin yaklasik % 80’inde bir risk faktorii saptanir (Tesselaar ve
Osanto 2007).

2.5.1. Cevresel risk faktorleri

VTE’e neden olan ¢evresel risk faktorleri asagida siralanmistir, bazi ¢evresel risk faktorleri

arterial tromboza da egilimi artirmaktadir.

a) Postoperatif venoz trombozis:

Cerrahi sonrast vendz trombozis, yarim saatten uzun siliren ameliyatlarda, major
abdominal, gogiis, beyin ve ortopedik cerrahi uygulanan yasli ve obez kisilerde sik goriiliir.
Cerrahi sirasinda pihtilasmanin aktivasyonu, cerrahi sonrasi immobilizasyon ve staz

tromboz olusumu i¢in major faktorlerdir. Bu tiir ameliyatlarda mutlaka mekanik ve/veya
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farmakolojik olarak diisiik molekiil agirlikli heparin gibi profilaksi uygulanir (Kurt et al
2002).

b) Malignensi:

Malinitelerde tromboz gelisme riski olduk¢a yiiksektir. Yapilan ¢alismalar kanser hasta
grubunda VTE riskini normal populasyona oranla 6 kat daha fazla bulmustur.
Malinitelerdeki  trombozun patogenezi karistk ve multifaktéryeldir.  Tromboz
patogenezinde tiimor hiicrelerince prokoagiilan madde tiretimi (doku faktorii ve kanser
prokoagiilan) inflamatuvar sitokin salinimi ve tiimor hiicrelerinin kan ve endotel hiicreleri
ile etkilesimi rol oynar. Ayrica koagiilasyon inhibitorlerinin azalmasi ve yetersiz fibrinoliz
de onemlidir. Kanser hastalarinda; kemoterapi, takilan santral kataterler de tromboz riskini

artiran faktorlerdir (Celebi 2004).

Kanserli hastalar, tromboza egilimi olan hastalardir. Bu konuda diinyanin farkli yerlerinde
farkli calismalar yapilmigtir. Sifontes ve arkadaslart kanser hastalarinda FVL
mutasyonunun VTE ve tromboza yatkinligi artirmadigimi agiklamislar ancak Haim ve
arkadaslari, FVL mutsyonunun VTE i¢in risk faktorli olmadigini ancak APCR
mutasyonunun VTE ig¢in risk oldugunu rapor etmislerdir. Eroglu ve arkadaslar1 (2006) ise
VTE’li kanser hastalarinda yaptiklar1 bir ¢calismada FVL mutasyonunun VTE i¢in risk
faktorli oldugunu, protrombin mutasyonunun ise VTE’e katkida bulunmadigini belirtmisler

ve kanser hastalarinda FVL genotiplemesinin yapilmasini onermislerdir (Eroglu et al
2006).

c) Kan hastaliklar::

Mpyeloproliferatif hastaliklar (MPH), myelodisplastik sendrom, paroksismal noktiirnal
hemoglobiniiri (PNH), orak hiicreli anemi ve hemolitik anemili hastalarda tromboembolik
olaylar goriilebilir. MPH’da kanin hipervizkozitesindeki artig, trombosit aktivasyonu ve
damar endotel hasar1 nedeniyle koagiilasyon sistemindeki aktivasyon nedeniyle tromboza
neden olabilirler. PNH’da trombosit ve koagiilasyonun aktivasyonu bagli olarak hepatik

ven, vena kava, portal ven ve mezenterik vende tromboz gelisebilir. Hemolitik anemilerde
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eritrositlerden agiga ¢ikan ADP trombosit agregasyonunu artirir. Orak hiicre hastalifinda
trombin iiretimi, notral antikoagiilanlardaki azalam, lokositlerin igindeki hiicresel
elementlerde ve trombosit aktivasyonu, doku faktoriiniin artmasi ile oraklagsmis
eritrositlerin mikrosirkiilasyonda tikanikliga yol agmasi arteriyel ve vendz tromboz

gelisiminde dnemlidir (Celebi 2004).

d) Diger edinsel hastaliklar ve ¢evresel faktorler:

Ostrojen tedavisinde prokoagiilan faktor diizeylerinde (VII, X, XII, VE, XIII) artis ile
antikoagiilan faktorlerden protein S ve antitrombin diizeylerinde azalma olur (Celebi
2004). Gebelik ve puerperium donemine tromboemboli gelisen hastalarda, protrombin
G20210A mutasyonunun prevalansi, tromboembolik komplikasyonu olan hastalarda daha
yilksek olmasma ragmen gebelik ve puerperium doneminde vendz tromboz geciren
kadinlar ile normal gebelik geciren kadinlar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir

(Yilmazlar et al.2000).

Nefrotik sendrom, inflamatuvar bagirsak hastaligi (IBH), Kemik iligi transplantasyonu
kemoterapi ve radyoterapiye bagli olarak hepatik veniil ve siniizoitlerdeki endotel hasarina
bagh olarak veno-okliiziv (damar endotelinde zedelenme sorumlu tutulmaktadir) hastalik
gelisebilir. Ileri yas da VTE riskini daha once belirtildigi gibi artirir. Bu durum
hareketsizligin artmasi, kas tonusunun azalmasi, baska inflamatuvar hastaliklarin

birlikteligi ve damar duvarinin yipranmasi ile agiklanabilir (Celebi 2004).

2.5.2. Kalitsal risk faktorleri

Kalitsal trombofili vendz tromboembolizme genetik yatkinliktir. Genel toplumda
koagiilasyon anormallikleri yaygindir ve bazi bireylerde herhangi bir risk faktorii olmadan
spontan olarak da goriilebilmektedir. Ailede tromboz 6ykiisii olanlarda, mutasyon bulunma

olasilig1 yiliksektir. Tromboz i¢in en sik goriilen kalitsal risk faktorleri olan faktor V Leiden
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ve protrombin G20210A gen mutasyonu vendz tromboembolim acisindan yiiksek risk

tagirlar. Bu trombofili nedenleri, tekrarlayan vendz tromboemboli ataklarini artirmaktadir

(Atahan et al.2009).

a) Antitrombin III eksikligi

AT I glikoprotein yapisinda olup karaciger tarafindan sentezlenir. AT III, trombin ve
diger serin proteazlari (aktif faktor X, IX, XI ve XII) inaktif eder. Heparin, tromboz ve
FXa inaktivasyonu artirir. AT III eksikligi otozomal dominant gegis gosterir (Celebi 2004).

b) Protein C ve protein S eksikligi

Ik kez 1981 yilinda Griffin ve ark., tarafindan PC’nin antijenik yapis1 normalin %50’sinin
altinda bulunan ve tekrarlayici tromboz hikayesi olan bir hastada tarif edilmistir (Kilbas

2007).

Heterozigot PC eksikliginin, immiinolojik ve fonksiyonel dl¢iimlerle tespit edilen iki tipi
vardir. Tip I eksiklik (Klasik tip): PC’nin immiinolojik ve biyolojik aktivitesi normalin
%350’s1 civarindadir; PC’nin molekiiler yapis1 normal, ama miktar1 azdir. Hastalarin ¢ogu
tip I’dir. Tip II: Imiinojenik PC miktar1 normal, ancak PC molekiilii fonksiyonel olarak

yetersizdir (Saymalp 2007).

Protein S plazmada iki formda bulunur; %40-50 kadar1 serbesttir ve geri kalani ise C4b-
Bp’ye baghdir. Serbest olan protein S protein C’yi kofaktor olarak aktive etmektedir.
Protein S’nin varliginda aktive protein C, FVa ve FVIIla’y1 inaktive etmektedir. Ayrica
protein S, protein C’nin fibrinolizis etkisini artirmaktadir. Protein S direkt olarak
protrombinin FVa ve FXa ile etkilesimini inhibe etmektedir (Atahan 2009).

PC ve PS ‘K’ vitaminine bagl olarak karacigerde sentezlenir. Aktive protein C (APC),
aktif faktor V ve VIII’i inhibe eder. Trombin, PC’yi yavas aktive eder, ancak trombin
trombomoduline baglanirsa PC aktivasyonu artar. Aktive PC’nin Va ve VIIIa’yi
inaktivasyonu kofaktér olan PS ile artar. PC ve PS eksikligi otozomal dominant gegis

gosterir (Celebi 2004).
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c) Aktif Protein C rezistansi (faktor V Leiden)

PC, karacigerde iiretilen vitamin K’ya bagl bir glikoproteindir. Bu protein koagiilasyon
sirasinda trombomodulin adli reseptorle etkileserek FV ve FVIIIin aktif formlarii inhibe
eder. Bu inhibisyon antikoagulan etki olusturur ve koagulan siirecini diizenler. Bazi plazma
molekiillerinin antikoagiilan molekiillere karst bir resistans gosterir, bu molekiiller
aktiflesmis protein-C (APC) olarak tanimlanmistir. APC rezistansi, aktif olan FV’nin
inaktivasyonunu geciktirerek sonungta asir1 koagililasyon ortaya ¢ikmasma sebep
olmaktadir. Bu anormalinin yiiksek oranda tekrarlayan vendz, daha az siklikta da aterial

trombozlara sebep oldugu giiniimiizde bilinmektedir.

APCR ile inaktive olan FV’deki FVL mutasyonu ise 1994’de Bertina ve ark. tarafindan
tanimlanan, genin 10. ekzonunda 1691. pozisyonda Guanin/Adenin degisimidir. Bu

degisim FV proteininde 506. siradaki Arginin aa.’nin Glutamin’e doniismesine sebep olur

(Silan ve Zafer 2004).

Otozomal dominant kaliim gosterir ve en sik goriilen kalitsal trombofili nedenidir.
Aciklanamayan vendz trombofili hastalarin %25-50’sinde goriiliir. Vendz tromboz riski,
heterozigot bireylerde normal populasyona oranla 5-10, homozigotlarda ise 50-100 katina
ulagmaktadir. Yapilan calismalarda Faktér V Leiden mutasyonunun arteriyel tromboz ve
Miyokard Infarktiisii (MI) insidansini arttirip arttirmadigr konusunda geligkili sonuglar
bildirilse de ozellikle sigara icen geng bayanlarda Faktér V Leiden mutasyonu varliginda
baska risk faktorii olmasa bile kalp krizi riskinin 30 kata kadar arttig1 bildirilmistir. Ayrica
bu mutasyonun bireylerde vendz tromboz, periferal vaskiiler hastaliklar, felg, tekrarlayan
diisitk ve pulmoner embolizm goriilme riskini arttirdigi diisiiniilmekte ve bu konularda
caligmalar devam etmektedir. Bu nedenle trombofili i¢in yiiksek risk grubunu olusturan

bireylerin taranmasi olduk¢a 6nemlidir.

Bu mutasyonun siklig1 toplumlar arasinda farklilik gostermekle birlikte genel olarak % 5-7
arasinda degismektedir. Tirkiye’de FVL (FV G1691A) mutasyonu en sik goriilen
mutasyonlardan biri olarak bilinir ve sikligi % 7- 10 arasinda degismektedir (Yilmaz
2004). Homozigot FVL mutasyon siklig1 ise % 0.02- 0.12 arasinda degismektedir
(Longstreth et al 1998).
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Aynmi ekzonda goriilen ve fonksiyonel 6nemi olmayan diger bir aminoasit degisikligi,
R485K, Taylanda’da onemli oOlgiide sik bulunmakta ve trombofili ile iligkili oldugu
diistiniilmektedir. Elde edilen bulgular Tiirkiye toplumunda R485K polimofizminin alel
sikliginin Avrupa ile aym diizeyde oldugunu ve tromboz riskindeki artigla iligkili

olmadigin1 géstermistir (Berber et al. 2003).

Faktor V (H1299R) mutasyonu da FVL gibi aktive edilmis protein C rezistansiyla iliskili
olartak tromboza egilimi artirmaktadir. Faktor V H1299A gen mutasyonu, FVR2 olarak da
adlandirilmaktadir ve tiim diinyada etnik gruplar arasinda farkliliklar arzetmekle birlikte
sikligt % 9.5-15.2 gibi yiiksek oranda oldugu halde tromboemboliye olan iligskisi FVL
mutasyonuna gore daha azdir ( Zaatari et al. 2006). Nadir olarak homozigotlugu tromboz risk
faktorii olarak bilinmekte ve gelecek arastirmalarda tromboz risk faktorii olan diger faktorler

ile beraber degerlendirilmesi 6ngoriilmektedir (Ulu et al. 2003).

d) Protrombin G20210A

1996 yilinda Poort ve arkadaslari tarafindan Protrombin geninde ilk olarak tanimlanmustir.
Bu mutasyonda protrombin geninde 3-untranslated bolgesinde guaninin yerini adenin
almigtir. Bu mutasyon plazma protrombin diizeylerinde artisa yol agarak vendz tromboz

riskini artirir (Celebi 2004).

Insan protrombin geni 21 kb biiyiikliigiindedir ve kromozom 11’in kisa kolunda

bulunmaktadir. 14 ekson ve 13 introndan meydana gelmektedir (Atahan 2009).

Protrombin (Faktor II) G20210A gen mutasyonu kalitsal trombofililerden (pihtilagma
bozukluklarindan) birisidir ve faktéor V Leiden mutasyonundan sonra ikinci siklikta
goriiliir. Bu mutasyonun Avrupa ve Amerika’daki siklig1 faktdr V Leiden’e benzer olup,
Afrika ve Asya’da nadirdir. Saglikli bireylerde %2, tromboemboli Gykiisii olanlarda % 6
oraninda rastlanir. Protrombin G20210A, Faktor V Leiden’e gore daha az trombotik risk

yaratir.
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Protrombin G20210A gen mutasyonu olanlarda tromboz i¢in relatif risk 2-6 kat artmustir,
gebelikte ise risk 10-15 kat artmaktadir. Bu mutasyon agisindan tasiyici olanlarda da

protrombin diizeyi artar ve tromboz riski 2,8 kat artar.

Warshawsky ve arkadaslar1 bilinen 20210 mutasyonunun disinda C20209T pozisyonunda
heterezigot bir mutasyon daha saptamislardir. Flaujac ve arkadaslar1 ise ailesinde
tromboembolism Oykiisii olan 10 hastada protrombin 20209(C-T), 20218(A-G) ve
20219(T-A) mutsyonlarini rapor etmislerdir. PT C20209T mutasyonu ilk olarak Ozdag ve
arkadaslar tarafindan Tiirk popolasyonunda rapor edilmistir (Ozdag et al 2006).

e) Fibrinolizdeki defektler

Tromboz patogenezinde ¢esitli fibrinolitik defektler tanimlsanmistir. Bunlar iginde
hipoplazminojemi, displazminojemi, doku plazminijen aktivator (t-PA) saliminda azalma,
plazminojen aktivator inhibitér (PAI) diizeylerinde artis sayilabilir. Biitiin bu defektler
anormal veya azalmis plazmin formasyonuna ve fibrin olusumuna bozulmus fibrinolitik
yanita neden olur. Kalitsal histidin- zengin glikoprotein (plazminojene baglanarak
plazmine donlismesini engeller) diizeylerindeki yiikseklik tromboza neden olabilir(Celebi

2004).

f) Hemosisteinemi (MTHFR 677)

Hemosistein metioninden olusan bir amino asittir. Hiicre i¢i hemosistein metabolizmasi {i¢
enzim; metiltetrahidroflat rediiktaz (MTHFR), metionin sentetaz ve sistathionin beta
sentetaz ile enzimatik olaylarda kofaktor rolii oynayan ug vitamin (folat, B12, B6) igerir.
Bu enzimlerdeki kalitsal eksiklik ve defekt hemosistein diizeylerinde yiikseklige ve folat
diizeylerinde azalmaya yol acarak kilinikte permatiir arteriyel vaskiiler hastalik ile arteriyel

ve vendz tromboza neden olur (Celebi 2004).

MTHFR 677 mutasyonu tek basina DVT’ a risk faktorii olmamasina ragmen FV ile bir
arada oldugunda tromboza risk faktorii olabilmektedir (Akar et al.1998).
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2.6. Etiyoloji-Epidemiyoloji

Tromboembolizm olgularinin % 50-75’1 diz alt1 cerrahisi ile % 10-40’1 intraabdominal
veya intratorasik cerrahiyle birlikte goriilmektedir. Ortopedik ameliyatlar, alt ekstermite,
pelvis ve kalca ameliyatlariyla, 6nceden DVT ve akciger embolisi gegirenlerde
tromboemboli riski yiiksektir. Risk faktorii olmayan geng¢ hastalarin ameliyatlarinda
trombozis riski diisiiktiir. 40 yas Ustiindeki hastalarda, ameliyat siiresi 30 dk.dan uzun
stiren olgularda orta dereceli bir trombozis riski olusmaktadir ve bu risk yasla birlikte artar.
[Ik DVT’nin toplumda goriilme orani, sistematik bir arastirmada 1000°de 0.5 olarak
bulunmugtur. Bu hastalik 15 yasindan kiiciiklerde nadirdir. 65-69 yas arast % 1.8, 85-89
yas arast % 3.1°e c¢ikmaktadir. Erkeklerde kadinlara oranla  daha fazla oranda

goriilebilmektedir.

Ust ekstermitelerin vendz tikanmasi oldukga nadirdir ve tiim viicut DVT’lerinin yaklasik
% 4’iinii olusturur. Ust ekstermite derin ven tromboz (UEDVT)’larinin en sik nedenleri su
sekilde siralanmaktadir: Travma, vena kava siiperior sendromu, tiimor, yabanci cisim,
polisitemi, trombositoz, kor pulmonale, konjestif kalp yetersizligi, torasik ¢ikis sendromu
ve pihtilasma faktdr bozukluklari. UEDVT’lerin 6nemi, bu hastalarin bir kismimin
asemptomatik olmasi ve hastalarin ii¢te birinde pulmoner emboli goriilebilmesidir ( Uzun

et al 2007).

Ven trombozlariin etyolojileri ¢ok c¢esitlidir. Oral kontraseptifler tek neden olarak
karsimiza cikabilse de birka¢ nedenden biri de olabilir. Son yillarda toplumda en sik
rastlanan kalitsal trombofili nedeni olan faktdor V Leiden mutasyonu tasiyicist olan
kadinlarda oral kontraseptiflerin periferik ven trombozlarinda gosterilmistir. Geng
kadinlarda anilan durumlar disinda sistemik hastaliklar (hematolojik hastaliklar, kansere
bagli gelisen paraneoplastik durumlar, Behget hastalig1 ve sistemik lupus eritematozus gibi
sistemik inflamatuar hastaliklar) ven trombozlarinin en sik nedenleridir. Nadir de olsa
nedeni belli olmayan ven trombozlu hastalarda kalitsal trombofililer (faktér V Leiden
mutasyonu, protrombin II gen mutasyonu, protein C,S ve antitrombin III gibi dogal

antikoagiilan faktdrlerin eksikligi) sistematik olarak arastirilmalidir. Ileri etyolojik
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aragtirmalara ragmen olgularin %25-30’unda belirli bir etyoloji saptanamayacagi ve bu

olgularin uzun dénem izlenmesi gerektigi akilda tutulmalidir (Yesilot ve Kerspi 2008).

2.7. Patofizyoloji

1856’da Virchow, damar duvarindaki hasari, kan akimindaki degisiklikleri ve
hiperkoagiilabiliteni trombus olusumunun temel nedenleri olarak tanimlamistir. Bu hipotez
goniimiizde hala gecerlidir ve “’Virchow triadi’’ olarak adlandirilir. Vendz tromboz, diisiik
akim zemininde, temel olarak fibrin bantlari, kirmizi kan hiicreleri ve trombositten olusur.
Genellikle baldir toplardamar kapakgiklarinda olusup proksimale dogru uzanir.
Trombusten dolay1 artmis vendz ve kapiller basing transkapiller filtrasyon hizini arttirarak
O0deme sebep olur. Hastalarin %50’sinde trombiis 3 ay i¢inde rekanalize olup erir. DVT
%90 oraninda alt ekstremite vendz sisteminde ortaya ¢ikmaktadir. Olgularin yaklagik
%30’u pelvik bolge venleri, %601 alt ekstremite venlerinin tutulumuyla goriiliir. Femoral
ven trombozlarinin yaklasik dortte birinde pelvik venlere yayilma olur. Pelvik ven
trombozlarinda (iliyak ven trombozu) akciger embolisi riski, femoral ven trombozuna gore

2 kat daha fazladir ( Uzun et al. 2007).

2.8. Proteomik Yaklasimlar

Proteomik teknolojisi, iki boyutlu (2D) jel elektroforezi, goriintileme analizi, kiitle
spektrometresi, amino asit dizi analizi ve biyoinformatik gibi gelismis tekniklerin
birlesimini  kullanmaktadir. Proteomiks alanindaki gelismeler 1iki boyutlu jel

elektroforezinin 1975 yilinda kullanimiyla baglamistir (Karatayli ve Bozday1 2008).

Yapilan literatiir arastirmalarina gore tiimor doku ve hiicrelerini iceren birgok doku ve

biyolojik s1v1 proteomik ¢aligmalarda kullanilmistir (Aldred et al. 2004).
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Kanser belirtegleri icin plazma ve serum kaynak olarak ¢alisilmaktadir. Potansiyel belirteg

olabilen proteinler serum ve plazmada ¢ok diisiik konsantrasyondadirlar (ng/ml).

Barcelo-Batllori ve arkadaslari (2002) MALDI tabanli kiitle spektrometrisi ile IBH
hastalar1 ve IBH olmayan saglikli kontrollerde intestinal epitelyum hiicrelerinde sitokin
etkisi ile protein ekspresyon diizeylerini karsilastirmis ve IBH’I1 hastalarda sitokinlerin
triptofan metabolizmasina katilan indoleamin 2,3- deoksijenaz enzimi etkisini artirdigini

gozlemislerdir.

Diger bir ¢alismada hepatoseliiler kanserli hastalar ve saglikli kontrol grubu serum
proteomunun 2D-MS teknigi ile incelendigi bir ¢alismada komplement C3 fragmenti ve
apolipoprotein Al’in belirli izoformunun hasta grubunda saglikli gruba oranla azaldig:

bulunmustur (Steel et al 2003).

Proteomik teknolojiler, bir ¢ok kanserlerinin erken tanist icin umut vericidir. Gen
tarafindan {iretilen protein, genetik bilginin gergek efektdr molekiiliidiir. Bir biyolojik
belirteg,biyolojik belirteg¢ paneli veya multipleks bilginin kullanilmasi kanserlerin

saptanmasinda en dogru yaklasimi verecektir (Rosekeila and Eddie 2006).

David ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada 2-D PAGE ve kiitle spektromu kullanarak
prostat kanserinin erken doneminde serum protein ifade farklilikarina bakarak annexins I

ve Il ifadelerinde azalma tespit etmislerdir (David et al. 2006).

Yapilan bir diger ¢alismada 2-D PAGE ve kiitle spektrometresi ile MTHFR geninde
C677T polimorfizmi olan bireylerin protein profilleri kontrol grubuyla karsilagtirilmis ve

kontrol grubuna gore Apolipoprotein A-l seviyesinin distigii gorilmistiir (Greco et al
2006).
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Giinel ve arkadaslar1 kontrol ve GAERS (Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg
) hasta gruplar1 arasinda farklilasan 6 protein spotu tespit etmislerdir. spotlari jellerin ilgili
bolgelerinden kestikten sonra tripsin ile muamele ederek kiitle spektrometresi ile

tanimlamiglardir (Giinel ve ark 2009).

Demiralp ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada Ankaferd kanama durdurucu

iceriginde tanimlanan bitkisel proteinler proteomik yontemi ile incelenmistir (Demiralp ve

ark 2008).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu tez calismasma farkli kliniklerden vendéz tromboemboli tanisi almis Pediatrik
Molekiiler Genetik Bilim Dalina genetik analiz i¢in konsiiltasyona yollanmis 130 olgu ile
ailesinde ve kendinde higbir vendz tromboemboli dykiisii olmayan 130 kontrol bireyi dahil
edilmistir. Hasta-kontrol gruplar1 Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi pediatrik Molekiiler
genetik bilim dalinda oncelikle Faktér V leiden ve protrombin G20210A niikleotit
degisimleri agisindan taranmis ve farkli genotipe sahip hasta kontrol gruplart grup igi ve
gruplar aras1 karsilagtirmali proteomik analizler ile degerlendirilmistir. Projenin Etik
kurulu onay1, Ankara Universitesi Bilimsel Aragtirma projeleri Miidiirliigii tarafindan 1997

yilindan beri desteklenen farkli projeler kapsamindadir.

Kullanilan biitiin kimyasallar molekiiler biyoloji veya proteomik calismalarinda
kullanilmaya uygundur. Deneylerde kullanilan kimyasallarin listesi Ek 3’de verilmistir.
Kullanilan cihazlar iireticilerinin talimatlarina uygun olarak kullanilmistir. Cihazlarin
listesi ve hangi amagclarla kullanildigt Ek 2’de verilmistir. Tiim deneylerde Millipore

(Milli-Q ve Elix filtreleri) saf su sisteminden elde edilen su kullanilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1 Orneklerin elde edilmesi

Kan ornekleri 1 ml 0.5 M EDTA’l1 (Etilendiamintetraasetikasit, Sigma, ABD) polietilen
tip igerisine 9 ml kan oOrnegi (1/10 EDTA) olacak sekilde alinmis ve proteom

caligmalarinda kullanilacak plazma, kan Orneklerinin 4.500 rpm.’de 5 dakika santrifiij

yapilmasi ile ayrilarak kullanima kadar -800C’de saklanmistir. Plazma ayrildiktan sonra
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kalan kisim {izerinden geleneksel fenol-koloroform yontemi ile DNA izolasyonu

yapilmaistir.

3.2.2. RT-PCR teknigi ile mutasyon degerlendirmesi

Elde edilen DNA miktarlar1 spektrofometrik yontemler ile belirlenmistir. Hasta grubunu
olusturan 132 bireyin ve 130 kontrol bireyin ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-PCR) ile genotipleri Faktor V Leiden ve protrombin 20210 G/A mutasyonu igin
degerlendirilmistir. Caligmaya dahil edilen tiim bireyler yeterli konsantrasyonlarda DNA
ornekleri eldesini takiben hedef gen bolgesi olan FV 1691 Leiden ve protrombin 20210
bolgelerini iceren gen dizisini sinirlayan 6zel oligoniikleotidler ile ve mutasyonun bulunup
bulunmamasina gore degisen baglanma sicakliklar1 ile amplifiye edilerek RT-PCR ile

degerlendirilmistir.

Tim bireylerin RT-PCR genotip analizleri LightCycler (Roche) hibridizasyon prob
yontemi ile gerceklestirilmistir. iki farkli prob dizayn edilmistir. 3’ ucunda floreans isaretli
boya (donor), 5’ ucunda alic1 boya (acceptor) bulunmaktadir. PCR reaksiyonu sirasinda bu
iki prob hedef niikleik asit dizisine baglanip bir birine yaklastiginda bir enerji yayilimi olur

3

(FRET: Fluorescence Resonance Enerji Transfer). Enerji “’donor’” boyadan ‘’acceptor’
boyaya transfer olur. Bu enerji transfer sonucunda olusan floresans miktar1 PCR siiresince

olusan iiriin miktar1 ile dogru orantili olarak artar (Sekil 3.1) (Giinel 2007).

Sekil 3.1. RT-PCR hibridizasyon prob yontemi
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LightCycler PCR sistemi ile, kapiller PCR ile hedef DNAnin amplifikasyonu, amplifiye
olan DNA’nin gergek-zamanli olarak floresan artisi ile gozlenmesi ve PCR sonunda,
amplikonun spesifisitesinin ortaya konmasi i¢in erime sicakligi (temperature of melting)

analizi yapmak miimkiindiir.

3.3. Proteomik Teknikler

Farklt genotiplerin fenotipe etkilerinin arastiritlmasi amaciyla plazma Orneklerinde
proteomik c¢alisma planlanmistir. Proteom calismasina; Faktor V Leiden G1691A ve
protrombin 20210 G/A mutasyonu tasiyan ve iki gen degisimini de tasimayan 3’er birey
hasta ve kontrol gruplari igerisinden dahil edilmistir. Tiim plazma 6rneklerinin proteomik

analizleri ikili tekrarli ¢alisilmustir.

3.3.1. Abundant protein filtrelenmesi

Plazmada baskin olarak bulunan proteinler 6zellikle diisiik molekiiler agirlikli proteinlerin
dagilimmi baskiladigindan, bazi durumlarda baskin proteinlerin  (albiimin ve
immiinoglobiilinler gibi) plazmadan filtrelenmesi gerekmektedir. Bu islem i¢in antikor
afinitesi temelli bazi ticari kolonlar mevcuttur. Ancak oncelikle bu islemin Ornekler
tizerindeki etkinligi ve kullaniminin uyunlugu test edilmelidir. Optimizasyon ¢aligmalari

kapsaminda bu amagla iki farkli kolon sistemi kullanilmstir.

a) Kolon 1 kullanim protokolii:

Abundant proteinlerin azaltilmasi islemi boyunca biitiin soliisyonlar ve Ornekler buz

igersinde muhafaza edilerek:
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1. Calismada gerekli olan protein miktar1 dikkate alinarak, 6rnekler 1X diliisyonu yapilmis
dengeleme tamponu ile 12.5:1 oraninda seyreltilmistir. Bu ¢alismada 64 plL 6rnek ve 736

uL 1X dengeleme tamponu ile seyreltme yapilmistir.

2. 0.22 um filtreler kullanilarak 400 pL seyreltilmis 6rnekler 10002000 g’ de 30s santrifiyj

edilerek kolona uygulanmaya hazir hale getirilmistir.

3. Uygulama yapilacak kolon hazir hale getirildikten sonra filtre edilmis 6rnekten 100uL
almarak kolona yiikleme yapilmis, 20 dakika siireyle inkiibasyona birakilmistir (Kolonun
icerisinde serumda bol bulunan 20 proteine 6zgil antikorlar bulunur. 20 dakikalik bekleme
siiresi boyunca bu 20 protein kolonda tutulmakta, diger proteinler ise serbest halde

kalmaktadir). Siire sonunda 5000 rpm’ de 20sn santrifiij islemi yapilmistir.

4. Kolonda tutulan proteinleri uzaklagtirmak amaciyla 2 mL yikama tamponu kolondan
enjektor yardimiyla belirli bir hizda gecirilmistir. Her filtre edilmis 100 pL’ lik 6rnek i¢in
bu asamalar tekrarlanmistir. Santrifiij sonrasi toplanan 6rnekler %95 abundant proteinler

icin filtrelenmistir.

5. Filtrelenen plazma protein 6rnekleri, 5000 Da MWCO filtreler ile konsantre edilerek
kullanilmigtir. Konsantrasyon tiiplerine maksimum 500 pL 6rnek yiiklenmis ve 45 dakika

+4°C’° de 14000 g’ de santrifiij islemi uygulanmustir.

Sekil 3.2. 20 abundant protein i¢in filtreleme sistemi; Kolon I
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b) Kolon IT kullanim protokolii:

1. Kolona 1 ml baglama tamponu (binding buffer) ilave edilerek kullanima hazir hale

getirilmistir ( islem 2 defa tekrarlanir).

2. Ornekten 60 pl ve baglama tamponundan 180 ul olacak sekilde numune

seyreltilmistir.(Total hacim 200 pl olmaktadir).

3. Diliie 6rnek kolona 200 pl olacak sekilde ilave edilmistir.

4. Kolon hafifce 5’er dk aralikli olacak sekilde 3 defa vortekslenmistir. 5 dk bekleme
stiresinin ardindan 20 sn. 10000 g’de santrifiij edilmistir. 5. Santrifiijden alinan kolon
iizerine re¢ineyi yikamak i¢in 200 pl baglama tamponu ilave edilerek tekrar 20 s 10 000 g’
de santrifiij yapilmistir.

6. Alblimin ve IgG’ leri filtre ederek diger proteinler saflagtirilir.

7. Filtrelenmis 6rnek hacmi fazla oldugundan 5000 Da MWCO filtre tiipleri yardimiyla

numune icerisindeki protein konsantrasyonu saflagtirilmistir.

% 90 oraninda albiimin ve immiinoglobiilinlerden filtrelenmis serum oOrneginden direkt

protein analizine gecilmistir.

Sekil 3.3. Albiimin ve IgG igin filtreleme sistemi; kolon II

Plazma 6rneklerinden her iki kolon sistemi ile abundant proteinlerin filtrelenmesi sonrasi

elde edilen protein ornekleri ve filtreleme yapilmaksizin kullanilan plazma protein
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ornekleri ¢alismanin devaminda kullanilacak iki boyutlu jel elektroforezi sistemine
uygulanmustir. Yiiksek molekiiler agirlikli baskin proteinlerin filtrelenmesi ve diger
proteinlerin zenginlestirilmesi i¢in kullanilan kolon ile filtreleme yoOntemleri, kan
orneklerinin alinma, plazma ayrilmasi ve saklanmasi kosullariyla yakin iligkilidir (edtali
tiip, taze kan). Bulgular kisminda verilen 6rnek plazma protein profilinde goriildiigii gibi
(Sekil 4.1) EDTA’L tiip icerisinde alinan taze kan 6rneginden, soguk zincir bozulmadan
uygun kosullar altinda plazma Orneginin ayrilmasi ile filtreleme islemi belirtilen kolon
sistemleriyle yapilabilmektedir. Ancak bu tez calismasi kapsaminda kullanilan plazma
ornekleri belirtilen uygun kosullarda hazirlanmamis ve saklanmamis olmasi nedeniyle
kolon sistemleriyle filtreleme plazma ornekleri i¢in uyumlu bulunmamis ve ¢alismalara

filtreleme yapilmadan devam edilmesine karar verilmistir.

3.3.2. Bradford protein miktar tayini

Esit miktarda plazma Ornekleri proteomik calismalara temel teskil eden iki boyutlu jel
elektroforezi i¢in 1:100 oraninda rehidrasyon tamponunda seyreltme yapildiktan sonra 96
kuyucuklu mikro-plakalarda Bradford (mikro-Bradford) yontemi ile protein miktar
belirlenmistir. 5X stok olarak bulunan protein boyasi (Bio-Rad) ultra saf su ile 1X’e
seyreltilmistir ve kuyucuklara 200 ul boya, 10 pl 6rnek koyulmustur. Orneklerin boyayla
reaksiyona girmesi i¢in 15 dk. oda sicakliginda bekledikten sonra mikroplaka okuyucuda
595 nm’de Olglim yapilmistir. Standart olarak 250, 500, 750 ve 1000 pg/ml
konsantrasyonlarinda sigir serum albiimini kullamilmistir. Ornekler ii¢ tekrarli olarak

Ol¢iiliip ortalamalar1 alinmistir.

3.3.3. iki boyutlu jel elektroforezi

Aktif rehidrasyon tepsilerinde 17 cm. uzunlugunda ve pH 3-10 araligindaki Immobilize
pH gradient (IPG) seritlere (Bio-Rad) rehidrasyon tamponuyla (7 M iire, 2 M tiyoiire, %4
CHAPS, %1 amfolit, pH 3-10, 10 mM DTT, bromo fenol mavisi) beraber 175 pg. protein
yiiklenmistir ve 50 V’de 16 saat aktif rehidrasyon yapilmistir ( Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Rehidratasyon tamponunun tabla kanali boyunca uygulanmasi

(http://www.scribd.com/doc/24603098/1IPG-Ready-Strip-Instructions)

Daha sonra seritler temiz bir tepsiye alinarak izoelektrik odaklama islemi gerceklestirilmis
ve birinci boyut izoelektrik noktalarina gore protein ayrimi saglanmistir (15 dk. 250 V, 3
sa. 10 kV, toplamda 60 kV/sa degerine ulasana kadar 10 kV)(Sekil 3.5).

Serit Kanallart

A 4

Wicks kagidi
Anot Teli Katot Teli

Sekil 3.5. Tablanin kanallarina wicks kagidinin uygulanmasi

Bu islemin ardindan seritler, ikinci boyut ayrima hazir hale gelmeleri icin, calkalayici
tizerinde 15 dk. dengeleme tamponu I (6 M iire, 1.5 M Tris-HCI pH 8.8, %2 SDS, %20
gliserol, %2 DTT] ve 15 dk. dengeleme tamponu II (dengeleme tamponu I’de %2 DTT
yerine %2.5 iyodoasetamid ve ek olarak bromo fenol mavisi) ile muamele edilmistir.
Ardindan seritler %4’lik toplama ve %]12’lik ayirma jellerinden olusan 1 mm.

kalinligindaki SDS poliakrilamit jele yiiklenmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Seritlerin toplama  jeline kadar itilerek, sabitlenmesi

(http://www.scribd.com/doc/24603098/IPG-Ready-Strip-Instructions)

SDS tamponu (%3.03 Tris-Base, %1.44 glisin, %1 SDS) esliginde 30 dk. 100 V ve izleme
boyast jelin altina ulagincaya kadar 150 V sabit voltajda ikinci boyut molekiiler
agirliklerina gore proteinlerin ayrimi gerceklestirilmistir. Jeller her bir 6rnek i¢in iki

tekrarli olarak yapilmistir.

3.3.4. Jellerin boyamasi, goriintiilemesi ve analizi

Jeller floresans 6zellikte bir boya olan Sypro Ruby® (Bio-Rad) ile iireticinin talimatlarina
gore boyanmisgtir. Bu amagla, fiksatif ¢ozeltisine (%10 metanol, %7 asetik asit) koyulup
calkalayicida 1,5 saat bekletilen jeller daha sonra boya i¢inde gece boyu calkalayicida
birakilmigtir. Son olarak 1,5 saat tekrar fiksatif iginde bekletilerek VersaDoc (Bio-Rad)
goriintiileme sisteminde UV altinda goriintiilenmistir. Jel fotograflarinin analizi PDQuest
8.0.1 (Bio-Rad) programi kullanilarak yapilmistir. Tekrarlar programa tanitilip grup
olusturulmustur. Yine ayni program yardimiyla protein kiimelerinin ii¢ boyutlu ve ¢ubuk
grafikleri elde edilmistir ve deneysel pH ve molekiiler agirlik degerleri hesaplanmistir.
Kiimelerin sayisal yogunluk degerleri programdan alinmis ve SPSS 9.0 for Windows
programinda ANOVA uygulanarak p degerleri hesaplanmistir (Istatistiksel analizlerin

ayrintilari i¢in Boliim 3.4’°e bakiniz).
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Ayrica, jeller tiizerindeki spotlarin hangi proteinlere ait olabilecegi hakkinda kiitle
spektrometresi analizlerinden Once fikir sahibi olabilmek amaciyla goriintiiler SwissProt

2DPAGE veri tabanindaki insan plazma goriintiisiiyel karsilastirilmistir (Sekil 3.7).

P " + - @ ¥ | [Click to access protein entry]
= %ﬁ ‘3 .‘ 'Spot. 2D-0004IM (plasma_human)
+ + 4 P . pl: 5.80 Mw !57000 " ~
= ~ G4t i %vol: 0.1785 %0d: 5.73396
8 Hey 3 4 W
F o4 ﬁ# %“ ,.V& ?ciggggr\:ﬁéozms .
t_ e, T e
= | ‘ POSITIONAL VARIANTS, MAPPING: {im}
- a S
Sekil 3.7. Insan  plazma  protein profili (http://www.expasy.ch/swiss-

2dpage/viewer&map=PLASMA_HUMAN&ac=all)

3.3.5. Protein kiimelerinin kesimi ve jel icinde tripsin sindirimi (tripsinizasyon)

llgilenilen protein kiimeleri robotik bir sistem olan SpotCutter (Bio-Rad) cihazinda 1 mm
capli daire parcalart seklinde kesilmistir. Bu amagla once jel goriintiilenmis ve ilgili
bolgeler PDQuest 8.0.1 programi araciliiyla belirlenmistir. Kesimi yapilan pargalar, her
bir kuyucuguna daha oOnce 200°er pl ultra saf su koyulan V tabanli plakalanin
kuyucuklarina robotik kol tarafindan koyulmustur.

Kesim isleminin ardindan jel i¢inde sindirim iglemi (tripsinizasyon) gergeklestirilmistir.
Oncelikle amonyum bikarbonat ve asetonitril ile jel pargalarinin boyasi uzaklastirilmstir.
Daha sonra DTT ile rediikleme, iyodoasetamid ile alkilleme yapilmistir. Bu islemlerin
ardindan her bir kuyucuga 30 pl. 50 mM amonyum bikarbonat i¢inde 150 ng. tripsin
enzimi koyularak enzimin kendi kendini sindirmeden jele ge¢mesi i¢in 1 sa. 4°C’de
bekletilmis ve enzimin sindirim islemini gerceklestirebilmesi i¢in de gece boyu 37°C’de

inkiibe edilmistir. Daha sonra ekstraksiyon tamponu (%1 formik asit, %2 asetonitril) ile jel
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icinde sindirilmis olan peptitler elde edilmistir. Tripsinizasyon isleminin biitiin basamaklar1

laminar akish kabinde yapilmistir.

3.3.6. Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon iyonizasyonu (MALDI) ile peptit analizi

MALDI kiitle spektrometresi hazirlik semasi asagida gosterilmektedir.

MALDI plakasinin temizlenmesi

\

MALDI plaka kuyucuklannin temizienmesi  CHCA (MALDI MATRIKSi) rekristalizasyonu

Protein kesim iiriinlerinin \l/
hazirlanmasi
\l/ ZipTip ug prosediiriiniin uygulanmasi % Solvent hazirlig
Protein kesim iiriinlerinin \l/
LM kuyucuklanna spotlanmasi Omeklerin kuyucuklara spotlanmasi
Luck — — Ornek
Mass " Kuyucuklan

Sekil 3.8. MALDI kiitle spektrometresi hazirlik semasi

Uygun bir sekilde yliklemeye hazir hale getirlmis MALDI-TOF 6rnek yiikleme plakasinin
kuyucuklar1 6nce saf su, daha sonra asetonitril ile yikanmis ve kurumasi beklenmistir.
Iyonlagmay1 saglayacak matriks olarak kullanilmak iizere rekristalize edilmis alpha-cyano-
4-hydroxycinnamic acid (CHCA), mg. basina 50 ul. olacak sekilde matriks ¢oziiciisii (%75
asetonitril, %0.1 trifloro asetik asit (TFA) igerisinde hazirlanmistir. Yiiklenecek peptit
orneklerinin lizerine esit hacimlerde Ornek ¢oziiciisii (%50 asetonitril, %0.1 TFA) ve

matriks eklenerek kuyucuklara 1,5 pl. ylikleme yapilmustir.

MALDI-TOF kiitle spektrometresinin kalibrasyonu O6rnek plakasinda bulunan “Lock
Mass” kalibrasyon kuyucuklarina yiiklenen ve molekiiler agirliklar1 bilinen 5 peptit
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karisimi ile yapildi (dis kalibrasyon). Bu amagla, Adrenokortikotropik hormon (ACTH)
18-19, (Glul)-fibrinopeptit B (Glu-Fib), substance P, renin-14 ve anjiyotensin 1 peptitleri
son konsantrasyonlart 10-40 pmol olacak sekilde ornek c¢oziiciisii ile seyreltilmistir.
Kullanilan peptitlerin molekiiler agirliklart Cizelge 3. 1°de verilmistir. Yapilan kalibrasyon
sonrasi peptit karisim m/z degerleri, spektralariyla degerlendirilmis ve deneyin dogrulugu

test edilmistir.

Cizelge 3.1. 5 peptit karistminin kiitle degerleri

5 PEPTIT KARISIMI KUTLE-Da
ANGIOTENSIN 1296,6853
SUBSTANCE P 1347,7360

Glu Fib 1570,6774
Renin-14 1758,9326
ACTH-18,39 2465,1989

Tiim dlgtimler 500-3000 Da. arasinda reflektron pozitif iyon modunda gerceklestirilmistir.
Ancak 700 Da altinda CHCA matriksin genel iyonlagtirma derecesi geregi gelen kirlilik
yogun olarak her kuyucukta aymi sekilde goriilmiis ve bu bolge analizlere dahil

edilmemistir.

3.3.7. Kiitle spektrometresi verilerini kullanarak protein tanimlanmasi

Matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI)” - “Time-of-flight (TOF)” adli kiitle
spektrometresi yontemiyle analitlerin kiitle 6l¢timlerinin hizli ve kesin olarak yapilmasina
olanak saglanmistir. Bu teknikte peptidler kati fazdan gaz fazina gegerken, TOF kiitle

spektrometresiyle hizli bir bigimde m/z oranlarina gore ayrilirlar.
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Sekil 3.9. MALDI lazer isininin kat1 matriksi uyarmasi ve analitleri iyonize etmesi

MALDI-TOF kiitle spektrometresiyle proteinlerin tanimlanmasi1 +1 yiiklii peptidlerin m/z
oraninin Olclilmesiyle gerceklesir. Peptid kiitlelerinin dogru Ol¢limiine dayanan protein
tanimlanmasi i¢in gelistirilmis farkli programlar vardir. Skorlama igin en basit yontem
peptid kiitlelerinin sayilarin1 toplamaktir. Peptid kiitlelerinin sayilar1 protein veri

tabanindaki her giris i¢cin tahmin edilen kiitleyle eslestirilir.

TOF analizi, iyonlarin tiimiine ayn1 miktarda enerjinin verildigi bir dedektore dogru
hizlanan bir dizi iyona dayanmaktadir. Ancak iyonlar ayni enerjiye sahip olmalarina
ragmen farkli kiitlelerde oldugundan dedektdre ulasma zamanlari farklidir. En kiiciik
iyonlar hizlarimin fazla olmasindan dolay1 dedektore ilk ulasirken daha biiytik olan iyonlar

daha biiyiik olan kiitleleri yiliziinden dedektore daha geg¢ ulasmaktadirlar (Sekil 3.10)

TIME-OF-FLIGHT(TOF) ANALIZOR
Yiiksek Voltaj Dedektsr

MALDI 6eme LI] L é z . -
27%7. - Akis bélgesi
e G

Sekil 3.10. Dedektore carpan farkli kiitlelerdeki iyonlar
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Bu tez calismasinda MALDI-TOF kiitle spektrometresinden alinan m/z degerleriyle swiss
prot/uniprot veri tabanlarinda eslesen peptid kiitleleri Mascot veri analiz tabanlari
araciligtyla tanimlandi (www.matrixscience.com). Mascot verileri protein veri tabaninda
verilen molekiil agirlig1 ve pl degerleri agisindan 2-D jel elektroforezi MA ve PI degerleri

ile karsilagtirilarak tanimlamanin dogrulugu teyit edilmistir.

3.4. istatistik Analiz

PDQuest programindan elde edilen yogunluk degerlerinin istatistiksel olarak
karsilastirilmast igin ANOVA kullanilmistir (SPSS For Windows 9.0). Analizden once
gruplar i¢cinde bireysel farklilik olup olmadigi test edilip fark bulunanlar analiz dis1
birakilmistir. Yapilan analizlerde varyanslarin homojenligi Levene testi ile test edilmis ve
varyanslarin homojen oldugu durumda Tukey, olmadigi durumda ise Tamhane testi

uygulanmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Plazma Abundant (Bol) Proteinlerin Filtrelenmesi

Proteomik ¢alismalarda kullanilabilir bir protein profili elde etmek i¢in en énemli asama
ornegin standardizasyonu ve optimizasyonudur. Ornek tipine ve kaynagina gore degisen
tuz ve benzeri inhibitdrlerden arindirma ve proteaz ve fosfataz inhibitorleriyle dogal yikim
ve modifikasyonlari elimine etmek gerekmektedir. Plazma uygulamalarinda, iki boyutlu jel
elektroforezi profillemelerinde en 6nemli optimizasyon ise ifadesi fazla olan albumin gibi
abundant proteinlerin filtrelenmesi ve ifadesi az olan proteinlerin profillerinin ¢ikarilabilir
hale getirilmesi yani zenginlestirilmesidir. Farkli kolon sistemleriyle sadece albumin veya
ifadesi yiiksek 20 abundant proteinin birlikte filtrelenmesi yapilabilir. Kolon sistemlerinin
kullanilmasinda alinan sonuglar calisilan materyalin alinma seklinden, serum/plazma
ayrilmasindaki kosullardan, saklanma kosullarindan ve en onemlisi de 6rnegin taze olup
olmamasindan etkilemektedir. Bu etkenlerin degerlendirilebilmesi amaciyla bu tez
caligmas1 kapsaminda kullanilacak hasta ve kontrol plazma ornekleri farkli iki tip kolon
filtrelemesi ile ve filtreleme yapilmadan ¢alisilmis ve tez galismalarina kolonla filtreleme

islemi yapilmadan devam edilmesine karar verilmistir .

Yapilan optimizasyon c¢alismalarinda kit kullanarak yapilan filtrelemenin taze kan
kullanildiginda 1iyi sonu¢ verdigi gorilmiistiir (Sekil 4.1). Ancak plazma Ornekleri -
80°C’de belli bir siire bekletildikten sonra yapilan filtreleme islemlerinden iyi sonug

alinamamustir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. Taze kan 6rneginden kit I kullanarak filtreleme yapildiktan sonra elde edilen 2

boyutlu jel elektroforezi goriintiisii

A) _®

Sekil 4.2. Abundant proteinlerin kit | ile filtrelenmesiyle (B) ve aymi Ornegin
filtrelenmeden (A) elde edilen 2 boyutlu protein profilleri; abundant proteinlerin kit 11 ile
filtrelenmesiyle (D) ve aymi Ornegin filtrelenmeden (C) elde edilen 2 boyutlu protein
profilleri
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Optimizasyon c¢alismalar1 sonucunda filtrelemeden iyi sonu¢ almak i¢in asagidaki
noktalara dikkat edilmesi gerektigi sonucuna varilmistir: Buna goére standardizasyon

yapilmasi gereken filtreleme kosullar1 asagidaki gibi 6zetlenebilir;

1- Kan 6rneginin ve ayrica ¢alisilacak serum/plazma 6rneginin taze olmasi
2- Kan alinan tiiplerde kullanilan anti-koagiilan maddelerin ayni olmasi

3- Kan almaya uygun tiiplerin kullanilmas1

4- Plazma ayirma kosullar1 her ¢aligma i¢in ayni olmast

5- Ornekler ayn1 kosullarda saklanmasi

6- Kitleri kullanirken kontaminasyon i¢in gerekli dnlemler alinmasi

4.2. Faktor V Leiden ve Protrombin G20210A Niikleotit Degisimleri A¢isindan Gen

Taranma Sounuclari

Hasta-kontrol gruplar1 Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Molekiiler Genetik
bilim dalinda Faktor V leiden ve protrombin G20210A niikleotit degisimleri agisindan

taranmistir. Tarama sonuglart Cizelge 4. 1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Hasta-kontrol grubu i¢inde gen taranmasi sonuglari

FVL PT 20210
Genotipler Kontrol Hasta Kontrol Hasta MI Olan
GG 116 115 120 124 10
GA 14 17 10 4 10
AA 0 0 0 0 0
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4.3. Olusturululan Gruplar ve iki Boyutlu Jel Elektroforezi Sonuglarinin

Degerlendirilmesi

Calisma kapsaminda karsilastirma i¢in kontrol ve hasta setleri olusturulmustur. Kontrol
setine FV G1691A, Protrombin G20210A ve kontrol olmak tizere ii¢ grup dahil edilmistir.
Bunlar grup ig¢i, gruplar arasi genel protein profili ve gruplar aras1 abundant protein profili
karsilastirmasi seklinde degerlendirilmistir. Hasta setine Protrombin G20210A mutasyonu
olup MI geciren ve gegirmeyen ve FV G1691A mutasyonu tasiyanlar dahil edilmistir.
Bunlar da grup i¢i ve gruplar arasi abundant proteinler acisindan karsilastirilmistir.

Olusturulan gruplar Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Olusturulan kontrol ve hasta setlerindeki deney gruplarini gésteren tablo

Kontrol set grubu
degerlendirmeleri

Grup ici standardizasyon

Kontrol grup

FV G1691A grubu

Protrombin G20210A grubu

Gruplar aras1 genel protein
profilinin degerlendirilmesi

Kontrol grup

FV G1691A grubu

Protrombin G20210A grubu

Gruplar aras1 abundant
proteinlerin
degerlendirilmesi

Kontrol grup

FV G1691A grubu

Protrombin G20210A grubu

Hasta set grup
degerlendirmeleri

Grup ici standardizasyon

Protrombin G20210 ve Ml
geciren hasta grubu

Protrombin G20210 ve Ml
gecirmeyen hasta grubu

FV G1691A hasta grubu

Gruplar aras1 abundant
proteinlerin
degerlendirilmesi

Protrombin G20210 ve Ml
geciren hasta grubu

Protrombin G20210 ve Ml
gecirmeyen hasta grubu

FV G1691A hasta grubu
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4.3.1. Kontrol set grubu degerlendirmeleri

4.3.1.1. Grup ic¢i standardizasyonlar:

Kontrol grubunun standardizasyonu:

Deney kosullar1 sabit tutularak, ayni islemlere maruz birakilan kontrol 6rneklerinin
tekrarlanabilirlikleri degerlendirilmis ve kendi i¢lerinde standardizasyonlar1 saglanmistir
(Sekil 4.3). Yapilan analizlerde A.K.’de 223 ve 224, K.S.” de 196 ve 216 ve O.C.” de 229
ve 252 spot bulunmustur (teknik replikali olarak).

FV G1691A grubunun standardizasyonu:

Deney kosullari sabit tutularak, ayni islemlere maruz birakilan FV G1691A 6rneklerinin
tekrarlanabilirlikleri degerlendirilmis ve kendi i¢lerinde standardizasyonlar1 saglanmistir
(Sekil 4.4). Yapilan analizlerde sirasi ile A.D.’de 246 ve 246, E.G.” de 254 ve 253, D.A.’da
245 ve 266 protein spotu bulunmustur (teknik replikali olarak).

Protrombin grubunun standardizasyonu

Deney kosullart sabit tutularak, ayni iglemlere maruz birakilan protrombin 6rneklerinin
tekrarlanabilirlikleri degerlendirilmis ve kendi iclerinde standardizasyonlar1 saglanmistir
(Sekil 4.5). Yapilan analizlerde siras1 ile B.K.’de 225 ve 223, B.G.’de 242 ve 275 ve
E.U.’da 217 ve 227 protein spotu bulunmustur.
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0.c

Sekil 4.3. Kontrol grubu iki boyutlu jel elektroforezi profillerinde grup ici

standardizasyonun gosterimi (Yanyana olan jeller ayn1 6rnegin teknik replikalarid
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EE

E.G

Sekil 4.4. FV grubu iki boyutlu jel -elektroforezi profillerinde grup igi
standardizasyonun gosterimi (Yanyana olan jeller ayn1 6rnegin teknik replikalaridir)
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B.K

Sekil 4.5. Protrombin grubu iki boyutlu jel elektroforezi profillerinde grup igi
standardizasyonun gosterimi (Yanyana olan jeller ayn1 6rnegin teknik replikalaridir)
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4.3.1.2. Farkh genotipte gruplar aras1 genel protein profilinin degerlendirilmesi

Iki farkli genotip icin iki boyutlu jel elektroforezi protein profillerinin PDQuest 8.0.1 (Bio-
Rad) ile karsilagtirmali analizleri yapildiginda gruplar arasi yapilan degerlendirmeler

sonucu tespit edilmis olan proteinler ¢izelge 4.3’de goriinmektedir.

Cizelge 4.3. PDQuest jel kalitatif analiz sonuglari

Master Jele gore eslesmeler
Grup Toplam spot | Eslesen spot | Eslesmeyen Eslesme %
sayisl saylsl spot say1st
1 (Master) | 216 216 0 100
1 (tekrar) | 196 168 28 85
2 223 144 79 64
Kontrol 2 (tekrar) | 224 139 85 62
3 229 187 42 81
3 (tekrar) | 252 191 61 75
1 246 179 67 72
1 (tekrar) | 246 187 59 76
2 252 189 63 75
FV 2 (tekrar) | 253 181 72 71
3 244 175 69 71
3 (tekrar) | 252 173 79 68
1 225 147 78 65
1 (tekrar) | 213 153 50 71
2 242 176 66 72
Protrombin | 2 (tekrar) | 275 200 75 72
3 217 168 49 77
3 (tekrar) | 227 173 54 76

PDQuest jel kalitatif analiz sonuglari incelendiginde, gruplar arasi belirgin bir fark
goriilmemektedir (Cizelge4.3). Kontrol grubu jellerinin eslesme oram1 % 77.8, FV
grubunun %72.17, Protrombin grubunun ise %72.17 oldugu goriilmiistiir (her gruptaki 6
jelin eslesme oranlarinin ortalamasi). Kontrol grubunda master jelin kendi kendine eslesme
oranint g6z ardi edersek, gruplar hemen hemen ayn1 eslesmeye sahiptirler ve bu anlamda

aralarinda biiyiik bir fark yoktur.
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4.3.1.3. Farkh genotipte gruplar arasi abundant proteinlerin degerlendirilmesi

Jellerin farkli kosullarda yiirimesinden, kaymalardan ve bireysel farkliliklardan dolay:
PDQuest programinin otomatik eslesme yaptig1 spotlar iizerinde anlamli bir fark
bulunmadigindan sadece abundant protein spotlar1 {izerinde maniiel eslesme ile
degerlendirme yapilmistir. 20 abundant proteinin (Cizelge 4.4) ifade farkliliklari spot

numaralarina gore (SSP) ele alinmastir.

Cizelge 4.4. 20 abundant protein

20 abundant protein

Albumin

1gGs
Transferrin
Fibrinogen
1gAs
a-2-Antitrypsin
IgMs
a-1-Antitrypsin
Complement C3

Haptoglobulin

Apolipoprotein Al
A2
Apolipoprotein B

Apolipoprotein

Acid-1-Glycoprotein

Ceruloplasmin

Complement C4
Complement Clq
1gDs

Prealbumin
Plasminogen

PDQuest programi jel goriintiisii alindiktan sonra ve yapilan normalizasyon sonrast ayni
MA/pl noktadasindaki proteinlere ayni spot SSP (Sample Spot Protein) numarasini

verilmistir. SSP numaralarini igeren histogram grafikleri Sekil 4.7° de gosterilmistir.

Yapilan ANOVA analizi sonucunda anlamli farklilik gosteren 8 abundant protein spotu
bulunmustur. Karsilastirmali analizlere bakildiginda kontrol ve protrombin grubu arasinda
6, kontrol ve Fv grubu arasinda 1 ve protrombin ile Fv grubu arasinda 1 protein spotunda
anlamli farklilik tespit edilmistir. (Bunlardan 3 spotta kontrol grubunda grup i¢i bireysel
farklilk da tespit edildiginden farkli olarak degerlendirilmemistir). Farklilik gosteren
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spotlarin SSP numaralari, adlar, farklilk durumlar1i ve P degerleri Cizelge 4.5te

verilmistir.

Cizelge 4.5. Spotlarin kantitatif degerlerine gore SPSS 9.0 programi ile istatistik analizi (p

< 0.05 olarak anlamli farklilik gosterenler koyu olarak belirtilmistir)

Gruplar arasi Uygulanan | Analiz Ortalama
Spot Protein ad1 farklilik P analiz testi | sonucu kantitatif
numarast degeri deger
1305 Haptoglobin Kontrol& 0.019 Tukey Bireyler arasi
agir Protrombin farklilik var -
1710 komplement Protrombin& | 0.033 Tukey Anlamh 1.35 kat
FV (protrom)
2707 Protrombin Yok - - Homojen
degil
2708 a-1-b Yok - - Homojen
Glikoprotein degil
6606 Serotransferin Yok - - Homojen
degil
7608 komplement ¢c3 | Yok - - Homojen
degil
7609 komplement Kontrol& 0.016 Tukey anlamh 1.86 kat
c3 Protrombin (kon)
7407 Fibrinojen Kontrol& 0.003 Tukey anlamh 1.09 kat
beta chain Protrombin (kon)
6406 Fibrinojen beta | Yok - - Homojen
chain degil
6407 Fibrinojen beta | Yok - - Homojen
chain degil
2410 a-1 antitripsin Yok - - Homojen
degil
2411 a-1 antitripsin Yok - - Homojen
degil
1508 a-1 antitripsin Yok - - Homojen
degil
3407 Fibrinojen Yok - - Homojen
gama chain degil
4306 Fibrinojen Yok - - Homojen
gama chain degil
3007 Apolipoprotein | Yok - - Homojen
A degil
7110 Komplement ¢4 | Yok - - Homojen
degil
4010 Haptoglobin Kontrol& 0.013 Tukey anlamh 2.29 kat
hafif Protrombin (pro)
5009 Haptoglobin Yok - - Homojen
hafif degil
3009 Haptoglobin Kontrol& 0.003 | Tamhane anlamh 5.08 kat
hafif Protrombin (pro)
2307 Haptoglobin Protrombin 0.002 Tukey Bireyler
agir & FV arasi -
farkhilik var
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Cizelge 4.5. (devam)

Gruplar arasi Uygulanan
Spot Protein ad1 farklilik P analiz testi
numarast degeri
2308 Haptoglobin agir | Yok - - Homojen
degil
2309 Haptoglobin agir | Yok - - Homojen
degil
3309 Haptoglobin agir | Yok - - Homojen
degil
3311 Haptoglobin agir | Yok - - Homojen
degil
8405 Immiinoglobulin | Kontrol& 0.001 Tukey anlamh | 1.13 kat
agir zincir Protrombin (pro)
Kontrol& 0.012 Tukey 1.46 Kkat
FV (FV)
8408 Immiinoglobulin | Yok - - Homojen
agir zincir degil
7006 Immiinoglobulin | Yok - - Homojen
hafif zincir degil
8008 Immiinoglobulin | Yok - - Homojen
hafif zincir degil
3010 prealbiimin Yok - - Homojen
degil

Kontrol (mutasyon tagimayan) gurubu i¢inde agir Haptoglobin’e ait 1305 ve 2307 spot

izoformlari, gurup ig¢i test sonucunda homojen olmadiklari i¢in analiz dis1 edilmistir.

1305 spotuna ait komplement protein ifade farkliligi protrombin ve FV arasinda, 7609
spotuna ait komplement C3 protein ifade farkliligi kontrol ve protrombin grubu arasinda,
7407 spotuna ait Fibrinojen beta protein ifade farklili§i kontrol-protrombin grubu arasinda,
4010 ve 3009 spotlarma ait Haptoglobin protein ifade farkliligi kontrol ve protrombin
grubu arasinda ve 8405 spotuna ait agir IgG protein ifade farkliligi ise kontrol &

protrombin ve kontrol & FV gruplarinda goriilmektedir.

Protein profilleri li¢ boyutlu olarak incelendiginde abundant proteinlerin ifade farkliliklari
daha net goriilmektedir. Gruplar arasi yapilan degerlendirmeler sonucu FV mutant ve

Protrombin mutant grupta protein profili incelendiginde abundant proteinlerin ifadesinin
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kontrol grubuna yakin oldugu tespit edilmistir. Her iki mutant grupta Fibrinojen beta
ifadesinde azalma ve Haptoglobin ifadesinde artis goriilmektedir. Prealbumin ifadesinde
Protrombin mutasyonu tasiyan grup ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
goriilmemekle beraber FV proteini ifadesinde azalma goriilmektedir. Albumin ifadesinde
ise gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmemistir. IgG agir zincirinin bazi izoformlarinda

artis goriilmektedir. Kontrol, FV ve protrombin gruplarinin abundant proteinlerinin iig

boyutlu goriintiileri sekil 4.6 da ayrintili olarak verilmistir.

Sekil 4.6. kontrol grubu 2D jel elektroforezi protein profilinde protein spotlarinin 3D
gosterimi: (A)Allbumin (B)Transferin (C) Complement C (D) IgG agir (E) Fibrinojen
gama (F) Haptoglobin agir (J) Haptoglobin hafif (H) Fibrinojen beta (I)Apolipoprotein
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Sekil 4.7. Kontrol, FV ve protrombin gruplari arasinda ifadesi artan protein spotlarinin

SSP numaralart ile birlikte histogram grafikleri (Grafige gore ilk 3 siitun tekrarli olarak FV
, 2’inci 3 siitun tekrali olarak kontrol ve 3’lincii 3 siitun tekrarli olarak protrombin grubu

temsil etmektedir)

Gruplar arasinda yapilan maniiel eslestirme sonucunda Fibrinojen beta ve Haptoglobin
disindaki protein spotlarinda anlamli bir fark goriilmemistir. Bu iki proteinin gruplar
arasindaki ifade farklihig: biitiin protein izoformlarinda goériilmektedir. ilgili proteinlerin

2D jel elektroforezi protein profilleri ii¢ boyutlu olarak asagida degerlendirilmistir:

Fibrinojen beta (Kontrol ve FV)

Sekil 4.8. Fibrinojen beta’nin sol tarafta kontrol grubu i¢in (k.s) ve sag tarafta FV grubu

icin (a.d) ikili tekrarlar1 ile 3 boyutlu olarak ifadelerinin gosterimi.

53



Fibrinojen beta (Kontrol ve protrombin)

Sekil 4.9. Fibrinojen beta’nin sol tarafta kontrol grubu igin (k.s) ve sag tarafta Protrombin
grubu icin (b.g) ikili tekrarlari ile 3 boyutlu olarak ifadelerinin gdsterimi.

Sekil 4.8 ve 4.9°da gortildiigli gibi fibrinojen beta proteininin her ii¢ izoformunun ifadesi
Protrombin ve Faktér V gruplarinda, kontrol grubuna gore azalmistir (PDQuest programi,

kantitatif analiz).

Gruplar arsindaki Fibrinojen beta spot ekspresyonunun 3 boyutlu goriintiisii 3 Ornek

tekrarlari ile baraber asagida goriinmektedir:

Kontrol

2 | | A
g )

Protrombin
adsa | 2Ad
Ak |

Sekil 4.10. 3 grup arasinda Fibrinojen beta ifade farkliliklarinin 2Djel elektroforezi

protein profilinde 3D gosterimi.
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Haptoglobolin (Kontrol ve FV)

Sekil 4.11. Haptoglobin’nin sol tarafta kontrol grubu i¢in (6.c.1,2) ve sag tarafta FV grubu
icin (e.g.1,2) ikili tekrarlar1 ile 3 boyutlu olarak ifadelerinin gosterimi.

Haptoglobolin (Kontrol ve protrombin)

Sekil 4.12. Haptoglobin’nin sol tarafta kontrol grubu igin (6.c.1,2) ve sag tarafta
protrombin grubu igin (e.g.1,2) ikili tekrarlari ile 3 boyutlu olarak ifadelerinin gésterimi.

Sekil 4.11 ve 4.12’de goriildiigii gibi haptoglobin proteininin ifadesi Protrombin ve Faktor
V gruplarinda, kontrol grubuna gore artmistir (PDQuest programi, kantitatif analiz).
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Gruplar arsindaki haptoglobin spot ekspresyonunun 3 boyutlu goériintiisii 3 6rnek tekrarlar

ile baraber asagida goriinmektedir:

Kontrol

e\
Al |t LA | A

Protrombin

A s L ke | Mg | My

Sekil 4.13. 3 grup arasinda Hafif haptoglobin zincirinin ifade farkliliklarinin 2D

jel elektroforezi protein profilinde 3D gosterimi

Tim 2D jel elektroforezi protein profilleri; Albumin, Transferin, Komplement c3,
Immiinoglobulin agir zincir, ¢4 komplement, Immiinoglobulin hafif zincir, Haptoglobin,
Prealbiimin, apolipoprotein A, fibrinojen, a-1 antitripsin, a-1 antikimotripsin ve bunlara

ek olarak FV ve Protrombin izoformlar1 i¢in kantitatif olarak degerlendirilmistir.
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4.3.2. Hasta set grup degerlendirmeleri

4. 3. 2. 1. Grup i¢i standardizasyonlar1

Protrombin G20210 ve MI geciren hasta grup standardizasyonu:

Deney kosullar1 sabit tutularak, ayni islemlere maruz birakilan MI geciren olgu
orneklerinin tekrarlanabilirlikleri degerlendirilmis ve kendi iglerinde standardizasyonlari

saglanmistir.

H.E

Sekil 4.14. MI gegiren hasta grubu plazma orneklerinin iki boyutlu jel elektroforezi
profillerinin grup i¢i standardizasyonun gésterimi (Yanyana olan jeller ayn1 6rnegin teknik

replikalaridir)
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Protrombin G20210 ve MI gecirmeyen hasta grup standardizasyonu:

Deney kosullart sabit tutularak, ayni islemlere maruz birakilan MI gegirmeyen olgu
orneklerinin 2D jel elektroforezi ile protein profillenmesinin tekrarlanabilirlikleri

degerlendirilmis ve kendi i¢lerinde standardizasyonlar1 saglanmistir.

B.K

Sekil 4.15. MI gegirmeyen olgu grubunun iki boyutlu jel elektroforezi profillerinde grup

ici standardizasyonun gosterimi (Yanyana olan jeller ayn1 6rnegin teknik replikalaridir)
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FV G1691A hasta grup standardizasyonu:

Deney kosullar sabit tutularak, ayni islemlere maruz birakilan MI Gykiisii olmayan olgu
plazma  Orneklerinin  tekrarlanabilirlikleri ~ degerlendirilmis  kendi  iglerinde

standardizasyonlar1 saglanmistir.

D.A

Sekil 4.16. FVLeiden tasiyan grubun iki boyutlu jel elektroforezi profillerinde grup igi

standardizasyonun gosterimi (Yanyana olan jeller ayni 6rnegin teknik replikalaridir)
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4.3.2.2. Farkh genotipte gruplar arasi1 abundant proteinlerin degerlendirilmesi

Yapilan ANOVA analizi sonucunda farkli genotipteki hasta gruplar1 arasinda anlamh
farklilik gosteren 6 protein spotu bulunmustur. Karsilastirmali analizlere bakildiginda MI
geciren protrombin G20210A tasiyicit grup
tastyict grup arasinda 6 ve MI geciren protrombin G20210A tasiyict grup ile FV Leiden
tastyan grup arasinda da 6 protein spotunda anlamli ifade farkliligi tespit edilmistir.

Farklilik gosteren spotlarin SSP numaralari, adlari, farklilik durumlar ve p degerleri

cizelge 4.6’da verilmistir.

ile MI gecirmeyen protrombin G20210A

Cizelge 4.6. Spotlarin kantitatif degerlerine gére SPSS 9.0 programi ile istatistik analizi
Gruplar P Uygulana | Analiz | Ortalama
Spot Protein ad1 arast degeri | n analiz | sonucu | kantitatif
numarasi farklilik testi deger
4003 Retinol binding | MI+  ile | 0.001 MI+ | 1.684 kat
protein 4 MI- artmis
Tukey
MI+ ile | 0.001 MI+ | 1.694 kat
FV artmis
4404 Alpha-1- MIi+ ile| 0.00 MIi+ | 3.494 kat
antitrypsin MI- artmig
Tukey
MI+ ile| 0.00 MI+ | 2.364 kat
FV artmis
6805 Complement MI- ile| 0.027
factor B FV Tukey FV 2.043 kat
artmis
7805 Serotransferrin | MI+  ile | 0.037 FV 1.692>MI+
(Transferrin) FV Tukey | artmig
1.2> Ml-
7503 Fibrinogen MI+ ile| 0.00 MI+ | 2.222 kat
beta chain MI- artmig
Tukey
MI+ ile| 0.00 MI+ | 2.312 kat
FV artmis
8406 Fibrinogen MI+  ile | 0.002 MI+ | 2.57 kat
beta chain MI— artmis
Tukey
MI+  ile | 0.018 MI+ | 1.763 kat
FV artmis
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4003 spotuna ait Retinol binding protein 4 protein ifade farkliligit MI geciren protrombin
gen degisimi olan hasta grubu ile FV gen degisimi olan hasta grubu arasinda ve MI gegiren
protrombin gen degisimi olan hasta grubu ile MI gegirmeyen protrombin gen degisimi olan
hasta grubu arasinda, 4404 spotuna ait Alpha-1-antitrypsin protein ifade farkliligi MI
geciren protrombin gen degisimi olan hasta grubu ile FV gen degisimi olan hasta grubu
arasinda ve MI geciren protrombin gen degisimi olan hasta grubu ile MI gecirmeyen
protrombin gen degisimi olan hasta grubu arasinda, 6805 spotuna ait Complement factor B
protein ifade farkliligit FV gen degisimi olan hasta grubu ile MI gegirmeyen protrombin
gen degisimi olan hasta grubu arasinda, 7805 spotuna ait Serotransferrin (Transferrin)
protein ifade farklili§in MI gegiren ve protrombin gen degisimi olan hasta grubu ile FV
gen degisimi olan hasta grubu arasinda, 7503 ve 8406 spotuna ait Fibrinogen beta chain
protein ifade farkliligt MI gegiren protrombin gen degisimi olan hasta grubu ile FV gen
degisimi olan hasta grubu arasinda ve MI geciren protrombin gen degisimi olan hasta
grubu ile MI ge¢irmeyen protrombin gen degisimi olan hasta grubu arasinda anlamli bir

fark tespit edilmistir.

Gruplar arasinda anlamli farklilik gosteren ve farklilik gostermeyen (standardizasyonu
gostermek i¢in) bazi proteinlerin jeller lizerindeki konumlari ve 3 boyutlu gosterimleri

asagida verilmistir:
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Retinol binding protein 4

Sekil 4.17. Retinol binding protein 4 protein spotunun 2D jel elektroforezi protein profilinde 3D

protein ifade gosterimi

62



Alpha-1-antitrypsin

Sekil 4.18. Alpha-1-antitrypsin protein spotunun 2D jel elektroforezi protein profilinde 3D

protein ifade gosterimi
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Fibrinogen beta chain

'

Sekil 4.19. Fibrinogen beta chain spotunun 2D jel elektroforezi protein profilinde 3D protein

ifade gosterimi
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Fibrijojen gama

MI+ FVL

Albumin

MI- MI+ FVL
Sekil 4.20. Fibrinojen gama ve Albumin spotlarinin 2D jel elektroforezi protein profilinde

3D protein ifade gosterimi
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4.4, Protein Tanimlanmasi

4.4.1. MALDI-TOF Kkiitle spektrometresinin m/z kalibrasyonun yapilmasi

MALDI plakalarmin Lock Mass kuyucuklarina spotlanan ve cihazin kiitle kalibrasyonun
yapilmasinda, peptid tanimlanmasi ile protein kimliklendirmesi (peptide mass finger
printing, PMF) i¢in dogrulamada kullanilan, kiitleleri bilinen 5 adet peptit karisimu ile elde
edilmis olan spektra Sekil 4.21°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.7. 5 peptid karisimi ile elde edilmis spektra

5 PEPTIT KARISIMI KUTLE-Da
ANGIOTENSIN 1296,6853
SUBSTANCEP 1347,7360
Glu Fib 1570,6774
Renin-14 1758,9326
ACTH-18,39 2465,1989
a7
ATLM 31(1.085) 5k (10,75.00 ) TOF LD+
e s e e e Bt
U e
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------- ::: 311$51153I:: E:i:::::::
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i i i i 17518343 i i i i
SNSRI PR SN N 3 15351.3,9.3.1 : S OO S RO PRt bt ey .1 2111 SO SO DO
1036| 25045 150,454 TE‘EH'SSBE} A R 5 kO T
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1000 1200 1400 1600 1800 2000 7900 J 2400 o600 a0

Sekil 4.21. Maldi —TOF kiitle spektrometresinde kullanilan kalibrasyon peptidlerine ait

spektrum

66



4.4.2. MALDI-TOF Kiitle spektrometresi ile tanimlanan proteinlerin spektrumlari ve

veri tabanindan alinms peptit kiitleleri
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Sekil 4.22. Fibrinojen beta peptidlerine ait Maldi-TOF kiitle spektrometresi spektrumu
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Cizelge 4.8. Fibrinojen beta

(www.uniprot.org)

mass
3784.8567
3167.4837

2257.0805
2127.0829
2099.9273
1951.0031
1892.8589
1820.8094
1768.7871
1728.7686
1691.8019
1668.7151
1544.6950
1535.7237

1530.6563
1504.7498

1308.6178
1275.5600
1239.5177
1032.5625

980.4432

939.4213

891.4240

886.3876
851.4621
844.4887
822.4580
717.4253
708.3351
689.3617
589.3304
542.3409

position #MC

89-124
125-152
248-267
179-196
268-285
54-72
377-395
396-410
164-178
314-328
335-348
446-458
459-471
354-367

212-224
225-239

301-313
411-421
427-436
484-491
286-294

437-445

240-246

472-478
368-374
200-206
45-51
329-334
296-300
153-157
78-83
73-77

0

o 0O oo o0 O O O O o o O O o0 O o o O o o

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

Cys_CAM: 95, 106, 110 3955.9211

Cys_CAM: 270 2156.9488
Cys_CAM: 316 1785.7901
Cys_CAM: 223 1587.6777

Cys_CAM: 227, 231 1618.7927

Cys_CAM: 437 996.4428
Cys_CAM: 241 948.4455

1569.6928 31-44 O
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icin listelenmis olan peptit dizileri ve kiitleleri

peptide sequence
APDAGGCLHADPDLGVLCPT GCQLQEALLQQERPIR
NSVDELNNNVEAVSQTSSSS FQYMYLLK
GGETSEMYLIQPDSSVKPYR
HQLYIDETVYNSNIPTNLR
VYCDMNTENGGWTVIQNR
EEAPSLRPAPPPISGGGYR
GTAGNALMDGASQLMGENR
TMTIHNGMFFSTYDR
DNENVVNEYSSELEK
NYCGLPGEYWLGNDK
MGPTELLIEMEDWK
YYWGGQYTWDMAK
HGTDDGVVWMNWK
AHYGGFTYQNEANK
LESDVSAQMEYCR

TPCTVSCNIPVVSGK

QGFGNVATNTDGK
DNDGWLTSDPR
EDGGGWWYNR
IRPFFPQQ
QDGSVDFGR
CHAANPNGR

ECEEIR
GSWYSMR
YQISVNK
SILENLR
GHRPLDK
ISQLTR
WDPYK
DLWQK
AAATQK
ARPAK

QGVNDNEEGFFSAR



Haptoglobin
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Sekil 4.23. Haptoglobin peptidlerine ait Maldi-TOF kiitle spektrometresi spektrumu
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Cizelge 4.9. Haptoglobin igin listelenmis olan peptit dizileri ve kiitleleri (www.uniprot.org)

mass - position #MC - ;:;eptide sequence

3817.6486 346-379 0 Cys_CAM: 351 3874.6700 YQEDTCYGDAGSAFAVHDLE EDTWYATGILSFDK
32925174 1949 0 Cys_CAM: 33 3349.5389 VDSGNDVTDIADDGCPKPPE IAHGYVEHSVR
2848.3028 83-108 0 Cys_CAM: 86,92 2962.3457 LPECEADDGCPKPPEIAHGY VEHSVR
2679.3823 179-202 0 MVSHHNLTTGATLINEQWLL TTAK
2115.0361 326-345 0 Cys_CAM: 340 2172.0576 SPVGVQPILNEHTFCAGMSK
1795.0112 236-251 0 VVLHPNYSQVDIGLIK

1650.7978 298-311 0 Cys CAM: 309 1707.8193 YVMLPVADQDQCIR

1458.7335 203-215 0 NLFLNHSENATAK

1439.6648 119-131 0 TEGDGVYTLNNEK

1311.6063 60-71 0 TEGDGVYTLNDK

1290.7303 216-227 0 DIAPTLTLYVGK

1288.6242 380-391 0 Cys _CAM: 381 1345.6456 SCAVAEYGVYVK

1273.6279 142-153 0 Cys_CAM: 145, 149 1387.6708 LPECEAVCGKPK

1203.6368 392-401 0 VTSIQDWVQK

1146.5425 312-321 0 HYEGSTVPEK

987.5365 262-270 0 Cys CAM: 266 1044.5580 VMPICLPSK

980.4948 278-286 0 VGYVSGWGR

923.5308 162-170 0O ILGGHLDAK

920.4624 171-178 0O GSFPWQAK

8954744 154-161 0 NPANPVQR

858.4931 229-235 0 QLVEIEK

809.3788 271-277 0 DYAEVGR

760.3988 292-297 0 FTDHLK

703.3733 256-261 0 VSVNER

688.3777 73-77 O QWINK

688.3777 132-136 0 QWINK

593.3042 287-291 0 NANFK

587.2824 54-57 0 NYYK

587.2824 113-116 0 NYYK

547.2722 402-406 0O TIAEN

541.2439 50-53 0 Cys CAM: 52 598.2653 YQCK

541.2439 109-112 0 Cys_CAM: 111 598.2653 YQCK
32925174 19-49 0 Cys_CAM: 33 33495389 VDSGNDVTDIADDGCPKPPE IAHGYVEHSVR
2848.3028 83-108 0 Cys_CAM: 86,92 2962.3457 LPECEADDGCPKPPEIAHGY VEHSVR
1439.6648 119-131 0 TEGDGVYTLNNEK
1311.6063 60-71 0 TEGDGVYTLNDK
1273.6279 142-183 0 Cys_CAM: 145, 149 1387.6708 LPECEAVCGKPK

739.3733 154-160 0 NPANPVQ

688.3777 73-77 0 QWINK

688.3777 132-136 0 QWINK

587.2824 54-57 0 NYYK

587.2824 113-116 0 NYYK

541.2439 50-53 0 Cys_CAM: 52 598.2653 YQCK

541.2439 108-112 0 Cys_CAM: 111 598.2653 YQCK
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Fibrinojen gama

AS
AT 147 (5.020) Sb (10,95.00 % Sb (10,75.00 %; Cmn ((75:80+81+115+128+136+146: 149)) TOF LD+
1518.7701 127
T Bl I L
24
73t 2260 e -‘241&}44143 ST A
) i ; 252“5’51 12458 0164
IR |1 ki 1 EIr] ?TI}MF
T T T T L T T T T 1 T T R : ; - |1 II " 1 T II| I ; L miz

1200 1300 & 1400 1500 1600 & 1700 1800 & 1900 @ 2000 @ 211 2200 © 2300 2400 @ 2500 & 2600

Sekil 4.24. Fibrinojen gama peptidlerine ait Maldi-TOF kiitle spektrometresi spektrumu

Cizelge 4.10. Fibrinojen gama i¢in listelenmis olan peptit dizileri ve Kkiitleleri

(www.uniprot.org)

mass 7 bosition #MC ] 7 beptide sequence
2834.1739 302-328 O LTYAYFAGGDAGDAFDGFDF GDDPSDK

Cys_CAM: 208 2661.2402 ANQQFLVYCEIDGSGNGWTV FQK
AIQLTYNPDESSKPNMIDAA TLK
SULF: 444, 448 2663.0395 QVRPEHPAETEYDSLYPEDD L

2604.2187 200-222
2520.2650 89-111
2503.1259 433-453
2303.0359 41-61

2290.9458 329-347
2207.0403 239-258

Cys_CAM: 45, 49  2417.0788 FGSYCPTTCGIADFLSTYQT K
FFTSHNGMQFSTWDNDNDK
EGFGHLSPTGTTEFWLGNEK

1958.7796 348-364 Cys_CAM: 352 2015.8010 FEGNCAEQDGSGWWMNK

1954.8864 365-382
1893.9129 383-399
1780.9075 ©65-79
1682.9588 259-273
1545.8132 418-432
1513.7281 135-146
1491.7438 122-134
1446.6715 154-166 Cys_CAM: 161, 165 1560.7145 VAQLEAQCQEPCK
1293.7565 18%-199 QSGLYFIKPLK

0

0

0

0

0

0

0

0 Cys_CAM: 365 2011.9079 CHAGHLNGVYYQGGTYSK
0
0
0
0
0
0
0
0

1226.6375 167-177 0 DTVQIHDITGK

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

ASTPNGYDNGIWATWK
DLQSLEDILHQVENK
IHLISTQSAIPYALR
LTIGEGQQHHLGGAK
YLQEIYNSNNQK
YEASILTHDSSIR

1134.5136 283-292 TSTADYAMFK
1117.5272 274-282 VELEDWNGR
1080.4448 32-40 Cys_CAM: 34, 35 1194.4878 DNCCILDER

906.3985 178-185
893.4471 115-121
880.4410 224-231
851.4410 233-238
759.4512 412-417
715.3621 293-299
714.3279 402-406
609.3355 27-31

586.3922 147-151
563.3035 80-84

501.3395 85-88

Cys_CAM: 179 963.4200 DCQDIANK
MLEEIMK
LDGSVDFK
NWIQYK
IIPFNR
VGPEADK
WYSMK
YVATR
IVNLK
TSEVK
QLIK
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http://www.uniprot.org/

Alpha-1 antitripsin

A5
A9 B4 (2.944) 50 (10,99.00 %, 5b (10,95.00 ); 5b(10.99.00 ); St (10,75.00 ); Cm ({11+41+447+63+84+53)) TOF LD+
307
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] ] ] ] ] ] ] ]
P I I S S S s S
| | | \ | I 1 | | | | | | ; , 3601.4551: |
T RN e - R AN -1 Rt e S N
' i S | B a1 393.5‘2733----'----1
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1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800

Sekil 4.25. o-1 antitripsin peptidlerine ait Maldi-TOF kiitle spektrometresi spektrumu

Cizelge 4.11. o-1 antitripsin icin listelenmis olan peptit dizileri ve kiitleleri

(www.uniprot.org)

mass
3691.8238
3181.6350
2574.3409
2259.1399
2057.9450
1891.8555
1855.9775
1833.9228
1803.9599
1779.7681
1755.8952
1641.8635
1576.8409

1190.5809

1110.6041
1090.5680
1076.6172

1855.9775 390-404
1701.8954 375-389
785.4516 412-418
779.4120 405-411

position #MC
94125 O
64-93 0
126-149 0
368-389 0
161-178 0
226-241 O
390-404 O
3356-352 0
284-298 0
35-49 0
268-283 0
50-63 0
203-215 0
248-257 0
0
0

315-324
218-225
259-267 0

Cys_CAM: 256 1247.6023

o O O O

72

peptide sequence
ADTHDEILEGLNFNLTEIPE AQIHEGFQELLR
QLAHQSNSTNIFFSPVSIAT AFAMLSLGTK
TLNQPDSQLQLTTGNGLFLS EGLK
GTEAAGAMFLEAIPMSIPPE VK
LYHSEAFTVNFGDTEEAK
DTEEEDFHVDQVTTVK
FNKPFVFLMIEQNTK
VFSNGADLSGVTEEAPLK
LQHLENELTHDITK
TDTSHHDQDHPTFNK
YLGNATAIFFLPDEGK
ITPNLAEFAFSLYR
DTVFALVNYIFFK

LGMFNIQHCK

LSITGTYDLK
WERPFEVK
LSSWVLLMK

FNKPFVFLMIEQNTK
MFLEAIPMSIPPEVK
VVNPTQK
SPLFMGK


http://www.uniprot.org/

Serotransferin

A5
E7 10(0.339) b (10,99.00 %, Sk (10,75.00 5, Cm ((5:6+10:1 1444 48+83:87+115+1221 26)) TOF LD+
2016.0034 370
UL o T T T T CTTTTTTTTTT T T T T R :
T e T
R A e S S R - A o v Sy S M S
L S e O . 1 o
o R o o O T O O O I O 1 O O O O
A A AT - A S S O S o B
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T N S R 1 I N 2 A e
SR T R 1 S 0 A 11 O
e e et e et et 1
2000 2100 2200 2300 2400 2500 2600 2700 2800 2900 4000 3100 3200

Sekil 4.26. Serotransferin peptidlerine ait Maldi-TOF kiitle spektrometresi spektrumu

Cizelge 4.12. Serotransferin ic¢in listelenmis olan peptit dizileri ve kiitleleri
(www.uniprot.org)

635.3763 311-315 0 DLLFK

629.3729 677-682 0 AVGNLR

617.3253 572-576 0 NLNEK

614.3872 163-167 0 KPLEK

591.3170 542-546 0 Cys CAM: 542 648.3385 CLVEK

540.2888 660-663 0 LHDR

530.2391 4346 O DHMK

1520.6362 495-508 0 Cys_CAM: 503 1577.6576 FDEFFSEGCAPGSK
1482.6893 240-251 0 Cys_CAM: 246 1539.7108 DQYELLCLDNTR
1478.7348 332-343 0 MYLGYEYVTAIR
1419.7300 421-433 0 Cys_CAM: 421 1476.7515 CGLVPVLAENYNK
1417.6450 684-696 0 Cys_CAM: 684, 693 1531.6879 CSTSSLLEACTFR
1358.6984 47-60 0 Cys _CAM: 58 1415.7198 SVIPSDGPSVACVK
1297.6092 577-587 0 Cys_CAM: 582 1354.6307 DYELLCLDGTR
1283.5691 531-541 0 EGYYGYTGAFR
1276.6320 300-310 0 EFQLFSSPHGK
1273.6535 226-236 0 HSTIFENLANK
1260.5677 27-37 0 Cys_CAM: 28 1317.5892 WCAVSEHEATK
1249.6059 454-464 0 SASDLTWDNLK
1223.5361 374-384 0 Cys_CAM: 374 1280.5575 CDEWSVNSVGK
1195.5524 123-132 0 DSGFQMNQLR
1166.5912 554-564 0 HQTVPQNTGGK
1138.5210 363-371 0 Cys_CAM: 364 1195.5425 WCALSHHER
1000.4986 669-676 0 YLGEEYVK
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Albumin

A5

TOF LD+
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Sekil 4.27. Albumin peptidlerine ait Maldi-TOF kiitle spektrometresi spektrumu
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Cizelge 4.13. Albumin i¢in listelenmis olan peptit dizileri ve kiitleleri (www.uniprot.org)

mass

2917.3229 311-337
2593.2425 139-160
2433.2635 45-65
2404.1709 470-490

2203.0012 525-543
2045.0953 397-413
1915.7731 265-281

1853.9102 509-524
1742.8940 170-183
1623.7875 348-360
1600.7312 414-426
1511.8427 439-452
1386.6206 287-298
1384.5355 76-88
1381.5333 384-396
1342.6347 570-581
1320.4905 106-117
1311.7419 362-372
1257.5238 187-198
1191.5748 301-310
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peptide sequence

SHCIAEVENDEMPADLPSLA ADFVESK
LVRPEVDVMCTAFHDNEETF LK
ALVLIAFAQYLQQCPFEDHV K
MPCAEDYLSVVLNQLCVLHE K

EFNAETFTFHADICTLSEK
VFDEFKPLVEEPQNLIK
VHTECCHGDLLECADDR

RPCFSALEVDETYVPK
HPYFYAPELLFFAK
DVFLGMFLYEYAR
QNCELFEQLGEYK
VPQVSTPTLVEVSR
YICENQDSISSK
TCVADESAENCDK
CCAAADPHECYAK
AVMDDFAAFVEK
ETYGEMADCCAK
HPDYSVVLLLR
AAFTECCQAADK
ECCEKPLLEK
LVNEVTEFAK
CCTESLVNR

NECFLQHK

SLHTLFGDK
LVAASQAALGL

ETCFAEEGK

QTALVELVK
TYETTLEK
FQNALLVR
DLGEENFK
DDNPNLPR
YLYEIAR
AEFAEVSK
LCTVATLR
LVTDLTK
AACLLPK
SEVAHR
NYAEAK
TPVSDR
AWAVAR
QEPER
CASLQK
LDELR
LDELR
HPEAK
EQLK
ADLAK
HKPK
FGER
LSQR
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Maldi-TOF kiitle spektrometresi ile tanimlanan proteinlerin 2D jel elektroforezi
profillerinde gozlenen deneysel pl ve Mr degerleri ile Mascot ve Expasy veri
tabanlarindaki teorik pl ve Mr degerleri veri tabani skorlart ile birlikte Cizelge 4.14°te

gosterilmistir.

Cizelge 4.14. Maldi-Tof kiitle spektrometresi ile tespit edilen proteinlerin teorik ve
deneysel pl ve Mr degerlerininin karsilagtirmasi, eslesen peptit sayist ve skorlar
(Expasy’de eslesen peptit sayilari, ilgili proteinlerin UniProtKB/Swiss-Prot veri
tabanindan elde edilen triptik peptit kiitlelerinin MALDI-TOF spektrumlariyla gozle
karsilastirilarak elde edilmistir)

Protein Adi Erisim No| Teorik pl/Mr | Olgiilen pI/M Mascot’ta score| Expasy’de esl
eslesen peptit s| Peptid Sayisi
(sirasiyla)

Albumin P02768 5.67/66472.2 | 5.5/ 66100 44/37 14/24

Transferin P02787 6.7/ 75181.4 | 6.6/ 83600 48/39 12/25

Haptoglobin P00738 6.13/ 43349 5.6/ 43200 55/46 13/19

a-1 antitripsin P01009 5.37/ 443245 | 5.1/ 56900 69/19 5/14

Fibrinojen beta zinci| P02675 7.95/50762.9 | 7.8/ 58100 55/14 10/16

Fibrinojen gama zing P02679 5.24/48483 5.4/ 49800 Bulunmad: 6/18

Immunoglobulin P99007 6.43/ 25195 6.3/ 26900 Bulunmadi tanimlanmamis

zincir

Immunoglobulin P99006 6.68/50930 6.8/54200 Bulunmadi tanimlanmamisg

Zincir

Asagida Mascot veri tabaniindan alinan Haptoglobin proteininde eslesen peptitler kirmizi

olarak gosterilmistir.

1 MSALGAVIAL LLWGQLFAVD SGNDVTDIAD DGCPKPPEIA HGYVEHSVRY
51 QCKNYYKLRT EGDGVYTLND KKQWINKAVG DKLPECEADD GCPKPPEIAH

101 GYVEHSVRYQ
151 KPKNPANPVQ
201 AKNLFLNHSE
251 KLKQKVSVNE
301 LPVADQDQCI
351 CYGDAGSAFA
401 KTIAEN

CKNYYKLRTE
RILGGHLDAK
NATAKDIAPT
RVMPICLPSK
RHYEGSTVPE
VHDLEEDTWY

GDGVYTLNNE
GSEPWQAKMV
LTLYVGKKQL
DYAEVGRVGY
KKTPKSPVGV
ATGILSFDKS
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KOWINKAVGD
SHEHNLTTGAT
VEIEKVVLHP
VSGWGRNANF
QPILNEHTFC
CAVAEYGVYV

KLPECEAVCG
LINEQWLLTT
NYSQVDIGLTI
KFTDHLKYVM
AGMSKYQEDT
KVTSIQDWVQ



5. TARTISMA

Saglikli bireyde plazma 2D jel elektroforezi profilinde ifade olan abundant proteinlerin

SDS-PAGE jel dagilimi agagidaki gibidir;

e 12 1

-Sekil 5.1. Abundant protein konumlari:1: Se-rUIOplasmin, 2: a-2 makroglobin, 3: albumin-,
4: komplement faktor B, 5: Transferin, 6: complement ¢3, 7 ve 8: immiinoglobulin agir
zincir vy, 9: ¢4 komplement, 10: immiinoglobulin hafif zincir, 11 ve 14: haptoglobin, 12:
prealbtimin, 13: apolipoprotein A, 15: fibrinojen, 16: a-1 antitripsin, 17: o-1
antikimotripsin, 18: immunoglobulin agir zincir a, 19: secretory immunoglobulin zincir a

(Zolotarjova et al.2008).
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Fibrinojen ve diger inflamasyona duyarli plazma proteinleri (ISPs) siddetli ve siirekli
inflamasyon bilesenlerdir. inflamasyon, ateroskleroz gelisiminde rol alan ve kalp krizi
(M) riskini artiran bir bulgudur. Atheroskleroz ve 6zellikle erken MI olgularinda ISPS
(fibrinogen, alpha-1-antitrypsin, haptoglobin, ceruloplasmin, ve orosomucoid) ifade

diizeylerinin artig1 gosterilmistir (Engstrom et al 2003).

Endotel inflamasyonu sonucunda IL-6 ve IL-1f gibi sitokinlerin ve fibrinojen sentezini
arttiran TNF-o ‘nin yapimu artar. IL-6 insandaki major prokoagulan sitokindir ve bir akut
faz reaktani olan ve IL-6’nin etkisiyle artan CRP (C reaktif protein) monositlerde doku

faktoriiniin artisina neden olmaktadir (Wada et al 2003).

Kanda heparin ve heparine benzer diger fibrinoliziz iirlinleriyle plazmada fibrinojen
seviyesi diiger. Diisiik fibrinojen seviyeleri; konjenital ve kazanilmig hipo- ve

afibrinojenemi tablolarinda goriliir.

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda kontrol grubu i¢inde FVL G1961A ve protrombin G20210A
mutasyonu tasityan bireyler ile iki mutasyonu da tagimayan bireyler arasinda yapilan
PDQuest ve SPSS 9.0 analizlerinde, protrombin G20210A genetik degisimi olan ve
olmayan kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur
(p=0.003). Ancak fibrinojen protein ifade azalis1 olarak yansiyan bu fark (1.09) kontrol
grubunda hi¢ bir tedavi alinmadig1 (Heparin) ve birey sayisinin az oldugu diisiiniilerek

ihmal edilmistir.

Ayrica hasta grubu icinde FV G1961A gen degisimi olan ve Protrombin G20210A gen
degisimi olan hastalarda MI geciren ve MI gecirmeyen 3 hasta grubuna ayrilarak istatistik
analiz yapilmistir. (Kontrol grubu i¢inde gen degisimi olmayan kontrol bireylerin PDQuest
programinda hasta grubundaki bireyler ile normalizasyon uyumlugu saglanamadig i¢in
hasta grubunun kendi i¢inde normalizasyonu saglanarak analiz yapilmistir). Fibrinojen
beta spotunun iki izotoponun gruplar arasi anlamli fark gostermektedir. 7503 SSP numarali
fibrinojen beta spotu i¢in, MI geciren ve gecirmeyen gruplar arasinda protrombin ve FVL
gen degisimlerini tasiyan gruplar arasindaki fark sirsiyla 2.22 ve 2.31 kat, 8406 SSP

numaral fibrinojen beta spotu i¢in MI geciren ve gecirmeyen gruplar arasinda protrombin
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ve FVL gen degisimlerini tagiyan gruplar arasindaki fark sirsiyla 2.57 ve 1.67 Kkattir ve

fibrinojen beta ifadesinde MI geciren hastalarda artis goriilmektedir.

Yukarida bahsedildigi gibi MI ve ateroskleroz hastalarinda inflamasyon ilisikli

proteinlerde, (ISPs) artis literatiirde de yer almaktadir.

Yapilan analizlere gore 4404 SSP numarali spot olan Alpha -l-antitripsin protein
profilinde MI gegiren protrombin gen degisimi olan hasta grubu ile diger hasta grublar
(M1 olmayan protrombin gen degisimi olan ve FV gen degisimi olan hasta gruplari)
arasinda anlamli fark bulunmustur. MI geciren ve gecirmeyen grublar arsindaki bu fark
3.494 kat MI gegiren hastalarda ifade artis1 olarak gosterilmistir. Ayrica MI geciren hasta
grubu ile FVL tastyici hasta grubu arasinda 2.364 kat ifade artist MI gegiren hastalarda

gosterilmistir.

Inflamasyonlarda destekleyici olarak komplement sistemleri énemli rol oynamaktadir.
Komplement C1 bu kaskatin anahtar baslayicisi olarak bilinmektedir. Komplement C1
aktivatorlere baglanarak birincil antijen-antikor kompleksi olusturarak bu yolagin
baglamasmi aktive etmektedir. Calismalara gore komplement C1 endotelyal hiicre

reseptoriine baglanarak inflamasyon sitokinlerini (IL-8, IL-6 ve MCP-1) indiiklemektedir.

Komplement sisteminin aktif olmasi inflamasyonda anahtar rol alarak obezite ve seker
direnginin patojenite belirtisidir. Komplement C1 aktivasyonu adipoz hiicrelerde
diizenleyicidir, obezite ve seker direnci hastaliklarinda artarak regiilator rol oynamaktadir.

Kompleman sistemi, pihtilagsma, kinin ve fibrinolitik sistem birbirileri ile ve bazi1 hiicre zar

proteinleri ile etkilesim halindedir.

Hemostaz sisteminde yer alan bir ¢ok protein ve bu proteinlerin hiicre reseptdrleri
kompleman aktivasyonu, bagisiklik cevabi, sitokin salinimi, hiicre proliferasyonu, biiylime
ve farklilagsma gibi diger sistemlerden etkilenmektedir. Kontak sisteminin, koagiilasyon

sisteminin yani sira fibrinoliz, kininogenez, kompleman ve anjiyogenez sistemleri gibi
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diger kan plazma proteolitik sistemlerinin aktivasyonunu da tetikledigini gdsteren

arastirmalar mevcuttur (Hergeng 2004).

C1 INB kompleman ve koagiilasyon yolundaki serin proteazlari inhibe etmektedir. Saglikli
insan trombositlerinin alfa graniilleri C1 INB igermektedir. C1 INB'nin trombosit
aktivitesindeki diizenleyici rolii, eksikliginin artmis trombosit kiimelesmesi, FXIla ve

protrombin fragman F1.2'ye yol agmasi ile izah edilebilir.

E. coli, Trypanosoma, diger parazitler, viriisle infekte olmus hiicreler, maya hiicre duvari,
kobra venom faktorii, nefritik faktor, dekstran siilfat, polivinil siilfat, néraminidaz ile
muamele edilmis eritrositler, insanda diger memelilerin eritrositleri, antijen-antikor
kompleksleri, 1g A ve klasik yolu aktive eden immunglobulinler, lipopolisakkarid ve diger
bakteri tirtinleri kompleman sistemini alternatif yol aracilifi ile aktive ederler. Alternatif
yol bakteri hiicumunda 6n safta yer alir ve heniiz konagin antikor iiretimi igin yeterli
zaman bulamadigi donemde devreye girer. Klasik yolun etkinlestirilmesi sonucunda
aktiflesen C3 de, alternatif yolu aktiflestirebilmektedir. C3 klasik ve alternatif yolun
birlestigi noktada yer alir ve kompleman sisteminin en Onemli {iyelerinden biridir.
Dolasimda C3 proteolitik enzimlerin etkisi ile C3a ve C3b'ye ayrilmakta, ancak faktor I ve
H ile siirekli olarak inaktive edilerek diisik dilizeyde tutulmaktadir. Patojen
mikroorganizmalarin  polisakkarid ve lipopolisakkaridleri varliginda bu denge
bozuldugunda C3b, faktoér B ve D ile etkilesime girer. Dolasimda devamli olarak hidrolize
ugrayarak farkli bir konformasyona g¢evrilen C3, faktér B'ye, bu ikiliye de faktor D
baglanir ve sonugta faktor B kirilir. Geride kalan kompleks, alternatif yol C3 konvertazdir.
Properdin, bu konvertaza baglanir ve onu stabilize eder ve kompleman kaskadinin

devamini saglar. Faktor D, plazmada aktif halde bulunan bir proteazdir (Zhang et al 2007).

Bu tez calismasit kapsaminda kontrol grubu i¢inde FV 1961 ve protrombin 20210
mutasyonu tagiyan bireylerde ve mutasyon tagimayan bireyler arasinda yapilan PDQuest ve
SPSS 9.0 istatistik analizlerinde inflamasyona kars1 olarak komplement C1’de FV G1691A
ve Protrombin G20210A gen degisimi olan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmustur ve protrombin gen degisimi tasiyanlarda protein ifadesi artis

gostermektedir(P=0.033). Komplement C3’de FV G1691A gen degisimi ve gen degisimi
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olmayan kontrol grubu arasinda protein ifadesinde anlamli bir fark yok iken protrombin
G20210A gen degisimi ve protrombin gen degisimi olmayan kontrol grubu arasinda

anlamli fark tespit edilmistir( P=0.016).

Hasta grubundaki komplement protein ifadesine baktigimizda kompleman sisteminin
alternatif yolu olan Komplement faktér B protein ifadesinde MI olmayan protrombin gen
degisimi olan grup ile FVL gen degisimi olan grup arasinda anlamli bir fark goriilmektedir

ve FVL hasta grubunda protein ifadesinde artis tespit edilmistir(P=0.027).

IgG agir zinciri protein ifadesi gruplar arasinda hem protrombin gen degisimi hem de
kontrol FVL gen degisimi olan grup ile protrombin ve FVL gen degisimi olmayan grup
arasinda istatistiksel olarak anlaml fark gostermektedir. Protrombin gen degisimi olan ve
olmayan grup arasindaki fark (P=0.001) ve FV gen degisimi olan ve olmayan grup
arasindaki fark (P=0.012) anlamli bulunmustur. Yani protrombin ve FVL protein gen

degisimi olanlar gen degisimi olmayanlara gore protein ifadelerinde artis gostermektedir.

Bagisiklik sisteminin bir 6gesi olup, kan ve viicut yaglari, pihtilagma, kinin ve fibrinolitik
sistemlerle iliskili, son derece karmasik ve siki diizenlenen bir sistem olan kompleman
sisteminin ateroskleroz ve trombozdaki rolii, yakin bir gelecekte yogun ¢aligmalara konu
olacaktir. Kompleman sisteminin baz1 komponentlerinin dl¢timii ateroskleroz ve trombozu
ongormede, erken miyokard infarktiisiiniin tersinir iskemiden ayirici tanisinda ve MI
sonrasindaki reperfiizyonun inflamatuvar boyutunun kontroliinde faydali belirte¢ olmaya

adaydir (Hergeng 2004) .

Ayrica literatiire gore lipokarin-2 protein seviyesi ateroskleroz ve Myocardial
infarction(MI) hasalarinda artis gostemektedir. Aigner ve arkadaslarinin raporuna gore
lipokalin-2, iskemi ve reperfusion olaylarinda diizenleyici rol almaktadir. Lipokalin-2
ailesinden olan Retino binding protein 4 yag dokusunda salgilanmaktadir ve son

zamanlarda obezite ve insulin direncine sebep olarak gosterilmektedir (Choi et al. 2008).
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Bu tez calismasinda 3 hasta grubu arasinda yapilan istatistik analizlerinde. MI geciren
grubunda Retino binding prootein 4 protein profilinde  digerlerine gore artis
goriinmektedir. Bu artis MI geciren protrombin gen degisimi olan grubunda MI
gecirmeyen protein gen degisimi olan hasta gruba nazaran 1.684 kat ve FV gen degisimi

gosteren hasta grubuna nazaran 1.694 kat artis gostermektedir.

Calisma sonucu belirtilen protein profil farkliliklarinin: Tromboz ile iliskili molekiiler
degisikliklerin anlasilmasinda, hastalifin tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesinde, yeni
hedef molekiillerin bulunmasina ve ¢oklu biyobelirteg gelistirilmesinde katki saglayacagi
diistiniilmektedir. Ulasilan bilgiler 1s181nda verilerin kabul edilebilirliginin artirilmasi veya
dogrulugunun kanitlanmasi i¢in daha fazla hasta sayisi iizerinden g¢alismanin devami

planlanmaktadir.

Bu ¢alismanin; trombozun baslamasi, ilerlemesi veya siddeti ile iliskili olabilecek genlerin
bliylik bir c¢ogunlugu tarafindan oynanan spesifik rollerin protein seviyesinde

aydinlatilmasinda da yararh olacag: diistiniilmektedir.

Sonu¢ olarak; bu tez c¢alismasi kapsaminda yapilan proteomik analizler ile
tromboembolizm igin risk faktorii olarak bilinen FVL ve Protrombin G20210A gen
degisimlerinin plazma protein profiline etkisinin Ozellikle ifadesi yliksek abundant

proteinler {izerinden oldugu diisiintilmektedir.

Bu iki gen degisiminin Atheroskleroz ve oOzellikle erken MI ig¢in, inflamasyon yolagi
iizerinden abundant proteinlerin ifade degisimine neden olarak riski arttirdigi

gosterilmistir.

Calismanin hasta-kontrol grubu arttirilarak ve her bir niikleotid degisimini ayr1 ayr1 tasiyan
ve birlikte tasiyan gruplar arasinda devam ettirilmesi ile bulgularin dogrulanmasi

gerekmektedir.
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EKLER

EK1

KONTROL
Sira Adi soyadi
1 AK
2 AE
3 AK
4 A.O
5 AS
6 AT
7 AC
8 AO
9 AO
10 AE
1 AB
12 AE
13 A0
14 B.E
15 BA
16 B.A
17 AU
18 AS
19 B.C
20 BA
21 CK
22 DG
23 EA
24 EU
25 RG
26 YK
27 Y.E
28 AC
29 B.D
30 DA
31 EY
32 G.S
33 HB
34 TA
35 TD
36 YC
37 YA
38 ZY

FVL
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/A
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/A
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/A
G/G
G/G
G/A
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G

PT
GIG
GIG
GIG
GIG
GIG
GIA
GIG
GIG
GIG
GIG
GIG
GIA
GIG
GIG
GIG
GIG
GIG
GIG
GIG
GIG
GIG
GIG
GIG
GIA
GIG
GIG
GIA
GIG
GIG
GIG
GIG
GIG
GIG
GIG
GIG
GIG
GIG
GIG
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39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86

B.G
B.D
B.G
CK
c.Y
CA
D.A
D.T
D.G
D.A
D.T
D.F.A
D.C
D.G.G
D.S
D.K
AA
B.O
B.K.Y
CA
CK
F.D
F.C
G.Y
H.G
H.B
M.E
N.A
0K
P.A
T.U
TP
TK
Z.U
EK
ZM
D.A
D.S
ET
EB
EK
EA
EK
EE
EK
E.O
E.D
E.G

G/IG
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G/
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/A
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G

G/A
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/A

G/IG
G/G
G/A
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/A
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/A
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
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89
90
91
92
93
94
95
96
97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121

122
123
124
125
126
127
128
129
130

E.Y

E.K
F.H
F.A
FE
F.OE
FE
G.0
G.A
G.S
H.O
H.Y
H.D
G.S
H.B
H.S
L.H
LI
LA
IS
D.B
RA
K.S
K.l
K.Y
K.Y
M.C
M.O
M.D
M.I
M.K
M.$
M.D
N.|
N.A

N.K
N.P
N.A
N.S
0.Cc
O.E
oT
OK
P.U

G/IG
G/G

G/G
G/G
G/A
G/G
G/A
G/G
G/G
G/G
G/G

G/G
G/G
G/G
G/A
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/A
G/G
G/IG
G/G
G/G
G/G
G/A
G/G
G/G

G/G
G/G
G/G
G/G
G/A
G/G
G/A
G/G

G/IG

G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/A

G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/A
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/IG
G/G
G/G
G/IG
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G

G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/A
G/G
G/G
G/G
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Hasta grubu

SIRA | ADI SOYADI FVL PT20210
1 | NM. G/6 G/G
2 | AZ G/6 G/G
3 |1IA G/A G/6
4 | MK G/6 G/G
5 | MG G/6 G/G
6 | F.A. G/G G/6
7 | ME. G/G G/6
8 | AT G/6 G/6
9 |B.S. G/A G/6
10 |1.0. G/6 G/G
11 |Ye. G/6 G/G
12 | AO. G/G G/G
13 | C.S. G/6 G/G
14 | NI G/6 G/6
15 | MO G/6 G/G
16 |Y¢. G/6 G/G
17 | KK G/6 G/G
18 | LV. G/6 G/G
19 |ZA G/6 G/6
20 | CS G/6 G/6
21 | OK. G/A G/6
22 |HY.O G/G G/G
23 | MU G/A G/G
24 | V.S. G/G G/6
25 | AH. G/G G/6
26 | AY. G/G G/6
27 | CC. G/6 G/G
28 | S.C. G/A G/6
29 |VY.S.

30 | AB. G/A G/G
31 | N.B.

32 | MS. G/A G/G
33 | AE. G/6 G/G
34 | ZV. G/6 G/G
35 | MIC G/6 G/G
36 | VK G/6 G/A
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37 | BA G/G G/G
38 | AA G/A G/G
39 | MA. G/G G/G
40 | AUT. G/6 G/6
41 | MB. G/6 G/6
42 | Y.P G/G G/6
43 | AY. G/G G/G
44 | M.T. G/G G/G
45 | T.0. G/G G/G
46 | FK 6/6 G/6
47 | MEY. G/6 G/6
48 | V.A. G/6 G/6
49 | N.D. G/G G/G
50 | EE. G/G G/G
51 | AG. G/G G/G
52 | MK G/6 G/6
53 | BE. G/G G/6
54 | MA. G/G G/6
55 | MK G/G G/G
56 | ZB. G/G G/G
57 | HE. G/G G/A
58 | AL 6/6 G/6
59 | Ik G/6 G/6
60 | LHE. G/6 G/6
61 |LE G/G G/G
62 | MA. G/G G/G
63 | I¢. G/G G/G
64 | MF. 6/6 6/6
65 | RA. G/6 G/6
66 | Z6. G/6 G/G
67 | S.U G/G G/G
68 | FK G/G G/G
69 | ATO. G/G G/G
70 | FK G/A G/G
71 |VY.S. G/G G/G
72 | Y.B. G/G G/G
73 | LU G/G G/G
74 | L. G/G G/G
75 | F.O. G/G G/G
76 | MS. G/G G/A
77 | Y¢. G/G G/G
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78 | S.6. G/G G/G
79 | BB. G/G G/G
80 | N.K G/A G/G
81 |IK G/G G/A
82 |1v. G/6 G/6
83 |IB. G/G G/6
84 |EIL G/G G/G
85 | M.T. G/G G/G
86 | M.T. G/G G/G
87 | S.M. 6/6 G/6
88 | FK G/6 G/6
89 |16 G/6 G/6
90 |Veé. G/G G/G
91 | MK G/G G/G
92 |I.0. G/G G/G
93 | KT. G/6 G/6
94 | H.O. G/G G/6
95 | AN. G/G G/6
96 | H.D. G/G G/G
97 | M.O. G/G G/G
98 | I6. G/A G/G
99 |6.s. 6/6 G/6
100 | D.A. G/G G/6
107 | ME.T. G/A G/6
108 | G.P. G/G G/G
110 | F.6. G/G G/G
111 | ARE. G/G G/G
112 | O.H. 6/6 6/6
113 | S.U. G/G G/6
116 | KK. G/6 G/G
117 | Y.E G/G G/G
118 | AY. G/G G/G
101 | H.D. G/A G/G
102 | M.U. G/G G/G
103 | H.A. G/G G/G
104 | MG. G/G G/G
105 | M.E. G/A G/G
106 | M.T. G/G G/G
109 | N.¢. G/G G/G
114 | YK G/G G/G
115 | I.0. G/G G/G
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119 | N.Y. G/G G/G
120 | T.A. G/A G/G
121 | FY. G/G G/G
122 | C¢. G/A G/6
123 | 0.U. G/6 G/6
124 | S.¢C. G/G G/6
125 | SK G/G G/G
126 | K6. G/G G/G
127 | ML G/G G/G
128 | C.CE. G/G G/6
129 | D.H. G/A G/6
130 | S.S. G/6 G/6
131 | AB. G/G G/G
132 | AA G/G G/G

94




EK 2

Deneylerde kullanilan cihazlar ve programlar

Cihazin adi/modeli Markasi Kullanim amaci
Protean IEE Cell Bio-Rad 2 boyutlu.jel elektroforezinde pirinci. pqyutu
olusturan izoelektrik odaklama islemi i¢in
iki boyutlu jel elektroforezinde 2. boyutu
Protean Plus Dodeca Cell Bio-Rad olusturan molekiiler agirhga gore ayrimin
gerceklestirilmesi i¢in
Elektroforez gii¢ kaynagi Bio-Rad Elektroforetik  sistemlerde giic kaynagi
(PowerPac 1000) olarak
Sirkdilatorlii su banyosu Elektroforez sistemlerinde sogutucu olarak
2 Boyutlu jel elktroforezi sonrasi elde
MALDI-TOF kiitle edilecek protein kiimelerinin jelden kesilip
spektrometresi Waters jel iginde peptitlere sindiriminden sonra
(Micromass M@LDI) protein tanimlamasi yapmak amaciyla m/z

degerlerini elde etmek

Mikroplaka okuyucu Molecular Devices  Protein miktar tayini i¢in

(SpectraMax)

VersaDoc jel . Jellerin goriintiilenmesi ve fotograflarinin
o . . Bio-Rad . o

goriintiileme sistemi ¢ekilmesi igin

Proteome Works Spot . Kiitle spektrometresi analizleri i¢in jellerden

Bio-Rad A . -

Cutter proteinlerin geri kazanimi igin

Sogutmali santrifij Sigma Ornek hazirlanmasinda kullanilacaktir

Hassas tarti Schimadzu Ornek ve kimyasal hazirlanmasinda

Deneylerde kullanilacak reaktif, soliisyon,

-30 C derin dondurucu Sanyo kit, serit ve drneklerin saklanmasi igin

Deneylerde kullanilacak reaktif, soliisyon,

-80 C derin dondurucu Sanyo kit ve 6rneklerin saklanmasi i¢in

Deneylerde kullanilacak reaktif, soliisyon,

+4 C buzdolabr Sanyo kit ve 6rneklerin saklanmasi i¢in

Ornek  hazirlanmast  ve  reaksiyonlarin
Otomatik pipet seti Gilson kurulmasinda gerekli olan pipetlemelerin
yapilmasi igin

Otomatik elektronik cok

kanalli pipet seti Gilson Tripsinizasyon isleminde
Molekiiler analizlerde kullanilan
Saf su sistemi Millipore soliisyonlar1 hazirlamak {tizere kullanilacak

ultra saf suyun elde edilmesi igin
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Deneylerde kullanilacak tamponlarin  ve

Manyetik kanistirict Cimarec cesitli ¢ozeltilerin hazirlanmasinda
MALDI-TOF plakalarinin yikanmasinda,

Ultrasonik su banvosu Elma MALDI-TOF  ol¢imleri  i¢in  matriks

y hazirlanmasinda ve analizlerde kullanilacak

bazi sollisyonlarin hazirlanmasinda

Calkalayici Finepcr Jellerin boyanmasi agamasinda

SoftMax Molecular Devices Pvro.te'm' miktar tay.m.mde kalibrasyon
egrisinin olusturulmasi igin

PDQuest 8.0.1 Bio-Rad Jel f'otog'ra'ﬂarlmn ¢ekimi ve ifade
analizlerinin yapilmasinda

EK 3

Deneylerde kullanilan kimyasal ve biyokimyasal maddeler

Kimyasal

Agar

Akrilamid
Amonyum persiilfat
Amonyum bikarbonat
Asetik asit
Asetonitril

Boyasiz marker
BSA

DTT

EDTA

Etanol

Formik acit

Glisin
Iyodoasetamid
Metanol

Mineral oil

Sodyum dodesil siilfat
Sypro ruby
TEMED

TFA

Tiyoiire

Tripsin
Trisma-Base

Ure

Firma Katalog No
Sigma

Biorad 161-0141
Biorad 161-0700
Sigma A6141
Riedel-de haen 27225
Sigma 34998
Biolabs P7703S
Sigma A-9647
Biorad 161-0611
Sigma E9884
Sigma 34870
Riedel-de Haen 27001
Applichem 4-1067
Biorad 163-2109
Sigma 34885
Biorad 163-2129
Biorad 161-0302
Biorad 170-3138
Biorad 161-0801
Pirece 28904
Sigma 7875
Progema V511A
Sigma T6066
Biorad 161-0731
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