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inme Gegirmis Olan Cocuklarda Trombomodulin Geninin Taranmasi

OZET

Inme, diinyada en sik goriilen iiiincii 6liim nedenidir, morbiditenin ise en sik sebebidir. Son
on y1l igerisinde, inme nedeniyle 6liim oranlari tiim diinyada olduk¢a azalmistir ve bu nedenle

morbiditeye neden olan inme risk faktorlerinin tespiti onem kazanmustir.

Trombomodulin (TM), proteoglikan yapisinda glikozile bir transmembran proteinidir. Endotel
hiicresinde lokalize trombin reseptoriidiir. Trombin fonksiyonlar1 {izerinde diizenleyici rolii
nedeniyle trombomodulin olarak isimlendirilmistir. 557 amino asitten olusur.
Fonksiyonlarmin bir kismini trombinle kompleks yaparak protein C ve trombinle aktive

edilen fibrinolizis inhibitorii (TAFI) lizerinden; bir kismmi da trombinden bagimsiz olarak

yapar.

Pediatrik inmenin, pediatrik yas grubunda goriilen tromboz olgularmnin biiyiik bir kismini
olusturmasindan dolay1 ¢alismamizda pediatrik inmeli bireylerde, koagulasyon ve fibrinoliz
arasinda denge gorevi goren Trombomodulin geninde bulunan muhtemel degisimler
gozlenmeye ¢alisilmistir. Calismaya pediatrik yas grubundan inme teshisi konmus 190 birey
dahil edilmistir. Kanlardan izole edilen DNA’lar sirasiyla PCR, SSCP, DNA Dizi Analizi
teknikleri kullanilarak analiz  edilmistir. Calisma sonucunda bireylerden birinin

trombomodulin geninde ¢.519 C>G polimorfizmi gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: CVA, inme, trombomodulin, polimorfizm
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Screening Thrombomodulin Gene In Pediatric Stroke Patiens

SUMMARY

Stroke is the third most common cause of mortality and of morbidity in the world. In the past
decade, the mortality rate from stroke has declined, but the risk factors which may cause

morbidity have increased.

Thrombomodulin (TM) is a 557 amino acid a glycosylated transmembrane protein and is a
thrombin receptor located on endothelial cell surface. It was named as thrombomodulin due to
its modulator role on the functions of thrombin. While a part of TM’s physiological functions
are through the activity of the TM-trombin complex on protein C and on thrombin activated
fibrinolysis inhibitor (TAFI), a substantial number TM functions are independent from

thrombin.

The pediatric stroke is the most observed type of thrombosis in the pediatric age. Here we
aimed to study the thrombomodulin gene which play a balancing role in coagulation and
fibrinolysis. We screened 190 samples of pediatric stroke patients. Following DNA
extraction, PCR, SSCP and DNA sequencing analysis of Thrombomodulin gene was
performed. We have identified a patient with ¢.519 C>G polymorphism in the

thrombomodulin gene.

Key Words: Stroke, CVA, thrombomodulin, polymorphism
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1. GIRIS VE AMAC

Trombomodulin (TM), endotel hiicresinde lokalize trombin reseptoriidiir (Esmon 1995).
TM’in antifibrinolitik etkisi trombin {izerinden ve trombinden bagimsiz olmak tizere iki farkl
mekanizma ile ortaya c¢ikmaktadir. TM, trombinle aktive edilen fibrinoliz inhibitorii
(TAFI)’niin aktivitesini uyararak, fibrin pihtilardaki plazminojenin aktivasyonunu ve sonucta
fibrinolizi inhibe eder. Karboksipeptidaz yapisindaki TAFI, TM ile aktive olduktan sonra,
fibrin molekiiliiniin karboksi terminalindeki arjinin ve lizini uzaklastirarak, fibrinolitik
enzimlerin fibrin molekiilii tarafindan tutulmasini onler. Bu sekilde fibrin molekiili lizise

direnc¢li duruma gelir (Ermis et al. 2006).

Trombomodulin geninde ¢esitli polimorfizmler tanimlanmistir. Bu polimorfizmlerin bazilari
TM konsantrasyonlarinda azalmaya yol agtigindan MI (miyokard infarktiisii) ve karotis
arteriosklerozu ile iligskili olabilmektedir. Genin lektin benzeri bolgesindeki A25T
polimorfizminde MI riskinin 2 kat arttigi ve bu polimorfizmin diger ateroskleroz risk
faktorleri ile pozitif etkilesim gosterdigi bildirilmistir. Ancak bu nokta mutasyonunda TM’in
PC’yi aktive etme 6zelligi etkilenmediginden, olumsuz etkilerin, TM’in PC’den bagimsiz
islevleri ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica pulmoner emboli teshisi konmus ispanyol
bir erkek hastanin trombomodulin geninde g.1456G>T mutasyonu bulunmustur. TM
diizeyleri ve serebrovaskiiler hastaliklar arasinda da iligki bulunmaktadir. Bir bagka ¢alismada
da hemorajik inme ile plazma TM seviyeleri arasinda negatif korelasyon oldugu bildirilmistir

(Johansson et al. 2002).

Pediatrik inme, pediatrik yas grubunda goriilen tromboz olgularinin yaklasik ii¢te birini
olusturmaktadir. Ortaya c¢ikisinda altta yatan bireysel genetik degisikliklerin de roli
olabilecegine dair ¢alismalar bulunmaktadir. Pediatrik inmenin olugsmasima yol acabilecek
farkli mekanizmalardaki gen degisimleri degisik arastirmalarin konusu olmustur. Erigkin
inmelerinden farklilik gosterdiginden, kalitsal etmenlerin pediatrik inmedeki rollerinin de

farkliliklar gostermesi beklenmektedir.



Calismamizda tromboza yatkinliga neden oldugu diisiiniilen genlerden trombomodulin geni
pediatrik inmeli 190 bireyden elde edilen DNA oOrneklerinde taranarak olasi gen

degisimlerinin pediatrik inme iizerindeki etkileri arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. INME (FELC)

Inme, Diinya Saglik Orgiitii’niin MONICA projesine gore damarlardaki tikanma veya kanama
sonucunda ortaya c¢ikan fokal serebral hasar olarak tanimlanir (Thorvaldsen et al. 1995).
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) inmeyi; ani gelisen, 24 saat veya daha uzun siiren, dliime yol
acabilen, damarsal kokenli, fokal veya global serebral fonksiyon bozuklugu ile olusan klinik
bulgular olarak tanimlamistir. inme, diinyanm en dnemli {igiincii bilyiik éliimciil hastaligidir

(Bilguvar et al. 2008).

Tiirkiye icin kesin sayilar bilinmemekle birlikte, ABD’de her yil 500.000 yeni inme olgusu ve
bunlara bagli 150.000 6liim gergeklesmektedir. Iskemik kaynakli inmeler biiyiik oranda
embolik arteryel okliizyona baglidir ve %75’1 karotid arter sulama alaninda gerceklesir. Beyin
dokusunun iskemiye olan direnci disiiktiir. Akut inmede, tikanma yerine ve vaskiiler
kollaterallere gore degisen biiyiikliikte hiicre 6liimii meydana gelir. Akut donemde islevlerini
yitiren ancak canliligin1 heniiz kaybetmemis hiicreler (penumbra) bulunmaktadir. Bu
hiicreleri kurtarabilmenin miimkiin olmasi1 norolojik kaybin sinirlanmasini saglayacaktir

(Baltacioglu et al. 2003).

Travma, enfeksiyon, tiimor gibi nedenlere bagh infarkt veya kanama, serebral iskemiye bagli
gecici iskemik ataklar tanimlama dis1 birakilmigtir (Kumral ve Kumral 1993). Tiim inmelerin
%70-85’1ni serebral infarkt, %7-15’ini intraserebral hematom, %2-8’ini subaraknoid kanama

olusturur. Inmede temel 6zellik norolojik bulgularin ani baslamasidir (Shinkawa et al. 1988).

Tikanma sonucu olusan inme; ya vendz sistemi (sino — vendz trombus) ya da arteriyel sistemi
(arteriyel iskemik inme) etkiler. Arteriyel iskemik inmeye bagli beyin hasari veya infarkt,
sino — vendz trombiise bagli infarktan ¢ok daha fazla goriilmektedir. Arteriyel iskemik

inmede arteriyel tikaniklik genelde tromboemboliye sekonderdir. Arteriyel ya da sino — vendz



trombiisler kanamali veya kanamasiz olabilir. Damar riiptiirii sonucunda gelisen inme
“hemorajik inme” olarak adlandirilir ve en sik intra — serebral veya subaraknoid kanama
sonucunda gelisir. Genel olarak arteriyel iskemik inme; emboli veya lokal trombiis olusumu
sonucunda gelisir (Sekil 1.1). Cocuklarda inme tanis1 ve tedavisi eriskinlerdekinden oldukga

farkli ve zordur. Bunun da bazi sebepleri vardir;

1. Inme eriskinlerde siktir ve taninmasi kolaydir ve tedavi prensipleri saptanmustir,

2. Damardaki tikanmaya bagli inmelerin eriskinlerdeki en dnemli sebebi aterosklerozdur.
Bu nedenle tanim, Onlem ve tedavi prensipleri saptanmistir. Buna karsilik
cocuklardaki inme sebepleri ¢ok daha degiskendir, bu nedenle de tanim ve tedavi
prensipleri heniiz tartismalidir.

3. Eriskinde inmenin profilaksi ve tedavisi belirli prensiplere baglanmistir. Cocuklarda
heniiz profilaksi ve tedavi protokolleri gelistirilmemistir.

4. Yeni dogan donemi cocukluk ¢agi inmelerinin 1/3’ilinlin goriildigii donemdir.
Cocuklardaki hemostatik, serebrovaskiiler ve norolojik sistemdeki gelisim farkliliklar:

cocuklardaki inme izlemini, eriskinlerden farkli kilmaktadir (Andrew et al. 2000).

Sekil 1.1: Sinovendz tromboz (Thromboembolic complications during infancy and

childhood)



2.1.1. inmenin Anatomi ve Patofizyolojisi

Arteriyel iskemik iInmenin Anatomi ve Patofizyolojisi:

Beynin arteriyel beslenmesi 6n ve arka dolasim olmak iizere iki sistem tarafindan
saglanmaktadir. On dolanim karotid arterler, arka dolanim ise ¢ift vertebral arterin birlesmesi
sonucunda olusan basiller arterden olusur. On ve arka arteryel sistem anterior ve posterior
komiinikan arterler tarafindan birlestirilerek Willis poligonunu olustururlar. Willis
poligonundan anterior, orta ve posterior serebral arterler c¢ikar. Anterior ve orta serebral
arterler karotid sistemin, posterior serebral arter de vertebro — basiller sistemin ana dallaridir.
Beynin derin yapilarin1 ve basal ganglionlar1 sulayan arterler anterior, orta ve posterior

serebral arterlerin dallar1 olan kiiciik perforan ve lentikiilostriat dallaridir.

Genel olarak arteriyel iskemik inme emboli veya lokal trombiis sonucunda gelisir. Trombiis
gelismesi i¢in ya arter duvarinin zedelenmesi ya da serebral arterde tikaniklik olmasi ve buna

bagli olarak da nonlaminar kan akiminin olmasi gerekir.

Emboli genelde konjenital ve akkiz kalp hastaliklar1 veya arter disseksiyonu sonucunda
gelisir. Lokal vaskiiler anormallikler kan akimini azaltarak trombiis olusumuna yol agarlar

(Swaiman et al. 1999).

2.1.2. inmede Etyoloji ve Simiflandirma

Inme etyolojisine yonelik ilk smiflandirmalar genellikle lezyonun patolojisine gore yapilmis
ve tiim inmeler “iskemik” ve “hemorajik” olmak iizere iki ana gruba ayrilmistir. Daha sonraki
calismalarda ise, ileri ndroradyolojik, kardiyolojik, hematolojik ve biyokimyasal tetkiklerin
kullanilmasiyla, lezyonun patolojisi ile birlikte, lezyon lokalizasyonu ve olus mekanizmasi

g0z Oniine alinarak smiflandirmalar yapilmistir. Buna gore inme alt gruplarinin goriilme



siklig1; %3-10 subaraknoid kanama, %10-15 intraserebral hemoraji ve %60-80 serebral

iskemi seklindedir (Utku et al. 2005).

a.) Kanamali iInme: Kanamali inme, normal bir beyin damarinda riiptiir veya anevrizma veya
arteriven0z malformasyon riiptiiri sonucunda gelisir. Bu kanama sonucunda kan beyin
parankimine, ventrikiiler sisteme veya subaraknoid alana sizar. Kanamali inmeler kanamanin
anatomik bolgesine gore isim alirlar ve “intraserebral kanama” ve “subaraknoid kanama”

olarak siniflandirilirlar.

Cocuklarda kanamali inme, iskemik inme kadar siktir. Kanamali inme sebepleri iskemik

inme sebeplerinden ¢ok farklidir.

a.l.) Intraserebral Kanama: Serebral arter ve venlerin riiptiirii sonucunda intraserebral
kanama olur. Kanama sonucunda olusan hematom mekanik olarak néronal yapilarda hasara
yol acar. Kanama ve kan — beyin bariyerinin bozulmasi sonucunda beyin édemi geligir ve
buna bagli olarak hastalarda agir norolojik hasar ve konviilziyon olur. Eger kanama ve ona
eslik eden beyin 6demi genis ise kitle etkisi yaparak kafa ici basing artis1 ve fokal herniasyon
bulgular1 gelisir, 6zellikle posterior fossada beyin sapina baskiy1 engellemek i¢in acil cerrahi

miidahale gerekebilir.

a.2.) Subaraknoid Kanama: Subaraknoid bolge piamater ile araknoid arasindaki bolgedir. Bu
bolgede normal olarak beyin omurilik sivist (BOS) vardir ve superior sagital siniisden
subaraknoid mesafeye uzanan araknoid graniilasyon tarafindan absorbe edilir. Willis
poligonunu olusturan serebral arterler ve bunlarin major dallar1 subaraknoid bolgede yer alir
ve bunlar beyin parankimine girerken orta ve kiigiik dallar1 subaraknoid bolgeyi terk ederler.
Eger arter riiptiirii Willis poligonunun proksimal kisminda ise kanamanin biiyiik kism1 beyni

cevreleyen subaraknoid mesafededir (Akar et al. 2005).



b.) Serebral Infarkt: Serebral infarktlarda etyolojiye gore smiflama, akut iskeminin tedavisi ve
prognozun yam sira, ikincil koruma agisindan da ¢ok onemlidir. Buna karsilik, klinik ve
nororadyolojik bulgularin bazi inme alt gruplarinda benzerlik gostermesi nedeniyle, etyolojik

siniflandirma oldukca giictiir.

1993 yilinda yayinlanan Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST) ¢alismasinda
kullanilan siniflandirma, klinik bulgularin yani sira etiolojiye de yer verdiginden giiniimiizde
yaygin olarak kullanilmaktadir. (Adams et al. 1993) Iskemik inmeler, Trial of Org 10172 in
Acute Stroke Treatment (TOAST) calismasinda kullanilan smiflamaya gore bes gruba

ayrilirlar:

1- Genis arter aterosklerozu (tromboz veya emboli)
2- Kardiyoembolizm

3- Kii¢iik damar okliizyonu (lakiin)

4- Diger belirlenen etiolojiler

5- Nedeni belirlenemeyenler (Utku et al. 2005)

2.1.3. Risk Faktorleri

Akut inme tedavisindeki gelismelere ragmen, inme, 6liim ve Oziirlii olusturmaktaki 6nemini
hala korumaktadir. Bunun i¢in risk faktorlerini belirleyip bunlardan korunmak, toplum saglig:

ve lilke ekonomisi agisindan onemlidir.



Risk Faktorlerinin Siniflandirilmasi

I- Degistirilemeyen Risk Faktorleri
a) Yas

b) Cins

c) Irk

d) Aile oykiisii

II- Degistirilebilen Risk Faktorleri

a) Kesinlesmis Faktorler

1- Hipertansiyon

2— Degisik derecelerde glukoz intoleransi
3— Kalp Hastaliklar1

4— Hiperlipidemi

5— Sigara

6— Asemptomatik karotis stenozu

7— Orak hiicreli anemi

b) Kesinlesmemis Faktorler
1— Alkol kullanimi1

2— Obezite

3— Beslenme aliskanliklar1

4— Fiziksel inaktivite

5— Hiperhomosistinemi

6— Ilag kullanim1 ve bagimlilig
7— Hormon Tedavisi

a) Oral kontraseptif kullanim1
b) Hormon replasman tedavisi
8— Hiperkoagiilabilite

9- Fibrinojen

Cizelge 1.1: Risk Faktorlerinin Smiflandirilmasi




2.1.4. inmede Tam Yontemleri:

Iskemik inme gelistigi diisiiniilen hastalarda tam kan saymm yapilmali, eritrosit
sedimentasyon hiz1 6l¢iilmeli, parsiyel tromboplastin zamani, plazma glukoz seviyesi, kan tire
nitrojeni ve serum kreatinini degerlendirilmeli, lipid analizi, sifiliz serolojisi, idrar analizi,
gbgiis filmi ve elektrokardiyografiyi iceren temel bir tarama yapilmalidir. Invaziv olmayan
kan akimi incelemeleri, 6rnegin karotid ve transkranyal Doppler ¢caligmalari stenotik ya da
tikali arterleri gosterebilir. Kontrastsiz bilgisayarli beyin tomografisi tiim hastalarda
yapilmalidir. Manyetik rezonans goriintiileme ve intrakranyal-ekstrakranyal manyetik
rezonans anjiografi, akut inmenin lokalizasyonunu tanimlamada, ilgili kan damarlarmin
durumunu noninvaziv olarak ortaya koymada etkilidir. Diflizyon ve perflizyon manyetik
rezonans goriintiileme, iskemik beyin dokusunu goriintilemede en hassas tekniklerdir.
Gerekli durumlarda embolinin kardiyak kokenini degerlendirmek amaciyla ekokardiyagrafik
inceleme yapilmalidir. Arteryel yapiyr gostermede ve stenozun oranim tespit etmede altin
standart; konvansiyonel anjiografi veya intraarteriyel dijital substraksiyon anjiografisidir.
Kanamanin ilk birka¢ saatinde bilgisayarli beyin tomografisi intraserebral hemoraji i¢in en
duyarl tetkiktir. Manyetik rezonans goriintiileme, kanamadan birka¢ saat sonra intraserebral
hematomu ve yasini gdosterir. Manyetik rezonans goriintiileme bulgularindaki degisiklikler

hemoglobin yikimmin evrelerine baghdir (Oztiirk 2005).

2.1.5. inme Tedavisi

Akut iskemik inme tedavisi acildir. Iskemik inme patogenezinde dokuya kan saglanmasinin
azalmasi1 s6z konusu oldugu i¢in, eger kan akimindaki azalma siiratle diizeltilmezse, dokuda
geri doniisii olmayan hasar meydana gelir (Futrell and Millikan 1996).

Iskemik inmenin tedavisinde amaglanan hedefler, hasarlanan beyin dokusu miktarin1 en alt
diizeye indirmek, ilk iskemiye veya tekrarlayan iskemik olaylara ikincil meydana gelebilecek
ek beyin dokusu hasarini engellemek ve hastanin fonksiyonel iyilesmesini kolaylastirabilecek
onlemleri almaktir. Bu hedeflerin yerine getirilebilmesinin en 6nemli gereklerinden biri de
akut donemde hasta i¢cin en uygun tedavi seceneklerinin olusturulmasi ve bu donemde

olusabilecek komplikasyonlarin Oniine ge¢mektir. Antiagregan, antikoagulan, trombolitik,



antiddem ve sitoprotektif tedaviler bu yaklasimlarin ana basliklarini olusturmaktadir (Saribas

et al. 2005).

Intraserebral hemorajinin tedavisinin ana amaci kan basmcini kontrol etmek, solunum
sistemini desteklemek, intrakranyal basinci diizeltmek ve gerekirse cerrahi girisim yolu ile
kan1 bosaltmak esasma dayanmaktadir. Antiddem tedavinin yani sira, kan basinci ortalama
degerinin 90-130 mmHg arasinda tutulmasi onerilmektedir. Arteriyel kan basimci degerinin

%25 ten daha fazla diisiiriilmemesi dnemlidir (Ozdemir ve Ozbabalik 2005).

2.2. HEMOSTAZ

Hemostaz, kanm dolasimda sivi halde kalmasmi saglayan fizyolojik mekanizmadir.
Fizyolojik mekanizmanin kanin sivi halde kalmasini sagladigi gibi, kan damarlarinda
herhangi bir travma sonucu olusan kanamayr durdurdugu ve daha sonra aymi damarin
fonksiyonunu devam ettirmesi i¢cin damarimn pihtidan temizlenerek acildig1 ve bu fonksiyonu

da hemostaz- fibrinolitik aktivitelerin bir denge i¢inde c¢alismasi araciligi ile gerceklestirdigi

bilinmektedir (Goodnight and Hathaway 2001).

Hemostaz, koagulasyon ve fibrinoliz arasindaki hassas dengenin sonucunda olusan bir
fizyolojik stirectir. Bu dengenin koagulasyon lehine bozulmasi trombiis olusumuna,

fibrinolizisin artigi ise kanamaya neden olmaktadir (Kumada et al. 1988).

Pihtilagsmay1 olusturan olaylar zincirinin, pihtilasmanin plazmadaki (intrinsik) veya dokudaki
(ekstrinsik) baslatic sistemlerinin aktivasyonu ile baslatilmasinda yalnizca ilk kisim farklidir.

Sonraki kisim her iki durum i¢in de ortaktir (Weitz 1997).

Bir damarin hasara ugramasindan sonra su olaylar gelismektedir:
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1- Dolasan trombositler normal endotele veya birbirlerine yapigsmazken endotel biitiinligi
bozulunca trombositler aciga c¢ikan subendotelyal kollajene yapisirlar. Buna trombosit
adhezyonu denir. Bu olayda, endotelyal hiicreler tarafindan yapilan Von Willebrand Faktor’i

(VWF), trombosit ile subendotelyumu birlestiren koprii vazifesi goriir.

2- Trombositler hasar bolgesinde olusan trombin ve kollajenin baslattigi reaksiyonlar ile

aktive olur.

3- Uyarilar sonucu bir membran fosfolipidi olan fosfotidil inozitoltrifosfat1 hidrolize eden
fosfolipaz C enzimi aktive olur. Bu reaksiyon iiriinleri proteinkinaz C’yi aktive ederken

trombosit sitoplazmasindaki kalsiyum iyonu (Ca*?) konsantrasyonunu arttirir.

4- Trombositler bigim degistirir ve uzun psddopodlar olustururlar.

5- Trombosit ylizey membranin Glikoprotein IIb / I1la reseptorleri vardir. Fibrinojen ve diger
adhezif proteinler bu reseptorlere baglanir ve trombositlerin birbirine yapigsmasina neden olur.

Bu olaya trombosit agregasyonu denir.

6- Membran fosfolipitlerinden arakidonik asit serbestlesir ve bu, prostaglandin H2 (PGH2) ile
tromboksan A2’ye (TxA2) okside olur. PGH2, kollajen ile indiiklenen trombosit aktivasyonu
icin 6nemli bir kofaktordiir. TxA2 ise kendi basima bir diger trombosit aktivatoridiir.

7- Trombosit igerigi sekrete edilir. ADP, trombosit aktivasyonunu uyarir ve gelismekte

olan tikaca yeni trombositleri ¢cagirir.

8- Trombosit yiizey membrani degisiklige ugrar ve kan pihtilasmasinin enzim / kofaktor
komplekslerinin trombosit yiizeyinde olusmast i¢in gerekli prokoagulan fosfolipitleri
(trombosit faktdr 3) ortaya cikarwr. Graniillerden trombosit faktor V’in salinimi, enzim /

kofaktor komplekslerinden biri i¢in diger bir anahtar kompenentini olusturur. Sonucta,
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trombosit yiizeyinde artan miktarlarda trombin meydana gelir ve fibrinojeni fibrine

doniistiirerek hasar bolgesindeki trombosit tikacinin saglamlagmasima yardim eder.

9- Trombosit aktinomiyozinin kontraksiyonu ile trombosit i¢inde bir mekanizma aktive olur.

Bu mekanizma trombosit tikacini saglamlastirir. Boylece kan akimi durdurulmus olur.

10- Daha sonra fibrinolitik sistemin aktive olmasi ile piht1 ¢6ziiliir (Kayaalp 1990).

2.2.1. Koagulasyon Faktorlerinin Simiflandirilmasi:

A- K vitaminine bagiml faktorler

1. Faktor II (Protrombin)
2. Faktor VII

3. Faktor I[X

4. Faktor X

5. Protein C

6. Protein S

B- Trombine duyarl faktorler
1. Faktor I (fibrinojen)
2. Faktor V

3. Faktor VIII
4. Faktor XIII

C- Kontakt faktorleri

1. Faktor XII
2. Faktor XI
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3. Yiiksek Molekiil Agirlikli Kininojen (HMWK)

4. Prekallikrein

D- Fosfolipidler ve kalsiyum iyonlar1

E- Koagulasyon inhibitorleri (Cizelge 1.2)

Faktor

Ismi

Etkiledigi yol

'!n

YMAK
I

11

= 1l

= 1V

= VY

= VI (Va)
= VI

= VIII

= 1IX

Y V¥

1..r

= XI
= Xl
= X

Prekallikrein

Fletcher faktdr

Kontakt aktivasyon faktor
Fibrinojen

Protrombin

Doku Faktorii

Kalsiyum

Labil faktér

Akselerin

Prokonvertin
Antithemofilik faktor
Kristmis faktdr

Stuat Prower

Pl romboplastin an(PTA)
Hageman faktor

Fibrin stabilize fak (FSF)

Intrensek

Intrensek
intrensek+Ekstrensek
intrensek+Ekstrensek
Ekstrensek
intrensek+Ekstrensek
intrensek+Ekstrensek

Ekstrensek

Intrensek

Intrensek
Intrensek+Ekstrensek
Intrensek

Intrensek
Intrensek+Ekstrensek

2.2.2. Koagiilasyon Fizyolojisi:

Daha oOnceleri koagiilasyon reaksiyonlarmin zimojen pihtilasma faktorlerinin aktive
olmalarinin ardindan siras1 ile diger faktorleri aktive etmeleri ile gelisen bir kaskat sistemi
oldugu kabul edilirken, son zamanlarda enzim oldugu sanilan pihtilasma faktdrlerinin aslinda

kofaktdrler oldugunun anlasilmasi ile bu goriis degistirildi. Ornegin FVIII’in FIX’un
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kofaktorii oldugu, FV’in de FX’un kofaktorii oldugu bulundu. Koagiilasyon mekanizmasini
kabul edenler intrensek ve ekstrensek koagiilasyon yolaklarini tasarladilar. Intrensek sistem
tamamen kan dolasiminda bulunan faktorlerden olusurken, ekstrensek sistemde dolasim
disinda bulunan ve FVII icin reseptdr gorevi goren doku faktorii “tissue faktor” (TF)
bulunmaktadir. FVIII’in dolasimda von Willebrand faktorle (vVWF) kompleks halde dolastigi
bilinmektedir. vWF, faktor VIII’1 baglayarak bu faktorii trombosit yiizeyine tasiyan bir
tastyici proteindir ve ayn1 zamanda trombositlerin damar duvarina adezyonunda da rol oynar

(Ganidagli et al. 2008).

2.3. KOAGULASYON KASKADI

Trombosit tikacinin olusumu ile es zamanli olarak plazma pihtilagsma sistemi de aktive olur.
Pihtilagsma sisteminde, birbirlerinin aktivasyonu yada inhibisyonunu kontrol eden ¢ok sayida
protein gorev alir. Geleneksel pihtilagsma basamaklar1 iki yola ayrilir; ekstrensik ve intrensek
sistem. Tiim faktorler normal kosullarda inaktiftir. Aktiflestikleri zaman faktor XII, faktor XI,
faktor 1X, faktor X ve protrombin, proteolitik enzim 6zelligi kazanirken faktor VIII ve faktor
V bu proteoliz reaksiyonlarindan bazilarini katalize eden kofaktore doniisiir. Ekstrensik yol,
doku faktoriiniin salinmasiyla bagslar. Hemostazi baglatmada agirlikli mekanizmanin
ekstrensek yol oldugu diisiiniilmektedir. Bu iki yolagin sonunda faktor X aktive olur ve

trombin olugmasini saglar.

Arteriyel trombozda, trombin merkezi bir rol oynar. Piht1 olusumunda ortak son yolda
fibrinojeni fibrine doniistiiriir, trombosit agregasyonu i¢in gii¢lii bir uyarandir ve faktér XIII'i
aktive ederek fibrin pihtisinin ¢apraz baglanmasini, stabilizasyonunu saglar. Trombinin
trombojenik siirecte oynadigi roller soyle 6zetlenebilir; trombosit aktivasyonu, fibrinojenden
fibrin olusumu, Faktor V, VIII, XI ve XIII aktivasyonu ve Faktor XIII fibrinle ¢apraz bag

olusturur ve onu stabilize eder (Broze 1992).

Koagiilasyon mekanizmasi fibrin yapida piht1 olusumu ile sonuglanan bir dizi kompleks

basamag1 igcermektedir. Bu asamalar: Intrensek yol, yavas ve en onemli basamaktir;
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ekstrensek yol, hizli ve erken aktive olan basamaktir; ortak yol, fibrin yapimi i¢in gerekli son
basamaktir (Sekil 2).

2.3.1. Intrensek Yol: Intrensek yola katilan faktorlerin hepsi dolasimda inaktif olarak
mevcuttur. Bu yol, faktor XII’'nin endotel yiizeyinde, doku biitiinliigli bozulmus bdlgeye
temastyla aktivasyon baglar. Bu aktivasyonda prekallikrein ve yliksek molekiil agirlikli
(YMA) kininojenler 6nemli rol oynar, ve Faktor XII aktif serin proteaz formu olan Faktor
Xlla’ya dontisiir. (Wachtfogel et al. 1993) Aktif FXI enzimatik etki ile FIX’ u aktive eder.
Aktif FIX, FVIII ve trombosit fosfolipidleriyle birlikte etki gostererek FX’u aktive ederler.
Bu basamakta FVII ve TF komplekside FX’u aktive etmede rol alir. Bu reaksiyon agrege
olmus trombositlerin yiizeyinde olusur. Faktorlerin trombosit fosfolipidlerine baglanmasi
kalsiyum iyonu kopriileri ile saglanir. Aktif FX, FV ve trombosit birleserek protrombin

aktivatoriinii olusturur. Bu da protrombinin trombine parcalanmasini baglatir.

2.3.2. Ekstrensek Yol: Doku faktorii (TF) tarafindan hizla aktive olan bir yoldur. Doku
faktorii bir lipoproteindir. Primer olarak endotel hasarlanmasi ile salinmaktadir. Ayrica
trombositler ve monosit / makrofajlar tarafindan da sentezlenmektedir. Ca++ iyonunun
varliginda TF hizla FVII’yi (FVIla) aktive etmektedir. TF / FVIla kompleksi de hizla FX’i-

aktive (FXa) etmektedir (http://lokman.cu.edu.tr/anestezi/anestezinot/yogun.htm). FXa,

TF’iin bir parcast olan doku fosfolipitleri ile birlikte kalsiyum iyonu varliginda FV ile
birleserek protrombini trombine ¢evirecek ara kompleksi (protrombinaz) olusturur. Boylece
protrombin trombine pargalanir (Eigenbrot 2002). Bunu takiben trombin bir enzim gorevi
yaparak fibrinojen monomerlerini kalsiyum iyonu varliginda fibrin iplik¢iklerine cevirir.

Fibrin iplik¢ikleri trombositler, kan hiicreleri ve plazmay1 da i¢ine alarak pihtiy1 olusturur.
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Intrinsik yol Ekstrinsikyol

YMA Kkininojen R Hasar

Prekallikrein  Kallikrein KOLLAJEN Faktior VII

Faktor XTI XIla

Faktir XI-> XlIa . DOKU fak b1
) Trombosityiizeyi

Faktor VIIa
Fakibr IX Doku fakérii
Faktr [X —» Ca Ca
Faktr VIIIa
FL Protrombinaz
l Faktir Xa
Fakir X > Faktor Va < Faktir X
Ca
FL
Protrombin l Trombin
Fibrinojen ibrin

Sekil 1.2: Pihtilasma Mekanizmasi

2.3.3. Ortak Yol: Doku faktori-faktor VIla kompleksi veya kofaktor olarak VIIla’nin rol
aldig1 faktor IXa’nin katkisi ile olusan Faktor X; ortak yolu baslatarak, inaktif plazma
zimojeni olan protrombini bir proteaz olan trombine dOniistliriir. Bu reaksiyon ig¢in
vazgecilmez kofaktor Faktor Va’dir. Trombinin birgok fonksiyonu vardir. Ortak yolda, en
onemli rolii, ¢Oziinmiis fibrinojeni ¢oziilmeyen fibrine doniistiirmektir. Trombin ayni
zamanda fibrin stabilize edici faktor XIIT’1 aktif faktor XIIla’ya doniistiirerek fibrin pihtisinin

stabil olmasini saglar (Mosesson et al. 1997).

2.4. FIBRINOLIZiS

Fibrinolitik sistem, vaskiiler liimende acikli§in korunmasi amaciyla fibrin fazlasini ortadan

kaldirr. Fibrin yikimi anlamma gelen fibrinolizi saglayan madde plazminojendir. Anormal
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veya bozuk islevsiz plazminojeni olan hastalarda vendz tromboemboli siklig1 artar. Benzer
olarak, transgenik farelerde PAI-1’in artis1 sonucu vendz tromboembolizm riski artar.

Endojen fibrinolizis iki yoldan gerceklesir:

2.4.1. Plazma fibrinolitik sistemi: Bu sistemde plazminojeni plazmine ¢eviren aktivatorler,
idrardan elde edilen iirokinaz damar duvari1 endotelinden salgilanan vaskiiler plazminojen
aktivatorii (PA) ve doku aktivatorleri yer alir. Fibrinolizisi saglayan madde plazmindir.
Plazmin viicutta plazminojen olarak bulunur. Doku plazminojen aktivatorii (t-PA) ve
iirokinaz plazminojeni aktif bir proteinaz olan plazmine cevirir. Fibrinolizisi sinirlayan major
plazminojen aktivator inhibitdrii trombositlerden salgilanan plazminojen aktivator inhibitor 1
(PAI-1)’dir. PAI-1, t-PA ve lirokinaz ile kompleks yapar ve fibrinolizin kontrolsiiz 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 baglanmasimni engeller (Bayir ve Ak 2003) (Sekil 3).

™
Hepatik agiklhik
& -
LY Plazminojen
kY
‘ . .
—_— tPA Fibrin
’
2 ‘
Pal-1,” Plazmin
? F
? F
& 4 Lo
. » AP, Degrade Olmus Fibrin
tPAVPAI-1 . i
4
>
Plazmin/AP
S

Sekil 1.3. Fibrinolizis Mekanizmasi

2.4.2. Hiicresel fibrinoliz: Lokositlerden salgilanan proteolitik enzimlerden kaynaklanir.
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2.5. TROMBOMODULIN

Trombomodulin (TM), endotel hiicresinde lokalize trombin reseptoriidiir. (Esmon 1995) TM
en Onemli vazoprotektif molekiillerden biridir,konstitiitif olarak baslica endotel hiicrelerinde
eksprese edilir. Molekiiliin biiyiik bir kismui ekstraselliiler olup, trombin baglayici bolge de
burada bulunur. TM — trombin kompleksi hiicre i¢ine alinarak endotel hiicresi iginde
parcalanir. Bu sekilde, TM, arter duvarini koruyucu ve trombotik egilimi azaltict etki
olusturur. TM geninin ekstraselliiler kism1 ayrilarak dolasima geger ve soliibl TM olarak

adlandirilir (Wu et al. 2003).

Endotel hiicresi ylizeyinde bulunan antikoagiilan etkili bir integral membran glikoproteini
olup trombin ile 1:1 kompleks olusturur. TM’in 1981°de iki Amerikali bilim adami Esmon ve
Owen tarafindan kesfi, protein C’nin antikoagulasyondaki roliine de dikkat ¢ekmistir. Protein
C antikoagiilan yolagmnin baslangicindaki kritik roliiniin kesfinden sonra, TM’in
biyokimyasal yapisi, islevleri lizerinde yogun olarak ¢alisilmaya baslanmistir. Trombinin, bu
yiiksek afiniteli reseptoriine baglanmasi, trombinin substrat spesifisitesinde degisiklige yol
acar. TM, protrombotik etkili trombini fizyolojik bir antikoagulana doniistiiriir. Trombinin
islevini bu sekilde modiile etme 6zelliginden dolay1r trombomodulin olarak adlandirilmistir.
Trombin — trombomodulin kompleksinin protein C’yi aktifleme giicii, tek olarak trombinin
etkisinden 1000 kez yiiksektir. Aktive protein C, kofaktorii protein S ile birlikte FVa ve
FVIlla’y1 pargalayarak protrombotik aktiviteyi azaltir. PC ve trombin iizerinden olusturdugu
antikoagulan etkilerin yani swra, son zamanlarda, fibrinoliz, inflamasyon, kanser ve
embriyogenezle iligkili olarak PC ve trombinden bagimsiz etkileri de giincel arastirmalara

konu olmaktadir (Ermis et al. 2006).

2.5.1. Doku Trombomodulin (hiicresel form):

Glikozile tip 1 transmembran molekiilii (intrensek membran glikoproteini). 557 amino asitten
olusan tek bir zincirden meydana gelir. 60.3 kD agirhigmmdadir. TM’nin yapist NMR
spektroskopisi ve X-i1gmi kristallografisi ile incelendiginde su kisimlardan olustugu

gozlenmistir.
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21 a.a.’den olusan bir sinyal peptidi, 223 a.a.’den olusan bir amino terminal ligand baglayici
bolgesi (hidrofob), C-tipi lektin, reseptdr endositozundan sorumlu olan kisimdir, tiimor
biiylimesi ve endotel inflamasyonunun diizenlenmesinde etkindir.

236 a.a.’den olusan EGF ile homolog kismi, tekrarlayan 6 bolimden olusur. EGF 4.-5.-6.
bolgeler kalsiyum, trombin, protein C’ yi; EGF 3 ise trombinle aktive edilen fibrinolizis
inhibitor. (TAFI) baglayan kisimlari icerir. Bolgeler arasinda disiilfid baglar1 bulunur. EGF,
TM’nin posttranslasyonel modifikasyonunda sinyal fonksiyonu goriir. 34 a.a.’den olusan bir
serin ve treoninden zengin bolgesi, posttranslasyonel glikozilasyona ugrar, kondroitin siilfat
icerir. Kondroidin siilfat, trombin yiizeyine baglanir, heparinle etkileserek trombinin TM’e
olan affinitesini 10-20 kat arttirir. Boylece trombinin konformasyon ve spesifitesini

degistirerek daha giiclii bir koagulasyon inhibit6rii olmasini saglar.

23 a.a.’den olusan ve membrani kateden (transmembran) bir kisim: Endotel membranina

tutunmay1 saglar.

38 a.a.’den olusan bir karboksi terminal sitoplazmik kuyruk (serbest sistein igerir) sinyal
iletiminde ya da proteinler arasi etkilesimde rol aldigi bilinen ve bugiine kadar yapisi
aydmnlatilmis higbir proteine benzemeyen bir yapiya sahiptir (Sekil 4). Fosforilasyon i¢in

hedef bolgelerden biridir. Fosforilasyon, artmis endositoz ve yikim i¢in gereklidir (Ermis et

al. 2006).
L
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Sekil 1.4. Trombomodulin domain yapis1
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2.5.2. Coziinebilir TM:

Hiicresel formun ekstraselliiler kisimlarina topluca verilen addir. Yapisinda transmembranik

bolge, oligosakkarid zincir ve sitoplazmik kuyruk bulunmaz (Weiler and Iserman 2003).

2.5.3 Trombomodulin Geni:

Insan trombomodulini 20. kromozom iizerinde ve tek kopya olarak yer alir. Gen, intron
tasimaz. Intronsuz genlerin avantaji azalmis mRNA isleme isine bagh olarak artmis protein
sentezi olabilecegi ileri stirtilmiistiir. Viicudumuzdaki diger intronsuz genler: beta adrenerjik
reseptorler, alfa ve beta interferon, rodopsin, anjiogenin, bazi memeli 1s1- sok genleri ve

mitokondrial genlerdir. (Ermis et al. 2006).

TM’in antikoagulan islevi, trombin ve protein C ile etkilesimi ile ortaya ¢ikar. Endotel

hiicresinin membranina bagli olarak bulunan TM, trombine yiiksek afinite ile baglanir.
Olusan TM/trombin kompleksi, trombinin fibrinojenle etkilesimini inhibe, protein C’yi giiclii
bir sekilde aktive ederek antikoagulan etki gosterir. Aktive protein C (APC), FVa ve
FVIlla’y1 inaktive ederek daha fazla trombin olusumunu engeller. Aktive protein C (APC),
FVa ve FVIlla’y1 parcalamanin yani sira, 16kosit aktivasyonunu inhibe ederek sepsisdeki

organ hasar1 ve mikrotrombiis olusumunu azaltir (Esmon 2005).

2.5.4. Trombin — Trombomodulin Kompleksi:

Trombin, koagulasyonda koagulan, prokoagulan ve antikoagulan 6zellikte ki 6nemli bir
proteindir. Trombin serin proteazlarin kimotripsin ailesinin VIla, [Xa ve Xa ile homolog
yapiya sahip olan tlyesidir (James et al. 2004). Trombomodulin, trombinin fibrinojen ve
trombositlerin baglama bolgelerini maskeler. Serbest trombin giiclii bir prokoagulan
enzimken, TM’e baglandig1 zaman antikoagulan ve antifibrinolitik 6zellik kazanmaktadir.

Vaskiiler hasara cevapta, koagulasyon kaskadinda {iretilen serbest trombin piht1 olugsmasimni
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katalizler. Bu arada olusan trombin/trombomodulin kompleksi koagulasyon kaskadini inhibe
eder. Trombin koagulasyon kaskadmin sonunda oldugu i¢in feedback isleminde kritik role

sahiptir ayn1 zamanda hemostasisin meditorliigiinii de yapmaktadir (Weiler and Iserman
2003).

2.5.5. Protein C Sistemi:

Ik kez 1960°da antikoagiilan etkisi tanimlanan, Vitamin K’ya bagimli bir protein olan protein
C (PC), pihtilasma sisteminin 6nemli bir dogal inhibitoriidiir. PC, pihtilagsma onleyici etkisini
Protein S (PS) ile birlikte FVa ve FVIIla’y1 inaktive ederek gosterir. Bu etkileri
gosterebilmesi i¢in, dnce trombin tarafindan aktive edilerek aktive PC (aPC)’ye doniisiir.
Pihtilasma sirasinda olusan trombin, endotel yilizeyinde bulunan trombomodiiline (TM)
baglaninca fibrinojeni fibrine doniistiirme 6zelligini kaybeder; aksine PC’yi aktive eder (Sekil
5). PC’nin pihtilagmay1 6nleyici bu etkileri yaninda, inflamasyon 6nleyici ve hiicre koruyucu
etkileri gibi farkli biyolojik etkilerinin olmasi nedeniyle, giinlimiizde iizerinde ¢ok calisilan

bir protein haline gelmistir (Saymalp 2007).

Protein S

Aktive
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Pl \/\II\()H A me \ *\\\ SN
E + : .\ﬂ‘ Protein C
part AT V- / ~N _MD\ \
CRALNIND -~ e A® X e Ny
— A -
— N2 )
Protein C

FIBRIN

Sekil 1.5: Endotelde bulunan trombinin TM ile baglanarak PC’yi aktive etmesi
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2.5.6. Trombomodulinin fibrinolizisdeki rolii:

TM’in antifibrinolitik etkisi trombin {izerinden ve trombinden bagimsiz olmak tizere iki farkl
mekanizma ile ortaya cikmaktadir. TM, trombinle aktive edilen fibrinoliz inhibit6rii
(TAFI)’niin aktivitesini uyararak, fibrin pihtilardaki plazminojenin aktivasyonunu ve sonucta
fibrinolizi inhibe eder. Karboksipeptidaz yapisindaki TAFI, TM ile aktive olduktan sonra,
fibrin molekiiliiniin karboksi terminalindeki arjinin ve lizini uzaklagtirarak, fibrinolitik
enzimlerin fibrin molekiilii tarafindan tutulmasini onler. Bu sekilde fibrin molekiilii lizise

direngli duruma gelir (Sekil 6) (Ermis et al. 2006).

KOAGULASYON FIBRINOLITIK
SISTEM SISTEM
PROTROMBIN PLAZMINOJEN

(-) (-)
+«—— APC TAFla —>
A A,
v
TROMBIN B . PLAZMIN
PC TAFI
Trombin
Trombomodulin
v v
FIBRINOJEN —» FIBRIN —— Fibrin Yikim Uriinleri

Sekil 1.6: Trombin — Trombomodulin kompleksinin koagulasyon ve fibrinolizisdeki rolii
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2.5.7. Trombomodulin Genindeki Degisimler:

TM geninin promotor/regulator bolgesindeki gen polimorfizmleri (-133C/A ve -3 G/A)
transkripsiyonda azalmaya ve sonucta TM konsantrasyonlarinda azalmaya yol agtigindan MI
ve karotis arteriosklerozu ile iligkilidir. -3 G/A polimorfizmi Asyalilarda %12-15 oraninda
goriilmektedir. Genin lektin benzeri bolgesindeki A25T polimorfizminde MI riskinin 2 kat
arttig1 ve bu polimorfizmin diger ateroskleroz risk faktorleri ile pozitif etkilesim gosterdigi
bildirilmistir. Ancak bu nokta mutasyonunda TM’in PC’yi aktive etme 0zelligi
etkilenmediginden, olumsuz etkilerin, TM’in PC’den bagimsiz islevleri ile ilgili oldugu
diistiniilmektedir. Tersine, EGF 4 kismindaki Arg385Ser polimorfizmi, TM ekspresyonunun
ve aktivitesinin belirgin olarak azalmasma yol acar. Bu polimorfizmin toplumdaki siklig1
bilinmemektedir. MI ve vendz trombozla iliskisi acisindan yogun olarak arastirilan bir diger

polimorfizm ise EGF 6 kismindaki Ala455Val polimorfizmidir.

Insanlarda TM islevlerinin tamamen kaybina yol acan ilk mutasyon, EGF 2’de bir stop
kodonu olusumuna yol agan 10 baz ¢iftlik bir delesyon (del791-801) olup bu mutasyonu
heterozigot olarak tasiyan gen bir hastada pulmoner emboli, serebral vendz tromboz ve strok
saptanmistir. Bu mutasyonda, TM’in plazma diizeyi normalin yaris1 kadardir (Ermis et al.

2006).

N

(1-154) ~ F pik Ozellilk
N, -1748G/C yliksek D-dimer
(155 - 222) "»\. -1208/-1209 del TT  varikdz venler
.

1 T -l1166G/A yok
8 . -133C/A MI
. -33Q/A MI, TE, GK
EGF 1-6 3 T 9/10QG/AT Mi
(225 - 462) o A25T ML, VST
1 - GGIA VT
s Del 791-801 TE, VST, islev kaybi
R3855 VT, MI, diisiik aktivite
] R385L aK
mmAN— T AABBY MI, VT
(463 - 407) —O— ok B
- .= P477S yok
(463 - 497) —_— PAB3L TE, GK
S5 555 . ins T:689 MI

TM geninin promeotor bolgesindeki mutasyonlar negatif sayilarla belirtilmistir.
TE: tromboembolik hastalik, GK: gebelik komplikasyonu

MI: miyokard infarkti, VT: vendz tromboz, VST: vendz sinis trombozu

EGF 5 ve 6 trombine baglanma, EGF 4 -6 protein C aktivasyonu

Sekil 1.7. Trombomodulin geninde yer alan degisimler
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2.6. MOLEKULER TEKNIKLER

2.6.1. Cozeltiler ve Soliisyonlar

DNA izolasyonunda alyuvarlar1 pargalamak i¢in Red Blood Cell (RBC) lizis ¢6zeltisi, DNA
ve protein tabakasini birbirinden ayirarak DNA’y1 saf halde elde etmek i¢in fenol / kloroform
karigimi, polimeraz zincir reaksiyonu iirlinlerini gormek i¢in kullandigimiz agaroz jeli
hazirlamak i¢in TBE (Tris Hidrojen kloriir Borik asit EDTA - Etilendiamin tetraasetikasit-),
mutasyon analizi yapmak icin kullandigimiz SSCP jelini hazirlamak i¢in akrilamid
bisakrilamid ¢ozeltisi, amonyum per siilfat cozeltisi (APS) ve TEMED (N,N,N’,N’-

tetrametilen-etilendiamin) soliisyonlar1 kullanilmistir.

2.6.2. DNA Ekstraksiyonu

DNA, kan oOrneklerinden fenol-kloroform yontemi ile izole edilmistir.  Eritrositleri
parcalamak suretiyle ortamda lokositler elde edilmistir. Bu lokositlerin 6nce membranlari
parcalanarak c¢ekirdek materyali serbest hale getirilmis daha sonra protein yapi enzimatik
reaksiyonla eritilmis ve fenol ¢ozeltisiyle de bu protein yapt DNA’dan uzaklastirilmistir.

Izole edilen DNA’y1 ¢dktiirmek i¢in etanol kullanilmistir.

2.6.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Ik kez 1985°de bilim diinyasina sunuldugundan itibaren polimeraz zincir reaksiyonu (PCR);
hem arastirmada hem de klinik laboratuarlarda tanida yeni bir ¢igir agmistir. PCR, bir ¢esit
in-vitro klonlamadir. Bu bulusundan dolay1r K. Mullis, 1993 yili Nobel Kimya Odiiliinii
almaya hak kazanmistir. Bu yontem polimeraz enzimi varliginda bir dizi DNA polimeraz
reaksiyonu icerdiginden, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) olarak adlandirilmaktadir (Akar

1999). Polimeraz zincir reaksiyonu, dizisi bilinen bir DNA bdlgesinin in-vitro olarak
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cogaltilmasini saglayan ve DNA molekiiliiniin milyonlarca, hatta milyarlarca kopyasini kisa
zamanda yapmaya olanak saglayan bir tekniktir. PCR yonteminin uygulamalar1 arasinda
klonlama, genetik bozukluklarin tanisi, mutasyonlarin saptanmasi, in-vitro mutasyon
yaratilmasi, DNA haritalamasi, infeksiyon hastaliklarinda bakteri ve virlis tanimi, insan
embriyolarindaki tek bir hiicrede ya da gametlerdeki genetik bozukluklarin incelenmesi gibi
uygulamalar yer almaktadir. Basit, hizl1 ve ¢ok yonlii bir teknik olmas1 PCR teknolojisinin
molekiiler biyolojide ve modern genetikte ¢cok kullanilan bir teknik olmasma neden olmustur

(Oner 2002).

PCR, DNA molekiilleri toplulugunda, 6zgiil hedef DNA dizilerinin dogrudan ¢ogaltilmasina
dayanir ve bu yontemin uygulanabilmesi i¢in, yok denecek kadar az miktardaki DNA bile
yeterlidir. PCR ile belirli bir bolgeyi ¢ogaltabilmek i¢in, hedef DNA’nin niikleotit dizisi
hakkinda baz1 bilgiler gerekir. Bu bilgi, tek zincirli hale getirilmis DNA’ya baglanacak olan
iki oligontiikleotit primerin sentezi i¢in kullanilir. Bu primerler, ¢ogaltilacak tek zincirli DNA
molekiiliindeki tamamlayic1 dizilerle hibridize olur. Isiya dayanikli bir DNA polimeraz,
calisilan DNA’daki hedef bolgenin sentezini saglar. PCR reaksiyonunda ii¢ temel basamak
vardir ve ¢cogaltilmis Uiriiniin miktar, teorik olarak, bu li¢ adimin tekrarlanma sayisina baglidir

(Oner 2002).

1. Denatiirasyon: Bu basamakta c¢ogaltilacak DNA denatiire edilerek tek zincirli hale
getirilir. Cift zincirli DNA, tek zincirli hale gelene kadar sitilir ( 90 — 95°C de yaklasik 5
dakika stireyle).

2. Primerlerin baglanmasi: Sicaklik 50 ila 70°C arasinda bir degere distiriiliir ve
primerlerin tek zincirli hale getirilmis DNA’ya baglanmasi saglanir. Bu primerler yapay
oligoniikleotitlerdir ve ¢ogaltilacak DNA kismmin ucglarindaki tamamlayici dizilere 6zgiil
olarak baglanir. Bu primerler, kalip DNA’nin sentezi icin, baslangi¢ noktasi olarak gorev

yaparlar.
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3. Zincir uzamasi (polimerizasyon): DNA polimerazin 1siya dayanikli bir sekli (sicak su
kaynaklarinda yasayan bir bakteriden elde edilen enzim, (Tag polimeraz) reaksiyon
karisimma ilave edilir ve DNA sentezi 70 ila 75°C arasindaki sicakliklarda gerceklesir.
Polimeraz enzimi, niikleotitleri 5’ ucundan 3’ ucuna dogru ekleyerek, primerlerin uzamasini

saglar ve hedef DNA’nm iki zincirli kopyasin1 olusturur. (Oner 2002)

Bir PCR dongiisti bu ii¢ adimdan (¢ift iplikli DNA’ nin ayrilip tek iplikli hale getirilmesi,
sentetik oligoniikleotit primerlerin tek iplikli DNA’a baglanmasi, polimeraz enzimi ile
zincirin uzamasi) olusur ve her adim farkli sicakliklarda gerceklesir (sirasiyla 94°C - 98°C,
37°C - 65°C, 72°C). Elde edilecek iirtiniin miktar1 teorik olarak, bu ii¢ temel basamagin tekrar
sayisia baghdir. Olusturulan DNA zincirlerinin sayis1 her dongiide iki kata ¢ikar ve yeni
zincirler bir sonraki dongiide kalip gorevi goriirler. Yani n sayida dongii sonucu 2n sayida
iiriin elde edilir. Islem 1s1 doniistiiriicii (thermocycler) denilen makinelerde, dnceden dongii
sayist ve sicaklik kosullar1 belirlenen programlarla otomatik olarak gerceklestirilir. Bu
yontemle; klonlama, dizi analizi, klinik tani ve genetik taramalar gibi diger islemlerde

kullanilmak tizere bol miktarda hedef DNA pargalar1 elde edilir (Akar 1999).

Bir PCR i¢in gerekli temel bilesenler ; Cogaltilacak DNA bdlgesini igeren DNA kalibi,
cogaltilacak bolgenin baslangicini ve sonunu belirleyen iki primer, cogaltilacak bolgeyi
kopyalayacak olan 1siya dayanikli DNA polimeraz enzimi, yeni zincirin yapiminda
kullanilacak olan deoksiniikleotit trifosfatlar (ANTP), DNA polimeraz enzimi i¢in gerekli olan

kimyasal ortam1 (uygun pH ve iyon kosullarini) saglayan tampon karigimidir.

PCR reaksiyonunda cogaltilacak hedef gen bdlgesi secildikten sonra ilk adim; zincirlerin
birbirinden ayrilmasidir. Insan genomik DNA’s1 i¢in 94-98°C uygundur. Reaksiyon
karigiminm 94°C’ye dek 1sitilmasi ile kalip DNA’nm iki zinciri birbirinden ayrilir. Bir
sonraki adim, ¢ogaltilacak olan bolgeyi sagdan ve soldan ¢evreleyen, 5° ucuna komplementer,
18-20 baz uzunlugundaki bir ¢ift sentetik oligoniikleotitin, 37-65°C arasinda hedef DNA’ya
baglanmas1 agamasidir. Ortam sicakliginin primerlerin baglanmasi i¢in gerekli olan 1siya
diistiriilmesi ile iki primer tek iplikli DNA molekiilleri tizerinde kendilerine tamamlayici olan

DNA dizilerini taniyarak baglanir. Son adim ise, 72°C’de ortama eklenen dNTP’lerle ¢ift
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zincirli DNA’larin sentezidir. DNA polimeraz enzimi uygun tampon ve dort c¢esit dNTP
varliginda primerin 3’ hidroksil ucundan uzamasini saglar. Bu sekilde kalip DNA zincirine
tamamlayict olan yeni DNA molekiilii sentezlenmis olur. Bunlarin {izerine hemen 1siya
dayanikli DNA polimerazlar tutunur ve primerlerin 3° ucuna deoksiniikleotitleri ekleyerek her

iki zincir lizerinde DNA sentezi yaparlar. Bir PCR dongiisiinii olusturan bu ti¢ adimin 20-30

6 12
kez tekrarlanmasi ile hedetf DNA’y1 10 -10 kat ¢cogaltmak miimkiindiir (Akar 1999).

PCR reaksiyonu icin kullanilan polimeraz enzimi Thermus aquaticus’dan izole edilen 1siya
dayanikli Taq polimeraz enzimidir. Enzim, yiiksek 1silarda iyi ¢alismasi ve hizli DNA sentezi
yapmas1 nedeni ile tercih edilmektedir (Akar, 1999). Taq polimeraz enziminin hata yapma
orani oldukca yiiksektir. Ciinkli bu enzimin 3°-5° hata tamiri aktivitesi yoktur. Eger yiliksek

oranda dogruluk gerekiyorsa hata tamir aktivitesi olan enzimler tercih edilmelidir.

Sentetik oligoniikleotit primerlerin DNA’ya baglanma sicakligi kabaca Tm: 4(GC)+2(AT)
formiiliiyle hesaplanir. Bu deger oligoniikleotidlerin niikleotid konsantrasyonlarma baglh
olarak degismekte ve hesaplanan uygun sicaklik degeri PCR spesifikligini arttirmaktadir.
Spesifikligi arttiran bir diger unsur oligoniikleotidlerin uzunlugudur. Optimal uzunluk
yaklagik 15-30 niikleotid olmalidir. Kullanilacak oligoniikleotidlerin se¢imi PCR islemi igin

¢ok onemlidir.

Kullanilacak sentetik oligoniikleotit primerlerin se¢imi sirasinda primer dizisinin ¢ogaltilmasi
hedeflenen DNA bdlgesi icinde sadece bir kez bulunmasma dikkat edilmelidir. Ayrica,
kullanilan primer ciftinin u¢ bdlgelerinde ve dizisi igerisinde birbirine uygunluk gosteren
bolgeler bulunmamalidir; aksi takdirde primerin u¢ bolgeleri birbiri iizerine kivrilarak PCR’1n
olumsuz olarak etkilenmesine neden olur. Primerlerin niikleotit igerikleri de rastgele

olmalidir, tekrarlayan diziler icermemelidir.

PCR reaksiyonunda diger bir 6nemli faktor deoksiniikleotid trifosfatlar (ANTP)dir ve bunlar
son konsantrasyonlar1 2 mM olacak sekilde kullanilmalidir. Reaksiyon sirasinda ortamda

dTTP, dCTP, dATP, dGTP’nin bulunmasi gereklidir. Kullanilan her bir deoksiniikleotid
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trifosfatin (ANTP) konsantrasyonunun esit olmasi dogru iiriin elde edilmesi agisindan
onemlidir. ANTP’nin az miktarda kullanimi olusan PCR {iriiniiniin miktarmin azalmasina;
fazla miktarda kullanimi ise yanlis oligoniikleotid eslesmesi sonucu hedef DNA disindaki

bolgelerin cogalmasina neden olur.

PCR’dan 1yi sonu¢ almnabilmesi degisik faktorlere baglhidir. DNA polimerazin 1yi
calisabilmesi en etkin oldugu pH’nin tiim uygulama boyunca korunabilmesi en 6nemli
faktorlerden birisidir. Bu amagla genellikle Tris. HCI pH: 8,4 tepkime karisiminda son
degisimi 10mM olacak sekilde kullanilir. PCR karigiminda tek degerli katyonlar 6zellikle
50-60mM diizeyinde K" bulunmasinin gogaltilmayr énemli dlgiide arttirdigi saptanmustir.
Yine karigimda 100pg/ml jelatin bulunmasmin benzer etki gosterdigi saptanmistir. Ayrica,
serbest magnezyum (MgCl,) konsantrasyonun azalmasi ile Taq Polimeraz dogrulugu
arttirilabilir. ANTP, DNA ve proteinlerin tiimii Mg™ iyonunu bagladiklarmdan; her PCR
protokoliinde Mg™ konsantrasyonunu ampirik olarak ayarlanmalidir. Fazla Mg™, enzimin

spesifikligini azaltir, az1 ise enzimin inaktif olmasina yol acar (Akar 1999).

PCR’1n kullanim alanlar1; Kalitsal hastaliklarda tasiyicinin ve hastanin tanisi, prenatal tanida,
klinik Orneklerde patojen organizmalarin saptanmasi, adli tipta, onkogenesisin
arastirilmasinda, problarin olusturulmasi, klonlanmasi ve gen ekspresyon arastirmalarinda,
DNA dizi analizinde, biiyilk miktarda DNA Orneklerinin olusturulmasinda, bilinmeyen

dizilerin tayininde, RFLP uygulamalarinda kullanilmaktadir (Akar 1999).

2.6.4. Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi (Single Strand Conformational

Polymorphism)

Mutasyon belirlenmesinde kullanilan tekniklerden biri olan SSCP denatiire olmayan jellerde
tek iplikli DNA’da olusan degisimin, jelde yiiriime farkliliginin belirlenmesine dayanir. Bu
yontem ile niikleotit dizisinde mutasyon ya da polimorfizm sonucu olusmus tek baz

degisikliklerini belirlemek miimkiindiir (Akar 1999).
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Ayni1 boyuttaki tek zincirli DNA pargaciklar1 (ssDNA) igerdikleri niikleotit degisikliklerine
bagl olarak jelde farkli pozisyonlarda yiiriirler. DNA’daki herhangi bir degisiklik DNA
parcaciginin konformasyonunun ve dolayist ile elektroforetik hareket yeteneginin

degismesine neden olur (Oner 2002).

SSCP ile mutasyon taramasi yonteminde mutasyon taranacak DNA bolgesi dnce PCR ile
cogaltilir. Cogaltilan DNA molekiilleri yiiksek 1s1 ile ¢ift iplikli halden tek iplikli hale getirilip
(99°C’de denatiire edilir), elektroforez jeline yiiklenir. Poliakrilamid jel elektroforezinde go¢
hizlarina bakilarak sonuclar degerlendirilir. Tek iplikli DNA’nm farkli bantlar gdstermesi;
mutasyonu isaret etmektedir. SSCP teknigi aymi anda bir¢gok Ornekte diisiik maliyette
mutasyon taramasini sagladigindan molekiiler genetik calismalarina hiz kazandirmaktadir.
Yontemden en iyi sekilde sonug alabilmek i¢in, kullanilan PCR iirliniiniin 200 bg civarinda

olmas1 gerekmektedir (Akar 1999).

Teorik olarak SSCP ile 200b¢’lik bir dizide mutasyon belirleme oran1 %90; 400bg’lik bir
dizide mutasyon belirleme orani %80’dir. Incelenen dizinin uzunlugu arttikca SSCP’nin
mutasyon belirleme yetenegi azalir. Ancak SSCP tekniginin mutasyon belirleme yetenegi
mutasyonun tek zincirli DNA’nin olusturdugu konformasyonu ve elektroforetik hareketini
nasil etkiledigine bagli oldugundan incelenecek dizinin ve mutasyonun Ozelliklerine bagh

olarak duyarhlikta ¢ok biiyiik degisiklikler gdzlemlenmistir (Oner 2002).

Poliakrilamid jele yiiklenen PCR Ornekleri, elektroforez sonrasinda giimiis boyama ile
goriiniir hale getirilir. Bu yontemle yapilan mutasyon analizi radyoaktif olmamasi nedeni ile
tercih edilen bir teknik olarak goze carpmaktadir. SSCP hizli ve basit bir yontemdir ancak
duyarliligt smirhdir (Akar 1999).

2.6.5. DNA Dizi Analizi
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Rekombinant DNA teknolojisinin gelistirilmesi ile DNA dizi analizi yOntemleri de
gelistirilmeye baslanmistir. DNA dizi analizi ya da “sequencing” DNA’nm niikleotid
dizilerinin saptanmasi anlamina gelmektedir ve bunun i¢in iki temel teknik gelistirilmistir. Bu
yontemlerden Maxam ve Gilbert’in kimyasal yontemi, DNA’nin belirli bazlardan kirilmasina
dayanmaktadir. Sanger ve arkadaslarinin gelistirdigi ikinci yontemde ise belirli bir bazda

sonlanan bir DNA zinciri sentezi gergeklestirilmektedir (Oner 2002).

a) Maxam-Gilbert yontemi: DNA parcas1 bir ucundan P32 ile isaretlenir. Bu isaretlenen
DNA pargas1 4 6rnek olarak boliiniir. Her 6rnege DNA’daki bazlardan birisini tahrip edecek
sekilde bir kimyasal madde eklenir. Daha sonra piperidine kullanilarak hasarlanmis
niikleotitlerin bulundugu yerlerden DNA yapis1 fosfodiester baglarindan kirilir. Boylece P32
ile isaretlenmis kisali uzunlu parcalar elde edilir. Daha sonra elektroforez ve otoradyografi ile

sonug alinir (Akar 1999).

b) Sanger DNA dizi analizi yontemi: Dideoksi ya da zincir sonlanma reaksiyonu olarak
bilinen Fred Sanger ve arkadaslarmin gelistirdigi ikinci yontemde ise belirli bir bazda
sonlanan bir DNA zinciri sentezi ger¢eklesmektedir. Dizisi saptanacak DNA zinciri yeni

sentezlenecek DNA zinciri i¢in kalip olarak kullanilir (Akar 1999).

Bu yontem i¢in dizisi belirlenecek olan DNA’ya, dort farkli ANTP’ye, dort farkli ddNTP’lere,
reaksiyonu kataliz edecek DNA polimeraz enzimine ve serbest OH grubu igeren primere
ihtiyag vardir. Ilk olarak analiz icin kullanilacak kalpp DNA asimetrik amplifikasyon
yontemiyle hazirlanir. Boylece daha fazla kalip DNA elde edilir. PCR’ da oldugu gibi
denatiirasyon, yapigsma, uzama sikluslarinin belirli sayida tekrarlanmasiyla gergeklestirilir
(Akar, 1999). Yontemde kullanilan ddNTP’lerin 3° ucunda hidroksil (OH) grubu
bulunmamaktadir. Bu durumda molekiil yeni sentezlenen DNA’ ya katilir ancak 3° -OH
grubu tasimadigi i¢in kendisine niikleotid ilave edilemez ve zincir sentezi sonlanarak bir
DNA parcacigi elde edilir. Deneyde, dort reaksiyon karigimi hazirlanir. Her bir reaksiyon
karigim1 kalip DNA zinciri, uygun primer, radyoaktif niikleotid trifosfatlarn dordii ve az

miktarda ddNTP’den sadece birini igerir. Zincir sonlanmasi i¢in dort reaksiyon tiipiinde farkli
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bir dANTP bulunur. Elektroforez sonrasi DNA bantlar1 otoradyografi ile goriintiilenir. Bu
bantlar yukaridan asagiya dogru okunarak dizi saptanir (Akar 1999).

Genomlarin dizi analizi i¢in otomatik DNA dizi analizi aletleri, radyoaktif izotoplar yerine de
floresan boyalar kullanilir. Bu sistemde dort farkli renkte boya kullanilarak dizinin

okunmasimi saglayan dort farkl renkteki piklerin olusturdugu bir model ortaya ¢ikar.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. CALISMA GRUBUNUN OLUSTURULMASI:

Bu arastirma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklar1 Ana Bilim Dals,
Pediatrik Molekiiler Genetik Bilim Dali Laboratuari’nda yapilmistir. Calismaya pediatrik yas
grubundan inme teshisi konmus 190 birey dahil edilmis ve tiim bireylerin ailelerine
calismanin olas1 sonuclar1 hakkinda bilgi verilmis ve goniillii olarak katildiklarina dair onam
formu almmustir. Hasta 6rnekleri temel olarak Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik
Noroloji bilim dalindan olmak {izere, {iilkenin farkli tip fakiiltelerinden analiz igin
gonderilenleri kapsamaktadir. Projenin Etik Kurul Onayi, Ankara Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Miudiirliigi tarafindan 1997 yilindan beri desteklenen farkli projeler

kapsamindadir.

3.2. YONTEMLER:

3.2.1. DNA izolasyonu:

Arastirmaya katilan bireylerden alinan 9ml kan, 1ml 0,5M Etilendiamintetraasetikasit
(EDTA) (Scharlau, Ispanya) bulunan tiiplere aktarilmistir. Bu kan drnegi 50mL’lik falkon
tiipe konur ve icerisinde 25ml RBC (Red Blood Cell) lizis soliisyonu [155 mM Amonyum
Klorid (AppliChem, Almanya); 10mM Sodyum Bikarbonat (Merck, Almanya); 0,5 mM
EDTA (AppliChem, Almanya) eklenir, 20 dk buzda bekletilir. +4°C, 4000 rpm’de 15 dk
santrifiij (Hettich, Almanya) edildikten sonra siipernatant dokiiliir. Tiiptin dibindeki ¢okelek
iizerine tekrar RBC lizis soliisyonu ilave edilir. Bu iglem tiim eritrositler giderilene kadar
tekrarlanir. Son kez siipernatant dokiildiikten sonra dipte kalan l6kositler iizerine 1000uL
RBC lizis soliisyonu eklenir ve bu karisimin 800ul’si ependorf tiipline almarak -20°C
sicaklikta stok olarak saklanir. Geriye kalan 200uL bir ependorf tiipline alinarak iizerine

20pg/mL olacak sekilde Proteinaz K enzimi (MBI Fermentas, Litvanya), son konsantrasyon
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%0,5 olacak sekilde %10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (Merck, Almanya) ve 16kosit hacminin
2,5 kati1 olacak sekilde niikleaz soliisyonu 10mM Trisklorid (Amresco, ABD) pH: 8; 100mM
Sodyum Klorid (Merck, Almanya), 1mM pH: 8 EDTA (AppliChem, Almanya) eklenerek bir
gece 56°C’de sicak su banyosunda (Memmert, Almanya) bekletilir. ikinci giin islemi olarak
proteinlerin DNA’dan uzaklastirilmasi amacuyla tiiplere 1:1 oraninda Fenol/Kloroform [Fenol
(Merck, Almanya), Kloroform (Merck, Almanya), izoamilalkol (Merck, Almanya)] eklenerek
10 dk calkalanir ve buz icerisinde 20 dk bekletildikten sonra +4°C’de 4000 rpm’de 20 dk
santrifiij edilir. Iki faza ayrilan karisimin {ist kismi baska bir ependorf tiipiine alinarak iizerine
toplam hacmin 1/10°u kadar 3M Sodyum Asetat (Sigma, ABD) ve toplam hacmin 2 kati
kadar %95°lik alkol (Tekel, Tiirkiye) eklenir. Ependorf tiipii ters diiz edilerek DNA goriiniir
hale getirildikten sonra -20°C’de bir gece bekletilir.

Ugiincii giin tiipler +4°C 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek DNA ¢oktiiriiliir. Siipernatant
kismi dokiilerek tiipe S00uL %70’lik alkol (Tekel, Tiirkiye) eklenir ve +4°C 4000 rpm’de 20
dk santriftij edilir. Santrifiij sonunda alkol dokiiliir ve tiipler kurutma kagidi iizerinde
kapaklar1 agik bir sekilde kurumaya birakilir. Kurutulduktan sonra tiip igerisine TrissEDTA
(10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA) soliisyonu eklenip 37°C’de bir gece bekletilerek DNA’nin
¢oziilmesi saglanir. izole edilen DNA +4°C veya -20°C’de saklanabilmektedir.

3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu:

Calismamizda trombomodulin genine ait tek ekzon, inme gec¢irmis olan 190 pediatrik yas
grubu hastada taranmistir. Ekzon 4109 baz cifti icermekte olup calismamiz siiresince bu
bolgenin ilk 1524 baz ¢iftlik kism1 bolgelere ayrilarak taranabilmistir. Ayrica 387 baz ¢iftlik

promotor bolge de taranarak calismaya dahil edilmistir.

Promotor bolge: 387 bg.
F: 5 -ACCAAGAGATGAAAGAGGG- 3’
R: 5’ -TGGGACGGACAGGAGAGGCT- 3’
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AATCCAGGCTTTCCTTGGAAGTGGCTGTAACATGTATGAAAAGAAAGAAAGGAG
GACCAAGAGATGAAAGAGGGCTGCACGCGTGGGGGCCCGAGTGGTGGGCGGE
GACAGTCGTCTTGTTACAGGGGTGCTGGCCTTCCCTGGCGCCTGCCCCTGTCGGC
CCCGCCCGAGAACCTCCCTGCGCCAGGGCAGGGTTTACTCATCCCGGCGAGGTGA
TCCCATGCGCGAGGGCGGGCGCAAGGGCGGCCAGAGAACCCAGCAATCCGAGTA
TGCGGCATCAGCCCTTCCCACCAGGCACTTCCTTCCTTTTCCCGAACGTCCAGGA
GGGAGGGCCGGGCACTTATAAACTCGAGCCCTGGCCGATCCGCATGTCAGAGGC
TGCCTCGCAGGGGCTGCGCGCAGCGGCAAGAAGTGTCTGGGCTGGGACGGACA
GGAGAGGCTGTCGCCATCGGAGTCCTGTGCCCCTCTGCTCCGGCACG

Dizi 1.1. SSCP teknigi icin amplifiye edilen TM promotor bolgesi

Birinci bolge: 152 bg.
F: 5° -CAGCGGCAAGAAGTGTCTG- 3’
R: 5° -GTAACATGCTTGGGGTCCTG- 3’

CCGATCCGCATGTCAGAGGCTGCCTCGCAGGGGCTGCGCGCAGCGGCAAGAAG
TGTCTGGGCTGGGACGGACAGGAGAGGCTGTCGCCATCGGCGTCCTGTGCCCCT
CTGCTCCGGCACGGCCCTGTCGCAGTGCCCGCGCTTTCCCCGGCGCCTGCACGCG
GCGCGCCTGGGTAACATGCTTGGGGTCCTGGTCCTTGGCGCGCTGGCCCTGGCC
GGCCTGGGGTTCCCCGCACCCGCA

Dizi 1.2. SSCP teknigi i¢cin amplifiye edilen TM birinci bolge

Ikinci bdlge: 161 bg.
F: 5° -GTAACATGCTTGGGGTCCTG- 3’
R: 5> -TCAATGCCAGTCAGATCTGC- 3’

GCCCTGTCGCAGTGCCCGCGCTTTCCCCGGCGCCTGCACGCGGCGCGCCTGGGTA
ACATGCTTGGGGTCCTGGTCCTTGGCGCGCTGGCCCTGGCCGGCCTGGGGTTCC
CCGCACCCGCAGAGCCGCAGCCGGGTGGCAGCCAGTGCGTCGAGCACGACTGCT
TCGCGCTCTACCCGGGCCCCGCGACCTTCCTCAATGCCAGTCAGATCTGCGACG
GACTGCGGGGCCACCTAATGACA

Dizi 1.3. SSCP teknigi icin amplifiye edilen TM ikinci bolge
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Ugiincii bolge: 224 be.
F: 5 -GACCTTCCTCAATGCCAGT- 3’
R: 5 -TACGGGAGACAACAACACCA- 3’

CCCGCGACCTTCCTCAATGCCAGTCAGATCTGCGACGGACTGCGGGGCCACCTA
ATGACAGTGCGCTCCTCGGTGGCTGCCGATGTCATTTCCTTGCTACTGAACGGCG
ACGGCGGCGTTGGCCGCCGGCGCCTCTGGATCGGCCTGCAGCTGCCACCCGGCTG
CGGCGACCCCAAGCGCCTCGGGCCCCTGCGCGGCTTCCAGTGGGTTACGGGAGA
CAACAACACCAGCTATAGCAGG

Dizi 1.4. SSCP teknigi icin amplifiye edilen TM {igiincii bolge

Dordiincii bolge: 348 bg.
F: 5 -TACGGGAGACAACAACACCA- 3
R: 5’ -CCCCTCGGCTTACAGCTAA- 3’

CTCGGGCCCCTGCGCGGCTTCCAGTGGGTTACGGGAGACAACAACACCAGCTAT
AGCAGGTGGGCACGGCTCGACCTCAATGGGGCTCCCCTCTGCGGCCCGTTGTGCG
TCGCTGTCTCCGCTGCTGAGGCCACTGTGCCCAGCGAGCCGATCTGGGAGGAGCA
GCAGTGCGAAGTGAAGGCCGATGGCTTCCTCTGCGAGTTCCACTTCCCAGCCACC
TGCAGGCCACTGGCTGTGGAGCCCGGCGCCGCGGCTGCCGCCGTCTCGATCACCT
ACGGCACCCCGTTCGCGGCCCGCGGAGCGGACTTCCAGGCGCTGCCGGTGGGCA
GCTCCGCCGCGGTGGCTCCCCTCGGCTTACAGCTAATGTGCACCGCGLCCGLCCCG
GAGCGGTCCAGGGGCACTGGGCCAGGGAGGCGCCGAGAEL

Dizi 1.5. SSCP teknigi icin amplifiye edilen TM dordiincii bolge

Besinci bolge: 238 bg.
F: 5" -CCCTCGGCTTACAGCTAAT- 3’
R: 5’ -GACCTCTGCGAGCACTTCTG- 3’
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GCGGACTTCCAGGCGCTGCCGGTGGGCAGCTCCGCCGCGGTGGCTCCCCTCGGC
TTACAGCTAATGTGCACCGCGCCGCCCGGAGCGGTCCAGGGGCACTGGGCCAGG
GAGGCGCCGGGCGCTTGGGACTGCAGCGTGGAGAACGGCGGCTGCGAGCACGCG
TGCAATGCGATCCCTGGGGCTCCCCGCTGCCAGTGCCCAGCCGGCGCCGCCCTGC
AGGCAGACGGGCGCTCCTGCACCGCATCCGCGACGCAGTCCTGCAACGACCTCT
GCGAGCACTTCTGCGTTCCCAACCCCGAC

Dizi 1.6. SSCP teknigi icin amplifiye edilen TM besinci bolge

Altinc1 bolge: 208 bg.
F: 5" -GACCTCTGCGAGCACTTCTG- 3’
R: 5’ -CCCTAACTACGACCTGGTGG- 3°

GCATCCGCGACGCAGTCCTGCAACGACCTCTGCGAGCACTTCTGCGTTCCCAAC
CCCGACCAGCCGGGCTCCTACTCGTGCATGTGCGAGACCGGCTACCGGCTGGCGG
CCGACCAACACCGGTGCGAGGACGTGGATGACTGCATACTGGAGCCCAGTCCGT
GTCCGCAGCGCTGTGTCAACACACAGGGTGGCTTCGAGTGCCACTGCTACCCTA
ACTACGACCTGGTGGACGGCGAG

Dizi 1.7. SSCP teknigi i¢cin amplifiye edilen TM altinc1 bolge

Yedinci bolge: 246 bg
F: 5 -GAGTGCCACTGCACCCTAA- 3’
R: 5’ -TAGCTGTGAGTGCCCTGAAG- 3’

AACACACAGGGTGGCTTCGAGTGCCACTGCTACCCTAACTACGACCTGGTGGA
CGGCGAGTGTGTGGAGCCCGTGGACCCGTGCTTCAGAGCCAACTGCGAGTACCA
GTGCCAGCCCCTGAACCAAACTAGCTACCTCTGCGTCTGCGCCGAGGGCTTCGCG
CCCATTCCCCACGAGCCGCACAGGTGCCAGATGTTTTGCAACCAGACTGCCTGTC
CAGCCGACTGCGACCCCAACACCCAGGCTAGCTGTGAGTGCCCTGAAGGCTAC
ATCCTGGACGACGGTTTCATCTGCACGGAC

Dizi 1.8. SSCP teknigi icin amplifiye edilen TM yedinci bolge
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Trombomodulin geninin taranmasi i¢in yapilan polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR) son
konsatrasyonu 10pmol/ul olacak sekilde seyreltilen primer ¢ifti kullanildi. PCR bilesenleri;
10X Taq tampon c¢ozeltisi (Bioron, Almanya ), 25mM MgCl, (Fermentas, ABD), son
konsantrasyon 2mM olacak sekilde ANTP [(dATP, dCTP, dGTP, dTTP)(Bioron, Almanya)],
son konsatrasyonu 10pmol/ul Forward ve Reverse primerler (Alpha, Kanada), Taq DNA
polimeraz (Fermentas, ABD) belirli oranlarda kullanilarak PCR sartlar1 saglanmis son hacim

50ul’e ddH,O ile tamamlanmistir.

Polimeraz zincir reaksionu sicaklik sartlari; 95°C’de 5 dakika, bunu takip eden 34 siklusta;
94°C’de 1 dakika, 58°C’de 1 dakika, 72°C’de 1 dakika, 72°C’de 7 dakika olarak PCR

cithazinda gerceklestirilmistir (Thermal Cycle, Biometra, Almanya).

3.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz (Bio Basic Inc, ABD); kullanilacag1 amaca uygun olarak belirli yiizdelerde hazirlanir.
Biz bu ¢alismamizda Trombomodulin geni promotor bolgesi icin PCR iirtinlerini %2 lik
agaroz jelde degerlendirdik. %2’lik agaroz jel i¢cin 3g TBE 1X ( Tris-HCI, Borik asit, EDTA)
soliisyonu ile 150ml’ ye tamamlandi. TBE 1X soliisyonu; TBE 5X soliisyonunun 1/5
oraninda ddH,O ile seyreltilmesiyle hazirlanir. TBE 5X soliisyonunun hazirlanis;; 54 g Tris
(Amresco, ABD), 27,5g Borik asit (AppliChem, Almanya), 20ml 0.5M pH:8 EDTA
(AppliChem, Almanya) ve deiyonize su (ddH,O) ile 1000mL’ye tamamlanarak hazirlanir.
Agaroz istenilen yiizdelerde hazirlandiktan sonra mikrodalga firinda (Beko, Tiirkiye)
kaynatilir. Uzerine Etidyum Bromid’in (Sigma, ABD) %5’lik stok soliisyonundan 8l ilave
edildikten sonra iyice karistirilir ve jel tabagina (Qwl Scientific, ABD) dokiiliir.

Jel dokiilmeden once jel tabagi uygun taraklar kullanilarak hazirlanir. Agarozun donmasi i¢in
yaklasik 45 dk beklenir. Agaroz donduktan sonra jel tabagiyla birlikte jel elektroforez tankina
(Biometra, Almanya) yerlestirilir. Elektroforez tanki TBE 1X soliisyonu ile jelin istiinii
kapatacak sekilde doldurulur. PCR iirtinlerinden 10ul alinarak temiz bir parafilm (Parafilm,

Chicago, ABD) iizerinde 5ul Brom-Fenol Mavisi (BBF, Merck, Almanya) ile karistirilir ve
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jellere yiiklenir. PCR iirlinlerinin degerlendirilebilmesi ve reaksiyonun istenilen uzunluktaki
dogru bolgeyi ¢ogalttigmi1 gorebilmek icin marker (©X174 DNA-Haelll BioLabs, ABD;
®X174 DNA-Hinfl BioLabs, ABD) PCR f{iriinleriyle birlikte jele 3ul kadar yiiklenir. 90-100
V akimda 30-40 dk kadar yiiriitiiliir (Biometra, ABD). Ultraviyole 1sikta (Spectroline, ABD)
incelenir. Image Analyser’da (Alpha Imager, ABD) fotograflanir.

3.2.4. SSCP Jeli icin Poliakrilamid Jel Hazirlams::

% 7’lik poliakrilamid jelin hazirlanmasi: Bu jelin hazirlanmasinda % 40°lik 49:1 oranindaki
akrilamid / bisakrilamid soliisyonu kullanilmistir. Bunun i¢in 196 g akrilamid (Merck,
Almanya) ve 4 gr N,N'-metilen-bis-akrilamid (Sigma, Almanya) 200 ml distile su ile 37°C’de

1sitilarak ¢ozdiiriiliir ve hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir (Sambrook 1989).

Jel yapimi i¢in kullanilan TBE 5X soliisyonu, 54 g Tris (Amresco, ABD), 27,5 g Borik asit
(AppliChem, Almanya), 20 ml 0,5 M pH8 EDTA (AppliChem, Almanya) distile su ile 1000
ml hacme tamamlanarak yapilmistir. Jelin polimerlesmesi i¢in kullanilan % 10’luk Amonyum
Persulfat; 0.3 g Amonyum Persulfat (AppliChem, Almanya) distile su ile 3 ml’lik hacme
tamamlanarak hazirlanmigtir.  Akrilamid monomerlerinin polimerlesme reaksiyonunu
katalizleyen TEMED (Tetra Etil Metilen deamin) (AppliChem, Almanya) ise hazir olarak

bulunur.

Elektroforez Aparatinin Hazirlanmasi: Camlar bol su ile iyice yikandiktan sonra deiyonize
suyla durulanir. % 70’lik alkolle temizlenir ve kurulanir. 1.5 mm’lik spacerlar yardimiyla
arada 1.5 mm bosluk birakilmasi saglanir ve klemplerle sabitlenir. Jel dokiildiikten sonra yine
1.5 mm’lik tarak oturtulur. Jelin polimerlesmesinden ve taraklarmn ¢ikarilmasindan sonra
camlar vertikal jel elektrofezine yerlestirilerek tizeri TBE 1X soliisyonuyla doldurulur. PCR
driinlerine spesifikligi arttirmak amaciyla belli bir oranda denatiire edici yiikleme boyasi
eklenmistir. Kullanilan ylikleme boyasi toplam hacminde % 95 formamid (Merck Almanya),
20mM EDTA, % 0,05 Xyelene Cyanol (Sigma Aldrich, ABD), % 0,05 Brom-fenol mavisi
(Sigma Aldrich, ABD) igermektedir. 40 pl PCR {iriinlerine 8 pl yiikleme boyasi eklenerek 99
°C‘de 8 dk denatiire edilir. 48 6rneklerden 10 pl kuyucuklara yiiklenerek 130 V’da baz cifti
uzunluklarmna gore 15-18 saat sureyle +4 °C’de akima tabi tutulur. Bantlar, giimiis boyama

teknigiyle boyanarak goriiniir hale getirilir.
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3.2.5. SSCP Jeli i¢cin Giimiis Boyama:

Glimiis boyama i¢in {i¢ farkli soliisyon kullanilmaktadir. Bunlardan birincisi % 1’°lik glimiis
nitrat ¢ozeltisidir. 5 g glimiis nitrat (AgNO3) (AppliChem, Almanya) tartilip distile su ile 500
ml’ye tamamlanir. Ikinci ¢dzelti % 15°lik sodyum hidroksit (NaOH) (Scharlau, ispanya)
cozeltisidir.150 g kat1 sodyum hidroksitin distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmasiyla
hazirlanir. Son soliisyon ise % 7,5’lik Sodyum bikarbonat soliisyonudur ve bu soliisyon %

7,5’lik sodyum bikarbonat (Na,CO3) distile su ile 1000 ml’ye tamamlanarak hazirlanir.

Elektroforez sonrasi jel, stok soliisyonundan distile su ile 9:1 oraninda seyreltilerek
hazirlanan % 0,1°lik giimiis nitrat soliisyonu ile 5 dk muamele edilir. Daha sonra % 1,5’lik
sodyum hidroksit soliisyonuna formaldehit eklenip glimiis soliisyonunu asamasimi takiben
jelle muamele edilir. Jel % 0,75’lik sodyum bikarbonat soliisyonu i¢inde birka¢ dakika
birakilarak boyama islemi sonlandirilir. Bdylelikle jeller goriiniir hale getirilerek bant

farklilig1 olan 6rnekler belirlenir.

3.2.6. PCR Uriinlerinin Temizlenmesi (Piirifikasyon):

Trombomodulin geni bolgelerinin SSCP yonteminde bant profillerinin olusturulmasini
takiben bu bant profillerinin hangi polimorfizme ait oldugunu saptamak icin DNA dizi
analizine tabi tutulmuslardir. Belirlenen 6rnekler DNA dizi analizi i¢cin hazirlanan primerler
ile amplifiye edildikten sonra primer, dNTP fazlaliklarinin uzaklastirilmasi amaciyla

purifikasyon islemi gerceklestirilmistir.

Maksimum 50uL PCR fiiriinii alinarak piirifikasyon islemi yapilmistir. Islem piirifikasyon
kitinin 96 kuyulu 06zel plakasinda yapilwr. Alinan PCR iiriinliniin 1.8 kati AgenCourt
temizleme soliisyonu eklenir ve karigmasi saglanir. Plaka 3 dk oda sicakliginda bekletildikten
sonra miknatis Ozelligindeki plaka tizerine yerlestirilir. 10 dk bekletilir. Soliisyon igindeki
miknatis 6zellikli manyetik toplarin PCR iiriinii ile birlikte plakaya yapistig1 ve kahverengi
halka olustugu gozlenir. Olusan kahverengi alan diginda kalan kistm mikropipet yardimai ile

uzaklastirilir. 200uL %70’1ik etanol eklenir, 30s sonra alkol almir. Bu islem 2 kere tekrar
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edilir. Oda sicakliginda manyetik plaka lizerinde alkoliin buharlagsmasi saglanir. Kuruma
saglandiktan sonra 40uL bidistile su ile sulandirilir. %2’lik jelde sonuglar incelenir. Bant

yogunluguna gore DNA dizi analizinde kullanilacak PCR iiriinii belirlenir.

3.2.7. DNA Dizi Analizi

Her bir bolge i¢in birbirinden farklar1 tespit edilen bant profilleri, niikleotit dizilerinin
belirlenmesi i¢in kapiller sistem otomatik sekans cihazi (CEQ800XL, Beckman Coulter,
ABD) kullanildi. DNA dizi analizi i¢in hazirlanan primerlerle yapilan PCR islemi sonrasi
purifikasyon islemine tabi tutulan 6rnekler DNA dizi analizine alindi. Bunun i¢in 0,2ml’lik,
96 tane kuyucuk iceren plakalar kullanilip her bir kuyucuga 12l premiks (2pul 10X reaksiyon
tamponu, 1pul ANTP karigimi, 2ul ddUTP, 2ul ddGTP, 2ul ddCTP, 2ul ddATP, 1ul polimeraz
enzimi), Sul temizlenmig PCR iiriinii, 20pmol primer konularak “cycle sequencing” islemi
gerceklestirildi. Bunun i¢in plaka, PCR cihazina (Biometra, Almanya) yerlestirilip 94°C’ de 5
dk ilk denatiirasyon, 30 siklus 96°C’de 20s denatiirasyon, 50°C’de 20s yapisma ve 60°C’ de 4

dk’lik uzama evresi gergeklestirildi.

“Cycle sequencing” sonlandiktan hemen sonra reaksiyonun durdurulmasi i¢in her bir
kuyucugun dibine 5ul durdurma soliisyonu (1,5 M C2H302Na, S0mM EDTA, 20 mg/ml’ lik
Glikojen) pipetlendi. Orneklerin {izerine 60ul %95’lik soguk etanol eklenerek +4°C’de
4000rpm’de 4 dk santrifiijlenerek (Hettich, Almanya) yikama islemi gerceklestirildi. Ustteki
kisim dokiilerek %70’lik alkolden 200ul eklenip, +4°C’de 4000rpm’de 2 dk santrifiijlenerek
istteki kisim dokiildii. Bu islem bir kez daha tekrarlandiktan sonra plak 300rpm’e ¢ikana
kadar ters olarak santrifiijlenip fazla etanol uzaklastirildi. Plate, liyofilizator cihazina (Christ,
Almanya) yerlestirilip ve yliksek vakum altinda 6rnekler kurutuldu. Kuruyan orneklerin
iizerine 25ul formamid iceren soliisyondan konularak DNA zincirlerinin birbirlerinden ayr1
tutulmas1 saglandi. Her bir kuyucuk mineral yag ile kapatildiktan sonra plate, DNA dizi
analizi cihazma yerlestirildi ve elde edilen sonuclar CEQ Sequencing Software programi

kullanilarak dalgalar halinde goriiniir hale getirildi.
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3.3. ARASTIRMA BULGULARI:

Calismamizda inme gegirmis olan pediatrik yas grubundan 190 bireyde olas1 trombomodulin
gen degisimleri taranmistir. 7rombomodulin genine ait bolgeler 6nce PCR teknigi ile

cogaltilmis, daha sonrada SSCP teknigi ile farkli bant profilleri gozlemlenmeye ¢aligilmistir.

3.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bulgular:

Promotor bolgesi (387 bg) 4. bolge (348 bg)

1. bolge (152 bg) 5. bolge (238 bg)

2. bolge (161 bg) 6. bolge (208 bg)

3.bolge (224 bg) 7. bolge (246 bg)

Sekil 2.1. Trombomodulin genine ait bolgelerin PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jeldeki
goruntusu
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3.3.2. Tek Iplik¢ikli Uygunluk Polimorfizmi (SSCP) Bulgulan:

1. bolge SSCP goriintiisii 2. bolge SSCP goriintiisii

. )

3. bolge SSCP goriintiisii 4. bolge SSCP goriintiisii

Sekil 2.2. Trombomodulin genine ait bolgelerin SSCP goriintiileri (1)
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5. bolge SSCP goriintiisii 6. bolge SSCP goriintiisii
7. bolge SSCP goriintiisii Promotor bdlgesi SSCP goriintiisii

Sekil 2.3. Trombomodulin genine ait bolgelerin SSCP goriintiileri (2)
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3. Bolgedeki 224 bg’lik bolgenin SSCP teknigi kullanilarak yapilan taramasi sonucunda farklh
bant profili tespit edilmistir. Bu profili veren 6rnek DNA dizi analizi yapilmistir. Yapilan
DNA dizi analizi sonuglari, TM geninde taranan bolgeye ait diziyle karsilastirilarak farklilik
olup olmadigma bakilmistir. Ayrica diger bolgelerden de SSCP analizi yapilan 6rneklerden

bazilar1t DNA dizi analizine tabi tutularak herhangi bir degisimin olmadig: teyit edilmistir.

3.3.3. DNA Dizi Analizi Bulgulan:

Hasta grubumuzun trombomodulin genine ait bolgeleri PCR yontemi ile ¢ogaltildiktan sonra
PCR iiriinleri, SSCP teknigine tabi tutulmus, sonrasinda da farkli bant profili veren 6rneklere

DNA dizi analizi teknigi uygulanmistir.

2 ac T QC Cc AT 37 CATTTCCT TGO OC CAC ST COEOCH BCE 3 C

ALY o

Promotor bolgesi DNA cizi analizi gorantisu 1. bolge DNA dizi analizi gorintisi
BRI B T =T N O S - R = R = =~ R~ R = = Coa - TR CAcC oo @c TEC 3
B19C-G
2. bolge DNA dizi analizi gbriintiisi 3. bolge DHA dizi analizi gorintiisi

Sekil 2.4. Trombomodulin genine ait bolgelerin DNA dizi analizi goriintiileri (1)
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CCoOoCcoOC oo OGT QG CoC GOT SAGC OCAT CG OC O AC OCA 3T G CT

WMWMW ) MVV\JM\AM

4, bolge DNA dizi analizi gdorantisid 5. bolge DHNA dizi analizi gdéruntisu
= 4 4 Ch o4 AT 4 & T o4 G1 oo Ca S 43 CCO Ca Co o 3G
6. bolge DMA dizi analizi goruntisi 7. bolge DNA dizi analizi goruntisid

Sekil 2.5. Trombomodulin genine ait bolgelerin DNA dizi analizi goriintiileri (2)
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4. TARTISMA VE SONUC

Koagiilasyon mekanizmasi; negatif ve pozitif geri besleme reaksiyonlari, multienzim
sistemleri, humoral ve hiicresel prokoagiilan ve antikoagiilanlar1 icinde barindiran kompleks
bir tepkime dizisidir. Koagiilasyon ile ilgili bilgilerin ge¢gmisi ¢ok eskilere dayandigi halde;
uygulama alanina giren ilk bilgiler {izerine dayanan ¢alismalar, farkli boyutlar1 ile giinlimiizde
de ¢ok yogun bir sekilde devam etmektedir. Koagiilasyon, kalp damar hastaliklarinin baslica
sorumlusu olarak kabul edilir. Hastaliklarin nedenlerinin ortaya konmasi acisindan son

yillarda yapilan genetik calismalarin sayis1 artmistir.

Trombin, koagiilasyon sisteminde koagiilan, prokoagiilan ve antikoagiilan 6zellikte en 6nemli
proteinlerden biridir. Trombin serin proteazlarm kimotripsin ailesinin tyesidir. TM,
trombinin fibrinojen ve trombosit baglayict bolgelerini maskeleyerek, trombinin bunlar
iizerine olan etkilerini bloke eder. Serbest trombin gii¢lii bir prokoagiilan enzimken, TM’e
baglandig1 zaman antikoagiilan ve antifibrinolitik 6zellik kazanmaktadir. Vaskiiler hasara
cevapta, koagiilasyon kaskadinda iiretilen serbest trombin piht1 olugsmasinin katalizler. Bu
arada olusan trombin / trombomodulin kompleksi koagiilasyon kaskadmi inhibe eder.
Trombin koagiilasyon kaskadmin sonunda oldugu i¢in feedback isleminde kritik role sahiptir
ayni zamanda hemostasisin meditorligiinii de yapmaktadir. Dolayisiyla trombinin aktivasyon
ve inhibisyonu tiim koagiilasyon sistemini etkileyecektir. Fibrinojen, trombinin substratidir ve
fibrin haline ¢evrildikten sonra da trombine bagli kalmayi siirdiirmektedir. TM gen ablasyonu
yapilan farelerdeki deneylerde, canli doganlarda kisa zamanda arter ve venlerde yaygm ve

spontan koagiilopati nedeniyle 6liim goriilmiistiir (Ermis et al. 2006).

Trombomodulin geninde bircok molekiiler genetik calisma yapilmis ve bazi niikleotid
degisimleri tanimlanmustir. Insan trombomodulin geninin promotor bdlgesindeki -33G/A
mutasyonu ilk kez Ireland tarafindan Asyalilarda, diisiik siklikta bulunmustur (Ireland et al.
1997). Ancak yapilan calismalara gore -33G/A promotor bolge mutasyonunun koroner

ateroskleroz i¢in biiyiik bir genetik risk faktorii icerdigi anlasilmistir (Li et al. 2000).
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1995 yilinda, 45 yasinda, pulmoner emboli teshisi konmus Ispanyol bir erkek hastanin
trombomodulin geninde g.1456G>T mutasyonu bulunmustur. Bu mutasyon Asp468Tyr
degisimini yapmaktadir (Ohlin and Marlar 1995).

TM diizeyleri ve serebrovaskiiler hastaliklar arasinda da iliski bulunmaktadir. Hemorajik
inme ile plazma TM seviyeleri arasinda negatif korelasyon oldugu bildirilmistir (Johansson et

al. 2002).

Genin lektin benzeri bdlgesindeki a.25A>T polimorfizminde MI riskinin 2 kat arttig1 ve bu
polimorfizmin diger ateroskleroz risk faktorleri ile pozitif etkilesim gosterdigi bildirilmistir.
EGF4 kismindaki Arg385Ser polimorfizmi, TM ekspresyonunun ve aktivitesinin belirgin
olarak azalmasma yol acar. MI ve vendz trombozla iliskisi agisindan yogun olarak arastirilan
bir diger polimorfizm ise EGF 6 kismindaki Ala455Val polimorfizmidir ve bununla ilgili
celiskili sonuglar bildirilmistir (Wu et al. 2003).

Insanlarda TM islevlerinin tamamen kaybmna yol acan ilk mutasyon, EGF 2’de bir stop
kodonu olusumuna yol agan 10 baz ¢iftlik bir delesyon (del791-801) olup bu mutasyonu
heterozigot olarak tasiyan bir hastada pulmoner emboli, serebral venéz tromboz ve inme

saptanmistir (Ermis et al. 2000).

Pediatrik inmeli 190 bireyin DNA 6rneklerinin kullanildig1 bu calismada; tek ekzon igeren
Trombomodulin geninin promotor bolgesi ve ilk 1524 baz ciftlik bdlge taranmistir.
Calismamiz sonunda daha oOnce herhangi bir calismada saptanmamis olan c¢.519C>G
degisimine rastlanmistir. Ancak bu degisim ilgili kodonun sifreledigi Prolin amino asitinde

herhangi bir degisiklik meydana getirmemistir.

Sonug olarak, trombomodulin geninin ¢ok 1yi korundugu ve pediatrik inmeli olgularda 6nem

tasimadigi ileri striilebilir. Trombomodulin genindeki olas1 bir defekt, ateroskleroz riskini
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artirmaktadir, cocukluk ¢agi inmelerinde ateroskleroz olgusu goériilmediginden dolay1 ¢alisma

grubumuzda mutasyona rastlanmamis olmasi1 normal karsilanabilir.

Ayrica tek ekzondan olusan trombomodulin geninin 387 bg¢’lik promotor bolgesi ve ilk 1524
b¢’lik bolgesi mevcut calisma siiremizde ancak taranabilmistir. Genin devaminin da
taranmas1 durumunda pediatrik inme ile iliskilendirilebilir mutasyonlara rastlamak miimkiin

olabilir.
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