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OZET

ANTIFOSFOLIPID  SENDROMUNDA  ADAMTS-13  GENININ
ANLATIMINDA VE PROTEINININ PLAZMADAKI MIKTARI iLE
AKTIVITESINDEKI FARKLILIKLARIN ARASTIRILMASI

ADAMTS-13 geni insanda 37 kb uzunlugundadir. 9. kromozomun q34 boélgesinde
yerlesik olup, 1427 amino asitten olusan proteini kodlamaktadir. von Willebrand Faktor
(VWF)’lin Tyr842-Met843 amino asitleri arasindaki peptit bagi, dolasimda ADAMTS-
13 tarafindan kesilir. Cok miktarda ve beklenmeyen biiyiiklikte vVWF varlig1r gibi
patofizyolojik durumlarda bu multimerler ile platelet etkilesimleri sonucunda pihti
olusumununun meydana geldigi diisliniilmektedir. Ailesel trombotik trombositopenik
purpura (TTP) hastalarinin genomik DNA o6rneklerinin incelenmesi ile ADAMTS-13
genindeki bazi mutasyonlarin enzimde islev bozukluguna yol actigi saptanmustir.
TTP’deki trombozlarin sekilleri ve yerleri benzer bir hastalik olan antifosfolipid
sendromu (AFS)’nda goriilenlere benzemektedir. Bu nedenle, bu ¢calismada ADAMTS-
13 enziminin TTP patogenezindeki roliinden yola ¢ikarak AFS gelisiminde ADAMTS-
13 genindeki mutasyonlarin katkisinin olup olmadiginin arasgtirilmasi, gen anlatim
diizeyinin ve enziminin miktar ve aktivitesindeki degisikliklerin mutasyonlar varliginda
degerlendirilmesi amaglandi.

Bu kapsamda, 70 Primer Antifosfolipid Sendromu (PAFS) hastas1 ve 70 saglikli kontrol
bireyinde ADAMTS-13 geninin, C365del, Q449stop kodonu, P475S mutasyonlari
restriksiyon enzim kesimi analizi (REKA) ile, C508Y mutasyonu ise DNA dizileme
yontemi ile analiz edildi. Hedef gen ADAMTS-13 ve referans gen HPRT-1’e ait
mRNA’lar ¢cDNA’ya cevirilip Q RT-PZR ile ¢ogaltilarak transkripsiyon asamasi,
enzimin plazmadaki aktivite ve miktar1 ise ELISA temelli bir yontem kullanilarak analiz
edildi.

Hasta ve kontrol grubundaki bireylerin higbirinde calisilan mutasyonlar saptanmadi.
ADAMTS-13 mRNA miktarinin hasta grubunda, kontrol grubundakinin yaris1 kadar
oldugu saptandi. ADAMTS-13 enzim aktivitesi agisindan kontrol ve hasta grubu
arasinda anlamli bir baglanti bulunmazken, enzim miktari agisindan olduk¢a anlamli bir
fark saptandi1 (p<0.0001). Hasta ve kontrol grubu bireylerinde enzim aktivitesi ile yas
arasinda anlamli bir fark olmadigi, fakat kontrol grubunda aktivite ile cinsiyet arasinda
anlamli bir fark oldugu tespit edildi (p=0.0038). Enzim miktar: ile aktivitesi arasinda
korelasyon olmadigi, ayni miktar enzime sahip bireylerde aktivitenin degiskenlik
gosterdigi belirlendi.

Sonu¢ olarak, PAFS ile ADAMTS-13 mutasyonlar1 arasinda baglanti bulunmada.
ADAMTS-13 mRNA miktarinin hasta grubunda kontrol grubuna gore yarisi kadar
olmasi ve plazmadaki miktarinin % 40 az olusu, ADAMTS-13 geninin transkripsiyon
asamasinda negatif diizenlendigi ya da promotor bolgede mutasyon/lar oldugunu veya
epigenetik bir etki varligin1 disiindiirmektedir. Bundan baska, cinsiyetin enzim
aktivitesi i¢in 6nemli bir kriter oldugu da dngoriilmektedir.



SUMMARY

THE INVESTIGATIONS ON THE DIFFERENCES OF ADAMTS-13
GENE EXPRESSION AND ITS PROTEIN PLASMA LEVEL AND THE
ACTIVITY IN ANTIPHOSPHOLIPID SYNDROME

ADAMTS 13 gene encodes an enzyme consisting of 1427 amino acids in human. It is
37 kb long and locates on the g34 site of the 9" chromosome. The peptide bond
between Tyr842-Met843 of von Willebrand factor (vWF) is physiologically cleaved by
ADAMT-13 in the circulation. Under pathophysiological conditions, such as in the
presence of excess amounts of unusually large VWF molecules, interaction between
these multimers and platelets is thought to be caused microthrombi formation in the
circulation. Analysis of the genomic DNA of patients with familial Thrombotic
Thrombocytopenic Purpura (TTP) showed that some mutations on ADAMTS-13 gene
are to lead to functional defects for the enzyme. The form of thrombus and their
localizations in TTP patients are similar with those in antiphospholipid syndrome (APS)
as a disease like TTP. For this reason, in this study was aimed to investigate whether
mutations on ADAMTS-13 gene are related or not with APS and to evaluate gene
expression levels and amount and activity of ADAMTS-13 in the presence of mutations.

In this context, C365del, Q449stop codon, P475S mutations of ADAMTS-13 gene were
analyzed by resrtriction enzyme digestion technique and C508Y mutation was analyzed
by DNA sequencing in 70 PAPS patients and 70 healthy control subjects. mMRNA
transcripts of ADAMTS-13 and reference gene HPRT-1 were directed to cDNA and
amplified. Transcription step was analyzed by Q RT-PCR. The activity and the amount
of enzyme were analyzed by an ELISA base technique.

Mutations tested in this study were not found in both patient and healthy control group.
In the patient group, amount of ADAMTS-13 mRNA was found to be half of the
amount of the healthy control group. In terms of ADAMTS-13 enzyme activity,
although a significant association was not detected between the patient and the control
group, a very significant association was detected for the amount of enzyme
(p<0.0001). In the control group, activity of ADAMTS-13 enzyme was found related
with gender (p=0.0038) but not related with age. There was no correlation between the
amount of enzyme and activity which was detected variable in subjects that had the
same amount of enzyme .

As a result, no association was detected between PAPS and ADAMTS-13 mutations.
Existence of half mMRNA amount of ADAMTS-13 resulted in to 40 % less amount of
ADAMTS-13 in the patients. This data is thought to be that ADAMTS-13 gene is
negative regulated on transcription step or mutation/s may present in the promotor
region or there may be an epigenetic effect. Furthermore, gender was found to be an
important criteria for the enzyme activity.



1. GIRIS

Antifosfolipid sendromu (AFS), arteriyel ve vendz tromboz egilimi, tekrarlayan
diistikler ve antifosfolipid antikorlarimin (AFA) varligi ile karakterize olup, edinsel
trombofili nedenleri arasinda ilk sirada yer almaktadir. Sendromun patogenezi tam
olarak aydinlatilamamakla birlikte, klinik tablodan negatif yiikli fosfolipidler ve
fosfolipid-protein komplekslerine karsi olusmus olan antifosfolipid antikorlarinin
(Lupus antikoagiilani-LA ve antikardiyolipin antikorlari-AKA) sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir. Trombotik komplikasyonlar hastalarin morbidite ve mortalitesini
etkileyen en onemli faktordiir. Trombotik olaylar erken yasta gelisir, hem arteriyel hem
de venoz sistemde olabilir ve tekrarlama riski yliksektir. von Willebrand Faktor (VWF),
faktor VIII’in tastyici proteini olup, vaskiiler endotel hiicrelerinden biiyiikk multimerler
halinde plazmaya salinir (Goodnight, 1994). ADAMTS-13 bir metalloproteazdir ve
bilinen tek substratt vVWF’diir. Plazmaya salinan vWF multimerlerinin 842. amino asiti
Tirozin ile 843. amino asiti Metiyonin arasindaki peptid bag ADAMTS-13 ile kesilir
(Wilson ve dig.,1999; Meroni ve dig.,1994; Miyakis ve dig., 2006). AFS ile benzer
otoimmiin bir hastalik olan Trombotik trombositopenik purpura (TTP)’da plazmada
ADAMTS-13 aktivite eksikligi saptanmistir (Cal ve dig., 2002; Zheng ve dig., 2001;
Tao ve dig., 2005; Majerus ve dig., 2005). R268P, C365del, Q449stop, P475S, C508Y
mutasyonlart (Levine ve dig.,2002), inhibitor otoantikorlar (Knitter ve Gorelick, 1994;
Greaves, 1999a; Hanly, 2003; Harris, 1990; Greaves ve dig., 2000; Greaves, 1999b;
Petri, 2000) veya diger etiyolojiler bu hastalikta ADAMTS-13 enziminde islevsel
bozukluga neden olmaktadir. Bunun sonucunda plazmada beklenmeyen biiyiikliikte
vWF multimer varligi goriiliir (Hanley, 2003). Bu tez projesinde ADAMTS-13
enziminin, TTP patogenezindeki roliinden yola g¢ikilarak AFS’de de tromboz
gelisimindeki etkisinin aragtirilmasi planlanmstir.

Bu ¢alisgmada AFS’li hastalarda ADAMTS-13 geninin mutasyonlari, anlatimi, enzimin
plazmadaki miktar ve aktivitesi ile tromboz gelisimi arasindaki iliski arastirildi. Tan1
oncesinde Antikardiolipin antikorlar1 ELISA ydntemiyle, lupus antikoagiilani ise aktive
parsiyel tromboplastin zamani ve kaolin pihtilasma zamani kullanilarak ¢alisilmis idi.
Calismada hasta ve kontrol grubu 3 béliimde incelendi. Birinci grupta arteriyel ve vendz

tromboz gecirmis AFS hastalar1 (n=37), ikinci grupta antifosfolipid antikorlar1 pozitif



olan ancak trombotik atagi olmayan hastalar (n=33), ii¢lincii grupta trombozsuz normal
bireyler (n=70) yer aldi. Hasta ve kontrol grubundan DNA, RNA ve plazma 6rnekleri
toplandi. ADAMTS-13 aktivitesi ~ ve miktar1 ELISA temelli bir yontem ile,
transkripsiyon analizi Q-RT PCR yontemiyle gerceklestirildi. Mutasyon analizleri igin
konvansiyonel PZR ve DNA dizileme metodlar1 kullanildi. Sonugta hem antifosfolipid
antikorlarmin alt gruplar1 ve miktarlariyla; hem de klinik bulgularla (diisiik, arteriyel
tromboz, vendz tromboz) ADAMTS-13 mutasyonlar1 ve genin anlatimi arasindaki iligki
incelendi. Calisma, Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Hematoloji BD,
Molekiiler Hematoloji ve Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii

laboratuarlarinda gerceklestirildi.



2. GENEL KISIMLAR

Wasserman (1906) konjenital sifilizli fetiislerin karaciger ekstrelerini kullanarak bir
sifiliz tarama testi gelistirdi (Wasserman reaksiyonu) (Landsteiner ve dig., 1907). Mary
Pangborn (1941) bu testin antijenik unsurunun bir fosfolipid (kardiyolipin) oldugunu
gosterdi. Spesifik sifiliz testleri yayginlastikca, bazi1 kisilerde yalanc1 pozitif
sonuglandig1 dikkati c¢ekti (Pangborn, 1942). 1952°de sifiliz testi yalanci pozitif olan
Sistemik Lupus Eritematozus (SLE)’lu iki hastanin plazmalarinda in vitro olarak
pihtilagsma testlerini uzatan bir madde oldugu bulundu (Moore ve dig., 1952). Donald
Feinstein ve Samuel Rappaport (1972) bu maddeye ‘lupus antikoagiilani’ (LA) adini
verdi. Bowie ve dig. (1963) LA ile tromboz arasinda iliski oldugunu ileri siirdiiler.
Firkin ve dig. (1980) LA ile tekrarlayan diisiikler arasinda iligki oldugunu bildirdi.
Ingiliz romatolog Graham Hughes ve dig. (1983) lupus antikoagiilaninin tekrarlayan
diisiikler, tromboz ve serebral hastaliklar ile iliskisi oldugunu bildirdiler (Boey ve dig.,
1983). Aynm1 yil, Harris ve dig. solid faz radyoimmiino 6l¢iim (RIA) yontemi ile
antikardiolipin  antikorlarin1  tanimladilar, ardindan Hughes ve dig. (1986)
‘Antifosfolipid (Antikardiyolipin) Sendromu (AFS) tanimini ortaya attilar. Harris ve
dig. (1987) tarafindan ELISA yontemiyle AKA testi gelistirildi. SLE veya benzeri
hastaliklara eslik etmeyen olgular ‘primer AFS’ olarak tanimlandi (Asherhon, 1988).
Birbirinden bagimsiz olarak iki grup; McNeil ve dig. (1990), Galli ve dig. (1990)
antifosfolipid antikorlarimi saf olarak elde ettiler ve bunlarin dogrudan kardiyolipine
baglanmadigini gosterdiler. Daha sonra, AKA’nin kardiolipine baglanabilmesi i¢in -2
glikoprotein-1 (B-2 GPI) adli bir kofaktorle baglanmasi gerektigi iki farkli grup
tarafindan gosterildi (Oosting ve dig., 1992; Roubey ve dig., 1992). Baz1 vakalarda ise
lupus antikoagiilan1 etkisi yaratan antikorlarin kofaktor olarak protrombini kullandig:
saptandi (Bevers ve dig., 1991). Asherson (1992) antifosfolipid sendromununun
Oliimciil bir tipini tanimladi.

1998°de Japonya’nin Sapporo kentinde toplanan ‘8. Uluslararasi Antifosfolipid
Antikorlar1 Sempozyumu’nda AFS smiflama kriterleri degistirildi (Wilson ve dig.,
1999). Bu kriterler Tablo 2.1.”de verildi.



Tablo 2.1. 1998’de belirlenen Sapporo Kriterleri

Klinik Kriterler+
1. Tromboz: Herhangi bir doku veya organda arteriyel, vendz veya kiiciik damar
trombozuna yol agan bir veya daha fazla klinik atak olmasi,
2. Gebelik morbiditesi:
a. 10. gestasyon haftas1 ve daha ileri donemde, morfolojik olarak normal oldugu ultrason veya dogrudan
muayene ile gosterilmis bir veya daha fazla sayida fetiis kayb,
b. Agir preeklampsi, eklampsi veya plasental yetersizlik nedeniyle 34. gestasyon haftasi veya daha ileri
donemde, morfolojik anomalisi olmayan, bir veya daha fazla prematiire dogum olmasi,
c. 10. gestasyon haftasindan once agiklanmayan ii¢ veya daha fazla sayida spontan diisiiklerin olmast

(kromozom anomalisi, annede hormonal veya anatomik bir patoloji saptanmamali)

Laboratuar Kriterleri
1. Orta veya yiiksek titrede antikardiolipin IgG veya IgM antikorlarinin pozitifligi** Testlerin 2
GPI’e bagimli standart ELISA yontemiyle arastirilmasi gereklidir.
2. Lupus antikoagiilam pozitifligi** . Uluslararasi Tromboz ve Hemostaz Toplulugu

(ISTH) kriterlerine gore:
a) Fosfolipide bagimli pihtilagma testlerinin (Tarama testleri: aktive parsiyel tromboplastin zamani,
kaolin pihtilasma zamani, sulandirilmis Russell’s viper venom zamani, sulandirilmis protrombin
zamani, textarin zamani) uzamis olmasi
b) Tarama testinin, trombositten fakir normal plazma ile karigim yapildiginda diizelmemesi,
c) Tarama testinin fosfolipid ekleme testi ile kisalmasi veya normallesmesi,

d) Baska koagiilopatilerin (Ornegin FVIII inhibitorii veya heparin kullanimi) dislanmasi gereklidir.

*Tani i¢in en az bir klinik ve bir laboratuar kriter olmalidir, **En az 6 hafta arayla, 2 veya daha fazla 6l¢iimde pozitif bulunmalar

gereklidir.

2006 yilinda 11. Uluslararas1 Antifosfolipid Sempozyumunda AFS kriterleri yeniden
tanimlandi1. Buna gore, klinik kriterler ayn1 kalirken, laboratuar kriterleri degisti. Anti-
beta 2- glikoprotein-I, immiinglobulin G ve M proteinleri laboratuar kriterlerine eklendi.
Antifosfolipid antikorlarinin 12 hafta arayla en az iki kez pozitif olmasi ve 40 {initenin

tizerindeki degerlerin pozitif kabul edilmesi gerektigi belirtildi.

2.1. AFS’DE TROMBOZ

AFS’de mortaliteyi ve morbiditeyi etkileyen en o©nemli faktér trombo-embolik

komplikasyonlardir. Trombozlar hem arteriyel, hem de vendz sistemi tutabilmekte ve



her doku ve organda olabilmektedir (Meroni ve dig., 1994). Trombozlarin tekrarlama
egiliminde olmas1 ve genellikle birbirini izleyen trombotik komplikasyonlarin ayni
sistemi tutma riskinin yiiksek olmasi (6rnegin daha once arteriyel trombozu olan
olguda, niikste yine arteriyel tromboz goriilmesi) dikkat ¢ekicidir (Barbui ve dig, 1994).
Yaklasik 2/3’linde vendz tromboembolizm, 1/3’linde arteriyel tromboz goriilmektedir.
Venoz trombozda ilk sirada derin ven trombozu ve pulmoner embolizm, arteriyel
trombozda ise ilk sirada iskemik serebral atak yer alir. Bunu miyokard infarktiisii ve
parmak trombozlari izler (Barbui ve dig, 1994). AFS’de alisilmadik bolgelerde tromboz
(ist ekstremite venlerinde, batin i¢i venlerde, kafa i¢i venlerde tromboz) siktir
(Feinstein ve Rapaport, 1972; Harris, 1990; Meroni ve dig., 1994, Greaves, 1999a;
Greaves ve dig., 2000; Levine ve dig., 2002; Hanly, 2003). Bu nedenlerle, tromboza
bagl ¢ok cesitli klinik tablolar ortaya ¢ikabilmektedir (Tablo 2.2.).

Tablo 2.2. AFS’de Klinik Tablolar

Sistem Semptom ve Klinik Bulgular

Arteriyel sistem Kiigiik, orta, biiylik boyutlu arterlerde trombozlar goriilebilir

Venoz sistem Kiigiik, orta, biiyiik boyutlu venlerde trombozlar goriilebili

Kardiovaskiiler Akut miyokard infarktiisii (AMI), angina pektoris, kalp kapak anomalileri, kalp

kapaklarinda vejetasyonlar, bakteri kdkenli olmayan trombotik (Libman Sacks)
endokarditi, ateroskleroz, periferik damar hastali§i, miyokardit, aralikli

topallama

Pulmoner Pulmoner emboli, pulmoner hipertansiyon, pulmoner alveoler kanama, sikintili

solunum sendromu, fibrozan alveolit

Hematoloji Trombositopeni, otoimmiin hemolitik anemi, trombotik trombositopenik

purpura, hemolitik iremik sendrom

Norolojik Gegici iskemik atak, serebrovaskiiler olay (SVA), kore, konviilziyon, vaskiiler
bunama, transvers miyelit basta olmak ilizere spinal sendromlar, ensefalopati,
migren, Sneddon sendromu, pseudo-timér serebri, serebral vendz tromboz,

sinir giligstizliigii, gegici ani gérme kayb1

Oftalmolojik Retinal arter trombozu, retinal ven trombozu

Obstetrik Gebelik kaybi, uterus ici bilylime-gelisme geriligi, HELLP (hemolyse elevated
liver enzymes low platellets) sendromu, amniyon sivi azalmasi, preeklampsi
(gebelikte yiiksek tansiyon ve 6dem), eklampsi, utero-plasental yetersizlik,

infertilite

Gastrointestinal Budd-Chiari sendromu, hepatik nekroz, intestinal nekroz, iskemik kolit,




pankreatit, intestinal veno-okliizif hastalik, hepatik veno-okluzif hastalik

Endokrin Adrenal yetersizligi, testis infarktiisli, prostat infarktiisii, hipofiz nekrozu ve
yetersizligi
Dermatolojik Reynaud fenomeni, livedo retikiilaris, ylizeyel tromboflebit, tirnak alt1

kanamalar, bacak ilserleri, ciltalti nodiiller, mavi parmak sendromu, cilt

nekrozlari

Diger Psikoz, biligsel bozukluklar, kemik nekrozlari, avaskiiler nekroz

AFS’de tromboz tedavisi tam olarak netlesmemistir. AFS’de tromboz ve diger klinik
bulgularin mekanizmalarinin ortaya konmasi tedavi siirecini de belirleyecektir. Su
andaki yaklasim her hastaya gore diger risk faktorlerini degerlendirerek buna uygun
tedavi verilmesi yoniindedir (Harris, 1990; Meroni, 1994; Greaves, 1999a; Greaves,
1999b; Greaves ve dig., 2000; Levine ve dig., 2002; Hanly, 2003). Tedavinin siiresi
konusunda farkli goriisler bulunmaktadir. Risk faktorii olmayan hastalarda 6 ay oral
antikoagiilan tedavi dnerilmektedir. Tekrarlayan tromboz gelisen olgularda, tedavi omiir
boyu siirdiiriilmelidir. Oral antikoagiilan altinda tromboz gelisen olgulara aspirin
eklenmesi Onerilir. AFS’de antifosfolipid antikoru (AFA) siirekli pozitif oldugu halde
trombotik ataklarin diizensiz olusu, bazi hastalarda tromboz olmadan tekrarlayan
diisiikler veya trombositopeni ile seyretmesi, bazilarinda agir arteriyel veya vendz
tromboz ataklar1 olmasi, bazilarinda ise antikor pozitifligi yillarca devam ettigi halde
hicbir klinik bulgunun olmamasi, tromboz gelisimini etkileyen baska faktorlerin de

oldugunu diisiindiirmektedir.

2.2. AFS’DE OTOANTIKORLA ILISKiLI TROMBOZ MEKANIiZMALARI

Antifosfolipid sendromunda yaygin olarak kabul edilen goriis otoantikorlarin pihtilagsma
bozuklugunu dogrudan tetikledigidir (Chu ve dig., 1988; Exner ve Kouts, 1988;
Kapiotics ve dig.,1991; Gingsburg ve dig., 1992; Santoro, 1994; Simioni ve dig. 1996;
Nojima ve dig., 1997, Male ve dig., 2001; Pierangeli ve dig., 2001). AFS’de klinik
bulgularin ¢esitliligi birden fazla patofizyolojik siirecin rol aldigimi diisiindiirmektedir.
Ornegin hastalarin bir kisminda vendz tromboza neden olurken, digerlerinde arteriyel

tromboza neden olmaktadir. Cok ¢esitli prokoagiilan mekanizmalardan en 6nemlileri



Tablo 2.3.’de gdsterilmistir. Otoantikorlar ilk olarak hiicre membranindaki hemostatik
mekanizmalar1 bozarlar (Chu ve dig., 1988; Exner ve Kouts, 1988; Gingsburg ve dig.,
1992; Santoro, 1994; Simioni ve dig. 1996). Prokoagiilan ve antikoagiilan reaksiyonlari
olusturan enzimler, kofaktorleri ve bunlarin substratlari, spesifik fosfolipid membran
tizerinde denge halindedirler. Otoantikorlar membran proteinlerine baglanarak, bu
reaksiyonlarin kinetiklerini belirgin olarak degistirirler. Bu etkilerini proteinlerin
membrandan ayrilmalarini yavaglatarak, proteinlerin etkilesimlerini bloke ederek veya
diger proteinlerin fosfolipid membrana erisimini engelleyerek gerceklestirirler.
Otoantikorlar belirli hiicreleri uyararak c¢esitli molekiillerin anlatim ve salgilanmasini
degistirir (Chu ve dig., 1988; Exner ve Kouts, 1988; Kapiotics ve dig.,1991; Gingsburg
ve dig., 1992; Santoro, 1994; Simioni ve dig. 1996; Nojima ve dig., 1997, Male ve dig.,
2001; Pierangeli ve dig., 2001; Zhang ve dig., 2007).

Tablo 2.3. AFS’de otoantikorla iligkili tromboz mekanizmalar1

Antikoagiilan reaksiyonlarin inhibisyonu

Protein C yolunun inhibisyonu
Protein C aktivasyonunun inhibisyonu
Aktif protein C’nin inhibisyonu
Antitrombin aktivitesinin inhibisyonu
Anneksin 5’in yer degistirmesi

B2GPI antikoagiilan aktivitesinin inhibisyonu
Hiicre aracili olaylar
Monositlerde doku faktori anlatimi

Endoteliyal hiicrelerde prokoagiilan aktivitenin artmasi

Doku faktoriiniin anlatimi

Adhezyon molekiillerinin anlatimi

Eikozanoidler (prostoglandin, tromboksan, 16kotrien hormonlari)’deki bozulma
Endoteliyal hiicrelerde prostosiklin iiretiminin azalmasi

Trombositlerdeki tromboksan A2 iiretiminin artmasi

Trombositlerde aktivasyon/ agregasyon artisi




2.3. ADAMTS-13

ADAMTS-13 ya da diger adi ile “von Willebrand Faktdr parcalayici enzim” bir
proteazdir. ADAMTS kisaltmasi “A disintegrin like and metalloprotease with
thrombospondin type 17 ‘den tiiretilmistir. ADAMTS’lar metallopeptidazlarin M12B
adamalisin alt ailesinin bir kolunu olusturular. ADAMTS’lar biiyiime faktorii ve
adhezyon reseptorlerini de igeren hiicre ylizey molekiillerinin aktivasyonunda rol alan
ADAM (“A disintegrin and metalloproteinase™) proteinleri ile yakin ikiskilidir. ADAM
proteinleri bir Pro- domen, metalloproteaz, disintegrin benzeri, sisteince zengin,
epidermal biiylime faktorii (EGF) benzeri, transmembran ve sitoplazmik domenlerden
olusur. ADAM ailesi iiyesi proteinler simdiye kadar cesitli memeli dokularinda,
Xenopus laevis, Drosophila melanogaster ve Caenorhabditis elegans’in da dahil
olduklar1 farkli Okaryotik organizmalarda saptanmistir (Cal ve dig., 2002). Fakat
bitkilerde ve bakterilerde saptanmamistir. ADAMTS-13, C- ug¢ bolgesinde birkag
trombospondin benzeri tekrar iceren ADAM proteinlerine benzer fakat transmembran
domeni bulunmaz. ADAMTS proteinlerinden tanimlanan ilkine ADAMTS-1 ismi
verilmigtir. ADAMTS {yelerinin metalloproteinaz  domenleri, yilan venom
metalloproteinazlarina (reprolisin) ¢ok benzemektedir. Yilan venom distegrinlerinde,
arginin-glisin-aspartik asit (RGD) integrin tanimlama bdlgesi bulunmaktadir fakat
hicbir ADAMTS f{iyesi, disintegrin domeninde RGD dizisi i¢cermez. Bu nedenle
ADAMTS’larin integrinler ile iliskili olduguna dair kanit yoktur. Tim ADAMTS’lar
once inaktif pro enzim halinde sentezlenir. Her birinde bir sinyal peptid, bir prodomen
ve bir metalloproteinaz katalitik domen bulunur. ADAMTSlar dizi benzerligi ve hedef
substratlar goz Oniine alindiginda, filogenetik analiz sonucu 7 gruba ayirilabilir (Sekil
2.1.). ADAMTS-13, 2 adet tamamlayict CUB [Clr/Cls (serin proteazlar), Uegf
(denizkestanesinde epidermal biiyiime faktorii), Bmpl(kemik morfogenetik protein 1)
tamamlayicilarindan olusan protein motifi] domenine sahip olmasi ile digerlerinden
ayrilir (Zhang ve dig., 2007; Tao ve dig., 2005; Zheng ve dig., 2003; Tsai, 1996; Dong,
2007). CUB domenleri enzimin salmimi siirecinde kritik role sahiptir. CUB
domenindeki mutasyonlar, enzimin hiicre disinda saklanmasi sirasindaki yikim oranini

etkilemektedir.



1. ADAMTS- 1,4,5,8,15

2. ADAMTS- 23,14

3. ADAMTS- 9,20

4. ADAMTS-7,12,6,10

5. ADAMTS- 16

6. ADAMTS- 17,19

7. ADAMTS-13
CE02110

4,—‘ CEOT514

CEI622
CE1TE&4

Sekil 2.1. ADAMTS ailesinin filogenetik agac1. (Cal ve dig., 2002). insan, Caenorhabditis elegans ve
Drosophila melanogaster ADAMTS proteinlerinin metalloproteaz domenlerindeki amino asit dizilerinin siralanisi, biyopolimer yap1
analizi i¢in gelistirilmis Gene-Bee yazilimi ile gergeklestirilmistir (www.genebee.m-su.su). CE02110, CE07514, CE05729 ve
CE17641 C. elegans genomundaki ADAMTS’lara giris igin erisim numaralaridir. CG2622, CG4096 ve CG6107 ise D.
melanogaster igin gegerlidir.

Ondokuz iiyeli ADAMTS enzim ailesinin liyesi olan ADAMTS-13, amino ugtan

karboksi uca dogru : metalloproteaz, disintegrin, trombospondin-1 benzeri, sisteince
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zengin, ayrag, 7 adet ek trombospondin-1 benzeri bolge (Sekil 2.2.) ve 2 adet es
olmayan CUB bélgesinden olusur (Zheng, 2001; Tao, 2005).

ADAMTS-13 Zn**/Ca™ bagimli, in vivo yart omrii 2-3 giin olan kararli bir
metalloproteazdir (Tao, 2005; Furlan ve dig.,1999) (Sekil 2.3.). Bilinen tek substrati
faktor VIII’in tasiyicit proteini olan ve vaskiiler endotel hiicrelerinin Weibel-Palade
cisimciklerinden, trombositlerin a graniillerinden biiylik multimerler halinde plazmaya

salinan von Willebrand Faktor (vVWF)’diir (Majerus ve dig., 2005; Tao ve dig., 2005).

¢ IEEENOEY 12906606

Sekil 2.2. ADAMTS-13 proteini. (Zheng ve dlg, 2001). Metalloproteaz domen, yilan zehiri metalloproteazlari
ve ADAM ailesi iiyelerinin paylastig: katalitik bolgede HEXGHXXGXXHD ile miikemmel eslesen korunmus diziyi icermektedir.
Northern blot analizleri sonucu ADAMTS-13 mRNA’s1 yaklasik 4.7 kb uzunlugunda karacigerde, 2.3 kb uzunlugunda gobek
kordonunda saptanmustir. Bu veriler ADAMTS-13 anlatiminin primer olarak karacigerden tiirevlendigini diigiindiirmektedir. Farkls
dokularda da degisik miktarlarda saptanmistir. ADAMTS-13’iin glikozillenmemis kiitlesinin yaklasik 150 kDa oldugu tahmin
edilmektedir [53]. Akciger ve kalp gibi vaskiiler dokularda transkript bulunmamasi ADAMTS-13 anlatimi igin vaskiiler endotelin,
primer bolge olmayabilecegini diigiindiirmektedir.
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Sekil 2.3. Plazmada vWF. (Sadler, 2005). vWEF endotel hiicrelerinden multimerler halinde plazmaya salinir (A,B),
veya endotel hiicre yiizeyine yapisir (C). vWF ayn1 zamanda vaskiiler bir hasar durumunda a¢18a ¢ikan bag dokuya da baglanir (D).
Daha 6nceden birbirine yapismus plateletlere yeni plateletler eklenisini saglayabilir (E). vVWEiin altbiriminin A2 domenindeki
Tirozin-Metiyonin arasindaki peptit bagin kesimi, vWF’iin kan sivis1 i¢inde bulundugu durumda (A) yavastir. Plateletlerin vWE’e
baglandigi durumda (B) veya yiizeylerde bulundugu durumlarda bu reaksiyon hizli gergeklesir.

Plazmaya salinim, P selektin ile birlikte olmaktadir ve bunu saglayanlar ise Siga toksin,
TNF-alfa, histamin, interlokin 6 ve interlokin 8’dir (Zhang ve dig., 2007). vWF disiilfid
baglar ile baglanmis dimerlerden olusan biiyiik bir polimerdir. provWF dimerlerini
olusturmak amaci ile vVWF peptitleri endoplazmik retikulumda karboksil ugtan birbirine
baglanir. Dimerler, golgi kompleksine ve depo graniillere gecerler. Burada 6n dizi
parcalanir ve disiilfid baglari amino uctan ortaya ¢ikar. vWF dolasimda agirligi 500 ile
20.000 kDa arasinda degisen, es alt birimlerden olusmus bir multimer halinde bulunur.
Bu ¢ok biiyiik olan vWF’lin, monomerik alt iinitelerinin A2 domenindeki 842. amino
asiti Tirozin ve 843. amino asiti Metiyonin arasindaki peptid bagin ADAMTS-13
enzimi ile kesilmesi ile (Sekil 2.4.) daha kii¢iik multimerleri olusur (Tsai, 1996; Zheng
ve dig., 2003; Tao ve dig., 2005; Dong, 2007; Zhang ve dig., 2007).
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Sekil 2.4. Plazmada vWF’iin kesildigi ve kesilmedigi durumlar.(Moake, 2004). Normal bir durumda
842 ve 843. amino asitler arasindan kesimi (A), kesim yeri Al ve A3 domenleri arasinda gergeklesir (B), TTP hastaliginda goriilen
kesilmemis ¢ok bilyiik vVWF multimerleri (C).

ADAMTS-13, proteoliz ve glikolizasyondan olusan posttranslasyonel kontrol
islemlerine ugrar. ADAMTS-13 zimojen olarak sentezlenmekte ve inaktif propeptidin
parcalanmasi ile aktif hale gelmektedir (Gerritsen ve dig., 2001). ADAMTS-13’{in
aktivitesi Zn'> ve Ca™ diizeylerine baghdir. Enzim pH 7-11 araliginda aktif olup
optimum aktiviteyi pH 6-8 araliginda gostermektedir. Bircok metal baglayicilara
direncli olmasi, plazmadaki uzun yar1 6mriinii aciklamaktadir (Tsai, 1996; Romero ve
dig, 1997; Gerritsen ve dig., 2001; Zheng ve dig., 2001, Dong, 2007). Etilendiamintetra
asetikasit (EDTA), etilenbistetraasetikasit (EGTA) ve 1,10 fenantrolin igeren divalent
ajanlar ile inhibe edilir (Tsai, 1996; Furlan ve dig., 1998). ADAMTS-13"lin islevsel
bozuklugu, genetik mutasyonlar (Kokame ve dig., 2001; Antoine ve dig., 2003; Assink
ve dig., 2003; Savasan ve dig., 2003; Schneppenheim ve dig., 2003; Matsumoto ve dig.,
2004; Donadelli ve dig., 2006), inhibitor otoantikorlar veya diger etiyolojiler, plazmada
beklenmeyen biiyliklilkte vVWF multimer varligina neden olurlar (Scheiflinger ve dig.,

2003; Shelat ve dig., 2006) . Bu multimerlere kolayca baglanan trombositler, kiigiik
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damarlarda trombiislerin olusmasina yol agar. Trombotik trombositopenik purpura
(TTP) hastaliginda plazmada ADAMTS-13 eksikligi s6z konusudur (Antoine ve dig.,
2003; Savasan ve dig., 2003; Scheiflinger ve dig., 2003; Schneppenheim ve dig., 2003).
Mortalitesi ¢ok yiiksek olan bu hastalikta, plazmada biiylik vVWF multimerleri artmistir.
Mikrodolasimdaki trombiisler nedeniyle buradan gecen eritrositlerin pargalanmasi
sonucu mikroanjiopatik hemolitik anemi gelisir. Cocukluk cagi olgularinda ADAMTS-
13 mutasyonlar1 tanimlanmis olup, bu mutasyonlarin dogustan gelen TTP’ye neden
oldugu saptanmistir (Furlan ve dig., 1998; Levy ve dig., 2001; Antoine ve dig., 2003;
Savasan ve dig., 2003; Schneppenheim ve dig., 2003; Furlan ve dig., 2004; Sadler,
2005). Konjenital TTP (Upshaw-Schulman sendromu) hastalarinda mutasyonlar
sonucunda olusan ADAMTS-13 aktivite eksikligi (<%5-10) goriilmektedir (Levy ve
dig., 2001). Idiyopatik TTP’de de aktivite eksikligi séz konusudur fakat nedeni,
mutasyonlardan ¢ok ADAMTS-13 aktivitesine karst gelisen otoantikorlardir. Gebelik,
otoimmiin hastalik, edinilmis bagisiklik sistemi yetmezligi viriisii (HIV) infeksiyonu,
hematopoetik progenitér hiicre transplantasyonu, kanser, kemoterapi ve diger ilag
kullaniminin (Siklosporin A, FK 506, mitomisin ve klopidrojel) gerceklestigi idiyopatik
olmayan TTP hastalar1 normal ya da diisiik ADAMTS-13 aktivitesine sahiptir (Shelat ve
dig., 2006). Trombosit agregasyonunu inhibe eden bir ilag olan Tiklopidin ile iliskili
TTP (aktivite c¢ok diisiiktiir ve otoantikor goriilebilir) disinda idiyopatik olmayan
TTP’de ADAMTS-13 eksikligi yaygin degildir. Erigkinlerde bircok TTP olgusunda
ADAMTS-13’¢ kars1t olusmus otoantikorlar saptanmaktadir. Kimi calismalarda bu
otoantikorlarin aktiviteyi sonlandirdigi (Gao ve dig., 2004; Zheng ve dig., 2004; Shelat
ve dig., 2006), kimisinde ise aktiviteyi etkilemedigi bildirilmistir (Vesely ve dig., 2003).

ADAMTS-13 geni 9q34°te yerlesik olup 29 eksondan olusur, 37 kb uzunlugundadir ve
1427 amino asitten olusan proteini kodlar. RT-PCR analizleri ve cDNA’nin klonlanmasi
sonucu, 17. eksonda bir alternatif kirpilmanin meydana geldigi saptanmistir (Gen
bankasi1 erisim numarast AF 414400) (Levy ve dig., 2001). Bu kirpilma sonucunda C-
uctaki 6 adet TSP1 tekrarinin eksik oldugu, 842 amino asitten olusan proteinin kisa
formu meydana gelir. ADAMTS-13 mutasyonlarindan 5’inin (R268P, C365del,
Q449stop, P475S, C508Y) TTP’de ADAMTS-13"lin aktivitesini sonlandirdigi
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saptanmistir (Kokame ve dig., 2001; Levy ve dig., 2001; Antoine ve dig., 2003; Assink
ve dig., 2003; Savasan ve dig., 2003; Schneppenheim ve dig., 2003; Matsumoto ve dig.,
2004; Donadelli ve dig., 2006). Giiniimiize kadar tanmimlanan mutasyonlar ve
polimorfizmler Sekil 2.5.’te , proteinin ¢inko ve kalsiyum baglanma bolgeleri ise Sekil

2.6.”da belirtildi.

I79M Q448E
vasMm® L2320 Qa49x*
HO96D H234Q Cany P45TL
R102C D235H R328G W390X  P478S* AS9EV  PETIL ASDOV C1024G
R193W*  A250V* (3478 Wagc*  R507Q P&18A  TE73F canay* A1033T  C1213G
T1961 S263C P3s3L R398H Ccs08Y* RE25H RE92C RI10X R1034X  C1213Y G1239v*
S203P  R2BBP* C365del® E44G RE28G I673F ATI2V Cos1G R1DBOW*  C1219W* W1245X
Q4d4x* C758R H9600  R1096X
R1123C*
RTW R1336W

1 ' 1427
414+1G>A 987 +11C>T 1783-1784 2279G>A 2861 +55C>T
686 + 1IG >A or+69C=>T delTT 2279delG Kupihna 3760insT
Kupilna Kupihna Cerceve Kaymas1 2376del26 s
| 2549delAT Satpeve
= K :
718-724 1244+ 2T > G o Laymasi
delG + C 1245 - 32C>G
Cerceve Kaymast Eopilma 4077+ T+
o axia; T Kupilma
1584 + 5G = A 4143 ins &
1584 +106C > G Cerceve Kaymasi
1584 + 236T = C
Eupilma

Sekil 2.5. ADAMTS-13 mutasyonlari ve polimorfizmlerinin yerleri. (Zheng ve Sadler, 2008).
Tek niikleotit degisimleri ve stop kodonlar: (X ile gosterilmistir) ADAMTS-13 domen yapisinin tizerinde gosterilmistir. ADAMTS-
13 mRNA’sinin alternatif kirpilmasini yada gergeve kaymalarina neden olan mutasyonlar domen yapisinin alt kisminda
listelenmistir. Hiicre kiiltiirinde rekombinant proteinlerin anlatimina katkida bulunan mutasyonlar * igareti ile gosterilmis,
ADAMTS-13 salinimini bozanlar siyah, enzimin katalitik aktivitesini bozanlar ise kirmizi y1ldiz isareti ile gosterilmistir. S: sinyal
peptidi, P: propeptid, M: metalloproteaz, Dis: disintegrin domeni, 1: {lk trombospondin tip 1 (TSP-1) tekrar1, Cys-R: Sisteince
zengin domen, Spa: Ayrag (Spacer) domen, 2-8: ikiden 8’e kadar TSP-1 tekrarlar1, C1 ve C2: CUB1 ve 2 domenleri.
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Kalsivam Baglanma

Zn:*-f* D187 Bilgesi
E184

Sekil 2.6. ADAMTS-13 domenlerini gdsteren bir model. (www 1.imperial.ac.uk/medicine/about/

divisions/is/haemo/ €0, 2009). Cinko iyonu ile koordinasyonda olan aktif bolge mavi ile, fonksiyonu etkileyen kalsiyumun
baglanma bolgeleri mor renk ile gosterilmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. MALZEME

Calisma grubu Istanbul Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali, Hematoloji Bilim
Dali tarafindan takip edilen olgular arasindan secildi. Bu ¢alisma, Istanbul Tip Fakiiltesi
Etik Kurulu tarafindan onaylandi (2007/2194), ayn1 zamanda Istanbul Universitesi
Arastirma Fonu tarafindan tez projesi kapsaminda desteklendi (No: 1454). Olgulardan

calisma Oncesi bilgilendirilme onay1 alindi.

Bu ¢alismaya Sapporo kriterlerine gore (Wilson ve dig., 1999) kesin primer AFS tanisi
konmus 19’u erkek (14’1 trombozlu, 5’1 trombozsuz) 51°i kadin (24’{ trombozlu, 27’si
trombozsuz) 70 olgu dahil edildi. Hasta grubuna ait demografik veriler Tablo 3.1.’de
verildi. Hasta grubunun yas aralifi 20-58 olup ortalama yas 38 olarak hesaplandi.
Hastalarin % 44’iinde lupus antikoagulan antikorunun (LA) pozitif oldugu saptandi.
Antikardiyolipin antikor G (AKA-G) ortalamasi 43,11 GPL-U/ml  (7->100),
antikardiyolipin antikor M (AKA-M) ortalamas1 21,78 GPL-U/ml (2-100) olarak
hesaplandi. Kadin hastalarin 29’u diisiik yasamist1 (1-5 kez).

Kontrol ve hasta grubunu olusturan bireyler (n=70) yas ve cinsiyet bakimindan uyumlu
olarak secildi. Bilgilendirilip onay formu imzalatilan kontrol bireyleri herhangi bir

hastalig1 olmayan saglikli bireylerden secilerek olusturuldu.

Hasta grubu, Istanbul Tip Fakiiltesi Hematoloji BD poliklinigince trombotik
komplikasyonlarin doppler ultrasonografi, ventilasyon perfiizyon sintigrafi, venografi,
splenoportografi, manyetik rezonans anjiografi, géz anjiografi, koroner anjiografi,
periferik anjiografi ile dogrulanmig olan kesin AFS tanist konmus olgulardan

olusturuldu.
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Tablo 3.1. Hasta grubuna

ait demografik veriler

NO |YAS |C |LA |AKA-G |AKA-M |DSK |T.PENi | TROMB | TROMB LOK.
Derin ven trombozu
H1 |35 |E |(-) |100 46 YOK | YOK VENOZ | (DVT)
H2 |39 |E VENOZ
DVT- Pulmonar emboli
H3 [38 |K |[() |8 100 2 YOK A+V (PE)
H4 [40 |K |(-) |45 12 5 YOK VENOZ |DVT
H5 |59 |K |(0) |72 15 YOK | YOK ARTER |RENAL
H6 |38 |E |[(-) |100 46 YOK | YOK VENOZ |DVT
H7 [31 |K [(-) |40 40 3 YOK YOK
H8 (34 |K |(+) |15 8.1 YOK | 10000 |YOK
HY9 |54 |E [(+) |40 40 YOK | YOK ARTER | AMI, SOL KROTS art.
H10 [42 |K |[(H) |29 5.4 1 YOK ARTER |SVA
H11([36 |K [(-) |30 8 1 YOK YOK
H12 |44 |K |[(-) |28 6 2 YOK ARTER |P.EMBOLI
H13 (30 |[K |[(0) |7 50 5 YOK YOK
H14 (48 |E |[(-) |31 30 YOK | YOK ARTER |CVA
H15|40 |K |(H) |35 5,0 YOK | 65000 | A+V SST, DIGITAL ARTER
H16 |36 |E VENOZ
H17 |31 |K |(-) |25 6 2 YOK YOK
H18 |27 |K |(-) |28 8 YOK |2 VENOZ |DVT
H19 | 45 K |(+) |50 100,0 1 YOK ARTER | MI(Miyokardinfarktiisii)
H20 |38 |K YOK
H21 (42 |K |[(+) |121 18 YOK YOK
H22 |20 |E ARTER |RETINAL ARTER
H23 (33 |K [(-) |36 48 YOK | YOK YOK
H24 (43 |K |(-) |23 8 2 YOK ARTER |P.EMBOLI
H25(35 |K [(+) |40 40 YOK | 100.000 [ VENOZ |R BACAK DVT
H26 (29 |K [(-) |36 14 YOK | YOK VENOZ |DVT
H27 |44 |K |(-) |5 40 YOK | YOK VENOZ |SAGDVT
H28 |38 |K [(-) [40 5 3 YOK YOK
H29 |46 |K |(-) |28 12 4 YOK YOK
H30|35 |E |[(+) |101 15,0 YOK | YOK VENOZ | DVT+PE
H31 |45 |K [(-) |44 17 3 YOK ARTER |SVA
H32 |44 |K [(+) |36 30 2 YOK YOK
H33[38 |K [(-) [59 5 2 YOK YOK
H34 |42 |E |[(+) |16 4 YOK | YOK ARTER |SVA
H35|40 |K |(H) |35 5,0 YOK | 65000 | A+V SST, DIGITAL ARTER
H36 |52 |K [(+) |32 18,0 4 30.000 | YOK
H37 (39 |K |[(-) |18 47 YOK | YOK ARTER |CVA
H38 |50 |K [(H) |30 25,0 YOK | 95.000 |YOK
H39 (43 |E |(+) |83 8 YOK
H40 [50 |K [(H) |>100 8 4 YOK ARTER |CVA
H41 (46 |K [(-) |69 11 3 YOK YOK
H42 (34 |K [(H) |10 7,0 YOK | YOK VENOZ |SST
H43 |28 |K |[(-) |25 8 2 50000 | YOK
H44 |36 |K YOK
H45 (40 |K |(H) |23 6 1 YOK VENOZ | SER.VEN TR
H46 |36 |E |(+) |105 2 YOK | YOK ARTER
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H47 |38 |E YOK
H48 |43 |K |(+) |22 12,0 YOK | YOK VENOZ |RVT
H49 |58 |K |(-) |72 39,0 YOK | YOK VENOZ |DVT
H50 (36 |K |(-) |43 13 3 YOK | ARTER

) ILIAKVT ,INF VCT,
H51(29 |E |(+) |50 19 YOK [36.000 |VENOZ |FMVT
H52 (37 |E |(+) |40 10,0 YOK | YOK VENOZ |SST+DVT
H53 (38 |E |[(+) [>100 >100 YOK | YOK ARTER |SVA
H54 (29 |K |(+) |40 40 YOK | 100.000 | VENOZ | DVT-PE- VCI
H55(31 |K |(-) |13 61 2 YOK YOK
H56 |27 |K |(-) |18 15 2 YOK YOK
H57 | 24 K [() [>100 6 4 YOK YOK
H58 |35 |K |[(-) |179 38 YOK YOK
H59 (36 |K |() |41 5 3 YOK YOK
H60 |37 |K |(-) [322 13,2 5 YOK |YOK
H61|19 |E |[(-) |25 5,1 YOK | YOK VENOZ |RVT
H62 |40 |K |(H) |28 12 2 YOK YOK
H63 |37 |K ARTER |P.EMBOLI
H64 |36 |K |(+) |27 5,0 2 49.000 | YOK
H65 |35 |E YOK
H66 |36 |K YOK
H67 |38 |E YOK
H68 | 38 K YOK
H69 |39 |K YOK
H70 |41 E YOK

H: Hasta, C: Cinsiyet, LA: Lupus antikoagulani, AKA-G: Antikardiyolipin antikor G, AKA-M: Antikardiyolipin antikor M, Dsk:
Diisiik, T.peni: Trombositopeni, Tromb: Tromboz, Tromb.Lok: Tromboz lokalizasyonu

3.2. YONTEM

3.2.1. Genomik DNA izolasyonu

Yetmis kontrol ve 70 hasta bireyden (38 trombozlu, 32 trombozsuz) DNA izolasyon kiti
(Roche, High Pure PCR Template Preparation kit) kullanarak genomik DNA izolasyonu
gergeklestirildi. 1,5 ml’lik bir santrifiij tiipiine aktarilan 200 pl periferik kan 6rnegi
tizerine 200 pl baglanma tamponu ve 40 pl proteinaz K (20mg/ml) eklenip ¢alkalamali
karistiricida 15 saniye karistirilip 72 °C’de 10 dakika bekletildi. 100 pl izopropanol
eklenip ¢alkalandiktan sonra karisim, toplama tiipliniin i¢ine oturtulmus olan filtreli tiipe
aktarilip oda sicakliginda 8.000 dev./dak. hizda 1 dakika santrifiijjlendi. Filtreden
toplama tiipiine gecen sivi atildiktan sonra, filtreli tiipe 500 pl yikama tamponu I
eklenerek 8.000 dev./dak. hizda 1 dakika santrifiijlendi. Toplama tiipiine gecen sivi
atildiktan sonra, filtreli tiipe 500 pl yikama tamponu-II eklenip 8.000 dev./dak. hizda 1
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dakika santrifiijlendi. Toplama tiipline gecen sivi atildiktan sonra tiipler 13.000
dev./dak. hizda 2 dakika santrifiijlendi. Filtreli tiip, 1.5 ml’lik bos bir santrifiij tiipiiniin
icine oturtulduktan sonra énceden 70 °C’ye 1sitilmus 200 pl ¢oziicii tampon eklenip
(Tris EDTA) 10.000 dev./dak. hizda 1 dakika santrifiijlendi. Santrifiij tiipline gegen ve

genomik DNA igeren s1v1 analiz zamanina kadar +4 °C’de saklandi.

3.2.2. Genomik DNA’nin Kalitatif Tayini

0.5 g agaroz 50 ml 0.5X TBE (Tris-Borik Asit —-EDTA) tamponunda 1sitarak
cozdiiriildi. Soguduktan sonra tizerine 2.5 pl (10 mg/ml) etidyum bromiir eklendi ve jel
kiivetine dokiildii. Jel katilastiktan sonra, tank 0.5X TBE ¢ozeltisi ile dolduruldu (Tablo
3.2.). 3-4 ul DNA, 4 pl 6X’lik ylikleme tamponu ile karigtirilarak jeldeki kuyucuklara
aktarildi. Ornekler, 20 dk siire ile 45 mA ve 120 V elektrik akimina maruz birakildi.
Elektroforez tamamlandiktan sonra jel morétesi 151k (UV) altinda incelenerek genomik

DNA ’nin kalitesi analiz edildi.

Tablo 3.2. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Tampon ve Soliisyonu

TAMPON/SOLUSYON ADI ICERIK SON KONSANTRASYON
5X TBE Tamponu pH=8.0 Tris baz 445 mM

EDTA 10 mM

Borik asit 445mM

Elektroforez Yiikleme Soliisyonu | Bromofenol mavisi | 2.5 mg/ml

%10 SDS %1 (Wiv)

Gliserol % 87 (v/v)

3.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Mutasyon analizleri i¢in, genin bu degisimleri kapsayan 7, 10+11 (aradaki intron ile
birlikte), 12, 13+14. (aradaki intron ile birlikte) eksonlar1 uygun primer c¢iftleri
kullanilarak PZR ile ¢ogaltildi.
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3.2.3.1. Primerler ve Enzimler
ADAMTS-13 geninin 7., 10+11., 12. ve 13+14. eksonlarinin PZR yontemi ile

cogaltilmast  swrasinda kullanilacak  olan 06zgiin primerler ile mutasyonlarin
saptanmasinda kullanilacak uygun restriksiyon enzimleri, “CLC Bio 3.0” yazilimiyla
belirlendi (Tablo 3.3.). Programin, ¢ogaltilmak istenen bolgelere en uygun onerdigi

primerler nedeniyle 10 ve 11. ekson gibi, 13 ve 14. eksonlar da birlikte cogaltildi.

Tablo 3.3. ADAMTS-13 eksonlaria 6zgiin primer baz dizileri ve restriksiyon endoniikleaz

enzimleri
Ekson No, Primer Dizisi Cog(i:g:lan Primerin Enzim
Primer Ad1 Bolgesi (bc) Baz
Sayisi
7, R268P 1 5'GGGTCGACCCGGGTCGGA 382 21 -
AAA3'
7, R268P 2 5'AGAGAGAGGTGGCGCTGG 382 21 -
CGG3'
10+11, C365del 1 | 5’5GGGATCCCTATGGGTGAG 561 20 Alw211
TT3'
10+11 ,C365del 2 | 5'CCTGGTGTGAACCACAGA 561 20 Alw211
TG 3'
12,Q449stop1 5'GTGCCATGTAGTCTCCCA 327 29 FspBI
GTGACAACACC3'
12,Q449stop2 5'CCAGAGCCTGAACCACTT 327 28 FspBI
TGCCC
AGTGC3!
12, P475S 1 5'GTGCCATGTAGTCTCCCA 327 29 Eco1301
GTGAC
AACACC3'
12, P475S 2 5'CCAGAGCCTGAACCACTT 327 28 Eco1301
TGCCCAGTGC3!'
13+14, C508Y 1 | 5'CCCAGATGCAAAGGATGA 839 20 -
AG3'
13+14, C508Y 2 | S'ATCCAGGGCTGAGTGAGT 839 20 -
GT3'
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3.2.3.2. DNA Polimeraz Enzimi ve Tamponu
PZR tamponu olarak MgCl, igermeyen 500 mM KCI, 100mM Tris-HCI (pH 8.8) ve %

0.8 Nonidet P-40 i¢ceren 10X tampon ve Taq DNA polimeraz enzimi (5U/pl) kullanildi.

(Fermentas Life Sciences, Roche expand long tamplate PCR system)

3.2.3.3. PZR Karisimlart

Tiim PZR deneyleri, ince ¢eperli 0.2 ml hacimli polistiren tiipler icinde ABI 2720 PZR
cihazi (Applied Biosystems) kullanilarak gerceklestirildi.

Eksonlarin ¢ogaltilmasinda kullanilan PZR karisimlar1 Tablo 3.4., 3.5. ve 3.6.’da

verildi.

Tablo 3.4. Ekson 10+11’in ¢ogaltilmasinda kullanilan PZR karigimi

PZR BILESENLERI ul/TUP | SON KONSANTRASYON
Steril ultra saf su 16.7 -

10X PZR tamponu 2.0 1X

MgCl, (25mM) 1.0 0.25 mM

dNTP karisimi (25mM) 1.5 1.5 mM

Primer 1 (10 pmol/ul) 0.8 0.8 pmol

Primer 2 (10 pmol/ul) 0.8 0.8pmol

Taq DNA polimeraz (SU/ ul) 0.2 1U

DNA 2 -

Toplam hacim 25
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Tablo 3.5. Ekson 12’°nin ¢ogaltilmasinda kullanilan PZR karigimi

PZR BILESENLERI ul/TUP | SON KONSANTRASYON
Steril ultra saf su 16.7 -

10X PZR tamponu 2.0 1X

MgCl, (25mM) 1.0 0.25 mM

dNTP karisimi (25mM) 1.5 1.5 mM

Primer 1 (10 pmol/ul) 0.8 0.8 pmol

Primer 2 (10 pmol/ul) 0.8 0.8pmol

Taq DNA polimeraz (5U/ pl) 0.2 1U

DNA 2 -

Toplam hacim 25

Tablo 3.6. Ekson 13+14’{in ¢ogaltilmasinda kullanilan PZR karigimi

PZR BILESENLERI ul/TUP | SON KONSANTRASYON
Steril ultra saf su 16.5 -

10X PZR tamponu 2.5 1X

MgCl, (25mM) 1.0 0.25 mM

dNTP karigimi (25mM) 1.2 1.2 mM

Primer 1 (10 pmol/pl) 0.8 0.8 pmol

Primer 2 (10 pmol/pl) 0.8 0.8pmol

Taq DNA polimeraz (5U/ pl) 0.2 1U

DNA 2 -

Toplam hacim 25
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3.2.3.4. PZR Programlart
Tablo 3.7.°de 10+11 ve 13+14. eksonlarin ¢ogaltilmasinda kullanilan PZR programa,

Tablo 3.8.°de ise 12. eksonun cogaltilmasinda kullanilan PZR programi

gosterilmektedir.

Tablo 3.7. 10+11 ve 13+14. eksonlarin ¢ogaltilmasinda kullanilan PZR programi

Program Tiirti Sicaklik (°C) | Zaman | Déngii Sayist
{1k denatiirasyon 95 3 dk -
Denatiirasyon 95 40 sn

Baglanma 57 45 sn 35
Uzama 72 40 sn

Son Uzatma 72 2 dk -

Tablo 3.8. Onikinci eksonun ¢ogaltilmasinda kullanilan PZR programi

Program Tiirli Sicaklik (°C) | Zaman | Déngii Sayist
Ilk denatiirasyon 95 5dk -
Denatiirasyon 95 40 sn

Baglanma 65 45 sn 35
Uzama 72 45 sn

Son Uzatma 72 5dk -

3.2.3.5. Agaroz Jel Elektroforezi
Elektroforez yiiriitme tamponu olarak hazirlanan 5X TBE stok, dH,O ile 1/10 oraninda

sulandirildi. Hazirlanan %2.5 (w/v)’luk agaroz jele, 5-6 pul PZR iirlinii, 2-3 pl yiikleme
tamponu ile karistirilarak yiiklendi ve 120V’da 20 dakika yiiriitiildiikten sonra jel, UV
151k altinda incelenerek ADAMTS-13 geninin C365del, Q449stop, P475S ve C508Y

mutasyon noktalarini igeren DNA birimlerinin ¢ogaltilip cogaltilamadigi incelendi.



24

3.2.3.6. Restriksiyon Enzim Kesimi Analizi (REKA)
PZR sonucunda, mutasyon bdlgelerinin restriksiyon enzim kesimi analizinde, calisilan

bolgelerin i¢inde kesim noktast oldugu bilinen enzimler kullanildi. 10. Eksondaki
C365del mutasyonunu incelemek amact ile Alw21I restriksiyon endoniikleaz enzimi,
12. eksondaki Q449stop mutasyonu i¢in FspBI ve aymi eksondaki P475S mutasyonu
icin ise Ecol30I restriksiyon endoniikleaz enzimi kullanildi. Kullanilan restriksiyon
endoniikleaz enzimleri i¢in uygulanan enzim kesimi kosullar1 Tablo 3.9., 3.10. ve

3.11.“de verilmektedir. Ornekler bu kosullarda 4 saat siire ile inkiibe edildi.

Tablo 3.9. C365del mutasyon tayini igin gergeklestirilen enzim kesimi kosulu

ICERIK MIKTAR
PZR iiriinii 9 ul
Alw211 A A

5-G TG C TAC-3'
3-C?A CG A G-5' | 0.5 pl (10U/ pl)

T T
10X Tampon 0 (Fermentas) 2 ul
Distile su 8.5 ul
Toplam hacim 20 pl

Tablo 3.10. Q449stop kodonu mutasyon tayini i¢in gergeklestirilen enzim kesimi kosulu
ICERIK MIKTAR
PZR iiriinii 9 ul

FspBI 5-C T A G-3'

3'-G A TAC-5'
0.5 pl (10U/ pl)
10X Tampon 0 (Fermentas) 2 ul
Distile su 8.5 ul

Toplam hacim 20 pl
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Tablo 3.11. P475S mutasyon tayini i¢in gergeklestirilen enzim kesimi kosulu

ICERIK MIKTAR
PZR riini 9 ul
Eco1301 AA

5-C"CTTGG-3'
3-GGAACAC-5 | 0.5pul(10U/ pl)

TT
10X Tampon 0 (Fermentas) 2 ul
Distile su 8.5 ul
Toplam hacim 20 pl

3.2.4. DNA Dizi Analizi

“Sanger’in dideoksi yontemi” temeli ile ¢alisan bir cihaz ile (Applied Biosystems ABI
310 Genetic Analyzer) ¢alisilarak dizileme ile 13. eksondaki C508Y mutasyon tayini
gerceklestirildi. Ilk olarak, incelenmesi istenen hedef bolge (eksonl3+14) Tablo
3.6.daki PZR programi kullanilarak c¢ogaltildi. PZR’de c¢ogaltimin gerceklesip
gerceklesmedigi tirlintin 5 pl’si %2.5 (w/v)’luk agaroz jele yiiklenerek kontrol edildi.

Sonrasinda, 4 basamaktan olusan DNA dizileme islemi gerceklestirildi.

3.2.4.1. Saflastirma Asamasi
Elde edilen PZR iiriinleri kolon temelli ¢alisan bir kit ile (Invisorb, Spin PZRapid)

saflagtirildi. PZR {irlinti izerine 130 pl P tamponu eklenip, icerik filtreli tiipe aktarildi.
10.000 rpm’de 30 saniye santrifiijlendi. Kolonlar temiz alt tliplere aktarilip iizerlerine
700 pl yikama tamponu eklenip 10.000 rpm’de 30 saniye santrifiijlendi. Kolonlar tekrar
temiz alt tiiplere aktarilip 3 dakika boyunca en yliksek hizda santrifiijlendi. Son olarak
kolonlar 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tliplerine oturtulup {izerlerine ¢oziicii tampon
sollisyonundan 30 pl eklenip oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. 10.000 rpm’de 1
dakika santrifiijlenip, soliisyonun mikrosantrifiij tiipiine aktarimi saglandi. Saflastirilan
ornekler %2 (w/v)’lik agaroz jelde kontrol edildi. Jelde goriinmeyen iiriinler igin

yeniden PZR uygulandi.

3.2.4.2. Dongii Dizileme (Cycle Sequencing)
Saflastirilan 6rnekler ayni giin iginde dongii dizileme islemine tabi tutuldu. Dongii

dizileme protokolii, kitin (BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied
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Biosystems) icindeki hazir bulunan ve floresans isaretli 4 farkli dideoksi niikloeotitleri
de igeren ‘“hazir reaksiyon karisimi” kullanilarak PZR cihazi ile asagida belirtilen

protokole gore gergeklestirildi.

Hazir reaksiyon karigimi: 8 pl

Primer (3.2 pmol) 24l

DNA o6rnegi :2-5ul
dH,O :3-6 ul
Toplam hacim 120 ul

Dongii dizilemede, PZR asamasinda kullanilmis olan ileri ve geri primerler ayri ayri

kullanilarak dizileme karigimi hazirlandi ve asagida belirtilen program uygulandi.

96 °C’de 10 saniye
50 °C’de 5 saniye 25 dongi
60 °C’de 4 dakika

4°C’de smirsiz

3.2.4.3. NaAc Ile Saflastirma
Dongtli dizileme sonrasinda, tiriinleri artiklardan temizlemek i¢in yeniden bir saflagtirma

islemi gergeklestirildi. PZR f{iriinii iizerine 2 pl mM pH 4.6 olan NaAc eklendi. Uzerine
50 pl % 95 (v/v)’lik etil alkol eklendi. Karisim, 1.5 ml’lik tiiplere aktarilip hafifce el ile
vurularak karistirilip buz iizerinde 15 dakika inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
13.000 rpm hizda 20 dakika santrifiijlendi. Ust siv1 pipet ile cekilip iizerine % 70
(v/v)’lik etil alkolden 250 pl eklenip yine el ile hafif¢e karistirildi. 13.000 rpm’de 5
dakika santrifiijlendikten sonra {ist sivi tamamen atilip, 6rnekler kurumaya birakildi.
Kurutma islemi oda 1sisinda gerceklestirildi. Liyofilize hale gelen DNA o6rnekleri ya
hemen cihaza (ABI Prism 310 Genetic Analyzer, Applied Biosystems) yiiklendi ya da

daha sonra analiz edilecekler ise -20 °C’de 1 hafta siire ile saklandh.
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3.2.4.4. Dizileme Cihazina Yiikleme

Liyofilize durumdaki DNA 6rneklerine 20 pl formamid eklenerek ¢alkalandi. Ornekler
95 °C’de 5 dakika siire ile denatiire edilip hemen buz iizerine alindi. 1-2 dakika buz
tizerinde bekletilen 6rnekler cihaza ait 6rnek tiiplerine sira ile pipetlendi. Cihaz ile ilgili
gerekli kontroller yapildiktan sonra, galigtirilip bir siire beklenerek orneklerin kapiller

boru i¢ine girip girmedigi gézlendi.

3.2.5. ADAMTS-13 Geninin Anlatim Diizeyinin Belirlenmesi
3.2.5.1. Total RNA Izolasyonu

Total RNA izolasyonu, periferik kandan izolasyon yapilmasina olanak saglayan 6zel
filtre tiiplerini iceren ve DNaz I uygulamasini da kapsayan ticari bir kit (Roche, High
Pure RNA isolation kit) kullanilarak 70 kontrol bireyi ile 70 hasta (38 trombozlu, 32
trombozsuz) birey i¢in gerceklestirildi. Periferik kandan eritrosit parcalama tamponu ya
da fikol soliisyonu kullanarak l6kositler ayirilip, 1.5 ml’lik bir santrifiij tlipline aktarildi.
Uzerine 400 pl baglanma tamponu eklenip calkalamali karistiricida 15 saniye
karistirildi. Karisim, toplama tiipliniin i¢ine oturtulmus olan filtreli tiipe aktarildiktan
sonra, oda sicakliginda 10.000 dev./dak. hizda 1 dakika santrifiijlendi. Filtreden toplama
tiipiine gegen sivi1 atilip, filtreli tiipe 90 pul DNaz I inkiibasyon tamponu ve 10 pul DNazl
iceren karigim eklendi ve 15 dakika oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra filtreli tiipe
500 pl Yikama Tamponu-I eklenip 10.000 dev./dak. hizda 1 dakika santrifiijlendi.
Toplama tiipline gecen sivi atildiktan sonra, filtreli tiipe 500 pl Yikama Tamponu-II
eklendi ve 10.000 dev./dak. hizda 1 dakika santrifiijlendi. Toplama tiipiine gegen sivi
atildiktan sonra filtreli tiipe 250 pl Yikama Tamponu-II eklenip 13.000 dev./dak. hizda
4 dakika santrifijlendi. Filtreli tip, 1.5 ml’lik bos bir santrifiij tiipliniin igine
oturtulduktan sonra 50 pl ¢oziicii tampon eklenip ve 10.000 dev./dak. hizda 1 dakika
santrifiijlendi. Santrifiij tiipiine gecen ve total RNA ¢ozeltisini igeren yaklasik 25-30 ul
stv1 —70 °C’de saklandi.

3.2.5.2. Formaldehit Agaroz Jel Elektroforezi

RNA molekiillerinin kalitesi denatiire edici ortamda, formaldehitle hazirlanmis %1
(w/v)’lik agaroz jelde kontrol edildi. 0.5g agaroz 36 ml distile su i¢inde 1sitilarak

¢oziindirildi. Cozelti 60 °C’ye sogutulduktan sonra, yiiriitme tamponu olan MOPS
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(Morfolinopropan stilfonikasit)’dan 5 ml ve %37°lik formaldehitden 9 ml eklendi. Son
olarak etidyum bromiir eklendi. 75 °C’de 10 dakika 1sitilip buz iizerine alinan total RNA
ornekleri, jel katilagtiktan sonra kuyucuklara yiiklendi. 28 ve 18S rRNA’lar
yogunluklarindan dolayi, tipik iki bant olarak goriildii.

10X MOPS hazirlanist:
0.4 M MOPS, pH 7.0
0.1 M sodyum asetat
0.01 M EDTA

3.2.5.3. ¢cDNA Sentezi
Total RNA orneklerinden cDNA elde etmek i¢in ticari bir kit (Fermentas, RevertAid

First Strand ¢cDNA Synthesis Kit) kullanildi ve islemler, iiretici firmanin onerdigi
sekilde gergeklestirildi. 20 pl’lik sentez reaksiyonu i¢in eklenen bilesenler, miktarlar1 ve

hazirlanma sekli Tablo 3.12.’de verildi.

Tablo 3.12. c¢cDNA sentezi i¢in kullanilan bilesenler

Niikleazsiz DEPC’li steril su Reaksiyon hacmi 20 pl’ye
tamamland1

Oligo-dT primer 100uM 1 ul

Total RNA 1 pg

0,5 ml’lik PZR tiipiinde karistirildiktan sonra 70 °C’de 5 dakika bekletildi ve

tipler hemen buza alindi. Karigimin {izerine asagida belirtilen maddeler

eklendi.

Reaksiyon tamponu 10mM 4 ul
dNTP karisimi 1l
Riboniikleaz inhibitorii (20U/ul) 1l

Pipet ile karigtirtlip 37 °C’de 5 dakika bekletildi. Karisimin iizerine 1 pl M-
MuLV ters transkriptaz (20U/ul) eklendi ve 42°C’de 1 saat bekletildi.
Ardindan 70 °C’de 10 dakika bekletilerek reaksiyon sonlandirildi. Buzda
sogutulan 6rnekler -20 °C’de saklandi.
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Elde edilen cDNA o6rneklerinden 5’er pl alinip % 1.5 (w/v)’luk agaroz jelde cDNA’larin
varlig1 ve kalitesi kontrol edildi (Sekil 4.9.).

3.2.5.4. ADAMTS-13 Geni Icin Gercek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Hedef gen olan ADAMTS-13 geninin periferik kandaki anlatim diizeyini belirlemek
icin ADAMTS-13 cDNA’sina 6zgilin primerler (AGTACAGAGTGGCCCTCACC ve
CCATACCGCCTGTAAACCTG) ve FAM (6-karboksifloresein) isaretli prob, “Probe
Finder 2.36” yazilimi ile tasarlandi (NM_139025.2) ve sentezlettirildi. Referans gen
Hipoksantin fosforiboziltransferaz 1 (HPRTI1) i¢in de primer ve prob tasarlanip
(NM_000194.1) sentezlettirildi. Tablo 3.13.’de belirtilen PZR bilesenleri ile hazirlanan
20 pl’lik reaksiyon karigimina Tablo 3.14’de verilen ¢ogaltim programi “LightCycler
1.5” (Roche) cihazi kullanilarak uygulanda.

Tablo 3.13. Ger¢ek Zamanli PZR i¢in PZR Bilesenleri

PZR Bilesenleri wl/Tiip
Niikleazsiz steril distile su 10.3 ul
10X Taq tamponu 2 ul
dNTP karisimi (25mM) 1l

ADAMTS-13F primer (10pmol/ul) | 1 pl
ADAMTS-13R primer (10pmol/ul) | 1 ul
ADAMTS-13 prob (15pmol/ pul) 1 ul

MgCl, (25mM) 1.5l
Taq DNA polimeraz (SU/ pl) 0.2 pl
cDNA 2 ul

Toplam Hacim 20 pl
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Tablo 3.14. ADAMTS-13 transkript varliginin belirlenmesinde kullanilan Ger¢gek Zamanli PZR

programi
Program Tiirii | Sicakhk ("C) | Zaman | Déngii Sayisi
Ik denatiirasyon 95 5dk
Denatiirasyon 95 10 sn
Baglanma 55 30 sn 45
Uzama 72 2 sn

Her deneyde, yaklasik miktarlar1 dnceden bilinen kontrol cDNA’lar1 da kullanilarak
PZR verimi hesaplandi. Hedef ve referans gene (HPRT1) ait ¢ogaltilan cDNA’larin
miktar degerlendirmesi yapilip (Sekil 4.10.-4.13.) farklilik oranlar1 nicel olarak ortaya
koyuldu.

3.2.6. ADAMTS-13 Enziminin Plazma Aktivitesi ve Miktarinin Saptanmasi

3.2.6.1. Aktivite Tayini

DNA ve RNA izolasyonu yapilan 70 kontrol ve 70 hasta (37 trombozlu, 33 trombozsuz)
bireyden plazma 6rnegi ayirilip, analiz zamanina dek -70°C’de saklandi. Aktivite ve
miktar tayini i¢in floresans rezonans elektron transferi (FRET) ve ELISA temelli ¢alisan
bir kit (Technozym ADAMTS-13 ELISA, Technoclon, Austria) kullanildi. CUB
domenine spesifik olan monoklonal Anti-ADAMTS-13 ile kaplanmis yiizeye 50 pl
plazma 6rnegi eklendikten sonra 2 saat siire ile karanlik ortamda inkiibe edildi. Bu siire
icinde plazmadaki ADAMTS-13, anti ADAMTS-13’e baglandi (Sekil 3.1.). Kuyucuklar
3 kez 200 pl yikama tamponu ile yikandiktan sonra aktivite substrati olarak kuyucuga
50 ul floresans isaretli rekombinant vWF eklendi. Rekombinant vWF’iin kesimi
sonucunda florokrom maddelerin birbirinden ayrilmasi ile floresans miktarinda artis
meydana geldi. 30°C’de spektroflorometrede (Bio-tek, Flx 800) dakikada 1 olgiim
olmak iizere toplam 15 dakika boyunca 360 nm ve 460 nm dalga boyunda eksitasyon ve
emisyon degerlerindeki degisimler kinetik okuma ile izlendi. “KC Junior” yazilimi ile
her 6rnek icin degisken floresans miktar1 belirlendi. Elde edilen bu 15 farkli deger,

Technoclon firmasindan satin alinan “Technozym ADAMTS-13" yazilimina aktarilarak
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her 6rnegin goreli floresans miktar1 hesaplatildi. Kit igeriginde bulunan aktivite ve
miktar1 6nceden tanimlanmis olan 5 ayr1 kontrol 6rnegi i¢in de aymi sekilde elde edilen
bu floresans miktarlar1 ve aktivite degerleri ile bir X-Y dagilim grafigi (standart grafik)
olusturuldu. Grafikteki formiilasyona gore, her 6rnek i¢in floresans degeri yazilarak

aktivite ylizdesi hesaplandi.

3.2.6.2. Miktar Tayini

Ac18a cikan floresans miktar1 kinetik bigimde Olgiilen plazma o6rnekleri 3 kez 200 pl
yikama tamponu ile yikandiktan sonra 50 pl streptavidin-yabanturpu peroksidazinin
(HRP) bagli oldugu, biotinillenmis tavsan anti-insan ADAMTS-13 antikoru (Conjugate
working solution) kuyucuga eklendi ve 60 dakika inkiibasyon zamani siiresince,
zeminde yakalanmis olan ADAMTS-13’e baglandi. Kuyucuklar 3 kez 200 pl yikama
tamponu ile yikandi. Kuyucuklara substrat olarak 50 ul perborat tetrametilbenzidinin
(TMB) eklenip 15 dakika 30 °C’de inkiibasyona birakildi. Kuyucuklara 50 ul stop
sollisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu. HRP ile tepkime sonucu olusan mavi rengin
360/460nm’de absorbsiyon degeri Olciilerek standart egriye gére yorumlanip miktar

degerleri saptandi.
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Sekil 3.1. ADAMTS-13 enziminin plazmadaki aktivite ve miktarinin dl¢iimiinii gosteren 6zet.

3.2.7. istatistik Analizler

Elde edilen verilerin karsilastirilmasi igin ticari bir istatistik yazilim programi olan

Graphpad Prism Version 5.0 kullanildi. Elde edilen

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

2997

p

degeri 0.05’den kiiclik ise
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4. BULGULAR

4.1. GENOMIK DNA iZOLASYONU

Genomik DNA izolasyonu, 70 PAFS hastasina ve 70 saglikli kontrolden olusan kontrol
grubuna ait periferik kan orneklerinden Malzeme ve Yontem boliimiinde 3.2.1. ‘de

belirtilen yonteme gore yapildi.

4.1.1. DNA’min Kalitatif Tayini

Izole edilen genomik DNA’lar %1.5 (w/v)’luk agaroz jel elektroforezinde analiz edildi.
Genomik DNA’lara ait bantlar UV 151k altinda parlak, net ve keskin tekli bantlar halinde
gbzlendi (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. Genomik DNA’larin %1.5 (w/v)’luk agaroz jeldeki goriintiileri. S: Lambda HindIIl DNA
standard1 (yukaridan sira ile 23130, 9416, 6557 ve 4361 bg) 1-13 : hasta bireylere ait genomik DNA’lar.
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4.2. POLIMERAZ ZiNCiR REAKSiYONU ANALIZLERI

ADAMTS-13 geninin restriksiyon enzim kesimi analizi yapilacak olan C365del
mutasyonu i¢in ekson 10+11 (561bg), Q449stop ve P475S mutasyon noktalarini igceren
ekson 12 (327bg) ve C508Y mutasyon noktasini igeren ekson 13+14 (839 b¢) Malzeme
ve Yontem boliimii 3.2.3.°de belirtilen PZR yontemi ile ¢ogaltildi ve %2.5 (w/v)’luk
agaroz jel elektroforezi ile incelendi. Ekson 10+11 ve 13+14’¢ ait agaroz jel goriintiisii
Sekil 4.2.°de, ekson 12’ye ait agaroz jel goriintiisii ise Sekil 4.3’de verildi. Yedinci
eksonun PZR ile c¢ogaltilmas: islemi, ¢ok sayida ornek ile denenmesine karsin
gergeklestirilemedi. Farkli primerler kullanilarak farkli PZR karisimlari, baglanma

1silari, PZR yontemleri ve farkli DNA polimeraz tiirleri denendi, fakat olumlu sonug

alinamadi.

839 bg
561 bg

Sekil 4.2. ADAMTS-13 geninin 10+11 ve 13+14. eksonlarina ait PZR {iriinlerinin % 2,5

(W/v)’luk agaroz jel goriintiisii. S: 100 bg’lik DNA standarti. (1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 ve 100 bg)
1,2: Negatif kontrol 3,4: Kontrol bireylerine ait ekson 10+11 (561bg), 5-7: hasta bireylere ait ekson 13+14 (839bg).
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Sekil 4.3. Onikinci eksonun ¢ogaltilmasi ile olusan PZR iiriinlerinin % 2,5 (w/v)’luk agaroz jel

gél’ﬁl’ltﬁsﬁ. S: 100 bg’lik DNA standardi (2686, 2000, 1500, 1200,1000,900,800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 ve 100 bg). 1-5:
kontrol bireylerine ait ekson 12 (327bg).

4.3. RESTRIKSIYON ENZIM KESIMI ANALIZI (REKA)

ADAMTS-13 geninin 10+11. eksonlarini igeren 561 bg’lik bolgesi Malzeme ve Yontem
Boliimii 3.2.3.6.’da belirtilen REKA yontemi uygulanarak %2.5 (w/v)’luk agaroz jel

elektroforezi ile incelendi.

ADAMTS-13 geninin C365del mutasyonunun incelendigi, PZR firiiniiniin Alw211
restriksiyon endoniikleaz enzimi kullamlarak 37 °C’de 4 saat inkiibasyonu ile kesimi
sonucu, enzim mutasyona sahip olmayan bireylere ait PZR iiriinlerini tek noktadan
kesti. Beklendigi gibi, enzim kesimi {iriinleri 382 ve 179 b¢’lik DNA parcalar1 seklinde
gozlendi (Sekil 4.4.).

Q449stop kodonu mutasyonunun incelendigi, PZR iirlinliniin FspBI restriksiyon
endoniikleaz enzimi kullanilarak 37 °C’de 4 saat inkiibasyonu ile kesimi sonucu, enzim
mutasyona sahip olmayan bireylere ait PZR {iriinlerini kesmedi ve normal tip bireylerde

DNA pargalarinin boylarinin 327 bg olarak kaldig1 gézlendi (Sekil 4.5.).
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382 be

179 bg

Sekil 4.4. 10+11eksonlarin PZR ile ¢ogaltilmasi sonrasinda Alw211 enzimi ile kesim iiriinlerinin

% 2,5 (w/v)’luk agaroz jel goriintiisii. 1-4: Hasta bireylere ait C365del negatif drmekler (382, 179 b), S: 100 b¢’lik
DNA standardi. (1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 ve 100 bg), 5-11: Hasta bireylere ait C365del negatif rnekler.

327 be

Sekil 4.5. Onikinci eksonun PZR ile ¢ogaltilmasi sonrasindaki FspBI enzimi ile kesim

triinlerinin % 3 (W/ V)’lﬁk agaroz jel gérﬁntﬁsﬁ. 1-3: Hasta bireylere ait, 4,5: kontrol bireylerine ait Q449stop
negatif ornekler (327 bg). S: 100 b¢’lik DNA standard:. (2686, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 ve
100 bg).
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P475S mutasyonunun incelendigi, PZR {irtinliniin Ecol30I restriksiyon endoniikleaz
enzimi kullamilarak 37 °C’de 4 saat inkiibasyonu ile kesimi sonucu enzim mutasyona
sahip olmayan bireylere ait PZR firiinlerini tek noktadan kesti. Beklendigi gibi, enzim
kesimi iirtinleri 204 ve 123 bg’lik DNA pargalart seklinde gozlendi (Sekil 4.6.).

204 be

123 bg

Sekil 4.6. Onikinci eksonun PZR ile ¢ogaltilmasi sonrasinda Eco130I enzimi ile kesim

driinlerinin % 3 (W/ V)’lﬁk agaroz jel gérﬁntﬁsﬁ. 1-5: Hasta bireylere ait P475S negatif 6rnekler (204, 123 bg), S:
100 bg’lik DNA standardi. (1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 ve 100 bg), 6-10: Kontrol bireylerine ait P475S
negatif ornekler.

Hasta ve kontrol grubunu olusturan bireylerin hi¢cbirinde C365del, Q449stop, P475S

mutasyonlart saptanmadi.

4.4. DNA DiZi ANALIiZi VERILERI

ADAMTS-13 geninin 13+14. eksonlar1 Malzeme ve Yontem Bolimi 3.2.4.°de
belirtilen yontem uygulanarak dogrudan dizilenip C508Y (1523 G>A) mutasyon varligi
tarand1. Otomatik sekilde g¢alisan cihaz caligmasini bitirdiginde, kendine bagli olan
bilgisayardaki yazilimi ile her niikleotidin farkli renkte bir egri olusturdugu ham veriler
elde edildi (Sekil 4.7.). Elde edilen bu dizilerin, insan genomunda ADAMTS-13 genine
ait 13. ve 14. eksonlara ait olup olmadigt Amerikan Ulusal Saglik Enstitlisii (NIH) ne
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ait temel lokal dizi arama motoru (Basic Local Alignment Search Tool= BLAST)
kullanilarak dogrulandi (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
Dizi analizi sonucunda ne hasta grubunda ne de saglikli kontrol grubunda C508Y

mutasyonu saptanmadi.

1500 1550 1600 1680 J 1?fn 0 1800 1850 1900 195
GGGACCCGGTGTAT GCCAAGTGGCCCCCGGG AGGACGGG

135 140 145 160 166 160 165 170
| 1 1 | | | 1 |

2 -;.-... sh ALY A‘l X

Sekll 4.7. Ekson 13+14’{in dizileme sonucu. San ile isaretlenen niikleotit, mutasyonun yerini gostermektedir.
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4.5. ADAMTS-13 GENININ ANLATIMI

4.5.1. Total RNA Izolasyonu ve Kalitatif Tayini

Total RNA izolasyonu, 70 PAFS hastasina ve 70 saglikli kontrolden olusan kontrol
grubuna ait periferik kan orneklerinden Malzeme ve Yontem boliimiinde 3.2.5.1.°de
belirtilen yonteme gore gergeklestirildi. Total RNA’nin  parcalanmadan izole
edilmesinin kanit1 olan 28S ve 18S’lik ribozomal RNA’lara ait bantlar formaldehit

agaroz jel elektroforezinde parlak ve keskin sekilde gozlendi (Sekil 4.8.).



39

B BN e W R e e e e b e 288

18S

Sekll 4.8. Total RNA o6rnekleri. Fotografta 28S ve 18S’lik rRNA’lar gériilmektedir.

4.5.2. cDNA Sentezi ve Kalitatif Tayini

Total RNA oOrneklerinden ¢cDNA sentezi, Malzeme ve Yontem Bolimii 3.2.5.3°de
belirtilen yonteme gore yapildi. Elde edilen cDNA o6rneklerinden 5’er pl alinip %1,5
(w/v)’luk agaroz jelde analizi yapildi. cDNA’lara ait bantlar UV 1s1k altinda gézlendi
(Sekil 4.9.).

Sekil 4.9. cDNA sentezi iirlinlerinin agaroz jel elektroforezindeki goriiniimleri. 1-6 cDNA srekleri.
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4.5.3. Nicel Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Q RT-PCR)
Analizleri

izole edilen total RNA orneklerinden ADAMTS-13 genine ait olan mRNA’lari
belirlemek icin Malzeme ve Yontem Bolimii 3.2.5.4.’de belirtildigi gibi gergek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu gerceklestirildi. Kontrol ve hasta bireylere ait hedef gen
olan ADAMTS-13 ve referans gen olan HPRT1’e ait esik degerlere gore belirlenen
cDNA miktarlar Sekil 4.10., 4.11., 4.12. ve 4.13.“de verildi.

Fluorescence (F1)

T T T (A TR R (e L S | b, ok
0 2 4 & &8 10 127 14 16 18 20 2z 24 26 28 30 32 34 3/ B 440 42 4 48

Cycle Number

Sekil 4.10. Kontrol bireylerinde ADAMTS-13 ¢cDNA miktarlari.
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Sekil 4.11. PAFS hastalarinda ADAMTS-13 cDNA miktarlari.

120=
11.0=
10.0-

8.0-

an-

50-
40-
30-

20-

Cycle Number

Sekil 4.12. Kontrol bireylerinde referans gen HPRT1’in cDNA miktarlari.
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Sekil 4.13. PAFS hastalarinda HPRT1’in cDNA miktarlari.

Q- RT PZR sonucu elde edilen mRNA miktar verileri ile Pfaffl denklemi kullanilarak

hesaplama yapildi.
Denklem 4.1. Pfaffl denklemi.
(Eh d f) AED Hedef (kontrol-hasta)
Oran =
(E " ) AED referans (kontrol-hasta)
reierans
1,978 148
Oran = =0.5
1,964

E: PZR verimi, ED: Esik deger, Q- RT PZR sirasinda her 6rnegin logaritmik faza girdigi déngli numarasi.
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Hedef gen/ referans gen sonucu 0,5 olarak bulundu. Buna gore hedef gen olan

ADAMTS-13 mRNA miktarmin PAFS grubunda kontrol grubunun yaris1 kadar

oldugu belirlendi.

4.5.4. ADAMTS-13 Aktivitesi ve Miktar Tayini
ADAMTS-13 enziminin plazmadaki aktivitesi ve miktar tayini Malzeme ve YOntem

Bolimii 3.2.6’daki yonteme gore gergeklestirildi. Aktivite ve miktar tayini ig¢in

olusturulan standart grafikler Sekil 4.14. ve Sekil 4.15.%de verildi.

700

600 -

500 -

400 -

300 -

200 -

100 -

rolatif floresans Unitesi (RFU)

y = 4,9591x + 42,861
R? = 0,9137

100

1

50

aktivite (%)

¢ Seri1
——Dogrusal (Seri 1)

Sekil 4.14. Aktivite tayini i¢in olusturulan standart grafik .
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Sekil 4.15. Miktar tayini i¢in olusturulan standart grafik.

PAFS grubunda ortalama enzim aktivitesi % 92,55 (% 62,32-% 124,36), ortalama
enzim miktar1 ise % 64,88 (% 40,14-% 106,8) olarak hesaplandi.
Kontrol grubunda ise ortalama enzim aktivitesi % 92,72 (% 68,11-% 124,46), ortalama
enzim miktar1 ise % 98,2 (% 55,98-% 159,47) olarak hesaplandi. Kontrol ve hasta

gruplarina ait sonuglar Tablo 4.1. ve 4.2°de verildi.

Tablo 4.1. Kontrol grubundaki ¢alisma sonuglari

NO |YAS |C | C365del | Q449stop |P475S | C508Y | A13 ED | HPRT1ED | MiKTAR | AKTIVITE
K1 |35 E | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 31,56 36,25 92,97 88,83
K2 |39 E | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 34,01 30,17 94,22 88,2
K3 |38 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 32,95 36,92 88,16 81,79
K4 |40 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 31,61 27,85 76,04 94,4
K5 |59 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 31,56 27,99 125,99 90,17
K6 |38 E | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 31,09 26,16 133,72 90,25
K7 |31 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 32,52 27,18 104,46 80,63
K8 |34 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 34,3 31,2 56,4 82,7
K9 |54 |E |Negatif |Negatif | Negatif | Negatif|31,3 26,23 63,08 124,46
K10 |42 K | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif|31,15 [26,07 117,63 89,05
K11 |36 K [ Negatif | Negatif | Negatif | Negatif| 31,83 |26,44 104,46 190,91
K12 |44 |K |Negatif |Negatif | Negatif | Negatif|32,11 |26,98 58,7 85,68
K13|30 |K |Negatif | Negatif | Negatif | Negatif|32,21 |35,62 101,1 94,1
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K14 |48 E |Negatif | Negatif | Negatif | Negatif| 30,9 26,42 101,9 84,57
K15 | 40 K |Negatif | Negatif | Negatif | Negatif|31,29 [34,48 111,9 100,58
K16 |36 |E |Negatif | Negatif |Negatif | Negatif|31,45 |25,18 135,3 100,18
K17|31 |K |Negatif |Negatif | Negatif | Negatif|31,16 | 34,61 110,1 88,12
K18 |27 |K |Negatif |Negatif | Negatif | Negatif| 31,8 30,51 160,47 94,76
K19 | 45 K |Negatif | Negatif | Negatif | Negatif|31,33 |34,94 83,9 131,2
K20 |38 |K |Negatif |Negatif | Negatif | Negatif| 31,89 |35,05 53,26 86,59
K21|42 |K |Negatif | Negatif |Negatif | Negatif|31,65 |36,78 55,98 104,65
K22 |20 |E |Negatif |Negatif |Negatif | Negatif|31,11 |35,22 90,46 124,36
K23 33 |K |Negatif |Negatif | Negatif | Negatif| 31,74 |35,7 114,7 142,97
K24 |43 |K | Negatif |Negatif | Negatif | Negatif|36,45 |33,17 79,59 87,44
K25|35 |K |Negatif | Negatif |Negatif | Negatif|31,91 |36,05 1134 115,72
K26 |29 |K |Negatif |Negatif |Negatif | Negatif|34,84 |33,11 111,56 196,02
K27144 |K |Negatif | Negatif |Negatif | Negatif|32,31 | 27,28 102,58 82,33
K28 |38 |K |Negatif |Negatif | Negatif | Negatif| 32,78 |27,6 1427 96,11
K29 |46 |K |Negatif |Negatif | Negatif | Negatif|32,54 |29,11 97,77 76,9

K30 |35 E | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif|32,87 |30,08 101,53 86,07
K31|45 |K |Negatif |Negatif | Negatif | Negatif| 33,76 | 29,45 113,45 | 87,94
K32 |44 |K |Negatif |Negatif | Negatif | Negatif| 32,27 |26,31 83,56 99,21
K33 |38 K | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif | 31,3 36,48 90,25 74,76
K34 42 |E |Negatif |Negatif | Negatif | Negatif|32,7 27,76 85,44 82,74
K35 |40 K | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif|33,07 |28,49 110,9 100,58
K36 |52 |K |Negatif |Negatif |Negatif | Negatif|34,21 |31,53 136,3 99,18
K37 |39 K | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif| 33,31 [29,06 111,1 98,12
K38 |50 |K |Negatif |Negatif |Negatif | Negatif|33,57 |30,29 159,47 190,76
K39 |43 |E |Negatif |Negatif | Negatif | Negatif|33,65 |28,88 82,9 135,2
K40 | 50 K | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif|32,85 |28,89 54,26 86,59
K41 |46 | K |Negatif |Negatif | Negatif | Negatif| 33,59 29,69 81,59 87,44
K42 |34 K |[Negatif | Negatif | Negatif | Negatif|31,71 [26,08 1114 110,72
K43 |28 |K |Negatif |Negatif | Negatif | Negatif|32,82 |28,69 110,56 100,02
K44 |36 |K | Negatif |Negatif | Negatif | Negatif|31,87 |27,12 103,58 70,33
K45|40 | K |Negatif | Negatif |Negatif | Negatif | 31,54 |26,97 139,7 68,11
K46 |36 |E | Negatif |Negatif | Negatif | Negatif | 31,62 |34,81 100,77 194.,9

K47 |38 |E |Negatif |Negatif | Negatif | Negatif|32,49 |273 104,53 80,07
K48 | 43 K | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif|32,53 |27,26 110,45 90,94
K49 |58 |K |Negatif | Negatif | Negatif | Negatif| 32,5 28,5 87,56 96,21
K50 |36 K | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif | 30,78 |30,51 86,25 72,76
K51 |29 E |Negatif | Negatif | Negatif | Negatif|34,88 [32,16 85,44 64,74
K52 |37 E | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif|32,12 |27,23 91,87 88,83
K53 |38 |E |Negatif |Negatif | Negatif | Negatif|30,06 |27,23 95,32 98,22
K54129 |K | Negatif |Negatif | Negatif | Negatif| 32,82 |29,49 84,26 91,79
K55 31 K | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif| 32,83 |27,14 80,14 94,4

K56 | 27 K | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif|30,45 |32,07 125,99 90,17
K57 |24 K | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif | 31,44 |30 113,72 100,05
K58 |35 K | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif| 29,31 | 30,71 104,46 | 80,63
K59 |36 K | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif | 28,99 [31,47 56,4 92,7

K60 | 37 K | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif| 33,89 |30,03 73,08 94,46
K61 |19 E | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif|31,5 25,74 117,63 89,25
K62 | 40 K | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif|33,71 |30,88 104,46 90,91
K63 |37 |K |Negatif |Negatif | Negatif | Negatif| 30,59 | 28,03 68,7 95,48
K64 | 36 K |Negatif | Negatif | Negatif | Negatif| 32,48 [29,89 99,57 96,9
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K65|35 |E |Negatif |Negatif | Negatif | Negatif|31,43 |32,17 99,53 86,07
K66 |36 |K |Negatif |Negatif | Negatif | Negatif|31,46 |28,06 103,65 87,94
K67|38 |E |Negatif | Negatif |Negatif | Negatif|33,57 |29,49 93,76 89,21
K68 |38 | K |Negatif |Negatif | Negatif | Negatif|31,42 | 27,19 90,25 94,76
K69 |39 |K | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif | 31,69 |32,06 95,24 92,74
K70 |41 E |Negatif | Negatif | Negatif | Negatif| 33,1 27,68 100,9 90,58
K:Kontrol, C: Cinsiyet, A13 ED: ADAMTS-13 i¢in esik degeri, HPRT1 ED: HPRT1 i¢in esik degeri
Tablo 4.2. Hasta grubundaki ¢alisma sonuglari
NO | YAS |C | C365del | Q449stop | P475S | C508Y | A13ED | HPRTIED | MIiKTAR | AKTIVITE
H1 35 E | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 34,27 | 31,64 65,04 91,05
H2 39 E | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 29,56 | 29,55 108,53 131,5
H3 38 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 35,57 |31,79 84,4 0
H4 |40 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 34,65 |[32,92 51,47 98,6
H5 |59 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 35,76 |32,1 60,57 100,5
Heo 38 E | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 35,27 |31,54 50,22 77,16
H7 31 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 34,29 |29,95 60,11 119,41
H8 |34 K |Negatif |Negatif | Negatif | Negatif | 36,36 | 31,26 79,08 109,65
H9 |54 E | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 33,7 30,51 66,33 109,47
H10 |42 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 33,7 30,9 79,08 99,19
H11 |36 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 33,73 30,62 50,3 64,34
H12 |44 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 34,32 |32,44 55,08 79,72
H13 |30 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 33,76 | 30,54 50,1 62,32
H14 |48 E | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 34,01 31,12 51,2 72,02
H15 |40 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 34,61 30,48 73,4 102,3
H16 |36 E | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 32,57 |30,23 55,83 72,34
H17 |31 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 33,72 |31,02 57,33 88,96
H18 |27 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 35,63 32,14 44,48 93,29
H19 |45 K |Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 30,71 31,48 83,35 92,28
H20 |38 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 33,71 30,45 50,22 67,04
H21 |42 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif |37,79 |30,6 75,62 104,24
H22 |20 E Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 33,66 30,52 50,32 66,07
H23 |33 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 32,87 28,58 56,81 91,66
H24 |43 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 35,15 |29,81 86,04 94,54
H25 |35 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 34,68 31,53 76,82 124,36
H26 |29 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 34,21 30,47 51,44 71,26
H27 |44 K |Negatif |Negatif | Negatif | Negatif | 33,7 30,24 50,42 74,55
H28 |38 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 36,43 31,06 81,26 104,63
H29 |46 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 35,87 [33,13 43,44 93,96
H30 |35 E | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 35,96 | 33,55 76,82 84,61
H31 [45 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 33,6 28,13 40,36 66,04
H32 |44 K |Negatif |Negatif | Negatif | Negatif | 33,59 |29,72 66,84 84,73
H33 |38 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 33,11 29,66 59,74 104,28
H34 |42 E | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 33,36 | 30,25 43,23 99,04
H35 |40 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 34,61 30,48 40,14 68,42
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H36 |52 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 26,68 30,91 73,11 106,4
H37 |39 K |Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 29,33 | 28,28 102,8 136,57
H38 |50 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 29,48 26,42 86,07 104,08
H39 [43 E | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 28,93 29,49 85,82 96,33
H40 |50 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 35,02 |31,82 81,89 103,1
H41 |46 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 34,16 |31,65 54,09 106,7
H42 |34 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 29,63 |27,27 59,11 91,57
H43 |28 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 31,73 29,62 51,17 136,9
H44 |36 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 33,74 |29,69 82,61 102,01
H45 |40 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 34,11 31,26 54,93 87,14
H46 |36 E | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 34,31 27,6 54,3 73,98
H47 |38 E | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 31,84 |29,24 74,37 99,17
H48 |43 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 34,58 30,87 50,36 72,01
H49 |58 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 31,02 |26,97 81,05 96,21
H50 |36 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 36,11 30,88 40,3 85,06
H51 |29 E | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 35,79 |31,48 106,8 80,18
H52 |37 E | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 36,89 |32,92 50,75 104,7
HS53 |38 E | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 33,78 29,26 91,5 104,6
H54 |29 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 33,8 28,15 50,28 64,22
H55 |31 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 36 31,03 62,04 84,38
H56 |27 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 36,79 | 33,64 50,54 104,8
HS57 |24 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 34,04 | 30,06 71,65 96,51
HS58 |35 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 35,87 |32,1 49,29 97,26
H59 |36 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 31,77 |30,81 65,38 109,1
H60 |37 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 35,48 30,76 29,91 103,97
Hel |19 E | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 35,15 30,83 90,32 121,23
He62 |40 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 31,99 |27,67 84,54 85,16
He63 |37 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 33,72 | 30,42 106,5 81,73
Ho64 |36 K |Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 33,54 |31,12 84,97 81,76
H65 |35 E | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 34,28 29,46 26,91 116,1
Ho6 |36 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 32,86 |29,89 55,83 79,99
Ho7 |38 E | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 30,45 28,67 51,33 81,5
H68 |38 K | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 31,54 |30,53 84,11 114,98
H69 |39 K |Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 33,12 | 28,54 62,47 63,8
H70 |41 E | Negatif | Negatif Negatif | Negatif | 33,71 30,42 74,9 0

H: Hasta, C: Cinsiyet, A13 ED: ADAMTS-13 i¢in esik degeri, HPRT1 ED: HPRT! i¢in esik degeri

Hasta grubu, tromboz gegirmis bireyler tromboz(+), tromboz ge¢irmemis bireyler ise
tromboz (—) isimleri verilerek iki alt gruba ayirildi. Tromboz (+) grup 14’1 erkek 23’1
ise kadin , yas ortalamalar1 39 olan 37 bireyden olustu. Tromboz (-) grup, 5’1 erkek 28’1
kadin, yas ortalamalar1 37 olan 33 bireyden olustu. Iki grup arasinda benzer sonuglar

alindi. Bu iki alt gruba ait elde edilen veriler Tablo 4.3.’de 6zetlendi.
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Kontrol ve hasta grubu enzim miktar1 agisindan t-test uygulamasi ile istatistik agidan
incelendiginde p degerinin 0.0001’den kiiclik oldugu, dolayisi ile aradaki farkin ¢ok
anlamli oldugu saptandi. Bu analizde, % 95 giiven araligi(GA) 26.917-40.9401,
standart hata (SH) ise 3,546 hesaplandi.

Kontrol ve hasta grubu enzim aktivitesi agisindan t-test uygulamasi ile istatistik agidan
incelendiginde ise anlamli bir fark olmadig1 saptandi. p=0.4369, % 95 GA 26.917-
40.9401, SH ise 3,287 hesaplandi.

Tablo 4.3. Tromboz (+) ve Tromboz (-) alt gruplarinin yiizde cinsinden ortalama verileri
Alt grup A13 Aktivitesi | A13 Miktar1 | AKA-G | AKA-M | A13ED | HPRT1 ED
Tromboz (+) 88,39 66,63 47,09 26,8 33,96 30,59

Tromboz(-) 92,91 63,39 44,1 18,97 33,43 30,25

AKA-G: Antikardiyolipin antikor G, AKA-M: Antikardiyolipin antikor M, A13 ED: ADAMTS-13 i¢in esik degeri, HPRT1 ED:
HPRT1 i¢in esik degeri

Tromboz (+) ve tromboz (-) alt gruplar1 enzim miktar1 agisindan karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (t-test, p=0.4686, % 95 GA: -5.6339-
12.1165, SH: 4,448). Aktivite karsilastirmasinda da benzer sonuglar alindi (t-test,
p=0.4291, % 95 GA: -15.8507-6.815, SH: 5,679).

Kontrol grubunda yas ve enzim aktivitesi (Tablo 4.4.) arasindaki iliskiyi belirlemek
amaci ile Spearman’in siralama korelasyon testi uygulandi. Korelasyon sonucu -
0.038633, t-test sonucu ise -0.3188 hesaplandi. Dolayis1 ile kontrol grubunda yas ve

enzim aktivitesi arasinda korelasyon olmadigi saptandi.

Hasta grubunda da benzer sonuglar alindi. Korelasyon 0.24762, t-test sonucu ise 0.2038

hesaplandi. Aktivite ile bireylerin yaslar arasinda korelasyon olmadig: saptanda.

Tablo 4.4. Yas gruplarina gére enzim aktivitesinin dagilimi

Yas Kontrol Grubunda Aktivite | Hasta Grubunda Aktivite
30-40 | n=44 9% 92,23 n=44 % 91,81

41-50 | n=20 9% 93,52 n=20 % 84,05

51-60 | n=6 % 97,89 n=6 % 103,85




49

Kontrol grubunda cinsiyet ile enzim aktivitesi (Tablo 4.5.) karsilastirildiginda, istatistik
olarak cok anlamli bir sonu¢ elde edilirken (t-test, p=0.0038, % 95 GA: -17.8301-
3.5801, SH: 3.571) hasta grubunda aymi karsilastirma sonucu anlamli bir fark
gozlenmedi (t-test, 0.419, % 95 GA: -16.0208-6.7462, SH: 5.703).

Tablo 4.5. Cinsiyete gore enzim aktivitesinin dagilimi

Cinsiyet | Kontrol Grubunda Aktivite % | Hasta Grubunda Aktivite %
Erkek n=19 85,28 n=19 88,48

Kadin n=51 95,99 n=51 91,28
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5. TARTISMA VE SONUC

Antifosfolipid sendromu arteriyel ve vendz tromboz egilimi, tekrarlayan diigiikler ve
antifosfolipid antikorlarinin (AFA) varlig ile karakterize olan otoimmiin bir hastaliktir.
Bu sendromun patogenezi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. AFS’de trombotik
olaylar erken yasta gerceklesebilir, hem arteriyel hem de vendz sistemde olabilir ve
tekrarlama riski ytiksektir. AFS ile benzer bir otoimmiin hastalik olan TTP’ye sahip
bireylerin plazma 6rneklerinde ADAMTS-13 aktivite eksikligi saptanmistir (Zheng ve
dig., 2001; Cal ve dig., 2002; Majerus ve dig., 2005; Tao ve dig., 2005). Genetik
mutasyonlar (Levine ve dig., 2002), inhibitdr otoantikorlar (Harris, 1990; Knitter ve
Gorelick, 1994; Greaves, 1999a; Greaves, 1999b; Greaves ve dig., 2000; Petri, 2000;
Hanly, 2003) veya diger etiyolojiler bu hastalikta ADAMTS-13 enziminde islevsel
bozukluga neden olmaktadir. Bunun sonucunda plazmada beklenmeyen biiyiikliikte
vWF multimer varlig1 goriliir (Hanly, 2003). TTP’de goriilen trombozlarin sekilleri ve

yerleri AFS’de goriilenlere olduk¢a benzemektedir.

2001 yilinda vWEF’ii kesen proteazin ADAMTS-13 olarak adlandirilmasi ve bu enzimi
kodlayan genin detayli sekilde gdsterilmesinden sonra, enzimin normal ve patolojik
durumlardaki fonksiyonuna ilgi artmistir. Giiniimiize kadar gecen 8§ yilda birbiri ardina
yeni mutasyon ve polimorfizmler tanimlanmis, bu genetik degisimlerin islevsel etkileri

arastirilmistir.

Aktivite saptanmasi i¢in Oncii olan calisma Furlan ve dig. (1996) tarafindan
gergeklestirilmistir. Bu c¢alismada, bir Tiirk TTP hastasinin plazmasinda saptadiklari
kirpilmamis vVWF temel alinarak, bu kesim islemini gergeklestiren proteazin “von

Willebrand Faktorii kesen proteaz (vVWF-CP)” oldugu tanimlanmustir.

EDTA’nin enzim aktivitesini bloke ettiginin bildirilmesinden dolay1 (Gerritsen ve dig.,
2001), bu tez calismasinda aktivite ve miktar tayini i¢in kullanilan yontemde, hasta ve
kontrol bireylerine ait kan 6rnekleri EDTA igermeyen, sitratli vakumlu tiiplere alindi.
Furlan ve dig. (1996) serum orneklerinden yapilan aktivite Ol¢limiiniin, plazma
ornekleri ile yapilanlardan bir farklilik gdstermedigini bildirmelerine karsin, serum ile

yapilan c¢alismada pihtilasma faktorlerinin bulunmasit ve bu faktorler ile vWF’lin
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etkilesebilecegi diisiiniilerek, i¢inde antikoagulan olmayan tiiplere kan 6rnegi alinarak

serum Orneklerinden Ol¢iimleme benimsenmedi.

Gerritsen ve dig. (1999) tarafindan daha sonraki bir¢ok calismada kullanilacak olan
vWEF’iin yiiksek molekiiler agirlikli formlariin kollajene baglanmasini temel alan
ADAMTS-13 aktivite saptama deneyi gelistirilmistir. Bianchi ve dig. (2002) tarafindan
trombositopeni gelismis toplam 68 hasta ile yapilan ¢alismada hastalarin 20’sinde
ADAMS 13 aktivitesi % 10- % 30 araliginda saptanmistir. Bohm ve dig. (2002)
tarafindan ADAMTS-13 enziminin aktivite 6l¢iimii i¢in, vVWF multimer biiyiikligii ve
Ristosetin ko-faktor aktivitesi (VWF:RCo) arasindaki pozitif korelasyona dayali yeni
bir yontem izlenmistir. Bu yontem, giivenilir ve basit oldugu icin ADAMTS-13
aktivitesinin belirlenmesi amactyla kullanilabilecegi rapor edilmekle beraber dolayli bir

yontem olmasi nedeniyle dezavantajlidir.

Enzim aktivitesinin saptanmasi i¢in farkli bir ¢alisma Whitelock ve dig. (2004)
tarafindan gergeklestirilmistir. Insan vVWF ¢cDNA’s1 kalip olarak kullanilarak PZR ile
vWF A2 peptidini kodlayan niikleotit dizisi ¢ogaltilarak seyreltik plazma 6rnekleri ile
kanistinnlmistir. Aktivite tayini, seyreltik plazma 6rneklerine rekombinant vWF eklenen
ve eklenmeyen durumlardaki optik yogunluk degerlerinin bir formiilasyonda

kullanilmasi ile belirlenmistir.

Daha sonra Kokame ve dig. (2005) tarafindan yeni bir ADAMTS-13 aktivite dl¢iim
yontemi gelistirilmistir. Bu tez ¢alismasinda da kullanilan bu yontemin temeli, vVWF’e
ait 73 amino asitten olusan enzimin kesim noktasin1 igeren floresans Ozellikli
ADAMSI13’iin yapay substratinin (FRETS-vWF73) kesilmesidir. Enzim aktivitesi,
ADAMTS-13’iin kesim noktas1 iki floroforun arasinda oldugundan, vWF kesildiginde
degisen floresans miktar1 450 nm dalga boyunda emisyon degerindeki artis ile
gosterilmistir. Floresans miktarindaki artis, ortama bir proteaz inhibitoér karigimi (serin
proteazlar, sistein proteazlar, amino peptidazlar ve asit proteazlara karsi etkili
inhibitorler) eklendiginde durmamustir. Fakat EDTA ile tamamen inhibe edilmistir.
Diger yandan trombin ya da plazminin floresans miktarini artirdigir saptanmistir. Bu
calismanin 6nemli sonuglarindan biri de enzimin aktivitesinin yas ve cinsiyet ile iliskili

oldugudur. Hem yas hem de cinsiyet agisindan istatistiksel olarak son derece anlamli
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farkliliklar saptanmistir. Enzim aktivitesinin kadinlarda erkeklere gore daha fazla
oldugu bildirilmistir. 40’11 yaslardan itibaren enzim aktivitesinin azaldig1 da
bildirilmektedir. Bu verilerden bazilar1 bu tez projesinden ¢ikan sonuglar ile
ortiismektedir. Kokame ve dig.nin sonuglarina benzer sekilde, kontrol grubunda cinsiyet
ve aktivite arasinda anlamli bir iliski saptanmistir (t test, p=0.0038). Kadin bireylerde
enzim aktivitesinin erkeklere gére % 10 daha fazla oldugu gozlenmistir. Hasta grubunda
ise % 3’lik bir fark gozlenirken bu farkin istatistik Olglimlerde anlamli olmadig:
saptanmistir (t test, p=0.419). Kokame ve dig. (2005)’den farkli olarak, yas ile enzim

aktivitesi arasinda ise bir iligki saptanmamastir.

Amoura ve dig. (2004)’nin 20 PAFS hastas1 iceren c¢alismalarinda ADAMTS-13
aktivitesi immiinoradyometrik deney ile saptanmistir (Jang ve dig., 2008). Hastalarin
biri disinda enzim aktivitesi (% 44) “normal” olarak tanimlanmistir. Hasta grubunun
ortalama enzim aktivitesi %116 (% 44-% 250) , normal aralik ise % 50-% 150 olarak

bildirilmistir. Hi¢bir hastada agir aktivite eksikligi (< %5) saptanmamustir.

Austin ve dig.(2007)’nin 66 AFS hastasi ile yaptiklari ¢aligmada 21 hastada ADAMTS-
13 aktivitesinin diisiik oldugu (ortalama % 36, % 4-% 64) bildirilmistir. Aktivite tayini

Gerritsen ve dig. (1999)’ne gore “kollajene baglanma deneyi” ile gerceklestirilmistir.

Ayni calisma grubu, hasta sayilarina 2 birey ekleyerek (n=68) yaptiklar1 ¢alismanin
devaminda (Austin ve dig., 2008), ADAMTS-13 aktivitesinin 22 hasta bireyde normal
araligin (% 66-% 126) altinda, 9 hastada % 25°ten az, 3 hastada ise % 10’dan az oldugu
bildirilmistir. Altmigsekiz kisilik hasta grubu, 52 AFS hastas1 ve AFS oldugu siipheli
olan 16 bireyden olusturulmustur. 46 kisi PAFS olarak tanimlanmus, 6 kisi ise hem AFS
hem de SLE hastas1 olmalar1 nedeni ile sekonder AFS olarak bildirilmistir. vWF yar1
Omriinlin hasta bireylerde normal bireylerden anlamli bi¢imde fazla oldugu (p=0.0009)
bildirilmistir. Bu nedenle, diisiik ADAMTS-13 aktivitesinin vWEF’iin miktar ¢oklugu ile
ilgisinin olmadig1 rapor edilmistir. Fakat bu ¢calismada % 66 ve buna yakin degerlerin
de “diisiik aktivite” olarak nitelendirildigi goriilmektedir. Bu tez calismasindan elde
edilen verilere gore PAFS grubunda enzim aktivitesi ortalama % 92,55 (% 62,32 - %
124,36), kontrol grubunda ise % 92,72 (% 68,11 - % 124,46)’dir. Enzim aktivitesi

acisindan bu sonuglar, Austin ve dig. nin verileri ile uyusmamaktadir.
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ADAMTS-13 aktivitesinin tanimlanmasinda, dogrudan ve dolayli testler arasinda bir
uyusmazlik oldugu goriilmektedir (Shelat ve dig., 2006). Kollajene baglanma, GST-
vWF73 ve FRET-vWF73 aktivite dl¢ctim yontemleri 40 TTP hastasina uygulandiginda,
en yakin korelasyon FRET-vWF73 ve kollajen baglanma testi arasinda saptanmigtir
(r=0.83). GST-vWF73 ile kollajen baglanma testi arasinda ise daha diisiik korelasyon
tespit edilmistir (r=0.62). Hem agir enzim eksikligi olan TTP hastalarinda, hem de
idiyopatik TTP hastalarinda bu 3 yontem kiyaslandiginda, enzim aktivitesini belirlemek
icin en uygun yontemin bu tez projesinde de kullanilan FRET-vWF73 yontemi oldugu
bildirilmistir (Shelat ve dig., 2006). Calismamizda kontrol grubu ve hasta grubu
arasinda enzim miktar1 agisindan istatistik olarak ¢ok anlaml bir fark (t test, p<0.0001)
gozlenmistir. 1ki grup arasinda ayni istatistik analiz enzim aktivitesi icin
gergeklestirildiginde ise anlamli bir fark gézlenmemistir (t test, p=0.436). Bu nedenle,
ADAMTS-13 enziminin bir hastalik ile iligkisi arastirilmasi amaglaniyor ise, enzim
miktarini belirlemenin anlamli olmayacagi dogrudan enzimin aktivitesinin 6lg¢iilmesi
gerekliligi ongoriilebilir.

Bu tez ¢alismasinda TTP hastalarinda enzimin aktivitesini azalttig1 bildirilmis olan
R268P, Q449stop, P475S, C508Y mutasyonlarinin c¢alisilmast hedeflenmistir.
Bunlardan 7. eksonda bulunan R268P i¢in farkli PZR metodlari, PZR kosullari, farkl
DNA polimerazlar kullanilmasina karsin 7. ekson ¢ogaltilamamistir. Farkli ¢caligmalarda
mutasyon analizi siirecinde, hedef DNA bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasindan sonra
dizileme yolu ile sonuca gidilmistir (Levy ve dig., 2001; Kokame ve dig., 2002;
Schneppenheim ve dig., 2003; Pimanda ve dig., 2004; Uchida ve dig., 2004). Bu tez
calismasinda ise kolay uygulanabilmesi, ucuz olmasi ve tekrarlanma siirecinin daha az
zaman alacagi diistiniilerek hedef bolgelere 6zgiin primerler tasarlanip, PZR sonrasinda
mutasyon noktasini taniyabilecek restriksiyon endoniikleazlar belirlenmistir. C508Y
mutasyonu i¢in ise uygun restriksiyon enzimi bulunamadigindan ve ¢ogaltilan bdlgenin
kirpilma noktasima yakin olmasindan dolayr muhtemel farkli bir mutasyon

saptanabilecegi diisiiniilerek ¢ogaltilan DNA parcalar1 dizilenmistir.

Pimanda ve dig. (2004) tarafindan konjenital TTP’li bir hastada T196I, Q448E ve 4143-
4144insA  mutasyonlar1 gosterilmistir. PZR temelli mutagenez ile ADAMTS-13
cDNA’sinda 4143insA mutasyonu gerceklestirilip, normal tipteki ve mutant yapilar bir
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memeli anlatim vektéri olan pCXN’ye klonlanip COS-7 hiicrelerinde anlatimi
saglanmistir. Transfekte COS-7 hiicrelerinin kiiltiir ortaminda, hiicrelerden salinan
ADAMTS-13 enzim miktarinin normal tipin % 14’1 kadar oldugu tespit edilmistir. Bu
az miktarda salinan enzimin aktivitesi ise % 85 hesaplanmistir. Bu veriler ile bu tez
calismasindan elde edilen sonuclar oOrtiismektedir. Calismamizda enzimin miktar1 ve
aktivitesi arasinda bir korelasyon olmadigi goriilmiistiir. Bircok calismada aktivite
belirlenmesi i¢in kullanilan yontemler standart degildir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda
CE ve IVD belgesine sahip bir kit kullanilmig ve tiim 6rneklerin aktivitesi ve miktari
ayr1 ayr1 hesaplanmistir. ADAMTS-13 miktar1 kontrol grubunda % 99, PAFS grubunda
ise % 64 olarak belirlenmistir. Enzimin aktivitesinin ise kontrol grubunda % 92,72,
PAFS grubunda % 92,55 oldugu tespit edilmistir. Hasta grubu, tromboz (+) ve tromboz
(-) olarak 2 alt gruba aymrildiginda tromboz (+) grupta enzim miktar1 % 66 iken
aktivitenin % 88 oldugu hesaplanmistir. Tromboz (-) grubun plazmadaki ortalama

enzim miktar1 % 63, aktivitesi ise % 92 olarak saptanmustir.

Levy ve dig. (2001) tarafindan ADAMTS-13 geninin yaklasik 37kb uzunlugunda 29
eksondan olustugu ve 1427 amino asit uzunlugunda bir proteini kodladig1 saptanmistir.
Klonlanmis ¢cDNA dizileri ve RT PZR sonuglar ile C ugtaki 6 TSP1 tekrarmnin
olmadigi, proteinin 842 amino asitlik bir kisa formunun oldugu ve 17. eksonda bir
alternatif kirpilmanin varhigi gosterilmistir (Gen bankasi erisim numarast AF414400).
Fare genomik dizileri ile karsilagtirmali analiz yapildiginda, kodlama yapan dizilerin
oldukca korunmus oldugu goézlenmistir. Konjenital TTP’ye sahip bireylerin oldugu 7
aile ile yaptiklar1 taramalarda 12 adet mutasyon tanimlanmis ve bunlarin ikisinin
cerceve kaymasi (Ekson 19°da 26 bg’lik delesyon ve ekson 27°de tek T insersiyonu)
tirtinde oldugu gosterilmistir. Bir ailede tek bir kirpilma mutasyonu saptanmigtir
(1584+5G>A). Bu degisimin 13. intronun kirpilma oranini azalttigi, ayrica 23 kodon
insersiyonu ile sonuglanan +70°de ek bir kirpilma bdlgesini aktiflestirdigi belirtilmistir.
Kalan 9 mutasyonun (H96D, R102C, T1961, R398H, R528G, R692C, C951G, C1024G,
C1213Y) hepsinin olusum yerlerinin insan ve fare genleri arasinda miikkemmel bi¢imde
korunmus oldugu bildirilmistir. Calismalarinda kullandiklar1 10 hastanin hepsinde
saptadiklari, diisik ADAMTS-13 aktivite diizeyleri ile uyumlu olarak ADAMTS-13"iin
tam eksikliginin dldiiriicti olabilecegi ileri siiriilmiistiir. TTP tasiyicilar1 ile ADAMTS-

13 enzim aktivite diisiikliigiiniin hemen hemen miikemmel bir korelasyona sahip oldugu
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bildirilmistir. vVWF’ii kesen proteazin ADAMTS-13 oldugunu net sekilde ortaya
koymakla beraber ADAMTS-13’lin bu islevi dogrudan mi1 yoksa baska bir proteazla
etkileserek mi yaptig1 konusuna agiklik getirilememistir. Rekombinant ADAMTS-13
liretiminin, giiniimiizde uygulanan plazma-degisim terapisinin yerini alarak daha
giivenli ve daha etkili bir yol olacagini belirtmislerdir. Sonraki bir¢ok ¢alismada da ayni

diistince tekrarlanmustir.

Kokame ve dig. (2002) de TTP’li iki ailede Levy ve dig.’nin (2001) belirttigi 5 adet
sessiz mutasyonu (420T>C, 546C>T, 1716G>A, 2280 C>T ve 4221C>A) saptamakla
beraber bu mutasyonlar enzimin yap1 ve islevi ile iliskilendirilmemistir. Fakat, anlatim
diizeyinde oOzellikle transkripsiyon agsamasinda ya da RNA siirecinde etkili olma
ihtimallerinin bulundugu belirtilmistir. Bunlara ek olarak, bir ailede 4 yanlis anlamli ve
farkli bir ailede 1 anlamsiz olmak iizere 5 yeni mutasyon daha tanimlanmistir. Bunlar
arasindaki 1342 C>G mutasyonu (Q448E) daha once Levy ve dig. (2001) tarafindan
SNP olarak tanimlanmis fakat aktiviteye etkisi aragtirllmamistir. Kokame ve dig. (2002)
tarafindan Q448E’ye ek olarak 4 yeni mutasyonun da (R268P, Q449stop, P475S,
C508Y) aktiviteye etkisi TTP hastaligina sahip 2 ailedeki 7 bireyde arastirilmistir. Bir
ailede R268P, Q448E, P475S, C508Y mutasyonlarinin hepsi heterozigot durumda
saptanmig, bu bireylerde bunlarin disinda bir mutasyon saptanmadigi bildirilmistir.
R268P mutasyonunun Q449stop ve C508Y’de oldugu gibi ADAMTS-13 aktivitesini
tamamen ortadan kaldirdigi, P475S mutasyonunun ise aktiviteyi azaltti§i rapor
edilmistir. Diger bir ailede, probandin (hastaligin goriildiigii birey) % 3’ten az,
probandin annesinin % 60 babasinin ise % 45 enzim aktivitesine sahip olduklar1 tespit
edilmistir. Bu ailede yalnizca Q449stop mutasyonu saptanmistir. Ebeveynler mutasyonu
heterozigot durumda tasirken, probandin homozigot oldugu tespit edilmistir. Buradan
elde edilen veriden, Q449stop mutasyonunun enzim aktivitesini ciddi bi¢cimde etkiledigi
sonucuna varilmistir. Tanimlanan mutasyonlarin islevsel etkilerini dogrulamak amaci
ile normal ve mutant ADAMTS-13 formlar1 HeLa hiicrelerine sokulup anlatimlar
saglanmistir. Immunokimyasal saptama igin C- uca etiket eklenmistir. Kiiltiir ortaminda
normal ADAMTS-13’1lin molekiiler kiitlesi yaklasik 230 kDa olan tek bir band halinde
gbzlenirken transfeksiyon yapilmayan hiicrelerde band goriilmediginden, bu bandin
beklenen iiriin oldugu sonucuna varilmistir. Q448E ve P475S mutantlarin1 tasiyan

hiicrelerin kiiltlir ortamindan izole edilen protein dziitlerinde de ayni1 band saptanmustir.



56

Q449stop mutantlarin tasiyan hiicrelerden kiiltiir ortamindan 54 kDa’luk tek band izole
edilmistir. Bu bulgu ile Q449stop mutasyonuna sahip enzimin hiicreden salindigi
sonucuna varilmistir. Q449stop veya P475S mutasyonlarina sahip enzimin hiicreden
salindig1 fakat enzimin plazmadaki aktivitesinin az olmasi nedeni ile, enzimin
aktivitesinin ¢alisilmasimin miktarinin belirlenmesinden daha 6nemli oldugu sonucu
cikarilmistir. R268P ve C508Y mutantlarini tasiyan hiicre kiiltlirli ortamina ait
orneklerde ise herhangi bir band goriilmedigi icin muhtemelen proteinin katlanma ve
kararliligindaki degisiklikler sonucu hiicreden salinamadigi yorumu getirilmistir.
Q448E mutasyonuna sahip olan enzim tamamen aktif, P475S mutasyonuna sahip olan
enzimde aktivitenin azaldig1 ama islev gordiigii, Q449stop mutasyonuna sahip enzimin
ise olduk¢a az aktiviteye sahip oldugu, R268P ve C508Y mutasyonlarina sahip olan
enzimin hiicreden salinamadig i¢in, aktivitesinin de olmadig1 sonucuna varilmistir. Bu
5 mutasyonun frekanslart TTP hastasi olmayan 364 Japon bireyinde hesaplanmis,
bunlardan Q448E (% 19.4) ve P475S’nin (% 5,1) yaygin oldugu saptanmistir. Kontrol
grubunun olusturuldugu 364 bireyin TTP hastaligina sahip olmayan fakat farkl
hastaliklara sahip olan ve Japon Ulusal Kardiyovaskiiler Merkezinin Hipertansiyon ve
Nefroloji Bilim Dali’nda takip edilen bireyler olmasi, bu ¢alismada bildirilen allel
frekanslarinin, saglikli  kontrollerden farkli  olabilecegi diisiincesini  ortaya
cikarmaktadir. Bu nedenle Kokame ve dig. (2002) tarafindan polimorfizm olarak
tanimlanan P475S degisimi, bu tez calismasinda saglikli ve hasta bireyler dahil hicbir

ornekte rastlanmadigi i¢in bu ¢alisma kapsaminda mutasyon olarak adlandirilmistir.

Bu tez ¢aligmasinin sonuglarina gére, ADAMTS-13 mRNA kaliplarinin yaris1 cDNA’ya
cevrilmektedir. Ya da saglikli bireylere gore yaris1 kadar mRNA iiretilmektedir. Bunun
nedeni mutasyon/lar veya epigenetik olabilir. Enzimin plazma miktarinin arastirilmasi

sonucu elde edilen degerler de bu veriyi dogrulamistir.

Antoine ve dig. (2003)’nin bir calismalarinda TTP hastas1 iki kardes ve aileleri
arastirmaya dahil edilmistir. R7W, Q448E, P618A degisimleri polimorfizm, Q44stop,
A732V ve R1336W amino asit degisimleri ise mutasyon olarak degerlendirilmistir.
Cocuklardan birinin bu amino asit degisimlerinin hepsini heterozigot durumda tasidigi,
digerinin ise R7W disinda hepsini heterozigot durumda tasidig1 tespit edilmistir. ki
cocugun da ADAMTS-13 aktivitesi % 3’den az hesaplanmistir. Babalarinin ise yalnizca
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Q44stop mutasyonuna sahip oldugu saptanmistir. Annede Q44stop disindaki amino asit
degisimlerinin hepsinin heterozigot pozitif oldugu rapor edilmistir. Annenin plazma
ADAMTS-13 aktivitesindeki ¢ok az diisiisiin, annenin sahip oldugu mutasyonlar sonucu
meydana gelmis olabilecegi belirtilmistir. Babada da benzer sekilde aktivitede hafif bir
azalma saptanmig, bunun nedeni ise babanin sahip oldugu tek mutasyon olan Q44stop

ile aciklanmustir.

Schneppenheim ve dig. (2003)’nin c¢alismalarinda hasta grubu 50 ITP, 8 TTP, 24
hemolitik tiremik sendrom (HUS) ve 1 Evans sendromlu birey ile olusturulmustur. HUS
hastalarinin hi¢birinde enzim aktivitesinin % 62’nin altinda saptanmadig1 bildirilmistir
(ortalama % 103). TTP hastalarinin tiimiinde aktivite % 5 ya da daha az hesaplanmustir.
Bianchi ve dig.(2002)’nin sonuglarina benzer sekilde tiim ITP hastalarinin % 33 ya da
daha fazla enzim aktivitesine sahip oldugu saptanmistir (ortalama % 59). PZR ile tim
eksonlar ¢ogaltilip dizilenerek 8 adet yeni mutasyon tanimlanmistir. Bunlar, L232Q,
S263C, P353L, W390X, RI10X, R1034X, 2549delAT, 4143insA’dir. 4143insA
mutasyonunun nispeten yaygin saptandigi, ayn1 zamanda hastalarin 4’tinde bilesik
heterozigot (“‘compound heterozygote™) olarak bulundugu bildirilmistir, bu hastalarda
aktivite % 5’in altinda hesaplanmistir. Yalnizca 4143insA mutasyonunu tasiyan
bireylerde ise enzim aktivitesinin normal oldugu rapor edilmistir. Ug yanlis anlamli
mutasyon saptanmig, bunlardan biri L232Q), biri S263C digeri ise P353Ldir. 50 saglikli
kontrol bireyinin higbirinde bu farkli 8 mutasyon saptanmamustir. L232Q mutasyonu bir
Tirk hastada homozigot saptanmis ve bu durum akraba evliligine baglanmistir. L232Q
mutasyonunu homozigot durumda tasiyyan bu hastada aktivitenin % 2-6 arasinda
hesaplandig: bildirilmistir. R910X mutasyonunu tasiyan bireylerde enzimin aktivitesi %
50, 4143insA mutasyonuna sahip bireylerde % 21-55 iken bu 2 mutasyonu birlikte

tasiyan bir bireyde aktivitenin % 2’den az oldugu rapor edilmistir.

Uchida ve dig. (2004) tarafindan TTP hastas1 bir Japon bireyde plazma ADAMTS-13
aktivitesini azaltan yeni bir mutasyon tanimlanmistir. ADAMTS-13 aktivitesinin %
3’ten daha az oldugu hesaplanmistir. Hastanin anne ve babasinin her ikisinin de
ADAMTS-13 enzim aktivitesinin % 46 oldugu belirlenmistir. Hasta bireyin ve
annesinin Ornekleri incelendiginde, 2 adet yeni mutasyon tanimlanmigtir. Bunlardan

birinin metalloproteaz domende bulunan, 7. eksondaki yanlig anlamli bir mutasyon olan
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A250V oldugu saptanmis, digerinin ise 3. intronun 5’ ucunda yer alan Guanin-Adenin
degisimi oldugu tespit edilmistir. Hastanin her iki mutasyonu da heterozigot durumda
tagidig1 rapor edilmistir. A250V mutasyonu 66 saglikli bireyde taranmis ve mutasyon
saptanmadig1 bildirilmistir. Intron 3 G/A mutasyonu i¢in 772 saglikli birey taranmis ve
mutasyona rastlanmadigi rapor edilmistir. A250V mutasyonuna sahip hiicrelerin
lizatinda normal tip ile ayni miktarda ADAMT-13 oldugu saptanmis, diger yandan
kiiltiir ortaminda mutasyonun proteinin salinma yada kararliligini etkiledigini aciklar
bicimde A250V mutasyonuna sahip ADAMTS-13 miktarinin normal tipten daha az
oldugu gosterilmistir. Normal ve A250V mutasyonuna sahip enzimlerin aktiviteleri
arastirildiginda, A250V mutasyonuna sahip olan enzimin aktivitesi normal tipe gore
oldukg¢a diisiikk bulunmustur. A250V mutasyonunun, ¢inkonun baglanma bdlgesinde

yap1 degisikligi yaratarak enzimin aktivitesinde azalmaya neden oldugu 6ngoriilmiistiir.

R1060W mutasyonu igin literatiirde farkli sonuglar bulunmaktadir. Tao ve dig. (2006)
tarafindan daha 6nce rapor edilmemis iki adet mutasyon C365del ve C3178T (R1060W)
bildirilmistir. 18 b¢’lik delesyon yaratan C365del ve disintegrin bolgesindeki R1060W
mutasyonlart TTP’li bir hastada heterozigot durumda saptanmistir. C365del
mutasyonunu tastyan enzimin aktiviteye sahip olmadigi, R1060W mutasyonuna sahip
enzimin ise aktif oldugu bildirilmistir. Tao ve dig. (2006)’den farkli olarak, Camilleri ve
dig. (2008) tarafindan 6 TTP hastasinda R1060W mutasyonu gosterilmis fakat bu
mutasyona sahip bireylerde enzim aktivitesinin % 5’ten az oldugu bildirilmistir. Bu tez
calismasinda arastirilan mutasyonlardan biri olan C365del mutasyonu kontrol
bireylerinin yaninda, hasta bireylerde de saptanmadigindan Camilleri ve dig. (2008)’nin

sonuglari ile kargilastirilamamustir.

P475S (C1423T) mutasyonunun 250 kontrol bireyinde tarandig1 bir ¢aligmada (Jang ve
dig., 2008) Giiney Kore i¢in 6n veriler elde edilmis ayni zamanda ADAMTS-13
aktivitesi de Ol¢iilmiistiir. T allel frekans1 % 4 hesaplanmistir CT genotipine sahip
bireylerin ortalama enzim aktivitesi % 107 iken CC genotipine sahip bireylerinki % 118
olarak rapor edilmistir. Istatistik hesapla bu farkin anlamli oldugu bildirilmistir.
Japonlarda % 51 (Kokame ve dig., 2002), Cinlilerde % 15 (Ruan ve dig., 2004),
Avrupali beyaz irkda % 0 (Bongers ve dig., 2005), Korelilerde ise % 4 (Jang ve dig.,
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2008) saptanmustir. P457S mutasyonuna Avrupali beyaz irkta rastlanmamasi, iilkemiz

i¢in elde edilen veri ile ortiismektedir.

Sonug olarak, taranan mutasyonlar agisindan PAFS i¢in literatiirdeki ilk veriler elde
edilmigtir. TTP’de ADAMTS-13 aktivitesini etkiledigi gosterilen mutasyonlara PAFS
hastalarinin yaninda saglikli bireylerde de rastlanmamistir. Polimorfizm olarak
tanimlanmis olan 12. eksondaki P475S degisimine hasta ve kontrol bireylerde
rastlanmamis olmasi, bu degisimin mutasyon olarak degerlendirilmesi sonucunu ortaya
cikarmistir. Ayrica hasta grubundaki ortalama mRNA miktarinin kontrollerin yarisi
kadar olmas1 ve plazmadaki enzim miktar1 % 34 daha az olmasina karsin, enzimin
aktivitesinde ayni oranda bir azalma olmadigi saptanmistir. Buradan enzimin
plazmadaki miktar ile aktivitesi arasinda bir korelasyon olmadig1 sonucu ¢ikarilmistir.
Buna neden olarak, enzim miktar1 agisindan belirli bir esik deger asildiginda aktivitenin
gerceklestigi sonucu ongorillmiistiir. Farkli plazma orneklerinde, ayn1 miktarda enzim
bulunmasina karsin farkli aktivite degerleri saptanmasina neden olan etkenin ¢inko veya
kalsiyumun konsantrasyon farkliligindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica
cinsiyetin enzim aktivitesi i¢in dnemli bir kriter oldugu saptanmistir. Daha fazla sayida
hasta ve kontrol bireyi ile, promotor bélgede gen anlatimini etkileyebilecegi diisiiniilen
mutasyon ve metilasyon taramasinin yapilmasi ve tez calismasina baslandiktan sonra
bildirildiginden dolay1r bu teze dahil olmayan Q44stop ve A250V mutasyonlarinin
varligt da arastirillarak 2 hastadaki aktivite kaybinin agiklanmaya calisilmasi,
plazmadaki c¢inko ve kalsiyum konsantrasyonlarinin enzim aktivitesine etkisinin

arastirilmasi gerekliligi sonucuna varilmistir.
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