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1. OZET

KOYUN VE KUZU AKCiGERINDEN iZOLE EDIiLEN DOKU FAKTORU
AKTIVITESINDE LiPITLERIN ETKIiSi

Tromboplastin, Faktor III ve CD 142 adlariyla da bilinen doku faktorii (DF)
pihtilasma sistemini baslatmaktan sorumlu bir membran glikoproteinidir. Molekiiliin
yapisinda pihtilasma sisteminin aktivasyonunu baslatan fosfolipidler 6nem tasir. DF
gecmisten gilinlimiize pihtilasma sisteminin takibinde Onemli bir ara¢ olarak
kullanilmaktadir. Ilerleyen teknolojiyle DF’nin bir¢ok hastaligin patogenezinde de
etkin oldugu goriilmiistiir.

Bu ¢alismada koyun ve kuzu akcigerinden izole edilen DF’nin aktivitesinde lipitlerin
etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Bunun i¢in DF ekstrakt1 ve saflagtirilmig DF
hazirlandi. Lipidler ekstrakte edildi. Ekstraksiyonla ayrilan lipid ve protein
kisimlarinin, hazirlanan DF ekstraktinin  ve saflastirilmis DF’nin  aktivitesi
protrombin zaman testi ile tayin edildi. DF ekstrakti daha sonra kullanilmak {izere
liyofilize edildi. Bu ekstraksiyon kullanilarak gravimetrik olarak toplam lipid tayini
yapildi. Ince tabaka kromatografisi (TLC) ile fosfolipidler belirlendi ve fosfolipid
standartlar1 ~ kullanilarak ~ major  fosfolipidlerden  fosfatidilkolin ~ (PC),
fosfatidiletanolamin (PE), fosfatidilserin (PS) ve sfingomiyelinin (SM) yerleri tesbit
edildi. DF ekstraktindaki fosfolipid miktarlarini belirlemek i¢in her bir 6rnege fosfor
tayini yapildi.

Kuzu akcigerinden elde edilen DF ekstrakti koyununkinden daha aktif bulunmustur.
DF’nin ekstraksiyonla ayrilan lipit kisminda aktivite goriiliirken, protein kisminda
goriilmemistir. Ikisi bir aradayken en yiiksek aktiviteye sahip olduklari gdriilmiistiir.
Saflagtirma islemi aktiviteyi disiirmiistir. DF’de fosfolipidlerin siralamasi
PE>PC>PS>SM seklinde tesbit edilmistir.

Bu ¢alismanin sonuglar1 kendi trettigimiz DF’nin standardize edilerek protrombin
zamani testinde kullanilabilecegini gostermistir ve bulgularimiz tromboplastin

tiretiminde literatiire katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Doku faktdorii, protrombin zamani, PC, PE, PS, SM, TLC



2. ABSTRACT

EFFECT OF LiPiDS iN TiSSUE FACTOR ACTIVITY ISOLATED FROM
SHEEP AND LAMB LUNG

The Tissue factor (TF), also known as thromboplastin, Factor Il and CD 142 is a
membrane glycoprotein responsible for initiating the clotting system. Phospholipids
that activate the activation of the coagulation system in the molecular structure are
important. TF is used has always been an important tool in the monitoring of the
coagulation system. In parallel with the advancing technology, it is known that TF is
also effective in the pathogenesis of many diseases.

In this study, it was aimed to investigate the effect of lipids on the activity of TF
isolated from sheep and lamb lung. For this, TF extract and purified TF were
prepared and lipids were extracted. The activity of lipid and protein fractions
separated by extraction, the TF extract prepared and the purified TF were determined
by prothrombin time test. The TF extract was lyophilized for later use. Using this
extraction, total lipid was determined by gravimetric method. Phospholipids were
identified by thin layer chromatography (TLC) and major phospholipids such as
phosphatidylcholine (PC), phosphatidylethanolamine (PE), phosphatidylserine (PS)
and sphingomyelin (SM) were determined by using phospholipid standards. To
determine the amounts of phospholipids in the TF extract, phosphors assignment
have been done spectrophotometrically for each sample.

The TF extract from lamb lung found more active than sheep lung. The TF activity
was observed in the lipid fraction separated by extraction, but not in the protein
fraction. A two together, it was found to have the highest activity. Purification
decreased activity. Sequence of phospholipids in the TF obtained from lamb lung
was determined as PE> PC> PS> SM.

The results of this study show that the TF we produce can be standardized and used
in the prothrombin time test and our findings will contribute to the literature in the

production of thromboplastin.

Key words: tissue factor, prothrombin time, PC, PE, PS, SM, TLC



3. GIRIS ve AMAC

Saglikli yasam icin normal ¢aligan bir koagiilasyon sistemi gereklidir. Bu yol
kanin disartya akmasin1 Onleyen bir savunma sistemi olarak da kabul edilebilir.
Giiniimiizde TF’nin koagulasyon sisteminin her basamaginda etkili oldugu da kabul
edilmektedir (1,2).

Kan pihtilasmas1 ya da koagiilasyon, doku hasarina hizli bir yanittir (3).
Koagiilasyon damar yaralanmasi sonucunda kanamay1 durdurmak igin fibrin aginin
olusumunu diizenleyen plazmadaki kompleks reaksiyon kaskadidir ve ana baslaticisi
olan TF hemostaz, tromboz, anjiyogenez, kanser ve bagisiklikta hayati rol oynar.
Koagiilasyon reaksiyonlarin sadece kiigiik bir boliimii kan plazmasinda ortaya ¢ikar.
Tiim ana siirecler endotel hiicreleri, hasar gormiis subendotelyum veya bu hiicreler
tarafindan dokiilen mikropargaciklar ile aktif trombositlerin membranlarinda lokalize
iki boyutlu tepkimelerdir. Trombin ve kollajen gibi gii¢lii aganistler ile trombosit
uyarilmasi, fosfotidilserinin diga dogru yonelmesine yol agar ve bu da koagiilasyon
faktorlerinin etkin bir sekilde baglanmasini saglar. Serin proteaz intrensek sistemin
enzimatik komplekslerinde kritik rol oynar. Proteinlerin gama-karboksiglutamik asit
acisindan zengin bolgeleri ile negatif yiiklii fosfolipidlerin baglanmasina ¢ogunlukla
kalsiyum kopriileri aracilik eder. Pihtilasmanin artisi ile birlikte bu baglanma, plazma
inhibitorlerinden koagiilasyon faktorlerinin korunmasit i¢in 6nemlidir. Pihtilasma
faktorlerinin fosfatidilserin igeren membranlara baglanmasi tiim zara bagh
reaksiyonlarin ilk adimidir (4-7).

Hemostatik sistemi baslatmaktan sorumlu bir membran glikoproteini olan TF,
bir apoprotein kismi1 ve parsiyal tromboplastin aktivitesinin ekspresyonu i¢in gerekli
olan bir fosfolipid kismindan olusur. Hiicre hasari sonrasinda, TF’nin fosfolipidleri
kana sizar ve Ca™ varhginda Faktor VII (FVII) veya Faktor Vila (FVIIa) ile bir
kompleks olusturur. Bu kompleks direk olarak ekstrensek yolda Faktor X (FX)’u ve
ayrica intrensek yolda Faktor IX (FIX)’u aktiflestirir (8-10) Fosfolipidlerin ve
kalsiyum iyonlarinin bulunmasi halinde pihtilasma etkindir (11).

TF, kan damarlarinin adventisya tabakasindan ve epidermal, stromal, glial
hiicreleri tarafindan sentezlenir (5,12,13). Ayrica normalde TF aktivitesine sahip

olmayan l6kositlerin damar ortaminda yada kollajene maruz kaldiginda TF



sentezleyebildigi gosterilmistir (14). Yaralanma, damar yirtigi sonucu kanamalarda
damar disindaki TF ile temas oldugunda pihtilagma siireci baglatilir. Dolasimdaki
FVII, TF'ne baglandiginda, hizli bir sekilde FVIla'ya donistirilir (15). FVIla/ TF
kompleksi FIX ve FX’u aktiflestirebilmektedir (16).

FVIla’nin TF ne baglanmasi preolitik aktivitesini neredeyse ii¢ kat yiikseltir
(17,18). Bununla birlikte IXa veya Xa faktorlerinin kofaktorlerine farkli baglanmasi,
FVIla’nin TF ne baglanmasi tamamiyla kalsiyum gerektirmez ve iligskinin afinitesi
aniyonik fosfolipidin varligiyla yiikselir. FVIla / TF tarafindan FIX ya da X’un
kirilmast anyonik fosfolipid tarafindan arttirilir. Bu etki substratin arttirilmis
baglanmasindan ¢ok VIla / TF kompleksinin katalitik verimliligi iizerinde
fosfolipidin etkisinden kaynaklanir (19-21).

Kumarin gibi oral vitamin K antagonistleri ile basarili bir antikuagulan
tedavisi, kanama riskini azaltan etkili bir antikoagulasyon i¢in hastanin protrombin
zaman testinin (PTZ) dikkatle izlenmesi gerekir. PTZ pihtilasma testi; karaciger
yetmezligi, sepsis ve diger hastaliklara bagli koagulapatilerin degerlendirilmesinde
ve ameliyat 0ncesi kanama riskinin tayininde plazma pihtilasma sistemlerinin genel
olarak aragtirilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. PTZ testlerinde kullanilan TF
reaktifi, pthtilasmayi tetikleyen TF icerir. Orjinal olarak hayvan ya da insan kaynakli
ekstraktlar ham dokudan elde edilir (5,22).

Son zamanlarda rekombinant teknolojiyle fosfolipid veziikiilleri igeren
tromboplastinler de iiretilmeye baslanmustir. insan doku faktdrii igeren yeni nesil
rekombinant tromboplastinleri (rTF) optimal pihtilastirma aktivitesi i¢in fosfolipid
vezikiilleri igine dahil edilen integral membran proteinleridir. rTF’ler, FVII
seviyelerine asir1 duyarli olmasindan dolay1 elestirilmektedir. FVII’nin plazma yari
omrii kisadir, bu ylizden 6zellikle oral antikoagiilan tedavinin baslangicinda FVII
seviyelerinde dalgalanma olur (22).

TF’lerin yanitlar1 ve oral antikoagulanlarin sebep oldugu koagulasyon
yetersizliklerinin yanitlar1 degiskendir. Bu diizeltilmezse oral antikoagiilan dozu
kabul edilemez farkliliklara yol agabilir. TF duyarlilik farkliliklarini telafi etmek igin
bir kalibrasyon sistemi (Uluslararast Duyarlilig1 indeksi (ISI)) gelistirilmistir (23).
Uretici firmalar, iirettigi TF’yi diinya saglik orgiitiine (WHO) gonderirler ve oradan

bir ISI degeri alirlar. Boylece hastalarin degisik laboratuarlarda dlciilen protrombin



zamanlart standartize edilir. WHO’nun standardize ettigi bir TF kullanilirsa
laboratuvarlar arasi veya iilkeler arasi farkliliklar ortadan kalkacaktir (22-24).

Pihtilagma yetersizliklerinin ve oral antikuanguan tedavisinin takibi i¢in PTZ
testinde kullanilan tromboplastin reaktiflerinin aktif maddesi TF’dir. TF reaktifleri
beyin, akciger ya da plasenta ekstrelerinden saflastirilan kompleks karigimlardir. Son
zamanlarda rekombinant teknolojiyle fosfolipid veziikiilleri igeren TF’ler de
iretilmeye baslanmistir. TF’ler, K vitaminine bagimli pihtilasma faktorlerinin
seviyelerindeki azalmaya karsi c¢ok duyarlidir. Uretilen TF’lerin igerigindeki
farkliliklar protrombin zamani testinin sonuglarini etkilemektedir. Oral antikoagiilan
tedavinin izlenmesinde kullanilan Uluslararas1 Duyarlihk Indeksi (ISI) ve
Uluslararast Normallestirilmis Oran (INR) bu durumu telafi etmistir. INR sistemi
genellikle sepsis veya karaciger yetmezligi olan hastalarin  pihtilagsma
bozukluklarinin izlenmesinde kullanilir (22).

Hayati organlari tehdit eden arteryal tromboembolismin baslica sorumlusu
olarak kabul edilen koagulasyon inflamasyon olaylarinda, ekstrensek ve intrensek
koagulasyon mekanizmasinin tetikleyicisi durumunda olan TF 6nemli bir yer tutar
(25,26).

Emekli ve Ulutin (27) tavsan beyninden elde ettikleri TF ile olusturduklari
yaygin damar i¢i pihtilasmasinda Protein C’nin etkisini gosterdiler.

Beyin gibi TF yoniinden zengin dokulardan elde edilen TF’nin ¢ok az miktari
bile yaygin damar i¢i pihtilagsmasi i¢in yeterli oldugundan ge¢mis yillarda TF’nin
kanda bulundugu diisiiniilmezdi. In vitro ¢alismalarda TF Quick ydntemiyle PTZ
Olctimiinde kullanildig1 i¢in ekstrensek adi ile anilmistir. Gliniimiizde TF’nin hem
ekstrensek hem de intrensek pihtilagsmay1 baslattigi ve kanda 6lgiilebilen miktarlarda
bulundugu kanitlanmistir (28).

TF ile ilgili calismalar 1800’lii yillarda baslamis gilinlimiizde ise, bu
membran proteinin pek ¢ok metabolik faaliyet iginde oldugu bildirilmistir (27).

Bu c¢aligmada amacimiz laboratuvarda kullanimi1 gegmisten giliniimiize devam
eden, cesitli organlarda bulunan ve farkli fonksiyonlari olan DF’nin etkin maddesi
olan lipidlerin aktivitedeki degisimlerinin ve fosfolipid igeriginin gorsel olarak

belirlenmesidir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Doku Faktorii ve Tarihcesi

TF koagiilasyon kaskadimin ana baslaticisidir ve trombositler, 16kositler,
fibroblastlar ve endotel hiicreleri dahil olmak iizere gesitli hiicrelerin yilizeyinde ve
damar duvarin1 c¢evreleyen yumusak kas hiicrelerinde bulunan 47-kDa'lik
transmembran bir glikoproteindir. TF bir hasara veya hiicre dis1 uyarilara bir yanuttir.
Hiicre dis1 bolgesi, molekiiliin %80'ini olusturan FVII / FVIla baglanma yerine ve
immunoglobulin benzeri beta sandvi¢ katlama yerine sahiptir. TF kan pihtilagmasina
ek olarak, iltihap, embriyonik gelisme, anjiyojenez, tiimdér metastazi, hiicre
yapismas1/gocii ve dogal bagisiklik dahil bir ¢ok olayda rol oynar (7).

Endopeptidaz ve eksopeptidaz aktivitesi olan TF organizmadaki tiim
dokulardan elde edilebilir. Pihtilasma mekanizmasinda FVII’ye baglanarak onu aktif
sekli olan FVIla’ya donistiiriir. Molekiiler yapisinin dokudan dokuya farklilik
gosterdigi diisliniilmektedir. Beyin, akciger ve plasenta TF agisindan zengin olan
organlar arasindadir. Tikiirlikteki TF agizdaki yaralarin ve kanamalarin c¢abuk
gecmesi i¢in 6nemlidir. Quick ve iki sathali protrombin zamani 6l¢lim yonteminde
beyin ve akcigerden elde edilen TF’ler kullanilir.

Giliniimiizde kanita dayali olarak kabul edilen pihtilagsma sisteminin temelleri
1892 yilinda Schmidt, 1905 yilinda Morawitz tarafindan atilmistir. O tarihlerde
pihtilagma ile ilgili bilgiler agagida 6zetlendigi gibidir.

Doku Faktorii
Ca ++
Protrombin — > Trombin
Trombin

Fibrinojen ——  Fibrin

1900’1 willar1 takip eden uzun bir siire pihtilasma mekanizmasindaki

gelismeler TF yani ekstrensek sistem merkezli olmustur (29).



19. ylizyilda Paul Morawitz kan koagiilasyonu ile ilgili ilk teoriyi
yayinlamistir. Morawitz’e gore koagiilasyon dort faktor arasindaki etkilesim ile
olusur. Bu faktorlerden {i¢ tanesi plazmada bulunan protrombin, Kkalsiyum ve
fibrinojendir. Dordiincii faktér olan trombokinaz (bugiin tromboplastin veya tissue
factor olarak bilinir) ise trombosit ve 16kositlerde bulunur. Kan yabanci bir doku
veya ylizey ile temas ederse trombosit ve 16kositler agregasyon olusturur ve TF salini
gerceklesir. TF ile protrombin etkilesimi kalsiyumun da ortamda bulunmasi ile
trombin olusumuna yol agar. Trombin ise fibrinojenin fibrine doniisiimiinii saglar.
Hasarlanmis doku hiicreleri TF nin ikinci kaynagidir ve yara yerinde kanin daha hizl
pihtilasmasini saglar (30-32).

Yiizyilin ortalarinda yeni bir faktor kesfedildi. Pihtilasma mekanizmasinin
baslangicinin iki yol ile meydana geldigi fikri ortaya atildi. Birinci yol Morawitz’in
TF aracilikli yolu olup doku hasar1 sonrasi organizmanin kanamaya karsi kendini
savunmasi, ikinci yol ise; in vitro olarak kanin cam gibi negatif yiiklii yiizey ile
karsilastiginda plazma proteini FXIII (Hageman faktorii) araciligi ile gergeklesen yol
olarak tanimlanmustir (30-35).

4.2. Hemostatik Sistem ve Doku Faktorii

Kan, endotel hiicreleri ile kapli damarlarda pihtilasmadan dolanir. Endotel
disinda bir yiizeyle karsilastiginda hemen pihtilasir. Dolasan kanda mikro diizeylerde
dahi bir piht1 olmasi, kilcal damarlar tikayarak ilgili organin oksijenlenmesini ve
beslenmesini engelleyecegi i¢in hayati tehlike olusturdugu gibi bir kesi ya da hasar
bolgesinde pihtinin meydana gelmemesi kanin disar1 akmasini saglayarak yine hayati
tehlike olusturur. Bu fizyolojik olaylar hemostaz adi verilen sistemin gesitli
bolimleri arasindaki biyokimyasal dengenin iyi islemesine baglidir (29).

Hemostaz; damar sistemi, trombositer sistem, koagiilasyon sistemi ve
fibrinolitik sistem olarak birbirini takip eden yolaklardan olusur. Koagiilasyon
mekanizmasi ise piht1 olusumu ile sonuglanan {i¢ basamaktan olusur. Bu basamaklar;
yavas ve en 0nemli basamak olan intrinsik yol, hizli ve erken aktive olan basamak
ekstrensik yol ve fibrin yapmm i¢in gerekli son basamak ortak yoldur.
Koagiilasyonun baslamasinda primer yol ekstrensek yoldur. Ekstrensek ve intrensek

yollarin ilk kisimlar1 farklidir, sonraki kisim her iki durum icin de ortaktir.



Ekstrensek yol damar duvari ve ¢evresindeki dokularin travmaya ugramasiyla baslar,
intrensek yol kanin kendi i¢inde baslar (29).

Ekstrensek Yol: Bu yol, damar duvar1 veya damar-dis1 dokularin travmaya
ugramasi ile aktive olur ve TF tarafindan baslatilip hizla aktive olur. TF, endotel
hasarlanmasi ile dokulardan salinmakla beraber trombositler ve monosit/makrofajlar
tarafindan da sentezlenmektedir. TF, doku membranlarindan gelen fosfolipitler ile
onemli bir proteolitik enzim igeren bir lipoprotein kompleksidir. Ca™ varhiginda
TF’nin lipoprotein kompleksi FVII'yi aktive edip (FVIIa) onunla bir kompleks
olusturur (5,29). Normalde kanda az miktarda da olsa (0,59-8,4 ng/ml) FVlla
bulunmaktadir. TF/FV1la kompleksi bir taraftan FIX’u aktive ederken, diger taraftan
da FX'u FXa'ya donistiriir. TF hem direkt olarak, hem de FIX'u aktive etmek
suretiyle indirekt olarak, Ca™ yardimu ile, FX'u aktiflestirir; yolun bundan sonraki
kismi intrensek yolla ortaktir. Aktif Faktor X, TF’nin pargasi olan doku
fosfolipitleriyle ya da trombositlerden serbestlenen fosfolipitlerle birlikte FV ile
birleserek protrombin aktivatorii adi verilen komplexi olusturur ve protrombinin
trombine (FIla) doniisiimii saglar (5,29,36).

Intrensek Yol: Plazma iginde olusan bu yol kanmn kendisinin travmaya
ugramasi veya kanin travmatize bir damar duvarindaki kollajenle temast sonucu
baglar. Kanin travmaya ugramasi; FXII ve trombosit fosfolipitlerinin aktiflesmesine
ve trombosit fosfolipitlerinin serbestlesmesine neden olur. Hasarlanan damar
duvarindaki subendotelyal kollajenle temasiyla da Hegeman faktorii (FXII) aktiflesir.
Kanin travmaya ugramasi veya damar duvarindaki kollajenle temasi kandaki
FXII’nin yaninda trombositleri de etkiler. FXIla, FXI’1 FXlIa’ya doniistiiriir. FXIa,
FIX'u aktiflestirir. FXla, FVIII, trombosit fosfolipitleri ve travmatize trombositlerden
salinan “’trombosit faktor 3’ (PF3) birlikte etki gostererek FX’u aktive ederler.
FXIla'nin baslattig1 reaksiyon zincirindeki faktorlerden her biri Ca™ ve diger bazi
faktorlerin yardimiyla kendisinden sonra gelen faktorii aktive eder. Intrensek yolun
son asamasi ekstrensek yolun son asamasiyla aymidir. Yani, FXa, FV ve trombosit
veya doku fosfolipitleriyle birleserek protrombin aktivatorii kompleksini olusturur.
Protrombin aktivatorii de potrombinin trombine pargalanmasini baslatir (5,37,38).

Ortak Yol: Bu yolda; FXa, Ca"""un, Labil faktér’in (FV) ve trombosit

kaynakli fosfolipid misellerinin yardimi ile protrombini (FII) trombine (Flla)



doniistiirtir. Flla, fibrinojenin (FI) fibrine doniismesini baslatir. Fl'in iki peptit
zincirinin her birinden iki peptit parcasi koparilir ve fibrin monomerleri (Fla) olusur.
Bir transglutaminaz'in (aktive edilmis FXIIla) yardimi ile Fla kovalent ¢apraz
baglarla polimerize olur; boylece suda ¢éziinmeyen ve plazmin ve diger proteolitik
enzimlere direngli olan saglam fibrin olusur. Fibrin iplikleri, kan dolasimindaki
eritrositleri ve lokositleri hapseden kirmizi pihtinin matriksini olusturur. Boylece
pihtt olusumu ve biiylimesiyle koagiilasyon kaskadi sonuglanir. Flla, FXIII'i de
aktiflestirir. Ayrica, trombosit agregasyonunun gii¢lii bir uyaricisidir (5,39-41).

Asagidaki sekilde bu yolaklar 6zetle goriilmektedir.

interensek Sistem

Kollagen Prekallikrein
X —MWKy yi1a >
~ Kallikrein
=
>
T

Ekstrensek Sistem

Xl —» Xla

Doku Faktorii
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Ortak Yol
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Sekil 4.2. Koagulasyon kaskadinda fosfolipidlerin rol oynadigi basamaklar.



Kan ve dokularda kan pihtilagmasin1 etkileyen 50’den fazla madde

bulunmustur. Bundan pihtilasmay1 saglayanlara prokoagiilan, pihtilasmayi inhibe

edenlere antikoagiilan denir. Kanin pihtilagip pihtilasmamasi, bu maddeler arasindaki

dengeye baglidir. Pihtilagma faktorlerinin bir¢ogu ¢ok diisilk konsantrasyonlarda

bulunan yiiksek oranda glikozillenmis bir plazma proteini grubudur. TF disindakiler

plazmadadir ve aktiflesmek icin bir proteolitik aktivasyona ihtiya¢ duyarlar. Bazilar

K vitamini bagimhidir ve glutamik asit zincirinin modifikasyonu ile sonuglanan bir

dizi enzimatik modifikasyona ugrarlar. Bu durum, tromboembolik olaylarin

onlenmesinde ve tedavisinde K vitamini antagonistlerinin kullanimina imkan tanir

(29,42,43). Pihtilasma faktorleri ve bazi1 6zellikleri asagidaki tabloda 6zetlenmistir.

Tablo 4.2. Pihtilagma faktorlerinin (proteinlerinin) bazi 6zellikleri.

No Adi Yapisi Fonksiyonu
[ Fibrinojen Plazma Proteini Ortak yol, fibrin 6nciisii, piht1 olusturur
I Protrombin Vit.K bagimli Ortak yol, trombin 6nciisii,
serin proteazi Ha,l,V,VIIL,VIIIL X, XIII, Protein C ve
trombositleri aktiflestirir
11 Doku Faktorii Lipoprotein Ekstrensek yol, VIIa’nin kofaktorii
v Kalsiyum fyon P1h. fak.lerinin fosfolipidlere baglanmasi,
interensek yolun ilk iki basamagi disindaki tiim
reaksiyonlarin baglatilmasi, hizlandirilmasi, K vit.
bagimli faktorlerin aktivasyonu
\% Proakselerin, Labil Seruloplazmin Ortak yol, X’un kofaktorii, protrombinaz
faktor benzeri protein kompleksini olusturur
Vil Prokonvertin, Vit. K bagiml Ekstrensek yol, proenzim, IX ve X’nu aktiflestirir
Otoprotrombin | serin proteaz
VIl | Antihemofilik faktér | Seruloplazmin Intrensek yol, IX’un kofaktorii, tenaz kompleksini
A benzeri protein olusturur
Von Willebrand Multimerik Trombosit adezyonu,VIII’e ve subendoteldeki
Faktor (VWF) yapida protein kollajene baglanma, FVIIIc i¢in tastyict protein
IX Christmas Faktor, Vit. K bagimli Intrensek yol, proenzim, X’nu aktiflestirir, VIII’le
Antihemofilik faktor | serin proteaz tenaz kompleksini olusturur
B, Otoprotrombin |1
X Stuart-Power Faktor, | Vit. K bagimh Ortak yol, proenzim, II’yi aktiflestirir, V’le
Otoprotrombin 11 serin proteaz protrombinaz kompleksini olusturur
Xl Antihemofilik Faktér | Serin proteaz Intrensek yol, proenzim, IX’u aktiflestirir
C onciisii
Xl Hageman Faktor Serin proteaz Intrensek yol, proenzim, faktdr XI,VII ve
prekallikrein’i aktiflestirir
Prekallikrein, Serin proteaz Enzim, XII ve prekallikrein’i aktiflestirir,
Fletcher Faktor HMWK’y1 boler
Yiiksek Molekiil Baglanma proteini | Kofaktor, XII, XI ve prekallikrein’in karsilikli
Agirlikli Kininojen aktivasyonu
(HMWK)
X111 | Fibrin Stabilize Edici | Transglutaminaz | Ortak yol, proenzim, fibrin monomerlerini fibrin
Faktor (FSF) polimerlerine doniisiimii, fibrinin ¢capraz

baglanmasi
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4.2.1. Tromboplastin Jenerasyon Testi (TGT)

FVII ve FIX eksikligini ayirmak icin tromboplastin jenerasyon testi
kullanilir. Sulandirilmis plazma trombosit yerine gecen bir madde varliginda
rekalsifiye edilir ve normal sitratli plazmaya asir1 kalsiyumla birlikte inkiibe edilmis
karisiminin alt 6rnekleri eklenerek tromboplastin olusumu test edilir.

Bozuk olan test plazma ilavesiyle diizeliyorsa FVIII eksikligi, serum
ilavesiyle diizeliyorsa FIX eksikligi, her ikisinin ilavesiyle diizeliyorsa FXI eksikligi
diisiiniiliir. Ciinkii normal plazmada FVIII ve FXI, normal serumda ise FIX ve XI
bulunur (44-48).

Koagiilasyon sistemi ve klinikte siklikla kullanilan pihtilasma zamanlari

asagidaki sekilde gdsterilmistir.
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Sekil 4.2.1 Koagiilasyon sistemi ve klinikte siklikla kullanilan pihtilagma testleri.
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4.3. Doku Faktoriiniin Molekiiler Yapisi
Hiicresel bir kofaktor ve reseptor olan TF’nin molekiil yapisi ve igerigi elde

edildigi kaynaga gore degisir. Farkli oranlarda fosfolipid, protein ve karbohidrat
iceren TF’nin molekiil agirlig1 da genis bir aralik i¢inde degisir. Wintrobe’s Clinical
Hematoloji’sinde TF’nin molekiil agirligimin 53,000-425,000 kDa arasinda degistigi,
aktif protein agregatlarimin ise 1,500,000 kDa kadar olabilecegi bildirilmistir
(49,50). Cok fonksiyonlu TF’nin molekiil yapis1 3 boliimde incelenir (34);

e Amino terminalin bulundugu ekstraseliiler bolge,

e Hiicre membraninin i¢inde kalan bolge,

e Sinyal iletiminde gorev alan ve karboksi terminal ucunu igeren bolge.

Hiicre membrane yiizeyinde FVIIa ve TF’nin hiicre dis1 alaninin (sTF) kristal

yapilar1 asagidaki sekilde gosterilmistir.

Sekil 4.3. Membran ylizeyinde diizenlenmis FVIla ve TF'nin hiicre dig1 alaninin (sTF) kristal
yapilari.

Bu sekilde (A) FVIIa (mavi) uzatilmis bir sekle sahiptir ve membran cift
tabakalarinda anyonik fosfolipidlere N-terminal GLA alaniyla baglanir (burada
membrana temas halinde gosterilmektedir). Ca* * (kirmiz1 kiireler) ve Mg (gri
kiireler) gibi iki degerli katyonlarin GLA alaniyla koordinasyonu, uygun alan
katlanmas1 ve fonksiyonu igin kritik énem tasir. Bir Ca™" iyonu, FVIla'nin birinci
epidermal biliylime faktorii benzeri alanina ve ayrica bu proteinin proteaz alanina

baglanir (membrandan en uzaktaki alan). TF'nin izole edilmis dis ortami (sTF,
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turuncu) membran ylizeyine tek bir transmembran heliks vasitasiyla baglandigr gibi
tasvir edilmistir. (B) sTF-FVIla kompleksinin kristal yapist ile TF'nin transmembran
heliksi. (C) TF'nin yakindan gosterimi (TF'nin substrat baglayici eksozit bolgesi).
Allojik olarak aktiflesen FVIla'ya ek olarak, TF'nin membran-proksimal kalintilar
yoluyla FIX ve FX protein substratlariyla dogrudan etkilestigi diistintilmektedir. TF
kalintilart Tyr™’, Lys™®, Ser'®, Gly*®, Lys'®, Lys'® ve Tyr'® (Van Der Waals
yarigap1 olarak gosterilir ve asagidaki gibi kimliklere gore renklendirilir-teal: lizin,
beyaz: glisin, sari: serin, yesil: tirozin) mutagenez c¢alismalar1 ile gosterildigi gibi alt
katmanla etkilesime Onemli Olgiide katkida bulunur (Sekil C, sekil B'den 45 °
dondiiriiliir) (49).

TF toplam 263 amino asit i¢erir. Bunlarin 219 tanesi ekstraseliiler bolgede, 23
tanesi transmembran bolgede ve 21 tanesi intraseliiler bolgede bulunur. TF’nin lipid
kismi; kolesterol, serebrozid, gangliosid ve fosfolipidlerden olusmaktadir. Fosfolipid
icerigi ise fosfotidiletanolamin, fosfotidilserin, fosfotidilkolin, sfingomyelin,
fosfotidilinositol, lizofosfotidiletanolaminden olusur. Protein kisminda doku faktorii
aktivitesi vardir ancak lipid bilesiminin eklenmesiyle bu aktivite 950 kez artar.
TF’nde bulunan fosfolipilerin negatif yiiklii olmasi koagulan aktivite i¢in dnemlidir.
TF’nin kofaktér fonksiyonunu tam gosterebilmesi i¢in yapisindaki proteinler ve

fosfolipidlerin bir arada olmasi gerekir (34).

4.4. Doku Faktoriiniin Genetigi

TF geninin lokalizasyonu kromozom iizerinde 1p21-p22 bdlgesindedir.
TF’nin DNA sekuensi 6 ekson ve 5 introndan olusur ve yaklasitk 13 kb
uzunlugundadir. Birinci ekson sinyal peptidini kodlar. 2, 3, 4 ve 5. eksonlar
ekstraseliiler kismi kodlar, 6. ekson trasmembran ve sitoplazmik kisminin
kodlayicisidir. Ayrica 6. Ekson doku faktoriinde 3-UTR denilen translasyona
ugramayan bolgeyi kodlar. TF genin promotor bdlgesi -383 ve -121 baz c¢ifti (BP)
arasindadir (28).

4.5. Doku Faktoriiniin Bulundugu Yerler
TF hiicrede transmembran protein olarak bulunur. Onceki yillarda TF’nin

sadece ekstravaskiiler dokularda makrofajlar, monositler ve fibroblastlar tarafindan
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eksprese edildigi kabul edilirken daha sonraki ¢alismalar dokularin farkli
bolgelerinde TF ekspresyonunun oldugunu gostermistir.

Saglikli insanlarin plazma ve serumunda Olgiilebilecek miktarlarda inaktif
olarak bulunan TF, ¢esitli ajanlarin etkisi ile ve patolojik durumlarda degisim
gosterir. Kanamanin ¢abuk durdurulmasi i¢in beyin, akciger, miyokardium, plasenta
ve uterusda doku faktoriiniin fazla oldugu diisiiniilmektedir. TF nin oldugu dokularda
ekstrensek yolla, olmadig1 dokularda ise intrensek yolla kanama durdurulur. Bu
bilgilere dayanarak dokuya spesifik hemostazin oldugu anlasilmaktadir (28). Cesitli
dokularin TF aktivitesi asagidaki tablodaki gibidir.

Tablo 4.5. Cesitli dokularda doku faktorii ekspresyonu. (-) yok, (+) zayif aktivite, (+ +) orta
aktivite, (+ + +) giiclii aktivite, (D) degisebilen aktiviteyi gosterir (12).

Deri Epidermis (+++)
Dermis ()
Barsak Mukoza (+++)
Submukoza ()
Muskularis D(+)
Damarlar Intima )
Media D(+)
Adventisya (++)
Kapiller ()
Kalp Miyokard (+++)
Endokard ()
Kardiak kapaklar ()
Akciger Bronsial mukoza (++)
Bronsial submukoza ()
Alveolar septae (+)
Alveolar epitel hiicresi (++)
Alveolar makrofaj D(+)
Beyin Meninges (+)
Serebral korteks (+++)
Bobrek Glomeriiller (+++4)
Tubuler ()
Interstiyum ()
Dalak Kapsul (++)
Trabekul (+++4)
Splenic cord (-)
Limhoid yiizeyler ()
Karaciger Hepatositler )
Kupfer hiicreleri ()
Safra yolu epiteli ()
Adrenal glands Korteks (-)
Medulla (+)
Periferal sinir Schwan hiicreleri (++)
Aksonlar ()
Iskelet kas1 Miyosit )
Perimisyum ()
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4.6. Doku Faktérii Inhibitorii

Doku faktorii yolu inhibitorii (TFPI) kilcal damarlarin endotel hiicrelerinde
sentezlenen bir proteaz inhibitérdiir ve TF’nin diizenleyicisidir. TFPI’nin etkiledigi
baslica molekiil FXa ve FVIIa/TF kompleksidir. TFPI yasam i¢in gereklidir ¢linkii
TF’nin asir1 uyarilmast yaygin damar ici pihtilagmasi sendromunda oldugu gibi
yaygin trombotik tikanmalara neden olacagindan TF’nin kontrolii saglanmalidir.
TFPI dortlii kompleks (TFPI, TF, VIla, Xa) olusturarak TF, FVIIa ve FXa’ y1 inhibe
eder. Bu kompleksin olusmasi igin kalsiyum iyonlar1 ve anyonik fosfolipid membran
gereklidir (28,51).

4.7. Doku Faktoriiniin Trombofilideki Rolii

Trombofili pihtiyr (trombusu) seven anlaminda kullanilan bir terimdir.
Trombus olusumunu tetikleyen TF’nin kanda artmasi trombofilinin baslica nedenidir.
Onceleri kanin damar duvarindaki doku faktoriine maruz kalmasi trombus igin
onemli bir risk kabul edilirken giiniimiizde kan veya plazma kokenli TF’nin
dolasimda bulunmasi tromboza neden olan etken olarak kabul edilir. TF
ekspresyonunun artis1 aterosklerozun baslica nedenidir. Koroner kalp hastaliklarinda
TF antijeninin arttig1 goriilmistiir. Dolasimdaki doku faktorii miktar1 ve aktivitesinin
diyabet, hiperlipidemi, ateroskleroz ve sigara igenlerde arttig1 bildirilmistir
(28,38,52-54).

TF, trombositler ve megakaryositler tarafindan da ekspresse edilir.
Trombositlerdeki TF varligindan sorumlu oldugu diisiiniilen ana mekanizma TF
pozitif mikropartikiillerin  bulunmasidir. TF, megakaryosit olgunlasmasini
karakterize eden ve fonksiyonel olarak aktif olan ve trombin olusumunu
tetikleyebilen yeni salinan trombositlerin bir alt kiimesine aktarilmis olan, endojen
olarak sentezlenmis bir proteindir (55).

TF artan ekspresyonu trombik olaylar1 tesvik eder. Son zamanlarda tromboz,
bagisiklik, sinyal transdiiksiyonu, yara iyilesmesi, inflamasyon, hiicre ¢ogalmasi,
anjiyogenez, kanser, timor metastazis1 ve biliylimesinde TF’nin rolii oldugu
bildirilmistir. Hiicre kaynakli mikropartikiiller koagiilasyon ve inflamasyona destek

oldugundan aterogenezle ilgili oldugu ve bu yiizden Tip 2 diyabetin ateroskleroz ile
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iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Burada TF ve mikropartikiiller metabolik
sendromun bilesenleri ile iligkilidir, koagiilasyon ile degil (56-59).

Giiniimiizde koagiilasyon-inflamasyon olaylarinda, ekstrensek ve intrensek
koagiilasyon mekanizmasinin tetikleyicisi olan TF arteriyel tromboembolinin baslica
sorumlusu olarak kabul edilir (60-62). Koroner kalp hastaliklarinda TF artar.
Aterosklerozda TF aterosklerotik plaklardaki makrofajlardan tiireyen kopiik
hiicrelerinde eksprese edilir. Plak yirtilmasi sonucunda aciga ¢ikan TF miyokard

infarktiisiiniin baglica nedenidir (29,38,52).

4.8. Doku Faktoriiniin Koroner Arter Hastaligindaki Rolii

Giinlimiizde TF, akut koroner sendromunun 6nemli bir trombus ajani olarak
kabul edilir. TF, aterosklerotik plak igeren biitiin hiicresel elementlerde ortaya
cikarilabilir. Asagidaki sekilde aterosklerotik plak i¢inde 6zel boyasi ile boyanan TF

molekiilleri goriilmektedir.

Sekil 4.8. Doku faktoriiniin aterosklerotik plak iginde goriiniisii (52).

Normal sartlarda damarin mediasinda TF az miktarda eksprese edilirken
damar hasarinda artmaya baslar. Bazi interlokinler, endotoksinler, trombin, TNF,
serbest oksijen radikalleri, forbol esterleri, immun kompleksler, ilerlemis
glikozilasyon fiirtinleri, CD40’ 1n ligantina baglanmas1 gibi ¢esitli etkenlerle de TF
modiile edilir (63-68).

TF’nin sinyal iletiminde etkin oldugunun anlasilmasiyla birlikte, sinyal

iletiminde etkin olan niikleotidlerle de iliskisi arastirilmistir. Ozellikle kardiovaskiiler
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sistemdeki etkileri {izerinde calismalar yapilmis ve koroner arterlerdeki endotel
hiicrelerindeki TF’nin ekspresyonunun bir niikleotid reseptor araciligr ile
gerceklestigi  bildirilmistir  (64). Arastiricilar  P2Y  reseptorlerinin @ TF  up-
regiilasyonunda etkin oldugunu ve bu yolun baskilanmasi ile TF’nin trombus yapici
etkisininin azalacagini ileri stirmiislerdir (69).

Endotel hiicreleri normalde TF ekspresyonu yapmazlar. Endotel
disfonksiyonu oldugunda hiicre yiizeyinde TF belirir. TF kanda dolanmakta olan
FVII i¢in giliclii bir kofaktor ve reseptordiir. Bundan dolay1 endotel disfonksiyonu
yapan ajanlar (hiperlipidemi, 6zellikle LDL-C) TF’nin hiicre yiizeyinde goriiniir
(69,70).

Hiperlipidemide kandaki TF degeri ve karacigerdeki TF aktivitesi artar, bu da
trombus lehine bir bulgudur (71,72). Fregula ve ark. (73) ozellikle akis hiz1 yiiksek
olan damarlardaki hasarda TF’nin trombus olusumunu hizlandirdigin1 bildirmislerdir.

TF ekspresyonunun ve dolasimdaki varliginin kontrolii ¢ok iyi yapilmakta
fakat bu kontrol mekanizmalarinin nasil oldugu iyt bilinmemektedir. FVII
aktivasyonunda plazmadaki lipoproteinlerin etkin oldugu ve TF ile FVII
aktivasyonunun ayri oldugunu bildiren ¢alismalar vardir (74).

Pan ve ark. (75) TFPI’niin asir1 ekspresyonu ile kan kolesterolunun asiri
yiikselmesinin onlendigini bildirmislerdir. Bu etki, uzun zamanda aterosklerotik plak
olusumunda azalma olacagin diisiindiiriir.

Silveira ve ark. (69) hiperlipemide FVII ve FIX aktivasyonunda artig oldugu
halde, FXII aktivasyonunda artig olmadigini bildirmislerdir, ayrica FXI ve FIX eksik
hastalarin postprandial FVII aktivasyonunda artis olmadigimi fakat FXII eksik
hastalarda postprandial FVII aktivasyonunda artig oldugunu gdstermislerdir.

Mayer ve ark. (76) plazma lipoproteinlerinin 6zellikle ¢ok diisiik dansiteli
lipoprotein (VLDL)’nin in vivo olarak TF ve FVII aktivitesini baslattigini,
protrombinaz kompleksinin fonksiyonlarin1 da hizlandirdigini bildirmislerdir.

Plazmadaki FVII’'nin koagiilan aktivitesinde, triagilgliserollerden zengin
silomikron ve VLDL arasinda pozitif korelasyon oldugu (77), vitamin K’ya bagimh
pihtilagma faktorleri ile, plazmadaki VLDL arasinda iliski oldugu gosterilmistir (42).
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Tablo 4.8. Bazi hiicrelerde TF sentezini aktiflestiren ve inhibe eden molekiiller (28).

Hiicre tipi Aktivatorler Inhibitorler

Endotel hiicreleri TNF-a Heparin bagh biiyiime faktori
Endotoksin lipopolisakkarit | Artan cAMP (forskolin, dibutyryl
(LPS) cAMP)

VEGF

TGF-B
Trombin
o-LDL

Forbol esterleri

Diiz kas hiicreleri PDGF
Trombin
Angiotensin 11
MCP-1

Serum

Forbol esterleri

Monosit/Makrofaj Endotoksin lipopolisakkarit | TGF-B
VEGF Artan cCAMP
Immun kompleksler Salisilatlar
o-LDL

T lenfositler ve tiriinleri
(6rn:CD40)

Forbol esterleri

Fibroblastlar TGF-B I1L-4,10,13
Serum
PDGF

4.9. Doku Faktorii Inflamasyon ve Sitokin Tliskisi

Sitokinler, TF ekspresyonunu arttirarak prokoagulant aktivite saglarken diger
taraftan da trombomodulin/ProteinC antikoagulant yolunu inhibe ederler ve dogal
antikoagulant sistemini baskilarlar. Endotoksin ve TNF-a gibi inflamasyon
belirtegleri kan hiicreleri lizerindeki TF ekspresyonunu saglarlar. TF kan
hiicrelerinde 6zellikle monositlerde bulunur ve endotoksinlerle, komplement
aktivasyonu ile, C- Reaktif Protein (CRP) ile, veya TNF-o gibi enflamatuar
sitokinlerin etkisi ile aciga ¢ikar. Damar i¢indeki hiicreler 6zellikle monositler kanda
mikropartikiil halinde dolasan TF’nin kaynagidir. Inflamatuar sitokinler TF

ekspresyonunu arttirarak kanda trombus olusumuna neden olurlar (68,78-82).

4.10. Doku Faktorii Sepsis ve Inflamasyon iliskisi
Sepsis (Septisemi, Kan zehirlenmesi), enfeksiyona verilen sistemik yanit
sonucu gelisen inflamasyon ve koagiilasyonla karakterize klinik bir tablodur, kana

bakteri ya da toksin karigmasidir.
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Gram negatif bakteriler ile olusturulan deneysel sepsislerde TF saliniminin,
prokoagiilan TF’nin ve TF/FVIIa kompleksinin arttifi goriilmiistiir. Monositler,
Neisseria Menengitis sepsisi olan hastalarda TF salimmmini arttirir. Hastali§in
ciddiyeti TF diizeyleri ile orantilidir. Sepsisin ilerlemesinde TF/FVIla tarafindan
baslatilan koagiilasyon kaskadinin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir (30,81,82).

Bakarewa ve ark. (83) TF’nin giiclii bir inflamatojenik ajan bildirmislerdir.
TF bunu monosit ve i¢indeki kemokinleri salgilatarak yapar.

Influenza gibi viriisler, monositlerde ve endotel hiicrelerinde TF
ekspresyonunu tetikler ve koagiilasyon kaskadini etkinlestirir ve bu da DIC'e neden
olabilir. influenza A/HINI aym1 zamanda trombositleri aktive eder ve
mikrovezikiillerin salinimini indiikler (84).

Son yillarda TF ile ilgili 6nemli diger bir bulgu da kanda olgiilebilecek
miktarda TF’nin bulunuyor olmasidir. Bu bulgu, 1990’11 yillarin sonunda farkl
aragtiricilar tarafindan “blood borne TF-kan kaynakli TF” ya da “circulating TF-
dolagsan TF” adi ile bildirilmistir (85). Eskiden kanda TF bulunmadig: diisiiniiliirdii.
Butanos ve ark. (34) saglikli insanlarin kaninda dolanan TF miktarinin koagiilasyonu
etkileyemeyecek kadar diisiik oldugunu soylemislerdir. Bazi arastiricilara gore
dolanan TF olusan pihtinin kenarina tutunmaktadir (86). Ancak ne amagla tutundugu
anlagilmamustir.

Mikropartikiiller (MPs) monosit, apoptoz uygulanan hiicreler ve timor
hiicreleri gibi aktive hiicreler tarafindan salinan kiigiik zar vesikiilleridir. Tam
uzunluktaki doku faktorii (fITF), FVII / VIla i¢in bir transmembran reseptdr olup,
saglikli bireylerin kanlarinda esasen saptanamaz. Bu hastalik durumunda plazmadaki
aktif fITF'nin ¢ogunlugu, MPs iizerinde bulunur (87).

Sirozlu hastalar dolasimdaki MP TF aktivitesinde artisa sahiptir ve bu da bu
hastalarda pihtilasma ve trombozun aktivasyonuna katkida bulunabilir (88).

Kanser gelisiminde ve yayilmasinda doku faktoriiniin rolii iyi belirlenmistir.
Dolayisiyla, endotel hiicrelerinin yaslanmasinin ardindan TF'yi indiikleme
kabiliyetlerini kaybetme bulgusu, yaslanma programinin ek ve yeni bir anti-kanser
mekanizmasi oldugunu diistindiirmektedir (89).

Mikropartikiiller (MPs) kiiciik prokoagulant membran vezikiillerdir. Farkli
protrombotik kosullarda yilikselmis TF tasiyan MPs'ler bulunur ve MP-birlesmisTF
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aktivitesinin, sebepsiz derin ven trombozu (DVT) patogenezine etkisi olabilecegi
diistiniilmiis ancak TF tasiyan MPs'lerin, sebepsiz DVT patogenezinde belirleyici bir
rol oynamadig1 goriilmiistiir (90).

TF ekspresyonu, inflamatuvar aterosklerotik plaklarda trombojeniklige bagl
olarak artar. Kan yoluyla tasman TF'nin trombojeneze katkida bulundugu
gosterilmistir. Birka¢ ¢alismada dolasimdaki TF diizeyleri ile inme arasindaki iliski
degerlendirilmistir. Dolasimdaki yliksek TF diizeylerinin iskemik inmeler icin
potansiyel risk faktorleri olduguna dair kanitlar vardir (91).

TF, hiicre dis1 alanda iki distilfid igerir. TF distilfidlerinin (alkilasyonlu ya da
alkilasyonsuz) rediiksiyonu, membrana bagimli FX aktivasyonu ve membrandan
bagimsiz sentetik substrat hidrolizinde FVIla Katalitik fonksiyonunun TF
diizenlenmesini ortadan kaldirir (92).

Anjiyogenezin yani sira eklem i¢indeki pannus olusumu da romatoid artritin
(RA) patolojik siirecinde, eklem kikirdagr ve kemigin erozyonunda 6nemli bir rol
oynamaktadir. TF, RA'nin pannus olusumunda da rol oynar (93).

TF, dogustan gelen bagisiklik ve sepsiste Oonemli rol oynamaktadir. TF
sepsisdeki intravaskiiler pihtilasmada Onemli bir baglatici bilesen olup, uzun
pentraxin3  (PTX3), TF'nin lipopolisakarit (LPS) tarafindan baslatilmis
transkripsiyonunu arttirir. LPS ve E. coli koagiilasyon sistemini TF'nin tamamlayici
ve CD14'e bagimli bir iist regiilasyonu ile aktive ederek protrombin aktivasyonunu
baslatir (94).

Kalp yetmezligi (Heart failure (HF)), kalbin viicudun dokularina yeterince
kan temin edemedigi bir kardiyovaskiiler hastaliktir. Pihtilasma sisteminin harekete
gecirilmesi, hastaligin seyrini ciddi sekilde zorlastiran tromboembolik olaylarla
sonuglanir. inflamasyonun neden oldugu pihtilasmada en &nemli rolii TF oynar.
Anjiyojenez, hiicre gocii, hiicre dis1 matris regiilasyonu ve inflamasyon gibi bir¢ok
pihtilasma dis1 aktivitede de yer alir. Endotokseminin deneysel modellerinde anti-TF
antikorlar1 kullanilarak TF engellendiginde, iltihabin neden oldugu koagiilasyon
tamamen inhibe edilebilir. Benzer sekilde, TFmnin bloke edilmesi, reperfiizyon
sirasinda tavsan kalplerinin iskemik alaninda kan akisini gelistirmistir. Dilate
kardiyomiyopati ve hipertansif kalp hastalig1 olan hastalardaki azalmis kardiyak TF

ekspresyonu gelistigi gosterilmistir. Iskemi ve iskemi-reperfiizyon kosullar1 TF
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ekspresyonunu tetikler. insan koroner arter endotel hiicrelerinin, ¢ok diisiik

seviyelerde TF ifade ettigi gosterilmistir (95).

4.11. Doku Faktériiniin Sinyal iletimindeki Rolii

TF iki ayr1 mekanizma aracilig ile hiicresi sinyalinde yer almaktadir:

1. Doku Faktdriiniin sitoplazmik etki alan iizerinden proteoliz bagimsiz sinyal
gonderir (sinyali iletmek i¢in filamin 1 igeren hiicre i¢i bir baglant1 saglar)

2. FVII'nin aktivasyonunu yoluyla proteoliz bagimli sinyal, bu sinyal proteaz
tarafindan aktive edilen reseptorleri aktive eder ki bu da bir ¢ok yolu etkiliyebilir (7).

TF’nin sitoplazmik bdlgesinin fosforilasyona ugramasiyla TF-FVlla-FIXa,
koagulasyonun ¢esitli kademelerinde PAR1 ve PAR2’yi aktiflestirir. TF-FVlla
kompleksi hiicre i¢indeki sinyalizasyonu ya trombin iizerinden ya da dogrudan

hizlandirir (73,96).

4.12. Doku Faktoriiniin Kanserdeki Rolii

Pihtilagsma sistemi aktivasyonunun tiimor anjiogenezini Kkolaylastirdigi
distiniilmektedir. TF, koagiilasyon sisteminin baslaticis1 oldugundan bu hipotezlerin
merkezindedir. Bir tiimoriin biiyiiyebilmesi i¢in, anjiogenezin (yeni damarlarin
olusmasi) indiiklenmesi gerekir. Bunun i¢in, endotelyal hiicrelerdeki proanjiogenik
ve antianjiogenik faktorler arasindaki denge degismelidir. TF bu dengeyi ayarlar.
Bir¢ok tiimorde TF salinimi goriliir. Timor hiicreleri monosit, makrofaj veya
endotelyal hiicreler gibi konak hiicreleri ile birlikte TF salinimini arttirir. Bazi
caligmalarda, timdor hiicre membraninin TF’sinin metastazi arttirdign gérilmiistiir

(30,37,97-100).

4.13. Pihtilasma Yolaklarinda Lipitler

Hemostatik sistemin her kademesinde lipitlerin 6zellikle fosfolipitlerin
onemli roller vardir. 1965 yilinda Hecht tarafindan yapilan ¢aligmayla lipidlerin kan
pihtilagmasi {izerindeki etkileri yogun bir aragtirma konusu olmustur. Lipidler

protrombin aktivasyonunun intrensek ve ekstrensek yollarinda énemli bir rol oynar.

(101,102).
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4.13.1. Fosfolipidler

Hiicre membranlarinin yapisindaki temel lipid tiirii fosfolipidlerdir ve
miktarlar1 hiicreden hiicreye, alinan diyete ve g¢evreye gore degisir. Fosfolipidler,
hidrofilik bir polar basa (fosfat grubu ve ona bagl serin, etonolamin, kolin vs.) ve
hidrofobik, non-polar iki hidrokarbon kuyruga sahip amfipatik molekiillerdir.
Fosfolipidlerin baslica sentez yeri karacigerdir.

Fosfolipidler, fosfodiester bagi ile ya gliserole yada sfingozine baglanirlar.
Gliserol ve sfingozin alkol tiirevleridir. Fosfogliseridler, gliserolden tiiretilen
fosfolipidlerdir ve bir gliserol omurgasi, iki yag asidi ve fosforillenmis alkolden
olusurlar. Sfingomiyelinden tiiretilen fosfolipidler sfingomiyelinlerdir ve ozellikle

sinir hiicre membranlarinda bulunurlar (103-106).

FOSfO“pid lerin Fosfatidilkolin
Siniflandirilmasi
Flosfatidiletanolami

lkolden olusan baz

osfatidik asit ve bi
fosfolipidler:

Fosfatidilserin

lFosfoinseridIer | Kardiyolipin |

l Fosfolipidler Fosfatidilinositol
l Sfingomiyelin | Plazmalojenler |

Sekil 4.13.1. Fosfolipidlerin siniflandiriimasi.

4.13.2. Fosfolipidlerin Fonksiyonlar: ve Pihtilasmadaki Rolleri
Koagiilasyon selalesinin bazi faktorlerinin aktif hale gelmesi igin
fosfolipidlerle temas etmesi gerekir. Aktive parsiyel tromboplastin zaman1 (aPTT)

testi ile kontrol edilen intrensek yolda FX’un aktive olarak Xa’ya doniistiigii asamada
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IXa ve Vllla ile birlikte fosfolipidlere de ihtiya¢ duyulur. Protrombin zamani (PTZ)
testi ile kontrol edilen ekstrensek yolda ise FVIla, TF ile birlikte fosfolipidler de
FX’un Xa’ya donistiirilmesinde rol oynar. Ortak yolda protrombinin trombine
donlismesi asamasinda da FXa ayni ekstrensek yolun son asamasindaki gibi, hem
doku faktorliniin pargasi olan hem de trombositlerden salinan fosfolipidlerle
birleserek, Ca™" varliginda FVa’ya baglanir ve “protrombin aktivitdrii” ozelligi
kazanir.

Hemostaz fosfolipid bir ylizeyde gerceklesir. Trombosit fosfolipidi birincil
yer olarak hizmet eder. Trombosit membranlarinin i¢ yiizeyinde bulunan
fosfatidilserin, dis yiizeye gegerek protrombinaz enzim kompleksinin etkilesecegi bir
platform olusturur. Daha sonra TF ekspresyonunu ve adezyon molekiillerini aktive
eder (106-112).

4.14. Protrombin Zamam Testi (PTZ) ve Onemi (26-29)

Bu test ekstrensek sistemin gostergesidir ve TF kullanilarak yapilir. fn vitro
sartlarda sisteme TF ve kalsiyum ilave edilerek ekstrensek sistem ile pihtinin
meydana gelmesi Ol¢iiliir. Oral antikuagiilanla tedavi edilen hastalarin yegane takip
testidir. Asagidaki sekilde protrombin zamani ile Ol¢iilen pithtilasma faktorlerinin

akis semasi yani ekstrensek sistem goriilmektedir.

Fviia: Tissue Factlor

COOQ
FX‘J——FXO

Fva Ca**'
Phospholipid
Prothrombin ——— Thr ombin

Fibrinogen Fibrin

Sekil 4.14. Protrombin zamani testinde ekstrensek sistemde gergeklesen reaksiyonlar.
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Saglikli kisilerden aliman plazmalar kullanilarak dokularin tromboplastik
aktiviteleri Quick metoduna gore tespit edilir. Tromboplastin kaynagi olarak doku
ekstraktlar1 kullanilir. 0.02M CaCl; ilavesinden sonra fibrin olugsumu i¢in gecen siire
saniye olarak tayin edilir. Aktivite siire ile ters orantili olarak degisir.

Normal protrombin zamani 11-16 saniye arasinda degisir. Burada kullanilan
tromboplastinin etkisi vardir. Kimi tromboplastinler ¢ok aktif kimileri daha az
aktifdir. Bu nedenle her laboratuarin kendi standardizasyonu ¢ok biiyiik 6nem tagir.

Quick’in bir sathali protrombin zamani ¢ok kullanigh testtir fakat kullanilan
tromboplastinlere gore farklilik gosterdigi icin bir standardizasyona gidilmistir.

ISI= International Sensitivity Index

INR= International Normalized Ratio

Protrombin zamani degerleri laboratuvardan laboratuvara g¢ok degisim
gostermektedir. Bu nedenle yukardaki degerlerle bir standardizasyon getirilmistir.

Normal protrombin zamani 12 saniye, hastaninki ise 24 saniye ise; bunlarin
birbirine bolimii 24:12=2.0 eder. Yani sonug oran olarak verilmistir. Fakat asagida
goriildiigii gibi, ISI katsayis1 da hesaba katilir.

INR= (Hasta PT/Normal PT) 1s1

ISI = Laboratuarin tromboplastini/Standart tromboplastin

PTZ testi laboratuarlarda manuel olarak yapildigi gibi, foto optik yontemlerle
de yapilir.

Degisik  kaynakli  tromboplastinlerin  aktivitelerinin  farkliligindan
kaynaklanan farkli sonuglari ve degisik degerlendirme sistemlerinin yarattig1
karigikliklart ortadan kaldirmak, ozellikle oral antikoagulan tedavide belirli
standratlar1 saglayabilmek i¢in INR (uluslar arasi normallestirme orani) sistemi
kullanilmaya baglanmistir. INR hasta protrombin zamaninin normal kontrolun
protrombin zamani ile kiyaslanmasi ve bu degerin ISI (uluslararasi duyarlilik
indeksi) issiiniin alinmasi ile hesaplanir. ISI ise laboratuvarin tromboplastininin
standart tromboplastine oranlanmasi: ile elde edilir. Hesaplanmasi karmasik
matematiksel iglemler ve genis mukayeseli ¢alismalar gerektirdiginden bu deger
tromboplastin ayiracint hazirlayan ticari firmalar tarafindan bildirilir. Asagidaki
tabloda protrombin zamanlari ve INR degerleri goriilmektedir. WHO biyolojik

standardlaria gore terapotik sinirlar 2-4 arasindadir.
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Tablo 4.14. Protrombin zamanlarinin degisik sekillerde ifadesi (29).

PT PT PT (%) Aktivite INR
Zaman Oran Indeks

12 1.0 100 100 1.0
13.2 1.1 91 74 1.2
144 1.2 83 57 15
15.6 1.3 77 48 1.8
16.8 14 71 41 2.2

18 1.5 67 35 2.7
19.2 1.6 62 31 2.9
20.5 1.7 59 28 3.4
21.6 1.8 56 25 3.9
22.9 1.9 53 23 4.4

24 2.0 50 21 4.9
255 21 48 20 55
26.5 2.2 45 18.5 6.1
27.6 2.3 43 174 6.8
28.8 24 42 16.4 7.5

30 25 40 154 8.2

36 3.0 33 12 125

4.15. Lipid ve Fosfolipid inceleme Yéntemleri

Bir karisimdan istenilen maddenin uygun bir ¢oziicii ile ¢ekilerek ayrilmasi
islemine ekstraksiyon (¢ekme, oziitleme ile ayirma) denir. Bu bir saflagtirma degil
ayirma yontemidir. Ekstraksiyon hem laboratuvar ¢aligmalarinda hem de ilag, petrol,
kozmetik, gida gibi bir¢ok endiistriyel alanda kullamilan bir ayirma islemidir.
Ayrilacak maddenin kati1 veya sivi olmasma bagli olarak sivi-sivi veya kati-sivi
ekstraksiyon metotlarindan biri uygulanir ve ayirma gergeklestirilir.

Biz ¢alismamizda bir sivi-sivi ekstraksiyonu olan Bligh ve Dyer (113)
metodunu kullandik. Sivi-sivi ekstraksiyonu, homojen bir karisimdaki maddelerden
birinin, uygun bir ¢o6ziicii yardimiyla ayrilmasi islemidir. Coziicii, ekstraksiyondan
sonra bir ayirma hunisi yardimiyla c¢ozeltiden ayrilir. Fazlar, net bir sekilde
birbirinden ayrildiktan sonra musluk agilir ve ayrilan maddeler farkli kaplara alinir

(114). Ayirma hunisinde ayrilan fazlar asagida gosterilmistir.
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Resim 4.15. Ayirma hunisinde ayrilan fazlar.

TLC bilesikleri ayirmak, karigimdaki bilesenlerin sayisini belirlemek, belli bir
maddenin karisimda olup olmadigini anlamak, reaksiyonun yiirliyiisiinii kontrol
etmek, kolon kromatografisi i¢in uygun kosulu belirlemek, kolon kromatografisi ile
ayirimi gozlemek, iirtin safligini kontrol etmek gibi amaglar i¢in kullanilan, ¢dziicii
giicii yiiksek ve hizli sonug veren bir kati-sivi adsorpsiyon kromatografisidir. Kat1 ve
stv1 fazdan olusan bu kromatografi yonteminde sabit faz kati, hareketli faz sividir.
Hareketli sivi faz olarak hekzan, toluene, etil asetat, kloroform, aseton, metanol,
asetik asit, su vs. gibi kimyasal ¢oziiciiler kullanilir. Sabit kat1 faz i¢in silika jel
(SiOy), aliiminyumoksit (Al03), toz seliiloz gibi maddeler kullanilir. Bu yontemde
etkin mekanizma adsorbsiyondur. Boyutlar1 5x10 ile 20x20 cm arasinda degisen 6zel
olarak hazirlanmis cam, aliiminyum veya plastik levhalar kullanilir. Uzeri silika jel,
aliimina gibi adsorbanla kaplanmis olan bu plakalar hazir olarak satilabildigi gibi

laboratuvarda da hazirlanabilir. Adsorblayici tabakanin kalinligi yapilacak analizin
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cinsine gore 0,25-2 mm arasinda degisir. Laboratuvarda hazirlanan plakalar
kullanilmadan énce 110°C°deki etiivde 1-2 saat kurutularak aktiflestirilir ve hemen
kullanilir. Ayrilacak madde karisiminin adsorban iizerine kapiller tip ile
damlatilmasina ekme islemi denir. Diizgiin ekme yapilabilmesi i¢in baslangi¢ noktasi
ve uygulama noktalart kursun kalemle yiizeyi zedelemeden hafifce ¢izilir. Ekim
yapilan plaka kurudukdan sonra, iginde hareketli faz olan tankin igine daldirilip
tankin kapagi kapatilir. Tankin icindeki hareketli faz miktar1 uygulama noktasini
gecmemeli, tank ¢dziicii buhariyla doygun olmalidir. Bunun i¢in tankin bir kenarina
stizgeg kagid1 yerlertirilebilir. Plaka tanka pens yardimiyla tek seferde yerlestirilmeli
ve kapagi kapatilan tank hareket ettirilmemelidir. Kapiller etkisiyle hareketli faz
plakanin iist kismmna geldiginde (tepeye 0,5 cm kalmali) plaka tanktan yine pens
yardimuiyla ¢ikartilir ve kurumasi beklenir. Sonrasinda yiiriitiilen maddeler renkli ise,
zonlar kursun kalemle isaretlenir, renksiz ise zonlar goriiniir hale getirilerek
degerlendirilir. Bunun i¢in; UV 151k, iyodin buhariyla boyama (kahverengimsi renk
olusur), ninhidrin metodu (aminoasitleri pembe gosterir) gibi yontemler uygulanir.
TLC, hem nitel (kalitatif) hem de nicel (kantitatif) analizlerde kullanilmaktadir.
Asagidaki sekilde TLC tankina yerlestirilen ekilmis plakada maddelerin ayrimi

goriilmektedir.

HareKketli fazin
tasindigr uzakhk

Kilcalhk
etKkisiyle
hareketli fazin
hareketi ve
adsorbsiyon ve

Ayrilmis bilesenler

polarite farkina
Ornegin ekildigi 55 gore bilesenlerin
ver (baslangic ayrumi.
noktasi)

Hareketli faz

Sekil 4.15. TLC’de maddelerin ayrilmasi.

Ayrim, plakanimn alt kismina damlatilan karisimdaki maddelerin farkl: hizlarla

yukart ilerlemesiyle saglanir. Bu kromatografi tiiriinde hareketli fazin sabit faz
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tizerinden ilerleyisi, asagidan yukar1 dogrudur. Coziicii, kilcallik (kapiller) etkisi ile
TLC plakasi tizerinde yiirlir. Yiiriime hiz1 ayrilan maddenin, kat1 fazin ve ¢oziiciiniin
polaritesine baghdir. Yani karisim halindeki maddeler polarite farklarina gore
birbirinden ayrilir. TLC’de kat1 faz ¢ok polarken sivi faz daha az polardir. Bu yiizden
polar molekiiller kati faza ¢ok iyi tutunurlar. Hareketli faz o maddeleri fazla
ilerletemediginden bu maddeler hareketli fazin ilerledigi yone gore geride kalirlar.
Buna karsin nonpolar molekiiller ¢cok polar olan kat1 fazla temas etmediklerinden
hizla hareket yoniinde ilerlerler (115).

Bu calismada polar ve ¢oziinmeyen bir madde olan silika jel {izerine ekilen
lipid ekstresinin, kimyasal ¢oziicii karisimi ile doyurulmus (hareketli faz) bir kapali
sistem icinde (TLC tanki) ¢oziiclinlin kilcallik etkisiyle yukariya dogru hareketiyle
birlikte yiiriiyen lipidlerin yliklerine gore plak ekim yerinden farkli uzakliklara goc
etmesi saglandi. Silika jel ¢ok polardir ve polar lipidler silika jele sikica
tutundugundan fazla uzaga go¢ edemezler. Notral lipidler ise ekim noktasindan ¢ok
daha fazla uzaga goc ederler.

Toplam fosfor miktar1 Vanadomolibdofosforik asit yontemine gore
spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Asidik sartlarda fosfor, amonyum molibdat
ile reksiyona girerek vanadomolibdofosforik asit olusturur. Olusan asit vanadium
artan konsantrasyonlarda sar1 renk verir. Sar1 rengin yogunlugu numunede mevcut
fosfat konsantrasyonu ile orantilidir. Vanadomolibdofosforik sisteminin sar1 renk
olusturmasmin kesin yapisi bilinmemektedir, fakat renk oksivanadyum ve
oksimalibdenum koklerinin PO,4” deki O ile yer degistirmesiyle renk veren heteropoli
bir bilesik meydana getirmesiyle ilgilidir. Metot uzun siiredir biyolojik materyallerin

analizinde kullanilmaktadir (116,117).
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5. MATERYAL ve METOD

5.1. Doku Faktoriiniin Elde Edilmesi ve Aktivite Tayini

Cohen and Chargaff (118,119) ve Chargaff et al. (120) tarafindan tarif edilen
prensiple O6zetlenen metodla koyun ve kuzu akcigerlerinden ayr1i ayri doku
tromboplastini ekstrakti, kuzu akcigerinden de saflastirilmis doku tromboplastini

hazirlandi. Asagida tarif edilen bu metodlar diger dokularda da kullanilabilir.

Kullanilan Kimyasal Maddeler

% 0.9’luk NaCl

Borat tamponu (pH 8.6, iyonik gii¢:0.15)

Borat tamponu (pH 8.6, iyonik gii¢:0.15) hazirlanmasi: 0.05 M sodyum tetraborat
(12.367 g H3BOj3 tizerine 100 mL 1 N NaOH ¢ozeltisi eklenip, son hacim 1 L'ye saf

su ile tamamland).

AKkciger’den elde edilen tromboplastin ekstrakti (kuzu, koyun)

1. Taze kesilen heniiz dogal sicakligini kaybetmemis kuzu ve koyun akcigerleri buz
kabr i¢inde laboratuvara getirildi. ikisi de ayr1 ayr1 ¢alisildi. Trakea, brons ve biiyiik
ana kan damarlarindan temizlendi. Damarlarindan ve diger olusumlardan ayrilan
akciger dokusu makasla yaklasik lcm’lik parcalar halinde kesilerek buz kabinda
topland1 ve akan musluk suyu altinda yikandu.

2. Yikanmis akciger darasi alinmis bir beher iginde tartildi ve homojenizatorde
homojenize edildi. Lipid analizi i¢in 20 gr. koyun, 20 gr. kuzu homojenizati ayr1 ayri
+4°C’lik buzdolabina konuldu.

3. Agirhigr kadar %0.9 luk NaCl ¢ozeltisi ilave edilerek iyice karismasi igin bir kere
daha homojenize edildi.

4. 200mI’lik bir mezura konulan homojenata uzun bir cam baget yerlestirildi ve
karistirilmaya baslandi. 10 dakika yavas yavas karistirildi. Daha sonra bu homojenat
icindeki cam baget ile +4 °C'deki buz dolabina yerlestirildi. 20 dakika ara ile 5
dakika karistirmaya 4 saat boyunca devam edildi ve daha sonra 24 saat buzdolabinda
bekletildi.
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5. 24 saat buz dolabinda karistirmadan bekletilen siispansiyon ertesi giin son kez 5
dakika karistirildiktan sonra 4 katli gazli bez yerlestirilmis bir huniden siiziildi.

6. Cokelti atild1 ve siipernatant kism1 eppendorf tiiplerine yerlestirildi.

Stipernatant kismi1 taze akciger doku tromboplastin ekstraktidir ve aylarca -20°C'de
saklanabilir. Kullanilacagi zaman oda sicakliginda eritilir ve yeniden homojenize
hale getirilir. Bakteri tiremesini engellemek igin koruyucu olarak %0.5'lik fenol
konsantrasyonu ilave edilebilir. +4°C'de fenol ile depolandiginda, aktivitesi en az bir
ay siireyle stabil kalir.

Elde edilen her iki tromboplastin ekstraktindan (koyun ve kuzu) PTZ testi ¢aligildu.
Kuzu ekstraktinin 80 gr’mi liyofilize edildi geriye kalan koyun ve kuzu ekstraktlar
daha sonra PTZ testinde kullanilmak iizere -20°C’de saklandh.

Akciger Tromboplastini (kuzu)

Kuzu akcigerinden, akciger tromboplastini izole edildi (118,119,120).
Akciger tromboplastini, tromboplastin ekstratinin saflastirilmasiyla elde edilir. Bu
prosediir asagida tarif edildigi gibidir.

1. Akciger tromboplastin ekstratinin (kuzu) hazirlanmasi i¢in yukaridaki ilk dort
adim (1-4 adimlar) takip edildi.

2. Bu siispansiyon gazli bez ile siiziildii ve filtrat 3 defa 2700xg’de (4°C) 45 dakika
santriftij edidi.

3. Kirmizimsi ve bulanik siipernatant, ultrasantrifiijde 30000xg’de (4°C) 25 dakika
santrifiij edildi.

4. Siipernatant atildi ve ¢oken miktarin 3 kati1 kadar borat tamponu (pH 8.6, ionic
gli¢:0,15) ile ¢Ozdiiriildii. Tekrardan ultrasantrifiijde 30000xg’de (4°C) 25 dakika
santrifiij edildi.

5. Sipernatant atildi ve c¢okelti daha Once oldugu gibi aym miktarda borat
tamponunda ¢oziildii.

6. Cozlinmemis partikiillerin bertaraf edilmesi i¢in, malzeme 5000xg (4°C) 20 dakika
stireyle santrifiijlendi.

7. Stipernatant alinarak bir kez daha ultrasantrifiijle 25 dakika boyunca 30000xg
santrifiijlendi.
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8. Cokelti ¢oziinmemis parcaciklarinin temizlenmesi i¢in tekrar aynit miktarda borat
tamponunda ¢oziildii ve 20 dakika boyunca 5000xg’de santrifiij edildi.

9. Siipernatant berrak ve renksiz hale gelene kadar 4 kez dontisiimlii olarak yiiksek
ve diisiik hizda santrifiijlendi.

10. Son ¢okelti borat tamponu (pH 8.6, iyonik gii¢ 0.15) iginde eritildi (su
kullanilarak da ¢6ziinebilinir) ve PTZ analizi i¢in kullanildi. Kalan kismi -80°C’de

saklandi.

Doku Faktorii Aktivitesi Tayini

Akciger dokusundan elde ettigimiz homojenatlar TF aktivitesi tayininde TF
kaynag1 olarak kullanildi. Aktivite Quick’in ‘tek basamakli protrombin zamani testi’
ile TF’nin esit miktarda plazma ve 0.02M CaCl; ile karistirilmast sonucu pihti
olusumu i¢in gegen siirenin (sn) Olgiilmesi seklinde yapildi. Pihtinin olusum siiresi
TF aktivitesi ile ters orantili oldundan siirenin uzamasi azalmis TF aktivitesinin

gostergesidir.

Kullamlan Kimyasal Maddeler

Trombositten fakir plazma (sitratli plazma): Bunun icin saglikli kisiden sitratli kan
(9ml kan + 1 ml % 3.8’lik sitrat) alinarak plazmasi ayrilir. Biz mavi kapakli sodyum
sitrath tlipe kan alip 1500 x g’de 15 dakika oda 1sisinda santrifiij ederek trombositten

fakir plazma plazma elde ettik.

Tromboplastin: Elde ettigimiz tromboplastin ekstrakti kullanildi.

CaCl, Hazirlanmast:

Stok CaCl; Cozeltisi (0.2 M): 100 ml ¢ozelti i¢in, 2.22 g CaCl, biraz dH,0 ile

¢oziiliir ve toplam hacim dH,O ile 100 ml ye tamamlanir.

Seyreltik CaCl, Cozeltisi (0.02 M): 1 ml stok kalsiyum kloriir ¢ozeltisi iizerine 9 ml

dH,0 konur ve karistirilir. 37°C’de tutulur (taze hazirlanir).
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Tablo 5.1. Protrombin zaman testi 37 °C lik su banyosunda asagidaki gibi ¢alisilir.

Deney Tiipii icine
Doku Homojenati 0.1ml
2 dakika inkiibe edilir.
Plazma 0.1ml

Karigtirtlir ve 1-2 dakika inkiibe edilir.

0.02 M’lik CaCI, Cozeltisi 0.1 ml

Karistirilir, pthtt olusumu igin gegen siire kronometre ile tayin edilir.

5.2. Liyofilizasyon

Liyofilizasyon (dondurarak kurutma), bir soliisyonun ig¢inden suyun alinarak
kuru maddenin ortaya ¢ikarilmasidir. Kuru madde soliisyondan ¢ok daha stabildir.
Soliisyon igerisindeki su ¢ikarildig: i¢in materyal fazla yer kaplamaz ve artan kuru
madde etkinligini kaybetmez. Bu yontemle, soliisyon ilk dnce -40 ila -50 °C’ye kadar
sogutulur ve vakumlandiktan sonra yavasca 1sitilarak buzun buhara doniiserek suyun
sollisyondan ayrilmasi saglanir. Bu isleme siiblimasyon denir.

Liyofilizayson islemi, genellikle ilag ireticileri tarafindan as1 ve enjeksiyon
ilaglart gibi triinlerin raf omriinii uzatmak amaciyla kullanilir. Maddeden suyun
ayrilmasi ile lirlinlin saklanmasi ve nakledilmesi ¢ok daha kolaylasmakta ve sonradan

tekrar orijinal formunu kolayca alabilmektedir.

Kullamilan Kimyasal Maddeler

S1v1 nitrojen

Metod

Elde ettigimiz tromboplastin ekstraktinin (kuzu) 80gr.’m1 2’ye bdliiniip
plastik beherlere alindi. 1. beherdeki tromboplastin ekstrakti sivi nitrojen ile toz
haline getirilerek, 2. beherdeki ise direk olarak Labconco FreeZone Stoppering Tray
Dryer marka liyofilizasyon cihazina konuldu.

1. beherdeki tromboplastin ekstraktinin toz haline getirilmesinde su prosediir
izlendi; porselen havana biraz sivi nitrojen dokiiliip sogumasi saglandi, buhari

ucunca tromboplastin ekstraskti eklendi ve tekrar sivi nitrojen dokiilip ezildi.
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Boylece 1. beherdeki tromboplastin ekstrakti toz haline getirildi. Burada 6nemli olan
calistigimiz biitin malzemenin o6nceden sivi nitrojenle sogutulmasidir. Liyofilize

edilmis tromboplastin ekstraktlar1 +4°C’lik buzdolabina konuldu.
5.3. Lipid Ekstraksiyonu

Kullanilan Kimyasal Maddeler
Kloroform Metanol
%4’liik CaCly Azot gazi

%4’lik CaCl, hazirlanmasi: 0.8 gr CaCl, tartilarak distile suyla 20 ml’ye

tamamlandi.

Metod

Bir sivi-sivi ekstraksiyonu olan Bligh ve Dyer (113) metoduyla lipidler
ekstrakte edildi. Lipid analizi i¢in +4°C’lik buzdolabinda sakladigimiz 20 gr. koyun
ve kuzu ornekleri alindi ve ikisi de ayri ayri ¢alisildi. 100 ml metanol/kloroform (1/2)
ile birlikte homojenize edildi. Homojenizat 20 ml metanol-kloroform ile yikama
yapilarak bir balon joje igerisine filtre kagidi ile siiziildii ve siiziintiiye 20 ml %4’liik
CaCl; ilave edilerek balon jojenin kapagi kapatildi. 1 gece +4%C’lik buzdolabinda
bekletildi. Ertesi giin faz olusumu gozlemlendi. Igerik ayirma hunisine alinarak alt
faz daras1 alinmig bir balon jojeye alinip, hem iist fazda hem de alt fazda PTZ testi
calisildiktan sonra iist faz atildi. Alt fazda bulunan lipid ekstraktinin ¢oziiciisii azot
buhart altinda uguruldu ve tartildi. Boylece gravimetrik olarak total lipit miktari
teshit edildi. Kuzu akcigerinden elde edilen lipid ekstrakt: kullamlarak ince Tabaka
Kromatografisi (TLC) ile fosfolipidler belirlendi.

5.4. ince Tabaka Kromatografisi
Kullanilan Alet ve Cihazlar

Rotary evaporator (Heidolph)
Silika Jel Kapli Aliiminyum Tabaka (Silica Gel 60 F254 Merck)
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Kullamilan Kimyasal Maddeler
Kloroform (Merck) Metanol (Merck) Trietilamin (Merck)
Fosfolipid standartlar1 (Sigma) Distile su Azot gazi

Serik siilfat belirtecinin hazirlanmasi: 2 gr. seryum (IV) siilfat tetrahidrat 100 ml
%10’luk HoSO4’de ¢oziildil.

Metod

Akciger lipid ekstraktlarindan fosfolipid franksiyonlarinin ayrilmasi i¢in TLC
yontemiyle total fosfolipid ve fosfolipid fraksiyonlar1 yapildi. Bunun i¢in Merck’in
20X20 cm ebatlarinda hazir silika jel plaklar1 kullanildi. Onceden azot gazi altinda
¢oziiciisii ugurulan kuzu lipid ekstraktinin tizerine 5 ml kloroform: metanol (2:1)
karisimindan ilave edildi. TLC plakaya alt kenarindan 2 cm yiikseklikte ekim yapildi.
Fosfolipid standartlar1 40’ar mikrolitre kapiller tiip kullanilarak birbirinden 1 cm
aralikli olacak sekilde, lipid ise preparatif olarak ekildi. Plak disarida bir miiddet
bekletmek suretiyle kloroform:metanol karisimi kurutuldu. Ekim yapilan plak
onceden igine kloroform-etanol-su-trietilamin (30:35:7:35) konarak 1.5 saat
bekletilen ve bdylece solventle doygunluga ulasmasi saglanan TLC cam tankina
ekim yapilan taraf altta kalacak sekilde yerlestirildi ve kapagi kapatildi (121). Tankin
i¢i 1y1 bir satiirasyon elde etmek i¢in siizge¢ kagidi ile kaplanmistir. Solvent yaklasik
0.5-1 cm olacak sekilde tanka konulmustur. Plagin gogtiiriilme islemi, yaklasik tiim
plak 1slanincaya kadar 45 dakika stirdii. Plak tanktan ¢ikartilarak kurumaya birakildi
ve ikinci defa tankin icine kondu. Bdylece fosfolipidler ekim noktasindan yukari
dogru yiriiyerek daha iyi ayrildi. Sonra plak tanktan ¢ikartilarak kurumaya birakildi
ve ¢oziiclisii boylece ucuruldu. Fosfolipid standartlarinin oldugu kisim makasla
kesildi, tlizerine serik siilfat belirteci pulvarizator kullanilarak piskirtildi ve
manyetik karistiricinin {izerine konularak 1sitildi. Boylece renklerin belirginlesmesi
saglandi. Makasla kestigimiz ve boyadigimiz fosfolipid standartlarinin oldugu kisim,
preparatif ekim yaptigimiz ve yiiriittiiglimiiz fosfolipidlerin oldugu kisimla yan yana
konulup standartlarin ve fosfolipidlerin ayrilan franksiyonlarinin yerleri belirlenerek
isaretlendi. Daha sonra fosfolipidlerin oldugu kisimlar ayri ayr1 kesilerek her biri ayri

ayr1 erlenlere alindi ve iizerlerine kloroform:metanol (2:1) ¢ozeltisi eklendi. lyice
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calkalanarak lipitlerin ¢ozlicii sistemine ge¢gmesi saglandi. Siizge¢ kagidiyla siiziildii
ve darasi alinmus bir balona alindi. 40 °C Rotary evaporator kullanilarak ¢éziiciileri
ucuruldu ve tartim yapildi. PS ve SM’nin daha iyi ayrilabilmesi i¢in 3. kez TLC’de
yiritilmistir. Bunun igin; PS ve SM’nin oldugu kisim birlikte kesildi ve
fosfolipidlerin silikadan kurtulmasi islemleri yapildi. TLC ve biitiin islemler
tekrarlanarak en sonunda tartim yapildi. Bu yontemle elde edilen 6rnekler fosfor

tayini i¢in hazir hale getirildi, her bir 6rnege fosfor tayini yapildi.

5.5. Fosfor Tayini
Toplam fosfor miktar1 Vanadomolibdofosforik asit yontemine gore

spektrofotometrik olarak tayin edilmistir.

Kullamilan Kimyasal Maddeler

Sodyum metabistilfid

KH,PO4

Distile su

Azot gazi

%S35’lik Amonyum molibdat

%72’lik Perklorik asit

Amidol (2,4-Diaminofenoldihidrochloride)

%5°lik Amonyum molibdat hazirlanmasi: 5 gr amonyum molibdat distile su ile 100°e

tamamlanir.

%72 lik Perklorik asit hazirlanmasi: Bir mezura once 28 ml distile su sonra da 72 ml

perklorik asit eklenir.

Amidol (2,4-Diaminofenoldihidrochloride) reaktifinin hazirlanmasi:  Sodyum

metabisiilfid 2 gr tartilir ve 100ml distile suda ¢oziiniip 0.5 gr amidol ile karistirilir.
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Standart fosfat ¢ozeltisi hazirlanmasi: 0.043 gr KH,PO, tartilip 100 ml distile suda
¢oziliir. Bu stok (standart) c¢ozeltidir ve 1 mg/ml fosfor igerir. Standart fosfor

¢ozeltisinden seyreltme islemi ile standartlar hazirlandi.

Seyreltme:

1ml stok + 9 mldistilesu
2ml stok + 8 mldistile su
3ml stok + 7 mldistile su
4ml stok + 6 mldistile su
5ml stok + 5mldistilesu
6 ml stok + 4 mldistile su
7ml stok + 3 mldistile su
8 ml stok + 2 mldistile su
9ml stok + 1 mldistile su

Metod
TLC ile fosfolipid fraksiyonlarina ayrilan numunenin miktar1 fosfor tayini ile
belirlendi. Bu islem igin; %72’lik Perklorik asit, %5’lik Amonyum molibdat, Amidol
(2,4-Diaminofenoldihidrochloride) reaktifi ve standart fosfat ¢ozeltisi kullanildi.
Amidol reaktifi i¢cin 0.5 gr amidol 100 ml %20’lik sodyum metabisiilfid
¢ozeltisinde ¢ozildi. Standart fosfat ¢ozeltisi igin 0.043 gr KH,PO,4’1 100ml distile
suda ¢oziildii ve boylece stok ¢ozelti hazirlandi. Bu stok ¢ozelti distile su ile

seyreltme yapilarak standart ¢ozeltiler hazirlandi.

Total Fosfor Tayini

TLC ile elde edilen fosfolipid ekstraktina 10 ml kloroform:metanol (2:1)
eklenip 1 ml alind1 ve azot gazi altinda kloroform:metanol ¢6ziiciisii uguruldu.
Fosfolipid tizerine 0.4 ml perklorik asit eklendi. 4 dakika bekletildikten sonra tiipe
4.2 ml distile su, 0.2 ml amonyum molibdat ve 0.2 ml amidol reaktifi katilarak
vorteksle homojenize edildi. Tiipiin agz1 kapatilarak benmaride 7 dakika inkiibe

edildi. Benmariden sonra oda sicakligina getirildi ve daha sonra spektrofotometrede
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kore karst 830 nm absorbans degeri okutuldu. Ayni1 islem fosfat standartlari igin de
yapildi.

Standart fosfor grafigi hazirlanmasi: Standart grafiginde; konsantrasyonu 1
ml’sinde 1 miligram fosfor bulunan fosfor standardi kullanilip bu stok ¢ozeltiden 1
mililitre, 2 mililitre, 3 mililitre, 4 mililitre, 5 mililitre, 6 mililitre, 7 mililitre, 8
mililitre, 9 mililitre alinarak her birine toplam hacim 10 mililitre olacak sekilde
distile su ilave edildi. Her bir tiipe stok ¢ozeltilerden 1ml alinarak iizerlerine 0.4 ml
perklorik asit eklenip 4 dakika bekletildikten sonra tiiplere 4.2 ml distile su, 0.2 ml
amonyum molibdat ve 0.2 ml amidol reaktifi katilarak vorteksle iyice homojenize
edildi. Tiplerin agz1 kapatilarak benmaride 7 dakika inkiibe edilip ve daha sonra 15
dakika oda sicakligina getirilip, spektrofotometrede kore karst 830 nm absorbans
degeri okutuldu. Elde edilen absorbans degerleri konsantrasyona karsi grafige
gecirilerek fosfor standart grafigi elde edildi.

Olgiimler sonucu elde edilen fosfor standart grafigindeki dogrunun denklemi
y=2.789x+0.0275°tir. Olgiimle bulunan absorbans degerleri bu denklemde yerine

konularak fosfor konsantrasyonlari ve miktarlart hesaplandi.
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6. BULGULAR

Bu calismada koyun ve kuzu akcigerinden ayri ayri izole edilen TF’nin
aktivitesinde lipitlerin etkisinin incelenmesi amaglanmustir.

Bu amacla mezbahadan taze kesilen heniiz dogal sicakligini kaybetmemis
kuzu ve koyun akcigerleri buz kabi iginde laboratuvara getirilip damarlarindan ve
diger olusumlardan temizlenmistir. iki akciger de ayr1 ayr1 ¢alisilmistir. Homojenize
edildikten sonra 20 gr. 6rnek lipid analizi i¢in +4°C’lik buzdolabina konulmus geri
kalaniyla Cohen and Chargaff (118,119) ve Chargaff et al. (120) tarafindan tarif
edilen prensiple 6zetlenen metodla doku tromboplastini ekstrakti (koyun ve kuzu) ve
saflagtirllmis doku tromboplastini (kuzu) hazirlanip Quick (1935) yo6ntemi
kullanilarak protrombin zaman testi ile aktiviteleri tayin edilmisir.

Kullandigimiz prosediir ile baslangic dokusunun 100 gramindan, 65 mg
saflastirilmis  akciger tromboplastini (kuzu) elde edilmistir. Asagida doku

tromboplastin ekstrakti ve saflastirilmis doku tromboplastini goriilmektedir.

Resim 6.1. Tromboplastin ekstrakti. Resim 6.2. Saflastirilmis doku tromboplastini.
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Tromboplastin ekstraktinin (kuzu) 80 gr’1 Labconco FreeZone Stoppering
Tray Dryer cihazi ile liyofilize edilmistir. Bunun igin tromboplastin ekstraktinin
(kuzu) 80gr.’m1 2’ye boliiniip plastik beherlere alinmis, 1. beherdeki tromboplastin
ekstrakt1 sivi nitrojen ile toz haline getirilerek, 2. beherdeki ise direk liyofilizasyon
cihazina konulmustur.

1. beherdeki tromboplastin ekstrakti 13 giinde, 2.’deki 15 giinde kurumustur.
Liyofilize edilmis tromboplastin ekstraktlar1 +4°C’lik buzdolabinda saklanmaktadir.

Asagida liyofilize edilmis 6rnekler goriilmektedir.

Resim 6.3. Liyofilize edilen tromboplastin ekstraktlari. ilk resimde siv1 nitrojen ile toz
haline getirilerek, ikincisinde direkt olarak liyofilize edilen tromboplastin ekstraktlari
goriilityor.

Koyun ve kuzu akcigerileri ayr1 ayri calisilarak bir sivi-sivi ekstraksiyonu
olan Bligh ve Dyer (113) metoduyla lipidler ekstrakte edilmis, ekstraksiyonla ayrilan
lipid ve protein kisimlarmin aktivitesi Quick (1935) yontemi kullanilarak protrombin
zamani testi ile tayin edilmisir. Asagidaki tabloda TF aktivitesi degerleri

goriilmektedir.
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Tablo 6.1 TF aktivitesi degerleri.

Lipid Lipid Doku Saflastirilms
ekstraksiyonuyla | ekstraksiyonuyla | tromboplastini | doku
ayrilan lipid ayrilan protein ekstrakti tromboplastini
kismi Kismi
Kuzu TF 19 - 12 17
aktivitesi (sn)
Koyun TF 25 - 19 saflastirilmadi
aktivitesi (sh)

Kuzu akcigerinden elde edilen doku tromboplastin ekstrakti koyununkinden
daha aktif bulunmustur. Tromboplastinin ekstraksiyonla ayrilan lipit kisminda
aktivite goriiliirken, protein kisminda goriilmemistir. Ikisi bir aradayken en yiiksek
aktiviteye sahip olduklar1 goriilmiistiir. Saflastirma islemi aktiviteyi diistirmuistiir.

Bu ekstraksiyon kullanilarak gravimetrik olarak toplam lipid tayini
yapilmistir. Koyun akcigerindeki lipit miktar1 kuzu akcigerinden daha fazla
bulunmustur. Asagidaki tabloda 20’ser gramlik koyun ve kuzu akcigerlerinden elde

edilen total lipit miktarlar1 goriilmektedir.

Tablo 6.2. Total lipit miktarlart.

20 gr tam doku Total lipit miktar: (gr)
Koyun akcigeri 9.89
Kuzu akcigeri 9.75

Yine bu ekstraksiyon kullanilarak TLC ile fosfolipidler belirlenmis ve
fosfolipid standartlar1 kullanilarak major fosfolipidlerden fosfatidilkolin (PC),
fosfatidiletanolamin (PE), fosfatidilserin (PS) ve sfingomiyelinin (SM) yerleri tesbit
edilmistir. Asagidaki resimde, TLC ile ayrilan fosfolipid franksiyonlar

goriilmektedir.
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Resim 6.4. TLC ile ayrilan fosfolipid franksiyonlari. PE=Fosfatidiletanolamin, SM=
Sfingomiyelin, PC=Fosfatidilkolin, PS=Fosfatidilserin

Daha sonra fosfolipidlerin oldugu kisimlar ayr1 ayr1 kesilerek her biri ayri
ayrt erlenlere alinmis ve iizerlerine kloroform:metanol (2:1) ¢ozeltisi eklenmistir.
fyice calkalanarak lipitlerin ¢dziicii sistemine ge¢mesi saglanmis, siizge¢ kagidiyla
siiziiliip daras1 alinmis bir balona alinmustir. 40 °C Rotary evaporator kullanilarak
¢oziiciileri ugurulup tartim yapilmigtir. Total olarak PE 43 mg, PC 26 mg, PS 7.2 mg,
SM 3.5 mg bulunmustur.

Tablo 6.3. Gravimetrik olarak bulunan total fosfolipit miktarlar.

Total fosfolipit miktar1 (mg)
PE 43
PC 26
PS 7.2
SM 3.5

Kuzu akcigerinden elde edilen doku tromboplastininde fosfolipidlerin

siralamas1 PE>PC>PS>SM seklinde tesbit edilmistir.
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Elde edilen her bir 6rnege fosfor tayini yapilmistir ve toplam fosfor miktar
Vanadomolibdofosforik asit yontemine gore spektrofotometrik olarak tayin
edilmistir.

TLC ile elde edilen fosfolipid ekstraktina 10 ml kloroform:metanol (2:1)
eklenip bundan 1 ml alinmis, azot gazi altinda kloroform: metanol c¢oziiciisii
ucurulmus ve fosfolipid lizerine 0,4 ml perklorik asit eklenip 4 dakika bekletildikten
sonra tiipe 4,2 ml distile su, 0,2 ml amonyum molibdat ve 0,2 ml amidol reaktifi
katilarak vorteksle homojenize edilmistir. Tipiin agz1 kapatilarak benmaride 7
dakika inkiibe edildikten sonra oda sicakligina getirilip spektrofotometrede kore karsi
830 nm absorbans degeri okutulmustur. Ayni islem fosfat standartlari igin de
yapilmistir.

Standart grafiginde; konsantrasyonu 1 ml’sinde 1 miligram fosfor bulunan
fosfor standardi kullanilip bu stok ¢ozeltiden 1 mililitre, 2 mililitre, 3 mililitre, 4
mililitre, 5 mililitre, 6 mililitre, 7 mililitre, 8 mililitre, 9 mililitre alinarak her birine
toplam hacim 10 ml olacak sekilde distile su ilave edilmistir. Her bir tiipe stok
cOzeltilerden Iml alinarak iizerlerine 0,4 ml perklorik asit eklenip 4 dakika
bekletildikten sonra tiiplere 4,2 ml saf su, 0,2 ml amonyum molibdat ve 0,2 ml
amidol reaktifi katilarak vorteksle iyice homojenize edilmistir. Tiiplerin agzi
kapatilarak benmaride 7 dakika inkiibe edilmis ve daha sonra 15 dakika oda
sicakligina getirilip, spektrofotometrede kore karst 830 nm absorbans degeri
okutulmustur. Elde edilen absorbans degerleri 0.08, 0.123, 0.165, 0.210, 0.26, 0.3,
0.346, 0.395, 0.46°dir. Bu degerler konsantrasyona kars1 grafige gegirilerek fosfor
standart grafigi elde edilmistir.

Asagidaki sekilde olgiimler sonucu elde edilen fosfor standart grafiginin bir
dogru haline getirilmis hali ve dogrunun denklemi (y=2.789x+0.0275)
gosterilmektedir. Olgiimle bulunan absorbans degerleri bu denklemde yerine

konularak fosfor konsantrasyonlar1 ve miktarlar1 hesaplanmstir.
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Absorbans (830 nm)

0,5 ~
0,45 -
0,4 -
0,35 -
0,3 -
0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -

y=2,789x + 0,0275
R?=0,9971

O T T
0 0,02 0,04

0,06 0,08

Konsantrasyon (mg/ml)

0,12

0,14

0,16

Sekil 6.1. Olgiimler sonucu elde edilen fosfor standart grafiginin bir dogru haline getirilmis hali.

Asagidaki tabloda kuzu akcigerinden elde edilen doku tromboplastininin

major fosfolipit gruplarina ait fosfor konsantrasyonlari, miktarlart ve % degerleri

verilmigtir.

Tablo 6.4. Kuzu akcigerinden elde edilen doku tromboplastininin major fosfolipit gruplarina

ait (PE, PC, PS, SM) fosfor konsantrasyonlar1, miktarlari ve % degerleri.

Absorbans (830 nm) | Konsantrasyon mg %
(mg/ml)
PE 0.458 0.1543564 9.261384 50
PC 0.245 0.077984941 4.679096 25
PS 0.177 0.053603442 3.216207 17
SM 0.097 0.024919326 1.49516 8

Kuzu akcigerinden elde edilen doku tromboplastinindeki fosfolipidlerde

bulunan fosfor miktarinin siralamast PESPC>PS>SM seklinde tesbit edilmistir.

Asagidaki sekillerde fosfolipitlerde buldugumuz fosfor miktarlar1 mg ve % olarak

gortliiyor.
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Sekil 6.2. Kuzu akcigerinden elde edilen doku tromboplastininin major fosfolipit
gruplarina ait (PE, PC, PS, SM) fosfor miktarlarinin degisimi (mg).

Sekil 6.3. Kuzu akcigerinden elde edilen doku tromboplastininin major fosfolipit
gruplarina ait (PE, PC, PS, SM) fosfor miktarlarinin degisimi (%).
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7.TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada koyun ve kuzu akcigerinden ayri ayri izole edilen TF’nin
aktivitesinde lipitlerin etkisi incelenmis ve lipid ekstransiyonundaki fosfolipidlerin
ayrimi yapilarak icerigindeki fosfor miktar1 6lgiilmiistiir.

Bu amagla mezbahadan taze kesilen heniiz dogal sicakligin1 kaybetmemis
kuzu ve koyun akcigerleri buz kabi iginde laboratuvara getirilip damarlarindan ve
diger olusumlardan temizlenmistir. iki akciger de ayr1 ayr1 ¢alisilmistir. Homojenize
edildikten sonra 20 gr. 6rnek lipid analizi i¢in +4°C’lik buzdolabina konulmus geri
kalaniyla Cohen and Chargaff (118,119) ve Chargaff et al. (120) tarafindan tarif
edilen prensiple 6zetlenen metodla doku tromboplastini ekstrakti (koyun ve kuzu) ve
saflastirilmis  doku tromboplastini (kuzu) hazirlanip Quick (1935) yontemi
kullanilarak protrombin zamani testi ile aktiviteleri tayin edilmisir.

Kuzu akcigerinden elde edilen doku tromboplastin ekstrakti koyununkinden
daha aktif bulunmustur. Tromboplastinin ekstraksiyonla ayrilan lipit kisminda
aktivite goriiliirken, protein kisminda goriilmemistir. Ikisi bir aradayken en yiiksek
aktiviteye sahip olduklar1 goriilmiistiir. Saflastirma islemi aktiviteyi diigiirmiistiir.
Koyun akcigerindeki lipit miktar1 kuzu akcigerinden daha fazla bulunmustur. Kuzu
akcigerinden elde edilen doku tromboplastininde fosfolipidlerin siralamasi
PE>PC>PS>SM seklinde tesbit edilmistir.

Kullandigimiz prosediir ile baslangi¢ dokusunun 100 gramindan, 65 mg
saflagtirilmis akciger tromboplastini elde edilmistir.

Liyofilizasyon isleminde azotla dondurulan tromboplastin ekstrakti direk
cihaza konulandan daha ¢abuk kurumustur.

TF, hemostatik sistemi baslatmaktan sorumlu bir membran glikoproteinidir.
Bir apoprotein kismi1 ve parsiyal tromboplastin aktivitesinin ekspresyonu i¢in gerekli
olan bir fosfolipid kismindan olusur. TF ile ilgili calismalar 1800°1ii yillarda baslamis
giiniimiizde ise artan yogunlukla devam etmektedir. Ciinkii pihtinin 6n planda oldugu
kalp damar hastaliklar1 giinlimiizde de 6liim ve kaliteli yasami tehdit yoniinden ilk
sirada yerini korumaya devam etmektedir. Bu nedenle TF ekspresyonunun artisi
trombofilinin baslica nedeni kabul edilir. Bu membran proteinin pek ¢ok metabolik

faaliyet i¢inde oldugu bildirilmistir (29,69,122).
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1886°da Wooldridge kanda bulunmayan fakat dokuda bulunan bir maddenin
pihtilagsmay1 hizlandirdigint bildirmis (29) ve bu doku homojenatlarinin ¢ok diliie
olarak dahi hayvanlara enjekte edildiginde ani Oliimlerin goriilmesi (69), dokuda
piht1 olusturan ¢ok giiclii bir ajan oldugu fikrinin ortaya atilmasina neden olmustur
(86).

TF kanla temas ettikten sonra ekstrensek ve intrensek sistem uyarilir. TF nin
aktiflesmesiyle olusan trombin bir taraftan saglam pihti olugsmasini saglarken bir
taraftan da trombositleri uyararak aktiflestirir ve trombosit adezyon, sekresyon ve
agregasyonu hizlanir. Aterotromboz ve hiperkoagiilasyon birbirinin hem tetikleyicisi
hem de sonucudur (38,51-53).

TF, FVIla i¢in hem kofaktor, hem de reseptordiir ve nomalde sadece monosit,
makrofaj gibi hiicrelerde sentezlenir. Subendotelde bulunan TF damar hasari ile kana
karigir ve burada plazma proteinleri ile karsilasinca hemostaz ve trombusu baglatir
(29). FVII aktivitesindeki artisin koroner arter hastaliklari ile orantili oldugunu
bildirilmistir (74).

Hemostazin baglaticisi olan TF’nin fosfolipidleri hiicre hasari sonrasinda kana
sizar ve Ca' varliginda FVII veya FVIIa ile bir kompleks olusturur. Bu kompleks
direk olarak ekstrensek yolda FX’nu ve ayrica intrensek yolda FIX’u aktive eder.
Bunun sonucunda da piht1 olusur. Pihtilasma yetersizlikleri, oral antikoagulan
tedavisinin takibi, trombofili tedavisinin takibi gibi nedenlerle ¢ok kullanilan
protrombin zamani testi (PTZ) ayn1 zamanda 6nemli bir karaciger fonksiyon testidir.
Ciinkii bir pihtilasgma proteini olan protrombin, karaciger sentez kabiliyetini
kaybettigi zaman sentezlenemez. Rutin laboratuvarlarda ekstrensek pihtilasma
sistemini degerlendirmede kullanilan TF’nin kan ve hiicrelerdeki etki mekanizmasi
ile ilgili calismalar devam etmektedir (28,29).

TF kanda FIX ve FX yoniinde FVIla'nin proteolitik aktivitesini arttiran bir
kofaktor gibi islev goriir. Doku faktoriiniin kofaktor fonksiyonunun tam olabilmesi
icin pihtilagtirici fosfolipidler ile baglantili olmasi gerekir (123). Buldugumuz
litaretiire gore Chargaff ve ark. akciger tromboplastinini incelediler ve saflagtirdiklari
tromboplastinin %7.7 nitrojen ve %1.6 fosfor igerdigini bildirmislerdir. 1940’11
yillarda elde edilen bu verilerle akciger tromboplastini bir lipoprotein olarak

smiflandirildi. Tromboplastin alkol-eter ¢ozeltisi ile ekstre edildiginde orijinal
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agirhiginin yaklasik %50’sinin azaldigir gorildi. Geri kalan %50'sinin %40-45'i de
asagidaki lipid icerigine sahip oldugu gosterildi: %19 kolesterol, %18 trigliserid ve
%63 fosfolipid. Fosfolipidlerin igerigi ise: %25 lesitin, %25 sefalin ve %12
sfingomiyelin’den olusmaktaydi. Lipid ekstraksiyonundan sonra geri kalan materyal
protein ve karbonhidratlardan olusuyordu. Williams fosfolipidlerin pihtilasmada
giiclii bir enzimatik aktivite gosterdigini bildirmistir (32,33).

1960’1 yillarda ¢esitli arastiricilar tam tromboplastik aktivite igin lipid ve
protein kismimin bir arada olmasi gerektigini bildirdiler. Protein kismi etkisiz
kalirken lipidin kendisinin intrensek yolda bir parsiyel tromboplastin gibi ¢alistigini
gordiiler. Lipid ve protein kisimlarimi yeniden birlestirerek tam tromboplastin
aktivitesi elde ettiler. Protein kisminin analizi 15 aminoasidi gosterirken lipid
kismmin PE, PC, PS, PI, lizofosfatidiletanolamin ve SM’yi kapsadigi goériilmiistiir
(32,33).

Kan pihtilagsmasinda fosfolipidlerin etkisi yogun bir sekilde arastirilmis ve
celiskili raporlar yaymlanmistir. Ornegin, PS, bir platelet aktiflestiricisi olarak tarif
edilmistir. Fakat ayn1 zamanda tromboplastin jenerasyon testinin bir inhibitdrii
oldugu ve infiizyon sirasinda bir antikoagulan oldugu belirtilmistir. PE bir pihtilagma
hizlandiricist olarak tarif edilmistir. Baz arastiricilar PE ve PC kombinasyonunu daha
etkin bulurken bazilari PC ve PS kombinasyonu daha etkin buldular. Bu g¢eliskili
sonuglar biiyiik olasilikla sistemlerin farkliligindan kaynaklanmaktadir. Fosfolipid
partikiillerinin kolloidel yapr farkliliklari, pH veya iyon, cesitli fosfolipidlerin
kompozisyon orani veya safligi, fosfolipidlerdeki doymamis yag asidlerinin orani da
bu farkliliklar1 desteklemis olabilir. Sadece tek asitten olusan veya negatif yiiklii
fosfolipid igeren siispansiyonlar 6nemli 6lglide aktifti (32,33).

Calismalar CD142 olarak da isimlendirilen doku faktoriiniin kanda da
bulundugunu, c¢ok yonlii fonksiyon yaptigini, sitokinlerle iliskili olduklari ig¢in
inflamasyonun da tetiklendigini, ya da artan sitokinlerin TF’yi etkileyerek trombus
olusumunu hizlandirdig: bildirilmektedir (83,124).

TF hem arteriyel tromboemboli olusumunda, hem de sinyal iletiminde yer

aldig1 i¢in koagiilasyon ve inflamasyonda baslica rolii oynar (69,78-80).
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Hiperkoagiilasyon, inflamasyon, hiperlipidemi ve lipid peroksidasyonu
arterlerde ateroskleroz gelismesini hizlandirir ve 6zellikle koroner arter hastaliklari
igin ciddi bir risk faktoriidiir (69,80).

Dolasimdaki TF’nin g¢esitli bi¢imleri tarif edilmis ve trombojen olarak
tanimlanmistir. Tromboz olusumuna plazma TF'sinin katkisina yeni bir bakis agisi
kazandirmayr amacglayan her yil daha deneysel ve epidemiyolojik calismalar
yayinlanmistir. Trombozu azaltmak veya dnlemek icin TF koagiilan fonksiyonunun
dogrudan hedeflenmesi, kanama komplikasyonlarina bagli olarak riskli olabilir
(125).

TF aktiflesmesinde fosfatidilserinin (PS) hiicre zarmmin disinda aciga
cikmasinin kritik bir rol oynadigi disiinilmektedir. Son molekiiler dinamik
simiilasyon ¢alismalar1, TF ektodomaininin dogrudan PS ile etkilesime girebilecegini
akla getirmektedir. Baz ¢alismalar PS ile etkilesime giren TF’nin, hiicre yiizeyinde
TF koagiilan aktivitesine katkida bulundugunu ve ayrica, varsayilan lipid baglama
bolgesinin disindaki TF bolgelerinin TF'nin PS'ye bagl aktiflesmesine katkida
bulunabilecegini de gostermektedir (126).

1935 yilinda Quick; TF’yi kullanarak kendi adi ile anilan ve giiniimiizde hala
cok kullanilan, protrombin zamani testini (PTZ) kesfetmistir. Bu testin aktif maddesi
doku tromboplastinidir (34). Tromboplastin reaktifleri beyin, akciger ya da plasenta
ekstrelerinden saflastirilan kompleks karisimlardir. Orjinal olarak hayvan ya da insan
kaynakli ekstraktlar ham dokudan elde edilir (22).

Son zamanlarda rekombinant teknolojiyle fosfolipid veziikiilleri igeren
tromboplastinler de iiretilmeye baslanmustir. Insan doku faktdrii iceren yeni nesil
rekombinant tromboplastinleri (rTF), FVII seviyelerine asir1 duyarli olmasmdan
dolay: elestirilmektedir. FVII’nin plazma yar1 émrii kisadir, bu yiizden 6zellikle oral
antikoagiilan tedavinin baslangicinda FVII seviyelerinde dalgalanma olur (5,22).

Tromboplastin saflagtirmast icin Quick tavsan beyni ekstrakti kullanirken,
bazilar1 insan ve sigir beyni kullandi. Giincel PTZ sistemleri tromboplastin
reaktiflerinin {i¢ farkli tiiriiniin kullanimina dayanir: insan, tavsan ve sigir. Reaktifler
genellikle tavsan veya insan TF'si icerir ve dokulardan ekstre ya da rekombinant
DNA teknolojisi ile hazirlanirlar. PTZ testinin sonucu tromboplastinin dogasi ve

kullanilan yontemle siki bir sekilde baglidir. Orjinal Quick testinin pek ¢ok degisik
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versiyonu kullanilmistir. Tromboplastinin kalitesi, belirleyici bir 6neme sahiptir.
Farkli tromboplastinler ayn1 test plazmasi i¢in ¢ok farkli sonuglar verebilir. PTZ
testinin modifikasyonlarinin ¢oklugu ve iiretilen tromboplastinlerin farklilig:
karisikliga neden olmustur. (105).

Karaciger yetmezligi ile ilgili baz1 ¢alismalarda farkli tavsan beyni veya
tavsan beyni, insan plasentasi ve insan rekombinant tromboplastinleri ile elde edilen
INR degerleri karsilastirilirken aralarinda nispeten zayif bir korelasyon oldugu rapor
edilmistir (22).

TF’ler, K vitaminine bagimli pihtilasma faktdrlerinin seviyelerindeki
azalmaya kars1 ¢ok duyarlidir. Uretilen TF lerin igerigindeki farkliliklar PTZ testinin
sonuclarini etkilemektedir. TF’lerin yanitlar1 ve oral antikoagulanlarin sebep oldugu
koagulasyon yetersizliklerinin yanitlar1 degiskendir. Bu diizeltilmezse oral
antikoagiilan dozunun kabul edilemez farkliliklara yol agacagi goriilmis ve TF
duyarhilik farkliliklarmi telafi etmek igin bir kalibrasyon sistemi (Uluslararasi
Duyarliik indeksi (ISI) ve Uluslararass Normallestirilmis Oran (INR))
gelistirilmistir. Uretici firmalar, iirettigi TF’yi diinya saglik orgiitine (WHO)
gonderirler ve oradan bir ISI degeri alirlar. Boylece hastalarin degisik laboratuarlarda
Olciilen protrombin zamanlar1 standartize edilir. WHO nun standardize ettigi bir TF
kullanilirsa laboratuvarlar aras1 veya iilkeler arasi farkliliklar ortadan kalkacaktir
(22,123).

Baslangicta, protrombin zamanlar1 manuel tekniklerle yapildi. Gilinlimiizde,
cogu klinik laboratuvarlarda pihtilagma zamanlarinin belirlenmesine yonelik
otomatik aletler (koagiilometreler) kullanilmaktadir. ISI'nin sadece tromboplastin
reaktifine degil aym1 zamanda kullanilan koagiilometre tiirline bagli oldugu da
bilinmektedir. Birgok tromboplastin {ireticisi simdi reaktifler i¢in enstriimana 6zgl
ISI degerleri saglar. Bir tromboplastinin kalibrasyonu, ayni tiirlin benzer preparatlar
veya ayni tipteki benzer preparatlar arasinda kiyaslamalar yapildiginda genel olarak
daha dogru sonug verir. Bir tromboplastinin kalibrasyonu ayni tiir veya ayni tipin
benzerleri arasinda yapilan hassas karsilagtirmaliridir. Bu nedenle WHO insan,
tavsan ve sigir tromboplastinleri i¢in  Uluslararas1 Referans preparatlari

olusturmustur. Kalibrasyon ayni tiiriin tromboplastinleri arasinda yapilir (123).
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Bazi arastirmacilar FV ve FVII eksiklikleri INR degerleri benzer oldugunda
bile karaciger hastalig1 olan hastalarda oral antikoagiilan kullananlardan genellikle
daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Bu nedenlerden dolayi, tromboplastinlerin
cesitli pihtilasma faktorii eksikliklerine nasil cevap verdigini anlamak onemlidir.
Hemen hemen ayni ISI degerlerindeki tromboplastinlerin pihtilasma faktorlerine
farkli hassasiyetleri olabilir (22,123).

Biitiin memelilerin doku ekstreleri (doku tromboplastinleri) gii¢lii pihti
olusturma aktivitesine sahiptir. Laboratuvarda koagulasyon faktorlerini arastirmak
veya bu faktorlerin klinik amaclh tesbitinde doku ekstreleri énemli rol oynar.
Gecmiste timus, testis, plasenta, akciger, beyin ve diger organ ekstreleri
kullanilmistir ancak akciger ve beyin tromboplastinleri bu tiir arastirmalarda daha
cok kabul gormiistiir. Tromboplastinler temel olarak g¢esitli organlarin ham
ekstrelerinin salin veya buffer soliisyonlariyla islenmesiyle elde edilmistir. Bu ham
ekstreler kimyasal degildir. Bunlar pihtiy1 tetikleme aktivitesinin yaninda, pihtiy
geciktirici aktiviteye sahip maddeler ve plazma veya kan pihtilasmasina hig¢ etkisi
olmayan materyalleri de igerir. Arastirma amagcli calismalarda bu ham ekstratlar daha
cok saflastirlmalidir. Boylece bunlar kimyasal olarak hem lipoprotein hem de
predominant lipid 6zelligi kazanir. Ekstrak, heterojen bir kompozisyonu gosterir.
Akciger tromboplastin ekstrakti daha fazla saflastirilarak "akciger tromboplastini"
elde edilir. Bu material esas olarak bir lipoproteindir (35). Biz bu nedenle kisaca
Ozetlenen genel bilgiler ve tartisma boliimiinde kisaca Ozetlenen tromboplastinin
lipid kismin inceledik.

Sonug¢ olarak, insan organizmasinda bu kadar etkin rolleri olan doku
faktoriinlin (DF) aktivitesinde lipidlerin etkisi ile ilgili 6n ¢alismamiz bundan sonraki
calismalarimiza alt yap1 olusturacaktir. Bu calismanin sonuglari kendi {irettigimiz
DF’nin standardize edilerek protrombin zamam testinde kullanilabilecegini

gostermistir ve bulgularimiz tromboplastin {iretiminde literatiire katki saglayacaktir.
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9.ETiK KURUL ONAYI

{STANBUL MEDIPOL {NIVERSITESI GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR

FORMU

GILERI

BASVURU BIL

Koyun ve kuzu akcigerinden izole edilen doku faktort
aktivitesinde lipitlerin etkisi

ARASTIRMANIN ACIK ADI

KOORDINATOR/SORU MLU
ARASTIRMACI
UNVANVADISOYADI

Prof. Dr. Nesrin EMEKLI

KOORDU\'ATORISORUMLU
ARASTIRMACININ
UZMANLIK ALANI

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ

3 {stanbul \
BULUNDUGU MERKEZ

DESTEKLEYICI

ARASTIRMAYA KATILAN
MERKEZLER

TEK MERKEZ GOK MERKEZLI ULUSAL ‘ ULUSLARARASI ‘
O | ® 8|

Sayfa 1
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ISTANBUL MEDIPOL UNiVERSITESI GIRISIMSEL OLMAYAN KLIiNiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU KARAR

FORMU
= Belge Adi Tarihi Yersiyon Dili
2 Numarasi
e
R ARASTIRMA PROTOKOLU/PLANI )
) 15.12.2015 Turkse ingilizee [ ] Diger[ ]
- 9
-]
»20 BILGILENDIRILMI$ GONULLU OLUR 15.12.2015
a FORMU B
Turkee [X]  Ingilizee[ ] Diger[]
E Karar No: 660 Tarih: 23/12/2015
)
% Yukarida bilgileri verilen Girisimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu bagvuru dosyast ile ilgili
E belgeler arastirmanin gerekge, amag, yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis ve aragtirmanin
L = etik ve bilimsel yonden uygun olduguna “oybirligi” ile karar verilmistir.

iSTANBUL MEDIPOL UNIVERSITESI GIRiSIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

BASKANIN UNVANI/ADI/SOYADI

Dog. Dr. Hanefi OZBEK

Ui /AdV/S di U: ik Alami Kurumu Cinsiyet Arasi:;:Ea ile Katihm * imza
Istanbul
Prof. Dr. Seref 4 . i
DEMIRAYAK Eczacilik Medipol | E X |« O e |n X |[e® |[uO
Universitesi
. Histoloji ve Istanbul
Prof. Dr. Tangiil MUDOK Ve Medipol e0 (kX |0 |HR |e0 |HR
Embriyoloji o
Universitesi
) Istanbul
Dog. Dr. Hanefi OZBEK Farmakoloji | Medipol eX |k |E0 |HR |[E® |HO g'
Universitesi .
1 Istanbul "
¥rd. Dog.Dr. Sibel | peiko-onkoloji | Medipol | e[ |x[X [eD |u@ |*® |nD %
Universitesi
. Istanbul
Yrd. Dog. Dr. Devrim 2
e g Ergoterapi | Medipol | E X k[0 |e0 |#v® |E® |HO &
Universitesi
. . - Istanbul = 2
Yrd. Dog. Dr. Ilknur Histoloji ve X : . N2
KESKIN Embrivoloji | Medipol L] |« X [0 |#v® |E® 8O
Universitesi
. Istanbul
Ogr. Gér. Dr. Mehmet g ; : ’ W
Hikmet UCISIK Biyomedikal Me'dlpq ) X x[] |0 HR |EX HO k7
Universitesi

* Toplantida Bulunma

Sayfa 2
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ISTANBUL MEDIPOL UNIVERSITESI,

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULY (IMU-HADYEK)
ETIK KURULU KARARI

Prof. Dr. Nesrin EMEKL|

“Koyun ve Kuzu Akcigerinden Izole Edilen Doku Faktorii Aktivitesinde Lipidlerin Etkisi”

bashkli bilimsel arastirma Etik Kurulumuzda gortstilmis olup, calismanin etik kurallara

uygun olduguna “oybirligi” ile karar verilmistir.

Etik Onay Gegerlilik Siiresi: 6 ay

\/

Bagkan Dog. Dr. Hanefi OZBEK m
4

Yrd. Dog. Dr. H. Emir YUZBASIOGLU
Yrd. Dog. Dr. Sine Ozmen TOGAY m
“ Yrd. Dog. Dr. Mehmet Yalgin GUNAL

I R

I

66



10.0ZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi Aslihan Soyadi Tenekecigil
E-mail aslihantnkcgl@hotmail.com
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi
Yiiksek Lisans Medipol Universitesi / Tip Fakiiltesi / Tibbi Biyokimya
Lisans Sakarya Universitesi / Fen Fakiiltesi / Biyoloji
Onlisans Trakya Universitesi / S.H.M.Y.O. / Tibbi Laboratuvar
Lise Istanbul Giingdren Izzet Unver Lisesi

Is Deneyimi

Gorevi

Kurum Siire (Y1l — Y1l)

Biyokimya Laboratuvari

Saglik Bilimleri Universitesi | 03.2009- Halen
Istanbul Bagcilar Egitim ve
Arastirma Hastanesi

Biyokimya Laboratuvari

Bezm-i Alem Vakif Gureba 03.2002-03.2009
Hastanesi

Yabancai Dilleri Okudugunu Konusma Yazma
Anlama
Ingilizce Iyi Orta Orta

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma Becerisi

Microsoft Office Programlari

Cok iyi
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Sertifikalar

Kurum

Sertifika

Saglik Bilimleri Universitesi Istanbul
Bagcilar Egitim ve Arastirma Hastanesi

Biyokimya Laboratuvarinda Kullanilan
Tiim Cihazlarin Sertifikalar

Is Giivenligi Miihendislik Egitim
Tic.Ltd.Sti. Is Giivenligi Uzmanhg
Egitim Kurumu

Is Giivenligi Uzmanh@ Sertifikasi
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