T.C.
MERSIN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TIBBI BiYOLOJi ANABILiM DALI

LOSEMI HASTALARINDA KASPAZ 3 VE KASPAZ 9 GEN
POLIMORFIZMLERI VE ENZIM DUZEYLERININ ARASTIRILMASI

Melek MUNIROGLU

YUKSEK LISANS TEZI

DANISMAN

Prof. Dr. Etem AKBAS

MERSIN-2015



T.C.
MERSIN UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

TIBBIi BiYOLOJi ANABILIM DALI

LOSEMI HASTALARINDA KASPAZ 3 VE KASPAZ 9 GEN
POLIMORFIZMLERI VE ENZIM DUZEYLERININ ARASTIRILMASI

Melek MUNIROGLU

YUKSEK LISANS TEZIi

DANISMAN

Prof. Dr. Etem AKBAS

Bu tez, Mersin Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

BAP-SBE TB(MM) 2011-5 YL kodlu proje olarak desteklenmistir.

Tez No:277

MERSIN-2015



Mersin Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii’ne

Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Programi gercevesinde yliriitiilmiis olan
“’Losemi Hastalarinda Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 Gen Polimorfizmleri ve Enzim Diizeylerinin
Arastirilmast’’ baglikli calisma jiirimiz tarafindan Yilksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 30/04/2015

of. Dr. EtgmrAKBAS

Mersin Universitesi

Jiiri Bagkani

Mersin Universitesi

Juri Uyesi

Bu tez, Enstitii Yonetim Kurulu’nun
karar1 ile kabul edilmistir.

Yrd. Dog. Dr. A. Ata OZCIMEN
Mersin Universitesi

Jiiri Uyesi

.....

/;.‘ " :
-ff‘?.. i’-l‘ Ve
Enstiti' Mudtiriy| -




TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca, akademik acidan yetismemde biiyiik katkisi olan,
danigman hocam Prof. Dr. Etem AKBAS’a, tezimin hazirlanmas1 boyunca gosterdigi 6zveri
ve bilimsel katkidan dolay1 tesekkir ederim.

Anabilim Dali Bagkanimiz, Sn. Prof. Dr. M. Emin ERDAL’a ve anabilim dalimizin
diger degerli hocalarina yiiksek lisans egitimim boyunca yaptiklar1 bilimsel ve akademik
katkidan dolay1 tesekkiir ederim. Hasta ve kontrol gruplarini temin etmemdeki ¢aligsmalari i¢in
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali hocalarindan Sayin Prof. Dr.
E. Naci TIFTIK’e, ve Yrd. Dog¢. Dr. Aml TOMBAK ’a; deneysel asamada yardimlarmi ve
akademik destegini esirgemeyen Eczacilik Fakiiltesi hocalarindan Sayin Prof. Dr. Serap
YALIN’a ve Ogr. Goér. Mehmet BERKOZ’e; deney sonuglarimin istatiksel olarak
degerlendirilmesi ve yorumlanmasinda bilgi ve katkilarini sunan Biyoistatistik Anabilim Dal1
hocalarmdan Ogr. Gér. Giilhan OREKECI TEMEL ’e; tezimin hazirlanmasinda yardimlarini
eksik etmeyen degerli ¢alisma arkadaslarima tesekkiir ederim.

Hayatimin her doneminde yanimda olan, her anlamda beni destekleyen, egitimimin
akademik yonde devam etmesini saglayan, en degerlilerim olan ailem ve esim Firat
MUNIROGLU’na; yogun ¢alisma donemimde istemeyerek de olsa ihmal ettigim ama yine de
bir giilimsemesiyle tiim zorluklar1 bana unutturan biricik oglum Ali’ye sonsuz tesekkiirlerimi

sunarim.



ICINDEKILER

KABUL VE ONAY
TESEKKUR
ICINDEKILER
SEKILLER DiZINi
CIZELGELER DIiZINi

SIMGELER VE KISALTMALAR DIizZiNi
OzZET

ABSTRACT

1. GIRIS
2. GENEL BILGILER
2.1. Losemi Hakkinda Genel Bilgiler
2.1.1. Tanmimlama ve Tarihge
2.1.2. Losemilerin Siiflandirilmasi
2.1.2.1. Akut Miyoblastik Losemi
2.1.2.2. Akut Lenfoblastik Losemi
2.1.2.3. Kronik Miyoblastik Lésemi
2.1.2.4.Kronik Lenfoblastik Losemi
2.1.3. Loseminin Epidemiyolojisi
2.1.4. Loseminin Etiyolojisi
2.1.4.1. Kalitsal Faktorler
2.1.4.2.Cevresel Faktorler
2.2. Apoptoz
2.2.1. Apoptozun Tanimi ve Tarihgesi
2.2.2. Apoptozun Genel Ozellikleri
2.2.3. Apoptozun Gergeklesme Asamalar1 ve Molekiiler Mekanizmasi

iv

Vil

viii

Xi

ad

© ©O© 00 00 OO O O b W W W Pk

e e e e =
g N B B O



2.2.3.1. Apoptozun Baslatilma Fazi
2.2.3.1.1. Ekstrinsik Yolak (Olim Reseptorleri Yolu)
2.2.3.1.2. Intrinsik Yolak (Mitokondriyal Yol)
2.2.4. Apoptozun Saptanmasinda Kullanilan Y 6ntemler
2.2.4.1. Morfolojik Goriinttileme Ydntemi
2.2.4.1.1. Isik Mikroskopisi
2.2.4.1.2. Elektron Mikroskopisi
2.2.4.1.3. Faz Kontrast Mikroskopisi

16
19
21
22
23
23
23
24

2.2.4.1.4. Floresan Mikroskobu/Lazerli Konfokal Mikroskop Kullanim1 24

2.2.4.2. Histokimyasal Yontemler
2.2.4.2.1. Anneksin V Yontemi
2.2.4.2.2. TUNEL Yodntemi
2.2.4.2.3. Kaspaz 3 Yontemi
2.2.4.2.4. M30 YOntemi
2.2.4.2.5. Biyokimyasal Yontemler
2.2.4.2.6. Agaroz Jel Elektroforezi
2.2.4.2.7. Western Blotting YOntemi
2.2.4.2.8. Flow Sitometri YOntemi
2.2.4.3.Immunolojik Yéntemler
2.2.4.3.1. ELISA Yontemi
2.2.4.3.2. Fluorimetrik Yontem
2.2.4.4. Molekdler Biyoloji Yontemleri
2.2.4.4.1. DNA Microarray Teknolojisi
2.2.5. Apoptozun Losemi ve Diger Hastaliklarla Iliskisi
2.3. Kaspazlar
2.3.1. Kaspazlarin Yapisi ve Kaspaz Tiirleri
2.3.1.1.Sitokin Aktivasyonu Yapan (Enflamatuvar) Kaspazlar
2.3.1.2.Baslatic1 Kaspazlar
2.3.1.3.Apoptozu Yiriten (Efektdr) Kaspazlar
2.3.2. Kaspazlarin Aktivasyonu
2.3.3. Apoptozda Kaspaz 3 ve Kaspaz 9’un Onemi
3. GEREC VE YONTEM
3.1. Kullanilan Arag ve Geregler
3.1.1. Kullanilan Cihazlar

25
25
25
26
26
27
27
27
27
28
28
28
28
28
29
30
31
32
33
33
33
35
36
36
36



3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler 37

3.1.3. Kan Serumunun Ayrilmast 37
3.2. Hasta ve Kontrol Gruplariin Olugturulmasi 38
3.3. Kaspaz 3 G>T rs4647601 ve Kaspaz 9 A>G rs4645978 Polimorfizmlerinin Real Time

PCR Yontemiyle Molekuler Genetik Analizi 38

3.3.1. DNA izolasyonu 38

3.3.2. Kalite ve Konsantrasyon Testi 39

3.3.3. Primer ve Prob Sentezi 39

3.3.4. Ornek Mikslerinin Hazirlanmasi 40

3.3.5. RealTime PCR Reaksiyon Ortaminin Hazirlanmast 41
3.4. Kan Serumunda Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 Enzim Diizeylerinin Olciimii 42

3.4.1. Kaspaz 9 Enzim Diizeyinin Belirlenmesi 42

3.4.2. Kaspaz 3 Enzim Diizeyinin Belirlenmesi 43
3.5. Istatistiksel Analizler 44
BULGULAR 45
4.1. RealTime PCR ile Ilgili Bulgular 46

4.1.1. Kontrol Grubu ve Lésemi Hastalarinda Kaspaz 3 G>T rs4647601 ve Kaspaz 9
A>G 154645978 Polimorfizmlerine Ait Allel ve Genotip Frekanslarinin

Degerlendirilmesi 47
4.1.1.1. Kaspaz 3 G>T rs4647601 Polimorfizmine Ait Allel ve Genotip

Frekanslari 47
41.1.2. Kaspaz 9 A>G rs4645978 Polimorfizmine Ait Allel ve Genotip

Frekanslari 49

4.2. Kontrol Grubu ve Losemi Hastalarinda Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 Enzim Diizeylerinin

Degerlendirilmesi 51
4.2.1. Kaspaz 3 Enzim Diizeyinin Degerlendirilmesi o1
4.2.2. Kaspaz 9 Enzim Diizeyinin Degerlendirilmesi 52
TARTISMA 54
SONUCLAR VE ONERILER 59
KAYNAKLAR 61

OZGECMIS 71

Vi



SEKILLER DiZINi

Sekil 2.1. Normal kandaki ve 16semi kanindaki eritrosit / 16kosit hiicreleri................. 3
Sekil 2.2. Hematopoetik farklilagsma. ..o 5
Sekil 2.3. t(9;22) translokasyonunun kirik noktalarinin ve Ph kromozomunun sematik
010151 T 1 S
Sekil 2.4. C. elegans modelinde hiicre 6liim mekanizmasinin temel komponentleri...... 11
Sekil 2.5. Kurbaga, C. elegans ve insanda apoptoz..........c.vvuvieiieiieiieieaninienenn, 15
Sekil 2.6. Apoptotik SUrecin gOStEriMI. .. ...v i e e aeeean 16
Sekil 2.7. Apoptozun molekiiler mekanizmasi............o.ooveiiiiiiiiiiiiiiii i 18
Sekil 2.8. Ekstrinsik ve intrinsik yolaklar.......... ..., 20
Sekil 2.9. Apoptoz sirasinda hiicre i¢i sinyallerle aktiflesen mitokondriyal yol............ 22
Sekil 2.10. Elektron mikroskopisi ile nukleus fragmantasyonunun gézlenmesi............ 24
Sekil 2.11. Faz kontrast mikroskopisi goruntuleri.............coovviiiiiiiiiiii e e 24
Sekil 2.12. TUNEL metodu uygulanmis spinal kord goriintimii.............................. 26
Sekil 2.13. Kaspaz kaskadi..........o.oiiiiiiiii 32

Sekil 4.1. Kaspaz 3 G>T rs4647601 polimorfizmi allel oranlarinin kontrol grubu ve 16semi
hastalar1 arasindaki dagilimi (%0).......o.ooneiii i 48
Sekil 4.2. Kaspaz 3 G>T rs4647601 polimorfizmi genotip oranlarinin kontrol grubu ve 16semi
hastalari arasindaki dagilimi (%0).......c.ooneiiiiiii e 48
Sekil 4.3. Kaspaz 9 A>G rs4645978 polimorfizmi allel oranlarinin kontrol grubu ve 16semi
hastalar1 arasindaki dagilimi (%0).........cooeieiiiii i e e e e ne a2 D0
Sekil 4.4. Kaspaz 9 A>G rs4645978 polimorfizmi genotip oranlarinin kontrol grubu ve 16semi
hastalar1 arasindaki dagilimi (%0).......o.ovniiiiiii 50
Sekil 4.5. Kaspaz 3 enzim diizeyinin kontrol grubu ve l6semi hastalar1 arasindaki
a2 T4 o) PP 52
Sekil 4.6. Kaspaz 3 enzim diizeyinin kontrol grubu ve losemi hastalar1 arasindaki

AU 53

vii



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.1. Apoptoz ve Nekroz Ozeliklerinin Karsilastirilmast.............................. 13
Cizelge 2.2. Apoptozu Baskilayan ve Apoptozu Tetikleyen Genler.......................... 19
Cizelge 2.3. Kaspaz TUIIEIT. .. ... et e e e e e e e e e e e e e 32
Cizelge 3.1. Kaspaz 3 ve Kaspaz 9’un Olusum Yolagindaki Gen Polimorfizmleri.......... 42
Cizelge 3.2. Gen Bolgesini Cogaltmak i¢in Kullanilan Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 Primer
D741 [ o PP 42
Cizelge 3.3. Master Mix ile Hazirlanan Reaksiyon Hacmi ve RealTime PCR

(o €00 (o] PP 44
Cizelge 4.1. Kontrol Grubu ve Lésemi Hastalarinin Cinsiyete Gore Dagilimi ve Yas
Ortalamalari.........o.uie e 48
Cizelge 4.2. Kontrol Grubu ve Losemi Hastalarinin Yas Gruplarina Gore Dagilimi........49

Cizelge 4.3. Kaspaz 3 G>T rs4647601 Polimorfizmi Genotip ve Allel Oranlarinin Kontrol

Grubu ve Losemi Hastalar1 Arasindaki Dagilimi.................coooiiiiiiii i, 51
Cizelge 4.4. Kaspaz 9 A>G rs4645978 Polimorfizmi Genotip ve Allel Oranlarinin Kontrol
Grubu ve Losemi Hastalar1 Arasindaki Dagilimi................cooooiiiiiiiiiiiiiiiin, 53
Cizelge 4.5. Kaspaz 3 Enzim Diizeylerinin Kontrol Grubu ve Losemi Hastalar1 Arasindaki
Dagilimi (N@/MI). ... e 55

Cizelge 4.6. Kaspaz 9 Enzim Diizeylerinin Kontrol Grubu ve Losemi Hastalar1 Arasindaki
Dagilimi (/M. ... e 56

viii



ABL
AlF
ALL
AML
APAF1
Apo
ASP
ATP
be
Bad
Bak
Bax
BCL
BCR
Bid
Bim
Bmf
Bik
CD
CDK
Ced
C. elegans
CSF
CARD
DED
DISC
DNA
EDTA
FADD
FAS
FASL

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZIiNi

: Abelson Murine Leukemia
. Apoptoz Uyarici Faktor

: Akut Lenfoblastik Losemi

: Akut Miyoblastik Losemi

. Apoptotic Protease Activating Factor 1

> Apolipoprotein

: Aspartik Asit

: Adenozin Trifosfat

: Baz Cifti

: Bcl-2 associated Aganist of Cell Death
: Bcl-2 Antagonist / Killer

: Bcl-2 Associated X Protein

: B-cell Lymphoma

: Breakpoint Cluster Region Gene

: BH3-interacting Domain Aganist

: Bcl-2 Interacting Caspases

: Bcl-2 Modifying Factor

: Bcl-2 Interacting Killer

: Cluster of Differentiation

: Cyclin-Dependent Kinases

: C. elegans Cell Death Gene

: Caenorhabditis elegans

: Colony Stimulating Factor

: Caspase Recruitmend Domain

: Death Domain

: Death Inducing Signalling Complex
: Deoksiriboniikleik Asit

: Etilendimetiltetraasetik Asit

: Fas- associated Death Domain

: Fas Cell Surface Death Receptor
: Fas Ligand1



HB : Hematoksilen Boyama

HIV - Human Indeficiency Virus

HTrA2 : 5-hydroxytryptamine Receptor A

IAP - Inhibitors of Apoptosis

ICE . Interleukin-1 B-Converting Enzyme

IGF > Insulin-like Growth Factor

IPNV > Infectious Pancreatic Necrosis Virus

IL > Interleukin

KLL : Kronik Lenfoblastik Losemi

KML : Kronik Miyoblastik Losemi

Kaspaz : Cystein-dependent Aspartate-specific Proteases
LOH . Loss of Heterozygosity

Mcl : Myeloid Cell Leukemia

ml > Mililitre

MRNA : Mesajc1 Riboniikleik Asit

NGF : Nerve Growth Factor

Ph : Philadelphia

PS : Fosfotidilserinin

RIP : Recetor-interacting Protein

SCCHN : Squamous Cell Carcinoma of the Head and Neck
SCE : Sister Chromatid Exchange

SMAC : Second Mitochondria-Derived Activator of Caspase
SNP : Single Nucleotide Polymorphism

TRADD :TNFR-1 Associated Death Domain

TUNEL : Terminal deoxynucleotidyl Tranferase biotin- dUTP Nick End Labeling
TNF : Tumor Necrosis Factor

TNFR : Tumor Necrosis Factor Receptor

uv : Ultraviolet Rays

pl : Mikrolitre



OZET

Losemi Hastalarinda Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 Gen Polimorfizmleri ve Enzim Diizeylerinin

Arastirilmasi

Loseminin anlasilabilmesi ve erken tam ile tedavinin gerceklestirilebilmesi i¢cin
loseminin gelismesi sirasinda meydana gelen molekiiler degisiklikler arastirilmalhidir.
Apoptoz, kontrolli hicre 6lumudir ve hematopoetik hiicrelerde gorev alan énemli
mekanizmalardan biridir. Calismamizda apoptozu yiiriitme ve sonlandirma gorevi olan
kaspaz 3 G>T (GCG — TCG) rs4647601 polimorfizmi ile apoptozu baslatic
kaspazlardan olan kaspaz 9 -1263A>G rs4645978 polimorfizminin yam sira kaspaz 3 ve
kaspaz 9 enzim diizeylerinin losemiye yakalanma riskine olas1 etkilerini belirlemeyi
hedefledik.

Calismamiz  Mersin  Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji bilim dah
polikliniklerinde losemi tanis1 konmus yas ortalamasi 56 olan 100 losemi hastasi ve yas
ortalamasi 54.155 olan 100 saghkh bireyden olusan kontrol grubu olmak iizere toplam
200 bireyden olusturuldu. Her iki gruba ait kan orneklerinden DNA izolasyonu yapildi
ve genotipler Real Time PCR yontemiyle belirlendi. Ayrica her iki gruptan alinan kan
orneklerinden elde edilen serumda kaspaz 3 ve kaspaz 9 enzim dizeyleri 6l¢tldU.

Kaspaz 3 G>T rs4647601 ve kaspaz 9 -1263A>G rs4645978 polimorfizmlerine ait
allel ve genotip oranlar ile losemi arasinda iliski olmadigi belirlendi. Kaspaz 3 ve kaspaz
9 enzim diizeylerinin l6semiye yakalanma riskini arttirdig1 saptanda. leri yasin ve erkek
cinsiyetin l6semiye yakalanma riskini arttirdigi saptandu.

Cahsmamiz Mersin ili 6rneklemindeki Turk toplumunda kaspaz 3 ve kaspaz
9°un ilgili polimorfizmlerinin ve enzim diizeylerinin losemi ile iliskisini belirlemek

amaciyla yapilan ilk cahsmadir. Bu calismanin ilgili polimorfizmlerle yapilacak diger
calismalara yol gosterici olacag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Polimorfizm, Kaspaz 3, Kaspaz 9, L4semi

Xi



ABSTRACT

Investigation for Polymorphisms of Caspase 3 and Caspase 9 Gene and Enzym levels in

Leukemia Patients

For understanding of leukemia and treated with early diognosis , 1t should be
investigated moleculer changes that occur during the development of leukemia.
Apoptosis is a controlled cell death and 1t’s one of the important mechanisms in
hematopoietic cells. In our study, we investigated caspase 3 which execution and
termination of apoptosis, G>T (GCG — TCG) rs4647601 polymorphism and caspase 9
which apoptosis initiator caspase, -1263A>G rs4645978 polymorphism. Besides that we
aimed to determine caspase 3 and caspase 9 enzyme levels possible effects on the risk of
developing leukemia.

Our study’s volume is including the mean age 56 of 100 individuals who have
taken leukemia diagnosis have accepted as patients and 100 healthy individuals with the
mean age of 54,155 as control group, for a total of about 200 people who were diagnosed
with leukemia in policlinics of Mersin University Medical Faculty Hematology
Department. From both of the groups’ blood samples sequent of DNA isolation the
genotypes detected by using Real-Time PCR for caspase 3 and caspase 9
polymorphisms. On the other hand we measured caspase 3 and caspase 9 enzyme levels
in serum which obtained from blood samples.

Caspase 3 G>T rs4647601 polymorphism’s alleles and genotype rates was
determined not associated with leukemia. Likewise, caspase 9 A>G rs4645978
polymorphism’s alleles and genotype rates was determined not show correlation with
leukemia. Caspase 3 and caspase 9 enzyme levels was found to increase the risk of
developing leukemia. To the risk factors in terms of developing leukemia; the risk of
advanced age and male sex statistically significant with leukemia.

Our study is the first example of caspase 3 and caspase 9 gene’s allele and
genotype rates and enzyme levels in leukemia patients in Mersin province’s sample of

the Turkish population. This study is thought to be a guide for other studies about this
caspase 3 and caspase 9 gene’s polymorphisms ve enzyme levels.

Key Words: Polymorphism, Caspase 3, Caspase 9, Leukemia
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1. GIRIS

Losemiler kan hiicrelerinin iiretildigi kemik iliginin klonal habis hastaliklaridir. Asiri
cogalan fakat tam olarak farklilasamayan l0kositler, kemik iligi, karaciger, dalak, merkezi
sinir sistemi ve diger i¢ organlar istila edebilir. Bu hiicreler fazlaca iiretilmesine karsin,
farklilasmadigi i¢in fonksiyonunu yapan hiicre sayisi giderek azalir ve bu hiicrelerin sitopenik
durumlar1 gozlenir (1). Genel olarak losemiler tim kanserlerin % 8’ini olustururlar.
Erkeklerde 16semi daha sik gozlenmektedir. Ayrica beyaz irkta da daha siktir. Yetiskinlerde
16semi tanis1 konma siklig1 cocuklardan 10 kat daha fazladir ve yasla birlikte risk artar (2).

Malign hastaliklarin etyolojisinde genetik materyalin 6nemli rol oynadigr molekiiler
ve sitogenetik gelismelerle net bir sekilde agiga ¢ikmaktadir (1,3). Losemilerin nedeni tam
olarak bilinmemekle birlikte miiltifaktériyel oldugu diisiiniilmektedir (4). Ozellikle ailesel
16semi olgularinin tahmin edilenden fazla olmasi, genetik faktoriin 16semi etyolojisinde
onemine isaret etmektedir (5).

Normal gelisimin ve hastaliklarla baglantili patolojik durumlarin bir 6gesi olarak
ortaya ¢ikabilen ‘programlanmis hiicre 6liimii’ denilen apoptoz, ¢ok hiicreli pek ¢ok canlida
bulunmustur (6). Apoptozda hiicre, fonksiyonlarin1 geri doniisiimsiiz olarak kaybeder.
Apoptoz normal hiicre populasyonunun yogunlugunun saglanmasinda 6nemlidir ve apoptoz
ile saglanan hiicre Oliimiiniin baskilanmasi, kanser gelisiminin de belirleyicisidir (6-8).
Hiicrenin apoptoza gidebilmesi i¢in ilgili genetik mekanizmay1 harekete gecgirecek bir sinyalle
karsilagmast gerekir. Bu sinyal hiicre i¢inden (intrinsik) veya hiicre disindan (ekstrinsik)
gelebilir (9). Memelilerde apoptozun iki mekanizmasi vardir. Bu mekanizmalar; 6lim
reseptorleri yolu (ekstrinsik) ve mitokondriyal (intrinsik) yoldur (8-10).

Losemilerde ve malign timorlerde hiicre cogalmas: ve hiicre apoptozu arasindaki
denge bozulmustur. Apoptoz mekanizmasinin ¢aligmamizla ilgili olan kismi mitokondriyal
yoldur. Bu yolda, gelen sinyaller sonucu membran gecirgenligi bozulmus olan
mitokondrilerden sitokrom c’ler salinarak Apaf 1 ve baslatic1 kaspazlardan olan kaspaz 9 ile
birleserek apoptozom olusmaktadir. Apoptozom baslangicta inaktif halde bulunan sonlandirici
kaspazlardan olan prokaspaz 3 ile birlestikten sonra prokaspaz 3, kaspaz 3 formuna doniiserek
aktiflesmekte ve sonug olarak apoptoz gerceklestirilmektedir (8,9).

Kaspazlar, sitoplazmada normalde inaktif proenzimler olarak bulunur. Fakat
proteolitik parcalanmadan sonra aktif hale gecerler ve bdylece kaspaz aktivasyon zinciri

baslar (8,10). Kaspaz tiirleri 3’e ayrilmaktadir. Bunlar: Baslatic1 kaspazlar, etkili (efektor)

1



kaspazlar ve enflamatuvar kaspazlardir. Bizim c¢alismamizda kaspaz 3 ve kaspaz 9’u
se¢gmemizin nedeni bunlardan birinin baslatici digerinin sonlandirici (etkili) kaspaz olmasinin
yani sira ikisinin de mitokondriyal yolda gorev alip birbiriyle iliski icerisinde olmalarindan
kaynaklanmaktadir.

Calismamizin amaci; apoptoz mekanizmasinda énemli rollere sahip ve farkli kanser
tirleri i¢in kanser olusumu riskine etkisi oldugu belirlenmis olan kaspaz 3’0n intron 1
bolgesinde yer alan G>T (GCG’nin TCG’ye donilisimii) 4647601 rs numaral
polimorfizminin ve kaspaz 9’un promotor bolgesinde yer alan -1263 A>G 4645978 rs
numarali polimorfizminin yan1 sira kaspaz 3 ile kaspaz 9’un serumda enzim dlzeylerini
olgerek bu polimorfizm ve enzim diizeylerinin 16semi ile iligkili olup olmadigini tanimlamaya
caligmaktir.

Bu calisma Mersin 6rneklemi temelinde Tiirk toplumunda kaspaz 3 ve kaspaz 9’un
l6semi hastalarinda polimorfizmlerinin ve enzim diizeylerinin bakildig ilk ¢alisma olmasi

bakimindan 6zgiindiir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Losemi Hakkinda Genel Bilgiler

2.1.1. Tanimlama ve Tarihce

Hematoloji deyimi ilk kez Thomas Schwenke tarafindan 1743°de kullanilmistir (11).
Velpeau, l6semi ile ilgili ilk vaka bildirimi gergeklestirilmistir (12). Bu hastaligi ilk
g6zlemleyen Donne, ilk klinik makale olusturan John Hughes Bennett’ dir. Hastada l6seminin
mikroskobik tanis1 1846°da ilk kez Henry Fuller tarafindan gerceklestirilmistir.

Losemi ile ilgili ikinci olgu ise 1847°de Virchow tarafindan rapor edilmistir. Virchow;
1847°de yaymladigi makalesinde, alt abdomende dort yildir sislik sikayeti olan 50
yaslarindaki hastanin 6liimii sonrasinda yaptig1 inceleme sonucunda, damarlarin her yerinde
iltihaba benzer bir olusum ile birlikte degisik sekillerde hiicre olusumlar1 oldugunu, normal
kandaki eritrosit ve I0kosit oraninin tersine dondiigiinii gostermistir. Bu olguda tanimlanan

hastalik giiniimiizde kronik lenfoblastik 16semi olarak adlandirilmaktadir (13-15).

NORMAL KAN LOSEMIi

y >

Eritrosit Notrofil Lenfosit Monosit  Trombositler

Sekil 2.1. Normal kandaki ve 16semi kanindaki eritrosit / 16kosit hiicreleri



Virchow, 1849’da yayimladigi {i¢iincii olguda, kronik léseminin splenik ve lenfatik
formlarinin oldugunu bildirmistir. Bu simiflamadan 12 yil sonra kronik l6seminin, kronik
lenfoblastik 16semi ve kronik miyoblastik 16semi olmak iizere iki ana tipi tanimlanmistir (13).
Akut loseminin tanimi ise, 1857°de Nikolaus Friedreich tarafindan yapilmistir. Hastaligin
ortaya cikisindan hastanin oliimiine kadar gegen siirenin kisaligi ve hastaligin hizli bir seyir
izlemesi nedeniyle Friedreich, bu durumu akut 16seminin lenfatik tipi olarak tanimlamigtir
(14).

Ehrlich 1880 yilinda beyaz kan hiicrelerinin ii¢ farkli graniilosit tipi (eozinofil,
bazofil, notrofil) oldugunu gostermistir. Bu yeni bulgu, kronik 16semide kemik iliginin
hastaliga yakalanan hiicre dizisinin tipine gore, lenfoid ve miyeloid olarak siniflandirilmasin
kolaylagtirmistir (16).

Naegeli, 1900’da periferik kanda lenfoblast ve miyoblastlar1 goriintiilemistir (15,17).
Akut monositer 16seminin tanimlanmasi ise 1913 yilinda Dr. Hasan Resat Sigindim ve Dr.
Schilling tarafindan yapilmistir (14,18). Kronik miyoblastik I6seminin patogenezinin daha iyi
anlasilmasinda Nowell ve Hungerford’un 1960’da buldugu Philadelphia kromozomu etkili
olmustur (13,17).

LOsemi, viicuttaki kan iiretim sistemini (lenfatik sistem ve kemik iligi) etkileyen
kanser tiiriidiir ve halk dilinde ‘kan kanseri’ olarak bilinmektedir. Kemik iliginin lenfopoetik
veya hemapoetik kok htcrelerinden veya onci hucrelerinden kaynaklanan malign bir
hastaliktir. Normal miyeloid ya da lenfoid hematopoezin spesifik bir kademesindeki
duraklama ve klonal ¢ogalma sonucu neoplastik hiicrelerin kemik iligi ve diger dokularda

toplanmasi ve periferik kanda birikmesi ile karakterize edilmektedir (19).

2.1.2. Losemilerin Siniflandirilmasi

Losemiler, koken aldiklar1 hiicre grubuna, semptomlarina, ortaya ¢ikis ve ilerleme
hizlariin yam sira klinik seyirlerine gére gruplara ayrilirlar. Bu gruplar ortaya ¢ikis ve
ilerleme hizlarina, klinik seyirlerine gore akut ve kronik losemiler diye iki ana gruba
ayrilirken; koken aldiklari hiicre grubuna gore miyoblastik (myeloid) ve lenfoblastik (lenfoid)

olmak tizere ikiser alt gruplara da ayrilmaktadir.



» Akut Miyoblastik Losemi  (AML)
» Akut Lenfoblastik Lésemi  (ALL)
» Kronik Miyoblastik Losemi (KML)
> Kronik Lenfoblastik Losemi (KLL) (20).
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Sekil 2.2. Hematopoetik farklilagma

2.1.2.1. Akut Miyoblastik Losemi

AML, hematopoetik ana hiicrelerinin klonal ¢ogalmasi ile olusur. AML’de lésemik
hiicreler myeloblast ve premyeloblast basamaginda kalir ve olgunlasamazlar. Bu nedenle
farklilagsmamis ya da ¢ok az farklilagmis immatiir hiicreler seklinde kendilerini gosterirler. Bu
anormal hiicrelerin kemik iliginde ¢ogalmasi ve normal hiicrelerin yerini almasi nedeniyle
kemik iliginin yapis1 tamamen bozulabilir (21,22). Cocukluk ¢agi AML insidansi, yenidogan

ve addlesan dénemindeki hafif bir artisin disinda genellikle tiim yaslarda ayni orandadir (23-



25). Down sendromu, Fankoni anemisi, Kostmann sendromu, Bloom sendromu, Diamond-
Blackfan anemisi gibi kalitsal hastaliklarda AML goriilme siklig1 artar (23).

Birgok ozelligi ALL ile benzerdir (25). Yeni tan1 almis AML hastalar1 indiiksiyon
kemoterapisi boyunca yatirilarak hastanede takip edilmelidir (20).

2.1.2.2. Akut Lenfoblastik Losemi

ALL, lenfoid ana hiicrelerinin klonal ekspresyonu sonucu gelisir (23,25). ALL de en
onemli kromozomal anomali Philadelphia kromozomu t(9;22)(g34;q911) translokasyonudur.
Bu translokasyon yetiskin ALL’lerin yaklasik %30’unu, ¢ocuk ALL’lerinde %5’ini kapsar
(26,27). ALL, akut 16semilerin %75’ini olusturur. 3-4/100.000 siklikla goériilmekle birlikte,
Amerika Birlesik Devletleri’nde yilda ortalama 2500-3000 ¢ocukta yeni tani konulmaktadir
(23,24). Klinik olarak ALL tanist alan bir hastada yaklasik 10™ [6semik hiicre bulunur ve bu
hastada tam bir remisyonun saglanabilmesi i¢in kemoterapi ile tiim 16semik hiicre sayisinin
%99’unun yok edilmesi gerekmektedir. ALL’li ¢ocuklarin yaklasik %85’inde remisyon
induksiyonu saglanabilmektedir. Ancak remisyon saglandiktan 1-2 ay sonra yeni bir tedavi
uygulanmalidir (25,28).

Akut losemiler her yasta goriilebilen hastalik olup, ¢ocuklarda 1-14 yaslar arasi
olimciildiir ve kendini ALL tipinde gosterirken, eriskinlerde ise daha sik olarak AML tipinde
goriilmektedir. Yas ilerledikge AML siklig1 artarken ALL siklig azahr (21,22).

2.1.2.3. Kronik Miyoblastik Lésemi

KML, hematopoetik kok hiicrelerinde kazanilan genetik degisikliklerden kaynaklanan
klonal bir hastaliktir. Degisiklige ugrayan kok hiicreler, normal hematopoezin yerine gecen ve
total myeloid Kkitlesinin biliylik miktarda artmasina neden olan bir diferansiye hiicre
populasyonu olusturur (29). Hastalifin ilerlemesinde temel rol oynayan molekiiler olaylar
halen bilinmemektedir.

Myeloid transformasyondaki KML hastalarinin %20’sinde, kolon karsinomu ve ¢esitli

solid timaorlerinin ilerlemesinde rol oynayan p53 timdor supresor geninde delesyonlar veya



nokta mutasyonlar1 goriilmiistiir. Hastalarin %15°1 kromozom 9°da kiigiik delesyonlar tasir
(29,30).

KML hastalarinda en sik saptanan sitogenetik anomali 9. ve 22. kromozomlar
arasindaki resiprokal translokasyondur. 9934 bdlgesinde ve 22911 bdlgesinde birer Kkirik
olusur ve kopan pargalarin karsilikli yer degisimi sonucu t(9;22)(q34;911) translokasyonu
olusur (Sekil 2.3). Olusan translokasyon sonucunda 22. kromozomda BCR-ABL fuzyon geni
ortaya cikar. Bu gen tirozin kinaz olan BCR-ABL fuzyon proteinini Gretir. Tirozin kinaz
fonksiyonuna sahip olan ABL, BCR geninin etkisiyle surekli protein fosforlar ve hiicre igi
sinyal iletimini bozarak htcrelerin sirekli bdlinmesini tetikleyen bdélinme sinyallerinin
proliferatif sinyal yollarina aktarilmasina neden olur. Boylece myeloid hucreleri sirekli
boliinlir ve bunun sonucunda 16semi hastaligi olusur. 9 no’lu kromozom ile 22 no’lu
kromozom arasindaki bu karsilikli translokasyon sonucu olusan 22. kromozomun yeni hali
Philadelphia (Ph) kromozomu olarak adlandirilir ve normal homologundan daha kigcuk
oldugundan dolay1 sitogenetik incelemede kolaylikla fark edilir. Philadelphia kromozomu
KML’deki 16semi hiicrelerinde gorilen karakteristik sitogenetik anomalidir. (31,32).

9. kromozom 22. kromozom Philadelphia kromozomu
1(9;22){(q34;911)
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Sekil 2.3. t(9;22) translokasyonunun kirik noktalarinin ve Ph kromozomunun sematik gosterimi (31).



Bu translokasyon spesifik olarak KML hastalig: ile iliskilendirilmekle beraber, bazi
ALL tiplerinde ve nadiren de novo AML olgularinda goriiliir (29,33).

2.1.2.4. Kronik Lenfoblastik Losemi

KLL, genellikle orta yasta ve siklikla 60 yasin iistiinde goriliir. KLL, matiir lenfositlerin
klonal ekspresyonundan kaynaklanir. Hastalarin %95’inde hastalik B-lenfosit kaynaklidir.
Uzun yasam siiresine sahip, kiigiik, olgun lenfositlerin kemik iligi, periferik kan ve lenfoid
organlarda artmis tiretimleri ile lenf bezleri, dalak ve karaciger dokularinda biiyiime olur (28).

Tim losemiler arasinda en sinsi ve yavas gidisli 16semi tipidir. KLL, genellikle
belirtisizdir. Belirti goriildigunde ise siklikla spesifik olmayan kolay yorulma, istahsizlik ve
kilo kaybi1 goriilebilir. Bakteriyel enfeksiyonlara egilim artmistir. Cogu hasta tanisinin
konulmasindan itibaren 10 yildan fazla yasar. Ortalama yasam siiresi 4-6 yildir. KLL olusumu
Uzerine; genetik faktorler, bagisiklik sistemi yetmezlikleri ve kromozomal degisiklikler zemin

hazirlar (34).

2.1.3. Loseminin Epidemiyolojisi

Genel olarak lésemiler tim kanserlerin %8’ini olustururlar. Erkeklerde 16semi daha
stk gozlenmektedir. Ayrica beyaz irkta da daha siktir. Yetigkinlerde 16semi tanis1 konma
siklig1 ¢cocuklardan 10 kat daha fazladir ve risk yasla birlikte artar. Cocuklar arasinda ise 4 yas
altinda daha sik gozlenir (2, 35, 36).

Gelismis ulkelerde akut 16semilerin %83’Uni ALL, %17’sini AML olusturmakta olup,
insidansta bolgesel farkliliklar gorilebilir. Genel olarak, akut l6semiler ¢ocuklarda ortaya
cikarken, kronik losemiler yetiskinlerde goriilme egilimindedirler. Ergenlik ¢aginda ve 20’li
yaglarda saptanan 16semilerin %50’sini, yetigkinlerdeki losemilerin de %20’sini AML
olusturur. Hastalarin %15’1 9’uncu kromozomda kiigiik delesyonlar tasir. 65 yas altt AML
hastalarinda uzun siireli hastaliksiz yasam oran1 %40 civarindadir. Daha ileri yastaki
hastalarda ve 6zellikle sekonder AML olgularinda prognoz daha kotudur (27,28).

Ulkemizdeki kanser istatistiklerine gore ALL sikhk acisindan birinci sirada yer
almakta ve cesitli merkezlerde tedavi goren hastalarin en az %27’sini olusturmaktadir. ALL,

en sik gozlenen ¢ocukluk ¢agi kanseridir ve 15 yas altindaki ¢ocuklarda gézlenen I6semilerin
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%80’i ALL dir. ALL tim Il6semi tlrlerinin %75’ini olusturur. 3-4/100.000 siklikla
goriilmekle birlikte, Amerika Birlesik Devletleri’nde yilda ortalama 2500-3000 ¢ocukta yeni tani
konulmaktadir (23,24,35). Bazen yetiskinlerde de goriilebilmekle birlikte, 50 yasin tizerinde
ALL son derece nadirdir.

KLL tiim 16semilerin %30’unu olusturur. 30 yasin altinda nadiren goriiliirler, ancak
goriilme siklig1 yasla birlikte artar ve en sik olarak 60-70 yas arasinda gozlenir.

KML yetiskinlerde gozlenen 16semilerin %20-30’unu meydana getirir ve 25-60 yaslari
arasinda gozlenir (35,36).

2.1.4. Loseminin Etiyolojisi

Losemilerin  nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte miiltifaktériyel oldugu
diistintilmektedir (4). Bu faktorleri temel olarak kalitsal ve ¢evresel faktorler olmak Uzere

ikiye ayirabiliriz.

2.1.4.1. Kalitsal Faktorler

Maling hastaliklarin etiyolojisinde genetik materyalin 6nemli rol oynadigi molekiiler
ve sitogenetik gelismelerle net bir sekilde agiga ¢ikmaktadir (1,3). Bazi kalitsal hastaliklarda
[6semi sikliginin artmis olusu ve monozigot olan kardeslerin birinde 16seminin goriilmesiyle
diger kardeste de goriilme olasiligimin yiliksek olusu 16seminin genetik egiliminin oldugunun
gostergesidir (4). Monozigot ikizlerde; hayatin ilk bes yili icinde ikizlerden birinde l6semi
gelisirse, ikinci ikizde de gelisme riski % 20’dir. Bir 16semi hastasinin kardeslerinde de
I6semi gorulme insidans: genel populasyona gore dort kat daha yuksektir (3,5).

Kromozomal yapidaki anormallik ve kararsizliklar bu hastalar1 normal bireylere oranla
daha hizli kanserojen olusumuna siiriiklemektedir. Dogumsal kromozomal anomalileri
bulunan olgularda malignite oran1 saglikli bireylere gore daha yiiksektir (21,37).

Kromozomal anomali olan Down Sendromlu (Trizomi 21) olgularda 10 yasindan énce
I6semi riski 1/95°dir (4,5,38). Down sendromlu olgularda 16semi insidansi, saglikli bireylere
gore 16-30 kat daha fazladir (39,40).



Bloom Sendromu’nda homolog rekombinasyon egiliminin yani sira kardes kromatid
degisimi (Sister Chromatid Exchange: SCE) artis1 goriillmektedir ve 30 yagindan 0nce ldsemi
riski 1/8°dir.

Fankoni Anemisi hastalarinda somatik hiicrelerde kromozom aberrasyonlarinda genel
bir artis vardir ve 16 yasindan énce l6semi riski 1/12 olarak saptanmistir (4,38).

Kromozom 14 ve 7°de anomali g6zlenen bir immun yetmezlik hastalig1 olan Ataksia
Talenjiektazi’de, lenfoid malignite riski yuksektir.

Klinelfelter Sendromlu bireylerde 16seminin goriilme olasiligi normal bireylere oranla
daha yuksektir (41,42).

Poland ve Schwachman sendromlar1 ile norofibromatozisde l6semi riskinde artis
gOzlenmektedir ( 43-45).

2.1.4.2. Cevresel Faktorler

Fiziksel ve kimyasal ajanlar ile biyolojik ajanlar1 (virtisler) i¢eren cevresel etkenlerin
karsinojenik etkisinin oldugu bilinmektedir. Bu karsinojenlerin kromozomlar lizerinde
hasarlar yaparak kanser olusturabildikleri bildirilmistir (2,21,22).

Radyasyon arastirmacilarinin kanserden Oliimlerinin artmasi iizerine radyasyonun
etkileri arastirilmaya baslanmustir. 1940’11 yillarda radyologlar arasinda 16seminin gorilme
oran1 artmistir (46-48). Radyasyon, hiicrede onciil niikleotidlerin yapisinda degisiklige neden
olmaktadir. Bu da kromozomlarda kirilmalara, ring kromozom, disentrik kromozom ve
sayisal anomalilere neden olarak 16semi insidansini arttirmaktadir (37).

1945°de Hirosima ve Nagazaki’ye atilan atom bombalarindan sonra hayatta kalanlarda
I6semi insidansi artmistir. Risk artis1 ilk 5-7 yil i¢inde en belirgin olup 20 yil sonrasina kadar

beklenilenin lzerinde 16semi vakasi bildirilmistir (49,50). Radyasyona maruz kalma AML ve

KML sikligini artirirken KLL riskinde bir artis saptanmamustir (51). Radyasyonun yani sira

bircok kimyasal ajan karsinojenik etki gostermektedir. Ayrica kimyasal karsinojenler hicre
boliinmesi sirasinda kromozom davraniglarini etkilemektedir. Kimyasal karsinojenlerin en
onemlileri benzen ve alkilleyici ajanlardir (52,53). Istanbul’da benzene maruz kalanlarda
16semi insidans1 normalden 2-3 kat daha fazla bulunmustur (54). Benzer olarak kloramfenikol

ve fenilbutazonun I6komojenik etkisini gosteren raporlar vardir (55).
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2.2. Apoptoz

2.2.1. Apoptozun Tanim ve Tarihgesi

Immiin sistemin hemostazinin ve maturasyonunun temel bir baslangici olan apoptoz,
biyolojik gorevini tamamlamis veya hasarlanmis hiicrelerin, zararsiz bir bigimde ortadan
kaldirilmasini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli hiicre 6limudur (56,57).

Apoptoz terimini ilk olarak 1972’de Kerr, Wyllie ve Currie, Yunanca da apo (ayrilan)
ve ptosis (diisen) terimlerini birlestirerek ‘agagtan dokiilen yapraklar’ anlamindaki ‘apoptosis’
terimiyle agiklamiglardir (58,59).

Wyllie 1984°’de apoptotik hiicrede morfolojik degisimlerin yaninda birgok
karakteristik biyokimyasal marker oldugunu gozlemlemistir (60). Bunlardan en énemlisi
agaroz jel elektroforezi yontemi ile DNA’da mono ve oligonikleozomal (180-200 bg)
birimlerin merdiven gibi belli araliklarla kiriklar gostermesinin niikleer kromatin
fragmantasyonu olarak bilinmesidir (58).

1993 yilinda Cohen yiksek dozda kullanilan steroidlerin timus hicreleri Uzerine
etkilerini incelemis ve timus hiicrelerinin direkt olarak apoptozu se¢medigini, hiicre 6liimiine
neden olacak genleri olusturarak hiicreleri apoptoza yonlendirdigini bildirmistir. Boylece
apoptozun genler tarafindan diizenlenen bir hiicre 6liimii oldugu ortaya ¢ikmustir (61).

1999°da Horvitz tarafindan memelilerde apoptozun genetik mekanizmasinin
anlasilmasinda nematod Caenorhabditis elegans kullanilmistir. C. elegans’da Ug Kilit gen
tanimlanmistir. Bunlar ced-3, ced-4 ve ced-9 dur. C. elegans’taki ced-3’Un memelilerdeki
homologu ICE (interleukin-1 B-converting enzyme) dir. Bugine kadar memelilerde
tanimlanmis 11 tane ced-3 homologu protein vardir. insanda bu genin karsiladigi proteinler
kaspazlara karsilik gelir. Ced-4 geninin homologu memelilerde Apaf-1 (apoptotik proteaz
aktivasyon faktori-1) genidir. Ced-9 geninin homologu ise bcl-2 dir (58). Ced-3 ve ced-4
apoptozu tetiklerken, ced-9 memelilerde homologu olan bcl-2 gen ailesi gibi apoptozu inhibe
etmektedir. Ornegin baliklar1 enfekte eden bir viriisiin (IPNV) hiicrelerde apoptozu meydana
getirdigi bunu da Bcl-2 gen ailesine ait olan Mcl-1 genini inhibe ederek yaptig1 belirlenmistir.
Aym sekilde HIV-1 enfeksiyonu tasiyan [I¢ocuklarda yapilan arastirmalarda, bu kisilerde
Fas/Apo-1 gen aktivitelerinin yiiksek oldugu ve ayni zamanda Bcl-2 gen aktivitesinin ise

diistik oldugu gézlenmistir (62).
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(Pro - apoptotik (Anti- apoptotik (Kaspazlar,
Bcl -2 niyeleri) Bcl -2 tiveleri) Apaf-1)

Sekil 2.4. C. elegans modelinde hiicre 6liim mekanizmasinin temel komponentleri (63).

2.2.2. Apoptozun Genel Ozellikleri

Organizma surekli bir denge halindedir. Bir taraftan yeni hucreler sentezlenirken,
diger yandan var olan hiicrelerin bir kismi1 hiicre 6limd ile ortadan kaldirilmaktadir. Boylece
denge korunmaktadir. Hiicre 6liimiiniin iki tipi vardir. Bunlar; apoptoz ve nekrozdur (64,65).

Nekroz; hipoksi, asir1 1s1 degisiklikleri, toksinler gibi hiicre disindan gelen g¢esitli
fiziksel ve kimyasal etkenler sonucunda gelisen travmatik hiicre Oliimidiir. Apoptoz ise
yaslanmig, fonksiyonunu yitirmis, fazla tretilmis, diizensiz gelismis veya genetik olarak
hasarli hiicrelerin, organizma i¢in giivenli bir sekilde yok edilmelerini saglayan ve genetik
olarak kontrol edilen programli hiicre 6liimiidiir. Nekroz patolojik bir olaydir. Apoptoz ise
fizyolojik veya patolojik uyaranlarla olusabilir (56,57,65). Nekroz hucredeki asir1 travma ya
da hasarin bir sonucu olarak gelismektedir ve akut islevsel bozukluga bagli olarak hiicrenin
olimii gergeklesir. Hiicrede iyon akisinin kontrolli hizla kaybedildigi icin pasif ve yikici bir
suire olarak degerlendirilmektedir. Iyon akis kontroliiniin kaybedilmesi hiicre icerisine fazla
miktarda su girisine, hlicre ve organellerin enerji harcamasina gerek kalmadan siserek sitolize
ugramalarina neden olmaktadir. Olen hiicre igeriginin ekstraseliiler alanlara akmas: ve pro-
enflamatuvar hdcrelere infiltrasyonu ile komsu hicrelerin 6lmesi ve doku hasarinin
yayginlasmasi meydana gelmektedir (66). Apoptozda morfolojik degisimler; nukleer
kondensasyon, hiicre buzilmesi, membran sismesi gibi degisimleri kapsarken, fizyolojik
degisimler; spesifik endontkleazlarla DNA’nin 80-200 bazlik oligoniikleotid fragmentlerine
parcalanmasi, kaspazlarin aktivasyonu sonucu proteinlerin sindirilmesini kapsamaktadir
(66,67).
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Cizelge 2.1. Apoptoz ve Nekroz Ozelliklerinin Karsilastiriimasi

OZELLIK NEKROZ APOPTOZ
> Iskemi » Biiytime faktorii eksikligi
» Hipertermi > Hiicre yaslanmasi ‘'Senescence”
» Hipoksi > HIV
»  Litik viral enfeksiyon » Kanser ilaglar
Yol agan nedenler »  Toksik maddelerin yiiksek > Radyasyon
konsantrasyonlari » Yuksek doz glukokortikoid
»  Siddetli oksidatif stress » Fas veya TNFR-1 reseptorlerinin
aktivasyonu
»  Sitotoksik T lenfositler
» Cok siddetli olmayan oksidatif stres
> Hiicre membrani biitiinliigiiniin | » Intakt hiicre membrani fakat
kaybi membranda “bleb”lerin olusumu

» Kromatin “flocculation”u » Kromatinin niikleer membran

» Hiicre sigsmesi civarinda toplanmasi ve

» Organellerin disintegrasyonu yogunlagmasi

Morfolojik 6zellikler » Endoplazmik retikulumun > Hicre kictlmesi
dilatasyonu » Organellerde disintegrasyon yok

» Biiyiik vakuollerin olusumu » Hucrenin intact mitokondri,

» Hucre lizisi ribozom, nukleus pargalar1 ve diger
organelleri iceren membranla kapl
apoptotik cisimciklere par¢alanmasi

» Bozulmus iyon hemostazisi > lyi kontrollu, baz1 aktivasyonlarin ve

» ATP gerekmez (pasif siireg) enzimatik basamaklarin olmasi

> 44 OC’ de gerceklesebilir > ATE gereklidir (aktif stireg)

» DNA rastgele pargalanir » +4 C’de gerceklesmez)

Lo - (agaroz jel elektroforezinde > DNA interntikleozomal alanlarda
Biyokimyasal ozellikler “smear” goruntusu) 180 kb ciftinin katlar1 olacak sekilde
» Postlitik DNA kirtlir mono ve oligonukleozomlara
fragmentasyonu(=6limiin ge¢ ayrilir (agaroz jel elektroforezinde
safhasinda) merdiven patterni = apoptozun en
onemli belirteci)
> Prelitik DNA fragmentasyonu
(=erken evrede gerceklesir)
» Hicreler gruplar halinde &lar » Hiicreler tek tek veya birkagi
»  Fizyolojik olmayan (patolojik) birarada 6lur
etkiler sonucu gerceklesir » Fizyolojik sartlarda da
Diger ozellikler » Lizozomal enzimler salinir gerceklesebilir

> Inflamasyona neden olur » Komsu hiicreler veya makrofajlar
tarafindan fagosite edilirler

> Inflamasyon goriilmez

Apoptozda ana morfolojik olay, nikleusun yogunlagsmasi ve daha sonra pargalara

ayrilmasidir. Immun elektroforez yapildiginda ‘ladder pattern’ olarak isimlendirilen merdiven

seklinde bir goriiniim olusur. Normalde bir hiicrede birbirini takip eden 7 kirtlma onarilirken,

apoptozda yaklasik 300.000 kirilma meydana gelir ve hiicre onarimi yapilamaz (68,69).

Apoptoz, intrauterin donemden itibaren baslar. Fizyolojik ve patolojik bircok olayda

onemli bir rol

oynar.

Apoptoz,

homeostazinin korunmasinda embriyonik donemde
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ekstremitelerin ve i¢i bos organlarin olusumunda, disi fetiisde Wolf ya da erkek fetlisde
Miiller kanallarinin korelmesi sirasinda ve merkezi sinir sistemi gelisiminde néron sayisinin
diizenlenmesinde yer alarak; dogumdan sonra T ve B lenfositlerin se¢ciminde temel bir islev
yuriutmektedir. Ayrica DNA’s1 agir hasar goren ya da virusle enfekte olan hiicrelerin 6limuni
saglayarak temel bir rol Gstlenmektedir (70,71). Biiylime faktorlerinin ortamdan gekildigi
kosullarda (emzirme sonunda meme bezinin, dogum sonrasi uterusun) organlarda gerceklesen
kiiciilmenin de temel mekanizmasi, ilgili organlardaki hiicrelerin apoptozla Sliimidiir (56).
Bunlar disinda; embriyonik ve fotal dénemde; immin sistemin ve sinir sisteminin
gelismesinde onemli role sahiptir. intrauterin dénemde, immin sistemin maturasyonu
esnasinda, santral lenfoid organlardaki otoreaktif lenfositlerin ortadan kaldirilmasini saglar.
Boylece periferal lenfoid ve myeloid kompartmanlarin asirt biyumesi kisitlanir. Sinir sistemi
gelisirken; aksonlar1 hedef organlara ulasamayan néronlarin ortadan kaldirilmasini ve
noronlarla hedef organlar arasinda olusan baglanti hatalarinin  onarilmasint  saglar
(56,57,62,72).

Dokularda hiicre hemostazinin saglanmasinda, bagirsaktaki kript epitellerinin strekli

yenilenmesinde, immin reaksiyonlarda; viral hepatitte karacigerde olusan apoptotik

hiicrelerde (Concilman cisimcikleri ) veya graft versus host reaksiyonlarinda, hicrelerin

herhangi bir nedenle hasarlanmalari durumunda veya yaslhlikta; 6rnegin 1s1, radyasyon,
antikanser ilaglar, hipoksi gibi durumlarda apoptoz mekanizmas: devreye girmektedir
(56,57,62).

Apoptoz cok hiicreli canlilarin gelisimi esnasinda da goriiliir. Cok hiicreli canlilarin
normal ve dogru gelisimleri se¢ilmis bazi hiicrelerin apoptozla Slmesine baglidir. Ornek
olarak 1 mm uzunlugunda transparant bir kurtcuk olan Caenorhabditis elegans’in baslangigta
1090 olan hicre sayist tam olarak apoptozla 131 hiicre azalir ve bdylece hermafroditik
formdan yetiskin forma doniisir (68,73). Kurbagalarin metamorfozu esnasinda kuyruklarinin
kaybolarak erigkin forma gecmeleri apoptozla gergeklesir. Boylece yetiskin forma gecerler.
Kuyruktaki hicreler apoptozla élerek kaybolur. Insan embriyosunun el parmaklari arasinda
bulunan perdeleri olusturan hiicreler apoptoz sonucu kaybolarak daha islevsel hale

gelmektedir (74,75).
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Sekil 2.5. Kurbaga, C. elegans ve insanda apoptoz (76).

2.2.3. Apoptozun Gerceklesme Asamalari ve Molekiiler Mekanizmasi

Apoptoz, belirli uyarilarla baslatilan molekiiler olaylarin enerjiye bagimli dongiisiiniin son

noktasidir ve dort ardisik basamagi vardir. Bunlar:

1. Ekstra ve intraseluler sinyallerle apoptozun baglatilma fazi.

2. Kontrol ve diizenlenme fazi: Intraseliiler pozitif ve negatif diizenleyici molekiillerle

apoptozun stimulasyonu veya inhibisyonu s6z konusudur.

3. Infaz fazi: Genel final faz1 ve fiili 6liim programindan olusur ve bu faz ¢ogunlukla

proteazlarin kaspaz ailesi tarafindan gergeklestirilir.

4. Fagositoz fazi: Fagositoz ile 6lii hiicrelerin temizlenmesidir.
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APOPTOTIK SUREC
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Indikleyici Modilatsr  Efektor Substrat Oliim
ajan

(90
®
.

. Biyiime faktérii . FADD . Kaspazlar - Birgok hiicre proteini

cksikligi . TRADD - DNA

Adezyonun kaybr . FLIP

. Oliim reseptorleri- . Bel-2 ailesi

nin uyarilmasi . Sitokrom ¢ Komsu hiicreler veya

. Radyadyon . p33 makrofajlar tarafindan

. Kemoterapi . Mdm2 fagosite edilen apoptotik
Seramid cisimeikler

Sekil 2.6. Apoptotik surecin gosterimi

2.2.3.1. Apoptozun Baslatilma Fazi

Hicrenin apoptoza gidebilmesi igin ilk once, ilgili genetik mekanizmay1 harekete

gecirecek bir sinyalle karsilasmasi gerekir. Bu sinyal hiicre i¢cinden (intrinsik) veya hiicre

disindan (ekstrinsik) gelebilir (10,69,73).

Hiicre Dis1 Sinyaller

» Cevresel yasam sinyallerinin ve bliylime faktorlerinin yetersizligi
> Olum reseptorlerinin aktivasyonu

» FAS - FAS Ligand aracili apoptoz (77-79)

»  TNF aracili apoptoz
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»  Sitotoksik T lenfosit aracili apoptoz

» Koloni uyarici faktorler (CSF)

» NoOron buyime faktori (NGF)

> Insulin benzeri biyiime faktori (IGF) (80),

» IL-2 gibi maddelerin ortamda azalmasi

» Glukokortikoidler

> Dis etmenler (iskemi, toksinler, radyasyon, ilaglar, cesitli antijenler) dir (77-

79,81,82) .

Hiicre i¢i Sinyaller

Hiicre i¢i Ca++ diizeyi artis

Hiicre i¢i pH azalis1

Metabolik ve/veya hiicre sikliis bozukluklar1 (9,10,78,81).

Sitokinler,

Timor Nekroz Faktor (TNF),

DNA hasar1 nedeniyle bir tiimor siipressor gen olan p53’iin aktive olmasi,
Viral-bakteriyel enfeksiyonlar

>
>
>
>
>
>
>
»  Onkojenler dir (83).
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Sekil 2.7. Apoptozun molekiiler mekanizmasi (72).

Apoptobic substrates

Organizmada apoptozu uyaran ve engelleyen ¢ok sayida gen bulunmaktadir (Cizelge
2.2) (83).
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Cizelge 2.2: Apoptozu baskilayan ve apoptozu tetikleyen genler (83)

Apoptozu Baskilayan Genler Apoptozu indiikleyen Genler

> Bcl-2 grubundan; > Bcl-2 grubundan;

BHRL-1, bcl-xl, bel-w, bfl-1, brag-1, mcl-1, Al Bad, Bax, Bak, Bcl-xS, bid, bik,
> c-abl geni Hrkl
» ras onkogeni c-myc
» ¢OzUnebilir fas p53, p21
> p35 fas (CD95/APO1)
> A20 FADD/MORT, RIP, FAST

Interlokin doniistiiriicii enzim benzeri
proteinler (ICE)
LOH (MTS1/CDKA41)

A\ YVVVVY

DNA hasari, hiicre ici kalsiyum seviyesinde artis, hicre ici pH degisiklikleri ve hiicre
siklus bozukluklar1 hiicreyi apoptoza gotiiren hiicre 6lum sinyallerini baglatir. Olim
reseptorlerinin hiicre yuzeyinde spesifik ligandlarina baglanmas: sonucu hiicre ici proteazlar
yani kaspazlar aktive olur. Aktive olan kaspazlar hedef proteinleri yikarak, hiicre ici
degisikliklere neden olur. Apoptotik siireg ilerledikce hicrelerde sitoplazmik ¢ikintilar olusur.
Hicre daha sonra membranla gevrili kiigik parcalara bolundr. Bunlara “apoptotik cisim” adi
verilir. Apoptotik cisimler cevredeki parankim htcreleri ve fagositler tarafindan fagosite
edilerek yok edilir (56,81,84,85).

Apoptoz; hicre ylzey ve 6lum reseptorlerine gereksinim duyan ekstrinsik yolak (6lim
reseptorleri yolu) ve mitokondriyal kaynakl: intrinsik yolak (mitokondriyal yol) olmak tzere
iki ana yolla ger¢eklesmektedir (78,79,86,87).

2.2.3.1.1. Ekstrinsik Yolak (Olum Reseptérleri Yolu)

Bu yolda Fas (APO-1, CD95) ve timor nekroz faktor reseptori-1 (TNFR-1) gorev
almaktadir. Fas ve TNFR-1’in ilgili ligandlan ile etkilesime girmeleri sonucu apoptoz
induklenir. Bu hucre ylzey reseptorleri membranda bulunur ve TNFR ailesinin Uyeleridir
(85,87). Apoptozda rol alan membran reseptorleri icinde en 6nemli grup ‘tumor necrosis
factor receptor (TNFR)’ ailesidir. Bu reseptoér grubunun en az 19 iiyesi vardir. Ancak en
onemlileri Fas ve TNFR-1’dir. Fas’in ilgili ligandina Fas ligandi1 (FasL) denir (80,88,91).
TNFR-1’inde aymi1 sekilde isimlendirilen ligandi mevcuttur. Fas lenfoid hiicrelerde,

hepatositlerde, bazi tiimor hiicrelerinde ve akcigerlerde bulunur. FasL, timor nekroz faktor
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(TNF) ailesinin bir tyesidir. FasL sitotoksik T lenfositlerinde ve “natural killer” hicrelerinde
bulunur (77,81,88).

Fas ve TNFR-1, ligandlariyla baglandiklarinda 6liim uyaris1 almis olduklarindan bir
seri protein:protein interaksiyonlarindan gegerler. Oncelikle kendilerine dogal olarak baglh
bulunan ve o6lim efektér domain (DED: *“death domain”) bolgeleri adi verilen TRADD
(“TNFR-1 associated death domain”) ve FADD (“Fas associated death domain”) ile
interaksiyona girerler. Boylece 6lim indiikleyici sinyal kompleksi DISC (Death inducing
Signalling Complex) olusur (78,79,86,87,89). Bu kompleks ise kaspaz-8 ya da kaspaz-10’un
dogrudan aktivasyonlarina onculik eder (82,84). Kaspaz-8 hem dogrudan kaspaz yolunu
aktive eder, hem de mitokondriyal gecirgenligi degistiren ekstrinsik ve intrinsik yollar:
birbirine baglayan Bid’in aktif formu olan tBid’e donusiminl saglar. Prokaspaz 8’in aktif
hali olan kaspaz 8 (ya da kaspaz-10) diger kaspazlar1 uyarir ve basta kaspaz 3 olmak iizere
diger kaspazlar1 aktive ederek kaspazlarin kaskad tarzinda aktivasyonlarini baslatirlar (89-91).
Boylece apoptotik dongii baslatilmis olur ve hiicre Sliimii apoptotik hiicrenin fagositozu ile

sonlanir. (78,79,81,85).
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Sekil 2.8. Ekstrinsik ve intrinsik yolaklar
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2.2.3.1.2. Intrinsik Yolak (Mitokondriyal Yol)

Mitokondri, hiicre i¢ginde ATP iiretiminin kaynagi olmasinin yan sira, hiicre i¢i ya da
hlicre dis1 yollardan gelen 6liim sinyallerinin tizerinde birlestigi bir organeldir. Mitokondri i¢
ve dis zarla c¢evrili yapidadir, bu zarlar tipki hiicre zarinda oldugu gibi bir zar potansiyeline
sahiptir. D1s zar gecirgenligindeki artis sonucu mitokondri zar1 potansiyelinin bozulmasi dig
zarda hizli bir sismeyi izleyerek iki zar arasinda bulunan cesitli proteinlerin hiicre
sitoplazmasina ¢ikmasina yol agar (92,93).

Mitokondri; hiicrenin enerji deposu olmasinin yaninda, sitoplazmaya gecerek 6lim
programini aktive eden faktorleri salan, bdylece apoptozda biiyiik rol oynayan bir organeldir.
Bu faktorlerden en 6nemlisi sitokrom c dir. Apoptozu indukleyen mitokondride bulunan; AIF
(Apoptoz Uyaric1 Faktor), Sma ¢ / ENDO G adli DNaz enzimi, Omi / HtrA2, IAPs
Endoniikleaz G ve ¢ok sayida kaspaz (prokaspaz 2, 3 ve 9) tanimlanmustir (93).

Apoptozun regulasyonu Bcl-2 / Bax gen ailesi ile saglanir. Bu ailenin 20 Uyesi
tanimlanmistir. Bunlardan bazilar1 apoptoz inhibitdrii yani antiapoptotik, bazilari ise apoptozu
uyarici ve proapoptotik genler olarak tanimlanirlar (94). Bcl-2 ve Bax genleri mitokondri dig
zar gegirgenligini ayarlarlar (95). Hicrede antiapoptotik aile Gyeleri olan Bcl-2 ve Bcl-x, yine
ayni ailenin lyeleri olan Bad, Bim, Bmf, Bid ve BH-3 genleri gibi proapoptotik genler
tarafindan baskilanir. Ailenin proapoptotik tiyeleri normal kosullarda inaktif durumdadir, bu
nedenle mitokondriyal zar gegirgenligi Bcl-2 ve benzerlerinin etkisi sayesinde degismez.
Ancak cesitli uyarilar proapoptotik grubun aktiflesmesine yol acarlar. Ornegin; bilyiime
faktoriinlin uzaklastirilmasi Bad’in, kalsiyum artis1 Bim’in, UV 1gin1 Bmf’nin aktiflesmesini
saglamaktadir. Sonugta Bcl-2, proapoptotik aile iiyeleri tarafindan baskilanir. Bcl-2 tarafindan
inaktif durumda tutulan ve yine ayni aileden olan Bak ve Bax proteinleri etkinleserek
mitokondri dis zarinda permeability transition porlarinin olusumuna ve zar potansiyelinin
degisimine yol agar (95,96). Bu degisim dis mitokondri zarinin gegirgenligini artirir.
Gegcirgenligin artmasi, mitokondrinin iki zari1 arasinda bulunan sitokrom c’nin sitozole
¢ikmasina neden olur. Sitokorm c bir sitoplazma proteini olan Apaf-1’¢ baglanarak
prokaspaz-9’u aktive eder ve olusan bu kompleks ‘apoptozom’ olarak isimlendirilir
(76,94,97).

Prokaspaz-9’un aktivasyonu, bir seri kaspaz aktivasyonunu baglatir. Apoptozom
sonlandiric1 kaspaz olan kaspaz 3’0 aktive ederek apoptoza neden olur (72,94,97-100). Bu
proteolitik aktivite ile sitoplazmada yapisal poteinlerin sindirimi, kromozomal DNA'nin

degradasyonu ve hiicrenin fagositozu saglanir (85,90).
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Sekil 2.9. Apoptoz sirasinda hiicre i¢i sinyallerle aktiflesen mitokondriyal yol (65)

2.2.4. Apoptozun Saptanmasinda Kullanilan Yontemler

1972 yilinda, apoptoz terimi ilk kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriiniimiine gore
karar verilmistir. Giinlimiizde morfolojik degerlendirmenin yani sira apoptoza 6zgii oldugu
bilinen bazi aktivasyonlarin (6rn. aktif kaspaz 3 tayini) molekiler diizeyde belirlenebilmesiyle
de apoptoz saptanabilmektedir.

Ilk kez morfolojik kriterlere gore belirlenen apoptoz, seksenli yillarin sonlarma dogru
DNA kiriklarinin saptanmasina yonelik yontemlerle saptanmaya baslamistir. Doksanlarin
ortasinda ise apoptotik hiicrelerde kaspazlarin aktiflestigi bulunmustur. Boylece, kaspaz

aktivasyonlarinin belirlenmesine yonelik metotlarla saptanabilen apoptoz, doksanli yillarin
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sonuna dogru fosfatilserin translokasyonunu belirleyen yontemlerle de saptanmaya

baslamistir.

2.2.4.1. Morfolojik Goruntuleme Yontemleri

2.2.4.1.1. Isik Mikroskopisi

Bu yontemde hematoksilen ve giemsa boyama yontemleri kullanilir. Morfolojik
gorintileme yontemleri iginde en ucuz ve kolay olani hematoksilen ile boyamadir (HB).
Hematoksilen boyasi, kromatini boyadigindan apoptotik hiicreler niikleus morfolojisine gore
degerlendirilir. Hiicrede gbzlenen degisiklikler; hiuicre kuglilmesi veya sitoplazmik kigulme,
kromatinin kondanse olmas1 ve niikleus zarinin kenarinda toplanmasi, niikleusun kii¢iilmesi
veya pargalara boliinmesi seklindedir (101).

Giemsa ile boyamada hematoksilenle boyamada da oldugu gibi niikleus morfolojisi
esas almarak apoptotik hiicreler taninir. Sitoplazma sinirlar1 hematoksilen boyamaya gore

daha iyi secilebilmekle birlikte hematoksilen boyamaya belirgin bir iistiinliigii yoktur (101).

2.2.4.1.2. Elektron Mikroskopisi

Apoptozda en degerli yontem olarak kabul edilmektedir. Morfolojik degisikliklerin en
dogru olarak gozlendigi yontemdir. Ustelik subselliiler detaylar da (mitokondrinin durumu,

hiicre zar1 ve niikleus zarinin biitlinliigii) bu yontemle incelenebilir (101).
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Sekil 2.10. Elektron mikroskopisi ile niikleus fragmantasyonunun gézlenmesi

2.2.4.1.3. Faz Kontrast Mikroskopisi

Sadece hiicrelerin kiiltiir ortaminda "flask" veya "plate"lerde biiyiitiildiigi calismalarda
kullanilmaktadir. Faz kontrast mikroskopu ile apoptotik hiicreler Uzerinde gelisen cepcikler
izlenebilir (101).

Sekil 2.11. Faz kontrast mikroskopisi gorintileri

2.2.4.1.4. Floresan Mikroskobu / Lazerli Konfokal Mikroskop Kullanim

Floresan boyalar DNA'ya baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini dolayisiyla
nikleusu goriiniir hale gelebilir. Eger hiicre kiiltiirii ¢alismasinda kullanilirlarsa, canli hiicre

ile cansiz hiicrenin ayrimina olanak tanirlar. Oysa hematoksilen ya da Giemsa boyamanin
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kullanildig1 6rneklerde hiicrelerin tamami yontemin prensibi geregi zaten 6lmektedirler. Canli
ve 0lU hiicre ayrimimi yapabilmek igin, canli veya 6li tiim hiicreleri boyayabilen bir boya
(6rn: hoechst boyasi) ile sadece 6lii hiicreleri boyayabilen bir baska boya (6rn: propidium
iyodur) beraber kullanilir. Bu boyama yontemindeki prensip sudur: Bu yontemlerde canliligin
belirleyicisi, hiicrenin plazma membraninin (hiicre zarinin) intakt olup olmadigidir. Membrani
intakt olan (canli) hiicreler propidium iyodur gibi sadece membran biitiinliigii bozulmus (010)
hiicreleri boyayan bir boya ile boyanmazlarken, Hoechst boyasi gibi 6lii veya canli tiim
hlicrelere girebilen boyalar ise ortamdaki tim hiicreleri boyayarak 6lii veya canli hiicre
ayrimma olanak saglarlar. Bu sekilde boyanan hicreler bir floresan mikroskobu ile
taninabilirler. Kuskusuz bu yontemle hicrelerin 610 ya da canli oldugu anlasilabilir ama 6l
hicrelerin apoptozla veya nekrozla 6lip Olmediklerinin ayrimi hematoksilen boyamada

oldugu gibi niikleus morfolojisine bakilarak yapilir (101).

2.2.4.2. Histokimyasal Ydéntemler

2.2.4.2.1. Anneksin V Yontemi

Normal hiicrelerde hiicre zarmin sitoplazmik yiiziinde bulunan fosfatidilserinin (PS)
apoptotik hiicrelerde, hiicre zarinin dis yiiziine transloke olmasindan faydalanilmaktadir. D1g
yilize transloke olan PS’ler, floresan bir madde ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak

gorundr hale getirilir. Boylece apoptotik hiicreler saptanmisg olur (102).

2.2.4.2.2. TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase biotin — dUTP Nick End
Labeling) Yontemi

DNA kiriklariin in situ olarak taninmasini sagladigi i¢in hiicre kultlrlerinde ve doku
kesitlerinde ¢ok duyarli bir testtir. Caligmalarda testin duyarlilign % 60-90 araligindadir.
Spesifitesi % 87 olarak belirtilmekte, nekrotik hicre 6luminin indiklenmesi ile spesifitenin
% 70’lere diistiighi belirtilmektedir (103). Parafin bloklar, donmus kesitler, kiiltiirii yapilmis
sollisyon halindeki veya "plate"lere ekilmis, ya da lameller tizerinde biiyiitiilmiis hiicrelerde

apoptozun varligi bu metodla saptanabilir (101).
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Sekil 2.12. TUNEL metodu uygulanmis spinal kord goriiniimii

2.2.4.2.3. Kaspaz 3 Yontemi

Sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz 3 immunohistokimyasal metoduyla
belirlenebilir. Bunun igin, dokunun kaspaz 3 eksprese ettiginin bilinmesi ya da caligilan
dokuda apoptoza yol agan ajanin kaspaz 3" kirip kirmadigiin bilinmesi gerekir. Ancak, bu
bilinirse apoptotik hiicreler bu metotla tespit edilebilirler (101).

2.2.4.2.4. M30 Yontemi

M30 yonteminde apoptotik hiicreler sitokeralin 18'in kaspazlarin etkisiyle kirilmasi
sonucu ortaya ¢ikan yeni antijenik bolgenin immunohistokimyasal yontemle boyanmasi
prensibine gore belirlenir. Sadece sitokeratin 18'i eksprese eden dokularda kullanilmasi
mumkindir. Bu dokular epitelyal kaynakli dokulardir (101).
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2.2.4.3. Biyokimyasal Yontemler

2.2.4.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA kiriklarmin gosterilebildigi bir baska yontemdir. Apoptozda DNA, 180 baz cifti
ve bunun katlarina karsilik gelen noktalardan (internukleozomal bdlgeler) kirilldigi igin
merdiven goriintiisii ‘ladder pattern’ olusur. Bu bulgu apoptozun karakteristik 6zelligidir ve

nekrozda goriilmez. O ylizden apoptozu nekrozdan ayirmada faydali yontemlerden biridir

(101).

2.2.4.3.2. Western Blotting Yontemi

Bu yontemle apoptoza 6zgii bazi proteinlerin eksprese olup olmadiklarmin (bcl-2) ya
da kirilip kirtlmadiklarinin (kaspaz 3) saptanmasi miimkiindiir. Sitokrom c¢’nin mitokondriden
cikip ¢ikmadiginin belirlenmesi de bu metod ile saptanabilir. Yalniz, sitokrom c tespitinde
once alt-fraksiyonlama yapilarak hiicrelerin mitokondriyal ve sitoplazmik fraksiyonlar1 ayrilir.
Ardindan, normalde sitoplazmik fraksiyonda bulunmasi beklenmeyen sitokrom c'nin bu

fraksiyonda tespit edilmesi halinde hicrelerin apoptoza gittikleri anlagilir (101).

2.2.4.3.3. Flow Sitometri YOontemi

Flow sitometri yardimiyla floresan bir madde ile isaretlenmis antikor kullanilarak
apoptozda eksprese oldugu bilinen herhangi hiicre yiizey proteininin saptanmast miimkiindiir.
Kolay uygulanabilir olmasi, asirt uzun zaman almamasi ve kantitatif sonu¢ verebilmesi
acisindan klinikte apoptozun saptanmasinda kullanighdir. Ozellikle iki sekilde apoptoz
deteksiyonu yapilir.

a. Floresan bir madde olan propidium iyodur kullanilarak,

b. Anneksin V kullanilarak.
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Birincisinde, kompleks bilgisayar islemlerinin kullanilarak hiicre boyutu ile icerdigi DNA
miktarinin kiyaslanarak, azalan DNA miktarinin apoptoz lehine oldugu gergeginden hareketle,

apoptotik hiicre populasyonu tayin edilir (101).

2.2.4.4. immunolojik Yontemler

2.2.4.4.1. ELISA YOntemi

Bu yontemle gerek kiiltlirii yapilmis hiicre gruplarinda gerekse insan plazmasinda

DNA fragmantasyonunu tespit etmek mimkunddir (101).

2.2.4.4.2. Fluorimetrik Yontem

Fluorimetrik yontem kiiltiri yapilmis hiicrelerde kaspaz aktivitesinin tayin
edilmesinde kullanilan bir yontemdir. Bu yOntemde ilgili kaspazin antikorunun bulundugu
"plate"lere hiicre lizatlarinin konulmasi ile kaspaz molekdlleri tutulur, sonrasinda oriama
kaspazlarin pargaladigi ve kendisine floresan bir maddenin tutundugu bir substrat ilave edilir.
Ortamdaki kaspaz aktivitesiyle orantili olarak ortaya ¢ikan noresanin siddeti fluorimetre ile

Olcllerek kaspaz aktivitesi saptanir.

2.2.4.5. Molekuler Biyoloji Yontemleri

2.2.4.5.1. DNA Microarray Teknolojisi

Heniliz ¢cok yeni ve pahali bir yontemdir. Kisa bir silire igerisinde binlerce genin
ekspresyon derecelerinin ve apoptoza 6zgu hucre yizey 6lum reseptorlerinin ekspresyon

durumlar1 hakkinda genis bilgi edinme olanagi sunmaktadir. M30 fare monoklonal antikorlar1
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ile yapilan immun enzim koprii ile henliz DNA parcalanmadan apoptoza gidecek hiiceyi erken

evrede gosterebilmektedir (101).

2.2.5. Apoptozun Losemi ve Diger Hastalhklarla iliski

Apoptoz birgok patolojik ve fizyolojik olayda etkin rol almaktadir. Fizyolojik
olaylarin basinda hiicre yapim-yikimi gelir. Deri, barsak epiteli, kan hiicreleri gibi hiicre
yapim-yikiminin hizli oldugu dokularda yaslanan hiicreler apoptozla ortadan kaldirilarak yeni
hiicrelere yer acilir. Patolojik olarak sayilabilecek olaylarda ise; tiimorlerde hem regresyon
hem de biliyiime agamasinda rol oynar. Yine dokularda hormona bagli patolojik atrofi, baz1
kalp hastaliklari, otoimmun hastaliklar, ndrodejenaratif bozukluklara bagli hastaliklarda ve
kanserde apoptoz mekanizmasi devreye girer (70,71,104,105).

Apoptoz vicutta artik ihtiyag duyulmayan veya geri donisumsiz zedelenmis
hlcrelerin ortadan kaldirilmasin: saglar. Apoptoz basamaklarindaki diizenin bozulmas: kanser
patogenezinin 6nemli bir bilesendir. Normalde apoptotik tetigi ¢eken 6zgliin mekanizmalarin
bozulmasi ile kanser hiicreleri apoptozu indikleyici genomik degisikliklere sahip olmasina
ragmen yasamaya devam eder ve ¢ogalir. Hematopoetik huicreler gibi hizli bélinen dokularda
homeostaz1 saglamak icin apoptotik mekanizmalara ihtiya¢ duyulur. Bu mekanizmadaki
bozukluklar miyelodisplazi, anemi, l6semi, lenfoma, myeloproliferatif hastaliklarina neden
olur. Apoptoz ciddi derecede zedelenmis veya genetik bozukluga sahip uygunsuz cogalan
hlcrelerin uzaklastirilmasinda 6nemli role sahiptir (106).

Kanser ve otoimmiin hastaliklar gibi durumlara yetersiz apoptoz neden olurken,
kontrolsliz apoptoz iskemik hasarlara ve ndrodejeneratif bozukluklara neden olabilir.

Kontrol altina alinmig hiicre 6liim yollar1 hala tamamen belirlenememesine ragmen,
biyokimyasal ve genetik yaklasimlar sonucu, sistein proteazlar olan kaspazlarin apoptotik
siirecin ¢esitli evrelerinde dnemli rol oynadigi fikri olusmustur (107).

Kaspazlarin rol oynadigi iki 6nemli yol yukarida da aciklandigi gibi ekstrinsik ve
intrinsik yolaklardir. Ekstrinsik yolun apikal proteazlar1 kaspaz 8 ve 10 olup, hiicre igerisine
dogru sinyal gonderirler. Instrinsik yol, hiicresel hasar sonucu olarak ortaya cikar ve
mitokondrindeki sitokrom c tarafindan baslatilir, kaspaz 3 ve 9 aktive edilir. Tiim bu yollar,
strastyla kendi spesifik hiicresel proteinleri ile inaktif ya da aktif durumunda olan 6liimciil

kaspazlarin aktivasyonuna neden olur (107,108).
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Losemik hicrelerde apoptozun indiksiyonunu etkileyen genetik ve mikro cevresel
faktorlerle ilgili cok sayida ¢alisma yapilmistir. Sitotoksik ilaclarla 16semik hiicre dizilerinin
tedavisinin sitokrom c salimimi ve kaspaz aktivasyonu ile sonuglandigi gosterilmistir (106).
Kaspazlarin ayn1 zamanda, taze izole edilmis B kronik lenfositik l6semilerin sitotoksik
tedavileri sonrasinda aktive olduklari gdsterilmistir. Apoptozun regile edilememesi, hicre
olumind regule edici proteinleri kodlayan genlerin translokasyonlarindan dolayr meydana
gelir (106, 109).

Bcl-2 ailesinin proapoptotik Gyelerinin fonksiyon yitirmesi ya da ekspresyonunun
durmasinin 16semi ve lenfomaya yol actig1 gosterilmistir. Bcl-2 antiapopitotik proteinin asirt
ekspresyonu B hiicreli 16semilerde ve bazi AML hastalarinda gosterilmistir. Bcl-2 ailesinin
antiapoptotik tyeleri lenfoma ve 16semi gelisiminde bu hastaliklarin seyrinin ciddiyetinde ve

tedaviye direncinde major rol oynar (106).

2.3. Kaspazlar

Kaspazlar, sitoplazmada normalde inaktif proenzimler olarak bulunur.  Fakat
proteolitik parcalanmadan sonra aktif hale gecerler ve bdylece kaspaz aktivasyon zinciri
baglar. Kaspazlar, (cysteine-dependent aspartate-spesific proteases) kalsiyum bagimsiz hicre
ici sistein proteaz smifinin en 6nemli bolumind olustururlar  ve latent intrasellller
proenzimler olarak sentezlenmektedirler (8, 110,111).

Kaspazlar aktif merkezlerinde sistein aminoasidi tasirlar ve hedefledikleri proteinleri
ASP (aspartat, aspartik asit) bolgesinden keserler. Kaspazlar hicre icerisinde inaktif
zimojenler olarak sentezlenirler ve prokaspaz adini alirlar. Sitokrom c’ler prokaspaz
zimogenlerini aktive etmektedir (8,56). Kaspazlar apoptotik yolun cellatlaridir ve apoptozdaki
karakteristik degisikliklerin en dnemli sebebidir (93). Kaspaz aktivasyonunun inhibitorleri,
sitokrom c¢’nin mitokondriden salinimini bloke etmez ancak ardisik kaspaz aktivasyonunu
bloke ederek, hiicre 6lumund onler. Sitokrom c¢ gibi apoptozu indikleyen AIF’in de
mitokondriden salinimi kaspazlarin aktivasyonuna sebep olur (112-114). Baslangigta,
kaspazlar mitokondride membran hasar1 olusturur ve bu olaylarin sonucunda; zar degisimleri,
hiicre iskeleti ve ¢ekirdek degisimine yol agan hasarlar ortaya ¢ikar (8,56,93).

Gunlmize kadar 14 memeli kaspazi tespit edilmis olup hayvanlarda bulunan kaspaz
11 ve 12'nin insandaki karsiligi hala gosterilememistir. Kaspaz 9, bcl-2 ailesi tarafindan

stimlle veya inhibe edilir. Kaspaz 2 ve kaspaz 8, TNF-a gibi sitokinler tarafindan aktive
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edilir. Kaspazlar apoptozu aktive eden sinyaller tarafindan tetiklenip, apoptoz yolaklarinda
aktif olarak gorev alirlar (111, 115).

Cizelge 2.3: Kaspaz Tdrleri

Kaspaz 1 (ICE)

Kaspaz 2 (ICH-1)

Kaspaz 3 (CPP32, Yama, Apopain)
Kaspaz 4 (ICErel-11, TX, ICH 2)
Kaspaz 5 (ICErel-Ill, TY)

Kaspaz 6 (Mch 2)

Kaspaz 7 (Mch 3, ICE-LAP 3, CMH-1)

Kaspaz 8 (FLICE, MACH, Mch 5)
Kaspaz 9 (ICE-LAP 6, Mch 6)
Kaspaz 10 (Mch 4, FLICE 2)
Kaspaz 11 (ICH-3)

KAspaz 12

Kaspaz 13 (ERICE)

KAspaz 14 (MICE)

VVVYVVY
VVVYVVY

2.3.1. Kaspazlarin Yapisi ve Kaspaz Tiirleri

Kaspazlar 3 subunit iceren prokaspazlar (30-50 kD) olarak sentezlenir: Bunlar NH2
terminal subunit, blytk subunit, (~ 20 kD veya p20) ve kiguk bir subunittir (~ 10 kD veya p
10).

Biiyiik ve kiiciik alt birimler birbirleriyle etkilesime girerek enzimin aktif merkezini
olustururlar. Her prokaspaz g¢esitli uzunluklarda bir 6n bolge veya NH2-terminal peptid
bolgesi icermektedir ve bu 6n bolgeler dizenleyici olarak gorev yaparlar.

Kaspazlarin 6n bolgeleri gesitlilik gosterir. CARD ( Caspase Recruitmend Domain) ve
DED kaspazlarmm 6n bolgelerinin 6zel motifleridir ve protein-protein etkilesiminde gorev
alirlar. Bu bolgeler prokaspazlar ve adaptorleri arasinda homofilik etkilesime aracilik ederek
prokaspaz aktivasyonunda onemli rol oynarlar. DED-DED etkilesiminde hidrofobik bir
baglant1 kurulur, CARD-CARD baglantisinda yiik etkilesimi gozlenir. Baslatic1 kaspazlarin
kiimelenmesi ve aktivasyonu i¢in 6liim reseptorleri ile baglanti kuran adaptér molekiiller
bulunur. Bunlardan DED kaspaz 8 ve 10 etkilesiminde, CARD ise kaspaz 9 ve Apaf-1
etkilesimde gorev alir (90,114-116).

Her bir kaspaz enziminin optimum kesme boélgesi vardir ve bu bolge aspartik kesim
noktasinin N-terminalinde bulunan dort aminoasitlik bir motiftir. Bu motifin gérevi, kaspazin
hedef proteininin secimini belirlemektir. Ayrica bu motif ilgili kaspazin peptid inhibitorlerle
inaktive olmasina aracilik etmektir (114).

Aktif kaspazlarin 3 boyutlu yapisi tespit edilmis olup 2 heterodimer, 2 genis subunit

tarafindan ¢evrelenmis 2 komsu kii¢iik subunitle kars1 yonde bir tetramer olusturur. Her bir
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heterodimer substratin baglanmasi ve katalizi i¢in gerekli kicik ve genis subunitler icerir
(115).

Kaspaz aktivasyonu (dimerizasyonu), ya hiicre vyizey olim reseptorlerinin
aktivasyonu, ya da kaspaz 9 baglayici protein olan Apaf-1'in oligomerize olmak (zere
indiiklenmesi 1ile gerceklesir. Baslangic kaspazlar1 bir kez aktive oldugunda diger
prokaspazlar1 aktive eder. Proteolitik olarak birbirlerini aktiflestiren kaspazlar bir kaskad

seklinde islerler (117).

Kaspaz-8
/ \\\
“ E
Kaapaz-T Kaspaz-3
f/,/ \
.-"f' "y
F =X
Raspar-8 Kazpaz-2
e
P / Mh‘m
& N
Kazpa=-8 Kagpaz-10

Sekil 2.13. Kaspaz Kaskad1

Kaspazlar biyolojik fonksiyonlarna goére 3 ana grupta incelenmektedir

(90,114,118,119).

2.3.1.1. Sitokin Aktivasyonu Yapan (Enflamatuvar) Kaspazlar

Sitokin sekresyonu ve inflamasyondan sorumludurlar. Bunlar lenfokin dretiminden de
sorumludur. Lenfokin; &zel bir akyuvar tipi olan lenfositlerin iirettigi bir maddedir. Immiin
sistemdeki diger hiicreler iizerinde etkisi vardir. Bu gruba dahil olan kaspaz tiirleri; kaspaz 1,
4,5, 11, 12, 13 ve 14 tir. Ayrica kaspaz 1, 4, 5 tetrapeptid olup kendi kendilerine aktive
olabilmektedirler (90, 120).
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2.3.1.2. Baslatic1 Kaspazlar

Bagslatic1 kaspazlar apoptotik uyariyla baglayan 6liim sinyallerini efektdr kaspazlara
yani ikincil kaspazlara ileten kaspaz turleridir. Kaspaz 2, 8, 9 ve 10 baslatict kaspazlar
grubunda yer almaktadir.

Baslatici kaspazlarin {i¢ 6nemli 6zelligi vardir; farkli sekillerde gelen uyarilari, genel
bitirici faza tagirlar, yeterli miktarda bitirici kaspazin aktiflesmesini saglayarak apoptotik
sinyalin gogalmasini saglarlar, 6liimiin en son basamaginda bir kontrol noktasi olarak
bulunurlar.

Apoptotik 6liim islem sirasina gore kaspazlardan ilk gorev alanlar baslatici ya da 6ncii

kaspazlardir ve bunlarin uzun 6nciil bdlgeleri bulunur.

2.3.1.3. Apoptozu Yuruten (Efektor) Kaspazlar

Efektor kaspazlar, ilgili proteinleri parcalayarak apoptotik hicre morfolojisinin
meydana gelmesine neden olurlar. Apoptozda sonlandirici kaspazlar olarak gorev
almaktadirlar. Kaspaz 3, 6 ve 7 bu gruba dahil olan kaspaz tiirleridir.

Kaspaz 3, 6 ve 7 baslatic1 kaspazlardan farkli olarak kisa bir N-terminal peptid (23-28
aminoasitlik) bulundururlar. Substrat ve inhibitor 6zgiilliigiinde kaspaz 3 ve 7 genellikle
benzerdir. Kaspaz 6 ve 7, kaspaz 3 tarafindan aktiflestirildigi i¢in bitirici kaspazlar olarak

siniflandirilirlar.

2.3.2. Kaspazlarin Aktivasyonu

Kaspazlarm en az 3 yolla aktive edilebildigi gosterilmistir: Otoaktivasyon,
transaktivasyon ve non-kaspaz proteazlari ile proteoliz (80,84). Prokaspazlar diisiik fakat
saptanabilir bir proteolitik aktiviteye ve belli kosullar altinda otoaktivasyon potansiyeline
sahiptir. Wild tip kaspazlarin asir1 salinimu ile prokaspaz 8 veya prokaspaz 9 uzun subunitleri
arasindaki protein etkilesimi aracilifiyla oligomerler olusturulur. Prokaspazlarin

oligomerizasyonu otoaktivasyon icin gereklidir. Baslangic kaspazlar1 bir kez aktive
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oldugunda diger prokaspazlar1 transaktive eder. Kaspaz aktivasyonu icin diger bir
mekanizmada non-kaspaz proteazlari ile direk proteolizdir. Ornek olarak sitotoksik T hiicre
proteinazi, granzim-B, bir aspartat-spesifik serin proteinazi prokaspaz 3 ve 7'nin etkin bir
aktivatérudur. Granzim-B ayrica prokaspaz 8, 9 ve 10’un aktivasyonunda da gorev alir
(8,82,90,116).

Baslatic1 kaspazlar apoptotik uyariyla baglayan o6liim sinyallerini efektor kaspazlara
naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri (6rnegin, hiicre iskeleti proteinleri aktin
veya fodrin, nikleer membran proteini lamin A, DNA tamirinde rol alan poli ADP-riboz
polimeraz) parcalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar.
Inaktif (zimojen) formdaki kaspazlar kirilarak aktiflesirler ve dimerize olurlar. Kaspaz
aktivasyonu (dimerizasyonu), ya hticre ylzey 6lum reseptorlerinin aktivasyonu, ya da kaspaz
9 baglayici protein olan Apaf-1'in oligomerize olmak Uzere indiklenmesi ile gerceklesir.

Kaspaz ailesinin ve kaspaz inhibitorlerinin kesfi apoptotik hastaliklara terapotik
yaklagimda bizleri cesaretlendirmektedir. Zira farkli kaspazlara spesifik farkli sentetik
inhibitorlerin yan1 sira kaspaz aktivasyonunu ya da kaspaz aktivitesini onleyen dogal kaspaz
inhibitorleri de bulunmustur (116,121).

Kaspazlarin apoptozla ilk iligkisi bir nematod olan Caenorhabditis elegans'in genetik
analizi sirasinda ortaya cikmistir (162). CED-3, CED-4 ve CED-9 genleri Caenorhabditis
Elegans'taki apoptozu dlzenlemekte olup memelilerde de bu genlerin homologlarinin
bulundugu anlasilmistir. Bcl-2, Apaf-1 ve kaspaz proteaz ailesi, CED-3, CED-4 ve CED-9'un
memelilerdeki analoglar1 olarak identifiye edilmislerdir (102,116,121).

Kaspaz ailesi CED-3'un, Bcl-2 ailesi ise CED-9'un homologudur. Kaspazlar proteolitik
kaskadi aktive ederek apoptozu indiiklerler. Gerek solucanlarda, gerekse de memelilerde
temel apoptoz mekanizmalar1 birbirine benzer. Memelilerde apoptozun farkli formlarindaki
ana kontrol noktast mitokondridir (122,123). Bu yiizden mitokondrinin aktivasyonu
(Sitokrom c'nin mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi) apoptotik siirecte irreversbl
noktay1 gosterir. Mitokondrinin aktivasyonuna yol acan en onemli faktor bcl-2 ailesidir
(102,122,124). Hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik tyeleri olan bu ailenin Uyelerinin
mitokondri Gzerindeki etkileriyle, ya sitokrom c'nin sitoplazmaya saliverilmesi gergeklesir
(apoptozun baslamasi) ya da sitokrom c'nin sitoplazmaya saliverilmesi baskilanir (apoptozun
inhibisyonu).

Kaspaz aktivasyonunun baglamasi i¢in mitokondrinin devreye girmesi gereklidir.

Apaf-1 latent sitozolik bir protein olup mitokondri tarafindan salinan sitokrom c ile
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baglanarak kompleks olusturur. Bu da inaktif prekursor haldeki kaspaz 9'u aktive eder
(121,125).

2.3.3. Apoptozda Kaspaz 3 ve Kaspaz 9’un Onemi

Diger kaspazlar gibi kaspaz 3 ve kaspaz 9 da prokaspaz olarak sentez edilir. Kaspaz 3
ve kaspaz 9, kaspaz 8 ve kaspaz 10 ile birlikte aktive edilirler. Daha sonra kaspaz 3, kaspaz 6
ve 7’yi aktive etmektedir. Kaspaz 3 apoptozun efektér fazindaki en onemli kaspaz roliini
ustlenirken kaspaz 9 apoptozu baslatan kaspazlar grubunda yer almaktadir.

DNA fragmantasyonunda, DNAase aktivasyonuna sebep olan kaspaz 3’0n direk roli
oldugu diisiiniilmektedir. Kaspaz 3 geninin yeteri kadar agiga ¢ikmamis olmasiyla beraber
kromozom 8 iizerinde lokalize oldugu bilinmektedir. Bu gen embriyonun 4. giinden itibaren
gelisimden sorumludur. Kaspaz-3“teki e¢ksiklik 3 haftalik embriyoda 06lime neden
olabilmektedir (107,126).

Apoptotik proseste kaspaz 3‘lin en dnemli rolii iistlendigi ve kaspaz 9‘unda kaspaz-3‘e
benzer 6zellikler gosterdigi son ¢alismalarla desteklenmektedir (90,127).

Baglatic1 kaspazlar (kaspaz 9) apoptotik uyariyla baslayan 6lim sinyallerini efektor
kaspazlara (kaspaz 3) naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri pargalayarak
apoptotik hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden olur (117).

Kaspaz 9 diger kaspazlar1 aktive eder. Bir kaspazin digerini aktive etmesi proteolitik
aktivitenin genis bir kaskadini yaratir (kan pihtilasmasi ve kompleman aktivasyonu gibi). Bu
durum; Sitoplazmada yapisal proteinlerin sindirimi, kromozomal DNA’nin yikilimi, ve
hiicrenin fagositozunu baglatir. Bir kaspaz inhibitor ailesi olan IAP (inhibitors of
apoptosis)’leri kaspazlar1 selektif olarak inhibe ederler, bdylece apoptotik mekanizmay1
durdururlar. Bu inhibitorler birgcok malign hiicreler tarafindan asir1 eksprese edilmektedir.
IAP’ ler ayrica hiicre siklusunu da etkileyerek apoptozu durdurabilir (90,116).

Kaspazlardaki defektler, otoimmun hastaliklara, kansere ve baz1 norolojik

bozukluklarin olusumuna neden olmaktadir (90,114,116).
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3. GEREC VE YONTEM

Losemi hastalarinda kaspaz 3 ve kaspaz 9 gen polimorfizmleri ve enzim dizeylerinin
arastirlldigi bu calismada; kaspaz 3 ve kaspaz 9 gen polimorfizmlerinin arastirilmasi igin
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji kliniginde 16semi
tanis1 konmus 100 hasta deney grubumuzu olusturdu. Kontrol grubu ise 16semi hastalariyla
benzer yas ve cinsiyet Ozellikleri goz Oniinde tutularak olusturulan 100 saglikli bireyden
olusturuldu. Deney ve kontrol grubuna ait bireylerden alinan kan orneklerinin polimorfizm
calismalari GEN Plaza Biyoteknoloji Merkezi’nde gergeklestirildi.

Gen polimorfizmi ¢alismamiza katilan deney ve kontrol grubuna ait kan 6rneklerinden
elde edilen serumda kaspaz 3 ve kaspaz 9 enzim dizeyi olctimleri Mersin Universitesi
Eczacilik  Fakiiltesi Laboratuarinda  gergeklestirildi.  Calismamizda hasta  grubu
olusturulmadan 6nce Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan onay alind1.

Calismamizda, hasta ve kontrol gruplarin1 olusturan bireylere bilgi verilerek calisma
oncesi yazili ve sozIli onaylart alindi. Yas, cinsiyet ve diger risk faktorleri ile ilgili bilgileri
iceren bilgi formlar1 dolduruldu. Hasta ve kontrol gruplarini olusturan bireylerden DNA
izolasyonu ve serum eldesi icin 9-10 ml ven6z kan 1 ml % 2’lik etilendimetiltetraasetik asit
(EDTA) iceren, 15 mI’lik santrifiij tiiplerine konuldu. Tiipe alinan vendz kanlar 6nce santrifij
edilerek serumlarina ayrildi. Serumlar kaspaz aktivasyonun ol¢iimiine kadar -20 derecede,
geriye kalan kanlar da DNA izolasyonuna kadar +4 derecede saklandi. Serumda kaspaz 3 ve
kaspaz 9 enzim aktivitelerinin 6l¢imi invitrogen marka ELISA kitleri ile gerceklestirildi.
DNA izolasyonu High Pure PCR Template Preparation Kit ile yapildi. Elde edilen
DNA’lardan kaspaz 3 G>T rs4647601, kaspaz 9 A>G rs 4645978 polimorfizmlerine ait gen
bolgelerinin ¢ogaltilmasi, genotiplendirilmesi ve analizleri ‘Bioneer marka ExiCycler™-96
model Realtime PCR’ cihaz1 ve ExiData V3.54.8 yazilimi1 (Bioneer) ile gergeklestirildi. Elde

edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.1. Kullanilan Arag¢ ve Gerecler

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

> Bioneer marka ExiCycler™-96 model QPCR cihazi
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Santrifuj (Nive NF-800)

Mikrosantrifuj (Hermle, Z160M)

Spektrofotometre (Analytikjena-SPECORD 50)
ELISA Reader

Vortex-Mikser (BIONEER Marka ExiSpin Model)
Pipetleme Robotu (Arise Marka EzMate401 Model)
Filtreli Pipet ucu (AXYGEN, Kat No: AXT-300)
Ependorf tiipler (AXYGEN, Kat No: AXMCT-150-C)
Otoklav (Nlve OT 4060 V)

Etlv (Nive EN-500)

Vorteks (VELP)

Elektromanyetik Karistirici (Niive MK-418)
Mikropipet Seti (Eppendorf)

Derin Dondurucu (Arcelik-2031D)

Buzdolabi (Argelik-8188 NF)

vV V V V V V V V V V VYV V V VYV V

3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

DNA izolasyon Kiti (Roche)

ELISA Kiti (Invitrogen)

gPCR Master Miks primer setleri (GreenStar)

gPCR Master Mix (Bioneer, icerdikleri: Tag DNA Polimeraz, 10X reaction buffer,
Dye (Xylene Cyanole), Stabilizer (sorbitol), Tween 20, dNTP)

Bidistile Su (Sigma W-3500)

AccuPower GreenStar qPCR PreMix (Kat No: K-6210, Bioneer)

» Primer/Probe (Bioneer Kat No: S-1001)

vV V V V

YV VY

3.1.3. Kan Serumunun Ayrilmasi

EDTA’l1 tiipe alinan kanlar 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi.
Ayrilan serum aktivite dl¢iimiine kadar —20°C’de bekletildi.
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3.2. Hasta ve Kontrol Gruplariin Olusturulmasi

Bu calismaya, polimorfizm c¢alismasi ve serumdan enzim aktivitesi Slglimleri icin
hasta grubu olarak 16semi teshisi konmus 100 hasta birey ve kontrol grubu olarak 100 saglikli
birey olmak lizere toplam 200 bireyden alinan kan ornekleri dahil edildi. Hem hasta hem de
kontrol grubunu olusturan bireylere ait bilgiler etik kurallar goz oOnilinde bulundurularak
hazirlanmis olan anket formlar1 kullanilarak alindi. Caligmaya dahil olmay1 kabul eden her
bireyin bilgilendirilmis onami alindiktan sonra bireylerden 9-10 ml periferik kan alinarak %

2’lik EDTA iceren 15 mI’lik santrif(lj tuplerine konuldu.

3.3. Kaspaz 3 G>T rs4647601 ve Kaspaz 9 A>G rs 4645978 Polimorfizmlerinin Real
Time PCR Yontemiyle Molekuler Genetik Analizi

3.3.1. DNA izolasyonu

Bu caligmada hasta ve kontrol bireylerine ait EDTA’l1 tiiplere alinmis vendz kandan
DNA izolasyon kiti (High Pure PCR Template Preparation Kit; Roche) ile izolasyon yontemi
kullanildi. Daha 6nce toplanmis olan hasta ve kontrol gruplarina ait ve +4’de saklanan vendz
kanlardan, her birey igin 6zel olarak numaralanmis 1,5ml’lik steril santrifiij tiiplerine 200ul
periferik kan oOrnegi pipetlendi. DNA izolasyonu i¢in gerekli olan bu ilk islem

gerceklestirildikten sonra diger basamaklar asagidaki sirayla gergeklestirildi.

1. Steril santriftj tupu icerisine pipetlenen 200 ul periferik kan Gzerine 400 ul Lysis
Solusyonu ve 20ul Proteinaz K Solisyonu eklendi, dikkatlice vortekslenerek
karigmas1 saglandi,

2. Ornekler su banyosunda 56 oC’de 10 dakika inkiibasyona birakildu,

3. Inkiibasyonu tamamlanan orneklerin {izerine 200 pl % 96’lik etanol eklendi ve
vortekslenerek karistirildi,

4. Hazirlanan karisim 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirilmis kolona aktarildi ve 8000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi, toplama tiipii atilarak kolon yeni toplama tiipline

yerlestirildi,
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5. Kolon uzerine 500 ul Wash Buffer | pipetlendi ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifj
edildi, toplama tiipiindeki s1v1 bosaltilarak kolon tekrar yerlestirildi,

6. Kolon (zerine 500 ul Wash Buffer II pipetlendi ve maksimum hizda (>12000rpm) 3
dakika santrifiij edildi, toplama tiipii atilarak kolon 1,5 ml’lik steril saklama tiipiine
yerlestirildi,

7. Kolon dzerine 200 pl Elution Buffer pipetlendi 2 dakika oda 1sisinda bekletildikten
sonra 8000 rpm’de 1dk santriftj edildi,

8. Kolon atild1 ve elde edilen DNA +4 oC’de sakland.

3.3.2. Kalite ve Konsantrasyon Testi

Elde edilen hasta DNA’larinin saflik ve miktar tayinleri ; Nanodrop Spektrofotometre
ile yapildi. DNA’larin saflik derecesinin uygunlugu ve konsantrasyonlarinin yeterliligi oldugu

kayit altina alindi.

3.3.3. Primer ve Prob Sentezi

Kaspaz 3 G>T (GCG’nin TCG’ye doniisiimii) rs4647601 ve kaspaz 9 -1263A>G rs
4645978 genlerine ait hedef gen ekspresyonlarini tespit etmek amaciyla yapmis oldugumuz
Q-PCR deneylerinde kullanmis oldugumuz Primer ve Prob setleri BIONEER firmasindan
temin edildi (S-1001), gPCR Master Miks’leri (Kat No: K-6210), FAM filtresi kullanilarak
(Eksitasyon: 490nm Emisyon: 520nm ) degerlendirildi.

Cizelge 3.1. Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 Genlerine Ait Polimorfizmler

Genin Ad1 Gen ID SNP rs Numarasi Pozisyon Polimorfik Varyant
Bolge (M>m)

Kaspaz 3 836 4647601 Intron 1 GCG-TCG G>T

Kaspaz 9 842 4645978 Promotor -1263A>G A>G
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Cizelge 3.2. Gen bolgesini ¢ogaltmak icin kullanmilan kaspaz 3 ve kaspaz 9 primer dizileri

GEN PRIMER DiziSi
KASPAZ 3 Forward 5’-GCGGTAGCGCCGTCCGTTGC-3’
Reverse 5’-ACCGAGCTCCGAGGGCGGGAG-3’
KASPAZ 9 Forward 5'-GGGAATACTTTCCTGGCAGG-3'
Reverse 5'-GTCTTCCATTCCCTCTTCCG(C—G)TC-3’

Primer ve problar, kullanmis odugumuz Q-PCR cihazinin 6zelliklerine uygun olarak
dizayn edildi. Prob igeriginin, %20-80 oraninda Guanin (G) — Sitozin (C) icermesine,
ozellikle G ile benzer calisan niikleotitlerden ve probun 5’ ucuna G baz1 gelmemesine,
secilen dizide G’den ¢ok C bazi olmasina, melting temperature (Tp,) sicakliginin 65-85 °C
arasinda olmasina dikkat edildi. Buna gére Q-PCR deneylerimizde GreenStar gPCR Mastr
Miks primer setleri kullanildi. Primerin gen bolgelerini arttirip azaltmast SYBER GREEN
boyasinin serbest halde DNA {izerine baglanmasiyla olusan sinyalin, FAM filtresi kullanilarak
floresan miktarinin 6l¢iilmesi prensibine dayanmaktadir. Uygun PCR kosullarinda primerin
hedef bolge iizerine baglanmasi ve uzamasmin ardindan yeni zincir olusmaya baslar. DNA
zincir sentezi uzadikga ve her bir dongiide iiriin miktar1 arttik¢a floresan 1s1ma da ona bagl
olarak artmaya devam eder. Kullanilan primer dizileri uygun ve uyumlu oldugu siirece ilgili
gen bolgesi ¢ogalir, tek bir baz degisikligi bile gen bdlgesinin tamaminin ¢ogalmasini
engelleyecegi ve sonraki dizinin bolgeyi ¢ogaltmasina izin vermeyecegi i¢in; ayni diziye

sahip olmayan gen bolgelerinde farkli amplifikasyon egrileri elde edildi.

3.3.4. Ornek Mikslerinin Hazirlanmasi

gPCR mikslerini hazirlamak i¢in Arise Marka EzMate401 Model Tam Otomatik
Pipetleme Robotu kullanildi.

» Cihaz agildi, Self Test (Kendi kendini kontrol sistemini) otomatik olarak yapildi ve cihaz
kullanima hazir hale getirildi.

» Ekstraksiyonu yapilan ornekler, Master mix, primerler ve PCR suyu protokolde belirtilen
oranlarda kullanilarak tiipler gPCR ¢aligmasina hazir hale getirildi.

» Hazirlanan qPCR tiiplerin iizeri ‘Sealing’ ile kapatilip Vortex-Spin yapildiktan sonra qPCR
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cihazina yiiklendi.

» Hazirlanan miksler, optik seffaf filme kapli 0,2ml’lik PCR tiipleri igerisinde (Vortex-
Mixer cihazi ile homojenligi saglandiktan sonra) Q-PCR cihazina yerlestirildi. Deneylerin
amplifikasyon kosullari, (SyberGreen Master Mix ic¢in gerekli sicaklik, siire ve dongi
sayilar1) zaten BIONEER (Cihazlari, Master Mix’leri ve Primer-Prob’larin {ireticisi)

tarafindan optimize edildigi i¢in ilk ¢aligmada sonug alindi.

3.3.5. Real Time PCR Reaksiyon Ortaminin Hazirlanmasi

Polimorfizmlerin belilenmesi i¢in énce Real Time PCR reaksiyon miksi 96 kuyucuklu
saydam polipropilen tabagin (plate) kuyucuklarina dagitilmistir. Hazirlanan karigimin
kontamine olup olmadigini belirlemek i¢in her bir reaksiyon tabaginda 6rnek DNA igermeyen
negatif kontrol kuyucugu kullanilmistir. Reaksiyon karisimi kuyucuklara dagitildiktan sonra
96 kuyucuklu plate i¢in Real Time PCR Film ile kuyucuklarin iizeri kaplanmistir. Is1 bloguna
yerlestirilen plate daha 6nceden hazirlanan yiiriitme metodu sablon dosyasi agilarak reaksiyon
baslatilmigtir. Yaklagik iki bucguk saat siliren deneyin ardindan genotip tayini yapilmaya
calisilmigtir. Her bir polimorfizm i¢in sablon dosyada kayitli asagidaki Real Time PCR

sartlar1 kullanilmistir:

> 43,0 ul, PCR Grade Water

> 5,0 pul Ornek DNA’s1 (Yaklasik 50 ng/uL)
> 1,0 ul, Primer/Prob Seti (10 pmol/uL)

> ul, gPCR PreMix (icerigi: Tag DNA Polimeraz, 10X reaction buffer, Dye (Xylene
Cyanole), Stabilizer (sorbitol), Tween 20, dNTP)

Cizelge 3.3. Master Miks ile Hazirlanan Reaksiyon Hacmi ve Real Time PCR Protokoli

Q-PCR Reaksiyon Karisim Reaksiyon Hacmi
Ornek Negatif Kontrol 5ul
Ornek DNA 5 ul
Forward Primer 1yl
Revers Primer 1yl
PCR Grade Su 43 ul
Toplam 50 ul

41



Cizelge 3.3.’iin Devam

Basamak Sicakhk Calisma Zamani
Linel: ilk-denatirasyon 95 5 dakika
Line2: denatlirasyon 95 5 saniye
Line3: ayrilma ve uzama 60 40 saniye
Scan Hedef boya/filtre:
FAM/TAMRA

3.4. Kan Serumunda Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 Enzim Duzeylerinin Ol¢limii
Serumda kaspaz 3 ve kaspaz 9 enzim diizeylerinin belirlenmesi amacini giiden bu
calismada enzim aktivitesi diizeylerini belirlerken invitrogen marka ELISA kitleri kullanildi.
3.4.1. Kaspaz 9 Enzim Duzeyinin Belirlenmesi
Enzim diizeyini belirleme calismamizi gergeklestirirken ilk olarak hem kaspaz 3 hem de
kaspaz 9 icin ayni1 sekilde gergeklestirilen standart hazirlandi. Asagidaki siralamada standart
hazirlanis1 ve daha sonraki asamalar sirasiyla agiklanmustir.
Standart Hazirlamsi
» Standart proteine 500 ul distile su katildi ve protein suyun i¢inde iyice ¢ozdiiriildii.
» 7 adet ependorf tlpe 225 pl sample diluent eklendi ve tiiplere sirayla numara verildi.
> 1. tiipe 225 pl hazirlanan standart proteinden eklendi. lyice vortekslendi. Daha sonra
asamalar halinde 1. tlipten 2. tiipe 225 pl soliisyon aktarildi. En son tiipten 225 pl
disar1 atilarak standart seyriltilerek hazirlandi.

Yikama Soliisyonunun Hazirlanisi

» 20X lik yikama soliisyonundan 1X lik yikama soliisyonun elde edilmesi amaglandi.

> 25 ml Wash Buffer’dan alindi ve 475 ml distile su konuldu.
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Diger Asamalar

» Assay Buffer’dan 2,5 pl alindi ve iizerine 47,5 ul distile su katildi. Bu sekilde Assay
Buffer 1X seklinde hazirland.

> Detection Antibody’den 18 ul alindi. Uzerine daha 6nce hazirladigimiz 1X lik Assay
Buffer’dan 1782 pl eklendi. Bu sekilde Detection Antibody hazirlandi.

> 1lk 8’lik siranin 7’sine 100 pl hazirlanan standartlardan eklendi. Sondaki iki kuyucuga
(kor) 100 pl sample diluent eklendi.

> Orneklerin koyulacag1 kuyucuklara 50 pl sample diluent koyuldu. Sample diluentin
usttine serum orneklerinden 50 ul eklendi.

» Standart ve korler dahil biitiin kuyucuklara hazirladigimiz Detection Antibody’den
(1X) 50 ul eklendi ve iizerleri cover plate ile kapatilarak 1s1k almayan bir ortamda 2
saat beklemeye alindi.

» 2 saat beklemeden sonra daha dnce hazirlanan yikama soliisyonuyla 3 defa yikama
yapildi.

» 5,998 ml Assay Buffer’in iizerine 2 ul HRP eklendi (toplamda 6 ml). Yikamadan
sonra biitiin kuyucuklara 100 pl dilue edilmis antirabbit-imminoglobin G-HRP
eklendi ve tekrar tlizerleri tekrar cover plate ile kapatilarak 151k almayan ortamda 1 saat
beklemeye alindi.

» 1 saat beklemeden sonra standart, kor ve drneklerin bulundugu plate ters ¢evrilerek
bosaltild1 ve 3 defa yikama yapildi.

» Tum kuyucuklara 100 pl TMB subsrat solusyonu eklendi. 10 dk karanlik ortam ve oda
sicakliginda bekletildi.

» Tum kuyucuklara 100 ul stop soliisyonu eklendi.

» Son olarak ELISA Reader’da 450nm de 6l¢iim yapildi. Sonuglar kaydedildi.

3.4.2. Kaspaz 3 Enzim Duzeyinin Belirlenmesi

Kaspaz 3 enzim diizeyi belirlenirken asagidaki asamalar gerceklestirildi.

» Kaspaz 9 icin hazirlanan standart ayni sekilde kaspaz 3 icinde hazirlandi. 100 pl

standart diluent buffer standart kuyularma koyuldu. 1 kuyu kromojen blank olarak
birakildi.
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Standart kuyular disindaki diger kuyulara 100 pl ¢alisilacak 6rnekler koyuldu ve hafif
hareketle plate salland1.

Kuyularm tizeri cover plate ile kapatildi ve 2 saat oda sicakliginda birakildi.
Kuyucuklarmn igerisindeki igerikler ters g¢evrilerek kaspaz 9 calismasinda hazirlanan
yikama soliisyonu ayni sekilde kaspaz 3 i¢inde hazirlandi ve 4 defa yikama yapildi.
Caspase 3 (active) Detection Antibody’den kromojen kuyucugu hari¢ biitiin
kuyucuklara 100 pl eklendi.

Kuyularm iist kisimlar1 cover plate ile kapatildi ve 1 saat oda sicakliginda bekletildi.

1 saat sonunda plate tekrar ters ¢evrildi ve 4 defa yikama yapildi.

Blank (kromojen) kuyucugu hari¢ biitiin kuyucuklara protokole gore hazirlanan
antirabbit imminoglobilin HRP working solusyonundan 100 pl eklendi.

Kuyularm iizeri kapatilarak oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi.

Tum kuyulara 100 pl stabilize kromogen eklendi. Eklemeden sonra kuyucuklardaki
renk mavilesti. Bu islem blank kuyucuguna da yapildi. Daha sonra karanlik ortamda 30
dk beklemeye alind1 ancak bu defa tizeri kapatilmadi.

30 dk sonunda blank dahil tim kuyulara 100 ul stop solution eklendi ve kuyular
hafifce sallanarak karistirldi. Bu islem sonucunda mavi renk sar1 renge dontistii.

Son olarak ELISA Reader’da 450 nm de absorbans okundu. Sonuglar kaydedildi.

3.5. istatistiksel Analizler

Losemi hastalarinda kaspaz 3 ve kaspaz 9 gen polimorfizmleri ve enzim dizeyleri

arasindaki istatistiksel iliskinin belirlenmesi amaciyla uygulanan istatistiksel testler Mersin

Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Bilisim Anabilim Dali’'ndan danismanlik aliarak

Hasta ve kontrol gruplarinda verilerin dagilima uygunluk kontrollerine *Shapiro Wilk

testi’ ile bakildi. Normal dagilima uygun parametreler i¢in tanimlayici istatistik olarak

ortalama ve standart sapma uymayan verilerde ise medyan ve yizdelikler verildi. Hasta ve

kontrol gruplarinda normal dagilima sahip parametreler i¢in iki grup karsilastirmasinda

‘Student t testi’ uymayan parametreler i¢in ise ‘Mann Whitney U testi’ kullanildi. Gruplar ile

kategorik degiskenler arasindaki iliskilere ise ‘ki kare’ analizi ile test edildi. Oranlar arasinda

fark olup olmadigina ‘z testi’ ile bakildi. Verilerin analizinde SPSS11.5 ve Medcal®v.10.3

paket programi kullanildi, p<0,05 icin sonuglar anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Losemi hastalarinda kaspaz 3 ve kaspaz 9 gen polimorfizmleri ve enzim dlzeylerinin
arastirildigi bu c¢alismanin gerceklestirilmesi igin Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi I¢
Hastaliklar1 Ana Bilim Dali Hematoloji kliniginde losemi tanisi konulmus, yaslar1 17-81
arasinda degisen 69°u erkek ve 31’1 kadin olmak iizere toplamda 100 16semi hastasi hasta
grubumuzu olusturdu. Hastalarla benzer yas grubu ve cinsiyette hastalikla ilisigi olmayan
yaslart 24-78 arasinda degisen 31’i kadin, 69’u erkek olan toplam 100 saglikli birey de
kontrol grubumuz olarak c¢alismamiza katildi. Kaspaz 3 ve kaspaz 9 genlerinin
polimorfizmlerini arastirdigimiz bu calismamizda, 100 16semi hastasi ve 100 saglikli birey
olmak {iizere toplam 200 kisiden olusan 6rnek hacmi kullanildi. Kontrol grubumuzun yas
ortalamasi; 54.155, deney grubumuzun yas ortalamasi ise 56°dir. 200 kisiden olusan gen
polimorfizmi ¢alismamizda her bir birey igin genotiplendirme islemi Bioneer marka
ExiCycler™-96 model Real-Time PCR cihazi ile gergeklestirildi.

Kaspaz 3 ve kaspaz 9’un enzim diizeylerinin arastirilmasi i¢in yine gen polimorfizm
caligmamiza katilan 16semi hastalar1 ve saglikli bireylerden olusan kontrol grubumuz calisildi.
Polimorfizm ¢alismasinda da belirtildigi gibi kaspaz 3 ve kaspaz 9’un enzim diizeylerini
belirleme g¢alismamiza 100 16semi hastasi ve 100 kontrol grubu olmak iizere toplam 200
kisiden olusan 6rnek hacmi kullanildi. 200 bireyden olusan 6rneklerimizin serumda enzim
diizeyi 6lgctimlerinde invitrogen marka kaspaz 3 ve kaspaz 9 ELISA kitleri kullanildi.

Losemide etkili diger risk faktorlerinden olan cinsiyetin 16semi ile iligkisi
degerlendirildiginde; hastalarimizin %69 unun erkek ve %31’inin kadinlardan olusmus
oldugu belirlendi. Bu durum 16seminin erkek cinsiyette daha yaygin oldugunu gostermektedir

(p<0,0001) (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Kontrol Grubu ve Losemi Hastalarinin Cinsiyete Gére Dagilimi ve Yas Ortalamalari

Cinsiyet Kontrol Grubu X Yas Loésemi Hastalar X Yas
(N) (N)
Kadin 31 54.73+16.28 31 56.09+14,84
Erkek 69 53.28+16.97 69 55.95+15,57
Toplam 100 54.155+18.314 100 56.00+15,277
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Losemide etkili diger risk faktorlerinden biri olan ileri yasin 16semi ile iligkisi
degerlendirildiginde; 16semi hastalarinin yas gruplarina gére dagilimimin %19’unun 40 yas
altinda, %15’inin 40-49 yas araliginda, %31’inin 50-59 yas araliginda, %15’inin 60-69 yas
araliginda ve %20’sinin 70 yas ve iizerinde oldugu saptandi. Losemi hastalar1 kendi i¢inde yas
gruplarina gore birbirileriyle karsilastirildiginda 40 yas altinda hastalik oraninin en diisiik, 50-
59 yas araliginda ise maksimum sinirda oldugu belirlendi. 100 hastamizdan 41’1 ortalama yas

olan X = 56’nn altinda, 59’u ise X = 56 nin iizerindedir (p<0.001) (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2: Kontrol Grubu ve Ldsemi Hastalarinin Yas Gruplarina Gére Dagilimi

GRUP
KONTROL LOSEMI P
HASTALARI
Kisi
<40 Sayisi 15 15
Kisi
40-49 Sayisi 18 19
Kisi
YAS 50-59 Sayisi 29 31 P<0.001
Kisi
60-69 Sayis1 17 15
Kisi
=170 Say1si 21 20
YAS (ORTALAMA+SD) 54.155+18.314 56 £15.277
TOPLAM 100 100

4.1. Real-Time PCR {le Tlgili Bulgular

Calismamizda kaspaz 3 G>T (GCG - TCG) rs4647601 ve kaspaz 9 -1263A>G
rs4645978 polimorfizmlerinin gen bdlgelerine ait SNP taramasi (Single Nucleotide
Polymorphism: Tek Nokta Mutasyonu) Real-Time PCR cihazi ile gerceklestirildi. Real-Time
PCR reaksiyon miksi, 96 kuyucuklu saydam polipropilen tabagin (plate) kuyucuklarina
yerlestirildi. Calisma her asamasinda uygun donanimlarla kontrol edildi. Her bir 6rnek igin
ilgili allel kontrolii yapildi; Kaspaz 3 ve kaspaz 9 i¢in tanimlanan SNP protokoli tim ornekler
icin uyguland1 ve kayit altina alindi. Elde edilen PCR amplifikasyon egrileri ile her bir

ornegin ayri ayr1 genotiplendirilmesi yapildi.
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4.1.1. Kontrol Grubu ve Losemi Hastalarinda Kaspaz 3 G>T rs4647601 ve Kaspaz 9
A>G  rs4645978  Polimorfizmlerine  Ait  Allel ve Genotip Frekanslarinin
Degerlendirilmesi

4.1.1.1. Kaspaz 3 G>T rs4647601 Polimorfizmine Ait Allel ve Genotip Frekanslari

Kontrol ve hasta grubundaki Kaspaz 3 G>T polimorfizmine ait allel frekanslar
incelendiginde; yabanil G allel frekansi kontrol grubunda %67 iken hasta grubunda
%68,5°dir. Polimorfik T allel frekans1 kontrol grubunda %33 iken hasta grubunda %31,5°dir
(P=0,452).

Kontrol ve hasta grubundaki Kaspaz 3 G>T polimorfizmine ait genotip frekanslari ise;
GG homozigot yabanil genotip frekanst Kontrol grubunda ve 16semi hastalarinda %62’dir.
Heterozigot GT frekansi kontrol grubunda %10, 16semi hastalarinda ise %13 ‘tiir. Polimorfik
TT genotip frekanst kontrol grubunda %28, 16semi hastalarinda ise %25 olarak bulundu
(P=0,755). incelenen populasyonun kaspaz 3 geni polimorfizmi bakimindan Hardy-Weinberg
dengesinde olmadig1 sonucuna varildi. Kaspaz 3 G>T rs4647601 gen polimorfizmi l6semiye

yakalanma riskini etkilememektedir (Cizelge 4.3)

Cizelge 4.3. Kaspaz 3 G>T rs4647601 Polimorfizmi Genotip veAllel Oranlarmin Kontrol Grubu ve
Losemi Hastalar1 Arasindaki Dagilimi (N: Allel ve Genotip Sayisi)

Kaspaz 3 G>T Kontrol Grubu Losemi Hastalar: P
N (%) N (%)
Allel G 134 67 137 68.5
T 66 33 63 31.5 P =0.452
GG 62 62 62 62
Genotip GT 10 10 13 13 P=0.755
TT 28 28 25 25
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® KONTROL

= HASTA

Sekil 4.1. Kaspaz 3 G>T rs4647601 Polimorfizmi Allel Oranlarinin Kontrol Grubu ve Ldsemi Hastalar
Arasindaki Dagilimi (%)

® KONTROL
= HASTA

GT TT

Sekil 4.2. Kaspaz 3 G>T rs4647601 Polimorfizmi Genotip Oranlarinin Kontrol Grubu ve Losemi Hastalari
Arasindaki Dagilimi (%)
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4.1.1.2. Kaspaz 9 A>G rs4645978 Polimorfizmine Ait Allel ve Genotip Frekanslari

Kontrol ve hasta grubundaki Kaspaz 9 A>G polimorfizmine ait allel frekanslari
incelendiginde; yabanil A allel frekansi kontrol grubunda %75,5 iken hasta grubunda
%74,5°dir. Polimorfik G allel frekansi kontrol grubunda %24,5 iken hasta grubunda
%25,5°dir (P=0.684).

Kontrol ve hasta grubundaki Kaspaz 9 A>G polimorfizmine ait genotip frekanslari ise;
AA homozigot yabanil genotip frekansi kontrol grubunda %70, 16semi hastalarinda %69’dur.
Heterozigot AG frekansi kontrol grubunda ve 16semi hastalarinda %11°dir. Polimorfik GG
genotip frekans1 kontrol grubunda %19, 16semi hastalarinda ise %20 olarak bulundu
(P=0,984). Incelenen populasyonun kaspaz 9 gen polimorfizmi bakimindan Hardy-Weinberg
dengesinde olmadig1 sonucuna varildi. Kaspaz 9 A>G rs4645978 gen polimorfizmi l6semiye

yakalanma riskini etkilememektedir (Cizelge 4.4)

Cizelge 4.4. Kaspaz 9 A>G rs4645978 Polimorfizmi Genotip ve Allel Oranlarinin Kontrol Grubu ve Lésemi
Hastalar1 Arasindaki Dagilimi (N: alel ve genotip sayist)

Kaspaz 9 A>G Kontrol Grubu Losemi Hastalar: P
N (%) N (%)
Allel A 151 75.5 149 74.5
G 49 245 51 25.5 P =0.684
AA 70 70 69 69
Genotip AG 11 11 11 11 P =0.984
GG 19 19 20 20
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® KONTROL
= HASTA

Sekil 4.3. Kaspaz 9 A>G rs4645978 Polimorfizmi Allel Oranlarinin Kontrol Grubu ve Lésemi Hastalar
Arasindaki Dagilimi (%)

® KONTROL
= HASTA

AG GG

Sekil 4.4. Kaspaz 9 A>G rs4645978 Polimorfizmi Genotip Oranlarmin Hasta ve Kontrol Grubu Arasindaki
Dagilim1 (%)
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4.2. Kontrol Grubu ve Losemi Hastalarinda Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 Enzim Duzeylerinin
Degerlendirilmesi

4.2.1. Kaspaz 3 Enzim Diizeyinin Degerlendirilmesi

Kontrol grubu ile 16semi hastalarinin kaspaz 3 enzim diizeylerini karsilastirdigimizda;
kaspaz 3 enzim diizeyi kontrol grubunda 0.55 ng/ml iken, 16semi hastalarinda ise 0.67 ng/ml
degerinde bulunmustur (p<0.001). Incelenen populasyonun kaspaz 3 enzim diizeyinin l6semi
hastalarinda daha yiiksek oldugu ve bulgularin Hardy-Weinberg dengesinde oldugu belirlendi.

Kaspaz 3 enzim diizeyi 16semi ile iliskilidir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Kaspaz 3 Enzim Diizeylerinin Kontrol Grubu ve Losemi Hastalar1 Arasindaki Dagilimi

KASPAZ 3 ENZIiM DUZEYLERI

Kontrol Grubu (N=100) Losemi Hastalar1 (N=100)
Med [Q1-Q3] Med [Q1-Q3]
0.55 [0.48-0.62] 0.67 [0.59-0.81]
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Sekil 4.5. Kaspaz 3 Enzim Diizeyinin Kontrol Grubu ve Lésemi Hastalar1 Arasindaki Dagilimi (ng/ml)

4.2.2. Kaspaz 9 Enzim Diizeyinin Degerlendirilmesi

Kontrol grubu ile 16semi hastalarinin kaspaz 9 enzim diizeylerini karsilastirdigimizda;
kaspaz 9 enzim dizeyi kontrol grubunda 8.60 ng/ml degerinde bulunurken, hasta grubunun
enzim diizeyi 19.28 ng/ml degerinde bulunmustur (p<0.001). Incelenen populasyonun kaspaz
9 enzim dizeyi bakimindan Hardy-Weinberg dengesinde oldugu sonucuna varildi. Kaspaz 9

enzim diizeyi 16semiyle iligkilidir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Kaspaz 9 Enzim Diizeylerinin Kontrol Grubu ve Losemi Hastalar1 Arasindaki Dagilimi

KASPAZ 9 ENZiM DUZEYLERI

Kontrol Grubu (N=100) Losemi Hastalar: (N=100)
Med[Q1-Q3] Med[Q1-Q3]
8.60[6.67-12.58] 19.28[6.87-37.29]
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Sekil 4.6. Kaspaz 9 Enzim Diizeyinin Kontrol Grubu ve Losemi Hastalar1 Arasindaki Dagilimi (ng/ml)
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5. TARTISMA

Toplumda %21’den daha yliksek oranda bulunan gen secenekleri polimorfizm olarak
tanimlanir. Polimorfizmler tipki mutasyonlar gibi bazi DNA bolgelerinde eksilme, artma,
rekombinasyonlar, gen duplikasyonu ve gen kayb1 seklinde goriilse de genomda daha ¢ok tek
nikleotid polimorfizmleri olarak goralur. SNP’ler, DNA dizisindeki varyasyonlardir ve
genomdaki tek niikleotid degisimleri sonucu meydana gelirler. insan genetik varyasyonlarinin
%90 kadarin1 SNP’ler olusturmaktadir. Niikleotid degisimi genin kontrol, intron ve ekzon
bolgesinde olabilir. Enzimleri kodlayan genlerdeki polimorfizm sonucu enzimlerin allellik
varyantlari ortaya ¢ikar (128).

Genetik polimorfizm c¢alismalari, hastaliklar i¢in risk altindaki kisilerin belirlenmesi
ve ilag tedavisi icin yeni hedeflerin belirlenmesine firsat verir. Eger polimorfizm enzimi
kodlayan bolgede olugmus ise viicuttaki enzim seviyesi populasyon igerisinde farkliliklar
olusturur. Enzimlerin bu polimorfik durumlar1 ¢esitli hastaliklara ve kansere yatkinlik
saglamaktadir. Bu nedenle, bu konu ¢alismalarin ilgi odagi haline gelmistir (9,10,128).

Calismamizin temel amaci; kaspaz 3 G>T rs4647601 polimorfizmi ve kaspaz 9 A>G
154645978 polimorfizminin allel ve genotip oranlarini belirlemek ve bu genlerin Grind olan
enzim miktarlarinin 16semiye yakalanma riskine olasi etkilerini incelemektir. Diger bir
amacimiz ise; yas ve cinsiyet faktorlerinin l6semi ile iligkisini degerlendirmektir.

100 bireyden olusan 16semi hastasi 6rneklemimizin 69°u erkek ve 31’i kadindan
olusmaktadir. Bu durum I6seminin erkeklerde daha sik rastlanildigini gostermektedir
(p<0.0001). Ferlay ve ark. (129) 2008 yilinda diinya ¢apinda kanser oranlari ile yapmis
olduklar1 caligmalarinda; tahmini olarak l6semide yeni tan1 konmus 195 erkek hasta ve 155
kadin hasta oldugunu tespit etmislerdir. 2008 yilinda losemi sonucu 6len hastalarin ise
143’linlin erkek, 113’{inlin de kadin oldugunu belirlemislerdir. Siegel ve ark. (130) 2014
yilinda yaptiklar1 Amerika’daki kanser istatistikleri arastirmalarinda tahmini olarak yeni tani
almis 16semi vakalarinin 30,100 iiniin erkek (%4), 22,280 inin ise kadin (%3) oldugunu; 6len
vakalarin ise 14,040’ 1mn1in erkek (%5), 10,050’sinin de kadin (%4) oldugunu tespit etmislerdir.
Loseminin erkeklerde daha sik goriildigi seklindeki bulgumuz literatiir bulgulariyla da
ortiismektedir.

Losemiye yakalanmada bir diger risk faktérii olan ileri yasmn etkisini
degerlendirdigimizde 100 kisilik 16semi grubumuzdan 41 kisi deney grubu yas ortalamamiz

olan X=56"nmn altinda; 59 kisi de X=56’nin iizerindedir (p<0.001). Bu durum léseminin ileri
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yas ile iliskili oldugunun gostergesidir. Yas ilerledik¢e 16semiye yakalanma riski artmaktadir.
Margolin ve ark. (35) yaptiklari ¢alismada ALL’nin, en sik gozlenen ¢ocukluk ¢agi kanseri
oldugunu ve 15 yas altindaki ¢ocuklarda (6zellikle 2-3 yaslarda) gozlenen 16semilerin %80’
inin ALL oldugunu belirtmislerdir. Ancak 16seminin diger alt gruplarinin goriilme siklig
yasla birlikte artar ve en sik olarak 60 yas sonrasinda gozlenir (35,36). Léseminin ileri yasta
daha sik goriildigii seklindeki bulgumuz literatiir bulgulartyla da ortiismektedir.

Kaspaz 3 G>T rs4647601 polimorfizmine ait allel frekanslar1 incelendiginde; yabanil
G allelinin gorilme sikligi kontrol grubunda %67 iken losemi hastalarinda %68,5dir.
Polimorfik olan T allelinin goriilme sikligi kontrol grubunda %33 iken, I6semi hastalarinda
%31,5°tir (p=0,452). Kaspaz 3 G>T rs4647601 polimorfizmine ait genotip oranlari
incelendiginde; yabanil GG genotipinin goriilme sikligi kontrol grubu ve l6semi hastalarinda
%62’dir. Heterozigot GT genotipinin goriilme sikligi kontrol grubunda %10, lésemi
hastalarinda ise %13’tur. Polimorfik TT genotipinin goriilme siklig1 kontrol grubunda %28,
16semi hastalarinda ise %25 olarak belirlendi (p=0,755). Elde ettigimiz bu sonuglar kaspaz 3
G>T rs4647601 polimorfizmi allel ve genotip oranlarmin lésemiye yakalanma riskini
etkilemedigini gostermektedir.

Kaspaz 9 A>G rs4645978 polimorfizmine ait allel frekanslar1 incelendiginde; yabanil
A allelinin goriilme sikligi kontrol grubunda %75,5 iken 16semi hastalarinda %74,5°dir.
Polimorfik G allelinin goriilme sikligi kontrol grubunda %24,5 iken 16semi hastalarinda
%25,5 olarak belirlendi (p= 0.684). Kaspaz 9 A>G polimorfizmine ait genotip frekanslari ise;
yabanil AA genotipinin gortilme sikligi kontrol grubunda %70 iken 16semi hastalarinda
%69°dur. Heterozigot AG genotipinin goriilme sikligt kontrol grubunda ve l6semi
hastalarinda %11’dir. Polimorfik GG genotipinin goériilme sikligi kontrol grubunda %19 iken
16semi hastalarinda %20 dir (p=0,984). Kaspaz 9 A>G rs4645978 polimorfizmine ait allel ve
genotip oranlar1 16semiye yakalanma riskini etkilememektedir.

Yapilan yayin taramalarinda kaspaz 3’iin intron 1 bolgesinde yer alan G>T (GCG —
TCG) rs4647601 polimorfizmi ile kaspaz 9’un promotdr boélgesinde yer alan -1263A>G
rs4645978 polimorfizminin ¢esitli kanser tiirlerine yakalanmada olas1 etkilerine dair
caligmalar oldugu goriildii. Bu kanser tiirleri; kolorektal kanser, akciger kanseri, kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanseri, bas ve boyun kanseri, prostat kanseri ve meme kanseridir. Lésemi
ve losemi alt tipleriyle iliskisine dair sadece bir ¢alisma vardir. Cingeetham ve ark. (131)
Gliney Hindistan’da yas ortalamasi 30 olan; 100 erkek ve 80 kadindan olusan 180 AML
hastasinda Kaspaz 9 A>G polimorfizmini arastirdiklar1 ¢aligmada polimorfik G alleli tagiyan

bireylerin AML’ye yakalanma riskinin daha yliksek oldugunu saptamislardir. Bu bulgu bizim
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bulgumuzla ortismemektedir. Ancak bizim sonucumuz Kaspaz 9 -1263A>G rs4645978
polimorfizminin 16semi alt tiplerinde degil genel olarak 16semiye yakalanma riskine olasi
etkisine dairdir.

Kaspaz 3 ve kaspaz 9 polimorfizmlerinin daha ¢ok diger kanser tiirleriyle iliskisine
dair ¢esitli calismalar mevcuttur. Abediankenari ve ark. (132) kaspaz 3 ve kaspaz 9’un sz
konusu polimorfizmlerini Iran’m Mazenderan eyaletinde 143’ii erkek, 57’si kadm olan 100
mide kanserli hasta ve 100 kontrol grubuyla ger¢eklestirmislerdir. Caligmalarinin sonucunda
kaspaz 3 G>T polimorfizminin mide kanserine yakalanma riskini etkilemedigini ancak kaspaz
9 -1263A>G polimorfizmi i¢in kontrol grubunda daha yuksek oranda bulunan mutant G
allelinin mide kanserine yakalanma riskini azalttigin1 saptamislardir. Chen ve ark. (133)
Cin’in Tianjin kentinde yas ortalamasi 50 olan; 724 erkek ve 206 kadindan olusan toplam 930
bas ve boyunda skuamoz hiicre karsinomu (SCCHN) hastasi ile yaptiklar1 ¢alismada kaspaz 3
G>T 154647601 polimorfizminde polimorfik TT genotipinin SCCHN riskini arttirdigini
saptamiglardir. Xu ve ark. (134) Asya ve Kafkas irklarinda 2390 kanser hastasinda kaspaz 9
polimorfizmlerinin kanser tiirleri ile iligkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda; kaspaz 9
rs4645978 polimorfizmi icin Kafkaslar arasinda AG ve AA genotiplerinde kansere yakalanma
risklerinin diisiik, GG genotipinde ise yliksek oldugunu saptamislardir. Ayrica AG ve AA
genotipinin prostat kanserinden koruyucu etkisini gostermislerdir. Kaspaz 9 A>G
polimorfizminin akciger kanseri ve diger alt gruplarla 6nemli bir baglantisinin olmadigini
saptamislardir. Zhang ve ark. (135) kaspaz 9 gen polimorfizmlerinin kanser riskine etkilerini
arastirdiklar1 14 c¢alismada 2733 neoplazm vakasini incelemislerdir. Caligmalarinin meta
analizinde; kaspaz 9 A>G rs4645978 polimorfizminin kanser riskini etkilemedigini
saptamiglardir. Park ve ark. (136) Kore populasyonunda yas ortalamasi 61,6 olan 352 erkek
ve 80 kadindan olusan toplam 432 hastada kaspaz 9 -1263 A>G polimorfizminin akciger
kanserine yakalanma riskini diisiirdigiinii belirlemislerdir. Yoo ve ark. (137) erken evreli
kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri c¢alismalarinda yaslar1 63 olan Koreli 327’si erkek,
84’1 kadin olan 411 akciger kanseri hastas1 ile yapmis olduklar1 kaspaz gen polimorfizmleri
caligmalarinda kaspaz 9 A>G polimorfizminin akciger kanserine yakalanma riskini
etkilemedigini saptamislardir. Theodoropoulos ve ark. (138) 261 meme kanseri hastasinda
kaspaz 9 A>G rs4645978 polimorfizmini arastirdiklari calismada; G alleli tasiyan bireylerin
(AG, GG genotipli) G allelini bulundurmayan bireylere (AA genotipli) gére meme kanserine
yakalanma riskinin daha yiiksek oldugunu saptamislardir. Choi ve ark. (139) Koreli 397
kolorektal kanserli hastalarda kaspaz 9 A>G rs4645978 polimorfizminin kolorektal

kanserinde prognozu etkilemedigini saptamislardir.
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Kaspaz 3 G>T rs4647601 ve kaspaz 9 A>G rs4645978 polimorfizmlerinin allel ve
genotip oranlarinin losemiye yakalanma riskini etkilemedigi seklindeki bulgumuzu ayni
polimorfizmlerin diger kanser tiirlerine yakalanmada olas1 etkilerini inceleyen literatiir
bulgulariyla kiyasladigimizda elde ettigimiz veriler; Abediankenari ve ark.’nin kaspaz 3 G>T
polimorfizminin mide kanserine yakalanma riskini etkilemedigini ancak kaspaz 9 -1263 A>G
polimorfizmi mide kanserine yakalanma riskini azalttigini saptadiklari yoniindedir (132).
Ayrica kaspaz 9 rs4645978 polimorfizmi ile ilgili ¢alismamizla benzer sonuca varan Zhang ve
ark. yaptiklar1 14 ¢alismanin meta analizinde kanser riskini etkilemedigini, Yoo ve ark. erken
evreli kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserine yakalanma riskini etkilemedigini, benzer
sekilde Choi ve ark. kaspaz 9 A>G polimorfizminin kolorektal kanserin prognozunu
etkilemedigini saptamislardir (135,137,139). S6z konusu literatiirlerde belirtilen sonuglar
kaspaz 9 A>G rs4645978 polimorfizminin I6semiye etkisini arastirdigimiz ¢alismamizin
sonucu ile ortiismektedir. Ayrica Xu ve ark. kaspaz 9 A>G rs4645978 polimorfizminin prostat
kanseri riskini arttirdigini ancak akciger kanseri ve diger alt gruplarla 6nemli bir baglantisinin
olmadigini saptamiglardir (134). Xu ve ark.’larinin aksine Park ve ark. kaspaz 9 -1263 A>G
polimorfizminin akciger kanserine yakalanma riskini diistirdiigiinii belirlemislerdir (136).
Theodoropoulos ve ark. kaspaz 9 A>G rs4645978 polimorfizminin meme kanserine
yakalanma riskini arttirdigini saptamiglardir (138). Chen ve ark. kaspaz 3 G>T rs4647601
polimorfizminin SCCHN riskini arttirdigini saptamiglardir (133). Literatr verileri ve kendi
deney sonuglarimiz dogrultusunda kaspaz 3 G>T rs4647601 ve kaspaz 9 A>G rs4645978
polimorfizmlerinin allel ve genotiplerinin bazi kanser tiirleri igin risk faktorii, bazi kanser
tdrleri icin koruyucu faktor olduklari, bazi kanser tiirlerinde ise etkilerinin olmadig: belirlendi.

Kaspaz 3 enzim diizeyi kontrol grubu ve l6semi hastalarinda karsilastirildiginda;
kontrol grubunda 0.55 ng/ml iken, 16semi hastalarinda 0.67 ng/ml oldugu saptand: (p<0.001).
Losemi hastalarinda kaspaz 3 enzim diizeyinin kontrol grubuna oranla daha yiiksek olmasi
kaspaz 3 enzim dizeyinin l6semi ile iligkili oldugunu gostermektedir. Kaspaz 9 enzim
diizeyinin kontrol grubunda 8.60 ng/ml oraninda iken 16semi hastalarinda 19.28 ng/ml oldugu
saptand1 (p<0.001). Ayni sekilde kaspaz 9 enzim dizeyinin deney grubumuzda yiiksek olmasi
I6semi ile iliskili oldugunu gdstermektedir.

Yapilan literatiir taramalarinda kaspaz 3 ve kaspaz 9 enzim duzeyleri ile 16semi
iligkisine dair herhangi bir ¢alisma Ornegine rastlanmamistir. Caligmalar daha ¢ok deney
hayvanlarinda bu enzimlerin etki mekanizmasin1 aydinlatmaya yoneliktir. Miyelodisplazi
hastalarinda, deneysel serebral iskemide, gecici global iskemi sonrasi néronlarda ve travmatik

spinal kord yaralanmalarinda apoptozun artifi ve apoptozun artmasi sonucunda kaspaz
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aktivasyonlarininda arttigi yoniindeki bilgiler agirliktadir. Bizim bulgularimiz kaspaz 3 ve
kaspaz 9 enzim diizeylerinin 16semi hastalarinda yiiksek oldugu seklindedir.

Bouscary ve ark. (140) 30’u erken evre, 24’0 ge¢ evre toplamda 54 miyelodisplazi
hastalarinda karakteristik olarak apoptozun ve kaspaz 3 aktivitesinin arttigini belirlemislerdir.
Namura ve ark. (141) kaspaz 3’iin beyindeki lokalizasyonuyla ilgili yetiskin farelerde
yaptiklar1 incelemede kaspaz 3’lin okliizyon periyodu boyunca aktive edildigini
saptamislardir. Memeli beyninde iskemi sirasinda apoptozun uyarildigim1 ve kaspaz 3
aktivasyonunun 6nemli bir roli oldugunu tespit etmislerdir. Yakovlev ve ark (142) ratlarda
travmatik beyin yaralanmalarindan sonra kaspaz 3 enzim aktivitesinin arttigini tespit
etmiglerdir. Bredesen (143), Koistinoho ve Hokfelt (144) iskemi {izerine yaptiklar
caligmalarinda gegici global iskemi sonrasi noronlarda kaspaz 3’tin 6nemli bir rolii oldugunu
belirtmislerdir. Krajewska ve ark. (145) gecici global iskemi sonrasi hem kaspaz 3
mRNA’sinin hem de proteininin belirgin bir sekilde arttigini1 saptamislardir. Springer ve ark.
(146) kaspaz 3 aktivasyonunun BAD translokasyonunu gosteren noronlarda arttigini tespit
etmisglerdir. Cai ve ark. (147) yiiksek seviyede glukoza maruz birakilan H9¢2 kalp miyoblast
hiicreleri ve streptozotosin tarafindan iiretilen diyabetik farelerle yaptiklari ¢alismalarinda
diyabetik farelerin miyokardiyumunda apoptoz yoluyla kaspaz 3 aktivasyonunun
gerceklestigini tespit etmislerdir. Ayrica yliksek seviyede glukozun apoptozu tetikledigini
saptamislardir.

Mersin 6rneklemi temelinde yapmis oldugumuz bu ¢alismada erkek cinsiyetin ve ileri
yasin l0semiye yakalanma riskini arttirdigini saptadik. Kaspaz 3 G>T (GCG’nin TCG’ye
doniisiimii) 4647601 rs numarali polimorfizmi ve kaspaz 9 -1263A>G 4645978 rs numaral
polimorfizminin l6semiye yakalanma riskini etkilemedigini, fakat ilgili genlerin Grdnleri olan
kaspaz 3 ile kaspaz 9 enzim duzeylerinin 16semi hastalarinda daha yiiksek olmasi1 sonucunda
16semiye yakalanma riskini arttirdigini saptadik.

Kaspaz 9’un hiicrelerde apoptozu baslatma, kaspaz 3’ilin ise apoptozu sonlandirma
prosesinde gorev yaptigi gbz oOniine alindiginda kaspaz 3 ve kaspaz 9 enzim duizeylerinin
l6semi hastalarinda yiiksek olmasina ragmen 16semi nedeniyle kontrolsiiz sekilde ¢ogalan
lenfositlerin apoptoza girmemesinin, ldsemi sonucu organizmada biyolojik dengelerin
sarsilmasit nedeniyle devreye girebilecek baz1 inhibitorlerin etkisiyle olabilecegini

soyleyebiliriz.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda; apoptozun sonlandirma prosesinde gorev alan kaspaz 3’Un intron 1
bolgesinde yer alan G>T (GCG—TCG) rs4647601 polimorfizmi ve apoptozun baslatilma
prosesinde gorev alan kaspaz 9‘un promotor bolgesinde yer alan -1263A>G rs4645978
polimorfizminin yani sira kaspaz 3 ile kaspaz 9’un enzim duzeylerinin I6semiye yakalanma
riskine olas1 etkilerinin ortaya konmasi amaglanmistir. Boylece s6z konusu polimorfik
genlerin  diizeyleri ortaya konup 16semiye yakalanma riskine olas1i etkilerinin
aydinlatilmasinin yaninda, ilgili enzimler i¢in inhibitér ve aktivator maddelerin ya da
epigenetik faktorlerin olas1 etkilerinin aydinlatilmasi konusunda yapilacak bagka ¢aligmalara
yol gosterici olacagi digiiniilmiistiir. Ayrica losemiye yakalanmada risk faktorii oldugu
diisiintilen yas ve cinsiyet faktorlerinin I6semiye olasi etkileri arastirilmistir.

Losemi ile cinsiyet ve yas iliskisi degerlendirildiginde Mersin ili 6rneklemindeki 100
16semi hastasinin 69 unun erkek, 31’inin kadin olmasindan yola ¢ikarak l6seminin erkeklerde
goriilme riskinin daha yiiksek oldugu saptandi. Loseminin en sik goriildiigl yas araliginin 50-
59 yaslar1 civarinda oldugu ve daha ileri ki yaslarda da sik goriildiigii belirlendi.

Kaspaz 3 G>T (GCG — TCG) rs4647601 polimorfizmine ait G ve T allellerinin ve
GG, GT ve TT genotip oranlarinin kontrol grubu ve 16semi hastalarinda benzer dagilimlar
gosterdigi saptandi. Kaspaz 9 -1263A>G rs4645978 polimorfizmine ait A ve G allellerinin ve
AA, AG ve GG genotip oranlarinin kontrol grubu ve 16semi hastalarinda benzer dagilimlar
gosterdigi saptandi.

Kontrol grubu ile 16semi hastalarinin kaspaz 3 enzim duzeyi karsilastirildiginda;
kaspaz 3 enzim seviyesinin 16semi hastalarinda daha yiiksek oldugu belirlendi (p<0.001).
Kontrol grubu ile 16semi hastalarinin kaspaz 9 enzim diizeyi karsilastirildiginda da; kaspaz
9’un enzim diizeyinin 16semi hastalarinda daha yiiksek oldugu belirlendi (p<0.001).

Calismamiz Mersin ili 6rneklemindeki Turk toplumunda kaspaz 3 ve kaspaz 9’un ilgili
polimorfizmlerinin ve enzim diizeylerinin 16semi ile iligkisini belirlemek amaciyla yapilan ilk
calismadir. Bu ¢alisma ile 6rneklemimiz temelinde s6z konusu polimorfik genlerin allel ve
genotip oranlar1 saptanmistir. Ayrica kaspaz 3 ve kaspaz 9 enzim diizeyleri Olglilerek
16semide risk faktorii olduklar1 belirlenmistir. Farkli toplumlarda ve daha fazla sayida bireyle
bu calisma gergeklestirilebilir ve sonu¢ dogrulanabilir. Bu genlerin diger SNP’leri ¢alisilarak
iligili genlerin serumda enzim diizeyleri ile karsilastirilabilir. Apoptotik yolaklarda yer alan

diger molekiiler degisimler ve bunlara ek olarak kaspaz inhibitorleri arastirilabilir. Yapilan
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arastirmalarin 16semi ile iliskisinin belirlenmesi halinde 16semi de erken tani kolayliginin
saglanmasi ve tedavinin kolaylasmasinin yani sira multifaktoryel olan bu hastalifin genetik
yatkinliginin  belirlenmesi agisindan da 6nemli olacagimi diistinmekteyiz. Daha sonra
yapilacak olan ¢alismalarda s6z konusu polimorfizmlerin ve enzim diizeylerinin diger
hastaliklara yatkinlik olusturmada risk faktérii olmasi durumunda, c¢alismamizin Mersin

orneklemi temelinde iilkemizin risk haritasinin olusumuna katkisi olacagini diisgiinmekteyiz.
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