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OZET

Polisitemia Vera ve Esansiyel Trombositoz Hastalarinda Apoptotik Yolakta
Gorevli Gen Polimorfizmlerinin Arastirilmasi

Miyeloproliferatif neoplazmlar (MPN), hematopoietik kok hiicre
transformasyonundan kaynaklandig: diisiiniilen Polisitemia Vera (PV), Esansiyel
Trombositoz (ET), Primer miyelofibrozis (PMF) ve Kronik Myeloid Losemi
(KML)’nin dahil oldugu, olgun ve fonksiyonel kan hiicrelerinin asin iiretimiyle
karakterizedir. Apoptozis, tiim kanserlerde hatal ya da baskilanmistir. Bu sayede;
kanserli hiicreler oliimsiizliik ve kemotrapi ya da radyoterapiye diren¢ kazanir.
Apoptoz hematopoietik hiicre hatlarinda en 6nemli homeostatik mekanizmalardan
biridir. Bu nedenle ¢cahymamizda apoptozda gorevli Bcl 2, Bax, Fas ve Fas Ligand
genlerinde polimorfizmlerin saptananarak PV ve ET hastahklariyla ilintisinin
arastirilmasi planlandi.

Bu calismada; Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dal
polikliniklerinde PV ve ET tamis1 almis 93 birey hasta, 93 saghklh birey ise kontrol
grubu olarak ahndi. Her iki gruba ait kan orneklerinden DNA izolasyonunu
takiben Bcl 2, Bax, Fas ve Fas L icin, Real-Time PCR (Applied Biosystems)
kullanilarak genotipler belirlendi.

Elde edilen veriler, SPSS v.11.5 paket programm ile istatistiksel olarak
degerlendirildi. FAS -670 (G>A rs1800682), FAS -1377 (G>A) rs2234767, FASL
IVS2 -124 (A>G rs5030772), BAX -248 (G>A rs4645878) ve BCL 2 -938 (C>A
rs2279115) polimorfizmlerinin kontrol grubundaki bireyler ile PV ve ET’li
hastalara ait genotip sikhklar1 arasinda anlamh bir farkhilhik olmadig1 saptandi
(p<0,05).

Sonu¢ olairak; PV ve ET patogenezinde; FAS -670 (G>A), FAS -1377
(G>A), FASL 1VS2 -124 (A>G), BAX -248 (G>A) ve BCL 2 -938 (C>A)
polimorfizmlerinin istatistiksel olarak anlamh olmadig1 saptandi. Bu ¢calismanin;
PV ve ET hastahklarinda apoptotik yolakta gorevli gen polimorfizmlerini
inceleyen ilk ¢alisma olmasi nedeni ile bu konuyla ilgili yapilacak diger ¢calismalara
yol gosterici olacag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Polisitemia Vera, Esansiyel Trombositoz, Real Time PCR,
Apoptotik gen polimorfizmi
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ABSTRACT

The Research of Gene Polimorphisms That Commissioned at Apoptotic
Pathway in Patients of Polycythemia Vera and Essential Trombocythosis

The Myeloproliferative neoplasms (MPN), are characterized with excessive
production of mature and functional blood cells which thought to be origined from
hematopoietic stem cell transformation, in Polycythemia Vera (PV) Essential
Trombocythosis (ET), Primer myelofibrozis (PMF) and Chronic Myeloid
Leukemia (CML).

Apoptosis, is faulty or printed in all cancers. So, cancerous cells gain
immortality or strenght against chemotherapy or radiotherapy. Apoptosis is one of
the most important homeostatic mechanisms in hematopoietic cell lines. For that
reason; in our study by detection of polymorphisms in Bcl-2, Bax, Fas ve Fas
Ligand genes which are commissioned at apoptosis, the research of correlation
with PV and ET diseases is planned.

In that sudy, in policlinics of Mersin University Medical Faculty
Hematology Department 93 individuals who have taken PV and ET diagnosis have
accepted as patients and 93 healthy individuals as control group. From both of the
groups’ blood samples sequent of DNA isolation the genotypes detected by using
Real-Time PCR (Applied Biosystems) for Bcl-2, Bax, Fas and Fas L.

The acquired data, evaluated statistically by SPSS v.11.5 packet program. It
has detected not to be meaningful difference in genotype frequency between the
individuals of FAS -670 (G>A rs1800682), FAS -1377 (G>A) rs2234767, FASL
IVS2 -124 (A>G rs5030772), BAX -248 (G>A rs4645878) and BCL 2 -938 (C>A
rs2279115) polimorphisms’ control group’s and PV and ET patients’ (p<0,05).

As a result; in PV and ET pathogenesis it has detected the FAS -670 (G>A),
FAS -1377 (G>A), FASL 1VS2 -124 (A>G), BAX -248 (G>A) and BCL 2 -938
(C>A) polimorphisms not to be statistically meaningful. That study is thought to
be a guide for other studies about this subject because this is the first study
inspects polimorphism genes commissioned in apoptotic pathway of PV and ET
patients.

Key words: Polycythemia Vera, Essential Trombocythosis, Real Time PCR,
Polymorphism of Apoptotic Gene.
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1. GIRIS

Miyeloproliferatif hastaliklar, heterojen bir hastalik grubu olmakla birlikte,
multipotent kok hiicrelerin bir veya birka¢ kan hiicre serisinde asir1 ¢ogalmasi ile
karakterize hastaliklardir. Kok hiicrelerden kdken alan miyeloid hematolojik malignansi
sinifina girerler ve bir veya daha fazla hematopoietik hiicre hattmin asir1 ¢ogalim,
kemik iligi hiperselliileritesi ile karakterizedir. Genellikle yetiskinlerde goriiliirler, yillik
insidanst bir milyon kiside 5-10 olgu seklindedir. Klonal miyeloproliferatif hastaliklar
(MPN) klasik ve atipik olmak {izere iki ana gruba ayrilirlar. Klasik MPN’ler;
Philedelphia (Ph) translokasyonu ve Bcer-Abl (Breakpoint Cluster Region- Abelson
proto-onkogeni) flizyon geni tasiyan, Ph (+) kronik myeloid 16semi (CML) atipik
MPN’ler ise Philedelphia (Ph) translokasyonu ve Ber-Abl flizyon geni tasimayan Ph (-);
Polisitemia Vera (PV), Esansiyel Trombositoz (ET) ve Primer Miyelofibrozis (PMF)’
ten olusur (1-3).

Polisitemia Vera (PV) klonal, herhangi bir uyaran olmadan basta eritrosit olmak
iizere, kemik iliginin her li¢ serisine ait hiicrelerin (eritrosit, graniilosit ve trombosit)
fenotipik olarak normal fakat kontrolsiiz ¢ogalmasiyla karakterize malign bir hastaliktir.
PV insidansi yilda 2 /100000 olgu kadardir. Erkeklerde biraz daha sik gézlenmektedir
(vaklasik %60). Her yasta goriilebilmesine ragmen, ortalama goriilme yas1 55-60 olup,
yas ilerledikc¢e goriilme insidansi artmaktadir (4-6).

Esansiyel Trombositoz (ET), kemik iliginde megakaryositlerin asir1
proliferasyonu ve kanda trombosit sayisinda artigla karakterize, kdkeni bilinmeyen,
monoklonal bir miyeloproliferatif hastaliktir. Epidemiyolojk caligmalarda hastaligin
insidansi, yilda 1,5-2.0/100000 olgu olarak saptanmistir. Ortalama tani yas1 55-60 olup,
hastaliga yakalanma agisindan, kadinlarda erkeklere oranla yaklasik 2 kat fazladir (7).

Apoptoz veya programh hiicre 6liimii, doku homeostazisi ile gelisimde kritik
rol oynayan, dnemli bir fizyolojik olaydir. Hiicre 6liimii, hiicrelerin fizyolojik, patojenik
veya sitotoksik uyaranlara maruz kaldiklarinda meydana gelir. Apoptozun ana fiziksel
ve biyokimyasal belirteclerinden bazilari: plazma membran disina fosfatidilserin
translokasyonu, hiicre kii¢iilmesi (biliziilmesi), niiklear kondenzasyon, kromatin
agregasyonu, apoptotik  cisimciklerinin  olusumu, DNA’nin  endoniikleolitik

degredasyonudur. Bu gibi hiicre 6lim mekanizmalari; ¢ok hiicreli organizmalarda



olusur ve embriyonik gelisim ve morfogenez, asir1 hiicre cogalmasi ve proliferasyonu,
inflamatuar reaksiyonlar gibi fizyolojik olaylarda 6nemli rol oynar. Apoptozda; hiicre
ylizey ve Olim reseptorlerine gereksinim duyan ekstrinsik yolak, mitokondriyal
kaynakli intrinsik yolak ve sitotoksik-T hiicre aracili perforin/granzim B yolagi olmak
iizere 3 yolak islev gormektedir (8-10).

Ekstrinsik yolak hiicre ylizey reseptorlerine sinyal proteinlerin baglanmasiyla
baslar. Fas L (Fas Ligand) hiicre ylizey reseptorii olarak gorev alir ve TNF (Tumor
Necrosis Factor) reseptor ailesine aittir. Tip II membran proteini olarak sentezlenir.
Yogun olarak aktive olmus T lenfositleri ve natural killer (NK) hiicrelerinde eksprese
olur. Yolakta FasL, Fas ‘a baglanarak apoptozu indiikler. Fas (CD95/APO-1), TNF
reseptor ailesine ait, tip I membran proteinidir. Fas aktive oldugunda FADD (Fas —
associated-protein with death domain) adaptér molekiiliin C-(karboksi) terminal bdlgesi
Fas’1 toplar ve Olim domainleri arasindaki etkilesimlerle Fas’i baglar. N-(amino)
terminal bolgesi DED (Death Effector Domain) prokaspaz 8’1 baglar ve downstream
sinyal iletimini saglar, DISC (Death Inducing Signal Complex) kompleksi olusur,
prokaspaz 8 ve 10 aktif kaspazlar haline gelir ve hedef hiicre apoptoza ugrar (11-13).

Intrinsik yolak; mitokondriyal apoptotik yolak olarakta adlandirilir ve
cogunlukla Bel 2 (B Cell CLL//Lymphoma-2) aile iiyeleri tarafindan diizenlenir. Bu gen
ailesi, programli hiicre Oliimiiniin diizenleyicileri ve kritik efektorleridir. Bel 2;
mitokondri dis membraninin permeabilitesini degistirerek, mitokondriden cyt c
(sitokrom c) gibi apoptotik proteinlerin salmimini diizenleyen 6nemli bir protein
ailesidir. 3 alt gruba ayrilirlar. 1) Bel-2, Bel-xL (Bcl-X long form) gibi liyeleri iceren,
mitokondri dis membraniyla iliskili ve mitokondriyal biitiinliigli saglayan antiapoptotik
iyelerdir, BH1, 2, 3, 4 domainleri icerirler. Bunlarin ana rolii; mitokondri membran
biitiinliiglinii saglamak, cyt ¢ salimmmini ve Apaf-1 (Apoptosis Protease Activating
Factor)’in baglanmasini dnlemek ve kaspaz 2 gibi kaspaz baslaticilarin inaktivasyonunu
saglayarak apopotozu durdurmaktir. 2) Bax (Bcl 2-associated X protein), Bak (Bcl 2-
antagonist/killer) gibi iiyeleri iceren ve sitozolde yerlesik, apoptoz sirasinda membran
biitlinliigii bozan proapoptotik iiyelerdir. BH1,2,3 domainlere sahiptirler, genellikle
BH4 amino terminal domainleri yoktur. 3) Bad (Bcl 2-associated agonist of cell death),
Bim (Bcl-2 interacting mediator ), PUMA (p53-up-regulated modulator of apoptosis),
NOXA (Proapoptotic BH3-only member of the Bcl 2 protein family) gibi proapoptotik



BH3-only proteinlerdir. Mitokondriyel apoptoz; Bcl 2 gen ailesinin bu alt gruplarinin
homoloji gdsteren domainlerinin birbirleriyle etkilesimiyle diizenlenir. Intrinsik yolakta;
bir 6liim sinyalini takiben sitozolde bulunan Bax proteini, mitokondriye transloke olur
ve integral membran proteini haline gelir. Daha sonra homo-oligomerler olusturarak
mitokondri membraninda genis porlar olusturur, bu porlar apoptozda rol alan cyt ¢ ve
dATP (kaspaz 9 aktivatorleri) molekiillerin salinimini saglar. cyt ¢ salindiktan sonra;
sirastyla kaspaz 9 ve kaspaz 3’ aktive eden Apaf-1’in baglanmasiyla, apoptozom
yapist olusur. dATP’nin hidroliziyle apoptozom yapist aktiflesir. Kaspaz 3, ICAD
(Inhibitor of Caspase Activation)’1 yikar ve bunun sonucunda, DNA degredasyonu ve
fragmantasyonu gergeklesir (14-16).

Bu arastrrmada, hematolojik malignansilerden Miyeloproliferatif hastalik
grubuna dahil olan Polisitemia Vera ve Esansiyel Trombositoz’da apoptotik yolakta
gorevli genlerde, polimorfizmlerin saptanmasi ve saptanan bu polimorfizmler ile
hastaliklar arasinda herhangi bir ilinti olup olmadiginin arastirilmasi hedeflenmistir. Su
ana kadar literatiirde; PV ve ET hastalarinda apoptotik yolakla 1ilgili gen
polimorfizmlerine iliskin arastirma bulunmamasi ise ¢alismamizi bu konuda 6zgiin

yapmaktadir.



2. GENEL BILGI

2.1. Hematopoez ve Hematolojik Malignansiler

Hematopoietik hiicreler, ortak bir multipotent kok hiicreden koken alirlar.
Hematopoietik kok hiicreler; dncelikle miyeloid ve lenfoid olmak tizere iki farkli hiicre
serisine farklilasir. Bu biyolojik siire¢, hematopoez olarak adlandirilir. Hematopoez;
uygun biiyiime faktorlerinin varliginda, periferal kan hiicrelerini (olgun lenfositler,
graniilositler, monositler, eritrositler ve megakaryositler/trombositler gibi) olusturur
(Sekil 2.1). Hematopoietik hiicrelerin malign transformasyonu sonucu ise, hematolojik
malignansiler gozlenir (17).

Hematolojik malignansiler; kan, kemik iligi ve lenf nodlarmi etkileyen
neoplazmlardir. Miyeloid ve lenfoid hiicre serisi olmak iizere bir veya iki farkli hiicre
serisinden koken alirlar. Lenfoid hiicre serileri, normal hematopoez siirecinde; B, T, NK
hiicrelerine farklilasir. Lenfoid hiicre serilerindeki anomaliler; lenfoma, lenfositik
16semi ya da miyelomaya neden olurlar. Normal hematopoez siirecinde miyeloid hiicre
serilerinden ise eritrosit, trombosit, graniilosit, mast hiicreleri ve makrofajlar farklilasir.
Miyeloid hiicre serilerindeki anomaliler ise; akut ve kronik miyeloid l6semi,

miyelodisplastik sendromlar veya miyeloproliferatif hastaliklara neden olurlar (18, 19).

2.2. Miyeloproliferatif Malignansiler-Miyeloproliferatif Neoplazm (MPN):

MPN;  miyeloid  serideki  (eritroid,  graniilositik, = megakaryositik,
monositik/makrofaj ya da mast hiicreleri) bir ya da birden fazla hiicre tipinin, kontrolsiiz
cogalimi ile karakterize, klonal hematopoietik kok hiicre hastaligidir. Bu kontrolsiizliik,
kok/atasal hiicre diizeyinde meydana gelen, genetik anomalilerin bir sonucu olarak
degerlendirilmektedir. MPN; klinik olarak, farkli kategorideki hematolojik
malignansilerle nadir olarak karistirilabilir ama ayn1 zamanda l6seminin bir onceki
basamagi (prelosemik) olarak da diisiiniilebilir. Hastalarin kiiciik bir boliimiinde Akut

Miyeloid Losemiye (AML) gecis olabilmektedir (Sekil 2.2). MPN, hematolojik



malignansiler arasinda, nispeten daha nadir gozlenip, yillik insidanst bir milyon kiside
5-10 olgu seklindedir. Baz1 olgular tesadiifen tani alirken, %25 kadar1 ise tan1 aninda
asemptomatiktir. Ortalama 40-50 yas araligindaki yetiskinlerde gézlenmekle birlikte, 60
yas ve lizerinde goriilme siklig1 da oldukga yiiksektir (20-22).
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Sekil 2.1. Hematopoezin biyolojik semasi1 (17)
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Sekil 2.2. Miyeloproliferatif hastaliklar ile AML’ye doniigiim arasindaki iliski (HSC: Hematopoietik Kok
Hiicre, PV: Polisitemia Vera, ET: Esansiyel Trombositoz, IMF: idiyopatik Miyelofibrozis, AML: Akut
Miyeloid Losemi) (22)

2.2.1. MPN’nin Siniflandirilmasi

MPN-ler ilk defa 1951°de William Dameshek tarafindan miyeloproliferatif
hastaliklar (MPD) adi altinda Polisitemia Vera (PV), Esansiyel Trombositoz (ET),
Primer Miyelofibrozis (PMF) ve Kronik Miyeloid Losemi (KML) olmak iizere 4 sinifa
ayrilmistir  (23,24). Dameshek, bu hastaliklarin bir multipotent kok hiicreden
kaynaklandiklarini, olgun kan hiicrelerinin asir1 {iretimi ve birikimiyle, birbirlerine
benzer klinik 6zellikler tasidiklarmi ve her birinin digerine doniisebilme yetenegine
sahip olmak tizere benzerlik gosterebildiklerini belirtmistir (25). 1960 yilinda Novell ve
Hungerford, KML’de Philedelphia kromozomunu tanimlamis, bdylece KML,
sitogenetik belirteci olan ilk miyeloproliferatif hastalik olmustur. 1980°li yillarda
molekiiler tekniklerin gelismesiyle, Philedelphia kromozomu iizerine yerlesmis spesifik
onkogenik mutasyon, Bcr-Abl (Breakpoint Cluster Region- Abelson proto-onkogeni)
fiizyon transkripti t(9;22)(q34;q11) tanimlanmis, bu bulgu daha sonra MPN’lerin Ber-
Abl (+), Bcer-Abl (-) miyeloproliferatif hastaliklar olmak iizere iki alt sinifa



ayrilmalarina neden olmustur (2, 23,26).

MPN ‘ler kemik iligi ve kanda bir veya daha fazla hiicre hattindan kdken alan
(eritroid, graniilosit, megakaryosit, monosit/makrofaj veya mast hiicreleri) olgun
miyeloid hiicrelerin anormal ¢cogalmasi ve birikimiyle karakterize hastaliklardir. Benzer
klinik 6zelliklere sahip olmalarmma ragmen, farkli etiyolojik oOzellikler ve genetik
mutasyonlar tasimaktadirlar (2, 27). Bu ylizden de siniflandirilmalar1 gelisen molekiiler
tan1 teknikleri dogrultusunda degismektedir.

2001 yilinda, Diinya saghk orgiitiniin (WHO) vyaptig1 ilk sistematik
smiflandirma; klinikopatolojik ozelliklerine gore olup; Kronik Miyeloproliferatif
Hastaliklar (CMPD) , CMPD-benzeri hastaliklar ve smiflandirilamayan hastaliklar
olarak ti¢ grupta toplanmistr. KML, PV, ET, ve PMF kronik miyeloproliferatif
hastaliklar (CMPD) grubunda olup, CMPD-benzeri gruba ise kronik notroflik 16semi
(CNL), kronik eozinofilik 16semi/ hipereozinofilik sendrom (CEL/HES)  dahil
edilmistir. Fakat Ber-Abl (-) Kronik Miyeloproliferatif hastaliklarda, molekiiler
patogenezin anlasilmasini saglayan onemli gelismelerden sonra, son yillarda spesifik
molekiiler anomalilerin kesfi ile WHO kriterleri yeniden diizenlenmistir (28). 2008
Eylil’de WHO, hematopoietik ve lenfoid neoplazmlar1 yeniden smiflandirmistir. Bu
sistemde hastalik (disease) kelimesinin yerine neoplazm (neoplasm) almistir
(MPD->MPN) (29). Miyeloproliferasyonun reaktif degil, neoplastik oldugu belirtilmis
Ber-Abl (-) MPN’lerde, taniya yonelik belirte¢ olarak molekiiler genetik 6zellikler ve
subtiplerini belirlemek amaciyla da histolojik karakterizasyon kullanilmistir (30).

Hematopoietik kok hiicre transformasyonu sonucu ortaya ¢ikan, klonal
miyeloproliferatif hastaliklar buna gore; klasik ve atipik olmak iizere iki ana gruba
ayrilirlar. Klasik MPN’ler; Philedelphia (Ph) translokasyonu ve Bcer-Abl fiizyon geni
tastyan, Ph (+) kronik myeloid 16semi (CML) ve Philedelphia (Ph) translokasyonu ve
Ber-Abl flizyon geni tasimayan Ph (-); Polisitemia Vera (PV), Esansiyel Trombositoz
(ET) ve Primer Miyelofibrozis (PMF)’ ten olusur. Atipik (non-klasik) MPN ise; kronik
notrofilik 16semi (CNL), kronik eozinofilik 16semi (CEL), hipereozinofilik sendrom
(HEL), kronik bazofilik l6semi (CBL), kronik miyelomonositik 16semi (CMML),
juvenil miyelomonositik 16semi (JMML), sistemik mastositozis (SM), kok hiicre
16semileri, lenfoma sendromu (SCLL) ve smiflandirilamayan MPN’lerden olusur (Sekil

2.3) (31, 32).
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Sekil 2.3. Miyeloproliferatif Hastaliklarn Siniflandirilmasi (31)

2005 yilinda Ber-Abl (-) klasik MPN’lerde JAK2V617F (Janus kinaz 2) mutasyonunun
kesfi ile MPN molekiiler patogenezinde genetik anomalilerin rol oynadigmni gosterilmis,
ayrica bu bulgu Diinya Saglk Orgiitii tarafindan, aymrici tani kriteri olarak kabul

edilmistir (33).



2.2.2. MPN’nin Molekiiler Patogenezi

Anormal miyeloproliferasyon, siirekli olarak aktif sinyal ileti yolaklarinin bir
sonucu olarak gozlenmekte ve oOzellikle protein tirozin kinaz ve onunla ilintili
molekiillere ait spesifik genlerdeki mutasyonlar1 igermektedir (34).

MPN’lerin molekiiler patogenezi 3 evrede diisiiniilebilir ve hastaliga neden olan
patolojik hiicrelerin evrimi 3 gruba ayrilabilir:

1. Pre-malign evre: Genetik yatkinlik ya da sonradan kazanilan bazi 6zellikler
nedeni ile; hematopoietik kok hiicrelerin gizli proliferatif 6zelliginin oldugu ve
hastaligin baslangici olarak tanimlanan evredir.

2. MPN evresi: Spesifik onkojenik mutasyonlarin olusmasi ve buna baglh olarak
asir1 sitokin reseptor sinyal iletiminin gdzlendigi evredir.

3. MPN sonrast olusan akut (AML) evre: Cok sayida baska ikincil
mutasyonlarm olustugu ve AML’ye gecisin de olabildigi evredir (Sekil 2.4)
(35).

germline somatik mutasyonlarin
vatkinhk baslamasi
JAK? 46/1 haplotip, ASXNT1 ve TET2 mutasyonlar:,

TET2 muiasyonu?, del{ 204q)7.
Pre — malign diger molekailer hatalar diger molekiiler hatalar

hematop vt \/

onkojenik MPIN mutasyonlar:

MPN evresi
JAK?2 MPL. KIT. CBL mutasyonlari
diger molekiiler olaylar

Post MPN- AML Jv

diger molekiiler ve sitogenetik
hatalarin birikimi
Kromozomal ditzensizlikler,

diger TET2 hatalari, ASXIL.1, RUNX1_ A TP53,
CBL. FLT3, IDHI1 deki wve diger mutasvonlar

Sekil 2.4. MPN’lerin Molekiiler Patogenezi (35)



2.2.3. MPN’lerde Genetik Varyasyonlar

Yillardir yapilan yogun klinik ve laboratuar ¢alismalarina ragmen, Ber-Abl (-)
miyeloproliferatif hastaliklarin etiyolojisi tam olarak bilinmemektedir. 2005 yilinda
miyeloproliferatif hastliklarin patogenezi ile iliskilendirilen ilk molekiiler genetik bulgu
olan JAK2 V617F mutasyonu kesfedilmistir. Bu kesif arastirmacilarin JAK 2 ekzon 12,
trombopoietin reseptor Mpl (Myeloproliferative leukemia virus oncogene), adaptor
protein LNK (Lenfosit Spesifik Adaptor Protein) ve TET 2 (Ten-Eleven-Translocation)
gibi hematopoietik biiylime sinyal yolaklari ile iligkili diger genlerdeki mutasyonlarin
ortaya ¢ikmasma neden olmustur. Miyeloproliferatif hastaliklar ile ilgili bu tiir
molekiiler gelismeler, molekiiler destekli yeni hastalik siniflandirmalarmin yapilmasi,
yeni tanisal yaklasimlarin kullanimi ve hatta mutant molekiillere yonelik yeni tedavi

seceneklerinin giindeme gelmesine yardimei1 olmustur (4, 36, 37).

2.2.4. MPN’lerde Sitogenetik Bulgular

MPN’lerde sitogenetik anomali spektrumu heterojen olup, kromozomal sayisal
kazanglar, kayiplar ve dengesiz translokasyonlar1 icermektedir. Kromozomal
anomaliler, PV’li hastalarin %10-15’inde, ET’li hastalarm ise %10 ‘unda
gozlenmektedir. En sik gozlenen kromozomal anomaliler: del 20q (delesyon), 13q, 12p,

trizomi 8, 9; 1q’nun parsiyel duplikasyonu ve 9p’deki anomalilerdir (37-42).
2.2.5. MPN’lerde Molekiiler Genetik Bulgular
2.2.5.1. Janus Kinaz Sinyal fletimi ve JAK2V617F Mutasyonu
Hematopoietik hiicrelerin; farklilasma, biiylime ve devamliligi, sitokin adi
verilen, bliyiime faktorlerinin bir grubu tarafindan kontrol edilmektedir. Sitokinler kendi

reseptorlerine baglanarak, Janus Kinaz ailesinin reseptor iliskili tirozin kinazlarmnin,

aktivasyonuna ve dolayisiyla hiicre i¢i sinyal iletimine neden olurlar (43, 44).
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Janus kinaz (JAK) ailesi, sitokin aracilikli sinyallerin iletiminde rol oynayan bir
grup (hiicre i¢i reseptor olmayan) tirozin kinaza verilen isimdir. Bu yolaga JAK-STAT
yolagir adi verilir. Bu yolaktaki transkripsiyon faktorleri ise STAT’lar (Signal
Transducers and Activators of Transcription) olarak bilinir. JAK-STAT yolagi
hematopoez i¢in 6zellikle nemlidir. Hematopoietik hiicrelerin; boliinme, farklilasma ve
apoptozis diizeyinde diizenlenmesini saglar. Ayrica inflamasyonda da gorev alirlar (45-
48).

JAK ailesi; JAK1, JAK2, JAK3 ve Tirozin kinaz 2 (TYK2) olmak {izere dort
iiyeden olusur. Ik defa 1989°da hematopoietik hiicre hatlarinda, bilinen tiim tirozin
kinazlarin katalitik bolgelerindeki aminoasit dizilerinin benzer oldugu saptanmis ve bu
sekilde tanimlanmiglardir (37, 49). JAK ailesi iiyeleri farkli kromozomal yerlesime
sahiptir. JAK1; 1p31.3, JAK2; 9p24, JAK3; 19p13.1 ve Tyk; 19p13.1°te bulunmaktadir.
JAK’ lar biiyiik proteinler olup, 1000°den fazla aminoasit igerirler. JAK ailesi iiyelerinin
yapisal kismini meydana getiren, 7 farkli JAK homoloji bélgesi bulunmaktadir.
Bunlardan, JH2; tirozin kinaza benzer yapidaki pseudokinaz bolgesidir. JH2; JH1 in
aktivitesini dlizenlemede gorev alan, normal kinaz aktivitesi i¢in gerekli olan, fakat
enzimatik aktivitesi olmayan kisimdwr. JAK’larin JH3-JH4 bdlgesi; Src-homoloji-2
(SH2) bolgeleri ile benzerlik gostermektedir. Amino terminal u¢ (NH2) olan JH4-JH7
ise FERM domain olarak adlandirilir ( band 4.1, ezrin, radixin, moesin) (Sekil 2.5) (50,
51).

JH7 JH6 JH5  JH4  JH3 JH2 JH1

JAK &0 | FEﬁM | }ESHE“H WKi H Ki ]:
| | |
500 600

I | | | | I | I I
0 100 200 300 400 700 800 900 1000 1100 1200

Sekil 2.5. JAK geninin yapisal organizasyonu (54)

Inaktif JAK enzimleri, Tip I ve Tip II sitokin reseptdrlerinin sitoplazmik uglarina
tutunmustur. Sitokin molekiiliiniin baglanmasi ile iki sitokin reseptdr molekiilii bir araya

gelerek dimer yapi1 olusturur. Sitokin reseptor dimerizasyonu sonucunda; reseptor
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iligkili JAK, fosforalizasyon yoluyla aktive olur, sitokin reseptorlerinin sitoplazmik
bolgelerindeki tirozin rezidiilerini fosforile eder. Reseptorlerin bazi fosfotirozin
bolgeleri ise, reseptoriine tutunan monomerik, sitozolik STAT proteinlerinin Src
homolog 2 (SH2) uglar tarafindan taninir. STAT proteinleri reseptorle uyarilan JAK
kinazlar tarafindan fosforile edilirler. Fosforilasyon ile aktif hale gelen STAT
molekiilleri STAT-STAT dimerlerini olusturur. STAT dimerleri niikleusa hareket eder,
sitokine cevap veren ilgili genin promotor bolgesindeki 6zel DNA dizilerine baglanir ve

gen transkripsiyonunu aktive ederler (Sekil 2.6) (47, 52).

Sekil 2.6. JAK/STAT sinyal iletiminin standart semasi (47)

STAT molekiilleri ise, 750-900 aminoasit igermekle birlikte 7 tanedir. Bunlar
STAT 1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b ve STAT6 olarak isimlendirilir.
STAT’ lar 7 fonksiyonel bolge igerirler: 1) amino ug¢ bolgesi; olduk¢a korunumludur ve
fosforile olmamig STAT lar arasindaki homotipik dimer yapilarin olusumunu saglar. 2)
koil-koil bdlgesi; niikleer giris ¢ikistan sorumlu olan proteinlerle aktif olarak
baglanmay1 saglar. 3) DNA baglayici1 bolge; olduke¢a iyi korunumlu olup, palindromik
dizilere baglanmay1 saglar. 4) Baglayic1 (Linker) bolge; yapisal olarak DNA baglayici

bdlgenin aktivasyonunu saglar. 5) SH2 bolgesi; en ¢ok korunumlu olan bolgedir ve aktif
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olarak STAT-STAT dimerizasyonunu saglar. 6) Tirozin aktivasyon bolgesi; SH2
bolgesine JAK fosforilasyonunu ileterek, STAT molekiiliiniin aktif yapisal degisime
ugramasini saglar. 7) Transkripsiyon aktivasyon bolgesi (TAD ); karboksi ucunda,
STAT ailesi iiyeleri arasinda STAT2 hari¢, son derece degiskenlik gosteren bolgedir.
STAT TAD bolgesi protein stabilitesinin diizenlenmesi a¢isindan dnemlidir (Sekil 2.7)
(47, 53, 54).

STAT { NH, HKuil-KoilH DBD ngmm}[sﬂz% TAD ]
| | I | I | | I |

I
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Sekil 2.7. STAT molekiiliiniin yapisal organizasyonu (54)

STAT iligkili genlerin bazilar1 belirlenmistir. STAT1; interferon gama, STAT4
ve STAT6; 1L-4 (interlokin 4) ve IL-12 ile aktive olurken, STATS; prolaktin, biiylime
hormonlari, eritropoietin, graniilosit-makrofa; stimiile edici faktor (GM-SCF)
trombopoietin, IL-2, 3, 5, 6 ile aktive olur. Ayrica STATS5 in biiylime sinyal iletimi ve
farklilasmada gorev aldig1 gosterilmistir (43). Herhangi bir biiylime faktori ile
uyarilmamig STAT“lar, hiicrelerde inaktif durumdadir. Ornegin; sitokin gibi bir biiyiime
faktori ile uyarimi sonucunda tirozin rezidiileri fosforile olur ve reseptorde SH2 bolgesi
(fosfotirozin baglanma bolgesi) bulunduran STAT’lar birikir ve bunlar da JAK’lar
tarafindan tirozin-fosforilasyonuna ugrar. Farklt STAT lar lizerine eklendik¢e hetero ve
homodimerler meydana gelir. Aktive olan dimerler ise hiicre ¢ekirdeginde birikerek
hedef genlerin transkripsiyonunu aktive ederler (44, 55).

JAK’larin aktivasyonu uygun ligandin reseptére baglanmasiyla; STAT,
PI3K/Akt/mTOR (Phosphatidylinositol3-kinase/ Akt/Mammalian Target Of Rapamycin)
ve MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases)’1 iceren sinyal yolaklarinin aktivasyonu
ve hedef proteinlerin fosforilasyonu meydana gelir (Sekil 2.8). Farkli JAK lar farkli

reseptorlerle iliskilidir ve sitokin sinyal iletiminde farkli rollere sahiptir (51).
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Sekil 2.8. JAK/STAT aracili sinyal iletimi (44)

Janus kinaz 2 (JAK2) bir sitoplazmik fosfotirozinkinazdir. Yapisinda birbirine
benzer iki kinaz domaini bulundurur: fonksiyonel olan JAK homoloji 1 (JHI) ve kinaz
aktivitesi olmayan JAK homoloji 2 domainidir. Janus kinazlar bu iki bdlge igeren
yapilart nedeniyle eski Roma tanris1 olan, ikiyiizli Janus’dan esinlenerek
isimlendirilmistir. JH1 domaini aktif bir tirozin kinaz domaini iken, hemen yakininda
olan JH2 domaini, katalitik olarak inaktiftir ve bu nedenle pseudokinaz adini alir (37,
46).

JAK?2; eritropoietin, prolaktin, leptin, trombopoietin, interlokin-3,-4,-5,-6,-7,-13
graniilosit stimiile edici faktér (G-CSF) ve graniilosit-makrofaj stimiile edici faktor
(GM-CSF) gibi tip 1 ve interferon alfa, gama, beta gibi tip 2 reseptorler lizerinden,
hiicre i¢i sinyal iletiminde 6nemli rol oynar (Sekil 2.9) (49, 50, 56).
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Sekil 2.9. JAK1, JAK2, JAK3 genlerinin etkilesime girdikleri sitokin reseptorleri (52)

JAK2 geninde meydana gelen somatik mutasyon (1849 G>T; GTC>TTC) ,
JAK2’nin pseudokinaz bdlgesinin (JH2) 617. kodonundaki valin aminoasitinin
fenilalanin ile yer degistirmesine neden olmaktadir (Sekil 2.10). Mutasyonun PV’li
hastalarin = %96’sinda, ET’li hastalarm ise %55’inda gorildigii saptanmustir.
Mutasyonun hastaliklarda yiiksek oranda goriilmesi nedeniyle, JAK2V617F mutasyonu
WHO tarafindan 2008 yilinda revize edilen tani kriterlerinde 6nemli bir parametre
olarak kabul edilmistir (57, 58).

Valin 617, JAK2 nin pseudokinaz bolgesinde (JH2) bulunur. Bu kisim JAK2 nin
kinaz parcasi ile biiylik benzerlik gosterir (JH1). Ancak katalitik aktiviteden yoksundur.
JAK2 JH2 delesyonu, JAK2 kinaz aktivitesinin artmasina neden olur. Bu durum,
JAK2’nin pseudokinaz pargasinin, tirozinkinaz aktivitesine sahip JH1 bolgesi iizerinde
baskilama yoniinde etkisi oldugunu diisiindiiriir. Dolayist ile valinin fenilalanin ile yer

degistirmesi ile baski ortadan kalkarak, siirekli kinaz aktivitesi olusur (35).

FERM SH2 Psendokinaz Tirozin Kinaz
1 ! 132
V617F
(tak2)

Sekil 2.10. JAK2V617F Mutasyonunun JAK gen yapisindaki yerlesimi (44)
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JAK2V617F mutasyonu; fonksiyonel olarak JAK2 aktivitesini arttirmakta ve
hiicrelerde, eritropoietin (Epo) asir1 duyarliligina neden olmaktadir. Deneysel olarak, in
vivo, fare modellerinde JAK2V617F mutasyonu tasiyan kemik iligi hiicreleri farelere
enjekte edildiginde, PV fenotipinin gelistigi goriilmiistiir (59). Eritropoietin reseptori
(EpoR) tasiyan Ba/F3 (insan kemik iliginden elde edilmis hiicreler) hiicrelerinde JAK2
V617F mutasyonu olusturuldugunda ise; hiicrelerin eritropoietinden bagimsiz olarak
boliindiigli ve hiicrelerin eritropoietine asir1 duyarliliga sahip oldugu gorilmiistiir (37) .
EpoR tipk1 JAK2 gibi, homodimerik tip 1 sitokin reseptoriidiir. EpoR’a benzer olarak
JAK2 V617F nin hematopoietik hiicrelerin sitokinden bagimsiz olarak boliinebildigi,
clinkii JAK-STAT sinyal ileti yolagini aktive ettigi gozlenmistir (35).

2.2.5.2. TET 2 (Ten-Eleven-Translocation 2) Mutasyonu

TET (Ten-Eleven-Translocation) proteinleri; ¢ gen ailesine
(TET1,TET2,TET3) sahiptir. Fe > bagimsiz, 2 oxoglutarat (2-OG) ve dioksijenaz ailesi
iiyesidir. Iki tane son derece korunumlu ortak bdlge icerirler. Karboksi ucundaki bolge,
katalitik ~ dioksijenaz  aktivitesine sahip olup; S-metil sitozini (SmC), 5

hidroksimetilsitozine (hmC) doniistiirtr (Sekil 2.11).

S-hmiC S-hmC

TET2

5

S5-miC S-miC

w -

Sekil 2.11. Gen ekspresyonunun epigenetik diizenlenmesinde TET geninin fonksiyonu (60)
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TET1, akut miyeloid Ilosemilerde t(10;11)(q22;q23) fiizyon proteini
olusturmasiyla karakterizedir. TET2 ise; bobrekler, beyin ve hematopoietik sistem
olmak {tizere cesitli dokularda ifade edilir. TET2 geni; 11 ekzon biiyiikligiinde bir gen
olup, kromozomal olarak 4q24 bdlgesinde yerlesiktir (60, 61). Bu aile iiyeleri, 5-
metilsitozinin oksidasyonuyla, 5-hidroksimetilsitozine doniisiimiinde rol oynadiklar
icin, DNA’nmn epigenetik olarak diizenleniminde goérev alirlar (62, 63). TET2’nin
somatik fonksiyon kaybi; MPN, MDS ve CMML’yi iceren farkli miyeloid
malignansilerde goriiliir. Ph(-) MPN’lerde TET2 mutasyonlari, yaklasik %10-15
oranlarimda goriiliip, PV’de mutasyonel frekanst %16, ET de ise %5°tir (39). TET2
geninde baslica, nokta mutasyonlari, delesyonlar ve frame-shift mutasyonlar olmak
iizere farkli mutasyon tipleri goriliir (Sekil 2.12) (35, 64). Fonksiyonel olarak; TET2
genine ait iki allelden birinde meydana gelen mutasyon fenotipe yansir. TET2 gen
kopyalarmin yalnizca bir tanesinin fonksiyonel olmasi bircok hastada hematopoietik
hiicre fonksiyonlarin1 degistirebilmektedir (35). Fare hematopoietik kok hiicrelerinde
yapilan arastirmalarda; TET2 mutasyonu sonucunda, kan hiicrelerinin sayisinda artis,
dalak biiyiimesi ve miyeloproliferatif fenotip gozlenmistir (60). Ayrica fare kok
hiicrelerinde Short-Hairpin RNA analizi kullanilarak yapilan ¢aligmada; TET2 geninin
islevi ortadan kaldirildiginda, hematopoietik kdk hiicrelerin bir kisminda belirgin bir
artis baslarken, Ozellikle graniilosit ve monositlerin normal farklilagmalarinin
baskilandig1 goriilmiistiir. Graniilositik farklilagmay1 uyaran (G-CSF veye GM-CSF)
sitokin faktorlerin varliginda ve makrofa;j farklilasmasini uyaran M-CSF yoklugunda;
graniilosit/makrofaj hiicrelerinde artig goriilmiistiir. Bu ¢alismalar TET2 proteininin,
miyeloid farklilasmanin farkli evrelerinde rol oynayabilecegini gostermistir (61).
Gelecekte TET2 mutasyonlarinm, tipki JAK2 mutasyonu gibi rutin tani kriterleri

arasinda yer almasi beklenmektedir.
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Sekil 2.12. MPN’lerde goriilen TET2 gen mutasyon gesitleri (35)

2.2.5.3. ASXL1 (Additional SeX comb Like 1) Mutasyonu

ASXL1, Polycomb (PcG) geni ve Trithorax (trxG) geni enhancer bdlgesine ait,
20q11.1 kromozomal bolgede yerlesimli, 12-13 ekzonluk bir gendir (65). Polycomb ve
tritorax grup proteinleri; hedef genlerin susturulmasinda rol alan, transkripsiyonal
aktivatorlerdir (66). ASXL1; yiiksek korunumlu bir N-terminal ASX benzer bolge ile
bir C-terminal bitkidekine benzer bolge (Plant Homeo Domain) PHD ‘den olusur (Sekil
2.13). ASXL1 mutasyonlar1 temel olarak 12. ekzonda PHD bdlgesindeki frameshift
(cerceve kaymasi) ya da nonsense (anlamsiz) mutasyon seklindedir. ASXL1’in
hematopoietik fonksiyonlar1 kesin olarak bilinmemektedir. Bu konudaki caligmalar;
MPN’lerde ASXL mutasyonlarinin, %10-15 oranlarinda ve ¢ogunlukla heterozigot
olarak gozlendigi yoniindedir. Fareler {lizerinde yapilan bir caligmada, ASXL1 geni
tamamen baskilandiginda; lenfoid ve miyeloid hiicrelerin farklilasma evrelerinde hata

gozlenmistir. Ayrica MPN’lerin AML’ye gecisi sirasindaki kronik evrede ASXL1

mutasyonunun yaygin gozlendigine dair bulgular mevcuttur (35, 60, 66, 67).

Truncating mutasyon

d

ASXL

ASXN ASXM

NR Kutusu

PHD

Sekil 2.13. MPN’lerde goriilen ASXL1 gen mutasyonlari (35)
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2.2.5.4. MPL (Myeloproliferative Leukemia Virus) Mutasyonu

MPL; 1p34 kromozomal bdlgede yerlesik, 12 ekzonluk bir gen olup,
trombopoietin reseptoriinii (635-680 a.a.) kodlar. MPL, megakaryositler i¢cin temel
bliylime ve farklilasma faktoriidiir. Mutasyon siklikla, 10. ekzonda 1544. niikleotitte
(MPLW515L) G’nin T’ye doniisiimii sonucunda; 515. kodondaki triptofanin yerine

16sin aminoasitinin sentezlenmesine neden olur (Sekil 2.14) (68).

S505N W515K/LU/A
MPL Ekstraselliiler Bélge Sitoplazmik

/N
TRANSMEMBRAN BOLGESI JUXTA-MEMBRAN
BOLGESI

Sekil 2.14. MPN’lerde goriillen MPL gen mutasyonu (35)

Bununla birlikte MPL geninde farkli ekzon 10 mutasyonlar1 (MPLWS15K,
MPLWS515S ve MPL505N gibi) tanimlanmistir (Sekil 2.15). MPLW515L MPN’lerde
goriilen en sik mutasyondur. Nedeni ise, siklikla JAK-STAT yolagindaki JAK2V617F
mutasyonu ile birlikte goézlenmesidir. Esansiyel trombositoz hastalarinda siklikla
goriilen mutasyonel frekansi %3-5 arasinda iken, PV’de nadir goriilir (65). MPL
mutasyonu; ileri yas, cinsiyet, diisiik hemoglobin diizeyi ve yiiksek trombosit sayisiyla
karakterizedir. MPL; hematopoezde, 06zellikle megakaryosit biliyiime ve
farklilasmasinda gorevlidir. MPL mutasyonu, sitokin bagimsiz biiylime ve Tpo
(trombopoietin) asir1 duyarlihiginda; JAK/STAT/ERK/AKT aktivasyonuna neden olur
(35, 69, 70).
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Sekil 2.15. MPL geninin 10. ekzonunda meydana gelen mutasyonlar (68)

2.2.5.5. LNK (Lymphocyte-specific adapter protein) Mutasyonu

LNK (Lymphocyte-specific adapter protein ya da Src homology 2 (SH2) B3)
ayni zamanda Src benzeri 2 (SH2) B3 olarak bilinen, SH2-B (SH2B1) ve SH2B2’den
olusan, aracilik gorevi goren protein ailesinin bir iiyesidir. Bu proteinler yaygin protein-
protein etkilesim bolgesi ve motifleri (bir dimerizasyon bdlgesi, N terminalde prolince
zengin motifler, bir plekstrin benzeri (PH), SH2 bolgesi ve C ucunda korunmus tirozin
bolgesi) icerirler (71). LNK, 12g24.12 kromozom bdlgesinde yerlesik, yabanil tip ve
mutant JAK?2 sinyal iletimini baskilama fonksiyonuna sahip bir plazma membran araci
proteinidir. Ayrica hematopoezin erken doneminde 6nemli role sahiptir (72, 73, 74).
LNK; trombopoietin iizerinden, JAK2 aktivasyonunun negatif diizenleyicisidir. Dolayl
olarak, LNK, SH2 bolgesiyle MPL ve Epo reseptor sinyal iletimini JAK2
aktivasyonunu baskilayarak negatif olarak diizenlemektedir. Mutant farelerde yapilan
calismalarda; ortaya ¢ikan bulgular etkisinin MPN’lerin klinik ve biyolojik 6zelliklerine
benzedigini gostermektedir. LNK mutant farelerde; sitokinlere asir1 duyarhlik, (CFU-
GEMM; Colony forming unit-eritroid- Graniilosit-Eritrosit-Monosit-Megakaryosit),
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eritroid (CFU-E; Colony forming unit-eritroid), megakaryositik (CFU-MK; Colony
forming unit-eritroid-Megakarosit) Onciil kolonilerde farklilasma, yiiksek trombosit
sayis1, olagandis1 hematopoez ve fibrozisle birlikte dalak biiytimesi goriilmiistiir (72).
MPN’lerde diisiik mutasyonel frekanslarda; NF1(Neurofibromatosis-1), KIT,
CBL (Casitas B-lineage lymphoma proto-oncogen), EZH2 (Enhancer of zeste homolog
2), IKZF1 (Ikaros Zinc Finger 1), IDH1/2 (Isocitrate Dehydrogenase 1 ve 2), Jak 2 46/1
haplotip ve Jak 2 ekzon 12 mutasyonlar1 da goriilmektedirler (Sekil 2.16) (27, 65, 70,

72, 75).
= MP| EPDR .
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Sekil 2.16. MPN’lerde mutasyonlarin hedef aldigi mekanizma ve yolaklar (60)
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2.3. Polisitemia Vera

2.3.1. Epidemiyoloji

Polisitemia vera (PV) klonal, herhangi bir uyaran olmadan 6ncelikli eritrosit
olmak iizere; kemik iliginin her {i¢ serisine ait hiicrelerin (eritrosit, granulosit,
trombosit) fenotipik olarak normal, ancak kontrolsiiz ¢ogalmasi, birikimi ve buna bagl
olarak, sitokin asiriduyarliligi /bagimsizligiyla karakterize bir hastaliktir. PV insidansi
yilda 2 /100000 olgu kadardir (4-6). Erkeklerde biraz daha sik gozlenmektedir (yaklasik
%60). Her yasta goriilebilmesine ragmen, ortalama yas 55-60 olup, yas ilerledikce
goriilme insidans1 artmaktadir. Cocukluk ¢aginda goriilmesi nadirdir. Asya tilkelerinde

Avrupa lilkelerine gore daha sik goriiliir (76-78).

2.3.2. Tarihge

PV’nin klinik olarak ilk tanimlanmasi Louis Henri Vaquez tarafindan 1892
yilinda yapildi. 40 yasinda 6len hastasinda, otopsi sonucunda; eritrositozise eslik eden,
morarma, karaciger ve dalak biliylimesi gozledi. Hematolojik bir hastalik olabilecegi
goriislinti One siirdii. Birkag y1l sonra Cabot ve Osler benzer olgular1 rapor ettiler. Bunu
takiben, 1951 yilinda Dameshek tarafindan PV, miyeloproliferatif hastaliklar i¢inde ilk
kez smiflandirildi (Sekil 2.17). 2005 yilinda JAK2 mutasyonu tanimiyla ise daha kolay
tan1 konulabilir hale geldi (76).
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Sekil 2.17. Polisitemia Vera hastaliginin tarihinde déntim noktalar1 sayilan gelismeler (76)

2.3.3. Patofizyoloji

PV’de hematopoietik hiicre serilerinde goriilen artig, eritroid hiicrelerde daha
belirgindir. Bu nedenle arastirmalar, multipotent hematopoietik kok hiicrelerin
farklilasarak olgun, niikleusu olmayan eritrosit olusumunu saglayan eritropoez iizerinde
yogunlagmistir. Epo (eritropoietin) aktiflestiinde EpoR (Epo reseptor) ekspresyonu
olur. Buna paralel olarak en erken asama olan BFU-E (Burst forming unit-eritroid)
onciilleri olusur. Daha sonra CFU-E (Colony forming unit-eritroid) olusumu
baslamaktadir. Epo gerekliligi CFU-E asamasina kadar gézlenmemektedir. Clinkii Epo
veya EpoR geni hasarli olan farelerde yapilan calismalarda, BFU-E ve CFU-E 6nciil
kolonilerin olustugu gériilmiistiir. Onciil kolonilerin olusmasiyla, eritroblast farklilasma

ve olgunlasmasi gerceklesmektedir (Sekil 2.18) (5, 79, 80).
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Sekil 2.18. Eritropoez mekanizmasi ve eritrosit olusumu (79)

Eritropoezi olusturan ana genlerden biri olan eritropoietin 34,000-dalton
agirhikta, 165 aminoasit uzunlugunda bir glikoprotein olup; basta bobrek peritiibiiler
hiicrelerde olmak tizere pek¢ok dokudan sentezlenir. Epo BFU-E, CFU-E, gibi eritroid
onciillerin farklilagsmasi, kirmizi kan hiicrelerinin olusumu, ¢ogalimi, devamhilig1 ve
apoptozun baskilanmasinin uyarilmasinda gorev alir (81-83). Epo reseptorii EpoR ise,
66,000-dalton molekiiler agirliktaki sitokin siiper ailesinin bir iiyesi olup, hiicre
membranini bir ugtan diger uca gegebilen (transmembranik) 6zellikte olup farklr hiicre
tiplerinde bulunur (84). Epo; reseptorii olan EpoR ile etkilesime girerek
homodimerizasyon olusturur. Daha sonra EpoR’un hiicre i¢ine bakan kisminda bulunan,
Box motif bdlgesinin JAK2’ye baglanip aktive edilmesiyle, eritropoezde gorevli yolak
baglatilir. Sitoplazmik tirozin kinaz olan JAK2, EpoR’un ug sitoplazmik bolgesindeki 8
korunmus fosfotirozin rezidiilerinin fosforilasyonuyla sinyal ileticisi ve transkripsiyon

aktivatoriic. STATS, PI3K ve RAS/MAPK sinyal molekiillerine baglanir. Nukleus
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icerisine giren transkripsiyon aktivatorleri hedef genlere baglanarak, apoptozun
baskilanmasi, hiicre farklilagmasi gibi islevlerin uyarilmasini saglarlar (58, 86, 87).

Polisitemia  Vera hastaliginda, hematopoietik onciil hiicrelerin gelisimi serum
iceren ve igermeyen Kkiiltiir kosullarinda caligilmistir. Serum igermeyen kosullarda
eritrioid koloniler (BFU-E, CFU-E vb.) baz1 biliylime faktorlerine gereksinim duymakta
fakat IGF-I (Insulin-like growth factor 1), Epo, IL-3, ve GM-CSF’yi iceren bazi
sitokinlere karsi asiriduyarhilik gdstermektedir. Aksine serum igeren kiiltiirlerde ise;
hiicrelerin Epo olmaksizin eritroid kolonileri olusturdugu gosterilmistir. Bu fenomene
endojen eritroid kolonileri (EEC) denir (39). Ayni1 fenomen Prchal ve Axelrad
tarafindan caligilmistir. Saglikli bireylerin kemik iligi hiicrelerinin aksine, PV’li
hastalardan alman kemik iligi hiicrelerinin Epo olmaksizin in vitro eritroid kolonileri
olusturdugu gosterilmistir. Bu fenomen, PV’lilerin %97-100’sinde goriilmektedir bu
nedenle PV’de EEC goriilmesi tanm kiriteri olarak kabul edilmistir (88). Yapilan baska
calismada; PV hastalarindan alinan eritroid onciil hiicrelerin kiiltiirii yapildiginda, Epo
olmaksizin hizla gelistikleri goriilmiistiir (89).

SHP-1 (SH2 phosphatase 1), bir fosfataz olup JAK2’nin en Onemli
diizenleyicisidir ve Epo/ EpoR sinyal iletimini diizenlemede gorev alir. Bu 6zellik SHP-
1 genini, PV’de calisilmak i¢in aday yapmaktadir. EpoR’un sitoplazmik kismi, Janus 2
kinazla (JAK2) etkilesen pozitif etkiye sahip diizenleyici bolge igerir. Epo baglandiktan
hemen sonra JAK2 fosforile olur, niikleus igerisinde bulunan STATS5’ i uyararak
eritropoieziste gorevli yolagi baslatir. EpoR’ un C-ucundaki sitoplazmik kismi negatif
yonde biiyiimeyi diizenleyen bir bdlgeye sahiptir. SHP-1 geninin inaktivasyonu veya
hatali olmasi, JAK2/STATS’in uzun siireli fosforilasyonuna, dolayisiyla da Epo/
EpoR’un diizensiz calismasma neden olur. Ayrica SHP-1 geninde mutasyon tasiyan
bireyler PV’ye benzer fenotip gosterirler ve eritroid onciilleri Epo’ya asir1 duyarhdir
(88, 90).

Epo sentezinin oksijen bagimli diizenlenimi HIF-1 (Hypoxia-Inducible Factors-
1) ile kontrol edilir. HIF-1 ve -2 transkripsiyonel aktivatorler olup, her biri alfa ve beta
alt birimlerinden olusur. Sitoplazmik protein olan alfa alt birimi, oksijen bagimli yikim
bolgesini (ODDD) ve transaktivasyon bolgesini (TAD) igerirken, beta alt birimi,
niikleusta yerlesiktir. Hipoksi durumunda, sitoplazmik prolil ve asparginil

hidroksilazlar1 inaktive eder. Boylece HIF alfa yikimdan kagarak, transkripsiyonel
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koaktivatorlerce baglanir ve HIF beta’ya baglanacagi yer olan niikleusa gecer. Hedef
genin promotdr ve diizenleyici bolgesindeki hipoksi cevap elementiyle etkilesime
girerek, Epo transkripsiyonunu aktive eder (91). Normal kosullar altinda Epo sentezinin
uyarilmasi, azalmig eirtrosit sayisiyla veya eritrosit hemoglobinin azalmis oksijen alimi
(hipoksi) uyarmmi sonucunda HIF-1 tarafindan yapilir. Boylece eritrosit iiretimi
diizenlenir. Bir hipoteze gore PV’li hastalarda HIF-1 yolagindaki dogumsal bir hata
sonucu Epo geni diizensiz caligmakta ve boylece eritrosit sayisinda artis goriilmektedir

(92).

2.4. Esansiyel Trombositoz

2.4.1. Epidemiyoloji

Esansiyel trombositoz; megakaryositlerin devamli ¢ogalimi sonucu trombosit
sayisinda belirgin artig ile karakterize, kronik miyeloproliferatif hastaliktir (93, 94).
Epidemiyolojk calismalarda, hastaligin insidansi, yilda 1,5-2.0/100000 olgu olarak
saptanmistir. Ortalama tan1 yas1 55-60 olup, hastalia yakalanma agisindan kadinlarda
erkeklere oranla yaklasik 2 kat fazladir. ET; MPN’ler arasinda en az yaygin olanmidir ve
nadir goriiliir. Cocukluk caginda cok nadirdir, genellikle sporadik, ¢ok azi1 da ailesel

gecisli olabilmektedir (95, 96).

2.4.2. Patofizyolojisi

Trombosit sayisindaki artis ve fonksiyonel olarak hasarli trombositlerin varligi,
ET’nin en Onemli patolojik Ozelligidir. Bununla birlikte, hastaligin heterojen
olmasindan dolayi, nedeni tam olarak anlasilamamis olup, spesifik tani kriteri
bulunmamaktadr (97, 98). Hastalikla ilgili ilk bulgu, X inaktivasyon patern
calismalariyla tanimlanmis olup, hastaligin graniilosit, trombosit ve eritrosit hiicrelerini
iceren kok hiicre kaynakli bir hastalik oldugu yoniindedir. Daha sonraki yapilan
calismalarda ET’li hastalardan aliman hematopoietik Onciil hiicrelerin, trombopoietin
(Tpo) gibi sitokinlere asir1 duyarli oldugu goézlenmistir (93). Tpo; megakaryosit

iiretiminin uyarilmasi, bu hiicrelerin olgunlagmasi ve trombosit cogalmasinda gorev alir
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(94, 99, 100). Hematopoietik organlarda; stromal hiicrelerde, kaslarda ve bobrek
proksimal tiibiillerde, hepatositlere eksprese edilir. 332 aminoasit uzunlugunda bir
sitokindir olup, ilk defa (MPLV) miyeloproliferatif 16semi viriisiiniin homologu ve c-
Mpl geninin {iriinii olarak bulunmustur. Tpo’nun fonksiyonu, reseptorii olan c-Mpl ile
diizenlenir. c-Mpl sadece megakaryositik hiicre hatlarinda degil; HSC (Hematopoietic
Stem Cell)’lerde ve memeli Onciil hiicrelerde de eksprese olur. Mpl reseptortii, sinyal
aktarimi ve gen diizenlenimi i¢in en az iki fonksiyonel bdlgeyi gerektirir. Bu bolgeler
JAK/STAT ve RAS/MAPK sinyal yolaklar1 ile islev gorir (101-103). Tip I
hematopoietik biiylime faktdr reseptor ailesine ait olan Mpl, bir veya iki korunmus
sitokin reseptor motifinden olusurken, 20-25 aminoasitlik hiicre zarin1 gegen bolgeye ve
70-500 aminoasitlik hiicre i¢1 bolgeye sahiptir. Tpo uyarimi ile hiicre ¢ogalimi uyarimi
ve dolayisiyla JAK/STAT yolag1 aktivasyonu meydana gelir. Tpo reseptorii c-Mpl’ye
baglanarak, JAK/STAT ve RAS iizerinden hiicre i¢i sinyal yolaklarinin aktivasyonunu
saglarken; reseptor dimerizasyonunu da uyararak megakaryosit iiretimi ve
olgunlasmasin1 baglatir. ET’li hastalarda yapilan calismalarda, trombopoiezisten
sorumlu Tpo’da mutasyon goriilmemistir. Buna karsin ailesel otozomal dominant
gecisli ET de; Tpo ve Mpl aktive edici mutasyonlar saptanmis olup, bunlar Tpo iliskili
trombositoza neden olmaktadir. ET’de siklikla JAK2V617F mutasyonu (%50
oranlarinda) goriilmesine ragmen, hastalarin %3 ile %5’inde c-Mpl mutasyonlar1 da

goriilmektedir (104-107).

2.5. Apoptoz

Programli hiicre o6liimii (PCD); yetiskin organizmalarda embriyonik normal
gelisim ve doku homeostazisinin en 6nemli hiicresel islevidir. Bitki biyologlari
tarafindan 1920’de kesfedilmistir. Hiicrelerin biyokimyasal ve morfolojik 6zelliklerine
gore hiicre O0lim mekanizmalar1 belirlenmistir. Hiicre 6limii; nekrotik ve fizyolojik
olmak tiizere 2 genel smifa ayrilir. Fizyolojik hiicre 6liimii; apoptoz, otofaji ve diger
(onkoz, pyroptozis, NETozis, mitotik katastrof, lizozomal membran permeabilizasyonu)

0liim mekanizmalarini i¢eren hiicre olimleridir (Sekil 2.19) (108-111).
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Sekil 2.19. Hiicre 6liimiiniin siniflandirilmasi (112)

Apoptozis; ¢ok hiicreli organizmalarin normal biliyiime ve gelisimi i¢in
gereksinim duyulan; hiicrelerin fizyolojik, patojenik veya sitototiksik uyaranlara
ugramasi sonucu genetik olarak diizenlenen programli hiicre dliimiidiir. i1k defa Kerr ve
arkadaslar1 tarafindan 1972 yilinda, programl hiicre 6liimii olarak gosterilmis ve buna
eski Yunanca’da sonbaharda yaprak dokiimii anlamina gelen “apoptoz’’ ad1 verilmistir.
Apoptoz; embriyonik gelisim ve morfogenez, istenmeyen ve asir1 ¢ogalan hiicrelerin
azaltilmasi, sitokin ve 6nemli biiyiime faktorlerinin kaybi, endokrin sistemin hasar1 ve
hiicrelerin ~ genotoksik hasarinda, inflamatuar reaksiyonlar, immiin sistemin
diizenlenmesi, kanserin 6nlenmesi gibi pek ¢ok 6nemli fizyolojik olayda rol oynar (9,
112- 114).

Hiicre 6liim mekanizmalari, bir nematod tiirii olan Caenorhabditis elegans ile
yapilan genetik calismalarla anlagilmistir. Hermafrodit gelisim swrasinda, iiretilen 1091
somatik hiicrenin 131’inin apoptotik olimii ve eleminasyonuyla, birkag genin
fonksiyonu belirlenmistir. C. Elegans’ta apoptozun temel nedeni, sistein proteaz olan
ced-3’lin aktivasyonu ve ced-4’lin oligomerizasyonuyla olusan ced-3/ced-4
kompleksinin olusumu ve bu kompleksin, apoptoz inhibitdrii ced-9 ve apoptoz
indiikleyicisi egl-1 ile diizenlenmesidir. Daha sonra memelilerde, Droshopila
Melanogaster iizerinde yapilan ¢alismalarda C. Elegans’m genleriyle iliskili, benzer
genler belirlenmis ve hiicre Olimiiniin ana komponentlerinin evrim siirecinde

korundugu ortaya konmustur. Buna gore; ced-3 sistein proteazlardan olan kaspazlarin
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bir iiyesi iken, ced-4 kaspazlar1 aktive eden sinyal kompleksi apoptozomun ¢ekirdek
komponenti, apoptoz proteaz aktivatorii olan Apaf-1’dir. Egl-1 ve ced-9, Bcl-2 ailesinin
pro- veya antiapoptotik iiyeleri olup, apoptotik sinyal yolaklarmi diizenlerler (Sekil
2.20) (115).

— €Y — G — Hiicre Oliimii

(Pro - apoptotik (Anti- apoptotik (Kaspazlar,
Bcl -2 tiyeleri) Bel -2 wiyeleri) Apaf-1)

Sekil 2.20. C. Elegans modelinde Hiicre 6liim mekanizmasinin temel komponentleri (115)

2.5.1. Apoptozun Biyokimyasal ve Morfolojik Ozellikleri

Hiicrelerin ~ sitozolik  ekstraktlarinda yapilan c¢alismalarda; apoptozun
biyokimyasal ve morfolojik olarak farkli fazlara ayrildigi belirlenmistir. ilk fazda
(baglama fazi); pro-apoptotik iiyeler apoptozun merkezi molekiiler mekanizmasimni
aktive ederler. Bu faza sinyal aktarimi ve yikim yolaklarinin aktivasyonu olan,
premitokondriyel faz da denir. ikinci fazda (efektor faz); molekiiler 6liim mekanizmasi
tam olarak aktiftir. Nukleus basta olmak tlizere hiicrede apoptotik degisiklikler uyarilir.
Bu faza mitokondriyel membranlarin gegirgenliginin gerceklestigi mitokondriyel faz da
denir. 3.fazda (degradasyon fazi); hiicrede apoptozun morfolojik 6zellikleri ve DNA
fragmentasyonu ile yikim gerceklesir. Bu faza niikleaz ve proteazlarin aktivasyonuna
neden olan mitokondriden salman proteinleri igeren postmitokondriyel faz da denir

(Sekil 2.21) (116- 118).
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Sekil 2.21. Apoptozun Morfolojik ve Biyokimyasal olusum fazlart (117)

2.5.2. Apoptozun Morfolojik Ozellikleri

Basta Kerr olmak tizere, 1972’de elektron mikroskobu ve 1sik mikroskobuyla
yapilan incelemelerde; apoptoz sirasinda hiicrede ¢esitli morfolojik degisiklikler oldugu
saptanmistir. Buna gore 6zetleyecek olursak:

e Oncelikle hiicreler biiziismeye baslar, bdylece boyutlar1 kiigiiliir. Sitoplazma

yogundur ve organeller birbirine ¢ok yakin ve sikica paketlenmistir.

e Membran biitiinliigli bozulmadan, membranm iizerinde kiiclik cepcikler olusur.

e Apoptotik hiicrenin kromatini membranin ¢evresinde toplanir ve yogunlasir
(kromatin agregasyonu ve kondenzasyonu apoptozun en karakteristik
ozelligidir.).

e Sitoplazma kiiciilmeye baslar ve niikleusun kondenzasyonu gergeklesir.

e Niikleus ve sitoplazmaya ait béliimler membrana bagli vezikiiller olan, apoptotik
cisimcikler i¢ine girer.

e Apoptotik cisimcikler, komsu hiicreler, makrofajlar, parankimal hiicreler veya
neoplastik hiicrelerce fagolizozomlarda degrade edilir (Sekil 2.22) (16, 115,
119).

Apoptoz, nekrozdan farkl olarak inflamasyon fenomeniyle iliskili degildir (120).
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Sekil 2.22. Apoptotik hiicrede goriilen morfolojik degisiklikler (116)

2.5.3. Apoptozun Molekiiler Mekanizmasi

Apoptoz; kompleks, cok yonlii, molekiiler olaylarm enerji bagiml isleyisini
gerektiren bir mekanizmadir. Apoptozda; hiicre yiizey ve Oliim reseptorlerine
gereksinim duyan ekstrinsik yolak, mitokondriyal kaynakl: intrinsik yolak ve sitotoksik-
T hiicre aracili perforin/granzim B yolagi olmak tizere 3 yolak islev gormektedir (10,

121) (Sekil 2.23).
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Sekil 2.23. Apoptotik hiicre 6liim gesitlerinin sematik gosterimi (10)

2.5.3.1. Ekstrinsik Yolak (Reseptor Aracili Apoptozis)

Apoptozun, 0liim reseptorii aile liyelerinin uyarilmasiyla baslar. Bugiine kadar,
olim reseptor (DR-Death Receptor) ailesinin; TNF-R1 (Tumor Necrosis Factor-
Receptor Type I), CD95 (APO/FAS), DR3,TRAIL-R1 (Tumor Necrosis-Factor related
inducing ligand-Receptor Type 1), TRAIL-R2 VE DR-6 (Death Receptor-6) olmak
iizere 6 iiyesi oldugu belirlenmistir. TNF veya DR familyasmin tiim lyeleri, benzer
sisteince zengin hiicre dis1 bolgeleri paylasirlar. Sitoplazmik bélgeleri ise; 80 amino
asitlik 0lim bolgesi adi verilen, apoptotik sinyal iletiminde merkezi rol oynayan
kisimdir (10, 122).

Fas, TNF ailesine ait 45 kD’luk transmembran proteindir ve 335 aminoasitten
olugsur. Varsayilan 16 a.a’lik sinyal sekansi, 80 a.a’lik 6liim domaini, 145 a.a’lik
intraselliiler, 19 a.a.’lik transmembranik bolge ve 155 a.a.’lik 3 tane sisteince zengin
bolgeden (CRDI,CRD2, CRD3) olusur. Tip I transmembran protein olan Fas,
cogunlukla lenfositlerde eksprese olur. PCD’nin fizyolojik diizenleniminde merkezi rol

oynar. Ayrica, immiin sistemde periferal tolarans ve timik secilimde gereklidir. Fas
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geni, kromozomal olarak 10g24 veya 10g23’te yerlesik olup, 25 kb’lik biiyiiklikte bir
gendir. 9 ekzon ve § intron icerir. Ekzon 1; 5” untranslated bolgeden (5’UTR) ve sinyal
sekansm ilk 10 a.a’lik kismindan olusur. Ekzon 2-5’te ekstraseliiler bolge kodlanirken,
ekzon 6’da da transmembran bdlge kodlanir. Reseptdriin sitoplazmik 36 a.a.’lik kismini
ekzon 7 ve 8 kodlarken, kalan 109 a.a.’lik kisim 6liim domainini igerir ve ekzon 9’da
poliadenilasyon sinyallere sahip 3’UTR bdolgesi bulunur (123). Fas L, TNF ailesine ait
tip II membran proteinidir. 40 kD’luk bir protein olan Fas L’nin intraseliiler ve
ekstraseliiler bolgeleri N (amino) ve C (karboksi) u¢ bolgelerde yerlesiktir. Ayrica tek
bir transmembran bdlge ve bir oligomerizasyon bolgesinden olusur. Uygun reseptore
baglandig1 zaman hiicresel cevabu tetikleyen trimerik ligandlardan olusurlar (124,125).
Oliim reseptdr ailesi iiyelerinin yapisinda bulunan &liim ve sitoplazmik bolgeler,
apoptozun baslamasi ic¢in gerekli olan sitoplazmik sinyal proteinlerinin baglandigi
yerlerdir. Ligandlarin reseptorlere baglanmasiyla homotrimerik kompleks olusumu
tetiklenir. TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor) ve Fas trimerlerinin sitoplazmik
boliimleri sirasiyla TNFR-1 (TNFR iligkili 6liim bdlgesi proteini), TRAAD (TNF
receptor-associated protein with death domain) ve benzer olarak Fas iligkili 6lim
bolgesi araci proteinlerine FADD (Fas-associated death domain) baglanirlar. Bu
proteinlerin 6liim efektor domain (DED) bdlgesiyle baglanarak etkilesme bdlgesi vardir.
Boylece oliime sebep olan sinyal kompleksi DISC (Death Inducing Signalling
Complex) olusur. Bu kompleks, prokaspaz 8 ‘i ve prokaspaz-10’u aktive eder. Bu
kaspazlarin aktivasyonu basta kaspaz 3 olmak flizere diger kaspazlar1 aktive ederek
hiicre 6liimiine neden olur (Sekil 2.24) Aktif kaspaz DISC’ten ayrilip kendisine spesifik
hedef kaspazlara (kaspaz 3, kaspaz 8) ya da Bcl-2 ailesinin iiyesi olan BH3-only-protein
Bid (BH3-interacting domain agonist)’e baglanir. Kaspaz 8’in DISC i¢indeki
aktivasyonu kendisine yapisal olarak benzeyen hiicresel FLICE inhibitor protein (c-

FLIP) ile pozitif ve negatif olarak diizenlenir (13, 122, 126- 129).
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Sekil 2.24. Apoptoz mekanizmasmin Ekstrinsik ve Intrinsik yolaklarinin sematik gériintiisii (130)

2.5.3.2. Intrinsik Mitokondriyal Yolak

Mitokondri; enerji iiretimi, metabolizmasi, apoptoz ve intraseliiler sinyal iletiminde
onemli rollere sahiptir. Cok dinamik bir organel olup; DNA hasari, oksidatif stres, aclik,
kemoteropotik ilaglarin etkisi, sicaklik, hormonlar gibi hiicresel stres durumlarinda 6liim
sinyal iletiminin integrasyonu ve diizenlenmesinde merkezi rol oynar (115, 130).
Mitokondri apoptoz sirasinda sitoplazmaya salinan apoptojenik proteinlere sahiptir.
Bunlarin arasinda cyt c¢ kaspaz kaskadmnin aktivasyonu ve hiicre Oliimiiniin
ger¢ceklesmesinde ana role sahiptir. Ayrica SMAC/DIABLO (Second Mitochondria-
derived Activator of Caspases / Direct IAP Binding Protein With Low pl), HtrA2/Omi
[AP’ye baglanarak, antiapoptotik Ozelliklerini nétralize eder. Prokaspaz aktivasyonu
icin gerekli Hsp 60 (Heat Shock Protein 60) ve “Apoptozu Uyaran Faktor (AIF) de
mitokondriden salinir (131). Apoptoz sirasinda hiicresel stresin birgok formunda
mitokondriden cyt ¢ salimmi olduktan sonra cyt ¢ , Apaf-1 (Apoptosis Protease
Activating Factor-1) ve pro-kaspaz 9’a baglanarak apoptozom adi verilen, kendisine
ATP (Adenosine Tri-phosphate) veya dATP baglanan, oligomerik Apaf-1

kompleksi’nin olusumunu saglar (Sekil 2.25, 2.26) Apaf-1 sinyal iletimine neden olan
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kompleks domain yapisina sahiptir. Bir N- CARD (Caspase-Activating Recruitment
Domain) domaini, bir niikleotid baglayan domain ve bir oligomerizasyon domainine
sahiptir (114, 132). Aktiflesen kaspaz 9, kaspaz 3 -6, -7 efektor gibi aract kaspazlarin
aktivasyonunu saglar (122, 133).

Apoptotik
sinyaller

{
&

/ De- fosforilasyon

Bad salimmmm

Apaf-1

Kaspaz 9

Apoptozom olusumu

\

Kaspaz volag

Sekil 2.25. Intrinsik/Mitokondriyel apoptotik sinyal yolag1 (134)
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Sekil 2.26. Apoptoz mekanizmasinin 6liim reseptorleri ve Bel 2 gen ailesi ile kontrolii (132)

Aktif kaspaz 3, kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitoriinii (ICAD:
inhibitor of caspase- activated deoxyribonuclease) inaktiflestirir. Boylece ICAD’in
basladigi  kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz (CAD: caspase activated
deoxyribonuclease) serbestlesir. CAD, apoptozisin karekteristik bulgularindan olan
kromatin yogunlagsmasina ve oligoniikleozomal DNA pargalanmasina neden olan
endoniikleazdir. DNA’y1 oncelikle 50-300 baz ¢ifti uzunlugunda pargalara ayirir, daha
sonra 180-200 baz ¢ifti olacak sekilde yikar. Ayrica aktif kaspaz 3, ilgili proteinleri
(hiicre iskeleti proteinleri aktin veya niikleer membran proteini lamin A, DNA tamirinde
rol alan poli (ADP-riboz) polimerazi (PARP) parcalayarak, apoptotik hiicre
morfolojisinin olusmasmi da saglar. AIF; direkt olarak niikleusa giderek kromatin
yogunlagsmasini baslatir ve endoniikleaz G; kaspaz aktivasyonundan bagmsiz olarak

niikleustaki parcalanmaya katilir (133-135).
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2.5.4. Apoptozun Molekiiler Regiilatorleri olarak BCL 2 ailesi

Intrinsik yolak ya da mitokondriyel yolakta kaspaz aktivasyonu, tamamen dis
mitokondriyel membranin permeabilizasyonuna baghdir. Bu yapi, permeabilite
transisyon porlarin komponentleri ve biyoenerjitik akista yer alan Bcl 2 ailesi iiyeleri,
mitokondriyel lipitler ve proteinlerce diizenlenir (136). Ozellikle mitokondriyel
membranimn biitlinliigli Bel 2 gen ailesi iiyelerince diizenlenir. Ayrica embriyogenez,
sinir sistemi, hematopoetik dokular ve spermatogenez gibi dnemli fizyolojik olaylarin
diizenlenmesinde de rol alirlar (132, 137).

C. elegans’taki benzeri Ced-9 olan Bcl 2, 18q kromozom bdlgesinde, B hiicreli
lenfomada, t(14;18) kromozomal translokasyonunda kesfedildigi i¢in Bcl 2 admi
almistir (138, 139). Bugiine kadar 25 Bcl 2 ailesi iiyesi belirlenmistir. Bel 2 ailesinin
tiim tiyeler1 BH1, BH2, BH3, BH4 domain bolgelerinden en az birisini igerirler. Yapilan
mutagenez ¢alismalarinda BH1-4 domainlerinin  homo- ve heterodimerizasyon
olusturarak bu proteinlerin birbirlerini etkiledigi gosterilmistir (140). Bcl 2 ailesi iiyeleri
yapisal ve islevsel durumlarma gore 3 grup altinda siiflandirilirlar:

1) Bel 2, Bel-XL, Mcl-1, Al (Bfl-1), Boo, Bcl-w’yi iceren antiapoptotik
iyelerdir. Yapilarinda BH1-BH4 domainleri bulundurmalarina ragmen bazi
iiyelerde BH4 domaini goriilmez.

2) Yapilarinda BH1, BH2, BH3 domainleri bulunan ve Bax, Bak, Bad, Mtd (Bok),
Diva gibi proteinleri iceren proapoptotik iiyelerdir. BH4 domaini
icermemelerine ragmen bazi liyeleri BH4 homolojisi gosterirler.

3) Bik, Bid, Bim BMF, NOXA, PUMA, Hrk (DP5), Blk, Bnip3, Bnip3L’yi igeren
BH-3-Only proteinlerdir. Yapilarinda yalnizca BH3 homoloji sekanslari
bulunur (Sekil 2.27) (14, 141).
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Sekil 2.27. Bel 2 gen ailesinin korunmus domainlerine gore siniflandiriimasi (14)

Yedi kor Bcel 2 ailesi proteinlerinin pro ve antipoptotik iiyereleri arasinda
herhangi aywrt edici bir farklilik yoktur. Bu yedi kor protein; amfipatik helikslerin
ciftiyle, her iki yandan kusatilan bir hidrofobik heliks-turn-heliks hairpin ile helikal yap1
gosteririler (137). Membran lokalizasyon paternleri, anti- ve proapoptotik lyeler
arasinda farklilik gosterir. Bel2 gibi antiapoptotik {iyeler, mitokondri dig membranin
sitoplazmik yiizeyinde, endoplazmik retikulum ve niikleer memranda lokalizedir (142).
Bu iiyelerden Bcl 2, 8 alfa heliks yapis1 seklinde katlanmis 25-26 kD’luk bir proteindir.
BH4 (10-29 aa), BH3 (90-107 aa), BH1 (133-152 aa),ve BH2 (184-199 aa) olmak iizere
4 domain, bir X domaini (192-203 aa) ve bir diizenleyici\flexible loop domaini igerir.
BHI1, BH2 domainleriyle birlikte BH3 domaini, pro-apoptotik proteinlerin alfa helikal,
amfipatik BH3 domainleriyle heterodimerizasyonda 6nemli olan hidrofobik reseptor
bolgesi olustururlar (143). C terminali, intraseliiler membranlarda lokalizasyonu
saglayan bir hidrofobik transmembran icerir (144). Bax, Bid gibi proapoptotik iiyeler ise
temel olarak sitozolde bulunurlar ve sadece aktive olduklar1 zaman mitokondriyel

membrana transloke olurlar. Membrana bu sekilde baglanma, apoptozun antiapoptotik
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iiyelerce indiiklenmesini ya da inhibisyonunu saglayan, hiicre iginden cyt ¢ salinimini

saglar (140).

Sekil 2.28. Bel 2 ve Bax proteinlerinin X-1s1mi1 kristallografisine gére 3 boyutlu yapilar1 (141)

Proapoptotik iiyelerden Bax; 9 alfa helikse sahiptir. Bir N terminal, iki, reaktif
sistein grubu ve bir fosforilasyon bolgesi vardir. Alfa heliks 9 ve alfa heliks 5\6
hidrofobik bolge olup inaktiftir. Bax’in sitozolik formunda goriiliirler. Bu bdlge
membran insersiyonu i¢in gereklidir. Bax’in BH3 domaini alfa heliks 2 yapisinin i¢inde
bulunup, diger Bcl-2 ailesi iiyeleriyle heterodimerizasyonda gorev alir. Bax’m yapisinda
bulunan 2 sisteinden ilki alfa 2 helikste 62.pozisyonda, ikincisi ise alfa 5\6 helikste 126.
pozisyonda bulunur. Bu 2 sistein distlfid baglar1 ile homodimerler olusturarak,
membran insersiyonunu baglatirlar (Sekil 2.28) (145).

Proapoptotik iiyelerden Bax ve Bak normalde sitoplazmada lokalizedirler.
Apoptozis bagladiktan sonra mitokondri dis membranma transloke olurlar. Burada
konformasyonel degisimler, oligomerizasyon gegcirerek dis membrana lokalizasyonlar1
gerceklesir ve MPTP (Mitokondiriyal gecirgen transisyon por)’nin permeabilitesini
arttirilar. Antiapoptotik Bcl 2 ailesi iiyeleri, Bax’in aktif konformasyonunu baglar ve
mitokondriyel dis membrana insersiyonunu Onleyerek, MPTP’nin normal
permeabilizasyonunu stirdiiriir. Boylece cyt ¢, AIF, SMAC/DIABLO gibi proapoptotik
iiyelerin salimimini engelleyerek apoptozu inhibe eder (8).

Ekstrinsik ve intrinsik apoptotik Oliimleri takiben, BH3-only proteinler

defosforilasyonu ve yikimi igeren posttranslasyonel modifikasyonlarla aktive olarak
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mitokondriye transloke olurlar (146). Bax ve Bak proapoptotik iiyelerin aktivasyonuyla
OMM (Outer Mitochondrial Membrane)’ye permeabilizasyonu BH3-only proteinlerin
fonksiyonuyla gerceklesir. BH3-only proteinler dogrudan aktivatorler ve baskilanmay1
kaldiran/hassaslastiran grup olmak iizere siniflandirilabilirler. BID, BIM gibi dogrudan
aktivator BH3 only proteinler, OMM iizerinde Bax ve Bak’1 aktive ederler. Boylece cyt
¢ salmimmini ile apoptozu baglatirlar (Sekil 2.29). BAD, BIK, BMF, HRK ve PUMA
gibi baskilanmay1 kaldiran, BH3-only proteinler ise Bcl 2, Bel-XL gibi antiapoptotik
iiyelerden dogrudan aktivatér proteinleri salarak, MOMP (Mitochondrial Outer
Membrane Permeabilization)’u baglatirlar (147). Bunlarin yani swra BH3-only
proteinlerin biyolojik fonksiyonlar1 lizerine alternetif hipotezler gelistirilmistir. Buna
gore 4 ana model hipotez belirtilmistir:

1. BH3-only proteinler, Bcl 2 ailesi veya intrinsik mitokondiyel proteinler
olmaksizin, fakat kardiyolipin gibi negetif yiikli lipitler ile otonom olarak cyt ¢
salinimin1 indiiklemektedir.

2. Antiapoptotik Bcl 2 ailesi iiyelerinin aktivasyonu ve inhibisyonunu saglar.

3. Multidomain proapoptotik Bax ve Bak’1 sitc salinimi i¢in aktive ederler.

4. ANT (Adenine NucleotideExchanger)veya VDAC (Voltage Dependent Anion

Channel) gibi intrinsik mitokondriyel disfonksiyonunu uyarmakta ve bdylece cyt c

salmimini saglamaktadir (146, 148).
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Sekil 2.29. Saglikli ve apoptotik hiicrede mitokondriyal dig membran gegirgenliginin gosterimi (149)

Hematolojik hiicre serilerini igeren malignansiler, anormal genlerin
ekspresyonu ya da normal genlerin anormal ekspresyonu sonucunda gelisen, molekiiler
genetik temelli bozukluklardir. Bu malignansilerin nedeni, biiyiikk ¢ogunlukla
kazanilmis klonal, genetik olaylar olup, bu hastaliklarin molekiiler tanisi i¢in avantaj
saglamaktadir (149). Apoptozun malignansilerde anlasilmasi, sadece bir hastaligin
patogenezine Ongorii kazandirmasi bakimindan degil, ayrica hastaligin nasil tedavi
edilecegi hakkinda ipucu vermesi nedeniyle de onemlidir (150). Hedef hiicrelerde
apoptozun uyarilmasi, kemoterapi, radyoterapi ve immiinoterapiyi igeren bir¢ok anti-
timor tedavilerinde kritik bir mekanizmadir. Apoptozda meydana gelen hatalar,
kemoterapi etkisinin sinirlanmasina neden olabilir. Apoptozun tam olarak anlagilmas,
kemoterapotik ilaglarin anti-tiimor aktivitelerinin de anlasilmasint saglayacak bir
anahtar faktordiir (151). Calismamizda hematolojik malignansilerden Miyeloproliferatif
hastalik grubuna dahil olan Polisitemia Vera ve Esansiyel Trombositoz’da apoptotik
yolakta gorevli genlerde, polimorfizmlerin saptanmasi ve saptanan bu polimorfizmler
ile ilintisinin aragtirilmasi amaglanmis olup, bu konuda literatiirdeki baska aragtirmalara

da yon verecegi diistiniilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Mersin Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
BAP-SBE TBG (GD) 2010-6 YL kodlu proje olarak desteklenen ve Mersin
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylanan; “Polisitemia Vera ve
Esansiyel = Trombositoz  hastaliklarinda,  apoptotik  yolakta  gorevli  gen
polimorfizmlerinin” arastirildigi ¢alismada, hasta ve kontrol gruplarinin olusturulmasi,
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dali tarafindan gergeklestirildi.
Molekiiler biyolojik analizler ise Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali1 Molekiiler Genetik Laboratuari’nda yapildi.

Calismada; hasta ve kontrol gruplarini olusturan bireylerden DNA izolasyonu
icin, 4-5 ml’lik ven6z kan 1 ml % 2 ‘lik etilendimetiltetraasetik asit (EDTA) iceren, 15
ml’lik santrifiij tiiplerine konuldu. DNA izolasyonuna kadar +4°C de saklandi. DNA
eldesi Miller’in tuz ¢oktirme ve DNA izolasyon kit (Roche, Diagnostics, Mannheim
Germany, Nucleospin MACHEREY-NAGEL, Germany) yontemlerine gore yapildi. Elde
edilen DNA’lardan FAS -670 G>A rs1800682, FAS -1377 G>A rs2234767, FASL
IVS2 -124 A>G 155030772, BAX -248 G>A 154645878 ve BCL 2 -938 C>A rs2279115
polimorfizmlerine ait gen bdlgelerinin ¢ogaltilmasi, genotiplendirilmesi ve analizleri
“ABI Prism 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems)” cihazi ve “SDS 2.0.3
software for allelic discrimination (Applied Biosystems)” programi kullanilarak

gerceklestirildi. Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.1. Kullanilan Arag¢ ve Gerecler

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

e ABI Prism 7500 Real Time-PCR System (Applied Biosystems)” cihazi
e Mikrosantrifiij (Hermle, Z160M)

e Santrifiij (Niive NF-800)

e Etiiv (Niive EN-500)

e Otoklav (Niive OT 4060 V)
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Vorteks (VELP)

Mikropipet Seti (Eppendorf)
Elektromanyetik Karistirict (Niive MK-418)
Derin Dondurucu (Argelik-2031D)

Buzdolabi (Arcelik-8188 NF)

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
EDTA (Sigma E-5134)

Tris-Hidroklorid (Sigma T-7149)

Tris EDTA Buffer

SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)

Etanol (Riedel-de Haen 32221)

Proteinaz K (MBI Fermentas E00491)

Bidistile Su (Sigma W-3500)

Amonyum asetat (AMRESCO MW 77.08)

2X TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)

DNA Izolasyon Kiti (Roche, Nucleospin)

Assay Mix (FAS -670 G>A rs1800682 i¢in ABI, C 9578811 10, FAS -1377 G>A
rs2234767 i¢in ABI, C 12123966 10, FASL IVS2 -124 A>G rs5030772 i¢in ABI,
C 32334221 10, BAX -248 G>A rs464878 i¢in ABI, C 27848291 10, BCL2 -938

C>A 154645878 icin ABI, C_3044428 10)
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3.1.3. Kullamilan Tampon Cozeltiler

3.1.3.1. DNA izolasyonu i¢in Kullamlan Cézeltiler

Niiklei Lizis Buffer

Tris-HCl ..o 1.576 g
NaCl ..o, 234¢g
NaEDTA...ccoiiieiiee 0.7¢g

1 litre distile suya tamamlanip ¢oziildiikten sonra otoklavda steril edildi ve +4°C’de

sakland..

%10 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Cozeltisi
10 g SDS, 100 ml distile suda ¢oziildii.

10 M Amonyum Asetat Tampon Cozelti
148 g Amonyum Asetat, 200 ml distile suda ¢oziildii.

TE Buffer
Tris-HCl ..oveeiiiieee 0.394 ¢
Na2EDTA ..o 0.093 g

250 ml distile suya tamamlanip ¢oziildiikten sonra otoklavda steril edildi ve +4°C’de

saklandu.
Proteinaz K (Fermentas)

Liyofilize 100 mg proteinaz-K, 10 ml steril distile su ile ¢oziilerek 10 mg/ml’lik

konsantrasyona getirildi ve —20°C’de saklandu.
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3.2. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Olusturulmasi

Bu calismaya; hasta grubu olarak, Polisitemia Vera ve Esansiyel Trombositoz tanisi
almis 93 hasta birey ve kontrol grubu olarak, herhangi bir klinik dykiisii olmayan saglikli 93
birey olmak {izere toplam 186 bireyden alinan kan 6rnekleri dahil edildi.

Hem hasta hem de kontrol grubunu olusturan bireylere ait bilgiler, etik kurul
tarafindan uygun goriilen aydinlatilmis onam formlar1 kullanilarak alindi. Caligmaya
dahil olmay1 kabul eden her bireyin onay1 alindiktan sonra, 4-5 ml periferik kan alinarak

1 ml, % 2°‘lik EDTA igeren santrifiij tiiplerine konuldu.

3.3. FAS -670 G>A rs1800682, FAS -1377 G>A rs2234767, FASL 1VS2 -124 A>G
rs5030772, BAX -248 G>A rs4645878 ve BCL 2 -938 C>A Polimorfizmlerinin Real
Time PCR Yontemiyle Molekiiler Genetik Analizi:

3.3.1. DNA izolasyonu

Hasta ve kontrol bireylerine ait EDTA’l tiiplere alinmig periferik kandan kit ve manuel
yontem kullanilarak DNA izolasyonu gerceklestirildi (High Pure PCR Template
Preparation Kit; Roche, Diagnostics, Mannheim Germany, NucleoSpin Genomic DNA
from Blood MACHEREY-NAGEL Germany) ve Miller tuz c¢oktiirme yOntemi
kullanild1 (152).

3.3.1.1. Miller tuz ¢oktiirme yontemi

Hasta ve kontrol grubuna ait bireylerden DNA izolasyonu i¢in 4-5 ml vendz
kan alinip icinde 1 ml EDTA bulunan 15 ml’lik polipropilen santrifiij tiiplerine
konularak +4°C’de saklandi. DNA izolasyonu i¢in asagidaki basamaklar sirasiyla

uygulandu:

1. Periferik kan 6rnekleri, steril soguk distile su ile 10 ml’ye tamamlandi ve 2-3 dk hizh

karistirilip homojenize edildi.

2. Homojenizasyondan sonra 10 dk 2000 rpm’de santrifiijlenerek sonrasinda, siipernant
kisimlar1 transfer pipeti yardimiyla atildi. Pellet iizerine steril soguk distile su ilave ile

14 ml’ye tamamlandi.
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3. Soguk distile su eklenen tiipler tekrar hizli olarak calkalandi ve 10 dk 2000 rpm’de
santrifiijlendi.

4. Supernatant kisim; berrak bir goriintli alana kadar steril soguk distile su ile yikama
islemleri yaklasik 4-5 kere tekrarlandi. Yikama islemi sonunda tiim eritrositlerin

parcalanarak uzaklasmasi saglandi.

5. Supernatant kisim berraklastiktan sonra, pelet iizerine lokosit nukleuslarinin

parcalanmasi amaciyla, 3 ml niiklei lizis tampon eklendi.

6. Niiklei lizis tampon eklenen tiipler yaklagik 15-20 kere elle calkalanda.

7. Tiplere 200 ul % 10’luk SDS ve 150 ul proteinaz-K eklenerek homojenize edildi.
8. Bir gece 37°C’de etiivde inkiibe edildi.

9. Inkiibasyon sonrasi; tiiplere 2 ml, 6 M Amonyum asetat eklendi ve karistirildiktan

sonra 10 dk oda 1sisinda bekletildi.
10. Tipler 15 dk 3500 rpm’de santrifiijlendi.

11. Supernant transfer pipetiyle yeni bir tiipe alind1 ve {izerini tamamlayacak sekilde,

soguk saf etanol (% 99,8) eklenerek, DNA’nin yogunlasmas1 saglandi.

12. Etanol icinde; yogunlasip goriilebilir hale gelen DNA mikropipet yardimiyla,
dikkatlice sarilarak daha 6nce 500 pl TE tampon konulan ependorf tiiplere aktarildi.
37°C’lik etiivde bir gece bekletilerek, DNA’larin ¢6ziinlip homojen hale gelmesi

saglandi. Molekiiler analize kadar 4°C’de sakland1.

3.3.2. Genotiplerin Belirlenmesi

FAS -670 G>A rs1800682, FAS -1377 G>A rs2234767, FASL 1VS2 -124 A>G
rs5030772, BAX -248 G>A 1s4645878 ve BCL 2  -938 C>A 152279115
polimorfizmleri “Applied Biosystems Foster City, CA” tarafindan iiretilen, bir ¢ift 900
nmol primer ve bir ¢ift 200 nmol prob karisimini iceren “Pre-designed TagMan Single
Nucleotide Polymorphism (SNP) Genotyping Assays” sistemine gore Gergek Zamanh
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time Polymerase Chain Reaction) yontemiyle

belirlendi.
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3.3.2.1. SNP Ozellikleri

FAS -670 G>A rs1800682 (ABI, C_9578811_10)
TCATATGGTTAACTGTCCATTCCAG[A/G]AACGTCTGTGAGCCTCTCATGTTG
C ([VIC/FAM))

http://www.ensemble.org/index.html

ACTTTGAACAGTGTTCACCAGAGCACGAAAGAATTACAAGATTTTTTTTTAAAGAAAATT
GGCCAGGAAATAATGAGTAACGAAGGACAGGAAGTAATTGTGAATGTTTAATATAGCTGG
GGCTATGCGATTTGGCTTAAGTTGTTAGCTTTGTTTTCCTCTTGAGAAATAAAAACTAAG
GGGCCCTCCCTTTTCAGAGCCCTATGGCGCAACATCTGTACTTTTTCATATGGTTAACTG
TCCATTCCAGAAACGTCTGTGAGCCTCTCATGTTGCAGCCACAACATGGACAGCCCAGTC
AAATGCCCCGCAAGTCTTTCTCTGAGTGACTCCAGCAATTAGCCAAGGCTCCTGTACCCA
GGCAGGACCTCTGCGCTCTGAGCTCCATTCTCCTTCAAGACCTCCCCAACTTCCCAGGTT
GAACTACAGCAGAAGCCTTTAGAAAGGGCAGGAGGCCGGCTCTCGAGGTCCTCACCTGAA

Sekil 3.1. FAS -670 G>A rs1800682 (ABL, C_9578811_10), cogaltilan bélge.

FAS -1377 G>A rs2234767 (ABI, C_12123966_10)
CAGAGTGTGTGCACAAGGCTGGCAC|A/G]CCCAGGGTCTTCCTCATGGCACT
AA (J[VIC/FAM])

http://www.ensemble.org/index.html

TTACCTCTCCTTTCCTTCCCTCACACCCCTTTTCCTTCCTTCTTTTTACATTTTTTTATT
TAAATGAACTTTTCATTTTGGAATAGTTTTAGGATTTCAAAAAATTTGCAGAGATAATAC
AGAGAATGCCCATATACCATCCTCCTTATCCCACTTCTTTTTGTGTCTATTAGATGCTCA
GAGTGTGTGCACAAGGCTGGCACGCCCAGGGTCTTCCTCATGGCACTAACAGTCCACTGA
AAGGTGGAACAGAGACAAGCCTATCAACACCTACAAGACTGGTGGTAAGTGCAGTGACAG
ATGCAAAACACAGGGTGATGGAAAGCCCTCAGGAGGGTAACCTAACCTAGATTTGAGGGC
CCAAACAGGCTCCAGAAGAAAATGTCAACTGAGAGGAAGCCTGAAGGATGAACAGTGGGC
TAAGCAAAGGGTTATTAATGTGTTATTAATGGGTTGAATCTAATTGGGAAGGGAGAGAGG

Sekil 3.2. FAS -1377 G>A 152234767 ¢ogaltilan bolge
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FASL IVS2 -124 A>G rs5030772 (ABI, C_ 32334221_10)
CAGTTCAGACCTACATGATTAGTATIA/G]TGTTAGACTGTTGCCATTTACGGT

T (I[VIC/FAMY])

http://www.ensemble.org/index.html

GGGACAATAATACCTACCTCAAAGGGTTGTGGTGAGTTCTAAATGCAATAACTGACATGA
CAGCTCTTTATGAATAAATGTTTATATTAATTATGTTTTATTGTAACATTATAATTTATA
CATATGTCAATCTTAATTTGGTTTATTTTTTTACCTCTTTGTTTCTGAAATATAGACTAC
TATGAATCCTGCAGTTCAGACCTACATGATTAGTATATGTTAGACTGTTGCCATTTACGG
TTTTAAAATCTTTTTTTTAAAATGATTGGATTTAAATTCCCACCAAAATAATAGTTGCTA
TTTCATTTTAACATATATTTTTCCTCTCTCTATGATACAGGCCACCCCAGTCCACCCCCT
GAAAAAAAGGAGCTGAGGAAAGTGGCCCATTTAACAGGTCTGTATCTGGAAGGTACAGGT
GAGATTTGGGAAAGCTTTTGGCAAAAGGCAAAATGGCTGCCTGGTTTCCATTACCAGGCT

Sekil 3.3. FASL IVS2 -124 A>G rs5030772 ¢ogaltilan bolge

BAX -248 G>A rs464878 (ABI, C 27848291 10)
AGGCATTAGAGCTGCGATTGGACGG[A/G]CGGCTGTTGGACGGCGCCACTGC

TG ([VIC/FAM))

http://www.ensemble.org/index.html

CCTGTAATCCCAGCGCTTTGGAAGGCTGAGACGGGGTTATCTCTTGGGCTCACAAGTTAG
ATCAGTTTTTAGTCATCTATAACGTCCTGCCTGGAAGCATGCTATTTTGGGCCTCTGAGCT
TTTGCACTTGCTAATTCCTTCTGCGCTGGGGAGAGCTCAAACCCTGCCCGAAACTTCTAA
AAATGGTGCCTGGATAAATGAAGGCATTAGAGCTGCGATTGGACGGACGGCTGTTGGACG
GCGCCACTGCTGGCACTTATCGGGAGATGCTCATTGGACAGTCACGTGACGGGACCAAAC
CTCCCGAGGGAGCGAGGCAGGTGCGGTCACGTGACCCGGCGGCGCTGCGGGGCAGLCGGLC
ATTTTGCGGGGCGGCCACGTGAAGGACGCACGTTCAGCGGGGCTCTCACGTGACCCGGGC
GCGCTGCGGCCGCCCGLCGCGGACCCGGCGAGAGGCGGCGEGCGGGAGCGGCGGTGATGGAC

Sekil 3.4. BAX -248 G>A rs464878 gogaltilan bolge
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BCL 2 -938 C>A rs2279115 (ABIL, C_3044428 _10)
TCCGTCCCCGGCTCCTTCATCGTCCCIA/C]TCTCCCCTGTCTCTCTCCTGGGG
AG ([VIC/FAM))

http://www.ensemble.org/index.html

GGGGTGCGCCGGTGGGGTGCAGCGGAAGAGGGGGTCCAGGGGGGAGAACTTCGTAGCAGT
CATCCTTTTTAGGAAAAGAGGGAAAAAATAAAACCCTCCCCCACCACCTCCTTCTCCCCA
CCCCTCGCCGCACCACACACAGCGCGGGCTTCTAGCGCTCGGCACCGGCGGGCCAGGLGL
GTCCTGCCTTCATTTATCCAGCAGCTTTTCGGAAAATGCATTTGCTGTTCGGAGTTTAAT
CAGAAGAGGATTCCTGCCTCCGTCCCCGGCTCCTTCATCGTCCCCTCTCCCCTGTCTCTC
TCCTGGGGAGGCGTGAAGCGGTCCCGTGGATAGAGATTCATGCCTGTGCCCGCGCGTGTG
TGCGCGCGTGTAAATTGCCGAGAAGGGGAAAACATCACAGGACTTCTGCGAATACCGGAC
TGAAAATTGTAATTCATCTGCCGCCGCCGCTGCCTTTTTTTTTTCTCGAGCTCTTGAGAT

Sekil 3.5. BCL 2 -938 C>A rs2279115 gogaltilan bolge

3.3.2.2. Real Time-PCR reaksiyon ortami (total 25 pl):

a) 12.5 ul, 2X TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)

b) 1.25 ul, 20X SNP Genotyping Assay Mix, FAS -670 G>A rs1800682 i¢in ABI,
C 9578811 10, FAS -1377 G>A 152234767 i¢cin ABI, C 12123966 10, FASL
IVS2 -124 A>G rs5030772 igin ABI, C 32334221 10, BAX -248 G>A
rs464878 i¢cin ABI, C 27848291 10, BCL2 -938 C>A rs4645878 i¢in ABI,
C 3044428 10 (Applied Biosystems Foster City, CA, TagMan SNP
Genotipleme Sistemine gore lretilen bir ¢ift 900 nmol primer ve bir ¢ift
200nmol VIC/FAM isaretli MGB prop iceren karisim)

¢) 2.5 ul DNA 6rnegi (30 ng)

d) 8.75 pl Distile Su

3.3.2.3. Real Time-PCR reaksiyon Sartlari:

60°C’de 1 dakika 6n inkiibasyon 1 dongii
95°C’de 10 dakika aktivasyon 1 dongii
95°C’de 15 saniye denatiirasyon 40 dongii
60°C’de 1 dakika baglanma/uzama 40 dongi
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Real Time PCR islemi ve genotiplerin belirlenmesi “ABI Prism 7500 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems)” cihazi ve “SDS 2.0.3 software for allelic discrimination

(Applied Biosystems)” programi kullanilarak gergeklestirildi.

3.4. Istatistiksel Analiz

Polisitemia Vera ve Esansiyel Trombositoz hastaliklar1 ile kontrol; Fas, Fas L,
Bax, Bcl 2 genlerinin polimorfizmleri arasindaki iliskinin belirlenmesi amaciyla
uygulanan istatistiksel testler, Mersin Universitesi T1p Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi
Bilisim Anabilim Dali’'ndan danismanlik alinarak yapild1.

Yas bakimindan hasta ve kontrol gruplarinin karsilastirilmasinda: “Independent
Samples t test”, hastalik ile genotiplerin ve allellerin iligkilerinin incelenmesinde, ise
“Chi-square veya Likelihood ratio testleri” kullanildi. Genotipler bakimindan hasta ve
kontrol gruplarinin “Hardy-Weinberg dengeleri” kontrol edildi. Siirekli degiskenler i¢in;
tanimlayic istatistikler, “ortalama ve standart sapma cinsinden”, kategorik degiskenler
icin ise; frekans ve yiizde olarak verilmistir. Istatistik analizler SPSS v.11.5 paket

programi ile yapildi, p<0,05 i¢in sonuglar anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Miyeloproliferatif hastalik grubuna dahil olan Polisitemia Vera ve Esansiyel
Trombositoz hastaliklarinda, apoptotik yolakta gorevli Fas, Fas L, Bax ve Bcl 2 gen
polimorfizmlerinin arastirildigi bu ¢alismada, deney grubu Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Hematoloji Bilim Dali’nda PV ve ET tanis1 almig 28-85 yas
araligindaki 93 bireyden olusturulurken, arastirma populasyonunun kontrol grubu,
herhangi bir hematolojik malignansiye sahip olmayan, 40-81 yas araligindaki 93
bireyden olusturuldu. Kontrol ve deney gruplarindaki tiim bireylere ait DNA
orneklerinden genotiplerin belirlenmesi igin “ABI Prism 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems)” cihazi ve “SDS 2.0.3 software for allelic discrimination

(Applied Biosystems)” programi kullanild1.

4.1. Real Time-PCR Analiziyle lgili Bulgular

Fas -670, Fas -1377, FasL IVS2 -124, Bax -248 ve Bcl 2 -938 polimorfizmleri
icin 93 hasta ve 93 kontrolii iceren arastirma populasyonundaki her bir birey icin
genotiplendirme islemi, bir ¢ift 900 nmol primer ve bir ¢ift 200 nmol prob karigimini
iceren “Pre-designed TaqMan Single Nucleotide Polymorphism (SNP) Genotyping
Assays” sistemine gore Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time
Polymerase Chain Reaction) yontemiyle belirlendi. Her bir gen polimorfizmine ait
alleller uygun floresan boya ile isaretlenip (Fas, Fas L, Bax i¢in A= VIC, G= FAM ve
Bcel 2 icin A=VIC, C= FAM), elde edilen PCR amplifikasyon egrileri ile her bir 6rnegin
genotiplendirilmesi yapildi (Sekil 4.1, 4.2, 4.3)
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Sekil 4.1. Real-Time PCR analizi ile, VIC ile isaretlenen ’A’’, FAM ile isaretlenen “’G’’ niikleotidlerin,
Fas -670 bolgesindeki GG homozigot genotipik dagilimlari. (ROX: Referans boya)
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Sekil 4.2. Real-Time PCR analizi ile, VIC ile isaretlenen ’A’’, FAM ile isaretlenen “’G’’ niikleotidlerin,
Fas -670 bolgesindeki AG heterozigot genotipik dagilimlari. (ROX: Referans boya)
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Multicomponent Plot
200.000

.200.000
.100.000 -
.000.000 -
.200.000 -
.800.000 -
. FO0.000 -
JE00.000 -
.S00.000 -
400 .000 e
.300.000 -
.200.000 - /

.100.000 -

000 .000 - -

200.000 - i’

200.000 - F
FOD.000 - ¥
S00.000 -

[ i (S S I I 5 T ]

Fluoreseence

S00.000 - 3
400.000 - -

200.000 o

Z200.000
100.000

Cycle

- Lesgesd

B Rox EEvic HEFaM

Sekil 4.3. Real-Time PCR analizi ile, VIC ile isaretlenen ’A’’, FAM ile isaretlenen “’G’’ niikleotidlerin,
Fas -670 bolgesindeki AA homozigot genotipik dagilimlari. (ROX: Referans boya)
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4.2. PV ve ET Goriilme Oranlarinin Yas ve Cinsiyete Gore Dagihim

Calismada hasta grubunu olusturan PV hastalarinin 19 tanesi erkek (% 50,0) ve
19’u kadin (% 50,0) olup yas ortalamar1 60,86+£16,14 idi. ET hastalarinin 23’1 erkek
(% 41,82) ve 32’s1 kadin (% 58,18) olup yas ortalamasi 58,64+15,17’tii. Kontrol grubu
olarak secilen saglikli 93 bireyin 42°si erkek (% 45,16), 51°s1 kadin (% 54,84) olup; bu
grubun yas ortalamasi 51,96+10,73 idi (Cizelge 4.1).

PV ET KONTROL
n 38 55 93
Yas (yil)(ortalama+SS) | 60,86+16,14 | 58,64+15,17 | 51,96£10,73
CINSIYET(K/E) 19/18 32/23 51/42

Cizelge 4.1. PV ve ET hastalarinda cinsiyet ve yas ortalamalarina gore dagilimi

Calismamizda PV ve ET hastalarini igeren toplam 93 hastanin yas ortalamasi
59,53+15,52 iken, saglikli kontrol grubu olarak secilen 93 bireyin yas ortalamasi
51,96+10,73 olup; yas bakimindan hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik goriildii (p=0,001)( Cizelge 4.2). Literatiirden elde edilen verilere
gore PV ve ET hastaliklarinin bireylerde goriilme yasi; 55-60 yas araliinda olmakla
birlikte, calismamizda deney grubunu olusturan PV ve ET hastalarmin benzer yas

araliginda olmasina dikkat edildi.

Grup N Ortalama
Hasta 93 59,53+15,52
YAS Kontrol 93 50,19+10,73

Cizelge 4.2. Hasta ve Kontrol gruplarma gore yas ortalama dagilimi
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4.3. Fas -670 G>A (rs1800682) Polimorfizmine Ait Allel ve Genotip Oranlarinin
Kontrol Grubu ile Hastalar Arasindaki Dagihmi, PV ve ET Tle iliskisi

Yapilan istatistiksel analizde; kontrol ve hasta gruplarmin FAS -670 (G>A
rs1800682) polimorfizmi acisindan “Hardy Weinberg” dengesinde oldugu saptandi.
(PV’1i grup i¢in p=0,758, ET’li grup icin p=0,255 ve kontrol grubu i¢in p=0,601).

FAS -670 G>A (rs1800682) polimorfizmine ait genotip oranlari
karsilastirildiginda; Polisitemia Vera ve Esansiyel Trombositoz hastalar1 ile kontrol
grubu arasinda genotip dagilimlar1 birbirine benzer bulundu. (p=0,605)( Sekil 4.4).

Kontrol grubundaki bireyler ile PV ve ET’li hastalarina ait genotip sikliklari
incelendiginde ise;

e GG genotipinin goriilme sikligi; kontrol grubunda % 24,7 iken; PV’li
hastalarda % 23,7 ve ET’li hastalarda %23.,6

e GA genotipinin goriilme sikligi; kontrol grubunda % 52,7 iken; PV’li
hastalarda % 47,4 ve ET’li hastalarda %41,8

e AA genotipinin goriilme siklig1 ise; kontrol grubunda % 22,6 iken; PV’1i
hastalarda % 28,9 ve ET’li hastalarda %34,6 olarak bulundu.

Sonuglar allel siklig1 agisindan miktar ve oransal olarak incelendiginde;
kontrol grubunda G alleli %51,1 PV’li hastalarda %47,4 ET’1i hastalarda ise 44,5 olarak
bulundu. A alleli ise; kontrol grubunda 9%48,9 iken, PV’li hastalarda %52,6 ET’li
hastalarda %355,5 olarak bulundu (p=0,543) (Cizelge 4.3). Allel frekanslarina dair
bulgulardan anlasilacagi iizere, allel frekanslar1 ile PV ve ET riski arasinda dogrudan bir

ilisk1 goriilmemektedir.
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FAS (-670) PV ET KONTROL

Allelleri n % n % n %
G Allel Frekansi 36 47.4 49 44,5 95 51,1
A Allel Frekansi 40 52,6 61 55,5 91 48.9
GG Genotip Frekansi 9 23,7 13 23,6 23 24,7
GA Genotip Frekansi 18 47.4 23 41,8 49 52,7
AA Genotip Frekansi 11 28,9 19 34,6 21 22,6

Cizelge 4.3. FAS -670 polimorfizmi allel ve genotip oranlarinin kontrol ve hasta grubu arasindaki
dagilmi (n: Allel Sayist)

100+

80

m PV
BET
O Kontrol

Sekil 4.4. Fas -670 G>A (rs1800682) Polimorfizmine Ait Genotip Oranlarinin Kontrol grubu ile PV ve
ET hasta grubu arasindaki dagilimi
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4.4. FAS -1377 G>A (rs2234767) Polimorfizmine Ait Allel ve Genotip Oranlarinin
Kontrol Grubu ile Hastalar Arasindaki Dagihmi, PV ve ET Tle iliskisi

Yapilan istatistiksel analizde; kontrol ve hasta gruplarmin FAS -1377 (G>A
rs2234767) polimorfizmi agisindan “Hardy Weinberg” dengesinde oldugu saptandi.
(PV’li grup icin p=0,648, ET’li grup i¢cin p=0,279 ve kontrol grubu i¢cin p=0,481).

FAS -1377 G>A (rs2234767) polimorfizmine ait genotip oranlari
karsilastirildiginda; kontrol grubu ile Polisitemia Vera ve Esansiyel Trombositoz
hastalar1 arasinda genotip dagilimlar1 birbirine benzer bulundu. (p=0,726)( Sekil 4.5).

Kontrol grubundaki bireyler ile PV ve ET’li hastalara ait genotip sikliklari
incelendiginde ise;

e GG genotipinin goriilme sikligi; kontrol grubunda % 73,1 iken; PV’li
hastalarda % 75,7 ve ET’1i hastalarda %74,5

e GA genotipinin goriilme sikligi; kontrol grubunda % 25,8 iken; PV’li
hastalarda % 21,6 ve ET’li hastalarda %:25,5

e AA genotipinin goriilme siklig1 ise; kontrol grubunda % 1,1 iken; PV’li
hastalarda % 2,7 ve ET’li hastalarda %0 olarak bulundu.

Sonuglar allel siklig1 agisindan miktar ve oransal olarak incelendiginde;
kontrol grubunda G alleli %86,0 PV’1i hastalarda %86,5 ET’li hastalarda ise 87,3 olarak
bulundu. A alleli ise; kontrol grubunda %14,0 iken, PV’li hastalarda %13,5 ET’li
hastalarda %12,7 olarak bulundu (p=0,955) (Cizelge 4.4). Allel frekanslarina dair
bulgulardan anlasilacagi iizere, allel frekanslari ile PV ve ET riski arasinda dogrudan bir

ilisk1 goriilmemektedir.
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FAS (-1377) PV ET KONTROL

Allelleri n % n % n %
G Allel Frekansi 64 86,5 96 87,3 160 86,0
A Allel Frekansi 10 13,5 14 12,7 26 14,0
GG Genotip Frekansi 28 75,7 41 74,5 68 73,1
GA Genotip Frekansi 8 21,6 14 25,5 24 25,8
AA Genotip Frekansi 1 2,7 0 0 1 1,1

Cizelge 4.4. FAS -1377 polimorfizmi allel ve genotip oranlarmin kontrol ve hasta grubu arasindaki
dagilimi (n: Allel Say1si)
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Sekil 4.5. Fas -1377 G>A (rs2234767) Polimorfizmine Ait Genotip Oranlarinin Kontrol grubu ile PV ve
ET hasta grubu arasindaki dagilimi
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4.5. FASL IVS2 -124 A>G (rs5030772) Polimorfizmine Ait Allel ve Genotip
Oranlarinin Kontrol Grubu ile Hastalar Arasindaki Dagihmu, PV ve ET ile iliskisi

Yapilan istatistiksel analizde; kontrol ve PV hasta gruplart FASL IVS2 -124
(G>A rs2234767) polimorfizmi agisindan “Hardy Weinberg” dengesinde iken; ET’li
hasta grubunun “Hardy Weinberg” dengesinde olmadigi saptandi. (PV’li grup i¢in
p=0,309, ET’1i grup i¢in p=0,008 ve kontrol grubu i¢in p=0,772).

FASL 1IVS2 -124 A>G (rs5030772) polimorfizmine ait genotip oranlari
karsilastirildiginda; kontrol grubu ile Polisitemia Vera ve Esansiyel Trombositoz
hastalar1 arasinda genotip dagilimlar1 birbirine benzer bulundu. (p=0,390)( Sekil 4.6).

Kontrol grubundaki bireyler ile PV ve ET’li hastalara ait genotip sikliklari
incelendiginde ise;

e GG genotipinin goriilme sikligi; kontrol grubunda % 61,3 iken; PV’li
hastalarda % 71,0 ve ET’li hastalarda %67,3

e GA genotipinin goriilme sikligi; kontrol grubunda % 33,3 iken; PV’li
hastalarda % 23,7ve ET’li hastalarda %21,8

e AA genotipinin goriilme siklig1 ise; kontrol grubunda % 5,4 iken; PV’li
hastalarda % 5,3 ve ET’li hastalarda %10,9 olarak bulundu.

Sonuglar allel siklig1 agisindan miktar ve oransal olarak incelendiginde;
kontrol grubunda G alleli %78,0 PV’li hastalarda %82,9 ET’li hastalarda ise 78,2 olarak
bulundu. A alleli ise; kontrol grubunda %22,0 iken, PV’li hastalarda %17,1 ET’li
hastalarda %21,8 olarak bulundu (p=0,650) (Cizelge 4.5). Allel frekanslarina dair
bulgulardan anlasilacagi iizere, allel frekanslar1 ile PV ve ET riski arasinda dogrudan bir

ilisk1 goriilmemektedir.
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FASL (-124) PV ET KONTROL

Allelleri n % n % n %
G Allel Frekansi 63 82,9 86 78,2 145 78,0
A Allel Frekansi 13 17,1 24 21,8 41 22,0
GG Genotip Frekansi 27 71,0 37 67,3 57 61,3
GA Genotip Frekansi 9 23,7 12 21,8 31 33,3
AA Genotip Frekansi 2 5.3 6 10,9 5 5.4

Cizelge 4.5. FASL IVS2 -124 A>G (rs5030772) polimorfizmi allel ve genotip oranlarmnin kontrol ve
PV-ET hasta gruplar arasindaki dagilimi (n: Allel Sayisi)
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Sekil 4.6. FasL IVS -124 A>G (rs5030772) Polimorfizmine ait Genotip Oranlarmin Kontrol grubu ile PV
ve ET hasta grubu arasindaki dagilimi
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4.6. BAX -248 G>A (rs464878) Polimorfizmine Ait Allel ve Genotip Oranlarinin
Kontrol Grubu ile Hastalar Arasindaki Dagihmi, PV ve ET Tle iliskisi

Yapilan istatistiksel analizde; kontrol ve hasta gruplarmin BAX -248 G>A
(rs464878) polimorfizmi acisindan “Hardy Weinberg” dengesinde oldugu saptandi.
(PV’li grup i¢in p=0,627, ET’li grup i¢in 0,178 ve kontrol grubu i¢in p=0,127).

BAX -248 G>A  (rs464878) polimorfizmine ait genotip oranlari
karsilastirildiginda; kontrol grubu ile Polisitemia Vera ve Esansiyel Trombositoz
hastalar1 arasindaki genotip dagilimlar1 birbirine benzer bulundu (p=0,839) (Sekil 4.7).

Kontrol grubundaki bireyler ile PV ve ET’li hastalara ait genotip sikliklari
incelendiginde ise;

e GG genotipinin goriilme sikligi; kontrol grubunda % 83,9 iken; PV’li
hastalarda % 76,3 ve ET’li hastalarda %78,2

e GA genotipinin goriilme sikligi; kontrol grubunda % 14,0 iken; PV’li
hastalarda % 21,1 ve ET’li hastalarda %18,2

e AA genotipinin goriilme siklig1 ise; kontrol grubunda % 2,1 iken; PV’1li
hastalarda % 2,6 ve ET’li hastalarda %3,6 olarak bulundu.

Sonuglar allel siklig1 agisindan miktar ve oransal olarak incelendiginde;
kontrol grubunda G alleli %90,9 PV’li hastalarda %86,8 ET’li hastalarda ise 87,3 olarak
bulundu. A alleli ise; kontrol grubunda 99,1 iken, PV’li hastalarda %13,2 ET’li
hastalarda %12,7 olarak bulundu (p=0,509) (Cizelge 4.6). Allel frekanslarina dair
bulgulardan anlasilacagi iizere, allel frekanslar1 ile PV ve ET riski arasinda dogrudan bir

ilisk1 goriilmemektedir.
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BAX (-248) PV ET KONTROL

Allelleri n % n % n %
G Allel Frekansi 66 86,8 96 87,3 169 90,9

A Allel Frekansi 10 13,2 14 12,7 17 9,1
GG Genotip Frekansi 29 76,3 43 78.2 78 83,9
GA Genotip Frekansi 8 21,1 10 18.2 13 14,0

AA Genotip Frekansi 1 2,6 2 3,6 2 2,1

Cizelge 4.6. BAX -248 G>A (rs464878) polimorfizmi allel ve genotip oranlarmin kontrol ve PV-ET
hasta gruplar1 arasindaki dagilimi (n: Allel Sayis1)
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Sekil 4.7. BAX -248 G>A (rs464878) Polimorfizmine ait Genotip Oranlarinin Kontrol grubu ile PV ve
ET hasta grubu arasindaki dagilimi
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4.7. BCL 2 -938 C>A (rs2279115) Polimorfizmine Ait Allel ve Genotip Oranlarinin
Kontrol Grubu ile Hastalar Arasindaki Dagihmi, PV ve ET Tle iliskisi

Yapilan istatistiksel analizde; kontrol ve PV ve ET’li hasta gruplarinn BCL2 -
938 C>A (rs2279115) polimorfizmi agisindan “Hardy Weinberg” dengesinde oldugu
saptandi. (PV’li grup i¢cin p=0,513, ET’li grup icin 0,346 ve kontrol grubu icin
p=0,591).

BCL 2 -938 polimorfizmine ait genotip oranlar1 karsilastirildiginda; Polisitemia
Vera ve Esansiyel Trombositoz hastalar1 ile kontrol grubu arasinda genotip dagilimlari
birbirine benzer bulundu. (p=0,804)( Sekil 4.8).

Kontrol grubundaki bireyler ile PV ve ET’li hastalara ait genotip sikliklari
incelendiginde ise;

e GG genotipinin goriilme sikligi; kontrol grubunda % 21,5 iken; PV’li
hastalarda % 21,0 ve ET’li hastalarda %27,3

e GA genotipinin goriilme sikligi; kontrol grubunda % 52,7 iken; PV’li
hastalarda % 55,3 ve ET’li hastalarda %43,6

e AA genotipinin goriilme siklig1 ise; kontrol grubunda % 25,8 iken; PV’li
hastalarda % 23,7 ve ET’li hastalarda %29,1 olarak bulundu.

Sonuglar allel siklig1 agisindan miktar ve oransal olarak incelendiginde;
kontrol grubunda G alleli %47,8 PV’li hastalarda %48,7 ET’li hastalarda ise 49,10olarak
bulundu. A alleli ise; kontrol grubunda %352,2 iken, PV’li hastalarda %51,3 ET’li
hastalarda %50,9 olarak bulundu (p=0,977) (Cizelge 4.7). Allel frekanslarina dair
bulgulardan anlasilacagi iizere, allel frekanslar1 ile PV ve ET riski arasinda dogrudan bir

ilisk1 goriilmemektedir.
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BCL2 (-938) PV ET KONTROL

Allelleri n % n % n %
G Allel Frekansi 37 48.7 54 49,1 89 47,8
A Allel Frekanst 39 51,3 56 50,9 97 52,2
GG Genotip Frekansi 8 21,0 15 27,3 20 21,5
GA Genotip Frekansi 21 55,3 24 43,6 49 52,7
AA Genotip Frekansi 9 23,7 16 29,1 24 25,8

Cizelge 4.7. BCL 2 -938 G>A (rs2279115) polimorfizmi allel ve genotip oranlarinin kontrol ve PV-ET
hasta gruplar1 arasindaki dagilimi (n: Allel Sayis1)
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Sekil 4.8. BCL 2 -938 G>A (rs2279115) Polimorfizmine Ait Genotip Oranlarinin Kontrol grubu ile PV

ve ET hasta grubu arasindaki dagilimi
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4.8. FAS -670 G>A rs1800682, FAS -1377 G>A rs2234767, FASL 1VS2 -124 A>G
rs5030772, BAX -248 G>A rs4645878 ve BCL2 -938 C>A rs2279115
polimorfizmlerine ait genotip oranlarimin hasta ve kontrol grubu arasindaki
dagilin

Yapilan istatistiksel analizde; PV ve ET hasta gruplarinin tek bir hasta grubu
altinda toplanip kontrol grubu ile polimorfizmlere ait genotip oranlar

karsilastirildiginda genotip dagilimlar birbirine benzer bulundu (Cizelge 4.8 ).

Hasta n(%) Kontrol n(%) p

GG 22 (23 6) 23 (24.7)

FAS-670 GA 1(44,1) 49 (52,7) 0,313
AA 30 (32,3) 21 (22.6)
GG 69 (75,0) 68 (73.1)

FAS-1377 GA 22 (23.9) 24 (25.8) 0,957
AA 1(1.1) 1(1.1)
GG 8 (8,6) 5(54)

FASL-124 GA 21 (22,6) 31 (33.3) 0,221
AA 64 (68,8) 7 (61.3)
GG 72 (77.4) 78 (83,9)

BAX-248 GA 18 (19,4) 13 (14,0) 0,535
AA 3(3.2) 221)
cc 23 (24.7) 20 (21,5)

BCL2-938 CA 45 (48 4) 49 (52,7) 0.819
AA 25 (26,9) 24 (25.8)

Cizelge 4.8. FAS -670 G>A, FAS -1377 G>A, FASL IVS2 -124 A>G, BAX -248 G>A ve BCL 2 -938

C>A polimorfizmlerine ait genotip oranlarinin hasta ve kontrol grubu arasindaki dagilimi
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5. TARTISMA

Miyeloproliferatif  hastaliklar; olgunlasan kan hiicrelerinin  kontrolsiiz
cogalmasiyla karakterize, multipotent hematopoietik kok hiicre bozukluklaridir (153).
Philadelphia negatif (Ph-) klasik miyeloproliferatif hastaliklar; MPN’lerin alt kategorisi
olup, Polisitemia Vera (PV), Esansiyel Trombositoz (ET) ve Idiyopatik Miyelofibroz
(IMF) olarak smiflandiriimaktadir. Bu ii¢ miyeloproliferatif hastaligin temel dzelligi;

e Hiicre bakimindan zengin olma (kemik iliginde hiperselliilarite)

e Bag dokuya doniisiimii (kemik iliginde fibrozis)

e Dalak biiyiimesi (splenomegali)

e Sekonder tromboz veya kanama egilimi tagimalari,

e Nadiren de olsa, akut 16semiye doniisme riskinin bulunmasidir (154, 155-157).

Bu hastaliklar kesin olarak birbirlerinden ayrilmazlar, birbiriyle ortiisen farklh
bircok kategoride goriilebilme ve birbirlerine doniisebilme yetenegindedirler (158).
MPN’lerin molekiiler patogenezi, JAK2V617F mutant allelinin belirlenmesine kadar
tam olarak anlasilamamistir. 2005 yilinda miyeloproliferatif hastliklarin patogenezi ile
iliskilendirilen ve ilk genetik bulgu olan JAK2 geninin JH2 domaininde 617. pozisyonda
olusan ve V617F olarak ifade edilen mutasyonun; sitokinlere asir1 duyarliliga yol
acacak sekilde, tirozin fosforilasyon aktivitesine yol ac¢tig1 goriilmiis ve bu mutasyona
bagl olarak, enzimin fonksiyonel olarak asir1 derecede aktive olmasi, kan hiicrelerinde
hematopoetik biiylime faktorlerinin etkisine kars1t asmr1 duyarliliga yol actigi
gosterilmistir.  PV’li hastalarin %95’inde ve ET’li hastalarin %50-60’mnda goriilen ve
MPN’lerin molekiiler patogenezinde rol oynayan bu kesif, hastaliklarin molekiiler ve
biyolojik karakteristiklerinin klinik fenotiple ilintili olabilecegini gostermis ve sorumlu
olabilecek baska aday genlerdeki mutasyonlarinda olabilecegi diisiincesine temel
olusturmustur (3, 37,160).

PV; sitokin bagimsizligi/asir1 duyarhiligi ile karakterize klonal, kok hiicre
kaynakli bozukluklardir. Eritrositoz agirlikli olmak {izere trombosit, notrofil, bazofil,
eozinofil, sayisinda da artig goriiliir. Eritrositozis; PV nin kritik klinik 6zelligi olarak
belirlendiginden bu yana, eritroid 6nciil hiicrelerde yapilan molekiiler ve biyolojik in

vitro ¢aligmalar, PV’ nin ve normal eriropoezisin anlasilmasini saglamis ve daha etkin
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tan1 ve tedavi yontemlerinin ortaya ¢ikmasina olanak vermistir. Teorik olarak PV’de
eritroid atasal hiicrelerin asir1 ¢ogalimi ve apoptozun baskilandig: goriiliir (161). Bel 2
ve Bel-XL, eritroid 6nciil hiicrelerin yasamini, gelisimini kontrol eden apoptotik hiicre
Olimiiniin anahtar diizenleyicisidir (162). Normal kosullar altinda erken eritroid atasal
hiicreler latent durumdadir. Eritroid Onciil hiicreleri, hiicre dongiisiine girebilmek i¢in
mitojen olarak Epo’ya gereksinim duyarlar. Epo olmadig1 veya islev gérmedigi zaman,
hiicre dongiisii Go/G; evresinde durur. Bcl-2 ve Bcl-XL latent durumda bulunan
hiicrelerin apoptoza girmelerini onler. Bcl-2 geninin asir1 ekspresyonu veya bir defekti,
eritroid Onciil hiicrelerin bolinme ve farklilagmaya devam etmelerini saglar. Aksine
PV’de Epo olmaksizin, Bcl 2 ve Bcl-XL’nin asir1 ekspresyonu ile apoptoz
baskilanarak, eritroid onciil hiicrelerin yasamlarmi ve terminal farklilasmalarmi devam
ettirdikleri goriilmiistiir (163). Bu durum bize apoptotik yolakta gorevli genlerde
defektlerin olabilecegini diisiindiirmtistiir.

Esansiyel trombositoz, kemik iliginde megakaryosit hiperplazisi ile iliskili,
periferik kanda trombosit sayisindaki artigla karakterize miyeloid bir bozukluktur. Tpo
trombosit liretimi, megakaryosit ve onciillerinin farklilagsmasi, ¢ogalmasi ve yasamsal
fonksiyonlarindan sorumlu anahtar gendir. Meydana gelen bir defekt sonucu, Tpo’nun
islevini kaybetmesi, megakaryositik Onciil hiicrelerde hiicresel apoptoza neden olur
(164,165). Fakat ET hastalarinda yapilan ¢aligmalarda, trombopoiezisten sorumlu gen
Tpo ve reseptérii c-Mpl’de  mutasyon  bulunmamist. Bu  durum
megakaryosit/trombosit, olusum ve farklilasmasinda ©Onemli rol alan apoptoz
mekanizmasinda gorevli genlerde bir hasar olabilecegini diisiindiirmiistiir (106).

Her yasam bir 6liimii gerektirir. Cok hiicreli organizmalar istenmeyen, hasarl
veya enfekte hiicreleri, programli hiicre 6limii ¢esidi olan apoptoz ile ortadan
kaldirirlar. Apoptozun kontrolii; normal gelisimde, doku homeostazisinde ve patojenlere
kars1 savunmada hayati rollerinin taninmasiyla 6nem kazandi ve hatali apoptozun
kanser, otoimmiin ve dejeneratif hastaliklarda rol oynadigi anlasildi (166). Kanserde;
hiicre boliinmesi ve hiicre Olimii arasindaki dengenin kaybi s6z konusudur. Bu
durumda, 6lmesi gereken hiicreler 6liim sinyalleri alamadiklarindan yagamlarini devam
ettirmektedirler. Buna neden olan problem, apoptozun herhangi bir basamaginda
meydana gelmis olabilir. iki ucu keskin kilig gibi apoptoz, bir problemin nedeni ve

¢Ozlimii olabilir. Bu nedenle apoptoz, karsinogenezde ve kanser tedavisinde 6nemli rol
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oynamaktadir. Giiniimiizde apoptoz, hiicre Sliimiiniin ¢esitli yonlerini hedef alan ve
tedavide yeni ilaclarin arastirilmasi gibi cesaret verici ¢aligmalara yon vermektedir
(150).

Apoptozun ekstrinsik Oliim yolagi; transmembran reseptor aracilifiyla
diizenlenen bir yolaktir. Bu 6liim reseptdrleri, TNF reseptor gen siiperailesi iiyeleridir.
TNF reseptor ailesine ait, tip I membran proteini Fas, yine ayni ailenin iiyesi olan tip II
membran proteini Fas L’a baglanarak programli hiicre Olimiinii baglatrr ve
prokaspazlarin etkin kaspazlara doniismesini de igeren, bir hiicre sinyal yolagini tetikler.
Fas/Fas L sistemi, apoptoz yoluyla etkili bir sekilde hiicrede diizenlenir. Periferal
homeostazinin ve timusta T hiicrelerinin gelisimi gibi immiin sistemin diizenlenmesinde
rol oynarlar. Ozellikle timusta timositlerin gelisimi sirasinda, timositlerin negatif/pozitif
se¢iliminde onemli rol oynar. Periferde, otoreaktif lenfositlerin ve klonal artis, birikim
fazindan sonra periferal lenfositlerin aktivasyon indiiklii hiicre oliimii denilen bir
mekanizmayla ortadan kaldirilmasini saglar. Ayrica sitotoksik T lenfositlerin ve Naturel
Killer hiicrelerinin diizenlenmesiyle apoptozu baslatirlar. Fas/Fas L’de meydana gelen
ve genin ekspresyon diizeyini etkileyen nokta mutasyonlari, bazi immiin sistem
hastaliklar1 ve ek olarak bircok tiimor tipinin patogenezinde rol oynar. Bazi
arastirmacilar, solid tiimorlerde Fas L geni genellikle yiliksek diizeyde eksprese olurken;
Fas geninin daha diisiik diizeyde eksprese oldugunu saptamislardir. Fas L’nin ytiksek
diizeydeki ekspresyonu, tiimor hiicrelerinin apoptoz yolagimi bagimsiz aktive ederek,
antiapoptotik genlerin yiiksek diizeyde diizenlenimi veya apoptoz hatali timor
hiicrelerinde invazyonu arttirma gibi tiimor hiicrelerine bazi avantajlar saglar (168-170).

Intrinsik yolak ya da mitokondriyel yolakta ise, kaspaz aktivasyonu; tamamen
dis mitokondriyel membranin gecirgenligine baghdir. Intrinsik yolak gecirgenligini
saglayan transisyon porlarm bir parcasi ve biyoenerjitik akista yer alan Bcel 2 aile
iiyeleri, mitokondriyel lipitler ve proteinler tarafindan diizenlenir (136). Bcl 2 aile
proteinleri, hematopoietik sitokinlerle, programli hiicre 6liimiinde anahtar role sahiptir
(171). Apoptoz; pro- ve antiapoptotik Bcl 2 aile proteinlerinin konsantrasyonuyla
diizenlenir. Bu iki grup proteinin antagonistik davranis sekilleri, heterodimer olusturma
yeteneklerine baglidir (172). Bel 2 ailesinin tiim {iyeleri BH1, BH2, BH3, BH4 domain
bolgelerinden en az birisini icerir. Yapilan mutagenez ¢alismalarinda, BHI1-4

domainlerinin homo- ve heterodimerizasyon olusturarak, bu proteinlerin birbirlerini
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etkiledigi gosterilmistir (140).

Calismamizda, hematopoietik kan hiicrelerinin ¢cogalma ve farklilagma siirecinde
homeostazisi saglayan apoptoz mekanizmasinda gorevli; Bel 2, Bax, Fas ve Fas Ligand
gen polimorfizmlerinin, PV ve ET hastaliklariyla ilintili olup olmadiginin belirlenmesi
amaglandu.

SNP (Single Niicleotide Polymorphism)’ler genel anlamda insan genomundaki
genetik varyasyonlarin %90°dan fazlasini olusturur. SNP’ler tek baslarina hastaliga
neden olmazlar fakat belirli bir hastaligin gelisme olasiliginin belirlenmesinde yardimci
olabilirler. Bircok SNP sessizdir. Ornegin; bir gen fonksiyonu ve fenotipi iizerinde
belirgin bir etki gostermezler. Bununla birlikte SNP’ler, birey i¢cin 6nemli sonuglara
sahip, belirli bir hastaliga ya da belli farmasotikal reaksiyonlara yatkmlikla iligkilidir.
Ayrica hastalik riskini etkileyen tek bir gendeki degisimler ile SNP’lerin belirli
kombinasyonlarinin ¢oklu genlerde yerlesik oldugu ve belli bir hastaligin gelisiminde
yatkinlik sagladigi diisiiniilmektedir. Genlerin promotér bdlgesindeki allelik
varyasyonlar, genin transkripsiyon faktér baglama bolgesi veya diger diizenleyici
bolgeleri etkileyerek nitelik ve nicelik bakimindan degistirebilir. Birgok SNP’nin kanser
gibi malignansilerinin gelisiminde ve kemoterapiye direngte 6nemli olan, apoptoz gibi
yolaklarda gerekli oldugu bilinmektedir (173, 174). Bu nedenle calismamizda, apoptotik
yolakta gorev alan FAS -670 G>A (rs1800682), FAS -1377 G>A (rs2234767), FASL
IVS2 -124 A>G (rs5030772), BAX -248 G>A (rs4645878) ve BCL 2 -938 C>A
(rs2279115) SNP’lerinin hematolojik malignansilerden PV ve ET’nin molekiiler
patogenezindeki roliinii arastirdik.

Cesitli karsinogenez caligmalar1 genetik polimorfizmlerle, malignansi gelisimi
arasinda iliski oldugunu gostermistir. Bu arastirmalar, apoptotik yolakta yer alan
genlerde 6zellikle, apoptozda rol oynayan, en 6nemli mekanizmalardan biri olan, Fas/
Fas L sistemi lizerinde yogunlasmistir. Karsinogenezde Fas/Fas L sisteminin gorev
aldig1 2 mekanizma Onerilmistir. Birincisi: Fas eksprese eden hiicrelerde Fas L, T
lenfositlerde apoptozu baslattigindan, malign hiicrelere karsi, hiicre-diizenli sitotoksik
reaksiyonlarda bu sistemin rol oynamasidir. ikincisi ise; malign hiicreler, Fas L’nin
diisiik ekspresyonu saglayip, Fas L eksprese eden lenfositlerin §1diiriilmesiyle de immiin
sistemden kacabilmesidir (168, 175).

Fas -670 G>A (rs1800682) ve Fas -1377 G>A (rs2234767) tek niikleotid
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degisimleri; promotor bolgede, STATI1 (signal transducers and activators of
transcription 1) ve SP1 (Stimulatory Protein 1) i¢cin baglama bdlgelerinin tekrarlayan
dizilerinde yerlesiktir. Bu iki polimorfizm, Fas ve Fas L genlerinin ekpresyon diizeyinde
azalmaya neden olur. Fas L IVS -124 (rs5030772) polimorfizmi ise, Fas L geninin 2.
intronunda yerlesiktir. Yaptigimiz ¢alisma sonucunda; Fas -670, Fas L -1377 ve Fas L
IVS -124 polimorfizmlerine ait genotip oranlar1 ve allel frekanslarmin kontrol ile
Polisitemia vera ve Esansiyel trombositoz hastalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iliski olmadigini saptadik. Bu polimorfizmi saptayabilmek i¢cin; PV ve ET nin nadir
goriilen hematolojik malignansi olmast nedeniyle, hasta sayimizin yeterli
olamayabildigi sonucuna vardik. Ayrica, literatiirii inceledigimizde, bu polimorfizmlere
ait; degisik malignansilerde farkli veriler oldugunu gézlemledik. Populasyonlar arasinda
da farkli olabilecegini sonucundan yola c¢ikarak, populasyonumuzda 1ilgili
polimorfizmlerin hastalik etiyopatogenezinde anlamli derece de 6nemli olmayabilir.

Ornegin; Kang ve ark. (2007) servikal kanserlerde, Fas -670 ve Fas -1377
polimorfizmlerinin, servikal kanserin histolojik subtipleri veya ileri evre riskiyle iligkili
olmadigmi belirlemislerdir. Yine Chatterje ve ark. (2009) Afrika populasyonda
yaptiklar1 caligmada, FAS -670 G>A ve FAS -1377 G>A polimorfizmlerinin servikal
kanserde risk faktorii olmadigmi belirtmislerdir (175, 176).

Farre ve ark. (2008), yetiskin T hiicre l6semisinde (ATL), Fas -670
polimorfizminin; hastaliga yatkinlik, hastaligin klinik tablosu ve sagkalimla iliskili
oldugunu gostermislerdir (177).

Hsu ve ark. (2008), Helicobacter pylori enfekte bireylerde, gastrik kanserde
prekanserdz lezyonlar olan gastrik atrofi ve intestinal metaplazi lezyon gelisiminde,
FAS -670 ve FAS -1377 polimorfizmlerinin kritik belirleyiciler olduklarini
gostermiglerdir (178). Wang ve ark.’nin Giiney Cin populasyonu iizerinde yaptiklari
baska bir ¢alismada ise, bu polimorfizmlerin gastrik kanserlerle iliskisi olmadigini
gostermislerdir (179).

Gormis ve ark. (2007), Fas —1377 polimorfizmi ile akciger kanseri riski
arasinda bir iliski olmadigini fakat sigara icen bireylerde, bu polimorfizmin yiiksek
diizeyde goriildiiglinii ve sigara icen bireylerde akciger kanseri gelisimi iizerinde etkisi
olabilecegini belirtmislerdir (180).

Zhu ve ark. (2010), Fas —1377 polimorfizminin, Cin populasyonunda Renal
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hiicre kanserinde risk faktorii oldugunu gostermislerdir ve hatta bu polimorfizmin Renal
hiicre kanserine yatkinlikta belirte¢ olabilecegini tanimlamislardir (181).

Shao ve ark. (2011), FAS -670 ve FAS -1377 polimorfizmlerinin yine Cin
populasyonunda prostat kanserinde bir risk faktorii oldugunu belirtmiglerdir (182).

Cao ve ark. (2010), Fas —1377 polimorfizminin, Nazofaringal karsinomlarda bir
risk faktorii oldugunu gostermislerdir (183).

Liakouli ve ark., Fas -670 polimorfizminin bir kronik otoimmiin hastalik olan
sistemik skleroz yatkinlig: ile iliskili oldugunu ve hastaligin patogenezinde apoptozun
genetik kontroliiniin bir roliinii gostermislerdir (184).

Zhang ve ark. (2009), Fas -670 ve Fas -1377 promotor bolge polimorfizmlerinin,
ozellikle sigara igen bireylerde kanser gelisiminde, dislik penetrans risk faktori
oldugunu gostermislerdir (185).

Sun ve ark. (2004), Fas -670 ve Fas -1377 polimorfizmlerinin skuamoz hiicre
karsinom gelisiminde artan bir risk tasidigini gostermislerdir (186).

Ciermela ve ark. (2010), Fas -670 ve Fas L IVS -124 polimorfizmlerinin, Italyan
ve Macar populasyonlarinda preeklampsi yatkinliginda rol oynadigini gostermislerdir
(187).

Qureshi ve ark. (2010), Fas -1377 polimorfizminin, melanoma veya skuamoz
hiicre karsinomlari ile iliskisi olmadigini fakat bazal hiicre karsinom riski ile 6nemli bir
iligskisi oldugunu, ve Fas L IVS -124 polimorfizminin de melanomun artan riskiyle
iligkili oldugunu gostermislerdir (188).

Zhang ve ark. (2006), Fas -670 polimorfizminin 6zellikle alkol alan bireylerde,
ileri yastaki kadinlarda ve faringal kanserli hastalarda 6zellikle ileri diizeydeki tiimorler
ve bag-boyun skuamoz hiicre karsinomlarmin gelisiminde ana risk faktorii oldugunu
belirlemis fakat Fas L IVS -124 polimorfizminin, bas-boyun skuamoz hiicre
karsinomlari ile iliskisi olmadigin1 gostermislerdir (189).

Apoptoz mekanizmasinin mitokondriyal yolaginda gorev alan Bcel 2 geni, sadece
antiapoptotik diizenleyici protein degil, ayn1 zamanda ¢ogalmay1 baskilama yoniinden
de gorev alir. 3 ekzon ve 2 promotdr bolgesine sahiptir. -938 promotdr polimorfizminin
lokalize oldugu P2 (2. promotor), translasyon baslama bdlgesinin 1400 bp yukarisinda
bulunur ve transkripsiyonu yonlendiren P1 (1. promotdr) ilizerinde negatif diizenleyici

olarak gorev yapar. Bcl 2 sadece antiapoptotik diizenleyici protein degil ayrica
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proliferasyon inhibitorii olarak da gorev alir. Bu ylizden Bcl 2’nin tiimorogenezde
fonksiyonel etkisi birden fazladir. Bu da Bcl 2 ekspresyonunun neden tiimor tipine bagh
olarak  degistigini  ve tamisal Onemini  agiklayabilir. Bcl 2 geninin
fonksiyonunu/ekspresyonunu degistiren polimorfizmler, sadece apoptoz mekanizmasini
etkilemekle kalmaz; tedavide Bcl 2 hedefli ilag kullaniminda da yol gdsterici, 6nemli bir
belirtec olabilir (183, 190). Klinik olarak displazi ve metaplaziler, gogunlukla Bcl 2°nin
asir1 ekspresyonu ile iliskilidir. Bcl 2, dis- ve metaplastik hiicrelerin yasamini devam
ettirerek, invazif karsinom ve adenom gelisimini baslatir. Bcl 2’nin diger bir 6zelligi;
hiicre dongiisiinde, hiicrelerin yeniden Gy evresine girislerinin onlenmesiyle, hiicre
dongiisiiniin ilerlemesi yoniinde etkisi vardir. Bu ise, invazif kanserlerin simirsiz
biliylime ve gelisimini saglamaktadir. Displastik-metaplastik lezyonlar ve adenomlarin;
invazif kanserlerle karsilastirildiginda, neden Bcl 2 geninin ortalamanin {izerinde
eksprese edildigini aciklamaktadir (191). Yaptigimiz ¢aligmada; apoptozun intrinsik
yolaginda gorevli Bel 2 gen ailesinin antiapoptotik bir {iyesi olan Bel 2 geninin, negatif
diizenleyici element olarak goérev yapan P2 promotdriindeki polimorfizmini inceledik.
Genin ekspresyon diizeyini etkileyen, Bel 2 -938 C>A (rs2279115) polimorfizmine ait
genotip oranlar1 ve allel frekanslarmm kontrol ile Polisitemia Vera ve Esansiyel
Trombositoz hastalar1 arasinda anlamli bir iliski olmadigini saptadik (p<0,05). Yapilan
analizler sonucunda; Bcl 2°de ekspresyon diizeyini degistiren tek niikleotid degisimi
gozlenmemistir. Bel 2 -938 C>A polimorfizminin literatiirde diger malignansilerle
iligkisi arastirildiginda; Bcel 2, hem normal hematopoietik hiicrelerde, hem de AML’nin
16semik blast hiicreleri gibi malign hematopoietik hiicrelerde de eksprese olmaktadir.
Bunun {izerine Moon ve ark. (2009) de novo AML’ de Bcl 2 proteini veya gen
ekspresyonunun AML i¢in kemoterapiyi takiben bir tani belirteci olabilecegini
onermislerdir. Bcl 2 ekspresyon diizeyinin, AML’de Bcl 2 indiiksiyonu veya Bcl 2
overeksprese hiicrelerinin secilimi yoluyla kemoterapide artabildigi bilinmektedir.
Ayrica Bcel 2 protein ve gen ekspresyonunun yiiksek diizeyine sahip AML hastalari,
daha kisa yasam siiresi gosterirken, kemoterapiye de diisiik oranlarda cevap
vermektedir. Moon ve ark. calisma sonucunda, Bcl 2 -938 C>A polimorfizminin
I6semide genel sagkalimla ve kemoterapiyi takiben remisyon oraniyla iliskili oldugunu
belirtmislerdir (192).

Niickel ve ark. (2007) B- hiicre lenfositik l6semide (B-CLL) yaptiklari
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calismada, Bcl 2 -938 C>A polimorfizminde AA genotipinin Bcl 2’nin artmus
ekspresyonuyla iligkili oldugunu ve CLL hastalarinda prognostik agidan genetik markir
olarak kullanilmasinin uygun oldugunu belirtmislerdir (193).

Hwan ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢calismada, Bcl 2 -938 polimorfizminin klonal
miyeloproliferatif hastalik olan CML’ye yatkinlik ile 6nemli 6l¢tide iligkili oldugunu
gostermislerdir (194).

Zhang ve ark. (2011), gogiis kanseri gelisimi ve hastaligin klinik ve patolojik
etkisi tlizerine yaptiklar1 calisma sonucunda, Bcl 2 -938 polimorfizminin gogiis
kanserine yatkinlik, gogiis kanserinin patolojik tanisinda ve lenf bezi tutulumu ile
iligkili oldugunu gostermislerdir (190).

Bachmann ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢aligmada, Bcl 2 -938 polimorfizminin
prostat kanserli hastalarda, hastaligin tekrarlama ve genel sagkalimla iligkili olmadigini
belirtmislerdir (183).

Apoptozun diizenlenmesinde gorev alan anahtar molekiillerden biri de Bax
proteinidir. Bax promotériinde, p53 respons elementleri, TATA kutusu, kanonikal E-
kutusu ve NFkappaB baglama bolgeleri bulunur. p53 yanit elementi ve dimerizasyon
bolgeleri kodlayan ORF (Open Reading Frame)’yi igeren promotdr bolgesindeki
mutasyonlar, Bax geninin proapoptotik fonksiyonunu yok ederek, timor olusumunu
baslatir. Bax geninde ekzon 3’tin G8 kisminda cerceve kaymasi mutasyonlari
hematopoietik malign hiicre hatlari, lenfomalar ve kolorektal kanserlerde belirlenmistir.
Bax geninin, apoptozun indiiklenmesini saglayan proapoptotik fonksiyona sahip olmasi,
Bcel 2 ve p53 gibi diger genlerin bircogunun, apoptoz yolagini kismende olsa Bax geni
ile etkilesime girerek diizenlemeleri, Bax geninin kanser ¢aligmalarinda ilgi gormesine
neden olmustur. Son zamanlarda yapilan calismalar, Bax’in bir tiimér baskilayici gen
oldugunu gostermistir. Gendeki delesyonlarin, lenfoid hiperplaziler ile iliskili ve
hematopoietik kisimda, Onemli bir negatif biiylime kontrol fonksiyonu oldugu
gosterilmistir (195, 196). Yaptigimiz ¢alismada; apoptozun intrinsik yolaginda gorevli
Bcl 2 gen ailesinin proapoptotik tiyesi olan Bax geninin, 5’- UTR (Untranslated Region)
bolgesinde meydana gelen ve genin ekspresyon diizeyininin azalmasina neden olan,
BAX -248 G>A (rs4645878) polimorfizmine ait genotip oranlar1 ve allel frekanslarmnin
kontrol ile Polisitemia vera ve Esansiyel trombositoz hastalar1 arasinda anlamli bir iligki

olmadigint saptadik. Ayni1 polimorfizmin diger malignansilerle iliskisinin olup-
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olmadigini literatiirde arastirdigimizda farkli bulgularla karsilastik.

Saxena ve ark. (2002) Bax promotoériinde meydana gelen Bax -248
polimorfizminin, CLL’de Bax’mn azalmis ekspresyonuyla iligskili oldugunu,
konvansiyonel tedaviye tam yanitta basarisizlikla iliskili oldugunu belirtmislerdir (196).
Skogsberg ve ark. (2008), BAX -248 polimorfizminin CLL’nin sagkalim siiresi ve
prognostik belirte¢ olarak kullanilmasi agisindan anlamli olmadigini belirtmistir (197)

Apoptotik uyaranlarin engellenmesi, malign hiicrelerin en temel karakteristik
ozelligidir ve apoptotik yoklakta gorev alan molekiillerdeki degisimler, basta kanser
olmak tiizere bir¢ok hastaligmn patogenezinde rol oynamaktadir. Elde ettigimiz bulgular
dogrultusunda; apoptotik ekstrinsik ve intrinsik yolaklarda gorev alan FAS -670 G>A
(rs1800682), FAS -1377 G>A (rs2234767), FASL IVS2 -124 A>G (rs5030772), BAX -
248 G>A (rs4645878) ve BCL 2 -938 C>A (rs2279115) gen polimorfizmlerinin PV ve
ET hastaliklar1 ile iliskili olmadigmi saptadik. Apoptozisle iligkili genlerde, genin ve
proteinin ekspresyon diizeyini degistiren SNP arastirmalarinin, bircok kanser tiiriinde
calisildig1 bilinmekte fakat hematolojik malignansi sinifina giren PV ve ET’de;
apoptotik yolakta gorevli bu genlerde meydana gelen polimorfizmleriyle ilgili su ana
kadar yayinlanmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle elde edilen sonuglarin bu

hastaliklar lizerinde yapilacak ¢aligmalara yol gdsterici olacagini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC ve ONERILER

Miyeloproliferatif neoplazmlar (MPN); miyeloid hiicre serisindeki artig ile
karakterize, Polistemia Vera (PV), Esansiyel Trombositoz (ET)’nin dahil oldugu
hastalikk grubudur. Bu hastaliklarin nedeni tam olarak bilinmemektir. Fakat yapilan
molekiiler genetik arastirmalar bu tip malignansilerin, biiylik ¢ogunlukla elde edilmis
klonal, genetik olaylar sonucu ortaya ¢iktiklarmi gostermistir. Bu durum, hastaliklar
molekiiler tan1 caligmalar1 igin uygun hale getirmektedir. Ozellikle, bu tip hematolojik
malignansilerde, hematopoietik kan hiicrelerinin ¢ogalma ve farklilasma siirecinde
homeostazisi saglayan apoptoz mekanizmasinin anlasilmasi, sadece hastaligin
patogenezine Ongorii kazandirmast bakimmdan degil, ayrica tedaviye yanitta yol
gosterici olmasi nedeniyle 6nemlidir.

38 PV ve 55 ET’li olmak iizere toplam 93 hasta ve 93 saglikli bireyde, Real-
Time PCR ile; apoptotik yolakta gorevli, FAS -670 G>A (rs1800682), FAS -1377 G>A
(rs2234767), FAS L 1VS2 -124 A>G (rs5030772,) BAX -248 G>A r1(s4645878) ve
BCL 2 -938 C>A (rs2279115) polimorfizmleri arastirildi. Elde edilen veriler
istatistiksel olarak analiz edildiginde; bu polimorfizmler agisindan, hasta ve kontrol
grubu arasinda anlamli bir iligkisinin bulunmadig1 saptandi (p<0,05). Nadir gozlenen
PV ve ET hasta sayimizin populasyonu yeterince yansitamiyabilecegini ve bu konuda
farkli merkezlerce ve daha cok sayida hasta iceren caligmalara ihtiya¢ oldugunu
diistinmekteyiz. Ayrica arastirmaya dahil edilen, varyant genlerden kaynaklanabilme
olasilig1 da sozkonusudur. Ayrica, PV ve ET olgularinda, apoptotik siirecte yer alan

diger molekiiler degisimlerin de arastirilmasi gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir.
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