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OZET

TIiROID PAPILLER KANSER HASTALARINDA SERUM KASPAZ-9,
BCL-2, GOLGI P73 DUZEYININ INCELENMESI

Seyma Nur Yildiz
Yiiksek Lisans Tezi
Biyokimya Ana Bilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Halef Okan Dogan

2020, 76 sayfa

Tiroid kanserleri en sik goriilen endokrin malignitelerden biridir. Tiroid
kanserinin goriilme sikligi yasa ve cinsiyete gore degismektedir. Papiller tiroid
kanseri (PTK) tiim tiroid kanserleri iginde en sik goriilenidir. Hastaligin gelisiminde
cesitli genetik ve ¢evresel faktorler sorumludur. Bu calismada amacimiz; papiller
tiroid kanserinde Golgi Protein 73 (GP73), B hiicreli lenfoma 16semi-2 (BCL-2) ve
Kaspaz-9 (CASP9) seviyelerini belirlemek ve saglikli kontrollerdeki diizeyleri ile
karsilastirmaktir. Bu ¢alismaya Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklari
Klinigine bagvuran 31 adet papiller tiroid kanseri hastas1 ve 44 adet saglikli kontrol
dahil edilmistir. Hasta ve kontrollerin serum GP73, BCL-2, CASP9 diizeyleri ticari
ELISA (Enzime Bagli Immiinosorban Testi) kiti kullanilarak 6lgiilmiistiir.
Arastirmadan elde edilen sonuglara gore, serum GP73 (p = 0,0253),
BCL-2 (p < 0,0001), CASP9 (p = 0,0055) seviyeleri hasta grubunda kontrol grubuna
gore daha yiiksek bulunmustur. Sonu¢ olarak artan CASP9 diizeyinin PTK
hastalarinda artmis apoptotik aktivitenin bir gostergesi olabilecegi diisliniilmektedir.
Ayrica CASP9 ve BCL-2’nin apoptozun diizenlenmesindeki sirayla apoptotik ve
anti-apoptotik rolleri gdz oniine alindiginda PTK hastalarinda bozulmus apoptotik
dengenin hastaligin olusumunda etkili oldugu disiiniilmektedir. Son olarak serum
GP73 o6lgiimiiniin PTK tanisinda kullanilabilecek bir biyobelirteg aday: olabilecegini

diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: Papiller Tiroid Kanseri, Apoptoz, Kaspaz, BCL-2,
Golgi Protein 73



ABSTRACT

EXAMINATION OF SERUM CASPASE-9, BCL-2 AND GOLGI P73 LEVELS
IN THYROID PAPILLARY CANCER PATIENTS

Seyma Nur YILDIZ
Master Thesis
Department of Biochemistry
Supervisor: Dog. Dr. Halef Okan Dogan
2020, 76 Page

Thyroid cancers are one of the most common endocrine malignancies. The
incidence of thyroid cancer varies according to age and gender. Papillary thyroid
cancer (PTC) is the most common of all thyroid cancers. Various genetic and
environmental factors are responsible for the development of the disease. Our aim in
this study; to determine Golgi Protein 73 (GP73), B cell lymphoma leukemia-2
(BCL-2) and Caspase-9 (CASP9) levels in papillary thyroid cancer and compare
them with the levels of healthy controls. This study included 31 papillary thyroid
cancer patients and 44 healthy controls who applied to the Endocrinology and
Metabolic Diseases Clinic of Sivas Cumhuriyet University Medical Faculty Research
and Application Hospital. Serum GP73, BCL-2, CASP9 levels of patients and
controls were measured using the commercial ELISA (Enzyme-Linked Immuno
Sorbent Assay) kits. According to the results obtained from the study, serum GP73
(p= 0.0253), BCL-2 (p <0.0001), CASP9 (p = 0.0055) levels were higher in the
patient group than the control group. As a result, it is thought that increased CASP9
level may be an indicator of increased apoptotic activity in PTC patients.
Considering the apoptotic and anti-apoptotic roles of CASP9 and BCL-2 in order to
regulate apoptosis, impaired apoptotic balance is thought to be effective in the
formation of the disease. Finally we think that serum GP73 measurement may be a

biomarker candidate that can be used in the diagnosis of PTC.

Key words: Papillary Thyroid Cancer, Apoptosis, Caspase, BCL-2, Golgi Protein 73
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1. GIRIS VE AMAC

Tiroid kanseri tiim diinyada gériilebilen bir saglik problemidir. insidansi son
yillarda yaklasik ti¢ kat artmistir (Siegel vd., 2020). Tiroid kanserlerinin dortte
iciinden fazlas1 papiller tiroid karsinomlar1 (PTK)’dir (Xue vd., 2016). PTK'nin
patogenezi hala tam olarak aydinlatilamistir (Li vd., 2018). Mevcut calismalar
radyasyon ve genetik duyarliligimm PTK'nin baglamasina ve ilerlemesine katkida
bulundugunu goéstermektedir (Fan vd., 2017). PTK kadinlarda ve 20-55 yas
grubunda daha sik goriiliir (Dinets vd., 2012). Tan1 genellikle ultrason ve ince igne
aspirasyon biyopsisine dayanir. Diger organlara metastaz yapabilmesine ragmen
hastaligin sagkalim oranlari yiiksektir.

Apoptoz ¢ok hiicreli organizmalarda meydana gelen programli hiicre 6liim
seklidir. Apoptoz bircok fizyolojik ve patolojik siirecte dnemli rol oynar. Ekstrinsik
yol ve intrinsik yol olmak {izere baslica iki apoptotik yol tanimlanmigtir (Meier vd.,
2000).

Kaspazlar (cysteine-dependent aspartate spesific proteases), apoptoz ile
iligkili sisteine bagimli, aspartata 6zgii proteazlardir. Kaspaz-9 (CASP9) kaspaz
ailesinin onemli bir tyesidir. CASP9 intrinsik apoptoz yolunda gorevlidir.
Mitokondriyal i¢ zarda bulunan bir protein olan sitokrom c'nin salinmasini saglar.
CASP9, bir baglatici kaspaz olarak efektor kaspazlardan kaspaz-3 (CASP3) ve
kaspaz-7 (CASP7)’yi aktive eder. Boylece apoptozun baslama sinyalinin olusmasina
ve apoptozun gergeklesebilmesine aracilik etmektedir (Liu vd., 2017; Yang vd.,
2019).

BCL-2 (B  hiicreli lenfoma 16semi-2), intrinsik apoptotik yolun
diizenlenmesinde goérevli bir proteindir. Anti-apoptotik ve pro-apoptotik BCL-2 aile
tiyeleri arasindaki denge apoptotik yolu diizenler (Anagnostou vd., 2010). Anti-
apoptotik proteinler baskin oldugunda apoptoz kontrol altinda tutulur. Pro-apoptotik
proteinler baskin oldugunda apoptoz tetiklenir. Bununla birlikte, BCL-2
proteinlerinin lokalizasyonu ve konformasyonu da aktivitenin diizenlenmesinde
onemlidir. Apoptotik siirecin kontroliinde rolii en iyi tanimlanmis olan ve aymi
zamanda bir antioksidan olarak da bilinen BCL-2 proteini bu ailenin anti-apoptotik
tiyesidir (Campbell ve Tait, 2018).



Golgi proteini 73 (GP73) ayn1 zamanda Golgi fosfoproteini 2 (GOLPH2)
olarak da adlandirilan, golgi kompleksi i¢inde bulunan 73 kDa agirliginda bir
glikoproteindir. Hiicre i¢i lokalizasyonu goz oniine alindiginda, GP73'liin prostat,
bagirsak, meme, tiroid ve merkezi sinir sistemi i¢inde ekstrahepatik dokularda
eksprese edildigi bulunmustur (Abdel ve Allam, 2017).

Bu ¢alisma da PTK hastalarinda serum CASP9, BCL-2 ve G73 diizeylerinin
ELISA yontemi ile saptanmasi ve saglikli kontrollerle karsilastirilmasi
amaclanmistir. PTK’da bu biyobelirteglerin beraber calisildigi baska bir arastirmaya
rastlanmamistir. Calismada hasta grubunda TSH, nodiil ¢api, nodiil sayisi, BCL-2,
CASP9 ve GP73 diizeyleri arasinda korelasyon analizi de yapilmistir. Bu ¢alismadan
elde edilecek veriler hastaligin olusumunda apoptozun rolii ile ilgili 6nemli bilgiler

elde etmemizi saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

Tiroid bezi kahverengi renkte ve sert kivamlidir (Purohit vd., 2014). Tiroid
bezinin normal agirlig1 yaklasik 10-20 gram olmakla beraber, viicut agirligi ve iyot
alimma bagli olarak agirhgr degismektedir. Tiroid bezi boyun on-alt kisminda,
trakeanin her iki tarafina lokalize, iki lobdan (sag lob, sol lob veya sag tiroid, sol
tiroid) olusur. Her iki lob tiroid bezinin alt kisminda, trakeanin 6niinde seyreden ve
isthmus ad1 verilen boyun kismui ile birbirine baglanir (Sekil 1). Her lob ortalama 5
santimetre (cm) uzunlugunda, 2.5 cm genisliginde ve 1.5 cm derinligindedir. Tiroid
bezi iki major arterden beslenir. Bunlar; stiperior tiroid arter ve inferior tiroid arterdir
(Sekil 2) (Binboga vd., 2019).
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Sekil 1. Tiroid Anatomisi (Akcakaya vd., 2012)
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Tiroid bezi; tiroid hormonlarinin sentezi, depolanmasi ve salgilanmasi
yoluyla viicut metabolizmasini, biliylimesini ve gelismesini saglayan endokrin bir
organdir. Bu hormonlar arasinda triiyodotironin (T3), tiroksin (T4) ve kalsitonin
bulunur (Soh ve Aw, 2019). Tiroid bezi ¢esitli metabolizmalarin, biiylimenin ve
kalsiyum (Ca) gibi elektrolitlerin serum konsantrasyonlarinin diizenlenmesinde
onemli rol oynar. Iyot sadece beslenme ile alinabilen énemli bir mikro besindir
(Portulano vd., 2014). Kan dolasiminda iyonize formu olan iyodiir (I) seklinde
bulunur. Iyot tiroid hormon sentezi i¢in gerekli bir eser elementtir. T4’iin molekiiler
agirhginin %65’ini T3’iin ise %59 unu olusturur (Arrangoiz vd., 2018). Kan yolu ile
tiroid bezine gelen I' adenozin trifosfat (ATP)’a bagimli aktif bir iglemle tiroid
folikiil hiicresi igerisine tasinir. Folikiil hiicre membrani apikal ylizeyde bulunan
pendirin ad1 verilen klor/iyot tasiyicisi tarafindan folikiiler liimene salinir (Fong,
2011). Tiroid hormon sentezinde oncii protein olan tiroglobulin apikal membrandan
mikrovezikiiller araciligi ile hiicre igerisine alinir ve iyot ile organifiye edilir,
monoiyodotirozin (MIT) ile diiyodotirozin (DIT) olarak isimlendirilen iyotlu tirozil
tiirevleri olusur ve daha sonra MIT ve DIT, T3 ve T4 hormonlarini olusturmak iizere
birlesir. Biitiin bu siire¢ tiroid-peroksidaz enzimi tarafindan katalize edilmektedir
(Dunn ve Dunn, 2001) . Tiroid hormon sentezi igin gerekli olan tiim biyokimyasal
yolaklar hipotalamustan salinan tirotropin relasing hormon, hipofiz bezinden
salgilanan TSH ve dolasimda bulunan T3 ve T4 tarafindan negatif feedback
mekanizmasi ile kontrol edilir. Kontrol mekanizmasi {izerinde baskin olarak etkili
olan TSH ve dolagimda bulunan tiroksindir (Akcakaya vd., 2012).

Tiroid bezinin ¢ok fazla hormon tiretmesi (hipertiroidizm) veya yeterli tiroid
hormonu tiretememesi (hipotiroidizm) durumlar farkli Klinik bulgulara neden olur.
Tiroid hormon diizeyindeki dengesizlik, diger organ ve sistemlerin ¢aligmasini da
olumsuz etkilediginden tiroid bezi fonksiyonlari, genel viicut saglhigi agisindan da

oldukga 6nemlidir (Allen ve Fingeret, 2019).



2.1. TIROID KANSERI
2.1.1. Tarihge

Bu bez ilk olarak Galen (Galenos M.S.129-198) tarafindan tarif edilmistir.
(Kaplan vd., 2000). Tiroid terimi Yunanca “Thyreoeides”den gelir ve kalkan
anlamina gelmektedir (Becker, 1977). Ilk kez italya’da Floransal sanat¢1 Leonardo
Da Vinci 1511°de tiroidi resmetmistir (“History of Medicine: Leonardo Da Vinci and
the Elusive Thyroid | Columbia University Department of Surgery”, 2019). Tiroid
bezindeki biiylimeler 3500 yildan fazla bir siiredir bilinmekle birlikte, antik ¢agdan
kalan belgelere gore ilk olarak Celcus boyundaki kitleleri tanimlamis ve cerrahi
olarak ¢ikarilmalarinin ¢ok tehlikeli oldugu bildirilmistir (Donaldson, 2014). Tiroid
cerrahisi ile ilgili kaynaklar, boyun kitlelerinin cerrahi miidahale ile basarisinin on
dokuzuncu yiizyilin ikinci yarisina kadar sinirli oldugunu gostermektedir. Tiroid
cerrahisinin gelisimine Onciilik eden isimler arasinda Emil Theodor Kocher,
Theodor Billroth, William James Mayo ve William Stewart Halsted bulunmaktadir
(Allen ve Fingeret, 2019). Hatta Bern Universitesinden Emil Theodore Kocher 1909
yilinda fizyoloji, patoloji ve tiroid bezinin cerrahisi alanindaki ¢alismalarindan dolay1
Nobel Tip Odiilii almaya hak kazanmistir (Akcakaya vd., 2012).
2.1.2. Epidemiyoloji

Tiroid kanserleri en yaygin endokrin malignitelerdendir. Tiroid kanserlerinin
insidans1 son yillarda artmaya devam etmektedir. Yillik insidans cografi bolgeye,
yasa ve cinsiyete gore degismektedir. Tiroid kanser tiplerine ait insidans bilgileri

Tablo 1°de ayrintili bir sekilde gosterilmistir (Bikas ve Burman, 2019).

Tablo 1: Tiroid Kanseri Tiplerine Ait insidans Bilgileri (Siironen, 2005)

Tiroid Kanser Goriilme Olasihigr  Goriilme 10 yillik sag kalim
Tipleri (%) yasi orani (%)

Papiller 70-80 30-50 93-98

Folikiiler 10-15 40-60 85-93

Medullar 5-10 40-60 75-80

Anaplastik 1-2 60-80 3-14




Tiirkiye’de biiyiikk cogunlugu PTK olmak iizere tiroid kanseri insidansi
kadinlarda yiiz binde 4,0-8,44 arasinda degismektedir. Erkeklerde ise yiiz binde
1’dir. Her iki cinse birlikte bakildiginda yiiz binde 2,5 oldugu belirtilmektedir.
Mortalite oran1 kadinlarda yaklasik yiiz binde 1,6 iken erkeklerde 0,5 her iki cinse
birlikte bakildiginda ise 1,1 oldugu belirtilmistir (“Global Cancer Observatory”,
2019).

2.1.3. Etiyoloji

Tiroid nodiilllerinin olusum mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamuistir.
Patogenezde bir¢ok faktoriin rol oynadigr kabul edilmektedir (Krohn vd., 2005). Bu
faktorlerden biri cinsiyettir. Tiroid kanserleri kadinlarda daha sik goriilmekle birlikte
erkeklerde daha agresif seyredebilmektedir. Tiroid kanserinin gelisiminde beslenme
yetersizlikleri, sigara kullanimi1, bazi ilaglar, dogadaki gesitli guatrojenler, stres, bazi
infeksiyonlar, genetik yatkinlik, radyasyon maruziyeti ve aile dykiisii gibi ¢cok sayida
etkenin rol oynadigi belirtilmektedir. Birinci derece yakinlarinda tiroid kanseri
oykiisii olan bireylerde tiroid kanseri geligimi riskinin arttigi bilinmektedir (Liu vd.,
2017; Pellegriti vd., 2013). PTK olan tiim hastalarin %5’inde ailesel PTK vardir.
Ozellikle Multiple Endokrin Neoplazm ve Ailesel Adenomatdz Polipozis gibi bazi
kalitsal hastaliklar birden ¢ok tiroid kanseri gelisimi ile iliskilendirilmistir. Cocukluk
doneminde radyasyona maruz kalinmasi tiroidin benign ve malign tiimorleri ile
iliskili en agik tanimlanmis ¢evresel faktordiir. Potansiyel radyasyona maruz kalma
kaynaklari; niikleer santral kazalar1 (6rnegin Cernobil), atomik silahlar (Nagasaki,
Hirosima) ve radyasyonun terapotik olarak kullanimlarmi igerir. Iyot alimi tiroid
malignitesinin insidansini ve prevalansini etkileyebilir ve daha spesifik olarak PTK
riskini artirabilir (Bikas ve Burman, 2019; Hegediis vd., 2003; Limaiem ve Mazzoni,
2018).
2.1.4.Tiroid Kanser Tiirleri

Tiroid kanserleri ii¢ farkli hiicre grubundan gelisebilirler. Bunlar; tiroid
folikiil hiicreleri, parafolikiiler C hiicreleri ve tiroid igerisindeki diger hiicrelerdir
(Carling ve Udelsman, 2014). Tiroid kanserleri Diinya Saglik Orgiiti (WHO)’ya
gore Tablo 2 de ki gibi siniflandirilmistir (Lam, 2017).



Tablo 2: Tiroid Ttimorlerinin Siniflandirilmasi (Lam, 2017) (Lloyd vd., 2017)

1. Epitelyal Tiimorler

Folikiiler hiicre tiimorleri
Iyi huylu folikiiler tiimorler
Folikiiler adenom
Hiyalinize edici trabekiiler timdor
Hiirthle hiicre adenomu
Iyi sinirlh folikiiler tiimérler
FT-UMP (Belirsiz malign potansiyeli olan tiroid tiimorleri)
WDT-UMP (Belirsiz malign potansiyelin iyi diferansiye neoplazmi)
NIFTP (Papiller benzeri niikleer 6zelliklere sahip noninvaziv folikiiler tiroid neoplazmi)
Karsinom
Papiller karsinom
Hiirthle karsinomu
Kotii diferansiye karsinom
Folikiiler karsinom
Skuamoz hiicre karsinomasi
Anaplastik (farklilasmamig) karsinom
Diger epitelyal tiimérler
Tiikiirik bezi tipi karsinomlar
Mukoepidermoid karsinom
Eozinofili ile sklerozan mukoepidermoid karsinom
Miisinoz karsinom
Timik tiimorler
Ektopik timoma
Intratiroid epitelyal timoma / CASTLE
Timus benzeri farklilasma ile ig epitel tiimdrii
Mediiller Tiroid Karsinoma

I1. Epitelyal Olmayan Tiimérler

Paraganglioma
Periferik sinir kilifi tiimorleri
Schwannom
Malign periferik sinir kilifi timori
Vaskiiler tiimérler
Hemanjiyoma, lenfanjiyoma
Anjiyosarkom
Diiz kas tiimorleri
Leiomiyoma
Leiomyosarkoma
Soliter fibréz tiimor
Histiositik tiimorler
Langerhans hiicre histiyositozu
Rosai-Dorfman hastaligi
Folikiiler dendritik hiicre sarkomu
Lenfoma
Teratoma

III. ikincil Tiimorler




2.1.4.1 Tiroid Papiller Kanseri

PTK, Diinya Saglik Orgiitii’niin tanimma gére belirgin cekirdek &zellikleri
tastyan follikiiler epitel hiicresi kokenli kotii huylu epitelyal tiimordiir. Ozgiin
niikleus yapisina sahiptir (“Pathology and Genetics of Tumours of Endocrine Organs.
Third edition - WHO - OMS -7, 2019).
2.1.4.1.1 Papiller Tiroid Kanseri Epidemiyolojisi

PTK en sik goriilen tiroid kanseri tipidir. Tiroid kanserlerinin yaklasik
%80’ini olusturur (Schlumberger, 2013). Hastaligin goriilme oran1 kadinlarda
erkeklere gore dort kat daha fazladir (Limaiem ve Mazzoni, 2018). Tim yas
gruplarinda PTK insidansi artis gostermekte olup, en fazla artig goriilen grup iireme
cagindaki kadinlardir (Adas vd., 2012). Cocuklarda nadir olmasina ragmen, PTK
hala en yaygin pediatrik tiroid malignitesidir (Lim vd., 2017).
2.1.4.1.2 Papiller Tiroid Kanseri Varyantlari

Cok sayida PTK varyanti tanimlanmistir. Bu varyantlar WHO tarafindan
smiflandirilmistir  (Lam, 2017) (Tablo 3). En Onemli varyantlar Klasik,
mikrokarsinom, folikiiler, difiiz sklerozan, onkositik (Hiirthle hiicreli), uzun hiicreli

ve kolumnar hiicre varyantlaridir (Limaiem ve Mazzoni, 2018).



Tablo 3: Papiller Tiroid Kanseri Varyantlar: (Lam, 2017)

Papiller Tiroid Kanseri Varyantlar

. Klasik

. Papiller mikrokarsinom

. Kapsiillii

. Folikiiler Varyant

. Diffliz Sklerozan Varyant

. Uzun hiicreli Varyant

. Kolumnar Hiicreli Varyant

. Kribriform-Moriiler Varyant
. Hobnail

10. Fibromatozis / fasyati benzeri stroma ile papiller tiroid karsinomu

© 00 9 & O A W DN

11. Solid / trabekiiler Varyant
12. Onkositik Varyant

13. Mil hiicresi

14. Seffaf hiicreli varyant

15. Warthin benzeri varyant

2.2. Apoptoz

Apoptoz terimi ilk kez 1972’de hiicre dlimiiniin programlanmis formunu
tamimlamak i¢in kullamilmistir (Kerr vd., 1972). Eski Yunanca’da apoptoz
sonbaharda agacglardan ve ¢igeklerden yapraklarin dokiilmesi anlamina gelmektedir
(Degli Esposti, 1998). Apo (ayr1) ve ptozis (diisen) kelimelerinin birlestirilmesiyle
olusmustur (Israels ve lIsraels, 1999). Apoptoz, embriyonun gelisimi, farklilasmis
olgun hiicrelerin yapim (mitozis)-yikim hizinin diizenlenmesi ve bagisiklik sistemin
normal fonksiyon goérebilmesi igin gerekli bir mekanizmadir (Azzwali ve Azab,

2019). Apoptozun baslica dzellikleri Tablo 4’te gosterilmistir.



Tablo 4: Apoptozun Baslica Ozellikleri (Hetts, 1998)

Ozellikler Apoptoz

Uyaran Fizyolojik ve patolojik kosullar (ATP
tikketimi olmaksizin)

Enerji gereksinimi ATP’ye baglh

Histoloji Kromatin kondensasyonu, apoptotik

cisimcikler, izole tek hiicrenin 6limii

DNA kirik modeli 185 baz ciftlik kiriklar seklinde ladder (ip
merdiven) goriintlisiinde

Plazma zar Parcalanmamis halde (Molekiiler
degisikliklerle birlikte)

Hiicrelerin fagositozu Komsu hiicrelerle

Doku reaksiyonu Inflamasyon yok

DNA: Deoksiribo Nikleik asit

Apoptoz ilk once hayvanlarda tanimlanmistir. Morfolojik ve biyokimyasal
ozellikleri, diger hiicre 6liim tiirlerinden kolayca ayirt edilmesini saglar. Apoptoz
genellikle i¢ mitokondriyal transmembran potansiyelinin pargalanmasiyla tek bir
hiicrede, biizisme ve ¢evre hiicrelerle olan temasin kaybolmasi ile karakterize aktif
biyolojik bir islemdir (Klim vd., 2018). Kemoterapi ve iyonize radyasyon gibi
etkenlerin hiicreye zarar vermesi ile uyarilabilir (Hassan vd., 2014). Hiicresel
biizismenin nedeni sodyum, potasyum ve Klor tasiyict sistemlerinin diizgiin
caligmamasina bagli olarak hiicre i¢i ve dis1 arasindaki sivi hareketinin
engellenmesidir. Apoptozun baslamasi ile birlikte hiicre, hacminin yarisina diiser,
cevre ile baglantilarin1 keser ve mikrovilluslart kaybolur. Apoptozu uyaran sinyaller
Tablo 5’de gosterilmistir.

Genel olarak apoptozda ii¢ ana tip biyokimyasal degisiklik gozlenebilir:

1) Kaspazlarin aktivasyonu,

2) Deoksiribo Niikleik asit (DNA) ve protein par¢alanmasi,

3) Membran degisiklikleri ve fagositik hiicreler tarafindan taninmasi1 (Wong,
2011).
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Biyokimyasal degisiklikler kismen apoptozdaki morfolojik degisikliklerin
bazilarini agiklasa da, apoptozu tanimlamak i¢in kullanilmaz. Ciinkii apoptoz DNA
pargalanmasi olmadan ortaya ¢ikabilir ve kaspazdan bagimsiz olabilir (Galluzzi vd.,
2007).

Elektron mikroskobunda, dncelikle plazma membranimnin seklinin bozuldugu
ve kabarciklanmalar olustugu tespit edilmistir. Bu yap1 “zeiozis” olarak tanimlanir.
Zardaki tomurcuklanma ve parcalara ayrilma olayinda transglutaminaz enzimi etkili
olmaktadir. Hiicre zarinda i¢ yilizeyden disariya fosfatidilserin translokasyonu olur.
Plazma ve ¢ekirdekteki yogunlasmayi takiben kromatinin kiimelenmesi gergeklesir.
Kromatindeki degisikliklerin baslamasmin hemen oncesinde sitozolik Ca'™*
diizeyinde Onemli bir artis olmaktadir. Kromatinin yogunlagsmasi, niikleozomlar
arasindaki baglanti bolgelerinin ayrilmasi ile karakterizedir. Baglanti bolgelerinin
ayrilmasiyla 180-200 baz ciftinden olusan DNA parcalart olusur. Bu parcalar
elektroforezde ip merdiven (ladder) goriintiisii olusturur (Azzwali ve Azab, 2019;
Joshi vd., 2017; Tomatir, 2003). Bu o6zellik apoptozun karakteristigi olmasina
ragmen, agaroz jel elektroforezindeki tipik DNA merdiveni nekrotik hiicrelerde de

goriilebildigi icin spesifik degildir.

Tablo 5: Apoptozu Uyaran Sinyaller (Giiltekin vd., 2008)

Hiicre Dis1 Hiicre igi
e Hormonlar e Iyonize radyasyon
e Biiyiime faktorii gibi sagkalim e Serbest radikallerden dolay1
sinyalinde eksiklik meydana gelen hasar
e Bitigik hiicreden temas e Viral enfeksiyon

Interniikkleozomal =~ DNA  parcalanmasinin ~ Ca’™"  artigina  duyarhl
endoniikleazlarla oldugu ileri siirtilmektedir. Endoniikleazlar timositler gibi bazi
hiicrelerde yapisal olarak bulunur, bazi hiicrelerde ise apoptozun baslamasindan 6nce
transkripsiyon ile olusturulur. Hiicrenin parcalanmasiyla ¢ekirdek materyalleri igeren
zarla gevrili “apoptik cisimcikler” olusur. Iki katl lipit tabakada fosfolipit asimetrisi
hiicre zarmin bir 6zelligidir. Fosfolipidler, yani i¢ tabakada bulunan fosfatidilserin

(PS) ve fosfatilidiletanolamin ve dig tabakada bulunan fosfatidilkolin asimetrik
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olarak dagilmislardir. Normal hiicrelerde bu asimetri ATP’ye bagl translokaz
tarafindan korunmaktadir. Apoptoz sirasinda ya ATP translokaz yetmezligi ya da
diger enzim sisteminin aktivasyonu PS’nin dis yiizey tabakasina yerlesmesi ile
sonuglanir. Bu durum apoptotik cisimcigin fagositozu i¢in bir uyaridir (Israels ve
Israels, 1999). Apoptozun asamalar1 Sekil 3’de gosterilmistir.

Apoptotik cisimcikler, sitokin salgilanmasin1 ve inflamasyon olusumunu
uyarmaksizin, makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan fagosite edilirler.

Apoptoz 30-60 dakika gibi bir siirede tamamlanir (Tomatir, 2003).

Stimulus

Hiicre Kiigiiliir

Kromatin toplanir
ve yogunlagir.

180-200 baz ¢iftli
DNA pargalari

Apoptotik
cisimcikler

Retikiiloendotelial

hiicreler ile
fagositoz

Sekil 3. Apoptozun Asamalar1 (Smith vd., 2017).
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Hiicre iskeleti apoptozda dnemli bir role sahiptir ve stabilizasyonu apoptozu
engellemektedir (Israels ve Israels, 1999).

Apoptozun saptanmasinda bircok biyokimyasal tahlil ve deney kullanilmis
olsa da, Hiicre Oliimii Nomenklatiir Komitesi hiicre 6liim ydntemlerinin
siiflandirilmasinin tamamen morfolojik kriterlere dayanmasi gerektigini dnermistir
(Galluzzi vd., 2007). Apoptozun belirlenmesinde kullanilan yontemlerin listesi Tablo

6’da gosterilmistir.

Tablo 6: Apoptozun Belirlenmesinde Kullanilan Y6ntemler (Martinez vd., 2010)

Morfolojik Goriintiileme

Atomik Kuvvet Mikroskobu
Isik mikroskobu

Floresan mikroskobu
Konfokal mikroskobu
Elektron mikroskobu

Immunoelektron mikroskobu

Spektroskopik Teknikler

Anneksin V Yontemi

TUNEL Yontemi (Terminal deoksiniikleotidil transferaz dUTP nick etiketleme)
CASP3 Yontemi

Mitokondriyal membran potansiyelinin 6l¢iimii

Proteomik ve Genomik Teknikler

Elektrokimyasal Teknikler

Western Blotting
Flow Sitometri
Jel Elektroforezi

DNA Microarrays
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2.2.1. Apoptoz Mekanizmalari

Apoptoz olduk¢a karmasik enerji bagimli mekanizmalar igermektedir.
Yapilan arastirmalar ekstrinsik (6liim resept6rii) ve intrinsik (mitokondrial yol)
olmak iizere iki baslatma yolu oldugunu ve bu yolaktaki molekiillerin birbirleriyle
etkilesim halinde oldugunu gostermistir (Azzwali ve Azab, 2019). Her iki yol da
ortak bir yola ¢ikar. Son yapilan ¢alismalar daha az bilinen tigiincii bir baglangi¢ yolu
oldugunu gostermistir. Bu yol intrinsik endoplazmik retikulum yoludur (Wong,
2011).

Apoptozun intrinsik mekanizmasi (mitokondriyal yol) hiicre i¢inde baslatilir.
Onarillamaz genetik hasar, hipoksi, yiiksek sitozolik Ca™ konsantrasyonlar1 ve
siddetli oksidatif stres gibi i¢ uyaranlar, intrinsik mitokondriyal yolun baglatilmasinin
tetikleyicileridir (Wong, 2011). Uyaranlardan bagimsiz olarak, bu yol artmis
mitokondriyal gecirgenligin ve sitokrom ¢ gibi pro-apoptotik molekiillerin
sitoplazmaya salinmasinin bir sonucu olarak gelisir (Danial ve Korsmeyer, 2004). Bu
yol BCL2 protein ailesi tarafindan diizenlenir (Pfeffer ve Singh, 2018). Bu protein
ailesinden anti apoptotik proteinler, sitokrom c'nin mitokondriyal salimmi bloke
ederek apoptozu diizenler. Sitokrom c'nin sitoplazmik salimi, sitokrom ¢, Apaf-1 ve
kaspaz-9'dan olusan apoptozom olarak bilinen bir kompleksin olusturulmasi yoluyla
kaspaz-3'i aktive eder (Kroemer vd., 2007).

Ekstrinsik yol ise apoptozu indiiklemek i¢in hiicre dis1 sinyalleri kullanir.
Oliim ligandlar1 olarak da bilinen hiicre 6liim sinyalleri, &liim reseptdrlerine baglanir.
En 1yi bilinen 6liim reseptorleri tip 1 timor nekroz faktorii reseptorii (TNFR1) ve Fas
(CD95) olarak adlandirilan proteinlerdir. Bu reseptorlerin ligandlart sirasiyla timor
nekroz faktorii (TNF) ve Fas ligand: (FasL)’dir (Hengartner, 2001). Oliim ligandlar1
arasinda TNF ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL) da yer alir (Pfeffer ve
Singh, 2018). Oliim ligandinin 8liim reseptdriine baglanmasi, bir adaptdr proteini
sayesinde olur. Adaptor proteini ile ligand-reseptor-adaptor protein kompleksi
olusur. Bu kompleks icin bir baglanma bolgesi olusturulur. Bu kompleksin tamam
6lime neden olan sinyal kompleksi (DISC) olarak bilinir. DISC daha sonra pro-
kaspaz 8'in birlestirilmesini ve aktivasyonunu baslatir. Pro-kaspaz 8 enzimin aktive

edilmis formudur ve apoptozu baslatan bir kaspazdir (Schneider ve Tschopp, 2000).
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Ortak yol: Bu yol bir dizi kaspazin aktivasyonunu icerir. Intrinsik yol igin
akis CASP9 ile saglanir. Ekstrinsik yol da ise bu akisi saglayan kaspaz-8'dir.
Intrinsik ve ekstrinsik yollar kaspaz-3 ile bulusur. Kaspaz-3 daha sonra DNA
inhibitoriinii aktive eder. DNA inhibitorii niikleer apoptozdan sorumludur ve
kaspazla aktive edilir (Ghobrial vd., 2005).

Intrinsik endoplazmik retikulum yolu: Ugiincii bir yoldur ve daha az bilinir.
Kaspaz-12'ye bagli ve mitokondriden bagimsiz oldugu diisiiniilmektedir (Szegezdi
vd., 2003).

Apoptoziste gorevli mekanizmalar Sekil 4’te 6zetlenmistir.

Intrinsik Yol Ekstrinsik Yol
¥ Hiicre Dis1
@]
l Hiicre Zar1 Oliim ligandlary = ¢ e © Oliim Reseptirleri
e ©
Mitokondriyal Gizenek Olusumu . T s Adaptirler 4=
Hiicre Ici |
Apoptozom Olugumu Oliime neden olan sinyal kompleksi
olusumu

Kaspaz-9 Aktivasyonu s Kaspaz-3 Aktivasyonu =i Kaspaz-3 Aktivasyonu

/ Ortak Yol \
Endoniikleaz Aktivasyonu Proteaz Aktivasyonu
Kromozom Bozulmas: Hiicre [skeleti ve Niilleer Protein Aktivasyonu

Kromatin ve Hiicre iskeleti Yogunlasmas:

Apoptotik Cisimlerin Olusumun

Apoptozis

Sekil 4. Apoptozun Intrinsik ve Ekstrinsik yollar1 (D’Arcy, 2019)
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2.2.2. Apoptozun Patolojik ve Fizyolojik rolii

Apoptoz cogu dokuda gelisim ve homeostazin bir parcasi olarak veya
inflamasyon ve enfeksiyon gibi patolojik siireglerde gérev alir (Smith vd., 2017)
(Tablo7). Apoptoz doku biiylimesini, fetal gelisimi, bagisiklik tepkisi ve diger

birgok biyolojik siireci diizenlemeye yardimci olan hayati bir hiicresel siiregtir.

Tablo 7: Apoptoz igceren Durumlar (Wong, 2011)

Fizyolojik durumlar

Menstriiel siklusta endomentriyal hiicre yikimi

Laktasyonun kesilmesinden sonra meme bezlerinin kiigiilmesi

Bagirsak epitelinde yaslanan hiicrenin ortadan kaldirilmast

Yenidogan timusunun involiisyonu sonucunda T lenfositlerin yaklasik %98’ inin
seleksiyona ugramast

Embriyonik gelisimde hiicre yikimi

Patolojik durumlar

Hepatit B veya C gibi bazi viriis kaynakli hiicre 6liimleri

Antikanser ilaclar ile timorlerde hiicre 6limi

Sitotoksik T hiicresi, bagisiklik reddi ve doku reddi (graft versus host hastaligi) gibi
hiicre 6liimiine neden olan durumlar

AIDS'te progresif hiicre 6liimii ve CD4 + hiicrelerinin tiikenmesi

Organ ve dokularin patolojik atrofisi

Radyasyon ve hipoksi gibi zararli ajanlara bagli hiicre 6limii

Alzheimer ve Parkinson hastalig1 gibi dejeneratif hastaliklarda hiicre 6limii

Miyokard enfarktiisii gibi kalp hastaliklarinda meydana gelen hiicre 6liimii

Apoptoz fizyolojik gelisim, homeostaz ve karsinogenezi 6nlemede énemli bir
rol oynar (Klim vd., 2018). Deri, bagirsak epiteli, kan hiicreleri gibi hiicre yapim
yikiminin hizli oldugu dokularda yaslanan hiicreler apoptoz ile ortadan kaldirilarak
yeni hiicrelerin olugmasi saglanir. Embriyogenez ve hiicrelerin yenilenmesi siirecinde
rol oynar (Xu vd., 2019). EIl ve ayak parmaklarinin arasindaki ara dokunun ortadan

kalkmasina yardimci olur. Apoptotik mekanizmalar fetal anormalliklerin de 6nemli
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belirleyicileridir. Hem sinir sistemi hem de bagisiklik sistemi hiicrelerinin se¢iminde
de apoptoz 6nemli rol oynamaktadir. Yetigkinliklerde her giin yaklasik 10 milyar
hiicre {iiretilir. Viicutta yeni hiicre sayisiyla dengeyi korumak gerekir. Bu siireg
apoptoz ile diizenlenir. Ayn1 mekanizma hasarli hiicreleri temizlemeye de yarar.
Boylece dejeneratif hastaliklarin tedavisine de katki saglayabilir (Renehan vd.,
2001).

Apoptozun molekiiler mekanizmas1 iizerine yapilan arastirmalar, apoptoz
stirecindeki bozukluklarin birgok hastaliga yol a¢tigini ortaya koymaktadir (Xu vd.,
2019). Amyotrofik lateral skleroz, Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi,
miyokard enfarktiisii, inme ve reperfiizyon sonrasi iskemik hasar, hepatit, viral
enfeksiyonlar, timoér olusumu ve kazanilmig immiin yetersizlik sendromu (AIDS)
apoptozla iligkili bulunmustur (Renehan vd., 2001). Yasam ve Olimiin hiicresel
diizeyde diizensizligi ¢esitli hastaliklara yol agar. Apoptozun olmasi gerekenden daha
az olmasi1 kanser gelisimine veya otoimmiin hastaliga katkida bulunabilir. Boylece
hasarli hiicrelerin hayatta kalmasin1 ve birikmesini tesvik edebilir. Buna karsilik,
gerekenden daha yiiksek apoptoz gerceklesmesi bir¢ok ilerleyici hastalik ile
iligkilidir (Cavallucci ve D’Amelio, 2010). Sinir sisteminin embriyonik gelisimi
sirasinda, fazla hiicre iretilir. Apoptoz ile hedefe ulagamayan néronlar ortadan
kaldirir. Oksidatif stres, glutamat ve Ca akisi merkezi sinir sisteminde apoptozu
indiikleyebilir. Birgok virlis bulunduklar1 hiicrelerde apoptozu inhibe eder. Boylece
konak hiicre omriinii uzatir ve viral replikasyona izin verir. Genellikle, apoptotik
yolagin herhangi bir islev bozuklugu otoimmiin hastalik, immiin yetmezlik ve lenfoid
malignitelerine neden olur. Apoptozun ilerleyen inhibisyonunun, gastrointestinal
neoplazi, 6zellikle kolorektal kanser patogenezinde rol oynadigi gériilmektedir (Joshi
vd., 2017).

2.2.3. Kanserde Apoptoz

Kontrolsiiz biiylime, anjiyogenez ve apoptoz artisi tliriine bakilmaksizin tiim
kanser hiicrelerinde goriiliir. Apoptozun ana islevlerinden biri kanserli hiicrelerin
ortadan kaldirilmasidir. Genel olarak kanserli hiicreleri ortadan kaldiran mekanizma
intrinsik apoptotik yoldur. Apoptotik kontroliin ortadan kalkmasi kanser hiicrelerinin
daha uzun siire hayatta kalmasina neden olur (Pfeffer ve Singh, 2018). Genel olarak,

apoptozun olmamasi su sebeplerden kaynaklanmaktadir:
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1) Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin bozulmus dengesi

2) Azaltilmis kaspaz fonksiyonu

3) Bozulmus 6liim reseptorii sinyali (Wong, 2011).

Apoptozis kanserli hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesinin engellenmesine ve bu
hiicrelerin yok edilebilmesine olanak saglar. Bu amagla hiicrenin kendi 6lim
mekanizmasini kullanmasi etkili bir yontemdir. Apoptozu tetiklemek tiim kanser
tirleri ile miicadelede etkilidir. Hem intrinsik hem de ekstrinsik yollarda cesitli
mekanizma veya molekiilleri hedefleyen bir¢ok antikanser ilag vardir. Terapotik
tedavi i¢in iki yaygin yontem vardir; proapoptotik molekiillerin uyarilmasi ve
antiapoptotik molekiillerin inhibisyonudur. Arastirilan bazi tedaviler arasinda 6liim
reseptorleri i¢in ligandlar (Lopez ve Tait, 2015), BCL-2 i¢in inhibitorler (Zaman vd.,
2014) bulunmaktadir. instrinsik ve ekstrinsik yollardaki herhangi bir asama tedavi
icin hedeflenebilir, ancak hangi hedefin en etkili olduguna dair bir gésterge yoktur
(Pfeffer ve Singh, 2018).

2.2.4. Kaspazlar

Kaspazlar, multigen ailesinden meydana gelen Ca bagimsiz hiicre i¢i sistein
proteaz sinifinin en 6nemli boliimiinii olustururlar ve intraselliiler proenzimler olarak
sentezlenmektedirler (Rathore vd., 2015). Aktive edilmis kaspazlar bircok hayati
hiicresel proteini ayirir ve gekirdek ve hiicre iskeletini pargalar (Lavrik vd., 2005).
Fonksiyonel kaspaz birimi bir homodimerdir, her monomer NH-terminal kisim,
biiytik (~ 17-21 kDa) ve kiigiik (~ 10-13 kDa) alt birime sahiptir (Joshi vd., 2017).
Kaspazlar ilk olarak, bir nematod olan C. Elegans’a kesfedilmistir (Julien ve Wells,
2017). Kaspazlar, apoptozun ger¢eklesmesinde anahtar rol oynayan enzimlerdir.
Hiicre dongiisii, hiicre proliferasyonu, programlanmis hiicre o6liimii, DNA
replikasyonu, doku yeniden modellenmesi ve bagisiklik yanit1 gibi ¢ok sayida dnemli
fizyolojik siirecin fonksiyonel regiilasyonunda yer alir. Aktif merkezlerinde sistein
aminoasidi tasirlar. Hedefledikleri proteinlerin aspartat aminoasidinden sonraki
peptid bagin1 keserler (Hung vd., 2015; Kaya vd., 2012). Hiicre igerisinde inaktif
prekiirsorler (zimojenler) olarak sentezlenirler ve prokaspaz adini alirlar (Li vd.,
2017).

Sitokrom ¢ membranlar arasi boslukta bulunan ve oksidatif fosforilasyon i¢in

elektron tasima sisteminde yer alan i¢ mitokondriyal bir proteindir. Sitokrom c’ler
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prokaspaz zimogenlerini aktive etmektedirler. Kaspaz aktivasyonunun inhibitorleri,
sitokrom c¢’nin mitokondriden salinimini bloke etmez ancak ardisik kaspaz
aktivasyonunu bloke ederek, hiicre Olimiinii onler (Bildik ve Bayar, 2018).
Kaspazlar apoptozu aktive eden sinyaller tarafindan tetiklenip, apoptoz yolaklarinda
aktif olarak gorev alirlar (Xu vd., 2019). Kaspazlar hiicrede inaktiftirler, ancak
proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirirler. Yaklagik 100 farkli hedef proteini
keserek apoptoza neden olurlar. Kaspazlar ilk énce mitokondride membran hasari
olusturur ve bu olaylarin sonucunda; zar degisimleri, hiicre iskeleti ve c¢ekirdek
degisimine yol agan hasarlar ortaya ¢ikar. DNA tamiri ve replikasyonu i¢in gerekli
enzimleri inaktive ederler. Hiicre iskeleti proteinlerini keserek hiicre zarinin
tomurcuklanmasina neden olurlar. Apoptoz aktive edildikten 1 saat ya da daha uzun
bir siire sonra DNA da tek iplikte bir c¢entikle baslayan cok karakteristik ve geri
doniissiiz bir par¢alanma goriiliir (Coskun ve Ozgiir, 2014).

Proteolitik siire¢ esnasinda aktivasyona ugrayan kisimlar olan genis ve kiigiik
alt lniteler arasinda heterodimer olusturacak sekilde birlesmeler aciga c¢ikar. NH-
terminal kismi yiiksek degisime sahip bir dizilimden olusmaktadir ve oldukca
uzundur. Bu kisim aktivasyonun diizenlenmesi i¢in énemli rol oynar. NH- terminal
kismu1 ile proenzimlerden elde edilen diger tiim kisimlara kaspaz konsensiis bolgeleri
denir. Kaspaz konsensiis bolgeleri kaspazlarin inaktif halden aktif hale gegmesi i¢in
gerekli olan bolgelerdir. Kaspazlar aspartatin karboksil ucundan peptit bagini kesme
ozelligine sahip proteazlardandir (Li vd., 2017).

Kaspazlarin tiimii benzer aminoasit dagilimina sahip olduklari i¢in yapisal ve
substrat spesifikligi acisindan da benzer 6zellikler gdstermektedirler. Tiim kaspazlar
inaktif sekilleri olan proenzimler seklinde sentez edilirler. Giiniimiize kadar 14
memeli kaspazi tespit edilmis olup hayvanlarda bulunan kaspaz-11 ve kaspaz-12'nin
insandaki Kkarsiligi hala gosterilememistir. Ilk bulunan Kaspaz ICE’dir. Sonradan
prokaspaz-1 olarak adlandirilmistir (Wardle vd., 2011).

Fonksiyona bagli olarak, memeli kaspazlar apoptotik ve enflamatuar
kaspazlar olmak iizere iki ana gruba ayrilir. Apoptotik kaspazlar, ¢ogunlukla
apoptozu baslatmak ve yiirlitmek icin islev goriir. Bu apoptotik kaspazlar ayrica
apoptozun uygulanmasindaki islev siralarina gore baslatict ve efektor kaspazlar

olarak alt gruplara ayrilir. Kaspaz 2, 8, 9 ve 10 baslatict kaspazlardandir. Efektor
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kaspazlart aktive etmek icin islev goriir. Kaspaz 3, 6 ve 7 efektor kaspazlardandir.
Apoptozu kolaylastirmak i¢in hedef bolgelerinde proteolitik olarak birkag¢ hiicresel
proteini ayirir. Kaspaz 1, 4, 5, 11 ve 12 enflamatuar kaspaz ailesine aittir ve
fonksiyonel olarak apoptotik kaspazlardan farklidir. Apoptotik kaspazlarin tersine,
dogustan gelen bagisiklik tepkisinde merkezi rol oynarlar ve proenflamatuar bir
hiicre 6lim sekli olan piroptozu tesvik ederler. Kaspaz 14, apoptotik veya
enflamatuar kaspaz olarak siniflandirilmaz (Kesavardhana vd., 2020).

2.2.4.1. Kaspaz-9

Kaspaz-9 (CASP9) tiim kaspaz ailesinde oldugu gibi aktif merkezinde sistein
molekiili tasir. Nadir olarak Apaf 3, ICE-LAP 6, Mch 6 gibi farkli alternatif
isimlerle de belirtilebilmektedir. CASP9 baslatici kaspazlar olarak adlandirilan
kaspaz ailesinin bir tiyesidir (“MeSH Browser”, 2020). Diger kaspazlar gibi CASP9
da prokaspaz olarak sentez edilir. Prokaspazlar tek zincirli inaktif zimojenler olarak
sentezlenir ve hiicre 6liimiinii kolaylastirmak i¢in aktive edilmektedir (Kesavardhana
vd., 2020).

Apoptoz sirasinda kaspazlardan ilk gorev alanlar baglatici ya da oOncii
kaspazlardir ve bunlarin uzun onciil bolgeleri bulunur (Kim vd., 2001). Baslatici
kaspazlar apoptotik uyariyla baslayan oliim sinyallerini efektdr kaspazlara yani
ikincil kaspazlara ileten kaspaz tiirleridir. Baslatict kaspazlarin ii¢c 6nemli 6zelligi
vardir;

1. Farkl sekillerde gelen uyarilar1 genel bitirici faza tasirlar

2. Yeterli miktarda bitirici kaspazin aktiflesmesini saglayarak apoptotik sinyalin
cogalmasini saglarlar

3. Oliimiin en son basamaginda bir kontrol noktas1 olarak bulunurlar.

CASP9, intrinsik yol ile apoptozu diizenler. CASP9 aktivitesi, boliinme
yerine dimerizasyon ile uyarilir, ancak CASP9 arasindaki uzun baglayict dongii
nedeniyle dimerize olmamis formunda da tam aktivite gosterebilir. CASP9'un
aktivasyonu igin Onerilen iki hipotez vardir. Birincisi, DNA hasarina veya oksidatif
strese yanit olarak sitokrom c'nin mitokondriden salinmasiyla baglar. Sitokrom c,
Prokaspaz 9, aktive edici faktor (Apaf-1) ve deoksiadenozin trifosfatin olusturdugu
kompleks aktif CASP9’u meydana getirir ve olusan bu kompleks ‘apoptozom’ olarak

isimlendirilir. Bu multiprotein kompleksi, bir dizi efektdr kaspazin aktivasyonunu
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baglatir. Aktiflestirici CASP9, bir baslatici kaspaz olarak efektor olan CASP3 ve
CASP7’yi aktive ederek ve apoptozun baglama sinyalinin olugmasina ve apoptozun
gerceklesebilmesine aracilik etmektedir. Apaf-1 ayn1 zamanda ATP’ye de baglanir.
Bu olay apoptozun neden enerjiye gereksinim duydugunu agiklamaktadir. Bu
hipoteze “uyarilmis konformasyon modeli” denir. Diger hipotez, “uyarilmis yakinlik
modeli”, apoptozomun dimerizasyonunun CASP9’u aktive ettigi savunulur (Ercan
vd., 2019; Li vd., 2017).

2.2.5. BCL2 protein ailesi BCL-2 geni

BCL2 (B-cell lymphoma leukemia-2) protein ailesi apoptozun
regiilasyonunda 6nemli role sahiptir. BCL-2 mitokondrinin dig membraninda
bulunmakta ve iyon degisimini diizenlemektedir. BCL-2 geni ilk olarak Insan B
Hiicreli Folikiiler Lenfomada tanimlanmigtir. BCL2 ailesindeki proteinlerin bazilar
apoptozu bloke ederken bazilar1 apoptozu indiiklemektedirler (Frenzel vd., 2012).

BCL2 ailesi proteinleri, apoptoz ve kanser tedavisinde hiicresel yanitlarin
diizenlenmesindeki Onemi nedeniyle son on yil boyunca yogun bir sekilde
caligilmistir. Bu ¢alismalar da BCL-2'nin asir1 ekspresyonunun, hiicre ¢ogalmasini
desteklemedigi aksine BCL-2'nin asir1 ekspresyonunun hiicre 6limiinii inhibe ettigi
One siirilmistiir. Ayrica, kanserdeki rollerin otesinde, BCL-2 ve ailenin diger
tiyelerinin, gelisimsel olarak programlanmig hiicre 6liimii ve patojenlere karsi konak
savunmasi dahil olmak iizere bir dizi apoptoz programi igin de gerekli oldugu ortaya
konmustur (Shamas-Din vd., 2013).

BCL2 ailesi proteinleri BH1, BH2, BH3, BH4 olarak adlandirilan dort BCL2
homoloji (BH) domainini igerir (Shamas-Din vd., 2013). Bunlar benzer yapilara
sahip, birkag alfa-heliks yumagindan meydana gelmektedir. BCL2 protein ailesinin
yapilarinda merkezi konumda hidrofobik bir alfa heliks ve bunu ¢evreleyen 5 tane

amfipatik alfa heliks yapis1t mevcuttur (Frenzel vd., 2012; Tzifi vd., 2012).
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Bu protein ailesi; bolge (domain) yapisina gore ii¢ temel gruba ayrilmaktadir.

Grup I: BCL-2, BCL-xL, BCL-w, MCL1, BFL-1/A1,BOO ve digerlerinden olusur.
Birinci grup, BCL2 ile yiiksek yapisal ve fonksiyonel homolojiyi paylasan
antiapoptotik iiyelerden olusup apoptozu inhibe edici 6zellik gostermektedir. Dis
mitokondri membran1 ile iliskili olup, mitokondri biitiinliiglinii saglarlar. Dort
korunmus BCL-2 homoloji bdlgesi (BH) igerirler. Bunlardan yalnizca MCL1’in 2
BH boélgesi vardir.

Grup 1l: BAX (BCL-2 ile iligkili X proteini), BAK, BCL-xs ve digerlerinden olusur.
Cogunun {i¢ bazen de iki BH bolgesi mevcuttur. BCL-2 ile daha az homoloji
paylasan ve proapoptotik aktivite gosteren proteinleri igerir. Apoptozu tetikleyici
olarak is goriir.

Grup III: BID, BIK, BAD ve digerlerinden olusur (sadece BH3 iceren grup).
Karakterize etmesi en giic olan gruptur. Sadece BH3 bdlgesini igerirler. Bu
molekiiller mitokondri dis membran ile iliskilidir. Bu aile tiyeleri birbirleriyle ve dis
mitokondriyal membran proteinleriyle etkilesime girerek mitokondri membraninda
porlar olusturmak suretiyle sitokrom ¢’nin ayrilmasini saglar. Normalde inaktiftirler,
aktive olduklarinda grup II’nin aktiflesmesini saglarlar. Farkli apoptotik uyar: farkl
molekiiliin uyarilmasina neden olmaktadir (Chandrasekar, 2020). Sadece BH3-igeren
grup proteinleri birbirleriyle ayn1 homolojiyi paylasirlar. BID disinda, sadece BH3
iceren proteinlere ait ongoriilen genel yapilarmin diger BCL2 ailesinin iiyeleri ile
alakasiz oldugu ve yakin bir evrimsel iligki olmadig: belirtilmistir. Ancak, bu Grup
[l proteinlerin tiimii, apoptozu desteklemek igin BCL2 ailesi proteinleri ile
etkilesime girer ve apoptozu diizenler (Kale vd., 2018).

BCL2 ailesindeki proteinlerin bazilar1 apoptozu bloke ederken bazilar
apoptozu indiiklemektedir. Pro-apoptotik olanlar mitokondriden sitokrom c¢’nin
sitoplazmaya salimimini indiiklerken anti-apoptotik grup ise sitokrom c salinimi
engeller. Pro-apoptotik proteinler ile anti-apoptotik proteinler arasinda etkilesim
hiicre yasaminda kritik 6neme sahiptir. Hiicrenin yasayabilirlik durumu pro-
apoptotik ve anti-apoptotik iiyelerin oranina baglanmaktadir. Anti-apoptotik olanlar
sitokrom c¢ salimimini baskilamakta ancak pro-apoptotik iiyelerin anti-apoptotik
tiyeler ile baglanmasi durumunda bu inhibe edici etki ortadan kalkmakta ve sitokrom

¢ salinimi ortaya ¢ikmaktadir (Frenzel vd., 2012).
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Apoptotik siirecin kontroliinde rolii en iyi tanimlanmis olan anti-apoptotik ve
ayni zamanda antioksidan olarak da bilinen BCL-2 proto-onkogeni ilk kez t(14;18)
translokasyonunda yer almasi ile kesfedilmistir (Stadler vd., 2014). BCL-2 insan
non-Hodgkin folikiiler lenfomasinda saptanmis bir anti-apoptotik gendir. BCL-2
diizeyi hiicre g¢esitlerine gore farklilik gosterir ve BCL-2 dis mitokondriyal
membranda, niikleer membranda ve endoplazmik retikulum (ER)’nin sitoplazmik
yiiziinde bulunan bir i¢ membran proteinidir. Cekirdek membranina yerlesik olan
BCL-2, p53 ve AP1 gibi transkripsiyon faktorlerinin niikleustaki aktivitelerini
kontrol eder. ER’de yerlesim gosteren BCL-2 ise hiicrenin hem apoptotik hem de
normal fizyolojik siireclerinde intraselliiler Ca™" seviyesinin diizenlenmesinde gorev
alir (Hetz ve Glimcher, 2008). BCL-2 geni, C terminusunda tek bir yiiksek
hidrofobik alana sahip protein kodlar, bu da esas olarak mitokondriyal dis membran
icinde lokalize olmasini saglar. Boylece BCL-2’nin artmis ekspresyonuna ve
apoptoza kars1 hiicresel dirence yol agar.

BCL-2’nin lipid peroksidasyonunu azalttig1, glutatyon tiikenmesi ve H,O, nin
yikicr etkilerinin neden oldugu apoptotik dliime kars1 direng gosterdigi bilinmektedir
(Warren vd., 2019). BCL-2’nin bu 6zelligini direk bir antioksidan gibi davranarak,
redoks aktif metalleri selatlayarak ya da reaktif oksijen tiirlerini (ROS) iiretiminin
azaltilmasini saglayarak yaptig1 diisiiniilmektedir. Bunlarin i¢inde en kabul goreni ise
BCL-2’nin ROS iiretimini azaltan bir antioksidan oldugudur (Jang ve Surh, 2003).

BCL-2 proteininin ana rolii, mitokondriyal membranin biitiinliigiinii korumak
sitokrom c serbestlesmesini saglamak ve daha sonra APAF1 (Apoptoz aktive edici
faktor-1)’e baglanmasini engellemektir. BCL-2 o6zellikle apoptozu bloke ederek
hiicrenin hayatta kalma kinetigini arttirir. Boylece, hiicrenin; ATP, yeni RNA ve
protein sentezi gerektiren, hiicre biiziismesi, niikleer par¢alanma, DNA bozunmasi
gibi cesitli hiicresel-yapisal degisikliklere neden olan faaliyetlere girmesini Onler.
BCL-2 lenfomalar, akciger kanserleri, meme ve tiroid karsinomalarinda pozitif
bulunmustur (Garcia-Aranda vd., 2018).

2.2.6. Golgi Protein 73

GP73 ilk 6nce eriskin dev hiicreli hepatitte diferansiyel ekspresyonu olan

proteinler i¢in tantmlanmustir. Kladney ve arkadaslari, 73 kDa agirliginda insan golgi

proteini olan GP73’ii izole edip tanimlamistir. GP73, 9921.33 kromozomu i¢indeki
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GOLMI1 geni tarafindan kodlanir. In vitro transkripsiyon-translasyon calismalari,
GP73’ln bir integral membran proteini (transmembran proteini) oldugunu
gostermistir.  Ayrica epitop ile etiketlenmis GP73  kullanilarak  yapilan
immiinlokalizasyon deneyleri, proteinin golgi kompleksine lokalize oldugunu
gostermistir. GP73 sitoplazmik N-terminal, transmembran ve golgi liimenine bakan
genig C-terminal alanlarindan meydana gelen golgiye yerlesik tip II transmembran
proteini olarak tanimlanmistir. Ayrica golgi fosfoprotein (GOLPH2) olarak da
adlandirilir. Son yillarda, GP73'e benzer N- veya C-terminal alanlarina sahip bir dizi
Golgi membran proteini tarif edilmistir. Bunlardan bazilar1 yakin zamanda agiklanan
Golgi-84, p63 ve GPP130’dir. Bu proteinlerin ortak 6zelligi, molekiiliin N- veya C-
terminalinde sarmal bolgelerin varligidir. Bu proteinlerin biyokimyasal fonksiyonlari
heniiz bilinmemektedir ve ekspresyonlarinin diizenlenmesini ele alan az sayida
calisma vardir. Fakat golgi cisimcigi tizerindeki konumu nedeniyle posttranslasyonel
protein modifikasyonu, hiicre ici transport (sekretuvar proteinlerin transportu), hiicre
ici sinyal iletiminin regiilasyonu ve golgi cisimciginin fonksiyonunun devami gibi
fonksiyonlarinin oldugu diistiniilmektedir (Xia vd., 2018).

GP73 Golgi kompleksi, endoplazmik retikulumdan c¢ikarilan proteinlerin
smiflandirilmasinda ve modifikasyonunda 6nemli bir rol oynar. Bu gen tarafindan
kodlanan protein, bir tip 11 golgi transmembran proteinidir. Endoplazmik retikulumda
sentezlenen proteinleri isler ve proteinlerin Golgi aygit1 yoluyla tasinmasina yardimet
olur. Bu genin ekspresyonunun viral enfeksiyona yanit olarak up regiile edildigi
gozlenmistir (“GOLM1 golgi membrane protein 1 [Homo sapiens (human)] - Gene -
NCBI”, 2019).

GP73 inhibisyonunun golgi kompleksinin yiizey alanindaki azalma ile iligkili
oldugu gosterilmistir. Bu nedenle, bazi arastirmacilar, GP73’lin, hiicresel stres
sirasinda  golgi  kompleksinin  yapisal  biitiinliiglinlin ~ korunmasinda  rol
oynayabilecegini disiinmektedir. Biitiin golgiye yerlesik golgi proteinleri periferik
veya integral membran proteinleridir ve bunlarin ¢ogu salgi proteinlerinin hiicre ici
modifikasyonunda rol oynar. GP73, golgi kompleksinin niikleotid, seker veya ATP
tastyicilarinin higbirisi ile yapisal benzerlige sahip degildir (Ba vd., 2012).

GP73 insan viicudunun bir¢ok dokusunda epitel hiicreleri tarafindan eksprese

edilir. Ozellikle barsak, prostat glandular epitel hiicrelerinde, proksimal, distal
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tubuller ve toplayici kanallarin epitel hiicrelerinde, akcigerlerin bronslarinda silyali
kolumnar epitel hiicrelerinde, santral sinir sisteminde epitelyal hiicrelerde ve kolonda
intestinal glandlarin  kolumnar epitel hiicrelerinde eksprese edilir. Saglikli
karacigerlerde biliyer epitel hiicrelerinde de siirekli olarak bulunur. Kladney ve
arkadaglar1 normal karacigerlerde GP73 sinyalinin baskin olarak biliyer epitel
hiicrelerden eksprese edildigini, hepatositlerde GP73’iin ¢ok az bulundugunu
gostermistir (Kladney, Cui, vd., 2002). Fakat karaciger hastaliklarinda ekspresyonu
belirgin olarak arttig1 bilinmektedir. Ayrica hepataselliiler kanser, prostat kanseri ve
renal hiicreli karsinom gibi diger kanserlerde de up-regiile oldugu gosterilmistir (Ba
vd., 2012; Yang vd., 2019).

25



3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Biyokimya Laboratuvarinda yapildi ve g¢alismanin etik onayi, Sivas Cumhuriyet
Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan alind1 (2019-10/04).
3.1. Kullanilan Geregler

Calismada kullanilan geregler, marka ve modelleri Tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 8: Calismada Kullanilan Geregler

Cihazlar Markalari

Buzdolabi ve (-80°C) derin dondurucu  (Ugur-Wise Cryo)

Deiyonize Su Cihaz1 (Ekoloji 200 Plus)

Otomatik Pipetler (NICHIRYO-Nichipet EX 1)
Santrifiij (Niive-NF-800R)

Vorteks (Velp Scientifika-Rx°%)

Etiiv (Niive FN-500)

ELISA okuyucu (GF-M3000 Microplate Reader)

ELISA: Enzime Bagli Immiinosorban Testi

3.2. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Calisma gruplar1 Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Uygulama ve
Arastirma Hastanesi Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar1 Klinigi’ne bagvuran
hastalardan olusturulmustur. Bu hastalardan alinan kan ornekleri (4-5 mL vendz
kan), kirmiz1 kapakli jelli tiplere (Vacuette-Lot No: A19074LM) alinarak en az 10
dakika 4000 rpm devirde santrifiij edilerek serumlar sekonder tiiplere ayrildi ve -
80°C’de calisma giiniine kadar saklandi.

Hastalarin c¢alisma grubuna alinmasi; tiroid bezinden ince igne aspirasyon
biyopsisi ile alinan 6rneklerin patoloji laboratuvarinda incelenmesi ile PTK tanisi
alan hastalar calismaya dahil edilmistir.

Hastalarin preoperatif ultrasonografi (USG), yas, cinsiyet, Tiroid fonksiyon
testi (TFT) diizeyi, postoperatif patoloji sonuglari, tiimor boyutu, Ekokardiyografi

(EKO) gozlemleri gibi verileri hastane bilgi islem sisteminden taranarak toplandi.
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Kontrol grubu ise klinik enfeksiyon siiphesi, karaciger hastaligi, bobrek
hastaligi, diabetes mellitus, alkol tliketimi, romatizmal hastalik, malignite, gebelik ve
sigara kullanim1 olmayan saglikli goniilliillerden olusturuldu.

3.3. Serum BCL-2 Tayini

Toplanan serum Orneklerinde BCL-2 diizeyleri kantitatif ELISA yontemi ile
tayin edildi. Serum BCL-2 diizeyi ticari ELISA kiti (Elabscience, ABD) lot no:E-EL-
HO114 kullanilarak o6lgiildii. Yontem olarak ticari kitin onerdigi basamaklara gore
sirastyla su islemler yapildi;

1. Standart galigma soliisyonlar1 derisimleri sirasiyla 10-5-2,5-1,25-0,63-0,31-
0,16 ng/mL olacak sekilde 7 ependorf (EP) tiipiinde hazirlandi. ELISA plate
kuyucuklarma sirastyla 100’er uL standartlar eklendi. Geri kalan kisimlara
100’er pL drnek eklendi. Plate 90 dk 37°C’de inkiibe edildi.

2. Platedeki sivilar bosaltildi ve 100puL Biotinylated Detection Ab soliisyonu her
kuyucuga eklendi. (Biotinylated Detection Ab ¢alisma soliisyonu 100 kat
sulandirilarak kullandi) Plate 60 dk 37°C’de inkiibe edildi.

3. Plate 3 kez yikama soliisyonu ile yikandi. 30 mL konsantre yikama soliisyonu
750 mL deiyonize su ile diliie edilerek kullanildi.

4. 100 uL horse radish peroksidaz (HRP) konjugati her kuyucuga eklendi. HRP
konjugat calisma sollisyonu 100 kat sulandirilarak kullandi. Plate 30 dk
37°C’de inkiibe edildi.

5. Plate 5 kez yikama soliisyonu ile yikandi.

6. 90 uL Substrate Reagent her kuyucuga eklendi. Plate 15 dk 37°C’de inkiibe
edildi.

7. 50 pL stop soliisyonu her kuyucuga eklendi.

8. 450 nm’de absorbans degerleri okundu.

9. Standart derisimlerine karsi okunan absorbanslar araciligiyla olusturulan
standart egri denkleminden her bir numunenin derisimi hesaplanda.

3.4. Serum Kaspaz-9 Tayini

Toplanan serum 6rneklerinde CASP9 diizeyleri kantitatif ELISA yontemi ile
tayin edildi. Serum CASP9 diizeyi ticari ELISA kiti (Elabscience, ABD) lot no: E-
EL-H0663 kullanilarak o6lgiildii. Yontem olarak ticari kitin 6nerdigi basamaklara

gore sirastyla su islemler yapilds;
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1. Standart ¢aligma soliisyonlar1 derigsimleri sirasiyla 100 — 50 — 25 - 12,5 - 6,25
-3,13 - 1,56 ng/mL olacak sekilde 7 EP tiipiinde hazirlandi. ELISA plate
kuyucuklarma sirasiyla 100’er uL standart eklendi. Geri kalan kisimlara
100’er uL 6rnekler eklendi. Plate 90 dk 37°C’de inkiibe edildi.

2. Platedeki sivilar bosaltildi. 100uL Biotinylated Detection Ab ¢alisma
soliisyonu her kuyucuga eklendi. Biotinylated Detection Ab c¢alisma
soliisyonu 100 kat sulandirilarak kulland:. Plate 60 dk 37°C’de inkiibe edildi.

3. Plate 3 kez yikama soliisyonu ile yikandi. 30 mL konsantre yikama soliisyonu
750 mL deiyonize su ile diliie edilerek kullanild:.

4. 100 pL HRP konjugat caligma soliisyonu her kuyucuga eklendi. HRP
konjugat calisma soliisyonu 100 kat sulandirilarak kullandi. Plate 30 dk
37°C"de inkiibe edildi.

5. Plate 5 kez yikama soliisyonu ile yikandi.

6. 90 uL Substrate Reagent her kuyucuga eklendi. Plate 15 dk 37°C’de inkiibe
edildi.

7. 50 pL stop soliisyonu her kuyucuga eklendi.

8. 450 nm’de absorbans degerleri okundu.

9. Standart derisimlerine karsi okunan absorbanslar araciligiyla olusturulan
standart egri denkleminden her bir numunenin derisimi hesaplandi.

3.5. Golgi Protein 73 Tayini
Orneklerde GP73 6l¢iimii icin SunRed (Cin, Sangay) lot no: 201-12-1433
ELISA kiti kullanild1. ELISA kiti prosediiriine gore sirasiyla su islemler yapildi:

1. Standart ¢alisma soliisyonlar1 derisimleri sirasiyla 48, 24, 12, 6, 3 ng/mL
olacak sekilde 5 EP tiipiinde hazirlandi. ELISA plate kuyucuklarina 50 pL
standartlar eklendi. Geri kalan kisimlara 40’ar uL 6rnek eklendi. Orneklerin
konuldugu kuyucuklara 10 pL GP73-antibody eklendi. Daha sonra biitiin
kuyucuklara 50 pL streptavidin-HRP eklendi. Plate 60 dk 37°C’de inkiibe
edildi.

2. Plate 5 kez yikama soliisyonu ile yikandi. 50 mL konsantre yikama soliisyonu
950 mL deiyonize su ile diliie edilerek kullanilda.

3. 50uL Chromogen solution A, 50 pL. Chromogen solution B eklendi. 10 dk
37°C’de inkiibe edildi.
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4. 50 uL stop soliisyonu her kuyucuga eklendi.

5. 450 nm’de absorbans degerleri okundu.

6. Standart derisimlerine karsi okunan absorbanslar araciligiyla olusturulan
standart egri denkleminden her bir numunenin derisimi hesaplandi.

3.6. TSH Tayini
Test elektrokemiliiminasans immiinolojik (ECLIA) olarak sandvig prensibiyle
caligmaktadir. Toplam test siiresi 18 dakikadir.
1. 50 pL numune, biotinlenmis monoklonal TSH’ye 6zgii antikor ve rutenyum
kompleksi ile isaretlenmis monoklonal TSH’ye 6zgii antikor reaksiyona
girerek bir sandvi¢ kompleksi olusturur.
2. Streptavidin-kapli  mikropartikiiller ~ eklendikten sonra  biyotin ile
streptavidinin etkilesimi aracilifiyla kompleks kat1 faza baglanmis hale gelir.
3. Reaksiyon karisimi, mikropartikiillerin elektrodun yiizeyine manyetik olarak
yakalandiklar1 dl¢iim hiicresi igine aspire edilir. Bundan sonra baglanmamis
maddeler uzaklastirilir. Elektrot iizerine voltaj uygulanmasi kemiliiminesans
emisyonunu indiikler, bu da bir foton ¢ogaltici ile 6l¢iiliir.
4. Sonuglar, 2 noktali kalibrasyon ile cihaza 06zel olarak olusturulmus bir
kalibrasyon egrisi ve reaktif barkodu araciligiyla edinilen bir ana egri ile tayin
edilir.
3.7. istatistiksel Analiz

Calismamizin ~ verileri SPSS  (Ver: 22.0) programina yiiklenerek
degerlendirilmistir. Verilen dagilim karakteristikleri Shapiro-Wilk testi ve histogram
ile degerlendirildi. Gruplar arasinda CASP9, BCL-2 ve GP73 diizeyleri yoniinden
fark olup olmadigi Student’s t testi ile degerlendirildi. Gruplar arasinda yas ve
cinsiyet yoniinden fark olup olmadig: ki kare testi ile degerlendirildi. Korelasyon
analizi Pearson korelasyon testi ile yapildi. p < 0.05 istatistiksel anlamli farklilik
olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada kesin tan1 konulmus PTK’l1 hastalardan herhangi bir cerrahi
miidahale yapilmadan once alinmis serumlar kullanildi. Kontrol grubu olarak da
herhangi bir hastaligi bulunmayan goniillii saglikli kontrol serumlar1 kullanildi.
Hastalar, yas ve cinsiyetleri bakimindan herhangi bir ayrima tabi tutulmaksizin,
rastgele belirlendi. Yapilan ¢aligmada kontrol ve hasta grubuna ait bilgiler, Tablo

9’da gosterilmistir.

Tablo 9: Hasta ve Kontrollere Ait Yas ve Cinsiyet Bulgulari

Parametreler Hasta Kontrol P

Yas (ortalama = SD) 51 (+16) 42 (£15) 0,0116
Cinsiyet

Erkek (n %) 9 (%29) 15 (%34) 0,625
Kadin (n %) 22 (%71) 29 (%66)

SD: Standart sapma n: Orneklem sayis1

Hasta grubunun %29’u erkek, %71°1 de kadinlardan olusmaktadir. Bu
hastalardan %16,1’inde (n=5) ek olarak Hashimato tiroiditi gozlendi. %3,2’sinde
(n=1) toksik multi nodiiler guatr (TMNG) go6zlendi. Bu hastalardan %19,4’linde
(n=6) Hashimato tiroiditi ve TMNG’den farkli olarak ek hastaliklar go6zlendi.
%6,5’inde (n=2) dislipidemi, %3,2’sinde (n=1) koroner arter hastaligi, %9,7’sinde
(n=3) diyabet gozlendi. Ultrason degerlendirmesine gore hastalarin %?22,6’sinda
nodiiliiniin etrafinda santral kanlanma (n=7), %6,5’inde nodiiliin etrafinda periferik
kanlanma (n=2), %22,6’sinda da hem santral kanlanma, hem de periferik kanlanma
(n=7) gozlendi. Geri kalan hastalarda ise kanlanma gbzlenmedi. Hastalarin hepsinde
en az 1, en fazla 7 tane nodiil gozlenmistir. Ortalama nodiil sayis1 2,06 £1,43“dir. Her
hastada ki en biiylik nodiiliin ¢ap1 6l¢iildiigiinde hastalarda ortalama 21,97 (+15,19)
mm nodiil ¢cap1 goriildii.

Kontrol grubunun %34’i erkek, %66’s1 da kadinlardan olusmaktadir. Kontrol
ve hasta grubunda cinsiyet yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit

edilmedi (p=0,625) (Tablo 9).
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Hasta grubunun yas ortalamasi 51 (+16), Kontrol grubunun yas ortalamasi 42
(£15)’dir (p=0,0116) ( Tablo 9).

CASP9 i¢in standart derisimlerine karsi okunan absorbanslar araciligiyla
olusturulan standart egri denkleminden her bir numunenin derisimi hesaplandi
(Grafik 1). Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda CASP9 diizeylerine bakildiginda, bu
iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p=0,0055) (Tablo
10) (Grafik 2).

ABSORBANS (450nm)
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Grafik 1: Kaspaz-9 Standart Egri Grafigi
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Grafik 2: Kaspaz-9 Hasta ve Kontrol Istatistik Grafigi

BCL-2 icin standart derisimlerine karsi okunan absorbanslar araciligiyla

olusturulan standart egri denkleminden her bir numunenin derisimi hesaplandi

(Grafik 3). Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda BCL-2 diizeylerine bakildiginda, bu iki

grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,0001) (Tablo 10)

(Grafik 4).
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Grafik 3: BCL-2 Standart Egri Grafigi
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Grafik 4: BCL-2 Hasta ve Kontrol Istatistik Grafigi

GP73 icin standart derisimlerine karsi okunan absorbanslar araciligiyla
olusturulan standart egri denkleminden her bir numunenin derisimi hesaplandi
(Grafik 5). Hasta ve kontrol gruplari arasinda GP73 diizeylerine bakildiginda, bu iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p=0,0253) (Tablo 10)
(Grafik 6).
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Grafik 5: GP73 Standart Egri Grafigi
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Grafik 6: GP73 Hasta ve Kontrol Istatistik Grafigi

Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda TSH (p=0,0918) diizeylerine bakildiginda,
bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (Tablo 10)
(Grafik 7).
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Grafik 7: TSH hasta ve kontrol istatistik grafigi
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Tablo 10: Kontrol ve Hasta Gruplarinda Serum GP73, CASP9, BCL-2, TSH

Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Parametreler Kontrol (n:31)

Hasta (n:44)

P

GP73 (ng/mL) 10,08+5,96
CASP9 (ng/mL) 89,25+29,91
BCL-2 (ng/mL) 4,45+3,05
TSH (pIU/mL) 1,63+0,64

13,80+8,51
106,5+17,88
13,80+1.47
2,11£1,36

0,0253
0,0055
<0,0001
0,0918

GP73: Golgi Protein 73 TSH: Tiroid Stimiile Edici Hormon CASP-9:Kaspaz-9.

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. p < 0,05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.

Hasta grubunda TSH, nodiil ¢api, nodiil sayisi, BCL-2, CASP9 ve GP73

diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon saptanmadi (Sekil 5).
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Sekil 5. Korelasyon Grafigi
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5.TARTISMA VE SONUC

Pu ve arkadaslar1 meme kanserinde CASP3 ve kaspaz-8 (CASP8) ile
hastaliga 6zgii sag kalim arasindaki iligkiyi arastirmislar ve yiiksek diizeyde CASP3
ekspresyonunun sag kalim ile anlamli derecede iliskili oldugunu belirtmislerdir.
Fakat CASP8 de boyle bir iliski bulunmamistir (Pu vd., 2017). Blazquez ve
arkadaglar1 CASP3 ve kaspaz-6 (CASP6) ekspresyonunu ve proliferasyon indeksini
degerlendirmek i¢in TUNEL teknigi ve immiinohistokimyasal ¢alismalar
yapmislardir. Kontrollere kiyasla meme karsinomlarinda CASP3 ve CASP6 asir1
ekspresyonu ve gelismis apoptotik aktivitenin gozlendigini belirtmislerdir (Blazquez
vd., 2006). Vakkala ve arkadaslart immiinohistokimyasal ¢alisma ile CASP3, CASP6
ve CASP8 ekspresyonunun apoptoz ve meme lezyonunun histolojik agresifligine
paralel olarak arttigin1 bulmuslardir (Vakkala vd., 1999). Metastatik meme
karsinomu olan hastalarda ve saglikli kontrollerde serumda CASP3 ve CASP7
diizeylerine ELISA yontemi ile bakilmistir. Her iki belirte¢ de metastatik meme
karsinomu olan hastalarda sagliklt kontrollere gére anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur (Hammoud vd., 2014). John ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada bas ve
boyun kanserinde CASP3 aktivitesine bakmislar ve saglikli bireylerle
karsilastirildiginda bas boyun kanseri hastalarinda daha yiiksek serum CASP3
aktivitesi saptamiglardir (John vd., 2015). Mouwad ve arkadaslar1 metastatik
melanom hastalarinda serum kaspaz-1 (CASP1) diizeyini ELISA testi ile
aragtirmiglar ve medyan CASP1 seviyesini, melanom hastalarinda saglikli donorlere
kiyasla anlamli olarak daha yiiksek bulmuslardir (Mouawad vd., 2002). Ercan ve
arkadaslar1 serum CASP9 diizeyini akciger kanserli hastalar ile saglikli kontrol
grubunda ELISA testi ile analiz etmislerdir. Serum CASP9 diizeyleri hasta grubunda
kontrol grubuna gore anlamli olarak daha diisiik bulunmustur (Ercan vd., 2019).
Wang ve arkadaslar1t yaptigi c¢alismada CASP9’un kolon kanserinde asiri
ekspresyonunu gozlemlemislerdir (Wang vd., 2014). Strater ve arkadaslari kolon
karsinomunda CASP8 ve CASP9 ekspresyonlarini immiinohistokimyasal olarak
incelemislerdir. Kolon karsinom epitel hiicrelerinde normal kolon epiteline gore daha
yiiksek CASP8 ekspresyonu goriilmiis ve kolon karsinomunda yiizey epitelinde daha
yiiksek ekspresyon seviyelerini tespit etmislerdir. Yine normal kolon mukozasinda

CASP9, kript ekseni boyunca kolonositlerin sitoplazmasinda oldukg¢a kuvvetli bir
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sekilde eksprese edildigini bildirmislerdir. Karsinomlarda CASP9 ekspresyonunun
normal epitelyumun ekspresyon seviyelerine kiyasla azalmig nadirende tamamen
kayboldugu belirtilmistir (Strater vd., 2010). Kemper ve arkadaslar1 yaptigi
calismada western blot analizi ile kolorektal kanser kok hiicrelerinde CASP9'un
dimerizasyonunun, in vitro olarak apoptozu indiikledigini bulmuslardir (Kemper vd.,
2012). Liu ve arkadaslar1 Western Blot teknigi ile yaptiklari arastirmada kafeinin
CASP9 ve CASP3 sinyal yolunu aktive ederek insan mide kanseri hiicrelerinin
apoptozunu indiikledigini bulmuslardir (Liu vd., 2017). Yoo ve arkadaslar1 Giiney
Kore’de mide kanserinde CASP3, CASP8, CASP9 ve kaspaz-10 (CASP10)’u analiz
etmiglerdir. Mide kanserinde bu kaspaz tiirlerinin tamaminin ekspresyonunun normal
mide mukozal hiicrelerine gore arttigini gostermislerdir. Normal mide mukozal
hiicrelerinde CASP3, CASP8, CASP9 ve CASP10'un hi¢ eksprese edilmedigini veya
¢ok az eksprese edildigini gézlemlemislerdir (Yoo vd., 2002). Yilmaz ve arkadaglari
prostat kanseri hastalarinin ve kontrollerinin kan orneklerinde gergek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) kullanarak CASP9 polimorfizmini
incelemistir. Bu ¢alismada CASP9 genotiplerinin siklig1 acisindan gruplar arasinda
anlamli bir fark bulunamamustir (Yilmaz vd., 2017). Jiao ve arkadaslar1 da yaptiklar
calismada Western blot analizi ile Ganoderma lucidum yaginin CASP3 ve CASP9'u
aktive ederek meme kanseri hiicrelerinin in vitro ve in vivo apoptozunu indiikledigini
gdstermislerdir (Jiao vd., 2020). Onen-Bayram ve arkadaslarimin yaptiklar1 calismada
tiyazolidin  bilesiginin  kanserde ~CASP9 bagimli apoptozu indiikledigini
gostermislerdir. Tiyazolidin bilesiginin biyoalkin aktif formu (ALC67) ilavesi
CASP9 aktivitesinde Oonemli bir artisa yol agmistir. Calismada karaciger, meme,
kolon ve endometriyal kanser hiicreleri degerlendirilmistir (Onen-Bayram vd., 2012).
Shintani ve arkadaglar1 gastrointestinal adenokarsinomda hiicre 6liim yollarinin
immiinohistokimyasal analizini yapmislardir. Bu c¢alisma ile gastrik ve kolorektal
adenokarsinomlarda CASPS8 ekspresyonunun farklilik gostermedigini bulmuslardir.
Calismada, CASP9 gastrik adenokarsinomlarda kolorektal adenokarsinomlardan
anlamli olarak daha yiiksek bulunmus ve gastrointestinal adenokarsinomlarda
CASP8 ve CASP9 ekspresyonunun ¢ok daha sik gortildigii gosterilmistir (Shintani
vd., 2011).
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Mishunina ve arkadaslart papiller tiroid kanserinde CASP3 aktivitesini
arastirmiglardir. Calismada papiller karsinom dokusunda ortalama CASP3
aktivitesinin normofolikiiler yapiya kiyasla biraz daha yiiksek oldugunu
gostermislerdir (Mishunina vd., 2010). Zhang ve arkadaslar tiroid karsinomunda
CASP3  aktivitesinin Onemini arastirmiglardir. CASP3  immiinreaktivitesini
arastirdiklar1 arastirmada bir¢ok tiroid kanseri vakasi ve PTK hastalarini dahil
etmisler ve 34 PTK vakasindan 24’tiinde CASP3 reaktivitesi gozlemlendiklerini
belirtmislerdir (Zhang vd., 2009). Saffar ve arkadaslar1 PTK hastalarinda CASP3
reaktivitesine baktiklar1 calismalarinda 107 PTK hastasinin %86’sinda CASP3
ekspresyonunun pozitif oldugunu gostermislerdir (Saffar vd., 2013). Bona ve
arkadaglar1 tiroidin otoimmiin hastaliklarinda CASP8 ve CASP9’u florometrik
deneyle analiz etmislerdir. Hipertiroidi hastalarinda hem CASP8 hem de CASP9
aktivasyonunun normal kontrollerden anlamli olarak daha diisiik bulmuslardir. Buna
karsin Graves hastalarinda CASP9 aktivasyonunu, normal kontrollere gore anlamli
olarak daha yiiksek ve CASPS8 aktivasyonunu normal kontrollere gére anlamli olarak
daha diisiik bulmuslardir (Bona vd., 2003) Wan ve arkadaslar1 florometrik analiz ile
Melittinin bir analogu olan TT-1 maddesi ile tiroid kanser hiicrelerinde CASP3 ve
CASP9 ekspresyonunu analiz etmislerdir. Sonuglar, TT-1’in dozuna bagli olarak
CASP3 ve CASP9'un tiroid kanser hiicrelerinde aktive edildigini gdstermistir. Ayrica
RT-PCR analizlerinde de benzer sonuglar elde edilmistir (Wan vd., 2018).

Calismamizda CASP9 diizeyi; PTK hastalarinda kontrollere gore istatistiksel
olarak daha yiiksekti. Wang ve arkadaglart PTK hastalar1 ile saglikli kontrol
grubunda CASP9 varyanti i¢in gen polimorfizm analizi yapmislar ve varyant allel
frekansinin hastalarda kontrollere gore daha yliksek olmasina ragmen farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadigini belirtmislerdir (Wang vd., 2012). CASP9
baslatict bir kaspazdir. Diger kaspazlar aktive ederek 6liim sinyallerini indiikler ve
artmis ekspresyonu apoptozu tetikler. CASP9, birden fazla kanser hiicresi tipinde
apoptozda ¢ok 6nemli role sahiptir (Kim vd., 2015). Yapilan literatiir taramalarinda
papiller tiroid kanseri hastalarinda CASP9 diizeyinin incelendigi bagka bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Bu nedenle bizim c¢alismamizda elde edilen bulgular benzer
calismalar ile karsilastirllamamistir. Ancak farkli kanser tiirlerinde CASP9’a ait

veriler g6z oniine alindiginda ve CASP9’un proapoptotik rolii diistiniildiigiinde artan
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CASP9 diizeyinin PTK hastalarinda artmis apoptotik aktivitenin bir gostergesi
olabilecegi diistinlilmektedir. Bu sonuglar CASP9’un PTK {izerindeki etkileri ile
ilgili daha ileri ¢alismalar i¢in destekleyici kanit islevi gorebilir.

Tiroid papiller karsinom prognozunun kismen tiimoriin apoptotik egilimine
bagl olabilecegi one siiriilmiistiir (Aksoy vd., 2005). BCL2 protein ailesi ve kaspaz
kaskad1 mitokondri aracili hiicre apoptozunda anahtar rol oynar (Leibowitz ve Yu,
2010). BCL2 proteinlerinin ayrica hiicre farklilasmasi (epitelyal mezenkimal gegis)
(An vd., 2015; Ho vd., 2010; Sun vd., 2011; Zuo vd., 2010), erken yaslanma
(Crescenzi vd., 2003; Tombor vd., 2003), otofaji (Levine vd., 2008; Pattingre vd.,
2005; Shimizu vd., 2004) ve mitokondriyal fiizyon ve fisyon gibi diger hiicresel
fonksiyonlar1 diizenledigi diisiiniilmektedir (Autret ve Martin, 2009; Berman vd.,
2009; Hoppins vd., 2011). lk olarak BCL-2'nin, insanlarda B hiicre lenfomalarinda
kromozomal translokasyon kirilma noktalarinin yakininda asirt eksprese edildigi
kesfedildi (Tsujimoto vd., 1985).

BCL-2 ailesinin pro-apoptotik iiyeleri, ¢cok sayida kanser hiicresinde yukari
ve asagl yonde regiile edilir. Bu durumun tiimér olusumuna ve tedaviye karsi dirence
katkida bulunduguna inanilmaktadir (Adams ve Cory, 2007). BCL-2'nin timor
gelisimi ve metastazindaki rolii, onu kanser tedavisi i¢in umut verici bir hedef haline
getirmistir. Kanserli hiicrelerde asir1 eksprese edilen BCL-2 proteininin inhibe
edilmesinin kanser tedavisi i¢in alternatif bir tedavi olabilecegi diisiiniilmektedir.
BCL-2 geni ekspresyonunu baskilayan molekiiller, kanser tedavisinde yeni bir
terapotik ilag smnifi olarak da distintilebilir (Wang vd., 2003). BCL-2 geni sadece
kanserin gelisiminde degil, kanser hiicrelerinin kemoterapotik ajanlara karsi direng
gelistirdigi mekanizmada da rol oynar (Leber vd., 2010). BCL-2 gen ekspresyonunu
baskilayan ve hiicreleri kemoterapdtik ajanlara duyarli hale getiren molekiiller tedavi
yontemi olarak da dikkat ¢ekmektedir. Bu yaklasimi kullanan bir¢ok arastirma
grubu, BCL-2 proteinlerini inhibe eden birkag molekiil sentezlemistir. Bu
molekiillerden bazilar1 klinik ¢alismalarda umut verici bir yanit gostermistir (Kang
ve Reynolds, 2009). Baz1 aragtirmacilar BCL-2 gen ekspresyonunu inhibe etmek i¢in
anti-sense teknolojisi ve RNA etkilesimini kullanarak gen susturma yaklasimidan
yararlanmiglardir. Bu c¢alismalarda malign tiimorlerin tedavisinde kullanilan anti-

sense oligoniikleotidlerin veya anti-sense BCL-2 ve BCL-xL kullaniminin
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proliferasyon hizin1 diistirerek kemoterapdtiklerin etkilerini artirdigi bulunmustur
(Bolenz vd., 2007).

Bircan ve arkadaslar1 bazal hiicreli karsinomu olan hastalarda artan BCL-2
ekspresyonu oldugunu gostermislerdir (Bircan vd., 2005). Androjenden bagimsiz
prostat kanserinde de yiiksek seviyelerde BCL-2 eksprese edildigi bildirilmistir
(McDonnell vd., 1992). BCL-2 geninin artan ekspresyonunun, in vitro prostat
karsinom hiicrelerinde androjenden bagimsiz biiylimenin gelisiminde rol oynadig:
gosterilmistir (Raffo vd., 1995). Kiigiik hiicreli akciger kanserinde hastalarin
%90"nda yiiksek BCL-2 ekspresyonu gozlenmistir (Jiang vd., 1995). Kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanserli hastalarda da yiiksek BCL-2 ekspresyonu goriilmiistiir
(Anagnostou vd., 2010). Over, noroblastom, mesane, kolorektal ve bazi bas ve
boyun kanserlerinde yiikksek BCL-2 ekspresyonu gosterilmistir (Henriksen ve
Wilander, 1995; Lamers vd., 2012; Pena vd., 1999; Swellam vd., 2004; Zhao vd.,
2005).

Calismamizda BCL-2 diizeyi; PTK hastalarinda kontrollere gore istatistiksel
olarak daha yiiksekti. Gupta ve arkadaslari immiinohistokimya yontemi ile farklh
tiroid kanseri tiirlerinde BCL-2 ekspresyonuna bakmaislar ve folikiiler karsinomlarin
%88,9’unda, papiller karsinomlarin %100{inde ve mediiller karsinom olgularinin
%83,3"linde pozitif bulunmus ve anaplastik karsinom vakalarinin %40'inda fokal
zayif ekspresyon gozlemlendigini belirtmistir (Gupta vd., 2016). Cvejic ve
arkadaglar1 BCL-2 ekspresyonu yoniinden papiller mikrokarsinom ile PTK
hastalarin1 incelemisler ve her iki grupta da BCL-2 ekspresyonunu gostermislerdir
(Cvejic vd., 2008). Lu ve arkadaslari tiroid kanser hiicrelerinde Western Blot analizi
ile Mikro-RNA-15 ile BCL-2 diizeylerine bakmiglardir ve BCL-2 ekspresyonunun
tim kanser hiicrelerinde arttig1 belirtilmistir (Lu vd., y.y.). Pei ve arkadaslart PTK,
nodiiler guatr ve tiroid adenomu olan hastalar1 BCL-2 ekspresyonu yoniinden
karsilagtirmislardir. Ug grupta da BCL-2 ekspresyonu tespit edilmistir. 57 PTK
hastasinin 49’unda pozitif BCL-2 orani goriilmistiir (Pei vd., 2017). Mseddi ve
arkadaglar1 PTK hastalarinda BCL-2 ekspresyonunu western blot teknigi ile analiz
etmislerdir. Tim PTK hiicrelerinde BCL-2’nin asir1 ekspresyonunu gostermiglerdir
(Mseddi vd., 2017). Muller-Hockey BCL-2 ekspresyon kaybinin tiroidde onkositik

neoplazmlarin olusumunda rol alabilecegini ifade etmistir (Miiller-Hocker, 1999).
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Farid ve arkadaslart BCL-2'nin p-53 ile ekspresyonunun ve oraninin tiroid
kanserlerinde onkogeneze katkida bulunabilecegini belirtmislerdir (Farid vd., 2001).
Aksoy ve arkadaslart PTK hastalarinda BCL-2 ekspresyonu ve prognostik degerini
arastirmistir. Mikrokarsinom PTK hasta grubunda BCL-2 ekspresyonun normal
tiroid dokusuna kiyasla anlamli derecede diisikk bulmuslardir (Aksoy vd., 2005).
Wan ve arkadaslart Melittinin bir analogu olan TT-1 maddesi ile tiroid kanser
hiicrelerinde BCL-2 ekspresyonunu analiz etmislerdir. Sonuglar, TT-1’in dozuna
bagl olarak BCL-2’nin tiroid kanser hiicrelerinde azaldigini géstermislerdir (Wan
vd., 2018). Pollina ve arkadaslari tiroid kanseri ve saglikli kontroller arasinda BCL-2
diizeyini karsilastirmiglar ve iki grup arasinda anlamli bir farklilik gozlenmemistir
(Pollina vd., 1996). Wang ve arkadaslarinin 2012 de Cin popiilasyonu iizerine yaptigi
calismada PTK hastalar1 ile saglikli kontrol grubunda BCL-2 varyanti gen
polimorfizmine bakilmistir. Varyant allel frekansi hastalarda kontrollere gore daha
yiikksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Wang vd.,
2012).

CASP9 ve BCL-2’nin apoptozun diizenlenmesindeki sirayla apoptotik ve
anti-apoptotik rolleri géz oniine alindiginda PTK hastalarinda bozulmus apoptotik
dengenin hastaligin olusumunda etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. BCL-2 hedefli
yeni tedavi yaklasimlarinin  kanserlerin  tedavisinde katki  sunabilecegi
belirtilmektedir (Campbell ve Tait, 2018). Bu nedenle PTK hastalarinda da BCL-2 ve
CASP9 hedefli yeni tedavi segeneklerinin hastalik ile miicadelede etkili olabilecegini
diistinliyoruz.

Epitop etiketli GP73 kullanilarak yapilan immiinolokalizasyon deneyleri,
proteinin golgi aparatinda lokalize oldugunu goéstermistir. GP73’lin  heniiz
biyokimyasal fonksiyonlart1 tam olarak bilinmemektedir ve ekspresyonlarinin
diizenlenmesini ele alan az sayida ¢alisma vardir (Ba vd., 2012). Iftikhar ve
arkadaslar1 siroz hastalariin hepatositlerinde GP73'in yiliksek oranda eksprese
edildigini belirttiler (Iftikhar vd., 2004). Marrero ve arkadaslar1 serum GP73
diizeylerinin hepatoselliiler karsinom hastalarinda siroz hastalarina gore daha ytiksek
oldugunu gostermistir. Ayni calismada hepatoselliiler karsinom hastalarinda GP73'iin
hepatositlerde up regiile oldugunu gosterdiler ve GP73'iin hepatoselliiler karsinom

belirteci olabilecegini one siirdiiler (Marrero vd., 2005). Fritzche ve arkadaslari renal
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hiicreli kanserde immiinohistokimyasal yontem ile GP73 ekspresyonunu
aragtirmiglardir. Calismada, hem renal hiicreli kanserde hem de normal renal
tiibiillerde ekspresyon goérmiislerdir (Fritzsche vd., 2008). Wei ve arkadaslar1 RT-
PCR, western blot ve doku mikrodizi analizi ile prostat kanserlerinde yiiksek GP73
ekspresyonunu gozlemlemislerdir (Wei vd., 2008). Morota ve arkadaslari kronik
hepatit, siroz ve hepatoselliiler karsinomlu hastalarin serumunda GP73 seviyelerini
ELISA testi ile arastirmislardir. Hepatoselliiler karsinom ve siroz hastalarinda serum
GP73 konsantrasyonunun, hepatit hastalarindan ve saglikli kontrol grubundan daha
yiikksek oldugunu bulmuslardir (Morota vd., 2011). Mao ve arkadaslar1 saglikli
kontroller, hepatit B viriisii tagiyan hastalar, siroz hastalari, hepatoselliiler karsinomu
olan hastalar, diger karaciger malignitesi olan hastalar, benign karaciger lezyonu olan
hastalar ve karaciger kanserinden farkli diger 14 kanser tiiriine sahip hastalarin
serumlarindaki GP73 diizeyini immiinoblot testi ile arastirmiglardir. Calisilan diger
kanser tiirleri sunlardir; kolon kanseri, rektum kanseri, mide kanseri, 6zefagus
kanseri, pankreas kanseri, akciger kanseri, tiroid kanseri, bobrek kanseri, mesane
kanseri, prostat kanseri, meme kanseri, over kanseri, serviks kanseri ve endometrium
kanseridir. Calismada, kanser tiirlerinin énemli bir bolimiinde saglikli kontrollere
gore daha yiiksek GP73 seviyesi bulunmustur (Mao vd., 2010).

Calismamizda serum GP73 diizeyi PTK hastalarinda saglikli kontrollere gore
istatistiksel olarak daha yiiksekti. Timor hiicrelerinin ortadan kaldirilmasinda
onemli bir rol oynayan apoptotik mekanizma tlimor hiicrelerinin pargalanmasina yol
acar. Tumor hiicrelerinin pargalanmasi sirasinda golgi cisimcigi de pargalanir ve
fragmentlerine ayrilir. Golgi cisimciginin parcalanmasi ile birlikte antiapoptotik
kinazlar ortaya ¢ikar. Bu yapilar apoptozu inhibe etmeye c¢alisir. Ayni zamanda
golginin pargalanmasi ile birlikte yapisinda bulunan bazi golgi proteinleri de agiga
cikar (Machamer, 2003). Bizim caligmamizda yiiksek serum GP73 diizeyinin
bulunmasinin sebebi kanser hiicrelerinin apoptozuna bagli golgi fragmentasyonunun
artis1 olabilir. Golgi'ye lokalize ayrilmaz bir zar proteini oldugu i¢in GP73'lin
serumda bir biyobelirte¢ olarak kullanilip kullanilmayacag: ile ilgili heniiz kesin bir
bilgi olmamakla birlikte (Kladney, Cui, vd., 2002; Kladney, Tollefson, vd., 2002;
Natarajan ve Linstedt, 2004; Puri vd., 2002) ¢alismamizda elde edilen sonuglar
dikkate alindiginda serum GP73 Olgiimiiniin PTK tanisinda kullanilabilecek bir
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biyobelirte¢ adayi olabilecegini diisiiniiyoruz. Ancak bir biyobelirteg olarak GP73"{in
tanisal dogrulugunu, duyarliligmmi ve oOzgilliiglinii belirlemek i¢in daha fazla
arastirmaya ihtiyag vardir.

Sonug olarak; CASP9’un proapoptotik rolii diisiiniildiigiinde artan CASP9
diizeyinin PTK hastalarinda artmis apoptotik aktivitenin bir gostergesi olabilecegi
diistiniilmektedir. CASP9 ve BCL-2’nin apoptozun diizenlenmesindeki sirayla
apoptotik ve anti-apoptotik rolleri goz 6niine alindiginda PTK hastalarinda bozulmus
apoptotik dengenin hastaligin  olusumunda etkili oldugu distiniilmektedir.
Calismamizda bulunan yiiksek serum GP73 diizeyinin sebebi kanser hiicrelerinin
apoptozuna bagli golgi fragmentasyonunun artis1 olabilir. Serum GP73 6lgiimiiniin
PTK tanisinda kullanilabilecek bir biyobelirte¢ adayi olabilecegini diisiinliyoruz.
Ancak bir biyobelirteg olarak GP73'lin tanisal dogrulugunu, duyarliligini ve

Ozgulliglini belirlemek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.
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EKLER

EK 1: Hasta Grubu Bilgilendirilmis Olur Formu

SiVAS CUMHURIYET UNIiVERSITESI KLINIiK
ARASTIRMALAR ETiK KURULU HASTA GRUBU
BILGILENDIRILMIiS OLUR FORMU

Bu katilacaginiz ¢alisma bilimsel bir arastirma olup, arastirmanin adi “Tiroid
Papiller Kanser Hastalarinda Serum Kaspaz-9, BCL-2 ve Golgi P73 Diizeyinin
Incelenmesi” dir.

Bu arastirmanin amaci, Tiroid kanserinde ve saglikli kontrollerde Kaspaz-9,
BCL-2 ve Golgi-P73 denilen maddelerin diizeylerine bakilmasidir. Elde edilecek
verilerin hastaligin olusumunun anlasilmasina katki saglayacagi diisiiniilmektedir.
Calismaya katilim goniilliiliik esasina dayalidir. Kararinizdan Once arastirma
hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra
aragtirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Bu aragtirmada, size tiroid papiller kanseri tanis1 konursa bazi kan tahlilleri
yapilacaktir. Bu arastirmada yer almaniz icin bir defa kan 6rnegi vermeniz yeterli
olacaktir, arastirmada yer alacak sizin gibi goniilliilerin sayis1 45°dir. Calisma 6 ay
stirecektir.

Bu arastirma ile ilgili olarak sizden beklenen istenen tahlilleri yaptirmak,
aragtiricinin sorularina uygun ve dogru cevap vermek ve sonuglarimi zamaninda
arastiriciya ulastirmaktir.

Bu aragtirmada sizin i¢in herhangi bir risk ve zarar s6z konusu degildir. Sizin
icin beklenen yararlar tiroid bezinde meydana gelen iyi huylu ve kéti huylu
degisikliklerin ~ olusumunda rol oynadigmi diislindiiglimiiz baz1 etkilerin
tanimlanmasidir. Yapilacak olan kan alma isleminin size verebilecegi olumsuz
etkiler normalde alinan kan tahlillerinden daha fazla degildir. Ayrica sizden bu
calismada kullanilmak {izere; yas ve cinsiyet bilgileriniz alinacaktir.

Eger arastirmaya katilmay1 kabul ederseniz Dr. Ogr. Uyesi Giilhan DUMAN

veya onun gorevlendirecegi bir hekim tarafindan muayene edileceksiniz ve bulgular
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kaydedilecektir. Muayene sonucunda doktorunuz uygun goriirse bu ¢alismaya
aliacaksiniz. Yine izniniz dogrultusunda bu c¢alismay1 yapabilmek i¢in kolunuzdan
5-8 ml (1 tiip) kadar kan almamiz gerekmektedir. Alinan kanda Kaspaz-9, BLC-2 ve
Golgi P73 diizeyi olglilecektir.

Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: 1-) igne batmasima bagli olarak
az bir aci duyabilirsiniz. 2-) Az bir ihtimal de olsa igne batmasi sonrasinda
kanamanin uzamasi veya enfeksiyon riski vardir.

Arastirma sirasinda sizi ilgilendirebilecek herhangi bir gelisme oldugunda, bu
durum size veya yasal temsilcinize derhal bildirilecektir. Arastirma hakkinda ek
bilgiler almak i¢in ya da c¢alisma ile ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya da
diger rahatsizliklariniz i¢cin 0533 642 08 48 numarali telefondan arastirmaci
doktorunuz Giilhan DUMAN’a basvurabilirsiniz.

Ayrica bu arastirma kapsamindaki biitiin muayene, tetkik, testler ve tibbi
bakim hizmetleri i¢in sizden veya bagli bulundugunuz sosyal giivenlik kurulusundan
higbir iicret istenmeyecektir. Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma
uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik
sorununuzun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirli tibbi miidahale sizden {icret talep
edilmeden ve sosyal giivenceniz kullanilmadan saglanacaktir.

Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Arastirmada yer
almay1 reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz. Bu
durum herhangi bir cezaya ya da sizin yararlariniza engel duruma yol agmayacaktir.
Aragtirict bilginiz dahilinde veya isteginiz disinda, uygulanan tedavi semasinin
gereklerini yerine getirmemeniz, c¢alisma programini aksatmaniz veya tedavinin
etkinligini artirmak vb. nedenlerle sizi aragtirmadan c¢ikarabilir. Arastirmanin
sonuclar1 bilimsel amagla kullanilacaktir, calismadan cekilmeniz ya da arastirici
tarafindan c¢ikarilmaniz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse bilimsel
amagla kullanilabilecektir.

Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma
yayinlansa bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri,
yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize

ulasabilir. Siz de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulagabilirsiniz.
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Caliymaya Katilma Onayr:

Yukarida yer alan ve aragtirmaya baslanmadan once goniilliiye verilmesi

gereken bilgileri okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorulari

arastirictya  sordum, yazili ve soOzlii olarak bana yapilan tim aciklamalar

ayrintilariyla anlamig bulunmaktayim. Calismaya katilmay:r isteyip istemedigime

karar vermem icin bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi

bilgilerin gozden gecirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma

yiiriitiictisiine yetki veriyor ve soz konusu arastirmaya iligskin bana yapilan katilim

davetini higbir zorlama ve baski olmaksizin goniillii olarak kabul ediyorum.

Bu formun imzal1 bir kopyas1 bana verilecektir.

Goniilliiniin,
Adi-Soyadi:
Adresi:
Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin,

Adi-Soyadi:

Gorevi:

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

Olur alma islemine basindan
gorevlisinin/goriisme tam@inin,
Adi-Soyadz:

Gorevi:

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

sonuna

kadar

tamikhk

eden Kkurulus
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EK 2: Kontrol Grubu Bilgilendirilmis Olur Formu

SIVAS CUMHURIYET UNIiVERSITESI KLINIK
ARASTIRMALAR ETiK KURULU KONTROL GRUBU
BILGILENDIRILMIiS OLUR FORMU

Bu katilacaginiz ¢alisma bilimsel bir arastirma olup, arastirmanin adi “Tiroid
Papiller Kanser Hastalarinda Serum Kaspaz-9, BCL-2 ve Golgi P73 Diizeyinin
Incelenmesi”dir.

Bu arastirmanin amaci, Tiroid kanserinde ve saglikli kontroller de serum
Kaspaz-9, BCL-2 ve Golgi P73 denilen maddelerin diizeylerine bakilmasidir. Elde
edilecek verilerin hastaligin  olusumunun anlasilmasina katki saglayacagi
diisiiniilmektedir. Calismaya katilim goniilliiliik esasina dayalidir. Kararinizdan 6nce
arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan
sonra aragtirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Bu arastirmada, size bazi kan tahlilleri yapilacaktir. Bu arastirmada yer almaniz i¢in
bir defa kan Ornegi vermeniz yeterli olacaktir, arastirmada yer alacak sizin gibi
goniilliilerin sayis1 45°dir. Caligma 6 ay siirecektir.

Bu arastirma ile ilgili olarak sizden beklenen istenen tahlilleri yaptirmak,
arastiricinin  sorularina uygun ve dogru cevap vermek ve sonuglarini zamaninda
arastiriciya ulastirmaktir.

Bu arastirmada sizin i¢in herhangi bir risk, zarar ve yarar s6z konusu degildir.
Calismaya katilmay1 kabul etmeniz durumunda tiroid bezinde meydana gelen iyi
huylu ve kotii huylu degisikliklerin olusumunda rol oynadigini diisiindiiglimiiz bazi
etkilerin tanimlanmasina yardimci olmus olacaksiniz. Yapilacak olan kan alma
isleminin Size verebilecegi olumsuz etkiler normalde alinan kan tahlillerinden daha
fazla degildir. Ayrica sizden bu ¢alismada kullanilmak iizere; yas ve cinsiyet
bilgileriniz alinacaktir.

Eger arastirmaya katilmay1 kabul ederseniz Dr. Ogr. Uyesi Giilhan DUMAN
veya onun gorevlendirecegi bir hekim tarafindan muayene edileceksiniz ve bulgular

kaydedilecektir. Muayene sonucunda doktorunuz uygun goriirse bu calismaya

57



alimacaksiniz. Yine izniniz dogrultusunda bu c¢alismay1 yapabilmek i¢in kolunuzdan
5-8 ml (1 tiip) kadar kan almamiz gerekmektedir. Alinan kanda Kaspaz-9, BLC-2 ve
Golgi-P73 diizeyi olgiilecektir.

Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: 1-) Igne batmasma bagl olarak
az bir act duyabilirsiniz. 2-) Az bir ihtimal de olsa igne batmasi sonrasinda
kanamanin uzamasi veya enfeksiyon riski vardir.

Arastirma sirasinda sizi ilgilendirebilecek herhangi bir gelisme oldugunda, bu
durum size veya yasal temsilcinize derhal bildirilecektir. Arastirma hakkinda ek
bilgiler almak i¢in ya da ¢alisma ile ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya da
diger rahatsizliklarimiz icin 0533 642 08 48 numarali telefondan arastirmaci
doktorunuz Giilhan DUMAN’a basvurabilirsiniz.

Ayrica bu arastirma kapsamindaki biitiin muayene, tetkik, testler ve tibbi
bakim hizmetleri i¢in sizden veya bagli bulundugunuz sosyal giivenlik kurulusundan
higbir iicret istenmeyecektir. Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma
uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik
sorununuzun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahale sizden iicret talep
edilmeden ve sosyal giivenceniz kullanilmadan saglanacaktir.

Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Arastirmada yer
almay1 reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz. Bu
durum herhangi bir cezaya ya da sizin yararlariniza engel duruma yol agmayacaktir.
Arastirict bilginiz dahilinde veya isteginiz disinda, uygulanan tedavi semasinin
gereklerini yerine getirmemeniz, c¢alisma programini aksatmaniz veya tedavinin
etkinligini artirmak vb. nedenlerle sizi arastirmadan ¢ikarabilir. Arastirmanin
sonuclar1 bilimsel amagla kullanilacaktir, calismadan cekilmeniz ya da arastirict
tarafindan c¢ikarilmaniz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse bilimsel
amagla kullanilabilecektir.

Size ait tim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma
yayinlansa bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri,
yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize

ulasabilir. Siz de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulagabilirsiniz.
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Caliymaya Katilma Onayr:

Yukarida yer alan ve aragtirmaya baslanmadan once goniilliiye verilmesi

gereken bilgileri okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorulari

arastirictya  sordum, yazili ve soOzlii olarak bana yapilan tim aciklamalar

ayrintilariyla anlamig bulunmaktayim. Calismaya katilmay:r isteyip istemedigime

karar vermem icin bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi

bilgilerin gozden gecirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma

yiiriitiictisiine yetki veriyor ve soz konusu arastirmaya iliskin bana yapilan katilim

davetini higbir zorlama ve baski olmaksizin goniillii olarak kabul ediyorum.

Bu formun imzal1 bir kopyas1 bana verilecektir.

Goniilliiniin,
Adi-Soyadi:
Adresi:
Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin,

Adi-Soyadi:

Gorevi:

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

Olur alma islemine basindan
gorevlisinin/goriisme tam@inin,
Adi-Soyadz:

Gorevi:

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

sonuna

kadar

tamikhk

eden Kkurulus
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN ACIK ADI

Tiroid Papiller Kanser Hastalarinda Serum Kaspaz-9, BCL-2
ve Golgi P73 Diizeyinin Incelenmesi

VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU

ETIK KURULUN ADI Cumbhuriyet Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
s = Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi,
=] ACIK ADRESI: Tip Tarihi ve Etik Anabilim Dali
22 TR-58140 Merkez/Sivas
E S TELEFON 0346219 10 10/ Dahili: 2092
S
= FAKS 5
E-POSTA cuetikkurul@gmail.com
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACI Dog. Dr. Halef Okan Dogan
UNVANIADI/SOYADI
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ UZMANLIK Biyokimya
ALANI
KOO:'?AH;%L?WRASCOISUINMLU Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi,
BULUNDUGU MERKEZ Biyokimya Anabilim Dal
VARSA IDARI SORUMLU
UNVANI/ADI/SOYADI -
DESTEKLEYICI -
'E PROJE YURUTUCUSU
= UNVANI/ADI/SOYADI -
3 (TUBITAK vb. gibi kaynaklardan
"a destek alanlar igin)
- DESTEKLEYICININ YASAL
‘E TEMSILCISI -
= FAZ 1 a
£
s FAZ2 m}
2‘ FAZ3 O
= FAZ4 [m]
ARASTIRMANIN FAZI VE Gozlemsel ilag galigmasi [m]
TURU Tibbi cihaz klinik aragtirmasi m}
In vitro tibbi tan1 cihazlari ile
yapilan performans ]
degerlendirme ¢aligmalari
flag dis1 klinik arastirma
Diger ise belirtiniz
ARASTIRMAYA KATILAN TEK MERKEZ COK MERKEZLI ULUSAL
MERKEZLER = O O ULUSLARARASI ]
Etik Kurul Bagkan

Unvani/Adi/Soyadi: Prof. Dr. N. Ozlem Saygili Yonem

Not: Etik kurul bask

(%

yer almadig her sayfaya imza
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN ACIK ADI Tiroid Papiller Kanser Hastalarmda Serum Kaspaz-9, BCL-2
ve Golgi P73 Diizeyinin Incelenmesi

VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU

Versiyon -
z ihi Dili
£ Belge Adi Tarihi Numaras
E ‘S‘ ARASTIRMA PROTOKOL( Torkse B0 Ingitivee (] Diger (]
z= BILGILENDIRILMI§ GONULLU OLUR . )
49 FORMU Tiirkge X Ingilizce (] Diger O]
5 2 OLGU RAPOR FORMU Tirkge [ ingilizce [J  Diger (]
= ARASTIRMA BROSURU Titkge [ Ingilizee [ Diger (]
Belge Adi Aciklama
z SIGORTA ]
ﬂ = ARASTIRMA BUTCESI m]
= E BIYOLOJIK MATERYEL TRANSFER 0
=5 FORMU
2= iLAN |
= -
é &2 YILLIK BILDIRIM L
5] SONU( RAPORU O
e GUVENLILIK BILDIRIMLERT O
=3 [DIGER O
Karar No:2019-10/04 Tarih: 01.10.2019
= s Yukarda bilgileri verilen bagvuru dosyast ile ilgili belgeler aragtirmanin/galigmanin gerekge, amag. yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak
é.’:‘ incelenmis ve uygun bulunmug olup bagvuru dosyasinda belirtilen merkezlerde gergeklestirilmesinde etik ve bitimsel
§ S sakinca bulunmadigmna toplantiya katilan etik kurul ye tam sayisimn salt gogunlugu ile karar verilmigtir
=
=
llag ve Biyolojik Urtnlerin Klinik Aragtirmalan Hakkinda Yonetmelik kapsaminda ver alan arastirmalar/galismalar igin Turkiye flag ve Tibbi
Cihaz Kurumu'ndan izin alinmasi gerekmektedir.
KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU
ETiK KURULUN CALISMA ESASI Llila]cazziwolquk Uriinlerin Klinik Arastirmalan Hakkinda Ydonetmelik, Tvi Klinik Uygulamalan
BASKANIN UNVANI/ ADI/ SOYADI: | Prof. Dr. N. Ozlem Saygil Yénem

Unvan/AdvSoyad Uzmanhik Alam Kurumu Cinsiyet Ar’%::;::“ ile Katihm * }.ﬂua
Prof. Dr. N. Ozlem Saygih Y6nem . vl T i e — .
Baskan) Gastroentereloji Sivas Cumhuriyet Universitesi | EQ] | KB | EO | H EO [ HO ¢4 -
Dog. Dr. Ayse Demirkazik Biyofizik Sivas Cumhuriyet Universitesi | E(J] | KK | EQJ HX | EQ | H C: i EI o
) . . Protetik Dig . et Dnivercitasi L N
Dog.Dr. Derya Ozdemir Dogan Tedavisi Sivas Cumhuriyet Universitesi | E(J | KX |EQ [HE |EQ |HO /ﬂ SN

Dog, Dr. Galay Yildinm
(Bagkan Yardimcisi)

Dog.Dr. Ahmet Altun

Tip Tarihi ve Etik Sivas Cumhuriyet Universitesi | E(J | KK |EQQ |HE |EQ |HO

[
Il LI
Tibbi Farmakoloji Sivas Cumhuriyet Universitesi | ERJ | KO |EQO |HK | EO | HO Vfg’(d I

(Bildirimlerden sorumlu iiye) \
Dr. Ogret. Uyesi Ziynet Cinar Bivoistatistik Sivas Cumhurivet Universitesi | E[J | KE | EQd [HE | EQ |HO
Dr. Ogret. Uyesi Mahmut Ekici ﬁxﬂﬁﬁﬁs:lg‘ ve Sivas Cumhurivet Universitesi | ER) [ KO |EQD |HE |Ed |nQO r’l\!\\
Dr. Ogret. Uyesi Hatice Acar Cinar | Din Psikolojisi Sivas Cumhurivet Universitesi | E[J | K& |EQD |HKE |EQ |HO / L’_l]
t

Etik Kurul Bagkam B
?Jnvam/Adl/Soyadl: Prof. Dr. N. Ozlem Saygihi Yénem
Imza: ’:4/

I'4
Not: Etik kurul bagk i yer almadig her sayfaya imza atmalider.
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN ACIK ADI

Tiroid Papiller Kanser Hastalarinda Serum Kaspaz-9, BCL-2
ve Golgi P73 Diizeyinin Incelenmesi

VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU

r s
-
Uzm. Dr. Mesut Parlak Tibbi Farmakoloji Sivas Numune Hastanesi EXM | kO |EO | H EQd |HO %
Dr. Ahmet Yilmaz Aile Hekimi Sivas Saghk Muadurlugn ER (kO |0 | HE@ [EO | H Ij /ﬂd/ ;
Ogr. Gor. Mehmet Sevim Hukukgu Sivas Cumhurivet Universitesi | ER) | KO |EOQ |HE | EO |[HO ﬁ ( HE
. Tark Dili Edebiyat L o . 7 .
(Ogret. Mehmet Sahin Ogretmeni Sivas Kongre Anadolu Lisesi E KO |eOd |HE |ed (00O ) :\ﬂ/-é
VV
*:Toplantida Bulunma
Etik Kurul Bagkam
Unvam/Ad}/Séyadl: Prof. Dr. N. Ozlem Saygili Yonem
Imza:
Not: Etik kurul bagk yer almadigr her sayfayva imza atmalwdir.
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