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OZET

FMF HASTALARINDA KASPAZ 3,KASPAZ 8, KASPAZ 9,GRANZIM-B VE
APAF-1 DUZEYLERININ ARASTIRILMASI

Canan YILMAZ
Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Ozlem DEMIRPENCE
2017, 67 sayfa

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA), tekrarlayan, yiiksek ates, peritonit, plevrit ve akut sinovit
olusumuna neden olan otozomal resesif gecisli genetik bir hastaliktir. Bu hastalik,
16.kromozom {izerindeki MEFV geninde meydana gelen mutasyonlar sonucu, hatali
protein sentezi olugmasiyla, ortaya c¢ikmaktadir. AAA hastalifinin patogenezinde
apoptozun rolii oldugu diisiiniilmektedir. Apoptoz; organizmada 6zgiin ve siki bir

sekilde diizenlenen programli hiicre 6liimiidiir.

Bu c¢alismada, AAA hastalar1 ve saglikli kontrol grubundan elde edilen serum
orneklerinde, apoptoz patogenizinde rolii oynayabilen; Kaspaz 3, Kaspaz 8, Kaspaz 9,

Granzim B ve Apaf 1 diizeyleri degerlendirilmistir.

Calisma grubuna 30 AAA (ortalama yas: 37,83 £19,41,12 erkek ve 18 kadin)
hastas1 ve 30 saglikli kontrol(ortalama yas: 31,13 £10,57, 15 erkek ve 15 kadin) dahil
edildi. Kontrol grubundaki bireylerle karsilastirildiginda, AAA hastalarinin serum
Kaspaz 3 (P=0.111), Granzim B (P=0.304), Apaf 1 (P=0.097) ve Kaspaz 8 (P=0.245)
diizeyleri istatistiksel olarak farkli degildi(p >0,05). Kaspaz 9 diizeyleri (P=0.001)
yoniinden iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliyd1 (p<0.05).

Bu calismada AAA hastaligi ile apoptoz arasindaki iliskiyi arastirmayi
amacladik. AAA hastalig1 patogenizi acisindan incelenirken; diger laboratuvar verileri
ile birlikte apoptoz biyobelirteglerinin de degerlendirilmesinin énemli bir bilimsel katki

oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Ailevi Akdeniz Atesi, Apoptoz, Kaspaz 3, Kaspaz 8, Kaspaz 9,
Granzim B, Apaf 1



ABSTRACT

INVESTIGATION OF CASPASE 3, CASPASE 8, CASPASE 9, GRANZYME-B
AND APAF-1 LEVELS IN FMF PATIENTS

Canan YILMAZ
Master Thesis, Department of Beochemistry
Supervisor: Yrd. Dog. Dr. Ozlem DEMIRPENCE
2017, 67 page

Familial Mediterranean Fever (FMF) is a hereditary, autosomal, recessive transitive
disease, causing recurring fever, peritonitis, pleuritis and acute synovitis development.
The disease develops by faulty protein synthesis as a result of the mutations of MEFV
gene which is located on chromosome 16. Apoptosis is considered to play a role in the
pathogenesis of FMF disease. Apoptosis is a process of programmed cell death that is
specifically and tightly regulated in the organism.

In this study, the levels of Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9, Granzyme B and
Apaf 1, which may be involved in the pathogenesis of apoptosis, were analyzed in the
serum samples obtained from FMF patients and the healthy control group.

30 FMF patients (mean age: 37.83+19.41 years, 12 male and 18 female) and 30
healthy control individuals (mean age: 31.13+10.57 years, 15 male and 15 female) were
included in the study group. When compared with individuals in the control group,
serum Caspase 3 (P=0,111), Granzyme B (P=0,304), Apaf 1 (P=0,097) and Caspase 8
(P=0,245) levels of FMF patients were not statistically different. In terms of Caspase 9
levels (P=0,001), the inter-group difference was statistically significant (p<0,05).

In this study, we aimed to investigate the correlation between the FMF disease
and apoptosis. We think that, in the investigation of FMF disease in terms of its
pathogenesis, apoptosis biomarkers should also be taken into consideration along with
other laboratory data as an important scientific contribution.

Key Words: Familial Mediterranean Fever, Apoptosis, Caspase 3, Caspase 8, Caspase
9, Granzyme-B,ApaF-1



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca ilminden faydalandigim, insani ve ahlaki degerleri ile
de Ornek edindigim, tecriibelerinden yararlanirken gostermis oldugu hosgdrii ve
sabirdan dolay1 degerli hocam, Ana Bilim Dali Bagskan1 Prof. Dr. Sevtap BAKIR’a,
danisman hocam Yrd. Dog. Dr. Ozlem DEMIRPENCE’ye, Biyokimya Anabilim
Dali’nin tim 6gretim iiyelerine ve Genetik Anabilim Dali 6gretim {iyelerinden Yrd.

Dog. Dr. Hande KUCUK ’e sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Deneylerime ve tezimin istatistik asamalarma yardimci olan Dr. Serpil
ERSAN’a ve tezimin hazirlik doneminde bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim, hicbir

emegini esirgemeyen Arastirma Gorevlisi Serkan KAPANCIK a ¢ok tesekkiir ederim.

Numunelerin toplanmasinda her tiirlii yardim1 saglayan, destek ve bilgilerinden
yararlandigim, kendilerini tanimaktan onur ve mutluluk duydugum, Romatoloji
Anabilim Dali 6gretim iiyelerinden saym Dog. Dr. Ali SAHIN ve her zaman bana
samimi ictenligini unutmayacagim esi Mehtap Sahin’e tiim igtenligimle tesekkiir

ederim.

Varliklarini hayatta higbir seye degismeyecegim, her zaman maddi ve manevi
desteklerini esirgemeyen, beni ben yapan DEGERLI AILEME sonsuz tesekkiirlerimi

sunarim.

Vi



ICINDEKILER

OZET oottt ettt bbbttt sttt iv
A B ST RA T .ttt e e e e r e e e e e nr e e raeeaaaaeas Y
TESEKKUR......cociuitititeuetitetetesesesesssesesesesesssesssesesssesesesesssesesssesesesesesesesesesssesesesesssesesesesens vi
ICINDEKILER ......ooiiiieiiicecctee et esee ettt ettt s st as s et vii
SEKILLER DIZINT ..ottt en s s s s s s s s s s s s s s iX
GRAFIKLER DIZINT....oiiiiiiiiieicsese s X
TABLOLAR DIZINT ..ottt Xi
KISALTMALAR/SIMGELER ......ccvviiiiiiiieiiiieieisiie et Xii
1. GIRIS VE AMAGC ..ottt ettt sttt sttt sttt ettt bt sttt s sesesesesesesnas 1
2. GENEL BILGILER .....ocveviiiiiieiieiiisicsissstesse st 3
2.1. Ailevi AKAeniz AteST (AAA) ..ooiiiii ittt 3
2.2. Tarihge.. ... ASF........ 0. ... S ... 0o 3
pZC T = o1 T (=T o 0 1Yo o S SS 4

p A € USSR 4
2.5, PAOGBNEZ ...ttt 5
2.6. APOPLOZ ...ttt 9
2.6.1. Apoptozun MeKanizmalari.........c.cccvevviieiieie i 12
2.6.1.8. EKSEINSTK YOI....oiiiiiiiic s 13
2.6.1.0. INtrenSenK YOl ..c.oovivieeeeeiieeeeeeeee ettt en s 14
2.6.1.C. DIZer YOllar.....oooeieiiee s 15
2.6.2. KASPAZIAT ........eeieieieeit ettt 16
2.6.3.1. KASPAZ 3 ...t 18
2.6.3.2. KKASPAZ 8 ....eeiiieeiiiie ettt bae e raa e 19
2.6.3.3. KASPAZ 9 ... 20
2.6.3.4. APAF-1 ..o 21

P BT €1 -1 4 12 1 1 = J SR 22

3. GEREC VE YONTEM .....cooiiiiieteee et e ettt 23
R B € L (ST« OTPSPP R UPRTOPPR 23
3.1.1. Kullantlan GereGler . ..uui i 23

R I 411 1<) s o PR 23

Vil



3.2.1. Hasta V& KONIIOI GIUBU ......eeeeeee et 23

3.2.2. Kan Orneklerinin TOPIanmast...........cccovuevrveeveiireressresssesesesie e 23
3.2.3. APAT-1 TAYINE 1eeitiiiiiiee et ae e 24
3.2.4. KASPAZ-3 TAYINI ..ttt bbb 25
3.2.5. KASPAZ-8 TAYINI ...vveivieieciieiieeiie ettt sre e 26
3.2.6. KaSPAZ-9 TAYINI ...eeiviiiiiiiisieees e 27
3.2.7. GRANZIM-B TaYiNi...coovivirieiiieieciieeeeieeteeetetetetese ettt 28

4. ISTATISTIKSEL ANALIZ ..ottt 29
5. ARASTIRMANIN ETIK YONU ..ottt 30
B. BULGULAR. ...ttt bbbttt 31
T TARTISMA ..ottt b bt b et sne s be e b e 33
8. KAYINAKLAR ...ttt sttt et e st e beeseesbeesteaneesneenteaneeareenseans 37
EKLER. ™. ... . W A0 S & 49
Ek 1: Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Karar Formu ........cccocooiiiiiiiieee, 49
Ek 2: Bilgilendirmis Olur FOrmu ..........ccoooiiiiiiiiiii s 52

viii



SEKILLER DiZINi

Sekil 2.1: Apoptoz MeKaniZmalars .........ccceevveiiiiieiiiie e

SekKil 2.2: KASPAZIAT .......ooiiiiiiiie s



GRAFIKLER DiZiNi

Grafik 3.1: Apaf-1 standart €Zri grafigi.........cccovveveiiieiiiiieiie e 24
Grafik 3.2: Kaspaz-3 standart egri grafigi........ccoceriririiiiniinieiese e 25
Grafik 3.3: Kaspaz-8 standart egri grafigi........cccocereririiiiiinieieie e 26
Grafik 3.4: Kaspaz-9 standart €gri grafii.......ccccocvvieerieieiiieiiieiesiese e see e eseeseesnens 27
Grafik 3.5: Granzim-B standart €Zri grafii.........ccccceviviieiiiiiiiii e 28



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 6.1: Kontrol ve Hasta Gruplarinin Yas,Cinsiyet ve Sigara Aliskanligina

g0re Degerlendirilmesi........couiiiiiiiiiiie s

Cizelge 6.2: Kontrol ve Hasta Gruplarinin Parametrelerinin Degerlendirilmesi .........

Xi



KISALTMALAR/SIMGELER

AAA Ailevi Akdeniz Atesi

MEFV Piirin geni

TNF Tlimor nekroz faktor

CSF Koloni uyaric1 faktorler

NGF Noron biiylime faktor

IGF Insiilin benzeri biiyiime faktor
DNA Deoksiribontikleik asit

CTLs Sitotoksik T lenfositler

Granzim B Serin proteaz
NM23-H1  Metastaz iligkili gen

ICE Beta converting enzim
CARD Caspase recruitment domain
ICE IL-1-Converting Enzyme
FADD Fas iligkili 6liim bolgesi
TRADD TNF-R1 iliskili 6ltim bolgesi
DED Efektor 6lim bolgesi

IL-2 Interleukin-2

IL-6 Interleukin-6

IL-10 Interleukin-10

sIL-2R interlokin-2 reseptor

AlF Apoptozis indiikleyici faktor
APAF 1 Apoptotik proteaz aktiflestirici faktor — 1
ICAD Deoksiribontikleaz inhibitorii
PARP ADPriboz polimerazi

Cba Kompleman 5a

NF-kB Niikleer Faktor kappa B

Endo-G Endontikleaz-G
DRC Oliim reseptdr kompleksi

Xii



1. GIRIS VE AMAC

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) (Familial Mediterranean Fever, FMF) tekrarlayan
yiiksek ates, peritonit, plevrit ve akut sinovit ile seyreden Dogu Akdeniz havzasinda
yasayan bolge halklarinda 6zellikle Tiirk, Yahudi ve Ermeni toplumlarinda yaygin
olarak goriilen, otozomal resesif ge¢isli inflamatuar genetik kokenli bir hastaliktir (1).
Herhangi bir uyaran faktdr olmaksizin ortaya ¢ikan inflamatuar olaylar sonucu,
tekrarlayan yangisal ataklara neden olan bir hastaliktir. Otoinflamatuar hastaliklarin
temel komponenti; abdomen, muskuloskletal sistem ve deriyi igeren fokal organ klinik
inflamasyonunun aralikli nobetlerle karakterize edilen herediter periyodik atesler
grubudur. Hayat boyu devam eden tekrarli inflamatuar ataklarin disinda, bu
sendromlarin hastada ki baslangic yasi, ataklarin siirekliligi, eslik eden semptomlar,

prognoz ve etnik kdken gibi ayirict 6zellikleri vardir (2,3).

FMF ‘den sorumlu gen MEFV (MEditerranean FeVer) 781 amino asitli bir
protein olan pirin/marenostrini kodlayan, 16. kromozomun kisa kolunda (16p13.3)
bulunan, 10 ekson igeren biiyiik bir gendir. Pirin proteinin FMF ataklar1 sirasinda
inflamasyon yerinde noétrofil aktivitesi ve inflamasyonun inhibe edilmesinde rol

oynadig belirtilmektedir (4,5)

67 milyondan fazla niifusa sahip iilke olan Tiirkiye’de yasayanlarda bu hastalik
goriilmektedir. Tiirklerde FMF’in goriilme siklig1 1/1000, tastyicilik orani ise 1/5 gibi
yiiksek bir diizeydedir (4,5).

Programlanmig hiicre 6liimii olarak bilinen Apoptoz saglikli doku olusumu ve
gelisimi icin gerekli fizyolojik bir mekanizmadir.Apoptozun metabolik olaylarin
devamlilig1 i¢in gerekli olan yasamsal sinyaller yerine komsu hiicrelerden 6liim sinyali
aldig1 veya hiicresel hasarin yeterli sekilde tamir edilemedigi durumlarda uyarildigi ve

bu mekanizmanin genler tarafindan diizenlendigi gosterilmistir (6,7).

Apoptozun uyarilmast ile genomik DNA’nin 50-200 kb parcalar halinde
kirilmasi, proteinlerin pargalanmasi, fosfotidilserinin hiicre zar i¢ yiizeyinden dis
yiizeyine ¢ikmasi gibi degisiklikler proteolitik sistem tarafindan gerceklestirilir. Bu
sistem icinde proteaz ailesi olarak bilinen kaspazlar, aktif merkezlerinde sistein amino

asiti igeren onciil enzim formunda bulunurlar. Icerdikleri sistein amino asiti sayesinde



substratlarina niikleofilik saldirilar yaparak, her aspartik asit kalitimindan sonraki peptit
baglarinin pargalanmasina neden olurlar (8,9).

Bu c¢alismada, Tel-Hashomer kriterlerine goére FMF tanist almis ancak tek
kromozomunda mutasyon tastyan, Cumhuriyet Universitesi Arastirma Hastanesi
romatoloji Kkliniginde izlenen 30 hasta dahil edilmistir. Segilen laboratuvar analiz
yontemi ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) yontemidir.

FMF tanist almig, hastalarin serumlarinda apopitoz biyobelirte¢lerinden olan
kaspaz 3, kaspaz 8, kaspaz 9’un seviyelerinin, hasta izlemine katkis1 olmasi agisindan

arastirilmas1 amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ailevi Akdeniz Atesi (AAA)

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA), tekrarlayan yiiksek ates, peritonit, plevrit ve akut sinovit
olusumuna neden olan genetik kokenli bir hastaliktir. Yaygin olarak dogu akdeniz
bolgesinde yasayan toplumlarda goriilmekle birlikte Yunan, italyan, Ispanyol ve Japon

toplumlarinda da seyrek olarak goriilmektedir (10).

2.2. Tarihce

Ailesel Akdeniz Atesi semptomlarina ait ilk veriler 20. yiizyilin baslamasi ile ortaya

¢ikmaya baslamistir. ik kez 1908 yilinda iki hekim (Janeway ve Mosenthal) tarafindan,
yahudi olan geng bir hastada, ayda bir kez tekrarlayan karm agrisi ile birlikte 4OOC’ye

bulan yiiksek ates varliginda 16kositoz bildirilmistir. Bu 16kositoz durumu ilk olarak
“An unusual paroksimal peritonitis” ad1 ile tanimlanmigtir (11). 20. yiizyilin ortalarina
gelindiginde, 1945 yilinda “’benign paroksismal peritonit’’ olarak tanimlanan 10 vakaya

ait veriler yayimlanmistir (12).

Ulkemizde bu hastaliga ait bulgular ilk olarak 1946 yilinda ‘Garip Bir Karin
Agrist Sendromu’ adi altinda bildirilmistir (13). Ilk basta “An unusual paroksimal
peritonitis” olarak adlandirilan hastalik, ilerleyen yillardaki vaka bildirimlerinde
"Recurrent polyserositis" ya da “’Recurrent hereditary polyserositis" gibi ¢esitli adlar ile
tanimlanmistir (14). 1958 yilinda Heller’in yayimladig1 makalesinde, hastalik genellikle
Dogu Akdeniz toplumlarinda ortaya ¢iktig1 i¢in “Familial Mediterranean Fever” ismi ile
tanimlanmigstir. Hastalik i¢in yapilan bu tanimlama giiniimiizde de ayn1 sekilde devam
etmektedir(15). 1992 yilinda, klonlama teknigi ile akdeniz atesi hastalifina ait genin
(MEFV) 16. kromozomunda bulundugu ortaya ¢ikarildi (16). Orta biiyiikliige sahip olan
akdeniz atesi hastaligina ait gen (MEFV), 3505 niikleotit ve 10 exon bolgesine sahiptir
(17). MEFV geni pirin adindaki 781 amino asitten olusan proteini kodlamaktadir. Pirin
proteini, lokositlerin en sik bulunan tipi olan nétrofillerde sentez edilmekte ve

enflamasyon olusumunda rol almaktadir (10).



2.3. Epidemiyoloji

Ailevi Akdeniz Atesi, dogu akdeniz toplumlarinda siklikla goriilen ve diinya genelinde
100.000°den fazla kisiyi etkileyen otozomal resesif gecisli genetik bir hastaliktir.
Hastaligin yaygin olarak goriildiigii toplumlardan olan Tiirklerin 1/5°1, Yahudilerin 1/5°1
ve Ermenilerin 1/7°si akdeniz atesi hastaligi tasiyicisidir. Tiirk toplumunda 1000
bireyden 1’i bu hastaliga sahip iken, Israil toplumunda bu say1 700 bireyde 1’dir. Ailevi
Akdeniz Atesi hastaligma, Yunan, Ispanyol, italyan ve Japon toplumlarinda da nadir
olarak rastlanilmasina ragmen, Kuzey Avrupa, Afrika, Cin ve Hint toplumlarinda
rastlanilmamaktadir. Fakat 20. Yiizyillda yasanan gocler nedeniyle hastalik akdeniz

bolgesinin yaninda diinya genelinde goriilmeye baslamistir (18,19).

Tiirkiye de ise hastaligin goriilme sikligi i¢ anadolu bélgesi ve dogu anadolu
bolgesinde artmaktadir, Ozellikle aile kokenleri Sivas, Kayseri, Tokat, Malatya,
Erzurum, Erzincan, Kars ve Agri’ya dayanan bireylerde hastalik daha sik olarak

gozlenmektedir (20).

Ailevi Akdeniz Atesi hastaliginin erkekler ve kadinlar arasindaki goriilme sikligi
karsilastirildiginda, erkeklerdeki oran kadinlara gore biraz fazlada olsa iki cinsiyette

benzerdir (21).

Ailevi Akdeniz Atesi hastalifinin semptomlart erken yaslarda ortaya
cikmaktadir. Semptomlarin 1-10 yas arasi ortaya ¢ikma oran1 %60 iken, 10-20 yas arasi
oran ise %30 dur. Hastaligin baglama yasi ortalama 5 olmasina ragmen hastalarin
semptomlart Onemsememesi veya ailevi akdeniz atesi hastaligimin ilk asamada

diisiiniilmemesi nedeniyle tani1 10 yil kadar gecikmektedir (22).

2.4. Genetik

Ailevi Akdeniz Atesi hastaligi, 16 kromozom iizerindeki MEFV geninde meydana gelen
mutasyonlarin neden oldugu hatali pirin proteinin sentezlenmesi sonucu ortaya

cikmaktadir.

Hastalik ile MEFV geni arasindaki iliski 1992 yilinda aciga ¢ikarilmistir. MEFV
geni ozellikle immiin hiicrelerden granulosit, monositlerde eksprese edilmektedir.

Bununla birlikte dentritik hiicreler ve fibroblastlarda da eksprese edildigi



bilinmektedir(23). MEFV geninde Ailevi Akdeniz Atesi hastaligina neden olan birgok
gen belirlenmistir. Orta biiyiikliige sahip olan MEFV geni, 16 kromozoma yerlesmistir,
3505 niikleotit ve 10 exon bdlgesine sahiptir ve pirin = ates (Uluslararasi ailevi akdeniz
atesi konsorsiyumuna gore) veya marenostrin=Akdeniz(Fransiz ailevi akdeniz atesi

konsorsiyumuna gore) adindaki proteini kodlamaktadir (17).

2016 yilina kadar yapilmis olan ¢alismalarin sonuglaria gore, MEFV genindeki
314 adet farkli mutasyonunun Ailevi Akdeniz Atesini ortaya ¢ikabilecegi gosterilmistir
(24). Bu 314 mutasyonun biiylik ¢ogunlugu missense (yanlis anlamli) mutasyonlardan

olusmaktadir.

Uluslararas1 ailevi akdeniz atesi konsorsiyumunun adlandirmasima gore pirin
proteini, 4 domainden olusmustur. Bunlar 1- N-terminal, 2- B-BOX type zinc finger, 3-
Coiled Coil ve 4- B30.2 C terminaldir. Bu domainlerin en fonksiyonel olan1 B30.2 C
terminaldir. B30.2 C-terminal domaini 10. ekzonda kodlanmistir. Bu ekzon tizerinde

meydana gelen mutasyonlarda

(M694V ve M694I) hastaligin prognozu ¢ok daha kotiilesmektedir. Yalnizca,
V726A mutasyonunda hastaligin prognozu ¢ok kotii seyretmemektedir (25).

Ozellikle, hastalarda da M694V mutasyonunun homozigotlugu durumunda
hastaligin prognozunun en kétii seyri ortaya ¢ikmaktadir (hastaligin erken yasta ortaya
cikmasi, ataklarin kisa araliklarla tekrarlanmasi, tedavide yiiksek doz kolsisine gerek
duyulmas: gibi). Bununla birlikte, bu mutasyona sahip hastalarda amiloidoz gelisimi

riski de oldukca artmaktadir (17,26,27).

Ulkemizde yapilan calisma da, MEFV geninde olusan M694V, M680I, M694I,
V726A, E148Q, R761H, K695R mutasyonlart sonucu ailevi akdeniz atesinin ortaya
ciktig1 gosterilmistir. Ulkemizdeki ailevi akdeniz atesi hastalarinda M694V, M6801,
M6941, V726A mutasyonlar1 oldukca sik iken, E148Q, R761H, K695R mutasyonlari
cok nadir olarak goriilmektedir (28).

2.5. Patogenez

Ailevi Akdeniz atesi hastalifi, periton, plevra ve sinovium gibi serozal zarlarda tekrar

eden akut inflamatuvar reaksiyonlarla karakterizedir. Serozal zarlarin yaninda deri, kas



ve skrotumda da akut inflamatuvar reaksiyonlar ortaya c¢ikabilmektedir. Hastaligin
ataklar1 esnasinda polimorfoniikleer I6kositlerin artmis olan kemotaktik aktiviteleri
sonucu etkilenen bolgelere hareket etmeleri nedeniyle inflamasyon bolgelerinde en sik
rastlanan hiicreler nétrofillerdir. Hastaligin bulgularinin yayimlandigi ilk yillarda
akdeniz bolgesinde yasayanlarda goriilmesi ve ailesel gecise sahip olmasi nedeniyle
dogumsal bir metabolizma bozuklugundan kaynaklandigi diistiniilmiis, sorasinda
kanitlanamamasi nedeniyle bu goriisten vazgecilmistir (18,23). 1970’li yillara
gelindiginde hastaligin ortaya ¢ikisinda immiinolojik mekanizmalarin rolii olabilecegi
goriisii ortaya atilmistir. 1984 yilinda ailevi akdeniz atesi hastalari iizerinde yapilan bir
calismada, hastalarin periton ve sinovial sivilarinda Kompleman 5a (C5a) inhibitoriiniin
diizeylerinde azalma tespit edilmistir (24). Kompleman 5a inhibitorii, organizmada
inflamasyonun kontrolii i¢in hayati role sahip olan bir molekiildiir. Bu molekiiliin
eksikligi durumunda inflamasyon kontrolii yapilamayacagindan dolayi inflamasyonda
ciddi bir artis meydana gelmektedir. Bunun yaninda, 1989 yilinda yapilan ¢alismada,
Ailevi Akdeniz Atesi hastaligina sahip bireylerde fosfolipaz A2’ nin baskilanamadigini
dolayisiyla arasidonik asit ve diger inflamatuvar mediyatorlerin saliniminin artisiyla

birlikte inflamasyonun meydana geldigi gosterilmistir (30).

Ailevi akdeniz atesi hastaliginin hala aydinlatilamamis patogenezinde sitokin
yapimindaki bozuklar da suglanmistir. Semptomlarin olusmasinda pirojen olarak rol
oynayan sitokinler vaskiiler gecirgenligi arttirarak inflamasyona zemin hazirlarlar. Bu
hastaligin ortaya ¢ikisinda en fonksiyonel sitokin IL-6 dir (31). Bunun yaninda, IFN-y
diizeylerinin hastaligin atak doneminde ylikselmesi, ataklarin ortaya ¢ikisinda T Helper
1 aracili immun yaniti akla getirmektedir (32). Ailevi akdeniz atesi hastalarinda
SICAM-1 gibi adezyon proteinlerinin sentezindeki artislardan dolay: 16kositler endotel

yiizeyine yapisarak ataklara zemin olusturmaktadir (33).

Ailevi akdeniz atesi hastalarinin serumlarinda ¢6ziiniir interlokin-2 reseptor
(sIL-2R) diizeylerinin yiiksek diizeyde bulunmasi ve hastaligin ataklar1 esnasinda artigin
dramatik bir hal almasindan dolay1, bu hastalarda ¢6ziiniir interlokin-2 reseptor (sIL-2R)
artis1 kaynakli bir lenfositik aktivasyonun olabilecegi bildirilmistir (34). inflamasyonun
kontrol altinda tutulmasinda goérevli olan interlokin-10 (IL-10) diizeylerinin hastaligin
seyri ve ataklar1 esnasinda degismemesi, Ailevi Akdeniz Atesi hastaliginda sorunun

olusan inflamasyonun engellenememesinden kaynaklandigini gosteriyor olabilir (35).
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1908 yilinda ailevi akdeniz atesi hastaliginin bulgularinin bildirilmesinden ancak
84 yil sonra, 1992 yilinda hastaligin olusumundan sorumlu olan gen tanimlanabilmistir
ve bundan 5 yil sonra MEFV geni klonlanmistir. MEFV geninin klonlanmasindan sonra
hastaligin patogenezine ait birgok yeni bilgiye ulasilmigtir. AAA hastaliginin
olusmasindan sorumlu tutulan MEFV geni piirin ya da marenostrin adli proteini
kodlamaktadir. Pirin proteinin gorevi inflamasyonun kontrol altinda tutulmasin
saglamaktadir. Bu nedenle bu proteini kodlayan gende olusacak mutasyonlar pirinin
inflamasyonu kontrol altinda tutan fonksiyonunu yerine getirememesine ve inflamasyon
kontroliiniin bozulmasina neden olur. Travmalarda olusan kiiciik hasarlarin ve gesitli
sitokinlerin meydana getirdigi stresin neden oldugu inflamatuvar yanit normal
kosullarda pirin proteini ile inhibe edilir. Fakat ailevi akdeniz atesi hastalarinda pirin
proteinini kodlayan gende meydana gelen mutasyon nedeniyle pirin fonksiyonunu

yerine getiremedigi i¢in yanit kontrol edilememektedir (36).

781 aminoasitten olusan ve ndtrofiller, eozinofiller, monositler, dentritik
hiicreler ve fibroblastlarda sentez edilen piirin 5 farkli domainden (bolge) olusur.
Bunlar; PYD (PiRiN) bolgesi (N terminalinde), bZIP bolgesi, B-Box bolgesi, Coiled-
coil (a-Heliks) bolgesi ve B30.2/SPRY bolgesidir (C terminalinde) (37).

92 amino asitten olusan PYD bolgesi apoptoziste gérev alan DD (death domain),
DED

(death effector domain) ve CARD (caspase recruitment domain) boliimleri ile benzerlik
gostermektedir. Bu bolgede meydana gelen mutasyonlar, apoptozis nokta benzeri

protein (ASC) ile etkilesen kaspaz 1’in aktivasyonuna neden olur (38).

Kaspazlar sitokinleri aktive etmeleri sonucu inflamasyonu baslatabilmekte ya da
programlanmis hiicre dliimiine neden olmaktadirlar. inflamasyonu baslatabilmeleri icin
intraselliiler bir protein kompleksine gerek duymaktadirlar. Normalde, bu molekiiller
hiicre i¢inde inaktif monomerler seklinde bulunurlar. Monomerler dimerizasyon ile aktif
hale gecer. Kaspazlarin aktivasyonuna neden olan bu molekiillere inflamazom adi
verilmistir. Inflamazomlar; kaspaz 1, kaspaz 5, Pycard/ASC ve MEFV genindeki B30.2
kisminin  NALP-3’dir. Bu molekiiller tarafindan aktif hale getirilen kaspazlar,
proinflamatuar sitokinler sinifindan olan IL-1p ve IL-18’in aktivasyonuna neden
olmaktadir. Bu nedenle, inflamazom yapisinda gergceklesecek bir mutasyon,

inflamazomun  fonksiyonunu  yerine  getiremeyerek  kaspaz  aktivasyonu



diizenlenmesindeki dnemine gore otoinflamatuar hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden

olacaktir (39).

Ozetle, piirin geninde olusan mutasyon sonucu bu proteinin fonksiyonundaki
aksama nedeniyle kaspaz 1 aktivasyonu artacagindan dolay1 IL-1f sentezi de artacak ve

stirekli bir inflamasyon durumu ortaya g¢ikacaktir (39).

Kaspaz-1’in inflamatuvar IL-1 ailesi sitokinlerini islemesi diger Onemli
rollerinden birisidir. Normalde, Pirin proteini ile IL-1 arasinda benzerlik olmamasina
ragmen kaspaz-1, pirin proteinini 330. amino asit dizisinden(Asp330) bodlgesinden
ayirir ve 451 amino asit zincirine sahip C-terminal fragmani ile Niikleer Faktor kappa B
(NF-kB) aktivasyonunu arttiran 330 amino asit zincirine sahip N-terminal fragmanini

meydana getirir. Mutant pirin

proteini mutant olmayan pirin proteini ile kiyaslandiginda kaspaz-1 ile daha etkin
ayrigsmaktadir. Pirin proteininin kodlandig1 bélgede mutasyon bulunan hastalardan elde

edilen periferal kan mononiikleer hiicrelerinde, pirin proteininin %70 kisminin ayrildigi

bilinmektedir (40).

Kaspaz-1’in inflamatuvar IL-1 ailesi sitokinlerini islemesi diger Onemli
rollerinden birisidir. Normalde, Pirin proteini ile IL-1 arasinda benzerlik olmamasina
ragmen kaspaz-1, pirin proteinini 330. amino asit dizisinden(Asp330) bolgesinden ayirir
ve 451 amino asit zincirine sahip C-terminal fragmani ile Niikleer Faktor kappa B (NF-
kB) aktivasyonunu arttiran 330 amino asit zincirine sahip N-terminal fragmaninm
meydana getirir. Mutant pirin proteini mutant olmayan pirin proteini ile kiyaslandiginda
kaspaz-1 ile daha etkin ayrismaktadir. Pirin proteininin kodlandigi bélgede mutasyon
bulunan hastalardan elde edilen periferal kan mononiikleer hiicrelerinde, pirin

proteininin %70 kisminin ayrildig1 bilinmektedir (40).

Ikiye béliinmiis pirin proteininin NF-kB aktivasyonu iizerindeki etkisi net olarak
bilinmese de, N-terminal ayrilmis par¢asinin, NF-kB aktivasyonunu yiiksek diizeyde
arttirdig1 bilinmektedir. Pirin proteininin iki peptide parcalanmasi p65 ve NF-kB’nin
hiicre ¢ekirdege girisini hizlandirarak ve bunun yaninda kappa B inhibitorii yikimina

neden olarak, iki yol iizerinden NF-kB aktivasyonu meydana getirir (40).

Sonug olarak, Akdeniz atesi hastaliginin ortaya ¢ikmasindan sorumlu tutulan

pirin proteini birden ¢ok domainden meydana gelmektedir ve bu proteinin immiin
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yanitin diizenlenmesinde onemli gorevleri vardir. Pirin proteininin en 6nemli gorevi

kaspaz-1 aktivasyonunun (upregiilasyon — downregiilasyon) diizenlenmesidir. (40).

Ailesel Akdeniz atesi hastaligindaki ataklarin sikli§i cinsiyetler arasinda
farklilik gostermektedir. Erkek hastalarda ataklarin sikligi ve siddeti daha fazladir.
Bunun nedeninin, kadinlardaki seks hormonlarin koruyuculugu oldugu diisiiniilmektedir

(41).

2.6. Apoptoz

Organizmay1 meydana getiren tiim hiicreler dogarlar, farklilasirlar, ¢cogalirlar ve oliirler.
Biitiin bu olaylar dogal bir siire¢ olarak siirer gider. Bu dogal siirecin korunmasi, yani
yeniden yapim ve yikimin bir diizen i¢inde olusu, 6liim/¢cogalma dengesinin saglikli bir
sekilde siirdiiriilmesi ile miimkiin olabilmektedir. Eger bu denge bozulursa bir¢ok
hastalik ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin; hiicrelerin gogalma hizlari artip 6liim hizlar
(apoptoz, programlanmis hiicre Olimii) azaldiginda kanser hastaligi meydana
gelmektedir Bunun yaninda yiiksek oranda hiicre kaybmin oldugu iskemi, kalp
hastaliklari, norodejeneratif hastaliklarin patogenezi apoptotik mekanizmalarin

bozulmasindan kaynaklanmaktadir (42).

Apoptoz en basit tanimiyla hiicre intiharidir. Apoptoz fizyolojik bir olaydir ve
cesitli proteinler araciligiyla siki bir sekilde diizenlenmektedir. Bununla birlikte
apoptozis de enerjiye ihtiya¢ duyulur. Bu program embriyonik gelisim sirasinda ihtiyag
duyulmayan dokularin uzaklagtirilmasi ya da fonksiyonlarini yitirmis hiicrelerin

kontrollii olarak yok edilmesidir. Apoptoz, hiicrede yapim yikim olaylarmin saglikli bir
sekilde yiiriitiilmesine olanak saglar. Ornegin; hergiin 15x1011 kan hiicresi apoptozis

yolu ile yok olmasina ragmen kemik iliginde devam eden hiicre boliinmesi sayesinde

apoptozis ile dlen hiicrelerin yeri yenileriyle doldurulmaktadir (42).

Apoptoz, yunancada apo (ayr1) ve ptosis (diismek) kelimelerinin birlesmesinden
olusan ve Homeros tarafindan sonbaharda yaprak dokiimiinii ifade edebilmek icin
kullanilmis sdzciiktiir. Fakat, 1972 yilinda Iskog¢ bilim insanlarindan Kerr, Wyllie ve
Currie tarafindan organizmadaki 6zgiin ve siki bir sekilde diizenlenen hiicre 6liimlerine
apoptozis adi verilmistir. Fizyolojik olarak o©len hiicrelerin, hiice c¢ekirdeklerinde

yogunlasmis kromatin parcalarinin oldugu ve organellerin iyi korundugunu belirleyen
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Kerr bu olayr biizligme nekrozu olarak adlandirmistir. Biitiin yiiksek organizmalarda
apoptozis olay1 embriyo gelisimi, organizmanin gelisimi, yapim ve yikim olaylarinin
devam ettirilmesi, organizmanin yenilenme ve tamir olaylarinda, organlarin biiytikliik
ve fonksiyonlarinin korunmasinda ve organlarin patofizyolojisinde Snemli bir rol
oynamigtir. Yasamin baslangici olan embriyo doneminden baslayarak Oliime kadar
apoptotik mekanizma ve programli hiicre 6liimii devam etmektedir. Viicudumuzdaki
hiicrelerin apoptoza gitme zamanlar1 oldukga farklidir. Baz1 hiicreler yillarca yasarken
bir kismi1 sadece birkag saat yasayabilmektedir. Deri, sag, gastrointestinal sistem, kan ve
immun sistem gibi dokudaki devamliligin siirdiiriilebilmesi apoptozisin saglikli bir

sekilde yiiriitiilmesine baglidir (43-44).

Apoptotik mekanizmalar biiylime faktorlerinin azalmasi, hiicrede oksidatif
streste artis1, hipoksi olusumu, UV ya da cesitli ilaglar gibi farkli etmenlerinin etkisinde
kalmasi1 sonucu hiicrelerde olusan hasar nedeniyle bu hiicrelerin ortadan kaldirilabilmesi
icin onemli bir rol oynamaktadir (44). Apoptoz mekanizmasi oldukca karisik ve
kompleks olaylarin biitiiniidiir. Apoptoz enerji bagimli olarak olusmakta ve enerji
kullanim1 sonucu molekiiler kaskat olaylari sonucu meydana gelmektedir. Apoptoz
stirecinde olugan ana morfoloji, nukleusun yogunlagmasi ve daha sonra pargalanmasidir.
Normalde hiicrede 7 ye kadar olan kirilma onarilabilirken, apoptoz da bu kirilmalarin
sayist 300.000‘1 buldugu i¢in onarilamaz ve hiicre 6liime gider. Apoptoz yalnizca tek
bir hiicrede meydana gelip biiziisme ve c¢evredeki hiicrelerle olan temasin kaybolmasi
ile sonlanir. Na, K, Cl tasiyici sistemin durmasi nedeniyle hiicre i¢i ve dis1 arasinda sivi
aligverisi durarak hiicrenin biizlismesine neden olmaktadir. Apoptotik uyarimi alan
hiicrenin hacmi 1/3’e diiser ve mikrovilluslar1 kaybolarak ¢evre ile iligkileri kesilir (44-

46).

Apoptotik hiicre, normal hiicreler ile karsilastirildiginda sitoplazmasi daha kiigiik
ve daha yogundur. Endoplazmik retikulum disinda tiim hiicre organellerini korurlar.
Elektron mikroskobundaki gozlenen degisikliklere deginecek olursak, plazma
membraninin sekli ve yapisi bozulur ve ‘zeiozis’ olarak adlandirilan kabarciklanmalar
olusur. Sitoplazma yogunlugu arttig1 hiicre hacmi azaldig1 i¢in organellerin kapladigi
oran artacaktir. Apoptozda, nekrozda goriildiigii gibi hiicre zar1 biitiinliigli bozulmaz.Bu
nedenle organizmada inflamatuar reaksiyona neden olmaz. Apoptozda hiicre biiziilmesi,

kromatin yogunlagmasi, hiicre membran tomurcuklanmasi olurken saglikli hiicrelerde
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plazma membraninin i¢inde bulunan fosfotidilserinler membranin yiizeyine
cikmaktadir. Bu nedenle, fosfotidilserin apoptoz sirasinda hiicrelerin plazma
membraninin dis yiiziine ¢ikmaktadir ve bu durum fagositik hiicreler i¢in sinyal olarak
algilanmaktadir. Zardaki tomurcuklanma ve parcalara ayrilma olaymin olusumunda

transglutaminaz enziminin 6nemli bir rolii vardir (46-48).

Kromatin ¢ok yogunlastigi ve pargalar halinde bir araya toplanmasi nedeniyle
cekirdek porlar1 segilemez hale gelir. Cekirdek sekli bozulup diizensizlesir ve
sonrasinda ¢ekirdek, kiigiik ¢ekirdek parcalarina boliintir. Cekirdekeik ise oldukca genis
bir hale gelir ve granilleri kaba graniiller halinde dagilir. Sitoplazmadan
parcaciklarindan ve siki bi¢gimde paketlenmis organellerden meydana gelen zarla
cevrilen apoptotik cisimcikler, sitokin salgilanmasina dolayisiyla inflamasyon
olusumuna neden olmaksizin, 6zellikle makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan
fagosite edilerek yok olurlar (46-49).

Apoptoz normal hiicreler icin fizyolojik bir olay olmasina ragmen patolojik
sartlarda da meydana gelen fakat patolojk sartlar altinda organizmanin apoptoz dengesi
bozulmustur. Fakat nekroz, hiicre membran biitiinliigiiniin bozulmasi ile olusan
fizyolojik bir olim seklidir. Apoptotik hiicrede kromatin, cekirdek membranina
toplanip bir yigilma gosterirken, nekroziste kromatin i¢in bu durum gecerli olmaz,
kromatin normal hiicredekine benzerdir.

Nekroza ugrayan hiicrede, plazma membraninin biitiinliiglinii kaybettigi icin
hiicre i¢inden disina hiicre icerigi ¢ikis1t meydana gelir. Fakat apoptotik hiicre, membran
biitiinliiglinii korumasina ragmen membraninin iizerinde kiiciik cepgikler “membrane
blebs” olusur. Apoptoz ile 6len bir hiicrede bu kii¢lik cepciklerin olusmasi, yani hiicre
membran  biitiinligiiniin ~ korunmas1  sayesinde  enflamasyon olusmayacaktir.
Organizmadaki hiicrelerin nekroza ugramasi sonucu her zaman enflamasyon
olusacaktir. Hiicrenin sisip, membran biitiinliigiinii kaybetmesi sonucu sitokin salinimi

enflamasyonu baslatici faktordiir (50).

Apoptozun ana morfolojik belirteci, c¢ekirdegin yogunlasip parcalara
ayrilmasidir. Apoptozun baslangicinda hiicreler arasi adezyon kaybolarak hiicre, komsu
hiicrelerden ayrilir ve 6zellesmis olan yiizey organelleri kaybolarak hiicre siser ve zar
yapist bozulur. Apoptozun daha sonraki siirecinde, zarda tomurcuklanmalar olugsmaya

baglar ve hiicre sitoplazma ile g¢evrilmis kromatin pargalarindan olusan apoptotik
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cisimciklere parcalanir. Bu apoptotik hiicreler, komsu hiicreler ve makrofajlar
tarafindan tanmip fagosite edilerek ortadan kaldirilir. Apoptotik hiicrelerin taninmasi
olayi, apoptotik siirecte zarda meydana gelen degisiklikler ile miimkiin olmaktadir. Bu
meydana gelen degisikliklerden en 6nemlisi, normalde hiicre zarinin i¢ tabakasinda olan
fosfatidil serinin, aminofosfolipid transferaz enzimi ile zarin dis tabakasina ¢ikmasidir.
Fagositik hiicrelerin vitronektin, lektin 6zelligindeki reseptorleri, membranin dis
tabakasindaki fosfotidilserin ile baglanarak apoptotik hiicrenin fagosite edilerek ortadan

kaldirilmasina neden olur (51).

Apoptoz sirasindaki meydana gelen diger 6nemli morfolojik degisikler ise,
elektron mikroskobunda apoptozis sirasinda gozlemlenen kromatinin yogunlagmasi,
sitoplazmanin hacminin azalmasi, plazma zarinda cepciklerin olusmasi, mitokondri dis
zarinda sigsme, mitokondrial membranlar arasi bosluga sitokrom c ve bir oksidorediiktaz

ile iliskili flavoprotein olan Apoptoz Indiikleyici Faktdr (AIF)’{in salinimidir (44).

Apoptozis genetik olarak kontrol edilen fizyolojik mekanizmalarla siki bir
sekilde diizenlenir. Ayrica, apoptozun gerceklesebilmesi i¢in yiiksek oranda enerjiye
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle, hiicrede bulunan ATP seviyesi hiicrenin apoptoza
m1 gidecegine yoksa nekroza mi gidecegine yon verir. Bu durum da apoptozun
olusumunda mitokondrinin 6neminin biiyiilk oldugunu gostermektedir. Hiicrede bir
hasar olusumu sonucu enerji liretimi azalirsa hiicre enerji saglayamayacagindan nekroz

ile 6liime gider (48,52-54).

2.6.1. Apoptozun Mekanizmalari

Apoptoz siireci ya hiicrenin kendi otomatik saati olan genlerin aktivasyonu ya da
cevreden gelen sinyallerle baglamaktadir. Apoptoz, hiicrenin genlerin aktivasyonu ile
otomatik olarak primer baglatilabilir ya da dis bir uyaran sonucu sekonder olarak baslar.
Hiicrenin disindan kaynaklanan uyaranlar arasinda; tiimor nekroz faktdr (TNF), koloni
uyarict faktorler (CSF), noron biiylime faktor (NGF), insiilin benzeri biiyiime faktor
(IGF) vardir. Ayrica, IL-2 gibi faktorlerin seviyelerinin azalmasi, glukokortikoidler,
radyasyon, ¢esitli ilaclar ve ¢esitli antijenler apoptozun indiiklenmesinde onemli role

sahiptirler. Otoimmun hastalik gelisiminde 6nemli olan Fas/FasL, sFas proteinleri,
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viriisler de hiicreyi apoptoza gotiirmektedir. Hiicresel olarak, apoptozu uyaran ve

engelleyen ¢ok sayida genin kodladigi protein bulunmaktadir (42,55,56).

Hiicrenin apoptoza gitmesinde etkili olan hiicre i¢i uyaranlar arasinda ise
sitokinler, hiicre ici kalsiyum seviyelerinde artis, TNF, DNA hasar1 sonrasinda timor
slipressor gen olan p53°iin aktive olmasi, viral ve bakteriyel enfeksiyonlar,
glukokortikoidler ve onkogenlerin kodladigi proteinler vardir. Bunlarin yaninda
hipertermi, sitotoksik kanser ilaglar1 ve hipoksi gibi nekroz olusturan dis etmenler de
hafif diizeylerde de olsa apoptoza neden olurlar (56). Apoptozun meydana gelmesi iki

yol araciligiyla miimkiin olmaktadir.

Bunlar;
I. Ekstrinsik yol

e Direkt mekanizma

e Dolayli mekanizma

1. Instrinsik (Mitokondriyal) yoldur.

2.6.1.a. Ekstrinsik yol

Ekstrensik yol, diger adiyla reseptdr aracili apoptoz yolunda, hiicre yiizeyindeki 6liim
reseptorleri olan Fas, TNF-R1, DGS5’e kendi ligandlarindan olan Fasl, TNF-alfa,
TRAIL baglanmas ile apoptoz siireci baslatilir (Sekil 6.1). Fas, TNF-R1 ve DG5
reseptorleri, kendi ligandlariyla baglandiklarinda trimerik bir yapi kazanarak olim
uyarisini almis olurlar. Sonrasinda Fas reseptorii, birbirine komsu iki FasL’in birbirine
baglanmasi sonucu trimerik halden hekzamerik hale cevrilir. Daha sonra, Fas reseptorii
sitoplazma i¢i FADD (Fas iligkili 6liim bolgesi) ile TNF-R1 reseptort ise sitoplazma igi
TRADD (TNF-R1 iliskili 6liim bolgesi) ile etkilesime girer. Boylece adaptor proteinler
ile kaspazlar birleserek sinyal DISC(Hiicre 6limiinti indikleyen sinyal kompleksi)
olusur. DISC kompleksi, prokaspaz 8’in uzun ve kisa kollarim1 keserek inaktif
prokaspaz 8’1 aktif formu olan kaspaz8’e cevirir. Olusan kaspaz 8, dogrudan veya
dolayli olarak kaspaz 3’ii aktive edebilir. Kaspaz 8 ya prokaspaz 3’ direk olarak aktive

etmesi araciligiyla hiicre 6liimiine sebep olur ya da

Bcl-2 ailesinin iiyesi olan Bid’in c-terminal bdlgesini keserek aktif formu olan

tBid’in olugsmasina aracilik ederek apoptozun intrensek yoldan ilerlemesine yol agar.
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Hiicreler kendi 6zelliklerine gore bu iki yoldan birine daha fazla yatkinlik gosterirler.
Ornegin; lenfositler, kaspaz 3’iin direkt olarak aktive oldugu yolu tercih ederken,
hepatositler kaspaz 3’iin dolayli olarak aktive oldugu intrensek yolu tercih ederler.
Aktive olan kaspaz 3, DNA’da pargalanmalar olusturup hiicrenin oliimiine sebep olur

(57-59) (Sekil .2.6.1).

2.6.1.b. intrensenk Yol

Cesitli ilaglar, iyonize radyasyon, oksidatif stres, DNA hasari, biiylime faktor
eksikligi gibi nedenlerden dolay1 apoptotik uyar1 alinip proapoptotik proteinlerden olan
Bid; bir antiapoptotik protein olan Bcl-2yi inaktive eder. Daha sonra, Bax ve Bak
aktifleserek mitokondri membraninda por olusumuna neden olup zar potansiyelini
degistirir. Boylelikle mitokondri membranindaki porlardan sitokrom-c, Smac, Endo-G
(Endonukleaz-G), Ca++ ve AIF (Apoptoz indiikleyici faktor) salinimi artar. Sitokrom-
C, bilindigi iizere oksidatif fosforilasyon i¢in elektron tagima goérevine sahiptir. SMAC,
IAF (Inhibitér apoptotik faktdr)’ii inhibe ederek apoptozun gerceklesmesine zemin
hazirlar. IAF’iin gorevi kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivasyonunu engellerek apoptozu inhibe
etmektir. AIF, ¢ekirdegi pargalara ayirir. ENDO-G ‘de DNA’y1 parcalara ayirir. Ayrica
mitokondri porlarindan salinan sitokrom-c, Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive eden
faktor) ve ATP’nin de katilmasiyla sitozolde Apoptozom denen bir kompleks
olusturulur. Apoptozom normalde inaktif olan kaspaz 9°u keserek aktiflestirir. Kaspaz-9
‘da inaktif prokaspaz-3’ii aktif kaspaz-3 haline getirir. Aktif kaspaz-3 ise ICAD (Inaktif
kaspaz aktive edici DNaz)‘1 inaktiflestirip CAD (Kaspaz aktive edici DNaz)’t
serbestlestirir. Serbestlestirilen CAD, c¢ekirdekte kromatinin yogunlagmasina ve
DNA’nin nukleozomal alt birimler halinde pargalanmasina neden olur (52-56)

(Sekil.2.6.1).

Bcl-2 ailesinin sadece BH3 bélgesini igeren iiyeleri tarafindan mitokondriyal dis

membran gegirgenliginin olusum mekanizmalari;

1. Otoreaktif T hiicrelerin apoptozla ortadan kalkmalari, T hiicre reseptoriine
(TCR) ligandinin baglanmasi ile baslar. Reseptore ligand1 baglandiktan sonra, inaktif

halde bulunan Bim aktifleserek Bax ve Bak’in birbirleriyle etkilesime girmesine ve
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oligomerik hal almalarmma neden olur. Oligometrik hal mitokondri membraninda

gecirgenlik meydana getirir (61).

2. Aktif kaspaz 8 eksikliginde Bid’in c-terminal bolgesi kesilerek aktif formu

olan tBid’in olusur. Olusan tBid ise membraninda gec¢irgenlik meydana getirir (61).

3. Sitotoksik T hiicreleri, FasL/Fas reseptorii aracilifiyla apoptotik hiicreleri
tantyip oldiiriirler. Bunu basaramadiklar1 zaman perforin ve granzim B salinimina neden
olurlar. Salinan perforin ise hiicre membraninda cep (por) olusturup Granzim B’nin
hiicre i¢ine girmesine neden olur. Granzim B proteini direkt olarak kaspaz 3, 8 ve Bid’1
hedef alir. Granzim B, Bid’i aktif formu olan tBid haline doniistiirerek tBid araciligiyla

mitokondri membraninda gecirgenlik meydana getirir (62).

d) DNA hasarinda p53 tarafindan PUMA ve NOXA adl proteinlerin sentezini
arttirarak aktiflestirdigi Bax ve Bak araciligiyla mitokondri membraninda gecirgenlik

meydana gelir (63).

Mitokondri membraninda gecirgenlik olusumunun gergeklesmesi ile birlikte
mitokondriden apoptozu baslatan sitokrom-c ile birlikte Smac, AIF, endoniikleaz G ve
Omi gibi maddelerin salimina neden olur ve boylelikte apoptozis aktivasyonu

gerceklesmis olur (63).

2.6.1.c. Diger Yollar

Perforin/granzim yolunda granzim B ya da granzim A yardimiyla apoptoz aktivasyonu
gerceklestirilir. Bu yolda apoptoz kaspaz 3’ilin parcalanmasi ile baslayip DNA
kiriklarinin - olusumu, hiicre iskeletinin ve c¢ekirdek proteinlerinin parcalanmast,
proteinlerin arasinda ¢apraz baglarin olusmasi, apoptotik yapilarin olusumu, fagositik
hiicre reseptorleri i¢in ligantlarin ekspresyonu ve sonucunda fagositik hiicreler

tarafindan taninip ortadan kaldirilmasi ile son bulmaktadir (61) (Sekil.2.6.1).
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Mitokondri yolu

Endo-G

Kaspaz-3 m

APOPTOZ

Sekil 2.1: Apoptoz mekanizmalar1 (Oral, O., Irmak, S., Ekici, S., & Goziiacik, D.
(2012). Autophagy in urology, 257)

2.6.2. Kaspazlar

Kaspazlar, apoptozun gergeklesmesinde anahtar rol oynayan multigen ailesinden
meydana gelen sistein-proteaz grubu enzimlerdir. Aspartat rezidiisiinden sonraki peptit
bagimm1 koparirlar. Normalde inaktif olarak bulunan proteinler, ¢esitli yollardaki
enzimlerle ya da maddelerle aktive edilmelerinin ardindan hiicresel hedeflerdeki

tetrapeptit motifleri taniyarak aspartat rezidiisiinden sonraki peptit bagini1 koparirlar
(65).

Kaspazlar ilk olarak, bir nematod olan C. elegans’te kesfedilmislerdir.
Kaspazlarin tiimii benzer aminoasit dagilimina sahip olduklari igin yapisal ve substrat
spesifikligi agisindan da benzer ozellikleri paylasmaktadirlar. Tim kaspazlar inaktif

sekilleri olan proenzimler seklinde sentez edilirler (65).

Kaspazlar 3 kistmdan meydana gelirler; NH - terminal kisim, genis alt {inite

(20kD civar1) ve kiigiik alt tnitedir (10kD civari). Proteolitik siire¢ esnasinda

16



aktivasyona ugrayan kisimlar olan genis ve kiiglik altiiniteler arasinda heterodimer

olusturacak sekilde birlesmeler agiga ¢ikar (66).

NH- terminal kismi yiliksek degisime sahip bir dizilimden olusmaktadir ve
olduk¢a uzundur. Ve bu kisim aktivasyonun diizenlenmesi i¢in 6nemli rol oynar. Bu
kisim ile proenzimden elde edilen diger tiim kisimlar yani kaspaz konsensiis bolgeleri
kaspazlarin inaktif halden aktif hale ge¢mesi i¢in gerekli olan bolgelerdir. Kaspazlar
aspartat rezidiisiiniin karboksil ucundan peptit bagim1 kesme 06zgiinliige sahip
proteazlardandir. Kaspazlarin spesifiklikleri yiiksek diizeyde olsa da, substrat
tanimlanmasinda her optimal tetrapeptid dizilime sahip proteaz kesilmez. Nedeni

ticiinciil protein yapsinin da substrat tanimlamasi iizerine olan etkisidir (66).
Kaspazlar 3 sinifa ayrilir;
1. Kaspaz Kesme Spesifikligi:

Kaspaz kesme spesifikligi tetra peptid tanima bdlegesi araciligiyla miimkiin
olmaktadir. Aspartat rezidiisiiniin karboksil tarafindan peptit bagi koparilmaktadir.
Kaspazlar bu tetra peptitleri spesifik olarak tanirlar. Bu bolgeler C’den N’ya dogru
numaralandirilir (P4-P3-P2-P1). Kaspazlar P1 bolgesinde kesin olarak aspartata
gereksinim duyarlar. Bununla birlikte, P4 pozisyonu substrat spesifikligi i¢in hayati rol
oynar. P4 pozisyonunda; Grup 1 de yer alan insan kaspaz 1,4,5 enzimleri daha ¢ok Tyr,
Trp veya Leu amino asitlerinin yapisinda bulundurlar. Grup 2 yi olusturan kaspazlar
2,3,7 ise P4 pozisyonunda Asp ve P3 pozisyonunda Glu amino asitlerini bulundururlar,
grup Il enzimleri 6, 8, 9, 10 ise P4 pozisyonunda lle, Leu veya Val amino asitini
yapisinda bulundururlar (63,64) (Sekil.2.6.2).

2. Pro-domain uzunlugu:

Grup 1 ait enzimler enflamasyonda rol oynarlarken, Grup Il ve Ill kaspazlari
apoptozda gorev alirlar. Grup III kaspazlarindan ¢ok 6nemli bir kisim (kaspaz 8,9,10)
uzun prodomaine sahiptirler ve apoptozda baslatict olarak goérev alirlar. Buna karsin
kaspaz 3 ve 7 (Grup Il) sonlandiric1 kaspazlardandir ve kisa prodomaine sahiptirler.
Grup 111 tyesi kaspaz 6 ise kisa prodomaine sahiptir. Kaspaz 2, Grup II iiyesi olmasina
ragmen uzun N-terminal prodomaine sahiptir. Buna ek olarak grup 111 insan kaspaz 9 ve

8 enzimlerinde CARD (Caspase Recruitement Domain) bolgeleri vardir. Bu bdlgeleri
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sayesinde adaptor proteinleri ile etkileserek 6lim-reseptér kompleksine baglanir (66,67)
(Sekil.2.6.2).

3. Fonksiyonuna gore:

Inflamatuvar kaspazlar ailesinden olan ICE (IL-1 degistirici enzim) kaspazlar;
kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13 ve kaspaz 14 olmak flizere genis bir kaspaz grubunu
icermektedir. Bu ailenin iiyesi olan kaspazlar inflamasyonda rol oynamaktadirlar. inme
ve alzheimer gibi hastaliklarda 6nemli modiilator rolii oynamaktadir. Bu aileden ilk
bulunan kaspaz 1 dir (69) (Sekil.2.6.2).

Group |
COOM Casp1
COOM Casp4

> =
=

COOM Casp$
Enflamatuvar

COOK C. "
tal kaspazlar

A - © OO Ca3p-12
e T - C 0¥ Casp-13
v~ - C OO Casp-14 (MICE)

Group Il
COOM Casp2
coon casps Baslatici
coon casps kaspazlar

COOM Casp-10

= CARD

= _ %o o Y- <0 Cosps  H1EMC!
B large catatc sutunt kaspazlar
= e comre oo | oY < 00% Cap?

Sekil 2.2: Kaspazlar (Oral, O., Irmak, S., Ekici, S., & Goziiacik, D. (2012). Autophagy
in urology, 259 )

2.6.3.1. Kaspaz 3

Tiim kaspaz ailesinde oldugu gibi aktif merkezinde sistein molekiilii tasiyip aspartat
rezidiistinii karboksil ucundan kesen kaspaz 3, nadir de olsa alternatif olarak CPP32,
Yama, Apopain isimleriyle de karsimiza ¢ikmaktadir. Biiylik bir aile olan kaspazlarin
tiyesi kaspaz 3, diger kaspaz ailesi liyelerinden baslatict kaspazlar olarak adlandirilan
kaspaz 8 ve kaspaz 9 tarafindan aktive edilmektedir. Aktive olduktan sonra hiicrelerdeki

kaspaz ailesinden olmayan hedef proteinlerini spesifik bolgelerinden kesmektedir. Bu
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spesifik bolgelere 6rnek olarak poly (ADP-riboz)polimeraz- 1 (PARP-1) enziminin
kaspaz 3 tarafindan kesilmesi 6rnek verilebilir (69,70).

Kaspaz 3 aktive olduktan sonra kesme islemi tek bir spesifik noktada, ¢esitli
yollarla direk olarak yada indirek etki ile miimkiin olmaktadir. Ornek verecek olursak,
endoniikleaz CAD inhibitorii olan ICAD ancak kesildiginde aktive olabilmektedir.
Kesilen parca aktif olan kisim olarak ortama salinmaktadir. Kaspaz 3’{in aktive olmasi
ve hedef proteinlerdeki spesifik bolgelerde kesim islemini gerceklestirmesi ve
morfolojik degisiklikler yaparak apoptozun olusumuna énemli katki saglar (69,71).

Aktif kaspaz 3’1in etki ettigi spesifik bolgeleri tizerinden kesim yaptigi subsratlar
arasinda; PARP, SREB, Kaspaz 6, Kaspaz 7, Kaspaz 9, DNA-PK, MDM 2, B-Katenin,

Laminler, Numa, Topoizomeraz 1, FAK, p21, Calpastatin, [CAD... gibi molekiiller
vardir

(72).

Bilindigi iizere, baslatici ve sonlandirici kaspazlarin fonksiyonlar1 birbirinden
oldukca farklidir. Kisa pro-domain iceren kaspazlardan olan kaspaz 3, diger kisa pro-
domain iceren kaspazlar gibi baslatict kaspazlar tarafindan meydan getirilen proteolizis
sonucunda aktive edilirler. Kaspaz 8’in 6liim-reseptor kompleksine (DRC) baglanmasi
araciligiyla prokaspaz 3 kesilerek aktif kaspaz 3 olusumu saglanmaktadir. Fakat kaspaz
8’in kaspaz 3’ kesmesinin yaninda ayni zamanda BID, Bcl-2/Bax ailesine ait

molekiilleri de keserek apoptozu indiikleyebilmektedir.

Ayrica, Apaf/Kaspaz 9 arasindaki gapraz iliski sonucu kaspaz 3 ve kaspaz 6
aktivator gibi davranarak baslatici kaspazlarin, kaspaz 2, 8 ve 10’un uzun prodomain

kisimlarini keserek aktive etmektedir (69,70).

2.6.3.2. Kaspaz 8

Genis kaspaz ailesinin bir {liyesi olan Kaspaz 8, nadir olarak alternatif isimlerle de
kullanilmaktadir. Kaspaz 8’e verilen alternatif isimler FLICE, MACH, MchS5 olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Kaspaz 8, kaspaz 3’iin aspartat rezidiilerini karboksil ucundan
kesmek suretiyle kaspaz 3’i aktiflestirerek apoptozun baslamasina ve ger¢eklesmesine
aracilik eder (69,72).

Aktif kaspaz 8’in etki ettigi spesifik bolgeleri iizerinden kesim yaptig1 subsratlar

arasinda kaspaz ailesinden bir¢ok tiye ile birlikte birka¢ subsrat molekiil vardir.
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Omegin; Kaspaz 3, Kaspaz 4, Kaspaz 6, Kaspaz 7, Kaspaz 9, Kaspaz 10, Kaspaz 13,
PARP, Bid... gibi molekiiller kaspaz 8’in etki ettigi molekiiller arasindadir (72).

Baslatic1 ve sonlandirict kaspazlarin fonksiyonlar1 birbirinden oldukga farklidir.
Kisa pro-domain igeren kaspazlardan olan kaspaz 3, diger kisa pro- domain igeren
kaspazlar gibi baslatic1t kaspazlar tarafindan meydana getirilen proteolizis sonucunda
aktive edilirler Baslatic1 kaspazlardan olan Kaspaz 8’in oliim-reseptér kompleksine
(DRC) baglanmasi ile prokaspaz 3 kesilerek aktif kaspaz 3 olusumu saglanmaktadir.
Kaspaz 8 ayni1 zamanda BID, Bcl-2/Bax ailesine ait molekiilleri de keserek apoptozu
indiikleyebilmektedir. Ayrica, Kaspaz 8’in uzun prodomain kisimlar ile Apaf/Kaspaz 9

arasindaki ¢apraz iligki sonucu da hiicre apoptoza gitmektedir (69,72).

Kaspaz 8, oliim ligand reseptoriine sinyal komplekslerinin baglanmasi ile aktif
hale gegmektedir. Oliim ligand reseptdrii, sinir biiyiime faktorii (NGF) ve TNF
ailesindendir. TNFa, FasL ve TRAIL ligandlar ile baglanabilirler. inaktif durumdaki
Prokaspaz 8’in N-terminal prodomain kisminda iki DED homolog domaini

bulunmaktadir.

Prokaspaz 8 reseptore bagli adaptore (Mort 1) baglanarak DED kisimlarinda
homofilik etkilesimler meydana getirir. Proenzimin baglanmasi1 ile olusan
aktivasyondan sonra, kaspaz 8 apoptoz sinyali olusturmakta, olusan sinyal sonucunda
da kaspaz 3 aktivasyonu proteolitik yolla ya da indirekt olarak kesme/aktivasyon
aracilifiyla Bid tlizerinden saglanmaktadir. Bid ise mitokondriyal Sitokrom c salinimina

ve kaspaz 9 aktivasyonuna yol agar (69,72).

2.6.3.3. Kaspaz 9

Tiim kaspaz ailesinde oldugu gibi aktif merkezinde sistein molekiilii tasiyip aspartat
rezidiisiinii karboksil ucundan peptit bagin1 kesen kaspaz 9, nadir olarak kullanilmasina
ragmen farkli alternatif isimlerle belirtilebilmektedir. Bu alternatif isimler Apaf 3, ICE-
LAP 6, Mch 6 dir. Basglatic1 kaspazlar olarak adlandirilan Kaspaz 9, kaspaz ailesinin bir
liyesi olan kaspaz 3’i aktive ederek apoptozun baslama sinyalinin olugmasma ve
apoptozun gergeklesebilmesine aracilik etmektedir (69,71). Aktif kaspaz 9’lin etki ettigi
spesifik bolgeleri lizerinden kesim yaptig1 subsratlar arasinda; Kaspaz 3, Pro Kaspaz 9,

Kaspaz 7, PARP... gibi molekiiller vardir (71).

20



U.V 15181, kimyasal maddeler, DNA bozulmasina yol acan ajanlar ve kanser
tedavilerinde kullanilan ¢esitli kemoterapatikler hiicrenin apoptozla oliime gitmesine
neden olmaktadir. Bu faktorlerin apoptozu baslatmasi mitokondriyal hasar ile iliskilidir.
Mitokondriyal hasar olustuktan sonra sitokrom c sitoplazmaya salinmakta sonrasinda

kaspaz 9 aktivasyonu ile apoptoz gerceklesmektedir (42,50)

Prokaspaz 9, Apaf-1 ve sitokrom ¢ ‘nin olusturdugu kompleks, aktif kaspaz 9’u
meydana getirir. Kaspaz 9 ise prokaspaz 3’ii keserek aktiflestirir ve apoptozu baslatir
(70,71). Apaf-1’un sitokrom ¢ ye baglanmasi sonucu dATP (veya ATP) baglanmasi
uyarilir, sonrasinda “Apoptozom” adin1 alan Apaf-1/Sitokrom c/dATP kompleksi
olusur. Prokaspaz 9 bu kompleksi CARD ile Apaf-1 arasindaki homofilik i¢ etkilesimler
araciligiyla baglar. Kendiliginden gerceklesen siire¢ sonucunda olgun kaspaz 9, 35kD
genis alt linite ve buna N-terminal prodomain kismindan kiiciik alt {inite (12kD)

eklenmesi ile aktif enzim meydana gelir(68).

2.6.3.4. Apaf-1

Apoptotik proteaz aktivasyon faktorleri yani Apaf ailesi li¢ gruba ayrilmaktadir.
Bunlar Apaf-

I(CED 4 ile homoloji gosteren adaptdr/amplifikatdr protein), Apaf 2(Sitokrom
c), Apaf 3 (Kaspaz 9) olarak isimlendirilmislerdir (71).

Apoptotik proteaz aktive eden faktdr Apoptotic protease activating factor 1
(Apaf 1), C. elegans adli parazitin CED 4 gen homologu olarak bilinmektedir. Apaf 1, 6
heliksten olusan greek anahtar motifine sahip bir molekiildiir. Greek anahtar motifi ise,

kisa helikal bir motif ile kanatli heliks motifinden meydana gelmektedir (73,74).

Baslatic1 kaspazlardan olan kaspaz 9, Apaf 1’e baglandiginda aktive olmaktadir.
Apaf 1’ baglanmas1 araciligiyla aktif hale gegen kaspaz 9, kaspaz 3’lin aspartat
rezidiistiniin karboksil ucundaki peptit bagini keserek kaspaz 3’lin aktiflesmesine
boylelikle apoptoz baslama sinyalinin olusup apoptozun gerceklesmesine neden

olmaktadir (71).
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2.6.3.5. Granzim B

Immiin sistemin T hiicreleri ve dogustan oldiiriicii hiicreler viriisle enfekte olan
hiicreleri ortadan kaldirmak i¢in granzim B molekiiliiniin dahil oldugu granulo-
ekzositoz yolunu kullanirlar. Perforin/granzim yolunda, yani granzim B molekiiliiniin
dahil oldugu yolda, granzim B ya da granzim A yardimiyla apoptoz aktivasyonu

baslatilmakta ve apoptoz gerceklestirilmektedir (71).

Perforin/granzim yolunda, apoptoz kaspaz 3’iin pargalanmasinin ardindan
baslayip DNA kiriklarinin olusumu, hiicre iskeletinin ve c¢ekirdek proteinlerinin
pargalanmasi, proteinlerin arasinda c¢apraz baglarin olusmasi, apoptotik yapilarin
olusumu, fagositik hiicre reseptorleri igin ligantlarin ekspresyonu ve sonucunda
fagositik hiicreler tarafindan taninip ortadan kaldirilmasi ile son bulmaktadir. Granzim
A yolu tek iplikli DNA hasar1 araciligiyla paralel olan kaspaz bagimli hiicre 6liim
yolunu aktive eder (64).

Sitotoksik T lenfositler, viriisler tarafindan konakgi olarak kullanilan hiicre
yiizeyindeki antijenleri tanirlar ve yiizeylerinde Fas ligandi meydana getirip hedef

hiicrenin

Fas reseptoriine baglanirlar. Sitotoksik T lenfositler sitoplazmalarinda granzim B
(serin proteaz) ve perforin adi verilen, apoptozisin olugmasi i¢in biiylikk 6neme sahip
olan proteinleri igeren sitoplazmik graniiller tasirlar. Sitotoksik T lenfositler perforin
molekiilii yardimiyla hiicre membraninda porlar olusturarak hedef hiicrelerde kaspazlari
aktive edecek olan granzim B yi salgilarlar. Bunun sonucunda, perforinin salinimini
kapsayan yeni bir yol yardimiyla viriis tarafindan enfekte edilmis hiicreye ya da timor

hiicresine hiicre tizerinde sitotoksik etkilerini uygulayabilirler (68,71).

Granzim A ise, apoptozisi uyaran ve kaspaz bagimsiz yolunu aktive ederek
sitotoksik T hiicrelerinin, viriis tarafindan enfekte edilmis hiicreye ya da tlimor
hiicresine hiicre iizerinde sitotoksik etkilerini uygulayabilmesinde biiylik Oneme
sahiptir. Hiicrede bir kez granzim A, DNA’az NM23-H1 aracilig1 ile DNA nicking’i
aktive ettiginde bir tiimor silipressor gen iretilir. Granzim A proteaz, niikleozomda
toplanan endoplazmik retikilum iligkili (SET) kompleksini parcalayarak NM23-H1’in
inhibisyonunu serbest birakir bu da apoptoza neden olan DNA pargalanmasina yol agar

(76-78).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanmilan Gerecler

e Santrifiij (MSE MISTRAL 100)

e Derin dondurucu low -85 °C (SANYO-ultra)
e Vorteks (Nuvemix)

e Otomatik Elisa (Chemwell 2902)

e Ependorf tiip (1500 ml)

e Mikropipetler (Gilson)

3.2. Yontem

3.2.1. Hasta ve Kontrol Grubu

01.05.2016 — 01.11.2016 tarihleri arasinda Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi
Romotoloji Anabilim Dali Poliklinigine basvuran Ailevi Akdeniz Atesi tanist konmus
30 hasta calismaya dahil edildi.Bu hastalardan alinan kanlar atak sonrasinda alinmistir

ve bu hastalar kolsisin kullanmaktadir.

Kontrol grubu ise herhangi bir kronik hastaligi (diyabet, hipertansiyon, kanser

hastalig1, ailevi akdeniz atesi hastalig1) olmayan 30 saglikli goniilliiden olusturuldu.

3.2.2. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Kontrollerden ve Ailevi Akdeniz Atesi tanist konulan hastalardan, 10 ml kan 6rnegi
alindi. Alinan kan ornekleri 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra elde
edilen serumlar ependorf tiiplere kisimlandirilarak ilgili parametreler ¢aligilmak iizere -

80 °C’de muhafaza edildi.
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3.2.3. Apaf-1 Tayini

Elabscience marka elisa kiti kullanilarak Apaf-1 tayini yapildi. Standart derisimlerine

kars1 okunan absorbanslar aracilifiyla olusturulan standart egri denkleminden her bir

numunenin derisimi hesaplandi.
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Grafik 3.1: Apaf-1 standart egri grafigi
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3.2.4. Kaspaz-3 Tayini

Elabscience marka elisa kiti kullanilarak kaspaz-3 tayini yapildi. Standart derisimlerine
kars1 okunan absorbanslar aracilifiyla olusturulan standart egri denkleminden her bir

numunenin derigimi hesaplandi.
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Grafik 3.2: Kaspaz-3 standart egri grafigi
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3.2.5. Kaspaz-8 Tayini

Elabscience marka elisa kiti kullanilarak Kaspaz-8 tayini yapildi. Standart derisimlerine

kars1 okunan absorbanslar araciligiyla olusturulan standart egri denkleminden her bir

numunenin derisimi hesaplandi.
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Grafik 3.3: Kaspaz-8 standart egri grafigi
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3.2.6. Kaspaz-9 Tayini

Elabscience marka elisa kiti kullanilarak Kaspaz-9 tayini yapildi. Standart derisimlerine

kars1 okunan absorbanslar araciligiyla olusturulan standart egri denkleminden her bir

numunenin derisimi hesaplandi.

y=0,0248x+0,1348
2,5 - R?=0,9964
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Grafik 3.4: Kaspaz-9 standart egri grafigi
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3.2.7. GRANZIM-B Tayini

Elabscience marka elisa kiti kullanilarak Granzim-B tayini yapildi. Standart
derisimlerine kars1 okunan absorbanslar aracilifiyla olusturulan standart egri

denkleminden her bir numunenin derisimi hesaplandi.
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Grafik 3.5: Granzim-B standart egri grafigi
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismamizin  verileri SPSS  (Ver: 14.0) programina yiiklenerek verilerin
degerlendirilmesinde iki ortalama arasindaki farkin 6nemlilik testi ve korelasyonun

analizi kullanilmis ve yanilma diizeyi 0.05 olarak alinmstir.

Bu arastirmada a= 0,01; B= 0,10 ve (1- B)= 0,90 olarak alinip her iki grubu

olusturan bireylerin sayisinin 30 olarak belirlenmesine karar verilmistir (p= 0,90592).
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5. ARASTIRMANIN ETIiK YONU

Aragtirmanin her asamasi etik ilkelere uygun olarak yiiriitilmiistiir. Uygulamaya
gegmeden Once etik kuruldan (15.12.2015 tarihli, 2015-12/06 sayili) (EK.1) ve
calisgmanin  yapilacagt kurumdan izin alinmistir. Calismaya katilanlardan

bilgilendirilmis onam formu alinmistir.
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6. BULGULAR

Bu calismada kesin tan1 konulmus 30 Ailevi Akdeniz Atesi hastasindan alinmis olan
serumlar kullanildi. Kontrol grubu olarak da herhangi bir hastaligt bulunmayan 30
saglikli bireyin kan serumlar1 kullanildi. Hastalar, yas ve cinsiyetleri bakimindan
herhangi bir ayrima tabi tutulmaksizin, rastgele belirlendi. Yapilan ¢alismada kontrol ve

hasta grubuna ait demografik bilgiler, Cizelge 6.1 ve Cizelge 6.2’de 6zetlenmistir.

Cizelge 6.1: Kontrol ve Hasta Gruplarinin Yas, Cinsiyet ve Sigara Aliskanligina gore

Degerlendirilmesi
KONTROL HASTA P

Yas (X +8S) 31,13 £10,57 37,83 £19,41 0,102
Cinsiyet
Erkek N(%) 15(% 50) 12(% 40) 0,436
Kadin N(%) 15(% 50) 18(% 60)
Sigara Kullanimi
i¢iyor N(%) 5 27 0,448
Igmiyor N(%) 25 3

Kontrol grubunun % 50’ sini erkekler, % 50’sini kadinlar, hasta grubunun ise %
40’11 erkekler, % 60’ 1n1 kadinlar olusturmaktadir. AAA hastalar1 ve kontrollerin
cinsiyet Ozellikleri c¢izelge 5.1°de verildi. Her iki grupta da cinsiyet yoniinden

istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (P=0,436).

Hasta grubunun yas ortalamasi 37,83 +£19,41, kontrol grubunun yas ortalamasi
31,13 £10,57 (P=0,102).Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda yas ortalamasi ydniinden

istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi.

Hasta ve kontrol gruplari arasinda sigara kullanma yoniinden istatistiksel olarak

anlamli bir fark tespit edilmedi (P=0,448).
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Cizelge 6.2: Kontrol ve Hasta Gruplarinin Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Parametreler Kontrol Hasta P
APAF-1 1,488+1,069 1,064+0,866 0,097
KASPAZ 8 3,542+1,100 3,3147+1,473 0,245
KASPAZ 9 8,144+0,878 7,332+0,910 0,001
KASPAZ 3 2,044+0,938 1,421+1,886 0,111
GRANZIM-B 0,216+0,596 0,101+0,067 0,304

Hasta ve kontrol gruplari arasinda; Kaspaz 3 (P=0,111), Granzim B (P=0,304),
Apaf 1 (P=0,097) ve Kaspaz 8 (P=0,245) diizeylerine bakildiginda, bu iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir. Fakat Kaspaz 9 (P=0,001) diizeyleri

acisindan iki grup arasinda anlamli bir fark gézlenmistir.
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7. TARTISMA

AAA peritonit ates, artrit gibi bulgularla seyreden kalitsal bir hastaliktir. AAA otozomal
resesif olarak geger (79). Yaygin olarak dogu akdeniz bdlgesinde yasayan Tiirk, Yahudi
ve Ermeni toplumlarinda goriilmekle birlikte Yunan, Italyan, Ispanyol ve Japon

toplumlarinda da seyrek olarak goriiliir (10).

AAA periton, plevra ve sinovium gibi serozal zarlarda tekrar eden akut
inflamatuvar reaksiyonlar1 ile karakterizedir. Serozal zarlarin yaninda deri, kas,
skrotumda da akut inflamatuvar reaksiyonlar ortaya ¢ikabilmektedir. Hastaligin ataklari
esnasinda polimorfoniikleer l0kositlerin artmis olan kemotaktik aktiviteleri sonucu
etkilenen bolgelere hareket etmeleri nedeniyle inflamasyon bolgelerinde en sik rastlanan

hiicreler notrofillerdir (18,23).

Polimorfoniikleer 16kositlerin kemotaksisi ile, hiicre boyutunda olusan hasarin
yayilmasi sinirlanmaya ¢aligilir (81). Apoptotik hiicre miktarinda goriilen artis dengenin

olumsuz yonde bozulmasina ve patalojik durumlar olusmasina neden olur.

Organizmay1 meydana getiren tiim hiicreler dogarlar, farklilasirlar, cogalirlar ve
Olirler. Biitiin bu olaylar dogal bir siire¢ olarak siirer gider. Bu dogal siirecin korunmasi,
yani yeniden yapim ve yikimin bir diizen i¢inde olusu, yani yapim ile apoptozun
dengesinin saglikli bir sekilde siirdiiriilmesi ile miimkiin olabilmektedir (42). Apoptozis
programlanmis hiicre 6liimiinii kontrol eden aktif bir islem olup hiicrenin intihar1 olarak

tanimlanabilir (80).

Eger apoptozis, yani hiicre Oliimii ile hiicre ¢ogalmasi arasindaki denge
bozulursa birgok hastalik ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin; hiicrelerin cogalma hizlart artip
apoptoz hizinin azaldig1 bazi patolojiler ¢esitli organ kanserlerine yol agabilmektedir.
Bunun yaninda yiiksek oranda hiicre kaybinin oldugu iskemi, kalp hastaliklari ve
norodejeneratif  hastaliklarin  patogenezisinde de  apoptotik  mekanizmalarin
bozulmasmin rolii oldugu distinilmektedir (42). Apoptozisin farmakolojik

manipiilasyonu, bu hastaliklardan korunma ve tedavide yeni imkanlar sunabilir (84).

Calismamizda AAA’da apoptozun roliinii gézlemeyi amagladik. AAA ve kontrol

grupta farkli apoptotik belirteglerin diizeyini tespit ederek serum diizeyleri arasinda her
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iki grup arasinda farklilik olup olmadigini.arastirdik. Calisma parametreleri kaspaz 3,

kaspaz 8, kaspaz 9, Granzim-B ve Apaf-1 idi

Kaspazlar apoptoziste ©onemli mediyatorlerdir. Bu proteinler, apoptozun
gerceklesmesinde anahtar rol oynayan multigen ailesinden meydana gelen sistein-
proteaz grubu enzimlerdir. Aspartat rezidiistiniin karboksil grubunun dahil oldugu peptit
bagin1 koparirlar. Normalde inaktif olarak bulunan proteinler, cesitli yollardaki
enzimlerle ya da maddelerle aktive edilmelerinin ardindan hiicresel hedeflerdeki
tetrapeptit motifleri taniyarak aspartat rezidiisiinden sonraki peptit bagini koparirlar

(65).

Kaspaz 3, bir¢ok anahtar hiicresel proteinlerin spesifik bolgelerinde o6zel
kesimleri katalizleyerek, oliim proteazlarmi aktive eder. Kaspaz 3 degisik hiicre
tiplerinde kromatin kondansasyonu ve DNA fragmantasyonuna yol agmas1 araciligiyla
hiicre geri doniilmez olarak apoptoza gider (86). Caligmamizda kaspaz 3 diizeyleri AAA
hastalar1 ile kontrol grubu arasinda kiyaslandiginda, AAA hastalarinda istatistiksel

olarak anlamli olmamakla birlikte minimal bir azalma gézlendi.

Kaspaz 8, kaspaz 3’iin aspartat rezidiilerinin karboksil ucunun katildig1 peptit
bagmi kesmesi aracilifiyla kaspaz 3’ aktiflestirerek apoptozun baslamasina ve
gerceklesmesine aracilik eder (71). Kaspaz 8 diizeyleri; AAA hastalar1 ve kontrol grubu
arasinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlam gozlenmedi.Fakat kaspaz 3

diizeylerinde oldugu gibi minimal bir azalma gozlendi.

Prokaspaz 9, Apaf-1 ve sitokrom ¢ ‘nin olusturdugu kompleks, aktif kaspaz 9’u
meydana getirir. Kaspaz 9 ise prokaspaz 3’ii keserek aktiflestirir ve apoptozu baslatir
(70,71). Apaf-1’un sitokrom c¢ ye baglanmasi sonucu dATP (veya ATP) baglanmasi
uyarilir, sonrasinda “Apoptozom” adin1 alan Apaf-1/Sitokrom c/dATP kompleksi
olusur. Prokaspaz 9 bu kompleksi CARD ile Apaf-1 arasindaki homofilik i¢ etkilesimler
araciligiyla baglar. Kendiliginden gerceklesen siire¢ sonucunda olgun kaspaz 9, 35kD
genis alt linite ve buna N-terminal prodomain kismindan kiiglik alt {inite (12kD)

eklenmesi ile olugsmasi sonucu aktif enzim meydana gelir (68).

Kaspaz 9 embriyonik hiicre ve fibroblastlar da bazi apoptotik uyaranlara karsi
direnglidir (86). Calismamizda kaspaz 9; AAA hastalarinda kontrollere gore istatistiksel

olarak diistiktii.
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Kaspaz 3 ve kaspaz 8 diizeyleri; AAA hastalarinda minimal diisiik, kaspaz 9 ise
diisiik bulundu. Bilindigi gibi kaspazlar hiicrede inaktif proenzimler olarak bulunurlar.
Apoptotik uyaranlarda aktive edilirler. Aktive kaspazlar 6nemli hiicresel proteinlerin bir
kismimni pargalarlar. Diger kaspazlar ve Bclz ailesi geri doniisiimsiiz olarak yollarlar.
Sitokrom C-Kaspaz 9, Apaf 1 ile etkilesir. Sonugta Kaspaz 9 aktivasyonu inhibe edilir.
Bu nedenle kaspaz 9 apoptozun kontroliinde énemli rol oynar. Kaspaz 9 diizeyleri, bu
nedenle AAA’de azalmis olabilir. Hastaligin diizelmesi i¢in gerekli olan hiicrelerin
parcalanmamasi i¢in kaspaz 9 aktivitesi, Bcl-X ile inhibe edilmis olabilir. Sepsisli
hastalarda yapilan bir ¢alismada kaspaz inhibitorlerinin lenfositlerde kritik bir rol
istlenerek yasam sansinmi artirdigr bulunmustur. Sepsis, lenfosit apoptozunu indiikler.

Lenfositlerin 6liimden korunmasi hastaligin tedavisi i¢in dnemlidir.

Farelerle yapilan bircalismada kaspaz 3 inhibitor, poly kaspaz inhibitdr ve
kaspaz 3 calistlmistir. Her iki inhibitor lenfosit apoptozunu Onleyip hayatta kalmayi
artirirlar. Poly kaspaz inhibitorleri bakteriyemiyi ¢ok azaltirlar. Ayrica T hiicrelerinden
antiapoptik protein olan Bel 2 salinimi artip yasam sansi artar. AAA hastalarinda da

mekanizma bu sekilde olabilir (71,86-88).

Apaf 1 normal memeli hiicrelerinde otoinhibe monomer ve ADP’ye bagli olarak
bulunur. Hiicre Oliimlinii uyaran ¢esitli uyaricilara cevap olarak Sitokrom C
mitokontriden sitoplazmaya salinir ve monomerik Apaf 1’e baglanir. Apaptozomlar
olusup kaspaz 9’u aktive eder (83). Calismamizda Apaf 1 diizeylerine baktigimizda;
AAA hasta ve kontrol grubu arasinda bir farklilik saptamadik. Muhtemelen kaspaz 9
azaldigi icin Apaf 1 diizeyleri de§ismemektedir.

Immiin sistemin T hiicreleri ve dogustan 6ldiiriicii hiicreler, viriisle enfekte olan
hiicreleri ve tiimor hiicrelerini ortadan kaldirmak i¢in granzim B molekiiliiniin dahil
oldugu granulo-ekzositoz yolunu kullanirlar. Perforin/granzim yolunda, yani granzim B
molekiiliiniin dahil oldugu yolda, apoptoz aktivasyonu baglatilmakta ve apoptoz
gerceklestirilmektedir (71,89). Calismamizda AAA ve hasta grubunda granzim B
diizeyleri ayniydi.

AAA hastalarindan alinan kan, atak disi donemde alinmistir ve bu hastalarin

epikrizi incelendiginde biitiin hastalarimizin kolsinin kullandig1 goriilmektedir. Calisma
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parametrelerinin genellikle minimal diizeyde azalmasinin sebebi atak dist donemde

serum numunesi alinmasi ve ilag tedavisi altinda olmalar1 olabilir.

Apoptoz siiregi ile iliskili proteinlerle ilgili olarak yapilacak arastirmalarin AAA
hastaliginin patogenezinin daha iyi anlagilmasina olanak saglayacagini diisiinmekteyiz.
Bu caligmalar ayrica olusum mekanizmasinda inflamasyon rol aldig1 bir¢ok hastaligin

patolojisinin aydinlatilmasina 1s1k tutabilir.
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Ek 1: Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Karar Formu

KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRM /‘t]‘:?f_l\

Ailevi Akdeniz Ategi (FMF) Hastalarinda Kaspaz 3. Kashz_:z_.é._i
. Kaspaz 9, Granzim, Apaf-1 Diizeylerinin Arastiriimasi
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. . Versi;on .
é Belge Ady Tarihi Numarass Dili
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

!AR}\S‘I‘IR!\!A\N:N ACIK ADI Ailevi Akdeniz Atesi (FMF) Hastalarinda Kaspaz 3, Kaspaz G. !
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU XARAR FORMU
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Ek 2: Bilgilendirmis Olur Formu

C. U. TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR ETIK
KURULU

BILGILENDIRILMIiS OLUR FORMU

Saym ...

Bu katilacaginiz ¢alisma bilimsel bir arastirma olup, arastirmanin adi ’’Ailevi
Akdeniz Atesi Hastalarinda Kaspaz 3, Kaspaz 8, Kaspaz 9, Granzim, Apaf-1

Diizeylerinin Arastirilmast’

Bu calismamizin amaci, Ailevi Akdeniz Atesi hastalarinda kaspaz 3, kaspaz 8,
kaspaz 9, granzim, Apaf-1 miktarlarinin tayininin yapilmasi ile bu parametrenin
hastaligin olusumu ve seyri acisindan Oneminin belirlenmesidir. Bu calisma ailevi
akdeniz atesi hastaliginin olusumu ile seyrinin aydinlatilmasina ve uzun vadede
hastaligin tedavisine katki saglayabilir. Arastirmamizda 2 grup olacaktir. Bunlar: 1-
Ailevi Akdeniz Atesi hastalar1 2- Herhangi bir enfeksiyon hastaligi, seker hastaligi,
tansiyon hastaligi, kalp damar hastaligi, kanser hastaligi bulunmayan saglikli bireyler.
Burada kontrol grubu igerisinde degerlendirilecek saglikli bireylerin kanlarindaki
kaspaz 3, kaspaz 8, kaspaz 9, granzim, Apaf-1 degerleri, bizim i¢in saglikli bir insanda
olmas1 gereken kaspaz 3, kaspaz 8, kaspaz 9, granzim, Apaf-1 miktarlar1 degerleri kabul
edilecektir. Ve bu saglikli bireylerin kanlarindaki kaspaz 3, kaspaz 8, kaspaz 9, granzim,
Apaf-1 degerleri, hasta grubundaki bireylerin kanlarindaki kaspaz 3, kaspaz 8, kaspaz 9,
granzim, Apaf-1 degerleri ile karsilastirilarak hasta grubundaki kan kaspaz 3, kaspaz 8§,
kaspaz 9, granzim, Apaf-1 degerlerinde bir degisim olup olmadigi belirlenecektir.
Buradan yola ¢ikarak, kaspaz 3, kaspaz 8, kaspaz 9, granzim, Apaf-1 ‘in hastaligin
olusumu ve seyrindeki gorevi ortaya cikarilacaktir. Calismamiza katilmaniz halinde
saglikli birey olmaniza veya hasta birey olmaniza gore bu 2 gruptan birinde yer
alacaksimiz. Caligmaya katilm goniilliiliik esasina dayalidir. Kararimizdan 6nce
aragtirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra

arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayimiz.
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Arastirmaya dahil olmak i¢in bir defa yaklasik 10 mL kan vermeniz yeterli
olacaktir. Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: 1) igne batmasia bagli olarak
az bir ac1 duyabilirsiniz. 2) Az bir ihtimal de olsa igne batmasi sonrasinda kanamanin

uzamasi riski vardir.

Yukarida sayilanlar bdylesi bir analizde yasanabilecek potansiyel risklerdir.
Ancak bunlardan en az oranda zarar gormenizi saglamak i¢in biiyiik bir hassasiyet

gosterecegiz.

Calismamiza katilmamiz halinde Ailevi Akdeniz Atesi hastaligi hakkinda bilim
diinyasina yeni bilgiler kazanilmasina aracilik etmis olacaksiniz. Arastirma hakkinda ek
bilgiler almak i¢in ya da calisma ile ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya da
diger rahatsizliklariniz i¢cin 05426147909 numarali telefondan arastirmaci Prof. Dr.

Sevtap BAKIR’a bagvurabilirsiniz.

Bu arastirma CUBAP tarafindan desteklenmektedir. Bu arastirmada yer almak
tamamen sizin isteginize baghdir. Arastirmada yer almay1 reddedebilirsiniz. Bu durum
herhangi bir cezaya ya da sizin yararlarimiza engel duruma yol agmayacaktir.
Aragtirmanin sonuglar1 bilimsel amagla kullanilacaktir.Size ait tiim tibbi ve kimlik
bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yaymlansa 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 ulasabilirsiniz.

Calismaya Katilma Onay1: Goniilliden bu kismi kendi el yazisiyla yazmasi

istenecektir.

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan oOnce goniilliiye verilmesi
gereken bilgileri okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorular
arastiriciya sordum, yazili ve sozlii olarak bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla
anlamis bulunmaktayim. Calismaya katilmayi isteyip istemedigime karar vermem igin
bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin gbzden
gecirilmesi, transfer edilmesi ve iglenmesi konusunda arastirma yiiriitiiciisiine yetki
veriyor ve soz konusu arastirmaya iligkin bana yapilan katilim davetini hi¢bir zorlama

ve baski olmaksizin goniillii olarak kabul ediyorum.
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Bu formun imzal1 bir kopyas1 bana verilecektir.
Goniilliiniin,

Adi-Soyadi:

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve imza:

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin,
Adi-Soyad:

Gorevi:

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve imza:

Olur alma islemine basindan sonuna kadar tamkhk eden Kkurulus

gorevlisinin/goriisme tam@inin,
Adi-Soyad:
Gorevi:
Adresi:
Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

*Bu o6rnek form arastiricilara fikir vermek i¢in formda bulunmasi gereken asgari
bilgiler verilerek hazirlanmustir, gerektiginde eklemeler yapilmalidir. istendiginde Etik
Kurul sekreterliginden ya da Tip Fakiiltesi web sayfasindan temin edilerek ve
iizerinde gerekli diizenlemeler yapilmak suretiyle kullanilabilir (6r. bu paragraf,
metindeki noktali kisimlar ve parantezler ¢ikarilmali ve uygun sekilde
diizenlenmelidir). Goniilliniin beyan ve imzasi, bilgilendirme metninin devanu
seklinde olmalidir; kesinlikle ayri sayfalarda olmamalidir. Konuyla ilgili olarak

C.U. Tip Fakiiltesi Etik Kurul yonergesi okunmalidir.
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