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OZET

KRONIK BOBREK YETERSIZLIGIi HASTALARINDA iDRAR
BULUNDURMAYAN MESANE DOKUSUNDA APOPTOTIK BULGULARIN
INCELENMESI

Kronik bobrek yetersizligi hastalarinda idrar ¢ikisi olmamaktadir. Bu da mesane
epitelyumunda kullanilmayan organ atrofisine neden olabilir. Atrofiye giden her organ
apoptoz slirecinin baglamasiyla farklilasir. Apoptoz siirecinin tespit edilmesi i¢in Bel-2, Bax,

Fas ve Fas ligandinin dokudaki ekspresyonlar1 6nemlidir.

Bu tez ¢alismasinda kronik bobrek hastalarinda idrar ¢ikiginin azalmasi sonucu fonksiyonel
olmayan iiretelyumun apoptotoz siireci degerlendirilmistir. Dokulardan RNA izole edilmis ve
cDNA sentezlenmistir. cDNA sentezinden sonra konsantrasyonlar oSl¢ilildii. ROX boyasi
kullanilarak Kantitatif Eg Zamanli PZR ile ekspresyon analizleri gerceklestirildi. Nakil 6ncesi
mesane dokularinda apoptotik belirteglerde (Bcl-2, bax, Fas ve Fas ligand) belirgin bir artis
saptandi. Nakil sonras1 mesane dokularinda da referans gene gore artis saptandi, ancak nakil
oncesine gore daha diislik seviyede gozlendi. Nakil 6ncesi mesane iiretelyumunda atrofiye

bagli apoptoz gerceklesmistir.
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ABSTRACT

ANALYSIS OF APOPTOTIC INDICATIONS IN URINE DEPRIVED BLADDER
TISSUES OF PATIENTS WITH CHRONIC RENAL FAILURE

In End Stage Renal Disease since there is no urinary outflow and there may be unused organ
atrophy at the bladder urothelium. All organs have differentiation when apoptosis is active.

Exspression of Bcl-2, Bax, Fas and Fas L are very important for determine apoptosis process.

In this study, we analyzed apoptotic process in chronic renal failure patients in the
dysfunctional urothelium. RNA extraction and cDNA synthesis done from the bladder
samples. After cDNA synthesis, concentrations were measured. Expression analysis were
optimized using ROX dye with quantitative real-time PCR. B-actin is used as internal control
as a reference. Apoptotik marker levels (Bcl-2, Bax, Fas ve Fas ligand) increased in Pre
transplant bladder samples . Apoptotik marker levels (Bcl-2, bax, Fas ve Fas ligand) increased
in post transplant bladder samples. But this increase lower than post transplant bladder
sample. Apoptotic process is severity in pre transplant dysfunction bladder samples. There

was unused organ atrophy at the bladder urothelium.
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1. GIRIS

1.1. Mesanenin Histolojisi

Mesane i¢ ylizeyi lrotelyum (transizyonel) epiteli ile doselidir. Epitelin
altinda siras1 ile lamina propria, muskiilaris propria ve adventisya (seroza) vardir

(Basaklar, 2008) .

Mesane, Ureter ve renal pelvis Urotelyal epitelle doselidir (Stacy ve dig.,
2007). Urotelyumun kalinlig1 anatomik lokalizasyonuna ve distansiyon derecesine
gore degisir. Minor kalikslerde iki veya ii¢ siralidir. Kasilmis mesanede 6-7 sirali
iken dolu mesanede ii¢ sirali goriilebilir (Stacy ve dig., 2007). Urotelyum (g
boliimden olusmustur; siiperfisial hiicreler, intermedier hucreler, bazal hucreler
(Sternberg ve dig., 2004).

Superfisial hicreler, driner ylzeyi Orten, buyik, -eliptik, eozinofilik
sitoplazmal1 bazen biniikleuslu olabilen, semsiye hiicresi olarakta bilinen hticrelerdir.
Intermedier hiicreler, kontrakte mesanede bes hiicre kalmlhiginda olabilirler. Bol
vakuollii sitoplazmali, niikleusu oval ince kromatinli, nukleoll kigik ya da olmayan
hicrelerdir. Bazal hiicre tabakasi sadece kontrakte mesanede belirgindir ve tek sirali

klbik hiicrelerden olusur (Sternberg ve dig., 2004).
1.2. Kronik Bobrek Yetmezligi

Kronik bobrek yetmezligi (KBY), cesitli hastaliklara bagli olarak nefronlarin

progresif ve geri doniisiimsiiz kaybi ile karakterize bir sendromdur (Erek, 1995).

Kronik bobrek yetersizligi glinlimiizde goriilme siklig1 hizla artmakta olan bir
hastaliktir. Ulkemizde yilda ortalama 15000 hastaya son donem bobrek yetersizligi
(SDBY) tanis1 konmaktadir ve milyon nufiis basina 390 SDBY hastasinin bulundugu
belirlenmistir. Tiirk Nefroloji Dernegi kayitlarina gore Tiirkiye’de 25000’in lizerinde

hasta diyaliz tedavisi ile yasamini strdirmektedir. Son donem bdbrek yetmezligi



prevelansi, 60-75 yas grubunda bobrek hastaligi insidansinin artmasit mortalite
oranlarinin hemen hemen sabit kalmasina bagh olarak gegen on yilda yaklasik %8
artmistir (Erek, 1995).

Son donem bobrek yetersizligi olan hastalarda renal replasman tedavileri;
hemodiyaliz, periton diyalizi yada renal transplantasyondur (Akoglu ve Siileymanlar,
1996).

1.2.1. Renal Transplantasyon

Transplantasyon, son donem bobrek yetmezliginin seckin tedavi seklidir.
Cunkl  transplantasyon ile, diyaliz tedavilerinde oldugu gibi bobrek
fonksiyonlarindan bazilar1 degil tamami yerine getirilir. Ayrica diyaliz isleminin
olusturdugu fiziksel ve psikolojik zorluklar ortadan kalktigindan yasam kalitesi daha
iyidir. Fakat transplantasyon yapilabilmesi i¢in alicinin hayati tehdit eden ekstarenal
komplikasyonlarmin olmamasi gerekir. Primer oksalozis, tedavi edilemeyen psikoz,
immunsupresif tedavi ile progresyon gosterebilecek bir hastaligin  olmasi

transplantasyona engeldir (Walsh ve dig., 2002).

1.3. Apoptozis

Organizma surekli bir denge halindedir. Yeni hucreler sentez edilirken,
varolan hiicrelerin bir kismi hiicre 6liimii ile ortadan kaldirilmakta ve bdylece denge
korunmaktadir. Hiicre Oliimiiniin iki tipi vardir, bunlar apoptozis ve nekrozdur
(Ameisen, 1996). Her ikisinde de diizenli olarak birbirini izleyen biyokimyasal ve

morfolojik olaylar sonucu hticre 6lim{ meydana gelir (Kiess ve Gallaher, 1998 ).

Hiicrelerde normal gelisim sirasinda meydana gelen 6liim olarak 1842 yilinda
Vogt tarafindan tanimlanmistir. Programlanmis hiicre 6liimii terim olarak ilk kez
1965 yilinda kullanilmistir. Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar
tarafindan kullanilmistir. Kerr, fizyolojik olarak olen hiicrelerin ¢ekirdeklerinde
yogunlagmis kromatin pargalarini gézlemlemis ve organellerin iyi korundugunu fark

ederek bu olay1 biiziisme nekrozu olarak adlandirmistir (Kerr ve dig., 2004).

Koken olarak ™"apo-TOE-sis” 'den gelmektedir ve eski Yunanca'da

"sonbaharda yaprak dokiimii" anlamina gelmektedir (Touchette ve dig., 1991). Hiicre



proliferasyonu nasil ki mitoz ile belirlenmekte ise belirli bir dokuda olmas1 gereken
hiicre sayis1 da apoptozis ile belirlenir (Cummings ve dig., 1997). Apoptozis ve
mitozis dokuda siirekli bir denge halindedir. Programlanmis hiicre 6liimi, hiicre
intihari, fizyolojik hiicre 6limii apoptozis ile ayn1 anlamda kullanilan terimlerdir

(Majno ve Torisl, 1995).

Wyllie, 1980 yilinda deneysel apoptozisi, glukokortikoidlere maruz birakilan
olgunlasmamis timus hiicrelerinde gerceklestirmis ve apoptotik hiicre DNA'sinin
elektroforetik jel ayrimini yaparak, hiicrede DNA biitiinliigliniin kalmadigini,
apoptotik hucre igin karakteristik olan merdiven tarzinda DNA bantlarinin

olustugunu gostermistir (Wyllie, 1980).

1993 yilinda Cohen yiiksek dozda kullanilan steroidlerin timus hiicreleri
tizerine etkilerini incelemis ve timus hiicrelerinin direkt olarak apoptozisi
secmedigini, hiicre 6liimiine neden olacak genleri olusturarak hiicreleri apoptozise
yonlendirdigini bildirmistir (Cohen, 1993a). Boylece apoptozisin genler tarafindan
diizenlenen bir hiicre 6liimii oldugu ortaya c¢ikmistir. Apoptozis genetik olarak

kontrol edilen fizyolojik mekanizmalarla regule edilir (Cohen, 1993b).

Nekrozda hiicre siser, mitokondri genisler, organeller ¢oziiniir, plasma
membran1 yirtilir. Sitoplazma materyali hiicre disina gecerek inflamasyona neden
olur. Apoptozis sirasinda ise plazma membran1 yirtilmaz. Apoptozisin
gerceklesebilmesi icin yliksek ATP seviyelerine ihtiya¢ vardir. Hiicre i¢i ATP
seviyesi hiicrenin apoptozis veya nekroz ile 6lecegine yon verir. Bu da mitokondrinin
onemini apoptozisin erken fazinda gostermektedir. Eger hiicre ciddi olarak
yaralanirsa apoptotik yol icin gerekli olan enerjiyi saglayamayacak ve nekroz ile

Olecektir (Lu ve dig., 2000).

Apoptozis, hiicre intihar seklidir ve hiicre kendi kendisini aktif olarak yok
eder. Bu olay nukleer biizilme ve DNA fragmantasyonu ile karakterizedir (Gavrieli
ve dig., 1992).

1.3.1. Mitokondri/Sitokrom-C Aracili Apoptozis Olusturulmasi:

1.31.1. Mitokondri ve Apoptozis

Apoptotik yollarin kesistigi kavsak noktanin mitokondri oldugu goriilmiistiir.

Bu ytzden mitokondrinin aktivasyonu (sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya



salinmasi) apoptotik strecte geri donisiimsiiz noktay1 gosterir (Kumar ve dig., 2005
). Mitokondri, membranlar arasi alandan sitoplazmaya sitokrom c¢ ve apoptozis
uyarict faktor (AIF) gibi apoptotik faktorlerin salimimi ile apoptozisin pek cok

formunda 6nemli rol oynar (Tsujimoto ve Shimizu, 2000).

Sitokrom c, elektron transport zincirine ve oksidatif fosforilasyona katilir.
Saglikli hiicrelerde sitokrom c, mitokondride membranlar arast boslukta yer alir (Hu,
2003). Sitotoksik ilaglar, gelisme faktorii eksikligi, reaktif oksijen tiirleri ve DNA
hasar1 gibi degisik hiicresel stresler sitokrom c’nin salinmasini harekete gegirir.
Sitokrom c¢’nin salinmasi, Bcl-2 familya Uyeleri ile dizenlenir (Chang ve Yang,
2000).

1.3.1.2. Bcl-2 Familyasi

Bcl-2 ailesi, antiapoptotik ve proapoptotik iiyelerden olusan ve apoptozu
duzenlemede en o6nemli role sahip olan onkoprotein grubudur (Altunkaynak ve
Ozbek, 2008). Bcl-2 familyas1 birbirine zit etkili iki gruptan olusur. Bu gruplarin biri
anti-apoptotik (Bcl-2 ve Bcl-XL gibi), digeri ise pro-apoptotiktir (Bax, Bid gibi)
(Sekil 1.1.). Anti-apoptotik grup apoptozisi baskilayici, pro-apoptotik grup ise
apoptozisi indikleyici etkiye sahiptir. Anti-apoptotik olanlar, sitokrom c’nin
salinmasini engeller; pro-apoptotik olanlar ise sitokrom c’nin sitoplazmaya
salimmasini indiikler (Kumar ve dig., 2005 ). Hicrelerin apoptotik uyariya hassashigi
pro-apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-2 proteinleri arasindaki dengeye baghdir (
Burlacu, 2003). Anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerin asir1 ifadesi apoptozisi baskilarken,
pro-apoptotik iiyelerin asir1 ifadesi apoptozise neden olur (Kumar ve dig., 2005 ).

Butiin Bcl-2 familya Uyeleri, 4 Bcl-2 homolog alanin (BH) en azindan birini
igermesi ile karakterize edilir (Sekil 1.1.). Bu alanlar BH1, BH2, BH3, BH4 olarak
ifade edilir ve a-heliks segmentlerine karsilik gelir. Anti-apoptotik Bcl-2 Uyeleri
(Bcl-2 ve Bcl-XL), bu 4 alana (BH1, BH2, BH3, BH4) sahipken, pro-apoptotik
tiyeler ilk a-heliks segmentinin (BH4) kaybi ile karakterize edilir (Burlacu, 2003).
Pro-apoptotik proteinler de iki alt gruba ayrilir. Bu alt gruplardan biri yapilarinda
BH1, BH2 ve BH3 bulundurur (6rnegin Bax, Bak, Bok). Diger grup ise sadece BH3
alani igerir (6rnegin Bid, Bad, Bim) (Kumar ve dig., 2005 ). BH3 alan1 pro-apoptotik
uyelerde 6liim alani olarak kabul edilir (Sekil 1.1.). Bcl-2 familya Gyelerinin énemli

bir 6zelligi, bu proteinler arasinda etkisizlestirme yarisina neden olan heterodimerler



ve homodimerler olusturma yeteneklerinin olusudur (Burlacu, 2003). Anti-apoptotik
ve pro-apoptotik proteinler arasindaki heterodimerizasyon, birbirlerinin biyolojik

etkilerini inhibe eder (Matsuzawa ve Ichijo, 2001).
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Sekil 1.1. Apoptozisin mitokondri yolunda yer alan Bcl-2 familya Uyeleri (Jesenberger ve Jentsch,
2002)

Anti-apoptotik Bcl-2 tiyelerine kars1 pro-apoptotik Bcl-2 tyelerinin 6nemli
bir kismi, 6liim sinyalinin yoklugunda ayri kompartmanlarda lokalize olur. Anti-
apoptotik tyeler, mitokondri, endoplazmik retikulum (ER) ve niiklear membranda
bulunan integral membran proteinleridir. Aksine pro-apoptotik dyelerin hemen
hemen tamami 6liim sinyalinden 6nce sitozol veya hiicre iskeletinde lokalize olur.
Oltim sinyalini takiben pro-apoptotik iiyeler, konformasyonel bir degisime ugrar ve
konformasyonel degisim onlarin membranlara, 06zellikle mitokondriyal dis

membrana hedeflenmesini ve birlesmesini saglar (Gross ve dig., 1999).

Bcl-2 iiyeleri, mitokondri membranindaki cesitli gozenekleri dizenler ve
porlar agildiginda onceden bahsedilen sitokrom c gibi pro-apoptotik molekdllerin
salmimina yol agar. Sitokrom c, apoptozis proteaz aktive edici faktor 1’e (Apaf-1)
baglandiginda kaspaz 9’u aktive eder. Kaspaz 9’un aktivasyonu, kagimilmaz dliimle
sonuglanan efektor kaspazlarin (kaspaz 3, 6 ve 7) kaskadini harekete gecirir

(Dragovich ve dig., 1998).



Bcl-2 familya proteinlerinin aktivasyon mekanizmalar1 her familya tiyesi i¢in

farkhdir (Sprick ve Walczak, 2004). Bu aktivasyon mekanizmalart;
1. Dimerizasyon
2. Fosforilasyon
3. Proteolitik Boltinme
4. Translokasyon
olarak adlandirilmaktadir.
1. Dimerizasyon

Bcl-2 familya (yeleri, homo veya heterodimer olusturma yetenekleri ile
apoptozisin  regilasyonunda fonksiyon gosterirler (Burlacu, 2003). Bcl-2
dimerlerinin bulunmasi, aktif veya inaktif Bcl-2 iiyelerinin bulunmasini agiklar. Sato,
Bcl-2 familya {iyeleri arasinda etkilesimleri asagidaki sekilde belirtmistir (Sato ve
dig., 1994).

. Bcl-2 ile Bax
. Bcl-2 ile Bel-2
. Bcl-2 ile Bel-XL
. Bcl-2 ile Bcl-XS
. Bcl-2 ile Mcl-1
. Bcl-XL ile Bel-XL
. Bcl-XL ile Mcl-1
. Bax ile Mcl-1
2. Fosforilasyon

Pro-apoptotik protein Bad, fosforilasyon-defosforilasyon ile duzenlenir.
Normal kosullarda Bad, yasam faktorlerinin etkisiyle ve serin-treonin kinaz
Akt/PKA yolu aracilig ile fosforile formda tutulur (Matsuzawa ve Ichijo, 2001).
Bad, iki serin bolgesinde (Ser-112 ve Ser-136) fosforile edilir ve 14-3-3 molekili ile
sitoplazmada tutulur (Sekil 1.3.) (Gross ve dig.,, 1999).



Olum sinyali ile Bad, defosforile edilir (Gross ve dig., 1999). Kalsiyum
bagimli fosfataz (calcineurin), Bad’in defosforilasyonundan sorumludur (Springer ve
dig., 2000). Defosforile Bad, anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerine baglanarak ve bu
proteinleri etkisizlestirerck apoptozisi destekler (Downward, 2004). Serbest kalan
Bad, mitokondri membraninda Bcl-XL-Bcl-2 heterodimerine katilir (Sekil 1.2.).
Sadece defosforile Bad, Bcl-XL’ye baglanma yetenegindedir. Bu yuzden
fosforilasyonu inaktivasyonuna neden olurken defosforile Bad, BH3 alaninin ortaya

¢ikmasindan dolay aktiftir (Burlacu, 2003).
3. Proteolitik Bolunme

Bid, sadece bir BH3 igerir ve normalde uzun esaniyeek bir halkaya sahip bir
protein olarak sitoplazmada inaktif bir formda bulunur (Burlacu, 2003). Apoptozisi
harekete gecirmenin bir yolu, Fas oliim reseptor yoludur. Fas ligand ile Fas’in
aktivasyonu, kaspaz 8’in aktivasyonuna yol acar. Kaspaz 8 ile Bid’in bolinmesi, p15
karboksi-terminal fragmenti olusturur. Kesik p15 (tBID), mitokondri membranina
yerlesir (Sekil 1.2) (Gross ve dig., 1999) ve mitokondri proteinleri ile etkileserek

apoptozise neden olur (Burlacu, 2003).

Oliim ligands . Gelisme faktériic 4
Hiicre reseptor
membrani

oliim reseptorii i

kaspaz 8

Sitozol ] l
é\ pl5tBid =

o e ...' Sitokrom c¢

Sekil 1.2. Pro-apoptotik Bcl-2 familya iiyelerinin katildigi apoptozis sinyal olusum metabolik yolu (
Burlacu, 2003).



4. Translokasyon

Pro-apoptotik protein Bax’in aktivasyonu, hem translokasyonu hem de
dimerizasyonu gerektirir. Normal kosullarda Bax, sitozolde monomerik formda
bulunur. Apoptotik bir sinyal, Bax-Bax homodimerlerinin olusumuna ve sitozolden
mitokondriye translokasyonuna neden olur. Burada Bax, integral bir membran
protein haline gelir. Bununla beraber, Bax dimerizasyonunun sitozolde mi yoksa

mitokondri membraninda mi1 oldugu agik degildir (Sekil 1.2.) ( Burlacu, 2003).
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Sekil 1.3. Coklu apoptotik metabolik yollar mitokondriden yayilir ( Wang, 2001)
1.3.1.3. Mitokondride Sitokrom ¢ Saliniminin Kontrolii

Bcl-2 familya proteinleri, intraselliiler membranlarin iyon ve proteinlere
permeabilitesini diizenleme kapasitesine sahiptirler. Pro-apoptotik familya Uyeleri
icinde Ozellikle Bax ve Bid, membranlarda kanallar olusturma ve diizenleme

yetenegine sahiptir. Anti-apoptotik familya tiyeleri ise membran kanal olusumu



tizerinde zit etkiye sahiptir. Bcl-2 familya Uyelerinin membran permeabilitesini

kontrol ettigi ii¢ mekanizma biliniyor (Downward, 2004).
1. Membranda novo protein kanallar1 olusturmak

2. Onceden bulunan mitokondri membran gézenekleri ile etkilesmek ve

yeniden duzenlemek

3. Lipit gozenekleri olusturmak i¢in membrandaki lipit oranin1 degistirmek

1.3.1.4. Apoptozom Olusumu

Mitokondriden salinan sitokrom c, sitozolik protein Apaf-1’e baglanir (Peter
ve dig., 1997). Apaf-1, C. elegans CED-4’tin memeli homologudur. Yaklasik bir
duzine WD-40 tekrar1 igeren uzun bir C-terminaline sahiptir. N-terminalinde ise
kaspaz toplama alan1 (CARD) bulunur. WD-40 motifi, protein-protein etkilesimi igin
gereklidir ve proteinin geri kalan1 tizerinde inhibitor etkiye sahiptir (Chang ve Yang,
2000).

Sitokrom c¢, Apaf-1’c baglanir ve onu aktive eder. Ardindan ATP’nin
katilmasiyla apoptozom adi verilen bir kompleks olusur. Bu kompleks inaktif olan
prokaspaz 9’un aktif kaspaz 9’a doniismesine ve diger efektér kaspazlarin
aktivasyonuna yol acar (Sekil 1.3.) (Kumar ve dig., 2005). dATP ve sitokrom c’nin
Apaf-1’e baglanmasi bu inhibitor etkiyi ortadan kaldirir (Chang ve Yang, 2000).
Sitokrom ¢, Apaf-1’de WD-40 tekrar alanina baglanir. Apaf-1, sitokrom c’yi sarar.
Sitokrom c’nin baglanmasi1 Apaf-1’de konformasyonal bir degisime neden olur.
Konformasyonel degisim, Apaf-1’in oligomerizasyonunu saglar (Cain ve dig., 2001).
Bu yap1 7 Apaf-1, 7 sitokrom c ve 7 ATP molekdli igerir. Apoptozom olarak bilinen
bu tekerlek benzeri yapi, 7 molekiil prokaspaz 9’un komplekse katilimini saglar
(Peter ve dig., 1997). Apaf-1, N-terminal CARD alan1 ile prokaspaz 9’un CARD
alanina baglanir. Apaf-1 ve prokaspaz 9, 1:1 oraninda bir kompleks olusturur (Chang
ve Yang, 2000). Bu da apoptozom adi verilen tekerlek benzeri bir yapinin olusumu
ile sonuglanir (Sekil 1.4.) (Peter ve dig., 1997).

Sonugta kaspaz 9 aktive olur ve kaspaz kaskadini baslatir. Kaspaz 9,
prokaspaz 3’0 aktive eder. Aktif kaspaz 3, kaspaz 9’a geri bildirim yapabilir (pozitif
feed back) (Peter ve dig., 1997). Bu durumda daha fazla prokaspaz 9 aktive olur.
Aktive olan kaspaz 9 daha fazla prokaspaz 3 ve prokaspaz 7’yi aktive eder. Kaspaz 3



daha sonra diger sonlandirict kaspazlar1 (prokaspaz-6 ve prokaspaz-2) bolmeye ve
aktive etmeye devam eder (Peter ve dig., 1997). Kaspaz 6, prokaspaz-8 ve
prokaspaz-10’u bolmeye ve aktive etmeye devam eder (Sekil 1.5.). Boylece

doniistimsiiz hiicre intiharina yol agan kaspaz kaskadi baslar (Peter ve dig., 1997).

A. Kaspaz aktivasyonunun mitokondriyal yolu

e Sltﬂkl‘ﬁm ¢ salimm
; K 9
Apoptotik » {/W Rﬁ\ —* Apoptozom* akl:ii’séjsinu
uyarilar 1{\9/ olugumu
Mitokondri Altif kaspaz 9 dimerleri

B. Apoptozom olugumu ve aktivasyon
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Pro-kaspaz 9 “ "'

Apoptozom

Sekil 1.4. Apoptozomda mitokondri aracili kaspaz aktivasyonu; A. Apoptotik uyarici sitokrom c’nin
membranlar arasi alandan sitoplazmaya salmmasini uyarir. B. Sitokrom ¢ ve dATP ile Apaf-1
heptamerik olusumu saglayan konformasyon kazanir (Gewies, 2003)

Sitokrom c¢

Sekil 1.5. Kaspaz kaskad aktivasyonu (Slee ve dig., 1999)
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Mitokondri aracili apoptozis li¢ onemli Ozellige sahiptir. Birincisi, bircok
faktor hicre o6lumunu harekete gecirmek igin fonksiyon gosterir. Sitokrom c¢’nin
salinmasi, kaspazlar1 aktive eder. Smac’in salinmasi, kaspazlar iizerinde IAP
inhibisyonunu uzaklastirir. Endo G ve AIF’1n salinmasi, DNA fragmentasyonuna ve
kromatin yogunlasmasina neden olur. Ikincisi, metabolik yol apoptotik sinyali
cogaltma yetenegindedir. Aktif kaspazlar, Bcl-2 familya proteinlerini bolebilir ve
boylece daha ¢ok mitokondriyal hasara neden olabilir. Aktif kaspazlar mitokondriyal
hasar i¢in sinyal olan DNA kiriklarin1 olusturmak i¢in DNaz’lar1 aktive edebilme
yetenegindedir. Ugiinciisii, kaspaz bagimli ve kaspaz bagimsiz metabolik yollar
uygun sekilde fonksiyon gostermese bile, apoptotik sinyalin neden oldugu
mitokondriyal fonksiyonsuzluk pasif olarak hiicre 6liimiine neden olabilir (Sekil 1.6.)

(Wang, 2001).

Apoptotik uyari
HSP70
AIF Smac/Diablo
Endo G HtrA2/Omi
A Sit. ¢ \ J_
HSP27 l
Sit. © XIAP
HSP70 | -
HSPoo | Apaf-l
Kaspaz 9
HSP60 —'l
Kaspaz 3

.
b APOPTOZIS ﬂ

Sekil 1.6. Mitokondriden salinan apoptozis efektorleri (Garrido ve dig., 2006)

Mitokondri aracili apoptozisi incelemeden ¢ikan sonug, hiicre Olimiini
engellemenin en iyi yolu, mitokondriyal hasar meydana gelmeden dnce apoptotik
sinyalleri bloke etmektir (Wang, 2001).
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1.3.2. D1s Sinyallerle Apoptozisin Tetiklenmesi:

Birbirini  tamamlayan 06lim aktivatorlerinin  (Fas-L ve TNF) hicre
yiizeyindeki Fas ve TNF reseptorlerine baglanmasiyla sitoplazmaya kaspaz-8'i aktive
eden sinyaller yayilir (Sekil 1.7.). Kaspaz-8 (kaspaz-9 gibi) diger kaspazlari uyarir ve
hiicrenin fagositozuna yol acar (Orn: Sitotoksik-C hiicrelerinin hedef hiicre yiizeyine
baglanarak Fas-L  iiretmesi sonrast oligodendrositlerde goriilen apoptotik

dejenerasyon, 6lum) (Keane ve dig., 2001).

SCI reseptorleri Fas ve p-75 ile baglantilidir. Bu reseptorler tiimor nekroz
faktor reseptor (TNFR) gen ailesinin {iyeleridir. Bunlarin apoptotik hiicre 6limiinii

baslatan kaspaz kaskadini aktive ettigi bilinmektedir (Banasiak ve Haddad, 1998).

Diger sistemlerde de oligodendrositlerde oldugu gibi apoptozis olusumunda
Fas ve p-75’in sorumlu oldugu gosterilmistir (Banasiak ve Haddad, 1998). Fas
reseptorunun, Fas ligand (Fas L) ile karsilikli etkilesimi FADD (Fas bagimli 6liim
domain proteini) aracilig1 ile olur ve bunun sonucunda da kaspaz-8 aktive edilerek

apoptotik dongii baslar (Banasiak ve Haddad, 1998) (Sekil 1.7.).

Procaspase 9
Moordin 1

\I]I] Caspase8
" l I! | inator caspases

Caspasa-0 = Apoplosome

/-

Procaspase-d 200

l

Caspase-3 =50 Cffector caspases

l

Apoptoss

Sekil 1.7: Dis sinyallerle apoptozisin tetiklenmesi.
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1.3.3. Endoplazmik Retikulum Aracili Apoptozis Olusturulmasi:

Son zamanlarda amiloid B norotoksisitesine katkida bulunan kaspaz- 12’ye
bagimli endoplazmik retikulum aracili apoptotik yol tarif edilmistir. Bu yol
mitokondrial/sitokrom-c ve 6liim reseptdr aracilt apoptozisten farkli bir yoldur. ER,
hiicre i¢i kalsiyum dengesi, sentezi ve membran proteinlerinin katlanmasini igeren
bircok sirecte kritik 6neme sahiptir (Nakamura ve dig., 2000). Kaspaz-12, ER
membraninda lokalize olan ve ER aracili apoptozis i¢in esas teskil eden bir
kaspazdir. Son ¢alismalar gostermistir ki kalsiyum seviyelerinin yukselmesi ve
kalpainin endoplazmik retikulumu etkilemesi ile prokaspaz-12 aktiflenir. Ayrica
kaspaz-7 salinimi ile de prokaspaz-12 salinimi arasinda bir baglanti bulunur (Rao ve
dig., 2001). Aktiflenmis kaspaz-12 sitoplazmaya yonelir. Kaspaz-9 ile karsilikli
olarak etkileserek sitozolik kaspaz kaskadini aktive eder (Rao ve dig., 2001). Son
caligmalar, in vivo ve in vitro olarak kaspaz-12’nin kaspaz-9’u aktive ettigini

gostermistir (Bao ve Liu, 2003).

1.3.4. Apoptozisin Genetik Kontrolu

Apoptozun genetik mekanizmasi ilk kez Caenorhabditis elegans isimli
nematodun gelisim asamalarinda belirlenmistir. C elegans’in gelisim siirecinde 1090
somatik hiicre olugmaktadir; fakat bunlardan 131 hiicre 6lmektedir. Bu programl
hiicre oliimiinii gerceklestiren genler, arastiricilar tarafindan ced-3 ve ced-4 olarak
tanimlanmistir. Bu genlerden biri ya da her ikisi de mutasyona ugradigi zaman bu
131 hiicre yasamaya devam etmektedir (Ashkenazi ve Dixit, 1998). Ced-3 geni bir
sistein proteazi sifrelemektedir ve memelilerdeki sistein proteazlardan ICE
(Interleukin-1b-Converting Enzyme)’ye benzemektedir. Ced-4 ise kalsiyuma bagl
bir proteini sifrelemekte ve memelilerde apaf-1 ile homoloji gostermektedir. Ced-
9'un insandaki homologu olan Bcl-2 proto-onkojen gen ailesi ise apoptozu
durdurmaktadir (Ashkenazi ve Dixit, 1998). Bugiin nematodlardan baska bitki,
hayvan gibi biitlin canli gruplarinda apoptoz calismalar1 siirmektedir (Gilchrist,
1998). Apoptozun regiilasyonu nematodlardan insana kadar ¢ogu ayni gen kontrol
sireci ile oldukga siki bir bigimde korunmaktadir. Oliim sinyali, gen ifadesi ile
diizenlenebilmesine ragmen, slire¢ genotoksik hasar (kemoterapi, radyasyon vb) veya

sitokinlerin olmamas1 gibi (eritropoietin vb) farkli uyaranlarla harekete gegirilebilir.
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DNA tek veya ¢ift iplik parcalari ve niikleotit azligi, DNA-bagli transkripsiyon
faktor p53 ile baglayan bir dizi olayr aktive eder ve hiicre apoptotik yola girer

(Israels ve lIsraels, 1999).

1.3.4.1. Antiapoptotik Proteinler

Protoonkogenler normal hiicre biiyiime ve gelismesini diizenleyen genlerdir.
Bu genler aktive olup mutasyona ugradiklarinda onkogen adini alir. Onkogenler,
hiicrenin asir1 biiyiime ve boliinmesi dogrultusunda uyarimi gergeklestirir. Hiicrenin
biiyiime ve boliinmesini aktive edici genleri baskilayan ve dengeleyen genler ise
adindan da anlasilacag iizere tiimor baskilayict genlerdir (Akins ve dig., 1996). Son
yapilan ¢aligmalar, bazi onkogenlerin ve tiimdr baskilayici genlerin programli hiicre
Olimiinii kontrol ettigini gostermektedir (Caotes ve dig., 1996). Omurgalilarda
apoptozisi duzenleyen genler c-myc, p-53 ve bcl-2 ailesi (bcl-2, bax ve bcl-x) olarak
bilinmektedir ve liretimini sagladiklar1 proteinler de aynmi adlarla anilmaktadir (Sekil

1.8.) (Wyllie, 1995).
p-53:

Apoptozisi diizenleyen bir diger gen, tiimor baskilayici p-53 genidir. Hipoksi
ve serbest radikal olusumu p-53 aracili DNA onarimi ve apoptozisi baslatir
(Banasiak ve Haddad, 1998). DNA hasar1 olustugu zaman S fazina gegisi bloke eder.
DNA tamiri i¢in zaman kazanilir, eger tamir miimkiin degilse hasarlanmis hiicreler

apoptozisle yok edilir (Nakano, 1997).
c-myc:

Bir transkripsiyon dizenleyici faktér olan c-myc proteini, ortamda bazi
faktorlerin bulunmasina bagli olarak hiicrenin proliferasyonuna ve apoptozise
ugramasina neden olur (Evan ve dig., 1992). C-myc protoonkogeni bir hiicrenin
biiyiimesini programlar. Eger hiicrede hem c-myc hem de uygun biyume faktorleri
yoksa biiylime durur, her ikisi de yeterli ise ¢ogalma olur, c-myc oldugu halde

biytme faktorleri yoksa apoptozis gorulir (Wagner ve dig., 1993).
Bcl-2 ve Bcel-xl:

Bcl-2 (antiapoptotik protein) ailesi apoptotik kaskadin kontroliinde en 6nemli
gruptur ve bir diizineden fazla liyesi vardir. Bunlardan bazilar1 apoptotik aktivitenin

onciileri iken (bax ve bad), digerleri antiapoptotik (hiicre koruyucu) proteinlerdir
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(Newton ve dig., 1992). Bu proteinlerin seviyeleri hiicrenin &lecegine veya

yasayacagina karar verir.

Bcl-2 ailesi proteinlerinin etki yeri mitokondridir ve bcl-2 gucli bir 6lim
inhibitoraddr (Newton ve dig., 1992). Antioksidan yolda mitokondriden sitokrom-c
salimimin1 engellemede rol oynar. Bcl-2 mitokondri membran disinda, endoplazmik
retikulum ve nlkleer membranlarda bulunur. Bcl-2 ayrica Raf 1 ve kalsindrine
baglanir (Newton ve dig., 1992). Bcl-xI mitokondri membran disinda lokalizedir.
Bcl-xI ve Bcl-2 beraberce mitokondri membran gegirgenligini korurlar. Proapoptotik
proteinleri (Bax ve Bad) inhibe ederek apoptozisi engeller (Keane ve dig., 2001).
Bcl-xI kaspaz aktivasyonunu, Apaf-1 izerinden 6nler (Newton ve dig., 1992).

Bax ve bad proteinleri etkilerini diger bir protein ailesi; kaspazlar iizerinden
gergeklestirir.  Bunlarin  sayis1 da bir diizineden fazladir. Kaspazlar sistein
proteazlardir, aktiviteleri hiicre 6liim yolunda ortaya ¢ikar. Kaspaz-9, bcl-2 ailesi
tarafindan stimiile veya inhibe edilir. Kaspaz-2 ve kaspaz-8, TNF-a gibi sitokinler

tarafindan aktive edilir. (Newton ve dig., 1992).
XIAP, clAP1, clAP2, NAIP:

Antiapoptotik protein ailesinden apoptozis protein inhibitdrleri omurgali ve
omurgasizlarda bulunmus olup, bunlar programlanmis hiicre O6liimiiniin negatif
diizenleyicileridir. Baz1 memeli homologlari; XIAP, cIAP1, cIAP2, NAIP, Bruce,

Survivin, pIAP olarak tanimlanmaistir.

Bunlarin ¢ogu hiicre 6liimiinii kaspaz-3, kaspaz-7 ve kaspaz-9’a direkt olarak

baglanip onlar1 inhibe ederek gergeklestirirler (Keane ve dig., 2001).

Apoptozis protein inhibitorleri kaspazlar1 6liim reseptorleri ve mitokondrial

yol ile inhibe ederler (Keane ve dig., 2001).

1.3.4.2. Proapoptotik Proteinler
Bax, Bad ve Bid

Saglikli hiicrede bax sitozolde bulunur. Apoptotik uyari ile sitozolik bax
mitokondriye yonelir ve gesitli degisimler sonucunda bax’in hidrofobik C terminal
ucu aci8a cikar ve sitokrom-c salinimina neden olur. Kalpain tarafindan bax salinimi1
uyarilarak sitokrom-c agiga c¢ikar (Wingrave ve dig., 2003). Bad, saglikli hiicrelerde

mitokondri membraninin dis zarinda bulunur.
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Apoptozis sirasinda bax degisime ugrar ve N terminal u¢ agiga ¢ikarken bcl-

x| bad’dan ayrilir (Wingrave ve dig., 2003).

Bid, bcl-2’yi inaktive etmek veya bax’i aktiflemek tiizere mitokondriye
yonelir (Newton ve Strasser, 1998). Endojen bid’in yaris1 sitozolde erir. Diger yarisi
ise hlcre ici membranlarda Ozellikle de endoplazmik retikulumda bulunur (Sekil
1.8.) (Rao ve dig., 2001).

Proapopitotik s Bl e
Faktir SIS TR
i & & IR
2 A% = "sf (N

)

*Apopitoz indiikleyen faktdr

Sekil 1.8 : Apoptozu indlkleyen fakttrler
1.3.5.Apoptozisde Hiicre Ici Sinyal iletimi ve Metabolik Degisiklikler

Apoptotik sinyal iletimi ile ilgili bu giine kadar elde edilen bilgiler, hiicre ici
diger sinyallerin iletiminden sorumlu olan bazi molekiil ve enzimlerin, apoptozisteki

sinyal iletiminde de rolleri oldugunu gostermektedir (Eastman, 1995).

Hiicre i¢i sinyal iletiminde yaygin olarak kullanilan kalsiyum apoptoziste de
rol oynar (Sekil 9). Hiicre i¢indeki kalsiyum iyonlarinin miktarindaki artis hiicreyi
apoptozise go6tirmektedir (Cohen, 1993). Sitoplazmadaki kalsiyum iyonu
miktarindaki hafif artis, c-myc, c-fos, 1s1 sok proteinlerini harekete gecirir ve
hlcreninapoptozise gitmesine neden olur. kalsiyum adenilat siklazlar1 aktive ve
inhibe etme yetenegine sahiptir (Brinley ve dig., 1978). C-AMP ve protein kinazlar
tzerinden sinyal iletimini etkiler. Hicre ici c-AMP konsantrasyonundaki artigin
cesitli hiicre tiplerinde apoptozisi uyardigi bildirilmistir. Kalsiyumdan bagimsiz
olarak da apoptozis olabilecegi gosterilmistir (Brinley ve dig., 1978). Sitoplazmada

artan kalsiyum, inaktif durumdaki kalsiyum bagimli proteazlari ve niikleazlar
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aktiflestirerek sitoplazmik proteinlerin parcalanmasina ve apoptozise Ozgii

interniikleozomal DNA kiriklarina neden olur (Touchette ve Fogle, 1991).

Kalsiyum iyonu, inaktif durumdaki endonikleaz, proteaz, transglutamaz,
fosfolipaz gibi latent enzimleri aktive ederek apoptozise neden olur (Sekil 1.9.)
(Earnshaw, 1978).

Intraselliler Ca ve Apoptoz
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[ca+2] :E:J‘”"'!f’ ® Kanah Ca Atpaz
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Sitoplazma

Sekil 1.9: Apoptoz esnasinda Ca iyonunun rolii (Takihara ve dig., 1991)

Kalsiyuma bagh endoniikleazlar: EndonUkleazlar sitoplazmada artan
kalsiyum tarafindan aktif hale getirilir. DNA zincirini, H1 histon bélgesinden 180-
200 baz ¢ifti ve katlar1 uzunlugunda pargalara ayirir (Collins ve dig., 1997).

Transglutamazlar: Apoptoziste hiicreler biiziisiir ve kiigiik pargalara ayrilir.

Bu pargalar; transglutamazlarin yaptigi protein ¢apraz baglanmalari ile kimyasal

maddelere kars1 dayanikl hale getirilir.

Proteazlar: Proteazlar histonlar1 ve kromatin yapisini stabilize eden
proteinleri parcalar (Collins ve dig., 1997). Kalsiyum bagimli nétral bir proteaz olan
'kalpin' hiicrenin iskelet yapisini bozar (Earnshaw, 1978). Lizozomal bir proteaz olan
katepsin- D apoptozisin ge¢ evresinde ortaya c¢ikan bir endopeptidazdir ve

lizozomlarin proteolitik aktivitesinin olusumunda 6nemlidir (Cohen, 1993).

Lipid Modifiye Edici Enzimler: Normal hiicrelerin plazma membranlarinda
fosfolipid asimetrisi vardir (Membran fosfolipidlerinin hiicre disinda ve i¢inde kalan

kisimlar farklidir).

17



Bu asimetri ATP'ye bagimli fosfolipid translokaz enzimi tarafindan saglanir
(Cohen, 1993). Apoptotik indiiksiyon oldugunda bu enzim etkilenir ve zar asimetrisi
bozulur. Makrofajlar hiicreyi yabanci bir hiicre olarak algilarlar ve fagosite eder

(Bortner ve dig., 1995).

Protein Kinazlar: Protein fosforilasyonunda rol oynayan zar ve sitoplazma
enzimlerinin apoptotik sinyallerin iletiminde 6nemli olduklar1 kanitlanmistir (Cohen,
1993). Bu enzimlerden protein kinaz-A, apoptozisi saglarken, protein kinaz-C

apoptozisi durdurur (Eastman, 1995).

1.3.6. Apoptotik Hiicrede Gozlenen Morfolojik Degisiklikler

1. Yiizey Organellerinin Kaybi

Apoptozise ugrayan hiicrenin komsu hiicrelerle baglar1 kesilir. Hiicre
yiizeyindeki mikrovilliisler ve diger hiicrelerle yaptiklar1 6zel baglar ortadan kalkar,

hiicre yiizeyi yuvarlaklagir (Balakumran ve dig., 1996) (Sekil 10).
2. Hucre Buzulmesi

Apoptotik hiicre komsu hiicreye gore daha kiiciik ve sitoplazmasi daha
yogundur. Endoplazmik retikulum disinda diger hiicre organelleri yapilarini korur.
Sitoplazma yogunlugu arttig1 icin organeller kalabalik goriiniir. Hiicre zar1 saglam
oldugundan nekrozda oldugu gibi bir inflamatuar reaksiyon gézlenmez (Balakumran

ve dig., 1996) (Sekil 1.10.).
3. Kromatin Yogunlasmasi

Onemli yapisal degisiklik cekirdekten baslayarak izlenir. Cekirdek
apoptoziste odak noktasidir. Hiicreden hiicreye degismekle birlikte genellikle
cekirdek biliziisiir. Kromatin ¢ok yogun bir hale gelir ve pargalar halinde bir araya
toplanir. Cekirdek gozenekleri segilemez. Cekirdek sekli diizensizlesir ve ileri evrede
kiclk c¢ekirdek pargalarina boliintir. Cekirdek¢ik genisler ve graniilleri kaba
graniiller halinde dagilir (Balakumran ve dig., 1996) (Sekil 1.10.).

4. Sitoplazmik Baloncuklar ve Apoptotik Cisimlerin Olusmasi

Hiicrede once ylizeye dogru tomurcuklanmalar olur. Bunlardan bazilar
sitoplazma pargaciklari iceren ve sik1 bicimde paketlenmis organellerden olusan zarla

saril1 apoptotik cisimlere doniistir (Balakumran ve dig., 1996) (Sekil 1.10.).
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Apoptozis i¢in morfolojik degisimler hiicre biiziilmesi, kromatin
yogunlagmasi, hiicre membran tomurcuklanmasi olurken fosfotidilserin agiga ¢ikar.
Saglikli hiicrelerde plazma membraninin iginde bulunan fosfotidilserin apoptotik
hiicrelerde plazma membraninin dis yiiziinde bulunur ve fagositik hiicreler i¢in sinyal

gorevi gorlr (Balakumran ve dig., 1996) (Sekil 1.10.).
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Sekil 1.10: Apoptosis’in Morfolojik degisiklikleri (Balakumran ve dig., 1996)
1.3.7. Apoptozis ve Nekroz Arasindaki Farklar

Apoptozis, hiicrede yarattigi bu degisikliklerle nekrozun bir pargasiymis gibi
algilanabilir. Ancak nekrozdan farklar sunlardir (Sekil 1.11.)
1.3.7.1. Fiziksel Farkhiliklar

1- Nekroz bilesik hiicre gruplarimi etkiler, oysa apoptoziste tek tek hiicreler
etkilenir (Cohen J, 1993).

2- Nekroz fizyolojik olmayan uyaranlarla baslar, apoptozis fizyolojik

uyaranla da baglayabilir (6rnek: hormonal dengenin bozulmasi) (Cohen J, 1993).

3- Nekroza ugrayan hiicre, cevreye yaydigi kemotaktik maddeler araciligr ile

cagrilan makrofajlar tarafindan fagosite edilir. (Cohen J, 1993).
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Apoptozise ugrayan hiicre ise ¢evreye kemotaktik madde yaymaz; yaninda
bulunan epitel hiicreleri veya makrofajlar araciligi ile fagositoza ugrar. Nekrozda

inflamatuar cevap vardir, apoptoziste ise yoktur (Cohen J, 1993).

1.3.7.2. Morfolojik Farkhhklar

1- Nekrozda zar biitlinliigli bozulur, apoptoziste zarda kabarciklar goriiliir

fakat asla zar biitiinliigli bozulmaz (Cohen J, 1993).

2- Nekroz sitoplazma ve mitokondride sisme ile baslar, apoptoziste ise

sitoplazmada biiziilme ve ¢ekirdek yogunlagmasi goriiliir (Cohen J, 1993).

3- Nekroz total hiicre pargalanmasi ile sonlanir, oysa apoptozis hiicrenin daha

ufak fragmanlara doniismesi ile sonlanir (Cohen J, 1993). (63).

4- Nekrozda hiicre zarinda vezikiil formasyonu yoktur, total parcalanma olur;

oysa apoptoziste zara bagli vezikiiller olusur (Cohen J, 1993).

5- Nekrozda organellerin devamliliginin bozulmasi mevcut iken, apoptoziste;
apoptozisi baglatan bcl-2 gen ailesinin lirettigi por olusturan proteinlerin etkisi ile
organeller biitlinliigiinii korur, ancak delikli bir yapiya kavusur (Cohen J, 1993).
(Sekil 1.11).

cisim

APOPTOZIS

Sekil 1.11. Apoptozis ile nekroz arasindaki farklar (Cohen J, 1993).
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1.3.8. Fagositoz

Olim mekanizmasi nasil olursa olsun, olii hiicrelerin ortadan kaldirilmasi
gerekmektedir. Gerek nekroz gerekse apoptoziste Olu hiicre fagositozla ortadan
kaldirilir. Apoptozis sirasindaki hiicre zar1 degisimleri komsu hiicrelerin 6lii hiicreyi
fagosite etmesi igin gerekli tiim uyarilart verecek sekilde diizenlenir. Olusan
apoptotik hiicreler, hiicreler arasi alana dagilirlar veya liimene dokiiliirler (Majno ve

Torisl, 1995).

Dokuda 4-9 saat taninabilir halde kalan apoptotik hiicreler daha sonra
fagozomlar icinde birka¢ saat kadar gorilebilir, sonra da sindirilemeyen materyal
olarak kalir (Majno ve Torisl, 1995).

1.3.9. Apoptozisin Goriildiigii Olaylar

Bazi organlarin biyolojik gelisimleri esaniyeasinda apoptozise rastlamak
miimkiindiir. Ornek olarak, Miiller ve Wolf kanallarinmn involiisyonu, kalp gibi bazi

i¢ organlarin liimenlerinin olugsmasi gosterilebilir (Bellamy ve dig., 1995).

Apoptozis ayrica her tiirlii neoplastik olusumda; hem biiylime hem gerileme
déneminde goriilebilir (Majno ve Torisl, 1995). Hafif siddette fiziksel ve toksik
uyaranlara maruz kalan dokularda da apoptozis goriiliir. Ornek olarak hipertermi,
diisiik doz sitotoksik ilaglar, iyonize radyasyon, hafif travma, hafif hipoksi
gosterilebilir (Bellamy ve dig., 1995). Bu anlamda apoptozis spesifik bir uyarana
maruz kalan hicrenin, bu uyarima aktif olarak verdigi diizenleyici bir cevaptir
(Cummings ve dig., 1997). Apoptozisli hiicreler saglikli doku i¢inde dagilmis sekilde
bulunur (Cohen, 1993). Apoptozisin goriildiigii baslica olaylar sunlardir:

1.3.9.1. Fizyolojik Olaylar:

a- Embriyogenez ve metamorfoz siirecinde programli hiicre yikimi (fetus
implantasyonu, organogenezis ve gelisim siirecinde yasanan involiisyon) (Levison ve

Hopvvood, 1976).

b- Erigskinde hormona bagimli involiisyon (menstriiel siklusta endometriyum
hiicrelerinin yikimi, menopozda folikill atrezisi, laktasyonun kesilmesinden sonra

meme bezlerinin rejenerasyonu) (Cohen, 1993).
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c- Siirekli ¢ogalan hiicre gruplarinda hiicre sayisinin dengelenmesi amaci ile

hiicre azaltilmasi (barsak kripta epitelleri) (Cohen, 1993).

d- Immun hiicrelerin secimi (hem B hem de T hicrelerinin sitokin
deplesyonundan sonra ve timusun gelisimi sirasinda otoreaktif T hiicrelerinin ortadan

kaldirilmasi) (Cohen, 1993).

1.3.9.2. Patolojik Olaylar:

a- Tumorlerde hiicre olumu (hem biylime hem de regresyon asamasinda)
(Cohen, 1993).

b- Hormonlara bagli dokularda patolojik atrofi (kastrasyon sonrasi prostat
atrofisi, glukokortikoid kullanimi sonrasi timusta lenfosit kaybi) (Bellamy ve dig.,

1995).

c- Parankimden zengin dokularda duktus tikanmasindan sonra patolojik atrofi

(pankreas ve bobrek tiibiillerinde oldugu gibi) (Schwartzman ve Cidloski, 1993).

d- Sitotoksik T hiicreleri ile olusturulan hiicre 6liimii (otoimmun hastaliklar)

(Cohen, 1993).

e- Cesitli etkenlerle olusan hiicre Oliimii (radyasyon, antikanser ilaglari,

hipertermi, hipoksi, travma) (Schwartzman ve Cidloski, 1993).

Son zamanlarda yapilan arastirmalarda apoptozis yoluyla hiicre Sliimiiniin
artmast ya da azalmasinin kanser, otoimmun bozukluklar, viral infeksiyonlar,
norodejeneratif hastaliklar gibi bircok hastaligin patogenezinde rol oynadigi

gosterilmistir (Hetts, 1998).

1.4. Kantitatif Es Zamanh PZR (QRT-PZR)

Gen ekspresyonu, DNA’da mevcut olan genetik bilginin mMRNA ve protein
diizeyinde ifade edilmesidir. Bir baska tanim ile gen dizilerinin, fonksiyonel protein
yapilarina doniismesi siirecidir. Bu durum genlerin acgik (islevsel) olup olmadiklari
olarak da tamimlanabilir. Farkli fizyolojik veya patolojik durumlarda hiicrenin
genetik bilgi akist degisir. Hiicrenin genetik bilgi akisinin incelenebilmesi, doku veya

organizmada degisen durum karsisinda hangi yolaklarin ¢alismaya basladig1 ve hangi
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yolaklarin kapandigi konusunda bilgi verir (Bustin ve dig., 2005, Nolan ve dig.,
2006).

Giinimiizde protein yapisindaki modifikasyonlar ve protein — protein
etkilesimlerinin incelenmesi amaciyla protein caligmalar1 kullanilirken, hiicre ve
dokularda fizyolojik veya patolojik bir etkinin cevabinin incelenebilmesi amaciyla
MRNA ekspresyon calismalarina bagvurulmaktadir (Bustin ve dig., 2005, Nolan ve
dig., 2006).

Es zamanli PZR tekniginde mRNA iizerinden revers transkriptaz enzimi ile
cDNA sentezlenir ve gene 0zgll primerler ile PZR (Polimeraz zincir reaksiyonu)
gerceklestirilir. Bu teknik ile gen ekspresyonu semikantitatif veya kantitatif olarak
analiz edilebilir. Kantitatif es zamanli PZR analizleri, 6zellikle Es zamanli PZR
cihazlarn1 kullanilarak gen ekspresyon miktarinin sayisal olarak belirlenebildigi

caligmalardir (Bustin ve dig., 2005, Nolan ve dig., 2006).

Kantitatif PZR uygulamalari, hiicre ve dokularin ¢evresel uyaranlara
verdikleri mRNA diizeyindeki cevabin incelenmesi i¢in bagvurulan yéntemlerdir. ki
farkli 6rnek arasinda PZR teknigi ile miktar karsilastirmasi yaparken, deneysel ve
orneklerin dogasindan gelen farkliliklar olabilir. Es zamanli PZR uygulamalarinda
ilgilenilen genin ekspresyon diizeyinin incelenebilmesi i¢in, farkli fizyolojik veya
patolojik sartlarda ekspresyonu degismeyen bir bagka gen iirlinii mRNA ile
normalize edilmesi gereklidir (normalizasyon). Normalizasyon amaciyla, ¢esitli doku
ve hicre tiplerinde ekspresyon diizeyi en az degisim gosteren referans genler
kullanilmaktadir (Bustin ve dig., 2005, Nolan ve dig., 2006).

Esik dongii degeri (threshold cycle = Ct) Real Time PZR uygulamalarinda
onemli bir parametredir. Ct degeri, amplifikasyon sirasinda tespit edilen floresan
1s1mim esik degerinin asildigi dongii sayisidir. Bagka bir ifade ile iirtindeki ilk anlamli
artisin oldugu noktay1 belirtir. Farklt PZR reaksiyonlarinda yer alan kalip 6rneklerin
miktar1 Ct degerleri karsilastirilarak 6ngoriilebilir (Womg ve Medrano 2005).

Florimetrik PZR yontemi ile yapilan kantitasyon ¢alismalarinda, kalip DNA

miktar1 bilinen standart 6rneklere ait Ct degerleri ile incelenen 6rnegin Ct degeri
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karsilagtirilarak kantitasyon yapilmaktadir. Bu nedenle, kantitatif PZR analizlerinde

standart olarak tanimlanan kontrol 6rneklerine ihtiyag vardir (Pfaffl, 2001).
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2. AMAC

Kronik bobrek yetmezligi hastalarinda idrar ¢ikisi olmamaktadir (Akoglu ve
Stileymanlar, 1996). Idrar mesane icin son derece dnemli yasamsal bir faktordir.
Idrarda bulunan i¢ ve dis faktdrler sayesinde iiretelyum hiicreleri yasamsal
faaliyetlerini devam ettirmektedirler (Khandelwal ve dig., 2009). Eger mesaneye
idrar girisi olmazsa yasamsal fonksiyonlar gerilemeye baslar. Hiicrede
kullanilmamaya bagh atrofik olaylar meydana gelir. Hiicreler farklilasir ve karakter
degisimine ugramaya baslar. Hiicre Oliimii hizla devam eder ve hiicre savunma

mekanizmasi olarak apoptoz siirecini baslatir.

Bir hicrenin apoptoza egilimli olusu hem bcl-2/bax oranina hem de fas/fas
ligandi oranina baglidir. Bu nedenle ¢alismamizda hem mitokondriyel yolak hem de

6lim reseptorii yolag incelendi.

Literatiir incelendiginde bcl-2, bax, fas, fas ligand1 ifadelerinin mesanedeki
diizeylerinin incelendigi caligmalar genellikle mesane tiimorleriyle alakalidir.
Normal mesane mukozasinin epitel hiicrelerinin bazalinde bel-2 ekspresyonu tespit
edilebilir. Ancak; bazal tabaka disinda bcl-2 birikimi Ozellikle yiksek dereceli,
ilerlemis mesane kanserlerinde gosterilmistir (Nakopoulou ve dig., 1998). Fas-Fas
ligand sistemi degisici epitel karsinomunda temel apoptotik yollardan biridir (Maas
ve dig., 2004).

Literatiirde idrardan yoksun mesane dokularinda iiretelyum farklilagmasi
lizerine yapilan calismalar ¢ok azdir. Stahlschmidt ve arkadaglarimin yaptigi
caligmada, iiretelyum farklilagmasiyla ilgili oldugu diistiniilen antijenlere bakilmuistir.
Ilging bir sekilde idrarda bulunan epitelyum biiyiime faktdrleri ortadan kalktiginda
mesanenin yasamsal fonksiyonlarina devam ettigi saptanmistir (Stahlschmidt ve dig.,

2005)

Bu c¢alisma dogrultusunda asagidaki hipotezler one siiriilmiis ve test

edilmistir:

v Idrar mesane icin yasamsal bir faktordiir.
v' Idrardan yoksun iiretelyumda atrofiler meydana gelir. Dolayisiyla hiicre

kendini korumaya alarak apoptotik siireci baslatir.
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v' Idrar bulundurmayan dokularda apoptotik belirteglerde artis olur. Ancak
mesanenin idrara maruz kalmasiyla apoptotik siire¢ azalarak, belirteclerin

ifade seviyelerinde azalma olur.

Bu ¢alisma bu konularla alakali yapilan ilk calisma olmasi bakimindan
onemlidir. Calismanin bir 6nemi de nakil hastalarindan alinan dokularin ¢ok degerli
olmasindan kaynaklanmaktadir. Yani bu dokular nakille es zamanli alinmistir. Higbir
sekilde idrar girisi ve ¢ikist olmayan mesane dokusu kullanilmistir. Ayrica nakil
sonrasi kontrole gelen idrar giris ve c¢ikist baslamis hastalarin dokulariyla da
karsilagtirma yapilarak, belki de mesanenin karakter degisiminde apoptotik siireclerin

cok dnemli bir yerinin oldugu ortaya ¢ikacaktir.
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3. GERECLER

3.1. Arastirmada Kullanilan Ornekler

Bu ¢alismada kullanilan 46 adet hastanin doku 25 tanesi nakil sirasinda alinan

doku, 12 tanesi nakilden sonra kontrol biyopsi alinan doku, 9 tanesi saglikli birey

dokusudur ve doku 6rnekleri 2009-2012 yillar1 arasinda Haydarpasa Numune Egitim

Aragtirma Hastanesi’ nden temin edilmis olup —80 %C’de muhafaza edilmistir.

3.2. Arastirma I¢in Laboratuvarda Kullanilan Cihazlar ve Markalar

Tablo 3.1. Laboratuvarda kullanilan cihazlar ve markalar

CIHAZLAR

MARKA

Gorunttleme Sistemleri

Vilber Lourmant ETX-26.MX

Isitica

Labart, SH-5 Heatting Stirrer

Manyetik Karistiricilar

MR3001

Spektrofotometreler

Nanodrop ND-1000

Thermo Cycler

Techne TC-512

Santrifljler

Centrolit 11-BL Centrifuge

Tart1

Hassas Terazi, XB220 A (Presica)

Vorteks

Heidolph REAX

Derin Dondurucular

-80°C, Thermo Fisher Scientific

Mikropipet Seti

0,2-2, 1-10, 2-20,10-100, 20-200, 200-1000u1’lik
Finnpipette (ThermoScientific, FINLANDIYA)

Doku parcalama cihazi

MagNA Lyser Parcalama Cihaz1
MagNA Lyser Green Beads tlipu, Katalog No: 03 358 941 001

Ger¢cek Zamanh PZR Cihazi

LightCycler® 2.0 Instrument
LightCycler® 2.0 Sample Carousel (20 pl)
2 LightCycler® Capping Tools

3.3. RNA izolasyonu I¢in Kullamilan Kimyasallar ve Tamponlar

Orneklerden kit kullanilarak RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Bu amagla
Roche High Pure RNA Tissue Kit (50) (Katalog No: 12 033 674 001) kullanilmistir.
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3.4. cDNA Sentezi icin Gerekli Enzim ve Kimyasallar

Orneklerden kit kullanilarak ¢cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Bu amacla
Roche, Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Katalog No: 04 379 012 001)

kullanilmustir.

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Icin Gerekli Enzim ve Kimyasallar

10X MgCl;’stiz Tampon : 200 mM (NH4)2S04, 750 mM Tris-HCI (pH
8,8), % 0,1 Tween 20 (Fermentas, Litvanya)

MgCl; : dH,0’da 25 mM (Fermentas, Litvanya)

Deoksiribonikleotitler (ANTP) : 10 mM (Fermentas, Litvanya)

Tag DNA Polimeraz : 5u/ul (Fermentas, Litvanya)

3.6. Kantitatif Es Zamanh PZR Icin Gerekli Enzim ve Kimyasallar

Solis BioDyne - 5x HOT FIREPol® EvaGreen® gPZR Mix Plus (ROX)
(Solis BioDyne, Katalog No: 08-24-00001) kullanilarak ifade seviyeleri tespit
edilmistir.

3.7. Elektroforez i¢in Kullanmilan Tamponlar ve Kimyasallar

Agaroz (Bio Basic Inc., Agarose A)

EtBr (Scharlau ET0109),

Trisma Base (Amresco, 0826),

Borik asit (Amresco, 0588)

EDTA (etilen diamin tetra asetik asit) (Sigma E5134)
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4. YONTEMLER

4.1. Doku Eldesi

Nakil sirasindaki hastalarin mesanelerinden doku alimi gerceklestirilmistir.
Nakil sonras1 kontrol amacli gelen hastalarin mesanelerinden doku alimi
gerceklestirilmistir. Urolojik muayene icin gelen ancak sonucu temiz olan hastalarin
mesanelerinden doku alimi gergeklestirilmistir. Doku o6rnekleri eppendorf tiipleri
icinde, sivi azota alinarak donduruldu. Tiim o6rnekler RNA izolasyonu asamasina

kadar -80°C” de saklandi.

4.2. Dokudan RNA Izolasyonu
Calisma boyunca tiim RNA izolasyonlar1 asagidaki Roche High Pure RNA
Tissue Kit protokolii esas alinarak gerceklestirilmistir:

. Parcalama tiipii i¢ine dokunun tamami konulur. Uzerine 400 ul Lysis
Buffer eklenir. Par¢alama cihazina yerlestirilir ve 7000 rpm’ de 2 dakika doku

parcalanir.

. Niikleazdan arinmis 1,5 ml santrifiij tlipiiniin i¢ine par¢alanmis doku
lizat1 eklenir (400 pl). Lizatin iistiine 200 pl absoliit etanol eklenir ve iyice

karistirilir.

. Filtre tip ve toplama tiip birlestirilir. 600 pl karisim bu tiip

kombinasyonuna eklenir.
. Maksimum hizda 2 dakika santrifiij edelir.
. Eger 1slaklik varsa, tekrar santrifiijlenir.
. Santrifiijden sonra toplama tiipiindeki atik s1vi dokiiliir.

. 90 ul DNase Inkiibasyon Bufferr, 10 pl DNase I ¢alisma soliisyonu

eklenir.
. 15 - 25°C de inkiibasyona birakilir.

. 500 pl Wash Buffer | eklenir. 8000 rpm’ de 1 dakika santriftjlenir.

Toplama tiipiindeki atik s1vi dokiiliir.
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. 500 pl Wash Buffer 11 eklenir. 8000 rpm’ de 1 dakika santriftjlenir.

Toplama tiipiindeki atik s1v1 dokiiliir.

. 300 pul Wash Buffer II eklenir. Maksimum hizda 3 dakika

santrifiijlenir. Toplama tiipiindeki atik sivi dokiiliir.

. Dikkatli bir sekilde kolon ¢ikarilir. Filtre tiip, santrifiij tiipiiniin i¢ine

konulur.

. Uzerine 100 pl Eliisyon Buffer eklenir. 8000 rpm’ de 1 dakika

santrifjlenir.

. Mikrosantrifiij tiipii simdi izole edilmis RNA icermektedir. 10 pl direk
RT-PZR igin kullanilir. 90 ul ise sonradan kullanilmak iizere -80°C de saklanr.

Roche Magna Lyser Pargalanmis doku 600 pl kansim filter-

400 ul Lysis Buffer cihazinda 7000 de 2 Lizati (400 pl) ve 200 pl collection tube

Doku eklenir

konulur {‘:? p dk parcalanir. absolutetanol eklenir. kombinasyonuna eklenir.

Filter tube

g Collection tube

Maksimum hizda
2 dk santrifiijlenir.

100 pl Eliisyon 500 A
Hl Wash Buffer| 90 pl DNase
Buffereklenir eklenir. 8000 de 1 dk .

= 8000 de1dk santrifiijlenir 6 ;r:.ku:’sfv‘!o" leﬁen
santrifiijlenir. pl Dnase eklenir.

500 pl Wash Buffer ll

eklenir. 8000 de 1 dk
santrifiijlenir Collection tiipteki
atik sivi dkiiliir.
15-25°Cde

300 pl Wash Buffer 1i inkiibasyona birakilir.
eklenir. Maksimum hizda

3 dk santrifijlenir.
Filtertiip dikkatli bir sekilde Herseferinde atik
niiklease-free 1,5ml sivi dokiiliir. En
Filtertiipii | 13 santriflij tiipiine yerlestirilir. sonunda collection
ataniz. tiipatilir.

10 pl direk RT-PCR igin kullanilhir. 90
plise sonradan kullanilmak iizere
-80C de saklanir.

Sekil 4.1. : Dokudan RNA izolasyonu Basamag:

4.3. RNA’nin Spektrofotometrik Analizi

Elde edilen RNA orneklerinin saflifinin ve konsantrasyonlarinin belirlenmesi
icin Nanodrop kullanilarak o6l¢iim yapilmistir. Bunun igin 1.5 pl RNA alinarak
cihazin lizerine damlatilip, miktar tayini gerceklestirilmistir. Geriye kalan RNA lar

cDNA sentezinde kullanilmak tizere -80°C’ye kaldirilmistir.
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4.4. RNA Konsantrasyonlarinin Ayarlanmasi

260 nm DNA’nin, 280 nm proteinin, 230 nm de fenolin maksimum
absorbans verdigi dalga boyunu ifade etmektedir. A260/A280 oraninin 1,8-2,2
araliginda olmas1 RNA’nin saf oldugunu gostermektedir. Fenol, protein veya benzeri

diger safsizliklarin olmasi durumunda bu oranlar belirtilen araligin disinda

cikmaktadir.

4.5. cDNA Sentezi

Izolasyon sonrasi elde edilen RNA molekiilii tek zincirli yapis1 sebebiyle
kirilgandir, kolay pargalanir. Sonraki asamalarda yapilacak islemler i¢inse dayanikli,
saglam bir molekiile ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ama¢ dogrultusunda yapilan islem bu
RNA molekilunden, ters transkriptaz (Reverse Transcriptase, RT) enzimiyle DNA
kopyasinin sentezi iglemi yani komplementer DNA (complementary DNA, cDNA)
sentezidir. cDNA sentezinde Roche, Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
(Katalog No: 04 379 012 001) protokolii kullanilmistir:

. Tim donmus bilesenler ¢ozdiriiliir. Kullanmadan oOnce kisa bir

santrifiijleme yapilir. Tiim bilesenler ¢alisma boyunca buz iizerinde muhafaza edilir.

. Steril, PZR tupu buz uzerine konulur, Tablo 4.1. de belirtilen

miktarlarda primer karigim1 hazirlanir.

Tablo 4.1. cDNA sentezi i¢in gerekli bilesen miktarlari

BiLESEN MIKTAR
Poly(A)" mRNA *10 ng Poly(A)" mRNA olacak sekilde ayarlanir.
Anchored-oligo(dT) 45 primer, | 1pl
50pmol/ul
Su *Son hacmi 13’ e tamamlamak iizere degisik miktarlarda su eklenir.
Toplam 13 ul
. Primer karisimi 10 dakika, 65°C de denatiire edilir. Denatiirasyon

bitince hizl bir sekilde buz iizerine alinir.
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. Tiipe Tablo 4.2. de belirtilen RT karisim bilesenleri eklenir.

Tablo 4.2. RT karisim bilesenleri

BILESEN MIKTAR (ul)
Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer, 4
5xconc.

Protector RNase Inhibitor, 40 U/ pl 0.5
Deoxynucleotide Mix, 10mM 2

Transcriptor Reverse Transcriptase, 20 U/ pl 0.5
Total 7

Final Miktar 20

. Karisimlar1 ekledikten sonra elimizle hafifce sallayarak birbirlerine

karigmasi saglanir. Vortekslenmez!

. Kargtirdiktan sonra tiipler hemen PZR cihazi i¢ine konulur (Buhart

minimize etmek igin).
. 10 dakika 25°C de, 30 dakika 55°C inkiibasyona birakalir.

. 85°C de 5 dakika sitilir. Reaksiyon bitince tiipler hemen buz (izerine

alinir.

. cDNA lar -20°C de saklanur.

4.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PZR, yiiksek sicaklikta yapisi bozulmayan bir DNA polimeraz kullanilarak,
bir termal dongii cihazi yardimiyla DNA’nim in vitro olarak ¢ogaltilmasi iglemidir.
Bu yontem giiniimiizde molekiiler biyoloji ve genetik laboratuvarlarinda siklikla

kullanilmaktadir.

4.6.1. Primer Ciftlerinin Tasarlanmasi

Fas ve Fas Ligandi ve Beta Aktin Yamana ve ark. yaptig1 ¢alismadaki primer

dizini referans alinmistir (Yamana ve dig., 2005).

Bax ve Bcl-2 Jun Li ve ark. yaptigi calismadaki primer dizini referans

almmustir (Jun L1 ve dig., 2011)

Tablo 4.3.de gRT-PZR’da kullanilan primerlere ait diziler mevcuttur:
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Tablo 4.3. gRT-PZR’da kullanilan primerler

Gen Primer Dizisi
F:ATGCTGGGCATCTGGACCCT
Fas R: GCCATGTCCTTCATCACACAA 59.0
F:AACTCAAGGTCCATGCCTCTG
FasL 61.0
R: GGTGAGTTGAGGAGCTACAGACA 65.0
B F:AAGAAGCTGAGCGAGT 48.0
ax
R: GGCGGCAATCATCCTCTG 58.0
Bel.2 F.:GATGACTGAGTACCTGAA 52.0
C -
R: AGGAGAAATCAAACAGAG 49.0
. F:AATGCTTCTAGGCGGACT 54.0
Beta Actin
R: ACTCCCAGGGAGACCAAA 56.0

4.6.2. Primerlerin Sulandirilmasi

Primerler 1pul’ de 100 pmol olacak sekilde sulandiriimistir. Once nmol degeri

pmole doniistiiriilmiistiir. Sonra 1ul” de 100 pmol olacak sekilde su eklenilmistir.

Tablo 4.4. gRT-PZR’da kullanilan primerleri sulandirmak i¢in gerekli hesaplamalar

PRiIMER nmol pmol dH,0 pl
(Ana stok) (1pi/100pmol )

Fas F 27,5 27500 275
Fas R 27,5 27500 275
FasL F 22,8 22800 228
FasL R 23,7 23700 237
Bax F 23,8 23800 238
Bax R 24,9 24900 249
Bcl-2 F 23,7 23700 237
Bcl-2R 19,9 19900 199
Beta Actin F 27,1 27100 271
Beta Actin R 21,9 21900 219

4.6.3. Primer Optimizasyonu

Primer ¢iftlerinin en etkin calistiklar1 baglanma sicakliklarini bulmak igin

primerler belli sicaklik araliginda denenmistir. Bu reaksiyonlarda hasta 6rneklerine
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ait cDNA’lar kullanilmistir. Tablo 4.5.”de miktarlar1 belirtilen reaktifler ve Tablo

4.6.’deki termal dongii kosullar1 kullanilarak reaksiyonlar gerceklestirilmistir.

Tablo 4.5. PZR protokoli

Reaktif Miktar (ul)

10X Taqg tamponu (Fermentas) 2,5
MgCI2 (Fermentas, 25 mM) 2
dNTP (Fermentas, 10 mM) 0,5
F Primer (10 pmol/pul) 1,25
R Primer (10 pmol/pl) 1,25
Taq DNA polimeraz (5U/ul) 0,2
dH,0 15,3
cDNA 2
Toplam Hacim 25

Tablo 4.6. PZR optimizasyonu termal dongii kosullar
(*46°C - 61°C arasindaki sicaklik degerleri kullanilmigtir. )

Sicaklik (°C) Dongii Sayisi
95 5 dakika 1
95 10 saniye
Degisken* 15 saniye
72 20 saniye 30
72 10 dakika
10 15 dakika 1

4.6.4. PZR Urlnlerinin Goriuntilenmesi
4.6.4.1. Agaroz Jel Elektroforezi

1. Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi
5x TBE (Tris-HCI, Borik asit, EDTA)

54 gr Trisma Base, 27,5 gr Borik asit ve 20 ml 0,5 M EDTA (etilen diamin

tetra asetik asit) 1000 ml’ye dH,O ile tamamlanarak hazirlanmistir.

Ethidium Bromide, EtBr (10 mg/ml)
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EtBr, son konsantrasyonu 10 mg/ml olacak sekilde sulandirilarak

hazirlanmigtir.

2. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Jel hazirlhigr i¢in oncelikle 2 gr/100 ml olacak sekilde hassas terazide agaroz
tartilir. Ana stokta 5X olarak hazirlanmis, dH,0 ilavesiyle 1X olacak bigimde
seyreltilmis olan TBE, 2 gr agaroza son hacim 100 ml olacak bi¢gimde ilave edilir.
Hazirlanan bu karigimin 1siticida ¢éziinmesi saglanir. Cozelti hazirlandiktan sonra bir
siire sogumas1 beklenir, ardindan icine 5 pl EtBr eklenir. lyice karistirilmasimin

ardindan ¢ozelti, donmasi igin jel tablasina dokiilerek 25-30 dakika bekletilir.
3. Orneklerin Jele Yiiklenmesi ve Gorintilenmesi

Kullanima hazir hale gelmis olan %2’lik jel, i¢inde 1x TBE bulunan agaroz
jel elektroforez tankina yerlestirilir. PZR {irtinleri, 5 pl PZR {irint, 5 pl yiikleme
boyasi ile kanistirilarak mikropipet yardimiyla jele yiiklenir ve jel 120 voltta ~30
dakika yiiriitiiliir. Ardindan jel goriintiileme sisteminde goriintiilenir.

4.6.5. Kantitatif Es Zamanh PZR ( qRT-PZR)

Hasta 6rnekleri cDNA’lar1 ile asagidaki protokole uygun olarak yapilmistir:

. Tim donmus reaktanlar1 ¢Ozdiiriiliir. Kullanmadan oOnce kisa bir

santrifiijleme yapilir. Tiim reaktanlar ¢alisma boyunca buz {izerinde muhafaza edilir.

. Tablo 4.7. dogrultusunda reaksiyon karistmi hazirlanir.

Tablo 4.7. gRT-PZR reaksiyon kosullari

5x HOT FIREPoI® EvaGreen® gqPZR Mix Plus (ROX) 3
Primer F (10 pmol/pul) 0.35
Primer R (10 pmol/pl) 0.35
cDNA 0,5
dH20 10,8
Total 15
. Hazirlanan reaksiyon karistm her bir tiipte 15 pl olacak bi¢imde

dagitilir. Tiiplerin agz1 kapatilir.
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ayarlanmistir:

Santrifiij i¢ine tiipler konulur ve ¢ok kisa santrifiijlenir.

Santrifiijden sonra cihaza tiipler yerlestirilir.

Cihaz Tablo 4.8.’de belirtilen termal déngl kosullarina uygun bigimde

Tablo 4.8. gRT-PZR termal dongii kosullar

(* Amplifikasyon basamagindaki degisken sicaklik her primer ¢iftine gore farklilik gdstermektedir.)

Program Dongu Analiz Modu Sicaklik (°C) Sire
Program 1 1 Denetilirasyon 95 15 dakika
95 10 saniye
Program 2 45 Amplifikasyon *Degisken 15 saniye
72 15 saniye
. Deney protokoliiniin sonlanmasinin ardindan sonuglar cihazin

yaziliminda bulunan programlar dogrultusunda analiz edilir.

Tablo 4.3.’da dizi bilgileri verilmis olan bu primerlerin, yapilan optimizasyon
caligmalar1 sonucunda belirlenen optimum baglanma sicakliklar1 Tablo 4.9.’de

mevcuttur:

Tablo 4.9. gRT-PZR’da kullanilan primerlerin optimum baglanma sicakliklari

Gen Optimum Sicaklik (°C)
Fas 59

Fas L 59

Bcl-2 59

Bax 50

Beta Actin 58 ve 59

4.7. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi gerceklestirilirken SPSS 16.0 programi
kullanilmistir. Veriler Mann-Whitney U kullanilarak analiz edilmistir. Nakil dncesi
ve nakil sonrasi hasta grubu karsilastirilmigtir. Ayrica hi¢ hastalig1 olmayan saglikli
bireylerle hastalikli bireyler de karsilastirllmistir. Yasa ve cinsiyete gore de ifade

diizeylerine bakilmistir.

36



5. SONUCLAR

5.1. RNA izolasyonu Sonugclar

Tum Orneklerden RNA izolasyonu protokolii kullanilarak izolasyon
gerceklestirilmistir. Izolasyon sonucu elde edilen RNA 6rneklerinin safliginin ve
konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in yapilmis olan Nanodrop 6l¢timleri Tablo 5.1-

2-3.”de mevcuttur:

Tablo 5.1. Nakil Sirasinda Alinan Hasta Doku Orneklerine ait RNA izolasyonu Nanodrop sonuglari

Nakil Hastas1 Konsantrasyon (ng/ul) Faktor A260/280
1 3,1 40 2,05
2 2 40 1,82
3 3,1 40 2,05
4 2,8 40 1,93
5 2,9 40 1,96
6 4,6 40 2,01
I 2,5 40 1,91
8 8,9 40 2,19
9 8,4 40 2,16
10 2,6 40 1,82
11 5,2 40 1,98
12 2,9 40 1,96
13 2,3 40 1,87
14 3,1 40 2,05
15 2,6 40 1,82
16 3 40 2,01
17 2,4 40 1,86
18 3,4 40 1,97
19 3,5 40 1,92
20 2,1 40 1,81
21 3,1 40 2,06
22 3,4 40 2,13
23 23,9 40 2,06
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24 10,2 40 2,13

25 4,2 40 1,85

Tablo 5.2. Nakilden Sonra Kontrol Biyopsi Alinan Hasta Doku Orneklerine ait RNA izolasyonu
Nanodrop sonuglari

Nakil Hastasi Konsantrasyon (ng/pl) Faktor A260/280
1 2,5 40 1,92
2 2 40 1,87
3 1,8 40 1,98
4 1,7 40 1,95
5 1,6 40 1,82
6 1,3 40 1,84
7 6,3 40 2,16
8 2,6 40 1,93
9 3 40 1,89
10 37,4 40 2,14
11 3,7 40 1,97
12 5,2 40 1,81

Tablo 5.3 Urolojik rahatsizlik nedeniyle hastaneye gelen ancak higbir iirolojik problemi saptanmayan
saglikli doku 6rneklerine ait RNA izolasyonu Nanodrop sonuglari

Nakil Hastasi Konsantrasyon (ng/ul) Faktor A260/280

40

1 2,1 2,03
40

2 11 2,19
40

3 5,6 2,07
40

4 3,4 1,89
40

5 4,8 1,92
40

6 5,2 2,02
40

7 6,7 2,08
40

8 3,5 1,94
40

9 3,2 1,97

5.2. cDNA Sentezi Icin Gerekli RNA Miktarlar
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Calismanin nihai hedefi 6rneklerdeki hedef gen ifade degisikliklerinin tespiti
oldugu i¢in, baglangictaki transkript sayisinin esit olmasi biiyiik 6nem arz etmektedir.
Bu sebeple birbirinden farkli RNA konsantrasyonuna sahip orneklerin her biri,
baslangic RNA miktar1 10 ng/ul olacak bi¢imde ayarlanmistir ve sonrasinda cDNA
sentezi gergeklestirilmistir. Her bir 6rnekten izolasyon sonucu elde edilen RNA ana
stogundan cDNA sentezi i¢in ne kadar alinmas1 gerektigi Tablo 5.4 — 5.5 — 5.6.’da

mevcuttur.

Tablo 5.4. 10 ng/ul RNA i¢in stoktan alinmasi gereken RNA miktarlari

Nakil Hastas1| Poly(A)" mRNA [ul] Anchored-oligo(dT)g primer [ul] dH,0 [ul]
1. 3,2 1 8,8
2. 5 1 7
3. 3,2 1 8,8
4. 3,5 1 8,5
5. 3,4 1 8,6
6. 2,1 1 9,9
7. 4 1 8
8. 1,1 1 10,9
9. 1,1 1 10,9
10. 3,8 1 8,2
11. 19 1 10,1
12. 3,4 1 8,6
13. 4,3 1 7,7
14, 3,2 1 8,8
15. 3,8 1 8,2
16. 3,3 1 8,7
17. 4,1 1 7,9
18. 2,9 1 9,1
19. 2,8 1 9,2
20. 4.7 1 7,3
21. 3,2 1 8,8
22. 2,9 1 9,1
23. 0,41 1 11,59
24, 0,9 1 11,1
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25. 2,3 1 9,7

Tablo 5.5. 10 ng/ul RNA i¢in stoktan alinmasi gereken RNA miktarlari

Kontrol Biyopsi | Poly(A)" mRNA [ul] | Anchored-oligo(dT) s primer [ul] dH,0 [ul]
1. 4 1 8
2. 5 1 7
3. 5,5 1 6,5
4, 5,8 1 6,2
5. 6,25 1 5,75
6. 7,6 1 4.4
7. 1,5 1 10,5
8. 3,8 1 8,2
9. 3,3 1 8,7
10. 0,2 1 11,8
11. 2,7 1 9,3
12. 1,9 1 10,1

Tablo 5.6. 10 ng/ul RNA igin stoktan alinmasi gereken RN A miktarlari

Anchored-oligo(dT)g primer
| Saglikh Birey | Poly(A)" mRNA [ul] [ul] dH,0 [ul]
1 2,1 1 9,9
2 1,1 1 10,9
3 5,6 1 6,4
4 34 1 8,6
5. 4,8 1 7,2
6 5,2 1 6,8
7 6,7 1 5,3
8 3,5 1 8,5
9 3,2 1 8,8

5.3. qRT-PZR Analiz Sonuclari
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Her bir hedef gen icin (Fas, FasL, Bax, Bcl2, Beta Globulin) tasarlanmig
primerlerin optimum baglanma sicakliklarimin saptanmasi amaciyla yapilan
optimizasyon PZR’larinin ardindan elde edilen 6rnek cDNA’lar1 ile qRT-PZR

reaksiyonlar1 ger¢eklestirilmistir.

Ozellikle farkli bireylerden alinan ya da aym bireyden farkli donemlerde
alinan Orneklerle yapilan ¢alismalarda, ilgilenilen genin ifade dlzeyinin
incelenebilmesi i¢in dokularda ifadesi degismedigi varsayilan bir bagska gen iiriinii
mRNA ile normalizasyon yapilmasi gereklidir. Ilgilenilen genin ifade dizeyi,
referans gen olarak kullanilan genin ifade diizeyine oranlanir. Bu oranlamayla
amagcla izole edilen RNA miktar1 ve sentezlenen cDNA miktarinin getirdigi 6rnekler
arasi baglangi¢ farkliliklarini, deneysel hatalar1 normalize etmektir. Bu nedenle farkli
doku ve hicre tiplerinde, hedef genlerin ifade diizeyinin kantitatif olarak belirlenmesi
amaciyla yapilan calismalarda, once referans olarak kullanilacak referans genin
dogru se¢ilmesi gereklidir. Caligsmalarda kullanilacak referans genin ifade dizeyi, ne
kadar az degiskenlik gostererek sabit kalirsa, hedef genin ifade dizeyinin

belirlenmesi i¢in o kadar giivenilir bir referans olacaktir (Bustin ve dig., 2005).

Calismamizda normalizasyon amaci ile, ¢esitli kosullarda ifadesinin
degismedigi bilinen bir referans gen olarak beta actin kullanilmistir. Ayn: sartlarda,
aym miktarlarda ve es zamanli olarak her hastaya ait referans gen kullanilmustir.
Boylelikle esit sartlarda ifade diizeylerindeki farkliliklar tespit edilmistir.

Dolayisiyla hata olasilig1 da en aza diisiiriilmiistiir.

5.3.1. Amplifikasyon Egrileri ve Ortalama Cp Degerleri

Gergeklestirilmis olan her qRT-PZR deneyinin sonunda, hedef gene 6zgu
primerlerin 6rnek ¢cDNA’s1 {izerinde uygun bolgelere baglanmasi ile bu transkriptin
logaritmik olarak artisin1 gosteren amplifikasyon egrisi grafikleri olusmaktadir.
Olusan iiriin miktarinin artmasiyla beraber ROX daha ¢ok baglanmakta ve boylelikle
floresan 1s1ma artmaktadir. Bu floresan isimalarin esik degerini gectigi dongu
sayisina Ct (Cycle Threshold) veya Cp (Crossing point) denilmektedir. Hastalara ait
Cp degerleri tablo 5.7 - 5.8 - 5.9 belirtildigi gibidir.

Tablo 5.7. : Nakilden Sonra Kontrol Biyopsi Alman Hasta Doku Orneklerine ait Cp Degerleri

Hasta No Fas Fas L Beta BCL2 Beta Bax Beta
1. 27,48 27,78 26,97 31,24 26,07 28,12 26,15
2. 26,98 32,27 26,25 32,65 26,88 27,14 26,87
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3. 28,62 33,24 26,78 30,25 26,12 26,42 26,45
4. 26,34 32,11 26,26 31,47 26,86 27,45 26,83
5. 27,12 32,54 26,82 32,04 26,43 28,89 26,31
6. 27,6 31,48 26 33,61 26,48 29,25 26,85
7. 27,09 32,95 26,21 35,12 26,36 27,72 26.84
8. 28,87 37,2 26,76 30,48 26,77 28,83 26,41
9. 27,85 32,27 26,51 34,75 26,59 27,78 26,05
10. 28,11 38,62 26,67 33,82 26,09 29,93 26,67
11. 32,58 37,26 26,53 32,26 26,25 28,94 26,24
12. 30,73 38,05 26,91 30,49 26,16 26,95 26,31
Tablo 5.8. Urolojik rahatsizlik nedeniyle hastaneye gelen ancak hicbir iirolojik problemi
saptanmayan saglikli doku 6rneklerine ait Cp degerleri
Hasta No Fas Fas L Beta BCL2 Beta Bax Beta
1. 27,57 28,95 26,05 27,4 26,24 27,66 26,52
2. 28,17 28,65 26,47 27,14 26,58 26,98 26,17
3. 26,34 27,36 26,24 28,14 26,76 26,63 26,57
4. 27,68 28,95 26,31 28,53 26,51 27,45 26,37
5. 25,36 28,37 26,45 27,61 26,82 28,23 26,96
6. 27,19 28,64 26.84 27,89 26,26 25,57 26,22
7. 26,31 28,42 26,41 29,04 26,02 26,46 26,24
8. 26,05 27,13 26,39 28,53 26,15 26,73 26,6
9. 26,09 27,14 26,57 29,17 26,71 28,78 26,96
Tablo 5.9. : Nakil Sirasinda Aliman Hasta Doku Orneklerine ait Cp Degerleri
Hasta No Fas Fas L Beta BCL2 Beta Bax Beta
1. 38,19 47,08 26,79 20,13 26,89 31,6 26,55
2 39,1 48,95 26,9 20,76 26,99 34,85 26,25
3 36,78 46,07 26,44 20,82 26,65 35,03 26,14
4 37,53 47,13 26,6 21,2 26,26 40,66 26,07
5. 39,98 42,68 26,86 20,37 26,83 39,97 26,61
6 38,43 41,95 26,42 22,05 26,57 31,34 26,36
7 39,54 45,22 26,95 19,62 26,67 30,77 26,82
8 43,21 45,73 26,9 22,94 26,19 32,92 26,3
9 37,91 42,83 26,16 22,8 26,19 30,96 26,15
10. 38,79 42,75 26,82 19,72 26,93 33,24 26,96
11. 38,15 42,34 26,61 24,15 26,31 36,62 26,54
12. 28,31 43,26 26,36 19,54 26,11 36,35 26,83
13. 33,8 49,64 28,82 19,43 26,56 38,05 26,57
14. 30,3 46,35 26,3 19,69 26,02 36,54 26,64
15. 37,92 48,52 26,15 21,6 26,97 36,92 26,51
16. 38,96 45,97 26,96 25,14 26,94 35,19 26,02
17. 37,96 44,79 26,54 18,25 26,94 39,1 26,36
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18. 40,03 46,24 26,83 23,27 26,36 34,07 25,99
19. 37,31 44,82 26,57 21,47 26,76 39,5 26,31
20. 38,69 44 26,92 25,05 26,31 33,48 26,54
21. 37,31 45,78 26,37 23,85 26,14 32,85 26,93
22. 38,77 44,3 26,84 21,76 26,91 40,9 26,92
23. 42,77 49,33 26,62 22,06 26,27 38,11 26,37
24. 40,48 48,29 26,26 20,26 26,91 37,64 26,84
25. 39,62 47,64 26,38 21,65 26,51 40,04 26,62

5.3.2. Gen Ifade Degisikligi Oranlarinn Hesaplanmasi ve Sonuclari

22ACt formiilii

Gen ifade degisikligi oranlarmin hesaplanmasinda
kullanilmistir. Bu formiil amplifikasyon etkinligi degeri olan E degerini 2 alarak
reaksiyon etkinliginin %100 oldugunu kabul eder. Formiiliin a¢ik hali asagidaki
gibidir:

9-AACE _ o~(ACt Hedef Gen - ACt Referans Gen)

Hedef Gen : Bcl-2, Bax, Fas, Fas Ligandi

Referans Gen: Beta Aktin

Bu formiil dogrultusunda hesaplanan gen ifadesi degisim oranlari, daha sonra
log2 tabanina ¢evrilmistir. Bunun yapilmasinin sebebi, bu degisimlerinin ifade edilis
bicimlerini kolaylastirmaktir. Her bir hedef gen i¢in oOrneklere ait gen ifade
degisikligi oranlarinin log2 tabanindaki karsiliklar1 Tablo 5.10-11-12’de mevcuttur.

Tablo 5.10. Nakilden sonra kontrol biyopsi alinan hasta doku orneklerinin referans gene gore ifade
degisikligi oranlar1 ve bu oranlarin log2 tabanindaki karsiliklar

Hasta No Fas Fas L BCL2 Bax
1 0,51 0,81 5,17 1,97
2 0,73 6,02 5,77 0,27
3 1,84 6,46 4,13 -0,03
4 0,08 5,85 4,61 0,62
5 0,3 5,72 5,61 2,58
6 1,6 5,48 7,13 2,4
I 0,88 6,74 8,76 0,88
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8 2,11 10,44 3,71 2,42
9 1,34 5,76 8,16 1,73
10 1,44 11,95 7,73 3,26
11 6,05 10,73 6,01 2,7
12 3,82 11,14 4,33 0,64

Tablo 5.11. Nakil sirasinda alinan hasta doku orneklerinin referans gene gore ifade degisikligi
oranlar1 ve bu oranlarin log2 tabanindaki karsiliklar

Hasta No Fas Fas L BCL2 Bax
1 11,4 20,29 -6,76 5,05
2 12,2 22,05 -6,23 8,6
3 10,34 19,63 -5,83 8,89
4 10,93 20,53 -5,06 14,59
5 13,12 15,82 -6,46 13,36
6 12,01 15,53 -4,52 4,98
7 12,59 18,27 -7,05 3,95
8 16,31 18,83 -3,25 6,62
9 11,75 16,67 -3,39 4,81
10 11,97 15,93 -7,21 6,28
11 11,54 15,73 -2,16 10,08
12 1,95 16,9 -6,57 9,52
13 4,98 20,82 -7,13 11,48
14 4 20,05 -6,33 9,9
15 11,77 22,37 -5,37 10,41
16 12 19,01 -1,8 9,17
17 11,42 18,25 -8,69 12,74
18 13,2 19,41 -3,09 8,08
19 10,74 18,25 -5,29 13,19
20 11,77 17,08 -1,26 6,94
21 10,94 19,41 -2,29 5,92
22 11,93 17,46 -5,15 13,98
23 16,15 22,71 -4,21 11,74
24 14,22 22,03 -6,65 10,8
25 13,24 21,26 -4,86 13,42

Tablo 5.12 Urolojik rahatsizlik nedeniyle hastaneye gelen ancak higbir iirolojik problemi
saptanmayan saglikli doku orneklerinin referans gene gore gen ifade degisikligi oranlar1 ve bu
oranlarin log2 tabanindaki karsiliklari

Hasta No Fas Fas L BCL2 Bax
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1 1,52 2,9 1,16 1,14
2 1,7 2,18 0,56 0,81
3 0,1 1,12 1,38 0,06
4 1,37 2,64 2,02 1,08
5 -1,09 1,92 0,79 1,27
6 0,35 1,8 1,63 -0,65
7 -0,1 2,01 3,02 0,22
8 -0,34 0,74 2,38 0,13
9 -0,48 0,57 2,46 1,82

Gen ifade degisikligi oranlarinin log2 tabanina gore karsilig1 olan degerlerin
negatif olmasi, ilgili 6rnekte hedef gen ifadesinin azaldigini; degerin pozitif olmasi

ise, hedef gen ifadesinin artmis oldugunu gostermektedir.

Cp Degeri

5.7
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38
33
27
21-
15
04
0.3

0.3

012345678 9101112131415161718192021 222324252627 26293031 323334353637383940  Dongii sayis1

Sekil 5.1. Fas amplifikasyon egrisi grafigi (baglanma sicakligi, 59°C)
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Cp Degeri
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Dongii sayis1

Sekil 5.2. Fas L amplifikasyon egrisi grafigi (baglanma sicakligi, 59°C)

Cp Degeri
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Sekil 5.3. Bcl-2 amplifikasyon egrisi grafigi (baglanma sicakligi, 59°C)
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Cp Degeri
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Sekil 5.4. Bax amplifikasyon egrisi grafigi (baglanma sicakligi, 50°C)
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Sekil 5.5. Beta Actin amplifikasyon egrisi grafigi (baglanma sicakligi, 58 ve 59°C)
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Sekil 5.6. Nakil sonrast kontrole gelen hastalarin bel-2 ve bax ifade dizeyleri
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Sekil 5.7. Nakil sonrasi kontrole gelen hastalarin fas ve fas | ifade diizeyleri

Ifade Diizeyleri
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Sekil 5.8. Nakil sirasinda doku alan hasta bireylerin fas ve fas 1 ifade diizeyleri
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Sekil 5.9. Nakil sirasinda doku alian hasta bireylerin bel-2 ve bax ifade duzeyleri
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Ifade Diizeyleri
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Sekil 5.10. Saglikli bireylerin Bcl-2 ve Bax ifade diizeyleri
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Sekil 5.11. Saglikli bireylerin Fas ve Fas L ifade dizeyleri
5.3.3. istatistiksel Analiz Sonuclari

Nakil oncesi ve sonrasi bireyler karsilastirildiginda:



Cinsiyete gore (kadin-erkek) ve yasa gore (kirk yas alti, kirk yas iistii) yapilan
ki-kare analizlerinde Fas, Fas L, Bcl-2, Bax ifadelerinde anlamli olarak farklilik

bulunmamustir. (p>0.05).

Tablo 5.13. Cinsiyete ve yasa gore yapilan ki-kare analiz sonuglari

Nakil Oncesi Nakil Sonrasi
Kadin 0.13 0.67
Erkek 0.69 0.85
<40 Yas 0.24 0.48
> 40 Yas 0.52 0.29

(p<0.05 ise anlamli kabul edilmistir.)

Tanimlayici istatistiksel analiz sonuglarina gore en diisiik ve en yiiksek ifade

seviyeleri:

Tablo 5.14. Tanimlayici istatistiksel analiz sonuglarina gére en diisiik ve en yiiksek Cp degerleri

Gen Cp Degeri
Fas 26,34 +/- 43,21
Fas L 27,78 +/- 49,64
Bcl-2 18,25 +/- 35,12
Bax 26,42 +/- 40,90
Beta Actin 25,97 +/- 26,92

Nakil oncesi ve saglikli bireyler karsilastirildiginda, nakil 6ncesi hastalarda
Fas, Fas L, Bcl-2, Bax ifadelerinde anlamli olarak farklilik bulunmustur (p<0.05). I¢
kontrol geni beta aktin ifadesinin farklilik gostermedigi saptandi (p>0.05).

Tablo 5.15. Nakil dncesi ve saglikli bireylerde p degerleri

Nakil éncesi Saghkh Bireyler
Fas 0.027*
Fas L 0.013*
Bcl-2 0.036*
Bax 0.021*
Beta Actin 0.24

(*p<0.05 ise anlaml1)

Nakil Sonras1 ve saglikli bireyler karsilastirildiginda, nakil sonrasi hastalarda
Fas, Fas L, Bcl-2_ifadelerinde anlamli olarak farklilik bulunmustur (p<0.05). Ancak
Bax ve i¢ kontrol geni beta aktin ifadesinin farklilik gostermedigi saptandi (p>0.05).

Tablo 5.16. Nakil sonrasi ve saglikli bireylerde p degerleri
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Nakil Sonrasi Saghkh Bireyler
Fas 0.012*
Fas L 0.034*
Bcl-2 0.028*
Bax 0.042*
Beta Actin 0.24

(*p<0.05 ise anlamlr)

6. TARTISMA

Bu calisma, idrar ¢ikisi olmayan hastalarin mesanelerindeki apoptotik

etkilerin incelendigi tek aragtirmadir.

Calismamizda idrardan yoksun mesanedeki apoptotik siireci inceledik. Idrar
¢ikisi olmayan, bu nedenle uzun siire hemodiyalize girmis hastalarin nakil sirasinda
mesanelerinden parca alinmis olup, genetik saati sifirlanmig, aktif olmayan
mesanedeki apoptotik degisimler gozlemlenmistir. Mesanede kullanilma olmamasina
bagli olarak hiicrenin atrofiye gitmesini ve bunun da apoptoz ile olabilecegi
hipotezini test ettik ve sonuglarimiz hipotezimizle paralel ¢ikti. Nakil sirasinda alinan
hasta bireylerin aktif olmayan mesane dokularinda apoptotik belirteclerde referans
gene gore artis saptandi (Tablo 5.9.). Nakil sonrasi hastalarin mesanelerine idrar

girisi oldu ve mesane aktif hale geldi. Dolayisiyla apoptotik belirteclerde referans
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gene gore artis gdzlemlendi, ancak nakil sirasindaki hastalara oranla daha az bir artig
goruldu (Tablo 5.7.). Apoptotik sire¢ azalarak, hiicre normale déonmeye basladi.
Saglikli bireylerde ise apoptotik belirteclerin referans gene goére cok az ifade
edildikleri saptand1 (Tablo 5.8.).

Bir hiicrenin apoptoza egilimli olusu heterodimer ya da homodimer
formundaki Bcl-2 ailesi genlerinin etkisine baglidir. Bcl-2 salgilanmasi sonucu Bcl-2
homodimerleri sekillenir. Boylece apoptoz inhibe edilir. Oysa asir1 Bax apoptozu
aktive eder (Miyoshito ve dig., 1994). Bizim verilerimizde literatur bilgilerine paralel
olarak sonuglandi.

Nakil sirasindaki hasta dokularinda bel-2 ifadesi referans gene gore azalmis
olarak tespit edildi (Sekil 5.9.). Hesaplamalar sonucu ifade duzeyleri negatif
degerlerde saptandi. Bax ifadesinde referans gene gore belirgin bir artis gozlemlendi
(Sekil 5.9.). Hesaplamalar sonucu ifade diizeyleri pozitif degerlerde saptandi (Tablo
5.11.). Yani nakil sirasinda aliman dokularda bax ifadesi asir1 artis gosterirken bcl-2
ifadesinde belirgin bir diisiis saptandi. Bu da gosteriyor ki nakil sirasinda alinan
dokularda hiicreler apoptotik siirecte bulunmaktadir.

Halbuki nakil sonrasi kontrol amacl alinan hasta dokularinda bcl-2 ifade
seviyesi referans gene gore artmis olarak tespit edildi (Sekil 5.6.). Hesaplamalar
sonucu ifade duzeyleri pozitif degerlerde saptandi. Bax ifade duzeylerinde ise
referans gene gore c¢ok az artig saptandi (Sekil 5.6.). Hesaplamalar sonucu ifade
diizeyleri pozitif degerlerde saptandi (Tablo 5.10.). Yani nakil sonrasi mesaneye
idrar girisinin olmas1 apoptotik siirecin azalmasina yol agmustir. Ancak siire¢ hala
devam etmektedir. Ayrica nakil Oncesi hastalarla kiyaslandiginda bax ifadesinde
belirgin bir diisiis, bcl-2 ifadesinde ise belirgin bir artis gozlemlendi. Aktif olmayan
mesane apoptoza gitmistir. Nakil sonrasi idrarla yiizlesmis ve aktif olan mesanede ise
bax seviyesinde referans gene gore azalma gorilirken, bcl-2 seviyesinde referans

gene gore artis gdzlemlenmistir.

Nakil sirasindaki hasta dokularinda Fas ve Fas L ifade seviyelerinde referans
gene gore artis gozlemlenmistir (Sekil 5.8.) (Tablo 5.11. ). Nakil sonrasi kontrol
amagli gelen dokularda ise Fas ve Fas L ifade seviyelerinde referans gene gore yine
artig vardir (Sekil 5.7.) (Tablo 5.10. ). Ancak nakil sirasindaki hasta dokulariyla

karsilastirildiginda onemli bir azalma tespit edilmistir. Yani idrar bulunmayan ve
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aktif olmayan mesanede apoptoz ger¢eklesmis ve ifade seviyeleri artmigtir. Ancak

mesanenin idrarla yiizlesmesi sonucu bu seviyelerde azalma tespit edilmis.

Ayrica Fas ve Fas L ifade seviyelerini karsilastirdigimizda tiim hasta

gruplarinda Fas L ifade seviyelerinin (27,78 +/- 49,64 Cp) Fas ifadesinden (26,34 +/-
43,21 Cp) daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Bcl-2 ve Bax ifade seviyelerini karsilagtirdigimizda tiim hasta gruplarinda
Bax ifade seviyelerinin (26,42 +/- 40,90 Cp), Bcl-2 ifadesinden (18,25 +/- 35,12 Cp)
daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Bu da gosteriyor ki, idrardan yoksun mesanede apoptotik siire¢ baslamig ve

proapoptotik belirteglerde belirgin artis saptanmigstir.

Calismada apoptozun iki yolagi birden incelenmistir. Verilerimize gore

apoptozun agirlikli olarak 6liim reseptorii yolagi lizerinden oldugu saptandi.

Uzun siire hemodiyalize girdigi ve idrar giris ve ¢ikisinin olmadigt bilinen
hasta dokularinda apoptotik belirteclerin ifade diizeyleri en yiiksek saptandi (Tablo
5.11. ). Normalde bu hastalarda mesane aktif olmadigi i¢in ve uzun siireli
kullanilmadigi i¢in kanserlesmenin sik goriilmesi lazim. Ancak literatiir tarandiginda
goriildii ki nakil hastalarinda mesane kanseri riski ¢ok azdir. Belki de hiicre bu
fonksiyonel olmayan siiregte apoptoza giderek kendini korumaya aliyor. Dolayisiyla
kanserlesmenin oniline gec¢ilmis oluyor. Bunun daha iyi anlasilabilmesi i¢in p53 ifade
diizeylerine de bakilabilir. Bdylece nakil hastalarinin uzun dénem hemodiyalize
girmesine ragmen kanserlesmenin az goriilmesinin sebebi daha net bir sekilde

acgiklanmis olabilir.
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