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KISALTMALAR

DNA : Deoksiriboniikleik Asit
GP : Glikoprotein
HBsAg : Hepatit B Yiizey Antijeni

IL . Interldkin

iTpP : Immiin Trombositopeni
iviG : Intravendz Immiinglobulin
MP : Metilprednizolon

Osi : Oksidatif Stres Indeksi
TAOK : Total Antioksidan Kapasite
TCR : T Hiicre Reseptorii

TPO : Trombopoietin



GIRIS VE AMAC

Immiin trombositopeni (ITP), dolasimdaki trombositlerin antikor aracilig1 ile yikiminin
artmast ile tanimlanan ve kendi kendini sinirlayabilen otoimmun-edinsel bir trombositopenidir.
ITP karmasik bir patogeneze sahip olan heterojen bir hastaliktir (1). Etiyolojisinde oksidatif
etki, antioksidan mekanizma, apoptozis ve anti-apoptozisin etkisi oldugu iizerine ¢aligmalar
bulunmaktadir. Immiin trombositopeni, sik rastlanan bir kanama bozuklugu olmasina ragmen
patogenezi tam olarak bilinmemektedir. Trombositopeniye; otoimmiin yikim, komplemana
bagimli trombolizis ve trombosit yapiminda bozulma gibi mekanizmalar neden olur. ITP
hastalarinda trombositlerin yiizeyinde bulunan membran glikoproteinlerine karsi otoantikorlar
olusur (2, 3). Trombositlere kars: olusan otoantikorlarin ¢ogunlugu Ig G olup, Ig A ve Ig M
antikorlar1 da bulunmustur (4, 5). Antikorlarla kapli trombositler retikiiloendotelyal sistemde,
ozellikle dalakta bulunan doku makrofajlar1 tarafindan sunulan Fcy reseptorlerine baglanarak
dolasimdan uzaklastirilirlar (6).

Immiin trombositopeni hastalarinda otoimmiin trombosit yikimi kemik iliginde
megakaryosit yapimini artirir. Buna ragmen ITP hastalarmin cogunda trombosit iiretimi
normalin altinda seyreder. Chang ve ark. (7) yaptig1 bir calismada ITP hastalarinda Gplb ve
Gpllb-I1la kompleksine kars1 olusan antikorlarin in-vitro ortamda megakaryopoezi baskiladigi
gosterilmistir.

Apoptozis iliskili gen ifadeleri (ekspresyonlar1)) ve antioksidan mekanizmalar
trombositopeni ve/veya ineffektif trombopoeze yol acabilmektedir. Immiin trombositopeni’de
megakaryositlerin apoptozis ve para-apoptozisin yapisal dzelliklerini sergiledigi bildirilmistir.
In vitro ortamda ITP plazmasina saglikli bireyden alinan megakaryosit iizerinde apoptozis ile

uyumlu morfolojik degisiklikleri uyardigir gosterilmistir (8). Farkli apoptozis yolaklarinin,



megakaryopoezisin farkli olgunlasma basamaklarinda rol aldigi goriilmektedir. Altta yatan
mekanizmanin anlasilmasi gelecekte yapilan ¢aligmalarla yeni tedavi stratejileri gelisimine yol
acabilir ve hasta alt gruplarmin saptanmasi ile yeni tedavi yaklasimlarina yarar saglayabilir
(9,10). Bugiinkii kanitlarin megakaryositlerin apoptozisin intrinsik ve ekstrinsik her iki
basamagmna da sahip oldugunu desteklemesine ragmen, megakaryositlerde apoptozisin
ekstrinsik yolunun molekiiler ve fonksiyonel yonii kesfedilmeyi beklemektedir (10).

Oksidatif stresin ITP patogenezinde rol aldig1i saptanmustir (11). Immiin
trombositopeni’de, oksidatif stresin patogenezdeki rolii ile ilgili yapilan bir ¢aligmada, tani
aninda oksidatif stresin arttig1, antioksidatif kapasitenin azaldigin1 ve ITP’nin patogenezinde
artmig Oksidatif stres ve azalmig antioksidan kapasitenin rol oynayabilecegi vurgulanmistir.
Immiin trombositopeni’de, tan1 aninda total antioksidan kapasite (TAOK) degerinin diisiik,
oksidatif stres indeksi (OSI) degerlerinin yiiksek oldugu saptanmistir. Ayrica tan1 aninda
yiiksek OSI saptanan olgularda kronik TP gelisme riskinin yiiksek oldugu bulunmustur (12).

Bizim ¢alismamizda da; Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Boliimii’ne
Mart 2015-Mart 2016 arasinda basvuran, 12 aktif, 12 remisyon doneminde ve 10 saglikli
goniillii kullanilarak, ITP’1i hastalarda antioksidan (SOD, CAT, Hsp60) ve apoptozis (Bcl-xl,

Survivin, p27) iligkili gen ifadelerinin klinik bulgularla iligkisi degerlendirilmistir.



GENEL BiLGILER

IMMUN TROMBOSITOPENI

Giris ve Terminoloji

Immun trombositopeni (ITP), trombositlere karsi olusan otoantikorlarin trombositlerin
yasam slirelerini kisaltmast sonucu gelisen ve trombositopeni ile seyreden edinsel bir
hastaliktir. ITP’de periferik trombosit yikimi, kemik iliginde megakaryosit artis1 ile
karsilanmaya c¢alisilir. Bununla beraber olusan anti-trombosit antikorlar1 megakaryopoezi de
etkiliyebilir ve kemik iliginde megakaryosit sayis1 azalmig veya trombosit yapimi bozulmus
olabilir (1).

Immiin trombositopeni, etiyolojide rol oynayan faktdrlere gdre primer ya da sekonder
olarak iki gruba ayrilir. Sekonder ITP nedenleri arasinda otoimmiin hastaliklar, viral
infeksiyonlar ve ilaglar mevcuttur. Aslinda sekonder ITP, primer iTP disindaki biitiin immiin
trombositopenileri kapsar. Uluslararasi Calisma Grubu, primer ITP’yi trombosit sayisinin
100.000/mm? altinda olmasi ve beraberinde diger trombositopeni nedenlerinin diglanmasi
olarak tanimlamistir (13). Immiin trombositopeni igin yeni evreleme tanimlamalar1 yapilmis ve
ITP tanidan itibaren gegen siireye gore evrelendirilmistir. Yeni tan1 ITP, tanidan itibaren ilk 3
ay1 kapsar. Persistan ITP, tanidan itibaren 3-12 aylar arasinda devam eden, spontan remisyona
girmeyen veya tedavi kesildiginde remisyonda kalmayan olgular1 igerir. Kronik ITP ise 12 ay
ve daha uzun siiren olgulardir. Refrakter ITP, splenektomi sonrasinda agir ITP gelisimi olarak
tanmimlanir (1). Uluslararas1 Calisma Grubu, ITP’de tedaviye yamit igin de bazi kriterler
tanimlamigtir. Tam yanit, tedavi sonrasi trombosit sayisinin > 100.000/mm? olmasidir. Parsiyel
yanit, trombosit sayisinin 30-100.000/mm? olmas1 veya baslangi¢ trombosit sayisinin en az iki

kat1 olmasidir. Yanitsiz, trombosit sayisi< 30.000/mm? olan veya baslangi¢ trombosit sayisinin
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iki katina ulasamamis olgulardir. Tam yanit kaybi ise tam yanit alinmis hastada en az bir giin
arayla yapilmis iki dl¢limde trombosit sayisinin 100.000/mm? altinda olmas1 ve/veya kanama
olmasidir. Uluslararasi Calisma Grubu tedaviye yanit siiresinin tedavi tipine gore de farklilik
gosterebilecegini belirtmistir. Yanit siiresi hesaplanirken, yanitin ilk alindig1 zaman baslangi¢
kabul edilip, yanitin kaybedildigi zamana kadar gecen siire ele alinmalidir. Yanit kayb,
trombosit sayisinin en az bir giin arayla yapilmis iki dl¢timde 30.000/mm? altinda olmas1 veya
trombosit sayisindaki artisin bazal trombosit sayisinin iki katindan az olmasi veya kanama
olmasidir. Agir ITP ise gelisteki kanamanin yeterli tedaviye ragmen devam etmesi veya yeni

tedavi ve ilag doz artirnm1 gerektirecek yeni kanama olusumu olarak tanimlanir (1).

insidans

Immiin trombositopeni sik rastlanan bir otoimmiin hastaliktir. Fakat toplumlarda
yapilan ¢esitli calismalarda farkli yas, cinsiyet dagilimlarinin olmasi ve trombosit sayisi i¢in
farkli sinir degerleri alinmasi nedeniyle genis bir insidans araligna sahiptir. Detayli bir
calismada, trombositopeni i¢in esik deger 100.000/mm? olarak belirlendiginde, ITP nin yillik
insidans1 3.2 /100.000 kisi olarak hesaplanmis, esik deger 50.000/mm? alindiginda ise bu oranin
2.7/100.000 kisi oldugu saptanmistir. Kadin/erkek orani 1,7’dir. Ortalama tani yas1 56 dur.
Altmis yas tlizerindeki populasyonda iki kat daha sik goriiliir (14).

Bolgemizdeki verilere baktigimiz zaman; Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma
Hastanesi Hematoloji poliklinik ve servisinde 1991-2012 yillar1 arasinda immiin
trombositopeni tanisi ile takip edilen 216 hasta incelendiginde, hastalarda tan1 aninda ortalama
yas 42,3, kadin/erkek orani 2,7/1 olarak saptanmistir (15). Cocuk yas grubunda en sik 2-4
yaslar1 arasinda goriiliir. ITP ¢ocuklarda kendiliginden diizelme egiliminde olmakla birlikte

eriskinlerde genellikle kronik bir hastalik seklinde seyreder.

Patofizyoloji

[k olarak 1950°li yillarda ITP’nin antikorlara bagl olusabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu
diisiince dogrultusunda yapilan c¢alismalarda, saglikli géniilliilere ITP hastalarinin serumlari
infiize edilmis ve goniilliilerde akut, agir bir trombositopeni ve beraberinde purpura gelistigi
gdriilmiistiir. Sonrasinda yapilan calismalarda da trombositopeni etkisinin verilen ITP serumu
miktart ve globulin fraksiyonu ile iliskili oldugunu gosterilmistir. Bu arastirmalar ITP
hastalarinin dolagiminda herkesin trombositlerinin yiizeyinde bulunan genel antijenlere karsi
gelismis otoantikorlar oldugunu diisiindiiren bir hipotez gelistirilmesine yol agmistir. Shulman

ve ark. (16) serolojik testlerle bu otoantikorun Ig G oldugunu gostermislerdir.



Yetmisli yillarda yapilan galismalarda, kronik ITP hastalarinda trombosit-iliskili
immiinglobulin G diizeyinin daha yiiksek oldugu saptanmustir. Ilk trombosit hedef antijeni ise
1982°de tanimlanmustir. VanLeeuwen ve ark. (17) tarafindan iTP’li hastalardan alman serum
orneklerindeki antikorlarin trombosit glikoprotein (GP) IIb/Illa kompleksine baglandigi
gosterilmistir.

1987°de hem trombosit {iizerindeki hem de plazmadaki serbest otoantikorlar
belirleyebilen “immunobead assay” ve “monoclonal otoantibodyspecific immobilization of
platelet antigen (MAIPA)’ adinda iki 6l¢iim yontemi gelistirilmistir. Bu yeni teknikler
sayesinde yapilan arastirmalarda anti-trombosit antikorlarin biiylik kisminin (~%80) GP
IIb/1a, kalaninin da GP Ib/IX kompleksi ve GP IV, GP la/lla gibi diger trombosit antijenlerine
kars1 olustugu izlenmistir. Ancak bu yontemlerle bile ITP’li hastalarin en az %20’sinde halen
anti-trombosit antikorlar saptanamamaktadir.

Immun trombositopenide baslangicta rol oynayan tolerans kaybmin primer
mekanizmasi halen bilinmemektedir (13). Hastalarin %50-85’inde Ig G tipi otoantikorlar,
%350’sinde siklikla diger tip otoantikorlarla birlikte Ig A tipi, ¢ok kii¢iik bir grupta ise yine diger
tip otoantikorlarla birlikte Ig M tipi antikorlar tanimlanmistir (18). Trombosit yiizeyindeki
antijenlere bagh antikorlarla kapli trombositler, makrofaj gibi antijen sunucu hiicrelere (APC;
Antijen presenting cell) Fc reseptorii yoluyla baglanir. Biiyiikk ¢cogunlugu dalakta ve daha az
miktarda da retikiiloendotelyal sistemin diger organlarinin mononiikleer fagositik hiicrelerinde
olmak tizere hizla uzaklastirilirlar.

Trombositlerin yikiminin beraberinde immiin yanit1 uyardig: diistiniilmektedir. Antijen
sunucu hiicre, fagosite ettigi trombositlere ait epitoplar1 T helper lenfositlere sunar. Aktive olan
T helper hiicresi, B lenfosit hiicrelerini ve antikor yapimini uyarir. Artan bu oto-antikorla
opsonize olmus trombositler basta makrofajlar tarafindan dalakta yikilir. Ayrica bu oto-
antikorlar kemik iliginde megakaryositlere baglanarak megakaryositlerin maturasyonunu ve
trombosit iiretimini de bozarlar. Bununla birlikte ITP patogenezinde otoreaktif sitotoksik T
lenfositlerin (CD8+ T lenfosit) trombosit yikimina neden oldugu altenatif bir yolak daha vardir.
Ancak bununla ilgili in vivo mekanizma heniiz aydinlatilamamistir (19-21).

Birgok hastada ITP antikor aracili olsa da, antikorlar CD4+ T hiicresi ve onlarmn
sitokinlerinin kontroliindedir. Anormal T hiicre yanitlar1 sonucunda oto-reaktif B hiicre klonlar1
olusmaktadir. ITP hastalarindaki GPIIb/Illa-reaktif CD4+ T hiicreleri, normal trombositlere
baglanabilen anti—-GPIIb/IIla antikorlarinin tiretimini artirirlar. Bu T hiicre klonlari, kimyasal
olarak modifiye edilmis anti—-GPIIb/I1la’ya ve rekombinant anti—-GPIIb/I1la fragmanlarina yanit
olusturur, fakat dogal anti—-GPIIb/IlIa ile yanit olusturmaz. Bu sekilde, ITP hastalarindaki oto-
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reaktif CD4+ T hiicreler modifiye bir GPIIb/IIla molekiiliine yanit olusturabilir. Oto-reaktif
CD4+ T hiicreleri tarafindan taninan bazi GPIIb/Illa fragmanlar1 tanimlanmis olsa da bu
anormallikleri baslatan ilk olay net olarak tanimlanamamustir (22).

Kompleman sistemi aktivasyonun ITP patogenezinde onemli rol oynadig
diisiiniilmektedir. ITP hastalarinda trombositlerin yiizeyinde artmis oranda trombosit iliskili C3,
C4 ve C9 oldugu gosterilmistir. In vitro calismalarda antitrombosit antikorlarin varliginda C3
ve C4’1in trombositlere baglanarak lizise neden olabildigi gosterilmistir (19).

Helikobakter pylori’nin ITP patogenezindeki rolii net degildir. Yapilan bir calismada
Helikobakter pylori’nin antibiyotikler ile eradikasyonundan sonra trombosit sayisinda belirgin
artts oldugu izlenmistir. Baska bir ¢alismada da Helikobakter pylori tedavisi yapilan ITP
hastalarinda, eradikasyon tedavisi basarisiz olsa bile trombosit sayilarinin tedavi almayanlara
gore daha yiiksek seyrettigi goriilmiistiir. Ancak trombosit diizeylerindeki bu yiikselmenin H.
Pylori eradikasyonundan ziyade, antibiyotik tedavisinin etkisi ile iligkili oldugu diistinilmiistiir.
Ancak giiniimiizde ITP hastalarinda Helikobakter pylori icin rutin tarama ya da tedavi
onerilmemektedir (1).

Apoptozisin genetik ya da otoantikorlar tarafindan uyarilmis disregiilasyonu ITP'de
trombositopeni ya da ineffektif trombopoeze yol agar. Altta yatan mekanizmanin anlagilmasi
gelecekte yapilan galismalarla yeni tedavi stratejileri gelisimine yol agabilir ve hasta alt
gruplarinin saptanmasi ayri tedavi yaklasimlarina yarar saglayabilir (9, 10)

Cekirdeksiz trombositler ve megakaryositler fonksiyonel apoptotik mekanizmaya
sahiptirler. Apoptozisin intrinsik yolu yasam siirelerini belirler. Major apoptotik yollardan biri
intrinsik (mitokondriyal) apoptotik yoldur (23, 24). Apoptozisin intrinsik yolu Bcl-2 protein
ailesi iiyeleri tarafindan diizenlenir. Intrinsik yolun anahtar mediatérleri Bax ve Bak,
kontrolsiizce mitokondri dis membraninda oligomerize olursa mitokondri dig membran
permeabilizasyonu indiiklenir ve sitokrom c¢ ve diger soliible ve apoptojenik proteinlerin
sitoplazmaya salinimi olur. Sitokrom c, kaspaz 9'u aktive eder ve ardisik kaspaz tepkimeleri
devam eder. Bak ve Bax aktivitesi siki bir sekilde megakaryositlerde ekspresse edilen
antiapoptotik Bcl-2 aile iiyeleri; Bel-2, Bel-xI ve Mcl-1 tarafindan kontrol edilir. Bel-xI ve Mcl-
1’in megakaryosit yasamini kordineli bir sekilde diizenledigi fakat trombosit yasami i¢in Mcl-
1'in 6nemsiz oldugu gorilmiistiir (25-27).

Apoptozisin ekstrinsik yolu TNF reseptor siiper ailesine ait 6liim reseptorlerine
baglanma ile tetiklenir. Prokaspaz 8'in aktive edilmesi ile kaspaz 3, 6 ve 7 direkt aktive olur.
Ekstrinsik yol Bcl-2 ailesi ve mitokondriyi bypass eder (23,28).



Immiin trombositopeni’de megakaryositlerin apoptozis ve paraapoptozisin yapisal
ozelliklerini sergiledigi bildirilmistir. In vitro ortamda ITP plazmasma saglikli bireyden
megakaryosit maruziyeti ya da in vivo transfiizyonun apoptozis ile uyumlu morfolojik
degisiklikleri indiikledigi gosterilmistir (8). Apoptozise giden hiicrelerin  yiizeyinde
fosfotidilserin eksternalizasyonu fagositler tarafindan apoptotik hiicrelerin temizlenmesine yol
acar. Trombositler iizerinde anormal artmis fosfatidil serin maruziyeti kronik ITP'li yetiskin
hastalarda ve yeni tan1 konmus ITP’li ¢ocuk hastalarda bildirilmistir (29)

Trombosit yiizey molekiilleri GPIIb-111a ve GPlbo, ITP'de otoantikorlarm hedefi olarak
belirtilmektedir. Leytin ve ark.lar1 (30) farelere anti-GPIlb antikor enjeksiyonunun fare
trombositlerinde  kaspazlarin  aktivasyonu sonucu apoptozisi indiikleyebildigini ve
trombositopeni gelistigi gostermislerdir. Anti GP1Ib enjeksiyonu trombositlerde fosfatidil serin
maruziyeti, kaspaz 3 aktivasyonu ve mitokondri i¢ membran potansiyelinin depolarizasyonu ile
sonuclanmistir. Kronik ITP'li yetiskinlerde proapoptotik soluble Fas ligand diizeyi artmus
bulunmustur. Diger ¢alismada ise soluble TRAIL diizeyinde abartil1 artis bildirilmistir (10).

Otoimmiin hastaliklar oksidatif stres ile iligkilidir (31). Reaktif oksijen {iirtinleri, T
lenfosit aktivitesini baskilayarak otoimmiin hastaliklar icin zemin olusturur. Immiin
trombositopenin immiin bir hastalik olmasi nedeniyle patogenezinde oksidatif hasarin rolii
oldugu diisiiniilmektedir (32, 33). Immiin trombositopeni’de, oksidatif stresin patogenezdeki
rolii ile ilgili yapilan bir ¢alismada, tan1 aninda oksidatif stresin arttig1, antioksidatif kapasitenin
azaldig1 ve ITP patogenezinde artmis oksidatif stres ve azalmis antioksidan kapasitenin rol
oynayabilecegi vurgulanmistir. Immiin trombositopeni’de, TAOK degerinin diisiik, OSI
degerlerinin tan1 aninda yiiksek oldugu saptanmistir. Ayrica tan1 aninda yiiksek OSI saptanan
olgularda kronik ITP gelisme riskinin yiiksek oldugu bulunmustur (12).

Trombosit Uretimi ve Yikim

Immun trombositopeni hastalarinda yerine konan trombosit siispansiyonu sadece gecici
olarak trombosit sayisini yiikseltir, beraberinde, verilen bu trombositlerin de dolasimdaki
yasam siireleri kisalmigtir. ITP hastalarmin plazmasinda trombositlere baglanmamus antikorlar
da dolagsmaktadir. Bu serbest antikorlar dolagima katilan trombositlere baglanarak yikimina yol
acmaktadir. Bununla birlikte ilerleyen donemlerde yapilan ¢aligmalarda, trombositopeninin
sadece trombosit Omriiniin kisalmasi ile agiklanamayacagi, buna ek olarak trombosit yapiminda
da bozukluklar olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu goriis, daha sonra, kronik ve akut ITP’de kemik
iliginde megakaryosit sayisindaki artisa ragmen trombosit iliretiminde azalma oldugunu

gosteren bagka arastirmalar tarafindan da desteklenmistir (16).



ITP’de artmis trombosit yikimi megakaryopoezis uyarimina neden olmaktadir. Yapilan
bir ¢aligmada artmig megakaryosit koloni formasyonu gdsterilmis ancak megakaryosit
progenitorlerinin gelisiminde supresyon ve/veya maturasyon duraklamasi oldugu izlenmistir.
ITP hastalarinda glikoproteinlere kars1 olusan otoantikorlar megakaryosit gelisimini de etkiler
ve bunun sonucunda trombosit liretimi azalir (16).

Immiin trombositopeni hastalarindaki trombositopeninin diizeyi, trombosit yikim ve
{iretimi arasindaki denge ile iliskilidir. Cogu ITP hastasinda kemik iliginde normal veya artmis
oranda megakaryosit goriilmektedir. ITP’de gériilen kompansatuar trombosit iiretimindeki artis
nedeniyle, periferik yaymada dev trombositler goriiliir ve otomatik kan sayim cihazinda
ortalama trombosit hacmi yiiksek saptanir. Daha biiyiik ve geng trombositlerin graniilleri daha
biiytiktiir ve fonksiyonlar1 daha iyidir (16).

Immiin trombositopenideki trombositlerin artmis boyut ve fonksiyonlari,
megakaryopoezin ve trombopoezin major diizenleyicisi olan TPO (Trombopoetin)’e baglidir.
Protein yapisindaki TPO, megakaryositlerin koloni sayisini, boyutunu ve trombosit liretimini
artirir (22). TPO ve ITP arasindaki iliski net degildir. Yapilan bircok calismada, ITP

hastalarinda TPO diizeyleri (plazmada veya serumda) normal veya hafif yiiksek bulunmustur.

ANTIOKSIDAN MEKANIZMA

Endotel

Endotel dokusu vaskiiler hemostazin devam ettirilmesinde otokrin ve parakrin
fonksiyon gostererek hayati bir rol oynamaktadir (34). Endotel dokusunun fonksiyonlar1 ¢ok
cesitlidir; trombosit agregasyon inhibisyonu, koagiilasyon aktivasyonun inhibisyonu,
fibrinolizis fonksiyonlart ile pthtilagmay1 6nleyici bir yiizey olusturmak, ayrica doku ve dolagim
arasinda madde aligverisi, vaskiiler tonusun diizenlenmesi, 16kosit ve trombosit adhezyonun
regililasyonu endotelin bu gesitli fonksiyonlar1 arasindadir (35). Sekil 1’de endotel hiicresinden

salinan mediyatdrler gosterilmistir.
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Oksidatif Stres

Serbest radikaller reaktif molekiillerdir. Yasamsal faaliyetler sirasinda solunum,
otooksidasyon reaksiyonlari, enzimatik sistem gibi endojen kaynaklar ve sigara dumani, hava
Kirliligi, ultraviyole 1isinlari, iyonize radyasyon ve ksenobiyotikler gibi cesitli c¢evresel
kaynaklarin etkisiyle meydana gelebilmektedirler (37). Oksidatif stres, organizmadaki pro-
oksidan ve anti-oksidan dengenin bozulmasi olarak tanimlanmaktadir (38, 39). Prooksidan

driinlerin artip, antioksidan iirlinlerin azaldig1 ve prooksidan {iriinlerin uzaklastirilamadigi

oksidatif stres durumu birgok kronik hastaligin temelini olusturmaktadir.

Serbest Radikaller
Serbest radikaller dis yoriingelerinde bir veya daha fazla sayida eslesmemis elektron
iceren molekiillerdir. Eslenmemis elektronlarini eslemek icin diger molekiiller ile hizla

reaksiyona girerek daha kararli yapilari olustururlar (40).

Reaktif Oksijen Tiirevleri (ROT)
Serbest radikaller tek elektronlarini bir bagka molekiile verebilir (rediiksiyon) veya bir
baska molekiilden elektron alarak (oksidasyon) daha kararli bir yap1 olusturmaya galisirlar. Bu

Ozellikleri ile oksijen molekiilleri radikal ve non-radikal olarak ikiye ayrilirlar (41). (Tablo 1)



Tablo 1. Oksijen tiirevi bilesikler

Non-Radikaller Radikaller
Singlet oksijen Hidroksil
Ozon Alkoksil
Hidrojen Peroksit Peroksil
Hipoklorid Superoksit
Lipid hidroperoksit Nitrik Oksit
Peroksinitrit Azot Dioksit

Siiperoksit radikali: Stiperoksit radikali (O2') molekiiler oksijenin bir elektron alarak

indirgenmesi ile olusur. Siiperoksit radikali zayif oksidan 6zellikte olup bir dizi reaksiyon ile
hiicre hasarmma neden olabilir. Bu reaksiyonlarin en Onemlilerinden biri Haber-Weiss

reaksiyonudur. Bu reaksiyonda oksijen (02) ve hidrojen peroksit (HZOZ) demir (Fe) varliginda

etkileserek oldukga reaktif olan hidroksil radikallerini olusturmaktadirlar. Olusan bu hidroksil
radikali oldukga reaktif olup deoksiriboniikleik asit (DNA) hasart meydana getirebilmektedir
(42). Bunun disinda siiperoksit radikalinden siiperoksit dismutaz enziminin katalizledigi
dismutasyon reaksiyonu ile (H202) ve (02) uretilir (42).

Hidroksil radikalleri: Hidroksil radikali insan viicudunda bulunan en giiglii serbest
radikaldir. Organizmada lipid, protein ve niikleik asitlerle reaksiyona girebilmektedir. DNA ve
RNA’da kiriklar olusturarak mutajenik etki gosterirler. Hiicre membraninda bulunan
fosfolipitler ile reaksiyona girerek peroksil radikalini olusturur. Peroksil radikalleri ve
sitotoksik aldehitler, membran proteinlerinde ciddi bir hasara neden olurlar ve membrana bagl

bazi enzimleri ve reseptorleri inaktive ederler (43, 44).

Bashca Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

Serbest radikaller viicutta endojen ve ekzojen olarak olusabilmektedir (Tablo 2).
Organizmada genelde oksijenin kullanildig: elektron transport sisteminde olusmaktadir. Bunun
disinda siklooksijenaz ve lipooksijenaz yolunda, endotel, notrofil, monosit ve makrofaj gibi

hiicrelerde de olusabilmektedir. En 6nemli ekzojen kaynagi ise giines 15181 ve sigaradir (45).
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Tablo 2. Hiicrede endojen ve ekzojen yollar ile olusan serbest radikallerin

kaynaklari (45)
EKZOJEN KAYNAKLAR ENDOJEN KAYNAKLAR
Redoks siklus bilesikleri (6r, doksorubisin) Mitokondriyal elektron transport zinciri
ilag oksidasyonlari (6ér, parasetamol) Mikrozomal elektron transport zinciri
Sigara Oksidan enzimler
Gunes 19191 Ksantin oksidaz
Isi soku indolamin dioksijenaz
Okside glutatyon Galaktoz oksidaz
Siklooksijenaz
Lipoksijenaz

Monoamin oksidaz
Fagositik hlcreler
Nétrofiller
Monositler ve makrofajlar
Eozinofiller
Endotelyal hicreler
Otooksidasyon reaksiyonlari (Fe+2

Serbest Radikallerin Viicuttaki Zararh Etkileri

Serbest radikallerin viicuttaki zararh etkileri Tablo 3’te gosterilmistir (46).

Tablo 3. Artmus reaktif oksijen tiirevi bilesiklerin viicuttaki zararh etkileri (46)

Hiicre mebranin en 6nemli bileseni olan lipit ve proteinlerin yapisini1 bozmak
Mitokondri igerisinde gerceklesen aerobik solunumu bozmak
DNA’da zincir kiriklarina yol agarak mutajenik etki gostermek

Elastaz, proteaz, fosfolipaz, lipoksijenaz, siklooksijenaz, ksantinoksidaz,
indolamin dioksijenaz, triptofan dioksijenaz ve galaktoz oksidaz gibi litik
enzimleri aktive etmek

Trombositlerin agregasyonunu artirmak
Ekstraseliiler matriksteki kollagen doku bilesenlerini yikmak

Serbest Radikallerin Lipitlere Etkileri

Serbest radikallerin etkilerine en hassas olan molekiiller lipitlerdir. Hiicre
membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girerek peroksitler, alkoller, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi peroksidasyon
tirtinlerini olusturmaktadirlar (47).

Membran lipitlerinin peroksidasyonu sonucunda memranin iyon gecirgenligi
bozulmaktadir. Lizozomal membranlarin tahribi hidrolitik enzimlerin salinmasina ve

intraselliiler sindirime neden olur. Biriken hidroperoksitler direkt olarak toksik etki géstermenin
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yanisira duyarlt aminoasit kalintilarini (methionin, histin, stein, lizin) okside eder veya zincir

polimerizasyon reaksiyonlariyla enzimleri inaktive edebilirler (48).

Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Serbest radikaller ile etkilesim sonucunda proteinlerde; aminoasit modifikasyonu,
proteinlerin pargalanmasi, proteinlerin agregasyonu veya ¢apraz baglanmalar meydana gelir
(49). Proteinin temel yapisindaki degisme, antijenitesinde degismeye ve proteolize yol agabilir.

Radikaller, membran proteinleri ile reaksiyona girebilirler ve enzim, ndrotransmitter ve

reseptor proteinlerinin fonksiyonlarinin bozulmasina neden olabilirler (50).

Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikaller ekstraselliiler matriksin yapisal elemani olan ve mukosakkarid
yapidaki hiyaluronik asit ile reaksiyona girebilmektedir. Hiyaluronik asitin hasar1 sonucu
sirastyla, inflamatuar eklem hastaliklarinin ve kataraktin olusumunda serbest oksijen

radikallerinin rolii vardir (50, 51).

Serbest Radikallerin DNA’ya Etkileri

Serbest radikallerin DNA ile tepkimesi sonucunda baz modifikasyonlari, baz
delesyonlari, zincir kirllmalari ger¢eklesebilmektedir. Oksidatif DNA hasar1 da denen bu olay:
mutagenez, kanserogenez ve yaslanmaya yol agmaktadir (52).

Antioksidan Savunma Sistemleri
Serbest oksijen radikallerinin olusturdugu hasara karsi organizma, antioksidan savunma
mekanizmasini kisaca antioksidanlari gelistirmistir. Tablo 4 ve 5’te antioksidanlarin etki

mekanizmalar1 ve bazi 6nemli antioksidanlar gosterilmistir (53,54).

Tablo 4. Antioksidanlarin etki mekanizmalari (53)

Serbest radikallerin antioksidan enzimler aracilifi ile veya dogrudan temizlenmesi. (Yok edici antioksidanlar)

Reaktif oksijen tirlerinin olusumunun engellenmesi

Reaktif oksijen tlrlerinin olusumunu katalizleyen metal iyonlarinin baglanmasi

Zedelenmig hiicresel yapilarin hasar sonrasi tamir edilmesi veya temizlenmesi. (Tamir etkisine sahip antioksidanlar)
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Tablo 5. Baz1 6nemli antioksidanlar (54)

Enzimatik antioksidanlar Enzimatik olmayan antioksidanlar
SOD Vitamin E (tokoferol)
Katalaz (CAT) Vitamin A (B-karoten)
GSH peroksidaz Vitamin C (askorbik asit)
GSH rediktaz Glutatyon
Urik asit

Dogal (Endojen) Antioksidanlar

Enzim Yapisindaki Antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD): Siiperoksit dismutazsiiperoksit radikalinin (02_) hidrojen
peroksit (H2O2) ve molekiiler oksijene (O2) doniisiimiinii katalizleyen bir antioksidan
enzimdir. Tepkime sonucu olusan H2O2’nin uzaklastirilmas: i¢in glutatyon peroksidaz ve

katalaz (CAT) ile birlikte ¢alisir (55).

Katalaz (CAT): Katalaz’m gérevi HpO2’yi suya ve oksijene parcalamaktir (52).

Glutatyon peroksidaz: Hidrojen peroksitin indirgenmesinden sorumludur (56). Ayrica
biiyiik molekiillii lipit hidroperoksitlerinin indirgenmesinden de sorumludur (57).

Glutatyon rediiktaz: Glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz (GSH-PX)’in
hidroperoksitleri indirgemesi sonucu olusan okside glutatyonu (GSSG) tekrar indirgenmis
glutatyona (GSH) doniistiirerek dolayli antioksidan etki gosterir (56).

Enzim olmayan endojen antioksidanlar: Enzim olmayan antioksidanlar; melatonin,
albumin, seruloplazmin, transferrin, haptoglobulin, iirik asit, ferritin, bilirubin, glutatyon,

sistein, metiyonin, laktoferrindir (58).

Eksojen Antioksidanlar

Vitamin C (askorbik asit): Askorbik asit diisiikk konsantrasyonlarda oksidan, yiiksek
konsantrasyonlarda antioksidan 6zellik gdsteren bir vitamindir. Askorbik asitin metabolizma
tizerine pek ¢ok etkisi vardir. Bazilari; (59).

Lipit peroksidasyonunu baslatan radikallerin etkilerini yok ederek, lipitleri oksidasyona

kars1 korur.
Tokoferoksil radikalinin a-tokoferole indirgenmesini saglayarak E vitamininin yeniden

yapilanmasini saglar. Boylece E vitamini ile birlikte LDL kolesteroliin okside olmasini

engeller.
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Vitamin E (a-tokoferol): Cok giiglii zincir kirict antioksidan 6zellik gosteren bir
vitamindir. Bu nedenle membran fosfolipitlerini serbest oksijen radikallerine kars1 koruyan en

onemli antioksidandir. Vitamin E ve glutatyon peroksidaz birbirlerini tamamlayan

antioksidanlardir. Glutatyon peroksidaz olusan peroksitleri ortadan kaldirirken, vitamin E

peroksitlerin sentezini engeller (59).

p—Karoten: Zincir kiran bir antioksidan olarak gérev yapar ve peroksit radikallerinin
olusumunu 6nler (59).

Diger ekzojen aliman antioksidanlar: Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopurinol,
oksipurinol), NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler), kalsiyum kanal
blokerleri (verapamil, nifedipin), non- steroid antienflamatuvar ilaglar (ibuprofen), demir
tutucu ilaglar (desferroksamin, EDTA), rekombinant SOD (r—SOD), besinlerdeki dogal
antioksidanlar (C vitamini, E vitamini ve B karoten), nétrofil adezyon inhibitorleri, asetilsistein,

mannitol, melatonin ekzojen antioksidanlarin bazilaridir (54, 60-62).

APOPTOZIS

Apoptozis terimi ilk olarak 1972 yilinda hiicre 6liimiiniin morfolojik bir formunu
tanimlamak igin kullanilmistir (23). Apoptozis enerji bagimli biyokimyasal bir mekanizmadir.
Apoptozis, fizyolojik ve patolojik birgok olayda 6nemli rol oynar. Bunlar;

Embriyonal ve fotal gelisimde; immiin sistemin olgunlagmasi esnasinda, santral lenfoid
organlardaki otoreaktif lenfositlerin ortadan kaldirilmasint saglar. Boylece periferal lenfoid ve
myeloid kompartmanlarin asir1 biiyiimesi kisitlanir. Sinir sistemi gelisirken; aksonlari hedef
organlara ulasamayan néronlarin ortadan kaldirilmasini ve néronlarla hedef organlar arasinda
olusan baglanti hatalarinin onarilmasini saglar.

Hormon salgisinin azalmasina bagli olarak gelisen involiisyonlarda; o6rnegin
menstrilasyonda endometrial dokunun yikilmasi, laktasyon sonrast meme atrofisi.

Dokularda hiicre homeostazinin saglanmasi: bagirsaktaki kript epitellerinin stirekli
yenilenmesi.

Immiin reaksiyonlarda; Viral hepatitte karacigerde olusan apoptotik hiicreler
(Concilman cisimcikleri) veya graft versus host reaksiyonlar1 gibi (24).

Hiicrelerin herhangi bir nedenle hasarlanmalar1 durumunda veya yaslilikta 6rnegin 1si,
radyasyon, antikanser ilaglar, hipoksi gibi durumlarda apoptozis belirli uyarilarla baglatilan

molekiiler olaylarin enerjiye bagimli dongiisiiniin son noktasidir (63).
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APOPTOZIS MEKANIZMALARI

Hiicrenin apoptozise gidebilmesi i¢in ilk Once, ilgili genetik mekanizmay1 harekete
gegcirecek bir sinyalle karsilasmasi gerekir. DNA hasari, hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde artis,
hiicre i¢i pH degisiklikleri, hiicre siklus bozukluklar1 hiicreyi apoptozise gotiiren hiicre 6liim
sinyallerini baglatir. Hiicre dig1 mekanizmada ise, 6liim reseptorlerinin hiicre yiizeyinde spesifik
ligandlarina baglanmasi sonucu hiicre i¢i kaspazlar aktive olur. Aktive olan kaspazlar hedef
proteinleri yikarak, hiicre i¢i degisikliklere neden olur (23, 64). Hiicre daha sonra membranla
cevrili kiigiik pargalara boliiniir. Bunlara “apoptotik cisim” adi verilir. Apoptotik cisimler
cevredeki parankim hiicreleri ve fagositler tarafindan fagosite edilerek yok edilir (23).

Yapilan aragtirmalar ekstrensek ve intrensek yol olarak iki ana apoptotik yolun
oldugunu, bu iki yolun birbiri ile baglantili oldugunu ve bir yolda rol alan molekiillerin diger
yoldakini de etkiledigini gostermistir. Bu iki yola ilave olarak T-hiicre aracili sitotoksisiteyi ve
perforin-granzim bagimli hiicre 6liimiinii igeren bir yol daha vardir (24, 65).

Mitokondriyal stres durumlarinda agiga ¢ikan ve kofaktor niikleotid trifosfat (ATP ve
dATP) ile aktiflenen sitokrom-c, sitoplazmada apoptotik proteaz aktive edici faktor (Apaf-1)

ve kaspaz 9 ile birleserek kaspaz-3’ii aktive eder ve kaspaz kaskadinin siirdiiriilmesi ile hiicresel
proteoliz gelisir.

Oliim aktivatdrlerinin (FasL ve TNF) hiicre yiizeyindeki Fas ve TNF reseptorlerine
baglanmasi ve sitoplazmada kaspaz-8’i aktive etmesiyle apoptotik dongii baslar.

Endoplazmik retikulumda bulunan prokaspaz 12’nin, yiiksek kalsiyum seviyeleri,
kalsiyum bagimli bir tiyol-proteaz olan, hiicre iskeleti ve sinyal iletiminde gorev alan kalpainin
endoplazmik retikulumu etkilemesi ile aktif hale ge¢mesi, aktiflenmis kaspaz 12, kaspaz 9 ile

sitoplazmada etkileserek kaspaz kaskadini aktifler ve apoptozis olusumuna neden olur.

Apoptozisin Genetik Kontrolii
Organizmada apoptozisi uyaran ve engelleyen ¢ok sayida gen ve protein bulunmaktadir

(23, 24, 66). Tablo 6’da apoptozisi baskilayan ve indiikleyen genler gosterilmistir.
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Tablo 6. Apoptozis ve genler (66)

Apoptozisi baskilayan genler Apoptozisi indiikleyen genler
Bcl-2/Bax grubundan: Bcl-2/Bax grubundan:
Bcl-2, Bax Harakiri/DP5
BHRL-1, Bcl-XS, BLK,
Bol-xL, BaxBad,
Bel-w, Noxa,
Brag-1, Bcl-Gl Map-1,
Mcl-1 E1B-19K, BIM/BOD BIK/NBK
CED-9, c-myc
A1/BFL-1, p53,
BOO/Diva, p21
NR13 Fas,
ras onkogeni FADd
p35
GEN IFADELERI

Bcl-2/Bax Protein Ailesi

Apoptozisin mitokondriyal yolaginin regiilasyonu Bcl-2/Bax gen ailesi ile saglanir.
Baz1 antiapoptotik (bcl-2, bcl-xL, Mcl-1) ve proapoptotik (bax, bad, bid) proteinler bu grupta
yer almaktadir. “Bcl-2/Bax” oran1 “Oliim anahtar1” olarak degerlendirilmektedir. Bu
proteinlerin seviyeleri hiicrenin dlecegine veya yasayacagina karar verir. Ornegin Bcl-2'nin Bax
ile olan etklesiminde, Bcl-2'nin oraninin daha yiiksek olmasi hiicrenin yasamini siirdiirmesini
saglarken, Bax'in daha fazla olmasi durumunda hiicre 6liime gitmektedir (25,66).

Bcl-2, gii¢lii bir 6liim inhibitoriidiir. Antioksidan yolda mitokondriden sitokrom-c
salinimini engellemede rol oynar. Bcl-2’nin ayrica mitokondri ile olan iliskisinden dolay1
antioksidan bir etkiye sahip oldugu ve boylece oksidan stresin neden oldugu apoptozisi
baskilayabildigi gosterilmistir (26, 67).

Bcl-2 ve myeloid cell leukemia-1 (Mcl-1), Bcl-2-like 1 (Bcl-xL), Bcl-2-like 2 (Bcl-w)
ve Bcl-2 iligkili protein Al (Bfl-1) gibi diger antiapoptotik proteinlerin ekspresyonu; Bax ve
Bak proteinlerinin homo-oligomerizasyonunu ve aktivasyonunu engelleyerek hiicre dliimiini
bloke eder. Bcl-xL ve Bcl-2 birlikte mitokondri membran gegirgenligini korurlar (23,24,27).

Apoptotik uyartya yanit olarak Bcl-2 ailesinin sadece BH3 alanini igeren belirli iiyeleri
aktive olur. BH3 proteinleri, Bcl-2 iligkili X proteininin (Bax) ya da Bcl-2 antagonist /killer-1
(Bak) gibi proapoptotik proteinlerin miokondride aktivasyonuna yol agar. Apoptotik uyar1 Bax-
Bax homodimerlerinin olusumuna ve sitozolden mitokondriye translokasyonuna neden olur,

Bax integral bir membran protein haline gelir. Bax ve Bak mitokondri membraninda por
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olusumunu indiikler. Mitokondrinin selektif iyon gecirgenligi kaybolur. Bax’mn hidrofobik C
terminal ucu agiga ¢ikar ve sitokrom ¢ salinimina neden olur (27, 65-67).

Sitokrom ¢ ve apoptozis indiikleyici faktor olarak bilinen AIF, mitokondriden
stoplazmaya ¢ikar. AIF dogrudan kromatin kondansasyonunun ve niikleer fragmentasyonun
meydana geldigi ¢ekirdege dogru yonelirken, sitokrom ¢ apoptozisin en son basamaginda rol
alir. Sitokrom c bir stoplazma proteini olan Apaf-1'in aktivatoriidiir. Sitokrom c’nin Apaf-1'e
baglanmasi prokaspaz-9'u aktive eder ve ATP’nin de katilimu ile olusan komplekse ‘apoptosom’
denir. Prokaspaz 9'un aktivasyonu bir seri kaspaz aktivasyonunu baslatir (25).

Fas ligand ile Fas'in aktivasyonu kaspaz 8'i aktive eder. Kaspaz 8 ise stoplazmadaki
Bid'nin béliinerek aktiflenmesine yol acar. Olusan tBid, Bcl-2’yi inaktive etmek veya Bax’i
aktiflemek iizere mitokondri membranina yerlesir ve mitokondri proteinleri ile etkileserek
apoptozise neden olur (64).

Apoptozis kompleks biyokimyasal kaskad olaylarinin bir sonucudur. Kaspazlar normal
hiicrelerde inaktif proenzimler olarak sentez edilirler. Bir kaspazin diger kaspazi aktive
edebildigi bu proteolitik kaskad, apoptotik sinyal yolunu arttirir ve hizli hiicre 6liimiine neden
olur. Kaspazlar sistein proteazlardir, aktiviteleri hiicre 6liim yolunda ortaya ¢ikar. Tanimlanmis
10 biiyiik kaspaz; baslatici kaspazlar (kaspaz 2, 8, 9, 10), effektor kaspazlar (kaspaz 3, 6, 7) ve
inflamatuar kaspazlar (kaspaz 1, 4, 5) olarak siniflandirilmigtir (23, 24, 63).

Bcl-xI

Insanlarda 20g11.21 kromozomda yerlesik olan Bcl-xl, Bcl-2 L1 tarafindan kodlanir
(68). Bcl-2’ye benzer sekilde 4 farkli Bcl-2 homolog alan (BH1-BH4) tasir. Bunlar da

mitokondri dig membrani, endoplazmik retikulum ve niikleer membran gibi gesitli membran6z

komponentlere yerlesiktir (68-70). Bcl-2 ve Bcl-x1 6nemli antiapopitotik faktorler olup bu

etkileri, antioksidan etkenleri yonetme yeteneklerinden kaynaklanmaktadir (71, 72).

Bcl-xI endoplazmik retikulumdaki kalsiyum depolarini azaltarak proapopitotik sitosolik
kalsiyum diizeyini disiirtir (73, 74). Bcl-xI sadece proapopitotik faktorleri antagonize ederek
sitoprotektif etki géstermez ayn1 zamanda p53 aktivitesini de etkisiz hale getirir (75).

Yapilan caligmalarda Bcl-xI'nin intraseliiler Asetil CoA diizeylerini sinirladigt

bildirilmistir. Bundan dolay:1 yiiksek Bcl-xI diizeyleri sitoprotektif etki gostererek krebs

dongiisiindeki tiim metabolitlerin diizeyini azaltir (76).
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Kolon ve akciger adenokarsinomlarinda Bcl-x1 diizeyleri yiiksek olarak bulunmustur.

Ayrica Bcl-xl diizeyinin kolon adenokarsinomlarda evre ile iligkili oldugu bulunmus, ancak
ayni iliski akciger adenokarsinomlarinda saptanamamustir (77).

Bcl-x1 hem normal oral skuaméz epitelde hem de skuamoz hiicreli karsinomlarinda
salgilanmaktadir. Bcl-x1, karsinomlarda daha yaygin bir sekilde sitoplazmik salinim gosterirken
normal epitelde hem sitoplazmik hem de niikleer salinimi gostermistir. Yiiksek diizeydeki Bcl-
xI’nin klinikopatolojik degiskenlerle herhangi bir iliski i¢erisinde olmadigi bildirilmistir (78).

Over karsinomlarinda Bel-x1 yiiksekliginin hastalarda sag kalimi kisalttig bildirilmistir
(79). Mesane karsinomlarinin biiyiik ¢ogunlugunda Bcl-xl diizeylerinin yiiksek oldugu
bulunmus ve bu diizeylerin tiimoriin evre ve derecesi ile korelasyon gosterdigi bildirilmistir
(80). Pankreasin duktal adenokarsinomlarinda da Bcel-x1 yiiksek diizeyde tespit edilmistir. Bu
proteininin inhibisyonu ile tedaviye olan yaniti kolaylastirabilecegi bildirilmistir (81, 82).
Meme karsinomlarinda Bcl-x1 diizeylerinin yiiksekliginin tiimoriin radyoterapiye duyarliligini

azalttigr gosterilmistir. Bcl-xI’nin inhibisyonunun tiimoriin radyoterapiye duyarli hale

getirecegi bildirilmistir (83).  Prostat karsinomlarinda da artmis Bcl-x1 diizeyleri tespit

edilmistir. Cesitli molekiillerle bu proteinin inhibisyonunun kanser hiicrelerinin apopitozis

yetenegini arttirabilecegi on goriilmistiir (84, 85).

Survivin Yapi ve Fonksiyonu
Survivin geni insan kromozomunun 17q25 iizerinde bulunur. Interfazda survivin
ubiquitinasyon ve proteazom bagimli destruksiyon ile ayrilir ve daha sonra ekspresyonu hiicre
siklus perodisitesine katkida bulunur. Sadece survivin ve survivin-AEX-3 iin apoptozun

engellenmesi ile iliskili oldugu bulunmustur (86).

Survivin ve Kanserin Molekiiler Tanisi

Retropektif ¢alismalarda, survivin ekspresyonu olan hastalarda, hastalik progresyonun
olumsuz markerlari, artmig rekiirrens hizi ve tedaviye artmis direng ile iliskili olarak kisalmis
yasam siiresi gosterilmistir. Bazi c¢alismalarda, survivin ekspresyonu bcl-2 ya da diisiik
apoptotik indeksle iliskili bulunmustur (86).

Survivin peptidlerine karst HLA sinif-1 kisitli sitolitik T hiicreleri in vivo meme kanseri,
16semi ve melanoma hastalarinda bulunur. Survivin yeni ya da rekurren mesane kanserli tiim

hastalarin idrarinda saptanirken (%100 spesifiklik), goniilliller ve neoplastik olmayan
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genitotliriner hastalik ya da mesane dis1 genitoliriner kanserli hastalarin idrarinda survivin

negatif test edilmistir (86,87).

Is1 Sok Proteinleri

Molekiiler saperonlar olarak bilinen proteinler polipeptitlerin ribozomal ¢ikis
tiinelinden ¢ikmasma yardim ederek katlanmalarini saglarlar. Bir¢ok hastalikta proteinlerin
hiicre i¢inde katlanmasinin engellenmesi vardir (88). Is1 sok proteini (Hsp) ve saperon isimleri
genelde ayni anlamda kullanilirsa da saperon aktivitesi gdstermeyen bazi Hsp’ler ve tam tersi
olarak Hsp ailesi iiyesi olmayan bazi saperonlar vardir (89).

Hiicreler ani 1s1 artis1, anoksi, reaktif oksijen bilesikleri ve glukoz diizey degisikligine
maruz kaldiklarinda 1s1 s0k proteinleri (Hsp) olarak adlandirilan proteinler sentezlerler. Saperon
fonksiyonu olan major Hsp’ler: Hsp104, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40 ve kiiciik Hsp’ler
(Hsp27)’dir (89).

Is1 Sok Proteinlerinin Fizyolojik Fonksiyonlari

Hsp 60 ve Hsp 70 ailelerinin bireyleri, hiicre i¢i polipeptidlerin katlanma, agilma ve
translokasyonunda oldugu kadar, oliogomerik protein komplekslerin toplanma, birlesme ve
ayrilmalarinda da 6nemli rol oynar. Hsp 70 endoplazmik retikulum iginde agir zincirlerin

prematiir bir sekilde kendi aralarinda birlesmesini engeller.

Is1 Sok Protein Aileleri

Is1 50k proteinleri, molekiil agirliklarina gore bazi alt gruplara ayrilirlar.

Biiyiik Hsp’ler: Dev AAA siiperailesinin (¢esitli hiicre aktiviteleriyle ilgili ATPazlar)
tiyesi Hsp100 saperonlari kararli katlanmis proteinleri bile ¢ozme ve biiyiik protein ¢okeltilerini
¢ekip ayirma yetenegine sahiptirler (90).

Kiiciik Hsp’ler: Stresle bozulan protein c¢okeltilerinin acilmast ve yeniden
katlamasinda kullanilan ATP bagimli saperonlarin stabilizasyonunda ¢esitli rolleri vardir (89).

Hsp70: Hsp70 polipeptitlerin agilmis hidrofobik alanlarina baglanir. Hsp70 aktivitesi
ATP baglama, ATP hidrolizi, niikleotit degistirme dongiileriyle kontrol edilir (91).

Hsp40: Yeni sentezlenmis proteinlerin iigte biri katlanma ve oligomerizasyon igin
endoplazmik retikulum liimenine tagmnir. Hsp40 iceren endoplazmik retikulum molekiiler
saperonlari, bu proteinlerin ¢okmesini engeller ve katlanmasina yardim eder (92).

Hsp60: Olgunlasmamus proteinleri natif konformasyonuna katlamada goérev alirlar (93).
[lk olarak enfeksiydz ajanlarm Hsp60 salmimida majér rol oynadigr diisiiniilmiistiir. Ozellikle

klamidya enfeksiyonlarinda yasam dongiisiiniin litik fazinda konak hiicrelerden ve kendisinden
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Hsp60 salgilanir. Bunun sonucunda kanda klamidya antikorlar1 ve Hsp60 seviyesi anlamli
olarak yiiksektir ve bu hastalarin aterosklerotik lezyonlarina bakildiginda human ve klamidyal
Hsp60 diizeyinin oldukca yiiksek oldugu goriilmiistiir (94). Ikinci olarak Hsp60’in, kronik
inflamasyon sonucunda 6lmiis olan hiicrelerden saliniyor olabilecegi diistiniilmistiir (95-97).

Son olarak da hiicre yilizeyinde iiretilmis olan Hsp60 apoptoz ile mikropartikiiller
halinde kana salintyor olabilecegi hipotezi lizerinde durulmustur. Sonug olarak dolagimdaki
Hsp60gesitli yollarla salinmig olabilecegi goriilmiistiir (98).

Tiim insanlar enfeksiyon ve asilama ile Hsp60 antijenine kars1 koruyucu ve yararl bir
bagisiklik gelistirir. Fizyolojik sartlar altinda, vaskiiler endotel hiicrelerinden Hsp60 salinimi
yoktur. Fakat klasik aterosklerotik risk faktorleriyle vaskiiler endotel stres altinda kaldiginda
Hsp60 ve adezyon molekiilleri es zamanli olarak salinarak hiicresel ve humoral immiiniteyi

tetiklemektedir (99).
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GEREC VE YONTEMLER

Calismamiz Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji
Bilim Dali’'nda, 2015-2016 tarihleri arasinda gergeklestirildi. Aktif Immiin trompositopeni
tanist alan 12 hasta, steroid tedavisi sonrasi remisyon donemine giren 12 hasta ve 10 yas ve
cinsiyet grubu eslestirilmis saglikli kontrol grubu ¢aligmaya dahil edildi. 12 saglikli goniillii ile
caligmaya baslanilmis ancak calisma sonucunda 10 goniilliiniin verileri kabul edilebilir
gorilmiistiir.

Calisma protokoliiniin amaci, gere¢ ve yontemleri, goniillii bilgilendirme metninin
gozden gecirilmesi sonucunda, Helsinki Deklarasyonu Kararlari’na, Hasta Haklar
Ydnetmeligi’ne ve etik kurallarina uygun olarak tasarlandi. Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Etik Kurulu tarafindan 21.01.2015 tarihinde etik kurul onay belgesi alind1 (Ek 1). Calisma,
Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Fonu tarafindan desteklenmistir (Proje No:
TUBAP 2015-40).

Calisma kapsamina alinan her birey “Bilgilendirlmis Goniillii Olur Formu” okunarak
bilgilendirildi, ¢alismaya katilan kisi tarafindan imzalanan formun bir kopyasi katilimciya

verildi.

KAN ORNEKLERININ TOPLANMASI

Genetik ¢alismalar kapsaminda immiin trombositopenili 12 aktif, 12 remisyonda 10
saglikli kontrol vericiden EDTA’l1 kan tiipleri kullanilarak her denekten 1 tiip olmak tizere 5 cc
kan alindi. EDTA’l1 kan tiiplerinde bulunan kan 6rnekleri vida kapakli aliiminyum cryotiip
tasima atagmanina yerlestirildi ve icinde siv1 azot bulunan dewar kabina daldirildi. Ornekler
dewar kabr ile laboratuvara getirildi ve getirilen bu 6rnekler ¢alisma yapilincaya kadar -80

°C’de derin dondurucuda depolandi.
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RNA izolasyonu

Kan dokularindan total RNA izolasyonu i¢in Total RNA PureLink® RNA Mini Kit
(Life Sciences) kullanildi ve RNA kit protokoliine gore izole edildi. Kan dokularindan izole
edilen RNA miktarlart Qubit® Fluorometer (Invitrogen) ile belirlendi ve High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) kullanilarak PCR sartlar1 Step 1: 25°C, 10 dk;
Step 2: 37 °C, 120 dk; Step 3: 85 °C, 5 dk olacak sekilde programlanarak ve cDNA sentezi
yapildi. Elde edilen cDNA’lar daha sonraki analizlerde kullanilmak tizere -20 C’de saklandi.

Real Time-PCR (RT-PCR) Calismalari

Deneme ve Kontrol gruplarinda oksidatif hasar biomarkeri olan ve ayn1 zamanda
hiicrelerde reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin siipiiriilerek hiicre DNA’s1 ve organellerin zarar
gdrmesini engelleyen Siiper oksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT) enzim sentezinden sorumlu
gen ifadeleri, ayn1 zamanda 6zellikle mitokondrial DNA hasar1 sonucu olusabilecek yanlis
proteinlerin imhasi ve proteinlerin diizgiin olarak katlanmasindan sorumlu 1s1 sok protein (Heat
Shock Protein) HSP60 gen ifadeleri, ayrica apoptoz sinyal yolagindan inhibitor, aktivator ve
baglangi¢ genleri olarak gorev iistlenen p27, belxl ve survivin genlerinin ifadeleri, elde edilen
cDNA kiitiiphaneleri kullanilarak gen ifadeleri diizeyinde ortaya konuldu.

Bu calismada ¢cDNA’lar, RT-PCR’da SYBR Green boyasi kullanilarak floresan

emiisyon Ol¢iimii yapilarak tespit edildi. gPCR Mastermix protokoliine uygun olarak,

SOD: F(5’-GTTCGGTGACAACACCAATG-3") ve
R(5’-GGAGTCGGTGATGTTGACCT-3"),
CAT: F(5’-TACGAGCAGGCCAAGAAGTT-3") ve
R(5’-~ACCTTGTACGGGCAGTTCAC-3"),
HSP60: F(5’GTCGCGCCCCGTTAGCAC 3°)
R(5’CATCGCGTCCCACCTTCTTCAT 3°)
survivin: F(5’ GACGACCCCATAGAGGAACA-3")
R(5’ GACAGAAAGGAAAGCGCAAC -3°)
Bel-xL: F(5’GTAAACTGGGGTCGCATTGT-3")
R(5’-TGGATCCAAGGCTCTAGGTG-3")
p27 Kipl: F(5’-CCGGCTAACTCTGAGGACAC-3")

R(5’-TTGCAGGTCGCTTCCTTATT-3’)
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primerleri kullanilarak RT-PCR’da PCR program: 1 dongii 2 dakika 50°C ve 10 dakika
95°C, bunu takiben, 40 dongili denaturasyon (95°C 15 s) ve annelling ve uzatma (60°C ‘de 1
dakika) ile cogaltildi ve gen ekspresyonlarina ait pikler belirlendi. Diizeltme faktorii olarak
GAPDH: F (5- TTGGTATCGTGGAAGGACTCA-3’) ve (5- TGTCATCATA
TTTGGCAGGTTT-3") primerler: kullanild1 ve relatif gen ekspresyonlari tanimlandi.

Istatistiksel Yontem

Verilerin tanimlayici istatistiklerinde ortalama, standart sapma, medyan frekans ve oran
degerleri kullanildi. Degiskenlerin dagilimi Kolmogorov Simirnov test ile 6lgtildii. Nicel
bagimsiz verilerin analizinde Mann-Whitney U testi kullanildi. Bagimli nicel verilerin
analizinde Wilcoxon testi kullanildi. Nitel bagimsiz verilerin analizinde Ki-kare test, Ki-kare
test kosullar1 saglanmadiginda Fischer test kullanildi. Trombositlerin akut dénem gen
ekspresyonlari ile analizinde Spearman korelesyonu kullanildi. Analizlerde SPSS 20.0 (Lisans
N0:10240642) programi kullanildi. Anlamli p degeri (p<0.05) olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Calisma grubumuz toplamda 24 ITP tanili olgudan ve 10 kontrol bireyinden olusturulan
prospektif bir caligma olarak planlandi. Tanidan itibaren ilk 3 ay1 kapsayan donemde
trombositopenisi olan 12 aktif-tedavi almamis yeni olgu akut donemdeki hastalar olarak, steroid
tedavisi sonrasi trombosit sayilart 100.000/mm? iizerine ¢ikan 12 olgu remisyon donemindeki
hastalar olarak calismaya dahil edildi. Kontrol Grubu olarak 10 saglikli goniillii calismaya
alind.

Olgularm yas ortalamast 42,41 yil idi. Akut ITP grubunun ortalama trombosit sayisi
25.167+SD/mm?* iken, steroid tedavisi sonrasi remisyona giren grubun ortalama trombosit
sayis1 186.250+SD/mm?3’tii.

Olgu ve kontrol grubunda hastalarin cinsiyet dagilimi anlamli (p>0.05) farklilik
gostermemistir (Tablo 7).

Tablo 7. Olgu ve kontrol grubunda hastalarin cinsiyet dagilimlar:

Olgu Grubu Kontrol Grubu \
n % n % P
. Kadin 10 83,3 8 80,0 R
Cinsiyet 1,00 X
Erkek 2 16,7 2 20,0

X’ Ki-kare test
p< 0.05 anlaml kabul edilmistir.
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Caligma sirasinda elde ettigimiz akut donem, remisyon donemi ve kontrol grubuna ait
trombosit degerleri, apoptozis ve antioksidan ile iligkili gen ve enzimlere ait verilerin tamami

Tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 8. ITP hastalarinda akut dénem, remisyon donemi ve kontrol grubu

degerleri
Akut Donem Remisyon Dénemi Kontrol Grubu

Ort.s.s. Medyan Ort.s.s. Medyan Ort.s.s. Medyan
GAPDH 31,3 £22 31,8 328 £2.2 33,2 34,3 06 34,2
B-Actin 342 +13 34,4 336 £ 1.2 338 33,7 0,7 33,5
Sod 375 £27 36,8 386 4,2 36,5 37,3 t2,0 36,7
Cat 358 t16 35,5 347 £31 354 34,0 t11 339
Bel2 31,0 +24 30,2 310 £ 20 30,6 32,5 t37 31,6
Cyc-C 375 t44 36,3 365 £ 35 353 324 29 339
Hsp 60 399 £52 37,4 39,2 + 456 37,5 38,9 37 38,7
Hsp 70 42,1 + 4,2 40,7 41,7 £ 6,0 39,7 41,6 438 41,1
Bax 41,4 +70 37,8 40,4 £ 59 37,5 35,7 25 35,1
Survivin 373 £58 35,8 372 £57 35,7 37,4 30 38,0
Bel-XI 41,6  +2,3 41,9 41,7 + 2,6 41,3 40,0 + 1,1 40,0
Akt Cas3 355 17 35,4 361 £ 51 34,8 32,8 t14 329
Trombosit 25.167 22.500 186.250 184.000 282.600 261,000

¥ Wilcoxon test

Akut donemde Cat, Cyc-C, Bax, Akt Cas 3 degeri kontrol grubundan anlamli (p<0.05)
olarak daha yiiksekti. Akut donemde GAPDH degeri kontrol grubundan anlamli (p<0.05)
olarak daha diigiiktii. Akut donem ve kontrol grubunda B actin, SOD, Bcl-2, hsp60, hsp70,

survivin ve bcl-x1 degerleri anlamli (p>0.05) farklilik géstermemistir (Tablo 9).

Tablo 9. ITP hastalarinda akut dénem ve kontrol grubu karsilastirilmasi

Akut Dénem Kontrol Grubu
Ort.ts.s. Medyan Ort.ts.s. Medyan P
GAPDH 313 £ 2,2 31,8 34,3 £ 0,6 34,2 0,002 ™
B-Actin 34,2 £ 13 34,4 33,7 £ 0,7 33,5 0,210 "
Sod 375 £ 27 36,8 373 £ 2,0 36,7 0,895 "
Cat 358 £ 1,6 35,5 340 £ 1,1 33,9 0,010 ™
Bel2 310 £ 24 30,2 32,5 £ 3,7 31,6 0,429 "
Cyc-C 375 £ 44 36,3 32,4 £29 33,9 0,000 ™
Hsp 60 39,9 £ 5,2 37,4 38,9 t 3,7 38,7 0391 "
Hsp 70 42,1 + 4,2 40,7 41,6 t 4,8 41,1 0,692 "
Bax 414 £ 7,0 37,8 357 £ 2,5 351 0,007 "
Survivin 373 £ 58 35,8 37,4 £ 30 38,0 0,429 "
Bel-XI 416 + 2,3 41,9 40,0 + 1,1 40,0 0,129 "
Akt Cas3 355 + 1,7 35,4 328 £ 14 32,9 0,001 ™

™ Mann-whitney u test

*p<0.05 anlaml1 kabul edilmistir.
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Remisyon doneminde Cat, Cyc-C, Bax, Akt Cas 3 degerleri kontrol grubundan anlamli
(p<0.05) olarak daha yiiksekti. Remisyon doneminde ve kontrol grubunda GAPDH, B actin,
SOD, Bcl-2, hsp60, hsp70, survivin ve bcl-xl degerleri anlamli (p>0.05) farklilik
gostermemistir (Tablo 10).

Tablo 10. ITP hastalarinda remisyon donemi ve kontrol grubu karsilastirllmasi

Remisyon Donemi Kontrol Grubu
Ort.ts.s. Medyan Ort.ts.s. Medyan P
GAPDH 328 2,2 33,2 34,3 £ 0,6 34,2 0,075 "
B-Actin 336 £ 1,2 33,8 33,7 £ 0,7 33,5 0,895 "
Sod 38,6 t 4,2 36,5 37,3 £ 2,0 36,7 0,947 "
Cat 34,7 +31 35,4 340 + 11 33,8 0,025 "
Bcl2 31,0 £ 2,0 30,6 325 +37 31,6 0,356 "
Cyc-C 36,5 + 3,5 35,3 32,4 £ 29 33,9 0,002 "
Hsp 60 39,2 + 4,6 37,5 38,9 + 3,7 38,7 0,792 "
Hsp 70 41,7 + 6,0 39,7 41,6 + 4,8 41,1 0,692 "
Bax 40,4 + 5,9 37,5 357 + 2,5 35,1 0,015 "
Survivin 37,2 £+ 57 35,7 37,4 £ 3,0 38,0 0,356 "
Bel-XI 41,7 + 2,6 41,3 40,0 £ 1,1 40,0 0,056 "
Akt Cas3 36,1 £ 51 34,8 328 £ 14 32,9 0,002 "

™ Mann-whitney u test

p<0.05 anlaml1 kabul edilmistir.

Akut donemde GAPDH degeri remisyon donemine gére anlamli (p<0.05) olarak daha
diisiiktii. Remisyon doneminde ve akut donemde B actin, SOD, Cat, Bcl-2, Cyc-C, hsp60,
hsp70, bax, survivin, bcl-x1 ve akt cas 3 degeri anlamli (p>0.05) farklilik géstermemistir. (Tablo
11)
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Tablo 11. ITP hastalarinda akut dénem ve remisyon dénemi karsilastiriimasi

Akut Dénem Remisyon Dénemi
Ort.ts.s. Medyan Ort.ts.s. Medyan P
GAPDH 31,3 £ 2,2 31,8 32,8 £ 2.2 33,2 0,019 ¥
B-Actin 34,2 £ 13 344 33,6 £ 1,2 33,8 0,209 ¥
SOD 37,5 £ 2,7 36,8 38,6 4,2 36,5 0,638 ¥
Cat 358 + 1,6 35,5 34,7 £ 31 35,4 0,272 ¥
Bel2 31,0 £ 2,4 30,2 31,0 £ 2,0 30,6 1,000 ¥
Cyc-C 37,5 £ 4,4 36,3 36,5 # 35 35,3 0,071 ¥
Hsp 60 39,9 £ 5,2 37,4 39,2 + 4,6 37,5 0,875 ¥
Hsp 70 42,1 % 4,2 40,7 41,7 £ 6,0 39,7 0,814 ¥
Bax 41,4 + 7,0 37,8 40,4 = 59 37,5 0,937 ¥
Survivin 37,3 £ 58 35,8 37,2 £ 57 35,7 0,937 ¥
Bel-XI 41,6 * 2,3 41,9 41,7 + 2,6 41,3 0,875 ¥
Akt Cas3 355 + 1,7 35,4 36,1 =51 34,8 0,638 ¥

* Wilcoxon test

p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

ITP’li hastalarin akut ve remisyon dénemleri ile kontrol grubunun GAPDH degerleri

arasindaki iliski Sekil 2°de gosterilmistir.

GAPDH

34,50
34,00
33,50
33,00
32,50
32,00
31,50
31,00
30,50
30,00
29,50 1 1 1

Akut DOonem Remisyon Kontrol

D&nemi Grubu

Sekil 2. ITP’li hastalarin akut ve remisyon dénemleri ile kontrol grubunun
GAPDH degerleri arasindaki iliski

Akut donemde GAPDH degeri kontrol grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha
diistiktii. Akut donemde GAPDH degeri Remisyon déoneminde de anlamli (p<0.05) olarak daha
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diisiiktii. Remisyon doéneminde ve kontrol grubunda ise GAPDH degeri anlamli (p>0.05)

farklilik gostermemistir.

ITP’li hastalarm akut ve remisyon dénemleri ile kontrol grubunun Cat degerleri

arasindaki iliski Sekil 3’te gdsterilmistir.

Cat

36,00

35,50

35,00

34,50

34,00
33,50

33,00

Akut Donem  Remisyon Kontrol
Donemi Grubu

Sekil 3. ITP’li hastalarin akut ve remisyon donemleri ile kontrol grubunun Cat
degerleri arasindaki iliski

Akut ve Remisyon doneminde Cat degeri kontrol grubundan anlamli (p<0.05) olarak
daha ytiksekti.
ITP’li hastalarin akut ve remisyon donemleri ile kontrol grubunun Cyc-C degerleri

arasindaki iliski Sekil 4’te gdsterilmistir.
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Cyc-C

38,00
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36,00
35,00
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Akut Dénem  Remisyon Kontrol
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Sekil 4. ITP’li hastalarin akut ve remisyon dénemleri ile kontrol grubunun Cyc-
C degerleri arasindaki iliski

Akut ve Remisyon déneminde Cyc-C degeri kontrol grubundan anlamli (p<0.05) olarak
daha yiiksekti.
ITP’li hastalarin akut ve remisyon dénemleri ile kontrol grubunun Bax degerleri

arasindaki iligki Sekil 5’te gosterilmistir.

Bax

42,00
41,00
40,00
39,00
38,00
37,00
36,00
35,00
34,00
33,00
32,00

Akut D&nem Remisyon Kontrol
Donemi Grubu

Sekil 5. ITP’li hastalarin akut ve remisyon donemleri ile kontrol grubunun Bax
degerleri arasindaki iliski

Akut ve Remisyon doneminde Bax degeri kontrol grubundan anlamli (p<0.05) olarak
daha yiiksekti.
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ITP’li hastalarin akut ve remisyon dénemleri ile kontrol grubunun Akt Cas 3 degerleri

arasindaki iliski Sekil 6’da gosterilmistir.

Akt Cas3

37,00 1

36,00

35,00 1

34,00 1

33,00 1

//ff
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32,00

// -~

31,00 - - ”

Akut Donem Remisyon Kontrol
D&nemi Grubu

Sekil 6. ITP’li hastalarin akut ve remisyon dénemleri ile kontrol grubunun Akt
Cas 3 degerleri arasindaki iliski

Akut ve Remisyon doneminde Akt Cas 3 degeri kontrol grubundan anlamli (p<0.05)
olarak daha yiiksekti.

Akut donem trombosit degerleri ile akut donem antioksidanlar ve apoptozis ile iliskili
genler arasindaki iliski ve korelasyon katsayilar1 Tablo 12°de gosterilmistir. Akut donem
trombosit degerleri ile akut donem GAPDH degeri arasinda anlamli pozitif (p <0.05)
korelasyon gozlenmistir (Sekil 7). Akut donem trombosit degerleri ile akut donem Cat degeri
arasinda anlamli negatif (p <0.05) korelasyon gozlenmistir (Sekil 8). Akut donem trombosit
degerleri ile akut donem Cyc-C degeri arasinda anlamli negatif (p <0.05) korelasyon
gozlenmistir (Sekil 9). Akut donem trombosit degerleri ile akut donem akt-CAS3 degeri
arasinda anlamli negatif (p <0.05) korelasyon gozlenmistir (Sekil 10). Akut donem trombosit
degerleri ile akut donem B-actin, SOD, Bcl2, hsp 60, hsp70, bax, survivin, Bcl-XL degeri

arasinda anlamli (p>0.05) korelasyon gozlenmemistir.
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Tablo 12. Akut donem trombosit degerleri ile akut donem antioksidanlar ve
apoptozis ile iligkili genler arasindaki iliski

GAPDH B-Actin | SOD | Cat Bcl2 gyc'

“[r [0507 0,110 | -0,028 |-0,534 | 0,324 | -0,669
Trombosit

p |0,016 0,627 0,903 |0010 |0,142 |0,001

Bcl- Akt

Hsp 60 Hsp 70 Bax Survivin | XI Cas3

Trombosit | T | 0184 0,103 20,415 | 0,260 | -0,104 | -0,669

OmbosIt 15 | 0,412 0,647 0,055 |0243 |0,645 |0,001

Spearman Korelasyon

400t

300=t

200

Trombosit

100=T

GAPDH

Sekil 7. Akut donem trombosit degerleri ile akut donem GAPDH degeri
arasindaki iliski

Akut donem trombosit degerleri ile akut donem GAPDH degeri arasinda anlamli pozitif

(p <0.05) korelasyon gozlenmistir.
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Sekil 8. Akut donem trombosit degerleri ile akut donem Cat degeri arasindaki
iliski

Akut donem trombosit degerleri ile akut donem Cat degeri arasinda anlamli negatif (p

<0.05) korelasyon gozlenmistir.
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ISOQLUOI |

Cyc-C

Sekil 9. Akut donem trombosit degerleri ile akut donem Cyc-C degeri arasindaki

iliski

Akut donem trombosit degerleri ile akut donem Cyc-C degeri arasinda anlamli negatif

(p <0.05) korelasyon gozlenmistir.
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Sekil 10. Akut donem trombosit degerleri ile akut donem Akt-Cas3 degeri
arasindaki iliski

Akut donem trombosit degerleri ile akut donem Akt-Cas3 degeri arasinda anlamli

negatif (p <0.05) korelasyon gdzlenmistir.

CALISMAMIZDAKI SINIRLAMALAR

Calismamizda homojen bir grup olmasi acisindan 18- 75 yas arasi ve akut donem ITP
hastalarini olmasini amagladik. ITP nin genel insidansinin 3,2/100.000 olmasi nedeniyle bir
yil igerisinde kriterlere uygun hasta sayisinin az olmasi ¢alismamizin en énemli sinirlamasidir.
Calisilmis olan 12 parametrelik apoptoz/ antioksidan degerlendirilmesi , maliyet sinirlilig
nedeniyle 20- 25 hasta i¢in yeterli olmustur. Daha yiiksek sayida hasta ve kontroliin bulundugu

caligmalar ile elde ettigimiz verilerin saglamasinin yapilacagini tahmin etmekteyiz.
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TARTISMA

Immiin trombositopeni, dolasimdaki trombositlerin yikimimin artmas ile tanimlanan,
kendi kendini smirlayabilen, otoimmun edinsel bir trombositopenidir. immiin trombositopeni
karmasik bir patogenezle ortaya ¢ikan heterojen bir hastaliktir. Immiin patogenezin oksidatif
etki, antioksidan mekanizma, apoptozis ve anti-apoptozis ile iliskisini gosteren calismalar
bulunmaktadir (9, 100). Altta yatan mekanizmalarin anlasilmasi Yyapilan ¢alismalarla yeni
tedavi stratejileri gelisimine yol agabilir ve hasta alt gruplarinin saptanmasi ile yeni tedavi
yaklasimlarina yarar saglayabilir. Biz de ¢alismamizda antioksidan ve apoptozis iliskili gen
ekspresyonlarini inceleyerek literatiire katki yapmay1 amagladik.

Dolasik ve ark. (101) yaptiklar1 ¢alismada ITP’li hastalarda serum Hsp60, Hsp70, anti-
Hsp60 ve anti-Hsp70 diizeylerini arastirmislardir. Akut ITP hastalarinda serum Hsp60 diizeyi,
kronik ITP ve kontrol grubuna gére daha diisiik bulunmustur. Trombosit sayis1 30000 mm3°’ten
yiiksek olan ITP'li hastalarda Hsp60 diizeyi, trombosit sayis1 30000 mm3’ten diisiik olan ITP’li
hastalarla kiyaslandiginda anlamli derecede yiiksek olup, serum Hsp60 diizeyi ile trombosit
sayis1 arasinda pozitif korelasyon saptanmistir. Diisiik serum Hsp60 diizeyinin anti-
inflamatuvar cevapta yetersizlige yol agabilecegi sonucuna varilmistir. Bizim ¢alismamizda ise
akut ve remisyon doneminde hsp60 ve hsp70 tiim gruplarda istatistiki olarak anlamsiz
bulunmustur. Ancak burada vurgulanmasi gereken 6nemli bir nokta da; Dolasik ve ark. (101)
ITP’li hastalarda serum protein diizeyini incelemislerken, bizim c¢alismamizda gen
ekspresyonlar1 incelenmistir. Calismamizda denek sayis1 az olmasindan dolayr ITP
patogenezinde Hsp’lerin roliinii anlamak ve ITP tam, prognoz ve tedavisinde kullanilip
kullanilmayacagi ile ilgili karar vermek igin daha fazla ¢alismaya ihtiyag oldugu

distinilmiistiir.
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Hiicre i¢i Hsp koruyucu fonksiyona sahiptir. Is1 sok proteinlerinin bu hiicre koruyucu
fonksiyonu anti-apoptotik 6zelligi ile agiklanir. Calismamizda Hsp 70 tiim gruplarda istatistiki
olarak anlamsiz bulunmustur. Calismamizda Is1 sok proteinlerinin anti-apoptotik patogenezde
de etkisi gosterilememistir fakat bunda asil etkenin denek sayisinin az olmasi oldugu
distiniilmistiir.

Immiin trombositopeninin patofizyolojisinde bozulmus hiicresel immunitenin 6nemli
oldugu kabul edilmistir. Ancak T lenfositlerin polarizasyonu ve apoptotik profilleri anlasiimaz
kalmistir. Chang-Lin WU ve ark. (102) T hiicre alt gruplarinin polarizasyonunu, T hiicre alt
gruplarinda Fas/FasL, Bcl-2 ve Bax mRNA ifadelerini inceleyerek, ITP patogenezindeki
rollerini tartismiglardir. Bcel-2 mRNA ifadesinin  arttigini, Bax mRNA ise azaldigii
gostermiglerdir. Bcl-2, Fas/FasL sisteme zit olarak calisan antiapoptotik proteindir. Bcl-2
ailesinde apoptozisle iliskili birgok gen de bulunmaktadir. Bax geni hiicre apoptozisini
arttirirken, Bcel-2 ise apoptozisi inhibe etmektedir.

Qiao Vve ark. (103) yaptig1 ¢alismada Bcl-2 ailesine ait mitokondrial bir transmembran
molekiil olan Bcl-xI'in, apoptozu onleyerek sagkalimi onleyici bir protein gibi davrandig:
gosterilmistir. Bel-xl; Bax ve Bcl-2 ile bir heterodimer olusturulmasi yoluyla bir apoptotik
aktivator olarak islev goriir. Western blot ile dl¢iildiigiinde Bax protein ifadesi, ITP plazmasi
ile inkiibe edilen trombositlerde de daha yiiksek oldugu bildirilmisti. Calismamizda tiim ITP’li
olgularda Kontrol Grubu'na gore Bax istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti (p<0,05).
Calismaya dahil edilen gruplar arasinda Bcl-2 ve Bcl-xI’de istatistiksel olarak anlamli farklilik
izlenmedi (p>0,05). Bax proteinin tiim ITP’li olgularda yiiksek olmasi literatiir ile uyumlu bir
bulgu olup, ITP patogenezinde apoptotik mekanizmalarin etkisini gdstermektedir. Anti-
apoptotik gen ailesine mensup olan Bcl-2 ve Bcl-x1’de istatistiki olarak anlamli farkliligin
izlenmemesi literatiir ile uyumlu degildir ve denek sayisinin azlig ile agiklanabilir.

Winkler ve ark. (104) yaptig1 ¢alismada akut ITP’li hastalarda kaspaz 3, kaspaz 8,
kaspaz 9 gibi apoptotik markerlar, fosfotidilserin maruziyeti ve mitokondriyal i¢ membran
potansiyeli analiz edilmistir. ITP’li hastalarda aktive kaspaz 3, kaspaz 8, kaspaz 9,
mikropartikiil olusumunun ve fosfotidilserin maruziyetinin arttig1 ve mitokondriyal i¢ membran
potansiyelinin azaldig1 gosterilmistir. IVIG tedavisi sonrast kaspaz 3, 8, 9 mikropartikiil
formasyonu ve fosfotidilserin maruziyetinin azaldigi, fakat mitokondri i¢ membran
potansiyelinde degisiklik olmadigi gosterilmistir.  Cekirdekli hiicrelerde membran
tomurcuklanmasi, kromatin yogunlasmasi gibi morfolojik degisiklikler apoptozisin
Ozelliklerindendir. Ayrica apoptozisin iyl tamimlanmis bulgulart kaspaz 3, 8 ve 9’un

aktivasyonu, mitokondriyal i¢ membran potansiyelinin degisimi ve mitokondri i¢
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membranindan sitokrom c gibi faktorlerin salinimidir. Cekirdeksiz hiicreler olan plateletlerde
kaspaz 3, 8, 9 aktivasyonu, mitokondriyal i¢ membran potansiyelinde degisim ve mikropartikiil
olusumunu saptamislardir. Calismamizda Akut ve remisyon doneminde Akt Cas 3 degeri
kontrol grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Bu da literatiir ile uyumlu bir bulgu
olup immiin trombositopeni patogenezinde apoptozisin roliinii ortaya koymaktadir.

Artmig oksidatif stresin, inflamasyona olan katkisindan ve apoptotik hiicre 6liimiindeki
roliinden dolay1 otoimmun hastaliklarin patogenezinde rol oynadigi diisiiniilmektedir (105). Jin
CQ ve ark. (106) yaptig1 calismada serum NO, GSSG, MDA, TOS diizeyleri istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek ve serum SOD, CAT, GSH-Px, GSH, TAS diizeyleri kronik ITP'li
hastalarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha diisiik oldugu bildirilmistir (p<0.05).
Bu calisma oksijen serbest radikallerinin arttigin1 ve oksijensiz radikalleri temizlemek igin
antioksidan enzim kapasitesinin kronik ITP'li hastalarin serumunda azaldigini géstermektedir.
Trombosit sayisi ile NO, GSSG, MDA, TOS arasinda da anlamli negatif korelasyonlar
bildirilmistir (p<0.05). Bu arada, trombosit sayist ile SOD, CAT, GSH-Px, GSH ve TAS
arasinda anlamli pozitif korelasyon vardi (p<0.05). Bu bulgulara dayanarak, oksidatif stresin
trombositlerin yapisal ve fonksiyonel hasarma ve kronik ITP'de trombositopeninin
mekanizmasina etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir. Sonug olarak, oksidatif stresin trombosit
hasarinda rolii oldugu diisiiniilmektedir. Bizim ¢alismamizda ise Cat tiim gruplarda istatistiki
olarak anlamli derecede yiiksek bulunmusken, SOD tiim gruplarda istatistiki olarak anlamsiz
bulunmustur. Jin CQ ve ark. (106) yaptig1 ¢alismada SOD ve Cat kronik ITP’li hastalarda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli daha diisiik bulunmustur, bizim ITP’li hasta
grubumuz akut ve remisyon donemindeki hastalar1 kapsadigi igin oksidatif stresin akut
donemdeki etkisinin heniiz goriilmedigi yorumu yapilabilir.

ITP’li hastalarda apoptozisi énleme amaciyla PDGF-BB nin verildigi bir ¢alismada,
p53 ve p21 seviyeleri azalirken survivin seviyesinin arttigi gosterilmistir (107). Meme kanseri
prognozunda survivin geninin roliinii arastiran bir ¢alismada ise, survivin geni kotii prognoz ile
iligkili bulunmustur (108). Bizim ¢alismamizda ise survivin gen ekspresyonu tiim gruplarda
istatistiki olarak anlamsiz bulunmustur.

Her ne kadar uzun siireden beri ITP'nin trombosit yikiminda artigla seyreden bir hastalik
oldugu bilinmesine ragmen, yeni ¢aligmalar ayn1 zamanda ITP'nin yetersiz trombosit liretimi
ile karakterize oldugunu da gostermistir. Bunun gegerli agiklamasi, anti-platelet antikorun (ve
muhtemelen sitotoksik kemik iligi lenfositlerinin) megakaryosit prekiirsdrlerinin ¢ogalmasini
azaltmas1 ve apoptozise neden olmasidir. TPO, megakaryosit onciillerinin ve megakaryositlerin

apoptozisini dnleyebildiginden, TPO tedavisinin trombosit liretimini artirabilecegi ve trombosit
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sayisini arttirdigi hipotezleri ileri siiriilmistiir (109). Bu ve benzeri ¢aligmalarin sonucunda
immiin trombositopeni tedavisinde kullanilan Romiplostim ve Eltrombopag gibi trombopoietin
reseptorlerini aktive ederek etkinlik gosteren molekiiller gelistirilmis ve tedavide kullanima
sunulmustur (110). Bizim ¢alismamizda da apoptozis ile iliskili gen ekspresyonlar arastirilarak
benzer tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesi i¢in literatiire katki saglanmaya ¢aligilmistir.
Literatiire bakildig1 zaman ITP patogenezinde oksidatif etki, antioksidan mekanizma,
apoptozis ve anti-apoptozisin etkisinin énemli bir rol oynadigi gériilmektedir. Antioksidan ve
apoptozis iligkili gen ekspresyonlarini degerlendirdigimiz bu ¢alismada bazi bulgularimiz
literatiir ile uyumlu iken istatistiki olarak anlamsiz ve literatiir ile uyumsuz verilerimiz de
bulunmaktadir. Daha fazla sayida hasta ile yapilacak ¢alismalara ihtiya¢ oldugu goriilmektedir.
Benzer calismalarin yapilmasi ITP patogenezinin aydinlatilmasi, tani, tedavi ve prognoz

acisindan literatiire 6nemli katkilar saglayacaktir.
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SONUCLAR

Mart 2015 ile Mart 2016 tarihleri arasinda Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi I¢
Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dali’nda, <’Immiin Trombositopenili Hastalarda
Antioksidan ve Apoptosis iliskili Gen Ifadelerinin Degerlendirilmesi’> amaciyla yaptigimiz

calismamizda asagidaki sonuglar elde edilmistir.

1. ITP patogenezinde oksidatif hasar ve apoptozisin 6nemli bir rol oynadig1 bilinmektedir.
Calismamizdan elde ettigimiz verilerin bir kismu literatiirle uyumludur.

2. Genel olarak literatiire bakildiginda hastalarin ortalama yas1 56 olarak belirtilse de bizim
caliymamizda hastalarm yas ortalamasi 42,41 yil idi. Akut ITP grubunun ortalama
trombosit sayist 24.000/mm?* iken steroid tedavisi sonrasi remisyona giren grubun
ortalama trombosit sayist 186.000/mm?’tii.

3. Akut donemde GAPDH degeri kontrol grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha
diisiiktii. Akut donemde Cat, Cyc-c, Bax, Akt Cas 3 degeri kontrol grubundan anlaml
(p<0.05) olarak daha yiiksekti. Akut donem ve kontrol grubunda B actin degeri, SOD
degeri, Bcl-2 degeri, hsp 60 degeri, hsp 70 degeri, survivin degeri, bel-xI degeri anlaml
(p>0.05) farklilik gostermemistir.

4. Remisyon doneminde Cat, Cyc-C, Bax, Akt Cas 3 degeri kontrol grubundan anlamli
(p<0.05) olarak daha yiiksekti. Remisyon donemi ve kontrol grubunda GAPDH B actin
degeri, sod degeri, Bcl2 degeri, hsp 60 degeri, hsp 70 degeri, survivin degeri, bcl-XI
degeri anlamli (p>0.05) farklilik géstermemistir.

5. Akut déonemde GAPDH degeri remisyon doneminden anlamli (p<0.05) olarak daha

diisiiktii. Remisyon donemi ve akut donemde actin degeri, SOD degeri, Cat degeri, Bcl2
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degeri, cyc-C degeri, hsp 60 degeri, hsp 70 degeri, bax degeri, survivin degeri, bel-x|
degeri, akt cas 3 degeri anlamli (p>0.05) farklilik géstermemistir.

. Akut donem trombosit degerleri ile akut donem GAPDH degeri arasinda anlamli pozitif,
akut donem trombosit degerleri ile akut donem Cat, Cyc-C, akt-CAS3 degerleri arasinda
anlamli negatif (p<0.05) korelasyon gozlenmistir. Akut donem trombosit degerleri ile
akut déonem B-actin, SOD, Bcl2, hsp 60, hsp79, bax, survivin, Bcl-XL degeri arasinda

anlaml (p>0.05) korelasyon gézlenmemistir.
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OZET

Immiin trombositopeni tanis1 konan hastalardan; akut ve kronik dénemlerde ve saglikli
goniillillerde antioksidan ve apoptozis iliskili gen ifadelerinin trombosit diizeyleri ile
degerlendirilmesi amaglanmistir.

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Boliimii'ne Mart 2015-Mart 2016
arasinda bagvuran, 12 aktif, 12 remisyon doneminde hasta ve 10 saghkli goniilli
kullanilarak, Immiin trombositopenili hastalarda antioksidan ve apoptozis iliskili gen
ekspresyonlar1 degerlendirilmistir.

Calismaya alman 12 hasta ve 10 saglikli goniilliiniin; akut donemde GAPDH degeri
kontrol grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha diisiiktii. Akut donemde Cat, Cyc-c, Bax ve
Cas 3 degeri kontrol grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Akut donem ve kontrol
grubunda B actin degeri, sod degeri, Bcl-2 degeri, hsp 60 degeri, hsp 70 degeri, survivin degeri,
bcl-xI degeri anlamli (p>0.05) farklilik gdstermemistir. Remisyon déneminde Cat, Cyc-c, Bax,
Cas 3 degeri kontrol grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Remisyon doneminde
ve kontrol grubunda GAPDH, B actin, SOD, Bcl-2, hsp 60, hsp 70, survivin ve bcl-xI degerleri
anlaml (p>0.05) farklilik gdstermemistir.

Calismamizda Akut ve Remisyon donemi hastalarinda Cat, Cyc-c, Bax, Cas 3’iin
istatistiki olarak anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmis Olup trombositlerin immiin
yikiminda apoptozisin ve gen ekspresyonlarinin rolii olabilecegi diigiiniilmiistiir. Akut donem,
remisyon donemi ve kontrol grubunda B actin degeri, SOD degeri, Bcl-2 degeri, hsp 60 degeri,

hsp 70 degeri, survivin degeri, bel-xI degeri anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir.
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Bulgularamiz, antioksidan kapasitedeki azalmanin patogenezde yeri oldugunu
diisiindiirmektedir. Bu nedenle asil tedaviye antioksidan ilaglarin eklenmesi veya antioksidan
kapasiteyi arttirict Onlemler alinmasi gerekmektedir. Ayrica apoptozis artisina karsin
proliferasyonu arttirici etkileri bilinen trombomimetik gibi ajanlarin kullanilmasinin akilci ilag

kullaniminda ne kadar yeri oldugu bizim ¢alismamizda da gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Immiin trombositopeni, apoptosis, gen ekspresyonu

42



EVALUATION OF ANTIOXIDANT AND APOPTOSIS RELATED GENE
EXPRESSIONS IN IMMUN THROMBOCYTOPENIC PURPURATED PATIENTS

SUMMARY

The aim of this study was to investigate antioxidant and apoptosis related gene
expressions in patients with immune thrombocytopenia It was also planned to invastigate
whether there is a relationship between disase activity and gene levels by looking at the gene
polymorphism in the acute- remission periods of patients and in healty control cases with
immune thrombocytopenia.

The present study included 12 acute patients, 12 remission period patients followed up
in Hematology Division of Department of Internal Medicine of Medical School of Trakya
University with the diagnosis of immune thrombocytopenia and 10 healty subjects.

We evaluated antioxidant and apoptosis related gene expressions in immune
thrombocytopenic patients.

We have 12 patients and 10 volunteers. GAPDH enzyme level analyzed in the acute
phase which was found to be significantly lower (p< 0.05). In the acute phase, Cat, Cyc-c, Bax
and Cas 3 values were significantly higher (p<0.05) than the control group. In acute phase and
control group, B actin, sod, Bcl-2, hsp 60, hsp 70, survivin and bcl-xI value did not show
significant difference (p>0.05). In the remission period, values of Cat, Cyc-c, Bax, Cas 3 were
significantly higher than control group (p<0.05). In the remission period and control group,
GAPDH, B-actin, SOD, Bcl-2 , hsp 60, hsp 70, survivin and bcl-xI value did not difference
significantly (p>0.05). In our study, Cat, Cyc-c, Bax, Cas 3 were found to be statistically
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significantly higher in patients with acute and remission period of immune thrombocytopenia,
and it was thought that apoptosis and gene expression might play a role in the
immunodeficiency of thrombocytes. In acute phase, remission period and control group, B actin
value, SOD value, Bcl-2 value, hsp 60 value, hsp 70 value, survivin value, bcl-xI value did not
show significant difference (p>0.05).

Our finding suggest that the antioxidant capacity is the place in the pathogenesis of
reduction.Therefore 1t is necessary to addition of noble treatment antioxidant drugs.Antioxidant
capacity- enhancing measures need to be taken. Besides, it is shown in our project the
importance of using agents like thrombomimetic enhacing proliferation against to increase in

apoptosis in smart medicine use.

Key Words: immune thrombocytopenia, apoptosis, gene expression
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EK 2

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Bir aragtirma projesine davet edilmektesiniz. Bu arastirmanin yiiriitiilmesi, Trakya
Universitesi Girisimsel olmayan klinik arastirmalar Etik Kurulu'nun 21.01.2015 tarih ve
TUTF-BAEK 2015/20 protokol no ve 02/05 karar no ile onaylanmustir.

Arastirmaya katilmaya karar vermeden once arastirmanin neden ve nasil yapilacagini
anlamaniz ¢ok onemlidir.

Arastirmaya katilim tamamen goniilliiliik ilkesine bagli olup katilmay1 reddetmeniz
herhangi bir cezaya ya da elde edilecek herhangi bir yararin kaybedilmesine kesinlikle yol
acmayacaktir.

Aymni sekilde aragtirmaya katilmay1 kabul ettikten sonra da arastirmanin herhangi bir
yerinde higbir neden gostermeksizin herhangi bir zarar ya da elde edilmesi beklenen bir yarar
kaybina yol agmadan arastirmadan g¢ekilebilirsiniz.

Arastirma kapsaminda yapilan islemlerin mali giderleri arastirmacilar ya da destekleyici
(Trakya Universitesi Bilimsel Arastirmalar Fonu (Proje no: TUBAP 2015-40)) tarafindan
karsilanacak olup size ya da sosyal giivenlik kurumunuza hi¢bir mali yiik getirmeyecektir.

Asagidaki bilgileri dikkatlice okuyun ve arastirmaya katilmak isteyip istemediginize
karar vermek i¢in liitfen biraz diisliniin. A¢ik olmayan bir bolim varsa ya da daha ayrintili
bilgiye ihtiya¢ duyuyorsaniz ya da arastirmaya katilmaya goniillii oluktan sonra soracaginiz

sorular varsa 0555 235 64 58 numarali cep telefonundan Candeniz Avci’ya basvurabilirsiniz.

1. Arastirmayla Ilgili Bilgiler:
a.  Arastirmanin bilimsel adi:

Immiin Trombositopenili Hastalarda Antioksidan Ve Apoptozis Iliskili Gen Ifadelerinin
Degerlendirilmesi

b.  Arastirmanin anlasilabilir basit ad:

Viicudumuzda pihtilasmayr saglayan kan pulcuklarinin  (trombositlerin)
diistikliigii ile seyreden bir hastalikta genlerin roliiniin degerlendirilmesi
C. Sorumlu Arastirmacinin adi ve gorev yeri:

Prof. Dr. Ahmet Muzaffer DEMIR, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi, Hematoloji
BD.
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d. Arastirmamn icerigi:

Calismamizda Oncelikle merkezimizde trombositlerin (pihtilasmay1 saglayan kan
pulcuklarinin) diisiikliigii tanistyla izlenen ve tedavi alan hastalarda genetik faktorlerin roliinii
arastirmay1 amacgladik. Hiicrelerimizdeki bazi genlerin bu hastalik tizerindeki katkisinin ne
Olciide oldugunu saptamayi hedef aldik. Bu amaglar dogrultusunda merkezimizde tan1 alan

hastalarin rutin kontrolleri sirasinda alinan kanlardan bazi gen diizeylerini ¢caligmay1 planladik.

a. Arastirmanin niteligi (Klinik, Laboratuvar, Epidemiyolojik-Tez calismasi
vb):

Arastirmamiz klinik bir arastirmadir.

b. Arastirmanin baslama tarihi ve ongoriilen siiresi:

Baslangig tarihi Mart 2015 ve 6ngoriilen sure 12 (oniki) aydir.

C. Arastirmaya katilmasi beklenen goniillii sayisi:
12 (oniki) hasta ve 10 (on) saglikli kontrol grubu
d. Katihmcinin arastirmaya dahil edilme nedeni:

Hasta kisilerde antioksidan ve apoptosis ile iliskili baz1 genlerin bu hastalardaki

roliiniin arastirilmast.
€. Arastirmada uygulanacak yontemler:

Genetik ¢aligmalar kapsaminda EDTA’1 kan tiipleri kullanilarak her denekten 1
tiip olmak tizere 5 cc kan alinacak EDTA’11 kan tiiplerinde bulunan kan 6rnekleri vida kapakl
aliminyum cryotiip tasima atagmanina yerlestirilecek ve icinde sivi azot bulunan dewar
kabina daldirilacaktir. Ornekler dewar kabi ile laboratuvara gotiiriilecek ve gétiiriilen bu

ornekler ile ¢aligma yapilacaktir.

2. Uygulama Sirasinda Karsilasabileceginiz Riskler ve Rahatsizhiklar:
Kan alinan yerde hafif bir morarma olabilir.
3. Goéniillii Icin Arastirmadan Beklenen Yarar:
ITP hastalarinda hastaliklariyla ilgili neden sonug iligkisinin daha iyi anlagilabilirligi.
4. Arastirmaya Secenek Olan Diger Girisimler:
Ek girigim yoktur.
5. Zararlarin Tazmini ve Arastirma Konusundaki Diger Sorularin

Cevaplandirilmasi:
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a. Arastirmanin yiiriitiilmesi sirasinda olas1 yan etkiler, riskler ve zararlar ile bir hasta
olarak haklar1 konusunda bilgi almak i¢in baglanti kurulacak kisinin adi-soyadi,
tinvani, gorev yeri ve telefon numarasi.

Ars. Grv. Dr. Candeniz Avci, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji BD.
0555 235 64 58

Arastirma Giderleri ve Biitcesi:
Arastirmanin biit¢esinin Trakya Universitesi Bilimsel Arastirmalar Fonu

tarafindan karsilanmasi planlanmaktadir.

Goniilliiliik, Calismay1 Reddetme ve Calismadan Cekilme Hakki, Calismadan
Cikarilma:

Katilimcimin ¢alismay1 reddetme hakki oldugu gibi istegi halinde katildig1 ¢alismadan
her hangi bir haksizliga maruz kalmayacak sekilde ayrilma hakkina sahiptir. Saglikli
kontrol grubundan olan hastanin herhangi bir kronik hastaliginin yada enfeksiyonun
varliginin tespit edilmesi halinde katilimciya bilgi verilerek katilimcinin ¢aligma disinda
kalmasi saglanacaktir.

Kimlik bilgilerinin ve elde edilen verilerin gizliligi nasil saglanacak?

Elde edilen bilgilerin gizliligi global etik kurallarinin dogrultusunda sonuglar yalniz
katilimcilarin kendileri ile paylagilmast ile saglanacaktir.  Veriler sadece sorumlu
arastiricinin gézetiminde kendine ait odada ve bilgisayarda depolanacaktir.

Arastirma sonunda goniilliilere bilgi verilecek mi?

Arastirmanin sonunda talep olmasi halinde goniilliillerin kendilerine iliskili bilgi

verilebilir.

GONULLUNUN CALISMAYA KATILMA ONAYI

Yukarida agik¢a tanimlanan ¢alismanin ne amacla, kimler tarafindan ve nasil gergeklestirilecegi

anlayabilecegim bir ifade ile bana anlatildu.

Bu arastirmadan elde edilen bilgilerin bana ve baska insanlara saglayacagi yararlar bana

anlatildi.

Arastirma sirasinda meydana gelebilecek riskler ve rahatsizliklar bana anlayabilecegim bir dille

anlatildi.

Aragtirma sirasinda olusabilecek zarar durumunda gergeklestirilecek islemler bana anlatildi.
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Arastirmanin yiirtitiilmesi sirasinda olast yan etkiler, riskler ve zararlar ve haklarim konusunda
24 saat bilgi alabilecegim bir yetkilinin ad1 ve telefonu bana verildi.

Aragtirma kapsamindaki biitlin muayene, tetkik ve testler ile tibbi bakim hizmetleri i¢in benden
ya da bagh bulundugum sosyal giivenlik kurulusundan higbir {icret istenmeyecegi bana
anlatildi.

Arastirmaya higbir baski ve zorlama altinda olmaksizin goniilli olarak katiliyorum.
Aragtirmaya katilmay1 reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi.

Sorumlu aragtirmaci / hekime haber vermek kaydiyla, hicbir gerekce gostermeksizin istedigim
anda bu ¢alismadan ¢ekilebilecegimin bilincindeyim.

Bu calismaya katilmay1 reddetmem ya da sonradan ¢ekilmem halinde hic¢bir sorumluluk altina
girmedigimi ve bu durumun simdi ya da gelecekte gereksinim duydugum tibbi bakimi higbir
bicimde etkilemeyecegini biliyorum.

Calismanin yiiriitiiciisii olan arastirmact / hekim ya da destekleyen kurulus, calisma
programinin gereklerini yerine getirmedeki ihmalim nedeniyle, benim onayimi almadan beni
calisma kapsamindan ¢ikarabilir.

Calismanin sonuglar1 bilimsel toplantilar ya da yaymlarda sunulabilir. Ancak, bu tiir
durumlarda kimligim kesin olarak gizli tutulacaktir.

Yukarida yer alan ve arastirmadan 6nce goniilliiye verilmesi gereken bilgileri gosteren Goniillii
Bilgilendirme Formu adli metni kendi anadilimde okudum.

Bu bilgilerin igerigi ve anlami, yazili ve s6zlii olarak agiklandi.

Aklima gelen biitlin sorular1 sorma olanagi tanind1 ve sorularima doyurucu cevaplar aldim.

Bu kosullarla, s6z konusu arastirmaya hicbir baski ve zorlama olmaksizin goniillii olarak
katilmay1 kabul ediyorum.

Bu metnin imzal1 bir kopyasini aldim.

Goniilliiniin; (El yazisi ile)
Adi- Soyadt:
Imzas:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Velayet ya da vesayet altinda bulunanlar icin; (El yazisi ile)

Veli ya da Vasinin Adi- Soyadi:
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Imzasi:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Aciklamalar1 Yapan Arastirmacnin Adi- Soyadi: (El yazisi ile)
Imzas::

Tarih:
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