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ÖZET 

Gezer, S. (2018). Akut Miyeloid Lösemide Spink2 Ekspresyonunun 

Araştırılması. İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Genetik ABD. Yüksek 

Lisans Tezi. İstanbul.  

 

Akut Miyeloid Lösemi (AML) hematopoez sürecinde farklılaşmanın durması, 

miyeloblastların aşırı çoğalması ve normal kan hücrelerinin üretiminin bozulması ile 

sonuçlanan heterojen bir hastalıktır. İnsidansı yaşla beraber artmaktadır. AML’de 5. ve 

7. kromozomların bir parçasının veya tamamının kaybı, t(8;21), t(15;17) ve inv(16) gibi 

kromozomal değişikliklerin yanı sıra tek gen mutasyonları sık görülür.  SPINK2 Kazal 

tip serin proteaz inhibitörleri ailesindendir. Lenfomada, umbilikal cord’tan alınan 

primitif hematopoietik kök hücrelerde ve bazı lösemi hücrelerinde yüksek seviyede 

eksprese edildiği gösterilmiştir. AML hastalarında ekspresyonun analiz edildiği bir 

çalışma daha önce yapılmamıştır.Bu çalışmada amacımız,  AML’de SPINK2 

ekspresyonunun analizidir. AML olgularında ve 12  hücre soyunda   SPINK2 

ekspresyonu incelendi. Hücre soylarında hücre içi ve hücre dışına salınan protein düzeyi 

ELİSA yöntemiyle belirlendi. AML hücre soylarında SPINK2 ekspresyonunu ve 

salgılanan protein düzeyinin diğer hücre soylarına göre artmış olduğu belirlendi. 

SPINK2 mRNA düzeyleri ile hücre içindeki ve hücre dışına salınan protein düzeyleri ile 

arasında istatistikselolarakanlamlı düzeyde korelasyon bulundu (p=0,00004 ve p=0,47). 

Erişkin AML’li olgularda kontrole göre SPINK2 ekspresyonu anlamlı dercede artmış 

bulundu .(p=0,042).  SPINK2 ekspresyonun t(8;21) pozitif olgularda anlamlı düzeyde 

düşük olduğu (p=0,000), inv(16) pozitif olguların hepsinde anlamlı düzeyde yüksek 

olduğu gösterildi (p=0,028).  SPINK2’nin AML’de rolünü anlaşılması ve prognostik 

marker olarak kullanılabilirliğinin belirlenmesi için daha ileri çalışmalar gerekmektedir. 

Anahtar Kelimeler:  Akut Miyeloid Lösemi, Kazal Tip Serin Proteaz, SPINK2, 

SPINK2 ekspresyonu 

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 

desteklenmiştir. Proje No: 26523  
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ABSTRACT 

Gezer, S. (2018). The analysis of SPINK2 expression in Acute Myeloid 

Leukemia (AML). Institute of Medical Sciences, Department of Genetics, Istanbul 

University. Master's thesis. İstanbul.  

Acute Myeloid Leukemia (AML) is a heterogeneous disorder that results in the 

distruption of differentiation within the process of hematopoiesis, the excessive 

accumulation of myeloblasts and the deterioration of the production of normal blood 

cells. Its incidence increases with age. The loss of part or all of chromosomes 5 or 7, 

chromosomal translocations such as t(8;21), t(15;17) and inv(16) alongside the single 

gene mutations. SPINK2 is a member of the family of serine protease inhibitors of 

the Kazal type.  It has been shown, in the case of lymphoma, that SPINK2 is highly 

expressed in primitive hematopoietic cells removed from umbilical cord and in some 

leukemia cells. However, there is no research where the expression of SPINK2 in 

patients with AML has been analyzed before. This research has analyzed the expression 

of SPINK2 mRNA in AML. Both the level of SPINK2 mRNA and of the protein levels 

have been identified in the  12 cell lines. It has been determined that the expression of  

SPINK2 expression level in the cell lines of AML increased compared to other cell 

lines. There has been noticed a correlation between the SPINK2 mRNA and protein 

levels (p=0,00004 and  p=0,47 respectively). With control, the findings show the 

SPINK2 expression significantly increased in adult AML (p=0,042).  The SPINK2 

expression in the t(8;21) positive cases  is found substatially low (p=0,000); however, in 

the inv(16) positive cases significantly high (p=0,028). To perceive the role of SPINK2 

in AML and determine its utility as a prognostic marker, further studies are needed. 

 

Key Words :  Acute Myeloid Leukemia, the Kazal type serine protease, SPINK2, the 

SPINK2 expression 

This study has been subsidized by the Coordinatorship of Scientific Research Projects 

in Istanbul University. Project no: 26523 



1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Lösemiler, DNA’daki somatik mutasyonlar sonucunda oluşur. Kendiliğinden, 

radyasyona veya karsinojenlere maruz kalınması sonucunda gerçekleşen onkogen 

aktivasyonu ya da tümör baskılayıcı genlerin inaktivasyonunda etkili mutasyonlar; 

hücre ölümü, farklılaşma ya da bölünme kontrolünde hasara yol açarak lösemi 

oluşumuna neden olabilirler (1,2). En sık görülen genetik değişiklikler; kromozomal 

translokasyonlar, tümör baskılayıcı gen mutasyonları, hücrelerarası sinyal bozuklukları 

ve hücre döngüsündeki bozukluklardır (2). 

Akut Miyeloid Lösemi (AML) hematopoez sürecinde farklılaşmanın durması, 

miyeloblast olarak adlandırılan olgunlaşmamış hücre populasyonunun aşırı çoğalması 

ve normal kan hücrelerinin üretiminin bozulması ile sonuçlanan heterojen bir hastalıktır. 

Erişkinlerde en sık görülen akut lösemidir.  İnsidansı yaşla beraber artmaktadır. 

Erişkinlerde 100.000 kişide 3,7 sıklıkla görülür. Tüm lösemi tiplerine, erkeklerde daha 

sık rastlanmaktadır (3,4).  

AML genetik, biyolojik ve klinik olarak heterojenlik gösterir. AML’de 5. ve 7. 

kromozomların bir parçasının veya tamamının kaybı, t(8;21), t(15;17) ve inv(16) gibi 

kromozomal değişiklikler görülmektedir. Bu kromozomal değişikliklerin yanı sıra en 

sık görülen mutasyonlar FLT3, NPM1, DNMT3A, KIT, CEBPA, RUNX1, IDH1/2 

TET2 ve MLL genlerindeki mutasyonlardır (5,6,7,8,9,10). 

Proteazlar hücrelerde; önemli metabolik kontrol noktalarında görev alan 

enzimlerin yıkılarak ve aktivitelerinin düzenlenerek hücrenin değişen çevre şartlarına ve 

metabolik ihtiyaçlarına verimli bir şekilde cevap vermesini; proteinlerin besin 

yetersizliği durumunda enerji ve amino asit kaynağı olarak kullanılmasını ve 

transkripsiyonel veya translasyonel hatalardan kaynaklanan hasarlı veya işlevsiz 

proteinlerin uzaklaştırılmasını sağlama görevlerini gerçekleştirirler. Proteazların 

aktivitelerinin düzenlenmesi hücre için hayati önem taşır. Protez aktivitesini, proteaz 

inhibitörleri düzenler (11).  

Proteaz inhibitörleri; kontrol edilemeyen proteolizi önleyerek proteaz 

aktivitelerinin düzenlenmesinden sorumludur. Serin proteaz inhibitörleri proteaz 
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inhibitörlerinin en büyük ve en önemli süper ailesidir. Hedef proteazlarına kovalent 

olarak bağlanarak inaktivasyona yol açan intihar substratlarıdırlar (12).  

Pek çok serin proteaz inhibitör sadece proteazları inhibe etmekle kalmaz, aynı 

zamanda diğer moleküller ile etkileşimleri sonucunda başka fizyolojik etkilere de 

sahiptir. Bu etkileşimler, belirli bir fizyolojik cevabı güçlendirir (13,14). 

SPINK2 (HUSI-II, ISK2) Kazal tip serin proteaz inhibitörleri ailesinin üyesidir. 

Akrosin ve tripsin inhibitörü olarak fonksiyon göstermektedir. SPINK2 geni 4q12 

bölgesinde bulunmaktadır (15). SPINK2, 84 amino asitli protein ve 23 kalıntı sinyal 

peptidi içerir. Epididim ve seminal vezikülde ekspresyonunun yüksek olduğu ve fertilite 

ile ilişkili olduğu bildirilmiştir (16,17). SPINK2 ekspresyonunun, optik sinir hasarından 

sonra, retinal ganglion hücrelerinde önemli derecede artış gösterdiği ve apoptotik 

uyarılara karşı duyarlılığı arttırdığı gösterilmiştir. SPINK2 ekspresyon düzeyindeki aşırı 

artışın apoptozu indüklediği bildirilmiştir (18). Lenfomada umbilikal cord’tan elde 

edilen primitif hematopoietik kök hücrelerde ve bazı lösemi hücre hatlarında yüksek 

seviyede eksprese edildiği gösterilmiştir (19,20,21,22). SPINK2’nin Akut Miyeloid 

Lösemi (AML) ve diğer lösemi hastalarında ekspresyonu ile ilgili daha önce bir çalışma 

yapılmamıştır.  

Bu tez çalışmasında, AML’de SPINK2 ekspresyonu analiz edildi. Daha önceki 

bilgilerden de faydalanarak SPINK2 ekspresyon seviyesinin AML’deki değişimi 

araştırıldı. Daha önce AML hastalarında SPINK2 ekspresyonu ile ilgili bir çalışma 

yapılmadığından; farklı yaş gruplarındaki   kadın ve erkek hastalar arasında SPINK2 

ekspresyonlarındaki farklılıklar RT-PCR seviyesinde belirlendi. Hastalarda ifade 

düzeylerindeki farklılıklar tespit edildi. Farklı AML sınıfları ve farklı prognoza sahip 

olgularda SPINK2 mRNA ekspresyonunda önemli değişiklikler saptandı. AML olgu 

gruplarındaki ifade düzeyinde farklılıklar, SPINK2’nin AML için  bir prognostik 

marker adayı olabileceği görüşümüzü kuvvetlendirdi.  

AML’nin prognostik markeri olabileceğini düşündüğümüz SPINK2 geninin 

ekspresyonu, AML hücre soylarında (HL60, NB4 ve THP1), farklı lösemi hücre 

soylarında (K562, Jurkat, ve Nalm6) ve diğer bazı hücrelerde (MCF7, HeLa ve 

HUVEC, hFOB, 293T) yine RT-PCR düzeyinde incelendi. Bu hücre soylarında 

SPINK2 proteinin hücre içindeki seviyesi ve hücre dışına salınan miktarının tespiti için 
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ELISA testi uygulandı. Hem SPINK2 mRNA düzeyi,  hem de hücre içi ve hücre dışına 

salınan protein düzeyleri belirlenmesi hedeflendi.  

Çalışma sonucunda AML patogenezinin daha iyi anlaşılmasına katkıda 

bulunulması ve AML teşhis ve tedavisi için yeni prognostik markerler ve terapötik 

hedeflerin bulunması amaçlandı. 

SPINK2 mRNA düzeyleri ile hücre içindeki ve hücre dışına salınan protein 

düzeyleri   arasında istatistiksel olarak anlamlı düzeyde korelasyon bulundu (p=0,00004 

ve p=0,47). Erişkin AML’li olgularda kontrole göre SPINK2 ekspresyonunun anlamlı 

derecede arttığı tespit edildi (p=0,042).  SPINK2 ekspresyonun t(8;21) pozitif olgularda 

anlamlı düzeyde düşük olduğu (p=0,000), inv(16) pozitif olguların %100’ünde ise 

anlamlı düzeyde yüksek olduğu gösterildi (p=0,028). Yapılan deneylerde, AML 

olgularının %71’inde SPINK2 geni ekspresyonunun sağlıklı kontrollere göre yüksek 

olması AML patogenezinde rol oynayabileceğini ve AML için prognostik marker 

olabileceğini doğrular niteliktedir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. AKUT MİYELOİD LÖSEMİ  

2.1.1. HEMATOPOEZ 

Kan hücrelerinin oluşumu, gelişimi ve farklılaşması dahil olmak üzere tüm kan 

hücrelerinin üretimidir. Prenatal olarak hemotopoez, yumurta sarısı kesesinden, sonra 

karaciğerde ve daha sonra da kemik iliğinde gerçekleşir. Normal durumda, yetişkinlerde 

hematopoez, kemik iliği ve lenfatik dokularda gerçekleşir. Her tür kan hücresi 

pluripotent olan ilkel hücrelerden türetilmiştir (Şekil 2-1). Hematopoez iki aşamalıdır. 

Bu aşamalar ilkel dalga ve kesin dalga olarak adlandırılır (23). 

 

 

 

 

 

Şekil 2-1 : Kan hücrelerinin kökeni (29)  

https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com.tr&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3666375/&xid=17259,15700022,15700124,15700149,15700168,15700173,15700186,15700190,15700201,15700205&usg=ALkJrhhTHnKy3IbiFZZl9isOlmOX3uwLQA#R16
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Eritroid progenitör içeren ilkel dalga, erken embriyonik gelişim sırasında 

eritrosit ve makrofajları oluşturur ( 24 ). 

İlkel dalganın birincil amacı, embriyonun hızlı bir şekilde büyümesi nedeniyle 

artan doku oksijenasyonunu kolaylaştıran kırmızı kan hücreleri üretmektir (25).  

Daha sonra, kemikler oluştuğundan, hematopoez kemik iliğinde gerçekleşmeye 

başlar. Çocukluk çağında, en sık görülen hematopoez bölgeleri, başta femur, tibia ve 

fibula olmak üzere uzun kemiklerdir. Yetişkinlerde hematopoez, pelvis, sternum, 

kafatası ve omurgada gerçekleşir (Şekil 2-2). Kemik iliğinde başlayan hematopoez 

süreci; dalak, timus ve lenf nodları dahil olmak üzere diğer lenfoid organlarda 

olgunlaşmayla devam eder. Embriyonik evreden uzaklaştıkça, hematopoez, 

multipotansiyel hematopoietik kök hücrelerin kullanılmasını gerektirir ve kesin 

hematopoez olarak adlandırılır (26).  

 

 

 Şekil 2-2 : Yaşa bağlı kan üretim  bölgeleri değişimi (30) 

 

Hematopoez, dolaşımdaki kan hücrelerinin seviyelerini korumak için sürekli 

olarak gerçekleşen metabolik bir olaydır. Retikulosit ve eritrositlerden oluşan eritroid 

seri, lenfositler (B ve T hücreleri) yanı sıra doğal katil hücrelerden oluşan   lenfoid seri 

https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com.tr&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3666375/&xid=17259,15700022,15700124,15700149,15700168,15700173,15700186,15700190,15700201,15700205&usg=ALkJrhhTHnKy3IbiFZZl9isOlmOX3uwLQA#R42
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ve makrofajlar, dendritik hücreler, granülositler ve megakaryositlerden oluşan myeloid 

seri olmak üzere üç farklı kan hücresi hattı vardır (27,28). 

2.1.2. LÖSEMİ 

Lösemi, kemik iliğinin hemapoetik kök hücrelerinden kaynaklanan malign bir 

hastalıktır. Normal hematopoezde, hemapoetik kök hücreler periferik kan hücrelerine 

(matür lenfosit, granülosit, monosit, eritrositler ve megakaryositler/ trombositler) 

farklılaşırken, lösemide farklılaşamaz. Olgunlaşamayan hücreler kemik iliğinde 

çoğalarak normal hemapoetik hücrelerin yerini alır. Lösemide DNA hasarı olduğu 

düşünülmektedir. Kromozomlardaki yeniden düzenlenmeler, translokasyonlar, 

delesyonlar, gen amplifikasyonları ve sitogenetik değişiklikler normal hücrenin 

farklılaşma ve proliferasyonun düzenlenmesini bozmaktadır (31).   

Globocan 2012 verilerine göre Türkiye populasyonunda yetişkin bireylerde 

lösemiler tüm kanserlerin % 5,8 kadarını oluşturur. Lösemiler, erkeklerde %7,1 görülme 

sıklığı ve %5,8 ölüm oranı; kadınlarda ise %4,7 görülme sıklığı ve %3,6 ölüm oranı ile 

tanımlanır. Dünya genelinde ise; yine Globocan 2012 verilerine göre yetişkin bireylerde 

lösemiler tüm kanserlerin % 4,7’sini oluşturur ve ölüm oranı % 3,4   kadardır. 

Lösemiler, erkeklerde %5,6 görülme sıklığı ve %4,2 ölüm oranı; kadınlarda ise %3,9  

görülme sıklığı ve %2,8 ölüm oranı ile tanımlanır (32).  

Lösemiler köken aldıkları hücre tipine göre Lenfoid ve Miyeloid; sağ kalım ve 

olgunlaşma özelliklerine göre de Akut veya Kronik olarak gruplara ayrılırlar (33).   

1-Akut Miyeloid Lösemi (AML)  

2-Kronik Miyeloid Lösemi (KML)  

3-Akut Lenfoid Lösemi (ALL)  

4-Kronik Lenfoid Lösemi (KLL) 

2.1.3. TARİHÇE 

‘’Hematoloji’’terimi ilk kez Thomas Schwenke tarafından 1743’de 

kullanılmıştır. Ancak löseminin tanımlanması 19. yüzyılda mikroskobun tıp alanında 

yaygın biçimde kullanılmaya başlamasıyla gerçekleşebilmiştir (34). Lösemi ilk olarak 

1827 tarihinde Dameshek ve Gunz tarafından tanımlanmıştır. Ateş, güçsüzlük, karın 

şişliği olan bir olgunun otopsisinde, dalak ve karaciğerinin normalden çok büyük 
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olduğu ve kanının kıvamının aşırı yoğun olduğu bildirilmiştir. John Hughes Bennett 

tarafından 1845 ‘de Edinburg Medical and Surgical Journal’ da “Case of Hypertrophy 

of the Spleen and Liver in which Death took place from Suppuration of the Blood” adlı 

bir makale yayınlanmıştır. Bu makalede, Bennett, kanda gözlemlediği değişikliğin 

iltihap ve enflamasyondan farklı olduğunu belirtmiştir. Kandaki tüm hücrelerin 

etkilenmiş olduğunu, hücrelerin değişik boylarda olduğunu, asetik asit uygulandığında 

ise nukleusların ayrıştığını göstermiş ve ilk kez lösemili bir hastanın kan hücrelerinin 

resmi yayınlanmıştır (Şekil 2-3) (34). 

 

Şekil 2-3: Lösemili hastaların kan hücrelerinin görünümü (34) 

Yaşayan hastalarda löseminin mikroskobik tanısını ise, ilk kez Henry Fuller 

1846 ‘da gerçekleşmiştir. Virchow, 1847’de benzer bir olgu raporu yayınlamış ve bu 

yeni hastalığı tanımlamada “leukemia” (beyaz kan) terimini kullanmıştır. Bennett ise 

“leucocythaemia” terimini tercih etmiştir (34).  

Akut löseminin tanımı, 185’de Nikolaus Friedreich tarafından yapılmıştır. Ernst 

Neumann, 1870’ de kemik iliğinin kan hücrelerinin yapımında önemli bir yeri olduğunu 

belirterek   löseminin kemik iliğindeki değişikliklerden kaynaklandığını göstermiştir 

(34,35,36). 1873’te lösemi tedavisinde ilk kez kan transfüzyonu kullanılmıştır.  
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Paul Ehrlic’in, 1877’de kan hücreleri arasındaki farklılaşmayı gösteren boyama 

yöntemini bulması, tıpta yeni bir çağı başlatmıştır. 1900 yılında Naegelli, lenfoblastların 

lenfoid hücre dizisine, miyeloblastların ise miyeloid hücre dizisine ait olduğunu 

belirtmiştir (35).  

İlerleyen yıllarda lösemi patofizyolojisinin incelenmesiyle heterojen özellik 

gösteren bir hastalık olduğunun anlaşılması, tedavi yöntemlerinin gelişmesine olanak 

sağlamış ve bu durum lösemi hastalarının yaşam sürelerini uzatmıştır (37,38).  

Akut monositer löseminin tanımlanması ise 1913 yılında Dr. Hasan Reşat 

Sığındım ve Dr. Schilling tarafından yapılmıştır. “Akut monositer lösemi” 1913 yılında 

Münchener Medzinicher-Wochenschrift dergisinin 36. sayısında yayınlanmıştır (34). 

1976 yılında Fransız-Amerikalı ve İngiliz bir grup hematolog tarafından orjinal 

FAB sınıflaması oluşturulmuş ve aynı sınıflama 1985 yılında yeniden gözden 

geçirilmiştir. FAB sınıflamasında akut lösemiler, morfolojik ve sitokimyasal boyanma 

özelliklerine göre gruplandırılmaktadır. Akut lenfoblastik ve Akut myeloblastik lösemi 

olarak ikiye ayrılmaktadır (34).  

FAB sınıflaması, immünfenotipleme, elektron mikroskobu, sitogenetik, 

moleküler biyolojik teknik yöntemlerini ve nadir lösemi tiplerini içermeyen bir 

sınıflamadır. Akut lösemide sitogenetik ve moleküler genetik anomalilerin tespiti ve 

bunların prognostik önem göstermelerinin belirlenmesiyle yeni bir sınıflandırma 

ihtiyacı olduğu belirlenmiş ve 2001 yılında Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından 

akut lösemiler de dahil olmak üzere hemapoetik ve lenfoid neoplazmaları içeren yeni 

bir sınıflandırma yapılmıştır. Akut lösemilerin WHO sınıflamasında, morfoloji, 

immünfenotipleme, sitogenetik ve moleküler biyolojik özellikler göz önüne alınmıştır.  

Akut lösemi tanısı için kemik iliğinde blastik hücre sayısı %3’dan %22’ ye 

indirilmiş ayrıca nadir lösemi tipleri de dahil edilmiştir (36,39).  

 

2.1.4. AKUT LÖSEMİLER 

Akut lösemiler, hematopoetik sistemin progenitör hücrelerinin klonal ve 

neoplastik proliferasyonu sonucunda ortaya çıkan heterojen bir hastalık grubudur. Akut 

lösemilerin klinik bulguları hızla prolifere olan immatur blast hücrelerin kemik iliğinde 

normal hematopoetik hücrelerin yerini almasıyla ortaya çıkar (40). 
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Lösemiler, köken aldıkları hücre tipine göre lenfoid ve miyeloid; sağkalım ve 

olgunlaşma özelliklerine göre de akut veya kronik olarak iki ana gruba ayrılırlar (41).  

Akut lösemiler morfolojik, immünfenotipleme, sitogenetik ve moleküler 

biyolojik özellikler göz önüne alınarak Akut lenfoblastik (ALL) ve Akut myeloblastik 

lösemi (AML) olmak üzere iki ana gruba ayrılır (42,43).  

WHO sınıflamasında akut lösemiler; miyeloid, lenfoid ve serisi belirlenemeyen 

olmak üzere 3 gruba ayrılmıştır (44): 

 

Akut miyeloid lösemiler:  

a. Tekrarlayan sitogenetik anomalilerle seyreden AML  

b. Çoğul seri displazi ile seyreden AML  

c. Tedaviye ikincil AML ve MDS  

d. Tanımlanan gruplara girmeyen AML olmak üzere dört gruba ayrılarak 

değerlendirilmiştir.  

 

Akut lenfoid lösemiler:  

a. Prekürsör B lenfoblastik lösemi/ lenfomalar  

- Rekürren sitogenetik anomalilerle birlikte olanlar  

- Sınıflandırılamayanlar  

b. Prekürsör T lenfoblastik lösemi / lenfomalar  

 

Sınıflandırılamayan (Serisi belirsiz) Akut lösemi  

a. Bifenotipik (Mikst fenotipli) akut lösemi  

b. Farklılaşmamış akut lösemi  

Tüm lösemi tiplerine, erkeklerde kadınlara göre daha sık rastlanmaktadır. Tüm 

populasyonda genel ALL insidansı AML insidansına benzerdir, ancak ALL çocukluk 

döneminde, AML erişkin dönemde daha sıktır (45).  
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2.1.5. AKUT MİYELOİD LÖSEMİ  

Hızlı ilerleyen bir malign hastalık olan Akut Myeloid Lösemi , kemik iliğinde 

miyeloid hücrelerin sayısında artış ve olgunlaşmalarında duraksama ile karakterize 

edilen ve sıklıkla hematopoetik yetersizlikle veya sonuçla ortaya çıkan bir klonal 

hematopoietik kök hücre bozukluğudur (46). 

AML’de dediferansiye edilmiş ve farklılaşmamış hücrelerin yüzdesi 

fazladır. Yetişkinleri etkileyen en yaygın akut lösemi olup insidansı yaşla birlikte artar 

(47).  AML semptomları, normal kemik iliğinin lösemik hücrelerle değiştirilmesiyle 

oluşur. Alyuvar, trombosit ve normal akyuvar hücrelerinde düşüşe neden 

olur. Yorgunluk, nefes darlığı, kolay morarma ve kanama ile artmış enfeksiyon riski 

görülür. AML'nin gelişimi için çeşitli risk faktörleri belirlenmiştir, ancak spesifik neden 

henüz tam olarak anlaşılamamıştır (48) . 

 

2.1.5.1.  AML'nin Epidemiyolojisi 

Akut miyeloid lösemi (AML) sık olmamakla birlikte, çok sayıda kansere bağlı 

ölüme neden olan son derece malign neoplazmdır. Son yıllarda insidansı çok 

değişmemiştir. Erken çocukluktaki ve yetişkinlikte iki zirve gösterir. Batı dünyasında 

100.000 kişide 3.7 insidans ve 100.000 kişide yaşa bağlı ölüm oranı 2.7 ila 18 

arasındadır. Bu durumun yaşlı nufus oranı artışıyla ilişkili olduğu düşünülmektedir. 

ABD de 65 yaşın altındaki hastalarda 100.000 ~ 1.3'den, 65 yaş üzeri 100.000 nüfus 

başına 12.2 olgu kadar, AML insidansı yaşla birlikte artmaktadır (47,48).  

National Cancer Institute 2010-2014 verilerine göre; son yıllarda akut miyeloid 

lösemi vaka oranı, her 100.000 erkek ve kadın için yılda 4,2 iken, ölüm oranı her yıl 

100.000 erkek ve kadın için 2,8 olarak rapor edilmiştir (49,50).  

 

2.1.5.2. AML Sınıflandırılması 

AML'nin alt tipinin belirlenmesi, bazen hem hastanın görünümünü hem de en iyi 

tedaviyi etkilediğinden çok önemli olabilir. Örneğin, Akut Promyelocytic Lösemi 

(APL) alt tipi genellikle AML'nin diğer alt türleri için kullanılanlardan farklı ilaçlar 

kullanılarak tedavi edilir. AML'yi alt tiplere ayırmak için kullanılan ana sistemlerden 
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ikisi: Fransız-Amerikan-İngiliz (FAB) sınıflandırması ve daha yeni olan Dünya Sağlık 

Örgütü (WHO) sınıflandırmasıdır (51). Fransız-Amerikan-İngiliz sınıflandırma sistemi, 

farklı AML türleri arasında ayrım yapmak için geliştirilmiş ilk sınıflandırma sistemidir. 

1976 yılında geliştirilen FAB sınıflandırması, lösemik hücrelerin morfolojik ve 

sitokimyasal özelliklerine dayanarak sekiz alt türü (M0 ile M7 arasında) tanımlar (Tablo 

2-1). 

 

Tablo 2-1: AML FAB sınıflandırması (52) 

FAB 

SINIFI 
İSİM SİTOGENETİK 

M0 akut miyeloblastik lösemi, minimal farklılaşmış    

M1 olgunlaşmadan akut miyeloblastik lösemi    

M2 granülositik olgunlaşma ile akut miyeloblastik lösemi  

t (8; 21) (q22; q22), t (6; 
9) 

M3 promyelositik veya akut promiyelositik lösemi (APL)  t (15; 17) 

M4 akut miyelomonositik lösemi  

inv (16) (p13q22), del 
(16q) 

M4eo kemik iliği eozinofili ile birlikte miyelomonositik inv (16), t (16; 16) 

M5 akut monoblastik lösemi (M5a) veya akut monositik lösemi (M5b) 
del (11q), t (9; 11), t (11; 
19) 

M6 
eritrolösemi (M6a) ve çok nadir saf eritroid lösemi (M6b) dahil olmak 

üzere akut eritroid lösemi  

  

M7 akut megakaryoblastik lösemi  t (1; 22), 

 

 

2001 yılında, AML'nin teşhisi ve yönetiminde yapılan ilerlemeleri entegre etme 

çabalarının bir parçası olarak, Dünya Sağlık Örgütü (WHO), 2008'de revize edilmiş bir 

versiyonun ardından yeni bir sınıflandırma sistemi uygulamaya koydu (53). AML'nin 

WHO sınıflandırması, altı ana hastalık varlığını tanımlamak için genetik bilgiyi 

morfoloji, immünfenotip ve klinik sunumla birleştirerek ayırır ( Tablo 2-2) :   

 

https://ipfs.io/ipfs/QmXoypizjW3WknFiJnKLwHCnL72vedxjQkDDP1mXWo6uco/wiki/Acute_myeloblastic_leukemia%2C_minimally_differentiated.html
https://ipfs.io/ipfs/QmXoypizjW3WknFiJnKLwHCnL72vedxjQkDDP1mXWo6uco/wiki/Acute_myeloblastic_leukemia%2C_without_maturation.html
https://ipfs.io/ipfs/QmXoypizjW3WknFiJnKLwHCnL72vedxjQkDDP1mXWo6uco/wiki/Acute_myeloblastic_leukemia%2C_with_granulocytic_maturation.html
https://ipfs.io/ipfs/QmXoypizjW3WknFiJnKLwHCnL72vedxjQkDDP1mXWo6uco/wiki/Acute_promyelocytic_leukemia.html
https://ipfs.io/ipfs/QmXoypizjW3WknFiJnKLwHCnL72vedxjQkDDP1mXWo6uco/wiki/Acute_myelomonocytic_leukemia.html
https://ipfs.io/ipfs/QmXoypizjW3WknFiJnKLwHCnL72vedxjQkDDP1mXWo6uco/wiki/Eosinophil.html
https://ipfs.io/ipfs/QmXoypizjW3WknFiJnKLwHCnL72vedxjQkDDP1mXWo6uco/wiki/Acute_erythroid_leukemia.html
https://ipfs.io/ipfs/QmXoypizjW3WknFiJnKLwHCnL72vedxjQkDDP1mXWo6uco/wiki/Acute_erythroid_leukemia.html
https://ipfs.io/ipfs/QmXoypizjW3WknFiJnKLwHCnL72vedxjQkDDP1mXWo6uco/wiki/Acute_megakaryoblastic_leukemia.html
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Tablo 2-2: AML WHO sınıflandırması (54) 

  

AML  WHO sınıflandırması 
    

Türleri Genetik anormallikler 

Tekrarlayan genetik anormallikleri olan 

AML 

AML, t (8:21) (q22; q22); RUNX1-RUNX1T1 

  Inv (16) (p13.1q22) veya t (16; 16) ile AML (p13.1; 

q22);CBFBMYH11 

  PML-RARA - APL 

  t(9; 11) ile AML (p21.3; q23.3); MLLT3-KMT2A 

  t (6; 9) ile ML (p23; q34.1); DEK-NUP214 

  Inv (3) (q21.3q26.2) veya t (3; 3) (q21.3; q26.2); GATA2, 

MECOM 

  AML (megakaryoblastik) ile t (1; 22) (p13.3; q13.3); RBM15-

MKL1 

  BCR-ABL1’li AML  

  NPM1 mutasyonlu AML 

  CEBPA'nın bialelik mutasyonları olan AML 

  RUNX1 mutasyonlu (geçici varlık) ile AML 

Myelodysplasia ile ilgili değişiklikler ile 

AML 

  

Terapi ile ilişkili miyeloid neoplazmlar   

  Minimal farklılaşmalı AML 

  Olgunlaşma olmayan AML 

  Olgunlaşma başlayan  ML 

  Akut miyelomonositik lösemi 

  Akut monoblastik / monositik lösemi 

  Akut eritroid lösemi 

  Saf eritroid lösemi 

  Akut megakaryoblastik lösemi 

  Akut bazofilik lösemi 

  Miyelofibrozis ile akut panmyelosis 

Miyeloid sarkom   

Down sendromuna bağlı miyeloid 

proliferasyonları 

Geçici anormal miyelopoezis 

  Down sendromu ile ilişkili AML 
 

Kısaltmalar: AML, akut miyeloid lösemi; APL, akut promiyelositik lösemi; ML, miyeloid lösemi 
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Ayrıca daha sonra bu sınıflandırmaya serisi bilinmeyen akut lösemi de dahil edilmiştir 

(55).  

 

2.1.5.3. Prognostik Faktörler 

Prognozun doğru bir şekilde değerlendirilmesi AML'nin yönetiminde en önemli 

noktalardan biridir. Hastaları tedaviye direnç veya tedaviye bağlı mortalite (TRM) 

risklerine göre sınıflandırmayı sağlayan prognostik faktörler, doktorun standart veya 

artan tedavi yoğunluğu, konsolidasyon kemoterapisi veya allojenik hematopoietik kök 

hücre transplantı arasında karar vermesine rehberlik eder.  

Son yıllarda, araştırmalar bazı hastaların neden diğerlerinden daha iyi tedavi 

edilme şansına sahip olduğunu bulmaya  odaklanmıştır. Tedaviye cevabı etkileyen 

olgular (veya lösemiler) arasındaki farklılıklar prognostik faktörler olarak adlandırılır 

(47,56,57). 

Klinik faktörler arasında, artan yaş ve kötü performans durumu, daha düşük tam 

remisyon oranları (CR) ve genel sağkalım (OS) azalması ile ilişkilidir (58).  Klinik 

faktörlerin tedaviye rehberlik etmede önemli bir rolü olmasına rağmen, sitogenetik 

değişiklikler AML'de CR ve OS için en güçlü prognostik faktördür. Buna göre, AML 

vakaları, tek başına sitogenetik profiline göre uygun, orta veya olumsuz prognostik risk 

gruplarına ayrılabilir (57).  

t(8;21), t(15;17) veya inv (16) kromozom yeniden düzenlemeleri, 60 yaşından 

küçük ve 60 yaşından daha yaşlı olan olgularda sırasıyla 3 yıllık OS  % 66 ve  % 33 ile 

iyi bir prognozu gösterir.  

Aksine, kompleks karyotip gibi sitogenetik değişiklikler (yani WHO 2008 

sınıflandırmasında tanımlanan tekrarlayan genetik anormalliklerin yokluğunda, üç veya 

daha fazla kromozom anomalisi), monosomi 5 veya 7, t (6; 9), t (9; 11) dışındaki inv (3) 

veya 11q değişikliklerinin hepsinde tedavi başarısızlığı ve ölüm riskinin anlamlı 

derecede yüksek olduğu gösterilmiştir ( Tablo 2-3 ).  

Orta derecede prognostik risk taşıyan 24 AML olgusu, genellikle sitogenetiği 

normal olan (CN-AML) olgulardan oluşmaktadır (58,59,60) 
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Tablo 2-3: Sitogenetik ve moleküler profile dayanan prognostik risk sınıflandırması(62) 

Genetik ile 2017 ELN risk sınıflandırması 

Risk kategorisi  Genetik anormallik 

 

İYİ 

t (8; 21) (q22; q22.1); RUNX1-RUNX1T1 

 inv (16) (p13.1q22) veya t (16; 16) 

(p13.1;q22); CBFBMYH11 

 FLT3 -ITD veya FLT3 -ITD düşük † ile NPM1 

mutasyonu 

 Biallelik  CEBPA mutasyonu 

 

 

ORTA 

NPM1 ve FLT3 -ITD mutasyonu 

 FLT3 -ITD'siz veya FLT3 -ITD düşük ve (ters-riskli 

genetik lezyonlar olmaksızın) vahşi tip NPM1 

 t (9; 11) (p21.3; q23.3); MLLT3-KMT2A  

 Olumsuz veya olumsuz olarak sınıflandırılmayan 

sitogenetik anormallikler 

 

 

KÖTÜ 

t (6, 9) (p23; q34.1); DEK - NUP214 

 t (v, 11q23.3); KMT2A yeniden düzenlenmesi 

 t (9; 22) (q34.1; q11.2); BCR - ABL1 

 inv (3) (q21.3q26.2) veya t (3; 3) (q21.3; 

q26.2); GATA2, MECOM (EVI1) 

 −5 veya del (5q); -7; 17 / abn (17p) 

 Kompleks karyotip,  monozomal karyotip  

 Vahşi-tip NPM1 ve FLT3 -ITD yüksek  

 RUNX1 mutasyonu  

 ASXL1 mutasyonu 

TP53 mutasyonu 
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AML olgularında yaşa bağlı göreceli sağkalım grafiği verilmiştir. (Şekil 2-4) 

 

Şekil 2-4: AML hastalarında 1992-2010 yılları arasında yaşa bağlı sağkalım oranları (61) 

 

2.1.5.4. AML'nin Etiyolojisi 

 Kemik iliğini lösemiye teşvik eden genetik mutasyonun nedeni bilinmemekle 

birlikte akut lösemi gelişimi için birçok çevresel ve genetik risk faktörü tespit edilmiştir. 

Bunlar arasında yaş, öncül hematolojik hastalıklar ve genetik bozukluklar, virüs 

enfeksiyonu, radyasyon ve çeşitli kimyasallara maruz kalma gibi etmenler bulunur (47). 

Hematopoetik progenitör hücrelerin AML hücrelerine dönüşümü farklı 

aşamalarda farklı uyarıcı ajanlara duyarlılığını gerektiren çok adımlı bir süreçtir. 

Yüksek düzeyde radyasyon, benzen  gibi etkenler lökemogenezi tetikleyebilir. AML'nin 

farklı alt türleri, belirli bir moleküler anormallik veya mutasyon ile indükleyici ajan 

arasında fonksiyonel bir bağ olduğunu düşündüren farklı mekanizmalara sahip olabilir. 
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AML vakaları, bir ajana maruz kalma olmaksızın de novo olarak da ortaya çıkabilir 

(Tablo 2-4). 

AML, altta yatan hematolojik bozukluğu olan hastalarda veya önceki tedavinin 

bir sonucu olarak ortaya çıkabilir (örneğin, topoizomeraz II'ye maruz kalma, alkilleyici 

ajanlar). AML'nin patogenezi, miyeloid kök hücrelerin klonal popülasyonunun anormal 

çoğalmasını ve farklılaşmasını içerir. Delesyonlar, kromozomal translokasyonlar ve 

nokta mutasyonları gibi moleküler değişiklikler AML'nin gelişiminde rol oynamıştır 

(65). 

Tablo 2-4: AML ile ilişkili risk faktörleri (66) 

Genetik bozukluklar 
Klinefelter sendromu 

Patau sendromu 

Ataksi telanjiektazi 

Shwachman sendromu 

Kostman sendromu 

Nörofibromatozis 

Fanconi anemi 

Li  Fraumeni sendromu 

Fiziksel ve kimyasal riskler Benzen 

Pipobroman gibi ilaçlar 

Tarım ilacı 

Sigara içmek 

Embalming sıvılar 

Herbisitler 

Radyasyona maruz kalma Terapötik olmayan, terapötik radyasyon 

Kemoterapi Alkilleyici ajanlar 

Topoizomeraz ‐ II inhibitörleri 

Antrasiklinler 

Taksanlar 
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Delesyonlar  

AML’de rutin sitogenetik inceleme ile en sık saptanan değişiklikler, 5. ve 7. 

kromozomların bir parçasının veya tamamının kaybıdır. 5. ve 7. kromozomlardaki bu 

anormallikler kötü prognoz ile ilişkilidir (6).  

Kromozomal Translokasyonlar  

AML’de görülen translokasyonların çoğu kimerik füzyon gen ürünleri 

oluşmasıyla sonuçlanır. AML’de en sık görülen kromozom bozukluğu inv(16) ve 

t(8;21) translokasyonudur. Bu translokasyonlar CBF genini (core bağlanma faktörü) 

hedef alır. CBF’nin DNA’ya bağlanarak işlev gören alfa ve DNA’ya bağlanmadan 

transkripsiyonel aktiviteyi arttıran beta alt birimleri vardır. t(8;21) translokasyonu, 21. 

kromozomdaki CBFα alt birimini kodlayan bölge ile, 8. kromozomdaki ETO geninin 

füzyonuna sebep olur. İnv(16) ise 16.kromozomun q kolundaki CBFβ alt birimi ile p 

kolundaki MYH11 geninin füzyonuna sebep olur. AML1-ETO ve CBFβ-MYH11 

translokasyonları AML’li olguların yaklaşık olarak sırasıyla, %2-12 ve %1-5 kadarında 

görülür ve her ikisi de iyi prognozla ilişkili olarak hastalığın tanısı ve takibinde belirteç 

olarak kullanılır (7). AML’de görülen diğer bir translokasyon olan t(15;17), PML ve 

RARα (α-retinoik asid reseptörünü kodlayan gen) genlerini kapsar. PML-RARα füzyon 

proteini DNA’ya bağlanma ve dimerizasyon yeteneğini yitirmemesine rağmen retinoik 

aside bağlanma yeteneği etkilenmekte ve hedef genlerin transkripsiyonu bozulmaktadır 

(8).  

Ancak yine CBF’de olduğu gibi, lösemi gelişimi için RARα mutasyonlarının 

yanında başka mutasyonların da gerçekleşmesi gerekir (7).  

Gen Mutasyonları  

AML’de en sık rastlanan nokta mutasyonları N- ve K- RAS genlerinin 12, 13 ya 

da 61. kodonlarında oluşan RAS gen ailesi mutasyonlarıdır. Yapılan çalışmalarda bu 

mutasyonlara %25-44 arasında değişen oranlarda rastlandığı belirtilmiş; ayrıca 

mutasyon varlığının kötü prognozla ilişkili olduğu gösterilmiştir (7). AML olgularının 

oldukça yaygın bir bölümünde FLT3 ve c-KIT genlerinde aktive edici mutasyonların 

varlığı gösterilmiştir. FLT3 mutasyonları de novo AML’lerin %20-30’unda görülür 

(67). Olguların yaklaşık %20-25’inde ITD (İç Ardışık Tekrarlar) adı verilen tekrar 

sayısında değişiklikler AML olgularının yaklaşık %5-10’unda da c-KIT geninde 
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proteinin kinaz aktivitesini arttıran mutasyonlar bildirilmiştir. AML1 geni lösemilerde 

sıklıkla transloke olmakla birlikte, bazı kalıtsal AML olgularının %3-5’lik bölümünde 

gende fonksiyon kaybına neden olan mutasyonlar gösterilmiştir. Bunlar daha çok 

AML1 ve trizomi 21 ile birlikte görülen AML ya da MDS (miyelodisplastik sendrom) 

olgularıdır. Normal miyeloid hücre gelişimi için gerekli bir faktör olan CEBPα 

genindeki mutasyonların iyi prognozla ilişkisi olduğu gösterilmiştir (68).  

 

2.1.5.5. AML KLİNİĞİ 

Olgular tipik olarak sırasıyla, eritrosit, trombositler veya lökositlerdeki azalmaya 

bağlı olarak yorgunluk, kanama, enfeksiyon, yüksek ateş semptomları ile 

başvurmaktadır. AML olgularında anemiyle ilişkili solukluk ve halsizlik yaygın olarak 

gözlenir. Ayrıca çarpıntı, çabuk yorulma ve nefes darlığı gibi diğer anemi ile ilişkili 

semptom ve bulgular da ortaya çıkabilir. Trombositopeniye bağlı olarak gelişen peteşi, 

epistaksis, diş eti kanamaları, konjonktival kanamalar ve deri yaralanmaları sonrası 

durmayan kanamalar hastalığın erken bulgularındandır ve tanı anında hastaların 

yaklaşık yarısında bulunur. AML olgularında, ALL olgularından farklı olarak kemik 

ağrıları sık değildir. Lösemik cilt infiltrasyonları (miyeloid sarkom) hastalığın seyri 

boyunca hastaların %13’ünde meydana gelir (69). Laboratuar incelemelerinde AML’li 

olguların kan değerleri büyük farklılıklar gösterir. Kemik iliği örneklerinde AML tanısı 

konulabilmesi için blast oranının %20’nin üzerinde olması gerekir. Ancak t(15;17), 

t(8;21), inv (16) veya t(16;16) translokasyonlarının varlığında blast sayısı %20’nin 

altında olsa da AML tanısı konulabilmektedir (58). AML olgularında prognoz ile ilişkili 

en önemli parametre sitogenetiktir. Yeni tanı almış erişkin AML olgularının yaklaşık 

%55’inde kromozom anomalileri tespit edilir (70,71). Serum ürik asit düzeyi AML 

vakalarının yaklaşık yarısında yüksektir. Ayrıca serum ve idrarda lizozim düzeyi yüksek 

bulunabilir (72).  

AML tedavisi 2 gruba ayrılabilir; ilk grup remisyon indüksiyonu ikinci kısım ise 

remisyon sonrası tedavidir (73). Retinoik asitlerin tedavide kullanılması ile %90 

oranında tam remisyon elde edilmekte ama bu remisyonlar kalıcı olmamaktadır. 

Önerilen tedavi retinoik asit ve bunu takiben kemoterapidir (74). 

Aml de sık kullanılan markerler Tablo 2-5 ‘te gösterilmiştir.  
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Tablo ǀ2-5 ǀAML ǀFAB ǀAlt ǀTipleri ǀİle ǀİmmünolojik ǀYüzey ǀMarkırları ǀİlişkileri ǀ(Kızıltaş, 

ǀ2008: ǀ17) (75) 

FAB HLA-DR CD11b CD13 CD14 CD15 CD33 CD34 Glikoforin CD41 CD42 CD61 

M1/M2 +    + + +     

M3/M3  + +  + + +     

V            

M4/M5 + + + + + + +     

M6 +  +   + + +    

M7 +  +   + +  + + + 

M0   +   + +     

 

2.1.5.6. AML TEŞHİS VE TEDAVİSİ 

AML miyeloid kan hücreleri dizisinden kaynaklanan malignitelerden 

biridir. Kemik iliğinde biriken ve normal kan hücrelerinin üretimini engelleyen anormal 

beyaz kan hücrelerinin hızlı büyümesi ile karakterizedir. Erişkinleri etkileyen en yaygın 

akut lösemi olup, insidansı yaşla birlikte artmaktadır. AML'de çeşitli risk faktörleri ve 

kromozom anomalileri tespit edilmiştir. AML, uygun tedavi yollarını ve genel prognozu 

belirleyen çeşitli alt tiplere sahiptir. AML tedavisinde destekleyici bakımdaki 

gelişmelere rağmen, tedavinin temeli uygun adaylar için allogeneik kök hücre 

transplantasyonu olan, sitarabin ve antrasiklin bazlı rejimlerin bir kombinasyonu 

dur. Yaşlı hastalar genellikle bu tür rejimleri tolere edemez ve özellikle kötü prognoz 

gösterirler (47).  

AML, remisyonu başlatmak için başlangıçta kemoterapi ile tedavi edilir. Daha 

sonra hastalara ek kemoterapi veya hematopoietik kök hücre transplantasyonu 

yapılabilir. Uygun hastalar ilk önce CR elde etmek için indüksiyon tedavisine gidilir. 

Genellikle CR'de minimal rezidüel hastalık sıklıkla devam eder ve tedavi kesilirse nüks 

kaçınılmaz olarak ortaya çıkar. Bu nedenle, herhangi bir rezidüel hastalığı ortadan 

kaldırmak ve kalıcı remisyon elde etmek için indüksiyon tedavisine olumlu cevabı 

konsolidasyon tedavisi ile takip edilmelidir. Konsolidasyon için mevcut seçenekler, 
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kemoterapi ve allojenik hematopoietik kök hücre transplantasyonunu (allo-HSCT) 

içerir. AML'li yaşlı hastalara optimal bir yaklaşım oluşturulmamıştır. 65 yaşın 

üzerindeki bireylerin, olumsuz bir sitogenetik risk profili ile ortaya çıkma olasılığı daha 

yüksektir, kemoterapiye cevap verme olasılıkları daha azdır ve genellikle tedaviye bağlı 

toksisitelere daha duyarlıdırlar. Bununla birlikte, önemli ölçüde daha kötü prognoza 

rağmen, indüksiyon tedavisi, 65 yaşın üzerindeki hastalarda destekleyici bakım ve 

palyatif kemoterapi ile karşılaştırıldığında sağkalımı artırır (47).  

Myelodisplastik sendromun (MDS) tedavisinde geleneksel olarak kullanılan 

hipometile edici ajanlar da AML'li yaşlı hastalarda etkinlik göstermiştir. Terapötik 

yararın kanıtı, ilk kez WHO sınıflaması altında AML için tanı kriterlerini karşılayan 

retrospektif olarak MDS'li hastaların post hoc analizlerinde gösterilmiştir(76).  

AML de yeni yeşhis ve tadavi yaklaşımları Tablo 2-6 da verilmiştir.(62) 

 

Tablo 2-6 : AML de testler prosedürler (62).  

Teşhis kurmak için testler Teşhiste ek testler / prosedürler (devam) 

 Tam kan sayımı ve diferansiyel sayımı  Komorbiditelerin analizi 

 Kemik iliği aspirasyonu  Biyokimya, koagülasyon testleri, idrar analizi  

 Kemik iliği trefin biyopsisi   Serum gebelik testi  

 İmmünofenotipleme  Oosit ve sperm dondurulması hakkında bilgi  

Genetik analizler 

 Allojenik HCT için uygunluk değerlendirmesi (HLA 

tiplemesi dahil)   

 Sitogenetik   Hepatit A, B, C; HIV-1 testi 

 Dahil gen mutasyonları için tarama 

 Akciğer grafisi, 12 elektrokardiyogram ve ekokardiyografi 

veya MUGA (endikasyonda) 

  NPM1 , CEBPA , RUNX1 , FLT3 , TP53 , ASXL1  Lomber ponksiyon   

 Gen yeniden düzenlemeleri taraması   Biobanking   

  PML-RARA , CBFB-MYH11 , RUNX1-RUNX1T1 , BCR-

 ABL1 , diğer füzyon genleri (varsa) 

RT-qPCR veya MFC d tarafından yanıtın duyarlı 

değerlendirmesi 

Teşhiste ek testler / prosedürler 

 RT-QPCR  için NPM1 mutasyonu, CBFB -

 MYH11 , RUNX1- RUNX1T1 , BCR - ABL1 , diğer füzyon 

genleri (varsa)   

 Demografi ve tıbbi geçmiş   MFC    

 Detaylı aile hikayesi  

 
 Hasta kanama geçmişi  

 

 Performans durumu (ECOG / WHO skoru) 

 

 

http://www.bloodjournal.org/content/129/4/424/tab-figures-only#fn-39
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2.2. SPINK2 (HUSI-II, ISK2 , KAZAL TİP SERİN PROTEAZ İNHİBİTÖRÜ) 

2.2.1. PROTEAZ INHIBITÖRLERI 

Proteazlar hücrede, bazı önemli metabolik kontrol noktalarında görev alan 

enzimlerin yıkılması ve aktivitelerinin düzenlenmesiyle hücrenin değişen çevre 

şartlarına ve metabolik ihtiyaçlarına verimli bir şekilde cevap vermesini; proteinlerin 

besin yetersizliği durumunda enerji ve amino asit kaynağı olarak kullanılmasını;  

transkripsiyonel veya translasyonel hatalardan kaynaklanan hasarlı veya işlevsiz 

proteinlerin parçalanmasını  sağlama görevlerini gerçekleştirirler. Bu yüzden 

proteazların aktivitesinin düzenlenmasi hücre için hayati önem taşır. Protez aktivitesini, 

proteaz inhibitörleri düzenler (11).  

Proteazlar olarak adlandırılan enzimler beş  alt kategoriye ayrılır: Matriks 

Metalloproteaz (MMP), Sistin Proteazlar, Serin Proteazlar, Aspartik Proteazlar ve 

Treonin Proteazlar (77). Her bir proteaz grubuna özgü inhibitör bulunur. 

Proteaz inhibitörleri; kontrol edilemeyen proteolizi önleyerek proteaz 

aktivitelerinin düzenlenmesinden sorumludur. Serin proteaz inhibitörleri (SPI) proteaz 

inhibitörlerinin en büyük ve en önemli süper ailesidir. Hedef proteazlarına kovalent 

olarak bağlanarak inaktivasyona yol açan intihar substratları olarak hareket ederler 

(12). Pek çok serin proteaz inhibitör sadece proteazları inhibe etmekle kalmaz, diğer 

moleküller ile etkileşimleri sonucunda başka fizyolojik etkilere de sebep olurlar. Bu 

etkileşimler, belirli  fizyolojik cevapları güçlendirir (13,14).  

Proteaz inhibitörleri (PIs) proteolitik enzimlerin katalitik aktivitesini inhibe 

edebilen proteinler veya peptitlerdir. Tüm hücrelerde ve ayrıca viral genomlarda 

bulunabilir. Proteazları veya proteaz inhibitörlerini kodlayan genler bir memeli 

genomunun, %2-%4 'ünü oluşturur, bu da biyolojik süreçlerde proteolizin önemini 

göstermektedir. Bununla birlikte, hayvan zehirlerinde birçok proteaz inhibitörünün 

bulunması zehirli hayvanların bu proteinleri / peptidleri biyolojik hayatta kalma 

surecinde kullandığını düşündürmektedir (78).  

Proteaz inhibitörleri (PIs), hedef proteazların aktivitesini, derin bir 

konformasyonel değişim kullanarak korunmuş bir yolla inhibe ederler (79).  
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PIs kemoterapiyle birlikte iyileşme sürecini olumlu etkileyeceği 

düşünülmektedir (80). 

Yeni PI’ lerin karakterize edilmesine ve fizyolojik öneminin anlaşılmasına olan 

ilgi, kan pıhtılaşma sistemi, kompleman kaskadı, apoptoz, hücre döngüsü ve hormon 

işleme yolları gibi tüm yaşam süreçleri için biyolojik önemleri nedeniyle artmıştır 

(81,82) . 

Ayrıca, bu enzimlerin düzenlenmesindeki eksiklikler veya değişiklikler, kanser, 

artrit, nörodejeneratif ve kardiyovasküler hastalıklar gibi çeşitli patolojik durumlara yol 

açmaktadır (83,84).  

 

2.2.2. SERİN PROTEAZ İNHİBİTÖRLERİ SÜPER AİLESİ 

SPI'ler,  PI' lerin en büyük ve en yaygın süper familyasıdır. Konformasyonal 

değişimlere uğrayarak çeşitli fizyolojik yollarda rol alırlar (Şekil 2-5) (85). 
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Şekil 2-5: Serin Proteaz İnhibitörlerin konformasyonel değişikliklerine bağlı 

patafizyolojik rolleri (85) 

SPI benzeri genler hayvanlar, poksvirüsler, bitkiler, bakteriler ve archaeada 

tanımlanmıştır ve bugüne kadar bu ailenin 1.500'den fazla üyesi belirlenmiştir (86,87). 

 SPI’ ler hedef enzimleri inhibe etmek için konformasyonel bir değişiklik kullanan geniş 

biçimde dağıtılmış bir proteaz inhibitörleri ailesidir (88) (Şekil 2-6).  

 

 

Şekil 2-6 : SPI ile hedef proteazın bağlanması sonucu oluşan konformasyonel değişiklik 
(88)  
( I, inhibitor; E, enzim, EI, enzim-inhibitör kompleksi ) 

 

Memeli pıhtılaşma yolları da dahil olmak üzere birçok önemli proteolitik 

kaskadın kontrolünde merkezi konumdadırlar.  SPI'lerin çoğunluğu serin proteazları 

inhibe eder, ancak kaspazları ve papain benzeri sistein proteazları inhibe eden SPI’ ler 

de tanımlanmıştır. Nadiren inhibitör olmayan bir işlev yaparlar; örneğin, birçok insan 

SPI’leri, hormon taşıyıcıları, moleküler şaperonlar veya tümör baskılayıcıları olarak 

işlev görürler (89,90). 

Serin proteaz inhibitörleri konformasyonel olarak kararsızdır ve hastalığa neden 

olan mutasyonlarının bir çoğu yanlış katlanma veya patojenik, inaktif polimerler ile 
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karakterizedir. Serin proteaz inhibitörleri hayvanlarda, bitkilerde ve 

mikroorganizmalarda bulunurlar. Modülatörler olarak hareket ederler, çok sayıda serin 

ve sistein proteazının aktivitelerini düzenlemede kilit rol oynarlar. SPI’ler, kompleman 

aktivasyonunu ve kan pıhtılaşması, fibrinoliz, enflamasyon, tümör hücre metastazı, 

apoptoz gibi çeşitli fizyolojik fonksiyonları kontrol ederler (91,92).  

Kan pıhtılaşması, doku yeniden biçimlenmesi ve proteoliz regülasyonu gibi 

fizyolojik süreçlerde önemli rol oynarlar (93).  Serin proteaz inhibitörleri, serin ve diğer 

proteaz tiplerinin düzenlenmesinde yer alan bir protein sınıfıdır. İnsanlarda, SPI'lerin 

çoğu, pıhtılaşma, fibrinoliz, enflamasyon, yara iyileşmesi ve doku onarımı dahil olmak 

üzere vücudun yaralanmaya tepkisine katılan proteazların fonksiyonlarını 

düzenlemektedir (94,95).  

Ayrıca demans ve anjiyogenezle ilgili olduğu düşünülmektedir (96).  

SPI'lerin fonksiyonel proteininde bir mutasyon sonucu fonksiyonel bir  genin 

kaybı nedeniyle çeşitli hayvan ve insan patolojilerinin ortaya çıktığı bildirilmiştir. En 

bilinen örneği antitrombin III örnekleri ilk olarak tanımlanmıştır (97).  

Serin proteazların, serin proteaz inhibitörleri ve proteazla aktive olan 

reseptörlerin periferinde ve koagülasyon, inflamasyon ve sindirim gibi çok çeşitli 

süreçlerdeki rolleri yoğun olarak araştırılmıştır (98,99,100).  

Proteaz inhibitörleri, ulinastatin ve aprotinin gibi tripsin inhibitörleri 

antiinflamatuar tedavide klinik olarak kullanılmaktadır (101). 

Doğuştan gelen bağışıklık sistemi, patojenlerin istilasına karşı geniş bir dizi 

savunma mekanizması kullanır. Bunlar, tanıma reseptörlerinin ekspresyonunu, 

antimikrobiyal moleküllerin salınmasını ve epitelyal bariyerin ve doku bütünlüğünün  

serin proteaz inhibitörleri tarafından korunmasını kapsar (102).  

Başlangıçta serin proteinaz inhibitörleri olarak isimlendirilen grubun, üyelerinin 

bir bölümü, inhibitörler değil, depolama, taşıma ve diğer rollerde yer alan 

şaperonlardır. SPI’ler, tüm canlıların  genomlarında bulunur. SPI'lerin fonksiyonları ve 

evrimsel gelişimi hakkında öğrenilecek çok şey vardır.  Bu inhibitörlerle   ilişkili çeşitli 

biyolojik fonksiyonlar ve patolojik durumlar nedeniyle, bu proteinlerin yapı ve  

mekanizmasının daha fazla karakterizasyonu, potansiyel biyobelirteç tanımlama ve 

terapötik hedefler hakkında bilgi sağlayacaktır (103) .   
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Serin proteaz inhibitörleri; kazal benzeri alanlar, serpinler (serin proteaz 

inhibitörleri) ve kunitz alanlarını içeren inhibitör olmak üzere sınıflandırılır (104) . 

Kazal - tipi inhibitörler;  Bu inhibitörler yaşamın tüm önemli noktalarında 

yaygın olarak bulunur. Kazal tip inhibitörlerin reaktif bölgesi son derece değişkendir 

fakat yapısal olarak korunur. Kazal tipi alan, spesifik bir desene göre disülfür bağları ile 

bağlanan altı sistein kalıntısı içerir   

Literatürde kazal benzeri inhibitörlerin kuvvetli antibakteriyel aktivitesini 

gösteren bazı veriler bulunmaktadır.  Bu gibi inhibitörlerin, bir metazoan olan Hidrada 

antibakteriyal aktivitesi ile ilişkisi belirtilmiştir.  ( Augustin ve ark ., 2009 ). Dahası, 

kabuklularda hemolenfteki kazal tip serin proteinaz inhibitörlerinin konak-savunma 

reaksiyonlarının düzenleyicileri olarak işlev gördüklerine, aynı zamanda 

mikroorganizmalardan korunmayı sağladığı da düşünülmektedir. ( Li et al., 2009 ). 

Serpinler , hedefe yönelik serin proteazlarla etkileşime giren bir C-terminali 

reaktif bölge-döngüsü içeren bir proteinler grubudur. Proteaz ve serpin, kovalent olarak 

bağlanır ve proteazın inhibe edildiği konformasyonel bir yeniden düzenlemeye maruz 

kalır ( Silverman ve ark ., 2001 ). Serpinler, iyi tanımlanmış kalıntıların bir kısmından 

oluşan özel bir imza ile birlikte ortak yapısal özellikleri paylaşırlar. Bu protein ailesi 

aynı zamanda inhibitör aktivitesi olmayan (ov-serpin) serpinler de içerir. 

Pankreatik tripsin inhibitörü (Kunitz) familyası, serin proteinaz inhibitörleri 

ailesindendir.  Üç disülfit bağı ile sınırlanan kısa proteinlerdir .Bu inhibitörler yumurta 

akı, yumurta kabuğu ve yumurta sarısında tanımlanmıştır  

2.2.3. KAZAL TİP SERİN PROTEAZ (SPINK) GEN AİLESİ  

2.2.3.1. Yapıları 

SPINK proteinleri, enzimatik aktivitelerini bloke ettikleri proteazların katalitik 

alanlarıyla doğrudan etkileşen bir veya birkaç Kazal alan içeren serin proteaz 

inhibitörleridir( 105).   

Kazal etki alanı yapısı, yüksek derecede korunan üç disülfür bağı içerir. Farklı 

SPINK proteinleri farklı dokularda spesifik olarak eksprese edilir ve pankreasta salınan 

tripsin, spermdeki akrosin veya derideki kallikrein gibi bazı serin proteazları inhibe 

ederler. SPINK proteinlerinin aktivitesinin azaltılması, kronik pankreatit ve Netherton 

sendromu gibi ciddi patolojilere yol açar.  
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SPINK ailesi üyeleri farklı büyüklükte ve ekzon yapısına sahiptir. SPINK 1, 2 

ve 4, tek bir Kazal tip serin proteaz inhibitörü alanı ile 4 ekson için kodlanmış 

karşılaştırılabilir bir büyüklüğe ve yapıya sahiptir iken SPINK5 , 15 engelleyici alanı 

kodlayan 33 ekson içerir. Her dört SPINK üyesinin epitelyal ve mukozal dokuların 

proteolitik yıkıma karşı korumaya dahil olduğu düşünülmektedir (16). 

2.2.3.2. Çeşitleri ve Görevleri 

SPINK gen ailesi, insanlarda dört gruptan ( SPINK1 , SPINK2 , SPINK4 

veSPINK5 ) oluşan Kazal tipi bir proteinin üretiminden sorumludur.  Son zamanlarda, 

SPINK1 ve SPINK5'i içeren 5q32 kromozomundaki bir SPINK gen kümesinin bir 

parçası olarak, daha distal olarak bulunan beş yeni SPINK benzeri üye tanımlanmıştır: 

sırasıyla SPINK5L2 , SPINK6 , SPINK5L3 , SPINK7 ve SPINK9 (Tablo 2-7) . Bununla 

birlikte, bu yeni üyelerin işlevsel rolü tam olarak bilinmemektedir (16). 

 

Tablo 2-7: SPINK gen ailesi (106)  

Sembol  Ad  Diğer adları Kromozom  

SPINK1 

serine peptidase inhibitor, Kazal type 1 Spink3, PCTT, PSTI, TATI 5q32 

SPINK2 

serine peptidase inhibitor, Kazal type 2 HUSI-II 4q12 

SPINK4 

serine peptidase inhibitor, Kazal type 4 PEC-60, MGC133107 9p13.3 

SPINK5 

serine peptidase inhibitor, Kazal type 5 VAKTI, LEKTI, LETKI, NETS, NS, 

FLJ21544, FLJ97536, FLJ97596, 

FLJ99794, DKFZp686K19184 

5q32 

SPINK6 

serine peptidase inhibitor, Kazal type 6 MGC21394, UNQ844, BUSI2 5q32 

SPINK7 

serine peptidase inhibitor, Kazal type 7 

(putative) 

ECG2, ECRG2 5q32 

SPINK8 

serine peptidase inhibitor, Kazal type 8 

(putative) 

 3p21.31 

SPINK9 

serine peptidase inhibitor, Kazal type 9  5q32 

SPINK13 

serine peptidase inhibitor, Kazal type 13 

(putative) 

SPINK5L3, LiESP6, HESPINTOR, 

MGC149260 

5q32 

SPINK14 

serine peptidase inhibitor, Kazal type 14 

(putative) 

SPINK5L2 5q32 

 

Pankreasta  tripsin, hücre hasarını önlemek için aktif olmayan bir zimojen olarak 

üretilir, ancak tripsinogen zaman zaman otomatik olarak aktifleşebilir. Bu proteaz 

aktivitesi daha sonra SPINK1 tarafından bloke edilir. Kronik pankreatit , tripsin 

inhibitörü işlevini azaltan ya da bastıran ve hücre hasarına neden olan SPINK1 

https://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=11244
https://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=11245
https://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=16646
https://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=15464
https://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=29486
https://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=24643
https://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=33160
https://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=32951
https://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=27200
https://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=33825
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mutasyonları tarafından tetiklenebilir. SPINK1 pankreas ve gastrointestinal sistemde 

eksprese edilir ve bu gendeki mutasyonlar çeşitli pankreatit formlarında bildirilir (107). 

 SPINK2 (4q12'de yer alır), testis, epididim ve seminal vezikül içinde ifade 

edilir, burada antimikrobiyal fonksiyon, doğurganlığın korunmasında rol oynayabilir. 

SPINK2'nin yokluğunun,  ciddi infertilite fenotipi olan azoospermiyi teşvik ettiği 

ıspatlanmıştır (108). SPINK2 ekspresyonunun, optik sinir hasarından sonra, retinal 

ganglion hücrelerinde önemli derecede artış gösterdiği ve apoptotik uyarılara karşı 

duyarlılığı arttırdığı gösterilmiştir (18). Lenfomada umbilikal cord’tan elde edilen 

primitif hematopoietik kök hücrelerde ve bazı lösemi hücre hatlarında yüksek seviyede 

eksprese edildiği gösterilmiştir (19,20,21,22) 

 SPINK4 başlangıçta domuz bağırsağından izole edilmiş ve Lieberkühn 

kriptlerinde insan ve domuz goblet hücrelerinde ekspresyonun yüksek olduğu, ayrıca  

monositlerde ve merkezi sinir sisteminde de bulunduğu gösterilmiştir (109). 

SPINK5, timus, vajinal epitelyum, Bartolin bezleri, oral mukoza, bademcikler 

ve paratiroid bezlerinde eksprese edildiği bildirilmiştir(110). SPINK5'teki mutasyonlar, 

iktiyoz, kıl şaft kusurları, atopi, deri bariyer defektleri ve tekrarlayan bakteriyel 

enfeksiyonlarla karakterize ölümcül bir cilt hastalığı olan Netherton sendromundan 

sorumludur (111).  

Ayrıca SPINK5’ in astım ve atopik dermatit ile de ilişkili olduğu bilinmektedir 

(112).  

SPINK6 ve SPINK9 da ciltte ifade edilir ve değişmiş ekspresyon seviyeleri 

atopik dermatit veya sedef hastalığı ile ilişkilidir (113).  

SPINK13 ekspresyonunun azaltılması, kalsiyum mobilizasyonu ve in vitro ve in 

vivo olarak azaltılmış sperm fertilitesi ile sonuçlanan akrozom aktivitesini hızlandırdığı 

tespit edilmiştir (114)  

SPINK2 de dahil olmak üzere SPINK ailesinin diğer üyeleri henüz bir insan 

patolojisi ile doğrudan ilişkilendirilmemiştir. Sonuç olarak SPINK üyeleri, kontrol 

edilemeyen proteolizi önleyerek serin proteaz aktivitelerinin düzenlenmesinden 

sorumludur.  
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2.2.4. SPINK2 (HUSI-II, ISK2) 

 

2.2.4.1. İnsan genomundaki yeri 

 

SPINK2 geni 4q12 bölgesinde bulunmaktadır (Şekil 2-6) (15). 

 

 

 

 

Şekil 2-6: 4. Kromozomda SPINK2 bulunduğu bölge ve açılımı (122) 

 

SPINK2 proteini hücre içi ve hücre dışında bulunur. SPINK2’nin yapısı Şekil 2-

7’ de gösterilmiştir(115). Kazal tip serin proteaz inhibitörleri ailesinin üyesi olan 

SPINK2 akrosin-tripsin inhibitörü olarak fonksiyon göstermektedir. SPINK2 dört ekson 

içerir, 84 amino asitli 9.291 kDa ‘luk bir protein kodlar ve 23 kalıntı sinyal peptidi 
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içerir. Ensembl veri tabanı dört transkript varlığını tahmin etmektedir (122). 

 

Şekil 2-7:SPINK2 ‘nin aminoasit düzeyinde şematik olarak (A) ve üç boyutlu (B) 

gösterimi(115). 

 

SPINK2 ile Tripsin bağlandığında meydana gelen konformasyonal değişiklik Şekil 2-8 

‘de gösterilmiştir. 

 

 

 Şekil 2-8: Serin proteaz inhibitör ile tripsin bağlandığında meydana gelen 

konformasyonel değişiklik (20). 

 Epididim ve seminal vezikülde ekspresyonunun yüksek olduğu ve fertilite ile 

ilişkili olduğu bildirilmiştir (16,17). SPINK2 ekspresyonunun, optik sinir hasarından 

sonra retinal ganglion hücrelerinde önemli derecede artış gösterdiği ve apoptotik 

uyarılara karşı duyarlılığı arttırdığını gösterilmiştir. SPINK2 ekspresyon düzeyindeki 
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aşırı artışın apoptozu indüklediği bildirilmiştir (19). Protein, lenfomaların ilerlemesi ile 

ilişkilendirilmiştir.  

Avrupa Kanser Araştırma ve Tedavi Örgütü (EORTC) sınıflandırmasında 

bulunan   2 tip primer kutanöz büyük B-hücreli lenfoma (PCLBCL) sınıfı vardır: 

birincil kutanöz folikül merkezi hücre lenfomaları (PCFCCL) ve ikincil PCLBCL'si . 

Bu  iki grup arasındaki fark, prognozdaki farklılıklardır. 5 yıllık sağkalım oranları 

sırasıyla %95 ten ve %52 den büyüktür. PCFCCLs grubu 

içinde, SPINK2 transkriptinin genellikle çok yüksek ekspresyona sahip olduğu, 

PCLBCL de ise tüm örneklerinde çok düşük ya da hiç ekspresyon olmadığı tespit 

edilmiştir (21).  Lenfomada ve umbilikal cord’tan elde edilen primitif hematopoietik 

kök hücrelerde ve bazı lösemi hücre hatlarında yüksek seviyede eksprese edildiği 

gösterilmiştir. Kordon kanından elde ettikleri CD34+, CD133+ hematopoetik progenitör 

kök hücreleri CD34+’lerden arındırılmış hücrelerle karşılaştırdıklarında SPINK2’nin 

ekspresyonunun farklılık gösterdiği; CD34+, CD38-, Lin- hücreleri CD34+, CD38++, 

Lin++ hücrelerle karşılaştırdıklarında SPINK2 ekspresyonunda artış olduğu, bu artışın 

en belirgin olarak kemik iliği CD34+, CD38-, Lin- hücrelerinde olduğu farklı 

çalışmalarda gösterilmiştir .(22). 

SPINK2 ekspresyonunu bazı AML hücre soylarında ekspresyonunun yüksek 

olduğu gösterilmiştir(20) (Şekil 2-9). 

 

 

Şekil 2-9: AML hücre soylarında SPINK2 ekspresyonunun göreceli farklılığ (20) 
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Miyodisplastik atipik bir olgunun AML ye dönüşümü sırasında ekspresyonunun 

arttığı  transkriptozom ve serum sitokin analizi ile tespit edilmiştir (116) . 

SPINK2 insan ve fare olgun spermatozoanın akrozomunda mevcut olduğu 

bildirilmiştir. Homozigot Spink2 KO erkek farelerde azospermi gözlemlemiştir. 

Heterozigot erkek farelerde, normal doğurganlığa rağmen, yüksek oranda morfolojik 

anormal spermatozoa ve düşük sperm motilitesi saptanmıştır. Diğer analizler 

SPINK2'nin yokluğunda proteazın indüklediği stresin Golgi fragmantasyonunu 

başlattığını ve spermatid farklılaşma tutukluğuna yol açan akrozom biyojenezini 

önlediğini göstermiştir. SPINK2'nin akrozomda yer aldığını ve yokluğunun akrozom 

biyojenezini önlediği gösterilmiştir. SPINK2 yokluğu golgi tarafından oluşturulması 

gereken dev proakrozamal molükülün oluşumunu engelleyerek daha küçük kesecikler 

oluşmasına , sonuçta da golgide degredasyona ve mikrootofajiye neden olur. SPINK2 

eksikliğinin en çarpıcı etkilerinden biri, protein işleme ve translokasyonda, özellikle 

membran proteinleri için önemli bir organel olan Golgi aparatının parçalanmasıdır. 

Germinal epitelyumun kayda değer güçlü bir şekilde deskuamasyonu, kusurlu bir Golgi 

aparatı fonksiyonundan kaynaklanan membran protein kompozisyonundaki ciddi 

değişikliklere bağlı olabilir. HEK hücrelerinde akrozin aşırı ekspresyonunun zararlı bir 

etkisi de gözlemlenmiştir, bu durum SPINK 2’ nin akrosin inhibitörü olarak rolünü 

doğrularken;  SPINK 2 ‘nin ko- ekspresyonu ile hafifletilmştir. Bu 

sonuçlar SPINK2'nin akrozoma karşı hücresel geçişi sırasında proteazları nötralize 

etmek için gerekli olduğunu. SPINK2'nin yokluğunun, germ hücrelerinde mikrootofaji 

benzeri bir yol oluşturduğunu ve böylece bu hipotezi desteklediğini göstermektedir 

(117). 

İnfertil erkek bireylerde azospermi ve oligospermi durumlarında SPINK2 

ekspresyon eksikliği yeni nesil dizileme ile gösterilmiştir (118).  

375.000 kişinin meta analizini içeren araştırmada SPINK2 de meydana gelen bir 

SNP’nin migrenle ilgili 38 lokustan biri olabileceği ortaya konmuş , ayrıca menstrual 

migren ile  SPINK2’deki SNP (SNP numarası : rs1708768, SNP pozisyonu 

chr4:57,690,713) nin ilişkili olduğu bildirilmiştir (119). 

Prostat tümörü ve Kanser Genom Atlas (TCGA) da belirtilen Malign olmayan 

olgularda ekspresyonu azalan 20 gen arasındadır (120). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Gereçler 

3.1.1. Kullanılan Hasta Örnekleri 

Tez çalışmamızda 2013-2016 yılları arasında Aziz Sancar Deneysel Tıp 

Araştırmalar Enstitüsü  Genetik Anabilim Dalı'na başvuran ve translokasyon analizi için 

kan veya kemik iliği örneği ‘’Hasta Onam Formu’’ eşliğinde alınmış olan  AML tanısı 

kesinleşmiş ve RNA örneği bulunan 1- 85 yaş arasındaki hastalar çalışmaya dahil edildi. 

Hastalardan herhangi bir örnek alınmadı, mevcut RNA materyalleri kullanıldı. Bu tez 

çalışması için ‘’İstanbul Tıp Fakültesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’’ onayı alındı. 

Olguların %50’sini (n=45) kadın, %50’ini (n=45) erkek olgular oluşturmaktadır. Bu 

olgular içinde kız çocuk oranı 13 (%14), erkek çocuk oranı 8 (%9), erişkin kadın oranı 

32 (%36), erişkin erkek oranı 37 (%41) olarak belirlenmiştir. 

3.1.2. Sağlıklı Örnekler 

Çalışmamızda Human Bone Marrow Total RNA CLONTECH, USA cT 

NO:636591 kullanildi. 0-80 yaş aralığındaki Asyalı kadın ve erkek sağlıklı bireylerin 

SPINK2 ekspresyon ortalaması alındı. Ortalama 0,3 olarak tespit edildi. 

3.1.3. Hücre Soyları 

Enstitümüzde bulunan, ATCC ve DSMZ’den temin edilmiş olan ve sıvı azot 

tankında (-196C0) dondurulmuş olarak bekletilen hücreler kullanıldı. 

 

KULLANILAN HÜCRE SOYLARI 

Hücre Soyları  

HL60 : Akut Promiyelositik Lösemili (FAB M3)bir hastanın periferik kanından 

elde edilmiş edilmiştir. İlk olarak insan promiyeloblast hücre soyu olarak bildirilmiş 

daha sonra hücrelerin karakterizasyonu için yapılan çalışmalarda miyeloblastik (M2) 

hücre soyu olduğunu göstermiştir (123). 
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%10 FBS, 2mM L-glutamin, 100 unite/ml penisilin ve 100ug/ml streptomisin 

içeren RPMI medyumda süspanse kültüre edildi.  

%5 CO2 ve 370C’lik inkübatörde çoğaltıldı. 

% 5 konsantrasyonda DMSO içeren medyumda donduruldu. 

NB4 : İnsan promyelositik hücre dizisidir. İlk olarak 1989 yılında ikinci kez 

nükseden Akut Promyelositik Lösemili (APL) 23 yaşında bir kadının kemik iliğinden 

alınmıştır. 

%20 FBS içeren 2mM L-glutamin, 100 unite/ml penisilin ve 100ug/ml 

streptomisin içeren RPMI medyumda süspanse kültüre edildi.  

%5 CO2 ve 370C’lik inkübatörde çoğaltıldı. 

% 5 konsantrasyonda DMSO içeren medyumda donduruldu. 

THP1 : Bir yaşında Akut Monositik Lösemi hastası erkek çocuğun periferik 

kanından izole edilen  monositik hücre dizisidir. 

%10 FBS 2mM L-glutamin, 100 unite/ml penisilin ve 100ug/ml streptomisin 

içeren RPMI medyumda süspanse kültüre edildi.  

%5 CO2 ve 370C’lik inkübatörde çoğaltıldı. 

% 5 konsantrasyonda DMSO içeren medyumda donduruldu. 

K562 : Kronik Miyeloid Lösemili 53 yaşındaki bir kadın hastanın kemik 

iliğinden elde edilmiş lenfoblast hücre dizisidir.   

%10 FBS, 2mM L-glutamin, 100 unite/ml penisilin ve 100ug/ml streptomisin 

içeren RPMI medyumda süspanse kültüre edildi.  

%5 CO2 ve 370C’lik inkübatörde çoğaltıldı. 

% 5 konsantrasyonda DMSO içeren medyumda donduruldu. 

Jurkat : Akut T hücreli lösemili 14 yaşındaki bir erkek çocuğun periferik 

kanından izole edilmiş T lenfosit hücre dizisidir.  

%10 FBS, 2mM L-glutamin, 100 unite/ml penisilin ve 100ug/ml streptomisin 

içeren RPMI medyumda süspanse kültüre edildi.  

%5 CO2 ve 370C’lik inkübatörde çoğaltıldı. 
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% 5 konsantrasyonda DMSO içeren medyumda donduruldu. 

Nalm6 : Akut Lenfoblastik Lösemili 19 yaşındaki bir erkeğin periferik kanından 

elde edilmiş  insan lenfosit hücre hattıdır.  

%10 FBS, 2mM L-glutamin, 100 unite/ml penisilin ve 100ug/ml streptomisin 

içeren RPMI medyumda süspanse kültüre edildi.  

%5 CO2 ve 370C’lik inkübatörde çoğaltıldı. 

% 5 konsantrasyonda DMSO içeren medyumda donduruldu. 

MCF7 : Adenokarsinomlu 69 yaşındaki bir kadın hastadan elde edilmiş, meme 

bezi metastatik bölgeden elde edilen epitelyal hücre soyudur. 

%10 FBS, 2mM L-glutamin, 100 unite/ml penisilin, 100ug/ml streptomisin ve 

0.01 mg / ml insan rekombinant insülini içeren DMEM medyumda kültüre edildi. 

%5 CO2 ve 370C’lik inkübatörde çoğaltıldı. 

% 5 konsantrasyonda DMSO içeren medyumda donduruldu. 

HeLa : Adenokarsinomalı 31 yaşındaki bir kadın hastadan elde edilmiş, serviks 

epiteliyal hücresidir.  

%10 FBS, 2mM L-glutamin, 100 unite/ml penisilin ve 100ug/ml streptomisin 

içeren DMEM medyumda kültüre edildi. 

%5 CO2 ve 370C’lik inkübatörde çoğaltıldı. 

% 5 konsantrasyonda DMSO içeren medyumda donduruldu. 

HUVEC : İnsan Umblikal Kord’dan elde edilen endotelyal hücre dizisidir. İlk 

olarak yenidoğandan elde edilmiştir.  

%10 FBS, 2mM L-glutamin, 100 unite/ml penisilin ve 100ug/ml streptomisin 

içeren DMEM medyumda kültüre edildi. 

%5 CO2 ve 370C’lik inkübatörde çoğaltıldı. 

% 5 konsantrasyonda DMSO içeren medyumda donduruldu. 

hFOB : İnsan kemik osteoblast hücre hattıdır. İlk olarak fetusten elde edilmiştir. 

%10 FBS, 2mM L-glutamin, 100 unite/ml penisilin ve 100ug/ml streptomisin 

içeren DMEM F12 medyumda kültüre edildi. 
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%5 CO2 ve 370C’lik inkübatörde çoğaltıldı. 

% 5 konsantrasyonda DMSO içeren medyumda donduruldu. 

293T : İnsan embriyonik böbrek epitelyal hücresidir. İlk olarak fetustan elde 

edilmiştir. 

%10 FBS, 2mM L-glutamin, 100 unite/ml penisilin ve 100ug/ml streptomisin 

DMEM medyumda kültüre edildi. 

%5 CO2 ve 370C’lik inkübatörde çoğaltıldı. 

% 5 konsantrasyonda DMSO içeren medyumda donduruldu. 

U87: İnsan beyin epitelyal hücre dizisidir. İlk olarak yaşı bilinmeyen 

glioblastoma hastası erkek bireyden elde edilmiştir. 

%10 FBS, 2mM L-glutamin, 100 unite/ml penisilin ve 100ug/ml streptomisin 

içeren MEM medyumda kültüre edildi. 

%5 CO2 ve 370C’lik inkübatörde çoğaltıldı. 

% 5 konsantrasyonda DMSO içeren medyumda donduruldu. 

 

Şekil 3-1: Hücre soyları : a) K562, b) MCF7, c) U87, d) HL60 
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3.1.4. Kullanılan kimyasal maddeler ve çözeltiler 

• DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)( Gibco) 

• DMEM /F-12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12) 

(Gibco) 

• Etil alkol  

• EDTA 

• EGTA 

• PBS (Fosfat tampon çözeltisi)  

• MEM medyum (Minimum Essential Medium) (Gibco) 

• RPMI (1640 Medyumu) (Gibco) 

• Sodyum dedodesil sülfat  

• Sodyum klorid  

• Streptomisin  

• Tripan mavisi  

• Tris baz  

• Tripsin (Gibco, 15050065) 

• Triton X-100 

• Sodyum deoksalat 

• NaCl 

• FBS 

• Penisilin/streptomisin 

• Esansial aminoasit 

3.1.5. Kullanılan Kitler 

• ‘Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit’…. (Roche, 05081955001) 

• ‘LightCycler 480 SYBR Green I Master ‘…. (Roche, 04707516001) 

• ‘PureLink, RNA Mini Kit ‘…. (İnvitrogen,1762380) 
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3.1.6. Kullanılan Cihazlar 

• Buz Makinası …. (Cornelius) 

• Buzdolabı -80 °C …. (Thermo Scientific) 

• Buzdolabı +4 °C/-20 °C ….  (Beko) 

• Distile Su Cihazı …. (Milipore) 

• Hassas Terazi …. (Kern) 

• İnkübatör …. (Thermo Electron Corporation) 

• Laminar Akışlı Steril Kabin …. (Nuanre) 

• Mikrodalga Fırın …. (Arçelik) 

• Mikroskop …. (Olympus) 

• Nanodrop 2000 Spektrofotometre …. (Thermo Scientific) 

• Otoklav …. (Sümer) 

• Pipet Seti …. (Gilson) 

• PZR Cihazı …. (Eppendorf, Mastercycler) 

• Real Time PZR …. (Light Cycler 480-II, Roche) (Şekil 3-2) 

 

Şekil 3-2: Real-time kantitatif PCR cihazı (Light Cycler 480-II, Roche) 

• Santrifüj …. (Hettich) 

• Sıvı azot tankı …. (StateBourne) 

• Soğutmalı Masaüstü Santrifüj …. (Hettich) 

• Su Banyosu …. (Memmert) 

• Vorteks …. (Stuart) 

• Vi cell hücre canlılık analizatörü   …. (Beckman Coulter) (Şekil 3-3) 
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Şekil 3-3: Hücre canlılık analizatörü    (Vi cell, Beckman Coulter) 

 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Kalitatif PZR 

Araştırmaya dahil edilen AML olgularında ve hücre soylarında SPINK2 

varyantının olup olmadığını belirlemek için öncelikle hasta örneklerinin RNA’larından 

ve kültüre edilmiş hücrelerin RNA’larından cDNA elde edildi. Bunun için önce, 

Solüsyon D’de bulunan bazı hasta örneklerinin RNA’ları izole edildi ve bu RNA’lar 

kullanılarak cDNA’lar sentezlendi. Hücre soylarından cDNA sentezi için daha önceden 

izole edilmiş RNA’lar kullanıldı.  

3.2.1.1.  Hücrelerden RNA Elde Edilmesi 

Solüsyon D’de bulunan hücrelerden RNA izolasyonu ‘PureLink, RNA Mini Kit 

(İnvitrogen)’  kullanılarak kitin protokolüne uygun olarak gerçekleştirildi: 

1. -80°C ‘de dondurulmuş olan örnekler çözüldükten sonra, solüsyon D’de bulunan 

hücrenin mililitresine göre hücre miktarına eşit olacak şekilde %70’lik etanol 

eklendi. Homojenliği sağlamak için karıştırıldı ve vortekslendi. 
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2. Karışım mini spin kolonlara aktarıldı, oda ısısında 12.000g’de 15 saniye 

santrifüj edilerek RNA’nın filtreye bağlanması amaçlandı. 

3. Santrifüjden sonra altta kalan sıvı uzaklaştırıldı. Kolonun   üzerine 700 ml 

‘Wash Buffer I’ eklenerek tekrar 12.000g’de 15 saniye santrifüj edildi. 

4. Santrifüjden sonra altta kalan sıvı uzaklaştırıldı. Kolonun   üzerine 500 ml 

‘Wash Buffer II’ eklenerek 12.000g’de 15 saniye santrifüj edildi. Santrifüjden 

sonra bu yıkama işlemi bir kez daha yapıldı. 

5. RNA bağlanmış filtreyi kurutmak için 12.000g’de 2 dakika santrifüj edildi. 

6. Filtre yeni tüpe aktarıldı.  Üzerine filtrenin   tam ortasına gelecek şekilde 30 μl 

RNaz içermeyen steril su koyuldu.  

7. 1 dakika oda sıcaklığında inkübe edildikten sonra 12.000 g’de 2 dakika santrifüj 

edildi.  

8. RNA’nın suda çözünerek filtreden ayrılıp tüpe geçmesi sağlandı. 

9. Elde edilen RNA’ların miktarı ‘Nanodrop-2000’ cihazıyla ölçüldü. RNA tüpleri 

-80°C’de saklandı. 

3.2.1.2.  RNA’lardan cDNA Sentezi 

RNA’dan cDNA sentezi ‘Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit 

(Roche)’  kullanılarak aşağıdaki prosedüre uygun olarak yapıldı. 

1. 1 μg Total RNA 9 μl olacak şekilde sulandırıldı. 

2. RNA-Su karışımının üzerine 2 μl random hexamer ve 1 μl dNTP eklendi. İyice 

karıştırıldıktan sonra 70°C’de 10 dakika inkübe edildi ve buza alındı.  

3. Üzerine; 4 μl 5X Tampon çözelti, 2 μl 0,1M Dithiothreitol (DTT), 1 μl RNaz 

İnhibitör (40U/μl), 1 μl ReverseTranscriptase ile hazırlanmış karışımdan 8 μl 

eklendi. 

4. PZR koşulları 37°C’de 1 saat ve 94°C’de 5 dakika olacak şekilde ayarlanarak 

uygulandı ve cDNA elde edildi. 

5. cDNA örneklerinin miktarı ‘Nanodrop-2000’ cihazı kullanılarak belirlendi. 
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6.  Örnekler -20°C’de saklandı. 

Tablo 3-1: PZR karışımı 

RNA  

Random hexamer 

dNTP 

5X Tampon çözelti 

0,1M Dithiothreitol (DTT) 

RNaz İnhibitör (40U/μl) 

ReverseTranscriptase 

    1 μl 

     2 μl 

     1 μl 

     4 μl 

     2 μl 

     1 μl 

     1 μl 

 

 Kalitatif PZR reaksiyonları 25 µl hacminde; içeren karışımla ‘Eppendorf, 

Mastercycler’ PZR cihazına konuldu.  

PZR koşulları;  94°C’de 2 dakika (1 döngü) ön denatürasyondan sonra, 

• 94°C’de 30 saniye,  

• 57°C’de 30 saniye  

• 72°C’de 30 saniye (35 döngü)  

• 72°C’de 5 dakika olacak şekilde uygulandı. 

3.2.1.3. Kantitatif Eş Zamanlı PZR (qRT-PZR) 

Hastalara ait RNA örneklerinden ve hücrelerden elde edilen cDNA’lardan qRT-

PZR yöntemiyle SPINK2 genlerinin ekspresyon düzeyleri belirlendi. Kantitasyon için 

eş zamanlı kantitatif PZR ‘LightCycler 480 cihazı ve Light Cycler 480 SYBR Green I’  

kiti kullanıldı. 

Örneklerdeki RNA kalite ve miktarının normalizasyonu için kontrol geni olarak, 

TATA binding protein (TBP) genleri kullanıldı. Kantitatif PZR için SPINK2 hedef 

genine spesifik  HPLC primerler dizayn edildi. 
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SPINK2 ve TBP genlerine spesifik primerlerin dizileri Tablo 3-2 ve Tablo 3-3’de 

gösterilmiştir. 

Tablo 3-2: SPINK2 genine ait primerler 

GEN ADI PRİMERLER 

SPINK2-Forward ACCAGGATGTCCCAGACACT 

SPINK2-Reverse GCCAGTGAAGGTGGTCTCTC 

 

Tablo 3-3: TBP genine ait primerler 

GEN ADI PRİMERLER 

TBP-Forward ACTTGACCTAAAGACCATTGCAC 

TBP-Reverse CTTGAAGTCCAAGAACTTAGCTGG 

 

 

qRT-PZR reaksiyonunu için karışım içeriği her gen için; 5 µl SYBER Green I, 1 

µl primer F, 1 µl primer R, 1 µl H2O ve 2 µl cDNA olarak hazırlandı. Tablo 3-4 te  

qRT-PZR karışımı verilmiştir. 

Tablo 3-4: qRT-PZR reaksiyon karışımı;  

SYBER Green 

primer F 

primer R 

H2O 

cDNA 

5 μl 

1 μl 

1 μl 

1 μl 

2 μl 

 

qRT-PCR koşulları; 

• Ön denatürasyon: 95°C’de 60 saniye (1 döngü)  

• Amplifikasyon: 95°C’de 10 saniye, 68°C’de 20 saniye ve 72°C’de 10 

saniye (45 döngü) 

• Melting Curve analizi:  95°C’de 5 saniye, 65°C’de 1 dakika ve 95°C de 1 

döngü 

• Soğutma: 4°C’de 30 saniye olacak şekilde uygulandı. 
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Her PZR reaksiyonu için negatif kontrol olarak cDNA yerine su kullanıldı. 

Standartlar için TBP’nin seri dilusyonları hazırlanarak, her dilüsyon, her örnek ve 

negatif kontroller çift olarak çalışıldı. Hedef genlerin ekspresyon değerleri referans gen 

değerlerine bölünerek normalize edildi.  

Hastaların SPINK2 ekspresyon değerleri belirlendi ve sağlıklı kontrollerle 

karşılaştırıldı. Örneklere ve TBP genine ait melting ve amplifikasyon eğrileri  ile TBP 

genine ait standard eğriler Şekil 3-4’de verilmiştir. 

 

A)

 

B)
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C)

 

Şekil 3-4: AML’li olgulara ait real-time kantitatif PCR sonuçları 

A) Melting Curve Analizi  B) Amplifikasyon Eğrileri  C) TBP  Standart Eğrileri 

 

3.2.2. SPINK2 ekspresyon sevisini tespiti için ELİSA testi 

3.2.2.1. Hücreleri çözme ve Hücre kültürü hazırlama 

ATCC ve DSMZ’den temin edilmiş olan ve sıvı azot tankında (-196 C0) 

dondurulmuş olan   hücreleri içeren ependorf tüpler, önce 370 C’lik su banyosunda hızlı 

bir şekilde çözdürüldü. Her bir hücre soyu 5 ml lik medium içinde   santrifüj tüplerine 

alındı. 1500 rpm’da 5 dk santrifüj edildikten sonra süpernatan uzaklaştırıldı. Pellet 

hücre soyuna uygun 5 ml medyumla çözüldükten sonra T25’ lik flasklara hücre ekimi 

yapıldı. Hücreler 37 C0 de, %5 CO2’li inkübatörde inkübe edildi. 

Hücrelere uygun olarak kullandığımız medyumlar ; 

 HL60, THP1, K562, Jurkat, ve Nalm6 için % 10 FBS içeren RPMI medium, 

             NB4 hücreleri için %20 FBS içeren RPMI medium, 

 MCF7, HeLa, HUVEC, 293T  hücreleri için % 10 FBS içeren DMEM medium, 

 hFOB  için % 10 FBS içeren F12 DMEM medium ve  

 U87 için %10 FBSLİ % 1 aminoasit içeren MEM medium kullanıldı. 

 Tüm medyumlara hazırlık safhasında % 1 antibiyotik ( penisilin streptomisin) 

ilave edildi. 

3.2.2.2. Hücrelerin pasajlanması 

Hücreler , hem RT-PZR ile SPINK2 ekspresyon  tayini için, hem de hücre içinde 

tutulan ve dışarı salgılanan SPINK2 protein miktarı tespiti için çoğaltılmak amacıyla 
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uygun medyumlarla kültüre edildi. Hücrelere bir gün arayla Tablo 3-5’deki işlemler 

uygulandı. 

Tablo 3-5 : Hücrelerin pasajlanması 

MONOLAYER HÜCRELER SÜSPANSE HÜCRELER 

         Önce süpernatan uzaklaştırıldı.  

         PBS ile yıkama yapılarak medyum 

kalıntısı temizlendi.  

         2-3 ml Tripsin ile muamele edildi.  

         1-3 dk arası inkübatörde bekletildi. 

         Tripsin etkisini gidermek için 2-3 

ml. medyum ilave edildi. 

         Hücreler serolojik pipetle toplandı. 

         1500 rpm de 5 dk. Santrifüj edildi 

         Süpernatan uzaklaştırıldıktan sonra 

pellet uygun medyumla çözüldü. 

        Hücreler toplandı. 

         1500 rpm de 5 dk. Santrifüj edildi. 

          Süpernatan uzaklaştırıldıktan 

sonra pellet uygun medyumla çözüldü. 

 

 T25 ‘lik flasklara ekim yapıldı. Hücreler 37C0’de %5 CO2’li ortamda inkübe edildi. 

3.2.2.3. Hücre içinde ve dışına salgılanan SPINK2 protein düzeyinin belirlenmesi 

için yapılan işlemler 

➢ Hücreleri parçalamak için ekstraksiyon çözeltisinin hazırlanması ; 

• 100 mM Tris, pH 7,4 

• 150 mM NaCl 

• 1mM EDTA 

• 1mM EGTA 

• Triton X-100 

• Sodyum deoksalat   

Çözelti ve tamponlar 15 ml lik falkonda birleştirildi. Oda sıcaklığında tutuldu. 

➢ Hücrelerin ve süpernatanların deneye hazirlanmasi  
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Tablo 3-6 : Hücrelerin ve süpernatanın ELİSA testi için hazırlanması 

MONOLAYER HÜCRELER SÜSPANSE HÜCRELER 

 Kültüre edilmiş hücreler monolayer 

hücre pasajlama kurallarına göre santrifüj 

tüplerine alınıp santrifüj edildi ve Vicell 

cihazı ile sayıldı. 

Süpernatan uzaklaştırıldı. 

Pellet hücre türüne uygun medyumun 

%0,2 FBS li konsantrasyonuna sonuçta 2 

milyon hücre ve 4 milyon hücre olacak 

şekilde ayrı ayrı flasklara ekildi.* 

Ekim sırasında medyum 

miktarlarının eşit olması sağlandı. 

48 saat sonra 2 milyon ve 4 milyon  

olan hücrelerin süpernatanları hızlı bir şekilde 

ayrı ayrı toplandı. 

2 milyon ve 4 milyonluk  hücreler 

monolayer hücre pasajlama kurallarına göre 

ayrı ayrı santrifüj tüplerine toplanıp 1500 rpm 

de 5 dk santrifüj edildi. 

Süpernatan uzaklaştırıldı. 

Pelletlerden her birine 150 ul soğuk 

PBS ilave edildi. 

+4 0C lik santrifüjde 2000 rpm de 10 

dk santrifüj edildi. 

Oluşan süperneyan uzaklaştırıldı. 

Medyum ve PBS ten arınmış hücreler 

200 ul ekstraksiyon çözeltisi ile parçalanma 

tamamlanana kadar pipetlendi. 

Parçalanmış hücreler ve 

süpernatanlar daha sonra kullanımak üzere 

1,5 ml lik ependorf tüplere alınıp -80 0C de 

saklandı. 

Protein degredasyonunu önlemek için 

çalışma sırasında örnekler +4 0C sıcaklıkta 

tutuldu. 

Kültüre edilmiş hücreler süspanse 

kültür kurallarına göre santrifüj tüplerine 

alınıp santrifüj edildi ve Vicell cihazıyla 

sayıldı. 

Süpernatanlar uzaklaştırıldı.  

Pellet hücre türüne uygun medyumun 

%0,2 FBS li konsantrasyonuna sonuçta 2 

milyon hücre ve 4 milyon hücre  olacak 

şekilde ayrı ayrı flasklara ekildi. 

Ekim sırasında medyum 

miktarlarının eşit olması sağlandı 

48 saat sonra 2 milyon ve 4 milyon 

olan hücreler ayrı ayrı santrifüj tüplerine 

alınıp 1500 rpm de 5 dk santrifüj edildi. 

Süpernatanlar santrifüj tüpüne alınıp 

+4 0C de bekletildi. 

Pelletlerden her birine 150 ul soğuk 

PBS ilave edildi. 

+4 0C lik santrifüjde 2000 rpm de 10 

dk santrifüj edildi. 

Oluşan süperneyan uzaklaştırıldı. 

Medyum ve PBS ten arınmış hücreler 

200 ul ekstraksiyon çözeltisi ile parçalanma 

tamamlanana kadar pipetlendi. 

Parçalanmış hücreler ve 

süpernatanlar daha sonra kullanımak üzere 

1,5 ml lik ependorf tüplere alınıp -80 0C de 

saklandı. 

 

 

Protein degredasyonunu önlemek için 

çalışma sırasında örnekler +4 0C sıcaklıkta 

tutuldu. 

 

 

(*: MCF7 hücreleri % 0,2’lik medyum konsantrasyonda canlılıklarını kaybettikleri için % 10’ luk 

konsantrasyonları kullanıldı.) 
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3.2.2.4. ELİSA Testi 

‘’MyBiosource Human Serine Protease Inhibitor Kazal Type 2 (SPINK2) ELISA 

Kit ‘’ ( Katolog Numarası: MBS9339182) protokolune göre örneklere Elisa testi 

uygulandı.  

Elisa kiti sandviç elisa kit özelliğindedir. SPINK2 antikorları platde 

bulunmaktadır.  

Kitin hassasiyeti 20 ng/ml-0.625 ng/ml arasındadır. 

ELİSA kitinin içinde bulunan malzemeler: 

• 96’lı mikroelisa stripplate 

• 6  farklı standart (standart konsantrasyonları: 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 

ng/ml ) 

• Sulandırıcı 

• HRP- konjugat reaktifi 

• 20X yıkama solusyonu 

• Durdurucu solusyon 

• Kromotojen solusyon A 

• Kromotojen solusyon B 

• Plate kapatıcı membran 

 

Standartlar, hücre sürpernetanları ve medyumlar (kontrol grubu olarak 

kullanıldı) çift olarak çalışıldı.  

Çalışmada aşağıdaki basamaklar takip edildi. 

1. Tüm malzemeler 30 dk oda sıcaklığında bekletildi. 

2. Örnek ve reaktifleri çözmek için düşük hızda santrifüj yapıldı. 

3. 96’lı mikroelisa stripplate in her bir kuyusuna 100 μl HRP- konjugat 

reaktifi eklendi ve membranla kapatıldı. 

4. 60 dk 37 C0 de inkübe edildi. 
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5. 96’lı mikroelisa stripplate 4 kez yıkandı. Yıkama işlem için her 

kuyunun içi boşaltıldı. Kuyular yıkama solusyonuyla dolduruldu. 1 

dk beklendi. Kurulandı.( Bu işlem 4 kez tekrarlandı.) 

6. Her kuyuya 50 μl ul kromojen çözeltisi A ve 50 μl kromojen 

solusyonu B eklendi ve ışık görmemesi sağlandı. 

7. 37 C0 de 15 dk. Inkübe edildi. Her kuyuya 50 μl durdurucu solusyon 

eklendi. ( Renk maviden sarıya dönüştü.) 

8. Durdurma solusyonu eklendikten sonra 15 dk içinde ELİSA 

okuyucuyu kullanarak 450 nm/dk ‘ de okundu.( En iyi sonucu elde 

etmek için ilk 5 dk en uygun zaman.) 

 

Sonuçların hesaplanması 

Her standart, kontrol ve numune çift olarak çalışıldı. Hesaplama için bu çiftlerin 

ortalaması alındı (V). Örneklerin optik yoğunluğunu  hesaplamak için ; 

Örneğin optik yoğunluğu = Örneğin ortalama değeri-Kontrolün ortalama değeri 

formulü kullanıldı. 

 

 

Tablo 3-7: Örneklerin optik yoğunluğunun hesaplanması.  

(Human Serine Protease Inhibitor Kazal Type 2 SPINK2 ELISA Kit  protokolüne göre) 

Standartlar  0 SI SII SIII SIV SV SVI 

Ortalama O.D. 

(450nm) 

VB/C V1 V2 V3 V4 V5 V6 

Düzeltme 0 V1-VB/C V1-VB/C V1-VB/C V1-VB/C V1-VB/C V1-VB/C 

S= standart  

O.D= Optik yoğunluk 

VB/C= Blank/Kontrol 
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 ‘Human Serine Protease Inhibitor Kazal Type 2 SPINK2 ELISA Kit’ platenin 

deney sonunda görüntüsü Şekil 3-5’te verilmiştir. 

 

 

Şekil 3-5: Sandviç tipi ELISA plate deney sonrası görünümü 

 

 

 

3.3. İstatiksel Analiz 

Veriler SPSS’20 istatistik programı ile analiz edildi. Bulgular ortalama ve yüzde (%) 

olarak tablolarda gösterildi. Verilerin karşılaştırmasında, parametrik veriler için 

independent sample T testi ile parametrik olmayan verilerin karşılaştırmasında non-

parametrik test yöntemlerinden Kruskal Wallis ve Mann Whitney U testleri kullanıldı. 

Veriler arasındaki korelasyonu araştırmak amacıyla, Pearson ve Spearman’s testi, nitel 

verilerin karşılaştırmasında korelasyon ve Ki-Kare testi uygulandı. p<0,05 istatistiksel 

olarak anlamlı kabul edildi. Elde edilen veriler tablolar ile gösterilmiştir. 
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1. BULGULAR 

Bu tez çalışması İstanbul Üniversitesi Aziz Sancar Deneysel Tıp Araştırma Enstitüsü 

Genetik Anabilim Dalı’nda gerçekleştirilmiştir. Örnek alımı sırasında ‘Gönüllü Onam 

Formu’ alınmış olan AML tanısı konulmuş hastalardan elde edilen  kemik iliği ve 

kandan izole edilen RNA örnekleri kullanıldı. Ayrıca gen ekspresyon ve protein 

düzeylerinin tespiti için yine İstanbul Üniversitesi Aziz Sancar Deneysel Tıp Araştırma 

Enstitüsü’nde bulunan, ATCC ve DSMZ den temin edilmiş ve sıvı azot tanklarında  

dondurulmuş hücreler kullanıldı. 

SPINK2 geninin ekspresyon analizi yapılan olgulardan % 50’si kadın ( n=45) , % 50’si 

erkektir ( n=45) (Tablo 4-1). 

Tablo 4-1: Cinsiyete göre AML olgularının dağılımı 

Cinsiyet N (Sayı)   Oran(%) 

Kadın 45 (%50) 

Erkek 45 (%50) 

Toplam 90 (%100) 

 Olguların yaş aralığı 1-85’tir. Kız çocuk (n=11) %14 ,erkek çocuk (n=9) %10 , yetişkin 

kadın (n=34)  %36, yetişkin erkek (n=36)  %40  oranındadır ( Tablo 4-2). 

Tablo 4-2: Çocukluk çağı ve yetişkin AML olgularının cinsiyete göre dağılımı 

Cinsiyet N(Sayı)-Oran(%) 

Kız Çocuk 11      (%12) 

Erkek Çocuk 9        (%10) 

Erişkin  Kadın 34      (%38) 

Yetişkin Erkek 36      (%40) 

Toplam 90      (%100) 

 

Çalışmamızda Human Bone Marrow Total RNA (CLONTECH, USA ct no:636591 ) 

kullanıldı.  
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0-80 yaş aralığındaki Asyalı kadın ve erkek sağlıklı bireylerin SPINK2 ekspresyon 

ortalaması alındı. Ortalama 0,3 olarak tespit edildi. AML olgularının tamamındaki 

SPINK2 mRNA düzeyi RT-PZR ile analiz edildi ve AML olgularının ΔΔ ct değerleri 

hesaplandı. Sonuçlar Şekil 4-1'deki grafikte gösterilmiştir. 

A) 

       

 B)  

 

Şekil 4-1: AML olgularında SPINK2 mRNA ekspresyon oranları (A), AML olgularının ΔΔ 

ct değerleri (B) 
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SPINK2 ekspresyonu ortalamanın üstünde olan olgular yüksek ekspresyon, 

ortalamanın altında olanlar düşük ekspresyon olarak sınıflandırıldı ve istatistiksel 

analizler buna göre yapıldı. Tüm AML olgularında SPINK2 ekspresyonu kontrolle 

karşılaştırıldığında anlamlı bir farklılık görülmedi (p=0,593). Tablo 4-3’ de Mann 

Whitney U testi sonuçları verilmiştir. Erişkin AML olgularında SPINK2 ekspresyonu 

kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı derecede artmış bulundu (p=0,042). Çocukluk 

çağı AML olgularında SPINK2 ekspresyonunda kontrole göre farklılık görülmedi 

(p=0,60). (p<0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.) 

 

Tablo 4-3: AML olgularında SPINK2 ekspresyonunun kontrolle karşılaştırılması 

Spink2 ekspresyonu 
Test türü 

Sonuç (p değeri) Bulgu  

Çocuk  
Mann Whitney U 

testi 
0,600 Anlamlı değil 

Erişkin  Mann Whitney U 

testi 

0,042 Anlamlı  

Tüm AML olguları Mann Whitney U 

testi 

0,593 Anlamlı değil 

 

AML’li tüm bireylerin yaş ve cinsiyete bağlı SPINK2 ekspresyon oranları 

‘’Mann Whitney U’’ testi ile analiz edilmiş ve sonuçlar Tablo 4-4’ de verilmiştir.Yaşa 

bağlı SPINK2 ekspresyonu ve cinsiyete bağlı SPINK2 ekspresyonlarının 

değerlendirilmesiyle her ikisinden elde edilen sonuçlar doğrultusunda SPINK2 

ekspresyonu-cinsiyet ve SPINK2 ekspresyonu-yaş arasında istatistiksel olarak anlamlı 

bir ilişki olmadığı tespit edildi (sırasıyla p=0,768 ve p=0,679).   

 

Tablo 4-4: AML olgularında yaşa ve cinsiyete bağlı SPINK2 ekspresyonu  

 

 
Test türü 

Sonuç (p değeri) Bulgu 

Spink2 ekspresyonu-

cinsiyet 

Mann Whitney U 

testi 
0,768 Anlamlı değil 

Spink2 ekspresyonu-

yaş 

Mann Whitney U 

testi 

0,679 Anlamlı değil 
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AML olgularında SPINK2 ekspresyonunun kontrole (sağlıklı bireylerin 

havuzundan elde edilen ekspresyon değeri) göre dağılımları olgu sayısı ve yüzde olarak 

Tablo 4-5’de verilmiştir. SPINK2 ekspresyonu kontrolün altında olanlar düşük 

ekspresyon, kontrolün üstünde olanlar yüksek ekspresyon olarak gruplandırıldı. 

Olguların % 71 ‘inde kontrole göre yüksek ekspresyon tespit edildi. 

 

Tablo 4-5: Tüm AML olgularının SPINK2 ekspresyon düzeyinin kontrole göre kız ve 

erkek olgularda sayısal dağılım 

 Kız çocuk 

N (%) 

Erkek 

çocuk 

N (%) 

Erişkin 

kadın 

N (%) 

 

Erişkin 

erkek 

N (%) 

 

Toplam 

N (%) 

 

Kontrol SPINK2 

ortalaması (0.3) 

Düşük ekspresyon 2 (%18) 3 (%33) 10 (%29) 11 (%31) 26 (%29) 

Yüksek ekspresyon 9 (%82) 6 (%77) 24 (%71) 25 (%69) 64 (%71) 

Toplam  11 (%100)  9 (%100) 34 (%100) 36 (%100) 90 (%100) 

 

AML olguları arasında FAB sınıflandırması bilinen 47 olgunun SPINK2 

ekspresyon ortalamaları Tablo 4-6’da gösterilmiştir. FAB sınıflarının tamamında 

SPINK2 ekspresyonu ortalaması kontrole (sağlıklı) göre yüksek bulundu. 

Tablo 4-6: FAB sınıflarına göre SPINK2 ekspresyon ortalaması  

[Analize FAB sınıfı bilinen 47 birey (% 46,1) dahil edilmiştir] 

FAB No Ortalama Birey sayısı-yüzdesi 

N (%) 

Standart sapma 

M0 13,9184335693693 3 (%6) 11,86165290577668 

M1 7,1047199843572 4 (%9) 12,21395568337853 

M2 3,2575835603262 11 (%23) 6,79243863888484 

M3 3,9019607119800 10 (%21) 5,93836578953262 

M4 7,3232598432025 13 (%28) 7,17959450936642 

M5 9,1904384584676 4 (%9) 7,52695821137476 

M7 3,8350032320622 2 (%4) 3,12393102522276 

Toplam 6,0566243657139 47 (%100) 7,65905090563787 
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AML olguları arasında FAB sınıflandırması bilinenlerin SPINK2 

ekspresyonlarının kontrolün üstünde (yüksek ekspresyon) ve kontrolün altında (düşük 

ekspresyon) olan olgu sayıları çapraz tablo yöntemi ile tespit edildi. Olgu sayısı ve 

yüzdeleri Tablo 4-7 de verilmiştir. 

 

Tablo 4-7: AML olgularının SPINK2 ekspresyon düzeylerinin FAB sınıflamasına göre 

dağılımı 

 FAB SINIFLARI TOPLAM 

M0 

N (%) 

M1 

N (%) 

M2 

N (%) 

M3 

N (%) 

M4 

N (%) 

M5 

N (%) 

M7 

N (%) 

Spink2 

ortalama 

Düşük 

ekspresyon 

0 (%0) 1 (%25) 4 (%36) 2 (%20) 2 (%15) 0 (%0) 0 (%0) 9 (%19) 

Yüksek 

ekspresyon 

 3(%100) 3 (%75) 7 (%64) 8 (%80) 11(%85) 4(%100) 2(%100) 38 (%81) 

Toplam  3(%100) 4(%100) 11(%100) 10(%100) 13(%100) 4(%100) 2(%100) 47(%100) 

 

 

Çocukluk çağı AML’li olgulardan FAB sınıfı bilinen 13 olgunun FAB 

sınıflarına göre dağılımı çapraz tablo analizi ile Tablo 4-8’ de gösterilmiştir. Sadece 

M2, M3 ve M4 sınıfından olgular bulunmaktadır. 

 

 Tablo 4-8: Çocukluk çağı AML olgularının SPINK2 ekspresyon düzeylerinin FAB 

sınıflarına göre dağılımı 

  ÇOCUK FAB SINIFLARI TOPLAM 

N (%) M2 

N (%) 

M3 

 N (%) 

M4 

N (%) 

Spink2 

ortalama 

Düşük ekspresyon 1 (%50) 1 (%17) 1 (%17) 3 (%21) 

Yüksek ekspresyon 1 (%50) 5 (%83) 5 (%83) 11 (%79) 

Toplam  2 (%100) 6 (%100) 6 (%100) 14 (%100) 

 

FAB sınıfı bilinen 34 AML’li erişkin olgunun SPINK2 ekspresyon düzeylerinin 

FAB sınıflarına göre dağılımı çapraz tablo yöntemi ile belirlendi.  Sonuçlar Tablo 4-

9’da gösterildi.      
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Mann-Whitney U Test’’ yöntemi ile SPINK2 ekspresyonunun tüm FAB sınıflarına göre 

değişimi belirlendi ve FAB sınıfları ile SPINK2 ekspresyonu arasında istatstiksel olarak 

anlamlı ilişki bulunmadı (Tablo 4-10). 

Tablo 4-10: SPINK2 ekspresyonunun FAB sınıflarıyla ilişkisi 

 Test  Sonuç (p değeri) Bulgu  

Spink2 

ekspresyonunun 

farklı FAB 

gruplarına göre 

değişimi 

Indepented samples 

mann-whitney U 

Test 

0,331 Anlamlı değil  

Çalışmamızda yer alan AML olgularının t(15;17), t(8;21) ve inv(16) 

mutasyonuna sahip olgu sayı ve oranları tespit edilmiş ve Tablo 4-11’de verilmiştir.  

Tablo 4-11: AML olgularının t(15;17), t(8;21), inv(16) sayı ve oranları  

 Pozitif Sayı (N)-Oran (%) Negatif Sayı (N)-Oran (%) Toplam(N)-Oran(%) 

t(15;17) 11 (%13) 76 (%87) 87 (%100) 

t(8;21) 11 (%13) 77 (%87) 88 (%100) 

inv(16) 6 (%7) 81 (%93) 87 (%100) 

 

Çalışmamızda yer alan tüm AML olguları arasında t(15;17), t(8;21), inv(16) 

mutasyonlarının varlığı ile SPINK2 ekspresyonlar arasındaki ilişki Mann Whitney U 

testi ile analiz edilmiş ve sonuçlar Tablo 4-12’de gösterilmiştir. t(8;21) ve inv(16)  ile 

SPINK2 ekspresyonu arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilşki olduğu tespit edildi 

(sırasıyla p=0,000 ve p=0,028).   

Tablo 4-9: Erişkin AML’li olguların SPINK2 ekspresyon düzeylerinin FAB sınıflarına göre 

dağılımı 

ERİŞKİN FAB SINIFLARI TOPLAM  

N (%) M0 

N(%) 

M1 

N (%) 

M2 

N (%) 

M3 

N (%) 

M4 

N (%) 

M5 

N (%) 

M7 

N (%) 

SPINK2 

Düşük 

ekspresyon 

0 (%0) 1 (%25) 3 (%33) 1 (%25) 1 (%14) 0 (%0) 0 (%0) 6 (%18) 

Yüksek 

ekspresyon 

3 (%100) 3 (%75) 6 (%67) 3 (%75) 6 (%86) 4 (%100) 2 (%100) 27 (%82) 

Toplam  3 (%100) 4 (%100) 9 (%100) 4 (%100) 7 (%100) 4 (%100) 2 (%100) 33 (%100) 
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Tablo 4-12: Tüm AML olgularında SPINK2 ekspresyonun t (15;17), t(8;21) ve inv(16)  

mutasyonları ile ilişkisi 

 

Mutasyon türü Test türü Sonuç (p değeri) Bulgu  

t (15;17) Mann Whitney U 

testi 

0,649 Anlamlı değil 

t(8;21) Mann Whitney U 

testi 

0,000 Anlamlı 

inv(16) Mann Whitney U 

testi 

0,028 Anlamlı 

 

Çocukluk çağı AML’li olguların t(15;17), t(8;21) ve inv16   mutasyonlarının 

SPINK2 ekspresyonu ile ilişkisi  Mann Whitney U testi ile belirlenmiş ve sonuçlar 

Tablo 4-13 de gösterilmiştir. Çocukluk çağı olgularında t(8;21), inv16 ile SPINK2 

arasında istatistiksel olarak anlamlı ilişki bulundu (sırasıyla p=0,039 ve p=0,015).  

 

Tablo 4-13: Çocukluk çağı AML olgularında SPINK2 ekspresyonunun t (15;17), t(8;21), 

inv16 ile ilşkisi 

Mutasyon türü Test türü Sonuç (p değeri) Bulgu 

t(15;17) Mann Whitney U 

testi 

0,79 Anlamlı değil 

t(8;21) Mann Whitney U 

testi 

0,039 Anlamlı 

inv(16) Mann Whitney U 

testi 

0,015 Anlamlı 

 

Erişkin AML olgularında t(15;17), t(8;21), inv16 mutasyonlarının SPINK2 

ekspresyonu ile ilişkisi  Tablo 4-14 te gösterilmiştir. t(8;21)  ile SPINK2 arasında 

istatistiksel olarak anlamlı ilişki bulunmuştur (p=0,000).  

 

Tablo 4-14: Erişkin AML olgularında SPINK2 ekspresyonunun t (15;17), t(8;21) ve 

inv(16) ile ilişkisi 

 

Mutasyon türü Test türü Sonuç (p değeri) Bulgu 

 

t(15;17) Mann Whitney U 

testi 

0,902  

Anlamsız 

t(8;21) Mann Whitney U 

testi 

0,000  

Anlamlı 

 

inv(16) 

Mann Whitney U 

testi 

0,244  

Anlamlı değil 
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t(15;17) translokasyonu varlığına göre SPINK2 ekspresyon düzeyleri tüm 

olgular (Tablo 4-15), çocuk olgular (Tablo 4-16) ve erişkin olgular (Tablo 4-17) olmak 

üzere ayrı ayrı tablolarda gösterilmiştir. 

  Tablo 4-15: Tüm AML’li olgularda t(15;17) translokasyonu varlığına göre SPINK2 

ekspresyon düzeylerinin dağılımı 

Tüm AML olgularından t(15;17) pozitiflerin %75’inde SPINK2 ekspresyonu 

yüksek, %25’inde düşük bulundu.  t(15;17) negatif olguların ise %72’sinde yüksek, 

%28’inde düşük bulundu. 

 

Tablo 4-16: Çocukluk çağı AML olgularının t(15;17) translokasyonu varlığına göre 

SPINK2 ekspresyon düzeylerinin dağılımı 

 Çocukluk çağı AML olgularından t(15;17) pozitiflerin hepsinde SPINK2 

ekspresyonu yüksek bulundu.  t(15;17) negatif olguların ise %77’sinde yüksek, 

%23’ünde düşük bulundu. 

 

Tablo 4-17: Erişkin AML olgularının t(15;17) translokasyon varlığına göre SPINK2 

ekspresyon düzeylerinin dağılımı  

Erişkin AML olgularından t(15;17) pozitiflerin %57’inde SPINK2 ekspresyonu 

yüksek, %43’ünde düşük bulundu.  t(15;17) negatif olguların ise %71’inde yüksek, 

%29’unda düşük bulundu. 

 t(15;17) pozitif 

N (%) 

t(15;17) negatif 

N (%) 

TOPLAM 

N (%)  

SPINK2 
Düşük ekspresyon 3 (%25) 21 (%28) 24 (%28) 

Yüksek ekspresyon 9 (%75) 54 (%72) 63 (%72) 

Toplam  12 (%100) 75 (%100) 87 (%100) 

 t(15;17) pozitif 

N  (%) 

t(15;17) negatif 

N  (%) 

TOPLAM 

N  (%)  

SPINK2 
Düşük ekspresyon 0 (%0) 3(%23) 3 (%17) 

Yüksek ekspresyon 5 (%100) 10 (%77) 15 (%83) 

Toplam  5 (%100) 13 (%100) 18 (%100) 

 t(15;17) pozitif 

N  (%) 

t(15;17) negatif 

N  (%) 

TOPLAM 

N  (%)  

SPINK2 
Düşük ekspresyon 3 (%43) 18 (%29) 21 (%30) 

Yüksek ekspresyon 4 (%57) 44 (%71) 48 (%70) 

Toplam  7 (%100) 62 (%100) 69 (%100) 
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  t(8;21) translokasyonu varlığına göre SPINK2 ekspresyon düzeyleri tüm AML 

olguları (Tablo 4-18), çocukluk çağı (Tablo 4-19) ve erişkin olgular (Tablo 4-20) olmak 

üzere ayrı ayrı tablolarda gösterilmiştir. 

Tablo 4-18: Tüm AML olguların t(8;21) varlığına göre SPINK2 ekspresyon düzeylerinin 

dağılımı 

Tüm AML olgularından t(8;21) pozitiflerin %18’inde SPINK2 ekspresyonu 

yüksek, %82’sinde düşük bulundu.  t(8;21) negatif olguların ise %78’inde yüksek 

%22’sinde düşük bulundu.  

 

Tablo 4-19:  Çocukluk çağı AML olgularında t(8;21) translokasyonu varlığına göre 

SPINK2 ekspresyon düzeylerinin dağılımı 

Çocukluk çağı AML olgularından t(8;21) pozitiflerin %33’ünde SPINK2 

ekspresyonu yüksek, %67’sinde düşük bulundu.  t(8;21) negatif olguların ise %81’inde 

yüksek, %19’unda düşük bulundu.  

Tablo 4-20: Erişkin AML olgularında t(8;21) varlığına göre SPINK2 ekspresyon 

düzeylerinin dağılımları 

Erişkin AML olgularından t(8;21) pozitiflerin %12’sinde SPINK2 ekspresyonu 

yüksek, %88’inde düşük bulundu.  t(8;21) negatif olguların ise %77’sinde yüksek, 

%23’ünde düşük bulundu.  

 t(8;21) pozitif 

N  (%) 

t(8;21) negatif 

N  (%) 

TOPLAM 

N  (%)  

SPINK2 
Düşük ekspresyon 9 (%82) 17 (%22) 26 (%30) 

Yüksek ekspresyon 2 (%18) 60 (%78) 62 (%70) 

Toplam  11 (%100) 77 (%100) 88 (%100) 

 t(8;21) pozitif 

N  (%) 

t(8;21) negatif 

N  (%) 

TOPLAM 

N  (%)  

SPINK2 
Düşük ekspresyon 

2 (%67) 3 (%19) 5 (%26) 

Yüksek ekspresyon 1 (%33) 13 (%81) 14 (%74) 

Toplam  3 (%100) 16 (%100) 19 (%100) 

 t(8;21) pozitif 

N  (%) 

t(8;21) negatif 

N  (%) 

TOPLAM 

N  (%)  

SPINK2 
Düşük ekspresyon 7 (%88) 14 (%23) 21 (%30) 

Yüksek ekspresyon 1 (%12) 47 (%77) 48 (%70) 

Toplam  8 (%100) 61 (%100) 69 (%100) 
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inv(16) varlığına göre SPINK2 ekspresyon düzeyleri tüm olgular (Tablo 4-21), 

çocukluk çağı olguları (Tablo 4-22) ve erişkin olgular (Tablo 4-23) olmak üzere ayrı 

ayrı tablolarda gösterilmiştir. 

 Tablo 4-21: Tüm AML olgularının inv(16) varlığına göre SPINK2 ekspresyon 

düzeylerinin dağılımları 

Tüm AML olgularından inv(16) pozitif olguların hepsinde SPINK2 ekspresyonu 

yüksek bulundu.  inv(16) negatif olguların ise %70’inde yüksek, %30’unda düşük 

bulundu.  

Tablo 4-22: Çocukluk çağı AML olgularının inv(16) varlığına göre SPINK2 ekspresyon 

düzeylerinin dağılımları 

Çocukluk çağı AML olgularından inv(16) pozitif olguların hepsinde SPINK2 

ekspresyonu yüksek bulundu. inv(16) negatif olguların ise %77’sinde yüksek, 

%33’ünde düşük bulundu.  

 Tablo 4-23: Erişkin AML olgularının inv(16) varlığına göre SPINK2 ekspresyon 

düzeylerinin dağılımları  

Erişkin AML olgularından inv(16) pozitif olguların hepsinde SPINK2 

ekspresyonu yüksek bulundu.  inv(16) negatif olguların ise %70’inde yüksek, %30’unda 

düşük bulundu.  

 İnv(16) pozitif 

N  (%) 

İnv(16) negatif 

N  (%) 

TOPLAM 

N  (%)  

SPINK2 
Düşük ekspresyon 0 (%0) 25 (%30) 25 (%29) 

Yüksek ekspresyon 6 (%100) 57 (%70) 63 (%71) 

Toplam  6 (%100) 82 (%100) 88 (%100) 

  İnv(16) pozitif 

N  (%) 

İnv(16) negatif 

N (%) 

TOPLAM 

N  (%)  

SPINK2 
Düşük ekspresyon 0 (%0) 5 (%33) 5 (%28) 

Yüksek ekspresyon 3 (%100) 10 (%77) 13 (%72) 

Toplam  3 (%100) 15 (%100) 18 (%100) 

  İnv(16) pozitif 

N  (%) 

İnv(16) ) negatif 

N  (%) 

TOPLAM 

N  (%)  

SPINK2 
Düşük ekspresyon 0 (%0) 20 (%30) 20 (%29) 

Yüksek ekspresyon 3 (%100) 47 (%70) 50 (%71) 

Toplam  3(%100) 67 (%100) 70 (%100) 
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Bu tez çalışmasında bazı hücre soylarındaki SPINK2 ekspresyon seviyelerini 

belirlemek için de RT-PZR yapıldı.  RT-PZR sonuçlarına göre Şekil 4-2’deki grafik 

elde edildi.  Hücre soylarında SPINK2 ekspresyon ortalaması 0,03 olarak bulundu. 

 

Şekil 4-2: Hücre  soylarında SPINK2 ekspresyonu. (Grafikteki her çizgi aralığı 0,067 

değerindedir.) 

Hücre soylarında hücre içinde bulunan ve medyuma salınan SPINK2 protein 

düzeyleri Elisa yöntemiyle tespit edildi. Bunun için “ Human Serine Protease Inhibitor 

Kazal Type 2 (SPINK2) ELİSA Kit “ kullanıldı. Kitin içeriğinde bulanan standartlardan 

elde ettiğimiz eğriye ait grafik Şekil 4-6’da verilmiştir. Standard konsantrasyonları 20, 

10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 ng/ml’dir. 

 

Şekil 4-3: ELİSA’da standartlarden elde edilen eğri 
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‘’MyBiosource Human Serine Protease Inhibitor Kazal Type 2 (SPINK2) ELİSA Kit ‘’ 

kullanılarak yapılan ELİSA testinde hücre dışına salgılanan SPINK2 protein miktarı 

Şekil 4-7’de hücre içindeki protein miktarları Şekil 4-8’de ng/ml cinsinden verilmiştir. 

 

Şekil 4-4: Hücre dışına salgılanan protein miktarı 

 

Şekil 4-5: Hücre içindeki protein miktarı 
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On iki hücre soyundaki SPINK2 mRNA düzeyini belirlemek için RT-RZR, 

hücre içinde sentezlenen ve hücre dışına salgılanan protein seviyesini tespit etmek için 

ise ELİSA yöntemi kullanıldı. SPINK2 mRNA, SPINK2 hücre içi protein ve SPINK2 

salgılanan protein miktarları arasında ilişki olup olmadığı korelasyon testi ile belirlendi 

(Tablo 4-24). 

Salgılanan protein ve hücre içinde bulunan protein arasında istatistiksel olarak 

anlamlı ilişki bulundu (p=0,015). Hücre içindeki protein miktarı ile SPINK2 mRNA 

düzeyi arasındaki ileri ileri derecede anlamlı ilişki bulundu (p=0;00004). SPINK2 

mRNA düzeyi ile hücre dışına salgılanan protein düzeyi arasında istatistiksel olarak 

yine anlamlı ilişki olduğu gösterildi (p=0,047). 

Tablo 4.24:  SPINK2 mRNA, SPINK2 hücre içi protein ve SPINK2 salgılanan protein 

‘’Pearson korelasyon testi’’ ile karşılaştırılması 

 Salgılanan 

Protein Miktarı 

Hücre İçindeki 

Protein Miktarı 

SPINK2 mRNA 

Düzeyi  

Salgılanan  

Protein Miktarı 

Pearson Korelasyon Analizi 1 ,681 ,583 

Sonuç   ,015 ,047 

Hücre Soyu Sayısı 12 12 12 

Hücre İçindeki 

 Protein Miktarı 

Pearson Korelasyon Analizi ,681 1 ,926 

Sonuç  ,015  ,00004 

Hücre Soyu Sayısı 12 12 12 

SPINK2 mRNA  

Düzeyi  

Pearson Korelasyon Analizi ,583 ,926 1 

Sonuç  ,047 ,00004  

Hücre Soyu Sayısı 12 12 12 

AML hücre soylarındaki SPINK2 mRNA ekspresyonu diğer hücre soylarıyla 

kıyaslandığında istatistiksel olarak anlamlı düzeyde artmış bulundu (p=0,009). Tüm 

lösemi hücre soylarındaki SPINK2 ekspresyonu yine lösemi dışı hücre soylarıyla 

kıyaslandığında anlamlı derecede artmış bulundu (p=0,041). Sonuçlar Tablo 4-25 ’de 

verilmiştir.  

Tablo 4-25: Hücre soylarında SPINK2 ekspresyonlarının kıyaslanması 

Spink2 ekspresyonu 

 

 

Test türü 
Sonuç ( p değeri) Bulgu  

AML hücre soyları 
Mann Whitney U 

testi 
0,009 Anlamlı  

Lösemi hücre soyları  Mann Whitney U 

testi 

0,041 Anlamlı  
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SPINK2 hücre içi protein düzeyi AML hücre soylarında diğer hücre soylarına 

göre istatistiksel olarak anlamlı düzeyde artmış bulundu (p=0,009). Hücre dışına 

salgılanan SPINK2 protein düzeyi ise AML hücre soylarında diğer hücre soylarıyla 

kıyaslandığında istatistiksel olarak farklılık bulunmadı (p=0,282).  

Sonuçlar Tablo 4-26’da gösterilmiştir. 

 

Tablo 4.26: Hücre soylarında hücre içi ve hücre dışı protein düzeylerinin karşılaştırılması 

Spink2 ekspresyonu 

 

 

Test türü 
Sonuç ( p değeri) Bulgu  

Hücre içi protein 

düzeyi 

Mann Whitney U 

testi 
0,009 Anlamlı  

Hücre dışı protein 

düzeyi  

Mann Whitney U 

testi 

0,282 Anlamlı değil 
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2. TARTIŞMA 

Hematopoietik kök hücreleri AML’ye teşvik eden genetik mutasyonun nedeni 

bilinmemekle birlikte akut lösemi gelişimi için birçok çevresel ve genetik risk faktörü 

tespit edilmiştir. Bunlar arasında yaş, öncül hematolojik hastalıklar ve genetik 

bozukluklar, virüs enfeksiyonu, radyasyon ve çeşitli kimyasallara maruz kalma gibi 

etmenler bulunur (47).  AML, erişkinlerde en sık görülen akut lösemidir.  İnsidansı 

yaşla beraber artmaktadır. Erişkinlerde 100.000 kişide 3,7 sıklıkla görülür. Erkeklerde 

kadınlara oranla daha sık rastlanmaktadır (3,4). ‘’National Cancer Institute’’ 2010-2014 

verilerine göre; son yıllarda akut miyeloid lösemi vaka oranı, her 100.000 erkek ve 

kadın için yılda 4.2 iken, ölüm oranı her yıl 100.000 erkek ve kadın için 2.8 olarak rapor 

edilmiştir (49, 50). American Cancer Society’ nin 2015 yılı verilerine göre yaklaşık 

20.830 yeni vaka tespit edilmiş ve 10.000’den fazlası ölümle sonuçlanmıştır (16). Tanı 

yaşı ortalama 66 olan ve daha yaşlı AML olguları için sağkalım oranı % 10'dan azdır ve 

tedavi yanıtı son otuz yıl içinde önemli ölçüde değişmemiştir. Genç hastalarda remisyon 

oranları daha umut verici olsa da bu grupta da, hastaların remisyonunun ilk 5 yılında 

%50'sinde nüks görülmektedir (85). 

AML heterojen bir hastalıktır, hastaların prognozu ve tedaviye cevabı farklılık 

göstermektedir. Hastaların sınıflandırılması için çeşitli mutasyon varlığı prognostik 

faktör olarak kullanılmasına rağmen halen mutasyon bulunmayan risk grubu doğru 

belirlenemeyen hastalar bulunmaktadır. Bu durum AML ile ilgili daha önce 

kullanılmamış biyobelirteçler arama ihtiyacı doğurmaktadır. 

Proteaz inhibitörleri (PI) kontrol edilemeyen proteolizi önleyerek, proteaz 

aktivitelerinin düzenlenmesinden sorumludur.  PI’ler tüm hücrelerde ve ayrıca viral 

genomlarda bulunan genler tarafından kodlanır. Bu genlerin bir memeli genomunun, 

%2-% 4' ünü oluşturduğu düşünüldüğünde biyolojik süreçlerde proteolizin önemi daha 

iyi anlaşılmaktadır. PI‘lerin bir çok türünün hayvan zehirlerinde mevcut olması zehirli 

hayvanların bu proteinleri / peptidleri biyolojik hayatta kalma surecinde kullandığını 

düşündürmektedir (78). Bu durum protein-proteoliz dengesinin hayatta kalmada kilit rol 

aldığını ve PI konsantrasyon veya işlevinde değişikliğin hücrelerde sağkalımı doğrudan 

etkileyebilceğini  düşündürmektedir. 
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Proteaz inhibitörlerinin kemoterapiyle birlikte iyileşme sürecini olumlu 

etkileyeceği düşünülmektedir (80). Metaztaz ve anjiyogenez sürecinde proteazların aktif 

rol aldığı özellikle serin proteazların tümör invazyonu ve yayılmasında önemli rol aldığı 

bildirilmiştir. SPI’lerin ekspresyonunun artması serin proteazların aktivitesini 

engelleyerek, diğer tedavilerle birlikte remisyona katkı sağlayabilir. 

Yeni PI'lerin karakterize edilmesine ve fizyolojik öneminin anlaşılmasına olan 

ilgi, kan pıhtılaşma sistemi, kompleman kaskadı, apoptoz, hücre döngüsü ve hormon 

işleme yolları gibi tüm yaşam süreçleri için biyolojik önemi nedeniyle artmıştır (81, 82). 

Bu enzimlerin düzenlenmesindeki eksiklikler veya değişiklikler, kanser, artrit, 

nörodejeneratif ve kardiyovasküler hastalıklar gibi çeşitli patolojik durumlara yol 

açmaktadır (83, 84).  

Serin proteaz inhibitörleri (SPI), proteaz inhibitörlerinin en büyük ve en önemli 

süper ailesidir. Hedef proteazlarına kovalent olarak bağlanarak inaktivasyona yol açan 

intihar substratları olarak hareket ederler (12). SPI’ler aynı zamanda diğer moleküller 

ile etkileşimleri sonucunda başka fizyolojik etkilere de sahiptir ve bu etkileşimler, 

belirli fizyolojik cevapları güçlendirir (13,14). Memeli pıhtılaşma yolakları da dahil 

olmak üzere birçok önemli proteolitik kaskadın kontrolünde merkezi konumdadırlar. 

İnhibitör olmayan işlevle de yaparlar;  hormon taşıyıcı, moleküler şaperon veya tümör 

baskılayıcı olarak işlev gören çeşitleri vardır (89,90). SPI, kompleman aktivasyonu ve 

kan pıhtılaşması, fibrinoliz, inflamasyon, tümör hücre metastazı, apoptoz, yara 

iyileşmesi ve doku onarımı gibi çeşitli fizyolojik fonksiyonları kontrol eder  (91, 92). 

Ayrıca demans ve anjiyogenezle ilgili olduğu düşünülmektedir (96).  

SPI’ler konformasyonel olarak kararsızdır ve hastalığa neden olan 

mutasyonlarının birçoğu yanlış katlanma veya patojenik, inaktif polimerler ile 

karakterizedir.  Kazal tip serin proteaz inhibitörleri ailesinin üyesi olan SPINK2 

akrosin-tripsin inhibitörü olarak fonksiyon göstermektedir. SPINK2 dört ekson içerir, 

84 amino asitli 9.291 kDa’luk bir protein kodlar ve protein 23 kalıntı sinyal peptidi 

içerir. 

Epididim ve seminal vezikülde ekspresyonunun yüksek olduğu ve fertilite ile 

ilişkili olduğu bildirilmiştir (16, 17). SPINK2 ekspresyonunun, optik sinir hasarından 

sonra retinal ganglion hücrelerinde önemli derecede artış gösterdiği ve apoptotik 
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uyarılara karşı duyarlılığı arttırdığını gösterilmiştir. SPINK2 ekspresyon düzeyindeki 

aşırı artışın apoptozu indüklediği bildirilmiştir (19). 

SPINK2 proteini daha önceki çalışmalarda, lenfomaların ilerlemesi ile 

ilişkilendirilmiştir. Lenfomada ve umbilikal cord’tan elde edilen primitif hematopoietik 

kök hücrelerde ve bazı lösemi hücre hatlarında yüksek seviyede eksprese edildiği 

gösterilmiştir. Kordon kanından elde ettikleri hematopoetik progenitör kök hücrelerde 

SPINK2’nin ekspresyonunun artış gösterdiği farklı çalışmalarda rapor edilmiştir (22). 

Bu çalışmada, AML olgularında SPINK2 mRNA ekspresyonu analiz edildi. 

Analiz için AML tanısı kesinleşmiş olgulara ait RNA örnekleri kullanıldı. Ancak 

SPINK2 protein düzeyini belirlemek için elimizde olgulara ait kan veya plazma örneği 

bulunmamaktadır. Bu nedenle mRNA düzeyinde analiz edilen SPINK2’nin protein 

olarak ne kadar ifade edilebildiğini araştırmak amacıyla lösemi hücre soylarında (HL60, 

NB4 ve THP1, K562, Jurkat ve Nalm6) ve diğer bazı hücre soylarında (MCF7, HeLa, 

HUVEC, hFOB, 293T, U87) hem SPINK2 mRNA düzeyi, hem de hücre içi ve hücre 

dışına salınan protein düzeyi ELISA yöntemiyle belirlendi.  

  Avrupa Kanser Araştırma ve Tedavi Örgütü (EORTC) sınıflandırmasına göre 

birincil kutanöz folikül merkezi hücre lenfomaları (PCFCCL) ve ikincil PCLBCL'si 

olmak üzere 2 tip primer kutanöz büyük B-hücreli lenfoma (PCLBCL) sınıfı vardır. Bu  

iki grup arasındaki fark, prognozdaki farklılıklardır. 5 yıllık sağkalım oranları  sırasıyla 

%95’ ten ve %52’ den büyüktür. PCFCCLs grubu 

içinde, SPINK2 transkriptinin genellikle çok yüksek ekspresyona sahip olduğu, 

PCLBCL de ise tüm örneklerinde çok düşük ya da hiç ekspresyon olmadığı tespit 

edilmiştir. Lenfomada ve umbilikal cord’tan elde edilen primitif hematopoietik kök 

hücrelerde ve bazı lösemi hücre hatlarında yüksek seviyede eksprese edildiği tespit 

edilmiştir. Kordon kanından elde edilen CD34+, CD133+ hematopoetik progenitör kök 

hücreleri CD34+’lerden arındırılmış hücrelerle karşılaştırdıklarında SPINK2’nin 

ekspresyonunun farklılık gösterdiği; CD34+, CD38-, Lin- hücreleri CD34+, CD38++, 

Lin++ hücrelerle karşılaştırdıklarında SPINK2 ekspresyonunda artış olduğu, bu artışın 

en belirgin olarak kemik iliği CD34+, CD38-, Lin- hücrelerinde olduğu farklı 

çalışmalarda gösterilmiştir (21,22). SPINK2 ekspresyonunun prognoz ve remisyonla 

ilişkili olabileceği düşünülmektedir. Çalışmalarda daha uzun süre sağkalım  oranına 

sahip olgularda SPINK2 ekspresyonunun yüksek olması bu düşünceyi 
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kuvvetlendirmektedir. İyi  prognoz gösteren olgularda ekspresyonun yüksek olması  

sağkalım süresini uzatması ile ilişkili olabileceğini desteklemektedir. 

 

Miyelodisplastik atipik bir olgunun AML’ye dönüşümü sırasında 

ekspresyonunun arttığı  transkriptozom ve serum sitokin analizi ile tespit edilmiştir 

(116). Bu durum,  MDS gibi öncül hematolojik hastalıklardan AML’ye dönüşüm ile 

ilgili markerlar arasında SPINK2’nin de bulunmasının olguya teşhis yönünde fayda 

sağlayabileceğini  düşündürmüştür. Olgularda  periyodik olarak SPINK2’nin mRNA ve 

protein düzeyinde ifade değişiminin analiz edilmesi,  öncül hematolojik hastalıklardan 

AML’ye dönüşüm gerçekleşmeden ya da dönüşümün çok erken evrelerinde teşhisine 

olanak sağlayacağından tedavi ve sağkalımın arttırılması açısından faydalı olabilir. 

İnsan ve farelerde SPINK2 fertilite arasındaki ilişkinin araştırıldığı bir çalışmada 

analizler SPINK2' nin yokluğunda proteazın indüklediği stresin Golgi 

fragmantasyonunu başlattığını ve spermatid farklılaşma tutukluğuna yol açan akrozom 

biyojenezini önlediğini göstermiştir.  SPINK2 yokluğu golgi tarafından oluşturulması 

gereken dev proakrozamal molekülün oluşumunu engelleyerek daha küçük kesecikler 

oluşmasına, sonuçta da golgide degredasyona ve mikrootofajiye neden olduğu 

gösterilmiştir. SPINK2 eksikliğinin en çarpıcı etkilerinden biri, protein işleme ve 

translokasyon için, özellikle membran proteinleri için önemli bir organel olan Golgi 

aparatının parçalanmasıdır. HEK (293T) hücrelerinde SPINK2 yokluğunda  akrozin 

aşırı ekspresyonunun zararlı bir etkisini de gözlemlenmiştir, bu durum SPINK 2’ nin 

akrosin inhibitörü olarak rolünü doğrularken;  SPINK 2’nin ko- ekspresyonu ile 

hafifletilmştir. Bu sonuçlar SPINK2' nin akrozoma karşı hücresel geçişi sırasında 

proteazları nötralize etmek için gerekli olduğunu, SPINK2'nin yokluğunun, germ 

hücrelerinde mikrootofaji benzeri bir yol oluşturduğunu ve böylece bu hipotezi 

desteklediğini göstermektedir (117). Bu bulgular ışığında hücre içi proteinlerin ve 

membran proteinin işlenmesinde çok önemli bir role sahip olan Golginin SPINK2 

azlığında zarar görmesine bağlı olarak kanserle ilgili bir çok yolağın çalışmasını ve 

ayrıca metaztazı etkileyebileceğini düşündürmektedir. SPINK2 azlığının AML ve diğer 

lösemilerde de hücrelerin farklılaşamaması ve dolaşımdaki farklılaşmamış hücre 

miktarının artışına neden olabileceği tahmin edilmektedir. 
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375.000 kişinin meta analizini içeren araştırmada SPINK2’de meydana gelen bir 

SNP’nin migrenle ilgili 38 lokustan biri olabileceği ortaya konulmuş, ayrıca menstrual 

migren ile  SPINK2 deki SNP (SNP Numarası: rs1708768, SNP pozisyonu 

chr4:57,690,713) nin ilişkili olduğu bildirilmiştir (119). AML’de de SPINK2’deki farklı 

SNP’lerin hastalık gelişimi ile ilişkisi olabilir.  

Bu tez çalışmasında kız çocuk 20 çocukluk çağı AML olgusu ve 70 erişkin AML 

olgusuna ait örnekler kullanılmıştır. Sağlıklı kontrol olarak Human Bone Marrow Total 

RNA havuzu (CLONTECH, USA ct no:636591) kullanılmıştır. 0-80 yaş aralığındaki 

asyalı kadın ve erkek sağlıklı bireylerin SPINK2 ekspresyon ortalaması 0,312 olarak 

tespit edilmiştir.  

Değerlendirmeler sağlıklı kontrol SPINK2 ortalamalarına göre yapılmış ve 

AML olgularına ait örneklerle yapılan RT-PZR analizlerinde olguların  %71 inde 

SPINK2 ekspresyonunun ortalamanın üstünde olduğu tespit edilmiştir. Erişkin AML 

olgularında SPINK2 ekspresyonu kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı derecede 

artmış bulunmasına (p=0,042) rağmen, çocukluk çağı AML olgularında kontrole göre 

farklılık bulunmadı (p=0,60). AML olgularındaki bu oranlar; çocuklar olgularda  %75 

iken erişkin olgularda % 70 ‘dir. Tüm olguların % 71 de SPINK2 ekspresyonu yüksek 

bulunmuştur. AML’li olguların çoğunda SPINK2’nin artmış olması biyobelirteç olarak 

kullanılabileceği düşüncesini doğurmaktadır. AML de yaş ve cinsiyete bağlı teşhis ve 

tedavi ile ilgili SPINK2’nin olumlu katkı sağlayacağı değerlendirilmektedir. İleride 

daha geniş gruplarla yapılacak sağkalım analizleriyle SPINK2 ekspresyon farklılığının 

nedenleri prognoza ve remisyona etkisinin araştırılması düşünülmektedir. SPINK2’nin 

biyobelirteç olarak kullanılabileceği doğrulandığı taktirde doğrudan hasta kanlarından 

ya da vücut sıvılarından SPINK2 proteinin varlığı ve miktarının tespit edilmesi ile 

hastalığın teşhis ve tedavisine katkı sağlayabileceği düşünülebilir. 

Mann Whitney U testi testi ile çocuk ve erişkin hastalarda t(15;17), t(8;21) ve 

inv(16) mutasyonlarının SPINK2 ekspresyonu ile korelasyonu araştırılmış ve  t(8;21) 

(p=0.000) ve inv(16) p=0.028) ile SPINK2 arasında anlamlı bir korelasyon olduğu 

görülmüştür. Çocukluk çağı  AML olgularında hem t(8;21) (p=0.039) ve hem de 

inv(16) (p=0.015) ile anlamlı korelasyon gösterilmiş olmasına rağmen, erişkin AML 

olgularında t(8;21) (p=0.000) ile anlamlı korelasyon gösterirken ve inv(16) p(0.244) ile 

ilişkili bulunmamıştır. 



 68 

 

 

SPINK2 kontrole göre yüksek ve düşük eksprese eden olgular t(8;21), t(15;17) 

ve inv(16) varlığına  göre kıyaslandı. t(15;17) pozitif olgular için tüm bireylerin 

%75’inde SPINK2 ekspresyonu ortalamanın üstündedir. Bu  oran çocuklarda  %100, 

erişkinlerde %57 tir.  Tüm AML olgularından t(8;21) pozitiflerin %18’inde SPINK2 

ekspresyonu yüksek bulundu.  Çocukluk çağı AML olgularından t(8;21) pozitiflerin 

%33’ünde ve erişkin AML olgularından t(8;21) pozitiflerin %12’sinde SPINK2 

ekspresyonu yüksek bulundu. inv(16) pozitif tüm olgularda SPINK2 ekspresyonu 

yüksek bulundu.    

t(8;21) pozitif olgularda SPINK2 ekspresyonu azalmış, inv(16) pozitif olgularda 

ise artmıştır. Bu iki translokasyon da CBF transkripsiyon faktörü ile ilişkilidir. t(8,21) 

translokasyonunda 21. kromozomda bulunan CBFalfa2 (AML1, RUNX1) geni 8. 

kromozomda bulunan ETO geni ile füzyon oluşturur. İnv(16) sonucunda ise CBFbeta 

ile MYH11 füzyon geni oluşmaktadır. CBFalfa ve CBFbeta alt üniteleri bir araya 

gelerek fonksiyonel olan CBF transkripsiyon faktörünü oluşturmaktadır. SPINK2’nin 

hem CBFalfa2 altünitesini ilgilendiren t(8;21) hem de CBFbeta altünitesini ilgilendiren 

inv(16)’lı olgularda SPINK2’nin ekspresyonun değişimesi CBF’nin normal 

fonksiyonunun değişimine bağlı olabileceğini düşündürür. Normal durumda SPINK2 

CBF transkripsiyon faktörü tarafından düzenleniyor olabilir. İnv(16) varlığında oluşan 

füzyon protein SPINK2 ekspresyonunu arttıcı ve t(8;21) sonucu oluşan füzyon protein 

ise SPINK2’nin ekspresyonunu azaltıcı etki gösteriyor olabilir.  

Toplam 14 çocukluk çağı AML olgusunun FAB sınıfı bilinmektedir. Bu 

olgulardan M2’li olguların %50’sinde, M3 olan olguların % 83 ünde ve M4 olan 

olguların %83 ünde SPINK2 ekspresyonu artmıştır. Erişkin  AML olgularından M0 

olan olguların %100’ü, M1 olan olguların %75, M2 olan olguların %67, M3 olan 

olguların %75, M4 olan olguların %86, M5 olan olguların %100 ve M7 olan olguların 

%100 oranında SPINK2 ekspresyonunun arttığı tespit edilmiştir. FAB sınıfları ile 

SPINK2 ekspresyonu arasında Mann-Whitney U testi ile anlamlı bir korelasyon tespit 

edilememiştir (p=0,331). 

HL60, NB4, THP1, K562, Jurkat, Nalm6 , MCF7, HeLa, HUVEC, hFOB, 293T 

ve U87 hücre soylarında SPINK2 ekspresyonu kantitatif RT-PZR seviyesinde 
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incelenmiştir. AML hücre soylarındaki SPINK2 mRNA ekspresyonu diğer hücre 

soylarıyla kıyaslandığında istatistiksel olarak anlamlı düzeyde artmış bulundu 

(p=0,009).  AML ile birlikte lösemi hücre soylarındaki SPINK2 ekspresyonu yine 

lösemi dışı hücre soylarıyla kıyaslandığında anlamlı derecede artmış bulundu (p=0,041). 

SPINK2 hücre içi protein düzeyi AML hücre soylarında, diğer hücre soylarına göre 

istatistiksel olarak anlamlı düzeyde artmış bulundu (p=0,009). Hücre dışına salgılanan 

SPINK2 protein düzeyi ise AML hücre soylarında diğer hücre soylarıyla 

kıyaslandığında istatistiksel olarak farklılık bulunmadı (p=0,282). Daha önceden 

yapılmış çalışmalarda Lenfomada ve umbilikal cord’tan elde edilen primitif 

hematopoietik kök hücrelerde ve bazı lösemi hücre hatlarında yüksek seviyede eksprese 

edildiği bildirilmiştir (12,22). Sonuçlarımız bu yönden literatür ile uyumlu bulunmuştur. 

AML olgularına ait serum ve protein elde edilebilecek hücre örnekleri 

bulunmadığı için hücre soylarında SPINK2 protein düzeyi ELİSA yöntemiyle analiz 

edildi. mRNA düzeyindeki farklılıkların hücre içindeki ve hücre dışına salgılanan 

SPINK2 protein miktarına ne kadar etki ettiğinin tespit edilmesi hedeflendi. SPINK2 

mRNA düzeyi ile hücre içi protein düzeyi ve hücre dışına salgılanan protein düzeyleri 

arasında istatistiksel olarak anlamlı korelasyon bulundu (sırasıyla p=0,00004 ve 

p=0,047). Hücre içi protein düzeyi ile salgılanan protein düzeyi arasında yine 

istatistiksel olarak anlamlı ilişki bulundu (p=0,015). Hücrede mRNA transkripsiyonu 

sonrası (posttranskripsiyonel) ve protein sentezi sonrası (posttranslasyonel) protein 

düzeyi kontrol edildiği için her zaman sentezlenen mRNA protein ürüne dönüşmeyebilir 

veya sentezlenen proteinler işlenerek fonksiyon kazanmayabilir. SPINK2 mRNA düzeyi 

ile hücre içi protein düzeyi arasında güçlü bir korelasyon olması mRNA düzeyindeki 

değişimlerin direk protein düzeyine yansıdığını göstermektedir. Ayrıca hücre içindeki 

SPINK2 protein düzeyi ile salgılanan protein düzeyi arasında anlamlı korelasyon olması 

sentezlenen proteinlerin işlenerek, salgılandığını ve fonksiyonel olduğunu 

göstermektedir.  

İncelenen AML olgularının %71’inde RT-PZR ile SPINK2 mRNA düzeyinin 

kontrole göre artmış bulunmuştur. Erişkin AML’de anlamlı düzeyde artmıştır 

(p=0,042). AML ve SPINK2 arasındaki ilişkinin çözülebilmesi için daha fazla 

çalışmaya ihtiyaç duyulduğu görülmektedir. Bu tez çalışması AML hastalarında 

SPINK2 ekspresyonun analiz edildiği ilk çalışma olup, bu alandaki çalışmaların 

başlangıcı niteliğindedir. 
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FORMLAR 

GENETİK TANI AMAÇLI BAŞVURAN HASTALAR İÇİN BİLGİLENDİRİLMİŞ ONAM FORMU 

 

Burada attığım imza ile genetik testlerimin yapılması, materyalimin saklanması ve gereği halinde kimlik bilgilerim 

saklı kalmak koşulu ile elde edilen verilerin İ.Ü. DETAE Genetik AD tarafından organize edilen veya desteklenen 

bilimsel çalışmalarda kullanılmasını kabul ediyorum ve bu onayı verirken aşağıdaki bilgileri okuduğumu, anladığımı 

ve kabul ettiğimi de tasdik ediyorum. 

(Bu belge 1 sayfadan oluşmaktadır) 

NOT: 

Zihinsel özürlü kişiler, bilinci kapalı olanlar ve reşit olmayan çocuklar için bu belge velisi veya vasisi tarafından 

doldurulacaktır. Kararınızdan önce aşağıdaki bilgileri lütfen okuyunuz. 

 

Formu Okuyup İmzalayan Kişinin;    Bilgilendiren Kişinin; 

Adı ve Soyadı:      Adı ve Soyadı: 

Hastaya Yakınlık Derecesi:     Tarih: 

İletişim Bilgileri:      İmza 

Tarih:         

İmza: 

 

1. Kolunuzdan 10 (1 tüp) ml. kan alınması gerekmektedir. Bu kandan,  DNA/RNA/ hücre elde edilecektir. Bu 

aşamada başarısız olunduğunda bir kez daha kan vermeniz istenebilir. Kan alma işlemi ile ilgili riskler arasında 

bayılma, ağrı ve/veya kan alma bölgesinde morarma sayılabilir. Ender durumlarda iğne deliğinin yerinde enfeksiyon 

ya da küçük bir kan pıhtısı olabilir. Olası bir soruna karşı gerekli tedbirler tarafımızdan alınacaktır. 

 

2.Tanı örneğiniz bölümümüze ulaştıktan sonra kayıt edilip, numaralandırılarak, kişisel bilgileriniz gizli tutulacak 

şekilde saklanmaktadır. Örneğin tanı amaçlı kullanımını; 

Kabul ediyorum ❑  Kabul etmiyorum ❑   

3. Alınan biyolojik örneklerden DNA/RNA/hücre materyaliniz izole edilerek saklanacaktır. Oluşturulan bu arşivde 

kişi isimleri kullanılmayacak, örnekler numaralı olarak korunacaktır.  

4. Tanı örneğinizde istenen tetkikler tamamlandıktan ve yasal süre boyunca saklanacak şekilde arşivlenecektir. Tanı 

amaçlı yapılan analizler raporlandıktan sonra artan materyal hastalıkların genetiğini aydınlatmak ve tedaviye yönelik 

yeni hedeflerin belirlenmesini amaçlayan ve DETAE’de gerçekleştirilen bilimsel araştırma projelerinde kullanılabilir. 

Örneğinizin bilimsel çalışmalara dahil edilmesini 

Kabul ediyorum ❑  Kabul etmiyorum ❑ 

5. Çalışma sonucunda tedaviye yönelik bir cevap elde edilmeyebilir. Ancak arzu ederseniz kişisel bulgularınıza 

ulaşma hakkına sahipsiniz. Örneğimde belirlenen bulguları öğrenmek  

İstiyorum ❑  İstemiyorum ❑ 

6. Elde edilen genetik bilgiler şifre korumalı bir bilgisayar programında korunacaktır. Kişisel ve tıbbi bilgileriniz 

işyeri, eğitim kurumu ve sigorta şirketi gibi üçüncü şahıslara aktarılmayacaktır. 

7. Araştırma sırasında genetik test sonuçlarının sizi ve ailenizi psikolojik veya diğer bir yönden etkileyeceğini 

düşünmeniz durumunda, araştırmadan isteğiniz üzere ayrılabilirsiniz. 

8. Bu çalışmada sizden maddi bir beklentimiz olmadığı gibi size maddi bir katkısı da olmayacaktır. 
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9. Bu çalışmaya katılmayı reddedebilir ya da herhangi bir aşamada vazgeçebilirsiniz. Bu talebiniz, gelecekteki takip 

ve tedaviniz üzerine olumsuz etkisi olmayacaktır. 

10. Gönüllü rızasına bakılmaksızın araştırmacı tarafından araştırma harici bırakılabilirsiniz. 
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