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OZET

Gezer, S. (2018). Akut Miyeloid Lo6semide Spink2 Ekspresyonunun
Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek

Lisans Tezi. Istanbul.

Akut Miyeloid Lésemi (AML) hematopoez siirecinde farklilasmanin durmasi,
miyeloblastlarin asir1 gogalmasi ve normal kan hiicrelerinin tiretiminin bozulmas ile
sonuclanan heterojen bir hastaliktir. Insidansi yasla beraber artmaktadir. AML’de 5. ve
7. kromozomlarin bir par¢asinin veya tamaminin kayb, t(8;21), t(15;17) ve inv(16) gibi
kromozomal degisikliklerin yani sira tek gen mutasyonlari sik goriiliir. SPINK2 Kazal
tip serin proteaz inhibitorleri ailesindendir. Lenfomada, umbilikal cord’tan alinan
primitif hematopoietik kok hiicrelerde ve bazi 16semi hiicrelerinde yiiksek seviyede
eksprese edildigi gosterilmistir. AML hastalarinda ekspresyonun analiz edildigi bir
calisma daha oOnce yapilmamistirBu calismada amacimiz, AML’de SPINK2
ekspresyonunun analizidir. AML olgularinda ve 12  hiicre soyunda SPINK2
ekspresyonu incelendi. Hiicre soylarinda hiicre i¢i ve hiicre disina salinan protein diizeyi
ELISA yontemiyle belirlendi. AML hiicre soylarinda SPINK2 ekspresyonunu ve
salgilanan protein diizeyinin diger hiicre soylarina gore artmis oldugu belirlendi.
SPINK2 mRNA diizeyleri ile hiicre i¢indeki ve hiicre digina salinan protein diizeyleri ile
arasinda istatistikselolarakanlamli diizeyde korelasyon bulundu (p=0,00004 ve p=0,47).
Eriskin AML’li olgularda kontrole gore SPINK2 ekspresyonu anlamli dercede artmis
bulundu .(p=0,042). SPINK2 ekspresyonun t(8;21) pozitif olgularda anlamli diizeyde
diisiik oldugu (p=0,000), inv(16) pozitif olgularin hepsinde anlamli diizeyde yiiksek
oldugu gosterildi (p=0,028). SPINK2’nin AML’de roliinii anlasilmast ve prognostik

marker olarak kullanilabilirliginin belirlenmesi i¢in daha ileri caligmalar gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Akut Miyeloid Ldsemi, Kazal Tip Serin Proteaz, SPINK2,
SPINK2 ekspresyonu

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. 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. Istanbul.

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. GIRIS VE AMAC

Losemiler, DNA’daki somatik mutasyonlar sonucunda olusur. Kendiliginden,
radyasyona veya Kkarsinojenlere maruz kalinmasi sonucunda gergeklesen onkogen
aktivasyonu ya da tlimor baskilayici genlerin inaktivasyonunda etkili mutasyonlar;
hiicre O6liimi, farklilasma ya da bolinme kontroliinde hasara yol acarak losemi
olusumuna neden olabilirler (1,2). En sik goriilen genetik degisiklikler; kromozomal
translokasyonlar, timor baskilayict gen mutasyonlari, hiicrelerarasi sinyal bozukluklari

ve hiicre dongiistindeki bozukluklardir (2).

Akut Miyeloid Losemi (AML) hematopoez siirecinde farklilasmanin durmasi,
miyeloblast olarak adlandirilan olgunlasmamis hiicre populasyonunun asir1 ¢ogalmasi
ve normal kan hiicrelerinin iretiminin bozulmasi ile sonuglanan heterojen bir hastaliktir.
Eriskinlerde en sik goriilen akut 1semidir. Insidansi yasla beraber artmaktadir.
Erigkinlerde 100.000 kiside 3,7 siklikla goriliir. Tam l6semi tiplerine, erkeklerde daha
sik rastlanmaktadir (3,4).

AML genetik, biyolojik ve Kklinik olarak heterojenlik gosterir. AML’de 5. ve 7.
kromozomlarin bir parcasinin veya tamaminin kaybi, t(8;21), t(15;17) ve inv(16) gibi
kromozomal degisiklikler goriilmektedir. Bu kromozomal degisikliklerin yani sira en
stk goriilen mutasyonlar FLT3, NPM1, DNMT3A, KIT, CEBPA, RUNXI1, IDHI1/2
TET2 ve MLL genlerindeki mutasyonlardir (5,6,7,8,9,10).

Proteazlar hicrelerde; 6nemli metabolik kontrol noktalarinda gorev alan
enzimlerin yikilarak ve aktivitelerinin diizenlenerek hiicrenin degisen ¢evre sartlarina ve
metabolik ihtiyaclarina verimli bir sekilde cevap vermesini; proteinlerin besin
yetersizligi durumunda enerji ve amino asit kaynagi olarak kullaniimasint ve
transkripsiyonel veya translasyonel hatalardan kaynaklanan hasarli veya islevsiz
proteinlerin uzaklastirllmasin1 saglama gorevlerini gerceklestirirler. Proteazlarin
aktivitelerinin diizenlenmesi hiicre i¢in hayati 6nem tasir. Protez aktivitesini, proteaz

inhibitorleri diizenler (11).

Proteaz inhibitorleri; kontrol edilemeyen proteolizi 0Onleyerek proteaz

aktivitelerinin diizenlenmesinden sorumludur. Serin proteaz inhibitorleri proteaz



inhibitorlerinin en buyik ve en 6nemli stper ailesidir. Hedef proteazlarina kovalent

olarak baglanarak inaktivasyona yol agan intihar substratlaridirlar (12).

Pek cok serin proteaz inhibitdr sadece proteazlari inhibe etmekle kalmaz, ayni
zamanda diger molekiiller ile etkilesimleri sonucunda baska fizyolojik etkilere de

sahiptir. Bu etkilesimler, belirli bir fizyolojik cevabi giiglendirir (13,14).

SPINK2 (HUSI-II, ISK2) Kazal tip serin proteaz inhibitorleri ailesinin tyesidir.
Akrosin ve tripsin inhibitori olarak fonksiyon gostermektedir. SPINK2 geni 4q12
bolgesinde bulunmaktadir (15). SPINK2, 84 amino asitli protein ve 23 kalint1 sinyal
peptidi icerir. Epididim ve seminal vezikulde ekspresyonunun yiiksek oldugu ve fertilite
ile iligkili oldugu bildirilmistir (16,17). SPINK2 ekspresyonunun, optik sinir hasarindan
sonra, retinal ganglion hiicrelerinde 6nemli derecede artis gosterdigi ve apoptotik
uyarilara kars1 duyarliligr arttirdigy gosterilmistir. SPINK2 ekspresyon diizeyindeki asir
artigin apoptozu indiikledigi bildirilmistir (18). Lenfomada umbilikal cord’tan elde
edilen primitif hematopoietik kok hiicrelerde ve bazi 16semi hiicre hatlarinda yiiksek
seviyede eksprese edildigi gosterilmistir (19,20,21,22). SPINK2’nin Akut Miyeloid
Lésemi (AML) ve diger 16semi hastalarinda ekspresyonu ile ilgili daha 6nce bir ¢alisma

yapilmamustir.

Bu tez ¢alismasinda, AML’de SPINK2 ekspresyonu analiz edildi. Daha 6nceki
bilgilerden de faydalanarak SPINK2 ekspresyon seviyesinin AML’deki degisimi
arastirildi. Daha 6nce AML hastalarinda SPINK2 ekspresyonu ile ilgili bir ¢alisma
yapilmadigindan; farkli yas gruplarindaki  kadin ve erkek hastalar arasinda SPINK?2
ekspresyonlarindaki farkliliklar RT-PCR seviyesinde belirlendi. Hastalarda ifade
dizeylerindeki farkliliklar tespit edildi. Farkli AML smiflart ve farkli prognoza sahip
olgularda SPINK2 mRNA ekspresyonunda 6nemli degisiklikler saptandi. AML olgu
gruplarindaki ifade diizeyinde farkliliklar, SPINK2’nin AML i¢in bir prognostik

marker aday1 olabilecegi goriistimiizii kuvvetlendirdi.

AML’nin prognostik markeri olabilecegini diislindiigimiiz SPINK2 geninin
ekspresyonu, AML hiicre soylarinda (HL60, NB4 ve THP1), farkli l6semi hicre
soylarinda (K562, Jurkat, ve Nalm6) ve diger bazi hiicrelerde (MCF7, HelLa ve
HUVEC, hFOB, 293T) yine RT-PCR diizeyinde incelendi. Bu hiicre soylarinda

SPINK2 proteinin hicre icindeki seviyesi ve hiicre disina salinan miktarinin tespiti i¢in



ELISA testi uygulandi. Hem SPINK2 mRNA diizeyi, hem de hiicre i¢i ve hiicre digina

salian protein diizeyleri belirlenmesi hedeflendi.

Calisma sonucunda AML patogenezinin daha iyi anlasilmasina katkida
bulunulmasi ve AML teshis ve tedavisi i¢in yeni prognostik markerler ve terapotik

hedeflerin bulunmasi amaglandi.

SPINK2 mRNA diizeyleri ile hiicre i¢indeki ve hiicre disina salinan protein
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde korelasyon bulundu (p=0,00004
ve p=0,47). Eriskin AML’li olgularda kontrole gére SPINK2 ekspresyonunun anlamli
derecede arttig1 tespit edildi (p=0,042). SPINK2 ekspresyonun t(8;21) pozitif olgularda
anlamli diizeyde diisiik oldugu (p=0,000), inv(16) pozitif olgularin %100’{inde ise
anlamli diizeyde yliksek oldugu gosterildi (p=0,028). Yapilan deneylerde, AML
olgularinin %71’inde SPINK2 geni ekspresyonunun saglikli kontrollere gore yiiksek
olmast AML patogenezinde rol oynayabilecegini ve AML i¢in prognostik marker

olabilecegini dogrular niteliktedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. AKUT MIiYELOID LOSEMi

2.1.1. HEMATOPOEZ
Kan hiicrelerinin olugumu, gelisimi ve farklilagsmasi dahil olmak {izere tiim kan
hlcrelerinin Uretimidir. Prenatal olarak hemotopoez, yumurta saris1 kesesinden, sonra
karacigerde ve daha sonra da kemik iliginde gergeklesir. Normal durumda, yetiskinlerde
hematopoez, kemik iligi ve lenfatik dokularda gergeklesir. Her tlr kan hicresi
pluripotent olan ilkel hicrelerden tiiretilmistir (Sekil 2-1). Hematopoez iki asamalidir.

Bu asamalar ilkel dalga ve kesin dalga olarak adlandirilir (23).
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Sekil 2-1 : Kan hticrelerinin kdkeni (29)
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Eritroid progenitor igeren ilkel dalga, erken embriyonik gelisim sirasinda

eritrosit ve makrofajlari olusturur ( 24 ).

Ilkel dalganin birincil amaci, embriyonun hizli bir sekilde biiyiimesi nedeniyle

artan doku oksijenasyonunu kolaylastiran kirmizi kan hiicreleri Uretmektir (25).

Daha sonra, kemikler olustugundan, hematopoez kemik iliginde gergeklesmeye
baslar. Cocukluk caginda, en sik gorilen hematopoez bolgeleri, basta femur, tibia ve
fibula olmak Gzere uzun kemiklerdir. Yetiskinlerde hematopoez, pelvis, sternum,
kafatas1 ve omurgada gerceklesir (Sekil 2-2). Kemik iliginde baslayan hematopoez
stireci; dalak, timus ve lenf nodlari dahil olmak Uzere diger lenfoid organlarda
olgunlagsmayla devam eder. Embriyonik evreden uzaklastikca, hematopoez,
multipotansiyel hematopoietik kok hicrelerin  kullanilmasini gerektirir ve kesin
hematopoez olarak adlandirilir (26).
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Sekil 2-2 : Yasa bagh kan iiretim bolgeleri degisimi (30)

Hematopoez, dolasimdaki kan hicrelerinin seviyelerini korumak icin sdrekli
olarak gergeklesen metabolik bir olaydir. Retikulosit ve eritrositlerden olusan eritroid

seri, lenfositler (B ve T hiicreleri) yan1 sira dogal katil hiicrelerden olusan lenfoid seri
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ve makrofajlar, dendritik hiicreler, granulositler ve megakaryositlerden olusan myeloid
seri olmak Uzere ¢ farkli kan hiicresi hatti1 vardir (27,28).

2.1.2. LOSEMI

Losemi, kemik iliginin hemapoetik kok hiicrelerinden kaynaklanan malign bir
hastaliktir. Normal hematopoezde, hemapoetik kok hiicreler periferik kan hiicrelerine
(matur lenfosit, granilosit, monosit, eritrositler ve megakaryositler/ trombositler)
farklilasirken, 16semide farklilasamaz. Olgunlasamayan hiicreler kemik iliginde
cogalarak normal hemapoetik hiicrelerin yerini alir. Losemide DNA hasar1 oldugu
distiniilmektedir. Kromozomlardaki yeniden diizenlenmeler, translokasyonlar,
delesyonlar, gen amplifikasyonlar1 ve sitogenetik degisiklikler normal hiicrenin

farklilasma ve proliferasyonun diizenlenmesini bozmaktadir (31).

Globocan 2012 verilerine gore Tiirkiye populasyonunda yetigkin bireylerde
I6semiler tiim kanserlerin % 5,8 kadarini olusturur. Losemiler, erkeklerde %7,1 goriilme
siklig1 ve %35,8 6lim orani; kadinlarda ise %4,7 goriilme siklig1 ve %3,6 6liim orani ile
tanimlanir. Diinya genelinde ise; yine Globocan 2012 verilerine gore yetigkin bireylerde
I6semiler tim kanserlerin % 4,7’sini olusturur ve Olim oram1 % 3,4  kadardir.
Losemiler, erkeklerde %5,6 goriilme sikligr ve %4,2 6liim orani; kadinlarda ise %3,9

goriilme siklig1 ve %2,8 6liim orani ile tanimlanir (32).

Losemiler koken aldiklar hiicre tipine gore Lenfoid ve Miyeloid; sag kalim ve

olgunlagma 6zelliklerine gore de Akut veya Kronik olarak gruplara ayrilirlar (33).
1-Akut Miyeloid Losemi (AML)
2-Kronik Miyeloid Losemi (KML)
3-Akut Lenfoid Losemi (ALL)

4-Kronik Lenfoid Losemi (KLL)

2.1.3. TARIHCE

“’Hematoloji’’terimi  ilk kez Thomas Schwenke tarafindan 1743’de
kullanilmistir. Ancak 16seminin tanimlanmast 19. yiizyillda mikroskobun tip alaninda
yaygin bicimde kullanilmaya baslamasiyla gerceklesebilmistir (34). Losemi ilk olarak
1827 tarihinde Dameshek ve Gunz tarafindan tamimlanmistir. Ates, gii¢siizliik, karin

sisligi olan bir olgunun otopsisinde, dalak ve karacigerinin normalden cok biiyilik



oldugu ve kaninin kivaminin asir1 yogun oldugu bildirilmistir. John Hughes Bennett
tarafindan 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” adli
bir makale yaymnlanmistir. Bu makalede, Bennett, kanda gozlemledigi degisikligin
iltihap ve enflamasyondan farkli oldugunu belirtmistir. Kandaki tiim hiicrelerin
etkilenmis oldugunu, hiicrelerin degisik boylarda oldugunu, asetik asit uygulandiginda

ise nukleuslarin ayristigini gostermis ve ilk kez I6semili bir hastanin kan hiicrelerinin

resmi yayimlanmistir (Sekil 2-3) (34).

MicroScOPIC ExAMINATION.—The ycllow coagulum of the blood was composed
of coagulated fibrin in filaments, intermixed with numerous colourless corpuscies,

Fig. 474. Colourless corpuscles, mingled with a fe lourced from tbe
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Fig. 476. Change produced on the colourless corpuscles on the addition of acetic
.ﬁd,thoyeﬂowmbeingdinolved. =
‘!k. 477. Cells in the fluid squeezed from the lymphatic glands, after the addition

Fig. 478. Blood-vessels giving off a capillary from the pia mater; the latter is
seen filled with . i
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Sekil 2-3: Losemili hastalarin kan hiicrelerinin gorinimu (34)

Yasayan hastalarda 16seminin mikroskobik tanisini ise, ilk kez Henry Fuller
1846 ‘da gerceklesmistir. Virchow, 1847°de benzer bir olgu raporu yayinlamis ve bu
yeni hastalig1 tanimlamada “leukemia” (beyaz kan) terimini kullanmistir. Bennett ise

“leucocythaemia” terimini tercih etmistir (34).

Akut 16seminin tanimi, 185°de Nikolaus Friedreich tarafindan yapilmistir. Ernst
Neumann, 1870’ de kemik iliginin kan hiicrelerinin yapiminda énemli bir yeri oldugunu
belirterek  16seminin kemik iligindeki degisikliklerden kaynaklandigini gostermistir

(34,35,36). 1873’te 1osemi tedavisinde ilk kez kan transfiizyonu kullanilmistir.



Paul Ehrlic’in, 1877°de kan hiicreleri arasindaki farklilagsmay1 gdsteren boyama
yontemini bulmasi, tipta yeni bir ¢agi baslatmistir. 1900 yilinda Naegelli, lenfoblastlarin
lenfoid hiicre dizisine, miyeloblastlarin ise miyeloid hiicre dizisine ait oldugunu

belirtmistir (35).

llerleyen yillarda 1dsemi patofizyolojisinin incelenmesiyle heterojen 6zellik
gosteren bir hastalik oldugunun anlasilmasi, tedavi yontemlerinin gelismesine olanak

saglamis ve bu durum I6semi hastalarinin yasam siirelerini uzatmistir (37,38).

Akut monositer I6seminin tanimlanmasi ise 1913 yilinda Dr. Hasan Resat
Sigindim ve Dr. Schilling tarafindan yapilmistir. “Akut monositer 16semi” 1913 yilinda

Minchener Medzinicher-Wochenschrift dergisinin 36. sayisinda yaymlanmistir (34).

1976 yilinda Fransiz-Amerikali ve Ingiliz bir grup hematolog tarafindan orjinal
FAB smiflamas1 olusturulmus ve ayni siniflama 1985 yilinda yeniden goézden
gecirilmistir. FAB smiflamasinda akut l6semiler, morfolojik ve sitokimyasal boyanma
ozelliklerine gore gruplandirilmaktadir. Akut lenfoblastik ve Akut myeloblastik 16semi

olarak ikiye ayrilmaktadir (34).

FAB smiflamasi, immiinfenotipleme, elektron mikroskobu, sitogenetik,
molekiler biyolojik teknik yontemlerini ve nadir Idsemi tiplerini icermeyen bir
simiflamadir. Akut 16semide sitogenetik ve molekiiler genetik anomalilerin tespiti ve
bunlarin prognostik 6nem gostermelerinin belirlenmesiyle yeni bir siniflandirma
ihtiyact oldugu belirlenmis ve 2001 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan
akut 16semiler de dahil olmak tlizere hemapoetik ve lenfoid neoplazmalar: iceren yeni
bir smiflandirma yapilmistir. Akut I6semilerin  WHO siniflamasinda, morfoloji,

immiinfenotipleme, sitogenetik ve molekiiler biyolojik 6zellikler goz oniline alinmistir.

Akut l6semi tanist i¢in kemik iliginde blastik hiicre sayis1 %3’dan %22’ ye
indirilmis ayrica nadir 16semi tipleri de dahil edilmistir (36,39).

2.1.4. AKUT LOSEMILER
Akut losemiler, hematopoetik sistemin progenitor htcrelerinin klonal ve
neoplastik proliferasyonu sonucunda ortaya ¢ikan heterojen bir hastalik grubudur. Akut
I6semilerin klinik bulgulari hizla prolifere olan immatur blast hiicrelerin kemik iliginde

normal hematopoetik hiicrelerin yerini almasiyla ortaya ¢ikar (40).



Losemiler, koken aldiklar: hiicre tipine gore lenfoid ve miyeloid; sagkalim ve

olgunlagma ozelliklerine gore de akut veya kronik olarak iki ana gruba ayrilirlar (41).

Akut losemiler morfolojik, immiunfenotipleme, sitogenetik ve molekiler
biyolojik 6zellikler g6z Oniine alinarak Akut lenfoblastik (ALL) ve Akut myeloblastik
I6semi (AML) olmak iizere iki ana gruba ayrilir (42,43).

WHO smiflamasinda akut 16semiler; miyeloid, lenfoid ve serisi belirlenemeyen

olmak tizere 3 gruba ayrilmistir (44):

Akut miyeloid lI6semiler:

a. Tekrarlayan sitogenetik anomalilerle seyreden AML
b. Cogul seri displazi ile seyreden AML

c. Tedaviye ikincil AML ve MDS

d. Tanimlanan gruplara girmeyen AML olmak iizere dort gruba ayrilarak

degerlendirilmistir.

Akut lenfoid I6semiler:

a. Prekursor B lenfoblastik 16semi/ lenfomalar

- Rekiirren sitogenetik anomalilerle birlikte olanlar
- Smiflandirilamayanlar

b. Preklrsor T lenfoblastik 16semi / lenfomalar

Siniflandirilamayan (Serisi belirsiz) Akut losemi
a. Bifenotipik (Mikst fenotipli) akut 16semi
b. Farklilasmamuis akut 16semi

Tim losemi tiplerine, erkeklerde kadinlara gore daha sik rastlanmaktadir. Tim
populasyonda genel ALL insidanst AML insidansina benzerdir, ancak ALL ¢ocukluk
doneminde, AML eriskin donemde daha siktir (45).
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2.1.5. AKUT MiYELOID LOSEMIi

Hizli ilerleyen bir malign hastalik olan Akut Myeloid Losemi , kemik iliginde
miyeloid hicrelerin sayisinda artis ve olgunlasmalarinda duraksama ile karakterize
edilen ve siklikla hematopoetik yetersizlikle veya sonugla ortaya cikan bir klonal

hematopoietik kok hiicre bozuklugudur (46).

AML’de dediferansiye edilmis ve farklilasmamis hiicrelerin  yiizdesi
fazladir. Yetiskinleri etkileyen en yaygin akut 16semi olup insidansi yasla birlikte artar
(47). AML semptomlar1, normal kemik iliginin 16semik hiicrelerle degistirilmesiyle
olusur. Alyuvar, trombosit ve normal akyuvar hiicrelerinde diisiise neden
olur. Yorgunluk, nefes darligi, kolay morarma ve kanama ile artmis enfeksiyon riski
gorilir. AML'min gelisimi igin gesitli risk faktorleri belirlenmistir, ancak spesifik neden

heniiz tam olarak anlasilamamustir (48).

2.1.5.1. AML'nin Epidemiyolojisi

Akut miyeloid 16semi (AML) sik olmamakla birlikte, ¢ok sayida kansere bagl
6lime neden olan son derece malign neoplazmdir. Son yillarda insidanst ¢ok
degismemistir. Erken cocukluktaki ve yetiskinlikte iki zirve gosterir. Bati diinyasinda
100.000 kiside 3.7 insidans ve 100.000 kiside yasa bagli o6liim orani1 2.7 ila 18
arasindadir. Bu durumun yash nufus oranmi artisiyla iliskili oldugu diisiiniilmektedir.
ABD de 65 yasin altindaki hastalarda 100.000 ~ 1.3'den, 65 yas tizeri 100.000 ntfus
basina 12.2 olgu kadar, AML insidansi1 yasla birlikte artmaktadir (47,48).

National Cancer Institute 2010-2014 verilerine gore; son yillarda akut miyeloid
l6semi vaka orani, her 100.000 erkek ve kadin icin yilda 4,2 iken, 6liim oram her yil

100.000 erkek ve kadin igin 2,8 olarak rapor edilmistir (49,50).

2.1.5.2. AML Smiflandirilmasi

AML'nin alt tipinin belirlenmesi, bazen hem hastanin goériiniimiinii hem de en 1yi
tedaviyi etkilediginden ¢ok onemli olabilir. Ornegin, Akut Promyelocytic Losemi
(APL) alt tipi genellikle AML'nin diger alt tiirleri i¢in kullanilanlardan farkli ilaglar

kullanilarak tedavi edilir. AML'yi1 alt tiplere ayirmak i¢in kullanilan ana sistemlerden



11

ikisi: Fransiz-Amerikan-ingiliz (FAB) siniflandirmas1 ve daha yeni olan Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) siniflandirmasidir (51). Fransiz-Amerikan-ingiliz siniflandirma sistemi,
farkli1 AML tiirleri arasinda ayrim yapmak igin gelistirilmis ilk siniflandirma sistemidir.
1976 yilinda gelistirilen FAB smiflandirmasi, 16semik hiicrelerin morfolojik ve
sitokimyasal 6zelliklerine dayanarak sekiz alt tirii (MO ile M7 arasinda) tanimlar (Tablo
2-1).

Tablo 2-1: AML FAB siniflandirmasi (52)

FAB

SINIFI ISIM SITOGENETIK
MO akut miyeloblastik 16semi, minimal farklilagmig
M1 olgunlagsmadan akut miyeloblastik 16semi
M2 graniilositik olgunlagma ile akut miyeloblastik 16semi g)(S; 21) (422; 422), 1 (6;
M3 promyelositik veya akut promiyelositik 16semi (APL) t (15; 17)
M4 akut miyelomonositik 16semi 7 (@) [Pl 2a), el
(160)
M4eo kemik iligi eozinofili ile birlikte miyelomonositik inv (16), t (16; 16)
M5 akut monoblastik 16semi (M5a) veya akut monositik 16semi (M5b) (;SI) R, e AL T (e
M6 eritrolésemi (M6a) ve ¢ok nadir saf eritroid 16semi (M6b) dahil olmak
lzere akut eritroid 16semi
M7 akut megakaryoblastik 16semi t(1; 22),

2001 yilinda, AML'nin teshisi ve yonetiminde yapilan ilerlemeleri entegre etme
cabalarinin bir parcasi olarak, Diinya Saglik Orgiitii (WHO), 2008'de revize edilmis bir
versiyonun ardindan yeni bir simniflandirma sistemi uygulamaya koydu (53). AMLin
WHO siniflandirmasi, alti ana hastalik varligini tanimlamak i¢in genetik bilgiyi

morfoloji, immiinfenotip ve klinik sunumla birlestirerek ayirir ( 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

Tablo 2-2: AML WHO smiflandirmasi (54)

12

AML WHO simiflandirmasi

Tarleri

Tekrarlayan genetik anormallikleri olan
AML

Myelodysplasia ile ilgili degisiklikler ile
AML
Terapi ile iliskili miyeloid neoplazmlar

Miyeloid sarkom

Down sendromuna bagli miyeloid
proliferasyonlari

Genetik anormallikler
AML, t (8:21) (22; g22); RUNX1-RUNX1T1

Inv (16) (p13.1922) veya t (16; 16) ile AML (p13.1;
022);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) (g21.3926.2) veya t (3; 3) (q21.3; 926.2); GATAZ2,
MECOM

AML (megakaryoblastik) ile t (1; 22) (p13.3; q13.3); RBM15-
MKL1

BCR-ABL1’li AML

NPM1 mutasyonlu AML
CEBPA'nin bialelik mutasyonlar1 olan AML

RUNX1 mutasyonlu (gegici varlik) ile AML

Minimal farklilasmalt AML
Olgunlagma olmayan AML
Olgunlagma baglayan ML

Akut miyelomonositik 16semi

Akut monoblastik / monositik 16semi
Akut eritroid 16semi

Saf eritroid 16semi

Akut megakaryoblastik 16semi

Akut bazofilik 16semi

Miyelofibrozis ile akut panmyelosis

Gegici anormal miyelopoezis

Down sendromu ile iligkili AML

Kisaltmalar: AML, akut miyeloid 16semi; APL, akut promiyelositik 16semi; ML, miyeloid 16semi
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Ayrica daha sonra bu siniflandirmaya serisi bilinmeyen akut [6semi de dahil edilmistir
(55).

2.1.5.3. Prognostik Faktorler

Prognozun dogru bir sekilde degerlendirilmesi AML'nin yonetiminde en 6nemli
noktalardan biridir. Hastalar1 tedaviye diren¢ veya tedaviye bagli mortalite (TRM)
risklerine gore smiflandirmayr saglayan prognostik faktorler, doktorun standart veya
artan tedavi yogunlugu, konsolidasyon kemoterapisi veya allojenik hematopoietik kok

hiicre transplant1 arasinda karar vermesine rehberlik eder.

Son yillarda, arastirmalar bazi hastalarin neden digerlerinden daha iyi tedavi
edilme sansma sahip oldugunu bulmaya odaklanmistir. Tedaviye cevabi etkileyen
olgular (veya losemiler) arasindaki farkliliklar prognostik faktorler olarak adlandirilir

(47,56,57).

Klinik faktorler arasinda, artan yas ve kotli performans durumu, daha diisiik tam
remisyon oranlart (CR) ve genel sagkalim (OS) azalmasi ile iligkilidir (58). Klinik
faktorlerin tedaviye rehberlik etmede onemli bir rolii olmasina ragmen, sitogenetik
degisiklikler AML'de CR ve OS i¢in en giiclii prognostik faktordiir. Buna gore, AML
vakalari, tek bagina sitogenetik profiline gore uygun, orta veya olumsuz prognostik risk

gruplarina ayrilabilir (57).

t(8;21), t(15;17) veya inv (16) kromozom yeniden diizenlemeleri, 60 yasindan
kiiciik ve 60 yasindan daha yash olan olgularda sirasiyla 3 yillik OS % 66 ve % 33 ile
Iyi bir prognozu gosterir.

Aksine, kompleks karyotip gibi sitogenetik degisiklikler (yani WHO 2008
siniflandirmasinda tanimlanan tekrarlayan genetik anormalliklerin yoklugunda, li¢ veya
daha fazla kromozom anomalisi), monosomi 5 veya 7, t (6; 9), t (9; 11) disindaki inv (3)
veya 11q degisikliklerinin hepsinde tedavi basarisizligi ve Oliim riskinin anlamli

derecede yiiksek oldugu gosterilmistir ( Tablo 2-3).

Orta derecede prognostik risk tastyan 24 AML olgusu, genellikle sitogenetigi
normal olan (CN-AML) olgulardan olusmaktadir (58,59,60)
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Tablo 2-3: Sitogenetik ve molekdler profile dayanan prognostik risk simiflandirmasi(62)

Genetik ile 2017 ELN risk siniflandirmasi

Risk kategorisi

iyi

ORTA

KOTU

Genetik anormallik

t (8; 21) (q22; g22.1); RUNX1-RUNX1T1

inv (16) (p13.1922) veyat (16; 16)
(p13.1;922); CBFBMYH11

FLT3 -ITD veya FLT3 -ITD diisiik T ile NPM1
mutasyonu

Biallelik CEBPA mutasyonu

NPM1 ve FLT3 -ITD mutasyonu

FLT3 -ITD'siz veya FLT3 -ITD diisiik ve (ters-riskli
genetik lezyonlar olmaksizin) vahsi tip NPM1

t(9; 11) (p21.3; 923.3); MLLT3-KMT2A

Olumsuz veya olumsuz olarak siniflandiriimayan
sitogenetik anormallikler

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

t (v, 11923.3); KMT2A yeniden diizenlenmesi
t(9; 22) (934.1; q11.2); BCR - ABL1

inv (3) (g21.3926.2) veya t (3; 3) (921.3;
026.2); GATA2, MECOM (EVI1)

=5 veya del (5q); -7; 17/ abn (17p)
Kompleks karyotip, monozomal karyotip
Vahsi-tip NPM1 ve FLT3 -ITD yiksek

RUNX1 mutasyonu
ASXL1 mutasyonu

TP53 mutasyonu
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AML olgularinda yasa bagli goreceli sagkalim grafigi verilmistir. (Sekil 2-4)

birey sayisi
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Sekil 2-4: AML hastalarinda 1992-2010 yillar: arasinda yasa bagh sagkalim oranlari (61)

2.1.5.4. AML'nin Etiyolojisi

Kemik iligini 16semiye tesvik eden genetik mutasyonun nedeni bilinmemekle
birlikte akut 16semi gelisimi i¢in bir¢ok ¢evresel ve genetik risk faktorii tespit edilmistir.
Bunlar arasinda yas, Oncilil hematolojik hastaliklar ve genetik bozukluklar, viriis

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

Hematopoetik progenitér hiicrelerin AML hiicrelerine doniistimii  farkh
asamalarda farkli uyarici ajanlara duyarliligimi gerektiren ¢ok adimli bir siiregtir.
Ylksek duzeyde radyasyon, benzen gibi etkenler I6kemogenezi tetikleyebilir. AML'nin
farkli alt tiirleri, belirli bir molekiiler anormallik veya mutasyon ile indiikleyici ajan

arasinda fonksiyonel bir bag oldugunu diisiindiiren farkli mekanizmalara sahip olabilir.
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AML vakalari, bir ajana maruz kalma olmaksizin de novo olarak da ortaya ¢ikabilir

(Tablo 2-4).

AML, altta yatan hematolojik bozuklugu olan hastalarda veya onceki tedavinin
bir sonucu olarak ortaya ¢ikabilir (6rnegin, topoizomeraz II'ye maruz kalma, alkilleyici
ajanlar). AML'nin patogenezi, miyeloid kok htcrelerin klonal popilasyonunun anormal
cogalmasimi ve farklilagmasini igerir. Delesyonlar, kromozomal translokasyonlar ve
nokta mutasyonlar1 gibi molekiiler degisiklikler AML'nin gelisiminde rol oynamustir

(65).
Tablo 2-4: AML ile iliskili risk faktorleri (66)

Genetik bozukluklar
Klinefelter sendromu

Patau sendromu
Ataksi telanjiektazi
Shwachman sendromu
Kostman sendromu
Norofibromatozis
Fanconi anemi

Li Fraumeni sendromu

Fiziksel ve kimyasal riskler Benzen

Pipobroman gibi ilaglar
Tarim ilaci

Sigara icmek

Embalming sivilar

Herbisitler
Radyasyona maruz kalma Terapotik olmayan, terapotik radyasyon
Kemoterapi Alkilleyici ajanlar

Topoizomeraz - Il inhibitorleri
Antrasiklinler

Taksanlar
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Delesyonlar

AML’de rutin sitogenetik inceleme ile en sik saptanan degisiklikler, 5. ve 7.
kromozomlarin bir par¢asinin veya tamaminin kaybidir. 5. ve 7. kromozomlardaki bu

anormallikler kotii prognoz ile iligkilidir (6).
Kromozomal Translokasyonlar

AML’de goriilen translokasyonlarin ¢ogu kimerik fuzyon gen drinleri
olusmasiyla sonuglanir. AML’de en sik goriilen kromozom bozuklugu inv(16) ve
t(8;21) translokasyonudur. Bu translokasyonlar CBF genini (core baglanma faktorii)
hedef alir. CBF’nin DNA’ya baglanarak islev goren alfa ve DNA’ya baglanmadan
transkripsiyonel aktiviteyi arttiran beta alt birimleri vardir. t(8;21) translokasyonu, 21.
kromozomdaki CBFa alt birimini kodlayan boélge ile, 8. kromozomdaki ETO geninin
fiizyonuna sebep olur. inv(16) ise 16.kromozomun q kolundaki CBFp alt birimi ile p
kolundaki MYH11 geninin fiuzyonuna sebep olur. AML1-ETO ve CBFp-MYH11
translokasyonlart AML’li olgularin yaklasik olarak sirasiyla, %2-12 ve %1-5 kadarinda
goriiliir ve her ikisi de iyi prognozla iliskili olarak hastali§in tanis1 ve takibinde belirteg
olarak kullanilir (7). AML’de goriilen diger bir translokasyon olan t(15;17), PML ve
RARa (a-retinoik asid reseptoriinii kodlayan gen) genlerini kapsar. PML-RARa flizyon
proteini DNA’ya baglanma ve dimerizasyon yetenegini yitirmemesine ragmen retinoik

aside baglanma yetenegi etkilenmekte ve hedef genlerin transkripsiyonu bozulmaktadir
(8).

Ancak yine CBF’de oldugu gibi, 16semi gelisimi i¢cin RARa mutasyonlarinin

yaninda baska mutasyonlarin da ger¢eklesmesi gerekir (7).
Gen Mutasyonlari

AML’de en sik rastlanan nokta mutasyonlart N- ve K- RAS genlerinin 12, 13 ya
da 61. kodonlarinda olusan RAS gen ailesi mutasyonlaridir. Yapilan ¢aligmalarda bu
mutasyonlara %25-44 arasinda degisen oranlarda rastlandigi belirtilmis; ayrica
mutasyon varliginin kotii prognozla iliskili oldugu gosterilmistir (7). AML olgularinin
olduk¢a yaygin bir boliimiinde FLT3 ve c-KIT genlerinde aktive edici mutasyonlarin
varligi gosterilmistir. FLT3 mutasyonlari de novo AML’lerin %20-30’unda goriiliir
(67). Olgularm yaklasik %20-25’inde ITD (I¢ Ardisik Tekrarlar) adi verilen tekrar
sayisinda degisiklikler AML olgularinin yaklasik %5-10"unda da c-KIT geninde
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proteinin kinaz aktivitesini arttiran mutasyonlar bildirilmistir. AMLI1 geni 16semilerde
siklikla transloke olmakla birlikte, bazi kalitsal AML olgularinin %3-5’1lik boliimiinde
gende fonksiyon kaybina neden olan mutasyonlar goésterilmistir. Bunlar daha ¢ok
AML1 ve trizomi 21 ile birlikte gorilen AML ya da MDS (miyelodisplastik sendrom)
olgularidir. Normal miyeloid hiicre gelisimi i¢in gerekli bir faktér olan CEBPa

genindeki mutasyonlarin iyi prognozla iligkisi oldugu gosterilmistir (68).

2.1.5.5. AML KLINIGI

Olgular tipik olarak sirasiyla, eritrosit, trombositler veya 16kositlerdeki azalmaya
bagli olarak yorgunluk, kanama, enfeksiyon, yiiksek ates semptomlar1 ile
basvurmaktadir. AML olgularinda anemiyle iliskili solukluk ve halsizlik yaygin olarak
gozlenir. Ayrica ¢arpinti, ¢abuk yorulma ve nefes darligr gibi diger anemi ile iligkili
semptom ve bulgular da ortaya ¢ikabilir. Trombositopeniye bagli olarak gelisen petesi,
epistaksis, dis eti kanamalari, konjonktival kanamalar ve deri yaralanmalar1 sonrasi
durmayan kanamalar hastalifin erken bulgularindandir ve tam1 aninda hastalarin
yaklasik yarisinda bulunur. AML olgularinda, ALL olgularindan farkli olarak kemik
agrilart sik degildir. Losemik cilt infiltrasyonlar1 (miyeloid sarkom) hastaligin seyri
boyunca hastalarin %13’linde meydana gelir (69). Laboratuar incelemelerinde AML’li
olgularin kan degerleri biiyilik farkliliklar gosterir. Kemik iligi 6rneklerinde AML tanisi
konulabilmesi igin blast oraninin %20’nin {izerinde olmasi gerekir. Ancak t(15;17),
t(8;21), inv (16) veya t(16;16) translokasyonlarinin varliginda blast sayis1 %20’nin
altinda olsa da AML tanis1 konulabilmektedir (58). AML olgularinda prognoz ile iligkili
en Onemli parametre sitogenetiktir. Yeni tan1 almis eriskin AML olgularinin yaklagik
%55’inde kromozom anomalileri tespit edilir (70,71). Serum iirik asit diizeyi AML

vakalarinin yaklasik yarisinda yiiksektir. Ayrica serum ve idrarda lizozim diizeyi yiiksek
bulunabilir (72).

AML tedavisi 2 gruba ayrilabilir; ilk grup remisyon indiiksiyonu ikinci kisim ise
remisyon sonrasi tedavidir (73). Retinoik asitlerin tedavide kullanilmasi ile %90
oraninda tam remisyon elde edilmekte ama bu remisyonlar kalict olmamaktadir.

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

Aml de sik kullanilan markerler Tablo 2-5 ‘te gdsterilmistir.
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Tablo 2-5 AML FAB Alt Tipleri ile immiinolojik Yiizey Markirlan iliskileri (Kizltas,
2008: 17) (75)

FAB HLA-DR CD1lb  CDi13 CD14 CD15 CD33 CD34 Glikoforin  CD41 CD42 CD61
M1/M2  + + + +

M3/M3 + + + + +

\Y

M4/M5  + A + + + + +

M6 + + + + +

M7 + + + + + + +
Mo + + +

2.1.5.6. AML TESHIS VE TEDAVISi

AML miyeloid kan hicreleri dizisinden kaynaklanan malignitelerden
biridir. Kemik iliginde biriken ve normal kan hiicrelerinin {iretimini engelleyen anormal
beyaz kan hiicrelerinin hizli biiylimesi ile karakterizedir. Eriskinleri etkileyen en yaygin
akut 16semi olup, insidansi yasla birlikte artmaktadir. AML'de ¢esitli risk faktorleri ve
kromozom anomalileri tespit edilmistir. AML, uygun tedavi yollarin1 ve genel prognozu
belirleyen ¢esitli alt tiplere sahiptir. AML tedavisinde destekleyici bakimdaki
gelismelere ragmen, tedavinin temeli uygun adaylar icin allogeneik kok hiicre
transplantasyonu olan, sitarabin ve antrasiklin bazli rejimlerin bir kombinasyonu
dur. Yagl hastalar genellikle bu tiir rejimleri tolere edemez ve 6zellikle kotii prognoz

gosterirler (47).

AML, remisyonu baslatmak i¢in baslangigta kemoterapi ile tedavi edilir. Daha
sonra hastalara ek kemoterapi veya hematopoietik kok hiicre transplantasyonu
yapilabilir. Uygun hastalar ilk 6nce CR elde etmek icin indlksiyon tedavisine gidilir.
Genellikle CR'de minimal rezidiiel hastalik siklikla devam eder ve tedavi kesilirse niiks
kaginilmaz olarak ortaya c¢ikar. Bu nedenle, herhangi bir rezidiiel hastaligi ortadan
kaldirmak ve kalici remisyon elde etmek i¢in indiiksiyon tedavisine olumlu cevabi

konsolidasyon tedavisi ile takip edilmelidir. Konsolidasyon icin mevcut secenekler,
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kemoterapi ve allojenik hematopoietik kok hiicre transplantasyonunu (allo-HSCT)
icerir. AML'li yash hastalara optimal bir yaklagim olusturulmamistir. 65 yasin
Uzerindeki bireylerin, olumsuz bir sitogenetik risk profili ile ortaya ¢ikma olasiligi daha
yiiksektir, kemoterapiye cevap verme olasiliklar1 daha azdir ve genellikle tedaviye bagl
toksisitelere daha duyarhidirlar. Bununla birlikte, énemli Ol¢iide daha kotl prognoza
ragmen, indiiksiyon tedavisi, 65 yasin iizerindeki hastalarda destekleyici bakim ve

palyatif kemoterapi ile karsilastirildiginda sagkalimi artirir (47).

Myelodisplastik sendromun (MDS) tedavisinde geleneksel olarak kullanilan
hipometile edici ajanlar da AML'li yagh hastalarda etkinlik gostermistir. TerapOtik
yararin kaniti, ilk kez WHO siniflamasi altinda AML i¢in tani kriterlerini karsilayan

retrospektif olarak MDS'li hastalarin post hoc analizlerinde gosterilmistir(76).

AML de yeni yeshis ve tadavi yaklasimlar1 Tablo 2-6 da verilmistir.(62)

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

Teshis kurmak igin testler Teshiste ek testler / prosedirler (devam)
Tam kan sayimu ve diferansiyel sayimi Komorbiditelerin analizi
Kemik iligi aspirasyonu Biyokimya, koaglasyon testleri, idrar analizi
Kemik iligi trefin biyopsisi Serum gebelik testi
Immiinofenotipleme Oosit ve sperm dondurulmasi hakkinda bilgi

Allojenik HCT i¢in uygunluk degerlendirmesi (HLA

Genetik analizler tiplemesi dahil)
Sitogenetik Hepatit A, B, C; HIV-1 testi
Akciger grafisi, 12 elektrokardiyogram ve ekokardiyografi
Dahil gen mutasyonlar1 igin tarama veya MUGA (endikasyonda)
NPM1, CEBPA, RUNX1, FLT3, TP53, ASXL1 Lomber ponksiyon
Gen yeniden diizenlemeleri taramasi Biobanking
PML-RARA , CBFB-MYH11 , RUNX1-RUNX1T1 , BCR- RT-gPCR veya MFC ¢ tarafindan yamtin duyarh
ABL1, diger flizyon genleri (varsa) degerlendirmesi

RT-QPCR icin NPM1 mutasyonu, CBFB -
MYH11, RUNX1- RUNX1T1, BCR - ABL1, diger flizyon
Teshiste ek testler / prosedurler genleri (varsa)

Demografi ve tibbi gegmis MFC
Detayl aile hikayesi

Hasta kanama gegmisi

Performans durumu (ECOG / WHO skoru)



http://www.bloodjournal.org/content/129/4/424/tab-figures-only#fn-39

21

2.2. SPINK2 (HUSI-II, ISK2 , KAZAL TiP SERIN PROTEAZ INHIiBITORUD)

2.2.1. PROTEAZ INHIBITORLERI

Proteazlar hiicrede, bazi 6nemli metabolik kontrol noktalarinda gorev alan
enzimlerin yikilmast ve aktivitelerinin diizenlenmesiyle hiicrenin degisen ¢evre
sartlarina ve metabolik ihtiyaglarina verimli bir sekilde cevap vermesini; proteinlerin
besin yetersizligi durumunda enerji ve amino asit kaynagi olarak kullanilmasini;
transkripsiyonel veya translasyonel hatalardan kaynaklanan hasarli veya islevsiz
proteinlerin pargalanmasini saglama gorevlerini gerceklestirirler. Bu yiizden
proteazlarin aktivitesinin diizenlenmasi hiicre i¢in hayati 6nem tasir. Protez aktivitesini,

proteaz inhibitorleri dizenler (11).

Proteazlar olarak adlandirilan enzimler bes alt kategoriye ayrilir: Matriks
Metalloproteaz (MMP), Sistin Proteazlar, Serin Proteazlar, Aspartik Proteazlar ve

Treonin Proteazlar (77). Her bir proteaz grubuna 6zgu inhibitdr bulunur.

Proteaz inhibitorleri; kontrol edilemeyen proteolizi Onleyerek proteaz
aktivitelerinin dizenlenmesinden sorumludur. Serin proteaz inhibitorleri (SPI) proteaz
inhibitorlerinin en buyik ve en 6nemli super ailesidir. Hedef proteazlarina kovalent
olarak baglanarak inaktivasyona yol acan intihar substratlar1 olarak hareket ederler
(12). Pek ¢ok serin proteaz inhibitdr sadece proteazlari inhibe etmekle kalmaz, diger
molekiiller ile etkilesimleri sonucunda baska fizyolojik etkilere de sebep olurlar. Bu
etkilesimler, belirli fizyolojik cevaplari gii¢lendirir (13,14).

Proteaz inhibitorleri (Pls) proteolitik enzimlerin katalitik aktivitesini inhibe
edebilen proteinler veya peptitlerdir. Tim hiicrelerde ve ayrica viral genomlarda
bulunabilir. Proteazlar1 veya proteaz inhibitorlerini kodlayan genler bir memeli
genomunun, %2-%4 'inii olusturur, bu da biyolojik siire¢lerde proteolizin Onemini
gostermektedir. Bununla birlikte, hayvan zehirlerinde bircok proteaz inhibitorinin
bulunmasi zehirli hayvanlarin bu proteinleri / peptidleri biyolojik hayatta kalma

surecinde kullandiginmi diisiindiirmektedir (78).

Proteaz inhibitorleri (PIs), hedef proteazlarin aktivitesini, derin bir

konformasyonel degisim kullanarak korunmus bir yolla inhibe ederler (79).



22

PIs  kemoterapiyle birlikte iyilesme siirecini olumlu etkileyecegi

diisiiniilmektedir (80).

Yeni PI’ lerin karakterize edilmesine ve fizyolojik dneminin anlagilmasina olan
ilgi, kan pihtilasma sistemi, kompleman kaskadi, apoptoz, hiicre dongiisii ve hormon
isleme yollar1 gibi tim yasam siirecleri i¢in biyolojik Onemleri nedeniyle artmistir
(81,82) .

Ayrica, bu enzimlerin diizenlenmesindeki eksiklikler veya degisiklikler, kanser,
artrit, nérodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi gesitli patolojik durumlara yol
acmaktadir (83,84).

2.2.2. SERIN PROTEAZ INHIBITORLERI SUPER AILESI
SPI'ler, PI' lerin en biiyiilk ve en yaygin siiper familyasidir. Konformasyonal
degisimlere ugrayarak cesitli fizyolojik yollarda rol alirlar (Sekil 2-5) (85).

SERBEST

%9,5 DEGRADE

PROTEINAZSPI . 7 W%
KOMPLEKSI

LIGAND-SPI
KOMPLEKS]

PEPTID-SPI

KOMPLEKSI POLIMERLESME
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Sekil 2-5: Serin Proteaz Inhibitorlerin konformasyonel degisikliklerine bagh
patafizyolojik rolleri (85)

SPI benzeri genler hayvanlar, poksvirtsler, bitkiler, bakteriler ve archaeada
tanimlanmistir ve bugiine kadar bu ailenin 1.500'den fazla lyesi belirlenmistir (86,87).

SPT’ ler hedef enzimleri inhibe etmek i¢in konformasyonel bir degisiklik kullanan genis

bi¢imde dagitilmis bir proteaz inhibitorleri ailesidir (88) (Sekil 2-6).

Sekil 2-6 : SP1 ile hedef proteazin baglanmasi sonucu olusan konformasyonel degisiklik
(88)

(I, inhibitor; E, enzim, El, enzim-inhibitér kompleksi )

Memeli pihtilagma yollar1 da dahil olmak iizere bir¢ok Onemli proteolitik
kaskadin kontroliinde merkezi konumdadirlar. SPI'lerin ¢ogunlugu serin proteazlari
inhibe eder, ancak kaspazlar1 ve papain benzeri sistein proteazlari inhibe eden SPI” ler
de tanimlanmistir. Nadiren inhibitor olmayan bir islev yaparlar; 6rnegin, bir¢cok insan
SPI’leri, hormon tasiyicilari, molekiiler saperonlar veya tiimor baskilayicilar1 olarak

islev goriirler (89,90).

Serin proteaz inhibitorleri konformasyonel olarak kararsizdir ve hastaliga neden

olan mutasyonlarinin bir ¢cogu yanlis katlanma veya patojenik, inaktif polimerler ile
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karakterizedir. ~ Serin  proteaz  inhibitorleri  hayvanlarda,  bitkilerde ve
mikroorganizmalarda bulunurlar. Modiilatorler olarak hareket ederler, ¢ok sayida serin
ve sistein proteazinin aktivitelerini diizenlemede kilit rol oynarlar. SPI’ler, kompleman
aktivasyonunu ve kan pihtilasmasi, fibrinoliz, enflamasyon, tiimor hiicre metastazi,

apoptoz gibi ¢esitli fizyolojik fonksiyonlar1 kontrol ederler (91,92).

Kan pihtilasmasi, doku yeniden bigimlenmesi ve proteoliz regiilasyonu gibi
fizyolojik sureclerde 6nemli rol oynarlar (93). Serin proteaz inhibitorleri, serin ve diger
proteaz tiplerinin diizenlenmesinde yer alan bir protein smifidir. Insanlarda, SPI'lerin
cogu, pihtilagma, fibrinoliz, enflamasyon, yara iyilesmesi ve doku onarimi dahil olmak
tizere viicudun yaralanmaya tepkisine katilan proteazlarin  fonksiyonlarini

duzenlemektedir (94,95).

Ayrica demans ve anjiyogenezle ilgili oldugu diisiiniilmektedir (96).

SPI'lerin fonksiyonel proteininde bir mutasyon sonucu fonksiyonel bir genin
kayb1 nedeniyle ¢esitli hayvan ve insan patolojilerinin ortaya ¢iktigi bildirilmistir. En

bilinen 6rnegi antitrombin III 6rnekleri ilk olarak tanimlanmistir (97).

Serin proteazlarin, serin proteaz inhibitorleri ve proteazla aktive olan
reseptorlerin periferinde ve koagiilasyon, inflamasyon ve sindirim gibi ¢ok cesitli

stireclerdeki rolleri yogun olarak arastirilmistir (98,99,100).

Proteaz inhibitorleri, ulinastatin ve aprotinin gibi tripsin inhibitorleri

antiinflamatuar tedavide klinik olarak kullanilmaktadir (101).

Dogustan gelen bagisiklik sistemi, patojenlerin istilasina karsi genis bir dizi
savunma mekanizmast kullanir. Bunlar, tanima reseptorlerinin ekspresyonunu,
antimikrobiyal molekiillerin salinmasini ve epitelyal bariyerin ve doku biitiinliigiiniin

serin proteaz inhibitorleri tarafindan korunmasini kapsar (102).

Baslangigta serin proteinaz inhibitorleri olarak isimlendirilen grubun, tyelerinin
bir bolimii, inhibitérler degil, depolama, tasima ve diger rollerde yer alan
saperonlardir. SPT’ler, tiim canlilarin genomlarinda bulunur. SPI'lerin fonksiyonlar1 ve
evrimsel gelisimi hakkinda 6grenilecek ¢ok sey vardir. Bu inhibitorlerle iliskili gesitli
biyolojik fonksiyonlar ve patolojik durumlar nedeniyle, bu proteinlerin yap1 ve
mekanizmasinin daha fazla karakterizasyonu, potansiyel biyobelirte¢ tanimlama ve

terapotik hedefler hakkinda bilgi saglayacaktir (103) .
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Serin proteaz inhibitorleri; kazal benzeri alanlar, serpinler (serin proteaz

inhibitorleri) ve kunitz alanlarini igeren inhibitdr olmak iizere siniflandirilir (104) .

Kazal - tipi inhibitérler; Bu inhibitorler yasamin tim oOnemli noktalarinda
yaygin olarak bulunur. Kazal tip inhibitorlerin reaktif bolgesi son derece degiskendir
fakat yapisal olarak korunur. Kazal tipi alan, spesifik bir desene gore distilfiir baglari ile

baglanan alt1 sistein kalintis1 igerir

Literatirde kazal benzeri inhibitérlerin kuvvetli antibakteriyel aktivitesini
goOsteren bazi veriler bulunmaktadir. Bu gibi inhibitorlerin, bir metazoan olan Hidrada
antibakteriyal aktivitesi ile iligkisi belirtilmistir. ( Augustin ve ark ., 2009 ). Dahasi,
kabuklularda hemolenfteki kazal tip serin proteinaz inhibittrlerinin konak-savunma
reaksiyonlarmin  diizenleyicileri olarak islev  gordiiklerine, ayn1i  zamanda

mikroorganizmalardan korunmay1 sagladigi da diistiniilmektedir. ( Li et al., 2009 ).

Serpinler, hedefe yonelik serin proteazlarla etkilesime giren bir C-terminali
reaktif bolge-dongusu igeren bir proteinler grubudur. Proteaz ve serpin, kovalent olarak
baglanir ve proteazin inhibe edildigi konformasyonel bir yeniden diizenlemeye maruz
kalir ( Silverman ve ark ., 2001 ). Serpinler, iyi tanimlanmis kalintilarin bir kismmdan
olusan 6zel bir imza ile birlikte ortak yapisal 6zellikleri paylasirlar. Bu protein ailesi

ayni zamanda inhibitor aktivitesi olmayan (ov-serpin) serpinler de igerir.

Pankreatik tripsin inhibitori (Kunitz) familyasi, serin proteinaz inhibitorleri
ailesindendir. Ug disiilfit bag ile smirlanan kisa proteinlerdir .Bu inhibitorler yumurta

aki, yumurta kabugu ve yumurta sarisinda tanimlanmistir

2.2.3. KAZAL TiP SERIN PROTEAZ (SPINK) GEN AILESI

2.2.3.1. Yapilan
SPINK proteinleri, enzimatik aktivitelerini bloke ettikleri proteazlarin katalitik
alanlariyla dogrudan etkilesen bir veya birka¢ Kazal alan igeren serin proteaz

inhibitorleridir( 105).

Kazal etki alan1 yapisi, yiiksek derecede korunan {i¢ disiilfiir bag: igerir. Farkli
SPINK proteinleri farkli dokularda spesifik olarak eksprese edilir ve pankreasta salinan
tripsin, spermdeki akrosin veya derideki kallikrein gibi bazi serin proteazlari inhibe
ederler. SPINK proteinlerinin aktivitesinin azaltilmasi, kronik pankreatit ve Netherton

sendromu gibi ciddi patolojilere yol acar.
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SPINK ailesi tiyeleri farkli biiyiikliikte ve ekzon yapisina sahiptir. SPINK 1, 2
ve 4, tek bir Kazal tip serin proteaz inhibitorii alani ile 4 ekson i¢in kodlanmig
karsilastirilabilir bir biiyiikliige ve yapiya sahiptir iken SPINKS , 15 engelleyici alani
kodlayan 33 ekson igerir. Her dort SPINK {iyesinin epitelyal ve mukozal dokularin
proteolitik yikima kars1 korumaya dahil oldugu diisiiniilmektedir (16).

2.2.3.2. Cesitleri ve Gorevleri

SPINK gen ailesi, insanlarda dort gruptan ( SPINK1 , SPINK2 , SPINK4
veSPINKS ) olusan Kazal tipi bir proteinin iiretiminden sorumludur. Son zamanlarda,
SPINK1 ve SPINKS5'i igeren 5932 kromozomundaki bir SPINK gen kumesinin bir
pargasi olarak, daha distal olarak bulunan bes yeni SPINK benzeri {iye tanimlanmastir:
sirastyla SPINKSL2 , SPINK6 , SPINK5L3 , SPINK7 ve SPINK9 (Tablo 2-7) . Bununla

birlikte, bu yeni iiyelerin islevsel rolii tam olarak bilinmemektedir (16).

Tablo 2-7: SPINK gen ailesi (106)

Sembol Ad Diger adlari Kromozom
SPINK1 serine peptidase inhibitor, Kazal type 1~ Spink3, PCTT, PSTI, TATI 5032
SPINK2 serine peptidase inhibitor, Kazal type2 ~ HUSI-II 4912
SPINK4 serine peptidase inhibitor, Kazal type 4 = PEC-60, MGC133107 9p13.3
SPINK5 serine peptidase inhibitor, Kazal type 5 = VAKTI, LEKTI, LETKI, NETS, NS, 5032

FLJ21544, FLJ97536, FLJ97596,
FLJ99794, DKFZp686K19184

SPINKG serine peptidase inhibitor, Kazal type 6 =~ MGC21394, UNQ844, BUSI2 5032

SPINK7 serine peptidase inhibitor, Kazal type 7 ECG2, ECRG2 5032
(putative)

SPINKS8 serine peptidase inhibitor, Kazal type 8 3p21.31
(putative)

SPINK9 serine peptidase inhibitor, Kazal type 9 5032

SPINK13 serine peptidase inhibitor, Kazal type 13 = SPINKS5L3, LiESP6, HESPINTOR, 5032
(putative) MGC149260

SPINK14 serine peptidase inhibitor, Kazal type 14 = SPINK5L2 5032
(putative)

Pankreasta tripsin, hiicre hasarini 6nlemek i¢in aktif olmayan bir zimojen olarak
tiretilir, ancak tripsinogen zaman zaman otomatik olarak aktiflesebilir. Bu proteaz
aktivitesi daha sonra SPINKI1 tarafindan bloke edilir. Kronik pankreatit , tripsin

inhibitorii islevini azaltan ya da bastiran ve hiicre hasarina neden olan SPINKI1


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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mutasyonlar1 tarafindan tetiklenebilir. SPINK1 pankreas ve gastrointestinal sistemde

eksprese edilir ve bu gendeki mutasyonlar g¢esitli pankreatit formlarinda bildirilir (107).

SPINK?2 (4ql2'de yer alir), testis, epididim ve seminal vezikiil i¢cinde ifade
edilir, burada antimikrobiyal fonksiyon, dogurganligin korunmasinda rol oynayabilir.
SPINK2'nin yoklugunun, ciddi infertilite fenotipi olan azoospermiyi tesvik ettigi
ispatlanmistir (108). SPINK2 ekspresyonunun, optik sinir hasarindan sonra, retinal
ganglion hiicrelerinde onemli derecede artis goOsterdigi ve apoptotik uyarilara karsi
duyarliligi arttirdigi gosterilmistir (18). Lenfomada umbilikal cord’tan elde edilen
primitif hematopoietik kok hiicrelerde ve bazi 16semi hiicre hatlarinda yiiksek seviyede

eksprese edildigi gosterilmistir (19,20,21,22)

SPINK4 baslangigta domuz bagirsagindan izole edilmis ve Lieberkiihn
kriptlerinde insan ve domuz goblet hiicrelerinde ekspresyonun yiiksek oldugu, ayrica

monositlerde ve merkezi sinir sisteminde de bulundugu gosterilmistir (109).

SPINKS5, timus, vajinal epitelyum, Bartolin bezleri, oral mukoza, bademcikler
ve paratiroid bezlerinde eksprese edildigi bildirilmistir(110). SPINKS5'teki mutasyonlar,
iktiyoz, kil saft kusurlari, atopi, deri bariyer defektleri ve tekrarlayan bakteriyel
enfeksiyonlarla karakterize Oliimciil bir cilt hastaligi olan Netherton sendromundan

sorumludur (111).

Ayrica SPINKS’ in astim ve atopik dermatit ile de iligkili oldugu bilinmektedir
(112).

SPINK6 ve SPINKY da ciltte ifade edilir ve degismis ekspresyon seviyeleri
atopik dermatit veya sedef hastalig ile iliskilidir (113).

SPINK13 ekspresyonunun azaltilmasi, kalsiyum mobilizasyonu ve in vitro ve in
vivo olarak azaltilmig sperm fertilitesi ile sonuclanan akrozom aktivitesini hizlandirdig:

tespit edilmistir (114)

SPINK2 de dahil olmak iizere SPINK ailesinin diger iiyeleri heniiz bir insan
patolojisi ile dogrudan iliskilendirilmemistir. Sonug¢ olarak SPINK iiyeleri, kontrol
edilemeyen proteolizi 6nleyerek serin proteaz aktivitelerinin duzenlenmesinden

sorumludur.
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2.2.4. SPINK2 (HUSI-II, 1SK2)

2.2.4.1. insan genomundaki yeri

SPINK2 geni 4gl2 bolgesinde bulunmaktadir (Sekil 2-6)  (15).
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Sekil 2-6: 4. Kromozomda SPINK2 bulundugu bélge ve acilimi (122)

SPINK?2 proteini hiicre i¢i ve hiicre disinda bulunur. SPINK2’nin yapis1 Sekil 2-
7’ de gosterilmistir(115). Kazal tip serin proteaz inhibitorleri ailesinin (yesi olan
SPINK?2 akrosin-tripsin inhibitorl olarak fonksiyon gostermektedir. SPINK2 dort ekson
icerir, 84 amino asitli 9.291 kDa ‘luk bir protein kodlar ve 23 kalint1 sinyal peptidi
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icerir. Ensembl veri tabani dort transkript varligimi tahmin etmektedir (122).

Sekil 2-7:SPINK2 ‘nin aminoasit diizeyinde sematik olarak (A) ve ii¢ boyutlu (B)
gosterimi(115).

SPINK?2 ile Tripsin baglandiginda meydana gelen konformasyonal degisiklik Sekil 2-8
‘de gosterilmistir.

Sekil 2-8: Serin proteaz inhibitor ile tripsin baglandifinda meydana gelen
konformasyonel degisiklik (20).

Epididim ve seminal vezikilde ekspresyonunun yiiksek oldugu ve fertilite ile
iligkili oldugu bildirilmistir (16,17). SPINK2 ekspresyonunun, optik sinir hasarindan
sonra retinal ganglion hiicrelerinde 6nemli derecede artis gosterdigi ve apoptotik

uyarilara karsi duyarliligr arttirdigini gosterilmistir. SPINK2 ekspresyon duzeyindeki
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asir1 artisin apoptozu indiikledigi bildirilmistir (19). Protein, lenfomalarin ilerlemesi ile
iliskilendirilmistir.

Avrupa Kanser Arastirma ve Tedavi Orgiti (EORTC) siniflandirmasinda
bulunan 2 tip primer kutandz biyuk B-hicreli lenfoma (PCLBCL) simifit vardir:
birincil kutanodz folikil merkezi hicre lenfomalar1 (PCFCCL) ve ikincil PCLBCL'si .
Bu iki grup arasindaki fark, prognozdaki farkliliklardir. 5 yillik sagkalim oranlari
sirastyla %95 ten ve %52 den bayuktar. PCFCCLs  grubu
icinde, SPINK2 transkriptinin genellikle ¢ok yuksek ekspresyona sahip oldugu,
PCLBCL de ise tiim orneklerinde ¢ok diisiik ya da hi¢ ekspresyon olmadigi tespit
edilmistir (21). Lenfomada ve umbilikal cord’tan elde edilen primitif hematopoietik
kok hiicrelerde ve bazi 16semi hiicre hatlarinda yiliksek seviyede eksprese edildigi
gosterilmistir. Kordon kanindan elde ettikleri CD34+, CD133+ hematopoetik progenitor
kok hiicreleri CD34+’lerden arindirilmig hiicrelerle karsilastirdiklarinda SPINK2’nin
ekspresyonunun farklilik gosterdigi; CD34+, CD38-, Lin- hicreleri CD34+, CD38++,
Lin++ hiicrelerle karsilastirdiklarinda SPINK2 ekspresyonunda artis oldugu, bu artisin
en belirgin olarak kemik iligi CD34+, CD38-, Lin- hicrelerinde oldugu farkli
caligmalarda gosterilmistir .(22).

SPINK?2 ekspresyonunu bazi AML hiicre soylarinda ekspresyonunun yiiksek
oldugu gosterilmistir(20) (Sekil 2-9).
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Sekil 2-9: AML hucre soylarinda SPINK2 ekspresyonunun goreceli farklihg (20)
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Miyodisplastik atipik bir olgunun AML ye doniisiimii sirasinda ekspresyonunun

arttig1 transkriptozom ve serum sitokin analizi ile tespit edilmistir (116) .

SPINK?2 insan ve fare olgun spermatozoanin akrozomunda mevcut oldugu
bildirilmistir. Homozigot Spink2 KO erkek farelerde azospermi godzlemlemistir.
Heterozigot erkek farelerde, normal dogurganliga ragmen, yuksek oranda morfolojik
anormal spermatozoa ve disik sperm motilitesi saptanmistir. Diger analizler
SPINK2'nin yoklugunda proteazin indiikledigi stresin Golgi fragmantasyonunu
baslattigim1 ve spermatid farklilasma tutukluguna yol acan akrozom biyojenezini
onledigini gostermistir. SPINK2'min akrozomda yer aldigin1 ve yoklugunun akrozom
biyojenezini 6nledigi gosterilmistir. SPINK2 yoklugu golgi tarafindan olusturulmasi
gereken dev proakrozamal moliikiiliin olusumunu engelleyerek daha kiiciik kesecikler
olugsmasina , sonugta da golgide degredasyona ve mikrootofajiye neden olur. SPINK2
eksikliginin en ¢arpict etkilerinden biri, protein isleme ve translokasyonda, ozellikle
membran proteinleri i¢in 6nemli bir organel olan Golgi aparatinin parcalanmasidir.
Germinal epitelyumun kayda deger giiclii bir sekilde deskuamasyonu, kusurlu bir Golgi
aparatt fonksiyonundan kaynaklanan membran protein kompozisyonundaki ciddi
degisikliklere bagli olabilir. HEK hicrelerinde akrozin asir1 ekspresyonunun zararl bir
etkisi de gozlemlenmistir, bu durum SPINK 2’ nin akrosin inhibitori olarak roluni
dogrularken; SPINK 2 ‘nin ko- ekspresyonu ile hafifletilmstir. Bu
sonuglar SPINK2'nin akrozoma kars1 hiicresel gegisi sirasinda proteazlari notralize
etmek icin gerekli oldugunu. SPINK2'nin yoklugunun, germ hiicrelerinde mikrootofaji
benzeri bir yol olusturdugunu ve bdylece bu hipotezi destekledigini gostermektedir
(117).

Infertil erkek bireylerde azospermi ve oligospermi durumlarinda SPINK2

ekspresyon eksikligi yeni nesil dizileme ile gosterilmistir (118).

375.000 kisinin meta analizini i¢ceren arastirmada SPINK2 de meydana gelen bir
SNP’nin migrenle ilgili 38 lokustan biri olabilecegi ortaya konmus , ayrica menstrual
migren ile  SPINK2’deki SNP (SNP numarast : rs1708768, SNP pozisyonu
chr4:57,690,713) nin iliskili oldugu bildirilmistir (119).

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

olgularda ekspresyonu azalan 20 gen arasindadir (120).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Kullanilan Hasta Ornekleri

Tez calismamizda 2013-2016 yillar1 arasinda Aziz Sancar Deneysel Tip
Arastirmalar Enstitiisii Genetik Anabilim Dali'na basvuran ve translokasyon analizi igin
kan veya kemik iligi 6rnegi ‘’Hasta Onam Formu’’ esliginde alinmis olan AML tanisi
kesinlesmis ve RNA 0rnegi bulunan 1- 85 yas arasindaki hastalar ¢alismaya dahil edildi.
Hastalardan herhangi bir 6rnek alinmadi, mevcut RNA materyalleri kullanildi. Bu tez
calismasi i¢in *’Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu>> onay1 alindi.
Olgularin %50’sini (n=45) kadin, %50’ini (n=45) erkek olgular olusturmaktadir. Bu
olgular i¢inde kiz ¢ocuk oran1 13 (%14), erkek ¢ocuk oranit 8 (%9), eriskin kadin orani
32 (%36), eriskin erkek orani1 37 (%41) olarak belirlenmistir.

3.1.2. Saghikh Ornekler
Calismamizda Human Bone Marrow Total RNA CLONTECH, USA cT
NO:636591 kullanildi. 0-80 yas araligindaki Asyali kadin ve erkek saglikli bireylerin
SPINK2 ekspresyon ortalamasi alindi. Ortalama 0,3 olarak tespit edildi.

3.1.3. Hiicre Soylari
Enstitiimiizde bulunan, ATCC ve DSMZ’den temin edilmis olan ve sivi azot

tankinda (-196C°) dondurulmus olarak bekletilen hiicreler kullanild.

KULLANILAN HUCRE SOYLARI
Hucre Soylar

HLG60 : Akut Promiyelositik Losemili (FAB M3)bir hastanin periferik kanindan
elde edilmis edilmistir. ilk olarak insan promiyeloblast hiicre soyu olarak bildirilmis
daha sonra hiicrelerin karakterizasyonu i¢in yapilan ¢aligmalarda miyeloblastik (M2)

hlcre soyu oldugunu géstermistir (123).
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%10 FBS, 2mM L-glutamin, 100 unite/ml penisilin ve 100ug/ml streptomisin

iceren RPMI medyumda suspanse kultiire edildi.
%5 CO;, ve 37°C lik inkiibatorde ¢ogaltildi.
% 5 konsantrasyonda DMSO i¢eren medyumda donduruldu.

NB4 : Insan promyelositik hiicre dizisidir. Ik olarak 1989 yilinda ikinci kez
niikseden Akut Promyelositik Losemili (APL) 23 yasinda bir kadinin kemik iliginden

alinmustir.

%20 FBS iceren 2mM L-glutamin, 100 unite/ml penisilin ve 100ug/mi
streptomisin iceren RPMI medyumda siispanse kultire edildi.

%5 CO;, ve 37°C lik inkiibatorde ¢ogaltildi.
% 5 konsantrasyonda DMSO i¢eren medyumda donduruldu.

THP1 : Bir yasinda Akut Monositik Ldsemi hastast erkek ¢ocugun periferik

kanindan izole edilen monositik hiicre dizisidir.

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

iceren RPMI medyumda suspanse kiltire edildi.
%5 CO, ve 37°C'lik inkiibatérde gogaltildi.
% 5 konsantrasyonda DMSO igeren medyumda donduruldu.

K562 : Kronik Miyeloid Loésemili 53 yasindaki bir kadin hastanin kemik
iliginden elde edilmis lenfoblast hiicre dizisidir.

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

iceren RPMI medyumda suspanse kiltire edildi.
%5 CO;, ve 37°C lik inkiibatorde ¢ogaltildi.
% 5 konsantrasyonda DMSO i¢eren medyumda donduruldu.

Jurkat : Akut T hucreli 16semili 14 yasindaki bir erkek ¢ocugun periferik

kanindan izole edilmis T lenfosit hiicre dizisidir.

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

iceren RPMI medyumda suspanse kiltire edildi.

%5 CO2 ve 37°C'lik inkiibatérde gogaltildi.
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% 5 konsantrasyonda DMSO igeren medyumda donduruldu.

Nalm6 : Akut Lenfoblastik Losemili 19 yasindaki bir erkegin periferik kanindan

elde edilmis insan lenfosit hiicre hattidir.

%10 FBS, 2mM L-glutamin, 100 unite/ml penisilin ve 100ug/ml streptomisin
iceren RPMI medyumda suspanse kiltire edildi.

%5 CO;, ve 37°C lik inkiibatorde ¢ogaltildi.
% 5 konsantrasyonda DMSO i¢eren medyumda donduruldu.

MCF7 : Adenokarsinomlu 69 yasindaki bir kadin hastadan elde edilmis, meme
bezi metastatik bolgeden elde edilen epitelyal hiicre soyudur.

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

0.01 mg / ml insan rekombinant instlini iceren DMEM medyumda kiiltiire edildi.
%5 CO2 ve 37°C'lik inkiibatérde gogaltildi.
% 5 konsantrasyonda DMSO igeren medyumda donduruldu.

HelL a : Adenokarsinomali 31 yagindaki bir kadin hastadan elde edilmis, serviks

epiteliyal hucresidir.

%10 FBS, 2mM L-glutamin, 100 unite/ml penisilin ve 100ug/ml streptomisin
iceren DMEM medyumda kulttre edildi.

%5 CO;, ve 37°C lik inkiibatorde ¢ogaltildi.
% 5 konsantrasyonda DMSO igeren medyumda donduruldu.

HUVEC : Insan Umblikal Kord’dan elde edilen endotelyal hiicre dizisidir. ilk

olarak yenidogandan elde edilmistir.

%10 FBS, 2mM L-glutamin, 100 unite/ml penisilin ve 100ug/ml streptomisin
iceren DMEM medyumda kulttre edildi.

%5 CO2 ve 37°C'lik inkiibatorde ¢ogaltildi.
% 5 konsantrasyonda DMSO igeren medyumda donduruldu.
hFOB : Insan kemik osteoblast hiicre hattidir. Ilk olarak fetusten elde edilmistir.

%10 FBS, 2mM L-glutamin, 100 unite/ml penisilin ve 100ug/ml streptomisin
iceren DMEM F12 medyumda kdilttre edildi.
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%5 CO;, ve 37°C lik inkiibatorde ¢ogaltildi.
% 5 konsantrasyonda DMSO igeren medyumda donduruldu.

293T : Insan embriyonik bdbrek epitelyal hiicresidir. Ik olarak fetustan elde

edilmistir.

%10 FBS, 2mM L-glutamin, 100 unite/ml penisilin ve 100ug/ml streptomisin
DMEM medyumda kiilture edildi.

%5 CO2 ve 37°C lik inkiibatdrde ¢ogaltildi.
% 5 konsantrasyonda DMSO iceren medyumda donduruldu.

U87: Insan beyin epitelyal hiicre dizisidir. Ilk olarak yas1 bilinmeyen

glioblastoma hastasi erkek bireyden elde edilmistir.

%10 FBS, 2mM L-glutamin, 100 unite/ml penisilin ve 100ug/ml streptomisin
iceren MEM medyumda kiiltire edildi.

%5 CO;, ve 37°C lik inkiibatorde ¢ogaltildi.

% 5 konsantrasyonda DMSO igeren medyumda donduruldu.

Sekil 3-1: Hiicre soylar1 : a) K562, b) MCF7, ¢) U87, d) HL60
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3.1.4. Kullamlan kimyasal maddeler ve ¢ozeltiler

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 ¢ozeltisi)

MEM medyum (Minimum Essential Medium) (Gibco)
RPMI (1640 Medyumu) (Gibco)

Sodyum dedodesil sulfat

Sodyum klorid

Streptomisin

Tripan mavisi

Tris baz

Tripsin (Gibco, 15050065)

Triton X-100

Sodyum deoksalat

NaCl

FBS

Penisilin/streptomisin

Esansial aminoasit

3.1.5. Kullanilan Kitler

‘Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit'.... (Roche, 05081955001)
‘LightCycler 480 SYBR Green I Master *.... (Roche, 04707516001)
‘PureLink, RNA Mini Kit *.... (Invitrogen,1762380)
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3.1.6. Kullanilan Cihazlar

Sekil 3-2
[ ]
[ ]

Buz Makinasi .... (Cornelius)

Buzdolabi1 -80 °C .... (Thermo Scientific)
Buzdolab1 +4 °C/-20 °C .... (Beko)

Distile Su Cihazi .... (Milipore)

Hassas Terazi .... (Kern)

Inkiibatér .... (Thermo Electron Corporation)
Laminar Akish Steril Kabin .... (Nuanre)
Mikrodalga Firin .... (Argelik)

Mikroskop .... (Olympus)

Nanodrop 2000 Spektrofotometre .... (Thermo Scientific)
Otoklav .... (Stimer)

Pipet Seti .... (Gilson)

PZR Cihaz .... (Eppendorf, Mastercycler)

Real Time PZR .... (Light Cycler 480-11, Roche) (Sekil 3-2)

: Real-time kantitatif PCR cihaz (Light Cycler 480-11, Roche)

Santrifiyj .... (Hettich)

S1v1 azot tanki .... (StateBourne)
Sogutmal1 Masalistli Santrifiij .... (Hettich)
Su Banyosu .... (Memmert)

Vorteks .... (Stuart)

Vi cell hiicre canlilik analizatorii .... (Beckman Coulter) (Sekil 3-3)
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Sekil 3-3: Hiicre canhilik analizatort (Vi cell, Beckman Coulter)

3.2. Yontem

3.2.1. Kalitatif PZR
Arastirmaya dahil edilen AML olgularinda ve hiicre soylarinda SPINK2
varyantinin olup olmadigini belirlemek icin 6ncelikle hasta 6rneklerinin RNA’larindan
ve kiiltiire edilmis hiicrelerin RNA’larindan cDNA elde edildi. Bunun igin 06nce,
Soliisyon D’de bulunan bazi hasta 6rneklerinin RNA’lart izole edildi ve bu RNA’lar
kullanilarak cDNA’lar sentezlendi. Hiicre soylarindan cDNA sentezi i¢in daha dnceden

izole edilmis RNA’lar kullanildi.

3.2.1.1. Hucrelerden RNA Elde Edilmesi
Soliisyon D’de bulunan hiicrelerden RNA izolasyonu ‘PureLink, RNA Mini Kit

(Invitrogen)’ kullamilarak kitin protokoliine uygun olarak gerceklestirildi:

1. -80°C ‘de dondurulmus olan drnekler ¢oziildiikten sonra, soliisyon D’de bulunan
hucrenin mililitresine gére hiicre miktarina esit olacak sekilde %70’lik etanol

eklendi. Homojenligi saglamak icin karistirildi ve vortekslendi.
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. Kartistm mini spin kolonlara aktarildi, oda 1sisinda 12.000g’de 15 saniye

santrifiij edilerek RNA’nin filtreye baglanmas1 amaglandi.

Santrifiijden sonra altta kalan sivi uzaklastirildi. Kolonun  iizerine 700 ml

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

Santrifiijden sonra altta kalan sivi uzaklastirildi. Kolonun  iizerine 500 ml
‘Wash Buffer II’ eklenerek 12.000g’de 15 saniye santrifiij edildi. Santrifiijden

sonra bu yikama islemi bir kez daha yapildi.
RNA baglanmus filtreyi kurutmak i¢in 12.000g’de 2 dakika santrifiij edildi.

Filtre yeni tiipe aktarildi. Uzerine filtrenin tam ortasina gelecek sekilde 30 ul

RNaz icermeyen steril su koyuldu.

1 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 12.000 g’de 2 dakika santrifiij
edildi.

RNA’nin suda ¢oziinerek filtreden ayrilip tiipe gegmesi saglandi.

Elde edilen RNA’larin miktar1 ‘Nanodrop-2000° cihaziyla dl¢iildii. RNA tipleri
-80°C’de sakland.

3.2.1.2. RNA’lardan cDNA Sentezi

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

(Roche)’ kullanilarak asagidaki prosediire uygun olarak yapildi.

1.

1 pug Total RNA 9 ul olacak sekilde sulandirilda.

RNA-Su karigtminin iizerine 2 pl random hexamer ve 1 pl NTP eklendi. Iyice
karigtirildiktan sonra 70°C’de 10 dakika inkiibe edildi ve buza alindi.

Uzerine; 4 pl 5X Tampon ¢dzelti, 2 pl 0,1M Dithiothreitol (DTT), 1 ul RNaz
Inhibitdr (40U/ul), 1 pl ReverseTranscriptase ile hazirlanmis karisimdan 8 pl

eklendi.

PZR kosullar1 37°C’de 1 saat ve 94°C’de 5 dakika olacak sekilde ayarlanarak
uygulandi ve cDNA elde edildi.

cDNA o6rneklerinin miktar1 ‘Nanodrop-2000° cihazi kullanilarak belirlendi.



6. Ornekler -20°C’de sakland.

Tablo 3-1: PZR karisimi

RNA

Random hexamer

dNTP

5X Tampon ¢ozelti

0,1M Dithiothreitol (DTT)
RNaz Inhibitor (40U/pl)

ReverseTranscriptase

1wl
2ul
Il
4 ul
2ul
I ul

I ul
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Kalitatif PZR reaksiyonlart 25 pl hacminde; igeren karigimla ‘Eppendorf,

Mastercycler’ PZR cihazina konuldu.

PZR kosullar1; 94°C’de 2 dakika (1 dongii) 6n denatiirasyondan sonra,

e 94°C’de 30 saniye,

e 57°C’de 30 saniye

e 72°C’de 30 saniye (35 dongii)
e 72°C’de 5 dakika olacak sekilde uygulanda.

3.2.1.3. Kantitatif Es Zamanh PZR (QRT-PZR)

Hastalara ait RNA o6rneklerinden ve hiicrelerden elde edilen cDNA’lardan qRT-

PZR yontemiyle SPINK2 genlerinin ekspresyon duzeyleri belirlendi. Kantitasyon icin

es zamanli kantitatif PZR ‘LightCycler 480 cihaz1 ve Light Cycler 480 SYBR Green I’

kiti kullanildi.

Orneklerdeki RNA kalite ve miktarinin normalizasyonu igin kontrol geni olarak,

TATA binding protein (TBP) genleri kullanildi. Kantitatif PZR ig¢in 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

gosterilmistir.

Tablo 3-2: SPINK2 genine ait primerler

GEN ADI PRIMERLER
SPINK2-Forward ACCAGGATGTCCCAGACACT
SPINK2-Reverse GCCAGTGAAGGTGGTCTCTC

Tablo 3-3: TBP genine ait primerler

GEN ADI PRIMERLER
TBP-Forward ACTTGACCTAAAGACCATTGCAC
TBP-Reverse CTTGAAGTCCAAGAACTTAGCTGG

gRT-PZR reaksiyonunu i¢in karisim igerigi her gen i¢in; 5 pl SYBER Green I, 1
pl primer F, 1 pl primer R, 1 pl H20 ve 2 pl cDNA olarak hazirlandi. Tablo 3-4 te
gRT-PZR karisimi verilmistir.

Tablo 3-4: QRT-PZR reaksiyon karisim;

SYBER Green Sul
primer F 1w
primer R 1w
H.0 1ul
cDNA 2 ul

gRT-PCR kosullari;
e On denatiirasyon: 95°C’de 60 saniye (1 dongii)

e Amplifikasyon: 95°C’de 10 saniye, 68°C’de 20 saniye ve 72°C’de 10
saniye (45 dongu)

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

e Sogutma: 4°C’de 30 saniye olacak sekilde uygulandi.
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Her PZR reaksiyonu i¢in negatif kontrol olarak cDNA yerine su kullanildi.
Standartlar icin TBP’nin seri dilusyonlar1 hazirlanarak, her diliisyon, her 6rnek ve
negatif kontroller ¢ift olarak calisildi. Hedef genlerin ekspresyon degerleri referans gen
degerlerine boliinerek normalize edildi.

Hastalarin SPINK2 ekspresyon degerleri belirlendi ve saglikli kontrollerle
karsilastirildi. Orneklere ve TBP genine ait melting ve amplifikasyon egrileri ile TBP

genine ait standard egriler Sekil 3-4’de verilmistir.

A)

Melting Peaks

-{c/dT) Fluorescence (465-510)

65 68 70 72 74 76 7a &0 g2 g 3 g8 0 52 54 %
Temperature [*C]

B)

Amplification Curves

41764
37764
33764
29764
26,7641
T 21.764
17.7641

13.764

Fluorescence (465-510)

9.764H
5.764

1.7641
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Standard Curve
- 24
E2D—
g18—
7 15 \\_\\
S 14 —
12

D 1 2
Log Concentration

Sekil 3-4: AML’li olgulara ait real-time kantitatif PCR sonuclari

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

3.2.2. SPINK2 ekspresyon sevisini tespiti icin ELISA testi

3.2.2.1. Hiicreleri ¢c6zme ve Hiicre Kiiltiirii hazirlama

ATCC ve DSMZ’den temin edilmis olan ve sivi azot tankinda (-196 C9)
dondurulmus olan hiicreleri iceren ependorf tiipler, 6nce 37° C’lik su banyosunda hizli
bir sekilde ¢ozdiiriildii. Her bir hiicre soyu 5 ml lik medium iginde santrifiij tiiplerine
alindi. 1500 rpm’da 5 dk santrifiij edildikten sonra siipernatan uzaklastirildi. Pellet
hicre soyuna uygun 5 ml medyumla ¢ozlldiukten sonra T25” lik flasklara hiicre ekimi
yapildi. Hiicreler 37 C°de, %5 CO’li inkiibatdrde inkiibe edildi.

Hiicrelere uygun olarak kullandigimiz medyumlar ;

HL60, THP1, K562, Jurkat, ve Nalm6 icin % 10 FBS iceren RPMI medium,
NB4 hucreleri igin %20 FBS igceren RPMI medium,

MCF7, HeLa, HUVEC, 293T hcreleri icin % 10 FBS iceren DMEM medium,
hFOB icin % 10 FBS iceren F12 DMEM medium ve

U87 igin %10 FBSLI % 1 aminoasit iceren MEM medium kullanildi.

Tim medyumlara hazirlik sathasinda % 1 antibiyotik ( penisilin streptomisin)

ilave edildi.

3.2.2.2. Hiicrelerin pasajlanmasi
Hicreler , hem RT-PZR ile SPINK2 ekspresyon tayini igin, hem de hiicre iginde

tutulan ve disar salgilanan SPINK2 protein miktar1 tespiti i¢in g¢ogaltilmak amaciyla
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uygun medyumlarla kultire edildi. Hucrelere bir gin arayla Tablo 3-5’deki islemler

uygulandi.

Tablo 3-5 : Hiicrelerin pasajlanmasi

MONOLAYER HUCRELER SUSPANSE HUCRELER
Once siipernatan uzaklastirildi. Hiicreler toplandi.
PBS ile yikama yapilarak medyum 1500 rpm de 5 dk. Santrifuj edildi.

kalntisi temizlendi. Stipernatan uzaklastirildiktan
2-3 ml Tripsin ile muamele edildi. |sonra pellet uygun medyumla ¢ézildu.
1-3 dk arasi inkiibatorde bekletildi.

Tripsin etkisini gidermek igin 2-3

ml. medyum ilave edildi.
Hiicreler serolojik pipetle toplandi.
1500 rpm de 5 dk. Santrifiij edildi

Slpernatan uzaklastirildiktan sonra

pellet uygun medyumla ¢6zuldu.

T25 “lik flasklara ekim yapildi. Hiicreler 37C%de %5 CO2’li ortamda inkiibe edildi.

3.2.2.3. Hiicre icinde ve disina salgilanan SPINK?2 protein diizeyinin belirlenmesi
icin yapilan islemler

» Hiicreleri parcalamak icin ekstraksiyon ¢ozeltisinin hazirlanmas ;

e 100 mM Tris, pH 7,4

e 150 mM NacCl
e 1ImMEDTA
e 1mMEGTA

e Triton X-100
e Sodyum deoksalat
Cozelti ve tamponlar 15 ml lik falkonda birlestirildi. Oda sicaklifinda tutuldu.

» Hiicrelerin ve siipernatanlarin deneye hazirlanmasi



Tablo 3-6 : Hiicrelerin ve siipernatanin ELISA testi icin hazirlanmasi
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MONOLAYER HUCRELER

SUSPANSE HUCRELER

Kiiltiire edilmis hiicreler monolayer
hiicre pasajlama kurallarina gore santrifiij
tiplerine almip santrifiij edildi ve Vicell
cihazi ile sayildi.

Stipernatan uzaklastirildi.

Pellet hicre tlrtine uygun medyumun
%0,2 FBS li konsantrasyonuna sonugta 2
milyon hiicre ve 4 milyon hiicre olacak
sekilde ayr1 ayr flasklara ekildi.*

Ekim sirasinda
miktarlarinin esit olmasi saglandi.

medyum

48 saat sonra 2 milyon ve 4 milyon
olan hiicrelerin siipernatanlar1 hizl bir sekilde
ayr1 ayr1 toplandi.

2 milyon ve 4 milyonluk hicreler
monolayer hiicre pasajlama kurallarina gore
ayr1 ayri santrifij tiplerine toplanip 1500 rpm
de 5 dk santrif(j edildi.

Stipernatan uzaklastirildi.

Pelletlerden her birine 150 ul soguk
PBS ilave edildi.

+4 °C lik santrifijde 2000 rpm de 10
dk santrif(j edildi.

Olusan siiperneyan uzaklastirildi.

Medyum ve PBS ten arinmis hiicreler
200 ul ekstraksiyon ¢ozeltisi ile pargalanma
tamamlanana kadar pipetlendi.

Pargalanmis hiicreler ve
siipernatanlar daha sonra kullanimak iizere
1,5 ml lik ependorf tiiplere almip -80 °C de
saklandi.

Protein degredasyonunu 6nlemek icin
calisgma sirasinda ornekler +4 °C sicaklikta
tutuldu.

Kiiltiire edilmis hiicreler siispanse
kiiltiir kurallarina gore santriflij tiiplerine
almip santrifiij edildi ve Vicell cihaziyla
sayildu.

Stpernatanlar uzaklastirildi.

Pellet hiicre tlrune uygun medyumun
%0,2 FBS li konsantrasyonuna sonucta 2

milyon hiicre ve 4 milyon hiicre olacak
sekilde ayr1 ayri flasklara ekildi.
Ekim sirasinda medyum

miktarlarinin esit olmasi saglandi

48 saat sonra 2 milyon ve 4 milyon
olan hiicreler ayr1 ayr1 santrifiij tiiplerine
almip 1500 rpm de 5 dk santrifiij edildi.

Stipernatanlar santrifiij tiipiine alinip
+4 °C de bekletildi.

Pelletlerden her birine 150 ul soguk
PBS ilave edildi.

+4 °C lik santriftijde 2000 rpm de 10
dk santrif(j edildi.

Olusan siiperneyan uzaklastirildi.

Medyum ve PBS ten arinmus hiicreler
200 ul ekstraksiyon ¢ozeltisi ile pargalanma
tamamlanana kadar pipetlendi.

Pargalanmis hiicreler ve
siipernatanlar daha sonra kullanimak iizere
1,5 ml lik ependorf tiiplere almip -80 °C de
saklandi.

Protein degredasyonunu énlemek icin
calisma sirasinda ornekler +4 °C sicaklikta
tutuldu.

(*: MCF7 hicreleri % 0,2°lik medyum konsantrasyonda canliliklarini kaybettikleri i¢in % 10° luk

konsantrasyonlari kullanildi.)
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3.2.2.4. ELISA Testi
“’MyBiosource Human Serine Protease Inhibitor Kazal Type 2 (SPINK2) ELISA
Kit > ( Katolog Numarasi: MBS9339182) protokolune gore orneklere Elisa testi

uygulandi.

Elisa kiti

bulunmaktadir.

sandvi¢ elisa kit oOzelligindedir. SPINKZ2 antikorlar1 platde

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

ELISA Kkitinin icinde bulunan malzemeler:

96’11 mikroelisa stripplate

6 farkl standart (standart konsantrasyonlari: 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625
ng/ml )

Sulandirict

HRP- konjugat reaktifi

20X yikama solusyonu

Durdurucu solusyon

Kromotojen solusyon A

Kromotojen solusyon B

Plate kapatict membran

Standartlar, hiicre silirpernetanlart ve medyumlar (kontrol grubu olarak

kullanildi) ¢ift olarak ¢alisildi.

Calismada asagidaki basamaklar takip edildi.

1.

2.

Tim malzemeler 30 dk oda sicakliginda bekletildi.
Ornek ve reaktifleri ¢dzmek igin diisiik hizda santrifiij yapildi.

96’11 mikroelisa stripplate in her bir kuyusuna 100 ul HRP- konjugat

reaktifi eklendi ve membranla kapatildi.

60 dk 37 C° de inkiibe edildi.
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5. 96’11 mikroelisa stripplate 4 kez yikandi. Yikama iglem icin her
kuyunun i¢i bosaltildi. Kuyular yikama solusyonuyla dolduruldu. 1
dk beklendi. Kurulandi.( Bu islem 4 kez tekrarlanda.)

6. Her kuyuya 50 pl ul kromojen cozeltisi A ve 50 ul kromojen

solusyonu B eklendi ve 151k gdrmemesi saglandi.

7. 37 C%de 15 dk. Inkiibe edildi. Her kuyuya 50 ul durdurucu solusyon

eklendi. ( Renk maviden sariya doniistii.)

8. Durdurma solusyonu eklendikten sonra 15 dk icinde ELISA
okuyucuyu kullanarak 450 nm/dk ‘ de okundu.( En iyi sonucu elde
etmek igin ilk 5 dk en uygun zaman.)

Sonuclarin hesaplanmasi

Her standart, kontrol ve numune ¢ift olarak ¢alisildi. Hesaplama igin bu ¢iftlerin

ortalamasi alind1 (V). Orneklerin optik yogunlugunu hesaplamak igin ;

Ornegin optik yogunlugu = Ornegin ortalama degeri-Kontroliin ortalama degeri

formuli kullanildi.

Tablo 3-7: Orneklerin optik yogunlugunun hesaplanmasi.

(Human Serine Protease Inhibitor Kazal Type 2 SPINK2 ELISA Kit protokoliine gore)

Standartlar 0 SI Sl St SIV SV Svi

Ortalama O.D.|VB/C |V1 V2 V3 V4 V5 V6

(450nm)

Duzeltme 0 V1-vB/C |V1-vB/C |V1-VB/C |V1-VB/C |V1-VB/C |V1-VB/C
S= standart

O.D= Optik yogunluk

VB/C= Blank/Kontrol
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‘Human Serine Protease Inhibitor Kazal Type 2 SPINK2 ELISA Kit’ platenin
deney sonunda goruntisi Sekil 3-5’te verilmistir.

Sekil 3-5: Sandvig tipi ELISA plate deney sonrasi goriiniimii

3.3. Istatiksel Analiz

Veriler SPSS’20 istatistik programi ile analiz edildi. Bulgular ortalama ve yiizde (%)
olarak tablolarda gosterildi. Verilerin karsilastirmasinda, parametrik veriler icin
independent sample T testi ile parametrik olmayan verilerin karsilagtirmasinda non-
parametrik test yontemlerinden Kruskal Wallis ve Mann Whitney U testleri kullanildi.
Veriler arasindaki korelasyonu arastirmak amaciyla, Pearson ve Spearman’s testi, nitel
verilerin karsilastirmasinda korelasyon ve Ki-Kare testi uygulandi. p<0,05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi. Elde edilen veriler tablolar ile gosterilmistir.



49

1. BULGULAR

Bu tez ¢alismas1 Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii
Genetik Anabilim Dali’nda gerceklestirilmistir. Ornek alimi sirasinda ‘Géniillii Onam
Formu’ alinmis olan AML tanis1 konulmus hastalardan elde edilen kemik iligi ve
kandan izole edilen RNA oOrnekleri kullanildi. Ayrica gen ekspresyon ve protein
dizeylerinin tespiti icin yine Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisii’nde bulunan, ATCC ve DSMZ den temin edilmis ve sivi azot tanklarinda

dondurulmus hiicreler kullanildi.

SPINK2 geninin ekspresyon analizi yapilan olgulardan % 50’si kadin ( n=45) , % 50’si
erkektir ( n=45) (Tablo 4-1).

Tablo 4-1: Cinsiyete gore AML olgularinmin dagilimi

Cinsiyet N (Say1) Oran(%)
Kadimn 45 (%50)

Erkek 45 (%50)

Toplam 90 (%100)

Olgularin yas aralig1 1-85°tir. Kiz cocuk (n=11) %14 ,erkek ¢ocuk (n=9) %10 , yetiskin
kadin (n=34) %36, yetiskin erkek (n=36) %40 oranindadir ( Tablo 4-2).

Tablo 4-2: Cocukluk ¢ag ve yetiskin AML olgularinin cinsiyete gore dagilim

Cinsiyet N(Say1)-Oran(%o)
Kiz Cocuk 11 (%12)

Erkek Cocuk 9 (%10)

Erigkin Kadin 34 (%38)
Yetiskin Erkek 36  (%40)
Toplam 90 (%100)

Calismamizda Human Bone Marrow Total RNA (CLONTECH, USA ct no:636591 )
kullanildi.
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0-80 yas araligindaki Asyali kadin ve erkek saglikli bireylerin SPINK2 ekspresyon

ortalamasi alindi. Ortalama 0,3 olarak tespit edildi. AML olgularinin tamamindaki
SPINK2 mRNA diizeyi RT-PZR ile analiz edildi ve AML olgularinin AA ct degerleri

hesaplandi. Sonuglar Sekil 4-1'deki grafikte gosterilmistir.

A)

AML OLGULARI SPINKZ EKSPRESYONU

281143

26,3571

9

=

AML olgularinin AA ct degerleri

Lo (3]

Sekil 4-1: AML olgularinda SPINK2 mRNA ekspresyon oranlar1 (A), AML olgularimin AA

ct degerleri (B)
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SPINK2 ekspresyonu ortalamanin iistiinde olan olgular yiiksek ekspresyon,
ortalamanin altinda olanlar diisiik ekspresyon olarak smiflandirildi ve istatistiksel
analizler buna gore yapildi. Tim AML olgularinda SPINK2 ekspresyonu kontrolle
karsilastirildiginda anlamli bir farklihik goériilmedi (p=0,593). Tablo 4-3’ de Mann
Whitney U testi sonuclar1 verilmistir. Eriskin AML olgularinda SPINK2 ekspresyonu
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli derecede artmig bulundu (p=0,042). Cocukluk
cagt AML olgularinda SPINK2 ekspresyonunda kontrole gore farklilik goriilmedi
(p=0,60). (p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.)

Tablo 4-3: AML olgularinda SPINK?2 ekspresyonunun kontrolle karsilastirilmasi

Spink2 ekspresyonu Testtrt Sonug (p degeri) Bulgu
Cocuk {\é';?” Whitney U 15 609 Anlaml degil
Eriskin Mann Whitney U 0,042 Anlamh
testi
Tiim AML olgularn1  |Mann Whitney U 0,593 Anlamli degil
testi

AML’li tiim bireylerin yas ve cinsiyete bagli SPINK2 ekspresyon oranlari
“’Mann Whitney U”’ testi ile analiz edilmis ve sonuglar Tablo 4-4° de verilmistir.Yasa
bagli SPINK2 ekspresyonu ve cinsiyete baglhi SPINK2 ekspresyonlarinin
degerlendirilmesiyle her ikisinden elde edilen sonucglar dogrultusunda SPINK2
ekspresyonu-cinsiyet ve SPINK2 ekspresyonu-yas arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir iliski olmadig tespit edildi (sirasiyla p=0,768 ve p=0,679).

Tablo 4-4: AML olgularinda yasa ve cinsiyete bagh SPINK2 ekspresyonu

Test trd Sonug (p degeri) Bulgu
Spink2 ekspresyonu- L\él:}[?n Whitney U 0,768 Anlamli degil
cinsiyet
Spink2 ekspresyonu- [Mann Whitney U 0,679 Anlamli degil
yas testi
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ekspresyonunun kontrole (sagliklt bireylerin

havuzundan elde edilen ekspresyon degeri) gore dagilimlart olgu sayisi ve yiizde olarak

Tablo 4-5’de verilmistir. SPINK2 ekspresyonu kontroliin altinda olanlar diisiik

ekspresyon, kontroliin {istiinde olanlar yiiksek ekspresyon olarak gruplandirildi.

Olgulari % 71 ‘inde kontrole gore yiiksek ekspresyon tespit edildi.

Tablo 4-5: Tim AML olgularinin SPINK?2 ekspresyon diizeyinin kontrole gore kiz ve
erkek olgularda sayisal dagilim

Kiz ¢cocuk Erkek Eriskin Eriskin Toplam
N (%) cocuk kadin erkek N (%)
N (%) N (%) N (%)
Kontrol SPINK2 Diisiik ekspresyon 2 (%18) 3 (%33) 10 (%29) 11 (%31) | 26 (%29)
ortalamasi (0.3)
Yiksek ekspresyon |9 (%82) 6 (%77) 24 (%71) 25 (%69) | 64 (%71)
Toplam 11 (%100) |9 (%100) 34 (%100) | 36 (%100) | 90 (%6100)

AML olgular1 arasinda FAB smiflandirmasi bilinen 47 olgunun SPINK2
ekspresyon ortalamalar1 Tablo 4-6’da gosterilmistir. FAB smiflarinin tamaminda

SPINK2 ekspresyonu ortalamasi kontrole (saglikli) gore yiliksek bulundu.

Tablo 4-6: FAB siniflarina gore SPINK2 ekspresyon ortalamasi

[Analize FAB sinifi bilinen 47 birey (% 46,1) dahil edilmistir]

FAB No Ortalama Birey sayisi-ylzdesi | Standart sapma
N (%)
MO 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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FAB smiflandirmast  bilinenlerin  SPINK2

AML arasinda

ekspresyonlarinin kontroliin istiinde (yiiksek ekspresyon) ve kontroliin altinda (diisiik

olgular1

ekspresyon) olan olgu sayilar1 ¢apraz tablo yontemi ile tespit edildi. Olgu sayis1 ve

yuzdeleri Tablo 4-7 de verilmistir.

Tablo 4-7: AML olgularimin SPINK2 ekspresyon diizeylerinin FAB simiflamasina gore

dagilim

FAB SINIFLARI TOPLAM
MO M1 M2 M3 M4 M5 M7
N (%) [ N (%) | N (%) N (%0) N (%) | N (%) | N (%)
Diisiik 0(%0) [L(%25) |4(%36) |2(%20) |2 (%15) |0(%0) |0(@0) [9 (%19)
Spink2 ekspresyon
ortalama | viiksek 3(%100) | 3 (%75) | 7 (%64) |8 (%80) |11(%85) |4(%100) | 2(%100) | 38 (%81)
ekspresyon
Toplam 3(%100) | 4(%100) | 11(%100) | 10(%100) | 13(%100) | 4(%100) | 2(%100) | 47(%100)

Cocukluk c¢agi AML’li olgulardan FAB sinifi bilinen 13 olgunun FAB

smiflarma gore dagilimi gapraz tablo analizi ile Tablo 4-8° de gosterilmistir. Sadece

M2, M3 ve M4 sinifindan olgular bulunmaktadir.

Tablo 4-8: Cocukluk c¢agi AML olgularimin SPINK2 ekspresyon diizeylerinin FAB

siniflarina gore dagilimi

COCUK FAB SINIELARI TOPLAM
M2 M3 M4 N (%)
N (%) N (%) N (%)

Spink2 Diisiik ckspresyon | 1 (%50) | 1 (%17) 1 (%17) 3 (%21)

ortalama Yiksek ekspresyon | 1 (%50) | 5 (%83) 5 (%83) 11 (%79)

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

FAB smifi bilinen 34 AML’1i eriskin olgunun SPINK2 ekspresyon diizeylerinin

FAB smiflarina gore dagilimi ¢apraz tablo yontemi ile belirlendi. Sonuglar Tablo 4-

9’da gosterildi
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Tablo 4-9: Eriskin AML’li olgularin SPINK2 ekspresyon diizeylerinin FAB siniflarina gore

dagilim
ERISKIN FAB SINIFLARI TOPLAM
MO M1 M2 M3 M4 M5 M7 | N(%)
N(%6) | N (%) | N (%) | N (%) | N (%) | N (%) | N (%)
Diisiik 0(%0) |1(%25) [3(®33) |1 (%25) |1(%14) [0(%0) |0 (%0) 6 (%18)
SPINK2 [Preen
Yiiksek 3 (%100) | 3 (%75) |6 (%67) |3 (%75) |6 (%86) |4 (%100) |2 (%6100) | 27 (%82)
ekspresyon
Toplam 3 (%100) | 4 (%100) | 9 (%100) | 4 (%6100) | 7 (%100) | 4 (%6100) | 2 (%100) ] 33 (%6100)

Mann-Whitney U Test”” yontemi ile SPINK2 ekspresyonunun tiim FAB siniflarina gore
degisimi belirlendi ve FAB siniflar1 ile SPINK?2 ekspresyonu arasinda istatstiksel olarak
anlamli iliski bulunmadi (Tablo 4-10).

Tablo 4-10: SPINK?2 ekspresyonunun FAB siniflariyla iliskisi

Test Sonug (p degeri) Bulgu
Spink2 Indepented samples | 0,331 Anlamli degil
ekspresyonunun mann-whitney U
farkh FAB Test
gruplarina gore
degisimi

Calismamizda yer alan AML olgularinin t(15;17), t(8;21) ve inv(16)

mutasyonuna sahip olgu say1 ve oranlari tespit edilmis ve Tablo 4-11’de verilmistir.

Tablo 4-11: AML olgularimin t(15;17), t(8;21), inv(16) say1 ve oranlari

Pozitif Say1 (N)-Oran (%)

Negatif Say1 (N)-Oran (%)

Toplam(N)-Oran(%o)

t(15;17) 11 (%13) 76 (%87) 87 (%100)
1(8;21) 11 (%13) 77 (%87) 88 (%100)
inv(16) 6 (%7) 81 (%93) 87 (%100)

Calismamizda yer alan tum AML olgulan arasinda t(15;17), t(8;21), inv(16)

mutasyonlariin varligr ile SPINK2 ekspresyonlar arasindaki iliski Mann Whitney U
testi ile analiz edilmis ve sonuglar Tablo 4-12’de gosterilmistir. t(8;21) ve inv(16) ile
SPINK2 ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir ilski oldugu tespit edildi
(sirastyla p=0,000 ve p=0,028).
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Tablo 4-12: Tiim AML olgularinda SPINK2 ekspresyonun t (15;17), t(8;21) ve inv(16)
mutasyonlari ile iliskisi

Mutasyon turt | Test tard Sonug (p degeri) Bulgu
t (15;17) Mann Whitney U 0,649 Anlamli degil
testi
1(8;21) Mann Whitney U 0,000 Anlamh
testi
inv(16) Mann Whitney U 0,028 Anlamh
testi

Cocukluk ¢agr AML’li olgularin t(15;17), t(8;21) ve invl6 mutasyonlarinin

SPINK?2 ekspresyonu ile iliskisi

Mann Whitney U testi ile belirlenmis ve sonuglar

Tablo 4-13 de gosterilmistir. Cocukluk cagi olgularinda t(8;21), inv16 ile SPINK2

arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki bulundu (sirasiyla p=0,039 ve p=0,015).

Tablo 4-13: Cocukluk ¢agi AML olgularinda SPINK2 ekspresyonunun t (15;17), t(8;21),

inv16 ile ilskisi
Mutasyon tiru Test tlrd Sonug¢ (p degeri) Bulgu
t(15;17) Mann Whitney U 0,79 Anlaml1 degil

testi

t(8;21) Mann Whitney U 0,039 Anlamh
testi

inv(16) Mann Whitney U 0,015 Anlamh
testi

Eriskin AML olgularinda t(15;17), t(8;21), invl6 mutasyonlarinin SPINK2

ekspresyonu ile iliskisi

Tablo 4-14 te gosterilmistir. t(8;21)

istatistiksel olarak anlamli iligki bulunmustur (p=0,000).

ile SPINK?2 arasinda

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

inv(16) ile iliskisi
Mutasyon turu Test turd Sonug (p degeri) Bulgu
t(15;17) Mann Whitney U 0,902
testi Anlamsiz
1(8;21) Mann Whitney U 0,000
testi Anlamh
Mann Whitney U 0,244
inv(16) testi Anlamli degil
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t(15;17) translokasyonu varligima gore SPINK2 ekspresyon diizeyleri tiim
olgular (Tablo 4-15), ¢cocuk olgular (Tablo 4-16) ve eriskin olgular (Tablo 4-17) olmak
lizere ayr1 ayr1 tablolarda gosterilmistir.

Tablo 4-15: Tiim AML’li olgularda t(15;17) translokasyonu varhgma gore SPINK2

ekspresyon diizeylerinin dagilim

t(15;17) pozitif t(15;17) negatif TOPLAM
N (%0) N (%0) N (%0)
SPINK?2 Diisiik ekspresyon | 3 (%25) 21 (%28) 24 (%28)
Yiksek ekspresyon | 9 (%75) 54 (%72) 63 (%72)
Toplam 12 (%100) 75 (%100) 87 (%100)

Tiim AML olgularindan t(15;17) pozitiflerin %75’inde SPINK2 ekspresyonu
yiiksek, %25’inde diisiik bulundu. t(15;17) negatif olgularin ise %72’sinde yliksek,
%28’inde diisiik bulundu.

Tablo 4-16: Cocukluk c¢agi AML olgularimin t(15;17) translokasyonu varhgma gore

SPINK?2 ekspresyon diizeylerinin dagilimi

t(15;17) pozitif t(15;17) negatif TOPLAM
N (%) N (%) N (%)
SPINK?2 Diisiik ekspresyon | 0 (%0) 3(%23) 3 (%17)
Yiksek ekspresyon | 5 (%100) 10 (%77) 15 (%83)
Toplam 5 (%100) 13 (%100) 18 (%100)

Cocukluk cagt AML olgularindan t(15;17) pozitiflerin hepsinde SPINK2

ekspresyonu yiiksek bulundu.

%23’iinde diistik bulundu.

t(15;17) negatif olgularin ise %77 sinde ylksek,

Tablo 4-17: Eriskin AML olgularimin t(15;17) translokasyon varhgma gore SPINK2

ekspresyon diizeylerinin dagilhimi

t(15;17) pozitif t(15;17) negatif TOPLAM
N (%) N (%) N (%)
SPINK? Diisiik ekspresyon | 3 (%43) 18 (%29) 21 (%30)
Yiksek ekspresyon ] 4 (%57) 44 (%71) 48 (%70)
Toplam 7 (%100) 62 (%100) 69 (%100)

Erigkin AML olgularindan t(15;17) pozitiflerin

%57’inde SPINK?2 ekspresyonu
yiiksek, %43 iinde diisiik bulundu. t(15;17) negatif olgularin ise %71 inde yiiksek,
%29’unda diisiik bulundu.
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t(8;21) translokasyonu varligina gére SPINK2 ekspresyon dizeyleri tim AML
olgular1 (Tablo 4-18), ¢ocukluk ¢agi (Tablo 4-19) ve eriskin olgular (Tablo 4-20) olmak

lizere ayr1 ayri tablolarda gosterilmistir.

Tablo 4-18: Tiim AML olgularm t(8;21) varhgina gore SPINK2 ekspresyon diizeylerinin

dagilim
1(8;21) pozitif 1(8;21) negatif TOPLAM
N (%) N (%) N (%)
SPINK?2 Diisiik ekspresyon |9 (%82) 17 (%22) 26 (%30)
Yiksek ekspresyon | 2 (%18) 60 (%78) 62 (%70)
Toplam 11 (%100) 77 (%100) 88 (%100)

Tiim AML olgularindan t(8;21) pozitiflerin %18’inde SPINK2 ekspresyonu
yiiksek, %82’sinde diisiik bulundu. t(8;21) negatif olgularin ise %78’ inde yiiksek
%22’sinde diisiik bulundu.

Tablo 4-19: Cocukluk c¢agi AML olgularinda t(8;21) translokasyonu varhgma gore
SPINK?2 ekspresyon diizeylerinin dagilimi
1(8;21) pozitif 1(8;21) negatif TOPLAM
N (%) N (%) N (%)

Diisiik ekspresyon 2 (%67) 3 (%19) 5 (%26)
SPINK2

Yiksek ekspresyon | 1 (%33) 13 (%81) 14 (%74)
Toplam 3 (%100) 16 (%100) 19 (%100)

Cocukluk ¢agt AML olgularindan t(8;21) pozitiflerin %33’{inde SPINK2

ekspresyonu yiiksek, %67 sinde diisiik bulundu. t(8;21) negatif olgularin ise %81’inde
yiiksek, %19’unda diisiik bulundu.

Tablo 4-20: Eriskin AML olgularinda t(8;21) varhgmma gore SPINK2 ekspresyon
diizeylerinin dagilimlar
t(8;21) pozitif t(8;21) negatif TOPLAM
N (%) N (%) N (%)
Diisiik ekspresyon | 7 (%88 14 (%23 21 (%30
SPINK2 $ presy (%88) (%23) (%30)
Yiksek ekspresyon | 1 (%12) 47 (%77) 48 (%70)
Toplam 8 (%100) 61 (%100) 69 (%100)

Eriskin AML olgularindan t(8;21) pozitiflerin %12’sinde SPINK2 ekspresyonu
yiiksek, %88’inde diisiik bulundu. t(8;21) negatif olgularin ise %77’sinde yiiksek,
%23’ linde diisiik bulundu.
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inv(16) varligina gore SPINK2 ekspresyon diizeyleri tiim olgular (Tablo 4-21),

cocukluk ¢ag1 olgulart (Tablo 4-22) ve erigkin olgular (Tablo 4-23) olmak {izere ayr1

ayr1 tablolarda gosterilmistir.

Tablo 4-21: Tiim AML olgularmin inv(16) varhgma gore SPINK2 ekspresyon
diizeylerinin dagilimlar1
Inv(16) pozitif Inv(16) negatif TOPLAM
N (%) N (%) N (%)
Diisiik ekspresyon | 0 (%0 25 (%30 25 (%29
SPINK?2 usu presy (%0) (%30) (%29)
Yiksek ekspresyon | 6 (%100) 57 (%70) 63 (%71)
Toplam 6 (%100) 82 (%100) 88 (%100)

Tiim AML olgularindan inv(16) pozitif olgularin hepsinde SPINK2 ekspresyonu

yiiksek bulundu. inv(16) negatif olgularin ise %70’inde yiiksek, %30’unda diisiik

bulundu.

Tablo 4-22: Cocukluk ¢agi AML olgularimin inv(16) varhgmna gore SPINK2 ekspresyon

diizeylerinin dagilimlari

Inv(16) pozitif Inv(16) negatif | TOPLAM
N (%) N (%0) N (%)
SPINK2 Diisiik ekspresyon ] 0 (%0) 5 (%33) 5 (%28)
Yiksek ekspresyon | 3 (%100) 10 (%77) 13 (%72)
Toplam 3 (%100) 15 (%100) 18 (%100)

Cocukluk ¢agit AML olgularindan inv(16) pozitif olgularin hepsinde SPINK2

ekspresyonu yiiksek bulundu. inv(16) negatif olgularin ise %77 sinde yiiksek,
%33’iinde diisiik bulundu.
Tablo 4-23: Eriskin AML olgularinin inv(16) varhgma gore SPINK2 ekspresyon

diizeylerinin dagilimlar

Inv(16) pozitif Inv(16) ) negatif | TOPLAM
N (%) N (%) N (%)
Diisiik ekspresyon ] 0 (%0 20 (%30 20 (%29
SPINK? $ presy (%0) (%30) (%29)
Yiksek ekspresyon ] 3 (%100) 47 (%70) 50 (%71)
Toplam 3(%100) 67 (%100) 70 (%100)

Erigkin  AML olgularindan

inv(16) pozitif olgularin hepsinde SPINK2

ekspresyonu yliksek bulundu. inv(16) negatif olgularin ise %70’inde yiiksek, %30’unda

diisiik bulundu.
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Bu tez calismasinda bazi hiicre soylarindaki SPINK?2 ekspresyon seviyelerini

belirlemek i¢in de RT-PZR yapildi. RT-PZR sonuglarina gore Sekil 4-2’deki grafik

elde edildi. Hiicre soylarinda SPINK?2 ekspresyon ortalamasi 0,03 olarak bulundu.

Hiicre Soylan RT-PZR Sonuglari

0,1200
0,1100
0,1000
0,0000
0,0800
0,0700
0,0600
0,0500
0,0400
0,0300
0,0200
0,0100
0,0000

Sekil 4-2: Hiicre soylarinda SPINK?2 ekspresyonu. (Grafikteki her cizgi arahg 0,067

f & & @ F o
B W gb § Y
e =
Hucre Soylan

degerindedir.)

Hiicre soylarinda hiicre iginde bulunan ve medyuma salinan SPINK2 protein

diizeyleri Elisa yontemiyle tespit edildi. Bunun igin “ Human Serine Protease Inhibitor
Kazal Type 2 (SPINK2) ELISA Kit “ kullanild1. Kitin iceriginde bulanan standartlardan

elde ettigimiz egriye ait grafik Sekil 4-6’da verilmistir. Standard konsantrasyonlar1 20,

10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 ng/ml’dir.

25

20

15

10

konsantrasyon

| ¥y =22,447x-0,5081
R?=10,992[7
_::;:::::;;::7*41;::j’/
0 0,2 0,4 0,6 0,8
Absorbans

Sekil 4-3: ELISA’da standartlarden elde edilen egri
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“MyBiosource Human Serine Protease Inhibitor Kazal Type 2 (SPINK2) ELISA Kit ©°
kullanilarak yapilan ELISA testinde hiicre disina salgilanan SPINK2 protein miktar1

Sekil 4-7°de hiicre i¢indeki protein miktarlar1 Sekil 4-8’de ng/ml cinsinden verilmistir.

HUCRE DISINA SALGILANAN SPINK2 PROTEIN MIKTARI

0,3135
0,2939
0,2743
0,2547
0,2351
0,2155
0,1959
01763
0,1567
01371
01176
0,0980
0,0784
0,0588
0,0392
0,0196
0,0000

Potein Milktan (ng/mil)

A
S
)
K

Hiicre Soylan
Sekil 4-4: Hiicre disina salgilanan protein miktari

HUCRE IGINDEKI SPINK2 PROTEIN MIKTARI

1,078
1,010
0,943
0,876
0,808
0,741
0673
0,606
0,539
0,471
0,404
0,337
0,269
0,202
0,135
0,067
0,000

Protein miktan (ng/mil)

Hiicre Soylan

Sekil 4-5: Hiicre icindeki protein miktari
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On iki hicre soyundaki SPINK2 mRNA duzeyini belirlemek icin RT-RZR,
hiicre i¢inde sentezlenen ve hiicre digina salgilanan protein seviyesini tespit etmek i¢in
ise ELISA yontemi kullanildi. SPINK2 mRNA, SPINK2 hiicre igi protein ve SPINK2
salgilanan protein miktarlar1 arasinda iligki olup olmadig1 korelasyon testi ile belirlendi
(Tablo 4-24).

Salgilanan protein ve hiicre icinde bulunan protein arasinda istatistiksel olarak
anlaml iligki bulundu (p=0,015). Hiicre i¢indeki protein miktar1 ile SPINK2 mRNA
diizeyi arasindaki ileri ileri derecede anlamli iliski bulundu (p=0;00004). SPINK2
mRNA diizeyi ile hiicre disina salgilanan protein diizeyi arasinda istatistiksel olarak
yine anlamli iligki oldugu gosterildi (p=0,047).

Tablo 4.24: SPINK2 mRNA, SPINK2 hiicre i¢i protein ve SPINK2 salgilanan protein
“’Pearson korelasyon testi’’ ile karsilastirilmasi

Salgilanan Hiicre igindeki | SPINK2 mRNA

Protein Miktari | Protein Miktari Dizeyi
Salgilanan Pearson Korelasyon Analizi 1 ,681 ,583
Protein Miktan Sonuc ,015 ,047
Hiicre Soyu Sayisi 12 12 12
Hiicre igindeki Pearson Korelasyon Analizi ,681 1 ,926
Protein Miktari Sonuc ,015 ,00004
Huiicre Soyu Sayisi 12 12 12
SPINK2 mRNA Pearson Korelasyon Analizi ,583 ,926 1

Duzeyi Sonug ,047 ,00004

Hiicre Soyu Sayisi 12 12 12

AML hiicre soylarindaki SPINK2 mRNA ekspresyonu diger hiicre soylariyla

kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmis bulundu (p=0,009). Tum
16semi hiicre soylarindaki SPINK2 ekspresyonu yine losemi dist hiicre soylariyla
kiyaslandiginda anlamli derecede artmis bulundu (p=0,041). Sonuglar Tablo 4-25 *de
verilmistir.

Tablo 4-25: Hiicre soylarinda SPINK2 ekspresyonlarinin kiyaslanmasi

Spink2 ekspresyonu Test tiri Sonug ( p degeri) |Bulgu

AML hiicre soylar {\él;?n Whitney U 0,009 Anlamh

Losemi hiiere soylarn [Mann Whitney U 0,041 Anlamh
testi
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SPINK?2 hiicre i¢i protein diizeyi AML hiicre soylarinda diger hiicre soylarina

gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmis bulundu (p=0,009). Hiicre disina

salgilanan SPINK2 protein diizeyi ise AML hiicre soylarinda diger hiicre soylariyla

kiyaslandiginda istatistiksel olarak farklilik bulunmadi (p=0,282).

Sonuglar Tablo 4-26’da gosterilmistir.

Tablo 4.26: Hiicre soylarinda hiicre ici ve hiicre dis1 protein diizeylerinin karsilastirilmasi

Hiicre dis1 protein

dizeyi

testi

Spink2 ekspresyonu Test tiirii Sonug ( p degeri) |Bulgu
Hiicre ici protein {\é'sat?” Whitney U5 599 Anlamli
dizeyi

Mann Whitney U 0,282 Anlamli degil




63

2. TARTISMA

Hematopoietik kok hiicreleri AML’ye tesvik eden genetik mutasyonun nedeni
bilinmemekle birlikte akut 16semi gelisimi igin birgok ¢evresel ve genetik risk faktorii
tespit edilmistir. Bunlar arasinda yas, onciil hematolojik hastaliklar ve genetik
bozukluklar, viriis enfeksiyonu, radyasyon ve ¢esitli kimyasallara maruz kalma gibi
etmenler bulunur (47). AML, eriskinlerde en sik goriilen akut 16semidir. Insidansi
yasla beraber artmaktadir. Eriskinlerde 100.000 kiside 3,7 siklikla goriiliir. Erkeklerde
kadinlara oranla daha sik rastlanmaktadir (3,4). “’ National Cancer Institute’’ 2010-2014
verilerine gore; son yillarda akut miyeloid 16semi vaka orani, her 100.000 erkek ve
kadin i¢in yilda 4.2 iken, 6liim oran1 her yil 100.000 erkek ve kadin i¢in 2.8 olarak rapor
edilmistir (49, 50). American Cancer Society’ nin 2015 yili verilerine gore yaklasik
20.830 yeni vaka tespit edilmis ve 10.000’den fazlasi 6liimle sonuglanmistir (16). Tan1
yas1 ortalama 66 olan ve daha yaslit AML olgulari igin sagkalim orani % 10'dan azdir ve
tedavi yanit1 son otuz yil i¢ginde 6nemli 6l¢iide degismemistir. Geng hastalarda remisyon
oranlar1 daha umut verici olsa da bu grupta da, hastalarin remisyonunun ilk 5 yilinda
%50'sinde nliks gorulmektedir (85).

AML heterojen bir hastaliktir, hastalarin prognozu ve tedaviye cevabi farklilik
gostermektedir. Hastalarin smiflandirilmast i¢in ¢esitli mutasyon varligi prognostik
faktor olarak kullanilmasina ragmen halen mutasyon bulunmayan risk grubu dogru
belirlenemeyen hastalar bulunmaktadir. Bu durum AML ile ilgili daha O&nce

kullanilmamis biyobelirtecler arama ihtiyacit dogurmaktadir.

Proteaz inhibitorleri (Pl) kontrol edilemeyen proteolizi Onleyerek, proteaz
aktivitelerinin duzenlenmesinden sorumludur. PI’ler tiim hiicrelerde ve ayrica viral
genomlarda bulunan genler tarafindan kodlanir. Bu genlerin bir memeli genomunun,
%2-% 4' tinii olusturdugu disiiniildiigiinde biyolojik siireclerde proteolizin 6nemi daha
1yl anlasilmaktadir. PI‘lerin bir ¢ok tiiriiniin hayvan zehirlerinde mevcut olmasi zehirli
hayvanlarin bu proteinleri / peptidleri biyolojik hayatta kalma surecinde kullandigin
diistindiirmektedir (78). Bu durum protein-proteoliz dengesinin hayatta kalmada kilit rol
aldigin1 ve PI konsantrasyon veya islevinde degisikligin hiicrelerde sagkalimi dogrudan

etkileyebilcegini diistindlirmektedir.
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Proteaz inhibitorlerinin kemoterapiyle birlikte iyilesme siirecini olumlu
etkileyecegi digiiniilmektedir (80). Metaztaz ve anjiyogenez siirecinde proteazlarin aktif
rol aldig1 6zellikle serin proteazlarin tiimor invazyonu ve yayilmasinda 6énemli rol aldigi
bildirilmistir. SPI’lerin ekspresyonunun artmasi serin proteazlarin aktivitesini

engelleyerek, diger tedavilerle birlikte remisyona katk1 saglayabilir.

Yeni Pl'lerin karakterize edilmesine ve fizyolojik 6neminin anlasilmasina olan
ilgi, kan pihtilasma sistemi, kompleman kaskadi, apoptoz, hiicre donglisii ve hormon
isleme yollar1 gibi tiim yasam stiregleri i¢in biyolojik 6nemi nedeniyle artmustir (81, 82).
Bu enzimlerin diizenlenmesindeki eksiklikler veya degisiklikler, kanser, artrit,
norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi cesitli patolojik durumlara yol

acmaktadir (83, 84).

Serin proteaz inhibitorleri (SPI), proteaz inhibitorlerinin en biyik ve en 6nemli
siper ailesidir. Hedef proteazlarina kovalent olarak baglanarak inaktivasyona yol agan
intihar substratlar1 olarak hareket ederler (12). SPI’ler ayn1 zamanda diger molekiller
ile etkilesimleri sonucunda baska fizyolojik etkilere de sahiptir ve bu etkilesimler,
belirli fizyolojik cevaplar1 giiglendirir (13,14). Memeli pihtilasma yolaklar1 da dahil
olmak tiizere birgok onemli proteolitik kaskadin kontroliinde merkezi konumdadirlar.
Inhibitér olmayan islevle de yaparlar; hormon tasiyici, molekiiler saperon veya timor
baskilayict olarak islev goren ¢esitleri vardir (89,90). SPI, kompleman aktivasyonu ve
kan pihtilagmasi, fibrinoliz, inflamasyon, tiimor hiicre metastazi, apoptoz, yara
iyilesmesi ve doku onarimi gibi ¢esitli fizyolojik fonksiyonlar1 kontrol eder (91, 92).

Ayrica demans ve anjiyogenezle ilgili oldugu diisiiniilmektedir (96).

SPI’ler konformasyonel olarak kararsizdir ve hastaliga neden olan
mutasyonlarinin  birgogu yanlis katlanma veya patojenik, inaktif polimerler ile
karakterizedir. Kazal tip serin proteaz inhibitorleri ailesinin Oyesi olan SPINK2
akrosin-tripsin inhibitori olarak fonksiyon gostermektedir. SPINK2 doért ekson igerir,
84 amino asitli 9.291 kDa’luk bir protein kodlar ve protein 23 kalint1 sinyal peptidi
icerir.

Epididim ve seminal vezikiilde ekspresyonunun yiiksek oldugu ve fertilite ile
iligkili oldugu bildirilmistir (16, 17). SPINK2 ekspresyonunun, optik sinir hasarindan

sonra retinal ganglion hicrelerinde 6nemli derecede artis gosterdigi ve apoptotik
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uyarilara karsi duyarliligr arttirdigini gosterilmistir. SPINK2 ekspresyon dizeyindeki
asir1 artigin apoptozu indiikledigi bildirilmistir (19).

SPINK2 proteini daha Onceki ¢alismalarda, lenfomalarin ilerlemesi ile
iliskilendirilmistir. Lenfomada ve umbilikal cord’tan elde edilen primitif hematopoietik
kok hiicrelerde ve bazi 16semi hiicre hatlarinda yiiksek seviyede eksprese edildigi
gosterilmistir. Kordon kanindan elde ettikleri hematopoetik progenitor kok hicrelerde

SPINK?2’nin ekspresyonunun artis gosterdigi farkli ¢alismalarda rapor edilmistir (22).

Bu calismada, AML olgularinda SPINK2 mRNA ekspresyonu analiz edildi.
Analiz icin AML tanis1 kesinlesmis olgulara ait RNA ornekleri kullanildi. Ancak
SPINK2 protein diuzeyini belirlemek igin elimizde olgulara ait kan veya plazma 6rnegi
bulunmamaktadir. Bu nedenle mRNA diizeyinde analiz edilen SPINK2’nin protein
olarak ne kadar ifade edilebildigini aragtirmak amaciyla 16semi hiicre soylarinda (HL60,
NB4 ve THP1, K562, Jurkat ve Nalmé6) ve diger bazi hiicre soylarinda (MCF7, HelLa,
HUVEC, hFOB, 293T, U87) hem SPINK2 mRNA dizeyi, hem de hiicre i¢i ve hicre

disina salinan protein diizeyi ELISA yontemiyle belirlendi.

Avrupa Kanser Arastirma ve Tedavi Orgiiti (EORTC) siniflandirmasina gore
birincil kutandz folikul merkezi hucre lenfomalar1 (PCFCCL) ve ikincil PCLBCL'si
olmak Uzere 2 tip primer kutantz biytk B-htcreli lenfoma (PCLBCL) sinifi vardir. Bu
iki grup arasindaki fark, prognozdaki farkliliklardir. 5 yillik sagkalim oranlar1 sirasiyla
%095’ ten ve %352’ den blyuktar. PCFCCLs grubu
icinde, SPINK2 transkriptinin genellikle ¢ok yiiksek ekspresyona sahip oldugu,
PCLBCL de ise tim orneklerinde ¢ok diisiik ya da hi¢ ekspresyon olmadigi tespit
edilmistir. Lenfomada ve umbilikal cord’tan elde edilen primitif hematopoietik kok
hiicrelerde ve bazi 16semi hiicre hatlarinda yiiksek seviyede eksprese edildigi tespit
edilmistir. Kordon kanindan elde edilen CD34+, CD133+ hematopoetik progenitdr kok
hiicreleri  CD34+’lerden arindirilmis hiicrelerle karsilastirdiklarinda SPINK2’nin
ekspresyonunun farklilik gosterdigi; CD34+, CD38-, Lin- hlcreleri CD34+, CD38++,
Lin++ hiicrelerle karsilastirdiklarinda SPINK2 ekspresyonunda artis oldugu, bu artisin
en belirgin olarak kemik iligi CD34+, CD38-, Lin- hucrelerinde oldugu farkl
calismalarda gosterilmistir (21,22). SPINK2 ekspresyonunun prognoz ve remisyonla
iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Calismalarda daha uzun siire sagkalim oranina

sahip olgularda SPINK2 ekspresyonunun yiiksek olmast bu diisiinceyi
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kuvvetlendirmektedir. Iyi prognoz gosteren olgularda ekspresyonun yiiksek olmasi

sagkalim sliresini uzatmasi ile iliskili olabilecegini desteklemektedir.

Miyelodisplastik  atipik  bir olgunun AML’ye  doniisiimii  sirasinda
ekspresyonunun arttig1 transkriptozom ve serum sitokin analizi ile tespit edilmistir
(116). Bu durum, MDS gibi 6nciil hematolojik hastaliklardan AML’ye doniisiim ile
ilgili markerlar arasinda SPINK2’nin de bulunmasinin olguya teshis yoniinde fayda
saglayabilecegini diisiindiirmiistiir. Olgularda periyodik olarak SPINK2’nin mRNA ve
protein diizeyinde ifade degisiminin analiz edilmesi, Onciil hematolojik hastaliklardan
AML’ye doniisim gerceklesmeden ya da doniisiimiin ¢ok erken evrelerinde teshisine

olanak saglayacagindan tedavi ve sagkalimin arttirilmasi acisindan faydali olabilir.

Insan ve farelerde SPINK2 fertilite arasindaki iliskinin arastirildig: bir calismada
analizler SPINK2' nin yoklugunda proteazin indiikledigi stresin  Golgi
fragmantasyonunu baslattigin1 ve spermatid farklilasma tutukluguna yol acan akrozom
biyojenezini onledigini gostermistir. SPINK2 yoklugu golgi tarafindan olusturulmasi
gereken dev proakrozamal molekiiliin olusumunu engelleyerek daha kiigiik kesecikler
olusmasina, sonucta da golgide degredasyona ve mikrootofajiye neden oldugu
gosterilmistir. SPINK2 eksikliginin en ¢arpici etkilerinden biri, protein isleme ve
translokasyon icin, 6zellikle membran proteinleri icin énemli bir organel olan Golgi
aparatinin pargalanmasidir. HEK (293T) hicrelerinde SPINK2 yoklugunda akrozin
asir1 ekspresyonunun zararli bir etkisini de gozlemlenmistir, bu durum SPINK 2’ nin
akrosin inhibitori olarak roluni dogrularken; SPINK 2°nin ko- ekspresyonu ile
hafifletilmstir. Bu sonuglar SPINK2' nin akrozoma kars1 hiicresel gegisi sirasinda
proteazlar1 notralize etmek icin gerekli oldugunu, SPINK2'min yoklugunun, germ
hiicrelerinde mikrootofaji benzeri bir yol olusturdugunu ve bdylece bu hipotezi
destekledigini gostermektedir (117). Bu bulgular 1s181inda hiicre i¢i proteinlerin ve
membran proteinin islenmesinde ¢ok Onemli bir role sahip olan Golginin SPINK2
azliginda zarar gormesine bagli olarak kanserle ilgili bir ¢cok yolagin caligmasini ve
ayrica metaztazi etkileyebilecegini diisiindiirmektedir. SPINK2 azliginin AML ve diger
l6semilerde de hiicrelerin farklilasamamasi ve dolasimdaki farklilasmamis hiicre

miktarinin artisina neden olabilecegi tahmin edilmektedir.
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375.000 kisinin meta analizini igceren arastirmada SPINK?2’de meydana gelen bir
SNP’nin migrenle ilgili 38 lokustan biri olabilecegi ortaya konulmus, ayrica menstrual
migren ile  SPINK2 deki SNP (SNP Numarasi: rs1708768, SNP pozisyonu
chr4:57,690,713) nin iliskili oldugu bildirilmistir (119). AML’de de SPINK?2’deki farkl
SNP’lerin hastalik gelisimi ile iligkisi olabilir.

Bu tez calismasinda kiz ¢ocuk 20 ¢ocukluk ¢agit AML olgusu ve 70 erigskin AML
olgusuna ait ornekler kullanilmistir. Saglikli kontrol olarak Human Bone Marrow Total
RNA havuzu (CLONTECH, USA ct n0:636591) kullanilmistir. 0-80 yas araligindaki
asyali kadin ve erkek saglikli bireylerin SPINK2 ekspresyon ortalamasi 0,312 olarak
tespit edilmistir.

Degerlendirmeler saglikli kontrol SPINK2 ortalamalarma gore yapilmis ve
AML olgularia ait orneklerle yapilan RT-PZR analizlerinde olgularin %71 inde
SPINK2 ekspresyonunun ortalamanin iistiinde oldugu tespit edilmistir. Erigkin AML
olgularinda SPINK2 ekspresyonu kontrole gore istatistiksel olarak anlamli derecede
artmis bulunmasia (p=0,042) ragmen, ¢ocukluk ¢agi AML olgularinda kontrole gore
farklilik bulunmadi (p=0,60). AML olgularindaki bu oranlar; ¢ocuklar olgularda %75
iken eriskin olgularda % 70 ‘dir. Tiim olgularin % 71 de SPINK2 ekspresyonu yiiksek
bulunmustur. AML’1i olgularin ¢ogunda SPINK2’nin artmis olmasi biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegi diisiincesini dogurmaktadir. AML de yas ve cinsiyete bagh teshis ve
tedavi ile ilgili SPINK2’nin olumlu katki saglayacagi degerlendirilmektedir. Ileride
daha genis gruplarla yapilacak sagkalim analizleriyle SPINK2 ekspresyon farkliliginin
nedenleri prognoza ve remisyona etkisinin arastirilmasi diisiiniilmektedir. SPINK2’nin
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi dogrulandig: taktirde dogrudan hasta kanlarindan
ya da viicut sivilarindan SPINK2 proteinin varligi ve miktarmin tespit edilmesi ile

hastaligin teshis ve tedavisine katki saglayabilecegi diigiiniilebilir.

Mann Whitney U testi testi ile gocuk ve eriskin hastalarda t(15;17), t(8;21) ve
inv(16) mutasyonlarinin SPINK2 ekspresyonu ile korelasyonu arastirilmig ve 1(8;21)
(p=0.000) ve inv(16) p=0.028) ile SPINK2 arasinda anlamli bir korelasyon oldugu
goriilmiistiir. Cocukluk ¢agi  AML olgularinda hem t(8;21) (p=0.039) ve hem de
inv(16) (p=0.015) ile anlamli korelasyon gdsterilmis olmasina ragmen, eriskin AML
olgularinda t(8;21) (p=0.000) ile anlaml1 korelasyon gésterirken ve inv(16) p(0.244) ile

iliskili bulunmamustir.
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SPINK?2 kontrole gore yiiksek ve diisiik eksprese eden olgular t(8;21), t(15;17)
ve inv(16) varhigina gore kiyaslandi. t(15;17) pozitif olgular icin tim bireylerin
%75’inde SPINK2 ekspresyonu ortalamanin iistiindedir. Bu oran ¢ocuklarda %2100,
erigkinlerde %57 tir. Tum AML olgularindan t(8;21) pozitiflerin %18’ inde SPINK?2
ekspresyonu yiiksek bulundu. Cocukluk ¢agt AML olgularindan t(8;21) pozitiflerin
%33’lnde ve erigkin AML olgularindan t(8;21) pozitiflerin %12’sinde SPINK2
ekspresyonu yiiksek bulundu. inv(16) pozitif tim olgularda SPINK2 ekspresyonu
yuksek bulundu.

t(8;21) pozitif olgularda SPINK2 ekspresyonu azalmis, inv(16) pozitif olgularda
ise artmustir. Bu iki translokasyon da CBF transkripsiyon faktorii ile iliskilidir. t(8,21)
translokasyonunda 21. kromozomda bulunan CBFalfa2 (AML1, RUNX1) geni 8.
kromozomda bulunan ETO geni ile fiizyon olusturur. inv(16) sonucunda ise CBFbeta
ile MYHI1 flizyon geni olusmaktadir. CBFalfa ve CBFbeta alt {initeleri bir araya
gelerek fonksiyonel olan CBF transkripsiyon faktoriinii olusturmaktadir. SPINK2’ nin
hem CBFalfa2 alttinitesini ilgilendiren t(8;21) hem de CBFbeta altiinitesini ilgilendiren
inv(16)’lh  olgularda SPINK2’nin ekspresyonun degisimesi CBF’nin normal
fonksiyonunun degisimine bagli olabilecegini diislindiiriir. Normal durumda SPINK2
CBF transkripsiyon faktérii tarafindan diizenleniyor olabilir. Inv(16) varliginda olusan
fiizyon protein SPINK2 ekspresyonunu arttici ve t(8;21) sonucu olusan fiizyon protein

ise SPINK2’nin ekspresyonunu azaltici etki gdsteriyor olabilir.

Toplam 14 cocukluk cagt AML olgusunun FAB smifi bilinmektedir. Bu
olgulardan M2’li olgularin %50’sinde, M3 olan olgularin % 83 iinde ve M4 olan
olgularin %83 tlinde SPINK2 ekspresyonu artmistir. Eriskin AML olgularindan MO
olan olgularin %100°t, M1 olan olgularin %75, M2 olan olgularin %67, M3 olan
olgularin %75, M4 olan olgularin %86, M5 olan olgularin %100 ve M7 olan olgularin
%100 oraninda SPINK2 ekspresyonunun arttig1 tespit edilmistir. FAB simiflar ile
SPINK2 ekspresyonu arasinda Mann-Whitney U testi ile anlamli bir korelasyon tespit
edilememistir (p=0,331).

HL60, NB4, THP1, K562, Jurkat, Nalm6 , MCF7, HeLa, HUVEC, hFOB, 293T
ve US87 hiicre soylarinda SPINK2 ekspresyonu kantitatif RT-PZR seviyesinde
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incelenmistir. AML hiicre soylarindaki SPINK2 mRNA ekspresyonu diger hiicre
soylartyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmis bulundu
(p=0,009). AML ile birlikte 16semi hiicre soylarindaki SPINK2 ekspresyonu yine
16semi dis1 hiicre soylariyla kiyaslandiginda anlamli derecede artmis bulundu (p=0,041).
SPINK2 hiicre i¢i protein diizeyi AML hiicre soylarinda, diger hiicre soylarina gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmis bulundu (p=0,009). Hiicre disina salgilanan
SPINK2 protein diizeyi ise AML hiicre soylarinda diger hiicre soylariyla
kiyaslandiginda istatistiksel olarak farklilik bulunmadi (p=0,282). Daha 0Onceden
yapilmis ¢aligmalarda Lenfomada ve umbilikal cord’tan elde edilen primitif
hematopoietik kok hiicrelerde ve bazi 16semi hiicre hatlarinda yiiksek seviyede eksprese
edildigi bildirilmistir (12,22). Sonuglarimiz bu yonden literatiir ile uyumlu bulunmustur.

AML olgularma ait serum ve protein elde edilebilecek hiicre 6rnekleri
bulunmadig1 igin hiicre soylarinda SPINK2 protein diizeyi ELISA yontemiyle analiz
edildi. mRNA diizeyindeki farkliliklarin hiicre igindeki ve hiicre disina salgilanan
SPINK2 protein miktarina ne kadar etki ettiginin tespit edilmesi hedeflendi. SPINK2
mRNA diizeyi ile hiicre i¢i protein diizeyi ve hiicre disina salgilanan protein diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon bulundu (sirasiyla p=0,00004 ve
p=0,047). Hiicre ici protein diizeyi ile salgilanan protein diizeyi arasinda yine
istatistiksel olarak anlamli iligki bulundu (p=0,015). Hiicrede mRNA transkripsiyonu
sonrast (posttranskripsiyonel) ve protein sentezi sonrasi (posttranslasyonel) protein
diizeyi kontrol edildigi i¢in her zaman sentezlenen mRNA protein {irline donligmeyebilir
veya sentezlenen proteinler islenerek fonksiyon kazanmayabilir. SPINK2 mRNA diizeyi
ile hiicre i¢1 protein diizeyi arasinda giiglii bir korelasyon olmast mRNA diizeyindeki
degisimlerin direk protein diizeyine yansidigini gostermektedir. Ayrica hiicre i¢indeki
SPINK?2 protein diizeyi ile salgilanan protein diizeyi arasinda anlamli korelasyon olmasi
sentezlenen proteinlerin  islenerek, salgilandigini  ve fonksiyonel oldugunu
gostermektedir.

Incelenen AML olgularinin %71’inde RT-PZR ile SPINK2 mRNA diizeyinin
kontrole gore artmis bulunmustur. Erigkin AML’de anlamli diizeyde artmistir
(p=0,042). AML ve SPINK2 arasindaki iliskinin ¢oziilebilmesi i¢in daha fazla
calismaya ihtiya¢ duyuldugu goriilmektedir. Bu tez calismasi AML hastalarinda
SPINK2 ekspresyonun analiz edildigi ilk c¢alisma olup, bu alandaki calismalarin

baslangici niteligindedir.
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FORMLAR

GENETIK TANI AMACLI BASVURAN HASTALAR ICIN BILGILENDIRILMIS ONAM FORMU

Burada attigim imza ile genetik testlerimin yapilmasi, materyalimin saklanmasi ve geregi halinde kimlik bilgilerim
sakli kalmak kosulu ile elde edilen verilerin 1.U. DETAE Genetik AD tarafindan organize edilen veya desteklenen
bilimsel caligmalarda kullanilmasini kabul ediyorum ve bu onay1 verirken asagidaki bilgileri okudugumu, anladigimi
ve kabul ettigimi de tasdik ediyorum.

(Bu belge 1 sayfadan olusmaktadir)

NOT:

Zihinsel 6zlrll Kisiler, bilinci kapali olanlar ve resit olmayan ¢ocuklar i¢in bu belge velisi veya vasisi tarafindan

doldurulacaktir. Kararmmizdan once asagidaki bilgileri litfen okuyunuz.

Formu Okuyup Imzalayan Kisinin; Bilgilendiren Kisinin;
Ad1 ve Soyadr: Ad1 ve Soyadr:
Hastaya Yakinlik Derecesi: Tarih:

Tletisim Bilgileri: Imza

Tarih:

Imza:

1. Kolunuzdan 10 (1 tip) ml. kan alinmasi gerekmektedir. Bu kandan, DNA/RNA/ hicre elde edilecektir. Bu
asamada basarisiz olundugunda bir kez daha kan vermeniz istenebilir. Kan alma iglemi ile ilgili riskler arasinda
bayilma, agr1 ve/veya kan alma bolgesinde morarma sayilabilir. Ender durumlarda igne deliginin yerinde enfeksiyon

ya da kiigiik bir kan pihtisi olabilir. Olas1 bir soruna kars1 gerekli tedbirler tarafimizdan alinacaktir.

2.Tan1 Orneginiz boliimiimiize ulagtiktan sonra kayit edilip, numaralandirilarak, kisisel bilgileriniz gizli tutulacak
sekilde saklanmaktadir. Ornegin tan1 amagl kullanimin;

Kabul ediyorum Q Kabul etmiyorum 4
3. Alinan biyolojik drneklerden DNA/RNA/hiicre materyaliniz izole edilerek saklanacaktir. Olusturulan bu arsivde
kisi isimleri kullanilmayacak, 6rnekler numarali olarak korunacaktir.
4. Tan1 6rneginizde istenen tetkikler tamamlandiktan ve yasal siire boyunca saklanacak sekilde arsivlenecektir. Tant
amagli yapilan analizler raporlandiktan sonra artan materyal hastaliklarin genetigini aydinlatmak ve tedaviye yonelik
yeni hedeflerin belirlenmesini amaglayan ve DETAE’de gergeklestirilen bilimsel arastirma projelerinde kullanilabilir.
Orneginizin bilimsel ¢alismalara dahil edilmesini

Kabul ediyorum Q Kabul etmiyorum 4
5. Calisma sonucunda tedaviye yonelik bir cevap elde edilmeyebilir. Ancak arzu ederseniz kisisel bulgulariniza
ulasma hakkina sahipsiniz. Ornegimde belirlenen bulgulari 83renmek

Istiyorum O Istemiyorum O
6. Elde edilen genetik bilgiler sifre korumali bir bilgisayar programinda korunacaktir. Kisisel ve tibbi bilgileriniz
igyeri, egitim kurumu ve sigorta sirketi gibi li¢lincii sahislara aktarilmayacaktir.
7. Arastirma sirasinda genetik test sonuglarinin sizi ve ailenizi psikolojik veya diger bir yonden etkileyecegini
diistinmeniz durumunda, arastirmadan isteginiz iizere ayrilabilirsiniz.

8. Bu calismada sizden maddi bir beklentimiz olmadig: gibi size maddi bir katkis1 da olmayacaktir.
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9. Bu ¢aligmaya katilmay1 reddedebilir ya da herhangi bir asamada vazgegebilirsiniz. Bu talebiniz, gelecekteki takip
ve tedaviniz uzerine olumsuz etkisi olmayacaktir.

10. Goniillii rizasina bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma harici birakilabilirsiniz.
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Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi
[
Tarih
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15.09.2017

Konu: Yirirluge Giren Proje Oneriniz
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Sayin Dog.Dr. Sema SIRMA EKMEKCI
Asagida bilgileri 6zetlenen proje &nerinize ydnelik degerlendirme streci tamamlanmis ve BAP Komisyonu
goriilen projeniz, proje sdzlegmesinin Rektériok  Makami  tarafindan

tarafindan  desteklenmesi uygun
onaylanmasiyla yirarlige girmis bulunmaktadir.

Tebrik eder, ¢aligmalarinizda basganlar dilerim.

Saygilanimia,
Prof.Dr. Ahmet YESIL
Koordinatér
Proje Baghd: AKUT MIYELOID LOSEMIDE SPINK 2 EXPRESYONUNUN ARASTIRILMASI

Proje No: TYL-2017-26523
Proje Turi: Y.Lisans

Siresi: 12 ay
Bastama Tgrihi: 15.09.2017

- Onaylanan Butcesi: 6.999,06 TL
, " Proje Yoritiicust: Doc.Dr. Sema SIRMA EKMEKCI

Aragtirmaci(lar). SOMBUL GEZER
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ETiK KURUL KARARI

T.C.
iSTANBUL UNIiVERSITESI
iSTANBUL TIP FAKULTESI
KLINiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

Say : 537 Tarih : 24.05.2017
Konu: Dog. Dr. Sema Sirma EKMEKCI hk.

Sayin Dog. Dr. Sema Sirma EKMEKCI
Genetik

ilgi : Genetik Anabilim Dalinin 19/04/2017 giin ve 150450 sayih yazisi

Sorumlu arastiricih@ini Gstlendiginiz ve Dr. Sumbul GEZER' in yurUtecegi 2017/438 dosya numaral
“Akut Miyeloid Losemide Spink 2 Expresyonunun Arastiriimasi” baglikli ¢alisma kurulumuzun 12/05/2017 guin ve 09
sayili toplantisinda gérusulerek etik yonden uygun bulunmus olup, tutanaklar ekte sunulmustur.

Bilgilerinizi rica ederim.

'

am

Prof. Dr. A.Yagiz URESIN
istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Aragtirmalar

X Etik Kurul Bagkani

Eki: Istanbul Tip Fakdiltesi Klinik Aragtirmalari Etik Kurulu Karar Formu
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INTIHAL RAPORU iLK SAYFASI

AKUT MIYELOID LOSEMIDE SPINK2 GEN IFADESININ
ARASTIRILMASI

ORMINALLIK RAPORU

13 49 W6 %6

BENZERLIK ENDEKSI INT ERNET YAYINLAR OGRENCIODEVLERI
KAYNAKLARI



86

OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Ad1 SUMBUL Soyadi GEZER

Dog.Yeri |ISTANBUL Dog.Tar. |10.05.1979

Uyrugu |T.C TC Kim No |33577743100

Email Sumbulgezer34@gmail.com Tel 05357288773

Egitim DUzeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili

Doktora

YUk.Lis.

Lisans ISTANBUL  UNIVERSITESI, FEN  FAKULTESI, 2000

BiYOLOJi BOLUMU
Lise EYUP ALIBEYKOY LISESI 1995
is Deneyimi (Sondan ge¢mise dogru siralayin)
Gorevi Kurum Siire (Y1l - Y1)
A SINIFI IS GUVENLIGI .

1. UZMANI AKADEMIK OSGB 2015-2017
2. BIYOLOJI OGRETMENI KULTUR DERSANELERI 2000-2010
3. -
Yabana Okudugunu " . KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma® | Yazma Puam Puam
INGILIZCE |iYi ORTA ORTA

*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhk Sozel

LES Puani 71,14318 69,96757 64,70814
(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

Microsoft Office

iyi

Yaynlary/Tebligleri Sertifikalari/Odiilleri
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