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I. GIRIS VE AMAC

Tiimér hiicrelerinin kemoterapiye duyarli olus ya da direng gelistirme
mekanizmalar: kismen anlagilmistir. Kemosensitif losemi ve solid
tiimorlerde, kemoterdpetik ajanlarin apoptozisi uyardiklar: gosterilmistir (1).
Tiimor nekrozis faktdr reseptér (TNFR) sliper ailesinde yer alan Fas’in
(CD95/Apo-1), Fas Ligandi (FasL) ya da spesifik antikorlarla uyarildig
zaman apoptozis olusturabilmektedir (2). Fas’m, solubl formu (sFas)
bulunmakta ve Fas molekiiliniin transmembran protein kismundan
ayrilmastyla olusmaktadir (3). sFas formunun FasL aracihi apoptozisi bloke
ettigi gosterilmistir (4). Fas/Fas ligand iligkisi, tlim&r hiicrelerine karsi
hiicresel 6ldiirmede 6nemli rol oynar. FasL, intrastoplazmik ve ekstraselliiler
kistmlar iceren transmembran (tm-FasL) bir proteindir Fas-L'min
ekstrasellitler kismumn, Zn™ baélmh bir metalloproteinaz tarafindan ana
yapidan kopanlip ekstraselliiler ortama dokiilmesiyle solubl FasL (sFasl.)
olusur. Hem sFasL hem de tm-FasL, Fas ile birlesip apoptozisi indiikleyebilir.
Fas, viicutta bir ¢ok hiicte yiizeyinde (T hiicreleri dahil) sunulurken, FasL'min
sadece aktive T hiicrelerinde, makrofajlarda, endotel hiicrelerinde ve immiin
ayricalikh hiicrelerde (tes:cis, gdz, beyin, plasenta), hiicre ylizeyinde
sunulduklarr  gosterilmistir (5). Son zamanlarda bazi tlimorlerin FasL
sunduklar1, sitotoksisitede rol oynayan ve Fas Ag'l tasiyan hilcrelerde
apoptozisi uyararak, immiin denetimden kagtiklar: yayimnlanmigtir (6).

Bu ¢alisma ile “gocukluk c¢ag1 lenfoid malignitelerinde serumda sFasL

yiiksekligi agresif klinik seyire neden olur” hipotezine yamt aranmustit.




II. GENEL BiLGILER

I-Apoptozisin Tanimi ve Tarihgesi

Apoptozis (fizyolojik hiicre 6liimii ya da programlanmis hicre
plimil), organizmada fizyolojik kosullarda pek g¢ok sistemin
homeostazini saglayan énemli ve 6nemli oldugu kadar da ilging bir
mekanizmadir. Hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri programli, aktif
RNA/protein sentezine ve enerjiye ihtiyag gdsteren bu fizyolojik &liim
formu, patolojik bir hiicre 8liim formu olan nekrozisden tamamen
farklidir. ilk olarak 1972 yilinda Kerr ve atkadaglarn (7), V.porta’yi
baplayarak yaptiklan galismada, karacigerde merkeze yakin hiicrelerde
beliren klasik nekrozis bulgularina karsin periferde tamamen farkls bir
morfolojinin olduguna  dikkat gekmislerdir. Hiicre sigmesi, hicre
parcalanmast ve hiicre patlafhasmm ver aldifi nekrozis bulgularinin
yerine, periferde hiicrelerde bir biiziisme durumunun olustugunu,
membranlarin ZEIOZIS denilen burusuk ve kabarcikli bir goriiniim
aldigii  saptamuslardir. Daha Onceleri “biizisme nekrozisi” olarak
adlandirilan bu olay, Kerr ve arkadaslan tarafindan ilk defa “fizyolojik
hiicre 6limii” olarak tanimlanmis ve APOPTOZIS adi verilmistir.
Yunanca’da APO (=ay113 ve PTOZIS (=diisen) kelimelerinden olusan
apoptozis, sonbaharda yaprak dékiimiinii tanimlayan bir kelimedir.

Kerr ve arkadaglarindan tam 8 yil sonra deneysel apoptozis ilk defa
Wyllie ve arkadaslan (8) tarafindan basarilmistir. Glukokortikoidlere
maruz birakilan olgunlagsmamis timus hiicrelerinde apoptotik hiicre
sliimiinii gerceklestiren bu arastinicilar, apoptotik hiicre DNA’smin
elektroforetik jel aymrimini yaparak, DNA biitiinliigiinin kalmadigini,
DNA’min  bantlardan  olusan  bir  merdivene  pargalandiim

kanitlamiglardir.




2-Apoptozisin Fizyolojik ve Patolojik Olaylardaki Yeri

Apoptozisin, embriyonik hayatta yaygin olarak goriilmesinin

yanisira  gelisimini tamamlamig organizmalarda, 6zellikle immiin

diizenlenmede kritik dnemi vardir (9). Apoptozis asagida belirtilen bir

cok fizyolojik ve patolojik olayda etkin rol oynamaktadir (10-12),
2.1-Fizyolojik Olaylardaki Yeri

e Embriyogenezis ve metamorfoz stirecinde programli hiicre

yikimi.  (Fetiis implantasyonu, organogenezis ve gelisim

siirecinde yaganan involiisyon)

e Eriskinde hormona bagli involiisyon. (Menstriial sikliista

endometrial hiicre yikimi, menapozda folikiil atrezisi,

laktasyonun kesilmesinden sonra meme bezlerinin regresyonu)

o Siirekli cogalan hiicre gruplarinda hiicre azaltilmasi. (Bagirsak

kripta epiteli)

o Immiin hiicrelerin se¢imi. (Hem B, hem de T hiicrelerinde

sitokin deplesyonundan sonra ve timusun gelisimi siasinda

otoreaktif T hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi)

2.2-Patolojik Olaylardaki Rolii

e Timérde hiicre 8limi. (Hem regresyon, hem de blyilime

asamasinda)

e Hormona bagimhl dokularda patolojik atrofi. (Kastrasyondan

sonra prostat atrofisi ya da glukokortikoid kullanimindan sonra

timusta lenfosit kaybi)

e Parankimatdz organlarda duktus tikanmasindan sonra patolojik

atrofi. (Pankreas, tiikriik bezi, bébrek tuibiiliislar)

o Sitotoksik T hiicreleri ile olusturulan hiicre 8liimil. (Immiin

rejeksiyon ve Graft Versus Host Reaksiyonu)




Bazi viral hastaliklardaki hiicre hasari . (Viral Hepatit vs.)

Bazi incitict etkenlerle olusan hiicre olimii  (Hipertermi,
radyasyon, sitotoksik antikanser ilaclart ve hipoksi gibi nekrozis
olusturabilen etkenler hafif dozlarda apoptozis meydana

getirirler.)

3-Apoptozisin Morfolojisi
Apoptozise giden hiicrelerin motfolojisi en iyi sekilde elektron

mikroskobu ile g&riinttilenebilir (13).

YWizey organellerinin kaybi: Mikrovillislar, baglanti noktalan
gibi Ozellesmis yapilar ortadan kalkar ve ytizeyi yuvarlaklasan
hiicrenin komsular: ile baglantisi kesilir.

Hiicre buzilmesi: Apoptotik hiicre komsu normal hiicreye gore
daha kiiclik, sitoplazmasi daha yogun, organeclleri normal
gorlintiste olmakla bitlikte daha sikisik bicimde bir araya
gelmistir,

Kromatin yogunlasmasi: Apoptozisin en tanitici bulgusudur,
Kromatin periferde nikkleus membrani altinda yogunlas.
Niikleus parcalanarak birka¢ béliime ayrilir.

Sitoplazmik baloncuklar ve apopftotik cisimlerin olugmast:
Apoptotik hiicrede énce yiizeye dogru tomurcuklanmalar olur.
Bunlar ayrilarak bazilart niikleus parcaciklarini da barindiran
sitoplazma ile siki bicimde paketlenmis organellerden olusan
membran ile sarili apoptotik cisimlere déniisiir.

Apoptotik hicre ve cisimciklerin fagositozu: Komsu normal

parankimal hiicreler ya da makrofajlarda gerceklesir.




4-Apoptozisin Mekanizmalar:

Apoptozis olayinin baginda hiicre hacmi yartya diiger. Hiicre, su ve

elektrolitlerini kaybederek daha yogun olan yapisal molekiiler topluluga
doniistir. Tomurcuklanma ve pargalara ayrilma olayinda transglutaminaz
enzimi etkili olmaktadir. Bu yolla sitozolik proteinler arasinda epsilon-
gama glutamil lizin, gapraz baglann olugsmasma ve dolayisiyla protein
polimerizasyonuna yol agarak, proteinlerin gli¢li kimyasal maddelere
karst  dayamkliligint  arttirmaktadir.  Transglutamine  proteinler,
membrann altinda, keratinize saglam bir kabuk olustururlar. Bu iglem
hem sekil bozuklugunu hem de kii¢iilmeyi agiklar niteliktedir.

Kromatin yogunlasmasi, kromatinin niikleozomlar arasindaki
baglant1 bolgelerinden ayrilmasi ile olusur. 180-200 baz ¢ifti ve
katlarindan olusan bir dizi oligoniikleozomal pargalar olugur. Bunlar
elektroforezdeki tipik merdiven goriintiistinden sorumludur. Bu olay
kalsiyama  duyarli ENDONUKLEAZLAR ile  olugmaktadir
Endoniikleazlar, nétral pH’da aktiftirler ve sitozolik serbest kalsiyuma ve
magnezyuma bagimlidirlar. Cinko ile inhibe edilirler (14).

Apoptotik cisimlerin fagositler tarafindan taninmasi, immiinolojik
olmayan bir mekanizma,ile olmaktadir. Makrofajlar lizerinde bulunan
ve hiicre adhezyon molekiilii ailesinden bir beta-3 integrin olan
VITRONECTIN reseptériiniin, apoptotik nétrofillerin  fagositozunu
sagladigl gosterilmistir, Vitronectin’in yaninda trombospondin, CD36,
N-asetilglukozamin, N-asetilkitobioz, glukozamin, mannozamin,
fosfotidilserin gibi molekiillerin de rol aldiklari gosterilmistir. Bu
molekiiller hiicre membraninda gizlenmis ya da korunmuslardir,

Apoptozis sirasinda belirgin hale gelmektedirler (15-17).




5-Apoptozis ve Nekrozisin Farklar

Hiicre 6limii baslica, nekrozis ve apoptozis olmak Gizere iki sekilde
meydana gelir. Bu iki 6liim seklinin morfolojik olarak belirgin
farkliliklar: vardir. Ani ve agi travma ile karsilasan, nekrozis ile Olen
hiicrede, sisme, membran gegirgenliinde artma, ozmotik lizis; dokuda
ise, apur yangisal zedelenme meydana gelir, Apoptotik hiicrede,
nekrozisin tersine en carpici degisiklik niikleusta olusur (Tablo 1). Hiicre
kiictiliir, mikrovillis ve desmozomlarinin kayb: sonucu komsu
hiicrelerden uzaklasir Hiicre yiizeyinde "bleb"ler (sitoplazmik ¢ikintilar)
meydana gelir. Sitoplazmada yoZunlasma, hiicre dansitesinde artma,
kromatinde yogunlasma ve niikleer zarf yakininda toplanma gortlir.
Daha sonra tim nitkleus yogunlasir ve DNA'da yaklagik 180-200 bp
multimer biiytikliginde parcalanma meydana gelir. Hiicre, her biri
membranla kapli bir ¢ok apoptotik partikiile ayrilir. Apoptotik hiicrelerde
nekrozisin aksine, membran biitiinligli bozulmamugtir, Fagositozu
kolaylastiracak membran degisiklikleri erken evrede bile vardit. Komgu
hiicreler va da &zel fagositler tarafindan bu membran kapl partikiiller
fagosite edilerek dokudan hizla uzaklastirildigy igin yangisal reaksiyon
gériilmez. Bu nedenle apoptozis sessiz 6lim seklinde ifade edilebilir
(18).
6-Apoptozisin Tetikleyici ve inhibitorieri ile Hiicre i¢i Sinyal Tletimi

Hiicrelerde apoptozisi indiikleyen ya da inhibe eden bir ¢ok ajan
tammlanmustiy. Bunlar Tablo 2 ve Tablo 3’te gosterilmistir. Bu ajanlar
hiicre ici sinyaller olusturarak yeni gen ve gen {irtinlerinin sunumuna yol
acarlar. Bu sinyaller arasinda, hiicre i¢i kalsiyum, protein kinazlar, gen

sunumundaki degisiklikler ve transkripsiyon faktorleri sayilabilir (20,
21).




Tablo 1: Apoptozis ve Nekrozis Farklar1 (8)

BULGULAR

NEKROZIS

APOPTOZIS

TUTULUM

GEN IFADESI

HUCRE HACMI

KROMATIN YOGUNLASMASI
NUKLEOLUS GORUNUMU

CEKIRDEK ZARI
SITOPLAZMA

HUCRE ORGANELLERI
DNA KIRILMASI

AGAROZ JEL
ELEK TROFOREZI

CEVRE DOKUDA YANGI

KITL ESEL

GEREKMEZ

ARTAR

UNIFORM

KOMPAKT

GEC EVREYE KADAR
KORUNUR

GEC EVREDE PARCALANIR

KAYBOLUR

GORULMEZ

NON SPESIFIK

VAR

TEK 1EK HUCRESEL
GEREKIR

AZALIR

GRANULER
GRANUILER

ERKEN EVREDE
PARCALANIR

APOPTOTIK
YAPILAR OLUSUR

GEC EVREYE
KADAR KORUNUR

KAREKIERISTIKTIR

MERDIVEN
GORUNUMU

YOK

Tablo 2: Apoptozis Inhibitérleri (19)

Fizyolojik

Viral Genler

Farmako-Ajanlar

Biylime faktoileri
Ekstraselliiler Matriks
CD40 ligand

Notral aminoasitler
Cinko({endoniikleaz
inhibit&rii)

Ostrojen

Androjen

Adenovirus E1B
Baculovirus p35
Baculovirus IAP
Cowpox viriis crmA
EBVBHRE-UMP-1
African swine virlis
Herpesvirus y134.5

Calpain
inhibitoileri,
Sistein
inhibitérleri,
Tiimor uyaranlari:
-PMA
-Fenobarbital
-Hexaklorosiklo
heksan

proteaz




Tablo 3: Apoptozis Uyaranlar: (19)

Fizyolojik Hasarla iliskili Tedavi Ajanlarn Toksinler

TNF ailesi Sicak soku e Kemoterapétikler: e FEtanol
FasL, TNF Sisplatin,
Besin yoklugu Bleomisin e Beta-
Kalsiyum Doksorubisin, amiloid
Viral Ara-C, peptld
TGF-beta enfeksiyonlar ~ Methotreksat

Transmitterler Bakteriyel e (Gama radyasyon
Glutamat, toksinler
Dopamin, ¢ UV radyasyonu
n-metil-d aspartat e Onkogenler:
Glukokortikoidler mye, rel, EIA

o Biyiime faktér e Tiimér
azh g1 siipresdrgeni
P53,
Hiicresel o Sitolitik T
temasin hiicrelert
kaybolmasi Oksidanlar

Serbest
radikaller

KALSIYUM: Apoptozisin erken dénemlerinde sitozolik iyonize

kalsiyum diizeylerinde artis oldufu gosterilmistir (11). Bu artis bazi

latent enzimleri aktive ederek apoptotik hiicrelerde bir takim yapisal
degisikliklere yol agar. Bu enzimler arasinda Kkalsiyum bagimh
endoniikleaz ve doku transglutaminazlan vardir (22,23). Bunun yaninda
kalsiyum baglayic1 protein KALMODILIN’nin de ¢cAMP’yi arttirarak
protein kinaz A’y aktive ettigi ve apoptozise yol a¢tigi gdsterilmigtir
(21). Bunlara ek olarak KALBINDIN D28K da 6rnek verilebilir (24).
PROTEIN KINAZLAR: Protein fosforilasyonunda rol oynayan

membran ve sitozolik enzimlerin, apoptotik sinyallerin iletiminde énemli




olduklar1 kamitlanmigtir. Bu enzimlerden protein kinaz A (PKA)
apoptozisi indiiklerken, protein kinaz C (PKC) inhibe etmektedir (21,25).

GEN _ SUNUMUNDAKI _DEGISIKLIKLER _VE _NUKLEER
TRANSKRIPSIYON FAKTORLERI: Apototik hiicrelerde  sunumu

degisen bir cok gen tanimlanmusgtir; bel-2, p53, c-mye.

Bcl-2 Geni: B cell lymphoma/leukemia-2 genin kisaltilmis adidir,
Follikiiler non-Hodgkin lenfomalarda, 18q21’deki normal yerinden,
immiinglobulin agir zincir lokusuna yakin 14g32’ye kromozomal
translokasyon (t14;18) saptanmigtir. Yer degistirten bcl-2 geni, bu
translokasyon sonucunda, kodladifi proteinin asir1 yapimina yol
acmaktadir. Bel-2 varhgi tek basina lenfoma énciisti degildir. Ancak
yatkinlik yapmaktadir. Bcl-2 apoptozisi durdurmaktadir (26). Bcl-2
niikkleus membran, endoplazmik retikulum ve mitokondrial membranin

dis yapraginda bulunur. Membranlar {izerinde bulunmasi iyon dengesi ile

(Ca™) iligkili olabilecegini diisindtirmektedir (27). Hiicrede bcl-2

kendisi ile goreceli olarak daha zayif homoloji gosteren bir bagka gen,
BAX, ile heterodimer olusturabilir. Olusan bel-2/bax heterodimeri, bel-
2’nin apoptozisi Onleyici etkisi igin zorunlu goriillmektedir (28).

p53 Geni: DNA hasari'olustugu zaman,Gi’den S fazina gegisi bloke
ederek hasarin tamirine zaman taniyan bir niikleer/matriks proteinidir.
Molekiil agirliginin 53 kDa olmasi nedeniyle bu adla anilan p53, hiicrede
DNA hasar1 kritik seviyenin lizerine ¢iktifi zaman apoptozise yol
agmaktadir (29,30). p53, spesifik DNA dizilimine baglanabilmekte ve
aralarinda p21 ve GADD45’in de bulundugu spesifik genlerin
transkripsiyonunu arttirmaktadir. GADD45 ve p21°in, “cdk-cyclin”
molekiiler kompleksine baglanarak kinaz aktivitesini inhibe ettikleri, bu

sekilde pRB fosforilasyonu ve S fazina gegisin inhibe oldugu, GADDA45’




in ayni zamanda DNA’nin kesip-gikarma tamirini arttirdigi gosterilmistir
(30,31).

p53, agulikii olarak DNA hasart sonucu apoptozisi uyarmakla
birlikte, belirgin DNA hasann olmayan hiicrelerin uygunsuz olarak
cogalmaya itilmeleri durumunda da S fazindaki hiicrelerin apoptotik
slimiine yol acabilmekiedir (30,31). Diger taraftan S fazindaki
hiicrelerde DNA hasar1 olusturulmasinin p53°ten bafimsiz olarak da
apoptozis yaratabildigi gosterilmistir. Go’daki hiicrelerde goriilmeyen bu
kapasite, timor tedavi stratejileri yontinden 6nemli gdriinmektedir
(32,33).

Ayrica p53’iin, hem bel-2 hem de bax genlerinin sunumunu
etkiledigi, ancak bel-2 ve bax’in farkli yonlerde etkilendikleri
bulunmusgtur (34).

c-myc_Geni: Cogalma ile ilgilidir. EA1’e benzemekte olup, dual
ctkilidir. Hem cogalmay1 hem de apoptozisi uyarir. p53 bloke edilen
farelerin c-myc’nin tetikledigi apoptozise direngli oldugu gdsterilmistir.
Insan kaynakli tiimétlerde bu genin, ya diizensizlestigi ya da mutasyona
ugradigt gosterilmistir. Biiylime faktorlerinin ortamdan gekilmesi ile
apoptozise neden olmaktadit (35).
7-Apoptozisde Fas/Fasl. Ara Yolu ve Patolojideki Rolii

Fas/FasL Geni: 1989 yilinda iki farkli grup arastirici  birbirinden

bagimsiz olarak, degisik hiicre serileri Gizerinde sitolitik etki gdsteren
fare kaynakli antikorlar izole etmiglerdir. Antikorlar tarafindan tanman
hiicre ylizey proteinleri Fas olarak adlandiriimugtir. Insanda Fas geninin

10. kromozomda, Fasl. geninin 1kromozom fiizerinde oldugu

gosterilmistir (36). Fas/FasL etkilesimi, immiin sistemin ayricaliinin

devam: ve homeostazi icin onemlidir (37). FasL’nin ya da anti-Fas

monoklonal Ab’nin hiicre 6liim yiizey reseptérii olan Fas’a baglanmasi,
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Fas tasiyan hedef hiicrelerde APOPTOTIK hiicre dliimiiyle sonuglanir
(38,39). Bu olaya CASPASE ( Cys catalytic Asp targeting protease )
enzim sistemi aktivasyonu eslik eder (40).

Fas/FasL vyolu ile 6ldiirme, sitotoksik T hiicreleri i¢in &ldiirmenin
snemli bir yolunu olusturur (41). Hiicrede olusan bir hasar sontasinda,
szellikle DNA hasar1, Fas reseptorii artist olugmaktadir. Bunu takiben bu
hiicrelerde Fas/Fas-L bagimli yol ile apoptozis meydana gelmektedir. Bu
olayda Fas reseptdr artiginin p53 bagumli oldugu gozlenmistir (42).
7.1-Fas Antijeni ve Solubl Fas Antijeni

Hiicre yiizey reseptorii olan Fas, APO-1 ya da CD95 olarak
isimlendirilir. Fas, timér nekrozis faktdr (TNF) ve sinir bitylime faktori
reseptorti (NGFR) ailesinin bir iiyesidir. Sisteinden zengin tip I
transmembran glikoproteinidir. 46-48 kDa aguliginda olup, 335 amino
asitten olusmaktadir (43,44). Ayrica Fas’mn solubl (sFas) formu
meveuttur ve transmembran formundan 63 baz segmenti kadar eksiktir
(3). sFas’m, FasL tarafindan indiiklenen apoptozu bloke ettigi
gosterilmistir (4). Anormal yiikselmesi “Fas ve FasL molekiilleri
tarafindan indiiklenmis olabilir” denilmektedir (45). Ayrica sFas, ylizey
Fas’indan bagimsiz olarak idare edilmektedir.
7.2-Fas Ligandi ve Solubl Fas Liganda

Son zamanlarda Fas gibi artis gosteren Fas ligandi molekiiliine
isaret edilmistir. FasL’nin degisik durumlardaki artigi hiicre dliimleri ile
sonuglanmaktadit. FasL, tip II transmembran glikoproteini olup, TNF
ailesi Uyesidir. Sitoplazmik amino terminali ve ekstraselliiler karboksi
terminali vardir. Amino terminali prolinden zengindir. Matriks
metalloproteinazlar tarafindan inhibe edilebilmektedir Molekil agirhg
yaklagik olarak 37-42 kDa’dur (2). Bu protein 278 aminoasitten

olusmaktadir (44). Cogunlukla aktive T hiicreleri tarafindan sunuldugu
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diisiiniilmiistir Ancak  aktive B ve T hiicrelerinde, monositlerde,
makrofajlarda, endotel hiicrelerinde, immiin ayricalikli hiicrelerde; goz,
testis, over, hamile uterusu, beyin ve plasentada sunuldugu gdsterilmistir

(2,5). Son ¢aligmalarda FasL disinda serumda solubl FasL (sFasL)

saptanmistir.  FasL’in  ekstraselliller  kisminin Zn*  bagmli

metaloproteinaz tarafindan ana yapidan koparilip ekstraselliiler ortama
dokiilmesi ile sFasL olusmaktadir (2). Insan sFasl. 23-26 kDa agitliginda
bir glikoprotein olup, FasL'in ekstraselliiler formundan olusmaktadir.
Apoptozis olusumunda her iki formu da Fas’a baglanmaktadir (2,46).
Dolasimdaki yiiksek diizeydeki FasL’nin insanda hastalifa neden olup
olmadig1 bilinmiyor (47).

7.3-CASPAS Sistemi

“APOPTOTIK HUCRE OLUMU” 6zelligi gdstermektedir. Apoptozisin
iletrlemesinde ve sonuglanmasmda “CASPAS SISTEMI” adi verilen
anahtar oyuncular vardir. Bunlar bir seri proteazlardir. Memelilerde 13
caspas tamimlanmistir (Tablo 4). Fas/FasL sisteminin tetikledigi
apoptozisde de ¢esitli caspas sistemi aktive olmaktadir (48).

Tablo 4: Memelilerdeki CASPAS Sistemi (49)

Caspas / Eski ismi Fonksiyonu Hedefi  Substrata

Caspas 1, ICE Inflamasyon WEHD  Pro-IL-1beta, kendi
Caspas 2, ICH-1/NEDD-2 Baslatic1? DQQD Kendi ?

Caspas 3, CPP326/YAMA/apopain  Etkin DEVD PARP, Ul-70K, PK
Caspas 4, TX/ICH-2 Inflamasyon WVRD  Pro-IL-18, kendi
Caspas 5 Inflamasyon WVRD Kendi ?

Caspas 6, MCH-2, Etkin VEHD  Laminler

Caspas 7, MCH-3 Etkin PARP

Caspas 8, FLICE/MACH/Mch-5 Baglatica VETD  PARP, kendi
Caspas 9, ICE-LAP6/Mch-6 Baglaticy ‘PEPD PARP, kendi
Caspas 10, Mch4 Baslatic1 ? IETD Procaspas 3,7
Caspas 11 Inflamasyon

Caspas 12 Inflamasyon

Caspas 13 Inflamasyon
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CASPAS’lar; 3 domain igeren proenzim olarak sunulurlar (30).
1. NH2 terminal domaini

2. Bilyiik subunit (20 kDa)

3. Kiglik subunit (10 kDa)

Once biiyitk ve kiigiik subunitler bir araya gelir ve 2 heterodimer
tetramer olusturmak iizere birlesirler. Bagimsiz gorev yapan 2 tane
katalitik bdlge igerirler. NH2 terminali, aktivasyonun diizenlenmesinde
gorev almaktadir (50). Substratlarindan bir aspartat rezidiisiinii ayuirlar,
Bazi caspaslar baslatici, bazi caspaslar ise etkin olarak gorev
almaktadirlar  Etkiledikleri bolgedeki dért residii igin spesifik olan ii¢
grup tanimlanmig (40):

o Grup-1: Interldkin l-beta converting (ICE/caspas-1) igerir.

WEHD substratina sahiptir,

o Grup-2: CASPAS 2, 3, 7 ve CED-3 ( C. Eleganstaki Ced-3

geni tarafindan tretilir). Bunlar DexD ile birliktelik gdsterir.

¢ Grup-3: CASPAS 6, 8, 9 igerir. ExD (IVL) ile birliktelik

gosterir.

Grup 2’teki iiyelerdon Caspas-3 ya da CPP32’nin, hiicresel
hedeflere aktivasyonun akmasinda bag sorumlu caspas oldugu
distiniilmektedir. DNA tamit proteinlerinden olan “Poly (ADP-ribose)
Polymerase” (PARP)'m yikimindan sorumludur, Grup 1 caspaslarin
apoptozis stirecinde 6nemli bir rol oynadiklan diistintilmiiyor. Grup 3 ise
grup 2 ve dier caspaslarmin aktivasyonunda rol aldig1 diisiintilmektedir
(50).
8-Fas/FasL Ara Yolunun Molekiiler Mekanizmas)

Fas’in  sunumunu takiben hiicrede meydana gelen 6liim,

muhtemelen Fas trimerizasyonu ile olmaktadr. p53 gen aktivasyonu,
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Fas sunumuna ve hiicre yiizeyine tasinmasina neden olmaktadir (51).

Fas-L’ in Fas’a capraz olarak baglanmas ile Fas reseptérli trimerik bir

yap1 kazanu. FasL homotrimetik bir molekildiir . Her bir FasL'1 3 tane

Fas molekiilii baglar. Fas ligasyonu, reseptdriin birlesme egiliminde olan

DD (Death Domain) bdlgelerinin kiimelenmesini saglar. Daha sonra

FADD (Fas Activated Dead Domain), TRADD (INF- Reseptor-

Associated Death Domain), MORT-1 (Mediator Of Reseptor-induced

Toxicity) adaptdr proteinleri olarak adlandirilan proteinler, kendi

bolgeleri {izerinden, kiimelenmis DD bolgelerine baglamir. FADD aym

zamanda DED (Death Effector Domain) denilen bolgeler icerir (53).

DED bblgesinde Fas’in sitozolik &liim bélgesi bulunur. FADD efektér

bolgesinin caspas-8 ve caspas-10 igerdigi gosterilmigtir. DED’ler

caspas-8’ in bulundugu domainlére baglanir. Olasilikla FADD fizerinden

caspas-8 aktive olmakta ve caspas kaskadi agafi dogru ilerlemektedir

(49). Bu olayda caspas-8’in proenzim formunun &lim kompleksinin

iiyesi olarak rol oynadigi dusiiniilmektedir. Son zamanlarda Fas’in

sitoplazmik  bdlgesi ile iliskili 3 genden olusan protein kodu

taumlanmistir. Bunlar FADD, Receptor-Interacting Protein (RIP),

Factor of Apoptosis (FAP-)I)’dir.‘ FADD ve RIP proteinleti hiicrede agir1

sunulduklarinda apoptozise neden olmaktadirlar (52). FADD geni

olmayan fare calismalarinda, FADD’mn, Fas’in neden oldugu apoptozisde

dnemli ol oynadify ve FADD eksik olan farelerde embriyonal dlime

neden oldugu gosterilmistir (53). Fas bagimh liime rezistans hiicrelerde

ise FAP-1 sunuldugu gosterilmistir (54).

FLICE inhibiting proteinler (V-FLIP) : Herpes virlis ve Pox

viriis'te bulunmaktadir ve Fas aracili apoptozisi inhibe etmektedir (55).
Hiicresel FLIP, FLAME, CASH, I-ELICE, USURPIN, CLRP olarak da
bilinmektedir. FADD ve caspas-8°deki karsilikli birlesen DED
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bolgelerine benzer DED igerir. FLIP’in rolii 2 y6nludiir. Apoptozisi

* inhibe ya da aktive eder (56).

SPI-2 proteini (Cytokine Response Modifier= CrmA), ilk olarak
pox viriste tanumlanmustir (57). Bu aym zamanda ICE, Caspas-3 (CPP-
3), Caspas-8 inhibitériidiir ve degisik iflamatuvar yanita sahiptir (58).
SPI-2 proteinleri Fas yolu ile hedef hiicrelerin T hiicre aracilif ile olugan
liziste genel olarak 1ol almaktadir. Ayrica SPI-2 proteini DNA
parcalanmasini saglayan graniiler eksositoz (Granzim-B) yolunun
komponentlerini tasidift gosterilmistir (59). Bacula viriis tarafindan
tretilen p35°in caspaslart inhibe ederek  apoptozisi durdurdugu
gosterilmistir  (60). Son zamanlarda [nhibitor of Apoptoz (IAP)
tanimlanmistir. IAP endojen memeli hiicre 6liim inhibitoriidiir ve CrmA
ve p35°den farkhidir (61). Ancak calisma mekanizmasi hakkinda tam
bilgi elde edilememistir.

Son olarak tamimlanmig olan DEDD ( DED-containing DNA-
binding protein), Fas’in neden oldugu apoptozis siiresince niikleusa

transloke olmakta ve biyosentez aktivitelerini durdurmaktadir (62).

9-Tetiklenmis Hiicre ('jliim\ii Aktivasyonunda ( Activation-Induced
Cell Death-AICD ) Fas Ligand Sunumunun rolii
Fas tarafindan Fas-L’in baglanmasi ile tetiklenen apoptotik hiicre
oliimii, immiin fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynayan AICD’de
onemli rol oynamaktadir.
AICD iki fonksiyona hizmet etmektedir (63):
[. Antijenin uzaklastirilmasindan sonra T hiicre klonlarinin
artmasinin sinirlanmast,
2. Otoreaktif periferal T hiicrelerinin inaktivasyonu. Bu hiicreler

timilisiin negatif seciciliginden kagmaktadir.




AICD, T hiicrelerinde Fas/FasL araciligi ile olusmaktadir. Hiicre
yogunluguna bagimli degildir. Elde edilen deliller, &limiin otokrin
olarak, benzer sekilde Fas reseptorii tasiyan hiicrelerde FasL tarafindan
tetiklendigini gdstermistir (41). Fas/Fas-L sisteminin AICD’ki rolii Lpr
(Fas) ve gld (FasL) defektli farelerde net bir gekilde rapor edilmisti
(64,65). Lpr defektli farelerdeki olgun T hiicreler antijen ya da anti CD3
ile stimiile oldugu zaman hiicre oliime gitmemekte ve bu farelerde
otoimmiin hastaliklar gelismektedir. Denek farelerde, splenomegali,
hipergammaglobulinemi, otoimmiin hemolitik anemi, trombositopeni,
notropeni gortilmektedir (66).

Fas/FasL ile oliim, immin ayricalifm idame ettirilmesi icin
onemlidir. Viicutta belli bélgeler immiin kontroliin disinda tutulmustur.
Ornegin immiin siipresér kullanmadan basarili korneal transplantasyon
yapilmasi, immiin ayricalifi ortaya koymaktadir. Bu gibi immin
ayricaliklt bolgeler arasinda testis, beyin, plasenta, géz sayilabilir (67).
Bu bélgeler FasL’: sunarak Fas (+) hiicreleri, lenfositler dahil, 6liime
gotiirmektedir (68).

Bu bolge hiicreleri gibi bazi timér hiicreleri de (melonoma, multibil
myelom, hepatoma, kolon CA, astrositoma) yliksek oranda FasL sunarak
bllyiimeletine devam etmekte ve immiin siirveyanstan kagmaktadirlar
(2,6). Ciinkii tim&r hticrelerine kars: aktive olmus sitotoksik T hiicreleri,
FaslL nedeniyle yok olmakta ve gérevini yerine getirememektedirler.
Efektor T hiicrelerinde Fas sunumunun olmas: efektif immiin siirveyans
i¢in bityiik bir bataklik olusturmaktadir (69).
10-Sitotoksik T Hiicrelerinin Hedef Hiicreyi Yok Etmede Fas/FasL
Ara Yolunun Rolii

Fas/FasL sistemi patolojik olmayan durumlarda immiin hiicrelerin

homeostazisinde rol almaktadir. Fas’a bagl ¢ldiirme, yabanci antijenin
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indiikledigi CD8 (+) T hiicrelerinin 8ldirme volunun bir formudur.
Immiinolojik etkin hiicreler olan NK hiicreleri ve sitotoksik T hiicreleri,
sitotoksisiteye katilarak, hedef hiicrede apoptozisi tetiklerler (70).
Malign hiicrelerin  yok edilmesinde sitotoksik T hiicrelerinin esas olarak
rol oynadify gosterilmistir. NK hiicreleri ise ikinci derecede rol
almaktadirlar ve 6nceden uyarilmalarina gerek duyulmamaktadir (71).
Son zamanlarda allojenik kemik iligi transplantasyonu sonrasi DLI
(Donor Lymphocyte Infusion) ile rélapslarin tam remisyona girmesi,
verilen dondr lenfositleri tarafindan tiimér hiicrelerinin yok edildigini
diislindiirmektedir (72). Bazi olgularda GVL (Graft Versus Leukemia)
devam etmesine ragmen rélaps meydana gelmesi bazi hiicrelerin immiin
slirveyanstan kactiklarini diistindtirmektedir (6).
Hedef hiicrelerin sitotoksik T hiicreleri tarafindan Sldiiriilmesinde 2
esas yol kullanilmaktadir (73):
1. Cabagiml graniil bosaltim1
e Perforinler (protein yapili porlar)
e Granzimler ( serin proteaz ailesi)
2. Ca bagimsiz Fas/Fas-L 6ldlirme yolu
Sitotoksik T hiicrelerinde graniil derivelerinin salintmi hedef
hiicrelerdeki MHC Class I molekiilii ile oldugu 6nceden bilinmektedir.
Bu graniiller sitotoksik komponentlerinin bir ¢ogunu igermektedir.
Bunlar PERFORIN (protein yapili polar) ve proteazlar (GRANZIM-A
ve GRANZIM-BY dir (74). Bu proteazlar serin proteaz ailesindendirler
(75).
PERFORINLER _ (protein  yapiuli porlar): Hiicre lizisinden

sorumludur. Bu basit olarak su sekilde agiklanabilir: Ca™ bagimli

perforinlerin toplanmas: hedef hiicte membran: iginde “por forming

unit’leri (CYTOLYSIN) olusturur (71). Cytolysin, Ca” bagmly,
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membrana bagli ve polimerize olan 70 kDa agiliginda bir proteindir.
Perforin ilk olarak hedef hiicreye sokularak geri déniisiimstiz olarak
polimerize olur. Perforin ve granzimin farkh olarak idare edildigi
diistiniilmektedir. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra yaklasik 20
kadar protein, membranda toplanir ve bir kanal olustururlar. Olusan bu
kanalin, biiyiik molekiillerin, ¢esitli mediatdrlerin, Ca"™®’nin intraselliiler
ortama gecisine izin verdigi diistintilmektedir. Bu fonksiyonun bozuk
oldugu farelerde normal sayiya sahip lenfosit ve NK’larm, enfekte
hiicreleri temizlemede yetersiz kaldiklar gdsterilmistir. Ancak hiict elerin

bu sistemin etkilerinden nasil korunduklar1 bilinmemektedir (44).

GRANZIMLER ( serin proteaz ailesi); Granzim A ve B’ den

olusmaktadir. Hedef hiicre DNA Qargalanmasmdan sorumludur. En az 8

grup serin proteazindan olugtugu saptanmistir (44). Yapilan deneylerde
granzim  eksikliginde ~CD8  (+) sitotoksik T  hiicrelerinin
sitotoksisitelerini  kismen de olsa devam ettirdikleri ancak NK
hiicrelerinin bunu basaramadiklart  gdsterilmistir (71,44). Yine aym
calismada, CD4 (+) T hiicrelerinde ise hi¢ azalma gorilmemigtir (71).
Granzim, depolandifi graniillerde pH’in diigiik olmasima bagl olarak,
enzim aktivitesi gostermemektedir. pH'in, salgilanimdan hemen once
yitkseldigi sanilmaktadir (44). Aktivasyonu igin perforin gereklidir.
Granzimlerin hiicre igine girislerinin perforin tarafindan kolaylastirilmis
olarak basit bir sekilde oldugu samlmaktaydi. Ancak yapilan son
calismalarda perforin ve granzim aktiviteleri arasindaki iligkinin g¢ok ince
ve hassas bir yapiya sahip oldugu gosterilmistir (76).

Cahismalarda perforin mekanizmasi bloke edilen farelerdeki
sitotoksik T hiicrelerinin, hiicreleri lizise ugratma ve DNA’y1 pargalarnna

ayirma kapasitelerinin korundugu gosterilmigtir. Bu, perforin bagimsiz
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sitotoksite yolunun Fas/Fas-L. yoluna bagli olarak olustugunu
gostermektedir (77).
Sonug olarak:

eCD8 (+) T hiicreleri her iki yolu (Fas/FasL ve Perforin/Granzim)

basarili bir sekilde kullanmaktadir.

eCD4 (+) T htcreleri primer olarak Fas/FasL sistemini

kullanmaktadir .

oNK hiicreleri Perforin/Granzim yolagini kullanmaktadir (71).
11-Fas/FasL Ara Yolunun Uygunsuz Aktivitesi ile Iliskili Patolojiler

Pek ¢ok hastalik durumlarinda, hiicre liimiinde, Fas/FasL kargiti
aktivitenin rol oynadig belirtilmektedir. Lpr (Fas) ve gld (FasL) mutant
farelerde, Lenfoproliferatif Hastaliklar (LPH) artmaktadir. AICD’nin
katildigt HIV enfeksivonlarinda CD4 (+) hicrelerinin tilkendigi
gozlenmektedir Bu olayda, CDD4 (+) ile gpl20/anti-gp120 kompleksi
¢apraz baglanti yapmakta ve Fas bagumli yol aktive olarak CD4 (+)
hiicreler apoptozis ile 6lmektedir (78). Ayrica HIV enfekte renal tiibiiler
hiicreler Fas agin1 sunumuna bagli olarak O6lmektedir (79). Ancak
bunlarda Fas-L seviyelerinin etkilenmedigi gdsterilmistir. Anti-Fas Ab
verilen farelerde fulminan KC yetmezliginin gelistigi bildirilmektedir
(80). Bunun Fas bagimli oldugu, Kupffer hiicrelerinden sekrete edilen
IL-18 tarafindan Fas indiiksiyonunu takiben Fas/FasL yolu aracilig: ile
olustugu rapor edilmistir (81). Bir ¢ok otoimmiin hastaligmn etyolojisine
yonelik vyapilan Fas ile ilgili deneylerde, Fas defektif farelerde gelisen
glomeruloneftit, artrit ve diger sistemik otoimmiin hastaliklarin Anti-Fas
ADb verilerek Onlenebildigi gdsterilmistir (82).

Ani bebek oOlimii sendromunda da Fas sunumunun arttifi

gosteren deliller bulunmaktadir (83). Bu bulgular Sjégren sendromu,
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myozitis, down sendromu, insan yaslanmasimnda da gosteriimistir (84-
87). Fas gen (ALPS-1a) ve Fasl. (ALPS-1b) mutasyonlu farelerdeki
ALPS, insan modellerinde de gosterilmistir (88).

12-DNA Hasar1 ve Diger Hiicresel Lezyonlarda Fas Sunumu

HeLa hiicreleri ya tam olarak mitokondrial DNA’dan yoksun ya da
mutant mt-DNA’ya sahiptirler. Bu hiicrelerde Fas diizeylerinde artis ve
anti-Fas  Ab’ye duyarlilbk oldugu ve apoptozisin tetiklendigi
gosterilmistir (89). Fas’in baglanmasi, elektron transportunu sitokrom-
c¢’de bozmaktadir. Caspaslarin  aktivasyonu sitokrom-c¢  salinigina
baglidir. Apoptozis silresince sitokrom-c¢, mitokondriden salgilanir. Bel-2
varlig: ile inhibe edilir. Sitosolik sitokrom-c APOPTOZOM (sitokrom-c
+ Apoptosis activated factor-1(APAF) + procarpas-9)’un biiylik kismini
olusturur. Sorun sitokrom-c’nin bir kez salindiktan sonra geri
déniisimiiniin olmamasidir. Zira hiicre ya apoptozise ya da nekrozise
gidecektir (90). Mitokondriyal ensefalomyopatide, kas wve beyin
hiicrelerinde mitokondrilerin  fonksiyonel olarak anormal oldugu
gosterilmistir.  Arastinicitlar  Fas  sunumundaki  artisin, fonksiyon
gérmeyen hiicrelerin uzaklastirilmasinda bir mekanizma olarak Fas/FasL
yolagmin kullanilmasina bagli olarak gerceklestigini savunmaktadirlar
(89).

Benzer olarak DNA hasarina yol agan ajanlarin, Fasl. kadar Fas
sunumunu da arttirdidn ve hiicrelerin Fas bagimli apoptozise gittikleri
gosterilmigtir. Bazi ilaglar hem DNA parcalanmasina hem de caspase
sisteminin aktive olmasina neden olmaktadirlar (48). Calismalarda,
Fas/FasL. yolunun direng¢li oldugu hiicrelerde, kemoterdpetik ajanlarda
da diren¢ goriilmektedir (91). Doksorubisin, sisplatin ve VP-16 ile

yapilan ¢alismalarda, bu ilaglatin etkilerini Caspas aktivitest araciligi

ile gosterdikleri bildirilmistir. Daunorubisinin CERAMIDE artisina yol




agarak Fas ya da FasL sunumunu arttirdigi ve Fas bagimli &liime yol
agtigl gosterilmistir (92). Lpr mutant farelerde radyasyona hassasiyetin
azaldif1 rapor edilmigtir. DNA hasarini takiben Fas/Fasl.’in her ikisinin

sunumunun diizenlenmesinin p53 tarafindan idare edildigini gosterir

inandirict deliller meveuttur. Insan p53-null hticreleri H558 ve K562°de

Fas asu1 sunumu gésterilmistir. Ancak bunlardan K562 hiicreleri
enteresan olarak Fas aracil1 6liime rezistans saptanmustir (93).

Sisplatin, mitomisin, metotreksat, mitoksantron, doksorubisin,
bleomisin, FasL sunumunu arttirmaktadir. Ancak yapilan diger
¢alismalarda ilaglarm tetikledigi apoptozisde Fas/FasL yolag: ve caspas-
1 ve 8 (CrmA ile) bloke edildigi halde apoptozisin gerceklestigi
gozlenmis. Bu olay baska yollarin olaya karstigini ya da bir
parakrin/otokrin  mekanizmasinin  olabilecegini  diisiindiirmektedir
(50,94). Baska bir caliymada Fas/Fas-I sisteminde herhangi bir
degisiklige yol agamadiklari gosterilmistir (1)
13-Apoptozis ve Kanser

Timor hiicrelerinin biiylimesi sirasinda normal hiicrelerin béliinme
ve doniistimlerini diizenleyen homeostatik mekanizmalarin kontrolii
kaybolmustur. Son yillarda stirdiiriilen ¢alismalarda onkogenler ve tiimér
baskilayici genlerinin programlt hiicre 8liimiinti kontrol ettigine dikkat
¢ekilmektedir. Bunlardan fos, jun, mye, bel, tb, p53 genleri apoptozis
stirecinde 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica kanser tedavisinde kullanilan
kemoterdpetik ajanlarin da, hedef tiimér hiicrelerinde gelisen apoptozis
lizerine 6nemli etkileri oldugu gésterilmistir (95).

Kanser gelisimi siirecinde hiicrelerin biiylime ve farklasmasina yol
agan eksojen bliylime faktérlerinin varh@ ve yoklugu ile apoptozis
arasinda bir iliski oldugu tizerinde durulmustur. Baz: hiicreler bityiime

faktorleri yoklugunda istirdhat fazina gegerken, bazi hiicreler apoptozis
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siirecine  girebilmektedir. Ornegin c-myc onkogeni ile yapilan
caligmalarda, c-myc onkogenin biliylime faktoriine bagimlilik hali
yarattigi ve bilytime faktorii ortadan kaldmlinca apoptozisin basladif1
gosterilmistir (96).

Onkogenler arasinda c-myc ve p53 genleri apoptozisi degisik
noktalarda kolaylastirirken bel protoonkogeni apoptozisi inhibe edici
zellik gostermektedir. Bel-2 molekiilii in vivo sartlarda bax proteini ile
heterodimer olusturmaktadir. Bax proteini bcl-2’nin hiicre 6liimini
baskilayan aktivitesini &nlemekte ve bax/bax homodimerleri fazlaca
bulundugu zaman apoptozis hiicre iginde hizlanmaktadir (97).

p53 stipresdr geni de apoptozis sinyalini kontrol etmektedir. p33 ile
uyarilan apoptozisin de bel-2 ile diizenlendigi anlasilmistir. Follikiiler
lenfomada sik goriilen (14;18) translokasyonu sonucunda, bcl-2
protoonkogeni vyer degistirmekte, bcl-2 aktivitesinde belirgin artis
sonucu hiicrenin programli dlimii engellenmekte ve lenfoid hiicielerin
yasamlar1 uzamaktadir (98).

Aynt sekilde Philadelphia kromozomu pozitif kronik myeloid
I6semide ber-abl gen diizenlenmesi sonucunda, myeloid hiicredeki
apoptozisin hiicre igi molekiiler mekanizmalari ile bloke edilmesi veya
siirecin tamamlanamamasi, neoplastik hiicze gelisimine bir izah olabilir

(99).
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III. OLGULAR VE YONTEMLER

1-Olgular

Calisma  Akdeniz ~ Universitesi Tip  Fakiiltesi Pediatrik
Hematoloji/Onkoloji Bilim Dalinda, Subat 1999-Subat 2001 tarihleri
arasinda gergeklestirilmistiz.

Calisma grubu; Akut Lenfoblastik Lésemi (ALL) ve Non-Hodgkin
Lenfoma (NHL) tanist alan, 17 yasindan glin almamis ve daha once
taniya yonelik hi¢bir tedavi uygulanmamis 25 bireyden olusmaktadir.
Ayrica hasta gruplan ile aymi yas-cinsiyette olan, Cocuk Sagligi ve
Hastaliklar1  Anabilim  Dali  poliklinifine bagvuran malignite,
immiinolojik (SLE, bazi glomerulonefiitler vs), AISD, nérodejeneratif
hastaliklar, myelodisplastik sendrom, toksik KC hastalig1 gibi apoptoz-
Fas/FasL sistemi ile iligkisinin® oldugu gosterilmis hastaliklardan
herhangi birisinin tanimlanmadig: bilinen ve diger anabilim dallarindan
operasyon Oncesi bdélimiimlizce anestezi alabilmesi ac¢isindan
degerlendirilmesi istenen olgulardan olusturulmustur.

Bu ozelliklere uygun bir yil stire ile pediatrik hematoloji/onkoloji
boliimiince takip ve tedavi edilen 25 olgunun kan 8rneklerinde (plazma)
sFas, sFasL, CRP ve beyaz k‘iire, kemik ilii aspirasyon &rneklerinde ve
alman doku &meklerinde Fas, FasL ¢alisilmistir. Calisma igerigi
hakkinda her bir olgunun ailesine bilgi verilerek onaylar alimastir.

Olgularin demografik 6zellikleri Tablo 5’te gosterilmistir.
2-Kan ve Doku Orneklerinin Alinmas:

ALL ve NHL tams:t konulan olgularin tedavi dncesi, remisyon ve

16laps dénemlerinde 5 ml vendz kanlar1 EDTA K3 deney tiiplerine

alindi. 2500 devirde 7 dakika santrifij edilen kan ornekleri, plazmalar




ayrilarak ¢alisma zamanma kadar korunmak fizere -70C’de derin

dondurucuda sakland:.

ALL tanisi almis olgularin tedavi oncesi, remisyon ve rdlaps
donemlerinde alinan kemik iligi aspirasyon yayma &rnekleri, asetonda 3
dakika fikse edildikten sonra ¢alisma zamanina kadar korunmak {zere —

70C’de derin dondurucuda saklandi.

Tablo 5: Calisma grubunun demografik 6zellikleri

Ozellik Sayr

Cinsiyet
Erkek
Kiz

Yas
Ortalama
Ortanca

6,16 + 4,13
6,00 (0-16 yag)

Klinik evie (NHL i¢in)
Bviel
Evre Il
Evre II1
Evie IV

Tedavi risk grubu (ALL igin)
SRG
MRG
HRG

Histoloii

NHL
-T hiicreli
-B hiicreli

ALL
-T hiicreli
-B hiticreli
-Siniflandirilamayan

Parafinle fikse edilen dokularda ve ALL kemik iligi aspirasyon

yayma orneklerinde, hem Fas Ag hem de FasL sunumlari Patoloji
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Anabilim Dali tarafindan immiinohistokimyasal yontemlerle
calismistir. Calisma grubunu olusturan olgularin tani aninda, klinik—
radyolojik olarak remisyon saglandiktan sonra ve (eger gelismisse)
rolaps sirasinda alman plazma Srnekleri, kontrol grubu plazma drnekleri

ELIZA yontemiyle sFasL ve sFas diizeyleri Pediatrik Immiinoloji Bilim

Dal1 tarafindan ¢ahisilmistir. Yoéntemin uygulamalari arasi degisikligi

ortandan kaldirmak, farkli zaman uygulamalarindan doZabilecek
aksamalar1 en aza indirmek igin tim materyaller aym zamanda
calisiimigtir.

ALL olgulatina, BFM-95 SRG/MRG/HRG tedavi protokoliinden
uygun olani baslanmig olup (Tablo 6) hiicum tedavisi sonunda yapilan
kemik ilii aspirasyon degerlendirilmesinde %35 altinda blastik aktivitesi
olan ve klinik olarak diizelme, gosteren olgular remisyonda kabul
edilmigtir. Tedavi sirasinda ya da tedavi sonrasinda klinik olarak
kotilesen ve kemik iligi aspirasyon degerlendirmesinde % 5 iistiinde
blastik aktivite saptanan olgular, rezistans-progresif hastalik, remisyon
sonrasit klinik veya laboratuar olarak hastalik tekrarlamasi da rolaps
olarak kabul edilmistir.

NHL olgularina, LMT+89 ya da LMB-89 tedavi protokoliinden
uygun olant baslanmig olup (Tablo 6), klinik ve radyolojik diizelme
saptanan olgular remisyon olarak degerlendirildi. Klinikte kétiilesme ve
radyolojik goriiniimde diizelme saptanmayan olgular rezistans hastalik,
tam remisyon sonrast hastaligin klinik ya da laboratuar tekrarlamas: da
r6laps olarak degerlendirildi
3-Orneklerin Cahsilmasi

Olgulardan alinan plazma o6rneklerinden ELISA YONTEMI Ile
sFasL, sFas ve CRP calisilmistir.
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3.1-ELISA Yiéntemi

Fnzimli immiin deney, antijen-antikor iliskisini ~antikorlara
baglanmig bir enzimin aktivitesini jzlemekle arastirma temeline dayanir.
Homojen ve heterojen olmak tizere iki biylk katagorisi vardir.
Heterojen enzim, immiin deney baglanmig ve baglanmamis reaktanlarin
fiziksel ayrilmalarini temel alir. Homojen enzim immiin deneyde, buna
gerek yoktur. En cok kullanilan sekli, ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbend Assay) dir. ELISA heterojen enzim immiin deneye
srnektir. ELISA ile antijen ve antikor aranabilir.
3.2-ELISA ile Antikor Aramak

Bilinen antijen plastik bir ylizeye yapistirilir. Plastik tip, plastik
platelin gukurlart, plastik boncuklar bu ig igin kullanilmaktadir.

Antikor aranacak serum eklenirt. Bir siire beklendikten sonta,
dokiiliir ve yikanr. Serumda, antijene yonelik antikor varsa, antijene
baglanacak ve yikama ile gitmeyecektir.

Bir enzim ile isaretlenmis insan antiglobulini seruma eklenir, Bir
siire beklenir, yikanir. Incelenmekte olan serumda antijene yonelik
antikor varsa, antijene yapigmis olacagindan, son eklenen ve enzim ile
isaretlendirilmis, insan aptiglobulini  tutacak  ve yikama ile
gitmeyecektir. Simdi antijenli ytizeyde, antijen-antikor-enzimli insan
antiglobulini yapigmis durumdadir. Enzime uygun bir kromojen substrat
eklenir. Sisteme yapisms enzim, bu substrati parcaladiinda ortaya
¢ikan renk, yapilacak kalorimetrik lgiimlerde dlgtilerek, baglanmig olan
enzim, dolayisiyla baglanmis olan antikor hakkinda bilgi verir.
3.3-ELISA ile Antijen Aramak

Bu defa plastik yiizeye bilinen antikor yapigtirthr. Antijen aranacak

materyal eklenir. Bir stire beklenir ve yikani. Bu materyalde, uygun
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antijen varsa, plastik yiizeydeki antikora baglanacagindan yikama ile
gitmez.

Enzim ile isaretlenmis antikor eklenir. Bir siire beklendikten sonra
yikanir. Ilk islemde antikor antijen ile baglanmis ise eklenen enzimli
antikorda sisteme baglanir ve yikama ile gitmez. Aranmakta olan
antijenin en az 2 determinanti olmalidur.

Eklenen enzim substrati sisteme baglanmig enzim ile reaksiyon
verir. Reaksiyonda olusan rengin kalorimetrik olarak &lciilmesiyle
baglanmis enzimli antikor dolayisiyla varsa mevcut antijenin miktarn
hakkinda bilgi edinilir.

Burada aranacak her antijen i¢in ayr enzim ile baglanmis bir

antikorun elde bulunmasi zorunlulugu vardir. ELISA’da kullanilan

baglica enzim ve substratlari, peroksidaz, alkalen fosfataz, beta
galaktosidaz’dur.

Bu ¢alismada MBL (MEDICAL AND BIOLOGICAL
LABORATORIES) firmasinin gelistirdigi sFas Ligand ELISA KIT’,
sFas ELISA KIT’i ve ROCHE/Hitachi 704 KIT’1 kullanildi.
4-sFas Ligand Kiti ,

Bu kitin ¢alisma prensibi soyledir: farkli 2 epitopa kars: Fas ligand
monoklonal antikorlar kullanarak solubil Fas ligandimi 6lger. 4HO anti-
Fas ligand ile kaplanmis kuyucuklara, 6lgiilecek Ornek eklenir ve
inkiibasyona birakilir. Daha sonra yikanir. Bir peroksidaz ile konjuge
edilmis 4A5 anti-Fas ligand monoklonal antikor eklenir ve inkiibe edilix.
Kompleks tekrar yikamr. Geligen rengi stabilize etmek igin enzim

reaksiyonunun sonunda asit solisyonu eklenir. Daha sonra her bir

kuyucugun optik yogunlugu mikroplak okuyucuda 450 nm’de okunur.




4.1-Materyal ve Geregler
Mikroplak okuyucu
Yikama sigesi
Mikro ayarlama pipeti
Coklu degiskenli mikropipet
Polivinil 96 kuyucuklu mikroplak
Mikroplak kutusu
Aktif madde kutusu
Distile su

4.2-Orneklerin Hazirlanmasi
Calismada EDTA’h plazma kullanildi. Her bir érnek 1:2 oraninda

caligma sollisyonu ile seyreltildi.

1. Basamak (Orneklerin inkiibasyonu)

96 kuyucuklu polivinil plaga standart ve galisma orneklerinden 150 pl
eklendi. Sonra ¢ok kanallr pipet kullanilarak eszamanli olarak antikor ile
kapli kuyucuklara 100 ul transfer edildi. Oda 1sisinda (20°C~25°C) 60
dakika inkiibasyona birakildi.

2. Basamak (Yikama) 5

Oda 1sisinda (20°C~25°C) mikroplak vikama soliisyonu ile 4 kez
yikanir.

3. Basamak (Konjugat ile inkubasyon)

100mel konjugat soliisyonu, c¢ok kanalli pipet ile her bir kuyucuga
eklenerek oda 1sisimda (20°C~25°C) 60 dakika inkiibasyona biurakild.

4, Basamak (Yikama) |

Oda 1sisinda (20°C~25°C) mikroplak yikama soliisyonu ile 4 kez

yikanir.
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3. Basamak (Substrat inkiibasyonu)
Her bir kuyucuga substrat soliisyonundan 100 pul eklendi ve oda 1s1sinda
(20°C~25°C) 30 dakika inkiibasyona birakild:.
6. Basamak (Reaksiyonu durdurma)
Her bir kuyucuga durdurma soliisyonundan 100 ul ekienir.
4.3-Okunma

Her bir kuyucuktaki absorbans 450 nm’de okutuldu.
4.4-Testin Hassasiyeti

Serumda 0.1 ng/ml’ ye kadar &lgtim yapabilmektedir. Calismada
hesaplanan standart ortalama degerlerine gore 0,315 ng/ml’nin altindaki
degerler negatif olarak kabul edildi.
5-sFas Kit’i

Bu kitin calisma prensibi soyledir: sFas ELISA KIT’i sFas
proteinini Olger. Analizde Fas antikorlarma karsi 2 farkli epitop
kullamlu. Antikorlarin bir tanesi, poliklonal antikor ve intraselliiler
bolgeyi tamimlar digeri ise, monoklonal antikor olup ekstraselliiler

bdlgeyi tanimlar. Anti Fas ile duvarlar kaplanmis kuyucuklara él¢iilecek

materyal yada standart eklenir ve inkiibe edilir. Kompleks yikanir.

Yikandiktan sonra peroksidaz ile konjuge edilmis anti-Fas monoklonal
antikorlar eklenir ve inkiibe edilir. Sonra tekrar yikanir. Gelisen rengi
stabilize etmek icin enzim reaksiyonunun sonunda asit soliisyonu
eklenir. Daha sonra her bir kuyucugun optik yogunlugu mikroplak
okuyucuda 450 nm’de okunur.

S.1-Materyal ve Gerecler

¢ Mikroplak okuyucu

® Yikama sisest




e Mikro ayarlama pipeti

o Coklu degiskenli mikropipet

¢ Polivinil 96 kuyucuklu mikroplak
o Mikroplak kutusu

o Aktif madde kutusu

¢ Distile su

5.2-Orneklerin Hazirlanmasi

1. Basamak (Orneklerin inkiibasyonu)
96 kuyucuklu polivinil plaga standart ve ¢alisma orneklerinden 150 pl
eklendi. Sonra gok kanalli pipet kullanilarak eszamanli olarak antikor ile
kapli kuyucuklara 100 ul transfer edildi. Oda 1sisinda (20°C~25°C) 60
dakika inkiibasyona birakildi.

2. Basamak (Yikama)

Oda 1s1simnda (20°C~25°C) mikroplak yikama soliisyonu ile 4 kez yikanir.
3. Basamak (Konjugat ile inkubasyon)

100mel konjugat soliisyonu, ¢ok kanalli pipet ile her bir kuyucuga
eklenerek oda 1si1sinda (20°C~25°C) 60 dakika inkiibasyona birakildi.

4. Basamak (Yikama)

Oda 1s1sinda (20°C~25°C) mikroplak yikama soliisyonu ile 4 kez yikanir.
5. Basamak (Substrat inkiibasyonu)

Her bir kuyucuga substrat soltisyonundan 100 pl eklendi ve oda 1sisinda
(20°C~25°C) 30 dakika inkiibasyona birakildi.

6. Basamak (Reaksiyonu durdurma)

Her bit kuyucuga durdurma soliisyonundan 100 pl eklenir.

5.3-Okunma

Her bir kuyucuktaki absorbans 450 nm’de okutuldu.




5.4-Testin Hassasiyeti
Serumda 0.5 ng/ml’ye kadar &lgiim yapabilmektedir. Calismada
hesaplanan standart ortalama degerlerine gére 1,25 ng/ml’nin altindaki

degerler negatif olarak kabul edildi.

6-ROCHE/Hitachi CRP Kiti
Insan serum ve plazmasinda invitro olarak immunoturbidimetrik
yontem ile kalitatif olarak CRP diizeylerinin 6l¢iilmesini saglar. Bu kit
ile CRP 8l¢iimil immiinolojik olarak agliitinasyon esasina dayanir.
6.1-Preparatlarin hazirlanmasi
o Ormneklere sira ile tampon (TRIS/HCL) ve anti-CRP antikoru
eklenir.
e Olusan antijen /antikor kompleksi agliitinasyona ugrar.
e Bu yap: daha sonra turbidimetric olarak 6l¢tiliir.
6.2-Degerlendirme
Test 0,3-24 mg/dl arasinda 8lgiim yapabilmektedir. Caligmada 1
mg/dI’nin altindaki degerler negatif olarak kabul edildi.
6.3-Testin hassasiyeti
Testin hassasiyeti 0,3 mgadl’ dir.

7-Kemik [ligi ve Doku Biyopsilerinin Patolojik Degerlendirilmesi

Olgulara ait kesitlere immiinohistokimyasal olarak “HRP (Horse
Radish Peroksidase)-strepavitin complex” yontemiyle Fas (APO-
1,CD95) (C-20K: sc 715K Santa Cruiz) ve FasL ((N-20)K: 834K, Santa
Cruiz) ve LSAB+ yéntemiyle monoklonal P27 KIP1 (M7203, Dako)
immun boyalar1 uygulandi.

Fas ve FasL boylar, icerisinde diliisyon Oncesi primer antikor,
“peroksidase blocking”, “serum block”, ikincil antikor, HRP-Strepavitin

kompleksi ve DAB kromojeni bulunduran hazir set kullamldi,




7.1-Preparatlarin Hazirlanmasi

immiinhistokimyasal olarak boyanacak dokular, 4-5u kalinliginda
kesilerek, “Dako ChemMate TM 500 capillary Gap microscope slides
(75micro)” isimli hazur kromaliumlu lamlar {izerine alindi. 56°C’de
etitvde yaklasik 2 saat eritilip, ksilolde 2 kez 5’er dakika deparafinize
edildi. Daha sonta azalan derecelerde alkolden gegirilip, 1 dakika
distile suya almarak hidrate edildi. Lamlar tzerindeki  suyun
fazlast dokuya zarar vermeden kurutma kagidi ile alindi ve doku
Smeklerinin cevresi dakopen ile ¢izilerek smulandirildi Daha sonra
kesitlere antijenlerin  yeniden kazandiilmast amaciyla “Antigen
Retrieval” islemi uygulandi. Bu islem, 0,01M sitrat solusyonu
(trisodyum sitrat) iginde pH: 6.0’da swvi seviyesi Jamlarin {izerini
kapatacak ve kesitler kurumayacak sekilde 95°C’de 5 dakika
mikrodalga finnda kaynatilmasi ile gergeklestirildi. Daha sonra oda
sisinda 20 dakika sogumaya birakildi. 2 kez 2 dakika distile su ile
yikanarak fazla suyu kurulandi.

Fas ve Fasl. degerlendirilmesi yapilacak ALL olgularina ait kemik
iligi yayma ornekleri, kendi boya seti iginde yer alan “peroksidase
blocking” den 3’cr damla damlatilip, 5 dakika bekletilip, 2 kez PBS ile
2’ser dakika yikamp kurulandi ve “serum block” 3’ er damla
damlatilarak 20 dakika bekletildi ve yikanmadan kurulanip, hemen
diliisyon oncesi bitincil antikordan 3’er damla uygulanarak 2 saat oda
sicakhiginda kapali “hiimidifier chamber”de inkiibe edildi. Daha sonra
benzer sekilde yikanip, ikincil antikor ile 30 dakika inkube edildi. Bu
islemden sonra yikanan preparatlar “HRP-Strepavitin  complex”
uygulanarak 30 dakika bekletilip yikandi Daha sonra DAB hazirlanip,
kesitlerin tizerini kapatacak miktarda damlatilarak kahverengi renk

degisikligi gozlendl Bu asamada 5 dakika tutulan preparatlarin soluk
33




boyandig gériilerek bekletme siiresi 15 dakikaya c¢ikarildi. Daha sonra

preparatlar  distile suyla 2 dakika 2 ke yikandi ve 10 saniye

Hemotoksilen ile zit boyama yapildi Cesme suyunda yikanan preparatlar
dereceleri gittikce artan alkolden gecirilerek 2 kez 1’er dakika xylolde
bekletilip, degerlendirilmek tizere balsam ile kapatildi,

Pozitif kontrol olarak lenf dugiimii kesitleri, negatif kontrol i¢in
birincil antikor yerine PBS damlatild;
7.2-Degerlendirme

Fas ve FasL. boyalarinda sitoplazmik boyanma pozitif kabul edildi.
Semikantitatif yontem ile boyanan alan yiizdeleti ve boyanma siddetleri

saptandi.

Caligmamizda istatistiksel analiz testleri olarak; birbirinden
bagimsiz iki grubu karsilastirtmada Mann Whitney U testi, aym
hastalarin tant ve remisyon dénemindeki bulgularina ait karsilagtirmada
nonparametrik Wilcoxon isaretlenmis sira testi, parametrik eslestirilmis t
testi, degiskenl
korelasyon testi kullandmistir, Tstatistiksel analiz SPSS 10.0.1 yazilim;

\

ile yapilmstir.




IV. BULGULAR

Calisma grubunun veriler; Tablo 7°de gosterilmistir.

1. sFas serum diizeyleri

L.1. Calisma grubu (tam zamam) ve kontrol grubu sFas

diizeyleri
(Grafik 1).

I‘ Grafik 1.Caligma grubu (tan: Zamant} ve k

oentrol grubu sFas
ditzeyleri
|
| 800 S ——
E S0 TR T
i L L
£ 400
= R B !
J & 100
0 5 10 15 20 25 30 " 35 40 45 50
Hasta Gruby Kontroi Grubu
[

Calisma grubu (tan zamani) ile kontrol grubu sFag diizeyleri ortalamalary
arasinda anlaml

bir fark vyoktu (3.34+1.02 ng/ml v 3.14+0.84 ng/ml,
p>0.05, Mann-Whitney U testi, Grafik 2),

—_—
| Grafik 2. Galisma grubu (tam zamanl)‘ve kontrol grubu sFas
' diizeyleri kargiastirmas;

Kontrol |
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1.2. NHL grubu (tan1 zamam) ve kontrol grubu sFas diizeyleri
NHL grubu (tani zamani) ile kontrol grubu sFas diizeyleri ortalamalar1
arasinda anlamli bir fark yoktu (3.34+1.05 ng/ml v 3.07+0.85 ng/ml,
p>0.05, Mann-Whitney U testi, Grafik 3)

{ Grafik 3. NHLgrubu { tani zamani) ve kontrol grubu sFas
‘ diizeyleri kargilagtirmasi

sFas Diizeyi ( ng/ml )
N
I

NHL Kontrol

1.3. ALL grubu (tam1 zamani) ve kontrol grubu sFas diizeyleri

ALL grubu (tani zamani) ile kontrol grubu sFas duzeyleri ortalamalari
arasinda anlamli bir fark yoktu (3.35£1.04 ng/ml v 3.17+0.86 ng/ml,
p>0.05, Mann-Whitney U testi, Grafik 4).

Grafik 4. ALL ( tani zamani} ve kontrol grubu sFas |
diizeyleri kargilagtirmasi
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1.4. Calisma grubunun tani ve remisyon zamanindaki sFas diizeyleri
Caligma grubunun tant  ve remisyon zamanindaki sFas diizeyleri
ortalamalar: arasinda anlamli bir fark yoktu (3.34£1.02 ng/ml v 3.54£1.37
ng/ml, p>0.05, Eslestirilmis t testi, Grafik 5).

f Grafik 5. Galtsma grubunun tani ve remisyon zamamndaki |
} sFas diizeyleri karsilagtirmas: }
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sFas Diizeyi (ng/ml)

O = N W ke oo
)

Remisyon \
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1.5. NHL grubunun tani ve remisyon zamanindaki sFas diizeyleri
NHL grubunun tan ve remisyon zamanindaki sFas diizeyleri ortalamalari
arasmmda  anlamli bir fark yoktu (3.34+1.05 ng/ml v 3.02+1.62 ng/ml,

p>0.05, Wilcoxon isaretlenmis sira testi, Grafik 6).

I Grafik 6. NHL grubunun tam ve remisyon zamanindaki
| sFas diizeyleri kargifagtirmasi

sFas Diizeyi {(ng/ml)
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1.6. ALL grubunun tani ve remisyon zamammndaki sFas diizeyleri

ALL grubunun tani ve remisyon zamanindaki sFas diizeyleri ortalamalar1
arasinda anlamli bir fark yoktu (3.34+1.04 ng/ml v 3.74+1 25 ng/ml,
p>0.05, eslestirilmis t testi, Grafik 7).

Grafik 7. ALL grubunun tani ve remisyon zamanindaki sFas
diizeyleri kargilagtirmas

sFas Diizeyi (ng/mi)

Remisyon

2. sFasL serum diizeyleri

2.1.Calisma grubu (tam1 zamam) ve kontrol grubu sFasL diizeyleri

(Grafik 8).

Grafik 8. Galisma grubu (tani zamani) ve kontrol grubu sFasL
diizeyleri
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Calisma grubu (tan1 zaman) ile kontrol grubu sFasL. diizeyleri ortalamalar
arasinda anlamli bir fark vardi (1.05+1.46 ng/ml v 0.374£0.19 ng/mli,
p=0.029), Mann-Whitney U testi, Grafik 9)

. Grafik 9. Calisma grubu ( tan zamani} ve kontrol grubu
| sFasL diizeyleri karsilagtirmas:

sFasL Diizeyi (ng/mi)

Kontrol

2.2. NHL grubu (tani zamani) ve kontrol grubu sFasL diizeyleri

NHL grubu (tani zamani) ile kontrol grubu sFasL diizeyleri ortalamalar:
arasinda anlamli bir fark yoktu (0.67+0.66 ng/ml v 0.32+0.00 ng/ml,
p>0.05, Mann-Whitney U testi, Grafik 10),

Grafik 10. NHL grubu ( tam zaman) ve kontrol grubu sFasL
dizeyleri kargilastirmasi
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2.3. ALL grubu (tam: zamant) ve kontrol grubu sFasL diizeyleri

ALL grubu (tam zamani) ile kontrol grubu sFasL diizeyleri ortalamalari
arasinda anlamlt bir fark yoktu (1.19£1.67 ng/ml v 0.39+0.23ng/ml,
p>0.05, Mann-Whitney U testi, Grafik 11),

Grafik 11. ALL { tani zamani) ve kontrol grubu sFasL
diizeyleri kargilastirmasi
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2.4.Calhiyma grubunun tani ve remisyon zamanindaki sFasL diizeyleri
Caligma grubunun tam1 ve remisyon zamanindaki sFasL diizeyleri

ortalamalari arasinda anlamli bir fark vardi (1.05+1.46 ng/ml v 0.30£0.06

ng/ml, p=0.012, Wilcoxon isaretlenmis sira testi, Grafik 12).

Grafik 12, Galisma grubunun tant ve remisyon
zamanindaki sFasL diizeyleri karsilagtirmasi
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2.5. NHL grubunun tani ve remisyon zamanindaki sFasL diizeyleri
NHL grubunun tani ve remisyon zamanindaki sFasL diizeyleri ortalamalari
arasinda  anlamh bir fark yoktu (0.67+0.66 ng/ml v 0.27+0.12 ng/ml,
p>0.05, Wilcoxon isaretlenmis sira testi, Grafik 13).

-

Grafik 13. NHL grubunun tam ve remisyon zamanindaki
sFasl diizeyleri karsilagtirmas)
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2.6. ALL grubunun tani ve remisyon zamanindaki sFasL. diizeyleri
ALL grubunun tani ve remisyon zamanmdaki sFasL diizeyleri ortalamalar

arasinda  anlamli bir fark vardi (1.19+1.66 ng/ml v 0.31+0.00 ng/ml,

p=0.028, Eslestirilmis t testi, Graf}k 14),

Grafik 14. ALL grubunun tan ve remisyon zamanindaki
sFasL diizeyler kargilastirmasi
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3. sFas ile CRP arasimdaki iliski

3.1. Calisma grubunun tan1 zamanindaki sFas-CRP iliskisi

Calisma grubu (tani zamani) sFas diizeyleri ile CRP degerleri arasinda

anlaml: bir iliski yoktu (1: -0.046, p>0.05, Spearman korelasyon analiz
testi, Grafik 15)

Grafik 15 Galisma grubu tani zamanindaki sFas-CRP iligkisi
6

sFas (T) diizeyi (ng/ml)
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CRP (1) diizeyi (mg/dh)

3.2. NHL grubunun tan1 zamanindaki sFas-CRP iliskisi

NHL grubu (tan: zamani) sFas diizeyleri ile CRP degerleri arasinda anlamli

bir iligki yoktu (r:-0.050, p>0.05 Spearman korelasyon analiz testi,
Grafik 16). \

Grafik 16 NHL grubu tani zamanindaki sFas-CRP iligkisi
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3.3. ALL grubunun tani zamamindaki sFas-CRP iliskisi

ALL grubu (tan1 zamani) sFas diizeyleri ile CRP degerleti arasinda anlamls

bir iliski yoktu
Grafik 17)

Grafik 17 ALL grubu tani zamanindaki sFas-CRP iligkisi
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4.sFasL ile CRP arasindaki iliski

4.1. Calisma grubunun tam1 zamanmdaki FasL-

(Calisma grubu (tan1 zamani) sFasL diizeyleri ile CRP deSerleri arasinda

CRP iliskisi

(1:-0.13, p>0.05, Spearman korelasyon analiz testi,

anlaml bir iligki yoktu (1:-0.290, p>0.05, Spearman korelasyon analiz testi,

Grafik 18)

Grafik 18 Calbsma grubu tani zamanindaki sFasL-CRP iligkisi
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4.2. NHL grubunun tani zamanindaki sFasL-CRP iliskisi

NHL grubu (tan: zaman) sFasL diizeyleri ile CRP degerleri arasinda
anlamli bir iliski yoktu (r: -0.340, p>0.05, Spearman korelasyon analiz

testi, Grafik 19)

Grafik 19 NHL grubu tani zamanindaki sFasL- CRP iligkisi

sFasL (T) Dizey1 (ng/ml)

CRP (T) Dizeyi (mg/dl}

4.3. ALL grubunun tan1 zamanindaki sFasL-CRP iligkisi

ALL grubu (tam zamani) sFasl. diizeyleri ile CRP degerleri arasinda
anlamli bir iliski yoktu (r: -0.320, p>0.05, Spearman korelasyon analiz

testi, Grafik 20)

Grafik 20 ALL grubu tani zamanihdaki Fasl.-CRP iligkisi
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S.ALL grubunun tam zamanndaki sFas-Beyaz kiire iliskisi

ALL grubu (tam zamani) sFas diizeyleri ile beyaz kiire degerleri arasinda
anlamh bir iliski yoktu (1:-0.015, p>0.05, Spearman korelasyon analiz
testi, Grafik 21).

Grafik 21 ALL grubu tant zamanindaki sFas-Beyaz Kiire iligkisi

sFas (T) Diizey1 (ng/ml)
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6.ALL grubunun tan1 zamanindaki sFasL- Beyaz kiire iliskisi

ALL grubu (tam zamani) sFas diizeyleri ile beyaz kiire degerleri arasinda

anlamli bir iligki vardi (1:-0.570, p=0.013, Spearman korelasyon analiz

testi, Grafik 22). ‘

Grafik 22 ALL grubu tani zamanindaki sFasL-Beyaz kire iliskisi
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7.sFas/sFasL sunumu ile sagkalim hiz1 arasindaki iliski

Calisma siiresince 25 olgunun 4’{i kaybedilmistir. Bu olgularin 3’1
ALL grubunda, 1’i NHL grubundadir. ALL olgularinin 2’i tedavi
stirecinde meydana gelen komplikasyonlar nedeniyle (agir ndtropeni,
sepsis), 1’i primer hastalifinin tedaviye yanit vermemesi sonucunda
kaybedilmistir. Tedaviye yamt vermeyen olgumuzun bakilan sFasL degeri
cut-off degerimizin (0.315 ng/ml) altundayd: ve kemik iligi Fas/FasL
sunumu negatifti. Komplikasyondan kaybedilen 2 olgumuzun doku FasL
sunumlart negatif, serum sFaslL diizeyleri bir olgumuzda cut-off
degerimizin altinda, diger olgumuzda ise en yiiksek degerimize (6.16
ng/ml) sahipti. Kaybedilen diger olgu NHL grubundadir. Bu olgu primer
hastalifiin tedaviye yamit vermemesi sonucunda kaybedilmigtir. NHL
grubunda kaybedilen bu olgumuzun serum sFasl.  diizeyi cut-off
degerimizin tizerindeydi (2.02 ng/ml) ancak doku FasL. sunumu negatifti.

Diger olgulanimiz tedavi sonrasinda remisyona girmislerdir.

7.1. Calisma grubunda sFas pozitifligi ile hastaliksiz ve genel sagkahm
hizi iliskisi

Calisma grubunda sFas degerlerlerimizin tamami pozitif saptanmistir.
Degerlerimizde negatif sFas deferi olmadifi igin, ¢alisma grubumuzda

sFas pozitifligi ile hastaliksiz ve genel sagkalim hizi analizi yapilamamisgtir.

7.2. Calisma grubunda sFasL pozitifligi ile hastahksiz sagkalim hizn
iliskisi

Calisma grubunda sFasL pozitifligi ile hastaliksiz sagkalim hizlar:
arasinda anlamli bir iliski yoktu (p>0.05, Grafik 23 ). sFasL (+) olan
olgularda hastaliksiz sagkalim iz %729 saptanirken, sFasL (- ) olan
olgularda %65.5 saptandr.




Grafik 23. Calisma grubunun sFasL pozitiflifine gore
hastaliksiz sadkalim hizi

Hastalksiz Sagkalm Hizt (%)
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7.2. Calisma grubunda sFasL pozitifligi ile genel sagkalim hizi iligkisi
Calisma grubunda sFasl. pozitifligi ile genel sagkalim hizlari arasinda

anlaml: bir iligki yoktu (p>0.05, Grafik 24). sFasL (-) olan olgularda genel

sagkalim hiz1 %70.5 saptanirken, sFasL (+)olan olgularda %68.5 saptandi.

Grafik 24 Gahsma grubunun sFasL pezitiflijine gére genel
sagkalim hizi
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8. Kemik iligi aspirasyon ve patolojik doku orneklerinde Fas/FasL
sunumu

Olgularn  calisilan  doku Fas/FasL’1 sunumlarn  tablo 8’de
gosterilmistir. Caligilan kemik iligi 6rneklerindeki Fas/FasL sunumlari
Resim 1 ve 2’de ve patolojik doku 6meklerindeki Fas/FasL sunumlar
Resim 3 ve 4°de gosterilmistir. Caligmamizda 17 ALL olgusunun kemik
ilig1 aspirasyon degerlendirmesi yapilmustir. Tani zamaninda Fas sunumu 4
olguda pozitiflik goésterirken, remisyon zamaninda 6 olguda gdsterilmistir.
Tan1 ve remisyon zamaninda FasL. sunumuna bakildiginda, tan: zamaninda
4 olgu pozitiflik gosterirken, remisyon zamaninda 3 olgu pozitiflik
gostermistit. NHL olgularimn ve 1 ALL olgusunun doku Fas/FasL
sunumlari, remisyon zamam doku. dmekleri olmadift icin sadece tam
zamaninda degerlendirilebilmigtir. Bakilan 8 olgudan, Fas sunumu 7
olgnda  pozitiflik gosterirken, FasL sunumu 3 olguda pozitiflik

gOstermisgtir.
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Resim -2 : Kemik iligi (ALL) Fas sunan hiicte 6rnegi ok ile gosterilmigtir




Resim -4 : Dokuda (NHL) Fas sunan hiicre 6rnegi ok ile gosterilmigtir.




V. TARTISMA

Fas/FasL sisteminin rol aldig1 apoptozisdeki defektlerin lenfoproliferatif
hastaliklara yol actig1 bildirilmigtir (88). Fas/FasL sisteminin g¢ocukluk ¢ag
lenfoproliferatif malignitelerinin etyopatogenezindeki rolii ve prognostik
degeri hakkinda literatiirde olduk¢a smurli veri vardir. Bu calismada, TNF
sliper ailesi iiyelerinden olan Fas ve FasL’nin solubl formlar1 ve bu
reseptdrlerin hiicresel sunumlar: arastiridmastir,

sFas’in  fizyolojik  fonksiyonlar1  heniiz tam  olarak  agiklifa
kavusmamasina ragmen, artmig sFas diizeyleri, Fas veya FasL molekiilii
anormaliikleri tarafindan indiikklenen ve duyarli hiicrelerde apoptozis
inhibisyonu ile sonuglanan klinik tablolara benzer bir klinige yol agabilecegi
distintilebilir. Calismamizda sFas diizeyleri, yas-cins eslestirilmis kontrol
grubu diizeylerinden farkli degildi. Yufu ve arkadaslarmin (45), hasta
yaslarinin belirtilmedigi, alt gruplara bakildifinda eriskin hastalar oldugu
izlenimi alinan, 77 olguluk NHL grubundaki sFas diizeyleri ¢alismasinda,
sadece angioimmiinoblastik T hiicreli lenfomada sFas serum diizeyinin yiiksek
bulundugu, T-B ve NK hiicreli NHL’I1 hastalarda kontrol grubuna gére bir
farklhlik olmadig:r belirtilmektedir.» Buna karsilik Knipping ve arkadaslari
(100), B ve T hiicreli 16semi ve B hiicreli lenfomali hastalarda kontrol
grubuna gore daha ylksek sFas diizeyleri oldufunu rapor etmislerdir. Yine
erigkin, diisiik ve orta grade NHL hasta grubunda yapilan sFas diizeylerini
saptama calismasinda, arada istatistiksel bir fark olmamasina karsin, hasta
grubunda daha yiiksek sFas diizeyleri saptandigr fakat prognozu etkileyip
etkilemedigi agisindan B semptomlatinin (uzun siiren atesg, gece terlemeleri,
vicut agulifinin %10’a varan sebepsiz kilo kayb: )} varlifi, klinik evre,
histolojik alt tip, LDH diizeyi, -2 mikroglobiilin diizeyi, CRP diizeyi,

tedaviye yanit ve yanitin siireleri ile karsilastirildiginda, hi¢ bir prognostik
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degeri olmadiy1 vurgulanmaktadir (101,108). Addlesan hastalarin da dahil
edildigi eriskin hasta agurlikli agresif NHL grubundaki sFas degerlerinin,
kontrol grubuna gére anlaml olarak daha yiiksek oldugu ve klinik yakinmalar
ve prognoz tizerine etkili oldugu belirtilmektedir (102). Bizim ¢alismamizda
sFas diizeylerinin hasta ve kontrol gruplarinda farkli ¢ikmamasi, calisma
grubumuzda malign transformasyona ugrayan lenfositlere kars1 yanit olarak
aktive olan normal lenfositlerin yeterli va da etkin olmadifi veya blastik
hiicrelerin Fas gosterimini azaltarak immiin denetimden kagtifin
distindiirebilir. Her iki durumda da sFas diizeyl diistik olan olgularda
prognozun daha ko6t olmasi beklenirdi ancak verilerimiz  bunu
desteklememektedir. Bu bulgular 1s:iginda, sFasin  gocukluk ¢ag1
lenfoproliferatif malignitelerinin fizyopatolojisinde, en azindan bagimsiz bir
1ole sahip olmadig: yorumu yapilabilir.

Membrana bagli FasL’min 6zel bir metalloproteinaz tarafindan
koparilarak dolasima katilmasiyla olusan sFasL’nin, solid tiimorlerdeki
biyolojik énemi heniiz bilinmemektedir. Biz bu ¢alismada sFasL diizeylerinin
cocukluk cag1 lenfoproliferatif malignitelerinin prognozundaki roliini
arastirdik. Calisma &ncesinde, yukaridaki verilet 15181 altinda, FasL sunumu
artistyla seyreden gocukluk ¢agi lenfoproliferatif malignitelerinin daha agresif
seyirli olacag: hipotezini kurarak, artmig FasL sunumlarinin solubl forma nasil
yanslyacagim arasgtirmayi planlamigtik. Calismamizda, tani swrasinda hasta

grubundaki FasL sunumu immiinohistokimyasal teknikle 7/25 olarak

saptanirken, sFasl. diizeyleri, 8/25 hastada cut-off degerinin (0.315 ng/ml)

izerinde bulundu. Hasta grubunun sFasL ortalama degeri kontrol
grubundakinden anlamli olarak yiksekti (p=0.029). Hastalarimizi NHL ve
ALL olarak iki gruba ayirip kontrol gruplariyla karsilastirdi§imizda, hem
NHL hem de ALL gruplarmin sFasL diizeyleri ortalamalarn kontrol

gruplarinin  ortalamalarindan  yilksek olmasina kargin, anlaml bir fark




saptanamadi. Bunun, hastalart alt gruplara ayirinca galisma gruplarmdaki

sayllarm azalmasma bagl olabilecegi diisiiniilebilir. Calisma grubundaki tiim

NHL’l1 hastalar ileri evrelj (evre III-IV) olduklan icin, artmis sFasL

diizeylerinin timdr progresyonuna eslik edebilecegini akla getirmesine karsin,

hem hasta sayilarinin oldukga az olmasi, hem de ALL grubundaki hastalarin

¢ogunun timdr yiikii fazla oldugu kabul edilen HIRG grubunda olmamalari

(3HRG, 7MRG, 3SRG) nedeniyle boyle bir iddiali yorum hatali olabilir.

Hastalar remisyona gitince, sFasL diizeylerinde anlam!i bir azalma saptandi

(p=0.012). Hastalar alt gruplara gdre degerlendirildiginde, ALL gtubundaki
azalma istatistiksel bir anlam tasirken (p=0.028), NHL grubunda istatistiksel

bir anlam yoktu. Bu nedenle baslangicta sFasL diizeyi yiiksek saptanan bir

hastanin izleminde sFasl diizeyleri, 6zellikle ALL tanth olgularda, giivenilir

bir parametre olarak kullamilabilir, Hasta grubunda saptadigimiz sFaslL
yuksekligi, ayni gruptaki sFas deZerleriyle iligkili olabilir. Yeterli oranda sFas

ile birlesemeyen sFasL’in serum klirensinin gecikmesi de gozledigimiz sFasL

yiiksekligine yol agmus olabilir. Ancak hasta grubumuzda saptadigimiz sFasL

diizeylerindeki artisin, tiimér hitcresi tizerindeki F asL’dan mu1 yoksa aktive T

hiicresi ya da NK hiicrelerinden mi kaynaklandigint bilemiyoruz.

Volm ve arkadaglari (103), veni 'tan almis ve tedavi gérmemis cocukluk

¢aglt ALL vakalarinin %86’smda FasL sunumu saptamislardir. Bu oran bizim

saptadigimiz oranm ¢ok iistiindedir. Fakat kullanilan tekniklere bakildiginda,

bizim ¢alismanuzda kemik iligi aspirasyonu ile alman &rnekler direk lama

yayilip  kurutulup alkol fiksasyonundan sonra saklanirken, yukaridaki

caligmada Ficoll-Hypaque dansite gradient santiftiijii sonrasinda ayrilan

blastik hiicreler lama yayiimistir. Dolayistyla bizim ¢alismamiza gére daha

yogun ve antijenik yapilan daha iyi korunmus hiicrelere immiinohistokimya

uygulanarak degerlendirilmistir. Farklilik bundan kaynaklaniyor olabilir,

Lenfoid malignitelerde doku Fas/Fasl, sunumu degerlendirilmesinin, hiicre




stispansiyonlar1 hazirlanarak akis sitometrisi ile en az iki belirte¢ kullanilarak
(birinci belirteg, malign hiicreyi belirlemek i¢in, ikinei belirteg; Fas veya FasL
icin veya her ikisi i¢in) yapiimasinin daha uygun olacag gériisiindeyiz.

Yaptigimiz calismada, arada istatistiksel bir anlam olmasa da, sFasL
yilksek olan hasta grubunda kemoterapi altinda hastaliksiz sagkalim hizlar
daha yiiksek bulunmustur. sFasl. vyiiksek olan olgularda prognozun iyi
oldugunu gosteren bu verilerimiz, sFasL’in timor kaynakli olmayip tiimére
yamt veren sitotoksik T hiicreleri va da NK hiicreleri kaynakli oldugunu
diisiindiirmektedir. Volm ve arkadaglarinin (103) calismasinda, FasL sunumu
yapan hastalarin yapmayanlara goére daha uzun hastabksiz yasama sahip
olduklar: belirtilmekte ve Fas/Fasl. sistemi tarafindan yuriitilen sinyal
islemlerinin, kemoterapdtik ilaglarin baglattifi apoptozisde, olayr baglatan
asama olabilecedi ve bu sistemle ilgili apoptozisin farkl histolojideki ¢esithi
hiicrelerde antikanser ilaglarin sitotoksisitesinde genel bir rol oynayabilecegi
yorumu yapilmaktadir. Fakat bazi ¢aligmalarda da kemoterapétik ilaglarin
indiikledigi apoptozisin Fas/FasL sisteminden bagimsiz oldugu, Fas/FasL
sisteminin indiikledigi apoptozis i¢in gerekli olmamasina kargin, anti-Fas-IgM
ile kemoterapi kombinasyonlarinin da sinerjistik sitotoksik etki olusturduklar
bildirilmektedir (1,48). \

Fas/FasL siteminin yer aldign ve kemoterapi altindaki hastalarin yasam
hizlarina etkili olabilecek diger bir konu da ila¢ direncidir. Bazi invitro
calismalara gore, Fas ve FasL’1 ilag direncinde Onemli rol oynayabilir
(94,104-106). FasL’nin ilag tedavisinde sunumunun arttif1 ve insan T hiicre
16semili hiicre dizilerinde apoptozisin baglatilmasinda Snemli 1ol oynadig:
belirtilmektedir (107).

ALL’li cocuklardaki prognozu etkileyen en énemli faktérlerden biri de
baslangigtaki blastik hiicre sayisidir. Calismamizda sFasL ile ALL

hastalarrmizdaki beyaz kiire sayilan arasinda negatif bir korelasyon saptandi
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(r: -0.57, p=0.013). ALL’li olgularimizda vyiikselen beyaz kiite sayisi
dolasimdaki blastik hiicrelerden kaynaklandifindan bu bulgu, ALL’li
hastalarmmizdaki s-FasL’nin kaynaginin, blastik hiicrelerden dékiilen FasL’1
olmayip tlimdre yanit veren sitotoksik T hiicreleri ya da NK hiicreleri kaynakl:

oldugunu diisiindiirmektedir. Hasta sayimizin ¢ok az olmasi bu konuda

sagliklt bir yorum yapmamizi engellemektedir.




VI. SONUCLAR

. Galigma grubu (tan1 zamani) ile kontrol grubu sFas diizeyleri
ortalamalart arasmda anlamli bir fark yoktu (3.34+1.02 ng/ml v
3.14+0.84 ng/ml, p>0.05).

. NHL grubu (tam zamani) ile kontrol grubu sFas diizeyleri ortalamalari
arasinda anlamli bir fark yoktu (3.34+1.05 ng/ml v 3.07+0.85 ng/ml,
p>0.05).

. ALL grubu (tan1 zamani) ile kontrol grubu sFas diizeyleri ortalamalari
arasinda anlamlt bir fark yoktu (3.35+1.04 ng/ml v 3.17+0.86 ng/ml,
p>0.05).

. Calisma grubunun tan: ve ren}isyon zamanindaki sFas diizeyleri
ortalamalart arasinda anlamli bir fark yoktu (3.34+1.02 ng/ml v
3.54+1.37 ng/mi, p>0.05).

- NHL grubunun tani ve remisyon zamanindaki sFas diizeyleri
ortalamalar arasinda anlamli bir fark yoktu (3.34+1.05 ng/ml v
3.02+1.62 ng/ml, p>0.05).

. ALL grubunun tamt ve wemisyon zamanindaki sFas diizeyleri
ortalamalar1 arasnda anlamli bir fark yoktu (3.34+1.04 ng/ml v
3.7441.25 ng/ml, p>0.05).

. GCalisma grubu (tan: zamani) ile kontrol grubu sFasL diizeyleri
ortalamalar1 arasinda anlamh bir fark vardi (1.05+1.46 ng/ml v

0.37+0.19 ng/ml, p=0.029).

. NHL grubu (tan1 zamani) ile kontrol grubu sFasL diizeyleri ortalamalari
arasinda anlamli bir fark yoktu (0.67£0.66 ng/ml v 0.32+0.00 ng/ml,
p>0.05).




9. ALL grubu (tani zamani) ile kontrol grubu sFasL diizeyleri ortalamalari
arasinda anlamlr bir fark yoktu (1.19£1.67 ng/ml v 0.39+0.23 ng/ml,
p>0.05).

10.Calisma grubunun tani ve remisyon zamanindaki sFasl. diizeyleri
ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark vardi (1.05£146 ng/ml v
0.30£0.06 ng/ml, p=0.012).

11.NHL grubunun tan1 ve temisyon zamanindaki sFasl. diizeyleri
ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark yoktu (0.67+0.66 ng/ml v
0.27+0.12 ng/ml, p>0.05).

12.ALL grubunun tan1 ve remisyon zamamndaki sFasL diizeyleri
ortalamalari arasinda anlamli bir fark vardi (1.1941.66 ng/ml v
0.3140.00 ng/ml, p=0.028).

13.Calisma grubu (tan1 zamani) sFas diizeyleri ile CRP degerleri arasmda
anlamly bir iliski yoktu (r: -0.046, p>0.05).

14 NIL grubu (tani zamani) sFas diizeyleri ile CRP degerleri arasinda
anlamli bir iliski yoktu (r: -0.050, p>0.05).

15 ALL grubu (tam zamam) sFas diizeyleri ile CRP degerleri arasinda
anlamli bir iliski yoktu (r: -0.13, p>0.05).

16.Caligma grubu (tant zamafn) sFasL diizeyleri ile CRP degerleri arasinda
anlamls bir iliski yoktu (r: -0.290, p>0.05).

17.NHL grubu (tam zamani) sFasL diizeyleri ile CRP degerleri arasinda
anlaml bir iliski yoktu (r: -0.340, p>0.05).

18.ALL grubu (tam zamani) sFasL diizeyleri ile CRP degerleri arasinda
anlamli bir iliski voktu (1: -0.320, p>0.05).

19.ALL grubu (tam1 zamani) sFas diizeyleri ile beyaz kiire degerleri

arasinda anlaml bir iliski yoktu (1: -0.015, p>0.05).




20.ALL grubu (tan1 zamami) sFasL diizeyleri ile beyaz kiire deferleri
arasinda anlamli bir iliski vardi (r: -0.570, p=0.013).

21.Calisma grubunda sFasL pozitifligi ile hastaliksiz sagkalim hizlan
arasinda anlaml bir iliski yoktu (p>0.05).

22.Cahigma grubunda sFasL. pozitifligi ile genel sagkalim hizlar: arasinda

anlamli bir iliski yoktu (p>0.05).




VII. OZET

Fas hiicre yiizey reseptoriiniin FasL ile birlesmesi, caspase aktivasyonu
tarafindan diizenlenen apoptotik hiicre oliimiine neden olur. Fas/FasL
etkilesimi ile meydana gelen apoptotik hiicre 6liimil, immiin sistemdeki
hiicrelerin homeostaz1 ve viicutta immiin ayricalikl bolgelerin olugturulmasi
icin gereklidir. Biz bu calismada gocukluk ¢ag1 lenfoproliferatif
malignitelerinde (ALL ve NHL), sFas/sFasL diizeylerini ve klinik seyirle
iliskisini aragtirdik.

Caligmada, yas ve cins olarak birebir kontro! grubu ile eslestirilmis ¢ocuk
yas grubundaki 25 olgunun (18 ALL ve 7 NHL), tam ve remisyon
dénemlerindeki sFas ve sFasL diizeyleri ELIZA yontemi ile ¢alisildi. Ayrica
olgularm tam ddnemindeki sFas/sFasL. diizeyleri ile CRP pozitifligi ve beyaz
kiire degetleri arasindaki iligkisi de degerlendirildi.

Hasta grubunun tamu sirasindaki skas diizeyleri ortalamast ile kontrol
grubu ortalamalar1 arasinda anlaml bir fark bulunamazken, sFasL diizeyleri
ortalamasi arasinda anlamh bir fark bulunmaktaydi (p=0.029) Caligma grubu
ayrica tant ve remisyon donemlerine gore degerlendirildi. sFas diizeylerinde,
tans dénemine gore remisyon ‘donemindeki diisme anlamli bulunmazken,
sFasL diizeylerindeki diisme belirgin olarak anlaml1 bulundu (p=0.012). Alt
gruplara bakildiginda, ALL olgularinda, tam1 anmna gore remisyon skasL
diizeylerindeki diigme istatistiksel olar ak anlamliyd: (p=0.028). Olgularin sFas
ve sFasl, diizeyleri ile CRP pozitifligl arasinda anlaml bir iligki bulunamadi.
ALL olgularmm tam ddnemlerindeki sFasL, diizeyleri ile beyaz kiire degerleri
arasindaki iliski ise anlamli bulundu (p=0.013)."

Hasta sayis1 olduk¢a simirli olan calismamizda, sFas’in cocukluk ¢agi
lenfoproliferatif malignitelerinin fizyopatolojisinde bagimsiz bir role sahip

olmayabilecegi,  skasL’ ' yitksek  saptanan  olgularmn remisyon
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degerlendirmelerinde, sFasL taramasinmn giivenilir bir parametre olarak
kullamlabilecegi soylenebilir. Ayrica sFasL, lenfoproliferatif maligniteli
cocuk hastalara sFasL’1 yiiksek olmayanlara gore daha uzun hastaliksiz yasam
avantajl saglama egilimindedir. sFasL kaynafi tam olarak bilinmemektedir.

Verilerimiz ALL’li olgularda, bu kaynagin malign hiicre kokenli

olmayabilecegini diigtindiirmektedir.
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