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Farkli Is1 Derecelerinin Kan Hucrelerinin Morfoloji si Ve Yasam Suresine Olan

Etkisinin Degerlendirilmesi

OZET
Giris: Apoptozis birgcok vicut hicresinde offlu gibi kan hicrelerinde de yaygin olarak
gorulen bir hiicre olungeklidir. Kan hiicrelerinde apoptozisi uyaran etkemds bir tanesi de
Isidir. Bu cagmada amacimiz vicut isisiningdgmi ile 16kositlerde gorulen apoptotik hiicre
olimand incelemek, bu sirecte HSP70 proteininitimdldgerlendirmek ve désen 1sinin
tum kan hucreleri oranlari arasindaki olasi etkisigmek ve bu kriterlerin cinsler arasinda
farklilik gosterip gostermegini ortaya koymaktir.
Materyal Metot: Calismada yalari 18-25 arasinda ggen tamamen ghkli 6 kadin ve 6
erkek denekten alinan kan ornekleri kullanildi.n&h 6rnekler kendi iclerinde 7 alt gruba
ayrildi ve 1si dereceleri her saatt€Q arttiriimak suretiyle tim érneklerin isilart 32’ den
43 °C’ ye cikarildi. Isitma sirasinda 8@’ ye isitilan 6rngin bir kismi 1 saat sonunda 37
°C'ye saqutulurken ayni dlem 41°C ve 43°C’ ye dek isitilmg 6rneklerede uygulandi.
Surelerin sonunda kan 6rneklerinden 1 adet Gieresh adeimmunohistokimyasal boyama
icin 2 adet periferik yayma alindi. Aygekilde ayni érneklerden deneyin her basamda
alinan kan orneklerinden tam kan sayimi ve biyokisay olarak HSP70 titresi ol¢uldu. Elde
edilen veriler istatistiksel olarak gerlendirildi.
Bulgular: Deney sonunda artan isI derecelerinin yuksekrasildaha anlamli olmak Uzere
|6kositlerde apoptotik hiicre dlimind arttfdiespit edildi. Dger yandan 1sinin garaldigi
gruplarda ilging olarak yiiksek isilardan hizla°g87 ye s@utma oldgunda apoptotik hiicre
Oliumuandn art@g gozlendi. Bununla birlikte, tim gruplarda HSPAzeylerinde anlamh bir
desisiklik olmadigi tespit edildi. Aynisekilde kansekilli elemanlarinin oranlarinda da artan
apoptotik hicre 6liumune gmen anlaml dg&siklik olmadigl tespit edildi. Elde edilen tim
verilerin kadin ve erkek arasinda anlamli bir fArklgostermedii belirlendi.
Sonuclar: Elde edilen sonuclar bize artan 1s1 dereceletaimda I6kositlerde apoptotik hiicre
olimand arttirdil, buna kagin bu artgin kan hiicre profilinde anlamli bir etki yapmgahi
ortaya koymstur. Bu 1si dgisimlerinin HSP70 ekspresyonuna gereksinim olmaydealar

az yan etkisi oldgu belirlenmitir.
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SUMMARY

Evaluation of the Effects of Different Temperatureson Blood Cell’'s Morphology And

Life Time.

Introduction: As seen in most of the body cells, Apoptosis i thost common cellular
death form in the blood cells. One of the factdrat taffect apoptosis in blood cells is
temperature. Our aim of this study is to analyzepamtic cell death related with the change of
the temperature in vitro, evaluate the role of HBPBibtein during this process and measure
the potential effect between the changing heat thedrate of all blood cells and display
whether these criteria make differences betweegé¢héers.

Materials and Methods : In this study, blood samples taken from quite tiga6 women and

6 men from 18 to 25 years old have been used. Tsm®ples were assembled into 7 sub-
groups within itself and by increasing the tempaaP°C per hour, all the samples’ heat was
raised from 37C to 43°C. During the heating, some part of the sample waat heated to 39
°C was cooled to 37T after an hour, this same process was applieti@samples that were
heated to 4£C and 48C. At the end of the period, 2 smears were takem fthe blood
samples for Giemsa and Immunocytochemical stainifgsn the same blood samples taken
with the same method at the each steps of the iexget, complete blood cells counted and,
biochemically, HSP70 titer was measured. All theadeere evaluated statistically.

Results: At the end of the study, it was confirmed that tenapure, especially at higher
temperature, raised apoptotic cellular death rateukocytes. On the other hand, it was seen
that in the groups with decreasing temperature rprisingly, when cooled to 37C from
higher temperature rapidly- the death of the daliseased. Besides, there were no significant
differences between the levels of HSP70 in all geolLikewise, despite apoptotic rate was
increased in higher temperature, there were noifignt increasing in the proportion of
blood elements. At last, all of the data got froth caiteria revealed that there were no
significant differences between women and men.

Discussion:All the data revealed that increasing temperatrggérs apoptotic cell death in
blood leukocytes but this increasing did not affiset number of blood cells clearly. On the

other hand, in this model, HSP70 expression igriggered by changing of temperature.
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1. GIRIS AMAC
Hucre organizmanin en kicuk sgansal birimidir.  Yapisinin %70’ini  su
olusturmaktadir. Geri kalan %30’luk kisim icinde is@injen, potasyum, sodyum,
kalsiyum, demir gibi inorganik katyonlarin yaninklarid, bikarbonat, hidroksil gibi
anyonlar ve ayrica hucrenin cargilive fonksiyonlari igcin gerekli olan enerji ve
enzim sistemlerinin bulungu protoplazma mevcuttur. Bu bglen icinde farkli
gorevlere sahip mitokondri, ribozom, lizozom, Gaodgigitl, sentriol gibi organeller
de bulunmaktadirinsanlarin ve hayvanlarin blyik kismininsami ovum ve
spermatozoa adi verilen iki adet germ hucresinibitberiyle birlesip bolinmesi,
cogalmasi ve buyumesi sonucuslaa (1). Cgalma hicrelerin mitoz bolinmeyle 2
karde hiicre olyturmasiyla gercekidr. iki mitoz bolinme arasindaki donem hiicre
dongusu olarak tanimlanir ve hemen hemen tium hararefgami boyunca bir veya
birkag kez gercekkir (2). Ornesin epitel dokusunda bu dongu sadece 2-3 gin
olmasina kagin, gelsmis hicreler olan kas ve sinir hicrelerinde bu déngdlary
boyunca surebilir. Vicuttaki bircok hicre sureklarak yenilenir. Bu hticrelere
verilebilecek en iyi 6rneklerden biride kan hicrele (1).

Ozellemis bir baz dokusu olan kan dokusu, parlak kirmizi renkte,igkam,
hafif alkali (pH=7.35-7.45) karakterde, ara maddasi olan bir dokudur. Yetkin
bir bireyde ortalama kan hacmi 5 litre kadardir. @anin bilgenleri iki kisimda
incelenmektedir. Birincisi sivi kisim olan plaznmade kan volimunin %55'ini
olusturur. ikinci kisim ise geriye kalan % 45'lik kisimi gturan kati kisim olup,
sekilli elemanlar adida verilen eritrositler, 16ktdsr ve trombositlerden ojmaktadir
(4). Yasam icin mutlak gerekli olan kan dokunun, hormomlabesin maddelerinin,
metabolitlerin, elektrolitlerin tanmasi, oksijen (& ve karbondioksit (Cg)
transportu, osmotik basin¢ dizenlenmesi, asit-lEmesinin sglanmasi ve vicut
Isisinin korunmasi gibi birgok 6nemli hayati foryksilari vardir (3,5). Ayrica
inflamatuar reaksiyonlarda enflamasyon alaninda &ami ygunlasmak suretiyle
icindeki |6kositlerin diapedez sireci ile enflamasybolgesine gegini saslayarak
vicut savunmasina onemli katki yapar. Tum kan héignen yssam surelerinin
kisith olmasina karn dolgimda surekli ayni oranlarda bulunmalari bu hiicreler

surekli yenilendiklerini ortaya koymaktadir. Kan dnélerinin sekillenmesinde ve



yenilenmesinde prekursor hiicreler (hematopoetikhidtreler) gérev alir ve bu olay
hematopoezis olarak tanimlanir (3). Bu hicrelenkimglar ise fizyolojik sureg

icinde balica lenfoid organlarda ve gir yerlgik olduklari b& doku merkezlerinde

olmaktadir. Ancak enflamasyon, hipertermi, toksisitmalignite v.b. gibi bazi

sureclerde yikim ve/veya yapim artabilmektedir.

Her hicre dgar, ca@alir (proliferasyon), gerelginde farkhlgir
(diferensiyasyon) ve olur. Butlin bu olaylargdbbir denge halinde stirekli meydana
gelir (6). Canhlgin temel karakterlerinden biri olan 6lim gerek igerekse
organizma bazinda her zamangkasgilan bir olaydir (7). Nekrotik hiicre 6lumu ve
programli hiicre 6limu (apoptozis) olmak Uzereigkihticre dlima vardir (8). Hicre
oluma ile ilgili ilk bilgiler 151k mikroskobunun ve yeni boyama yodntemlerinin
kesfiyle baglamis ve ilk olarak nekroz adi verilen hicre 6lum tightmlanmgtir (9).
Nekroz uzun yillar detayh agarmalara konu oldgu halde, fizyolojik hiicre olumi
olan apoptosis bu sirecte ihmal edgmie/veya bilim adamlarinca ilgi c¢ekici bir
konu olarak gorilmengiir (7). Oysa embriyo déneminden ghayarak tim ysam
boyunca apoptotik hiicre 6lumu vardir (9).

Apoptosis, 19. yuzyilin sonlarinda tanimlagmYunancada apo (ayr) ve
ptozis (digen) kelimelerinden okan ki sonbaharda yaprak dokimuint tanimlamak
icinde kullanilir, fizyolojik 6zellikte programl dcre 6lumudir. Bu mekanizma
hiicrelerin fizyolojik yaam surelerini dizenleyen, organizmaya zararli olmas
muhtemel hicreleri ortadan kaldiran ve gléti organizmada doku homeostazisinde
gorev alan bir hicre olugeklidir (10-14).

ilk olarak Kerr, Wyllie ve Currie adli patologlargetayl olarak tanimlag
apoptosis, erken mitokondriyal glgiklik, hiicre blizgmesi, kromatin ygunlasmasi,
nakleer kirllma, hicre zatismesi, kaspaz aktivasyonu, phosphatidylserin’in @tcr
zarl dg ylzeyine cikmasi (“eat me” signaling) cekirdek gad@nmasi ve bunun
sonucunda apoptotik cisimciklerin ghnasi gibi ardarda birgok morfolojik ve
biyokimyasal dgisikliklerle karakterizedir (15,16). Bununla birlikté&nemli olarak,
apoptotik hiicre veya cisimciklerin hiicre zarlarisdrdanmadii icin ve hemen
savunma hucreleri tarafindan fagosite edildiicin boélgede enflamasyon
olusmamaktadir (17). Apoptozis dokulardaki hiicre sayibelirleyici homeostatik

mekanizma olarak embriyogenez ve fetogenez sirasindrmal gekimin



salanabilmesi amaciylaglevlerini yerine getiremeyecek ya da bir ttingéklinde
gelisebilecek, yall hasar gérmgiya da anormal hucrelerin ortadan kaldiriimasinda,
eriskinde hormona ki involisyon durumlarinda, sirekli galan hiicre gruplarinin
azaltiimasinda (Ormgén; barsak kript epiteli), hiicrelerin hastalik vararli ajanlara
bagli zedelenmesinde, pankreas, parotis ve bobrek gmganlarda kanal
obstruksiyonlarina @ gelisen atrofilerde, hiicresel immun red (graft versustho
reaksiyonlarinda gorulir (12,18-20). Bununla bidikyonize radyasyon, oksidatif
stres, sitotoksik antikanser ilaclari, sitokinlehafif hipoksi ve hipertermi
durumlarinda da apoptozisin induklegidyozlenmstir (21-23).

Heat Shock Protein (HSP) adi verilen gku proteinleri vicutta bazi
fizyolojik veya patolojik streslerde ortaya cikarroginlerdir. Bu nedenle bu
proteinler ProteinSaperonlar veya Molecular Guardians olarak da adaitdmtr.
Hucresel fonksiyonlarin surdirilmesi ve vyapisal tg@rderin - butinlglinin
korunmasina yardimci olan bu proteinler sitoplaz@antikleusta yer alirlar (24,25).
Bu proteinlerin 1s1 dinda iskemi, hipoglisemi, hipoksi ve hiicresel takei gibi
stres kaynaklarinca da harekete gecirilebildikbedirtiimistir (26). Bununla birlikte,
stressiz durumlarda fizyolojik dizenleyici olarakggrev yapabilirler ve hicre
siklusunda, farklilgmada, embriyogenezde ve buylime faktdrlerinin uyesinda
da etkin rol oynarlar (27).

Kan dokusu insan organizmasindaki en 6nemli dodalabir tanesidir. Vicut
icinde gelgen fizyolojik ve nonfizyolojik sireclerin hemen tami kan dokusu
araclilgl ile de efektoér organlar uyarmakta ve bu uyarbagl olarak organizmayi
korumak icin organizma uygun yanitlar tretmektedincak bazen bu yanitlar
organizmay! bizzat tehlike altina da sokabilir (&¥in; hipersensitivite
reaksiyonlart). Vicut icinde sik olarak gorulen fioyolojik sireclerden bir taneside
vicutta 1s1 arfidir. Bu artg, siddetine bgli olarak, organizma Uzerinde ciddi
hasarlar olgturabilir. Genellikle enfeksiyon kokenli etkenldsegli olarak fizyolojik
olarak artan vicut isisi organizma tarafindan jietmiktarda kontrol altinda
tutulamazsa vicut hicrelerinde hasarlanmalara \viémeél neden olabilir ve
nonfizyolojik bir etki kagimiza ¢ikabilir.

Hazirladgimiz bu tez c¢ajmamizda amacimiz vicut sicgkhda gorulen

yukselmelere bl olarak artan kan dokusu isisinin kan dokusuéiédriizerinde ne



tur etki yaptgini inceleyebilmektir. Bu etkinin incelenmesindecéhkle I6kositlerin
fizyolojik 6lumu ve eritrositer seride gorulen ggklikler ve tim kan htcrelerinin
genel sayilarinda ve oranlarinda gorilergigklikler erkek ve kadin deneklerde
karsilastirmall olacaksekilde incelenmitir. Ayrica viicudu i1ssokuna kagl koruyan
faktorlerden biri olan HSP70 isimjaperonunda bu 1si gigim sirecindeki etkisi ve
kan duzeylerindeki dggsimi incelenmitir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kan Dokusu

Insan viicudunu ofturan csitli dokularin, deisik tip hiicrelerden meydana getdi
ve yaklgik 200 farkh htcre tipinin insan organizmasinda gkdugu bilinmektedir
(28,29). Bu farkli hiicre gruplarindan biri de karicteleridir. Kan dokusu;
icerigindeki eritrositler, l6kositler ve trombositler gikekilli elemanlar ve plazma
gibi sekilsiz elemanlarla dncelikle solunum sistemindekiksiyonlariyla organizma
icin hayati bneme sahiptir (3,4). Total vicut lsilen yaklgik % 7’sini oluturur
(3). Damarlarda kapali bir sistem icinde bulunam Kalicreleri plazma icinde
suspansiyon halindedir (30). Kan kalpten damaresistle dger bitin dokulara
pompalanmak suretiyle iletilerek hiicre ve dokulasksijenlenmesi, beslenmesi ve

hormon gibi dgisik mediatdrlerin etkisinin gercelderilmesi salanir (5).

2.1.1. Kan Doku Embriyolojisi

Insanda embriyonik galimin cok erken donemlerinde mezanden koken alan
anjioblastlarin bir araya toplanip eturduklari hicre kimeleri, gelmin 3.
haftasinda yolk kesesini ¢cevreleyen ekstraembrikyomézoderm icerisinde ve kisa
bir stire sonra da lateral plak mezoderminde kaniklda seklinde gérilmeye yéar
(31,32). Anjioblastlardan kan adaciklarinin gelinden sonra hucreler arasi
bosluklarin birlesmesi ile kan adaciklarinin kanalize olup limen kaiza gorular
(31). Fibroblast buyume faktéri 2'nin (FGF-2) ugarile adacik periferindeki
hiicreler (hemanijioblastlar) yassila anjioblastlara dorsgrek kan damarlarini yani
endoteli olgtururken, merkezi bolgeden ise hematopoetik kokdldaone donien
hemanjioblastlardan kanin butigekilli elemanlarinin olgtugu goralur (31,32).
Ozetle gerek damar yapiminin, gerekse kan huanglemlusumu embriyonik
donemde yolk kesesini saran ekstraembriyonik menpodien koken almaktadir (33).
Embriyogenezde ortaya cikan ilk kan hucrelerininridnoldukga kisadir. Kalici
hematopoetik kok hicreler aorta cevresindeki agoi@ad-mezonefroz bolgesi adi

verilen mezodermden ggli (32). Bu hucreler karagerde kolonize olarak fetal



yasam boyunca karageri 6nemli hematopoetik organ durumuna getirirgst)( Fetal
karacger dsinda intrauterin gejim suresince yolk kesesi, dalak, timus ve son
olarakta kemik ilgi gibi csesitli anatomik bolgelerde hematopoezisin gercstkie
gorulur (34). Gekimin ilerleyen dénemlerinde hematopoezisinsliza kayngl
kemik iligi olur (32). Hematopoez ilerleyen bolimlerde deatayhrak anlatilacaktir.
Embriyoda kan damagekillenmesi (vaskilogenezis) incelegidide, gelsimin 18.
gunidnde intraembriyonik splanknik mezodermdgldzhg ve yolk kesesinden biraz
farkl bir yolla gelstigi gorulur (31,35). Endoderm hucrelerinden saliR&t-2 gibi
indukleyici maddelerin etkisiyle bazi splanknopkorimezoderm hicreleri,
anjioblastlara domngiirler, anjioblastlar yassdalar, prolifere olurlar ve
cevrelerindeki mezodermal hicreler tarafindan kalgn Vascular Endothelial
Growth Factor'in (VEGF) etkisi ile endotel hucrelkalini alirlar (31,32). Endotel
hiicrelerde birbirleriyle birlgerek kese benzeri anjiokistleri etururlar (31).
Anjioblastlar kiimelgerek ve biytyerek uzun tupleri ya da anjioblastikatari adi
verilen damarlari okturacak bicimde birlgrler (31,35). TuUm bu olaylar in situ
vezikil olismasi ve birleme ya da vaskilogenezis olarak tanimlanir (31).ricay
Transforming Growth Factor 3 (TGF-R) ve Plateletioal Growth Factor’ Un
(PDGF) vaskilogenezise etki eden ve damarasse@hni veren dger iki 6nemli
faktor oldyzu goralur (32).

2.1.2. Kan Doku Histolojisi

Yetiskin bir bireyde ortalama 5 litre kadar kan bulurf@86). Bu oran erkekte 5-6
It'ye kadar cikabilirken, kadinda 4-5 It arasindgigebilmektedir (4). Kanin %55’lik
sivi kismi plazma adini alir. Plazmanin %92’si suda7’si ise protein, tuz, £
diger ¢c6zUnmil gazlar, glukoz, lipid, ¢gtli besin maddeleri, metabolik atiklar ve
hormonlardan meydana gelir (37). Geriye kalan %ild&isim isesekilli elemanlar
olarak adlandirilan; eritrositler, |6kositler veitnbositlerden olgmustur (4). Sekilli
elemanlarin %98’lik kismi eritrositlerden etaasina katin, % 1'lik kisim ise l6kosit
ve trombositlerden meydana gelir (5). Kan antikdagii bir tipe alinip santrifiije
edildikten sonra Resim:1'deki gorinim faniza cikar (Resim:1). Kandakekilli

elemanlar ve plazma miktari arasinda bir dengeinadd iki parametrenin birbirine



orani hematokrit (Htc) olarak adlandirilir (5). Nl Htc dgeri kadinlarda %42,
erkeklerde ise %45'dir (39). Bu
degserin azalmasi anemi, artma:

ise polisitemi olarak adlandirilir —

Parlak kirmizi renkte ve yagan
olan kan dokusunun pH’1 hafil
alkali olup 7.35-7.45 arasind
White blood cells
degisir. Kanin viskozitesi yani and platelets (<1%)

akiskanligl ortalama 3.5-5.5 poise ~ €d blood cells (45%) —=

Plasma (55%)

(dyne s/ crh = g/ cm s) ve :

dansitesi 1045-1065 gr/cm’di w7
ssin: 1. Santrifuj Edilmg Tupte Kan

(3.4). icre Elemanlari (38 No’lu kavnaktar

2.1.2.1. Kan Doku Bilgenleri;
Kan dokusunun temel olarak 2 mi vardir (Resim:1).
a) Plazma
b) Sekilli elemanlar
2.1.2.1a. PlazmasSantriflj sonrasi antikoagulanh tipun Ustindeakadari seffaf,
hafifce kivamli kisimdir. Bununla birlikte, antikgi@ansiz tipte pihti$aa sonrasi
tipun Ost kisminda odan sarimtrak renkli, yaghan kisim ise serum adini alir (30).
Plazma ve serum arasindaki en 6nemli fark, plazrfibdaojen bulunmasina kan,
serumda olmamasidir. Plazmanin igede en fazla su ve bunun yaninda proteinler,
inorganik tuzlar, iyonlar, nitrojen, besinler ve ztm bulunmaktadir (3,40).
Plazmanin dgiik molekul girlikli bilesenleri ile dokularin interstisyel sivisi arasinda
kapiller damarlarin endoteli arag@iliile kontrol edilen bir denge mevcuttur. Bu
nedenle plazmanin bieni, genel olarak hicre g sivisinin bilgiminin bir
gostergesi olarak kabul edilebilir (41). Plazmaegahlerindeki dgisiklikler dokuda
0dem veya kan volimi artmasiyla sonuclanabilir.
Plazma bilgenleri icinde dgisik bilesikler bulunmaktadir.
1. Plazma Proteinleri: Fibrinojen, albumin ve globidmolmak tzere temel
olarak 3 tipdir (4). Ayrica lipoproteinler ve kanihplasmasinda yer alan

protrombinde plazma proteinleri icinde verilebileabger orneklerdir (41).



= Fibrinojen: Karagierde sentezlenen ve plazma proteinlerinin ortalama
%4’'Un0 olwturan bir proteindir. Kan pihtisini gliwran temel elemandir.
Vitamin K, trombin ve kalsiyum iyonlari ile birlikt fibrine déngerek kan
pihtisini meydana getirir (4,42).

= Albumin: Kanda en fazla miktarda bulunan, plazmatginlerinin %60’ini
olusturan ve karagerde 3-4 g/gun olarak biyosentezlenen bir proteindi
(4,42). Kilcal damarlardan dokulara su ve suda gdzimaddelerin
gecmesine neden olan kolloid osmotik basing vey&otin basinci
dizenleyen hdica proteindir (43). Onkotik basin¢g su ve tuz uunu
sglamak suretiyle kan volimint ve dolayisiyla basin&ontrol altinda
tutar. Eger kanda albumin miktar azalir ise kaninsk&nliginda azalma ve
dokuda 6dem ortaya cikar (4). Albuminirgel bir 6zellgi de talyici olarak
rol oynamasidir. Cozinmeyen bircok bike 0Ozgul olmayan c¢o6zinen
bilesikler vererek onlarin kan akimi ilestamasini sgar. Bunlara 6rnek
olarak biluribin, y& asitleri, aspirin turevleri, digital ilaclar v.lverilebilir.
Bunun yaninda kalsiyum gibi genelde tuzlan az o@&xri katyonlarla
kompleks yaparak ggnmalarini sglarlar (42).

= Globulinler: Plazma proteinlerinin %36’sin1 gturan gruptur. Yapi ve
fonksiyonlarina gore, 3 vey globulinler olmak tzere 3’e ayrilirlar (4).

1. a ve 3 Globulinler: Karager tarafindan sentezlenip, darin ve
eriyebilir ~ vitaminlerin tainmasinda goérev alirlar. Bu stgucl
molekdllerin bir formu Dgiik Yogunluklu Lipoproteinlerdir (LDL= Low
Density Lipoproteins) ve kolesteroll kargeide sentezlengii bélgeden
cesitli vicut bolgelerine tarlar. Baska bir tgiyici molekdl ise Yiuksek
Yogunluklu Lipoprotein (HDL= High Density Lipoproteih®lup kanda
kolesterol ve trigliserid’i tadigl ve arterlerde koagulasyonu onlgdi
gorular (4).

2. v Globulinler: Molekul girliklar ortalama 150.000-160.000 dalton
olan, kandaki basiklik ve savunmada goérevli proteinlerdir. Bunlara
immunglobdlin veya antikor adi da verilmektedir. nEedokularinda
biyosentezlenirler. Sentezlenen antikorlar vicuttzararli  etki

gosterebilecek antijenlerle kompleks gilurarak onun zararl etkisini



ortadan kaldirirlar. Kizamik, tetanoz gibi birgcokashaliklardan
korunmada ©Onem arzederler. Ig’lerin (immunglobuli®) farkh tipi
bulunmaktadir. Bunlar; %80’ lik kismi aituran Ig G, %13’ lUk kismi
olusturan Ig A ve toplamda %7’ lik kismi afturan Ig D, Ig M ve Ig E’
dir (4).

2. Plazma Elektrolitleri: Elektrolitler, viicut sivism bilesenleri arasinda en
onemli olan kismi olgturmaktadir. Eriyik halde bulunan inorganik maddile
Suda eridikleri zaman negatif (anyon) ya da poZkédtyon) yukll iyonlar halini
alirlar. Plazmada 6nemli bir katyon olan sodyumirsie kaslara uyari iletiminde
onemli bir fonksiyona sahiptir, osmotik basing wa skiskanligi tzerine de etkileri
vardir. Eksiklginde koma tablosuna varan sonugclar ortaya cikalfllinemli bir
anyon olan klor osmotik basing farklarini dizenlgeneyardim eder ve pH
dengesini sglar. Diger bazi dnemli iyonlar icinde sinir ve kas fonksilari icin
Onemli olan potasyum ve magnezyum, kan pimksi, sinirsel ileti ve kemikler
icin 6nemli kalsiyum bulunmaktadir (4,44).

3. Besin Maddeleri: Besin maddeleri icerisinde bulurem dnemli bilgik
glikozdur. Plazmada dik konsantrasyonda bulunan glikoz (70-110 mg/dl),
vicuda enerji gdayan temel maddedir ve 0Ozellikle karbohidrat igekeesinlerle
temin edilir (4).

4. Aminoasitler: Plazmada diik konsantrasyonda bulunurlar ve vicutta
hicreler tarafindan hizlica tuketilirler. Proteengezinde 6nem ¢alar (4).

5. Yaglar: Plazmada fosfolipid, trigliserid, serbestgyasitleri ve kolesterol
olarak bulunurlar. Bazi enzimlerin aktivasyonundhiicre zari yapisinin
olusturulmasinda, hicrelerde bilgi ilgini salanmasinda, metabolik yakit
olusturulmasinda etkindirler ve bazi biyokimyasal selgen Grint olarak
karsimiza cikarlar (4).

6. Gazlar: Q, CO, ve N (azot) ise plazmada ¢6zunen gazlardir (4).
2.1.2.1b.Sekilli Elemanlar: Sekilli elemanlar kanin plazma ginda kalan kismi
olup, 3 grupta incelenir:

1. Eritrositler
2. LoOkositler

3. Trombositler
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1. Eritrositler; temel gorevleri, akgerlerden aldiklari @yi dokulara,
dokulardan aldiklari Cgyi ise akcigerlere taimaktir. Bikonkav diskseklinde son
derece esnek yapida olan bu hicreler bu sayedeligiik kdokulara dek ugg
mikrodolgima katilabilirler (45). Ortalama 7.5 p capinda,ldsimda 2 p merkezde
1 p kadar kalinhktadir. Eritrositlerin timinin yyzalanlari toplaminin ortalama
3500 nf kadar olmasi ve bikonkav yapilari gazweéris alaninin cok ygun olmasina
imkan sglar (3,5,30). Her ne kadar eritrosit sayisi 1 mrkanda 4-5 milyon
civarinda olsada yuksek rakiml yerlerde surekfayanlarda sayinin agtigorular.
Caplan 6 p’dan kucguk olan eritrositlere mikros®tu’dan buyik olan eritrositlere ise
makrosit ya da megalosit adi verilir (36). g8kl bir insanda eritrositler hemen
hemen ayni bulyukliktedir bu durum izositoz olarakinio. Bazi patolojik
durumlarda ise eritrositlerin irili ufakli farklibatlarda oldgu goralur ki bu durumda
anizositoz olarak tanimlanir. Kemikginden koken alan eritrositlerin y@m sureleri
120 gun kadardir ve bu stre sonunda dalak, ksacve lenfoid organlarda
parcalanirlar. Azalan hicrelerin yerine konmasmikeili ginde vicudun ihtiyacina
gore saatte 1-5x0eritrositin yapilarak dolama verilmesi ile sganir (30,46).
Kemik iligindeki retikulositlerin dolg@ma ge¢cme gamasinda organellerini ve
cekirdeklerini  kaybetmesiyle aojan eritrositler bu sayede en uygun,; O
tasiyabileceklerisekile farklilgsmis olurlar (36). Histolojik olarak organellerinin ve
cekirdezinin olmamasinin yaninda sitoplazmasinda az miktapiotein, lipid,
potasyum ve magnezyum gibi inorganik maddeler vébd@k anhidraz enzimi
bulundururlar (3,30). En 6nemliside sitoplazmaldardemirli bir protein olan, gaz
alisverisinde gorev alan hemoglobin (Hb) maddesi icermeiex80). Eritrositlere
alinan CQ@'nin buydk bir kismi karbonik anhidraz enziminint&bzor etkisiyle su ve
karbonik asiti (HCOs;) meydana getirir ve sonrasinda bu $ikehidrojen (H) ve
bikarbonat (HC@) iyonlarina ayrilir. Boylece dokulardan agerlere tainan
COJnin %70’inin  bikarbonat formunda, %15-30'unun iseb’e balanarak
karbaminohemoglobin formunda stadigi goérulir. Q’nin Hb’e bglanmasi ile
olusan oksihemoglobin ¢€nin dokulara iletiimeseklidir (3,30). Eritrosit sentezi icin
¢esitli - maddelerin  varlgina ihtiyag duyulur. Bunlarin iginde aminoasitler,
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karbohidratlar, lipidler dinda 4 temel yapi olan demir, vitamin B12, foliktase
eritropoetin bulunmaktadir (39).

»Demir: O, ve CQ’nin tasinmasinda gerekli olan bir elementtir. sgédgan her
hiicre normal fonksiyonlari ve metabolizmasi icirmai&e ihtiyac duyar (47).
Eritrositlerde bulunan Hb ve kaslarda bulunan migbo demir elementini
depolar ve tar. Demir eksiklginde tampon gorevi goren, 6zellikle kargaide
demir stoku yapan protein ferritindir. Tek bir féirr molekiilii yaklaik 4500 F&*
iyonu saklama kapasitesine sahiptir (48). Kaiaae Uretilen bir serum proteini
olan transferrin ve anne sutiinde bulunan laktofelse demir tanmasinda rol
oynayan nonhem proteinlerdir. Transferriglgaan ve fonksiyonu sona eren ve
karacger ve dalakta yikilan eritrositlerin plazmada gacicikardiklari demir’i
yakalar. Tum bu demir elementleri kemikgiiide yeni eritrosit Uretimi icin
kullantlirlar. Transferrin’in demir'den yoksun foumise apotransferrin olarak
bilinmektedir (39,48).

» Folik Asit: Yesil bitkilerde, mayada, bobrek ve kargerde fazla miktarda;
sut, sut drunleri ve ette az miktarda bulunan bamin olan folik asit, 6zellikle
DNA sentezinde ve hicre bolinmesinde gereklidiQ).(Barsak bakterileri
tarafindan sentezlerginden ¢@u kez noksan@n gorilmemekle birlikte eksikh
olan durumlarda hicre bélinmesinde bozukluk vel fdttnemde gejimsel
defektler gbzlenebilir (39,49).

»Vitamin B2 Diger bir adi Kobalamin'dir. Tium B vitaminleri bitkite
tarafindan sentezlengihalde, B, vitamini mikroorganizmalarda biyosentezlenir
(49). By, vitamini 6zellikle hayvansal besinlerden (Ogive bobrek, karagier, az
miktar sit ve sut GrUnleri, yumurta) temin ediliolik asit aktivasyonu igin
gereklidir. Ozellikle vejeteryan diyetle beslenedk vitamin B2nin distk
oldugu gorular (39). Dyaridan besinler aracih ile alinan B, vitamininin ince
barsak ceperlerinden gecebilmesi icin mide mukozisiparyetal hiicrelerden
sentezlenen bir protein olan Intrensek Faktore {ifyac vardir. B, vitamini
IF'ye baslanarak aktif olarak kana gecer. Vitamini,Beksikliginde sinir
hicrelerinde myelin yapiminda bozukluklar ve buraslib ¢esitli norolojik
semptomlar gozlenebilir (39,49). Bu vitamin kaggecde 6 yila kadar depo
edilebildiginden eksiklgi nadir gortilmektedir (48).



12

= Eritropoetin: Renal kortekste tubuller arasindaki dar interstigraliklarda
yer alan fibroblast benzeri hicreler tarafindan tesdanir (Resim:2).

Sentezlend@i hicreden  salinirken

SoodFow e
’//O = / 0 ) yapisina eklegi karbohidrat zinciri
0 & o ile biyolojik aktivitesini ve
Erythropoetin ... ey

antijenitesini arttirir (47). 32.000 mol

%é/)\) agirhginda, serum glikoprotein
Bone hormonu olan eritropoetin eritrosit

progenitdr hucrelerin  farklanmasi,

Resim:2. Eritropoetin Etki Mekanizmasi gogalmasi ve ygamlarinin - devam
(50 No'lu kaynaktan alinngtir) ettirilmesinde oneml gorevler
Ustlenmektedir. Bu sayede kanda eritrosit sayissabit dgerler arasinda
tutulmasi sglanmsg olur (51). Bobrek yetmedi gibi durumlarda eritropoetin
Ureten hicrelerin hasargramasi sonucugar anemik tablolar ortaya cikar (47).
Eritrosit Hucre Zari; gucll, ince ve esnek bir meambyapisina sahip olup
spesifik polisakkaritler, lipid ve proteinler gitbilesenlerden olgmaktadir (39).
Ortalama %50 protein, %40 lipid ve %10 karbohidmatolymaktadir (3). Eritrosit
zarl, genel unit membran yapisina uyguekilde i¢c lipid tabakasinda
fosfotidiletanolamin ve fosfatidil serin icerirkedis lipid tabakasinda fosfotidilkolin
ve sfingomiyelin icerir. Ayrica zarin giylzu oligosakkaritlerce olduk¢a zengindir
(52). Zar proteinleri pek cok hucresealevinin yaninda, hicrenigeklinden de
sorumludur. Bu zar proteinlerinin  belirgin  kismi %), zarin seklinin
korunmasindan ve dayanik@iindan sorumlu spektrinden ghaaktadir (53)
(Resim:3). Spektrinin yapisal bozukluklarisitke konjenital ve herediter hemolitik
anemilerde ortaya cikmaktadir (55). Hucre isketiinyer alan spektrin, htcre
zarindaki cgitli bilesenlerle ve hiicre iskeletigéleriyle gicli bir g olusturarak
membran esnelgini desteklemektedir (41). Zardakiggir protein yapilarinin daha
cok transmembran protein tipinde ogdugorulir. Ozellikle Glikoforin A (ayrica B,
C, D formlar) iyon kanallan (Kalsiyum Kemli Potasyum kanallari ve Na-K
ATPaz) ve Anyon Tgyicl Band 3 protein bu gruba 6rnektir. Band 4.42n8& 4.9,
Ankrin (Band 2.1), Aktin (Band 5) ise sayilabileceiger zar proteinleridir (3).

Sayilan tim bu protein yapilarinin hicre zarintmeh yer aldil, hicre iskeletinin
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sekil ve kararlilgini sa&ladigi gorultr
(41) (Resim:3). Eritrosit zarinda

_ olusabilecek bir bozukluk hicrenin
Band3 | Giikoforin| -

seklini  bozarak retikiloendotelyal

sistem hicreleri tarafindan fagosite
edilmesine neden olur (56,57).
Hemoglobin: 68.000 Dalton
molekdl a&irliginda, kana kirmizi
rengi veren geni tetramerik bir
proteindir. Her bir eritrosit ortalama
200-300 milyon Hb molekalu icerir
(3,39,42). Hem ve globin olarak
ayrildiginda Hem'’in demir igeren,
im:3. Emros:Ea';gZﬁa'\f\eaTm{:;)WEIQﬁ (54 No'lu bilesigin %5’lik kismini olgturan ve
O, baglayan kisim oldgu géraltrken,
globinin  ise  bilgigin  %95'ini
olusturan protein kismi oldiu goraltr. Erkeklerde bir miktar daha fazla olan Hb
miktari kadinda ortalama 14 g/dl, erkekte ise 18 glir (4,39). Hb’nin dokularda en
onemli gorevi Q ve CQ transferini sglamaktir. Q'yi oksihemoglobin, CQyi ise
karbominohemoglobin olarak sta (3,41). Q kapasitesinin azalgh hipoksik
durumlarda dokularda 2,3 diphosphoglyceridesagikmasi ile Hb'nin @ye olan
egilimi azalir ve eritrositlerden ©serbestlgmesinin kolaylatigi gorulur. Hb’lerde
a, B,y ve 6 olmak Uzere 4 adet polipeptit zinciri tanimlaf®). Hb’nin, fetal
hemoglobin (HbF) ve yatkin hemoglobin (HbA) olmak tzere 2 tipi vardir (5)bF
20, ve 2 zincirinden olgur ve intrauterin hayatta goma kadar en fazla bulunan
Hb’dir. Dogumdan bir siire sonra HbF'nin yerini HbA alir. HbAirHbA; (o2, (%) ve
HbA: (ay, 62) olmak tzere 2 tipi vardir. Hb/erigskinde gorulen bgica Hb'dir. HbA
(02, 82) ise mindr bir Hb olup, egkinde nadir gorulen bir tip olarak bilinir. Normal
bir bireyde %96 HbA %2 HbA ve %2 HbF mevcuttur (3).
2. Lokositler; kanda bulunan ger bir hiicre grubu olup, temel olarak vicut
savunmasinda gorev alirlar. Farkhh morfolojik tipleolan l6kositler viicut

savunmasinda farkh gorevler Ustlegtimi Yetiskin bir bireyde ortalama 6.500-
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10.000 kadar l6kosit bulunur (3). Ancak enfeksiyhmumlarinda bu sayi 25.000’e
kadar ulaabilir (4). Lokosit sayisinin 12.000'in tzerinder@si |okositozis olarak
adlandirilirken, sayinin 5000’in altina stiiesi I6kopeni olarak bilinir (36). Kemik
iligindeki hemanjioblastlardan sekillenmislerdir  (4). Mikroskop altinda
incelendiklerinde yapi ve farkli boyanmalari ileicat cekerler (39). Bu ozellikleri
gozonune alinggnda lokositler granulositler ve agrandlositlerrakaiki grupta ele

alinirlar (Resim: 4).

3% b
) &5
Neutrnp-hils
: @
Lyrmphacytes ; Platelets @
Monacytes Emthrocytes

Resim: 4. Lokositlerin Mikroskopik Goérinimu (58 Mokaynaktan alinngtir.)

Granulositler; sitoplazmalarinda granuller mevcut olan ve c¢ok loblu
cekirdekleri bulunan l6kositlerdir. Notrofiller, emofiller ve bazofiller olmak tzere
3 tiptir (4).

1. Notrofiller; Polimorfonukleer I6kositler olarak da bilinirler )(SLokositler
icerisinde en fazla sayida bulunan hicreler olujpn t6kositlerin % 60 -70'ini
olustururlar. Bakteriyel enfeksiyon durumlarinda sayran arttgr goéralar (3).
Caplari ortalama 9-12 p’duince kromatin iplikleri ile bglanan 2-5 loblu ¢ekirdek
icerirler (41). Lob sayisinin folik asit eksiginde ve ya ile birlikte arttgi gorular.
Kadinlarda normal lob sayisina ek olarak ucgtaki lbbun hemen ucunda icinde
inaktif X kromozomunun bulundiw davul tokmg seklinde bir yapi daha
mevcuttur. Bu yap! Barr Body (Barr cisiigi ya da Sex Chromosome (Cinsiyet
kromozomu) olarak isimlendirilir (3,5).

Notrofiller ¢esitli uyaranlarla enflamasyon bolgesine go¢ etmem@aksi)

yetengine sahiptirler. Sitoplazmalarinda granil bulunduve |6kositler icerisinde



15

oldukca kisa bir y@am slresine sahip olan nétrofiller, dotada yaklalk 12 saat

kadar kaldiktan sonra kemotaktik uyarilarla (@neinflamasyonda) dokulara go¢
edebilirler (59,60). Apoptozis ile yamlarinin sonland@l bag dokusunda 1-4 gin
kadar yaamlarini surdirebilirler (41). Ug tip granil icéeir,

a. Spesifik Grandller: Kuguk ve ¢cok sayidadirlar. Caplari 0.1 p kadangdik
mikroskobunda zor segilirler. Elektron mikroskobarnide dikdortgeekline benzer
sekilde secilirler (3). Alkalen fosfataz ile boyaklkhrinda antibakteriyel enzimlere
(Ornezin; lizozim, laktoferin ve fagositin) sahip oldukiagoriilir. Bununla birlikte
antimikrobiyal fonksiyonlarina yardim eden farmakid ajanlarda icerirler
(3,30,41).

b. Azurofilik Granuller : Geng capl ve az sayidadirlar. Caplari ortalama 0.5
u kadardir (41). Bunlara spesifik olmayan primeoiomlarda denebilir. Granul
olusumunda erken gortnen tiplerdir ve tim grandlli blezde meydana gelirler.
Asit hidrolaz, myeloperoksidaz, bakteriyel permétbiindikleyici faktor (BPI),
kathepsin G, elastaz ve nonspesifik collegenariee(3).

c. Tertiary (GUcunci) Grandller : En son tespit edilen Gg¢lnci ve yeni grandl
tipi olup jelatinaz ve kathepsin icerdikleri bilirektedir (3).

Kan iginde inaktif durumda olan nétrofillerin dolamd gectiklerinde aktif rol
aldiklan ve fagositik karakter kazandiklari gomilivetabolik aktiviteleri oldukca
fazladir. Hem aerobik hemde anaerobik glikoliz yalder. O, yoklugunda
fonksiyon yapabilmeleri nekrotik ve enflamasyonldlgelerde bakterileri éldurip
onlan fagosite edebilmeleri acisindan bliyuk avyansaslar (41). Ayrica
proenflamatuar bir sitokin olan IL-8, fagositlelktave eden ve noétrofilleri uyaran
monosit ve aktif T hicreleri tarafindan sentezletieN-y yardimiyla ve C5a gibi
kemotaktik faktorler sayesinde enflamasyon surecie&ki ederler (61).
Mikroorganizmalarin ve vicut icin yabanci maddeldoulundgu bélgeye gog ile
vicudun savunmasini yaparlar (5). Ayrica s@e@nik asid metabolitleri olan
Iokotrienlerinde  notrofillerin - fagositozuna yardimcoldugu  gorular — (3).
Mikroorganizmalarla sawaaninda yuvarlakekilli olan nétrofiller, birden psédopod
adi verilen uzantilarini ¢ikararak fagosite edemekyabanci maddelerin etrafini
sararlar. Psddopot uclarinin birbirleriyle kaymasi sonucu yabanci maddeler bir
membranla cevrili hale gelirki bu yap! “fagozom”acdk adlandirilir. Spesifik ve
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azurofilik grandllerin igeriklerini fagozom uzerineermeleri ile de fagositoz
gerceklgmis olur (3,5,41).

2. Eozinofiller; Lokositlerin % 4'Unden daha azini elururlar. 10-14 p
blyukluktedirler (3). En dnemli ayirt edici 6zgllieozinofilik ve ¢ok sayida buyik
ve uzun reaktif granuller icermesidir (41). Nukleuspik olarak at geri seklini
andiran iki loblu bir yapidadir (3,5). Heterokroindr daha c¢ok zar tarafinda,
okromatinler ise daha ¢ok merkezi yeitelidir (5). Az sayida organele sahiptirler.
Bunlara 6rnek olarak kicuk merkezi lokalizasyonhlgg aparati, kisitli miktarda
endoplazmik retikulum ve mitokondriler verilebiliSpesifik ve azurofilik olmak
Uzere 2 tip granul yapisi icerirler. Bu granuillele@sa ve Wright boyasi ile koyu
pembe renkte gorulirler. Elektron mikroskobundalendginde spesifik grandllerin
ortalarinda kristal yapilarin vagl dikkat ceker (3). Bu kisimlar merkezde internum
alanlaridir. Bu alanlar majér basic protein (MB&9zinofilik katyonik protein (ECP)
ve eosinophil-derived neurotoxin (EDN) gibi yapiigerir. Cevrede daha az elektron
yogun alanlar ise eksternum veya matriks olarak isnchl@mistir (3,41).
Nonspesifik azurofilik graniller ise lizozomlar zamda olup nétrofillere benzer
hidrolitik enzimler icerirler (3). Granuller ayniamanda peroksidaz, histaminaz,
arilstlifataz gibi maddeler icerirler (5). Tipik o&k hipersensitivite durumlarinda
aktifleserek vicudu koruyucu yonde etki gosterdikleri gori(3). Antijen antikor
kompleksiyle fagositoz olayini kolaykarirlar (5).

Mast hicreleri, nétrofiller ve bazofillerden sertiegn eozinofil kemotaktik
faktor (ECF), histamin ve l6kotrien eozinofil hiicrari reseptorlerine Banarak
eozinofilin allerjik veya inflematuar reaksiyonunldogu bolgeye cekilmesini
saslarlar (3). Ozellikle allerjik reaksiyonlarda, paitik enfeksiyonlarda, otoimmiin
hastaliklarda ve dssik tip kanserlerde sayilari artar (9mmunolojik cevaplara
katilip, fagositoz yapabilen eozinofiller kemikgilnde Uretilip, sitokin ailesinin bir
dyesi olan IL- 5’in etkisiyle prolifere olur ve alg hiicrelere domiirler (3).

3. Bazofiller; Tum l6kositlerin %1’'inden daha azini eltururlar. Bu nedenle
normal kan yaymalarinda gorilmeleri oldukca gug@aplari yaklaik olarak 12 -15
p’dur (3,41). Nukleuslan “S” harfieklinde diizensiz loblara boélungtir. Genellikle
bazofilik boyanan iri grandlleri ile secilirler. Befilik granuller 0.5 p kadar ¢apta

olup heparin icerikleri nedeniyle bazik boyalarlaetakromazi gosterirler (41).
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Granullerde ayrica histamin, ECF, noétrofil kemoilaktaktor ve peroksidazda
bulunur (3,41). Elektron mikroskobik olarak, kicidolgi aparati, az sayida
mitokondri, endoplazmik retikulum ve arada gliko@epolari belirgin olarak secilir
(3,5). Asint duyarlihk reaksiyonlarinda adokuya go¢ ederek mast hicrelerinin
islevlerine katkida bulunurlar (41). Bununla birlikteer ne kadar bazofiller ile
benzer oOzelliklere sahip olsalarda mast hucrelerikemik iliginde farkh kok
hiicreden geymesi ve mast hicrelerinin kendine has triptaz enam ayrica
serotonin icermeleri farkhliklardir (3,41,48). Bdillerin hiicre zarinda bulunan IgE
icin spesifik reseptorler hicredeki grantllerin edéiginde serbest birakilmasinda
etkendir (3,30).

Agrantlositler; lenfositler ve monositler olmak tzere iki tiptir)(3

1. Monositler; Monositler kan dolgminda bulunan buyik hicrelerdir. Caplari
12-15 p arasindadir. Lokositlerin % 3-8'ini giururlar (3). Nukleuslarr gegi
Ozellikle eksentrik yerkgmli, oval, at nali ya da bobrejekillidir (4,36,39). Elektron
mikroskobunda incelenginde nikleusta 6kromatik ve heterokromatik alaskgilir
(3). Sitoplazmasi gegjimavimsi gri renkte boyanir. Spesifik grantjitaazlar fakat
lizozomik grandller igerirler. Nukleusun c¢entiklidugu ve g¢entik bdlgesine yakin
yerde nétral kirmizisi ile boyanan vakuoller gori(8,36). Golgi aparati nikleusun
yakin bolgesine yerjektir. Bunun yaninda, az miktarda granulli endopide
retikulum, bir miktar mitokondri, serbest ribozone Vizozom, hiicre periferinde
mikrottbuller, mikroflamentler ve pinositik vezikét bulunur. Kemik ilginde
monoblastlardan gegkn monositler 30-70 saat i¢cinde doiaa gecerler. Dolamda
bir ka¢ guin kaldiktan sonra, diapedezle dokulaaegterek, caplarini 5-10 kat daha
arttirnp makrofaj adini alirlar (3,4).

Makrofajlar, mononukleer fagositik sistemin bir @yeolup vicuttaki 6lU
hiicreleri, antijenleri, bakteriler gibi yabanci {&illeri fagosite ederler. TNFu
(Tumor Necrosis Factor), IL-1 gibi g#i sitokinleri sentezleyerek inflamasyon
cevabi olgtururlar. Hicrelerin ¢galmasini, olgunkanasini sglarlar. Ayrica yabanci
cisimleri epitoplarina kadar parcalayan antijen ugwn hiicreler olarak bilinirler.
Yabanci cisimlerle karlastiklarinda birlgerek yabanci vicut dev huicrelerini
olustururlar (3).
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2. Lenfositler; yuvarlak sekilli, tek niukleuslu, agranuler hucrelerdir (41).
Lokositlerin % 20-25’ini olgtururlar (3). Caplari 6-18 p arasindazge. Caplarina
gore 3 grup altinda incelenir.

» Kuguk lenfositler; caplart 6-8 p arasindaggen dolgaimda en fazla
bulunan lenfosit tipidir. Nukleuslarinin yuvarlalazen centikli oldgu,
kaba yginlar halinde kromatin icergh goralur (36,41). Sitoplazmalari
oldukgca az olup kan yaymalarinda nikleusu sarae inic ¢izgi gibi
gorundr ve hafif bazofilik boyanir (36). Sitoplaziaanda c¢ok sayida
serbest ribozom, az sayida mitokondri ve kiculgblgi kompleksi icerir
(3,41).

* Orta boy lenfositler; caplari 6-12 p arasindgigle Dolasimda az sayida
bulunurlar (5,41).

* Buyuk boy lenfositler; caplari 18 u’a kadargahilen lenfositlerdir (41).
Lenfositlerin boyutlari arasindaki bu farklagvsel bir énemin vargini gosterir.
Ozellikle buyuk lenfositlerin 6zgil antijenler ileyarildigi disunulmektedir (41).
Hareket acisindan inaktif olan lenfositler kemilgihde hemocytoblastlardan kdoken
alirlar ve lenf nodlari, timus, dalak, tonsil gitenfoid dokularda cok sayida
bulunurlar (4). Ygaam sureleri 1-2 gin olabilgii gibi dolasimda birka¢ yilda
yasayabilirler. Onemli bir ozellikleri de diapedez ilbaz dokudan dolgma
donebilen tek I6kosit grubu olmalaridir (41). Orgamanin immdn cevabi ile ilgili
baslica hucreler olup enfektif mikroorganizmalara, gabi molekullere, kanser
hiicrelerine kan savairlar ama fagositoz yapamazlar (4).

Belirleyici ylzey molekullerine gore T ve B lenfusr olarak 2 grupta

incelenirler (3).

a. T-Lenfositler; Kan lenfositlerinin % 65-75'ini olgturan T lenfositler, kemik
iliginde yapildiktan sonra timusa gelip orad&ajp esitilerek olgunigtiktan
sonra kan yoluyla lenfoid dokularastairlar (62). Periferik lenfoid organlarda
aylarca hatta yillarca yayabilirler (3). Lenfoid organlarda; lenf gimu
parakortikal zonu, dalakta beyaz pulpa icindekiigregriyel kiliflar, ince
barsakta Peyer plaklari gibi 6zel alanlara yénler (36). Hlcresel immunitede

rol alirlar (5). Olgunlamis T lenfositlerin 3 tipi vardir.
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» Sitotoksik T Hucreleri: CD8 ylzey molekiline sahip olan sitotoksik T
lenfositler (CTL) virlsle enfekte hiicrelere ve yabamaddelere (Orrn;
mantar, virus, bakteri, parazit) kaiki yolla savairlar (5,62). Bunlardan biri
perforin adi verilen proteinlerle hedef hiicre zdamlelikler olgturup, hedef
hiicreyi parcalamak geri ise apoptotik genlerin uyarimi ve hedef hianeni
oldurulmesidir (62).

e Yardimci T Hucreleri (T Helper Cells): Antijenlere kagl makrofaj gibi
gorev yapan T helper hicreleri, membranlarinda GiiZey molekulu
tasirlar. Aktive olarak lenfokinleri (IL-2, 3, 4, 5,,6lF) sentezlerler. T
helperlardan salgillanan IL-4,5 ve 6, B lenfositle uyararak plazma
hiicrelerine dongimelerini ve yiksek titrede antikor sentezlemelerini
sgilarlar (30).

» Baskilayici T Hiucreleri (T Suppressor Cells) CD8 yluzey molekuline
sahip olmalariyla sitotoksik T lenfositlere beneerlSalgiladiklari ¢gtli
lenfokinlerle, B hticrelerin galimini bloke ederek antikor yapimini 6nlerler
(30). Boylelikle B hiicre aktivitesinin dnine gedereémmun sistemi
baskilamg olurlar (5).

b. B Lenfositler; Dolasimdaki lenfositlerin yaklgk % 5-10'unu olgtururlar (62).
Kemik iliginde lenfoid stem hicrelerden orijin alir ve geler (4). Humoral
bagisiklikta gorev alan B lenfositler, T lenfositlerdeiarkli olarak hucre
membranlarinda antijenle direkt glanabilen immunglobulin reseptoérlerine
(IgM ve IgD) sahiptirler. T hicreleri yillarca yayabilirken, B hicrelerinin
Omri sadece birkag aydir (3). Antijenle direkt ulgdnilselerde etkili uyarim icin
makrofajlarin ve T lenfositlerin salgilag lenfokinlerin yardimina ihtiyag
duyarlar (30). Kemik iinden kdken alan B lenfositler orada olgualaak
uyarilip, antikor sentezleyen B hucrelerinden dgkak sitoplazmal plazma
hicrelerine farklilgirlar. Antikor sentezleyerek vicudu antijenlere skar
savunmasinda goérev alirlar (4). Bazi B hlcrelee @gazma hicrelerine
donsmek yerine ayni antijenle ikinci kez maruz kalmaHellek B hiicrelerine
(B memory) farkhlairlar (30).

3. Trombositler; Kan plaketleri adida verilen trombositler pihgrfeada gorev
alan 2-4 pu capinda, nukleus icermeyen oval veyanwks disk biciminde, hicre
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parcaciklandir (3,4,41). Hucre zarlarinda kollagamar duvart Von Willebrand
Faktort (VWF=trombosit aktive edici faktor) ve fibojene ait reseptdorler bulunur
(63). VWF 12. kromozomda kodlanan endotel hiicretii ve megakaryositlerde
sentez edilen ve trombositlerde granullerinde depolanan bir hilktir (64).
Trombosit, zar g yluzeyinde glikozaminoglikan ve glikoproteinden gen 15-20
nm c¢apinda bir hiicre ylizey ortast bulundurur. Bu titombositlerin yagmasindan
sorumludur. Kemik isinden geny poliploid hticreler olan megakaryositlerden kopan
parcalar olan trombositler 1 mfhkanda 200-400 bin kadardir (41). Giinde 200
milyar kadar Uretilirler (4). Ortalama y@m sureleri 10 gundur ve kan yaymalarinda
genellikle kiimeler halinde gorulurler (41). Perifersoluk mavi renkte yain tibuler
sistem iceren hiyalomer, merkezde ise mor renkenigriceren granilomer adi
verilen bolgeler icerirler (5). Hiyalomerin esaspyari mikrotubuller ve aktin
filamentleridir (3). Granilsiiz olan hiyalomer 2 tildr sistem icerir.

1. Surface opening (connecting) system; labirent g@lBillenmis dis ortamla
iletisimin sglandgl kompleks sistemdir (3). Plazma zarinin involisyon
ile sitoplazmaya dgru uzanan parmaksi girintilerden gl bu sistem acik
kanaliktler sistem olarakda bilinir ve trombositherdepoladiklari aktif
molekdllerin serbest birakilmasini kolagttair (5,41)

2. Yogun tubuler sistem (dense tubuler system) (5).

Granulomer ise; az sayida mitokondri, glikojen dappperoksizomlar ve, 6

ve A gibi ¢ssitli tip grandller ve lizozomlar icerir. Enzimleribulunudgu yer olan
granulomer, glikojenin  yikilmasina, ,@Qin tiketiimesine, ATP meydana
getiriimesine izin verir (3). Hemostazisle ilgiliibreler olan trombositler, yagan
oluslari nedeniyle 6zellikle damar yaralanmalarinda &iaya gelerek kanamayi
durdurucu kapatici plak dftururlar (3,36). Damar yaralanmasinda gacicikan
laminin, VWF'ye yapsarak trombositlerin aktivasyonunu gbetir. Aktive olmuy
trombositler psodopodlarini c¢ikararalekil degistirirler ve icerdikleri granalleri
disarl baaltarak kanama alanindaki gér trombositlerin kendisine yagmasini

sgilarlar (3,63).
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2.1.3. Hematopoez

2.1.3.1. Prenatal Hematopoez

Kan hdcrelerinin olgumu gelsimin ikinci haftasinda yolk kesesini cevreleyen
ekstraembriyonik mezodermin icinde, megeral kdkenli kan hicre adaciklarinin
olusmasi ile bglar. Prenatal hematopoezde periferal hucrelerin demar
duvarlarininsekillenmesinin goruldgll ilk asama mezoblastik faz olarak bilinir.
Gebelgin 6. haftasinda ise kargeir gecici olarak hematopoetik doku fonksiyonu
Ustlenir ve bu donem hepatik faz adini alir. 2néster boyunca devam eden ve
dalagzin fonksiyonunun hakim oldiw faz ise splenik fazdir. Bus@mada hepatik
fonksiyonunda devam egti gorulir. Gelgimin devami ile birlikte 6zellikle
klavikulanin kemiklemeye ve icindeki kemik iiini olusturmaya bglamasiyla

kemik iliginde hematopoez blar. Bu faz ise myeloid faz adini alir (3).

2.1.3.2. Postnatal Hematopoez

Yasam surelerinin sinirli olmasi ve gehis fonksiyonlari nedeniyle kan hucreleri
yuksek yenilenme yetepme sahip hucrelerdir. Her gin bol miktarda erit;0os
|6kosit ve trombosit fizyolojik veya patolojik yaltla kaybedilmekte ancak hemen
yeni hiicreler yerlerine konulmaktadir (65). gdan sonrasi donemde ggam sireleri
dolan yalanan hicrelerin yerine kemik ginde yer alan ve ¢g@mlma yetenekleri
yuksek olan hematopoetik kék hicrelerden yenilggtilir. Bu yapim ve yikim
mekanizmasi belirli bir denge icinde devam edemlGki 10" den fazla sayida kan
hiicresinin, yikilan kan hucrelerinin yerini almé&si yapim yikim mekanizmasinin
kanitidir (3,65).

2.1.3.3. Hematopoetik Kok Hticreler

Yapilan cgitli deneysel cabmalar sonucu tum kan hicrelerinin ortak bir atadan
hematopoetik kok htcreden ggigi belirlenmgtir (65). Kok huicreler toplam
hematopoetik hiicrelerin yaki& % 0.05’i oldigundan kok hicreleri tanimlamak ve
ayirt etmek oldukca zordur. Morfolojileri ayirt édiese de hicre ylzey
belirleyicileri olan c-kit ve Thy-1 ile kolayca tanlanabilirler (48). Tim kan
hicrelerinin  kokeni olan pluripotent kdk hicreleenklini yenileyebilme ve

farklilasabilme yetengine sahip hucrelerdir. Bu hicrelerin bélinmesiylgehoid
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kok htcreler ve lenfoid kok hicreler olmak Uzereti multipotent kdk hicre
olusumu gozlenir. Bu hlcre gruplari yiksek mitotikiaikeye sahip olan ve kendini
yenileyebilen CFU olgturan ¢aitli progenitér hiicrelere dogurler. Bunlardan biri
Colony Forming Unit-Spleen (CFU-S), gdiri ise Colony Forming Unit-
Lymphocyte’dir (CFU-Ly) (3).

2.1.3.4. Progenitor ve Prekirsor Hicreler

Multipotent kdk hicreler farklikarak yetenekleri kisitlanmi unipotent veya
bipotent progenitor hucrelere ddailler ve bu hicrelerde farkldarak ileride
donigecekleri olgun hucre tiplerinin prekursoérlerini ndeya getirirler. Progenitor
hiicreler hizla defalarca boltnebilip sayilarintigabilirler (3,30). Mitoz bélinme
aktiviteleri ve farklanmalari spesifik hematopoefkktdrlerce kontrol edilir (3).
Kanda ve lenfoid organlardaki hucrelerin yapiminstiénmglerdir. Myeloid
progenitor hicrelerden; eritrosit CFU, megakary@3iU, bazofil CFU, eozinofil
CFU, granulosit ve makrofaj CFU’'nun farklagdgorulir (48). Lenfoid progenitor
hicrelerden CFU lenfosit gjumunda ise T hicre oncullerinin timusta, B hicre
oncdullerinin ise kemik iinde gelgtigi gozlenir (3,48). Prekursor hicreler yuksek
mitotik aktiviteye sahip olmalarina kan kendilerini yenileyebilme potansiyeline
sahip dgildirler. Kan yapiminin gergekjebilmesi icin minimal ¢evresel kollara,
cogalma, farklilama, olgunlama ve vyaayabilirligi kontrol eden dizenleyici
molekdllere, hicresel olaylarda negatif ve poztitilere sahip olan sitokinlere ve
¢esitli biyume faktorlerine ihtiyag vardir (65,66). fime faktorleri hematopoetik
sitokinler olarak da bilinirler (48). Genibir aile olan sitokinlerin ve biyume
faktorlerinin  hicre farkllgmasinda Ustlengi roller Uzerinde oldukca fazla
durulmaktadir (67). Bu faktorler kemik ginde endotel hiicreler, stromal hicreler,
fibroblastlar, lenfositler, makrofajlar tarafindametilirken, kemik ilgi disinda da
uretilebildigi goralmistar (48). Cevresel kmllar salandginda, buyime faktorleri
oncelikle olgunlamams hicreleri mitozla ¢galmaya yonlendirerek, gkin haldeki
hiicreleri ise farklilgmasini destekleyerek ve etkinliklerini arttiraraki gyosterirler.
CSF, IL’ler ve eritropoetinler olmak tzere 3sigbtyiime faktora vardir (68). Kan
yapimi icin gerekli diizenleyici molekiller negatié pozitif regulatorler olarak
bilinirler. Macrophage Inhibitory Proteia- (MIP-a), TNF ve TGF- [} negatif
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duzenleyiciler olarak bilinirken, buyime faktorlese pozitif dizenleyiciler olarak
kabul edilir (66). CSF progenitér hucreleri uyatataircok hiicre grubunun veya
kolonisinin buyUmesini ggar (48). IL'ler, l|okositler ve bilhassa lenfositle
tarafindan dretilirler ve otokrin mekanizma veyargb@n mekanizma ile der
hiicreleri etkilerler. IL1, IL3 ve IL6 gibi bazi gplan pluripotent ve multipotent kok
hiicrelerin proliferasyonunu uyarirken, G-CSF, 1L37, IL8, IL11, IL12, MIP-a ve
eritroid seri hicrelerini aktive eden bir glikopeot olan eritropoetin’in mobilizasyon
ve farklilaamasinda gorev aldiklarina inanilir (3,48). Sayilao faktorlerin

hematopoezde etkin olduklar yerler Resim 5’derayriolarak 6zetlenngtir.

Hematopoiesis
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Resim:5. Hematopoezis
(69 No’lu kaynaktan alinngtir)

2.1.3.5. Kemikiligi

Kemik iligi uzun kemiklerin mediller kanallarinda, spongioemiklerin ise
sungerimsi bguklarinda yer alir. Total vicutgaliginin %5’ini olwturup, kan
hiicrelerinin gekiminde gorev alirlar (3)intrauterin gekimin 5. ayindan, kinin
Oliumune kadar fonksiyon gdosterirler. Stromal boluenhemopoetik bolim olmak
Uzere iki bolim icerirler. Stromal bolim gahucreleri, fibroblastlar, stromal
hiicreler, damar endotel hicreleri, makrofajlar \a ldamarlari @ndan olgur.
Kemik iliginin periferine yerlgik hematopoetik bolum ise besleyici arterlerden,

periostal kapiller gdan ve Ozellgnis sintzoidlerden gelen damarlar tarafindan iyi
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beslenen ve yeterli sayida, farkl tipte hicrelefizyolojik ihtiyaclarina cevap
verebilen bolumdar (48).

Kemik iligi kirmizi kemik iligi ve sari kemik ilgi olmak Uzere iki tiptir (68).
Yeni dgzganda kemik ilgi cok sayida eritrosit tretiminin gordlmesi ile iz kemik
ili gi adini alir (3). Cocuk buyudukce kemikgilin cok sayida y@&hucresi iceren sari
kemik iligine donigtugu gorular (3,68). Kirmizi kemik @i stromasi, hematopoetik
kordonlar ve sinltzoidal kapillerleri icerirken, kiili gi matriksi tip | ve tip 1l
kollajen, fibronektin, laminin ve proteoglikanlaigerir. Laminin, fibronektin ve
hemonektin’in ise hicreleri matrikse ghama fonksiyonlari oldgu gorultr. Kirmizi
kemik iliginin iglevlerinin bginda; kan htcre Uretimi, hasarlagreritrositlerin yok
edilmesi ve yikilan Hb’'den elde edilen demirin deponasi gibi fonksiyonlar
bulunmaktadir (68). Kirmizi kemik #inde temel olarak 3 tip seri hiicre uretilir.

1. Eritroid seri Uretimi (eritropoez)
2. Lokositer seri hiicreleri tretimi(granulositopoezleefopoez)
3. Trombositer seri Uretimi (trombositopoez)

1. Eritropoez: Eritropoezde temel prensip Hb sentezi ve eritnositi
olusumudur (68). Eritropoezde ilk fark edilen prekirsdicreler proeritroblastlardir.
Bunu bazofilik eritroblastlar, polikromatofilik droblastlar, ortokromatofilik
eritroblastlar ve retikulositler takip eder (3).

» Proeritroblastlar: 12 -15 p capinda, gsgsk dantelimsi kromatin iceren,
kiresel niukleuslu ve 1-2 adet nikleolus bulundugems hicrelerdir.
Sitoplazmalar orta derecede bazofiliktir. Kemikigiil yaymalarinda
tanimlanmalari kolay d#dir. Pesisira birkac defa bolunip bazofilik
eritroblastlara farklanirlar (5,30).

» Bazofilik Eritroblastlar: Nukleuslari daha kiicik ve daha heterokromatiktir.
Hb sentezinde rol alan ¢ok sayida poliribozomdi&lari icin koyu bazofilik
boyanirlar. Mitoz gecirerek polikromatofilik eritotastlara farkhlarlar
(5,30).

» Polikromatofilik Eritroblastlar: Bu evrede poliribozomlarin azafgli ve
sitoplazma alanlarinin Hb ile dolgw gorultr. Mitotik olarak aktiftirler.
Sitoplazma ribozomdan dolayr bazofilik, Hb’den dolaeozinofilik

boyandgindan c¢ok renkli bir gortiniim arz ederler (5).
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= Ortokromatofilik Eritroblastlar: Normoblastlar olarak da bilinirler. Hiicre
nukleuslarinin daha koyu, daha kuguk ve kenaraniiiloldugu goruldr.
Sitoplazmalarinda bazofili oldukca aza@ehdan asidofili hakim hale gelmeye
baslar (5,30). Ug defa bélinebilirler ve sonrasindalikasyon durur, nikleus
disart atiir ve makrofajlar tarafindan parcalanir. kiiisunu atan
normoblastlar daha da kugulurler ve psodopodlasiiézoidlere gecerler ve
retiktlosit adini alirlar (30).

» Retikilositler: Retikilositlerde bir miktar ribozom olmasina ar protein
sentezi tamamen duritur. Bu gencg eritrositler periferik kanda ortala®a
glin icinde ribozomlarindan arinip olgun eritrosalihi alirlar. insanda
periferik kana ginde 200-250 milyar retiklosit ggichalde, total kandaki
miktari tim eritrositlerin % 1-2’si kadardir. Kandaan retikilosit sayisi kan
kaybinin tamponlanmasinda etkin bir mekanizma &lbainir. (5,30).

2. Granulositopoiesis: Granulosite farklilgacak progenitér hicreler bolinap,
cogalarak miyeloblastlara farklgalar. Bunlar 10-18 p capinda, sitoplazmalari
bazofilik, nukleuslari koyu renkte iri hiicrelerdMliyeloid seride en olgun§aams
olarak taninabilen ve her g tip granulositin prskilleri olan miyeloblastlar, mitoz
gecirerek ¢@alirlarken bir yandanda farklgarak promiyelositleri meydana getirirler
(30,68).

» Promiyelositler: Miyeloblastlardan daha iri hiicrelerdir. NUkleuslafalmis,
yuvarlak ve heterokromatik bir hal algtr. insanda ve hayvanda azurofil
granullerin ilk olarak bu donemde ortaya ciktikldizozomal enzimler ve
miyeloperoksidaz igerdikleri goéralur. Bolunip gadarak miyelositlere
farkhlasirlar (3,30,68).

= Miyelositler: Promiyelositlerden daha kig¢uk hicreler olup nuklarinin
ufak ve heterokromatik olgw goralir. cis-Golgi'den spesifik, trans-
Golgi'den azurofilik grandller ortaya cikar. Spdsifgrantller ilk defa
myelosit sitoplazmasinda ortaya cikarlar (30). @Hanin 6zelligine gore
miyelositler nétrofil  miyelositler, eozinofil miyekitler ve bazofil
miyelositler olmak tzere 3 gruba ayrilirlar. Bato® eozinofiller birbirinden
bagimsiz olarak eozinofil ve bazofil CFU'dan farkkidarken, notrofillerde

monositlerle ayni 6ncu hicrelerden farkhitiar (48) (Resim:6). Galim
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sirasinda her bélinme ile azurofil grantller mikaéarak azalirken, spesifik
granuller ortalama 4 kat artar. NUikleusun ortaihdé artan cukurkma ile
bobrek ya da at najeklini aldigi gortlir. Bolinme yetergni kaybeden bu

hicreler metamiyelositlerdir (5,30).
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Resim:6. Kemik ilginde kan hiicrelerinin geglimi ve farklilagmasi
(70 No'lu kaynaktan alinngtir)

= Metamiyelosit'lerin nikleuslarinin sitoplazmaya oranla daha fagkdig
ve loblanmaya bdadigl gorulir. Bu gorinumleriyle metamiyelositler birer
gen¢ granulosit haline gelgherdir. Kirmizi kemik ilginde bir sure
gelistikten sonra olgun hucreler olarak sinizoidlere egieg. Ancak bir
ayricalik olarak notrofiller band formu icerirlerNUkleuslarin  eninin
degismeyip boyunun uzagh ve lob sayisinin 3-5 arasindaggégi goralur
(30).

»= Polimorfonikleer noétrofiller olarakta bilinen nofiterin - 6zellikle
inflamasyon durumlarinda band formlarinin olgun rofiiterle birlikte
dolasimda yer aldi1 goralur (5).

Lenfopoez
Dolasimdaki lenfositler esas olarak timus ve dalak, leaéllari, tonsilla gibi

lenfoid organlardan kéken alirlar. Bunun yaninda tbnctl lenfosit hiicreleri aslen
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kemik iliginden koken alir. CFU-Ly’den 2 unipotent progenitdiicre olgtugu
gorulur. Bunlar CFU-Ly T ve CFU-Ly B'dir (3,5).

» CFU-Ly T; mitoz gecirerelgekillenen hicrelerdir. Kemik ginden timusa
goc ederek orada olguslp, farklilasarak dolaima gecerler. Hicre
yuzeylerinde eksprese ettikleri CD4, CD8 gibi yuregeptorleri ile taninirlar
(3).

= CFU-Ly B; kemik iliginde olgunlaip diger lenfoid organlara goé¢ eden
hicrelerdir (48).

Lenfoid htcrelerin ilk saptanabilen progenitoruftasiastiardir.

= Lenfoblastlar 12-15 p capinda yuvarlak hiicrele(@0). iki ya da lc kez
bolinebilme yetern@ne sahip olan bu hicreler olgun lenfositlerin g
sirasinda bir ara basamak olan prolenfositlerdifagklar (48,68).

= Prolenfositler; goreceli olarak daha kicuk ve dadlirgin kromatine sahiptir.
Fakat prolenfositleri T veya B lenfositleri olarajaretleyen hiicre ylzey
antijenlerinin hi¢c biri yoktur. Kemik ifiinde ve timusta bu htcreler
kokenlerinin 6zelkini olusturan hicre yilzey reseptorlerini sentezlerler.
Fakat histolojik incelemelerde ayri T veya B leritlesi olarak taninamazlar.
Prolenfositler bolinmeksizin farkldarak lenfositleri meydana getirirler
(30,68).

Monositopoez

Hem notrofil hemde makrofaj serilerine ait hiicrelaren grantlosit-makrofaj
progenitdor CFU’dan farklanirlar. CSF tarafindan i@zglarak uyariima sonucunda
her bir progenitor hiicre kendi serisinde farkitaya devam eder. G-CSF grantlosit
oncul htcreleri miyeloblast yonunde farkfikken, GM-CSF monosit onclleri
monoblast yoninde farklda. Monoblastlar monositlerin  dnculeridir.
Miyeloblastlara oldukga benzerlik gosterirler. Badlijp c¢@alarak bazofilik
sitoplazmali, 16-18 | capta, girintili nukleusa ipablan promonosite farklifarlar
(3,30,48,68). Azurofil grantillerin ilk belirlengii hiicre olan promonositler 2 kez
bolinmeye grayarak monositleri okururlar.

Trombositopoez

Trombositlerin  6nct hicresi megakaryoblastlar, rRaggsit CFU’dan
farkhlasirlar. Megakaryoblastlar 15-50 p capinda olabilébrieksekilli nikleus ve
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birden fazla nukleolus iceren hicrelerdir. Sitokiseve karyokinezis gorulmeksizin
nikleuslarinda pe pese DNA replikasyonu yani endomitoz gorultr. Yuksek
derecede goérilen protein sentezi ile caplar bingkyelOO p’a dek ukar ve
megakaryositlere donarler (3,5,30,48,68). Megakaryositler 35-160 p gapda
olabilen, diuzenli bgumlu nukleuslari olan, heterokromatin iceren ve Ugor
nikleoluslar bulunmayan hicrelerdir (48,68). Saamalarinda sayisiz mitokondri,
iyi gelismis graniler endoplazmik retikulum ve getiir golgi kompleksi bulunur.,
Sitoplazmadan iceriye parmaksi girintileri vardgu girintiler sitoplazmanin her
tarafina dgillarak demarkasyon kanallarini gurur. Bu sistem trombositlerin
icerdigi maddeleri dolgma salinmasini kolayaran megakaryosit sitoplazmasi
alanlarini tanimlar. Ayrica eritropoetin ile yapisalarak benzerlik gdsteren,
karacgerde Uretilen trombopoetinin de megakaryositlerarkifanmasinda etkin
oldugu bilinmektedir (5,48,68).

2.1.4. Kan Doku Fizyolojisi

Vicudun ds ortamla ilgkisini kontrol eden énemli dokulardan biri olan kaicutta
damarlar icinde kalp atimi yardimiyla dglave oncelikli olarak di ortamdan alinan
O2'nin vicut hicrelerine ukdirilmasini ve bu hicrelerde gturulan atik maddeler
yaninda C@nin vicut dgina atilimini dengede tutar. Genel anlamda incegamae
kanin organizmada olduk¢ca 6nemli gérev ve fonkdgm@n sahip oldgu goruldr.
Bunlar, tgima, dizenleme, savunma ve korumadir (4,63).

» Tasima Gorevi: Kan vicudun ihtiyaci olan Ove besin maddelerini ilgili
organlara ve dokulara ileterek metabolizma sondogaa metabolitleri ve Cgyi
dokulardan uzakktirmak suretiyle tama go6revini yerine getirir (4). Ayrica
hormonlarin, antikorlarin, gili kimyasallarin, enzimlerin ve 1sinin iletimi deanin
tasima gorevleri arasinda yer alir (5,63).

» Diizenleme Gorevi:Kanin vicudun i¢ ortamini dengede tutucu fonkdigion
vardir. Pihtilama, sivi elektrolit dengesinin dizenlenmesi, aa#-ldengesinin
sgilanmasi, osmotik basincin diizenlenmesi, metabolsmnacu olgan 1sinin bitin
vicuda yayillmasi ve vicut isisinin belirli bir dedg tutulmasi, dizenleme
fonksiyonu icin verilebilecek drneklerdir (3,4).

» Koruma Gorevi: Kanama kontroli bu géreve ornek verilebilir(63).
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» Savunma Gorevi: Kan antijenik maddelere karhoming mekanizmalari,
fagositik hiicre gocu, kan hicrelerince sentezleargikorlarin tainmasini sglamak

ve hicre sinyal iletiminde araci olmak suretiylewdu savunur. (4,63).

2.2. Hicre Olimi
Eriskin bir insanda ortalama hiicre sayisi**16lmasina kann bazal sartlarda
dakikada 16grantilositin kemik ilginden dolaima ¢ikmasi kan dokusunun énemini
ortaya koymaktadir. Kendini yenileyen dokular vegeganizmanin butin§il
distunuldiginde bir yil iginde gercekden hiicre yapiminin tim vicut kitlesi kadar
oldugu soylenebilir (71). Bu nedenle organizmanin biiigiihin ve homeostazisinin
korunmasinda hiicre galmasi ve farklilgmasinin yaninda hicre o6limude
gereklidir. Canlilgin temel karakteristik 6zelliklerinden biri olan dr@ 6lumiU esas
olarak 2 tipte tanimlanmaktadir

1. Patolojik hiicre o6lumi (nekroz)

2. Fizyolojik hiicre 6lumu (apoptozis) (72).

2.2.1. Nekroz

Nekroz fizyolojik bir dlimsekli olmayip, patolojik etkenler sonucu ortaya gika
hasarli hicre olumseklidir. Hicre enerji kaynaklarinda azalmayi, hiete
cbzinmeyi ve bunlar izleyen i¢csel homeostasis'ukingini icerir (7). Hucre
cevresinde meydana gelen iskemi, fiziksel travmapertermi, kompleman
aktivasyonu, UV gini gibi zararli uyaranlar sonucu e&n istenmeyen bir sirectir
(9,14). Patolojik bir hiicre 6lumu olan nekrozda falmjik olarak zar gegirgendinin
bozulmasina k& sitoplazmadaisme ve organel yapisinda bozulma géraliur. Ancak
kromatin yapisi erken donemlerde normaldir. Hiag girtilmasi sonrasi cevreye
yayilan hucre artiklari enflamatuar sireci uyaragekredeki dier hicrelere zarar
verir ve sure¢ gidereiddetlenerek artar (6).

2.2.2 Apoptozis Tanimi ve Tarihgesi
Her hiicrenin ygam siresi hiicre tipine gore gigklik gosterir. Orngin barsak
hiicrelerinde bu sire 3-5 gun kadar kisa olmasinarkderinin epidermal htcreleri

20-25 guni bulmakta ve postmitotik karakterdeki sityjerde ve ndronlarda yillari
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bulabilmektedir (17). Bununla birlikte, tim hicnefe yasam siresi organizmanin
durumuna gore desiklik gosterebilir. Orngin noéronlarin sayisi dam aninda
oldukca belirginsekilde azalir. Bu sayede uygun sinaptikrasalanabilmesi icin
optimum sayida ndron geri kalir vegg&l sinir sistemi & gelisimi sagslanms olur.
Ote yandan intrauterin ggiin dénemi icinde dier tum organlarigekillenmesinde
ve fonksiyonlarini kazanmasinda apoptozis fizy&ldjir diizenleyicidir. Orngn
immun sistemde gelimsel strecte okan girt B ve T hucrelerinin 6lumu ile bu
hicrelerden salinabilecek sitokin tiri toksinleamaltiimasi ve okabilecek olasi
fetotoksik zarar onlenir (19). Ayrica, intrautegelisim sirasinda tubdler yapilarin
[imenlerinin gekiminde, ekstremitelerin ortaya c¢ikmasinda, el vakayarmak
aralarinin aciimasinda, damak flizyonu sonrasintiatkepitel hiicrelerinin ortadan
kaldirlmasinda apoptozis etkindir. Embriyonel gelin erken evrelerinde de
izlenmekte olan apoptozis bobrek taslaklarinin rksj@syonlarinda ve fetal testis
onunde Muller kanalin gerilemesinde de 6nemli raligtlenmektedir (19,73).

Apoptozis sadece embriyonik g sirasinda dal normal yetgkinde de
gorultr. Organizmadaki tanimlanmayan, hasarli vei dilcrelerin ortadan
kaldirlmasinda, retinanin buyime ve g®lesinde, timusta lenfositlerin
olgunlggmasinda etkindir. Ayrica hormon yetersigsie bali gelisen organ
gerilemelerinde, menstriiasyonda endometrial hugnenynda, menopozda ovaryum
folliktllerinin atrezisi gelsiminde, laktasyon sonrasi meme bezi gerilemesinde,
Adreno Cortico Tropic Hormon geri ¢cekilmesinden rsoadrenal atrofi, kastrasyon
sonras! prostat atrofisinde de hicreler apoptoi®s viicuttan uzakkdirilarak
organizmaya zararlari 6nlenir (15,19,25).

Bununla birlikte, dgisik viral enfeksiyonlarda, s hiicre ¢galmasi sirasinda
olusan hatali DNA'ya sahip hicrelerde, malignite sonugNA yapisi bozulan
hicrelerde hucre organizmayl korumak icinsigéx intrensek ve/veya ekstrensek
mekanizmalari aktive ederek kendini éldurir yaro@pzise gider (17,74). Bunlara
ornek olarak pankreas, parotis ve bdbrek gibi degda kanal ttkanmalarina ga
olarak gelgen atrofiler, viral hepatit de kargerde gorilen apoptotik hicreler
(Concilman cisimcikleri) verilebilir. Ayrica yukse#ttes sonucu gortlensal noéron
yikimida apoptotik sure¢ tetiklenmesiyle olmaktadiKanser gibi malign

hastaliklarda tedavi amaciyla kullanilan hipertemadyasyon, sitotoksik antikanser
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ilaclar, hipoksik ajanlar gibi dgsik etkenlerde hasarli hicrelerde apoptozisi

arttirmak suretiyle tedaviyi gamaya cakirlar (19).

Ik kez 1972'de Kerr, Wyllie ve Currie tarafindamsalanms olan apoptozis,

onceleri buzéme nekrozu olarak tanimlangnama sonrasinda surecin nekrozdan

tamamen farkli oldgu ortaya konmg ve fizyolojik bir sire¢ oldgu ispatlanmytir

(12).

Nitekim, apoptoziste gorulen morfolojik ve ybkimyasal dgisiklikler

nekrozdan tamamen farkhdir. Bu farklar Tablo:12@e kagilastiriimistir.

APOPTOZS

NEKROZ

Tek hlcrenin kaybi

Hucre gruplarinin élumi

Membran butunlgi bozulmadan hicre
kabarciklanmasi

Membran butunlginun kaybi

Hucre blzilmesi ve apoptotik cisimlerin giimu

Hicresismesi ve lizis

Enflamasyon yok

Enflamasyon belirgindir

Makrofajlar tarafindan fagositoz

Makrofajlar vegei enflamatuar hiicrelerce fagositg

Lizozom yapisi sgamdir

Lizozomal sizinti mevcuttur

Kromatinin ygsun kitleler haline gelmesi

Kromatin kiimeteesi, belirsiz toplanma

Tablo 1. Apoptozis ve nekrozun morfolojik kritenil (75)

APOPTOZS

NEKROZ

Fizyolojik uyari bozuklgu

Fizyolojik olmayan uyari

Sentetik ve aktivasyon basamaklari ile sikkili
sirecg

Iyon dengesinin diizenlenmesinin kaybi

Enerji gerektirir

Enerji gerektirmez

Makromolekil sentezi gerektirir

Protein ya da nikksit sentezi gerekmez

Yeniden gen transkripsiyonu gerektirir

Yeniden gramskripsiyonu gerektirmez

DNA' nin belirli uzunlukta oligoniikleozomlara
parcalanmasi

DNA'’ nin rastgele sindirimi

Tablo 2. Apoptozis ve nekrozun biyokimyasatédteri (75).

Apoptotik hicre o6luminde goérilen temel morfolojilegdiklikler; hicre

bizismesi (cell shrinkage), nukleer membranin altindamatin  ygunlagmasi

(chromatin condensation), hiicre zar yuzeyinde &&pgn (blebs) olgmasi, DNA

kiriklarinin  gézlenmesi, hicre iskeletinin yikilmage apoptotik cisimciklerin

(apoptotic bodies) okmasidir (76,77).
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Apoptozis surecinin genetik temelleri ilk olarakir bnematod olan
Caenorhabditis Elegans (CE) Uzerinde sgiatis ve elde edilen veriler tip alaninda
onemli acihmlar sglamistir (78). Bu cakmada kefedilen genler “Caenorhabditis
Elegans Death” so6zcuklerinin gaharflerinden dolayr “ced genleri” olarak
isimlendirilmistir. CE’'de apoptozisten sorumlu 4 gen vardir. Bunkgl-1, ced-3,
ced-4 ve ced-9'dur. Bu genlerin insanlardaki horgtdoda belirlenmeye devam
etmektedir. CE'de egl-1, ced-3 ve ced-4'Un apopicz®ladigl ancak ced-9'un ced-
3 ve ced-4’lUn aktivasyonunu inhibe ederek apoptbzskiladgl belirlenmitir (79).
CE’de gorulen apoptozis modelinin insanlarda dazbemld@gu ancak bu sirecin
¢cok daha kompleks bir yapidgdeadigi gorultr (16).

Organizmada apoptozisi uyaran veya baskilayagisitte faktorler vardir.

Uyaran faktérler 4 ana grupta siniflanabilir (80);

= Fizyolojik Aktivatorler: Glutamat, dopamin gibi ndrotransmitter maddeler,
TNF ailesi, TGFB, Kalsiyum ve glikokortikoidler

= Hasarile Ilgili Uyaricilar: Isi soku, viral enfeksiyonlar, bakteriyal toksinler,
onkogenler, timdor baskilayicilari, sitotoksik T teleri, oksidanlar, serbest
radikaller, beslenme eksiklive antimetabolitler.

= Tedavi Ile ilgili Ajanlar: Sisplatin, doksorubisin, bleomisin ve vinkristin
gibi kemoterapatik ajanlay,isinlari ve UV ginlari.

» Toksinler: 3-amiloid peptid ve etanol.

Baskilayan faktorler ise 3 grupta siniflanabili0)8

» Fizyolojik Baskilayicilar: Buyume faktorleri, ekstraselliler matriks, CD40
ligand, dgal aminoasitler, cinko, 6strojen ve androjenler.

= Viral Genler: Adenoviris EIB, Bakulo viris p53 ve IAP, Cicekisdl,
crmA, Ebstein Barr virls, BHRFI, LPM-1, Afrika dam atgi virlsd,
LMWS-HL, Herpes virts, y1 34.5

» Farmakolojik Ajanlar: Forbol 12 miristat asetat (PMA), fenobarbital,
heksaklorosiklo-hekzan gibi timdr baskilayicilaistein proteaz inhibitorleri

ve kalpain inhibitorleri (80).
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2.2.2.1. Apoptozis Gegim Basamaklari
Apoptozis hucre i¢i (intrensek) veya hicresid{ekstrensek) belirli uyaranlarla
baslatilan molekiler olaylarin enerjiye @anli dongusinin son noktasidir. Ug
ardsik basamgi vardir (19).
A. Ekstra ve intrasellller sinyallerle apoptozisinglaalmasi ve hicre igi
proteazlarin aktivasyonu (apoptozisin interfaz)fazi
B. Hucrede morfolojik, biyokimyasal ve metabolikgigklikler

C. Fagositoz

A. Apoptozisi Baglatan Sinyal Yollarn

Hucrenin apoptozise girebilmesi icin dncelikle igienetik mekanizmayi harekete
gecirecek apoptotik sinyallere gerek vardir. Ekstek apoptotik sinyaller hicre
dizenleyici molekullere hiicre zarini gectikten somtrensek sinyaller ise htcre
icinde bulunan hedeflere direkt olarakgaleak etki gosterirler (Resim:7) (18).

Hucre Disindan (Ekstrensek) Kaynaklanan Sinyaller;

Bu sinyaller iki grupta incelenir.

1. Cevresel ygam sinyallerinin ve blyime faktdrlerinin yetersizli Bu
sinyaller apoptozisin negatif ya da pozitif belgidsi olabilirler. Bazi
hormonlar, blUylime faktorleri ve sitokinler oOncedemr olan 6lim
programini baskilayarak iletim doéngusini stlwurlar. Bu faktérlerin
eksikligi ya da yoklgunda ise 6lum programi baskilanamaz ve apoptozis
tetiklenir. Orngin; noronlarda Neural Growth Factor yetergiiride
apoptozis gozlenngiir (18,19).

2. Reseptor ligand etkigami; TNFR ailesinin hiicre zari reseptorlerine sfilesi
olum ligandlarinin bganmasi ile bglatilan 6lim yolu hicre gindan

kaynaklanan sinyallere verilebilecek dnemli biréitir (13,18).
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Extrinsic
{receptor-mediated) CDS5L Intrinsic
|—Death ligand | TRAIL (mitochondria-mediated)
TNF-o
FADD]
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[TRADD Ad ptO{ Pt H
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CASOASE a Bcl-2
Bcl-2L

0
ochrome ¢
Caspase-9 o gﬁ

caspased
— B — 1 0 (Smac/DIABLO

Death s{mstralmes\l\

Cell death

Resim:7. Apoptozisde etkin ekstrensek ve intremselekiller ve mekanizmalar
(81 No’lu kaynaktan alinngtir)

Hucre dsi sinyal molekdilleri icinde TNF, Fas, TRAIL ve Sitdsik T lenfosit aracili

apoptozis 6nemli yer tutmaktadir.

TNF Aracili Apoptozis; Proenflamatuar bir sitokilan TNF aktif T hicreleri
ve monosit makrofajlar tarafindan dretilir (82)nflamatuar cevabin
dizenlenmesinin yaninda hicre proliferasyonu, @ifelyasyonu ve
apoptozisde de ¢cok dnemli rol oynar. TNFR sUpersahpoptoziste rol alan
en onemli membran reseptorleridir ve kaspazlaridderetki gosterirler. Bu
reseptdr grubunun 19'dan fazla Uyesi vardir. Bunlarasinda TRAILR,
TNFR 1,2 ve 3, Osteoprotogerin ve CD40 yer almaki@d®). TNF-R1 kendi
basina apoptozisi tetikleyebilmesine kar TNF-R2 ise 6lum domaini
icermedgi icin Nukleer Faktor Kappa B’nin (NdB) aktivasyonuna aracilik
eder (6).

Fas/FasL Aracili Apoptozis; Fas insanlarda TNFRsailin Tip | membran
hiicre ylzey proteini olup, dal ligandi olan Tip Il membran proteini Fas L
ile apoptozisi gerceki@irir (6,21). Lenfoid hicrelerin yanisira, bazi kan
hicreleri karager, akcger, timus ve over gibi dokularda da eksprese
edilirler (6,83). Fas L'nin Fas’a bglanmasindan sonra gan molekiler
kompleks, hicre ici sitoplazmik kuyun 6lim domainine 6zgin adaptor

protein olan FADD (Fas adapter protein with a deddimain) ile birlgir.
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FADD dogrudan ICE (Interleukin 113 Converting Enzyme) ai@sibir Gyesi
olan FLICE/MACH ile etkilgir. Fas’in FADD ve FICE ile trimerize olmasi
sonucunda DISC (death inducing signaling compkKillenmesi gozlenir.
DISC’in ICE proteazlarin aktivasyonunu gkamasiylada apoptozisin
gerceklatigi gozlenir (19).

TRAIL reseptorleri aracili apoptozis; TNF reseptdnin diger bir alt grubu
olan TRAIL reseptorleri (TNF related apoptosis ioiahg ligand receptors)
APO-2L olarak da bilinir ve bu tip ligandlar spesiBblim reseptorleri ile
birbirini etkileyerek hiicre 6lumunu indukleyebierl (84). TRAIL 5 farkh
reseptore hdanir. Bunlar; TRAIL-R1 (DR4), TRAIL-R2 (DR5), TRAIR3
(DcR1), TRAIL-R4 (DcR2) ve OPG’dir (osteoprotegerimfRAIL-R1 ve
TRAIL-R2 digsindakiler ‘decoy receptors’ olarak bilinirler. Bumusebebi
TRAIL’ in indukledigi apoptozisi baskilayabilmeleridir (85). DR4 ve DRB
Olum reseptorleri olarak bilinir ve prokaspaz 8R&DD’ In varliginda DISC
sekillenmesi ve kaspazlarin aktivasyonuyla hiicrgugptozisi uyarirlar (85)
(Resim: 8). TRAIL ve TRAIL-R normal doku ve timoértiokularda eksprese
edilirler. Bununla birlikte TRAIL'in kanser hucraieicin toksik, normal
hiicreler icin ise toksik olmayan tarzda hareketesinkanser tedavisindeki
yerini giderek dnemli hale getirmektedir (84).

Sitotoksik T-Lenfosit (CTL) Aracih ApoptozisCTL'ler enfekte olmy
konakg! hicrelerin ylzeylerinde bulunan yabancijenieri spesifik olarak
tanirlar. Ana gorevleri bakteri ve virisle enfekigcreleri ve malign htcreleri
oldurmektir (6). CTL'ler yabanci bir antijenle kdestiklarinda yuzeylerinde
FasL eksprese ederler ve hedef hicrelerin Fas tie§ep tutunurlar.
CTL’lerin hedef hicreyi 6ldirmesi 2 yolla olur. Bardan biri Fas L'nin
hedef hicredeki Fas ile glanmasi ve kaspaz aktivasyonuykensedi
sitoplazmalarinda perforin ve granzyme adi verilproteinler iceren
sitoplazmik granullerin ekzositozudur. Perforinnsenembran por ofturucu
bir protein olmakla birlikte perforin/granzyme yolle apoptozis tetiklenir,
membranda okturulan porlardan iceriye eksositozla verilen gsane B
basta kaspaz 3 olmak Uzere kaspazlari aktive edereptapis gekimine
neden olur (6,19) (Resim: 9).
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Resim:8 TRAIL aracili apoptozis
(86 No'lu kaynaktan alinngtir)
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Resim:9: Sitotoksik T Lenfositlerde Fas
FasL etkilgimi aracili apoptozis
(87 No'lu kaynaktan alinngtir)

Diger ekstrensek faktorlere ga apoptozis; radyasyon, hipokst, ve UV

Isinlar, 1sisoku ve sitotoksik ilaclar gibi digsik dis etkenlerde hicrede farkli

apoptotik mekanizmalari uyararak htcrenin fizydojolimine neden

olabilirler (19,21).

Hiicre Icinden (ntrensek) Kaynaklanan Sinyaller;

DNA hasarl, hicre ici kalsiyum seviyesinde @rhiicre i¢i pH'da d§me, metabolik

ve/veya hicre siklus bozukluklari hiicreyi apoptezgotirebilen intrensek 6lim

sinyallerini balatabilirler (19). Hiucrede bulunan intrensek sitgrafarkl ve oldukca

cesitlidir.

Kaspazlar (caspase=cysteine containing aspartasifispproteases); hicre

ici ve diI ortamdan sinyallerle aktive olan bir grup prothaz19). Kaspazlar

inaktif proenzimler olarak bulunmlardir (17). Proteolitik ayrilma sonucu

aktive olurlar veya prokaspaz molekullerinin biaya gelerek multiprotein

apoptozom kompleksini ojturmasi ile otokatalitik stirece girerler (13,14).

Merkezlerinde sistein yer algindan sistein proteaz olarak adlandirilirlar

(17). Ilk olarak memeli ailesinde kfedilen enzim olan kaspaz 1 (ICE)

inflamasyon sirecinde etkin olup homologu ced-3'di# farkli kaspaz

belirlenmitir (6,14). Proapoptotik sinyaller ile tetiklerghde aktif enzimler
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seklini alan kaspazlar 0zellikle apoptozisin morftdo 6zelliklerinin
olusmasinda etkindirler (13,88). Hatici (initiator) ve etkileyici (efektor)
olmak Uzere iki alt grupta incelenirler. Kaspaz8829 ve 10 bgatici, kaspaz
3, 6 ve 7 ise efektor kaspazlar olarak bilinirBeslatici kaspazlar apoptotik
uyariyla balayan o6lim sinyallerini efektor kaspazlara iletiken, Efektor
kaspazlar ise proteolitik etkisiyle proteinleri (@gin; laminin A, fodrin,
aktin) parcalayarak apoptotik hicre morfolojisiniolusmasina neden
olurlar(17).

Mitokondrial Yol; mitokondriye bgimh alternatif sinyal yollarini ggtli
etkenler uyarabilir. CD95 ligasyonunaghabu tip uyarim sonucu prokaspaz
8’in kiucuk bir miktari DISC'te toplanir. Ancak kasp 8 miktari kaspaz
dongusunu tetiklemek icin yetersizdir. Bununla ikid, bcl-2 ailesinin
proapoptotik proteinini iceren
Apoptotic stimuli . .. .
vy bdlgesini parcalayarak apoptotik
S 5 . - -
l & })Mitochondrion yolagi aktive edebilir. Ote

yandan, bcl-2 yokanda bir

—) : protein olan BID’In mitokondride
B Cytc lIdATP
e ' parcalanmasi BID'In
1 «— @ ps3
peafd MD translokasyonunu gar.
Parcalanny t(BID)'In C terminal
. i arana nikleus cevresinde
APS aspase
— mitokondrilerin  kimelenmesini
Cellular target - : -
) ual e indukleyerek mitokondriyal

% membran butinkgii bozar ve
- A optos[g_‘

elektron transport zincirinin bir

Resim:10 Apoptozisde mitokondriyal ygléyisi proteini olan ve mitokondrinin

(89 No'lu kaynaktan alinngtir) cift zarlari arasinda bulunan
sitokrom C’nin sitozole salinmasina neden olur. Balinim hicrede
apoptozisi uyaran ¢ok oénemli bir surectir (17) (iRe0). Sitokrom C’nin
sitozole salinimi 2 farklh mekanizma ile ele aliginn
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o Kalsiyum ba&mmli yol; hicre i¢i kalsiyum seviyesinin artmase il
nukleer porlardaki kalsiyum gecirgegihde gecici olarak awiolur.
Bunun sonucu mitokondriyal fonksiyon bozugluolusur ve hiicrenin
yasamsal enerji kaynaklari hizla tiketilir ve bu siieegiikleusta artan
permeabiliteye h#i olarak nikleus yapisi bozulur ve DNA

fragmantasyonu gsir ve bu sire¢ apoptozis ile sonlanir (90)
(Resim:11).

pro-apoptotic ..TNFu.FnI..m
i anti-apoptotic

regulatory

—» pathway progression

Resim:11. C# ve Apoptozis (91 No'lu kaynaktan alingtir)

0 Kalsiyum bamsiz yol; bcl-2 ailesinin bir Uyesi olan proapdpko
Bax, bcl-2 ile heterodimer o§turabilmektedir. Bu olgum bcl-2'nin
mitokondri Gzerindeki porlari kapamasini onler. Baxetkisi ile
mitokondri  zarlari arasindan sitozole salinan sdok C,
sitoplazmada bulunan APAF-1 (Apoptosis Protease ivAiihg
Factor-1), bglatici bir kaspaz olan prokaspaz 9 ve ATP ile kidli
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molekdler bir kompleks olan “apoptosom” elu. Bu birleme

sonrasinda 6ncelikle prokaspaz 3 vgedikaspazlar (6zellikle kaspaz

6 ve 7) aktive olur ve mitokondriyal yolla apoptezjercekligr (19).

Apoptozis gelimi sirecinde Sitokrom C ginda mitokondriden

salinan SMAC/Diablo, AIF (Apoptosis Inducig Factorg caitli

prokaspazlarda surecin gahnini

(Resim:10).

kontrol altinda tutar (13,84)

B: Hicrede Olusan Biyokimyasal, Morfolojik ve Metabolik Degisiklikler

= Morfolojik Degisiklikler; Apoptozis sirecinde meydana gelen birgok

morfolojik degisiklik vardir (Resim:12). Bu hucreler 6zedlais yluzeysel

yapilarini ve dier hicrelerle olan temas vyizeylerini kaybederlen S

kaybettikleri i¢in, kaculurler, buziirler, sitoplazmalarinin yunlugunun

artar ve organelleri birbirlerine yakia.

Apoptosis
(Programmed Cell Death)
70
LY
EET
Normal cell g
P Cell shrinkage
I f”f;? Chromatin Condensation
o
{'\2}29 f/l
g
i
Apoptotic Body ) -

== '

Lysis of . Formation &
Ap(g)(::;it:; D ®.4, uclear Collapse
alh & Continued Blebbing

N
o
)

Resim:12. Apoptozisde gorulen morfolojikgigklikler
(92 No’lu kaynaktan alinngtir)

Organellerde c¢ok fazla bir
degisiklik olmamakla birlikte
endoplazmik retikulumda

gecici genglemeler gordlur. Bu

genglemelerin hiicre

sitoplazmasindaki suyun
endoplazmik retikuluma
gecmesi ile olgtugu

disinulmektedir. Dilatasyona

ugrayan sisternalar hicrenin yuzeyi ile bjdeek “krater manzarasi$ekli

yansitirlar (15). Hicre membranlarin da kabarciarolytugu gozlenir (14).

Nukleer membran cevresinde kromatin toplanmasi nenkitin ygunlasmasi

gorultr. Kromatinlerin bulunduklarn bélgeye goregoek sekil ve buyuklikte

cOktlgt gozlenir. Elektron mikroskobik incelemede kromatgiogun grantller

yarimay, hilal veya yuziukeklinde nikleer membranin i¢ ylzeyine ygmes
sekilde gozlenir (15). Cekirdeklerin piknotik oldakl gozlenir (93). Butin bu

surecler sonrasinda iclerinde sitoplazma ve or¢gnvedle yer aldit membranla
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cevrili kucuk parcalar okur ki apoptotik cisimler adi verilen bu yapilar

apoptozisin belirgin morfolojik bulgusudur (9).

Biyokimyasal Dgisiklikler; apoptotik sire¢ icinde hicrede bircok
biyokimyasal dgisiklikler goralir. Bunlar icinde DNA kiriklari olgmasi,
hiicre iskeleti yikilmasi, hiicre zari yapisgidiklikleri ve hiicre i¢i protein
capraz balanmalari gibi dgisik 6zellikler bulunmaktadir (19).

o DNA Kiriklarinin Olusmasi; apoptotik stirecte hedef proteinlerden bir
tanesi DNA nikleaz ile capraz pgapan bir proteindir. Kaspazlarin
bu proteini yikacak endonikleazlari serbastimesi ile nukleus icine
giren kalsiyum ve magnezyum el endonikleazlar DNA’da
kiriklara  neden  olur  (15). DNA'nin  endonukleazlarca
internikleozomal bdlgelerinden fragmanlara ayrilintflegmantation
laddering” adi verilen DNA bandlarini ortaya ¢ikaf73). DNA'nin
180-200 bp’lik fragmanlara ayrilmasi surecine “migcleosomal
fragmentation” adi verilir (73).

0 Hicre Iskeletinin Yikilmasi; 0Ozellikle aktinin yikilmasiosucu
hidcrenin normal konturlarinda bozulma meydana geér hiicre
normal goruntisunu weeklini kaybeder (19).

0o Hucre Membran D@#siklikleri; kaspazlarin litik etkisi ile hicre
membran asimetrisi bozulur. Plazma zarinin i¢ yiimdy bulunan
anyonik fosfolipid olan phosphatidylserine yerggérir ve hicre
zarinin d¢ youzeyine yerlgir (19,94). Hicre zarinin gliylzeyine
yerlesen phosphatidylserine “eat me” sinyali vererek apbip
hicrelerin taninmasini ve fagositler tarafindanizénmesini sglar
(13). Bunun yaninda zar yuzeyinde yer alan adhkiiglikoprotein
olan thrombospondin ve ICAM-3 gibi bazi hiicre adimez
molekileride apoptotik hicrede taninmayir kolglyteci zar
degisiklikleridir (19).

o Protein Capraz B#anmasi;transglutaminaz aktivasyonu ile protein
capraz bglanmasi sganir ve apoptotik yapi sabitigrilir. Boylece
hiicre icerginin disarilya sizmasi ve olasi inflamatuar cevap onlgnmi
olur (15).
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Metabolik Desisiklikler; apoptozis siurecinde ga huicre tipinde erken

donemde sitozolde iyonize kalsiyumun surekli grttyozlenir. Kalsiyum

apoptozis surecinde yapisalgdgkliklere neden olan enzimleri aktive eder

(Resim:11). Bu enzimler kalsiyum ganli nukleer endonikleaz, sitozolik

proteinleri b&layan transglutaminaz ve kalpain gibi kalsiybagimli hiicre

iskeletini yikabilen proteinaz ve lipid modifiyeiedenzimlerdir (9).

o

Kalsiyuma Bg@mh Nukleer Endonikleaz; apoptozise giden
hiicrelerde gérilen tim nukleer morfolojikgdigklikler DNA'nIn ¢
sekilde parcalanmasi ile gkilidir. Bunlardan ilki DNA’nin 180-200
bp oligontkleozomal parcalara ayrgdive DNA merdiveninin
goruldigt formdur. Bir dgeri ise Pulsed Field Elektroforezi ile
DNA’nin 30-50 bp’lik parcalardan oftugu ve bunlarin kromatin
iimeklerinin A-T'den zengin yagma parcalar sayesinde nikleer
iskelete bglandgl formdur. DNA yikilsinin bu sekli icin kesin
bolinme mekanizmasi henliz gosterilemgimi Uclincti formu ise
DNA'nin 300 Kkb’lik DNA parcalarinin géraldgii formdur.
Hucrelerde DNA kiriklari tek zincir ya da ¢ift zindrigr seklinde
olabilmektedir (95).

o Transglutaminaz; sitoplazmik proteinlerin c¢apraz #anmasinda

o

o

gorev alan enzimdir. Apoptoziste hilcre igerin disarl sizmasini
onleyerek, inflamasyonun tginin ¢ekilmesini engeller (96).

Lipid Modifiye Edici Enzimler; apoptoziste membranin fosfolipid
asimetrisinde gorilen @msimler bazi hicrelerde ATP pamh
fosfolipid translokaz tarafindan @anir. Apoptozisin bgamasi ile bu
enzimin aktiflgir ve fosfolipid asimetrisinin kaybolmasi sonucu
makrofajlar apoptotik hicreyi tanir ve fagositozggklesir (96).
Kalsiyuma B& ml Proteaz; sitotoksik htcreler hedef hicrelerdek
endojen apoptotik programi tetikleyen granullerdskgilar ile 6lima
gerceklatirirler. ilk bulunan granil protein olan perforin, hedef teicr
zarinda geni su dolu porlar olgturur ve bu porlar iyonlara 6zgin
olmayan bir gecirgerge sahip olurlar. Perforinin bu 6zéili

nedeniyle proteazlarin ve 0ozellikle kalsiyumun gitamaya ve
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nikleusa gegine izin verilir. Proteazlar histonlari ve kromatin
yapisinin stabilizasyonunu@ayan dger proteinleride degrade eder.
Kalsiyum ba&imli nétral protein olan kalpain ise hicre iskel@ti

bozulmasina yol acar (96).

C: Fagositoz

Hucre zarinda meydana gelen ggilikler sayesinde apoptotik cisimler ve
fragmanlari, parankim hicreleri, fagositler ve dokakrofajlari tarafindan taninirlar
ve fagosite edilerek dokudan temizlenirler. Apoitotisimlerin sindiriminde
fagositik htcrelerin lizozomal enzimlerinin rol atdgorular (19,97).

2.2.2.2. Apoptozis Duzenleyici Genler

Bcl-2: Lymphoma-leukemia-2 geninin kisaltilgnadidir ve 25 kD @rligindadir.
Isminden de angadigi gibi ilk olarak insan follikiiler B lenfomalardardmozomal
kirllma noktalarinda kgedilmistir (14). Ds mitokondriyal zar, endoplazmik
retikulum ve nikleer zarda yer alan zarglagici bir proteindir (17). Apoptozis
dizenleyici genlerin icinde 6nemli bir grubu temsder. Bu grup icinde bir kisim
apoptozisi indiiklemesine kan, bir kismi da baskilayabilir. Hicrenin 6lmesinge
da yaayabilirligin strdudrtlmesinde 6nemli bir role sahiptir (14).0ddenin
yasayabilirlik durumu bu ailenin proapoptotik ve amtgtotik Uyelerinin relatif
oranina bghdir (17). Antiapoptotik fonksiyon DNA parcalanmas bloke etmek
suretiyle gercekkgirilir. Oldukca gen§ sayida bcl-2 ailesi Uyesi olgu
bilinmektedir. Antiapoptotik bcl-2 ailesi Gyeleginde BcL-XL, Bcl-w, Mcl-1, bfl-1
bulunmasina kam proapoptotik bcl-2 ailesi tGyeleri icinde Bik,dBiBim, Blk, Bad,
Bak, Bax, Bcl-Xdulunmaktadir (9,14).

P53: Nukleer fosfoprotein bir tumor baskilayici gen gliyanskripsiyon faktor gibi
davranir. Molekuler @arligi 53 kD olmasi nedeniyle bu adi alan p53 proteiiikleer
matriks proteinidir (25). Hiicre nikleusunda norkagullarda inaktif halde bulunan
p53 geni hipoksi, UVsinlari, radyasyon, kimyasal ajanlar gibi stres ajanna bgli
DNA'da hasar olstugunda hizla eksprese olur ve hucre siklusunda Gdzfari arasi
gecki geciktirerek DNA tamiri icin hucreye zaman kazamd(18,19,74). DNA

hasari tamir olursa htcre siklusundaki blok ortadatkar. Ancak hasar tamir
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edilemez ise p53 geni Bax proteinini aktive ederekinsulin Like Growth Factor
Binding Protein 3'e (IGF-BP3) lgganarak hicrenin apoptozise giderek olmesini
sgilar ve malignite gegimini engellems olur (19,18). Tum hcrelerde bcl-2 ve Bax
ekspresyonlarinin 6nemli bir dizenleyicisidir. Uzyilar P53 tek bir gen olarak
bilinirken, 1990l yillarda 2 gen daha bulungtwr. Bunlar P63 ve P73 genleridir
(74). P73 geninin P53’le benzerlik gost&idhtcre siklusunun durmasinda ve uygun
kosullarda hiicrenin apoptozise gitmesinde rol@ltelirlenmitir (18).

Inhibitor of Apoptosis Protein (IAP) Ailesi Genleri: Virislerden memelilere kadar
bircok farkli organizmada bulunan ve bcl-2 ailessi @poptozisin dizenlenmesinde,
baskilanmasinda gorev alan bir antiapoptotik mdlekésidir (98). Prokaspazlara ve
aktif kaspazlara (kaspaz 3,7 ve 9plamarak inhibisyonlarini gercektgirler (77).
IAP gen ailesinin bir Uyesi olan survivin proteinnormalde hicrelerde
bulunmamasina ksn insan timdrlerinde belirgigekilde eksprese edilir. Bazi
hastaliklarda survivin dizeyinin yiuksek olmasi prazun koétd oldgunun bir
kanitidir (99).

C-myc: Bir protoonkojen olan c-myc geni “janus” geni olardilinir. Hlcre
cogalmasi veya apoptozisi uyarabilir. Hiicre siklusukdtk rolleri vardir. Orngin;
buyime faktorlerinin uyarimina pla olarak hicrenin mitozunu gkarken, bu

faktdrlerin veya sinyallerin yokigunda apoptotik sureci tetiklerler (80).
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2.3. Heat Shock Proteinler (HSP)
Farkli streslere cevap olarak iki buyik grup stoesteini tanimlanngtir; HSP ve
GRP (Glucose Regulated Proteins). Dokuda farkli '8R dizeyi hipertermi, @r
metaller, alkol, metabolik inhibitérlerle ve prateidenaturasyonu ile agt
gostermektedir. GRP’nin ise glikoz yokunda, protein transportunda ve kalsiyum
metabolizmasinda dizensizlik durumlarinda sentdgengoralir (100). Evrim
suresince kendilerini korurgubir interselltler protein ailesi olan HSP’lerinres
altinda sentezlenipdemi saligdiyoksa doku icinde normalde mevcut olup stres
durumundami aktiflgigi halen targmalidir. (101). HSP’ler hemen hemen tim
hiicrelerde artan strese cevap olarak ortaya cktildin “ProteinSaperonlar” veya
“Molecular Guardians” olarakda adlandinlirlar. Heésel fonksiyonlarin
surdurdlmesi ve yapisal proteinlerin butiguadn korunmasina yardimci olurlar
(24). Canli i¢in stres yaratan herhangi bir duruaryisinda normal protein sentezinin
baskilanip, koordine bigekilde HSP’lerin sentezlengli goralmistir (100). Her ne
kadar 1ssoku proteinleri olarak literattirde yer aliyorlasalarda bu hticre ici protein
ailesinin, 1s1 dyindaki farkh hicresel streslerle ekspresyonlarialdukca artt
gorulur (25,26). Bu etkenlere 6rnek olarak iskehmpoglisemi, hipoksi ve hiicresel
toksinler verilebilir (26). Bunun yaninda g virislerle de (Orngin; Castle
Disease Virus, Sindbis Virus, Vesicular StomatNisus, Herpes Simplex Virus,
Epstein Barr Virus, HumanImmunodeficiency Virus) indiklenebildikleri
gorulmistr (25). Bununla birlikte HSP/HSC 70 ve HSP 90idiazIi HSP’ler
stressiz durumlarda oOrgi@ hicre siklusu, farklilgna, embriyogenez ve biyime
faktdrlerinin uyariimasi gibi durumlarda fizyolojtkizenleyici olarakda gorev alirlar
(27). Molekuler girlik ve fonksiyonlarina goére farkh hicre gruptada farkli tipte
HSP’ler tanimlanmstir (25). Bu HSP’lere bazi 6érneklegagida verilmitir.
= HSP 27; kiicik molekulergaliga sahip olan HSP 27, hicrede hazir olarak

bulunan bir molekuldir. Sicaklikla gucli bigekilde induklenen bir

saperon’dur. Ubiquitin, molekuler galikli en kicuk Uyesidir. Sicakla

induklenir ve hasarli proteinleri indirgenmelerinipgslar (100).

= HSP 47; son zamanlarda stres proteini olarak tammgtir. Serpin
grubunun bir Uyesidir. Endoplazmik Retikuluma ygiker ve Tip 1 ve Tip 5
kollajeni baladigi goraltr (100).
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HSP 70; artinin apoptozise kear hicreyi koruyucu yonde etki gostegdi
kabul edilir. Stres altindaki hiicrelerde, apoptoptogramin baskilangh,
DNA hasarinin tamirinin yapilmaya caldigi gorulir (102). Hucresel
hasarla artpn goérilen bu proteinin hasarli hicre icin bir faitj&sisaret
olusturdusu kabul edilmektedir. Dikkatli incelenginde HSP 70’in antijen
sunucu bir roli oldgu ve apoptozise gidecek hicrenin taninmasigiadg|
gorultr (103). Antiapoptotik bir protein olan HSR® 06zellikle sicakBin
indukledigi apoptotik hiicre 6lumuni, Bcl-2 ailesinin bir Gyeslan ve
mitokondriden Sitokrom C’nin sitoplazmaya salinmasi temel rol Ustlenen
Bax proteininin fonksiyonunu baskilayarak gercetatmektedir (102).

HSP 90; normal stressiz durumlarda oldukca gdém miktarda sitozolde
hazir olarak bulunmaktadirlar. Fonksiyonlari nehayip moleculagaperon
gibi rol oynarlar. Ozellikle néroektoderm farkglaasinda, Gfazinda yiksek
oranda eksprese edilirler. Sicak stresle hafif kheliirler. Steroid
reseptorleri, aktin ve tubulinle etkgime yaninda interfazda mikrottibullerle
ve mitotik hicrelerin g iplikleriyle gecici bir stre etkilgmleri olduklari
bilinmektedir (100).
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3. MATERYAL VE METOT
Orneklerin Toplanmasi ve Hazirlanmasi:
Calismada toplanacak materyal ve uygulanacak metoduanlygunun belirlenmesi
bakimindan Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiliesan Etik Kurulundan onay
alindi. (Onay N0:08.03.2007-47).

Calsmada yalari 18-25 arasinda olan; herhangi bir kronik Hagtaeya akut
tedavi gerektiren bir rahatsiZh bulunmayan, 2 haftadir herhangi bir ilac
kullanmamg, tamamen gakli 6 kadin ve 6 erkek'ten alinan kan ornekleri
kullanildi. Kan orneklerinin alinmasindan 6nce ekikul tarafindan kabul edilmi
“Hasta Gonulli Olur Formu” deneyde kan drneklerii&ulacak olan tim kilere
(deneklere) okutturularak imzalatildi.

Deneklerin herbirinden 5’er adet 2 cc’lik kan @¥neicinde antikoagulan
mevcut olan tuplere (Vacutainer, Beliver Ind. B3tymouth, UK) alindi. Alinan
ornekler hemen 37°C’lik etlv icine konarak inkibasyona alindi. 1 $&at
inkilbasyon sonunda her bir denekten alinan 5’et kale ornginden 1’er tanesi
inkiibasyondan cikartildi ve etiiv derecesi hemé@'ge cikartilarak dier 4’er adet
kan ornginin inkibasyonlarina devam edildi. Bu anda %®7lik inkiibasyondan
alinan kan o6rneklerinden 2 adet lama (Superfrobgrifio Fisher Scientific Inc,
USA) periferik yayma yapildi. Yaymalarsdortamda kurutulduktan sonra %70 metil
alkol ile 10 dakika fiksasyon yapildi. 10 dakikaneada, lamlardan 1 tanesine May
Grunwald-Giemsa metodu ile direkt boyama yapilirkeliger lam TBS (Tris
Buffered Solution, Labvision) igine konarak 15 dkakinkibe edildi ve sonrasinda
immunohistokimyasal olarak apoptozis’in tespiti @myéa ticari bir kit olan Fragel
QIA33 (Calbiochem, Darmstadt) ile boyandi. En sterak ayni kan orng CBC
(Complete Blood Cell) 6lciim cihazi (Roche Diagnmstsysmex XT-2000 I, Japan)
ile analiz edilerek drneklerdeki eritrosit ve I6kasayilari, [6kosit alt grup oranlari ve
trombosit sayilari tespit edildi. Bu kan ornekheni olusturdusu veri grubu Grup 1
olarak isimlendirildi.

Etiivde 39° C inkiibasyonu devam edengdi drneklerden her dege ait bir
grup kan orng 1 saatlik inkibasyon sonunda ettvden cikartiléi yukarida
anlatilan metodun aynisi kullanilmak suretiyle klireperiferik yayma ve

immunohistokimyasal boyama lamlari hazirlandi veOdmofilleri ortaya kondu. Bu
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gruptan elde edilen veriler ise Grup 2 olarak ismadlirildi. Kan 6rnekleri ettivden
alindiktan hemen sonra, etiiv derecesi arttirildigér kan 6rnekleri 43C’de inklibe
edilmeye devam edildi. Bununla birlikte, 39’deki Grup 2’ye ait kan érneklerinden
lamlar hazirlanip CBC sayimi i¢in érnek alindiktaamen sonra bu kan ogieou
kez 37°C’lik etlive kondu ve burada 1 saat daha inkiibededil saat sonunda bu kan
orneklerinden yine 2 adet lama periferik yayma lhpie CBC kan sayimi yapildi.
Bu drneklerden elde edilen veriler Grup 3 olaramisendirildi.

41°C’lik 1 saatlik inkiibasyonu tamamlanan kan érnekléen yine yukarida
anlatildg! sekilde periferik yaymalar hazirlandi ve CBC kan 1sdgri yapildi.
Buradan elde edilen veriler Grup 4 olarak isimleitdii Yine ayni sekilde bu
gruptan yayma ve CBC icin kan ogealindiktan sonra ayni kan 6giebu kez 37
°C’lik inkiibatore konularak 1 saat daha inkiibe edBdiradan elde edilen veriler ise
Grup 5 olarak isimlendirildi. Kan 6rnekleri etivdetindiktan hemen sonra etiv
derecesi arttirilarak ger kan ornekleri bu kez 4X'te inkiibe edilmeye devam
edildi.

43 °C’lik 1 saatlik inkiibasyonu tamamlanan kan 6rnekiggn yine periferik
yaymalar hazirlandi ve CBC kan sayimlari yapildirdlan elde edilen veriler Grup
6 olarak isimlendirildi. Bu gruptan da periferik yaa ve CBC igin kan oOrige
alindiktan hemen sonra ayni kan @ineu kez 37°C’lik inklibatore konularak 1 saat
daha inkiibe edildiinkiibasyon sonunda bu 6rnekten de yapilan yaymaB@ C

sayimlarindan elde edilen veriler Grup 7 olarakiendirildi.



48

Tum gruplarin 6zellikleri Tablo:3'de 6zetlengtir.

Uygulanan isI derecesi ve suresi | Yapilan analizler

Grup:1 | 37°C’de 1 saat enkiibe edildi.

(37)
Grup:2 39°C’de 1 saat enkiibe edildi. * Tam kan sayimi
(39) | -
Grup:3 Grup:2'deki drnekler * Direkt periferik yayma

(39-37) | 37°C’de 1 saat daha enkiibe edildi

Grup:4 | 41°C’de 1 saat enkilbe edildi. * Immunohistokimyasal

(41)

— olarak apoptozis tespiti
Grup:5 Grup:4'deki 6rnekler

(41-37) | 37°C'de 1 saat daha enkiibe edildi | . Hsp diizeyi tespiti

Grup:6 43°C’de 1 saat enkiibe edildi
(43)

Grup:7 Grup:6’deki ornekler
(43-37) | 37°C'de 1 saat enkiibe edildi

Tablo:3. Cagmada olgturulan gruplarin 6zellikleri ve uygulanan analigtatlari.

Histolojik Analiz:
1. Histokimyasal Metot:
Orneklerden alinan kan yaymalari direkt olarak NEjinwald-Giemsa metodu ile
histokimyasal olarak boyandi. Boyama metodu bastmakagida siralanngtir.
1. Periferik yayma hazirlandi.
2. Havada kurutuldu.
3. %70 metil alkol ile 10 dakika fikse edildi.
4. 2cc Giemsa solusyonuna 18 cc distile su eklenereggpatlarin tzeri bu
karisimla kapatildi ve 20 dk bekletildi.
5. Hafif akan musluk suyu ile preparatlar hafifce y#a ve kurumaya
birakildi.
2. Immunohistokimyasal metot:
Deneklerden alinan kan drneklerinde olmasi muhteotesh apoptotik htcrelerin
tespiti amaciyla alinan kan orneklerinden perifegydyma yapilarak, immunohisto
kimyasal olarak Fragel QIA33 ticari kiti ile boyamyapildi. Boyama metodu

basamaklariggida siralannstir.
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1. Rehidratasyon
a. Lamlar 1x TBS'te oda isisinda 15 dk inktibe edildi.

b.

Yayma ustinde lamin orta kisimlarini icine alacakilde 2 cm

capinda sinirlayici kalem ilgaretleme (Pappen, Sigma) yapildi.

2. Ornek Permeabilizasyonu

a.
b.

2 mg/ml Proteinase K 10 mM Tris pH8’le 1/100 orasdéandirildi.
Tam 6rnek bu hazirlanan 50-100 pg/ml ProteinaséeKaplandi ve
oda isisinda 5 dk bekletildi.

1 x TBS’de yikandi.

. Lam etrafindaki fazla sivi dikkatlice silkelendi vdoku etrafi

dikkatlice kurulandi.

3. Endojen Peroksidazinaktivasyonu

a.

b
C.
d

%30 HO>, methanolle 1/10 oranda sulandirildi.

. Lamlar bu sivida oda i1sisinda 5 dk inkiibe edildi.

1 x TBS’de calkalandi.

. Lam etrafindaki fazla sivi dikkatlice silkelendi veoku etrafi

dikkatlice kurulandi.

4. Denge Velsaretleme Reaksiyonu

a.
b.

5x TdT equilibration Buffer ile deiyonize su 1/5aoda kasgtirildi.
Tdm 6rnek 100 pl bu 1x TdT equilibration Buffele ikaplandi. Oda
Isisinda 10-30 dk inkube edildi.

Bu inklibasyon sirasinda bir yandan glretleme reaksiyon karmi
hazirland.

. TdT isaretleme reaksiyon karmi asagidaki gibi hazirlandi.

I. TdT isaretleme reaksiyon karm (TdT Labeling Reaction
Mix) tupu vortekste hafifce calkalandi.

ii. TdT enzim tlplu a¢gmadan oOnce mikrosantrifijle psigie
yapildi.

iii. Isaretlenecek her 6rnek icin temiz bir mikrosantrifipi buz
Uzerine kondu ve yayea karstirildi: 57 pl TdT garetleme
reaksiyon kagimi (TdT Labeling Reaction Mixture) +3 pl
TdT enzim.
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1x TdT equilibration Buffer’t drnekten dikkatliceaklatirildi.
Hemen sonrasinda her 6geeyukarida hazirlagimiz 60 pl TdT
isaretleme reaksiyon karmini (TdT Labeling Reaction Mixture)
konuldu.

Evaporasyona g kaybi 6nlemek icin drnek parafilm parcgci
(6rnekten az buylk boyutta) ile ortaldo.

Lamlar nemli ortamda 37 derecede 1.5 saat bekiekilimkibe edildi.

5. Isaretleme Reaksiyonunu Sonlandirma

a.

b.

C.
d.

Inkuibe edilmg lamlardaki parafilm kaldirilip ve lamlar 1x TBS'te
calkalandi.

Tam 6rnek 100 ul Stop Buffer’la kaplandi ve odairsla 5 dakika
bekletildi.

1 x TBS’de calkalandi.

Lam etrafindaki fazla sivi dikkatlice silkelendi @eku etrafi

dikkatlice kurulandi.

6. Belirleme (Detection)

a. Tum ornek 100 pl Blocking Buffer ile kaplandi. Odasinda 10
dakika inktbe edildi.

b. Diger taraftan 50x Conjugate Blocking Buffer'da 1/5@mda
sulandirildi ve 1x Conjugate glurulmus oldu.

c. Blocking Buffer érnekten dikkatlice uzaktarildiktan sonra 1x
Conjugate 6rnge uygulandi.

d. Lamlar nemli ortamda oda i1sisinda 30 dakika inkedtitli.

e. 1 x TBS'de calkalandi.

f. Lam etrafindaki fazla sivi dikkatlice silkelendi gieku etrafi
dikkatlice kurulandi.

g. Tum Ornek 100 pl DAB soltisyonu ile kaplandi. Odairsla 10-15
dakika bekletildi.

h. Deiyonize su ile lamlar calkalandi.

7. Zit Boyama
a. Tam Ornek 100 pl metil green counterstain ile kagla

b.

Oda isisinda 3 dk bekletildi.
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g.
h.

Boya stzuldu.
%2100 alkole 2-4 kez batirilip ¢ikarildi.

Emici havluyla kisa stirede temizleme yapildi.
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Xylene (Sigma) 2-4 kez batirip ¢ikarildi.

Lam arkasi ve Ornek etrafi xylene ile temizlendi.

Entellan (Sigma) ile kapatildi.

Biyokimyasal Analiz:

HSP70 6lcimi icin gerekli numune eritrosit pakedimdsglanmstir. HSP70
degerleri ticari bir kit (Human Assay Designs MI, USA¢ ELISA yontemi ELISA

Olcim cihazi (Captia Reader,

Trinity Biotech, Woski, Vermont, USA)

kullaniimak suretiyle tespit edildi.

1. Eritrosit paketi hazirlanmasi; Antikoagulanl tingealinan kan o6rnekleri

4°C’de 3000 rpm de 5 dakika santrifilj edilir. Plazweabeyaz kiire tabakasi
aspire edilip atildi. Eritrositler daha sonra Ug ksotonik NaCl ile muamele
edilip santriftj edildi. Her santriflj sonrasi siipatan aspire edilerek atildi.

Hazirlanan eritrosit paketinden 50 pl alinip birskza eppendorf tlpe

aktarildi.

2. Hemolizat Hazirlanmasi;

Eritrositleri hemolize ekmeacin; eppendorf

icerisine alinmy olan 50 pl hacimli eritrosit paketinden 20 ul diinve

icerisinde 480 pl sguk distile su bulunan tup icerisine kamldi. Hemolizat

Hb’in 6lcimu gagidaki gibi yapiimstir:

Tablo:4. Spektrofotometrik dlgtim

icin  kor ve
hacimleri

numune

hazirlanm

Kalibrasyon Grafigi

Kor | Numune 0.8
(2]
Hemolizat - 50 pl §0°
504
[%2]
Drapkin 25 | 25ml <02
0
Cozeltisi mi 0 5 10 15
Konsantrasyon (gr/dl)

aResim: 13. Hb 6l¢ctimii icin kullanilan kalibrasyomfigi.

Tlpler altist edildi ve 10 dakika oda isisinda eelkli. Numune kore kar

546 nm’de okundu. Okunan absorbans kalibrasyoniggnaen (Resim: 13) % Hb
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degeri olarak tespit edildi.
3. HSP70 dgerinin hesaplanmasi; HSP70 analizinden elde edilegerler
hemolizattan elde edilen Hb gkxine oranlanmak suretiyle ng/g Hb cinsinden

degerler hesaplanmioldu.

Goruntu Degerlendirme:

Yapilan histokimyasal ve immunohistokimyasal boyknaonucu hazirlanan
lamlar sk mikroskobu (Nikon Eclipse E600, Nikon, Japanjiraa incelendi.
Inceleme sirasinda klasik periferik yaymalar rutieriferik yayma metodu
deserlendirme surecinde ol@u gibi (Sekil:1) dezerlendirilerek toplam 200 I6kosit
sayildi.Immunohistokimyasal olarak boyanan lamlarda §seetli bolgede bulunan
toplam 100 I6kosit sayildi. Her iki metottada sagilokositler arasinda mevcut olan
apoptotik hicrelerin ylzdesi alinarak apoptotikeik&l hesaplandi. Son olarak her iki

apoptotik indeksin ortalamasi alinarak istatistiles®liz uygulandi.

-

Sekil:1. Periferik yayma inceleme metodu
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4. ISTATISTIKSEL ANAL iz

Calisima sonucu histolojik gozlem ve biyokimyasageder olarak elde edilen
veriler birbirleriyle kasllastirilarak istatistiksel olarak gruplar arasinda aaml
farklilik olup olmadg! incelend..

Bulgular kisminda detayli olarak aciklanan tim pesetelerin, gruplar
arasinda istatistiksel olarak farkllik gosteripstgimedginin belirlenmesi icin One
Way ANOVA metodu ve Post hoc test olarak da Tulesfituygulandi. Ote yandan
elde edilen verilerin erkek ve kadinlar arasindelfigk gosterip gostermedini
belirlemek icin Mann-Whitney-U testi uygulandi. Gtar arasindaki farkllik
0.05'den kucukse farklihk anlamli olarak kabul lddi Testlerin uygulanmasi icin
SPSS for Windows 15.0 istatistiksel analiz progriaailaniidi.
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5.BULGULAR:
Calsma sonucu elde edilen materyallerinsiki mikroskobu altinda
degerlendiriimesinden elde edilen veriler ve kan o6tagkden biyokimyasal olarak
elde edilen veriler, istatistiksel olarak grup ige/veya gruplar arasi olarak
kargilastirildi. Calsmada g6z ©6nune alinan parametrelegag@a sirasiyla
belirtilmistir.

1. IHC ve Kklasik periferik yayma ile hesaplanan ontadaapoptotik indeksin
gruplar arasindaki farklginin istatistiksel olarak anlamli olup olmgdi
(Tablo:5-6),

2. CBC sayimiyla elde edilen verilerin g&rlendirilmesi suretiyle gruplarin
arasinda eritrosit, l6kosit ve trombosit sayilariae |6kosit alt gruplarinin
oranlarinin arasindaki farkigin istatistiksel olarak anlamli olup olmgdi
(Tablo:7),

3. HSP duzeyleri arasindaki farkfiln istatistiksel olarak anlamh olup
olmadgi (Tablo:8-9),

4. Cinsiyete bgli olarak gruplar arasinda mevcut olan farglri istatistiksel
olarak anlamli olup olmagh (Tablo:10-12),

Apoptotik indeksin dgerlendirildigi ilk parametrede; apoptotik indeksin artan
Istya b&l artis gosterdgi tespit edildi. Grup 1'de (Resim:14) hi¢ apopitohticre
olmamasina kam, 1sinin giderek arttirilgi diger gruplarda (Grup:2 (Resim:15),
Grup:4 (Resim:16) ve Grup: 6 (Resim:17)) gideredaratbir apoptotik hiicre sayisi
tespit edildi. Ancak, argi Grup:1 ile Grup:2 arasinda istatistiksel olarakaarh
olmamasina kam (p>0.05), Grup: 1 ile Grup:4 ve Grup:6 arasiradamliydi
(sirasiyla p=0.007 ve p=0.000). Ote yandan Grug2Gvup:4 ile sadece Grup:6

Descriptives

Numbe
95% Confidence Interval for
Mean

N Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Minimum [ Maximum
1.00 12 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00
2.00 12 5.8333 3.18614 .91976 3.8090 7.8577 2.00 12.00
3.00 12 4.1667 2.24958 .64940 2.7374 5.5960 1.00 8.00
4.00 12 9.4167 4.35803 1.25805 6.6477 12.1856 3.00 17.00
5.00 12 35.7500 9.07669 2.62022 29.9829 41.5171 22.00 53.00
6.00 12 17.7500 5.95628 1.71943 13.9656 21.5344 8.00 29.00
7.00 12 50.0000 10.96275 3.16467 43.0346 56.9654 27.00 67.00
Total 84 17.5595 18.33185 2.00017 13.5813 21.5378 .00 67.00

Tablo: 5. Cakmadaimmunohistokimyasal boyama ve Giemsa boyama
sonucu elde edilen ortalama apoptotik hicrigederi icin tanimlayici veriler.
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arasinda anlamh farklihk vardi (sirasiyla p=0.00@ p=0.026). Isinin giderek
arttinldigr  diger tim grup kamlastirmalarinda istatistiksel olarak anlamh bir
degisiklik mevcut degildi (p>0.05).

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Number

Tukey HSD
Mean
Difference 95% Confidence Interval
(1) Groups  (J) Groups (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
1.00 2.00 -5.83333 2.54601 .262 -13.5418 1.8751
3.00 -4.16667 2.54601 .659 -11.8751 3.5418
4.00 -9.41667*| 2.54601 .007 -17.1251 -1.7082
5.00 -35.75000* | 2.54601 .000 -43.4584 -28.0416
6.00 -17.75000* | 2.54601 .000 -25.4584 -10.0416
7.00 -50.00000* | 2.54601 .000 -57.7084 -42.2916
2.00 1.00 5.83333 2.54601 .262 -1.8751 13.5418
3.00 1.66667 2.54601 .995 -6.0418 9.3751
4.00 -3.58333 2.54601 .796 -11.2918 4.1251
5.00 -29.91667* | 2.54601 .000 -37.6251 -22.2082
6.00 -11.91667*| 2.54601 .000 -19.6251 -4.2082
7.00 -44.16667* | 2.54601 .000 -51.8751 -36.4582
3.00 1.00 4.16667 2.54601 .659 -3.5418 11.8751
2.00 -1.66667 2.54601 .995 -9.3751 6.0418
4.00 -5.25000 2.54601 .385 -12.9584 2.4584
5.00 -31.58333*| 2.54601 .000 -39.2918 -23.8749
6.00 -13.58333*| 2.54601 .000 -21.2918 -5.8749
7.00 -45.83333*| 2.54601 .000 -53.5418 -38.1249
4.00 1.00 9.41667*| 2.54601 .007 1.7082 17.1251
2.00 3.58333 2.54601 .796 -4.1251 11.2918
3.00 5.25000 2.54601 .385 -2.4584 12.9584
5.00 -26.33333*| 2.54601 .000 -34.0418 -18.6249
6.00 -8.33333*| 2.54601 .026 -16.0418 -.6249
7.00 -40.58333* | 2.54601 .000 -48.2918 -32.8749
5.00 1.00 35.75000% | 2.54601 .000 28.0416 43.4584
2.00 29.91667*| 2.54601 .000 22.2082 37.6251
3.00 31.58333*| 2.54601 .000 23.8749 39.2918
4.00 26.33333*| 2.54601 .000 18.6249 34.0418
6.00 18.00000* | 2.54601 .000 10.2916 25.7084
7.00 -14.25000* | 2.54601 .000 -21.9584 -6.5416
6.00 1.00 17.75000* | 2.54601 .000 10.0416 25.4584
2.00 11.91667*| 2.54601 .000 4.2082 19.6251
3.00 13.58333*| 2.54601 .000 5.8749 21.2918
4.00 8.33333*| 2.54601 .026 .6249 16.0418
5.00 -18.00000* | 2.54601 .000 -25.7084 -10.2916
7.00 -32.25000* | 2.54601 .000 -39.9584 -24.5416
7.00 1.00 50.00000%| 2.54601 .000 42.2916 57.7084
2.00 44.16667*| 2.54601 .000 36.4582 51.8751
3.00 45.83333*| 2.54601 .000 38.1249 53.5418
4.00 40.58333*| 2.54601 .000 32.8749 48.2918
5.00 14.25000* | 2.54601 .000 6.5416 21.9584
6.00 32.25000% | 2.54601 .000 24.5416 39.9584

*. The mean difference is significant at the .05 level.

Tablo: 6. Boyamalar sonucu elde edilen apoptotitr@@ayilarinin gruplar
arasinda istatistiksel olarak kdastiriimasi (One Way ANOVA (PostHoc Test:Tukey)).

Bununla birlikte, 1sinin diiiraldigt gruplarda Grup:3'de (Resim:18) apoptotik

hiicre sayisinin azalmasinagar(p>0.05); dier 2 grup olan Grup:5 (Resim:19) ve
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Grup:7 (Resim:20)'de anlamli olarak hizla artmasddkat cekiciydi (tum dger
gruplarla kagilastirildiginda hepsi igin sirasiyla p=0.000 ve p=0.000).

Resim:14A. Grup:1'de periferik yaymadags&li hiicreler {nce oklar). Fragel. X400

M 4 Ol WM
® &33-

Resim:14B. Grup:1'de periferik yaymadasskli hiicreler {nce oklar). Giemsa. X400
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Resim:15A. Grup:2'de periferik yaymada apoptotiktei(Kalin ok). Fragel. X400
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Resim:15B. Grup:2'de periferik yaymadasBkli hiicreler {nce oklar)ve apoptotik hiicreler (Kalin
oklar). Giemsa. X400
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—

Resim:16A. Grup:4'de periferik yaymada apoptotiktaler (Kalin oklar). Fragel. X400
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Resim:16B. Grup:4'de periferik yaymada apoptotikieler (Kalin oklar). Giemsa. X400
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Resim:17A. Grup:6’'da periferik yaymada apoptotilkctaler (Kalin oklar). Fragel. X400

\ 7 ~ S ~ v

Resim:17B. Grup:6’da periferik yaymadagbkl hicreler {nce oklar)ve apoptotik hiicreler (Kalin
oklar). Giemsa. X400
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Resim:18B. Grup:3'de periferik yaymadagbkli hiicreler {nce oklar)ve apoptotik hiicreler (Kalin
ok). Giemsa. X400
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Resim:19A. Grup:5'de periferik yaymada apoptotiktaler (Kalin ok). Fragel. X400

N

Resim:19B. Grup:5'de periferik yaymadagbkli hiicreler {nce oklar)ve apoptotik hiicreler (Kalin
ok). Giemsa. X400
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Resim:20A. Grup:7'de periferik yaymada apoptotiktaler (Kalin oklar). Fragel. X400

OR

'“’ ). On OB,

Resim:20B. Grup:?’de perlferlk yaymadagbbh hiicreler {nce oklar)ve apoptotik hiicreler (Kalin
oklar). Giemsa. X400
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CBC olgumlerinin dgerlendirildigi 2. parametrede; CBC sayimi sonucu

Descriptives

95% Confidence Interval for
Mean

N Mean Std. Deviation | Std. Error_| Lower Bound | Upper Bound | Minimum | Maximum

Rbc 1,00 12 4,7142 ,11851 ,03421 4,6389 4,7895 4,51 4,91
2,00 12 4,9250 32751 ,09454 4,7169 5,1331 4,42 5,63

3,00 12 4,9092 24920 ,07194 4,7508 5,0675 4,39 5,45

4,00 12 4,6825 1,30946 ,37801 3,8505 5,5145 91 6,50

5,00 12 4,9350 ,31515 ,09098 4,7348 5,1352 4,41 5,59

6,00 12 4,9908 ,30336 ,08757 4,7981 5,1836 4,56 5,64

7,00 12 4,8675 28611 ,08259 4,6857 5,0493 4,49 5,44

Total 84 4,8606 54740 ,05973 4,7418 4,9794 91 6,50

Hb 1,00 12 13,2775 1,32729 ,38316 12,4342 14,1208 10,60 14,90
2,00 12 14,8083 1,74380 ,50339 13,7004 15,9163 10,50 17,20

3,00 12 14,7083 1,63009 47057 13,6726 15,7440 10,60 17,40

4,00 12 14,0583 4,53019 1,30775 11,1800 16,9367 1,80 20,80

5,00 12 14,7917 1,69677 ,48981 13,7136 15,8697 10,70 17,30

6,00 12 15,1833 1,63476 47191 14,1447 16,2220 11,00 17,20

7,00 12 14,8417 1,68925 48764 13,7684 15,9150 10,70 17,10

Total 84 14,5242 2,27658 ,24840 14,0301 15,0182 1,80 20,80

Hct 1,00 12 39,9083 2,14538 61932 38,5452 41,2714 34,40 42,00
2,00 12 43,4167 4,00064 1,15489 40,8748 45,9586 34,40 49,10

3,00 12 43,5167 3,83686 1,10761 41,0788 45,9545 34,40 50,20

4,00 12 42,7250 12,36705 3,57006 34,8674 50,5826 8,70 61,10

5,00 12 45,8000 4,31951 1,24694 43,0555 48,5445 36,20 52,30

6,00 12 46,9167 4,27909 1,23527 44,1979 49,6355 37,80 53,00

7,00 12 46,1750 4,12820 1,19171 43,5521 48,7979 37,80 53,30

Total 84 44,0655 6,10134 66571 42,7414 45,3895 8,70 61,10

Plt 1,00 12 | 310,9167 4424613 | 12,77276 282,8040 339,0293 196,00 355,00
2,00 12 | 274,0000 4756622 | 13,73119 243,7779 304,2221 191,00 336,00

3,00 12 | 271,7500 43,19117 | 12,46822 2443076 299,1924 197,00 323,00

4,00 12 | 237,5000 81,08974 | 23,40859 185,9780 289,0220 44,00 321,00

5,00 12 | 269,1667 44,03270 | 12,71115 241,1896 297,1437 189,00 328,00

6,00 12 | 254,0833 41,75352 | 12,05320 227,5544 280,6123 186,00 310,00

7,00 12 | 252,5833 41,91866 | 12,10088 225,9495 279,2172 173,00 320,00

Total 84 | 267,1429 53,56049 5,84393 255,5195 278,7662 44,00 355,00

Whbc 1,00 12 6,5808 1,37327 139643 5,7083 7,4534 4,78 8,79
2,00 12 7,0433 1,44889 141826 6,1228 7,9639 4,69 8,93

3,00 12 7,2767 1,46981 42430 6,3428 8,2105 5,14 9,11

4,00 12 6,3317 2,41834 69812 4,7951 7,8682 A2 9,35

5,00 12 7,1442 1,53361 44271 6,1698 8,1186 4,75 9,32

6,00 12 7,0517 1,54350 ,44557 6,0710 8,0324 4,80 9,76

7,00 12 7,2142 1,50483 43441 6,2580 8,1703 4,81 9,11

Total 84 6,9489 1,62043 ,17680 6,5973 7,3006 A2 9,76

neutrophyl 1,00 12 4,4125 1,13095 32648 3,6939 5,1311 2,01 5,63
2,00 12 3,8550 1,08890 31434 3,1631 4,5469 1,98 519

3,00 12 4,0208 1,15767 33419 3,2853 4,7564 2,15 5,52

4,00 12 3,4633 1,48107 42755 2,5223 4,4044 .07 5,35

5,00 12 3,8583 1,14324 ,33002 3,1320 4,5847 1,85 5,29

6,00 12 3,8233 1,10437 ,31880 3,1217 4,5250 2,03 511

7,00 12 3,8483 1,12354 32434 3,1345 4,5622 1,94 5,47

Total 84 3,8974 1,16900 ,12755 3,6437 4,1511 .07 5,63

lymphocyte 1,00 12 2,2850 37172 ,10731 2,0488 2,5212 1,96 2,96
2,00 12 2,3625 ,37033 ,10691 2,1272 2,5978 1,80 3,19

3,00 12 2,5083 42844 ,12368 2,2361 2,7806 1,87 3,44

4,00 12 2,1492 77497 122371 1,6568 2,6416 .04 321

5,00 12 2,4025 ,40286 111629 2,1465 2,6585 1,87 3,23

6,00 12 2,2308 ,38020 ,10975 1,9893 2,4724 1,77 3,09

7,00 12 2,4617 141142 11877 2,2003 2,7231 1,93 3,26

Total 84 2,3429 46669 ,05092 2,2416 2,4441 .04 3,44

monocyte 1,00 12 4758 ,06431 ,01856 4350 5167 34 ,56
2,00 12 ,6392 ,15843 ,04573 ,5385 ,7398 40 94

3,00 12 ,5833 17285 ,04990 4735 ,6932 32 ,88

4,00 12 6575 24484 ,07068 44019 ,7131 .01 91

5,00 12 1,3433 2,36808 ,68360 -,1613 2,8479 38 8,84

6,00 12 5717 ,21387 ,06174 14358 ,7076 ,02 79

7,00 12 ,6642 ,16654 ,04808 56584 ,7700 41 .86

Total 84 ,6907 91855 ,10022 4914 ,8901 .01 8,84

basophyl 1,00 12 ,0192 ,01379 ,00398 ,0104 ,0279 ,00 ,04
2,00 12 ,0258 ,01621 ,00468 ,0155 ,0361 .01 ,07

3,00 12 ,0883 22449 ,06481 -,0543 2310 .01 .80

4,00 12 ,0250 ,01087 ,00314 ,0181 ,0319 01 ,04

5,00 12 ,0317 ,02038 ,00588 ,0187 ,0446 01 ,09

6,00 12 ,0750 ,06274 ,01811 ,0351 ,1149 ,02 23

7,00 12 0717 ,05952 ,01718 ,0339 ,1095 ,03 21

Total 84 ,0481 ,09235 ,01008 ,0281 ,0681 ,00 .80

eosinophyl 1,00 12 ,1550 ,12788 ,03692 ,0737 2363 ,03 46
2,00 12 ,1608 12703 ,03667 ,0801 2415 ,05 AT

3,00 12 1758 ,14501 ,04186 ,0837 ,2680 ,02 54

4,00 12 ,1492 ,11485 ,03315 ,0762 2221 ,03 44

5,00 12 ,1750 ,13938 ,04024 ,0864 2636 ,03 ,50

6,00 12 1533 ,11649 ,03363 ,0793 12273 ,03 AT

7,00 12 ,1683 ,13002 ,03753 ,0857 ,2509 .04 49

Total 84 ,1625 ,12472 ,01361 ,1354 ,1896 ,02 54

Tablo: 7. CBC 6lcimi sonucunda elde edilen tanirolaseriler.
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gruplardaki orneklerden elde edilen veriler arasimdgitrosit, I6kosit ve trombosit
sayllarinin ve lokosit alt gruplarinin oranlarimnasindaki farkhfiin istatistiksel
olarak anlamh olup olmagh argtirildi. Yapilan istatistiksel analiz sonucundaeeld
edilen dgerlerin ortalamalarinin arasinda belirgin bir fadrkl olmadgl ve tim
gruplar arasinda artan 1S derecelerine veya igirdgielerine bgl hicbir anlamli
degisim olmadg! tespit edildi (p>0.05).

HSP duzeylerinin karastirnldigl 3. parametrede ise, yine tum gruplar arasinda
HSP70 dgerleri ortalamalarinda belirgin bir gigiklik olmadigi ve bu dgerlerde
artan Is1 derecelerine veya Isigdfimelerine bgh hicbir anlamli dgisim olmadgi
tespit edildi (p>0.05).

Multiple Comparisons

Dependent Variable: HSP

Tukey HSD
Mean
Difference 95% Confidence Interval
(I) Groups __ (J) Groups (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
1,00 2,00 -,13083 ,99142 1,000 -3,1325 2,8708
3,00 1,04417 ,99142 ,940 -1,9575 4,0458
4,00 -,57500 ,99142 ,997 -3,5767 2,4267
5,00 2,06917 ,99142 371 -,9325 5,0708
6,00 2,27417 ,99142 ,260 -,7275 5,2758
7,00 1,24500 ,99142 ,870 -1,7567 4,2467
2,00 1,00 ,13083 ,99142 1,000 -2,8708 3,1325
3,00 1,17500 ,99142 ,898 -1,8267 4,1767
4,00 -,44417 ,99142 ,999 -3,4458 2,5575
5,00 2,20000 ,99142 ,298 -,8017 5,2017
6,00 2,40500 ,99142 ,202 -,56967 5,4067
7,00 1,37583 ,99142 ,807 -1,6258 4,3775
3,00 1,00 -1,04417 ,99142 ,940 -4,0458 1,9575
2,00 -1,17500 ,99142 ,898 -4,1767 1,8267
4,00 -1,61917 ,99142 ,662 -4,6208 1,3825
5,00 1,02500 ,99142 ,944 -1,9767 4,0267
6,00 1,23000 ,99142 ,876 -1,7717 4,2317
7,00 ,20083 ,99142 1,000 -2,8008 3,2025
4,00 1,00 ,57500 ,99142 ,997 -2,4267 3,5767
2,00 44417 ,99142 ,999 -2,5575 3,4458
3,00 1,61917 ,99142 ,662 -1,3825 4,6208
5,00 2,64417 ,99142 121 -,3575 5,6458
6,00 2,84917 ,99142 ,074 -,1525 5,8508
7,00 1,82000 ,99142 ,529 -1,1817 4,8217
5,00 1,00 -2,06917 ,99142 371 -5,0708 ,9325
2,00 -2,20000 ,99142 ,298 -5,2017 ,8017
3,00 -1,02500 ,99142 ,944 -4,0267 1,9767
4,00 -2,64417 ,99142 121 -5,6458 ,3575
6,00 ,20500 ,99142 1,000 -2,7967 3,2067
7,00 -,82417 ,99142 ,981 -3,8258 2,1775
6,00 1,00 -2,27417 ,99142 ,260 -5,2758 7275
2,00 -2,40500 ,99142 ,202 -5,4067 ,5967
3,00 -1,23000 ,99142 ,876 -4,2317 1,7717
4,00 -2,84917 ,99142 ,074 -5,8508 ,1525
5,00 -,20500 ,99142 1,000 -3,2067 2,7967
7,00 -1,02917 ,99142 ,943 -4,0308 1,9725
7,00 1,00 -1,24500 ,99142 ,870 -4,2467 1,7567
2,00 -1,37583 ,99142 ,807 -4,3775 1,6258
3,00 -,20083 ,99142 1,000 -3,2025 2,8008
4,00 -1,82000 ,99142 ,529 -4,8217 1,1817
5,00 ,82417 ,99142 ,981 -2,1775 3,8258
6,00 1,02917 ,99142 ,943 -1,9725 4,0308

Tablo: 8. Deneklerden elde edilen 6rneklerdeki Hd&terlerinin
istatistiksel olarak karlastiriimasi (One Way ANOVA (Post Hoc Test:Tukey)).
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Descriptives

HSP
95% Confidence Interval for
Mean

N Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Minimum | Maximum
1,00 12 12,8933 2,29347 ,66207 11,4361 14,3505 9,22 16,64
2,00 12 13,0242 1,85039 ,53416 11,8485 14,1999 9,82 16,26
3,00 12 11,8492 1,76558 ,50968 10,7274 12,9710 7,86 13,70
4,00 12 13,4683 2,84722 ,82192 11,6593 15,2774 8,83 20,53
5,00 12 10,8242 2,13313 ,61578 9,4688 12,1795 7,78 14,11
6,00 12 10,6192 1,52558 ,44040 9,6499 11,5885 7,88 13,45
7,00 12 11,6483 3,80742 1,09911 9,2292 14,0675 5,94 19,66
Total 84 12,0467 2,55820 ,27912 11,4915 12,6018 5,94 20,53

Tablo:9. HSP 6l¢ciimiu sonucunda elde edilen tanimiagriler

Elde edilen verilerin kadin veya erkek arasindamuhl bir degisiklik gosterip
gostermediinin aratirildigl 4. ve son parametrede ise; IHC ve Giemsa boy#na i
elde edilen ortalama apoptotik indekgelderinin erkek ve kadinlar arasinda anlaml
farklihk gostermedii tespit edildi. Dger yandan, CBC ol¢umlerinin kalastirildig
analizlerde tim gruplarda RBC sayilarinin, Hb ve Bitanlarinin kadin deneklerde
erkek deneklere gore anlamli derecedgiliblduzu tespit edildi (p<0.05). Bununla
birlikte, diger parametreler arasinda anlamh farkhlik mevcegildi (p>0.05).
HSP70 dgerlerinin kasilastirlmasinda da kadin ve erkek deneklerden eldredi

veriler arasinda anlamli farklilik olmagibelirlendi (p>0.05).

Test Statistics Test Statistics?
MaleFemale MaleFemale
Mann-Whitney U 17.500 Mann-Whitney U 17.500
Wilcoxon W 38.500 Wilcoxon W 38.500
z -.081 z -.083
Asymp. Sig. (2-tailed) .936 Asymp. Sig. (2-tailed) .934
Exact Sig. [2*(1-tailed a Exact Sig. [2*(1-tailed a
. : .937
Sig)] 937 Sig.)]

a. Not corrected for ties. a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Group2 b. Grouping Variable: Group2
Tablo:10a. Grup:2'deki kadin ve erkek denekler Tablo:10b. Grup:3'deki kadin ve erkek denekler
arasinda ortalama apoptotik hiicrgetteri arasinda ortalama apoptotik hiicrgetteri
arasindaki farkligin istatistiksel analizi arasindaki farkligin istatistiksel analizi

Test Statistics? Test Statistice
MaleFemale MaleFemale
Mann-Whitney U 7.500 Mann-Whitney U 14.000
Wilcoxon W 28.500 Wilcoxon W 35.000
z -1.690 z -.645
Asymp. Sig. (2-tailed) .091 Asymp. Sig. (2-tailed) .519
Exact Sig. [2*(1-tailed a Exact Sig. [2*(1-tailed a
: .093 .
a. Not corrected for ties. a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Group2 b. Grouping Variable: Group2

Tablo: 10c. Grup:4'deki kadin ve erkek denekler Tablo: 10d. Grup:5'deki kadin ve erkek denekler
arasinda ortalama apoptotik hiicrgelteri arasinda ortalama apoptotik hiicrgelteri
arasindaki farkligin istatistiksel analizi arasindaki farkligin istatistiksel analizi
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Test Statistics? Test Statistics
MaleFemale MaleFemale
Mann-Whitney U 9.500 Mann-Whitney U 8.000
Wilcoxon W 30.500 Wilcoxon W 29.000
z -1.366 z -1.604
Asymp. Sig. (2-tailed) 172 Asymp. Sig. (2-tailed) .109
Exact Sig. [2*(1-tailed 180° Exact Sig. [2*(1-tailed 135°
Sig.)l Sig.)] '

a. Not corrected for ties. a. Not corrected for ties

b- Grouping Variable: Group2 b. Grouping Variable: Group2

Tablo: 10e. Grup:6’daki kadin ve erkek denekler Tablo: 10f. Grup:7’deki kadin ve erkek denekler
arasinda ortalama apoptotik hiicrgetteri arasinda ortalama apoptotik hiicrgetteri
arasindaki farkligin istatistiksel analizi arasindaki farkligin istatistiksel analizi

Tablo: 10. Kadin ve erkek deneklerden alinan karekierinde tespit edilen
ortalama apoptotik hiicre gerlerinin istatistiksel olarak kgitastiriimasi.
Grup:1'de her iki cinstede apoptotik hicre olngadiicin deserler
karsilastirilmamstir. (Mann-Whitney-U testi).

Test Statistics?

Rbc Hb Hct Plt Whc neutrophyl | lymphocyte | monocyte | basophyl | eosinophyl
Mann-Whitney U 1000 1.000 3.500 9.000 | 16.000 |  17.500 15000 | 18.000 | 14.500 5.000
Wilcoxon W 21000 | 22000 | 24500 | 30000 | 37.000 | 38500 36.000 | 39.000 | 35500 26.000
z 2887 | 2727 | 2342 | 1441 -320 -.080 -484 .000 572 -2.082
Asymp. Sig. (2-tailed) 004 006 019 150 749 936 629 1.000 568 037
EE")C]I Sig. [2(1-tailed 002" 004" 015" 180" 818" 937" 699" 1.000° 589" 041%

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Group2

Tablo: 11a. Grup:1'deki kadin ve erkek deneklesarda CBC dgerleri arasindaki farkliin istatistiksel analizi

Test Statistics®

Rbc Hb Hct Plt Whc neutrophyl | lymphocyte | monocyte | basophyl | eosinophyl
Mann-Whitney U 2.000 .000 .000 12.000 13.000 10.000 16.000 15.000 8.000 10.500
Wilcoxon W 23.000 21.000 21.000 33.000 34.000 31.000 37.000 36.000 29.000 31.500
z -2.562 -2.887 -2.887 -.961 -.801 -1.281 -.321 -.480 -1.716 -1.203
Asymp. Sig. (2-tailed) .010 .004 .004 .337 423 .200 .748 .631 .086 .229
ggf)c]l Sig. [2+(1-tailed 009" 002" 002" 304" 485" 240° 818" 699" 132" 240"

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Group2

Tablo: 11b. Grup:2'deki kadin ve erkek deneklesarda CBC dgerleri arasindaki farklignn istatistiksel analizi

Test Statistics”

Rbc Hb Hct Plt Whc neutrophyl | lymphocyte | monocyte | basophyl | eosinophyl
Mann-Whitney U .000 .000 .000 9.000 13.000 8.000 11.000 14.000 15.000 9.500
Wilcoxon W 21.000 21.000 21.000 24.000 28.000 23.000 32.000 35.000 30.000 24.500
z -2.739 -2.745 -2.745 -1.100 -.365 -1.278 =730 -.183 .000 -1.006
Asymp. Sig. (2-tailed) .006 .006 .006 271 .715 .201 465 .855 1.000 .314
Er;;t Sig. [2*(1-tailed 004" 004" 004" 329" 792" 247" 537" 931" 1.000" 320"

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Group2

Tablo: 11c. Grup:3'deki kadin ve erkek deneklesarda CBC dgerleri arasindaki farkliin istatistiksel analizi

Test Statistics”

Rbc Hb Hct Plt Whbc neutrophyl | lymphocyte | monocyte | basophyl | eosinophyl
Mann-Whitney U .000 .000 .000 14.000 15.500 16.000 12.000 9.500 7.500 7.500
Wilcoxon W 21.000 21.000 21.000 35.000 36.500 37.000 33.000 30.500 28.500 28.500
z -2.882 -2.887 -2.887 -.641 -.401 -.320 -.961 -1.363 -1.422 -1.372
Asymp. Sig. (2-tailed) .004 .004 .004 .522 .688 .749 .337 173 .155 .170
Eixga.;:]t Sig. [2*(1-tailed ,0023 .002a .002a .SBQa .Ggga ,8183 ,394a .180a .177a ,177a

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Group2

Tablo: 11d. Grup:4'deki kadin ve erkek deneklesarda CBC dgerleri arasindaki farklignn istatistiksel analizi
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Test Statistics”

Rbc Hb Hct Plt Whbc neutrophyl | lymphocyte | monocyte | basophyl | eosinophyl
Mann-Whitney U .000 .000 .000 14.000 14.000 10.000 12.500 15.000 14.000 9.500
Wilcoxon W 21.000 21.000 21.000 35.000 35.000 31.000 33.500 36.000 35.000 30.500
z -2.887 -2.882 -2.882 -.641 -.641 -1.281 -.882 -.480 -.716 -1.366
Asymp. Sig. (2-tailed) .004 .004 .004 .522 .522 .200 .378 .631 474 172
Eixga.;:]t Sig. [2*(1-tailed ,0023 .002a .002a .SSQa .SSQa ,24oa ,394a .Ggga .SSQa ,1803

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Group2

Tablo: 11e. Grup:5'deki kadin ve erkek deneklesarda CBC dgerleri arasindaki farkliin istatistiksel analizi

Test Statistics®

Rbc Hb Hct Plt Whc neutrophyl | lymphocyte | monocyte | basophyl | eosinophyl
Mann-Whitney U 1.500 4.000 .000 14.000 15.000 10.000 5.500 3.000 12.500 11.000
Wilcoxon W 16.500 19.000 15.000 35.000 36.000 31.000 20.500 18.000 27.500 32.000
A -2.470 -2.018 -2.745 -.183 .000 -.913 -1.738 -2.196 -.460 -.730
Asymp. Sig. (2-tailed) 013 044 .006 855 1.000 361 .082 028 646 465
E;(;)c]t Sig. [2(1-tailed 009" 052" 004" 931" 1.000° 429" 082" 030" 662" 537"

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Group2

Tablo: 11f. Grup:6'daki kadin ve erkek deneklersamda CBC dgerleri arasindaki farklinn istatistiksel analizi

Test Statistics®

Rbc Hb Hct Plt Whc neutrophyl | lymphocyte | monocyte | basophyl | eosinophyl
Mann-Whitney U .000 .000 .000 13.000 13.000 10.000 12.500 14.000 5.000 8.500
Wilcoxon W 21.000 21.000 21.000 34.000 34.000 31.000 33.500 35.000 26.000 29.500
z -2.887 -2.903 -2.882 -.801 -.801 -1.281 -.882 -.641 -2.115 -1.524
Asymp. Sig. (2-tailed) .004 .004 004 423 423 200 378 522 034 128
Ei;;t Sig. [2*(1-tailed 002" 002" 002" 485" 485" 240" 304" 589" 041 132"

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Group2

Tablo: 11g. Grup:7'deki kadin ve erkek deneklesarda CBC dgerleri arasindaki farklignn istatistiksel analizi
Tablo:11. Kadin ve erkek deneklerden alinan karekieminde tespit edilen CBC
degerlerinin istatistiksel olarak kstastiriimasi.(Mann-Whitney-U testi).

Test Statistics? Test Statistics?

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Group2
Tablo: 12a. Grup:1'deki kadin ve erkek denekler

arasinda HSP70 gerleri arasindaki farkligin
istatistiksel analizi

Test Statistics?

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Group2

Tablo: 12c. Grup:3'deki kadin ve erkek denekler

arasinda HSP70 gerleri arasindaki farkligin
istatistiksel analizi

HSP70 HSP70
Mann-W hitney U 10.000 Mann-Whitney U 14.000
Wilcoxon W 31.000 Wilcoxon W 35.000
z -1.281 z -.641
Asymp. Sig. (2-tailed) .200 Asymp. Sig. (2-tailed) 522
Exact Sig. [2*(1-tailed a Exact Sig. [2*(1-tailed a
Son 20 Sol %9

HSP70 HSP70
Mann-Whitney U 13.000 Mann-Whitney U 16.000
Wilcoxon W 34.000 Wilcoxon W 37.000
z -.801 z -.320
Asymp. Sig. (2-tailed) 423 Asymp. Sig. (2-tailed) 749
Exact Sig. [2*(1-tailed a Exact Sig. [2*(1-tailed a
Son % . 8

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Group2
Tablo: 12b. Grup:2'deki kadin ve erkek denekler

arasinda HSP70 gerleri arasindaki farkligin
istatistiksel analizi

Test Statistics?

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Group2

Tablo: 12d. Grup:4’deki kadin ve erkek denekler
arasinda HSP70 gerleri arasindaki farkligin
istatistiksel analizi
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Test Statistics? Test Statistics?
HSP70 HSP70
Mann-Whitney U 9.000 Mann-Whitney U 9.000
Wilcoxon W 30.000 Wilcoxon W 30.000
z -1.441 z -1.441
Asymp. Sig. (2-tailed) .150 Asymp. Sig. (2-tailed) .150
E?<act Sig. [2*(1-tailed .1SOa E_xact Sig. [2*(1-tailed 180a
Sig.)] Sig.)] ]
a. Not corrected for ties. a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Group2 b. Grouping Variable: Group2
Tablo:12e. Grup:5'deki kadin ve erkek denekler Tablo:12f. Grup:6'daki kadin ve erkek denekler
arasinda HSP70 gerleri arasindaki farkligin arasinda HSP70 gerleri arasindaki farkligin
istatistiksel analizi istatistiksel analizi

Test Statistics?

HSP70
Mann-Whitney U 10.000
Wilcoxon W 31.000
z -1.281
Asymp. Sig. (2-tailed) .200
Exact Sig. [2*(1-tailed a
sio)] 9. 12 240

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Group2

Tablo:12g. Grup:7'deki kadin ve erkek denekler sda
HSP70 degerleri arasindaki farkligin istatistiksel analizi

Tablo:12. Kadin ve erkek deneklerden alinan kaekieminde tespit edilen HSP gkxlerinin
istatistiksel olarak karlastiriimasi. (Mann-Whitney-U testi).

Calismamizda dikkati ¢ceken bir ggr nokta, artan 1si derecelerine paralel
olarak eritrosit dy zarlarinin gorinimlerinde bozulma, tirtikli  bir py@nma,
birbirlerine bircok bdlgede siki sikiya tutunma hatta bazi yerlerde yajpna
gozlenmg olup, anizositoza kadar gigen yapisal gorinim bozukluklari tespit
edilmistir (Resim 17 B).
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6. TARTISMA

Embriyonik dénemde dokulargekillenmesi ve organlarin ggininde bircok
fizyolojik fonksiyonlarin aktif hale gelmesinde arablan apoptozis, postnatal hayat
surecinde de bircok fizyolojik ve patolojik stredmontrolinde ¢ok buyidk éneme
sahiptir (104). Vicutta faydali olmayacak her tuHicrenin elimine edilgi bir
olum sekli olan apoptozis, bu sayede vicudu malign h&saatianda
koruyabilmektedir (7). Bircok intrensek ve ekstrelsfaktoriin etkisi altinda
ilerleyen ve/veya durdurulan apoptozis slreci ragiga, yuksek isi, toksik
kimyasallar gibi farkli eksojen stres faktorleringtkisi altinda gir uyariimaktadir
(15). Bununla birlikte, bu uyaranlar bazi duruméardiger bir 6lim sekli olan
nekrozlada sonlanabilirler (12). Ogie, yukarida saygamiz faktorlerin dozu hafif
oldugunda apoptosis tetiklenirken, ayni faktorlerin dozo arttirildginda nekrozun
tetiklendgi gorulir (18). Bizim yapngt oldusumuz calmamizda da yukarida
sayllan stres faktorlerinden biri olan hiperterta hipertermininsiddetine paralel
olarak apoptotik hiicre 6lumUunin agttsonucuna varilngtir.

Degisik 6lum sinyallerine maruz kalan hiicrenin hangidipmu seceqs, ilgili
sinyalin turd, siddeti ve sudresi ile yakindan ilgilidir. Nekroza des olan 6lim
sinyallerinin tim htcreleri etkilemesine kar apoptozise neden olan sinyallerin belli
bir sayida hucreyi etkilemesi 6nemlidir. Bunun yata, nekroz sirecine giren
hiicrenin geriye donii mimkin olmamakla birlikte; apoptozis slrecinesgibir
hiicre mitokondrial transmembran potansiyeli etkitedikce apoptotik uyaranin
kalkmasi durumunda normal yapisina geri dénebilit,Y05,106). Bizim yapmi
oldugumuz calimada 39°C’den 37 °C’ye 1sI diurtlmesi ile apoptotik hiicre
olumunde azalma gorulurken, 43’den 37°C’ye azalma gérilmergiolup, bilhassa
artma gozlenmtir. Buda bize capmamizda apoptotik uyaran olarak kullanilan
hiperterminin hiicreyi apoptozise gotirnyamasinda belli basamakta geri dgima
olabildigini gostermektedir. Bu geri dogiimin bilhassa 39C’den 37°C'ye isi
disurilmesi basam@nda olmasina kam 43°C’den 37°C’ye azaltiima durumunda
olmamasi ve hatta tam aksine hicre 6lumunin artmasiyiksek 1si1 derecelerinde
hicrelerin zar yapisinin ve bilhassa mitokondriatirz yapisinin tamir edilemez

dizeyde hasarlangwoldusunu dgindirmektedir.
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Stres, organizmanin normadlayisine aykiri bir durumdur. Genel sikinti ve
emosyonel duzensizlik vicutta birgcok patofizyologkirumun altinda yatan esas
etkenlerdir. Bu tir durumlarin sosyal aktiviteyi yasam kalitesini azaltg bilinir.
Ayrica psikoemosyonel bozuldun, gucli stres faktorleri ve adaptasyon sikirilisi
eslik ettigi goralur (107). Bununla birlikte, bu tip psk etkenler yaninda daha birgok
somatik etkende organizmada strese neden olabilirbdnlara 6rnek olarak
hipertermi, oksidatif hasar, hipoksi, hipogliseragir metaller, etanol, metabolik
zehirlenmeler, protein denaturasyonu verilebilir7,(0). Stresle hicrelerde
koruyucu bir mekanizma olarak 1gaku proteinleri eksprese edilir. Buna zit olarak
stres ciddi derecede ise apoptozisin tetiklgindorulur. Bu hasarlanmihicrelerin
organizmadan uzaldariimasi icin iyi bir yontemdir (108). Bizim ¢camamizda ise
uygulamg oldugumuz stres faktorinin vicutta HSP koruma tamponaikiive
edecek kadar yeterli stres giurmadgl ortaya konmsgtur. Bu durum bize
calismamizda kullanilan kan drneklerinin isitilma simeciprogressif birsekilde
olmas! yanisok I1sitma uygulanmamasi vel/veya tum stres faktartidineklere
toplam en fazla 4 saat uygulanmasi sonucu yete3k lekspresyonu almadgini
distindirmektedir.

Tezimizin ana konusunu afwran hipertermi kavrami bu stresler iginde
oldukca 6nem arz eden kavramlar icinde yer almakta@alsmamizda kan
dokusunun tercih edilmesi apoptozisin polimorforikl 16kositlerde kolaylikla
induklenebilmesi ve ¢dli faktorlerin etkisi altinda hiicre 6lim mekanias icin
elverili bir model olarak hizmet etmesinden dolayidir. Bktorlerden biri olan
hiperterminin kan kultirinde apoptozisi gucli kakilde tetikledgi goralmistar.
Heparinize kan numuneleri alinarakghkkli ve hasta bireylerde prednizolon ve
hipertermi ile ayri ayri uygulamalar yapgithda uzun sire siga maruz kalan
notrofillerde yaayabilirligin azaldgl goralmtir. Prednizolonla birlikte daha
yuksek 1sida nukleer kromatinde azalma go6zlgtimiPrednizolon ve hipertermi
nikleer maddenin lenfositlerde azalmasina neden ustdlm Kromatin
fragmantasyonu gorulngtiir. Sa&likli bireylerde de lenfositlerde ve notrofillerde
desisiklikler benzerdir. Ayrica hiperterminin (43C’de, 1 saatte) timositlerde
apoptozis olgturdusu ve bunun protein sentezi ve ATP’dengimasiz farkli bir

metabolik yolla gercekkigi belirtiimistir (107). Bizim calfmamizda da ghkh
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bireylerden alinan kan 6rneklerinde yiksek 1sila@th°C, 43°C) apoptotik hiicre
Olumunin olgtugu goralmigtar.

Tam organizmalar icin fizyolojik deerlerin Gzerinde 1siya maruz kalinmasi
durumu olan hipertermi organizma i¢in hayati énem aden stres durumudur.
Hucreler stresle uyarildiklarinda ya da hasarldadida intrensek apoptotik yol
hicrenin kendi yikiminda daha cazip bir seceneknihalir (101.102). Sgikh
bireylerde normalde inaktif olan sistein proteazigrani kaspaz ailesinin uyarimiyla
hiicrede yikim bgar. Bu aktivasyonlarda apoptosom g@lmu, balatici kaspaz 9,
efektor kaspaz 3,6 ve 7 onemlidir. Sitokrom C’nim AIF gibi diger proapoptotik
faktdrlerin mitokondriden translokasyonu ve apoptoansekillenmesi ile apoptotik
sure¢ devam eder. Hicre stresle uyafiiila ikinci bir secenekte apoptotik
programin baskilanmasi durumudur. Bu secenekte kinele saperonlar olarak
bilinen HSP’nin ekpresyonudur. Yapilan deneyselisggda sicakla indiklenen
apoptotik hiicre 6luminun engellenmesini HSP’lerax Broteinini baskilayarak ve
proapoptotik faktorlerin salinmasini onleyerek eé&testirdigi ortaya cikmgtir
(102).

Hiperterminin tanimlamasinda, genellikle fizyolojilkolmayan sicaklik
dereceleri 42-43°C olarak belirtilirken; orta derecede hiperterminfizyolojik
olculeri 39-40°C olarak belirtilmjtir. insan kan érngnden steril bir teknikle alinan
|6kositlerin ayrilarak PBMC’lerin (Peripheral bloadononuclear cell) orta derecede
hipertermiye maruz birakilmasi ile yapilan gala da 39-41°C’de 90 dakikada, B
hiicre aktivasyonunun agtive ayni zamanda 1gG, IgA, IgM sekresyonunda giglir
artisin oldusu goralmigtir. Ancak 42°C’de bu etkilerin olmagh, hatta zit olarak
baskilanmy etkilerin olwtugu gortlmistir. Buda bize orta derecede hiperterminin
immun yanit olgturdugunu gosterirken, daha yuksek isi derecelerinde elsétr
faliyetlerin baskilandyini gosterir. Ayni zamanda 42-4% de HSP sentezinin
induklendgi gorulmis olup, orta dereceli hipertermi ilede benzer soamuglde
edilmistir (109).

Burada 6nemli bir nokta bir anda yuksek isiya (87°@) maruz birakilan
hicrelerin kisa sire icinde apoptozis yerine nekilez 6ldigliinin gozlenngi
olmasidir. Bu bulgu bize sicaklik derecesi yaniw#asicaklga maruz kalinan

sureninde 6nemli oldiunu godstermektedir (110). Bizim gahamizda literatirde
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mevcut ¢cagmalarin aksine tim gruplarda artan i1siI derecelgraralel olarak HSP
degerlerinin tum gruplarda gesme olmadgini belirledik.

Vicudun ain gugc sarfedebilg durumlar olan metabolizma agiti egzersiz ve
cevresel durumlarda 1si giha neden olabilir (24). Ancak go kez bunlar ygami
tehdit edici bir durum olansail hipertermi ile sonucglanmazlar. Bununla birlikte
hicresel diizeyde bir stres olan hipertermi ile &lécin ¢cgalmasina veya 6limiine
karar verilir (102). Bazi durumlarda hipertermi angzmada delirium, konvilsiyon
ve hatta koma gibi géli norolojik belirtilere neden olabilir. Hemorajie birlikte
kalp, karacter, bobrek ve beyinde nekroz ve 6lim gorulebiletpk 6zellikler
icinde yer alirlar (111). Memeli hiicre kultirinde geneysel hayvan modellerinde
Istlya maruz kalinmasi durumunda (41.5°@pkaracger, dalak, timus, lenf nodu ve
ince barsak mukozasinda birka¢ dakika icinde apigpidicre 6limu goralmgiolup,
43°C ve daha yuksek isilarda kritik enzimlerin denatiduysu goralmigtar (24).

Hiperterminin insan lenfositleri Uzerindeki etkilerl980’lerden 0Once
calisiimistir. Cssitli deneysel cabmalarda in vitro olarak sicakin kisitl birsekilde
hiicresel aktiviteyi ve sitotoksisiteyi arttigdi ayrica immunolojik reaksiyonlari
tetikledigi goralmistur. Yiksek i1stya maruz birakilan in vivo ortamdpé&riferik kan
hicrelerinde farkli d&siklikler gozlenmitir. Kanser hastalarinda uygulanan
hipertermi ile CD4+ T ve CD8+ T hicrelerinde anlaiml azalma gorulngitr. Bu
NK hicrelerinde de goérulebilmektedir. Az sayida d@mhastasinda uygulanan tim
vicudun yiksek 1siya birakifliwhole body hyperthermia tedavi metodu ile CD4+
T hicre sayilarinda azalma, NK hicrelerinde artGAapmitir. Yapilan cagmada
hipertermi uygulamasi strecinde ve sonrasindakgistiéklere bakilmstir.
Hipertermi uygulamasi boyunca lI6kositlerde azalmailnistir. CD4+ T hicreleri
belirgin sekilde azalmgtir. CD8+ T hcreleri hipertermi boyunca gignemitir.
Fakat bir stre sonra anlamh biekilde azalmgtir. B hicrelerinde ise uygulama
boyunca ve sonrasindagigklik olmamistir. NK hticreleri ise uygulama sirasinda ve
sonrasinda farkli 6zellik géstergndnce artny sonra anlamh bigekilde azalmytir.
Yapilan baka calsmalarda da 42C’de sicaklikta s#ikli insan lenfositlerinde
apoptozisin indiklendi gorulmdstir (in vitro) (112).

Lenfosit popilasyonunun homeostatik dizenlenmesirgigekli olarak

uretilmeleri yaninda fazla, gereksiz veysslgaip farklilamis olanlarin apoptozis
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yoluyla ortadan kaldiriimalari 6nem arzeder. Yapiber calsmada insan PBMC'ler
uzerinde csgtli apoptojenler (Orngin; camtothecin, cisplatin, dexamethasone,
hyperthermia v.b.) kullanilarak nicel parametreedpoptozis, nekrozis ve canli
hiicre oranlarina bakilgtir. Hiperterminin etkisi ile bu hiicrelerde % 13-@&ninda
apoptozisin gozlendi sonucu alinngtir (113). Embriyogenezde, yghin
organlarinin homeostatik kontroliinde ve bilhass&erifositlerin timusta elimine
edilmesinde apoptozis genel bir fenomendir. Faneositlerine 1s1 uygulanmasi
sonucu DNA fragmentasyonu &tugu ve orantili olarak hiicre dliumi gercekilgi
gorulmis olup yaayabilen hicrelerin ise apoptozise direngli hucredédugu
belirlenmitir (25)

Apoptozis immun sistemsleyisi, T ve B hucrelerinin fizyolojik kontroli,
otoimmin cevabin dnlenmesi ve patolojik immun céxaperkezi bir role sahiptir.
Dalakta yer alan T ve B lenfositlerin spontan \eakliga maruz birakilmasi suretiyle
olusturulmus 2 grup arasinda yapilan bir gahada T ve B hicrelerinin sicagd
verdigi cevabin farkh oldgu ortaya cikmytir. Artan 1si ile apoptozisin anlamli bir
sekilde artmasina kain 6zellikle T hiicrelerinin B hicrelerine oranlaaliga daha
duyarli old@gu gorulmigtir. Kontrol grubu olan hicreler de gbzlenen sponta
apoptotik o0lium orani %15, 6 saat sicak uygulamaysrum kalmg hicrelerin
apoptotik 6lum orani %36, 24 saat sicak uygulanmagauz kalmg hicrelerin ise
apoptotik 6lum orani %50’ den fazla bulungtur (114). Bizim cakmamizda her ne
kadar genel anlamda tim I6kositlerdeki apoptotikrai@limu dgerlendirilmis olsa
da elde etfiimiz verilerde de apoptotik hicre 6lumunin artanegé b&h olarak
arttigini tespit ettik. Ancak burada 6limin artma nedensiireye mi yoksa Isi
derecesine @ mi oldugu konusunda bir yon gosterici bilgi elde edilemgimni

Inflamatuar cevapta hafif hiperterminin nétrofillézerine aktive edici etki
yaptgl ancak 42C ustiinde ve hipotermi durumlarinda bu aktivasyadnhibisyona
donistugt goralmigtir (115). Yapilan dier bir deneysel caimada ise 15C’den
itibaren giderek artan 1siI dereceleriyle 20 saat d@& in vitro olarak kilttre edilen
notrofillerde  apoptotik fazin  indiuklenmesi 37°C’ye  ulasincaya dek
gercekleamemitir. 37 °C’nin (zerinde ise sitoplazmik bir protein olan Bax
proteininin notrofil membraninda ilerledive beraberinde prokaspaz 3'Un proteolitik

ayrilmasi ve apoptozis indiklenmesi gozlegtimi Bu calsmada sitokrom C’nin
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mitokondriden sitoplazmaya serbestiesi ki 15°C’'de serbestiame olmazken, 37
°C ustl belirginlgmistir ve kaspaz aktivasyonunun skatilmasi ile apoptozisin
gerceklgtigi gorilmistar. Sitokrom C’nin nasil serbest kaldi tam olarak
bilinememekle birlikte, siga hassas olan membran kanallarinin aciimasi ya da
sekillenmesi ile oldgu disinulmektedir (76).

Hiperterminin c¢eitli htcrelerde apoptozise neden aidu bilinmektedir.
Benign Prostat Hiperplazisi hastalari tizerinde lgapbir calsmada hiperterminin
prostat dokusu Uzerinde etkisi incelefidde; alinan prostat dokusu Uzerinde
hipertermi uygulamasindan birka¢ saat sonra anlandrfolojik dezisikliklerin
oldugu tespit edilmgtir. TEM ile yapilan incelemede 3 saat igcerisinde3% olan
apoptotik hicre 6lim oraninin 24 saat sonunda 9%/6'yukseldgi
gorulmistar.(110).

Nukleer bir fosfoprotein olan p53 DNA hasari ilespkese olmaktadir. Guan ve
ark. yaptiklar bir cajmada yiiksek isilarda (41-4€) p53 aracili apoptozis ile
hiicre 6lumunin gercekdggini in vitro olarak gostermglerdir (116).

Kanser, hicre g@almasinin girl artsi yaninda apoptozisin baskilanmasi veya
bu iki sdrecin birlikte go6rilmesi sonucu dokuda piti hicrelerin ortadan
kaldirlamamasina Iga olarak ortaya ¢ikangar bir hastalik grubudur. Bu nedenle
apoptozis hem kanser patogenezi hemde uygulanaont&mpotik tedavilere kgr
direnc gelsimi acisindan énemlidir. Genlerde meydana gelerasyainlar dgrudan
ya da dolayli olarak apoptozisi baskilayabilir. €4in insan kanserlerinin % 55-
70’'inde p53 geni ya da onun duzenleyici genlerimdatasyonlar saptansgtir.
Ayrica p53'den yoksun hicrelerin radyoterapi ve k&rapiye daha direncli
olduklar saptanmgtir. Kansere kair kullanilacak yeni tedavi metodlarinda 6zgin
olarak kanser hicrelerinde apoptozisin uyariimasdefenmektedir. Hem timor
hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi hemde kanseryrisee tedaviye yaniti acisindan
degerlendiriimede bir belirte¢ olarak kullaniimasi eed/le apoptozis onkolojik
calismalarin odak noktasi haline gehtni (20). Bu b&lamda hipertermi ginimizde
tumorlerin tedavisi icin yaygin olarak kullanilanr tbedavi sekli haline gelmgtir.
Tumor dokusundaki sicaklikta bir grelde etmek igin iki farkli metod uygulanir.
Bunlardan bir tanesi tim vicut hipertermisi olugeldir cihaz icerisinde kizilétesi

Isinlama aracifityla derinin Uzerinden vicudun tamamina IsI sargapmaya
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dayanmaktadir. @eri ise, lokorejiyonal hipertermidir ve bu metottelli problar
yardimiyla secilen vicut kisminda hipertermistiwacak cihazlar kullaniimaktadir.
Maksimum bir timor yok edilmesinin @anabilmesi icin genellikle hastalar
toksisite sinirina kadar kemoterapi ve radyoteii@ptedavi edilmektedirler. Ancak
bu calsma metodlari genelde yeterli gelmemektedir. Bu \t#elee destek olarak
hipertermi uygulanmasi surviyi arttirci etki yaprteakr (117,118). Hipertermi
tedavisinin kanser hucrelerinde ve geli genomun hasarlarga hicrelerde
etkinliginin aratirildigl bir calsmada bu hicrelerin hipertermiye normal vicut
hiicrelerine gore daha duyarli olduklari ortaya kaogtor. Bu calsmada 42°C’de 1
saat bekletilen l6semik T hicrelerinde goérilen apop oraninin normal T
hiicrelerine gore ¢ok fazla olgw gortlmtar (77). Son yillarda, kronik lenfositer
l6semili hastalarda I6semik T lenfositlere ve prehoyik hicrelere hafif sicakok
(42 °C'de 1 saat) uygulanginda surekli uyarimla TRAIL aracili apoptozisin
induklendgi gordlmistir. Buna ek olarak, normal T lenfositlerde bu letkn
kaydedilmedii belirtiimistir. Kanser hastalarina radyoterapi ve kemoterake
olarak birde termal terapi, sicak teknik olarak eniprmi kullanillaniimasi
gelistirilmi stir (84)

HSP’ler bata 1si ve dier bazi streslere pl olarak hiicrelerde ekspresyonu
artan fonksiyonel proteinlerdir (119). Isinigira artisi i1si sok cevabinin énemli bir
parcasini olgturur ve esas olarak HSF tarafindan uyarilir (120%P’ler tim
canlilarda bulunan bir protein gurubudur. Molekglriklarina gore isimlendirilen
bu molekuller icinde HSP70 hicrelerin isiya skatermotoleransini ggarken,
HSP100 cok yuksek isilarda aktif olan kaperondur (121). HSP70 hipertermideki
etkilerine ilaveten immun sistemde antijenglbaip sunumundada etkin rol oynar
(122). HSP70 aktivasyonunda HSF1'in transkripsiyaktorii olarak gorev yai
bilinmektedir (123).

Yukarida bahsedilen cainalar gibi daha bircok ¢camada kullanilan kan
ornekleri veya dier tipte doku orneklerinde apoptozis gilumak igin 6rngin
normal viicut 1sisindan bir anda yiksek 1si dereceldéonuldgu gérulmektedir. Bu
Ozellikleri nedeniyle bu tip caimalar genel anlamda sadece deneysel Ozellikli

calismalardir. Oysa bizim ¢gimamizda, 1s1 aginin fizyolojik diizeydeki etkileri de
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arsstirildigi icin, bilhassa kuguk ¢ocuklarda sik gorilegtdanfektif nedenlere ih
progressif bir ate yikselmesinin neden olgga sonuclar Klinik ile balanti
kurulmasinda oldukca faydali olacaktir. Kabul etnggkekir ki normal ygamda
progresif atg yukselmesi malign hastaliklara gére cok daha faggalenmektedir.
Buna ek olarak artan gta disUrilmesi sirasinda viicutta gorulebilecek olasi éucr
apoptozis indekslerinde gigimde yine tedavilerin etkini ve hatta olasi yan
etkilerinde ybn gO0sterici olabilecektir. Ayrica igderecelerinde goérilen bu
degsisimlerin kan hticre elemanlarinin sayisi Uzerine sgtkcinsler arasinda bu
kriterler arasinda farkhlik olup olmaginin argtirilmasi, vicudun énemli tampon
mekanizmalarindan biri olan HSP koruma kalkanirunsfirecte yeri ve éneminin
vurgulanmasi acisindan gahamiz birgok farkl 6zellikler arz etmektedir.

Calismamizda ortaya cikan sonuclaringedendiriimesinde bircok veriler elde
etmis bulunmaktayiz. Bununla birlikte, bu verilerin id@ en 6nemli olani progresif
olarak artan isinin vicutta HSP koruma sistemitivakedecek kadar yeterli stres
olusturmamasidir. Bu etki hem kadin hemde erkek derddkl&ontrol ve deney
orneklerinde istatistiksel olarak anlaml farkhgkstermemektedir. Yine bu gkler
kadin ve erkek arasinda kdastirildiginda da arada anlamli bir g@gklik olmadigi
tespit edilmgtir. Bu veriler, literatirde elde edilen verilereit zozellik arz
etmektedirler. Bununla birlikte, literatirde mevoegrilerin yukarida bahsedilgli
Uzere Orneklere geniisi araliklari arasinda 1si uygulanmasi ile eldineesi
nedeniyle elde eglimiz verilerin literatiire zit olmasi yerine yenirhbreri olarak
kabul edilmesinin daha mantikli olglunu ileri sirmekteyiz. Yani ¢gamamizin
sonugclarindan biri olarak progresif i1si artiminenkhtcrelerinde HSP tamponunu
aktive edecek kadar ciddi bir stres giuma durumu yoktudiyebilmekteyiz.

Ote yandan ¢caimamizin hedeflerinden biri olan apoptotik hiicrelezayisinin
artan ve/veya azalan 1sI dereceleringlibalarak deisiminin incelendgi kisminda
elde ettgimiz verilerde 6nem arz eder nitelikteydi. Gatamizda elde efiimiz
veriler artan 1si1 derecelerinin kanda l6kositleernizde apoptotik 6lim uyarimina
neden oldgunu ve apoptotik I6kosit sayisinin artan I1si1 ddegoee paralel olarak
artis gosterdgini ortaya koymugtur ki bu literatirde mevcut olan ve yukarida
belirttigimiz makaleler ile uyumlu verilerdir. Bununla bkie, burada isinin 37

°C’den 39 °C'ye cikarildgl Ornekler arasinda apoptotik hiicre sayisindasi@rti
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anlamli olmamasi da ¢gtnamizda elde efiimiz 6nemli sonuglardan bir tanesidir.
Bu veri bize “hafif hiperterminin kan hicrelerindpoptozisi uyarici etki yapmagli
ancak yuksek isilarda apoptotik yolaklarin aktivéugunu goéstermektedir” ve bu
verilerde literatirde mevcut olan ve yukarida biéin bircok calsmadaki verilerle
uyumluluk gostermektedir. Ancak ghr calsmalardan daha farkh olan ve
calismamizin Ozgun yoOnlerinden biri olan yuksek isilarddisik 1silara déme
durumunda apoptotik hiicre sayisinda gorileceiksiohein incelendgi bolimde elde
edilen veriler ilging 6zellikler tamaktadir. Elde edilen sonuclar gostermektedir ki
“orta ve yiiksek hipertermi durumundaki kan ornekierhizla 37°C’ye sgutulmasi
beklenenin aksine apoptotik hiicre dluminin dahk fagsina neden olmaktadir.
Bununla birlikte, hafif hipertermi uygulanan ogme sgzutulmasi beklengi Uzere
apoptotik hiicre sayisinin azalmasina neden olmakKta8urada da elde edilen
verilerin olduk¢a 6nemli oldiunu dinmekteyiz. Elde edilen veriler progresif ate
yukselmesiyle artan apoptotik hicre sayisinin hsdgutmaya bgh daha da
artmasina neden olgunu ortaya koydgu icin progresif ate yikselmesi nedeniyle
klinige gelen vakalarin tedavisi sirasinda ¢ok hizgusmanin bazi yan etkilerinin
olabilecegini dusundurmektedir. Cunkl |okositlerde artan apoptotikcrie Olumu
immun sistemi baskilayici bir etki glurabilir ve enfeksiyona sekonder bir katki
sglayabilir. Ancak burada Dbelirtimesi gereken Onemtiir nokta ileride
tartisacagimiz Uzere lokosit sayisinin tim deneklerden alitigim kan drneklerinde
desisen 1sI derecelerine Pl olarak anlamli bir dg@sim gdstermemesidir. Bu
nedenle hizli sgutmayla artan apoptotik I6kosit Oliminin immun esisit
baskilayacak diizeyde olmgdi soyleyebiliriz.

Calismamizin dger bir kismini olgturan farkli 1s1 derecelerinde tum kan
bilesenleri olan eritrosit, I6kosit ve trombosit sayilate lokosit alt gruplari
oranlarinin ve sayilarinin kalastirlmasinda ise deneklerin kan 6érneklerindeki bu
degerlerin farkh 1si gruplarinda anlamli gleiklik gostermedgi ortaya konmstur.
Bunun anlami “hiperterminin yan etkilerinin hiperté hangisiddette olursa olsun
kan bilegenleri sayisina ve oranina 6énemli bir etki yapraabir”.

Calismamizin son hedefi olan elde edilen verilerin kaden erkek cinsler
arasinda farklihk gosterip gostermeygickonusunun argdirilmasinda elde edilen

“farkli 1s1 dereceleri uygulanan gruplarda HSRzaetedesisimleri, kan bileenleri
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degisimleri ve apoptotik hiicre sayisindakigiemler kadin ve erkek cinsler arasinda
anlamh bir farkhlik géstermemekteydi”. Bununlalidite burada belirtiimesi gereken
onemli bir nokta verilerden gorul@iu Gzere kanda eritrosit, Hb ve hematokrit
degerlerinin kadin ve erkek cinsler arasinda anlamuklflik géstermesiydi. Ancak
genel yapisal ozellik olarak kadinlarda buselterin erkeklere gére daha ik
olmasi, toplumda bu farklgin belirgin olmasi, erkeklerin kendi gruplari area ve
kadinlarin kendi gruplari arasinda bu verilerinddamli desisiklik olmamasi

nedeniyle bu veriler normal olarak kabul edgtimi
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7. SONUC

Elde edilen verilere gore ¢gtnamizin sonuglarini 6zetleyecek olursak;

» Progresif 1s1 artiminin kan hicrelerinde HSP tamponaktive edecek kadar
ciddi bir stres olgturma durumu gézlenmestir.

= Hafif hipertermi kan hucrelerinde apoptozisi uyartki yapmamakta ancak
yuksek isilarda apoptotik yolaklari aktive etmekted

= Orta ve yiiksek hipertermi durumundaki kan 6rnekiarB7°C’ye sgutulmasi
beklenenin aksine apoptotik hiicre oliuminin dahdafartsina neden
olmustur. Bununla birlikte, hafif hipertermi uygulananmn@gin sgzutulmasi
beklendgi Uzere apoptotik hiicre sayisinin azalmasi ile glammstir.

» Hiperterminin yan etkileri, hipertermi hangjiddette olursa olsun kan
bilesenleri sayisina ve oranina énemli bir etki yapmatamk.

= Farkh 1s1 dereceleri uygulanan gruplarda HSPgede deisimleri, kan
bilesenleri deisimleri ve apoptotik hicre sayisindaki gdgmler kadin ve
erkek cinsler arasinda anlamli bir farklihk géstemektedir.

Calismamizda kullanilan parametrelerin 6zgin olmasi ndenl spesifik ve
beraberinde kontrolli teknikler nedeniyle elde edlilverilerin 6nem arz eder
nitelikte oldysu disundlmektedir. Ancak calmanin amacina yonelik daha kesin
sonugclarin elde edilebilmesi icin daha gewmaka gruplarinin kullanilgi, farkl 1si
derecelerinin marjinin daha fazla o farkli subgruplarin okurulabildigi ve
hatta hiicre subgruplarinin ayri ayri gddibildigi, flow sitometri gibi daha kantitatif
sonuglarin elde edilebilege yuksek teknolojilerle ¢cajmanin desteklenmesinin

bilim dunyasina ve klige dnemli katkilar sdlayaca& distinulmektedir.
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