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OZET

High mobility group box (HMG B) proteinleri, ¢cok fonksiyonlu niikleer
proteinlerdir. Okaryotik hiicrelerde HMG B1 , ¢ekirdekte, sitoplazmada ve hiicre dis
alanda bulunur. Gen transkripsiyonunu, DNA replikasyonunu, onarimi ve
rekombinasyonunu modifiye eder.

HMG B1’in varhig1 gesitli kanserlerde arastirilmistir. HMG B1 malign tiimor
olusumunda, timdr yayiliminda ve anjiyogenezde farkli patojenik roller iistlenir. Bu
calismada, timor cerrahisi prosediirii sirasinda elde edilmis periton yikama
stvilariin igeriginde mevcut olan HMG BI1 diizeylerini gosteren bir arastirmanin,
jinekolojik patolojilerde malignitenin éngdriilmesinde, 6nemli olabilecegi hipotezini
kurduk.

Bu ¢alismada biyokimyasal bir belirte¢ olarak HMG B1 'in, malign ve benign
jinekolojik patolojilerde, periton yikama sivilart igerigindeki konsantrasyonu
degerlendirildi.

Jinekoloji klinigine basvuran toplam 67 hasta degerlendirildi. Jinekolojik
tiimoral patolojileri olan hastalar, patolojik verilere gore benign ve malign grup
olarak gruplandirildi. HMG B1 konsantrasyonlar1 ticari ELISA kiti kullanilarak
ol¢iildii. Bu iki grup arasinda, periton yikama sivilar igeriginde bulunan HMG Bl
proteini konsantrasyonlari karsilastirildi.

Sonug olarak, elde edilen veriler, timor cerrahisi sirasinda elde edilen periton
yikama sivilan igerigindeki HMG B1 proteini diizeylerinin, malign jinekolojik
patolojileri olan hastalarda, benign olan gruptan istatistiksel olarak daha yiiksek

oldugunu gostermektedir. (p <0,05).

Anahtar kelimeler: High mobility group box (HMGB), Malignite, Invazyon,
Sitokin
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ABSTRACT

High mobility group box (HMGB) proteins are multifunctional nuclear
proteins. In the eukaryotic cells, HMG B1 is located in the nucleus, cytoplasm and
extracellular space. It modifies gene transcription, DNA replication, repair and
recombination.

The presence of HMG B1 has been studied in various cancers. It performs
different pathogenic roles in malign tumor occurrence, tumor spread and
angiogenesis. In this study, we hypothesized that, a research which show the levels
of HMG Bl1, in peritoneal washing fluids in gynecologic pathologies obtained during
procedure of tumor surgery, may be important to prediction of determining the
malignancy.

In this study, it was evaluated concentration of HMG Bl in peritoneal
washing fluids in malign and benign gynecologic pathologies as a biochemical
marker.

A total of 67 patients who had been admitted in gynecology clinic were
evaluated. Patients with gynecologic tumoral pathologies were grouped as benign
and malign group, according to pathological data. HMG B1 concentrations were
measured in samples by using a commercial ELISA. Concentrations of HMG B1
proteins in peritoneal washing fluids were compared between these two groups.

In conclusion, these findings demonstrate that levels of HMG B1 protein in
peritoneal washing fluids obtained during tumor surgery in the patient with malign

gynecologic pathologies are statistically higher than benign group (p<0,05).

Key words: High Mobility Group Box B1, Malignancy, Invasion, Cytokin



1. GIRIS VE AMAC

High mobility group box 1 (HMG B1), intra ve ekstraselliiler mikrogevrede
her bolgede bulunabilen onemli rollere sahip bir kromatin proteinidir. HMG B1’in,
bircok immiinolojik ve inflamatuar hastaliin patogenezinde rolii oldugu ileri
siriilmisgtir. HMG BI1, aktive olmus inflamatuar hiicrelerden proinflamatuar
sitokinlerin iiretimini saglayan bir sitokin davranigi gosterir. HMG B1 interseliiler ve
vaskiiler adezyon molekiillerini arttirir. Apoptotik niikleozom ile kompleks yapar ve
makrofajlar1 aktive eder. Sonucta antijen sunumunu ve proinflamatuar sitokinlerin
iretimini saglamis olur (1).

HMG BI1 kanser gelisiminde ve hiicre gociinde anahtar bir arabulucu olarak
rol oynar. Konuyla ilgili caligmalar, asirn HMG B1 ekspresyonunun tiimér invazyonu
ile iligkili oldugunu gostermistir. Ayrica HMG B1’in serum diizeylerinin, tiimoriin
lenf nodu metastazi, tiimdr boyutu, derinligi ve kotii prognozu ile iliskili oldugu 6ne
stirilmiistiir.

Son zamanlarda yapilan arastirma verilerine gore, HMG B1 asir1 ekspresyonu
ile kanser hiicrelerinde apoptozisin inhibe edilmesi ve timoér invazyonuyla ilgili
genlerin mutasyonu, birbirleriyle iligkilidir. HMG B1 ve reseptorlerinin (RAGE gibi)
artmis ekspresyonu; hepatoselliller karsinom, meme kanseri, melanom, prostat
kanseri, gastrik kanser ve kolorektal kanser gibi bir ¢ok tiimor tipinin ¢ogalmasi ve
metastazi ile iliskili olarak bulunmustur (1,2).

Bu calismada, HMG BI1 proteininin kanser gelisimindeki roliinden yola
cikarak; malign ve benign jinekolojik patolojilerde, biyokimyasal bir belirte¢ olarak
HMG B1’in periton yikama sivilart icerisinde bulunan konsantrasyonunun
arastirtlmas1 amaclanmistir. Sitolojik incelemesi yapilmis sivilarin, igeriklerinde
bulunan HMG BI1 proteini diizeyi degerlendirilmesinin, malign ve benign ayrimi

yapabilmesi iizerindeki etkinligi incelenmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

Insanda HMG B1 geni, 13q12 kromozomunda yer alan x eksonlarmdan
olusur ve gen ifadesi ¢ok gii¢lii, TATA olmayan (TATA-less) bir promotoriin
kontrolii altindadir (3).

HMG B1 proteini bir chromatin-binding factor gibi davranis sergiler. Gerek
hiicre i¢i, gerekse hiicre disinda cok ¢esitli biyolojik fonksiyonlara sahip olan
proteinlerdir. HMG B1 hem bir niikleer faktor, hem de salgilanan bir protein olma
ozelligi tasir.

Ik olarak 1970’lerde buzag: timusunda kesfedilmis ve niikleustan piirifiye
edilmigstir. ‘High mobility group’ ismini sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezindeki hizli mobilitesinden dolay1 almistir (4).

HMG ailesi A, B ve N olarak adlandirilan 3 gruba ayrilmistir. HMG B grubu
proteinlerin, HMG B1 , HMG B2 ve HMG B3 olmak iizere ii¢ iiyesi vardir (2,5).
Insanda HMG B1 gen ifadesi yiiksek bir siklikta gozlenirken, HMG B2 ve B3 daha
kisitl olarak ifade edilmistir. Bu genin ifadesi epigenetik faktorlerden etkilenebilir.
Embriyo déneminde HMG B2 ve 3 gen iiriinii yiiksek oranda eksprese edilir fakat
eriskin yasamda sadece testis ve lenf dokusundadir (6,7). Okaryotik hiicrelerde
DNA’ya baglanarak, spesifik DNA hedeflerine diizenleyici komplekslerin
erisiminine olanak saglamaktadir. HMG B1’in, halka seklinde DNA, tek zincirli
DNA, B ve Z DNA, hemicatenated DNA, gibi farkli DNA yapilarina afinitesi oldugu
belirlenmistir (8).

HMG B1, DNA’nin replikasyonu, rekombinasyonu, transkripsiyonu, tamiri
ve sarmal yapismnin biikiilerek niikleozom olusumunu kolaylastirmas: gibi
fonksiyonlar1 nedeniyle, bir DNA saperonu olarak islev goriir. Niikleer islevinin yani
sira, hiicre dis1 sinyal iletimi, hiicresel yangi, tiimor istilasi, hiicre diferansiyasyonu
ve hiicre goclinde farkli agsamalarda cesitli roller iistlenir (9).

Jinekolojik kanserler, vulvar, vaginal, servikal, endometriyal ve ovaryan
kanserler ve gestasyonel trofoblastik neoplazileri igeren bir hastalik grubudur.
Kadinlarda morbidite ve mortalitenin en sik ikinci nedeni olan jinekolojik kanserler,
halen gelismekte olan {iilkelerin 6nemli bir halk sagligi sorunu olmaya devam
etmektedir. Bu tlimorler arasinda yer alan endometrium kanseri, kadin iireme

sisteminin frekansi en yiiksek malignensisidir; prognozu en kotii olan jinekolojik



kanser ise over kanseridir. Kadin tireme sistemi malign timorlerinin goriilme sikligi
ve histopatolojisi cografi olarak farklilik gostermektedir (7,10). Kadin iireme
sisteminin benign tiimorleri arasinda ise, uterin leiomyomalar ¢ok biiyiik yer
tutmaktadir (11).

Jinekolojik cerrahilerde, ameliyat esnasinda batinin agilmasini takiben, rutin
olarak periton boslugu yikandiktan sonra, toplanan sivinin sitolojik incelemesi
yapilmaktadir. Periton yikama sivilar1 hastalifin dogru tespit edilmesine, hastaligin
optimal evreleme ve izlemine katki sunar. Jinekolojik neoplaziler degerlendirilirken
pozitif sonuclu sitolojiler, gizli intraperitonal malign hiicrelerin varligini belgelemek
icin kullanigh olmasina ragmen; evreleme prosediirlerinin genisligi geregi,
prognostik olarak her zaman Onemli sayilmazlar. Periton yikama sitolojisi artik
malignensi evrelemesinin bir bileseni degildir. Kanserin pelvik bosluk veya lokal
lenf diiglimlerinin Otesine gectigi vakalarda, yikama sivisi sitolojisi belirleyici bir
unsur olarak degerlendirilmemektedir. Fakat periton sivilarinin sitolojik incelemesi,
minimal risk icerir ve sensitivitesi nispeten yiiksektir. Pozitif bir sitoloji,
mikroskopik hastalig1 tespit edebilir ve bazi secilmis vakalarda yliksek evre
hastaliga, buna ek olarak kotii bir prognoza isaret edebilir. Periton yikama sivilarinda
kanser hiicrelerinin belirlenmesi, nispeten yiiksek dereceli tiimorlerin  bir
prezentasyonu olsa da, diisiik dereceli jinekolojik neoplazileri taklit edebilen iyi

huylu bir takim patolojilerin 6ngoriilmesinde de fayda saglayabilir (12).
2.1. HMG B7’in Yapisi ve Salinim

HMG B1 tglii a-heliks yapisina sahip, 25-30 kDa agirliginda bir proteindir.
Yapisal olarak HMG BI, farkli aminoasit dizilimi olan; A box-kutusu (9-79
aminoasit) ve B box-kutusu (89-162 aminoasit) olarak adlandirilan bolgelere
sahiptir. A ve B kutusunun her biri yaklasik 80 aminoasit kalintisi igerir ve bir
negatif yiiklii asidik C-terminal kuyruga sahiptir. C-terminal kuyruk, yaklasik 30 adet
ardisik aspartat ve glutamat kalintisindan olusur.

A kutusu antiinflamatuar etki ile ilgili fonksiyon gosteren, HMG B1’in hasar
goren DNA'ya baglanmasimi saglayan bolgesidir ve HMG Bl'e spesifik bir
antagonist olarak gorev yapar. A kutusu ayrica bir heparin baglanma bolgesi (6-12
aminoasit) ve trombin aracili proteolitik boliinme bdlgesi (10-11 aminoasit) icerir.

Trombin-trombomodiilin kompleksi araciligi ile parcalanan HMG B1’in,



proinflamatuar etkinliginde azalma ve ayni zamanda heparin ile baglanma
afinitesinde bir azalma gerceklesir (Sekil 1), (6,13).

B kutusu DNA baglanmasindaki roliine ek olarak, HMG B1’in sitokin
aktivitesiyle de iligkilidir. Makrofajlardan salinan Tiimor Nekrozis Faktor a (TNF o)
ve diger proinflamatuar sitokinler ile uyarilan bir bodlgedir (14). Bu bolge
makrofajlardan sitokin salinimiyla olusan aktivasyonda onemi olan, Toll benzeri
reseptor (TLR) (89-118 aminoasit) ve ileri glikasyon son iiriin reseptorii (RAGE)
(105-183 aminoasit), icin gerekli olan iki onemli baglanma yerini igerir. Yapidaki ilk
20 kalint1 aminoasit, proinflamatuar yanit1 indiiklemek icin gereken minimum peptidi
temsil eder (15,16).

Hiicre disinda HMG B1’in varligi, eritroid diferansiyasyonunda énem tagir.

B kutusunda baska bir peptid (130-139 aminoasit), eritrolokemi hiicre
farklilagmasinda rol alir (17). C-terminal kuyrugu, DNA hasar onarimi ve DNA
biikiilmesinden sorumludur ve DNA'ya baglanan diger transkripsiyon faktorlerini
promote eder. C-terminal kuyrugu HMG B1’in yapisal stabilitesini artirir (18).

HMG BI1, A kutusunda (3-15 aminoasit) ve B kutusunda (80-96 aminoasit),
iki adet LPS (lipopolisakkarid) baglayici, peptid bolgesi icerir. Bu peptid bolgesi
HMG B1’in LPS aracili TLR 4 sinyal yolag: islevinde énemlidir (19). HMG B1’in
translokasyonunu indiiklemek icin gerekli olan post-translasyonel modifikasyonlar
(asetilasyon, fosforilasyon, metilasyon ve oksidasyon gibi) i¢in, 215 aminoasitlik bir
peptid boliimii bulunur (20, 21).

Hiicreden salinan HMG B1 proinflamatuar bir aract olarak sitokin benzeri bir
islev sergilemektedir. HMG B1 ekstraselliiler ortama, inflamatuar hiicrelerden aktif
bir sekilde salinir. Yaralanmanin neden oldugu nekroz veya programli hiicre
Olimiinden sonra ise, ilgili hiicrelerden, pasif olarak salinir (Sekil 2), (6).

Immiinolojik hiicreler inflamatuar uyaranlarla aktive edildiginde; cekirdekteki
HMG B, asetilasyon, fosforilasyon, metilasyon ve redoks degisimi gibi translasyon
sonrasi degisiklikler gecirerek, aktif olarak disari salgilanir. HMG B1 salinimu ile
organizmada inflamatuar yanitlar tetiklenir. Hiicre dist HMG B1’in bu inflamatuar
aktivitesi redoks degisikligine baghidir (Sekil 2). HMG B1, redoks degisimi sirasinda
modifiye edilen, ii¢ sistein kalintis1 (C23, C45, C106) igerir. Tiim tiol gruplar
indirgenmis HMG B1 formu, kemokin aktivitesi gosterir. C23 ve C45’te molekiiller



aras1 disiilfit bagr olusumu, HMG B1’in sitokin aktivitesini uyarir. Hiicrelerdeki
HMG B1’in tamamen okside olmus hali, bilinen bir bagisiklik fonksiyonuna sahip
degildir (16).

HMG B1 proteini, LPS, interlokin-1, interferon y veya TNF gibi
proinflamatuar uyaranlara bagli aktivasyona ge¢ bir yanit olarak, makrofajlar ve
monositler tarafindan salgilanir. Bu hiicresel yangi bilesenleri, HMG B1’in
cekirdekten sitozole translokasyonunu saglayan, lizin kalintilarinin asetilasyonunu
modifiye ederler (22).

TNF o kaynakli fosforilasyon yolunda, kalsiyum bagimli bir mekanizma ile
klasik protein kinaz C (cPKC) sinyal yolagi vasitasiyla, HMG B1’in niikleer
lokalizasyon sinyallerinde bulunan serin kalintilarinda fosforilasyon olusturulur. Bu
fosforilasyon disar1 salinma 6zelligi i¢in 6nem tasir (23).

Diger bir posttranslasyonel modifikasyon, nétrofillerde HMG B1’in aktif
sekresyonunu indiikleyen lizin 42'deki metilasyon yoludur. Bu modifikasyon HMG
B1’in A kutusunda konformasyonel bir degisiklik ile, DNA baglanma afinitesini

azaltir ve ¢ekirdekten sitoplazmaya difiizyonuna neden olur (20).
2.2. HMG B1 Reseptorleri ve Etkilesimleri

HMG B1 major transmembran reseptorlerine baglandiginda, niikleik asitler,
interlokinler, LPS, lipoteikoik asit, CXCL 12 (stromal cell-derived factor-1) ve
niikleozomlar gibi biyolojik yapilar ile iliskili farkl etkilesimler gosterir (24, 25).

HMG Bl'in, RAGE, TLR 2, TLR 4 ve TLR 9 reseptorlerine baglanip,
etkilesiminin gergeklesmesi, NF-kB'nin (Nuclear Factor kappa B) aktivasyonuna yol
acan hiicresel sinyalleri harekete gecirir (Sekil 3).

HMG B1’in LPS, lipoteikoik asit ve CpG-DNA ile etkilesimi sirasiyla, TLR
4, TLR 2 ve TLR 9 aracili sinyalizasyonu arttirir ve bu sinyalizasyon, NF-kB
aktivasyonu ile proinflamatuar sitokin tiretiminde artisa yol acar.

HMG BI1 ayrica, CXCR 4'e (Chemokine receptor 4) baglanan ve inflamatuar

hiicrelerin kemotaksisi ve salimini indiikleyen CXCL 12 ile etkilesime girer (6).
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rolii (6).
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Sekil 3. HMG B1’in reseptorleri ve sinyal iletim yolu (6).

2.3. HMG B1 ve Replikasyon Potansiyeli

HMG B1 lenfosit proliferasyonunu doza bagimli olarak diizenler (26). Invitro
HMG B1 , yetiskin ve embriyonik mezoanjioblastlarda migrasyon ve proliferasyonu
indiikler ve endotelyal tabakanin bariyer fonksiyonunu bozar (27). Deneysel bir
caligmada, hiicre kiiltiiriinde, insan kalin bagirsak malign hiicrelerinin, HMG B1

liretimini arttirmasi yoluyla, makrofaj biiylimesini engelledigi gézlenmistir (28).

HMG B1’in replikasyondaki bir roliide telomerler iizerine olan etkileridir.
Telomerler tekrar eden kisa DNA sekanslaridir ve okaryotik organizmalarda lineer
kromozomlarin terminal kisimlarinda yerlesmislerdir. Insanlarda telomerlerin
kisalmasi, 'replicative senescence' i indiikler ve hiicre boliinmesinin bloklanmasi ile
sonuclanir. Malign hiicrelerde telomer uzamasi sonucu olusan limitsiz replikasyon
nedeni ile, hiicreler 6liimsiiz olur. Mitoz sirasinda HMG B1 kromozomdan ayrilir ve
telomerlerin korunmasinda gorev alir. HMG B1’e sahip olmayan fareler dogumdan

kisa siire sonra 0lmiistiir (29). HMG B1’in asir1 ekspresyonu telomerlerde uzama ile



iligkilidir. Fakat memeli hiicrelerinde telomer uzamasi ve HMG Bl arasindaki

iligkinin biitiin mekanizmasi heniiz tam olarak acik degildir (30).
2.4. HMG B1 ve Biiyiime Karsiti Sinyaller

Biiylime karsiti sinyaller iki ayr1 mekanizma ile proliferasyonu bloke
edebilirler. Hiicreler, ekstraselliiler sinyaller izin verdiginde; aktif proliferatif fazdan,
sessiz faza (GO) ¢ikmaya zorlanmig olabilir veya hiicreler postmitotik faza gecis icin
proliferatif potansiyellerinden kalic1 olarak vazge¢cmek iizere indiiklenmis olabilirler
(31, 32).

HMG B1’den yoksun MEF’lar (Mouse embryonic fibroblast), azalmis kaspaz
aktivitesi gosterirler ve antimetabolit ilaclarin indiikledigi genotoksik stresi takip
eden hiicre dongiisiiniin durmasina golge diisiiriirler (33). Hipofosforile bir fazda
pRb, hiicre proliferasyonunu, E2F transkripsiyon faktor ailesini kenetleyerek ve
fonksiyonlarmi degistirerek bloke eder (31). HMG BI1, pRb’yi uyaran bazi
proteinlerle, sinirlt sayida aminoasit i¢eren diziler lizerinden etkilesim kurar (34).
HMG B1 ve Rb etkilesimi, hiicre siklusunun G1 fazinda durdurulmasi, programli
hiicre 6liimiiniin aktive edilmesi, E2F ve siklin A baskisi agisindan 6nemlidir fakat
radyosensitizasyon acisindan gerekli degildir. HMG box igeren bir transkripsiyon
faktorii olan UBF, pRB ile iligkili olan transkripsiyon baskilanmasi i¢in primer bir
hedeftir (35).

2.5. HMG B1 ve Biiyiime Sinyalleri

HMG B1 tiimor biiyiimesinde 6nemli rolleri olan bazi sinyal yollarini aktive
eder. HMG B1’in etkiledigi bu ileti sistemleri, hiicre ¢ogalmasi siirecinde aktive olan
protein kinaz B (AKT), mitojen aktive protein kinaz (MAPKSs) ve NK-kappa B’yi
kapsayan sistemlerdir.

Notrofillerde, fosfotidil inozitol 3 kinaz / protein kinaz B’ nin gérev aldig1 bir
sinyal ileti sisteminin islevinin artisinda, HMG B1’in rolii vardir (36). Rekombinant
HMG B ile notrofillerin in vitro stimiilasyonu; MyD88-IRAK4-p38 MAPK ve
MyD88-IRAK4-AKT sinyal yolaklar1 vasitasiyla, TLR 4 bagimli NADPH oksidaz
aktivasyonu ve bununla beraber artmis reaktif oksidasyon iiriinlerinin iiretimine

neden olur (37).
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HMGB’in RAGE ile baglanmasi, NF-kappa B ve ERK 1/2, p38 ve
SAPK/INK kinaz aktivasyonuna neden olur ve aktive ettii bu yolaklar, sonunda
proinflamatuar sitokinlerin saliniminin artisin1 saglar (38). HMG B1 aym1 zamanda
TLR 2 ve TLR 4’¢ de baglanir; bu baglanma sonucunda, her iki reseptor
fonksiyonuyla, NF-kappa B’nin MyD88 bagimli aktivasyonu gergeklesir (Sekil 3),
(39).

HMG B1’in proinflamatuar fonksiyonunu saglayan yolaklar, MAPKs ve NF-
kappa B sinyal yolaklaridirr MEK1/MEK?2, protein kinaz C ve PI-/AKT’nin
inhibitorleri, sitokin aracili HMG B1 sekresyonunu inhibe ederler (40).

HSP 72’nin asir1 ekspresyonu da, HMG B1 aracili sitokin (TNF- a, IL-1beta)
ekspresyonunu ve salinimini kuvvetli bir gekilde inhibe eder. Yiikselmis Hsp72,
MAP kinazlarin (p38, JNK ve ERK) inhibisyonunu saglar ve NF-xB yolagin1 inhibe
eder (41, 42).

2.6. Iinflamatuar Mikrocevrede HMG B1

Pek c¢ok insan tiimoriinde kanser gelisiminin evreleri, immiin sistem
tarafindan regiile edilir. Genetigi degismis kanser hiicreleri ve bagisiklik sisteminin
bilesenleri olan hiicreler arasindaki, birbirini etkileyen kompleks iliski, kanserin
olusum siirecinde 6nemli yer tutar.

Hiicrelerin kendisi oldugu gibi, bu hiicrelerden salinan kimyasal haberciler ve
hiicre striiktiirel komponentleri de tiimor mikrogevresinde mevcuttur. Premalign
evrede, neoplazm gelisme bolgesindeki bagisiklik hiicrelerinin kronik aktivasyonu
timor gelisimini arttirabilirken; malignensinin yayilim evresinde, bagisiklik
hiicrelerin aktive olmas1 kotii huylu tiimor hiicrelerinin yok edilmesini saglar. Bagka
bir deyisle, kabul edilebilir antitiimoral bagisiklik yaniti ile, kotii etkili protiimoral
kronik inflamatuar yanit arasinda, malignitenin sekillendigi sartlara da bagl olan, bir
balans oldugu diisiiniilmektedir (43).

HMG BI1 dogal bagisiklik hiicrelerini, biyolojik tehlikeye kars1 ikaz
durumuna getirir (44, 45). HMG B1 hiicresel agidan ¢ekinceli bir durum uyarisi yada
yangisal reaksiyonlarda aracilik roliinii oynamak iizere, ekstraselliiler alana iki farkli
yolla ¢ikar. Canli inflamatuar hiicrelerden ya da biyolojik olarak travmaya ugramis

hiicrelerden ekstraseliiler alana yayillan HMG B1; kemoterapi tedavisi yapilirken
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veya 1sin tedavileri sirasinda meydana gelen hiicre 6liimiine bagli olarakta hiicre
disina salinabilir.

Lokositler aktive olduklarinda, mikrogevrelerine HMG B1 proteini sekrete
ederler. Bu salinim aktif bir sekilde gerceklesir. Ekstraselliler HMG B1, inflamatuar
reaksiyonla iligkili sitokin ve kimyasal mediatorlerin salinimi, stroma hiicrelerinin
etkilesimleri, endotel hiicre aktivasyonu, dogal bagisiklik hiicrelerinin indiiksiyonu
ve dentritik hiicre olgunlasmasi gibi karsinogenez patofizyolojisinde yer alan, kronik
yangisal yanitta, ¢esitli roller iistlenir (46).

HMG BI1 ile iliskili bazi sentetik peptidlerin (6rnegin, pHMGB-89 ve
pHMGB-106) farelerde glimiis igeren lipozomlarin immiinojenitesini arttirma
yeteneginin oldugu, deneysel ¢alismalarla gosterilmistir. pHMGB-89 ve pHMGB-
106 yerlestirilen B16-OVA tiirevi hiicre membran vezikiilleri ile asilanmis farelerde,
T hiicresi aktivasyonu ve antikorlariin tiretilmesi ile karsinogenez siireci ve timor
ekspansiyonu inhibe olmustur. Genetik olarak ayni olan diger farelerde ise yiiksek
oranda melanom metastazi gozlenmistir (47).

HMG B1I’in inflamatuar mikrogevredeki farkli bir roliide, fosfatidilserine

bagli olarak apoptotik notrofillerin fagositozunu inhibe etmesidir (48).
2.7. HMG B1 ve Endotel Hiicreleri

HMG BI1 nekrotik hiicrelerden veya aktive edilmis monosit / makrofajlardan
salindiginda, endotel hiicreleri ile etkilesir. Bu etkilesim sonucunda, ERK1 / ERK2
ve stres ile aktive edilmis mitojen ile aktive olan protein kinaz yolaklari (c-Jun-NH2-
kinaz ve p38) ve daha sonra NF-kB ve Spl mediatorleri aktive edilmis olur. Endotel
hiicresi aktivasyonu, TNF-alfa gibi sitokinlerin salgilanmasina da neden olur, bu
durum sitokin sekresyonunu daha da giiclendirir.

ERK1 / ERK2 ve mitojenle aktive olan protein kinaz yolaklari, RAGE ve
hiicresel adezyon reseptorleri gibi reseptorleri up-regiile etmekte ve bu artislarda,
reseptor aktivasyonunu pozitif yonde geri beslemektedir. Plazminojenin plazmine
doniistiiriilmesi, endotel hiicresi ve HMG B1 etkilesimleri tarafindan indiiklenir.
Daha sonra aktive olan bu fibrinoliz diizenleyicisi, HMG Bl'in proteolitik

boliinmesine aracilik eder (Sekil 4), (3).
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Sekil 4. HMG B1’in endotel hiicreleriyle etkilesimi (3).

2.8. DAMP Molekiilii Olarak HMG B1

DAMP (danger-associated molecular patterns) molekiilleri dogustan gelen
bagisiklikta kritik proinflamatuar bir rol oynayan, endojen tehlike sinyali grubudur.
"Alarmin" olarakta bilinen bu molekiiller, stresli yada hasar goérmiis hiicrelerden
salinir ve reseptorlerine (pattern recognition receptors, PRRs) baglanarak inflamatuar
cevaplarin indiiksiyonuna katkida bulunur.

DAMP molekiilleri adaptif immiin yaniti arttirirlar. Antijen sunan hiicreleri,
patojenle iligkili molekiiler paternler (PAMP) veya proinflamatuar sitokinler ile
karsilastig1 sirada etkinlestirirler ve doku hasar1 bolgesine hizla serbest birakilirlar.
HMG BI1 bilinen en iyi DAMP molekiillerinden biridir. HMG B1 , 6zellikle nekrotik

hiicre 6liimiinde, yarali hiicreler tarafindan salgilanir (Sekil 5).
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HMG BI1, antijen spesifik bagisiklik tepkisini arttirma yeteneginin yan sira,
bir kemoatraktan ve dendritik hiicre aktivatorii olarakta gorev yapar (49).
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Sekil 5. HMG Bl’in intraniikleer saperon rolii ve ekstraniikleer DAMP

fonksiyonu

HMG B1’in ekspresyonu, p53, c-Myc ve KLF4 gibi transkripsiyon faktorleri
ile regiile edilebilir. HMG B1 bir DNA saperonu olarak, DNA replikasyonu,
rekombinasyonu, transkripsiyonu ve onarimina katilir. HMG B1, kanser gelisiminde
rol oynayan bazi timdr supresor genler, Rel/NF-«B ailesi tiyeleri, ve steroid hormon
reseptorleri (6rnegin, ER) gibi transkripsiyon faktorleri ile de etkilesimde bulunur.
Sitozolik HMG B1 otofajiyi, 6zellikle de mitofajiyi tesvik eder. inflamatuar hiicreler
tarafindan salgilanir, yliksek bir afinite ile RAGE, TLR’lerden: TLR-2, TLR-4 ve
TLR-9’a ve negatif bir sinyal molekiilii olarak enfeksiyon cevabina aracilik eden
CD24 gibi birgok reseptore baglanir. Bagisiklik, otoimmiinite, kemotaksis, hiicre

proliferasyonu ve doku rejenerasyonunda rol oynar (9).
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2.9. HMG B1 ve Kanser

Yakin zamanda yapilmis calismalar, HMG B1’in malign timér gelisimi
siirecinde 6nemli bir role sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. HMG B1 proteini
hem kanserli, hem de saglikli hiicrelerin niikleusunda bulunmaktadir (6, 9). Bu
nedenle HMG B1 ve ona ait reseptorler potansiyel bir anti-kanser hedef olarak
degerlendirilmektedir.

HMG B1’in RAGE sinyalizasyonunda ve kanser metastaz1 sirasindaki rolii
ilk olarak, neuritin modiilasyonunda gozlenmistir. C6 gliomalarin yayilimi
incelenirken, HMG B1-RAGE etkilesimleri bloke edilmis ve hiicre invazyonu,
migrasyonu, biiylimesi ve matriks metalloproteinaz (MMP) aktivitesinin
olusumunda, bu etkilesimin 6nemli oldugu gosterilmistir (3, 50). Tiim kanserlerde
RAGE-HMG Bl’in yiikselmis oldugu diisiiniilmiis, fakat daha sonra yapilan
calismalarda, akciger kanserinde oldugu gibi, azalmis RAGE ekspresyonununda
bulunabildigi  goriilmiistir (3). HMG Bl’in asin1  ekspresyonu, meme,
gastrointestinal, genitoiiriner ve solunum sistemi kanserleri gibi bir ¢ok kanser
tipinde gosterilmistir (51).

Karsinogenez patogenezi ve karsinogenezin yarattig1 inflamatuar reaksiyonlar
bilimsel ¢aligmalarin ilgi odagi olmustur. Diger rollerine ek olarak, HMG BI1,
karsinogenez siirecinde, p53 ve p53 ile iliskili p73 gibi tiimor supresor genlerin, NF-
kB gibi hiicresel transkripsiyon faktorlerinin, aktivitesini arttirmaktadir. HMG B1
timor ekspansiyonu sirasinda hiicre dist ortama salinarak karsinogenezin
ekstraselliiler gelisim patogenezine katki sunar (52, 53). HMG BI1, kanser
hiicrelerinin, doku istilasi, sinirsiz ve bagimsiz cogalma potansiyeli, yeni kan damari
olusturma kabiliyeti, programlanmis hiicre 6liimiinden kaginmasi gibi siireclerinde;
inflamatuar mediatorlerin ortalama salinmasi ve immiin hiicrelerin (makrofajlar,
dentritik hiicreler gibi) aktivasyonu ile ilgili sinyal yolaklarinin tesvik edilmesinde;
onemli bir bilesen olarak fonksiyon goriir (Sekil 6) (54). HMG B1 sadece kanser
hiicrelerinden degil, saglikl hiicrelerden, kanser tedavisi altindaki stresli hiicrelerden,
programlanmis hiicre 6liimiine ya da otofajiye ugrayan hiicrelerden de salinmaktadir
(55, 56). Programlanmis hiicre oliimii sirasinda, hedef hiicreler, immiin hiicreleri

aktive etmekte ve bu aktivasyon HMG B1 salinimina neden olmaktadir (56, 57).
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HMG B1’in edinsel bagisiklik aktivitesini uyarabilecegi ile iliskili deneysel
bir calismada, melanom hiicre dizilerinde, IL-2 ile aktive edilmis bir inkiibasyondan
sonra, tiimore spesifik sitolitik T hiicrelerinden HMG Bl salinimimin arttig
gosterilmistir ve bu calismada HMG B1’in lokal inflamatuar cevap sirasinda
bagisiklik yanitin1 uyarabilecegi belirtilmistir (58). Ek olarak, karsinogenez
immiinolojisinde, HMG B1’in paradoksal etkilerinin oldugunu belirten ¢aligmalar da
yapilmigtir. Bu ¢alismalarin verileri, HMG Bl’in yeni damar olusumunu
indiiklemekle beraber, istenen anti-kanser T hiicre cevabim arttirdig1 yoniindedir (56,
57).

Kanser patogenezinde, genetigi bozulmus hiicreler ile edinsel ve dogal
bagisiklik sistemi hiicreleri arasinda, kompleks etkilesimleri iceren immiin
mekanizmalar rol oynar. Kanser mikrogevresi biyolojik mediyatorler, bagisiklik
sistemi hiicreleri ve hiicre yapisal komponentleri acisindan zengindir. HMG Bl
kanser mikrogevresinde bulunan dogal bagisiklik sistemi bilesenlerini strese veya
diizensiz hiicre oliimiine kars1 bir uyar1 durumuna getirir (59). Bilimsel ¢aligmalar,
HMG BI1 ile gesitli kanserlerin malign fenotipleri arasinda bir korelasyon oldugunu
gostermektedir. Bu korelasyon hiicre disi HMG B1’in, tiimor biiylimesi ve
metastazina katkida bulunan biyolojik siirecler olan; anjiogenez, hiicre gogii ve
makrofaj kemotaksisine yol a¢masi ile agiklanabilir. Hiicre dist HMG Bl,
proinflamatuar sitokin aktivitesinin bir parcasi olarak; vaskiiler endotelyal hiicrelerin

biiylimesini ve tiimor hiicrelerine ait yeni gelisen filizlenmeleri de stimiile eder (Sekil

6), (60).
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Sekil 6. Kanser gelisiminde HMG B1’in rolii

Karsinogenezde, HMG B1’in asir1 ekspresyonu; sinirsiz replikatif potansiyel,
yeni kan damar1 gelistirme yetenegi, programlanmig hiicre 6liimiiniinden (apoptoz)
kaginma, biiyiime sinyallerine uygunsuz yanit, inflamasyon, tiimor invazyonu ve

metastaz inhibitorlerine duyarsizlagsma, birbirleri ile iligkilidir (9).
2.10. HMG B1 ve Apoptoz

HMG B1 degisik yolaklarla apoptozu inhibe edebilmektedir. HMG B1
overekspresyonu kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivitesini suprese eder. HMG Bl
overekspresyonunun antiapoptotik bir protein olan sitokrom-apoptoz inhibitor
protein 2’yi (c-IAP2) regiile ettigi gosterilmistir.

Yapilmis bazi bilimsel ¢alismalarda, kolorektal kanserde c-IAP2 diizeyi ve
HMG BI1 ekspresyonunun iliskili oldugu gosterilmistir. HMG B1’in, kolon
kanserinde, makrofajlarda biiylime inhibisyonu yaptig1 ve apoptozu RAGE yolag ile



17

indiikledigi belirtilmistir. Invitro hiicre dizisi ¢alismalarnda HMG B1’in
proapoptotik Bak geni ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (28, 36, 61).

Tiimoral doku orneklerinde, p53’iin apotoz siirecinde fonksiyonu oldugu,
p53’in HMG B1 ekspresyonunu indiikledigi ve sitozolik HMG B1’in otofajiyi
artirdig1 gosterilmistir (28, 62).
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Sekil 7. Hiicre 6liim sekilleri ve HMG B1

Bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunda hiicrenin 6liim sekli énemlidir. Insan
hiicrelerinin 6liim vakti geldiginde, baskin olarak ii¢ biyolojik olay gerceklesir:
birincisi apoptozis, ikincisi otofaji ve son olarak nekroz. Nekrotik 6liim sirasinda,
inflamatuar hiicrelerin aktivasyonunun bir sonucu olarak; HMG BI1, ekstraselliiler
alan igerisine salinir. Apoptotik 6liim sirasinda, HMG B1 Apoptotik body’lere
kenetlenmis sekilde nukleustadir. Fagositler tarafindan apoptotik body yutulur ve
HMG B1 salimir. HMG B1’in otofajideki rolii tam olarak bilinmemekle birlikte;
HMG B1’in otofajideki salinim seklinin apoptozdakine benzedigi diistiniiliir (3).
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2.11. HMG B1 ve Anjiogenez

Timor dokusunda hipoksik ve nekrotik alanlardan salinan anjiogenik
faktorler, inflamatuar hiicrelerin nekrotik odaklara migrasyonunu fasilite ederler.
Timoriin - hizli biiyiiyor olusu, hipoksinin ve nekrotik odaklarin olusmasini
kolaylagtiran bir faktordiir. Makrofajlar anjiogenetik sitokinlerin ve biiylime
faktorlerinin saliniminina aracilik eder. HMGB’in aktivasyonu NF-«B aktivasyonuna
yol acar. Lokosit adezyon molekiillerinin ve proinflamatuar sitokinlerin salinimi,
inflamasyonun ve anjiogenezin baglamasini saglar (9). HMG B1 hem dogrudan
hemde dolayli olarak pro-anjiogenik bir faktordiir. HMG B1’i hedefleyen antikor
tedavilerinin in vivo ve in vitro olarak anjiogenezi inhibe ettigi gosterilmistir. HMG
B1 aktivasyonu, Vaskiiler Endotelyal Growth Faktor (VEGF) gibi anjiogenezi
baslatan faktorleri de aktive ederek anjiogeneze yol acabilir (61). Ek olarak HMG B1
hematopoetik kok hiicrelerin hasarli doku alanlarina gelmesine ve RAGE tarafindan

saglanan neovaskularizasyonun artmasina neden olmaktadir (42).
2.12. HMG B1 ve miRNA iliskisi

miRNA'lar ortalama olarak 22 niikleotitden olusan RNA dizileridir. Bu
translasyona ugramayan kisa RNA dizileri, farkli biyolojik siirecler i¢in gerekli olan,
hiicre i¢i diizenleyiciler olarak davranirlar. Patogenezinde HMG B1’in varligi
gosterilen biyolojik islevlerden olan; hiicre ¢ogalmasi, timor yayilimi, programli
hiicre 6liimii, inflamasyon, immiin regulasyon gibi sistemik siire¢lerin kontroliinde;
miRNA’larin etkileri oldugu gosterilmistir. HMG B1 aktivitesi, miRNA yoluyla
degisebilmekte ve ayni zamanda tersi bir etki ile HMG B1, miRNA’nin
fonksiyonlarini degistirebilmektedir. Ornegin, HMG B1 kaynakli miRNA-221 ve
miRNA-222'nin artis1 kanserin ilerlemesini arttiran bir diizenlenmedir.

Hepatoselliiler karsinom, akcigerin kiiclik hiicre dis1 kanseri gibi baz1 malign
timor  hiicrelerinde, miRNA’nin  yiiksek oranda ifade edilmesi hiicre
proliferasyonunu ve yayilimini inhibe ederek; apoptozu indiikler.

Bazi ¢aligmalarda, HMG B1’in matriks metalloproteinaz aktivitesini miRNA-
21 aracilign ile arttirmis oldugu gézlenmistir. Karacigerde HMG B1’in, IL6 / Stat3-
miRNA-21 sinyal ileti sistemi araciligi ile malignensi gelisimine katki sagladigi

distiniilmektedir (sekil 8), (63).
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Sekil 8. HMG B1 ve miRNA iliskisi:

Bazi miRNA’lar ‘translasyonel diizenleyiciler’ rolii oynayarak HMG B1
geninin 3' UTR (untranslated region, kodlanmayan bolge) bolgesinde bulunan

tamamlayici dizilere baglanirlar (63).
2.13. HMG B1 ve DNA Replikasyonu, Rekombinasyonu ve Onarim

HMG B1, DNA’ya gevsek bir sekilde baglanan bir saperon olarak kabul
edilir. Bazi fonksiyonlart H1 histon proteini ile ortaktir. Fakat HMG B1’in DNA’ya
baglanma yetenegi H1 proteinine kiyasla daha zayiftir. Bu durum, HMGB'in H1
proteini yoklugunda ya da onun ekspresyonu sinirli iken, baglayici bolge ile iliski
kurabilecegini diislindiirmektedir (30).

DNA replikasyonu sirasinda, HMG B1’in gorevi, halen net olarak
anlasilamamakla beraber; deneysel calismalarda, asetillenmis HMG B1’in DNA
polimeraz a ve b aktivitesini aktive ettigi gosterilmistir. HMG B1 fonksiyonunun
olmayisi, DNA hasarinin olusum oranini arttirir ve hasarli DNA’nin tamir edilme
oranini diisiiriir. Neoplazmlardan izole edilen veya rekombinant olarak iiretilen HMG
B1’in DNA replikasyonunu o6nledigi gozlenmistir. HMG B1, niikleotid eksizyon
tamiri, yanhs eslesme ve baz eksizyon onarimi gibi bazi DNA tamir
mekanizmalarinda gérev alir. T hiicresi reseptdrlerinin {retilmesi sirasinda ve

immiinoglobiilinlerin erken donem genetik rekombinasyonu olan V(D)J
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rekombinasyonu igleminde, HMG B1 aktif bir rekombinasyon olusmasinda rol
oynar. HMG B1, DNA'dan RNA dizisi kopyalanmasi sirasinda, biyolojik islemin
hizini, TATA-baglayic1 protein ve TATA-kutusu kompleksinin biribiyle etkilesimini

diizenleyerek, organize eder (4, 63).
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3.GERECLER VE YONTEMLER
3.1.Gerecler
3.1.1. Arastirma Grubunun Olusturulmasi

Bu arastirmaya 2010-2012 yillar1 arasinda Antalya EAH Kadin Hastaliklar1
ve Dogum Kliniginde jinekolojik malign yada benign tiimoral patoloji nedeniyle
opere edilen hastalarin, periton yikama sivisi 6rnekleri dahil edildi.

Jinekolojik patoloji nedeniyle opere edilen hastalardan, rutin prosediire gore
operasyon sirasinda, yikama sitolojisi c¢alismak {iizere, peritonal yikama sivisi
ornekleri elde edilmistir. Bu 6rneklerden sitolojik inceleme sonrasinda, atilacak olan
artan materyal, Antalya EAH Kadin Hastaliklart ve Dogum Kliniginde
porsiyonlanarak derin dondurucuda -80 °C sicaklikta saklanmistir.

Bu calisma planladiktan sonra Antalya EAH ile iletisime gecerek, calisma
icin kullanilacak periton yikama s1vis1 materyalinin temini saglandi.

Hastane kayitlar1 taranarak yas, cinsiyet, rutin laboratuvar testleri, klinik
semptomlar, patoloji verileri, sitoloji raporlari, hastaligin timor evresi gibi bilgiler
elde edildi. Calisma icin gerekli etik kurul onayi, ¢alisma materyalin retrospektif
olarak saglanacag belirtilerek, alindi (Tarih:2013, say1:4400).

Calisma grubunu, malign veya benign tiimoral jinekolojik patoloji nedeniyle
opere edilmis 67 kadin hasta olusturdu. Hastalarin yas ortalamasi 49,36 + 13,19
yildir. Hastalar sitolojik ve patolojik inceleme sonucuna gore, benign ve malign tanili

olarak gruplandirildi.
3.1.2. Periton Yikama Si1visi Numunelerinin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Ameliyathanede tiimoral patoloji nedeniyle opere edilen hastalarin batininin
acilmasimi takiben, periton kavitesi igerisine girildikten sonra, periton boslugunda
herhangi bir kanama yada s1v1 birikimi varsa bu birikim aspire edilerek; bosluk 100
ml steril salin ile yikanmistir (12). Daha sonra aspire edilen bu yikama sivisi
materyali, porsiyonlanarak -80° C sicaklikta ¢calisma giiniine kadar saklanmustir.

Porsiyonlanan materyaller arasindan secilen ve bu c¢alismada kullanilan
ornekler, laboratuvar c¢alismasimin yapildigi Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim dali Biyokimya Laboratuvarma kuru buz ile getirtildi. Bu

arastirmanin laboratuvar calismasinin bir giin 6ncesinde, buz haldeki numuneler



22

cozdiiriildii. Laboratuvar c¢alismasina on hazirlik teskil etmesi acisindan, fazla
porsiyonu mevcut olan numunelerden 6n deneme ¢alismasi yapildi ve numunelerin
seyreltilmesi gerektigi kanisina varildi. Bunun {izerine caligma giinii, santrifiij edilen
numuneler 1/10 oraninda steril distile su ile seyreltildi ve en son elde edilen 6l¢iim

sonuglar1 diizeltme katsayisiyla garpildi.
3.1.3. Arastirmaya Dahil Edilme Kriterleri:

a-Kadin iireme sisteminde, malignite siiphesi yada kitle siiphesi ile opere
edilmis olmak

b-Batin i¢inde serbest siv1 yada asidi olan hastalar

c- Kadin iireme sistemi disinda, herhangi bir organ sisteminde 6nceden tanisi

konmus bir maligniteye sahip olan hastalar
3.1.4. Arastirmaya Dahil Edilmeme Kriterleri:

a- Inoprable ileri evre ve operasyon dncesi metastazi bilinen hastalar

b- Degerlendirme i¢in yeterli 6rnegi kalmayan hastalar

c- Batin i¢inde serbest s1v1 yada asidi olan hastalar

d- Kadin iireme sistemi disinda herhangi bir organ sisteminde, dnceden tanisi

konmus bir maligniteye sahip olan hastalar
3.2. Yontemler
3.2.1.Kullanilan Cihazlar

1.Santrifiij (Beckman GS-15 Centrifuge)

2.Vorteks (Karistirict) (Jencons/Julabo Miximatic)

3.Derin Dondurucu (-80°C’de) (Heto Ultra Freze UF 4420)
4.0tomatik Pipet (Rainin 10-100u1,100-1000 pl ve 0,5-10 ul)
5.Spektrofotometre (ASYS Expert Plus)

6.Mikroelisa testi i¢cin yikama cihazi (ASYS Atlantis Washer)

3.2.2. HMG B1 Cahsma Yontemi

HMG B1 diizeyi arastirilmak iizere, ependoflarda bulunan periton yikama
stvisi ornekleri, jelli biyokimya tiipii icine 2 cc olacak sekilde aktarildi. 1000 g’de 20
dakika santrifiij edilip, elde eldilen siipernatan 1/10 oraninda seyreltilerek, tekrar

yeni ependoflar igerisine aktarildi ve bekletilmeden calisildi.
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HMG B1 ELISA Cloud Clone Corp Test kiti, mikrokuyucuk formatinda
hazirlanmig bir kittir. Tayin yontemi enzim bagl baglayict protein (enzyme-linked
binding protein Assay) sandwich yontemi olup; bu yontemde, spesifik olarak HMG

B1’e 6zgii bir antikor ile kapli mikrokuyucuklar kullanilir.
3.2.3. HMG B1 ELISA Test Kiti Calisma Prosediirii:

1- Biitiin kit kompozisyonu 18-25°C sicaklig1 araligina alinir.

2- Stok standardi 1600 pg\ml HMG B1 icerir. HMG BI1 iceren standart
solusyonlar, kitin igeriginde bulunan standart diluent ile dilue edilerek, seri
konsantrasyonlarda olan standartlar hazirlanir (a-g):

a-Standart 1: 800 pg\ml HMG B1 igerir.

b-Standart 2: 400 pg\ml HMG B1 igerir.

c-Standart 3: 200 pg\ml HMG B1 igerir.

d-Standart 4: 100 pg\ml HMG B1 igerir.

e-Standart 5: 50 pg\ml HMG B1 icerir.

f- Standart 6: 25 pg\ml HMG B1 igerir.

g-Standart 7: 12,5 pg\ml HMG B1 icerir.

3- HMG B1’e spesifik antikor ile kapli 96 mikrokuyucugun, ilk 7’sine,
onceden hazirlanmig olan standart solusyonlar (a-g), her kuyucuga 100 ul olacak
sekilde ilave edilir. 8. kuyucuk olan blank water kuyucuguna standart solusyon
koyulmaz. Blank water kuyucugu sadece standart diluent icerir.

4- HMG BI1 standart solusyonlar1 (a-g) ve standart diluent iceren 8.
mikrokuyucuk harig, diger mikrokuyucuklara, dilue edilmis hasta numunesi 6rnekleri
100ul olacak sekilde ilave edilir.

5- Mikrokuyucuklarin tamami sarilarak korunur ve 120 dakika 37 C° de
inkube edilerek, orneklerdeki HMG B1’in kuyucuk antikoruna baglanmas1 saglanir.

6- 120 dakikanin sonunda mikrokuyucuklarin igerisinde bulunan sivi
bosaltilir.

7- Her bir mikrokuyucuga, 100ul biyotin ile konjuge HMG Bl’e 06zgii
antikor, ilave edilir. Avidin ile konjuge Horseradish Peroxidase (HRP) eklenir ve 60
dakika 37 C°de inkube edilir.

8- Mikrokuyucuklarin icerisinde bulunan solusyon aspire edilir ve 350 ul

wash solusyon ile 3 defa yikanir.
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9- Her bir kuyucuga 90 ul TMB substrat ¢ozeltisi eklendikten sonra, 15-25
dakika 37 C°de inkube edilir.

10- Mikrokuyucuklarin solusyonu aspire edilir ve 350 ul wash solusyon ile 5
defa yikanir.

11- Blank water kuyucugu hari¢ diger mikrokuyucuklara, bir siilfirik asit
solusyonu olan stopping solusyon, 50 pl olacak sekilde eklenerek, enzimatik
reaksiyonun durmasi saglanir.

12-  Son asamada, c¢alismasi tamamlanmis 96  mikrokuyucuk,
spektrofotometrede 450 nm’de okutulur.

13- HMG BI1 standart solusyonlarmi (800, 400, 200, 100, 50, 25 ve 12,5
pg\ml) ve 0 pg\ml HMG BI1 igeren kuyucuklarin 450 nm deki optik dansitesinden
faydalanarak referans grafik ¢izilir ve bu grafige gore HMG1 degerleri pg/ml olarak
hesaplanir (Sekil 9).
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Sekil 9. HMG B1 ELISA testi standart egrisi
3.2.4. Kullamilan HMG 1 ELiSA Test Kitinin icerigi

Cloud Clone Corp HMG 1 Elisa kit (detection range: 12,5-800 pg\mL)
96 adet HMGl ile kapli mikrokuyucuk
Detection Reagent A 1x12mL
Detection Reagent B 1x12mL
TMB Substrate 1x6mL
Wash Buffer (30 x concentrate) 1 sise

AN N N N NN

Standard 1 sise
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3.3. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS (Statistical Package for Social Science) 15,0 paket
programi kullanilarak gergeklestirildi. Patolojik ve sitolojik verilere gore, malign
grup ve benign grup olarak ayrilan ¢alisma grubunun, HMG B1 diizeylerinin, normal
dagilim gosterip gostermedigi, shapiro wilk/kolmogorov smirnov testi ile belirlendi.
Patolojik inceleme sonuglarina goére, HMG B1 diizeylerinin, normal dagilim
gosterdigi belirlendi. Bu nedenle patolojik malign ve benign grupta HMG Bl
diizeyleri ortalamalari, iki ortalama arasindaki farkin Onemlilik testi ile
degerlendirildi.

Sitolojik inceleme sonuglarima gore, hastalar benign ve malign olarak
gruplandiginda, HMG B1 diizeylerinin, normal dagilim gostermedigi belirlendi. Bu
nedenle HMG BI1 diizeyleri Mann Whitney U Testi ile degerlendirildi. HMG B1
degerleri ve patoloji sonuglarini iceren Receiver operating characteristic (ROC)
grafigi ¢izildi.

Coklu gruplar arasinda varyans analizi yapildiktan sonra, ikigerli gruplarin
ortalamalar1 arasindaki farkin analizi, post-hoc testlerden Tukey testi ile
degerlendirildi.

Korelasyon analizi igin, pearson korelasyon analizi kullanildi. Istatistiksel
analizler p<0,05 ise, anlamli kabul edildiler. Sonuglar, ortanca ve ortalama + SD

olarak belirtildi.
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4. BULGULAR

Calisma populasyonunu tanimlayici veriler ve laboratuvar verileri Tablo 1°de
belirtildi. Patoloji verilerine gore ¢alisma grubunun %52’si (n:35/67) benign, % 48’1
(n:32/67) malign tanili hastalardan olugmustur. Sitolojik inceleme sonuglarina gore
calisma grubunun, % 90’1 (n:60/67) benign, % 10’u (7/67) malign olarak tanimlandi.
Sitolojik ve patolojik inceleme sonuglarinin benign ve malign olarak ayrildigi dort
gozIii tablo yapildi. Bu tabloya gore tiimoriin malign ve benign ayriminda, altin
standart laboratuvar verisi olan patoloji raporlarina gore, malign oldugu belirtilen 25
olguda, sitolojik inceleme raporu benign olarak sonu¢ vermistir (Tablo 2). Patoloji
verilerine gore ¢alisma grubunun benign ve malign tan1 bilgileri, Tablo 4 ve 5’te
belirtildi.

Patolojik inceleme sonuglarina gore, hastalar benign ve malign olarak
gruplandiginda, serum CEA, CA 125 ve CA 15-3 diizeylerinin, kolmogorov smirnov
testi ile normal dagilim gostermedigi belirlendi. Bu nedenle malign ve benign grupta
CEA, CA 125 ve CA 15-3 diizeylerinin ortalamalari, Mann Whitney U testi ile
degerlendirildi ve CEA ile CA 125 diizeylerinin iki grup arasinda istatistiksel olarak
farkli oldugu; fakat CA 15-3 diizeylerinin istatistiksel olarak farkli olmadigi
belirlendi (Tablo 1).

Korelasyon testinde, periton yikama sivilarinda HMG B1 ile AST diizeyleri
arasinda negatif yonde (r=-0,38, p=0,002); HMG B1 ile hemoglobin diizeyi arasinda
negatif yonde (r=-0,28, p=0,02) bir korelasyon oldugu tespit edildi.

Korelasyon testinde, serum tiimor biyobelirtegleri ile HMG Bl degerleri
arasindaki iligki incelendiginde, malign grupta, HMG B1 ile CEA arasinda negatif
yonde (r=-0,067, p=0,7); CA 125 ve CA 15-3 arasinda pozitif yonde (sirasiyla,
r=0,026, p=0,89; r=0,085, p=0.64) bir korelasyon oldugu tespit edildi. Fakat bu
korelasyon katsayis1 degerleri istatistiksel olarak anlamsiz ve g¢ok kiiciik veriler
olarak belirlendi. Benign grupta, HMG B1 ile CEA, CA 125, CA 15-3
biyobelirtegleri arasinda negatif yonde (sirasiyla, r=-0,056, p=0,75; r=-0,095, p=0,6;
r=-0,177, p=0,3) bir korelasyon bulundu; fakat elde edilen bu korelasyon katsayisi

degerleri, istatistiksel olarak anlamsiz ve ¢ok kiiciik veriler olarak belirlendi.
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Patolojik inceleme sonuglarina gore, hastalar benign ve malign olarak
gruplandiginda, periton yikama sivilarindaki HMG B1 diizeylerinin, shapiro wilk
testi ile normal dagilim gosterdigi belirlendi. Bu nedenle malign ve benign grupta
HMG B1 diizeylerinin ortalamalari, iki ortalama arasindaki farkin 6nemlilik testi ile
degerlendirildi. Periton yikama sivilarinda HMG B1 diizeyi, patoloji sonucu malign
olan hasta grubunda, benign olan gruba gore daha yiiksek olarak tespit edildi ve
aradaki fark istatistiksel agidan anlamli olarak bulundu (p<0.005).

Sitolojik inceleme sonucglarina gore, hastalar benign ve malign olarak
gruplandiginda, periton yikama sivilarindaki HMG B1 diizeylerinin, shapiro wilk
testi ile normal dagilim gostermedigi belirlendi. Bu nedenle HMG B1 diizeyleri
malign (ortalama= 4053,27+£1930,41; ortanca=4403,10) ve benign grupta (ortalama=
2796,07£1893,28; ortanca=2318,86) Mann Whitney U Testi ile degerlendirildi.
Sitolojik inceleme verisi malign ve benign olan gruplar arasinda, periton yikama
stvilarinda mevcut olan HMG B1 konsantrasyonlari, istatistiksel acgidan farkli
bulunmadi (p>0.05).

Patoloji sonuglarina goére malign gruptaki olgular T (tiimor) evresine gore T1,
T2, T3 olmak iizere ii¢ ayr1 gruba ayrildi. Benign grupta ve T1, T2, T3 olgularim
iceren malign grupta, periton yikama sivilarinin HMG B1 diizeyleri, varyans analizi
ile karsilagtirild1 ve gruplarin ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
olarak degerlendirildi (p=0,007; p<0.05). Tukey testi ile gruplar ikiserli olarak
karsilastirildiginda; sadece benign ve T3 grup arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunurken (p=0,03; p<0.05); diger gruplarin ikiserli karsilastirma sonuglar
istatistiksel olarak 6nemsiz olarak bulundu (p>0.05), (Tablo 3).



Tablo 1. Malign ve benign patolojiye sahip olgularin laboratuvar verileri
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Patoloji benign Patoloji malign p
(n=35) (n=32)
Yas (y1l) 46,48+13,12 52,58+12,94 >0.05
HMGBI (pg/ml) | 2286,24+1360,55 3628,71+2204,76 <0,005*
t=2,96
CEA (ng/ml) 2,35+1,36 13,04+15,20 <0,005
(ortanca: 2,01) (ortanca: 6,14)
CA 125 (U/ml) | 10,5449,32 61,64+84,54 <0,005
(ortanca: 8,01) (ortanca: 30,5)
CA 15-3 (U/ml) | 9,63+8,17 17,29+16,36 >0.05
(ortanca: 5,5) (ortanca: 11,43)
BUN (mg/dL) 11,68+3,06 11,19+4,13 >0.05
Kreatinin 0,67+0,08 0,66+0,15 >0.05
(mg/dl)
AST (1U/dl) 17,34+3,68 17,81+5,86 >0.05
ALT (IU/dl) 15,08+4,89 15,66+5,44 >0.05
WBC 7692,86+1833,37 8657,19+2574,86 >0.05
(cellx10*/ul)
HGB (gr/dl) 12,30+1,60 11,98+1,48 >0.05
PLT 258142,90+73204,44 309312,50+73890,26 <0,05%*
(cellx10°/ul) t=2,8
Sonuglar ortanca ve ortalama + SD olarak agiklanmustir.
* p<0,05 anlaml
Tablo 2. Sitolojik ve patolojik inceleme sonuclarinin olgu sayisi bazinda
belirlenmesi

Patoloji malingn

Patoloji benign

Sitoloji malign

7 0

Sitoloji benign
TOPLAM

25 35
32 35
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Tablo 3. Benign grup ve malign grubu olusturan T1, T2, T3 olgularin HMG
B1 diizeyleri

Olgu sayist HMG Bl diizeyleri (pg/ml)
Benign grup 35 2286,24+136,55
T1 grup 22 3216,86+2171,66
T2 grup 3 4904,61+2422,22
T3 grup 7 4376,29+2136,56

Patoloji sonuglar1 ve HMG B1 degerleri ROC analizi ile degerlendirildiginde,
egrialtinda kalan alan (EAA) istatistiksel olarak anlamli olarak bulundu (p<0,05),
(EAA:0,67). HMG BI1 degeri icin, 1684,56 degeri, kesim degeri olarak alindiginda;
bu kesim degerinde duyarlilik %78, secicilik %32 olarak bulundu (Sekil 10).

Sitoloji sonuglart ve HMG B1 degerleri ROC analizi ile degerlendirildiginde,
EAA istatistiksel olarak anlamsiz olarak degerlendirildi (p>0,05).

duyarlilik

0,47

T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - Segicilik

Sekil 10: Patoloji sonucu ve HMG B1 degerlerinin ROC analizi ile

degerlendirilmesi
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Tablo 4. Caligma grubunda bulunan benign hastalarin tanilarina gore dagilimi

Over Uterus Serviks Vajen

tiimorleri Tiimorleri Tiimorleri Tiimorleri

(n=16) (n=12) (n=3) (n=4)

Miisindz timér Endometrial Endoservikal Vajen kisti

(n=2) hiperplazi atipisiz polip (n=2)
(n=6) (n=3)

Adenofibrom Myom Fibroepitelyal polip

(n=2) (n=6) (n=2)

Kistadenofibrom

(n=1)

Seroz kist

(n=2)

Kist adenom

(n=1)

Epidermal kist

(n=1)

Brenner timorii

(n=2)

Miisindz kistadenom

(n=2)

Basit kist
(n=2)

Ooforit
(n=1)
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Tablo 5. Calisma grubunda bulunan malign hastalarin tanilarina gore

dagilimi
Over Uterus Serviks
Tiimorleri Tiumorleri Tiimorleri
(n=15) (n=13) (n=4)

Transisyonel hiicreli over | Adenokarsinom (n=5) | Skuamoz karsinom

karsinomu (n=4)
(n=1)
Adenokarsinom Endometrial  stromal
(n=8) sarkom
(n=3)

Graniiloza hiicreli timor Adenosarkom

(n=4) (n=4)
Kistadenokarsinofibrom | Malign Miks
(n=2) mezodermal tiimor

(n=1)
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5. TARTISMA

HMG BI1 tiim 6karyotik hiicrelerin sitoplazma ve ¢ekirdeklerinde bulunabilen
hiicre kromatini ile iligki kuran bir proteindir. HMG B1 histon olmayan bir protein
olarak, herhangi bir dizi 0zgiilliigi olmadan, DNA ile baglanir. Cift sarmal, tek
iplikli, supercoiled veya distorted DNA ile etkilesime girebilme yetenegine sahiptir.
Buna ek olarak, HMG B1’in, niikleozomlara da yiiksek afinitesi vardir ve
niikleozomlarin yapilarini stabilize eder. RNA sentezlenirken gerekli olan bazi gen
diizenleyici faktorlerinin, DNA dizilerine angaje olmasimi kolaylastirir. HMG B1
evrimsel olarak hiicre Oliimii ve hayatta kalisin onemli bir diizenleyicisi olarak
distiniilebilir (3, 9, 16).

HMG B1 endotoksemi ve sepsisde, kanda yiiksek konsantrasyonlarda tespit
edilmistir. Ekstraselliler HMG B1 endotoksinin yikici etkisine aracilik eden
proinflamatuar bir sitokin olarak davranir. En az ii¢ reseptor HMG BIl’in
proinflamatuar yolak iizerine veya immiin sistem {iizerine etkilerine yardimcidir.
Bunlar RAGE, TLR 2 ve TLR 4’tiir. Bu reseptorlerin aktivasyonu, NF-xB ve bazi
proinflamatuar genlerin transkripsiyonuna aracilik eder.

HMG B1 artis1 ile etkinlestirilen makrofajlar, TNF-o, interlokinler, makrofaj
inflamatuar proteini gibi inflamasyon siirecinde rolii olan pek c¢ok sitokini
salgilayabilir. HMG B1 makrofaj aktivasyonunun devamini saglayan, mezoanjioblast
kemoatraktani gibi davranan bir molekiildiir. Ayrica, MHC Class Il ve CD83 , CD80
ve CD86 ekspresyonunu saglar ve bdylece dendritik hiicrelerin olgunlagsmasina
neden olur (6, 14). Periton makrofajlarinda HMG B1’in inflamatuar yaniti
indiikleyen bir ajan olmasiyla ilgili olarak yapilan bir ¢aligmada; periton makrofajlar
3 gilin boyunca HMG B1 stimiilasyonu ile hiicre kiiltiirii siselerinde inkiibe edilmistir.
Bu arastirmanin, immiinopresipitasyon, western blot ve elektroforetik mobilite
calismalari ile elde edilen verilerine gore, periton makrofajlarinda janus kinaz sinyal
yolagimin (STATI1, STAT3, JAK2) aktivasyonunda, HMG Bl kaynakli bir
diizenlenmenin rol oynayabilecegi diisiiniilmiistiir (64).

Literatiirde makrofajlarin, HMG B1 ve TLR 2-TLR 4 sinyal yolaklarinin
aktivasyonu yoluyla, immiin ve inflamatuar hastaliklarin patogenezinde gelisen doku
remodellinginde rol oynadigini gdsteren deneysel hayvan ¢aligmalar1 da yapilmistir

(51).
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HMG B1 proteininin varligi, TIP 1 DM, SLE, MS gibi pek ¢ok inflamatuar,
otolimmiin hastaligin patogenezinde arastirilmigtir. MS’lu, aktif ve inaktif
noromyelitis optika’li hastalarda, HMG B1 diizeylerinin degerlendirildigi bir
caligmanin sonuglarina gére, HMG B1 seviyesi ile inflamasyonun aktivitesi korele
olarak bulunmustur. Ayrica IFNy seviyesi ile HMG B1 seviyesi arasinda da bir iliski
oldugu belirlenmistir (1).

HMG B, inflamasyondaki rolii nedeniyle kritik bir tedavi hedefi olarak da
degerlendirilmektedir. Insanlarda kanser ve inflamasyon nedenli gelismis, plevra ve
periton efiizyonlarinda, yapilan bir c¢alismada, transiidalarla karsilastirildiginda;
ortalama HMG B1 diizeyi, eksiidalarda anlamli olarak yiliksek bulunmustur. Bu
sonuca gore, ileri evre kanser hastalarinin tedavisi i¢in olasi bir hedef olarak HMG
B1 gosterilmistir (65).

Deneysel artritli hayvan modellerinde ve insanda artritli olgularda, hiicre
disinda HMG B1’in konsantrasyonunun artmis oldugu bildirilmistir. insanda HMG
B1’in artmis konsantrasyonlari, romatoid artritli inflame eklemlerin sinovyal
stvilarinda da tespit edilmistir (66, 67).

HMG B1 meme, pankreas, kolon, akciger, prostat kanseri ve melanom gibi,
pek cok tiimor tipinde eksprese edilmistir. Artmis HMG B1 ekspresyonu ile kanserin
mevcudiyeti, invazyonu ve metastazinin iliskili oldugu belirtilmistir. HMG B1’in, bu
yayilim durumunu, tiimoriin proliferasyonunu arttiran ekstraselliiler bir ligand gibi
davranarak sagladigina inanilmaktadir (63).

Kuniyasu ve ark yaptiklar1 bir ¢alismada, HMG B1 varliginin, timor ile
iligskili makrofajlarda anlamli bir azalmaya yol actig1 ve dolayisiyla LN metastazi
gelismesi ile ilgili bir baglantis1 oldugunu gézlemislerdir (28).

Timor hiicrelerinden salinan HMG B1, tiimore karsi olusan bagisiklik
yanitinin kuvvetlenmesine neden olmaktadir. HMG B1’in nétralizasyonu, dlmekte
olan tiimor hiicrelerinin, anti-kanser immiin yanittan kagmasina neden olmaktadir
(61).

Serum HMG BI1 diizeyi, gastrointestinal tiimdrlerde ileri evre gelisimi ile
iliskili olarak izlenmistir. Ornegin pankreatik duktal adenokarsinom’lu (PDAC)
olgularda, serum HMG B1 seviyelerinin duyarliligi / 6zgiilligii, CA 19-9 ve CEA’ne

kiyasla {istiin bulunmustur. Bu calismada, serum HMG BI1 diizeyleri yiiksek olan
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PDAC hastalarinin, HMG B1 diizeyleri diisiik olanlara gore, daha kotii prognoza
sahip oldugu gosterilmistir. Sonu¢ olarak, serum HMG BI’in, mevcut PDAC
biyobelirtegleri olan CA19-9 ve CEA ile karsilastirildiginda; PDAC icin arzu edilen,
tanisal ve prognostik bir biyolojik belirteg olabilecegi belirtilmistir (68).

Genitoliriner sistem tiimorleri igerisinde incelenen mesane kanseriyle iliskili
olarak yapilan bir arastirmada, HMG B1 overekspresyonu ile klinik evre, grade ve
timor angiogenezisi, birbirleriyle ilintili olarak bulunmustur. Bu c¢alismada, HMG
B1’in, anjiogenetik aktivitesini, tiimor hiicrelerindeki RAGE yolagi araciligr ile
gerceklestirdigi belirtilmigtir. Tiimor hiicrelerinde, VEGF de dahil olmakla beraber,
diger angiogenik biiylime faktorlerinin ekspresyonundaki artisin, makrofajlar1 atrakte
ettigi ve bir takim potent angiogenetik sitokin ve biliylime faktorlerinin salinimina
neden oldugu sonucuna varilmistir (69). Bizim calismamizda, periton yikama sivisi
iceriginde bulunan HMG B ile proinflamatuar sitokinlerin aktivasyonunun ve HMG
B1 reseptorleri ekspresyonunun beraber incelenememis olmasi bu c¢alismanin bir
kisithiligidir.

Immiinoblotting yontemi ile fare deneklerde; akciger, karaciger, testis, dalak
gibi farkli organlarda, HMG B1 ve RAGE ekspresyonunun incelendigi ¢aligmalarda,
HMG B1’in iiretimi, yash hayvanlarda akciger, karaciger ve dalakta yiiksek; bobrek
dokusunda diisiik olarak gozlenmistir. En yiliksek protein miktari, Guerin timor
hiicrelerinde saptanmistir. Vakalarin ¢ogunda HMG B1 ve RAGE iiretimindeki artis,
tiimor gelisimi ve kotii prognozla korele olarak bulunmustur. Bununla birlikte, HMG
B1 proteininin ve RAGE reseptoriiniin nispeten daha yiiksek seviyelerde bir arada
bulunmasi, kanserin gelisimi i¢in gerekli bir 6n sart olarak degerlendirilmemektedir.
HMG B1 proteini tiimor hiicrelerinde, sadece kendisine ait RAGE reseptorii ile
etkilesir (70). HMG B1 ligandinin veya reseptoriiniin (6zellikle RAGE) bir ¢ok
timorde overekspresyonun gosterilmesi kanser tedavisinde potansiyel bir uygulama
alani sunar; bu nedenle HMG B1’i hedefleyen tedavilerin bir ¢ok kanser tiirii i¢in
umut olabilecegi diisiintilmektedir (9).

RAGE ekspresyonunun, gastrik ve kolon kanserleri invazyonu ve metastazi
ile yakin iligkili oldugu gosterilmistir (71). Kuniyasu ve ark yaptiklar bir ¢aligmada,
HMG BI1 proteininin, kolon metastazlarin1 tahmin etmekte ve engellemekte umut

verici oldugunu belirterek; sayet anti-HMG B1 antikoru ile HMG B1 proteini inhibe
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edilebilirse, karaciger metastazlarinin Online gegme olasiligt bulundugundan

bahsetmiglerdir (36).

Kusume ve ark vyaptiklari deneysel bir c¢alismada, CS57BL farelere
intraperitonal HMG B1 uygulamasi yapmislar. Bu uygulamanin bir etkisi olarak,
CD205-pozitif splenik dendritik hiicre sayilarinda bir azalma meydana gelmistir.
Ayrica, HMG B1’in dendritik hiicreler {izerine olan etkilerini gosterebilmeyi
desteklemek icin; T3 evresindeki insan kolon kanseri hiicreleri tarafindan iiretilmis
HMGBI1 konsantrasyonunu degerlendirmislerdir. Sonugta, LN pozitif olan olgularda,
negatif olanlara kiyasla, daha yiiksek nodal HMG B1 konsantrasyonu ve daha diisiik
dendritik hiicre sayis1 tespit etmislerdir. Bu calismadan elde edilmis verilere gore,
HMG B1’in konakc¢1 hiicrede, anti-kanser immiiniteyi bozan bir protein olarak

diisiiniilebilecegi sonucunu ¢ikartmislardir (72).

Son yillarda HMG B1 diizeyi ve jinekolojik malignensiler arasindaki iliskinin
incelendigi bilimsel calismalarin sayis1 da artmaktadir. Hao ve ark’nin yaptigi,
servikal skuamoz epitelyal karsinom (CSEC) olgularimin degerlendirildigi bir
calismada, CSEC dokularinda, HMG B1'in asir1 ekspresyonunun timor varligi ve
metastaz1 ile korele oldugu; fakat tlimdriin ¢ap1 veya differansiasyonu ile bir
korelasyonunun olmadigi belirlenmistir (73). Ayni hastaliga sahip, farkli olgularda
yapilan bir calismada ise, serum HMG Bl diizeylerinin, tekrarlayan servikal
karsinomu olan hastalarda, tekrarlamayan karsinomlu hastalara ve saglikli gruba gore
anlaml olarak daha yiiksek diizeylerde seyrettigi gézlenmistir. Yine bu calismada,
CSEC erken tanisinda, CYFRA 21-1 ve SCCA (serum squamous cell carcinoma
antigen) biyobelirtecleri ve HMG Bl’in birlikte degerlendirilmesinin tani
duyarliligin1 daha yiiksek oranda arttirabilecegi belirtilmistir (74). Bu ¢alismamizda
malign grupta, HMG B1 ve CEA, CA 125, CA 15-3 biyobelirtegleri diizeyleri
arasinda, istatistiksel olarak énemli bir korelasyon tespit edemedik. Fakat calismamiz
farkli malign patolojik spektrumlart igeren bir c¢aligmadir. Daha genis olgu
populasyonlarinda ve tek malign patolojik tani tipine sahip olgularin dahil edildigi
arastirmalarda, periton yikama sivisinda HMG B1 diizeyleri ve tiimor biyobelirtegleri
korelasyonunun, kullanima elverisliligi daha yiliksek olabilecek bilgiler sunacagini

diistinmekteyiz.
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Chen ve ark’nin bagka bir jinekolojik malignensi olan over kanserinde
yaptiklar1 bir ¢alismada, yiiksek HMG B1 diizeyi ile ileri evre ve yiiksek grade
varligi ve LN pozitifligi olmasi birbiriyle iliskili olarak gézlenmistir. Bu ¢aligmada,
HMG B1 ekspresyonu en az %80 olacak sekilde (hem mRNA, hem de protein
diizeyinde) diisiiriilmiis ve HMG B1 ekspresyonu knockdown’unun; ovaryan kanser
hiicresi proliferasyonu ve koloni sayisint belirgin olarak siiprese ettigini; ayrica
tiimor hiicrelerindeki invazyon ve migrasyon yetenegini azalttiglr goriilmiistiir (75).
Yaptigimiz bu calismada, ileri tiimor evresi olan T3 evresinde benign kontrol
grubuna kiyasla daha yiiksek konsantrasyonda HMG B1 diizeyleri tespit ettik. Bu

sonu¢ Chen ve ark yaptigi ¢calismanin sonucunu desteklemektedir.

Jinekolojik malignensiler ile iligkili artan caligmalar, malignite varligini
destekleyen, tant duyarlig ve 6zgiilliiglinii arttirmasi beklenen yeni biyobelirteglerin
kesfi zorunlulugunu da getirmistir. Retrospektif olarak toplanan histokimyasal doku
orneklerinde yapilan bir ¢alismada, over kanserinde, matris metalloproteinaz,
adiponektin, osteopontin, gibi eski biyobeliteclerin yanisira, HMG Bl'in
degerlendirilmesinin prognostik bir énemi oldugu vurgulanmistir. Bu ¢alismada,
epitelyal over kanserinde, ileri evrelerde dokuda HMG Bl’in yiiksek oranda
eksprese edildigi hastalarda, prognozun, diisiik oranda eksprese edilen olgulara gore
daha kotii oldugu gozlenmistir (76).

Periton yikama sivist analizi, timor yiizey tutulumunun ve peritoneal
metastazin faydali bir 6ngordiiriiciisiidiir (12). Bu calismada, hem malign hem de
benign jinekolojik tiimoral patolojilerde, patogenezde rolii oldugu diisiiniilen, HMG
B1 proteininin, kanser varligim1 predikte etmek, konusundaki roliinii arastirdik.
Gelecekte yapilacak bilimsel ¢alismalarda, karsinomlu daha genis vaka
popiilasyonlarinda, diger sitokin ve biyobelirtegler ile beraber, HMG B1 diizeyinin
ve onun reseptorlerinin degerlendirilmesinin; tiimor yayilimi asamasinda hizli tani ve

destekleyici amacli kullaniminin, umut verici olabilecegini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

HMG Bl1, karsinogenezin gelisim ve ilerleme siireci, anjiogenezi, metastazi
ve apoptozu gibi siireclerinde, gorevi olan sinyal yolaklarinin islevini yerine
getirmesi esnasinda, cesitli rolleri olan bir proteindir. Sayis1 giderek cogalan
aragtirmalar, HMG B1’in karsinogenezin pek c¢ok asamasinda kritik gorevleri
olabilecegini diisiindiirmektedir.

HMG B1’in ¢esitli molekiiller ile etkilesimi ve modifikasyonunun, sinyal ileti
sistemlerinin islevlerinin diizenlenmesinde, 6nemli aracilar oldugu bilinmekte olup;
bu durum, HMG B1’in tedavi amaclar i¢in, yeni bir biyolojik hedef proteini olarak
diistiniilmesi gerektigini vurgulamaktadir.

Timor cerrahisi yapilirken elde edilen periton yikama sivilari, mikroskobik
timor yayilimint degerlendirebilen destekleyici bir materyal olarak, sitoloji
laboratuvarinda incelenmektedir. Literatiirii taradigimizda, jinekolojik ameliyatlar
sonrasi elde edilen periton yikama sivilarinda, HMG B1 diizeyinin, kanserli ve iyi
huylu patolojilerdeki olgular1 ayirt etmek amaciyla, heniiz degerlendirilmemis
oldugunu gordiik. HMG B1’in kanser gelisiminde rolii oldugu ile ilgili arastirma
verilerinin yol gostericiliginde, patolojik numuneler daha degerlendirilme
asamasindayken, periton yikama sivilarinin, biyokimya laboratuvarina gonderilerek
eszamanli HMG BI1 konsantrasyonu incelenmesi, sivinin sitolojik incelemesine

benzer bir sekilde yarar saglayabilir.
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GOREV ALDIGI PROJELER

1-Esomeprazol ve Pirfenidonun, Unilateral Nefrektomi Yapilmigs Rat Doksorubisin
Nefropati Modelinde, Bobrek ve Kalpte Fibroz ve Fibroz Siireci Uzerinde Etkili
Mediatorler Uzerindeki Etkilerinin Karsilastirilmasi

2-Ailevi Akdeniz Atesi (FMF) Hastalarinda Kaspaz 3, Kaspaz 9, Kaspaz 8, Granzim,
Apaf-1 Diizeylerinin Arastirilmasi

3-In Vitro Sartlarda Grafenin Laktat Dehidrogenaz Enzim Aktivitesine Etkisinin
Kinetik Olarak Incelenmesi

4-Pediatri Klinigimize Akut Bakteriyel Enfeksiyon Tanis1 ile Yatirilan 2-7 Yas Arasi
Cocuklarda, Enfeksiyonun D Vitamini Diizeyine Etkisi

5-Akut Dekompanze Kalp Yetersizligi hastalarinda taburculuk oOncesi konjesyon
diizeyi, klinik konjesyon ve provakasyon testleri yeniden yatis siklig1 ve stiresi ile
iligkili midir?

6-Behget hastaliginda serum Apelin, Fetuin-A diizeylerinin diger laboratuvar ve
klinik parametreleri ile iliskisinin degerlendirilmesi

7-FMF hastalarinda kitotriozidaz aktivitesi ve diizeyinin arastirilmasi

8-Sjogren Sendromlu Hastalarda ve Saglikli Bireylerde Serum Apelin, Fetuin-alfa ve

Karotis Intima Media Kalinliklarmnin Karsilastirilmasi
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