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OZET

MEME KANSERI HASTALARININ TEDAVI SEYRI iLE SIAH, BIM VE P53
PROTEIN SEVIYELERI ARASINDAKI ILISKININ
IMMUNOHISTOKIMYASAL OLARAK ORTAYA KONULMASI

Luay Talal Hadhal ALSALEEM AGHA
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1
Danigman: Prof. Dr. Ahmet ARSLAN
03 Mayis 2018, 95 sayfa

Kanser 6nde gelen saglik problemlerindendir ve meme kanseri sik goriilen kanserler
arasinda yer almaktadir. Gelisen tedavi yontemlerinin yani sira halen meme kanseri
etkin bir sekilde tedavi edilememektedir. Dolayisiyla, meme kanserinin tedavi ve
tanisinda onem arz edecek yeni biyobelirteclerin belirlenmesi son derece énemli bir
konudur. SIAH-1 (Seven in absentia homolog 1) proteini tiimdr baskilayici bir protein
olarak bilinmektedir. Yapilan c¢alismalar bu proteinin kanser siireclerinde 6nemli
rollerinin oldugunu gostermekle birlikte bu proteinin meme kanserinin tedavisi ve
tanisinda kullanilabilirligi tam olarak ortaya konulmamistir. Bununla birlikte SIAHI
proteinin p53 ve BIM gibi 6nemli tumor baskilayici ve apoptoz tetikleyici proteinler ile
iliskisinin oldugu 6nceki yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Bu tez ¢calismasinda meme
kanseri hastalarinin tedavi seyri ile apoptoz siirecinde 6nemli rol oynayan SIAH, BIM
ve p53 proteinlerin seviyeleri arasindaki iliskinin immunohistokimyasal ve molekiiler
genetik olarak arastirilmasi amaglanmistir. Sonug olarak, SIAH1 protein seviyesi meme
kanserli hastalarin tiimorlii dokularinda anlamli bir sekilde azalmistir. SIAH1 proteinin
aksine BIM ifade seviyesinde herhangi anlamli bir fark saptanamamustir. Ayrica, p53
proteini hastalarin yaklagik olarak % 75’inde saptanamamuistir. Ancak %25’inde p53
ifade seviyesinin anlamli olarak arttig1 saptanmistir. Ayrica ¢galismamizda diisiik STAH1
ifade seviyesinin tiimor derecesi, evresi ve meme kanserinin tipi gibi hastalarin 6nemli
klinik bulgular ile iligkili oldugu gosterilmistir. Calismamizin bulgulart SIAH1’in
meme kanser olusumunda rollerinin oldugunu ve meme kanseri tan1 ve tedavisine
yonelik yeni bir biyobelirteg olabilecegini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, BIM, Immunohistokimya, Meme kanseri, p53, SIAH]1



ABSTRACT

The Relationship Between The Level Of Siah1,Bim And P53 Proteins In

Associated With The Disease Course In Patients With Breast Cancer

Luay Talal Hadhal ALSALEEM AGHA
Master’s thesis, Department of Medical Biology
Supervisor: Prof. Dr. Ahmet ARSLAN
03 may 2018, 94 pages

Cancer is one of the leading health problems and breast cancer is one of the common
cancers. In spite of the developing treatment methods, breast cancer cannot be treated
effectively. Therefore, the identification of novel biomarkers that will be important in
the treatment and diagnosis of breast cancer is of great interest. SIAHI (Seven in
absentia homolog 1) protein is known as a tumor suppressor protein. Although studies
have shown that this protein has important roles in cancer processes, its usefulness in
the treatment and diagnosis of breast cancer has not been fully elucidated. At the same
time, previous studies have shown that the SIAH1 protein is associated with important
tumor suppressor and apoptosis triggering proteins such as p53 and BIM. In this thesis
study, by using immunohistochemical approach, we aimed to investigate the
relationship between the levels of SIAHI, BIM and p53 proteins which play an
important role in the prognosis and apoptosis processes of breast cancer patients. As a
result, SIAHI protein level was significantly lessened in tumor tissues of patients with
breast cancer. In contrast to SIAH1 protein, no significant difference was detected in
BIM expression level. In addition, p53 was not detected in 75% of the breast cancer
patients. However, in 25% of the patients, p53 expression was significantly increased.
Our study also showed that low SIAH1 expression level is associated with important
clinic characteristics of patient such as tumor grade, stage and breast cancer type.
Findings of our study show that STAHI has roles in breast cancer formation and might
be a novel biomarker for the diagnosis and treatment of breast cancer.

Keywords: Apoptosis, BIM, Breast Cancer, Immunohistochemistry, SIAH1, p53



1. GIRIS ve AMAC

Meme kanseri tiim iilkelerde 6nemli bir saglik sorundur ve agirlikli olarak kadin niifusu
etkilemektedir (1). Kadinlarda goriilen en yaygin kanser tiliriidiir ve kadin niifusta

kansere bagli 6liimlerin ¢cogundan sorumludur (1).

Kanser tiplerinin gelisimi ve biyolojisi {izerine uzun yillardan beri bir hayli ¢alismalar
yapilmaktadir. Yapilan caligmalar kanser hiicresinin 6liim mekanizmasim1 kaybederek
yalanci embriyonel bir hiicre gibi davrandigim1 gdstermektedir. Bu aslinda o kadar
dogru degil. Yine kanserli hiicre ve dokusunda dlen ve kalsifiye olmus bdlgeler géormek
miimkiin. Ne var ki somatik hiicrenin boliinme fazinin 6liim halinden daha baskin
olmas1 kansere kitlesel biiyiime imkanm1 vermektedir. Calismalarin sonuglari
genellestirildiginde bir hiicrenin biiylimesi ve ¢ogalmasi, protoonkogenlerin ve tlimor
baskilayict genlerin protein {riinlerinin iglevi ve derisikliginin Dbirbirleriyle
uyumlulugunun bozulmasi1 sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Protoonkogenler hiicre
cogalmasini, farklilagmasini, hiicre dongiislinli diizenleyen ve programlanmis hiicre
Olumleri saglayan proteinleri kodlarlar (2). Bu genlerde olabilecek mutasyonlar ve/veya
gen ifade diizeylerinde olabilecek degisikler somatik hiicrede baskin islevsel 6zellik
kazanmasina yol acar (2). Buna karsilik tiimor baskilayict gen iriinleri hiicre dongiisii
icin gerekli proteinlerin sentezini baskilayarak hiicre c¢ogalmasimi durdururlar ve
hiicreleri farklilagsmis seviyede tutarlar (3). Timor baskilayici genlerde olabilecek
mutasyonlar ile hiicre dongiisii lizerindeki baski ortadan kalkar ve hiicre ¢ogalmasi ve
timoriin gelismesi imkani artar (3). Timor hiicrelerinin gelismesini tetikleyen diger bir
durumda, degisime ugrayan klon hiicrenin genomik yap1 kararlilifinin bozulmasi ve
DNA tamir mekanizmasinin bozulmasidir (4). DNA tamir mekanizmasinda olabilecek

mutasyonlarda ayrica kanser gelisimini tetikler (4).

Hiicre ¢ogalmasi ve farklilagsmasi ile farklilagmis hiicrelerin yaslanmasi sonrasi 6liimii
bir seri genetiksel olarak kontrol edilen islevler sonucu canlilar organ ve doku
biitiinliiglini muhafaza ederler. Proto-onkogenler ve tiimor baskilayic1 genlerin ifade
diizeyindeki degisimlere bagli olarak hiicre ¢cogalmasi ve hiicre 6liimii arasindaki denge

tiimor gelisimi yoniinde degisir. Bunlar arasinda Myc onkogeni hem hiicre ¢gogalmasini



ve hemde apoptozisi diizenleme 6zelligi vardir. Myc proteini Max proteini ile birlikte
biiyiime faktorlerinin varlifinda kansere yol agarken eksikliginde de apoptosisi tetikler
(5). Myc geninin asir1 ifadesi veya gen ifadesi diizeninin kaybolmas1 ile apoptotik
kontrolun yikilmasi arasindaki iliski tiimor gelisimi i¢in gereklidir. p53, APC ve PTEN
gibi tiimor baskilayic1 gen iiriinleri apotozisi tetikler (3). Bu proteinlerden herhangi
birisinde 6zellikle p53°de islev bozuklugu apoptozisin azalmasina ve tiimor biiylimesine
yol agar (3). p53, DNA's1 hasarlanan hiicreleri apoptozise yonlendirir (6). Bax, FAS/pol
ve BCL2 gibi p53 tarafindan tetiklenen apoptotik diizenleyici molekiiller p53'iin tiimor
baskilayici 6zelligini saglarlar (3). Myc Max yolagiyla ve pS3 DNA'nin hasarlanmasi
sebebiyle birlikte hiicrenin apoptoza gitmesini saglarlar. Bunun yanisira Bcl2
protoonkogeni apoptozu engelleyerek hiicrenin canliligini muhafaza etmesini saglar.
Bcl-2 varlig hiicrenin canlilik dmriinii saglamasi bakimindan énemlidir. Bcl-2, Bel-XL,
Bcl-W ve Mcl-1 gibi BCL ailesi proteinlerinin bir kismi apoptozu engelleyip hiicrenin
canliligin1 korurken Bax, Bak, Bad, Bik, Bid ve BclxS gibi diger kismi da apoptozun

gelisimini saglarlar (3).

Apoptozis bir tip programlanmig hiicre Olimidiir. Apoptotik hiicre Oliimiiniin
karakteristik 6zelligi kendine has yapisal degisikligi olarak yuvarlak hiicre ve hiicre
zarinin  burusuklugu, hiicre iskelet sisteminin birbirinden ayrilmis olmasi,
kromatinlerinin yogunlasmas: ve DNA'larmin kirikli bir hal almasidir (7). Insan
anatomisinde dokularin hiicrelerinin devamli yenilenmesi i¢in ve viicudun bagisiklik
sisteminin devamliliginda ve viicudun hasara yol acabilecek durumlarinda apoptotik
mekanizmanin varligi énemlidir (8). Uyarilara bagh olarak apoptozis farkli yolaklarla
etkinlestirilirler. Mesela DNA hasar1 apoptotik hiicre Sliimiinii p-53 bagimli yolakla
etkinlesir (8). Genel olarak iki temel apoptotik yolakla etkinligini siirdiiriir (8).
Bunlardan birisi hiicre dig1 uyarimli (ekstrinsik) veya 6liim almach yolak ile digeri igsel
(intrinsik) veya mitokondriyal yolak olup (8) her ikisinde de kaspaz uyari ileti silsilesi is

goriir (9).

Digsal yada 6lim almaghh uyar1 yolagi hiicre zar1 gegisli almaglarin araciligi ile
apoptosisi baslatir. Loksley (10) 6lim almagli 6liim yolaginin TNF ailesi almaglarla
ilgili oldugunu ifade eder. Bu almaglardaki liimle ilgili bolgeler 6liim uyarilarini hiicre
ici uyart yolaklarina aktarirlar (8). Kischkel'e gore; o6liim uyarisinin hiicre icine

aktariminin sonucunda 6liim uyaran uyar: bilesenleri (DISC:Death Inducing Signalling



Cascade) olusur ve bu bilesen islevsiz yapidaki prokaspazi keserek etkin kaspaz-8'e
dondstiirtir (8). Etkin kaspaz-8 apoptozisin baslama safhasini tetikler, apoptozisin

baslamasi c-FLIP proteininin kaspaz-8'e baglanmasiyla durdurulur (8).

I¢sel yada mitokondriyal 8liim yolagi almagsiz uyart ileti araciligiyla apoptozisi tetikler.
Igsel yada sitoplazmik uyaricilar hiicre i¢i hedef molekiiller araciligiyla dogrudan
dogruya mitokondriyal i¢ zar gecirgenligini degistirerek kaspaz iliskili apoptotik yolag:
tetiklerler (8). Mitokondriyal yada igsel apoptotik yolak hiicrenin gesitli sebeplerle
maruz kaldig1 stres durumlarinda gelisir ve Bcl-2 ailesi proteinler tarafindan diizenlenir
(10). Bcl-2 proteinleri ayn1 zamanda mitokondriyanin dis zarin etrafinda 6beklenerek
mitokondriyanin yapisinin bozulmasini 6nleyerek antiapoptotik islev goriirler (10). Bazi
biiyiime faktorlerinin, hormonlarin ve sitokinlerin eksikligi de apoptozisi tetikler (8).
Hiicrenin normal yaslanmasina ilave olarak hiicrenin radyasyon, toksinler, serbest
radikaller ve viral bulagimlar gibi arzu edilmeyen stres ortamlarida apoptozisi uyarirlar
(8). Saelens'e gore apoptosisi uyarim durumu mitokondriyal zar yapisinda MPT denilen
gecirgen gozeneklerin olusumu (MPT:mitochondrial permeability transition) pro-
apoptotik denilen proteinlerin sitoplazmaya gegisini saglarlar (8). Bu proteinler kaspaz
bagimli mitokondriyal apoptotik yolagi islevsel hale getirirler (8). Mitokondriyal
apoptotik yolagin Bcl-2 araciligiyla diizenlenmesi Cory ve Adams'a gore p53 timor
baskilayict proteinler tarafindan diizenlenir (8). Hiicrede kafi derisiklikte pS3 proteini
varsa Bcl-2 proteinleri aracilifiyla hiicre oliimi tetiklenirken, yetersiz oldugu
durumlarda yine Bcl-2 proteinleri antiapoptotik islevi goriirler. Dolayisi ile Bcl-2
proteinleri mitokondriyanin gegirgenlik 6zelligini diizenleyerek hiicrenin 6liime gidip

gitmeyeceginis tayin ederler (8).

Kanserlerin pek ¢ok tiplerinde tiimor hiicrelerinin apoptotik Oliime kars1 direng
kazanmalarinin sebebi anti-apoptotik Bcl-2 gibi proteinlerin ifade edilmesini saglarken
Bax gibi anti apoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerin gen ifadesinin baskilanmasiyla p53
mekanizmas1 islevsiz hale getirilmesinden dolayidir (8). Bax proteinleri, B-cell
lymphoma 2 (Bcl-2) ailesine mensub apoptotik etkisiyle birlikte, 6zellikle kanserli
hastalarda, hiicreye ¢oklu ilag¢ direncini kazandiran anahtar molekiillerden birisidir (11).
Bcl-2'nin hiicrede gereginden fazla sentezlenmesi hiicre oliimiinii engeller ve diisiik
seviyede gen ifadesi de hiicrenin ¢esitli toksinlere kars1 duyarliligini arttirir (11). Bax'in

Bcl-2'ye orani hiicrenin apoptosise karsi duyarliligi hakkinda onemli bir gostergedir



(12). Dolayis1 ile Bax/Bcl-2 oram1 ¢esitli karsinomalarda hastalifin = seyrinin
degerlendirilmesinde bir belirte¢ olarak kullanilabilir (12). Kaspaz-3 Bax/Bcl-2 oranini
diizenler ve apoptosin gelisiminde anahtar rol oynar fakat ayni zamanda Bcl-2 ayrica
kaspazlar icin bir Olim ara iiriiniidir ve Bcl-2'nin apoptosise karsi olan islevini

etkinsizlestirerek hiicre 6liimiini hizlandirirlar (12).

Bcl-2 ailesi proteinler ii¢ alt aile grubunda siniflandirilir. Bunlar; apoptozu baskilayan
(antiapoptotik) aile, digeri apoptozu tetikleyici (proapoptotik) ¢oklu protein baglanma
bolgeleri (multi homoloji domain) iceren aile ve iiglinciisii de sadece BH3 benzeri
protein baglanma bolgesi igeren Bcl-2 ailesidir (13). Bu proteinlerin baglanma bolgeleri
cesitli apoptotik durumlar1 baslatmak i¢in 6nemli olup, Bim sadece BH3 iceren 8
proteinden birisidir (13). Sadece BH3 igeren Bim apoptozu tetikleyici bir proteindir ve
pek cok tiimor hiicrelerinin hiicresel matriksle baglantisini keserek (anoikis) tiimor
hiicrelerinin Oliimiinii tetikler ve hiicrelerin metastatik 6zellik kazanmasini1 engeller
(13). Hiicrenin matriksle baglantisinin koparilmasinin saglanmasi 6liim almaglarinin ve
mitokondriyal apoptotik yolagin islerlik kazanmasini tetikler (13). Mitokondriyal 6lim
yolaginda Bim proteini hareketlenir ve hiicresel baglantinin kesilmesi baglar (13).
Bim'in baskilanmas1 Bim aracili hiicre 6liimiinii atlanarak tiimor hiicreleri metastatik
ozellik kazanir ve kemotrapiye karsi diren¢ gelisir (13). Bim gen ifadesinin artmasi
mitokondriya'dan sitokrom-C'nin salinimini tetikleyerek apoptozomun olusumunu ve

apoptozoma islevsel 6zellik kazandiran kaspaz-9'u etkin hale getirir (13).

SIAH1 (Seven in absentia homolog 1) proteini tiimdr baskilayic1 bir protein olarak
bilinir (14). SIAHI hiicre dongiisii iizerine timor hiicresinin biiylimesine olan etkisini
hedef proteinin ubiquitinlesmesini ve proteozomal yolakla par¢alanmasini saglayarak
gosterir (14). Ayrica SIAH1'in gen ifadesinin ylikselmesi (up-regulation) JNK uyari ileti
yoluyla Bim'in gen ifadesini arttirarak hiicresel 6liimii uyarlarlar (14). JNK yolaginin
SIAH-1 iligkili apoptosisi tetiklemesi hiicre dongiisiiniin baskilanmasinin yanisira artan
Bim gen ifadesinin de JNK yolag1 ile bagimli apoptosisi tetiklemesindendir (15). STAH-
I'in gen ifadesinin baskilanmasi meme kanseri hiicrelerinin yayilim o6zelliginin
(invazyon) artmast ERK uyar ileti yolaginin islerlik kazanmasi sayesinde olur (15).
ERK uyar ileti yolagi hiicresel ¢ogalim, farklilasma ve tiimdr hiicrelerinin yayilimini
tetikleyen yolaktir. Bu yolak normal biiyiime ve gelisme doneminde 6nemli olan bir

yolak iken kanserli dokunun gelisimin de bir o kadar 6nemli olan yolaktir. SIAH1 k&tii



huylu tiimor hiicrelerinin yayilimmi ERK yolagim1 durdurarak kismen baskilar (15).
Dolayzist ile tiimdr hiicrelerinin baskilanmasi ve apoptotik mekanizmasinin tetiklenmesi
p53, p21wafl ve SIAH1'in istiraki halihazirda bilinen molekiiler mekanizmadir (16).
SIAHI1, p53, ve p2lwafl proteinleri sentezlenen proteinlerin dogru katlanmasi,
katlanmis proteinlerin agilmast ubiquitinlesmesi ve proteinlerin hiicre i¢i gecislerini
diizenleyen molekiiller olarak da bilinir (16). SIAH1 BAG-1'e baglandiginda p53'iin
hiicre ¢ogalimin1 durdurma etkisini engellerken DCC'ye (deleted in colorectal cancer)
baglandiginda proteinlerin ubiquitin-proteozom yolagiyla par¢alanmasini da diizenlerler
(16). SIAH-1 proteininin N ucu RING cikinti (Ring finger) bolgesini igerir. RING
cikint1 bolgeleri sisteince zengin ¢inko baglanma bolgeleridir. Histidin ve sisteinin

amino asit yerlesim diizeni korunmus olup ¢inkonun baglanmasina elverislidir (17).

Ring ¢ikint1 bdlgesi bu bakimdan ¢oklu ubiquitinlesmeye imkan saglamasi bakimindan
E3 ubiquitin ligaz enzimi islevi goriir (18). Bu 6zelligi ile SIAH-1 RING c¢ikint1 E3
ligaz islevine sahip olup ¢ok farkli proteinlerin parcalanmasini saglar. Bu proteinlerden
bazilari DCC, B-katenin, N-CoR, c-myp, Numb ve TRAF2 sayilabilir (19). Aym
zamanda SIAH-1, p53 ve p21wafl ile birlikte bilinen baskilayici etkinlikleriyle timor
gelisimin baskilar ve apoptosisi tetiklerler (16). Meme kanseri hiicrelerinin yayilimi
SIAH-1 tarafindan Bim'den bagimsiz olarak engellenirken SIAH-1'in apoptosisi
tetiklemesi Bim bagimhdir (15). Ozet olarak SIAH-1 proteininin etkenligi Bim
proteininin ifadesini arttirmak suretiyle meme kanserinin gerilemesinde rol oynayabilir

(15).

Dolayisiyla, biz bu tez ¢alismasinda SIAH-1, Bim ve P53 proteinlerinin meme
kanserinin patogenezindeki roliinli aragtirmay1 amagladik. SIAH-1, Bim ve P53 meme
kanseri patogenezindeki roliinii belirlemek amaciyla, immiintihistokimyasal boyama

yontemini kullandik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri tiim iilkelerde onemli bir saglik sorunudur ve agirlikli olarak kadin
niifusu etkilemektedir (1). Kadinlarda goriilen en yaygin kanser tiiriidiir ve kadin
niifusta kansere bagli oliimlerin ¢ogundan sorumludur (1). 2016 yilinda Amerika
Birlesik Devletleri'nde, 255.180 yeni meme kanseri vakasi ve 41.070 meme kanseri
Olimiiyle sonuclanacagi tahmin edilmektedir (20). Ayrica, Tiirkiye'de 2014 kanser
istatistiklerine gore meme kanseri kadinlarda (% 24.9), tiim yas gruplarinda en sik

rastlanan kanser tiiriidiir (Tiirkiye Kanser Istatistikleri, 2014).

Meme kanserinin etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte bircok risk faktorii ile
iligkili oldugu bilinmektedir (21, 22). Meme kanseri ile savagsmanin en iyi bilinen yolu,
hastalik gelismeden Once risk etmenlerini kontrol etmektir (22). Bununla birlikte, tim
kanserlerde oldugu gibi meme kanserindeki tiim risk etmenlerini diisiinmek ¢ok zordur
(21, 22). Kadinlarin meme kanserine yakalanma riski erkeklerden daha yiiksektir. Ileri
yas, onceki habis veya iyi huylu tiimorler, aile Oykiisinde meme kanseri ve genetik
yatkinlik, adet menstriiasyon Oykiisii, dogurganlik ve emzirme, hormonal etkinlik,
fiziksel etkinlik, radyasyona maruz kalma, alkol kullanimi, yagh diyet ve viicut agirhigi

gibi birgok faktdr meme kanseri gelisimi riskini artirmaktadir (23-26).



The breast is composed of glandular and stromal tissue. Glandular tissue includes the ducts and lobules.
Stroma comprises area between lobes.

Pectoralis
muscle
Chest wall
and ribs —\l:lipple
N\
N\
N
Ducts
Inner layer of Outer layer of lobular
Stroma myoepithelial cells luminal epithelial
provide structural cells produce milk
Each lobe drains into a major Each terminal duct lobular — support to the during lactation
lactiferous duct that dilates into unit is composed of branched lobules and assist in
a lactiferous sinus beneath the tubuloalveolar glands milk ejection during
areola opening onto the nipple organized into lobes lactation

Sekil 2.1. Gogiis anatomisi ve histolojisinin gosterilmesi

2.1.1. Meme Kanseri Patolojisi ve Simiflandiriimasi

Malign meme tiimorlerinin ¢ogunlugu adenokarsinomdur (27). Adenokarsinomlarin
duktal lobiiler iiniteden kaynaklandigi dislniilmektedir (27). Skuamoz hiicreli
karsinom, phyllodes tiimorler, sarkom ve lenfoma gibi diger malign tiimorler %5'ten

daha azin1 olustururlar (27).

2.1.1.1. Meme kanserinin histolojik siniflandirmasi

Histolojik olarak meme karsinomlar1 in situ ve invaziv karsinomalar olmak iizere iki
gruba ayrilir. In situ karsinomada malign epitel hiicreleri kanallar ve asiniis ile ¢evrili
bazal membran ile siirli iken invaziv karsinomda neoplastik hiicreler stromay1 bazal
membran boyunca isgal eder (27). Bu nedenle, invaziv karsinomalar, lenfatik ve kan
damarlarin istila edebilme kapasitesine sahiptir ve bdlgesel lenf nodlarmma ve uzak
organlara metastaz yaparlar (27, 28). Invaziv meme karsinomalari, morfolojik olarak

farkli fenotipik Ozellikleri gdsterebilen tiimoérlerdir ve bazilart klinik ve prognostik
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ozelliklere sahiptir (27). Bugilin, meme kanserinin histolojik siniflandirmasi i¢in en sik
kullanilan ydntem, Diinya Saghk Orgiiti (WHO) tarafindan 6nerilen smiflandirmadir

27).
In situ karsinoma

e In situ duktal karsinoma

e In situ lobular karsinoma
Invasive karsinoma

e Invaziv duktal karsinoma
e Invaziv lobular karsinoma

e Tiibiiler karsinoma

e Invaziv cribriform karsinoma

e Mediiller karsinoma

e Miisindz karsinoma

e Invaziv papiler karsinoma

e Invaziv mikropapiler karsinoma
e Apokrin karsinoma

e Sekratuvar (juvenile) karsinoma
e Adenoid kistik karsinoma

e Metaplazi karsinoma

e Noroendokrin karsinoma

o Enflamatuvar karsinoma

Lobular Carcinoma In Situ (LCIS) Ductal Carcinoma In Situ (DCIS)

Normal lobule

b G \ Normal duct

cells

“Fatty tissue ! Fatty tissue

Sekil 2.2. in situ lobiiler ve duktal karsinomun gdsterilmesi
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Tablo 2.1. Histolojik derecelemede kullanilan Modifiye Bloom-Richardson sistemi

(29).
Skor (puan)
Nukleus ozellikleri
Kiiciik, tekdiize hiicreler 1
Orta derecede boyut ve sekil farki, nukleol varlig 2

Belirgin boyut ve sekil farki, siklikla ¢ok sayida nukleol 3

Tubulus yapimi

Tlimoriin biiyiik kisminda (>75) 1
Orta derecede (%10-75) 2
Minimal veya hi¢ yok (<10) 3

Mitoz sayis1 (x25, alan ¢ap1 0.59 mm-10 alan)
0-9 1
10-19 2
>20 S

Toplam skor; 3-5: Derece I, 6-7: Derece II, 8-9: Derece III

Invasive ductal carcinoma Invasive lobular carcinoma

\\Duct
Lobule

Sekil 2.3. invasiv lobiiler ve duktal karsinomun gosterilmesi
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Tablo 2.2. Meme kanserinde TNM sistemine gore evreleme (30, 31)

Evreler Birincil Tiimor (T) Lenf Nodu (N) Metastaz (M)
Evre 0 Tis NO MO
Evre I T1 NO MO
Evre ITA TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
Evre IIB T2 N1 MO
T3 NO MO
Evre IIIA TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
Evre 111B T4 N (herhangi) MO
T (herhangi) N3 MO
Evre IV T (herhangi) N (herhangi) M1

Tablo 2.3. Meme kanseri tiimorlerinin TNM sistemi ile siniflandirilmasi (30, 31)

TNM Simiflandirmasi

Primer Tiimor: T

Tx: Primer tiimor degerlendirilemeyebilir
TO : Primer tiimor bulgusu yok
Tis: Tiumor bulgusu olmayan Paget hastaligi in-situ timor
T1: Tiimor O ile 2 cm arasinda
Tla: Timor 0,1-0,5 cm arasinda (0,5 cm dahil)
T1b: Tiimor 0,5-1 cm arasinda (1 cm dahil)
T1: Timor 1-2 cm arasinda (2 cm dahil)
T2:Tiimor 2-5 cm arasinda
T3: Tiimor 5 cm den fazla
T4: Tiimoriin boyutu ne olursa olsun deri ya da toraks duvarina dogrudan ulagimi
T4a: Toraks duvarina ulagimi

T4b: Meme derisinde 6dem (Peau d'orange dahil), iilserasyon, tiimérli



memede yandas deri lezyonlari
T4c: T4a + T4b
T4d: Enflamatuar kanser
Paget hastaliginda kitle varsa T'yi kitlenin biiyiikliigii tayin eder.

T olgiimiinde tiimoriin en biiylik boyutu géz 6niine alinir.

Bolgesel Lenf Bezleri: N

Nx: Bolgesel lenf bezleri degerlendirilemeyebilir
NO: Bolgesel lenf bezi metastazi yoktur
N1: Aym taraf koltukaltinda bir ya da fazla mobil lenf bezinde metastaz

N2: Ayni taraf koltukaltinda bir ya da fazla lenf bezinde metastaz; fakat bu lenf
bezleri birbirlerine yada etraftaki dokulara yapigik
N3: Tiimoriin bulundugu taraftaki mammaria interna lenf bezi grubuna metastaz

Uzak Metastazlar: M

Mx: Uzak metastazlarin varligi degerlendirilemeyebilir
MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastazlar mevcut

2.1.2. Meme Kanserinin Molekiiler Biyolojisi ve Alt Tipleri

Biiytik 6lcekli gen ekspresyon profili (GEP) ¢alismalari, BC'lerin tek bir tiir hastalik
olmadigini, dort ana alt tiire ayrilabilecegini gostermistir; luminal A (LBC-A), luminal
B (LBC-B), HER2-pozitif, ve iiclii negatif/basal-benzeri. Bu smiflandirma son
zamanlarda dogrulanmis ve genomik verilerle biitlinlestirilmistir. Bu ¢esitli alt tiplerin
gercekten de farkli tekrarlayan genomik degisikliklerle iligkili oldugunu gdstermistir.
Bat1 diinyasinda LBC, BC tanis1 konanlarin % 60'indan fazlasini olusturan en yaygin alt
tirii temsil eder. Klinik uygulamada, dstrojen almact (ER), progesteron almaci (PR),
HER?2 ve Ki67 ifadesi gibi birka¢ 6zellik su anda LBC-A (ER + ve / veya PR +, HER2-,
diisiik Ki67)’nin LBC-B (ER + ve / veya PR +, HER2- veya HER?2 +, yiiksek Ki67)’den
ayirt edilmesinde kullanilmaktadir. Bu smiflamanin tedaviye yonelik etkileri vardir,
clinkli yukaridaki belirteclerin goreceli ifadesine dayali olarak, LBC hastalar1 hormon,
kemo veya hedefli tedaviler alacak veya almayacaklardir. LBC-A ile
karsilastirildiginda, LBC-B, erken rekiirrens ve daha kotii prognoz oranini gosterir ve bu

alt grup icin uygun tedavinin se¢imi klinik hekim i¢in hala zor bir gorevdir. Dolayisiyla,
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LBC-B'de en uygun (hormon - veya chemo - icermeyen) tedaviyi segilebilmesi igin

daha etkili biyobelirteglerin tanimlanarak klinikte kullanilmasina ihtiyag¢ vardir (32).

Yukarida sozii edilen molekiiler siniflandirmanin prognostik dnemi de vardir; tglii
negatif ve HER2 + BC daha saldirgan bir ilerlemeye sahiptir. Ustelik BC'nin ilk
evrelerinde ve in situ lezyonlarda ayni molekiiler 6zellikler mevcut oldugundan, erken
taninin saldirgan olarak tedavi edilmesi gereken potansiyel malign tiimdrlerin

tanimlanmasina (ve ¢ikarilmasina) yardimci olabilecegi beklenmektedir (32).

2.2. Kanserin Molekiiler Biyolojisi

Gelismis iilkelerde kardiyovaskiiler hastaliklar oliimiin baslica sebebidir (34%), ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin ardindan kanser gelmektedir (23%). Kanser, diizensiz
hiicre biliyltimesi ve hiicrelerin birincil bolgeden viicudun diger bolgelerine yayilmasi ile
karakterize bir grup hastaliktir. Kanserlerin sadece % 10'a kalitsaldir. %70'1 sporadiktir,
yani mutasyonlar kalitsal degil, bireyin yasam siiresince ortaya cikar (20). Kanserin
yiizde yirmisi basta viriisler olmak iizere patojenik enfeksiyonlardan kaynaklanmaktadir
(33). Tumor kanserle es anlamli degildir. Bir timor benign, pre-malign veya malign
olabilir, oysa kanser tanim olarak malign anlamindadir (33, 34). Daha 6nce bir¢ok bilim
adami, bilimin tiimdrigenezin nedeni lizerine son cevabi bulduguna emindi: kanser,
kansere bagli genler tarafindan kodlanan proteinleri degistiren biriken mutasyonlarin bir

sonucudur (35).

Cogu kanser, kontrollii hiicre bliylimesinin diizenlenmesinde rol oynayan normal genler
olan proto-onkogenlerde mutasyona sahiptir (36). Bu genler, biiyiime etmenleri,
bliylime etmeni almaglari, sinyal iletim molekiilleri ve niikleer yazilim etmenleri
(yazilimi baslatmak icin genlere baglanan proteinler) olarak islev gdren proteinleri
kodlar (36, 37). Proto-onkojen mutasyona ugradiginda veya etkinligi arttifinda onkogen
olarak adlandirilir ve diizensiz hiicre biiylimesi ve doniisiimiine sebep olur (36, 37).
Hiicresel seviyede, tek bir alelde meydana gelen sadece bir mutasyon, kanser
gelisiminde onkojenik rol oynamak icin yeterlidir. Boyle bir mutasyonun meydana

gelme olasiligy, yas ilerledikce artar (36-38).

Bircok kansere yatkinlik geni, timor baskilayict genlerdir (3, 4). Bu genler, normal

kosullar altinda hiicre biiylimesini baskilamaktadir. Bazilar1 hiicre biiylimesini
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yavaglatmak amaciyla diger genler icin gerekli olan yazilim etmeni kodlayarak yapar (3,
4). Ornegin, tiimor baskilayic1 gen olan TP53'in protein iiriinii p53°tiir. P53 dogrudan
DNA'ya baglanir ve hiicre biiylimesini baskilayan veya hiicre oliimiinii tetikleyen
genlerin sentezlenmesine yol acgar (39). Diger tiimoér baskilayici genler, hiicre
dongiisiinii kontrol etmeye yardimci olan proteinleri kodlar (39-41). Kanserin ortaya
¢ikmast i¢in bir tiimdr baskilayici genin her iki kopyast da kaybolmus ya da mutasyon
gecirmis olmalidir. Timor baskilayici geninde esey hiicre hatti mutasyonu tagiyan bir
kisinin, tiim hiicrelerinde genin sadece bir fonksiyonel kopyas1 vardir (39, 40). Bu kisi
icin, hiicrelerinin herhangi birindeki genin ikinci kopyasmin kaybedilmesi veya

mutasyonu kansere neden olabilir (39, 40).

Alfred Knudson 1971 yilinda, kalitsal retinoblastom adi verilen kalitsal bir kanser
formunun vucutta birden fazla bolgede erken yasta ortaya ¢ikmasini agiklamak icin ¢ift
vurus hipotezini 6ne slirmiistiir (42). Ancak, viicuttaki her hiicrede bulunan bozuk bir
genin bir esey hiicre hatt1 kopyasinin aktarilmasi, kanserin gelismesine olanak tanimak
icin yeterli degildir. Somatik olarak genin ikinci kopyasinda bir vurusun (kaybin)
meydana gelmesi gerekir ve boylelikle kanser olusur (43, 44). Bu hipotez, bir esey
hiicre hattt mutasyon tastyicisinin, viicut hiicrelerindeki birden fazla bolgeden herhangi
birinde ikinci bir somatik mutasyon olusma ihtimalinin, tasiyict olmayan bir kisinin
aynt hiicrede iki defa mutasyona ugrama olasiligindan c¢ok daha fazla olacagini
ongormiistiir. Dolayisiyla, ¢ift vurus hipotezine gore, tiimdr baskilayict genler fenotipik
seviyede resesif olarak davranirlar (her iki allel mutasyona ugramali / kanser

gelisiminde kaybolmalidir). (45-47).

Herediter kanser sendromlarinda, bireylere heterozigot (bir veya daha fazla benzer
olmayan gen ¢iftleri vardir) adi verilir ¢linkii hayata kansere duyarlilikla baglantil
allellerden birinde bir mutasyon (anne babalardan birinden miras alinir) ile baslarlar.
Ancak, allelerden birinin var olmast durumu dengeler (48, 49). Bu bireyler kansere
egilimlidir ¢linkii tiim hiicreleri zaten kanser iligkili genlerde yalnizca bir islevesel allel
kopyasina sahiptirler. Esey hiicre hatti mutasyonunu dengeleyen hayati 6neme sahip
timdr baskilayict bir genin hayatin herhangi bir asamasinda kaybi heterozigotluk kaybi

olarak bilinen duruma sebep olmaktadir (2, 41, 50).

Onkogenler (timdr olusumuna sebep olan genler), dizilerinde degisiklik meydana

gelirse veya ifadeleri yanlis diizenlenirse, kontrol edilemeyen hiicre ¢ogalmasini
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tetikleyebilen hiicresel genlerdir (51). Onkogenler baslangicta hiicre ¢ogalmasinin
diizenlenmesinde degisiklige neden olarak cogunlukla tavuk, fare ve sicanlarda bir
tiimore neden olan genler olarak RNA tiimor viriislerinde (retroviriisler) tanimlanmistir
(51). Yirmiden fazla viral onkogenin proto-onkogenler veya hiicresel onkogenler (c-
onc) olarak adlandirilan hiicresel bir homolog geni oldugu bilinmektedir (51, 52).
Hiicresel onkogenler hiicre icerisinde gerekli yerlerde hiicre dongiisii, hiicre boliinmesi
ve farklilagmasi gibi siireclerin diizenlenmesi i¢in gerekli proteinleri kodlarlar (51, 52).
Onkogenler, neredeyse her durumda, hiicrelerin biiylime talimatlarini alip uyguladig
uyar1 iletim yolaklarinda gdrev alir. Bu genleri etkinlestiren mutasyonlar, (1) gelen
herhangi bir uyar1 olmadan bir protenin siirekli olarak etkin olmasina sebep olan yapisal
mutasyonlar aktivitesine (Or. protein kinazlar veya Ras) veya genin asir1 ifadesine sebep
olan veya yanlis zamanda ya da yanlis yerde ifadesine neden olan (6rn., biiyiime

faktorleri veya transkripsiyon faktorleri) diizenleyici mutasyonlardir(53, 54).

Genomic
Instability

NEH il :
Uncontrolled Cell Growth Induction of Cell Invasion and
and Decreased Apoptosis Angiogenesis Metastasis

Sekil 2.4. Onkogenler, tiimdr baskilayici genler ve kanser.

Insan viicudu, tiimor siipresdr genler tarafindan uygulanan ve hiicre sayilarini
diizenleyen mekanizmalara sahiptir ve yeni hiicrelerin dogru olarak ¢ogaltilan DNA'y1
almasin1 saglar (3, 50). Bircok tiimor baskilayic1 gen iiriinii, kontrolsiiz biiyiimenin

durdurma isareti olarak hareket eder ve bu nedenle hiicre dongiisiinii baskilayabilir,
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farklilasmay1 hizlandirabilir veya apoptozu tetikleyebilir (3, 50). Bir allelde bir
degisikligin normal islevini degistirecegi hiicresel onkogenlerden farkli olarak, bir
tiimor baskilayict genin her iki alleli, bir tiimoér gelismeden Once islevlerini
kaybetmelidir. ilk olay baz degisimi veya delesyon ile meydana gelen mutasyondur.
Diger aleli (allel 2) etkileyen ikinci olay, ayn1 zamanda bir mutasyon olabilir, ancak
islev kaybi, daha siklikla, hatali bir hiicre bdliinmesinden (mitotik ayrilmama) veya
diger mekanizmalar ile kromozomun kaybedilmesinden kaynaklanmaktadir. Cift vurus
hipotezi kalitsal retinoblastoma gibi kanserlerin viicudun c¢esitli bolgelerinde erken yasta

ortaya ¢ikma sebebini agiklamaktadir (3, 39, 46, 50).

Bir tiimor baskilayic1 gendeki ilk mutasyon, zigotta (germinal mutasyon, yani etkilenen
bir ebeveynden kalitilan germ hiicresi mutasyonu veya yeni mutasyona bagli olarak)
veya ilgili dokunun tek bir hiicresinde (somatik mutasyon) mevcut olabilir. Bir alelin
fonksiyon kaybi, hiicrenin tiimor gelisimine yatkin hale gelmesine neden olur. Germ
hatti1 mutasyon sayesinde, tim hiicreler yatkin hale gelir. Tiimor, ikinci alelin islev
kaybindan sonra ortaya ¢ikar. Tek bir hiicrede somatik mutasyon meydana geldiginde,
her iki allelin islev kaybi nadiren ayni hiicreleri etkiler. Ancak bir germ hiicresi
mutasyonu ile, ikinci allelin fonksiyon kaybi siktir, ¢linkii biitiin hiicreler birinci
mutasyonu tasirlar, yani yatkindirlar. Somatik mutasyonda tiimor sporadik olarak olusur

(kalitsal degildir) ve tek hiicreli klondan ortaya ¢ikar (42, 46, 50, 55).

2.3. Apoptoz

Her ne kadar apoptoz kavraminin belirli bilesenleri yillarca 6nceden agikga tarif edilmis
ise de, Apoptoz (a-po-toe-sis) terimi, 1972'de Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan klasik
bir makalede ilk kez hiicre 6liimiiniin morfolojik olarak farkli bir bigimini tanimlamak
icin kullanilmistir  (56-58). Memeli hiicrelerinde apoptoz siirecinde yer alan
mekanizmalarin anlagilmasi, nematod Caenorhabditis elegans'n gelisimi sirasinda
olusan programlanmis hiicre 6liimiiniin incelenmesi ile olmustur (59). Bu organizmada,
yetigkin solucan olusumunda 1090 somatik hiicreler tiretilir ve bu hiicrelerin 131'inin
apoptoz veya "programlanmis hiicre olimii" gecirmektedir. Bu 131 hiicre, gelisme
stireci boyunca belirli noktalarda 6liir ve bu da solucanlar arasinda esas olarak degismez
ve bu sistemde olaganiistii dogruluk ve kontrol saglar. Apoptoz, o zamandan beri
genetik olarak belirlenmis hiicrelerin yok edilmesini igeren "programlanmis" hiicre

Olimiiniin ayirt edici ve Oonemli bir modeli olarak kabul edildi. Bununla birlikte,
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programlanmis hiicre 6liimiiniin diger formlarinin tanimlandigina ve programlanmis

hiicre 6liimiiniin diger bi¢cimlerinin kesfedilebilecegine dikkat etmek 6nemlidir (60-62).

Apoptoz normal kosullarda gelisme ve yaslanma sirasinda dokulardaki hiicre nufusunu
korumak i¢in meydana gelen homeostatik bir mekanizmadir (8). Apoptoz, bagisiklik
reaksiyonlarinda, hiicreler hastalik veya zararli maddelerle hasar gordiigiinde bir
savunma mekanizmasi olarak ortaya ¢ikar (63). Hem fizyolojik hem de patolojik olarak
apoptozu tetikleyebilecek c¢esitli uyaranlar ve kosullar olmasina ragmen, tiim hiicreler
ayni uyarana karsi oliime gitmeyecektir. Radyasyon veya kanser kemoterapisinde
kullanilan ilaglar bazi hiicrelerde DNA hasarina neden olurlar, bu da p53'e bagimli bir
yolak ile apoptotik 6liime neden olabilir (64). Baz1 hormonlar, 6rnegin kortikosteroidler,
bazi hiicrelerde (0r. Timosit) apoptotik hiicre Sliimii tetikleyebilirler, ancak diger

hiicreler etkilenmezler (63, 64).

Bazi hiicreler ligand baglanmasi ve protein ¢capraz baglanmasi ile apoptoza yol agabilen
Fas veya TNF almaglarini ifade eder (65). Diger hiicreler bir hormon ya da biiyiime
faktorii gibi bir hayatta kalma faktorii tarafindan engellenmesi gereken siradan bir 6liim
mekanizmasina sahiptir (65). Ayrica, apoptozun nekrozdan ayirt edilmesi bir sorun
teskil etmektedir ¢iinkii her iki olay da bagimsiz olarak, ardigik olarak veya ayni anda
meydana gelebilmektedir (66, 67). Bazi durumlarda, hiicrelerin apoptoz ile mi nekroz
ile mi Olecegini uyarinin ¢esiti ve derecesi belirler. Diisiik dozlarda, 1s1, radyasyon,
hipoksi ve sitotoksik anti - kanser ilaglart gibi cesitli zararli uyarilar apoptozu
indiikleyebilir, ancak ayni uyaranlar daha yiiksek dozlarda nekroza neden olabilir. Son
olarak, apoptoz, "kaspazlar" olarak adlandirilan bir grup sistein proteazin etkinlesmesini
ve baglangictaki uyartyr hiicrenin en sonunda 6liimiine baglayan karmasik bir olaylar

silsilesini i¢eren diizenlenmis ve ¢cogunlukla enerji bagimli bir siirectir (68).

2.3.1. Apoptozun Morfolojisi

Isik ve elektron mikroskopisi ile yapilan ¢alismalarda, apoptoz sirasinda ortaya ¢ikan
cesitli morfolojik degisiklikler tespit edilmistir (69). Apoptozun erken sathalarinda
hiicre biiziilmesi ve pyknosis, 151k mikroskopisi ile goriilebilir (57). Hiicrenin biiziilmesi
ile hiicrelerin boyutu daha kiiciik, sitoplazma yogun ve organellerin siki bir sekilde
paketlenmistir. Pyknosis kromatin yogunlagmasinin bir sonucudur ve bu apoptozun en
karakteristik Ozelligidir. Hematoksilen ve eozin boyama ile yapilan histolojik

incelemede apoptoz, tek hiicreler veya Kkiiciik hiicre kiimeleri icermektedir (8).
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Apoptotik hiicre koyu eozinofilik sitoplazma ve yogun mor niikleer kromatin pargalari
ile yuvarlak veya oval bir kitle olarak goriiliir. Elektron mikroskobu, hiicre ici
degisiklikleri daha iyi tanimlayabilir. Kromatin yogunlasma fazinin baslangicinda,
elektron yogun niikleer madde karakteristik olarak niikleer membranin altinda periferik

olarak toplanir, ancak diizgiin yogun ¢ekirdekler de olabilir (Sekil 2.5. A, B) (8).

Sekil 2.5. Apoptozun transmisyon elektron mikroskop (TEM) ile gosterilmesi.

Apoptoz sirasinda asirt derecede plazma zar1 tomurcuklanmasi (blebbing) meydana
gelmektedir bunu takiben karyorrhexis ve “budding” olarak adlandirilan bir siire¢ ile
hiicre pargaciklarinin apoptotik cisimciklere ayrilmasi meydana gelmektedir (8).
Apoptotik cisimcikler, niikleer parcaciklar igeren veya icermeyen sekilde paketlenmis
organellerin bulundugu sitoplazmadan olusur (Sekil 2.5. C) (8). Organel biitlinligi
halen muhafaza edilmekte ve bu saglam bir plazma zarn ile ¢evrelenmistir. Bu
cisimcikler daha sonra makrofajlar, parenkimal hiicreler veya neoplastik hiicreler
tarafindan fagosite edilir ve fagolizozomlar i¢inde bozunurlar (Sekil 2.5. D) (8).
Apoptotik hiicreleri yutan ve sindiren makrofajlara " boyanabilen viicut makrofajlar1"

denir ve siklikla lenfoid folikiillerin reaktik germinal merkezlerinde veya bazen timik
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kortekste bulunurlar (8). Boyanabilen cisimcikler (tingible bodies) apoptotik hiicre
niikleer enkaz parcaciklaridir. Apoptozis siireciyle veya apoptotik hiicrelerin
cikarilmasiyla esasen iltihaplanma reaksiyonu yoktur c¢iinkii: (1) apoptotik hiicreler,
hiicresel unsurlar1 c¢evreleyen hiicreler arasi dokuya salmamaktadirlar c¢evreleyen
hiicreler tarafindan ¢abucak fagosite edilirler, bu nedenle muhtemelen sekonder nekroz

Onlenir ve (2) fagositoz yapan hiicreler anti-inflamatuar sitokinler tiretmezler (70, 71).

2.3.2. Apoptozun nekrozdan ayirt edilmesi

Apoptotik hiicre Oliimiine alternatif, hiicrenin pasif bir kurban oldugu ve enerjiden
bagimsiz 6liim seklini takip ettigi toksik bir siire¢ oldugu diisiiniilen nekrozdur. Fakat
nekroz, hiicre 6liimiinden sonra olusan bozunum siiregler anlamina geldigi i¢in, bazilar
tarafindan hiicre 6limii mekanizmasinin tanimlanmasinda uygun olmayan bir terim
olarak diisiiniiliir. Bu nedenle Oncosis, karyoliz ve hiicre sismesi ile nekroza yol acan
bir islemi tarif etmekte kullanilirken, apoptoz, hiicre biiziilmesi, pyknosis ve karyoreksis
ile birlikte hiicre Oliimiine yol agmaktadir. Bu nedenle, "onkotik hiicre olimii" ve
"onkotik nekroz" terimleri, hiicre sismesi esliginde hiicre olimii tanimlamanin
alternatifleri olarak Onerilmistir, ancak bu terimler su anda yaygin olarak

kullanilmamaktadir. (72, 73).

Apoptoz ve nekroz mekanizmalar1 ve morfolojileri farkli olmakla birlikte, bu iki siireg
arasinda oOrtiisme vardir. Kanitlar, nekroz ve apoptozun, "apoptoz-nekroz siirekliligi"
olarak tanimlanan ortak bir biyokimyasal agin morfolojik ifadelerini temsil ettigini
ortaya koymaktadir (67). Ornegin, siiregelen bir apoptotik islemi nekrotik bir isleme
dontistiiren iki faktor, kaspazlarin ve hiicre i¢i ATP'nin kullaniminda azalmadir (74, 75).
Bir hiicrenin nekroz veya apoptoz ile 6liip 6lmemesi kismen hiicre 6liim sinyalinin

dogasina, doku tiirline, dokunun gelisim evresine ve fizyolojik ortama baglidir (67, 76).

Geleneksel histolojik yontemler ile, apoptozu nekrozdan ayirmak her zaman kolay
degildir ve uyaricinin yogunlugu ve siiresi, ATP tiiketiminin derecesi ve kaspazlarin
varlig1 gibi faktorlere bagl olarak aymi anda ortaya ¢ikabilir (67). Nekroz, genellikle
genis hiicre alanlarini etkileyen kontrol edilemeyen ve pasif bir siiregtir, buna karsin
apoptoz kontrol edilir ve enerjiye baghdir ve tek bir hiicre veya hiicre kiimelerini
etkileyebilir. Nekrotik hiicre hasarina iki ana mekanizma aracilik eder; Hiicrenin enerji
kaynagina miidahale ve hiicre zarina dogrudan verilen zarar. Nekrozda ortaya c¢ikan

morfolojik degisiklikler arasinda hiicre sismesi; sitoplazmik keseciklerin olusumu;
20



sismis endoplazmik retikulum; sitoplazmik cisimcik olusumu; yogunlagmis, sismis veya
yirtilmis mitokondri; ribozomlarin par¢alanmasi ve ayrilmasi; organel membranlarinin
yikimi; sismis ve yirtilmis lizozomlar; ve sonunda hiicre zarmin bozulmasi yer
almaktadir (57, 73, 77). Bu hiicre zar biitiinliigiiniin kayb1, ¢cevresel dokuya sitoplazmik
iceriklerin salinmasiyla sonuglanir, nihayetinde enflamatuvar hiicrelerinin uyarilmasi ile
sonu¢lanan kemotaktik sinyaller gonderilir. Apoptotik hiicreler, hiicresel bilesenlerini
cevreleyen interstisyel dokuya salmadigindan ve makrofajlar veya bitisik normal
hiicreler tarafindan ¢abucak fagosite edildiginden, aslinda higbir enflamasyon tepkimesi
yoktur (70, 71). Pyknosis ve karyorrhexis’in apoptoza 6zel olmadigini ve nekrozla
olusan sitomorfolojik degisikliklerin bir pargasi olabilecegini de not etmek onemlidir

(78). Tablo 2.4’te apoptoz ve nekrozun ana morfolojik 6zellikleri karsilagtirilmistir.

Tablo 2.4. Apoptozis ve nekrozun morfolojik 6zelliklerinin karsilastirilmast.

Apoptoz Nekroz

Tek hiicreler veya kiiciik hiicreler kiimeleri Genellikle komsu hiicreler

Hiicrenin biiziilmesi ve konvoliisyonu Hiicre sismesi

Pyknosis ve karyoreksis Karyoliz, pyknosis ve karyoreksis
Saglam hiicre zar1 Bozulmus hiicre zar1

Sitoplazma apoptotik cisimlerde tutulur Sitoplazma salinir

Yang1 yok Genellikle yangi var

2.3.3. Apoptoz Mekanizmasi

Apoptoz mekanizmalar1 enerji bagimli molekiiler olaylar silsilesini igeren son derece
karmasik mekanizmalardir. Bugiine kadar yapilan arastirmalar, iki temel apoptotik yol
olduguna isaret ediyor: Olim reseptorii yolagi olarak bilinen digsal yolak ve
mitokondriyal yolak olarak bilinen icsel yolak. Bununla birlikte, su anda iki yolagin
birbirine bagli oldugunu ve bir yolagin molekiillerin digerini etkileyebilecegine dair
kanitlar vardir (79). T hiicresi aracili sitotoksite ve perforin-granzim bagimli hiicre
oliimii olarak bilinen bir yolak daha vardir. Perforin / granzim yolu, granzyme B veya

granzyme A araciligiyla apoptozu tetikleyebilir. Dissal, i¢sel ve granzim B yolaklar
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uygulama yolag1 olarak bilinen sonda birlesirler. Bu yol, kaspaz-3'iin boliinmesi ile
baslatilir ve DNA pargalanmasi, hiicre iskeletinin ve niikleer proteinlerin bozunmast,
proteinlerin ¢apraz baglanmasi, apoptotik cisimlerin olusmasi, fagositik hiicre almaglari
icin ligandlarin ifadesi ve sonunda fagositik hiicreler tarafindan alinmasi ile sonuglanir.
Granzyme A yolu kaspazdan bagimsiz bir hiicre 6liim yolunu tek sarmalli DNA hasari

vasitastyla etkinlestirir (8, 80).

Apoptotik hiicreler, proteinlerin par¢alanmasi, proteinlerin ¢apraz baglanmasi, DNA
parcalanmasi ve fagositik tanima gibi ¢esitli biyokimyasal modifikasyonlar1 sergilerler
ve bu da daha Once tarif edilen belirgin yapisal patoloji ile sonuglanir (81). Kaspazlar
pek cok hiicrede etkin olmayan bir proenzim formunda yaygin olarak ifade edilir ve
etkinlestikten sonra cogu zaman diger prokaspazlari etkinlestirerek bir proteaz
silsilesinin baslatilmasina izin verir. Baz1 prokaspazlar da bir araya gelerek kendi
kendilerinin etkinlestirebilirler. Bir kaspazin diger kaspazlari etkinlestirebildigi bu
proteolitik silsile, apoptotik uyar1 iletimini artirir ve bdylece hizli hiicre 6liimiine yol
acar (8). Farkli kaspazlarin komsu amino asitleride igeren fakli tanima bdolgeleri olsa da
kaspazlarin proteolitik etkinlikleri vardir ve proteinleri aspartik asit dizilerinden
parcalarlar. Kaspazlar baslangicta bir kez etkinlestirildiginde, hiicre 6liimiine dogru geri
dondiiriilemez bir yola girilmis olur. Bugline kadar, on ana caspase tanimlanmis ve
bunlar baslaticilar (kaspaz-2, -8, -9, -10), uygulayicilar (kaspaz-3, -6, -7) ve
inflamatuvar kaspazlar (kaspaz-1 , -4, -5) olmak iizere gruplandirilmislardir (82, 83).
Saptanan diger kaspazlar, septik sok sirasinda apoptozu ve sitokin olgunlagsmasini
diizenleyen kaspaz -11, amiloid-f ile endoplasmik 6zgii apoptozise ve sitotoksisiteye
aracilik eden caspase-12, sigir geni oldugu oOne siiriilen kaspaz-13 ve yetiskin dokularda
degil, embriyonik dokularda yiiksek diizeyde ortaya c¢ikan kaspaz-14 seklinde
siralanmaktadir (84-87).

Kapsamli protein ¢apraz baglama, apoptotik hiicrelerin bir diger 6zelligidir ve doku
transgliitaminazinmn ifadesi ve etkinlesmesi yoluyla elde edilir (88). Ca®* ve Mg** 'e
bagimli endoniikleazlar tarafindan DNA parcalanmasi da meydana gelir ve 180 ila 200
baz ¢ifti uzunlugunda DNA parcaciklarinin olugsmasina neden olur (89). Karakteristik
bir "DNA merdiveni", etidyum bromiir boyamasi ve ultraviole 151k ile agaroz jel

elektroforezinde gozlemlenebilir.
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Bir diger biyokimyasal 6zellik, komsu hiicreler tarafindan apoptotik hiicrelerin erken
donemde fagositik olarak taninmasiyla sonuglanan hiicre yiizeyi belirteglerinin
ifadesidir ve ¢evresindeki dokuya en az zarar ile hizli fagositozu saglar. Bu, hiicrenin
lipid ¢ift katmaninda normal ige bakan fosfatidilserinin plazma zarmnin disina dogru
hareketi ve ifadesi ile saglanir (90). Fosfatidilserinin disa vurumu, apoptotik hiicrenin
yiizeyindeki fagositler i¢in iyi bilinen bir tanima ligandi olmasma ragmen, yeni
caligmalar, apoptotik hiicre temizlemesi sirasinda diger proteinlerin de hiicre ylizeyinde

ifade edildigini gostermistir. Bunlara Annexin I ve calreticulin dahildir.

Annexin V kuvvetli ve 6zgiil olarak fosfatidilserin kalintilariyla etkilesime giren ve
apoptozun saptanmast i¢in kullanilabilen fosfatidilserine baglanan rekombinant bir
proteindir (91, 92). Calreticulin, fagositik hiicre iizerinde bulunan LDL-almag iliskili bir
proteine baglanan bir proteindir ve bir tanima uyarisi olarak fosfatidilserin ile birlikte
islev  gordiigii oOngoriilmektedir (93). Yapiskan glikoprotein trombospondin-1
etkinlesmis mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin dis yiizeyinde eksprese edilebilir ve
CD36, kaspaz-3 benzeri proteazlar ve diger proteinler ile birlikte reseptor aracili

apoptozu tetikler(94).

2.3.4. I¢sel Apoptoz Yolag

Apoptozu baglatan intrinsik sinyal yollari, hiicre i¢i uyarilar iireten c¢esitli almag
kaynakli olmayan uyarilar1 igeren direk olarak hedefler iizerinde etki eden ve
mitokondiral baslangigh olaylardir. igsel apoptoz yolagmi baslatan uyari pozitif ya da
negatif yonde etki edecek hiicre ici uyarilarm {iretilmesine sebep olur. Oliim
yolaklarinin baskilanmasinin Oniine gecen negatif uyarilar arasinda belirli biiyiime
etmenleri, hormonlar ve sitokinleri yoklugu yer almaktadir. Bir baska deyisle,
etmenlerin azalmasi, apoptotik baskilanmanin kayb1 ve sonrasnda apoptozun
etkinlesmesi s6z konusudur. Pozitif etki gosteren etmenler arasinda radyasyon,

toksinler, hipoksi, hipertermi, viral enfeksiyonlar ve serbest radikaller yer almaktadir.

Tim bu uyaranlar, Mitochondrial Permeability Transition (MPT) gozeneginin
acilmasimna, mitokondriyal zar potansiyelinin kaybedilmesine ve pro-apoptotik
proteinlerin iki ana grubunun zarlar arasi bosluktan sitozole salinmasina neden olur
(95). Birinci grup sitokrom ¢, Smac / DIABLO ve serin proteaz HtrA2 / Omi'den olusur
(96-99). Bu proteinler kaspaz bagimli mitokondriyal yolag: etkinlestirir. Sitokrom c,

Apaf-1 ve procaspase-9’a baglanir ve etkinlestirir ve bir "apoptozom" olusturur (Sekil
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2.6.) (100, 101). Prokaspaz-9'un bu sekilde kiimelenmesi kaspaz-9 etkinlesmesine yol
acar. Smac / DIABLO ve HtrA2 / Omi'nin IAP (inhibitors of apoptosis proteins)
etkinligini baskilayarak apoptozisi tesvik ettigi bildirilmektedir (99, 102). Ayrica, IAP
ile etkilesen ve IAP etkinligini baskilayan ek mitokondriyal proteinler tespit edilmistir.
Ancak, gen susturma (knockout) deneyleri, tek basma IAP'a baglanmanin bir
mitokondrial proteini "pro-apoptotik" olarak etiketlemek i¢in yeterli kanit

olmayabilecegini 6nermektedir (103).
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Sekil 2.6. igsel apoptotik yolak boyunca sinyal iletimi (104).

Pro-apoptotik proteinlerin ikinci grubu olan AIF, endoniikleaz G ve CAD, apoptoz
sirasinda mitokondriden salinir. Ancak bu, hiicrenin 6lmeyi taahhiit etmesinden sonra
olusan gec bir olaydir. AIF ¢ekirdege gegcer ve DNA’nin ~ 50-300 kb parcalara

ayrilmasia ve ¢evresel niikleer kromatin yogunlasmasina neden olur (105). Niikleer
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yogunlagmanin bu erken sekli "Evre I" yogunlagsma olarak adlandirilir (106).
Endoniikleaz G ayn1 zamanda c¢ekirdege geger ve burada niikleer kromatini pargalayarak
oligontikleozomal DNA parcalarini tiretir (107). AIF ve endoniikleaz G'nin her ikisi de
kaspazdan bagimsiz bir sekilde ¢alisir. CAD, daha sonra mitokondriyumdan salinir ve
cekirdege gecerek kaspaz-3 ile kesilimden sonra oligoniikleozomal DNA
par¢alanmasina ve daha belirgin ve gelismis bir kromatin yogunlasmasina neden olur
(108). Bu daha sonra ve daha belirgin olan kromatin yogunlagsmasit "evre II"

yogunlasma olarak adlandirilir (106).

Bu apoptotik mitokondriyal olaylarin kontrolii ve diizenlenmesi, Bcl-2 ailesi
proteinlerinin iiyeleri vasitasiyla gerceklesir (109). Tiimor baskilayici protein p53, Bel-2
ailesinin proteinlerin diizenlenmesinde kritik bir role sahiptir, ancak kesin
mekanizmalar heniiz aydinlatilmamistir (110). Bcl-2 ailesi proteinleri mitokondriyal
membran gecirgenligini yonetir ve pro-apoptotik veya anti-apoptotik olabilir. Bugiine
kadar, Bcl-2 ailesinde toplam 25 gen tespit edilmistir. Baz1 anti-apoptotik proteinler
arasinda Bcl-2, Bcel-x, Bel-XL, Bcel-XS, Bel-w, BAG ve bazi pro-apoptotik proteinler
arasinda Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik ve Blk yer almaktadir. Bu proteinlerin
6zel onemi vardir, c¢linkii hiicrenin apoptoza gidip gitmeyecegini veya durduracagini
belirleyebilirler. Bcl-2 protein ailesinin ana etki mekanizmasinin mitokondriyal
membran gecirgenliginin degistirilmesi yoluyla mitokondriyondaki Sitokrom C

saliniminin diizenlenmesi oldugu diistintilmektedir.

Birka¢ muhtemel mekanizma incelenmistir ancak higbiri kesin olarak ispatlanmamaistir.
Apoptozun Fas yolaginndaki mitokondriyal hasara, Bid proteininin kaspaz-8 ile
kesilmesi aracilik eder (10, 111). Bu 6liim-almag (digsal) yolagi ve mitokondriyal (i¢sel)
yolak arasindaki "gapraz haberlesme" 6rnegidir (79). Bad'in serin fosforilasyonu, cok
islevli fosfoserin baglanan molekiillerinin (multifunctional phosphoserine binding
molecules) bir ailenin iiyesi olan 14-3-3 ile iliskilidir. Bad fosforile oldugunda, 14-3-3
tarafindan tuzaga disiiriiliir ve sitosolde tutulur ancak Bad fosforile edilmediginde

Sitokrom c salinimini uyarmak i¢in mitokondriye gecer (112).

Bad ayrica Bcl-XI veya Bcl-2 ile heterodimerize olur, koruyucu etkilerini baskilar ve
hiicre 6liimiinti tegvik eder (113). Bad tarafindan kenetlenmediginde, hem Bcl-2 hem de
Bcl-X1 bilinmeyen bir mekanizma ile mitokondriden sitokrom C salinmasini engeller.

Daha onceki ¢aligmalar, Bcl-2 ve Bcl-XL'nin Oncelikle kaspaz proteazlarinin
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etkinlesmesini kontrol ederek apoptotik 6liimii engelledigini gosteriyor (114). "Aven"
olarak adlandirilan bir protein hem Bcl-X1 hem de Apaf-1'e baglanarak prokaspaz-9'un
etkinlesmesini engeller (115). Bcl-2 veya Bcl-XI'in asir1 ifadesinin digerinin ifadesinin
diismesine neden oldugunu gosteren kanitlar vardir. Bu bulgular bu iki protein

arasindaki karsilikli diizenlenmenin oldugunu gostermektedir.

Puma ve Noxa, pro-apoptozda rol oynayan Bcl ailesinin iki iiyesidir. Puma, p53 aracili
apoptozda 6nemli bir rol oynamaktadir. In vitro yapilan c¢alismalarda, Puma'nin asiri
ifadesine artmis BAX ifadesi, BAX yapisal degisikligi, mitokondriye go¢, Sitokrom c
salinim1 ve mitokondriyal zar potansiyelinde azalmanin eslik ettigi gosterilmistir (116).
Noxa, p53 ile tetiklenen apoptozun diger bir aday aracisidir. Calismalar, bu proteinin
mitokondriye go¢ edebilecegini ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri ile
etkilesebildigini ve bunun da kaspaz-9'un etkinlesmesi ile sonu¢landigini gosteriyor
(117). Hem Puma hem de Noxa, p53 tarafindan tetiklenebildiginden genotoksik hasar
veya onkojen etkinlesmesi sonucu ortaya ¢ikan apoptozise aracilik edebilirler. Myc
onkoproteininin hem p53'e bagimli hem de bagimsiz mekanizmalar yoluyla apoptozu

arttirdig bildirilmistir (118).

Bu yolaklarin daha iyi anlasilmasi, tiimdr olusumu ve tedavisi agisindan biiyiik 6neme
sahiptir. Tablo 2.5 ana igsel yolak proteinlerini yaygin olarak kullanilan kisaltmalar1 ve

alternatif adlandirmalari ile birlikte gostermektedir..
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Tablo 2.5. igsel yolak proteinleri, kisaltmalar ve alternatif adlandirmalar (8).

Kisaltma Protein Adi Alternatif adlandirma
Smac/DIABLO Second mitochondrial activator Yok
of caspases/direct IAP binding
protein with low PI
HtrA2/Omi High-temperature requirement Omi stress regulated endoprotease,
serine protease Omi protein A2
IAP Inhibitor of Apoptosis Proteins XIAP, API3, ILP, HILP, HIAP2,
cIAP1, APIl, MIHB, NFR2-TRAF
signaling complex protein
Apaf-1 Apoptotic protease activating APAF1
factor
Caspase-9 Cysteinyl aspartic acid-protease- ICE-LAP6, Mch6, Apaf-3
9
AlIF Apoptosis Inducing Factor Programmed cell death protein 8§,
mitochondrial
CAD Caspase-Activated DNAse CAD/CPAN/DFF40
Bcl-2 B-cell lymphoma protein 2 Apoptosis regulator Bcl-2
Bcel-x BCL2 like 1 BCL2 related protein
Bcl-XL BCL2 related protein, long BCL2L protein, long form of Bcl-x
isoform
Bcl-XS BCL2 related protein, short
isoform
Bcl-w BCL2 like 2 protein Apoptosis regulator BclW
BAG BCL2 associated athanogene BAG family molecular chaperone
regiilator
Bcl-10 B-cell lymphoma protein 10 mE10, CARMEN, CLAP, CIPER
BAX BCL2 associated X protein Apoptosis regulator BAX
BAK BCL?2 antagonist killer 1 BCL2L7, cell death inhibitor 1
BID BH3 interacting domain death p22 BID
agonist
BAD BCL2 antagonist of cell death BCL2 binding protein, BCL2LS,
BCL2 binding component 6, BBC6,
Bcl-XL/Bcl-2  associated ~ death
promoter
BIM BCL2 interacting protein BIM BCL2 like 11
BIK BCL2 interacting killer NBK, BP4, BIP1, apoptosis inducing
NBK
Blk Bik-like killer protein B lymphoid tyrosine kinase, p55-
BLK, MGC10442
Puma BCL2 binding component 3 JFY1, PUMA/FY1, p53 up-
regulated modulator of apoptosis
Noxa Phorbol-12-myristate-13- PMA induced protein 1, APR
acetate-induced protein 1
14-3-3 Tyrosine 3- 14-3-3 eta, theta, zeta, beta, epsilon,
monooxygenase/tryptophan  5- sigma, gamma
monooxygenase activation
protein
Aven Cell death regulator Aven None
Myc Oncogene Myc c-myc, Myc proto-oncogene protein
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2.3.5. Perforin/granzim yolagi

T hiicre aracili sitotoksisite, duyarli hale getirilmis CD8 + hiicrelerin antijen tasiyan
hiicreleri oldiirdiigii tip IV asir1 duyarliligin bir ¢esitidir. Bu sitotoksik T lenfositleri
(CTL'ler) hedef hiicreleri digsal yolak ile oldiirebilirler ve FasL / FasR etkilesimi,
CTL'nin tetikledigi apoptozun baskin yontemidir (119). Bununla birlikte, timor
hiicreleri ve virilis ile enfekte olmus hiicreler ilizerindeki sitotoksik etkilerini, hiicre
zarinda gozenek olusturan bir molekiil olan perforinin salgilanmasi ve ardindan
sitoplazmik graniillerin gozenek boyunca ve hedef hiicre icine ekzofitik bir sekilde
salinmasini i¢eren yeni bir yolak yoluyla uygulanabilirler (120). Granzim A ve granzim

B serin proteazlar, graniiller i¢erisinde en 6nemli bilesenlerdir (121).

Granzim B proteinleri aspartat kalintilarindan kesebilir ve boylelikle prokaspaz-10"u
etkinlestirebilir ve ICAD (Inhibitor of Caspase Activated DNAse) gibi etmenleri
kesebilir (122). Onceki raporlar ayrica granzyme B'nin, Bid’in 6zgiil kesilmesi ve
sitokrom ¢ saliniminin tetiklenmesi yoluyla 6liim sinyalinin artmasi i¢in mitokondriyal
yolagi kullanabilecegini gostermistir (123, 124). Bununla birlikte, granzim B de
dogrudan caspase-3'ii etkinlestirebilir. Bu yolla, yukar1 yonde uyar1 iletim yollar1 atlanir

ve apoptozun uygulama evresinin dogrudan tetiklenmesi s6z konusudur.

Hem mitokondrial yolak hem de kaspaz-3'iin dogrudan harekete gecirilmesi, granzim
B'nin tetikledigi 6ldiirme icin kritik 6neme sahiptir (125). Son bulgular, granzyme B
sitotoksisitesinin bu yonteminin, tip 2 yardime1 T (Th2) hiicrelerin T hiicre genislemesi
icin bir kontrol mekanizmasi olarak kritik oldugunu ortaya koymaktadir (126). Dahasi,
bulgular, ne o6lim almaglar1 ne de kaspazlarin etkin Th2 hiicrelerinin T hiicresi
almaciyla tetikledigi apoptoz da rol oynamadigimi gosteriyor ciinkii ligandlarmin
baskilanmas1 apoptoz iizerinde hicbir etkiye sahip degildir. Ote yandan, Fas-Fas ligand
etkilesimi, 6liim alanlarina sahip adaptor proteinleri ve kaspazlar, sitotoksik Tip 1
yardimci hiicrelerin apoptoz ve diizenlenmesinde yer alirken granzyme B'nin herhangi

bir etkisi yoktur (Sekil 2.7).

Granzyme A, sitotoksik T hiicresi tarafindan uyarilmis apoptozda da onemlidir ve
kaspazdan bagimsiz yolaklari etkinlestirir. Hiicrelere girdikten sonra, granzyme A, bir
timor baskilayic1 gen {riinii olan DNAse NM23-H1 wvasitasiyla DNA’da ¢entik
olusumunu etkinlestirir (127). Bu DNAaz, tiimor hiicresi apoptozunun tetiklenmesi

yoluyla kanseri dnlemek i¢in bagisiklik sistemi gbzetlemesinde (immune surveillance)
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onemli bir role sahiptir. Niikleozom olugum proteini SET normalde NM23-H1 genini
baskilar. Granzim A proteazi SET karmasimimi pargalayarak NM23-Hl1'in
baskilanmasini serbest birakarak apoptotik DNA yikimina neden olur. NM23-HI1'in
baskilanmasina ek olarak, SET karmasimi kromatin yapisinda ve DNA onariminda
onemli islevlere sahiptir. Bu karmasimi olusturan proteinler (SET, Apel, pp32 ve
HMG?2), kromatin ve DNA yapisint korumak i¢in birlikte ¢alisiyor gibi géziikmektedir
(127). Bu nedenle, bu karmasimin granzyme A ile baskilanmasi, DNA ve kromatin

yapisinin biitlinliiglinli bozarak biiylik olasilikla apoptozise de katkida bulunur.
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Sekil 2.7. Perforin/granzim Yolag: (128).

2.3.6. Dissal Apoptotik Yolak

Apoptozu baslatan digsal uyar iletim yollari, transmembran almag aracili etkilesimleri
icerir. Bunlar, tiimor nekroz etmeni (TNF) almag gen siiper ailesi iiyesi 6liim almaglari
icerir (129). TNF reseptor ailesinin {iyeleri, sistein ac¢isindan zengin hiicre dis1 bolgeleri
bakimindan benzerdirler ve "6liim bolgesi" olarak adlandirilan yaklasik 80 amino asitlik
sitoplazmik bir kisma sahiptirler (130). Bu o6liim bolgesi, 6liim uyarisinin hiicre

yiizeyinden hiicre i¢i uyar1 yollarma iletilmesinde énemli bir rol oynamaktadir. Bugiine
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kadar, en iyi tanimlanmis ligandlar ve karsilik gelen 6liim almaglari, FasL/FasR, TNF-a

/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 and Apo2L/DR5’dir (130-134).

Apoptozun dig fazin1 tanimlayan olay dizileri en iyi sekilde, FasL / FasR ve TNF-a /
TNFR1 modelleriyle tanimlanir. Bu modellerde almaglarin kiimelenmesi ve homolog
trimerik ligand ile baglanmasi vardir. Ligand baglama iizerine, almaglara baglanan ilgili
oliim bolgeleri (death domains) iceren adaptor proteinler ortama toplanir. Fas ligandinin
Fas almacina baglanmasi, adaptor proteini FADD’in baglanmasina sebep olur ve TNF
ligandinin TNF almacina baglanmasi, FADD ve RIP'in ortama gelmesi ile TRADD
adaptor proteininin baglanmasina neden olur.(135-137). FADD daha sonra 6lim etki
bolgesi (death effector domain)’in dimerizasyonu ile prokaspaz-8 ile etkilesime geger.
Bu noktada, olimii tetikleyen uyari karmasimi (DISC; death-inducing signaling

complex ) olusur ve prokaspaz-8'in oto-katalitik etkinlesmesi meydana gelir (138).

Tablo 2.6. Dissal yolak proteinleri, kisaltmalar1 ve alternatif adlandirma (8).

Kisaltma Protein Adi Alternatif Adlandirma

TNF-a Tumor necrosis factor alpha TNF ligand, TNFA, cachectin

TNFR1 Tumor necrosis factor receptor 1 TNF receptor, TNFRSF1A, p55 TNFR,
CD120a

FasLL Fatty acid synthetase ligand Fas ligand, TNFSF6, Apol, apoptosis
antigen ligand 1, CDO95SL, CDI178,
APTI1LGI1

FasR Fatty acid synthetase receptor Fas receptor, TNFRSF6, APT1, CD95

Apo3L Apo3 ligand TNFSF12, Apo3 ligand, TWEAK,
DR3LG

DR3 Death receptor 3 TNFRSF12, Apo3, WSL-1, TRAMP,
LARD, DDR3

Apo2L Apo?2 ligand TNFSF10, TRAIL, TNF-related
apoptosis inducing ligand

DR4 Death receptor 4 TNFRSF10A, TRAILR1, APO2

DRS5 Death receptor 5 TNFRS10B, TRAIL-R2, TRICK2,
KILLER, ZTNFR9

FADD Fas-associated death domain MORTI

TRADD TNF receptor-associated death TNFRSF1A associated via death domain

domain

RIP Receptor-interacting protein RIPK

DED Death effector domain Apoptosis  antagonizing transcription
factor, CHE1

caspase-8 Cysteinyl aspartic acid-protease 8  FLICE, FADD-like Ice, Mach-1, Mch5

c-FLIP FLICE-inhibitory protein Casper, I-FLICE, FLAME-1, CASH,
CLARP, MR

Kaspaz-8 etkinlestirildikten sonra, apoptozun uygulama asamasi tetiklenir. Oliim almag
aracili apoptoz, c-FLIP adi verilen ve FADD'ye ve kaspaz-8'e baglanan ve onlar etkisiz

hale getiren bir protein ile baskilanabilir (139, 140). Olas1 apoptoz diizenlenmesinin
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diger bir noktasi, Toso adi verilen ve kaspaz-8 islemesinin baskilanmasi yoluyla T
hiicrelerinde Fas kaynakli apoptozu baskiladig1 gosterilen bir proteini igerir (141). Tablo
2.6, ortak kisaltmalar ve her protein i¢in kullanilan alternatif adlandirmadan bazilari ile

ana dissal yol proteinlerini gostermektedir.
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Sekil 2.8. Dissal apoptotik yolagi boyunca uyari iletimi (104).

2.3.7. Uygulama Yolagi

Dissal ve igsel apoptotik yolaklar apoptozun nihai yolagi ve uygulama sathasi olarak

bilinen noktada sonlanir. Apoptozun bu evresini baslatan uygulama kaspazlarinin
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etkinlesmesidir (142). Uygulama kaspazlari niikleer materyali parcalayan sitoplazmik
endoniikleaz1 ve niikleer ve sitoskeletal proteinleri parcalayan proteazlari etkinlestirir.
Caspase-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7 etki edici veya "uygulayic1" kaspazlar olarak islev
goriir ve sitokeratinler, PARP, plazma zan sitoskeletal proteini alfa fodrin, niikleer
protein NuMA ve digerleri gibi cesitli substratlari parcalarlar. Sonug¢ olarak apoptotik

hiicrelerde goriilen morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler goriiliir (142).

Kaspaz-3, uygulayici kaspazlarinin en 6nemlisi olarak kabul edilmektedir ve baslatic
kaspazlarindan herhangi biri tarafindan etkinlestirilebilir (kaspaz-8, kaspaz-9 veya
kaspaz-10). Kaspaz-3 oOzellikle endoniikleaz CAD'yi etkinlestirir. Cogalan hiicrelerde
CAD, baskilayicist olan ICAD ile karmasim halindedir. Apoptotik hiicrelerde,
etkinlesmis kaspaz-3 ICAD’1 keserek CAD salinmasina izin verir (122). CAD daha
sonra ¢ekirdekdeki kromozom DNA'sim1 parcalayip kromatin yogunlasmasina neden
olur. Caspase-3 ayrica, hiicre iskelet sisteminin yeniden diizenlenmesine ve hiicrenin
apoptotik cisimciklere pargalanmasina neden olur. Bir aktin baglayict protein olan
Gelsolin, aktif kaspaz-3'lin anahtar substratlarindan biri olarak tanimlanmistir. Gelsolin,
genellikle aktin polimerizasyonu i¢in bir c¢ekirdek gibi davranir ve ayrica
fosfatidilinositol bifosfat'1 baglayarak aktin organizasyonunu ve uyari iletimini
iligkilendirir. Caspase-3, gelsolini parcalar ve gensolinin pargalari aktin filamentlerini
kalsiyumdan bagimsiz bir sekilde parcalar. Bu hiicre iskeletin, hiicrei¢i tasima, hiicre

boliinmesi ve uyari iletiminde bozulma ile sonuglanir (143).

Apoptozisin son bileseni apoptotik hiicrelerin fagositik alimidir. Fosfolipid asimetrisi ve
fosfatidilserinin apoptotik hiicrelerin yiizeyi tizerinde disa vurumu ve bunlarin parcalar
bu evrenin ayirt edici 6zelliklerindendir. Fosfatidilserinin apotoz sirasinda disa vurma
mekanizmas1 tam olarak anlagilmasa da, aminofosfolipid translokaz etkinliginin kaybi
ve ¢esitli smiflarin fosfolipidlerinin nonspesifik flip-flopu ile iliskilendirilmistir (90).
Arastirmalar, FAS, kaspaz-8 ve kaspaz-3'lin, oksidatif stres altindaki eritrositlerde
fosfatidilserinin disa vurumunun diizenlenmesinde yer aldigmmi gosteriyor. Ancak
kaspazdan bagimsiz fosfatidilserinin disa vurumu primer T lenfositlerin apoptozisi

sirasinda ortaya cikar (144, 145).

Fosfatidilserinin  apoptotik  hiicrelerin  ylizeyinde disa vurumu daha sonra
nonenflamtuvar fagositik tanimay1 kolaylastirir ve boylelikle apoptotik hiicrelerin hizl

bir sekilde alinmasina ve yok edilmesine olanak saglar (146). Hiicre bilesenlerinin hig
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serbest birakilmamasi ile bu erken ve verimli alim yontemi, esas olarak hicbir
enflamatuar tepki ile sonuclanmaz. Tablo 2.7°de uygulama yolaginda yer alan
proteinler, bu proteinlerin yaygin olarak kullanilan kisaltmalar1 ve alternatif olarak

kullanilan isimleri gosterilmistir.

Tablo 2.7. Uygulama yolag1 proteinleri, kisaltmalari, ve alternatif isimlendirmeleri (8).

Kisaltma Protein Ad1 Alternatif Adlandirma

Caspase-3 Cysteinyl aspartic acid-protease-3 CPP32, Yama, Apopain, SCA-I,
LICE

Caspase-6 Cysteinyl aspartic acid-protease-6 Mch-2

Caspase-7 Cysteinyl aspartic acid-protease-7 Mch-3, ICE-LAP-3, CMH-1

Caspase-10 Cysteinyl aspartic acid-protease-10 Mch4, FLICE-2

PARP Poly (ADP-ribose) polymerase ADP ribosyl transferase, ADPRT]I,
PPOL

Alpha fodrin Spectrin alpha chain Alpha-II  spectrin, fodrin alpha
chain

NuMA Nuclear mitotic apparatus protein SP-H antigen

CAD Caspase-activated DNAse DNA fragmentation factor subunit

beta, DFF-40, caspase-activated
nuclease, CPAN

ICAD Inhibitor of CAD DNA fragmentation factor subunit
alpha, DFF-45

2.3.8. Normal Hiicre Fizyolojisi ile Tligkili Olan Apoptoz

Normal fizyolojideki apoptozun rolii, esdegerindeki mitoz kadar kadar Gnemlidir.
Cesitli  hiicre nufusunun diizenlenmesinde mitoz ve hiicre ¢ogalmasimin bir
tamamlayicisidir, ancak tam tersi bir rolii vardir. Yetigkin insan viicudunda homeostazi
korumak i¢in, her giin sadece apoptoz ile 6lenlerin dengelenmesi i¢in yaklasik 10 milyar
hiicre tretildigi tahmin edilmektedir (147). Bu sayi, normal gelisme ve yaslanma

sirasinda veya hastalik sirasinda artan apoptoz durumunda anlamli bir sekilde artabilir.

Apoptoz, ¢esitli gelisimsel siireglerde kritik éneme sahiptir. Ornek olarak hem sinir
sistemi hem de bagisiklik sistemi, hiicrelerin asir1 iiretimi ile ortaya ¢ikar. Bu ilk asir
tiretimin ardindan sirastyla iglevsel sinaptik baglantilar veya iiretken antijen 6zgiilliikleri

olusturmayan hiicrelerin 6liimii izlenir (148, 149).

Apoptoz ayrica viicudun patojenlerle istila edilmis hiicrelerden kurtulmasi igin

gereklidir ve enflamatuar hiicrelerin ¢ikarilmasimma ve graniilasyon dokusunun skar
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dokusuna evrimine doniismesine neden oldugu i¢in yara iyilesmesinin hayati bir
bilesenidir (150). Yara iyilesmesi sirasinda apoptozun diizenlenmesinde meydana gelen
bozukluklar, asir1 skarlanma ve fibroz gibi patolojik iyilesme sekillerine yol agabilir
(150). Ayrica, etkin veya oto agresif immiin hiicreleri olgunlasma sirasinda merkezi
lenfoid organlarda (kemik iligi ve timus) veya periferik dokulardaki ortadan kaldirmak

icin apoptoza ihtiya¢ duyulmaktadir (151).

Ayrica, postovulatuar follikiiliin folikiiler atrezisi ve siitten kesme sonrasi meme bezi
involiisyonunda gibi durumlarda oldugu gibi apoptoz yetiskinlerde yeniden
sekillenmenin merkezinde yer almaktadir (152, 153). Ayrica, organizmalar yaslandikca
bazi hiicreler daha hizli bozulmaya baslar ve apoptoz yoluyla yok edilir. Bir teori gore,
oksidatif stresin, mitokondriyal DNA'ya birikmis serbest radikallerin verdigi hasar
yoluyla yasla tetiklenen apoptozun patofizyolojisinde birincil bir rol oynadig
ongoriilmektedir (154, 155). Cok az veya cok fazla hiicre Oliimiiniin gelisimsel
bozukluklar, otoimmiin hastaliklar, ndrodejenerasyon veya kanser gibi patolojilere yol

acabileceginden apoptozun siki bir sekilde diizenlenmesi gerektigi agiktir (8).

2.3.9. Patolojik durumlarla iliskilendirilmis apoptoz

Hiicre 6liimiiniin diizenlenmesindeki anormallikler, kanser, Otoimmiin Lenfoproliferatif
Sendrom (ALPS), Edinilmis Bagisiklik Eksikligi Sendromu (AIDS), iskemi ve
Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi, Huntington hastaligi ve Amiyotrofik Lateral
Skleroz (ALS) gibi norodejeneratif hastaliklarinda icerisinde oldugu bir¢ok hastaliin
onemli bilesenidir. Bazilarinda yetersiz apoptoz goriiliirken bazilarinda asir1 apoptoz

goriilmektedir (156).

Kanser, asir1 hiicre ¢ogalmasi ve/veya hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda diisiis ile
birlikte hiicre dongiisii diizenlenmesinin normal mekanizmasinin islevsel bozuklugudur
(157). Gergekte, karsinogenez sirasinda apoptozun bastirilmasinin bazi kanserlerin
gelisiminde ve ilerlemesinde merkezi bir rol oynadig diisiiniilmektedir (158). Tiimor
hiicrelerinin apoptozu baskilamak icin kullandig1 cesitli molekiiler mekanizmalar vardir

(158).

Timor hiicreleri, Bcl-2 gibi anti-apoptotik proteinlerin ifadesi veya Bax gibi pro-
apoptotik proteinlerin ifadesinin azalmasi veya mutasyonu yoluyla apoptozise direng

kazanabilir (36). Bcl-2 ve Bax'in ifadesi, tiimor baskilayict p53 geni tarafindan
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diizenlenir (159). Bazi insan B hiicre lenfoma tipleri Bcl-2'nin asir1 ifadesine sahiptir ve
bu hiicre 6liimiindeki bozuklugun kanser olusumuna katkida bulunduguna dair ilk ve
giiclii kanitlardan biridir (160). Kanserde apoptozun bastirilmasinin bir bagka yontemi,

bagisiklik gézetiminden kaginilmasini igerir (161).

Bazi bagisiklik sistemi hiicreleri (T hiicreleri ve dogal dldiiriicii hiicreler) normal olarak
tiimor hiicrelerini perforin / granzim B yolagi veya dliim-reseptor yolagi vasitasiyla yok
eder (126). Bagisiklik tahribatindan kaginmak igin, bazi tiimor hiicreleri 6liim almag
yolaginin T hiicreleri tarafindan iiretilen FasL'ye olan cevabi diisiirecektir (126). Bu
durumun timor hiicrelerinde Fas almacinin ifadesinin azalmasi gibi gesitli sekillerde
ortaya c¢iktig1 gosterilmistir (132, 138). Diger mekanizmalar, islevsiz Fas almacinin
ifadesi, Fas ligandin1 saliveren ¢Oziiniir bir Fas alma¢ formunun salgilanmasi veya
timdr hiicrelerinin ylizeyinde Fas ligandinin ifade edilmesidir (162-164). Aslinda, bazi
timor hiicreleri, tiimore sizan etkinlesmis lenfositlerin apoptotik yok edilmesine yol

acan bir Fas ligand1 aracili "kars1 saldir1" yapabilir (165).

Cesitli hiicresel uyar1 iletim yolaklarinda meydana gelen bozukluklar, apoptozun
diizensizlesmesine ve kansere yol acabilir. P53 tlimor baskilayici geni, hiicre dongiisiinii
diizenleyen bir yazilim etmenidir ve insan tiimorigenezinde en yaygin sekilde
mutasyona ugramis gendir (166). P53'tin kritik rolii, tiim insan kanserlerinin % 50'sinde
mutasyona ugrayan olmasi ile belirgindir (166). DNA kalic1 olarak hasara ugradiginda
p53 DNA tamir proteinlerini etkinlestirebilir, DNA hasar1 tanimasinda hiicre dongiisiinii
G1/S diizenleme noktasinda duraklatabilir, DNA hasarinin onarilamaz oldugu
kanitlanirsa apoptozu baslatabilir (167). Bu sistemde bozukluklar meydana geldiginde
timor olusmas1 meydana gelebilir (167). Eger p53 geni hasar goriirse, o zaman timor
baskilanmasi ciddi sekilde azalir (167). p5S3 geni radyasyon, ¢esitli kimyasal maddeler
ve insan papillomaviriisii (HPV) gibi viriislerle hasar gorebilir (168). Bu genin sadece
bir islevsel kopyasina sahip olan insanlar muhtemelen erken yetigkinlikte tiimdorlerin

gelisimi ile karakterize edilen Li-Fraumeni sendromunu gelistirirler (169, 170).

Ataxia telangiectasia-mutated (ATM) geninde ATM/p53 uyart iletim yolag ile
tumorigenezde rol oynadig1 gosterilmistir (171). ATM geni, bir tiimodr baskilayici olarak
islev gbren bir protein kinazi kodlar. DNA'ya iyonize radyasyon hasar1 yoluyla ATM
etkinlesmesi DNA onarimint uyarir ve hiicre dongiisii ilerlemesini engeller. Bunun

gerceklestigi bir mekanizma, p53'tin ATM'ye bagl fosforilasyonudur (172).
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Daha o6nce de belirtildigi gibi, p5S3 daha sonra DNA hasar onarimi igin bir kontrol
noktasinda hiicrenin biiylimesinin durmasi uyaris1 verir veya hasar tamir edilemezse
hiicrenin apoptosise gitmesine neden olabilir (171, 172). Bu sistem ayrica somatik
genetik/epigenetik degisiklikler ve HPV gibi onkojenik viral proteinlerin ifadesini
iceren bir dizi mekanizma ile etkinsizlestirilebilir ve tiimor olusumuna sebep olabilir
(173). Diger hiicresel uyar iletim yolaklar1 da timor gelisiminde rol oynayabilir.
Ornegin, fosfatidilinositol 3-kinaz/AKT yolaginin tiimdr hiicrelerinde asir1 ifade
edilmesi onlar1 hayatta kalma sinyallerinden bagimsiz kilar (174). Apoptozun
diizenlenmesine ilaveten, bu yol, hiicre ¢ogalmasi, biiylimesi ve hiicre iskelet sisteminin

yeniden diizenlenmesi gibi diger hiicresel islemleri de diizenler (175)

Kansere ek olarak, diisiik seviyede apoptoz otoimmiin lenfoproliferatif sendrom (ALPS)
gibi hastaliklarada sebep olabilir (176). Bu, oto-saldirgan T hiicrelerinin yetersiz
apoptozu durumunda ortaya ¢ikar ve bunun sonucunda ¢oklu otoimmiin hastaliklar
goriiliir (176). B hiicrelerinin asir1 ¢ogalmasi da goriilen bir durumdur ve asir

immiinoglobulin iiretimine sebep olarak otoimmiinite yol agar (176).

Asirt apoptoz, otoimmiin hastaliklar, ndrodejeneratif hastaliklar ve iskemi ile baglantili
yaralanma gibi bazi durumlarin bir 6zelligi olabilir (177). CD4+ Yardimci T
hiicrelerinin insan bagisiklik eksikligi virtisi (HIV) ile enfekte edilmesinden
kaynaklanan AIDS, otoimmiin hastaliklara bir 6rnektir (177). Bu viriis, CD4+ T
hiicrelerini CD4- almacia baglanarak enfekte eder. Virlis daha sonra HIV Tat
proteininin Fas almacinin ifadesini arttirdig diisiiniilen T hiicresine girer, bu durum T

hiicrelerinin asir1 apoptozu ile sonuglanir (177).

Alzheimer hastaligi, APP (amiloid 6ncii protein) ve presenilinler gibi bazi proteinlerde
meydana gelen mutasyonlarin neden oldugu diisiiniilen bir nérodejeneratif hastaliktir.
Presenilinlerin APP'nin amiloid B'ya islenmesinde rol aldig1 diisiiniilmektedir. Bu durum
plaklar olarak bilinen hiicre disinda amiloid B'nin birikimi ile iligkilidir ve amiloid B'nin
toplu plaklar formunda bulunmasi durumunda ndérotoksik oldugu diisiiniilmektedir.
Amiloid B'min oksidatif strese neden olarak veya noronlar ve gliada Fas ligand
ifadesinin artmasini tetikleyerek apoptozu tetikledigi diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda,
TNFa salgilanmas1 ve TNF-R1'in etkinlesmesi ile sonuglanacak olan mikrogliayr da

etkinlestirebilir ve apoptosise yol agabilir (178).
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Asirt apoptozun ¢esitli iskemi ile iligkili yaralanmalarda da 6nemli bir rol oynadigi
diistiniilmektedir. Bir ornek, yetersiz kan beslemesinden kaynaklanan miyokardiyal
iskemidir ve kardiyomiyositlerin oksijen saglanmasinda azalmaya ve dolayisiyla
Oliimlerine sebep olur. Nekroz olsa da, iskemik miyokard dokusunda BAX'in asir
ifadesi saptanmig ve apoptozu diisiirmeyi hedefleyen tedavi ile doku hasarinin
derecesinin azaltilmasinda bir takim basarilar sergilemistir (179). Bir hipoteze gore
iskemi sebebiyle ortaya ¢ikan hasar apoptoz baslatma yetenegine sahiptir, ancak iskemi
uzarsa nekroz olusur. Reperflizyonda oldugu gibi enerji liretimi geri saglanirsa, iskemi
ile baglatilan apoptotik silsile ilerleyebilir (180). Her ne kadar apoptozun miyokardiyal
iskemide ne derece rol oynadigi agikliga kavusturulmasa da, bu hiicre 6liim seklinin bir

roliiniin oldugu yonde acik kanitlar vardir.

2.3.10. Apoptozun Baskilanmasi

Asirt apoptozun (norodejeneratif hastaliklar, AIDS, iskemi, vb.) 6zgiil olarak goriildiigii
bir¢ok patolojik durum vardir ve bu nedenle yapay olarak apoptozun baskilanmasi bu
hastaliklarin tedavisi agisindan yararli olabilir. Bu alanda bilgilerimiz gelistik¢e, yeni
hedeflerin tanimlanmasit ve kullanilmas1 dikkat c¢ekici bir odak noktasi olmay1
siirdiiriiyor (181). Anti-apoptotik tedavinin olasit yontemlerinin kisa bir listesi, IAP
(apoptoz proteinlerinin inhibitorleri) ailesi proteinlerin uyarilmasi, kaspaz baskilanmasi,
PARP (poli [ADP-riboz] polimeraz) baskilanmasi, PKB/Akt'in (protein kinaz B)

yolaginin uyarilmasi ve Bcl-2 proteinlerinin baskilanmasini igerir.

IAP protein ailesi belki de apoptozun en 6nemli diizenleyicileridirler, ¢iinkii hem igsel
hem de dissal apoptotik yolaklar1 diizenlemektedirler (182). XIAP (X baglantili memeli
apoptoz proteini inhibitorii) ve survivin daha iyi bilinen {iyeler olmasina ragmen, sekiz
insan [AP proteini tanimlanmistir (183, 184). Simdiye kadar, IAP ailesinin lyeleri felg,
omurilik yaralanmalari, multipl skleroz ve kanser tedavisinde tedaviye yonelik hedef
olarak arastirllmistir. Sentetik 0zgiil olmayan kaspaz baskilaycist z-VAD-fmk'nin
miyokard reperflizyon hasarinin siddetini miyokard enfarktiis sigan ve fare modellerinde
azalttig1 gosterilmistir (185). Kaspaz etkinliginin 6zgiil baskilayicilari da yararli olabilir.
Kaspaz I olarak bilinen ICE (Interleukin-1 beta-converting enzyme) apoptoz sirasinda
hiicre i¢i protein bozunmasina aracilik eden bir sistein proteazdir (186). ICE
baskilaycilar, interlokin 1B'nin azaltilmasi yoluyla romatoid artrit ve diger enflamatuvar

durumlarin tedavisi i¢in gelistirilmistir (187).
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PARP-1'in hem DNA onariminda hem de apoptozda ikili rolii nedeniyle, PARP-1
baskilayicilarinin farmakolojik kullanimi, iskemik ve inflamatuar hiicre ve organ
hasarmi hafifletebilir veya antitiimor ajanlarin sitotoksisitesini artirabilir (188). PARP-1
knockout farelerle yapilan yeni yapilan bir ¢alismada PARP-1 baskilayicilarinin
miyokardiyal iskemi ve reperfiizyon hasariyla iligkili yaralanma i¢in etkili bir terapi
olabilecegini gosterilmistir (189). PKB/Akt uyarisini iletimini uyaran ve hiicrelerin
hayatta kalmasimi tesvik eden inslilin benzeri biiyiime faktori-1'in  (IGF-1)
infiizyonunun, miyokard iskemisinin hayvan modellerinde yararli oldugu gosterilmistir

(190).

Transgenik kardiyak iskemi modelleri ve global beyin iskemisi ile yapilan diger
calismalar, Bax'in ifadesinin ve/veya islevini baskilanmasinin sitokrom c¢’nin
mitokondriyondan salinmasini Onleyebilecegini, mitokondriyal zar potansiyelindeki
azalmay baskilayabilecegini ve hiicreleri apoptozise karsi koruyabilecegini gostermistir
(156, 179). Burada sozii edilen olasi tedaviye yonelik yontemler, bu alandaki ge¢mis ve
su anki arastirma cabalarinin yalnizca bir kismimi temsil etmektedir. Apoptozun
molekiiler ve biyokimyasal karmasikliklari agikliga kavusturulmaya devam edildiginde,

yeni tedavi stratejileri gelismeye devam edecektir.

2.4. Programlanmis Hiicre Oliimiiniin Diger Bicimleri

Programlanmis hiicre 6liimiiniin apoptotik olmayan diger bigimlerine dair kanitlar da
vardir. Bu hiicre 6liim bi¢imlerininde g6z oniinde bulundurulmasi gereklidir ¢iinkii bu
hiicre 6lim cesitlerinin anlagilmas: hiicre 6liim programlarina yeni bir bakis agisi
kazandirabilecegi gibi gelisim, homeostazi, neoplazi ve bozunma gibi hayati 6neme
sahip mekanizmalarda Onemli 0zgiil rollere sahip olabilirler. Hiicre 6liim
mekanizmalarinin ¢ok c¢esitli fenotip dizilerine ve molekiiler mekanizmalara sahip
oldugu belirgin hale gelmistir. Ve bir hiicre 6liim seklinin degistirilmesinin baska bir
hiicre 6liimiine yol agabilecegine dair kanitlar vardir. Diger hiicre 6liim tipleri gen
etkinlesmesi ve enerjiye bagimli bir sekilde islev gdstereceginden dolayi, bunlarda
"programlanmis hiicre 6limi" formlar1 olarak degerlendirilmektedirler. Bu nedenle,
apoptozu Ozgiil olarak tanimlamak i¢in "programlanmis hiicre 6limii" teriminin 6zel

olarak kullanimi i¢in bir miktar direng vardir.

Gen etkinlesmesi ve protein sentezi gerektiren nekrotik benzeri fenotipler vardir, bu

yiizden bunlar kesinlikle programli hiicre 6liimii formlaridir (191). Hem nekroz hem de
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apoptozun belirli morfolojik 6zelliklerine sahip olan bu hiicre 6liim sekli "aponekroz"
(61). Antimisin A ile mitokondriyal solunum zincirini etkileyerek, Formigli ve
arkadaslari, hem apoptoz hem de nekrozla dinamik, molekiiler ve morfolojik 6zellikleri

paylasan bir tiir hiicre 6liimii baglattilar (61).

Kaspazdan bagimsiz noronal hiicre O6liim mekanizmalar1t da tespit edilmistir.
Programlanmis hiicre 6liimiiniin bu 6zel tipi, 6zgiil mitokondriyal etmenleri igerebilir.
Deneysel modellerde, apoptoz indiikleyici faktor (AIF) ve endoniikleaz G bu tip hiicre
Oliimiinii tesvik etmektedir, bununla birlikte, Smac/DIABLO ve HtrA2/ Omi de katkida
bulunabilir (99, 192). Oppenheim ve arkadaslar1 (193), kaspazlar genetik olarak silinse
bile programlanmis hiicre Oliimiiniin memeli noéronlarinin gelismesinde meydana
geldigini gostermiglerdir. Diger arastirmalar, kaspaz uygulama mekanizmalarinin
baskilanmasimin hasar goren ndronlart gecici olarak kurtarabilecegini ve klasik
apoptotik ozelliklerin kaspaz baskilanmis noéronlarda halen ortaya c¢ikabilecegini
gostermistir (194). Kaspaz bagimli ve kaspazdan bagimsiz noronal hiicre 6liim
mekanizmalarinin  beyin bolgesine, hiicre tiiriine ve yasina bagli olabilecegi

goriilmektedir.

Sperandio ve arkadaslar1 (62) '"paraptoz" olarak adlandirilan morfolojik ve
biyokimyasal ag¢idan apoptozdan farkli programlanmis bir hiicre Sliimii bi¢imini tarif
etmislerdir. Bu hiicre oliimii sekli kaspaz baskilayicilarina veya BCL-XL'e cevap
vermese de, Apaf-1'den bagimsiz alternatif bir caspase-9 etkinligi tarafindan islev
gostermektedir. Programlanmis hiicre 6liimiiniin bu alternatif bi¢imi, gelisme sirasinda
ve Huntington hastaliinin ve insan amiyotropik lateral sklerozunun transjenik

modellerinde ortaya ¢iktig1 bildirilmektedir (195, 196).

"Otofajinin" programlanmis hiicre 6liimii i¢in baska bir mekanizma oldugunu ve bunun
apoptoza benzer sekilde gelisimsel siireclerde, insan hastaliklarinda ve besin
yoksunluguna kars: hiicresel tepkilerde dnemli rol oynadig1 oniinde bulgular vardir (60,
197, 198). Esanlamli olarak kullanilan diger terimler "makro otofaji" ve "otofajik tip II
hiicre 6limii" seklindedir (199). Otofajik hiicre Sliimii, sitoplazmanin ve organellerin
cift veya ¢ok zarl keseciklere paketlendigi ve daha sonra yikim i¢in hiicrenin kendi
lizozomlarina gonderilmesi ile nitelendirilmektedir (200). Bir bakima, hiicre kendisini
"cannibalize eder". Otofajinin mekanizmalar1 ve morfolojisi, hayvanlar, bitkiler ve

mayalar kadar cesitli organizmalar arasinda giiclii benzerliklerle evrimsel olarak
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korunmaktadir. Otofajinin siireci hem siirekli protein sentezine hem de siirekli olarak
ATP’nin varligma baglidir. Otofajinin molekiiler mekanizmalar1 mayada yogun sekilde

calisilmistir ve memeli ortologlar1 aydinlatilmaya devam edilmektedir (199, 201, 202).

Apoptozun 6zgil ultra yapisal 6zelliklerinin ¢ok azini segileyerek ve DNA merdiveni
yapisin1  gostermeden bazi hiicrelerin  kaspazdan bagimsiz olarak genler ile
etkinlestirilmig bir hiicre 6liimiine gidebilecegi ortaya konuldugundan dolay1 otofajik
programlanmis hiicre 6liimii ayrimi yapilmistir (82). Ancak bu hiicreler apotoza benzer
sekilde poliubiquitin gen ifadesinde artis ile birlikte, denovo gen ifadesine ihtiyag
duymaktadirlar (197, 202). Ozgﬁl olarak, otofaji tiim Okaryotik hiicrelerde
gerceklesmektedir ve sitoplazmanin ve organellerin paketlenmesi ve lizozomlara veya
keseciklere iletilerek yikimi igin hiicre i¢i zarlarlarin dinamik olarak yeniden
diizenlenmesini igerir. Bu, sitoplazmik bilesenlerin genel devri i¢in en 6nemli tetikleyici

yolak olarak diisiiniilmektedir.

Essiz bir ubiquitin benzeri protein konjugasyon sistemi ve lizozomda veya kesecikte zar
kenetleme ve kaynasmasini yonlendiren bir protein karmasimi otofajinin Onemli
bilesenleridir. Genel olarak otofaji siireci dort adima ayrilabilir: (1) tetikleme, (2)
otofagozom olusumu, (3) lizozom veya kesecik ile kaynasma ve (4) otofajik
cisimciklerin parcalanmasi ve geri doniisiim. Molekiiler ayrintilar hala aydinlatilmasi
adina caligmalar devam etse de, bu islemin diizenlenmesi ¢esitli kinazlar, fosfatazlar ve
guanozin trifosfatazlar (GTPazlar) vasitasiyla gerceklesmektedir. Otofajinin ve
apoptozun birbirine bagli oldugu ve iki siire¢ arasinda "molekiiler anahtarlar" oldugu
yoniinde bulgular vardir (202). Bu, hiicre 6liim yolunun fizyolojik ¢evre, gelisim evresi,
doku tipi ve hiicre 6liimii uyarisinin dogasi gibi ¢esitli fizyolojik faktorlere bagl oldugu
hem apoptoz hem de nekrozun paylasilan bir biyokimyasal agin morfolojik ifadelerini
temsil ettigini gosteren nekroz-apoptoz "siireklilik" veya "paradoks" kavramina benzer
(66, 67). Bununla birlikte, ¢ekirdek apoptotik yolak, hiicre ici ATP'nin ve kaspazlarin

varliginin degistirilmesi ile nekrotik fenotipi tetiklemek iizere yonlendirilebilir.

Benzer bir iligki, apoptoz ile otofaji arasinda ortaya cikabilir. Mitokondrinin hem
apoptozu hem de otofajiyi birlestiren merkezi organel olabilecegi ileri siiriilmiistiir (8).
Dahasi, apoptozda yer alan ayni uyarilarin bazilar1 otofajide de rol oynayabilir. Ornegin,
hem apoptoz hem de otofajide, Akt (protein kinaz B) ve p70S6 kinazin es giidiimlii

diizenlemesi vardir. Iki tip hiicre 6liimiinii birlestiren agmn bir parcasi olabilecek diger
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proteinler DAPk, Beclin 1, BNIP3, HSpinl veya protymosin-a olabilir (199). Malign
yonde baskalagim, otofaji ile apoptoz arasinda bir bagka baglantidir (197).

Kanser gelisiminde hiicre ¢ogalmasi/apoptozunu kontrol eden yolaklardaki genetik
degisikliklerin rolii iyi belirlenmistir. Benzer sekilde, azaltilmis otofaji ile kanser
arasindaki ilgilesim de ortaya konulmustur. Arastirmalar, malign yonde baskalasim
sirasinda otofaji uyari iletimi ilgili ¢esitli proteinler ve yolaklarin diizenlenmesinin
bozularak, otofagositik etkinli§in azalmasima sebep oldugu gosterilmistir. Bu, bazi
durumlarda, otofajinin, kontrolsiiz hiicre biiyiimesini kisitlayan bir koruyucu
mekanizma olarak islev gorebilecegini diisiindiirmektedir. Otofaji, apoptozise karsi
koruyucu bir mekanizma olarak da diisiiniilmiistiir. Lemasters ve arkadaglart (204)
apoptozun bir 6zelligi olan depolarize mitokondrinin, birincil hepatositlerde otofaji ile
hizla yok edildigini gozlemislerdir. Hasar gdérmiis mitokondrinin yok edilmesi

mitokondriden proapoptotik maddelerin salinmasini engeller, bdylece apoptozu onler.

Otofaji, yaslanmis proteinleri ve sitoplazmik organelleri yok etmek i¢in baslica hiicresel
mekanizma olarak diisiiniiliir; Bununla birlikte, otofajik hiicre 6liimii kavrami, bilim
camiasinda bir tartigma konusu olmustur. Cesitli fizyolojik ve stres kosullarinda artmis
otofajinin belirgin bir avantaji oldugu i¢in, otofajinin hiicreleri 6liimden kurtarmak i¢in
calisan dnemli uyarlanabilir bir mekanizma oldugu 6ne siiriilmiistiir. Diger bir deyisle,
Olmekte olan hiicrelerde otofajik vezikiillerin varlig1 stres kosullar1 altinda, "otofajik
hiicre Oliimiiniin bir yansimasi olmaktan c¢ok, hiicre canliligin1 korumak i¢in
uyarlanabilir bir tepkiyi yansitabilir. Alternatif olarak, apoptoz ve otofajik hiicre 6liimii
birbirinden bagimsiz midir yoksa her ikisi de apoptoz-nekroz siirekliligine benzer bir
durumda uygulanabilir mi? Hiicre 6liimiiniin tipi, tepkinin siddetine, hiicresel unsurlarin
etkilerine ve/veya diger uyan ileti yolaklarinin etkilerine bagli olabilir (197, 202).
Apoptoz ve otofajik programli hiicre oliimiinlin birbirinden bagimsiz olmadigina ve
cesitli morfolojilere kismen farkli biyokimyasal ve molekiiler olaylarin atfedildigine
dair raporlar bulunmaktadir (197, 202). Bazi hiicrelerde ve belirli kosullar altinda,
otofajinin morfolojik 6zellikleri, apoptotik hiicre 6liimiinden once meydana gelebilir, bu
apoptozun erken evresini temsil etmektedir. Bu konuda halen tartismalar devam
etmektedir. Ancak, otofajinin molekiiler temellerine anlamak, programli hiicre

Olimiiniinde ve kanser olusumundaki rollerini belirlemek icin yeni deneysel
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yontemlerin ve belirteglerin ortaya ¢ikmasi ile birlikte otofajik hiicre 6liimii alanina ilgi

giderek artmaktadir.

2.5. Bu calismada incelenen proteinler hakkinda bilgiler
2.5.1. Siah E3 Ubiquitin Protein Ligase 1 (SIAH1)

Siah E3 Ubiquitin Protein Ligaz (SIAH) (seven in absentia homolog) proteinleri RING
tipi E3 ubikitin ligazlardir ve Drosophila seven in absentia (Sina) proteininin
homologudurlar (14). Bu proteinlerin insan homologlart SIAH1 ve SIAH2'dir (14).
Insan SIAH proteinleri énemli derecede amino asit dizilimi homolojisi gosterir ve N
terminallerinde 6nemli derecede farklilik gosterirler. SIAH1, seven in absentia homolog

(SIAH) protein ailesinin bir iiyesidir (14).

SIAH proteinleri hem normal gelisim hem de kanser i¢in dénemli diizenleyicilerdir.
SIAH proteinleri, segilen proteinleri polilipiquitinasyon ile proteazomal bozunum i¢in
hedef alarak birincil islevlerini yerine getirir (205). Ik bulgular tiimor baskilanmasinda
bir roliiniin oldugunu gosterse de (16), son yillarda yapilan arastirmalar, SIAH
proteinlerinin, 06zellikle SIAH2'nin, molekiiler mekanizmalar1 henliz tam olarak
aydinlatilmamis olmasina ragmen tiimor kaynakli proteinler oldugunu ve birgok dokuda
timor hiicresi ¢ogalmasini tesvik ettigini gostermektedir. Artmis SIAH ifade seviyesi
prostat, akciger ve meme kanseri gibi bir¢ok farkli insan kanserlerinde bildirilmistir
(206-208). Son zamanlarda SIAH 1n pankreatik kanserde tiimore 6zgii bir biyobelirteg
olabilecegi ortaya konulmustur. Kanser Genom Atlast SIAH2 geninin bir¢ok insan
tiimoriinde artmis oldugunu bildirmistir (Orn. akciger skuamdz hiicreli karsinomanim %
30'unda) (209, 210). Hem SIAH1 hemde SIAH2’nin karaciger kanser hiicrelerinin
cogalmasimi arttirdigi rapor edilmistir (207, 211) ve SIAH2 ifadesinin bas ve boyun
tiimorlerinde tiimor biliylimesini tesvik ettigi bildirilmistir  (212). Akciger (206),
melanom (213) ve pankreas (214) kanserlerin klinik 6ncesi fare modellerinde SIAH

baskilanmasi umut verici sonuglar vermistir.

SIAH1, bir E3 ubikitin ligaz1 kodlar ve 6zgiil proteinlerin ubikutinasyon ve proteazom
aracilt bozunumunda rol alir. SIAH1'in Parkinson hastaliginin gelismesinde rol oynadigi
ve hipoksi ve apoptoz mekanizmalarinin diizenlenmesinde yer aldig: bildirilmistir (14).
Bugiine kadar yapilan calismalar, SIAH1 proteininin hiicre dongiisii, programlanmis

hiicre 6liimii ve onkogenez gibi biyolojik siirecte dnemli roller oynadigini bildirilmistir
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(14). Ogzellikle, SIAHI'in bazi hedef proteinlerin ubikutinasyon ve proteazomal
bozulmasi yoluyla apoptotik hiicre 6liimiinii indiikledigi ve tiimdr biiylimesini bastirdigi
gosterilmistir  (14). Ayrica, SIAHI'in c-jun-NH2-kinaz (JNK) sinyal yolaginin
etkinlesmesi yoluyla hiicresel apoptozu tetikledigi bildirilmistir (14). Ayrica, SIAH1'in

meme kanseri hiicrelerinin apoptozuna rol oynadig1 gosterilmistir (14).

2.5.2. Tiimor Protein P53 (TP53)

Tiimor proteini 53 (p53, insan TP53 geni tarafindan kodlanir) DNA hasar gordiigiinde
veya hipoksi ve hiicre dongiisii anormallikleri gibi diger stres kosullarinda uyarilir
(110). p53 etkilerini iki yolla gosterir. (1) p53, hiicrenin S fazina gecisi i¢in gerekli olan
Rb'min CDK/siklin aracili fosforilasyonunu baskilayan p21’in yazilimini tetikler. (2)
Hiicredeki DNA hasar1 bagariyla onarllamazsa, p53, apoptoz siirecinde rol oynayan
genlerin yazilimina aracilik eder. Normal bir hiicrede p53, negatif diizenleyicisi olan
mdm? ile baskilanir (215). DNA hasar1 veya diger stres durumlarinda, ¢esitli yolaklar
p53 ve mdm?2 karmasiminin ayrigmasina yol acacaktir. Etkinlestirildikten sonra p53, ya
hiicrenin onarilmasini ve hayatta kalmasini saglamak i¢in hiicre dongiisii tutuklanmasini
tetikleyecek ya da hasar gormiis hiicreyi yok etmek icin apoptozu tetikleyecektir.
P53’{in bu se¢imi nasil yaptig1 heniiz bilinmemektedir (216-218).

P53 geni, tiimor baskilayici ve pro-apoptotik bir gendir. P53 proteini bir hiicrenin hiicre
dongiisiinii tamamlamasini (1) hiicrenin DNA's1 hasar gormiisse veya (2) hiicre baska
hasar tlirlerine maruz kalmigsa engeller (219). Hasar hafif oldugunda, p53 hasar
onarilana kadar hiicre dongiisiinii - dolayisiyla hiicre boliinmesini durdurur. Hasar
biiyiik oldugunda ve onarilamiyorsa, p53, hiicrenin apoptoz ile intihar etmesini tetikler.
Bu islevler p53'i kanseri dnlemede kilit bir oyuncu yapar. Yani, onemli bir timor
baskilayict gendir. Tim insan kanserlerinin yarisindan fazlasi aslinda p53
mutasyonlarina sahiptir ve islevsel bir p53 proteine sahip degildir. Geleneksel anti-
timor teknikleri (kemoterapi ve radyoterapi) dogrudan tiimor hiicrelerine zarar vermez,
DNA kiriklarinin olusmasina neden olur ve bdylece apoptoz yolagini tetiklemek tizere

p53'i etkinlestirir (220).
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Sekil 2.9. P53 ag1 - hayatta kalma ve hiicre 6liim mekanizmalarinin diizenlemesi (221).

P53 geni tanimlanan ilk timor baskilayici gendir ve kesfinden bu yana bilim insanlari
p53 yolagimin insan kanserlerinin ¢ogunda degistigini bulmuslardir (222). Bu genin
protein iiriinii olan p53, hiicrenin tiimdr baskilayict mekanizmasinin kalbinde yer
almaktadir ve bu nedenle "genomun koruyucusu" lakabi ile anilmaktadir. Hiicresel
stresin olmadig1 durumlarda diisiik p53 seviyesi, reaktif oksijen tiirlerini (ROS) ve daha
sonra DNA hasarini azaltan antioksidan etkinligi tetikler. Normal hiicre metabolizmasi
DNA ile tepkimeye girebilen ROS iiretir (223). Endojen ROS'un tek bir hiicrede giinliik
yaklasik 20.000 DNA bazmi degistirdigi tahmin edilmektedir. P53 bunu, hidrojen
peroksit metabolizmasina katilan proteinler olan glutatyon peroksidaz 1 ve sestrinler
gibi antioksidan islevlere sahip olan genlerin ifadesini arttirarak gergeklestirir. Bu
antioksidan etkinlik, mutasyona karsi korur ve kanseri onlemeye yardimci olabilir

(224).
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2.5.2.1. Hiicre stresine ve DNA hasarina cevap

Hiicresel stres ve DNA hasar1 gibi bir¢cok "tehlike uyaris1”, p53'i etkinlestirebilir ve
tiimor olusumunu baskilayan birkag 6nemli hiicre yanmitimi tetikleyebilir. Yukar1 akis
yoniinde stres etkinlestiricileri arasinda radyasyon, ilag veya kanserojen kaynaklt DNA
hasari, onkojenik etkinlesme, hipoksi ve diisiik riboniikleotid havuzlar1 yer almaktadir
(225). Bu kosullar tiimoriin baslatilmasint besleyebilir. Bu stres sinyallerine yanit
olarak, p53, hiicre dongiisii tutuklanmasi, apoptoz, DNA onarimi ve anjiyogenezin
baskilanmasi da dahil olmak iizere asagi akis yoniinde hiicresel etkilerin ortaya
cikmasint tetikleyebilir (226). Hiicre dongiisiinii  duraklatma yetenegi DNA
mutasyonlarinin onarilmasina izin verir ve genomdaki ¢ogalmalarim1 engeller (227).
Apoptoz, mutasyonlarin ¢ogalmasini Onlemenin bir baska aracidir; DNA hasari
onarilamiyorsa, hiicre intihar1 organizmaya bir biitliin olarak yarar saglar. Mutasyon
geciren hiicrelerin 6lmesi daha iyidir. Apoptoz, p53'liin tiimor baskilayici islevine
aracilik eden kritik biyolojik siirectir. P53'in apoptozun hiicresel etkisine katkida
bulunabilecek belirli stres kosullar1 altinda pro-oksidan bir rol oynayabilecegi de
belirtilmelidir (227). P53 yolaginin genel diizenlemesi, bizi her bir tabakay1 ¢6zmeye

calismaya zorlayan olagandis1 bir karmasikliga sahiptir.

2.5.2.2. Yukan Akis yoniinde p53 etkinlesmesinin molekiiler yolaklari

P53'in etkinlestirildigi mekanizma, stres sinyalinin dogasina baglhidir. Stres, hiicresel
proteinler tarafindan 'algilanir'; bunlarin ¢ogu, tehlike uyarilarim1 fosforilasyon yoluyla
p53'e ileten kinazlardir. P53-MDM2 etkilesiminin bozulmasi, p53'lin yukar1 akis
etmenleri tarafindan etkinlesmesi i¢in esastir (228). P53"in yukar1 akis yoniindeki
etkinlestiriciler, hiicresel stres bildirmek i¢in {i¢ ana bagimsiz molekiiler yolak
kullanmaktadir. Iyonize radyasyonun neden oldugu DNA hasari, iki protein kinaz
tarafindan uyarilir. DNA ¢ift sarmali tarafindan uyarilan birinci kinaz ATM, ikinci bir
kinaz Chk2'yi fosforile eder ve etkinlestirir (229). Hem ATM hem de Chk2 kinazlari,
p53'in  amino wug¢ bolgelerini fosforile eder ve bu fosforilasyon, MDM?2'nin
baglanmasina engel olur. Hiicresel stres p53'e ileten ikinci bir molekiiler yolak, iki farkl
kinaz, ATR ve kazein kinaz II tarafindan yiiriitiiliir. Bunlar ayrica p53'ii fosforile eder

ve MDM2 ile olan etkilesimini bozar.

Son olarak, Ras gibi etkinlesmis onkogenler, p53-MDM2 karmasiminin bir baska

modiilatérii olan pl4arf proteininin etkinligini tetikler. Pl4arf, INK4a/CDKN2A
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geninin iki translasyon iirliniinden bir tanesidir (bir siklin kinaz baskilayicist olan p16,
diger irlindiir) (230). Pl4arf, p53-MDM2 arabirimine baglanmaz, ancak MDM?2'yi
hiicrenin ¢ekirdekcigine kenetleyerek islev goriir. Her ii¢ yol da p53'tin MDM2

tarafindan parcalanmasini engeller (228, 229).

2.5.2.3. Asagi akis yoniinde p53 etkinlesmesinin molekiiler mekanizmalar

P53'%in tlimor baskilayicr etkilerini uyguladigi ana mekanizma, 6zgiil hedef genlerin
ifadelerinin tetiklenmesidir (231, 232). Elde edilen protein aginin nasil bu tepkileri
tetikledigini inceleyelim. (1) Hiicre dongiisiiniin baskilanmasi: p53'lin  merkezi
islevlerinden biri, DNA hasarina tepki olarak hiicre dongiisiiniin durdurulmasina neden
olmakta ve bdylece bir sonraki kopyalama turundan 6nce hasar1 onarmak i¢in bir firsat
saglamaktadir, boylece hasar géoren DNA'nin ¢ogaltilmast ve yavru hiicrelere gecisi
Onlenecektir ve genomun bakim kolaylasacaktir. Bu hiicresel tepkiden sorumlu
molekiiler mekanizma p21 geninin yazilimsal uyarimini igerir. Bu genin {iriinii olan p21
proteini, birkag siklin-cdk karmasimini baskilar ve hiicre dongiisiinii G1 ile S (ve G2 ile
M) gegislerinde duraklatmaya neden olur (233). Buna ek olarak, p21 ayni zamanda
DNA sentezinde ve DNA onariminda rol oynayan bir protein olan PCNA'yi
(proliferating cell nuclear antigen) baglanir. P21 ile etkilesim, DNA tipkiyapiminda
PCNA’nin roliinii engellese de DNA onariminda etki etmez (234). Bu nedenle, p21,
hiicre dongiisiinde bir duraklama ve ayni zamanda DNA onarimina olanak saglamak
icin p53'lin yetenegini kolaylastiran molekiiler mekanizmanin 6nemli bir pargasidir
(235). Apoptoz: Bircok apoptoza aracilik eden genlerin ifadesi yazilimsal olarak
dogrudan p53 ile diizenlenir. Hedefler arasinda, sirasiyla digsal ve igsel uyarilara

karsilik gelen iki apoptotik yolakta yer alan proteinleri kodlayan genler bulunur (110).

Genel olarak, apoptoz sirasinda apoptozu tesvik eden proteinler olan pro-apototik
proteinleri kodlayan genler tetiklenirken, apoptozu baskilayan proteinler olan anti-
apoptotik proteinleri kodlayan genler baskilanir. Sitokrom c'nin salinmasina neden olan
ve apoptozomu etkinlestiren mitokondrial pro-apoptotik proteinler NOXA ve PUMA,
tetiklenir (236). Ayrica, p53, pro-apoptotik protein Bax'in gen ifadesini tetikleyerek ve
anti-apoptotik protein Bcl-2'nin ifadesini baskilayarak, Bcl-2 protein ailesi tarafindan
dengeyi apoptosise dogru ayarlar (237). Fas almaci (FASR), apoptozu uyarmak igin
hiicre dis1 (6liim) uyaranlar alan zar gegisli bir almagctir. Fas almaci geninin ifadesi p53

tarafindan tetiklenir. Apoptoz, p53'tiin IGF-BP3 (insiilin benzeri biiylime etmeni
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baglayici protein 3)’i tetiklemesi araciligi ile hayatta kalma sinyalini baskilamasi ile de
tetiklenir. IGF-BP3, IGF-1 kendi almacina uyar iletimini baskilar (238). Bu yolaklarin
birlikte etkinlesmesi tam apoptotik cevap i¢in gereklidir. Apoptozu p53 ile tetiklemek
icin yazilimdan bagimsiz mekanizmalar da mevcuttur. (2) DNA tamiri ve anjiyogenez:
Ornegin, niikleotid ¢ikarma tamirinde yer alan XFC geni, 6zendirici bolgesinde bulunan
bir p53 yanit elemani aracilifiyla p53 tarafindan diizenlenir. Anjiyojenezin bir
baskilayicisi olan trombospondin de yazilimsal olarak p53 ile diizenlenir (229). Bu,
ayrica, p53'in farkli biyolojik yanitlarda bir yazilimsal diizenleyici rolii oldugunu

desteklemektedir.

2.5.2.4. P53 Yolagindaki Mutasyonlar ve Kanser

Mutasyonlarin boliinen hiicrelerde muhafaza edilmesi daha olast oldugundan p53
mutant hiicreler genomik kararsizlik ile karakterizedirler, bu da timér olusumuna izin
veren bir ¢evre saglar (240). Tiimor hiicrelerinde bulunan p53 yolagi mutasyonlarinin
yiiksek frekansi, muhtemelen tiimor baskilanmasindan kagan mutant hiicreleri tercih
eden secici baskinin bir sonucudur. Biitiin p5S3 mutasyonlarinin %75'inden fazlasini
yanlis anlamli (missense) mutasyonlar olusturur ve tek amino asit de8ismesi ile
sonuclanir. Birgcok mutant p53 molekiilii yabanil tip p53 proteininden daha kararlidir ve
hiicrelerde birikebilir (241). Yanlis anlamli mutasyonlarin %90'indan fazlasi DNA
baglama bolgesindedir (102-292 amino asitler) ve bunlarin %30'dan fazlas1 sadece alt1
kodonu etkiler, bu nedenle bu bolgeler "sicak noktalar (hotspots) " olarak adlandirilirlar
(241). P53 genindeki mutasyonlara ek olarak, p53 yolagina miidahale etmenin baska
yollar1 da vardir. CHKL genindeki mutasyonlar gibi strese yanit olarak p53'lin
etkinlesmesine neden olan yolaklardaki kusurlar, p53 geninde mutasyon igermeyen
kanser hiicrelerinde belirlenmistir (242). Bu durumlarda stres uyarani, normal
hiicrelerde oldugu gibi fosforilasyon yoluyla p53'e iletilemez. Ayrica, MDM2 proteinin
asir1 ifadesi, p53’iin diizenlenmesini degistirdigi ve bunun bir 'p53 inaktive' fenotipe yol
actigin1 gostermistir (243). Bax ve FASR gibi asag1 akis efektorlerinin baskilanmasi
yolagin diizenini bozar. P53 proteini bircok stres sinyali ve biyolojik tepkiyi almak ve
bunlar1 elde etmek icin merkezi bir diigim oldugundan, p53 yolagindaki bu
aksakliklardan bazilar1 p53 mutasyonu kadar siddetli etkilere yol agmayabilir, ancak
pS3 etkinsizlesmesinin kismi bir yoniinii taklit edebilir ve tiimor olusumuna izin
verebilir. Li-Fraumeni sendromu agirlikli olarak p53 geninin bir mutasyonu ile

karakterize edilir ve genis bir kanser ¢esidine yatkinliga neden olur (244). Bu otozomal
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dominant bir hastaliktir, bu nedenle etkilenen bireyin mutasyonu sonraki nesile aktarma
sans1 %50'dir. Bu hastalar genel popiilasyon ile karsilatirildiginda 50 yasindan once
kanser gelisme riski 25 kat daha fazladir (245). Bireylerde geng yasta kanser gelisimi ve
birden fazla primer timoriin siklikla goriilmesi sendromun karakteristik bir 6zelligidir.
Mutasyon tasiyan ailelerde goriilen kanser tiirleri arasinda sarkoma, meme kanseri,
l6semi ve beyin tiimdrleri bulunmaktadir (246). Kanser birka¢ kusak boyunca erken
yasta gelisir. Mutasyona ugramis pS3 geninin protein iiriinii genomu korumak i¢in islev
gormemektedir ve mutasyon birikimi karst konulmaz hale gelir, nihayetinde timor

olusumuna yol acar.

2.5.3. Bcl-2-Like Protein 11 (BIM)

Bu gen tarafindan kodlanan protein, BCL-2 protein ailesine aittir. BCL-2 ailesi iiyeleri
hetero- veya homodimerler olusturur ve ¢ok cesitli hiicresel aktivitelerde yer alan anti-
veya pro-apoptotik diizenleyiciler olarak gorev yaparlar. Bu gen tarafindan kodlanan
protein, Bcl-2 homoloji alan1 3 (BH3) icerir. BCL-2 protein ailesinin diger iiyeleriyle
etkilesime girdigi ve bir apoptotik etkinlestirici olarak hareket ettigi goOsterilmistir.
Hiicre tiiriine, apoptotik uyariya ve kemoterapotik ajanlara bagli olarak, bir¢ok normal
ve patolojik hiicresel siireclerin pro-apoptotik Bim proteini tarafindan diizenlendigi
bildirilmigtir. Yapilan ¢alismalar, Bim proteinin meme kanseri de dahil olmak iizere
bircok kanserin gelisiminde ve ilerlemesinde yer aldigimi ortaya koymaktadir. Bu
nedenle, Bim proteini hedeflenmis kanser tedavisinde kullanilir. Birka¢ kemoterapotik
ajan, apoptotik hiicre 6liimiinii tetiklemek iizere Bim proteinini hedef almaktadir. Bim'in

baskilanmasi, kanserlerin artmis metastazi ve kemo direnci ile iligskilendirilmistir (13).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calisma ornekleri ve analiz yontemi

Bu calismada kullanilan o6rnekler Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali Arsivi'nden elde edildi. 57 hastanin meme kanseri dokular1 ve komsu
saglikli gogiis dokusu ornekleri calismaya dahil edildi. Bu parafine gomiilii doku
ornekleri, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Boliimii tarafindan
immiinohistokimyasal yontemle protein analizine tabi tutuldu. Bu c¢alisma Gaziantep

Universitesi yerel etik komitesi tarafindan numaral etik kurul numarasi ile onaylandi.
3.2. immunohistokimyasal Boyama

Patolojik incelemeler i¢in hematoksilen eozin ile 6nceden boyanmis olan formalin ile
sabitlenmis parafine goémiilii (FFPE) meme kanseri doku ornekleri tekrar incelendi.
Immunohistokimyasal boyama, DAKO Autostainer Evrensel Boyama Sistemi
(Autostainer Link 48 DAKO, Glostrup, Danimarka) kullanilarak gergeklestirildi.
Kisaca, 4 um kalinliga sahip kesitler, pozitif yiiklii mikroskop lamlarina alindi. Ksilol
ile deparafinize edilmis kesitler daha sonra etil alkol serilerinden gecirilerek
dehidrasyon iglemine tabi tutuldu. Ardindan, antijen geri kazanimi, termostatik banyoda
(PT Link) 40 dakika boyunca 96 °C'de (10 mM sitrat tamponu, pH 6) gergeklestirildi.
Kesitler, 30 dakika boyunca 1/200 seyreltilmis konsantrasyonda anti-p53, anti-SIAH1
ve anti-BIM antikorlar ile tekrar inkiibe edildi. Streptavidin-biotin immiinperoksidaz
teknigi (K8000 Envision Flex, DAKO, Glostrup, Danimarka) ile otomatik bir sistem
kullanildi. Immunolojik reaksiyonlar, renkli goriintii saglamak i¢in diaminobenzidin
tetrakloriir (DAB) ile gosterildi. Kesitler, arka plan boyama i¢in hematoksilen ile karsit
boyama islemine tabi tutuldu. Kesitler ayrica dehidrasyon igin alkol serilerinden
gecirildi ve ksilol ile berraklastiktan sonra balsam ile kaplandi. Boyama sonras1 kesitler
iki farkli patolog tarafindan, klinik bilgi goz oniinde bulundurularak, 151tk mikroskopisi
(Olympus BX51, Tokyo, Japonya) altinda 4, 10, 20 ve 40 biiyiitme ile incelendi. En
yogun niikleer boyama alanlarinda en az 200 hiicre sayilmistir. % 5 boyama; "0", 5-10%

boyama; "1",% 11-20 boyama; "2",% 20 boyama; "3" olarak skorlandi.
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3.3. istatiksel Analiz

Caligmanin sonuglart SPSS ve GraphPad programlarini kullanarak istatistiksel olarak

degerlendirildi. Tiim sonuglar i¢in p <0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Meme kanseri tanisi konulmus toplam 57 kadin hastadaki bireysel ozellikler Tablo
3.1°de gosterilmistir. Calismaya dahil edilen hastalarin yas ortalamasi 51,91 + 13,05 idi.
Bunlardan %32.,8 45 yas alt1, % 51,7°si 45-65 yas araliginda ve %15,5’1 ise 65 yas
tistiidiir. Meme kanseri alt tiirlerine gore bu hastalarin %79,3’li invaziv duktal
karsinoma, %19’u invaziv lobiiler karsinoma ve % 1.7’si ise mikst olarak adlandirilan

invaziv duktal+lobular tiiriidiir.

Tablo 4.1. Calismaya dahil edilen hastalarin klinik 6zellikleri

Demografik veriler n=58 % n
Yas <45 (38,47 + 4,40) 19 32,8
45-65 (53,66 +5,52) 30 51,7
>65 (74,44 + 6,44) 9 15,5
Tam Invaziv duktal 46 79,3
Invaziv lobiiler 11 19,0

Invaziv duktal+lobiiler 1 1,7

Evre Gl 5 8,6
G2 21 36,2
G3 20 34,5
Bilinmiyor* 12 20,7
TNM T Ti1 11 19,0
T2 33 56,9
T3 12 20,7

T4 1 1,7
N NO 20 34,5
N1 13 22,4
N2 13 22,4
N3 11 19,0

M Mx 57 100,0

*[nvaziv duktal karsinomda evreleme bulunmamaktadir.

Hastalarin histopatolojik evrelendirilmesine gore, % 8,6’s1 evre 1, %36,2’si evre 2,
%34,5’1 i1se evre 3’tiir. Ayrica bu hastalarin %20,7’sinin histopatolojik evresi
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bilinmemektedir. Meme kanseri evrelerinin tespit edilmesinde, uygun tan1 ve tedavi
yonteminin belirlenmesinde TNM olduk¢a Onemlidir. Bu calismaya dahil edilen
hastalarin TNM siniflandirilmasindaki her bir parametreye gore (T, N, M) hastalarin

frekansi belirlenmistir. Hastalarin ayrintili bilgileri Tablo 4.1°de gosterilmistir.

4.1. SIAH proteinin ifade seviyesinin meme Kkanseri hastalarinda
immunohistokimyasal olarak tespit edilmesi

SIAH proteinin immunohistokimyasal olarak meme kanseri hastalarindan alinan normal
ve timorli dokularinda ifade seviyesi belirlenmistir. Meme kanserinin ¢esitli
histopatolojik siniflandirilmasina ve hastalarin klinik ve demografik 6zelliklerine gore
SIAH proteininin ifade seviyesini gosteren skorlama Tablo 4.2°de gosterilmistir. Analiz
sonrasinda elde edilen sonuglara gore, karsilastirilan tim parametrelere goére SIAH
proteinin ifade seviyesinin normal dokuya kiyasla timor dokularinda diisiik oldugu
gosterilmistir. Ayrica, invaziv duktal karsinomda SIAH proteinin ifade seviyesi normal
dokulara kiyasla tiimorlii dokuda anlamli bir sekilde diisiik olarak bulunmustur. Bunun
yant sira histopatolojik siniflandirmada evre 2’de SIAH proteininin anlamli olarak

diisiik oldugu gosterilmistir.

52



Tablo 4.2. SIAH proteinin ifade seviyesinin ¢esitli 6zelliklere gore gosterilmesi

Ozellik SIAH-normal  SIAH-tiimor P degeri
Yas <45 4,36 +2,33 3,73 +1,82 0,175
45-65 4,16 £2,03 3,96 +2,12 0,415
>65 5,4 +206 4+1 0,062
Tam Invaziv duktal 4,3 +2,02 3,69 +1,54 0,0271
Invaziv lobiiler 5+2775 472 +2.8 0,500
Invaziv duktal+lobiiler 4 4 1
Evre Gl 46+24 4+2734 0,5
G2 423 +1,57 3,19+ 1,12 0,002
G3 43+24 4,15 +1,63 0,769
TNM T T1 4,63 +2,06 2,72 1,55 0,001
T2 4,51 +2,16 4,24 +1,83 0,403
T3 3,83+2,16 3,75 £ 1,65 0,999
T4 3 3 1
N NO 4,4 +1,87 3,95 + 1,60 0,300
N1 5,23 +2,62 4,3+2,59 0,031
N2 4,23 +2.04 3,92 +1,49 0,562
N3 3,45 + 1,80 29+1,13 0,25
M Mx 443+2,15 3,89 + 1,87 0,014

SIAH proteininin meme kanseri hastalarinda normal dokuya kiyasla tiimorlii dokuda

anlamli bir gekilde diisiik ifade gosterdigi bulunmustur (p=0,0078) (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. SIAH proteinin meme kanserli hastalarin normal ve tiimor dokularinda ifade

seviyesi ** p=0,0078
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Bu ¢aligmada 58 meme kanseri tanist konulmus hastada SIAH proteinin ifade seviyesi
belirlenmistir. Sekil 4.2°de meme kanseri hastalarinin yasina gore (<45, 45-65, >65)
SIAH proteinin ifade seviyesi gosterilmistir. SIAH proteinin yasa gore kiyaslandiginda
tiimor dokularinda diisiik oldugu gosterilmistir. Ancak ifade seviyesindeki bu diisiis
istatistiksel olarak anlamli degildir. Bunun yani sira, 65 yas lstii hastalarda SIAH
proteinin ifade seviyesinin diger yas araligindaki hastalara kiyasla daha yiiksek oldugu

gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Farkli yas araliklarina gére SIAH proteinin ifade seviyesi.

Meme kanseri hastalariin invaziv duktal ve lobular tipi olmasina gére SIAH proteinin
ifade seviyesi gosterilmistir. Buna gore, invaziv duktal karsinomda SIAH proteinin
ifade seviyesinin tiimor dokularinda anlamli olarak azaldigi gosterilmistir. Buna ek
olarak invaziv lobular karsinomda SIAH proteinin ifade seviyesinin diisiik oldugu ancak
bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gortilmiistiir (p=0,0271) (Sekil 4.3). Mikst
olarak adlandirilan invaziv duktal+lobular tiirlinde sadece 1 hasta oldugundan

istatistiksel olarak degerlendirilememistir.

54



Tam

Skor

Sekil 4.3. Meme kanseri tanisina gére SIAH proteinin ifade seviyesi,* p=0,0271.

Hastalarin histopatolojik derecelendirilmesine gére G1, G2 ve G3 evrelerindeki meme
kanseri hastalarinin normal dokuya goére tiimoér dokusunda SIAH proteinin ifade
seviyesi gosterilmistir (Sekil 4.4). Diger klinik 6zelliklerde oldugu gibi histopatolojik
derecelendirmede de SIAH proteinin ifade seviyesi tiimor dokularinda diigiik olarak
bulunmustur. G1 ve G3 evrelerindeki hastalarda SIAH proteini ifade seviyesindeki
azalma istatistiksel olarak anlamli degil iken G2 evredeki hastalarin tiimor dokusunda

anlamli bir diisiis oldugu bulunmustur (p=0,002).
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Sekil 4.4. Histopatolojik derecelendirmeye gore SIAH proteinin ifade seviyesi, **
p=0,002.

TNM evrelendirilmesinde tiimor boyutu (T), nodiil (N) ve metastaza (M) gore SIAH
proteininin meme kanseri dokularinda ifade seviyeleri degerlendirilmistir (Sekil 4.5).
Tiimdr boyutuna gore degerlendirildiginde T1 grubundaki hastalarda SIAH proteinin
ifade seviyesi normal dokulara kiyasla tiimorlii dokularda anlamli bir sekilde diisiis
gostermektedir (p=0,001). Buna ek olarak, T2 ve T3 gibi diger T evrelerinde SIAH
proteinin ifade seviyesi normal dokuya gore tiimor dokularinda azalma gostermektedir.
Ancak bu degisimler istatistiksel olarak anlamli degildir. T4 grubunda sadece 1 hasta
oldugundan istatistiksel analiz yapilamamustir. Diger yandan nodiile (N) gore
kiyaslandiginda, N1 grubundaki hastalarin normal dokularina kiyasla tiimdr dokularinda
SIAH proteinin ifade seviyesi anlamli derecede diisiik bulunmustur (p=0,0313). Buna

karsin diger N gruplarindaki diisiik ifade seviyesi istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 4.5. TNM evrelendirilmesine gore SIAH proteinin ifade seviyesi.
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4.2. BIM proteini ifade seviyesinin meme kanseri hastalarinda

immunohistokimyasal olarak tespit edilmesi

BIM proteini immunohistokimyasal olarak meme kanseri hastalarindan alinan normal
ve timorli dokularinda ifade seviyesi belirlenmistirr. Meme kanserinin ¢esitli
histopatolojik siniflandirilmasina ve hastalarin klinik ve demografik 6zelliklerine gore
BIM proteininin ifade seviyesini gosteren skorlama Tablo 4.3’de gosterilmistir. Analiz
sonrasinda elde edilen sonuglara gore, BIM proteinin ifade seviyesinin normal dokuya
kiyasla tiimor dokularinda anlamli  bir farkliblk  bulunamamistir. TNM
evrelendirilmesinde NO grubundaki hastalarda BIM proteininin ifade seviyesi normal

dokulara kiyasla timor dokularinda anlamli bir sekilde artig gostermistir.

Tablo 4.3. BIM proteinin ifade seviyesinin ¢esitli 6zelliklere gore gdsterilmesi

Ozellik BIM-normal BIM-tiimor P degeri
Yas <45 3,89 + 1,04 421 +1,93 0,354
45-65 3,53+1,04 3,53 +1,27 0,843
>65 3,88 +0,33 4,44 + 1,94 0,500
Tam Invaziv duktal 3,67 £0,99 3,89 +1,74 0,220
Invaziv lobiiler 3,81 +0,98 3,90 + 1,30 0,999
Invaziv duktal+lobiiler 4 4 1
Evre Gl 4,6 +£1,34 42 +1,78 0,500
G2 3,52 +1,03 3,85+ 1,55 0,101
G3 3,6 0,75 3,85 +1,98 0,591
TNM T T1 3,81 +1,07 4,09 +1,70 0,625
T2 3,66 £ 0,957 391 +1,54 0,229
T3 3,58 +1,92 3,5+0,79 0,999
T4 3 4 1
N NO 3,5+0,94 43 +1,89 0,0156
N1 4,16 +£ 0,98 4+1,35 0,750
N2 3,69 + 0,85 3,54 +1,56 0,812
N3 3,36 £ 0,81 327+1,42 0,999
M Mx 3,71 £0,97 3,89 + 1,64 0,178

BIM proteininin meme kanseri hastalarinda normal ve tiimorlii dokular arasinda

herhangi anlaml1 bir farklilik bulunamamistir (p>0,05) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.6. BIM proteinin meme kanserli hastalarin normal ve tiimdr dokularinda ifade

seviyesi.

Meme kanseri hastalarinin yasina gore BIM proteinin ifade seviyesi gosterilmistir (Sekil
4.7). BIM proteinin yasa gore kiyaslandiginda tiimor dokularinda normal dokuya gore
farkli yas araliklarinda degisiklik gostermektedir. BIM proteinin ifade seviyesi farkli
yas araliklarinda normal dokuya gore tiimor dokularinda artmaktadir. Ancak bu artig

istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 4.7. Farkli yas araliklarina gére BIM proteinin ifade seviyesi.
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BIM proteinin ifade seviyesi meme kanseri hastalarinin invaziv duktal ve lobular tipi
olmasma gore Sekil 4.8’de gosterilmistir. invaziv duktal ve lobular karsinomlarinda
BIM proteini ifade seviyesi normal dokuya gore tiimor dokularinda artis gostermektedir.

Bu degisimler istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

Tani

Skor

Sekil 4.8. Meme kanseri tanisina gére BIM proteinin ifade seviyesi.

Meme kanseri hastalarinin histopatolojik derecelendirilmesine gore G1, G2 ve G3
evrelerindeki BIM proteini ifade seviyesi normal ve tiimor dokularinda gosterilmistir
(Sekil 4.9). G1 grubunda BIM proteininin ifade seviyesi normal dokuya kiyasla timor
dokularinda artis gostermektedir. Ama bu degisim istatistiksel olarak anlamli degildir.
Buna karsin G2 ve G3 gruplarinda BIM proteini ifade seviyesi normal dokulara karsin
timor dokularinda artmaktadir. Yalniz bu degisim istatistiksel olarak anlamli degildir

(p>0,05).
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Sekil 4.9. Histopatolojik derecelendirmeye gore BIM proteinin ifade seviyesi.
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Sekil 4.10. TNM evrelendirilmesine gére BIM proteinin ifade seviyesi.
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Meme kanseri dokularinda TNM evrelendirilmesine gére BIM proteinin ifade seviyesi
Sekil 4.10’da gosterilmigtir. Tiimor boyutuna gore analiz edildiginde, biitiin T
gruplarinda BIM proteini ifade seviyesinde anlamli bir degisim bulunamamistir. Bunun
yani sira, nodiile gore kiyaslandiginda NO grubunda BIM proteinin ifade seviyesi
normal dokulara gore tiimor dokularda artig gostermektedir (p=0,0156). Ancak, N1, N2
ve N3 gibi diger nodiil gruplarinda anlamli bir degisim yoktur.

4.3. p53 proteinin ifade seviyesinin meme kanseri hastalarinda
immunohistokimyasal olarak tespit edilmesi

Toplamda 58 meme kanserli kadindan alinan normal ve tiimorlii dokuda p53 proteinin
ifade seviyesi immunohistokimyasal olarak belirlenmistir. Meme kanserinin cesitli
histopatolojik siniflandirilmasina ve hastalarin klinik ve demografik 6zelliklerine gore
p53 proteininin ifade seviyesini gosteren skorlama Tablo 4.4’de gosterilmistir. Elde
edilen bulgulara gore, tiimor baskilayict bir protein olan p53 proteinin ifade seviyesi
normal meme dokularina tiimér dokularinda anlamli derecede artis gdstermektedir
(p<0,0001). Bunun yami sira, farkli yas araliginda, tani cesidinde, histopatolojik
siniflandirmada ve farkli TNM evrelerinde p53 proteinin ifade seviyesinin normal

dokuya kiyasla tiimor dokularinda ciddi bir sekilde artis gosterdigi bulunmustur.
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Tablo 4.4. p53 proteinin ifade seviyesinin ¢esitli 6zelliklere gore gosterilmesi

Ozellik P53-normal P53-tiimor P degeri
Yas <45 0 24,73 £35,49 0,0156
45-65 0 11,37 £26,14 0,0313
>65 0 5,5+16,6 0,999
Tam  Invaziv duktal 0 18,89 +31,49 10,0001
Invaziv lobiiler 0 0 1
Invaziv duktal+lobiiler 0 0 1
Evre Gl 0 0 1
G2 0 9+21,98 0,125
G3 0 33,5+37,31 0,002
T™NM T T1 0 7,27+16,78 0,500
T2 0 16,56 + 31,68 0,0078
T3 0 20 +£32,47 0,125
T4 0 0 1
N NO O 15,26 £31,55 0,125
N1 0 14,61 £28,17 0,125
N2 O 19,23 £31,21 0,0625
N3 0 10,9 £24,67 0,500
M Mx O 15,17 £28,97 <0,0001
Meme kanseri hastalarindan alinan dokulardan 43 tanesinde p53 proteini

saptanamamigtir. Bunun yani sira, 14 hastada p53 proteini pozitif olarak tespit
edilmistir. Bu calismaya dahil edilen hastalarin yaklasik %?24’iinde p53 proteinin
saptanirken yaklasik % 75’inde p53 proteini saptanamamistir. Ayrica, yapilan
istatistiksel analizler neticesinde meme kanserli hastalarda normal dokulara kiyasla
tiimorlii meme dokularinda p53 proteininin ifade seviyesi anlamli olarak artig

gostermistir (p<0,0001) (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. p53 proteinin meme kanserli hastalarin normal ve tiimér dokularinda ifade

seviyesi.
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Bu c¢alismada kullanilan arsiv dokularindan alinan 58 meme kanserli hastalarin yas
araligina gore p53 proteini ifade seviyesi Sekil 4.12°de gosterilmistir. Kirk bes yas alti
ve 45-65 yas aralifindaki hastalarda normal dokuya nispeten tiimor dokusunda p53
proteini ifade seviyesi istatistiksel olarak anlamli olarak bulunmustur. Ancak 65 yas
iistii hastalarda ise normal dokuya kiyasla tiimoér dokusunda anlamli bir artis yoktur.

Bunun yani sira, yas ilerledik¢e p53 proteinin ifade seviyesinde azalma goriilmiistiir.
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Sekil 4.12. Farkli yas araliklarina gore p53 proteinin ifade seviyesi, *p<0,05. Normal

dokularda p53 proteini bulunamadigindan grafikte gosterilmemistir.

Meme kanserinin tani tiirlerine gére invaziv duktal karsinomda normal dokuya kiyasla
timor dokularinda p53 proteinin ifade seviyesi anlamli derecede artig gostermistir
(p=0,0001) (Sekil 4.13). Ancak, invaziv lobular karsinomda normal ve tiimorlii meme

dokularinda p53 proteini saptanamamustir.
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Sekil 4.13. Meme kanseri alt tiirii olan invaziv duktal karsinomda p53 proteinin ifade
seviyesi. *** p=0,0001. invaziv lobular tiiriinde p53 proteini bulunamadigindan grafikte

gosterilmemistir.

Meme kanseri hastalarinin histopatolojik derecelendirilmesine gore G1, G2 ve G3
evrelerindeki p53 proteinin ifade seviyesi normal ve tiimér dokularinda gosterilmistir
(Sekil 4.14). G1 grubundaki hastalarin normal dokularinin yani sira tiimor dokularinda
da p53 proteini saptanamamistir. Bunun aksine, G2 ve G3 grubundaki hastalarin timor
dokularinda p53 proteininin ifade seviyesinin anlamli derecede artis gosterdigi
bulunmustur. Histopatolojik derecelendirmede en yiiksek p53 ifadesi G3 grubunda

bulunurken G1 grubunda p53 proteini saptanamamistir.
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Sekil 4.14. Histopatolojik derecelendirmeye gore BIM proteinin ifade seviyesi.
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Meme kanseri dokularinda TNM evrelendirilmesine gore p53 proteini ifade seviyesi
Sekil 4.15’te gosterilmistir. Tiimdr boyutuna gore analizler yapildiginda T2 grubundaki
hastalarin tiimoér dokularinda p53 proteinin ifade seviyesi bu hastalarin normal
dokularina kiyasla anlaml1 bir sekilde ytliksek olarak bulunmustur (p=0,0078). Ancak T1
ve T2 gruplarindaki p53 proteinin ifade seviyesi normal dokuya gore artig gosterirken

bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 4.15. TNM evrelendirilmesine gore p53 proteinin ifade seviyesi. **p=0,0078,
*A3%p<0,0001.
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Diger yandan nodiil grubunda ise normal dokuya gore tiimor dokularinda p53 proteinin
ifade seviyesi yiiksek olarak bulunmustur. Ama bu degisimler istatistiksel olarak

anlaml degildir.

4.4. Meme kanseri dokularinda p53 durumuna gore SIAH ve BIM proteinlerinin
ifade seviyeleri

Calismada kullanilan meme kanseri arsiv dokularindaki SIAH, BIM ve p53
proteinlerinin ifade seviyeleri klinik ve demografik 6zelliklere gore detayli sekilde
aciklanmustir. P53 pozitif veya negatif olma duruma gére SIAH ve BIM proteinlerinin

ifade seviyelerindeki degisimler sirasiyla Sekil 4.16 ve 4.17°de gosterilmistir.

SIAH

Sekil 4.16. P53 durumuna goére meme kanseri dokularinda SIAH proteininin ifade

seviyesi. *p=0,0134.

SIAH proteini p53 proteininin pozitif veya negatif olma duruma gore degisim
gostermektedir. Her iki durumda da SIAH proteini ifade seviyesi normal ile
karsilastirildiginda tiimoér dokularda diisiik olarak bulunmustur. Ancak p53 negatif olan
hastalardaki STAH proteininin ifade seviyesindeki diisiis istatistiksel olarak anlamlidir
(p=0,0134). Bunun yani sira, tiimoér dokularinda p53 pozitif ve negatif kendi aralarinda
karsilagtirildiginda p53 negatif olan hastalarda SIAH proteinin ifade seviyesi azalmigtir
(p>0,05).

BIM proteini ifade seviyesi p53 proteinin durumuna gore degisim gostermektedir. P53

pozitif olan hastalarda BIM proteinin ifade seviyesi artmistir. Benzer olarak p53 negatif
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olan hastalarda bu protein ifade seviyesi artis gostermektedir. Ancak bu ifade
degisimleri istatistiksel olarak anlamli degildir. Ek olarak, tiimdér dokularinda p53
pozitif ve negatif kendi aralarinda karsilagtirildiginda p53 negatif olan hastalarda BIM

proteinin ifade seviyesi artis gostermektedir (p>0,05).
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Sekil 4.17. P53 durumuna goére meme kanseri dokularinda BIM proteininin ifade

seviyesi.
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5. TARTISMA

Meme kanseri, kadinlarda kansere bagl oliimlerin diinyadaki en 6nde gelen nedenidir
ve yilda 1.3 milyon vaka ve yaklasik 500.000 6liimle sonuglanir (20). Prognostik ve
terapodtik nedenlerden 6tiirii kadin meme kanseri, Ostrojen reseptorii (ER), progesteron
reseptorii (PR) ve epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) alt tipi HER2'nin
ifadesine  baglhi  olarak  simiflandirilmaktadir  (247). Meme  kanserlerinin
smiflandirilmasinda  kullanilan ~ daha  farklilasmigs  bir  yaklagim,  tlimor
derecelendirmesidir (247). Bu nedenle onkologlar, luminal A (diisiik dereceli, ER-
pozitif), luminal B (yiiksek dereceli, ER-pozitif), HER2-asir1 ifade eden meme kanseri,
TNBC (ER, PR, HER2'den yoksun ii¢lii negatif meme kanseri) , normal gogiis benzeri
timorler ve claudin-low (hiicre adezyon molekiillerini diigiik ifade eden {iglii negatif
invaziv duktal karsinomalar) olarak smiflandirmaktadirlar (247). Tim meme
kanserlerinin yaklasik % 70'ini temsil eden ER-pozitif meme kanseri, dstrojene bagimli
olarak biiyiir ve bu nedenle anti-Ostrojenlerle, oOrnegin ER antagonistleri 4-
hidroksitamoksifen ve raloksifen ile tedaviye cevap verir (247). ER-, PR- ve HER2-
negatif liclii negatif meme kanserlerinin halen etkin bir sekilde tedavi edilememektedir.
Dolayisiyla meme kanseri alt tiplerine 6zgii etkin tedavi yontemlerinin gelistirilmesi

icin ifade profillerinin detayli olarak ¢alisilmasina ihtiyag vardir (247).

Normal hiicrelerde apoptoz kanser gelisimine karst dogal bir savunma mekanizmasi
olarak kabul edilmektedir ve kanser hiicrelerinin apoptoza karsi gosterdigi direng
kanserin en 6nemli ayirt edici 6zelliklerinden biri olarak gosterilmektedir. Dolaysiyla,
halihazirda kullanilan kanser tedavi yontemlerinin temelini apoptozun kanser
hiicrelerinde tetiklenmesi olusturmaktadir. Molekiiler olarak kanser, hiicre ¢ogalmasi,
Oliimii ve farklilagsmas1 gibi hayati 6neme sahip hiicresel faaliyetlerin yiiriitilmesinde ve
diizenlenmesinde rol oynayan genlerde meydana gelen bir seri mutasyonlar ve/veya
bozukluklardan kaynaklanmaktadir. Kanser olusumunda rol oymayan bu genler genel

olarak tlimor baskilayici genler ve onkogenler olarak bilinmektedir (248).

Yaptigimiz bu tez calismasinda apoptozda onemli rolleri olan SIAHI, BIM ve P53

proteinlerinin meme kanseri gelisimindeki rollerini ortaya koymayi amacladik.
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Calismamiza toplamda meme kanseri tanist almis 57 hasta dahil edilmistir. Kontrol
olarak hastalarin  saglikli dokulart1 kullanilmistir.  Protein ifade seviyeleri
immiinohistokimyasal boyama yontemi ile belirlenmistir. Sonug¢larimiz SIAH1, BIM
ve P53 proteinlerinin anlamli bir sekilde meme kanseri dokularinda ayirt edici bir
sekilde ifade edildiginin gostermistir. Meme kanseri hastalarinin tiimorlii dokularinda
SIAH1 protein ifade seviyesi anlamli olarak diistiigli saptanmistir (p=0,0078). Buna ek
olarak, BIM proteininin ifade seviyesinde meme kanseri hastalarinda normal ve timérli
dokular arasinda herhangi anlamli bir farklilik bulunamamistir (p>0,05). Ayrica, p53
ifade seviyesinin meme kanseri hastalarin timorlii dokularinda anlamli olarak arttigi
bulunmustur (p<0,0001). Ancak, c¢alismaya dahil edilen hastalarin yaklasik % 24’{inde

p53 proteini saptanirken, yaklasik % 75’inde p53 proteini saptanamamustir.

Hiicreler biiylimek ve hayatta kalmak i¢in, proteinlerin asir1 birikimini ve dengesiz bir
sekilde ortadan kaldirilmasin1 6nlemelidirler. Proteinlerin proteine ¢evrim sonrasinda
poli-ubikitin zincirleri ile islenmesi proteazom olarak adlandirilan coklu proteaz
karmagimi vasitastyla hiicre i¢i bozunumunu tesvik eder. Bu ubikuitin-proteazom
sisteminin (UPS) hassas kontrolii, hasarli, gereksiz, yanlis katlanmis ve potansiyel
olarak zararli proteinlerin ortadan kaldirilmasimi saglar. Farkli faaliyetlere sahip {i¢
enzim sinifi, UPS 'nin islevlerini belirler. Bunlar, E1 ubikitin aktive edici enzim, E2
ubikitin konjugazlar ve E3 ubikitin ligazlar olarak siralanmaktadir. Drosophila
melanogaster Seven-in-Absentia (Sina) protein’inin, memeli ortologlari olan SIAH1 ve
SIAH?2 gii¢lii E3 halka parmak ubikitin ligazlardirlar. Hiicre dongiisii, apoptoz ve DNA
tamiri gibi onemli biyolojik siire¢lerde gorev alan hedef proteinlerin ubikitinilasyon ve
sonrasinda proteazomal bozunmasina aracilik ederler. SIAH1 ve SIAH2 ortak hedefleri
tanimalarina ragmen, 6zgiil hedeflerinin oldugu da saptanmistir. SIAH1 ve SIAH2’nin
her ikisinin de, tiimor baskilayic1 ve yazilim etmeni olan p53 tarafindan tetiklenebilir
olsa da, cinsiyet hormonlar1 ve sitokin sinyalleri sadece SIAH2'min diizenlenmesine

katkida bulunur (247).

Tiimor baskilayict p53 proteini, DNA eslenmesi sirasindan olusan strese ve DNA
hasarma kars1 hiicresel cevabin en &nemli diizenleyicilerindendir. Ilk olarak 1996
yilinda, fare SIAHI1 proteinin fare miyeloid 16semi hiicrelerinde p53 ile indiiklenebilir
oldugu gosterilmistir. Ayrica p53, SIAH proteinleri ve HIPK2 (serine/threonine kinase
hypoxia-inducible protein kinase-2) arasinda bir iligkinin oldugu saptanmistir. HIPK2
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timor baskilayic1 p53'i etkinlestirir ve hizla biiyliyen kati tiimorlerde siklikla goriilen
oksijen yoksunlugunu takiben hipoksik gen ifadesini kisitlar. Ayrica, SIAH proteinleri,
DNA hasarina neden olan hiicresel stres kosullarinda da etkin rol oynamaktadirlar.
DNA hasar sensorii kinazlar1 olan ATM (Ataxia telangiectasia mutated) ve ATR (ATM-
related)’nin SIAH1’1 fosforile ettigi bilinmektedir. Bu proteine ¢evrim sonrasi

diizenleme HIPK2’nin SIAH1-HIPK2 karmasimindan ayirmaktadir.

Ote yandan, insan meme kanseri hiicrelerinde SIAH1 ve daha uzun izoformu olan
SIAH1L'nin radyo-duyarliligi arttirdigi bulunmustur. RNAi yontemi kullanilarak
yabanil tip p53 ifade eden MCF7 meme kanseri hiicrelerinde SIAH1’in susturulmasi ve
mutant p53 ifade eden SKBR3 meme kanseri hiicrelerinde asir1 ifade edilmesi SIAH1’in
1sinlama sonrasinda DNA ¢ift iplik tamirini ve bu kanser hiicrelerinin sag kaliminm
azalttigin1 ortaya koymustur. Ayrica, bu etkinin saglanmasinda SIAH1'in bozulmamis
halka (RING) parmak bdlgesinin gerekliligi ortaya konulmustur (17, 247). Bu veriler,
SIAHI'in stres direncini diistirdiigiinii gosterirken, Siahla ve/veya Siah2 genlerinden
yoksun olan sican embriyonik fibroblastlar (MEF'ler)’da radyasyona ve klinik olarak
etken olan etoposid ve doksorubisin gibi DNA'ya zarar veren ilaglara karst onemli
Olciide bir farklilik gézlemlenmemistir. SIAH proteinleri ayrica p53-bagimli uyari
iletiminin epigenetik diizenlenmesinde de rol oynamaktadirlar. Histon deasetilazlar
(HDAC) ve histon asetiltransferazlar (HATSs), p53't kontrol eden epigenetik
diizenleyicilerdir. Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda, SIAH1 ve SIAH2'nin CBP ve
p300 HAT proteinlerinin kararliligin1 kontrol ettigi gosterilmistir (247). Sonug olarak
yapilan ¢alismalar SIAH proteinlerinin p53 aracili uyari iletiminde rol oynadigini

gostermistir.

Meme kanserli hastalarda yapilan daha 6nceki caligmalarda 16q12-q13 kromozomal
bolgede yerlesik olan SIAHI1 genin siklikla silindigi saptanmistir. Bir baska ¢alismada,
5 meme kanseri hiicre hattindan 4’tinde SIAH1 ve uzun varyanti SIAH1L nin mRNA’s1
saptanamamugtir. Ayrica, yapilan baska bir ¢aligmada SIAHI1’in meme kanseri hiicre
hatlarinda asir1 ifade edilmesi BIM ve JNK sinyal yolaginin etkinlesmesi yoluyla
hiicreleri apoptoza gotiirdiigii rapor edilmistir. Ayrica, SIAH1 ifadesinin meme kanserli
hiicre hatlarinda baskilanmas1 ERK sinyal yolunun etkinlesmesi aracilifiyla hiicre
istilasini arttirdigt bildirilmistir (14). Buna ek olarak bir bagka calismada, 231 meme

kanseri hastasinin tiimorlii dokularinda immiinohistokimyasal boyama yontemi ile
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SIAH1 ve BIM proteinlerinin ifade seviyeleri analiz edilmis ve bu iki proteinin ifade
seviyesi anlamli olarak diisik oldugu bulunmustur. Bu bulgular birlikte
degerlendirildiginde SIAH1’in BIM aracilifiyla apoptozu tetikledigi goriilmektedir.
Ayrica, daha 6ncede bahsettigimiz gibi SIAH1 ifadesi p53 araciligiyla tetiklenmektedir
(15).

Ote yandan, Bruzzoni-Giovanelli ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada meme kanseri
hiicrelerinde artmig SIAH1 ifade seviyesinin mitoz ve mayozun normal ilerlemesiyle
iliskili bir chromokinesin proteini olan Kid (KIF22) proteinin yikimini ubikitin
proteazom yolagi ile tetikledigini ortaya koymuslardir. Bunun i¢in meme kanseri hiicre
hatlarina SIAHI1’in kalic1 olarak ifade edilmesi saglanmis ve Kid/KIF22 protein
seviyesinin onemli derecede azaldigi bildirilmistir (249). Bu bulgular1 destekler bir
sekilde baska bir calismada meme kanseri hastalarin beyin metastazi dokularinda
birincil meme kanseri tiimorlerine kiyasla SIAH1 ifade seviyesinin diisiik oldugu
saptanmigtir (250). Confalonieri ve arkadaglarinin yaptiklar1 baska bir ¢aligmada, diisiik
SIAH1 ve SIAH2 seviyelerinin azalmig hastaliksiz sag kalim olasiligi ile
iligkilendirilmistir (251).

Ote yandan yapilan ¢alismalar birgok SIAH1 hedef proteinin meme kanseri gelisimini
tesvik ettigi rapor edilmistir. Reseptér olmayan tirozin kinaz ACKI1/TNK2,
transkripsiyon faktorii TCF/LEF, a-tubulin, KID/KIF22 ve BIM bunlardan bazilaridir.
SIAH1 ve SIAH2’nin ACKI1’1 hedefleyerek proteozomal yikima gotiirdiikleri rapor
edilmistir. Yapilan bir calismada sigan meme kanseri metastaz modelinde ACK1'in asir1
ifadesinin farelerin mortalitesinde artisa neden oldugunu bildirmislerdir. ACK1, EGFR
ve protein kinaz B (PKB/AKT) sinyalini de igeren onkojenik sinyal yolaklarinin
etkinlesmesi ile insan meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini, ilerlemesini ve istilasim
arttirmaktadir. Ayrica, SIAHI ve ACK1'in tiimdr kaynaklt meme kanseri hiicrelerinin
istila yetenegini antagonistik olarak diizenledigine dair kanitlar vardir (247). Baska bir
aragtirmada, meme kanseri hiicrelerinde SIAH1 ve SIAH1L nin B-catenin ile iliski olan
TCF/LEF transkripsiyon faktoriiniin etkinligini azalttig1 rapor edilmistir. TCF/LEF’nin
B-catenin aracilifiyla tiimor istilasimi tesvik ettigi bilinmektedir (247). Ayrica, meme
kanseri hiicrelerinde SIAHI1’in oa-tubulin ve KID/KIF22 iliskili oldugu ortaya
konulmustur. Bu proteinler mitoz ve mayoz sirasinda gereklidirler. SIAHI

KID/KIF22’in proteozomal yikimina aracilik ettigi rapor edilmistir.
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Ote yandan, yukarida da bahsettigimiz gibi kuvvetli pro-apoptotik bir protein olan
BIM’in, meme kanseri hiicrelerinde SIAHI tarafindan pozitif olarak diizenlendigi
bildirilmistir. Bu bulgular1 destekler bir sekilde meme kanserli hastalarda yapilan bir
caligmada, 231 meme kanseri hastasinda SIAH1 ve BIM diizeyleri arasinda anlamli bir
ilgilesim saptanmistir (15). SIAH1 aracili BIM etkinlesmesi JUN kinaz (JNK) ile
iligkilidir ve STAH1 ERK kinazin uyart iletimini azaltmaktadir (14).

P53 ilk olarak tanimlanan ve en iyi bilinen timor baskilayici proteinlerin basinda
gelmektedir. P53, anormal hiicrelerin ¢ogalmasii ortadan kaldirmak ve baskilama
tizere islev goriir ve boylece neoplastik gelisimi dnler. Normal hiicresel kosullar altinda
pS3 sinyal yolagr 'bekleme' modundadir. P53 etkinlesmesi cesitli hiicresel stres
kosullarinda gergeklesir. P53 mutasyonu, insan neoplazilerinde tanimlanan en yaygin
genetik degisikliktir. Insan kanserlerinin yaklasik %50’sinde p53 mutasyonlar1 varligi
tahmin edilmektedir. Mutant proteinler, diziye 6zgii DNA baglanmasi ve hedef
proteinlerin etkinlesmesi i¢in neredeyse her zaman kusurludur. Yapilan calismalarda,
farkli yukar1 yonde (upstream) diizenleyici kinazlara bagimli goriinen birkag bagimsiz
p53 etkinlesme yolu belirlenmistir. Bunlardan bazilart ATM, ATR, Chk2 ve p142RF
olarak siralanabilir. Ayrica, meme kanserinde p53 mutasyonu, daha saldirgan hastalik
ve azalmis genel sag kalim ile iligkilidir. P53'teki germ evresi mutasyonlari, meme
kanseri riskinde artisa neden olan Li-Fraumeni kanser yatkinligi sendromlu bireylerin

yiiksek bir boliimiinde goriiliir (252).

Bu meme kanseri gelisiminde P53 etkinliginin kaybinin biiyiik bir énemi oldugunu
gostermektedir. Dolayisiyla, P53’iin ifade seviyesi ve molekiiler yapist meme
kanserlerinde yaygm bir sekilde ¢alisiimistir. Ik calismalarda, mutant p53 ifadesi,
meme kanseri hiicre hatlarinda gosterilmistir. P53 genindeki heterozigotluk kaybi
(LOH), birincil meme karsinomalarinda ortak bir olay olarak gosterilmistir. G6giis
kanserinde p53 mutasyonunun genel siklig1 yaklasik% 20 olmasina ragmen, hastaligin
bazi tiirleri yiiksek frekanslarla iliskilidir (253). Ornegin, germ-line BRCA1 ve BRCA2
mutasyon tastyicilarinda artmis p53 mutasyonu orani tespit edilmistir (254, 255). Buna
ek olarak tipik mediiller meme karsinomlarinda carpici bir sekilde, p53 mutasyonu
vakalarin % 100'inde goriilmektedir (256). Dolayisiyla, P53 yolaginin yapisinin ve
ifadesinin molekiiler patolojik analizi tamida, prognostik degerlendirmede ve

nihayetinde meme kanseri tedavisinde biiylik 6nem tasimaktadir. Bu nedenle yaptigimiz
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calismada, meme kanseri olgularinda SIAH1 ve BIM proteinleri ile birlikte p53 ifade
seviyesine bakilmistir. Yaptigimiz c¢alismada p53 ifade seviyesinin meme kanseri
hastalarin tiimorlii dokularinda anlamli olarak arttigi bulunmustur (p<0,0001). Ancak,
calismaya dahil edilen hastalarin yaklasik % 24’{inde p53 proteini saptanirken, yaklasik
% 75’inde p53 proteini saptanamamistir. Yani hastalarin biiyiikk ¢ogunlugunda p53
etkinligi kaybolmustur.

BIM proteini, BCL2 ailesi proteinlerin pro-apoptotik bir iiyesidir. DNA'ya zarar veren
maddeler, serum agligi, paklitaksel ve diger uyaranlar, BIM ifadesini uyararak apoptozu
indiikleyebilir. Bim, hematopoietik, epitel ve noronal hiicreler gibi ¢esitli hiicrelerde
apoptozu tetikleme yetenegine sahiptir. Ayrica meme kanseri hastalarinda yapilan bir
calisgmada SIAHI1 ifade seviyesinin BIM ifade seviyesi ile iliskili oldugu rapor
edilmistir. Bunun yaninda SIAH1 asir1 ifadesinin BIM ifadesinin asir1 ifadesine ve
apoptozu tetikleyerek hiicre istilasini baskiladigi yapilan islevsel deneyler ile ortaya
konulmustur. Bunun aksine siRNA ile SIAH1 ifadesinin baskilanmasi BIM ifade
seviyesinin azalmasima ve dolayisiyla apoptozu baskilayarak hiicre istilasini arttirdigi
rapor edilmistir (15). Dolayisiyla SIAH1’in BIM iizerinden apoptozu tetikledigi
diisiiniilmektedir. Ancak bizim yaptigimiz ¢alismada BIM protein ifade seviyesinde

herhangi bir istatiksel farklilik saptanamamustir.

Sonug¢ olarak, calismamizin sonuglart SIAH1’in meme kanseri gelisiminde Onemli
rollerinin oldugunu gostermistir. Ancak, onceki bulgular1 destekler bir sekilde BIM
protein ifadesinde anlamli bir farklilik saptanamamistir. Bunun nedeni hasta sayimizin
az olmasindan dolay1 olabilir. Dolayisiyla, daha genis ¢apli ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
Ayrica, ¢alismamiza dahil edilen hastalarin yaklagik olarak %75’inde p53 protein
ifadesi saptanamamistir. SIAH1’in p53 araciligr ile tetikledigi daha onceki yapilan
caligmalarda bildirilmistir. Dolayisiyla, diisiik SIAH1 ifadesinin sebepleri arasinda p53
ifadesinin kayb1 siralanabilir. Ileride yapilacak olan ¢alismalarda, RNAi ve klonlama
gibi islevsel deneyler ile SIAH1 ve iliskili oldugu protein ve yolaklarin meme kanseri
olusumunda nasil rol oynadiklarinin ortaya koyulmasi 6nemlidir. Calismamizin
bulgular1 SIAH1’in meme kanseri gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli rollerinin
oldugunu gostermekle birlikte tam1 ve tedaviye yonelik yeni bir biyobelirteg

olabilecegini gdstermektedir.
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