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OZET

GOZ KAPAGI, KONJUNKTIiVA VE ORBITA TUMORLU HASTALARDA
DUSP/MKP-1 GEN AILESININ EKSPRESYON DUZEYLERININ
BELIRLENMESI
Esma OZMEN
Yiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Yavuz SILIG
2019, 103 Sayfa
Go6z kapagi, konjunktival ve orbital tiimdrler diinya genelinde tiim kanser tiirleri arasinda
olduk¢a nadir goriilen kanser tiirleridir ve epidemiyolojileri hakkinda ¢ok az bilgi vardir.
Orbital lezyonlar oftalmolojide siklikla goriilmektedir ancak bu lezyonlarin zarar verici
formlar1 nadiren tiimor olusturur. G6z kapag tiimorleri, sik karsilasilan goéziin tiimoral
lezyonlarindandir ve bu kapak tiimorleri benign ve malign tiimorler seklinde
olusabilmektedir. Calisma grubumuzun biiyiik bir kismi da bazal hiicre karsinomlu
hastalardan olusturulmustur. Cift Ozgiillikli fosfatazlar (DUSP/MKP) kanserin
baglatilmasi ve ilerlemesinde rol oynayan MAPK sinyalizsyon yollarmin diizenlenmesinde
kritik bir role sahiptir. DUSPs fosfo-serin/ treonin ve fosfo-tirozin kalintilarinin her ikisini
de fosforilleyebilen bir fosfataz ailesidir. Bu ¢alismada; g6z tiimorler ile MAPK sinyal
yollarinda etkili olan DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6, DUSP10 genlerini arasindaki
iliskiyi arastirmayir amagcladik. Biz bu ¢alismada goz kapagi, konjunktival ve orbital
timorii ameliyati sirasinda ¢ikartilmis doku oOrneklerinden olusan 20 hastada DUSP1,
DUSP2, DUSP4, DUSP6, DUSP10 genlerini ekspresyon diizeylerini Real Time PCR (RT-
PCR), yontemleri ile belirlendik. Elde edilen verilerin gen ekspresyon analizi ise “RT2
profiler RT-PCR Array Data Analysis” istatistiksel analiz testi ile degerlendirildi. DUSP2
geninin 7,61 kat artigi, DUSP4 genin ise 0,12 kat azaldig1 goézlendi (p<0,05). DUSP1,
DUSP6 ve DUSP10 genlerinde de degisiklikler gézlendi ancak istatistiksel olarak anlamli

bir iliski bulunamadi(p>0,05).

Sonug olarak; GOz kapagi, konjunktival ve orbital tiimorler ile DUSP2 ve DUSP4
genlerinin ekspresyon diizeyleri arasina anlamli bir iliski oldugu saptanmistir. DUSP ailesi
ile ilgili daha genis kapsamli arastirmalar kanserin aydinlatilmasinda ve biyobelirteclerin

ortaya ¢ikmasina katki saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Goz kapagi, konjunktival ve orbital timdrler DUSP, Ekspresyon



ABSTRACT

DETERMINATION OF EXPRESSION LEVELS OF DUSP / MKP-1 GENE
FAMILY IN PATIENTS WITH EYELID, CONJUNCTIVA AND ORBIT TUMOR

Esma OZMEN
Master Thesis, Department of Biochemistry
Suprevisor: Prof. Dr. Yavuz SILIG
2019, 103 page

Eyelid, conjunctival and orbital tumors are very rare among all cancers in the world and
there is little information about their epidemiology. Orbital lesions are frequently seen in
ophthalmology, but the harmful forms of these lesions rarely form a tumor. Eyelid tumors
are the most common type of eye tumoral lessions, and these eyelid tumors may form as
benign and malignant tumors. A large part of our study group was composed of patients
with basal cell carcinoma. Dual-specific phosphatases (DUSP / MKP) have a critical role
in the regulation of MAPK signaling pathways involved in the initiation and progression of
cancer. DUSPs is a phosphatase family that can phosphorylate both phospho-serine /
threonine and phospho-tyrosine residues. In this study, We aimed to investigate the
relationship between DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6, DUSP10 genes which are
effective in MAPK signaling pathways with eye tumors. In this study, the expression levels
of DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6, DUSP10 genes were determined in tissue samples of
20 patients removed during eyelid, conjunctival and orbital tumor operations by using Real
Time PCR (RT-PCR) methods. Gene expression analysis of the obtained data was
evaluated by "PC RT2 profiler RT-PCR Array Data Analysis" statistical analysis test. It
was observed that the DUSP2 gene was increased by 7.61 fold and the DUSP4 gene was
decreased by 0.12 fold (p<0.05). Changes in the levels of DUSP1, DUSP6 and DUSP10
genes were also observed but statistically no significant relationship was found (p> 0.05).

As a result; A significant relationship was found between the eyelid, conjunctival and
orbital tumors and the expression levels of DUSP2 and DUSP4 genes. More extensive
research into the DUSP family may contribute to the elucidation of cancer and emergence

of new hiomarkers.

Key Words: Eyelid, conjunctival and orbital tumors, DUSP, Expression
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1.GIRIS

Kanser insidansi ve mortalitesi diinya genelinde giderek artmaktadir. Oliim nedenleri
arasinda iilkemizde ve diinyada kanser, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirada
yer almaktadir. Kanser vakalari arasinda en sik goriilen kanserler sirasiyla akciger, meme,
kolorektal, prostat, mide, karaciger, 0zafagus kanserleri seklinde siralanmaktadir (1).
Orbital lezyonlarin zarar verici formlar1 ise nadiren timdr olusturmaktadir fakat hem
gormeyi hem de hayati olumsuz etkilediklerinden dolayr diger timor cesitlerinden
farklhidirlar (2-4). Goz kapagi, korneaya kayganlik saglamakta ve yabanci cisimlere karsi
bir bariyer gorevi gormekte, goéz kiiresinin normal yapisini ve fonksiyonlarini da
korumaktadir (5). Goz kapagi tiimorleri, sik karsilasilan goziin tiimoral lezyonlarindandir
(3,6). Bu tiimorler benign ve malign tiimorler seklinde smiflandirilabilmektedir (7).
Konjonktiva, yabanci cisimlere ve dis kaynakli zarar verici mikroorganizmalara karsi
onemli bir bariyer gorevi goriir, goziin serbest hareket etmesine olanak saglar, gbzyasi i¢in
bir rezervuardir (8,9). Konjonktival tiimorler géz ve adneksanin en sik goriilen
timorlerinden biridir (10). Bu tiimorler, hem epitelyal hem de stromal yapilardan
kaynaklanabilir (11). Orbita, yaklasik 40 mm yiikseklik ve 45 mm derinlige sahip kafatasi,
yiiz ve burun kemiklerince sinirlanan, anatomik bir yapidir (12). Orbita tiimorleri oftalmik
patolojide nadir goriilen kanserlerdir (13).

Oksidatif stres, viicudunuzdaki serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki
dengesizliktir. (14). Insanlar, oksidatif strese kaynaklik eden dis faktorlere siirekli olarak
maruz kalmaktadir. Bu dis faktorlere ornek olarak ultraviyole 1sinlari, kimyasal ajanlar,
tiitlin dumani, tibbi uygulamalarda kullanilan ilaglar verilebilir (15). ROS asir1 {iretiminin
neden oldugu oksidatif stres, goz ile ilgili yiizey hastaliklarinin patogenezinde énemli bir
faktordir. Cift ozgiilliiklii fosfataz 1 (DUSP1) gen ekspresyonunu aktive eden dis
uyaranlardan birinin oksidatif stres oldugu bilinmektedir (16). Protein fosforilasyonu,
protein kinazlarin ve fosfatazlarin aktiviteleriyle dengede tutulan tersinir bir islemdir.
Protein fosforilasyon dengesi, ‘mitogen ile aktive edilmis protein kinaz > (MAPK!'ler)

olarak bilinen, protein serin/treonin kinaz ailesinin aktiviteleri ile saglanir (17). MAPK



yolunun temel iiyeleri, ‘ekstraseliiler sinyal-regiile kinazlar’(ERK), p38 MAPK, ve ‘Jun N-
terminal kinaz’dir (JNK). MAPK sinyallerinin etkinligi, DUSP’larin aktiviteleri ile
azaltilir. DUSP’lar, MAPK'lar1 dogrudan fosforile ederek etkisiz hale getirir (17).
MAPK ’lar iizerine etkilerinden dolayr DUSP’lar, ‘M AP kinaz fosfataz 1’ (MKP1) olarak
da bilinmektedir. DUSP’lar, adlarin1 hedefledikleri substratlardaki hem treonin hem de
tirozin kalintilarin1 fosforile edebilme kabiliyetlerinden almis heterojen protein fosfataz
grubudur (18). DUSP1, mitojen ve stres ile indiiklenebilen bir DUSP iiyesidir ve timor
biyolojisindeki rolleri giderek artmaktadir (19). DUSP1 ekspresyonu, ‘ekstraseliiler sinyal-
regiile kinazlar 1/2° (ERK1/2) aktivasyonu, biiyiime faktorleri, 1s1 soku ve oksidatif stres
tarafindan indiiklenir. Ayrica ERK1/2, DUSP proteinini fosforile eder ve stabilize eder
(20). ERK1/2 yolunun aktivasyonu, hiicre proliferasyonunu arttirir ve maligniteye yol agar
(21-24). DUSP1 hiicre dongiisii ve apoptozun diizenlenmesinde rol oynar. Onemli olarak,
DUSPI1, yumurtalik kanseri dahil olmak iizere ¢esitli kanserlerde asir1 eksprese edilir.
DUSP1 hiicre oOliimiiniin indiiksiyonunu birka¢ apoptotik uyaran tarafindan inhibe
etmektedir (25). Bir anti-apoptotik fosfataz olan DUSPI1, ¢ok ¢esitli dokularda eksprese
edilir ve en yiiksek seviyeleri kalpte, akcigerlerde ve karacigerdedir (26). DUSP1'in asiri
ekspresyonu, prostat, kolon ve mesane kanserleri dahil olmak iizere birgok insan epitelyal
timoriinde gozlenmistir (27-29). Yakin zamanda ki pek ¢ok farkli DUSP kesfi,
DUSP’larin  rollerine ve diizenleyici etkilerine olan ilgiyi attirmistir. Ayrica son
zamanlarda, DUSP'larin hiicre proliferasyonu, kanser ve bagisiklik yanitindaki temel
rolleri arastirilmaktadir. DUSP proteinleriyle etkilesim halinde bulunan; MAPK/JNK,
MAPK/p38 ve MAPK/ERK proteinlerinin de bu yolakta dnemli rolleri oldugu tahmin
edilmektedir. Bu ¢alismada; G6z kapagi, konjunktiva ve orbita timorlii hastalarda DUSPS

gen ailesinin ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi amaglanmigtir.



2.GENEL BILGILER
2.1.Kanser

Kanser iilkemizde ve diinya genelinde en &nemli saglik problemidir. Ulkemizde
6liim nedenleri arasinda ikinci siradadir (30). Amerika Birlesik Devletleri'nde de 6lim
nedenleri arasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirada yer almaktadir.
Diinya Saglik Orgiitiiniin istatistiklere gore, morbidite ve mortalitenin 6nde gelen

nedenlerinden birisi kanserdir.

Kanser 2018 yilinda, yaklasik 9 milyon kiginin éliimiinden sorumludur. Diinya
genelinde 5 erkekten ve 6 kadindan biri yasamlar siiresince kansere yakalanmaktadir.
Sekiz erkekten ve 11 kadindan biri ise kanserden dolayr yasamlarini kaybetmektedir.
Sekil 1°de belirtildigi gibi 2040 yilina gelindiginde ise kanserden dolayr 6len kisi
sayisinda yaklagik iki katlik bir artis olacagi tahmin edilmektedir (31).

[ ] [ ]
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Sekil 1. Diinyada, kanserden 2018'den 2040'a kadar olan tahmini 6liim say1s1

Toplam kanser vakalarmmin % 11,6’sin1 olusturan akciger kanseri, en sik
rastlanan kanser tliriidiir. Akciger kanserinden sonra toplam kanser oliimlerinin %
11,6’s1n1 meme kanseri, % 10,2°sini kolorektal kanser, % 7,1’°sini prostat kanseri, %
5,7°sini mide kanseri, %4,7’sini karaciger kanseri, % 3,2’sini 6zafagus kanseri ve %

46’smu ise diger kanser tiirleri olusturmaktadir (Sekil 2)(1).



Akciger
093 876 (11.6%)

Meme
2088 849 (11.6%)
Diger Kanserler
81323 703 (46%)
Kolorektal
1849518 (10.2%)
Prostat
1276 106 (7.1%)
Mide
1033701 (5.7%)
Ozafagus Karaciger
572 034 (32%) 841 080 (4.7%)

Toplam : 18 078 957

https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/39-All-cancers-fact-sheet.pdf

Sekil 2. 2018'de diinya genelinde, tiim kanser ¢esitlerinde, her iki cinste ve yas
grubundaki vaka oranlari

Erkeklerde kanser insidansi kadinlara gore daha fazladir. Kadinlarda en sik
goriilen kanser, tiim kanser vakalarmin % 24,2’sini olusturan meme kanseri iken
erkeklerde sik goriilen kanser, tiim kanser vakalarimin % 14,5’ni olusturan akciger
kanseridir. Cinsiyetler ayr1 ay1 incelendiginde kadinlarda sirasiyla en sik goriilen
kanserler meme, kolorektal, akciger, serviks, tiroid, mide seklinde siralanmaktadir.
Erkeklerde ise en sik goriilen kanserler sirasiyla akciger, prostat, kolorektal, mide,

karaciger, mesane, 6zafagus kanserleridir (Sekil 3).

Akciger
Meme 1368 524 [14.5%)
2 08B 843 (24.2%)
Diger Kanserler Diger Kanserler Prostat
3246 626 (57.7%) 3661 464 (35.9%) ros
1276 106 (13.5%)
Mide Kolorektal Kolorektal
349 947 (4.10%) 823 303 (5.56) Ozafagus 1026 215 (10.5%)
K Uteri Akciger Mide
03“81’211056B Mif;‘] 2t 35% (8.4%) 300 695 [4.2%) 653 754 (7.2%)
Tiroid Serviks Uteri Mesane Karaciger
436344 (5.1%) 569 BAT [6.6%) 424 082 [4.5%] 596 574 [6.3%)
Toplam : 8 622 539 Toplam : 9456418

KADIN ERKEK
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Sekil 3. Diinyada cinsiyetlere gore en sik goriilen kanser oranlari

Ulkemizde her 5 oliimden biri diinyada ise her 6 &liimden biri, kanser

nedeniyledir. 2018 yilinda tilkemizde 210.537 kisi kansere yakalanmigtir ve tiim kanser



vakalarinin % 16,5’ini akciger, % 10,6’sin1 meme, % 9,5’ini kolorektal, % 8,2’sini
prostat, % 6,2’sini tiroid ve % 49’unu diger kanser tiirleri olusturmaktadir (Sekil 4)
(31,32).

Akciger
34 703 (16.5%)

Meme
22 345 (10.6%)
Kolorektal
20031 (9.5%)
Prostat
17 332 (8.2%)

Diger Kanserler
103 093 (49%)

Tiroid
13033 (6.2%)

Total: 210 537

http://gco.iarc.fr/today/home

Sekil 4. 2018 yilinda Tiirkiye’deki kanser vakalari

Tiirkiye’de 2018 yilinda 91.655 kadin ve 118.882 erkek kansere yakalanmustir.
91.655 kadin bireyin % 24,4’iinii meme, % 11,5’sini tiroid, % 9,3 lnii kolorektal, %
6’sin1 karpus iiteri, % 5,8’ini akciger ve % 43,1’ini diger kanserler olusturmaktadir.
118.882 erkek bireyin % 24,7’ini akciger, % 14,6’sin1 prostat, % 9,7’sini kolorektal, %

8,1’ini mesane, % 6,2’sini mide ve %36,7’sini diger kanserler olusturmaktadir (Sekil 5).

Meme Akciger
22 345 (24.4%) 29 405 (24.7%)

Diger Kanserler
Diger Kanserler 43 605 (36.7%)
43.1
39503 (43.1%) Tiroid
10 563 (11.5%)
Kolorektal Mide Prostat
8483 (9.3%) 7414 (6.2%) 17 332 (14.6%)
Akciger Korpus Uteri Mesane Kolorektal
5298 (5.8%) 5463 (6%) 9578 (8.1%) 11 548 (9.7%)
Total: 91 655 Total: 118 882
KADIN ERKEK
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Sekil 5. 2018 yilinda Tiirkiye’de cinsiyetlerine gore kanser vakalari

Orbital lezyonlar oftalmolojide siklikla goriilmektedir ancak bu lezyonlarin zarar
verici formlar1 nadiren tiimér olusturur (2). Hem gérme hem de hayati tehdittikleri igin

g0z tiimorleri goz hastaliklar1 arasinda tektir ve tiim tiimor g¢esitleri arasinda oldukca

3



benzersizdir (3,4). Goz timorleri nadir goriilen bir timor cgesitidir (33). Kanser
istatistiklerine gore sadece 2018 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde 3540 kisiye
g0z tiimori teshisi konulmus, bu kisilerden 350’si hayatin1 kaybetmistir (34). Amerika
Birlesik Devletleri’nde ortalama yillik, g6z timori goriilme oram yaklasik
1/100.000°dir. Erken tedavi goren goz tlimorli kisiler i¢in sagkalim orani yaklasik %

80'dir. Bu istatistik, bu nadir hastaligin tespitinin dnemini gostermektedir.

2.2. G6z Tiimérleri
GOz timorleri nadiren goriiliir ve epidemiyolojisi hakkinda ¢ok az bilgi vardir

(33). Goz timorlerinin stk gozlenmemesi ve oldukga cesitli olmasi, tanilarini
zorlagtirmaktadir. Tedavileri: hastanin hayatini, goziinii ve gérme giiciinli kurtarmaya
yoneliktir. GOz timorli hastalarin tedavileri okiiler onkologlar, genel onkologlar,

radyoterapistler, patologlar ve psikologlarin oldugu multidisipliner bir ¢alisma gerektirir

(4)

2.3. Goz Kapag
Deri, mukoza ve stromal destek dokudan olusan g6z kapag: derisinin kalinlig 1

mm’den azdir (35,36). Deri, goz kapaginin en yiizeysel tabakasidir ve viicudun en ince
derisi olmas1 bakimindan olduk¢a farklidir. Ayn1 zamanda giines 15181na da en fazla
maruz kalan deri bolgesidir (37). Goz kirpma sirasinda hizli géz kapagi hareketlerinin
gerekliligi, cildin olduk¢a esnek olmasini gerektirir (38). Epidermis, 6-7 hiicre
katmanindan olusan statik epitelden meydana gelir. Epidermisin altinda dermis tabaka
bulunur. Bu tabaka elastik lifleri, kan damarlarini, lenfatikleri ve sinirleri igerir.
Dermisin altinda, ¢cok az ya da hi¢ yag icermeyen gz kapaklarinin derialti areolar
dokusu bulunmaktadir. Kil folikiilleri ve pilosebasdz bezleri burada bulunur (36). Goz
kapaklari, medial ve Ilateral kantusta birlestirilen st ve alt goz kapagindan
olugsmaktadir. Goz kapaklarinin ortalama agiklig1 yatay genislikte yaklasik 30 mm ve
dikey yiikseklikte yaklasik 10 mm'dir (39). G6z kapagi, korneaya kayganlik saglamakta
ve yabanci cisimlere karsi bir bariyer gérevi gormekte, goz kiiresinin normal yapisini ve
fonksiyonlarmi1 da korumaktadir (5). Kornea yiizeyinin kayganligi, géz kapaginin
diizenli olarak agilip kapanmasiyla yiizeye yayilan koruyucu bir gozyasi filmi ile

saglanmaktadir (40). G6z kapagi tiim bu gorevlerinin yani sira ¢esitli lezyonlarin da



gelisebilecegi onemli bir bolgedir (5). G6z kapagi anatomisindeki bozulmalar, kornea

ve okiiler yiizeyin biitlinliiglinde de zararli olabilmektedir (39).

2.3.1. Goz Kapa@ Tiimérleri

Deri tiimorleri bas ve boyun bdlgesinde, periokiiler bolge tiimdrleri ise siklikla
g0z kapaklarinda yerlesim gdstermektedir. Gz kapagi tiimorleri, sik karsilasilan goziin
timoral lezyonlarindandir (3,6). G6z kapagi tiimorlerinin goriilme siklig1 yas ile dogru
orantilidir. Ayrica tiimorlerin goz kapagindaki yaygin yerlesim bolgeleri alt kapak ve i¢
kantustur (41). Goz kapaginda gbzlenen iyi huylu ya da kotii huylu lezyonlar; histolojik
ozellikleri ve tedavisinde uygulanan cerrahi prensipler agisindan, viicudun diger
bolgelerindeki cilt lezyonlarindan farklidirlar (42). G6z kapagi tiimorleri benign ve
malign tiimorler seklinde siniflandirilabilmektedir. Malign lezyonlara %100 tani
konamadig1 i¢in benign lezyonlardan ayirt edilebilmesi ic¢in histopatolojik inceleme
onerilmektedir (7). Goz kapagi metastazi nadiren meydana gelir ve tiim malign goz

kapagi lezyonlariin % 1'inden daha azini olusturur (43-46).

2.3.1.1. Benign Goz Kapag: Tiimorleri

Cok c¢esitli lezyonlar periokiiler bolgede cildi, benign ve malign olarak
etkileyebilirler. Tim kapak tiimorlerinin yaklasik %73-86 smi benign goz kapagi
timorleri olusturmaktadir. Benign géz kapagi tiimdorlerinin tanilart ¢ogu vakada basit
olsa da lezyonlarin histopatolojik olarak her zaman dogrulanmasi istenmektedir (47,48).
G0z kapagimin en sik goriilen benign tiimorleri skuamdéz papilloma, psédoepitelyomatoz

hiperplazi, seboreik keratoz, keratoakanomadir.

2.3.1.1.1. Skuamoéz Papilloma

Insan papilloma viriisii (HPV), onkojenik bir viriistiir. HPV’ii 8 kb uzunlugunda,
kapali, dairesel ve ¢ift seritli bir DNA'dan olusur (49). Bugiine kadar 50'den fazla HPV
tiirii tanimlanmis ve bazilarinin tiimor lezyonlarinin gelisiminde énemli bir role sahip
oldugu kanitlanmistir (50). Skuaméz papilloma, ¢ocuk ve eriskinlerde gozlenir (51).
Cocuklarda, HPV 6, 11 veya 16 nin konjonktival epitelyumu enfekte etmesi ile gelisir,



yetiskinlerde HPV enfeksiyonu ve immiin yetmezligi ile iliskilidir (52). Skuaméz
papilloma diisiik maligniteye sahiptir ve yaygin olarak cinsel yolla bulasan bir hastalik
oldugu tahmin edilmektedir (53-56). Kriyoterapi ile yapilan “no-touch” teknigi, tercih
edilen bir cerrahi miidahaledir. Lazer, dinitroklorobenzenevimoterapi, interferon alfa 2b
(IFN a-2b) ve topikal mitomisin C (MMC) damlalar1 da skuamoz papilloma’nin diger
tedavi yontemleridir (57-61).

2.3.1.1.2. Psodoepitelyomatoz Hiperplazi

Mukozal ve kiitandz ylizey epitelinin epitelyal cogalmasi, psddoepitelyomatoz
hiperplazi (PEH) olarak tanimlanmaktadir. PEH, benign bir lezyondur ve tedavisi
konservatiftir. PEH, malign bir timor olan yassi hiicreli karsinom ile benzerlik
gostermekte ancak yasst hiicreli karsinom tedavisinde cerrahi miidahale gerekmektedir.
Benign ve malign olusumlarin ayirict tanillarinin - zor oldugu durumlarda

immiinohistokimyasal boyalar tanida yardimeidir (62, 63).

2.3.1.1.3. Seboreik Keratoz

Seboreik keratoz (SK), epidermal keratinositlerden koken alan, sik karsilagilan
ancak etyolojisi bilinmeyen benign bir deri tiimoriidiir (64). Goriilme siklig1 yasla dogru
orantilidir ve genellikle 30 yasindan sonra ortaya ¢ikmaktadir (65). SK ¢ogunlukla agik
kahverengi olmakla beraber degisik renkler gosterebilir. Kirli sar1, gri, kahverengi ve
siyah renkli lezyonlara rastlanabilmektedir (66). Bazal hiicreli papilloma, bazal hiicreli
akantom, benign keratoakantom, senil verruka, senil keratoz, seboreik verruka, olarak
da adlandirilmaktadir (67-69). SK selim yapisi ve genellikle asemptomatik seyretmesi
nedeniyle tedavi edilemeyabilir ancak lezyonlar kriyoterapi, kiiretaj, elektrodesikasyon

ve lazer yontemleriyle uzaklastirilabilir (64).

2.3.1.1.4. Keratoakanoma

Keratoakanoma (KA) genellikle yash bireyleri etkileyen kutandz bir tiimordiir.
KA, dudaktaki vermilyon sinir1 dahil olmak iizere yaygin olarak bas ve boyun

bolgesinde bulunmaktadir. Cogunlukla giinese maruz kalan kronik bir cilt {izerinde



gelisirler fakat giinese asiri maruz kalmayan ciltte de goriilebilmektedirler. KA’ nin
histolojik yapist ve hizli biliylimesi klinisyenler ve patologlar i¢in taniy1
zorlastirmaktadir (70-72). Ozellikle KA, kisa proliferatif fazda, skuamdz hiicreli
karsinoma (SHK) benzeyen histolojik 6zellikler barindirsa da SHK ile
karsilastirildiginda belirgin genetik sapmalara sahiptir (73-75). KA genellikle teshis ve
tedavi edilmezler. Ciinkii KA gelisimi bazen kendiliginden, bazen de birkag¢ ay i¢inde

gerileyebilir. Teshis edilmesi halinde siklikla cerrahi eksizyon ile tedavi edilir (76-78).

2.3.1.2. Malign Goz Kapag Tiimérleri

Cilt malign tiimdrlerinin %9-%15’ini malign goz kapak tiimorleri (MKT)
olusturur (79). Goz kapagi ve goz gevresinde goriilen yaygin deri timorleridir (80).
MKT’leri yaygin goriilme oranlarina gore %85-%90 bazal hiicreli karsinom, %0,5-%1
skuamoz hiicreli karsinom, %0,5-%5 sebase bez karsinomu ve %1 malign melanom
seklinde siralanmaktadir (79). MKT’inde tan1 genellikle klinik goriiniimle konulur, daha
sonra biyopsi yapilir ve histopatolojik incelemeyle kesin taniya varilir. Kesin tanidan

sonra tedavi planlanir (81).

2.3.1.2.1. Bazal Hiicreli Karsinom

Bazal hiicreli karsinomu (BHK) ilk kez 1824 yilinda Arthur Jacob tarafindan
tanimlanmustir (82). BHK en sik goriilen deri tiimorlerinden biri olarak kabul edilmekte
(83) ve biitiin deri tiimoérlerinin % 50- 75'ini olusturmaktadir(84-86). BHK, malign
epitelyal timorlerin % 75'in1 ve goz kapaklarini etkileyen vakalarin % 90'm1 olusturur
(47,87-96). BCC, epidermisin bazal hiicrelerinden koken alir, pembe bir renk ile
karakterizedir. Ancak bazen iilserasyon ve kanama seklinde de ortaya ¢ikabilmektedir
(97). Yasam boyunca hastaligin goriilme olasilig1 yaklasik %30 olarak bildirilmistir
(98). Insidansi yasla birlikte artmaktadir ve vakalarin g¢ogu 50-80 yas araligindaki
bireylerde goriilmektedir (99,100). Kirk yas altindaki kisilerde de goriilme insidansi
giderek artmaktadir (101). Erkeklerde goriillme durumu kadinlara gore yaklasik iki kat
daha fazladir (99). Etyolojik faktorler; solar radyasyona (ultraviole 1sinlar1) maruziyet,
acik renkli ten, human papilloma virus enfeksiyonlari, infrared radyasyonu, inorganik

arsenik, travma, immunsupresyon ve genetik yatkinliktir (84,102-104). Primer olgular



ile %74 oraninda bas ve boyun bolgesi gibi gilinese maruz kalan alanlarda
karsilagilmaktadir (105,106). Giinese ¢ok fazla maruz kalmasina ragmen 6n kol ve
ellerde nadirdir (107-109). Bas ve boyun bolgesinin BHK 'lerinin % 20'den fazlas1 goz
kapagindadir. G6z kapaktakilerin % 50’den fazlas1 alt kapakta, % 30’u medial kantusta,
% 15’1 st kapakta ve % 5’1 lateral kantukta goriiliir (97). Lezyonlarin ¢gogunlugu alt g6z
kapag1 ve i¢ kantiisde gelisir, yavas ilerleme gosterir (110,111). BHK’da metastaz nadir
gozlense de goz kapaklarinin BHK 'sinde hastaligin tekrar etme riski yiiksektir. BHK
genellikle 6liimciil degildir, ancak teshis edilmesi uzun siirer ise goz kapaginin islevinde
kayip ve goriiniimiinde bozulmalar olacaktir (97). BHK cerrahi miidahale, radyoterapi,

fotodinamik tedavi, kriyoterapi, topikal kemoterapi ile tedavi edilebilmektedir (112).

2.3.1.2.2. Skuamoz Hiicreli Karsinom

SHK deri ve mukozalardaki epitelyal keratinositlerden koken alan, hematojen,
lenfojen, perindral ve direkt yayilim gosterebilen, anaplazi, hizli biiyiime, lokal
invazyon ve metastaz Ozellikleri bulunan malign bir tiimoérdiir (112, 113). SHK’ nin
sinonimi epidermoid karsinomdur, deri kanserleri arasinda ikinci siklikta ve 6zellikle
erkeklerde daha yaygin goriilmektedir (114, 115). BHK dan sonra ikinci en sik goriilen
kutanéz malinitedir (113). SHK: cilt, dudaklar, agiz, 6zofagus, bas/boyun, idrar yolu,
prostat, akcigerler, vajina ve serviks dahil olmak {iizere skuamdéz epitel ile kaph
organlarda meydana gelebilir (116). SHK giinese ¢ok maruz kalan yiiz, eklem gibi
bolgelerdeki sikligi, yogun giines 1sin1 alan cografik enlemlerde daha yiiksektir (117).
G0z gevresinde en ¢ok etkilenen bolge alt goz kapagidir, daha sonra bunu sirasiyla i¢
kantus, Ust kapak ve dis kantus takip eder (118). SHK, beyaz popiilasyonlarda goriilen
yaygin bir hastaliktir (115). Acik tenli niifusun fazla oldugu Avustralya’da gilinese
maruz kalma orani fazladir ve Avustralya diinyadaki en yliksek SHK goriilme oranina
sahiptir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde her yil yeni 100-150 bin aras1 SHK vakasi
kaydedilmektedir (115, 119, 120). Ulkemizde SHK, malign deri kanserlerinin yaklasik
ticte birini olusturmaktadir (121). SHK’lar géze c¢ok yakin yerlestigi icin ozellikle
orbitaya yayilma olasiliklart yiiksektir (122). Prognozunu tiimoriin biiyikligi ve
derinligi etkiler. Tedaviye baslamadan Once biyopsi yapilmalidir. Tiimdr, cerrahi

miidahale veya radyoterapi ile tedavi edilebilir (112).



2.3.1.2.3. Sebase Bez Karsinomu

Cildin ve memelilerin killarin1 kayganlastirmak i¢in sebum adi verilen
yagl/mumsu bir madde salgilayan derideki mikroskobik bezler sebase bezi (SB) olarak
adlandirilmaktadir (123). Tim cilt bolgelerine dagilmis olmasina ragmen 6zellikle yiiz
ve kafa derisinde bol miktarda bulunmaktadir(124). Sebase bez karsinomu (SBK) goz
kapaginda meibomian veya Zeis bezinden kaynaklanir (125). SBK’u, BHK’dan sonra
en sik goriilen ikinci kapak malignitesi olabilir. Multifokal kdkenlidir ve pagetoid
yayilim gosterirler. Tiimor, kadin oraninin fazla oldugu yash popiilasyonunda siklikla
gortliir. Ortalama teshis yas1 60’11 yaslardir ancak 3.5 yasindan kiigiik ¢cocuklarda da
hastalik teshisinin konuldugu bildirilmistir (126). BHK veya SHK’un aksine, SBK
meibomian bezinin fazla olmasi nedeniyle iist g6z kapaginda 2-3 kat daha sik goriiliir.
Malign g6z kapagi tiimorlerinin yaklasik %1-5'ini olusturur (127). Go6z kapagi SBK
agresif bir timordiir. Bu géz kapagi kaynakli SBK’lar siklikla metastaza neden olurlar.
Viicudun diger bolgelerinde goriilen SBK’larima gore goz kapagindaki SBK’larinin
metastaz yapma oranlart daha fazladir (128). Metastaz ile ilgili liimlerin % 3—41°ni goz
kapagi SBK’lar1  olusturmaktadir (129). SBK'arin tan1 ve tedavilerinde
immiinohistokimya, molekiiler biyoloji ve elektron mikroskopisi kullanilmaktadir.
Cerrahi, kemoterapi ve radyoterapinin tiimii SBK'nin tedavisinde tercih edilmektedir
(126).

2.3.1.2.4. Malign Melanom

Tiim kanserlerin %2-3’{inli malign melanomlar (MM) olusturur ve cilt kanserleri
arasinda en sik mortalite nedenidirler (130,131). Insidans1 yas ilerledik¢e artmaktadir
(132). Derinin melanoblast hiicrelerinden koken alirlar. MM’lar belirli alanlarda daha
sik olmak tizere derinin her yerine yerlesebilirler (133). Genellikle her iki cinsiyette bas-
boyun bdlgesinde % 32, gévdede % 50, iist ekstremitelerde % 31, alt ekstremite %64
sikhikla goriilirler (Tablo 1) (134). MM erkeklerde % 36 oraninda en sik gévdede
gortliir ve bunu % 20 orani ile bas ve boyun bolgesi takip eder, kadinlarda ise %47

oraninda alt ekstremitede sik goriiliir (132).



Tablo 1: Anatomik yerlesim bdlgelerine gére melanom goriilme sikliklar

Lokalizasyon Erkek (%0) Kadin (%)
Bas-Boyun 20 12
Govde 36 14
Ust Ekstremite 14 17
Alt Ekstremite 17 47
(134)

Go6z kapaklarinin MM’u, konjonktival yiizey diginda, tiim goz kapag: tiimdrlerinin
yaklasik % 1'ini ve bas ve boyun bdlgesindeki derideki MM’un % 7'sinden biraz daha
azint olusturur (135). Melanom tedavi edilmezse, olusma siiresi tiplerine gore
degismekle birlikte, genellikle metastaz yaparak oliimle sonuglanir. Erken tani
durumunda timor ortadan kaldirilabilir. Hastalikla miicadelede ilk asama timor
olusumunu 6nlemektir, daha sonra erken tani1 koyma, taniyr kesinlestirme, gizli odaklar

arastirma, lezyonu yok etme, tekrarin1 6nleme ve hastalarin émriinii uzatmak gelir.

2.4. Konjonktiva
Konjonktiva, yabanci cisimlere ve dis kaynakli zarar verici mikroorganizmalara

kars1 onemli bir bariyer gorevi goriir, goziin serbest hareket etmesine olanak saglar,
gozyasi i¢in bir rezervuardir (8, 9). Konjonktiva; palpebral konjonktiva, forniksler ve
bulber konjonktiva olmak iizere ii¢ boliimden olusur. Ince, saydam yapidaki mukdz bir
membrandir, epitel ve stromadan olusur. Go6z kapaklarinin i¢ kismini ve skleranin 6n
kismin orter (51, 136, 137). Epitel hiicreleri arasinda Goblet hiicreleri bulunmaktadir.
Goblet hiicreleri en fazla konjonktivanin Kkartinkiil ve plika semilunaris boélgelerinde
bulunur ve musin salgilarlar. Yardimci gozyasi bezleri olan Wolfring ve Krause bezleri
konjonktiva stromasinda yer alirlar ve stroma, damardan zengin gevsek bag dokusundan
olusur. Palpebral arter ve anterior siliyer arter konjonktivanin arteryel beslenmesinden
sorumludur (136, 137).
2.4.1. Konjonktiva Tiimorleri

Konjonktival tiimorler gz ve adneksanin en sik goriilen tlimorlerinden biridir
(10). Klinik ve histopatolojik olarak viicuttaki diger mukozalardan kaynaklanan

timorlerle benzerlik gosterirler. Konjonktival tiimorlerin tipleri ve siklifi bir¢ok
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demografik ozelliklerle cesitlilik gostermekle birlikte konjonktiva icindeki yerlesim
yerlerine gore de farklilik sergiler (Tablo 2) (138).

Tablo 2: Konjonktiva Tiimorlerinin Siiflandirilmasi

Konjonktiva Tiimérlerinin Siniflandirilmasi

Konjenital tiimorler e  Dermoid
. Epibulber osseoz koristom
. Kompleks koristom

Konjonktiva yiizey epitelinin e  Papillom

benign tiimorleri e Herediter benign intraepitelyal diskeratoz
Konjonktiva yiizey epitelinin e  Konjonktival intraepitelyal neoplazi
premalign ve malign timorleri e Yassi hucreli karsinom

Konjonktivanin melanositik e Neviis
tiimorleri e Primer edinsel melanozis
. Malign melanom
Karunkuler tiimérleri e  Papillom
e Nevus
L]

Piyojenik granulom

Konjonktivanin stromal Vaskuler tiimorler
tiimorleri e  Lenfoid tiimérler
. Metastatik tiimorler

Diger konjonktiva tiimérleri

(51)

Bu tiimorler, konjonktivayr olusturan tiim hiicrelerde olusabilir ancak en sik
epitelyal ve melanosit kokenlidir (11). Epitelyal tiimoérler tiim konjonktiva tiimorelerinin
licte birini olusturmaktadirlar ve giines 1sinlarina oldukca ¢ok maruz kalan tlkelerde
yaygin gozilkmektedir. Melanositik timorler daha iyi huylu olup yasa bagli olarak
degiskenlik gosterir (51, 139).

2.5. Orbita
Orbita, yaklagik 40 mm yiikseklik ve 45 mm derinlige sahip kafatasi, yiliz ve

burun kemiklerince sinirlanan, anatomik bir yapidir (12). Orbita; frontal, zigomatik,
maksiller, sfenoid, lakrimal, palatin, ve etmoid kemiklerinden olusur (140). Orbita,
enfeksiydz, tiimoral veya immiinolojik, primer veya sekonder kdkenli pek ¢ok kitleye
kaynaklik edebilir. Bu ¢esitlilik oftalmologlarin kitleye tan1 koymalarini zorlagtirmakta,
hekimin kitleye dikkatli yaklagmasini gerektirmektedir. Indirek yontemlerle tan

koymak zordur ve kesin tani i¢in biyopsi gerekmektedir (141, 142).

11



2.5.1. Orbita Tiimorleri
Orbita tlimorleri oftalmik patolojide nadir goriilen bir hastaliktir (13) ve

insidansi o iilkenin kosullarina bagli olarak farklilik géstermektedir (143). Bu tiimorler
primer ya da sekonder olabilirler (Tablo 3)(144). Semptom ve belirtilerinin oldukga

cesitli olmasi oftalmologlarin teshis ve tan1 koymalarini zorlagtirmaktadir.

Tablo 3: Orbital tuimorlerin siniflandirilmast

Koristoma
Vaskiiler tiimorler
Yag dokusu tiimorleri
Fibroz tiimorler
Kas tiimorleri
Kikirdak tiimorleri
Kemik tiimoérleri
Noral tiimorler
Lakrimal Bez tiimorleri
Retikiiloendoteliyal, Lenfoid ve
Myeloid sistem tiimorleri
e Diger cesitli tiimorler
Sekonder Orbital Tiimorler e Komsuluk yoluyla direkt yayilim
e  Metastatik tiimorler

Primer Orbital Tiimorler

(144,145)

2.6. MAPK
Protein kinazlar, hiicredeki proteinlerin serin, treonin veya tirozin yan zincirine

kovalent olarak fosfat baglayan enzimlerdir. Proteinlerin bu sekildeki fosforilasyonu ile
bir¢ok hiicresel fonksiyon diizenlenir. Ozellikle enzimatik aktiviteler, diger proteinler ve
molekiiller ile etkilesimler, hiicre icindeki lokalizasyonlar ve proteaz aktiviteleri
proteinlerin fosforilasyonlari ile kontrol edebilir (146). MAPK'lar, tek hiicreli
organizmalardan, insanlar da dahil olmak tizere daha kompleks organizmalara kadar
evrimi sirasinda yiiksek oranda korunmus protein kinazlarin bir ailesini olusturur.
MAPK lar serin / treonin protein kinazlaridir. Cogalma, farklilagma, gelisme, bagisiklik
fonksiyonu ve apoptoz da dahil olmak iizere pek ¢ok hiicresel siirecte 6nemli bir role
sahiptir (147). MAPK'larin bu 6nemli hiicresel fonksiyonlar1 nedeniyle, hastaliklar
arasindaki iligkisi yogun olarak arastirilmistir (148). Memeli MAPK'lar1 Thr-Xaa-Tyr
(TXY) motifine dayali olarak {i¢ ana gruptan meydana gelir (149). Bunlar, p42/p44
MAPK'lart veya ERK'lar, INK1, JNK2, INK3 ve p38 MAPK'lardir (a, B, 9, v) (150,
151). Bunlarin disinda ERKS, 4. bir MAPK olarak yakin zamanda tanimlanmistir ve
yogun bir sekilde ¢alisilmaktadir (152). Biyokimyasal olarak tanimlanmig insan ve fare

genomlarinin dizilenmesi ¢aligmalarinda farkli protein kinazlar da tanimlanmustir.
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Bunlar MAPK'lar gibi islev gorebilir, ancak yine de iyi karakterize edilmemistir. ERK7
bu kategoride olast bir MAPK adayidir (153).

MAPK aktivasyonuna yol acan sinyaller genellikle hiicre ylizeyinde, cesitli
membrana bagl reseptorler tarafindan baslatilir. Sekil 6’da goriildiigii gibi MAPK
yolaklari, MAPK kinaz kinazlarinin (MAPKKK!'ler) iki serin kalintisindaki MAPK
kinazlarinin (MAPKK'lar) fosforilasyonundan baglayarak birbirini takip eden
fosforilasyon olaylarinin bir kaskadinda aktive edilir. MAPK'lar {izerinde bulunan
treonin ve tirozin kalintilarinin fosforilasyonu, substrat erisilebilirligini ve katalizini
artiran proteinde dnemli bir konformasyonel degisime neden olur. MAPK yollarini,
aktive eden hiicre dis1 uyaricilar RAS, RAC, CDC42 (hiicre boliinme dongiisii 42) ve
RHO (RAS homologu) gibi GTPaz’lardir (147).

Molekiiler seviyede MAPK yolag1 neredeyse her asamada c¢esitli mekanizmalar
tarafindan diizenlenebilir. Bu mekanizmalar, reseptoriin sinyale olan afinitesini
azaltmayi, sinyal komplekslerinin reseptorlerden ayrilmasini ve yolaktaki bazi
mediyatorlerin - deaktivasyonunu igerir (147). Memelilerde MAPK aktivitesinin
diizenlemesi olduk¢a biiyiik bir protein fosfataz grubu olan ¢ift 6zgiilliikkli MAPK
fosfatazlar tarafindan gergeklestirilir (MKP'lar veya DUSP'lar) (154). MAPK'larin
inaktif hale gelmesi kismen ¢ift Ozgiillikli fosfatazlara (DUSP) baghdir (155).
DUSP'lar, tek bir substrat iginde hem fosfotirozin hem de fosfoserin/fosfotreonin

kalintilarin1 defosforile edebilen heterojen bir protein fosfataz grubudur.
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Sekil 6. MAPK sinyalizasyon yolu

2.7. DUSP Ailesi
Hem treonin/serin hem de tirozin kalintilarin1 defosforile edebilmeleri nedeniyle

bu fosfataz ailesi ¢ift 6zgilliiklii fosfataz (DUSP) ailesi olarak adlandirilmistir (156).
DUSP’e Sekil 7°de goriildiigii gibi yapisal olarak, yiliksek oranda korunmus bir C-
terminal katalitik bolgede ve daha az korunmus bir N-terminal bdlgeye sahiptir (147).
Genel olarak tiim DUSP’lerin katalitik bolgesinde korunmus bir aspartik asit, sistein ve
arjinin kalintilarini igeren fosfataz domaini bulunmaktadir (156). DUSP'larin N-terminal
alaninda, CDC25 homoloji 2 domaini ve MAP kinaz baglayici (MKB) motif veya kinaz
etkilesimli motif (KIM) olarak 2 adet bazik amino asit kiimesi bulunmaktadir. KIM
motifinin gorevi, enzim-substrat etkilesimini saglamak icin MAP kinazlar ile etkilesime
girmektir. Insan genomu, 30 DUSP geni igerir. Bunlardan 11 tanesi yapilarinda N-
terminal MAPK-baglanma bdlgesi bulundurur (157). Bazt DUSP’e C-terminal alaninda
prolin (P), glutamik asit (E), serin (S) ve treonin (T) bakimindan zengin bir peptit dizisi
bulundurur. Bu dizi PEST domainidir ancak bu islevleri heniiz tam olarak

aydinlatilamamistir (158).
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Sekil 7. DUSP’larin genel domain yapisi

DUSP’e dizi benzerliklerine, gen yapilarina, substrat spesifikliklerine ve hiicre
lokalizasyonlarina gore ii¢ ayrt gruba ayrilabilir. Tablo 4‘de gorildiigi gibi bu
gruplarda ilki DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP5’ten olusur (159). ikincisi DUSPS6,
DUSP7, DUSP9, DUSP10’dan olusur. Ugiincii grup ise DUSP8 ve DUSP16’y1
icermektedir. Grup I’deki DUSP’e niikleusta, grup II’deki DUSP’e sitozolde, grup
I1I’"deki DUSP’e hem niikleusta hem de sitozolde lokalizedir.

Son zamanlarda arastirmacilar, DUSP'lerin kanser tedavisi ve immiin
regililasyondaki olasi rolleri tizerine odaklanmistir. Bu enzimlerin ¢ogunun biyokimyasal
ozellikleri ve katalitik aktiviteleri iyi bilinmektedir, ancak normal hiicrelerde fizyolojik
fonksiyonlar1 ve kanser gibi patolojilerdeki rolleri hala belirsizligini korumaktadir.
DUSP'lerin yiiksek substrat oOzgiillikkleri, onlar1 MAPK sinyalizasyon yollarinin
diizenlemesinde onemli kilmistir. Bu nedenle DUSP’ler giincel g¢alismalarda odak
haline gelmistir (20, 160, 161). Bu kapsamda biz de g6z kapagi, konjunktiva ve orbita
timorli hastalarda DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6, DUSP10 genlerinin ekspresyon
diizeylerini belirlemeyi ve hastaligin teshisi ayrica prognoz yoniinden bir dneme sahip

olup olmadigini belirlemeyi amacladik.

Tablo 4: DUSP’larin siniflandirilmasi, kromozomal ve hiicre i¢i lokalizasyonlar

DUSP Alt Grup Kromozomal Hiicre ici
Lokalizasyon Lokalizasyon

DUSP1 I 5935 Niikleus
DUSP2 I 2p11.2-2911 Niikleus
DUSP4 I 8pl12-pl1 Niikleus
DUSP5 I 10925 Niikleus
DUSP6 ] 12q22-923 Sitoplazmik
DUSP7 ] 3p21 Sitoplazmik
DUSP8 i 11p15.5 Niikleus /sitoplazmik
DUSP9 I Xq28 Niikleus /sitoplazmik
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DUSP10 ] 1932 Niikleus /sitoplazmik
DUSP16 i 12p12 Sitoplazmik

(159)

2.7.1. DUSP1 ve Fonksiyonlari

DUSP’lar, yaklasik 30 tiirii iceren genis bir ailedir ve ilk tanimlanan {yesi
DUSP1’dir (MKP-1 olarak da bilinir) (154). ilk kez fare hiicrelerinden kiiltiir edilmis ve
tanimlanmistir (162). DUSP1, mitojenle aktive olan protein (MAP) kinaz aktivitesini
diizenleyen fosfatazdir (163). 447 amino asitten olusur, molekiil kiitlesi 40 kDa’dir ve
kromozom 5q34°de lokalizedir (Sekil 8) DUSP1 niikleusta bulunur, ekspresyon diizeyi
kalpte, akciger ve karacigerde en yiiksek seviyededir (149).

OMIM database

Sekil 8. DUSP1 geninin kromozom lokalizasyonu

DUSP1 proteininin korunmus C-terminal alaninda katalitik bir domain bulunur.
Bu katalitik bolge, hedef substratlarin tirozin/treonin kalintilarinin defosforilasyonu igin
aktif bolge dizisi igermektedir. DUSP1'in N-terminal bdlgesi, 16sinden zengin bir diziyi
barindirarak niikleer lokalizasyondan sorumludur. N-terminal alaninda MAPK’in
(Mitogen activated protein kinase) spesifik olarak baglanabildigi arginin bakimindan

zengin kinaz baglanma bolgesi vardir (Sekil 9) (162).

Hiklear hedefleme  Kinaz baglanma Fosfataz katalitil

dizisi domaini alari

N —

NH, —

(162)
Sekil 9. DUSP1 domain yapisi

Fosfataz enzimlerinin tamami, aktivasyon segmentinde bulunan fosfoamino asit
kalintilarindan birini veya her ikisini defosforile ederek inaktivasyon islemini

gerceklestirir.  DUSP1'in - aktivitesi 20 dakika iginde gerceklesir. Aktivasyon
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segmentindeki pTEpY motifinin defosforilasyonu ve ardindan kinazin deaktivasyonu

meydana gelir (161).

DUSP
Setinftreonin fosfataz

ny 72 y
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\ A activation
A 4‘ \/ segment
»
>

'.:-‘_':., {

Tirozin fosfataz

(161)
Sekil 10. Fosfatazlar ve MAP kinazlarin inaktiflestirilmesi

DUSP1'in hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve apoptoz dahil ¢ok cesitli islevlerde
yer aldigr bulunmustur (162). DUSP1, MAPK aktivitesini diizenleyen ve timor
biyolojisinde kilit bir role sahip oldugu bilinen énemli bir fosfatazdir (164). Ozellikle
JNK, p38 MAPK ve ERK gibi MAPK ailesinin 3 6énemli alt iiyelerini defosforile eder
ve inaktif hale getirir (Sekil 10) (165, 166). Baslangi¢ta DUSP1, ERK 1/2'ye 6zgii bir
fosfataz olarak tanimlansa da sonrasinda JNK'ler ve p38 MAPK'lar iizerinde de

aktiviteye sahip olduklar tespit edilmistir (167).

I Hicre digi uyaranlar |

Hicre membram

XXXXX 00000&0000000( XXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
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\

(149)
Sekil 11. DUSP1 ve MAPK lar arasindaki negatif feedback diyagrami

Gekirdek DUSPI geni
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DUSP1 geninin ekspresyon diizeyinin belirlendigi bir calismada DUSP1’in
ERK’lerden ziyade daha ¢ok JNK ve p38’i defosforilledigi goriilmiistiir. Ayni sekilde,
DUSP1 yoklugunda, p38 kinaz ve JNK aktivitesinde bir artisa yol actig1 tespit edilirken
makrofajlardaki ERK aktivitesinde bir artisa sebep olmadigr gosterilmistir (168). Buna
karsin, diger caligmalar yiilksek DUSP1’in ERK, JNK ve p38 kinazlarin
defosforilasyonu {izerinde benzer bir etkiye sahip oldugunu gostermistir. Tim bu
arastirmalar toplu olarak degerlendirildiginde MAPK'larin DUSPI1 ile diizenlenmeleri
doku veya hiicre tipine ve igerigine gore degistigi diistiniilebilir (149).

DUSP1 ekspresyonu, ERK1 / 2 aktivasyonu, biiylime faktorleri, 1s1 soku ve
oksidatif stres ile uyarilir. Ayrica, ERK1 / 2, DUSP1 proteinini fosforile eder ve
stabilize hale getirir. ERK1 / 2 yolunun aktivasyonu, hiicre ¢ogalmasini tesvik eder ve
malign doniisiimlere sebep olur. ERK sinyal yolaklari, cesitli insan kanserlerinde asir1
aktivedir (164). En son, p38 aktivasyonunun ‘Mitojenle Aktive Edilen Protein Kinaz ile
Aktive Edilen Protein Kinaz1 2 (MAPKAP kinazi 2) ile birlikte de DUSP'yi stabilize
ettigi bildirilmistir. Bu nedenle, DUSP1, MAPK’lar arasindaki negatif feedback bir
iliski vardir ve DUSP1 ekspresyon seviyesi, bir¢ok faktor ile diizenlenir (Sekil 11) (20).
MAPK yolunun kanser patogenezindeki rolil belirgin bir sekilde ortaya konulmustur.
DUSP1 ekspresyonu kanser ile iligkilidir (169). Pankreas, akciger kanseri, meme,
yumurtalik, mide ve prostat kanseri olmak iizere ¢ok cesitli tlimor tiplerinde, DUSP1'in
asir1 eksprese oldugu, ancak hepatoseliiler karsinomda ekspresyonunun azaldig1 yapilan

ile ortaya konulmustur (Tablo 5) (170-173).

Tablo 5: Bazi kanser tiirlerinde DUSP1 gen ekspresyon diizeyleri

Kanser Tipleri Ekspresyon Referans
Gastrik adenokarsinom 0 (170)
Larinks yass1 hiicreli karsinomu 0 (174)
Oral skuaméz hiicreli karsinom ! (175)
Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri 0 (172)
Meme kanseri 0 (171)
Pankreas kanseri ! (176)
Epitelyal tiimorler 0 (28)
Prostat kanseri 1] (177)
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Melanom 1 (178)
Yumurtalik karsinomlari (invaziv) 0 (173)
Bas ve boyun skuamdz hiicreli karsinom, mesane, kolon 0 (162)
Hepatoselliiler kanser, Akciger ! (162)
Yumurtalik karsinomlar (invaziv) ! (179)

2.7.2. DUSP2 ve Fonksiyonlar1

Insan genomu kabul edilen 30 DUSP geni igerir, bunlardan 11 tanesi Erk, Jnk ve
p38 MAPK ’larina 6zgiidiir. Cift ozgiilliiklii fosfataz 2 (DUSP2) geni de bunlardan bir
tanesidir (180). Bu gen ilk kez 1993°de insan T hiicrelerinden klonlanmistir. 2q11°de
lokalizedir ve 32 kDa molekiil kiitlesine sahip bir proteindir (Sekil 12). DUSP'lerden
DUSP2 ( PAC-1 olarak da bilinir), immiin hiicrelerle yakindan iliskilidir (181).
Cogunlukla yiiksek T hiicre icerigine sahip hematopoetik dokularda eksprese edilir.
Ozellikle timus, dalak, lenf diigiimleri, periferik kan, beyin ve karacigerde eksprese
olur. DUSP2 ilk kez insan T hiicrelerinden klonlandig1 igin giiniimiize kadarki
caligmalarin ¢ogunda immiin regiilasyon {iizerine etkilerine odaklanilmigtir. DUSP2
ekspresyonu aktif 16kositlerde artar ve bu yiiksek ekspresyon inflamasyonla yakindan
iligkilidir (166). Bununla birlikte, daha 6nce elde edilmis bulgulardan, DUSP2'nin
kanser gelisiminde de Onemli oldugu ortaya konulmustur (160). DUSP2 simif I’e
dahildir ve niikleusta lokalizedir (160). DUSP2, substrat baglanmasinda gerekli ‘kinase
interaction motif (KIM)’ alani igerir. Substrat fosforilasyonu igin bir C-terminal
katalitik alani tasirlar (167, 182).

OMIM database

Sekil 12. DUSP2 geninin kromozom lokalizasyonu

DUSP2, ERK2 araciligiyla kismen tiimor baskilayicist olarak islev goriir.
Radyasyon, hipoksi ve kemoterapdtik ajanlar dahil olmak tizere ¢ok c¢esitli uyaricilara
yanit olarak Ras / Mek / ERK yolu ile ERK1 / 2'nin fosforilasyonu, hiicre ¢ogalmasini
ve sag kalimi aktive eder. DUSP2 sinyal yollar1 Sekil 13’de gosterilmistir (183-185).
DUSP2, ¢ogunlukla ERK1 /2 inaktif hale getirir ve p38 MAPK'yide etkisiz hale
getirmektedir (186, 187). DUSP2'min ayrica p53 ve E2F1 araciligiyla apoptozu
diizenledigi belirlenmistir (188, 189).
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Biyime faktotleni Stres (oksidatif stres, UV)

Gekirdek

AP-1, Elk-1, ATFZ, et al.

BB, TNF, IL-12, NO, PGEZ, et al.

o .
Apoptoz, gogalma, farklilagma, inflamatuar
Sekil 13. DUSP2 sinyal yollar1
2.7.3. DUSP4 ve Fonksiyonlar:

Cift ozgiilliiklii fosfataz (DUSP4), substratlart ERK, JNK ve p38 MAPK'larinin
tictinli de igeren niikleer bir fosfatazdir (190). Yani DUSP4, hiicre tipine bagli olarak
ERK'lerin, JNK'lerin ve p38'in diizenlenmesi ile iliskilendirilebilir. DUSP4 (MAPK
fosfataz 2 (MKP2) olarak da bilinir), ERK'erin, JNK'lerin ve p38'in
etkisizlestirilmesiyle hiicresel proliferasyonun ve farklilasmanin diizenlenmesinde

onemli bir role sahiptir (159). DUSP4, 8p12-p11 kromozomunda lokalizedir (Sekil 14).

chrg (p1a) | | CEEM s022 Il A spic NN 2.1 W W sq21.15c21 . SEEREY
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Sekil 14. DUSP4 geninin kromozom lokalizasyonu
Tiim DUSP'ler, substrat baglanmasi i¢in gerekli KIM olarak adlandirilan bir
MAPK baglama alani igerir ve substrat fosforilasyonu i¢in bir C-terminal katalitik alani
tagirlar. KIM, substrat spesifikliginin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynar (167, 182).
DUSP4, yaklasik 110 amino asit kalintis1 igeren bir amino-terminal MAPK baglama
alanma sahiptir. N-terminal alaninda niikleer lokalizasyondan sorumlu ‘Niikleer

lokalizasyon sinyal (NLS)’ dizisi bulunur (182) (Sekil 15).
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(182)

Sekil 15. DUSP4 domain yapist

DUSP4 in kanserle iliskili oldugu daha dnceki ¢alismalardan agiga ¢ikarilmigtir
(190). DUSP4’iin kanserle iligkisi hakkinda, DUSP1 e gére daha az oranda bilgi vardir
(191). DUSP4 ekspresyonu, meme kanseri (171, 192), kolorektal kanser (193-195),
karaciger kanseri, pankreas kanseri (196), akciger kanseri (197), glioma (198), malign
melanom (199), yumurtalik kanseri ve akut miyeloid 16semi (200) dahil olmak {izere
cesitli insan kanserlerinde belirlenmistir. DUSP4' iin tiimor baskilayict bir gen oldugu
diisiiniilmektedir, ¢linkii DUSP4' {in delesyonu meme kanseri ile iliskilendirilmistir
(201). Insan endotel hiicrelerinde DUSP4' iin asir1 ekspresyonu sonucunda adezyon
molekiilii ekspresyonunun arttigi ve hiicreyi apoptoza karsi korudugu bildirilmistir
(202). Dolayisiyla DUSP4'in bir tiimor promotorii mii yoksa tiimor baskilayici olarak
mi1 davrandigi hala tartismalidir ve gesitli insan kanserlerinde DUSP4 ekspresyonunun

tam rolii izerinde bir fikir birligine varilamamistir (203).

2.7.4. DUSP6 ve Fonksiyonlar:

Cift ozgiilliiklii fosfataz 6 (DUSP6), sitoplazmik bir fosfatazdir (191), 381 amino
asitten olusur, iic ekzon bolgesi icerir ve kromozom 12q21.33’de lokalizedir (Sekil
16)(204).
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Sekil 16. DUSP6 geninin kromozom lokalizasyonu

DUSP6, DUSP7 ve DUSP9 hiicre alt1 lokalizasyonlarina ve substrat 6zgiilliiklerine gore
simif II’ye dahildir (204) (Sekil 17).
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Sekil 17. DUSP gen ailesinin 3 alt grubu

DUSP6, N-terminal, C-terminal, KIM ve ‘nuclear export signal (NES)’
domainlerinden meydana gelir. C-terminal katalitik bolge, 3.ekzonda bulunur (Sekil

18). Tiim DUSP tiirlerinde korunmus olan KIM dizisi, yiiksek substrat seciciligi saglar.
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[ Cekirdek ihrag sinyali

Eatalitik olmayat C-terminal katalitik
H-terminal dotain domain

(205)
Sekil 18. DUSP6 domain yapisi

DUSP6, MAPK yolagmin diizenlenmesinde gorev alan MAPK fosfatazdir (204,
205). DUSP6, spesifik bir sekilde ERK1 / 2'in treonin ve tirozin kalintilarini
defosforiller ve ERK1 / 2'yi inaktif hale getirir (206-208). Sekil 19’da goriildiigii gibi
DUSP6’nin ERK1 / 2’ye baglanmasini saglayan domaini aktif haldeki ERK1 / 2’ye
baglanir. Baglanma konformasyonel bir degisiklik meydana getirir ve DUSP6’nin
katalitik bolgesindeki fosfataz aktivitesini uyarir. Bodylece ERKI1 / 2’nin
defosforilasyonu gerceklesir ve ERK1 / 2 inaktif hale getirilir (203). Bu mekanizmanin
bozulmasi, biiyiime faktorlerine maruz kalmanin artmasia neden olabilir ve bu da
neoplastik veya hatta kotli huylu dontistimlere neden olabilir (205, 209, 210).

DUSP6'nin birgok kanser tiiriiyle iliskili oldugu daha onceki arastirmalardan
bildirmistir ve g¢esitli timorlerde tiimoriin tipine ve karsigenez asamasina bagli olarak
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cesitli rollere sahiptir. Onceki galigmalar, DUSP6' nin MAPK sinyal yolundaki ERK1 /
2 iizerine etkisinden dolayi ¢esitli timor tiirlerinde timdr baskilayict bir gen olarak etki
ettigini gostermistir (203, 211). Pankreas, akciger, yumurtalik, meme, bas boyun
kanseri, 6zofagus skuamoz hiicre ve nazofarenks kanserleri dahil olmak iizere pek cok

kanser ¢esidinde timdr baskilayici bir gen olarak davrandig bildirilmistir (190, 203).
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Inaktif DUSPE
Inalct:fDUSPﬁ

Altif DUSPE
— EBERKbaglanma dotnaitd

C: Katalitil domain
T P:Fosfataz
¥ T: Treomin
Y. Tirozin
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AlHFERELS2 Inaktif ERE1/2

(204)
Sekil 19. ERK1 / 2'nin DUSP6 tarafindan inaktiflestirilmesi

2.7.5. DUSP10 ve Fonksiyonlar:

Cift ozgilliiklii fosfataz 10 (DUSP10), MAPK fosfataz 4 (MKP5) olarak da
adlandirilmaktadir. Sekil 20°de belirtildigi gibi kromozom 1qg41°de lokalizedir. Hiicre
¢ogalmasi, farklilasmasi ve gogiinde yer alan MKP'lerin alt ailesinin bir tiyesidir (212).

DUSP10, niikleusta ve sitoplazmada lokalizedir (213).

OMIM database
Sekil 20. DUSP10 geninin kromozom lokalizasyonu

Sekil 21°de goriildiigii tizere DUSP10 proteini, iki Cdc25 homoloji bolgesine,
bir C-termal katalitik domeinine ve fonksiyonu bilinmeyen 6zel bir 150 N-terminal
amino asit dizisine sahiptir (214). DUSP10’un katalitik bolgesi ve kinaz baglayici
alanmin 6zglinliigii, substratlara olan afinitesini tanimlamak i¢in belirleyicidir. MAP
kinaz baglayici alan1 onu diger MPK'lardan ayirir. DUSP10’un p38 ve JNK {izerine etki
ettigi bilinmektedir. Ancak son c¢alismalar DUSP10’un ERK1 / 2 tizerine etki ettigini de

gostermistir (215).
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Sekil 21. DUSP10 domain yapisi

Aktif konformasyon yapist nedeniyle DUSP10’un katalitik bolgesi oldukga
spesifiktir. Ayrica substratin fosforilasyon durumu, DUSP10 afinitesi i¢in oldukga
onemlidir. Oregin, Tyr-182 ve Thr-180'deki bi-fosforile edilmis p38c, mono-fosforile
edilmis p38a 'dan daha tercih edilen bir substrattir. pTyr, DUSP10 ile pThr' den biraz
daha hizli bir sekilde defosforile edilir. JNK1 ise DUSP10' un kinaz baglayici bolgesi
ile etkilesime girmeden, p38'den farkli bir substrat tanima mekanizmast kullanarak
DUSP10 ile etkilesime girer (215). DUSP10, aktif haldeki MAPK'larin hem pTyr hem
de pThr kalintilarin1 farkli afinitelerde defosforilleyebilen fosfatazdir (216). P38 ve
JNK’larin  izoformlarimi, ERK alt ailesine gore daha etkili bir sekilde
defosforilleyebildigi gosterilmistir (215).

DUSPI0 neredeyse tiim dokularda eksprese olur. Ancak karaciger ve
hematopoetik sistemler hari¢ tiim dokularda genellikle diisiik seviyelerde tespit
edilmigtir (213,217). Silico UCSC Xena'da, RNA-seq ve mikrodizi ekspresyon
veritabanlarinin  analizi, miyeloid ve T hiicrelerinin DUSP10'un en yiiksek
ekspresyonuna sahip oldugunu dogrulamistir. Cok az calisma, DUSP10 geninin

transkripsiyonel diizenlemesini ele almistir (215).
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Sekil 22. Cesitli uyaranlarin DUSP10 ekspresyonuna etkisi

DUSP10 ekspresyonu ¢ok ¢esitli uyaranlar ile tetiklenir. Sekil 22'de uyaranlar
kisaca 0zetlenmistir. Bunlar arasinda, epidermal biiylime faktorii (EGF), D vitamini ve
hyaluronik asit bulunabilir. Hipoksi durumunda ve anizomisin veya ozmotik basing gibi
bazi streslere cevap olarak DUSP10 ekspresyonunda artis gozlenmistir. Pro-enflamatuar
LPS, verotoksin ve oxi-LDL gibi ¢esitli dogal immiin reseptor ligandlariin ise
makrofajlarda DUSP10 ekspresyonunun indiiklendigi gozlenmistir. Cogu ¢alisma
LPS'min DUSP10 ekspresyonunu indiikledigini gostermis olsa da, birkac¢i bunun aksini
de gostermistir (218). Ayrica DUSP10, miR-21, miR-30b ve miR-155 i¢in dogrudan bir
hedeftir, ekpresyonunu baskilarlar. Bununla birlikte hepatoselliler ve pankreas
kanserinde, sirasiyla miR-181 ve miR92a, tiimorijenik hiicrelerin ¢ogalmasini ve
gociinii etkileyen DUSP10 ekspresyonunu negatif olarak diizenledikleri gosterilmistir.
DUSPI10 i¢in sadece bir farmakolojik inhibitér (AS077234-4) tanimlanmistir. Bu
inhibitoriin de etki mekanizmasi hakkinda bilgiler yok denecek kadar azdir (219).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan cihazlar
e Elektroforez gii¢ kaynagi (EC 1000-90)

e Hassas tart1 (Denver Instrument Company, USA)
e Laminar flow kabin (Steril-Vbh)

e Maestro Nanodrop ( Green Bioresearch, USA)

e Manyetik karistirict (BIBBY Stuart, UK)

e Masaiistii mikro santrifiij (Msc Micro Centaur, UK)

e Mikropipetler -10 pul, 20 pl, 200 pl ve 1000 pl- (Gilson, USA)

e PH metre (Metle Toledo MP 2200, UK)

e Rotor Gene 6000 (Qiagen, Germany)

e Thermal cycler (Gen Amplifikasyon PCR 9700 applied biosystems, USA)
e Vorteks (Clifton Cyclone, UK)

3.2. Kullanilan plastik malzemeler
e 0,2 ml ve 2,0 ml mikro santrifiij tiipleri (Axygen)

e 0,510 pl, 1-200 pl, 100-1000 pl mikropipet uglar1 (Axygen)
e 100 pl PCR tiipleri (Qiagen)

e 15 ml ve 50 ml konik uglu falkon tiipleri (LP’s)

e 5ml, 10 ml, 25 ml plastik pipetler (LP Italiana SPA)

3.3. Kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler
e Etil Alkol (Merck, Germany)

e Proteinaz K (Fermentas, USA)

o RNAlater (Qiagen, Germany)

¢ RNeasy mini kit (Qiagen, Germany)

e RT First standart kit (Qiagen, Germany)

e RT?gPCR Primer Assay (Qiagen, Germany)

e RT?SYBR Green qPCR Mastermix (Qiagen, Germany)
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3.4.Hasta ve Kontrol grubu

Bu ¢alismada; hasta grubu, Sivas Cumhuriyet Universitesi (SCU), Tip Fakiiltesi,
Aragtirma ve Uygulama Hastanesi G6z Hastaliklart Ana Bilim Dalin’da gbz kapagi
tiimorti, konjunktival timdr ve orbital tiimor tanist alan bireylerden olusturuldu. Hasta
sayisi tespitinde literatiirde benzer bir ¢aligma bulunamadigi igin Biyoistatistik Ana Bilim
Dali destegiyle ornek biiyiikliigii etik kurul izni alindig tarihten itibaren 1 yil iginde
hastanelerde ameliyat edilen hastalardan olusturulmasina karar verildi. Etik kurul izni
alindig1 tarihten itibaren (Karar numarasi: 2014-05/18) 20 hasta toplanmuistir. Hastalar
arasinda cinsiyet, yas veya kanserin histopatolojik tipi ile derecesi yoniinden bir kisitlama
yapilmadi. Ameliyatta ¢ikarilan numune patoloji raporuyla tiimériin histopataolojik tiirii
belirlendikten sonra hastalar ¢aligmaya dahil edildi. Tiim hastalardan ameliyat esnasinda
alman 3 pm ¢apindaki tiimorlii ve timorli dokunun etrafinda bulunan normal komsu
dokudan alinan (kontrol) numunelerle g¢alisma gergeklestirildi. Calismamiz deneysel

asamas1 SCU, Tip Fakiiltesi, Biyokimya A.B.D laboratuarlarinda gerceklestirildi.

3.5. Real Time PCR metoduyla Gen ekspresyon analizi
3.5.1.Tiim6r Dokusundan RNA izolasyonu

Tiimor dokusundan RNA izolasyonu, katolog numaras1 74704 olan RNeasy Fibrous
Tissue (Qiagen) mini izolasyon kiti kullanilarak tretici firmanin Onerdigi protokol
dogrultusunda yapildi. Calismaya baslamadan 6nce bazi 6n hazirliklar yapildi. Ilk olarak 1
ml RLT tamponu igerisine 10 pl B-merkaptoetanol eklendi (alternatif olarak 2 M 20 pl
dithiothretiol’ de eklenebilir). Ikinci olarak RPE tamponuna % 96’lik etanolden 4 hacim
eklendi. Daha sonra DNasel stok soliisyonu hazirlandi. Liyofilize DNasel’i ¢6zmek icin
tizerine 550ul RNase-free su eklendi.

1) Subanyosu 55°C ayarlandi.

2) 30 mg’dan kiigiik doku pargasi alindi tizerine 300ul RLT tamponu eklenerek
homojenize edildi.

3) 590ul RNase-free su ve 10ul proteinaz K eklenerek 55°C’de 10 dakika inkiibe
edildi.
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4) 10000xg’de 3 dakika santrifiij yapildi.
5) Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant tizerine %96’lik etanol eklendi.

6) Ornegin 700ul’si RNeasy mini kolona alimip kapaklar1 kapatildi. 8000xg’de 15
saniye kadar santrifiij edildi. Lizatin tamami elde edilinceye kadar bu adim

tekrarlanda.

7) Daha sonra Ornek yeni bir RNeasy mini kolona alindi ve iizerine 350ul RW1

tamponu eklendi. Yine 8000xg’de 15 saniye kadar santrifiij edildi.

8) RNeasy membran iizerine 70ul RDD tamponu igeren stok DNase soliisyonundan

10ul eklendi. 20-30°C sicaklikta inkiibe edildi.

9) RNeasy mini kolona 350ul RW1 tamponu eklendi ve yine 8000xg’de 15 saniye
kadar santrifiij edildi.

10) Sonra 500ul RPE eklendi ve 8000xg’de 15 saniye kadar santrifiij edildi.

11) RNeasy mini kolona 500ul RPE tamponu eklendi ve 8000xg de 2 dakika santrifiij
edildi.

12) RNeasy mini kolon yeni 1,5 mI’lik yeni bir ependorf tiipe alind1.30-50ul RNease-
free su eklendi. Son olarak 8000xg de 1 dakika santrifiij edildi.

13) Elde edilen RNA’lar, nanodrop cihazi (Green Bioresearch, USA) ile kantitatif
olarak Olciildii. RNA’lar ya hemen kullanildi ya da daha sonra kullanilmak tizere -

80°C'de muhafaza edildi.

3.5.2.Kontrol Dokusundan RNA izolasyonu

Kontrol dokusundan RNA izolasyonu, katolog numaras1 74104 olan RNeasy (Qiagen) mini
izolasyon kiti kullanilarak iiretici firmanin Onerdigi protokol dogrultusunda yapildi.
Calismaya baslamadan &nce bazi én hazirliklar yapildi. ik olarak 1 ml RLT tamponu
icerisine 10 pl B-merkaptoetanol eklendi (alternatif olarak 2 M 20 pl dithiothretiolde
eklenebilir). Ikinci olarak RPE tamponuna % 96’lik etanolden 4 hacim eklendi. Daha sonra

DNasel stok soliisyonu hazirlandi.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Kontrol dokusundan RNA izolasyonu i¢in 30 mg’dan daha az doku kullanild:.
Dokular tizerine yaklasik 600ul RTL tamponu eklenerek homejenizasyon islemi ile
dokular lizat haline getirildi.

Lizat tlizerine %70’lik etanolden bir hacim eklendi ve pipet yardimiyla iyice
karigtirildi. Elde edilen lizat 3 dakika maksimum hizda santrifiij edildi. Stipernatant
kisim bir pipet yardimiyla dikkatli bir sekilde ayrildi.

Ornekten 700ul alindi 2ml toplama tiipii icerisinde bulunan RNeasy mini spin
kolona dikkatli bir sekilde aktarildi. Sonra 8000xg’de 15 saniye kadar santrifiij
edildi.

RNeasy mini spin kolona 700ul RW1 tamponu eklendi ve 8000xg’de 15 saniye
kadar santrifiij edildi.

RNeasy mini spin kolona 500ul RPE tamponu eklendi ve 8000xg’de 15 saniye
santrifiij edildi.

Yine RNeasy mini spin kolona 500ul RPE tamponu eklendi ve 8000xg’de 2 dakika
santrifiij edildi. Istege bagl olarak RNeasy mini spin kolon 2 ml’lik yeni bir alindu.
Membrani kurutmak i¢in 1 dakika tekrar santrifiij yapildi.

RNeasy mini spin kolon yeni bir 1,5ml’lik yeni bir toplama tiipiine alindi. Kolon
membranina direk olarak 30-50ul RNeasy-free su eklendi. Toplama tiipiiniin
kapaklar1 kapatilarak 8000xg’de 1 dakika santrifiij edildi.

Elde edilen RNA’lar, nanodrop cihazi (Green Bioresearch, USA) ile Kkantitatif
olarak 6lgiildii. RNA’lar ya hemen kullanildi ya da daha sonra kullanilmak {izere -
80°C'de saklandi.

3.5.3. cDNA Sentezi

¢DNA sentezi i¢in RT? First Strand cDNA Sentez Kiti (Qiagen, kat. no: 330404) kullanild:
(Tablo 6).
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Tablo 6: cDNA sentez kit igerigi

Madde Hacim

GE tampon 50ul

BC3 tampon 100l

RE3 Reverse transkriptaz 50ul

Kontrol P2 25ul

Niikleaz free su 1ml
c¢DNA sentez protokolii

1) RT? First Strand cDNA sentez kiti ¢6ziindiikten sonra 15 saniye kadar santrifiij
edildi.
2) Her bir RNA 6rneginden cDNA sentezi Tablo 7’ye gore gergeklestirildi. RNA

konsantrasyonuna bagli olarak niikleaz free su hacminde degisiklik yapildi.

Tablo 7 : Genomik DNA eliminasyon karigimi

Madde Hacim

RNA 25n0-5pg
GE tampon 2ul
Niikleaz free su Uygun miktar
Toplam hacim 10pnl

3) Genomik DNA eliminasyon karisimi 42°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Sonra buz
tizerinde 1 dakika bekletildi.

4) Reverse transkriptaz karisimi Tablo 8’e gore hazirlandi.
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Tablo 8 : Reverse Transkriptaz karigimi

Madde Reaksiyon Hacimi
5xBC3 Tampon 4ul
P2 Kontrol Il
RE3 Reverse Transkriptaz 2ul
Niikleaz free su 3ul
Toplam hacim 10ul

5) 10ul genomik DNA eliminasyon karigimi igeren her tiipe 10ul reverse transkriptaz
karigimi eklendi. Elde edilen karisim dikkatli bir sekilde alt tist edilerek karistirildi.
6) CcDNA sentezi i¢in kullanilan inkiibasyon sicakliklari
-42°C’de 15 dakika ilk inkiibasyon
- 95°C’de 5 dakika ikinci inkiibasyon yapilip reaksiyon durduruldu.
7) Her bir reaksiyon tiipiine 91ul RNase-free su eklendi. Bir kag saniye pipetle alt {ist
edilerek drnekler karistirildi.
8) Reaksiyon tiipleri buz iizerine yerlestirildi ve RT-PCR analiz hazirliklari yapildi.
3.5.4. Es zamanh PCR

RT-PCR analizi RT?> SYBR Green qPCR Mastermix kiti (Qiagen) kullanilarak
gerceklestirildi. Mastermix tiiplerinde olusabilecek ¢okelti i¢in 42°C’de 1 dakika bekletilip
vortekslendi. Calismada, 25ul qPCR karisimi 1pl diliie cDNA igerecek sekilde hazirlandi
(Tablo 9). Deneylerde tiim cDNA 6rnekleri ayni sartlarda 3’er kez ¢alisildi. Bu ii¢ 6l¢iimiin
ortalamasi analizlerde kullanildi. Caligmada housekeeping gen Glukoz-6-Fosfat
Dehidrogenaz (GAPDH), kontrol ve ¢alisma grubu arasindaki ifade diizeyi farkliliklarini

belirlemek amaciyla i¢ kontrol olarak kullanildi.
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Tablo 9: gRT-PCR reaksiyon kosullari

Madde Hacim
RT? SYBR Green Mastermix 12,5ul
cDNA 1,0ul
RT? gqPCR primer 1,0ul
RNase free su 10,5ul
Toplam Hacim 25,0ul

Real Time-PCR reaksiyonu Rotor Gene 6000 marka cihazda Tablo 10’da verilen dongii

programi uygulanilarak gerceklestirildi.

Tablo 10: Déngii programi

Sicaklik Siire Dongii
95°C 10 dakika® 1
95°C 15saniye 40
60°C 1dakika® 40

"HotStart DNA polimerazin aktivasyonu
’Her dongiinlin uzama basamaginda her bir 6rnek i¢in SYBR Green floresans belirlenmesi
ve kaydedilmesi.
3.5.5.Primerler

Cift zincirli DNA’ya baglanarak floresan 6zellik kazandiran ve gen ekspresyonu
analizlerinde ¢ok yaygin kullanilan boya SYBR Green floresan boyadir. SYBR Green’in
¢ift zincirli PCR iriiniine baglanmas1 iiriin miktar1 ile orantili olarak floresans agiga
cikmasini saglar. SYBR Green teknigi ile gen ekspresyonu kantitasyonu i¢in uygun primer
secimi en Onemli asamadir (Tablo 11). Bu teknigin basartyla uygulanabilmesi i¢in PCR
primerlerinin sadece &zgiil cDNA’ya baglanmasi, primer-dimer veya ozgiil olmayan
amplifikasyon iirlinii olusturmamasi gereklidir. Bu amagla projemizde bu gibi riskleri

onlemek adina Qiagen firmasinin agagidaki optimize primerleri kullanilmisgtir.
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Tablo 11: Real Time PCR yonteminde kullanilan primerler, iiretici firma ve katalog

numaralari
Primerler Katalog Numarasi Firma
DUSP1 QT00036638 Qiagen
DUSP2 QT00199794 Qiagen
DUSP4 QT00067018 Qiagen
DUSP6 QT00209986 Qiagen
DUSP10 QT00082117 Qiagen
GAPDH PPHO0150F Qiagen

3.5.7. RT-PCR Verilerinin Analizi

RT-PCR sonucu elde edilen veriler, Rotor-gene 6000 Series Software Version 1.7 yazilimi
ile kantite edildi. Verilerin AACt metodu ile istatistiksel analizi “RT2 profiler RT-PCR
Array Data Analysis version 3.5” (http://pcrdataanalysis

.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php) yazilimi kullanilarak gerceklestirildi
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4. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Calisma verilerimizin istatistiksel analizi Statistical Program for Social Sciences- SPSS for
Windows, 14.0 (SPSS 14.0) programina girilerek yapildi ve degerlendirildi. Varyans analizi
Tukey testi ile normal dagilisa uygunluk gdsteren veriler, iki ortalama arasindaki farkin
onemlilik testi Student’s T-testi ile degerlendirildi. Yanilma diizeyi 0,05 olarak belirlendi.
Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U ve X2 testleri ile normal dagilima uygunluk

gostermeyen veriler degerlendirildi.
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5. BULGULAR

5.1 Hasta Bilgileri

Bu calismada hasta grubu Sivas Cumbhuriyet Universitesi (SCU), Tip Fakiiltesi,
Aragtirma ve Uygulama Hastanesi G0z Hastaliklar1 Ana Bilim Dalin’da gbéz kapagi,
konjunktival ve orbital tiimorii tanisi alan 20 bireyden olusturuldu. Hastalar arasinda
cinsiyet, yas veya kanserin histopatolojik tipi ile derecesi yoOniinden bir kisitlama
yapilmadi. G6z kapagi, konjunktival ve orbital timoérii tanisi alan hastalardan ameliyat
sirasinda alinan doku Orneginin patoloji raporuna dayanarak tiimoriin histopatolojik tipi

verilere eklendi (Tablo 12).

Tablo 12: G6z kapagi, konjunktival ve orbital tiimorli hastalarin histopatolojik tipleri

Histopatolojik Tip Goz kapagi  Konjunktival Orbital (n)
(n) (n)
Bazal hiicre karsinomu 12
Kiiciik hiicreli malign timor 1
Trikoepitelyoma 1
Malign fibroz histositom 1
Skumdz hiicreli karsinom 1 1
Kronik kazeifiye graniilona 1
Malign melonoma
Sebase bezi karsinom 1

Goz kapagi, konjunktival ve orbital timor hastalar1 cinsiyet, yas aralifi, yas
ortalamasi, ailede kanser hikayesi ve giinese maruz kalma gibi 6zellikler Tablo 13’ de
verilmistir. Hastalarin 13’1 (%65,0) erkek, 7’si (%35,0) kadindir. Hastalarin yas
ortalamasi ve yas araligi sirasiyla 69,03+14,8 ve 38-90 olarak bulundu. Ailede kanser
hikayesi bakimindan degerlendirildiginde hastalarin 7’sinde (%35,0) kanser hikayesi
oldugu tespit edildi. G6z kapagi, konjunktival ve orbital timorlii hastalarin mesleki

durumuna bagli olarak 7’sinde (%35,0) uzun siire giines 1sinlarina maruz kalma varda.
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Tablo 13: Go6z kapagi, konjunktival ve orbital tiimorli hastalarin demografik bilgileri

Parametreler Hastalar (n:20)

N (%0)

Cinsivet Erkek 13 65,0

y Kadin 7 35,0

. oA Evet 7 35,0

Ailede Kanser Hikayesi Hayir 13 65.0

.. Evet 7 35,0

Giinese Maruz Kalma Hayir 13 65.0

Yas (yil) Min-max 38-90

Yas Ortalamasi 69,03 + 14,8

5.2 Real Time-PCR verilerin istatistiksel analizi

Go6z kapagi, konjunktiva ve orbital tiimorii ve kontrol dokusunda DUSP1, DUSP2,
DUSP4, DUSP6, DUSP10 genlerinin ekspresyon diizeyleri RT-PCR metoduyla analiz
edilmistir. Calismamizda housekeeping gen olarak GAPDH kullanilmistir. Kontrol ve g6z
timorli dokulardan elde edilen DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6, DUSP10 genlerinin Ct
degerleri Tablo 14 Ve Tablo 15°de gosterilmisti. GAPDH ile ¢aligma genlerinin

ekspresyon diizeyleri normalize edilmistir.
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Tablo 14: GAPDH, DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6, DUSP10 genleri igi kontrol
grubundan elde edilen Ct degerleri

Ct Degerleri
Kontrol Grup GAPDH DUSP1 DUSP2 DUSP4 DUSP6 DUSP10
1K 17,41 16,69 23,96 Belirlenemedi 25,97 29,96
2K 17,91 19,68 24,86 Belirlenemedi 23,73 26,28
3K 17,26 21,25 25,31 37,76 26,07 26,90
5K 18,52 22,55 26,15 Belirlenemedi 23,70 24,34
6K 16,70 21,34 24,14 34,56 24,97 27,65
7K 16,31 20,52 25,14 Belirlenemedi 24,44 26,18
8K 16,61 17,84 22,62 35,61 23,17 25,30
9K 19,17 20,39 23,16 35,75 27,28 28,33
10K 18,13 19,30 23,03 Belirlenemedi 26,04 27,53
11K 18,83 18,93 22,09 37,80 26,35 27,98
12K 19,85 21,80 24,00 Belirlenemedi 25,52 23,93
13K 19,21 18,26 25,21 Belirlenemedi 24,82 27,67
14K 18,46 24,89 26,62 37,41 25,75 26,10
15K 16,94 20,04 23,91 Belirlenemedi 26,11 28,81
16K 17,53 19,20 23,68 Belirlenemedi 27,38 29,38
17K 16,45 20,35 24,60 39,04 39,04 25,68
18K 18,98 22,97 25,41 Belirlenemedi 29,01 26,78
19K 18,78 22,96 27,14 Belirlenemedi 26,14 27,81
20K 18,62 19,53 26,30 Belirlenemedi 25,60 25,91
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Tablo 15: GAPDH, DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6, DUSP10 genleri i¢i hasta

grubundan elde edilen Ct degerleri

Ct Degerleri
Hasta Grup GAPDH DUSP1 DUSP2 DUSP4 DUSP6 DUSP10
1H 17,30 21,73 31,78 32,62 24,74 28,15
2H 16,16 19,78 29,09 33,13 26,1 28,13
3H 17,83 37,83 36,45 Belirlenemedi 25,6 28,01
5H 18,67 21,03 25,45 33,56 24,57 24,90
6H 21,33 25,65 29,26 32,80 27,37 26,40
7H 20,70 23,99 31,05 36,25 25,01 26,85
8H 15,81 19,56 27,36 32,55 20,59 24,16
9H 19,46 19,20 26,85 Belirlenemedi 23,71 26,62
10H 20,48 22,32 217,22 33,52 23,57 26,50
11H 18,92 30,11 33,79 32,17 30,19 28,52
12H 20,15 30,06 31,91 32,48 29,07 29,72
13H 21,63 26,21 28,11 Belirlenemedi 25,15 27,60
14H 17,68 22,85 26,10 32,83 22,73 27,71
15H 17,79 30,7 31,22 32,63 24,62 29,17
16H 21,45 24,45 27,33 32,66 25,45 28,70
17H 17,83 19,92 24,91 Belirlenemedi 24,58 24,49
18H 20,18 24,27 26,00 32,14 24,33 27,89
19H 18,84 22,06 26,60 31,82 22,06 25,06
20H 23,32 23,33 29,63 32,89 22,48 29,97

Real Time-PCR reaksiyonu sonucunda her gen i¢in amplifikasyon egrisi ve spesifik erime

egrileri gozlendi. Sekil 23, 25, 27, 29 ve 31’ de gozlendigi gibi inceledigimiz genlerin

bazilarmda amplifikasyon doku materyalinde diisiik veya fazladir. Ozellikle DUSP1 ve
DUSP2’ de ekspresyon diisiik, DUSP4 ve DUSP6’ da fazladir. Yine sekil 24, 26, 28, 30,
32’ deki erime egrilerinde goriildiigii tizere inceledigimiz DUSP1, DUSP2, DUSP4 DUSP6

ve DUSP10 genleri spesifik bir sekilde amplifiye edilmistir.
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Sekil 23. DUSP1 gen ekspresyonunun hasta ve kontrol grubundaki amplifikasyon egrileri
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Sekil 25. DUSP2 gen ekspresyonunun hasta ve kontrol grubundaki amplifikasyon egrileri
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Sekil 28. DUSP4 gen ekspresyonunun hasta ve kontrol grubundaki erime egrileri
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Sekil 31. DUSP10 gen ekspresyonunun hasta ve kontrol grubundaki amplikasyon egrileri
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Sekil 33. GAPDH gen ekspresyonunun hasta ve kontrol grubundaki amplikasyon egrileri

Sekil 34. GAPDH gen ekspresyonunun hasta ve kontrol grubundaki erime egrileri

“A4CY birden bityitkse genin ifade diizeyinin

Kat degisimi degeri (Fold change=2
arttig1 anlamina gelir. Eger kat degisim degeri birden az ise gen ifade diizeyinin azaldigi
anlamina gelir. Kat diizenlemesi (Fold regulation), kat degisim sonuclarmin biyolojik

sistemlere uyarlanmasidir. Eger kat degisimi degeri (2°“") birden biiyiikse kat

42




222Y birden az ise Kat

diizenlemesi degerine esittir. Ancak kat degisimi degeri (
diizenlemesi degeri kat degisimi degerinin negatif tersidir. Verilerin analiz sonucunda her
gen bolgesinin ortalama Ct, standart sapmalari, p, kat degisim degerleri Tablo 16’de

gosterilmistir.

DUSP1 geni ifade diizeylerinde, tiimor dokusu grubu komsu normal doku RT-PCR
verileri kiyaslandiginda 0,18 kat azalma izlendi. Fakat bu azalisin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 goriildii (p>0,05). DUSP2 geni ifade diizeylerinde tiimor dokusu
grubunda anlamli olarak 0,12 kat azalma izlendi (p<0,05). DUSP4 geni ifade diizeylerinde,
timdr dokusu grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda 7,61 kat arttigt ve bu artigin
istatistiksel olarak anlamli oldugu gériildii (p<0,05). DUSP6 geni ifade diizeylerinde tiimor
dokusu grubunda 4,25 kat artma izlendi. Ancak bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 goriildi (p>0,05). Son olarak DUSP10 geni ifade diizeylerinde tiimor dokusu
grubunda 1,19 kat artis tespit edildi. Fakat bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 goriildii (p>0,05). Bu ¢alisma kapsaminda degerlendirilen tiim genlerin ifade
diizeylerinde hasta gruplari arasinda farkliliklar tespit edilmis olsa da DUSP1, DUSP6 ve
DUSP10 diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir degere ulasmadig: tespit edildi (Tablo
16).

Tablo 16: RT-PCR verilerinin kontrol ve timdr dokusu gruplarinda ortalama Ct degerleri
ve standart sapmalari, kat degisimi p degeri, kat degisimi, kat diizenleme

Goz Kontrol Giz Hasta Gz Kontrol Goz Hasta Kat L“ " Kat

| . , . .. . Degisim(Fol Diizenleme

Genlex Ortalama Ortalama Standart Standart degigimi

Ct Ct Sapm: Sapms legeri d change) (Fold

! ) Sapma Sapma p degeri regulation)
DUSPI 20,60 24,33 0,162431 0,029382 0,279117 0,1809 -5,53
DUSP2 24,60 28,88 0,010215 0,001255 0031527 0,1228 -8,14
DUSP4 34,98 33,30 0,000008 0,000058 0.028621 76128 7,61
DUSP6 25,65 24,82 0,004908 0,020897 0,196630 4,2575 4,26
DUSPI0O 26,97 27,29 0,001964 0,003764 0,374446 1,9164 1,92

GAPDH 1798 19,24 1 1 0 1 1

* Kat Degisimi (Fold Change)= 2("**)

** Kat diizenlemesi (Fold Regulation)= -1/ AACt

ACt tiimdr= Ort Ct hedef gen tiimor - Ort Ct GAPDH tiimor

ACt kontrol= Ort Ct hedef gen kontrol - Ort Ct GAPDH kontrol

AACt= ACt (hedef gen tiimor —GAPDH tiimér)— ACt (hedef gen kontrol-GAPDH kontrol)
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Genlerin kontrol grubuna gore ¢aligma gruplarinda ifade diizeyleri toplu olarak Sekil 35°

Kontrol gnibl = cuses = ouses - cusea e — Hasta grubu

Sekil 35. Kontrol grubu temel alinarak hasta grubunda, DUSP1, DUSP2, DUSP4,

de gosterilmistir.

DUSP6, DUSP10 genlerinin ifade diizeylerinin karsilastirilmasi
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6. TARTISMA ve SONUCLAR

Kanser, diinya genelinde 6nde gelen 6liim nedenlerinden birisidir. Diinya Saglik

Orgiitiiniin tahminlerine gére 2015 yilinda, 172 iilkenin 91'inde kanser 6liim nedenleri

arasinda birinci veya ikinci oldugu bildirilmisti. Buna ek olarak 22 {ilkede de oliim

nedenleri arasinda kanser {igiincli veya dordiincii sirada yer almaktadir (225). Diinya Saglik

Orgiitii verilerine gore, kansere bagli dliimlerin sayis1 2000 yilinda 6 milyondan 2005'te

7,6 milyona, 2007'de ise 7,9 milyona yiikselmistir. 2000 ile 2007 arasinda kansere bagl

oliimlerin biiytlikliiglinde % 32 artis olmustur. Kansere bagli dliimlerin sayis1 2012 yilinda

8,2 milyon 2018 yilinda ise 9,5 milyona ulagsmistir (Tablo 17 ve Tablo 18) (225).

Tablo 17: 2012 yilinda diinya geneline dagilmis kanser gesitlerine bagli 6liim sayilari

Diinya Genelinde

Erkek

Kadin

Kanser Cesitleri Vaka Sayis1  Kanser Cesitleri Vaka Sayis1  Kanser Cesitleri  Vaka Sayisi
Akciger 1761 007 Akciger 1184 947 Meme 626 679
Kolorektal 880 792 Karaciger 548 375 Akciger 576 060
Mide 782 685 Mide 513 555 Kolorektal 396 568
Karaciger 781631 Kolorektal 484 224 Serviks uteri 311 365
Meme 626 679 Prostat 358 989 Mide 269 130
Ozofagus 508 585 Ozofagus 357 190 Karaciger 233 256
Pankreas 432 242 Pankreas 226 910 Pankreas 205 332
Diger kanserler 3 781 406 Diger kanserler 1711450  Diger kanserler 1 550 997
http://gco.iarc.fr/
today/home
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Tablo 18: 2018 yilinda Tiirkiye geneline dagilmis kanser gesitleri ve vaka sayilari

Tiirkiye Genelinde

(Kadin+Erkek) Erkek Kadn

Kanser Cesitleri Vaka Sayis1 Kanser Cesitleri  Vaka Sayis1  Kanser Cesitleri  Vaka Sayisi

Akciger 33683 Akciger 28525  Meme 5452
Kolorektal 10033 Bobrek 3532  Akciger 5158
Mide 10 006 Mide 6376  Kolorektal 4 462
Meme 5452 Kolorektal 5571  Ovaryum 2191
Prostat 5 165 Prostat 5165 Mide 3630
. . Beyin, . .
B_eyln,_ merl_<e2| 5088 merkezi sinir 2 837 Bfeyln,_ merl_<e2| 2 247
sinir sistemi ; . sinir sistemi
sistemi
Pankreas 6 415 Pankreas 3622 Pankreas 2794
. Diger »
Diger kanserler 40 871 K 18914  Diger kanserler 16 234
anserler

http://gco.iarc.fr/
today/home

Diinya saglik orgiitiiniin yapmis oldugu istatiksel aragtirmalara gére 2018 yilinda
tanis1 konulmus 18 milyon kanser hastasinin % 52°sini erkek, % 48’ini kadin bireyler
olusturmaktadir. Diinya genelinde en yaygin kanser cesitleri sirasiyla akciger, meme,
kolorektal, prostat ve 6zofagus’dur. Tirkiye istatistik kurumunun arastirmalarina gore
Olim nedenleri arasinda dolasim sistemi hastaliklarindan sonra kanser ikinci sirada yer
almaktadir. Kanser Tirkiye’de 2017 yilindaki 6liimlerin % 19,6’sin1 olusturur. Bununla
birlikte Tirkiye geneline bakildiginda en sik goriilen kanser cesitleri sirasiyla akciger,
meme, kolorektal, prostat, mide ve mesane’dir. Goz tiimorleri, diger kanser cesitleri ile
karsilastirildiginda diinya genelinde insidans ve mortalite bakimindan sonlarda yer
almaktadir. Diinya genelinde 2018 yilinda kanser tanis1 konulmus 18 milyon kisinin 3540’1
g0z ve orbita tiimorlii hastalardir. Bu hastalarin % 60’1 erkek, % 40’1 kadin bireylerdir.
Bununla birlikte tiim diinyadaki kansere bagli 6liimlerin % 0,05’ini goz tliimori ve orbita

tiimorleri olusturur (1). Oliimlerin % 54”1 erkek, % 46°s1 kadin bireylerdir. Tiirkiye kanser
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istatistiklerinin 2016 verilerine gore ise 2013-2009 yillar1 arasinda 430 kiside g6z tiimori
saptanmistir. Bunlarin % 84,16’smin tanis1 histolojik olarak dogrulanmistir. G6z timort,
cinsiyete gore yasa standardize edilmis hiz dagilimi erkeklerde % 0,3, kadinlarda ise % 0,2
olarak tespit edilmistir. Sao-Bing ve ark.(2000) Singapur'da primer goz i¢i, konjonktival ve
orbital kanser tanis1 konulmus hastalarin epidemiyolojik 6zelliklerini tanimlamislardir. Bu
calismalari i¢in 67’si (% 53,6) erkek, 58’1 kadin (% 46,4) bireylerden olugsmus g6z timorii
tanis1t konulmus 125 kisi belirlenmistir. Benzer sekilde Waleed M. ve ark.(2016) 1973-
2009 yillar1 arasinda Amerika Birlesik Devletleri'nde orbital, konjonktival ve lakrimal
bezleri etkileyen tiimorlerin tiplerini ve insidanslarint belirlemislerdir. Bu ¢alismalari igin
1422’si (% 50,74) erkek, 1380’1 (% 49,25) kadin olan goz tiimori tanist konulmus 2802
birey tespit etmislerdir. Bizim ¢alismamiz da SCU, Tip Fakiiltesi, Arastirma ve Uygulama
Hastanesi, Goz Hastaliklar1 Ana Bilim Dalin’da goz kapagi, konjunktival ve orbital timorii
tanisi alan 20 hastadan olusturuldu. Hastalarin 13’1 (%65,0) erkek, 7’si (%35,0) kadindir.
Giliniimiizde insanlarin ortalama yasam siireleri ve kanser goriilme orani giderek
artmaktadir (226). Bu durumda kanser, yasa bagli bir hastalik olarak kabul edilebilir.
Ciinkii cogu kanser insidansi yasla birlikte artar ve orta yasta daha hizli bir sekilde artis
gosterir.  Yas, hemen hemen tiim kanser caligmalarinda kullanilan O6nemli risk
faktorlerinden birisidir (227). Biitiin kanserlerin neredeyse % 50°si ve kansere bagh
oliimlerin % 70’1 65 yas ve lzeri olgularda gerceklesmektedir (226). Tiirkiye istatistik
kurumunun kanser istatistiklerine gore de 55-84 yas araliginda kanser, diger yas gruplarina
gore belirgin bir sekilde artmaktadir (Tablo 19). Umut ve ark.(228) 80 yas ve tlizeri akciger
kanserli olgularda sagkalimi etkileyen faktorleri arastirmislardir. Bu dogrultuda 2010-2013
tarihleri arasinda histopatolojik olarak primer akciger kanseri tanisi alan 80 yas ve
tizerindeki 100 hasta grubunu c¢aligmalarina dahil etmislerdir. Bu hastalarin ortanca yasi
83+2.91 (80-92) yildir. Goz tiimorlerinin Tirkiye’de oldukg¢a nadir olmasindan 6tiirii bizim
calismamizda yas araligi 38-90 yil arasina dagilmistir. Calismamiza dahil ettigimiz

hastalarin yas ortalamasi da 69,03+14,8 y1l seklindedir.
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Tablo 19: Tiirkiye’de kansere bagl 6limlerin yil ve yas gruplarina gére dagilimi

48

Oliim Nedeni Yas Grubu
Yl |Toplam | 0-14 | 15-24 | 25-34 | 35-44 | 45-54 | 55-64 | 65-74 | 75-84 | 85+ Bilinmeyen
2018 | 83163 667 631 1105 | 3138 | 88388 | 19660 | 23674 | 18464 | 6936 -
2017 | 81886 715 637 1095 | 3109 | 8980 | 19224 | 23060 | 18749 | 6317 -
2016 | 81647 729 644 1171 | 3203 | 8957 | 19192 | 22740 | 18888 | 6123 -
. L 2015 | 79160 684 640 1165 | 3102 | 8906 | 18731 | 21728 | 18375 | 5829 -
Iyi huylu ve kotii huylu
tiimorler 2014 | 78074 724 647 1234 | 3144 | 9355 | 18421 | 20971 | 18355 | 5222 1
(malign ve benign
neoplazmlar) 2013 | 76534 | 758 588 1169 | 3180 | 9486 | 17947 | 20620 | 17933 | 4853 -
2012 | 69270 662 592 1115 | 2935 | 8597 | 16509 | 18721 | 16025 | 4110 4
2011 | 67450 646 606 1095 | 2884 | 8544 | 16367 | 18102 | 15644 | 3562 -
2010 | 63930 693 573 1184 | 2853 | 8844 | 14921 | 16896 | 14992 | 2968 6
2009 | 59386 726 633 1034 | 3049 | 8461 | 13727 | 15523 | 13713 | 2515 5
(TUIK 2018)




Kanserin nedenleri arasinda genetik mutasyonlarin da oldugu bilinmektedir. Kanser
riskini artiran bazi genetik degisiklikler ebeveynlerden g¢ocuklara aktarilir. Ornegin kolon
kanseri, popiilasyondaki bazi ailelerde daha sik gorilir (229). Benzer sckilde
retinoblastom retinada meydana gelen kotii huylu tiimoér olarak bilinir ve kalitsal veya
sporadik olabilir (230). Bu nedenle pek ¢ok kanser galismasinda ailede kanser hikayesi
onemli bir kanser parametresi olarak goriiliir ve kullanilir (Tablo 20). Bakir ve ark. (232)
gastrik karsinomali hastalarin kardeslerinde mide kanseri insidansim1i Ogrenmek icin
Tiirkiye Dogu Karadeniz bolgesi popiilasyonunda hasta ve kontrol ¢calismasi yapmislardir.
Gastrik karsinomasi olan 1240 hastanin 168'inin kardeslerinde mide kanseri Oykiisii
bulunmaktadir. Bakir ve ark. (233) bir baska ¢alismasinda yine 1240 hasta, 1240 kontrol
grubu ile ¢alismiglardir. Hasta grubunun 148’inin ebeynlerinde de kanser Oykiisii tespit
etmislerdir. Bizim ¢alismamizda da hasta grubumuzun % 35’inin ailesinde kanser dykiisii

belirlendi.

Tablo 20 : Bazi mide kanserli ¢alismalar ve kanser oykiisii

) ) Hasta Kontrol
Ulke Aile OyKkiisii Kaynak
n N n N

Tirkiye  Kardes 168 1240 (%14) 19 1240(%2) (232)
Tirkiye  Ebeveyn 148  1240(%12) 25  1240(%2) (233)
Kore Birinci derece akraba 94 108 (%87) 21 238(%09) (234)
Tayvan Birinci derece akraba 47 176 (%27) 54 579(%9) (235)
Japonya Birinci derece akraba 543 1400 (%39) 1475 13467(%11) (236)
ABD Birinci derece akraba 70 629 (%11) 35 695(%5) (237)

Kanser, hiicrelerin herhangi birinde gen anormalliklerinin neden oldugu bir hastalik
olarak tanimlanir. Bununla birlikte, kanserojen risk faktorleriyle iliskili olarak bazi bireyler
kansere daha yatkindir. Bu durumda kansere neden olabilecek tiim risk faktorleri

Onlenebilirse kanserin 6nlenmesi miimkiin olmalidir. Bu risk faktorleri genellenecek olursa
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cevresel ve genetik faktorler seklinde ayrilabilir (238). Kanserin mevcut biyolojik
mekanizmalari, hem ¢evre hem de genetik kaynakli oldugunu, yani genetik degisikliklerle
birlikte dis etkenlerin insan kanserlerine yol agacagini gostermektedir (229). Giliniimiize
kadar yapilmis pek ¢ok c¢alisma ile gesitli ¢evresel faktorlerin kanserojen risk faktori
oldugu gosterilmistir. Giinesin zararli 1sinlart cilt kanseri ile yakindan iligkili bir ¢evresel
faktordiir. Ultraviyole 15181in (UV) pek ¢ok zararli etkileri vardir. DNA baz ciftlerini
bozarak pirimidin dimerlerinin olusmasina neden olabilir, hiicreleri kanserojenlige
yonlendiren reaktif oksijen tiirleri iiretebilir. Claire ve ark. Avusturya’da okiiler melanoma
icin risk faktorli olan giinese maruz kalma durumunu ele almiglardir. Bu ¢alismalart igin
1996-1998 yillar1 arasinda 18-79 yaslar arasinda 290 okiiler melanom tanisi konulmus
bireyi dahil etmislerdir. Bu bireylere ilave olarak kontrol grubu olarak 893 kisi tespit
edilmistir (239). Bizim ¢alismamiza dahil edilen 20 hastanin da % 65’1 giinese maruz
kalan, g6z tiimorti gelisen riskli bir grubu barindirmaktadir.

Deri, mukoza ve stromal destek dokudan meydana gelen goz kapagi ve
konjonktiva, cesitli lezyonlarin gelisebildigi bir alandir (240). Goz kapagi kitleleri,
oftalmolojide siklikla karsilasilan tiimoral lezyonlardir (241). Niliifer ve ark. goz kapaginin
ve konjonktival bolgenin neoplastik lezyonlarinin  histopatolojik  6zelliklerini
incelemislerdir. Caligmalarina 127 olguyu dahil etmislerdir. Bunlarin 107°s1 (% 82) goz
kapagi lezyonlaridir. G6z kapagi lezyonlarinin 74’4 (% 69,1) g6z kapagmin benign
lezyonlari, 33’1 (% 30,9) goz kapaginin malign lezyonlaridir. Goz kapaginda saptadiklari
malign tiimorlerin biiylik ¢cogunlugu bazal hiicreli karsinom’dur (%17,7). Konjonktival
bolgede ise 1 olguda (%5) skuamdz hiicreli karsinom belirlemislerdir. Bizim ¢alismamizda
da 20 olguda benzer histopatolojik tipler belirlendi. Hastalarin 18’inde goz kapagi
lezyonlari, 1’inde konjunktival lezyonlar, 1’inde de orbital lezyonlar saptandu.
Olgularimizin 12’sinde goz kapaginda bazal hiicre karsinom belirledik. Konjunktivadaki 1
lezyon skuamoz hiicreli karsinom, orbitadaki 1 lezyon ise kronik kazeifiye graniiloma
olarak tespit ettik.

DUSP'lar, protein tirozin fosfataz gen ailesinin bir alt sinifidir. Bir¢ok protein
fosfataz arasinda yapisal ve islevsel olarak farkli bir alt sinif olusturur (242). Hem
fosfotirozin hem de fosfoserin/ fosfotreonin kalintilarni defosforilleyebilirler. Insan
genomu kabul edilen 30 DUSP geni igerir. Bunlardan 11 tanesi Erk, Jnk ve p38’e 6zgiidiir.
19 tanesi ise “atipik” DUSP'lar olarak adlandirilan baska bir DUSP alt grubuna dahildir
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(157, 180). Hiicresel lokalizasyonlarina, gen yapilarina ve substrat dzgiilliiklerine gore ti¢
alt gruba ayrilirlar. Birinci grupta DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP5 bulunur. Bu grup
niikleusta lokalizedir. Biiyiime faktorleri veya stres sinyalleri tarafindan indiiklenirler.
Proteinler, yiiksek oranda korunmus dort ekzondan olusur. Bu gruptaki DUSP'larin
dordiintin aktif bolge motifi ekzon 4 i¢inde kodlanir ve ekzon 3'lerinin uzunlugu aynidir.
Ikinci grup DUSP6, DUSP7 ve DUSP9’u igerir. Bu gruptaki DUSP’lar 3 ekzondan olusur.
Subseliiler lokalizasyonlar1 sitoplazmiktir ve ERK1 ve ERK2'yi tanmiyabilirler. Son grupta
DUSP8, DUSP10 ve DUSP16 bulunur. Niikleusta ve sitoplazmada lokalizedirler. Jnk ve
p38'i tanirlar. p38 ve Jnk MAPK'larn etkisiz hale getirebilirler (180, 242).

DUSP1, DUSP’larin ilk iiyesi olarak tanimlanir (243). Miirin hiicrelerinden kiiltiir
edilmislerdir. MKP-1, ERP, CL100, HVH1, PTPN10 ve 3CH134 olarak da bilinir (162).
Katalitik olmayan bir amino ugtan ve katalitik aktiviteye sahip C-terminal bolge olmak
tizere iki domainden olusur. DUSPI1, farkli MAPK izoformlarinin etkisizlestirilmesinde
Kilit role sahiptir. MAPK ailesinin iiyeleri olan ERK'lar, INK'lar ve p38 MAPK larin hiicre
cogalmasinda ve apoptozda 6nemli rolleri oldugu bilinmektedir. ERK1 / 2 kaskadi, hiicre
cogalmasi, farklilasmasi veya sagkalimi tesvik eden sinyallere aracilik eder. ERK1 / 2’den
farkli olarak JNK ve p38 MAPK kaskadlari, strese karsi hiicre tepkilerinde rol alir.
DUSPI1, ERK, INK ve p38'1 defosforilasyon islemi ile inaktif hale getirebilme
kabiliyetindedir. Temel olarak MAPK sinyalizasyonunun diizenlenmesi ile hiicre
cogalmasi, farklilasmasi ve transformasyonu, stres yanitlari, inflamatuvar, hiicre
dongiisiinlin durdurulmasi ve apoptozda rol oynar. Bir¢cok ¢alisma ile tiimorlerde DUSP1
seviyesi arastirilmistir (162). Ilk calismalarda prostat, kolon ve mesane dahil olmak iizere
pek cok timor c¢esidinde DUSP1 ekspresyonunun yiiksek oldugu rapor edilmistir (28).
Ancak, timoriin giderek ilerlemesiyle ve metastazda DUSP1 ekspresyonu giderek
azalmistir. DUSP1'in tiimorlerdeki fonksiyon ve mekanizmalar1 degisken ve karmasik
olabilir (162). DUSP1’in MAPK sinyalizasyonundaki roliiniin belirlenmesinden bu yana
gecen 25 yil siliresince meme, pankreas, mide, yumurtalik, akciger, cilt ve prostat dahil
birgok tiimor tipinde DUSP1 ekspresyonunun arttifini veya azaldigini bildiren pek ¢ok
aragtirma yapilmistir (19, 28, 170-172, 248-255). Tablo 21°de DUSP1’in farkli kanser

¢esitlerindeki rolleri 6zetlenmistir.
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Tablo 21

: Farkli kanser tirlerinde DUSP1'in rolleri

. Ilerlemis
Timor/ Lo ...
Kanser cesidi Kontrol Karsinojenez Karsinojenezde timorlerde Kaynak
temel yolak / gen DUSP1
ekspresyon - .
ifadesi
Pankreas
Prostat 28
Kolon . 170-172
Yumurtalik T Aktivasyon INK v 179
Mesane 248
Mide
Akciger ™ Aktivasyon JNK J 1%3
Hepatoselliiler c o
Kanser J Inhibisyon Hcer J 249-253
Bas ve Boyun 254
Skuaméz Hiicreli NE Inhibisyon IL1 beta Bilinmiyor 255

Karsinom

Normal ve kanser hiicrelerinin, kanser kemoterapisinde kullanilan yontemleri de
iceren bir dizi kimyasal ve fiziksel hasara cevabinda DUSP1'in 6énemli bir rol oynadigi
bildirilmigtir. DUSP1 substrat olarak p38 ve JNK MAPK’larin1 tercih edebilir. Bu
durumda DUSP1’in fazla ekspresyonunun hem UV radyasyonuna hem de kemoterapdtik
ilag sisplatine kars1 hiicresel direnci arttirdi@i ve bunun JNK aracili apoptozisin
baskilanmasi ile ilgili oldugu gozlenmistir (244,245). Normal hiicrelerde DUSP1
ekspresyonu p38 MAPK’1n aktivasyonu araciligi ile, UV ve Sisplatin tarafindan uyarilir.
Oysa DUSPI1 tarafindan JNK aktivitesinin baskilanmasi hiicre oliimiinii diizenler.
DUSP1'in bu iki farkli MAPK yollarina miidahalesi hiicresel duyarlilig1 diizenledigini
gostermektedir (246).

Prostat kanserinde DUSP1 ekspresyonunun normal dokulardaki ekspresyonundan
daha fazla oldugu saptanmistir. Yapilmis gesitli arastirmalar DUSPL'in Fas/FasL ile
indiiklenen hiicre apoptozisini inhibe ederek prostatik kanserojeni destekleyebilecegini
gostermistir (162,247,248). Prostat kanserinde oldugu gibi pankreas kanserinde de
DUSPL'in benzer bir fonksiyonu tespit edilmistir. Pankreas kanserinde DUSP1
ekspresyonu, normal pankreas dokularina kiyasla ortalama 8,1 kat artis goOstermistir.
Pankreas kanserli bir fare modelinde DUSP1'in baskilanmasinin farelerde tiimdrijenisiteyi

hafiflettigi gosterilmistir (176). DUSP1 ekspresyonundaki artis kolon, mesane, mide,
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meme ve akciger kanseri de dahil olmak tizere pek cok tiimor ¢esidinde de gozlenmistir
(28,170-172,179). DUSP1 artisinin bir sonucu olarak JNK aktivasyonu inhibe edildigi
boylece INK kaynakli apoptozun azalmasina neden oldugu ileri stiriilmistiir (162).

Hepatoselliiler karsinomda DUSP1 ekspresyonu normal karaciger dokular ile
karsilagtirildiginda kismen azaldigi tespit edilmistir. Tsujita ve ark. ¢aligmalarina dahil
ettikleri 77 hastanin 11°nde, normal dokulardaki seviyelere kiyasla tiimor dokularinda daha
diisik DUSP1 ekspresyonu tespit etmisler, ancak diger 66 hastada da belirgin bir fark
olmadigimi bildirmislerdir (249). Farkli hayvan modelleri kullanarak yapilan ¢esitli
caligmalarda hepatokarsinogenezin inhibe edilmesinde DUSPI1’in rol oynadig1
dogrulanmistir. DUSP1'in ekspresyonu Fisher344/F344 ve Kahverengi Norveg (BN) olmak
tizere iki rat modelinde tespit edilmistir. Kimyasal kaynakli hepatoselliiler karsinom
olusturmada duyarli olan F344°de DUSP1 ekspresyonu diisiik, hepatoselliiler karsinom
olusturmak icin direngli olan BN’de yiiksek DUSP1 ekspresyonu tespit edilmistir
(162,250). Hepatokarsinogenezise yatkinligin, F344 ve BN sicanlarinda ERK kaskadinin
daha belirgin bir aktivasyonu ile iligkili oldugu tespit edilmistir. DUSP1, bir ERK
inhibitoérii oldugu ve Hepatokarsinogenezisi’in inhibe edilmesini sagladig ileri
stiriilmiistiir. Rat hepatokarsinogenezisi sirasinda DUSP1 ¢ogunlukla LOH’dan (Loss of
heterozygosity-Heterozigot kaybi) etkilenen bir alan olan kromozom 10 {izerindeki direng
lokusu Herl ile birlikte bulundugu bildirilmistir (251). Rat hepatokarsinogenezisi igin
genomik dizi analizi ile Herl'i direng lokusu oldugu saptanmistir (252). DUSP1, Hcrl ile
birlikte hepatoselliiler karsinomadaki karsinojenezi engelleyebilecegi ileri sliriilmiistiir.
Ancak bunun i¢in daha bir¢ok ¢aligmanin yapilmasi gerekir (162).

DUSP1 ekspresyonunun, insan bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinomlu
dokularinda, kontrollerle karsilastirildiginda azaldigi gosterilmistir. Son yillarda yapilan
caligmalar, DUSP1 eksikligi olan farelerin, karsinojene yanit olarak enflamatuar bir mikro-
ortam gelistirerek skuamoz hiicreli karsinom olusturmada daha yatkin oldugunu ortaya
koyulmustur. DUSP1 tarafindan skuaméz hiicreli karsinom olusumunun inhibisyonu test
edilmistir. Bas ve boyun skuamdz hiicreli karsinom olusumunu engellemek i¢cin DUSP1'in
mikro-ortamindaki tiimor proinflamatuart IL-1B’y1 azalttigi bulunmustur. DUSP1 ile
kanser arasindaki iligkinin incelenmesi inflamasyonun kanserojenezdeki roliinde yeni bir
bakis acist saglamistir (162). Bizim c¢alismamizda da bas ve boyun skuaméz hiicreli

karsinomda oldugu gibi goz kapagi, konjunktiva ve orbita tiimorli hasta grubunda
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kontrolle karsilastirildiginda 0,18 katlik azalma tespit edilmistir. Fakat bu artig anlaml
bulunmamastir.

DUSP2 (PAC-1 olarak da bilinir) ilk 6nce 1993’te insan T hiicrelerinde mitojen ile
indiiklenebilir bir gen olarak tanimlanmistir. DUSP2, niikleusta lokalize, 32-kDa’luk bir
proteindir. Genel olarak yiiksek T hiicre igerigine sahip hematopoetik dokularda eksprese
olur. Ozellikler timus, dalak, lenf diigiimleri, periferik kan ve diger organlarda (beyin ve
karaciger) eksprese olur (180). DUSP ailesinin bir tiyesi olan DUSP2, hem fosfoserin /
treonin hem de fosfotirozin kalintilarin1 fosforilleyerek hedef kinazlarini etkisiz hale
getirir.

DUSP2, DUSP1 ve DUSP4 yapisal olarak benzerdir. DUSP2, DUSP1 ile % 71

DUSP4 ile % 68 oraninda amino asit benzerligi gosterir (186). DUSP2 transkripsiyonu
ERK1 ve ERK2 sinyal yolunun aktivasyonu ile indiiklenir (256).
Erkl ve Erk2, trombosit kaynakli biiytime faktorii, epidermal biiyiime faktori (180), sinir
biiylime faktorii gibi bilyiime faktorleri ve insiiline (257) cevap olarak aktive edilebilir.
ERK1 ve ERK2'nin aktivasyonunun, hiicre motilitesi, ¢ogalmasi, farklilasmasi ve sag
kalim gibi pek ¢ok hiicresel yanitta merkezi bir role sahiptir (258).

DUSP2, memeli hiicrelerinde, ERK1, ERK2 ve p38 MAPK!'armi daha fazla
fosforile etmektedir. ERK1, ERK2 ve p38 ile karsilastirildiginda JNK'1 daha az inaktive
etmektedir. DUSP2’in JNK'ya karsi aktivite eksikliginin, bu MAPK'!n, ERK2 ile
karsilagtirildiginda DUSP2'nin katalitik aktivasyonuna neden olmadaki nispi yetersizliginin
bir sonucu oldugu ileri siiriilmiistiir (187).

DUSP2, ilk olarak hematopoetik hiicrelerden izole edildigi i¢in DUSP2 ile ilgili
calismalarda genellikle bagisiklik sistemindeki roliine odaklanilmistir. Fakat son yillarda,
DUSP?2' nin patolojik siireclerdeki rolii arastirmacilar tarafindan biiytlik ilgi gérmiistiir.
Fakl1 kanser ¢esitlerinde DUSP2’ nin olas1 rolleri Tablo 22’de 6zetlenmistir.

DUSP2 baslangigcta, ERK sinyalizasyon yolaginin inaktivasyonunda belirgin bir
role sahip, hematopoetik dokudaki ekspresyonu maksimum olan bir protein olarak
tanimlanmistir. Calismalar ERK kaskadi aktivasyonunun DUSP2' nin ekspresyonunu
arttirdigini gostermistir. Ancak insan akut 16semilerinde DUSP2 ekspresyonu beklenmedik
bir sekilde azalmistir. Bu azalma ERK aktivasyonunun asir1 baskilanmasi ile

iligkilendirilmistir (180)
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Tablo 22: Farkli kanser tiirlerinde DUSP2’nin olasi rolleri

Ekspresyon diizeyleri,

Hastaliklar Kanser cesidi transkripsiyonel indiiksiyonun Yolak Kaynak
ekspresyonla iliskisi ve diger bulgular
Losemik hiicreler, . . o
Akut I6semi  Miyeloid 16semi hattr gll{ssa‘;eask‘gnfi;ﬁiegfde DUSP2 ERK 17
(K562) presy Suf.
Kolon kanseri hiicre = DUSP2, apoptoz ve timor
Kanser hatt1 supresyonunda p53 i¢in transkripsiyonel =~ ERK 20
(EB-1) bir hedeftir.
DUSP2, efiizyonlarda yumurtalik
Overin ser6z  Yumurtalik karsinomu hiicrelerinde ekspresyonu ERK 21
karsinomu karsinomu hiicreleri  artmug ve yiikksek DUSP2 ekspresyonu,
zay1f prognoz ile yakindan iligkilidir.
}1:/2[1 ftrln(el\il(gf; Sr; hiigte DUSP2 apoptozun sinyallesmesinde
Kanser .. E2F-1'in dogrudan transkripsiyon bir ERK 23
Osteosarkom hiicre hedefidir
hatt1 (Saos-2) '
2{'{2?}2} ko'?l:’l dalik DUSP2 mRNA ve protein seviyesi ¢ogu
Kanser ger, yu > kanserde énemli dlgiide azalmis ve bu ERK 18

bobrek ve prostat

Kanseri hiicreleri timorijenez ve malignite ile iligkilidir.

Lin ve ark.(160), meme, kolon, akciger, yumurtalik, bobrek ve prostat gibi pek ¢cok
kanser ¢esidinde DUSP2 mRNA ve protein seviyesinin dnemli 6l¢iide azaldigini ve bunun
timorijenez ve malignite ile iliskili oldugunu bildirmislerdir. DUSP2 ekspresyonu, HIF-la
(Hipoksi indiiklenebilir faktor — 1) araciligi ile inhibe edildikten sonra kanser
hiicrelerindeki ekspresyonu azalir. DUSP2’nin aksine diger niikleusta lokalize olan diger
DUSP1, DUSP4 ve DUSPS5’in ekspresyonu ayni kosullar altinda ise arttii bildirilmistir.
Bu durum DUSP2'nin hipoksik hiicrelerde ERK fosforilasyonunun negatif regiilasyonu
icin 6nemli bir DUSP oldugunu gostermektedir. Ayrica hipoksi ile inhibe edilmis DUSP2
ekspresyonunun kanser hiicre tiplerinde HIF-1a tarafindan kontrol edildigi ve boylece uzun
stireli ERK fosforilasyonunun saglandigi gosterilmistir (160).

Baz1 ¢aligmalarda DUSP2'nin tiimdr supresorii olarak rol alabilecegi, bazi
calismalarda ise kanserin ilerlemesini arttirmada rol oynayabilecegi bildirilmistir.
DUSP2’nin maligniteye gore roli farklilik gdstermektedir. Yani tiimor promotori mi

yoksa timor siipresdri mii oldugu tartismalidir (259). Calismamizda goz kapagi,

55



konjunktiva ve orbita tiimorli hasta grubunda kontrolle karsilastirildiginda kat

diizenlemesi -8,14 ile anlaml1 bir azalma tespit edilmistir.

DUSP4, grup | fosfataz siiper ailesinin bir liyesidir. MKP2 olarak da bilinen ¢ift
Ozgiilliikli protein fosfatazdir (194). Niikleusta bulunur ve substratlart ERK1, ERK2, p38
ve JNK’dir (159). DUSP4, amino asit dizilimi bakimindan % 58.8 6zdes olan DUSP1 ile
yakindan iligkilidir. Ancak DUSP1’e gore daha az ¢alisilmistir (191).

DUSP4, timor ile ilgili MAPK sinyalizasyon yollariin diizenlenmesinde Kritik bir
role sahiptir (260-262). Bazi arastirmalarda DUSP4'iin bir tiimor baskilayici olarak rol
alabilecegi, bazilarinda ise kanser ilerlemesini arttirmada rol oynayabilecegi bildirilmistir.
Bu durum, DUSP4 ekspresyonunun malignite tipine gore degistigini gostermektedir.
DUSP4'iin bir tiimor promotdrii mii yoksa tiimor baskilayicist olarak mi rol aldig: heniiz
bilinmemektedir. DUSP4'in asir1 ekspresyonu, insan endotel hiicrelerinde adhezyon
molekiilii ekspresyonunu arttirir ve apoptoza karsi korur (202). Fare embriyonik
fibroblastlarindaki DUSP4 delesyonu da DUSP4'iin proliferasyon ve hiicre sagkalimini
destekledigini ortaya c¢ikarmistir. Daha giincel bir calismada da, DUSP1 ve DUSP4'lin
birlikte isleyisinin bozulmasinin, fare embriyonik fibroblastlarinda ve kalbinde olduk¢a
yiiksek p38 aktivitesi oldugunu ortaya ¢ikarmistir (263). Bu calismalar DUSP4'iin hiicre

sagkalimi ve p38 sinyal yolunun aktivitesinin kontroliindeki 6nemini vurgulamaktadir.

Yapilmis pek ¢ok genetik ¢alisma, hepatomlarda, pankreas kanserlerinde, ailesel
modiilator tiroid karsinomunda, c¢oklu endokrin neoplazisinde ve papiller tiroid
karsinomunda DUSP4'iin artmis mRNA diizeylerine dair kanit saglamistir (191). Ayrica,
DUSP4 ekspresyonu, insan meme kanseri orneklerinde, DUSP1 ile birlikte eksprese
edildigi zaman malign olmayan numunelere kiyasla 3 kat artmistir. Ayrica Balko ve ark.
(264), meme kanserinde kemoterapiye direng ile DUSP4 ekspresyonu arasinda bir iligki
oldugunu saptamislardir. Yani DUSP4’iin asir1 ekspresyonu, kemoterapiye baglh
apoptoziyi arttirmig, ekspresyonunun azalmasi ise kemoterapiye verilen yaniti azaltmistir.
Bu durum, DUSP4’iin azalmasinin Ras-ERK yolunu aktive ettigini ve apoptotik siiregleri

azalttigin1 gostermektedir (264).

MAPK fosfataz ailesinin bir {iyesi olan DUSP6, grup II alt sinifina dahildir.

Sitoplazmik fosfataz olarak karakterize edilir. MKP-3 olarak da bilinir. Kromozom
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12g21°de lokalizedir (265). Spesifik olarak ERK1 ve ERK2’ye 6zgiidiir (204). JINK, p38
veya ERKS5'e kars1 onemli bir aktivitesi yoktur (243).

Birgok arastirma ile DUSP6'min c¢esitli kanser tiirleriyle iligkili oldugu
gosterilmistir. DUSP6, kanser ¢esitlerine gore pro-onkojenik veya tiimor baskilayicisi
olarak gorev yapabilir. DUSP6’nin kanserdeki roliiniin belirlenmesi igin pankreas kanseri,
akciger kanseri, nazofarengeal karsinom, meme kanseri ve bas-boyun kanseri gibi ¢esitli
kanserlerde ¢alisilmistir. Bu kanser gesitlerinde DUSP6’nin ERK'nin negatif regiilasyonu
yoluyla timor baskilayicist oldugu bildirilmistir. Ancak insan glioblastomu, tiroid
karsinomu, meme kanseri ve akut miyeloid 16semi gibi kanserlerde tiimor tesvik edici veya
pro-onkojenik bir rol oynamistir. DUSP6’nin kanserin histolojik alt tipine bagli olarak
malign melanomlarda tiimor baskilayicisi veya pro-onkojenik oldugu kanitlanmistir(266-
269). DUSP6'nin fonksiyon kaybi veya etkisinin artmasi ile kanserin karsinojen yolu
etkilenir. Tablo 23’de DUSP6’nin farkli kanserlerdeki islevleri 6zetlenmistir.

Furukawa ve Horii (270), DUSP6 geninin bulundugu kromozomda (12q21) ve
12922.223.1'de heterozigotluk kaybi oldugunu gostermistir. Molekiiler patogenez
calismalarinda da ¢ogunlukla pankreas hiicre hattinda, KRAS2'nin aktivite kazandiklar
mutasyonlarin1 ortaya ¢ikarmislardir. DUSP6 kaybi ile birlikte KRAS2'nin mutasyonu
anormal hiicre biliylimesine yol agmistir (270,271). Primer bir pankreas hiicre hatti
immiinohistokimyasal olarak incelendiginde, DUSP6 geninin hem hafif hem de siddetli in
situ karsinomda yukar1 regiile oldugu, ancak Ozellikle koti farklilasmis invaziv
karsinomda, asagi regiile oldugu gosterilmistir (270). DUSP6 transkripsiyonel supresyonu,
insan pankreas kanserinde ekspresyon kontrol bdlgesinde histon deasetilasyon
modifikasyonu ile hipermetilasyona bagli olabilir. DUSP6, adenoviriis ve eksojen
ekspresyonu yoluyla yeniden tiretilmistir. Bu durum hiicre biiyltimesinin baskilanmasina ve
apoptozise neden olmusur. Boylece DUSP6 geninin in vitro pankreas kanserinde timor
baskilayici olarak gorev gordiigii gosterilmistir (267).

Tiimor supresyonunda rol alan ROS'un neden oldugu DUSP6 (MKP3) kaybi
yumurtalik kanseri ile iligkilendirilmistir. Daha onceki ¢alismalarda yumurtalik kanseri
hiicreleri  gelistikge daha fazla ROS’un iretildigi, bunun DUSP6 proteininin
degradasyonuna yol agtig1 bildirilmistir. Ancak hiicreler antioksidanla tedavi edildikten

DUSP6, yeniden onarilmistir. DUSP6’nin yumurtalik kanserindeki tiimor baskilayici roli,
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endojen DUSP6’nin kisa sa¢ tokast RNA (shRNA) tarafindan azaltilmast gosterilmistir.
Boylece yumurtalik kanseri hiicrelerinde ERK1 / 2 aktivitesi, hiicre ¢ogalma hizinda artma
ve sisplatine direng ile sonuglanmustir (268,272,273).

Meme kanserlerinde DUSP6’nin onkojenik bir rol oynadigi bildirilmistir (274-276).
Genin spesifik rolii insan meme kanseri hiicre hatlarinda aragtirilmis. DUSP6 geninin
baskilanmasi i¢in insan meme kanseri hiicrelerinde transfeksiyon yoluyla kiiciik etkilesimli
RNA (DUSP6-siRNA) ve microRNA (miR-145) kullanilmis. Sonug¢ olarak DUSP6
ekspresyonu azalmig ve bu durum hiicre ¢ogalmasina, hiicrelerin metastazina ve GO / G1
fazinda duraksamaya neden olmus (274).

Bazi durumlarda da yine DUSP6'nin tiimor arttirict bir rolii oldugu bildirilmistir.
Messina ve ark.(2011)(277) yaptiklari bir ¢alismada insan glioblastomunun primer ve uzun
stireli kiiltiirlerinde DUSP6 gen transkripsiyonunun yiikselmesinin timor destekleyici bir
rolii oldugunu tespit etmislerdir (277). Analizler, glioblastoma kiiltiirlerinde adenoviriis
aracili DUSP6 ekspresyonu ile yapilmis. Sonus olarak DUSPG6 'nin asir1 ekspresyonunun
Gl-faz gecikmesini ve arttirilmis mitojenik / ankraj bagimliligi ve in vitro klonojenik
potansiyeli indiikleyerek biliylimeyi inhibe ettigini bulmuslardir. Bunun yani sira,
DUSPG6 ’min asir1 ekspresyonu, in vitro ve in vivo olarak sisplatin aracilt hiicre oliimiine
karst1 da direnci arttirmistir. Bizim c¢alismamizda da hasta grubu kontrol grubuyla
karsilastirildiginda 4,75 katlik bir artis meydana gelimistir. Ancak bu artis anlamli degildir.

DUSP10, hem niikleusta hem de sitoplazmada bulunan bir fosfatazdir. MKP5
olarak da bilinir. Substratlart JNK ve p38’dir. DUSP10, bilinmeyen fonksiyona sahip
amino terminal bir uzanti tasir. Ancak bu uzanti DUSP10’un hiicre alt1 lokalizasyonunu
belirten sinyalleri tagiyabilmektedir. DUSP10, neredeyse tiim dokularda ekspresse olur.
Ancak karaciger ve hematopoetik sistemlerde ekspresyonu yiiksektir (243).

DUSP10 hem dogal hem de adaptif immiin yanitlarda 6nemli bir role sahiptir. Bu
fonksiyonu T hiicreleri gibi immiin hiicrelerde JNK'yi diizenleyerek yapmaktadir (222).
Ayrica nétrofillerde DUSP10, p38 aktivasyonunu segici olarak inhibe eder. Boylece
stiperoksit gibi enflamatuar aracilarin ekspresyonunu baskilar (283). Zhang ve ark (284)
yapmis olduklar1 ¢alismada da, DUSP10 eksikligi olan yagl farelerin adipoz dokusunda
artan p38 aktivasyonu tespit etmislerdir. Bu durumu farelerde viseral obezite ve adipoz
doku inflamasyonu gelisimi ile iliskilendirmislerdir. DUSP10’un barsak epiteli

hiicrelerinde ise ERK aktivasyonunu ve hiicre proliferasyonunu baskiladigr bulunmustur
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(285). Buna ek olarak, RNA viriisii enfeksiyonuna cevap olarak makrofajlarda IRF3 ile
DUSP10’un dogrudan etkilesime girdigi ve IRF3’i fosforile ettigi bulunmustur. Boylece
bu durumun tip I interferon tepkilerini onledigi tespit edilmistir (286). Tiim bu ¢alismalar,
DUSPI10’un c¢esitli fizyolojik ve patofizyolojik durumlarda &nemli rolleri oldugunu
gostermektedir (191).

DUSP10'un kanser vakalarindaki olast fonksiyonlari ile ilgili ¢ok fazla galigma
yoktur. Yapilan ¢alismalarin ¢ogunda tiimor dokusunda DUSP10 ekspresyonunun arttigi
bulunmustur. Bu calismalar DUSP10’un pro-tiimdrijenik bir role sahip oldugunu ortaya
koymaktadir. Fakat bazi ¢aligmalarda da kanserde DUSP10'un baskilayici bir rolii oldugu
tespit edilmistir (287).

Ng ve ark.(2017) insan hepatoseliiller kanserinde, diisik p73 (TP53INP1)
ekspresyonunun, DUSP10 promotdriine transkripsiyon faktdriin baglanmasini azalttigini
bulmuslar. Dolayisiyla bu durum fosfataz ekspresyonunu diistirmiis ve ERK aktivasyonunu
arttirarak metastazi arttirmistir (288).

Son zamanlarda yapilan bir c¢aligmada kolorektal kanserde DUSP10’un asir1
ekspresse oldugu bulunmustur (289). Zhang ve ark.(289) c¢alismalarinda DUSP10'un
kolorektal kanser riskine katkida bulunup bulunmadigini degerlendirmislerdir. DUSP10
gen dizisinin yakininda veya i¢inde olan farkli polimorfizmler tanimlanmiglar ve bunlar
kolorektal kanser ile iligkilendirmislerdir. Nomura ve ark’da (290) DUSP10'un kolorektal
kanserinde ekspresyonunun arttigini tespit etmisler ancak akciger kanseri, meme kanseri

veya glioblastomlarda bu bulguyu bulunamamisdir.
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Tablo 23: DUSP6'nin farkli kanser ¢esitlerindeki islevleri

DUSP6’nin Rolii Kanser Tipi Sonu¢ Kaynaklar
Pankreas kanseri DUSP6 nm pankreas kanseri hﬁgre hattl icerisine yeniden yerlestirlmesi hiicre (152)
biiyiimesinin baskilanmasina ve in vitro olarak apoptoza neden olur
Yumurtalik kanseri DLVJSPG ek§prf:syonu, ERK] /2 aktiyasyo_nun.da, hw_iicre ¢ogalmasinda, ankrajtan (278)
bagimsiz biiyiime kabiliyetinde ve sisplatin direncinde artisa neden olur
DUSP6'nin akciger kanseri hiicre hattinda susturulmas1 ERK 1/2 aktivasyonuna
Tiimor baskilayici Kiigiik hiicreli olmayan ve hiicresel proliferasyonun artmasina neden olur, plasmid kaynakli DUSP6’nin (266)
akciger kanseri asir1 ekspresyonu ise ERK aktivasyonuna ve hiicre proliferasyonunun azalmasina
neden oldu ve apoptoziye yol agar.
Ozofagus skuamz hiicre Ozofagus skuaméz hiicre karsinomu ve nazofarenks karsinomu hiicre hatlarinda
. artmig DUSP6 ekspresyonu EMT ile iligkili 6zellikleri, hiicre metastazini (279)
ve nazofarenks karsinomu - .
engelleme ve yiiksek E-cadherin ekspresyonunu bozar
DUSP6 asir1 ekspresyonu, G1-faz gecikmesine, artan ankraj bagimli biiyiime ve
Insan glioblastomu in vitro klonojenik potansiyel ile hiicre biiylimesini inhibe eder ve sisplatine (280)
kemo-direng gosterir.
Papiller tiroid karsinomu hiicre hattinda ve kétii farklilagsmis tiroid karsinomu
Tiimor tesvik edici Tiroid karsinomu orneklerinde, BRAF, RET / PTC ve TRK onkogen aktivasyonuna bagli olarak (210)
DUSP6 asir1 ekspresyonu tiimor tesvik edici etki gosterdi.
MDA-MB-213 hiicre hattinda DUSP6 'nin susturulmasi, hiicre ¢ogalmasinda,
Meme kanseri hiicrelerin gogiinde ve yayilmasinda diisiise ve GO / G1 fazinda hiicre (281)

bliylimesinin durmasina neden olur.

Tiimor baskilayici /
tiimor tesvik edici
(hiicre tipine bagh
olarak)

Melanom

T{imor tesvik edici rol: DUSP6 asir1 ekspresyonu, ERK 1/2 fosforilasyonunu
azaltt, invaziv yetenegini arttirmis.

Tiimor baskilayici rolii: DUSP6, insan melanom hiicre hattina transfekte
edilmis ve invaziv yetenegi azalmis

(274, 275, 282)
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Intestinal epitel hiicrelerinde DUSP10 ve tiimorijenezi konusundaki bir ¢alismada,
DUSP10 proteinin, intestinal epitel hiicresinde yara iyilesmesini ve ERK aracili
sinyalizasyonu baskilayarak tiimorijenezini inhibe ettigini gostermistir (285).

Meme kanserinde, DUSP'lar, malignitenin tipine bagli olarak farkli sekilde ifade
edilir. Bununla birlikte, DUSP10 genel olarak meme kanserlerinde ekpresyonu artan bir
gendir. Ornegin, HER2-pozitif meme tiimdrlerinde DUSP10 indiiklenmis bir gen olarak
tamimlanmistir (291). Bizim ¢alismamizda da DUSP10 ekspresyonu hasta ve kontrol
grubuna gore karsilagtirildiginda artis tespit edildi ancak anlamli bulunmad.

Sonu¢ olarak, biz bu c¢alismada g6z kapagi, konjunktival ve orbital timorlii
hastalarda DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6, DUSP10 ekspresyon diizeylerini RT-PCR
metodu ile belirlemeye calistik. RT-PCR yontemiyle yapmis oldugumuz analizde
DUSP2’nin ekspresyon diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir azalis, DUSP4’iin
ekspresyon diizeyinde ise istatiksel olarak anlamli bir artis saptadik (p<0,05). DUSP1’in
ekspresyon diizeyinde azalis DUSP6 ve DUSP10’da ise artis gozlemledik. Ancak bu artis
ve azalislarda istatiksel olarak bir iliski saptayamadik (p>0,05). Bu ¢alisma gbz kapagi,
konjunktival ve orbital tiimorlii hastalarda DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6 ve DUSP10
ekspresyon diizeyleri arasindaki iliskiyi belirlemek amaciyla diinyada yapilan ilk ¢alisma
olmast bakimindan 6nem tasimaktadir. G6z kapagi, konjunktival ve orbital tiimorlii hasta
sayisinin arttirilmasi ile bizim ¢alismamiz, daha genis capli arastirmalar icin yol gdsterici
olabilir. Daha ileri ¢alismalar ile DUSP’larin kanserin baslamasi ve ilerleyisindeki olasi
rolleri agiga cikartilabilir. Kanser i¢in yeni terapotik hedeflerin ve biyobelirteclerin ortaya

¢ikmasinda yardimci olabilir.
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