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OZET

GOZ KAPAGI, KONJUNKTIiVA VE ORBITA TUMORLU
HASTALARDA BAPI VE BAPI iLE ETKILESIMDE BULUNAN BAZI
GENLERIN EKSPRESYON PROFILLERININ BELIRLENMESI

Ayca TAS
Doktora Tezi, Biyokimya Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Yavuz SIiLiG

2017, 104 Sayfa

Goz kapagi, konjunktival ve orbital tiimdrler diinya genelinde tiim kanser tiirleri
arasinda nadir goriilen fakat optomolojide en yaygin tiimor tiplerindendir. G6z kapagi
bircok doku tipi icerdiginden dolayi, benign ve malign timoérlerin cesitli tipleri
icerebilmektedir. Goz kapag: tiimdrlerinin % 90'dan fazlasini bazal hiicre karsinomu
olusturmaktadir. Calisma grubumuzun biiyiikk bir kismi1 da bazal hiicre karsinomu

hastalarindan olusuyordu.

BRCAL1 ile iliskili protein-1 (BAP1) bir tiimdr baskilayici gendir ve BRCA1
proteinin RING finger domaini etkilesime giren bir proteindir.O-bagli N-asetil
transferaz (OGT), N-asetilglikozaminin treonin ya da serin rezidiilerine O-glikozidik
bagla eklenmesini katalizler. Ying Yangl (YY1), BAPI ve OGT ile etkilesime giren bir
transkripsiyon faktoriidiir. Biz bu calismada g6z kapagi, konjunktival ve orbital timorli
20 hastada BAP1, OGT ve YY1 ekspresyon diizeylerini Real Time PCR (RT-PCR),
Enzim bagli immiinosorbent Analiz (ELISA) ve immiinohistokimya (IHK) gibi
yontemleri ile belirledik. RT-PCR ydntemiyle yapilan analizlerde BAP1, OGT ve YY1
ekspresyon diizeylerin artis gdzlenmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli bir iligki
saptamadi (p>0,05). Ancak ELISA ve IHK gibi yontemleriyle yapilan analizde BAP1ve
YY1 ekspresyon diizeylerinde kontrol gruplarina goére anlamli bir artig kaydedildi
(p<0,05). Dolastyla buna benzer daha genis kapsamli arastirmalarda birey sayisinin

artirilmasi; goz kapagi, konjunktival ve orbital tiimérlii olusumunda risk faktorlerinin



belirlenmesi agisindan anlamli sonuglar elde etmemize katki saglayabilir. Daha anlamh
degerler elde edilmesiyle gesitli tiimdrlerde biliyiik 6neme sahip olan BAP1, OGT ve
YY1 proteinlerin bu tiir hastaliklarin teshisinde bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi

kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler: Goz, Timér, BAPI, OGT, YY1, Ekspresyon
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EXPRESSION PROFILES OF BAP1 AND BAP1
ASSOCIATED SEVERAL GENES iN PATIENTS WITH EYELID,
CONJUNCTIVA AND ORBITA TUMOURS

Ayca TAS
PhD Thesis, Department of Biochemistry
Supervisor: Prof. Dr. Yavuz SiLIG

2017, 104 Pages

Eyelid, conjunctival and orbital tumors are rare in all types of cancer worldwide
but they are the most common tumor types in optomology. Because the eyelid contains
many types of tissue, benign and malignant tumors may contain various types. More
than 90% of eyelid tumors constitute basal cell carcinoma. Most of our study group
consisted of patients with basal cell carcinoma. More than 90% of eyelid tumors
constitute basal cell carcinoma. The majority of our study group consisted of patients

with basal cell carcinoma.

BRCA1-associated protein-1 (BAP1) is a tumor suppressor gene that interacts
with the RING finger domain of the BRCA1 protein. O-linked N-acetyl transferase
(OGT) catalyzes the attachment of O-glycosidic linkages to N-acetylglucosamine
threonine or serine residues. Ying Yangl (YY) is a transcription factor that interacts
with BAP1 and OGT. In this study, we determined BAP1, OGT and YY1 expression
levels in 20 patients with eyelid, conjunctival and orbital tumors by using Real Time
PCR (RT-PCR), Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) and
immunohistochemistry (IHC). Although the expression levels of BAP1, OGT and YY1
were increased in RT-PCR analysis, no statistically significant correlation was observed
(p> 0.05). However, a statistically significant correlation was found between BAP1 and
YY1 expression levels in ELISA and IHK (p <0,05).Increasing the number of
individuals in a wider range of similar studies; Eyelid, conjunctival, and orbital tumor

formation. By obtaining more meaningful values, we believe that BAP1, OGT and YY1

il



proteins, which have large prevalence in various tumors, can be used as a biomarker in

the diagnosis of such diseases.

Keywords: Eye, Tumour, BAP1, OGT, YY1, Expression
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1. GIRIS

Son yillarda kanser tiim diinyada artis gosteren bir hastaliktir [1]. Diger
ilkelerde oldugu gibi Tiirkiye’de de insidans ve oOliimler arasindaki yeri agisindan
gercekei bir rakam vermek olasi degilse de kanserden Oliimler kalp-damar
hastaliklarindan sonra ikinci sirayr almaktadir [2]. Ulkelerin gelismislik diizeylerine
gore siras1 degismekle beraber tiim diinyada 6liime yol agan ikinci ya da {i¢iincii hastalik
grubudur [3]. Diinya saglik orgiitliiniin yapmis oldugu istatistiklere gore en sik goriilen
kanser tiirleri ise akciger, prostat, meme, mesane, kolorektal ve mide kanserleri olarak
siralanmaktadir. GOz kapag: ve orbital tiimdrlerin sikligina bakildiginda en sonlarda yer
aldig1 goriilmektedir. 2014 diinya kanser istatistiklerine gore 1,440’1 kadin ve 1,290’1
erkek olmak iizere toplamda 2,730 bireyde orbital ve diger goz kapagi tiimdrleri

saptanmustir [4].

Goz kapaklari, goziin gérme islevi ve anatomik biitiinliigi saghkli olarak
stirdiirebilmesine destek olan, cilt mukoza, kas, salg1 bezi gibi ¢esitli dokularin bir araya
gelmesiyle olusmus yapilardir [5]. G6z kapag etrafinda bening ya da malign lezyonlar
gorilebilir [6]. Malign goz tiimorleri nadir olarak goriiliir, fakat bu tiir timorlerin teshis
ve tedavisi goz uzmanlariin ilgi odagidir [7]. Gozii etkileyen asil g6z kapagi malign
tiimorleri Basal Hiicre Karsinomu (BHK), yag bezi hiicre karsinomu, skuamoz hiicre
karsinomu ve malign melonomlardir [8]. BHK, o6zellikle bat1 iilkelerinde en yaygin
goriilen malign goz tiimorleridir [9]. Konjunktival malign epitelial tiimorler ise nadir
goriilen timor tipidir. Fakat bu tiimorlerden konjunktivanin malign lezyonlar1 en sik
gozlenenidir. Bu tiimdrler genellikle limbusa dogru uzanir ve siklikla konjunktiva ve
korneay: etkiler hatta bazen fornikse kadar yayilim gosterir [10]. Malign epiteliyal
tiimorler genellikle g6z kapagi igerisinde lokalizedir. Tedavi edilmediklerindegoriis ve
okiiler kaybina neden olurlar [11]. Konjunktival tiimorler kadinlarda erkeklerden daha
sik rastlanir ve tipik olarak ailesel UV’ye maruz kalan orta yash bireylerde meydana
gelirler [10]. Sigara dumani ve petrol {iriinlerine maruz kalanlarda, AIDS ve kronik
papilloma viriis enfeksiyon hikayesi olan bireylerde goriilme siklig yiiksektir [10,12].
G0z tiimorlerinin diger bir tipide orbital tiimorlerdir. GOziin orbital bolgesinde ¢ikan

koristomalar, ¢esitli mezankimal doku tiimorleri, lakrimal dokularin epitelyal tiimorleri,

1



lenfoid neoplazmlar ve diger ¢esitli tiimorlere rastlanabilir. Orbital timdrler primer ya
da baz1 kanser tilirlerinin metastazi sonucu sekonder olabilirler [13]. Primer orbital

tiimorlerinin ¢ocuklarda goriilme orani eriskinlere gore daha yiiksektir [14].

Normal biiyliyen hiicrelerimiz bazi1 genler tarafindan kontrol edilir. Bu kontrol
hiicrenin ya yeni hiicrelere boliinmesi ya da oliimi ile saglanir. Protoonkogenlerin
mutasyona ugramasiyla Okaryot hiicrelerde tiimor olusmasini saglayan genler
onkogenler olarak bilir. Dogru zamanda hiicre boliinmesini yavaslatan ya da hiicre
Oliimiine yardimci olan genlerde tiimor baskilayic1 genler olarak adlandirilir. Kalitsal
olabilen bazit DNA hasarlar1 bircok hastalik i¢in risk faktorii olusturmaktadir. Ornegin,
BRCALlile iliskiliprotein—1 (ubiquitin carboxy-terminal hydrolase) (BAP1) tiimor
baskilayict1 geninde mutasyona sahip bazi insanlarda g6z melonom risk artisi
gbzlenmistir [15]. BAPI, deubiuquitinasyon aktivitesi ve niikleer lokalizasyon gibi
hiicre dongiisiiniin kontroliinde yer alan deubiqutinasyon yapan bir enzimdir [16].
Memelilerde dort tane Ubiquitin C-terminal hidroksilaz (UCHs) tanimlanmistir. Bunlar
BAP1, UCH-L1, UCH-L3 ve UCH-37’dir [17]. UCH’lar ubiquitinin C-terminalindeki
eklenti irlinlerinin ortadan kaldirilmasin1 katalizleyen deubiquitinasyon yapan
enzimlerin kii¢ciik bir alt sinifidir. UCH’lar , Cys, His ve Asp gibi amino asitlerle
korunmus rezidiiler tarafindan bi¢imlendirilmis katalitik domaine sahiptir [18]. Son
zamanlarda yapilan ¢alismada BAP1 genindeki mutasyonlarin gesitli kanser tiirleriyle
iligkili oldugu gosterilmistir. BAP1 geni, genomik bir bdlge olan kromozom 3q21.1 de
lokalize ve deubikuitinasyon gerceklestiren enzimlerin bir alt sinifidir [19]. BAP1 geni

tarafindan kontrol edilen 6nemli yolaklar vardir (Sekil 1.1) [20].
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Sekil 1. 1 BAPI geni ve BAPI geni ile etkilesimde bulunan genler [20]

BRCAI ile iligkili protein—1 (BAPI) geni ile etkilesime giren bir¢ok gen oldugu
Sekil 1’de goriilmektedir. Bunlardan, O-bagli N-asetil transferaz (OGT) ve Ying Yangl
(YYI) genleri 6ne ¢ikmaktadir. OGT enzimi tarafindan protein glikolizasyonu O-bagl
N-asetilglikoaminasyon (O-GIcNAc) yoluyla gerceklestirilen post-translasyonel
modifikasyondur. OGT, niikleer, sitoplazmik ve mitokondriyal proteinlerin serin ve
treonin gibi amino asit rezidiilerine tek bir N-asetilglikozamin grubunun eklenmesini
katalizler [21]. OGT hekzoamin biyosentetik yolagi ile sentezlenen yliksek enerjili bir
metabolit olan iiridin 5’-difosfat (UDP)-GIcNAc substuratindan hedef protein iizerinde
O-GIcNAc seker kismimi ekler [22,23]. Diyabet, kalp hastaliklari, nérodejeneratif
bozukluklar ve kanser gibi metabolik hastaliklarin patolojik olarak ilerlemesinde
proteinlerin anormal O-GIcNAc’nin yol agtigr gosterilmistir [24-26]. O-GlcAsetilaz
(OGA) ve OGT olmak iizere fosforilasyon ve O-GIcNAc birbirinden farkli iki enzim
tarafindan kontrol edilir [21]. Kanserde OGT ve OGA’nin anormal ekspresyonu ve O-

GlcNAc sinyalindeki degisimlerin klinik 6nemi heniiz tam olarak bilinmemektedir.



Farkli timor tipleri {izerinde yapilan c¢aligmalarda O-bagli B-D-N-asetilglikozamin
modifikasyonlarinin yiiksek seviyede oldugu ve OGT ve/veya OGA seviyelerinde de
onemli miktarda degisimler oldugu kaydedilmistir. Kanser hastalarinda yapilan baska
bir calismada ise kanser dokularinda OGT ve O-GlcNAc modifikasyonlarinin her

ikisinin asir1 ekspresyonu gosterilmistir [27-29].

BAPI ile etkilesimde bulunan diger bir gen ise YY/’dir. YY1 bir ubikutiéz olan
transkripsiyon faktoriidiir. Polycomb grup protein ailesinin bir tyesidir [30]. YY1
proteini, aktivator yada baskilayici fonksiyonuyla karakterize iki spesifik domain ile
dort tane C2H2-tip ¢inko-parmak motifleri igerir [31]. YY1’in, embriyogenez,
farklilasma, replikasyon ve hiicre proliferasyonu gibi normal biyolojik siiregte temel bir
role sahip oldugu bilinmektedir. YY1 aktivitesi, transkripsiyon faktorleri ve sitoplazmik
proteinler tarafindan diizenlenir. Bu sitoplazmik proteinler Y'Y/ genini ya aktive eder ya
da tamamen baskilayarak etkinligini diizenler. Bundan dolayr YY1’in fonksiyonu ve
ekspresyonu hiicre dongiisii fazlarinin ilerlemesiyle yakindan iligkilidir. Ancak bu
mekanizma heniiz tam olarak agik degildir [32]. Dharmaraj ve ark. (2009) tarafindan
YY1 geni ekspresyon diizeylerinin akciger, kolon ve ince bagirsakta ¢ok diisiik diizeyde

oldugunu saptarken iskelet ve kalp kasinda ise ¢ok yiiksek diizeyde belirlemisler [33].

Bu ¢alismada; nadir goriilen tiimor tiplerinden olan g6z kapagi, konjunktival ve
orbital tiimorlii hastalarda, BAPI ve BAPI ile etkilesimde bulunan OGT ve YYI

genlerinin ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Goz Kapag1 Anatomisi

GOz kapaklar1 gbzyasinin kornea ve konjonktiva yiizeyine homojen dagilmasini
saglayarak kurumasini onler goze giren 151k miktarini sinirlayan ve gézyasimin lakrimal
sisteme drenajinindan ve g6z kiiresinin korunmasindan sorumlu olan koruyucu
yapilardir [34,35]. Bu gorevinin yani sira gozii yabanci cisimlere karst korur. Goz
kapaklari elips seklinde ve birbirine simetrik yapilardir. I¢ kantustan dis kantusa kadar
olan mesafe 30 mm’dir. G6z kapaklarmin birbirine bakan serbest kenarlar1 ortalama 2
mm genisliginde olup ¢ok katli yass1 epitel dokuyla &rtiilmiis ve soluk renktedir. I¢
tarafta serbest kenarlar yuvarlak bir kose yaparak birlesirler. Serbest kenarlarin ig
koseye yakin parcalarinda kirpik bulunmaz ve hafif bir kabarti ilizerinde goézyasi
kanalciklarinin delikleri goriilmektedir. Serbest kenarlar1 arasinda kalan araliga rima

palpebrum denir. Arali§in genisligi ve sekli irka ve sahsa gore degisebilmektedir [36].
2.1.1 Goz Kapa@ Tiimorleri

Go6z kapagi, konjunktiva, intraokiiler ve orbital tiimorler, deri kanserleri
optimolojide en yaygin goriilen tiimor tiplerindendir. Bunlar arasinda deri kanserleri
yasli hastalarda giines 1sinlarina maruz kalmayla dogru orantilidir. Amerika’da her yil
60000 kiside malign g6z kapag: tiimorii teshis edilmektedir. Goz kapagi bir¢ok farkl
doku tipi igerdiginden dolayi, benign veya malign tiimdrlerin cesitli tipleri goziikebilir.
Bazen bu tiimorler salaziyon gibi inflamatuvar g6z hastaliklarini taklit ederler [37,38].
Bu tiimorler yiliz tiimoérlerinin %]15’ini ve biitiin kantus tiimorlerin  %5-10"nu
olusturmaktadir. 60 yasindan sonra maksimum insidans gosterirler ve en yaygin
tiimdrler géz kapaginin en i¢ kisminda ve kantus altinda yerlesmis halde bulunanlardir
[39].

2.1.1.1 Benign Goz Kapag Timaorleri

Benign kapak tiimoérleri tiim kapak tlimorlerinin  yaklasik %73—86’simi1
olusturmaktadir. Benign kapak tiimoérleri yavas biiylimeleri nedeniyle hastalarin bircogu

hekime basvurmamakta ve tant konulan olgularda ise ¢ogu zaman cerrahi

yapilmamaktadir. Bu nedenle histopatolojik inceleme c¢ogu olguda yapilmamaktadir.



Go6z kapagimin benign lezyonlari arasinda en sik; melanositik neviis, seboreik keratoz,

skuamoz papillom ve epidermoid kist goriilmektedir [36].
2.1.1.2 Malign Goz Kapag Tiimorleri

Malign deri tiimorleri yaygin olarak goz kapagi ve gbéz gevresi etrafinda
goriilmektedir.  Orbital invaziv tumdrler 6limciil cilt neoplazilerinin olugmasinda
biliyiik 6neme sahiptir. Bazal hiicre karsinomu (BHK), skuamdz hiicre karsinomu
(SHK), sebase bezi karsinomu (SBK) ve malign melonomalar orbital invazyonla
sonuglanan en sik goriilen deri kanserleridir. G6z kapagi ve goz ¢evresindeki tliimdrlerin
cikartilmasindaki gecikme agresif invazif tiimorlerin orbitale hizli bir sekilde

yayilmasina neden olabilmektedir [40].
2.1.1.2.1 Bazal Hiicre Karsinomu

Goz kapaginin en sik goriilen malign tiimorii olup ilk defa 1827 yilinda Arthur
Jacob tarafindan tanimlanmistir [41-43]. BHK, g6z kapaginda en yaygin goriilen deri
timorlerindendir. BHK’lar1 malign g6z kapagi timorlerinin % 90’indan sorumludur. Bu
tiir timorler nadir olarak metastaz yapmaktadir. Bu tiir tiimorlerin bas-boyun kismina
yayilmasi hastaligin ilerlemesine ve Oliim oraninin artmasina neden olur. BHK’lu
hastalarin 6liim oraninin % 1-11 oldugu bildirilmistir. Bu tiir timorler tamamen tedavi
edilmediginde ya da geg teshis edildiginde beyine metastazla sonuglanip 6liimiine neden
olurlar [44]. Erkek cinsiyet, beyaz irk, ileri yas, konjonktivit, dermatit gibi kronik
enfeksiyonlar, arsenik, UVB, UVA maruziyeti, yanik, travma, iyonize radyasyon
tedavisi, arsenik, radyoterapi, giines 15181 BHK neden olabilecekleri diisiiniilmektedir
[35,45-48]. UV ismlann ya direk olarak absorpsiyon yoluyla ya da kimyasal
mekanizmalar araciligt ile DNA hasara yol agmaktadir. BHK’nun her biri farklh
biyolojik davranisa ve histopatolojiye sahip dort tipi mevcuttur. Bunlar: nodiiler
tilseratif BHK, sertlesen deri BHK, yiizeysel ¢cok odakli ve bazoskuméz BHK’laridir.
En yaygin goriilen BHK u nodiiler iilseratiftir. Tiim tiimdr tiplerinin % 75’ini olusturur.
Nodiiler iilseratif BHK’lar1 baslangicta yar1 saydam ve papiller yapidadir. Bu papiller
yap1 kan yoluyla beslenerek nekrozisle iyice biiyiir. BHK’larinin nodiiler iilseratif

tipinde daha ¢ok orbital invazyon ortaya ¢ikmaktadir [49].



2.1.1.2.2 Skuamoz Hiicre Karsinomu

Skuamo6z hiicre karsinomu ikinci en sik goriilen goz kapagi timoridiir. Kan
yoluyla, lenf yoluyla veya direkt yayilim yolu ile metastaz yapabilme 6zelligine sahiptir
[36]. Bu tip karsinomlarin yaklasik %9’u tiim g6z kapagi tiimorlerini olustururken,
%2’den daha az bir kism1 da goz kapagi malign tiimorleri olusturur [50,51]. SHK lar1
genellikle eritamatdz sertlesme ve iilserlesmis lezyonlar seklinde bulunur. Timor
derinin igerisine dogru yayilirsa o zaman bag doku, orbita ve gbzyasi bezine yayilir.
Timor ¢ene altinda bulunan lenf nodiillerine bagli olarak minimal diizey de g6z kapagi
altina ve orta kantusa kadar yayilim gosterir. SHK’larinin yayilim hizi BHK’dan daha
fazladir [52]. SHK lar1 tiim orbita tiimdrlerinin yaklasik olarak %10’dan sorumludur ve
cogunlukla direk olarak doku etrafina hizli bir sekilde yayilirlar [53]. BHK’larina
benzer olarak ge¢ teshis edilmesi, cerrahi operasyon oOncesi yetersiz tedavi gibi
nedenlerden dolayr SHK’larida invaziv olabilir. SHK’lar1 goz kapag: tiimorleri ile
komsu olan orbitale, burun boslugundaki siniislere, konjonktivaya ve géz yasi bezine

yayilabilir. Bu nedenle SHK lar1 metastatik olabilmektedir [54].
2.1.1.2.3 Sebase Hiicre Karsinomu

Sebase Bezi Karsinomu, goz kapaklarinin i¢ yiizeyinde yer alan yag bezlerinde
meydana gelen goz kapagi tiimorlerindendir. Kafkas popiilasyonunda tiim malign g6z
kapag tiimdrlerinin % 6’sin1 SBK’lar1 olugturmaktadir [55]. SBK’lar1 etkilerini 67 yil
arasinda gosterebilmektedir. SBK’lar1 goz kapaginin en i¢ kisminlarindan ¢ok en iist
tabakada daha yaygin halde bulunurlar [56]. SBK’lar1 orbitaya ya da g6z kapaginin tam
merkezine yerlesebilir [57]. Bu tiir karsinomlar konjunktivit goz iltihab1 veya kronik
salazyonlar1 taklit edebilmektedir. Bazi hastalarda, sa¢ kokiine tutunan neoplastik
lezyonlarin yayilimiyla kirpik kaybi ve goz kapaginda nodiiler kalinlagmalar meydana
gelebilir. Ayrica konjunktivada sikatrisyel degisimlerin olmasi ve papiller olarak
biliylimesi SBK’na yol acabilir. Bu nedenle SBK’larinin tam olarak orjinini belirlemek
miimkiin olmayabilir. Baz1 tiimdrler yag bezleri ve Zeis bezleri kokenli olabilir. Zeis
bezi kokenli olan tiimdrlerin daha olumlu prognozu vardir [58]. Diger goz kapagi
tiimorlerine gore iist kapakta daha sik goriiliir. Prognozu en kotii malign goz kapagi
tiimoriidiir. Lenfatik, kan yoluyla ve lokal yayilim gosterebilir. Ozellikle ileri yaslarda
tekrarlayan salazyon ve goz kapag iltihabr ile karsilasildiginda ayirici tanida akilda

bulundurulmalidir [36].



2.1.1.2.4 Malign Melonoma

Deri melonomlari, goz kapagi malign tiimoérlerin yaklasik olarak %1°lik kismini
olusturur [59]. Melanomlar ya géz kapagi derisinde ya da konjunktivaya dogru uzanan
alanlarda meydana gelmektedir. GOz kapagi melanomlarindan konjuktival olan
melanomlar, géz kapagi derisi melanomlarindan daha agresif tutum gosterirler [60].
Davranig ve prognoz farliliklarina gore Clarck ii¢ tlir deri melanomu tanimlamistir. Bu
melanomlar: Hutchinsonun melanotik ¢il veya malign benler, premalign melanosis veya
ylizeysel yayilim gosteren melanomlar ve Onceden mevcut olan ya da sonradan
meydana gelen benlerden kaynaklanan nodiiller melanomlardir. Bu melanomlara
ozellikle kafkaslar da c¢ok sik olarak karsilasilmaktadir. Kafkas irkinda ¢ok fazla
gbziikmesinin nedeni melanomun etiyolojisinde ©Onemli rol oynayan ultraviyole
radyasyona uzun siire maruz kalmalaridir [58]. Sarisinlarda ve agik tenlilerde daha fazla
goriiliir. Etiyolojide rol oynayan faktorler arasinda; aile Oykiisii, travma, kronik
irritasyonlar, radyasyon, giines 15181, eski skar dokular1 ve mavi neviis, yaygin neviis,
lentigo malign gibi prekiirsor lezyonlar bulunmaktadir [35,61]. Bu melanom tiplerinden
nodiiler melanom en fazla orbita invazyonuyla iligkilidir. Melanomalar orbita gibi lokal
dokulara metastaz yaparak Oliimciil hale gelebilir. Yapisal olarak melanomlarin
blytikligl, dairesel veya dikey sekilde olabilir. Dikey sekilde olan melanomlar,

melanomlar igerisinde en 6nemli negatif prognostik faktdr olarak kabul edilir [62].

2.2 Konjonktiva Anatomisi

Konjonktiva ince ve saydam miikdz bir membran yapisindadir. Konjonktiva
gozii korur, goziin serbest hareket etmesine olanak saglar ve gozyasi icin bir
rezervuardir. Ayni zamanda, yapisinda bulunan goblet hiicrelerinin musin sekresyonu
ile gézyasina katki saglar ve igerdigi immiin ve antimikrobiyal faktorler ile okiiler
yiizeyi korumaktadir [63,64]. Konjonktiva, embriyolojik olarak optik vezikiilii saran
yiizeysel ektoderm ve mezodermden olusur. Konjonktiva, kapak kenarinda
mukokutandz birlesim yerinden baslar ve g6z kapaklarinin i¢ yiiziinii, géziin dis ortamla
temas eden kisimlarini Orter ve limbusta sonlanir. Limbusta, karankiilde ve
mukokutandz birlesim yeri yakininda ¢ok katli yassi epitele doniigiir. Konjonktival
stroma; zengin damarlar, sinirler ve yardimci gbézyasi bezlerini iceren bag dokudan

meydana gelir [65].



2.2.1 Konjonktiva Tiimorleri

Goz kapaklarinin arkasindaki konjonktiva yilizeyinde de dogumsal Kkitleler
goziikebilir, bunlarin ¢cogu kistik yapilar olup klinik pratikte en sik rastlananlar1 dermoid
kistlerdir. Genellikle korneanin kenarma yerlesik acgik sari renkte tiimsekligi olan
kitlelerdir, bazilar1 biiyiik olup goz yiizeyinin hatta seffaf bir tabaka olan korneanin
biiyiik bir kismin1 isgal ederler ve kendiliginden kii¢iilmezler [66].

2.2.1.1 Konjonktiva Skuamoz Tiimorler

Konjonktiva yapisinda bulunan epitel doku cok katli keratinize olmayan
skuamoz epitel yapisindadir. Konjonktival skuamdéz epitelyal tiimorlerin ¢ogu mitotik
olarak aktif olan limbal bdlgeden baslar ve yakinindaki konjonktiva ve korneal yiizeye

yayilirlar [65].
2.2.1.2 Benign Herediter Intraepiteliyal Diskeratozis

Genellikle yasamin ilk on yili i¢inde goriiliir. Konjonktival skuamoz epitelyal
timorlerin ¢ogu mitotik olarak aktif olan limbal bolgeden baslar ve yakinindaki
konjonktiva ve korneal ylizeye yayilir. Yiizeysel epitelden gelisen, V-seklinde,

hiperplastik, beyaz gri renkli, limbusa yakin vaskiilerize olusumlardir [65].
2.2.1.3 Psodoepitelyematoz Hiperplazi Keratoakantoma

Konjontiva ve kornea epitelinin hizli biiyliyen proliferasyonudur ve aym
zamanda benign yapidadir. Lezyonlar siklikla 6nceden var olan bir inflamasyona cevap
olarak olusur. Lezyonlar genellikle hiperkeratotik yiizeyi olan beyaz ve kabarik bir kitle
seklindedir. Limbusta olustugu zaman skuamdéz karsinomdan ayirt etmek zor olabilir

[65].
2.2.1.4 invaziv Skuamoéz Hiicreli Karsinom

Biiyiik oranda limbusta baglayip ve interpalpebral araliga kadar devam eder.
Korneaya, fornikslere ve palpebral konjonktivaya dogru yayilir. Acik griden pembe
kirmiziya kadar degisen renklerde olabilir. Fakat genellikle pigmentsizdirler [65].

2.3 Orbita Anatomisi

Orbita, goz kiiresini, ilgili kaslari, sinirleri ve bag dokusunu iceren, kafatasi

kemiklerinden olusan ve kafatasimizin iist kisminda yer alan bosluktur. Burnun her iki



yaninda olmak iizere iki tanedir. Orbita, ilizeri bag dokusu ile sarili olan yag dokusu ile
kaphdir. Orbital kavitenin i¢ duvarlar1 periosteum ile ortiiliidiir [34]. Iceriginde goz
kiiresi yani sira baslica; optik sinir ve kiliflari, tenon kapsiilii, kaslar ve bunlar1 innerve

eden kranial sinirler, lakrimal bez, kan damarlar1 ve fibro adip6z doku bulunur [67].
2.3.1 Orbita Tiimorleri

Orbital bolgede cesitli gelisimsel anomaliler, yangisal hastaliklar ve okiiler
kaslar1 da tutan sistemik hastaliklarin yami sira, gercek neoplazmlar, kistler ve diger
tiimoral lezyonlar da izlenebilmektedir [68]. Orbita tlimorleri diisiik insidansta goriiliir
ve farkl tiirde lezyonlari icermektedir. Goz ve okiiler kismi etkileyen tiimorler orbitaya

ikincil olarak metastaz yapabilir [69].

Diinya saglik orgiitiiniin yapmis oldugu istatistiklere gore goz ve orbital
timdrler, liriner ve genital sistem tiimdrlerinden sonra goriilen nadir tiimorlerdir.
Etiyolojisinde aile Oykiisii ve genetik faktorlerin 6nemli rol oynadigi bilinmektedir.
Tedavi genellikle cerrahi yontemle yapilmakta ve bazen hasta bireyler gozlerini
tamamen kaybedebilmektedir. G6z kayb1 yasayan bireylerde beden imaji bozulacagi
icin yasanacak psikolojik sorunlara ek olarak c¢alisabilir insan kaybina neden
olabilecektir. Bizim arastirmamiz ve benzeri c¢alismalar bu tiir tiimorlerin genetik
temelinin ortaya c¢ikartilmasinda erken tam1 konulmasinda ve daha basit tedavi

yontemleri ile sorunun giderilmesine katki saglayabilir.

2.4 BAP1

BRCAlile iliskiliprotein—1I geni ilk olarak 1996 yilinda Nagese ve ark. tarafindan
radyasyon hibrit analiz yontemiyle kromozom 3 de belirlendi [70]. Daha sonra 1998
yilinda Jensen ve ark. tarafindan BAP1’in floresan hibridizasyon yontemiyle kromozom
3p21.1 de lokalize ve BRCAI1 proteinin RING parmak domainine bagli bir
deubiqutinasyon hidroksilaz oldugunu ortaya konuldu (Sekil 2.1) [71].

MillPENpE:ni R e

Sekil 2. 1 BAP1 geninin krozomal lokalizasyonu (OMIM Veri bankas1)

BAP1 geninin kodladig1 protein, 729 amino asitten meydana gelen 90 kDA
agirhginda ve cekirdekte lokalize bir proteindir. BAPI proteini aym1 zamanda

deubikuitinasyon yapan bir enzimdir [72]. Bu proteininin N-terminal ucunda karboksil
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hidroksilaz aktivitesine sahip domain, orta kisminda host cell factor 1 (HCF1) baglanma
domaini bulunur. C-terminal domaini ASXL1/2 etkilesime giren ¢ift kivrimli motifi,
cekirdek lokalizasyon sinyali ve diger proteinlerin baglanma bolgesi icerir (Sekil 2.2)

[72-74].

UCH HBM

BARDI1 BRCAl

FoxK1/K2 YY1

Sekil 2. 2 a BAPI protein yapist [72]. Ubiquitin C-terminal hidroksilaz (UCH),
Meme kanseri duyarlilik proteini tip 1 (BRCA1), Forkhead transkripsiyon faktorleri
(FoxK1/K2), Ying Yangl (YY1) ve BRCAL ile iligkili RING domain protein (BARDI1).

2.5 BAPI1 islevi

BAPI: hiicre dongiisii, hiicresel farklilagsma, apoptoz, glukoneogenez ve DNA
hasarma cevap gibi hiicresel yolaklar1 diizenleyen multi-protein kompleksiyle
etkilesebilen bir ubiquitilazdir [75]. Protein ubikuitinasyonu ve deubikuitinasyonu
bircok hiicresel yolagin post-translasyonel olarak karsilikli olarak diizenlenir. BAP1’in
deubikuitinaz aktivitesi vasitasiyla tiimor baskilayici, transkripsiyonda hedef genlerin
diizenlenmesi gibi fonksiyonlar1 da mevcuttur (Sekil 2.3) [76]. Yu ve ark. tarafindan
hemen hemen biitiin hiicresel BAP1 proteinin yliksek molekiil agirlikli HCF1, ASXLI,
ASXL2, OGT, FOXKI1 ve FOXK2 etkilesen multiprotein kompleksininbir bileseni
oldugu bildirilmistir. BAP1 bundan dolay: ¢ekirdek kompleks olarak da adlandirilir. Bu
cekirdek kompleksin hiicre tipine 6zgii spesifik fonksiyonel kompleks olusturabilen

diizenleyici ve transkripsiyon faktorleriyle etkilesimde oldugu belirtilmektedir [77, 78].
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Sekil 2. 3 BRCALlile iliskili protein—1 (BAP1)’in etki mekanizmasi [76]. Meme
kanseri duyarlilik proteini tip 1 (BRCA1), BRCAI ile iliskili RING domain protein
(BARD1), Additional sex combs like-1 (ASXL1/2), Host cell factor 1 (HCF1),
Forkhead transkripsiyon faktorleri (FoxK1/K2), O-bagli N-asetil transferaz (OGT),
Ying Yangl (YY1).

BAPI, transkripsiyonel diizenleyici faktor HCF1’de bulunan lizin rezidilerini
deubikuitinasyonunu yapar [79]. HCF1 ise modifiye histon kompleksleri ve hiicre
dongiisiiniin G1/S kontrol noktasinda gorev alan E2F transkripsiyon faktorii araciligiyla
kromatin yapiy1 degistirir [72]. G1’den S fazina gegisi saglayan HCF1’in orta derecede
ekspresyonunun artmasit BAP1 ekspresyonun azalmasiyla sonu¢lanir (Sekil 2.4) [80].
Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda BAP1, HCF1 ve OGT’nin bir diizenleyici olarak
gorev aldigi ve ayrica bazi mekanizlarda diizenleyici etkilerinin bulundugu
gosterilmistir. BAP1 ayrica, OGT’nin deubikuitinasyonunu saglar. Buda HCF1’in
modifiye ve aktive edilmesini imkan vermektedir [81]. Aktive olan HCF1, OGT’ den O-
GlcNac’1 peroksizomlarda aktivator reseptor-y-co-aktivatorla (PGCla)’ya aktarir.
Glukoneogenezin stabilizasyonunu kolaylasgtiran bu modifikasyon BAP1 ve

deubiquitilat PGClo’nin baglanmasini saglar [82].
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Sekil 2. 4. BRCAlile iligkili protein—1 (BAP1) ve Additional sex combs like-1
(ASXL1), bircok epigenetik modifikasyon iizerindeki etkisi yoluyla gen ekspresyonunu
diizenler. BAP1 ve ASXLI1 fiziksel olarak etkilesime girer ve ASXLI1, BAPI'in
enzimatik aktivitesi i¢in 6nemlidir. BAP1, hiicre dongiisiinii diizenleyen Host cell factor
1 (HCF1) ve O-bagh N-asetil transferaz (OGT) proteinlerinin deubiquitinasyonunu
saglar.

a. HCF-1, HCF-1N ve HCF-1C'den olusan bir dncii proteinin proteolitik
boliinmesiyle iiretilen bir heterodimerdir. HCF—1 Onciiliiniin boliinmesi, proteinlere
seker modifikasyonu O-bagli b-D-N-asetilglukozaminin eklenmesinden sorumlu tek
enzim olan OGT ile O-GlcNAc modifikasyonuna ihtiya¢ duyar. BAPIdiizeylerindeki
azalmalardan, her iki proteinin etkilenmesi nedeniyle hem HCF-1 hem de OGT
diizeylerinin diismesine neden olur. ASXL1 diizeylerindeki azalma, HCF-1 ve/veya
OQGT diizeylerini benzer sekilde etkileyip etkilemedigi heniiz net degildir.

b. ASXLI1'in ekspresyonunun, transkripsiyonel olarak baskilanan
H3K27me3'lin histon modifikasyonu artis1 ile kuvvetli bir sekilde iligkili oldugu
gosterilmistir. ASXL1 diizeylerindeki azalma, H3K27'nin metilasyonu i¢in gerekli
enzimatik kompleks olan PRC2min ¢ekirdek {iyelerinin varligina ragmen, bu
modifikasyonun genel olarak azalmasiyla iligkilidir. ASXLI1, ¢esitli genomik
lokasyonlarda PRC2 kompleksinin islevinden ve stabilizasyonundan sorumludur [80].
Ayrica BAPI, hiicre proliferasyonuyla iligkili genlerin transkripsiyon kontroliinii yapan
YY1 ve HCF1 ile iiglii kompleks olusturabilir. Ozellikle BAP1, YY1’in sarilmis sarmal
motifi aracilifiyla ¢inko-parmak bdlgesiyle etkilesir. BAP1 mitokondriyal solunum
zincirinin bilesenlerini kodlayan COX7C’nin promotdr bolgesi ve HCFI1 ile de

kompleks olusturabilir. Dolasiyla bu hipotezden yola ¢ikilarak BAP1’in hiicresel
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fonksiyonlarin genigce bir kismini etkilemesi beklenmektedir [78]. Bunlara ek olarak
BAPI1, HCF1 ve forkhead transkripsiyon faktorleri (FoxK1/K2) arasindaki etkilesim
icin de gereklidir. FoxK1/K2, hiicre proliferasyonu ve hiicre dongiisiiniin kontrolii i¢in

gerekli olan iiglii protein kompleksin olusumunu saglar (Sekil 2.4) [73].

BAPI1, polycomb grup baskilayict deubiquitinaz kompleksini (PR-DUB)
olusturan ASXL1/2 ile de etkilesime girer. Polycomb grup proteinleri: kok hiicre,
embriyonik gelisim ve farklilasma gibi fizyolojik siireclerin  kritik olarak
transkripsiyonel diizenleyicileridir. Proteinlerin bu grubu histonlarin ubiquitinasyonu ve
genlerin susturulmasina yol agan polycomb grup baskilayici kompleksleri icerir (PRCs).
Transkripsiyonel denge ve kontroli PRCs ubiquitinasyonu ve PR-DUB
deubiquitinasyonu saglamasiyla gergeklestirilir. BAP1 eksikligi birbirinden farklhi
polycomb hedef genlerin ekspresyonun onemli derecede degistirir [72]. BAP1 ayni
zamanda DNA hasari sinyalinde ve tamirinde gorev alan dnemli enzimlerden birisidir.
BAP1, BRCAI/BARDI1 heterodimeri ve RADS51 gibi rekombinant proteinleriyle
etkilesir [78]. BRCA1/BARDI heterodimeri, DNA hasarina yanit olusturan E3
ubiquitin ligaz aktivitesini diizenler. BAP1, BARD1’e baglanarak deubiquitinasyonunu
saglar, bundan dolay1 da bu tiimdr baskilayict kompleks E3 ubiquitin ligaz aktivitesini

diizenler [83].

2.6 BAP1 ve Hastaliklar

BRCAT1 associated protein—1, kanser hiicrelerinde bir tiimor baskilayici olarak
gorev yapmaktadir. Akciger ve meme kanseri orneklerinde ve yiiksek oranda metaztatik
olan uveal melanomalarda BAP/ mutasyonlar1 belirlenmistir. BAPI’in ubiquitin C-
terminal hidroksilaz domaininde belirlenen 15 tane mutasyondan 5’ nin olgunlagsmamis
proteinin sonlandirilmasina neden oldugu gosterilmistir. Kromozom 3p21.1°de lokalize
olan BAPI geninde %84 oraninda metaztatik tiimdrlere neden olan somatik mutasyonlar
kaydedilmistir. Yapilan baska bir calismada bir tiimor tipinde, esey hiicre kokenli
cerceve kayma mutasyonu belirlenip ve bu mutasyonun sonucunda siipheli bir allel
saptanmistir. Cerceve kayma mutasyonu ile BAPI ekspresyonun azaldigi ve bu
durumun uveal melanoma metaztasina yol agtig1 gosterilmistir [84]. Bott ve ark. yapmis
oldugu bir ¢aligmada ise 53 tane plevral mezoteliyomal1 hastalarin B4AP/ gen dizisinde
somatik mutasyon belirlenmistir. Ayrica mezoteliyoma hiicre hattinda yabanil BAPI

gen ekspresyonlarinin azalmasinin hiicrelerin, hiicre dongiisiiniin S fazinda birikmesiyle
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proliferasyon kusurunun meydana geldigi ve E2F gen yanitinin azaldigi gosterilmistir
[85]. 156 sporadik melanositik neoplazmali, 13 uveal melanomals, 2 atipikal spitz timor
ve 3 tane kutenus melanomali hastalarin BAPI geninde somatik mutasyon
kaydedilmistir. Atipikal spitz tiimor hastalarinda BAPI gen ekspresyonununda azalma
ve BRAF geninde ise mutasyon belirlenmistir. Ayrica sporadik melanositik neoplazm,
BAPI’in biallelik inaktivasyonuyla iliskili bulunmustur. Ayrica tiimoére yatkinlik
sendromlu bir ailenin 4’iinii etkileyen melanostik deri tlimdrlerinin gelismesiyle
karakterize esey hiicrelerinde BAP1 geninin 13. Ekzonunda 1-bp delesyonu (1305del-G)

tanimlanmustir [86].

2.7 OGT

O-bagh GlcNAc transferaz (OGT) ilk olarak Shafi ve ark. (2000) tarafindan
radyasyon hibrit analiz yontemiyle insan erkek genomunun ndrolojik hastaliklarla

iligkili bolgesi olan kromozom Xq13.1°de belirlenmistir (Sekil 2.5) [87].

NESECIERMIII I EEE B O R Bl 1 A=l B EEE

Sekil 2. 5 OGT geninin krozomal lokalizasyonu (OMIM veri bankasi)

OGT, N-asetilglikozaminin treonin ya da serin rezidiilerine O-glikozidik bagla
eklenmesini katalizler. Bundan dolay: serin ya da treonin rezidiilerinin fosforilasyonu ve
glikolizasyonu yaris halindedir [88]. Haltivanger ve ark. tarafindan rat karacigerinde
OGT nin molekiil agirlig1 340 kD olarak belirlenmistir. OGT nin 110 kD’luk 2 alt birim
ve 78 kD’luk bir alt birimden olusan heterotrimerik bir kompleks oldugu ileri
siiriilmiistiir [89]. Insanlarda ise 920 aminoasitlik9 tetra-trikopeptit tekrarlarindan olusan
ve iki kismi nuklear lokalizasyon sinyali olarak kabul edilen bir protein olarak
tamimlanmustir. Insanlarda OGT’nin iki tane kristal yapisi tanimlanmigtir. Kristal
yapilardan ilki UDP ile ikili kompleks olusturur, ikincisi ise UDP ve bir substrat peptitle
ticlii kompleks olusturur. Bu yapilar OGT’ nin enzim mekanizmasi ve hedef peptit

diziyi nasil tanidig1 hakkinda ipucu saglar [90].

2.8 OGT Islevi

O-Nasetilglikolizasyon, niiklear, sitoplazmik ve mitokondriyal proteinlerin
aktiviteleriyle diizenlenen tersinir post-translasyonel bir modifikasyondur. Proteinlerin

yapisinda bulunan serin ve treonin amino asitlerinin O-Nasetilglukozamin
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modifikasyonu transkripsiyon, translasyon, proteozomal yikim ve apoptoz gibi biyolojik
mekanizmalarda diizenleyici rol oynar [24,91-93]. Transkripsiyon faktorleri ve RNA
polimeraz II, O-GlcNAc tarafindan modifiye edilebilir. Fakat bu modifikasyonun roli
heniiz tam olarak bilinmemektedir. Yang ve ark. tarafindan bu post-translasyonel
modifikasyonu yapan OGT enziminin korepresor Sin3A’ya baglanarak histon deasetilaz
kompleksi ile etkilesime girdigi bildirilmistir [94]. Memeli 26S proteozomlarinda OGT
aracilt modifikasyonlarda Spl transkripsiyon faktérii ve bir hidrofobik peptidin
proteolizinin engellendigi bildirilmistir. Proteozomlarin 19S kismindaki Rpt2 ATPazin
in vivo ve in vitro O-GlcNAc tarafindan modifiye edilmesiyle proteozom fonksiyonun
azaldig1 belirtilmistir [95]. Dey ve ark. tarafindan yapilan bir aragtirmada BAPI gen
ekspresyon analizinde BAPI’in HCFCI ve OGT ile etkilesimde bulundugunu
gosterilmistir. OGT ve HCFCI seviyelerinin BAPI delesyonlarinda azaldigi ve bu
epigenetik stabilizasyonda BAP1’in kritik bir role sahip oldugu kaydedilmistir [82].
HCFCI1 hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde bir transkripsiyonel diizenleyicidir. OGT nin
olgunlagmasinda proteolitik olarak tekrarlayan 6 dizinin yapidan ayrilmasi
gerekmektedir. OGT nin tekrarlayan tetratrikopeptit domainine HCFC1’in C-terminal
kismi baglanir [96]. Dolasimda glikoz konsantrasyonun artmasiyla hekzozamin
biyosentez yolagi aktive olur (Sekil 2.7.2) ve OGT tarafindan proteinlerin O-
glikolizasyonu saglanir. OGT, diizenlenmis cAMP bagli element protein-2
(CREB2)’nin  O-glikolizasyonunu saglayarak hepatik glikoneogenezi baslatir.
CREB2’nin normalde sitoplazmada fosforilasyona bagli bir mekanizma ile O-
glikolizasyonu saglanir. Deglikolizasyonu saglayan O-GlcNAcase (OGA) enziminin
ekspresyonun artmastyla O-glikolize edilmis CREB2 miktar1 azalir ve sonug olarak
glikoneogenez yolagindaki glikozun etkisi baskilanir. Boylece glikoz intdlerans: gelisir

bu durum hekzosamin yolaginin énemini ortaya koymaktadir [97].
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Sekil 2. 6 OGT’nin etki mekanizmasi. Beslenme sonrasihekzozamin biyosentez
yolagi aracilign ile proteinlerin O-glikolizasyonu[97]. O-bagli GIcNAc transferaz
(OGT), O-GlcNAcase (OGA), DNA baglayici protein (Myc).

2.9 OGT ve Hastahiklar

Son zamanlarda yapilan bir¢ok calismada diyabet, kalp hastaliklari,
norodejeneratif ve kanser gibi metabolik hastaliklarin patolojik olarak ilerlemesinde
proteinlerin normal olmayan O-glikolizasyonu dikkat ¢ekmektedir [24-26]. O-GlcNac
modifikasyonlarinin viicutta artmasiyla Warburg etki olarak bilinen glikolitik yolun
etkisinin azalmasi, kanser ve tiimoér olusumunda Onemli bir rol oynayabilecegi
gosterilmistir [26, 98]. Son on yildir yapilan c¢aligmalar malign bir hiicre fenotipine
neden olan O-glikolizasyon araciliiyla hiicre proliferasyonu, hiicre biiylimesi, timor
invazyonunun belirlenmesi, hiicresel fonksiyonlar1 degistiren transkripsiyon faktorleri,
metabolik enzimler ve onkogenik sinyal yolagindaki molekiiller mekanizmalarin
belirlenmesi iizerine odaklanmaktadir. O-glikolizasyon, major onkogenik faktdrlerin
(Myc, p53, NF-Kb, FOXMI) aktivitesini ve farkli mekanizmalar aracilifiyla
ekspresyonunu degistirerek karsinogenezde dnemli bir rolii iistlenir [26, 28, 92, 93, 98—
100]. Glikolizasyon modifikasyonu, insiilin sinyal ileti yolaginda gorev alan proteinlerin
O-glikolizasyonudan dolay: insiilin etki mekanizmasinda da 6nemli bir role sahiptir.
Niikleus plazma membraninda bulunan fosfatidil-inozitol 3,4,5-trifosfatin instilinle
etkilesim gostermesinden sonra Yang ve ark. tarafindan OGT’nin fosfoinozitol-
baglanma domaininin bilinmeyen tipi ortaya konulmustur. OGT plazma membraninda
bulunan insiilin sinyal ileti yolaginin O-glikolizasyon modifikasyonunu katalizler. Bu
bilgilere dayanarak anahtar sinyal molekiillerin fosforilasyonunun ve insiilin sinyal
iletiminin azaldigin1 gostermektedir. OGT nin hepatik dokudaki asir1 ekspresyonu,
insiiline yanit olusturan genlerin ekspresyonunu azalttigi bildirilmistir. Bu durum da

insiilin direnci ve dislipidemiye neden olur. Yang ve ark. tarafindan bu sonuglardan yola

17



cikarak insiilin sinyal yolagindaki proteinlerin O-glikolizasyonun diizenlenmesinde
beslenme ipuglarindan yararlanarak yeni bir molekiiler mekanizma tanimlanmistir. Bu
modifikasyonun insiilin direnci ve Tip II diyabetin etiyolojine katki saglayabilecegini
ileri siirtilmistiir [21]. Beyinde, O-bagl B-amiloid iliskili protein [101], klatrin protein—
3 [102], noroflament [103,104] ve tau [105,106] gibi bir¢ok glikoprotein mevcuttur.
Bunlarin igerisinde tau proteininin anormal fosforilasyonuAlzheimer hastaligin
etiyolojisinde 6nemli rol oynamaktadir [106]. Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada tau
proteinin yapisinda yer alan serin amino asitinden glikolizasyonu gosterilmistir. Bundan
dolay1 tau proteinin fosforilasyonu ve glikolizasyonu arasinda karsilikli bir iligki
mevcuttur. OGT, bu iki post-translasyonel modifikasyon arasinda diizenleyici
fonksiyona sahiptir. Tau’unun anormal glikolizasyonu ve noérodejeneratif hastaliklarin
gelismesi arasinda bir iligki kaydedilmistir. Sonu¢ olarak bu durum OGT ve

norodejeneratif hastaliklar1 arasindaki baglantiy1 agiklayabilir [107].

2.10 YY1

Ying Yang 1 (YY1) kromozom 14q32.2°de lokalizedir [108] (Sekil 2.10.1.)
YY1 ilk olarak 1991 yilinda Shi ve Park tarafindan klonlanmistir. Ayrica ¢inko parmak
proteinlerin GLI-Kruppel sinifina ait bir transkripsiyon faktoriidiir [109, 110]. YY1’in
proksimal promotor bolgesinde SP1 ¢oklu baglanma bolgesi mevcuttur fakat yapisinda

TATA veya CCAAT dizileri bulunmamaktadir [111].

thrid (g32.2) [kt ETais- izl 3 BE B B | i | fER ) |

Sekil 2. 7 YY1 geninin kromozomal lokalizasyonu (OMIM veri bankast)

YY1 geni, 414 amino asit uzunlugunda bir proteini kodlayan bes yliksek oranda

korunmug eksondan meydana gelmistir ve 44 kDa' luk molekiiler agirliga sahiptir [30].

2.11 YY1 Islevi

Ubikuitoz transkripsiyon faktorii YY1 embriyogenezis, farklilagma, replikasyon
ve hiicre proliferasyonunda temel role sahiptir. YY1, transkripsiyon aktivitesini
artirarak ya da baskilayarak genler iizerine etkisini gosterir [32]. YY1 hematopoezis ve
hiicre dongiisii kontroliinde kritik roller oynayan bir grup homeobox gen reseptorii olan
Polycomb Group protein ailesinin bir iiyesidir [109]. Insan YY1 geninden alternatif

splicingle sekiz farkli transkript sentezlenebilir. Bu transkriptler sekiz farkli protein

18



izoformunu kodlar. Protein izoformlarin fonksiyonel 6nemi iki tane alternatif promotor
bolgesi vardir [32]. YY1 proteini, aktivator ya da represor gibi fonksiyonlara sahip iki
spesifik domain ve dort tane C2H2-tip¢inko parmak motif igerir (Sekil 2.8) [30,109].

zinc finger motif

Sekil 2. 8 YY1 proteinin ¢inko-parmak motifi [112]

Yan ve ark. tarafindan insan fibroblastlarinda YY1 mutajenezi ve asiri
ekspresyonu ile YY1'in asit alfa-glukozidaz'm (GAA) bir transkripsiyonal aktivatorii
olarak islev gordiigii gosterilmistir [113]. Daha onceki c¢alismalarda, Yan ve ark.
tarafindan hepatoma hiicrelerindeki GAA genine baglanan YY1'in bir transkripsiyon
baskilayici isleve sahip oldugu belirlenmistir [114]. Diger bir aragtirmada YY1 ile poli
ADP-riboz polimeraz (PARP) arasinda bir etkilesimin oldugu bildirilmistir. PARP,
DNA onarimi ve transkripsiyonu ile ilgili bir isleve sahip olan NAD"'dan ADP-riboz
polimerlerin sentezini katalize eden bir niikleer enzimdir. YY1'in HeLa hiicrelerinde
asir1 ekspresyonunun, poli ADP-riboz’ un hiicre i¢i birikmesine ve genotoksik ajanlarla
DNA hasaria ve bunu takiben DNA tamirinin hizlanmasina yol agtig1 belirlenmistir.
Bununda proteinler arasinda islevsel ve fiziksel etkilesim oldugunu ortaya koydugu
iddia edilmistir [115]. Sui ve ark. tarafindan YY1’in islev kaybmin in vivo p53
ubikuitinasyonunun azalmasina neden olarak p53 birikimine neden oldugu tespit
edilmistir. Aksine, YY1 asir1 ekspresyonu p53 ubikitasyonu ve bozunumu uyardigi
gorilmistiir. Rekombinant YY1, in vitro bir calismada MDM?2 aracili p53 poli-
ibikuitinasyonu uyarmak i¢in yeterli oldugu ve YY1'in bu transkripsiyonal aktiviteden
bagimsiz oldugu diisiiniilmiistiir. YY 1'in MDM2 ve p53 ile dogrudan fiziksel etkilesimi
bulunmaktadir. p53 iibikuitinasyonu diizenleyen baglica olay YY1'in, MDM2-p53
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etkilesimini kolaylagtirma yetenegidir. Tiimor baskilayicit bir gen olan p/4 (ARF),
MDM2-YY1 etkilesimini saglar. YY1' in p5S3 homeostazinin diizenlenmesinde MDM2’
nin potansiyel bir kofaktér oldugu gosterilmistir [116]. Kim ve ark. kromatin
immiinopresipitasyon (ChIP) analizleri ile YY1’ in Peg3' iin intron 1' inde evrimsel
olarak korunmus bir motife baglandigin1 gostermistir. Peg3’ {in YY1 baglanma
bolgeleri sadece X kromozomu {izerinde in vivo olarak metillenmektedir. YY1
baglanma bolgesi CpG diniikleotidi i¢erir ve bu CpG alaninin metilasyonu, in vitro
YY1'in baglanma aktivitesini ortadan kaldirir [117]. Gordon ve ark. tarafindan YY1' in
normal biyolojik siire¢lerdeki diizenleyici rollerine ek olarak, tiimorigenezin baslaticisi
olarak hareket etme potansiyeline sahip olabilecegini ve dolayisiyla hem diagnostik

hem de prognostik tiimor belirteci olarak islev gorebilecegi ileri stiriilmiistiir [118].

2.12 YY1 ve Hastahklar

Ying Yang 1, aktivator ve bir baskilayici gibi davranan traskripsiyon faktoriidiir
[30,119]. Bazi hiicrelerde YY1 ayni anda farkli genlerin aktive edilmesini ve
baskilanmasini saglar. YY1’in bu diizenleyici aktivitesi spesifik promotor faktorlerin
roliinii aciklamaktadir [120-122]. YY1'in normal biiyiime ve gelisimde rolii olmakla
beraber histon asetilasyonu, metilasyonu, onkogenler ve tiimor baskilayic1 genlerin
diizenlenmesi gibi kanserle de iligkili ¢esitli sinyal yolaklarinin diizenlenmesinde rolii
vardir [123]YY1, epigenetik degisiklikler ve malign transformasyon dahil olmak iizere
hiicresel aktivitelerinin muhafaza edilmesinde, histon sentezi ve hiicre solunumunun
diizenlenmesinde rol oynar. YY1, ¢esitli histon proteinlerinin ekspresyonuna katki
saglar [124]. Kanserle iliskili bir¢ok yolakdaki diizenleyici islevi ve kanserlerdeki asiri
ekspresyonu nedeniyle, cesitli ¢aligmalarda YY 1'in prognostik bir belirte¢ ve terapotik
hedef olma potansiyeli 6nerilmistir. YY1 diger birgok tiimor baskilayici gen ile islevsel
etkilesime sahiptir. YY1, p53 asetilasyonunu onleme [125], pl4ARF aracili p53
stabilizasyonunu azaltma ve p53 aracili transkripsiyonu inhibe etmektedir. Ayrica
p53'tin MDM2 aracili ubikitasyon ve yikiminin yonlendirilmesini de [116] birkag farkl
mekanizma yoluyla antagonize eder [126]. YY1'in aracilik ettigi bu ¢oklu ve negatif
olarak diizenleyici mekanizmalar, biliylimekte olan kanser hiicrelerinde p53't YY1'in
birincil hedefi olarak gosterir. p53 mutasyonlar1 veya delesyonlar1 kanserlerin %
50'sinden fazlasinda goriilebilir, ancak tiimorlerin % 40'indan fazlasinda p53 islevseldir.

Ayrica, baz1 kanserler sadece ge¢ evrelerde p53 inaktivasyonuna sahiptir. Bu nedenle,
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cogu tiimor erken safhalarinda p53 aracili tiimor izlenimini yenmek zorundadir [127,
128]. Yapilan birgok tiimor ¢alismasinda YY1 transkript seviyeleri, normal doku ve
kanserli doku arasinda kiyaslandiginda kanserli dokularda daha yiiksek olarak
bulunmustur. Varambally ve ark., YY 1'in ekspresyonunun primer prostat kanserlerinde
metastatik prostat kanserlerine gore anlamli derecede yiiksek oldugunu gostermistir
[129]. Ayrica YY1’in gen amplifikasyonu ve kromozomal translokasyon yoklugunda
kolon kanserinde asir1 miktarda eksprese edildigi kaydedilmistir [33]. Bununla birlikte,
yumurtalik kanseri, meme kanseri, serviks kanseri ve osteosarkomda artmis YY1
diizeyleri bulunmustur [130]. Melanomda ise YY 1'in ekspresyonu hakkinda sinirl bilgi
mevcuttur [131-133].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Kullanilan cihazlar

e Masaiistii mikro santrifiij (Msc Micro Centaur, UK)

e Hassas tart1 (Denver Instrument Company, USA)

e Manyetik karistirict (BIBBY Stuart, UK)

e Vorteks (Clifton Cyclone, UK)

e PH metre (Metle Toledo MP 2200, UK)

e Mikrodalga firin1 (Argelik MD 554 Intellwave, Tiirkiye)

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

e Thermal cycler (Gen Amplifikasyon PCR 9700 applied biosystems, USA)

e Elektroforez gii¢ kaynagi (EC 1000-90)

e Yatay elektroferez sistemi (Whatman Biometra, Germany)

e Jel goriintiileme (Vilber lourmat photodocumentation and video graphic
printer UP895CE)

e Laminar flow kabin (Steril-Vbh)

e Ben Mari (Leica, Germany)

e Doku Takip Cihazi (Leica, Germany)

e Gomme Firmi (MKN Taab, UK)

e Floresan Mikroskop (Olympus BX51, Japan)

e Mikrotom (Leica, Germany)

e Rotor Gene 6000 (Qiagen, Germany)

e Maestro Nanodrop ( Green Bioresearch, USA)

3.2. Kullanilan plastik malzemeler

e 0,2 ml ve 2,0 ml mikro santrifiij tiipleri (Axygen)

e 100 pl PCR tiipleri (Qiagen)

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

e 0,5-10 pl, 1-200 pl, 100-1000 pl mikropipet uclar: (Axygen)
e 5ml, 10 ml, 25 ml plastik pipetler (LP Italiana SPA)
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3.3. Kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler

o Etil Alkol (Merck, Germany)

e Ksilol (Merck, Germany)

e Formaldehit (Merck, Germany)

e Hematoksilen (Biooptica, Italy)

e Sodyum dihidrojen fosfat (Merck, Germany)

e Di sodyum hidrojen fosfat (Merck, Germany)

e Phosphate Buffer Saline (PBS) (Sigma, USA)

e Sodyum sitrat (Merck, Germany)

e Triton® X-100 ( Biotech, Canada)

e Tween-20 (Merck, Germany)

e Hidrojen peroksit (Merck, Germany)

e BAPI antibody (Elabscience)

e OGT antibody (Elabscience)

¢ YY1 antibody (Elabscience)

e BAPI Eliza kit (Sunred Biological Technology)(20mg/L-6000mg/L)
e OQGT Eliza kit (Sunred Biological Technology)(12,5ng/L-3200ng/L)
e YY1 Eliza kit (Sunred Biological Technology)(0,05ng/mL-15ng/mL)
e RNeasy mini kit (Qiagen, Germany)

e RNeasy fibrous tissue mini kit (Qiagen, Germany)

e RT First standart kit (Qiagen, Germany)

e RT?SYBR Green qPCR Mastermix (Qiagen, Germany)

e RT? gPCR Primer Assay (Qiagen, Germany)

e RNAlater (Qiagen, Germany)

e QIlAzol lysis reagent

e Proteinaz K (Fermentas, USA)

e Tris (Merck, Germany)

e EDTA (Merck, Germany)

e Ultravision polyvalent HRP-AEC kit

e DAB Chromogen & substrat system

e Ultrab diluent

e DPX mounting medium
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3.4. Kullanilan Tamponlar ve Cozeltiler
3.4.1 Bouin Cozeltisi

e Suda doyurulmus pikrik asit 300 cc
e %40 Formalin 100 cc
e (lasiyal astik asit 20 cc

3.4.2 % 10’ luk Tamponlanmis Notral Formalin (pH=7)

e Formaldehit 100 cc
e Distile su 900 cc

e NaH2P04. H204 ¢
e Na2HP046.5¢

3.4.3 Na-Sitrat Tamponu

e TriNa- Sitrat (dihidrat) 2,94 g
e Distile su 1000 ml
e pH=6.0 olacak bi¢imde hazirland1 ve ¢ozeltiye 0,5 ml Tween—20 eklendi.

3.4.4 Tris EDTA Tamponu

e Trisl2llg

e EDTAO0,372¢g

e Distile su 1000 cc

e pH=9.0 olacak bi¢cimde hazirland1 ve ¢6zeltiye 0,5 ml Tween-20 eklendi.

3.4.5 Peroksidaz Bloklama Cozeltisi

e %30°luk H202 10 ml
e Metanol 90 ml

3.4.6 Yikama Cozeltisi
e 1000 ml PBS i¢inde 5 ml Tween—20 ¢oziinerek hazirlandi.
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3.5.1 Hasta ve Kontrol Grubu

Bu calismada; hasta grubu, Cumhuriyet Universitesi (CU), Tip Fakiiltesi,
Aragtirma ve Uygulama Hastanesi G6z Hastaliklari Ana Bilim Dalin’da goz kapagi
tiimori, konjunktival timdr ve orbital tiimor tanis1 alan bireylerden olusturuldu. Hasta
sayist tespitinde literatiir de benzer bir ¢alisma bulunamadig: i¢in Biyoistatistik Ana
Bilim dali destegiyle ornek biiyiikliigii etik kuru izni alindig tarih den itibaren 1 yil
icinde hastanelerde ameliyat edilen hastalardan olusturulmasina karar verildi. Etik kurul
izni alindig tarihten itibaren (Karar numarasi: 2014—05/18) 20 hasta toplanmistir.
Hastalar arasinda cinsiyet, yas veya kanserin histopatolojik tipi ile derecesi yoniinden
bir kisitlama yapilmadi. Ameliyatta ¢ikarilan numune patoloji raporuyla tiimoriin
histopataolojik tiiri belirlendikten sonra hastalar c¢alismaya dahil edildi. Tim
hastalardan ameliyat esnasinda alinan 3 pm ¢apindaki tiimoérlii ve tiimorlii dokunun
etrafinda bulunan normal dokudan alinan (kontrol) numunelerle ve kan 6rneklerinden
elde dilen plazmalarla ¢alisma gergeklestirildi [34]. Calismamiz deneysel asamas1 C.U.
Tip Fakiiltesi Biyokimya ve Histoloji A.B.D olmak iizere iki boliim {izerinden

yuriitiildi.
3.5.2 Real Time PCR metoduyla Gen ekspresyon analizi

3.5.2.1 Tiimor dokusundan RNA izolasyonu

Tiimor dokusundan RNA izolasyonu, katolog numaras1 74704 olan RNeasy
Fibrous Tissue (Qiagen) mini izolasyon kiti kullanilarak {iretici firmanin Onerdigi
protokol dogrultusunda yapildi. Calismaya baslamadan 6nce bazi 6n hazirliklar yapildi.
[k olarak 1 ml RLT tamponu igerisine 10 ul p-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. Liyofilize

DNasel’1 ¢6zmek icin iizerine 550ul RNase-free su eklendi.

1) Su banyosu 55°C ayarlandi.

2) 30 mg’dan kii¢iik doku pargasi alindi {izerine 300ul RLT tamponu eklenerek
homojenize edildi.

3) 590ul RNase-free su ve 10ul proteinaz K eklenerek 55°C’de 10 dakika
inkiibe edildi.

4) 10000xg’de 3 dakika santrifiij yapildi.
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5) Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant tizerine %96’lik etanol eklendi.

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

7) Daha sonra 6rnek yeni bir RNeasy mini kolona alind1 ve tizerine 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
santrifij edildi.

12) RNeasy mini kolon yeni 1,5 ml’lik yeni bir ependorf tiipe alindi.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 Olgiildii. RNA’ lar ya hemen kullanildi ya da daha sonra
kullanilmak tizere -80°C'ye kaldirildi.

3.5.2.2 Kontrol Dokusundan RNA izolasyonu

Kontrol dokusundan RNA izolasyonu, katolog numarast 74104 olan RNeasy
(Qiagen) mini izolasyon kiti kullanilarak iretici firmanin Onerdigi protokol
dogrultusunda yapildi. Calismaya baslamadan once bazi 6n hazirliklar yapildi. ilk
olarak 1 ml RLT tamponu igerisine 10 pl B-merkaptoetanol eklendi (alternatif olarak 2
M 20 ul dithiothretiolde eklenebilir). Ikinci olarak RPE tamponuna % 96’lik etanolden

4 hacim eklendi. Daha sonra DNasel stok soliisyonu hazirlandi.

1) Kontrol dokusundan RNA izolasyonu i¢in 30 mg’dan daha az doku
kullanildi. Dokular {izerine yaklasik 600ul RTL tamponu eklenerek
homejenizasyon iglemi ile dokular lizat haline getirildi.

2) Lizat {lizerine %70’lik etanolden bir hacim eklendi ve pipet yardimiyla iyice
kanigtirildi. Elde edilen lizat 3 dakika maksimum hizda santrifiij edildi.

Stipernatant kisim bir pipet yardimiyla dikkatli bir sekilde ayrildi.

26



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

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

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

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

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

8) Elde edilen RNA’lar, nanodrop cihazi (Green Bioresearch, USA) ile
kantitatif olarak Olgiildii. RNA’ lar ya hemen kullanildi ya da daha sonra
kullanilmak tizere -80°C'ye kaldirildi.

3.5.2.3 cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢cin RT2 First Strand cDNA Sentez Kiti (Qiagen, kat. no:
330404) kullanildu.

Cizelge 3. 1 cDNA sentez Kit Igerigi

Madde Hacim

GE tampon 50ul

BC3 tampon 100pul

RE3 Reverse transkriptaz 50ul
Kontrol P2 25ul
Niikleaz free su Iml
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c¢DNA sentez protokolii

1) RT? First Strand cDNA sentez kiti ¢oziindiikten sonra 15 saniye kadar
santrifiij edildi.
2) Her bir RNA 6rneginden cDNA sentezi Cizelge 3.1.’ye gore gergeklestirildi.

Cizelge 3. 2 Genomik DNA eliminasyon karigimi

Madde Hacim
RNA 25ng—5Sug (1ul)
GE tampon 2ul
Niikleaz free su Tul
Toplam hacim 10ul

3) Genomik DNA eliminasyon karisimi1 42°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Sonra
buz iizerinde 1 dakika bekletildi.

4) Reverse transkriptaz karisimi Cizelge 3.3 gore hazirlandi.

Cizelge 3. 3 Reverse Transkriptaz Karigimi

1 Reaksiyon i 24 Reaksiyon
Madde Hacim}; ’ l};:fii:‘);on Hacimiy
5xBC3 Tampon 4ul 24ul 96ul
P2 Kontrol 1ul 6ul 24ul
RE3 Reverse Transkriptaz 2ul 12l 48ul
Niikleaz free su 3ul 18ul 72ul
Toplam hacim 10ul 60ul 240ul

5) Oul genomik DNA eliminasyon karisimi iceren her tlipe 10ul reverse
transkriptaz karigimi eklendi. Elde edilen karisim dikkatli bir sekilde alt {ist
edilerek karistirildi.

6) mRNA analizi i¢cin qPCR protokolii -42°C’de 15 dakika ilk inkiibasyon —
95°C’de 5 dakika ikinci inkiibasyon yapilip reaksiyon durduruldu.

7) Her bir reaksiyon tiiptine 91ul RNase-free su eklendi. Birka¢ saniye pipetle
altiist  edilerek 6rnekler karistirildi.

8) Reaksiyon tiipleri buz lizerine yerlestirildi ve RT-PCR analiz hazirliklar
yapildi.
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3524 Es zamanh PCR ile BAP1, OGT ve YY1 genlerinin

ekspresyonlarinin belirlenmesi

RT-PCR analizi RT? SYBR Green qPCR Mastermix kiti (Qiagen) kullanilarak
gerceklestirildi. Mastermix tiiplerinde olusabilecek c¢okelti icin 42°C’de 1 dakika
bekletilip vortekslendi. Calismada, 25ul qPCR karigimi 1ul dilie ¢cDNA igerecek
sekilde hazirlandi. Deneylerde tiim cDNA 6rnekleri ayni sartlarda 3’er kez calisildi. Bu
li¢ Ol¢limiin ortalamasi analizlerde kullanildi. Calismada housekeeping gen (GAPDH),
kontrol vecalisma grubu arasindaki ifade diizeyi farkliliklarin1 belirlemek amaciyla i¢
kontrol olarak kullanildi. Asagidaki reaksiyon karigimi (¢izelge 3.4) kullanilarak BAP1,
OGT ve YY1 genlerinin ekspresyonlarin belirlenmesi amaci ile amplifikasyonlar

saglanmistir.

Cizelge 3. 4 qRT-PCR kosullari

Madde Hacim
RT2 SYBR Green Mastermix 12,5ul
cDNA 1pl
RT2 gPCR primer 1ul
RNase free su 10,5ul
Toplam Hacim 25ul

Real Time-PCR reaksiyonu Rototor Gene 6000 marka cihazda Cizelge 5.’de

verilen dongii program1 uygulanilarak gergeklestirildi.

Cizelge 3. 5 Dongii kosullari

Sicakhk Siire Dongii
95°C 10 dakika*! 1
95°C 15saniye 40
60°C 1dakika? 40

'HotStart DNA polimerazin aktivasyonu

’Her dongiiniin uzama basamaginda her bir 6rnek icin SYBR Green floresans

belirlenmesi ve kaydedilmesi.
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3.5.2.5 Primerler

SYBR Green,gen ekspresyonu kantitasyonunda siklikla kullanilan, ¢ift zincirli
DNA’ ya baglanarak floresan 6zellik kazanan bir boyadir. Bu boyanin ¢ift zincirli PCR
lirlinline baglanmasi iirlin miktar1 ile orantili olarak floresans agiga ¢ikmasini saglar.
SYBR Green teknigi ile gen ekspresyonu kantitasyonu i¢in uygun primer se¢imi en
onemli asamadir. Bu teknigin basariyla uygulanabilmesi i¢in PCR primerlerinin sadece
0zgiil cDNA’ya baglanmasi, primer-dimer veya 6zgilil olmayan amplifikasyon iirlinii
olusturmamasi gereklidir. Calismamizda kullanilan primerler iiretici firmanin optimize
edip garantili primerler olmast nedeni ile 6zgilil iiriin olusturma agisindan tiim
olumsuzluklari minimize etmistir.

Cizelge 3. 6 Real Time PCR yonteminde kullanilan primerler, iiretici firma ve
katalog numaralari.

Primerler Katalog Numarasi Firma
BAP1 PPH02153C Qiagen
OGT PPH19166A Qiagen
YY1 PPHO0440F Qiagen
GAPDH PPHOO150F Qiagen

3.5.2.6 RT-PCR Uriinlerinin Ozgiilliigiiniin Belirlenmesi

Real-Time PCR reaksiyonu sonrasinda amplifiye edilen PCR f{iriinlerinin
ozgulliigii RT-PCR cihazinda Erime Egrisi Analizi ve % 2’°lik agaroz jelde elektroforeze
tabi tutularak goriintiilenmesi ile kontrol edildi. Ozgiin olmayan PCR iiriinlerinin veya
pirmer dimerilerinin saptanmasi durumunda PCR reaksiyonunu etkileyen faktorlerde

birtakim degisikliklere gidilerek optimizasyon tekrar yapildi.
3.5.2.7 RT-PCR Verilerinin Analizi

Gen ekspresyon deneylerine ait tim RT-PCR analiz sonuglari, 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

gergeklestirildi.
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3.5.3.1 BAP1, OGT ve YY1 protein diizeylerinin ELISA yontemi ile Analizi

BAP1, OGT ve YY1 protein diizeylerinin ELISA yontemi ile analizi igin ayrica
bir kontrol grubu olusturuldu. Hasta ve kontrollerden antikoagiilanli tiip igerisine alinan
kandan plazma elde edildi (1000xg, 15 dk). Elisa analizi 96 testlik BAP1, OGT ve YY1

human elisa kiti kullanilarak yapildi. Katalog numaralar1 ¢izelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.7 ELISA Kkitlerinin Katolog Numarasi

Antibody Katolog Numarasi Firma
BAP1 201-12-3062 Sunred Biological Technology
OGT 201-12-7461 Sunred Biological Technology
YY1 201-12-7436 Sunred Biological Technology

Cizelge 3. 8 ELISA Kit igerigi

Assay plate (12 x 8 coated Microwells) 96 Well

Standard (6400mg/L) 0,5ml
Standard diluent 3ml
Str- HRP-avidin 6ml

Wash Buffer (30x concentrate) 20ml
Biotin-antibody Diluent Iml
Chromogen solution A 6ml
Chromogen solution B 6ml

Stop Solution 6ml

Plate membrani 2

540 nm veya 570 nm’de dalga boyu araliginda diizeltme yapilarak, 450nm de

absorbans 6l¢me yetenegine sahip GF—3000 microplate reader cihazi kullanildi.
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3.5.3.2 ELISA verilerinin Degerlendirilmesi

Her bir standart ve Ornek i¢in tekrarlanan okumalarin ortalamasi alindi. Excel

kullanilarak olusturuldu. Bu standart egri kullanilarak 6rnek miktarlari tayin edildi.
3.5.4.1 immiinohistokmyasal Analiz

Calisma grubuna ait dokular %10’luk tamponlanmis nétral formalin igerisinde
30-36 saat siire ile tespit edildi. Dokular dehidrasyon, seffaflandirma ve parafine
gobmme islemlerinin ardindan +4°C’de muhafaza edildi. Mikrotomla kesit almadan
birkag¢ saat dnce bloklar -20°C’ye alimip 3um kalinliginda kesitler alindi. Kesitler poli-
L-lizin kapli lamiizerine alindiktan sonra oda 1sisinda tespit edilip boyama asamasina
kadar +4°C’de saklandi. Alinan kesitlerde BAPI, OGT ve YYlIprotein ekspresyonlari
immiinohistokimya isaretleyiciler kullanilarak belirlendi. BAP1, OGT ve YY1 i¢in
primer antikorlar kullanildi. Bu ii¢ gene ait iirlin antikoru tavsan poliklonal IgG’dir.

Sekonder antikor olarak ise ultravision polyvalent HRP-AEC kiti kullanildi.
3.5.4.2 Immiinohistokmyasal Boyama Protokolii

1. 10 dk 2 degisim ksilolde deparafinizasyon
%100’liik etil alkol 2 dk

%100’liik etil alkol 2 dk

%95°lik etil alkol 2 dk.

%80’lik etil alkol 2 dk.

%70’lik etil alkol 2 dk.

Distile su 5 dk.

®© =N kWD

Endojen peroksidaz aktivitesi, kesitler hidrojen peroksit (H202, Thermo
scientificc, USA) c¢ozeltisinde 15 dakika oda 1sisinda bekletilerek
giderildi.

9. Yikama ¢ozeltisi (PBS-Tween 20) 2 kez 3'er dakika yikandi.

10. Mikrodalga firinda 2 defa 10’ar dakika sirasiyla maksimum giigte ve
600W’da 10 mM sodyum sitrat tamponu (pH 6) igerisinde epitoplarin
aciga cikarilmasi gergeklestirildi.

11. Pappen (Dako, Glostrup, Denmark) ile 6rneklerin etrafi ¢izildi.

12. Yikama ¢ozeltisi (PBS-Tween 20) ile 2 kez 3'er dakika yikanildu.

13. Kesitler serum bloklama ¢ozeltisi (Ultra V Block) ile 10 dakika oda

sicakliginda bekletildi.
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14. Kesitlere uygun primer antikorlar ilave edilerek +4 oC’ de 1 gece nemli
ortamda inkube edilecek. Bu calismada seyreltme oranlari; kullanilan
primer antikorlarin asagida verilen katalog numaralarina gére yapildi.

* BAPI(EPP10790)
* OGT (EAP0752)
* YY1 (EPM12542)

15. Yikama ¢ozeltisinde (PBS-Tween 20) 4 kez 3'er dakika yikandi.

16. Sekonder antikor, biyotinle konjuge kec¢i anti-polivalent (Ultravision
polyvalent HRP-AEC) ile oda 1sisinda 20 dakika nemli karanlik ortamda
inkube edildi.

17. Yikama ¢ozeltisinde (PBS-Tween 20) 3 kez 2'ser dakika yikanda.

18. Substrat  ¢ozeltisi ile 5-10 dakika (mikroskobik  kontrollii
gergeklestirilecek).  BAP1, OGT ve YYl'de DAB (3,3-
diaminobenzidine) kromojen boyasi uygulandi.

19. Z1t boyama, Mayer’s Hematoksilen (Merck) i¢inde 1,5 dakika yapildi.

20. Akarsu altinda hematoksilenin fazlasi yikandi.

21. Dokular kapatma medyumu (DPX mounting medium) ile kapatildi.
3.5.4.3 immiinohistokmyasal Degerlendirme Yéntemi

Kontrol ve tiimor dokularinda incelenen her antikor i¢in immunoreaktivite
acisindan degerlendirildi. Antikorlarin ekspresyon siddeti semikantitatif skorlama
yoluyla belirlendi. Boya siddeti zayif; 1+, orta; 2+ ve kuvvetli; 3+ olarak ifade edildi.
Zayif boyanma (1+) ancak 40x mikroskop biiyiitmesinde primer antikorun izlenebildigi
alanlar i¢in kullanilirken, orta derecede boyanma (2+) 20x mikroskop buylitmesinde
primer antikorun segilebildigi alanlar ve kuvvetli boyanma (3+) 10x mikroskop
buylutmesinde primer antikorun izlenebildigi alanlar olarak belirlendi (Celebi AR,
2016). Her hasta i¢in ardisik olmayan ve rastgele se¢ilmis bes histolojik kesitte immiin-
pozitif alanlarin kantitatif tayini yapildi. Her kesit i¢in segilen en az 10 bolgede hiicreler
20x ve 40x biiyiitmede Olympus BX51 mikroskobunda immiinoreaktivite agisindan
degerlendirildi ve fotograflar1 ¢ekildi.Fotograflar, National Institute of Health
[Bethesda, Maryland, USA, (http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html)] trafindan
gelistirilen bilgisayar temelli Image] programi kullanilarak analiz edildi (Safadi RA,
2010).
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4. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Calismamizda istatistiksel analiz, verilerin SPSS 14.0 programina yiiklenerek
degerlendirilmesi ile yapildi. Normal dagilisa uygunluk gosteren veriler varyans analizi
Tukey testi, RT-PCR verileri iki ortalama arasindaki farkin 6nemlilik testi Student’s T-
testi ile degerlendirildi. Yanilma diizeyi 0,05 olarak alindi. Normal dagilima uygunluk
gostermeyen veriler, Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U ve X2 testleriyle degerlendirildi.
Yanilma diizeyi 0,05 olarak alindi. Immiinohistokimya verileri GraphPad Prism 7
(GraphPad Software, CA, USA) programi kullanilarak analiz edildi. Verilerin
D’Agostino-Pearson omnibus normalite testi ile normal dagilima uygun oldugu

belirlendi. Veriler ortalama +SD olarak sunuldu.

34



5. BULGULAR

5.1. Hasta Bilgileri

Bu calisma Cumhuriyet Universitesi (CU), Tip Fakiiltesi, Arastirma ve
Uygulama Hastanesi G6z Hastaliklar1 Ana Bilim Dalin’da goz kapagi, konjunktival ve
orbital tiimori tanist alan 20 hastadan olusturuldu. Hastalar arasinda cinsiyet, yas veya
kanserin histopatolojik tipi ile derecesi yoniinden bir kisitlama yapilmadi. Goz kapagi,
konjunktival ve orbital tiimorii tanist alan hastalardan ameliyat sirasinda alinan doku

Orneginin patoloji raporuna dayanarak tiimoriin histopatolojik tipi verilere eklendi
(Cizelge 5.1).

Cizelge 5. 1 GOz kapagi, konjunktival ve orbital tiimorlii hastalarin
histopatolojik tipleri

Histopatolojik Tip GOz kapagi Konjunktival Orbital
Bazal hiicre karsinomu 12
Kaguk hicreli malign timor 1
Trikoepitelyoma 1
Malign fibréz histositom 1
Skumdz hiicreli karsinom 1 1
Kronik kazeifiye graniilona 1
Malign melonoma 1
Sebase bezi karsinom 1

Goz kapagi, konjunktival ve orbital tiimorii hastalar1 cinsiyet, yas araligi, yas
ortalamasi, ailede kanser hikayesi ve giinese maruz kalma gibi 6zellikler Cizelge 5.2” de
verilmistir. Hastalarin 13’0 (%65,0) erkek, 7°si (%35,0) kadindir. Hastalarin yas
ortalamasi ve yas aralig1 sirastyla 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 tiimorii hastalarin mesleki

durumuna bagli olarak 7’sinde (%35,0) uzun siire giines 1sinlarina maruz kalma varda.
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Cizelge 5. 2 G6z kapagi, konjunktival ve orbital tiimdrlii hastalarin demografik
bilgileri

Hasta n (%)

Birey sayisi 20
Cinsiyet
Erkek 13(65,0)
Kadin 7(35,0)
Yas
Aralik 38-90
Yas Ortalamasi 69,03 + 14,8
Ailede Kanser Hikayesi 7(35,0)
Giinese Maruz Kalma 7(35,0)

5.2. Real Time-PCR sonuclarinin istatistiksel analizi

G0z kapagi, konjunktiva ve orbital tiimorii ve kontrol dokusunda BAP1 geni ve
BAPI1 geni ile etkilesime giren OGT ve YY1 genlerinin ekspresyon diizeyleri RT-PCR
metoduyla analiz edilmistir. Bu c¢alismada housekeeping gen olarak GAPDH
kullanmilmistir.  GAPDH ile c¢alisma genlerinin ekspresyon diizeyleri normalize
edilmistir. Real Time-PCR reaksiyonu sonucunda her gen i¢in spesifik amplifikasyon

egrisi ve erime egrileri gozlendi (Sekil 5.1, Sekil 5.2, Sekil 5.3, Sekil 5.4).
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Sekil 5. 4 GAPDH geninin amplifikasyon egrisi (A) ve erime egrisi (B).

RT-PCR verilerinin istatistiksel analizi Rotor-Gene 6000 yazilimi olan RT2
profiler RT-PCR Array Data Analysis version 3.5 yazilimi kullanilarak gerceklestirildi.
Deney sonucu elde edilen veriler AACt metodu temel alinarak analiz edildi. RT-PCR
verileri iki ortalama arasindaki farkin onemlilik testi Student’s t-testi ile degerlendirildi
(Cizelge 5). Kat degisimi degeri (Fold change=2"22“"), birden biiyiikse genin ifade
diizeyinin arttig1 anlamima gelir. Eger kat degisim degeri birden azsa gen ifade
diizeyinin azaldigr anlamima gelir. Kat diizenlemesi (Fold regulation), kat degisim
sonuglarmin biyolojik sistemlere uyarlanmasidir. Eger kat degisimi degeri (244
birden biiyiikse kat diizenlemesi degerine esittir. Ancak kat degisimi degeri (2742
birden azsa kat diizenlemesi degeri kat degisimi degerinin negatif tersidir. Verilerin
analiz sonucunda her gen boélgesinin ortalama Ct, kat degisim ve kat diizenlemesi

degerleri Cizelge 5.3’de gdsterilmistir.
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Cizelge 5. 3 RT-PCR verilerinin kontrol ve tiimor dokusu gruplarinda CT, kat
degisim ve kat diizenlenmesi ve Student’s t-testi sonuglari

Genler Gruplar Ortalama Standart Kat degisimi Kat diizenlenmesi
(Say) cr Sapma (Fold-change) (Fold-regulation)

BAP1 Tamor 24,97 2,28 1.02 1,02 0,16
Kontrol 22,70 0,79

OGT Tamor 25,52 2,22 1,83 1,83 0,06
Kontrol 24,08 0,93

YY1 Tamor 25,52 2,82 1,77 1,77 0,07
Kontrol 24,05 1,24

GAPDH  Tumor 21,67 3,06 1,00 1,00
Kontrol 19,37 1,16

* Kat Degisimi (Fold Change)= 2("24)

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

ACt tiimor= 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 tiimdr) — ACt (hedef gen kontrol — Gapdh
kontrol)

BAPI geni ifade diizeylerinde, tiimor dokusu grubunda 1,02 kat artma izlendi.
Fakat bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gorildii (p>0,05). OGT geni
ifade diizeylerinde tiimoér dokusu grubunda 1,83 kat artma izlenmesine ragmen
istatistiksel olarak anlamli bir iliski goriilmedi (»p>0,05). Son olarak YY/ geni ifade
diizeylerinde, tiimor dokusu grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda 1,77 kat artma
izlendi. Ancak istatistiksel olarak anlamli bir iligki goriilmedi (»p>0,05). Bu calisma
kapsaminda degerlendirilen tiim genlerin ifade diizeylerinde ¢alisma gruplari arasinda
farkliliklar tespit edilmis olsa da bu farkli ifade diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli
olmadiklar1 izlenmistir (Cizelge 5.3). Genlerin kontrol grubuna gore ¢alisma

gruplarinda ifade diizeyleri toplu olarak Sekil 5.5 de gosterilmistir.
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Sekil 5. 5 Kontrol grubu temel alinarak tiimor grubunda (grupl), BAPI, OGT ve
YY1 genlerinin ifade diizeylerinin karsilagtirilmasi

5.3. BAP1, OGT ve YY1 Protein Diizeyleri
5.3.1 Hasta ve kontrol grubunun demografik bilgileri

Bu ¢alisma Cumhuriyet Universitesi (CU), Tip Fakiiltesi, Arastirma ve
Uygulama Hastanesi G6z Hastaliklart Ana Bilim Dalina bagvuran goéz kapagi,
konjunktival ve orbital tiimorii tanis1 alan 20 hastadan olusturuldu. Kontrol grubu ise
yine Cumhuriyet Universitesi (CU), Tip Fakiiltesi, Arastirma ve Uygulama Hastanesi
fiziksel tedavi ve rehabilitasyon boliime bagvuran herhangi bir kanser dykiisii olmayan
24 saglikli bireyden olusturuldu. Géz kapagi, konjunktival ve orbital tiimorii hasta ve
kontrollerinin cinsiyet, yas aralii ve yas ortalamasi, gibi Ozellikler Cizelge 5.4’ de
verilmistir. Hastalarin 13’0 (%65,0) erkek, 7°si (%35,0) kadindir. Hastalarin yas
ortalamasi ve yas aralig1 sirastyla 69,03+£14,8 ve 38—90 olarak bulundu. Kontrollerin 9’u
(38,0) erkek, 15’1 (62,0) kadind1 (p=0,303, ¥*=16,178). Kontrollerin yas ortalamas1 ve
yas aralig1 sirasiyla 51,75+12,4ve 34-80 olarak kaydedildi.
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Cizelge 5. 4 Goz kapagi, konjunktival ve orbital tiimorlii hasta ve kontrollerin
demografik bilgileri

Hasta Grubu Kontrol Grubu
Birey sayisi 20 24
Yas arah@ 38-90 34-80
Yas ortalamasi 69,03 + 14,8 51,75+ 124
Cinsiyet
Erkek 13(65,0) 9(38,0)
Kadin 7(35,0) 15(62,0)

5.3.2 ELISA verilerinin istatistiksel analiz sonuclari

Goz kapagi, konjunktiva ve orbital timor ve kontrol BAP1, OGT ve YY1
protein diizeyleri ELISA metoduyla hasta ve kontrol grubundan elde edilen plazma
orneklerinde analiz edilmistir. BAP1, OGT ve YY1 protein diizeyleri belirlemek
amaciyla ilk olarak standart egriler olusturulmustur (Sekil 5.6, Sekil 5.7, Sekil 5.8).
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Sekil 5. 6 BAP1proteinin standart egrisi
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Sekil 5. 8 YY1 proteinin standart egrisi

Hasta ve kontrol grubunda BAP1, OGT ve YY1 protein diizeyleri belirlendi.
BAPI1 yoniinden hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda hasta grubunda BAP1
diizeyleri kontrol grubundan daha yiiksek olarak tespit edildi. Buna bagli olarak bu
farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildi (p=0,01). OGT yoniinden
degerlendirildiginde hasta ve kontrol grubunda OGT plazma diizeyleri benzer olarak
bulundu ve istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii (p=0,480). Son olarak YY1
diizeyleri kontrol grubuna oranla hasta grubunda daha yiiksek bulundu ve bu farkliligin

istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p=0,039). (Cizelge 5.5)
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Cizelge 5. 5 Hasta ve Kontrol grubunda BAP1, OGT ve YY1 diizeyleri

Birim Hasta Grup Median Kontrol Grup Median

pg/ml (min-max) (min-max) d
BAP1 122,00(-112,00-7349,00) —91,0(-270,00-4991,00) 0,001*
OGT 884,00(602,60-5728,70) 829(509,60-4993,60) 0,480
YY1 2,87(1,43-36,83) 2,24(1,16-19,98) 0,039*

5.4 Immiinohistokimya Analiz Sonuclari

Calismamizda ameliyat esnasinda alinan 20 doku Ornegin 12’sine (%60)en sik
izlenen kotii huylu tiimor olan BHK, teshisi konulmustur. Geri kalan doku drneklerine
ise; kiiciik hiicreli malign tiimdr (1/20), trikoepitelyoma (1/20),malign fibréz histositom
(1/20),skumoz hiicreli karsinom (2/20), kronik kazeifiye graniilona (1/20), malign
melanoma (1/20) ve sebase bezi karsinom (1/20) teshisi konulmustur.
Immiinohistokimyasal degerlendirmede, farkli hastalardan alman dokularin boyanma
modellerinin farkli olabilecegi bilinmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda en sik rastlanan
ve en fazla sayiyla temsil edilen BHK, teshisi konulmus doku o6rneklerinde; BAPI,
OGT ve YY1 protein ekspresyonu kontrol dokulariyla karsilagtirilmali olarak immiin-

pozitif alanlarin yiizdeleri tizerinden degerlendirildi.
5.4.1 BAP1 Protein Ekspresyonu

BHK’lu tiimor alanlarinda, BAP1 immiinolokalizasyonunun, tiimdr hiicrelerinde
(Sekil 5.9 A, C-D, F; ok) ve tlimor alanlarini ¢evreleyen ekstraselliiler matriks i¢inde
baz1 bag doku hiicrelerinde (Sekil 5.9 A, C-D; ok bas1), epidermis tabakasinda epitelyal
hiicrelerde (Sekil 5.9 A, F; yildiz), kil follikiilii epitel hiicrelerinde (Sekil 5.9 D; ok
bas1), kas hiicrelerinde (Sekil 5.9, G-H; ok basi) yag bezi ve hiicrelerinde (Sekil 5.9 J;
ok bas1), ter bezi epitel hiicrelerinde (Sekil 5.9 K; ok basi) ve kan damarlarinin endotel
ve tunika media tabakasindaki diiz kas dokusunda (Sekil 5.4.1 L; ok bas1) farkh
yogunluklarda pozitif oldugu izlendi (Cizelge 5.6). BAP1 ekspresyonunun, dermis
igerisinde bulunan farkli doku gruplarinda tiimér alanlarina oranla daha diisiik oldugu
tespit edildi (Sekil 5.9). Diger taraftan BAP1 boyanma yogunluklari agisindan

degerlendirildiginde, tiimor alanlarini1 ¢evre bag dokusundan ayiran yogun bazofilik
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boyanan ve genis ¢ekirdekli malign hiicrelerde BAP1 ekspresyonunun kuvvetli ancak
dermiste; stromal hiicreler, kas, yag doku ve bezleri, kan damar1 endotel hiicreleri ve
diiz kas hiicrelerinde ise zayif eksprese oldugu izlendi (Cizelge 5.6, Sekil 5.9). Kontrol
grubu dokularinda epidermiste bazal tabakada dagilim gosteren hiicrelerde BAPI
immiinoreaktivitesinin BHK’lu dokulara oranla artti1 ve orta siddette boyandig tespit
edildi (Sekil 5.9 N, R; yildiz). Benzer sekilde BAP1 protein ekspresyonunun dermiste
bag dokusu hiicrelerinde (Sekil 5.9P, R; ok basi) ve yag bezi/hiicrelerinde (Sekil 5.9P;
ok basi) BHK’Iu dokulara oranla artis gosterdigi ve sirasiyla orta ve kuvvetli siddette
boyandig1 goriildii. Bu degisiklikler disinda, kontrol dokularinda BAP1 proteininin
boyanma siddetleri agisindan BHK’lu dokulardan farklilik gdstermedigi tespit edildi
(Cizelges.06).

44



Sekil 5. 9 BHK A-M ve kontrol N-S 6rneklerinde BAP1 immunolokalizasyonu.
Tiimor hiicreleri (Sekil 5.9 A, C-D, F; ok), stromal hiicreler (Sekil 5.9 A, C-D; ok bast),
epitel hiicreler (Sekil 5.9 A, F; yildiz), kil follikiilii (Sekil 5.9 D; ok bas1), kas doku
(Sekil 5.4.1 G-H; ok basi) yag hiicreleri (Sekil 5.9 J; ok bas1), ter bezi (Sekil 5.9 K; ok
bas1) ve kan damarlart (Sekil 5.9 L; ok basi)’nda BAP1 immunolokalizasyonu. Beyaz
yildiz; melanin pigmentasyonu. E, I, M; BHK i¢in negatif kontrol. S; kontrol dokular
icin negatif kontrol. Kromojen; AEC, zit boyama; Hematoksilen

5.4.2 OGT Protein Ekspresyonu

BHK oOrneklerde OGT proteininin  immiinoreaktivitesinin, bazi timor
hiicrelerinde (Sekil 5.10 C-D) ve epidermis tabakasinin (Sekil 5.10 F; yildiz) bazi
epitelyal hiicrelerinde (Sekil 5.10 F; ok basi) eksprese oldugu ve boyanma siddetinin
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zaylf oldugu tespit edildi. Dermis tabakasinda ise bag dokusu stromal hiicrelerinde
(Sekil 5.10 D, F; ok basi) ve yag bezi ve hiicrelerinde (Sekil 5.10 H, I; ok bas1) orta
siddette ancak kas dokusunda (Sekil 5.10G; ok basi), ter bezi epitelyal hiicrelerinde
(Sekil 5.10 J; ok basi) ve dermal kan damarlarinda (Sekil 5.10 K-L; ok basi) OGT

ekspresyon siddetinin kuvvetli oldugu goriildii.

Kontrol grubu dokularinda, ¢izelge 5.4.1°de gosterildigi gibi genel olarak OGT
protein ekspresyonunun BHK’Iu dokulara benzer sekilde eksprese oldugu (Sekil 5.10
N-R) tespit edildi. Kontrol grubu dokularinda, stromal hiicrelerde ekspresyonun arttigi
ve boyanma siddetinin kuvvetli oldugu (Sekil 5.10 N, P-R; ok basi1) ancak dermal kan
damarlarinda ise protein ekspresyonunun sasirtici sekilde azaldigi ve zayif siddette

boyandig1 goriildii (Sekil 5.10 P; ok bast).
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Sekil 5. 10 BHK A-M ve kontrol N-S 6rneklerinde OGT immunolokalizasyonu.
Tiimor hiicreleri (Sekil 5.10 C-D; ok), epidermis (Sekil 5.10 F; yildiz), epitel hiicreleri
(Sekil 5.10; ok basi), stromal hiicreler (Sekil 5.10 D, F; ok basi), yag doku (Sekil 5.10
H, I; ok bas1) kas dokusu (Sekil 5.10 G; ok basi), ter bezi (Sekil 5.10 J; ok bas1), kan
damarlar1 (Sekil 5.10 K-L; ok basi)’nda OGT immunolokalizasyonu.Beyaz yildiz;
melanin pigmentasyonu. E, M; BHK i¢in negatif kontrol. S; kontrol dokular1 igin
negatif kontrol. Kromojen; AEC, zit boyama; Hematoksilen.

5.4.3 YY1 Protein Ekspresyonu

YY1 proteininin, BHK hasta dokularinda; tiimor hiicrelerinde (Sekil 5.11 A, C-
D, F; ok), timér alanlarii g¢evreleyen bag dokusu hiicrelerinde (Sekil 5.11 D, H; ok
basi), kil follikiilii epitel hiicrelerinde (Sekil 5.11 F; ok basi), kas hiicrelerinde (Sekil
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5.11 G-H; ok basi), yag hiicrelerinde (Sekil 5.11 J; ok basi), ter bezi epitel hiicrelerinde
(Sekil 5.4.3K; ok bas1) ve kan damarlarinin endotel hiicrelerinde ve media tabakasindaki
diiz kas dokusunda (Sekil 5.11 L; ok bas1) farkli boyanma siddetlerinde pozitif oldugu
izlendi (Cizelge 5.6). YY1 immiinoreaktivitesinin epidermis tabakasinda zayif, timor
hiicrelerinde, bag dokusu hiicrelerinde orta siddette ancak kan damarlarinda, kas
dokusunda, yag bezi ve hiicrelerinde ve ter bezi epitelyal hiicrelerinde kuvvetli siddette
eksprese oldugu izlendi (Sekil 5.11). YY1 ekspresyonunun, Bap1 ekspresyonuna benzer
sekilde tlimor bolgelerinde yogun bazofilik boyanan ve oval c¢ekirdekli malign

hiicrelerde belirgin sekilde eksprese edildigi goriildii (Sekil 5.11 C-D).

Kontrol grubu dokularinda YY1 proteininin boyanma skorlar1 Sekil 5.4.3’de
gosterilmistir. YY1 proteininin immiinoreaktivitesinin, BHK’l1 dokulara benzer sekilde
eksprese oldugu (Sekil 5.11 N-R) izlendi. immiinoreaktivitenin, OGT proteine benzer
sekilde stromal hiicrelerde arttig1 ve boyanma siddetinin kuvvetli oldugu (SSekil 5.11
N, R; ok bas1) ancak dermal kan damarlarinda immiinoreaktivitenin azaldig1 ve orta

siddette boyandig1 goriildii (Sekil 5.11 N; ok basi).
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Sekil 5. 11 BHK A-M ve kontrol N-S 6rneklerinde YY1 immunolokalizasyonu.
Tumor hiicreleri (Sekil 5.11 A, C-D, F; ok), stromal hiicreler (Sekil 5.11 D, H; ok basi),
kil follikiili (Sekil 5.11 F; ok basi), kas doku (Sekil 5.11 G-H; ok basi), yag doku (Sekil
5.11 J; ok bast), ter bezi (Sekil 5.11 K; ok basi) ve kan damarlar1 (Sekil 5.11 L; ok
basi)’nda YY1 immunolokalizasyonu. Beyaz yildiz; melanin pigmentasyonu. E, M;
BHK i¢in negatif kontrol. S; kontrol dokulari i¢in negatif kontrol. Kromojen; AEC, zit
boyama; Hematoksilen.
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Cizelge 5. 6 BHK ve kontrol dokularinda BAP1, OGT ve YY1 boyanma skorlar1

Hasta Kontrol
Grubu Grubu
BHK | Epidermis Dermis Epidermis Dermis
Stromal Kas Yag Kan Ter Stromal | Kas Doku Yag Kan Ter
Hiicreler Doku Doku/Bezi | Daman | Bezi Hiicreler Doku/Bezi | Daman Bezi
BAP1 +++ + + + + + + ++ ++ + -+ + +
OGT + + ++ +++ ++ +++ ++ + +++ ++ ++ + ++
YY1 ++ + ++ +++ +++ +++ ++ + +++ ++ +++ ++ ++
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Sekil 5. 12 BHK ve kontrol dokularinda BAP1 (A), OGT (B) ve YY1 (C)
boyanma skorlari.

BAPI1 protein ekspresyonunun, BHK’lu ve kontrol dokularinda % boyanma
degerleri tespit edildi. BHK tiimor alanlarinda BAP1 proteininin kuvvetli boyandig: ve
% 14.83 oldugu tespit edildi. BHK’lu dokuda dermis ve epidermiste boyanma
yiizdelerinin benzer oldugu (sirasiyla, %2.46+£0.96 ve %1.79+£0.16; p=0.47) tespit
edildi. BHK’lu dokuda dermis ve kontrol epidermislerinin BAPI boyanma
yiizdelerininde istatistiksel olarak benzer oldugu (sirasiyla, %Z2.46+£0.96 ve
%3.18740.94; p=0.38) izlendi. Ancak, BHK’lu dokuda dermis ve kontrol grubu dermis
tabakalar1 karsilagtinldiginda BHK’lu dokularda dermis tabakasinda ekpresyon
yiizdesinin azaldig1 (sirasiyla, %2.46+0.96 ve %7.70+0.77; p=0.0001) oldugu tespit
edildi. BHK’lu epidermis tabakasinda ise BAP1 ekspresyon yiizdesinin kontrol gurubu

dermis ve epidermisinden daha diisiik oranda eksprese edildigi (sirasiyla, %1.79+0.16,
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%7.70+£0.77 ve 3.19 £0.94; p=0.0001 ve p= 0.01) goriildii. Kontrol grubu dermis ve
epidermis tabakalar1 degerlendirildiginde, epidermis tabakasinda ekspresyonun daha

diisiik oldugu izlendi (»p=0.0001) (Sekil 5.13 A).

OGT protein ekspresyonunun, BHK’lu ve kontrol dokularinda % boyanma
degerleri tespit edildi. BHK tiimor alanlarinda OGT proteininin, BAP1 proteinine
nazaran ¢ok daha az oranda (% 4.21) eksprese edildigi goriildi. BHK’Iu dokuda ve
kontrol dokusunda dermis tabakalarinin OGT boyanma yiizdelerinin benzer oldugu
(swrasiyla, %8.31£1.64 ve %7.83+1.26; p=0.87) tespit edildi. BHK’lu dokuda ve kontrol
dokusunda epidermis tabakalarinin da OGT boyanma yiizdelerinin benzer oldugu
(swrastyla, %1.83+0.18 ve %1.88+0.23; p=0.99) izlendi. BHK’Iu dermis tabakasinda
OGT ekspresyon ylizdesinin, BHK’Iu epidermis ve kontrol epidermis tabakalarindan
daha fazla oranda eksprese edildigi (sirasiyla, p= 0.0001 ve p=0.0001) ancak kontrol
grubu dermis tabakasinda OGT ekspresyon yiizdesinin BHK’lu epidermis tabakasindan
daha fazla oldugu tespit edildi (p=0.0001). Kontrol grubu dermis ve epidermis
tabakalar1 degerlendirildiginde, epidermis tabakasinda ekspresyonun daha diisiik oldugu

izlendi (p=0.0001) (Sekil 5.13 B).

YYlproteinin, BHK’lu ve kontrol gruplarinda % boyanma degerleri
hesaplanmistir. BHK tiimor alanlarinda YY1 proteininin, BAP1 proteinine benzer
sekilde yaklasik %]1°lik farkla (% 13.08) eksprese edildigi izlendi. Ancak YY1
proteininin OGT proteinine benzer sekilde hem BHK hem de kontrol grubunda dermis
tabakalarinda epidermis tabakalarina nazaran daha fazla eksprese edildigi izlendi.
BHK’Iu dokuda ve kontrol dokusunda dermis tabakalarinin YY1 boyanma yiizdelerinin
benzer oldugu (sirasiyla, %8.11£1.85 ve %8.72+1.26; p=0.85) izlendi. YY1 boyanma
yiizdelerinin, epidermis tabakalarininda BHK’lu dokuda ve kontrol dokusunda benzer
oldugu (sirasiyla, %2.06+0.36ve %?2.35+0.74; p=0.99) tespit edildi. BHK’lu dermis
tabakasinda YY1 ekspresyon yiizdesinin, BHK’lu epidermis ve kontrol epidermis
tabakalarindan daha fazla oranda eksprese edildigi (sirasiyla, p= 0.0001 ve P=0.0001)
ancak kontrol grubu dermis tabakasinda YY1 ekspresyon ylizdesinin BHK lu epidermis
tabakasindan daha fazla oldugu tespit edildi (p=0.0001) (Sekil 5.13 C).
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Sekil 5. 13 (A) BAPI proteinine ait boyanma % skorlari. BAP1proteini; BHK’lu
dermiste, kontrol dermisten istatistiksel olarak daha diisiik oranda eksprese edilmektedir
P<0.05. BHK’lu epidermiste ise BAP1 protein ekspresyonu, kontrol dermis ve
epidermisten istatistiksel olarak daha diisiik oranda eksprese edilmektedir "P<0.05. (B)
OGT proteinine ait ait boyanma % skorlart. OGT proteini; BHK’ lu dermiste, BHK ve
kontrol epidermislerinden istatistiksel olarak daha yiiksek oranda eksprese edilmektedir
P<0.05. BHK’lu epidermiste ise OGT protein ekspresyonu, kontrol dermisten
istatistiksel olarak daha diisiik oranda eksprese edilmektedir °P<0.05. OGT proteini;
kontrol epidermisinde kontrol dermisine gore istatistiksel olarak daha diisiik oranda
eksprese edilmektedir ‘P<0.05. (C) YY1 proteinine ait boyanma % skorlari. YY1
protein; BHK’lu dermiste, BHK ve kontrol epidermislerinden istatistiksel olarak daha
yiiksek oranda eksprese edilmektedir *P<0.05. BHK’lu epidermiste ise YY1 protein
ekspresyonu, kontrol dermisten istatistiksel olarak daha diisiik oranda eksprese
edilmektedir ®P<0.05. YY1 proteini; kontrol epidermisinde kontrol dermisine gore
istatistiksel olarak daha diisiik oranda eksprese edilmektedir “P<0.05
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6. TARTISMA VE SONUCLAR

Kanser, diinya genelinde giderek artan bir saglik problemidir ve toplumlarda
onemli bir sosyoekonomik yiike, bireylerde de maddi ve manevi kayip ve zorluklara yol
acmaktadir [134]. Tirkiye 2017 saglik bakanlig istatistiklerine gore 2010-2014 yillar
arasinda toplamda 454 bireyde goz timorii saptanmistir. Bu bireylerin %75,9’da
histopatolojik incelemeyle tiimor varligi dogrulanmistir. Gz timori, cinsiyete gore
yasa standardize edilmis hiz dagilimi erkeklerde % 0,3, kadinlarda ise % 0,2 olarak
tespit edilmistir [135,136]. Yapilan bir kanser istatistik ¢aligmasina gore 1510’u (%53)
erkek ve 1300’1 (%47) kadin olmak {izere toplamda 2810 tane yeni goz kapagi ve
orbital timor hastasi belirlenmistir [137]. Bizim ¢alismamizda ise bir yil siire igerisinde
13’1 (%65) erkek ve 7’°si (%35) kadin olmak iizere toplam 20 hastada gbéz kapagi,
konjunktival ve orbital tiimorii tanist konulmustur (Cizelge 5.1.2). Go6z kapagi,
konjunktival ve orbital timoérler diinya genelinde tiim kanser tiirleri arasinda nadir
goriilen fakat optomolojide en yaygin tiimor tiplerindendir. Hasta sayisinin diisiik
olmasina ragmen erkek ve kadin ylizde oranlar1 ABD ile benzerlik gostermektedir. Goz
kapagi, konjunktival ve orbital tiimorii yash hastalarda giines 1s1nlarina maruz kalmayla
0zel bir iliskisi bulunmaktadir [37]. Giines 1sinlarindaki UV-B’nin miktar1 ekvator ve
ekvatora yakin olan bolgelerde artis gosterir ki bu durum o bolgelerde yasayan insanlar
icin bliylik bir risk faktoriidiir. UV 1sinlart ya direk olarak absorpsiyon yoluyla DNA
hasarma ya da kimyasal mekanizmalarda hasara yol agmaktadir [134]. Bizim ¢alisma
grubumuzun yas ortalamasi 69,03 + 14,8 ve yas aralig ise 38-90 idi. Ayrica ¢alisma
grubumuzdaki 7(%35) hasta meslegi geregi glines 1smlarina maruz kalmsti.
Calismamiz bu acidan degerlendirildiginde yas ortalamasi 69,03+14,8 olan hastalarda
giines 1sinlara maruz kalmasi goz tlimorleri icin bir risk faktorii oldugunu dogrular
niteliktedir. Go6z kapagi bir¢ok doku tipi igerdiginden dolayi, benign ve malign
tiimorlerin ¢esitli tipleri icerebilmektedir [37]. Goz kapagi tiimorlerinin % 90'dan
fazlasint BHK ’lar1 olusturmaktadir. Bu karsinomlar genellikle agresif degildir ve lenf
nodlarma veya uzak organlara yayillim gostermezler. Hastalifin tedavisi, timorii
ameliyatla ¢ikarmakla yapilmaktadir. SBK ise nadir goriilen g6z kapagi
karsinomalarindan  birisidir. G6z kapaklarinin  meibom bezlerinin yani1 sira
konjonktivanin veya goziin diger yiizey yapilarini da etkilemektedir [138]. Paul ve ark.
yapmis oldugu bir ¢alismada malign tlimorler arasinda en yiiksek insidansa BHK ’larinin

sahip oldugu ve en diislik insidansa ise SBK oldugunu kaydetmislerdir [139]. Bizim
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calismamizda bu calismaya bezer olarak 20 hastanin 12 tanesi BHK iken 1 tanesinin
SBK histopatolojik tipe sahip oldugu tespit edildi (Cizelge 5.1). Skumoz hiicreli
karsinomu konjunktival goz kanseri en yaygin olanidir. G6z yiizeyindeki kornea
cevresini veya g6z kapaklarmin i¢ konjunktiva tabakasini etkileyebilir. Lenf
diigiimlerine yayilma riski ¢ok distktir [138]. Bizim c¢alismamizda SHK
histopatolojisine sahip bir hasta kaydedildi. Orbital bolgesinde ise cesitli gelisimsel
anomaliler, yangisal hastaliklar ve okiiler kaslar1 da tutan sistemik hastaliklar yani sira,
gercek neoplazmlar, kistler ve diger tiimoral lezyonlar da izlenebilmektedir. Orbital
timorler primer ya da sekonder olabilirler. Malign fibroz histositom primer orbital
timorlerden birisidir. Kronik kazeifiye graniilona ise benign primer orbital timdrdiir
[140]. Bu calismada bir tane malign fibr6z histositom ve bir tanede benign kronik
kazeifiye graniilona histopatolojilerine sahip ortital timorii saptanmistir. Goz
kapaklarin1 etkileyen sayisiz kalitsal hastalik mevcuttur. Genetik hastaliklar igin
siiflandirma; kalitim, genlerin fonksiyonu veya hastaligin belirli bir yapiya mi1 sahip

veya diger kosullarla iligkili olup olmadigina dayanabilir.

Son zamanlarda yapilan arastirmalarda BAP/ geninde meydana gelen germline
mutasyonlarin tiimore yatkinlik sendromu, mezotelioma, uveal melanom, renal hiicre
karsinomlar1 ve kutanus melanom gibi yeni kanser tiirlerine neden oldugu gosterilmistir
[141-143,75,86,71]. BAP1’in kalitsal kansere yatkinlik sendromu iliskisi ilk olarak
2011 yilinda iki Amerikal aile lizerinde yapilan arastirma ile tanimlanmustir [75]. BAPI
geni bir tiimor siipresor geni olarak tanimlanmaktadir ve germline B4API mutasyonlari,
iiveal melanom, malign mezotelyoma, kutandz spitzoid timoérler ve muhtemel diger
maligniteler de dahil olmak iizere cesitli tiimorlerle karakterize otozomal dominant
timor sendromuylailigkilidir [72].Bizde, BAPI geni ve BAPI geni ile etkilesime giren
OGT ve YY1 genlerinin ekspresyon diizeylerindeki artma ya da azalmanin goz kapagi,
konjunktiva ve orbital tiimoérii lizerinde nasil bir etkisi oldugunu RT-PCR metoduyla
belirlemeye calistik. Yaptigimiz literatiir taramas1 sonucunda goz kapagi, konjunktiva
ve orbital tlimoriihastalarinda RT-PCR metoduyla BAPI, OGT ve YYI gen
ekspresyonunu belirleyen herhangi bir calisma bulunmamaktadir. BAPI bir timor
baskilayict gendir ve BRCA1 proteinin RING finger domaini etkilesime giren bir
proteindir. BAP1 ayrica histonlarin modifikasyonlar: tarafindan transkripsiyonel olarak
diizenlenen multi-protein kompleksin bir iiyesidir. Yapilan bir ¢aligmada BAP1’in farkli

molekiiler fonksiyonlar1 detaylandirilmistir [144—-147, 83,76]. BAP1’in fonksiyonel
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rolii, HCFC1, YY1, OGT, ASXL1/2 ve FOXK1/2 gibi farkli proteinlerle etkilesimi ve
deubiqutinasyon aktivitesidir [76,148,82]. Fakat BAP1 kompleksinin yap1 ve
stokiyometrisi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Bu kompleksin fonksiyonu iizerine
BAPI mutasyonlarinin farkli etkilerinin fenotip ve genotiple iliskisi ise hala belirsizdir
[149]. BAPI geninin delesyonu veya inaktivasyonu, BAPI gen lokusunu (3p21.1) iceren
kromozomal kayiplarin bir sonucu olarak veya BAPI genindeki sekans varyasyonuna
bagli olarak ortaya c¢ikabilmektedir. BAPI geninde, N-terminal bolgesinde biiyiik
oranda ekson kayiplara neden olan delesyonlar veya olgunlasmamis protein kaybi,
merkezi delesyonlar ve insersiyondan dolayr olusan c¢ergeve kayma mutasyonu,
splayzing bolgesindeki mutasyonlar ve bunlara ek olarak sessiz ve yanlis anlamli
mutasyonlara yol acan baz degisiklik tanimlanmistir [84,150]. Cerceve kayma, sessiz ve
yanlis anlamli mutasyonlar, en yaygin goriilen degisimlerdir [151]. Cekirdege lokalize
olan BAPI'in biiylimeyi baskilamas: igin katalitik aktivitesini muhafaza etmesi
gerekmektedir. Clinkii BAPI geni mutant olan akcier kanserli bireylerde tiimor
biliylimesinin engellenemedigi bildirilmistir. BAP1'in siirekli olarak ekspresyonu, hiicre
dongiisiinde ciddi degisiklikler meydana getirir ve hiicre Oliimiiniin hizin1 artirir.
Bununla birlikte, insan tiimorlerinde BAPI geninin siklikla heterozigotluk kaybina
ugradigi ve akciger, bobrek ve sporadik meme tiimorlerinde sessiz mutasyonlarin varligi
tespit edilmistir [152,153]. Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda BAP! geninde meydana
gelen mutasyonlarin BAP ekspresyonunda kayba neden oldugu ve bir¢ok hastaliga yol
actig1 kaydedilmistir. Andrici ve ark. tarafindan Jinekolojik ve primer peritoneal serdz
karsinom yapmis oldugu bir c¢alismada mutasyona bagli olarak abdominal
mezotelyomal1 hastalarin = %67’sinde BAPI ekspresyon kaybi1 bulurken, serdz
adenokarsinomal1 hastalarin sadece %0,25’inde ekspresyon kayb1 oldugu kaydedilmistir
(p<0,01). Bununla birlikte, jinekolojik ve peritoneal ser6z karsinomda BAPI
ekspresyonu kaybi insidansi halen bilinmemektedir [154]. Mochel ve ark. yapmis
oldugu bir caligmada ise germline BAP1 mutasyonlar1 tastyan BHK iki ailede toplam 19
hastanin dordiinde BAP! genin niiklear ekspresyon kaybi oldugunu tespit etmislerdir
[155]. Ayrica, Ladanyi ve ark. BAPI mutasyonu olmayan mezotelyomalarin % 25'inde
BAPI niiklear ekspresyonunun olmadigin1 kaydetmislerdir [156]. Bu bulgular, bir tiimor
alt grubunda BAPI1'in inaktivasyonu gibi molekiiler mekanizmalarin, BAPI
ekspresyonun kaybolmasindan sorumlu oldugu ileri siiriilmektedir [150]. Niiklear BAP1
ekspresyon kaybi, BHK'lerde ve ayni hastalarin atipik melanositik ¢ogalmasinda

gorilmistiir [157]. Melanom ise ¢ok nadir olarak, yetigskin bir hastada melanositik bir
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neviisiin intradermal bileseni igerisinde ortaya ¢ikmaktadir. Baska bir ¢alismada BAPI
ekspresyonu olan konjenital neviisiin intradermal bilesenleri igerisinde malign
melanomun gelismesiyle BAPIekspresyon kaybmin oldugunu kaydedilmistir [158].
Yoshikawa ve ark. yapmis oldugu ¢alismada BAP1 genomik degisiklikleri olan malign
mesothelioma tlimorlerde, RT-PCR, Western Blot ve IHK yontemleriyle
degerlendirildiginde, BAPI'in ekspresyon kaybinin oldugunu kaydetmislerdir [150].
Bizim c¢alismamizda ise goz kapagi, konjunktiva ve orbital tiimorii ve kontrol
dokusunda BAPI genin ekspresyon diizeyi RT-PCR metoduyla analiz edilmistir. BAPI
geni ifade diizeylerinde, tiimor dokusunda 1,02 kat artma izlendi. Fakat bu farkliligin

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii (p=0,16) (Cizelge 5.3).

Bizim calismamizda ise géz kapagi, konjunktiva ve orbital tiimdrii ve kontrol
dokusunda OGT genin ekspresyon diizeyi RT-PCR metoduyla analiz edilmistir. OGT
geni ifade diizeylerinde, timor dokusunda 1,83 kat artma izlenmesine ragmen bu
farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriildi (p=0,06) (Cizelge 5.3). O-
GlcNAc glikolizasyon, metabolik fonksiyonlar, hiicresel kararlilik ve ekspresyon da
dahil olmak tizere bir¢ok hiicresel proseste rol oynamaktadir [159]. OGT, proteinlere O-
GlcNAc grubunun eklenmesini katalize eder OGA ise uzaklastirilmas: katalize edilir.
Fosforilasyona benzer bu dinamik ve geri doniisiimlii postranslasyonel modifikasyon,
protein aktivitesi, protein-protein etkilesi, lokalizasyonu ve proteinin yikimini gibi
metabolik siirecleri diizenlemesinden dolay1 protein fonksiyonunun anahtar regiilatorii
olarak bilinmektedir [160]. O-GlcNAc glikolizasyon, sinyal iletimi, transkripsiyon,
hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ve metabolizma gibi biyolojik siireclerin genis bir
yelpazesinde yer alir [161]. O-GIcNAc glikolizasyon sadece normal biyolojik
stireclerde rol oynamakla kalmaz, ayn1 zamanda diyabet ve ndrolojik bozukluklar gibi
bazi insan hastaliklarinda da bozukluklarin diizenlemesinde onemli rol oynamaktadir.
Insan hastaliklariin  patolojisinde rol oynayan baz1 proteinlerde O-GIcNAc
glikolizasyon oldugu gosterilmistir. Diyabet de, fosfoinositid—3 kinaz/AKT sinyal
sinyal ileti yolaginda goérev alan RS—1, PI3K ve AKT gibi ¢oklu proteinler O-GlcNAc
glikolizasyon modifikasyonu ile PI3K/AKT sinyalini ve insiilin direncini indiikler [162—
164]. Son zamanlarda bircok onkogen ve tliimor siipresdor genin OGIcNAc ile
acillenebilecegini gosterilmis olup, kanser regiilatorii olarak O-GIcNAc glikolizasyonun
Onemini ortaya koymaktadir [165]. O-GlcNAc glikolizasyonun in vitro meme kanseri

hiicrelerinin invazyonunu ve in vivo akciger metastazini arttirdigr gosterilmistir [166].
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Ayn1 zamanda OGT ekspresyonun artmasi ile insan akciger ve kolon kanseri
dokularinda ilgili bitisik kontrol dokulara kiyasla O-GIcNAc glikolizasyonu 6nemli
Olclide arttig1 kaydedilmistir [167]. Toivonen ve ark. tarafindan hormon tedavisi alan
post menapozlu kadinlarda OGT gen ekspresyonundaki artig, kontrol grubunda (%
22.1), hasta grubuna (% 6.2) (p = 0.01) gore belirgin sekilde daha yiiksek oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica bu hasta grubunun diz ekstansor kaslart ve OGT gen
ekspresyonu arasinda negatif iliski oldugunu, OGA geniyle ise pozitif iliski oldugunu
kaydetmislerdir. Bu sonuglara dayanarak bu iki enzim arasinda uygun bir denge, kas
kiitlesinin korunmasi i¢in énemli oldugunu ve OGT / OGA oraninda bir artisin azalmis

miiskiiler ile iliskili oldugunu 6nermislerdir [168].

Bu calismada ise son olarak YY/ geni ifade diizeylerinde, tiimor dokusu grubu
kontrol grubu ile karsilastirildiginda 1,77 kat artma izlendi. Ancak istatistiksel olarak
anlamli bir iligki goriilmedi (p=0,07). Bu baglamda tiimor dokularinda YY1'in asir
ekspresyonu farkli tiimor tiplerinde farkli klinik davramiglar gosterebilir. YY1/,
baglandig1 yere bagli olarak, bir transkripsiyonel baskilayici veya aktivator gorev
yapan, cok islevli bir transkripsiyon faktoriidiir.YY/ mekanizmalari, baglandig1 yere
bagl olarak transkripsiyonu baglatma, aktive etme veya baskilama yetenegine sahiptir
[169]. YY1, Fas gen ekspresyonunu inhibe ederek hiicreleri Fas ligand aracili apoptoza
direncli kilmaktadir. YY linhibisyonu durumunda ise, Fas ekspresyonunun artmasina ve
Fas ligand aracili apoptozise duyarliligin artmasina neden olmaktadir [170]. Yapilan bir
calismada YY1’in asirt ekspresyonu p53’iin bozunmasina ve transkripsiyonel
aktivitesinin inhibe olmasina neden oldugu gosterilmistir. Bu durum ise YY1'in kanser
gelisimindeki roliine iliskin bilgi saglamaktadir [116]. YY1, hemen her dokuda eksprese
edilir ve cis tanima dizisi olan CGCCATNTT araciligiyla bir¢ok hiicresel ve viral genin
diizenlenmesinde O6nemli bir rol oynamaktadir [171]. YY1'in tiimorigenezdeki rolil,
hiicre dongiisii  diizenlemesiyle bilinmektedir [116]. Kontrolsiiz hiicre dongiisii
ilerlemesi, tiimorigenezin ana sebebidir [172]. Daha 6nce yapilan bir¢cok calismada
YY1'in agir1 eksprese edildigini ve ¢esitli tiimdr tiplerinin klinik davranisini etkiledigini
bildirmistir. Aragtirmacilar analiz edilen malign prostat 6rneklerin % 95'inde 6nemli bir
ekspresyon artis1 kaydetmislerdir. Benzer sekilde, YY1, prostatektomi sonrasi niikseden
hastalardan metastatik prostat kanseri dokularinda asir1 eksprese bildirilmistir [31].
Yumurtalik kanser dokusunda mikroarray analiziyle yapilan ¢alismada ise, YY1 asiri

ekspresyonunun uzun siireli sag kalim ile pozitif korelasyona sahip oldugunu
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gosterilmistir [173,174]. Bu gozlemler, YY1 asir1 ekspresyonunun, kanser tedavisinde
kullanilan taksanlar gibi mikrotiibiil stabilize edici ajanlara duyarlilig1 arttirmasiyla
aciklanabilir. Aksine, meme kanseri hastalarinda, YY1 ekspresyon diizeyleri insan
Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptor 2 (ERBB2) ile pozitif korelasyon gosterdiginden,
YY1 asirt ekspresyonu zayif bir prognoz ile iligkilendirilmistir [175]. ERBB2 geninin
meme kanserlerinin % 20-30'unda amplifiye oldugu aciklanmistir. ERBB2 asir
ekspresyonu, Ostrojen reseptorleri-negatif timdrler arasinda yaygindir ve meme kanseri
hastalarinda daha kotii prognozlariyla iliskilidir [176]. Buna gore, YY1'in yiiksek
transkripsiyon seviyeleri, kanser intraepitelyal neoplazm ve serviks gibi kadin kanseri
kontroller ile karsilastirildiginda onemli bir prognostik degere sahip oldugu
gosterilmistir. Ayrica YY1’in, diisiik dereceli skuamoz intraepitelyal lezyona kiyasla
yiiksek dereceli skuamoz intraepitelyal lezyon dokularinda asiri eksprese edildigi
bildirilmigtir  [22]. YYI’in asir1 ekspresyonu insan osteosarkomunda da
gozlemlenmistir. Farkli yaklasimlar kullanan arastirmacilar, YY1'in osteosarkom hiicre
hatlarinda ve dokularinda, osteoblastik hiicrelere nazaran asir1 eksprese edildigini ve
cekirdekte baskin bir lokalizasyonu oldugunu kaydetmislerdir [23]. Basso ve ark. [28]
tarafindan mikroarray analiz calismasinda, diisiik dereceli lenfomalar ve normal B
hiicreleri ile karsilastirildiginda YY/ transkript diizeylerinin yiliksek dereceli

lenfomalarda anlamli derecede yliksek oldugunu gostermislerdir [27].

Sonug olarak, bu calisma kapsaminda degerlendirilen BAP1, OGT ve YY1
genlerinin ekspresyon diizeylerinde ¢alisma gruplari arasinda farkliliklar tespit edilmis
olsa da bu farkli ekspresyon diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli olmadiklari

izlenmistir.

Goz kapagi, konjunktiva ve orbital tiimor grubu ve kontrol grubundan elde
edilen plazma &rneklerinde BAP1, OGT ve YY1 protein diizeyleri ELISA metoduyla,
kit protokolii dogrultusunda analiz edilmistir. Yapilan literatiir taramasi sonucunda
BAPI1, OGT ve YY1 protein diizeylerini belirleyen herhangi bir calisma bulunmaktadir.
Deubiquitinasyon yapan BAP1 protein diizeyleri yoniinden hasta ve kontrol grubu
karsilagtirildiginda hasta grubunda BAPIlprotein diizeyleri kontrol grubundan daha
yiiksek olarak tespit edildi. Hasta ve kontrol grubu mean degerleri bakimindan
kiyaslandiginda hasta grubunda mean degeri 122,00 (-112,00-7349,00) pg/ml olarak
bulunurken kontrol grubunda ise —91,0 (-270,00-4991,00) pg/ml olarak bulunmustur.
Buna bagl olarak bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p=0,01).
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Fakat BAPI1 proteinini kodlayan BAPI geni ifade diizeyleri, timor dokusu grubunda
1,02 kat artma izlenmesine ragmen bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadig:
gorildii (p=0,16). O-GlcNAc glikolizasyonu saglayan OGT protein diizeyleri yoniinden
hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda hasta grubunda OGT protein diizeyleri
kontrol grubundan daha yiiksek olarak tespit edildi. Hasta ve kontrol grubu mean
degerleri bakimindan kiyaslandiginda hasta grubunda mean degeri 884,00(602,60—
5728,70) pg/ml olarak bulundu ve kontrol grubunda da 829(509,60-4993,60)pg/ml
benzer bulundu. Buna bagli olarak istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlemlenmedi (p=0,480). Bu sonuglara benzer olarak OGT proteinini kodlayan OGT
geni ifade diizeyleri, tiimdr dokusu grubunda 1,83 kat artma izlenmesine ragmen bu
farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriildi (p=0,06). Cok islevli bir
transkripsiyon faktorii olan YY1 protein diizeyleri yoniinden hasta ve kontrol grubu
karsilastirildiginda, hasta grubunda YYlprotein diizeyleri kontrol grubundan daha
yiikksek olarak tespit edildi. Hasta ve kontrol grubu mean degerleri bakimindan
kiyaslandiginda hasta grubunda mean degeri 2,87(1,43-36,83) pg/ml olarak bulunurken
kontrol grubunda ise 2,24(1,16—-19,98) pg/ml olarak bulunmustur. Buna bagli olarak bu
farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildi (p=0,039). Ancak YY1 proteinini
kodlayan YY1 geni ifade diizeyleri, tiimoér dokusu grubunda 1,77 kat artma izlenmesine
ragmen bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriildii (p=0,07). Sonug
olarak, gen ifadelerindeki artis anlamli olmamasina ragmen BAP1 ve YY1 plazma
diizeyleri hasta grubunda anlamli olarak bulundu. OGT plazma diizeyi ise gen ifadesine

benzer olarak hasta grubunda anlamsiz olarak bulundu.

Bizim calismamizda géz kapagi, konjunktival ve orbital tiimorii hastalarinda
BAPI ekspresyonlart IHK yontemle belirlendi. Yapilan literatiir taramasinda bu konu
ille ilgili  yapilmig  herhangi  bir ¢alisjma  bulunmamaktadir.  BAPI
immiinolokalizasyonunun BHK’lu tiimor alanlarinda kuvvetli, kas, yag ve kan
damarlarinda zayif olarak tespit edildi. Ayrica BHK’Iu tiimor alanlarinda istatistiksel
olarak anlamli iligki gézlemlendi (p=0,032). BAP1 protein diizeyleri (p=0,001) ise IHK
sonuglariyla benzerlik gosterirken, BAP1 proteinini kodlayan BAP1 geni ifade
diizeyleri, timoér dokusu grubunda 1,02 kat artma izlenmesine ragmen bu farkliligin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gorildi (p=0,16). RT-PCR analizi diger
yontemlerden farkli olarak total dokudan izole edilen RNA Orneklerinden gen

ekspresyonu belirlendi. Sonug olarak total doku tiimor dokusu, yag dokusu, kas dokusu
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ve kan damarlarimi igermektedir ve bu dokulardaki BAP1 ekspresyonlarinin farkli
olmasindan dolayr RT-PCR yonteminin spesifikligi IHK yontemine gore diisiiktiir. Goz
kapagi tlimorlerinin ¢ogu, epiteliyal ve melanositik tiimorlerlerdir ve c¢ogunlukla
epidermal olan kutandzden koken alir. Benign epitelyal lezyonlar, BHK, kistik
lezyonlar ve melanositik lezyonlar goz kapagi tiimorlerinin yaklasik % 85'ini temsil
eder [177]. Optimolojik lezyonlardan en ¢ok orbital, okiiler tiimdrler ve timor benzeri
lezyonlar ¢ogunlukla cerrahi tedavi gerektirir. Bu nedenle ameliyat 6ncesi teshis i¢in
histopatolojik inceleme yapilarak tiimor tipi saptanir. Hastaligin teshisi ig¢in
optimologlar tarafindan eksize edilen dokular1 inceler. Tiimorlii doku makroskopik
olarak ve 151k mikroskopisi ile incelenir. Optimolojik histoloji tekniklerinde, fiksasyon
ve kesitlemede islemi normal dokudan farkli olarak yapilmaktadir [55]. Ayrica elektron
mikroskobu, IHK gibi diger teknikler ve molekiiler biyolojik yontemler de
kullanilmaktadir [178]. IHK, doku kesitlerinde spesifik antijenlerin tespiti igin
monoklonal ve poliklonal antikorlarin kullanilmastyla yapilan, tan1 amacl cerrahi
patoloklarin en fazla tercih ettigi yontemlerden birisidir [179-181]. IHK, kanser tanisi
icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Spesifik tlimor antijenleri, bazi kanser tiirlerinde de
novo sentez veya upregiile edilebilmektedir [ 182]. Bir kanser dokusunda, spesifik timor
antijenlerin, onkogenlerin, timdr siipresor genlerin ve timor hiicre proliferasyon
belirteclerinin ~ tanimlanmasiyla  tiimorlerin =~ prognozunu  hakkinda  bilgi
saglanabilmektedir. IHK, gelisme ve apoptoz gibi temel biyolojik siireclerde spesifik
gen triinlerinin fonksiyonunu belirlemek i¢in de kullanilan yontemlerden birisidir. [HK,
ayrica spesifik timor belirteclerini kullanarak bir kanseri benign veya malign olarak
teshis etmek i¢in de kullanmaktadir [183]. Bu teknikde kullanilan biyolojik belirteclerin
doku ekspresyonu, farkli hiicresel bolmelerde ve hatta hiicre dis1 matris bilesenleri
halinde ortaya ¢ikabilmektedir [184—185]. Hwang ve ark. yapmis oldugu bir ¢alismada
mezoteliyoma hastalig1 i¢in bir biyobelirte¢ olan BAP1 proteinin ifade diizeylerini IHK
yontemiyle belirlemislerdir [186]. BAP1’in mezoteliyal hiicrelerde pozitif olarak
boyanmasi niikleer ekspresyonun homejen oldugunu gostermektedir. Hastalarin biiyiik
cogunlugunda BAP1 ekspresyonu homojen goziikmesine ragmen, mezoteliyoma’li
birka¢ hastada BAP1 ekspresyonunda %352 oraninda azalma kaydedilmistir [187]. Daha
once yapilan bazi calismalarda BAPI genindeki degisim ve protein ekspresyonu
arasinda giiclii bir iliski kaydetmislerdir. BAP1 genindeki mutasyon sonucu akciger,
meme, bobrek karsinomlari, tiveal ve kiitandz melanoma gibi ¢esitli malign tiimdrlerde

meydana gelebilmektedir. Ciinkii BAP1’in germline mutasyonu sonucu bu gibi
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timorlerde BAP1 ekspresyon kaybiyla sonuglanmaktadir [75, 146, 188]. Wiesner ve
ark. yapmis oldugu bir calismada BAPI ekspresyon kaybini primer uveal melanomla
iliskili olarak bulmuslardir. Ayrica uveal melanomlu hastalarin hayatta kalma oranimin
diisiik oldugunu gozlemlemislerdir [86, 189]. Yapilan baska bir calismada uveal
melonomlu 68 hastanin 33'inde BAPI ekspresyonun biiylik cogunlugu tiimor
hiicrelerinin ¢ekirdeginde saptanmistir. Hastalarin tamaminda ise sitoplazmik ifade
zayif veya orta derecede gozlemlenmistir. Mochel ve ark. yapmis oldugu bir ¢caligmada
yedi BHK’lu hastanin ¢ekirdek boyamasinda BAPlifade kayb1 goriilmiistiir. Ayrica 31
sporadik BHK hastanin otuzunda (% 97) BAPI1 pozitif boyanmas1 saptanmigtir [155].
Pena ve ark. yaptig1 ¢alismada ise germline BAP1 mutasyonlart bulunan tim BHK'l1
bireylerin tamaminda BAP1’in c¢ekirdekte ekspresyon kaybi oldugunu bildirdiler.
Dolayisiyla, aile hikayesi olan bireylerde BKH'da ¢ekirdek ekspresyonda BAP1 kaybu,
kalitsal BAP1 kanseri yatkinligi sendromu olan bireylerin belirlenmesinde yararli bir
belirte¢ olabilir. BAPI ekspresyonunun kaybi, sirasiyla % 100 ve% 98.6'lik pozitif ve
negatif prediktif degerlerle, bialelik BAPI mutasyonu ile korelasyon gdstermistir [190].
Bir arastirmada, 3p21'de BAP1 gen mutasyonu veya silinmesi yoluyla BAP1 geninin
bialelik inaktivasyonunun uveal melanoma hastalarinda artmis metastaz riski ile iliskili
oldugunu gosterilmistir. BAP1 protein kaybinin IHK degerlendirmesi bir¢ok caligmada
BAP1’in bialelik olarak inaktivasyonu i¢in miikemmel bir belirte¢ olarak gosterilmistir.
Bu nedenle, IHK kullanarak BAP1 proteinin, ekspresyonu, fonksiyonel durumunun
degerlendirilmesi ve metastatik riskin belirlenmesi ile prognozun tahmin edilmesi i¢in
hizli ve uygun maliyetli bir yontemdir [191]. Murali ve ark. kiitan6z melanomlu
hastalarda BAP1’in ekspresyonu IHK olarak tanimlamislardir. Kiitandz melanomu ve
BAPI ekspresyonu arasinda herhangi bir iliski kaydedememislerdir [192]. BHK cildin
en yaygin goriilen malign neoplazmidir. BHK nadiren metastatiktir ve epidermisin sag

follikiilii kok hiicrelerinden veya interfollikiiler bolgelerden kaynaklanir [193].

Bizim calismamizda gz kapagi, konjunktival ve orbital tiimorii hastalarinda
OGT ekspresyonlar1 IHK yontemle belirlendi. Yapilan literatiir taramasinda bu konu ile
ilgili yapilmis herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. OGT immiinolokalizasyonunun
BHK’lu tiimor alanlarinda ve yag dokusunda zayif, kas ve kan damarlarinda ise kuvvetli
olarak tespit edildi. RT-PCR analizi ile belirlenen OGT gen ekspresyonlarindaki 1,83
kat artisin biiyiik cogunlugu kas dokusundan kaynaklaniyor olabilir. Sonug olarak RT-
PCR, ELISA ve IHK yontemleri ile belirlenen OGT ekspresyonlari benzer olarak
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istatistiksel olarak anlamli bulunamadi. O-GIcNAc glikolizasyonu modifikasyonu,
cesitli hiicresel olaylarda yeni bir diizenleyici mekanizma olarak ortaya ¢ikan dnemli bir
post-translasyonel modifikasyondur. Son zamanlarda, c¢esitli caligmalar O-GlcNAc
glikolizasyonun insan meme, akciger ve kolon kanserlerinde énemli bir rol oynadigini
gostermistir [194]. Son zamanlarda, bircok onkogenin ve tiimdr siipresor genin O-
GlcNAc glikolizasyonu olabilecegi gosterilmistir; bu da bir kanser regiilatorii olarak O-
GIcNAc glikolizasyonun onemini gostermektedir [165]. O-GIcNAc glikolizasyonun in
vitro meme kanseri hiicrelerinin migrasyonunu/invazyonunu ve in vivo akciger kanseri
metastazin1 arttirdign  gosterilmistir [166].  O-GIcNAc glikolizasyonun ve OGT
ekspresyonu ayni zamanda, insan akciger ve kolon kanseri dokularinda ilgili bitisik
dokulara kiyasla onemli Olgiide yiikselmistir [71]. Meme kanserinde yapilan [HK
analiz, O-GIcNAc glikolizasyonu seviyesinin, ilgili bitisik dokuyla karsilastirildiginda
kanser dokularinda belirgin bir sekilde yiikseldigini gosterilmistir. Metastatik lenf
diigiimlerindeki O-GlcNAc glikolizasyon, primer timor dokularindan ¢ok daha yiiksek
oldugu kaydedilmistir [195]. Buna ek olarak, yeni caligmalar O-GIcNAc
glikolizasyonun tip 2 diyabet ve Alzheimer hastaligi gibi cesitli hastaliklarla iliskili
oldugunu ileri stirmiistiir [196]. Artmis O-GlcNAc glikolizasyonun, yiikselmis UDP-
GIcNAc konsantrasyonlari, azaltilmig ekspresyon ve OGA'nin ve artmig OGT
ekspresyonu ve aktivitesinden kaynaklandigi da ileri siiriilmiistiir [167]. Son zamanlarda
yapilan bir c¢aligmada, premalign ve malign deri tiimorlerinde O-GlcNAc
glikolizasyonun ve buna paralel olarak OGT ekspresyon diizeylerinin arttigi
kaydedilmistir [196]. Bununla birlikte, deri tiimorlerinde O-GIcNAc glikolizasyonun ve
OGT enzimlerin ekspresyonu ve fonksiyonel rolii heniiz belirlenmemistir. Yapilan bir
calismada, OGT ekspresyonu normal epidermiste ve tiim epidermal tabakalarda
gozlemlenmistir. Bu sonuglar, O-GIcNAc glikolizasyonun keratinosit farklilagmasi
sirasinda Onemli bir diizenleyici mekanizma olabilecegini ve toplam O-GIcNAc
glikolizasyonun seviyesinde bir dislsin, OGT'den ziyade OGA'nin artmis
ekspresyonundan kaynaklanabilecegini diislindiirmektedir [195,197].

Biz bu calismada goz kapagi, konjunktival ve orbital timori ile YY1
ekspresyonu  arasindaki  iliskiyi  IHK  yontemle  belirlemeye  ¢alistik.
Y'Y limmiinolokalizasyonunun BHK’lu tiim6r alanlarinda orta derecede bulunurken,
kas, yag ve kan damarlarinda kuvvetli olarak tespit edildi. Ayrica BHK’lu tiimor

alanlarinda istatistiksel olarak anlamli iliski gozlemlenmedi (p=0,983). YY1 protein
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diizeyleri (p=0,039) ise IHK sonuclariyla benzerlik gosterirken, YY1 proteinini
kodlayan YY1 gen ekspresyon diizeyleri, tiimor dokusu grubunda 1,77 kat artma
izlenmesine ragmen bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii (p=0,07).
Bu artis YY1’in ekspresyonun kas doku, yag doku ve kan damarlarinda yiiksek
olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Insan YY1 geni, sekiz farkli transkript (a, b, c, d, e,
f, g ve h olarak adlandirilir) iiretebilmektedir. Bununla birlikte, bu farkli izoformlarin
islevsel 6nemi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Yapilan bir¢ok calismada YY1'in
coklu tiimor tiplerinde asir1 eksprese oldugu bildirilmistir ve asir1 ekspresyonunun
kanserlerin klinik davranigini etkileyebilecegi diisiiniilmektedir [169,198]. Thomassen
ve ark. YY1'in metastatik meme kanserinde ekspresyonunun arttigin1 kaydetmislerdir
[199]. Yine ayn1 grup YY1 asir1 ekspresyonunun osteosarkom malignitesi ile giiglii
iligkisi oldugunu ileri sitirmiislerdir [200]. Chinnappan ve ark. YY1 ekspresyon
diizeyinin, kotl diferansiye tiimorlerde iyi diferansiye edilmis tiimdrlerden daha yiiksek
oldugunu bildirmislerdir. Ancak kanser prognozunda YY1'in rolii halen tartismali bir
konudur ve tiimor tiiriine veya diger bilinmeyen faktorlere bagl olabilmektedir [201].
Yapilan literatiir arastirmalarinda goz kapagi, konjunktival ve orbital tiimori ile YY1

ekspresyonu arasindaki iligskiyi veren herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Sonug olarak, biz bu ¢alismada géz kapagi, konjunktival ve orbital tiimorli
hastalarda BAP1, OGT ve YY1 ekspresyon diizeylerini RT-PCR, ELISA ve IHK gibi
yontemlerle belirlemeye ¢alistik. RT-PCR yontemiyle yapilan analizlerde BAP1, OGT
ve YY1 ekspresyon diizeylerin artis gozlemlememize ragmen istatistiksel olarak anlamli
bir iliski saptayamadik (p>0,05). Ancak ELISA ve IHK gibi ydntemleriyle yapilan
analizde BAPlve YY1 ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir iligki
kaydettik (p<0,05).

Bu ¢alisma goz kapagi, konjunktival ve orbital tlimorlii hastalarda BAP1, OGT
ve YY1 ekspresyon diizeylerini arasindaki iliskiyi belirlemek amaciyla diinyada yapilan
ilk ¢alisma olmasi bakimindan 6nem tagimaktadir. Buna benzer daha genis kapsamli
aragtirmalarda birey sayisinin artirilmasi; goz kapagi, konjunktival ve orbital tiimorlii
olusumunda risk faktorlerinin belirlenmesi agisindan anlamli sonuglar elde etmemize
katki saglayabilir. Dolasiyla sonuglarda daha anlamli degerler elde edilmesiyle gesitli
tiimorlerde biiyiik Ooneme sahip olan BAPI, OGT ve YY1 proteinlerin bu tiir

hastaliklarin teshisinde bir biyobelirte¢ olarak kullanilmasina imkan sunabilir.
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