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TESEKKUR

Genel Cerrahi uzmanlik egitimi siiresince;
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bir insan olan degerli biiytigiimProf. Dr. Cenap Dener’e
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acisindan bizlere yon veren degerli biliyligim fakiiltemiz Dekan’1, Prof. Dr. Mikdat
Bozer’e,

Gerek mesleki, gerekse insanlik agisindan bilgi ve tecriibelerini aktararak, engin
hosgorii ve sabriyla bizlere her zaman en iyiyi ve olmasi gerekeni dgretmeye calisan
hocadan ¢ok her zaman bizlere abilik yapan degerli biiyiiklerim Prof. Dr. Aydin Inan’a
ve tezimin her asamasinda engin tecriibesiyle yardimlarini esirgemeyen tez hocam Dog.
Dr. Onder Siirgit’e

Gerek mesleki, gerekse insanlik agisindan bilgi ve tecriibelerini aktararak, engin
hosgorii ve sabriyla bana her zaman en iyiyi ve olmasi gerekeni dgretmeye calisan
hocadan ¢ok her zaman bizlere ablalik yapan degerli biiyiigiim Dog.Dr. Meral Sen’e,

Birlikte ¢alistigim uzman abilerimize, cerrahinin zor ve ciddi emek isteyen ama
bir o kadar da eglenceli olan ¢etin yollarinda birlikte omuz omuza yiiriidiiglimiiz asistan
arkadaslarima,

Biiyiik bir saygi ve sevgi ile birlikte ¢alisti§imiz hemsire, servis ve ameliyathane
personeline kadar herkese tesekkiirlerimi sunmayi bir borg bilirim...

Tezimin belirlenmesinde ve genetik ayaginin olugmasinda ve yiiriitiilmesinde
bliyiik emegi olan Tibbi Genetik Boliimii 6gretim gorevlisi Dog. Dr. Esra Giindiiz’e ve
Yrd. Dog¢. Dr. Muradiye Acar’a ve genetik boliimii asistan ve diger personel arkadagslara
tesekkiirii bir borg bilirim.

Hayatimimn her doneminde destek¢ilerim olan, hayatin onca zorluguna ve
imkansizligina goglis gererek beni yetistirip bugiinlere gelmemde higbir fedakarliktan

kaginmayan, hayatimin bugiiniinii onlara bor¢lu oldugum dualarini benden higbir zaman



esirgemeyen anneme, merhum babama, ablalarima ve kardesime,

... Ve son olarak da bir genel cerrahi asistaninin esi olmanin tiim zorluklarini
yasayan, zor giinlerimde hep yanimda olan hayatimin anlami, yasama sevincim moral
ve nese kaynagim biricik sevgilim, esim Dr. Kamile Sahin’e sonsuz tesekkiirlerimi

sunarim.

Dr. Hiiseyin SAHIN
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1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen malign tiimor olup, kadinlarda
goriilen tiim kanserlerin yaklasik %30'unu olusturmaktadir. Meme kanserine bagl
Oliimler, akciger ve kolorektal kanserlerden sonra iiglincii siray1 almaktadir. 40-44 yas
grubundaki kadinlarda ise en sik 6liim sebebidir. Yakin zaman 6nce bulunan ve BIRCS
olarak da bilinen survivin, IAP (Apoptozis Inhibitdr Protein) ailesinin iiyesi olan, hiicre
boliinmesini diizenleyen ve apoptozisi baskilayan ¢ift fonksiyonlu bir antiapoptotik
proteindir. Genellikle embriyonik dokuda ve fetal dokuda asir1 eksprese olan survivin
normal dokuda tayin edilemeyecek kadar az eksprese olur. Yakin zamanda yapilan
calismalarda mesane, kolon, kolorektal, akciger, mide ve meme kanserlerinde survivin
genin asir1 eksprese oldugu bulunmustur (124,158). Survivin hiicre dongiisiiniin G2/M
fazinda ifade edilerek hiicrenin boliinmesini saglar. Survivin proteini, apoptozisi inhibe
ederek ve hiicre proliferasyonunu arttirarak tiimor olusumunu ve ilerlemesini sagladigi
diisiiniilmektedir (123). Survivin’in asir1 ekspresyonunun, kisalmis sagkalim ile iligkili
olmasmin yaninda kemoterapiye veya radyoterapiye direngli olan tiimdrlerin artmis
rekiirrens hizi ile iligkili oldugu bildirilmistir (169). Survivin’in akciger, mide, kolon,
meme, prostat, non-Hodgkin lenfoma gibi bir ¢ok kanser tiirlinde eksprese oldugu
gozlenmistir (124). Survivin’in mitoz ve apoptozisdeki gorevleri, bu proteinin, tiimdriin
bliylime potansiyeli olan hiicrelerinde eksprese edildigini ve tiimor olusmasi ile timdriin
biiylimesinde etkili oldugunu diislindiiriir. Bu a¢idan Survivin, potansiyel bir kanser
markeridir. Survivin, mesane kanseri olan hastalarin idrarinda tesbit edilmis. Boylece
survivinin spesifik ve sensitif bir diagnostik gosterge oldugu saptanmistir (123).
Kolorektal karsinomlu ve ndroblastomlu hastalarda yapilan immunohistokimyasal
caligmalarda, hastaligin kotii gidisati ile Survivin ekspresyonu arasinda klinik
korelasyon oldugu, dolayisiyla da Survivin’in potansiyel bir prognostik faktor
olabilecegi diistintilmiistiir (174). Yiiksek survivin diizeyi, tiimorlii hastalar i¢in negatif
bir prognostik faktordiir. Survivin gen ifadesinin diizenlenmesi transkripsiyon,
translasyon gibi cesitli asamalarda kontrol edilmektedir. Survivin geninin promotor
bolgesinde yer alan tek niikleotitlik polimorfizmler (SNPs), survivin gen ifadesini ve
kontroliinii etkiler. Bugiine kadar survivin geninin promotdr bolgesinde 5 polimorfizm

tammmlanmistir. Bunlar; -1547 A/G, -644 C/T, -625 C/G, -241 C/T ve -31 G/C



polimorfizmleridir.

Bunlarin i¢inden bizim ¢alismamizda arastirdigimiz Survivin promotor 1547A/G
polimorfizmidir. Survivin promotor 1547A/G gen polimorfizmi ile literatiirde sadece
kiiciik hiicreli akciger kanseri ve over kanseri ile ilgili toplam 2 adet yapilmis ¢alisma
bulunmaktadir (177,180). Survivin’in 1547A/G promotor polimorfizmine sahip over
kanserli hastalarda, hastaliginbaslangicinindaha geng yasta oldugugésterilmis.
Survivin’in 1547A/G promotor polimorfizmine sahip kiiciik hiicreli akciger kanseri olan
hastalarda, hastaligin kotii prognozlu oldugu istatiksel olarak giiglii bir sekilde
gosterilmis. Biz de yapmis oldugumuz bu ¢alismada, meme kanserlerinde ve kontrol
grubunda Survivin 1547A/G promotor polimorfizmini arastirdik. Bunun igin,
hastanemizde ameliyat edilmis olan meme kanserli hastalarin patolojik
spesmenlerindeki tiimorlii dokulardan almis oldugumuz orneklerde ve 30 yas iistii
saglikli kadinlardan kisisel onamlar1 alindiktan sonra alinan kan 6rneklerinde, Survivin
geni 1547A/G promotor polimorfizmini aragtirdik. Elde ettigimiz verilerle, bu
polimorfizmin meme kanserine yatkinlik yaratip yaratmadigim1i ve yine bu
polimorfizmin meme Kkanserli hastalarin prognozuyla olan iligkisini aragtirmay1
amagladik. Ayrica bu ¢alisma, Survivin 1547A/G promotor polimorfizmi meme
kanserleri arasindaki iliskinin incelenmesi bakimindan bildigimiz kadariyla literatiirdeki
ilk calismadir.

Kanser, hiicrede molekiiler degisikliklerle karakterize genetik bir hastaliktir. Bu
nedenle, kanser gelisimi ya da kansere yatkinlikla ilgili genlerin ve bu genlerdeki
polimorfizmlerin belirlenmesi, siiphesiz pek ¢ok kanserin erken tanis1 ve tedavisinde
yararli oldugu gibi meme tiimorlerinde de olduk¢a 6nem tasimaktadir. Hastaliklarin
genetik temelleri ve hastalikla ilgili molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmas ile hedefe
yonelik spesifik tedavi hedefleri belirlenebilecektir. Meme kanserinde ise, genomik
diizeyde sik tekrarlayan bir polimorfizmin saptanmasi hem erken tanida hem de
tedavinin spesifiklestirilmesinde yol gosterici olabilir. Boylece daha az yan etkisi olan,
hedefe yonelik spesifik tedaviler uygulanabilecek ve hastaligin tamamen eradikasyonu
saglanabilecektir. Bu agidan bakildiginda ¢alismamizin meme tiimorlerinin tanisinda,
patogenezinde, prognozunda ve tedavisinde Survivin’in Onemini arastiracak yeni

caligmalara da 151k tutacagi kanaatindeyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. MEME KANSERININ TARTHCESI

Meme kanserinin tant ve tedavisinin tarihsel evriminin bilinmesi 6nemlidir. Zira ilk
defa tanimlanan veya gerceklestirilen pek c¢ok yenilik, tedavi modeli veya teori
baslangicini meme kanseri ile yapmistir. Meme, muayene ederken goz ve elle ulagilmasi
en kolay organlardan biri oldugundan bu organda ortaya ¢ikan patolojik degisiklikler ilk
caglardan beri insanlarin ve hekimlerin dikkatini c¢ekmis dolayisiyla da OSnemli
gbzlemlerin yapilmasini saglamistir.

Milattan 6nce 3000- 2500 yillar1 arasinda Eski Misir’da Imhotep tarafindan
yazildigr tahmin edilen tibbi bir papirusta meme kanseri ile ilgili ilk kayitlara
rastlanmistir (1). Imhotep kanamay: durdurmak igin koterizasyon (kizdirilmis demir
aletleri ile) ve damarlari baglama teknigini gelistiren hekimdir (2). Hipokrat kanli meme
basit akintisi ile gelen meme kanserli bir hastayr da tanimlamis ve menopoz ile meme
kanseri arasindaki iliskiyi belirlemistir (1). Teb sehrinde 1862 yilinda Edwin Smith
tarafindan bulunup okunan bu papiruslar, M.O. 3000 yillarina aittir. 48 vaka igeren bu
papiruslarda abse, travma, infekte yaralar ve timor hakkinda bilgiler verilmistir.
Vakalardan 8’1 tiimorii diisiindlirmektedir. Bu vakalar sert, dokunuldugunda soguk, sivi
icermeyen bu nedenle abse ve inflamasyonlardan ayrilanlar olarak tarif edilmis, tedavi
olanagimin da bulunmadigr belirtilmistir.Yalniz bir hastada yanan bir odunla
koterizasyon denenmistir. Daha sonra M.O. 1500 yilina ait Eber papiruslarinda ise
meme kanserine ait herhangi bir kayita rastlanmamistir.Hamurabinin; hastasinin
Oliimiine sebep olan doktorun da Oldiirtilmesini kabul eden kanunu; Hipokrat’in ise
diger kanserler gibi meme kanserlerinin de cerrahiden yarar gérmez tavsiyesi, hekimleri
meme kanseri ile ugragmaktan bir siire alikoymustur (3).

MS 30°da Roma’l1 Celsus, iltihabin dort kardinal belirtisi tamtmlamistir. Ayrica
meme kanserinin 4 evresini; erken kanser, iilsersiz kanser, iilserli kanser, karnabahar
seklinde iilserli kanser seklinde tanimlamis ve adeta bugiin TNM siiflamasinda T1, T2-
T3-T4 tiimorleri tarif etmistir. Celsus erken kanser disindaki meme kanserlerine cerrahi
uygulanmamasi gerektigini savunmustur (1).

Ik kez Iskenderiyeli Leonides M.S.100.yillarda birbirini izleyen kesi ve



koterizasyon yaparak saglam meme dokusu ile timori ¢ikarmistir. Ebu Kasim (10.yy),
Mondeville(13.yy) ve Lanfranc, Leonides’in teknigini gelistirmislerdir. 16.ve 17. yy’da
once Fabry sikistirarak meme amputasyonu yapan bir alet gelistirmis daha sonra Arceo
ilk kez memenin cerrahi yolla ¢ikarildigi mastektomi ameliyatimi tarif etmis; Cabrol
buna biiylik pektoral kasin ¢ikarilmasini eklemistir. Kisa bir siire sonra ise Severinus
koltuk alt1 disseksiyonunu eklemistir (3,4).

Ortacag’da Aegina’li Paul (MS 625) ve Milano’lu Lanfranc (MS 1250)
yazdiklar1 kitaplarda meme cerrahisi hakkinda oldukga genis bilgiler vermislerdir. Razi
meme kanserinin tim olarak ¢ikarilabildigi durumlarda cerrahi tedavi ve alttaki
dokularin koterizasyonunu 6nermistir. Ibni Sina’nin “Kanun Fil Tibb” isimli kitabi
asirlar boyunca tek referans kitabi olarak Avrupa’da gegerliligini korumustur (2,5,6).
Vesalius meme kanseri i¢in mastektomi tavsiye etmistir (1). 16.yiizyilin baglarinda
yasamis olan ve devrinin en biiyiik cerrahi olarak kabul edilen Ambrose Pare yiizeyel ve
kiiciik tiimorlerin sadece eksizyon ile tedavi edilebilecegini ancak biiyiik timorlere
kursun plakalar koyarak dolagiminin yavaslatilmasi gerektigini bildirmistir (2).

W.Fabry ve J.Schultes 16.yiizyilin sonlarinda yazdiklar1 kitaplarda meme
ameliyatinin biitiin teknik sathalarin1 detayl bir sekilde anlatmiglardir. 17. ve 18.ytlizyil
Avrupasinda kanama ve infeksiyonlar nedeniyle meme ameliyatlar1 tehlikeli ve 6liimciil
kabul edilmis ancak deneyimli cerrahlar tarafindan yapilmasi onerilmistir. Bu déonemde
memenin ve aksiller lenf nodiillerinin anatomisi ve iliskisi anlatilmis ve kanser
ameliyatlar1 sirasinda ¢ikarilmasi kabul gormiistiir (1,6,7).

Halsted’in 19.yy.”in sonlarinda; Baltimor Johns Hopkins hastahanesinde
olusturduguameliyathanesinde radikal mastektomilerini (RM) uygulamasiyla ve meme
kanserinin lokal bir hastalik oldugunu ve o boélgenin ve bolgesel lenf ganglionlarinin
alinmasimin tedavi igin yeterli oldugunu sOylemesi ile baglayan meme cerrahisi
ameliyatlar tiim diinyada uzun yillar kullanilmig, ancak meme kanserinin sistemik bir
hastalik oldugunun ispatlanmasiyla degisiklik gostermistir. Halsted kendi adi ile
tanimlanan bu teorisine dayanarak Halsted mastektomisi olarak da bilinen radikal
mastektomiyi tariflemistir. Halsted RM’sinde prensip olarak meme, iizerini Orten cilt,
major ve mindr pektoral kaslar ve aksiller doku bir biitiin olarak ¢ikarilmakta ve cilt
defekti greft ile kapatilmaktadir. Daha sonra, bir yandan ¢ikarilan kisimlar

genisletilirken (genis radikal mastektomi) diger yandan modifiye radikal mastektomi,



basit mastektomi gibi sinirli meme amputasyonlari yapilmaya baslanmistir (8).

N.Y. Presbyterian hastahanesinde memenin fizik muayenesini standardize etmis,
Colombia klinik siniflamasini olusturmus ve inoperabilite kriterlerini koyarak RM’nin
liizumsuz yereuygulanmasini engellemistir. Bu ¢alismalar TNM simiflamasinin esasini
olusturmus ve 1954°de International Union Against Cancer ilk TNM siniflamasini
yapmistir (9). Londra’da D.H.Patey ve R.S.Handley, “major pektoral kas timor
tarafindan istila edilmedikg¢e ¢ikarilmamali” tezini ortaya atmis ve modifiye radikal
mastektomi teknigini gelistirmistir. Boylece RM’nin neden oldugu biiyiik deformitelerin
kismen de olsa dniine gegilmistir (1).

Mammografi meme kanserinin erken tanisini saglayan en Onemli kesiftir.
A.Salomon Almanya’da 1913’de, S.L.Warren Newyork’da ilk Mammografi
denemelerini yapmislar ancak R.Egan’in yumusak doku teknigini gelistirmesinden
sonra yaygin olarak kullanima girmistir. Ultrasonografi 1950°li yillarda, 151n vermeden
birgok lezyonun saptanmasini saglayan bir yontem olarak kullanilmaya baglanmis, bunu
manyetik rezonans goriintiilemesi ve PET gibi daha sofistike yontemler izlemistir (1,9).

20.yiizy1l bittiginde hala meme kanserinin gercek nedeni saptanamamistir. Buna
karsilik tiimoriin olugsmasina yol acabilecek hiicresel biliylime faktorlerini, hiicre igi
haberlesme yollarini, hangi genlerin ne tir bozulmalar ile karsilasirlarsa meme
kanserine yol acabileceklerini ve genlerin exprese ettikleri proteinlerini 6grendik.21.
yiizyilin baginda insan genomunun ¢ézlimlenmesi i¢in uygulanan ileri teknoloji, genetik
laboratuvarlar tarafindan kullanilmaya baslandi. Boylece gen ekspresyon taramalarini
komperatif genomhibridizasyonu (CGH) veya tek niikleotid polimorfizm taramasi
(SNP) izledi. Bu teknolojiler ile tek defada onbinlerce genetik lokasyon
taranabilmektedir. SNP, DNA’nin polimorfik sekanslarini da inceleyebildigi i¢in daha
yararli olmaktadir.

Bu teknikler ile yapilan genetik ve molekiiler arastirmalar bize meme kanserinin
tek tip bir hastalik olmadigini, dstrojen ve progesteron reseptorlerinin ve Cerb B-2 nin
(+) veya (-) olduguna gore “luminal hiicreli” ve “bazal hiicreli” olmak iizere 2 alt
grubun bulundugunu 6gretti. Meme tliimoriiniin biyolojik davranisi ve ¢esitli kemo-
normoterapilere nasil cevap verecegi bu yeni molekiiler siiflama ile 6nceden
saptanabilir hale geldi. Ozellikle genomik c¢alismalar ilerledikce meme Kanserinin

genetik temelleri ve hastalikla ilgili molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmas: ile



potansiyel tedavi hedefleri de belirlenebilecektir. Bu sayede daha az yan etkisi olan,
hedefe yonelik spesifik tedaviler uygulanabilecek ve hastaligin tedavisinin saglanmasi

mumkuin kilinabilecektir.

2.2. MEME KANSERININ EPIDEMiYOLOJISi
Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda goriilen en yaygin kanser tiirii olup, her yil
diinyada 1 milyon yeni olguya tani konmaktadir. Kadinlarda goriilen yeni kanser
olgularinin yaklasik %20’sini olusturur (10,11). Yasa bagl en yiiksek goriilme orani
yilda her 100.000 kadinda 86.3 ile Kuzey Amerika’da, en diisiik oran ise 11.8 ile Cin’de
goriilmektedir. Meme kanseri sikligi tilkeler arasinda farklilik géstermekte ve bu fark
ozellikle menopoz sonrasi kadinlarda daha belirgin sekilde ortaya ¢ikmaktadir (12).
Meme kanseri 50 yasina kadar yas artigina paralel olarak dik egimle yiikselis
gosterirken daha sonra bu artis orani azalir. Meme kanseri goriilme sikligi 1973’den
itibaren diinyanin cesitli tilkelerinde %1-2 oraninda bir artis gostermektedir (13).
Goriilme sikligindaki yillik artis, diisiik riskli toplumlarda daha belirgindir. Bu nedenle
zaman icinde bat1 lilkelerinde yasayan kadinlarla, dogu toplumlarindaki kadinlar
arasindaki meme kanseri siklig1 farkinin kapanacagi ongoriilmektedir (14). Insidansta
en biiyiik artis Kanada, ABD, Ispanya ve Isve¢’de (1960-1975 yillar1 arasinda %1.8)
ortaya ¢cikmistir. Amerikali bir kadinda yasam siiresi boyunca meme kanseri gelisme

olasilig1 %12.5, meme kanserinden 6liim olasiligi %3.4 olarak hesaplanmigtir (15).

2.3. MEME KANSERINDE MORTALITE

1950°den beri bir yandan meme kanser insidansi artarken diger yandan bu artisa paralel
olarak mortalite oran1 da artmis ve kadinlarda kansere bagli 6limler %18’e ulagsmustir.
Insanlarda genel olarak meme kanserine bagl &liimler, akciger kanseri ve kolorektal
kanserlerden sonra li¢iincii siray1 almaktadir. Kadinlarda kansere bagli 6liim nedenleri
ile yas gruplar1 arasindaki iliski arastirildiginda 40-44 yas arasinda meme kanserinin
birinci sirayr aldigi goriilmektedir. Goriilme sikligi yaninda mortalite de yasa bagh
olarak artmakta ve 80 yasindaki 100.000 kadindan 155’1 meme kanserinden dlmektedir
(14). Menopoz sonrasi yillarda mortalite, nedeni agiklanamamakla beraber; Japonya’da
azalirken, Yugoslavya’da sabit kalmakta, ABD’de ise giderek artmaktadir (12). Gog

eden insanlarda zaman i¢inde olusan mortalite degisikligi meme kanseri olusumunda



cevresel etkenlerin  ve  yasam  tarzimin  Onemli faktorler  oldugu
goriistiniidesteklemektedir. ABD’de ve Hawai’de dogan veya yasayan Japonlarda meme
kanserine bagli mortalitenin, Japonya’da dogan veya yasayan Japonlara gore daha
yiiksek oldugu saptanmistir (14). Meme kanserinde mortalite oran1 1973’den 1990’a
kadar yaklasik sadece %]1.5 artisla sabit kalirken 1991°den itibaren meme kanseri
mortalitesinde yillik %1 azalma olmustur. Bu iyilesme taramaya; tedaviye ve yas,
hormonal durum ve karsinojen temasi gibi toplumdaki demografik degisikliklere

baglanabilir (12).

2.4. TURKIYEDE KANSER MORTALITESI

Gelismis lilkelerde oldugu gibi Tiirkiye’de de 1990-1995 yillar1 arasinda en sik 6lim
nedeni kardiovaskiiler sistem olup ikinci sirada kanser yeralmaktadir. Siire¢ i¢inde
enfeksiyon hastaliklart daha iyi kontrol altina alinmistir. Ciinkii tanisal olanaklar ve
toplumsal biling artmistir. Saglik Bakanlig1 kanser kayit verilerine gore; 1994°de 12.124
erkek ve 7976 kadin olmak tizere toplam 20.100 kanser olgusu bildirilmistir. Erkeklerde
en sik karsilasilan ti¢ kanser tiirii akciger kanseri, 16semi- lenfoma ve mide kanseri iken
kadinlarda ise meme kanseri, 1osemi-lenfoma ve uterus kanseridir. 1975-1978 ile 1994
yillarina ait kanser istatistikleri kiyaslandiginda; akciger kanseri %14’den %28’e
yiikselirken, kadinlarda meme kanseri %11.5’den %14.5’e yiikselmistir. Kadinlarda
meme kanseri mortalitesi 1980°den 1995 yilina kadar olan déonemde giderek artmis ve

akciger kanserinden sonra ikinci siraya ylikselmistir (16).

2.5. MEME KANSERININ ETYOLOJISI

Meme kanserinin etyolojisinde aydinlatilamamis pek ¢ok nokta bulunmakla beraber;
genetik ve c¢evresel kosullarin rol oynadigi diisiiniilmektedir. Karsinojen metabolizmasi
icinbiyosentetik yollarda ve steroid hormon metabolizmasinda kisiler arasinda énemli
farkliliklar vardir (17). Bu farkliliklar ksenobiyotik metabolizmasindaki enzimleri
(XME) kodlayan genlerdeki polimorfizmlerden kaynaklanmaktadir. XME gen
polimorfizmleri; yasami boyunca Ostrojen, Ostrojen metabolitleri ve diger
karsinojenlerden etkilenen kadinlarin alt popiilasyonunu belirleyebilir (18). Bu gibi
degisiklikler reprodiiktif olaylar, hormon maruziyeti ve bununla beraber yasam sekli ve

cevresel risk faktorleri gibi diger risk faktorlerinin de meme kanseri ile iligkisini kismi



olarak agiklamaktadir (19).

2.5.1. Genetik ve Aile Oykiisii

Genetik faktorler meme kanserinin etyolojisinin yaklagik dortte birini olusturmaktadir
(20). isvegli, Danimarkali, Finlandiyal1 mono ve dizogotik ikizler iizerinde yapilan bir
calismada; genetik faktorler tim meme kanserli olgularin %27’sini agiklayabilmistir
(19). Macklin meme kanserli bir kisinin annesinde toplumdaki kadinlara gére meme
kanseri gelisme olasiliginin 2 kat fazla, kiz kardesinde ise 2.5 kat fazla oldugunu
gostermistir. Atipik hiperplazi saptanan kadinlarda meme kanseri olusma riski %4.4
artarken atipik hiperplazi ile birlikte ailevi meme kanseri Oykiisii olanlarda meme
kanseri olugma riski %9 artmistir (14).

Meme kanserinin etyolojisinde; tek basina meme kanser riskini yiikselten allelik
varyantli genler (yiiksek penetransli genler) ve tek basina kanser riskinde daha az etkili
olan genler (diisiik penetransli genler) olmak {lizere iki grup gen vardir. Yiiksek
penetransli genlerin hastalifa neden olan allelik varyantlar1 genel popiilasyonda
beklenenden azdir. Popiilasyonda bu genotiplerle aciklanabilecek meme kanserini orani
diisiik penetransli genlerden gok daha azdir (21).

BRCAT (“Breast cancer susceptibility gene”’-meme kanserine yatkinlik genil),
BRCA2 ve p53 (timor baskilayici gen) yaygin olan yiiksek penetransli genler olup
timor supressor gen grubundandirlar. Bu genlerin erken donemde goriilen meme
kanserlerinin familyal grubunun asagi yukar yarisini kapsadigi tahmin edilmektedir. Bu
genler hem hastaligin erken baslangi¢li olmasina, hem de miiltifokal tiimdrlere
yatkinliga neden olur (19). BRCA1l ve BRCAZ2 proteinleri genomik stabilitenin
korunmasinda, DNA zararlarma hiicresel yanitta, transkripsiyonel regiilasyonda ve
hiicresel proliferasyonda rol oynar (22). BRCAL geninin lokalizasyonu 17q12-21
seklindedir ve otozomal dominant 6zellik gosterir. Bu gen kalitsal meme kanserlerinin
biiylik bir kismindan (%42) sorumludur (19). Erken meme kanserlilerde BRCA1’de
erken protein sonlanmasina neden olan bir mutasyon (1200 insA), bir yanlis anlam
mutasyonu (2080A—G) ve gen dizi farklilagmasi bulunmustur. BRCA2 13q12-13
kromozom boélgesinde yer alir. BRCA2 genindeki mutasyonlar, kalitsal kadin meme
kanser vakalarmin %32’sini ve erkeklerdeki meme kanserlerinin ¢ogunu agiklar. iki

adet birinci derece akrabasinda meme kanseri olanlarda erken protein sonlanmasina



neden olan (6880 insG) ve (3034 delAAAC) BRCA2 mutasyonu saptanmistir. Bu
genlerin kaliimsal meme kanseri ile iliskisini belirlemek amaciyla yapilan popiilasyon
genetigi c¢alismalarinda degisik toplumlarda BRCA1 ve BRCA2mutasyonlarinin
sikliklarinin 6nemli farkliliklar gosterdigi gosterdigi goriilmiistiir. Yapilan ¢alismalarda
BRCA1 mutasyon sikligi Izlanda’da %9 iken Rusya’da %79 olarak bulunmustur. Yine
BRCAZ2 geni i¢in de énemli farkliliklar saptanmistir. Finlandiya’da %8, izlanda’da %64
oraninda mutasyon tespit edilmistir (23). p53 timor siipresor geni 17. kromozomun
p12-13.3 gen bolgelerinde bulunan ve hiicrede proliferasyonu diizenleyen 53 KD’luk bir
fosfoprotein kodlayan gendir. Bu protein hiicrenin S fazina girmesini pRb
fosforilasyonunu engelleyerek meydana getirirler. pS3 geni, insanlarda gozlenen bir¢ok
kalitsal ve sporadik form kanserde aktif olarak rol oynamaktadir. Bu gendeki
mutasyonlar kanserde en sik rastlanan genetik degisikliklerdir. Mutasyonlar hiicre
proliferasyonundaki en 6nemli baskilayici mekanizmay1 ortadan kaldirirlar ve hiicrede
genetik bir instabilite olustururlar. Bu olay tiimor proliferasyonunun artmasina yol agar
(24). Hiicre boliinmesini durduran ve DNA hasarinin diizeltilmesini saglayan genlerin
transkripsiyonunu aktive eden bir transkripsiyon faktorii olmasinin yani sira p53
onarilmayan DNA hasarli hiicrelerde de apopitozu saglayan bir role sahiptir (25).

Endojen faktdrler veya yasam sekli ile birlikte hareket eden yaygin genler
(diisiik penetransli genler) heniiz tam olarak tanimlanmamistir. Diisiik penetransl genler
tizerindeki bilgilerimiz meme kanseri lizerine etkisi oldugu diisiiniilen biyokimyasal ve
fizyolojik yollara dayanmaktadir. Substrata bagli olarak enzimler bu yolda ya inaktif
yada aktif role sahip olabilirler. Yapilan ¢ok genis capl ¢alismalarda, meme kanserine
iliskin diisiik penetransl genlerin CYP, GST, NAT ve COMT u kodladig1 saptanmistir
(19,26).

Meme kanserlerinin yaklasik %30’unda meme epitelinde mutasyonlar sonucu
protoonkogen overekspresyonu gozlenmektedir. Bunlar arasinda en karakteristik olan
HER-2 (Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii) protoonkogeninin overekspresyonudur.
HER-2 geni epidermal biiyiime faktor reseptor ailesinin (HER-1, HER2, HER3, HER4)
bir iiyesidir (26). HER-2 geni 17q12-q21 kromozom bélgesinde lokalizedir. Yaklasik 3
kb uzunlugundadir ve 27 ekson i¢cermektedir. HER-2 185 kd agirliginda tirozin Kinaz
aktivitesi gosteren bir reseptdr kodlar. Asirt HER-2 ekspresyonu hiicre yiizeyinde

homodimer (HER2-HER2) ve heterodimer (HER2-HERI1) olusumu artisina yol



agcmaktadir (27). HER-2’nin olusturdugu dimerler diger aile iiyelerinin birlesmesiyle
ortaya ¢ikan dimerlerden daha aktiftir. Dimerler olustuktan sonra; Ras/MAP Kinaz, PI-
3K/Akt, JAK/STAT, PLC-y, src ve strese bagl aktiflesen kinaz gibi degisik sinyal
yollarmin uyarilabildigi gdsterilmistir. Ostrojen reseptdrii negatif tiimorlerde HER-2
ekspresyonu daha sik goriiliirken reseptor pozitif tiimorlerde ekspresyonun daha
endergozlenmesi HER-2 ile Ostrojen reseptdrii arasinda endokrin ve parakrin sinyallerin

etkilesimi ile birbirini baskilayan bir ¢evrimin bulundugunu diisiindiirmektedir (28).

2.5.2. Endokrin Nedenler

2.5.2.1. Reprodiiktif Faktorler

Son yapilan ¢alismalar endojen hormon seviyesi ve meme kanserine yakalanma riski
arasinda bir baglant1 oldugunu gostermistir. Bu baglamda en azindan dstron, dstrodiol,
oOstriol, androstenedion, testesteron, dihidroepiandrosteron, progesteron, seks hormonu
baglayan globulin ve prolaktin serum diizeylerinin Onemli faktorler oldugu
diisiiniilmektedir. Yasam boyunca kadinlar; menarsta, ilk gebelik doneminde, ¢ok
sayidaki gebelik ve menopoz ¢agini igeren bazi donemlerde endojen seks hormonlarina
maruz kalmaktadir. Cok erken donemde baslayan diizenli mestrual siklus, menarstan
sonraki birka¢ yil cok yiiksek diizeydeki Ostrojen seviyesi sonucu meme epitelinin
sirekli Ostrojene maruz kalmasi ile kadinlarda meme kanserine yakalanma riski
artmaktadir (19). Genel olarak menarsin her bir y1l gecikmesi ile meme kanseri riskinin
%20 azaldig1 kabul edilmektedir. Ancak, meme kanseri riski yoniinden menstruasyonun
baslama yas1 yaninda ilk diizenli (6nceden tahmin edilebilen) menstruasyon yasi da
onemlidir (14). Benzer sekilde, menopozun ileri yaslara kadar sarkmasi ovulator
sikluslarin sayisini arttirmakta ve bu da riskin artmasina neden olmaktadir (19). 45
yasindan Once menopoza giren kadinlarda meme kanseri riski, 55 yasindan sonra
menopoza girenlerin yaris1 kadardir. Menopoz yasinda her bir yillik artis igin meme
kanserine yakalanma riski yaklasik olarak %3 artmaktadir (14).

Yiiksek parite ve erken dogum yas1 gibi faktorlerin her ikisi de yasam boyunca
meme kanser insidansinin diisiik kalmasinda etkilidir (19). Ik ¢ocugunu 20 yasindan
once yapma, ilk ¢ocugunu 30 yasindan sonra yapmaya gore meme kanserine yakalanma
riskini yar1 yariya diistirmektedir. Paritenin koruyucu etkisi ve mekanizmasi tam olarak

anlasilmamakta ancak meme bezi hiicrelerini erken donemde tam olarak farklilagtirdigi
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ve onlarn karsinojenik transformasyonlara daha az duyarli hale getirdigi
distintilmektedir (29). Ayrica siirekli emzirme de meme kanserine yakalanma riskini
azaltmaktadir (30). Uzun siiren laktasyonlarin toplam ovulatuar donem sayisini
azaltarak koruyucu etki yapmasi beklenmektedir. Cin’de yapilan bir ¢alismada toplam 5
yillik bir emzirme siiresinin meme kanseri riskini %30, 4-12 ay arasinda emziren
kadinlarda riski %11; iki y1l veya daha fazla emzirenlerde ise %25 oraninda azalttig
gosterilmistir (14). Ostrojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptdrii (PR) pozitif
olanlar negatif olanlarla karsilastirildiginda yukarida bahsedilen hormonla iligkili

faktorlerin bu kisilerde daha etkili oldugunu gostermistir (31).

2.5.2.2. Hormonal Faktérler
Cinsiyet hormonlar1 kadinlar arasinda yaygin olarak kullanilan ilaglardir. Bu da onlarin
giivenirliligini arttirmaktadir. Genellikle, hormonlarin zararli etkilerini ayr1 ayri
calismak miimkiin degildir. Clinkii bunlarin birgogu ya kombinasyon seklindedir ya da
ayn1 hastada arka arkaya kullanilmaktadir. Ornegin; oral kontraseptif veya hormon
replasman tedavisi (HRT) (19). Epidemiyolojik olarak yapilan 54 ¢alismanin sonuglari
toplu olarak analiz edildiginde; oral kontraseptif kullanimi siiresi artisiyla meme
kanserine yakalanma riskini arttirdig1 saptanmistir. Premenopoz ve uzun siireli oral
kontraseptif kullanmis kadinlarda rolatif risk bir metaanalizde 1.5 bir digerinde ise 1.4
olarak bulunmustur. Genellikle 35 yas ve altindaki kadinlarda daha belirgin risk artisi
gozlenmektedir. 45 yas altindaki gen¢ kadinlarda uzun siireli oral kontraseptif
kullaniminin etkisini arastiran yedi ¢alismanin tiimiinde meme kanseri riskinin %3.1
arttig1 hesaplanmistir. Buna gore 10 yil boyunca oral kontraseptif kullanan geng bir
kadinda hi¢ oral kontraseptif kullanmayan bir kadina gére meme kanseri olusma riski
%36 artmaktadir (14). Oral kontraseptiflerin kullaniminin kesilmesinden sonraki 10
yillik siirecte meme kanserine yakalanma riski tizerindeki etkisi ortadan kalkmaktadir.
Yapilan 51 calismanin analizi; HRT kullanan kadinlarda meme kanserine
yakalanma riskinin azda olsa artigin1 gostermistir (19). 5 y1l veya daha uzun siireli HRT
kullanan kadinlarda riskte %35 oraninda bir artis gozlenmistir. Bu artis hormon
kullanimina son vermeyi izleyen 5 yilda ¢ogunlukla ortadan kalkmaktadir. Gegmiste
hormonlar 6zellikle Ostrojenlerden olusmasina karsin  giinlimiizde Ostrojen ve

progesteron kombinasyonundan olusmaktadir. Kombine kullanim, &strojenin tek basina
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kullanimima gore riski daha da arttirmaktadir (32). Ostrojen—progestin kullanimiyla
ilgili (5 yillik kullanim i¢in) kontrollii olarak yapilan ¢aligmalarda meme kanserinde
%26’lik bir artig saptanmustir (33). Daha 6nce HRT kullanan kadinlarda kanserin hig
kullanmayanlara gore daha az agressif olma egiliminde oldugu gosterilmistir,
ancakbununla c¢eliskili olan sonuglarda vardir. HRT kullanicilarinda mortalite oraninin
diistikoldugu fakat uzun siireli kullanimlarda saglanan yararin azaldigi gosterilmistir
(19). Bocek zehirleri (pestisid), boyalar, kirleticiler ve gida koruyucularmi igeren,
Ostrojene benzer etkileri olan kseno-0strojenlerin meme kanserinin etyolojisinde dnemli
bir role sahip olabilecegi gosterilmistir. Ornegin; PCB (polychlorinate biphenyl)’nin
katekol metabolizmasinin karsinojenik Ostrojen metabolitlerini inhibe ederek Ostrojen

metabolizmasini degistirdigi gosterilmistir (34).

2.5.3. Cevresel Faktorler

2.5.3.1. Sigara

Sigara ve meme kanserine yatkinlik iizerine yapilan ¢aligmalarda farkli sonuglar elde
edilmistir. Meme kanserinin gelisme riskinin sigara igiciligi ile iliskisinin zayif oldugu
bilinmektedir. Istatistiksel olarak énemli etkileriyse; erken yaslarda baslayanlarda, asir1
kullananlarda ve pasif icicilerde gdzlenmistir. Ote yandan tiitiin dumanmda bulunan
bazi ajanlar antidstrojenik etkilere sahiptirler. Ornegin; nikotinin CYP19 enzimlerini
inhibe ettigi gosterilmistir. Bu nedenle sigara kullananlarda menopoz kullanmayanlara
gore daha erken gergeklesmektedir. Sigara katran1 3000°den fazla bilesik icermektedir.
Bunlarin 30 tanesininkarsinojen oldugu bilinmektedir. Sigara dumanindaki en onemli
karsinojenler; polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), aril aminler, heterosiklik
aromatik aminler (HAA) ve N-nitrosaminlerdir. Sigara dumani ile viicuda alinan
PAH’lar ilk evrede: Sitokrom P4501A1 (CYP1Al), ikinci evrede ise Glutatyon S
transferaz (GST) enzimleri tarafindan detoksifiye edilerek suda ¢oziinebilir tiirevlerine
dontstiirtilir. PAH’lar meme hiicreleri i¢cin mutajenik etkiye sahiptirler ve lipofilik
bilesikleri memeyi de igeren adipoz dokularda depo edilir. Bu nedenle, PAH-DNA
hasar1 normal meme dokusunda meme kanserli dokuda belirlenmistir. Aromatik
aminler, N-asetiltransferaz (NAT) enzimi ile N asetilasyon katalizasyonu yoluyla
detoksifiye olurlar. NAT yoluyla O-asetilasyonu bunlarin aktivasyonu ile sonuglanir.

Maternal PAH’e maruz kalma, diisik dogum agirhigi ve erken dogum riskini
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artirmaktadir. Annenin ¢evredeki tiitliin dumanindan etkilenmesiyle neonatal iiriner 8-
OH-dG derisimi artarak, hiicresel oksidatif stres yoluyla kotii hamilelik sonucunun

belirleyicisi olur (19).

2.5.3.2. Besinlerdeki Yag Miktari

Insanlarin aldig giinliik besinler ¢ok ¢esitli dogal karsinojenler ve anti-karsinojenleri
igerir. Bu bilesiklerin bir gogu DNA hasarina neden olan oksijen radikalleri olusumuna
neden olur. Bu nedenle asir1 yag kullanimi 6zellikle poliansature edilmis yag asitlerinin
almim1 meme kanser riskini arttirmaktadir (19). Eritrositlerde, kolesterolle beslenme,
malondialdehit (MDA) ve katalaz diizeylerini degistirmemis, SOD ise artmistir. Torasik
aorta dokusunda kolesterolle beslenen tavsanlarda katalaz degismezken SOD aktivitesi
artmistir. Genis bir grubun ele alinarak izlendigi bir calismada ise meme kanseri gelisen
kadinlarin  beslenme  sekliyle ayn1  grupdaki meme kanseri gelismeyen
kadinlarinbeslenme bi¢imi kiyaslandiginda; yag alimi ile meme kanseri arasinda

iliskibulunamamustir (14).

2.5.3.3. Viicut Agirhg:

Obezite postmenopozal kadinlarda hem asir1 endojen Gstrojen seviyesi hem de meme
kanserine yakalanma riski ile iligkilidir. Obez olan postmenopozal kadinlarda sirkiile
olan &strojenin biiylik cogunlugu adipoz dokularda androjenin dstrojene doniisiimiiyle
olusur (35). Bu durum sitokrom P45019(CYP19)’la katalize olan in situ
aromatizasyonun dokularda ostradiol seviyesini, sirkiilasyon yoluyla tiretilen Ostrojene
gore daha etkili bir sekilde arttirmasiyla gerceklesmektedir. Buna zit olan bir iligki obez
ve premenopozal meme kanserliler arasinda gosterilmistir. Bu kadinlarda anovulasyon
seviyesinin yiiksek olmasi daha diigiilk dstrojen miktariyla sonuglanmaktadir. Fiziksel
aktivitenin meme kanserine yakalanma riskini azalttig1 belirlenmistir. Fiziksel
aktivitenin diizenli ovulator siklusu azaltan ve metillenmis katekol dstrojen miktarini

arttiran bir mekanizmayi igerdigi gosterilmistir (19).
2.5.3.4. Vitaminler

Antioksidanlar, hem direkt, hem de dolayli olarak ksenobiyotiklerin, ilaglarin,

karsinojenlerin ve toksik radikallerin istenmeyen etkilerine karsi hiicreleri koruyan
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maddelerdir. Dogal antioksidan kaynagi olan vitamin ve sebzelerin kullaniminin meme
kanser riskini azalttig1 gosterilmistir.Askorbik asit, a-tokoferol ve karotenoidleri iceren
antioksidan besinlerin yiiksek tiiketimi ile ters iligskilendirilmesi kadar, meyve ve sebze
alimi ile meme kanseri riski arasindaki iliskiyi destekleyen nispeten tutarli bilgiler de
vardir(19). Bu besinlerin prooksidan hiicre aktivitesi ve antioksidan savunmalari
arasindaki dengeyi degistirerekoksidatif stres ve ROS iiretimini etkiledigine dair bir
hipotez vardir. ROS’lar normalhiicre solunumu, hiicre stresi ve inflamasyonu sonucu
iretilir. Toksik ajanlardanetkilenim veya patolojik siiregte savunma mekanizmasindaki
yetersizlik ROS’un yoguniiretimine neden oldugundan oksidatif stres olusabilir. Lipit
peroksidasyon, protein degisikligi, membran hasart ve mitokondrial hasar ve de
kirilmalarina kadar varan DNAhasar ile sonuglanir (36). Karotenoidlerden A vitamini
hiicre farklilagsmasinda regiilatdrolarak rol oynadigi i¢in hiicrelerin malign forma
gecisini Onleyebilir. Retinol in vitro kosullarda insan meme kanseri hiicrelerinin
biiyiimesini 6nlemistir (14). Diyetle alinin a-tokoferol lipid peroksidasyona karsi korur
ve steroidlerin neden oldugu karaciger hiicrehasar1 ve tiimor gelisimine karsi
kullanilabilir. Ancak; Vitamin C ve E'nin artmis lipidperoksidasyon ve serbest
radikallere kars1 savunmada yetersiz kaldig: belirtilmistir.Riboflavin, niasin suda eriyen
vitaminlerdir. Flavin mononiikleotid (FMN) gibi aktif koenzim formlarinda ve flavin
adenin dintikleotid (FAD) halinde hazir bulunan riboflavin, solunum zinciri yoluyla
enerji lretiminde ve sayisiz metabolik yolda oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarina
katilir. Niasin ve onun kofaktorii olan nikotiamid adenin diniikleotid (NAD) ve
nikotiamid adenin diniikleotid fosfat (NADP) doku solunumunu kapsayan oksidasyon—
rediiksiyon reaksiyonlarimin bir ¢esidi olarak Onemlidir. Nikotinamidin koruyucusu
etkisi bir serbest radikal artik¢isi olmasindan ve poli ADP-riboz sentetazin
inhibisyondaki etkisinden ya da hiicredeki NAD diizeyinin yiiksekliginden
kaynaklanabilir (37).

2.5.3.5. Alkol

Giinliik olarak alinan bir ile bes bardak arasinda alkoliin meme kanserine yakalanma
riskini arttirdigr gosterilmistir. Alkolik kadinlarda yapilan ¢alismada ise meme
kanserine yakalanma riskinin yalnizca %15 oraninda arttigi gosterilmistir. Alkol

kullaniminin  6zellikle yetigkinlik c¢agmin erken donemlerinde zararli oldugu
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gosterilmistir. Alkoliin karsinojenik etkisinin mekanizmasi tam anlagilmamistir. Ancak
alkol kullanan kadinlarda Ostrojen seviyesinin arttigini gosteren goriisler vardir. Bir
diger goriis; alkol ile indiiklenen ROS’un olugmasi ve adduct olusumunun artmasini, bu
nedenle  detoksifikasyon  enzimlerinin  proteinekspresyonlarindaki  azalmalari

kapsamaktadir (19).

2.5.4. Diger Risk Faktorleri

Iyonizan radyasyonun kadin ucus gérevlilerinde, hemsirelerde ve kimyagerler arasinda
meme kanser riskini arttirdigi gosterilmistir (19). Elektromagnetik alanlarin melotonin
tiretimini baskilayarak meme kanser riskini etkiledigine dair gili¢lii olmayan kanitlar
mevcuttur. Yiiksek sosyo-ekonomik durum ve meme kanseri arasinda pozitif bir iliski
bulunmustur (38). Adolesan ve eriskin donemde yapilan egzersizlerin meme kanseri
riski ilizerine etkisini aragtiran bir ¢alismada egzersizin 40 yasin altindaki kadinlarda
meme kanseri riskini azalttig1 gosterilmis ve haftada 4 saat veya daha fazla egzersiz
yapan kadinlarda kanser riskinin hi¢ egzersiz yapmayanlara gére %60 daha az oldugu

bildirilmistir (14).

2.6. KANSER GENETIGI

Kanser, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi olarak tanimlanabildigi ve kanser hiicresinin baska
biyolojik karakteristikleri de vardir. Bunlar arasinda hiicre kiiltlirlerinde kontakt
inhibisyondan kagabilme, boliinebilmek ic¢in dis uyaranlara (sinyallere) gereksinim
gostermeme, ¢ogalmayi baskilayic1 sinyallere duyarsizlik, apoptozisten kagabilme,
anjiyogenezi uyarabilme ve metastaz yapabilme sayilabilir (39).

Normal olan bir hiicrenin gelistigi organizmanin oliimiine yol agabilecek bu
olumsuz oOzellikleri sonradan nasil edindigi, bir baska deyisle “onkogenez” ya da
“karsinogenez” olarak adlandirilan bu siiregte hangi mekanizmalarin rol oynadig1 ancak
yakin zamanlarda ve kismen anlasilabilmistir. Buna gore onkogenez, genetik
degisiklikler; yani mutasyonlar lizerinden gelisen bir siiregtir. Son yillarda epigenetik
degisikliklerin de hiicrenin malign karakter kazanmasinda ©onemli rol oynadigi

anlasilmistir (Sekil 1).
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Sekil 1.Kanser gelisiminde birkag¢ genin nasil isbirligi yaptigini géstermektedir

Ug resim bir hiicreninyasamimin 3 asamasini gdstermektedir: boliinme (iistte), farklilasma (solda) ve
programlanmis hiicre liimii (sagda). Onemli genler ve bunlarin ishirligi oklarla gosterilmistir. Hiicre
yapisma sinyalleri betaKatenin yoluyla hiicre boliinme sisteminin bilesenlerine aktarilir ve RB1 geninde
toplanir (hiicre ¢evriminin bir diizenleyicisi). Biiyiime sinyalleri de genlerden gegerek ayni kontrol
noktalarina yakinsar, 6rnegin tirosin kinaz aktivitesi (RTK) olan hiicre yiizeyi reseptorleri ve bunlarin
hiicre dist transmitorleri (RAS). Seklin altinda, hiicre boéliinmesi kontroliinin evrensel “fren”i
gosterilmistir: p53 proteini. p53°li kodlayan gen olan TP53, ¢cogu kez ¢evresel mutajenlerin hedefi olur,
ornegin DNA’da baz degisiklikleri olusturan ve bir yiyecek bulasani olan aflatoksin. Bu mutasyon fren
etkisini ortadan kaldirir ve kontrolsiiz gogalmaya neden olur (39).

2.6.1. Kanser Genetiginde Temel Kavramlar

1. “Germline” mutasyon:

Gonadlardaki germ hiicrelerinde (esey hiicresi; sperm ya da ovum) ortaya ¢ikan
mutasyonlardir. Bu tiir bir mutasyon tasiyan bireyler bunu cocuklarina gegirebilir.
Mutasyonu alan ¢ocuk yalnizca germ hiicrelerinde degil, viicudunun tiim hiicrelerinde o

mutasyonu tagiyacaktir. Kalitsal kanserlerden germline mutasyonlar sorumludur.
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2. Somatik mutasyon:

Germ hiicreleri haricindeki viicut hiicrelerinde, yani somatik hiicrelerde ortaya ¢ikan
mutasyonlardir. Bu tiir mutasyonlar sonraki kusaga gecmez, biyolojik sonuglari yalnizca
ortaya ciktiklar1 bireyi etkiler. Kalitsal 6zellik géstermeyen, yani sporadik kanserlerin
gelisiminde somatik mutasyonlar rol oynar.

3. Proto-onkogen:

Hiicre cogalmasinda itici rol oynayan genlerdir. Hiicre ¢ogalmasi normalde
fizyolojik gereksinimlere gore ve kontrollii olarak yiiriitiilmektedir. Protoonkogenlerin
belli basli islevleri asagida gosterilmistir (39,40).

1. Transkripsiyon faktorleri

2. Biiylime faktorii ve biiylime faktorii reseptorleri

3. Apoptozisin baskilanmasi

4. Kromatinin modifiye edilmesi

5. Hiicre igi sinyal iletimi

6. Membranla iliskili G proteinleri

Bir proto-onkogen, aktive edici bir mutasyona ugrayarak devamli
(konstitiisyonel) bir etkinlik durumu igine girebilir; boyle bir proto-onkogene de
onkogen denir.

4. Tiimor siipresor genleri:

Hiicre ¢ogalmasinda negatif yonde rol oynayan genlerdir. Proliferasyonu dogrudan
baskilayan timor siipresor genlere “bekci” (gatekeeper) tipi genler denmektedir.
Bekgiler hiicre ¢evrimini (siklusunu) denetlerler, hiicreyi apotozise yonlendiren genler
de bu gruptadir. Ornegin TP53 her iki 6zellige de sahip 6nemli bir tiimdr siipresor
genidir. Tiimor siipresor genlerinde ortaya cikan islev kaybettirici mutasyonlar da
hiicreye ¢ogalma yoniinde bir iistiinliik saglar. Hiicre cogalmasin1 dogrudan baskilayan
beketi tipi tiimor slipresor genlerden baska, dolayli etki gosterenler de vardir. Bunlara da
“bakic1” (caretaker) tipi timor siipresor genleri denir. Bakicilar genomun
biitiinliiglinden sorumlu DNA tamir genleridir ve mutasyon olusumunu engellerler.
Bunlarin kendileri islev kaybettirici bir mutasyona ugradiginda, genom boyunca
mutasyonlar ortaya ¢ikmaya baglar, yani genomik instabilite gelisir. Genomik instabilite
beke¢i tipi tiimor siipresor genleri ve protoonkogenlerin mutasyona ugramasiyla

sonuglanabilir. Bazi germline timor siipresor gen mutasyonlar1 kalitsal kanserlerle
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iligkilidir. Bunlar sporadik kanserlerde de mutasyona ugrayabilirler (39, 41) (Tablo 1).

Tablo 1. Cesitli ailesel kanserlerde ve sporadik tiimorlerde inaktive olan timor

stipresor genleri

TGmor stpresor

o Gen Kalitsal kanser Sporadik kanser
genin tipi
RB1 . . .
Retinoblastoma Bir cok sporadik kanser
. . . Bobrek timort, merkezi sinir sistemi
Hiicre balinmesi VHL Von Hippel Lindau hastaligi e
kontrolt . L . o B
(Bekei tipi TSG) NF1 Norofibromatozis tip 1 Malin periferik sinir kilifi timora
NF2 Noérofibromatozis tip 2 Meningiom
APC iz qden_omatoz Kolorektal kanser
polipozis
MLH1, MSH2, Herediter non-polipozis . . .
DNA tamir genleri MSH6, PMS2 kolon kanseri Kolon, mide, endometriyum kanseri
(Bakiai tipi TSG) i i
p BRCA1, BRCA2 HeredltEr merpe/over Over ve meme kanseri
anseri
i . TP53 Li-Fraumeni sendromu Bir ok sporadik kanser
Apoptozis genleri . - -
P16 Ailesel melanoma Bir ok sporadik kanser

5. “iki vurus” hipotezi ve retinoblastoma:

“Iki vurus hipotezi”, Alfred Knudson’in ailesel ve sporadik retinoblastomaya ait
epidemiyolojik verilere dayanarak ortaya attigi bir kavramdir. Retinoblastoma,
cocukluk c¢agina 6zgii son derece nadir bir goz tiimoridiir. Cocuklardaki insidansi
1/13500-25000 arasinda degismektedir. Biitiin retinoblastoma olgulariin yaklasik
%40’1mnin germline mutasyonla ortaya ¢iktig1 kestirilmektedir. Bunlar kalitsal olgular
olusturmaktadir ve kalitim sekli otozomal dominanttir. Kalitsal olgular, kromozom
13q’da bulunan RBIlgeninde mutasyon tasimaktadirlar. Geriye kalan %60 olgu ise
sporadiktir. Ailesel olgularda tiimor sporadiklere gore daha erken yasta ortaya ¢ikmakta
ve bilateral (yada c¢ok odakli) olabilmektedir. Retinoblastomaya dair yapilan
caligmalarin kanser genetiginin tarih¢esinde ¢ok onemli bir yeri vardir. Alfred Knudson
tarafindan 1971 yilinda ileri siiriilen hipoteze gore, retinoblastoma gelisebilmesi i¢in iki
ayr1 mutasyon gerekmektedir. Insan gibi diploid organizmalarda (X ve Y kromozomlari
tizerindeki genler bir yana birakilacak olursa) her genin biri maternal (anne) digeri de
paternal (baba) kokenli iki kopyasi (allel) bulunmaktadir. Sporadik retinoblastomada
ayni retina hiicresinde RB1 geninin iki kopyasinin arka arkaya somatik mutasyona

ugramasi gereklidir. Ailesel olanda ise birey bu mutasyonlardan birini germline yoluyla
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bir onceki kusaktan almistir. Dolayisiyla viicudunun biitlin hiicrelerinde (gbz de dahil
olmak {iizere biitin somatik dokular ve kendi germline hiicrelerinde) RBI1 gen
mutasyonunu dogustan heterozigot durumda tasimaktadir. Ancak tiimor gelisimi i¢in bu
yeterli olmayip saglam olan ikinci kopyanin da somatik bir mutasyonla
etkisizlestirilmesi gereklidir. Goriildigli gibi retinoblastomanin her iki tipinde de kritik
“iki vurus” gereklidir. Aradaki fark, ailesel olanda gerekli vuruslardan birinin birey
diinyaya geldigi sirada viicudunun biitiin hiicrelerinde zaten gerceklesmis olmasi ve
herhangi bir retina hiicresinde ikinci bir vurusun gerceklesmesiyle tiimdriin yasamin
daha erken doneminde gelisebilmesidir (Sekil 2). Bu ikinci olay, nadir olmayarak birden
fazla hiicrede ortaya ¢ikabildiginden tiimorler iki ve/veya ¢ok odakli

olabilmektedir(39,42).

a. Sporadik kanser

N T

Normal _' ' N Yeni - | | ’ ——Delesyon
T5G \ / \_J/ mutasjon Y ) / T C
(I —— ) ( p ( —— ) ) —— Tumor gelisimi

00 00 00

L N s N Ly
Birinci vurus Ikinci vurus
(Somatik mut.) (Somatik mut.)

b. Kalhitsal kanser

Ry =

H —Delesyon
)

ra
T5G'de .

kalithmis % 7 4 A - C
germline ; (' ; ([ =) L ; (—F Tumor gelisimi
mutasyon ‘ I | ‘
L S S
Birinci vurus lkinci vurus

(Germline mut.) (Somatik mut.)

Sekil 2. Knudson’n iki vurusg hipotezi

Hem sporadik,hem de kalitsal kanserde, tumor supresor geninin heriki kopyasi “iki vurus”la inaktive
olmaktadir. Kalitsalolanin farki, vuruslardan ilkinin dogustan itibaren(ve butun hucrelerde) zaten mevcut
olmasidir. Tumorgelisimi icin diger kopyanin kaybi yeterli olacaktir.Sporadik olanda ise ayni hucrede
dogumdan sonraarka arkaya iki vurus olmasi gerekmektedir.

6. Heterozigozite kaybi (loss of heterozygosity; LOH):
Ailesel retinoblastomada, normal dokularinda heterozigot olan (yani RB1 geninin hem
mutant hem de normal allelini tasiyan) bireyler, tiimor dokusunda yalnizca mutant RB1

allelini tagimakta ve normal allel saptanamamaktadir. Bunun nedeni, normal RBI1
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allelinin yer aldig1 13q14 kromozomal bdolgesinin onkogenez sirasinda interstisyel
delesyona ugramasidir. Bu durumda, tiimor dokusunda RB1 gen lokusunda molekiiler
yontemlerle heterozigozite kayb1 saptanmaktadir. Interstisyel delesyon disinda diger
onemli ikinci vurus mekanizmalar1 mitotik rekombinasyon ve mitotik nondisjunction’a
bagi kromozomal delesyondur. ikinci vurusun nokta mutasyonu ya da epigenetik
sessizlestirme ile oldugu durumlarda ise LOH saptanmaz. Sporadik retinoblastomada da
timorde RB1 gen lokusunda LOH saptanmaktadir. Retinoblastoma ile iliskili
yukaridaki gozlemlerin, baska kanserler icin de gegerli oldugu goriilmiistiir. Cesitli
sporadik tiimorlerde, timor siipresor genlerin bulundugu kromozomal bolgelerde LOH
saptanmaktadir. Bu da “iki vurus” mekanizmasinin birgok tlimoriin gelisiminde 6nemli
rol oynadigini diisiindiirmektedir. Orneginmeme, kolon ve baska birgok kanserde TP53
timor siipresor geninin bulundugu kromozom 17p bolgesinde LOH saptanmaktadir (41)

(Tablo 2).

Tablo 2. Cesitli kanserlerde LOH saptanan kromozomal bélgeler ve igerdikler timor

Siipresor genler

LOH TSG iliskili Kanser
17p P53 Kolon, meme kanseri
10q PTEN Prostat kanseri
e v Mok e
59 APC Kolon kanseri
13qg RBT Osteosarkom
184g oCC Kolon kanseri

LOH: heterozigozite kaybi; TSG: tiimdr siipresor gen

7. Cok asamali bir siirec olarak onkogenez:

Hiicreyi kanserlesmeye gotiiren yolda 6zel bazi genlerin mutasyona ugramasi gereklidir.
Bu genlerin islevleri agisindan hemen daima ya bir proto-onkogen ya da bir timor
siipresor geni oldugu anlasilmistir. Ozellikle kolon kanserinde yapilan arastirmalar
onkogenez icin tek bir “genetik olay”mn yeterli olmadigini, tiimor siipresor genler ve
proto-onkogenlerde bir dizi mutasyonun olusmasi gerektigini gostermistir. Yani

onkogenez, genetik a¢idan ¢ok asamali (multistep) bir stirectir (Sekil 3). Bu siireg
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sirasinda  olusan mutasyonlar kendiliginden ya da mutajenik etkilere (6rnegin
radyasyon) bagl olarak gelisebilir. O nedenle, yukarida anlatilan “iki vurus hipotezi”
tarihsel dnemine ragmen bu daha yeni bilgiler 1518inda onkogenezi anlatmakta yetersiz

kalmaktadir (39,43).

Mormal epitel hlGcresi
APC gen kaybi
Hicre cogalmasinda arts
DMNA hipometilasyonu
Erken evre adenom
RAS gen mutasyonu
Orta evre adenom
DCC gen kaybi (Kromozom 18)
Geg evre adenom
TP532 gen kavbil (Kromozom 17)
Karsinom
PRL= geni asirit ekspresyonu

Metastaz

Sekil 3.Kolon kanserinde molekuler duzeyde cok asamali gidis

Normal bir kolon epitel hucresinin karsinom ozelligini kazanabilmesi ve metastaz yapabilme yetenegini
kazanmas: bir dizi mutasyona baglidir. Normalde bu surec uzun yillar alabilmektedir. Ancak DNA tamir
genlerindeki mutasyona bagli olarak genomik instabilite gelisirse soz konusu olaylar dizisi hizlanabilir.

2.6.2. Kanserlerde Onkogen Aktivasyonu
Baslica onkogen aktivasyon mekanizmalari nokta mutasyonu, kromozomal yeniden
diizenlenmeler, gen amplifikasyonu ya da asir1 gen ekspresyonudur. Asagida sik

goriilen tipik bazi 6rnekler ele alinacaktir.

2.6.3. Nokta Mutasyonlari

RAS proto-onkogeni hiicre proliferasyonunda rol oynayan ve guanozin trifosfataz
aktiviteli p21 isimli bir protein kodlamaktadir. RAS proto-onkogeninde belirli
kodonlarda ortaya ¢ikan mutasyonlar proteinin devamli aktif durumda kalmasia yol
acarlar. Yani hiicreyi proliferasyon yoniinde uyaran sinyal yolu devamli “agik”

kalmaktadir. RAS mutasyonlar1 kolon, akciger ve pankreas; NRAS mutasyonlar: ise
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akut miyeloblastik 16semi ve miyelodisplastik sendromda siktir (39,44).

2.6.4. Kromozomal Yeniden Diizenlenmeler

Dengeli translokasyonlar, bazen bir proto-onkgonenin, baska bir kromozoma
tasinmasina ve asirt ekspresyonuna yol agmaktadir. Ornegin Burkitt lenfomasinda
goriilen t(8;14) translokasyonunda, kromozom 8q24°te bulunan MYC proto-onkogeni
kromozom 14q32°de bulunan immiin globiilin agir zincir lokiisiiniin distaline
yerlesmektedir. MYC bu yeni konumunda, transkripsiyonu arttirici baz1 dizilerin etkisi
altinda kalmakta ve ekspresyonu artmaktadir. Kendisi de bir transkripsiyon faktorii olan
MYC, hiicre proliferasyonunda rol oynayan bazi genlerin ekspresyonu iizerinde
etkilidir. Biitliin bu olaylarin net etkisi hiicrede asir1 ¢cogalma egiliminin belirmesidir.
Onkogen aktivasyonuyla sonuglanan kromozomal translokasyonlar akut ve kronik
16semilerde dzellikle siktir. Ornegin kronik miyeldsiter 16semide (KML), kromozom 9
ve 22 arasinda gelisen ve Philadelphia kromozomu (Ph) olusumu ile sonuglanan t(9;22)
translokasyonunda, tirozin kinaz aktivitesi olan ABL geni, kromozom 22q’da bulunan
ve islevi bilinmeyen “breakpoint cluster region” (BCR) geniyle birlesmektedir. Olusan
kimerik genden tirozin kinaz aktivitesi yiiksek bir fiizyon proteini sentezlenmektedir.
KML gelisiminde esas rolii bu artmis protein kinaz aktivitesi oynamaktadir (39,45,46)
(Sekil 4).

{1 BCR (4 BCR
[ B ABL

| ‘ | | Philadelphia
kromozomu
|

|

|

ABL H‘
Y

9. kromozom

22. kromozom ‘ |

Derivatif kromozom
Sekil 4. Dokuz ve 22. kromozomlar arasinda gelisen karsilikli translokasyon

sonucunda Philadelphia kromozomu olusumu

Sonucta dokuzuncu kromozomdaki ABL geni 22. kromozomdaki BCR geninin komsuluguna gelmekte ve
yeni bir fuzyon geni ortaya cikmaktadir.
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2.6.5. Gen Amplifikasyonu

Onkogenez siireci i¢inde bazen bir DNA segmenti ¢cogalmakta (amplifikasyon) ve o
segment i¢inde yer alan bir proto-onkogenin bazen yiizlerce yeni kopyasi genoma
eklenmektedir. MYC, siklin D1, EGFR ve RAS gibi protoonkogenleri kii¢iik hiicreli
akciger kanseri, meme, 0zofagus, serviks ve over kanserinde amplifiye olmaktadir.
Meme kanserinde bir epidermal biiyiime faktorii reseptorii olan ERBB2 (diger adiyla
HER2/neu) geni amplifiye olmakta ve kot prognostik gosterge olarak
degerlendirilmektedir. Bu amplifiye olmus segmenti, FISH teknigi ile ya da kodladig:
proteini immiinohistokimyasal boyama ile gostermek miimkiin olabilir. Asiri
HER2/Neu ekspresyonu gosterilen meme kanseri olgularinda bu onkogene karsi

gelistirilmis trastuzumab isimli monoklonal antikorla olumlu sonu¢ alinmaktadir

(39,47,48).

2.6.6. Tiimorlerde “Onkogen Bagimhhg”

Tiimdrlerde bir sekilde onkogen aktivasyonunun ortaya ¢ikmasi “onkogen bagimliligr”
kavraminin ortaya atilmasina neden olmustur. Buna goére, onkogen aktivasyonu,
hiicrenin “malign” halinin idame ettirilmesinde kritik 6nem tasimaktadir. Yani timorde
bir gesit onkogen bagimliligy s6z konusudur. Ornegin, MYC onkogenini eksprese eden
transgenik farelerde T hiicreli veya akut miyeloid 16semi gelismekte, onkogen inaktive
edildiginde ise 16semik hiicrelerde proliferasyon duraklamakta, diferansiye olmakta ve
apoptozise ugramaktadirlar. Ber-abl fiizyon genini eksprese eden bir bagka transgenik
fare modelinde 16semi gelistigi, buna karsilik ekspresyon durduruldugunda (switch-off)
hastaligin ileri evresinde olan farelerde bile tiimdr hiicrelerinin hizla apoptozise ugradigi
ve farelerin hayatta kaldig1 goriilmiistiir. Bunlar ve benzeri gozlemler, belirli kanser
tiplerinin kendilerine 6zgii bir zayif noktalar1 oldugunu gostermis ve bu zayif noktaya
yonelik “hedefli” tedavilerin gelistirilmesini tetiklemistir. Bu tedavilerden bazilar1 rutin
kullanima girmis olup digerleri arastirma asamasindadir. Ornegin kronik miyeldsiter
16semide kullanilan imatinab, Ber-abl fiizyon proteinini hedeflemekte ve hastalarda tam
hematolojik remisyon saglamaktadir. Bu molekiil, tirozin kinaz etkili flizyon proteininin

~ 1 oce

substrati ile etkilestigi “cep” boliimiine yerleserek etkisini gostermektedir (39,49,50).

23



2.6.7. Telomerler ve Telomeraz Onkogeni

Kromozomlarin en ug¢ boliimiinii olusturan bolgeler telomer olarak adlandirilmaktadir.
Telomerler, insanda 6 niikleotitten olusan TTAGGG dizilerinin binlerce kopyasindan
meydana gelmektedir. DNA replikasyonu insanda bidirekdiyonel ve yalnizca 5°-3°
yoniinde yiiriidiigiinden, her boliinme sirasinda belirli bir miktar telomer kisalmasi
kacinilmazdir. Diger yandan normal hiicre kiiltiirlerinde belirli bir pasaj sayisindan
sonra boliinme durmakta ve hiicreler replikatif yaslhilik evresine girmektedir. “Hayflick
limiti” olarak da adlandirilan bu olgunun telomerlerdeki kisalmayla paralellik gosterdigi
saptanmistir. Telomeraz enzimi bu kisalmayr onlemektedir. Bu enzim katalitik bir
protein (WTERT) ve kisa bir RNA molekiilinden (hTER) olusmaktadir. hTERT, RNA-
bagimli bir ters transkriptaz olup hTER’den DNA sentezlemekte ve bu sekilde
telomerik kisalma 6nlenmektedir. Telomeraz (tahmin edilecegi sekilde) yalnizca stirekli
proliferasyon halinde olmas1 gereken lenfosit, bazal keratinosit, intestinal kript hiicreleri
gibi hiicrelerde aktiftir. Normalde telomeraz aktivitesi olmayan hiicrelerden gelisen
timorlerde ise kontrolsiiz ¢ogalmaya ragmen telomerik dizilerin kisalmadig
gozlenmektedir, bu tiimdrlerde telomeraz aktivitesi saptanmistir. O halde telomeraz bu
tiimdrlerde bir tiir onkogen etkisi gostermektedir. Bu bilgilerin klinige yansimasi olarak,
telomeraz aktivitesini baskilamak {izere immiinoterapi, gen tedavisi ve oligoniikleotit
esashi tedaviler deneme asamasindadir. Doku oOrneklerinde telomeraz aktivitesinin
saptanmast ve immiinohistokimyasal boyama ile hTERT varliginin gosterilmesinden

kanser tanis1 ve prognoz kestiriminde yararlanilabilecegi de belirtilmistir (39,51).

2.6.8. Protein kodlamayan proto-onkogenler ve tiimor siipresor genleri:
mikroRNA’lar (miRNA’lar)
Insan genomunda bazi DNA dizilerinin RNA’ya transkripsiyonu yapilmakta, ancak
bunlardan protein translasyonu yapilmamaktadir. Kodlayici olmayan bu RNA’lardan
bazilarmin gen ekspresyonu regiilasyonunda rol oynadigi anlagilmistir. Yirmi iki
niikleotitlik kisa dizilerden olustuklari i¢in mikroRNA (miRNA) olarak adlandirilan bu
molekiillerin ¢esitli tiimorlerde asir1 eksprese olduklart ya da ekspresyonlarinin azaldig:
saptanmistir. Ornegin, kronik lenfositik 18semide siklikla delesyona ugrayan 13ql4
bolgesinde miR-15a ve miR-16a genlerinin bulundugu ve olgularin yaklasik tigte

ikisinde bu iki miRNA ekspresyonunun azaldigi bulunmustur. Daha yakinlarda yapilan

24



bir ¢aligma her iki miRNA molekiiliiniin antiapoptotik etkili bir gen olan BCL2
ekspresyonunu transkripsiyon sonrasi asamada baskiladigini gostermistir. Bu goézlem
miR15a ve miR16a’nin tiimor siipresor islevleri oldugunu diisiindiirmektedir. Diger bazi
miRNA’larin ise asir1 ekspresyonu bildirilmistir. Ornegin kromozom 13q31°de bulunan
mir-17-92 gen grubu ekspresyonunun akciger kanseri ve cesitli tipte lenfomalarda
arttig1 saptanmistir. Bu molekiillerin hedefleri arasinda PTEN ve RB2 tiimdr siipresor
genlerinin bulundugu tahmin edilmektedir. Bu da, mir-17-92 gen grubunun onkogenik
etkili oldugunu gostermektedir. Farkli kanser tiirlerinin kendilerine 6zgli miRNA
ekspresyon profilleri oldugu goriilmektedir. Genel olarak tiimor dokusunda miRNA
ekspresyonunun azaldig1 ve ekspresyon profilinin tiimoriin tipini ve farklilagmasini ile
iliski gosterdigi bulunmustur. Tiimor dokusunda miRNA’lar mikrodizgi (microarray) ya
da gercek zamanli PCR gibi yontemlerle saptanabilmektedir. Kronik lenfositik 16semi,
meme, kolorektal, over, karaciger, akciger, pankreas ve prostat kanseri gibi cesitli
malignitelerde belirli bazi miRNA’larin  hastaligin evre, invaziflik, metastatik
potansiyel, histolojik alt tip ve sagkalim gibi gibi ¢esitli klinik karakteristikleri ile iliski
gosterdigi anlagilmistir. Yani belirli miRNA ekspresyon profillerinin bir ¢esit “timor
imzas1” islevi gordigii ve bunlardan gerek tanida gerekse prognoz kestiriminde
kullanilabilir biyogdstergeler olarak yararlanilabilecegi belirtilmistir. miRNA’larin
kanser gelisimindeki ¢ok yonlii rolleri yeni tedavilerin gelistirilmesi agisindan da —

bugiin i¢in deneysel de olsa- olanaklar sunmaktadir (39,52,53).

2.6.9. Kanser ve Epigenetik Degisiklikler

Epigenetik, DNA dizisinde degisiklik olmadan gen ekspresyonunun degisiklige
ugramasini ifade eden bir terimdir. Onkogenez sirasinda DNA’da yalnizca niikleotit
diziliminde degisiklikler olmadigi (nokta mutasyonu, delesyon ve insersiyonlar gibi)
DNA diizeyinde bazi kimyasal modifikasyonlarin da gen ekspresyonunu etkiledigi
anlagilmistir. Ozellikle DNA metilasyonu ve kromatinin yapisinda bulunan histon
proteinlerinin modifikasyonu malin transformasyonda Onemli rol oynamaktadir.
Metilasyonda, bir guaninle komsu olan sitozin’in (CpG diniikleotidi) 5* pozisyonunda
bulunan karbon atomuna bir metil grubu eklenmektedir. CpG diniikleotitleri birgok
genin promotdr bolgesinde sik olup “CpG adalar” halinde bulunurlar. Genin aktif

kalabilmesi i¢in bunlarin metillenmemis (demetile) durumda korunmasi gereklidir.
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Genin normal olarak inaktif olmasi gereken hiicrelerde ve kadindaki inaktif X
kromozomunda ise CpG adalar1 metile durumdadir. Bir baska deyisle metilasyon gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Tarihsel olarak kanserlerde
saptanan ilk epigenetik anomali hipometilasyondur. Kolon kanserinde, tlimor
DNA'’sinda normal mukozaya kiyasla yaygin hipometilasyon oldugu saptanmuistir.
Kolon, karaciger, prostat ve serviks kanserinde de hipometilasyon saptanmasi bunun
kanser gelisiminde yaygin bir mekanizma oldugunu diisiindiirmektedir. Sonraki yillarda
hipometilasyonun anormal gen aktivasyonuna ve genomik instabiliteye yol actigi
gosterilmistir. Diger yandan RB1, MLH1, VHL ve BRCAI1 gibi tiimor siipresor gen
promotorlerinin hatali (aberan) olarak metile olmasi da kanserlerde sik goriilmektedir.
Kolon ve meme kanserlerinde yapilan bir ¢aligmada ¢esitli timor siipresor genlerinin
promotér bolgelerinin hipermetile oldugu bulunmustur. Hatta kalitsal kanserlerde
metilasyon “ikinci vurus” islevi gormektedir. Bu bulgularin kanser tedavisi agisindan
onemi vardir. Clinkii 5-aza-2’- deoksistidin gibi ajanlarin hiicre kiiltiirlerinde metilasyon
ile sessizlestirilmis genleri demetile ederek genin yeniden aktive olmasii sagladig

gosterilmistir (39,54) (Sekil 5).

Sekil 5.DNA hasarmin nedenleri, hiicresel yanitlar ve sonuglari
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2.7. HUCRE SIKLUSU VE KANSER

Organizma/organ/doku gelisimi, hiicrelerin biiyiime ve ¢ogalmalarini igerdigi gibi hiicre
Oliimlerini de saglar. Hasarl1 dokularin onarimi somatik hiicrelerin ve destek dokunun
cogalmas:t ile gergeklesmektedir (55,56). Hiicre biiyiimesi, farklilasmasi ve
cogalmasinda rolii olan proto-onkogenlerde meydana gelen mutasyonlar tiimor
gelisimine, timor baskilayici genlerde meydana gelen mutasyonlar ise hiicre siklusunun
inhibisyonunu engelleyerek anormal hiicre biiyiimesine neden olur (55,57).

Homeostasis; hiicre ¢ogalmasi, biliylimenin durdurulmasi ve apoptozis
(programli hiicre 6liimii) ile siirdiirilmektedir. Hiicre biiylimesi ve oliim arasindaki
dengenin bozulmas: hiperplazi veya neoplaziye neden olur. Pozitif veya negatif
uyaranlar genetik lezyona yatkin hiicrelerde, malign ¢ogalmaya neden olabilir. Malign
gelisimi en aza indirmeye yardimct mekanizmalardan birisi nekrozdur. Nekroz
(kontrolsiiz hiicre Oliimii) hiicre sismesi ve hizli dejenerasyon olarak tanimlanir.
Apoptozis, nekrozdan farkli olarak fizyolojik kosullarda meydana gelen ve doku
homeostazisini saglayan 6lim seklidir (55).

Programli hiicre oliimii apoptozisin normal hiicre dongiisiinde ve fizyolojik
siireclerde rolii vardir. Apoptotik hiicrelerde hiicre biiziilmesi, kromatinin kondanse
olmasi, sitoplazmik tomurcuklar ve apoptotik cisimciklerin olusumu gibi morfolojik
degisimler meydana gelir. Makrofajlar apoptotik hiicre ve cisimciklerini fagosite eder.
Doku zedelenmesinde ilk etmen reaktif oksijen tiirevleridir. Reaktif oksijen tiirevlerinin
hedefleri plazma zarindave diger hiicre kompartmanlarinda bulunan proteinler, lipidler,
karbohidratlar ve niikleik asitlerdir. Son yillarda nekrozun da programlanmis olabilecegi
ve organizma homeostasis mekanizmalarinin bir pargast oldugu Oniinde goriis
olusmakla birlikte daha yaygin olarak nekroz indiiklenmesi olasi tedavi mekanizmasi
olarak degerlendirilmektedir. Nekrozda 6len hiicrelerden HMGB1 (High mobility group
protein B1) ve HDGF (hepatoma derived growth factor) gibi molekiillerin saliniminin
immiin cevabi uyardig1 veya yara onarimini aktive ettigi disiinilmektedir. Apoptozis,
normal hiicre 6liimiiniin yan1 sira mutant hiicre ¢ogalmasini 6nleyen 6nemli bir yoldur.
Hiicre siklusu ve apoptozisde ¢ok sayida protein ikili rol oynar. Cevresel faktorlerle
meydana gelen DNA hasar1 hiicre siklus kontrol mekanizmalarinin bozulmasina neden
olur. Pek c¢ok kanser tipinde hiicre siklus kontrol noktalarinda mutasyonlar

belirlenmistir. Bliylimenin durdurulmas1 (growth arrest), DNA onarimi ve apoptozis'in
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engellenmesi kanser gelisiminde kritik yolaklardir (55). Tiimor baskilayict genlerde
mutasyonlar hasarli hiicrelerin hiicre sikluslarinin ilerlemesine ve tiimor gelisimine
neden olur. Genomun gardiyani olarak da tanimlanan p53 proteini karmasik etkinliklere
sahip ve hiicre siklusunu baskilayan bir proteindir. P53 hiicre dongiisiinii diizenleyen bir
transkripsiyon faktoriidiir. Bir¢ok organizmada kanserin baskilanmasinda rolii olan ¢ok
onemli bir proteindir. pS3 proteini hiicre biiylimesinin durdurulmasi, programlanmis
hiicre 6liimii, hiicre farklilasmasi ve DNA tamir mekanizmasinin baslatilmasinda da rol

alir. p53, mutant hiicre ¢ogalmasina karst genomun korunmasinda 6nemli rol oynar

(55,57).

2.7.1. Normal Hiicrelerde Hiicre Siklusu

Siirekli boliinen hiicrelerde mitozdan sonra siklus Gy -S-G, (interfaz) ve M (mitoz)
seklinde tekrarlanir. Bu siirecte hiicre uyarimi ve biiyiime meydana gelmekte veya
boliinme sinyali almadiklar siirece istirahat fazi1 Go da durmaktadirlar (55,56). Gy, S, G;
fazlar1 (Interfaz) hiicre siklusunun %90'nin1 kapsar ve 16-24 saat siirer. Mitoz bdliinme
ise 1-2 saat siirmektedir. Hiicre biiylimesi G; fazinda kisitlayici nokta (R point)
tarafindan koordine edilir. Kisitlayict noktada hiicre duracak veya hiicre siklusunu
tamamlayacaktir. G; fazinda hiicreler kendi g¢evrelerini kontrol eder, sinyalleri alir ve
biiylimeyi indiikler. Bu fazda DNA sentezi (replikasyonu) i¢in hazirlik yapilir. RNAve
protein sentezi olur. S fazinda ise DNA sentezlendikten sonra, G, fazinda hiicre
biliylimeye devam eder ayn1 zamanda RNA sentezi, protein sentezi gergeklesir ve hiicre
mitoza hazirlanir. Mitoz; profaz, metafaz, anafaz ve telofazdan olusmaktadir. Telofazda
sitoplazmik boliinmetamamlanir ve ayn1 genetik materyalli iki yeni hiicre meydana gelir

(Sekil 6) (55,57,).
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Sekil 6.Hiicre siklusu ve kontrol noktalari

Okaryot hiicre siklusu mitoz, G, S ve G fazlarindan olusur. G 'da dinlenme asamasinda olan, béliinmeyen
hiicreler bulunur.G fazi biiylime ve DNA sentezine hazirlik, S fazi DNA sentezi, G fazi1 biiyiime ve
mitoza hazirlik, mitoz béliinme (profaz, metafazi anafaz ve telofaz) gergeklesir.

Hiicre siklusunda bir faz tamamlanmadan sonraki faza geg¢ilirse genetik materyal
tam ve dogru kopyalanmadigi i¢in hiicrede hasar meydana gelebilir. Hiicre siklusunda
G; -S gegisinde, G, -M gegisinde ve metafaz-anafaz gegisinde kontrol noktalar1 vardir.
Bu kontrol noktalarinda hiicrenin siklusa devam edip etmeyecegi karar1 verilir.
Radyasyon veya toksinle muamele edilen hiicrelerde DNA'da meydana gelen hasara
gore hiicre siklusu kontrol noktalar1 G1 den S fazina veya G; 'den mitoza gegisi engeller.
DNA'da meydana gelen hasar DNA sentezini de inhibe edebilir. DNA's1 replike
olmamis hiicrelerde mitoza giris kinaz komplekslerinin inaktivasyonu ile engellenir
(55,58). Hiicre siklusunda iki tip gen grubunun rolii vardir: Onkogenler (Her 2, Ineu,
ras,c myc vb) ve timor baskilayici genler p53 ve Rb (Retinoblastoma geni) (55).
Onkogenler, kanser gelisimini dogrudan ve dolayli olarak etkileyen gen grubudur.
Tiimdr baskilayict genler ise kanser gelisimini baskilar. p53 geni islevini kaybederse
hiicre biiylimesinin kontrolii ortadan kalkar ve DNA tamiri olmadan hiicre siklusu
kontrolsiiz devam eder. Normal hiicrelerde DNA hasar1 oldugunda, p53 genomik
kararlilig1 saglar ve hiicre siklusunu G; 'de inhibe eder ve hiicreye tamir i¢in zaman
kazandirir. Hasar tamir edilemiyorsa hiicre apoptozise gider (55,58,59). Hu W ve ark.
Farelerde p53 ve onun diizenleyicileri Mdm2'nin embriyo implantasyonunda da roli
oldugunu ileri siirmiiglerdir (55,60). Normal hiicrelerde Rb hiicre siklusunu G; fazinda

inhibe eder. Retinoblastoma ve osteosarkom tiimor hiicrelerinde Rb gen inaktivasyonu
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gosterilmistir. Biliylime uyarisi, hiicreden biiylime faktorlerinin salinimi ile baslar.
Biiylime faktorleri hiicre zarinda 6zgiin reseptorlere baglanir ve sinyaller sitoplazma
proteinlerine iletilir. Bu sinyaller ¢ekirdekte transkripsiyon faktorlerinin salininmina ve
hiicrenin hiicre siklusuna girmesini saglar. Hiicre siklus saati hiicre siklusunun ilerleyip

ilerlemeyecegini belirler veya hiicreyi 6liime yonlendirir (55,59).

2.7.2. Hiicre Siklus Kinazlar:

Hiicre siklusu siklinler (cyc=cln), siklin bagiml kinazlar (cdk) ve siklin bagimli kinaz
inhibitdrleri (CDI) tarafindan kontrol edilir. Bu proteinlerin diizeyleri hiicre siklusunun
farkli fazlarinda farkliliklar gosterir. Siklin bagimli kinazlar G; -S-G, ve mitoza gegisi
kontrol eder. Memeli hiicrelerinde hiicre siklusunun diizenlenmesinde islevleri en iyi
bilinen onbir tane siklin bagimli kinaz (cdk 1-11) ve 16 siklin (siklinD (D;, D, ve D3);
siklin E (Ej, E»), siklin A (A1, Ay) ve B (B1, B») rol oynamaktadir (55,57,58,59). Siklin
D, E, G4/S fazlarinin simirinda gegici olarak sentez edilir ve hiicre S fazina girdiginde
hizla yikilir, Siklin A ve B, S/G; /M faz geg¢islerinde sentezlenir, siklin A; mayoz ve
embriyogenezis de, siklin A, ¢ogalan viicut hiicrelerinde bulunur. Siklin B; 'in siklin B;
'nin fonksiyonlarini kontrol ettigi diistiniilmektedir. Cdk'lar protein fosforilasyonu yapan
enzimlerdir. Cdk aktivitesi DNA sarmalinin agilmasi icinde gereklidir. Replikasyon
oncesi kompleks'in (PRC:Pre replicative compleks) birka¢ bileseni fosforile olur. Yeni
replikasyon orijinleri mitozun sonunda cdk aktivitesi diisene kadar yeni PRC
kompleksleri olusturamaz. Bundan dolay1 her hiicre siklusunda DNA bir kez replike
olur.Cdk'lar siklin'e baglandiginda aktifleserek aktif siklin-cdk komplekslerini
olustururlar. Siklinler bu komplekslerin diizenleyici alt birimleri, cdk'lar ise katalitik alt
birimleridir. Cdk, siklin (yapisal proteini) ve kinaz enziminden olusmaktadir. Herbir cdk
katalitik altbirimi farkli diizenleyici altbirimle biraraya gelebilir. Hiicre siklusu boyunca
kinaz komplekslerinin aktivite diizeyi degisir. Bu nedenle hiicreler DNA'larini bir kez
replike eder ve kromozomlarin yavru hiicrelere uygun dagilimi saglanir. Siklin-siklin
bagimli kinaz komplekslerinin (cyc-cdk) diizenlenmesi, cyc altbiriminin hiicredeki
konsantrasyonuna, fosforillenme durumuna ve inhibitér molekiillere baghdir. Siklinler
hiicre siklusunun farkli fazlarinda bir taraftan sentezlenirken diger taraftan da yikilirlar.
Memelilerde Cdk 2, Cdk 4 ve Cdkl(cdc 2)'in, siklin D, E, A ve B ile birlikte
ekspresyonu olmaktadir (55,57,59). Siklin E ekspresyonu E2F transkripsiyon
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faktorlerine baglidir. Her bir siklin 6zgilin olarak belirli bir fazda en yiiksek degere
ulasir, sonraki faza girerken hizla yikilir. Siklinlerin diizeyleri transkripsiyon diizeyinde
diizenlenir. Yikimlari ise 'ubiquitin” yolagi ile saglanir. Aktif cyc-cdk komplekslerinde
cdk altbirimi Thr 161 amino asidinden fosforillenmisdir. Bu fosforilasyon cdk'y1 aktive
eden kompleks (cak)'n aktivitesi ile meydana gelir. Bir kez aktive olan cyc-cdk
kompleksi, DNA replikasyonu ve mitozdaki bir¢cok islemin kontroliinde rolii olan
proteinleri fosforiller. Protein kinazlarla cyc-cdk altbirimlerinin fosforilasyonu ile kinaz
kompleksi inaktive olur (55,58,59). Cdk'larin aktiviteleri sadece siklinlerle diizenlenmez
ayrica fosforilasyon ve defosforilasyona yol agan baska yollarla da diizenlenir (55).
Siklin bagimli kinaz inhibitorleri (CKI): Hiicre siklus inhibitor proteinleri (CKI)
cdk aktivitesini kontrol eder. Bu proteinler cyc-cdk kompleksi olusumunu ve DNA
replikasyonunu inhibe eder. CKI'lar hiicre siklusunu frenlediklerinden tiimdr baskilayici
genlere de adaydir. Etkiledikleri cdk ve inhibisyon mekanizmalarina gore iki farkli CKI
ailesi vardir. Bunlardan ink 4 ailesinde p15, p16, p18, p19' G; fazindaki cdk4 ve cdk6'y1
baglayarak cyc-cdk kompleks olusumunu inhibe eder. Cip/Kip ailesinde ise p21, p27,
p57 bulunmaktadir. Cip/Kip ailesi cyc-cdk kompleksini inhibe etmektedir. G, fazinda
siklin B cdkl(cdc-2)'in tam aktivasyonunu saglayarak mitoza girisi tetiklemektedir.
Genellikle, farkli kanser hiicrelerinde hiicre siklusunun G; -S fazimmi kontrol eden
proteinlerin inaktif oldugu, G, -M fazlarin1 kontrol eden proteinlerde ise degisimin daha

az oldugubelirtilmektedir (55,56,57).

2.7.3. Normal Hiicrelerde G; -S Gegisi

Biiylimeyi uyaran sinyaller G; fazi baslangicinda siklin D diizeyini sonraki evrede ise
siklin E artisina neden olur (Sekil 7) (55,57,59). Kisitlayici noktada (R point) biiyiime
inhibitor faktdr (Rb, Retinoblastoma) hiicrenin S fazina girip girmeyecegini belirleyen
anahtar gibi rol oynar (55,58,59). Kisitlayict nokta gegilirse hiicre DNA sentezinin
oldugu S fazina girer. DNA sentezi sirasinda iplik¢iklerin birbirinden ayrilmasi ile DNA
hasara ¢ok duyarli hale gelir ve bu nedenle S fazi hizli gecilir. Hiicre siklusunun
ilerlemesi Rb proteininin fosforillenmesi ile belirlenmektedir. Az fosforillenmis
(hipofosforile) E2F transkripsiyon faktoriinii baglayarak inaktiflestirir (55). E2F'nin
inaktiflesmesi sonucu hiicre S fazina ilerleyemediginden siklus durur. Istirahat halindeki

(Go fazinda) hiicre boliinme sinyali aldiginda hipofosforile Rb G; fazinin sonuna dogru
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cyc'nin cdk ile birlesmesi ile cyc-cdk kompleksini olusturur ve bu kompleks Rb
proteinini fosforiller (55,58). Fosforillenen Rb proteininden E2F salinir. E2F 'nin siklus
ilerletici etkisi ile S fazina giris i¢in gerekli genlerin transkripsiyonu aktive olur ve
hiicre S fazina girer (55,59). Hiicre siklusunun S fazina gegisini G; fazinda aktive olan
siklinler saglar. Gy fazinda bu siklinlerin ¢ogunun ekspresyonu olmaz. G; cyc-cdk
kompleksleri transkripsiyon faktorlerini aktive etmektedir. Biiyiime faktorleri, otokrin
uyarim, lektinlerle mitojenik uyarim veya Ras yolagi gibi hiicre i¢i sinyal yollarinda
mutasyon, hiicrelerin tekrar G; fazindan siklusa girmelerini uyarabilir (55,59). Istirahat
halindeki hiicrelerde, baslangicta mRNA's1 stabil olmayan siklin D az miktarda bulunur.
Gy 'da biiylime faktorleri ile uyarim, siklin D sentezini ardindan siklin E'nin birikimini
uyarir. Biyiime faktorleri olmadiginda siklin D diizeyi hemen diiser. Embriyonik
hiicrelerde siklin E diizeyleri devamli yiiksektir(55,56,58). Hiicre siklusunda Rb
aktivitesi ICBP90 transkripsiyon faktorii ile protein diizeyinde diizenlenebilir. G -S
gecisinde, biiylime faktorlerine cevap olarak siklin D diizeyi artar. Siklin D artig1 ile
siklin D-cdk 4(cdk 6) kompleksi olusur. Siklin D ve cdk 4'in ve de onlarn aktif
komplekslerinin birikimi p16'nin inhibitdr roliinii ortadan kaldirir ve Rb (retinoblastoma
gen) fosforillenir.Az fosforillenen Rb, E2F transkripsiyon faktoriin inaktivasyonuna
neden olan histon deasetilaz (HDAC) enzimine baglanir. Rb 'min fosforillenmesi S
fazinin baslamasi ve ilerlemesi i¢in gereken genlerin gegici olarak aktivasyonunda rolii
olan E2F transkripsiyon faktoriin baskilanmasini kaldirir. G; de siklin E -cdk2
kompleksi (MTOC) mikrotiibiilleri organize eden merkezin iki sentromere
dublikasyonunu aktive eder (55). Siklinlerin uyarici etkileri CDK inhibitorleri CKI
tarafindan Onlenmektedir. Gy /S faz1 gegisi i¢in 6n kosul CKI larin baskilanmasidir.
Ornegin hiicre siklusuna giris igin siklin D diizeyinin yiikselmesi yeterli degildir. ERK
(extracelllular signal regulated kinase) aktivasyonu da ge¢ G 'de cdk'larin aktivitesini
artirmak i¢in birkag¢ asamada rol oynar. ERK ayni1 zamanda CKI'larin inhibisyonunda da
rol oynamaktadir (55,61).

G; faz1 boyunca hiicre ¢ogalmasint engelleyen birgok genin baskilanmasi i¢in
ERK'in siirekliaktivitesi gereklidir. Tek basina ERK aktivasyonu hiicre siklusuna girisi
saglamaya yetmez. Viicut hiicrelerinde ERK, hiicre siklusunun G, /M fazinda aktive
olur. Metafazda tutulan hiicrelerde ERK fosforillenmemis durumdadir. Es zamanl

cogalan (senkronize) HeLLA ve NIH 3T3 hiicrelerinde ERK 'in aktivasyonunun S fazinin
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sonuna dogru meydana geldigi ve mitoz sonuna kadar aktif halde kaldig: belirlenmistir.
MEK (MAPK kinaz) inhibitorleri ile ERK aktivasyonu bloke edildiginde mitoza girisin
geciktigi ardindan metafazdan anafaza gecikmeli ge¢isin mitoz siiresinin uzamasina
neden oldugu belirtilmektedir. G, /M gegisinde ERK inhibe edildiginde M faz siiresi iki
kat artar. ERK aktivasyon yolaklari heniiz tam olarak anlagilamamuistir (55,61).
Genellikle normal hiicrelerde p53, MDM2 proteinine bagl olarak inaktiftir. p53
ubiquitin ligazla yikima ugradiktan sonra aktive olur. Aktive olan p53, p21
ekspresyonunu aktive eder. p21 G; -S (cdk) ve S (cdk) komplekslerine baglanarak
onlar1 inhibe eder ve hiicre siklusu durur. Siklusun durmasi hiicreye tamir i¢in zaman
kazandirir. Radyasyon ve ilag gibi hiicrenin strese maruz kaldigi durumlarda DNA
hasar1 olursa, hiicre bu uyariya p53 diizeyini artirarak yanit verir. p21'in aktivasyonu
saglanarak G; kontrol noktasinda Rb proteinin daha fazla fosforlanmasi d6nlenerek hiicre
siklusu durdurulur. p21 siklin-cdk kompleksini inhibeetmesi yaninda “proliferating cell
nuclear antijen (PCNA) ide inhibe eder. Timidin ve metotoraksat (methotraxate) gibi

ilaglar hiicre siklusunun ilerlemesini engeller (55).

Gy
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Sekil 7.Hiicre siklusu siklin ve CDK (Siklin bagimli kinazlar) tarafindan diizenlenir

2.7.4. Normal Hiicrelerde G, —M Gegisi

Hiicreler DNA sentezinden sonra G; fazina girer. Siklin B-cdk1 kompleksinin aktivitesi
artar, mitoza giris uyarilir (55,59). Siklin B-cdkl kompleksi mitozu ilerleten faktdr
(MPF) olarak da isimlendirilmektedir. Ge¢ S fazinda siklin B sentezlenmeye baslar ve
sentez mitoz boyunca devam eder, mitoz tamamlandiginda siklin B diizeyi hizla diiser.
Bu diisiis aktif MPF kompleksinin olusmasini ve ikinci hiicre bdliinmesini engeller.

Siklin B diizeyi sitoplazma ve cekirdek arasinda aktif tasimimla diizenlenir. Interfaz
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(G1,S,G2) asamasinda siklin B sitoplazmadadir. Mitoz baslangicinda siklin B cdk 1'e
baglanarak aktif MPF kompleksini olusturur. inhibe edici fosforillenme ayn1 zamanda
MPF aktivitesini diizenleyebilir. Cdk1 altbiriminin ikinci kez fosfofosforilenmesi siklin
Bcdkl kompleksi-ni inaktive eder. Wee 1, niikleer protein kinaz, ¢ekirdekte MPF
kompleksini inaktive ederek erken mitozu engeller.Weel 'n cdkl altbiriminin ATP
baglama bolgesini fosforillemesi ile MPF kompleksi inaktive olur. Myt 1, golgi
aygitinda lokalize olan protein kinazdir. Myt 1, cdkl'i fosforiller ve interfazda onun
siklin B ile baglanmasini diizenler. Cdc25, cdk'lardan inhibe edici fosfat gruplarini
kaldiran fosfatazdir. Cdc 25 hiicre siklusunun cesitli fazlarina ilerlemeyi kontrol
eder.Bu asama mitoza giriste hiz sinirlayict basamaktir. cdc25b proteininin G, fazinda
birikimi ilk MPF aktivasyonunda kritik rol oynar. cdc25c protein diizeyi hiicre
siklusunun biitiin fazlar1 boyunca sabit kalir. G, -M gegisinde, cdc25¢ ¢ekirdekte birikir
ve mitoz baglangicinda MPF komleksini aktive eder. DNA's1 replike olmamis hiicrelerin
mitoza girisi MPF kompleksinin inaktive olmasi ile onlenir. G; fazini gecen hasarl
hiicreleri ortadan kaldirmak ic¢in G, fazi kontrol noktalarinda siklin-cdk-CKI sistemi
gereklidir. Bu kontrol noktasi saglam olmayan kromozomlarmn ayrilmasini 6nler.G;
fazinda, S fazinda replike olmus DNAve kromatin proteinleri kondanse olur ve kardes
kromatidler olarak paketlenirler. Mitozun metafazasamasinda kromozomlar ekvator
plagina dizilir, ardindan kutuplara ¢ekildikten sonra iki yavru hiicreye boliiniir. Sentro-
merler mikrotiibiillere baglanamazsa mitoz gecikir. Bu olaylarda siklin Bedkl
gereklidir. Siklin B-cdkl kompleksi ayn1 zamanda (MPF) M fazinin ilerlemesinde de
anahtar rol oynar. Marumato ve ark. siklin B-cdk1(cdc-2) aracili fosforilasyonla indirek
olarak aurora-A 'min aktive oldugunu bildirmislerdir. Siklin B-cdkl (cdc- 2) ¢ekirdege
giriste gereklidir. Aurora-A 'min aktivasyonu niikleer translokasyonu saglar ve siklin B
cdkl(cdc-2)'nin tam aktivasyonu mitoza girisi tetikler. Cesitli kanser tiplerinde Aurora-

A nin fazla eksprese oldugu belirlenmistir (55,62).

2.7.5. DNA's1 Hasarh HiicrelerinG, —-MGegisi

DNA hasarindan sonra, G, blogunun olmasi i¢in cdk 1 defosforillenmesinin inhibisyonu
gereklidir. DNA hasari, cdc-25c'yi fosforilleyen chksl ve 2 protein kinazlarin
aktivasyonunu saglar. Fosforillenen cdc-25c, 14-3-3proteinlerine  baglanarak

¢ekirdekten sitoplazmaya tasiir. cdc25c¢ ¢ekirdek iginde bulunursa, siklin B-cdkl
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kompleksini aktive eder. Bunun yanisira siklin B-cdk1 kompleksin aktivitesine gereken
cekirdek igindeki cdc25¢ miktarinin yetersiz olmasindan dolayr G, blok aktive olur.
Ayni zamanda p53 de G; -M gecisinde rol oynayabilir. DNA hasarinda p53 stabil
kalmakta ve 14-3-3transkripsiyonel olarak aktive olmaktadir. Aktive olan 14-3-3
fosforillenmis cdc 25c'e baglanir ve kompleksi sitoplazma icinde tutar, bdylece mitoza
gecise uygun aktif siklin B-cdk1 kompleksi azalir. p21 ve p53 ikinci tur DNA sentezi
yapmis fazla DNA'I hiicreleri G, ve M fazinda engeller. p53, G, 'ye girisi inhibe eden
14-3-3 gen transkripsiyonunu artirarak bu gegisi dnlemektedir. 14-3-3 cdc25c fosfatazla
birlesir ve bu kompleks cdc25c¢'nin ¢ekirdege girisini inhibe ederek DNA'y1 bloke eder
(55,59,62).

2.7.6. Normal Hiicrelerde Mitoz Iplik¢ik Kontrol Noktasi

Mitoz iplik¢ik kontrol noktast metafazdan anafaza gegisi diizenler. Bu kontrol noktasi
biitiin kinetokorlara uygun mikrotiibiil baglanmasini kontrol eder ve kinetokor
gozetiminde uygun kromozom ayrilmasini saglar. Mitotik siklinlerin yikimindan sonra
anafaz baglar. Mitotik siklinler ubikuitinlendikten sonra proteozomal yikim olur.
Mitotik siklinlerin yikimi siklinB-cdkl kompleksini inaktive eder ve bu inaktivasyon
mitozun normal bitmesini saglar. Mitoz iplik¢ik kontrol noktasi olgunlagmamis kardes
kromatidlerin ayrilmasini engeller. Bu kontrol noktasinda rolii olan genler, MAD1L1,
MAD2, MAD2L1, MAD2B, BUB1, BUBR1, BUB3, TTK, MPS ve CDC20" dir. Bu genler
hiicre siklusunun kontroluna katilir. Mayadan insana kadar MAD ve BUB proteinleri
korunmustur. MAD ve BUB gen iiriinleri kinetokor gozetimi ve anafaz diizenlenmesi
icin gereklidir. MAD proteinleri dogru kromozom ayrilmasini, BUB gen iirlinleri ise
mitozun ilerlemesini diizenler. Drosophila Melonogaster, C.elegans ve farede mitoz
iplik¢ik kontrol noktasinin tamamen kaybolmasinin embriyon oliimiine neden oldugu
gosterilmistir (55,58,62). DNA sentezinden sonra kohesin protein kompleksleri kardes
kromatidleri birarada tutar ve kromozomlar olusur (55,62). Mitoz iplik¢ik kontrol
noktasi anafaz promoting kompleksi (APC) diizenler. CDC20pAPC'yi aktive eder ve
pdslp ubiquitinlenme ile yikilir. Pdslp 'min yikilmasi ile separin Esp 1 aktive olur ve
kohesin salinir, boylece anafazda kardes kromatidler ayrilir. CDC20p'min APC'yi aktive
etmedigi durumlarda kohesin salinmaz, kardes kromatidler ayrilamaz ve anafazda

inhibisyon meydana gelir (55,60). CDC20'nin MAD2, BUBR1, BUBS3 ile kompleks
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olusturmasi anafaza girisi beklemeye alir.

2.7.7. Kanser ve Kontrol Noktas1 Inaktivasyonu
Gen mutasyonlarindan dolayr G; -S gecisindeki degisimler kansere neden olabilir.
Kanser hiicrelerinin karakteristik 6zelliklerinden biri biiyiime uyarimindan bagimsiz
olarak G; fazina tekrar girebilmeleridir. Rb fosforillenme/defosforillenme dengesizligi
oldugunda, G; -S fazlar1 arasi gegislerde olan degisiklikler hiicrelerin ¢ogalmasini
degistirebilir. Rb gen mutasyonlar1 insan kanserlerinden bazilarinda (glioblastoma ve
Retino-blastoma vb) tanimlanmistir. Timdr viriisleri HDAC ile Rb 'nin baglanmasini
inhibe edebilir. Siklin D'nin fazla eksprese oldugu bazi durumlarda ise E2F
aktiflesmesinden sonra Rb inhibisyonunu saglayan defosforillenme olmadiginda S
fazina hatal1 ilerleme olabilir (55,62).

Kusurlu G; siklin E-cdk2 kompleksi sentriollerin hatali replikasyonunu
uyarmaktadir. Hiicrede iki veya daha fazla sentrioliin varlig1 anafazda hatali kromozom

ayrilmasina neden olur. Bazi insan kanserlerinde sentriollerin fazla dublikasyonu da

belirlenmistir (55,58,62).

2.7.8. DNA's1 Hasarh Kanser Hiicrelerinde G; —S Gegisi

Radyasyon v.b. etkenlere maruz kalan hiicrelerde hiicre siklusunda hatalar olmaktadir.
Ornegin Gama radyasyonuna maruz kalan hiicrelerde fonksiyonel p53 geninin yetersiz
olmasindan dolay1 bu hiicreler G; 'de tutulamaz ve S fazinda hasarli DNA'y1 dublike
ederek gen mutasyonuna ve/veya hatali kromozom dizilimine neden olur (55,62). Hiicre
¢ogalmasini gen delesyonu, fazla gen ekspresyonu ve nokta mutasyonlar etkilemektedir.
Insan kanserlerinde farkli genlerde nokta mutasyonlar ve delesyonlar vardir. Insan
kanserlerinde en sik goriilen mutant gen p53 'tiir. Normal bir hiicrede DNA hasari
oldugunda, p53 diizeyi artar ve hiicre siklusunu G; fazinda inhibe ederek DNA onarimi
igin hiicreye zaman kazandirir. Hasar tamir edilemiyorsa hiicre apoptozise gider (55).
Hasarli hiicrenin 6liimii veya hiicre siklusunda kalmasinin nasil saglandigi tam olarak
bilinmemektedir. p53 mutasyonlarinda hiicreler boéliinmeye devam eder. Bu
mutasyonlar sonucunda tiimor baskilayici fonksiyonlarinda kayip olurken diger yandan
onkojenik fonksiyon ortaya c¢ikabilir (55,62). Muskarinik reseptor agonist ve

antagonistler varliginda c¢ogaltilan K562 hiicrelerinde siklin D; transkripsiyon
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seviyelerinin degistigi belirlenmistir. Bellamy ve ark. 5 gray gama radyasyonunun
fibroblastlarda biiyiimenin durmasina, ayni doz radyasyonun ince bagirsak kripto
hiicrelerinde ise apoptozise neden oldugunu gostermislerdir (55). p53 ayni zamanda
cdk’larin inhibitérii p21 transkripsiyonunu artirarak da DNA hasarina yanit verir
(55,58,62). S fazinda eksprese edilen siklin A erken fazda cdk?2 ile sonraki fazda cdc ile
birlesir. Siklin-cdk kompleksi DNA sentezinin baslamasinda rol oynar, cdk
ekspresyonunun inhibisyonu ise hiicre siklusunun durmasina neden olur (55,59). ATM
(Ataxia Telengiectasia Mutant kinaz) tarafindan p53 'iin aktivasyonu DNA onarimi ve
apoptozisi koordine eden DNA hasar sinyal yollarina aracilik eder. ATM cift iplik
kiriklarina cevapta ve ATR (ATM ve Rad3 related) olarak adlandirilan kinaz diger tip
DNA hasarlarina cevapta Onerilmektedir (55). Hiicre siklusunda ATM ve CHK2
ekspresyonu nispeten devamli olmasina ragmen ATR ve CHK1 G; fazinin baginda ve
ortasinda disiiktir. ATR ve CHK1 Gi/S gecisine yaklastikca Onem kazanir.
ATM/ATRpS3 transkripsiyon faktoriinii fosforiller. Ubiquitin kinaz, MDM2 p53 ‘iin
hizlisirkiilasyonunu saglamaktadir. Ayirict hedef mekanizmalar hala agiklanamamuistir.
p53 'le uyarilan G; fazinda duraklamada p21Cipl/Waf 1 'in rolii vardir. Ayni zamanda
PCNA (proliferating cell nuclear antigen) inaktive olmaktadir. PCNA, DNA sentezini
katalize eden, DNA tamirinde yer alan DNA polimeraz delta'nin kofaktoriidiir. Sentezi
hiicre siklusunun ge¢ G; fazinda baslayarak orta-ge¢ S fazinda en yiiksek degere
ulagmaktadir. p21, cyc-cdk kompleksini inhibe etmesi yaninda PCNA 'i de inhibe eder.
Hiicre siklusunun G; /S fazinda durdurulmasinda yeni belirlenen niikleer protein
ICBP90 ‘'un p53/p21Cipl/WAF 1 aracili yolaklarda hedeflerden biri olarak
onerilmektedir. Insan Rad 9 ve Rad 17 proteinlerinin S faz1 baslangicindaki kontrol
noktasinda ve kromozom kararliliginin siirdiiriilmesinde 6nemli oldugu belirlenmistir.
Rad 9 "un ATR kinazla biiyiik protein kompleksinin fosforillenmesine aracilik ettigi de
onerilmektedir. p53 ve Rb protein fonksiyon kaybinin nedenleri mutasyon, delesyon
veya diger proteinlerle baglanma olabilir. Rb kontrolu kanser hiicrelerinin bir c¢ok
tipinde bozulmaktadir. Rb kontroliiniin bozulma nedeni Rb fosforillenmesinde rolii olan
siklin ve cdk'larda onkojenik mutasyonlardir. p53 fonksiyonu cdk 4 ve cdk 6
supressorlerinin fazla ekspresyonu ile baskilanir. Genomda onkogenik lezyonlara p53
fonksiyonunun bozulmasi neden olur. Bunun nedeni p53 'Un apoptozis Oncesi

diizenlenmesinin gergeklesmemesidir (55). Hiicre siklusunda kontroliin kalkmasi p21,
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p27, pS7 gibi p53 'in downstream genlerinde kusurlara neden olabilir. Cdk'larin ve
siklin-cdk komplekslerinin aktivitelerini Cdk (p21,p27, p57)'nin inhibitorleri inhibe eder
ve hiicrenin S fazina girisini engeller (55,58,62). Baz1 tiimoérlerde cdk4 ve cdk 6'min
negatif diizenleyicileri olan p15 ve pl6 'nin mutant oldugu da rapor edilmistir. Timor
hiicrelerinin bir kisminda cdc4 de kusurlar veya cdc4'iin ekspresyonunun fazla
olmasindan dolay1 siklin E diizeyi normal degildir. Baz1 tiimdr hiicrelerinde siklin E-
cdk2'nin negatif diizenleyicisi olan cdk inhibitorii, p27 'nin kayboldugu da belirlenmistir
(55).

2.7.9. p53 Aracili Apoptosis

p53 ve Bcl 2, programli hiicre 6liimiinde anahtar rol oynayan genlerdir. Normalde p53
hiicre akibetini belirleyen molekiiler ag1 diizenler. cMyc (niikleer fosfoprotein) p53 'i
secici olarak aktive eder ve apoptozisi baslatir (55,57). Niikleer fosfo protein cMyc, Fas
ligand ve reseptorle birlesir. Bu proteinin bagimli ve bagimsiz yolaklar ile sitokrom c
salinmmini indiikleyen bax 'm transkripsiyonunu diizenledigi de diistiniilmektedir.
Hasarli hiicrelerde fonksiyonel p53 yoksa, hiicre siklusu kontrol noktalari tarafindan
kontrol edilmeden siklus ilerler (55,59). p53 'in diizenleyici aktivitesini gegtigini
gosteren alternatif yol ise p53'un negatif diizenleyicisi Mdm2 (murine double minute 2)
dir. Mdm2 proteini, p53’i kontrol altinda tutar ve p53'in Gi/S gecisinde siklusu
durdurmasint ve apoptozisi engeller. Radyasyon ve benzeri etkenlerle hiicre
etkilendiginde Mdm2 proteininin p53' baglanma bolgesinde yapisal degisiklikler
meydana gelir. Bu nedenle Mdm2 p53 i baglayamaz ve serbest p53 transkripsiyonel
aktivitesi ile G; ve G; kontrol noktalarinda siklusu durdurur ve baxgenini aktive ederek
apoptozise neden olur. Mdm2, p53 ‘iin transkripsiyonunu azaltir ya da p53'e baglanarak
aktivitesini inhibe edebilir. Losemi, lenfoma, sarkoma glioma ve meme kanserinde
Mdm2 gen amplifikasyonu gosterilmistir (55,57). Cok organize bir islem olan apoptozis
zararli ve anormal hiicrelerin yikimini saglamaktadir. Apoptozis yolunda iki diizeyde
mekanizma bozukluklart goriiliir: 1. Apoptozisi diizenleyen genlerde mutasyon ve bu
nedenle apoptozise gitmeyen hiicrelerin yagamasidir ve 2. Apoptozise direng gelistiren

hiicrelerin Darwinizm (dogal se¢ilim) ile segilip yasamaya devam etmesidir (55).
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2.7.10. Apoptozise Kars1 Mekanizmalar

Bcl 2 hiicre o6limiinii inhibe ederek hiicreyi apoptozise karsi korumaktadir. Bu ailenin
diger tyelerinden Bcl-xL, mcl ve bag 1 hiicre 6liimiiniin inhibitorleri iken bad, bax ve
bik apoptozisi ilerletirler. GADD45 (a growth arrest and DNA damage (gadd)-induced
gene) hiicre siklusunun G; -M kontrol noktasinda 6nemli rolii olan niikleer proteindir.
Bu protein cdc2 proteini ile etkileserek cdc2 kinaz aktivitesini inhibe etmektedir. cMyc,
GADDA45 ve cki genleri p15, p21, p27 'yi baskilayarak hiicre biiylimesini saglar. Yasam
faktorleri olmadiginda c-Myc onkogeni hiicreleri apoptozise gotiiriir. Apoptozis dncesi
ve sonrasi olaylar tamamen agik degildir. Bcl-2 mitokondrinin dis zarinda bulunur ve
mitokondriden sitokrom ¢ salinimini bloke eder. Sitokrom c kaspazlar1 aktive ederek
apoptozisi indiikklemektedir. Bcl-2’nin ekspresyon diizeyi apoptozisi belirleyen
faktorlerden birisidir. Bcl-2 ekspresyonu fazla olan hiicreler hiicre 6liimiinden kagabilir
(55). Antiapoptotik Bcl-2 tiyeleri kaspaz aktivasyonunu onleyerek antiapoptotik etki
gosterirler. Baz1 ¢aligmalarda Bcl-2 ¢ok yiiksek bulunmasina ragmen hiicre limiiniin
arttig1 da gosterilmistir. NF-kB transkripsiyon faktoriiniin Bcl-

2 ailesini up-regule ettigi bilinmektedir. Bcl-2 ayni zamanda Ras2 nin
antiapoptotik aktivitesini de diizenler. Bcl-2 nin diger diizenleyici mekanizmasi, bax
gibi biiyiime diizenleyicilerinin aktivitesini inhibe ederek apoptozisi engellemektedir
(55,57,58).

2.7.11. Apoptozis Kontrol Noktalari

Apoptozisin olup olmayacagimi Bax ve Bcl-2 dengesinin dogrulugu belirler (55,58).
Hiicrelerin apoptozise gitmesi i¢in Bax diizeyinin Bcl-2 'den fazla olmasi gerekir
(55,59). Bu mekanizma apoptozisde kontrol noktasi 1 olarak oOnerilmistir (Sekil 8).
Yaban tip p53 varliginda Bcl-2 ekspresyonu az olan hiicreler apoptozise gider. Tersi
olursa yaban tip p53 az, Bcl-2 fazla ise ¢ok mutasyon olabilir. Bunun nedeni hiicre
proliferasyonunun aktive olmasidir. Bcl-2ailesinin en biiyiik proteini Bcl-XL, Bcl- 2' ye
benzer yolda hareket eder ve Bcl-2 aktivitesini baskilayan Bak apoptozise neden olur.
Apoptozis yolaginda ikinci kontrol noktasi ¢ok iyi belirlenememistir. Interldkin
converting enzim (ICE) prokaspaz 1 olarak bilinmektedir. ICE DNA onarim enzimleri
ile etkilesmektedir. Polyadenosin difosfat-riboz polimeraz DNA kiriklarim1 tanir ve

DNA onarimimna katilir. Niikkleer membran proteini lamin A, PARP"' pargalar ve
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apoptotik hiicre morfolojisi meydana gelir. ICE ile PARP inaktive olursa, apoptozis
baslar (55,59).
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Sekil 8.Apoptozis kontrol noktalari

2.7.12. Kanser Hiicrelerinde G,—M Gegisi
Kanser gelisiminde ve/veya hastaligin ilerlemesinde G, -M gegisinde degisimlerin rol
oynadig1 belirlenmistir. Iyonize edici radyasyon Ku homologu olan protein kinazlari,
ataxia telegiectasia mutant (ATM) ve ATM iligkili (ATR) genleri aktive eder (55).
Mayada yapilan calismalarda telomer idamesi ve DNA onarimi arasindaki
baglant1 gosterilmistir. Ku, DNA kiriklarinin onariminda homolog olmayan uglar igin
gereklidir. Ku telomerik DNA'ya baglanir ve G zengin dizilerin islenmesine katilir.
Telomer idamesinde rolii olan Ku, DNA'larinda ¢ift iplik kirig1 olan hiicrelerin G, —M
gecisinde aktive olmaktadir (55,63). Chkl ve Chk2 protein kinazlar ilk olarak mayada
gosterilmistir. Bu kinazlar, DNAhasar1 sonucu aktive olan hiicre siklus kontrol
noktalarinda 6nemli rol oynamaktadir. Mutant Chk2 Li-Fraumeni sendromlu hastalarda
bulunmugtur. Chk2 tiimor baskilayict gen olmaya adaydir. DNA hasarimin ardindan,
Chkl ve Chk2 yalniz G, blogunu uyaran cdc25c'yi fosforillemez; ayn1 zamanda
stabilizasyon i¢in fosforilasyonunuda uyarir. Mikrotiibiil inhibitorlerinin yaban (wild)
tip p53 1 fare embriyo fibroblastlarina verilmesi ile G, -M gecis blogu aktive
olmaktadir. Bunun yanisira mutant p53'lii hiicrelerde hiicre siklusu durdurulamamistir.
Bu blok kromozomlarin ayrilmasi ve mitoz tamamlanmadan 6nce diger S fazina gegisi

onleyerek aneuploidiyi engellemektedir. Boylece mutant p53 uygun kromozom
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ayrilmasi olmaksizin tekrar tekrar dongiiye neden olarak genomik dengesizlige neden
olmaktadir (6rnegin aneuploidi). Bu cdk'larin aktivitelerinin inhibisyonu ile gerceklesir
(55,62). Bu gegisin inhibisyonu p53 iin G 'ye girisi inhibe eden 14-3-3 geninin
transkripsiyonunu artirmasiyla saglanmaktadir. 14-3-3 cdc25¢ kompleksi, cdc 25c¢'nin
cekirdege girigini engeller (55,59). Memelilerde DNA hasar1 sonucunda tetiklenen
sinyal ileti kaskadinda ATM ve ATR protein kinazlarin 6nemli rolleri vardir. chkl ve
chk2 bu kinazlarin kontrol noktasi fonksiyonlarina aracilik etmektedir. ATM ve ATR
stress olmadiginda aktive olmazlar ancak strese maruz kalinca aktive olmaktadirlar.
ATM kinaz normal hiicre siklusu ilerlemesinde veya hiicre farklilasmasinda gerekli

degildir (55).

2.7.13. Kanser Hiicrelerinde Mitoz iplikcik Kontrol Noktasi

Bazi arastirmacilara gore kanser gelisimini ve genomik dengesizligi mutasyon oranlari
ile aciklamak miimkiin degildir. Genomik dengesizlik somatik hiicre gen mutasyonu
veya aneuploidi gibi kromozom anomalileri igerebilir. Aneuploidi tiimor
baskilanmasinda, hiicre siklusunun diizenlenmesinde, sentrozom olusumu ve
fonksiyonunda, hiicre biiylimesi, metastaz ve metabolizmada bulunan ¢ok sayida genin
dengesizligi olarak tanimlanabilir (55,62). Kanser gelisimi ve ilerlemesinde
aneuploidilerde mitotik kontrol noktast i¢indeki MAD veya BUB genlerindeki
mutasyonlarin rol oynayabilecegi Onerilmektedir. Bu mutasyonlar mitotik kontrol
noktas1 degisimine, metafazdan anafaza gecis sirasinda kromozomlarin yanlis
ayrilmasima ve aneuploidiye neden olur. Bu tip mutasyonlar ilk olarak aneuploidi
fenotipli olarak siniflandirilan 19 kolorektum kanser hiicre soyunda calisilmistir.
Ondokuz hiicre soyundan ikisinde BUB1 geninde farkli mutasyonlar belirlenmistir.
Aneuplodili bireylerde hBUBlgeninde kalitsal mutasyonlar bulunmustur. BUB1 iig
fonksiyonel domain igerir: bunlar CD1, niikleer lokalize edici domain (NLS) ve kinaz
domain (CD2)'lerdir. CD1 iginde ¢erceve kaymasi ve anlamsiz mutasyonlar bulunmus,
NLS veya CD2 domainlerinde ise mutasyon bulunamamistir. Farkli arastiricilar
aneuploidi belirlenen kanserlerde BUB ve MAD genlerinde mutasyonlar bulmustur
(55,58). Fakat bu mutasyonlar ile ilgili calismalar hala yetersizdir. Insan kanserlerinde
mitoz iplik¢ik kontrol noktalar1 hakkinda bilinenler ¢ok azdir. Insan kanserlerinin

¢ogunda mutant MAD1 'in kromozom instabilitesine neden oldugu belirlenmistir(55,62).
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Aurora kinaz ailesi hiicre siklusunu G,/M kontrol noktasindan sonra mitoz kontrol
noktasinda veya mitozun sonuna dogru rol oynar. Aurora kinazlar hatasiz hiicre
boliinmesi i¢in gereklidir. Aurora kinazlarin kromozom dizilimi, kromozom ayiriminda
ve sitokinezisde onemli rolleri vardir. Aneuploidi olan tiimérlerde Aurora kinaz'in fazla
ekspresyonu ve sentrozom amplifikasyonu belirlenmistir. Aurora A kinaz p53 gibi
timor baskilayic1 proteinleri fosforilleyerek onlarin aktivitelerini de diizenlemektedir.
Aurora A ve B'nin ras yolagi araciligi ile hiicre transformasyonuna neden oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle Aurora kinaz inhibitérleri ile hiicre siklusu bloke edilerek
kanser tedavisine yonelik calismalar yapilmaktadir. Aurora B kinaz inhibitorii

AZD1152 16semi tedavisine yeni etken madde olarak onerilmektedir(55,64).

2.7.14. Kanser Hiicrelerinde Sentriol Anomalileri

Kanser hiicrelerinde sentriollerin fazla duplike oldugu belirlenmistir. Normal hiicreler,
hiicre siklusunun G; fazinda siklinE-cdk2 kompleksleri ile sentriol kopya sayisini
diizenler. Anormal spindle (asp) gen iirlinii mikrotiibiil assosiye eden proteindir. Asp
proteini kutuplarda herbir mitotik iplik¢igin her bir sentrozoma baglanmasinda rol
oynar. Mitozun metafazdan anafaza geg¢iste tutulmasinin nedeni asp mutasyonu sonucu
anormal iplik¢cik morfolojisidir. p53, sentrozom replikasyonunda rol oynayabilir
(55,62). Fonksiyonel p53 proteini olmayan fare embriyo hiicrelerinde bir hiicre siklusu
sirasinda ¢ok sayida sentrozom kopyast goOsterilmistir. Mitoz sirasinda sentrozom
sayisinin ¢ok olmasinin kromozomlarin yanlis dagilimina ve bu nedenle aneuploidiye

yol actig1 bildirilmistir (55,57,58).

2.8. GEN POLIMORFIZMI VE KANSERE YATKINLIK

Gelisimsel siire¢ icinde tiim tiirlerin farklilagsmasindan ve bir tiirlin iiyeleri arasindaki
farkliliklardan genetik cesitlilik sorumludur. Genlerde, genetik cesitlilige yol agan bu
degisikliklerden biri polimorfizmdir. Genomda cogunlugu tek niikleotit diizeyinde
olmak iizere (insanda on milyon kadar), ikiliiicli niikleotit tekrar sayilarinda
degisiklikler ve daha az1 kromozom diizeyinde bazi yapisal diizenlemeler seklinde
genetik polimorfizmler vardir. Genetik hastaliklar, DNA’daki bir degisiklik sonucu
genin, mRNA ya da protein {iriiniiniin niteliginin ya da niceliginin (bazen her ikisinin)

degismesi sonucu olusan hastaliklardir. Insan genom proje calismalariyla tiim
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genomdaki genlerin ve niikleotit dizilerinin belirlenmesinden sonra, genlerin ifade
edilme diizeyleri ve ifade edilen gen iirlinlerinin yapt ve islevindeki farkliliklarini
belirleme calismalar1 hiz kazanmistir. Somatik mutasyon teorisine gore kanser, birden
fazla genetik ve epigenetik faktoriin etkisiyle ¢ok asamali olarak ve kalitsal ya da
sonradan kazanilmis mutasyonlarin somatik hiicrelerde birikmesiyle ortaya ¢ikan bir

somatik genetik hastaliktir (65).
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2.8.1. Hiicre Dongiisii ve Polimorfizm

Gen degisimleri, onkogenlerin asir1 ifade edilmesi ve hiicre dongiisii diizenleyicileri
timor gelisiminde Onemli rol oynayan faktorlerdendir (65,66). Bunlardan hiicre
dongiisiiniin denetimi, ¢ogu biyolojik siirecin ve kansere yol agabilen kontrolsiiz hiicre
cogalmasinin anlasilmasinda asil ilgi odagr durumundadir. Hiicre dongiisiini
diizenleyen sistemlerin pek ¢ok bileseninin kanserle baglantisi oldugundan kanser, bir
hiicre dongiisii diizensizlik hastaligi olarak da tamimlanabilir. G1, S, G2 ve M
evrelerinden olusan hiicre dongiisliniin bir evresinden digerine gecisi, dongi
basamagina gore diizeyleri artan ya da azalan siklin proteinleriyle denetlenir. Dongiide
rolii olan pek ¢ok onkogen ve timor baskilayan gen, G1 kontrol noktasindaki hatalarla
iligkilidir (65,67). G1/S ge¢is noktasinin denetimi; siklinlerin sentezlerinin ve

yikimlarinin denetlenmesi, kendisine baglanan ve diizeyleri dongii boyunca degismeyen
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ancak aktiviteleri denetlenen katalitik 6zgiin kinazlarla birleserek siklin-bagimli kinaz
(CDK)kompleksinin olusumu, bu kompleksin otofosforilasyonla aktiflesmesi, Cip/Kip
ve INK4/ARF gibi hiicre dongiisli inhibitorlerinin etkisiyle inaktiflesmesi olaylariyla
saglanir. D-tipi siklinler (siklin D1, D2 ve D3), CDK4 ve CDK6’y1 aktive eder ve G1’in
ilerleyisinden sorumludur (65). Retinoblastoma (Rb), hiicre dongii diizenleyicisi ve
timor baskilayicis1 olarak belirlenen genlerden biridir. Siklin ile olusan CDK4 ve
CDK®6 kompleksleri Rb proteinlerini fosforile ederek onu inaktive eder. Inaktif Rb,
aktifken kendisine bagli olan transkripsiyon uzama faktorii-2 (E2F)’yi serbest birakir
(Sekil 9). E2F de, G1/S gegisi ve S evresine giris i¢in gerekli -siklin A, E ve CDK1,
myb, dihidrofolat rediiktaz, timidin kinaz gibi- genlerin ifade edilmesini saglar. E2F,
diger dongii diizenleyicileri gibi DNA sentezi, DNA onarimi ve apoptozis olaylarinda
rol oynamakta ve bazi tlimoérlerde allele bagl ifade edilme diizensizliklerine neden
olabilmektedir (65,68). Hiicre dongiisiiniin diger O6nemli bir diizenleyicisi, timor
baskilayan p53 genidir. DNA hasarina yanit olarak p53 gen {iriinii aktive olur, hiicre
dongiisii durur. DNA onarimi ve apoptozis olaylar1 baslatilir. Genomik biitiinliigiin
korunmasinda hiicre dongii diizenleyicisi olan p53 insan kanserlerinde mutasyonun en
sik goriildiigii genlerden biridir. p53, DNA hasarina yanit olarak etkisini, siklin-bagimli
kinaz inhibitérlerinden (CDKI) biri olan p21 proteininin ifade edilmesini saglayarak
gosterir (65,69). Hiicre dongiisiiniin kontrolii, CDK aktivitelerinin diizenlenmesi,
siklinlerin sentezi ve pargalanmasi, fosforilasyon ve defosforilasyonu, CDKI
proteinlerinin sentezi, baglanmasi ve pargcalanmasini kapsayan pekcok diizeyde
yapilabilmektedir. CDKI ailesinden biri olan Cip/Kip ailesi, ¢ogunlukla siklin/CDK
komplekslerine baglanarak etki gdsterir. Ornegin p21, CDK2 ile etkilesir (p21, p27 ve
p57 bu ailedendir). CDKI ailesinin bir bagka iiyesi ise INK4/ARF’dir. INK4 yalnizca
CDK4 ve CDKG6 ile etkilesir ve bunlarin siklin D ile birlesmelerini engeller p15,
p16,p18 ve pl19 bu ailedendir). ARF ise p53’lin regiilatorii olan MDM?2 aktivitesini
inhibe ederek p53 seviyesini arttirir (pl4 bu ailedendir). Tiim CDKI molekiilleri,
hiicrede fazla sentezlendiklerinde ve CDK molekiillerini etkisizlestirdiklerinde hiicre
dongiisiinii G1 evresinde durdururlar (65). G1 diizenleyicilerinden siklin D1, CDK4 ve
pl6, over kanser gelisiminde 6nemli rol oynarlar. Miktar artan siklin D1, Rb proteinini
fosforilasyonla inaktive etmek icin CDK4 ve CDKG®6 ile birlesir (siklin D1,11q13°te
CCNDI1 geni ya da Pradl geni tarafindan sifrelenir; paratroid adenomda, B hiicre
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lenfomalarinda bu genin translokasyonunun —t(11;14)(q13-932)- rolii nedeniyle bu isim
verilmigtir). Siklin D1’in ifade edilmesinin, bazi hiicre tiplerinde hiicre—hiicre
dokunmasinin ortadan kalkmasiyla azaldig1 ve bu dongii diizenleme etkisinin integrinler
ve fokal adezyon kinazlar aracihiiyla gerceklestigi gosterilmistir  (65,70).
Meme,6zefagus, squamodz hiicreli kanserde siklin D1 lokusunda artis oldugu
gozlenmistir (65,71). Kolorektal kanserlerde, siklin D2 ve E genlerinin ¢oklu kopya
olusturmasi nedeniyle mRNA ve protein diizeyinde de asir1 ifade edildigi gosterilmistir.
Bazi meme kanseri hiicre hatlarinda siklin E geninde artis oldugu ve bu artisin siklin E
mRNA diizeyini yaklasik 64 kat arttirdigi gosterilmistir (65). Herhangi bir hastaligin
olusumunda ve tedaviamagli uygulanan ilaca verilen yanitta gevre, yas, beslenme,
yasam bi¢imi gibi faktorlere ek olarak, kisinin genetik yapi degisikliklerinin rolii
yadsinamaz. Bu nedenle toplumlarin genom yapisindaki varyasyonlarin, ve kisisel gen
mutasyonlarinin calisilmasi kanser olusum riskinin, ilag¢ toksisitesi ve etkinliginin
belirlenmesinde yararli olmaktadir. Tek niikleotit degisimlerini (varyasyonlari,
polimorfizmleri) igeren genler, toplumda % 1’den daha fazla siklikta bulunan allel
genler olarak tanimlanir (65,72). insan genom dizilim ¢alismalar1 her insan genomunda
DNA’nin % 99.9 benzerlik gosterdigini kanitlamistir. Geriye kalan % 0.1°lik fark,
bireysel genotip ve fenotipik degisikliklerin sorumlusudur. Tek niikleotit de§isimleri
insan genomunda eng¢ok bulunan (ortalama her 1000 niikleotitte bir) DNA dizi
degisimleridir. Diger genetik polimorfizm tipleri; degisik uzunlukta ikili ya da icli
niikleotit tekrarlar1 ve DNA’da eksilme ya da artmalari icerir. Ister dongii diizenleyici
molekiil isterse yiizlerce hiicresel islevden birinden sorumlu olan herhangi bir genin
kodlayic1 bolgesindeki degisiklik, genin iiriinii olan fenotipi etkiler. Genin ifadesi ise
cogunlukla genin promotdér ya da enhancer gibi diizenleyici bolgeleri (cis
elementlerdeki) ve bu bolgelere baglanan transkripsiyon faktorleri ve diger yardimeci
diizenleyici molekiillerle kontrol edilir (65). Genin kontrol bdlgesindeki niikleotit
degisiklikleri ve diger genlerden olusturulan ve bu diizenleyici bdlgeleri taniyip
baglanan (trans etkili) diizenleyici proteinlerin genlerinin kontrol ve kodlayict DNA
bolgesindeki niikleotit dizi degisiklikleri genin ifade edilme diizeyini, bir baska deyisle
iirin olusumu ve miktarmi etkiler. Boylece bir genin ifade edilme diizeyi, hem genin
kontrol boélgesindeki DNA diziliminin hem de bu bdlgeye baglanan diizenleyici
transkripsiyon faktorlerinin farkliligindan dolayr kisiden kisiye degisebilir. Hiicre
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dongiisii denetim noktasinda DNA onarimindan sorumlu bir kinaz geni olan CHEK2
(CHK?2 olarak da bilinir), meme kanser riskinin artmasinda rolii olan bir bagka dongii
diizenleyici gendir. CHEK2 1100delC varyantinin, kadinlarda meme kanser riskinin
yaklasik 2 kat, erkeklerde ise 10 kat artmasina neden oldugu gosterilmistir (65,73). p53
genindeki Pro72 polimorfizminin over kanseri i¢in molekiiler belirte¢ olabilecegi
belirtilirken, bu allele sahip olmayan meme kanserli hastalarin tedavisinde
tamoksifenden degil diger tedavilerden sonug alinabilecegi onerilmektedir. Siklin D1
geninin 4.ekzonunda tanimlanan A870G tek niikleotit polimorfizmi (SNP) farkli bir
mRNA ve farkli bir proteinin olusmasina neden olabilir. Bu polimorfizmin, protein
ifade edilme diizeyini degistirerek Ozefagus kanserlerinde genomu kararsizliga
gotiirerek agresif bir klinik siirece gotiirdiigli gosterilmistir. Bir bagka ¢alismada ise bu
polimorfizm bakimindan AA genotipine sahip olan bireylerin, kolorektal kansere
yakanma riskinde artis oldugu gosterilmistir. Ayrica, endometriyum, Ozefagus ve
kardiyak kokenli kanser hastalarinda yapilan ¢aligmalarda, siklin D1 geninin A870G
polimorfizmi bakimindan arastirildiginda, AA genotipi ve kanser gelisim riski arasinda
iliski oldugu belirlenmistir. Bunlara ek olarak siklin D1 A870G gen polimorfizmi
sigaranin indiikledigi akciger kanser riskini de etkileyebilmektedir. Buna karsin,
Ostrojen/progesteron reseptor negatif ve ileri evre (III ve IV) meme kanserli hastalarda
ise, 870 A allelinin sagkalim ile pozitif iliskisi oldugu gosterilmistir. McKay ve
arkadaglar1 yiiksek diizeyde siklin D1 protein ifade edilmesi ile kolorektal kanser
arasinda pozitif iligkili oldugunu, ancak A870G polimorfizminin siklin D1 protein
ifadesi ve sagkalim ile iligkisi olmadigint gostermislerdir. CDKI ailesi iiyelerinden
pl6INK4A (CDKN2A)geninde tanimlanan A148T varyant1 erken yasta gelisen meme,
malign melanom ve akciger kanserleri ile iliskilendirilmistir. Cip/Kip aile iiyesinden biri
olan p21CIP1/WAF1 (CDKN1A) geninin 31. kodonundaki C/A transversiyonu sonucu
serin yerine arjininaminoasitinin  kodlanmasiyla sonuglanan bir polimorfizm
tanimlanmistir. AA genotipinin akciger, mesane kanser gelisimi ile, CC genotipinin ise
Ozeferangal kanser olusumu ile iligkisi gosterilmistir. Genin 3'translasyona ugramayan
bolgesinde yer alan (stop kodonunun 20 bazgift asagisinda) ve 31.kodon polimorfizmi
ile baglant1 gosteren C/T polimorfizmi tanimlanmistir. Bir ¢alismada,CC genotipi ile
karsilastirildiginda, T alleli tasiyicilarinda (CT+TT genotipleri) prostat kanseri gelisim
riskinin 2 kat arttii gosterilmistir. Cip/Kip aile {iyesinden biri olan p27KIP1
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(CDKNZ1B) geninin 109.kodonunda T/G degisimi sonucu glisin amino asiti yerine valin
amino asiti kodlanmasiyla sonuglanan bir polimorfizm tanimlanmistir.VV (¢alismada,
CDKNIB geni kesim iiriinlerine gore smiflandirilmig) genotipi ileileri evre prostat
kanseri arasindaki iligki gosterilmistir. Bir baska ¢alismada ise, oral kanserli erkek
hastalarda VV genotipinin kanser gelisimi ile baglantisi1 belirlenmistir. Meme kanserli
hastalarda GG genotipi ile lenf nodu metastazi arasinda iliski oldugu gosterilmis ve bu
polimorfizmin timdr prognoz belirteci olabilecegi Onerilmistir. Bir bagka ¢alismada ise,
CDKN2A, pl5INK4B (CDKN2B), CDKNIB genlerinin kontrol boélgelerinde yeni
polimorfizmler tanimlanmistir. CDKN2A -222A, CDKN2B -593A, CDKN1B -1608A
varyantlar ile ¢cocukluk cagi pre-B akut lenfoblastik 16semi(ALL) gelisimi arasindaki
baglant1 gdsterilmistir. Ozetle, siklinler, CDK kompleksleri ve CDKI molekiilleri, hiicre
dongiisii, farklilasma, DNA onarimi ve apoptozis sistemlerinin diizenlenmesiyle ilgili
genlerin ifade edilmesini denetlemektedir. Hiicre dongiisiiniin denetim noktalarini
olusturan sistemler, kromozomlarin dogru diizenlenme ayrilmalarindan ve genomun
biitiinliiglinlinstirdiiriilmesinden sorumlu oldugundan bu sistemlerdeki hatalar kanser
hiicrelerindeki aneuploidilerin ve genomik kararsizligin asil nedeni olabilmekte bu

nedenle de tedavide ilag hedefleri arasinda yer almaktadir (65).

Apoptotik genlerindeki polimorfik varyantlar

Anti-apoptotik Bcl-2 aile B ax —benzen Pro-apoptotik proteinlerin

tyelennin ve onkogenlenn agin fonksivonunu kaybetmesi
ifade edilmesi \ /

Kanser
Hiicresi

N

Apoptozis inhibitér proteinleninden olan Parakaspazlar ve translokasyonlan ile hiicresel
Survivin’in agin ifade edilmesi inhibitér apoptozis proteinleri (cIAP) olan
fuzyon proteinlenin olusumu
Timér ilerlemesi ve metastaziyla
iligkilendirilen kaspaz fonsksiyonunun
kavbedilmesi

Sekil 10. Karsinogenezis’de apoptozis ile ilgili olabilecek genler/proteinler

2.8.2. Farkhlasma ve Polimorfizm

Kanser; hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi ve oliimii arasindaki dengenin bozulmasiyla
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olusur. Hiicrede son farklilasma; hiicre donglisiiniin durmasi1 ve hiicreye 6zgii genlerin
ifade edilmesiyle ilgili programinin aktivasyonuyla saglanir. Birbiriyle zit bir program
iliskisi i¢cinde olan hiicresel biiyiime ve farklilasmanin genetik programi baglasiktir
(65,74). Ornegin kas hiicrelerinin olusmasi sirasinda, ¢ogalan myoblastlar MyoD genini
ifade eder, ancak biliylimefaktorlerince zengin ortamda farklilagma yoktur. Ortamdan
biiyiime faktorleriuzaklastirilinca myojenik farklilasma baslar. p21 ve p16 gibi negatif
hiicre dongilisii diizenleyicileri MyoD transkripsiyon aktivitesini saglarken, biiyiime
faktorlerinin varhiginda pozitif diizenleyici siklin D1’in asir1 ifade edilmesi MyoD
aktivitesini engeller (65,75). mRNA’s1 kesim sonrasi bes ekzondan olusan siklin D1’in,
intron kesim bdlgesindeki SNP’den dolay1 dort ekzondan olusan polimorfik varyanti
siklin D1b, baz1 farkli islevlere sahip olabilmektedir. Siklin D1’in androjen reseptor
islevini etkiledigi ve prostat kanserinde epitel hiicrelerin transformasyonuna neden olan
baz1 transkripsiyonel diizenlemelerin ve hiicresel ¢ogalmanin kontroliinii elde tuttugu
gosterilmigtir. Melanokortin-1 reseptorii (MCIR)’in bazi varyantlarinin melanozom
olgunlagsmasinin tamamlanamamasina neden oldugu ve deri kanser riskini arttirdig1 6ne
stirilmektedir (65).Yeni hipotezlerle en azindan bazi kanserlerin, normal dokulardaki
farklilasmaya benzer sekilde, farklilagma yetenegini siirdiiren kok hiicrelerin neoplastik
transformasyonundan olusabilecegi One siiriilmekte ve bu hiicrelerkanser kok
hiicreleri” olarak isimlendirilmektedir. Buna alternatif bir hipotezle de kanser kok
hiicrelerinin, farklilasmas1 geriye donmiis (dedifferansiyasyon) ve kok hiicre 6zelligini
yeniden kazanmis hiicrelerden ya da asil kdkenden degil farkli embriyonal kdkenden
gelerek transformasyona ugramis hiicrelerden (trans-differansiyasyon) gelistigi One
stiriilmektedir (65,76). Kok hiicre farklilasmasinin son asamasi, olgunlasma isleviyle
ilgili siirecin son boliimiinii kapsar. Farklilagma tamamlanamamigsa ya da hatali
farklilasma olmugsa hiicre, apoptozisle ortadan kaldirilir. Apoptozisin gerceklesmedigi
durumlarda ise bu hiicrelerin neoplastik doniisiime ugramasi olasiligir vardir. Retinoik
asit (RA) ve reseptorleri (RAR), akcigerde hiicre ¢ogalmasi ve normal epitelyal
farklilasmanin devamlilig1 i¢in gereklidir. RA etkisini, asil olarak ¢ekirdek reseptor gen
ailesinin tiiyeleri - RAR ve retinoid X reseptdrleri - araciligiyla ortaya koyar. RA, insan
akut promyelositik 16semi hiicrelerinin de terminal farklilagmasini saglar ve bu
hastaligin tedavisinde kullanilir. RAR, ligand-bagl transkripsiyon faktorii olarak islev

yapar. RAR’in birden fazla promotorii kullanabilen ve alternatif intron kesimiyle
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olusturdugu ve her biri farkli genden ifade edilen a, B, and y izotipleri ve bunlarin da
birkag izoformlar1 bulunur. Diger ¢ekirdek reseptorleriyle de heterodimerler olusturarak
DNA’ya baglanabilirler. Bu sinyal molekiillerindeki c¢esitlilik ve bunlarin DNA’ya
baglandiklar1 6zel hedef bolge polimorfizmleri, denetledikleri genlerin ifade
edilmelerinde de rol oynayabilmektedir (65,77). Ornegin RAR genlerinin epigenetik
metilasyonla ifade edilmesinin engellenmesi bazi karsinomlarin olugmasinda etkili
olabilmektedir. Baz1 ¢evresel kimyasal maddeler (organokloriirlii kimyasallar, kloriirlii
pestisitler, polikloriirlii bifenil ve dibenzo bilesikleri), meme kanserinin baslamasinda
rol oynayabilmektedir. Bu bilesikler hiicre farklilasmasinda rolii olan Ostrojenin

ozelliklerini taklit etmektedir (65).

2.8.3. DNA Onarim ve Polimorfizm

DNA onariminda gorev alan OGG1, ERCC1,XRCC1, XRCC2, XRCC3, XPC, XPD,
XPF,BRCA2, MREI11, NBSI1, Ku70/80, LIG4, RAD...vb. genlerin polimorfizmleri,
proteinlerin  iglevini ve  bireylerin hasarl DNA’yr onarma kapasitesini
degistirebilmektedir. Eksik onarim kapasitesi de genetik kararsizliga ve dolayisiyla
kanser olusumuna neden olabilmektedir (65,78). Ancak, DNA onarim genlerindeki
polimorfizmler tek baslarina kanser risk cesitliligini agiklamak i¢in yeterli degildir.
Kanserle iligkili somatik mutasyonlarin birikimi sadece DNA onarimindaki kusurdan
degil, hiicre Oliim mekanizmasinin hasarli hiicreleri elimine etme yeteneginin
azalmasindan da kaynaklanir (65,79). DNA onarimi, genomik kararsizlik ve apoptozis
birbirleriyle etkilesen olaylar oldugundan, her biri kanserin patofizyolojisinde cok
onemli role sahiptir. Bir ¢calismada DNA onarim mekanizmalarindan biri olan niikleotit
kesme-gikarma onariminda gorev alan XPC (Asp312Asn) ve XPD (Lys751GIn)
genlerinin polimorfizmleri ile akciger kanseri arasinda bir iligki bulunurken, baz kesme-
cikarma ve ¢ift zincir kiriklarinin tamirlerinde gorev alan XRCC1 (Arg399Gln) ve
XRCC3 (Thr241Met) gen polimorfizmleri ile hastalik arasinda iliski bulunmamustir
(65,80). Diger bir ¢alismada, XPD kodon 312 heterozigot ve homozigot A allelinin
prostat kanseri i¢in belirte¢ olabilecegi Onerilmistir. Bir bagska ¢alismada, XRCC1 ve
XPD genlerindeki polimorfizmlerin kolorektal kanser ile iliskili oldugu bulunmustur.
507 meme kanserli hastada XRCC3 Thr241Met polimorfizmini arastiran bir ¢calismada,

241 Met tasiyicilarinda meme kanserine yakalanma riskinde artis oldugu belirlenmistir.
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Yeni tant almis mesane kanserli 215 hasta ile yapilan bir aragtirmada, XPD 156-
22541C>A ve 751-35931A>C polimorfizmlerinin mesane kanserinin etiyolojisinde
onemli rolii oldugu ortaya konmustur. Hepatoselliiler karsinomlu hastalarda, XRCC1
AG ve GG genotiplerinin homozigot olan AA genotipli hastalara gore, p53 geninin 249.
kodonundaki (hot spot) mutasyon frekansinda artisa neden olabilecegi gosterilmistir.
Diger bir ¢alismada da, XPC 499val alleli tasiyicilarinin, nazofarengeal karsinoma
yakalanma riskinde artis oldugu belirlenmistir. RADS1 135G>C polimorfizminin
ozellikle 50 yas altindaki kadinlarda ailesel meme kanseri riskini arttirabilecegi
saptanmistir (65). DNA onarim genlerindeki genetik polimorfizmlerin kanser gelisimde
etkin rolii oldugu bilinmesine ragmen, bu polimorfizmlerin infertiliteyi de
etkileyebilecegine iliskin bilgiler de vardir.Yapilan bir ¢alismada, XPD 751 glutamin
allelinin azospermi i¢in risk alleli oldugu ve XRCC1 194 Arg/Arg ve 399 Arg/Arg
genotipleri ile beraber degerlendirildiginde de azospermiyi 5.100 - 3.064 kat arttirdigi
belirlenmistir (65,81).

2.8.4. Apoptozis ve Polimorfizm

Programli hiicre 6limii olan “apoptozis”,hem hiicresel homeostazisin devamliligi hem
de hiicre ¢cogalmasi ve farklilasmasinda ¢cok 6nemli olan hiicre eliminasyonu icin gerekli
fizyolojik bir islemdir. Apoptozis, nekrozis, otofaji, anoikis ve mitotik katastrof gibi
programli veya indiiklenen hiicre Sliimleri tanimlanmis olmasina ragmen, iclerinde
sistematik olarak en ¢ok ve en iyi c¢alisilani, apoptozisin molekiiler iglergesi olmustur.
Apoptozis, genetik islergelerle diizenlenmekte ve malign hiicrelerde bu islergelerin
denetimi bozulabilmektedir. Bu da kontrolsiiz hiicre biiylimesine ve tiimor gelisimine
neden olmaktadir. Apoptotik islergelerde rolii olan pro-apoptotik ve antiapoptotik
genlerin klonlanmis olmasina ve apoptotik yolaktaki olast fonksiyonlarinin
arastirilmasina ragmen bu genlerin énemi ve kanser gelisimindeki iirlinleri halen tam
olarak ortaya konamamistir (65,82). Apoptozis; iyonlar (Ca+2), molekiiller (seramid),
genler (c-myc), proteinler (p53) hatta organeller (mitokondri) gibi ¢ok sayida araciyla
diizenlenir. Normal hiicre ve tiimor hiicresi arasindaki gen ve protein ifade
edilmesindeki artis veya azalislarin (ifade farkhiliklarinin), timdoriin baslangic
asamasinda mi1 yoksa ilerleyen evrelerinde mi gerekliligi halen bilinmemektedir.

Apoptozisin azalmasi tiimdrigenezis ile iliskilendirildigi icin, apoptozisin negatif
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diizenleyici genlerinin onkogenik potansiyeli olabilecegi, pozitif diizenleyici genlerinin
de tiimor baskilayici genler gibi davranabilecegi dngoriilmektedir. Bir¢ok tiimorde anti-
apoptotik proteinler, yiiksek diizeyde pro-apoptotik molekiillerle beraber bulunur (aktif
kaspaz-3 ve kaspaz-7 gibi) (65,83). Ilk bakista celiskili goriinen bu durum 30’dan fazla
proteini igeren ve bir kismi apoptozisi indiikleyen bir kismi da baskilayan Bcl-2 ailesi
ile aciklanabilir. Bu ailenin {yeleri kendi aralarinda homo veya hetero-dimerler
olustururlar. Hiicrenin sagkalim durumu bu ailenin pro-apoptotik ve anti-apoptotik
tiyelerinin goreceli oranina baglidir. Bu heterodimerlerden biri olan Bcl-2/Bax’in
birbirine oraninin bazi hematolojik malignensilerde prognostik deger tasidigir rapor
edilmistir (65,84). Bu oranin azalmasi apoptozisin aktivasyonu, artmasi ise apoptozisin
inhibisyonu ile sonu¢lanmaktadir. p53 geninin Pro72 polimorfizmi, apoptozisiliskili
SNP’dir. Ancak, karsinogenezisde apoptozis ile ilgili olabilecegi diisiiniilen
genler/proteinler de vardir (Sekil 10). Timoér nekroz faktori- o (TNF-a), en ¢ok
caligilan ve bazi dnemli kanser tipleri ile iliskili oldugu belirlenen sitokinlerden biridir
(65). FAS, TNFRSF6/CD95/APO-1 olarak bilinen apoptotik sinyal yolaginda yer alan
hiicre yiizey reseptorii, promotor bolgesinde yer alan SNP’lerin kanser duyarliliginda
rolii olabilecegi belirtilmistir. FAS -1377 G/A, -670A/G ve FAS ligand (FASL) -
844T/C polimorfizmleri bu genlerdeki transkripsiyonel aktiviteyi degistirebilmektedir.
Oliim yolagindaki FAS ve FASL genlerindeki polimorfizmlerin &zefagus skuaméz
kanseri gelistirme riskini arttirdigi gosterilmistir (65,85). p73 geni, p53 geninin hiicre
dongiisii kontrolii, apoptozis ve hiicre biiylimesi gibi sahip oldugu fonksiyonlart
diizenleyebilir. Ekzonlarin bilinen kodlayic1 bolgelerinin disinda, S'ucunda ribozoma
baglanma islevinden sorumlu ve 3’ ucunda da poliA kuyrugunun eklenmesinde rolii
olan kodlayict olmayan (untranslated bolgeleri (UTR)) bulunabilmektedir. p73
genindekibaglanti gdsteren ve kodlayici olmayan 2.ekzonda bulunan G4C14-A4T14
polimorfizmleri bas-boyun skuamo6z kanserlerinde genetik belirteg olabilecegi
belirtilmistir (65). Timor nekrozis faktor,apoptozis ile iligkili- 6liim reseptorii 4 (DR4)
ve 5’e baglanarak disaridan apoptotik yolagi uyaran ligandi uyarir. APO2L/TRAIL,
disaridan apoptotik yolagi uyaran, TNFreseptor gen siiper ailesinin alt grubu olan bir
ailedir. APO2L/TRAIL, ikisi proapoptotik reseptorler [(DR4 veya APO2L/TRAIL
R1), TRAIL-reseptor 2 (APO2L/TRAIL-R2, DRS, KILLER/DRS)], diger ikisi de (TRID

ve DcR2) tuzak reseptorler- hiicre 6liimiinii indiikleyemeyen- olmak iizere dort farkli
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hiicre ylizey reseptorlerine esit egilimli olarak baglanir. APO2L/TRAIL ile indiiklenen
hiicre 6liimii, reseptor ifadelenmesi ve baglanmasi ile sinirlidir. Bir ¢alismada, DR4
ekzon 4 G/G genotipinin mesane kanseri riskini azalabilecegi 6ne siiriilmektedir
(65,86). Hematolojik ve sindirim yolundaki kanserlerde kaspaz- 8, kaspaz-10 ve DR4
genlerinde mutasyonlar rapor edilmesine ragmen, kanser ile iliskilendirilen bu apoptotik
genlerdeki SNP’ler ile ilgili ¢alisma daha azdir. Bu g¢alismalardan birinde kaspaz-8
polimorfizminin meme kanseri yatkinligina karsi koruyucu etkisi oldugu rapor
edilmistir (65,87). DNA onarim ve polimorfizmi kisminda bahsettigimiz, XPD’deki
polimorfik degisim ilk baslarda DNA onarim c¢aligmalarina dahil edilip arastirilmistir.
Ancak, kodon 3122 deki Asp/Asn (GAT/AAT) polimorfizmi, AAT homozigotlar
ultraviyole ile uyarilan apoptozisdeki artis ile karakterize edildiginden, bu DNA onarim
enzimindeki polimorfizm, apoptotik yolakla da iligskilendirilmistir. Hiicre oliim
genlerinin kodlanan bolgelerinde belirlenmis SNP’lerin sayisinin, kodlanmayan bdlge
ve henliz onaylanmamisgen polimorfizmleri ile artig gosterecegi Ongoriilmektedir
(65,79). Ciinkii, hastaliklardaki fonksiyonel anlamlilikla iligskilendirilmis SNP’lerle ilgili
bilgimiz, gelecekteki ¢ok sayida olgu-kontrol gruplarini igeren caligmalarda uygun

polimorfik aday genlerin se¢iminde yol gosterici olabilecektir (65).

2.8.5. Metastaz ve Polimorfizm

Transformasyona ugramis hiicrelerin metastatik potansiyeli bolgesel mikrogevreden,
anjiyogenezisten, stroma-timor iliskisinden ve bulundugu bélgesel dokunun sitokin
iceriginden etkilenebilmektedir. Invazyon ve anjiyogenezis, erken olaylar olarak
benzersinyal programlarini kullanirlar. Metastazin evreleri, birincil tiimor kitlesinden
koparak ayrilma, bazal membrandan ve intersitisiyal bag dokudan gecerek invazyon,
damara giris ve dolasima katilma, endotel bazal membrana tutunma ve damardan ¢ikis,
uzak dokularda c¢ogalma olarak Ozetlenebilir (65,100). Solid tiimér biiyiimesi ve
metastaz gelisiminde, yeni kan damarlarinin olusumu gereklidir. Yeni damarlarin
olusumunun bir¢ok diizenleyicisi vardir. Anjiyogenik diizenleyiciler igerisinde en
onemlisi ve iizerinde en ¢ok durulani vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) diir.
VEGF,hipoksik veya iskemik kosullardaki hiicrelerden salinarak anjiyogenezisi uyarir.
VEGF geninin bir¢ok polimorfizmi tanimlanmistir. VEGF geninin ifade edilmesinin

hatali diizenlenmesi, baslica tiimor biiylimesi ve metastazi, romatoid artrit ve diabetik
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retinopati gibi ¢esitli hastalik patolojileri ile iligkilendirilmistir. Bir diger anjiyogenik
diizenleyici, anjiyopoietin (ANGPT) ailesidir. Anjiyopoietin ailesi vaskiiler gelisimde,
anjiyogenezisde ve Ozellikle kadin iireme sisteminde cok oOnemli ve kritik roller
iistlenmektedir. Anjiyogenik diizenleyicilerin polimorfizmlerinin tiimoriin gelisim ve
dagilim hizint etkileyebilecek potansiyelinin olmasi bizi bu yeni ¢alisma alanina
siiriiklemistir (65,90). Onceki yapmis oldugumuz bir ¢alisma da VEGF -460, 936 ve
ANGPT-2 polimorfizmlerle over, serviks ve endometriyum kanserleri arasinda anlamli
bir iliski bulunmamistir (65,91). Bir baska ¢alismamizda, -460 C/T polimorfizmi ile
sporadik prostat kanseri arasinda anlamli bir iliski de belirlenememistir (65,92).
Insanlardaki tiimérlerde yiiksek diizeyde bulunan hipoksiyle indiiklenen faktor-1 alfa
(HIF-10)’nin anaerobik enerji metabolizmasini, anjiyogenezisi, hiicrelerin devamliligini
ve ilaca kars1 direngte rol oynayan hedef genleri diizenleyerek tiimor gelisiminde 6nemli
rol oynadigr belirtilmektedir. Tiimdr hiicresinin hipoksik kosullara adaptasyonunda en
onemli faktdrlerden biri olan bu transkripsiyon faktori ile yaptigimiz calismada, HIF-1
a C1772T polimorfizminin servikal ve endometriyal kanserle iliskili olabilecegini
saptadik. Tiimoér olusumundan asil olarak onkogenler,timor baskilayan genler ve
genomun kararliliginda 6nemli rol iistlenen genlerdeki degisiklikler sorumludur (65).
Metastazla ilgili genler basitce, metastazi baskilayanlar ve metastaz1 destekleyenler
olarakgruplandirilabilir. Ilk belirlenenlerden birkagi metastazi aktive eden ras
onkogenini baskilayan E1A, metastazi baskilayan matriks metalloproteinaz (MMP)
inhibitorleri TIMP1 ve 2, yine metastazi baskilayan nm23, KiSS-1’dir. Nm23 (Nm,
non-metastatik) mikrotubul polimerizasyonunda ve hiicre i¢i sinyal iletiminde rolii olan
bir niikleozid difosfo kinazdir. Nm23’iin, melanom, meme, kolon gibi ¢ogu kanser
metastazindaki rolii belirlenmistir (65,93). Ayrica prostat ve over kanserlerinde MKK4,
yine prostat ve memede KAIL, meme ve melanomda BRMS1, idrar kesesi kanserinde
RhoGD1 ve melanomda CRSP3 metastazda tanimlanan genlerdendir (65,88).
Ekstrasellular matriksi pargalayarak bazi tiimdrlerin invazyonu ve metastazinda rol
oynayabilen MMP varyasyonlari, MMP miktar1 ve aktivitesini dolayisiyla da metastaz
riskini arttirabilmektedir. Ornegin MMP-3 promotdr bolgesinde 5A polimorfizmi, daha
invaziv meme kanser riskiyle baglantilidir. MMP-7 181G promot6r polimorfizminin
kolorektal kanser invazyon ve metastazinda etkili oldugu gosterilmistir. Plazminojen

aktivasyon inhibitorii (PAI-1) -675 4G5G polimorfik geninin meme kanserinin
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prognozunda belirteg olarak yardimci olabilecegi 6nerilmektedir (65,94).

Vitamin D ve aktif metaboliti 1,25-dihidroksivitamin D3 1,25(OH)2D3 hiicre
bliylimesi ve farklilasmasinin iyi bilinen diizenleyicilerinden biridir. Son yillarda
yapilan ¢alismalarda, vitamin D’nin kemik ve kalsiyum metabolizmasinin kontroliiniin
yanisira, immun cevap olusumu, metastaz, anjiyogenez ve apoptozis gibi bir¢ok
biyolojik siirecle iliskisi gosterilmistir. Ayrica 1,25(OH)2D3’iin, sitokrom P450 aile
iiyesi olan oksidatif enzimlerin ifade edilmesini de uyardig1 bilinmektedir. Vitamin D
etkisini ¢ekirdek reseptér gen ailesinin bir iiyesi olan vitamin D reseptorii (VDR) ile
etkileserek gosterir. VDR nin etnik gruplar ve wrklar arasinda farklilik gosteren gesitli
allel varyantlar1 tanimlanmistir. Bu polimorfizmler ile farkli kanserlerin gelisimi ve
metastazi arasinda iligki gosterilmistir. Bu bulgulardan yola ¢ikarak, Tiirk Toplumunda,
VDR geninde daha énce tanimlanmis olan 8. Introndaki Bsml131 ve Apall32 ve 9.
ekzondaki Taqgl133 polimorfizmleri ile sporadik prostat kanserinin gelisimi arasindaki
iliskiyi belirlemek i¢in yapilan ¢aligmada, Apal “a” allelinin risk faktorii olabilecegi
bulunmustur (65,95).

Genetik polimorfizmler, tipta bazi hastaliklara karsi duyarlilikta kisisel
farkliliklar1 belirlememizi saglar. Baz1 gen polimorfizmleri (alleller) bir hastalik riskini
arttirirken bazilar1 azaltabilmekte (koruyucu allel), baz1 polimorfik alleller ise yalnizca
cevresel bir faktdriin etkisi altindayken riski etkileyebilmektedir. Ornegin, kalitsal
kanserlerde bazi genetik faktorler riski arttirirken, kalitsal olmayan (sporadik)
kanserlerde gevresel faktorler daha belirleyici olabilmektedir. Ciinkii gevredeki bir risk
faktorii bir ya da daha fazla genin ifade edilmesini etkileyerek, ya da bir polimorfik gen
iirtinti bir ¢evresel faktoriin etkisini degistirerek kansere neden olabilmektedir. Kanser
gelisiminde genlerin ve varyasyonlariin, ¢evresel risk faktorleriyle birlikte etkisi, tek
tek gdstermis olduklar1 etkinin toplamindan daha fazla olabilmektedir. Kanser gelisimi
ya da kansere yatkinlikla ilgili genlerin ve polimorfizmlerin bilinmesi, hi¢ stiphesiz pek

¢ok kanserin erken tanisi ve tedavisinde yararli olabilecektir (65).

2.9. APOPTOZIS
2.9.1. Apoptozis Tanimi
Apoptozis kavraminin belirli komponentleri acikca ¢ok 6nceden tanimlanmis olmasina

ragmen, apoptozis terimi (a-po-toe-sis) ilk olarak Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan
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1972’de, hiicre Olimiiniin morfolojik bir formunu tanimlamak icin klasik bir yazida
kullanilmistir (96,97). Programlanmis hiicre siireci ya da apoptozis genel olarak belirli
morfolojik Ozellikler ile karakterize edilen, enerji bagimhi biyokimyasal bir
mekanizmadir. Apoptozis normal hiicre turnover’i, normal gelisim, immun sistem
fonksiyonu, hormon bagimli atrofi, embriyonik gelisim ve kimyasal olarak uyarilmig
hiicre Olimiinii igeren g¢esitli igslemlerin hayati komponenti olarak g6z Oniinde
bulundurulmaktadir. Uygun olmayan apoptozis (cok az/fazla) norodejeneratif
hastaliklar, iskemik zarar, otoimmun rahatsizliklar ve bir¢ok kanser tipini kapsayan bir
faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir (96,98). Memeli hiicrelerindeki apoptozis isleminin
kapsadigi mekanizmalar C. elegans nematodunun gelisim suresince meydana gelen
programlanmis hiicre 6liimii mekanizmalarini kapsamaktadir. Bu organizmada eriskin
kurdun olusumu icin 1090 somatik hiicre gereklidir, bu hiicrelerin 131°1 apoptozis ya da
programlanmis hiicre 6limiinii gegirir. Bu hiicreler, bu sistem igerisinde dikkate deger
bir uygunluk ve kontrol altinda, kurtlar arasinda temel olarak degismeyen gelisim
stirecince farkli noktalarda oliirler. Apoptozis bu yiizden hiicrelerin genetik olarak
belirlenmis eliminasyonunu igeren programlanmis hiicre 6liimiiniin 6nemli ve ayirt edici
bir modu olarak tanimlanir ve kabul edilir. Bununla beraber programlanmis hiicre
Olimiiniin tanimlanmis olan ve heniiz kesfedilmemis olan diger formlarmin da goz
oniinde bulundurulmasi 6nem arz etmektedir (96,99). Apoptozis normal olarak gelisim,
yaslanma ve dokulardaki hiicrelerin devamini saglamak i¢in bir homeostatik mekanizma
olarak karsimiza ¢ikabilecegi gibi, ayn1 zamanda hastalik ya da zararli ajanlar tarafindan
hiicreler zarar gordiigiinde ya da immun reaksiyonlar gibi bir savunma mekanizmasi
olarak da olusabilir (96). Normal dokularda hiicrelerin, dokunun genel fonksiyonlari
etkilenmedikge hizli bir sekilde elimine edilmesine gerek yoktur. Bu siirecte hiicreler
programlanmis hiicre olumu olarak adlandirilan aktif ve spontan intiharlar istlenir.
Gercekte, fizyolojik hiicrelerin cogunlugu apoptozis formunu alir. Nekrozise zit olarak
apoptozis bir hiicrenin aktif olarak belirli uyaricilar1 almasi ile 6liime dogru izledigi
yolu gosterir (100). Hiicrenin apoptoz veya nekroza gidip gitmeyecegi uyarict tipi
ve/veya uyarict derecesi ile belirlenir. Sicaklik, radyasyon, hipoksi ve sitotoksik
antikanser ilaglar1 gibi ¢esitli zararl uyaranlar diisiik dozlarda apoptozisi indiikleyebilir
fakat bu benzer uyaranlar yiiksek dozlarda nekrozise neden olabilir. Sonu¢ olarak

apoptozis kaspazlar olarak adlandirilan bir grup sistein proteazlarin aktivasyonunu ve
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hiicrelerdeki baslangic uyaranlara bagli kompleks ve koordine edilmis kaskat olaylarini
kapsayan cogunlukla enerji bagimli bir siiregtir (98). Bu siire¢ belirli fazlar1 i¢eren

basamaklardan olusur.

2.9.2. Apoptotik Oliim Basamaklar1
Apoptotik hiicre oliimii baslama fazi, sinyal fazi, idam faz1 ve goémme/defin fazi

basamaklarindan olusur.

Baslama (Tetikleme) Fazi: Apoptotik hiicre Olimiiniin basglangi¢ asamasidir. Bu
asamada rol alan cesitli molekiiller belirlenmistir. Fas ligant (FasL) ve tiimor nekrozis
faktor-a (TNF-a), apoptozisin prototipik indiikleyicileridir. Bu ligantlar belirli reseptor
kiimelerini indiikler (Fas, TNFRI ya da TNFR II), bu da baslangictaki sinyal iletim
molekiillerinin aktivasyonuna neden olur. Fas/FasL sistemi en iyi ¢aligilmis reseptor
aracili apoptotik yoldur. Bir sisteince zengin ekstraselliilerdomainli tipl transmembran
proteini olan Fas/Apo- 1/CD95’de tiimdr nekrozis faktor reseptor (TNFR) siiper
ailesinin bir iiyesidir (96,101).

Sinyal Fazi: Apoptozis siireci boyunca sinyal iletim mekanizmast Onemli yer
tutmaktadir. Bu faz, ¢esitli kinazlarin rol aldig1 protein kinaz kaskatindan olusmaktadir.
Apoptoziste anahtar rol oynadigi one siiriilen protein kinazlarin ¢ogu serin/threonin
tipindedir. Mitojenle uyarilmis protein kinaz (MAPK) ailesinden 6zellikle p42/44 ERK,
p38 MAPK ile c-Jun N-terminal kinaz (JNK), siklik AMP-bagimli protein kinaz A
(PKA), protein kinaz B (PKB), Aktive proteinkinaz C (PKC)’de bu basamakta rol alan
kinazlardandir (102).

Infaz Fazi: Apoptozis siirecinde hiicre oliim kararmin alindigi basamaktir. Bu
basamakta rol alan, kaspazlar olarak bilinen hiicre 6liim proteazlari, farkl tiirlerdeki
apoptotik programlarin integral komponentleridir (96). Baslangicta inaktif prekiirsorler
(zimojen) olarak sentezlenen kaspazlar, aktif enzimi olusturan proteolitik siirecler
tarafindan aktive edilirler. Baz1 hastalarda Nterminal ‘‘pro-domain’ daha sonra
otokataliz ile wuzaklastirilir. Hayvanlar alemindeki apoptotik program siiresince

kaspazlarin fonksiyonel korunumu hiicre 6liim kararmni etkilemek icin onlari olasi
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hedefler yapar. Memeli hiicrelerinde, kaspazlarin aktivasyonu, farkli kaspazlar
tarafindan baglatilan en az iki bagimsiz mekanizma vasitasiyla basarilabilir, fakat genel
olarak cellat kaspazlarin aktivasyonuna yol acar. Ornegin, sitokin reseptdrlerinin TNF
ailesinin cesitli liyeleri, kaspaz-8’in sistolik domainlerini sitokin ligantlarina baglar, bu
da proksimal kaspazin proteolitik aktivasyonuna neden olur (103). Kaspaz-8, bir kez
aktive edildiginde indirekt ya da direkt olarak kaspaz-3, -6 ve -7’nin (CD95 tip I
hiicreler) bir grubunun aktivasyonunu indiikleyebilir (96,104). Kaspaz aktivasyonunun
diger bir yolu apoptozis siiresince (CD95 tip II hiicreleri) memeli hiicrelerinde
mitokondriden sitozole sitokrom c’nin sik sik salinmasidir (105). Oliim reseptor sinyali
Bcl-2 inhibe edici yola baglanir. Proapoptotik diizenleyicilerin ‘‘BH3-only’’ ailesine ait
olan ve BCL-2 ailesinin bir iiyesi olan BID (BCL-2 etkilesim domaini) aktif kaspaz-8
tarafindan pargalanarak Bax’in hedef mitokondrinin membrani ile oligomerizasyonuna
ve sitokrom c salinimina neden olmaktadir. Serbest birakilan sitokrom-c bir sistosolik
protein olan Apaf-1’e baglanir. Bu Apaf-1 oligomerizasyonunu, Apaf-1 ‘‘apoptozom’’
alimmint ve prokaspaz-9’un aktivasyonunu indiikler. Aktif olan kaspaz-9 daha sonra
apoptotik 6liimii diizenleyen hiicrelerde anahtar substrat rolii oynayan infaz prokaspaz-

3’u aktive eder (106).

Gomme (Defin) Fazi: Bu basamak apopitotik cisimciklerin, onu cevreleyen parenkimal
hiicreler ya da fagositler tarafindan fagosite edilerek ortadan kaldirilmasi islemlerini

kapsamaktadir.

2.9.3. Apoptozisin mekanizmasi

Apoptozis mekanizmasi olduk¢a kompleks ve karmasik enerji bagimli molekiiler kaskat
olaylarini icermektedir. Yapilan aragtirmalar ekstrensek ve intrensek ya da mitokondrial
yol olarak iki ana apoptotik yolunun oldugunu, bu iki yolun birbiri ile baglantili oldugu
ve biryolda rol alan molekiillerin diger yoldakini etkiledigini gdstermistir (96). Bu iki
yola ilave olarak T-hiicre aracili sitotoksisiteyi ve perforin-granzim bagimli hiicre
Olimiinii igeren bir yol daha vardir (107). Apoptozisin bircok irritasyon ajanlari
tarafindan ¢esitli hiicrelerde indiiklendigi, fakat kesin mekanizmanin hala agik olmadigi
bildirilmistir. Hiicre yaralanmalari, TNF reseptorii, Fas reseptorii (6ldiiriicii sinyal

reseptOrii olarak adlandirilan) ve IL-3 ve eritropoetin gibi sinyallerin devamliligim
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saglayan sitokinlerin yoklugunun aracilik ettigi radyasyon ve anti kanser ilaglar gibi
DNA hasarina neden olan ajanlar tarafindan apoptozis indiiklenir. Timor slipressor geni
p53, DNA hasan ile indiiklenen apoptoziste ¢ok 6nemli bir rol oynar ve bunlar p53
knockout fareden elde edilen hiicreler ile yapilan apoptozise direng g¢alismalar ile

gosterilmistir (108).

Ekstrensek Yol: Apoptozisi transmembran reseptor aracili etkilesimlerle baslatan yol
ekstrensek ya da Olii reseptdr yoludur. Bu sinyal yolunda TNF reseptor gen siiper
ailesinin iyeleri olan oOlim reseptorlerini igeren transmembran reseptorleri rol
almaktadir. TNF reseptor ailelerinin {yeleri birbirine benzer sisteince zengin
ekstraselliiler domainler igerir ve 6ldiiriici domain olarak adlandirilan yaklasik 80
aminoasitlik bir sitoplazmik domaine sahiptirler (109). Bu domainler hiicre yiizeyinden
hiicre i¢i sinyal yoluna dldiiriicti sinyalin aktarilmasinda kritik bir rol oynarlar. Ligand
ve onlarm karsilig1 olan dldiirticii reseptorler FasL/FasR, TNF-o/TNFR1, Apo3L/DR3,
Apo2L/ DR4 ve Apo2L/DR5’i igermektedir (110). Apoptozisin ekstrensek fazini
tanimlayan olaylarin olug siras1 en iyi sekilde FasL/FasR ve TNF-o/TNFR1 modelleri
ile karakterize edilir. Bu modellerde, reseptorler ve homolog trimerik ligandlarin
baglandigr kiimeler vardir. Ligant baglandiginda, sitoplazmik adaptér proteinler
reseptorlere baglanan uygun Oldiiriici domainlerin olusumunu gdstermektedir. Fas
ligantinin Fas reseptoriine baglanmasi, Fas reseptoriiniin Fas iligkili 6liim domainine
(FADD) baglanmasina, TNF ligantinin TNF reseptoriine baglanmasi ise FADD ve
reseptOr interaktif protein (RIP) birimleri ile adaptor TNFR-1 iligkili 6lim domaini
(TRADD) proteininin baglanmasina yol acar (111). FADD daha sonra 6ldiirticii effektor
domaininin dimerizasyonu aracilig ile prokaspaz 8 ile birlesir. Bu noktada bir 6ldiirticti
sinyal kompleksi (DISC) olusurak bu prokaspaz 8’in oto katalitik aktivasyonuna yol
acar. Kaspaz-8 bir kez aktive olunca, apoptozisin uygulama faz1 tetiklenir. Oldiiriicii
reseptOr aracili apoptozis, FADD ve kaspaz-8’e¢ baglanacak olan c-FLIP olarak
adlandirilan bir protein tarafindan inhibe edilir (105,112).

Perforin/granzim Yolu: Perforin/granzim yolu granzim B ya da granzim A ile

apoptozisi indiikleyebilir. Ekstrensek, intrensek ve granzim B yolu ayni ugta ya da infaz

yolunda odaklanabilir. Bu yol kaspaz-3’iin par¢alanmasi ile baslatilabilir ve DNA’nin
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fragmantasyonunu, hiicre iskeleti ve ¢ekirdek proteinlerinin parcalanmasini, proteinlerin
capraz baglanmasini, apoptotik yapilarin olusumunu, fagositik hiicre reseptorleri icin
ligantlarin ekspresyonunu ve sonug¢ olarak fagositikhiicreler tarafindan yutulma
basamaklarini igermektedir. Granzim A yolu tek iplikli DNA hasar1 araciligiyla paralel
olan, kaspaz bagimli hiicre 6liim yolunu aktive eder (107). Sitotoksik T lenfositler
(CTLs) konake1 hiicre yiizeyindeki antijenleri tanirlar ve bu sirada yiizeylerinde Fas
ligant olusturarak hedef hiicrenin Fas reseptoriine tutunurlar. CTL’ler sitoplazmalarinda
granzim B (serin proteaz) ve perforin adi verilen, apoptozisin olugmasini saglayan
proteinler iceren sitoplazmik graniillere sahiptirler. Bu CTL’ler, perforin ile porlar
olusturarak hedef hiicrelerde kaspazlar1 aktive edecek olan granzim B salgilarlar ve
bdylece perforinin salinimini igeren yeni bir yol araciligi ile tiimor hiicresi ve virus
tarafindan enfekte edilmis hiicre lizerinde sitotoksik etkilerini uygulayabilirler. Granzim
A’da ayn1 zamanda apoptozisi uyaran ve kaspaz bagimsiz yolu aktive eden sitotoksik T
hucrelerinde de 6nemlidir. Hiicrede bir kez granzim A, DNAaz NM23-H1 aracilig ile
DNA nicking’i aktive ettiginde bir tiimor supressor gen tiretilir. Niikleozomda toplanan
endoplazmik retikulum iligkili (SET) proteinler, normal olarak NM23-H1 genini inhibe
eder. Granzim A proteaz SET kompleksini parcalar bdylece NM23-H1’in
inhibisyonunu serbest birakir bu da apoptotik DNA parcalanmasina yol agar (96).

Intrensek Yol: Dogrudan hiicre ici reseptdrlere etki eden reseptorlerden bagimsiz
olarak uyaranin farkli bir diizenini iceren yola intrensek ya da mitokondrial yol adi
verilmektedir. Apoptozisi baglatan intrensek sinyal yolu; mitokondrial baglatici olaylar
olan, hiicre icerisindeki hedeflerle direktetkilesimde olan ve hiicre i¢i sinyaller iireten,
reseptdr olmayan uyaranlarin aracilik ettigi bir dizi olaylar1 igermektedir. Intrensek yolu
baslatan uyarici, pozitif ya da negatif bicimde rol alabilir. Negatif sinyaller, 6lim
programinin baskilanmasinin basarisiz olmasina nedenolabilecek olan belirli biiyiime
faktorleri, hormonlar ve sitokinlerin olmadig1 durumlar icerir ve apoptozisi tetikler.
Radyasyon, toksinler, hipoksi, hipertermi, viral enfeksiyonlar ve serbest radikaller gibi
diger uyaranlar pozitif sinyaller olarak rol almaktadir. Bu uyaranlarmm tamami
mitokondrial permeabilite gecis poru (MPT)’nun agilmasina, mitokondrial
transmembran potansiyeli ve sitozolun i¢ membran boslugundan normal olarak izole

edilmis proapoptotik proteinlerin iki ana grubunun salinimina yol acan i¢ mitokondrial
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membranda degisikliklere neden olabilir (113). Ilk grup sitokrom ¢, Smac/DIABLO, ve
serin proteaz HtrA2/Omi’den olusur. Sitokrom ¢ bir apoptozom olusturan prokaspaz-9’a
ilave olarak Apaf-1’i aktive eder ve baglar. Bu sekilde prokaspaz-9’un kiimelesmesi
kaspaz 9 aktivasyonuna yol acar. Apoptozis protein inhibitorleri (IAP) (inhibitors of
apoptosis proteins) aktivitesi ile Smac/DIABLO ve HtrA2/Omi’nin apoptozisi ilerlettigi
aciklanmistir  (96). Proapoptotik proteinlerin ikinci grubu, apoptozis siliresince
mitokondrilerden salinan AIF, endoniikleaz G ve CAD’dir ancak bu hiicrenin
6limiinden sonra olusan bir olaydir. AIF ¢ekirdege transloke edilir ve DNA’nin 50-
300kb’lik pargalara boliinmesine ve periferal ¢ekirdek kromatinininkondensasyonuna
yol agar (114). Proteinlerden Bcl-2 ailesi mitokondrial membran gegirgenligini kontrol
eder ve pro-apoptotik ya da anti apoptotiklerin her ikiside olabilir. Su ana kadar Bcl-2
ailesinden total 25 tane gen tanimlanmistir. Anti apoptotik proteinlerden bazilar1 Bel-2,
Bcl-x, Bel-XL, Bcl-XS, Belw, BAG’1 igerirken pro-apoptotik proteinlerden bazilariBcl-
10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik ve BIk’i i¢erir. Bu proteinler 6zel éneme sahiptirler,
¢iinkii onlar apoptozisi baglatabilir ya da sonlandirabilir. Proteinlerden Bcl-2 ailesinin
aktivasyonunun ana mekanizmasi, mitokondrial membran gegirgenliginin degisimi ile
mitokondriden serbest birakilan sitokrom c’nin diizenlenmesidir. (115). Ilave olarak
Bcl- X1 ve Apaf-1de gosterilen bir protein ‘“Aven’’ in her ikisini baglayarak prokaspaz-
9’un aktivasyonunu Onledigi belirlenmistir. Puma ve Noxa, Bcl-2 ailesinin iki iiyesidir
ve bunlar pro-apoptozis mekanizmasinda da rol alirlar. Puma p-53 aracili apoptoziste
onemli bir rol oynar. Noxa’da ayn1 zamanda p53 tarafindan indiiklenmis apoptozis i¢in
aday bir aracidir. Calismalar, bu proteinin mitokondriye lokalize olabilecegini ve
kaspaz-9’un aktivasyonuna yol acan antiapoptotik Bcl-2 ailesi ile etkilesime
girebilecegini gostermistir. Puma ve Noxa’nin her ikisinin de p53 tarafindan
indiiklenmesi nedeniyle, bunlar geno-toksik hasar ya da onkogen aktivasyonu ile olusan
apoptozise aracilik edebilirler. Miyelositomatozis onkogen (Myc) onkoproteininin de
aynt zamanda p53 bagimli ve bagimsiz mekanizmanin her ikisinde de apoptozisi

arttirma yeteneginde oldugu bildirilmistir (96,116).
Infaz Yolu: infaz yolu ekstrinsik ve intrinsik yolun her ikisinin sonunda yer alan

apoptozisin sonuncu yoludur. Apoptozisin bu yolunun baslamasi infazci kaspazlarinin

aktivasyonu ile gerceklestirilir. infazci kaspazlar cekirdek materyalini parcalayan
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sitoplazmik endoniikleaz ile ¢ekirdek ve hiicre iskeleti proteinlerini pargalayan
proteazlari aktive eder. Effektor ya da cellat kaspazlar olarak fonksiyon goren Kaspaz-3,
Kaspaz-6, ve Kaspaz-7; sitokeratinler, Poli ADP riboz polimeraz (PARP), plazma
membran hiicre iskelet proteini alfa fodrin, cekirdek proteini NuMA ve diger proteinleri
iceren ¢esitli substratlar1 pargalar ve bu da apoptotik hiicrelerde goriilen morfolojik ve
biyokimyasal degisikliklere neden olur (117). Kaspaz-3 en 6nemli cellat kaspaz olarak
bilinir ve baslatic1 kaspazlarin (kaspaz-8, kaspaz-9 ya da kaspaz-10) herhangi biri ile
aktive edilir. Kaspaz-3 spesifik olarak endoniikleaz CAD’1 aktive eder. Cogalan
hiicrelerde CAD inhibitérii olan ICAD ile kompleks olusturur. Apoptotik hiicrelerde,
aktive edilmis kaspaz-3, ICAD’1 parcalar ve CAD’1 serbest birakir. CAD daha sonra
cekirdek icerisindeki kromozomal DNA’y1 parcalar ve kromatinin yogunlasmasina
neden olur. Kaspaz-3 ayni zamanda hiicre iskeletinin yeniden organizasyonunu ve
apoptotik yapilar icerisinde hiicrenin parcalanmasini da indiikler. Protein baglayict bir
aktin olan gelsolin, aktive edilmis kaspaz-3’un anahtar substratlarindan biri olarak
tanimlanmistir. Kaspaz- 3 sirasiyla gelsolin ve gelsolin parcalarii ve kalsiyum
bagimsiz bir sekilde aktin flamanlarin1 parcalayacaktir. Bu hiicre iskeletinin
bozulmasina, hiicre i¢i transporta, hiicre bdliinmesi ve sinyal iletimine yol agacaktir.
Apoptotik hiicrelerin fagositik alinimi apoptozisin en son komponentidir. Fosfolipit
asimetrisi ve fosfatidil serinin apoptotik hiicreler ve onlarin fragmentlerinin yiizeyine

eksternalizasyonu bu fazin tanimlayici bir karakteristigidir (96,118).
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(Kumar V. Abbas A, Fausto N. Cellular Adaptations, Cell Injury and Cell Death. In: Kumar V., Abbas
A., Fausto N., eds. Robbins and Cotran Pathologic Basis of Disease. Elsevier Philadelphia, 2005;7th
ed:26-32).

2.9.4. Apoptozisin Farkh Formlar:
Apoptozis genel anlamda bir organizmanin olusumu ve homeostazisin devamlilig1 icin
gerekli olan ‘‘Fizyolojik Apoptozis’® ve patolojik durumlarda isleme konulan

““Patolojik Apoptozis’’ olarak 2 gruba ayrilabilir.

Fizyolojik Apoptozis: Normal fizyolojideki apoptozisin rolii, karsitt olan mitozis kadar
onemlidir ve cesitli hiicre poplilasyonunun diizenlenmesinde mitozise zit rol
oynamaktadir. Organogenez sirasinda dokularin yikilarak yeniden yapilmasi sirasindada
fizyolojik apoptozis Onemli yer tutar. Erigkin bir insan viicudunda homeostazisin
devamlilig1 gereklidir ve apoptozis tarafindan gerceklestirilen bu 6liimleri dengelemek
icin her giin yaklasik olarak 10 milyar hiicre yapilir (119). Bu say1 normal gelisim,
yaglanma ve hastalik siiresince apoptozisin artmasina bagli olarak 6nemli derecede
artabilir. Apoptozis cesitli gelisim basamaklar siiresince kritik éneme sahiptir. Ornek

olarak sinir sistemi ve immun sistemin her ikisi hiicrelerin agir1 {iretimi ile agiga cikar.
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Bu baglangictaki asir1 liretimi daha sonra sirasiyla fonksiyonel sinaptik baglantilarin
kuramayan ya da antijen spesifitesini liretemeyen hiicrelerin 6liimii takip eder (120).
Apoptozis aynt zamanda patojenlerin istila ettigi hiicrelerden viicudu kurtarmak ig¢in
gereklidir ve skar doku igerisindeki graniilasyon dokusunun degisimi ve iflamatuvar
hiicrelerin uzaklastirilmasini igeren yara iylesmesinin hayati bir kompanentidir. Yara
iyilesme sliresince apoptozisin disregiilasyonu genis skar olusumu ya da fibrozis gibi
tyilesmenin patolojik formuna yol agabilir. Apoptozis ayni zamanda periferal dokularda
ya da merkezi lenfoid organlarda (kemik iligi ya da timus)’ki olgunlagsma siiresince
aktive edilmis ya da otoagresif immun hiicrelerin elimine edilmesi icin de gereklidir.
Ilave olarak, apoptozis post ovulator folikiiliin foliikiiler atresizi ve siitten kesme sonrasi
meme bezinin yeniden eski halini almasi gibi eriskinlerdeki yeniden sekillenme i¢inde
merkezi bir role sahiptir (96,121). Dahada 6tesi, organizmalar yaslandik¢a, bazi
hiicreler hizli bir oranda koétiilesmeye baslarlar ve apoptozis yolu ile elimine edilirler.
Bir teori yagla indiiklenmis apoptozis patofizyolojisinde, birikmis serbest radikallerin

mitokondrial DNA’ya hasar vermesi ile oksidatif stresin primer rol oynadig1 yoniindedir
(96).

Patolojik Apoptozis ve Belirli Hastalhklarda Apoptozisin Indiiklenme
Mekanizmalari1: Apoptozisin bir diger formu patolojik apoptozistir. Hiicre 6liimiiniin
diizenlenmesindeki anormaliteler; kanser, otoimmiin lenfoproliferatif sendrom, AIDS,
iskemi, Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi, Huntington hastaligi ve Amyotrofik
Lateral Sklerozis gibi norodejeneratif hastaliklarin onemli bir kompanenti olabilir.
Kanser, hiicre siklusu diizenlemesinde rol alan normal mekanizmalarin fonksiyonel
olmadigi, hiicrelerin asir1 ¢ogaldigi ve/veya hiicrelerin uzaklastirilmasinin azalmasina
bir 0rnek olarak verilebilir (122). Gergekte, karsinogenezis siiresince apoptozisin
baskilanmasimin gelisimde ve bazi kanserlerin ilerlemesinde merkezi bir rol oynadigi
diistiniilmektedir. Tiimor hiicrelerinin apoptozisi baskilamak icin kullandiklar1 gesitli
molekiiler mekanizmalar vardir. Tiimor hiicreleri Bel-2 gibi antiapoptotik proteinlerin
ekspresyonu ya da Bax gibi pro-apoptotik proteinlerin mutasyonu ya da down
regulasyonu ile apoptozise karsi diren¢ kazanabilir. Kanserde apoptozisin
baskilanmasinin diger metodu immiin gozetimden kurtulmadir. Cesitli sinyal iletim

yollarindaki degisiklikler apoptozisin diizenlenmesinin bozulmasina ve kansere yol

63



acar. p53 tiimdr siipresor geni hiicre siklusunu diizenleyen transkripsiyon faktoriidiir ve
insan tiimorogenezinde ¢ogunlukla genis bir sekilde mutasyona ugramistir. Tiim insan
kanserlerinin % 50’den daha fazlasinda p53’ {in mutasyona ugramis olmasi kritik role
sahip olduguna dair bir kanittir. p53, DNA uzun siireli hasar gordiigii zaman DNA
onarim proteinlerini aktive edebilir, DNA hasarmi tanidiginda hiicre siklusunu G1/S
diizenlenme noktasinda tutabilir ve eger DNA hasarinin tamir edilemeyecegi kanisina
varilirsa apoptozisi baslatabilir (96,123). Eger, bu sistem yanlis islerse tiimor olusabilir.
p53 geni radyasyon, ¢esitli kimyasallar ve

Human papillomavirus (HPV) gibi virlisler tarafindan hasar goriirse, daha
sonraki zamanlarda tlimor baskilanmasi dnemli bir sekilde diisiiriiliir. Bu genin yalnizca
bir fonksiyonel kopyasini tasiyan bireylerde cogunlukla erken eriskinlik déneminde
tiimdral gelisim ile karakterize edilen Li—Fraumeni sendromu gelisecektir (124). Cesitli
ajanlar tarafindan indiiklenmis oksidatif hasara kars1 korunmada da apoptozisin 6nemli
bir rol aldig1 tespit edilmistir. Ataxia telangiectasia mutasyona ugramis geninin (ATM)
ayni zamanda ATM/p53 sinyal yolu aracilifi ile tiimor olusumunda rol aldig:
gosterilmistir. ATM geni bir tiimdr siipressor gen olarak aktivasyon gdren bir protein
kinaz1 kodlar. Iyonize edici radyasyonun DNA’ya zarar vermesi ile gergeklesen ATM
aktivasyonu, DNA onarimini uyarir ve hiicre siklusunun ilerlemesini bloklar. Kansere
ilaveten, apoptozisin yeteri diizeyde olmamasi da ayni zamanda otoimmun
lenfoproliferatif sendrom (ALPS) gibi hastaliklara yol agabilir. Bu ¢oklu otoimmun
hastaliklara yol acan, otoagresif T hiicreleri yetersiz apoptozise ugradigi zaman olusur.
Asirt  immunoglobulin iretimine yol acan B hiicrelerinin asir1 ¢ogalmasi da
otoimmiiniteye yol agar. ALPS’nin genel rahatsizliklarindan bazilari; anemi, immiin
aracili trombositopeni ve otoimmiin ndtropenidir. Asirt apoptoziste ayni zamanda
otoimmiin hastaliklar, ndrodejeneratif hastaliklar ve yaralanmayla iligkili olan iskemi
gibi bazi sartlarinda bir 6zelligi olabilir. Otoimmun bozukluk sendromu olan (AIDS),
insan immunodeficiency virusu (HIV) tarafindan enfeksiyon sonucu olusan otoimmun
hastaligin bir 6zelligidir. Bu viriis CD4 reseptorlerine baglanarak CD4+T hiicrelerini
enfekte eder. Virlis daha sonra T hiicrelerinin igerisine yerlesir ve burada HIV Tat
proteinlerinin T hiicrelerinin genis apoptozise ugramasina yol agan Fas reseptoriiniin
ekspresyonunu arttirdig1 distiniiliir (96,125). Alzheimer hastaligi, APP (amiloid

prekursor protein) ve presenilinler gibi belirli proteinlerin mutasyona ugramasiile

64



olustugu diisiliniilen bir nérodejeneratif durumdur. Presenilinlerin APP’nin amiloid § ya
islenmesi siirecinde yer aldigi disiliniilir. Bu durum, plaklar olarak bilinen amyloid
B’nin ekstraselliiler depolanmasi ve amyloid B’nin plak formunda bir araya geldigi
zaman norotoksik oldugu diisiincesi ile iligkilidir. Amyloid B nin oksidatif stres ya da
noronlar ve glial hiicrelerdeki Fas ligandlarin ekspresyonlarinin  artirilmasini
tetiklemesiyle apoptozisi uyardigi diisiiniiliir (126). Sonug olarak apoptozisin bir seri
patolojik durumlara kars1 vermis oldugu yanit “‘patolojik apoptozis’’ olarak adlandirilir.
Bu nedenle fizyolojik olaylarda oldugu gibi patolojik olaylarda da apoptozis 6nemli yer

tutmaktadir.

2.9.5. Apoptozis ve Nekrozisin Farklari

Hiicre oliimii ile ilgili ilk bilgiler 1920 yilinda 1sik mikroskopunun ve yeni boyama
yontemlerinin kesfiyle baglamis ve ilk olarak nekroz tanimlanmistir (127). Hiicre 6limii
canlt sistemlerdeki dinamik dengenin kontrolii i¢in gerekli bir stratejidir ve hiicre
Oliimiiniin ikigenel farkli formu olan apoptozis ve nekrozis tanimlanmistir. Nekrozis
hiicre membraninin daha erken bir zamanda bozulmasi ile sonuglanan ve
hipoksi/iskemi, asir1 sicaklik ve mekanik travma gibi siddetli ¢evresel ajanlar ile ilgili
durumlara cevap olarak ve kaza eseri olusanpasif bir siirectir. Buna zit olarak, apoptozis
ya da programlanmis hiicre 6lim mekanizmasi, siki bir sekilde diizenlenen enerji
bagimli hiicre i¢i mekanizmanin aktivasyonunu igerir. Apoptozis tipik olarak
inflamatuar degisiklikler olmadiginda tek hiicre olimiidir (96,97,128). Eriskin
organlarm  ve dokularin homeostazisine ilave olarak embriyonik dokularin
morfogenezinde de rol alir. Ornegin, fetal ve postnatal gelisim siiresince akcigerin
normal yapisal olgunlasmasina eslik eder. Apoptozis ayn1 zamanda organizmada
tehlikeye maruz kalan (6rn: viral enfeksiyona maruz kalmis) hiicreleride elimine
etmektedir. Apoptotik hiicreler tipik morfolojik degisiklikler ile tanimlanir (96,97).
Baslangi¢ olarak fosfatidil serine maruz kalma gibi ufak degisiklikler olmasina ragmen,
hiicre membran biitiinligii devam ettirilir. Apoptotik hiicrelerin diger karakteristik
Ozellikleri hiicre biiziismesi, membranda kabarcik olusmasi, niikleer kromatin
kondensasyonu ve fragmantasyonunu igerir. Sonug¢ olarak, hiicre bu is i¢in 6zellesmis
olan fagositler (makrofajlar ve dendritik hiicreler) tarafindan yutulacak olan membrani

cevreleyen apoptotik yapilara pargalanir. Hiicre kiiltiirlinde, apoptozisin daha sonraki
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asamalarinda apoptotik yapilar plazma membran biitlinliigiinii kaybederler, bunu tiim
hiicre biitiinliigiiniin kayb1 takip eder ve ayni zamanda bu ikincil ‘‘nekrozis’’ olarak
adlandirilir (128). Apoptotik hiicre 6liimiiniin alternatifi olan nekrozis, hiicrelerin enerji
bagimsiz bir pasif 6liimii modudur. Fakat nekrozis, ‘‘onkozis’’ ad1 verilen, karyoliz ve
hiicre sismesi ile hiicre dliimiine, apoptozis hiicre biiziilmesi ise piknoz ve karyoreksis
ile hiicre dliimiine yol acar. Bunun i¢in onkotik hiicre 6liimii terimi ve onkotik nekroz,
hiicre sismesine eslik eden hiicre 6liimiinii tanimlamak icin alternatifler olarak Onerilir,
fakat yaygin olarak kullanilmazlar. Nekrotik hiicre yaralanmasi, hiicre membranlarinin
direkt zarar gormesi ve hiicre enerji kaynaklarinin engellenmesi olarak ifade edilen iki
temel mekanizma aracilifiyla gerceklesmektedir. Nekrozis ile olusan bazi major
morfolojik degisiklikler; hiicre sismesi, sitoplazmik vakuollerin olusumu, endoplazmik
retikulumun sismesi, sitoplazmik kabarciklarin olusumu, kondanse olmus, sismis ya da
rliiptiire ugramis mitokondri, ribozomlarin ayrilmasi ve dagilmasi, bozulmus organel
membranlari, sigmis ve riptire olmus lizozomlar ve sonu¢ olarak da hiicre
membraninin parcalanmasii igerir (97,129). Hiicre membraninin Dbiitiinliigiiniin
kaybedilmesi sitoplazmik igeriklerin, ¢evre dokuya salinimmma ve sonu¢ olarak da
inflamatuar hiicrelerin olusumu ile kemotaktik sinyallerin salininmina yol acar. Bunun
aksine apoptotik hiicreler, hiicre iceriklerini cevre dokuya birakmaz ve inflamatuar
reaksiyonu uyarmadan, makrofajlar ya da bitisigindeki normal hiicreler tarafindan hizl
bir sekilde fagosite edilirler (130). Geleneksel histolojinin kullanimi ile apoptozisi
nekrozisten ayirmak bazen kolay degildir. Ciinkii uyaranlarin siddeti, siiresi, ATP
tiketim miktar1 ve kaspazlarin kullanilirligr gibi faktorlere bagh olarak i¢ ice gegmis
olabilirler. Bir hiicrenin nekrozis ya da apoptozis tarafindan Oliip 6lmemesi, hiicre
oldiirticii sinyale, doku tipine, dokularin gelisim asamasina ve fizyolojik ¢evreye kismen

baglidir (96,131).

2.9.6. Apoptozis Mekanizmasimin Sinirlari

Normal bir hiicrenin fonksiyon ve yapis1 homeostatik denge icerisindedir. Bazen ¢ok
asir1 bir fizyolojik stres veya bazi patolojik uyarilar nedeniyle hiicreler fizyolojik ve
morfolojik hiicresel adaptasyonlara gereksinim duyarlar. Bu nedenle hiicre
fonksiyonunu ve 6zelliklerinidiizenleyerek, degismis olan yeni duruma uyum saglamaya

calisgir. Bu mekanizmalar kabaca atrofi, hipertrofi, hiperplazi ve metaplazi olarak
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belirtilebilir. Eger gelen uyarinin siddeti adaptasyon sinirlarini asarsa veya adaptasyon
olamazsa ‘‘hiicre zedelenmesi’’ olarak adlandirilan olaylar zinciri gelisir. Hiicre
zedelenmesi, belli bir noktaya kadar geri dondiiriilebilir fakat uyaran yeteri kadar
siddetli ise geri doniisiimsiiz zedelenme olusur ve hiicre oliir.

Programlanmis hiicre 6liimii siirecini kontrol eden bircok gen tanimlanmistir ve
bu siiregte rol alan molekiiler mekanizmalarin korunarak giliniimiize kadar geldigi
bildirilmistir (127,132). Belli bir silireye kadar apoptozisin geleneksel olarak kaspaz
aktivasyonu ile 6li hiicrelerin uzaklastirilmasi icin hizmet eden genlerin olusturdugu
geriye doniisiimsiiz bir slire¢ oldugu goz Oniinde tutulmustur. Bununla beraber
makrofajlar tarafindan apoptotik hiicrelerin alinimi, sadece hiicre yikintilarinin
uzaklastirllmasindan daha fazlasini igerir (96,98). Hoeppner ve arkadaslar1 C. Elegans
embriyolarindaki yok edici genlerin bloklanmasinin hiicrelerin zayif proapoptotik
sinyaller ile uyarilmasi ile hiicrenin hayatta kalmasini gliglendirdigini gostermislerdir.
Omurgalilarda baz1 dokulardaki hiicre 6liimlerinin devaminda makrofajlarin potansiyel
bir roliiniin olduguna dair baz1 deliller vardir. Rat go6ziiniin 6n kamarasinda
makrofajlarin eliminasyonunun normal olarak apoptozisi iistlenen vaskiiler endotelyal
hiicrelerin hayatta kalmasina neden oldugu gosterilirken, diger bazi calismalar ise
makrofajlarin inhibisyonunun fare goziinde ya da kurbaga kuyrugunun regresyon
siiresince dokularin yeniden dilizenlenmesini bozabilecegini gostermistir. Geske ve
arkadaglar1 baglangicta p53°un indiikledigi apoptotik hiicrelerin apoptotik uyaranlar
uzaklastirildiginda apoptotik programdan kurtarilabilecegini gostermislerdir. Onlarin
arastirmalart DNA onariminin baglangicta p53 iin indiikledigi apoptotik siirecte aktive
edilebilecegini ve bu DNA onariminin bazi durumlarda hiicre 6liim yolunu geri
dondiirebilecegini 6ne stirmektedir. Sonug olarak, zarar goren hiicreler zararin siddetine
ve hiicrenin bunu tolere edebilme diizeyine bagl olarak belirli bir noktaya kadar geri

dondiiriilebilirken, bu noktadan sonra zarar geri dondiiriilemez.

2.9.7. Apoptozisin Biyokimyasal Ozellikleri

Apoptotik hiicreler; protein pargalanmasi, protein ¢apraz baglanmasi, DNA kirilmasi ve
fagositik tanima gibi gesitli biyokimyasal modifikasyonlar1 tistlenirler ve bunlar belirli
yapisal patolojilere yol agabilir (96,133). Apoptozis siiresince kaspazlar énemli yer

tutmaktadir. Kaspazlar, bir¢cok hiicrede inaktif proenzim formunda yaygin bir sekilde
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bulunur ve bir kez aktive olduklarinda bir proteaz kaskadinin baglamasina izin veren
diger prokaspazlari aktive edebilirler. Bir kaspazin diger kaspazi aktive edebildigi bu
proteolitik kaskat, apoptotik sinyal yolunu arttirir ve boylece hizli hiicre 6liimiine neden
olur. Farkli kaspazlar komsu aminoasitin taninmasinda farkli spesifiteye sahip olmasina
ragmen, bunlar proteolitik aktiviteye sahiptirler ve proteinleri aspartik asit birimlerine
pargalayabilirler. Kaspazlar aktive olduklarinda hiicre liimiine kars1 geri doniisiimsiiz
bir zorunluluk ortaya ¢ikar. Tanimlanmis olan 10 biiyiik kaspaz; baslaticilar (kaspaz- 2,-
8,-9,-10), effektorler ya da karar vericiler (kaspaz-3,-6,-7) ve inflamatuar kaspazlar
(kaspaz-1,-4,-5) olarak kategorize edilmistir (96,134). Kaspaz 11’ide igeren diger
tanimlanmis kaspazlarin apoptozis diizenleyicisi ve septik sok siiresince sitokin
olgunlastiric1 olarak, kaspaz-12’nin endoplazmik spesifik apoptozis ve amyloid-f
tarafindan sitotoksisite aracisi, kaspaz-13’iin bir bovin gen oldugu ve kaspaz-14’un
embriyonik dokularda oldukga yiiksek diizeyde ekspre oldugu fakat erigkin dokularda
ifade edilmedigi belirtilmistir. Ca+2 ve Mg+2 bagimli endoniikleazlar DNA’y1 180-200
baz ciftlik DNA fragmanlarina pargalar ve bu pargalar ultraviyole 15181 altinda agaroz jel
elektroforezi ilegériintiilenebilir. Baska bir biyokimyasal 6zellik ise komsu dokular
minimal tehlikeye atan, hizl1 fagositoze izin veren, komsu hiicreler tarafindan apoptotik
hiicrelerin fagositik olarak taninmasina yol agan ve hiicre lipit tabakasinin fosfatidil
serin ile normal olarak karsi karsiya gelme hareketi ile basarilan hiicre ylizey

markirlarinin ekspresyonudur (96,135).
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Kaspazlarin hiicre makromolekiillerini ytkmasi
Gekirdekte lamin, sitoplazmada Golgi ve ER proteinlerinin yiklmasi, ¢ekirdekte DNAzlarin etkisiyle
kromatin yogunlasmasi, hiicre iskeletindeki aktinin degisimiyle apoptik tomurcuklanmanin olusumu

Sekil 12. Hiicre i¢i ve hiicre dis1 yollarla uyarilan apoptozun biyokimyasi

2.9.8. Kaspazlarin Aktivasyonunun Genel Ozellikleri

Apoptozis siiresince kaspaz aktivasyonunda; eksternal (ekstraselliiler) tetikleyiciyi takip
eden Olim reseptdriiniin ¢apraz baglanmasi ve internal (intraselliiler) sinyalleri takip
eden mitokondriden apoptojenik faktorlerin serbest birakilmasi ile endoplazmik
retikulum stres-indiikklenmis apoptozis ve kaspaz-bagimsiz apoptozis 6nemli yollardir
(137). Apoptozis kompleks biyokimyasal kaskat olaylarinin bir sonucudur. Apoptozis
sinyallari esas olarak hiicre i¢i kaspazlarin aktivasyonunda fonksiyon goriir. Kaspazlar
normal hiicrelerde inaktif proenzimler olarak sentez edilirler; bunlar otoproteolitik
parcalanma ya da spesifik aspartik asit rezidiilerinde diger kaspazlar tarafindan hizli bir
sekilde aktive edilebilir. Kaspaz ailesinin 14 iiyesi tanimlanmistir ve bunlarin yedisi
apoptozise aracilik eder. Apoptozis siiresince, upstream sinyal ileticisi (baslatic1 kaspaz)
olarak bir uzun pro-domainli kaspazlar ve kisa birprodomain igeren downstream
kaspazlan (effektor kaspazlari) proteolitik olarak aktive eden kaspazlar fonksiyon goriir
(138). Baslatic1 kaspaz-8 ve 10, prodomainlerinde adaptor proteinler ile etkilesimi
iceren bir Oldiiriicii effektdr domaini (DED) igerir. Bir kaspaz toplayict domain (CARD)

kaspaz-2 ve Kkaspaz-9 da bulunur ve ayn1 zamanda bir adaptér molekiiliin
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baglanmasinda ve efektor kaspazlarin aktivasyonunda onemlidir. Kaspazlar spesifik
olarak bir Asparajin (Asp) rezidiisii i¢cin mutlak gerekli substratlarinda bir tetrapeptid
sekansini tanirve pargalar. Efektor kaspazlarin substratlarin bir ¢esidi lizerindeki etkisi,
hiicresel proteinlerin proteolizisine ve apoptozis araciligi ile 6liimiine neden olur. En 1yi
karakterize edilmis olan kaspaz substurati, DNA onariminda rol alan bir ¢ekirdek
proteini poly-(ADP-riboz) polimeraz (PARP)’dir. PARP spesifik kaspaz pargalanmasi
icin hedeflenmis baslangic proteinlerinden biridir (96,139). Laminlerin kaspaz
pargalanmasi, ¢ekirdek biiziismesi, sitozolik yeniden diizenlenmeye yol agan fodrin ve
aktin benzeri hiicre iskeleti proteinlerinin par¢alanmasina neden olur (140). Dahada
Otesi, DNA-protein kinaz (DNAPK), hiicre siklusu diizenleyicileri [retinoblastoma
protein (pRb)], transkripsiyon faktorleri (NF- kB) ve hiicre sinyal proteinleri [Raf,
protein kinase B (PKB)] aciklanmistir (141). Proteinlerin kaspaz pargalanmasi apoptotik
infaz igin kritik bir olay olmasina ragmen, muhtemelen anahtar substratlarin tamami
henuz bilinmiyordur. Kaspazlarin tamami direkt olarak hiicre Oliimiinde yer almaz;
bazilar1 diger fizyolojik fonksiyonlar1 yerine getirir. Bu kaspazlar pro-inflamatuar
sitokinler ve inflamatuar cevaplara aracilik etmede rol alirlar. Bunlara ilaveten kaspaz
genlerindeki polimorfizim ile kanser arasinda bir iliskinin bulunup bulunmayacagina
dair ¢caligmalar yapilmis ve meme kanserli hastalarin, kaspaz genlerindeki (kaspaz 8 ve
kaspaz 9) polimorfizim ile kanser arasinda bir iliskinin olabilecegide bildirilmistir
(96,142).

2.9.9. Kaspaz Bagimsiz Apoptozis

Hiicre oliimiiniin baz1 formlar1 DNA fragmentasyonu, DNA kondenzasyonu ya da
kaspaz aktivasyonu olmadiginda, kaspaz inhibitoru Z-VAD.fmk’nin varliginda
olustugunda kolaylikla apoptozis ya da nekrozis olarak siniflandirilamaz. Z-VAD.fmk,
bir kovalent inhibitér-enzim kompleksi olusturan bir fluoromethyl keton (fmk)
gurubudur ve aspartik asit rezidiisii boyunca tiim kaspazlarin katalitik bolgesine
doniistimsiiz olarak baglanir. Kaspaz bagimsiz apoptozis fikri ile ilgili farkli goriisler
vardir. Yapilan ¢aligmalarda orjinal olarak nekrotik ya da apoptotik olmayan morfoloji
ile ilgili programlanmis hiicre Oliimii agiklanmistir. Ornegin, TNF; kaspaz
aktivasyonuna bagli olarak apoptotik hiicre Oliimiinii ya da kaspaz aktivasyonu

olmaksizin nekrotik morfolojili hiicre 6liimiinii indiikler (96,143). Hiicrelerin kaspaz
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aktivasyonundan ka¢masinin, istenmeyen hiicrelerin uzaklastirilmasinda proteazlarin
tek bir ailesine bagimli olan organizmalar ig¢in tehlikeli olduguda g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Kathepsinler, kalpainler ve serin proteazlar benzeri granzim A/B ve
Omi/HtrA2 iceren kaspaz olmayan proteazlarin incelenmesi, kaspaz bagimsiz
apoptozisin anlasilmasinda 6nem arzetmektedir. Bu proteazlar kaspazlarla birlikte

caligabilir ve ayn1 zamanda kaspaz bagimsiz apoptozisi indiikleyebilirler.

2.9.10. Apoptozisin Engellenmesi

Bircok hiicre apoptozis gecirebilmesine ragmen, apoptozis inhibitor mekanizmalarinin
olmas1 bir gereksinim olarak durmaktadir. Oliim reseptoriiyle uyarilan apoptozisin
endojen inhibitorlerinin bir grubu ICE inhibitor proteinleri (FLIP) ailesi benzeri
FADD’a aittir ve bu molekiiller baslatici kaspaz-8 ve 10 ya da adaptor proteinleri i¢eren
Olum effektér domainine baglanmak i¢in yarisir, boylece 6liim reseptorii tarafindan
indiiklenen sinyal kompleksini ve apoptozisi inhibe ederler. (96,144). Asir1 apoptozisin
ozelligi olan bir¢ok patolojik sartlar (ndrodejeneratif rahatsizliklar, AIDS, iskemi vb.)
vardir, bu nedenle apoptozisin yapay inhibisyonundan faydalanilabilir. Antiapoptotik
terapi ile ilgili metotlarin kisa bir listesi; proteinlerin IAP ailesinin uyarilmasi (apoptozis
proteinlerin inhibitoru), kaspazin inhibisyonu, PARP (poli (ADP-riboz) polimeraz
inhibisyonu, PKB/Akt (protein kinaz B)’nin yolunun uyarilmasi ve Bcl-2 proteinlerinin
inhibisyonu olarak verilebilir. Proteinlerden IAP ailesi hem intrinsik hem de ekstrinsik
yolu kontrol eden apoptozisin en Onemli diizenleyicileri oldugu diisiiniilmektedir
(96,145). Mitokondrial ve 6liim reseptor yolunun her ikisi apoptozis inhibitor (IAP)
ailesinin baskist altindadir. [APs direkt ya da indirekt olarak kaspaz ailesinin {iyelerini
inhibe eder. XIAP, c-IAP-1 ve c-IAP-2 ye direkt baglanarak kaspaz-3, kaspaz-7 ve
kaspaz-9’u inhibe eder. Bir IAP aile iiyesi olan survivin’de ayni zamanda direkt olarak
kaspazlar1 inhibe eder. IAP’1n bir antagonisti olarak Omi/HtrA2 tanimlanmistir. Kaspaz
aktivitesinin spesifik inhibitdrleri fayda da saglayabilir. ICE (interlokin-1 beta-
doniistiiriicii enzim) ayn1 zamanda kaspaz I olarak adlandirilir ve apoptozis siiresince
hiicre i¢i protein parcalanmasina aracilik eden bir sistein proteazdir (96,146). ICE
inhibitorleri Romatoid artrit ve interlokin 1P nin azalmasi ile diger inflamatuar sartlarin
tedavisini gelistirmektedir. Apaf-1 aktivatorii sitokrom c tarafindan indiiklenen kaspaz b

aktivasyonunu baskilayan kaspaz-9 antagonisti (TUCAN) igeren tiimdr-up-regiilated
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CARD tanimlanmistir. Oldukga siki korunmus olan strese cevap olarak sentezlenen,
heat shock proteinleri (Hsp), apoptozisin inhibisyonu ile hiicrenin hayatta kalmasini
kolaylastirir. Hsp27 pro-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerinin aktivitesini baskilayarak
apoptozis siiresince mitokondriyi koruyabilir ya da daha fazla apoptozom
fonksiyonunun bozulmasina yol agabilir. Kardiak iskemi ve global beyin iskemisinin
transgenik modelleri ile yapilan caligmalar; Bax ekspresyonu veya fonksiyonunun
inhibisyonunun mitokondriden sitokrom salinimini &nleyebilecegini, mitokondrial
membran potansiyelinde azalmayr ve apoptozise karsi hiicreleri korumayi inhibe

edecegini gostermistir (96,147).

2.9.11. Apoptozisin Anormaliteleri ve Hastaliklar

Apoptozisin hayatin ayrilmaz bir parcasi oldugu ve bir¢ok hastaligin patogenezisinde
rol alabilecegi goz oOniinde bulundurulmalidir. Normal olarak apoptozis, istenmeyen,
yaralanmig ve viris tarafindan enfekte edilmis hiicreleri uzaklastirmayi saglar, fakat bu
stire¢ bozuldugunda hastalik olusur. Kanser, aterosklerozis ve otoimmun hastaliklar gibi
apoptozisin baskilanmasi ile ilgili hastaliklar vardir. Artmis apoptozis ile baglantili olan
diger hastaliklar, viral infeksiyonlar (AIDS), bakteriyel infeksiyonlar (Neisseria
meningitidis), nodrodejeneratif rahatsizliklar (Alzheimer’s hastaligl), otoimmun
rahatsizliklar  (multiple sclerosis), hematolojik rahatsizliklar (myelodysplastic
syndromes), iskemik yaralanmalar (myocardial infarction) ve toxin-indiikklemis
hastaliklardir (alkol-indiiklemis hepatitler) (148). Yaslanma siirecinin apoptozisin
diizeninin bozulmasi ile iligkili oldugu goriiliir. Farkli calismalar apoptozis diizenleyici
proteinlerdeki yas bagimli degisiklikleri gostermistir ve bu malignitenin yiiksek
prevalansi, otoimmun rahatsizliklar ve yasgh insanlardaki ndrodejeneratif rahatsizliklarla

uyumludur.

Apoptozis ve Kanser: Apoptozis ozellikle kanser ile baglantilidir. Normal hiicreler
eger antikanser ilaglar ve radyasyon gibi fizyolojik olmayan stress tipleri ile karsilagirsa
Olim icin programlanir. Kanserdeki bir¢cok hiicrenin birikimi yaygm hiicre
proliferasyonu ve/veya yetersiz apoptoza neden olur. Antiapoptotik proteinlerin
aktivitesi ya da artmis ekspresyonu ve pro-apoptotik genlerdeki her iki inaktive edici

mutasyon yetersiz apoptozis ve malign hiicrelerin biiylimesine neden olur (96,149). Bu
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nedenle proapoptotik p53 timor siipresor genindeki mutasyonlar ve Bcl-2 ailesi
proteinlerinin ekspresyonundaki degisiklikler olduk¢a dikkate alinmalidir. Folikiil
merkezli hiicrede, kromozomal t(14;18) translokasyonununda anti-apoptotik Bcl-2 geni
tamimlanmistir. Bu gen; B-hiicreli lenfomalarda, akut losemilerde ve birgok solid
timorde asir1 bir sekilde ekspre edilir ve kotii prognoz ile uyumluluk gdstermektedir
(96,150). Diger Bcl-2 ailesine ait proteinlerin asir1 ekspresyonu da tanimlanmistir; akut
l6semilerde artmis Mcl-1 ekspresyonu kemoterapiden sonra niiks ile aciklanmistir ve
Bcl-XI diizeyindeki yiikselme kronik myeloid losemilerde (KML) ve multipl
myelomlarda bulunmustur (151). Proapoptotik iiyeler olan Bax ve Bak’in
ekspresyonundaki yetersizlikler kolon kanseri ve hematolojik maligniteler gibi cesitli
kanserlerde tanimlanmistir (152). Buna ilaveten, Epstein—Barr virus (EBV) gibi ¢esitli
patojenik viriislerin genomu Bcl-2 homologlarin1 kodlar. Tiimor siipresér gen p53;
DNA hasari, hipoksi ve sicaklik soku gibi ¢esitli kosullar tarafindan aktive edilebilir.
p53, hiicre siklusunun durmasinda (p21, Gadd45) ya da apoptozisin indiiksiyonunda rol
alan ¢esitli genlerin (Bax, Apaf-1, caspase-9, Fas, DR5, p53-inducible gen (PIG ve
Noxa gibi) transkripsiyonunu diizenler (96,13). p53’iin mutasyona ugramasi ya da
delesyonu kanserde en sik goriinen genetik anomalidir; p53 fonksiyonunu inaktive eden
ve p53°deki mutasyonlar sonucu olusan insan tiimorlerinin %50°sinden daha fazlasi bu
nedenle olusur (96,154). p53°teki degisiklikler tiimor siipressor aktivitesini kaldirir ve
timoOr olusumuna eslik eder. Mutant p53’leri ekspre eden hiicreler de ilag bagimh
apoptozise duyarlidir. Li-Fraumeni sendromlu bireyler p53°de germline mutasyonlarina
sahiptir ve artmis malignite riskine, 6zellikle meme kanseri ve sarkomaya meyillidir.
Mutasyonlar ya da upstream p53 diizenleyicilerinin (ATM, Chk2, Mdm2 ve p19(ARF))
degismis ekspresyonu ve p53 proteolizisini tetikleyen human papillomavirus (HPV)-E6
onkoproteini, insan tiimorlerinde tanimlanmistir  (96,155). Diger apoptotik
diizenleyicilerindeki  degisiklikler de aym1 zamanda ¢esitli  malignitelerin
patogenezisinde de yer almaktadir. Insan Fas genindeki germline mutasyonlari
otoimmun lenfoproliferatif sendromlar (ALAPS) ile iligkilidir. Pro-kaspaz-8 ya da
kaspaz-9 kodlayan genlerdeki mutasyonlar ndroblastoma ve gastrik karsinomalarda
kaspaz-8 mutantlarini inaktive eden hiicre 6liimiinde tanimlanmistir (96,156). Apoptozis
inhibitorleri ailesi (IAPs) normal olarak hiicreleri apoptozise karsi korur, fakat ayni

zamanda malignite ile de uyumluluk gosterir. IAP survivin genel olarak kanserlerde
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asirt ekspre edilir ve G2/M kontrol noktasinda apoptozisi onleyerek birgok kanserde
anormal mitoza eslik eder. Tiimdr olusumuna ilaveten, apoptozisteki defektler ilaca
kars1 bozukluklarin da temelini teskil etmektedir (96,157). Bcl-2 ve Bcl-XI'm asiri
ekspresyonu kemoterapiye karsi hiicrelerin direngli olmasini saglar; artmis Bcl-2
diizeylerinin; etoposid, kamptothesin, doxorubisin, vinkristin ve aktinomisin D gibi
kemoterapotik ajanlara ve dexamethasone’a karsi cevapta apoptozisi inhibe ettigi

gosterilmistir (158).

Apoptozis ve Kanser Terapisi: Reseptor aracili ve mitokondrial aracili yollarin
aracilifiyla apoptozisin indiiksiyonu hedef hiicreleri 6ldiirmek icin gliniimiizde birgok
ilag kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Mitokondrial membran potansiyelinin
bozulmasi, sitokrom c salinimi ve farkli kaspazlarin aktivasyonu farkli kemoterapotik
ajanlar ile hiicrelerin muamelesini takiben tanmimlanmistir. Ornegin, kemoterapi ile
indiiklenmis p53 cevabi, Bax’in transkripsiyonundaki artisa, sitokrom c¢ salinimina ve
kaspaz aktivitesine yol acar. Doxorubisin, sisplatin, methotrexate, sitarabin ve etoposid
tedavisini takiben Fas sisteminin aktivasyonu ve FasL’nin indiiksiyonu farkli
sistemlerde incelenmistir (96,159). Buna ilaveten, 6lim reseptor ligant: interferon a ile
KML’nin tedavisi KML projenitorlerinde Fas’in upregiilasyonuna yol acar. Fas-pozitif
AMUL’li hastalarin Fas-negatif AML’1i hastalara nazaran daha iy1 terapotik cevaba sahip
oldugu gosterilmistir. Apoptozise direng ve apoptozis mekanizmasinin anlasilmasindaki
gelismeler yeni antikanser ajanlarin gelistirilmesi i¢in yeni anlayislar saglamaktadir.
TNF ailesinin bir {iyesi olan TRAIL, hiicre ylizeyi 6liim reseptorii DR4 ve DRS5’e
baglanir, Transformasyona ugramis hiicreler duyarli olmasina ragmen, normal hiicreler
bu mekanizmadan kagar (96,160). Gergekte, normal prostat hiicreleri, fibroblastlar ve
diiz kas hiicreleri etkilenmemesine ragmen, TRAIL l6semik ve solid tiimor hiicre
hatlarinda apoptozisi indiikler. Buna ilaveten, peptid benzeri BH3 ve Bcl-2 hedefleyen
antisens oligoniikleotidler tiimor hiicrelerinde apoptozisi giiglendirebilir. Bcl-2 antisens
ilact olan Genasense (Genta, Inc., Berkeley Heights, NJ, USA) malign melanoma,
multipl myeloma, kronik lenfositik 16semi ve kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomu igin
faz 111 Klinik tedavisidir (96,161). Bcl-2 antisens oligoniikleotid tedavi testleri non-
Hodgkin’s lenfoma, akut 16semi ve kiiciik hiicreli akciger kanserlerinde

kullanilmaktadir. Bir siklin bagimli kinaz inhibitorii olan seliciclib (CYC202 ya da R-
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roscovitine) Mcl-1’in downregiilasyonu araciligi ile multipl myelomada aktivite
gostermektedir. Adenoviral gen transferi ile pro-apoptotic Bax’in timor secici
ekspresyonu tiimor hiicrelerinde secici toksisiteye yol agmaktadir (96,162). Bazi
komponentler periferal benzodiazepine reseptor ligand1 (PK11195), bir Gstrojen tiirevi
methoxyoestradiol, indazole-3-carboxylic asit ve arsenitden tiiretilmis lonidamine’in
mitokondrial fonksiyon iizerinde direkt etkiye sahip oldugu gosterilmistir (96,163). p53
mutasyonu ya da disregiilasyonlu hedef tiimorler i¢in kii¢iik molekiil inhibitdrlerinin
gelisimi  ve p53 diizenleyici Mdm-2, onun ekspresyon veya fonksiyonunun
inhibisyonunda da kullanilmaktadir (164). NF-xB’nin baskilanmas1 kanser tedavisinin
gelistirilmesi i¢in diger bir stratejidir. Cesitli anti-apoptotik genlerin (Bcl-2, Bcl-XI, c-
IAP-2) ekspresyonunu ve NF-kB asir1 ekspresyonunu indiikleyen transkripsiyon
faktorleri farkli kanserlerde bulunmustur (96,165). Bortezomib, downregiile edilmis
Bcl-2 tarafindan NF-«kB supresyonunun indiikledigi apoptozis iizerinde duyarh etkiye
sahiptir (184). Diger taraftan, antitimor aktivitesinin 6nemli bir aracisi olan BH3
proteinleri Bik ve Bim diizeylerinin, bortezomib aracilifiyla cesitli hiicre hatlarinda
arttig1 bildirilmistir. Heat sok proteinleri de ayn1 zamanda farmakolojik hedeflerdir. Bir
Hsp 90 inhibitorii olan Geldanamycin acik anti timor etki gosterir (96,166). Tiim bu
terapotik secenekler icin, transforme edilmis hiicrelerde yapilacak olan calismalar
giniimiizde kullanilmakta olanlardan daha aktif ve daha az toksik yeni terapotik
ajanlarin gelistirilmesine yol acabilir. Gelecekte, kemoterapiye duyarli ve kemoterapiye
direncli hiicreler arasinda apotozis ile iligkili genetik degisiklikler ve karsilagtirmalarin
hasta spesifik profilleri, daha az ters etkiye sahip olan hasta spesifik apoptozis temelli

yollar1 agacaktir (167).

2.10. Apoptoz Inhibitér Gen Ailesi (IAP)

Apoptoz inhibitor gen(IAP) ailesinin {iyeleri tiim ¢ok hiicreli organizmalarin genlerinde
bulunurlar ve yapisal olarak yaklasik 70 aminoasit ¢inko katinin 1-3 kopyasinin varligi
ile karakterize Baculoviriis IAP tekrari(BIR) olarak belirtilir. Viral enfeksiyona konagin
intihar yanitina engel olma kabiliyetleri i¢in orijinal olarak Baculoviriiste
tanimlanmiglardir. Cesitli apoptoz inhibitorleri memeli hiicrelerinde endojen kaspaz
inhibitorii gibi davranarak hiicre Oliimiinii bloke ettikleri agiktir. Kaspazlar sinirh

proteoliz ile katalitik olarak aktif hale getirilen hiicreigi sistein proteazlardir ve hiicre
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iskelet biitiinliigii, onarim siireci ve enerji liretimini kapsayan hiicresel substratlarin
boliinmesini saglayarak apoptozisde gorev alirlar. Apoptoz inbitdrii bagimli hiicre
korumasinin yapisal ihtiyaglari ayrintili olarak aciklanmistir ve enzimin Kkatalitik
aktivitesi ve/yada proteolitik maturasyonunun supresyonu ile sonuglanan IAP’leri ve
efektor kaspazlar arasindaki kompleks olusumu ile iliskilidir. IAP ler apoptoz yolunu
bloke etme yetenekleri ile birlikte ekstrinsik (0lim reseptdrii) yada intrinsik
(mitokondrideki) apoptotik yollarla baslayan bir¢ok hiicre 6liim stimulusunu baskilarlar.
IAP-bagimli hiicrekorumasi, apoptoz sirasinda Smac/DIABLO iceren mitokondriden
salinan proteinlerin apoptoz inhibitorlerine baglanmasi ve bagl kaspazlarin kutarilmasi
ile antagonize edilir (sekil 1).

Belli AP leri hiicre boliinmesinin diizenlenmesinde ayr1 hiicresel fonksiyon da
gelistirmislerdir. Maya ve nematod C elegans tomurcuklanma ve boliinmesinde, genetik
delesyon yada RNA miidahelesi ile IAP proteinlerin ablasyonu anormal hiicre 6liim
yolu ile sonuglanmadi fakat anormal kromozomal ayirim, tamamlanmamis metafaz
spindl uzamasi, bagarisiz sitokinez, multiniikleasyon ve polipoidi i¢ceren multipl hiicre

boliinme bozukluklar ile sonuglandi.

2.10.1. Survivin Yap1 ve Fonksiyonu

Survivin yapisal ve fonksiyonel olarak sadece bir BIR(Baculoviriis IAP repeat) bolgesi
ve uzamig —COOH terminal alfa-helix sarmal bolgesi igeren, solusyonda bir dimerik
organizasyon ve mitozda pik yapan hiicre siklusu ile diizenlenmis ekspresyonu olan IAP
gen ailesinin tek tiyesidir. Survivin geni insan kromozomunun 1725 iizerinde bulunur,
vel6,5 KD proteini kodlar. insan genomunun hibridizasyon ve filtrasyon yolu ile Altieri
tarafindan Yale Universitesinde elde edilmistir. Interfazda survivin ubiquitinasyon ve
proteazom bagimli destruksiyon ile ayrilir ve daha sonra ekspresyonu hiicre siklus
perodisitesine katkida bulunur. G2/M de >40 kat gen ekspresyonu ile survivin mitotik
aparatin degisik boliimlerine lokalize olur. Bunlar mikrotiiblil organize merkezleri
olarak ta adlandirilan sentrozomlar, metafaz ve anafaz spindl (i§) mikrotiibiilleri, ve
mitotik aparatin kalintilari(6rnegin telofazda midbodiler) dir. Son zamanlarda, hiicresel
survivin havuzunun Aorora B kinaz ile iliskili olarak metafaz kromozomlarin
kinetokorlarina ve merkezi spindl ortabdlgesine lokalize oldugu gdsterilmistir. Cesitli

hiicresel survivin havuzlari biyokimyasal olarak farklidir ve epitop erisilebilirligini
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ayarlayan post-translasyonel modifikasyonlar ve matiir proteinlerin hiicreigi
gelisgidisini yansitirlar. Bununlaberaber daha Onceki bulgular ile varilan anlagsmada
baskin survivin havuzunun Kinetokorlardan ziyade spindl mikrotibiilleri ile iliskili
oldugu ve metafaz progresyon kontroliinii sagladigi bulunmustur. Survivinin
sitoplazmik lokalizasyonu ile bagintili —cooh terminal alfa-heliksi kapsayan CRM1
aracilt niikleer export yolu gosterilmistir. Survivinin iki izoformu, alternatif exon ilavesi
ile survivin-2B, yada exon3 uzaklastirilmasi ile survivin-AEx-3 iretilmistir. Sadece
survivin ve survivin-AEx-3 iin apoptozdan engellenmesi ile iliskili oldugu bulunmustur.
Survivin-AEx-3 te, gerceve yerdegistirmesi ile iiretilen tek —COOH terminal dizisinin
iki pargali niikkleer sinirh dizi igerdigi yakin dénemlerde gosterilmis olup survivinin bu
izoformunun niikleer birikiminin engellenmesine aracilik eder.

Bugiine kadar survivin geninin promotér bdolgesinde birgok polimorfizm
tanimlanmistir. Bunlardan bazilari; -1547 A/G, -644 C/T, -625 C/G, -241 C/T ve -31
G/C polimorfizmleridir.

Survivin genindeki, tek niikleotid polimorfizmlerinden (SNP) biri, CDE/CHR
(Cell cycle dependent element/cell cycle gene homology region) repressor baglama
bolgesinde lokalize, genin promotor bolgesi i¢inde yer almaktadir. Survivin geni 1547
AJ/G (rs3764383) promotor polimorfizmi ile sadece kiigiik hiicreli akciger kanseri ve
over kanseri ile ilgili toplam 2 adet yapilmis calisma bulunmaktadir. Literatiirde
survivin geni 1547 A/G (rs3764383) promotor polimorfizmi ve meme kanseri ile ilgili
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma literatiirde meme kanserli hastalarda
survivin geni 1547 A/G (rs3764383) promotor polimorfizmi ilgili yapilan ilk ¢aligma

olmasi nedeniyle 6nem arzetmektedir.
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Tablo 3.Survivin geni polimorfizmleri

Selection MAF in MAF in Genotyping  HWEin  Genotyping
Pathway/Gene SNP ID Location  Strategy  Locus  Patients Hapmap (CHB)  Call Rate (%)  Patients Result*
Survivi/BIRCS  rs3764383 Promoter T A>G 0.21 0.3 99.60 0.202 19/198/349
Survivin/BIRCS  rs8073069 Promoter F C=G6 0.28 0.26 99,80 0214 30/243/285
Survivi/BIRCS  rs9904341 5"UTR F G=C 0.50 0.49 99.80 0.012 1243314129
Survivi/BIRCS ~ 1s4789551 Intron T A>G 0.14 0.09 99.50 0.211 14/126/425
Survivi/BIRCS  rs2515815 Intron T A=G 0.50 048 99.60 0.018 125312129
Survivin/BIRCS  rs11868371  Intron T G=C 0.15 0.12 09,80 0.740 11/147/409
SurvivinlBIRCS 12071214 Glul29Lys T A=G 0.21 0.18 99.80 0.078 187203346
Survivi/BIRCS 2239680 3 UTR T A>G 0.50 0.26 2200 0.000 0/125/0
Survivi/BIRCS  rs1042489 3" UTR T A=G 0.44 0.40 99.50 0.126 1012971167
Survivin/BIRCS  rs2661694 3" UTR T C=>A 0.21 0.3 99.60 0.131 197201346
Survivi/BIRCS  rs1042541 3" UTR T G=A 0.35 037 99.80 0.033 5712811229
Survivin/BIRCS  rs1042542 3 UTR T G=A 0.34 037 99.30 0.003 49/285/230

“ Variant homozygote/heterozygote/wild homozygote.
T, tagging SNPs; F, potentually functional SNPs; MAF, minor allele frequency; HWE, Hardy-Wemberg equilibnum

three-intron—four-exon

sure f—H—
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|

Sekil 13.Survivin geni 1547 A/G (rs3764383) polimorfizminin yerlesim lokalizasyonu

2.10.2. Hiicre Oliimiinde Survivinin Rolii

Survivinin apoptoz inhibisyonundaki rolii ti¢ farkli deneysel kanit yolu desteklenir.
Birincisi, hiicre kiiltiir sistemlerinde rekombinant survivin ekspreyonunun ekstrinsik
yada intrinsik yolla hiicre dliimiinii baskiladig1 gosterilmistir. ikincisi, survivinin anti-
apoptotik fonksiyonu genetik olarak diizenlenen hayvanlar kullanilarak in vivo

gosterilmistir. Sitokeratin-14 diizenleyici kontrolii altinda epidermisin bazal tabakasinda
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survivin ekspresyonu keratinosit diferansiasyon yada proliferasyonunda degisiklikle
sonuclanmamistir ama in vivo ultraviyole radyasyonun neden oldugu apoptoz
inhibisyonu ve in vitro izole edilmis keratinositler ile sonu¢lanmistir. Fare p53 ile
caprazlastirildiginda, ultravioleB ile indiiklenen apoptozun azalmasina katkida bulunur
ve ikinci p53 alel kaybinin yerine gegerek apoptoz direncinin yaklasik olarak
tamamlanmasina destek olur. Ugiincii olarak, survivin molekiiler antagonistlerinin yolu,
anlamsiz oligoniikleotidler yada baskin negaf mutantlar (6r, Cys84—Ala) in vitro
spontan Kaspaz bagimli apoptoz ve hayvan modellerinde timér biiyiimesi ile
sonuglandi. Survivinin apoptozu inhibe etme fonksiyonu Drosophilada survivin
homologu Deterin ile devam eder. Deterin sineklerde apoptozu bloke eder. Ayrica,
survivin ve Deterin fonksiyonel olarak memeli ve boceklerde apoptoz inhibisyonunda
birbiri ile yerdegistirebilir. Survivin ve kaspazlar arasinda fonksiyonel bir iligki ileri
striilmiis olsada, in vitro survivinin kaspaz-3 aktivitesini inhibe etme yeteneginin
fizyolojik anlamlilig1 arastirildi. Ek olarak, survivinin kristal yapisinin diger IAP’lerde
kaspaz baglanmasina aracilik eden “gengel” bolgesine sahip olmamasi, survivin-kaspaz

koplekslerinin kendine 6zgii yapisal gereksinimleri icerdigini diisiindlirmektedir.

heath
B e ceptons

Effecton +¢ By FELETLEY

ATP CDKI1, Aurora B

Sekil 14.Apoptozisin yiirlitiilmesinde survivin roli
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2.10.3. Hiicre Boliinmesinde Survivinin Rolii

Spontan apoptoza ilave olarak, kanser hiicrelerinde survivinin supresyonu normalden
fazla sentromerler, sitokinezin basarilamasi, multipolar mitotik spindl formasyonu ve
¢ok hiicreli hiicrelerin tiretimi ile karakterize anormal mitoz progresyonuna neden olur.
Survivinin mitozdaki kritik rolii gelisimsel olarak zaruridir. Farelerde embriyonik 3,5
giiniin  baslangicinda  survivin  geni delesyonu, mitotik spindl yoklugu ile
mikrotiibiillerin toparlanmasinda katastrofik bir bozukluk, multinukleuslu hiicrelerin
olusumu ve 4,5 giinde %100 embriyonik dldiiriiciiliikle sonuglandi. Benzer sekilde, C.
Elegans ve tomurcuklanan ve boliinen mayada survivin benzeri IAP molekiillerinin
ablasyonu sonrasi mayotik ve mitotik bozukluklar gézlendi. Bununla beraber, C.elegans
ve mayada IAP proteinlerinin gergekten siirvivinin fonksiyonel ortologu olup olmadigi
gosterilememistir. Aslinda, IAP proteinlerden farkli olarak, sitokinez fazinda olmayip,
hiicre boliinmesinin daha erken fazlarinda rol aldigi gosterilmistir. Survivinin spindl
mikrotiibiilde baskin lokalizasyonu ile bagintili olarak, antikorlarin survivine
mikroenjeksiyonu, spindl olusumu ve anormal metafaz progresyonunda hayati
bozukluklar ortaya ¢ikarmistir. Bu kardes kromatidlerin erken ayrilmasi ve mikrotiibiil
zehirlerine yanitta spindl denetim noktasi aktivasyonunda diizenleme buzukluguna
neden olur. Ayrica, immiinokimyasal olarak farkli tiim survivin havuzlarini taniyan bir
antikorun mikroenjeksiyonu, siklikla apoptozun takip ettigi uzamis ve giiclendirilmis
metafaz arresti ile sonuglanmigtir. Survivine mikroenjekte edilen antikorlu hiicreler
mikrotiibiillerin tiikkendigi kisa mitotik spindller gosterirken, GFP-survivin asir1
ekspresyonu spindl mikrotiibiill dinamiklerini degistirmislerdir. Benzer goézlemler
survivinin retroviral ekspresyonunun apoptozu oOnledigi ve spindl zehirlerine karsi

mikrotiibiil biitiinliigiinii korudugu endotel hiicrelerindede rapor edilmistir.

2.10.4. Survivinin Kanserde Secici Ekspresyonu

Survivinin en 6nemli 6zelliklerinden bitanesi normal dokulara kars1 kanserdeki ayirici
ekspresyonudur. “onko-fetal” antijenlerin benzeri, survivin embriyonik ve fetal
organlarda kuvvetle eksprese olurken, normal diferansiye olan dokularin ¢ogunda
saptanamaz. Erigkin normal dokulardan timus, diisiikk seviyelerde CD34+ kemik
iliginden tiiretilen stem hiicreleri ve kolon bazal epitelinde survivin ekspresyonu rapor

edilmistir. Aksine, survivinin dramatik asir1 ekspresyonu akciger, meme, kolon, mide,
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Osefagus, pankreas, karaciger, uterus, over tiimorleri, biiyliik hiicreli Non-Hodgkin
Lenfoma, 16semiler, noroblastoma, yumusak doku sarkomlari, melanoma ve melanoma
dis1 deri kanserlerinde gosterilmistir. Genom kapsamli arastirmalarda, survivin kolon,
akciger, beyin, meme ve melanomada eksprese olan fakat ayni organlarin normal
dokularinda saptanamayan yada ¢ok diisiik miktarlarda bulunan, en iist dordiincii
“transkriptom” olarak tanimlanmaistir.

Survivinin mitozdaki roliine ragmen, tiimorlerde asir1 ekspresyonu sadece daha
fazla sayida c¢ogalan hiicre varligint yansitmaz. Meme kanser modellerinin
immunohistokimyasal analizi ile belgelendigi gibi survivin tipik olarak timor
hiicrelerinin ¢ogunlugunda gozlenmistir. Benzer sonuglar survivin ekspresyonunun
diisiik yada yiiksek mitotik indekse sahip vakalar arasinda farksiz oldugu melanomada
elde edilmistir. Ayrica, son zamanlarda kanser-spesifik survivin gen ekspresyonu in
vitro ve in vivo gosterilmistir. Hepsi birlikte, bu veriler survivin gen ekspresyonunun
kanserde global olarak regiilasyonunun bozuldugunu, sadece mitozda degil, hiicrenin
tiim siklus fazlarinda ayni tarzda arttigin1 6ne siirmektedir. Kanserde yaygin molekiiler
anormallikler, regililasyonu bozuk survivin gen ekspresyonuna katkida bulunabilir.
Birincisi, noroblastomada survivin asiri ekspresyonu 17q25 iizerindeki survivin
lokusunun biiyiimesi ile iligkilir ve kromozom 17q elde edilmesi ndroblastomada
goriilen en yaygin genetik anormalliktir. ilave olarak, survivin exon 1 dizileri normal
overlerde metilasyon ile bastirilmsilardir, ama over kanserlerinde metile edilmedigi i¢in
transkripsiyonel olarak aktif olup survivin eksprese edilir. Ayrica, son donemlerde
survivin p53 tarafindan suprese edilen hedef genlerden birtanesi olarak tarif edilmistir.
Survivin gen transkripsiyonunun p53 supresyonu i¢in direk yada indirek mekanizmay1
hesaba katmadan, survivin ekspresyonu kuvvetle p53-bagimli apoptozu etkisiz hale
getirirken, en azindan bir kisimda p53 nedeni ile olan survivin kaybi p53 bagimh
apoptoza katkida bulunur. Kanserde en yaygin genetik anormalliklerden bir tanesi p53
kaybt oldugu halde, bu calismalar birgok farkli tiimor cesitinde, survivin asiri
ekspresyonunun nedenini aciklamada potansiyel bir iskelet olustururlar. Son olarak,
Whnt/B-catenin signal yolu ile aktive edilen survivin hedef gen olarak onerilmisti ve
survivinin kolorektal kanserde fazla diizenlenmesi, APC mutasyonlarinin sonucu ve B-

catenin sinyalinin anormal stabilizasyonu ile oldugu diistiniilmiistiir.
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2.10.5. Survivin ve Kanserin Molekiiler Tanis1

Retropektif caligsmalarda, survivin ekspresyonu olan hastalarda, hastalik progresyonun
olumsuz markirlar1, artmis rekiirrens hizi ve tedaviye artmis direng ile iliskili olarak
kisalmig yasam stiresi gosterilmistir. Bazi ¢alismalarda, survivin ekspresyonu bcl-2 yada
diisiik apoptotik indeksle iligkili bulunmustur. Bundan dolayi, survivin proteinin
immunohistokimyasal yada tiimor Orneklerinde RT-PCR ile saptanmasi agresif
hastaligin basangi¢ gostergesi olabilir, daha ayrintili takip protokolleri yada alternatif
tedavi rejimlerini onaylayabilir.

Kanser tanisinda survivin kullanimi i¢in ilave bir strateji, kanser hastalarinda
survivine karst potansiyel immiin cevap degerlendirmesini igerir. Tiimorlerde segici
ekspresyonundan dolay1, kanser hastalari survivini yabanci bir protein gibi taniyabilir ve
ona bir immiin cevap baglatabilir. Gergekten, survivine karsi dolasan antikorlar,
gastrointestinal ve akciger kanserli hastalarda gosterilmistir, ama normal goniilliilerde
gosterilmemistir. Bu bulgularla baglantili olarak, T hiicrelerinin in vitro ve in vivo,
survivin peptidlerine giiglii sitolitik cevap baglattiklar1 gosterilmistir ve survivin
peptidlerine karst HLA sinif-1 kisith sitolitik Thiicreleri in vivo meme kanseri, 16semi
ve melanoma hastalarinda bulunur. Bu veriler survivine kanser spesifik immiin yanitin,
hem molekiiler tan1 hemde kanserin immiin tedavisinde kullanilabilme ihtimalini, daha
da otede otoimmiin etkilerin risklerini en aza indirgeyebilecegini akla getirmektedir.

Ugiincii strateji, kanser hastalariin bitolojik sivilarinda survivinin direk olarak
saptanmasidir. Bu hipotez, yiiksek rekurrens hizi(>%80) ve optimalden az takip
protokolleri olan mesane kanserinde onaylanmistir. Survivin yeni yada rekurren mesane
kanserli tiim hastalarin idrarinda saptanirken(%100 spesifiklik), goniilliiler ve neoplastik
olmayan genitoiiriner hastalik yada mesane disi genitoiiriner kanserli hastalarin
idrarinda survivin negatif test edilmistir. ilave calismalar, hastalardan toplanan diger
biyolojik sivilarda(6r, balgam yada serum) survivin pozitifligini belirleme yolundadir

(168,169).
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3. MATERYAL-METOD

Meme Kkanserlerinde Survivin 1547A/G  promotor polimorfizminin etkisi isimli
arastirma projesi Turgut Ozal Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirma Projeleri
(BAP) Komisyonu tarafindan kl edildikten sonra Klinik Arastirmalar Etik Kurul'una ne
basvurularak onay alindi. Ocak 2004 - Mayis 2011 tarihleri arasinda Turgut Ozal
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Genel Cerrahi Anabilim Dalinda invaziv meme
karsinomu tanisiyla ameliyat edilen 143 hasta “Kanser Grubu” olarak ¢alismaya alind1.
Kanser grubu hastalar1 kendi i¢inde lenfatik metastazi olanlar (n:88) ve olmayanlar
(n:55) seklinde ikiye ayrildi. Kontrol grubu olarak, 30 yas iizeri 101 saglikli kadin birey
aydinlatilmis onamlar1 alindiktan sonra, kan Ornekleri alinarak ¢alismaya dabhil
edilmistir. Aragtirmanin genetik ile ilgili ayag1 Tip Fakiiltemiz Genetik Bilim Dali
Genetik Laboratuvari’nda yapilmistir. Kanser grubu olarak fakiiltemiz Patoloji
Anabilim Dali’nda saklanan parafin blok doku orneklerinden alinan orneklerden elde
edilen DNA’lar kullanildi. Kontrol grubu olarak ise goniilliilerin kan 6rneklerinden elde
edilen DNA’lar kullanildi. Kanserli hastalarin; yas, menars yasi, menopoz durumu,
Ostrojen hormon kullanimi, emzirme durumu, sigara kullanimi, ailede meme kanseri
Oykiisli, timor tipi, tiimor capi, grade, lenf kanal invazyonu, vaskiiler invazyon,
perindral invazyon, perinodal yayilim, yaygin intraduktal komponent varligi, lenfatik
metastaz varligi, lenfatik metastaz grubu (TNM ye gore), metastatik lenf nodu sayisi,
timor ¢apt  evre  (TNM),  multisentrisite/multifokalite  ve  unifokalite
Ostrojen/progesteron reseptér durumu, C-erb B2 durumu ve niiks bilgileri, anabilim
dalimiz meme kanseri veritabanindan elde edildi. Kanser grubunda baglangicta sistemik
hastalig1 olan hastalar, neoadjuvan kemoterapi alan hastalar, piir in situ karsinomlu

hastalar, takipler sirasinda iliskisi kopan hastalar ¢aligmaya dahil edilmedi.

3.1. Parafin Bloktan DNA izolasyonu

Parafin dokudan DNA izolasyonuinvitrogenPureLink™ Genomic DNA  Kit
Forpurification of genomic DNA (Kat no: K1820-02)kiti kullanilarak yapildi. DNA
izolasyonu, dokular1 parafinden arindirma islemi ve proteinaz asamasi olarak iki
kisimda gergeklestirildi. Dokular kiigiik pargalara ayrilarak 1,5 ml’lik mikrosantrifiij
tiipiine kondu. 80 °C’de 15-20 dkinkiibe edildi.Dokular iizerine 1-1,5 ml ksilol eklenip,
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55 °C’de 1 saat bekletildi.Ksilol uzaklastirilip, 1 ml ksilol eklenip, 55 °C’de 1 saat
bekletildi. Ayni islem bir de yarim saat bekletilerek yapildi. Dokular yeni bir
mikrosantrifiij tlipiine aktarildi ve ksilolden arindirmak i¢in alkol serilerinden gegirildi.
%100’ liik etanol 1 ml eklenip, 37 °C’de 30 dk tutuldu. Siipernatant uzaklastirilip,
sirastyla %80°1ik, %60°lik ve %40°1ik etil alkol serilerinde 37 °C’de 15-30 dk tutuldu. 1
ml distile suda 15 dk tutulduktan sonra 13.000 rpm’de 10 dksantrifiij edildi. Dokular
yeni bir mikrosantrifiij tiipe aktarilarak proteinaz asamasmna geg¢ildi. Parafinden
arindirilan dokulariniizerine 40 pl proteinaz K ve 380 ul genomikdigestionbuffer
eklendi, vortekslendi ve 55 °C’de benmaride 15 saat inkiibe edildi. 13.000 rpm’de 3
dksantrifiij edilip, siipernatant yeni tiipe aktarildi. 40 ul RNase A ilave edildi,
vortekslendi, 2 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. 400 pl genomiklysis/bindingbuffer
eklenerek homojen soliisyon elde edinceye kadar iyice vortekslendi. 400 ul %96 etanol
eklendi ve tekrar homojen soliisyon elde edinceye kadar vortekslendi. Lizat esit
miktarda 2 tane spin kolona aktarildi. 10.000 g’de 1 dk 25 °C’de santrifiij edildi ve
toplama tiipii bosaltild1. Spin kolona 500 pl washbuffer 1 konuldu ve 10.000 g’de 1 dk
25 °C’de santrifiij edilip, toplama tiipii bosaltildi. Spin kolona 500 pl washbuffer 2
eklendi, 13.000 rpm de 3 dk 25 °C’de santrifiij edildi. Spin kolon 1.5 ml’lik
mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. 100 pl genomikelutionbuffer eklendi ve oda
sicakliginda 1 dkinkiibe edildikten sonra 13.000 rpm’de 1 dk 25°C’de santrifiij edildi.
Nanodrop’da 6l¢lim yapildiktan sonra elde edilen DNA PCR ‘da kullanilmak tizere -20
%C’de sakland1.

3.2. Periferik Kandan DNA izolasyonu

Kontrol grubuna ait periferik kan 6rneklerinden DNA izolasyonu Fenol-Kloroform
yontemi kullanilarak yapildi. Steril 15 ml’ likfalkon tiipiine 9 ml RBC LysisBuffer (1x)
ve tizerine 3 ml periferik kan konuldu. 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilip, 2000g’
de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij edildikten sonra pellet korunacak sekilde,
slipernatant yavas yavas dokiilerek uzaklastirildi. Pelletiniizerine 350 pl 10-10 TE
konuldu, pipetaj yapilarak pellet temiz bir ependorf tiipiine aktarildi. Uzerine 20 ul
%10 SDS ve 8 pl proteinase K(Qiagen Lot No:136259198) eklenip vorteks yapildi. 15
dakika 70°C’ de inkiibe edildikten sonra 6rnekler 37 °C’ de overnightinkiibe edildi. Bir
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gecelikinkiibasyon sonrasi pellet tamamen ¢oziindiikten sonra geri kalan islemlere
devam edildi. 5000 rpm’ de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatantin tizerine 20 ul 5 M
NaCl konuldu. 400 ul Fenol(Sigma P4557) eklendi. 15000 rpm’ de 15 dakika 4 °C’ de
santrifiij edildi. Iki faz goriildii, iistteki seffaf faz temiz bir ependorf tiipiine aktarildi.
400 pl CIA(Sigma C0549-1PT) eklendi ve hizlica alt {ist edildi. 15000 rpm’ de 15
dakika 4 °C’ de santrifiij edildi. Iki faz gériildii, iistteki seffaf faz temiz bir ependorf
tiipline aktarildi. Bu asama iki kez tekrarlandi. Santrifiij sonras1 iistde ki seffaf kisim
temiz bir ependorf tiipiine aktarildi. Uzerine 1ml %100 etanol eklendi ve DNA elde
edildi. DNA 200 ul 1-1 TE i¢inde ¢éziilerek -20 °C’de sakland.

3.3. DNA Amplifikasyonu
Survivin geni A>G(rs 3764383)polimorfizminin arastirilmasi igin;

Forward 5> GCCCGATGTCAATTTAAATAAAAGA3’

Reverse 5’ GCAGAGAGTGAATGTTAAAGTTAA 3’ primerlerikullanilarak
asagidaki

117bp’lik bolge cogaltildi.

Forward

ECCCC A AR SIARAREA T AATTGCAAGAATAGTACAAAGAATA
CTCATATACCCTTCACCCAGATTTTCTGTTTATGTTTTGCCT

“ Polimorfizm”

v

ATTTCCTTTAACATTCACTCTCTGC

d—
<

Reverse

3.3.1. Primerlerin Sulandirilmasi

Liyofilize durumdaki primerlere kullanma talimatinda belirtilen miktarda 1XTE (Tris
EDTA) eklenerek ve 100 pikomol/mikrolitre’lik stok c¢ozeltiler hazirlandi. PCR
isleminde kullanilmak {iizere stoktan 20 pikomol/mikrolitre’likkonsantrasyonlu 100

mikrolitrelik sulandirilmis primerler hazirlandi.
3.3.2. Reaksiyon Karisim

Total PCR reaksiyon karigimi her bir 6rnek i¢in 25 mikrolitre olacak sekilde hazirlandi.
10X NHjbuffer, MgCl, (25mM), dNTP, primerler, H,O ve TaqPolimerazdan olusan
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karisim her bir reaksiyon tiipiine dagitildi ve en son DNA 6rnekleri eklendi.

Tablo 4.PCR reaksiyon karigimi

SURVIVIN
10X NH,Buffer 2,5 ul
MgCl, 2,5ul
dNTP 0,5 pl
ForwardPrimer 0,5 ul
ReversePrimer 0,5 ul
Tagpolimeraz 0,2 pl (Thermo)
dH,O 16,3ul
DNA 2
Tablo 5. Calisilan PCR programi
Denatiirasyon 94 °C 5 dakika
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye 35 dongii
Primer baglanma 51°C 30 saniye
Uzama 72 °C 1 dakika
Son uzama 72°C 5 dakika

Techne TC-5000 model PCR cihazinda yukaridaki reaksiyon kosullarinda
amplifikasyon gergeklestirildi.

3.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Arastirdigimiz gen boélgesinin PCR iiriinlerinin ¢ogalip ¢ogalmadigini kontrol etmek
icin %2’lik agarozjelde PCR firiinleri yiiriitiildii. 100 ml 1X TAE (Tris/ Asetik Asit /
EDTA) tamponunun igine 2 gr agaroz (Invitrogen kat no: 16500-100g) konuldu.
Mikrodalgada agaroz iyice eriyinceye kadar tutuldu. 3,6 pl etidyumbromid ilave
edildikten sonra jel kaliba dokiilerek 30 dakika donmaya birakildi. PCR iirlinlerinden 5
ul alinarak 1 ul 6XLoading dye ile karistirtlip kuyucuklara yiiklendi. Jel, 90 V’de 30dk

yiiriitiildiikten sonra U.V. transliiminatorde goriintiilendi.
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100bp 158-1A 189-2A 198-1A -K

-
-

100bp —€——

Sekil 15. Hasta gruplariin PCR amplifikasyon {irlinlerinin Agaroz jel elektroforez

gorintiileri. (-K, kontrol amagli)

3.5. DNA’nin Enzimatik Kesimi ve Polimorfizmin Belirlenmesi
PCR sonucunda elde ettigimiz PCR fiiriinleri bize sadece polimorfizmin oldugu bdlgenin
dizisini vermektedir. Arastirdigimiz tek niikleotid polimorfizmlerini tespit etmek i¢in bu
bolgeleri tantyan Restriksiyon enzimleri (RE) kullanilarak allel tespiti yapildi.

Agaroz jel elektroforezi ile PCR iriinlerinin amplifikasyonlarinin kontroli
yapildiktan sonra enzimatik kesim islemine gecildi. Kesim sonucunda 10 pl DNA, 2 pl
6XLoading dye ile karistirilarak kuyucuklara yiiklendi ve %3’liik jelde 100 V’de 45dk

yiirtitiildiikten sonra U.V. transliiminatorde goriintiilendi.

3.5.1. SURVIVIN A>G(rs 3764383) Polimorfizmi I¢in Enzim Kesimi
Hpyl66 II (New EnglandBiolabsInc.) enzimi ile 117bp’lik genom boliimi, 93 ve

24bp’lik parcalara kesildi. Enzim G bazini kesmekteydi.

Genotipleme: AA: 117bp AA=HOMOZIGOT WILD TYPE
_ AG=HETEROZIGOT

AG: 117bp, 93bp,24 bp GG=HOMOZIGOT

GG: 93bp, 24bp
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Tablo 6. Hpy166 II enzimi igin kesim kosullari

Hpy166 11

PCR iiriinii 10 ul

Enzim 0,1 pul

1X Buffer 14,9 ul
Inkiibasyon 37 °C de 22 saat

117 bp
93 bp

Sekil 16.  SURVIVIN genipolimorfizminin enzim kesimine ait agaroz jel elektroforez
goriintiisii. Bu 6rneklerin genotipleri 177=GG, 204=GA, 205=AA
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZ VE ELDE EDILEN BULGULAR

Verilerin analizi SPSS for Windows 17,0 paket programinda yapildi. Tanimlayici
istatistikler kesikli ve siirekli sayisal degiskenler icin ortalama + standart sapma
seklinde kategorik degiskenler ise gozlem sayisi ve (%) biciminde ifade edildi. Gruplar
arasinda ortalama degerler yoniinden farkin Onemliligi Student’s t-testi ile
degerlendirildi. Kategorik degiskenler Pearson’un Ki-Kare, Fisher’in Kesin Sonuglu Ki-
Kare veya Olabilirlik Oran testi ile degerlendirildi. p<0,05 i¢in sonuglar istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

Kontrol ve kanser gruplari arasinda Survivin 1547A/G promotor polimorfizmi

acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmedi (p=0,235).

Tablo 7. Kontrol ve Kanser Gruplarina Goére Olgularin  Survivin - Promotor

Polimorfizmi Yoniinden Dagilim1

Degiskenler Kanser grubu Kontrol grubu P degeri
(N:143) (N:101)
Survivin rs3764383
GG 13 (%52) 12 (%48) P: 0,235
GA 54 (%54,5) 45 (%55,5)
AA 76 (%63,3) 44 (%36,7)
Survivin rs3764383
GG 13 (%52) 12 (%48) P:0,312
GA + AA 130 (%59,3) 89 (%40,7)
Survivin rs3764383
AA 76 (%063,3) 44 (%36,7) P: 0,103
GG+ GA 67 (%54) 57 (%46)
Kontrol ve Kkanser gruplari arasinda Survivin 1547A/G  promotor

polimorfizminde GG+GA genotipi (ya da G allelini tasimak) ile AA genotipi (sadece A

allelini tasimak)arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmedi (p=0,103).

Kontrol ve

kanser gruplari

arasinda

Survivin

1547A/G  promotor

polimorfizminde GG genotipi (sadece G allelini tagimak) ile GA+AA genotipi (yada A

allelini tagimak) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmedi (p=0,312).
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Sekil 17. Kontrol ve Kanser Gruplarina Gore Olgularin Survivin 1547-A/G Promotor

Polimorfizmi Yo6niinden Yiizdesel Agidan Sematik Dagilimi

Kanser grubunda grade ile Survivin 1547A/G promotor polimorfizminde her ii¢
genotip arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi (p=0,057). Fakat
aralarindaki istatistiksel iliski anlam sinirina ¢ok yakin bulundu. Uzerinde calisilan seri
yeterince  biyiitiiliirse  aralarindaki iliskinin anlam seviyesinde ¢ikabilecegi
kanaatindeyiz.

Her ii¢ genotip kendi aralarinda farkli gruplara ayrildiktan sonra yapilan
istatiksel degerlendirme neticesinde;

Kanser grubunda grade ile Survivin 1547A/G promotor polimorfizminde GG
genotipi (sadece G allelini tasimak) ile GA+AA genotipi (yada A allelini tasimak)
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriildii (p=0,020).

Kanser grubunda grade ile Survivin 1547A/G  promotor polimorfizminde
GG+GA genotipi (ya da G allelini tasimak) ile AA genotipi (sadece A allelini tagimak)
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmedi (p=0,794).

Kanser grubundaki 143 hastanin 13” tinde GG genotipi vardir. Bunlarin 4’i
grade I-II (%30,8) ve 9’u grade III (%69,2) diir. Kanser grubundaki 143 hastanin
76’sinda AA genotipi vardir. Bunlarin 47°si grade I-II (%61,8) ve 29’u grade III
(%38,2) diir. Kanser grubundaki 143 hastanin 54’tinde GA genotipi vardir. Bunlarin
36’s1 grade I-1I (%66,7) ve 18’1 grade III ((%33,3) diir. Kanser grubundaki 143 hastanin
130°’unda GA+AA genotipi vardir. Bunlarin 83’iinde grade I-II (%63,8) ve 47’sinde
grade III (%36,2) diir. Kanser grubundaki 143 hastanin 67’sinde GA+GG genotipi
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vardir. Bunlarin 40’inda grade I-II (%59,7) ve 27’sinde grade III (%40,3) diir. Bu

sonuglara gore G allelini tasimanin prognozu kétiilestirdigi sdylenebilir.

Tablo 8. Kanser Grubunda Olgularin Grade Ile Survivin Promotor Polimorfizmi

Yoniinden Dagilimi

Degiskenler Grade (1-2) Grade (3) P degeri
(N:87) (N:56)

Survivin rs3764383

GG 4 (%30,8) 9 (%69,2) P: 0,057

GA 36 (%66,7) 18 (%33,3)

AA 47 (%61,8) 29 (%38,2)

Survivin rs3764383

GG 4 (%30,8) 9 (%69,2) P:0,020

GA + AA 83 (%63,8) 47 (%36,2)

Survivin rs3764383

AA 47 (%61,8) 29 (%38,2) P: 0,794

GG +GA 40 (%59,7) 27 (%40,3)

Kanser grubunda tiimér ¢api ile Survivin 1547A/G promotor polimorfizminde

GG+GA genotipi (ya da G allelini tasimak) ile AA genotipi (sadece A allelini tasimak)

arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmedi (p=0,539).

Kanser grubunda tiimoér ¢api ile Survivin 1547A/G promotor polimorfizminde

GG genotipi (sadece G allelini tasimak) ile GA+AA genotipi (ya da A allelini tasimak)

arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriillmedi (p=0,978).

Kanser grubunda yas ile Survivin 1547A/G promotor polimorfizminde GG+GA

genotipi (ya da G allelini tasimak) ile AA genotipi (sadece A allelini tagimak) arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmedi (p=0,869).
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Tablo 9. Kontrol ve Kanser Gruplarina

Ozellikleri Y®6niinden Dagilim1

Gore Olgularin Demografik ve Klinik

Degiskenler Kanser grubu Kontrol grubu P degeri
(N:143) (N:101)

Yas 58,4+7,37 50,0 £ 5,96 P: 0,000
Menars Yasi 13,8+ 1,483 13,5+1,414 P: 0,350
Menapoz Yasi 45,4 + 8,905 42,5+ 10,542 P: 0,450
Ilk Dogum Yas1 24,6 = 7,956 19,63 + 3,583 P: 0,130
Son Dogum Yas1 32,4 +4,336 24,75 £ 4,268 P: 0,820
Hormon Siiresi (ay) 14,2 £ 12,498 21,75+ 30,018 P: 0,220
Aile Oykiisii
Var 26 (%18,8) 14 (%13,8) P: 0,369
Yok 117 (%81,2) 87 (%86,2)
Sigara
Var 22 (%15,3) 24 (%23,7) P: 0,159
Yok 121 (%84,7) 77 (%76,3)
Siit Verme
Var 103 (%72) 89 (%88,1) P: 0,003
Yok 40 (%28) 12 (%11,9)
Hormon Alimi
Var 34 (%23,7) 54 (%53,4) P: 0,000
Yok 109 (%76,3) 47 (%46,6)

Kanser grubunda yas ile Survivin 1547A/G promotor polimorfizminde GG
genotipi (sadece G allelini tasimak) ile GA+AA genotipi (yada A allelini tasimak)
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmedi (p=0,965).

Kanser grubunda menapoz ile Survivin 1547A/G promotor polimorfizmi
acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmedi (p=0,857).

Kanser grubunda hormon alimi ile Survivin 1547A/G promotor polimorfizmi

acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmedi (p=0,268).
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Kanser grubunda siit verme ile Survivin 1547A/G promotor polimorfizmi
acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmedi (p=0,700).

Kanser grubunda sigara i¢me ile Survivin 1547A/G promotor polimorfizmi
acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmedi (p=0,179).

Kanser grubunda ailede meme kanseri dykiisii olmasi ile Survivin 1547A/G
promotor polimorfizmi agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi
(p=0,362).

Kanser grubunda patolojik tani (invaziv duktal ca, invaziv lobuler ca ve diger)
ile Survivin 1547A/G promotor polimorfizmi agisindan istatistiksel olarak anlamli
farklilik goriilmedi (p=0,119).

Kanser grubunda tiiméor ¢api evresi ile Survivin 1547A/G promotor polimorfizmi
acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmedi (p=0,916).

Kanser grubunda niiks ile Survivin 1547A/G promotor polimorfizmi agisindan

istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi (p=0,812).
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Tablo 10. Kanser Grubu Icerisinde Survivin Promotor Polimorfizmi Yo6niinden

Olgularin Patolojik Ozellikleri

Degiskenler GG (n:13) GA (n:54) AA (n:76) P degeri
Patoloji
Invaziv duktal ca 13 (%100) 43 (%79,6) 68 (%89,5)
Invaziv lobuler ca 0 (%0) 10 (%18,5) 5 (%6,6) 0,119
Diger 0 (%0) 1(%1,9) 3 (%3,9)
Tiimor Cap1 Evre(TNM)
<2cm
2>-<5(2,1-49 cm) 4 (%30,8) 22 (%40,7) 27 (%35,5) 0,916
>5cm 8 (%61,5) 27 (%50,0) 40 (%52,6)

1 (%7,7) 5 (%9,3) 9 (%11,8)
Grade
I-11 4 (%30,8) 36 (%066,7) 47 (%61,8) 0,057
Il 9 (%69,2) 18 (%33,3) 29 (%38,2)
LenfKanah invazyonu
Var 9 (%69,2) 29 (%53,7) 47 (%61,8) 0,488
Yok 4 (%30,8) 25 (%46,3) 29 (%38,2)
Vaskiiler invazyon
Var 2 (%15,4) 5 (%9,3) 9 (%38,2) 0,792
Yok 11 (%84,6) 49 (%90,7) 67 (%38,2)
Perinéral invazyon
Var 1 (%7,7) 17 (%31,5) 29 (%38,2) 0,093
Yok 12 (%92,3) 37 (%68,5) 47 (%61,8)
Lenfatik Metastaz
Var 10 (%76,9) 31 (%57,4) 47 (%61,8) 0,429
Yok 3 (%23,1) 23 (%42,6) 29 (%38,2)
Lenfatik Met Grubu
(NO) Yok 3 (%23,1) 23 (%42,6) 29 (%38,2)
(N1) 1-3 nod pozitif 7 (%53,8) 19 (%35,2) 17 (%22,4) 0,062
(N2) 4-9 nod pozitif 2 (%15,4) 5 (%9,3) 22 (%28,9)
(N3) 10 ve iizeri 1 (%7,7) 7 (%13,0) 8 (%10,5)
YIK
Var 5 (%38,5) 15 (%27,8) 27 (%35,5) 0,588
Yok 8 (%61,5) 39 (%72,2) 49 (%64,5
Perinodal Yayilim
Var 4 (%30,8) 11 (%20,4) 25 (%32,9) 0,285
Yok 9 (%69,2) 43 (%79,6) 51 (%67,1)
ER
Pozitif 7 (%53,8) 45 (%83,3) 57 (%75,0) 0,076
Negatif 6 (%46,2) 9 (%16,7) 19 (%25,0)
PR
Pozitif 8 (%61,5) 43 (%79,6) 58 (%76,3) 0,388
Negatif 5 (%38,5) 11 (%20,4) 18 (%23,7)
C-erb B2
Bakilmadi 0 (%0) 3 (%5,6) 0 (%0) 0,070
Pozitif 6 (%46,2) 11 (%20,4) 25 (%32,9)
Negatif 7 (%53,8) 40 (%74,0) 51 (%67,1)
Multisentrisite
MS-MF 6 (%46,2) 16 (%29,6) 37 (%48,7) 0,088
Unifokal 7 (%53,8) 38 (%70,4) 39 (%51,3)
Niiks
Var 1 (%7,7) 3 (%5,6) 3 (%3,9) 0,812
Yok 12 (%92,3) 51 (%94,4) 73 (%96,1)
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Tablo 11. Kanser Grubunda Lenfatik Metastazi Olan Grubun Lenf Metastaz Grubu Ile

Survivin Promotor Polimorfizmi Y 6niinden Dagilimi

Degiskenler LenfMetastaz Lenf Metastaz Lenf Metastaz P degeri
(N:88) Grubu Grubu Grubu

N1 (1-3 nod N2 (4-9 nod N3 (10 ve tizeri)

pozitif) pozitif)

Survivin rs3764383
GG 7 (%70) 2 (%20) 1 (% 10)
GA 19 (%61,3) 5 (%16,1) 7 (%22,6) P: 0,039
AA 17 (%36,2) 22 (%46,8) 8 (%17)
Survivin rs3764383
GG 7 (%70) 2 (%20) 1 (% 10) P: 0,364
GA + AA 36 (%46,2) 27 (%34,6) 15 (%19,2)
Survivin rs3764383
AA 17 (%36,2) 22 (%46,8) 8 (%17) P: 0,010
GG + GA 26 (%63,4) 7 (%17,1) 8 (%19,5)

Kanser grubundaki lenfatik metastazi bulunan hastalarla ayr1 bir grup
olusturuldugunda TNM evrelendirmesine uyan metastatik lenf grubu ile Survivin
1547A/G promotor polimorfizmindeki her ii¢ genotip arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik oldugu goriildii (p=0,039).

Her ii¢ genotip kendi aralarinda farkli gruplara ayrildiktan sonra yapilan
istatiksel degerlendirme neticesinde;

Kanser grubundaki lenfatik metastazi bulunan hastalarla ayr1 bir grup
olusturuldugunda TNM evrelendirmesine uyan metastatitk lenf grubu ile Survivin
1547A/G promotor polimorfizminde GG genotipi (sadece G allelini tagimak) ile
GA+AA genotipi (yada A allelini tasimak) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gorilmedi (p=0,364).

Kanser grubundaki lenfatik metastazi bulunan hastalarla ayri bir grup
olusturuldugunda TNM evrelendirmesine uyan metastatitk lenf grubu ile Survivin
1547A/G promotor polimorfizminde GG+GA genotipi (ya da G allelini tasimak) ile
AA genotipi (sadece A allelini tagimak) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

oldugu goriildii (p=0,010).
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Bu sonuglara gore homozigot G allelini tagiyan hastalarda daha az sayida aksiler
lenf nodu metastaz1 oldugu goriildii. Ancak homozigot A allelini tasiyan hastalarda daha
fazla sayida aksiler lenf nodu metastazi oldugu goriildii. Bunun yaninda AA + GA
genotipini tasiyan hastalarda, GG+GA genotipini tasiyan hastalara gére daha fazla
sayida aksiler lenf nodu metastazi oldugu goriildii. Sonu¢ olarak bakildiginda
homozigot A allelini tasimanin yaninda heterozigot A allelini tagtmanin da daha fazla

sayida aksiler lenf nodu metastazi gelismesine yol a¢tigini sdyleyebiliriz.

Tablo 12. Kanser Grubunda ER durumunun Survivin Promotor Polimorfizmi

Yoniinden Dagilimi

Degiskenler (N:143) ER (+) ER (-) P degeri
Survivin rs3764383

GG 7 (%53.8) 6 (%46.2) P: 0,076
GA 45 (%83.3) 9 (%16,7)

AA 57 (%75) 19 (%25)

Survivin rs3764383

GG 7 (%53.8) 6 (%46.2) P: 0,047
GA + AA 102 (%78.5) 28 (%21.5)

Survivin rs3764383

AA 57 (%75) 19 (%25) P: 0,714
GG + GA 52 (%63,4) 15 (%17,1)

Kanser grubunda ER ile Survivin 1547A/G promotor polimorfizminde her {i¢
genotip arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi (p=0,076). Fakat
aralarindaki istatistiksel iliski anlam sinirna ¢ok yakin bulundu. Uzerinde calisilan seri
yeterince  biiyltiiliirse aralarindaki iliskinin anlam seviyesinde ¢ikabilecegi
kanaatindeyiz.

Her ii¢ genotip kendi aralarinda farkli gruplara ayrildiktan sonra yapilan

istatiksel degerlendirme neticesinde;
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Kanser grubunda ER ile Survivin 1547A/G promotor polimorfizminde GG
genotipi (sadece G allelini tagimak) ile GA+AA genotipi (ya da A allelini tasimak)
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriildii (p=0,047).

Kanser grubunda ER ile Survivin 1547A/G promotor polimorfizminde GG+GA
genotipi (ya da G allelini tagimak) ile AA genotipi (sadece A allelini tagimak) arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmedi (p=0,714).

Kanser grubundaki 143 hastanin 13’ iinde GG genotipi vardir. Bunlarin 7
tanesinde ER (+) (%53.8) ve 6 tanesinde ER (-) (%46.2) dir. Kanser grubundaki 143
hastanin 76’sinda AA genotipi vardir. Bunlarin 57 tanesinde ER (+) (%75) ve 19
tanesinde ER (-) (%25) dir. Kanser grubundaki 143 hastanin 54’iinde GA genotipi
vardir. Bunlarin 45 tanesinde ER (+) (%83.3) ve 9 tanesinde ER (-) (%16,7) dir.
Kanser grubundaki 143 hastanin 130’unda GA+AA genotipi vardir. Bunlarmm 102
tanesinde ER (+) (%78.5) ve 28 tanesinde ER (-) (%21.5) dir. Kanser grubundaki 143
hastanin 67’°sinde GA+GG genotipi vardir. Bunlarin 52 tanesinde ER (+) (%63,4) ve 15
tanesinde ER (-) (%17,1) dir. Bu sonuglara gére homozigot G allelini tasimanin negatif
prognostik faktorle iliskili oldugunu ve dolayisiyla kotii prognozla iligkili oldugu

sOylenebilir.
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5. TARTISMA

Karsinogenez mekanizmalarindaki elde edilmis bilgi birikimi, bugiin kullanilan tedavi
modalitelerini ve sag kalimi belirlemektedir. Bu yoldaki en 6nemli adimlardan biri
tiimor gelisiminde kontrolsiiz hiicre boliinmesi kadar apoptozis defektlerinin de 6nemli
bir rol oynadiginin anlasilmasidir. Apoptozisteki sapmalar etyopatogenezde rol
oynadig1 kadar prognozu ve tedavi cevabini olumsuz yonde etkilemektedir. Cilinkii bir
cok kemoterapotik ilag, etkisini hem direk sitotoksite hem de malign hiicrelerde
apoptozisi indiikleyerek gosterir. Apoptozis defektli hiicrelerde bu etkiye direng vardir.
Bu durumun klinikteki karsilig1 sagkalimi1 olumsuz yonde etkileyen ilag direncidir.

Apoptozis defektinden sorumlu temel molekiiller Apoptozis Inhibitdr Proteinleri
(IAP) olarak da adlandirilan anti-apoptotik molekiillerdir. Apoptozisin karsinogenez ve
tedavideki 6nemi anlasildiktan sonra anti-apoptotik molekiillerin hedeflenmesi ile ilgili
yapilan arastirmalarda ciddi bir artis olmustur. Apoptozisin genetik kontroliine yonelik
miidahaleler umut vaad etmektedir. Survivin, IAP (Apoptozis Inhibitér Protein)
ailesinin tiiyesi olan, hiicre boliinmesini diizenleyen ve apoptozisi baskilayan g¢ift
fonksiyonlu bir antiapoptotik proteindir. Anti-apoptotik etkilerini direk olarak kaspaz
9’a baglanarak gostermektedir. Survivinin terminal diferansiye dokularda ekspresyonu
yokken fotal dokularda ve malign hiicrelerde eksprese oldugu bilinmektedir. Yakin
zamanda yapilan calismalarda mesane, kolon, kolorektal, akciger, mide ve meme
kanserlerinde survivin genin asir1 eksprese oldugu bulunmustur (124,158). Survivin
hiicre dongiisiiniin G2/M fazinda ifade edilerek hiicrenin bdliinmesini saglar. Survivinin
anti-apoptotik etkilerine ek olarak hem normal hiicrelerde hem de malign hiicrelerde
mitozu regiile eder ve hiicre dongiisiiniin devamliligin1 saglar (123). Survivin’in asir1
ekspresyonunun, kisalmis sagkalim ile iliskili olmasinin yaninda kemoterapiye veya
radyoterapiye direngli olan tiimorlerin artmis rekiirrens hizi ile iliskili oldugu
bildirilmigtir. Yapilmis birgok ¢alismada cesitli solid tiimorlii hastalardaki kotii
prognozun survivin ekspresyonu ile iliskili oldugu iddia edilmektedir.

Survivin molekiiliinii kodlayan genin promotor bdolgesi iginde tanimlanmis
birka¢ niikleotid polimorfizmi bulunmustur. Bunlardan biri de, Survivin 1547A/G
(rs3764383) promotor polimorfizmidir. Biz ¢alismamizda meme kanserleri ve kontrol
grubu arasinda Survivin 1547A/G (rs3764383) promotor polimorfizmi iligkisini
arastirdik.
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Survivin 1547A/G (rs3764383) promotor polimorfizminin, daha o6nceden,
bir¢ok farkli kanserle olan iligkisi incelenmis olmasina ragmen, meme kanserlerinde bu
polimorfizm daha once calisilmamistir. Bizim ¢alismamiz bu nedenle ilk olma 6zelligi
tasimaktadir. Bu yiizden biz de, bu ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglari, Survivin
1547A/G (rs3764383) promotor polimorfizminin iligkisinin arastirildigi diger kanser
tirlerinin sonuglart ile ve Survivin geni ile ilgili yapilan diger c¢alismalarla
karsilastirdik.

Yamak N. ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada Survivin -31 G/C
polimorfizmi ile mide kanseri arasindaki iligski arastirilmis (170). Mide kanseri tanisi
konmus 46 hasta ve saglikli bireylerin olusturdugu 42 kisilik kontrol grubu ile ¢alisma
gerceklestirilmis. Hasta grubunda, GG genotipi 16 (% 34,8), GC genotipi 21 (% 45,7)
ve CC genotipi ise 9 (% 19,6) olguda saptanmis. Kontrol grubunda ise, genotip dagilimi
sirastyla 13 (% 31), 26 (% 61,9) ve 3 (% 7,1) bulunmus. Hasta ve kontrol grubu
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamis (p: 0,160). Fakat
CC genotipine sahip bireylerin mide kanserine yakalanma riskinin GG genotipine sahip
bireylere gore daha fazla risk olusturdugu bulunmus.

Bizim c¢alismamizda meme kanserleri ve kontrol grubu arasinda Survivin
1547A/G (rs3764383) promotor polimorfizmi iliskisini arastirdik. Hasta grubunda, GG
genotipi 13 (% 48,1), GA genotipi 55 (% 53,4) ve AA genotipi ise 78 (% 62,4) olguda
saptand1. Kontrol grubunda ise, GG genotipi 14 (% 51,9), GA genotipi 48 (% 46,6) ve
AA genotipi 47 (%37,6) bulundu. Bizim ¢alismamizda da, Yamak N. ve arkadaslarinin
sonuclarina benzer sekilde, kontrol ve meme kanseri gruplar1 arasinda, Survivin
1547A/G promotor polimorfizmi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmedi (p=0,235). Ayrica bizim ¢aligmamizda kanser grubunda grade ile Survivin
1547A/G promotor polimorfizminde GG genotipi (sadece G allelini tagimak) ile
GA+AA genotipi (ya da A allelini tasimak) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gorildiic  (p=0,020). Kanser grubunda grade ile Survivin 1547A/G promotor
polimorfizminde GG+GA genotipi (ya da G allelini tasimak) ile AA genotipi (sadece A
allelini tasimak) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi (p=0,794). Bu
sonuglara gore literatiir ile uyumlu olarak hastalik prognozu ile Survivin 1547A/G
promotor polimorfizmi arasinda saf G allelini tasimanin kotii prognozla iliskili

oldugunu gordiik.
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E. AYNACI ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada survivin geni promotdr
bolgesi tlizerinde bulunan -625G/C gen polimorfizmi ile kiigiik hiicreli dis1 akciger
kanseri arasinda, hastaligin gelisimi ile ilgili olasi iliskilerini arastirmiglar (171). Bu
calismaya 146 tane kiiglik hiicreli dis1 akciger kanserli hasta ve 98 kontrol olgu dahil
edildi. Yapilan istatiksel analiz neticesinde survivin -625G/C genotip dagilimlar
incelendiginde hasta ve kontrol gruplart arasinda anlamli fark olmadig tespit edilmis
(p:0,484). Bizim calismamizda meme kanserleri ve kontrol grubu arasinda Survivin
1547A/G (rs3764383) promotor polimorfizmi iligkisini arastirdik. Bizim ¢alismamizda
da, E. AYNACI ve arkadaslarinin sonuclarina benzer sekilde, kontrol ve meme kanseri
gruplart arasinda, Survivin 1547A/G promotor polimorfizmi agisindan istatistiksel
olarak anlaml bir farklilik goriilmedi (p=0,235).

Juncheng Dai ve arkadaslar1 568 tane hasta {izerinde kiigiik hiicreli disiakciger
kanserinin surveyi tizerinde survivin polimorfizmlerinin prognosti konemini gosteren
calisma yapmuslardir (172). Bu ¢alismada 11 adet survivin promotor polimorfizmini 568
tane kiiciikk hiicreli disiakciger kanseri hastasi tizerinde arastirmiglardir. Ancak, dort
SNP (rs3764383, rs8073069, rs4789551, rs1042489) kiiciik hiicreli disiakciger
kanserininsurveyi ile yas, cinsiyet, sigara igme durumu, histoloji, evre, cerrahi iglem ve
kemoterapi veya radyoterapi durumu anlamli bir iliski gdstermistir. Bununla birlikte
diger yedi SNP ile istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmamistir. Caligmadaki
hastalarda survivin promotor 1547A/G (rs3764383) genotip frekanslarmi GG %3.5,
GA % 34.9, AA % 61,6 olarak saptanmis. Caligmada, survivin polimorfizmlerinden
rs3764383, rs8073069, rs1042489, rs4789551lile Kkiigiik hiicreli  disiakciger
kanserihastalar1 arasinda cok kotii prognozile onemli derecede anlamli biriligki
bulunmustur. Kadinlarda, sigara igicilerde ve ileri evre tiimorlerde bu etki daha belirgin
oldugu goézlenmis. Bu gruplarda yiiksek expresyon varsa, kisa survey ve kotli prognoz
oldugu gozlenmis.

Bizim g¢alismamizda kanser grubunda grade ile Survivin 1547A/G promotor
polimorfizminde GG genotipi (sadece G allelini tagimak) ile GA+AA genotipi (ya da A
allelini tasimak) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriildii (p=0,020). Kanser
grubunda grade ile Survivin 1547A/G promotor polimorfizminde GG+GA genotipi (ya
da G allelini tasimak) ile AA genotipi (sadece A allelini tagimak) arasinda istatistiksel

olarak anlamli farklilik goriilmedi (p=0,794).
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Kanser grubundaki 143 hastanin 13’iinde GG genotipi vardir. Bunlarin 4’{i grade
I-1T (%30,8) ve 9’u grade III (%69,2) diir. Kanser grubundaki 143 hastanin 76’sinda AA
genotipi vardir. Bunlarin 47°si grade I-1I (%61,8) ve 29’u grade III (%38.2) diir. Kanser
grubundaki 143 hastanin 54’tinde GA genotipi vardir. Bunlarin 36’s1 grade I-11 (%66,7)
ve 18’1 grade III ((%33,3) diir. Kanser grubundaki 143 hastanin 130’unda GA+AA
genotipi vardir. Bunlarin 83’tinde grade I-1I (%63,8) ve 47’sinde grade III (%36,2) diir.
Kanser grubundaki 143 hastanin 67’sinde GA+GG genotipi vardir. Bunlarin 40’inda
grade I-1I (%59,7) ve 27’sinde grade I1I (%40,3) diir.

Bu sonuglara gore Juncheng Dai ve arkadaslarmin calismalarinda gostermis
oldugu gibi bizim c¢alismamizdada G allelini tasimanin prognozu kotiilestirdigi
sOylenebilir.

Ayrica bizim calisgmamizda kanser grubundaki lenfatik metastazi bulunan
hastalarla ayr1 bir grup olusturuldugunda TNM evrelendirmesine uyan metastatitk lenf
grubu ile Survivin 1547A/G promotor polimorfizmindeki her {i¢ genotip arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu goriildii (p=0,039).

Her tli¢ genotip kendi aralarinda farkli gruplara ayrildiktan sonra yapilan

istatiksel degerlendirme neticesinde;

Kanser grubundaki lenfatik metastazi bulunan hastalarla ayr1 bir grup
olusturuldugunda TNM evrelendirmesine uyan metastatitk lenf grubu ile Survivin
1547A/G promotor polimorfizminde GG genotipi (sadece G allelini tasimak) ile
GA+AA genotipi (yada A allelini tasimak) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
goriilmedi (p=0,364).

Kanser grubundaki lenfatik metastazi bulunan hastalarla ayr1 bir grup
olusturuldugunda TNM evrelendirmesine uyan metastatitk lenf grubu ile Survivin
1547A/G promotor polimorfizminde GG+GA genotipi (ya da G allelini tagimak) ile AA
genotipi (sadece A allelini tasimak) arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik oldugu
gortldii (p=0,010).

Bu sonuglara gore homozigot G allelini tasiyan hastalarda daha az sayida aksiler
lenf nodu metastazi oldugu goriildii. Ancak homozigot A allelini tagiyan hastalarda daha
fazla sayida aksiler lenf nodu metastazi oldugu goriildii. Bunun yaninda AA + GA

genotipini tasiyan hastalarda, GG+GA genotipini tasiyan hastalara gore daha fazla
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sayida aksiler lenf nodu metastazi oldugu goriildii. Sonug¢ olarak bakildiginda
homozigot A allelini tasimanin yaninda heterozigot A allelini tagimanin dahi daha fazla
sayida aksiler lenf nodu metastazi gelismesine yol a¢tigini sdyleyebiliriz.

Span ve arkadaglari meme kanserli hastalarda risk siniflandirmasinda
Survivin’in bagimsiz bir prognostik faktor olarak roliinii incelemislerdir (173).
Survivin’in, kotii prognozla giiclii ve bagimsiz bir iliski gosterdigini saptamislardir.
Yiiksek survivin konsantrasyonlarmin Ostrojen reseptorii veya progesteron reseptorii
negatif olan tlimorlerle giiclii sekilde iliskili oldugu gostermislerdir. Meme kanserli
hastalar i¢in uygun tedavi metodlarint saptamada hastalarin smiflandirilmasinda
survivinin yeni bir marker olarak kullanilabilecegine deginilmistir. Survivin 1547A/G
promotor polimorfizmini inceledigimiz bizim ¢alismamizda kanser grubunda grade ile
Survivin 1547A/G promotor polimorfizminde GG genotipi (sadece G allelini tagimak)
ile GA+AA genotipi (ya da A allelini tasimak) arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik goriildii (p=0,020).

Kanser grubunda ER ile Survivin 1547A/G promotor polimorfizminde GG
genotipi (sadece G allelini tasimak) ile GA+AA genotipi (yada A allelini tagimak)
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gorildii (p=0,047).

Kanser grubunda ER ile Survivin 1547A/G promotor polimorfizmi arasinda
istatistiksel olarak anlaml farklilik goriilmedi (p=0,076). Fakat aralarindaki istatistiksel
iliski anlam smirina ¢ok yakin bulundu. Uzerinde calisilan seri yeterince biiyiitiiliirse
aralarindaki iliskinin anlam seviyesinde ¢ikabilecegi kanaatindeyiz.

Kanser grubunda ER ile Survivin 1547A/G promotor polimorfizminde GG+GA
genotipi (ya da G allelini tasimak) ile AA genotipi (sadece A allelini tagimak) arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmedi (p=0,714).

Kanser grubundaki 143 hastanin 13’ iinde GG genotipi vardir. Bunlarmn 7
tanesinde ER (+) (%53.8) ve 6 tanesinde ER (-) (%46.2) dir. Kanser grubundaki 143
hastanin 76’sinda AA genotipi vardir. Bunlarin 57 tanesinde ER (+) (%75) ve 19
tanesinde ER (-) (%25) dir. Kanser grubundaki 143 hastanin 54’tinde GA genotipi
vardir. Bunlarin 45 tanesinde ER (+) (%83.3) ve 9 tanesinde ER (-) (%16,7) dir.
Kanser grubundaki 143 hastanin 130’unda GA+AA genotipi vardir. Bunlarin 102
tanesinde ER (+) (%78.5) ve 28 tanesinde ER (-) (%21.5) dir. Kanser grubundaki 143
hastanin 67’sinde GA+GG genotipi vardir. Bunlarin 52 tanesinde ER (+) (%63,4) ve 15
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tanesinde ER (-) (%]17,1) dir. Bu sonuglara gore homozigot G allelini tasimanin negatif
prognostik faktorle iliskili oldugu goriildi. Sonug olarak literatiirle uyumlu olarak
hastalik prognozu ile Survivin 1547A/G promotor polimorfizmi arasinda saf G allelini
tasimanin yaninda negatif prognostik faktorlerle birliktelik olmasindan dolay1 prognozu
kotiilestirdigi soylenebilir.

Ayrica kanser grubu igerisinde, Survivin promotor polimorfizmi agisindan
Progesteron Reseptor Pozitifligi (PR) ve C-Erb B2 pozitifligi yoniinden istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir (Sirastyla p= 0,388 ve p= 0,070). Ancak C-
Erb B2 pozitifligi yoniinden istatistiksel anlam smirina ¢ok yakin bulundu. Uzerinde
calisilan seri yeterince biiyiitiiliirse aralarindaki iliskinin anlam seviyesinde ¢ikabilecegi
kanaatindeyiz.

Chan H. Han ve arkadaslar1 primerepitelyal overkanseri olan168hasta iizerinde
hastaligin baslangi¢ yasiile survivin polimorfizmlerinin iligkisini gosteren ¢aligsma
yapmiglardir (174). Bu c¢alismada 5 adet yaygin goriilen survivin promotor
polimorfizmini primerepitelyal overkanseri olan 168 hasta tizerinde arastirmiglardir.
Ancak, iki SNP (1547A /Grs3764383, 31G /C rs9904341) primerepitelyal over
kanserinde 6nemli dlglide hastaligin baslangig¢ yasiile iligkili oldugu bulundu. Bununla
birlikte diger tic SNP ile istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmamistir. Calismadaki
hastalarda survivin promotor 1547A/G (rs3764383) genotip frekanslarint GG % 7,7,
GA % 41,1, AA % 51,2 olarak saptanmis. 1547AA genotip(rs3764383) olan
hastalardal547GG genotipiolan hastalar ile karsilastirildiginda, hastaligin daha erken
yasta bagladig1 goriilmiis (p =0.001). Doz-yanit cevabina gore A aleli ne kadar fazla ise
hastaligin o kadar erken yasta basladig1 goriilmiis. Aym1 zamanda 31CC genotipinde
31GG’ye gore hastaligin daha erken yastabasladigi gorilmis. 1547A /G+31G /C
kombinasyonuolan hastalar i¢inveriler incelendiginde 1547AA ve31CC genotipleriolan
26 hastada hastaligin baslangi¢ yasinin daha erken oldugu bulunmus. Her iki genotipin
varhi@inin azalmasi ile hastalifin baslangic yasinin arttigi goriilmiis. Hastaligin
baslangi¢c yast ile A ve C allelinin miktarinin varligi arasinda anlaml iligki vardir.
Cesitli galismalar genetik varyantlar beyin, prostat, mide, memeve yumurtalik kanserleri
olan hastalarda hastaligin baslangi¢ yasi ile iliskili olabilecegini bildirmistir. Bizim
calismamizda kanser grubunda yas ile Survivin 1547A/G promotor polimorfizminde

GG genotipi (sadece G allelini tasimak) ile GA+AA genotipi (yada A allelini tagimak)
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arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi (p=0,965).

Bizim calismamizda kanser grubunda yas ile Survivin 1547A/G promotor
polimorfizminde GG+GA genotipi (ya da G allelini tasimak) ile AA genotipi (sadece A
allelini tagimak) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi (p=0,869).

Bulgularimizin  desteklenmesi i¢in daha biiyilk popiilasyonlarda bu
polimorfizmin calisilmasina gerek duyulmaktadir. Daha genis hasta popiilasyonu ile
yapilan c¢alismalar neticesinde elde edilecek sonuca gore survivin geninin meme
kanserli hastalarda spesifik bir markir olarak kullanilmasi veya bir tarama testi olarak
kullanilmast miimkiin kilinabilir. Elde edilecek sonuglara gore meme kanserli hastalarin
tedavi modalitelerinin belirlenmesinde hasta se¢imine katki saglamasi agisindan degerli
bulunabilir. Meme kanseri tan1 ve tedavisinde kullanilmasi igin, ilerleyen teknolojik ve
bilimsel gelismeler 1s18inda Survivin genine spesifik etki gosterebilecek testler ve
ilaclar gelistirilip hastaligin tan1 ve tedavisinde daha etkili sonuglar alinabilir.
Yaptigimiz ¢alismanin bu polimorfizm ile yapilacak olan gelecekteki bagka ¢alisma ve

incelemelere yol gosterici olacagi kanaatindeyiz.
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6. SONUC

Bizim bu c¢alismada elde ettigimiz sonuglara gore, Survivin 1547A/G (rs3764383)
promotor polimorfizmi ile meme kanseri arasindaanlamli bir iliski bulunamamustir.
Kontrol ve meme kanseri gruplar1 arasinda Survivin 1547A/G (rs3764383) promotor
polimorfizmi  acisindan istatistiksel olarak anlamli  farklilik  goriilmemistir
(p=0,235).Kanser grubundaki lenfatik metastazi olan grubun; Lenf Metastaz Grubu ile
Survivin 1547A/G promotor polimorfizmi arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
oldugu goriildii (p=0,039). Kanser grubundaki lenfatik metastazi olan grubun Lenf
Metastaz Grubu ile Survivin 1547A/G promotor polimorfizminde GG+GA genotipi (ya
da G allelini tasimak) ile AA genotipi (sadece A allelini tasimak) arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik oldugu gortildii (p=0,010). Sonug olarak bakildiginda homozigot
A allelini tasimanin yaninda heterozigot A allelini tasimanin dahi daha fazla sayida
aksiler lenf nodu metastaz1 gelismesine yol agtigini sdyleyebiliriz. Kanserli hastalarda
grade ile Survivin 1547A/G promotor polimorfizminde GG genotipi (sadece G allelini
tasimak) ile GA+AA genotipi (yada A allelini tasimak) arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklililk gorildi (p=0,020). Kanser grubunda ER ile Survivin 1547A/G
promotor polimorfizminde GG genotipi (sadece G allelini tagimak) ile GA+AA genotipi
(yada A allelini tasimak) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriildi
(p=0,047). Bu sonuglara gore homozigot G allelini tasimanin negatif prognostik faktorle
iligkili oldugu goriildii. Sonugta literatiir ile uyumlu olarak hastalik prognozu ile
Survivin 1547A/G promotor polimorfizmi arasinda saf G allelini tasimak ve saf G
allelini tastyanlarin negatif prognostik faktorlerle iligkili olmasindan dolayr homozigot
G allelini tagimanin prognozu kotiilestirdigi soylenebilir. Bulgularimizin desteklenmesi

icin daha genis popiilasyonlarda yapilan baska ¢aligmalara gerek duyulmaktadir.
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OZET

MEME KANSERI UZERINE SURVIVIN GENI 1547A/G (rs3764383)
PROMOTOR POLIMORFiZMIiNiN ETKIiSI

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen malign tiimor olup, kadinlarda
goriilen tim kanserlerin yaklasik %30'unu olusturmaktadir. Meme kanserine bagli
Olimler, akciger ve kolorektal kanserlerden sonra {igiincii siray1 almaktadir. 40-44 yas
grubundaki kadinlarda ise en sik 6liim sebebidir. Yakin zaman 6nce bulunan ve BIRCS
olarak da bilinen survivin, IAP (Apoptozis Inhibitér Protein) ailesinin iiyesi olan, hiicre
boliinmesini diizenleyen ve apoptozisi baskilayan ¢ift fonksiyonlu bir antiapoptotik
proteindir. Survivin’in mitoz ve apoptozisdeki gorevleri, bu proteinin, tiimdriin biiyiime
potansiyeli olan hiicrelerinde eksprese edildigini ve timor olusmasi ile tiimoriin
biiylimesinde etkili oldugunu diistindiiriir. Yiiksek survivin diizeyi, tiimorlii hastalar igin
negatif bir prognostik faktordiir. Survivin molekiiliinii kodlayan genin, promotor bdlgesi
icinde tanimlanmis birkag niikleotid polimorfizmi mevcuttur. Bunlardan biri de bizim
calismamizda arastirdigimiz CDE/CHR (Cell cycle dependent element/cell cycle gene
homology region) repressor baglama bolgesinde lokalize olan, o bdlgeye ait Survivin
promotor 1547A/G polimorfizmidir.

Survivin promotor 1547A/G gen polimorfizmi ile literatiirde sadece kiigiik
hiicreli akciger kanseri ve over kanseri ile ilgili toplam 2 adet yapilmis calisma
bulunmaktadir (172,174). Survivin’in 1547A/G promotor polimorfizmine sahip over
kanserli hastalarda, hastaliginbaslangicinindaha gen¢ yasta oldugugosterilmis.
Survivin’in 1547A/G promotor polimorfizmine sahip kiigiik hiicreli akciger kanseri olan
hastalarda, hastaligin kotii prognozlu oldugu istatiksel olarak giiglii bir sekilde
gosterilmis. Biz de yapmis oldugumuz bu ¢alismada, meme kanserlerinde ve kontrol
grubunda Survivin 1547A/G promotor polimorfizmini arastirdik. Ayrica bu g¢alisma,
Survivin  1547A/G promotor polimorfizmi meme kanserleri arasindaki iliskinin
incelenmesi bakimindan bildigimiz kadariyla literatiirdeki ilk ¢aligmadir.

Bu amagla, hastanemiz genel cerrahi boliimii tarafindan daha 6nceden ameliyat
edilmis, 143 meme kanseri hastasinin patolojik spesmenlerinden alinan doku 6rnekleri

ile gerekli klinik bilgileri caligmaya dahil edilmistir. Ayrica 30 yas tizeri, 101 saglikli
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kadin bireyin (Kontrol grubu) de aydinlatilmis onamlar1 alindiktan sonra kan 6rnekleri
alinarak c¢alismaya dahil edilmistir. Bu polimorfizmin meme kanserinin gelisiminde
etkisinin olup olmadigr ve meme kanserli hastalarin prognozuyla olan iliskisini ortaya
koymay1 amagladik. Daha onceden ameliyat edilmis olan kanser hastalarinin patolojik
spesmenlerinden alinan dokulardan ve kontrol grubu igin saglikli kadinlardan alinmig
kan orneklerinde PCR-DNA yontemi kullanilarak Survivin 1547A/G promotor
polimorfizmi arastirildi.

Sonug olarak elde edilen bulgular degerlendirildiginde, kontrol ve meme kanseri
gruplart arasinda, Survivin 1547A/G promotor polimorfizmi agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik gériilmemistir (p=0,253). Kanser grubunda grade ile Survivin
1547A/G promotor polimorfizminde GG genotipi (sadece G allelini tagimak) ile
GA+AA genotipi (yada A allelini tagimak) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
goriildi (p=0,020). Sonugcta literatiir ile uyumlu olarak hastalik prognozu ile Survivin
1547A/G promotor polimorfizmi arasinda saf G allelini tasimak ve saf G allelini
tastyanlarin negatif prognostik faktorlerle iliskili olmasindan dolayr homozigot G
allelini tasimanin prognozu kétiilestirdigi sOylenebilir.

Bulgularimizin desteklenmesi i¢in daha genis popiilasyonlarda bu polimorfizmin
calisilmasina gerek duyulmaktadir. Yaptigimiz ¢calismanin bu polimorfizm ile yapilacak

olan gelecekteki baska ¢alisma ve incelemelere yol gosterici olacagi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, Apoptozis, Survivin geni, promotor polimorfizmi
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SUMMARY

THE EFFECT OF SURVIVIN GENE 1547A/G (rs3764383) PROMOTER
POLYMORPHISM ON BREAST CANCER

Breast canceramong women worldwide,isthe most commonmalignant tumors,
approximately 30% ofall cancersin womenconstitute's. Breastcancerdeaths, afterlung
and colorectalcancerranksthird. Women inthe 40-44 agegroupisthe mostcommon cause
of death. Foundrecentlyandknown asBIRC5survivin, IAP(inhibitor of apoptosisprotein)
is a memberof the family, regulatescell divisionandsuppress apoptosisofthe dual-
functionisananti-apoptoticproteins. Thetasksmitosissurvivinand apoptosis, this protein,
thegrowth potentialof the tumorcellsand isexpressedinoncogenesisand
tumorgrowthisthought to beeffective. Highsurvivinlevelsin the tumorisa prognostic
factorfor patients withnegative. Moleculesencodingsurvivingenepromoter
regionidentifiedinseveralnucleotide polymorphismsite. One of them, in our study we
investigatethe CDE/CHR (Cell cycledependentelement /cellcyclegenehomologyregion)
repressorbinding siteis localized, itbelongs to the regionof survivinpromoter1547A /G
polymorphismis.

Survivinpromoterl547A / Gpolymorphismin the literaturewithonly smallcell
lung cancerand ovarian cancerareassociated witha total of 2studies. Survivinl547A /
Gpromoter polymorphismin patientswithovarian cancer, at a younger ageofonset of the
diseasewas shown to be. Survivinl547A / Gpromoter polymorphismin patients
withsmall ~cell lung cancerwith adiseasewith poor prognosiswasshownto
bestatisticallystrong. In our studywehave done, Survivininbreast cancerand control
groupsin thel547A / Gpromoter polymorphismswere investigated. Furthermore, this
studySurvivin1547A / Gpromoter polymorphismin terms ofexaminingthe relationship
betweenbreast canceras we know itis the first studyin the literature.

For this purpose,our hospitalpreviouslyhad been operatedby the department
ofgeneral surgery, 143breast cancer patientswithpathologicalspecimens, tissue samples
taken the necessary clinicalinformationwere includedin the study. In addition,over the
age 0of30, 10lhealthy femalesubjects (control group) after obtainingtheinformed
consentblood sampleswereincluded in the study. The effectof this polymorphismin the
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development ofbreast cancer, and whetherthe relationship withthe prognosisof breast
cancer patients, we aimed to reveal. Cancer patients whohad been
operatedpreviouslybeen removed fromthepathological specimenof tissueandblood
samplestaken fromhealthy womenfor the control groupin thePCR-DNA using the
methodofSurvivorl547A / Gpromoter polymorphismwas investigated.

Consideringthe findings obtainedas a result, control and breast cancergroups,
Survivinl547A / Gpromoter polymorphismwas observedstatistically significant
differencesin terms of(p =0.253). In the cancer groupgradewithSurvivinl547A /
Gpromoter polymorphismin theGG genotype(onlythe G alleleto move) and GA +AA
genotype(or alleleto move) a statistically significantdifference was observed(p= 0.020).
Resultsconsistent with the literatureprognosiswithSurvivin1547A / Gpromoter
polymorphismofpureG allelemove  andpureG allelecarriesnegativeprognostic
factorsassociated withduehomozygousGalleleof carryingworsens the prognosiscan be
said.

Toconfirm ourfindingsinlarger populationsare neededto bestudiedfor this
polymorphism. Our workto bedone withthispolymorphismtobe a guidingfuturewe

believefurther studyand review.

Keywords: Breast cancer, Apoptosis, Survivin gene, promoter polymorphism
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