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Onsoz

Kanser, giiniimiizde diinya genelinde 6liim oranlarin1 en fazla
etkileyen hastaliklarin baginda yer almakta ve saglik arastirmalarinin en
yogun ilgi gosterdigi konulardan birini olusturmaktadir. Kanserin
karmagiklig1, sadece hiicresel diizeydeki degisikliklerle sinirli kalmayip,
organizmanin genetik, epigenetik ve ¢evresel faktorlerinin etkilesimiyle
sekillenir. Son yillarda kanser arastirmalarinda biiyiik bir ilerleme
kaydedilse de, kanserin tam anlamiyla anlasilmasi ve tedavisinin
gelistirilmesi konusunda hala ¢oziilmesi gereken pek ¢ok bilinmeyen

bulunmaktadir.

Bu kitap, kanserin molekiiler temellerini derinlemesine incelemeyi
amagclamaktadir. Ozellikle ii¢ énemli ve birbirini tamamlayan alan
izerinde yogunlasilacaktir: endokrin bozucular, apoptoz ve genetik
mekanizmalar. Her biri, kanserin gelisiminde 6nemli rol oynayan
unsurlardir.

Endokrin Bozucular (EBK’ler), g¢evresel kimyasallarin hiicre
i¢indeki hormon diizenini bozarak kanserin baslangicina, ilerlemesine ve
metastazina katkida bulunan 6nemli bir faktordiir. Son yillarda, endokrin
sistemine miidahale eden kimyasal maddelerin kansere yol agan etkileri
daha fazla vurgulanmaya baslanmis ve bu baglamda ¢evresel faktorlerin
roll, genetik faktorlerle birlikte ele alinmistir. EBK’ler, hiicrelerin
bliyiime, boliinme ve 6liim siireclerini etkileyerek, kanser hiicrelerinin
¢ogalmasina zemin hazirlar.

Apoptoz, hiicresel bir 6liim siireci olarak organizmanin saglikli
dengesini korumasinda kritik bir rol oynar. Kanser hiicrelerinin, genetik
mutasyonlar nedeniyle apoptoz yolaklarin1 manipiile etmesi, kanserin
ilerleyisinde onemli bir etkiye sahiptir. Kanser hiicrelerinin hayatta
kalabilmek icin apoptozdan kaginabilmesi, tedaviye direng
gelistirmelerine ve hastaligin daha zor tedavi edilir bir hale gelmesine
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yol agar. Bu kitap, apoptozun kanserle iliskisini detayli bir sekilde ele
alacak ve bu sliregte yer alan molekiiler mekanizmalar1 derinlemesine
inceleyecektir.

Genetik mekanizmalar ise kanserin temel yapi taglarindan biridir.
Genetik mutasyonlar, kanserin baglangicina neden olabilen en 6nemli
etkenlerden biridir. Bu mekanizmalarin ortaya c¢ikmasi, genetik
mutasyonlar, kromozomal degisiklikler ve gen ekspresyonundaki
bozukluklarla ilgilidir. Genetik miihendislikteki ilerlemeler, kanserin
molekiiler diizeyde anlasilmasini saglamis ve kisisellestirilmis tedavi
stratejilerinin gelistirilmesine olanak tanimistir. Ancak, kanserin genetik
temelleri sadece bir baglangictir; epigenetik degisiklikler ve genetik
mutasyonlar arasindaki iliski, hastaligin seyrini anlamada Onemli
ipuclar1 sunmaktadir.

Kitapta ele alacagimiz bu ii¢ temel alan, kanserin biyolojisinin
anlasilmasi ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesi a¢isindan kritik 6neme
sahiptir. Amacimiz, okuyuculara kanserin molekiiler temellerini sadece
teorik olarak degil, ayni zamanda klinik uygulamalara nasil
yansiyabilecegini de gdstermek ve giincel bilimsel gelismeler 1s181nda bu
alanda kapsamli bir kaynak sunmaktir.

Kanserle miicadele, multidisipliner bir yaklasim gerektiren zorlu
bir alandir ve yalnizca molekiiler biyoloji ve genetik degil, ayn1 zamanda
tip, farmakoloji ve ¢evre bilimleri gibi pek ¢cok alanin kesisim noktasinda
¢Oziim aramaktadir. Bu kitabin, kanserin molekiiler diizeydeki
karmagikligin1 anlamada okuyuculara degerli bir rehber sunacagina
inaniyorum. Bilim diinyasinda kanserin onlenmesi, teshis edilmesi ve
tedavi edilmesine yonelik daha fazla bilgi edinme c¢abalari, sadece bilim

insanlari igin degil, tiim insanlik i¢in biiyiik bir 6nem tagimaktadir.
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Son olarak, bu eserin kanser aragtirmalarina katki saglayacak yeni
fikirlerin dogmasina ve gelecekteki tedavi stratejilerinin gelistirilmesine
ilham vermesini temenni ediyorum.

Dr. Esra BiLiCi!

! Usak Universitesi, Esme Meslek Yiiksek Okulu, Laborant ve Veteriner Saglik
Programu. esra.bilici@usak.edu.tr Orcid ID: 0000-0001-6636-5975
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BOLUM 1
ENDOKRIN BOZUCULAR VE KANSEROJEN ETKIiLERI

Biyolog Hatice OZDEMIR?
Dog. Dr. Senem AKKO(C?3

! Siileyman Demirel Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyomiihendislik Anabilim
Dali, Isparta, Tiirkiye. htcozdemir@gmail.com, Orcid ID: 0009-0003-8174-0317
%Siileyman Demirel Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Temel Eczacilik Bilimleri
Boliimii, Isparta, Tiirkiye. senemakkoc@sdu.edu.tr, Orcid ID: 0000-0002-1260-9425,
3Bahgesehir Universitesi, Miihendislik ve Doga Bilimleri Fakiiltesi, Istanbul, Tiirkiye.
senem.akkoc@bau.edu.tr, Orcid ID: 0000-0002-1260-9425
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GIRIS

Endokrin bozucular (ED), ¢evresel kimyasal etkenler arasinda 6ne
cikan ve saglik lizerindeki etkileri giderek daha fazla giindeme gelen
maddelerdir. Bu kimyasal bilesikler, viicutta hormon sistemini taklit
ederek veya bozarak bir¢ok saglik sorununa neden olabilirler. Yirminci
ylizyilin baglarina kadar ¢evresel kimyasallarin saglik tizerindeki etkileri
hakkinda smurlt bilgiye sahiptik. Ancak, sentetik kimyasallarin
yayginlagmasiyla birlikte bu maddelerin insan viicudu iizerindeki
olumsuz etkileri fark edilmeye baslanmistir. Ozellikle 1930'larda DDT
gibi pestisitlerin etkileri gozlemlendiginde, kimyasal maruziyetin saglik
sorunlarina yol agabileceginin ilk ipuglar ortaya ¢ikmustir (1). 1950'ler
ve 1960'larda, ise bilim insanlari bu kimyasallarin hormonal sistemle
etkilesimini daha detayli bir sekilde incelemeye baglamiglardir. Endokrin
sistemin karmasikligt ve hormonlarin viicudumuzdaki rolii iizerine
yapilan arastirmalar, belirli kimyasallarin hormon diizenleyici islevleri
bozabilecegini gostermeye baslamistir (2). Bu donemde, endokrin
bozucular olarak bilinen maddelerin saglik iizerindeki etkileri {izerinde
yapilan ¢alismalar, bu kimyasallarin sadece bireysel saglik degil, ayni
zamanda iireme ve gelisim gibi kritik siire¢ler iizerinde de etkili

olabilecegini ortaya koymustur.

1980"ler ve 1990'larda, endokrin bozucular iizerine yapilan
aragtirmalar hiz kazanmistir. Bilim insanlari, bu maddelerin genetik
yapiy1 etkileyebilecegini ve ekosistemlere ciddi zararlar verebilecegini
gosteren genis ¢apli ¢alismalar yuriitmustir. Uluslararas1 kuruluslar,
cevresel saglik politikalarinin ve diizenlemelerin  gii¢clendirilmesi
gerektigini vurgulayarak bu bulgulara dikkat ¢ekmislerdir. Bu dénemde
elde edilen veriler, endokrin bozucularin ¢evre ve insan sagligi
tizerindeki etkilerini anlamada 6nemli bir doniim noktasi olmustur.
Gilinlimiizde, endokrin bozucularin saglik tizerindeki etkileri hakkinda
daha fazla bilgiye sahibiz. Bu kimyasallarin maruziyetini sinirlama ve
etkilerini azaltma konusunda kiiresel ¢apta ¢abalar siirdiiriiliiyor. Ancak,
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bu miicadeleye ragmen, endokrin bozucularin yonetimi ve etkilerinin
tam olarak anlagilmasi konusunda hala biiyiik bir yol kat etmemiz
gerekmektedir.

Bu bdliimde, endokrin bozucularin temel Ozellikleri, hangi
kimyasal bilesenlerin bu gruba dahil oldugu ve bunlarin nasil ¢alistig
konusunda genel bir bakis sunulacaktir. Ayrica, endokrin bozucularin
kanserle iligkili etkileri iizerine yapilan mevcut arastirmalarin bir 6zetine
yer verilecektir.

Endokrin bozucularin anlagilmasi, ¢evresel ve toplumsal saglik
acisindan hayati bir 6neme sahiptir. Bu baglamda, bu boliimdeki bilgiler,
hem bireysel hem de toplumsal diizeyde bilinglenmeyi ve eyleme
geecmeyi tesvik etmeyi amaglamaktadir.

Endokrin Sistemi

Canli organizmalarin hayatta kalabilmesi ve saglikli islevlerini
sirdiirebilmesi i¢cin viicut fonksiyonlarmin hassas bir sekilde
diizenlenmesi biiyiik 6nem tasir. Bu diizenin saglanabilmesi i¢in, viicut
fonksiyonlarinin  koordine edilmesi, diizgiin ¢alisabilmesi ve
homeostazin korunmasi adina, i¢ ve dis ortamlardaki degisikliklere
uygun yanitlarin verilmesi gerekmektedir. Bunu saglayan sistem ise
endokrin sistemidir (3,4). Endokrin sistemi, bu diizenin korunmasinda
kilit rol oynar. Bunun yam sira, pek ¢cok dnemli biyolojik ve fizyolojik
fonksiyonda kritik bir rolii vardir (2). Bu baglamda, endokrin sisteminin
baslica gorevleri soyledir:

o Biiyiime ve gelisim: Hipofiz bezinden salgilanan biiylime
hormonu (GH) o6zellikle cocukluk ve ergenlik doneminde
dokularin, kemiklerin ve kaslarin biiylimesini ve geligsmesini
destekler.

e Biyolojik ritim: Uyku oncesinde epifiz bezinden melatonin

salinimu artar.
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e Metabolizma: Tiroid hormonlari, viicudun enerji kullanimi ve
metabolik hizini kontrol eder.

« Ureme: Cinsiyet hormonlari, iireme organlarmin islevlerini ve
cinsel gelisimini diizenler.

e Stres Tepkisi: Adrenal bezler tarafindan salgilanan hormonlar,
viicudun stresle basa ¢ikma yetenegini artirir.

o Emzirme: Hipofiz bezi, prolaktin tiretir. Prolaktin memede siit
iiretimini uyarir.

e Kan sekeri ve besin regiilasyonu: Pankreas, insiilin ve
glukagon hormonlarini iiretir. Insiilin, viicutta kan sekeri
seviyesini diislirerek hiicrelerin glukozu almasinm1 saglar;
glukagon ise kan sekeri seviyesini yiikselterek viicudun enerji
dengesini korur.

o Kalsiyum dengesi: Kalsiyum ¢ok diistiigiinde paratiroid bezi
paratiroid hormonunu salgilar.

e Homeostazis: Viicudun i¢ dengesini korumak i¢in Aldosteron
ve Vazopressin (ADH) su-elektrolit ve kan basinct dengesini;,
insiilin ve glukagon ise kan sekeri seviyelerini diizenler
(2,3,5,6).

Endokrin sistemi son derece karmasiktir. Bu sistem tiroid, epifiz,
paratiroid ve adrenal bezler gibi 6zellesmis endokrin bezlerin yani sira,
ikincil endokrin islevi goren ve cesitli hormonlar salgilayan yag (adipoz
doku) ve kemik gibi dokulardan olusur. Ayrica, mikrobiyal biyomun da
“sanal bir endokrin” islevi gordiigii 6ne siirilmiistiir (6).

Endokrin sistemi, i¢ salgi bezleri, hormon iireten ¢esitli organ ve
dokular, hormonlar ve hormon reseptorlerinden olusmaktadir. Epifiz
bezi, tiroid bezi, hipofiz bezi, timiis bezi, paratiroid bezi ve bobrek iistii
bezleri gibi endokrin bezler, salgilarini(hormon) dogrudan kan
dolasimina birakir; bu bezlerin yiiksek vaskiiler yapisi, hormonlarin hizla
dolasima salinmasina olanak tanir. Hipotalamus, kalp, mide, kemik,
pankreas, yumurtaliklar ve testisler ise hormon salgilayan diger organ ve
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dokulardir (3, 6). Hormonlar, viicudun her yerinde bulunan bu endokrin
bezlerin i¢indeki hiicrelerde iiretilen dogal kimyasallardir ve her hormon,
islevini yerine getirebilmek i¢in kendi spesifik reseptoriine baglanir (2).
Viicudumuzdaki 6nemli bezler, dokular Sekil 1 ‘de ve bunlarin

salgiladig1 hormonlar ise Tablo 1'de gosterilmistir.

Epifiz ,'_A__f ) '
Higofiz -y Hipotalamus
Twoid
-" Timus
Kardiyovaskiiler "‘ N Meme
- . Pankreas
Adrenal ¢ ¢
B & Yumurtalik
Prostat '
Testis
Kemik

Sekil 1. Viicudumuzdaki baslica endokrin bez ve dokular.
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Tablol. Hormon salgilayan baslica bez ve dokular.

Bez ve Dokular | Salgiladiklar1 Hormonlar

Hipotalamus CRH, GHRH, TRH, Somatostatin, Dopamin, Vazopressin

Hipofiz TSH, LH, GH, ATCH, MSH, Vazopressin, Prolaktin, Oksitosin

Epifiz Melatonin

Timiis Timopoietin

Tiroid, PTH, T3, T4, Kalsitonin

Paratiroid

Pankreas Insiilin, Glukagon, Somatostatin

Adrenal bezler Adrenalin, Kortizol,
Aldosteron

Gonadlar Ostrojen, Progesteron, Testesteron

CRH (Kortikotrofin salgilatict hormon); GHRH (Biiyiime
hormonu salgilatict hormon); TRH (Tirotrofin salgilatict hormon); TSH
(Tiroid uyarici hormon); LH (Liiteinlestirici hormon); GH (Biiyiime
hormonu); ATCH (Adrenokortikotrofik hormon); MSH
(Melanosituyarict  hormon); PTH  (Paratiroid hormon); T3
(Triiyodotironin); T4 (Tiroksin) (2,6).

Endokrin Bozucular

Modern ¢evre ve saglik bilimlerinin kars1 karsiya oldugu endokrin
bozucular, bireyler ve toplumlar i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir.
Bilim insanlari, saglik kuruluslar1 ve hiikiimetler, endokrin bozucularin
olusturdugu tehditlere karsi ¢esitli caligmalar yapmaktadir. Uluslararasi
bazi kurum ve kuruluslar ED‘ ler ve EDC’leri (endokrin bozucu
kimyasallar1) soyle tamimlamislardir. A.B.D. Cevre Koruma Ajansi'na
(EPA) gore bir ED, endokrin ve homeostatik sistemleri degistirerek
endojen hormonlarin  sentezine, salgilanmasina, tasinmasina,

metabolizmasina, reseptére baglanmasina veya ortadan kaldirilmasina
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miidahale edebilen ekzojen bir bilesiktir (7). Endokrin bozucu
kimyasallar (EDC) ise Endokrin Toplulugu tarafindan "hormon etkisinin
herhangi bir yoniine miidahale eden eksojen dogal olmayan bir kimyasal
veya kimyasallarin karisim1" olarak tanimlanmaktadir (2). Avrupa Gida
Giivenligi Otoritesi (EFSA) ise EDC' lerin ¢ogunun endokrin sisteme
baglanan hormonal reseptorlere miidahale eden ve/veya genomik
ekspresyonu diizenleyen yapay maddeler oldugunu 6ne siirmektedir (8).

1996 yilinda, Avrupa Komisyonu, Diinya Saglik Orgiitii (WHO),
Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiiti (OECD) ve diger ulusal
yetkililerin destegiyle, 'Endokrin bozucular iizerindeki etki' baslikli
uluslararasi bir toplanti diizenlenmistir. ‘Insan saghig1 ve yaban hayat:
tizerine’ baslikli raporda, epidemiyolojik hususlarin daha iyi anlagilmasi
ve DYE'lerin tanimlanmasi, izlenmesi ve test edilmesi ve taranmasi i¢in
yontemlerin  gelistirilmesi ihtiyaclarina deginilmistir (Weybridge
Raporu) (5). Avrupa Komisyonu tarafindan onerilen DYE kriterlerinin
tanimlanmasi siirecinde, DYE'ler ii¢ eylemi sergilemelidir. Bu {i¢ eylem

ise sunlardir;
(1) Endokrin aktivite;
(2) Zararh ve/veya patolojik endokrin aracili aktivite;

(3) Maruz kalan kisilerde madde ile endokrin aktivite arasindaki
neden sonug iligkisi (8).

Ayrica uluslararast bir uzman grubu ise, DYE tehlikelerini
tanimlamaya yardimci olmak i¢in on maddeden olugan EDC temel
ozellikleri (KC'ler) gelistirmislerdir. Bu temel Ozellikler Sekil 2 de
verilmistir (9).
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QReseptor antagonist Gheseptor ifadesi
@esepm ligandi veya agonisti * (i @ sin inyal iletimi
' : 45y
Endojen hormon <> 7 77
Endokrin ‘A >\
bozucy /7\, 6‘7 { q
Kimyasal X
oHoks DNA RNA O ‘7-‘
Reseptor )i( O 1 b
O
o O < 4
O/— Hikre ic i -
hormon
efektors
10,
O Kader S ™ iKlikler
2/ Epigenetik deg is iklikler
KodlamayanRNA ~ ~\.
¢ : /—\

e Endokrin bczu:u i temel =
szellileri —\

%V

©® Hormon sentezi

(3 Hormon bozulmasi veya
*~ temizlenmesi

C

(@ Hormondag iimiveya r é P
7) Hormon tas inmas: A-—-—\\
G

I ’ I dolas imdaki hormon seviyeleri

Serum bag layici
protein

Sekil 2. Endokrin bozucu kimyasallarin temel 6zellikleri. Oklar, endokrin bozucu
kimyasallarin (EDC'ler) on spesifik temel 6zelligini (KC'ler) tanimlar. £ sembolii ise,
bir DVE'nin siiregleri ve etkileri artirabilecegini veya azaltabilecegini gostermektedir

9).
KC1, bir EDC'nin hormon reseptorleriyle etkilesime girebilecegini
veya bunlar etkinlestirebilecegini belirtmektedir.

KC2, bir EDC'nin hormon reseptorlerini antagonize edebilecegini
belirtmektedir.

KC3, bir EDCnin hormon reseptdr ifadesini degistirebilecegini
belirtir.

KC4, bir EDCnin hormona duyarli hiicrelerde sinyal iletimini
(protein veya RNA ekspresyonundaki degisiklikler, translasyon sonrasi
modifikasyonlar ve/veya iyon akis1 dahil) degistirebilecegini belirtir.
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KCS5, bir EDC'nin hormon iireten veya hormona duyarli hiicrelerde
epigenetik modifikasyonlar1 indiikleyebilecegini belirtmektedir.

KC6, bir EDC'nin hormon sentezini degistirebilecegini
belirtmektedir.

KC7, bir EDC'nin hiicre zarlar1 boyunca hormon tasinmasini
degistirebilecegini belirtmektedir.

KCS8, bir EDC'nin hormon dagilimin veya dolagimdaki hormon

seviyelerini degistirebilecegini belirtmektedir.

KC9, bir EDC'in hormon metabolizmasini veya klirensini
degistirebilecegini belirtmektedir. KC10, bir EDC'nin hormon {ireten
veya hormona duyarli hiicrelerin kaderini degistirebilecegini
belirtmektedir. Tasvir edilen DYE eylemleri, etkilerin gii¢lendirilmesini
ve zayiflatilmasini igerir. Ac, asetil grubu; Ben, metil grubu (9).

Ikinci Diinya Savasindan bu yana 140.000'den fazla sentetik
kimyasal bilesik iretilmistir. Her yil yaklasik binlerce yeni bilesik
sentezlenmekte ve c¢evreye biiyilk miktarlarda sentetik kimyasal
salinmaktadir. Bu kimyasallardan endokrin sistemini etkiledigi bilinen
veya siiphelenilen yaklasik 800 kimyasal bulunmaktadir. Avrupa
Birligi'ne tiye 28 iilkede, 2015 yilinda toplam kimyasal tiretimin 323
milyon ton oldugu, bunun ise 205 milyon tonunun sagliga zararl oldugu
kabul edilmistir (5). Bunun yaninda kiiresel 1sinma ve iklim degisikligi,
hava, toprak ve su kirliligi, biyolojik cesitlilik kaybi, enerji
sirdiiriilebilirliginin  saglanmasi, niifus artist ve kaynaklarin asir
tilketimi, atitk yonetimi insanhigin karsilastigi en biiylik sorunlardan
bazilaridir. Bu sorunlar gelecegimizi tehlikeye atabilecek ciddi zorluklar
ortaya ¢ikarmaktadir.
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2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Saglik agisindan zararl
m Saglk agisindan toksik
M Saglik agisindan gok toksik
mSaglik agisindan kronik toksik

m Saglik agisindan kanserojenik,mutajenik ve Gireme igin toksik

Sekil 3. Avrupa Birliginin 28 iilkesinde (AB-28) 2004-2016 yillar1 arasinda sagliga
zararli oldugu disiiniilen kimyasallarin dretimi (milyon ton). Tiiketim iiretimden
onemli Ol¢tide farkli degildir. Ancak ithalat nedeniyle tiiketim genellikle tiretimden
daha fazladir (5).

Sekil 3, 2004 ile 2016 yillar1 arasinda, sagliga zararli bes toksisite
sinifina gore kimyasallarin iiretimini gostermektedir. Uretim hiz,
mutlaka c¢evreye salinim ve insanlarin maruz kalmasi anlamina
gelmeyebilir ancak yine de insan saglig1 ve ¢evre tizerindeki potansiyel
etkinin bir gostergesidir. Bu {iiretim trendleri, kimyasallarla ilgili

diizenlemelerin 6nemini daha da artirmaktadir.

Kimyasallarla ilgili diizenleme kanserojenleri, mutajenleri,
teratojenleri ve tiiremeyi bozan maddeleri igerir. EDC'ler, endojen
hormonlar taklit edebilen veya antagonize edebilen farkli kimyasal
simiflart igceren nispeten yeni bir smiflandirmayr temsil eder.
Diizenlemeleri konusunda bir fikir birligi olmamasina ragmen, EDC'ler
AB hukukunda Su Cerceve Direktifi, Kimyasallarin Kaydi,
Degerlendirilmesi ve Izni (REACH), Bitki Koruma Uriinleri
Yonetmeligi (PPPR) ve Kozmetik Yonetmeligi gibi ¢esitli durumlarda
ele alinmaktadir (5).
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Endokrin aktiviteleri olan sentetik kimyasallarin, endiistriyel
solventler/yaglayicilar (poliklorlu bifeniller (PCB'ler), polibromlu
bifeniller (PBB'ler)), plastikler (bisfenol A (BPA), plastiklestiriciler
(ftalatlar), pestisitler (metoksiklor) gibi birden fazla kullanimi vardir
(10).

Yaygin Kullanilan Endokrin Bozucular
1. Pestisitler

Pestisit, tarimda ve diger alanlarda istenmeyen organizmalarla
(zararlilarla) miicadele etmek amaciyla kullanilan kimyasal maddelere
verilen genel bir isimdir. Zararlilar, bitkiler, hayvanlar,
mikroorganizmalar veya diger organizmalar olabilir. Organizmalardaki
biyolojik birikim ve toksisite potansiyelleri nedeniyle insan sagligi ve
ekosistemler i¢cin 6nemli tehditlerdir. Her yil diinya ¢apinda en az
220.000 kisi pestisit zehirlenmesinden dlmektedir (11).

1.1. Glifosat
Glifosat, genis spektrumlu bir herbisittir. 1996'da musir, soya

fasulyesi de dahil olmak {izere glifosata direngli, genetigi degistirilmis
"Roundup Ready" mahsullerin gelistirilip piyasaya siiriilmesiyle glifosat
kullanimi artmistir. 2015 yilinda yapilan bir analiz, glifosata direncli
mahsullerin piyasaya silirlilmesinden bu yana kiiresel glifosat
kullaniminin neredeyse 15 kat arttigin1 tahmin etmektedir (12). Daha da
onemlisi, glifosat, formiilasyonlar1 farklilik gosteren bir dizi glifosat
bazli herbisidin (GBH) aktif bilesenidir. GBH'ler su anda yaklasik 140
iilkede kullanilmaktadir. Glifosatin ekosistemde yaygin bir dagilimi
vardir kirsal alanlardan alinan hava orneklerinde, toprakta, suda, ev
tozunda ve ¢esitli gidalarda tespit edilmistir (13). Glifosata maruz kalma,
deri temasi, soluma ve kontamine yiyecek ve su yoluyla meydana
gelebilir. 2013-2014'te temsili bir ABD niifusundan toplanan &rneklerin
analizinde, katilimeilarin %81,2' sinin idrarinda tespit edilebilir diizeyde

glifosat tespit edilmistir (13).
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KC degerlendirmesine gore, glifosatin endokrin bozucu 6zellikleri
lizerine kapsamli bir inceleme yapilmis (14) ve bu kimyasalin sekiz
temel endokrin bozucu 6zelligi iizerinde etkili olduguna dair kanitlar
bulundugu sonucuna varmiglardir. Bunlar arasinda sunlar yer
almaktadir: "hormon reseptorleriyle etkilesime girer veya onlar1 aktive
eder"; “hormon seviyesi ifadesini degistirir”; “hormona duyarli
hiicrelerde sinyal iletimini degistirir”’; “hormon iireten veya hormona
duyarli hiicrelerde epigenetik modifikasyonlar1 indiikler”; “hormon
sentezini degistirir”; “hiicre zarlart boyunca hormon taginmasini
degistirir”’; “hormon dagilimini veya dolasimdaki hormon diizeylerini
degistirir”’; ve "hormon lireten veya hormona duyarl hiicrelerin kaderini
degistirir" (14). Bu kanitlarin biiyiik cogunlugu glifosatin seks steroidleri
(6strojen, androjen ve progesteron) ve tiroid biyolojisi lizerindeki
etkilerini tanimlayan caligmalara odaklanmistir (2).

1.2. DDT (Diklorodifeniltrikloroetan)

DDT, 19401, 1950'li ve 19601 yillarda diinya c¢apinda yaygin
olarak kullanilan organoklorlu bir insektisittir. Evlerde, bahgelerde,
halka ac¢ik yerlerde ve kurumlarda bécek kontrolii i¢in kullanilmaktadir.
DDTnin yaban hayati iizerindeki zehirliligi ve kaliciligi nedeniyle
1970'lerde ¢ok sayida iilke DDT {iretimini yasaklamistir ve pestisit, 2004
yilinda Stockholm s6zlesmesi kapsaminda kiiresel olarak yasaklanan ilk
12 "kirli diizine" kimyasal arasinda yer almigtir (15).

Stockholm Sézlesmesi ise DDT'nin yalnizca vektor kontrolii igin
kullanilmasina (sitma, leishmaniasis, dang hummasi ve Chagas hastalig1
gibi insan hastaliklarin1 bulastiran bocekleri kontrol etmek i¢in vektor
kontrolii) izin verirken (1), izleme raporlari Hindistan, Etiyopya ve Gana
gibi bazi {lilkelerde yasa disi tarimsal kullanimin hala meydana
gelebilecegini gostermektedir (2).

Laboratuvar hayvanlar1 ¢alismalar1 ve insan goézlemleri, DDX
(DDT ile ilgili kimyasallar grubu DDX olarak anilir) ile olumsuz
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endokrin saglik sonuglar1 arasindaki iligkileri tutarli bir sekilde
gostermektedir ve bu da DDX'1 en yaygin olarak taninan DYE'lerden biri
haline getirmektedir. Hayvanlarda ve hiicre dizilerinde DDX, tiroid,
Ostrojen, androjen, renin-anjiyotensin, insiilin ve noroendokrin
sistemlerini degistirir. DDX'in bazi etkileri ostrojen taklitleri gibidir ve
DDX ayrica viicuttaki androjen (testosteron) yollarina da miidahale
edebilir (16). Cogu DYE gibi, DDX'e maruz kalmanin saglikla ilgili
sonuglari, gelismekte olan fetiislerde ve ¢ocuklarda meydana geldiginde
en belirgindir. Cok sayida calisma, DDX'e yiiksek diizeyde maruz
kalmanin insanlar da dahil olmak {izere erkek ve muhtemelen kadin

dogurganligini azalttigini gostermektedir (2).

IARC, Kuzey Amerika ve Avrupa'da yapilan ¢alismalarda germ
hiicreli (sperm {ireten hiicreler) testis kanseri riskinin arttigina dair
kanitlarin bulundugunu ve insanlarda etkili olan kanserojenlerin temel
ozelliklerine iliskin giiclii kanitlardan dolayr DDX'in olas1 insan
kanserojeni oldugunu belirlemistir (2).

1.3 Klorpirifos

Klorpirifos, onlarca yildir diinya ¢apinda en yaygin kullanilan
tarimsal insektisitlerden biri olan tipik bir OP'dir (organofosforlu
pestisit). Tarimda ve ev bahgelerinde diizenli kullanim1 toprakta, suda,
gidada ve havada birikmesine neden olabilmektedir (17). Toprakta dort
yila kadar varligim stirdiirebilir. Bir calismada, termit kontrolii i¢in
uygulanmasindan sekiz yil sonra bile evlerin i¢indeki havada klorpirifos
dl¢iilmeye devam edilmistir. Pakistan, Tiirkiye, Tayland, Iran, Senegal
ve Sili'de ankete katilan 43 {ilkede sebzelerde dikkate deger derecede
yuksek kalint1 seviyeleri goriilmiistiir. Klorpirifosun belirli tiirlerde besin
zincirinde birikebilecegine dair bazi1 kanitlar vardir ve kiiresel
tasimaciligin bir sonucu olarak Kuzey Kutbu'ndaki baliklarda dahi

Ol¢llmustiir.
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Klorpirifos insanlarda nispeten kisa omiirliidiir (yaris1 sirasiyla
yaklasik 24 ve 60 saatte kandan ve yagdan uzaklastirilir). Ancak
klorpirifos viicutta birikmek yerine zarar verebilecek metabolitlere
dontigiir. Klorpirifos ve metabolitleri idrarda, anne ve kordon kaninda,
yeni dogan bebeklerin mekonyumunda (ilk digki), anne siitiinde, rahim
agz1 sivisinda, semende ve bebeklerin saglarinda bulunmustur (18).
Klorpirifosun en giiglii etkileri beyin {izerindedir. ikincisi tiroid
hormonundaki degisikliklerle iliskilendirilmistir. Kemirgen
deneylerinde endokrin adrenal bez agirlig1 ve yapisindaki degisiklikler,
sperm sayisinin azalmasi ve Ostrojen ve testosteron gibi hormon
diizeylerinin klorpirifos tarafindan endokrin bozulmasina yol actig1 ileri
stiriilmektedir. Klorpirifos toksisitesi {izerine yapilan bilimsel bir
panelde yer alan bilimsel uzmanlarin ¢ogunlugu, sonugta ortaya ¢ikan
norolojik gelisim kusurlari nedeniyle klorpirifosun evde kullaniminin
yasaklanmas1 gerektigi konusunda hemfikirdir (2, 17). 2020 yilinda ise
Avrupa Birligi'nde yasaklanmistir (19).

2. Plastikler ve Plastiklestiriciler

Plastik tiretmek icin EDC de dahil olmak iizere c¢ok cesitli
kimyasallar kullanilmaktadir. Bu plastik iiretimi esnasinda ise insan
saghigina zararli zehirli kimyasallar aciga ¢ikmaktadir. Bir caligma,
plastik tiretiminde calisan kisilerin diger mesleklerde calisan kisilere
gore daha yiiksek diizeyde ftalat maruziyetine sahip oldugunu bulmustur.
Plastik endiistrisindeki kadin is¢iler lizerinde yapilan bir aragtirma, bu
iscilerin ftalatlar, BPA, alev geciktiriciler, agir metaller ve digerleri dahil
¢ok sayida DYE'ye maruz kalabilecegini kaydetmistir. [IPW ile 2021
IPEN (uluslararasi kirleticilerin ortadan kaldirilmasi ag1) raporu yiiksek
derecede toksik malzemeler de dahil olmak iizere geri doniistiirmememiz
gereken bazi malzemeler oldugunu belirtmislerdir. Bu, Stockholm
Sozlesmesinde ve KOK atiklarmin geri doniistiiriilmesine iliskin genel
yasaginda taninmaktadir (2,5). Okyanus ¢oplerinin % 90'indan fazlasi
plastiktir ve orada onlarca y1l veya daha uzun siire kalabilirler (2).
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2.1. Bisfenoller

Bisfenol A (BPA), bisfenol (bishidroksiarilalkanlar) grubunda
onemli bir bilesiktir (15). Bisfenol A, F, AF ve S dahil olmak iizere
endokrin bozucu o6zelliklere sahip bagka bir¢ok bisfenol vardir (20).
Yiyecek ve i¢ecekler igin polikarbonat (PC) ve polivinil kloriir (PVC)
plastik) olarak kullanilir. Polikarbonat ve epoksi recineler kiiresel BPA
pazarinin % 70'inden fazlasini olusturmaktadir (11). BPA'ya birincil
maruz kalma yollar1 mesleki (BPA sentezinde yer alan endiistrideki
isciler), cevresel (kirlenmis su ortamlari, toprak ve atmosfer) ve gida
tilketimi (epoksi regineler gibi BPA igeren paketlerin kullanimi) yoluyla
olmaktadir. Baz1 su siseleri ve konserve yiyeceklerin epoksi bazli
astarlar1 dahil sert plastik gida kaplar1 olmak {izere ¢ok cesitli tiriinlerde
bulunur. Bisfenol i¢eren diger yaygin ev iriinleri arasinda polikarbonat
gozliikler, termal kagit makbuzlari, elektronik cihazlar, plastik su
borular1 ve tanklari, endiistriyel zemin kaplamalari, yapistiricilar,
harglar, boyalar, cilalar ve agiz protezleri dahil bazi tibbi cihazlar yer
alir. Boylelikle en ¢cok maruz kalma yutma, soluma ve dermal temas
yoluyla gerceklesmektedir (11). Bisfenoller o kadar ¢ok {iriinde
kullaniliyor ki maruziyetin her yerde ve neredeyse siirekli oldugu
diistintiliiyor. Cevre kirliligi de yaygin bir sorundur ve BPA hava, toprak
ve su da dahil olmak {iizere tiim ¢evresel boliimlerde tespit edilmistir.
Ornegin, 2000 yilinda 30 eyaletteki 139 ABD nehrinin %41'inde BPA
tespit edilmistir (2).

BPA, androjen, Ostrojen ve tiroid reseptorleri gibi membran ve
niikleer reseptorlere baglanarak endokrin bozulmasina, tiimorlere,
olumsuz iireme sonuglarina ve nesiller arasi etkilere neden olabilir (15).
BPA, birka¢ farkli mekanizma yoluyla Ostrojen sinyaline miidahale
edebilir. Dogal ostrojenlerle karsilastirildiginda daha zayif da olsa
Ostrojen reseptorlerine (ER'ler) baglanabilir ve onlar1 uyarabilir (22).
BPA'ya maruz kalma, diisiik seviyelerde bile olsa, beyin gibi dokulardaki
dstrojen reseptdrlerinin yogunlugunu degistirebilir (20). Ostrojen, beyin,
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meme bezi ve hatta testis de dahil olmak iizere ¢ok sayida dokunun
gelisiminde ve cinsel farklilasmasinda kritik bir rol oynadigindan,
gelisim sirasinda Ostrojen aktivitesine miidahale, yasamin ilerleyen
donemlerinde iireme fonksiyonlari etkileyen kalici degisikliklere
neden olabilir. BPA noro-endokrin yollarda DNA metilasyon
degisikliklerine neden olur (22). Yapilan c¢alismalar BPA’nin bir
endokrin bozucu oldugunu gostermistir ve sonugta meme bezi kanseri
vakalarinda artisa yol acabilecegi konusunda hemfikir olunmasina
ragmen BPA diizenlemesine iliskin tartismalar mevcuttur (23).

Kanada, BPA igeren biberonlarin satisin1 ve ithalatin1 yasaklayan
ilk iilke olmustur. ABD'de ise bazi eyaletler bardaklarda, siselerde,
termoslarda, bebek mamasi1 ve bebek mamasi kaplarinda veya termal
kagitlarda BPA kullanimimi yasaklamistir (20). Ayrica Fransiz Ulusal
Meclisi ve Senatosu, gidayla temas eden tiim uygulamalarda BPA
kullanimim1 askiya almistir. Buna karsilik Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi, BPA'nin her yastaki tiiketicinin saglig1 i¢in bir tehdit olmadig1
sonucuna varmistir. Ayrica Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag
Idaresi (USFDA), BPA'min gidalardaki mevcut seviyelerde giivenli
oldugunu beyan etmistir (15,24).

2.2. Ftalatlar

Ftalatlar polivinil kloriir’ii (PVC'ler) yumusatmak, bir {iriine koku
eklemek veya plastik ve diger malzemelerde esnekligi arttirmak igin
kullanilan yiiksek hacimli iiretim plastiklestiricilerinin bir sinifidir. En
cok iiretilen etilheksil ftalat (DEHP), diisononil ftalat (DiNP), biitilbenzil
ftalat (BBzP), di-biitil ftalatlar (DBP'ler) ve dietil ftalat (DEP) lardir (25).

Ftalatlar kozmetikler, kisisel bakim {iriinleri, oyuncaklar, gidayla
temas eden malzemeler, mum, oda spreyleri, deterjan gibi kokulu
tiriinler, tlipler ve kan torbalar1 gibi tibbi ekipmanlar, tekstil {iriinleri,
insaat malzemeleri, yapistiricilar, boya, balmumu ve farmasotiklerin
enterik kaplamalart gibi bir¢cok iiriinde bulunmaktadir. Cok sayida
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tirinde  bulunmalar1 onlarin  “her yerdeki kimyasal” olarak
adlandirilmasina sebep olmustur. Diinya ¢apinda ftalat iiretimi 4,9 mt’u
asmaktadir (2).

Bu bilesiklerin plastiklerden gidaya, suya, topraga ve havaya
kolayca salinmasi, onlar1 gida {iretim zinciri boyunca birikebilecek
kiiresel capta ¢evre kirleticileri haline getirmektedir. Topraktaki PAE'ler
bitkiler tarafindan alinip biriktirilebildigi i¢in glinlik sebze tiiketimi
insan saglhigina risk olusturabilir. Seralarda yetistirilen sebzelerin agik
tarlalara gore daha fazla DBP ve DEHP igerdigi kesfedilmistir. PAE'ler
lipofiliktir ve genellikle yagh gidalarda bulunur (26). Ozellikle,
bahsedilen bilesiklerin seviyesinin, hayvan veya bitki kokenlerinden
mandira iirtinleri (siit, peynir ve tereyagi), sarap ve yaglar gibi islenmis
gida maddelerine kadar besin zinciri boyunca arttig1 goriilmektedir.
Dikkat ¢ekici bir sekilde yenilebilir bitkiler, hayvan ve insan kullanimi
i¢in birlesik bir tehlike olusturabilir (11).

PAE'ler ER'ler, PR'ler ve THR'ler ile etkilesime girerek hormon
aktivitelerini ve mekanizmalarini olumsuz yonde etkileyebilirler. Sonug
olarak endojen steroid hormonlarla rekabet ederler (11). Bunun
sonucunda endokrin ve hormonal diizensizlik, meme, rahim ve cilt
kanseri, endometriozis, erken ergenlik, cinsiyet anormallikleri, kisirlik,
degisen fetal biiyliime, obezite, tip II diyabet, dikkat eksikligi
hiperaktivite bozuklugu, otizm spektrum bozukluklari,

hepatotoksisite, kardiyotoksisite, alerji, nefrotoksisite
olusabilmektedir (11, 15, 27). AB'de 1999'dan ve ABD'de 2008'den beri
bazi ftalatlarin kii¢iik ¢cocuklara yonelik oyuncak ve tiriinlerde kullanimi
kisitlanmistir.  Ozellikle DEHP, DBP, DIBP ve BBP, REACH
kapsaminda {ireme ic¢in toksik olarak smiflandirilmis ve ECHA
tarafindan erkek kisirligina ve astima katkida bulundugu tespit
edilmistir. DEHP (ve onun birincil metaboliti MEHP), ABD Saglik ve
Insani Hizmetler Bakanligi, ABD EPA ve IARC tarafindan insanlar igin
olas1 kanserojen olarak smiflandirilmistir (2). AB Su Cergeve
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Direktifinde DEHP, AB yonetmeligi kapsaminda “Oncelikli tehlikeli

madde” ve “lreme agisindan toksik” olarak siniflandirilmaktadir (11).
2.3. Bromlu Alev Geciktiriciler

Polibromlu difenil eterler (PBDE'ler), 1970'lerden bu yana
bilgisayarlar, elektronik ve elektrikli ekipmanlar, tekstiller, kopiik
mobilyalar, yalittm kopiikleri ve diger insaat malzemeleri dahil olmak
lizere tiiketici {riinlerinde alev geciktirici olarak yaygin sekilde
kullanilan kalict organik kirleticilerdir (KOK'lar) (5). 1970'lerden
itibaren (yasaklanana kadar) ¢esitli iiriinlerde PBDE'lerin yaygin
endiistriyel tiretimi ve kullanimi ve eski Uriinlerin tekrar tekrar geri
doniistiiriilmesi, PBDE'lerin ¢evrede genis ve siirekli yikanmasina yol
acarak insanlarin siirekli maruz kalmasina yol agmustir. Bu kimyasallar
iretim sirasinda veya pargalanip suya ve topraga sizabilmektedir.
PBDE'ler besin zinciri yoluyla birikebilir ve insanlar i¢in ciddi risk
olusturabilir (11).

Bromlu alev geciktiriciler potansiyel EDC'lerdir ¢iinkii hem
orijinal bilesikler hem de bunlarin parcalanma metabolitleri tiroid ve
Ostrojen hormonu reseptorlerine baglanabilmektedir. Hamile kadinlarin
tiroid bezinin fonksiyonunu bozabilir ve bu durum, yavrularinin
norobiyolojik saglig lizerinde 6miir boyu etkiler yaratabilir (2).

3. Agir Metaller
3.1. Arsenik

Arsenik, ¢oklu oksidasyon durumlarinda ve hem inorganik hem de
organize formlarda bulunan, dogal olarak olusan karmasik bir
metaloiddir. Arsenik, ¢evrede dogal olarak bulunmasinin yani sira,
volkanik aktivite, kayalarin asinmasi, insan faaliyetleri ve orman
yanginlart yoluyla asir1 derecede aciga cikabilir (11). Arjantin,
Banglades, Kambogya, Cin, Hindistan, Meksika, Pakistan, Amerika
Birlesik Devletleri ve Vietnam da dahil olmak iizere diinya capinda
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yeralt1 sularinda yiiksek diizeyde arsenik tespit edilmistir. 220 milyon
insan potansiyel olarak yiiksek arsenik konsantrasyonlarina sahip yeralti
sularina maruz kalmaktadir (28). Arsenik dogal yayiliminin yani sira
sabunlar, boyalar, metaller, ilaglar, yar1 iletkenler, bocek ilaglar1 ve
giibrelerin i¢cinde de bulunur (11). Arsenige maruz kalmanin énemli bir
kaynag1 gidadir, 6zellikle de kirli toprak ve suda biiytidiigiinde toksik
metalleri ve metaloidleri absorbe etme konusunda benzersiz bir
kapasiteye sahip olan piringde kabul edilebilir seviyelerin iizerinde
arsenige rastlanmistir. Ayrica endiistriyel faaliyetlerle mesleki arsenige
maruz kalma meydana gelebilir (2). Arsenigin hipotalamik-
hipofizadrenal eksen ve glukokortikoid reseptdr sinyalinin yani sira
hipotalamik-hipofiztiroid eksenini, tiroid hormon seviyelerini ve tiroid
hormonu  biyolojisini ~ degistirdigi  gosterilmistir  (29).  Ureme
fonksiyonundaki bozulmalarin yani sira olumsuz gebelik sonuglart ve

bebek oliimleriyle iliskilendirilmistir (2).
3.2. Kursun

Kursun, yer kabugunda dogal olarak bulunan bir elementtir. Diisiik
erime noktali, yiiksek derecede doviilebilir bir metal olan kursun (Pb),
antik caglardan giliniimiize kadar bir¢ok farkli alanda kullanilmistir.
Kursun igeren kaynaklar arasinda gida kutulari, su borulari, kirlenmis
icme suyu, kozmetik iirlinleri, piller, boya, geleneksel ilaglar, benzin, Pb
sirh seramikler, sigara dumani, miicevherler, cocuk oyuncaklar1 yer alir
(30). Insanlar tiitiin icerek, kursunla kirlenmis havay1 soluyarak,
kirlenmis gida, su ve ev tozunu yutarak kursuna maruz kalmaktadirlar.
Kursunun yar1 Oomriiniin degerleri kemiklerde 20-30 yil, yumusak
dokuda 40 giin ve kanda 35 giin olarak belirlenmistir (11). Kursun
Norobilissel bozukluklara, Hematolojik bozukluklara (6rn. anemi) ve
tireme anormalliklerine (6rn. degisen iireme hormonlari, gecikmis

ergenlik, erken menopoz) neden olmaktadir (30).
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3.3. Civa

Civa toksik bir elementtir. Metalik civa oda sicakliginda sividir ve
kolayca buharlagabilir, akcigerlerden emilebilir (%80) ve viicuda
dagitilabilir. Hg, dogal olaylar (volkanik aktivite ve kayalarin aginmasi
gibi) ve insan faaliyetleri (komiir yakitl enerji santralleri, madencilik
siirecleri, metal rafinerileri, elektronik atik geri doniistim fabrikalar ve
belediye kat1 atik yakma tesisleri) yoluyla ¢evreye salinabilir (31). Hg'ye
maruz kalmanin birincil kaynaklar1 arasinda deniz iriinleri, kiimes
hayvanlari, pestisitler, asilar, tibbi cihazlar, dis amalgamlari, cilt
aydinlatict kremler, diigme piller, kirik termometreler ve kompakt
floresan ampuller yer almaktadir. Hg ndrotoksik, mutajenik, teratojenik
ve endokrin bozucu etki gosterir (31). Hg, tiroid kanserlerinin
olusumunda rol oynamaktadir (32).

3.4. Kadmiyum

Cd, volkanik aktivite, nehir tagimacilii, erozyon ve hava
kosullar1 gibi dogal aktiviteler veya

sigara dumani, atik yakma, fosil yakitlar ve metal gibi insan aktiviteleri
yoluyla ¢evreye salmabilir (33). Insan maruziyeti ise kirlenmis gidalar
(balik, kabuklu deniz iirlinleri, organ etleri, tahillar, kok sebzeler ve yesil
sebzeler), su borular1 ve endiistriyel kirlilik ile olmaktadir.

ATSDR, Cd'yi yedinci en toksik agir metal olarak ilan etmistir
(31). TARC, Cd ve bilesiklerini Grup 1'e (insanlar i¢in kanserojen)
koymustur (34). Tiroid bezi fonksiyon bozukluklarina sebep olmaktadir
(112).

4. PFAS

PFAS, hidrofobik ve lipofobik dogal, kimyasal ve biyolojik
stabilite gibi onemli Ozelliklere sahip, insan yapimi kimyasallardir.
PFAS ¢ok c¢esitli tiiketici triinlerinde kullanilmaktadir ve cevrede
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oldukca kalicidir, bu nedenle genellikle 'sonsuza kadar kimyasallar'
olarak anilmaktadir (15,35).

PFAS, yanginla miicadele kopiiklerinin iiretimi, gida ambalaji
(yaga dayanikli gida ambalajlar1 yapmak i¢in kullanilir ve fast food
ambalajlarinda), tekstil ve insaat malzemeleri de dahil olmak iizere ¢ogu
endiistriyel dalda kullanilmaktadir (35). 5.000'den fazla PFAS
tanimlanmistir. PFAS her yerde bulunan su kirletici maddelerdir ve
insanlar icme sular1 yoluyla, cilt temasiyla ve gidayla temas eden bu

malzemeler sebebiyle PFAS'a maruz kalirlar (2).

PFAS Ostrojen ve testosteron gibi hormonlarin {iretimini,
tasinmasini ve parcalanmasini bozabilir. Ayrica PFAS, plazma
proteinlerine baglanarak daha sonra plasenta ve anne siitii yoluyla
yavrulara aktarilabilir. Kandaki PFAS seviyeleri, estradiol, progesteron,
seks hormonu baglayici globulin, folikiil uyarict hormon (FSH) ve
testosteronun serum seviyelerinde azalma ile iliskilendirilmistir. PFAS'a
maruz kalma, insanlarda ve diger hayvanlarda artan timor vakalari,
endokrin bozulma, bozulmus nérogelisim ve olumsuz iireme sonuglari
ile iliskilendirilmistir (15).

5. Dioksinler

Sanayilesmeden 6nce jeolojik siiregler ve dogal yanma nedeniyle
diisiik konsantrasyonlarda bulunan dioksinlerin, sanayilesmeden sonra
kentsel veya evsel atiklarin yakilmasi, tibbi atiklar, depolama alani,
orman ve tarim alanlar1 yanginlart en biiylik dioksin salinim
kaynaklaridir (37). Bilinen en zehirli kimyasallardan biridir ve
Stockholm Soézlesmesi kapsaminda yasaklanan orijinal “kirli diizine”
kimyasallar arasinda yer almaktadirlar (2). Yiiksek hidrofobiklik
nedeniyle dioksinler yag dokusunda depolanma egilimindedir ve
bdylelikle besin zincirine girdikge seviyeleri artar ve sonunda kirli
yiyecekleri yiyerek insan viicuduna girerler (38). USEPA'ya gore,
insanlarin giinliilk yasamda dioksinlere maruz kalmasinin en az %90',
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birincil alim kaynaklar1 olan et, hayvansal yag ve siit iiriinleri gibi
kontamine hayvan gida iirtinlerinden kaynaklanmaktadir (34). Bu stabil
lipofilik kimyasallar, immiinotoksisite, karsinojenite, {lireme ve
gelisimsel bozukluklar dahil olmak iizere ¢esitli toksik tepkiler tiretebilir.

Bebekler ve embriyolar dioksin maruziyetine en duyarl bireylerdir (11).
6. Ostrojenler

Dogal ve sentetik Ostrojenler ¢cevredeki kirletici maddelerdir (39).
Bu bilesikler Ostrojen reseptdrleri ile etkilesime girerek gonadal steroid
sinyalini degistirebilen endokrin bozuculardir. Cevrede bulunan en
yaygin Ostrojenler estron, 17p-estradiol, 17a-estradiol ve estrioldiir. Bu
Ostrojenler dogal olarak insanlar ve hayvanlar tarafindan iiretilmektedir
(8). Ostrojenlerle cevresel kirlenme, bu bilesiklerin endokrin sistemi
bozabilme, iireme fonksiyonunu bozabilme ve olumsuz saglik etkilerini
tetikleyebilme yetenekleri nedeniyle bir halk sagligi sorunu haline
gelmistir. Cevredeki Ostrojen kaynaklari cesitli olabilir. Sigir endiistrisi,
ozellikle endiistrinin si8ir biiylime oranlarimi arttirmak icin biiylime
diizenleyici steroidler kullanmasi nedeniyle ¢evreye salinan dstrojenlerin
onemli bir kaynagidir (39). Ayrica, hayvancilik ve tarim alanlarindan
gelen kat1 atiklarda ve atik sularda Gstrojenler tespit edilmistir. Ekzojen
Ostrojenlere maruz kalma meme kanseri riskinin artmasiyla
iliskilendirilmistir (15).

7. Oral Dogum Kontrol Haplari

Hem levonorgestrel (bir progestin) ve etinil estradiol (bir dstrojen)
dikkate alinir. Ostrojenin etkisini taklit ederek normal iireme
fonksiyonunu degistirirler ve bdylece normal hormon iiretimini
engellerler. Cok sayida kanit oral kontraseptif haplarda etinil estradiol
bulundugunu gostermistir (15).
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8. Fitoostrojenler

Fitodstrojenler (yani izoflavonoidler, kumestanlar, lignanlar,
stilbenler), boceklere karsi bir savunma mekanizmasi olarak bitkiler
(6rnegin soya fasulyesi) tarafindan iretilen bir kimyasal sinifidir.
Fitoostrojenler, dogal Ostrojenler olan estradiol-17p (E2), estron veya
estriol ile yapisal bir benzerlige sahip oldugundan, tiiriine, dozajina ve
hedef organlara bagli olarak sagliga hem tehdit hem de fayda
saglayabilirler. Buna gore fitodstrojenler Ostrojeni taklit edebilir ve bir

organizmanin 0strojenik reaksiyonunu degistirebilir (10,36,40).
Endokrin Bozucularin Kanserojen Etkileri

Karsinojenez bir hiicrenin kanserlesme siirecidir. Bu kanserlesme
olay1 genetik, enfeksiydz (bakteriler, viriisler) ve ¢evresel (kimyasallar)
faktorler dahil olmak iizere farkli faktorlere bagli uzun bir siirecin
sonucudur (34, 41). Endokrin bozucularinda bu karsinojenez siirecinde
etkili olduguyla ilgili bir¢ok ¢caligma yapilmistir, ancak bu kimyasallarin
cesitli etki mekanizmalari, diisiikk dozlarda bile farkli tepkilere neden
olmalar1 ve uzun vadeli etkilerinin tam olarak anlasilmamasi nedeniyle
uygun bir sekilde degerlendirilip  simiflandirilmasit  zorluk
olusturmaktadir. Bu zorlugun giderilmesi ve daha giivenilir bir yol
izlenmesi i¢in Uluslararas1 kanser arastirma ajansi (IARC), bir grup
bilim insaniyla kanserojenleri analiz ederek bu ajanlarin mekanistik 10
ortak 6zelligine dayanan bir siniflandirma tizerinde anlagsmislardir (34).
Bu simiflandirmaya gore kanserojenlerin temel ozellikleri soyledir;
Hiicre proliferasyonunu etkiler. Hiicre 6liimiinii veya besin tedarikini
degistirir. Genotoksiktir.

Reseptor aracili etkileri modiile eder. Bagisiklik sistemini
baskilayicidir. DNA onarimimi degistirir veya genomik kararsizliga
neden olur. Epigenetik degisikliklere neden olur. Oksidatif stresi
indiikler. Elektrofiliktir veya metabolik olarak aktive edilebilir. Kronik
enflamasyona neden olur.
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Uluslararast Kanser Arastirma Ajansi'nin (IARC)
siniflandirmasina gore, baz1 ED'ler (BPA, DDT ve PCB'ler), hiicre
¢ogalmasini, hiicre 6liimiinii veya besin tedarikini degistirebildikleri i¢in
insan kanserojenlerinin temel Ozelliklerine sahiptir; genotoksiktir;
immiinosiipresif aktiviteye sahip; epigenetik degisiklikleri, oksidatif
stresi ve kronik inflamasyonu indiikler. Ek olarak BPA, ostrojen
reseptorii-a (ERa) ile etkilesime girerek hiicre proliferasyonunu indiikler
ve apoptoz oranini azaltarak BC hastalarinin prognozunu etkiler (37).
Ayrica Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansit (IARC); Ni, Cd, As,
benzen, dioksinler ve PCB’leri kanserojen; DDT, OCP, Klorpirifos,
Glifosat ve Kursun’u muhtemelen kanserojen olarak siniflandirmistir
(2,34).

Baslangigta, EDC'lerin yalnizca Ostrojen, androjen, progesteron,
tiroid ve retinoid reseptdrleri iizerindeki etkileri iizerinde durulmustur.
Ancak, son kanitlar, EDC'lerin etki mekanizmalarinin baglangicta
diisiiniilenden ¢ok daha genis oldugunu ortaya koymustur. Aragtirmalar,
EDC'lerin niikleer reseptdr sinyalini degistirmesinin yani sira, steroid
olmayan reseptorler, transkripsiyonel koaktivatorler, steroid biyosentezi
ve metabolizmasinda rol oynayan enzimatik yollar ve endokrin ile ireme
sistemleri iizerinde de bir¢ok mekanizma araciligiyla etkili olabilecegini
gostermektedir. Ayrica, DNA metilasyonu ve/veya asetilasyonu ve
histon modifikasyonlar1 gibi epigenetik bir etkiler, endokrin
bozulmasiyla ilgili mekanizmalarda rol oynayabilir (22); bunun yani
sira, EDC'lerin bagimlilik yapici veya sinerjistik etkilerle endokrin
sistemi de etkileyebilecegi goz Oniinde bulundurulmalidir. Belirli
EDC'ler kendi baslarina zararsiz olabilir, ancak diger EDC'lerle iligkisi
tehlikeli etkilere (yani kokteyl etkisine) neden olabilir. Karigim
toksisitesinin karmagikligi, etkilesimi ve hassas zaman pencerelerinin
varhig, risk degerlendirme siirecini son derece karmasik hale
getirmektedir (8, 29). Ayrica, diisiik ED seviyelerine uzun siire maruz

kalmakta, sonraki yillarda kansere yakalanma riskini artirabilir (41).
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EDC'lerin dstrojenik aktiviteye sahip etkisi meme kanseri riskini
arttirmistir. Rahim i¢i ortamda EDC'ye maruz kalma, yasamin ilerleyen
donemlerinde meme kanserine yakalanma riskini etkileyebilir.
Boylamsal bir klinik ¢aligma, hamilelik sirasinda DDT'ye maruz kalan
kadinlarin, annenin meme kanseri Oykiisiinden bagimsiz olarak
kizlarinin meme kanseri riskini arttirdigini gostermistir. Yiiksek

Ostrojen, yliksek prostat kanseri riski ile iligkilendirilmistir (29).

DYE'lere maruz kalmayla ilgili en ¢ok calisilan kanserler meme,
prostat, tiroid, rahim, testis ve yumurtalik kanserleridir. Meme, prostat,
rahim ve tiroid kanserleri en sik goriilen kanserler arasinda ilk 10'da yer
alir; meme, prostat ve rahim ayni zamanda en 6liimciil kanserler arasinda
da ilk 10'da yer alir (23).

Tiroid kanseri; Ftalatlar, Agir metaller, pestisitler, OSP’lerle
Meme kanseri; Bisfenol, DDT, triklosan, OP, TCDD, DES, ftalatlar ile
Rahim kanseri; Bisfenoller, DDT, PCB'ler, ftalatlar ile

Yumurtalik kanseri; Bisfenoller, Herbisitler (klorotriazin), DES, TCDD
ile

Testis kanseri; DDE, benzenler, ftalatlar ile
Rahim agzi1 kanseri; pestisitler, kadmiyum ile

Prostat kanseri; Bisfenoller, DES, pestisitler (endosulfanlar, malathion,
vinclozolin), tarimsal kimyasallar, dioksin, arsenik, kadmiyum, PCB'ler
ile iligkili bulunmustur (7,9,23,24,29,41).

Sonug¢

Endokrin bozucular, saglik ve ¢evre lizerinde derin ve genis
kapsamli etkilere sahip olan kimyasal bilesiklerdir. Tarihsel siirecte,
endokrin bozucularin olumsuz etkileri giderek daha belirgin hale gelmis

ve bu durum, kiiresel diizeyde dnemli bir farkindalik yaratmistir. Bugiin,
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endokrin bozucularin kontrol altina alinmasi ve maruziyetin azaltilmasi
yoniinde atilan adimlar, biiylik bir onem tagimaktadir. Ancak, bu
miicadelede heniiz kat edilmesi gereken uzun bir yol bulunmaktadir.
Etkili bir koruma saglamak ic¢in uluslararasi isbirligi, daha kati
diizenlemeler ve halk sagligina yonelik bilin¢lendirme ¢aligmalart sarttir.
Bu boliimde ele alinan bilgiler, endokrin bozucularin hormon sistemimiz
tizerindeki yikict etkilerini ve bu etkilerin kansere yol agabilecek
potansiyel mekanizmalarimi gozler Oniine sermektedir. Endokrin
bozucular ve kanser arasindaki iliskiyi anlamak, hem bireysel hem de
kiiresel saglik politikalart agisindan hayati onem tagimaktadir.
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GIRIS

Kimyasallar, giinlik yasamimizin vazgecilmez bir parcasidir.
Ancak, endokrin bozucular olarak bilinen bazi kimyasallar, viicudun
hormonal sistemi iizerinde zararl etkiler yaratabilir. Hormonlar, ¢ok
kiiglik miktarlarda ve belirli zamanlarda etki gostererek viicudun
gelisimini, biiylimesini, iremesini, metabolizmasini, bagisiklik sistemini
ve davraniglarini diizenler. Endokrin bozucular, bu dogal hormon
sistemlerine miidahale eder ve saglik iizerindeki olumsuz etkileri, maruz
kalma sona erdikten uzun siire sonra bile hissedilebilir. Bu kimyasallara
maruz kalmak, dmiir boyu siiren etkilere neden olabilir ve hatta sonraki
nesiller {izerinde de sonuglar dogurabilir. Diinya Saglik Orgiitii'ne (DSO)
gore, endokrin bozucu kimyasallar (EDK'lar) ve potansiyel EDK'lar
cogunlukla insan yapimidir ve pestisitler, metaller, gida katki maddeleri
veya kirleticiler ve kisisel bakim {iriinleri gibi cesitli materyallerde
bulunur. EDK'larin, erkeklerde ve kadinlarda tireme fonksiyonlarinda
bozulmalara, meme kanseri insidansinda artisa, anormal biiyiime
kaliplarina ve ¢cocuklarda ndrogelisimsel gecikmelere, ayrica bagisiklik
fonksiyonlarinda degisikliklere yol agtig1 diisiiniilmektedir. insanlar
EDK'lara yiyecek, toz ve suyun yutulmasi, havadaki gaz ve partikiillerin
solunmasi ve cilt yoluyla maruz kalmaktadir. Ayrica, EDK'lar hamile bir
kadindan gelismekte olan fetiise plasenta yoluyla ve emzirme sirasinda
kiiclik cocuga anne siitli yoluyla gecebilir. Hamile kadinlar ve ¢ocuklar,
gelisimsel maruziyetlere karsi en hassas gruplardir ve bu kimyasallara
maruz kalmanin etkileri, yasamin ilerleyen donemlerine kadar belirgin
olmayabilir. Ayrica, arastirmalar EDK'larin bazi durumlarda kanser

riskini artirabilecegini de gostermektedir (1).

ABD Cevre Koruma Ajansi (EPA) tarafindan yapilan tanima gore,
endokrin bozucu bir bilesik, viicutta homeostaz, lireme, gelisim ve/veya
davranisin stirdiiriilmesinden sorumlu olan dogal hormonlarin sentezi,
salgilanmasi, taginmasi, baglanmasi veya atilimini engelleyen bir ajandir

).
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Basitlestirilmis haliyle, endokrin bozucular, normal hormon
islevini bozan kimyasallar veya kimyasal karigimlardir. Endokrin
bozucu kimyasallar (EBK'ler) olduk¢a heterojendir ve iki sekilde

siniflandirilabilir;

Endokrin bozucular, dogal olarak olusan ve sentetik olarak tiretilen
kimyasallar olarak iki ana kategoriye ayrilabilir. Dogal olarak olusan
endokrin bozucular, insan ve hayvan gidalarinda bulunan dogal
kimyasallardir. Ornegin, fitodstrojenler olarak bilinen genistein ve
koumestrol gibi bilesikler bu gruba dahildir. Sentetik olarak {iretilen
endokrin bozucular ise daha genis bir yelpazeye sahiptir ve cesitli alt
gruplara ayrilabilir. Bu grupta yer alan bilesikler arasinda, endiistriyel
cOziiciiler veya yaglayicilar olarak kullanilan ve yan iiriinleri olan
poliklorlu bifeniller (PCB'ler), polibromlu bifeniller (PBB'ler) ve
dioksinler gibi kimyasallar bulunmaktadir. Ayrica, bisfenol A (BPA)
gibi plastiklerde, plastiklestiricilerde ve diklorodifeniltrikloroetan
(DDT) gibi pestisitlerde kullanilan sentetik kimyasallar da bu kategoride
yer alir. Mantar 6ldiiriicli vinclozolin ve bazi farmasoétik ajanlar, 6rnegin
dietilstilbestrol (DES), diger sentetik endokrin bozucu bilesikler arasinda
sayilabilir. Bu bilesiklerin, hormon benzeri etkiler gostererek viicudun
hormonal dengelerini  bozabilme potansiyeline sahip oldugu
bilinmektedir (3).

Endokrin bozucu kimyasallar, kaynaklarina gore ¢esitli sekillerde
smiflandirilabilir. Ilk olarak, dogal ve yapay hormonlar grubuna rnek
olarak fitodstrojenler, omega-3 yag asitleri, dogum kontrol haplar1 ve
tiroid ilaglar1 verilebilir. Bu kimyasallar, viicutta dogal olarak bulunan
hormonlara benzer sekilde hareket edebilir ve hormonal dengeyi
etkileyebilir. Ikinci olarak, hormonal yan etkileri olan ilaclar da endokrin
bozucular arasinda yer alir. Ornegin, naproksen, metoprolol ve klofibrat
gibi ilaglar, hormonal sistemde yan etkilere yol agabilir. Ugiincii grupta
ise endiistriyel ve evsel kimyasallar bulunur. Ftalatlar, alkilfenoletoxilat
deterjanlar, yangin geciktiriciler, plastiklestiriciler, solventler ve
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poliklorlu bifeniller (PCB'ler) gibi kimyasallar bu gruba dahildir. Bu
maddeler, yaygin olarak kullanilan bir¢ok endiistriyel ve ev iirliniinde
bulunabilir ve hormonal sistem iizerinde bozucu etkiler yapabilir. Son
olarak, endiistriyel ve evsel siire¢lerin yan irlinleri de endokrin
bozucular arasinda sayilir. Bu yan {riinler arasinda poliaromatik
hidrokarbonlar (PAH'lar), dioksinler ve pentaklorobenzen gibi
kimyasallar yer alir. Bu maddeler, ¢evreye yayildiklarinda insan sagligi
tizerinde ciddi etkiler yaratabilir (4).

Endokrin  bozucular, viicutta hormonlarin isleyisini etkileyen
kimyasallardir ve ¢esitli kaynaklardan gelebilirler. Gore ve digerlerinin
yaptigi ¢alismalara dayanarak, EDC'ler ii¢ ana kategoriye ayrilmistir:

Pestisitler: Pestisitler, genellikle organizmalarin {ireme ve sinir
sistemlerine duyarli olacak sekilde tasarlanmistir. Ancak bu siireglerin
insan fizyolojisiyle benzerlik gdstermesi nedeniyle bu kimyasallar insan
viicudunu da etkileyebilir. Yaygin olarak kullanilan pestisitler arasinda
DDT ve klorpirifos yer alir. DDT, endokrin bozucu olarak uzun bir
gecmise sahiptir ve bir¢ok iilkede yasaklanmis olmasina ragmen, bazi
iilkelerde hala kullanilmaktadir. DDT, tiroid, 0strojen, androjen, renin-
anjiyotensin, insiilin ve ndroendokrin sistemlere miidahale ederek insan
viicudunun tireme, kardiyovaskiiler ve metabolik sistemlerini dogrudan
etkileyebilir. Klorpirifos ise evde ve tarimda yaygin olarak kullanilan bir

bocek ilacidir ve sinir sistemine ciddi zararlar verebilir.

Uriinlerdeki Kimyasallar: EDC'ler giinliik hayatta kullandigimiz
iriinlerde bulunabilir. Cocuk iirlinleri, elektronik esyalar, kisisel bakim
irlinleri, tekstil/giysi ve bina yapim malzemeleri gibi iiriinlerde bu
kimyasallar yer alabilir. Bu kimyasallarin ¢evreye salinma ve insanlarla
temas etme olasith@ yiiksektir. Ozellikle gocuk iiriinlerinde bulunan
EDC'ler, ¢ocuklarin bu {iriinleri agizlarina gétiirme egilimleri nedeniyle
endige vericidir. Ayrica, dis macunu, cilt bakim {irtinleri, sabunlar gibi
kisisel bakim iiriinlerinde de antimikrobiyal ajanlar olarak EDC'ler
bulunabilir.
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Gida Temas Malzemeleri: Bisfenol A (BPA) bir zamanlar plastik
kaplarda ve konserve gida kutularinin epoksi esasli kaplamalarinda sikg¢a
kullaniliyordu. Ancak, insan saghigi tiizerindeki tehlikeli etkileri
nedeniyle bebek biberonlarinda kullanimi yasaklanmistir. Bununla
birlikte, hala birgok kapta ve oOzellikle ¢orba, sebze gibi konserve
gidalarda bu kaplamalar kullanilmaktadir. Bu kaplamalar, patojenlerden
korunma saglamak amaciyla kullanilsa da yiyecekle dogrudan temas
ettikleri icin yiyeceklere gecerek insanlar lizerinde zararli etkilere yol
acabilir (5).

Endokrin Bozucularin Biyolojik Etkileri Ve Maruz Kalma
Yollan

Endokrin bozucu kimyasallar (EDC'ler), insan ve hayvan endokrin
sistemlerine miidahale edebilen ve bu nedenle organizmalar ile onlarin
nesillerini olumsuz yonde etkileyebilen dis kaynakli maddelerdir. Bu
maddeler yaygin olarak tespit edildigi icin, insan metabolizmasi,
bagisiklik sistemi, sinir sistemi ve davranig bozukluklar1 ile olan
iligkileri, 6zellikle gebelik donemi, bebeklik ve yaslilik gibi donemlerde
bu maddelere maruz kalinmasi nedeniyle giincel bir endise konusudur
(6). Mevcut veriler, birgok EDC'nin ¢esitli hormonlarin etkisini veya
metabolizmasin1 farklt mekanizmalar aracilifiyla diizenleyebilecegini
gostermektedir (7). Genel olarak, bu kimyasallar endokrin reseptorlere
baglanarak hormon sentezini ve yikiminit degistirir (8). Cogu EDC'nin
kimyasal yapisi, hormonal islevin farkli noktalarinda etkilerini gosterir;
hormon {iretiminden sekresyonuna ve biyolojik doniisiimiine kadar,
olumsuz reaksiyonlarin tetiklenmesi ve hiicresel islevde degisikliklerin
ortaya ¢ikmasina neden olur (9). Arastirmalar, endokrin sisteminin
organizmalarin ¢evreye nasil tepki verdigini ve uyum sagladigini
belirlemede 6nemli bir rol oynadigini gostermistir. EDC'lerin hormonal
sinyalizasyon ve metabolizmayr bozmasimin yani sira hormonlarin
reseptorler lizerindeki etkisi, bu kimyasallarin yol actig1 fizyolojik
degisimlerin temelini olusturabilir (10).
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EDC maruziyetinin olast sonuglar1 arasinda malign tiimorler,
iireme ve gelisim anormallikleri bulunmaktadir (11). Ayni1 zamanda, bazi
EDC'lerin insiilini olumsuz etkileyerek tip 2 diyabet riskini
artirabilecegini One siiren giincel ¢alismalar da mevcuttur (12).
EDCl'lerin en yaygin kaynaklar arasinda ilaclar, deterjanlardaki ylizey
aktif maddeler, pestisitler (9), endiistriyel ¢oziicli veya yaglayici olarak
kullanilan sentetik kimyasallar ve bunlarin yan {irlinleri, plastikler,
plastiklestiriciler ve fungisitler yer alir (2,3)

Tablo 1’de giinliik hayatta yaygin olarak bulunan birka¢ endokrin
bozucu kimyasallar1 ve bu kimyasallarin yer aldigi (dirilinleri
gostermektedir. Bu maddelerin yaygin olarak tespit edilmesi, insan
metabolizmasi, bagisiklik sistemi, sinir sistemi ve davranis bozukluklari
ile olan iligkilerinin 6zellikle gebelik donemi, bebeklik ve yashilik
donemlerinde beslenme ve kisisel hijyen {iriinleri yoluyla insanlara genis
capta maruz kalinmasi nedeniyle giincel bir endise konusudur (6).
Mevcut veriler, birgok EDC' nin ¢esitli hormonlarin etkisini veya
metabolizmasini farkl mekanizmalarla diizenleyebilecegini
gostermektedir (6). Genel olarak, bu kimyasallar endokrin reseptdrlerine
baglanarak hormon sentezini ve yikiminit degistirir (8). Cogu EDC'nin
kimyasal yapisi, hormon iiretiminden sekresyonuna ve biyolojik
dontigiimiine kadar hormonal fonksiyonun farkli noktalarinda etkili
olabilecegini ve bu durumun olumsuz reaksiyonlari tetikleyerek hiicresel
fonksiyonlarda degisikliklere yol ag¢tigin1  gostermektedir  (9).
Arastirmalar, endokrin sistemin organizmalarin g¢evreye nasil tepki
verdigini ve adapte oldugunu belirlemede kilit bir rol oynadigini
gostermistir.  Hormon  sinyalizasyonunun ve metabolizmasinin
bozulmasi, ayni zamanda hormonlarin reseptorler ilizerindeki etkisi,
EDC' lerin neden oldugu fizyolojik degisikliklerin temelini olusturabilir
(10).
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Tablo 1. Giinliik yagsamda yaygin olarak karsilasilan bazi endokrin bozucu kimyasallar

(6)

Endokrin  Bozucu
Kimyasal (EDC)

Kullanim Alanlari / Bulundugu Yerler

Polikarbonat plastikler, yiyecek ve icecek kaplari, su
Bisfenol A (BPA) siseleri, bebek biberonlari, epoksi regineler (gida kutularinin
i¢ kaplamalar)

Ftalatlar PVC iiriinler, gida ambalajlari, kozmetikler, oyuncaklar,
tibbi cihazlar, bazi yap1 malzemeleri

. . Elektrikliekipmanlar, boyalar, yapistiricilar, kaplamalar,
Poliklorlu Bifeniller . o L o B
eski endiistriyel iiriinler (liretimi durdurulmasina ragmen

(PCB'ler)
cevrede kalicidir)
Parabenler Kozmetik tiriinler (sal.npuan, losyon, makyaj malzemeleri),
ilaglar, gida maddeleri (koruyucu olarak)
Antibakteriyel sabunlar, dis macunlari, deodorantlar, bazi
Triklosan temizlik  driinleri, tekstil {rlinleri (antimikrobiyal

kaplamalar)

EDC'lere maruz kalma, genellikle ¢evresel kaynaklardan gelir. Bu
maddeler, su, hava, toprak ve gidalarda bulunabilir. Insanlar, bu
kirleticilere kontamine olmus gidalarin tiiketimi, kontamine suyun
icilmesi, EDC igeren kisisel bakim {iriinlerinin kullanim1 ve endiistriyel
atiklara maruz kalma yoluyla maruz kalabilirler. Ozellikle gebelik
doneminde, fetiisiin bu maddelere maruz kalmasi, dogum 6ncesi gelisim
tizerinde uzun vadeli etkiler yaratabilir. Bebekler ve cocuklar hem
davranigsal hem de biyolojik olarak daha yiiksek risk altinda olabilirler
¢linkii gelisim asamasinda olduklar1 igcin EDC'lerin etkilerine karsi daha
hassastirlar. Gilinlimiizde endokrin bozucu kirliligi sorunuyla kars
karstya kalindiginda, yeni iyilestirme teknolojilerinin gelistirilmesi
zorunlu ve acil bir gerekliliktir. Mevcut durumda, adsorpsiyon, genis
capta incelenmis geleneksel bir yontem olup, cesitli yeni adsorpsiyon
malzemeleri de hala gelistirilmektedir (6).
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Kanserin Tanimi ve Antikanser Tedavi Yontemleri

DSO'ye (Diinya Saglik Orgiitii) gére kanser, hiicrelerin kontrolsiiz
bir sekilde biiylimesi ve viicudun diger boélgelerine yayilmasi ile
karakterize edilen genis bir hastalik grubudur. Normalde viicut, eski ve
hasar gérmiis hiicreleri yenisiyle degistirir ve yeni hiicreler gerektiginde
uiretilir. Sonug¢ olarak, metastaz yapma potansiyeline sahip malign
hiicrelerden olusan tiimdrler meydana gelir. Bu tiimorler, viicudun diger
bolgelerine yayilarak metastaz adi verilen duruma yol agabilir. Kanser,
genetik faktorler, ¢cevresel etkiler, yasam tarzi ve baz1 enfeksiyonlar gibi
bircok nedene bagl olarak gelisebilir. Antikanser terimi, kanserin
olusumunu, gelisimini veya yayilmasint onleyen, durduran ya da bu
siirecleri yavaslatan maddeler veya tedavi yontemleri i¢in kullanilir.
Gliniimiizde kullanilan tedavi yontemleri arasinda kemoterapi,
radyoterapi ve kimyasal olarak tiiretilmis ilaclar yer almaktadir. Bu
maddeler genellikle hiicrelerin anormal biiylimesini engelleyerek, timor
olusumunu inhibe ederek veya kanser hiicrelerini yok ederek etkili olur
(13).

Endokrin Bozucularin Antikanser Potansiyelleri

D1s kaynakli dstrojenlere maruz kalma, erkeklerde gelismekte olan
ireme yolunda yapisal ve islevsel degisikliklere neden olur. Bu
degisikliklerin bircogu kalicidir ve bazilar1 yasamin ilerleyen
donemlerinde ortaya ¢ikar. Anne karninda dietilstilbestrol (DES) maruz
kalan erkekler, insan organizmalarinda gii¢lii bir nonsteroidal dstrojenin
etkilerine dair bilgi saglar (14). DES kaynakli lezyonlar, epididimal
kistler gibi nispeten kiigiik yapisal degisikliklerden testikiiler hipoplazi
gibi daha belirgin degisikliklere kadar uzanir. Kriptorsidizm (inmemis
testis), testis kanseri, diigiilk sperm sayisi, hipospadias (idrar deliginin
penisin ucundan daha asagida olmasi), mikrofallus (kiigiik penis) ve
bliylimiis prostatik utrikiillerin de DES kaynakli lezyonlar olmasi
muhtemeldir (14).
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DES disindaki ksenoostrojenlerin  de  erkeklerde cinsel
farklilasmay1 degistirebilecegi ve erkeklerde ve vahsi hayvanlarda tireme
yolundaki gelisimsel bozukluklarin artan insidansini aciklayabilecegi
olasidir. Bitki 0Ostrojenleri, hormonal giicleri in vitro olarak
degerlendirildiginde, niceliksel olarak en 6nemli ¢evresel dstrojenlerdir
(15).

Teorik olarak, fitoostrojenler ve yapisal olarak benzer bilesikler,
yalnizca Ostrojen olarak degil, aym1 zamanda antidstrojen olarak da
hareket ederek erkeklerin iireme sagligina zarar verebilir. Ostrojen
reseptorii olmayan farelerle yapilan son deneyler, androjenler ve
Miillerian inhibitér maddesi disinda Ostrojenlerin de normal erkek
cinsiyet farklilasmasi i¢in gerekli olabilecegini 6ne stirmektedir (16).
Islevsel dstrojen reseptorlerinin yoklugunda, testis agirlign ve sperm

sayist diisiiktiir ve dogurganlik azalmistir.

Fitoostrojen acisindan zengin gidalarin veya diyet takviyelerinin
meme ve prostat kanserine karsi kemopreventif ajanlar olarak artan
kullanimi, erkeklerin tireme sagligr iizerindeki fitodstrojen maruziyeti

risklerini degerlendirmeyi gerekli ve acil hale getirmistir (17).

Fitodstrojen agisindan zengin diyetlerin, simdiye kadar hem
yetiskin erkek hem de kadin organizmalarinda zayif dstrojenik etkiler
gosterdigi anlagilmaktadir. Fitodstrojen agisindan zengin diyetlerin veya
fitoGstrojenlerin insan organizmasinda anti-Ostrojenik bir kapasiteye
sahip olduguna dair dogrudan bir kanit bulunmamaktadir.
Fitodstrojenlerin, Ostrojen reseptorii sinyal iletim yolunda birgok adimda
etkili olabilecegi ve bu etkilerin kiimilatif birikiminin biyolojik
etkilerini agiklayabilecegi olasihign vardir. Ornegin, flavonoidler
tarafindan aromataz ve 17-hidroksisteroid oksidorediiktaz (tip 1)
inhibisyonu, diistik yagh, ytiksek lifli bir diyet tiiketen vejetaryenlerde
bulunan daha diisiik plazma 6strojen konsantrasyonlarina neden olabilir
(18). Ayrica, bazi flavonoidler Ostrojen reseptér fonksiyonlarini
diizenleyerek anti-strojen olarak da islev gorebilir (19).
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Endokrin bozucu (ED'ler) maddelere maruz kalmanin insan sagligi
tizerindeki etkileri olduk¢a fazladir. ED'lerin {ireme sistemi lizerinde
yapt ve/veya islev degisikliklerine yol acarak disi ve erkek tlireme
organlarinin yapisini veya islevini bozabilecegi goriilmiistiir. Ozellikle,
ED'lere maruz kalma; adet dongiisiinde diizensizlikler, azalmis
dogurganlik, polikistik over sendromu, endometriozis, erken veya gec
ergenlik, meme kanseri, spermatozoa lizerinde degisiklikler (azalmis
say1, azalmis hareketlilik ve anormal morfoloji), inmemis testis,
hipospadias, prostat kanseri ve testis kanseri gibi etkilerle
iliskilendirilmistir (20). Ayrica, baz1 ED'lerin tiroid islevini bozabilecegi
ve potansiyel olarak tiroid kanseri ve biligsel veya davranigsal
bozukluklara yol agabilecegi 6ne siirtilmiistiir, digerleri ise obezite ve tip
II diyabet baslangicini tetikleyebilecegini gostermektedir (21).

ED'lerin yol a¢tig1 alarm verici etkiler diinya genelinde bir¢ok
diizenlemenin gelistirilmesine ve benimsenmesine yol acmistir ve bu
diizenlemeler siirekli olarak iyilestirilmektedir. Ancak, bu kirleticilere
maruz kalma seviyelerini azaltmak zordur ¢iinkii bu kirleticiler cevreye
yayilmig durumdadir ve insanlar, ED'lere yutma, soluma, deri temasi ve
plasenta veya anne siitli yoluyla transfer gibi birden fazla maruz kalma
yoluyla maruz kalabilirler. Bu yollar arasinda, bu maddelere maruz
kalmanin ana yolu olarak kirlenmis su ve gida tiiketimi kabul
edilmektedir. Ancak, yakin zamanda soluma, 6zellikle ugucu ve yari

ucucu ED'ler i¢in 6nemli bir ek maruz kalma yolu olarak kabul edilmistir
(22).

Kimyasal analiz yontemleri kullanilarak bireysel ED'ler ve benzer
kimyasal yapiya sahip ED alt gruplar1 atmosferde bulunmus ve
miktarlar1 belirlenmistir (22). Ancak, analitik veriler kullanilarak,
kompleks karigimin hangi hormonlarla etkilesime girebilecegini tahmin
etmek basit olmayabilir (6rnegin, Ostrojenler, androjenler, tiroid
hormonlar1).  Ayrica, havadaki tiim  bireysel kirleticilerin
konsantrasyonlarini bilmek, kompleks ED karisiminin kiimiilatif etkisini
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tahmin etmek i¢in yeterli olmayabilir ¢linkii tiim bireysel bilesiklerin
aktivitesi her zaman bilinmez ve bilesikler arasinda ongodriilemeyen

sinerjik veya antagonistik etkiler ortaya ¢ikabilir (23).

Incelemenin iki yazari tarafindan bagimsiz olarak gerceklestirilen
bir tarama siireci sonucunda, agik hava ortaminda toplanan hava kaynakli
partikiil madde (PM) 6rneklerini in vitro analizlerle inceleyerek (anti)
Ostrojenik veya (anti) androjenik aktiviteleri degerlendiren makaleler
secilmistir. Bu makalelerde, PM'nin endokrin aktivitesini analiz etmek
i¢cin kullanilan yontemler arasinda Soxhlet ve otomatik ekstraktorlerle
gergeklestirilen ekstraksiyon islemleri, sonikasyon ve g¢alkalama gibi
teknikler yer almistir. PM {izerine adsorbe olan kimyasallarin
ekstraksiyonu i¢in en yaygin kullanilan ¢oziiciiler diklorometan ve
(siklo)heksan- aseton karigimlari olmasina ragmen, bazi makalelerde
metanol, simiile akciger sivilar1 ve ultra saf su gibi alternatif ¢oziiciiler
de tercih edilmistir. Bu makalelerden besinde, biyolojik analizlerden
once PM ornekleri farkli ekstraksiyon ¢oziictiileri kullanilarak ekstrakte
edilmistir ve bu durum, kullanilan ¢6ziicii tiirlinlin  veya
fraksiyonlamanin analiz sonuglarini etkileyebilecegini gostermistir. Bu
incelemenin bulgulari, PM'nin &strojenik, antioestrojenik, androjenik ve
antiandrojenik etkiler gosterebilecegini ve bu nedenle PM'nin endokrin
bozucu bir potansiyele sahip olabilecegini ortaya koymaktadir. Bu
potansiyel, ED'lere (endokrin bozucular) maruziyetin bir baska
kaynagim temsil edebilecegi icin dikkate almmalidir. Ozellikle
inhalasyon yoluyla maruziyet, genellikle yutma ve deri temas1 yoluyla
gergeklestigi diigiiniilen ED maruziyet diizeylerini artirabilir. Her ne
kadar inhalasyonun toplam ED yiikiine ne kadar katkida
bulunabilecegini tahmin etmek =zor olsa da, PM'nin endokrin
aktivitesinin insan saglig1 tizerindeki riski artirabilecegi goriilmektedir.
Ayrica, bu inceleme, PM'nin endokrin aktivitesinin bir¢cok farkli hava
kirletici grubundan kaynaklanabilecegini vurgulamaktadir. Bu

kirleticilerin bazilar1 geleneksel analitik yontemlerle izlenmekte olsa da,
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incelenen makalelerin sonuglari, bireysel kirleticilerin
konsantrasyonlarindan hareketle genel endokrin aktiviteyi tahmin
etmenin zorlugunu ortaya koymustur. Bu nedenle, genel endokrin
bozucu  potansiyelin, etkiler  temelli  araglar  kullanilarak
degerlendirilmesi, hava kaynakli ED'lerin saglik riski olusturma
potansiyelini daha dogru bir sekilde belirlemek i¢in degerli bir yaklagim
olarak goriinmektedir (20).

Endokrin Bozucularimn Farkh Kanser Tiirleri Uzerinde
Etkileri

Karsinogenezis, genetik, enfeksiyoz (bakteriler, viriisler) ve
cevresel kimyasallar gibi ¢esitli mekanizmalar ve faktorlere bagl olarak
gelisen uzun siireli bir siirectir. Glinlimiizde, bazi1 kimyasal ajanlar
giinliik hayatimizda temel bir rol oynar ve giinliik aktivitelerimizi
kolaylastirir. Ancak, bu maddelere uzun siireli maruziyetin insan
saghigina zararl olabilecegi iyi bilinmektedir. Uluslararas1 ajanslar bu
konunun farkindadir ve bu nedenle, Uluslararas1 Kanser Arastirma
Ajanst (IARC) uzman bir grup ile birlikte kanserojenleri analiz etmek
icin yeni bir yaklagim tanmitmistir. Bu ajans, bu ajanlarin mekanistik
bilgileri ile ilgili 10 ortak 6zellige dayanan bir siniflandirma {izerinde
anlagmistir (24). Boylece, degerlendirme zorlugu ile basa ¢ikmak igin
daha giivenilir bir yol saglanmistir. Yapilan tartismalar sonucunda, bu
Ozelliklerden birden fazlasin1 sergileyen bir kimyasal bilesigin
insanlarda kanserojen olarak kabul edilmesi gerektigi ve dolayisiyla
IARC'ye gore grup 1'e ait oldugu sonucuna varilmistir. Her ne kadar
bircok g¢evresel bilesik IARC smiflandirmasina gore degerlendirilmis
olsa da, hald smiflandirilmamig birgok bilesik bulunmaktadir. Bu
bilesiklerin insanlarda kanserojen olup olmadiginin bilinmesi, politika
yapicilar, hiikkiimetler, bilim insanlar1 ve sanayi i¢in daha az zararli yeni
bilesikler aramak ve uygulamak adina genis bir olanak saglayacaktir.
Degerlendirilecek cevresel bilesikler arasinda, meme kanseri ile ilgili
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olarak Onemi nedeniyle endokrin bozucu kimyasallar {iizerine
odaklanilmistir (25).

Genel bir ifadeyle, endokrin bozucular, endokrin sistemin normal
isleyisine miidahale edebilen, genellikle endiistriyel {iretimden tiiretilen
kimyasal bilesiklerdir (26). Bu kimyasallarin ¢ogu tarim, sanayi ve
bir¢ok tiiketici Uiriinlinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Temel olarak,
etkileri endokrin reseptorleri ile etkilesimlerinden, Ornegin Ostrojen
reseptorleri (ER'ler) ile, ya da sinyal yollarim1 degistirmelerinden
kaynaklanmaktadir; bu nedenle, belirli bir organin normal gelisimi ve

islevine miidahale ederek normal hiicre biiyiimesini etkileyebilirler (27).

Ostrojenin, ergenlikte gerekli olan ve cinsel farklilasma i¢in hayati
onem tagiyan temel hormonlardan biri oldugu bilinmektedir. Ayrica,
cogu cevresel kimyasalin Ostrojen bozucu veya ksenodstrojen olarak
adlandirilan ¢evresel kirleticiler ve ayni zamanda hormonal modiilatorler
oldugu ve hipotalamus-hipofiz-gonadal ekseni potansiyel olarak tireme
bozukluklar1 veya kansere neden olacak sekilde bozabilecegi dikkate
alindiginda, endokrin bozucularin degerlendirilmesi ve biyolojik
etkilerinin anlasilmasi énemlidir. Kseno0strojenlerin, Amerika Birlesik
Devletleri'nde ve bir¢ok diger {ilkede artan meme kanseri insidansinda
onemli bir rol oynadig1 goriilmektedir (28). Bir¢ok ¢alisma, organoklorin
ksenodstrojenlerin meme kanseri iizerindeki roliinii gdstermistir. Bu
nedenle, kadinlarin 6strojenlere maruz kalmalarinin kiimiilatif toplama,
bu kanser tiirii i¢in artan bir riskle sonu¢lanmaktadir; bu risk faktorleri
arasinda menars yasi, ilk dogum yasi, dogal menopoz yasi, dogurganlik
ve obezite yer almaktadir. Yasam tarzi ve diyet gibi diger faktorler de bu
hastaligin artan insidansinda rol oynamaktadir, 6zellikle diisiik insidansa
sahip olan Asyali kadinlarin Amerika Birlesik Devletlerine gog
ettiklerinde bu hastaliga yakalanma oranlarinda artis goriilmektedir (29).

Cogu bilinen EDC, 0&strojenik ve/veya antiandrojenik etkilere
sahiptir ve sadece birkagmin androjenik veya antioestrojenik etkileri
vardir. Dolayisiyla, bu maddelerin ergenligin normal baslangicini veya
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hormon bagimli bliylimenin bagka bir evresini etkiledigi anlagilmaktadir.
Bu nedenle, cevresel endokrin bozucular maruz kalma ile sistemin
bozulmasi, normal gelisimi derinden etkileyebilir. Hormon benzeri
etkiler, insan sagliginin bir¢ok yoniinii, erkek ve disi ireme organlarinin
bozulmasi, bagisiklik ve sinir sisteminin bozulmasi, metabolizma ve
obezitenin ortaya ¢ikmasi gibi durumlart ve dolayisiyla kanser riskini
etkileyebilir. EDC'lerin meme, prostat, yumurtalik veya testis gibi belirli
hormon bagimh kanserler tizerindeki dogrudan etkileri konusunda bazi
sipheler bulunsa da endokrin fonksiyonun normal isleyiginin
bozulmasimin sadece kanserin baslamasinda degil, aym1 zamanda
ilerlemesinde de uzun vadeli etkiler dogurabilecegi acgiktir. Kozmetik
tiriinler, yiyecekler ve ilaglar gibi ¢esitli kaynaklardan Ostrojenik
bilesiklere maruziyet sonucu ortaya cikan erken ergenlik vakalar
hakkinda birgok vaka raporu bulunmaktadir (30).

Cevremizde bol miktarda bulunan Ostrojen benzeri EDC'ler
arasinda DDT, dioksin, PCB'ler ve BPA bulunmaktadir. Bunlar, ¢esitli
plastik {iriinlerde, alev geciktiricilerde, pestisitlerde ve giinliik olarak
kullanilan bir¢ok {irlinde bulunan dis kaynakli, insan yapimi
kimyasallardir. Genel olarak, EDC'lerin ana etkileri, hizli fizyolojik
degisimlerin yasandig1 bir donem olan ergenlik donemindedir; biiylime
atagi, gonadlarin ve beynin olgunlagmasi gibi durumlarn etkileyerek
endokrin sistemin normal isleyisini bozabilir ve dogal Gstrojenlerin
sentezi, metabolizmas1 ve hiicresel tepkileri iizerinde c¢esitli saglik
sorunlarma yol acabilirler. Ozellikle, EDC'lerin yaygin varlig,
ergenligin daha erken baslamasi egilimine katkida bulundugu
diistiniilmektedir. Ayrica, hiicresel bliylimenin hizli oldugu diger bir evre
olan fetiis gelisimi de biiyiik Ol¢cilide etkilenmektedir. Cevresel kirleticiler
veya kanser indiikleyiciler ile ilgili olarak ergenligin fizyolojik
baslangicini veya anne karnindaki meme bezi gelisimini diizenleyen
faktorler karmasik ve tam olarak anlasilamamistir, bu da gevresel
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kirleticilerin ve kanser indiikleyicilerin olasi roliinii arastirmay1
zorlastirmaktadir (31).

Prostat, erkek iireme sisteminin ana yardimci bezi olup, erkek
tiremesinde dnemli bir rol oynamaktadir. Bezin epitel dokusu tarafindan
salgilanan prostat sivisi, sadece prostatin islevselligine degil, aym
zamanda sperm hareketliligi ve kapasitasyon gibi bosalma ile iliskili
adimlara ve dolayistyla erkek dogurganligina katkida bulunan temel
molekiilleri igerir (32).

Prostat Kanseri (PCa), klinik olarak heterojen bir hastaliktir ve
agresif olabilecegi gibi metastaza ilerleyebilir veya asemptomatik olup
yavas seyredebilir. PCa, erkeklerde yaygin bir malignite olup, diinya
genelinde besinci en yiiksek 6liim nedenidir (33). Buna ragmen, bu
hastaligin yiiksek goriilme sikliginin altindaki mekanizma hala tam
olarak anlasilamamistir. Bu kanserin tedavisi agirlikli olarak cerrahi ve
radyoterapiye dayanmaktadir; ancak bu tedavilere uygun olmayan
hastalar, androjen ablasyon tedavisi ile tedavi edilirler (34). Ayrica,
androjenlerin yani sira Ostrojenik hormonlar da PCa gelisiminde rol
oynar. Nitekim, anti-6strojenlerin kullaniminin PCa yOnetiminde
terapdtik bir rol oynadigi kabul edilmistir (35).

PCa i¢in belirlenmis risk faktorleri, oncelikle yas ve irktir.
Ornegin, Afrikali Amerikalilar, Avrupal: bireylerden iki kat daha fazla
PCa gelistirme veya PCa'dan 6lme olasiligina sahiptir (36). Diger
faktorler, genetik, diyet ve gevresel faktorler de PCa riskini etkileyebilir.
Bu faktorler arasinda, endokrin bozucular (ED'ler) da yer alir. ED'ler
diisiik dozda etki gosterebilir ve bir¢ok giinliik {iriinde bulunabilir. Bu
kirleticilere maruz kalma, biiyiik 6l¢iide kirlenmis su ve yiyeceklerin
alimmas1 yoluyla gergeklesir, ancak kirli havanin solunmasi veya
dogrudan deri temas1 gibi diger kaynaklar yoluyla da alinabilir (37).
Cogu ED, hormon benzeri kimyasallar olarak davranir, ¢ogunlukla
Ostrojen benzeri veya antiandrojenler olarak, c¢iinkii dogal endojen

hormonlara benzer bir kimyasal yapiya sahiptirler. Bu nedenle, ED'ler
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cesitli hormonal yollar1 taklit edebilir veya engelleyebilir. ED'ler cinsel
reseptorlerle hem ER hem de AR ile ve diger niikleer olmayan
reseptorlerle etkilesime girer (38).

Insan prostat epitel hiicrelerinde in vitro ¢alismalar, hayvan
modellerinde in vivo ¢aligmalar ve epidemiyolojik ¢aligmalar, ED'ler ile
PCa riski arasinda olas1 bir iligkiyi isaret etmektedir. Ancak, belirli bir
kimyasal ile insan PCa riski arasinda dogrudan bir baglanti heniiz
kurulmamugtir. insanlarda PCa riski ile ED maruziyetleri arasindaki
dogrudan iligki, bu toksik bilesiklerin kendine o6zgii Ozellikleri ve

zamanla etki gosterme sekilleri nedeniyle zordur (39).

Diinya genelinde tiroid kanseri insidansi son yillarda istikrarlt bir
sekilde artmaktadir. Bu artisin bir kismi, daha gelismis ve sik kullanilan
goriintiileme teknolojisi sayesinde daha kiiclik tiimorlerin erken veya
tesadiifi olarak tespit edilmesiyle aciklanabilse de arastirmalar bu olguda
cevresel  kirleticilere  maruz  kalmanin  potansiyel  katkisini
vurgulamaktadir (40). Bir¢ok c¢alisma, belirli endokrin bozucu
kimyasallara (EDC'ler) maruz kalmanin tiroid fonksiyonunu
degistirdigini ve gelisimsel anormallikler, tiroid bozukluklar1 ve ¢esitli
kanser tiirleri de dahil olmak iizere birgok olumsuz saglik sonucu ile
iligkili oldugunu oOne siirmiistiir. Bilinen ve siiphelenilen EDC'ler
arasinda pestisitler, alev geciktiriciler, poliklorlu bifeniller (PCB'ler),
ftalatlar, perfloroalkil maddeler (PFAS) ve Bisfenol A (BPA)
bulunmaktadir (41).

Tiroid kanseri insidansi son yillarda istikrarlt bir sekilde artmigtir
ve bu donemde insanlara, muhtemel kanserojen etkileri olan ¢cok sayida
stipheli endokrin bozucu kimyasala maruz kalinmaktadir. EDC'lerin,
hiicresel ve molekiiler seviyelerde endokrin sinyallesmeyi bozdugu
bilindiginden, meme, prostat, testis ve tiroid gibi hormon duyarl
organlarin kanserlerine yol agma potansiyeli vardir. Belirli sentetik
Ostrojen benzeri EDC'ler (6rnegin, DDT, BPA) meme kanseri i¢in
potansiyel risk faktorleri olarak tanimlanmistir; klorlu pestisitler ve
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BPA, prostat kanseri riskinde artis ile potansiyel olarak iligkilidir ve
PFOA'min testis kanseri riskinde artis ile iliskili olabileceginden
stiphelenilmektedir. Mevcut derleme, farkli EDC'lerin ve tiroid bezi
tizerindeki potansiyel kanserojen etkilerinin degerlendirilmesi i¢in daha
fazla arastirmaya acilen ihtiya¢ duyuldugunu goéstermektedir, cilinkii
mevcut bilgilere gore bilinen EDC'lerin neredeyse tamami hakkinda
yeterli bilgi bulunmamaktadir. Cogu EDC, aralikli olarak incelenmis ve
elde edilen sonuglar tutarsizdir. Genel olarak mevcut literatiir, alev
geciktiriciler, PCB'ler, ftalatlarin baz1 kongenerlerine ve belirli
pestisitlere maruz kalmanin, tiroid kanseri riskinde potansiyel bir artis ile
iliskili olabilecegini one siirmektedir. EDC maruziyetinin diinya
genelindeki tiroid kanseri yiikiindeki roliinii arastirmanin acilen
gerektigini  gostermektedir. Uzunlamasina, popiilasyona dayali
maruziyet ¢aligmalari ile savunmasiz popiilasyonlarin ¢calismalari, belirli
kimyasallarin potansiyel tehlikeleri hakkinda bilgi diizeyini artirmak,
diizenleyici eylemleri ve politikalar1 sekillendirmek ve nihayetinde halk
sagligini iyilestirmek igin kritik neme sahiptir (42).

Hamile kadinlar ve bebekler/cocuklar gibi belirli popiilasyonlarin
EDC'lere daha duyarli oldugu bildirilmistir, ¢iinkii bu bireylerde organlar
heniiz olusum asamasinda olup belirli endokrin geri bildirim
mekanizmalar1 heniiz olgunlasmamistir. Hamilelik sirasinda EDC'lere
maruz kalmanin, yasamin ilerleyen donemlerinde obezite ve metabolik
hastaliklar gibi bir¢ok hastalikla ve bazi iireme kanserleriyle
iliskilendirildigi belirtilmistir (43).
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GIRIS

“Apoptoz” veya “diisen yaprak” kelimesi, ¢esitli bilim dallarinda
calisan uzmanlar tarafindan uzun zamanlardir en ¢ok arastirma yapilan
bilimsel bir terim olmustur. Apoptoz teriminin ilk kullanimi eski
Yunanistan’a uzansa da Hipokrat (~ MO 460-370)’1n Mochlicon adh
kitabinda doku ayrigmasini tanimlamasiyla apoptozun ilk kullanimi
gergeklesmistir. Ancak bilimsel literatiirde tanitilmasi ise 1972 yilim
bulmustur (1). Apoptoz, belirli durumlar altinda bir dizi sinyal
kaskadiyla diizenli bir sekilde diizenlenen bir programli hiicre Sliimii
seklidir  (2,3). Apoptozun indiiksiyonu ve ylriitiilmesi, sinyal
molekiilleri, reseptorler, enzimler ve gen diizenleyici proteinler dahil
olmak tizere bir dizi molekiiliin diizenli ¢alismasini gerektirir (3).
Hiicrelerin kontrollerinin saglanmasinda hiicre sinyallerinin ve spesifik
gen ifadesinin karmasik yapilarinin anlasilmasi 6nemlidir. Apoptozun bir
tetikleyicisi olan bir apogene maruz kalma, homeostatik siiregler
sirasinda ve ayrica akut veya kronik toksisiteler sirasinda apoptotik hiicre
kaybini1 6nemli 6l¢iide artirabilir (2). Apoptotik hiicre 6liimii, hiicrenin
biiziilmesi, sitoplazmanin kasilmasi, kromatinin yogunlagsmasi ve
fagositik hiicreler tarafindan yutulma gibi bir dizi morfolojik degisiklikle
karakterize edilir. Molekiiler diizeyde, apoptotik hiicre O6liimii
'kaspazlarin' (sisteinil, aspartat-spesifik proteazlar) aktivasyonu ile
karakterize edilir (4). Tamamen aktif hale geldiklerinde, bu hiicre 6liimii
proteazlar1 geri dondiiriilemez bir sekilde hiicrenin 6liimiine yol acan
stiregleri baglatir. Nematodlarda, sineklerde ve memelilerde, kaspazlarin
olgunlagmasi ve aktivasyonu, kendi kendini aktive etmesine izin veren
pro-kaspazlar icin bir iskele olan 'apoptozom' tarafindan kolaylastirilir.
Apoptozomlar,  Caenorhabditis  elegans  durumunda  CED-
4, Drosophila melanogaster durumunda Dark ve memelilerde APAF1
olan tek bir APAF1 (APAFI1, apoptozu tesvik eden faktér 1) benzeri
adaptor proteinden olusur (5,6,7,8). APAF1’in birlegsmesi, mitokondrinin
zarlar aras1 boslugundan sitokrom c salinmasina baglidir. Apoptotik
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sinyallere yanit olarak BAD veya BID gibi sadece pro-apoptotik BH3
proteinleri aktive edilir ve anti-apoptotik BCL-2 benzeri proteinleri
bloke ederek ve muhtemelen BAX benzeri proteinleri dogrudan aktive
ederek sitokrom c¢ salinmasi, apoptozom birlesmesi ve kaspaz

aktivasyonu saglanir (9).

Apoptozu tetikleyebilecek ¢ok ¢esitli fizyolojik ve patolojik
uyaranlar ve durumlar olmasina ragmen, tiim hiicreler ayn1 uyarana ayni
yamiti  vermezler. Ornegin, kortikosteroidler gibi bazi hormonlar
timositler gibi bazi hiicrelerde apoptotik 6liime yol agarken diger
hiicreler bu durumdan etkilenmeyebilir hatta uyarilabilir veya kanser
kemoterapisinde kullanilan 1sinlama veya ilaglar bazi hiicrelerde DNA
hasarina neden olarak p53’e¢ bagl yol aracilifiyla apoptotik hiicre
6liimiine yol agabilir. Kaspazlar, apoptoz inhibitdrii proteinler, B hiicreli
lenfoma (BCL)-2 gen ailesi, tiimor nekroz faktorii (TNF) reseptor gen
stiper ailesi veya p53 geni gibi farkli gen aileleri apoptoz siirecinde rol
oynar ve/veya is birligi yapar (10,11).

1.Apoptozun Morfolojik ve Biyokimyasal Siirecleri

Onarilamaz DNA hasarinin da dahil oldugu bir¢ok uyarana karsi
normal fizyolojik yanit apoptoz ile gerceklesir (65). Apoptoz siirecinde
birgok biyokimyasal olay ve bir dizi morfolojik degisiklik meydana gelir
(11). Apoptoz, normalde gelisim ve yaslanma sirasinda ve dokulardaki
hiicre popiilasyonlarin1 korumak i¢in olmasi gereken homeostatik bir
mekanizmadir. Ancak bagisiklik reaksiyonlart veya hiicreler hastalik
veya zararli ajanlar tarafindan hasar gordiiglinde bir savunma
mekanizmasi olarak gorev yapar (4). Ornegin; apoptoz, onarilamaz DNA
lezyonlar1 olusturan sitotoksik ilag tedavileri veya radyoterapi
programlart da dahil olmak {izere bircok uyarana, enfeksiyona veya
hasara kars1 normal fizyolojik hiicre 6liimii tepkisidir (12).

Apoptoz sirasinda olusan hiicre biiziilmesi, kromatin yogunlagmasi
veya niikleer farkliliklar gibi c¢esitli morfolojik degisiklikler 151k ve
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elektron mikroskopisi ile tanimlanmistir (4,11). Apoptozun yapisal
degisikliginde ilk olarak niikleer sitoplazmik yogunlasmay1 ve hiicrenin
bir dizi zarla ¢evrili, yapisal olarak iyi korunmus parcalara ayrilmasi ile
gerceklesir. Sonradan iyi korunmus parcalara ayrilmasina apoptotik
cisimler ad1 verilir. Apoptotik cisimleri epitel kapl ylizeylerden dokiilen
diger hiicrelerin almasiyla fagozomlar icinde in vitro otolize benzeyen
bir dizi hiicre degisikligine ugrarlar ve sindirilen hiicrelerden tiiretilen
lizozomal enzimler tarafindan hizla pargalanirlar (13,14,11). Apoptotik
cisimler, niikleer parcali veya parcasiz sikica paketlenmis organellere
sahip sitoplazmadan olugur. Organel biitiinliigli korunmaya devam eder
ve bu gerceklesen olaylarin hepsi saglam bir plazma zar1 i¢inde olur. Bu
govdeler daha sonra makrofajlar, parankimal hiicreler veya neoplastik
hiicreler tarafindan fagosite edilerek fagolizozomlar iginde parcalanir
(4). Cekirdekte gozlenen baslica degisikliklerden biri kromatinin geri
dondiiriilemez sekilde yogunlasmasidir ve bu durum hiicre o6limi
oldugunu gosterir. Sonrasinda apoptoz swrasindaki  cekirdekte
gergeklesen diger ve son olay ise niikleer parcalanmadir (11). Apoptotik
hiicrelerden  gelen niikleer atik parcalarina  “tinible  body”
denir. Apoptotik hiicreleri saran ve sindiren makrofajlara "tinible body
makrofajlar1" denir ve siklikla lenfoid folikiillerin reaktif germinal
merkezlerinde veya nadiren timik kortekste bulunurlar (4). Hiicrelerde
apoptoz baslar baslamaz, komsu hiicreler arasindaki baglantiy1
kaybederler; zar biiziiliir ve hiicre sitozolik bilesenlerini apoptotik
cisimlere paketler. Apoptotik cisimler, normalde hiicre zarinin i¢
tarafinda bulunan ve apoptoz sirasinda dis zara donen fosfatidilserini
tantyan fagositotik hiicreler tarafindan ortadan kaldirilir. Ayn1 zamanda,
sitoplazmik iskele proteinleri ve aktin, B-katenin, spektrin veya GAS2
gibi hiicre baglant1 proteinleri kesilerek deaktive edilir ve kaspazlarin
aktive olmasiyla hiicre biitlinliiglinii kaybeder (15).

Apoptotik hiicreler hiicresel bilesenlerini ¢evredeki interstisyel

dokuya salmazlar, ¢cevredeki hiicreler tarafindan hizla fagosite edilirler
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ve bdylece ikincil nekrozu oOnlerler ve hiicreler anti-inflamatuar
sitokinler iiretmezler gibi sebeplerden dolay1 apoptoz gergeklesmesiyle
ilgili hi¢bir inflamatuar reaksiyon olusmaz (4).

2.Apoptoz Mekanizmalari

Apoptoz mekanizmalar1 olduk¢a karmasik ve enerji bagiml
molekiiler olaylar dizisini icerir. Digsal (ekstrinsik, 6liim reseptorii yolu)
ve igsel (intrinsik, mitokondriyal yol) olmak {izere iki ana apoptotik yol
vardir (4). Hem dis hem de i¢ uyaranlar, digsal ve i¢sel apoptoz yollarina
bagli olarak apoptozu baslatabilir. Ayn1 zamanda bir serin proteaz olan
granzim, hedef hiicrelerde apoptozla iligkili DNA bozunmasinin
anahtaridir. Apoptozun dissal ve igsel yollarindan farkli olarak,
perforin/granzim aracili apoptoz (Sekil 1) yalnizca T hiicreleri
araciligiyla gerceklesen sitotoksik hiicre dliimlerinde kullanilir (16).

PERFORIN/GRANZIM iCSEL YOL

YO LU Radyasyon, toksinler, hipoksi vb.

DISSAL YOL

Sitotoksik T hiicreleri
Mitokondriyal degisiklikler «—6liim ligandi
perforin

l 6liim reseptorii
Apoptozom olusumu

/ \4 l Adaptérler
Granzim A Granzim B [
l l Kaspaz-9 aktivasyonu
- Disk olusumu
SET kompleksi  a¢paz-10 aktivasyonu l l
DNA bﬁlii;nmesi l—» Kaspaz-3 aktivasy Kaspaz-8
aktivasyonu
Endoniikleaz aktivasy -2 Kr. I DNA'nIn &
Proteaz aktivasyonu = niikleer ve hiicre iskeleti proteinlerinin bozulmasi > Hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi
sitomorfolojik Degisiklikler
(kromatin ve sitopl ik yog niikleer par gibi.)

|

‘ Apoptotik cisimlerin olusumu ‘

Sekil 1. Apoptotik Mekanizma Yollarmin Sematik Gosterimi. Apoptozun igsel ve digsal
apoptoz yoluna ek olarak ayrica perforin/granzim yolu da vardir. Her ii¢ yolda kendi
baslatici kaspazini1 aktive ettikten sonra her ii¢ yol i¢in de ortak olan kaspaz-3
aktivasyonu gerceklesir. Perforin/Granzim yolundaki Granzim A ise kaspazdan
bagimsiz ¢alisir.
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Apoptozdaki molekiiler mekanizma kritik olarak, MOMP ile
baslatilan igsel bir yol araciligiyla veya FAS ve DR4/5 gibi 6lim
reseptorlerinin, 6liim indiikleyen ligandlari, 6rnegin sirastyla FASL ve
TRAIL tarafindan hiicre ylizeyinde tetiklenen kaspaz proteazlarin
aktivasyonunu gerektirir. Ozellikle, onarllamaz genomik mutasyonlara
ugrayan hiicrelerin mutasyonlarin yavrulara ge¢mesini onlemek igin
apoptozu aktive etmesi 6nemli bir tliimor baskilayic stratejidir (12).

Hiicre yikimimin gerceklestirilmesinden sorumlu kaspazlarin
aktivasyonuna yol agan sinyal yollar1 aracilifiyla 6liim sinyalleri iletilir
(16). Apoptoz sirastyla kaspaz -3, -6 ve -7’nin asag1 akis aktivasyonunu
yonlendiren kaspaz-9 veya kaspaz-8/-10’u aktive ederek igsel veya
digsal yollarla meydana gelir (17). Apoptoz, Sliim reseptorleri ile
ligandlar1 arasindaki etkilesim dissal yolu veya cesitli fiziksel veya
kimyasal streslerle uyarilan MOMP igsel yolu tetikleyebilir. Her iki
yolda da baslatic1 kaspazlar, cok proteinli bir sinyal kompleksine alinir
ve burada dimerizasyon yoluyla aktive edilirler. Apoptozdaki baslatici
kaspazlarin temel gorevi, infazcr kaspazlar1 kesmek ve aktive etmektir.
Ayrica, 0lim reseptorleri tarafindan aktive edilen baglatici kaspaz olan
kaspaz-8, yalnizca BH3 proteini BID'i keserek digsal yolu ve i¢sel yolu
birbirine baglar. Kaspaz-8 tarafindan boliinmesi, BAK ve BAX'1 aktive
ederek veya dogrudan kendi basina MOMP'yi indiikleyebilen 15 kDa'lik
bir C-terminal fragmani tBID'1 iiretir (18). BID'nin kesilmis tBID'ye
ayrilmasiyla tBID, sitokrom c'yi serbest birakmak i¢in mitokondriyal
BAK'ye baglanarak BAK’1n allosterik aktivasyonunu saglar. Sitokrom ¢
disar1 akis i¢in bir mitokondriyal gozenek igerisine intramembrandz
oligomerizasyonu indiikler ve 6liim reseptorlerinden hiicre oliimiine
giden yolu tetikler (19).

2.1.D1gsal Apoptoz Yolu (Ekstrinsik Apoptoz Yolu)

Dissal yol, apoptozun reseptor aracili baslatilmasini ifade eder
(16). Bu yolla apoptoz, dncelikle timor nekroz faktorii (TNF) gen siiper

ailesine ait zarla bagh oliim reseptorleri araciligiyla sinyal saglayarak
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tetiklenir (11). Apoptozun dissal yolu, CD95 ligandi (CD95L, FASL),
APO2 ligand1 (APO2L, TRAIL) veya tiimor nekroz faktorii-o (TNFa)
gibi 6lim ligandlari, 6liim indiikleyen sinyal kompleksinin (DISC)
olusumunu ve digsal apoptoz yolunun yiiriitiilmesini baglatmak i¢in
kendi kognat reseptorlerini harekete gegirir (15,11, 20). Digsal yoldaki
Olim reseptorleri, transmembran bolgeleriyle hiicre zarma baglanir.
Hiicre dis1 bir ligandla etkilesime girdiklerinde, zar reseptorleri 6lim
sinyallerini sitoplazmik 6liim alanlar1 araciligiyla hiicre i¢i bosluga iletir.
Apoptozda yer alan zar reseptorleri, aktivasyonu iki ana ligand olan TNF
ve FAS'a bagli olan tiimor nekroz faktorii (TNF) reseptor siiper ailesine
aittir. TNF reseptoriiyle iliskili 6liim alan1 (TRADD) ve Fas ile iligkili
6lim alant proteini (FADD) ve kaspazlarin etkisiyle programlanmis
hiicre 6liimiinii etkiler (Sekil 2). TNF ligandlari, membrandaki TNF
reseptorlerine baglanan homotrimerler olusturur. Baglanma iizerine,
adaptor proteinler, adaptdor proteinlerindeki Oliim alanlarinin
reseptorlerdeki karsiliklariyla etkilesime girdigi sitoplazmik taraftaki
TNF reseptorlerine (TRADD, FADD ve RIP) baglanir. FADD, bu
durumda 6liim efektdr alanlarinin homotipik etkilesimi (DED) yoluyla
alt akis etkilesimcisi olan prokaspaz-8 daha sonra hiicre OSliimiiniin
yluriitme fazin1 baglatan aktif kaspaz-8'i iiretmek i¢in boliiniir. Kaspaz-8§,
cesitli  hiicre i¢i proteinlerin  proteolitik  bozunmasinin  son
yuriitiilmesinden sorumlu aktif kaspaz-3 iiretmek ig¢in proteolitik
parcalanma yoluyla prokaspaz-3'ii parcalar (16). FAS aracili yol ¢ok
benzer bir sinyalleme siirecinden gecer. FASL, FAS reseptorlerine
baglanarak yolu tetikler (11, 16). Fas reseptorleri, FADD ve prokaspaz-
8 ile birlikte 6liim indiikleyici sinyalleme kompleksini (DISC) olusturur
(16). DISC alimi kaspaz-8'in aktivasyonuna ve ardindan efektor kaspaz
-3 ve -7'nin aktivasyonuna yol acar. Birka¢ ubikitin ligazi, apoptoz
protein inhibitdr (IAP) proteinleri de dahil olmak iizere hiicre Sliimiiniin
inhibisyonunda kritik bir sekilde yer alirken, FBW7 (F-box ve WD tekrar
iceren 7) ve MULE (MCLI ubikitin ligaz1 E3) gibi digerleri, E3 ligaz
aktiviteleri yoluyla apoptozu tesvik eder. Apoptotik yollar genellikle
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birbirine baghdir ve bu da sinyal amplifikasyonu i¢in Onemlidir.
Ornegin, aktive edilmis kaspaz-8, sitokrom cve SMAC salinimim
uyarmak i¢in mitokondriye tasinan aktif formu olan tBID’i olusturmak
icin BID'yi kesebilir (20). BID, BCL-2 ailesinin proapoptotik tiyesidir ve
apoptozun igsel ve dissal yollar1 arasinda ortak bir molekiildiir. Kaspaz-
8, sitoplazmik BID proteininin kesilmesine ve miristoilasyona neden
olur ve bu da mitokondri boyunca hareketine yol agar. Daha sonra,
apoptozom olusumu BAK ve BAX molekiilleri araciligiyla sitokrom c
salimimi ile indiiklenir (11,20). MOMP ve sitokrom c'nin salinmast,
apoptozomlarin olusumunu ve kaspaz-3 aktivasyonunu tetikleyerek
apoptotik hiicre 6limi gerceklesir (Sekil 2) (21).
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Hiicre Oliimi;

Sekil 2. Digsal Apoptoz Yolu Mekanizmasi

Apoptozun digsal aktivasyonu da iki farkli yolla engellenebilir.
Biri FLICE benzeri inhibitor proteinin (cFLIP) FADD ve prokaspaz-8'e
baglanmasi ve bunlarin aktivitesini bloke etmesi, digeri ise ilk olarak T
hiicrelerinde tanimlanan TOSO adli bir protein tarafindan kaspaz-8
biyogenezinin engellenmesidir (11,22).
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2.2.i¢sel Apoptoz Yolu (Intrinsik Apoptoz Yolu)

Dis uyaranlara ek olarak, apoptoz DNA hasari, kemoterapdtik
ajanlar, biiylime faktorleri, hipoksi veya oksidatif stres gibi i¢ uyaran
modlar tarafindan da diizenlenir veya aktive edilir (15,23,20). Apoptoz
yolu, reseptor aracili olmayan baglatma ve mitokondriyal diizenleme ile
karakterize edilir (16). Igsel yolda, uyarilar dogrudan hiicre iginde
biyokimyasal degisikliklere yol agan hiicre i¢i sinyaller iiretir (16). BAX
ve BCL-2 dahil olmak {izere BCL ailesinin iiyeleri, sirastyla pro- veya
antiapoptotik proteinler olarak bilinir, mitokondriyal zarda bulunur ve
i¢sel apoptotik yolda gorev alirlar (15). BCL-2 homoloji 3 (BH3)-sadece
B-hiicreli lenfoma 2 (BCL-2) ailesi proteinlerinin [BH3 ile etkilesen alan
6ltim agonisti (BID), BCL-2 hiicre 6liimii antagonisti (BAD), p53 yukar1
diizenlenmis apoptoz modiilatérii (PUMA), NOXA veya BCL-2 ile
etkilesen hiicre oliimii aracis1 (BIM)] aktivasyonuna ve anti-apoptotik
BCL-2 proteinlerinin [BCL-2, BCL-extra large (BCL-XL) ve miyeloid
16semi hiicre farklilasmasi 1 (MCL1)] nétralizasyonuna yol acar (20).
Mitokondriyal gecirgenlik gecis gozeneginin acilmasina yol acan ve
mitokondriyal membran potansiyelinin kaybina ve ardindan sitozole bir
dizi proapoptotik proteinin salinmasina neden olan hiicre i¢i bir sinyal
dretir (23,20). Sitokrom ¢, SMAD veya yiiksek sicaklik gereksinim
proteini A2 (HtrA2)/Omi, mitokondriden salinan ve kaspaz protein
kaskadinin aktivasyonuna neden olan bir grup pro-apoptotik molekiildiir

(11).

Bunlardan biri olan sitokrom c, apoptozom olarak bilinen APAF-
1'1 igeren biiylik bir kompleksin olusumunu katalize eder 11,23,20).
Heptamerik APAF-1 apoptozomu, birlikte bir holoenzim olusturarak
kaspaz-9 aktivasyonu i¢in Onemlidir (24). Ig¢sel apoptoz yolunun
diizenlenmesinde merkezi olan, apoptozom ile kaspaz-9 adi verilen bir
proteaz arasindaki etkilesimdir. Kaspaz-9, aktivasyonu kaspaz aracil
hiicre 6liimiinii baslattig1 i¢in baslatici kaspaz olarak adlandirilir (11,23).
Apoptozom, aktif kaspaz-9'u iliretmek i¢in prokaspaz-9'u keser ve bu da
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efektor kaspaz olan kaspaz-3’ii aktive eder (25,26,16). Kaspaz-3 aktive
olduktan sonra, son kaskad aktive olur ve niikleer membranin
kirilmasiyla birlikte ¢ekirdek parcalanir. Bu agama, kaspaz-3'iin kinazlar,
DNA kontrol proteinleri, sitoskeletal proteinler veya endoniikleaz
inhibitorleri gibi farkli proteinleri parcaladigi apoptozun dissal ve icsel
yollarinin ilk gelisen mekanizmasidir. DNA yogunlagmasi, plazma
zarinin kabarcik olusturmasi ve tiim morfolojik degisimler hem igsel
hem de dissal tetikleyiciler i¢in ortak bir mekanizma olarak kaspazlar
tarafindan diizenlenir (11). Kaspazlarin kiiclik mitokondri kokenli
aktivatorii olarak bilinen SMAC protein grubu, sitozole salindiktan sonra
IAP’ne baglanir (25,26,16). IAP; NAIP, BIRC2, BIRC3, XIAP, BIRCS,
BIRC6, BIRC7 ve BIRCS8 olan sekiz iiyeden olusur ve gesitli insan
malignitelerinde yiiksek oranda ifade edilir (13). SMAC'ler IAP'yi devre
dis1 birakarak apoptozun ilerlemesini saglar (16). DIABLO ve OMI gibi
diger IAP inhibitorleri de bulunur. Bu proteinler, apoptozun kaspaz
bagimli yolunda yer alir (16). Apoptozomun yoklugunda, kaspaz-9
sitozolde inaktif bir monomer olarak serbestce bulunur, ancak
apoptozoma baglanmasi kaspaz-9 aktivasyonuna yol acgar, bu da daha
sonra proteolitik boliinme yoluyla kaspaz-3 ve kaspaz-7'yi aktive eder ve
sonugcta hiicre 6liimiine yol agar (Sekil 3) (27,23).
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Sekil 3. igsel Apoptoz Yolu Mekanizmasi
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Apoptoz indiikleyici faktorler (AIF'ler) olarak bilinen ikinci bir
protein grubu, apoptozun kaspaz bagimsiz yolunda islev goriir. AIF'ler
mitokondrinin i¢ zarina baglanir. Kalsiyuam bagimli bir proteaz olan
kalpain tarafindan kesildikten sonra, AlF'ler DNA parcalanmasini ve
kromatin yogunlasmasini indiiklemek i¢in niikleer lokalizasyon sinyali

ile ¢gekirdege taginabilir (16).

Ayrica endoplazmik retikulum (ER)’da apoptozda rol oynar. ER
icindeki proteinlerin fazla birikmesi ve kalsiyum homeostazinin
bozulmasi ER stresini ve dolayisiyla apoptozu tetikleyebilir. Bir
caligmada, kaspaz-12 geninin yok edildigi fareler apoptoza direng
gostermistir ve bu da kaspaz-12'nin ER aracili apoptoz yollarindaki
rolliniin bir gostergesidir. ER membraninda bulunan kaspaz-12, ER
aracili apoptoz i¢in gereklidir. ER yaniti, kaspaz-12 ekspresyonunu
ortaya ¢ikarirken sitoplazmik kaspaz-7'yi ER membranina tasir ve
burada kaspaz-12 aktive olur ve apoptoz gerceklesir (16).

Tim i¢sel apoptoz olaylar1 6ncelikle BCL-2 ailesi proteinleri ve
BCL-2 ailesi proteinlerinin aktivasyonunda biiyiik dl¢iide rol oynayan
pS3 tiimor baskilayici proteini tarafindan kontrol edilir. BCL-2 protein
ailesinin liyeleri pro-apoptotik (BAX, BAK, BID, BIM, PUMA, NOXA,
BAD ve BLK) veya anti-apoptotik (BCL-2, BCL-XL, BCL-X ve BAG)
olarak hareket edebilir ve ayrica mitokondrinin zar biitiinliigiinii belirler

ve sitokrom c salinimu siirecinde rol oynar (10,11).

2.2.Perforin/Granzim Apoptoz Yolu

Perforin/granzim, iki bilesenden olusan bagka bir ek apoptotik
yoldur, yani Granzim A ve Granzim B (15). Bu salgisal apoptotik yol,
patojenle enfekte olmus hiicreleri ve tiimor hiicrelerini ¢ikarmada
etkilidir. Perforinler ve granzimler, sitotoksik lenfositlerin ve dogal
oldiirticii hiicrelerinin sitoplazmik salgisal graniillerinden salinan serin
proteazlardir (28,15). Hiicre oldiiriilmesi sirasinda, sitotoksik graniillerin

icerikleri hedef hiicrelerin zarlarina salinir. Salinan molekiiller arasinda
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gbzenek olusturan bir protein olan perforin ve granzimler (Granzim A ve
Granzim B) bulunur (15,29). Sitotoksik lenfositlerin reseptor aracili bir
hedef hiicreye baglandiktan sonra, perforinler salgilanir ve hedef
hiicrenin zarmma yerlestirilir, burada tamamlayicinin zar saldir
kompleksine benzer dairesel bir zar1 kaplayan gozenekte birlesirler.
Perforin gozenekleri, sitozolik kalsiyumda hizli bir artisa neden olur.
Ayni anda salgilanan serin proteaz Granzim B, reseptor aracili endositoz
yoluyla salgisal bir vezikiil icinde hedef hiicreye girer. i¢sellestirilmis
perforin proteini, Granzim B'yi vezikiiliinden serbest birakir. Granzim B
prokaspaz aktivasyonunu tetikler ve yeterli granzim B mevcutsa, her
birinin biiylik ve kiigiik alt birimleri arasindaki aspartattaki kaspazlar-3
ve -7'yi keserek kaspazlari aktive eder (27, 28). Ardindan DNA
parcalanmasi ve apoptoz gerceklesir (Sekil 4) (28).

SITOTOKSIK LENFOSIT

e

HEDEF HUCRE

Sekil 4. Perforin/Granzim Apoptoz Yolu Mekanizmasi

Bu yollar, timor hiicrelerine ve viriis bulagmis hiicrelere karsi
DNA hasar1 olusturarak kaspaz bagimsiz/bagimli bir sekilde islev goriir
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(15). Ikinci bir salgi-graniil proteaz Granzim A ise apoptotik siiregte
perforinle sinerjik olarak kaspaz bagimsiz yol araciligiyla etki eder (28).

Granzimlerce indiiklenen Oliim siireci substrat pargcalanmasina
dayali iki biiyiik proteolitik unsura sahiptir. Birincisi, esas olarak hedef
hiicrenin 6limi ile ilgili smnirli sayida intraseliller molekiiliin
parcalanmasina baglidir. Bu grup molekiiller hedef hiicrenin apoptotik
olarak oldiirilmesinin farkli seviyelerinde gorev alan ve granzim B
tarafindan parcalanan kaspaz, BID ve ICAD gibi molekiilleri igerir.
Ikincisi, hiicre siklusu, hiicre tamiri ve protein sentezinde gérevli genis
bir intraseliiler protein grubunun pargalanmasini ve inaktivasyonunu
saglar. Bu substratlar arasinda Granzim A ve Granzim B tarafindan
parcalananlar belirlenmistir. Granzimler hiicre Oliimii  siirecinde
intraseliiler patojenlerin yasamlar1 icin gerekli esansiyel proteinleri

tanima ve parcalama kabiliyetine sahiptirler (29).

Bu mekanizma sadece viral enfeksiyonlarla siirli degildir;
sitotoksik lenfositlerin diger hiicre ici enfeksiyonlara verdigi bagisiklik
tepkilerinin yani sira tiimor hiicrelerine ve yabanci doku greftlerine
verilen tepkileri de igerir. Bu Oldiirme mekanizmasi sitotoksik
lenfositlerin calistigi tek yol degildir ve Granzim B'nin apoptozu
tetiklemek icin islev gorebilecegi tek yol da degildir. Ancak, bu durum
apoptotik yolda kaspaz aktivasyonunun nasil meydana gelebilecegini

gosterir (27).

3.Apoptoz ile Tlgili Genler

Viicudun istenmeyen hiicreleri bagisiklik tepkisi veya inflamatuar
reaksiyona neden olmadan silmek i¢in kullandig1 fizyolojik bir hiicre
Olimii olan apoptotik hiicre Oliimii, gen yonlendirmeli bir hiicre
Oltimiidiir. Apoptotik siirecin basarili bir sekilde tamamlanmasi icin
apoptotik kaskadinin tesvik edilmesi veya zayiflatilmasiyla ilgili anahtar
gen lrlinlerinin diizenli ifade edilmesine baghdir. Bir calismada,

androjen tilirevi ratlarin ventral prostatinda apoptozla iligkili genlerin bir
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dizisinin asir1 eksprese edildigi gosterilmistir. Hiicre 6liimii veya hiicre
dongiistiniin ~ siirdiiriilmesinde 6nemli olan bazi genlerin asir
ekspresyonunun hiicre dliimiine yol agar. Interldkin 3 veya serum gibi
biiylime i¢in gerekli maddelerin olmamasi durumunda c-myc’nin asiri
ekspresyonu ilgili hiicreler i¢in Oldiiriicii hale gelmektedir. Timor
baskilayici gen p53°iin ekspresyonu, hiicrelerin apoptoza ugrama egilimi
ile iligkilidir. BCL-2’nin yiiksek ekspresyonu apoptozu inhibe eder ve
boylece BCL-2 oksidatif hasara karsi koruma saglar (2,30). Boylece
hiicredeki genlerin aktivasyonu veya ¢evreden gelen sinyallerle apoptoz
baslar. Organizmada apoptozu uyaran ve engelleyen c¢ok sayida gen
bulunmaktadir (Tablo 1) (31).

Tablo 1. Apoptoz ile ilgili Genler (31).

Apoptozu inhibe eden genler Apoptozu indiikleyen genler

BCL-2 grubundan; BHRL-1, BCL-2 grubundan; BAD, BAX,
BCL-XL, BCL-W, BFL-1, BAK, BCL-XS, BID, BIK, HRK-

BRAG-1, MCL-1, A1 1

c-AB1 geni c-MYC

RAS onkogeni pS3, p21

Coziinebilir FAS FAS (CD95/APO1)

p35 FADD/MORT, RIP, FAST

A20 Interlokin  déniistiiriicii  enzim

benzeri proteinler (ICE)
LOH (MTS1/CDK41)

Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi (KEGG)
(http://www.genome.jp/kegg/), genomlari biyolojik sistemlere baglamak
i¢in bir referans bilgi taban1 saglar ve genomik alanda (KEGG GENES)
ve kimyasal alanda (KEGG LIGAND) yap1 taslar1 olarak kategorize
edilir ve etkilesim aglart ve reaksiyon aglarinin (KEGG PATHWAY)
baglanti semalarini sunar. Bir referans yol veri tabani olan KEGG’e gore,
apoptozda koordineli olarak ¢alisgan 100’e yakin gen vardir. Bu
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bilesenlerden birinin ¢ikarilmasi digerini etkiler ve tiim yolu bozabilir
(32,33).

Apoptoz mekanizmasi ile iligkili genlerin KEGG veritabanina
gore Ozet grafigi Sekil 4’de sunulmustur.

‘ Substratlarin béliinmesi ‘
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Prokaspaz-9

Sekil 4. Apoptozla ilgili genler (diiz ¢izgili oklar aktivasyonu gosterirken kesikli ¢izgili
oklar inhibisyonu gosterir)

3.1. Kaspazlarin Rolii

Apoptotik hiicre oliimii, i¢gsel bir yol ve/veya digsal bir yol
araciligiyla gerceklesir ve apoptozun merkezi yiiritiiciileri olan
kaspazlar olan sisteinile bagimli aspartil-spesifik proteazlarin
aktivasyonuyla sonuglanir (34,20). Kaspazlar, olduk¢a korunan aspartat-
spesifik sistein proteaz ailesine aittir ve c¢ok hiicreli organizmalarda
bulunan interldkin-1beta-doniistiiriicii enzim (ICE) ailesinin iiyeleridir
(35,11). Apoptoz, baslatic1 ve efektor kaspazlardan olusan kaspazlarin
hiicre oldiiriicii proteazlarin aktivasyonu ile karakterize edilen ilk
apoptotik yol, C. elegansta kesfedildi (36,37). N-terminal prodomain
(>90 amino asit), baslatict kaspazlar1 ifade eder ve 20-30 kalintili
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prodomain dizisi olan ise efektoér kaspazi ifade eder (37). C.elegans
genomunda kaspaz benzeri proteinleri kodlayan dort gen (CED-3,
kaspaz-1, kaspaz-2 ve kaspaz-3) bulunmaktadir. Bu dort gen arasinda
CED-3 en iyi bilinen hiicre 6ldiiriicii kaspazdir (38). CED-3 geni (hiicre
6limi anormali, CED) bu grupta olan tek kaspazdir. CED-3 inaktif bir
zimojen olarak sentezlenir ve aktivasyonu i¢in CED-4 apoptozomu ile
bir holoenzim olusturur. Aktiflestirilmis CED-3, ¢ok ¢esitli substratlar
parcalar ve geri dondiirilemez hiicre oliimiine yol acar (11,39,40).
Onlarca yillik arastirmalara ragmen, CED-3’in CED-4 ile
aktiflesmesinin  altinda yatan mekanizma hala belirsizligini
korumaktadir (36,39).

Hiicre oliimiinii baslatmak i¢cin EGL-1 transkripsiyonel olarak
aktive edilir ve spesifik olarak CED-9’a baglanir (36). EGL-1, CED-3 ve
CED-4 genleri hiicre 6liimiinii tesvik ederken CED-9 geninin aktivitesi
ile hiicreler programlanmis hiicre 6liimiine ugramaktan korunur. CED-
9’daki mutasyonlar, normalde yasayan hiicrelerin ektopik 6liimlerinin
bir sonucu olarak embriyonik dliimciil etki yaratir. CED-9, memelilerde
apoptozu 6nlemede benzer bir rol oynayan insan proto-onkogen BCL-2
gen lriinline benzer protein kodlar. CED-9 ve BCL-2, cesitli
organizmalarda apoptozu diizenlemede 6nemli roller oynayan bir gen
ailesinin tyeleridir. BCL-2 protein ailesinin lyeleri, BCL-2 ailesinin
farkl: liyeleri arasindaki etkilesimleri aracilik etmek i¢in 6nemli olan bir
veya birkag karakteristik BCL-2 homoloji (BH) alani, BH1, BH2, BH3
ve BH4 icermektedir. EGL-1, BCL-2 gen ailesinin tiim proapoptotik
iyelerinde bulunan ve bu proteinlerin antiapoptotik BCL-2 iiyelerine
dogrudan baglanmasini saglayan BH3 motifli 91 amino asitlik kii¢iik bir
proteini kodlar (41). Ilk olarak 8 yil &nce nematod C. elegans'ta
kesfedilen apoptozda bir sistein proteaz olan CED-3’ten sonra yapilan
calismalar apoptoz mekanizmasinin evrimsel olarak korundugu,
substratlarindaki bir aspartik asit kalintisin1 kesen bir sistein proteaz

ailesi tarafindan gerceklestirildigini ve dolayisiyla kaspaz adini aldigini
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gostermistir. En az 14 farkli memeli kaspazi tanimlanmigtir (37). 1993
yilinda C. Elegans’ta programli hiicre 6limiiniin gen iirtinii CED-3"lin
insan  kaspaz-1 ile  protein  dizisi ve  islevselliginin
gosterilmesi, apoptozun molekiiler mekanizmalarinin anlagilmasina

yonelik arastirma faaliyetlerinde biiylik bir ivme kazandirmistir (42).

I1k memeli kaspazi olan kaspaz-1 veya interlokin 1B-ddniistiiriicii
enzim inflamatuar yanitin 6nemli bir diizenleyicisi olarak tanimlanmis
olsada, 14 kaspazdan en az 8'1 apoptoz sirasinda dnemli rol oynar (43).
Kaspaz gen ailesi, iki ana alt aileye, yani inflamatuar kaspazlar ve
apoptotik kaspazlar olarak gruplandirilir (35,44). Apoptotik kaspazlar;
baslatic1 kaspazlar ve infazci kaspazlar olmak {izere iki alt gruba daha
ayrilir (35). Kaspaz-2, -8, -9 ve -10'u igeren baslatici kaspazlar ve
kaspaz-3, -6 ve -7'yi iceren efektor kaspazlardir. Ayrica kaspaz-1, -4, -5,
-11, -12 ve -13 dahil sitokin aktivatorleri olarak siniflandirilir (28,11,45,
46,37).

[Ik tammlanan kaspaz olan kaspaz-1, interldkin-1b isleme
enzimidir (ICE) ve Ced-3 homologu olarak bilinir. Kaspaz-1, kaspaz
ailesinin sitokin aktivatér grubunda yer alir ¢ilinkii inflamasyon
sitokinleri, pro-IL-1b ve pro-IL-18, kaspaz-1 i¢in ana substratlardir (48).
Ikinci tanimlanan kaspaz olan ve CARD igeren kaspaz-2, DNA hasari,
metabolik anormallik ve ER stres kaynakli apoptozda énemli rol oynar
(49). Kaspaz-2 aktivasyonu, CARD ve 6liim alanina (DD) sahip RIP
iligkili ICH-1/ECD3 homolog proteini (RAIDD) ve 6liim alanina sahip
p53 kaynakli proteini (PIDD) iceren PIDDosome kompleksinin
olusumunu igerir (50). Kaspaz-3 hem dissal hem de igsel apoptotik
yollarla aktive edilir (51). Kaspaz-3’iin baskilanmasi apoptoz
inhibisyonuyla sonuglanirken, kaspaz-6 ve -7 baskilanmasi apoptotik
stireci 6nemli dl¢iide etkilemez (52). Kaspaz ailesinin iglevsel olarak iyi
bilinen bir iiyesi olan kaspaz-8, TNF ile uyarilan dissal apoptotik yol i¢in
onemli bir faktordiir (53). Prokaspaz-8, FADD tarafindan DISC'e alinir
ve dimerizasyon veya trimerizasyon, karsilikli kesme yoluyla prokaspaz-
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8 aktivasyonunu tetikler. Kaspaz-8 ise kaspaz-3, -7, BID ve ayrica NF-
kB'yi keser ve aktive eder (54,34). Baslatici kaspaz olan kaspaz-9,
mitokondriyal yolda apoptozom kompleksinin olusumu i¢in énemli bir
faktordiir. Sitokrom ¢ mitokondriden salindiginda, sitoplazmada
sitokrom c¢ i¢in reseptdr olan APAF-1'e baglanir (55). Sitokrom c ve
APAF-1 apoptozom olusturur ve ardindan prokaspaz-9 APAF-1'e
baglanir. Daha sonra prokaspaz-9 karsilikl1 boliinme yoluyla aktive edilir
ve bu sekilde apoptozom kompleksi de aktive olur. Daha sonra, kaspaz-
3 aktif apoptozom kompleksinde bulunan kaspaz-9 yoluyla kesilir ve
aktive edilir (56).

Bir baslatic1 kaspaz, islevi i¢in 6nemli olan genisletilmis bir N-
terminal prodomain (>90 amino asit) ile karakterize edilirken, bir efektor
kaspaz, prodomain dizisinde 20-30 kalintt igerir. Tiim kaspazlar
hiicrelerde katalitik olarak inaktif zimogenler olarak {iretilir ve apoptoz
sirasinda proteolitik aktivasyona ugramalidir. Bir efektor kaspazin
(kaspaz-3 veya -7 gibi) aktivasyonu, biiyiik ve kii¢iik alt birimleri ayiran
spesifik i¢ aspartik asit kalintilarinda boliinme yoluyla bir baslatici
kaspaz (kaspaz-9 gibi) tarafindan gergeklestirilir. Ancak, baglatic
kaspazlar kendi kendine aktive olur. Hiicrelerde bir baslatict kaspazin
aktivasyonu kacinilmaz olarak bir asag1 akis kaspaz aktivasyonu
basamagini tetiklediginden, siki bir sekilde diizenlenir ve genellikle
apoptotik kosullar altinda ¢ok bilesenli bir kompleksin birlestirilmesini
gerektirir. Ornegin, prokaspaz-9'un aktivasyonu APAF-1 ve sitokrom ¢
tarafindan kolaylagtirilir, dATP veya ATP varliginda apoptozom adi
verilen ~1,4 MDa'lik bir kompleks olustururlar (45,37).

Kaspazlar, hiicre  kaderinin  belirlenmesi,  bagisikligin
diizenlenmesi ve hiicresel ¢ogalma ve farklilagsma i¢in hiicre i¢i apoptotik
sinyallerin indiiksiyonu, transdiiksiyonu ve amplifikasyonunda merkezi
rol oynayan bir kaspaz-kaskad sistemi olusturur. Apoptotik kaspazlarin
substratlart hiicresel pargalanma ile iliskilendirilmistir, inflamatuar

kaspazlar ise inflamatuar sitokinlerin proteolitik aktivasyonuna aracilik
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eder (35). Bu kaspaz kaskad sinyal sisteminin aktivasyonu ve islevleri,
IAP, BCL-2 ailesi proteinleri ve kalpain gibi c¢esitli diizenleyici
molekiiller tarafindan diizenlenir (35,3).

Kaspaz aktivitesi sonucunda sitoskeletal proteinlerin kesilmesi,
niikleer membranin bozulmasi, hiicre-hiicre temasinin bozulmasi ve
DNA niikleazinin iligkili protein inhibitoériinden serbest kalarak DNA
pargalanmasi goriiliir. Kisitlanmig proteoliz hiicresel lizise degil, zarla
bagl apoptotik cisimlere neden olur. Bu geri dondiiriilemez proteolitik
olaylar, apoptotik hiicrelerin karakteristik morfolojik degisimlerinden ve
apoptozun DNA agaroz jelde merdiven deseni seklinde goriinmesini
saglar. Kaspazlar ayrica, sitokrom c ve bazi intramitokondriyal
prokaspazlarin daha fazla salinmasiyla mitokondriyal membranlar
tizerinde etki edebilir. IAP'ler, secici olarak efektor kaspazlari inhibe
ederek apoptotik siireci engeller; bircok malign hiicrede asir1 ifade
edilirler (28).

Tim kaspazlar hiicrelerde katalitik olarak inaktif zimogenler
olarak firetilir ve apoptoz sirasinda proteolitik aktivasyona ugramalidir
(24, 37). Bir baslatic1 kaspaz, spesifik bir multimerik adaptor protein
kompleksine bagli olan oto-katalitik aktivasyona ugrar (24). Prokaspaz-
9 haricinde diger kaspazlarin zimojenleri inaktiftir ve proteolitik
aktivasyon gereklidir (37). Zimogende dort aktif bolge halkasi vardir ve
inaktif olmasinin sebebi prokaspaz-7'nin son kristal yapist ile
belirlenmeye  calisilmugtir.  Inhibitér ~ bagh  kaspaz-7  ile
karsilastirildiginda, prokaspaz-7 zimogeninin ¢ekirdek yapisal
elemanlar1 neredeyse aynmidir ve tiim hizalanmis Ca atomlar: i¢in 0,8
A'den daha az kék ortalama kare sapmasi vardir. Bununla birlikte, dort
aktif bolge halkasindan iicli biiylik Olclide farkli konformasyonlar
benimser. Aktif kaspaz-7'deki katalitik olugun tabanini olusturan L3,
tabanin istiinde ¢oziiliir ve gevser. Aktif kaspaz-7'deki katalitik olugun
bir tarafin1 olugturan L4 halkasi, L3'ten daha uzakta yer alir ve aktif bolge
cebini diizlestirir. En 6nemlisi, L2 halkas1 90° dondiiriiliir ve bu kalintiy1
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¢oziicliye erisilemez hale getirir. Dort halka arasinda yalnizca L1 aktif
bolge konformasyonunu korur. Prokaspaz-7 zimogenindeki bu yeniden
diizenlemeler, substrat baglayici bir olugun olusumuna izin vermez.
Ozellikle, inhibitér bagh kaspazlarda goriilen halka demeti, L2' halkast
180° g¢evrildigi ve "kapali" bir konformasyonda bulundugu igin
prokaspaz-7 zimogeninde yoktur. Bu yapisal yeniden diizenlemeler,
prokaspaz-7 zimogeninin neden tespit edilebilir katalitik aktiviteye sahip
olmadigini agiklar. Prokaspaz-9 proteolitik aktivasyondan dnce neden
bazal diizeyde aktivite gostermesinin sebebi, kaspaz-9'un genisletilmis
bir L2 halkasi i¢cermesi ve bu halkanin, bolgeler arasi bir boliinme
olmaksizin  iiretken konformasyonuna gecmesi i¢in  yeterli
konformasyonel esneklige sahip olmasi olabilir (37).

Apoptoz  gerceklestigi sirada mitokondriden  sitokrom ¢
sitoplazmaya salindiktan sonra APAF-1’e baglanir ve ATP varliginda
apoptozom kompleksi ile birlesir (37). Apoptozomun birincil bileseni
olan APAF-1, bir N-terminal CARD alani, bir CED-4 homoloji alan1 ve
C-terminal yarisinda WD40'in 13 tekrarindan olusur. Apoptozomun 27
A ¢oziiniirliikteki {ic boyutlu yapisi, APAF-1'in CARD alanlarmin
merkezi merkezde ve WD40 tekrarlarinin uzatilmis kollarda yer aldig
tekerlek seklinde bir heptamerik kompleks ortaya koyar (37).
Apoptozom CARD-CARD etkilesimi kaspaz-9 ve APAF-1 arasinda
gergeklesir ve prokaspaz-9’un kendi kendini kaspaz-9’a aktiflesmesini
kolaylastirir.  Aslinda burada amag¢ prokaspaz-9’u kaspaz-9’a
aktiflestirmek degildir. Ciinkii prokaspaz-9°’da kaspaz-9 kadar aktiftir.
Boylece kaspaz-9’un aktivitesi allosterik olarak 1000 kattan fazla artar
(37). Kaspaz-9 proteazinin aktivasyonuyla yetiskin bir insanda her giin
100 milyara yakin hiicre ortadan kaldirilarak kontrollii hiicre 6limii
gergeklesir. Bu durum ¢ok hiicreli organizmalarin refahi i¢in kritik
Ooneme sahiptir ve apoptozla hiicresel homeostaz korunmus olur (23).
Apoptozun diizensizligi ise kanser ve ndrodejeneratif bozukluklar dahil

olmak iizere bir dizi hastalia yol acabilir ve insan sagliginin
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diizenlenmesinde apoptoz Onemlidir (23,57). Apoptoz sirasinda, TAP
aracili kaspaz inhibisyonu, SMAC veya DIABLO tarafindan ortadan
kaldirilir. Apoptoz uyarildiginda, SMAC/DIABLO, sitokrom c ile
birlikte mitokondrinin zarlar arast boslugundan sitozole salinir. Sitokrom
¢ dogrudan APAF-1 ve kaspaz-9'u aktive ederken, SMAC/DIABLO
birden fazla IAP ile etkilesime girer ve hem baglatict hem de efektor
kaspazlarin IAP aracili inhibisyonunu ortadan kaldirir (37).

3.2.BCL-2 Ailesi Uyelerinin Rolii

Apoptozun diizenlenmesinde rol oynayan onemli bir protein seti
Bcel-2 ailesidir. Bugiine kadar 25'ten fazla Bcl-2 aile iiyesi tespit
edilmistir (58). B hiicresi/lenfoma 2 (BCL-2) protein ailesinin,
proapoptotik ve antiapoptotik proteinlerinin aktiviteleri yoluyla,
bagimsiz veya bagimli olarak, i¢ 6lim sinyalleri ile hiicre yiizeyi
arasinda bir noktada denge saglayarak apoptoz diizenlenmesi agisindan
temel bir rol oynar. BCL-2 ilk olarak insan lenfomalarinin B
hiicrelerinden tanimlandigi i¢cin BCL-2 (B hiicreli lenfoma 2) adim
almistir (47). Apoptotik sinyallemenin diizenlenmesinde onemli roller
oynayan BCL-2 ailesi iiyeleri, (i) pro-survival alt aile iiyeleri (BCL-2,
BCL-XL, BCL-W, MCL1 ve BFL1/A1), (ii) sadece BH3 alt aile tiyeleri
(Bad, Bim, Noxa ve Puma9) ve (iii) pro-apoptotik mediator alt aile
tiyeleri (BAX ve BAK) olmak iizere {i¢ alt aileye ayrilir (59,60,46). Bu
iiyeler, BH olarak bilinen bir alana sahip yapisal ve islevsel alt gruplara
sahiptir. Antiapoptotik proteinin iiyeleri dort BH alanina (BH1-4)
sahiptir, proapoptotik olan {i¢ veya bir alana ((BHI-3) veya BH3)
sahiptir. Ayrica BH4 alanina da sahiptir (47). Isinlama, biiyiime faktorii
cekilmesi veya kemoterapotik ajanlar, BH3 ile etkilesen alan 6lim
agonisti (BID), BCL-2 hiicre 6limii antagonisti (BAD), p53 upregiile
apoptoz modiilatorii (PUMA; BBC3), NOXA (PMAIPI1) veya BCL-2 ile
etkilesen hiicre 6liimii aracis1 (BIM; BCL-2L11) gibi BCL-2 homoloji 3
(BH3)-sadece motif proteinlerini aktive ederek mitokondriyal yolu
baslatir. Bu sadece BH3 proteinleri, apoptotik karsiti BCL-2 ailesi
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tiyeleri olan BCL-2, BCL-ekstra biiyiik (BCL-XL; ayrica BCL-2L1)
veya miyeloid 16semi hiicre farklilagsmasi 1'i (MCL1) nétralize ederek
proapoptotik, cok-BH alanli proteinler BAX ve BH antagonisti veya
BAK" serbest birakir (20). Oliimii indiikleyen uyaranlara yanit olarak,
ailenin proapoptotik tiyeleri (BIM, PUMA, BID, BMF, NOXA, BIK,
BAD ve HRK; BH3 antiapoptotik BCL-2 ailesi iiyelerini (BCL-2, MCL-
1, BCL-XL, BCL-W ve AI/BFL-1) inhibe eder. Bu {iyelerin
proapoptotik etkilileri, BAX ve BAK'1 inaktif bir durumda tutar (61).

PUMA, genotoksik stres, hipoksi, ER stresi, mitokondriyal
bozulma, diizensiz onkogen ekspresyonu, toksinler, biiylime
faktorii/sitokin ¢ekilmesi, degismis redoks durumu ve insan ve farelerin
farkli hiicre tiplerinde enfeksiyon dahil olmak {izere bir dizi uyaranla
ifade edilir ve indiiklenir (62). PUMA, P53'e bagimli veya P53'ten
bagimsiz apoptotik bir sekilde islev goriir. Bir kez ifade edildiginde,
PUMA tiim anti-apoptotik BCL-2 iiyesi proteinlere baglanir (61).
PUMA'nin BH3 alani, mitokondriyal membrandaki BCL-2 benzeri
proteinlerle dogrudan etkilesime girerek sitokrom c'nin mitokondriden
sitoplazmaya taginmasini saglamak ve prokaspazlar-9 ve -3'0 aktive
etmek i¢in gerekli olan amfipatik bir a-helisel yap1 olusturur (62). BAX
ve BAK aktive olduktan sonra mitokondriyal dis zar i¢inde gézenekler
olustururlar, bu da MOMP ve sitokrom C ve diger apoptojenik faktdrlerin
mitokondriden sitoplazmaya salinmasina yol acar. Bdylece kaspaz
kaskadlar1 ve hiicre apoptozuna neden olur (62,61).

Temel olarak, BCL-2 ailesi iiyeleri tipik karakteristik islevleri
paylasir. Bu islevler; BCL-2 ailesinin diger iiyeleriyle dimerlesirler,
proteinlere baglanarak mitokondriyal homeostazin diizenlenmesine
katkida bulunurlar ve dis mitokondriyal membran gézenek olusumuna
katkida bulunurlar (63).

BCL-2 ve BCL-XL dahil apoptoz inhibitér proteinlerdir ve BAX,
BAD ve BID gibi digerleri apoptoz promotdrleridir. Yapinin ortak

alanlar1 bu proteinlerin homo ve hetero dimerize olmasina izin verir.
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BAX grubunun yiiksek ekspresyonu apoptozu destekler; BCL-2
grubunun yiiksek ekspresyonu apoptozu engeller. p53 burada
BAX/BAX, BAX/BCL-2 ve BCL-2/BCL-2 gruplarinin oranlarini
diizenler. BCL-2 protein grubu mitokondri organeliyle iliskilidir.
Mitokondriler ¢ift duvarli organellerdir ve BCL-2 protein grubu, sitozole
dogru yonelmis dis mitokondriyal membranda bulunarak iyon taginimini
yonetir ve membrandaki dengesizliklere karsi koruma saglar. BAX
proteinleri sitozolde bulunur ancak apoptotik sinyal alindiginda, BAX
proteinleri go¢ eder ve mitokondriyal membran gecirgenlik gecis
gdzenegine baglanarak secgici iyon gegirgenliginin kaybina neden olur
(28). BAX ve BAK'In mitokondriyal membrana yerlesmesiyle birlikte
mitokondriyal membran potansiyeli bozulur, sitokrom ¢ ve SMAC
mitokondriyal intermembran bosluktan sitoplazmaya salinir (25,28,64,
26,20). Memelilerde, BCL-2 proteinleri mitokondriyal gecirgenligi ve
dolayisiyla sitokrom ¢, HtrA2/Omi ve SMAC/Diablo ve EndoG ve AIF
gibi belirli pro-apoptotik proteinlerin  salgilanmasint  diizenler.
Memelilerde, sitokrom ¢, ATP'ye bagli bir sekilde apoptozom
olusumunu kolaylastirir. Memelilerde, AIF ve EndoG, kaspazdan
bagimsiz bir sekilde DNA bozunmasini destekleyen iki DNA
niikleazidir. Apoptozun uyarilmasi {izerine, mitokondriden cekirdege
taginirlar ve kromozomal DNA'y1 keserler (57). AIF dogrudan ¢ekirdege
hareket eder ve burada kromatin yogunlagsmasi ve niikleer parcalanma
tiretirken, sitozolik sitokrom c, apoptozun son olaylarini harekete gecirir.
Sitokrom c, sitoplazmik protein APAF-1'in aktivatoriidiir (28). Yeni
serbest birakilan sitokrom ¢, dATP ile birlikte, adaptor protein APAF-1
baglanir; bu da baslatici kaspaz-9'u aktive eden apoptozom kompleksinin
olusumuna yol acar (20). APAF-1'e sitokrom ¢ baglanmasi, prokaspaz-
9'un sonraki aktivasyonu i¢in gereklidir. Kaspaz-9, apoptozun
karakteristik sitolojik degisikliklerinden sorumlu olan prokaspaz-3 dahil
olmak {izere prokaspaz- 7’yi de aktive ederek protein substratlarinin ani
bir sekilde parcalanmasina ve hiicre 6liimiine yol acar (28,20).
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Anti-apoptotik bir gen BCL-2’nin asir1 ekspresyonunda kanser
hiicreleri ¢ogalmaya devam eder ve kanserdeki rolii BCL-2
inhibisyonuyla fayda saglayabilir. Ancak meme kanserinde BCL-2 i¢in
pozitif olan tiimorler genellikle dstrojen reseptdrlerine ve daha olumlu
prognoza sahiptir. Meme kanseri hiicre hatlarinda BCL-2 gen
ekspresyonunun pozitif bir diizenleyicisidir (65). Pro-apoptotik gen
BAX, BCL-2 ailesinin kanser i¢in en ¢ok calisilan genidir (65).
Apoptotik 6liim sinyalinin 6nemli bir alt akis diizenlenmesi BCL-2/BAX
gen ailesinde bulunur (28). Apoptozun korunmasinda BCL-2 ve apoptoz
indiiksiyonunda BAX baskindir (66). Apoptozun regiilasyonu, BCL-
2/BAX gen ailesi ile saglanir. Bu ailenin 20 {iyesi tanimlanmistir;
bunlardan bazilar1 apoptoz inhibitoriidiir, bazilar1 ise apoptozu uyarir ve
proapoptotik genler olarak tanmimlanir (31). Sadece BH3 {iyeleri, anti-
apoptotik aile liyelerinin islevini bloke ederek ve/veya BAX ve BAK gibi
pro-apoptotik proteinlerle etkilesime girerek ve onlar1 aktive ederek
apoptozu indiikler. Anti-apoptotik BCL-2 ailesi proteinleri, pro-
apoptotik proteinlerin aktivitesini inhibe ederek ve MOMP'yi 6nleyerek
apoptozu bloke eder (46).

3.3.p53’iin Rolii

p53, yaklasik 53 kDa protein boyutuna sahip bir tetramer olarak
bulunan bir tiimor baskilayict proteindir, bu nedenle adi p53'tiir (11,47).
pS3 proteini, genom biitiinliiglinii korumadaki kritik islevi nedeniyle
"genomun koruyucusu" olarak bilinen bir transkripsiyon faktoriidiir (67).
p53, DNA hasar tespiti, hiicre dongiisii durmasi, apoptoz, DNA onarimi
ve senesans dahil olmak tizere 6nemli hiicresel siireglerde yer alan biiyiik
bir gen setinin ifadesini kontrol eden tetramerik transkripsiyon faktorii
olarak gorev yapar (68). Genotoksik olaylarla sonuglanan hiicre hasari,
bir transkripsiyon diizenleyici gen olan p53'ii aktive eder ve dogrudan
DNA'ya baglanarak DNA hasarmni (tek veya ¢ift zincir kiriklart) tanir
(68). p53 geni, Gl'de hiicre dongiisii durmasini indiikleyebilir veya
apoptozu destekleyebilir (28). p53'iin apoptozu baslatabilecegine dair ilk
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kanit 1991'de yayinlanmistir (69) P53’iin baslica biyolojik rollerinden
biri, genetik olarak anormal hiicrelerde apoptozu indiikleme kabiliyetidir
(70,71). DNA hasartyla tetiklenen timosit apoptozu p53’e bagimlidir
ancak deksametazon tarafindan tetiklenen degildir (72).

p53 benzeri transkripsiyon faktorleri TP53, TP63 ve TP73 olmak
lizere ili¢ gen tarafindan kodlanir. P53, p63 ve p73'lin protein alani
yapilar benzerdir; ti¢ DNA baglanma alan1 da neredeyse yapisal olarak
aynidir, benzer DNA-spesifik dizilere baglanir ve baz1 6zdes genlerin ve
bazi farkli genlerin transkripsiyonunu diizenler. TP53 gen ailesi, ¢ok
hiicreli hayvan gelisimi boyunca 600-800 milyon yil boyunca
evrimlesmistir. TP53 geninin insan kanserlerinde en sik mutasyona
ugrayan gendir (71). TP53 geni, meme, kolon, akciger, karaciger,
prostat, mesane ve cilt kanserleri de dahil olmak iizere tiim insan
malignitelerinin yaklagik yarisinda mutasyona ugrar. DNA hasari
meydana geldiginde, insan kromozomu 17'deki TP53 geni hiicre
dongiisiinii durdurur. p53 proteini mutasyona ugrarsa, hiicre dongiisii
kisitlanmaz ve hasarli DNA ¢ogalir, bu da kontrolsiiz hiicre ¢cogalmasi ve
kanser tiimorleriyle sonuglanir. Bu mutant p53 proteinlerinin ¢ogu
onkojenik oOzelliklere sahiptir ve bu nedenle kanser hiicrelerinin
cogalma, apoptozdan kagma, istila etme ve metastaz yapma yetenegini
diizenler (67). p53 tarafindan kontrol edilen birkag gen apoptozu
indiiklemede rol oynar. Bu genler arasinda en 6nemlileri BCL-2 ailesinin
iiyeleri olan BAX, FAS/APO1, KILLER/DRS ve PIG'dir. Digsal yolda,
p53 hiicre zarinda bulunan O6lim reseptorleri olan Fas/APOl ve
KILLER/DRS'in transkripsiyonunu baslatir; bu reseptorler de hiicre
apoptozuyla sonuglanan "kaspaz kaskadi"mi aktive eder. p53
ekspresyonlu hiicrelerin y-radyasyonu veya kemoterapi gibi DNA'ya
zarar veren ajanlara maruz kalmasmdan sonra KILLER/DRS
ekspresyonu artar. I¢sel yolda, p53, Bax gibi pro-apoptotik proteinlerin
transkripsiyonunu baslatir ve BCL-2 gibi anti-apoptotik proteinlerin

transkripsiyonunu inhibe eder. Hiicresel etkiler, mitokondri hasar1 ve
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sitokrom ¢ salimimi ve apoptozdur. Ayrica, igsel yolda p53, oksidatif
stresi (reaktif oksijen tiirlerinin konsantrasyonunda artig) indiikleyen ve
apoptoza yol acan PIG3 proteininin transkripsiyonunu aktive eder (70).
p53, sitoplazmada ve mitokondri zarinda bulunan proapoptotik ve
antiapoptotik proteinlerle de dogrudan etkilesime girerek apoptoz
aktivatorii olarak hareket eder. Ancak, p53 ayrica BCL-2 ve BCL-
2 benzeri ' ( BCL2L1 )’de inhibe edebilir. Boylece
BAX ve BAK'In mitokondriyal dis zarima oligomerizasyonunun
ardindan heterodimer komplekslerinden ayrilmasini saglar ve bdylece
6liim sinyaline yanit olarak apoptoz baslaticilarinin serbest birakildigi
mitokondriyal dis zarinda lipid agikliklar olusturur (69). Aktivasyonlari
sonucunda ya G-fazinda hiicre dongiisiiniin durmasini saglarlar ya da
onarilamaz bir DNA hasar1 sonucu BAK, BAX, BAD, BID ve BIM gibi
baz1 apoptotik indiikleyici proteinlerin aktivasyonunu tetiklerler ve ayni
zamanda BCL-XS, BCL-XL ve BCL-W gibi anti-apoptotik proteinleri
inhibe ederler. Ek olarak, bu siirecin gerceklesememesi tiimor
olusumuna izin verir, son ¢alismalar flavonoidlerin p53'in BCL-2 ve
BCL-XL’1 inhibe etmesiyle meme kanseri hiicrelerinde apoptozu
indiikleyebildigini kanitlamistir (47). p53, pro-apoptotik protein BAK'1
dogrudan aktive eder veya MCL-1 ve BAK kompleksini bozarak BAK'1
serbest birakir ve apoptozu baslatir. Ayrica, p53’iin yonlendirdigi
miR34a, BCL-2 seviyelerini azaltarak hiicreleri apoptotik uyaranlara
kars1 duyarli hale getirir (73).

Tlimor baskilayici p53, hiicresel strese yanit olarak hiicre dongiisii
durmasini, DNA onarimin1 ve apoptozu diizenlemede merkezi rol oynar
(67) p53'in tiimor baskilayict islevi, bir transkripsiyon faktorii olarak,
cesitli hiicresel streslere yanit olarak hiicre dongiisii durmasi veya
apoptozdan sorumlu bir dizi hedef geni yukar: diizenleme yeteneginden
kaynaklanir (20). Ornegin, p53 aracili apoptoz ile yapilan ¢alismada
farelerde timor olusumunu baskilama yetenegi gostermistir (69).

Miyeloid ldsemik hiicrelere p53°tin aktivite gdstermesi, hiicre
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canliliginda azalmaya ve parcalanmis c¢ekirdekler, kromatin
yogunlagmasi ve kapsamli DNA parcalanmasi gibi apoptozun birden
fazla ayirt edici Ozelliginin indiiklenmesine neden olmustur (69).
Apoptozu indiiklenmesi, p53'in tiimor baskilayici aktivitesi i¢in ¢ok
onemlidir. Bir niikleer transkripsiyon faktorii olarak p53, hiicre
apoptozunda yer alan birgok geni diizenler. Ozellikle, p53'iin
mitokondriye gog ettigi ve igsel apoptoz yolunu dncelikli olarak BCL-2
ailesi proteinleriyle dogrudan protein-protein etkilesimleri yoluyla
diizenler. Hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik iiyeleri iceren BCL-
2 ailesi proteinleri, MOMP ve buna bagli olarak kaspaz kaskadinin
aktivasyonunu kontrol eder (74).

p53 geni, hiicre dongiislinii durdurarak veya apoptozu aktive
ederek DNA hasarindan sonra hiicre cogalmasini engelleyebilir. Ilag
direncini artirmak i¢in apoptozu artirabilir veya biiyiimeyi durdurabilir
(65). P53’e bagimli ana genler, WAF1, BCL-2, BAX, GADDA45 ve siklin
G’dir. GADDA45, bir hiicre dongiisii inhibitoriinii kodlar. WAF1, p53
radyasyona ve antikanser ilaglara yanit verdiginde eksprese edilen bir
siklin D/kinaz (cdk/D) ve siklin E/kinaz (CDK/E) inhibitoriidiir.
Radyasyon ve antikanser ilaglar tarafindan asir1 eksprese edildiginde
apoptozu  tetikler. P53, BCL-2 antagonisti BAX’in yukar
regiilasyonuyla birlikte BCL-2’nin asag1 regililasyonunu indiikler. Timor
promotorleri, p53’lin inaktivasyonuyla apoptozu engeller. Bdylece
kansere yatkin hiicrelerin DNA onarimi yapamamasina ek olarak yok
edilmeye kars1 direngli olmasini da yol acar (66). Hiicre hasarinda p53
ekspresyonu artar ve bu durumu p53 tarafindan diizenlenen p21
indiiksiyonu izler ve bdylece retinoblastomanin siklinD/CDK4
fosforilasyonunun inhibisyonuna neden olur. DNA hasarinin daha
siddetli ve onarillamaz olmasi durumunda p53, hiicrenin BAX/BCL-2
yoluyla apoptoza tasinmasini saglar (28). Apoptoz ile hiicrenin hayatta
kalmasi, hem transkripsiyona bagimli hem de bagimsiz bir sekilde p53

tarafindan diizenlenen BCL-2 ailesinin {iyelerine baglidir (69). Tiimor
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baskilayici p53, 6liim reseptorii DRS ve BCL-2 ailesi iiyeleri PUMA,
NOXA ve BAX gibi baz1 pro-apoptotik genlerin transkripsiyonel
diizenlenmesi yoluyla apoptozu aracilik edebilir (89). Transkripsiyon
aktivitesine ek olarak, p53'iin anti-apoptotik iiyelerle (BCL-2, BCL-XL)
etkilesime girerek ve onlar1 inhibe ederek ve ayrica pro-apoptotik iiyeleri
(BAK, BAX) aktive edereck MOMP'yi dogrudan indiikler (84,85). p53,
APAF1 ve mitokondriden salinan ve apoptozom olusturmak i¢in APAF1
ve prokaspaz-9'a baglanan sitokrom c'yi aktive edebilir (86). p53, anti-
apoptotik BCL-2 proteinini inhibe ederek ve kaspaz ailesinin iiyelerini
aktive ederek apoptozu destekleyen pro-apoptotik faktér olan PUMA’y1
aktive eder (87,30). PUMA, anti-apoptotik BCL-2 ailesi iiyelerine
baglanir ve mitokondriyal membran gecirgenligini ve kaspaz
aktivasyonunu indiiklemek i¢in pro-apoptotik proteinlerin yerini alir
(87,30). Timor baskilayict p53, tiim insan kanserlerinin yaklasik
yarisinda mutasyona ugrar. p53, anti-apoptotik proteinler BCL-XL ve
BCL-2 ile etkilesime girerek ve onlar1 antagonize ederek mitokondriyal
membran gegirgenlesmesi yoluyla apoptozu indiikleyebilir (74).

QSERI1 geni, kanserlerde en sik degisen kromozomlardan biri olan
insan kromozomu 11'in pl3 bandinda yer alir. QSERI, p53 hedef
apoptoz genlerine baglanarak bu genleri baskilar (88). TP53, tiimor
baskilayici gen ve genom koruyucusu olarak gorev yapar, bu nedenle
normal p53 islevini koruyan hiicrelerde kanser hiicresi doniisiimiiniin
meydana gelmesi olas1 degildir (73).

3.4. Apoptoz Protein Inhibitorleri IAP)
Apoptozis proteinlerinin inhibitorleri (IAP'ler) ilk olarak

Baculovirus'da gen tiriinleri olarak kesfedildi. Tiim IAP'ler, bir veya
daha fazla ¢inko parmak motifinden olusan bakulovirus IAP tekrarlarina
(BIR'ler) sahiptir (75,76). BIR'ler, spesifik farkli baglanma 6zelliklerine
sahip protein etkilesimli modiillerdir (77). Insan genomu, dogustan gelen
bagisiklik tepkisi, hiicre boliinmesi, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre 6liimii

yollarinda yer alan IAP ailesinin 8 {iyesini kodlar. insan IAP'leri
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arasinda, X'e bagli AP (XIAP, hILP, MIHA ve BIRC4) ve hiicresel IAP1
ve 2 (cIAP1/2), BIR araciligiyla kaspazlara ve IAP antagonistlerine
baglanma kapasitesi ve RING alan1 araciligiyla kaspazlarin kendi

kendine ubikitinasyonu ve neddilasyon yetenegi dahil olmak {iizere
DIAP1 ile birkag 6zelligi aymdir (78,79,46,80).

cIAP1, cIAP2 ve XIAP, bir UBA ve bir C -term RING alan1 olmak
tizere li¢ tandem BIR alanina sahiptir. Ek olarak, cIAP'ler merkezi bir
CARD alani igerir. BIR1, hiicre sinyalleme aktivitesi i¢in gerekli olan bir
tip I BIR'dir (IBM'ye baglanamaz). XIAP BIRI1, adaptér TABl'e
[Dontistiiriicti Biiyiime Faktorii beta-aktive kinaz 1 (TAKI1) baglayici
protein 1] baglanir. TABI1, doniistiiriicti bilylime faktorii f (TGF-B) ve
kemik morfogenetik protein sinyal yollarinda yer alir ve NF-kB ve
MAP'yi (mitogenle aktive olan protein kinaz) aktive eden sinyal yollarin
kontrol eden kinaz TAK1'e (TGF-B-aktive olan kinaz 1) baglanir. cIAP
BIR1, reseptorleri TNFR siiper ailesinden asagi akis sinyal yollarina
baglayan adaptor TRAF2'ye (TNFR iliskili faktor 2) baglanir. BIR2 ve
BIR3, aktif tetramerik kaspazlar ve IAP antagonistlerinde agiga ¢ikan
IBM motiflerine baglanabilen tip II BIR'lerdir (78). survivin, en kii¢iik
IAP proteinidir ve apoptozu engellemek ve gelismekte olan dokularda
proliferasyonu desteklemek i¢cin embriyonik gelisim sirasinda fizyolojik
olarak tanimlanir. Survivin’in anti-apoptotik mekanizmasi, XIAP ile bir
kompleks olugturarak XIAP’1 ubikitin bagimli bozunmadan korur ve
boylece kaspaz inhibe edici aktivitesini artirir. Survivin’in terapotik
kullanimi, kanser hiicresine 6zgii bir ila¢ hedefi temsil etmesi sebebiyle
Oonemlidir (46).

Drosophila'da, IAP'ler, kaspazlar ad1 verilen apoptotik proteazlarin
dogrudan diizenlenmesi yoluyla hiicrenin hayatta kalmasini desteklemek
icin yeterli ve gereklidir (81,82). Memelilerde, IAP'ler ayrica kaspaz
aktivitesini ve kaspaz aktive edici platform olusumunu kontrol ederek
apoptozu diizenleyebilir (78). AIP protein ailesi tiyeleri, i¢sel ve digsal
uyarilarla indiiklenen apoptozu inhibe etme yetenegine sahiptirler.
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Bir¢ok IAP, kaspazlara baglanma kapasitesine sahiptir, ancak bu
enzimlerin proteolitik aktivitesini dogrudan inhibe etme yeteneginden
yoksundur (77). Memeli IAP'leri, kaspazlara baglanarak ve onlar1 inhibe
ederek veya kaspazdan bagimsiz mekanizmalar yoluyla apoptozu
engeller (83)

Memelilerde, en ¢ok calisilan IAP {iyesi olan BIRC4/XIAP,
kaspaz-3, 7 ve 9'un aktivitesini dogrudan inhibe ederek apoptozu
engelleyebilirler (81,77). Memeli IAP’lar arasinda NAIP apoptozomda
tespit edilmistir. Diger IAP’lardan farkli olarak NAIP prokaspaz-9 ile
etkilesime girebilir. Otokatalitik islenmesini ve efektér kaspazin
aktivasyonunu inhibe eder. Bu etkilesim NAIP’1n BIR3 alanini igerir ve
IBM’den bagimsiz gerceklesir. XIAP efektor kaspazlar-3 ve -7’ye
dogrudan baglanarak kaspaz-3 ve kaspaz-7’yi inhibe edebilir (78).

4. Sonug ve Gelecekteki Kapsami

Bu boélim, programlanmis bir hiicre 6liimii olan apoptozun
indiiklenmesi ve inhibe edilmesinde gorev alan genler ve proteinler bagta
olmak {izere karmasik yapidaki apoptoz mekanizmasi hakkinda yardimei1
olmayr amaglamistir. Apoptoz, hiicrelerin normal gelisimi ve
biiyiimesinde yardimci olan 6nemli bir durum olmasina ragmen ayni
zamanda hiicrelerdeki anormal ¢ogalmalara neden olan bazi istenmeyen
durumlarin da azaltilmasim1 saglar. Bir hiicrenin yasaminin veya
Olimiiniin diizenlenmesi apoptozla gergeklesir. Bu kitap boliimiinde,
apoptozda kritik rol oynayan gen ailelerine, aktivasyon ve inhibisyon
mekanizmalarina ve apoptoz yollarinin anlasilmasini destekleyen
aragtirma kanitlarina yer verilmistir. Apoptoz mekanizmalarinin
anlasilmasiyla  apoptoz  siirecindeki  herhangi  bir  hiicrenin
anormalliginden kaynaklanan kanserden otoimmiin hastaliklara kadar
cesitli hastaliklara terapdtik potansiyel olma ihtimali yiiksektir.
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GIRIS

Apoptoz; embriyonik gelisim ve doku homeostazinda énemli rol
oynayan, yaslanma sonucu fonksiyonunu kaybetmis veya g¢esitli
sebeplerle organizmada artik ihtiyag duyulmayan hiicrelerin 6zel
mekanizmalar araciligtyla programli limiidiir (1,2). Bu programli hiicre
Oliimii, hiicre boliinmesi ve hiicre 6liimii arasinda bir denge saglamada
onemli bir rol oynar. Apoptozun Onlenmesi hiicrelerin kontrolsiiz
cogalmasiyla sonuglanir ve kanser gibi farkli hastaliklara yol acar (3).
Apoptoz mekanizmasi olduk¢a karmasik olup ekstrinsik (dis) ve
intrinsik (i¢) olmak iizere iki ana yolak tarafindan aktif hale gelmektedir.
Bu iki ana yolak kaspazlarin aktivasyonu ile ¢aligmaktadir. Ozellikle
kanser basta olmak {izere bir¢ok hastaligin patogenezinde bu yolaklarin
bozulmast 6nemli bir rol oynamaktadir. Kanserde hiicreler apoptozu
gergeklestirecek Oliim sinyallerini alamadigindan, hiicre Oliimii ve
proliferasyonu arasindaki denge bozulmaktadir. Bu durum apoptotik
yolaklarin herhangi bir asamasinda sorun teskil edebilmektedir. Bu
boliimde, apoptozun altta yatan mekanizmalari, bu mekanizmalarda
meydana gelebilecek kusurlar, apoptozdan kagis yollari ile bu apoptotik
yolaklarin inhibisyonuna sebep olan faktorler ve karsinogenez ile olan

iliskisi lizerine odaklanilmustir.
2. Apoptoz ve Apoptoz Mekanizmalari

Apoptoz, ¢ok hiicreli organizmalarin gelisimi, doku homeostazi ve
biitiinliiglinde 6nemli rol oynayan fonksiyonlar1 bozulan, hasarlanmis
veya biyolojik gorevini tamamlamig hiicrelerin ortadan kaldirilmasinm
saglayan hiicre 6lim seklidir (3). Apoptotik hiicre Oliimiiniin etki
mekanizmast tipik olarak kromatin materyalinin yogunlagmasi,
cekirdekte meydana gelen DNA pargalanmasi, hiicre biiziilmesi ve hiicre
dis1 matrislere yapisma kaybu ile karakterize edilir (4,5). Apoptoz, kanser
ve diger ilgili hastaliklar1 6nlemek i¢in hiicrelerde hayatta kalma ve 6lim
arasindaki dengeyi koruyan hayati ve kritik bir mekanizmadir (6).
Apoptoz mekanizmasi esas olarak apoptozu indiiklemede rol oynayan
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ekstrinsik ve intrinsik yol olmak iizere iki temel yoldan olusur. Bu iki
Olim yolundan ekstrinsik yol; 6liim ligandlarinin 6liim reseptorlerine
baglanmasi ile aktiflestirilen yolu ifade ederken; intrinsik yol hiicre ici
sinyaller sonucu aktif olan mitokondri aracil1 bir yolu ifade eder (7). Bu
iki yolak bir seri kaspazi aktive ederek bu hiicreleri par¢alamak i¢in
anahtar hiicresel proteinleri hedeflemektedir (Sekil 1). (8). Bir¢ok
hastaligin patogenezinde fikir elde etmek agisindan ekstrinsik ve
intrinsik yolaktaki mekanizmalari anlamak biiyiik 6nem tagimaktadir (9).
Apoptotik yolakta yer alan hedef molekiilleri aktive veya inhibe ederek
yeni tedavi se¢eneklerinin olusturulmasina imkan tanimak i¢in apoptoz
yolaklarin1  diizenleyen molekiiler mekanizmalarin daha detayh
arastirilmasina ihtiyag vardir (10).

2.1. Ekstrinsik Apoptoz Yolu

Ekstrinsik (digsal) hiicre 61liim yolu, hiicre yilizeyinde bulunan FAS
reseptorii (CD95) ve TNF reseptorii (TNFR) ile etkilesime giren Fas
ligand1 (FasL) ve Tiimor Nekroz Faktori (TNF) gibi ligandlar tarafindan
aktive edilir (11,12). Transmembran reseptorler (DR)'in DL (spesifik
O0lim ligandlari)’ler tarafindan tetiklenmesi, bir 6liim indiikleyen
sinyalleme kompleksinin (DISC) olusumuyla sonuglanir (13,14). Bu
kompleks, Prokaspaz 8’in aktif formu olan Kaspaz 8’in olusumu igin
Prokaspaz 8’in 6liim efektor alan1 (DED) ile birlesir (15). Kaspaz 8 iki
sekilde hiicre dliimiine neden olabilir. Bunlardan birincisi Bid’in (Bcl-2
ailesinin proapoptotik iiyesi) c-terminal bdlgesini keserek aktif formu
olan tBid’in olusmasini saglayarak apoptozun intrensik yola girmesine
neden olur. ikincisi ise Prokaspaz 3,6 ve 7’yi de aktive ederek hiicre
oliimiine neden olur (16). Decoy reseptorleri (DcR) olarak adlandirilan
TNFR siiper ailesinin bazi iiyeleri FADD ve TRADD proteinlerine
baglanamaz (sitoplazmik 6liim alanlari icermediginden) ve proapoptotik
sinyalizasyona katilamazlar. Bu durumda DcR’ler 6lim reseptorleri
sinyalizasyonuyla ayni tiir liganda baglanmak i¢in yarismakta ve
DcR’lerinin ileri ekspresyonu apoptozu zayiflatmaktadir (17) (Sekil 1).
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2.2. Intrinsik Apoptoz Yolu

Mitokondriyal apoptotik yol olarak da bilinen igsel hiicre 6lim
yolu, oksidatif stres, sitotoksik ilaglarla tedavi ve DNA hasar gibi ¢esitli
hiicre dis1 ve hiicre ici stresler tarafindan tetiklenir ve proteinlerin
(sitokrom c dahil) mitokondriyal membran boslugundan salinmasini
igerir (2). Bel-xL ve Bcl-2 (Bcl-2 ailesi iiyesi), sitokrom c'nin salinmasini
onleyen anti-apoptotik proteinlerdir (18). Sitokrom ¢, apoptozom adi
verilen bir kompleksi olusturmak i¢in Apaf—1 ve inaktif bir baslatici
kaspaz olan prokaspaz-9 ile birlesir (19). Bu, daha sonra kaspaz (kaspaz-
3, kaspaz-6, kaspaz-7) aktivasyonu kaskadimi tetikleyen kaspaz-9'un
aktivasyonuna yol acar. Boylece kaspaz-9 birden fazla hiicresel proteinin
kesilmesini tesvik ederek hiicrenin pargalanmasina neden olur (20).
Genellikle igsel yolakta yer alan proteinler arasinda; Smac/Diablo,
Kaspaz-9, Nox, Bcl-2, Bcl-w ve Aven (Hiicre 6liimii diizenleyici) ve
Myc (Onkogen) bulunur. Disfonksiyonel mitokondriyal sonuglar,
sliperoksit iyonlarmin asir1 tretimine, mitokondriyal biyogenezde
bozulmaya, i¢ mitokondriyal membran potansiyelinin kaybina, matris
kalsiyum glutatyonun disar1 akisina ve membran proteinlerinin

salinimina neden olur (7).
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Sekil 1. Apoptoz Yollari. Apoptoz esas olarak iki ana yoldan olusur ve {iglinciisii
apoptozun infazc1 yoludur. Digsal uyaranlar veya ligand molekiilii tarafindan tetiklenen
ve ozellikle 6liim reseptdrlerini (DR'ler) igeren digsal yol. Igsel yol, mitokondriyal
membrana Bax/Bak eklenmesiyle aracilik edilir ve daha sonra Apaf—1 ve prokaspaz-9
ile birleserek apoptozom iireten sitokrom c salinir ve ardindan apoptozis kaskadimin
kaspaz 3 aktivasyonu gergeklesir. TNF iliskili apoptozis indiikleyen ligand (TRAIL),
hiicresel FLICE inhibitor proteinleri (cFLIP), B hiicreli lenfoma proteini 2 (Bcl-2),
Kesik bid (tBid), Bcl-2 homolog ekleme varyantlar1 (Bcl-xL), Sitokrom (Cyt C),
Kaspazlarin ikinci mitokondriyal aktivatorii (SMAC), Apoptozis proteinlerinin
inhibitorii (IAP'ler) (3).

3. Karsinogenez ve Apoptoz
Karsinogenez tek bir hiicrenin tiimdre doniistiigli ve metastaz
stireciyle baska bir yere hareket ettigi karmasik ¢ok adiml bir siiregten

olusur. Birgok kanser hiicresi, proapoptotik hiicre 6liim bilesenlerinin
inaktivasyonunu saglayarak veya antiapoptotik molekiillerin seviyesini
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artirarak apoptozdan kurtulmak i¢in mekanizmalar gelistirmektedir (10).
Genel olarak, apoptozdan kagis yollarmi asagida belirtilen sekilde
gruplandirabiliriz:

e Bcl-2 protein ailesinin dengesinin bozulmasi,

e InhibitéSr apoptoz protein ailesi (IAP) molekiillerinin
ekspresyonunun artis,

e Kaspaz fonksiyonunun azalmasi,

e p53 mutasyonlari ve defektleri,

e Reseptor sinyal yolaginin bozulmasi (14,12)
3.1 Bcl-2 Proteinleri

Bcl-2 ailesi pro- ve anti-apoptotik proteinlerden olusmakta olup
apoptozun ig¢sel yolunun diizenlenmesinde O6nemli bir rol oynadigi
bilinmektedir (21). Bcl-2 ailesi proteinlerinin kategorizasyonu, Bcl-2
homolojisi (BH) olarak adlandirilan, dizi homolojisinin paylasilan
bloklarinin varligina dayanmaktadir. Bugiine kadar, Bcl-2 protein
ailesinin 25 dyesi tanimlanmistir. Bu proteinler, hematopoetik
hiicrelerde mitokondri, diiz endoplazmik retikulum ve periniikleer
membranlarda lokalizedir (22). Bcl-2 ailesi proteinleri, anti-apoptotik
(Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1, Bcl-B, Bcl-w) ve proapoptotik (Bax, Bad, Bak,
Bim, Bid, Bcl-xs, Bik, Hrk, Nip3, Bmf, Noxa, Puma) aile tiyelerinden
olusur (23). Bcl-2, Mcl-1ve Bcl-xL anti-apoptotik proteinlerdir ve rolleri
sitokrom c'nin salinmasin1 Onlemek ve mitokondriyal biitliinligi
korumaktir; Bax, Bak, Bad ve Bok ise Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik
proteinleridir ve sitokrom c'nin mitokondriyal intermembran bosluktan
sitozole salinmasini saglayarak apoptozis indiiksiyonunu tesvik eder ve

sonunda kanser tedavisinde yardimc1 olur (17).

Pro- ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri arasindaki denge,
mitokondriyal dis membran gecirgenliginin (MOMP) baglatilmast i¢in
onemli bir unsurdur (24). Pro-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin
upregiilasyonu ve anti-apoptotik Bcl-2'nin downregiilasyonu hiicre
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oliimii mekanizmasiyla etkili bir sekilde baglantilidir. Ornegin, pro-
apoptotik (Bax) ve anti-apoptotik (Bcl-2) proteinler arasindaki oran
genellikle hiicrenin kaderini belirlemek i¢in kullanilir (25). Cok alanh
(Bax ve Bak) pro-apoptotik proteinlerin inaktivasyonu karsinogenezin
onemli bir 6zelligidir (26). Benzer sekilde, anti-apoptotik proteinlerin
cok alanli yiiksek seviyeleri kanser hiicrelerinde apoptozun
diizensizligini tesvik eder ve ayrica kanser hiicrelerinin bagisiklik
gozetimine direngli hale gelmesine yardimei olur (27). Ancak, tek
proapoptotik alan BH3, yani Bid, Bim, Bad, Puma (apoptozun p53
tarafindan yukar1 regiile edilmis kontrolii) ve Noxa, apoptozu
diizenlemede ve tetiklemede birincil rol oynar. Bcl-2’nin agir
ekspresyonu Hodgkin dist lenfoma, akut miyeloid 16semi, miyelom,
kronik lenfositik 16semi, melanom ve hepatoseliiler, akciger, meme,
prostat karsinomlarinda bulunmustur (28,29). Baska bir ¢alismada,
SW1990 pankreatik kanser hiicrelerinde anti-apoptotik protein Bcl-2nin
asirt ekspresyonunun kemoterapiye yanitta olumsuz sonuglara neden
oldugu bildirilmistir (23). Aksit ve Bildik (30), Bcl-2 ve Bax’in
lokalizasyonunu  fibrosarkomda immiinohistokimyasal yontemle
arastirmis ve tiimor dokusunda daha fazla Bax ve Bcl-2 pozitif hiicre
bulundugunu bildirmislerdir. Cekanova ve ark., (31) in vitro meme
kanseri hiicrelerinde Bad molekiiliiniin, epitelyal-mezenkimal gegisi
yoneten bazi kilit molekiilleri diizenleyerek Bcl-2 protein ailesi iizerinde
anti-invaziv etkiler gosterdigini tespit etmiglerdir. Bunlarin yani sira
anti-apoptotik ve pro-apoptotik Bcl-2 proteininin asagi ve yukan
regiilasyonunu hedefleyen, etkinligi artirilmis potansiyel terapotik
ajanlar  gelistirilmistir. Bcl -2 ailesinin  anti-apoptotik  etkilerini
engellemek i¢in etkili stratejiler benimsenmistir. Bunlar arasinda
antisens oligoniikleotidlerin kullanilmasi, kii¢iik ila¢ molekiillerinin
gelistirilmesi ve gen transkripsiyonunun inhibe edilmesi yer almaktadir
(32).
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3.2. Apoptoz Inhibitor Protein Ailesi

IAP'ler, basta kaspaz-3 ve 7 olmak {lizere, yaklagik 70 amino asit
uzunlugunda olan baslatict ve efektor kaspazlara baglanarak onlarin
aktivitelerini inhibe eden ve bdylece hiicre dliimiinii engelleyen bir
protein ailesidir. IAP'lerin ylikseltilmis ifade seviyeleri, hiicre sag
kaliminin artmasi, tiimor biiylimesinin artmasi ve buna bagli metastazla
onemli oOlgiide sonuglanmistir. IAP hedefleme stratejisi, kanser
hiicrelerini kemoterapiler, antikor bazli tedaviler gibi ¢esitli tedavilere
karst duyarli hale getirmek i¢in giderek daha ¢ekici hale gelmistir (33,
34). Bugiine kadar insanlarda; noronal apoptoz inhibe edici protein,
hiicresel apoptoz protein inhibitorii-1 (c-IAP1), apoptoz proteininin X’e
bagli inhibitorii (XIAP), baculovirus IAP tekrar (BIR) domaini-6
(Apollon), hiicresel apoptoz protein inhibitorii -2 (c-1AP2), ILP-2, Livin,
ve Survivin olmak {iizere sekiz farkli IAP proteini tanimlanmigtir.
Ornegin bunlardan c-1AP1, c-IAP2 ve XIAP proteinlerin pargalanmasini
saglayan ubikitinasyon olayinda rol oynamaktadir (35). Bunlardan XIAP
proteini, BIR1, BIR2, BIR3 ve RING olmak {iizere dort onemli
domainden olusmakta olup, efektor kaspazlari ve kaspaz-9’u baglayarak
apoptozu inhibe edebilmektedir. Survivin ise hiicre boliinmesi ve
apoptozdan korunmada rol oynayan bir IAP molekiilii olup Kaspaz 3 ve
7’nin  inaktivasyonuna yol agarak antiapoptotik rol oynadigi
bilinmektedir (36). Ek olarak, survivin kanser hiicrelerinin G2/M kontrol
noktasini asmasina yardim ederek hiicrenin smirsiz ¢ogalmasin
desteklemektedir (37).

Yapilan ¢alismalara bakildiginda, IAP nin ekspresyonunun bir¢ok
kanser tiirlinde anormallik gosterdigi goriilmektedir. Caligmalarda
kanser  hiicrelerinin  proliferasyonunun,  kanser  tedavisindeki
basarisizligin ve kemoterapiye olan direncin tiimor tiirlerindeki survivin
proteininin ileri ekspresyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir (36,34)
pankreatik kanser hiicrelerinde IAP ailesi {iyelerinin ekspresyon
seviyelerinin yiikseldigini ve bu durumun kemoterapiye karsi olan
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direncten sorumlu oldugunu bildirmislerdir. Bagka bir caligsmada,
endometriyal kanserde survivinin kodlandigi BIR igeren protein 5
(BIRC5)’in, yiiksek ekspresyonunun kotii prognoz ile iliskili oldugu ve
16 endometriyal kanser hiicre hattinda survivin inhibisyonunun
apoptotik hiicre oliimiinii indiikleyerek anti-timor etki gosterdigini
gostermislerdir (38,39).

3.3. Kaspaz Fonksiyonunun Azalmasi

Yapisal olarak sistein-aspartik-proteazlar olarak bilinen kaspazlar,
apoptozun baglatilmas1 ve uygulanmasinda kritik rol iistlenmektedir.
Kaspazlar; bir sinyale kars1 baslatic1 kaspazlar 2, 8, 9, 10, inflamatuar
kaspazlar 1, 4, 5 ve apoptozda yikim asamasini gergeklestiren cellat
(efektor) kaspazlar 3, 6, 7 olarak siniflandirilirlar (7). Efektor kaspazlar
tipik olarak bolinmiis sekilde bulunan kisa prodomainler igerirken;
baslatic1 kaspazlar, protein-protein etkilesimlerini saglayan CARD veya
DED adi verilen uzun prodomainlere sahiptir (40). Baslatic1 kaspazlar
kendileri aktive olabilmekte iken, efektor kaspazlar baslatici kaspaz §, 9
ve 10 tarafindan aktive edilirler. Efektor kaspazlar; performin/granzim
yolu ile de dogrudan baslatilabilir (41). Kanser hiicrelerinin apoptozdan
nasil  kurtulduklarina dair aciklik getirmede ve apoptozun
durdurulmasinda baslatict ve efektdr kaspazlar onemli bir goéreve
sahiptir. Tim kaspazlarin mutasyonlarina bazi solid tiimérlerde
rastlanilmasina ragmen, tedaviye olan diren¢ ve timor baglangici tam
olarak agikliga kavusturulamamistir. Kaspaz 8, 21 farkli timoér ¢esidi
tizerinde analiz edilmis ve Ozellikle bas, kolon, kol ve mide kanserlerinde
biiyiik 6l¢iide degisime ugradigi bildirilmistir (42). Yapilan ¢alismalari
inceledigimizde, ikinci asama kalin bagirsak kanseri hastalarda, kaspaz-
9’un down regiile oldugu; kaspaz-8 ve FADD’in insan glioblastoma
hiicrelerinde, mRNA ve protein ekspresyon seviyelerinin normal beyin
dokularina gore daha az eksprese oldugu goriilmiistiir (43,44). Benzer
sekilde kaspaz-8 ekspresyonunun meme kanseri hastalarinin tiimor
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dokularinda komsu normal dokulara kiyasla onemli Ol¢lide azalis
gosterdigi bildirilmistir (45).

3.4. p53

Genomun koruyucusu olarak bilinen p53 tiimor baskilayic
protein, digsal ve igsel apoptotik yollar1 baslatabilen ¢ok sayida pro-
apoptotik gen {irlinlinlin ekspresyonunu indiikleyebilir. p53; hiicrede
hipoksi, onkogen aktivasyonu ve DNA hasar1 gibi bir¢ok hiicresel stres
faktoriine kars1 verilen yanitlarin kontroliinii saglamaktadir (46). p53'iin
apoptoza  katkida  bulundugu mekanizmalar heniiz  acikliga
kavusturulmamis olsa da, mevcut kanitlar p53'in diizenleyici
bolgelerinde p53-baglayici bolgeler igeren pro-apoptotik hedef genlerin
transkripsiyonel aktivasyonu yoluyla islev gordiigiine isaret etmektedir
(47). p53, gen ekspresyonunu hem Dbaskilayabilme hem de
aktiflestirebilme 6zelligi sayesinde DNA’da hasar meydana geldiginde
biiytimeyi durdurarak veya apoptozu indiikleyerek kanser riskini
azaltmaktadir (48,49). p53'in dogrudan hedef alabilecegi gesitli
apoptotik genlerden Noxa ve Puma, pro-apoptotik Bcl-2 ailesi tiyelerini
eksprese eden hiicre tiplerinde p53 tarafindan indiiklenir, ancak Noxa ve
Puma da p53'ten bagimsiz mekanizmalarla indiiklenebilir. Noxa ve
Puma'ya ek olarak, p53, Bcl-2 ailesinin apoptozu dogrudan
tetikleyebilen proapoptotik bir iiyesi olan Bax'in transkripsiyonel ve
transkripsiyondan bagimsiz aktivasyonuna neden olur (50). Bunun yani
sira p53, E3 ubikitin ligaz Mdm2 (transkripsiyon faktorii) tarafindan da
diizenlenmektedir. Mdm?2, insan kanserlerinde genellikle yiiksek oranda
saptanmistir (46). Bu olay, Mdm2’nin p53’in trans aktivasyon
domainine baglanarak onu inaktif hale getirmesi ile meydana
gelmektedir (51). Insan kanserlerinin %50’sinden fazlasi p53 lokusunda
mutasyonlar tasimaktadir (52). p53 mutasyonlari, Li-Fraumeni
sendromu (LFS) olarak adlandirilan kansere yatkinlik bozukluguna
neden olabilmektedir (52). Yapilan bir ¢alismada p53 mutasyonlarinin

ileri evre kas invaziv mesane tiimdrleri ile anlaml bir iliskide oldugu



KANSERIN MOLEKULER TEMELLERI: ENDOKRIN BOZUCULAR, APOPTOZ VE
GENETIK MEKANIZMALAR [ 114

bulunmustur (53). Benzer sekilde Ayed ve ark., (54) inceledikleri 90
primer gastrik karsinoma hastasinda p53 ekspresyonunun 36 (%40)
ornekte pozitif oldugunu bildirmislerdir.

3.5. Reseptor Sinyal Yolaklarinin Bozulmasi

Ekstrinsik apoptotik yolaktaki en kritik sinyalizasyon yollarindan
biri Fas/Fas ligand (FasL) sistemidir. Bu yolu etkileyen mutasyonlar
bagisiklik sistemi hiicrelerini baskilayarak yeni timor hiicrelerinin
olusumuna imkan vermektedir. Hepatoseliiler karsinoma {izerine yapilan
bir calismada, FasL geni-844 T/C polimorfizminin bu kanser tiirlinii
gelisimi i¢in artan bir risk oldugu bildirilmistir (55). Baska bir ¢alismada
meme kanserinin II. ve III. evresinde olan hastalarin kemoterapi dncesi
ve sonrasindaki FasL, granzim B ve sitokrom-c konsantrasyonlar
karsilastirilmis ve kemoterapi sonrast bu molekiillerin seviyelerinde artis
tespit edilmistir (56). FAS yolagm tetikleyerek apoptoz yolagini
degistiren baska bir mekanizma daha bulunmaktadir. Bu mekanizma
TNF reseptoriine benzer ekstraselliiler motifler igeren ve FAS-bagh
apoptozu inhibe eden bir protein olan DcR (TNF reseptor ailesi
iiyelerinden) geninde bir artisa neden olmaktadir. Bir bagka ¢alismada
da, DcR3’lin lenf digimleri ve vaskiiler endotelyal hiicrelerde
ekspresyonu az oranda goriiliirken, 58 (%92,1) hastanin meme kanseri
dokusunda ekspresyon seviyesinin yiiksek oldugu goriilmiistiir (57).
Yine TRAIL-diren¢li meme kanseri hiicrelerinin invazivlik 6zelliginin
arttigl, MDA-MB-231 (meme kanseri hiicre hatt1) hiicreleri ile yapilan
calismada gozlenmistir (58).
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GIRIS

Kanser, anormal hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyiimesi,
normal sinirlariin 6tesine gegerek viicudun bitisik kisimlarini istila
etmesi ve/veya diger organlara yayilmasiyla viicudun hemen hemen her
organinda veya dokusunda baslayabilen genis bir hastalik grubudur.
Kanser genetik ve genetik olmayan birgok faktore baglh
gelisebilmektedir (1). Amerika Birlesik Devletleri ile diistik riskli
poplilasyonlar arasinda farklilik gosteren cevresel (genetik olmayan)
faktorler ¢ok sayida ve gesitlidir ve yasam seyri boyunca deneyimlenir.
Bunlar arasinda dogum agirligi; ergenlik yasi; yasam boyu beslenme
aligkanliklar, kilo alimi, alkol tiiketimi, tiitiin kullanimi1 ve farmakolojik
ajanlarin kullanimi; ve tireme faktorleri gibi faktorler yer almaktadir. Bu
sonu¢ kigkirticidir, ¢iinkii o donemde diyet, obezite ve alkol alimini
kanser riskiyle iligkilendiren ve titizlikle yiiriitiilen epidemiyolojik
calismalardan elde edilen veriler sinirlidir (2).

Hiicre dongiisii ile iliskili kanser gelisiminde rol oynayan genler
onkogenler ve tiimor baskilayici genler (antionkogenler) olmak iizere
baslica iki gruba ayrilmaktadir. Onkogenler, anormal sekilde veya
miktarda bulunduklarinda hiicre boliinmesini yukar1 dogru diizenleyerek
(up-regulating) veya acarak (turning on) kot huylu biyiimeyi
tetikleyebilen proteinleri kodlar. Tersi isleve sahip genler ise anti-

onkogenler veya timdr baskilayici genler olarak adlandirilir (3).

Kanserin genetik temeli kabul edilmeden ve tiimor baskilayici gen (TSG)
terimi ortaya atilmadan once, 1914 yilinda, Alman biyolog Theodor Boveri
tarafindan “boliinmeyi engelleyen belirli kromozomlarin varligmi” o6ne
stirilmiistiir (4). Kanser gelisimini engelleyen "antionkogenlerin" varligi uzun
sire kanitlanamasa da 1969'da Knudson, sporadik ve kalitsal
retinoblastomalarin gelisim siirecini analiz ederek tiimor baskilayici genlerin
(TSG'ler) varligini ilk kez 6ngormiistiir (5).

Timor baskilayici genler (antionkogenler), hiicrelerin normal
bliylime ve boliinme siireclerini kontrol eden, DNA hasarint onaran,
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hiicre dongiisiinii diizenleyen ve hiicrelerin anormal sekilde cogalmasini
Onleyerek kanserin gelismesini engelleyen genlerdir. Tiimor baskilayict
genler, timor olusumu sirasinda kaybi diizensiz hiicre ¢ogalmasina yol

acan biliylimeyi inhibe edici proteinleri kodlar (6).

Hiicre ¢ogalmasini engelleyen ve antikanserojenik etki gosteren
timor baskilayict genlerin etkilerinin kaybi; biiyiimeyi engelleyen
sinyallere kars1 tolerans gelismesine ve diizensiz hiicre cogalmasina yol
acar (7). Insan kanserlerinin cogunun, hem kanser baskilayic1 genlerin
protein iiriinlerinin yoklugunu hem de onkogenlerin anormal iiriinlerinin
varligini igermesi gereken genetik degisikliklerin bir kombinasyonundan
kaynaklandig1 diisiniilmektedir (3).

Bazi Onemli Tiimér Baskilayic1 Genler

RB: Kesfedilen ilk tiimor baskilayici gen, c¢ekirdek icindeki
transkripsiyon  faktorlerine  baglanan bir proteini  kodlayan
retinoblastoma genidir (RB). Transkripsiyon faktorleri, DNA'ya spesifik
olarak baglanan ve baglanma bdlgesi tarafindan kontrol edilen bir dizi
genin ifadesini baglatan proteinlerdir. Myc geninin protein iirlinii bir
transkripsiyon faktoriidiir. Molekiiliin bir kismi DNA'ya baglanirken
diger bir kism1 da bagka bir proteine baglanir. RB {iriinii myc iirliniine
baglanir ve mutant RB proteini myc'yi baglamadigi i¢in bunun normal
bir fizyolojik kontrol islevi oldugu varsayilir (3).Retinoblastoma proteini
(pRB) tiimor baskilayicisi, E2F transkripsiyon faktorlerini baskilayarak
hiicre ¢ogalmasini engeller. Retinoblastoma proteini (pRB), DNA tiimor
viriislerinin (6rnegin adenoviral E1A) doniistiiriicli proteinleri tarafindan
hedef alimir ve RB1 geninin kendisinin veya onun yukar1 akis
diizenleyicilerinin mutasyonlar1 nedeniyle insan tiimor hiicrelerinin
biiyiik bir kisminda islevsel olarak inaktive edilir (8).

TP53: TP53 proteini, hiicrelerin boliinmesini kontrol eder, DNA
hasarin1 onarir ve hasarli hiicrelerin apoptoz (programli hiicre 6limii)
yoluyla yok olmasina yardimc1 olmaktadir. TP53 tiimor baskilayict geni
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insan kanserlerinde siklikla mutasyona ugrar. Cok sayida retrospektif
calisma, anormal p53 protein ekspresyonunu ve somatik mutasyonu,
diistik sag kalim veya tedaviye yanitsizlikla iliskilendirmistir. Meme, bas
ve boyun, karaciger, hematopoietik ve lenfoid sistem kanserleri i¢in
calismalarin ¢ogunlugu TP53 mutasyonu ile kotiilesen sag kalim

arasinda bir iligki oldugunu gostermektedir (9).

BRCAL ve BRCA2: DNA onarim siireglerinde kritik islevlere
sahip timor baskilayici genlerdir. Genetik mutasyonlari olan bireylerde
Ozellikle meme ve over kanseri basta olmak {izere bazi1 kanser tiirlerinin
gelisme riskini artirir (10).

APC (Adenomatous Polyposis Coli): Hiicre biiylimesi ve
apoptozu diizenleyen timor baskilayici gendir. APC geni, kolon
kanserinin gelisimi ile yakindan iligkilidir. Adenomat&z polipozis koli
APC genindeki germline mutasyonlar, ailesel adenomat6z polipozis koli
FAP olarak bilinen kalitsal bir kolon kanseri formundan sorumludur.
FAP bireyleri erken yaslarda kalin bagirsakta yiizlerce ila binlerce polip
gelistirir ve bunlarin bir alt kiimesi cerrahi olarak ¢ikarilmazsa her zaman

kotli huylu kanserlere ilerler (11).

PTEN: Ilk olarak 1997'de tanimlanan PTEN (10. kromozomda
silinmis Fosfataz ve TENsin homologu), insan kanserlerinde en sik
mutasyona ugrayan tiimor baskilayict genler arasindadir. PTEN, hiicre
bliylimesini, ¢ogalmasini, hayatta kalmasini ve metabolizmasini kontrol eden
fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K)/AKT kaskadiin negatif bir diizenleyicisidir.
Bu eksenin hassas diizenlenmesi, onkojenik doniisiimiin kritik bir diigiimiinii
temsil eder. Meme, prostat ve diger kanser tiirlerinde sikga mutasyona ugrar.
PTEN mutasyonlari, timdrlerin biityiimesine katkida bulunabilir. PTEN, kanser
kok hiicrelerinin geligsimini ve bakimini diizenler ve 6zellikle WNT, NOTCH,
PI3K/AKT, MAPK ve NF-kB gibi asag1 akis sinyal yollar1 araciligiyla bu
hiicrelerin kritik 6zelliklerini etkilemektedir (12).

CDKNZ2A: Hiicre dongiisiinii diizenleyen p16 proteini kodlar. Bu
protein, siklin D1 ve CDK4 (siklin bagimli kinaz 4) ile etkilesime girerek
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hiicrelerin boliinmesini inhibe eder. Boylece, DNA hasarina ugramis
hiicrelerin boliinmesi engellenir ve kanser gelisimi riski azalir.. Insan
hiicre hatlarinda CDKN2A'da homozigot delesyonlar ve gen igi
mutasyonlar siklikla gozlenmektedir. Melanom ve pankreas kanseri gibi
bazi kanser tiirlerinde mutasyonlar1 goriiliir. Ailesel atipik ¢oklu
ben/melanom’un (FAMMM) en yaygin genetik nedeni, CDKN2A
genindeki mutasyonlardir (13).

NF1 (Neurofibromin 1): Hiicre biiyiimesini kontrol eden sinyal
yollarm1 diizenler. Neurofibromatozis tip 1 ile iliskilidir ve
neurofibromalar, optik sinyal gliomu, k&t huylu periferik sinir kilifi
timori (MPNST) gibi belirli tiimorlerin riskini artirabilir. NF1 kaybz,
yukseltilmis MAPK sinyallemesi yoluyla Is1 Soku Faktéri (HSF1)nii
aktive eder. Bu nedenle NF1 geninin islevinin kaybi, karsinogenezi
kolaylastirarak tiim organizmanin hayatta kalmasim nihayetinde bozan
evrimsel olarak korunan bir hiicresel hayatta kalma mekanizmasini

harekete gecirmektedir (14).

STK11 (LKB1): Hiicre metabolizmasini ve biiylimesini diizenler.
Peutz-Jeghers sendromu ile iliskilidir ve ¢esitli kanser tiirlerinin riskini
artirabilir. Peutz-Jeghers sendromu (PJS), mukokutandéz pigmentli
lezyonlar, gastrointestinal polipozis ve 6nemli kanser riski ile karakterize

nadir goriilen, otozomal dominant bir durumdur (15).
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Sekil 1. Tiimor Baskilayicit Genlerin Homozigot Delesyonu

Timor baskilayici genlerin (TSG) homozigot delesyonu, komsu
temel genlerin (ESG1) da kaybina yol agarak, hiicrelerin ESG2'ye
bagimli hale gelmesine neden olur. Normal hiicrelerde yiiksek ESG1
ekspresyonu, ESG2'yi inhibe eden bir ilagla tedavi sirasinda koruma
saglar. Ancak tiimdr hiicrelerinde ESG2'nin ifade edilmesi, bu hiicrelerin
tedaviye karsi hassas hale gelmesine yol agar. Bu durum, kanser
tedavisinde hedeflenmis yaklasimlarin Onemini vurgular; Ornegin,
ESG2'yi inhibe eden ilaglarin kullanimi, timor hiicrelerini etkili bir
sekilde hedef alabilirken, normal hiicrelerin sagkalimini koruyabilir. Bu
tiir molekiiler hedefleme stratejileri, kanser tedavisinin 6zellestirilmesine

ve daha etkili yontemler gelistirilmesine katki saglar (16).

Tablo 1. Kanserde Yaygin Olarak Bozulan TSG'ler: Normal Fonksiyon ve Fonksiyon
Kaybr ile Iliskili Hastaliklar (4)

Gen

Rb (retinoblastoma)

Fonksiyon

DNA replikasyonu ve
hiicre boliinmesi igin
gerekli genlerin
transkripsiyonunun
inhibisyonu; apoptoz
indiiksiyonunda rol alir

Fonksiyon kaybi ile
iliskili hastahklar
Retinoblastoma,
osteosarkom, prostat
kanseri, meme kanseri
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P53

P16/INK4a

PTEN (MMACI veya
TEP1)

BRCA1

BRCA2

p21, bax, PIG8, mdm?2,
GADD4S5, , DRS ve
digerlerini hedefleyen
transkripsiyon faktorii;
bcl02 ve PCNA
ekspresyonunu baskilar;
G1 ve G2 kontrol
noktalarini kontrol eder;
proapoptotik genlerin
transkripsiyonel
aktivasyonu yoluyla
apoptoz indiiksiyonu
Kap1 bekgisi gen; CDK4
ve CDK6'y1 inhibe ederek
ve G1/S gegcisini tegvik
ederek normal Rb iglevini
stirdiirtir; mdm?2'yi
baglayarak p53'i stabilize
eder ve aktive eder.

Bekgi geni; lipid fosfataz
olarak hareket ederek
diisiik PIP-3 seviyesini

korur

Bekei geni; hiicre
dongiisiiniin S fazinda
ifadesi artar; DNA hasar
onariminda yer alan
bircok proteinle etkilesime

girer

Bekei geni; DNA hasar

onarimi

Germline kalitimli: Li-
Fraumeni sendromu
(meme kanseri, akciger
kanseri, yumusak doku
timorleri, beyin
timorleri, osteosarkom,
16semi)

Somatik mutasyonlar:
Cesitli kanserler

Germline kalitsal: Ailesel
melanomlar

Somatik mutasyon:
Pankreas kanseri, beyin

kanseri

Germline kalitimli: Coklu
iyi huylu timorler;
meme, tiroid ve beyin
kanserine karsi artan
duyarhilik

Somatik mutasyon:
Glioblastoma,
endometriyal kanser,
prostat kanseri, melanom
Meme kanseri ve
yumurtalik kanseri

Meme kanseri ve erkek

meme kanseri
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APC Coklu hiicresel Kalitsal ve sporadik
fonksiyonlar; sinyal kolon kanseri
iletimi, hiicreler arasi
adezyon, hiicre iskeleti
stabilizasyonu,
muhtemelen hiicre
dongiisii ve apoptoz
diizenlemesi

Norofibromatozis tip 1 Wnt sinyal yolunu kontrol ~ Germline kalitsal
ederek hiicre biiylimesini ~ mutasyon: Iyi huylu
bastirir; ras sinyal yolu periferik sinir kilift

tiimdrleri; astrositom,
glioblastom, optik
gliomlar,
feokromositomlar,
miyeloid 16semiye
yatkinlik

FHIT Anlasilmadi Akciger, mide, meme,

kolon, serviks, bas ve
boyun dahil olmak {izere
gesitli primer timorler;
kiiciik hiicreli akciger
tiimorlerinin %80'1;
kiiciik hiicreli olmayan
akciger tlimdrlerinin
%401

Kanser ilaglart genel olarak iki kategoriye ayrilir: sitotoksik
kemoterapiler ve kanserde rol oynayan bir veya daha fazla proteinin

aktivitesini 6zel olarak diizenleyen hedefli tedaviler.
Sonuc¢

Tespit edilen kanserle iligkili mutasyonlarin yaklasik %80'1 timdr
baskilayici genlerdedir. Ancak, tiimor baskilayicilart hedeflemenin bazi

durumlarda uzun zamandir zor veya hatta olast olmadig: diistintilmustiir.
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Gegmisteki bircok basarisiz girisime ragmen, bilim insanlari timor
baskilayicilarin veya baslattiklar1 sinyal yollarinin seviyesini ve
aktivitesini geri yiiklemek icin yeni yaklasimlar ve teknikler bulmay1
ummaktadir. Ozellikle, kanser genomigindeki ilerlemeler, yeni ilag kesfi
ve mevcut ilaglarin ve bilesiklerin yeniden degerlendirilmesi i¢in
olasiliklar1 biiyiik olgiide iyilestirmigtir. Hassas tipta yeni bir ¢agda,
gelismis genom dizilimi, yeni biyoenformatik ve biyoistatistiksel araglar
ve insanlastirilmig klinik 6ncesi modeller entegre edilerek heterojen
kanserin ¢esitli alt kiimelerinin kapsamli degerlendirmesini iyilestirmek
icin bircok caba beklenmektedir. Ila¢ toksisitesi ve direnci, ilac
tanimlama ve gelistirmede ele alinmasi gereken temel konulardir.
Dahasi, hedeflenen tedavinin immiinoterapi ile, 0rnegin bagisiklik
kontrol noktasi blokaj tedavisi ile etkili bir sekilde birlestirilip
birlestirilemeyecegi heniiz belirlenmemistir. Bu amagla, timor yikimlar
sirasinda konak bagisiklik tepkisine neyin katkida bulundugunu daha iyi
anlamamiz gerekecektir. Tek dolasimli tiimor hiicresi dizilimi,
ekzosomal analiz ve geligsmis tiimor goriintiileme gibi yeni teknikler
kisisellestirilmis tibb1 kolaylastiracaktir. Her bir alandaki bu atilimlar

hedefli kanser tedavisi i¢in benzeri goriilmemis bir firsat saglayacaktir.
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Giris

Melanin, organizmaya giines kaynakli ultraviyole 1sindan koruma
saglayan ve cilt pigmentasyonunda rol oynayan molekiildiir. Cildin,
saclarin ve gozlerin rengi melanik pigmentler tarafindan belirlenir.
Melanin (eumelanin ve feomelanin pigmenti) sentezi ve dagitimi
melanogenez admi tasir (1). Melanik pigmentlerinin sentezinden

noroektodermik dendritik hiicrelerden koken alan melanositler
sorumludur (2).

Melanositler, epidermisin bazal tabaninda yaklasik 30-40
keratinositle; uzun ve ince uzantilarilar1 sayesinde etkilesim kurarak
epidermal birim olustururlar.

Melanin

‘ 3 . Hair
Melanocyte

Epidermis

Dermis

Subcutaneous
tissue (fat)

Sekil 1. Melanosit iceren epidemis yapisi (OMAYO FOUNDATITON FOR
EDUCATION AND RESEARCH. ALL RIGHTS RESERVED)

Melanin graniilleri keratinosit ¢ekirdeginin iizerinde birikir ve
dokiilen epidermal hiicrelerle birlikte uzaklastirilir. Ugiincii tipte bir zar
proteini olan tirozinaz (3), melanogenez i¢in vazgegilmez bir enzimdir.

Sadece melanositlere 6zgii hiicresel organeller olan melanozomlarin
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zarinda bulunur. Melanozomlarin sentezi ve tirozinaz aktivitesi ise L-
tirozinin uyarilmasiyla gergeklesir (4). L-tirozin ve L-DOPA
konsantrasyonu, melanojenik sistemin homeostazini kontrol eder ve
melanositler bu sistemi yalnizca lokal olarak degil sistemik olarak da
diizenler (5). Melanomagenez cevresel, genetik ve diger faktorlerin
etkilesimde oldugu ¢ok adimli bir siiregtir (6). Melanositlerin melanom
hiicrelerine doniisiimii, yatay veya radyal biiylime fazi ile baglayan ve
daha sonra invaziv fenotipe dogru ilerleyen bir siiregtir (7). Dikey
bliylime agamasini takiben, tiimor hiicreleri dermis / hipodermise
derinlemesine girer ve sonunda kilcal damarlarin endoteline niifuz eder
ve kan dolasimina girerek uzak metastaz olusturmalarina izin verir (7).
Melanom hiicrelerinin gelistigi ve prolifere oldugu timor stromast
karmasik ve dinamik bir mikro ¢evredir. Bu mikro ¢evre, hiicre disi
matriks, mikrovaskiilatiir, fibroblastik hiicreler ve degisen biiylime
faktorleri, sitokinler, besinler (6rn. glikoz) ve temel metabolik gazlar
(6rn. oksijen) ile etkilesimleri barindirir (6). Bu faktorlerin tiimii
melanomagenezde ve metastatik hastaliga dogru ilerlemede aktif

katilimcilardir.

1. Melanogenez

Melanogenez, melanin pigmentinin sentezlendigi yolaktir (8).
Melanogenez melanositlerde, melanozom adi verilen ayri sitoplazmik
organellerde gergeklesir (9). Melanositler, epidermis hiicrelerinin %8'ini
temsil eder ve melanoblastlarin onciilii oldugu hiicrelerdir; bu hiicreler
embriyolojik a¢idan noral kret hiicrelerinden kdken alir (1). Epidermisin
alt tabakasinda ve kil folikiilii seviyesinde, melanoblastlar melanositlere
dontisiir ve fonksiyonu olan melanin salgilama islevini yerine getirebilir

forma doniistirler (10).

Melanositlerin go¢, cogalma ve farklilasma siireci, noral tiip
hiicreleri, ektoderm hiicreleri ve keratinositlerin etkisi altinda olmakla
birlikte, ayn1 zamanda WNT glikoprotein ailesi, endotelin ve kok hiicre

faktoriiniin etkisi altindadir (11). Melanogenezde iki melanin ¢esidi
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tiretilir bunlar; feomelanin ve eumelanindir. Bu iki melanin ¢esidi renk
ve sentez yolu bakimindan farklilik gosterirler. Insan derisi tiim melanin
tiplerinin bir karigimini icerir ve melanin tiplerinin orani ise kismen

goriiniir cilt pigmentasyonu belirleyen faktorlerden birisidir (12).

Farkli etnik gruplar arasindaki cilt pigmentasyonunun cesitliligi
korunur. Eumelaninin toplam melanine orani ise cilt renginin belirleyici
faktoridiir (8). Saglikli melanosit hiicrelerinin melanom hiicrelerine
doniistimii ¢ok adiml bir siire¢ olarak kabul edilir. Yatay veya radyal
bliylime fazi, melanositlerin proliferatif ve hayatta kalma avantaji sunan
degisikliklere ugradigi invaziv fenotipe dogru ilk adimdir (13). Bunu,
timor hiicrelerinin dermis/hipodermise derinlemesine girdigi dikey bir
biiyiime faz1 izler. Metastatik melanom hiicreleri sonunda endotelyumu
asabilir ve uzak bolgelere gidebilir (13) .
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Sekil 2. Feomelanin ve eumelanin pigmentinin biyosentez yolagi (14)
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2. Melanoma

Melanom, melanositlerin (pigment iireten hiicrelerin) kontrolsiizce
boliinmesinin sonucunda olusan kotii huylu bir tiimérdiir (15,16,17,18).
Tarihsel siiregte, melanom nadir goriilen bir kanser olmasinin aksine son
50 yilda insidans1 diger tiim kanserlere oranla daha hizli artmistir
(19,20,21,22). Melanom insidans oranindaki artis, etnik kokenlerin
farklilig1 ve cografi konumdaki popiilasyonlar arasinda ayni zamanda
yas ve cinsiyete gore popiilasyonlar arasinda onemli 6l¢iide farklilik
gostermektedir (4,23,24,25,26). Melanoma yaklasik %20' lik bir genel
mortalite orani ile, diinya ¢apinda cilt kanserine bagli 6liimlerin %80’
inden sorumludur ve bu yiiksek mortalite orani c¢ogunlukla diger
organlara metastaz yapma egiliminden kaynaklanmaktadir (27,28).

ASR (World) per 100 000
57370

1557
I 0615
03-06

04-03

Dotier and dashed lnes 6 maps repeesent spprak mate barcerlines for ahich

Sekil 3. (ASR) tarafindan Diinya ¢apinda yasa gore standardize edilmis yillik
melanom insidans orani. Oran her 100.000 kiside ifade edilmektedir (24).

3. Etnik Koken

Melanom insidans bakimindan, farkli etnik gruplar arasinda diger
kanser tiirlerine kiyasla daha fazla gesitlilik gosterir (24). Melanom, agik
tenli Kafkas popiilasyonlar1 arasinda daha orantisiz bir sekilde rapor
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edilmektedir (13,24,29,30). Bu varyasyonun sebebi kismen azalmig
melanin  igeriginden kaynaklanan foto korumanin azalmasina
baglanabilir (31). Daha koyu pigmentli bireylerde artan melanin hem
ultraviyole (UV) A hem de B radyasyonunu azaltan bariyer olusturur
(31). UV radyasyonunun hem hiicre 6liimiine hem de cilt hiicrelerinin
kotli huylu transformasyonuna neden oldugu bilinmekle beraber
melanom i¢in en 6nemli risk faktorii olarak kabul edilirler (32,33).

4. Melanomdan Sorumlu Sinyal Yolaklar:

4.1. MAPK Yolag

MAPK yolu, kanser yayiliminin ¢esitli asamalarinda bozulabilir.
Efektor molekiillerdeki mutasyonlar, kaskad hiperaktivitesine neden
olur. Kaskad hiperaktivitesi ise hiicre proliferasyonu, hiicrenin hayatta
kalimi, invaziv davranig, metastaz ve anjiyogenez ile sonuglanir. BRAF
gen mutasyonlari ¢esitli malignitelerde yaygindir; BRAFV600E kutanéz
melanomda en yaygin olanidir (34).

4.2. Fosfoinositid 3-kinaz-AKT Yolag

Fosfoinositid 3-kinazlar (PI3K'ler) bir grup lipit kinazdir gesitli
fizyolojik sistemlerde diizenleyici islevlere sahiptir. PI3K'lar stres ve
cesitli uyaranlarla bagli olarak uyarilir. Hiicre biiytimesi, farklilagmasi,
cogalmasi, transkripsiyon ve translasyon gibi cesitli biyolojik siireclerde
rol oynar (35). PI3K-Akt patogenezi, diyabet, otoimmiin, inflamasyon
ve kanser gibi ¢esitli hastaliklar ile iligkilidir (35, 36). PI3K enziminin
birincil inhibitorii, timor baskilayict PTEN’dir. PTEN PIP3'lin PIP2'ye
dontistimiinde dogal lipid fosfataz aktivitesini kullanarak PI3K enzimine
kars1 koyarak etki gosterir. PTEN'in yoklugu, malign melanomda tiimor
olusumuyla giiclii bir sekilde baglantili olan Akt’in siirekli
aktivasyonuna yol actig1 bilinmektedir.
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Sekil 4. Hiicre Cogalma ve Hayatta Kalma Yolaklar (37)

4.3. WNT Sinyal Yolag:

WNT embriyonik gelisimde, yetiskin doku homeostaz ve
rejenerasyonunda 6nemli rol oynayan, evrimsel olarak da korunan sinyal
yolagidir (38). Bunlara ek olarak, hiicre farklilagsmasi, hiicre ¢ogalmasi,
hiicre hareketliligi, apoptoz ve genetik stabilite i¢in olduk¢a 6nemlidir
(39). WNT sinyalinin mutasyonlari, embriyonik malformasyonlar,
dejeneratif hastaliklar ve kanser dahil olmak iizere bir dizi hastalikla
iliskilidir (39,30,40).

WNT sinyalizasyonu iki yola ayrilir; B-katenin bagimli, kanonik
veya WNT/B-katenin yolu olarak da adlandirilan bagimli ve B-katenin
bagimsiz -kanonik olmayan olarak adlandirilir (41). WNT/B-katenin
sinyali, epidermiste melanositler ve keratinositler arasindaki
homeostazin korunmasindan sorumludur (42,43). Melanom hiicreleri
doniisiim ve ¢ogalma igin WNT/B-katenin sinyallemesini kullanirken,
metastaz i¢in kanonik olmayan sinyallemeyi kullandigindan (44), B-
katenin bu kanser tiiriinde bir onkogen tanimina tam olarak uymaz (45).
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Sekil 5. Melanomdaki kanonik ve kanonik olmayan WNT sinyalizasyonu arasindaki
iligki modeli.

Kanonik WNT yolunda, WNT-FZD/LRP5/6 etkilesimi [3-katenin
bagimli  sinyalizasyonu baglatir.  B-katenin, hedef  genlerin
transkripsiyonunu yonlendirmek ic¢in ¢ekirdege tasimir. Bu adim,
melanositlerin ¢ogalmaya basladigi ve boylece once radyal sonra da
melanomun dikey biiylimesini tesvik ettigi doniisiimiin erken adimlari
i¢in 6nemlidir. Kanonik olmayan WNT sinyalizasyonunu aktive eden
WNT5A'nin  artmast [-katenin sinyalizasyonunu inhibe eder ve
melanomun metastatik yayilimi i¢in hayati 6nemi olan melanom
hiicrelerinin invazivligini artirir. Yesil ve kirmizi oklar sirasiyla artisi ve
azalis1 gostermektedir (46).

4.4. INK/C-Jun Sinyal Yolag:

Melanom hiicrelerinin sagkalimini diizenleyen ve anti-melanom
tedavisi i¢in potansiyel hedef olan molekiiller; MAR kinazlar JNK (c-
Jun, N-terminal kinaz) ve p38 olarak ifade edilebilir. JNK, dis stres
faktorlerine, sitokinlere, biiylime faktorlerine veya hormonlara yanit
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olarak transkripsiyon faktorii AP-1'in bir bileseni olan c-Jun'u fosforile
eder. JNK'nin stresle aktive olan apoptoz ve melanom gelisimindeki ikili
rold, belirli bir hiicrede ¢esitli Jun ve Fos izoformlarinin varligina
baglidir (47,48). JNK’nin rolii genellikle belirsizdir: onkogen veya

tiimdr baskilayici olarak islev gorebilir.
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Sekil 6. C-JUN N-terminal kinaz (JNK) sinyal kaskadinin diizenleyici sistemi. JNK
‘nin dis stres faktorlerine, sitokinlere, biiyiime faktorlerine veya hormonlara yanit
olarak doniistiigii izoformlarina bakisg (49).

4.5. JAK/STAT Sinyal Yolag:

Jak (Janus kinaz) ve STAT (sinyal doniistiirlici ve transkripsiyon
aktivatoril) protein aileleri, hiicre biliylimesini, hiicre farklilagsmasini,
patojenlere karsi direnci diizenleyen sitokinler (interlokinler, interferonlar)
veya biiyiime faktorleri tarafindan baglatilan sinyal yollarinin temel
bilesenleridir. STAT3 aktivasyonu apoptozu engeller ve melanom hiicrelerinin
cogalmasint destekler, STAT3 sinyalinin bozulmasi1 ise onkogenezi
baskilayabilir (39,50) Melanom hiicre dizilerinin ¢ogunda goriilen hiicre
yogunlugundaki artis, STAT3"%in Jak aracili fosforilasyonuna, DNA'ya
baglanmasina ve anti apoptotik genlerin transkripsiyonuna yol agar (51).
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4.6. NF-kB Sinyal Yolag1

NF--kB sinyal yolagi, Transkripsiyon faktorii NF-B (niikleer
faktor kappa B), stres tepkisinin olusturuldugu her dinamikte bulunan
merkezi bir entegratoriidiir. NF-B iki alt birimden olusur: p50 ve
RelA/p65. Sitoplazmada, ¢ekirdege translokasyonunu onleyen inhibitor
protein IB ile aktif olmayan bir kompleks olusturur. Stres kosullart
altinda, 1B, IB kinaz (IKK) tarafindan fosforile edilir, NF-B'yi birakir ve
sonra proteazomlarda bozunur. Apoptoz, proliferasyon, metastaz ve
timor anjiyogenezinin diizenlenmesinde rol oynayan 150' den fazla
hedef genin transkripsiyonunun baglatildig1 c¢ekirdege serbest NF-B,
aktarilir (10,52). NF-B yolagimin ¢esitli bilesenlerinin regiilasyonu ve
yapisal aktivasyonu, melanomun ilerlemesi ve metastazi ile iliskilidir.
Bu nedenle, potansiyel olarak antikanser tedavisinde inhibitdrleri olarak
kullanilabilir. Melanomda yapisal IKK aktivasyonu; IB bozulmasina,
NF-B'nin niikleer lokalizasyonuna, anti-apoptotik hiicre korumasinda

bulunan genlerin geligsmis ekspresyonuna neden olur (53).

NRAS
061RIK vsooe
C ﬁl_(?

teem e -—@!—«j@

Proteasome-mediated
degradation

C D
- (3
(NF-. 85 SO
NVavhvA — O
Gene expressio Melanoma
growth

Sekil 7. Aktive edilmis MAPK sinyal yolu, transkripsiyon faktorii E2F1 yoluyla
MELK ifadesinin regiilasyonuna yol acar. MELK adaptdr proteini SQSTM1 fosforile
eder, NF-kB yolu aktivitesini uyarir bu uyarim melanom biiyiimesi ile sonuglanir
(54).
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5. Malign Melanom Hiicre Hatlarn

Insan malign melanom hiicre hatlar1 oldukga cesitlidir. En yaygin
olanlar;

e A375: Cilt melanomundan elde edilmis, sik kullanilan hiicre
hattidir.

e SK-MEL-28: Melanom arastirmalarinda yaygin olarak tercih
edilen bir diger hiicre hattidir.

e \WMB35: Melanoma 6zgii patalojinin incelenmesinde kullanilan
bir hiicre hattidir.

e G361: Insan melanomundan elde edilmis ve tedavi
arastirmalarinda kullanilan bir hiicre hattidir.

o MEL-624: Genetik ¢alismalar i¢in kullanilan melanom hiicre
hattidir.

e SK-MEL-5: Melanomun in vitro ¢aligmalar1 i¢in kullanilan bir
diger hiicre hattidir.

e Nadir olarak kullanilan hiicre hatlarina 6rnek olarak ise HMMR
ve C32 hiicre hatlar1 verilebilir.

6. Hiicre Hatlarimin Cesitliliginin Sebepleri

Insan malign melanom hiicre hatlarinin ¢esitliligi, birka¢ temel

esasa dayanir:

6.1. Genetik Ve Fenotipik Heterojenite

Melanom, genetik olarak c¢esitli mutasyonlar ve farkli gen
ekspresyon profilleri gosterir. Metastatik melanom, konvansiyonel
tedaviye direnciyle bilinen agresif bir hastaliktir. BRAF mutasyonlari
tastyan melanomlarda hedefli tedavinin gelistirilmesi tedaviyi etkin
kilmig olsa da, BRAF V600E metastatik melanomu olan énemli sayida
hasta, BRAF inhibitérii vemurafenib (55) veya MEK inhibitorii
trametinib (56) ile tedaviden birkag ay sonra tekrarlama yasar. Melanom

dahil olmak iizere farkli kanserlerin genis 6lgekli dizileme caligmalari,
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bireysel tiimorler arasinda kapsamli genetik heterojenlik ortaya
koymustur (57,58).

Bir tliimoriin, genetik degisikliklere ugramadan mikrogevresel
ipuclarina, hastalik gelisimine, terapotik tedaviye veya ilerlemeye yanit
olarak farkli bolgelerde belirli belirteclerin dinamik ifadesini gostermesi
miimkiindiir. Bu, fenotipik heterojenlik olarak tanimlanmstir. Ornegin,
tek bir insan melanom hiicresi, immiin sistemi baskilanmis bir farede

heterojen bir tiimore doniisebilir (59).

6.2. Mikrocevre Etkilesimleri

Melanom hiicreleri, gevresindeki stromal hiicreler, immiin hiicreler
ve ekstraseliiler matrisle etkilesim i¢indedir. Bu etkilesimler, hiicrelerin
bliylime, invazyon ve metastaz yeteneklerini etkileyebilir.

Tiimo6r mikrogevresi son derece karmasiktir ve laminin ve kollajen
gibi ekstraseliiler matris (ECM) bilesenleri, vaskiiler endotelyal biiyltime
faktorii de dahil olmak tizere biiyltime faktorleri, glikoz gibi besinler ve
degisen oksijen konsantrasyonlari gibi cesitli unsurlardan olusur. Bu
bilesenler topluca, farklilagma, biiylime ve hayatta kalma dahil olmak
tizere hiicresel olaylar kontrol eden sinyaller saglar. Mitojenik sinyaller
icin bir depolama bdlmesi ve hiicresel istila i¢in bir iskele olarak
tamamen yardimci bir role ek olarak, mikrogevre melanosit dontigiimii

ve transdiferansiyasyonda 6nemli bir oyuncu olarak ortaya ¢ikmustir.

Ornegin, son calismalar diisiik oksijen seviyelerinin (hipoksi)
melanosit doniisiimii i¢in gerekli olabilecegini (60) ve agresif melanom
hiicreleri tarafindan sartlandirilan ECM'nin normal melanositleri
epigenetik olarak invaziv melanom hiicresi benzeri bir fenotipe dogru
transdiferansiyasyona ugratabilecegini (61) belirlemistir.

6.3. Farkli Melanosit Kaynaklari

Melanom hiicre hatlari, farkli bolgelerden (6rnegin, cilt, g6z) veya
farkli evrelerdeki timorlerden izole edilmis olabilir. Bu, hiicre hatlarinin


javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;

KANSERIN MOLEKULER TEMELLERI: ENDOKRIN BOZUCULAR, APOPTOZ VE
GENETIK MEKANIZMALAR [ 146

ozelliklerini ¢esitlendiren bir diger onemli faktordiir. Melanositler,
yuksek oranda go¢ eden embriyonik hiicreler olan ndral
krest hiicrelerinden (NCC'ler) tiiretilir. Gastrulasyondan sonra, noral
kret ilk olarak noral plakanin ve ndral olmayan ektodermin sinirinda
indiiklenir ve daha sonra ndral tiiplin kapanmasi lizerine dorsal noral
tiip ile tstteki ektoderm arasindaki bolgeden ayrilir. NCC'ler baslangicta
cok potansiyellidir ancak yavas yavas gelisimsel potansiyelde soy
hattiyla sinirli hale gelirler ve bu, gog ettikleri ve yerlestikleri yere gore
belirlenir. NCC'ler duyusal noronlar ve glial hiicreler, melanositler,
kraniyofasiyal kikirdak ve kemik ve diiz kas dahil olmak iizere bir dizi
farklilagsmis hiicre ve doku tipine yol agabilir (12,62).

6.4. Tedaviye Yamt

Farkli hiicre hatlari, kemoterapi, immiinoterapiler ve hedefe
yonelik tedavilere karsi farkli yanitlar verebilir. Bu yanit farkhiliklari,
tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde O6nemli bir rol oynar. Farkli
tedavilerle ilgili bir drnek vermek istersek; Uc¢ genis melanom asist
kategorisi taninabilir:

(1) lenfosit kaynakli timor antijenlerini kullananlar
(2) tiim tiimor hiicrelerinden tiiretilen agilar
(3) melanom antijenleri ile dendritik hiicrelerin kullanima.

Bu stratejiler hem tek basina hem de ortaya ¢ikan anti-timor
bagisiklik tepkisini artirmay1 amaglayan yeni adjuvanlarla kombinasyon
halinde test edilmistir (63).

6.5. Hiicre Doniisiim Siirecleri

Melanom, cesitli gelisimsel asamalardan gegebilir ve bu siiregler,
hiicrelerin fenotipik farkliliklar gdstermesine yol agar. Ornegin, bazi
hiicre hatlar1 daha agresif ve invazif olabilirken, digerleri daha indolent
ozellikler gosterebilir.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/neural-crest
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7. G-361 Hiicre Hatt1 Nedir?

G361, yetiskin bir hastanin cildindeki metastatik bir bolgeden
turetilen bir insan melanom hiicre hattidir. G-361, G361-mel, G361mel
bu hiicre hattim1 tanimlayan diger isimler olarak nitelendirilir. G361
hiicre hatti, melanositlerin ve melanom hiicrelerinin karakteristik bir
0zelligi olan melanin {iretimini sergiler. G361 hiicreleri epitel benzeri
morfolojileriyle bilinir.

Bu hiicre hatt1 kiiltiir ortaminda Adherent biiylime gosterirler.
Besiyeri ortaminda glikoz, stabil glutamin, sodyum piruvat, FBS gibi
kimyasallara ihtiya¢ duyarlar. Pasajlama islemi sirasinda adherent
hiicrelerin bulunduklar1 ortamdan kaldirmak i¢in Accusate soliisyonu; 25
cm? flasklarda ortalama 1-2 mL iken 75 cm? flasklar igin 2,5 mL
kullanilir. 300xg'de 3 dakika santrifiij edilirler. Besiyeri haftada 2-3 kere
yenilenmeye ihtiyac duyar. 1:2 - 1:4 boliinme oranina sahiplerdir.

Izole Edilen Organizma Insan
izole Edilen Doku Deri
Organizma Cinsiyeti Erkek
Organizma Yasi 31
Organizmanin Etnik Kokeni Avrupa
Hastalhk Melanom

Sekil 8. Transmisyon 151k mikroskobunda 400x biiyiitme dlgekli insan melanoma
G361 hiicre gorseli (64).
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G361 hiicre hatti, hiicre cogalmasti, gé¢ti ve invazyonu dahil olmak

lizere melanomun biyolojisini ve patogenezini incelemek i¢in degerlidir.

7.1. G361 Hiicrelerinin Kullanildign Calisma Alanlar1 Ve
Ornekleri

7.1.1 Molekiiler Biyoloji Calismalar:

G361  hiicreleri, melanomun  genetik ve  molekiiler
mekanizmalarini incelemek igin kullanilir. Gen ekspresyon profilleri,
mutasyon analizleri ve hiicresel sinyal iletim yollar1 arastirmalarinda
onemli bir modeldir (65).

7.1.2 immiinoterapiler

Melanom tedavisi igin gelistirilen immiinoterapilerin etkinligini
degerlendirmek amaciyla G361 hiicre hatti kullanilir. Bu hiicreler,
immiin yanitlarin degerlendirilmesi igin uygun bir ortam saglar (66).

7.1.3 ila¢ Gelistirme

G361 hiicreleri, yeni tedavi stratejileri ve ilaglarin etkinligini test
etmek i¢in kullanilir. Ozellikle hedefe yonelik tedavi ve kemoterapi

ajanlarinin etkileri lizerinde ¢alismalar yapilir (67).

7.1.4 Hiicre Davramsi Ve Invasivite Cahsmalari

Melanom hiicrelerinin proliferasyon, invazyon ve metastaz
yeteneklerini incelemek i¢in G361 hiicre hatti kullanilir. Bu, tiimor
gelisimini anlamaya yardimci olur (68).
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Hiicre boéliinmesinin  dogru bir sekilde diizenlenmesi, tiim
organizmalar i¢in hayati oneme sahiptir. Hiicre replikasyonundaki
normal kontrol mekanizmalarinda meydana gelen bozulmalar, kanser ve
benzer hastaliklarda karsilasilan en temel sorundur (1). Bdliinen
hiicreler, belirli bir biiyiime ve boliinme siirecinden gegmektedir ki bu
strec  hiicre dongiisii olarak isimlendirilmektedir (2). Hiicre
boliinmesinin sagliklt bir sekilde gerceklesmesi, kontrollii isleyen bir
hiicre dongiisiine baghdir.

1. Hiicre Dongiisii

Genetik bilgi, hiicre dongiisii olarak bilinen son derece diizenli bir
stirec araciligiyla bir nesilden bir sonraki nesle kopyalanarak
aktarilmaktadir. Bu siiregte, iki yavru hiicrenin her biri her kromozomun
ayni1 kopyalarini almalidir, bu da hassas bir DNA replikasyonuna baglidir
(3). Okaryotik hiicrelerde hiicre dongiisii G1, S, G2 alt fazlarin1 kapsayan
interfaz ve mitoz (M fazi) olarak adlandirilan iki temel fazdan (Sekil.1)
meydana gelmektedir (4).

DNA replikasyonunun gerceklestigi S fazi ve hiicrenin iki yeni
yavru hiicreye boliindligi M fazi tartigmasiz hiicre dongiisiiniin en
onemli fazlaridir. Bu iki faz arasinda Gi ve Gz olarak adlandirilan ara
fazlar bulunmaktadir. Hiicrenin pozitif ve negatif biiylime sinyallerine
kars1 hassas oldugu Gy, mitozdan sonraki ilk ara fazdir. Bu fazda DNA
sentezi i¢in gerekli olan RNA ve proteinler sentezlenmektedir. Hiicreler
yeterli bliyliklige wulasip gerekli proteinleri sentezlediklerinde,
kromozomlarin aktif olarak kopyalandigi S fazina girerler.

Hiicrenin mitoza girmeye hazirlandig1 Gz, S fazindan sonra gelen
ikinci ara fazdir ve bu fazda mikroflamentler, tiibiilin ve mitoz
diizenlenmesinde rol alan 6nemli faktorler gibi dogrudan mitozla ilgili
RNA ve proteinler sentezlenmektedir. Asir1 hiicre yogunluguna veya
mitojen eksikligine bagl olarak hiicreler hiicre boliinme dongiisiinden
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gecici olarak c¢ekilebilmektedir, bu durum ise Go faz1 ile temsil
edilmektedir (1,5,4).

DNA sentezi igin
Hiicre bolinmesi gerekli hitcresel
G, komponentlerin

M sentezi

0_.. .
Dinlenen hiicreler

Mitoz igin hucre_:sel DONGUSU
komponentlerin
sentezi
S
DNA replikasyonu

Sekil 1. Hiicre dongiisii fazlarinin sematik gosterimi.
1.1. Mitoz

Hiicreler, DNA replikasyonunun gerceklestigi ve iki hiicre i¢in
gerekli tiim diger bilesenlerin uygun miktarda {retildigi interfaz
doneminden geg¢mektedir. Bu bilesenler mitoz siirecinde (Sekil 2)
yeniden diizenlenir ve sitokinezle birlikte tekrar biiyiiyiip boliinebilme
yetenegine sahip yavru hiicreler meydana gelir (6).
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Sekil 2. Hiicre dongiisiinde mitoz evrelerinin sematik gosterimi. Sekil BioRender

uygulamasi kullanilarak olusturulmustur.

Mitoz, kesintisiz devam eden bir siire¢ olmakla beraber daha
anlasilir olabilmesi i¢in birkag evreye ayrilarak anlatilmaktadir. Profaz
evresinde  belirgin  bir  sekilde  kromozom  yogunlasmasi
ger¢ceklesmektedir. DNA’nin histon oktamerlerinin etrafina sarilmasiyla
olusan kromatin iplik¢ikleri bu yogunlagmadan etkilenir ve her
kromozomun uzunlugunun azalmasi ve kalinlasmasiyla DNA
iplikcikleri goriiniir hale gelmeye baslar. Bu evrede transkripsiyon
durmaktadir. Mikrotiibiill ve mikroflamentler ise interfazdaki
stabilitelerini kaybetmektedir (6).

Mikrotiibiil temelli 1§ iplikleri hiicrenin iki kutbunda yapilanmaya
baglar. Cekirdek zarfi prometafaz evresinde parcalanir ve profaz
evresinde yogunlasan kromozom ¢iftleri sentromer noktalarindaki
kinetekorlarindan iki kutuptaki ig ipliklerine tutunmaktadir. Bu tutunma

kromozomlarin hiicrenin merkezinde toplanmasina izin vermektedir.
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Daha sonra tiim kromozomlarin metafaz plaginda dizildigi asama olan
metafaz evresi basglar. Anafaz evresi, anafaz tesvik edici
kompleks/siklozomun (APC/C) aktivasyonu ile baglatilir.

Kardes kromatidleri bir arada tutan protein yapilar1 olan
kohezinler, aktif APC/C’nin aktiflesmesiyle birlikte yikima
ugramaktadir. Anafaz A olarak bilinen bu durumda, her bir ayrilmis
kromozom, kinetokorlarina bagli mikrotiibiiller araciligiyla kendilerine
karsilik gelen kutbuna dogru hareket ettirilmektedir. Anafaz B evresinde
1g ipliklerinin kutuplar1 birbirinden uzaklasir. Kromozomlar ayrildiktan
sonra hiicre telofaz evresine gegmektedir. Telofaz sirasinda kromozom
yogunlugu azalir, ¢cekirdek zar1 yeniden olusur ve sitokinez evresi ile
hiicre iki yeni hiicreye boliinlir. Dongliye devam edecek hiicreler,
mitozun basarili bir sekilde tamamlanmasinin ardindan Gi fazina
girmektedir (1).

2. Hiicre Dongiisiiniin Diizenlenmesi

Hiicre dongiisiiniin  dlizenlenmesi, hiicre dongiisii  kontrol
noktalarinin, regiilator siklinlerin, siklin bagimli kinazlarin (CDK,
cyclin-dependent kinase) ve hiicre dongiisii sinyal yollariin

diizenlenmesini igeren bir dizi karmasik siireci kapsamaktadir (4).

Hiicre dongiisii gecisleri genel anlamda CDK'’ler tarafindan
kontrol edilmektedir (Sekil 3). Serin/treonin kinaz ailesinin bir iiyesi olan
CDK’ler iligkili olduklari siklinlerle kompleks yapilar olusturarak
aktivite gdstermektedir. Ilk defa R. Timothy Hunt ve arkadaslar
tarafindan 1980’lerde tanimlanmis siklinler bu heterodimer kompleksin
diizenleyici alt birimini olustururken, CDK’ler katalitik alt birimi
olusturmaktadir (7,8,9). A, B, C, D, E, F, G, H, I, K, T ve bunlardan
bazilarinin farkli formlar1 olmak {izere memelilerde 15’ten fazla siklin
tanimlanmistir. Tiim siklinler CDK’lere baglanmak ve aktif kompleks
olusturabilmek i¢in siklin kutusu olarak bilinen ortak bir homolog
bolgeye sahiptir. Bazi CDK’ler (CDK1, CDK2, CDK3, CDK4, CDK®6)
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hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde dogrudan gorev almaktadir. Ancak
tim siklin ve CDK’ler hiicre dongiisiiniin diizenlenmesiyle iliskili
dogrudan bir role sahip degildir. CDKS5 mitoz sonrasi islevlere sahipken,
CDK7-11 DNA sentezi ve transkripsiyonun diizenlenmesi gibi hiicre
dongiistinde daha dolayli roller tistlenmektedir (10,9).

siklin D-CDK4/6

siklin A-CDK2 siklin B-CDK 1

2

2

M

a

g

g

=

I

G, S Gz M

siklin D-CDK4/6 siklin A-CDK2 siklin B-CDK1
G, fazi siiresince hiicre S fazna girisi aktivitesi S fazi ¢ikisini mitotik girigi ve
biiyiimesini diizenler diizenler 1saret eder 1lerlemey1 kontrol eder

Sekil 3. Hiicre dongiisii ilerlemesi, siklin ve CDK aktivitesindeki degisiklikler
tarafindan diizenlenmektedir (11).

Cesitli hiicre dongiisii kontrol noktalari, DNA replikasyonunun
dogrulugunu ve biitiinliigiinii ayrica kardes kromatidlerin zamaninda ve
hassas bir sekilde ayrilmasini diizenlemektedir. G1/S kontrol noktasi,
retinoblastoma proteininin (Rb) sirasiyla siklin D-CDK4/6 ve siklin E-
CDK2 tarafindan fosforile edilmesiyle E2F’nin ayrigmasi saglanarak
rahatlatilabilir. E2F transkripsiyon faktorii ailesi ve onlarin dimerizasyon
partner proteinleri, G1/S gegisinin transkripsiyonel diizenleyicileri olarak
islev gormektedir.

Transkripsiyonel baskilama (E2F3B, E2F4, E2F5, E2F6, E2F7 ve
E2F8) veya transkripsiyonun aktivasyonu (E2F1, E2F2 ve E2F3A) E2F
ailesi tiyeleri ile iligkilidir. Yeni arastirmalar baskilayici E2F
proteinlerinin transkripsiyonu aktive edebildigini ve aktivator E2F
proteinlerinin transkripsiyonu baskilayabildigini ortaya koymustur.
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G2/M kontrol noktasinda siklin B-CDK1 kinaz aktivitesi, Aurora
A/Polo-benzeri kinaz 1 (PLK1)/CDC25 ve CHK1/WEEL sinyallemesi
tarafindan hassas bir sekilde kontrol edilmektedir (Sekil 4). Ig ipligi
kontrol noktasi, mitotoik kontrol noktasi olarak da bilinir, mitotik kontrol
kompleksinin (MCC), APCC%20 E3 ligaz aktivitesini inhibe ederek siklin
B ve securin’in yikimini engelledigi ve mitotik ilerlemenin duraklatildigi
bir siiregtir (12,13).

Hiicre dongiisiiniin diizenli ilerlemesi, siklinlerin APC/C ve Skp1—
Cullin1l-F-box (SCF) E3 ligaz kompleksleri tarafindan ardisik olarak
yok edilmesiyle ve ardindan hiicre dongiisii mekanizmasinin, G1 fazinda
siklin D-CDK4/6, G1 fazinin sonunda siklin E-CDK2, S fazinin sonunda
siklin A-CDK2 ve G; fazinin sonunda siklin B-CDK1 aktivasyonu ile
kontrol edilmektedir (13).

(P3: defosforilasyon

: inhibisyon Mitojenik uyarilar
PLKl —P CDC25C —Frs Aurora B
e </\ CDK1 | RAS
CHKI @+ WEEl —@- ' SiinAverB N G l
¢ RAF-1
‘ A MEK1/2
DNA hasar1 PLK1 — AuroraA — = Gy (Rb i
E2F DP >
\ DONBAPT ER]I"Z
) siklin A e TS
CHK1 —3H CDC25A —Dr»CDKD \_L\ £2F o ._P — CEBRY —— INK4
\—\_. CDK2 ?,—si
®
T Ry, Biiyiime
DNAhasann —*  CHK2 —— 53 Cip/Kip inhibe edici

sinyaller

Sekil 4. Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde rol oynayan temel yolaklar (14,15).
CHK1/2: Kontrol noktasi kinaz1 1/2.

Prereplikatif Gy fazi gesitli asamalara ayrilmaktadir. Erken Gi
fazinda hiicre ya hiicre dongiisiinde kalacagi ya da hiicre dongiisiinden
c¢ikip dinlenme durumuna gegecegi bir se¢cim asamasindan ge¢cmektedir.
Hiicre dongiisii boyunca aktivitesi biiyiime faktorlerince kontrol edilen
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siklin D ve iligkili CDK aktivitesi, hiicrenin replikasyon baslatmasina ve
yeni bir hiicre dongiisiine girmesine olanak saglayan bir karar penceresi
olusturmaktadir. Bu CDK aktivitesinin inhibe edilmesi veya yoklugu,
hiicreyi Gi evresinden c¢ikarip duraganlhiga gecirebilmektedir. Go
hiicreleri hiicre dongiisiine girmek iizere stimiile edildigine ilk olarak D
tipi siklinler indiiklenir ve CDK4 ve CDKG6 ile etkileserek aktif
kompleksler olusturur. Bu kompleksler Rb ve muhtemelen cep protein
ailesinin diger tyelerinin fosforilasyonunu baglatmaktadir. Rb, E2F
transkripsiyon faktorleri ailesi iiyeleri de dahil olmak {izere ¢cok sayida
hiicresel proteine baglanip bunlarin aktivitesini diizenlemektedir. Rb’nin
hipofosforile formu, E2F transkripsiyon faktorii ile giiclii bir kompleks
Olusturarak hiicrelerin  replikasyonunu engellemektedir. Rb’nin
fosforilasyonu, bu kompleksin ayrilmasina sebep olarak E2F’nin
transkripsiyonel aktivitesinin serbest kalmasini saglamaktadir (Sekil 4)
(10,16).

Geg Gz evresinde aktif siklin E-CDK2 kompleksi, ileri besleme
etkisiyle Rb’yi ek bolgelerinden fosforile ederek S fazinin gen ifade
programini geri doniilmez bir sekilde baslatmaktadir. Kisitlama noktasi
olarak bilinen bu asama kanser gelisiminde kritik rol oynamaktadir.
Bunun sebebi Gl’den S fazina gecisteki kilit diizenleyicilerdeki
degisimlerin, mitojenik uyaricilara ihtiya¢ duymadan hiicrelerin
cogalmasina olanak taniyabilecegi seklinde aciklanmaktadir. Siklin A-
CDK2, siklin A-CDK1 ve siklin B-CDK1 komplekslerinin ardisik
aktiviteleri ile kisitlama noktasinin 6tesinde Rb hiperfosforile edilmis
durumda tutularak hiicre dongiisiiniin ilerlemesi saglanmaktadir. Diger
yandan olast bir DNA hasar1 durumunda, hiicre dongiisii hizla
durdurulmaktadir. Bu durum ataksi telanjiektazi ve RAD3 iliskili protein
olarak bilinen serin/treonin-protein kinaz ATR, serin protein kinaz ATM
olarak da bilinen ataksi telenjiektazi mutasyonu proteini ve bunlarin
downstream efektorleri olan kontrol noktasi kinaz 1 (CHK1) ve kontrol
noktas1 kinaz 2 (CHK2) gibi iliskili kinazlarin aktivasyonu ile
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saglanmaktadir. Gergeklesen bu islemler hiicreye DNA hasarmi
onarmasi i¢in zaman kazandirmaktadir. DNA hasar kontrol noktas1 gibi
hiicre dongiisii kontrol noktalari, genom biitlinliigiinii korumak i¢in
tasarlanmis olup kanser karsisinda koruyucu bariyer olusturmaktadir.
ATM-ATR kaskatina dahil olan genlerdeki mutasyonlar, DNA hasarina
yanit1 bozarak kanser gelisimini destekleyebilmektedir (17).

DNA replikasyonuyla  birlikte sentrozom  dongiisii  de
baslamaktadir. Ge¢ S fazindan erken G fazina kadar c¢ogalan
sentrozomlar mitozun baslangicinda mitotik ig ipliklerinin kutuplarim
olugturmak tlizere ayrilmaktadir. Sonrasinda, olgunlagsma olarak
tanimlanan mitotik ig ipliklerinin her iki kutbundan yayilan dinamik
mikrotiiblillerden olusan aster yapilarinin olustugu siire¢ baslamaktadir.
Tiim bu siiregler, CDK1 ve CDK2’nin yani sira aurora A ve polo benzeri
kinaz 1 (PLK1) dahil olmak tizere diger serin/treonin protein Kinazlar
tarindan kontrol edilmektedir (18,17,19).

G2 evresinde, DNA replikasyonunun ge¢ asamalarinda S
evresinden mitoz evresine gegisin saglanabilmesi i¢in CDK2, siklin A
tarafindan aktiflestirilir. Mitozun baslamasin1 kolaylastirmak i¢in
interfazin  sonunda A tipi siklinler CDKI1’in aktivasyonunu
saglamaktadir. Niikleer zarin pargalanmasinin ardindan, A tipi siklinler
yikilarak hiicrelerin mitoz boyunca ilerlemesinden sorumlu siklin B-

CDK1 kompleksinin olusumu kolaylastirilir (20).

Profaz  sirasinda, sitoplazmada artan CDKI1 aktivitesi
sentrozomlarin ~ ayrilmasini  ve  hiicrenin  yuvarlaklagmasini
tetiklemektedir. Aym1 zamanda aktif siklin B-CDK1 kompleksi,
kromozomlarin  yogunlagsmasini, niikleer zarfin gegirgenligini,
APC/C’nin aktivasyonunu ve niikleolar dagilmayr saglamaktadir.
Prometafaz evresinde siklin A, APC/CC®*? tarafindan ubikitinasyona
ugradiktan sonra 26S proteazom tarafindan yikima ugratilmaktadir.
CDK1 aktivitesi, B tipi siklinlerle etkilesimi nedeniyle yiiksek

kalmaktadir. Metafaz evresine kromozomlarin merkezde hizalanmasinin
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ardindan, mitotik ¢ikis APC/C®? tarafindan baslatilmaktadir. Bu
siirecle beraber B tipi siklinler de ubikuitinasyon yoluyla proteolitik
yikima hedeflenir. Protein fosfatazlar, genis ¢apta substrat
defosforilasyonu saglayarak CDK1’in etkilerini tersine gevirir. Mitotik
giriste oldugu gibi, mitozdan ¢ikis da hizli ve geri dondiiriilemezdir.
APC/CC%20 aktivasyonu, kardes kromatidlerin ayrilmasi, ig ipliginin
uzamast ile ayrilmasi, hiicreyi ikiye bdlen aktomiyozin kontraktil
halkasinin olusumu gibi bir dizi olay1 tetiklemektedir. Ayn1 zamanda tek
kalan siklin B yok edilerek CDK aktivitesi sifira indirilir ve olusan iki
yeni yavru hiicrede hiicre dongiisii tekrar prereplikatif Gi fazina
stfirlanmis olur (16).

3. CDK inhibitorleri

Hiicre dongiisii diizenleyicileri kanserde kritik rollere sahiptir.
Kanser, hiicre dongiisli proteinlerinin olagandis1 aktiviteleri sonucunda
ortaya ¢ikan kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi olarak da tanimlanabilmektedir.
Bu sebeple hiicre dongiisiinii diizenleyen proteinler, kanser tedavisinde
potansiyel hedefler olarak goriilmektedir (15).

Hiicre dongiistiniin diizenlenmesinde Rb protein yolag: kilit rol
oynamaktadir. Rb ve regiilatorii olan siklinler, CDK’ler, CDK
inhibitorleri kanserde normal islevlerini kaybetmistir. Durgun hiicrelerde
inaktif E2F transkripsiyon faktorlerinin sekestre edilmesi ve kromatin
yeniden modelleme kompleksleri ile histon deasetilazlara baglanmasi
yoluyla Rb tarafindan mitoz ve DNA replikasyonu i¢in gerekli genlerin
transkripsiyonu  baskilanmaktadir. Hiicre mitojenik uyaranlarla
uyarildiginda, D tipi siklinler indiiklenir ve CDK4 ve CDK6’y1 aktive
eder. Aktif siklin D-CDK4/6 komplekslerinin Rb proteinini fosforile
etmesiyle ve kismen inaktive etmesiyle E2F tarafindan hedef genlerin
ekspresyonu gergeklesir (21).

Siklin ve CDK gibi pozitif hiicre dongiisii diizenleyicileri, hiicre
dongiisiiniin dogru bir sekilde ilerlemesinde dnemli roller oynamaktadir.
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Bunun yanmi sira CDK inhibitdrleri (CKI) de hiicre homeostazinin
korunmasinda ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde kritik 6neme
sahiptir. CKI’lar yapisal benzerliklerine gore iki aileye ayrilmaktadir:
INK4 ve Cip/Kip ailesi. Cip/Kip ailesi G1/S fazinda hiicre dongiisiine
bagli siklin-CDK kompleksi olusumunu inhibe etmektedir. INK4 ailesi
de 6zellikle siklin D-CDK komplekslerinin aktivitesini inhibe etmektedir
(21).

3.1. Cip/Kip Ailesi

Cip (CDK interacting protein)/Kip (kinase inhibitor protein)
protein ailesi hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde CDK’lere baglanip
onlarin etkilerini inhibe etmelerinden 6tiirli ilk olarak hiicre dongiisii
inhibitorleri olarak tanimlanmistir. Fakat bu islevlerinin Otesinde
apoptoz, hiicre kaderinin belirlenmesi, hiicre iskeleti dinamikleri, hiicre
gocll, transkripsiyonel diizenleme gibi farkli olaylarda da énemli roller
oynayan ¢ok yonlii proteinlerdir. Stabiliteleri, hiicre i¢i konumlar1 ve
protein protein etkilesimlerindeki degisiklikler yoluyla, karmagik bir
fosforilasyon ag1 Cip/Kip proteinlerinin islevlerini diizenlemektedir.
Cip/Kip ailesi tiyeleri p21CPYWAFL p27KIPL  n57KIP2 girasiyla cdknla,
cdknlb ve cdknlc genleri tarafindan kodlanmaktadir. Bu proteinler
siklinler ve CDK’lere baglanmay1 saglayan ortak bir N-terminal
domainini tasimakla birlikte dizilerinin geri kalan1 farklilik
gostermektedir (22).

Cip/Kip ailesinin bir iiyesi olan p21¢PYWAFL 165 aminoasitten
olusan kii¢iik bir proteindir. N- terminalinde A, B, D ve E tipi siklinler
ile CDK4/6, CDK2 ve CDK1 siklin bagimli kinazlara baglanmaktadir.
Hiicre dongiisii inhibitorlerinden olan p21€PYWAFL ‘siklin D-CDK4/6 ve
siklin E-CDK2 komplekslerini inhibe ederek G1/S ve G2/M gegislerinde
hiicre dongiisiiniin  ilerlemesini  durdurabilmektedir. p21°nin bu
aktivitelerinin E2F araciligiyla gergeklestigi diisiiniilmektedir (23,24).
p21l’in siklin-CDK komplekslerinin ve proliferatif hiicre niikleer
antijeninin (PCNA) aktivitesini inhibe etme yetenegi, p53’iin timor
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baskilayic1 aktivitesinin modiilatorii olmasi onu hiicre dongiisi
ilerlemesinin bir inhibitorii olarak 6n plana ¢ikarmistir. Biiylimenin
durmasi, farklilasma ve senesens indiiksiyonunda aldigi roller p21’in
timor baskilayici aktivitesine aracilik etmektedir. p21, protein-protein
etkilesimleri araciligiyla birtakim hiicresel olaylar1 ve gen
ekspresyonunu dogrudan da diizenleyebilmektedir. Protein kinazlar,
birgok  transkripsiyon  faktorii,  ubikuitin = ligazlar, p21’in
transkripsiyonunu, hiicresel yerlesimi ile kararlihigimi diizenleyerek
aktivitesini kontrol etmektedir (25).

Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve tiimor baskilanmasinda p53-
p21-RB sinyal yolagmin 6nemli Ol¢iide katkist bulunmaktadir. DNA
hasari, viral enfeksiyon gibi hiicresel stres durumlarinda p53
indiiksiyonu gerceklesmektedir. p53°lin artan konsantrasyonu hiicre

dongiisiinde G1 fazinin durdurulmasina ve apoptoza yol agabilmektedir
(26, 27).

p21, cdknla geni tarafindan kodlanmaktadir ve bu gen p53°iin
hedefidir. p53’tn, p2l/cdknla promotdriine baglanmasiyla p2l
transkripsiyonu  aktiflesir  (Sekil 5). Aktif p2l1, Rb’nin
hiperfosforilasyonunda rol oynayan siklin-CDK komplekslerini inhibe
eder. Hipofosforile Rb E2F transkripsiyon faktorleriyle ardisik olarak
kompleksler olusturur. Rb-E2F kompleksleri hedef genlerin
promotdrlerinde E2F baglanma bolgeleri ile etkileserek hedef genlerin
downregiilasyonuna sebep olmaktadir. p53 aracilt bu transkripsiyonel
baskilama ile hiicre donglisiiniin ilerlemesinden sorumlu genler
baskilanmig olmaktadir (27).
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Sekil 5. p53-p21-RB sinyal yolagi ile hiicre dongiisiiniin inhibisyonu (27).

Tim bu aktivitelerinin aksine p21’in siklin-CDK kompleksleri
tizerindeki etkileri basit bir baglanma indiiksiyonu ile sinirli degildir.
Ornegin p21, CDK4/6 komplekslerini inhibe etmekle kalmayip
sitokiyometrik olarak bu kompleksleri uyarabilmektedir. Ayni1 zamanda
mitojenik  ve  anti-apoptotik  aktiviteye  sahip  faktorlerin
transkripsiyonunu indiikleme yetenegi, p21’in tesvik ettigi biiylime
durmasindan sonra tiimor hiicrelerindeki endoreduplikasyon ve anormal
mitozun gelismesi gibi islevleri, p21’in kanser olusumunu ve timor
ilerlemesini tesvik edebilecegi de diisiiniilmektedir (28).

Siklin bagimli kinaz inhibitorii olan p27, ayn1 zamanda p27KiP!
olarak da ifade edilmektedir, cdknalb geni tarafindan kodlanmaktadir.
Yaygin eksprese edilen p27, mitojenik ve biiyiime inhibe edici sinyalleri
entegre ederek normal hiicre dongiisii ilerlemesini diizenlemektedir. p27,
N-terminal domaini araciligiyla hem siklin hem de CDK alt birimleriyle
etkileserek siklin A, B, D ve E-CDK komplekslerinin aktivitesini inhibe
etmektedir (29). G1/S gegisinde 6nemli roller iistlenen p27 ayni zamanda
CDK bagimli ya da bagimsiz mekanizmalar aracilifiyla G2/M geg¢isinin
ve sitokinezin tamamlanmasimin da dilizenlenmesini saglamaktadir.
Hiicre farklilagmasi, hiicre hareketliligi ve gogiiniin diizenlenmesi,
apoptoz ve otofajinin aktivasyonu da p27’nin diger Onemli
islevlerindendir (30).
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p27°nin  hiicre dongiisii  diizenlenmesindeki aktivitesi K48
baglantili ubikuitinle poliubikuitinasyon, fosforilasyon, sitoplazmaya
tasinma gibi postranslasyonel modifikasyonlarla diizenlenmektedir.
Sitoplazmada, E2 Ubc3 ve E3 SCF5KP2 bu poliubikuitine edilmis tiirlerin
olusumunu katalizler ve p27, proteazom araciligiyla parcalanir.
Degredasyon i¢in isaretlenmemis p27 ise, hiicre gogiiniin,
sitoskeletonun, otofajinin, epitelyal mezenkimal gegisin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir (31).

Cdknlc geni 316 amino asitten olusan p57°yi, p57¥P?
kodlamaktadir. Primer dizilim seviyesinde p57 {ii¢ farkli bolgeye
organize olmus modiiler bir yapiya sahiptir. Bolge I, N- terminal
bolgesinde yer alan ve p21 ile p27’inkine onemli Olgiide homoloji
gosteren CDK inhibitor bolgesi (KID) olarak tanimlanmaktadir. Prolin
ve alanin amino asitlerinin tekrarlarindan olusan ve PAPA bdlgesi olarak
da isimlendirilen bolge II ve son olarak da C- terminalinde yer alan
korunmus QT bdlgesini igeren bolge III p57°nin sahip oldugu diger
bolgeleridir (32).

Tiim siklin-CDK komplekslerinin inhibitorii olan p57°nin, siklin
B-CDK1 ve siklin D2-CDK6’ya kars1 afinitesi daha diisiiktiir (32). G1/S
ve Go/M gegislerinde siklin-CDK komplekslerini modiile ederek hem
DNA reduplikasyonunu hem de mitozu diizenleyebilmektedir. PAPA ve
C-terminal bolgeleri aracilifiyla farklilasma, gelisim, transkripsiyon,
apoptoz ve migrasyon gibi farkli hiicresel siireclerin diizenlenmesinde de
yer almaktadir (33). Ayrica p57 apoptoz, hiicre invazyonu, timor
farklilagmasi, anjiyogenez, metastaz gibi ¢esitli kanser belirteclerinin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Kanserde p57 genellikle mutasyona
ugramaz fakat ifadesi, promotdrdeki baskilayici histon isaretleri ve DNA
metilasyonu gibi epigenetik degisiklikler yoluyla downregiile edilir (34).

Hiicre dongiistiniin 6nemli regiilatorlerinden olan p57°nin yikimi
ubikuitin proteazom yolag: ile kontrol edilmektedir. Skp1/Cull/F-box
(SCF) tipi E3 ubikuitin ligaz kompleksi SCF3*P2 p57°yi ubikuitinasyona
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ve proteolize hedefleyerek p57°nin hiicresel seviyesini diizenlemektedir
(35).

Cip/Kip ailesinin tiim fiyeleri RhoA-ROCK-LIMK-cofilin
yolagminin  farkli  seviyelerinde etki ederek hiicre iskeleti
organizasyonunu ve hiicre gociinii diizenlemektedir (22). Bu yolakta
kiiciik GTPaz RhoA, Rho iliskili kinazi (ROCK) aktive etmektedir.
Aktiflesen ROCK, LIM kinaz1 (LIMK) aktive etmekte ve bu da aktin
polimerlesmesini engelleyen ADF/cofilin proteinini inhibe etmektedir.
CKI araciligiyla bu yolagin diizenlenmesi, cofilin’in aktif hale gelmesine
ve stres liflerinin depolimerizasyonuna yol agarak monomerik aktinin
yeniden dagilimina sebep olur. Bu da hiicre hareketliliginde artisa ve
morfolojik degisikliklere yol agmaktadir (Sekil 6) (Starostina ve
Kipreos, 2012). LIMK1’in asir1 ekspresyonu kanser metastazinda rol
oynamaktadir (Bernard, 2007). RhoA-ROCK-LIMK-cofilin yolagininin
p21, p27 ve p57 araciligiyla inhibisyonu kanser hiicrelerinin

hareketliligini ve dolayisiyla invazyon ve metastazi kontrol etmektedir
(33).

p2l —— ROCK

i Bazi klinik ¢alismalar, p57 nin azalmis
ifadesinin kanserde artmis invazyon ve
q metastaz ile iligkili oldugunu
p57 i LIMK gostermektedir. Bu nedenle, p57 bir timor
metastaz baskilayic1 olarak
J_ smiflandinlmaktadir (Guo ve ark., 2010).
cofilin
x~
Aktin yeniden . Hucre harcketi . Hareketlilik . invazyon
vapilanmasi Adezyon Metastaz

Sekil 6. Cip/Kip ailesi tiyeleri aracilt RhoA-ROCK-LIMK-cofilin yolagi inhibisyonu
(36).
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3.2. INK4 Ailesi

Hiicre donglisii inhibitorii olarak islev gorev INK4 ailesi de
Cip/Kip ailesi gibi hiicresel yaslanma ve tiimor baskilamada rol
oynamaktadir. INK4 ailesi iiyeleri p16'N<4 p15/NK4b n18INKdc 51 gINKad
CDK4 ve CDK6’ya baglanarak onlarin iliskili siklinlere baglanmasini
allosterik rekabet yoluyla inhibe etmektedir (21). Ozellikle p15 ve p16
amino asit diizeyinde %85 oraninda benzerlige sahiptir ve bu proteinler
arasinda ¢ok az biyokimyasal ayrim yapilmistir. INK4 ailesi iiyelerinin
genel etki mekanizmasi su sekildedir: CDK4 ve CDK6’ya bu
proteinlerin baglanmasiyla birlikte bu kinazlarin D tipi siklinlere
baglanmasin1 engelleyen allosterik bir degisim meydana gelir. Boylece
CDK4/6 aracil1 Rb protein ailesi liyelerinin fosforilasyonu inhibe edilmis
olur. p15 ve p16 ifadesi Rb proteinlerini hipofosforile durumda tutmakta
ve bu da E2F’nin baglanmasi tesvik ederek hiicre dongiisliniin G
evresinde durmasi saglanmaktadir (37). INK4 ailesi {iyesi olan p18 yine
CDK4/6 yollarim1  hedefleyerek somatik hiicrelerde  yeniden
programlanmayi sinirlamaktadir (38). Bu ailenin diger bir iiyesi olan p19
da yalnizca hiicre dongiisiinii diizenlemekle kalmayip ayni zamanda
hiicresel yaglanma siireclerinde, DNA hasar onarimi, hematopoietik
hiicrelerde hiicre farklilasmasi, apoptoz gibi birtakim olayda da
diizenleyici roller oynamaktadir (39).

INK4 ailesinin prototipi olan p16, 156 amino asitten olusan bir
proteindir. Hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ve Rb proteinin fosforilasyonu
icin gerekli aktif siklin D-CDK4/6 kompleksinin katalitik aktivitesini
inhibe eden p16°nin, bu yeteneginden 6tiirii timdr baskilayict aktiviteye
sahip oldugu diistiniilmektedir (40). p16’nin CDK4/6 inhibitor etkisi ile
birlikte Rb proteini fosforilasyonu engellenmis olur. E2F1 ile iligkili Rb,
E2F 1’1 sitoplazmaya lokalize eder ki bu da G1/S gegisi icin kritik E2F1
hedef genlerinin transkripsiyonunu engellemektedir. Boylece hiicre
dongiisii G1/S gegisinde inhibe edilmis olur (41).
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pl6’nin ekspresyonu normal hiicre homeostazi igin biiylime ve
farklilasma arasinda dengelenmelidir. Bu dengenin saglanmasi da p16
aktivasyon ve inaktivasyonunu iceren karmasik bir mekanizma ile
saglanmaktadir. p53 hiicre biiylimesinde kontrol saglayarak hiicrelerde
bliylimenin duraklatilmasit ve DNA onarimini saglarken pl6 timor
olusumunu &nlemede kritik bir rol oynamaktadir. Insan tiimérlerinde
p53’iin inaktivasyonundan sonra p16°nin inaktivasyonu en yaygin ikinci
mekanizmadir. Sisplatin ve benzeri kemoterapétik ajanlar pl16’nin
aktivitesini hem kanserli hem de normal hiicrelerde artirarak yaslanmay1
tetiklemektedir. Bu sebeple kanserli hiicrelerde pl6’nin artmis
ekspresyonu ile yaslanmanin saglanmasi, kanser tedavisinde etkili bir
yaklasim olabilir (41).

Kromozom 9p21°de yer alan INK4a/ARF/INK4b lokusunun kayb1
insan kanserinde en sik goriilen sitogenetik olaylardan biridir.
INK4a/ARF/INK4b lokusu, pankreatik adenokarsinom, bazi 16semiler,
melanom, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri, glioblastom ve
mesane karsinomu dahil olmak {izere genis bir tiimor yelpazesinde
silinmektedir (37).

ARF’nin timor baskilayic1 aktivitesi biiylik Olgiide anormal
biiyiime ve c-MYC aktivasyonu gibi onkojenik streslere yanit olarak
p53’i diizenleme yetenegine atfedilmektedir. ARF proteinleri MDM2
proteinine baglanarak onu inaktive eder ve MDM2 de p53°i negatif
yonde diizenler (37).

3.3. WEE1

WEE], hiicrede meydana gelen DNA hasarina yanit olarak mitoza
gecisi Onleyen, hiicre dongiistinde G2/M gegisinin 6nemli bileseni olan
bir tirozin kinazdir (42). Aktif siklin B-CDK1 kompleksi mitotik girisi
ve ilerlemeyi kontrol etmektedir. interfaz sirasinda CDK1’in aktivitesi
WEE1 ve MYT1 (miyelin transkripsiyon faktorii) kinazlar1 tarafindan
kontrol edilmektedir. WEE1 ve MYT1 sirasiyla CDK1’i tirozin 15 ve
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treonin 14 kalintisinda fosforile ederek CDK1’in inaktivasyonunu
saglamaktadir. Boylece herhangi bir DNA hasarinda WEE1’in siklin B-
CDK1 kompleksi iizerindeki inhibitor etkisi ile hiicre dongiisiiniin Go/M
gecisinde mitoz girisi engellenmis olur (43). WEEI’in aktivitesi, PLK1
tarafindan hiperfosforile edilmesiyle birlikte M fazinda azalirken, S ve
G; fazlarinda artmaktadir. Onemli bir DNA hasar1 olmayan hiicrelerde
WEED’in PLKI1 tarafindan fosforilasyonu, WEE1’in ubikuitin ligaz
kompleksi tarafindan parcalanmasina yol agmaktadir. Mitoz evresine
gecis ise WEE1 pargalandiktan ve siklin B-CDK1 kompleksi CDC25
fosfataz tarafindan aktiflestirilip defosforile edilmesi ile miimkiin
olmaktadir (Sekil 4) (44).

Melanom, meme kanseri, beyin tiimorleri ve 16semi gibi gesitli
kanser tiirlerinde WEE1 yiiksek seviyelerde ifade edilmektedir. Bu
kanserlerin ¢gogu DNA’ya zarar veren ajanlarla tedavi edilir. Cogu kinaz
inhibisyon stratejisinin hiicre dongiisiinii durdurmay1 hedeflemesinin
aksine, WEE1 inhibisyonu mitozu tesvik etmektedir. Boylece hiicre
ardisik replikasyon dongiilerine zorlanir ve genomik instabilite meydana
gelir. Bu da nihayetinde mitotik felaketten kaynaklanan apoptozla
sonu¢lanir. Tiim bunlardan 6tiiri WEEI1 kinazin inhibisyonu, mevcut
geleneksel DNA’ya zarar veren tedavilerin etkinligini artirmak amaciyla
kullanilabilecek bir strateji olmaktadir (42,45)

4. Kanser Tedavisinde Hedef: Siklin Bagimh Kinazlar

Normal hiicre dongiisii isleyisinde meydana gelen bozulmalar
sonucu kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi kanserin en dnemli 6zelliklerinden
biridir. Hiicre dongilisii kontroliiniin temel isleyisini anlamak etkili
kanser tedavileri gelistirilmesi acgisindan son derece Onem arz
etmektedir. Ozellikle hiicre déngiisii mekanizmalarini diizenleyen gen
tirlinleri, hiicre dongiisiiniin diizenli bir sekilde ilerlemesini saglayan
siklin bagimli kinazlar 6nemli tedavi hedefleri olarak incelenmektedir.
CDK’lerin tedavi hedefi olarak goriilmesinin sebebi tiimoér olusum
olayinin, hiicre dongiisiiniin G1 fazinda CDK4 ve CDK6 komplekslerini
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etkileyerek  kontrolsiiz ¢ogalmayr tetiklemesidir. Kromozomal
stabilitedeki bozulmalar ve S faz1 ve Go/M gecisi kontroliine CDK?2 ve
CDK1’in aracilik etmesi yine tiimor olusumundaki kritik noktalardandir
(46).

Kanserde, siklin-CDK komplekslerinin katalitik alt birimleri
genellikle mutasyona ugramaz. Ancak CDK4 ve CDK6’nin melanoma
(CDK4) ve diger tiimorlerde (CDK4/6) mutasyonlari belirli alt
gruplarinda gézlemlenmistir. Insan malignitelerinde daha yaygin olarak
siklinlerin ve CDK’lerin diizenleyici alt birimlerinin amplifikasyonlar1
ve endojen CDK inhibitorlerinin mutasyonlar1 goriilmektedir (17).
Ornegin siklin D1’in agir1 ekspresyonu dzofagus kanseri, bas ve boyun
karsinomlari, meme tiimérleri, akciger tiimorleri, kolorektal karsinomlar
gibi ¢esitli neoplazilerin birgok tiiriinde yaygin bir durumdur (47). Siklin
B’in asir1 ekspresyonu gogiis kanseri, 6zofagus skuamoéz hiicreli
karsinomu, bobrek kanseri, kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri gibi ¢esitli
kanserlerde yaygindir (48).

Son zamanlarda, CDK2 deregiilasyonunun belirli kanser tiirlerinde
sikca gozlemlendigi anlasilmistir. CDK2 ile kompleks yapilart olugturan
El veya E2 siklinlerin amplifikasyonlar1 da 6zellikle uterin ve over
kanserleri basta olmak iizere bircok kanserde Onemli onkogenik
olaylardandir (46). CDK1’in deregiilasyonunun timdér olusumuyla
yakindan baglantili oldugu gosterilmistir. Cesitli kanser tiirlerinde
CDKI1 aktivasyonu o6nemli rol oynamaktadir. CDK1’in bir¢ok hedef
proteinini fosforilasyonu, bu proteinlerin tiimor gelisimindeki iglevlerini
onemli dl¢iide etkilemektedir (49).

CDK’ler cesitli genetik ve epigenetik olaylar sonucunda insan
kanserlerinde genellikle asir1 aktif hale gelmektedir. Bu durum kontrol
noktasi biitiinliigliniin kaybina ve kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina yol
agmaktadir. Bu nedenle CDK ’lerin selektif olarak inhibe edilmesi, timor
hiicresinin hiicre dongiisiinde ilerlemesini sinirlayabilir ve apoptotik
yolaklarin indiiksiyonunu kolaylastirabilir (17).
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CDK inhibitorleri ile ilgili arastirmalar 1990’lardan beri
yapilmaktadir. Flavopiridol (alvocidib olarak da bilinmekte) ve
roscovitini (seliciclib olarak da ge¢mekte) (Tablo 1) igceren birinci nesil
CDK inhibitdrleri, pan-CDK inhibitorleri olarak isimlendirilmistir. Bu
inhibitérler CDK enzim aktivitesini engelleyerek hiicre dongiisii
inhibisyonuna ve hiicre proliferasyonu inhibisyonuna sebep olmaktadir.
Ancak c¢ogu birinci nesil ajan zayif segicilik ve yliksek toksisite
Ozellikleri gostermelerinden o6tlirii klinik denemelerde basarisiz olmustur
(50).

Dinaciclib, AT7519, TG02, P276-00, PHA-793887, RGB-286638,
Roniciclib ve benzeri (Tablo 1) ajanlar dahil olmak iizere ikinci nesil
pan-CDK inhibitorleri daha 1yi segicilik ve daha az yan etki profili hedefi
ile gelistirilmistir. Bu ajanlarin ¢ogu klinik dncesi ¢alismalarda etkili
antitimor  aktivite gostermistir. Bunun yani sira bu inhibitorlerin

giivenirligi ve etkinligi daha fazla klinik ¢alismayla dogrulanmalidir
(50).

Tablo 1. Bazi pan-CDK inhibitérleri.

isim Hedef CDK tiirii En yilkksek Hedef Kanser Referanslar
klinik faz ~ Tiirii
Akut 52,50
Flavopiridol = CDK1,2,4,6,7,9 Faz Il lenfoblastik
(Alvodicib) |6semi, akut

miyeloid I6semi,
kronik lenfositik
|6semi, mide
kaneri, lenfoma
Akciger kanseri, 53
Seliciclib (R- CDK1,2,4,5,6,7,9 Faz Il lenfositik
roscovitine) I6semi, meme
kanseri, kolon

kanseri,
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kolorektal

kanseri
Dinaciclib CDK1,2,5,9 Faz Il Kronik lenfositik 54
(SCH |6semi, solid
727965) timorler

Kolon kanseri, 55,50
AT7519 CDK1,2,4,6,9 Faz Il meme kanseri,

non-hodgkin

lenfoma
Roniciclib CDK1,2,3,4,5,6,7,9  Fazll Rahim agzi 56,57
(BAY kanseri, akciger
1000394) kanseri,

anaplastik tiroid

kanseri

Hematolojik 58,50
RGB-286638 CDK1,2,3,5,9 Fazl maligniteler,

multipl miyelom

Pan-CDK inhibitorlerinin klinik kullanimindaki en biiyiik sorun,
selektif olmayislart ve normal hiicreler iizerinde toksisiteye sebep
olmalaridir. Bundan dolay1 arastirmacilar CDK4/6, CDK12/13, CDK?7,
CDK9 gibi sadece belirli CDK’yi hedefleyen ajanlar gelistirmeyi
hedeflemektedir. Her kanser tipi kendine ozgii CDK ekspresyon
profiline sahiptir. Bu nedenle hastalara uygun spesifik CDK inhibitorii
secimi, terapoOtik etkinligi artirmak ve toksik yan etkileri en aza
indirgemek i¢in kritiktir. Glinlimiizde, ¢esitli spesifik CDK inhibitorleri,
preklinik ve klinik ¢aligmalarda kayda deger antitiimor aktivite
gostermistir (50).

Hiicrelerin, hiicre dongiisiiniin S fazina girisinde CDK4 ve CDK6
kritik role sahiptir. Bu kinazlarin kanserle iligkili ¢esitli diizensizlik
mekanizmalariin kesfi, onlar1 inhibisyon i¢in cazip hedefler olarak 6ne
cikarmistir (51). Abemasiklib, palbosiklib, ribosiklib klinikte kullanilan
spesifik CDK4/6 inhibitdrleridir.
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CDK4 ve CDK6’nin potent ve segici inhibitorii olan abemasiklib
Rb fosforilasyonunu onleyerek hiicre dongiisiiniin G1 fazindan S fazina
ilerlemesini inhibe eder ve bdylece tiimdr biiylimesinin baskilanmasini
saglar. Abemasiklib endokrin tedavi ile kombine bir sekilde, hormon
reseptorii (HR) pozitif, insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2
(HER2) negatif olan, yiiksek niiks riski tasiyan erken evre meme kanseri
hastalar1 i¢in adjuvan tedavi olarak uygulanmaktadir. Palbosiklib meme
kanserine letrozol veya fulvestrant ile kombine tedavi halinde
kullanilmaktadir (51). Ribosiklib Ostrojen reseptorii pozitif, HER2
negatif metastatik meme kanserinde endikasyonu olan CDK4/6
inhibitoridiir.
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GIRIS

Yumurtaliklar, testisler ve adrenal korteks tarafindan iiretilen
Ostrojen yagda ¢ozlinen bir steroid hormon olmakla beraber viicutta
onemli fizyolojik gérevler iistlenmektedir. Ostrojenler temelde bitkilerde
fitoostrojenler (genistein, kumesterol vb.) de dahil olmakla birlikte
hayvanlarin hiicre ve bezlerinden salgilanan endojen Gstrojenler ile

yiyecek ve ilaglardan sentetik olarak elde edilen eksojen Ostrojenler
olarak ikiye ayrilirlar (1).

Insanlarda estron (E1), 17 p-estra-diol (E2), estriol (E3) ve estetrol
(E4) olamak tizere dort adet Ostrojen tanimlanmistir. Tim Ostrojen
tiirevleri viicutta benzer fizyolojik islevler iistlenmekte olup 18 karbon
atomundan olusmaktadirlar. E1 ve E2 yumurtaliklar tarafindan
tiretilirken E3 ve E4 sirasiyla plasenta ve fetiis karacigeri tarafindan
cogunlukla hamilelik doneminde iiretilmektedir. Ostrojen reseptdrii-o
(ERa) ve Ostrojen reseptorii-p (ERpP) sirastyla 6. ve 14. kromozomlar
lizerindeki esrl ve esr2 genleri tarafindan kodlanmaktadirlar. Ostrojen
terimi yaygin olarak doku, organlarda yerlesimi ve 6nemli fizyolojik
gorevleri nedeniyle E2’yi ifade etmektedir. Ikincil kadin cinsiyet
faktorlerinin gelistirilmesi, menstrual siklusun diizenlenmesi, menarstan
menopoza kadar endometriyumun olgunlasmasi E2’nin gorevleri
arasinda yer almaktadir. Bununla beraber E2, E1’den farkli olarak ERa
ve ERp i¢in yiiksek afinitelidir (2).

Baslica eksojen 0Ostrojenler, endokrin bozukluklarinda ER ig¢in
hedeflendirilmis seg¢ici Ostrojen reseptor modiilatorlerini (SERMs)
(dietilstilbestrol ve raloksifen), endiistriyel ve tarimsal aktiviteler
sonucunda ortaya c¢ikan g¢evresel Kkirlilikleri (polisiklik aromatik
hidrokarbonlar vb.) ve canli organizmalarin metabolize edip ¢evreye
salgiladiklar 6strojenleri kapsamaktadirlar (3,4).
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ER’lerin ekspresyonu ve sinyal yollar:

ERa, ERPB ve G-proteinine bagli dstrojen reseptdr 1 (GPER1) ii¢
baskin Ostrojen reseptorii olarak tanimlanmaktadirlar. ERa’nin baslica
eksprese edildigi yerler arasinda rahim ve yumurtalik gibi {ireme
organlari, kemik yag dokusu, karaciger, bobrek ve meme dokusu yer
almaktadir. ERP ise erkek ilireme organlari, merkezi sinir sistemi,
akciger, bagisiklik sistemi, kardiyovaskiiler sistem ve kolonda eksprese
edilmektedir (5). GPER1 farkli olarak yaygin bir dagilim gdstererek
iskelet kasi, noronlar, vaskiiler endotelyum ve ek olarak meme,

yumurtalik ve akciger kanseri dokularinda eksprese edildigi
bildirilmektedir (6).

Ostrojenlerin hiicre iginde ER’lere baglanmasiyla 6strojen-
reseptor dimer kompleksi meydana gelir ve hiicre icinde genomik veya
genomik olmayan olaylar zincirini baslatilmis olur. Ostrojen yanit
elemanlar1 (ERE) veya aktivator protein-1 (Apl) 6strojen kompleksine
baglandiktan sonra gen transkripsiyonunun diizenlenmesinden sorumlu
transkripsiyon faktorii olarak gorev almaktadirlar (7). Bdylelikle
Ostrojenik yapilar hiicre i¢inde otofaji, apoptoz, farklilasma gibi
fonksiyonlar iizerinde etkinlik gdsterirler. Bunlara ek olarak ostrojenler
(E2) hematopoetik kok hiicrelerinin kendini yenilemesinde goérev alarak
bagisiklik tepkisini diizenlemektedir (8).

Insan dokusunda esrl en fazla B hiicrelerinde eksprese edilirken
GPERI1 de T hiicresi, B hiicresi, makrofaj, notrofil gibi immiin sistem
hiicrelerinde eksperse edilmektedir. Bu veriler kapsaminda Ostrojen
hormonu ER’lerin konsantrasyonlari derecesinde immiin yanitlar
indiikleyebilecegi anlamina gelmektedir (9).
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Hastaliklarda Ostrojen ve ER’lerin rolii
Meme kanserinde ER’ler

Meme kanseri diinya ¢apinda cinsiyet secilimli bir kanser tiirli
olmasi nedeniyle kadinlari etkileyen kanserler arasinda ilk siralarda yer
almaktadir. Meme kanseri ER, progesteron reseptor ve insan epidermal
bliyiime faktorii reseptorii 2 (HER2) ekspresyon durumlarina gore
luminal A/B (ER+, PR+, HER2-), HER2 pozitif (ER-, PR-, HER2+) ve
ticli negatif (ER-, PR-, HER2-) olmak {izere ii¢ alt tipe ayrilmaktadir.
Meme kanserleri %80’e varan oranlarda luminal veya ER pozitiftir.
ER’lerin meme kanserinde hiicrelerin canliligin1 korumasi, ¢ogalmasi ve
tiimor gelisimi vb. bir¢ok siirecte yer almasindan dolay1 anti-0strojenik
tedaviler luminal gibi ER pozitif meme kanseri alt tiplerinde altin
standart olarak kabul gormektedir (1).

Saglikli dokularda %10 civan eksprese edilen ERa, meme kanseri
dokularinda % 50-80 oranlarinda ekprese edilmektedir (10). Bununla
beraber vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), insiilin benzeri
biiytime faktorii 1 reseptorii (IGFIR), siklin D1, anti-apoptotik BCL-2
proteini  gibi  timdr hiicre  biliylimesini  saglayan  genlerin
transkripsiyonunda rol iistlenen ERa’nin meme kanseri gelisimine katki
sundugu bilinmektedir (11).

Meme kanserinde birinci basamak tedavilerden olan tamoksifen,
ERa aracili transkripsiyonel regiilasyonu baskilayarak anti-hormonal
tedavi saglamaktadir. Anti-Ostrojenik etki sonucu kalp damar ve iskelet
sistemi lizerinde ciddi yan etkilere sahip olmasi, tedavi sonucunda
niikslerin goriilmesi ve direng gelisimi tamoksifenin olumsuz etkileri
arsinda yer almaktadir (12). Tamoksifenden daha az yan etki profiline
sahip raloksifen ve ek olarak toremifen, fulvestrant, anastrazol, letrozol
da ERa antagonist etkili meme kanserinde onayli ilaglar arasinda
bulunmaktadirlar (5).
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Gilinimiizde ERP’nin meme kanserinde iistlendigi rol halen
tartisma konusu olmakla beraber meme kanseri esnasinda ERf
diizeylerinin %80’lere varan oranlarda azaldigi bilgisi mevcuttur (10).
In-vitro olarak gerceklestirilmis calismalarda ERB’nin  meme
kanserindeki rolii ERP’nin yeniden ekpresyonunun hiicrelerin
proliferasyonunu baskilayip hiicre apoptik sistemlerini uyardigt ve timor
hiicrelerini kemoterapétik ajanlara duyarlastirmasi ile iliskilendirilmistir
(13).

Yiizde altmis meme kanseri dokusunda saptanan GPERI
diizeylerindeki azalma tlimorlii dokuya sahip meme kanseri hastalarinda
sag kalim oranlarini diigiirmekte olup meme kanserine karst olumlu bir
aktivite sagladig1 tahmin edilmektedir (1).

Endometriozis ve yumurtalik kanserinde ER’ler

Yumurtalik kadinlarda birincil 6strojen ve progesteron kaynagidir
ve ER’ler endometriozis ve yumutalik kanserini gelismesini
desteklemektedir (1). Yumurtalik kanserine benzer bir fenotip sergileyen
endometriozis rahim haricindeki endometriyal benzeri dokularda gelisen
lezyonlar ile karakterizedir. Ureme ¢agindaki kadimlarin %10’a yakimn
kisminda goriilen iyi huylu ve sik rastlanan jinekolojik bir hastaliktir.
Cogunlukla pelvik agrisiyla karakterize olup dismenore, dogurganlik

sorunlart hastaligin semptomlari arasinda yer almaktadir (14).

17B-Estradiol, endometriyal dokularin  biiyiimesinde rol
oynamasina ek olarak iltihaplanma ve agr1 patogenezinde anahtar bir
hormon olarak gorev almaktadir. Estradiol dolasim yoluyla
endometriyazise ulagmasinin yan sira lokal iiretim yeri endometriozistir.
Boylece ER’ler Ostrojen tarafindan tutunmus olup endometriyatik lezyon
gelisimi saglanir. Bu sentez estradiol biyosentezi ve inaktivasyonunda
gorev alan  enzimlerin  aktivitelerini ~ degistirmektedir  (15).
Endometriyatik dokularda yiiksek ekspresyon gosteren sitokrom P450
stiper ailesinden (CYP19A1) aromataz ve steroidojenik akut diizenleyici
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protein (StAR) dstrojenin biyosentezinde dnemlidir. StAR sitozololdeki
kolesteroliin mitokondriye girisini kolaylastirarak ilk basamakta gorev
alirken aromataz androjenlerin Ostrojenlere donilisiim basamaginda yer
almaktadir (16).

Normal endometriyum dokusu ana dstrojen reseptdrii olan ERa
ekspresyonu ERB’ya kiyasla yiiksek seyretmektedir (17). Kronik pelvik
inflamasyonu endometriyozisin en belirgin patogenetik
ozelliklerindendir. Bu durumda endometriyumda Ostrojen iiretimi ve
inflamasyon pozitif geri besleme dongiisii olan aromataz ve
siklooksijenaz (COXz’nin) kronik siirekli asir1  ekspresyonuyla
desteklenmektedir. E> ve ERB, COX ve prostaglandin (PGEy)
ekspresyonunu arttirirken PGE2 de 6strodiol sentezini uyarmaktadir (19).

Endometriyozis tedavisi agrinin kontrolii, hastalifin tekrar
niikstiniin - 6nlenmesi, dogurganlik faaliyetlerinin stirdiiriilmesi ve
girisimsel miidahalenin  azaltilmasim  hedeflemektedir.  Ostrojen
endometriyal inflamasyonun 6nemli tetikleyicisi oldugundan yumurtalik
estradiollinii inhibe eden kontraseptif steroidler, GnRH agonistleri,
progestinler ve aromataz inhibitdrler semptomatik endometriyozis
tedavisinde kullanilmaktadir (15).

Yumurtalik kanseri 2020 yilinda 20 binden fazla kadinin 6liimiine
neden olmas1 sebebiyle jinekolojik onkoloji alaninin en ¢ok ilgilendigi
konular arasinda yer almaktadir. Tiim kanserlerde oldugu gibi erken tani
mortaliteyi Onemli Olgiide azaltmaktadir. Yumurtalik kanseri
kokenlerine gore basta epitelyal olmak {izere stromal ve germ hiicreleri
baz alinarak smiflandirilabilmektedir (20). Yumurtalik kanserinin ileri
asamalarinda ERa ekspresyonlar1 artarken, ERP ekspresyonlart azaldigi
goriilmektedir. Yumurtalik kanserinde GPER1 aktivitesi tartismali olsa
da potansiyel yumurtalik tiimorlerini tesvik edici role sahip oldugunu
gosteren calismalar mevcuttur (21).
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Prostat kanserinde ER’lerin rolii

Prostat kanseri bati iilkelerinde ¢cogunlukla 45-60 yas civarindaki
erkeklerde kansere bagl oliimler arasinda ilk sirada yer almaktadir.
Melanomun gelismesinde yer alan baslica risk faktorleri arasinda genetik
faktorler, yas, obezite vb. yer almaktadir. Hastaligin tanisi prostat
spesifik antijen testi (PSA), dijital rektal muayene, manyetik rezonans
gorlintiileme (MRI) araciligiyla saglanmaktadir. Mevcut tedaviler
arasinda kemoterapi, hormonal tedavi, cerrahi ve kriyoterapidir (22).

Prostat kanseri steroid hormonlar1 tarafindan ydnlendirilmesi
nedeniyle hormon bagimli olarak kabul edilmektedir. Ostrojen prostat
doku biiylimesi, farklilasmasi ve hemeostazinda goérev alir ve cinsiyet
hormonlarmin salgilanmasinda 6nem arz eder. Dokudaki Ostrojenleri
kullanmak i¢in steroid siilfataz (STS) katalizasyon mekanizmalar
bulunduran prostat dokusu aromataz ve 3B- ve 17B-hidroksisteroid
dehizrojenaz gibi lokal Ostrojen sentezinde gerekli olan enzimleri
eksprese etme oOzelligine sahiptir. Malign prostat dokusunda normal
prostat dokusuna kiyasla bu enzim ekspresyonunun artigi timor
ilerlemesinde Gstrojenlerin 6nemini vurgulamaktadir (23). ERa prostatik
stroma ile smirli ve epitel hiicreleri iizerinde simirli bir etkinlik
gostermektedir. ER ise epitel alan i¢cinde eksprese edilmekte olup epitel
proliferasyonu ve farklilasmaya katki sagladigi bilinmektedir. Prostat
kanserinde onkojenik bir role sahip olan ERa 6strojenin enflamasyon,
proliferasyon ve prostat karsinojenini igceren zararli etkilerini
yonlendirmektedir. Ayrica ERa prostat kanser hastalarinda yiiksek
Gleason skoru ve kotii sag kalim ile yakindan iligkili bulunmustur. Tam
tersi ERB’nin ise prostat kanserinde koruyucu ve anti-apoptotik etkileri
diizenledigi bilinmektedir (24). Prostat epiteli ilizerinde ER[ aracili
dogrudan etki gdsteren E2 ERB’nin androjen reseptorii (AR) sinyalini,
indiiklenebilir nitrik oksit sentazi (NOS), antioksidan glutatyon
peroksidaz 3 genini, interlokin (IL)-6’y1 azaltarak AR sinyalini,
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inflamasyonu ve hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi bildirilmektedir
(25).

GPERL1 ekspresyonu ve sinyalizasyonunun prostat kanserindeki
islevi belirsiz olsa da mevcut veriler 1518iInda meme ve endometriyozis
kanserlerindeki tesvik edici islevinin yani sira normal ve malign mesane
tirotelyal hiicrelerinin biiylimesini inhibe etmektedir (26). Ayrica
GPER1 aktivasyonunun baskilanmasi prostat kanser hiicrelerinin
biiylimesini indiikledigi sonucu mevcuttur. Boylelikle GPER1 prostat

kanserine kars1 koruyucu islevsellik gostermektedir (26).
Kemikteki ER’lerin Rolii

Ostrojen kemik matrisinin sentezlenmesinde ve par¢alanmasinda
rol alan osteoblast ve osteoklastlarin aktivitelerini diizenleyerek kemik
mineral yogunlugunu koruyan énemli bir hormondur. E2 T hiicrelerinde
pro-osteoklastik sitokinleri inhibe ederken osteoblastlarda anti-apoptik
aktiviteyi arttirir ve bdylece kemigin yeniden sekillenmesi asamasinda
kemik kiitlesini korumus olur. Post-menapozal donemdeki kadinlarda
kirik riskinin artmasit bu dénemde Ostrojen seviyelerinin azalmasi ile
iliskilidir (27).

ERa ve ERP osteoblast, osteoklast ve osteositlerde yiiksek oranda
ekprese edilmektedir. Bununla beraber kemik hiicre regiilasyonunda
gorev alan bagisiklik hiicrelerinde de eksprese edildigi bilinmektedir.
ERa kortikal kemikte, ERP ise trabekiiler kemikte 6nem arz etmektedir
(28).

Akciger Kanserinde ER’lerin rolii

Akciger kanseri tiim kanser tiirleri arasinda 2018 yil1 verilerine
gore 2,1 milyon yeni vaka ve 1,8 milyon mortaliteyle hem insidans hem
de Olim oranlar1 arasinda ilk siralarda yerini korumaya devam
etmektedir. Bu oran tiim kansere bagli dliimlerin yaklasik 5’te 1’inin
akciger kanseri sebebiyle gergeklestigi anlamina gelmektedir (29).
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Akciger kanseri genel olarak boyut ve goriiniim agisindan kii¢iik hiicreli
akciger karsinomu (KHAK) ve kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri
(KHDAK) olarak iki ana gruba ayrilmaktadir. Akciger kanserinin tiim
histolojik alt tiplerini iliskilendirildigi tiitiin kullanimi akciger kanserinin
olusumunda baslica risk faktoridir (30). Kadinlarda tiitiin
kullanimindan bagimsiz olarak akciger kanseri goriilme oranlar
erkeklere gore daha fazladir. Bununla beraber kadinlarin sigaranin
olumsuz etkilerine kars1 gosterdikleri fazla duyarlilikta 6strojen aracili
tepkiler oldugu diistiniilmektedir (31). Bunu destekleyen bir diger durum
ise post-menopozal donemdeki akciger karsinomuna sahip kadinlarin
erkek meslektaslarina kiyasla kayda deger sekilde fazla sag kalim
oranlarina sahip olmalaridir (32).

ERa esas olarak akciger karsinom hiicrelerinin stoplazmasinda
konumlanir ve kotii sag kalim oranlari ile iligkilendirilmektedir (33).
ERp ise saglikli akciger pnomositlerinde ve bronsiyal epitel hiicrelerinde
yiiksek oranlarda ekprese edilmekte olup hiicre dist matrisini korumak
icin gereklidir (32). GPER1 ekspresyonu akciger kanseri hiicrelerinin
sitoplazmalarinda arttig1 goriilmustiir (33).

Melanomda Dogal ERB Ligandlar

Ostrojen reseptdrlerine baglanarak Ostrojen gibi davranan,
bitkilerde sentezlenen fitodstrojenler Ostrojen reseptdrii alt tip agonistleri
olarak bilinmektedirler (34). Aym Ostrojen gibi kalp hastaliklari,
osteoporoz, postmenopozal sendromun Onlenmesi ve tedavisinde yer
almaktadirlar. Bununla beraber farkli biyokimyasal yollar araciliiyla
antiproliferatif 0zellik gostererek kanserler iizerinde antitiimoral
aktiviteleri bulunmustur (35). Bu etki esasen ER ekspresyonuna,
etkinligine ve tlimor hiicrelerinin  hormon  ortamina  gore
sekillenmektedir. Ostrojenlerde oldugu gibi genomik ve genomik
olmayan mekanizmalar fitodstrojenlerin etkilerinde rol almaktadirlar.
Boylece epigenetik etkiler, antioksidan mekanizmalar, kromatin
baglanma yolaklarindaki etkiler Ostrojen aktivitesinde epigenetigin
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etkisini diislindiirmektedir. Polifenolik yapidaki daidzein ve genistein
izoflavonlar1 Asya diyetinin temel tas1 olan soya fasulyesinde
bulunmaktadir. Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalara gore Asya
tilkelerinde belirli malignitelerde insidans diistikliigiinde Asya diyeti
onemli bir etmendir (36). Yapilan ¢alismada genistein insan melanom
hiicrelerinin (M14) gelisimini baskiladig1 ve ultraviyole 1s1n1 kaynakli
DNA ve lipit membran hasarini inhibe ettigi bulunmustur (37).

Melanomda ER’lerin rolii

Bazal hiicreli karsinom, skuamoz hiicreli karsinom ve melanom
olmak tizere li¢ ana cilt kanseri bulunmaktadir. Deri kanserine bagli olan
Oliimlerin yaklasik % 80’indem sorumlu olan melanom deri kanserleri
arasinda % 4’lik dilime sahiptir ve geng¢ niifusta yiiksek insidans
gostermektedir. Melanom en fazla mutasyon geciren tiimorlerden biridir.
Mitojenle aktive olmus protein kinaz (MAPK) ve Fosfoinositol-3-kinaz
(PI3K) yolaklarinda konumlanan genler somatik mutasyonlarla
iliskilendirilmektedir. Yapilan epidemiyolojik ¢alismalar sonucunda
ultraviyole-B (UVB) melanomda ana risk faktorii olarak yer almaktadir
(38). Insidans orani 1rk ile iliskili olan melanom beyaz popiilasyonlarda
yaklasik on kat daha sik rastlanilmaktadir. Boylelikle fenotip en 6nemli
risk faktorlerinden olup agik tenli, sari- kizil sag¢h, mavi gozli ve ¢illi

bireyler cilt kanserlerinde yiiksek risk tasimaktadirlar (36).
Deride cinsiyete bagh fizyolojik farkhhklar

Deri, enfeksiyon ajanlardan korunma, duyum, UV koruma, yara
bolgesinin onarilmasi hususlarinda fiziksel gecirgenlik bariyeri olarak
gorev alan hiicre, doku ve matris elemanlarinin entegre bir
diizenlemesidir. Bu islevlerin saglikli sekilde yiiriitiilmesinde epidermis,
dermis ve deri alt1 yag1 gorev almaktadir (41). Deri kalinlig1 her yasta
erkeklerde kadinlara kiyasla daha fazla miktarda bulunmakta olup iki
cinste de 45 yasindan sonra cilt kalinli§i azalmaktadir. Menopoz ise
kadinlarda cilt incelmesinde %10 azalma ile etkinlik gdstermektedir.
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Erkek ve kadinlarda fakli hormonal sistemler nedeniyle ana farklar
ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin  Ostrojenlerin  yara  iyilesmesini
hizlandirmasi, enflamatuvar bozukluklar1 iyilestirmesi, epidermal
kalinligr arttirmasi ve cildi foto yaslanmaya karsi korumasi ciltte
cinsiyete bagl farkliliklarin temelini olusturmaktadir (42). Melanom
epidemiyolojisi incelenmesi sonucunda kisinin yasami boyunca
melanom gelistirme olasilig1 kadinlarda %1.72 iken erkeklerde %1.22
olarak bulunmustur (43).

Kutan6z melanomun gelisiminde temel mekanizma cildin melanin
tireten melanosit hiicrelerinde gerceklesen malign transformasyondur.
Kahverengi melanin olarak adlandirilan Eumelanin cildi UV 1sinlarindan
koruyan fotoprotektif bir pigmenttir. UV 1smnlara yanit olarak ciltte
keratinosit ve melanositlerin yapisinin korunmasini saglayan faktorler

salgilamakta ve genlerde bazi mutasyonlar meydana gelmektedir

(40,36).
BRAF Mutasyonlari

Melanomlarin yaklasik olarak yarisi bu mutasyona ugramistir.
BRAF mutasyonlar1 proteinlerin diizenleyici alan1  iizerindeki
mutasyonlar1 taklit ederek protein kinaz aktivitesini arttirmaktadir.
Boylece MEK ve ERK aktivasyonu gerceklesir bununla beraber siklin
D1 sentezi ve hiicre dongiisii inhibitorii olan P27’nin negatif
regiilasyonuyla hiicre dongiisiinde G1/S gegisini tetiklemektedir (44).

RAS Mutasyonlari

Melanomlarda tanimalanan ilk onkogen olmakla beraber G
proteininin yapisal aktivasyonuna neden olur ve tiimor hiicrelerinin hem
proliferatif hem de metastatik davraniglarini kontrol eder. Bu kontrol
MAPK/ERK ve PI3K yollarinin hiperaktivasyonuyla gergeklesir (45).
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fleri melanom i¢in giincel tedaviler

Erken evre melanomlar1 (in-Situ melanomlar) cerrahi girisimlerle
cikarilarak tedavi edilebilmektedir. Ancak agresif, ge¢ evre melanom
prognozlar1 kotii seyretmektedir (44). Tedavide klasik olarak dakarbazin
ve On ilact olan temozolamid gibi alkilleyici ajanlar FDA (food and drog
organization) tarafindan onayhdir. Dakarbazin ve IL-2 veya IFN alfa-2b
ile kombine tedaviler melanomda progresyonsuz sag kalimi iyilestirmis
olup genel sag kalim {izerinde etkisiz oldugu bilinmektedir. Son
zamanlarda melanom tedavisine giincel yaklagim olarak 6zellikle BRAF
ve NRAS mutasyonu gosteren melanomlarda hedefe yonelik tedaviler
gelistirilmistir (36).

Cinsiyet melanomun tiim evrelerinde ilerlemesini etkilemektedir.
Kadinlarda erkeklere oranla diisiik melanom insidansi, diisiik lenf nodu
invasyonu ve viseral metastaz riski goriilmektedir (48). Yapilan
caligmalarla ileri evre melanomlu kadin hastalarin kombinasyon
tedavisine erkek hastalara kiyasla daha iyi bir cevap sergilemesinde
biyobelirte¢ olarak Ostrojenin  rolii oldugu gosterilmistir  (49).
Ostrojen/ER sinyalizasyonu tiimér mikrogevesini (TME) etkilemekte
olup bazi timorler igin tedavi etkinliginde rol oynamaktadir (50).
Melanomda TME immiin hiicreleri ile tiimor hiicreleri arasinda
tedavilere yanit1 etkileyen karmasik bir etkilesim bulunmaktadir (36).
Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma Ostrojen sinyal inhibisyonunun
melanomda intratlimoral makrofaj polarizasyonlarim etkileyerek
tedavinin etkinligini arttirdigin1 gostermistir (46). Ostrojen sinyali hem
miyeloid tiirevli baskilayict hiicrelerin mobilizasyonunu saglamasi hem
de igsel immiinosupresif aktivitelerini artirarak deregiile miyelepoeze
katkida bulunmakla baska 0Ostrojene duyarsiz timdr modellerinin
ilerlemesini hizlandirir (47). ERB’nin melanomda baskin ER alt tipi
oldugu ve metastatik potansiyel ve prognoz i¢in biyobelirte¢ olabilecegi
bildirilmistir. ERP aktivasyonu PI3K/Akt yolaginin inhibisyonu yoluyla
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melanom gelisimini bozabilir ve metastatik siliregte koruyucu bir rol
gosterir (36).

Yapilan bir calismayla 17-B-estradiol inkiibasyonu sayesinde insan
metastatik melanom hiicrelerinin biiyimesi in-vitro olarak inhibe
edildigi ve bununla beraber yapisal IL-8 ve mRNA sentezini azalttig1
goriilmiistiir. Sonrasinda IL-8 ile Ostrojen tarafindan baskilanmig
melanom hiicresi biiyiimesi iizerindeki etki inhibe edilmistir. Boylece
Ostrojenin IL-8 ekspresyonunu baskilamasi araciligiyla melanom hiicre
biiyiimelerini inhibe ettigi anlasilmaktadir (51).
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GIRIS

Apoptozis (a-po-toe-sis) terimi baslangigta morfolojik olarak farkli
bir hiicre 6liimii bi¢imini agiklamak i¢in kullanilmistir. Apoptozis, gen
diizenlemesi tarafindan tetiklenen kendi kendine diizenlenen bir hiicre
Olimiidiir (1). Genetik veya dis faktor kaynakli apoptozise ugramayan
hiicrelerde kotii huylu tiimorlerin gelisimi muhtemeldir (2). DNA hasar1
DNA parcalanmasina yol acar ve bu pargalar apoptotik siire¢ i¢in dnemli
olan genleri indiikler. Kaspazlar (sistein-aspartik proteaz), inflamasyonu

ve hiicre 6liimiinii diizenleyen hiicre diizenleyici aglarda 6nemli rollere

sahip bir endoproteaz aktitiveye sahip hiicre i¢i proteinlerdir (3).

Apoptozis, apoptotik uyaranlara bagli olarak i¢sel ve digsal olarak
iki farkli yolla baslatilmaktadir. intrinsik yol, hiicre stresi, DNA
kirilmalari, hiicre dongiisiiniin bozulmasi veya hipoksinin varligiyla
aktive olur (4). The essentials of developmental apoptosis. Bu uyaranlar,
mitokondrinin gecirgenlestirilmis zarindan sitokrom C (CytC) dahil
olmak {tizere proapoptotik faktorleri serbest birakir. CytC, kaspaz-9'u
hedef alan ve onu aktive eden apoptoz olusturmak i¢in apoptotik proteaz
aktive edici faktor 1'e (Apaf-1) baglanir. Kaspaz-9, kaspaz-3 dahil olmak
tizere efektor kaspazlari aktive eder. Memeli hiicrelerinde apoptotik
6liimiin nihai uygulayicisi olan kaspaz-3, ¢esitli temel yapisal ve islevsel

proteinleri dogrudan kesebilen 6nemli bir proteazdir (5).

Hiicre Oliim Mekanizmalari

Hiicre olimi fizyolojik ve patolojik olarak iki tiir 6lim
mekanizmasi vardir. Bunlar nekroz ve apoptoz olarak ayrilir. Hiicre, dis
kosullara maruz kaldiginda, membran biitiinliigiinii bozulmasindan
dolay1 sitoplazmik icerigin dis ortama sizdigi goriilmektedir. Nekroz
durumunda, lizozomal litik enzimlerin hiicreden sizmasi ile daha ¢ok
sayida hiicre hasar géormekte ve inflamatuar cevap ortaya ¢ikmaktadir.
Fagositoz yoluyla nekroz sirasinda 6len hiicreler yok olmaktadir (6,7).
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Apoptozis de hiicrelerde bulunan proteazlarin aktivasyonuyla
gerceklesmektedir. Bu aktivasyon hiicre i¢i sinyallerle yapilir. Bu siireg¢
iki farkli yol iizerinden ilerleyebilmektedir. Genelde hipoksi kaynakl
indiiklenen intrinsik (i¢) yani mitokondriyal yol veya tiimdr nekroz
faktor kaynakli ekstrinsik (dis) yolak tizerinden siire¢ aktive edilip hiicre
Olimiine gidilir (8).

Intrinsik (i¢) Yol

Intrinsik apoptotik yolak, hiicre i¢i sinyallerle, pH azalmasina baglh
olarak cesitli iyonlastirict etkenlerin neden oldugu gen seviyesindeki
toksik hasar, endoplazmik retikulum stresi, DNA hasarina bagli hiicre
siklus bozukluklari, mitokondriyal hasar kaynakli hiicre 6limii ya da
cesitli biiylime faktorleri gibi bazi uyaranlarin yoklugunda aktive olan
yolaktir (9). Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) ailesi iiyeleri mitokondriyal
yolagin merkezi diizenleyicileridir. Hiicrenin apoptozise gidicegine
karar veren Bcl-2 smifi karar verip aktivasyonlari baslatmakta gorev
alirlar. Bcl-2 sinif proteinler hep apoptozu kontrol eden (proapoptotik)
hem de hiicrelerin apoptoza girmesini engelleyebilen (antiapoptotik) bir
gen ailesidir (10).

Ekstrinsik (dis) Yol

Ekstrinsik yol i¢ yoldan farkli olarak hiicre ici sinyallerle aktive
edilen T hiicreleri, dogal o6ldiiriicii (natural killer) (NK) hiicreler ve
makrofajlarin hedef hiicrelerinin zarinda bulunan 6liim reseptorlerine
tutunmasi ile baslar (3). Hiicre zar1 integral proteinlerinden olan tiimdr
nekroz faktdr (TNF) ve FAS reseptorlerine 6liim aktivatorleri olan FasL
ve tlimor nekroz faktor alfa (TNF-a) ile baglanarak, prokaspaz-8’
kaspaz-8’ e farklilasir. Sonugta kaspaz kaskadi aktivasyonu baslatilir.
Ekstrinsik yol, CD95L/FasL dahil olmak tizere ekstraseliiler ligandlarla
baslatilir. Oliim alam olan Fas ile iliskili protein, baslatic1 kaspazlara
baglanir. Aktive edilmis kaspazlar, kaspaz-3 dahil olmak iizere uyarici
kaspazlar1 daha da aktive eder (11).


https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9889905/#ref18
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Hem intrinsik hem de ekstrinsik yollar, apoptotik aktivasyon i¢in
kaspaz-3 ve kaspaz-9'u aktive eder.

\— kilfer lymphaocyte
J ¢ ligand
( / \
| | )

Fas death recoptor

N AN 3

caspaso-8 J / \ activation of
\ executioner

. N cxpaes i
’ . ~ - R " ————s apoptotic target cell

ASSEMBLY T ACTIVATION AND
OF DISC CLEAVAGE OF
CASPASES

intrinsik Ve Ekstrinsik Yolaklarm Ortak Yolu

Apoptozun uygulama asamasi, bir dizi kaspazin aktivasyonunu
igerir. Igsel yolagin temel kaspazi, kaspaz 9 iken, dissal yolagin kaspaz
8'dir. iki yolagm ortak noktasi, kaspaz 3'te birlesir. Kaspaz 3, niikleer
apoptozdan sorumlu olan, kaspaz ile aktive olan deoksiriboniikleazin
inhibitoriinii ayirir (10). Ek olarak, protein kinazlarin, hiicre iskelet
proteinlerinin, DNA onarim proteinlerinin ve endoniikleaz ailesinin
inhibe edici alt birimlerinin boliinmesini indiikler. Ayrica; hiicre iskeleti,

hiicre dongiisii ve sinyal yolaklari iizerinde de etkileri vardir.

Kaspazlar

Kaspazlar baglangicta inaktif zimogenler (prokaspazlar olarak
adlandirilir) olarak iiretilir ve daha sonra ¢ok cesitli belirli i¢ ve/veya dis
sinyaller tarafindan aktivasyona tabi tutulur. Kaspazlar islevlerine gore
3 grup altinda incelenmektedir. Kaspaz protein ailesi en az 14 iiye igeren
bliyiik bir protein sinifidir (12).
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o Inflamatuar kaspazlar: C1-4-5-11-12-13-14 olup uzun
prodomain igerirler ve inflamatuar siireclerde gorev alirlar.

e Baslatic1 kaspazlar (initiator): C2, C8, C9, C10 olup inaktif
monodimer olarak sentezlenirler (prokaspaz); aktiflesmesi igin
dimerizasyon gereklidir (6rn: C8’in homodimer yapis1 en aktif
halidir; cFLIP ile heterodimer olusturmasi halinde islevi
degisir.

e Infaze1 Kaspazlar (efektor; executioner, effector): C3, C6,
C7 olup baslatict kaspazlardan sonraki basamaklarda gorev
alirlar; inaktif dimer olarak sentezlenip baglayici subunitelerin
ayrilmas ile aktiflenirler. Bunu genellikle baslatict kaspazlar

saglar.

1. Kaspaz 1 ile ilgili olanlar (6rnegin kaspaz-1, -4, -5, -13 ve -14).
Bunlar esas olarak enflamatuar siirecler sirasinda sitokin
islemede yer alirlar.

2. Apoptozda merkezi bir rol oynayanlar (6rn. kaspaz-2, -3. -6, -7,
-8, -9 ve -10). Bu ikinci grup ayrica, apoptotik yolun
baslamasindan Oncelikli olarak sorumlu olan 1) Baslatici
kaspazlar (6rnegin kaspaz-2, -8, -9 ve -10) ve 2) Efektor
kaspazlan (kaspaz-3, -6 ve -7) olarak siniflandirilabilir (16).

Kaspazlar apoptozun baslatilmas1 ve yliriitiilmesinde 6nemli
elemanlardan biridir. Bu nedenle, diisiik kaspaz seviyelerinin veya
kaspaz fonksiyonundaki bozulmanin apoptoz seviyelerinde bir
azalmaya, karsinojenezde artmaya yol acabilecegini diisiinmek
mantiklidir.

Sistein-aspartik asit proteazi olan kaspaz-3, doku farklilagmasi,
rejenerasyonu ve sinir gelisimindeki temel rolleri nedeniyle son
zamanlarda arastirmalarda sikg¢a ele alinan bir mekanizmanin pargasidir.
Bu enzim, hiicre apoptozunda énemli bir zimogendir ve apoptotik akis
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sirasinda baslatic1 kaspazlar tarafindan pargalanana kadar aktive olmaz
(12).

Kaspaz-3, bir sistein proteazdir (CPP32) neredeyse tiim hiicrelerde
inaktif zimojen ve hiicre dongiisiinde apoptotik hiicre Oliimiiniin
gelisiminde rol oynar (10). Aktivasyona yol acan en az 2 yol
kesfedilmistir bunlardan biri mitokondriye bagimli bir yol Bcl-2 ailesi
proteinleri ve tlimor nekroz faktoriiniin aktivasyonunu igeren paralel bir
yol tarafindan yonetilir. Her ne kadar yaygin olarak ifade edilse de
kaspaz-3 immiinoreaktivitesinde ¢arpici farkliliklar bazi hiicre tiirleri

arasinda doku 6zgiilliigline isaret eder.

Kaspaz-3, belirli hedef proteinlerin par¢alanmasini aracilik etme
yetenekleriyle bilinen bir Sistein-ASPartik proteASES  (sistein
proteazlari) ailesinin tiyesidir (13). Prokaspaz-3'iin molekiiler yapisi bir
N-terminal prodomain ve biri biiylik (p20) digeri kiigiik (p10) olmak
lizere iki alt birim igerir. Bu iki alt birim birlikte olgun proteazin katalitik
olarak aktif bolgesini olusturur.

Kaspaz-3'iin Transkripsiyonel Diizenlenmesi

Insan kaspaz-3'iinii kodlayan gen, kromozom 4'teki 2.635 baz
ciftinden q33-q35.1'e eslenir. Gen bolgesi yedi ekzondan olugsmaktadir.
Kaspaz-3 transkriptlerinin iki farkli formu bildirilmistir; ana transkript
834 bp uzunlugunda olup, 277 amino asitten olusan bir prokaspaz-3
proteinini kodlamaktadir (5). Alternatif ekleme nedeniyle ekson 6'da
kodlanan amino asitlerden yoksun olan ve kaspaz-3s olarak adlandirilan
daha kisa bir izoform da tanimlanmistir ve potansiyel olarak proteolitik
aktivasyonunu engellemek icin prokaspaz-3 ile dogrudan etkilesim
yoluyla apoptozu inhibe edebilir. Diger kaspazlar (6rnegin, kaspaz 6
veya 7), kaspaz-3'iin apoptozdaki geg rolii i¢in gereken genel proteolitik
islevini saglayabilmelidir.

Kaspaz-3 gen promotorii birka¢ Sp1 benzeri dizi igerir ve mRNA
ekspresyonu Spl ve p73 dahil olmak iizere birkag transkripsiyon faktorii
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tarafindan diizenlenebilir. Ornegin, insan hiicrelerinin sisplatin ile
tedavisi, p73 ve Spl'e bagl bir sekilde kaspaz-3 transkript seviyelerinde
bir artisa neden olur. Yapilan ¢aligmalardan bazilarinda Spl veya Spl
benzeri proteinlerin kaspaz-3 promotériinin p73 ile indiiklenen
aktivasyonu i¢in gerekli oldugunu gostermektedir. Hipoksiye bagl
faktor 1a, Stat3, FOXO1 ve c-Jun: ATF2 dahil olmak {izere diger
transkripsiyon faktorleri, promotoriine baglanarak fare kaspaz-3'iin
ekspresyonunu diizenler (3). Ancak, fare ve insan kaspaz-3 promotorleri
arasinda 6nemli bir benzerlige ragmen, ayni transkripsiyon faktorlerinin
insan kaspaz-3 promotdriine baglanmasina dair dogrudan bir kanit
bulunmamaktadir.

Kaspaz-3 normal dokularda her yerde ifade edilebilir fakat
degisken seviyelerde oldugu yapilan calismalarla kanitlanmistir.
Ornegin, kaspaz-3 ifadesini diizenleyen yaslanmayla iliskili bir
epigenetik mekanizma, kaspaz-3 transkriptlerinin gen¢ sigan beyin
dokularina kiyasla yasli sican beyin dokularinda azaldigi ve yash
dokulardaki bu transkripsiyonel susturmanin yasa bagli DNA
metilasyonunda artis ve kaspaz-3 promotOriiniin  histon 4
asetilasyonunda azalma ile iliskili oldugu bulgusundan c¢ikarilmistir.
Kanserlerde, prokaspaz-3 transkripti ve proteininin artan ifadesi
gozlemlenmis ve pRb/E2F yolunun diizensizligi ile iliskilendirilmistir

(9).
Apoptozis Indiikleyicisi Olarak Kaspaz-3'iin Rolii
Hiicre oliimii gesitli farkli mekanizmalarla saglanabilir. Gelisim

stirasinda ve hiicre yenilenme dokularinda yasam boyunca, bir¢ok hiicre

apoptozu indiikleyen mekanizmalarla siirekli olarak ortadan kaldirilir.

Apoptozis hem hiicre dis1 faktorlerle etkilesimler hem de igsel
(hiicre ici) olaylarla tetiklenebilir. Digsal faktorler steroid hormonlar ve
timor nekroz faktorii (TNF) reseptor siiper ailesinin cesitli ligandlari
(6rnegin, FASL, TRAIL, TNF-a) olabilir. Bu 6liim reseptorlerinden
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birine hiicre dis1 aracili ligand baglanmasi, kaspaz-8'in Fas ile iligkili
O0lim alam (FADD) adaptor proteinine baglanmasina neden olur ve
bdylece bir 6lim indiikleyen sinyal kompleksi (DISC) olusturur.
Kaspaz-8'in DISC'e alinmasi, kendi kendini kesme yoluyla
oligomerizasyonunu ve aktivasyonunu kolaylastirir. Kesilen kaspaz-8
daha sonra aktiviteleri daha sonra apoptotik hiicre Oliimiiniin son
asamalarin1 getiren asagi akis efektdr kaspazlarinin aktivasyonunu
indiikler.

Apoptoza yol agan igsel veya mitokondriyal yol, viral
enfeksiyonlar, hipoksi, hipertermi, oksidatif stres ve 6rnegin kemoterapi
veya radyoterapi goren kanser hastalarinda oldugu gibi toksik kimyasal
veya radyasyona maruziyetten kaynaklanan igsel olarak algilanan stres
sinyalleri dahil olmak iizere ¢esitli uyaranlarla baslatilabilir. Bu tiir pro-
apoptotik hiicresel stresorlerin bir sonucu, mitokondriyal dis zarin
gecirgenlesmesi  ve sitokrom ¢ gibi apoptojenik  faktdrlerin
mitokondriyal zarlar arasi bogluktan sitozole salinmasidir. Daha sonra,
kaspaz-3/7 dahil olmak {iizere efektor kaspazlarin aktivasyonunu
tetikleyen bir apoptozomal kompleks (sitokrom ¢ / Apaf-1 / kaspaz-9
iceren) olusur. Benzer sekilde, bir¢ok hiicre tipinin canliliginin bagh
oldugu belirli disg biliyiime faktorlerine, sitokinlere, hormonlara veya
hiicre-hiicre etkilesimlerine maruziyetinin azaltilmasi da apoptozisin
i¢csel yolunu aktive edebilir ve bdylece bu dis faktdrlerin normalde
apoptotik yanit mekanizmasinin varsayilan aktivasyonunu engellemede
oynadigi hayati rolii ortaya cikarabilir.

Apoptozisin Morfolojik Ve Biyokimyasal Ozellikleri

Apoptozis sirasinda aktive edilmis kaspaz-3, apoptotik hiicrelerde
tipik morfolojik degisikliklere yol acan ¢ok ¢esitli alt akis substratlarini
keser. Ornegin, kaspaz-aktive DNAse inhibitoriiniin (ICAD) kaspaz-3
aracili kesilmesi, kaspaz-aktive DNAse (CAD) aktivasyonuyla
sonuglanir. CAD'nin bu aktivasyonu daha sonra niikleozomlar arasindaki
interniikleozomal baglayici bolgelerde DNA'yr keserek kromatin
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yogunlagmasint ve DNA parcalanmasint ve bunun sonucunda 180 bp
DNA pargalarinin ve bunlarin katlarinin olusumunu indiikler. Bu tiir
DNA pargalanmasinin kanit1 genellikle bir DNA merdivenleme testi ile
tespit edilir; bu, apoptozis geciren hiicrelerin bir 6zelligidir. Apoptozisin
erken bir asamasinin belirteci, plazma membraninin i¢ tabakasindan
fosfatidilserinin hiicre disina salinimidir. Bu, fagositlerin yakinlarindaki

apoptotik hiicreleri ve pargalarini tanimasini ve fagosite etmesini saglar.

Anneksinler, fosfatidilserin kalintilarina baglanan proteinlerdir ve
bu nedenle bu tiir dissallastirilmis fosfatidilserin formlar1 i¢in tanima
ligandlar1 olarak gorev yapabilirler. Anneksin V'in hiicre ylizeyine
baglanmasi bu nedenle artik apoptozisin erken asamalarindaki hiicreleri
tespit etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Apoptotik hiicrelerdeki
diger morfolojik degisiklikler arasinda hiicre biiziilmesi ve sitoplazmik
kabarciklarin olusumu ve apoptotik cisimlerin salinmasi1 yer alir.
Kaspaz-3'in diger hedeflerinin (6rnegin, ROCK1) kesilmesi, hiicre
biiziilmesi ve aktinomiyosin kasilmasi da dahil olmak iizere bu ve diger

dramatik morfolojik 6zelliklerle sonuglanir.

Kaspaz-3'iin Apoptotik Olmayan Etkileri: iki Mekanizma

Artan kanitlar, kaspaz-3 aktivitelerinin hiicre 6liimiiniin basarili bir
uygulayicist olarak igsel islevine ek olarak hem normal hem de koti
huylu hiicre ve dokularin hayatta kalmasini, ¢ogalmasini ve
farklilagmasin1 da etkileyebilecegini gostermektedir. Kaspaz-3'in (ve
diger ilgili kaspazlarin) artitk canli hiicre ve dokularin davranisini
etkiledigi bilinen ek yollar, asagida tartisildigi gibi hem "otonom
olmayan" hem de "hiicre otonom" (veya dogrudan) baslatma ve yiiriitme

mekanizmalarini igerir (13).

Burada kullanilan otonom olmayan terimi, kaspaz-3 aracili
apoptoz geciren diger hiicrelere bitisik hiicrelerin telafi edici
cogalmasinin indiiklenmesini saglayan mekanizmalari ifade eder. Bunun

aksine, hiicre-otonom (veya dogrudan) terimi, hiicre Oliimiiyle
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sonuglanmayan kaspaz-3'in igsel olarak aracilik ettigi aktiviteleri ifade
eder. ikinci durumda, kaspaz-3'iin dogrudan hiicre ici sinyal yollariyla
ve nihayetinde kaspaz-3'in ifade edildigi hiicrede kok hiicrelik,
farklilagma ve ¢ogalma aktivitesindeki degisiklikleri ortaya ¢ikaran gen
ifadesi profilleriyle etkilesime girdigi diisiiniilmektedir. (14).

Kaspaz-3 Aktivitesini Diizenleyen Mekanizmalar

Onemli olarak, kaspaz-3'in proteolitik fonksiyonunun hiicre
canliligr veya diger ilgili aktiviteler iizerinde olumlu etkileri oldugu
durumlarda, bunlarin proteolitik aktivitesinin azaltilmis indiiksiyonuyla
iligkili olmas1 muhtemeldir. Bu yetenege sahip oldugu bilinen proteinler
arasinda BID, NOXA, BIM, BAX ve BAK bulunur (14). Kaspazin, hem
aktive lenfositler tarafindan Fas/FasL yoluyla hem de kemoterapi
ajanlari tarafindan uyarilan kanser hiicresi 6liimiinii diizenlemede 6nemli
bir rol oynadig1 gosterilmistir. Kaspaz 3 veya cpp32, efektor kaspazlarin
temel tiyesidir. Kaspaz 3, B hiicreli kronik lenfositik 16semide (B-CLL),
akut miyeloid 16semide (AML), folikiiler kiigiik kesilmis hiicreli non-
Hodgkin B hiicreli lenfomalarda, insan meme kanseri hiicre dizilerinde
ve primer meme tiimorlerinde ve noroblostomlarda gibi hiicre
dongiisiiyle ilgili genler de dahil olmak {izere genis bir substrat l¢egini
kesebilen giiclii bir proteazdir. p21 WAL siklin bagimli bir kinaz
inhibitoriidiir ve DNA hasar1 kaynakli bliyiime durmasinda énemli bir
rol oynar. p21 WAFl asm ekspresyonu G1 hiicre dongiisii durmasina neden
olabilir ve kaspaz 3 aktivasyonundan yukar1 bir noktada apoptotik siireci
daha da kesintiye ugratabilir (Sun et al.,2000).

Sonug

Yapilan ¢aligmalar ve apoptoz hakkinda elde edilen bilgiler, hiicre
Oliimiiniin nasil kontrol edildigi konusundaki biitiin bu bilgi birikimi
halen karmagsik bir tablo ortaya koymaktadir. Apoptozdaki isleyis
bozukluklarinin  kanser, enfeksiyon hastaliklari, nd&rodejeneratif
hastaliklar (Orn. Alzheimer hastalig1), iskemik hastaliklar (Orn. inme,



KANSERIN MOLEKULER TEMELLERI: ENDOKRIN BOZUCULAR, APOPTOZ VE
GENETIK MEKANIZMALAR [ 218

miyokart enfarktiisii) gibi pek ¢ok hastalikla olan baglantis1 hala daha
arastirilan yaygin konular arasindadir. Apoptozun hem temel bilimde
hem de klinik bilimlerde daha iyi anlasilmasi, yeni ilag, tani, takip ve
tedavi araglarinin bulunmasina ve insan sagligm tehdit eden 6nemli

hastaliklara yeni, bilingli ve temelli ¢6ziimler {iretilmesine yol agacaktir.
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GIRIS

Sitotoksisite testleri; hiicrelerin fiziksel, biyolojik veya kimyasal
yollarla gérmiis oldugu zaran belirlemek i¢in kullanilan metodlardir.
Sitotoksik testler, calisma sonunda hiicrelerin sagkalim miktar1 hakkinda
bilgi verir (1). Ayrica bu testler enzim aktivitesi, hiicre zar1 gecirgenligi,
hiicre yapismasi, ATP iiretimi, ko-enzim {iretimi ve niikleotid alim
aktivitesi gibi farkli hiicre aktivitelerini igermektedir. Sitotoksisite
belirleme yontemleri farklilik gdsterebiliyor; bunlar kolorimetrik,
liiminesans ve enzimatik yontemlerdir (2). Renk degisimi esasina
dayanan kolorimetrik yontemde, MTT, MTS, XTT, WST gibi
tetrazolyum tuzlar1 etken madde olurken, nétral kirmizisi gibi boya
maddeleri kullanilarak a 6l¢lim yapilabilir. Sitotoksisite belirlemede
kullanilan bir diger yontem ise luminometrik metodlardir. Bu metodun
floresans ve biyoliiminesans olmak iizere iki ¢esidi vardir. Floresans
metodlarda, 1sikla etkilesime girebilen maddeler kullanilirken,
biyoliiminesans metodlarda lusiferaz adli enzimler ve bu enzimlerin
substratlari kullanilarak hiicrelerdeki canlilik miktar1
belirlenebilmektedir. Canli hiicre sayisi belirlemede thoma lami ve
triptan mavisi ile boyama yapilarak da hiicreler mikroskopta sayilabilir

ancak fazla zaman alic1 bir yontem oldugundan tercih edilmemektedir

(2,3).

Tetrazolyum Indirgeme Analizleri

Canli hiicreleri tespit etmek i¢in ¢esitli tetrazolyum bilesikleri
kullanilmistir. En yaygin kullanmilan bilesikler MTT, MTS, XTT ve
WST-1"dir. Bu bilesiklerden MTT pozitif yiiklii olup okaryotik hiicre
membranindan kolaylikla gegebilirken MTS, XTT ve WTS-1 negatif
yiiklii olup hiicre membranindan gegemez. Bu yiizden negatif yiiklii bu
bilesikler tetrazolyumu indirgemek i¢in sitoplazmadan veya plazma
membranindan elektron transfer edebilen bir ara elektron alicisiyla
birlikte kullanilir. Tetrazolyum halkasi mitokondriyal dehidrogenaz ve

rediiktaz tarafindan parcalanabilir dolayisiyla bu analiz, mitokondriyal
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enzimlerin aktivitesini 0lgerek hiicrelerin mitokondriyal fonksiyonunun
belirlenmesi yoluyla esas olarak hiicre canliligini belirler (4,5,6).
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Sekil 1. MTT, XTT ve MTS bilesiklerinin kimyasal yapilar1 (2)

MTT deneyinin prensibi, metabolik olarak aktif canli hiicrelerin
dehidrogenaz sistemi tarafindan suda ¢oziinen sar1 tetrazolyum tuzunun
suda ¢oziinmeyen mor renkli formazan kristallerine indirgenmesidir.
Formazan suda ¢6ziinmez ve hiicreler i¢erisinde mor renkli igne seklinde
kristaller olusturur. Bu kristaller absorbans 6l¢timii yapilmadan once
dimetil siilfoksit (DMSO) veya izopropanol gibi organik bir ¢oziiciiyle
¢cOzdiriiliir. Bu {irtin belirli bir dalga boyundaki 1sik emilimi ile
Olctlebilir. Ayrica bu yontem kullaniminin kolay olmasi, giivenilir ve
yiiksek tekrarlanabilirlige sahip olmasindan dolay1 cokca tercih
edilmektedir (7,5,6).

Sekil 2. MTT testinde olusan renk degisimi (8).

MTT ile karsilastirildiginda negatif yiike sahip olan MTS, XTT ve
WST-1 reaktifleri, hiicre membranindan dogrudan gecemedikleri icin
ara elektron (fenazin metil siilfat, fenazin etil siilfat) tasiyicisina ihtiyag
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duyarlar (3,9). Ayrica bu grubun olusturduklari formazan kristalleri suda
cOzilinebildikleri i¢in ek bir ¢ozelti adimi gerektirmez Tetrazolyum
bilesikleri ile yapilan testlerde Once hiicrelerin toksik bir maddeyle
etkilesimi gerceklestirilir (7). Daha sonra ortamdan toksik madde
uzaklastirilip tetrazolyum bilesigi eklenir ve eklenen tetrazolyum
bilesiginin ¢esidine gore 1-4 saat inkiibasyona birakilir. Bu asamada
canli hiicrelerin indirgeme reaksiyonlariyla olusturdugu formazan renk
degisikligini saglar. Son olarak olusan renk degisimi spektrofotometrik
yontemle dlgiilerek canli/6lii hiicre sayist belirlenir (2,4,7).

LDH Enzim Saliverilmesi Testi

LDH (laktat dehidrogenaz) sitotoksisite testi, hiicresel
sitotoksisiteyi 6lgmek i¢in kullanilan bir kolorimetrik yontemdir. Hatta
sadece hiicre aracili sitotoksisiteyi 6l¢mek i¢in degil, ayn1 zamanda
toksik kimyasallar ve diger test bilesiklerinin aracilik ettigi
sitotoksisiteyi degerlendirmek icin de farkli hiicre tiplerinde
kullanilabilir (5). Laktat dehidrojenaz enzimi biitiin hiicrelerde ve
sitoplazmada bulunur ve toksik etki maruziyetinde plazma membran
biitiinliikleri bozulur ve LDH enzimi hiicrelerden salinir ve kiiltiir
ortamina geger (2). Salinan LDH, diaforaz tarafindan bir tetrazolyum
tuzunun (iyodonitrotetrazolium (INT)) kirmizi renkli bir formazana
doniistiiriilmesiyle sonuglanan bir eslestirilmis enzimatik reaksiyonla
ol¢iiliir (4,5). Olgiimiin ilk adiminda LDH, laktatin piriivata doniisiimiinii
katalize eder ve boylece NAD, NADH/H+'a indirgenir. ikinci adimda ise
katalizor (diaforaz) H/H"yi NADH/H"'den tetrazolyum tuzu 2-(4-
iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5 feniltetrazolyum kloriire (INT) aktarir ve
bu da kirmiz1 formazana indirgenir. Ortaya ¢ikan kirmizi formazan, 492
nm'de maksimum emilir ve 490 nm'de kantitatif olarak ol¢iilebilir. Bu
test giivenilir, hizli ve basit degerlendirmeye sahiptir ¢iinkii hiicre ici
LDH kayb1 ve kiiltiir ortamina salinmasi, hiicre zar1 hasari nedeniyle geri
dondiiriilemez hiicre Oliimiintin bir gostergesidir. Hiicre membran

bitlinliigli bozulduktan ya da Oldiikten sonra kiiltiir ortamina gegen
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LDH’nin yarilanmasi yaklasik 9 10 saat kadardir. Toksik maddeye uzun
stire maruz kalinmasi durumunda, LDH nin yar1 émri ve proliferasyona
devam eden hiicrelerin LDH oraninm1 degistirmesi gibi sebepler testin

siirhiligidir.
Liiminesans Metodlar

Alamar Mavisi Floresans Testi ve Diger Floresans Metodlar

Bu metodlarda Resazurin bilesigi, tetrazolium bilesiklerinin
kullanildig1 protokollere benzer sekilde canli hiicre sayisini izlemek i¢in
kullanilabilen bir redoks gostergesidir. Resazurin, hiicre membranindan
kolayca gecebilen ve aktif metabolizmaya sahip canli hiicrelerde pembe
renkli resorufine doniisebilen bir bilesiktir. Bu analizlerin dikkat ¢ekici
bir 6zelligi, reaktif eklendikten sonra iiretilen kalici1 ve kararli parilti tipi
sinyaldir. Bu o6zellik hem canlilik hem de sitotoksisite degerleri
belirlemek icin kullanilabilir. Kiiltiirdeki canlilik arttikca floresans
sinyalin siddeti de artar. (2,5). Resazurin PBS igerisinde
¢Oziilebilmektedir. Hiicrelere toksik madde ilave edildikten sonra
resazurin bilesigi eklenir ve hiicreler inkiibasyona birakilir. Hiicre
hatlarinda inkiibasyon siireci 1-4 saat degisiklik gostermekle birlikte
metabolik aktivitesi diisilk olanlarda sinyal olusumunu artirmak igin
inkiibasyon siiresi uzatilabilir. Inkiibasyon sonrasi1 dl¢iim yapilir ve test
sonlandirilir (2).

Alamar mavisi testinde, metabolik aktiviteye sahip hiicreler
resazurin bilesigini indirgeyip renk degisikligini sagladiktan sonra
hiicreler 6lseler dahi metabolitleri ortamda kalacagindan renk degisikligi
sabit kalir. Boyanma gergeklestikten sonra 6len  hiicrelerin

belirlenememesi bu testin olumsuz bir 6zelligidir (2).
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Sekil 3. Canli hiicrelerde olusan resazurin substratinin ve pembe floresanli resorufin
trliniiniin yapist (6).

Diger floresans 1s1ma esasina dayanan metodlar ise proteaz ve
esteraz enzim aktivitesidir (6). Proteaz enzim aktivitesine dayanan
metotta; hiicre gecirgen bir florojenik proteaz substrati (glisilfenilalanil
aminoflorokumarin; GF-AFC) canli hiicrelerle sinirli proteaz aktivitesini
secici olarak tespit eder (3). GF-AFC substrati, sitoplazmik
aminopeptidaz aktivitesi glisin ve fenil amino asitlerini uzaklastirarak
aminoflorokumarini (AFC) olusturur ve canli hiicre sayisina orantili bir
floresan sinyal tiretimini saglar. Hiicreler 6ldiiglinde proteaz aktivitesi
hizl1 bir sekilde kaybolur ve canli hiicre sayisinin belirlenmesini saglar.
Ayrica proteaz analizinde iiretilen sinyalin, ATP analizi gibi hiicre
canliligin belirlemeye yonelik diger yontemlerle de iyi bir korelasyon
gosterdigi bilinmektedir. GF-AFC substratinin avantajlarindan biri,
kiltiirdeki hiicreler icin nispeten toksik olmamasidir (2,6). Hiicrelerin
tetrazolyuma maruz kalmasinin tersine, GF-AFC substrat hiicrelerinin
uzun siireli maruziyeti hiicrelerin canliliginda ¢ok az degisiklige neden
olur. Ayrica, inkiibasyon siiresi tetrazolyum analizleri i¢in gereken 1-4
saate kiyasla ¢cok daha kisadir (30 dak-1 saat) (5).
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Sekil 4. Hiicre gecirgen glisilfenilalanil-aminofloroumarin (GF-AFC) substrati,

sitoplazmik aminopeptidaz aktivitesiyle doniistiiriilerek floresan aminofloroumarin
(AFC) iiretilir (6).

CFDA-AM (5-karboksifluorescein diasetat, asetoksimetil ester),
sitotoksisite tayini i¢in kullanilan baska bir florojenik boyadir. Plazma
membran Dbiitiinligiiniin  gostergesidir. Boya CFDA-AM, canl
hiicrelerin nonspesifik esterazlari tarafindan, zardan gegirgen, polar
olmayan, floresan olmayan bir maddeden polar, floresan boya olan
karboksifluoresein'e (CF) doniistiiriilebilen toksik olmayan bir esteraz
substratidir. Hiicreler tarafindan CFDA-AM'nin CF'ye doniistiirtilmesi,
plazma membraninin biitiinliigiinii gdsterir, ¢linkii yalnizca saglam bir
membran, esteraz aktivitesini desteklemek icin gereken sitoplazmik
ortami koruyabilir. CFDA-AM ve alamar mavisi analizleri ile ayni1 hiicre
setinde paralel olarak uygulanabilir oldugu gosterildi. Ciinkii her ikisi de
hiicreler i¢in toksik degildir, benzer inkiibasyon siireleri gerektirir ve
farkli dalga boylarinda girisim olmadan tespit edilebilir (5,9).

ATP Biyoliiminesans Testi

ATP (adenozin trifosfat), hiicrelerdeki en dnemli kimyasal enerji
deposudur ve biyolojik sentez, sinyalleme, tasima ve hareket
stireclerinde kullanilir. Bu nedenle hiicresel ATP, hiicre canliligini
O0lgmede en hassas u¢ noktalardan biridir. Hiicreler 6liimciil sekilde hasar
gordiigiinde ve membran biitlinliigiint kaybettiginde, ATP sentezleme
yetenegini kaybederler ve hiicrelerin ATP seviyesi 6nemli dl¢iide azalir.
ATP testi, liisiferinin oksiliisiferine reaksiyonuna dayanir. Enzim
liisiferaz, Mg?* iyonlar1 ve ATP varliginda bu reaksiyonu katalize ederek
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bir liiminesans sinyali iiretir. Liiminesans sinyalinin yogunlugu ile ATP
konsantrasyonu veya hiicre sayisi arasinda dogrusal bir iligki vardir.
Isima yapan sinyal, reaktif eklendikten sonra 10 dakika i¢inde sabit bir
duruma ulasir ve stabilize olur ve tipik olarak 5 saatten daha uzun bir
yar1 Omiirle parlar. ATP testinde, bir substrati (6rnegin tetrazolyum veya
rezasurin) renkli bir bilesige doniistiirmek i¢in hiicreler bir inkiibasyon
adimina da ihtiya¢ duymaz. Bu ayrica, hiicreleri sinyal iiretmek i¢in
inkiibatore geri dondiirmeniz gerekmedigi i¢in bir plaka isleme adimini
da ortadan kaldirir. Ancak ATP analizi kimyas1 genellikle kuyu basina
10'dan az hiicreyi tespit edebilir ve bu nedenle yaygin olarak 1536
kuyulu plaka formati kullanilir. 1536 kuyulu plaka okuyucusu her
laboratuvarda olmadigindan pahali olmas1 ve pipetleme zorlugundan bu
testin en 6nemli dezavantaji1 olarak ortaya ¢ikmaktadir (2,5,6).

Viable Cell

H S Nj/ COOH Luciferase
8

Luciferin

Sekil 5. Lusiferazin 1s1k iiretmesi i¢in ATP ve liisiferinin substrat olarak kullanildig:
basitlestirilmis reaksiyon semasi (6)

Gerc¢ek Zamanh (Real Time) Biyoliiminesans Testi

Canli hiicre sayisin1 "ger¢ek zamanhi" olarak 6lgmek igin yakin
zamanda gelistirilen bir yaklasim, deniz karidesinden tiiretilen
tasarlanmis bir liisiferaz ve kiigiik bir molekiil pro-substrat kullanir. Pro-
substrat ve liisiferaz, kiiltiir ortamina dogrudan bir reaktif olarak eklenir.
Pro-substrat, liisiferaz i¢in bir substrat degildir (4). Aktif metabolizmaya
sahip canli hiicreler, pro substrati, kiiltlir ortamina yayilan ve liisiferaz

tarafindan liiminesan bir sinyal iiretmek i¢in kullanilan bir substrata
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indirger. Sekil 6’da gosterilmistir. Reaktif hiicreler tarafindan iyi tolere
edilir ve 37°C'de tam hiicre kiiltiirii ortaminda en az 72 saat stabildir, bu
da pro-substrati yenilemeden aymi numuneden giinlerce Olgiim
yapilmasini saglar (8). Deneme iki formatta gergeklestirilebilir: stirekli
okuma veya ug¢ nokta ol¢limii. Siirekli okuma formatinda, liiminesans
sinyali, "gercek zamanli" olarak canli hiicre sayisini 6lgmek icin ayni
numune kuyularindan uzun bir siire boyunca tekrar tekrar kaydedilebilir.

RealTime-Glo® Reagent

(Prosubstrate & Luciferase) \

Pro-substrate

Intracellular
\ Reduction

Substrate

Sekil 6. Gergek zamanli reaktif bilesenleri, hiicre gegirgen bir pro substrat ve karides
tiirevi bir liisiferazin tasarlanmis kararli bir formunu igerir. Reaktif bilesenleri
dogrudan kiiltiirdeki hiicrelere eklenir. Aktif bir metabolizmaya sahip canli hiicreler,
151k iireten liisiferaz icin bir substrat olugturmak {izere pro substrati azaltir. Metabolik
aktiviteden yoksun 6lii hiicreler, liisiferaz substrati {iretmez ve bu nedenle bir
liiminesans sinyaline katkida bulunmaz (2,5,6).

Gergek zamanli denemenin bir sinirlamasi, metabolik olarak aktif
hiicreler tarafindan pro-substratin nihai tiikenmesinden kaynaklanir.
Genellikle, tiretilen liiminesan sinyal, metabolik olarak aktif hiicrelerin
sayistyla iligkilidir (5). Ancak, liiminesans sinyalinin hiicre sayisiyla
dogrusal olacagi zaman uzunlugu, kuyu basina hiicre sayisina ve
metabolik aktivitelerine bagli olacaktir. Bu nedenle, dogrusalligi
korumak i¢in maksimum inkiibasyon siiresinin her hiicre tipi ve
yogunlugu i¢in deneysel olarak belirlenmesi 6nerilir.
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Sonu¢

Sitotoksisite analizleri, hiicre kiiltiirlindeki hiicrelerin canliligin
belirlemeye ya da toksik oldugu diislinlilen bir maddenin etkisini
Olcmeye yarar. Bu testlerin genellikle avantaji yaninda dezavantaji da
bulunmaktadir.  Ozellikle dezavantajlarin  testin  giivenilirligini
diislirmemesi icin birbiriyle korelasyon saglayan testleri birlikte
uygulamakta fayda vardir. Test icerisindeki bilesik ile hiicredeki canliligi
belirleyecek maddenin etkilesimi, birbiriyle uyumlu ¢alistyor olmasi
olduk¢a 6nemlidir. Hiicreye uygun in-vitro canlilik ve/veya sitotoksisite
testi segmek, testin performansini ve giivenilirligini etkilemektedir. Bu
nedenle farkli birkac test denenerek en uygun olan test segilmelidir.
Bunun haricinde 6nemli olan diger hususlar ise testi yapacak uzmanin
bilgi ve becerisi, ortam sartlari, kiiltiir ortaminin igerigi vb.
degiskenlerdir. Bu testlerin secilmesinde hizli olmasi, etkin sonuglar

vermesi, zaman ve maliyet ac¢isindan etkili olmasi da 6nemli ¢iktilardir
(2,5,10,6).
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GIRIS

Bir DNA parcasinin {istel olarak g¢ogaltilmasi mekanizmasina
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) adi verilir. PCR tek bir molekiil
hassasiyet sinirina sahip oldugundan, nadir DNA dizilerini kesin olarak
tanimlamak i¢in harika bir yontemdir. Bir DNA molekiilii iki, dort, sekiz
ve benzeri kopyalar halinde iiretilebilir. Bu siirekli iki katina ¢ikma,
DNA pargalarin1 birlestirerek uzun molekiiler zincirler (iplikler)
olusturabilen enzimler olan polimerazlar olarak bilinen belirli proteinler
tarafindan meydana gergeklestirilir. DNA'y1 olusturan dort niikleotid baz
olan adenin (A), timin (T), sitozin (C) ve guanin (G), polimerazlarin iglev
gormesi i¢in gereklidir. Yeni iplik olusturulurken, sablon gorevi gérecek
daha biiylik bir DNA molekiiliine ve yapi taslarini bagladiklar1 primer
ad1 verilen kiigiik bir DNA parcasina ihtiya¢ vardir. Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) islemi kullanilarak belirli bir niikleik asit zinciri
cogaltilarak, daha biiyiik miktarlarda yapilar olusturulabilir (1). Dogru
kosullar altinda, ¢ogaltilan DNA'nin verimi orijinal hedef molekiillerin
miktariyla orantili oldugundan, PCR nicel bir analitik aragtir. PCR, 1985
yilinda ilk kez tanimlanmasindan bu yana, ¢evre testleri, adli tip, gida
teknolojisi, biyoteknoloji, klinik arastirmalar, adli biyoloji, arkeoloji ve
antropoloji gibi alanlarda kullanilan ¢esitli metodolojilerin bir araya
gelmesiyle olusmustur. Alternatif yéntemlere ragmen, PCR hala en

popiiler niikleik asit cogaltma teknigi olarak ilk sirada kullanilmaktadir
().

Kapsamli uygulamasi nedeniyle, PCR'nin temellerini ve
uygulamasinin karmagik genom ve gen analizine izin verecek sekilde
nasil degistirilebilecegini anlamak kritik 6éneme sahiptir. PCR tabanl
teknikler, bilim insanlarmin DNA ile ¢alismasini kolaylastirarak
molekiiler biyolojiyi ileri tasiyarak, “Insan Genomu Projesi” gibi biiyiik
projelerin ve klonlama gibi islemlerin hayata gecirilmesine imkan
vermigtir. Hassas bir teknik olan PCR, konvansiyonel laboratuvar
analizleri i¢in yeterli kopya olusturmak amaciyla sadece eser miktarda
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DNA'ya ihtiyag duyar. Enfeksiyonlarin tespiti, geleneksel PCR
teknolojisinin en 6nemli tibbi kullanimlarindan biridir. Bu teknigin
duyarliligi, 6zgilligii, hiz1 ve kullanim kolaylig1 nedeniyle bir¢ok farkli
uygulamada kullanilmistir. Bu uygulamalar arasinda hastaliga neden
olan genleri ve patojenleri tanimlamak, genlerin yapisin1 ve ifadesini
karakterize etmek, kalitsal hastaliklar1 rahim i¢inde teshis etmek ve adli
tip, tarim ve arkeolojide DNA parmak izini kullanmak yer almaktadir.
Ayrica, adli tipta suglularin tespiti amaciyla da PCR testi
kullanilmaktadir. S6z konusu uygulamalarin biiyiikk bir ¢ogunlugu
kantitatif olarak ta adlandirilan ve niikleik asitleri 6lgmek icin siklikla
kullanilan “gercek zamanli PCR” teknigi ile miimkiin olmustur. Gergek
zamanlt PCR’m birincil amact belirli niikleik asit dizilerini dogru bir
sekilde tanimlamak ve dlgmektir. Gergek zamanli PCR, bir 6rnekteki
belirli bir hedef diziyi ¢ogaltmak i¢in floresan teknolojisini kullanir ve

ardindan ¢ogaltmanin ilerlemesini izler (3-5).
PCR Tiirleri

RNA gibi arastirmada Onemli olan ¢esitli molekiillerin
amplifikasyonunu elde etmek, performans ve seciciligi artirmak i¢in son
zamanlarda temel PCR siirecinin modifikasyonlar1 veya varyantlari
olusturulmustur (6). Bu varyasyonlar:

e Multiplex (Coklu) PCR

e Nested (i¢ ice) PCR

¢ Semiquantative (Yar1 kantitatif) PCR

e Reverse transcription-polymerase chain reaction (Ters
transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu) (RT-PCR)

e Real Time (Gergek zamanli) PCR,
e Digital (Dijital) PCR.
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Multipleks-PCR,

Maliyet ve biiyiik bir test 6rnegi hacminin bulunmasi, PCR'nin tanm
laboratuvarlarinda kullanilmasinin 6niindeki baslica engellerdir. Ttim bu
sorunlarin iistesinden gelmek ve PCR'nin tan1 potansiyelini artirmak i¢in
“Multipleks PCR” olarak adlandirilan alternatif bir PCR yodntemi
Onerilmistir. Reaksiyonda birden fazla primer cifti kullanan multipleks
PCR birkag hedef dizinin ¢ogaltilmasina olanak tanir.

Multipleks PCR, tek bir test ¢aligmasinda ayn1 anda bir¢cok geni
hedef alir ve birden fazla reaktif seti gerektirmez, bu da zamandan ve is
giiciinden tasarruf etmemizi saglar. Multipleks PCR, gen delesyon
analizi, mutasyon ve polimorfizm analizi, kantitatif analiz ve RNA
tespiti gibi ¢ok sayida niikleik asit tanisinda etkili bir bigcimde
kullanilmaktadir. Yontem ayni zamanda bulasici enfeksiyonlar1 tedavi
etmenin etkili bir yolu olarak ta gériilmektedir (7,8).

Nested PCR

Bu teknik diistik duyarlilik ve 6zgiilliige sahiptir. Hedef gen, iki
ardisik PCR'nin ilk turunda dis primer seti kullanilarak ¢ogaltilir ve bu
PCR'den gelen amplikonlar daha sonra ikinci turda i¢ primer seti
kullanilarak tekrar ¢ogaltilir (9). Bu yontem hedef DNA'ya benzer,
istenmeyen veya beklenmeyen bdlgelere primer baglanmasi sonucu
cogaltilabilen nonspesifik ve yanlig PCR iirlinlerinin miktarini azaltmay1
amaglamaktadir (10).

Semiquantitative PCR

Yar kantitatif PCR veya qPCR olarak bilinen bu teknik, bir DNA
veya RNA oOrneginde bulunan hedef genin oramimi belirlemek igin
kullanilmaktadir. Bu teknik, hedef niikleik asitteki belirli bir genin
miktar1 veya yogunluk derecesiyle ilgili detayli bilgi elde edilmesini
amaglar (11). Yontem aymi zamanda, bir Ornekte bulunan niikleik
asitlerin bagil miktarinin tahminini de saglar (7). Yar kantitatif PCR,
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gen ifade diizeylerinin karsilagtirilmasina olanak saglar, ancak iirlin
miktar1 analizi i¢in dogrudan kantitatif veri sunmaz. Biyomedikal
arastirmalarda, 6zellikle hastalikla baglantili genleri degerlendirmek ve
gen ifadesi varyasyonlarmi karsilagtirmak gibi uygulamalar i¢in bu
yonteme siklikla bagvurulur (11).

Ters transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)

Agirlikli olarak mRNA ve gen ifadesi ¢alismalarinda kullanilan ve
oldukega hassas olan ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu veya
RT-PCR, ¢agdas biyomolekiiler aragtirmalarda énemli bir yere sahiptir.
RT-PCR, RNA'dan DNA sentezler ve tamamlayict DNA (CDNA)
tiretmek i¢in PCR kullanir. Bu yontemde ters transkriptaz enzimi ile
RNA once cDNA'ya doniistiiriiliir, ardindan ¢ogaltilir ve daha sonra
olusan iiriin PCR analizine tabi tutulur. RT-PCR, gen ifadesindeki
degisiklikleri RNA diizeyinde hassas bir sekilde 6l¢gmeyi miimkiin kilar.
Ozellikle diisiik bolluktaki sablonlar i¢in kullanilan RT-PCR, mRNA'y1
tespit etmek ve 6lgmek i¢in kullanilan en dogru tekniktir (12). RT-PCR
teknigi siklikla viral yiik analizi ve hastalik tespiti i¢in kullanilmaktadir.
RT-PCR, kullanim kolayligi, yiiksek dogrulugu ve ucuz olmasi
nedeniyle, COVID-19 salgini sirasinda SARS-CoV-2 viriisiinii teshis
etmek i¢in yaygin olarak kullanilmis ve “Altin Standart Yaklagim”
olarak kabul edilmistir (13,14).

Gerc¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PCR)

Temelleri, Kary Mullis tarafindan atilan bu yontem, orijinal
PCR’dan daha iistiin bir performansa sahiptir (15). Bu yontem, belirli
DNA pargalarinin bir milyardan fazla kez biiylitiilmesine olanak
saglamaktadir. Yiiksek duyarliga sahip 6zgiil bir yontem olusu, onu hem
nitel hem de nicel analizler i¢in olduk¢a kullanisl hale getirmektedir. Bu
teknik ¢ok sayida secilmis genin ifade modellerini tanimlamak ve
O0lgmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Gergek zamanli PCR,
PCR'!n hassasiyetini, PCR {iriinlerinin olusturulduklar1 anda ger¢ek
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zamanli olarak izlenmesinin hassasiyetiyle birlestirdigi i¢in, oldukca
giivenilir bir tekniktir. (5,16).

Dijital PCR

Dijital PCR (dPCR), orijinal PCR'den gelistirilen teknolojilerden
biridir. Bu teknik ile bir PCR 6rnegini binlerce, hatta bazen milyonlarca
alt drnege bolerek, referans DNA’y1 veya bu DNA’dan olusturulmus
havuzdaki kopyalar1 6lgmek miimkiindiir. dPCR damlacik veya c¢ip
tabanli ve mikroakiskan platforma dayali bir sistemdir. Klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda genis bir kullanim imkan1 bulan dPCR,
gPCR kiyasla avantajlar1 nedeniyle bir dizi 6rnek test uygulamasi i¢in
tercih edilen bir testtir. Zaman alic1 qPCR ydntemi ile DNA/RNA kopya
sayisinin kantifikasyonu yerine dPCR yontemi kullanilarak daha kisa
sirede ve daha dogru bir bicimde DNA/RNA kopya sayisinin
kantifikasyonu  gerceklestirilebilir. Bu  yontem kisa  siirede
gercgeklestirildigi i¢in kontaminasyon riskini de azaltir. Bunlara ek olarak
dPCR, standart egriye ihtiya¢ duyulmadan mutlak kantifikasyona imkan
vermesi, iyilestirilmis hassasiyete sahip olmasi, inhibitorlerin varliginda
ve diisiik amplifikasyon verimliliginde bile yiiksek dogrulukta sonuglar
vermesi yontemin sagladig1 avantajlar arasinda goriilmektedir (17).

dPCR ayrica multipleks PCR'nin sagladigi dezavantajlar1 da
ortadan kaldirarak DNA 6rneklerinin kopya sayisini artirmasini miimkiin
kilar (18).

PCR Tekniginin Avantajlari1 ve Dezavantajlar:

Molekiiler biyolojide, hedef niikleik asit dizilerinin miktarinin
belirlenmesine yonelik ¢ok sayida teknik vardir. Bu teknikler arasinda
Kuzey ve Giiney hibridizasyonlari, HPLC, sintilasyon yakinlik testi,
PCR-ELISA, RNase korumasi testi, in situ hibridizasyon ve ¢esitli jel
elektroforezi PCR ug nokta sistemleri bulunmaktadir. Bununla birlikte,
bu tekniklerin bir ¢cogu radyoaktif madde kullanimina ihtiya¢ duymalari,
yogun emek gerektirmeleri, zaman alict olmalari, diisilk hassasiyete
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sahip olmalar ve yliksek ¢apraz kontaminasyon riski barindirmalart gibi
pek cok dezavantaja sahiptirler. Arastirmacilar tiim bu dezavantajlarin
tistesinden gelmek icin kullamim kolaylig1 saglamasi, hizli sonug
vermesi, inanilmaz derecede genis bir dinamik aralikta (en az 5 log
birimi) niikleik asitleri Olgcme kapasitesine sahip olmast gibi
avantajlarindan dolay1 gercek zamanli PCR teknigini gelistirmislerdir.
Gergek zamanli PCR tekniginin saglamis oldugu diger avantajlar
arasinda; asir1 saflastirmaya gerek kalmadan nispeten temiz 6rneklerden
DNA ¢ogaltmak icin kullanilabilmesi, ¢evrim siiresinin daha kisa
olmasi, reaksiyonun amplifikasyon sirasinda goriilebilmesi, ekstra emek
ve zaman gerektiren amplifikasyon sonrasi adimlarin olmamasi ve
florojenik belirteglerin kullanimi nedeniyle kisa analiz siirelerine sahip
olmast yer almaktadir. Amplikasyonun boyutunun kiiciiltiilmesi,
verimliligi ve reaksiyon siiresini artirdigi ic¢in avantajlidir. PCR
isleminde sablon olarak hemen hemen her tir DNA kullanilabilir
(2,19,20).

Gergek zamanli PCR tekniklerinin avantajlarinin yaninda birkag
dezavantaji da bulunmaktadir. Bu dezavantajlarin ¢ogu tiim PCR veya
RT-PCR tabanli yontemlerde goriiliir. Baz1 biyolojik 6rnekler, gercek
zamanli PCR'de PCR'yi bloke edebilen kimyasallar icerir. Ornegin,
viicut s1vilarinda bulunan iire ve hemoglobin gibi bazi bilesikler gercek
zamanli PCR'nin klinik ve adli uygulamalar izerinde olumsuz bir etkiye
neden olabilir (21). Gergek zamanli PCR artik enstriimental hatadan
ziyade cogunlukla insan hatasiyla smirlidir; bunun nedeni biiyiik
olasilikla yetersiz test olusturma, hatali veri isleme veya
gerekgelendirilmemis sonuglardir (5). PCR ¢ok hassas bir yontem
oldugu i¢in, numunedeki DNA kontaminasyonu ¢ok diisiik seviyelerde

olsa bile yanlis sonuglarin alinmasina neden olabilir (4).

PCR'nin etkinligini azaltan veya tamamen ortadan kaldiran
beklenmedik mutasyonlar siklikla mikroorganizmalarin genomlarinda
yer almaktadir. Tasima kontaminasyonundan kaynaklanan yanlis
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pozitifler, tarihsel olarak tani1 laboratuvarlarinda PCR'nin rutin
kullaniminda ciddi sorunlara yol agmis ve PCR'ye 6zgii laboratuvarlarin
diizeni konusunda kat1 diizenlemelere yol agmistir. Dahasi, PCR oldukga
hassas bir teknik oldugu i¢in, patojenik olmayan konsantrasyonlarda
dahi mikroplar1 tanimlama potansiyeli oldukg¢a ytiksektir. Sonug olarak,
bir PCR deneyi formiile edilirken ve sonuglar degerlendirilirken dikkatli
olunmalidir (12).

Sonuc¢

Bu bolimde ele alman PCR teknolojisi, biyoteknoloji
uygulamalarinda genis bir kullanim alan1 bulan, molekiiler biyolojinin
ileri teknolojiye sahip bir yaklagimdir. PCR'nin temelleri, uygulamalari
ve bu alanda gerceklesen teknolojik gelismeler arastirmamizin ana
konulartydi. Arastirmalardan elde edilen veriler, PCR'nin hedef DNA
bolgelerini ¢ogaltmadaki dogrulugunun genetik analiz ve teshis
uygulamalar i¢in 6nemli oldugunun kanitidir. Yiiksek hassasiyet ve
Ozgiilliigli nedeniyle PCR, tarim ve ¢evre bilimleri, adli tip ve genetik
hastalik teshisi alanlarinda kullanilan popiiler bir tekniktir. Bu 6zellikler,
PCR'nin klinik, endiistriyel ve akademik arastirmalar i¢in bir arag olarak
paha bicilmez dogasini géstermektedir.

PCR teknolojisi pek ¢ok yonden avantajli olmasina ragmen
sinirliliklart da olan bir yontemdir. PCR’da yanlis pozitif veya yanlis
negatif bulgular alma olasiligi nedeniyle primer yapilar dikkatlice
tasarlanmalidir. PCR kontaminasyon olduk¢a duyarli olmasi nedeniyle
analitik prosediir sirasinda siki bir laboratuvar disiplini gereklidir. Daha
hassas ve gilivenilir bulgularin iiretilmesini saglayan multipleks PCR ve
dijital PCR gibi yeni nesil PCR teknolojileri ile bu kisitlamalarin ortadan
kaldirilmasi beklenmektedir. Sonug olarak, her gecen giin uygulama
alanlar1 daha da biliyiimekte olan PCR'min temel biyoteknolojik
gelismelerle birlestirilmesi daha hizli, daha dogru ve daha hassas
caligmalara olanak taniyacaktir. Bu baglamda, PCR teknolojisi, ¢evresel
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DNA analizi, kisisellestirilmis tedavi ve genom diizenleme gibi hizla
gelisen alanlarda giin gectikce daha fazla uygulama alani bulacaktir.
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