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ONSOZ

insan meme tiimdrieri ve jinekolojik tiimorler Gzellikie 30 yas ve {istii kadinlarda

.'s;ikh.kia rastlanan tiimorler olmasi nedeniyle oldukca Snemlidir.

Ttimdrojenesiste rol oynadigt sylenen mekanizmalar arasmda apoptosisi

o diizenleyen mekanizmalarda meydana gelen defektler ve hiicre siklusunun kontroliiniin

o kayb1 nedeniyle hiicrenin kontrolsiiz proliferasyonu sayilabilir. Apoptosisin ve hiicre
siklusunun kontrolimde Snemli role sahip faktSrlerden ikist de tiimér baskidayict
- genlerden olan p53 ve IRF-1°dir. IRF-2 ise onkogenik potansiyele sahip ve IRF-1’in
antagonistigi olan bir transkripsiyon faktSriidiir. Bu faktdrlerin ekspresyonlarinin insan
kanserleri acisindan dnemi disiiniildiigiinde bu arastirmamizin onkoloji ve patoloji

bilim dallarina ileriki gahgmalarda 11k tutacagimi ummaktayiz
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* iNSAN MEME KARSINOMALARI VE JINEKOLOJiK TUMORLERINDE
" IRF-1, IRF-2 (INTERFERON REGULATORY FACTOR-1,2) VE p53
EKSPRESYONLARININ KARSILASTIRILMASI

Niliifer Giilmen IMIR
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Danisman: Prof. Dx. Kayahan FISKIN
Arahik 2003, 64 Sayfa

Bu calismada, 45°i meme kanserli ve 23’i jinekolojik timorhii hastalardan alman
toplam 68 doku drnegi kullamlmustir. Bu 6mekler IRF-1, IRF-2 ve pS3 antikorlanyla
immiinohistokimyasal yontemle boyanmugtir,

IRF-1 ve p53 tiimdr baskilayict, IRF-2 ise onkogenik aktiviteye sahiptir. Bu
arastirmamizda, galismada kullanilan meme ve jinekolojik tiimor tiplerinde (n=54) IRF-
1 ve IRF-2 ekspresyonlan arasmdaki iligki istatistiksel olazak oldukga anlamli
bulunmustur (p<0.05). Yine her iki timér grubunda (n=54) IRF-1 ve p53 ekspresyonlan
arasinda istatistiksel olarak nemli derecede bir iliski bulunmugtur (p<0 05). Fakat bu
timdr tiplerinde (n=54) i¢in IRF-2 ve p53 ekspresyonlan arasinda istatistiksel olarak
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:anlanlll bir iliski bulunmamustir (p>(.05). Aym kargilastimalar meme ve jinekolojik
..turnor gruplari igin ayrt ayn da yapilmigtir, Meme tiimdrlerinde (n=37) ve jinekolojik
_. fﬁiﬁﬁrlerde (n=17) IRF-1 ve IRF-2 ekspresyonlart arasinda istatistiksel olarak Snemli
'dérecedc bir korelasyon bulunmustur (p<0.05). Daha sonra meme karsinomlarimn iig
g farkl1 tipinde IRF-1, IRF-Z ve p53 arasinda iliski olup olmadigmi belirlemek igin
_"yépﬂan istatistiksel testie invaziv duktal karsinomlarda (n=24) IRF-1 ve IRF-2 arasinda
“anlaml1 bir korelasyon oldugu (p<0.05), IRF1 ile p53 ekspresyonlarn veya IRF-2 ile p53
ekspresyonlant arasinda ise istatistiksel olarak anlamlt bir iliski olmadijn (p>0.05)

" bulunmustur. Meme karsinomlarmnin diger iki tipi olan intraduktal komponenti baskin

S invaziv duktal karsinomlarda (n=9) ve invaziv lobiiler karsinomlarda (n=5) ise her ¢

o - proteinin ekspresyonlari arasinda istatistiksel agidan anlamh bir iligki bulunmamigtir

(p>0.05). Aynt kargilastimalar bu kez jinckolojik timor tiplerinde yapilmis ve degisik
sonuglar elde edilmistir. Jinckolojik tiimdtlerden endometrium tiimérlerinde (n=9) ve
over tiimérlerinde (n=3) her iig proteinin ekspresyonlar1 arasmda istatistiksel olarak
snemli bir iliski bulunmazken (p>0.05), serviks timorlerinde (n=5) IRF-1 ve p53
ekspresyonlan arasinda istatistiksel olarak anlamh bir korelasyon bulunmugtur
(p<0.05). . |

Bu galigmada, ayrica, IRF-1 ve IRF-2 ekspresyonlarinin, hastamin yag1 ve tlimdriin
cap1 parametreleriyle de istatistiksel olarak kargilastinimas yapilmistir, ancak her iki
proteinin de bu faktorlerle arasinda istatistiksel olarak dnemli derecede iligki olmadigt
bulunmustur (p=>0.05).

Bu ¢alismanm diger kismindaki amag, hem IRF-1 hem de p53 bakimindan pozitif
olgulardaki _apoptosis inditksiyonu ile IRF-1 negatif / p53 pozitif veya IRF-1 pozitif /
p53 negatif olgulardaki apoptosis indiiksiyonu arasinda bir degisiklik olup olmadigmmn
belirlenebilmesiydi  Ancak yukanda bahsedilen olgularda gﬁzlenen DNA
fragmentasyonunun birbirine benzer diizeylerde olmast bu tiimor tiplerinde farkh

genlerin de ise karismms olabilecegini dﬁsﬁndﬁrmektédir
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ABSTRACT

'CORRELATIONS OF IRF-1, IRF-2 (INTERFERON REGULATORY FACTOR-
"' 1,2) AND p53 ON HUMAN BREAST CARCINOMAS AND GYNAECOLOGIC

TUMORS

Niliifer Giilmen IMIR

Ph.D. Student, Biology
Adviser: Prof. Dr. Kayahan FISKIN
Dec 2003, 64 pages

In this study, totally 54 human tissue specimens were obtained from 37 patients
with breast carcinomas and 17 women with gynaecologic tumors. These specimens
were stained with IRF-1, TRF-2 and p53 antibodies using the immunohistochemical

method.

While both IRF-1 and p53 have tumor suppressor activity, IRF-2 transcription
factor has oncogenic activity. In this investigation, in all types of human tumors (n=>54)
used in this study, correlation between expressions of IRF-1 and IRF-2 was found to be
significant statistically (p<0.05). Also, in all types of human tumors (n=54) used in tis
study, there were statistical significant correlation between IRF-1 and p53 expressions
(p<0.05), but there were not statistical differences between expressions of IRF-2 and
P33 (p>0.05). In human breast carcinomas (n=37) and gynaecologic tumors (n=17),

independently, correlation between expressions of IRF-1 and IRF-2 was found to be




portaﬁf statistically (p<0.05). In the invasive ductal carcinomas, a kind of human

j'bai'cinomas, there were no statistical differences between expressions of either
aﬂd p53 or IRE-2 and p53 (p>0.05), while the correlation between IRF-1 and
_:.-"éxpressions was found to be important statistically (p<0 05). In the other two
type .::Of" human breast carcinomas, there were no statistical differences between
.expréssions of p53 and the IRF-1 and IRF-2 (p>0.05). In the cervix tumoss, a kind of
gynaecologic tumors, the correlation between expressions of IRF-1 and p53 was found
.to.;ba-_very important statistically (p<0.05), while in the other two types of gynaecologic
'tﬁ.ﬁ;ors there were no statistical differences between expressions of p53 and the IRF-1
and IRF-2 (p>0.05)

: In this study, expressions of IRF-1 and IRF-2 were also compared with
R :prognostic factors, such as age of patient and tumor diameter, but the correlation
* between expressions of two proteins and these prognostic factors was not found to be

important statistically (p>0.05}

The other aim of this study is to _deterfnine whether the apoptosis induction in
IRF-1-negative / pS3-positive or IRF-1-positive / p53-negative cases is different from
the apoptosis induction in both IRF-1 and p53 positive cases. But the observed DNA
fragmentation of these tumor cases is approximately similar, and therefore we

concluded that there can be different genes playing roles in these types of tumors.

KEY WORDS: p53, IRF-1, IRF-2, immunohistochemistry, apoptosis
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1. GIiRiS
1.1. Interferonlar ve Genel Ozellikleri

Interferonlar (IFN), viral enfeksiyonlara ve bakteriyel lipopolisakkaritlere
(LPS) kars: viicut direncinin saglanmasindan sorumlu pzoteinlef clarak tamimlanan
cok iglevli bir sitokin ailesidir (Harada vd 1998) Kesfini takip eden calismalarla
interferonlarin  hiicre biiylimesinin  kontrolii, farklilagma ve immiin sistemin
diizenlenmesinde rollerinin oldugu ortaya ¢ikanilmigtir. Interferonlar Tip 1 (JFN-o
ve -p) ve Tip 1T (IFN-y) olmak itzere iki suufa aynhrlar (Cizelge 1.1). Interferoniar
saglikli bir insan viicudunda pikomolar konsantrasyonda devamh olarak bulunurlar.
Ancak viicuda giren bakteri, viriis, antijenler ya da viicutta geligen timd&rlere karsi
bir cevap olarak IFN-alfa lenfositler, IFN-beta fibroblastlar, IFN-gama da NK
(Natural Killer) hiicreleri, mitojenle aktive edilmis T hiicreleri ve makrofajlar
tarafindan salinmaktadir (Baron vd 1992), IFN genlerinin patolojik durumlarda
inditklenen ekspresyonlari, hiicresel bafisiklik  faaliyete gegmeden 6nce
organizmamn Savﬁilma mekanizmasinm baglatilmasinda (immun priming effect)
Snemli rol oynamaktadir (Pestka vd 1987, De Maeyer ve De Maeyer 1988, Vilcek
1990, Sen ve Ranshoff 1993).

Cizelge 1.1. Interferon tipleri ve dzellikleri.

IFN-o IFN-3 IFN-y
Gen Sayist 20... 1 1
Lokasyon 9. kromozomun |9 kromozomun |12 kromozomun
kisa kotu kisa kolu uzun kolu
Intron Sayis: ' o ~
Aminoasit 189 189 146
Sayisi
Glikolizasyon + + +
PH dayaniklihg + + B
Reseptdr Tip 1 Tip1 Tip 11
Molekiil 15-20 20 20
biyikliigi(kDa)




Interferonlar etkinliklerini hiicre yiizeyinde bulunan o6zgiin reseptdrlere

baglanarak gosterirler. Bu Gzellikleri bakimindan bir hormon olarak da kabul

edilirler. IFN-o ve IFN-B ayni reseptére baglanarak ayn tip sinyalin yaratilmasma
;ébep olurken, IFN-y tamamen farkli bir reseptére baglanwr ve farkli bir sinyalin
atilmasin saglaj (Branca ve Baglioni 1981), interferonlarin spesifik hiicte yiizeyi
 reseptolerine baglanmast hiterelerde  viral replikasyonun _inhibisyonu, hiicre
farkhlagmasmm ve hiicre proliferasyonunun inditksiyonu gibi gesitli fizyolojik

- yanitlar olugturur (Weissman ve Weber 1986).

IFN sistemi sitokinlerin molekiiler mekanizmalanm agiklamak icin kullanilan
en iyi model sistemlerden biridir, Taniguchi ve arkadaglari IFN-betamin inditksiyon
mekanizmasin ¢aligularken IRF-1 ve IRF-2 (Interferon Regulatory Factor 1 ve 2)
olarak isimlendirilen iki yeni transkripsiyon faktorimi tammlamis  ve
klonlamiglardir (Fujita vd 1988, Miyamoto vd 1988, Harada vd 1989). Daha sonra
bu fakidrlerin IRF ailesi diye bilinen ve su anda IRF-3 (Au vd 1995) IRF-4
{Matsuyama vd 1995, Eisenbeis vd 1995, Yamataga vd 1996), IRF-5, IRY-6, IRF-7
{(Zhang ve Pagano 1997), p48/ISGF-3 (Veals x?d 1992) ve ICSBP (Interferon
Consensus Sequence Binding Protein)’yi (Driggers vd 1990) de igine alan
transkripsiyon faktorlerini igerdigi gbsterilmis ve son olarak bu ailenin Kaposi’s
Sarcoma-associated Herpes Virus (KSHV) tarafindan kodlanan ve v-IRF olarak

gosterilen bir viral tiyesi de tanimlanmistir (Moore vd 1996, Flowers vd 1998).
1.2. IRF-1 ve IRF-2’nin Kromozomal Lokasyonlar

Orijinalde Tip I IFN sisteminin diizenleyicileri olarak tammlanan IRF-1 ve
IRF-2 aym zafnal_lda yapisal olarak birbirine benzeyen DNA-binding faktﬁﬂerd_ix.,
Harada ve arkadaslannmin 1994°de yaptiklan cahsmada insan IRF-1 ve IRF-2
genlerinin yapisal ve kromozomal lokasyonlart belirlenmistir (Harada vd 1994)
Ekzon-intron organizasyonu kargilaghrildiginda iki faktériin ozellikle N-terminal
kismim kodlayan ekzonlarda ortak bir evrimsel yapiya sahip olduklari gOriilmiistiir.

Floresan in situ hibridizasyon yontemi kullanilarak IRE-1%in 5. kromozomun uzan




;'_Ekolu fizerinde (5931.1), IRF-2’nin ise 4. kromozomun uzun kolu tizerinde (4¢35.1)
“okalize oldugu gdsterilmistir (Harada vd. 1994).

- IRF-I't kodlayan c¢cDNA’nmn molekiiler klonlanmasi ve karakterizasyonu
_::Ta;ﬁguchi ve arkadaglan tarafindan yapilmustyr (Miyamoto vd 198.8)‘._ Insan IRF-1
.:'Iiroteini 329 amino asitten meydaﬁa gelir, olduke¢a hidrofilik bir.yap1ya séhiptit ve
= glikozilasyon dizisi icermez. IRF-1’in 1-140. amino asitlerden olugan amino
terminali lizin ve arjinin amino asitlerince zengin bir bilgedir, biitiin proteinin
. yapisinda yer alan toplam 39 arjinin ve lizin aminoasitlerinin 31°i bu bdlgede
bulunmaktadir. Bu pozitif yiik zenginligine sahip olan amino terminali (N- terminal)
- aym zamanda heliks-turn-heliks adt verilen bir protein motifi de bulundurur; Bu
| motif hem IRF-1 monomerlerinin homodimerizasyonu hem de IRF-1'in DNA’ya
baglanmasi i¢in gereklidir (Pabo ve Sauer 1984, Evans ve Hollenberg 1988). Amino
terminal bolgesindeki bol pozitif yitke kargilik, karboksi terminal (C-terminal) yarst
bol miktarda aspartik asit ve glutamik asit gibi polar eksi yiiklit amino asitletrle
polar-yiikstiz Serin ve Treonin amino asitlerinden olugmaktadir. 140. amino asitten
329. amino asite kadar olan 189 amino asitlik kismin 33’ (%17) asidik amino
asitlerden, 36°s1 (%19) ise serin ve treonin amino asitlerinden olusmalcfadﬁ'
{(Miyamoto vd 1988).

1.3. IRF-1 ve IRF-2’nin Fosforilasyonu

IRF-1 ve IRF-2 fonksiyonlarinin  diizenlenmesi  post-translasyonel
fosforilasyonla kismen kontrol edilmektedir. Rekombinant CKII (Kazein kinaz
II)’nin in vitro’da IRF-1, IRE-2 ve IRF-3"ii fosforile ettigi gosterilmistir. Bir serin-
treonin protein kinaz olan CKII transkripsiyon faktorlerini ve hiicre biiyiimesi
diizenleyicilerini .igeren 50°den fazla proteinin fosforilasyonundan sorumludur. IRF-
I’in delesyon mutasyon analizi, DNA baglanma bolgesinde bir blgede (138.+150.
amino asitler) ve transaktivasyon bolgesinde l. (219.-231 amino asitler) CKII
tarafindan fosforile oldugunu gostermistir. Bu bolgede yéi alan Ser-139, Ser-143,
Ser-144, Thr-147, Ser-219, Ser-221, Thr-224 ve Thr-225 amino asitlerinin kazein
kinaz II tarafindan fosforile edildigi ve bu fosforilasyonlarm IRF-1"in biyolojik
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onksiyonunu olumlu etkiledigi gosterilmigtir. Soz konusu amino asitlerin alanin

afmno asitine cevrilmesiyle elde edilen mutant IRF 1’in ise aktivitesini kaybettigi
“saptannustu (Lin ve Hiscott 1999). IRF-2’deki CK II fosforilasyonu ise C-tetminal
: ucunda olmaktadir Bu sonuglar CK I’min IRF ailesinin post-translasyonel

: modiﬁkasyonunun potansvyel diizenleyicisi olduguna dikkat ¢ekmektedit (Lin ve
fiscott 1999). '

Elde edilen bu bilgilerin yanisira IRF-1"in amino asit dizilimine bakildiginda
. muhtemel baz: fosforilasyon motifleri goriiimekiedir. Bu motiflerden cAMP bagimli
* protein kinaz (PKA) enziminin fosforilasyon dizisi (KRKS) bir adet, protein kinaz C
enziminin fosforilasyon diziteri (TGR, TWK, SSR, SCK) dért adettir. Ancak bu
dizilerin varligina ragmen bugiine kadar IRF-1"in bu enzimler tarafindan fosforile
" edilip edilmedigi veya bu dizilerin fosforilasyonunun IRF-1’in fonksiyonuna etki
edip etmedigi gosterilmemigtir (Imir vd 2002).

IRF-1 oldukea kisa omiirlii bir proteindir; fakat, bu proteinin stabilitesini
© diizenleyen mekanizma henuz tam olarak bilinmemektedir. Yapilan bir ¢cahigmada,

| IRF-1’in ublqultm-pzoteasome yoluyla degrede oldufu gosteuhmstu Hela ve
NIH3T3 hicrelerinde, IRF-1 protein degredasyonu proteasome-spesifik
inhibitsrlerle muamele edilerek inhibe edilmistir. IRF-1’in tiim yapisi dayamkls
olmamasina ragmen C-terminalinden 39 aminoasitten daha fazla (40 veya yukarn)
kisru kesilmis olan TRF-1 mutantlarmn daima dayanikli bir yapida oldufu
bulunmug ve bu da C-terminal bdlgesindeki 39 amino asitlik bodlgenin IRF-1
stabilitesini kontrol ettifini gdstermistir (Nakagawa ve Yokosawa 2000). Ayn
calisma gtubu baska bir analizle, yesil floresan proteiniyle (normalde stable olan bir
protein) IRF-1’in C-terminalindeki 39 amino asitlik bélgenin ﬁlzyonu sonueu, bu
bélgenin yesi! floresan proteininde de bozunmaya neden oldugunu gostermlsm ki,
bu da bu bolgenin protein degredasyon sinyali olarak fonksiyon gorduigiini
desteklemektedir. Tim sonuglar bir araya getirildi.ginde C-terminalindeki 39 amino
asitlik bolgenin IRF-1’in stabilitesini kontrol etmede gcreidi ve yeterli oldugunu

savunur (Nakagawa ve Yokosawa 2000).




_IRF-1 ve IRF-2 Genlerinin Fonksiyonlar

IRF-1 ve IRF-2 orjinalde IFN sisteminin diizenlenmesinden sorumlu

ranskripsiyon faktorleri olarak tammlanmigtr (Matsuyama vd 1993). IRF-1 bir

ise onkogenik 6zelliklere sahip oldugunu ve IRF-1 geninin alellerinden birinin veya
...:Iinsinin kaybinn insan hematopoietik neoplasmlarmin gelisiminde onemli rol
éynadlglm gostermistir (Tanaka vd 1993, Nguyen vd 1995). Fonksiyonel IRF-1’in
'Ikaybmm MDS (Myelodisplastik Sendrom)’li ve losemili hastalann 6nemli bir
- kisminda gdzlenmesi IRF-1’in insan onkostasisinde potansiyel olarak nemli bir

- rolii oldugunu desteklemektedir (Kondo vd. 1997).

Okaryotik hiicrelerin virlisler tarafindan enfekte edilmesi bu hiicrelerin IFN
salmasina neden olmaktadir. Tip 1 IFN (alfa ve beta) genlerinin transkripsiyonunun

~ virlisler tarafindan indiiklenmesini saglayan nukleotit dizileri bu genlerin

analizi yapildigi zaman bolgenin IRF-1 baglanma bdlgeleri olan PRD I ( 5'-
AGAAGIGAAAGT-3"), PRD 11 (5’-GGGAAATTCCT-3"), PRD Il (5°-
GAAAACTGAAAGG-3") ve PRD IV (5-TGTAAATGCCATA-3’) dizilerini
icerdikleri saptanmistir. PRD bolgeleri ayn ayn dizilere sahip olmakla beraber
hepsinde GAAANN dizisi bir cekirdek dizi olarak yer alr Miyamoto ve
arkadaglar, 1988 yilinda, GAAAGT dizisini prob olarak kullanip bir fare hiicre hatti
olan 1929 hiicrelerinden hazirlanan cDNA kiitliphanesini tarayarak IRF-17
GAAAGT dizisine baglanabilen bir protein olarak kloniamwlardu (Miyamoto vd,
1988). |

Insan hiicrelerinin virisle enfekte olmast NF-kB’nin inhibitoriinden
kurtulmasina ve IRF-1’in fosforile olarak aktive olmasina sebep olur Akiif hale
gecen bu faktorler hiicre ¢ekirdefine gog ederek IFN-alfa ve -beta genlerinin
promotorunda yer alan kendilerine 6zgii dizilerine baglamirlar. In vitro sartlar altinda
insan ve fare hiicreleri NF-kB ve IRF-1 ekspresyon vektorleri ile transfekte

edildiginde her ne kadar viriis enfeksiyonuna gerek duyulmadan bu hiicrelerde IFN-

transkripsiyonel aktivator olarak fonksiyon goriirken IRF-2 IRF-1’in fonksiyonunu .
 paskilamaktadir. Yakin gegmisteki ¢alismalar IRF-1’in anti-onkogenik, IRF-2’nin

e promotorunda —120. ve -1. nukleotitler arasinda yer almaktadir. Bu bblgenin dizi




ota sentezinin indiiklendigi gosterilmigse de, maksimum IFN-beta sentezinin
: -_“é'r}hanceosome” ad: verilen protein kompleksinin IFN-beta promotoru iizerinde
-:.go'sullamnam ile miimkiin oldugu ispatlanmigtir. Enhancoesome [RF-1, NF-kB ve
sunlara baglanan CBP/p300 ile ATF/c-Jun kompleksinden olusur (Merika vd 1998,
Kirchhoff’ vd 1999). Bu prot'einlérden birinin IFN-alfa veya beta. promotorlarinda
kendine dzgi bolgeye baglanmast diger proteinlerin de ayn: promotora daha yiiksek

lgiyle baglanmasina sebep olur. Bu olaya “pozitif kooperativite” denir. Bu duruma

gore, viral enfeksiyonlarda IFN-alfa veya beta sentezinin maksimum diizeyde
olabilmesi i¢in enhanceosome’n olugturan biitlin &3elerin sitokiyometrik olarak
: hiicrede dengede bulunmas: gerekir (Au vd 1992, Fujita vd 1988).

Viral enfeksiyon sonucu sentezlenen ve dolasim kanina salinan interferonlar
" hiicre yiizeylerindeki spesifik resepitrlerine baglanarak antiviral ve antiproliferatif
- etki gosterirler. Her ne kadar TRF-1 TFN-alfa ve -beta genlerinin transkripsiyonel
* indiiksiyonundan sorumlu bir protein olarak klonland: ise de, aym yillarda yapilan
calismalarda IRF-1’in IFN sentezinin yan: sira sentezlenen interferonlann biyolojik
' eﬂdniiklerinin ortaya ¢ikanimasinda da rol aldifi gosterilmistir. Bu baglamda
transkripsiyonu interferonlar tarafindan indiiklenen pek ¢ok genin promotorunda
JRF-1’in tamma bolgesi saptanmstir (Imir vd 2002). Transkripsiyonu IRF-1
tarafindan  indliklenen ve interferonlarin antiviral etkinliklerinin  ortaya

¢ikariimasinda etkili olan genler sunlardir:
Indolamine 2,3-dioksijenaz (IDO)

IDO  geninin promotorunda IRF-1’in  baglanma  bolgesi  (5'-
GGAAAACTGAAACC-3") dizisi  geklinde  bulunur. Insanda herhangi  bir
enfeksiyonun olmadifi durumlarda veya in vitro sartlarda interferonlarla uyardmis
hiicrelerde IDO enziminin miktar oldukg¢a diigiik diizeydedir. Ancak, Szellikle IFN-
gama ile uyanilms hiicrelerde bu genin transkxnipsiyonu uyarilmadan sonraki 2.
saatten ifibaren hizla yikselmeye baslar ve bu yﬁksehnér 24, saate kadar siirer.
Sentezlenen enzim temel bir amino asit olan triptofam kinurenin ve formin

kinurenine pargalar, by, triptofan amino asitinin ortamda kaybolmasmna sebep olur




o triptofan takviyesi yapilmadifi: taktirde hiicre triptofan acligindan &liir (Ozes ve
_ayllor 1993, Feng ve Taylor 1989, Ozes ve Taylor 1994). Bu mekanizma viriislerle
afekte olan hilcrelerin bertaraf edilmesinde ve tiimor hiicrelerinin IFN-gama

-_téféﬁndan slditriilmesinde etkin olan bir mekantzmadsr.
 2,5-A Oligoadenilat Sentetaz

Bu genin transkripsiyonu hem Tip I hem de Tip II interferonlar tarafindan
etkin bir gekilde indiiklenir. Bu genin promotorunda IRF-1’in baglanma bdlgesi 5'-
‘AGGAAACTGAAACCA-3" dizisi icerisindedir. Transkripsiyonel indiiksiyon
sonucu hiicrede biriken oligoadenilat sentetaz 2-5 niikleotit uzunlufunda adenin
_'(.)'ligolarl sentezler (2-5 oligo A). Sentezienen bu oligolar hiicresel RNAse H
‘enzimine bagtanarak bu enzimi aktive eder. Aktive olan RNAse H enzimi aguhkl
olarak viriis kaynaklit RNA molekiillerini pargalar. Bu yolla viral mesajlarin proteine

S doniisiimit ve dolayistyla viral partikiillerin sentezini inhibe eder (Baron vd 1992).

Cift iplikli RNA bagimli protein kinaz (p68/PKR)

IRF-V’in  baglanma  bolgesi p68  kinazin  promotorunda  5'-
GGGAAAACGAAACAG-3’ dizisi igerisindedir. Bu enzim ilk olarak Ehrenfelt ve
Hunter tarafindan 1975 yilmda tesadiifen bulunmugtur. Séz konusu arastirmacilar,
¢ift iplikli kusa RNA (dsRNA) molekiillerinin in vitro translasyon olaylanna etkisini
retikulosit lizatlan iizerinde ¢aligmlarken, dsRNA ilave edilen biitiin deney
tiplerinde 68 kDa. biiytikliglinde bir proteinin fosforile oldufunu saptamislardir
(Hunter vd 1975). Jelden izole edilen proteinin mikro amino asit dizi analizinin
ardindan bu proteini kodlayan ¢cDNA 1990 yllm&a Meurs ve arkadaslart tarafmdaﬁ
klonlanmmgtir (Meurs vd 1990). Klonlandifn yillarda bu proteinin molekiil
bliyiikltigii esas alinarak p68 kinaz olarak adlandinlmigtir ve yine aym grup
dsRNA'nin dilsitk konsantrasyonlarinin bu enzimin otofosforilasyonuna sebep
oldugunu géstermigtir (Meurs vd 1990). Klonlanmasimi takip eden yillarda p68

kinazin Tip I ve Tip II interferonlarla muamele edilen hiicrelerde fosforile olarak




aktif hale gectigi saptanmistir (Ozes ve Taylor 1994, Galabru ve Hovanessian 1985)
:ﬁéfbrilasyonla aktif hale ge¢en p68 kinaz dkaryotik translasyon faktdrii elF-2’nin
G;fP;GDP degisimini inhibe eder ve sonug olarak hiicresel protein sentezi inhibe
lur (Koromilas vd 1992, Meurs vd 1993, Donze vd 1995). Kronik olarak kendisine
Fﬁ.ive;ilen ya da viriislerle enfekte olan hiicrelerde protein sentezinin uzun siireli
olarak durmast veya ¢ok Yava$lérna51 hem hiicre Slimine hem de virdis

eplikasyonunun inhibisyonuna neden olur (Samuel ve Knutson 1982).

Yapilan bir ¢alismada, p68/PKR ekspresyonunda IRF-1’in rolii aragtirlmistir.
Bu ¢aligmada IRF-1-deficient embriyonik fibroblastlarda yabanil tip hicrelere
“oranla p68/PKR  ekspresyonunun azaldifis gosterilmistir. Azalan p68/PKR
._ckspresyonu insan l6semilerinde IRF-1 genindeki delesyonun potansiyel sonucu
_. olarak gosterilmigtir. Insan I6semik hiicre hatti olan U937 hiicrelerinin IRF-1
“ geninin birinde bir delesyon igerdigi ve disiik diizeylerde p68/PKR sentezledikleri
dsterilmigtir. U937 hiicrelerinde transfeksiyonla IRF-1 ekspresyonunun arttirilmast
3' p68/PKR ekspresyonunu inditkleyebilmistir. Ayrica, IRF-1%in lokalize oldugu 5q
kromozomunda bir delesyon tastyan iki hastadan alman kan 6rneklerinde p68/PKR.
-~ ekspresyonunda belirgin bir azalma oldugu da gosterilmistir. Bu sonuglar IRF-1’in
- p68/PKR ckspresyonunu aktive ettifini ve IRF-1 geninin bir alelinin bile
- kaybolmasinin  p68/PKR  ckspresyonunu degistirmek igin yeterli oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle p68/PKR, IRF-1’in tiimor baskilayic: aktivitesinin
arac1s1 olarak giiclii bir adaydir (Beretta vd 1996).

Indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz (INOS)

Nitrik oksit sentetaz tarafindan sentezlenen nitrik oksit (NO), makrofajlarin
enfekte olmus hﬁcreleri ve bu hiicrelerde bulunan hiicre rig‘,i paraziﬂeri dldiirmede
kullandig1 6nemli bir ajandir (Spink ve Evans 1997). Nitrik oksit sentetaz geninin
promotorunda 2 adet IRF-1 baglanma bolgesi bulunmakiadir. Taniguchi ve
arkadaglarinmn yapmus oldugu galismada IRF-1 knock out (JRF-1 geni baskilanmg)
farelerde IFN-gama ya da lipopolisakkarit enjeksiyonunun ardindan hi¢ NO sentezi

Saptanamamigtir, oysa aym enjeksiyonlar yabaml tip farelerde cok yiiksek
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:nlarda NO sentezine sebep olmustur (Kamijo vd 1994). IRF-1
nunun organizmanin viral ve bakteriyel enfeksiyonlara kargt olugturulan
evéptakl etkinligi yapilan in vivo caligmalarla gosterilmigtir. Yabanil tip ve
y ck out fareler Vesicular stomatitis Virlisi (VSV) ve Mycobacterium bovis
kte. edildiklerinde, her iki enfeksiyon da IRF-1 knock out farelerde yabaml
sre gok daha agir seyretmigtir ve bu durum IRF-1 bagimli genlerin

guna :Baélalmstu‘ (Kamijo vd 1994).
_.[CE (Interlokin-1-beta converting enzyme) / Caspase 1

i mmun modiilator olarak IRF-1, B lemfositlerde olgun Interldkin-1 (IL-1)
'tezmden sorumludur, zira sentezienen IL-1’in olgunlagmamis formu caspase 1
_te_azuun kesim bolgesini ierir ve bu diziden kesilen IL-1 islevsel olan kisa olgun
_de' dontigir. Bu kesimden sorumlu olan caspase 1 (ICE) geninin
yskripsiyonu IRF-1’in kontrolil altindadir, Zira Porter ve arkadaglanmin yapms
uklan ¢alismada IRF-1 knock out farelerde caspase ailesi liyelerden sadece

_asp' __e 1 (ICE) proteininin ekspresyonunun kayboldugu saptanmugtir (Mao vd

.IRF—I gen ekspresyonu Con A (Konkonavalin A) ile uyarnimis splenositlerde
: olduk(;a ticlii bir sekilde inditkienmektedir. TRF-1’in apoptosisten sorumlu oldugu
.bthnen genleri diizenleyebilecegi ihtimalini test etmek icin Tamura ve arkadaglars
(1995) caspase 1 (ICE), Ich-1, bel-2 ve bax genlerinin mRNA ekspresyonlarim
irit:elemislerd'u‘ Caenorhabditis elegans’m hiicresel dliim geni ced-37in homologu
olan caspase 1 (ICE) bir memeli hiicresel geni olarak aktivite gistermektedir. Ich-1
j(Nedd—Z) ICE’ nin homologudur ve her ikisi de hiicre 5liimiiniin pozitif ve negatif
regulatorlenm kodlarlar, Bel-2 ve yap1sa1 benzeri olan bax ise apoptosisin negatif ve
‘pozitif regiilatérlerini kodlarlar. Yapilan caligma sonucunda bu mRNA’lardan
‘sadece ICE mRNA’stmn IRF-1 kaybiyla belirgin olarak etkilendigi bulunmugtur ki

~ bu da IRF-1’in caspase 1 (ICE) geninin diizenlenmesinden sorumlu oldufunu

desteklemektedir (Tamura vd 1995).




IRF-2 (Interferon Regulatory Factor-2}

IRF-2 proteini, IRF-1’in baglattifi IFN-beta ekspresyonunu sonlandiran bir
tfanskt'ipsiyonel diizenleyici bir proteindir. IRF-2’nin 5’-flanking bolgesinin

 fonksiyonel analizi calismalart swrasinda IRF-2 promotor bdlgesinin guanin ve

- sitozince zengin bir CpG bblgesi, bir NF-kB baglanma bslgesi ve bir CAAT dizisi
- (cat box) icerdifi ve TATA box icermedigi gOsterilmigtir. Ayrica promotor
' polgesinin IFN-alfa ve beta ve IRF-1 tarafindan indiiklencbildigi de aym ¢aligmada

- gosterilmigtir. Bu bilgiler 15iinda, IRF-1’in sadece interferon sinyal iletim yolunun

 aktivasyonunu tetiklemedigii, aym zamanda IRF-2 geninin transkripsiyonunu aktive

ederek bu cevabm siiresini simrlamada da rol oynayabilecegi soylenebilmektedir

- (Cha ve Deisscroth 1994, Hendetrson vd 1997).

Fas-ligand (Fas L) geni

T-hiicre rescptérine (TCR) bir ligandin baglanmasi sitokin genlerinin
transkripsiyonel aktiﬁaSyonuna ve programh hiicre Sliimiiniin olugmasina sebep
olmaktadsr. Aktif T hiicreleri Fas ligandin ekspresyonu ve CD95 (Pas/APO-l)
reseptdriine baglanmast sonucunda apoptosise uframaktadir. Fas L promotorundaki
IRF-1 baglanma bolgesinin delesyonu Fas L ekspresyonunda azalmalara neden
olmaktadir. Yapilan bir cahismada, hem IRF-1’in hem de IRF-2’nin glicli
ekspresyonlarimn T hiicrelerinde Fas L promotorunun aktivasyonuna ve Fas L
ekspresyonuna sebep oldugu gosterilmistir Sonug olarak, IRF-1 ekspresyonun
baskilanmasi TCR-uyanlmus Fas L ekspresyonunda bozukluklara sebep olmustur
Dolayisiyla bu sonuglar IRF ailesinin Fas L gen ekspresyonunun diizenlenmesinde

de gorev aldigim gostermektedir (Chow vd 2000).
1.5. Tiimor baskilayici olarak IRF-1
IRF-1 uzun yillardan beri antiviral 6zellik gosteren bir gen olarak biliniyor

olsa da bunun hiicre biiylimesi iizerine olan etkisi son yillarda daha 6ne ¢ikmstar.

IRF-1’in tiimér baskilayict bir gen olabilecefi ik kez Willman ve arkadaslan




taréfmdan gosterilmigtir  (Willman vd 1993). Yapilan iki ayn ¢ahsmada
myeloblastik 18semi tams: konmus kisilerde IRF-1'in kromozomal lokasyon
bolgesinde delesyon saptanmugtir (Willman vd 1993, Boultwood vd 1993). Yapilan
bu':- ,l;';'ahgmalarm hemen ardindan IRF-1’in tiimér baskilayic olarak islev gérdiigiini

irdéleyen diger galismalar yaymlanmgtir. 1994 yihnda, Tanaka ve arkadaglari c-

ekspresyonu ile durdurulabilecegini ve hiicrenin apoptosise ugrayabilmesi igin
bam! tip IRF-1 ekspresyonunun gerekli oldugunu géstermislerdir (Tanaka vd
1:_”994a)‘. Bu ¢alismanin hemen ardindan Tamura ve arkadaslan mitojenlerle aktive
édilmig; T-lemfositlerin DNA hasarina bagl olarak apoptosise ugramalarinin IRF-1
}ffﬁarhéma bagiml: oldugunu rapor etmiglerdir (Tamura vd 1995). Bunu takip eden bir
'_fdizi caligmada, mide ve dzofagus adenokarsinomlannda IRF-1 lokusunda delesyon
_:':v'e IRF-1 fonksiyonunu devre dist birakan nokta mutasyonlan saptanmistir (Nozawa
| ..vd 1998, Tamwa vd 1996, Ogasawara vd 1996). 1999 yilinda Nozawa ve
arkadaslari, yukanda deginilen in vitro galismalarin sonuglarina 151k tutacak tarzda
:--: bir calismay: in vivo sartlarda yvapmuslardir. Nozawa ve arkadaglant yaptiklan
| cahgmada, IRF-17 " farelerle p53° - fareleri 9aprazlam1$1ar ve bu ¢aprazlamadan elde
“edilen 315 fare dogumdan sonraki 200 giin icinde spontan timor olugumu
- gozlemiglerdir. Bu ¢ahgmanmn sonunda oldukga garpic: sonuglar elde edilmisgtir.
IRF-17 farelerde sadece %2 (6/315) timér geligimi saptanmusken p53” farelerde
%56 (176/315) oraninda ttimér geligimi saptanmistir. Her iki gen bakimindan knock
out olan farelerin ise %96’sinda (302/315) timér gelisimi gozlenmistir. Bu
¢alismadan da agikea goriitmektedir ki; pS3 ve IRF-1 tiimor baskilayica etkilerini
birlikte calisarak gostermektedir. Aym calisma grubu elde edilen bu bilginin
yamsira c-Ha-1as overekspresyonu yapan bir fare ile yabanll tip ve IRF-1"" fareyi
caprazladiklarinda IRF-I'/ " / rasH2 ekspresyonu gosteren farelerin sadece %7’ sinde
{2/30) tiimér gehslrnl gézlerken, IRF- 17" / rasH2 farelerin %44’ iinde (12/27) tiimér
gelisimi saptamuglardir. Bu sonuglata gdre IRF-V'in c¢-Hla-ras bafimh tiimér
gelisimini baskiladigs sonucu ortaya cikmaktadir (Nozawa vd 1999).
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1.6. IRF-1 ve IRF-2 Genlerinde Mutasyonlar, Inaktivasyonlar ve Sonuglari

~ IRF-1 hem interferon sisteminde bir transkripsiyone! aktivatér olarak hem de
.bir tiimor baskilayict olarak ¢alismaktadir. Fonksiyonel IRF-1 kaybimin MDS’li ve
'-iéiserr_ﬂli h_astala.rm onemli bir I_ﬂsm_mda gozlenmesi IRF-17in insan onkostasisinde
potansiyel olarak énemli bir rolii oldugunu desteklemektedir. Kondo ve arkadaglan
(1996) vaptiklan bir ¢alismada, IRF-1’in inaktivasyonuna iliskin alternatif bir
" mekanizma Sne stirmiiglerdir. Bu g¢aligmada bir IRF-1-binding protein (JRF-BP)
~ taumlanmustir, Protein sekans analizi ile IRF-BP’nin bir niikleolar fosfoprotein olan
~ niikleofosmine (NPM) benzedigi gosterilmistir, Fonksiyonel analiz sonucu bu
= proteinin IRF-1°in DNA’ya baglanmasin: ve transkripsiyonel aktivasyonunu inhibe
; ettigi gosteritmistir. Ustelik gesithi klinik 16semi drnekleri ve insan kaynakh I16semik
hiicre hatlar1 incelendiginde IRF-BP mRNA’sinin miktarinin arthid gzlenmistir. Bu
sonuglar, IRF-BP’nin IRF-1’¢ baglandi ve losemilerde IRF-BP’nin
overekspresyonunun (gok asur sentezinin) IRF-1 ile diizenlenen biiyiime
kontroliintin ortadan kalkmasina sebep oldugu hipoteziyle uygunluk gdstermektedir.
Bu hipotez, ayrica, IRE-BP’nin _overekspres’yonunun NIH313 hiicrelerini transforme

ettifii gergefiyle de desteklenmigtir (Kondo vd 1997)

Insan timérlerinde gozlenen heterozigosite kaybr (LOH) genellikle ilgili
lokusta bir tiimdr baskilayic1 gen (veya genlerin) varligini gostermektedit. Yapilan
birgok calismada gastrik adenokarsinomda 5. kromozomun uzun kolunda siklikla
LOH varlig: gosterilmistir. Ayrica bu kanserlerde 5q31.1 kromozomundaki IRF-1in
LOH “un ortak bilgelerinden biri oldugu da gosterilmistir. Nozowa ve arkadaslari
yaptiklann bir ¢alismada, histolojik olarak farklilagmis 9 gastrik adenokarsinom

lokusunda residual (ug) alelde bir mis-sense mutasyon tanimlam@ardu:. IRF-1"in bu
mutant formunun transkripsiyonel aktivitesinde belirgin bir diitis oldugunu
gostermislerdiz. Buna ek olarak wt-IRF-1’in oirerekspresyonu hiicre déngiisii
blokajin: inditklerken, mutant TRF-1°de bu aktivite aza'irmﬁu” Bu sonuglar,
fonksiyonel IRF-1 kaybimn insan gastrik kanserlerinin gelisiminde 6nemli bir roli
oldugunu gostermektedir (Nozawa vd 1998).
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IRF-1 gesitli sitokinler ve biiylime faktdrleri tarafindan indiiklenen genlerin
ranskripsiyonel aktivatdriidiir. Dolayisiyla insan kanserlerinin gogunda IRF-1
“bozukluklari siklikla gozlenir ve bu bozukluklar tiimérlesmeye yardunci olur.
'.Translqipsiyon faktorlerinin IRF ailesi, DNA’ya baglanmalanm saglayan sabit
 triptofan rezidiilerine sahiptir. Yapilan bir ¢alismada IRF-1 geninde kodon 11 deki

‘mutasyon IRF-I’in DNA’ya baglanmasinda ve fonksiyon gbérmesinde kodon

: 11°deki bu sabit triptofanin 6nemli rolii oldugunu gostermistir (Bason vd 1999)

Insan karaciger kanser hiicrelerinde tip 1 interferonlann (alfa ve beta)
antiproliferatif etkilerinin, p21 (wAF-1) ekspresyonuna paralel olarak, IRF-1'in
transkripsiyon diizeyleri ile iligkili oldugu gosterilmistir. Bir grup bilimadams, IRF-1
genindeki mutasyonlan tip 1 interferonlara kars: olusan yanitta farkliliga sebep qup.
olmayacafim gGstermek i¢in insan karacifer hiicre hattinda ve periferal kan
hiicrelerinde IRF-1 geni i¢in mutasyon taramasi yapmug ve (-1)- (-495) bolgesinde
dort nokta mutasyonu bulmustur, Ayrica, aym ¢alisma grubu bu mutasyonlarn IRF-

I’in proinotor aktivitesini degistirdigini de gdstermistir. Saghkl: kisilerden alinan

polimorfizmi oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar IRF-1 promotorundaki tek nukleotit
polimorfizmlerinin, tip 1 interferonlara kargt yatutin belirlenmesinde kismen de olsa

yardimet oldugunu gstermektedir (Saito vd 2001 ).
L7. IRF-1, IRF-2 ve p53 iliskisi

Birgok kanser tipi timdr supresér protein p53’in en azindan bir alelinde
mutasyon icermektedir ve bu nedenle de P53 kanserde en 6nemli genlerden Biridirz.
Ayrica p53 kansere scbep olan en ivi kaiakterize edilmig genler arasinda vyer
almaktadir p53 proteininin Gic Snemli fonksiyonu vardir Bunlardan birineisi; p21
gibi gesitli genlerin transkripsiyonunu aktive etmesidir. p21 proteini hiicre déngiisii
siresince siklin-CDK  (Siklin bagimli kinaz) kompleksini baskilar ve hiicre
déngiisiiniin S fazi sirasinda DNA sentezleyen DNA polimerazian inhibe eder. p53
proteini ayrica, Gy’den S fazma gegisi saglayan proteinleri de direkt olarak inhibe
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- sdebilir. Boylece p53, hiicre déngiisti boyunca gesitli noktalarda ilerlemesini inhibe

;‘;ﬁnektedir”

+ p537tn ikinci fonksiyonu ise apoptosisi baglatmasidir. pS3 proteini apoptosis
1l;m gerekli degildir, fakat hiicreler p53 yoklugunda varhgindaki gibi apopiosisi
‘indikleyemez. DNA zarars, hiicresel oksijen eksikligi, RNA sentezi igin
ribonukleotitlerin eksikligi ve onkogenlerin aktivasyonu hiicrede p53 diizeyini

" arttiran ve apoptosisi indiikleyebilen ¢esithi hiicresel distreslerdir.

p53’in timdr baskilanmasindaki rolii de figiincit Snemli fonksiyonudur.
~ Tiimdre besin ve oksijen saglayan kan damarlanimin gofalmasi anlamina gelen
angiogenesisi  etkileyen birgok protein vardu. Bu proteinlerden baziiar
. angiogenesisi stimiile ederken digerleri inhibe eder. P53 angiogenesis inhibitdriinii
kodlayan en az bir genin transkripsiyonunu aktive eder. Dolayisiyla p53 titmorler
icin gerekli kan desteginin geligimini onleyerek tiimor baskilanmasinda 6nemli

gbrev vapmaktadir.

pS3 proteini oldukga.iyi karakterize edilmis bir proteindir. anksiyonellp53
proteini birbirine es dort alt linitenin birlesmesiyle olusan tetramer bir yapidadir.
Her bir alt {inite 393 amino asitten olusur. Ilk 42 amino asit transkripsiyonel
aktivator olarak fonksiyon goren bolgedir 102-292 amino asit rezidiileri ise p53°e
yamt veren genlerin promotorlanndaki spesifik bolgelere baglanan DNA-baglanma
bolgesidir. Kanser hiicrelerindeki tiim p53 mutasyonlarnin %90’ mmdan fazlasi bu
bolgeyi kodlayan DNA kisminda goriilmektedir. 324-355. amino asitler ise tetramer
olusumundan sorumlu balgeyi olugturur. Son 26 amino asit ise dizenleyici bélgedir.
Hiicreler p53 s_eviyelerini p53 degredasyonunu ve inaktif formdan aktif' forrﬂa
gecisini kontrol ederek diizenler.‘.‘ 26 amino asitlik kisim proteinin inaktif .formdan

aktif forma doniisiimiinii diizenleyen kisimdur,
P53 bir timér supresdr protein oldugu igin kansere seﬁép olan mutasyonlarin

¢ofu fonksiyon kayb: mutasyonlaridir. Bit p53 tetramerindeki dort alt {inite de
DNA’ya baglamr Bu tetramerdeki dort alt iiniteden sadece birinin bile DNA’ya
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glanma yetenegini kaybetmesi bu tetramer yapidaki p53 proteininin en azindan
_b"azif fonksiyonlarmin kaybolmasina sebep olacaktir. Sonug¢ olarak, homolog
6hiozomda bir p53 aleli mutant olmasa bile tek bir mutant p53 aleli kanser
0 .ﬁssi;muna sebep olabilmektedir. Mutant p53 alelinin heterozigot tagiyicist olan
msﬁnla.r baz1 kanset tiplerinin geligimi i 1c;1n yilksek risk taslmaktadular (Fairbanks ve
An' ersen 1999).

_ DNA zararna karst hiicrelerin yamtlar: arasindaki DNA tamiri, hiicre déngiisii
blokaji veya apoptosisle hiicre Oliimii yer almaktadi. Bununla birlikte, bu
aktiviteletin karsinogenesise neden olan mutasyonlarn gelisimini Snledigine
inam!maktadr. DNA zararma kars: olusturulan etkili yanit hiicre tipleri arasinda
3:'fark11hk gostermektedir. Fakat, bu farkliliklarin altinda yatan molekiiler kontrol
 mekanizmalart hala tam anlasimig degildir. Son yillarda yapilan ¢alimalar bu
gesitliligin  apoptosis ve DNA  zaranindan sonraki  bilyiime  blokajinin
' diizenlenmesinde Snemli rolleri oldudu belitlenen iki tiimér baskilavier protein olan
p53 ve IRF-1 ile kismen belirlendigini 6ne stirmektedir (Prost vd 1998).

Timoér supresor protein olan IRF-1 p21, siklinD1 ve PKR gibi genlerin
transaktivasyonuna neden olarak tip 1 IFN’larin biiyiimeyi durdurucu etkilerinin
cofunu gergeklestiren bir transkripsiyon faktoriidiir (Kirchhoff vd 1993, 1999,
Taniguchi vd 1995). DNA zaranna karst yanitlanin diizenlenmesinde IRF-1’in rolii
cok yeni olarak tammlanmstir (Tamura vd 1995, Tanaka vd 1994b); IRF-1
mitojenle aktive olmug T lenfositlerde ve Ha-ras onkogeni ile transfome olmug
fibroblastlarda p53°den bagimsiz bir yolla apoptosisin tetiklenmesini diizenler
(Tamura vd 1995). Ayrica, DNA zararindan sonra embriyonik fibroblastlardaki
etkin hiicre dongiisii blokaji IRF-1 ve p337lin birlikte p2l’in ekspxesyonunu aktlve'
etmelerine ihtiyag duyar (Ianaka vd 1996). Bu nedenle IRF-1 DNA zararnna karsi
olusacak yanitlarin diizenlenmesinde hem p53 ile birlikte hem de p53°den bagimsiz
aktivitclere sahiptir. Aynt zamanda, IRF-1’in p53 gibi DNA tamir aktivitesine
sahip olup olmadi heniiz rapor edilmemisgtir. "
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Insan kanser Olimlerinin biiyilk bir kismini  olusturan karaciger
_;_-.karsinomalarmda p53 genellikle defektiftir; bununla birlikte normal hepatositlerde
;'ve DNA zararina kars: hepatosit cevaplarinda p53°tn rolleri heniiz tam olarak
anlasilmis degildir. Prost ve arkadaslan yaptiklan ¢aligmada gogalan hepatositlerin
-in vivo ve primer kiiltiirlerde DNA zaranndan sonra p53-b_ag1mh bir biiviime blokaji
::'gﬁsterdiklcrini' rapor etmistir (Prost vd 1998). Yaptiklan c;élismanm amaci DNA
. zararina karst hepatositierde olusan yamtlarn en iyi sekilde tammlanmasiydi IRF-
" 1’in DNA zararma kars1 hepatosit yamitlaninda 6nemli bir rolii olup olmadifimi ve
. IRF-1 bozoklufunun p53 bagimh yamtlan etkileyip etkilemedigini test etmek icin
zellikle IRF-1-deficient (IRF-17) farelerden alinan primer hepatositler
kullamlmustu. Bu ¢alismada DNA tamirindeki (UV muamelesinden sonta olusan
DNA zararina karst olusturulan) IRF-1 bozuklugunun p53 aktivitesine olan etkileri
wt ve p53-deficient primer hepatositelerde karsitagtizmali olarak gosterilmistir. Buna
gore, IRF-1-deficient hepatositlerdeki p53 aktivitesi yabaml tiplerdekinin 3-6 kat
kadar daha fazla olmustur ( Prost vd 1998).

Insan IRF-1 geni 5q31.1 kromozomunda lokalize olmaktadir (Willman vd
1993). Bugtine kadar, insan kanserlerinde, IRF-1 geninin ekspresyonundaki genetik
ve cpigenetik degisiklikler cabstmgtir. Ozellikle akut 18semilerde 5 mnolu
kromozomun uzun kolunun transiokasyonu veya delesyonu sonucu IRF-1
alellerinden birinde veya her ikisinde bozukluklarin olustupu gozlenmistir
(Wilmann vd 1993). Ayrica spesifik ekzonlarn yerdegistirmesi sonucunda
fonksiyonel IRF-1 mRNA’s: ekspresyonunun kaybi MDS’l veya MDS*den gelisen
l6semili hastalarm %20’sinde rapor edilmistir (Harada vd 1994). IRF-1 lokusundaki
heterozigosite kayb: insan gastrik ve 6zofagus kanser hastalarinda rapor edilmistir
{Ogasawara vd 1996, Tamuré vd. 1996), bunlar arasindan .gastrik kanserlerin en az
bir vakada IRF-1 genindeki inaktife edici mutasjronun rezidual alelde oldugu
gosterilmistir (Nozawa vd 1998). Tim bu gézlemler IRF-1’in tiim&r baskilayics
roltinii desteklemektedir. Daha sonra yapilan bir ¢calismada, tiimdr ekspresyonunda
IRF-1 ile p53 arasindaki iliski aragtiilmigtir. Tim®r baskilanmasi igin en iyi
karakterize edilen fare modellerinden biti p53-deficient (p53"‘) farelerdir (Jacks
1996, Ghebranious ve Donehower 1998) Ciinkii, IRF-1 hiicre ddngiisiiniin
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‘regitlasyonunda p53 ile birlikte ¢aligir (Tanaka vd 1994b). IRF-1 ve p53
:'genlerindeki fonksiyon kaybi mutasyonlaruun birlikteyken, timdr gelisimini bir
“gekilde ctkileyebilecegi diistiniilmigtiit. p53 sinyal yollannin bazilarinda IRF-1
:"sadece bir araci olarak fonksiyon gorityorsa p53” farelerin timér duyarlili§im
'd_egistirmek igin IRF-1"" mutasyonlarinin siiper etkisi beklenmeyecektir. Bu konuyu _
"'déha iyi agiklamak igin Nozawa ve arkadaglan (i 999) hem IRF-1 hem de p53
“alellerinde null mutasyonlar tajiyan (IRF-17" p537) fareler olusturmuslardir.
‘Bulduklan sonuglarda p53™ farelerin sadece %56°s1 200 giin iginde tlimor gelisimi

| gosterirken, IRF-17 p53"
vd 1999).

farelerde tiimér siklig1 %96’ya kadar artrmgtir (Nozawa

Buradan yola cikarak; tez caligmasinda insan meme, serviks, over ve i
endometriyum karsinomalarinda IRF-1 ve IRF-2 ekspresyonuyla p53 ekspresyonu %
arasinda bir iliski olup olmadigmin belirlenmesi amaglanmigtir, Bu tez ¢alismasma
baglandiginda IRF-1, IRF-2 ve p53 ekspresyonlan arasinda bir iliskinin olup
olmadifn yukarrda bahsedilen insan karsinoma tiplerinin higbirinde heniiz
aragtirilmamigtir. Ancak, 2001 yihinin Mayis ayinda yayimnlanan bir makaléde insan
meme kanserlerinde IRF-1 ve IRF-2 ekspresymﬂan, bu tez calismasinda da
kullamlan immiinohistokimya boyama yontemiyle, gosterilmistir (Doherty vd
2001). Fakat, Doherty ve grubunun yaptifi ¢alismada IRF-1 ve IRF-2
ckspresyonlarimn Sstrojen hormonuyla iligkisi degerlendirilmis, tez konusu olan
IRF-1, IRF-2 ve p33 ekspresyonlar1 arasindaki iligki incelenmemistir (Doherty vd

2001). Bu nedenle tez ¢alismasinmn orijinalligi halen stirmektedir.

e+
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5. MATERYAL VE METOT

‘1. Materyal

- Bugalisma boyunca ifnmﬁnohistokimyasalboy,)amaiax ve DNA izolasyonu igin
Akdeniz Universitesi Tip Fakilltesi Genel Cerrahi ve Kadin Dofum Anabilim

déllarma gelen hastalardan aliman biyopsi ve ameliyat materyalleri kulianiids

2.2. Metot
2.2.1. Immimnohistokimyasal boyama icin kullanilan yontem

_ Itp Fakiiltesi Genel Cerrahi ve Kadin Dogum Anabilim dallarma gelen
‘hastalardan alinan biyopsi ve ameliyat materyali Sreklerine 6nce “Frozen Section”
~ yontemi ile karsinoma tanisi konuldu ve daha somnra bu taze dokularda immiino
;. histokimyasal Streptoavidin-biotin yéntem boyamayla IRF-1, IRF-2 ekspresyonlar:
- gBstenldi. Dondurularak kesilen dokulardan 4-5p kalinliginda kesit almazak “Dako
‘ChemMate TM 500 capillary Microscope (75p).isim1i hazir kromaliumiu lamlar
" fizerine vyerlestirildikten sonra boyama yapilana dek —20°C’de saklandi Boyama
yapilacad; zaman bu preperatlar 20-25°C’de yanim saat bekletilerek oda sicaklifina
getirildi. Daha sonra +4°C’de 10 dakika aseton ile muamele edilerek fikse olmalan
sagland1. Bu fiksasyondan sonra distile su ile yikandi ve 1 saat bloklama
solusyonunda (PBS iginde %1.5’lik BSA-Bovine Serum Albumin) kapal1
“humidifier chamber’de inkiibasyona birakidd:. Bu siire sonuada bloklama
solusyonu uzaklastirild: ve tekrar distile su ile yikandi. Daha sonra preperatlar oda
sicakliginda 30 dakika poliklonal ]RF—I ve IRF-2 (Santa Cruz Biotech) ve
monoklonal p33 primer antikorlariyla inkiibé edildi. Daba 6nceden yapilan boyama
denemelerinde en ideal sulandima IRF-1 igin 1:200 (Antikor : Bloklama
solusyonu), TRF-2 igin 1:100 ve p53 igin 1: 50 ~ olarak bulunmug ve hazirlanan
bloklama solusyonuyla bu oranlarda sulandirilarak uygulandt. Inkiibasyon sonunda
preperatlar 3 kez 5°er dakika PBS ile yikands, Biotin-conjugated sekonder antikorla
(DAKO) oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildikten sonra yine 3 kez 5’er dakika
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edildikten sonra yine 3 kez 5%r dakika PBS ile yikandi. Preperatlar avidin-biotin
'peroksidaz enzimi (DAKO) uygulanarak 30 dakika oda sicakhifinda inkitbasyona
birakildi ve bu siire sonunda PBS ile yikama iglemi tekrar uygulandi. 30 sn- 10 dk
‘veya istenilen boya yogunlugu olusana kadar peroksidaz substrati (DAB-
'.Diamlnobenmdm tetrahidroklorid, DAKO) ile muamele edildi ve [istenilen boya
j-yogunlugu elde edxldﬂcten sonia preperatlar hemen’ distile su ile yikandi. Zst boya
olarak hematoksilen kullamildi. 5-10 sn.’lik hematoksilen uygulamasinin hemen
‘ardindan preperatlar birkag kez distile su ile yikandi; Giitikce artan
* konsantrasyonlardaki (%70, %75, %90) alkolierden gegirilerek 2 kez 17er dakika
ksilolde bekletilerek dehidratasyon saglands, Tiim bu islemler tamamlandiktan sonra
preperatiar, iizerlerine 1-2 damla entellan (Merck) damlatilarak lamelle kapatild: ve
- 15tk mikroskobunda incelenmek iizere hazirlands.

2.2.1.1. Immiinohistokimyasal boyamalarm degerlendirilmesi

IRF-1 ve IRF-2 boyalarmda sitoblazmik boyanma pozitif olarak kabul
edilirken (Sekit 2.1, Sekil 2.2), p53 boyasinda niiklear boyanma pozitif olarak kabul
edildi (Sekil 2.3). Ttmorlerde boyanan alanlarm yiizdesi semikantitatif olarak
saptandi ve boyanma siddetine gre hafif (+), orta (++) ve giddetli (+++) olarak
degerlendirildi

Sekil 2.1. IRF-1 antikoruyla sitoplazmik boyanan doku drnegi (X 400)
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Ornegi

$‘ekﬂ 2.2 IRF-2 antikoruyla sitoplazmik boyanan doku

(X 400)
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Sekil 2.3, p53 antikoruyla sitoplazmik boyanan doku drne;




2.2.2. Apoptosis indiiksiyonunun belirlenmesi i¢in DNA izolasyon yéntemi

DNA izolasyonu i¢in hastalardan alinan biyopsi ve ameliyat materyalleri
kullanildi. Petrive alnan dokularnn fizerine 1-2 mi DNA ekstraksiyon tamponu
eklendikten sonra daha 6nceden steril edilmig bir makas yardimiyla viskoz bir yap:
olusana kadar dokular pargalandL Bu pargalar viskoz stviyla birlikte bir tiipe
aktartldi ve 5000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda doku pargalar
¢oktiiriildil ve iistte kalan s1vi kisim bagka bir tiipe aktarildi. Bu siviun tizerine 100
pg/m! olacak sekilde RNAse (Sigma) eklendi ve 37°C’lik sicak su banyosunda 2
saat inkiibe edildi. Aym tiipe 20 pg/ml olacak sekilde proteaz K (Sigma) konuldu ve
yine 37°C’lik sicak su banyosunda 2 saat inkiibe edildi. Bu inkiibasyon siiresi
sonunda 2-3 kez fenol ekstraksiyonu yapildi. Fenol ekstraksiyonu igin Fenol :
Kloroform : Izoamilalkol (25 : 24 : 1) kangimmndan (Sigma) bire-bir oranda
karistinidds ve 10 dakika buzda bekletildikten sonra 5000 rpm’de 10 dakika santrifij
edildi. Santrifiij sonunda olusan iist faz alinarak bir bagka titpe aktanld:. Istemler
santrifiigasyondan sonraki iist faz berrak hale gelene kadar (2-3 kez) tekrar edildi.
Son santriﬁigasyondanr sonta ahnan iist fazm tizerine 3 M sodyum asetattan toplam
haémin 1/10’y kadar eklendi Daha sonra bunun iizerine toplam hacmin ikj-ka.n
kadar soguk etanol kondu ve tiip yavds yavas safa sola yatrldr. Tuz ve alkol
eklendikten ve drnekler -20°C’de 30 dakika bekletildikten sonra 30 dakika +4°C’de
10000 rpm’de santriftij edildi. Tiipiin dibinde olugan berrak renkteki ¢tkelti (DNA)
TE (Iris-EDTA) tamponunda ¢oziildi. Orneklerin DNA miktarlarint tayin etmek
icin her bir drnegin spektrofotometrede 260 nm. dalga boyunda absorbans degerleri
okunarak asapidaki formiile yerlestirildi ve pg/ml cinsinden DNA miktan
hesaplandi.

DNA miktart (pg/ml) = ODag x Sulandirma faktérii x 50 (DNA igin sabit say1

DNA miktarlart hesaplanan 6meklerin her birinden 5’er pg DNA alinarak
agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu. Jel elektroforezi igin %1’lik agaroz, jel

elektroforez tamponu olan TAE (Tris-Asetik asit-EDTA, pH: 8.00) tamponu iginde
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:.__hazxrlandl‘. DNA omekleri tizetlerine loading buffer eklenerek kuyucuklara yiiklendi
“ve 150 volt 50 amperde yiiriitiildii, Sonuglar UV-transittiminatorde degerlendirildi.

923, istatistik

Sonuglarm istatiksel olarak degerlendirihmesinde SPSS 10.0 (Statistical
Package for Social Sciences, SPSS Inc., Chicago, USA) yazihm kullamild
Gruplarin karsilagtinnlmasinda parametiik olmayan testlerden Kiuskal Wallis
varyans analizi, Spearman Correlation ve Wilcoxon Signed Rank testi kullanildi, P<
0.05 anlaml kabul edildi.
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3. BULGULAR
31 Immiinohistokimyasal Cahsma Bulgulart
3.1.1. Klinikopatolojik Bulgular -

Bu ¢alismada toplam 59 meme ve 20 jinekolojik tiim&r olgusu caligitmustir.
‘Ancak bazi alt tiplerinde hasta sayis: az oldugundan degeilendirilmeye bu alt tipler
;almmammtlr.‘ Ayrica bu ¢alismada 14 olguda parafin dokularda boyanma yapilmus,
ancak bunlar da deferlendirmeye alinmamistir Caligmada degerlendirmeye alman
“toplam 54 olgunun 37°si (%68.5) meme karsinom tiplerinden, 17°si (%31.5) ise
': jinekolojik karsinom tiplerinden olugmaktadir (Sekil 3.1). Toplam 37 meme
‘karsinomu olgularnin  24°4 (%64.8) invaziv duktal karsinom, 9 {(%24.3)
intraduktal komponenti baskin invaziv duktal karsinom, 4’ (%10 8) invaziv lobiiler

‘karsinomdan olusmaktadur (Sekil 3.2).

]

Jinekoloiik %

Sekil 3 1. Calismada kullanilan olgu tiplerinin dagilimi
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é_:kil 32, Caligmada kullanilan meme karsinom olgulariun alt tiplerine
gore dagilimr.

__ Calismada degerlendirilen toplam 17 jinekolojik olgulann 9u (%52.9)
_n&ometrium, 51 (%29 5) serviks ve 3’ (%17.6) over karsinomlarindan

c@}ﬁg;maktadu (Sekil 3 3).

————
i[O Endometrium,

Serviks

\D Over

ekll 3.3. Caligmada kullanilan jinekolojik tiimdr gruplarnin dagilimi,
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. Olgulara gire yas dagihimi

Cahgmada kullamilan tiim hastalarda (n=68) yas ortalamas: iken meme
sinoma Ve jinekolojik timOr olgularinda yas ortalamasy 53.8 olarak
uluh;mustux Meme katsinoma olgularinda yag aralifs 33-92, jinekolojik tiimor

gularinda ise bu aralik 30-80°dir
1.3. immiinohistokimyasal bulgular

Caligmada kullanilan tiim meme karsinoma olgularinin 22°sinde p53
oyanmas! negatif bulummugtur. p53 boyasi ie meme karsinomu oigulannda en
_uéﬁk %5 alanda, en yiiksek ise %80 alanda pozitif boyanma gézlenmistir. Tim

mcm‘é karsinoma olgulann IRF-1 ve IRF-2 bakimindan incelendiginde 19 olguda
I_R_F.-'l boyanmast, 21 olguda ise IRF-2 boyanmasi negatif bulunmustur. Pozitif
ol ﬁlar arasmda IRF-1 ile en diisiik %10, en yiksek % 90 alanda pozitif boyanma
..'.Z.léhmistir. IRF-2 ile boyanan olgular arasinda ise en diisiik %3, en yilksek %90

alanda pozitif boyanma izlenmigtir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Meme karsinomalarinda p53, IRF-1 ve IRF-2 bakimindan

pozitif ve negaiif olgular,

Negatif Pozitif
olgu says1 olgu sayis1
23
26
24

o Meme karsinomlannmmn alt tiplerine gdre p5.§5 boyanmas! incelendiginde;
invaziv duktal karsinomalardan (1=30) 12 (%%40) olguda, intraduktal komponenti
?éslﬂn invaziv duktal karsinomalardan (n=9) 6 (%66.7) olguda, invaziv lobiiler

karsinoma olgularmin (n=6) 4 olguda hig boyanma gézlenmemistir. Meme




karsinoma olgularinm alt tiplerinde IRF-1 boyanmas: incelendiginde; invaziv duktal

warsinowatardain (1—30) 15 (%50) olguda, inraduktal komponeinti baskin mvaziv

duktal karsinomalarindan (n=9) 4 (%44) olguda, invaziv lobiiler karsinomalardan

(n=6) 1 (%16.6) olguda boyanma gozlenmemistir Caliymada kullanilan meme
karsinoma olgulanmin alt tiplerinde IRF-2 boyanmas: incelendiinde ise; invaziv
duktal kassinomalardan (2=30) 15 (%50) olguda, intradukial komponenti baskin
invaziv duktal karsinomalanndan (n=9) 4 (%44.4) oiguda, invaziv lobiiler

karsinomalardan (n=6) 2 (%33 3) olguda negatif boyanma izlenmigtir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Meme karsinomalarmin alt tiplerinde p53, IRF-1 ve IRF-2 bakimndan

negatif olgular.

Intraduktal -
Invaziv komp.baskm invaziv lobiiler
duktal invazivduktal
p53negatif
olgu sayisi 12 (®%40) 6 4
(%66.7) (%66.7)
IRF-1negatif
olgu sayisi 15 4 1
{%050) {%044.4) {%016.6)
IRF-2 negatif
elgu sayis1 15 4 2
o  (%50) (%44.4) {%33.3)

Bu calismada tiim meme karsinoma olgularinda p53, IRF-1 ve IRF-2 ile

incelendiginde; Cizelge 3 3°deki sonuclar ostaya ¢ikmustir. Bu cizelgede, p53 ile

]
pozitif bovanan olgu sayilarina bakildiginda en yitksek oran (%60} invaziv duktal 4

karsinomalarda, IRF-1 ile pozitif boyanan olgu sayilarina bakildifinda en yliksek

oran (%83.3) invaziv lobiiler karsinomalarda, IRF-2 ile pozitif boyanan oigu ;

sayilarma bakiddifinda en viiksek oran %66.6 ile invaziv lobiiler karsinomalarda

bulunmustur. Her ti¢ boya ile de negatif bulunan olgu sayilarina bakildifinda en

viikksek oran %33 3 ile intraduktal komponenti baskin invaziv duktal karsinomalarda




bulunurken, ilging olarak, invaziv lobiiler karsinomalarda her ti¢ boya bakimindan

da negatif hi¢bir olguya rastlanmarmisiir,

Cizelge 3.3. Meme karsinomalarinin alt tiplerinde p53, IRF-1 ve IREF-2 ile pozitif

boyanan ve her tigliyle de negatif boyanan olgular.

p53, IRF-1
Meme karsinema tipi | p53 pozitif | IRF-1 pozitif | IRF-2 pozitif | ve IRF-2
(n) olgu sayisi | olgu sayis1 olgu sayis1 | negatif olgu
SaYIsk

invaziv duktal (30) 18 (%060) 15 (%50} 15 (%50} 6 {%20)
Intraduktal _
komponenti  baskm | 3 (%33.3) 5 (%055.5) 5 (%55.5) 3(%33.3) i
invaziv dukial (9)

invaziv lebiiler (6) 2(%33.3) | 5(%83.3) 4 (%66.6) 0

Bu ¢alismada tiim jinekolojik timér olgulatnda p53, IRF-1 ve IRF-2 ile
boyanan olgu sayisi ve her iigli balamindan da negatif olgu sayis: incelendiginde;
Gizelge 3.4’deki sonuglar ortaya giknugtir. Bu cizelgede, p53 ile pozitif boyanan
olgu sayilarma bakildifinda en yitksek oran (%60) over tiimorlerinde, IRF-1 ile
pozitif boyanan olgu sayilanna bakildiginda en yiiksek oran (%83 3) serviks

limdriinde, IRF-2 ile poitil boyanan olgu sayilanna bakiidigimda en yiksek oran

%66.6 iie endometrium ve serviks timérlerinde bulunmugtur. Her tic boya ile de
negatif bulunan olgu sayilarina bakildifmda en yitksek oran %40 ile over
timdrierinde bulunurken, ilging olarak, serviks tiimérlerinde her i boya

bakimindan da negatif higbir olguya rastlanmamstir, m
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Cizelge 3.4. Jinekolojik tiimdrlerin alt gruplarinda p53, IRF-1 ve IRF-2 ile pozitif

boyanan ve her ligiiyle de negatif boyanan olgular.

p53, IRF-1
Jinekolojik tiimér | p53 pozitif | IRF-1 pozitif | IRF-2 pozitif | ve IRF-2
grubu olgu sayis1 | olgu sayisi olgu sayis1 | negatif olgu
(n) SAYISI
Endometrium (9) 1 1 6 2
(%11.1) (%11.1) {%66.6) (%622.2)
Serviks (5) 2 4 3 0
(%40) (%80) (%60)
Over (3) 2 2 2 1
(%666.6) (%66.6) (%66.6) {%33.3)

Caligmada kullantlan meme karsinomlarmin alt tiplerinde p53, IRF-1 ve IRF-2
bakimindan boyanma 6zellikleri degerlendirildiginde; invaziv duktal karsinomlarda

p33 ile en digiik %35, en yiksek %80 alanda pozitif boyanma izlenirken, IRF-1 ile

en diigitk %15, en yitksek %90 alanda pozitif boyanma izlenmistir. IRF-2 ile pozitif

boyanan olgulara bakildiginda en diisiik %3, en yiiksek %80 alanda pozitif boyanma
gorilmiistiir  (Cizelge 3.5). Intraduktal komponenti baskin invaziv dukial
karsinomlarda p53 ile en digiik %10, en yitksek %50 alanda pozitif boyanma
izlenirken, IRF-1 ile en diigiik %10, en yitksek %90 alanda pozitif boyanma
izlenmistir. IRF-2 ile pozitif boyanan olgulara bakildifinda en diisiik %35, en yiiksek
%80 alanda pozitif boyanma goriilmistit (Cizelge 3.6). Invaziv lobiiler
karsinomlarda p53 ile sadece 1 olguda %80, IRF-1 ile en _dﬁsiik %15, en yilkksek
%80 alanda ve IRF-2 ile en diisik %3, en yiiksek %70 alanda pozitif boyanma
gﬁrﬁhﬁﬁstﬂr (Cizelge 3.7). | | '
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* Cizelge 3.5, Invaziv duktal meme karsinomlarmnda p53, IRF-1 ve IRF-2 boyanma

ozellikleri.

Olgu No pS3 IRF-1 IRF-2
1 Negatif %90 %40
2 . %20 Negatif | Négaﬁf
3 %50 Negatif Negatif
4 %20 Negatif Negatif
5 Negatif Negatif Negatif
6 Negatif Negatif Negatif
7 %5 %15 %5
8 %60 %20 %50
9 %70 Negatif Negatif
10 Negatif %80 %80
11 Negatif Negatif Negatif
12 Negatif Negatif %5
13 %20 " Negatif Negati.’[~
1 Negatif Nogatif | Negatif
15 Negatif %80 %50
16 %30 Negatif Negatif
17 Negatif Negatif Negatif
18 Negatif %50 Negatif
19 %5 %90 Negatif
20 %5 %590 %35
21 %20 %90 Negatif
22 %060 - %90 %l15
23 %50 %80 %50
2 %80 %90 %70
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Gizelge 3.6. Intraduktal komponenti baskin invaziv duktal karsinomlarda p53,

IRF-1 ve IRF-2 boyanma ozellikleri.

Olgu No p53 IRF-1 IRF-2
1 %350 %30 %80
2 %10 %80 %15
3 Negatif %80 %35
4 Negatif Negatif Negatif
5 %40 %40 %30
6 Negatif Negatif Negatif
7 Negatif Negatif Negatif
8 Negatif %90 Negatif
9 Negatif %10 %60
Cizelge 3.7. Invaziv lobiiler karsinomlarda p53, IRF-1 ve IRF-2 boyanma
dzellikleri. N |
Olgu No p53 IRF-1 IRF-2
1 Negatif %15 %70
2 %80 Negatif Negatif
3 Negatif %80 %3
B 4 Negatif %70 Negatif

Cahigmada kullamlan jinekolojik tiimoilerinden (n:17) 12 (%70.1) olguda pS3
boyanmas: negatif bulunmugken, pozitif boyanan olgular (n=5) arasinda en duigiik
%20 alanda, en yiksek ise %70 alanda p53 ile pozitif boyanma izlenmistir.
inekolojik tlimérleri alt gruplanna aymarak p53 boyanmasi incelendiginde;
endometrium tiimérlerinin (n=9) 8’inde (%88.8), serviks tiimbrlerinin (n=5) 3’{inde
(%660), over tiimérlerinin (n=3) ise sadece 1’inde (%633.3) p53 negatif bulunmustur.
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Jinekolojik timérler IRF-1 ve IRFE-2 ile boyanma bakimindan incelendiginde; 1IRE-1
ile 10 olguda, IRF-2 ile ise 6 olguda negatif boyanma izlenmistir (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8. Jinekolojik tiimétlerde p53, IRF-1 ve IRF-2 bakimindan pozitif' ve

negatif olgular.
Negatif Pozitif
olgu sayisx olgu sayisi
pS3 12 5
IRF-1 10 7
IRF-2 6 11

Calismada kullamlan jinekolojik tiimorlerde p53, IRF-1 ve IRF-2 bakimindan
boyanma ozellikleri degeilendirildiginde; endometrium tlimorlerinde p53 ile sadece
1 olguda %30 alanda pozitif boyanma izlenitken, IRF-1 ile %90 alanda pozitif
boyanma gﬁzlémnistir” IRE-2 ilé boyanan pozitif olgulara baklldlgmda ise en disiik
%20, en yiksek %80 alanda pozitif boyanma goriilmiistiir (Cizelge 3.9). Serviks
tiimorlerinde p53 ile 1 olguda %20, 1 olguda %50 alanda pozitif boyanma
izlenirken, IRF-1 ile 2 olguda %80 ve 2 olguda %90 alanda pozitif boyanma
izlenmigtir. IRF-2 ile boyanan pozitif olgulara bakildiginda ise 2 olguda %80, 1
olguda %90 alanda pozitif boyanma goriilmtistiir (Cizelge 3.10). Over tiimérlerinde
ise p53 ile 1 olguda %50, 1 olguda %70, IRF-1 ile en diigiik %20, en yiksek %80
alanda pozitif boyanma izlenirken, IRF-2 ile 1 olguda %20, 1 olguda %30 alanda
pozitif boyanma goriilmiistiir (Cizelge 3.11).
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Cizelge 3 9. Endometrium timérlerinde p53, IRF-1 ve IRF-2 boyanma

ozellikleri.
Olgu No p53 IRF-1 IRF-2

1 Negatif ‘Ne gafif Negatif
2 %30 Negatif Negatif
3 Negatif Negatif %70
4 Negatif Negatif Negatif
5 Negatif Negatif %20
6 Negatif Negatif %460
7 Negatif Negatif %40
8 Negatif %90 %80
9 Negatif Negatif %30

Cizelge 3 10. Serviks tiimérlerinde p53, IRF-1 ve IRF-2 boyanma 6zellikleri

IRF-1

Olgu No pS3 IRF-2
1 Negatif %90 %90
2 Negatif %80 Negatif
3 Negatif %90 %80
4 %50 Negatif Negatif
5 %20 %80 %80

Cizeige 3.11. Over timérlerinde p53, IRF-1 ve IRF-2 Boyanma 6zellikleri.

| OlguNo p53 IRF-1 IRF-2
1 Negatif Negatif Negatif
2 %70 %80 %30

3

%50

%20

%20




Cahiymada kullamilan her iki bityitk grup (meme ve jinekolojik, n=54) tiimér
tiplerinde IRF-1 ve IRF-2 arasindaki iliskiye bakildiginda nonparametrik testlerden
olan Wilcoxon Signed Ranks testine gére bu iki proteinin ekspresyonlar arasindaki
iligki istatistiksel olarak oldukca anlaml bulunmugtur (p<0.05). Yine her iki timér
grubu icin (n=54) genel olarak IRF-1 ve p53 e_kspresyonlar_l arasmnda ayni teste
gore istatistiksel olérak Onemli derecede bir iliski bﬁlunmu$tmr(p<0‘.05) Fakat bu
grup (1=54) icin IRF-2 ve p53 ekspresyonlan arasinda istatiksel olarak anlamii bir
iligki bulunmamustir (p>0.05). Ayt karsilastirmalar sadece meme ve sadece
jinekolojik timér gruplan igin de ayn ayn yaptlmistir. Meme tiimérlerinde (n=37)
ve jinekolojik timorlerde (n=17) IRF-1 ve IRE-2 ckspresyonlari arasinda
istatistiksel olarak Snemli derecede bir korelasyon bulunmustur (p<0.05), Daha
sonra meme karsinomlarmin ti¢ farklt tipinde IRF-1, IRF-2 ve p53 arasinda iliski
olup olmadifin: belirlemek igin yapilan istatistiksel testte invaziv duktal
karsinomlarda (n=24) IRF-1 ve IRF-2 arasinda anlamli bir korelasyon oldugu
(p<0.05), IRF1 ile p53 ekspresyonlart veya IRF-2 ile p53 ekspresyonlar arasinda
ise istatistiksel olarak anlamh bir iliski olmadify (p>005) bulunmustur. Meme
karsinomlarimun diger iki tipi olan intraduktal komponenti baskm invaziv duktal
karsinomlarda (n=9) ve invaziv lobiiler karsinomlarda (n=6) ise her ii¢ proteinin
ekspresyonlan arasinda istatiksel agidan anlamli bir iligki bulunmamigtir (p>0.05)
Ayni karglagtirmalar bu kez jinekolojik ttimér tiplerinde yapilmug ve dedisik
sonuglar elde edilmigtir. Jinekolojik tiimérlerden endometrium timérlerinde (n=9)
ve over timdtlerinde (n=3) her ii¢ proteinin ckspresyonlan arasinda istatiksel olarak
onemli bir iliski bulunmazken (p>0.05), serviks tiimértlerinde (n=5) IRF-] ve p53
ckspresyonlant arasmda istatiksel olarak anlamli bir korelasyon bulunmustur
(p<0.05)

Bu calismada, ayrica, IRF-1 ve IRF-2 ekspresyonlamuh, hastanin yas: ve
timdriin ¢ap: parametrelerle de istatistiksel olarak karsilagtiritmas:  yapilmagtir,
ancak her iki proteinin de bu faktorlerle arasinda istatiksel olarak énemli derecede

iligki olmadi bulunmustur (p>0.05).
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Caligmada kullanilan tiim meme karsinom olgularinda (n=37) p53 ile boyanma
siddeti incelendiginde; 3 (%8.1) olgu hafif derecede (+), 3 (%8.1) olgu orta derecede
(++) ve 12 (%32.4) olgu siddetli derecede (+++) pozitif boyanma gozlenirken, 19
(%51.4) olguda hi¢ boyanma gbzlenmemistir IRF-1 ile boyanma siddeti
incelendiginde; 2 (%5".4) olgu hafif derecede (+), 4 (%10.8) olgu orta derccede (++)
ve 15 (%40.5) olgu siddetli derecede (+++) pozitif boyanma gozlenitken, 16
(%43 2) olguda hi¢ boyanma gozlenmemistir. Tiim meme karsinomlarinda TRF-2 ile
boyanma siddeti incelendiginde; 7 (%18.9) olgu hafif derecede (+), 9 (%24.3) olgu
orta derecede (++) ve 1 (%2.7) olgu siddetli derecede (+++) pozitif boyanma
gozlenirken, 20 (%54) olguda hi¢ boyanma gozlenmemistir (Cizelge 3.12).

Cizelge 3.12. Tim meme karsinomlarinda p53, IRF-1 ve IRF-2 boyanma siddeti.

OLGU SAYISI
Boyanma| Hafif Orta Siddetli
yok () ) ()
p33 | 19 | 3 3 12

16
20

2
7

4 15
9 1

Cahsmada kullamilan meme karsinomlarinda p53, IRF-1 ve IRF-2 boyanma
siddetleri alt gruplara gére incelendiginde; invaziv duktal karsinomlarda (n=24) p53
ile 3 (%12.5) olgu hafif derecede (+), 2 (%8.3) olgu orta derecede (++), 9 (%37.5)
olgu siddetli derecede (+++) pozitif boyanirken, 10 (%38.4) olguda hi¢ boyanma
izlenmemistir. Aym tip olgularda IRF-1 ile 1 (%4.2) olgu hafif derecede (+), 1
(“04.2) olgu orta derecede (++), 10 (%41.2) olgu siddetli derecede (+++) pozitif
boyaniken, 12 (%50) olguda hi¢ boyanma 'izlenmerrﬁg;tir.‘ IRF-2 ile boyanma
siddetine bakildiginda ise; 5 (%20.8) olgu hafif derccede (+), 4 (%16.7) olgu orta
derecede (++), 1 (%4.2) olgu siddetli derccede pozitif boyanrken 15 (%62.5)
olguda da hig boyanma izlenmemistir. (Cizelge 3.13).




Cizelge 3.13. Invaziv duktal karsinomlarinda p53, IRF-1 ve IRF-2 boyanma

siddeti.
T OLGU SAYISI
Boyanma Hafif Orta Siddetli
yok ) (++) (H4)
p53 10 3 2 9
IRF-1 12 1 1 10
IRF-2 15 5 4 1

Intraduktal komponenti baskin invaziv duktal karsinomlarda (n=9) p53, IRF-1
ve IRF-2 ile boyanma giddetine bakildiginda; p53 ite 1 (%11.1) olgu orta derecede ;
(+1), 2 (%22 2) olgu siddetli derecede (+++) pozitif boyanirken, 6 (%66.6) olguda
hi¢ boyanma izlenmemistir. Aymi tip olgularda IRF-1 ilc 1 (%11.1) olgu bafif
derecede (+), 2 (%22.2) olgu orta derecede (++), 3 (%33.3) olgu siddetli derecede
(+++) pozitif boyamtken, 3 (%33.3) olguda hig- boyanma izlenmemistir. IRF-2 ile
boyanma siddetine bakddiginda ise; 1. (%11.1) olgn hafif derecede (+), 4 (%44 .4)
olgu orta derecede (++) pozitif boyanirken 4 (%44 4) olguda da hi¢ boyanma

izlenmemigtir (Cizelge 3.14).

Cizelge 3.14. Intraduktal komponenti baskin invaziv duktal karsinomlarinda p53,
IRF-1 ve IRF-2 boyanma siddeti.

OLGU SAYISI |
| Boyanma Hafif Orta Siddetli
yok ) (++) ()
53 6 0 ] 3
IRF-1 1 3
IRF-2 4 1 4 "0
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Invaziv lobiiler karsinomlarda (n=4) p53 ile sadece I (%25) olguda siddetli derecede
| (+++) pozitif boyanma gézlenirken, 3 (%75) olguda hi¢ boyanma gézlenmemistir. IRF-
1 ile 1 (%25) olguda orta derecede (++), 2 (%50) olguda siddetli derecede (+++) pozitif
boyanma goriilinken, 1 (%25) olguda da hi¢ boyanma gorillmemistiz. Ayn tip olgularda
- IRF-2 ile 1 (%25) olguda hafif derecede (+), 1 (%25) olguda orta derecede (++) pozitif
' 'boyanma-izlenixken 2 (%50) olguda da hi¢ boyanma gériilmemistir (Cizelge 3.15).

' Cizelge 3.15. Invaziv lobiiler karsinomlarinda p53, IRE-1 ve IRI-2 boyanma

siddeti.

OLGU SAYISI
Boyanma Hafif Siddetli
yok ) (+H+)
3 0 |
1 2
2 1 0

Caligmada kullamlan tiim jinekolojik tiimér olgularinda (n=17) p53 ile boyanma
siddeti incelendifinde; 1 (%5.8) olguda orta derecede (+4), 4 (%23.6) olguda
siddetli derecede (+++) pozitif boyanma godzlenirken, 12 (%70.6) olguda hig
boyanma gbzlenmemigtir, IRF-1 ile boyanma siddeti incelendiginde; 3 (%17.6) olgu
orta derecede (++) ve 4 (%23.5) olgu siddetli derecede (+++) pozitif boyanma
gbzlenirken, 10 (%58.9) olguda hi¢ boyanma gbzlenmemigtir. Tiim tiim jinekolojik
timorler IRF-2 ile boyanma siddeti bakimindan incelendiéinde; 8 (%047.1) olguda
orta dcr&_:ced.e (++) ve 3 (%17.6) olgu siddetli derecede (+++) pozitif boyanma
giizlenirkén, 6 (%35.3) olguda hi¢ boyanma gézlenmemistir (Cizelge 3‘.16).‘




Cizelge 3.16. Tiim jinekolojik timdrierde p53, IRF-1 ve IRF-2 boyanma siddeti.

OLGU SAYISI

Boyanma Hafif Orta Siddetli

yok @ G
p53 12 1 7
IRF-1 10 3 4
IRF-2 6 g 3

Caligmada kullamilan jinekolojik tiimérlerin alt ssmflarinda p53, IRF-1 ve IRF-2
boyanma siddeti bakimindan dederlendirildiginde; endometrium tiimdrlerinde (n=9)
p533 ve IRF-1 ile 1 (%11.1) olguda siddetli derecede (+++) pozitif boyanma
izlenirken 8 (%88.8) olguda hi¢ boyanma izlenmemigtir. Aym tip olgularda IRF-2
ile 5 (%55.5) olgu orta derecede (+-+), 1 (%11.1) olgu siddetli derecede (+++) pozitif
boyanirken, 3 (%33.3) olguda da hi¢ boyanma gézlenmemistir (Cizelge 3.17).

Cizelge 3.17. Endometrium tiimérlerinde p53, IRF-1 ve IRF-2 boyanma giddeti.

OLGU SAYISI
Boyanma Hafif Orta Siddetli
yok S Gy ¢+
p53 8 1
IRF-1 8 0 0 1
IRF-2 3 5 1

Serviks tlmorlerinde (n=5) p53, IRF-1 ve IRF-2 ile boyanma siddetine
bakildigainda; p53 ile 2 (%40) olguda siddetli dérecede (+++) pozitif boyanma
izlenirken 3 (%60) olguda hi¢ boyanma gozienmemistir. Ayni tip olgularda IRF-1
ile 2 (%40) olguda orta derecede (++), 2 (%40} olguda siddetli derecede pozitif

boyanma izlenirken, 1 (%20) olguda hi¢ boyanma izlenmemistir. IRF-2 ile ise 1
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(%20) olguda orta derecede (++), 2 olguda (%40) siddetli derecede (+++) pozitif
boyanma izlenirken, 2 (%40) olguda hi¢ boyanma izlenmemistir (Cizelge 3.18).

Cizelge 3.18. Serviks tiimdrlerinde p53, IRF-1 ve IRF-2 boyanma siddeti.

OLGU SAYISI
Boyanma Hafif Orta Siddetli
yok ) (+) (+H+)
p53 3 0 2
IRF-1 1 0 2 2
IRF-2 2 0 1 2

Over tiimdrlerinde (n=3) p53 ve IRF-1 ile 1 (%33.3) olguda orta derecede (++),
1 (%633.3) olguda siddetli derecede pozitif boyanma goriilmiisken, 1 (%33.3) olguda
da hig boyanma izlenmemistir. IRF-2 ile 2 (%666.6) olguda orta derecede (++)
pozitif boyanma. izlenirken, 1 (%33.3) clguda ise hi¢ boyanma goriilmemistir
(Cizelge 3.19).

Cizelge 3.19. Over tiimétlerinde p53, IRF-1 ve IRF-2 boyanma siddeti.

OLGU SAYISI
Boyanma Hafif Orta Siddetli
yok ) (+) (H++)
pS3 1 ¢ 1 i
. IRF-1 1 0 1 1
IRF-2 1 0 2 0

Bu ¢alismada meme ve jinekolojik tiimorler kendi aralarmnda alt tiplerine gore
degerlendirildikten sonra bir de tiim meme ve tiim jinckolojik tiimorler arasindaki
p33 (Cizelge 3.20), IRE-1 (Cizeige 3.21) ve IRF-2 (Cizelge 3.22) boyanma
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siddetleri incelenmigtir. Meme ve jinekolojik tiimérlerde p33, IRF-1 ve IRF-2
- boyanma giddetleri arasinda istatiksel olarak Snemli derecede fark bulunmamistir

- (@>005)

Cizelge 3.20. Meme ve jinekolojik tiimorler arasmda p53 boyanma siddeti.

Boyanma{ Hafif Orta Siddetli
yok ) (+1) (+++) Toplam

Olgu
sayisl 19 3 3 12 37

%
Olgu
Jinekelojik | sayist 12 0 1 4 17

%

Cizelge 3.21. Meme ve jinekolojik tiimérler arasinda IRF-1 boyanma siddeti

Boyanma| Hafif Orta Siddetli
yok () ) () Toplam

Olgu
sayisi 16 2 4 15 37

%
Olgu .
Jinekolojik | sayist 10 0 3 4 17

%




Cizelge 3.22. Meme ve jinekolojik tiimdrler arasinda IRF-2 boyanma siddeti.

T Boyanma| Hafif Orta | Siddetli
yok () (++) (+++) Toplam
Olgu _ _ S
Meme |sayisi 20 7 9 1 37 r
% 54.1 19 243 27 100
Olgu
Jinekolojik | sayist 6 0 8 3 17
% 35.3 0 47.1 17.6 100

3.2. Apoptosis inditksiyonuna iligkin bulgular

Bu ¢aligmanin diger kismindaki amag, hem IRF-1 hem de p53 bakimindan
pozitif olgulardaki apoptosis indiiksiyonu ile IRF-1 negatif / p53 ﬁozitif veya IRF-1
pozitif / p53 negatif olgulardaki apoptosis indiiksiyonunda bir degisiklik olup
olmadigmnimn  belirlenebilmesiydi. Izole edilen DNA 6mekleri icin agatoz jel

elektroforezi yapildi ve sonuglarin fotograflan gekildi (Sekil 3.4, Sekil 3.5).




"Sekil 3.4. Hem IRF-1 hem de p53 bakimindan pozitif 5 olgudaki apoptosis

indiiksiyonu.

Sekil 3.5. IRF-1 negatif / p53 pozitif (ilk 3), IRF-1 pozitif / p53 negatif (son 3)
olgudaki apoptosis inditksiyonu.
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4. TARTISMA

Interferonlar antiviral, immiin diizenleyici ve biiyiimeyi inhibe edici 6zellikleri
bulunan hiicresel proteinierdir. Bu sitokinleri kodlayan genler normalde sessizdit,
fakat virlisler, sentetik poliribonukleotitler ve diger sitokinleri igeren dogal ve
.s'entet.ik ajanlar tarafindan hizla aktive 6labi1irlér‘” IFN-B geni vir’ﬁsﬁe indiiklenebilen
gen ekspresyonunun diizenlenmesi ¢alismalan igin en iyi modellerden biridir
(Hiscott' vd 1995). IFN-B geninin transkripsiyonunun aktivasyonu, IRF, NfkappaB
ve ATF/jun gibi ti¢ farkli transkxipstyon faktorii ailesinin promotora baglanmas ile
gergeklesebilir. IRF-1 ve IRE-2, orijinalde insan IEN-B geninin transkripsiyonel
regiilasyonu c¢alismalaiiyla tanimlanan IRF ailesinin en iyi karakterize edilmis
tiyeleridir (Fujita vd 1988, Mivamoto vd 1988, Fujita vd 1989, Harada vd 1989).

IRF-1 ve IRF-2, IFN-y sinyal iletim yolunda da onemli transkripsiyon
faktdrleridir. IRF-1 tiimdér hiicrelerinde TFN-y yamtinin olugturulmasinda etkin
olarak grev yaparken, ortak DNA dizisine baglanan IRF-2 ise IRF-1 aktivitesini
‘baskilar. IRF-1 gen 'eks_presyonunun transkiipsiyone! aktivatorii iken IRF-2’nin bu
IRF-1"in yaph@: fonksiyonlan negatif olarak etkiledigi goriilmektedir. IFN-y IRF-
I’in giicli bir indiikleyicisi olarak bulunmustur (Geller vd 1993, Pine vd 1992,
Coccia vd 1995) ve IFN-y hiicreler tizerindeki birgok etkisini IRF-1 aracilifiyla
gostermektedir. Bu etkileri; makrofajlar tarafindan indiiklenebilir nitrik oksit
sentetaz  (INOS) ckspresyonu (Kamijo vd 1994, Martin vd 1994), major
histocompatibility kompleks 1 (Chang vd 1992, Lim vd 1994, Reis vd 1992) ve II (
Hobart vd 1997, Yim vd 1997 IFN-o/p ekspresyonunu (Reis vd 1992, Harada vd
1990, Fujita vd 1989) igermektedir. Buna karsilik IRE-2 IRF-1’den sonra inditklenir
ve IRE-1 aracilifiyla olusan IFN-y etkilerinin feedback inhibisyonunda rol
oynamaktadir. Dolayistyla IRF-2’nin  etkileri onkogeniktir. Ornegin IRF-2
overekspres eden NIH313 hiicrelerinin transforme hale gelmesi ve bu hiicrelerin
immiin sistemi baskilannug farelere verildiginde daha ¢ok tiimédrojenik etki
gostermesi IRF-2'nin potansiyel bir onkoprotein oldugunu desteklemektedir
(Harada vd 1993). IRF-2 transforme hiicrelerde IRF-1’in overekspresyonunun bu

fenotipi geri dondiirebilmesi ise IRF-1’in bir tiimor suprestr protein oldugunu
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desteklemektedir (Harada vd 1993), IRF-1 ve IRF-2’nin birbirlerinin antagonistigi
oldugu birgok aragtirma grubu tarafindan gésterilmistir ( Harada vd 1993, Harada vd
1994, Nguyen vd 1995).

IRF-1 ve IRF-2 sadece IFN sisteminin dﬁzezﬂeyi’cileri olarak fonl;siyon
gormezler, bunlar ayni zamanda hiicre biiylimesi ve apoptosisin diizenlenmesinde de
anahtar rol oynayan transkripsivon faktorleridir (Taniguchi vd 1995). Farkit kosullar
altindaki hiicrelerde, IRF transkripsiyon fakttrlerinin farkli genlerin promotorlariyla
olan iligkileri belirlenerek IRF ailesinin hiicresel yamitlarin olusumundaki rolleri
arastirtlmigty (Taniguchi vd 1995). Bu arastirmalar sonucunda ozellikle IRF-1’in
birgok genin trmlskxipsiyonundan sorumlu oldugu gosterilmistir. Ornefin Nguyen
ve arkadaglan (1999) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, IRF-1’in hiicte biiylimesinin
diizenlenmesi, patojenlere karst yamt ve inumniin aktivasyondan sorumlu
multifonksiyonel bir transkripsiyon faktorii oldugu sdylenmektedis (Nguyen vd
1999). Yapilan bu galismada inflamasyon diizenleyicisi ve LPS vanitinin inhibitori
olan SLPI (Secretory leucocyte protease inhibitor)geni IRF-1 regiilasyonunun hedef
bir geﬁi olarak tammlamiusnrt. Bu da IRF-I’in inﬂamasjronda da roli oldugunu
gostermektedir (Nguyen vd 1999). :

Tanaka ve arkadaslari (1994) tarafindan yapilan bir ¢alismada IRF-1 geninde
null mutasyon tastyan (IRF-1 ) bir fareden ahnan embriyonik fibroblastlann akiif
c-Ha-ras onkogeninin ekspresyonuyla transforme olabildigi rapor edilmigtir. Bu
ozellik yabam] tip ya da IRF-2 * farelerden alinan embriyonik fibroblastlarda

gozlenmemigtir. Ras ekspres eden IRF-1 -

embrivonik fibroblastlarda bu
transforme fenotip IRF-1 ¢DNA’smin ekspresyonuyla baskilanabilmistir. Bu da
IRF-1’in timdr supresr fonksiyonunun bir gostergesidir. | C-Ha-ras onkogeninin
ekspresyonu, hiicre bilylimesi baskilanmig veya iyonize radyasyon ya da antikanser
ilaglarla muamele edilmis yabamsl tip embriyonik fibroblastlarda apoptosise neden
olurken IRF-1 7 embriyonik fibroblastlarda apoptosise neden olmamgtir. Bu da
IRE-1"in apoptosisin ya da onkogenle indiiklenmig hiicre transformasyonunun

Gnemli bir belirteci olabilecegini géstermektedir (Tanaka vd 1994).
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IRF-1 aynica translasyonun negatif bir diizenleyicisi olan PKR/p68 kinaz
enzimi geninin transkripsiyonunu da aktive etmektedir. Fosforilasyonla aktif hale
gecen PKR/p68 kinaz enzimi karyotik translasyon baglatma faktorii elF-2’nin
GTP-GDP degisimini inhibe eder ve sonugta hiicresel protein sentezi inhibe olur.
Yapilan bir ¢aligmada PKR ekspresyonunda IRF-1’in rolii aragtirilmg ve JRF-1 *
embriyonik fibroblastlarda yabanil tip hiicrelere oranla PKR ekspresyonunun
azaldift tespit edilmigtir. Sonugta PKR IRF-1’in hiicre biiylimesi ve dolayisiyla
tiim6r baskilayic1 etkisinin bir aracisi olarak fonksiyon gordiigli savunulmustur

(Beretta vd 1996).

Apoptosis programli hticre 6liimii olup birgok fizyolojik ve patolojik durumda
rol oynar (Huppertz vd 1999, Reed 2000). Apoptosis sinyalinin iletilmesinde
oldukca 6énemli bir role sahip olan Fas (CD95) trtansmembran proteini spesifik
baglayicist olan Fasl, (FasLigand)y'ye baglanarak apoptosise neden olur. Fas/FasL
sistemi immiin sistemin dnegede tutulmasinda 6nemli bir role sahiptir ve sitotoksik

T hiicreleri ile olusturulan immiin yanitta gorev alir (Boeketheide vd 1998, Chen vd

1998). FasL promotdrﬁndakj IRF-1 baglanma bolgesinin delesy’ohu. ve mutagenesisi -

Fasl. ekspre'syonu:nda azalmalara neden olur. Hem IRF-1’in hem de JRF-2’nin giiclii
ekepresyonlan sitotoksik T hiicrelerinde FasL promotorunun aktivasyonuna ve FasL
ekspresyonuna sebep olur. Bu sonuglar IRF ailesinin Fasl. gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde ve dolayisiyla sitotoksik T hiicreleriyle olusturulan immiin yanitta

gorev aldigmi gostermektedir (Chow vd 2000).

IRF-1 7 fareler kullanidarak yapilan calismalarda IRF-1’in birgok dogal
savunma  olaylarinda da 6nemli rol oynadift gosterilmigtir: IRF-1, interferonla
indiiklenen antiviral ve antibakteriyel yanitlarda (Kamijo vd 1994, Kimura vd
1994), Thi-tip adaptif immiin yamtta ve NK hiicrelerinin gelisiminde .(Lohoff vd
1997, Taki vd 1997, Ogasawara vd 1998) gereklidir Ayrnca, IRF-1, ¢ogalan T
lenfositlerde ve c-Ha-ras’in aktif formunu ekspres eden MEF (Mouse Embriyonik
Fibroblast) hiicrelerinde DNA zaranyla inditklenen apbptosis icin gereklidir (Tanaka
vd 1994b, Tamura vd 1995). liging olarak IRF-1, p21 genihin transkripsiyonel

aktivasyonuna rapmen, DNA zarariyla indiiklenen hiicre dongiisiinlin bloke




edilmesini timbr suprestr gen olan p33 ile birlikte diizenlemektedir (Tanaka vd
1996). Nozawa ve arkadaglart (1999) yaptiklar bir ¢aligmada tiimor ekspresyonunda
IRF-1 ve p53 arasmdaki iliskiyi p53 *, IRF-1 7, ve p53 ©/ IRF-1 " fareler
tizerinde aragtirmuglardsr. Ciinkti IRE-1 hiicre dongiisiiniin regiilasyonunda p33 ile
birlikte calistr (Tanaka vd 1996) ve IRF-1 ve p53’iin her ikisi de onkogenle
indiiklencn apoptosis igin gereklidir (Tanaka vd 1994b). Nozawa ve grubu bu
¢aligma sonucunda 200 gin i¢inde p53 7 farelerin sadece %56°s1 tiimor gelisimi
gosteritken, p33 [ IRF-1 ™ farelerde tiimér insidansi %96’ya kadar arttigint
soylemektedir (Nozawa vd 1999). Ayrica, p53 * / IRF-1 " farelerde olusan
timorlerin  spekfrumunun da belirgin  derecede farkhiik gdsterdigi; lenfoma,
angiosarkoma ve immature teratoma insidansinin belirgin olarak artarken, thymik
lenfoma insidansinin azaldig belirtilmektedir. p53 ™/ IRF-1 " hiicrelerin in vivo'da
p53 ” hiicrelerden daha ¢ok tiimér olusumuna duyarl: olduklar gézlenmis ve p53 *
/ IRE-1 " farelerin tiimore egilim fenotiplerinin artmas: direkt olarak p53 =/ IRF-1"
" hiicrelerin onkogenik potansiyellerine baglanabilecegi ileri siriilmektedir (Nozawa
vd 1999). Sadece IRF-1’in kendiliginden kaybi in vivo’da tiimér geligiminde
mevcut bir étkiye sahip olmadig, ancak IRF-1 diger genetik bozukluklarin
kombinasyonuyla fonksiyonel olarak inaktif hale geldiginde tiimér insidansi riskinin

belirgin derecede arttigs ayn grup tarafindan ileri stirlilmektedir.

Buradan yola ¢ikarak bu ¢aligmada, p53’iin énemi de distiniilerek, p53 ile
IRF-1 ve IRF-2 ekspresyonlan arasindaki iliski insan meme karsinomalarnt ve
serviks, over, vajen ve endometrium gibi jinekolojik tiiméilerde degerlendirilds
IRF-1 ve IRF-2 ckspresyonlan  gimdiye kadar Sagiece insan melanoma
karsinomalarinda (Lowney vd 1999) ve insan meme karsinomalarinda (Doherty vd
2001) gﬁsterilmigtit:? Ancak literatiir ara§tﬁmas1 yapildiginda endometiium, .serviks
ve over gibi jinekolojik tiimorlerde IRF-1 ve IRF-2 ekspresyonunun gosterildifine
dair higbir ¢ahigmaya rastlamilmadift gibi insan meme karsinomalaninda ve
jinekolojik timorlerde p53 ile IRF-1 ve IRF-2 arasmndaki iliskinin gosterildigi

herhangi bir ¢cahismaya da rastlanmadi.
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Lowney ve arkadaglart (1999) insan melanoma karsinomalarinda IRF-1 ve

IRF-2’nin boyanma 6zeiliklerini melanoma tipi, yas, timédr capt gibi parametrelere

gore deferlendirmislerdir. Bu ¢aligmada IRF-1 boyanmasmin insan melanoma

karsinomalarinmn  histomorfolojik ozellikleriyle arasmdaki iliski gosterilmektedir
(Lowney vd 1999).

Doherty ve arkadaslan (2001) yaptiklan ¢alismada, normal meme dokusuyla
meme kanserletinde IRF-1 ve IRF-2 ekspresyonlanmt karsilashrdiginda; normal

meme dokusunun immiinohistokimyasal olarak IRF-1 ekspresyonu gésterirken IRF-

2 ekspresyonu gostermedifini, meme kanser dokularinda ise IRF-1 ve IRF-2
ekspresyonlarmin degistigini bulmustur. Bu ¢alismada node-pozitif invaziv duktal
kanserlerde normal dokulara oranla IRF-1 ckspresyonunun azaldipy, IRF-2

ekspresyonunun ise normal dokulara oranla artti tespit edilmigtir. Bu galisma

sonuglann IRF-1’in  tlimdr baskilayie1  aktivitesi, IRF-2’nin ise onkogenik
aktivitesiyle uyumlu bulunmustur (Doherty vd 2001),

Bizim yaptigimiz ¢aligma ise farkhi tiimér tiplerinde p53, IRF-1 ve IRF-2
ekspresyonlannin karsilagunlr-namydlh Calismada kullamlan her iki buyuk grup
(meme ve jinekolojik, n=54) tiimor tiplerinde IRF-1 ve IRF-2 arasindaki iligkiye
bakildiinda nonparametrik testlerden olan Wilcoxon Signed Ranks testine gore bu
iki proteinin ekspresyonlar arasindaki iliski istatistiksel olarak olduk¢a anlamh
bulunmustur (p<0.05). IRF-1 ve IRF-2 arasmdaki bu iliski Doherty ve grubunun
sonuglarint desteklemektedit. Bu gruptan ayn olarak biz bu (;alis,;mada, ilk kez,
jinekolojik tiimérlerde de IRF-1 ve IRF-2 ckspresyonlar: arasinda istatiksel olarak
onemli derecede bir korelasyon bulduk (p<0.05).

Nozawa ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada 200 giin iginde p53”" farelerin

sadece %56’s1 tiimor geligimi gosteritken p537/IRF-17 farelerde tiimér siklif
%96’ya kadar arttips gosterilmistir (Nozawa vd 1999). Buradan yola ¢ikarak bu -

¢aligmada insan meme ve jinckolojik timérlerinde de pS3 ve IRF-1 arasmda bir

iligki olup olmadig1 aragtirildr. Sonugta; her iki timér grubu i¢in (n=54) genel olarak
IRE-1ve p53 ekspresyonlan arasinda istatistiksel olarak tnemli derecede bir iliski




bulunmugtur (p<0.05). Fakat bu grup (n=54) igin IRF-2 ve p53 ekspresyonlan
arasinda istatiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamistir (p>0.05). Ay
kargilagtirmalar sadece meme ve sadece jinekolojik tiimér gruplari icin de ayri ayn
yapiimgtiz. Meme tiimérlerinde (n=37) ve jinekolojik timorlerde (n=17) IRF-1 ve
IRF-2 ekspresyonla;n arasmnda istatistiksel olarak onemli derecede bir korelasyon
bulunmustur (p<0.05). Daha sonra meme karsinomalarmin ii¢ farkh tipinde IRF-1,
IRF-2 ve p53 arasinda iliski olup olmadigim belirlemek igin yapilan istatistiksel
testte invaziv duktal karsinomalarda (n=24) IRF-1 ve IRF-2 arasmnda anlamli bir
korelasyon oldufu (p<0.05), IRF1 ile p53 ckspresyonlart veya IRF-2 ile p53
ckspresyonlari arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir iliski olmadigi (p>0.05)
bulunmugtur. Meme karsinomalarinin diger iki tipi olan intraduktal komponenti
baskm vaziv duktal karsinomalarda (n=9) ve invaziv lobiiler karsinomalarda (n=4)
ise her li¢ proteinin ekspresyonlari arasimda istatiksel agidan anlamli bir iligki
bulunmamigtir (p>0.05).

Aym karsilagtirmalar bu kez jinekolojik tiimér tiplerinde yapilms ve degisik
sonuglar elde edilmigtir. Jinekolojik tiimoérlerden endometrium tiimérlerinde (n=9)
ve ovel timdtlerinde (n=3) her {i¢ proteinin ekspresyonlar: arasinda istatiksel olarak
Snemlt bir iligki bulunmazken (p>0.05), serviks timérlerinde (n=5) IRF-1 ve p53
ekspresyonlar1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir korelasyon bulunmustur
(p<0.05).

Bu c¢aligmada, ayrica, IRF-1 ve IRF-2 ekspresyonlanimn, hastanin yast ve
tiimoriin cap1 parametreleriyle de istatistiksel olarak karsilagtirilmasi yapilmistir,
ancak her iki proteinin de bu faktorlerle arasinda istatiksel-olarak nemli derecede
iliski olmadig bulunmustur (p>0.05). |

Bu calismanin difer kismindaki amag, hem IRF-1 hem de p53 bakimindan
pozitif olgulardaki apoptosis indiiksiyonu ile IRF-1 negatif / p53 pozitif veya IRF-1
pozitif / p53 negatif olgulardaki apoptosis inditksiyonunda bir degisiklik olup
olmadifmmn belirlenebilmesiydi. Ancak yukanida bahsedilen olgularda gézlenen
DNA fragmentasyonunun birbirine benzer diizeylerde olmasi tiimér tiplerinde farkl:
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genlerin de ise kangmtg olabilecegini diistindiirmektedir (Sekil 3.4, Sekil 3.5) Bu
nedenie daha sonraki bir ¢caligmada JRF-1 geni knock out edilmis hiicrelerle yabami
tip IRF-1 genini ekspres eden hiicreler arasindaki apoptosis indiiksiyonunun
farkldifimin gosterilmesi daha anlam!t sonuglar verecektir. Bunun yamnda, yukarida
babsedilen hiicrelerle hem IRF-1 hem de p53 geni knock out edilmis hiicreler
arasindaki apoptosis indiiksiyonunun belirlenmesi ile apoptosis'iizetindé IRF-1 ve

p53 arasindaki iliski ¢ok daha kesinlik kazanacaktir.
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5. SONUC

Calismaya alinan toplam 54 olgunun 37°si (%68.5) meme Kkarsinom
tiplerinden, 17°si (%31.5) ise jinckolojik karsinom tiplerinden olugmaktadir (Sekil
'3.1) Toplam 37 meme karsinomu olgulatnm 24’ (%64.8) invaziv duktal
karsinom, 9’u (%24‘.37) intraduktat konipdnehti baskm invaziv duktal karsinom, 4t
(%10.8) invaziv lobiiler karsinomdan olugmaktadir (Sekil 3.2).

Calismada kullanilan meme ve jinekolojik tiimdiler arasinda p53, IRF-1 ve
IRF-2 boyanma siddetieri arasinda (Cizelge 3.20, 3.21, 3.22) istatiksel olarak Snemli
derecede fark bulunmamigtir (p>0.05).

Caligmada kullanlan her iki bilyikk grup (meme ve jinekolojik, n=54) tlimér
tiplerinde IRF-1 ve IRF-2 arasmdaki iliskiye bakildiginda nonparametrik testlerden
olan Wilcoxon Signed Ranks testine gdre bu iki proteinin ekspresyonlan arasmdaki
iligki istatistiksel olarak oldukga anlamh bulunmugtur (p<0.05). Aynca bu
calismada, ilk kez, jinekolojik timérlerde de IRF-1 ve IRF-2 ekspresyonlars
arasinda istatiksel olarak Snemli derecede bir korelasyon bulduk (p<0.05).

Bu c¢alismada, aynica, ilk kez tarafimizdan, her iki timdér grubu igin (n=54)
genel olarak IRF-1 ve p53 ekspresyonlarn: arasinda istatistiksel olarak Onemli
derecede bir iliski oldugu bulunmustur (p<0.05). Fakat bu grup (n=>54) i¢in IRF-2 ve
p53 ekspresyonlant arasinda istatiksel olarak anlamlt bir iliski bulunmamugtu
(p>0.05). Aym karsilastirmalar sadece meme ve sadece jinekolojik timdr gruplan
icin de ayn ayn yapilmisti. Meme timdrlerinde (n=37) ve jinekolojik tiimorlerde
(n=17) IRF-i ve IRF-2 ekspresyonlar: arasinda istatistiksel olarak onemli df_:t'ecede
bir korelasyon bulunmustur (p<0.05). |

Tiimér baskilayict protein olan p53 patoloji laboratuvarlarinda 6zellikle meme
kanserlerinde bir prognostik faktér olarak kullanilmaktadir. Biz de bu galigmada
meme karsinomalarinda IRF-1 ve IRF-2 arasindaki ilisidnin onemli oldugunu

bulduk. Dolayisiyla, bu galigmantn, daha fazla sayida hasta kullamlarak yapilacak
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daha sonraki caligmalarla, tiimdr baskilayici gen firiinii IRF-1 ve onkogenik
aktiviteye sahip IRF-2’nin de prognostik faktdrler arasina katilmast yoniinde 11k

tutacagin diigtinmekteyiz.

Bu tez caligmasi, IRF-1 ve IRF-2 ekspresyonlannim meme ve Ozellikle
jinekolojik tiimérlerde géétcrilmcsi bakimindan, bu konuda yapilacak daha sonraki
bilimsel ¢aligmalara 151k tutacags kamsindayiz. Jinekolojik olgularda ik kez bu
proteinlerin ekspresyonlannin gésterilmis olmasinin énemli oldugunu ve bu konuda

daha fazla hasta grubunda ¢alisilarak yeni bilgiler elde edilecegini diigtinmekteyiz.
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