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OZET

Metin-Armagan, D. (2018). Fonksiyonel Olmayan Hipofiz Adenomlarinda Molekiiler
Mekanizmalarin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, T1ibbi

Biyoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Fonksiyonel olmayan hipofiz adenom (NFA) olusumunun molekiiler mekanizmasi halen
bilinmemektedir. Bu ¢alismada NFA ve fonksiyonel hipofiz adenomlarinda hiicre
dongiisii ve DNA hasar kontrol mekanizmalarina katilan proteinlerin ekspresyonlari
arasindaki iligskiyi arastirdim. 20 Akromegali, 20 Cushing Hastalig1 ve 27 NFA hasta
gruplarinda p16, Rb, pRb-S608, E2F1, pE2F1-S364, p73, Siklin D1, CHEK2 ve pATM-
S1981°nin protein ve mRNA ekspresyonlarnii immiinhistokimya, western blot ve qRT-
PCR yontemleri ile analiz ettim. Tiim sonuclar hastalarin klinik ve histopatolojik
bulgulariyla istatistiksel olarak karsilastirildi. NFA’da Siklin D1 mRNA ekspresyonu ile
Rb protein ekspresyonu yiiksek seviyelerde saptandi. Ayrica, E2F1 ile pE2F1-S364
protein ekspresyon seviyeleri yiiksek, p16 mRNA ve protein ekspresyonu diisiik olarak
tespit edildi. Cushing hasta grubunda ise CHEK2 mRNA ekspresyonu ile p16 mRNA ve
protein ekspresyonlart yiiksek iken E2F1, pE2F1-S364 ve p73 protein ekspresyon
diizeyleri diistik olarak gosterildi. Akromegali’de ise Siklin D1 ile CHEK2 mRNA ve Rb
protein ekspresyonlar1 diisiikk iken, pE2F1-S364 ve p73 protein ekspresyon seviyeleri
yiiksek olarak saptandi.

Cushing, Akromegali ve NFA hastalarinda adenom olusumuna katilan E2F1 mRNA ve
protein ekspresyon seviyeleri, pE2F1-S364 ve p73 proteinlerinin ekspresyon diizeyleri ve
ayrica CHEK2 mRNA ekspresyonlar1 arasindaki iligki ilk kez bu ¢alisma ile gosterildi.
Bu c¢aligmanin bulgular1 hipofiz adenomlarmin patogenezinde rol alan molekiiler
mekanizmalar1 aydinlatmaya yardimci olacak hastaligin tedavisinde ve dnlenmesinde

yeni yaklasimlarin gelistirilmesine olanak saglayabilecektir.

Anahtar Kelimeler : Fonksiyonel olmayan hipofiz adenomu, pE2F1-S364, E2F1,
CHEK2, p73

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TDK-2017-25404
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ABSTRACT

Metin-Armagan, D. (2018). Investigation of Molecular Mechanisms in Nonfunctioning
Pituitary Adenomas. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of
Medical Biology, Ph.D Thesis. Istanbul.

The molecular mechanism of nonfunctioning pituitary adenoma (NFA) formation is still
unknown. In this study, | have investigated the relationship between NFA and functional
pituitary adenomas and expression of MRNA and proteins which are involved in cell cycle
and DNA damage control mechanisms.

In this study, | analyzed p16, Rb, pRb-S608, E2F1, pE2F1-S364, p73, CyclinD1 protein
and mRNA expression in twenty acromegaly, twenty Cushing's disease and twenty-seven
NFA patients with immunohistochemistry, western blotting, and gRT-PCR. The results
were statistically evaluated with the clinical and histopathological findings of the
patients. Cyclin D1 mRNA expression and Rb protein expression were high in NFA. In
addition, whereas E2F1 and pE2F1-S364 protein expression levels were high, p16 mRNA
and protein expression were low in NFA. In the Cushing group, CHEK2 mRNA
expression and p16 mRNA and protein expression were high while E2F1, pE2F1-S364
and p73 protein expression levels were low. In acromegaly, expression of CHEK2
mRNA, Rb protein and Cyclin D1 mRNA was low, while pE2F1-S364 and p73 protein

expression levels were high.

This is the first demonstration of the relationship between E2F1, pE2F1-S364, CHEK?2
and p73 mRNA and protein expression levels involved in adenoma formation in NFA,
Cushing, and Acromegaly patients.

The results of this study will help to elucidate the molecular mechanisms
underlying pathogenesis of pituitary adenomas and will contribute for the development

of new approaches in the treatment and prevention of disease.

Keywords: Nonfunctioning pituitary adenoma, pE2F1-S364, E2F1, CHEK2, p73
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1. GIRIS VE AMAC

Hipofiz adenomlar1 kafa i¢i tiimorlerinin %15’ini olusturur (Melmed 2011)
Hipofiz tiimdrleri hiperplastik biliylimelerden ziyade, tek bir Onclil hiicrenin
¢ogalmasindan meydana geldigi ileri siiriilen monoklonal selim adenomlardir. Bu
monoklonal adenomlar farklilastiklar1 hiicre orjinlerini yansitan spesifik hormonlari
salgilarlar (Kovacs ve ark. 2001). Asir1 biiyiime hormonu (GH) salgilayan
somatotropinomalar gigantizm veya akromegaliye neden olurlar. Prolaktinomalar
prolaktin  (PRL) salgilarlar, hipogonadizm ve galaktoreye neden olurlar.
Adenokortikotropik hormon (ACTH) salgilayan kortikotropik tiimorler Cushing hastaligi
ile sonuglanirlar, tiroid stimilan hormon (TSH) salgilayan tiimoérler tirotroplardan
meydana gelirler ve hipertiroidizme yol agarlar. Ayrica, gonadotrop hiicreler de adenom
olusumuna sebebiyet verirler fakat luteinizan hormon (LH) veya folikiil-stimiilan
hormonlar1 (FSH) az miktarda salgilarlar veya hormon salgilamazlar, ¢ogu klinik olarak

fonksiyonel olmayan adenomlardir (Melmed 2003).

Klinik olarak fonksiyonel olmayan (nonfonksiyonel, NFA) adenomlar tamamen
semptomsuzdur ve erken teshisleri zordur. Cogunlukla otopside ya da biiyiik boyutlara
ulaganlarin basi etkisiyle ortaya ¢ikan onemli hipofiz yetersizligi veya gorme ile iliskili
semptomlarin nedenlerinin aragtirilmasi sirasinda kafa i¢i manyetik rezonans
goriintiileme veya bilgisayarli tomografi incelemesinde tespit edilirler. Klinik olarak
fonksiyonel olmayan adenomlarin dértte li¢ii gonadotrop adenomlardir (Young ve ark.
1996). Nadiren, NFA’lar ACTH, GH, PRL veya TSH pozitif olarak bulunabilir, fakat bu
hormonlari klinik sendromlara neden olacak kadar yeterli miktarda salgilayamazlar; bu
timorler “sessiz” kortikotrop, somatotrop, laktotrop veya tirotrop adenomlar olarak
adlandirtlirlar  (Yamada ve ark. 1991). Ayrica, herhangi bir hormon ve transkripsiyon
faktorii pozitifligi bulunmayan fonksiyon gostermeyen adenomlar ise hiicresiz (null-cell)

adenom olarak adlandirilirlar (Nishioka ve ark. 2015).

NFA’nin molekiiler ve patolojik mekanizmasi heniiz tam olarak bilinmemektedir.
Gen ekspresyon ve proteomik analizler ile bu adenomlarin gelisiminde hiicre
dongiisiindeki duraksama, senesens ve DNA hasarinda rol alan ¢esitli genlerin etkili

oldugunu ileri siiren c¢aligmalar vardir. Proteomik analiz sonuglarina gére NFA’da,



MAPK sinyal yolagina, oksidatif strese, mitokondriyal fonksiyonlara ve hiicre dongi
kontroliine katilan baz1 proteinlerin rol aldiklari, ayrica NFA alt tiplerine gore hatta kisiye
0zel fonksiyonel islevleri olabildigi de vurgulanmistir (Moreno ve ark. 2005) (Zhan ve
ark. 2014)

Rathke kesesi hiicrelerinden koken alan hipofiz progenitor hiicrelerinin gelisimi
ile 6zglin hormon sentezleyen farklilagmig hiicreye doniisiimii hiicre dongiisii proteinleri
tarafindan siki1 bir sekilde kontrol edilir. Transkripsiyon faktorleri veya hiicre dongiisii
diizenleyicilerinin fonksiyon eksikligi hipofiz hipoplazisine ve hipofiz salgi
bozukluklarindan dolay1 degisik klinik sonuglara neden olur. Fare modellerinde, siklin
bagiml kinaz 1 (CDK1) ve PTTG1 (pituitary tumor-transforming gene 1) dahil olmak
tizere hiicre dongiisii diizenleyici genlerin delesyonu postnatal hipofiz hipoplazisi ile
sonuclanir. Hipofiz gelisimindeki bu 6nemli proteinler hipofiz adenomlarinin gelisiminde
de 6nemli rol oynamaktadir. NFA’ da siklinler asir1 ifade olmasina ragmen hipofiz hiicre
dongiisii diizensizligi ile ilgili mekanizma halen belirsizligini siirdiirmektedir (Melmed
2011).

Hipofiz adenomlar selim karakterlidir ve selim adenomlarin olusumuna neden
olan mekanizmalar tam olarak aydinlatilmamistir. Adenomlarin gelisiminde etkili olan
mekanizmalar i¢in ¢esitli hipotezler 6ne siiriilmektedir. Bunlardan biri hiicre dongiisiiniin
kontroliiniin bozulmasi ve hiicre donglisliniin duraksamasi, ve sonugta hiicrenin senesense
girmesidir (Melmed 2011). Erken proliferatif duraksamanin veya hiicre senesensinin
yavag biiyiiyen selim tiimdrlerde veya tiimoriin erken evresinde meydana geldigi, gec
evrede ve malign tiimorlerde bu duraksamanin olmadigi ileri stirilmiistiir (Bartkova ve
ark. 2006).

Hipofiz adenomlar1, ozellikle inaktif mikroadenomlar, yillarca duragan bir
biiylime sergilerler. Hipofiz timérlerinde hiicre proliferasyonunun duraksamasina neden
olan mekanizmanin, DNA hasar1 ve buna bagli olarak Rb fosforilasyonunu baskilayan
CDK inhibitorii p21’in p53 araciligla uyarilarak hiicre dongisiinii G1 evreside
duraksatmasi ile iligkili oldugu 6ne siiriilmiistiir (Melmed 2011) (Schmitt ve ark. 2002).

Fonksiyonel hipofiz adenomlarinda immiinohistokimya analizi ile yapilan bir
calismada pl6, pRb ve siklin D1’in ameliyat sonrasi niiks ile iliskili olduklari
gosterilmistir (Lee ve ark. 2014). Bir diger ¢alismada 36 insan gonadotrop orijinli NFA



doku 6rneklerinin tamaminda DNA hasar1 varligi ve p16°mnin ifade edildigi tespit edilmis,

pl16’nin NFA ile iliskili oldugu gosterilmistir (Chesnokova ve ark. 2011).

DNA hasar1 sonrasinda E2F1 ile fosforile Rb arasindaki paradoksal iliskinin nasil
diizenlendiginin arastirildig1 insan U20S (kemik osteosarkoma epitel hiicreleri) hiicreleri
ile yapilan bir ¢alismada, sadece Serin364 bolgesinden fosforillenen E2F1’in fosforile-
Rb ile kompleks olusturdugu ve proapoptotik p73 genini hedefleyerek apoptozu tesvik
ettigi gosterilmistir. E2F1’in DNA hasart ile iliskili olarak apoptozdaki 6nemli rolii ortaya
cikarilmistir. E2F1 tizerindeki Serin364 bolgesinin (E2F1’in serin 364 bolgesi CHK2
tarafindan fosforilenmektedir) sadece primatlarda bulundugu ve E2F1’in primatlarin
DNA hasar yanit1 i¢in ¢ok 6nemli bir protein oldugu gosterilmistir (Carnevale ve ark.
2012). Bir c¢alismada, E2F1 aracii POMC transkripsiyonunun ektopik Cushing
sendromunda ACTH {iretimini baskilamak i¢in potansiyel bir hedef oldugu ve ayrica
baska bir caligmada E2F1’in spesifik olarak PTTG1 promotoruna baglandigi ve PTTGl'in
dogrudan bir E2F1 hedefi olarak hareket edebilecegini gostermislerdir (Araki ve ark.
2016; Zhou ve ark. 2009). Dahasi, E2F1 aktivasyonunun, HMGA2 geninin asiri
ekspresyonu ile uyarilan hipofiz adenomlarindan sorumlu oldugu saptanmis ve hipofiz
adenom patolojisinde E2F1 aktivasyonunun Kritik bir rol oynadig: ileri stirilmistiir
(Fedele ve ark. 2006). Fakat NFA’da E2F1 ile ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Fonksiyonel olmayan hipofiz adenomlarinin olusum mekanizmalar1 heniiz tam
olarak bilinmemektedir, 6zellikle hiicre dongiisii ve senesens mekanizmalarina katilan
proteinlerin rolleri ile ilgili bilinmeyenler fazladir. Yukarida verilen bilgiler 15181nda bu
mekanizmalarin olasi rollerini ortaya ¢ikarabilmek amaciyla bu ¢alismada; fonksiyonel
olmayan hipofiz adenomlarinin gelisiminde etkileri olabilecegi diisiiniilen fakat
molekiiler mekanizmadaki rolleri bilinmeyen, hiicre dongiisiinde kritik rollere sahip
timor baskilayici yolak ile ilskili ve DNA hasar kontrol ve yanitinda 6nemli rol oynayan
pl6, Rb, pRb-S608, siklin D1, E2F1, pE2F1-S364, pATM-S1981, CHEK2 ve p73’iin

mRNA ve protein ekspresyonlar1 arasindaki iliskiyi saptamay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hipofiz Bezi

Hipofiz bezi, glandiiler epitel dokusundan ve noral dokudan olusur. Hipofiz bezi
0.5 - 1.5 g agirliginda bilesik endokrin bezdir. Sella tursika denilen sfenoid kemigin eyer
seklindeki ¢okiintiisiinde bulunur ve beyin tabaninda orta hatta yerlesmistir (Sekil 2-1).
Hipofiz bezini, kisa bir sap olan infundibulum ve vaskiiler bir ag hipotalamusa baglar

(Ross ve Pawlina 2016).

Norohipofiz

Sekil 2-1: Hipofiz bezinin ve hipotalamusun yerlesimi
(Society 2015'den uyarlanmustir.)

2.1.1. Hipofiz Bezinin Embriyolojik Kékeni ve Anatomisi

Hipofiz bezi, embriyolojik olarak farkli iki dokudan olusur:

Anterior lob (adenohipofiz), bez epiteli dokusu

Posterior lob (ndrohipofiz), ndral sekretuar doku

Bu iki kisim farkli embriyolojik kokenlidir. Hipofiz bezinin anterior lobu,

orofarinks (agiz boslugu) ektoderminin beyne dogru igeriye ¢Okerek kese



olusturmasindan (Rathke kesesi) koken alirken, hipofiz bezinin posterior lobu gelismekte
olan beynin ii¢lincli ventrikiil tabaninin (diensefalon) noroektoderminin asagr dogru
biiyiimesinden (gelecekteki infundibulum) koken alir (Ross ve Pawlina 2016). Rathke
kesesinin agiz boslugu ile baglantisi kaybolur. Fakat, norohipofizin baglantisi

infundibular sap olarak varligini devam ettirmektedir (Sekil 2-2).

Adenohipofiz, ti¢ alt boliimden olusur:

1. Pars distalis veya anterior lob, bezin esas kismidir.

2. Pars tuberalis, noral kisim olan infundibular sap1 kismen veya biitiiniiyle yaka tarzinda
sarmaktadir. Birlikte hipofiz sapini olustururlar.

3. Pars intermedia veya orta lob, yetigkinlerde iyi gelismemistir (rudimenter), ince bir

cizgidir, pars distalisi ndrohipofizden ayirir.

Paraventrikiler

Noérosekretuar hucreler SO RIS Supraoptik niikleus
(salgilatici ve inhibe (oksitosin) \ (ADH
edici hormonlar) /

Hipotalamus

Median eminense

Pars tuberalis Optik kiazma
infundibulum
Hipotalamohipofizyal

sistem

Pars nervoza

Pars intermedia
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Folikdller

| ] |

I Posterior ] Anterior lob

lob

Sekil 2-2: Hipofiz bezinin ve hipotalamusun béliimleri

(Ross ve Pawlina 2016'dan uyarlanmustir.)



Norohipofiz iki alt boliimden olusur:
1. Pars nervoza veya noral lob.

2. Infundibulum, iki bilesenden olusur: infundibular uzanti ve hipotalamusun huni

benzeri uzantis1 olan median eminens.

Hipotalamusun néroendokrin hiicreleri, peptit yapisinda salgilatici ve inhibe edici
hormonlar veya faktorler araciligiyla hipofiz bezi iizerinde pozitif veya negatif etkiler
gosterirler. Salgilatici ve inhibe edici hormonlarin, aksonlar ile ndrohipofize iletilen
norotransmiterlere goére ¢ok kisa yanit siiresi vardir. Aksine, anterior hipofizin epitel
hiicrelerinden salgilanan hormonlar uzun bir yanit olusturma stiresine sahiptir ve bu siire

bir giin hatta bir ay kadar siirebilir (Kierszenbaum ve Tres 2016).

2.1.1.1. Hipotalamohipofizyal portal sistem

Hipotalamohipofizyal portal sistem, hipotalamus ve hipofiz bezi arasindaki
onemli baglantiy1 saglar. Pars tuberalis, median eminensi ve infundibulumu destekleyen
arterler, fenestrali kapillerler (primer kapiller pleksus) olusturur. Bu kapillerler,
hipofizyal portal venler olarak adlandirilan portal venlere bosalirlar. Hipofizyal portal
venler pars tuberalis boyunca ilerleyerek ikinci bir fenestrali siniizoidal kapiller ag
(sekonder kapiller pleksus) olustururlar. Bu damar sistemi, hipotalamik noronlarin
noroendokrin salgilarini, median eminens ve infundibulumdaki salgilanma bolgelerinden

dogrudan pars distalisin hiicrelerine tagirlar (Sekil 2-3).

Hipofiz bezin kaninin ¢ogu, diensefalon tabanindaki kaverndz siniise ve buradan
sistemik dolasimda akar. Ancak bazi kanitlar, kanin kisa portal venler araciligiyla pars
distalisten pars nervozaya ve pars nervozadan gelen kanin hipotalamusa dogru
akabilecegini disiindiirmektedir. Bu kisa yolaklar, hipofiz bezinin anterior lob
hormonlarinin, sistemik dolasimin biitiin dongiisiinii yapmadan dogrudan beyne geri

besleme saglayabilecekleri bir yol saglarlar (Ross ve Pawlina 2016).
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Sekil 2-3: Hipotalamus ve hipofiz bezi arasindaki yapisal ve fonksiyonel néroendokrin
iliskiler

(Ben-Shlomo ve Melmed 2017'den uyarlanmustir.)

Ozet olarak hipotalamohipofizyal portal sistemin esas gorevleri sunlardir;

1. Primer kapiller pleksustan hipotalamik salgilatic1 ve inhibe edici hormonlar1 anterior
hipofizin hormon tireten hiicrelerine taginmasi,

2. Anterior hipofizde iiretilen hormonlar1 sekonder kapiller pleksus yoluyla genel kan
dolasimina iletilmesi,

3. Portal venler tarafindan hipotalamus ile anterior hipofiz arasinda fonksiyonel bir

biitiinliik saglanmasidir.

Ayrica, alt hipofizyal arterden tiireyen liciincii bir kapiller pleksus, nérohipofizi

besler. Bu {igiincii kapiller pleksus, hipotalamusta bulunan néroendokrin hiicrelerin



salgilarini alir. Oksitosin ve vazopressin (antidiiiretik hormon) gibi salgi iiriinleri aksonlar

boyunca norohipofize iletilir (Kierszenbaum ve Tres 2016).

2.1.2. Hipofiz Bezin Yapisi ve Fonksiyonu

2.1.2.1. Hipofiz Bezinin Anterior Lobu (Adenohipofiz)

Hipofiz bezinin anterior lobu diger endokrin bezleri ve bazi endokrin olmayan
dokular1 diizenler. Adenohipofizin biiyiik bir kismi tipik endokrin bez dokunun
organizasyonuna sahiptir. Hiicreler kiimeler ya da kordonlar halinde diizenlenmistir ve
bu kordonlar, fenestrali ve biiylik capli sintizoidal kapillerlerle birbirinden ayrilmislardir.
Bu hiicreler, hipotalamustan gelen sinyallere yanit verirler ve birka¢ hipofiz hormonu
sentezler ve salgilarlar. Anterior lobun dort hormonu olan adrenokortikotropik hormon
(ACTH), TSH; tirotropin, FSH ve LH, viicutta bulunan diger endokrin bezlerin
aktivitelerini diizenledikleri i¢in tropik hormonlar olarak adlandirilir. Anterior lobun
diger iki hormonu ise biiylime hormonu (GH) ve prolaktin (PRL) tropik olarak kabul
edilmez, ¢iinkii bu hormonlar dogrudan endokrin olmayan hedef organlar {izerinde etki

yaparlar (Ross ve Pawlina 2016).
Pars distalis

Pars distalis i¢cindeki hiicreler boyut, sekil ve boyama 6zelliklerine gore ¢esitlilik
gosterir. Hiicreler, kordonlar ve kiimeler halinde diizenlenmistir ve aralarinda kapillerler
bulunur. Hipofiz bezinin ortasinda ¢ogunlukta bulunan, bazik boya ile boyanan ve
periyodik asit-Schiff [PAS] pozitif olan bazofiller (%10), bezin yan taraflarinda yaygin
olan asidik boya ile boyanan asidofiller (%40) ve sitoplazmasi boyanmayan kromofoblar

(%50) olmak tizere {i¢ hiicre tipi tanimlanmustir (Sekil 2-4).
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Sekil 2-4: Anterior hipofizdeki asidofil, bazofil ve kromofob hiicreler

(Kierszenbaum ve Tres 2016'den uyarlanmistir.)

Asidofiller peptid hormon olan GH ve PRL salgilarken, bazofiller FSH, LH, TSH
ve ACTH gibi glikoprotein hormonlar1 salgilarlar. Kromofoblar ise hormon igeriklerini
bosaltan ve bundan dolay:1 tipik asidofil ve bazofil boyanma affinitesini kaybeden
hiicrelerdir. Anterior hipofizdeki hiicrelerin tam olarak ayirt edilmesi 6zel antikorlar
kullanarak hiicrelerdeki hormon igeriklerini gosteren immiinohistokimyasal yontemler ile

yapilabilir (Kierszenbaum ve Tres 2016) (Ross ve Pawlina 2016).
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Pars intermedia

Pars intermedia, Rathke kesesinin liimen kalintisini temsil eden kiiciik kistik
bosluklar1 g¢evreler. Pars intermedianin parankimal hiicreleri kolloid dolu folikiilleri
cevrelemektedir. Bu folikiilleri kaplayan hiicreler ya folikiil-stellat hiicrelerden ya da
cesitli hormon salgilayan hiicrelerden tiiremis gibi goriinmektedir. Elektron mikroskobik
gorintiiler, bu hiicrelerin apikal baglant1 kompleksleri olusturdugunu ve pars distaliste
bulunan diger vezikiillerden daha biiyiik vezikiillere sahip oldugunu gdostermektedir. Bu
folikiiler kolloidin yapisi heniiz belirlenmemistir. Ancak, genellikle ic¢inde hiicre

kalintilart bulunur. Pars intermedia, bazofiller ve kromofoblari igerir.

Pars intermedia hiicrelerinin insanlarda islevi bilinmemektedir. Fakat farkli canli
tiirlerindeki calismalarda, bazofillerin sitoplazmalarinda dagimnik halde ya o- ya da B-
endorfini (morfin ile iligkili bir bilesik) igeren vezikiillere sahip olduklar: bilinmektedir.
Kurbagalarda bazofiller melanositlerde pigment {iretimini ve melanoforlarda pigment
dagilimimi uyaran melanosit stimiile eden hormonlar (MSH) iiretirler. insanlarda MSH
fonksiyonel bir hormon degildir, ancak B-LPH’1n post-translasyonel islenmesi sirasinda
olusan bir yan {riindir. MSH, insan pars intermediasinda kiigiik miktarlarda

bulundugundan, pars intermedia bazofillerinin kortikotroplar oldugu ileri siiriilmektedir
(Ross ve Pawlina 2016).

Pars tuberalis

Pars tuberalis, anterior lobun sapa benzeyen infundibulum boyunca bulunan bir
uzantisidir. Hipotalamohipofizyal sistemin venlerini igeren biiyiik 6l¢iide vaskiilarize bir
bolgedir. Parankimal hiicreler, kiiglik kiimeler veya kordonlar halinde kan damarlar ile
baglantili sekilde diizenlenmisdir. Yasss1 hiicre gruplari ve kiibik hiicrelerle kapl kiigiik
folikiiller bu bolgede daginik halde bulunmaktadir. Bu hiicreler siklikla ACTH, FSH ve

LH immiinoreaktivitesi gosterirler (Ross ve Pawlina 2016).
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Hipofiz Bezin Anterior Lobundaki Hiicreler

Somatotroplar (GH hiicreleri) hipofiz bezinin anterior lobundaki parankimal
hiicrelerin yaklasik %350'sini olustururlar ve pars distalis iginde en ¢ok bulunan
hiicrelerdir. Biiyiime hormonu (GH; somatotropin) iireten, orta biiylikliikteki oval
hiicrelerdir ve merkezi yerlesimli yuvarlak niikleusa sahiptirler. Sitoplazmalarinda
eozinofilik vezikiillerin varligindan dolay1 bu hiicreler, asidofil olarak siniflandirilir. Ug
hormon, somatotroplardan GH salinmasini diizenler. Bu hormonlardan ikisi zit
hipotalamik hormonlardir: somatotroplardan GH salgilanmasini uyaran biiylime hormonu
salgilatict hormon (GHRH) ve somatotroplardan GH salgilanmasin1 inhibe eden
somatostatin. Son zamanlarda, GH salgilanmasinin giiglii bir uyaricist olan ve GH
salgilanmasiyla gida alimini koordine eden, ghrelin ad1 verilen, 28-amino asitli bir peptid
olan tiglincii bir hormon mideden izole edildi. Somatotroplardan kaynaklanan hormonal
olarak aktif tiimorler, GH hipersekresyonu ile iliskilidir; ¢ocuklarda gigantizme ve

erigkinlerde akromegaliye neden olurlar (Ross ve Pawlina 2016).

Laktotroplar (PRL hiicreleri, mammotroplar), hipofiz bezin anterior lobundaki
parankimal hiicrelerin %15-20'sini olusturur. Prolaktin (PRL) {ireten bu hiicreler oval
niikleusu olan biiyiik, poligonal hiicrelerdir. Depolama evrelerinde, laktotroplar ¢ok
sayida asidofilik vezikiil igerir ve asidofilin histolojik Ozelligini gosterirken bu
vezikiillerin igerikleri serbest birakildiginda, laktotropun sitoplazmasi boyanmaz ve
kromofobun histolojik 6zelligini gosterirler. PRL sekresyonu, hipotalamus tarafindan
tiretilen katekolamin olan dopaminin inhibe edici kontrolii altindadir. Ayrica, prolaktin
uyarict hormon (PRH), tirotropin salgilatict hormon (TRH) ve vazoaktif intestinal
peptidin (VIP) PRL sentezini ve salgilanmasini uyardigi bilinmektedir. Hamilelik ve
emzirme doneminde bu hiicreler hipertrofi ve hiperplazi gegirerek, hipofiz bezin
boyutlarini arttirmaktadir. Bu nedenle, multipar kadinlarda hipofiz bezi daha biiytiktiir
(Ross ve Pawlina 2016).

Kortikotroplar (ACTH hiicreleri) de hipofiz bezin anterior lobundaki
parankimal hiicrelerin %15-20'sini olusturur. Bu poligonal sekilli, orta biiytikliikteki
hiicrelerin, yuvarlak ve eksantrik yerlesimli niikleuslar1 vardir ve prekiirsor bir molekiil
olan proopiomelanokortin (POMC) olarak bilinen ACTH’1 iiretirler. Kortikotroplar
bazofiller gibi boyanir ve ayrica POMC ile iligkili karbonhidrat pargalar1 nedeniyle
periyodik asit-Schiff (PAS) reaktifi ile giiglii pozitif reaksiyon sergilerler. POMC,
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kortikotrop i¢indeki proteolitik enzimlerle boliinerek, ACTH, B-lipotropik hormon (j3-
LPH), MSH, B-endorfin ve enkefalin gibi ¢esitli pargalara ayrilir. ACTH salgilanmasi,
hipotalamus tarafindan iiretilen kortikotropin salgilatict hormon (CRH) ile

diizenlenmektedir (Ross ve Pawlina 2016).

Gonadotroplar (FSH ve LH hiicreleri), hipofiz bezin anterior lobundaki
parankimal hiicrelerin yaklasik %10'unu olusturur. Bu kiiciik oval hiicrelerin yuvarlak ve
eksantrik niikleuslu bulunur ve hem LH hem de FSH iiretirler. Pars distalisin her tarafina
dagilmis durumdadirlar ve hem bazik boyalarla hem de PAS reaktifi ile yogun bir sekilde
boyanirlar. Bircok gonadotrop, hem FSH hem de LH iiretebilir. imiinositokimyasal
caligmalar ise, bazi gonadropatroplarin sadece bir hormonu veya digerini {iretebildigini
gostermektedir. FSH ve LH salinimi, hipotalamus tarafindan iiretilen gonadotropin

salgilatict hormon (GnRH) tarafindan diizenlenmektedir (Ross ve Pawlina 2016).

Tirotroplar (TSH hiicreleri), hipofiz bezin anterior lobundaki parankimal
hiicrelerin yaklasik %5'ini olustururlar. Bu biiyiik, poligonal sekilli hiicreler yuvarlak ve
eksantrik yerlesimli niikleusludur ve tiroglobulin ve tiroid hormonlarinin iiretimini
uyarmak i¢in tiroid bezinin folikiiler hiicreleri iizerinde etki yapan TSH olarak
adlandirilan tirotropik hormon tretirler. Tirotroplar, sitoplazmik bazofili sergilemektedir
ve PAS reaktifi ile pozitif olarak boyanmaktadirlar. TSH salinimi, ayn1 zamanda, PRL
salgilanmasini uyaran TRH ile hipotalamik kontrol altindadir. Somatostatinin tirotroplar

tizerinde inhibitor etkisi vardir ve TSH salgilanmasini azaltir (Ross ve Pawlina 2016).

Folikiil-Stellat (Yildizs1) Hiicreler, hipofiz bezin anterior lobunda hormon
iireten bes tip hiicreye ek olarak bulunan folikiil-stellat hiicreler, yildiz benzeri
goriinimleri ve sitoplazmik uzantilarinin hormon {ireten hiicreleri sarmasi ile
karakterizedirler. Hiicre kiimeleri veya kiiciik folikiiller olusturma yetenekleri vardir ve
hormon tiretmezler. Folikiil-stellat hiicreler, konnexin-43 proteini i¢eren gap junctionlar
ile birbirine baghdirlar. Immiinositokimyasal ve elektrofizyolojik —calismalar
dogrultusunda, birbirlerine gap junctionlarla bagli folikiil-stellat hiicre aginin pars
tuberalisten pars distalise sinyal ilettigi hipotezi 6ne siiriilmektedir. Bu sinyaller, hipofiz
bezin anterior lobunda hormon salimini diizenliyor olabilir. Folikiil-stellat ag hipofiz
portal ven sistemine ek olarak islev goriiyor gibi goriinmektedir. Son zamanlarda, gap

junction baglantilarin sadece folikiil-stellat hiicreleri degil, ayn1 zamanda hormon tireten
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hiicreleri de birbirine bagladigina dair in vitro bulgular hipofiz bezin anterior lobu i¢in bu

sinyal mekanizmasini desteklemektedir (Ross ve Pawlina 2016).

2.1.2.2. Hipofiz Bezinin Posterior Lobu (Norohipofiz)

Hipofiz bezin posterior lobu merkezi sinir sisteminin (MSS) bir uzantisidir ve
hipotalamusun salgi iirlinlerini depolar ve salgilar. Norohipofiz olarak da bilinen hipofiz
bezin posterior lobu, pars nervoza ve bunu hipotalamusa baglayan infundibulumdan
olusmaktadir. Hipofiz bezin noral lobu olan pars nervoza, hiicre govdeleri hipotalamusun
supraoptik ve paraventrikiiler niikleuslarinda yer alan yaklasik 100.000 norosekretuar
néronun miyelinsiz aksonlarini ve sinir sonlanmalarini igerir. Hipotalamohipofizyal yolu
aksonlar olusturur ve bu aksonlar iki a¢idan essizdir. Birincisi, diger ndronlar veya hedef
hiicreler lizerinde sonlanmazlar, pars nervoza'nin fenestrali kapiller agina yakin mesafede
sonlanrlar. Ikincisi, hiicre gdvdesi, akson ve akson terminali gibi hiicrelerin biitiin
boliimlerinde sekretuar vezikiiller igerirler. Yogun sekretuar aktiviteleri nedeniyle, bu
noronlar iyi gelismis Nissl cisimciklerine sahiptir ve bu bakimdan 6n boynuz ve

gangliyon hiicrelerini andirmaktadirlar.

Hipofiz bezinin posterior lobu bir endokrin bez degildir. Daha ziyade,
hipotalamusun supraoptik ve paraventrikiiler nukleuslarin néronlarinin nérosekresyonlari
icin depolama alanidir. Supraoptik niikleuslarin ndéronlar1 esas olarak vasopressin veya
antiditiretik hormon (ADH) ve paraventrikiiler niikleuslarin néronlar1 6ncelikle oksitosin
sentezler. Miyelinsiz aksonlar norosekretuar iiriinleri pars nervozaya tasir (ROSS ve

Pawlina 2016).

Pituisit
Pituisitler hipofiz bezinin arka lobuna 06zgii tek hiicredir. Hipotalamik
norosekretuar noronlarinin bir¢ok akson ve terminaline ek olarak, hipofiz bezinin
posterior lobu fibroblastlar, mast hiicreleri ve fenestrali kilcal damarlarla iligkili pituisitler
olarak adlandirilan 6zel glial hiicreler icerir. Bu hiicreler ¢ok uzantilar1 olan, diizensiz
sekilli ve astroglial hiicrelere benzemektedir. Nukleuslar1 yuvarlak veya ovaldir ve

sitoplazmada pigment vezikiilleri bulunur. Astroglia gibi, glial fibriller asidik proteinden
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(GFAP) olusan 6zel ara filamentlere Sahiptirler. Pituisitler genellikle perivaskiiler aralikta
sonlanan uzantilara sahiptir. Birgok uzantilari ve kanla iliskileri nedeniyle pituisitlerin,
MSS'in geri kalan bolgelerinde astrositlerinkine benzer bir destek gorevi vardir (R0SS

ve Pawlina 2016).

2.2. Hipofiz Bezinin Hormonlari

2.2.1. Biiyiime Hormonu

Biiytime hormonu, 191 amino asit uzunlugunda bir peptitdir (22 kd). Biiylime
hormonu, prolaktin ve insan plasental laktojen hormonlari1 yapisal homoloji gosterirler.
Bu li¢ hormonun aktivitesinde bazi benzerlikler bulunur. 24 saatlik uyku-uyanma
periyodu boyunca, uykunun ilk iki saati sirasinda maksimum salgilama ile kan dolagimina
birakilir. Ismine ragmen biiyiime hormonu, biiyiimeyi dogrudan etkilemez;
hepatositlerde, somatomedin C olarak da bilinen insiilin benzeri biiylime faktorii-1 (IGF-
1) 'in tretimini uyararak gorev yapar. IGF-1’in hiicre membran reseptdrii, insiiline
benzerdir (integral sitoplazmik protein tirozin kinaz domainleri ile iki glikoprotein
dimerlerinden olusur). Biiyiime hormonunun salinmasi iki noropeptid tarafindan

dizenlenir.

44 amino asitlik bir peptit olan GHRH uyaric1 etkiye, 14 amino asitlik bir peptit
olan somatostatin ve yiiksek kan sekeri seviyeleri ise inhibitor etkiye sahiptir. Hem
GHRH hem de somatostatin hipotalamusta iretilir. Somatostatin, ayrica pankreasta

Langerhans adaciginda iiretilir.

IGF-1 (7.5 kd), kemik ve yumusak dokularin genel biiylimesini uyarir.
Cocuklarda, IGF-1 uzun kemiklerin epifiz plaklarindaki biiylimesini uyarir. Biiyiime
hormon islevini belirlemek i¢in kandaki IGF-1 degerleri onemlidir. IGF-1 serum
seviyesindeki bir diisiis biiylime hormonunun salinmasini uyarir. IGF’in hedef hiicreleri
¢ok sayida IGF baglayict proteinleri ve proteazlari salgilarlar. Mevcut IGF-baglayici
proteinleri, proteazlar azaltarak IGF'nin hedef hiicreler iizerindeki etkisini diizenler

(Kierszenbaum ve Tres 2016).
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2.2.2. Prolaktin

Prolaktin, 199 amino asitli tek zincirli bir proteindir (22 kd). Prolaktin, biiyiime
hormonu ve insan plasental laktojen hormonlart bazi amino asitlerinde benzer yapisal

homolojiye sahiptir ve aktivasyonlari da birbirine benzemektedir.

Prolaktinin baskin etkisi, dogum sonrasi laktasyonun baglatilmasini ve

stirdiiriilmesini uyarmaktir. Laktasyonun {i¢ asamasi vardir:

1. Mammogenez, meme bezinin bilylimesi ve gelismesi, Oncelikli olarak Ostrojen ve
progesteron tarafindan prolaktin ve insan plasenta laktojeni ile uyumlu sekilde uyarilir.
2. Laktogenez, laktasyonun baslatilmasi, Ostrojen ve progesteron ile gelistirilen meme
bezine etki eden prolaktin tarafindan tetiklenir. Laktasyon hamilelik sirasinda, yiiksek
Ostrojen ve progesteron seviyeleriyle inhibe edilir, bu hormonlar dogumda azalir. Ya
ostradiol veya prolaktin antagonistleri, laktasyonu durdurmak i¢in klinik olarak kullanilir.
3. Galaktopoez, siit salgilanmasinin devam etmesi igin hem prolaktin hem de oksitosin
gereklidir.

Anterior hipofizinin diger hormonlarmin aksine, prolaktinin salgilanmasi esas olarak
uyaridan ziyade inhibisyon ile diizenlenir. Ana inhibitér dopamindir. Dopamin
sekresyonu prolaktin tarafindan kendi sekresyonunu inhibe etmek igin uyarilir. Prolaktin
uyarict hormon (PRH) ve TRH tarafindan prolaktin salinimi iizerine uyarici bir etki
uygulanir. Prolaktin, her bir emzirme periyodunu takiben pulsatil bir tarzda asidofillerden
salimir. Prolaktinin aralikli ani yiikselisi, siit sentezini uyarir (Kierszenbaum ve Tres
2016).

2.2.3. Gonadotropinler: FSH ve LH

Gonadotropin salgilayan hiicreler olan gonadotroplar hem FSH hem de LH
salgilar. Gonadotroplar anterior hipofizin toplam hiicre popiilasyonunun yaklasik
%10'unu olusturur. Gonadotropinlerin salinmasi, hipotalamusun arkuat niikleusunda
iretilen bir dekapeptit olan gonadotropin salgilatici hormon [GnRH, ayrica LH salgilatici

hormon (LHRH) olarak da adlandirilir] ile uyarilir. GnRH, portal damarlara 60 ila 90
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dakikalik araliklarla salgilanir. Tek bir bazofil hiicre, pulsatil bir sekilde hem FSH hem
de LH'1 sentezleyip ve salgilayabilir.

Kadinlarda, FSH folikiilogenez ad1 verilen bir siire¢le yumurtalik folikiillerinin
gelisimini  uyarir. Erkeklerde, FSH, testislerdeki Sertoli hiicreleri iizerinde,
androjenlerden Ostrojenlerin ve testosterona baglanma afinitesi olan androjen baglayict
proteinin {iretimini uyarmak icin etki eder. Kadinda, LH yumurtalik folikiilii ve corpus
luteum’da steroidogenezi uyarir. Erkekte, LH testisteki Leydig hiicreleri tarafindan

testosteron sentezini kontrol eder.

FSH ve GnRH'nin serbest birakilmasini engelleyen molekiiller Ostradiol ve
inhibindir. Inhibin erkek ve disi hedef hiicreler (Sertoli hiicreleri ve graniiloza hiicreleri
ve anterior hipofizin hiicreleri) tarafindan salgilanan o- ve B-peptid zincirleri tarafindan
olusturulmus heterodimer proteindir. Hem kadinlarda hem de erkeklerde FSH salinimu,
aktivin ad1 verilen ve anterior hipofizde iiretilen homodimer protein tarafindan arttirilir.
Aktivin iki B zincirden olusur. af (inhibin) ve BB (aktivin) dimerizasyonunun

kontroliiniin nasil oldugu halen net olarak bilinmemektedir (Kierszenbaum ve Tres 2016).

2.2.4. Tiroid stimiilan hormon (tirotropin)

Tirotropik hiicreler, anterior hipofizinin toplam popiilasyonunun yaklasik % 5'ini
temsil eder. TSH, tiroid fonksiyonunu ve biiylimeyi diizenleyici hormonudur
Hipotalamusta {iretilen 3-amino-asit-peptid olan TRH (tirotropin salgilatici hormon),
bazofillerden TSH sentezini ve salinmasini uyarir. TRH ayrica prolaktinin salinmasini da
uyarir. TSH salinimi, tiroid hormonlari triiyodotironin (T3) ve tiroksin (T4) artmis

konsantrasyonlari tarafindan inhibe edilir (Kierszenbaum ve Tres 2016).

2.2.5. Adrenokortikotropik hormon

ACTH veya kortikotropin, kisa bir sirkiilasyon siiresi (7 ila 12 dakika) olan, 39
amino asit uzunlugunda (4.5 kd) tek zincirli bir proteindir. Birincil gorevi, adrenal
korteksin zona fasikiilata ve retikiilarisinde biiylimeyi ve steroid sentezini uyarmaktir.

Adrenal korteksin zona glomerulozasi anjiyotensin II'nin kontrolii altindadir.
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ACTH'nin adrenal korteks tizerindeki etkileri, siklik adenozin monofosfat
(CAMP) aracilig1 ile gergeklesir. ACTH ayrica bobrekiistii bezinden bagka cilt
pigmentasyonu ve lipolizi artirarak gorev yapar. ACTH, anterior hipofizde islenen pro-
opiomelanokortin (POMC) adi verilen 31 kd'lik glikozile biiyiik bir proteinden
tiretilmisti. POMC {rlinleri  sunlardir; 1. N-terminal peptid (Fonksiyonu
bilinmemektedir), ACTH ve B-lipotrofik hormon (B-LPH). Bu ii¢ POMC tiirevi anterior
hipofiz tarafindan salgilanir. 2. B-LPH kesim iirlinleri, y-LPH ve B-endorfinin dolagima
birakilir. B-LPH ve vy-lipotrofik hormon (y-LPH) lipolitik etkiye sahiptir, ancak
insanlardaki yag mobilizasyonunda rolleri bilinmemektedir. 3. y-LPH, B-melanosit
stimiile edici hormonun (B-MSH; insanlarda salgilanmayan) amino asit dizisini igerir. 3-
Endorfin, met-enkefalin (met-enk) dizilerini igerir. 4. ACTH, a-melanosit uyarict
hormon (a-MSH) ve kortikotropin benzeri ara peptid (CLIP) ‘e kesilir. Belirgin bir pars
intermedia bulunan hipofiz tiirlerinde, a-MSH ve CLIP hormonlar1 melanoforlardaki
melanin graniillerinin dagilimina ve birgok balik, amfibi ve siiriingenlerin cildinin

koyulagmasina neden olur.

ACTH sirkadiyen bir sekilde salgilanir (sabahlar1 maksimum seviye daha sonra
azalir). ACTH"!n salinmasina etki eden ¢esitli mekanizmalar vardir; 1. Hipotalamus
tarafindan CRH salgilanir. CRH, paraventrikiiler niikleuslarda ADH ile birlikte
yerlesiktir. Hem ADH hem de anjiyotensin II, CRH'nin ACTH salinimi iizerindeki
etkisini giiclendirmektedir. 2. Kandaki yiiksek kortizol seviyelerinin neden oldugu
inhibitor etki, CRH salinimin1 onleyerek veya bazofil kortikotropik hiicreler (ACTH
salgilayan hiicreler) tarafindan ACTH salinmasin1 bloke eder (Kierszenbaum ve Tres
2016).

2.3. Hipofiz Adenomlari

Hipofiz adenomlar1 kafa i¢i tiimoérlerinin %15-20’sini olusturan ve anterior
hipofiz hormon ftireten hiicrelerin neoplastik proliferasyonu sonucu olusan, selim veya
agressif olabilen adenomlardir. Bu adenomlar siklikla PRL, GH, ACTH nadiren FSH, LH
veya TSH asirn miktarlarda salgilayarak hiperfonksiyon gosterirler. Klinik olarak
semptomun adlandirilmasi iretilen hormona bagli olarak fonksiyonel adenomlar
(akromegali, galaktore, hipertiroidizm, Cushing hastali1) veya sadece kitle etkileriyle

basi bulgularina yol agan fonksiyonel olmayan adenomlar olarak adlandirilir (Sekil 2-5).
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Adenomun kitle etkisine bagli bas agrisi, gbrme bozuklugu, okiilomotor sinirin fonksiyon
bozuklugu, 3. kafa cifti sinir felci, hipopitiiitarizme bagli sekonder adrenal yetmezlik,

santral hipotroidi ve hipogonadotropik hipogonadizme ait semptomlar ortaya ¢ikar.

Hipotalamus
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GnRH

GnRH

CRH
L X - 1
\‘ : = . \' < ‘¢
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Cushing Hastalig Akromegali Fonksiyonel olmayan

adenom

TSH-hiicreli adenom Prolaktinoma

Sekil 2-5: Hipotalamus-hipofiz diizenlenmesi ve hipofiz adenom patogenezi
(Melmed 2003'den uyarlanmugtir.)

Hipofiz adenomlarinin biiyiik bir kismi monoklonaldir ve her biri somatik
mutasyonlu tek bir hiicreden ¢ikar. Onceleri sporadik tiimérler olarak diisiiniilen bu
adenomlardan bazilarinin daha sonradan ailevi sendromlarla birlikte oldugu goériilmiistiir.
Bu ailevi sendromlar arasinda en sik goriilenler multipl endokrin neoplazi 1 (MEN1),

ailevi izole hipofiz adenomlar1 (FIPA) ve Carney kompleksidir (Yarman 2016).

2.3.1. Hipofiz Adenomlarimin WHO (Diinya Saghik Orgiitii) 2017 Siniflandirilmasi

Hipofiz adenomlari; GH ekspresse eden, PIT1 soyundan gelen adenohipofiz
hiicrelerinden kaynaklanan Somatotrop adenom, PRL ifade eden, bu adenohipofiz
hiicrelerinden kaynaklanan Laktotrop adenom, TSH ifade eden PIT1 soyu hiicrelerinden
kaynaklanan Tirotrop adenom, ACTH ifade eden, TPIT soyu adenohipofiz
hiicrelerinden kaynaklanan Kortikotrop adenom, FSH, LH ve veya alfa-subunit ifade
eden, SF1 soyundan gelen adenohipofiz hiicrelerinden kaynaklanan Gonadotrop
adenom, immiinhistokimyasal olarak hipofiz hormon ve transkripsiyon faktorlerinin
hiicre tipine gore diferansiyasyonu olmayan Null cell adenom, birden fazla hormon yapan

adenohipofiz Plurihormonal ve ayni bez iginde iki farkli hiicre tipi iki ayr1 adenom ise
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ikili (double) adenomlar, ikiden fazla olursa multiple adenomlar olarak

siiflandirilmiglardir.

Patolojik tan1 koymak i¢in GH, PRL, TSH-beta, ACTH, FSH-beta, LH-beta, Alfa-
subunit hormonlarinin ve PIT1, SFI1, TPIT gibi transkripsiyon faktorlerinin
immiinhistokimyasal analizi yapilir. Hipofiz adenomlarinda prognostik 6nemi olabilecek
diger parametreler ise timor ¢api, MRI invaziflik ve tiimoriin klinik durumudur.
Adenohipofizyal hiicrelerden kaynaklanan tiimor, kraniospinal veya sistemik metastaz

yapiyorsa hipofiz karsinomlaridir (%0.1- 0.2).

Radyolojik olarak adenomlar ¢apina gore; 1 cm altinda ise mikroadenom, 1-4 cm
ise makroadenom ve 4 cm iizerindekiler dev adenom olarak isimlendirilir (Sekil 2-6).
Ayrica MRI invaziflik durumu KNOSP Grade’e gore yapilir: noninvazif (GRADE 1-2),
invazif (GRADE 3-4)’tiir.

Onkogen aktivasyonu
Tiimor baskilayici gen inaktivasyonu
Hiicre dongiisti diizensizligi

Mutasyonlar
Stromal olaylar

Mutasyonlar ‘
Epigenetik olaylar

Bilinmeyen degisiklikler

Agresif
ve/veya malignant

Sekil 2-6: Hipofiz adenom olusumunun basamaklari

(Melmed 2011'den uyarlanmugtir.)

WHO 2004 smiflandirmasinda agresif adenomlar i¢in kullanilan atipik adenom
terimi, WHO 2017°de yliksek riskli adenomlar olarak degistirilmistir. Bu adenomlarin
tanisinda rekiirrens ve klasik tedaviye direng gostermesi, Ki-67 ekspresyonunun yiiksek
olmas1 (%3 ve lizeri), hizli biiylime ve radyolojik invazyon durumlari dikkate alinir. Bu
gruba dahil olan adenomlar soyledir: seyrek graniillii somatotrop adenom, erkeklerde
laktotrop adenom, Crook hiicreli adenom, sessiz kortikotrop adenom ve plurihormonal
Pit-1 pozitif adenomlar (Lloyd ve ark. 2017; Mete ve Lopes 2017).
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2.3.2. Akromegali

Akromegali biiylime hormonunun asir1 miktarda salinimi sonucu tipik klinik
bulgularin ortaya ¢iktig1 morbidite ve mortalitenin yliksek oldugu bir hastaliktir. Biiylime
hormonu salgilayan adenom, ¢ocukluk ve ergenlik doneminde ortaya ciktigi zaman,
epifiz plaklarin hala aktif oldugu bir zamanda, gigantizm (Yunanca gigas. dev; asir1 uzun
boylu) goriiliir. Eriskinlerde asir1 biiyiime hormonu salgilanirsa, epifiz plaklart inaktif
oldugunda, akromegali (Yunanca akro, u¢ veya ekstremite; mega, biiyiik) gelisir. Biiylime
hormonu asirihigi karacigerden insiilin-like growth hormon-1 (IGF-1) denen baska bir
hormon salgilatir. IGF-1 ise cilt, bag dokusu, kikirdak, kemik ve organlarin biiyiimesini
artirir. Akromegali'de eller, ayaklar, ¢ene ve yumusak dokular biiylir. Uzun kemikler
boyca biiytimez, ancak kikirdak (burun, kulaklar) ve membranz kemikler (mandibula ve
kalvaryum) biiyiimeye devam eder ve bu da biiyiik bicim bozukluklarina neden olur.
Hastaligin en sik nedeni hipofizin GH salgilayan adenomudur ve bu adenom tiim hipofiz
adenomlarinin %10-20’sini olusturur. Insidans1 yi1lda milyonda 3-4’tiir ve her iki cinste
dagilim esittir. Ortalama tan1 yast 30 yil (15-80 yil) ve tanida gecikme siiresi 9 yildir
(6.6-10.2 y1l) (Kierszenbaum ve Tres 2016; Yarman 2016).

2.3.3. Cushing Hastahg

Viicutta uzun siire agir1 miktarda kortizol hormonu bulunmasi Cushing sendromu
denilen hastalik tablosuna yol agar. Kortizol hormonu fazlalig1 hipofizde bulunan bir
adenomdan kaynaklaniyorsa, bu duruma Cushing hastalig1 ad1 verilir. Bu hastalik Harvey
Cushing isimli bilim adami tarafindan 1932 yilinda tanimlandigi i¢in bu isim verilmistir.
Hipofizin asin ACTH salgilayan adenomu tiim hipofiz adenomlarinin %10-15’ini
olusturur. Hipofizdeki kortikotrop adenomun salgiladigt ACTH, asir1  kortizol
salgilanmasina yol agmaktadir. Cushing hastalig1 orta yaslarda ve kadinlarda daha siktir.
Bu hastalik, adrenal korteksin zona fasikiilata tarafindan kortizol liretimindeki artis ile
karakterizedir. Obezite, osteoporoz ve kas kaybi belirgin 06zellikleridir. Kronik
hiperkortizolemi yasam Kkalitesini asikar olarak bozar ve tedavisiz vakalarda
kardiyovaskiiler mortalite artar. Diger yandan enfeksiyonlar ve psikiyatrik rahatsizliklar
nedeniyle morbiditesi yiiksek olan bir hastaliktir. ACTH sekresyonundaki azalma,

kortizoliin sekresyonunda azalmaya ve hipoglisemiye yol acar. ACTH’1n kayb1 adrenal
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androjen sekresyonunu azaltir. Kadinlarda androjen eksikligi, pubik ve aksiller kil
kaybina neden olur. Bu etki erkeklerde goriilmez c¢iinkii androjenlerin testikiiler

sekresyonu tarafindan telafi edilir (Kierszenbaum ve Tres 2016; Yarman 2016).

2.3.4. Fonksiyonel Olmayan Hipofiz Adenomlari

Klinik olarak fonksiyonel olmayan hipofiz adenomlar1 biitiin hipofiz
adenomlarinin neredeyse licte birini temsil ederler ve ¢ok biiyiik olmadik¢a veya basi
yaparak hormonal bozukluga (hipofizer yetmezlige) yol agmadikca yillarca tespit
edilmeyebilir. Fonksiyonel olmayan hipofiz adenomlari tamamen semptomsuzdur ve bu
yiizden ya otopside ya da biiyiik boyutlar1 nedeniyle ortaya ¢ikan dnemli hipotalamik
hipofiz bozukluklarinin ve gorsel semptomlarin nedenlerinin arastirilmasinda kafa
manyetik rezonans goriintiilleme veya bilgisayarli tomografi incelemesinde tesadiifi

bulgular (insidental) olarak saptanirlar.

Klinik olarak fonksiyonel olmayan adenomlarin hasta dokularinin
immiinohistokimyasal boyanma veya mRNA ekspresyon analizleri ile gonadotroplar
ve/veya onlarin glikoprotein altiinitelerinin bulunmasina dayanilarak, bu adenomlarin
dortte tiglinlin gonadotrop adenomlar oldugu gosterilmistir (Young ve ark. 1996). Optik
kiazmaya basi nedeniyle gérme defekti sik goriiliir ancak bu basi yavas gelistiginden
genellikle hasta klinik bir sikayeti olmadik¢a bunun farkina varamaz. Klinik olarak
hastalarin serum gonadotropin diizeyleri normal ise ve patolojik incelemelerde FSH
ve/veya LH pozitif boyanmissa bu gruba dahil adenomlardir. Nadiren, NFA’lar ACTH,
GH, PRL veya TSH pozitif olarak bulunabilir, fakat bu hormonlar klinik sendromlara
neden olacak kadar yeterli miktarda salgilayamazlar; bu tiimorler “sessiz” kortikotrop,
somatotrop, laktotrop veya tirotrop adenomlar olarak adlandirilirlar (Yamada ve ark.
1991). Ayrica, herhangi bir hormon ve transkripsiyon faktorii pozitifligi bulunmayan
fonksiyon gostermeyen adenomlar ise hiicresiz (null-cell) adenom olarak adlandirilirlar

(Nishioka ve ark. 2015; Wass ve Karavitaki 2017; Yamada ve ark. 1991).

Adenohipofizin fonksiyonlarinin karmasik kontrolii hipotalamik, hipofiz i¢i ve
cevresel sinyalleri kapsamaktadir. Hipotalamik serbestlestirici ve baskilayict hormonlar
farklilasmis adenohipofiz hiicre tiplerini etkilemek igin portal damarlardan gegerler ve
hipotalamik hormonlar tarafindan aktiflenen sinyal transdiiksiyon kaskatlar1 hipofiz

hormon sentezini ve hiicre replikasyonunu kontrol eder. Hipofiz igindeki otokrin ve
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parakrin biiylime faktorleri ve ¢evresel endokrin hormonlar ¢ogunlukla hipofiz trofik

hormon sentezinin ve hiicre replikasyonunun negatif geribildirim kontroliinii kullanirlar.

Rathke kesesi hiicrelerinden olusan kdkene-6zgii hipofiz hiicre gelisimi yiiksek
derecede spesifik hipofiz progenitdr hiicrelerinin biiyiimesi ile hormon iireten ve bdylece
farklilagmis hiicreye doniisiimiinii saglayan, hiicre dongiisii proteinleri tarafindan siki bir

sekilde kontrol edilir (Sekil 2-7) (Melmed 2011).
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Sekil 2-7: Hipofiz adenom olusumu ile ilgili hiicre ici sinyal yolaklari
(Melmed 2011'den uyarlanmugtir.)

2.4. Hiicre Dongiisii

Hiicre bolinmesi birbiri ile baglantili dort siiregten olusur (Sekil 2-8). Hiicre
bliylimesi, DNA replikasyonu, sayica iki katina ¢ikan kromozomlarin yavru hiicrelere
dagilmas1 ve sitokinez. Hiicre dongiisliniin bu basamaklari, korunmus bir denetleyici

sistem tarafindan kontrol edilir. Bu sistem sadece hiicre dongiisiiniin farkli olaylarini
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diizenlemekle kalmaz, hiicre dongiisiiniin, hiicre ¢ogalmasini kontrol eden ekstraselliiler

sinyallerle baglantisini da saglar.

Hiicre Dongiisii Kontrol Noktalari: Hiicre dongiisii kontrolleri, dongiiniin farkli
evrelerindeki olaylarin, uygun diizenle ger¢eklesebilmesi i¢in, koordineli olarak dongiiyii
ekstraseliiler sinyaller ile hiicre biiyiikliigiine gore diizenler. Ornegin, replikasyon
tamamlanmadan hiicrenin mitoza girmemesi kritik 6neme sahiptir. Hiicrelerin ¢ogunda,
hiicre dongiisiiniin farkli evreleri arasindaki diizen, bir seri hiicre dongiisii kontrol
noktasina baglidir. Bu kontrol noktalari, hiicre dongiisii sirasinda bir dnceki evredeki

olaylar tamamlanmadan sonraki evreye gecisi engeller.

Siklin B-CDC2
Siklin A-CDC2

--------

Siklin A-CDK2

Siklin D-CDK4

Siklin E-CDK2 Siklin D-CDK6

Sekil 2-8: Hiicre dongiisiiniin evreleri

(Coller 2007'den uyarlanmustir.)

Hiicre donglisiinde DNA hasar1 kontrol noktasi olarak adlandirilan kontrol
noktalari, hasara ugramis DNA’nin kopyalanarak yavru hiicrelere ge¢gmemesi igin
gereklidir. Bu kontrol noktalari, replike olmamis veya hasarli DNA’lara duyarhidir ve
DNA replikasyonunun tamamlanmasi ya da DNA onarimi ile hiicre dongiistiniin devam
etmesini diizenlerler. DNA hasar1 kontrol noktalari, hiicre dongiisiiniin G1, S ve G2

evrelerinde gorev yapar. Ornegin, G2’deki kontrol noktast DNA replikasyonu
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tamamlanmadan veya hasara ugramis DNA tamir edilmeden mitozun baglamasina engel
olur. Hasarli DNA’lar hiicre dongiisiinii duraksatan bir sinyal yolagini aktiflestirir.
Boylece, G2’deki kontrol noktasinin isletilmesiyle genom tamamen replike olmadan veya
hasarli DNA tamir edilmeden M evresine gegis engellenir. Fakat bundan sonra G2’deki
inhibisyon ortadan kalkar ve hiicre mitoza gecerek, tiimiiyle replike olmus kromozomlari
yavru hiicrelere dagitir. Benzer sekilde, G1 kontrol noktasinda duraklama, hasarl
DNA’nin, S evresine girmeden onarilabilmesine imkan saglar ve DNA ’nin hasarli olarak
kopyalanmasini engeller. S evresi kontrol noktasi, DNA ’nin biitiinliigiinii stirekli denetler
ve hasarli DNA’nin onarilmadan kopyalanmasini engeller ayrica kalite kontrol islevi ile
DNA replikasyonu sirasinda ortaya g¢ikabilen, yanlis bazlarin eklenmesi veya DNA
zincirlerinin eksik kopyalanmasi gibi hatalarin tamir edilmesine olanak saglar (Cooper ve

Hausman 2015).

Siklin ve Siklin-Bagimh Kinaz Aileleri: Siklinler her hiicre dongiisii boyunca
sentezlenip yikilan bir protein ailesidir. Bugiine kadar hiicre dongiisii ilerlemesinde direkt
olarak sekiz adet siklin proteini iliskili bulunmustur ve siklin A1 ve A2, B1, B2 ve B3, C,
D1, D2 ve D3, El ve E2, F, G1 ve G2 ve H olarak isimlendirilmislerdir. Tiim siklinler,
yaklasik 150 aminoasitten olusan ve spesifik Cdk’larin N-ucuna baglanan bir homoloji

bolgesine sahiptir (Akkiprik 2012).

Yiiksek okaryotlarda hiicre dongiileri sadece ¢esitli siklinler tarafindan degil, ayni
zamanda Cdk’lar (siklin bagimli kinazlar) tarafindan da kontrol edilir. Cdk
molekiillerinin ekspresyon diizeyleri hiicre dongiisii boyunca sabit kalir. Cdk’lar bir
serin/threonin kinaz ailesi tiyesidir ve bugiine kadar, Cdk1 (cdc2), Cdk2, Cdk3, Cdk4,
Cdk5, Cdk6, Cdk7, Cdk8 ve Cdk9 olmak tizere dokuz Cdk tanimlanmustir (AkKiprik
2012). Cdk ailesinin iyeleri, hiicre dongiisiiniin farkli basamaklari boyunca spesifik
siklinlere baglanarak aktive olurlar. Ornegin, G1’den S’ye gegis, siklin D ve E ile
baglanan Cdk2, Cdk4 ve Cdk6 tarafindan diizenlenir. Cdk4 ve Cdk6’nin D-tipi siklinler
le (siklin D1, D2 ve D3) olusturdugu kompleksler, G1 restriksiyon noktasindan geciste
kritik bir role sahiptir. E tipi siklinler (E1 ve E2), G1’in ilerleyen evresinde ifade edilir
ve Cdk2/siklin E kompleksleri G1°’den S’ye gecis ve DNA sentezinin baslamasi igin
gereklidir. Cdk2’nin A tipi siklinler (Al ve A2) ile yaptig1 kompleksler, hiicrelerin S

evresinin sonlarindan baglayarak ve G2 evresi boyunca goérev alirlar. Mitozun
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baslatilmasi ve M evresinin agamalarinin sirasiyla gecilmesi, Cdk1’in A ve B tipi (BI,

B2, B3) siklinlerle yaptig1 kompleksler sayesinde gergeklesmektedir (Sekil 2-9).
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Sekil 2-9: Hiicre dongiisiinde siklinler ve Cdk’larin rolleri

(Hydbring ve ark. 2016'dan uyarlanmustir.)

Farkli Cdk/siklin kompleksleri hiicre dongiisliniin farkli evrelerinde gorev
almalarina ragmen, genetigi degistirilmis farelerde yapilan Cdk ve siklin hakkindaki
calismalar sasirtic1 oranda bir esnekligi ortaya ¢ikarmistir. Herhangi bir Cdk veya siklinin
yoklugunu diger Cdk ve siklinler telafi edebilmektedirler. En ilgin¢ olan bulgu ise,
interfaz Cdk proteininin (Cdk2, Cdk4 ve Cdk6) higbirinin bulunmadig: hiicrelerin bile
hiicre dongiislinii tamamlayarak ¢ogalabilmeleridir. Bu hiicrelerin incelenmesiyle, diger
Cdk’lerin yoklugunda Cdk1’in tiim siklinlere baglanabildigi ve hiicre dongiisiiniin tiim
evrelerinde ilerlemeyi diizenleyebildigi gozlemlenmistir. Buna karsilik, Cdkl1’in
yoklugunda fare embriyolar1 gelisememektedirler. Bundan dolayr Cdkl1l, memeli
hiicrelerinde (mayalarda oldugu gibi) bulunmasi zorunlu olan tek Cdk’dir ve diger

Cdk’lerin yoklugunu telafi edebilmektedir.

Hiicre dongiisii ilerlemesi sirasinda, Cdk’larin aktivitesi en az dort molekiiler

mekanizma ile diizenlenir. Regiilasyonun ilk asamasi, Cdk’lerin siklinler ile
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baglanmasidir. Spesifik Cdk/siklin komplekslerinin olusumu, siklin sentezi ve
pargalanmast yoluyla kontrol edilir. Ikinci olarak, Cdk/siklin komplekslerinin
aktivasyonu i¢in, Cdk tizerindeki, 160°1nc1 pozisyon yakininda bulunan korunmus treonin
amino asidinin fosforilasyonu gereklidir. Cdk’lerin bu aktive edici fosforillenmesi CAK
(Cdk-aktiflestiren kinaz) olarak adlandirilan ve Cdk7’ nin siklin H ile kompleks
olusturmasiyla meydana gelen bir enzim tarafindan Kkatalizlenir. Cdk7/siklin H
kompleksi, RNA polimeraz II’nin transkripsiyonu baglatmasi i¢in gerekli olan
transkripsiyon faktorii TFIIH ile de baglanir. Cdk ailesinin bu iiyesinin, hiicre dongiisii

regiilasyonu yani sira, transkripsiyonda da yer aldig1 anlagilmaktadir.

CAK tarafindan, aktiflestirici fosforillenmenin aksine, Cdk regiilasyonunun
iclincli mekanizmasi, Weel protein kinaz tarafindan katalizlenen, Cdk amino ucuna yakin
tirozinlerin, inhibe edici fosforillenmesini kapsar. Ornegin, Cdk1l ve Cdk2’nin her ikisi
de, omurgalilarda tirozin-15 ve treonin-14’iin fosforillenmesi ile inhibe edilir. Bu Cdk’lar
daha sonra, Cdc25 protein fosfataz ailesinin iiyeleri tarafindan, bu aminoasitlerin
defosforillenmesiyle aktiflesirler. Cdk’lerin fosforillenmesi yoluyla regiilasyonuna
ilaveten, aktiviteleri, Cdk inhibitérleri ya da CKI’ler olarak adlandirilan inhibitor
proteinlerin Cdk/siklin komplekslerine baglanmasi yoluyla da kontrol edilebilir (Cooper
ve Hausman 2015). Siklin ve siklin bagimli kinazlar hiicre dongiisiiniin pozitif yonde
denetleyicileri iken CKI’ler ise negatif yonde denetleyiciler olarak gorev yaparlar
(Akkiprik 2012). Memeli hiicrelerinde, iki Cdk inhibitor ailesi, farkli Cdk/siklin
komplekslerinin diizenlenmesinden sorumludur. INK4 (inhibitdr of Cdk4) ailesinin
tiyeleri [p14, p15 (INK4B), p16 (INK4A), p18(INK4C), pI9(INK4D)] 6zel olarak Cdk4
ve Cdk6’ya baglanir ve inhibe ederler, yani Ink4 CKI’lar G1’deki restriksiyon
noktasindan gegisi inhibe ederler. CIP (Cdk-interacting protein) / KIP (kinase inhibitor
protein) ailesi tyeleri [p21(CIPL/WAF1/SDI1), p27(KIP1), p57(KIP2)] ise, Cdk ve
siklinlere birlikte baglanarak Cdk2/siklin A, ve E komplekslerinin inhibe ederler, ve
bdylece S evresine girisi ve S ve G2 evreleri boyunca ilerlemeyi engellerler. Dolayisiyla,
Ink4 ve Cip/Kip proteinlerinin kontrolii, Cdk aktivitesinin diizenlenmesinde ek bir
mekanizma saglar. Cok sayidaki Cdk denetim bi¢iminin birlesik etkileri, hem kontrol
noktalarinin kontroliine, hem de hiicre cogalmasii diizenleyen ekstraseliiler ¢esitli

uyarilara yanit olarak, hiicre dongiisii kontroliinden sorumludur.
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G1-CdK’lerin Regiilasyonu; Hayvan hiicrelerinin ¢ogalmasi, GI1’in geg
sathasindaki restriksiyon noktasindan hiicrelerin ilerlemesini kontrol eden, cesitli
ekstraseliiler biiylime faktorii tarafindan diizenlenir. Biiylime faktorlerinin yoklugunda,
hiicreler restriksiyon noktasini gecemezler ve duragan hale gelirler, gogunlukla GO olarak
bilinen dinlenme durumuna gegerler. Bu durumdan ¢gikmalar1 ve tekrar hiicre dongiisiine
girmeleri ancak biiylime faktorii uyarilarina cevaben gerceklesir. Hiicre dongiisii
ilerlemesinin ekstraseliiler biiyiime faktorleri tarafindan kontrol edilmesi, biiyiime faktorii
reseptOrlerinin uyardigi hiicre i¢i sinyal yolaklarinin, hiicre dongiisii mekanizmasinin

bilesenlerini denetledigi anlamina gelir (Sekil 2-10).

Senesens sinyalleri

Hucre
proliferasyonu

Sekil 2-10: Senesens p53 ve p16— Rb yolaklari tarafindan kontrol edilir
(Campisi ve d'Adda di Fagagna 2007)

Biiytime faktorii sinyal iletimi ve hiicre dongiisliniin isleyisi arasinda énemli bir
iliski D-tipi siklinler ile saglanmigtir. Siklin D sentezi Ras/Raf/MEK/ERK yolagiyla
iletilen biiylime faktdrii uyarisina yanit olarak baslar ve biiylime faktdrlerinin varligi
siiresince sentez devam eder. Ancak, siklin D ¢ok cabuk parcalandigi i¢in, biliyiime
faktorleri ortamdan ¢ekildiginde hiicre-i¢i konsantrasyonlari hizla azalir. G1°de, biiyiime

faktorleri bulundugu siirece Cdk4,6/siklin D kompleksleri hiicrelerin restriksiyon
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noktasindan geg¢isini saglar. Eger hiicre dongiisiiniin bu kilit diizenlenme noktasindan
once biiylime faktorleri ortamdan uzaklasirsa, sikin D seviyeleri hizla diiser ve hiicreler
Gl’den S’ye gecemeyerek GO’a girerler ve duragan hale gelirler. Siklin D1’in
uyarilabilirligi ve hizli1 doniisiim 6zelligi, hiicre dongiisii mekanizmasi ile biiylime faktorii
sinyali arasinda baglant1 kurar ve boylece, ekstraseliiler biiylime faktorlerinin, hiicrelerin

G1’den ilerlemesini kontrol etmelerine olanak saglar (Cooper ve Hausman 2015).

Hiicre dongiisiiniin denetiminde iki 6nemli ubikitin ligaz fonksiyonu gdsteren ¢cok
alt tniteli SCF ve APC kompleks yapilar vardir. Bu kompleksler yikima ugrayacak
proteinleri taniyarak hedef protein lizerlerindeki lizin rezidiilerine kovalent olarak
ubikitin zincirleri ekler. Bu sekilde yikilim igin proteozomlar tarafindan taninma
saglanmis olur. SCF kompleksi ge¢ G1’den, erken mitoz evresine kadar aktiftir ve G1
siklinleri, Cdk inhibitorleri ve diger hiicre dongiisii proteinlerinin yikimini1 yonlendirir.
Bu proteinler dongiiyii denetleyen bir Cdk tarafindan fosforile edildikten sonra SCF igin
hedef olurlar. APC kompleksi ise mitoz fazinda rol alir ve mitotik siklinleri iceren anahtar

mitotik proteinlerinin yikilimini saglar (Akkiprik 2012).

Siklin D1, biiyiime faktorii sinyal iletiminin ©onemli hedeflerinden biri
oldugundan, siklin D regiilasyonundaki bozukluklar, kanser hiicrelerinin karakteristik
ozelligi olan kontrolsiiz ¢ogalmaya neden olur. insan kanserlerinin ¢ogunun, hiicre
dongiisti regiilasyonundaki bozukluklar sonucu, diger biiyiik bir kisminin da biiylime
faktorii reseptorleri tarafindan aktive edilen hiicre-i¢i sinyal yolaklarindaki
anormalliklerden kaynaklandigi bulunmustur. Ornek olarak, lenfomalar ve meme
kanserleri de dahil birgok insan kanserinin gelisimine, siklin D1’in siirekli, kontrol
edilemeyen ekspresyonu ile sonuglanan mutasyonlar katkida bulunmaktadir. Benzer
sekilde, Cdk4, 6/siklin D komplekslerine baglanan Ink4 Cdk inhibitorlerini (6rn., p16)

inaktive eden mutasyonlara da, insan kanser hiicrelerinde siklikla rastlanmaktadir.

Siklin D, biiylime kontrolii ve kanser arasindaki baglantiy1r kuvvetlendiren diger
bir gercek de, bir¢ok insan tiimoérlerinde, Cdk4, 6/siklin D1 komplekslerinin énemli bir
substrat proteininin siklikla mutasyona ugramis olmasidir. Rb olarak adlandirilan bu
protein, ilk kez, nadiren goriinen ¢ocukluk ¢agi goz tiimorii olan retinoblastomdan
sorumlu bir genin iirlinii olarak tanimlanmistir. Daha sonraki ¢alismalar, fonksiyonel Rb
protein eksikligine yol acan mutasyonlarin, sadece retinoblastom ile sinirli olmadigini,

yaygin insan kanserlerinin ¢ogunda da rol aldigimi gostermistir. Rb, tiimor baskilayici
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gendir. Ras ve siklin D1 gibi onkogen proteinler hiicre ¢ogalmasini desteklerken, timor
baskilayict genlerden kodlanan proteinler, hiicre dongiisii ilerlemesini yavaslatan fren
roli oynarlar. Tiumor baskilayici genler tarafindan kodlanan hiicre dongiisii

diizenleyicilerine verilebilecek diger 6rnekler, Ink4 Cdk inhibitorleri ve p53°diir.

Rb ile ilgili daha sonraki ¢alismalar, DNA sentezi ve hiicre dongiisii ilerlemesi
icin gerekli genlerin ekspresyonu ile hiicre dongiisii mekanizmasinin eslesmesi i¢in
Rb’nin anahtar rol oynadiginmi ortaya ¢ikarmistir. Hiicreler dongiide ilerlerken, Rb’nin
aktivitesi, fosforilasyonundaki degisikliklerle denetlenir. Ornek olarak, hiicre G1°deki
restriksiyon noktasindan gecerken, Rb Cdk4, 6/siklin D kompleksleri tarafindan
fosfatlanir. GO’da ya da G1’in erken sathasinda bulunan fosfat eklenmemis formdaki Rb,
siklin E’yi kodlayan gen de dahil olmak iizere, hiicre dongiisii ilerlemesinde rol alan bir
cok genin ekspresyonu diizenleyen E2F transkripsiyon faktorleri ailesinin iiyelerine
baglanir. E2F, Rb’nin varliginda ya da yoklugunda hedef dizilerine baglanir. Ancak, Rb
baskilayici rol oynar ve Rb/E2F kompleksi E2F tarafindan kontrol edilen genlerin
transkripsiyonunu  engeller. Rb’nin Cdk4,6/siklin D kompleksleri tarafindan
fosforillenmesi, E2F’den ayrilmasina neden olur ve bdylece, E2F hedef genlerinin

transkripsiyonunu aktive eder (Sekil 2-11).
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Sekil 2-11: Hiicre dongiisiiniin G1-S gecisinin siklin D1, Cdk4 ve p16 tarafindan
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(Peurala ve ark. 2013'den uyarlanmustir.)
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Rb, bu yolla, hiicre dongiisii ilerlemesinde gerekli genler iizerinde etkili olan
E2F’nin, baskilayicidan aktivatore doniistinii saglayan bir g¢esit molekiiler salter gibi
hareket eder. Rb’nin Cdk4,6/siklin D fosfatlanmas: yoluyla kontroli, gen
ekspresyonundaki bu ciddi kontrol ile, biiylime faktorlerinin G1°deki varligini bagdastirir
(Cooper ve Hausman 2015).

E2F ailesi transkripsiyon faktorleri ve onlarin dimerizasyon partner proteinleri
G1-S transkripsiyonunun diizenleyicisi olarak rol oynamaktadirlar. E2F fonksiyonunun
yanlis diizenlenmesi siklikla kanserde bulunmustur. E2F aile tiyeleri genel olarak
transkripsiyon aktivasyonu (E2F1, E2F2 ve E2F3A) ve baskilanmas1 (E2F3B, E2F4,
E2F5, E2F6, E2F7 ve E2F8) ile iliskilidir. E2F baskilayici kompleksler sessiz hiicrelerde,
farklilagsmis  hiicrelerde ve hiicre dongilisiinlin @ G1  evresinde hedeflerinin
transkripsiyonunu baskilar. E2F proteinleri, hiicre dongiisii sirasinda ¢esitli siiregler igin
ithtiya¢ duyulan genlerin, gecici ekspresyonlarini kontrol eder. Bu ylizden, E2F-bagh

transkripsiyonun seviyesi hiicre proliferasyonu igin ¢cok 6nemlidir (Bertoli ve ark. 2013).

DNA Hasar1 Kontrol Noktalari: Hiicre cogalmasi biiyiime faktorleri tarafindan
diizenlendigi gibi hiicre dongiisiiniin ilerlemesini engelleyen bir takim sinyaller ile de
kontrol edilir. DNA hasar1 kontrol noktalari, hasar gérmiis veya eksik olarak kopyalanmis
DNA’y1 taniyarak hiicre dongiistiniin ilerlemesini duraksatirlar, bdylece genomun
biitiinliiglinlin korunmasinda 6nemli bir rol oynarlar. G1, S ve G2 evrelerinde islev géren
bu kontrol noktalari, DNA replikasyonu ve hiicre boliinmesine gegmeden 6nce hasarin

tamiri i¢in zaman saglarlar (Cooper ve Hausman 2015).

Eger hasar ¢ok ciddi ise hiicre apoptoza veya geri doniisiimii olmayan bir senesens
benzeri duruma girer. Kontrol noktasi iglevini, cogunlukla bir siklin/Cdk kompleksinin
inaktivasyonu veya aktivasyonunda gecikmeye yol agma seklinde yerine getirmektedir
(Akkiprik 2012). DNA hasari olustugunda, ayni aileden ATR (ataxia-telangiectasia and
Rad3-related) ve ATM (ataxia-telangiectasia mutated) adli iki protein kinaz araciligiyla
hiicre dongiisii duraksatilir. ATR ve ATM uyardig1 sinyal iletim yolag: hiicre dongiisiinii
duraksatmakla birlikte, DNA tamirinin baglatilmasina ve bazi durumlarda programh

hiicre 6liimiine sebep olur (Cooper ve Hausman 2015).

ATM ve ATR hasar tipine 6zgii olarak aktive edilirler. Ultraviyole radyasyon

hasar1 veya tamamlanmamis DNA replikasyonu ATR tarafindan, iyonize radyasyon
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hasar1 veya temel olarak ¢ift zincir kiriklari ise ATM tarafindan saptanir. Hiicrede tek bir
DNA molekiiliiniin kirtlmasi bile ATM molekiiliiniin aktivasyonu i¢in yeterlidir. ATR ve
ATM hasarli DNA’y1 igeren kromatin yapiya baglanabilme 6zelliginde, multiprotein
kompleksleridir. Hasarli DNA ile etkilesen ve aktiflesen ATM veya ATR hiicre dongiisii
kontrol noktalart ve DNA tamiri ile iliskili pek ¢ok proteini fosforilleyerek aktivitelerini
diizenler (Sekil 2-12) (Akkiprik 2012).

DNA-hasar
algilayicilari

Upstream kinazlar ° o
DNA-hasar aracilari ;
BRCAI
(adaptorler) _

Downstream kinazlar @

Efektsrier | “

| Gegici hiicre dongu duraklamasi | | Apoptoz | m

Sekil 2-12: DNA hasar yamiti
(Campisi ve d'Adda di Fagagna, 2007'den uyarlanmustir.)

Kontrol noktas1 terimi ilk olarak tomurcuklanan maya Saccharomyces
cerevisiae 'deki bulgulara dayali olarak kesfedilmistir ve DNA hasarina yanit olarak,
tamir icin zaman saglayan hiicre dongiisti ilerlemesini durduran diizenleyici yolagi
bulunmustur. 1994°de ilk olarak tomurcuklanan mayada bir¢ok kontrol noktasi yanitina
katilan bir kinaz kesfedilmistir ve Rad53 olarak isimlendirilmistir. 1998/1999°da 5 farkl
laboratuvar tarafindan insandaki homologunun bulundugu bildirilmistir. Insandaki geni

ilk klonlayan Elledge ve arkadaslar1 tarafindan bu kinaz Chk2 (Checkpoint kinase 2)
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olarak isimlendirilmistir. Chk2 proteinlerin genel yapisi tiim Okaryotlarda benzerdir

(Bartek ve ark. 2001).

Mitoza girmeye hazirlanan bir hiicre UV radyasyona maruz kaldiginda ATR kinaz
aktiflesir ve hiicre G2 evresinde bekletilir. ATR bir kontrol noktasi kinazi olan
Chk1(Checkpoint kinase 1)’i fosforilleyerek aktiflestirir. Benzer sekilde G1 evresinde
hiicrenin iyonize radyasyona maruz kalmasi sonucu hasarin ATM tarafindan
taninmasmin ardindan diger bir kontrol noktasi kinazi olan Chk2 fosforillenerek
aktiflestirilir (AkKiprik 2012). Chk2’nun ATM tarafindan Thr68’daki fosforilasyonu
daha sonraki agsamalar i¢in 6n kosuldur (Sekil 2-13) (Bartek ve ark. 2001).

!

DNA Hasari

l

. ATM

1 P‘loa

—

l (P) s364

Pro-apoptotik form

7/ VN

TP53 TP73 APAF1 BINI]

L J
T

l

Sekil 2-13: DNA hasar1 ATM ve Chk2’yu aktiflestirir

(Sakamuro ve ark. 2015'den uyarlanmustir.)

Chkl ve Chk2, Cdc25 fosfatazlar1 fosfatlayarak inhibe olmalarimi ya da
yikimlarini saglayarak, hiicre dongiisiinii duraksatirlar. Cdc25 fosfatazlar, Cdk1 ve Cdk?2

tizerindeki kisitlayici fosforilasyonlar1 kaldirarak hiicre dongiisiiniin ilerleyebilmesi i¢in
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gereklidirler. Dolayisiyla, DNA hasar1 Cdk2’yi kisitlayarak G1 ve S evrelerinde hiicre
dongiisiinii duraksatirken, ek olarak Cdk1’i kisitlayarak G2’de duraksamaya sebep olur.

Memeli hiicrelerinde G1 kontrol noktasindaki duraksama, Chk2 ve ATM
tarafindan fosforillenen, p53 olarak bilinen diger bir proteinin etkisi ile gelisir.
Fosforillenme, p53’ii, kararli hale getirir ve DNA hasar1 p53 miktarinda hizli artisa neden
olur. p53 proteini bir transkripsiyon faktoriidiir ve ekspresyon artisi, Cip/Kip ailesinden
Cdk kisitlayicisi p21 geninin uyarilmasina yol acar. p21 proteini Cdk2’nin siklin E veya
siklin A komplekslerini inhibe ederek hiicre dongiisiiniin duraksamasina neden olur (Sekil

2-14).

DNA Hasari .

|
E2F-1 aili |'|ATM (8459

PML i, N chk2™ - (MbeD)
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P ‘/,/’ ‘\\‘
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/ S20 % dij
P21 bslgeler '..
X L

Cdk1 /CYCB DNA hasari

tamiri

cdk2/CycE

61 M, s ;GZ\LM

>

Sekil 2-14: Chk2 hiicre dongiisii kontroliindeki anahtar proteinleri fosforiller
(Ahn ve ark. 2004'den uyarlanmustir.)

Insan kanserlerinde p53°ii kodlayan gen siklikla mutasyona ugramis durumdadar.
Bu mutasyonlarla p53 islev kaybi, hasarli DNA’ya yanit olarak G1’de duraksamayi
engeller ve hasarli DNA replike olarak onarilmadan yavru hiicrelere gecer. Hasarli
DNA’larin kalitimi, mutasyon sikliginda artigsa ve genel bir genom kararsizligina neden
olarak kanser gelisimine katkida bulunur. p53 genindeki mutasyonlar insan kanserlerinde

en yaygin genetik degisikliktir. Bu durum, hiicre dongiisii diizenlenmesinin ¢ok hiicreli
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organizmalarin hayatinda ne kadar kritik bir éneme sahip oldugunun gostergesidir

(Cooper ve Hausman 2015).
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma Istanbul Universitesi, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’nun 06/04/2017-133989 tarih ve sayili onayi ile yapilmistir (Sayfa 74).

Calismadaki deneyler Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali’nda (2017-2018) gerg¢eklestirilmistir. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar1 Bilim Dali ve Beyin ve Sinir Cerrahisi
Anabilim Dali polikliniklerinden takipli hastalarin dosyalar1 geriye donik taranarak
akromegali, Cushing sendromu ve fonksiyonel olmayan hipofiz adenomu tanisi ile takipli
hastalar saptandi. Bu hastalardan takiplerine diizenli gelen ve Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Beyin ve Sinir Cerrahisi Anabilim Dali’nda opere edilmis ve Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dali’nda operasyon materyellerine ait parafin bloklarin bulundugu
saptanan 67 hasta (20 Akromegali, 20 Cushing Hastaligi, 27 Fonksiyonel Olmayan
Hipofiz Adenomu) “yazili olur formlar1” alindiktan sonra ¢alismaya dahil edildi.

Tiim hasta gruplarina ait parafine gomiilii arsiv doku kesitlerine p16, Rb, pRb-
S608, E2F1, pE2F1-S364, p73, Siklin D1, pChk2-Thr68 ve pATM-S1981 antikorlari
kullanilarak immiinhistokimyasal boyama uygulandi. Hasta arsiv dosyalarindan
taranarak elde edilen hastalarin klinik, histopatolojik ve laboratuvar bulgulari,
proliferasyon indeksleri, timor boyutu, radyolojik veya patolojik olarak saptanan timor
invazyonu gibi ozellikleri ile adenom dokularindaki proteinlerin ekpresyonlari ile

aralarindaki iliskisi degerlendirildi.

3 hasta grubundan (Akromegali, Cushing Hastaligi, Fonksiyonel Olmayan
Hipofiz Adenomu) yediser hastaya ait toplam 21 hasta hipofiz tiimér dokusundan (1.U.
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar1 Bilim Dali’nda -
80°C’de muhafaza edilen operasyon materyellerine) qRT-PCR yontemi ile pl6
(CDKN2A), RB1, E2F1, TP73 (Timor protein 73), ATM, Siklin D1 (CCDND1) ve
CHEK?2 genlerinin mRNA ekspresyonlar aragtirildi.

Ayrica 3 ayr1 hasta grubuna ait beser hasta rastgele secilerek toplam 15 hastaya
ait hipofiz tiimér dokusundan (1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Endokrinoloji ve
Metabolizma Hastaliklar1 Bilim Dali’'nda -80°C’de muhafaza edilen operasyon

materyellerine) western blot analizi ile E2F1 protein ekspresyonu arastirildi.
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3.1. p16, Rb, pRb-S608, E2F1, pE2F1-S364, p73 ve pATM-S1981 Proteinlerin
Ekspresyon Seviyelerinin Immunhistokimyasal Boyama Yéntemi ile
Belirlenmesi

Akromegali, Cushing ve NFA hasta gruplarinda pl16, Rb, pRb-S608, E2F1,
PE2F1-S364, p73 ve pATM-S1981 proteinlerin ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi
amactyla immiinhistokimyasal (IHK) boyama islemi yapildi. IHK icin Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali arsivinden 67 hastanin adenom doku materyellerine ait

parafin bloklardan elde edilen 4 mikron kalinligindaki kesitler pozitif sarjli lamlara alindu.

pl6, Rb, pRb-S608, E2F1, pE2F1-S364, p73 ve pATM-S1981 antikorlar1 ile
(Tablo 3-1), Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali
arsivinden saglanan pozitif kontrol preparatlar1 (Sekil 3-1) kullanilarak en uygun
sulandirma ve boyanma optimizasyon iglemleri yapildi. Son sulandirmalar Tablo 3-1° de
verildi. pChk2-Thr68 ve Siklin D1 antikorlar1 pozitif kontrol dokularinda gesitli
optimizasyon uygulamalarina ragmen c¢alismadi. Bu nedenle bu ilki antikor THK

calismasindan ¢ikarildi.

IHK igin, otomatik preparat boyama cihazi (Ventana medica Systems, Tuscon,
AZ, USA) ve indirekt avidin biotin peroksidaz yontemi kullanildi. Pozitif sarjli lam
lizerine almmis 4 mikronluk kesitler gece boyunca 40°C’e ayarli etiivde bekletildi.
Kesitlerin parafini giderildikten sonra azalan oranlardaki alkol serisinden gegirildikten
sonra distile su i¢ine alindilar. Antijeni iyilestirme islemi i¢in 10mmol/L'lik tamponlu
sitrat ¢ozeltisi kullanild1 ve 30 dakika boyunca 36°C’de bekletildi. Daha sonra kesitler
pl6, Rb, pRb-S608, ve E2F1, pE2F1-S364, p73 ve pATM-S1981 antikorlar1 1 saat
boyunca muamele edildi. Yikama sonras1 hematoksilen ile zit boyama yapildi. Immiin

reaksiyonlarin analizleri mikroskop altinda degerlendirildi.



Sekil 3-1: Pozitif kontrol dokular:

A) pATM-S1981; meme duktal karsinom dokusu, 1:100, x200 biiylitme B) pE2F1-S608; meme duktal karsinom
dokusu, 1:100, x400 biiyiitme C) pRB-S608; meme duktal karsinom dokusu, 1:75, x200 biiyiitme D) E2F1; insan dalak
dokusu, 1:100, x200 biiyiitme E) Rb; meme duktal karsinom dokusu, 1:1000, x200 biiyiitme F) p73; insan bobrek

dokusu, 1:50, x200 biiyiitme G) p16; meme duktal karsinom dokusu, 1:100, x100 biiyiitme,

Tablo 3-1: THC analizinde kullamlan primer antikorlar

Primer Antikorlar Firma Katalog no
ATM (phospho S1981) Abcam ab81292
p73 [EP436Y] Abcam ab40658
Rb (phospho S608) Abcam ab60025
Rb [EPR17512] Abcam ab181616
E2F1 [EPR3818(3)] Abcam ab179445
E2F1 S364 Rockland 600-401-690
p16 (1E12E10) Santa Cruz sc-81156

(s.0. Sulandirma orani)

Rabbit monoklonal 1gG
Rabbit monoclonal 19G
Rabbit polyclonal 1gG
Rabbit monoclonal 1gG
Rabbit monoclonal 19G
Rabbit poliklonal 1gG

Mouse monoclonal gG

3.1.1. immiinhistokimyasal boyamanin degerlendirilmesi

Immiin boyamanin degerlendirilmesi rastgele secilen bes alanda BHS Olympus
mikroskobu kullanilarak her alanda en az 100 hiicre sayilarak manuel olarak
gerceklestirildi. Bu bolgelerdeki cesitli yogunluklardaki hiicrelerin yiizdesi iki
aragtirmaci tarafindan farkli zamanlarda puanlandi ve ortalamasi alindi. Immiin
boyanmanin yogunlugu; negatif (0), zayif (1+), orta (2+) ve giiclii (3+) boyanma olarak
degerlendirildi ve agsagidaki formiilii kullanarak boyanmanin yogunluguna goére ¢arparak
her 6rnek i¢in bir histolojik skor (H skoru, HSCORE) elde edildi. Histolojik skorlama XPi

(i+1) (i, yogunluk skorunu temsil eder ve Pi, ilgili hiicrelerin yiizdesidir) formiili

kullanilarak yar1 kantitatif histolojik skor (H skoru) hesaplandi.

iHK
!S.O.[
1:100

1:50
1:75
1:1000
1:100
1:100
1:100
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3.2. ATM, CCDN1(SiklinD1), CDKN2A(p16), CHEK2(Chk2), E2F1, RB1 ve Tp73

Genlerin mRNA Ekspresyon Seviyelerinin gRT-PCR Yontemi ile Belirlenmesi

21 (7 Akromegali, 7 Cushing ve 7 NFA) hasta dokularindan total RNA izolasyonu

yapildi ve ATM, CCDNI(SiklinD1), CDKN2A(p16), CHEK2, E2F1, RBI ve TP73

genlerinin mRNA ekspresyonunu belirlemek icin kantitatif gercek zamanli polimeraz

zincir reaksiyonu (QRT-PCR) yontemi kullanildi.

3.2.1. Total RNA izolasyonu

Hasta gruplarindan total RNA izolasyonu i¢in PureZOL (Bio-Rad, PurezOL™

RNA Isolation Reagent, #732-6880, USA) kullanildi ve asagidaki islem siras1 uygulandi.

Tim asamalar oda sicakliginda vapildi.

9.

50-100 mg’lik dokuya 1 ml eklendi ve homojenizator (Fisherbrand motorized
tissue grinder, #12-1413-61, USA) kullanilarak hizlica homojen hale getirildi ve
3 defa 10 saniye vortekslendi.

Lizat 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. 12,000 x g’de 10 dakika 4°C’de
santrifiij edildi ve {ist faz yeni bir 2 ml’lik tiipe aktarildu.

Iml PureZOL i¢in 0.2 ml olacak sekilde kloroform (Sigma-Aldrich, 24216-2.5L-
R USA) eklendi, 15 saniye boyunca kuvvetlice calkalandi (Bu basamakta vorteks
yapilmamali).

5 dakika oda sicakliginda periyodik olarak karistirilarak inkiibe edildi.

12,000 x g’de 15 dakika 4°C’de santrifiij edildi.

Karigim; {ist renksiz sulu faz, beyaz renk interfaz ve kirmizi organik faz olmak
lizere li¢ faza ayrildi. RNA sulu fazda iken, DNA ve proteinler ise interfaz ve
organik fazdadir. Sulu fazin hacmi ilk basamakta kullanilan purezol hacminin
%60°’1 olmalidir (600 pl).

Interfazi bozmadan, sulu faz (500 pl) hemen yeni bir RNaz igermeyen tiipe alindi
(sulu fazin bir kismi1 birakilmali).

Iml PureZOL i¢in 0.5 ml izopropil alkol eklendi, iyice karistirildi ve 5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi.

12,000 x g’de 10 dakika 4°C’de santrifiij edildi.

10. RNA tiipiin altinda ve yanda beyaz pellet bulunur, st faz atildi.
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11. RNA pelletini yikamak i¢in her 1ml PureZOL i¢in 1 ml %75 etanol eklendi.

12. Ornek vorteklendi ve 4°C’de 5 dakika 7,500x g’de santrifiij edildi ve iist faz atild1.

13. 10 dakika boyunca RNA pelleti kurutuldu (Pelleti tamamen kurutmaktan
kagimilmalidir).

14. Pellet uygun miktar (50 pl) RNaz icermeyen suda ¢oziildii. Pellet tamamen
¢oziiliinceye kadar birkag kez pipetaj yapildi, 55-60°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

15. RNA -80°C’de saklanildi.

3.2.2. Total RNA Konsantrasyon ve Saflik Olciimii

RNA konsantrasyonunu ve safligini tespit etmek i¢in MultiScan GO Mikroplaka
Spektrofotometresi (Thermo Scientific, USA) kullanildi. RNA konsantrasyonu 260
nm’deki optik yogunlunlugundan, safligi da 260 nm/280 nm’deki OD oranindan tespit

edildi. RNA konsantrasyonu ve safligi asagidaki formiiller kullanilarak hesaplandi.
RNA konsantrasyonu ( ng/pl )= OD 260 nm x seyreltme faktorii x 40

RNA saflig1 = OD 260/0D 280

gRT-PCR’da her bir grup i¢gin esit miktarda (100 ng) total RNA kullanildi.

3.3.3. Kantitatif-Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

Izole edilen total RNA igeriginde bulunan mRNA molekiilleri ters-
transkripsiyonla cDNA segmentlerine ¢evrildi ve ardindan ilgili cDNA bdlgesi ¢cogaltildi.
Bu ¢alisma i¢in SYBR Green One-Step kiti (Biorad, USA) kullanildi. Biitiin deneylerin
ikili biyolojik tekrarlar1 gerceklestirildi. Calismada kullanilan primerler Tablo 3-2’de,
reaksiyon igerigi Tablo 3-3’de ve sicaklik dongiisii Tablo 3-4’de yer almaktadir.



Tablo 3-2: qRT-PCR’da kullanilan primerler

Gen fleri/Geri Uzunluk
(bp)
E2F1 Tleri TCCAAGAACCACATCCAGTG 20
NM_005225.2 ;
Homo sapiens Geri CTGGGTCAACCCCTCAAG 18
RB1 Tleri TTTATTGGCGTGCGCTCTTG 20
NM_000321.2 ;
Homo sapiens Geri GGGAAAGACAAATCTGTTCCAG 22
CHEK2 Tleri GAAAGAAGCTACCTGCAAGCTC 22
NM_001349956.1 :
Homo sapiens Geri ACCGTTTTCATGAAGGTACTGC 22
ATM Tleri GTTATTTACTGGGTCAGCCTGC 22
NM _001351834.1 :
Homo sapiens Geri GGTGGTCAGTGCCAAAGTCA 20
CCDND1 (Siklin D1) fleri CCAGAGTGATCAAGTGTGACCC 22
NM_053056.2 :
Homo sapiens Geri TTGACTCCAGCAGGGCTTCG 20
CDKN2A (p16) Tleri ATCGCGATGTCGCACGGTA 19
NM 001363763.1 :
Homo sapiens Geri GGGGATGTCTGAGGGACCTT 20
TP73 Tleri GACCCCAGCCTCGTCAGTTTT 21
NM 001204192.1 ;
Homo sapiens Geri AACCCTTGGGAGGTGAAATACTC 23
Tablo 3-3: qRT- PCR reaksiyon icerigi
Icerik Ad1 Hacim (pl)
Reverse Transkriptaz Enzimi 0,125
SYBR Green Reaksiyon karigimi 5,0
Ileri Primer, 5 M 1,0
Ters Primer, 5 uM 1,0
Kalip RNA, 50 ng *
DEPC-uygulanmis dH20, 10 pl hacime tamamlanacak sekilde *
Toplam 10,0

*RNA miktarina gore hesaplanir.

Tablo 3-4: qRT-PCR Sicaklik Dongiisii

Basamak

Kosullar

cDNA Sentezi

50°C sicaklikta 15 dk

Baslangi¢ Denatiirasyonu

95°C sicaklikta 5 dk

Takip Eden Basamak icin 40 Dongii

Denatiirasyon

95°C sicaklikta 30 sn

Uzama

55°C sicaklikta 40 sn

Son Uzama

72°C sicaklikta 30 sn



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=168480109
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=108773786
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1171342934
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1199277042
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=77628152
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1393428041
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=323668329
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3.3. E2F1 Protein Ekspresyon Seviyesinin Western Blot Yontemi ile
Karsilastirilmasi

15 hastaya ait (5 Akromegali, 5 Cushing ve 5 NFA) tiimor dokularindan total
protein izolasyonu yapildi ve Western blot analizi ile E2F1 (Abcam, ab179445) protein
ekspresyon seviyeleri tespit edildi. Yiikleme kontrolii olarak her membrana Aktin
(Protein Tech, 66009-1-1g) uygulanarak Western Blot yontemi uygulanda.

3.3.1. Total Protein izolasyonu

1. Dokuya 300ul RIPA buffer (Sigma, R 0278) ve 3ul proteaz ve fosfataz inhibitor
karisimindan (Thermo Scientific #78440) eklendi ve homojenizator (Fisherbrand
motorized tissue grinder, #12-1413-61, USA) kullanilarak doku homojen hale
getirildi.

2. Daha sonra, buz iizerindeki doku lizat1 2 saat boyunca sallayict alet iizerinde
bekletildi.

3. 13200 rpm devirde 20 dakika 4°C’de santrifiij edildi ve elde edilen iist faz yeni
steril bir tiiplere aktarildi. Izole edilen proteinler -80°C’de saklandh.

3.3.2. Protein Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

Protein Orneklerinin konsantrasyon tayini BCA Protein Assay Kit (Pierce,

A.B.D.) protokoliine uygun olarak gergeklestirildi.

3.3.3. Western Blot Protokolii

1. Elde edilen 6rnekler, 95°C de 10 dk kaynatilarak denatiire edildi.
2. Protokolde kullanilacak jel, jel ylirlitme sistemine yerlestirildi.
3. Jel lizerindeki ilk kuyucuga belirteg eklendi.

4. Protein Ornekleri sirasiyla kuyulara ytiklendi.

5. Ornekler, dnce 80 V’ta daha sonra 120 V’ta yiiriitiildii.

6. Ardindan proteinler membrana aktarildi.

7. Membranlar %5 yagsiz siit tozu igeren TBS-T ile bloklandi.
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8. Bloklama islemini takiben membran TBS-T igerisinde 3 defa 5 dk’lik siireler ile
yikandi.

9. Birincil antikor, %0.5 yagsiz siit tozu igceren TBS-T soliisyonu igerisinde 1:500
sulandirma olacak sekilde hazirlandi ve membran, birincil antikor ile +4°C’de bir gece
boyu muamele edildi.

10. Birincil antikor ile muamele sonrasinda membran TBS-T igerisinde 3 defa 5 dk’lik
stireler ile yikandi.

11. Ikincil antikor, %0.5 yagsiz siit tozu igeren TBS-T soliisyonu icerisinde 1:2000
sulandirma olacak sekilde hazirlandi.

12. Membran, ikincil antikor ile oda sicakliginda muamele edildi.

13. Bantlar, goriintiileme kiti (Bio-Rad Clarity Western ECL, USA.) kullanilarak

goriintlilendi.

3.4. Istatiksel Degerlendirme

[HK analizinin biyoistatistiksel ¢dziimlemesinde, ele alinan dlgiitler ortalama,
standart sapma, frekans ve yiizde degerleri ile tanimlanmistir. Gruplar arasi frekans ve
yiizdelerin kiyaslanmasinda ki-kare ve “Fisher Kesin Olasilik Testi” kullanilmistir.
Normal dagilima sahip degisken ortalamalarinin karsilastirilmasi i¢in, -ikiden fazla grup
ortalamasinin karsilastirilmasinda “Tek yonlii Varyans analizi” (One-Way ANOVA) ile
anlamli fark bulunan degiskenlerde, gruplar arasindaki farklarin yorumlanmasi igin
gruplarin ikili kiyaslamalarinda ise post-hoc “Bonferroni” testleri kullanilmustir.
Degiskenler arasindaki bagintilar1 aragtirmak igin “Spearman Korelasyon Yontemi”
kullanilmistir. Biyoistatistiksel analizlerde SPSS (Siiriim:23) paket programi kullanildi.

Yorumlamalarda anlamlilik sinir1 p=0.05 alindi.

Korelasyon Katsayis1 (r) Yorumlama Ilkeleri kullanilarak analizler yapild.
A Katsaymin sayisal degeri asagida verilen degerlere gore yapildi.

Korelasyon Katsayisi (v)  Bagint

0-0,25 Yok
0,25-10,40 Cok zayif
0,41 -0,50 Zayif

0,51-0,75 Orta Giicte
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0,76 - 0,85 Giiclii
0,86 — 0,95 Cok giiclii
0,96 — 1,00 Tam

B. Katsaymin isareti

r 'nin (+) igareti tagimast degigkenlerin bir paralellik icerisinde degistigini yani
iliskinin ayn1 yonde oldugunu, ( - ) isareti tasimasi ise degiskenlerin ters yonde bir iligskiye
sahip oldugunu gostermektedir.

C. Katsayinin gecerliligi (p olasiliginin degerlendirilmesi ; * )

Hesaplanan korelasyon katsayisinin gegerli bir kat say1 olup-olmadigi, eldeki
katsayinin sayisal degerine ve denek sayisi temeline dayanan 6zel bir t testi ile yapilir ve
sonucta ulasilan p degerine gore yorumlanir.

p > 0,05 - Gegerli degil

p <0,05 * Gegerli

p<0,01 XX Gegerli

Orneklerin gRT-PCR deneylerinden elde edilen Ct degerleri géreceli ekspresyon
seviyelerini belirlemek {izere ACt= 2 (Ct Referans Gen - Ct Hedef Gen) formjijliine konuldu.
Hesaplamalar ve sonuglara ait grafikler Microsoft Office Excel 2016 programinda
yapildi. Her bir gruba ait ham veriler GraphPad InStat DTCG 3.06 (GraphPad Software,
Inc. San Diego USA) yazilimda tek yonli ANOVA metodu kullanilarak karsilastirildi,
Gruplar arasindaki farklarin yorumlanmas: i¢in gruplarin ikili kiyaslamalarinda ise post-
hoc “Dunn's Multiple Comparisons” testleri kullanilmigtir. p<0,05 istatistiksel agidan
anlamli fark olarak kabul edildi.

Western blot bandi yogunluklarimin karsilagtirmalari, Image J 1.44a yazilimi
(Wayne Rasband, Ulusal Saglik Enstitiisii, USA) kullanilarak hesaplandi. Bu program,
alan ve piksel degerlerini 6lcerek her bir protein band:r i¢in mutlak yogunluk degerini
hesaplar. Beta aktin mutlak yogunluk oranina gore hedef protein mutlak yogunlugu, "Beta
aktine gore bant yogunluklar1" olarak tanimlanir ve her bir hastalik grubu arasindaki
protein ekspresyonunu karsilastirmak i¢in kullanildi. Hesaplamalar ve sonuglara ait
grafikler Microsoft Office Excel 2016 programinda yapildi. Her bir grubun nispi protein
ekspresyonu, GraphPad InStat DTCG 3.06 tek yonli ANOVA yontemi kullanilarak
karsilastirildi. p<0,05 istatistiksel agidan anlamli fark olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. pATM-S1981, pRb-S608, Rb, pE2F1-S364, p16, E2F1 ve p73 Proteinlerin
Ekspresyon Seviyelerinin Immunhistokimyasal Boyama Sonuclari

4.1.1. Histopatolojik THK sonuclar

Akromegali, Cushing ve NFA hasta gruplarinda pATM-S1981 (Sekil 4-1), pRb-
S608 (Sekil 4-2), Rb (Sekil 4-3), pE2F1-S364 (Sekil 4-4), p16 (Sekil 4-5), E2F1 (Sekil
4-6), ve p73 (Sekil 4-7) proteinlerinin ekspresyonlarinin H-skorlama ile histopatolojik

degerlendirmesi yapildu.

o,
*x

2O, es

Sekil 4-1: Akromegali, Cushing ve NFA hasta gruplarina ait hipofiz dokularinda pATM-
S1981 immunpozitif hiicrelerin dagilimi.

AKROMEGALI; Al (H-skor:370), A2 (H-skor:315), A3 (H-skor:250). CUSHING:; B1 (H-skor:360), B2 (H-skor:320),
B3 (H-skor:160). NFA; C1 (H-skor:360), C2 (H-skor:150), C3 (H-skor:310). Biiyiitme: X400.
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Sekil 4-2: Akromegali, Cushing ve NFA hasta gruplarina ait hipofiz dokularinda pRb-
S608 immunpozitif hiicrelerin dagilimi.

AKROMEGALI; Al (H-skor:380), Biiyiitme: x200. A2 (H-skor:300), Biiyiitme: x400. A3 (H-skor:270), Biiyiitme:
x400. CUSHING; B1 (H-skor:395), Biiyiitme: x400. B2 (H-skor:280), Biiyiitme: x400. B3 (H-skor:220), Biiyiitme:
x400. NFA; C1 (H-skor:395), Biiyiitme: x400. C2 (H-skor:320), Biiyiitme: x400. C3 (H-skor:220) Biiyiitme: x200.
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Sekil 4-3: Akromegali, Cushing ve NFA hasta gruplarina ait hipofiz dokularinda Rb
immunpozitif hiicrelerin dagilimi.

AKROMEGALI; Al (H-skor:148), A2 (H-skor:122). CUSHING; B1 (H-skor:225), B2 (H-skor:150). NFA; C1 (H-
skor:270), C2 (H-skor:161), Biiytitme: x400.
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Sekil 4-4: Akromegali, Cushing ve NFA hasta gruplarina ait hipofiz dokularinda pE2F1-
S364 immunpozitif hiicrelerin dagilimi.

AKROMEGALI; Al (H-skor:400), Biiyiitme: x200. A2 (H-skor:330), Biiyiitme: x400. A3 (H-skor:254), Biiyiitme:
x400. CUSHING; B1 (H-skor:398), Biiyiitme: x400. B2 (H-skor:305), Biiyiitme: x400. B3 (H-skor:240), Biiyiitme:
x400. NFA; C1 (H-skor:395), Biiyiitme: x400. C2 (H-skor:320), C3 (H-skor:290), Biiyiitme: x400.



Sekil 4-5: Akromegali, Cushing ve NFA hasta gruplarina ait hipofiz dokularinda p16

immunpozitif hiicrelerin dagilim.

skor:300), Biiyiitme: X40. A3 (H-skor:300), Biiylitme:

skor:290), Biiyiitme: X40. B3 (H-skor:320), Biiyiitme:

Biiyiitme: x400. C3 (H-skor:290) Biiyiitme: x200.

C2 (H-skor:305),

-skor:395), Biiyiitme: x400. B2 (H

AKROMEGALI; Al (H-skor:395), Biiyiitme: x400. A2 (H

x400. CUSHING; B1 (H
x400. NFA; C1 (H-skor: 390)
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Sekil 4-6: Akromegali, Cushing ve NFA hasta gruplarina ait hipofiz dokularinda E2F1
immunpozitif hiicrelerin dagilimi.

AKROMEGALI; Al (H-skor: 200), A2 (H-skor:160), CUSHING; B1 (H-skor:150), B2 (H-skor:120), NFA; C1 (H-
skor:290), C2 (H-skor:200), Biiytitme: x400.
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Sekil 4-7: Akromegali, Cushing ve NFA hasta gruplarina ait hipofiz dokularinda p73
immunpozitif hiicrelerin dagilimi.

AKROMEGALI; Al (H-skor:290), Biiyiitme: x400. A2 (H-skor:200), Biiyiitme: x400. CUSHING; B1 (H-skor:270),
Biiyiitme: x400. B2 (H-skor:160), Bilyiitme: x400. NFA; C1 (H-skor:300), Biiyiitme: x200. C2 (H-skor:190),
Biiyiitme: x400.

4.1.2. THK istatistikselAnaliz Sonuclar

Tablo 4-1’de gosterildigi gibi, Akromegali, Cushing hastaligi ve NFA hasta
gruplari arasinda, cinsiyet ile ileri diizeyde anlamli farklilik oldugu, 6zellikle Akromegali
ve Cushing hasta gruplarinda kadinlarin oraninin anlamli yiiksek oldugu (sirastyla %65
ve %95), buna karsilik NFA hasta grubunda ise erkeklerin %74 gibi yiiksek bir oranda
bulundugu gozlendi (p<0.001). Mitoz, p53 ve Ki-67 degerlerinde Akromegali, Cushing
ve NFA hasta gruplari arasinda anlaml bir fark bulunmadig: saptandi (p>0.05).
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Tablo 4-1: Akromegali, Cushing Hastaligi ve NFA hasta gruplarinda hastahk Kriterlerinin
(yas, cinsiyet, mitoz, p53, Ki-67) frekans ve yiizde dagilimlarinin karsilastirilmasi

Fonksiyonel
. Cushing Olmayan
ATEmEgE Hastahgi Hipofiz
Adenomu
Say1 % Say1 % Say1 % Kikare p
o E 7 35.0 1 5.0 20 74.1
Cinsiyet 23.08  0.000**=
K 13 65.0 19 95.0 7 25.9
0 14 70.0 12 63.2 11 40.7
Mitoz 1 5 25.0 6 31.6 14 51.9 4.60 0.331
2 1 5.0 1 5.3 2 7.4
0 9 45.0 7 36.8 13 48.1
p53 1 8 40.0 8 42.1 12 44.4 1.95 0.745
2 3 15.0 4 21.1 2 7.4
. 1 10 50.0 6 31.6 17 63.0
Ki-67 4.39 0.111
2 10 50.0 13 68.4 10 37.0

Akromegali, Cushing hastaligi ve NFA hasta gruplar1 arasinda hiicre dongiisii
diizenleyici proteinlerinin ekspresyonlarina ait veriler (yas, pATM-S1981, pRb-S608,
Rb, E2F1364, pl16, E2F1 ve p73 tek yonli ANOVA/Kruskal-Wallis ile kiyaslandi.
Bulgular Tablo 4-2°de verildi.

Tablo 4-2: Akromegali, Cushing ve NFA hasta gruplari arasinda hiicre dongiisii diizenleyici
proteinlerinin ekspresyonlarina ait verilerin (yas, pATM-S1981, pRb-S608, Rb, E2F1364,
p16, E2F1 ve p73) karsilastirilmasi.

Akromegali Cushing Hastahgi NFA

Degiskenler Ort SD Ort SD Ort SD p
Yas 43.20 c*** 10.11 46.95 c*** 12.02 58.44 ab*** 10.96 .000
pATM-S1981 301.25 66.58 271.84 57.98 288.56 4891 .283
pRb-S608 299.80 78.92 313.11 49.89 310.85 64.59 .788
Rb 113.90 c* 14.58 126.21 28.21 137.48 a* 40.51 .043
pE2F1-S364 365.60 b* 34.34 335.16 ac* 54.65 364.44 b* 29.79 .027
pl6 359.25 27.83 362.37 c* 30.34 339.33 b* 31.32 .021
E2F1 119.50 26.50 105.53 c** 12.01 136.48 b** 43.27 .007
p73 228.00 b** 102.83 147.37 a** 77.88 179.15 75.45 .015
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Yukaridaki tabloda tek yonlii varyans analizi testi ile anlamli bulunan
degiskenlerin, post-hoc ikili kiyaslamalarinda Bonferroni ¢oklu kiyaslama testi kullanildi
ve farkli olanlarin anlamlilik diizeyleri a, b ve ¢ harfleri sirasiyla; Akromegali, Cushing
Hastaligi ve NFA’ya karsilik olarak, “*”; anlamlilik diizeylerine (*: p<0.05, **: p<0.01,
***: p<0.001) karsilik olarak gosterildi.

Normal dagilima sahip degisken ortalamalarinin karsilagtirilmasi icin ANOVA
sonuglara gore Akromegali, Cushing Hastaligi ve NFA hasta gruplar1 arasinda “Yas,
Rb, pE2F1-S364, pl6, E2F1 ve p73” ekspresyonlarinda istatistiksel olarak cesitli
diizeylerde anlamli farkliliklar oldugu saptandi (sirasiyla; ***p=0.000, *p=0.043,
*p=0.027, *p=0.021, ***p=0.007 ve **p=0.015). pATM-S1981 ve pRb-S608 degerleri

arasinda gozlenen farkliliklarin ise istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptandi (p>0.05).

ANOVA ile anlamli fark bulunan degiskenlerde gruplar arasindaki farklarin
yorumlanmasi i¢in hasta gruplarinin ikili kiyaslamalarinda post-hoc “Bonferroni” testinin
sonuglart agsagida verildi. NFA hasta grubunun, Cushing ve Akromegali hasta gruplarina
gore yas ortalamasi daha yiiksek (sirasiyla p=0,002, p=0,000) tespit edildi. Rb protein
ekspresyonu NFA grubunda Akromegali grubuna gore anlamli sekilde yiiksek (p=0,038)
iken, pE2F1-S364 protein ekspresyonu ise Cushing grubunda, NFA ve Akromegali
gruplarina gore anlamli derecede diisiik (sirasiyla p=0,049, p=0,059) bulundu. Aksine
pl6 proteinlerinin ekspresyonu ise Cushing grubunda, NFA grubuna gore anlamli
derecede yiiksek (p=0,038) idi. Diger yandan, E2F1 protein eskpresyonu NFA grubunda
Cushing grubuna kiyasla ileri derecede anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0,006).
Akromegali hasta grubunda p73 protein ekspresyonu Cushing hasta grubuna gore anlamli
sekilde daha yiiksek (p=0,013) idi.

Hipofiz adenomlarina sahip ti¢ farkli hasta grubu (Akromegali, Cushing hastalig
ve NFA) ile tiim diger ozellikler ile aralaridaki iligkiler ve diizeyleri “Nonparametrik
Spearman Korelasyon” testi kullanilarak arastirildi ve Tablo 4-3’de verildi. Yas ile Ki-67
arasinda ¢ok zayif (r=-0,29) ve ters yonde bir iliski saptandi (p=0,019). pATM-S1981 ile
Rb ve pE2F1-S364 arasinda ¢ok zayif (r=0,24) ve ayn1 yonde bir iligki bulundu (sirastyla
p=0,048 ve p=0,049). Rb ile p16 arasinda ayni zamanda Rb ile p73 ¢ok zayif (sirastyla
r=-0,33 ve r=-0,27) ve ters yonde bir iligski saptandi (sirasiyla p=0,006 ve p=0.026). Mitoz
ve p53 arasinda zayif (r=0,45) ve aynm yonde bir iliski (p=0,000) var iken mitoz ve Ki-67
arasinda ¢ok zayif (r=31) fakat ayn1 yonde bir iligki bulundu (p=0,013). Ki-67 ile p53
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arasinda ¢ok zayif (r=0,40) ve ayni1 yonde bir iliski (p=0,001) oldugu saptand: (Tablo 4-
3).

Akromegali hasta grubu ile hastaligin degisken parametreleri (yas, pATM-S1981,
pRb-S608, Rb, E2F1-364, p16, E2F1, p73) ile arasindaki iliskiler Tablo 4-4’de verildi.
PE2F1-S364 ile mitoz arasinda orta giigte (r=-0,53) ve ters yonde bir iligki (p=0,016), p16
ve E2F1 arasinda orta giigte (r=0,56) ve ayni yonde bir iligki saptandi (p=0,011). p53 ve
p73 arasinda zayif (r=-0,45) ve ters yonde bir iliski bulundu (p=0,047). p53 ve mitoz
arasinda orta giigte (r=0,56) ve ayn1 yonde bir iligski (p=0,011) saptanirken p53 ile Ki-67
arasinda zay1f (r=0,45) fakat ayn1 yonde bir iliski (p=0,045) bulundu (Tablo 4-4).

Cushing hastalig1 grubunda degiskenler arasi iligkiler asagidaki tabloda sunuldu.
PATM-S1981 ile Rb arasinda zayif (r=0,48) ayn1 yonde bir iligki (p=0,040) var iken pRb-
S608 ile p73 arasinda orta giigte (r=-0,54) ters yonde bir iliski (p=0,016) vardi. p53 ile
mitoz arasinda orta giigte (r=0,51) ayn1 yonde bir iliski (p=0,026) saptandi (Tablo 4-5).

NFA hasta gruplarinda degiskenler arasi iligkiler asagidaki tabloda sunulmustur
(Tablo 4-6). Yas ile pATM-S1981 arasinda zayif (r=0,48) ve aynmi yonde bir iligki
(p=0,011) saptandig1 halde yas ile pRb-S608 ve E2F1 arasinda ¢ok zayif (sirasiyla r=-
0,40 ve r=-0,39) ve ters yonde bir iliski saptandi (sirasiyla p=0,041 ve p=0,042). pRb-
S608 ile E2F1 arasinda zayif (r=0,43) ve ayn1 yonde bir iliski (p=0,026) bulundu. Rb ile
pl6 arasinda zayif (r=-0,46) ve ters yonde bir iliski (p=0,016) saptandi. Mitoz ile p53
arasinda zay1f (r=0,41) ve ayn1 yonde bir iliski (p=0,033) bulunmasina ragmen Ki-67 ile
mitoz arasinda ¢ok zayif (r=0,40) ve ayn1 yonde bir iligki (p=0,040) saptandi.
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Tablo 4-3: Akromegali, Cushing ve NFA hasta gruplarinda hastalik kriterleri ve ¢calisilan
hiicre dongiisiine ait proteinlerin ekspresyonlarina ait veriler (yas, Mitoz, p53, Ki-67,
PATM-S1981, pRb-S608, Rb, E2F1364, p16, E2F1 ve p73) arasindaki iliskiler.

©
. O '
A  © — - N N~
g £ 8 o L v 2 T 2 g &
>~'<Eﬁghﬂim%o_o_m§o_§
QU)DQ:_ o

Yas r= 1,000 ,190 -111 072 -009 -171 ,006 -088 113 072 -.288"

p= 127 377 565 946 169 = 960 483 368 568 019

pATM- r= 190 1,000 ,102 .244" 243" -121 -033 -041 197 217 -025
S1981  p= 127 414 048 049 335 793 743 116 082 846
pRb- r= -111 102 1,000 ,116 053 161 -229 181 199 ,190 077
S608  p= 377 414 35 673 197 064 149 112 130 541
Rb r= 072 .244° 116 1000 ,107 -332~ -274° 051 043 010 103
p= 565 048 356 393 006 026 688 731 937 415

pE2F1- r= -009 .243° 053 107 1,000 -019 -047 160 -049 -172 -029
S364 p= 946 049 673 393 879 706 204 696 171 819
plé r= -171 -121 161 -332™ -019 1,000 -112 034 -110 034 -131
p= 169 335 197 006 ,879 371 789 385 786 297

p73 r= 006 -033 -229 -274° -047 -112 1000 ,066 025 -153 019
p= 960 793 064 026 ,706 371 601 841 224 880

E2F1 r= -088 -041 181 051 ,160 034 ,066 1,000 ,136 -053 -030
p= 483 743 149 688 204 ,789 601 281 675 815

Mitoz r= 113 197 199 043 -049 -110 025 136 1,000 .451* 306"
p= 368 116 112 731 696 ,385 841 281 000 013

p53 r= 072 217 190 010 -172 034 -153 -053 451" 1,000 .403"
p= 568 082 130 937 171 786 224 675 000 ,001

Ki-67 r= -288" -025 077 ,103° -029 -131 ,019 -030 .306" .403™ 1,000
p= ,019 ,846 541 ,415 ,819 ,297 ,880 ,815 ,013 ,001

Degiskenler arasi bagmtilar Spearman Korelasyon analizi ile arastirildiginda yukaridaki tabloda “*” ile
isaretlenmis olan korelasyon katsayilari anlamli iligkileri gostermektedir. (r: iliski diizeyi, p: anlamlilik
diizeyi)
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Tablo 4-4: Akromegali hasta grubunda hastalik Kkriterleri ve ¢alisilan hiicre dongiisiine ait
proteinlerin ekspresyonlarina ait veriler (yas, Mitoz, p53, Ki-67, pATM-S1981, pRb-S608,
Rb, E2F1364, p16, E2F1 ve p73) arasindaki iliskiler

Yas
pATM-S1981
pRB-S608
Rb
pE2F1-S364
pl16
p73
E2F1
Mitoz
p53
Ki-67

r= 1000 -055 -209 -285 202 ,063 260 -230 -39 -136 -,295

R p= 816 377 222 394 793 267 329 085 567 206
oATM. = 055 1000 153 421 062 -085 -185 -207 12 239 104
S1981  p= 816 520 065 796 723 434 382 638 311 662
= -209 153 1000 ,396 ,089 346 -102 073 078 137 427
PRB-S608 377 520 084 708 135 669 760 743 564 060
= -285 421 396 1000 -088 037 091 043 010 098 364
R p= 222 065 084 712 875 703 858 968 682 115
oE2Fl. ° 202 062 080 -088 1000 403 -128 -075 -S3L° -2 -27L
S364  p= 394 79 708 712 078 591 753 016 310 248
= 063 -085 346 037 403 1000 034 556" -086 012 -255
PI6 = 793 723 135 875 078 887 011 717 961 278
= 260 -18 -102 091 -128 034 1000 238 026 -450° 139
P78 = 267 434 669 703 591 887 313 912 047 558
= -230 -207 073 043 -075 556" 238 1000 ,131 -058 035
B2Fl = 320 382 760 858 753 011 313 583 808 883
= -305 -112 078 010 -531° -086 02 131 1000 .556° 443
Mitoz - o085 638 743 98 016 717 912 583 011 050
= -136 239 137 098 -239 012 -450" -058 556" 1000 453"
[ o= 567 311 564 682 310 961 047 808 011 045
= -205 104 427 364 -271 -255 139 035 443 453 1000

Ki-67

p= 206 662 = ,060 ,115 248 278 /558 @ ,883 @ ,050 ,045

Degiskenler arasi bagintilar Spearman Korelasyon analizi ile arastirildiginda yukaridaki tabloda “*” ile
isaretlenmis olan korelasyon katsayilari anlamli iligkileri gostermektedir. (r: iligki diizeyi, p: anlamlilik

diizeyi)
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Tablo 4-5: Cushing Hastaligi grubunda hastalik Kriterleri (yas, Mitoz, p53, Ki-67) ve
PATM-S1981, pRb-S608, Rb, E2F1364, p16, E2F1 ve p73 proteinleri arasindaki iliskiler

Yas
pATM-S1981
pRB-S608
Rb
pE2F1-S364
pl16
p73
E2F1
Mitoz
p53
Ki-67

r= 1,000 ,353 ,015 0,000 -093 262 -072 -293 024 269 -321

Yas p= 139 950 1,000 705 278 769 224 921 266 180
oATM. = 953 1000 328 476" 418 -028 18 -081 403 164 -342
S1981  p= 139 170 040 075 911 454 749 097 516 165
= 015 328 1000 204 032 296 -542° -151 303 181  -001
PRB-S608 " 950 170 401 897 219 016 550 221 473 719
= 0000 476° 204 1000 382 -333 -390 030 083 -269 -001
Rb 0= 1000 040 o1 106 163 099 907 745 280 719
oE2F1 = -9 418 0% 382 1000 -184 057 138 301 -164 183
S364  p= 705 075 897 106 452 817 584 225 516 468
= 262 -028 296 -333 -184 1000 -362 -187 -004 093 -403
P8 = 278 911 219 163 452 128 458 989 712 097
= -072 -183 -542° -390 057 -362 1000 078 -024 225 375
P78 = 769 454 016 099 817 128 759 924 369 125
= -293 -081 -151 030 138 -187 078 1,000 162 328 117
B2Fl 0= 224 749 550 907 584 458 759 521 184 645
= 024 403 303 083 301 -004 -024 162 1000 508 293
Mitoz o 921 097 221 745 225 989 924 521 026 224
= 269 164 18l -260 -164 093 225 328 508" 1,000 333
PS8 = 266 516 473 280 516 712 369 184 026 164
= -321 -342 -091 -001 183 -403 375 117 293 333 1,000

Ki-67

p= ,180 ,165 ,719 719 468 097 ,125 645 | 224 | 164

Degiskenler arasi bagmtilar Spearman Korelasyon analizi ile arastirildiginda yukaridaki tabloda “*” ile
isaretlenmis olan korelasyon katsayilari anlamli iligkileri gdstermektedir. (r: iliski diizeyi, p: anlamlilik
diizeyi)
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Tablo 4-6: Fonksiyonel Olmayan Hipofiz Adenom hasta gruplarinda hastahk Kkriterleri
(yas, Mitoz, p53, Ki-67) ve pATM-S1981, pRb-S608, Rb, E2F1364, p16, E2F1 ve p73

proteinleri arasindaki iliskiler

Yas

pATM-
$1981

pRB-S608

Rb

pE2F1-
S364

p16

p73

E2F1

Mitoz

P53

Ki-67

p:

Yas

1,000

481"
011
-397"
041
-,066
743
-,098
626
-,210
293
-,007
971
-.394"
042
069
733
177
378
-,153
447

pATM-S1981

1,000

-,114
571
,183
,360
,101
,617
-,212
,288
,052
,798
-,020
,922
,344
,079
273
,168
,069
,132

pRB-S608

-.397"
,041
-,114
571
1,000

-,068
,737
-,086
,671
,054
,790
-,186
,352
427"
,026
,169
,399
,205
,305
-,059
,769

Rb

-,066
743
,183
,360
-,068
137
1,000

205
305
- 459"
016
-311
115
052
798
-,138
494
131
514
113
573

pE2F1-S364

-,098
,626
,101
617
-,086
,671
,205
,305
1,000

-128
526
-,247
213
141
482
010
959
-,094
643
104
604

pl6

-,210
,293
=202
,288
,054
,790
-.459"
,016
-,128
,526
1,000

-,156
437
,184
,358
-,029
,887
-,193
,335
-,099
,624

p73

-,007
971
,052
,798
-,186
,352
-,311
,115
-, 247
,213
-,156
437
1,000

-,176
,380
,140
,487
-,126
531
-,040
,844

E2F1

-.394"
,042
-,020
,922
427"
,026
,052
,798
,141
,482
,184
,358
-,176
,380
1,000

,020
,921
-,109
,589
,095
,637

Mitoz

069
733
344
079
169
399
-,138
494
010
959
-,029
887
140
487
020
921
1,000

4127
,033
.398"
,040

p53

177
,378
,273
,168
,205
,305
,131
,514
-,094
,643
-,193
,335
-,126
,531
-,109
,589
4127
,033
1,000

,347
,077

Ki-67

-,153
447
069
732
-,059
769
113
573
104
604
-,099
624
-,040
844
095
637
398"
040
347
077
1,000

Degiskenler arasi bagmtilar Spearman Korelasyon analizi ile arastirildiginda yukaridaki tabloda “*” ile
isaretlenmis olan korelasyon katsayilari anlamli iligkileri gostermektedir. (r: iliski diizeyi, p: anlamlilik

diizeyi)



58

4.2. Akromegali, Cushing ve NFA Hasta Gruplarinda ATM, CCDN1(SiklinD1),
CDKN2A(pl6), CHEK2(Chk2), E2F1, RB1 ve Tp73 Genlerin mRNA
Ekspresyon Seviyelerinin gRT-PCR Analiz Sonuclar:

ATM, CCDN1(SiklinD1), CDKN2A(p16), CHEK2(Chk2), E2F1, RB1 ve TP73
genlerinin mRNA ekspresyon sonuglar1 Akromegali, Cushing ve NFA hasta gruplari
arasinda Kkarsilastirildi. CCDNZ1(SiklinD1), CDKN2A(p16), CHEK2(Chk2) mRNA
ekspresyonlarinin hasta gruplari arasinda anlamli farkliliklar oldugu saptandi (p<0.05)
fakat ATM, E2F1, RB1 ve TP73 mRNA ekspresyonlarinin gruplar arasinda gozlenen
farkliliklarinin ise istatistiksel olarak anlamli olmadig tespit edildi (p>0.05) (Sekil 4-11,
Sekil 4-12, Sekil 4-13, Sekil 4-14).

NFA hasta grubunda CCDNZ1(SiklinD1) mRNA ekspresyonu Akromegali hasta
grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek (p=0.017) (Sekil 4-8) olmasina ragmen
CDKN2A(p16) mRNA ekspresyonu ise NFA hasta grubunda, Cushing grubuna kiyasla
anlamli olarak diisiik bulundu (p=0.013) (Sekil 4-9). Diger yandan, Cushing hasta
grubunda CHEK2(Chk2) mRNA ekspresyonu Akromegali hasta grubuna gore anlamli
derecede yiiksek olarak saptandi (p=0.012) (Sekil 4-10).

CCDND1

syonSeviyesi

CUSHING NFA

CCOND1 mRNA Goreceli Exspre

-

Gruplar

Sekil 4-8: Akromegali, Cushing ve NFA hasta gruplar1 arasinda) CCDN1(SiklinD1)
mRNA ekspresyonunun karsilastirilmasi
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Sekil 4-9: Akromegali, Cushing ve NFA hasta gruplari1 arasinda CDKN2A(p16) mRNA
ekspresyonunun karsilastirilmasi
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Sekil 4-10: Akromegali, Cushing ve NFA hasta gruplar arasinda CHEK2(Chk2) mRNA
ekspresyonunun karsilastirilmasi
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Sekil 4-11: Akromegali, Cushing ve NFA hasta gruplar1 arasinda ATM mRNA
ekspresyonunun karsilastirilmasi
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Sekil 4-12: Akromegali, Cushing ve NFA hasta gruplar arasinda E2F1 mRNA
ekspresyonunun karsilastirilmasi
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Sekil 4-13: Akromegali, Cushing ve NFA hasta gruplar1 arasinda RBImRNA
ekspresyonunun karsilastirilmasi
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Sekil 4-14: Akromegali, Cushing ve NFA hasta gruplar1 arasinda TP73mRNA
ekspresyonunun karsilastirilmasi
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4.3. Akromegali, Cushing ve NFA Hasta Gruplarinda E2F1 Protein Ekspresyon
Seviyelerinin Western Blot Analiz Sonuglari

E2F1 protein ekspresyonu Akromegali, Cushing ve NFA hasta gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak herhangi bir farklilik géstermemektedir (p>0.05) (Sekil 4-15).

B e w— ] —-—
|---"—-- ) | — ”
FA

sUNLUKLARI

IRE BAN

B'AG(

Sekil 4-15: Akromegali, Cushing ve NFA Hasta Gruplarinda E2F1 Protein Ekspresyon
Seviyelerinin Western Blot Analiz Sonuclar:
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5. TARTISMA

Calisgmamizda hipofiz adenomlarinda, hiicre dongiisiinde kritik rollere sahip
tiimor baskilayici yolak ile iligkili ve DNA hasar kontrol ve yanitinda 6nemli rol oynayan
pl16, Rb, pRb-S608, siklin D1, E2F1, pE2F1-S364, pATM-S1981, CHEK2 ve p73’iin

MRNA ve protein ekspresyonlar1 arasindaki iliski incelendi.

Hipofiz adenomlar1 kafa i¢i tiimorlerinin %15-20’sini olusturan ve anterior
hipofiz hormon {ireten hiicrelerin neoplastik proliferasyonu sonucu ortaya ¢ikan selim
veya agressif adenomlardir. Bu adenomlar siklikla PRL, GH, ACTH nadiren FSH, LH
veya TSH asirt miktarlarda salgilayarak hiperfonksiyon gosterirler. Uretilen hormona
bagli olarak fonksiyonel adenomlar (6rnegin akromegali ve Cushing hastaligil) veya
sadece kitle etkileriyle basi bulgularina yol agan fonksiyonel olmayan adenomlarin

(NFA) olusum mekanizmasi halen tartismalidir.

Hipofiz adenomlar1 selim karakterlidir ve selim adenomlarin olusumuna neden
olan mekanizmalar tam olarak aydinlatilmamistir. Adenomlarin gelisiminde etkili
mekanizmalar i¢in ¢esitli hipotezler 6ne siiriilmektedir. Bunlardan biri hiicre dongiisiiniin
kontroliiniin bozulmast ve hiicre dongiisiiniin duraksamasi bdylece hiicrenin senesense
girmesidir (Melmed 2011). Erken proliferatif duraksama veya hiicre senesensinin yavas
biiyiiyen selim tiimoriin erken evresinde meydana geldigi, ge¢ evresinde ve malign
timorlerde olmadig birgok arastirmaci tarafindan vurgulanmaktadir (Bartkova ve ark.
2006) .

NFA’larin molekiiler ve patolojik mekanizmasi da henliz tam olarak
bilinmemektedir. Gen ekspresyon ve proteomik analizler ile bu adenomlarin gelisiminde
hiicre dongiisiindeki duraksama, senesens ve DNA hasarinda rol alan ¢esitli genlerin etkili
oldugunu ileri siiren ¢alismalar vardir. Proteomik analiz sonuclarina gore NFA’da,
MAPK sinyal yolaginda, oksidatif streste, mitokondriyal fonksiyonlarda ve hiicre
dongiisii kontroliinlin bozulmasina yol agan proteinlerin rol aldiklari, ayrica NFA alt
tiplerine gore hatta kisiye 6zel fonksiyonel islevleri olabildigi de vurgulanmistir (Moreno

ve ark. 2005)(Zhan ve ark. 2014).

Hipofiz adenomlar1, &zellikle inaktif mikroadenomlar yillarca duragan bir

biiylime sergilerler. Hipofiz tiimorlerinde hiicre proliferasyonunun duraksamasina neden
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olan mekanizmanin, DNA hasar1 ve buna bagli olarak Rb fosforilasyonunu baskilayan
CDK inhibitorii p21’in p53 araciligla uyarilarak hiicre dongilisiinii G1 evreside
duraksatmasi ile iligkili oldugu 6ne siiriilmiistiir (Melmed 2011), (Schmitt ve ark. 2002).

CDK inhibitorlerinin 2 ailesi-INK4a/ARF (p16, p15, p18) ve cip/Kip inhibitorler
(p21, p27, p57)- hiicre dongiisiiniin G1 ve S evreleri boyunca tiimor baskilayici rol
oynarlar. Bu proteinler CDK kinaz aktivitesini engellerler. Boylece, pRb’nin
inaktivasyonunu ve fosforilasyonunu engellemis olurlar. Ornegin, normalde CDK4
tarafindan gergeklestirilen Rb fosforilasyonunu ve inaktivasyonunu inhibe eden pl6
kodlayan genin, hipofiz tiimdr biyopsi analizlerinde hipermetile ve transkripsiyonel
olarak sessiz oldugu bulunmustur (Simpson ve ark. 2004). Fonksiyonel hipofiz
adenomlarinda immiinohistokimya analizi ile yapilan bir ¢alismada p16, Rb ve siklin
D1’in ameliyat sonrasi niiks ile iliskili olduklar1 gosterilmistir (Lee ve ark. 2014). Bir
diger ¢alismada 36 insan gonadotrop orijinli NFA doku 6rneklerinin tamaminda DNA
hasar1 ve pl16 ekspresyonu tespit edilmistir, fakat p21 saptanmamistir (Chesnokova ve
ark. 2011).

Bu calismada Akromegali, Cushing ve NFA hasta gruplarinda ozellikle
senesenste etkili ve adenom gelisimide rol alan p16’nin mRNA ve protein ekspresyonlari
arastirildi. Cushing hasta grubunda yiiksek pl6 mRNA ve protein ekspresyonlari
saptandi. NFA’lara kiyasla, Cushing hastalarinda p16’nin yiiksek ekpresyonu hiicre
dongiisiiniin erken asamada duraksamasi ile ayrica daha dnceki ¢aligmalarda gosterildigi
gibi hastalarin biiyiik ¢ogunlugunda mikroadenom (Tani ve ark. 2010; Yarman 2016)
goriilmesi ile iligkili olabilir. Diger yandan, p16 mRNA ve protein ekspresyonu NFA
hasta grubunda Cushing hasta grubuna goére anlamli sekilde diisiik olmas1 ve ayrica Siklin
D1 mRNA ekspresyonun da yiliksek olmasi NFA’larin ¢ogunlukla makroadenom
olmalarmin altinda yatan neden olabilir. NFA hastalarinda Rb ile p16 arasindaki zayif ve
ters yondeki iliskiyi gosteren bulgu da bu yorumu desteklemektedir. p16 mRNA ve
protein ekspresyonun yiiksek oldugu Cushing hasta grubunda Rb hipofosforillenmis
halde ve aktif formda oldugundan E2F1 ile kompleks halde ve G1 evresinde duraksamis
olabilir. Kortikotrop adenomlar NFA’lara kiyasla erken proliferatif duraksamaya giriyor

olabilir.

Hiicre dongiisiiniin ¢esitli evrelerinin ¢oklu-karmasik kontrolii siklin-bagiml

kinazlar1 uyaran siklinler tarafindan diizenlenir. Siklinler aktiflendigi zaman, bu kinazlar
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hiicre dongiisliniin en 6nemli negatif diizenleyicisi ve timor baskilayici olan Rb proteinini
fosforilleyip inaktiflestirirler. Rb’nin aktif olan hipofosforile formu E2F transkripsiyon
faktorlerine baglanarak hiicre dongiisii ilerlemesini G1/S evresi boyunca engeller. Rb’nin
bu fonksiyonu hasarli DNA’nin replikasyonunu engellemede rol oynar. Buna karsin Rb
proteini siklin ve CDK kompleksi tarafindan fosforillendigi zaman E2F transkripsiyon
faktorlerinden ayrilarak hiicre dongiisii ilerlemesine olanak saglar (Attwooll ve ark.
2004).

Moreno ve ark c¢alismalarinda Siklin D1’in NFA’da asir1 ifade edildigini
belirtmislerdir (Moreno ve ark. 2005). Bu ¢aligmada da ayni sekilde, Siklin D1 mRNA
ekspresyonu NFA hasta grubunda Akromegali hasta grubuna gore daha yliksek olarak
saptanmistir Simpson ve ark ¢alismalarinda Rb’nin en ¢ok NFA’larda ifade edilmesine
ragmen, GH- salgilayan adenomlarin yaklasik %25’inde Rb gen promotdrlerinin
hipermetilasyonu nedeniyle Rb ekspresyonun diisiik oldugunu gostermislerdir (Simpson
ve ark. 2000). Bu c¢alismada da benzer olarak, NFA hasta grubunda Rb proteininin
ekspresyonu Akromegali hasta grubuna kiyasla yiiksek bulunmustur. Rb, tlimor
baskilayict islevini klasik yolla hiicre dongiisiindeki E2F1°1  baskilayarak
gerceklestirmesine ragmen, bu yoldan bagimsiz mekanizmalar ile hiicre dongiisii
kontroliine katildigr ileri siiriiliir (Indovina ve ark. 2015). Bu ¢aligmanin bulgular farkli
proteinler ile heniiz bilinmeyen olasi iliskilerle Rb’nin NFA’da hiicre dongiisii, senesens
ve apoptozu kontrol ettigini diislindiirmektedir. Bu konuda yapilacak ileri proteomik

calismalar konuya aciklik getirebilir.

E2F proteinleri, hiicre dongiisii sirasinda cesitli siirecler i¢in ihtiya¢ duyulan
genlerin, gecici ekspresyonlarini kontrol eder. Bu yiizden, E2F-bagli transkripsiyonun
seviyesi hiicre proliferasyonu i¢in ¢cok onemlidir. E2F komplekslerinin farkli tipleri ya
transkripsiyonu aktive eder ya da baskilar. E2F baskilayici kompleksler sessiz hiicrelerde,
farklilasmis  hiicrelerde ve hiicre dongilisiiniin Gl  evresinde  hedeflerinin
transkripsiyonunu baskilar (van den Heuvel ve Dyson 2008). Bir ¢alismada, E2F1 aracili
POMC transkripsiyonunun ektopik Cushing sendromunda ACTH iiretimini baskilamak
icin potansiyel bir hedef oldugu ve ayrica bagka bir ¢calismada E2F1’in spesifik olarak
PTTGI1 promotoruna baglandigi ve PTTGI'in dogrudan bir E2F1 hedefi olarak hareket
edebilecegini gostermislerdir (Araki ve ark. 2016; Zhou ve ark. 2009). Dahasi, E2F1

aktivasyonunun, HMGAZ2 geninin asir1 ekspresyonu ile uyarilan hipofiz adenomlarindan
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sorumlu oldugu saptanmis ve hipofiz adenom patolojisinde E2F1 aktivasyonunun kritik
bir rol oynadigt ileri siiriilmiistiir (Fedele ve ark. 2006). Fakat NFA’da E2F1 ile ilgili bir
calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, ilk kez NFA ile Cushing ve Akromegali hasta
gruplar1 arasinda E2F1 mRNA ve protein ekpresyonlar1 karsilastirildi. Akromegali hasta
grubunda pl6 ve E2F1 arasinda ayni yonde bir korelasyon bulgusu her iki proteinin
Akromegali’deki adenom gelisime dogrudan katildigini gostermektedir. Ayrica NFA
hasta grubunda E2F1 protein ekspresyonu yiliksek olmasina ragmen Cushing hasta
grubunda diislik saptandi, dahasi p16 protein seviyesi de NFA hasta grubunda diisiik iken
Cushing hasta grubunda yiiksek olarak tespit edildi. Bu veriler dogrultusunda NFA ve
Cushing hasta grubunda E2F1 ve p16 ekspresyon seviyelerinin birbirine zit yonde olmasi
bu iki adenoma ait hiicre proliferasyon ve senesens mekanizmasina farkli faktorlerin ve
proteinlerin katilabilecegini diisindiirdii. Ayrica, c¢alisilan Rb’nin aktif hipofosforile
formunun NFA’larda yiiksek olmasi, diger yandan E2F1 ve Siklin D1 ekspresyonlarinin
da yiiksek olmasi bu adenomlarin senesens mekanizmasinin karmasik olmasi ve heniiz
aydinlatilmamas1 nedeniyle daha ileri proteomik calismalar gerekliligini ortaya

koymaktadir.

G1 evresinde hiicrenin iyonize radyasyona maruz kalmasi sonucu DNA hasarinin
ATM tarafindan taninmasinin ardindan diger bir kontrol noktasi kinazi olan Chk2
fosforillenerek aktiflestirilir (Akkiprik 2012). Memeli hiicrelerinde G1 kontrol
noktasindaki duraksama, Chk2 ve ATM tarafindan fosforillenen, p53 etkisi ile gelisir.
Fosforillenme, p53°1, kararl1 hale getirir ve DNA hasar1 p53 miktarinda hizli artisa neden
olur. p53 proteini bir transkripsiyon faktoriidiir ve ekspresyonundaki artis, Cip/Kip
ailesinden Cdk kisitlayicist p21 geninin uyarilmasina yol agar. p21 proteini Cdk2’nin
siklin E veya siklin A komplekslerini baskilayarak hiicre dongiisliniin duraksamasina
neden olur (Cooper ve Hausman 2015). Carnevale ve ark’nin, yapmis olduklar1 bir
calismada, U20S hiicrelerinde Chk2 tarafindan fosforilenen pE2F1-S364’{in
proapoptotik p73 genini hedefleyerek apoptozu uyardigi gosterilmistir. E2F1°in DNA
hasari ile iligkili olarak apoptozdaki 6nemli rolii ortaya ¢ikarilmistir (Carnevale ve ark.
2012). Yakin zamanlardaki bir c¢alismada p73°in baz1 izoformlarimin hiicre
proliferasyonunu diizenleme islevlerinin yaninda kolorektal karsinomalarda hiicre
gOciinii ve invazyonu engelledigi de gosterilmistir (Bae ve ark. 2018). Bu ¢alismada ilk
kez pE2F1-S364 ve p73 proteinlerinin ekspresyon seviyeleri Akromegali, Cushing ve
NFA hasta gruplar arasinda kiyaslandi. NFA ve Akromegali’de Cushing grubuna gore
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PE2F1-S364 protein ekspresyonu yiiksek tespit edildi. Diger yandan, p73 protein
ekspresyonu ise Akromegali’ de Cushing’ e gore yliksek olarak saptandi. Bu ¢aligmada
Akromegali grubunda pE2F1-S364 ile uyumlu bir sekilde yiiksek seviyede saptanan ve
PE2F1-S364 tarafindan uyarilan p73°tin, bu hasta grubunda apoptozu uyararak
adenomlarin  proliferasyonunu engellemis olabilecegi diistiniildi. Akromegali
hastalarinda saptanan pE2F1-S364 ile mitoz arasindaki ters yondeki korelasyon bulgusu

da bu yorumu giiclendirmektedir.

Cushing, Akromegali ve NFA hasta gruplar1 arasinda CHEK2 mRNA ekspresyon
seviyeleri ilk kez bu ¢alismada gosterildi. Cushing hasta grubunda Akromegali hasta
grubuna kiyasla daha yiiksek tespit edildi. Kortikosteroidlerin seviyelerindeki artis DNA
hasarina neden oldugundan (Roussel-Gervais ve ark. 2016). DNA tamir gorevinde yer
alan CHEK2’nun artig1 bu yol ile agiklanabilir. Ayrica kortikosteroidler, farkli hiicre ve
dokuya veya konsantrasyona bagli olarak, pozitif veya negatif olarak hiicre ¢ogalmasini
diizenler. Bir¢cok dokuda, kortikosteroidler diisiik konsantrasyonlarda biiylimeyi uyarir,
ancak yiiksek konsantrasyonlarda hiicre dongiisii ilerlemesini bloke eder. CHEK2 nun
artist, pl6 ekspresyonunu artirarak bu yolak iizerinden hiicre dongii kontroliiniin
bozulmasina ve duraksamaya neden olabilecegi diisiiniildii. Ancak bu hasta gruplarinda

Chk2 protein diizeylerinin belirlenmesi konuya daha fazla aciklik getirecektir.

Bu calismada NFA, Cushing ve Akromegali hasta gruplar arasinda hipofiz
adenomlarinin altinda yatan molekiiler patolojinin aydinlatilmasinda 6nemli yer tutan
hiicre dongiisii mekanizmasini kontrol eden proteinlerin rolii arastirilds. Tlk kez bu ¢alisma
ile Cushing, Akromegali ve NFA hasta gruplari arasinda E2F1 mRNA ve protein
ekspresyon seviyeleri, pPE2F1-S364 ve p73 proteinlerinin ekspresyon diizeyleri ve ayrica
CHEK2 mRNA ekspresyon seviyeleri gosterildi. NFA’da Siklin DI mRNA ekspresyonu
ile Rb protein ekspresyonu daha onceki ¢aligsmalardaki gibi yiiksek saptandi. Ayrica,
E2F1 ile pE2F1-S364 protein ekspresyon seviyeleri de yiiksek fakat p16 mRNA ve
protein ekspresyonu diisiik olarak tespit edildi. Cushing hasta grubunda ise CHEK2
mRNA ekspresyonu ile p16 mRNA ve protein ekspresyonlar1 yiiksek olarak saptandi.
E2F1, pE2F1-S364 ve p73 protein ekspresyon diizeyleri diisiik olarak gosterildi.
Akromegali’de ise Siklin D1 ile CHEK2 mRNA ve Rb protein ekspresyonlar1 diigiik
tespit edildigi halde pE2F1-S364 ve p73 protein ekspresyon seviyeleri yiiksek olarak

saptandi.
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Sonug olarak bulgularimiz hipofiz adenomlarinin patogenezinde rol oynayan hiicre
dongiisii diizenleyicileri, senesens ve DNA hasar kontroliinde gorevli proteinlerin
molekiiler mekanizmalarinin anlasilmasina 151k tutacak, tedavide ve hastaligin

onlenmesinde yeni yaklagimlarin gelistirilmesine olanak saglayabilecektir.
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Anabilim Dali’nda yiiriitiillecek olan “Fonksiyonel Olmayan Hipofiz Adenomlarinda
Molekiiler Mekanizmalarin Arastirilmasi” baslikli ¢alismay1 baglatmis bulunmaktayiz.

1.

10.

Mevcut arastirmada fonksiyonel olmayan hipofiz adenomlarmin gelisiminde
etkileri olabilecegi diisliniilen molekiiler mekanizmalar1 arastirmay1 hedefledik.

Arastirma amaciyla size ek bir ila¢ uygulanmayacaktir.

Arastirma amaciyla geriye doniik dosyanizdan takip ve tedaviniz i¢in yapilmis
olan laboratuvar verileriniz ile yasiniz, ek hastaliklariniz, takipleriniz gibi ek
bilgileriniz elde edilecek ancak veriler kimliginizi agik edebilecek bir sekilde
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Arastirmanin giderleri i¢in goniilliiniin kendisinden ficret talep edilmeyecek,
gOniilliiniin bagli bulundugu sosyal giivenlik kurulusuna bir arastirma gideri
yiiklenmeyecektir.

Calismaya katildiginiz igin size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi1 sirasinda kisisel
bilgileriniz gizli tutulacaktir.

Bu arastirmaya katilmak tamamen istege baglidir ve reddettiginiz zaman size
uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik olmayacaktir.

Calisma i¢in gerekli kosullari tasidiginiz takdirde ¢aligmaya dahil edilmek i¢in
yazili onaymiz alinacaktir. Goniilli yazili onay vermis olsa da aragtirmanin
herhangi bir doneminde arastirmadan vazge¢mekte 6zglirdiir.

[zleyiciler, yoklama yapan kisiler, Etik Kurul, Kurum ve diger ilgili saglk
otoritelerinin gonilliiniin orijinal tibbi kayitlarina dogrudan erigsimlerinin
bulunabilir, ancak bu bilgilerin gizli tutulacaktir. Yazili bilgilendirilmis gontilli
olur formunun imzalanmasiyla goniillii veya yasal temsilcisinin s6z konusu
erisime izin vermis olacaktir.

Ilgili mevzuat geregince goniilliiniin kimligini ortaya cikaracak kayitlar gizli
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Aragtirma konusuyla ilgili ve gonilliiniin arastirmaya katilmaya devam etme
istegini etkileyebilecek yeni bilgiler elde edildiginde goniilliiniin veya yasal
temsilcisi zamaninda bilgilendirilecektir.
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Gondilliiniin aragtirmaya devam etmesi i¢in ongoriilen siire 2 yildir. Aragtirmaya
katilmasi beklenen tahmini goniillii sayis1 72°dir.

Goniilliilerden elde edilmis olan dosyalardaki verileri tedaviye yanit i¢in ileride
kullanilabilecek veri olusturulacaktir.
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katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan
ayrilabilecegimi biliyorum. Soz konusu arastirmaya, hi¢bir baski ve zorlama
olmaksizin kendi rizamla katilmayr kabul ediyorum.”
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Not: Bu form iki niisha olarak hazirlanmistir. Imzalandiktan sonra bir niishast
goniillitye verilecektir; diger niisha hasta dosyasinda saklanacaktir.
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