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Ozet

Amag: Bu calismada meme kanserli hastalarin tiimorlii dokularinda ve ¢evresindeki normal dokularinda,
High temprature requirement factor A2 (HtrA2) geninin hem mRNA hem de protein ifade seviyelerinin
tespitini amagladik.

Materyal ve metod: Cerrahi olarak 53 hastadan alinan dokularda mRNA ifade seviyelerinin tespiti qRT-
PCR ile taze dokularda c¢alisildi. Ayni hastalara ait parafine gomiilii dokularda ise immiinohistokimyasal
yontemle protein tespiti yapildi. HtrA2 ifade seviyeleri ile hastalarin klinik ve patolojik 6zellikleri arasindaki
iligkiler analiz edildi.

Bulgular: Tumorli dokulardaki HtrA2 geni mRNA ifade seviyeleri, bitisik normal dokulardakiler ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p=0.074). HtrA2 proteini, %90.6 hastanin
(48/53) timor dokusunda pozitif olarak tespit edilirken, %9.4 hastanin (5/53) tiimoér dokusunda ise tespit
edilmedi. Tumorli dokulardaki HtrA2 protein ifadesi, bitisik normal dokulardakiler ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu(p=0.007).

Sonu¢: Meme tiimor dokularinda, HtrA2'min farkli ifade seviyelerinde tespit edilmesi ile apoptotik yolagi
etkinlestirebilecegi s6z konusu olabilir. Bu nedenle meme kanserinde 6zellikle IAP'lerin ifade seviyelerinin
de tespit edilmesinin 6nemli olacagini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: HtrA2, qRT-PCR, immunohistokimya, meme kanseri, apoptozis.

Abstract

Background: The purposes of this study were to measure both the protein and mRNA expression levels of
HtrA2 gene in human with breast cancer tissues and their adjacent normal breast tissues.

Methods: mRNA expression levels in tissues taken surgically from 53 patients detection of fresh tissues
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were studied by qRT-PCR. The protein detection is done in paraffin-embedded tissues of the same patients
through immunohistochemical method. The relationships between patients clinical, pathologic features and
HtrA2 expression levels are analyzed.

Results: Expression levels of HtrA2 mRNA in tumor tissues was not significantly different statically
compared with adjacent normal tissues (p=0.074). While HtrA2 protein level is to identified positively in
tumor tissue of patients 90.6%(48/53), there is no detection of HtrA2 protein expression in tumor tissues of
patients 9.4%(5/53). Expression of HtrA2 protein in tumor tissues was significantly different statically
compared with adjacent normal tissues (p=0.007).

Conclusions: It is possible that apoptotic patway may be activated by the different expression levels of
HtrA2 in breast tumor tissues. Therefore, we concluded that it is particularly important to detect the

expression levels of IAPs in breast cancer.

Key words: HtrA2, qRT-PCR, immunohistochemistry, breast cancer, apoptosis.

Giris

Meme kanseri diinyanin bircok bolgesinde
kadinlarda goriilen en yaygin kanser olup tiim
tilkelerde bir saglik sorunu olarak kabul
edilmektedir. Kadinlar arasinda kanserden 6liim
nedenlerinin en basinda yer almaktadir (1,2).
Turkiye'de ise kadinlarda goriilen kanserler
arasinda birinci sirada yer almaktadir (3).

Meme kanserlerinin biiyiik ¢ogunlugu sporadik
olmakla birlikte yaklasik 9%?20'si kalitsal
nedenlidir (4). Meme kanseri ve diger kotii huylu
kanser dokularinin gelisimi, hiicre biiytimesi ve
gelisimine katilan Onemli hiicresel yollar
etkileyen genetik degisimler ile ¢ok adimli bir
islem sonucu ortaya cikar (4). Bu adimlardan biri
de programli hiicre oOliimlerinin (apoptozis)
kaybolmasidir. Duktal meme karsinomlarinda
apoptozis kayb1 ile hastaligin ilerlemesi arasinda
yakin iliskinin olmasi yaninda ilave genetik
hasarlarinda katkis1 oldugu bilinmektedir (4).
High temprature requirement factor A family
(HtrA) protein ailesi, bir serin proteaz ailesi
proteinlerdir (5,6). Bilinen HtrA ailesi proteinleri
HtrA1 (7), HtrA2 (8), HtrA3 (9) ve HtrA4 (NCBI
giris numarast: NM_001081187)'ddir.

HtrA2 Insanlarda normal doku ve hiicre tiplerinde

yaygin olarak ifadelenir ve Omi olarak da
adlandirilir. HtrA2 proteini, memeli hiicrelerinde ilk
olarak sicaklik soku ve tunicamycin ile uyarilmis
strese cevapta ifade seviyesi artmis olan, stres
etkinlestirici bir proteaz olarak tespit edildi. HtrA2
nukleusta kodlanan bir protein olup biiyiik oranda
mitokondri zarlar aras1 alanda bulunur (8). Apoptozis
sirasinda mitokondriden sitozole salinir (10). Ayrica
endoplazmik retikulum ve nukleusta da bulunur (10).
Ancak nukleustaki tespiti ve islevi heniiz
belirlenmemistir (8).

HtrA2 proteini apoptozis ve bir ¢ok nérodejeneratif
hastaliklarin gelisiminde etkili olan bir proteindir
(10,11). Mitokondri igerisinde iken koruyucu
saperon islevi gosterir ve sitozole salinir salinmaz
proapoptotik bir molekiil olur (12).

Apoptozis kaspaz bagimli ve kaspaz bagimsiz
sekilde gergeklesen biyolojik bir olaydir (13). Serin
proteaz olan HtrA2 proteini, apoptotik uyaridan
sonra mitokondriden sitozole salinarak apoptozisi,
proteaz aktivitesi ile kaspaz bagimsiz tarzda uyarir.
Ayrica apoptozisi engelleyici proteinlere (inhibitor
of apoptosis protein =IAP) baglanarak onlar
pargalayip, kaspaz baskilayic1 aktivitesini ortadan
kaldirarak uyarir. Bu islevinden dolay1r da hiicre
Olumiini tesvik eder (10). Bu nedenle, kanser
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dokularinda apoptosisin bir diizenleyicisi olan
HtrA2 ifade seviyelerinin analizi, kanser
gelisimini anlamamiz i¢in gereklidir. Bu ¢alisma
ile meme kanserli dokularda HtrA2 mRNA ve
protein ifade seviyeleri tespit edilerek, meme
kanserinin gelisimi ve ilerlemesine olasi
katkilarinin belirlenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot

Bu calisma i¢in, Gaziantep Universitesi
16.12.2010 tarih ve 12/2010-07 sayili etik kurul
karar1 alinmistir.

Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Genel
Cerrahi Anabilim Dalinda ameliyat sonrasi
hastalardan (n=53) alinan kanserli ve saglikli
dokular s1v1 azot tankina alind1. Daha sonra -80 ‘C
de saklandi. Molekiiler c¢alismalar Gaziantep
Universitesi Tip Fakiiltesi Genetik laboratuarinda
ve ayni hastalara ait arsiv dokularindan
immunohistokimyasal yontemle protein tespiti,
Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji
Anabilim Dal1 laboratuarinda yapildu.

RNA eldesi; Normal ve tiimorlii dokular 25 mg'lik
parcalara ayrilarak homojenizatér (Kinematica,
Gmdh, Switzerland) ile homojenize edildi.
QIAamp RNA Blood Mini Kit (Qiagen, Cat. No.
52304) araciligrtyla tiretici firmanin Onerdigi
yontem ile RNA'lar elde edildi ve -80 °C 'de
saklandi.

cDNA sentezi; Qiagen miScript Reverse
Transcription Kit kullanildi. ¢cDNA sentezi;
37°C'de 60 dak, 95 "C'de 5 dk olacak sekilde PCR
cihazi AB Applied Biosystems Veriti 96-Well
Thermal Cycler ayarlanarak gergeklestirildi.

qRT — PCR; Real Time PCR HtrA2 ifadesinin
tespiti (Cat.No: QT00205149) Hs-HTRA2-1-SG
1 -sense ve antisense primerleri ile caligildi.
Housekeeping gen olarak B-aktin (ACTB RefSeq
Accession no: NM _001101.3) kullanildi. Beta
aktin ile birlikte, HtrA2 i¢in hazirlanan her bir mix,

her hastaicin 24 ul (12.5 ul, 2X RT Real-Time SYBR
Green PCR Master Mix, 2.5 pl, 10x QuantiTect
Primer Assay, 9 ul Rnase- free water) 0.1 lik tiiplere
dagitildi. Uzerine 1 pl 50 ng' a seyreltilmis cDNA
ilave edildi. Qiagen Rotor-Gene QReal-time cihazi
kullanilarak PCR yapildi. 50 °C'de 2 dak, 95 "C'de 15
dak, 40 siklus; 15 sn 94 °C, 30 sn 55 °C, 30 sn 72 °C
PCR sartlarina tabi tutuldu.

Immiinohistokimyasal analiz; Parafin bloklardan 4p
kalinliginda kesit alinarak hazirlanan slaytlara
10 mmol/L
citrate buffer (pH:6) ile muameleden sonra %5'lik
hidrojen peroksit ile 5 dk muamele edildi. 5 dk PBS
ile yikandi. 5 dk protein blok (Super block, Syctek
lab, USA. Lot:23871, ref:AAA125) ile muamele
edildi. Slaytlar mouse monoclonal antibody HtrA2
(4H216): sc-71285 Santa Cruse Biotechnology,
USA) ile 3 saat oda sicakliginda nemli ortamda
Standard
streptavidin—biotin—-immunoperoxidase metod ile

deparafinizasyon islemi uygulandi.

inkiibasyona birakildr.

(Dako Universal kit; Dako Corporation, Carpinteria,
CA, USA) sekonder antikor DAKO (K0690) LSAB
(labeled streptavidin-biotin) System (Biotinylated
link Universal) ile 40 dk inkiibe edildi. DAKO
(K0690) LSAB System-HRP (Streptavidin HRP) ile
40 dk inkiibe edildi. Her asama sonunda slaytlar 5 dk
PBS ile yikandi. DAKO (K3468) DAB (3,3'-
diaminobenzidine) chromogen ile 20 dk muamele
edildikten sonra, distile su ve alkol asamalarindan
gecirilerek 151k mikroskobunda incelendi. Alinan
kesitin tamam taranarak, normal ve tiimorli doku
hiicrelerinin  %30'u ve fazlasinda sitoplazmik
boyanmanin goriildiigli ornekler immiinopozitif
olarak degerlendirildi.

[statistiksel analiz i¢in SPSS 16.0 Windows uyumlu
program kullanilarak, nonparametrik Kruskal Wallis
testi, Mann-Whitney-U testi, Chi-square (X°) testi
uygulandi. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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Sonuglar

Meme kanserli hastalarda (n=53) HtrA2 geninin
mRNA seviyeleri (Act degerleri) normalizasyonu
tiimorlii doku/ B-aktin, normal doku/B-aktin orani
ile yapildi. Meme kanserli hastalarin tiimorli
dokularindaki mRNA ifade seviyesinin, bitisik
normal dokulardaki mRNA ifade seviyesi ile
karsilastirildiginda, istatistiksel bir anlamlilik
goriilmedi (p=0.074) (Tablo1.). Menopoz Oncesi
hastalarda ki mRNA ifade seviyesinin, menopoz
sonrast hastalara gore anlamli bir sekilde yiiksek
oldugu gorildii (p=0.043). Hastalarin diger klinik
ve patolojik 6zellikleri ile mRNA ifade seviyeleri
arasinda anlaml bir iliski tespit edilmedi (p>0.05)
(Tablo 2).

HtrA2 proteini, %90.6 hastanin (48/53) timor
dokusunda pozitif olarak tespit edilirken, %9.4
hastanin (5/53) tiimor dokusunda ise tespit
edilmedi (Resim 1). HtrA2 proteininin tiimorlii
dokulardaki ifadesinin, normal meme dokulardaki
protein ifadesi ile karsilastirildiginda, anlamli bir
sekilde arttig1 tespit edildi (p=0,007) (Tablo 1.).
Hasta tiimorlerinin histolojik derecesi ile protein
ifadesi arasinda anlamlilik tespit edildi. Yas, timor
evresi, menopoz durumlari, lenfnodu metastazi ile
tiimorlii dokularindaki protein ifadesi arasinda
anlamli bir iligki tespit edilmedi. (Tablo 2.). Ayrica
ER, PR, ve HER-2 durumlarn ile
dokulardaki protein ifadesi arasinda da anlamli

timorli

bir iligki tespit edilmedi.

Tartisma

Meme kanseri en erken teshis edilebilen kanser
tipi olmakla birlikte, genelde etiyolojisi bilinmez.
Meme kanserleri cinsiyete 6zgiin 6zellik gosteren
bir hastalik olup, genellikle kadinlarda goriiliir ve
kadin yas ile ilgili olup 50 yas civarinda goriliir
(14). Calismamizda 53 meme kanserli hastanin
yas dagilimi incelendiginde en kii¢tigiiniin 24, en
biliytigiiniin ise 78 yasinda oldugu ve ortalama
yasin da 50.3 yas oldugu tespit edilmistir.

Ostrojenle muamele edilerek akut oksidatif stres
olusturulan erkek Suriye hamster bobrek
dokularinda, Ostrojen muamelesi ile HtrA2
ifadesinde ilk bes saat icerisinde anlamli bir
degisiklik gozlenmemistir. Ancak 6 ay gibi uzun
siireli Ostrojen muamelesinin {i¢lincii ayindan
itibaren HtrA2 ifade seviyesinde anlamli bir artigin
oldugu gortilmiustiir (15).

[lerlemis mide kanserli hastalarin, yiizey mukoza
hiicreleri ve normal mide mukoza hiicrelerindeki
mukoza nick hiicrelerinde HtrA2 ifadesi olmadigi
veya ¢ok zayif oldugu goriilmiistiir. HtrA2 ifade
seviyesinin mide kanserinin gelismesinde rol
oynayabilecegi ileri stirlilmiuistiir (16).

Ovaryum kanserlerinde ise HtrA2 mRNA seviyesi ve
protein seviyelerinin, normal dokularla
karsilastirildiklarinda az bir miktarda azaldigi
goriilmiistiir. Ovaryum timorlerinden borderline
timorlerde HtrA2 mRNA seviyesinin, normal over
dokulariyla karsilastirildiginda anlamli bir sekilde
azaldigr goriilmis ve bu durumun malignite
gelisimine katkisi olabilecegi ileri stirtilmiistiir(17).
HtrA2 ifade seviyesinin diismesinin apoptotik
sinyallerin engellenmesine yol agabilecegi ve kanser
gelisimi ve ilerleyisine katki saglama adina hiicre
cogalmasini arttirabilecegi ileri stirtilmiistiir (17).
Endometrium kanserlerinin HtrA2 mRNA  ve
protein ifade seviyesinde, normal endometrium
dokulartyla karsilastirildiklarinda azalma oldugu
goriilmistiir. Menopoz durumlari, tliimoriin derecesi,
histolojik tipleri ve klinik evrelerindeki mRNA
seviyeleri arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik
bulunmamaistir(18).

HtrA2'nin mRNA ve
protein ifade seviyelerinin, normal prostat

Prostat kanserli hastalarda

dokulartyla karsilastirildiginda, ttiimorlii dokularda
arttig1 goriilmiistiir. Bu ¢alismada iyi huylu prostatik
hiperplazili ve normal prostat doku 6rneklerinde ise
immiinopozitiflik goériilmemis veya ¢ok ¢ok zayif
goriilmistiir. Bu durumda apoptosis yolaginin neden
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islemedigi anlagilmamistir(19).

Mide kanserli hastalarin tiimorlii dokularindaki
HtrA2 protein ifade seviyesinin, normal
dokulardakine goére anlamli bir sekilde fazla
oldugu bulunmus ve bu durum timor
farklilagmasi, lenf nodu metastazi ve timor evresi
ile iliskilendirilmistir (20).

Calismamizda meme kanserli hastalarin timorli
dokular1 ile timor ¢evresindeki normal dokulari
arasindaki HtrA2 mRNA ifade seviyesinde
istatistiksel olarak bir anlamlilik tespit
edilmemistir. Ancak tiimorlii dokularindaki HtrA2
protein seviyesinin anlamli bir sekilde yiiksek
oldugu tespit edilmistir. HtrA2 proteini, hastalarin
%90.6'siin  (48/53) tiimdr dokusunda pozitif
olarak tespit edilirken, %9.4'lUnilin (5/53) timor
dokusunda ise tespit edilememistir (Tablo 1.).
HtrA2 mRNA ifade seviyesinin meme kanserli
hastalarin % 98'nin tiimérlii dokusunda normal ve
yiiksek seviyelerde oldugu goriilmistiir. Tiimorli
dokulardaki protein ifade seviyesinin ise normal
dokularla karsilastirildiginda, hastalarin %
74'inde degismemis veya bir miktar artmis
oldugu gozlenmistir.

Cesitli caligmalarda HtrA2'nin IAP proteinlerini
bagladig1 ve apoptozisi tesvik ettigi gosterilmistir
( 10,21). Cesitli kanserlerde IAP'nin asir1 ifadesi
tespit edilmis olup kotii prognozla
iligkilendirilmistir (22).
Bu durumda HtrA2'min
etkisi ile baglayarak parcaladiklar1 goz Oniine

[AP'leri serin proteaz

alindiginda, HtrA2'nin timorlii dokularda tespit
edilmis olan bu miktarlar1 ile apoptotik yolagi
etkinlestirebilecegi de soz konusu olabilir.
Dolaysiyla meme kanserinin gelisiminde ve
ilerlemesinde apoptotik yolagin islevsizliginin bu
acidan so6z konusu olamayacagi fikri ileri
stiriilebilir.

Ayrica HtrA2 geninin normal ve meme kanserli

dokulardaki mRNA  ve protein ifadesinin

calismamizda bu sekilde tespit edilmis olmasi ile
genin mRNA'simin posttranskripsiyonel ve/veya
farkliliklarindan
kaynaklanabilecegi hipotezini
desteklemektedir (18).

Menopoz o6ncesi hastalarin tiimorli dokularindaki

posttranslasyonel
de ayrica

HtrA2 mRNA ifade seviyesi, menopoz sonrasi
hastalardakine gore yiiksek olarak tespit edilmistir.
Hastalarin diger klinik 6zellikleri ile mRNA ifade
seviyeleri arasinda anlamli bir iligski bulunmamustir.
Protein ifade seviyesinin; timorin histolojik
derecesinin artmasi ile artt1g1 tespit edilmistir. Ancak
bu durumun, histolojik derecelemedeki hasta
sayilarinin uyumsuzlugu ile iliskili olabilecegi ileri
stirtilebilir.

Sonug¢ olarak; apoptotik yolagin islevsizliginde,
HtrA2 serin proteaz seviyesinden bagka etkenlerinde
olabilecegi distiniilerek bu konuda daha ileri
calismalarin yapilmasi gerekliligi ortaya
cikmaktadir. Meme kanserlerinde apoptotik
mekanizmalarin etkinliginin tam olarak
anlasilabilmesi ig¢in, Ozellikle IAP'lerin ifade
seviyelerinin tespit edilmesinin 6nemli olacagini
diusiinerek, bu konuda c¢alismalar1 baslatmig
bulunmaktayiz. Ayrica HtrA2'nin nukleustaki
protein seviyesinin, Oncelikle meme kanserinde
olmak tizere tiim kanser tiplerinde, immiinoelektron
mikroskobu ile tespit edilmesi gerekir. Cesitli
kanserlerde HtrA2 geninin 6zendirici (promoter)
bolgesi dahil, biitin genin taranarak mutasyon
tespitine yonelik calismalarin da yapilmas: yararl
olabilir.

Bu c¢alisma, Gaziantep Universitesi Bilimsel
Arastirmalar Y 6netim Birimi tarafindan TF12.1 nolu
proje ile desteklenmis olup, tesekkiir ederiz. Ayrica
Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi; Tibbi Patoloji
AD. Ogretim Uyelerine, Tibbi Onkoloji Bilim Dali
Uz Dr Ozan Balakan'a tesekkiir ederiz.
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Tablo 1. Meme kanserli hastalarin HtrA2 mRNA ve Protein ifade seviyeleri (n=53)

mRNA p HtrA2 Chi-
square
- + X)) p
Timorli meme doku 1.27+0.36 5 7 33 8
Timor ¢evresi normal doku 1.19+0.39 0.074 7 37 8 1 0.007

Boyanma yogunlugu; - ; (negatif), +; (zayif pozitif), ++; (orta derece pozitif) ve +++; (kuvvetli pozitif).

Tablo2. Meme kanserli dokularda HtrA2 mRNA ve protein ifade seviyeleri ve hastalarin klinik-patolojik
ozellikleri ile iligkileri (n=53)

Klinik-patolojik n mRNA ifade p HtrA2 boyanma yogunlugu (X°)
ozellikler seviyesi - + ++ +++ p
Yas
<50 28 1.37+0.61 0.144 1 5 18 4 0.362
>50 25 1.24+0.27 4 2 15 4
Histolojik grade
I 5 1.12+0.61 2 2 1 0 0.004
11 26 1.04+0.27 0.722 3 3 19 1
11 22 1.13+£0.37 0 2 13 7

Tiimor evresi

I-1I 39 1.30+0.39 0.333 4 5 24 6 0.986

II-1v 14 1.23+£0.41 1 2 9 2

Menopoz durumu

Premenopoz 28 1.16+0.30 0.043 1 4 19 4 0.468
Postmenopoz 25 1.00+0.35 4 3 14 4
Lenf nodu
metastazi
18 1.30+0.41 0.639 3 2 10 3 0.605
Negatif
35 1.23+0.33 2 5 23 5
Pozitif

Boyanma yogunlugu; - ; (negatif), +; (zayif pozitif), ++; (orta derece pozitif) ve +++; (kuvvetli pozitif).



s Meme kanseri & HtrA2 geni

Resim1. HtrA2'nin immiinohistokimyasal yontemle tespiti. A. Pozitif kontrol: Insan plasenta dokusu
trofoblastik hiicreler (IHK, DAB, X200) B. Normal meme dokusu glandiiler hiicreler (IHK, DAB, X400)
D; kuvvetli pozitif,

C.Negatif'kontrol:

Meme tiimor dokusunda:

pozitif, boyanma (IHK, DAB, X200).

E;orta derece pozitif,

F; zayif

Yazarlarla ilgili bildirilmesi gereken konular (Conflict of interest statement) : Yok (None)
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