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OZET

DOKTORA TEZI

KANSER GELISIMININ SERUM LiPID KOMPOZiSYONUNA ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

ARZU KOCAK

GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANA BiLiM DALI

(TEZ DANISMANI: PROF. DR. SABAN TEKIN)

Bu calismada kanser gelisiminde serum lipid kompozisyonunda meydana gelen
degisimler aragtirilarak, erken teshiste kullanilabilecek biyomarkerlerin belirlenmesi
hedeflenmistir. Bu amacgla 24 adet Wistar albino tiirii erkek sican kullanilarak, sican
kanser modeli olusturulmustur. Kanser gruplarindaki siganlara HT29 ve C6 kanser
hiicreleri enjekte edilerek tiimor gelisimi saglanmis ve 6 hafta boyunca takip edilmistir.
Tiimorsiiz Kontrol ve Timor grubu siganlardan alinan serum Orneklerindeki
fosfolipidler TLC ile, yag asit kompozisyonu ise GC-FID yontemi kullanilarak
belirlenmistir. 6 hafta sonunda kontrol ve kanser gruplarina ait serum fosfolipidleri
karsilastirildiginda; fosfatidilkolin (PC), fosfatidiletanolamin (PE) ve fosfatidilserin
(PS) kanser gruplarinda daha diisiik seviyelerde oldugu belirlenmis, sfingomiyelin
(SM)'de ise onemli bir farklilik bulunmamistir. Toplam fosfolipid miktarlar1 6zellikle
HT29 kanser grubunda diisiik bulunmustur. Gruplar serum yag asitleri bakimindan
karsilastirildiginda; doymus yag asitlerinden kaprik (KA) ve arasidik (AA, 20:0) asit C6
kanser grubunda yiiksek, heneikosanoik (HA, 21:0) ve behenik (BA) asidin kanser
gruplarinda daha diisiik seviyelerde oldugu belirlenmistir. Tekli doymamis yag
asitlerinden palmitoleik asit (PA, 16:1) C6, cis-10-heptadekenoik asit (cHA) HT29 ve
nervonik asidin (NA) ise her iki kanser grubunda da diisiik seviyelerde oldugu
bulunmustur. Erukik asit (EA, 22:1) ise kanser gruplarinda daha yiiksek miktarda
bulunmustur. Coklu doymamis yag asitlerinden a-linoleik asit (ALA), cis-5,8,11,14,17-
eikosapentaenoik (EPA) ve dihomo-y-linolenik asit (DGLA) HT29, cis-11,14-
eikosadienoik asidin (EDA) ise C6 kanser grubunda yiiksek seviyelerde oldugu
bulunmustur. Gruplarda, toplam ®-6 bakimindan farklilik bulunmazken; ®-3 yag asitleri
HT29 kanser grubunda daha yiiksek bulunmustur. Gruplar arasinda farklilik gosteren
fosfolipid ve yag asitlerinin biyomarker olma potansiyeline sahip degerli molekiiller
olduklar diistiniilmektedir.

2015, 115 SAYFA

ANAHTAR KELIMELER: Kanser gelisimi, Serum kompozisyonu, Fosfolipidler, Yag
asitleri



ABSTRACT

DOCTORATE THESIS

INVESTIGATING THE EFFECT OF CANCER DEVELOPMENT

ON SERUM LIPID COMPOSITION

ARZU KOCAK
GAZIOSMANPASA UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF BIOLOGY

(SUPERVISOR:) PROF. DR. SABAN TEKIN

In the present study, changes occurring in cancer development in serum lipid
composition have been investigated, and determination of biomarkers which can be
used in early diagnosis have been aimed. For this purpose, a rat cancer model was
established using 24 Wistar albino male rats. Tumor development was realized through
the injection of HT29 and C6 cancer cells into rats and monitored for six weeks. In sera
of rats from control group without tumors and rats from tumor group, phospholipids
were determined by TLC method, and fatty acid compositions were studied by GC-FID
method. At the end of the 6 week period, serum phospholipids belonging to control and
cancer groups were compared. Phosphatidylcholine (PC), phosphatidyletanolamine (PE)
and phosphatidylserine (PS) were lower in cancer groups, while no significant
difference was found for sphingomyelin (SM) (p>0.05). Amounts of total phospholipids
were lower in HT29 cancer group. In terms of serum fatty acid, saturated fatty acids
capric (KA) and arachidic acids (AA, 20:0) were high in C6 cancer group, whereas
heneicosanoic (HA, 21:0) and behenic acids (BA) were low in cancer groups. Of
monounsaturated fatty acids, palmitoleic acid (PA, 16:1) was lower in C6, cis-10-
heptadecanoic acid (cHA) was lower in HT29, and nervonic acid (NA) was lower in
both cancer groups. Erucic acid (EA, 22:1), on the other hand, was found to be high in
cancer groups. Of polyunsaturated fatty acids, a-linoleic acid (ALA), cis-5,8,11,14,17-
eicosapentaenoic (EPA) and dihomo-y-linolenic acid (DGLA) were high in HT29
cancer group, while cis-11,14-eicosadienoic acid (EDA) was high in C6 cancer group.
There was no difference in terms of total ®-6, whereas ®-3 fatty acids were high in
HT?29 cancer group. It has been concluded that phospholipid and fatty acids differing
among the groups could be valuable molecules having the potential of being
biomarkers.

2015, 115 PAGE

KEYWORDS: Cancer development, Serum composition, Phospholipids, Fatty acids



ONSOZ

Kanser biyomarkerlar1 kanserin erken tanis1 ve dolayisiyla kanserle miicadelede oldukga
onemlidirler. Gliniimiizde ozellikle bazi kanser spesifik proteinler prostat ve meme
kanserleri gibi kanser tanisinda biyomarker olarak kullanilmaktadir. Lipidler kanser gibi
baz1 hastaliklarla iligkili onemli faktorlerden olmalarina ragmen, bunlarin kanser
biyomarkeri olarak kullanimina yonelik arastirmalar olduk¢a siirlidir. Bu g¢alismada
sigan modelinde kanser gelisimi esnasinda serum lipid (fosfolipid ve yag asitleri)
kompozisyonunda meydana gelen degisimler ve bunlardan kanser biyomarkeri olma
potansiyelleri arastirilmistir. Bu ve gelecekte yapilacak caligmalarla bazi lipid veya
iliskili metabolitlerin kanser biyomarkir1 olarak kullanilmasi1 ve bu sayede bilime,

insanliga ve lilke ekonomisine biiyiik bir katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

Doktora ¢alismam boyunca yol gostericiligi ve destegi icin danismanim Prof. Dr. Saban
TEKIN’e, ¢alismamin her asamasinda gosterdigi sabir, verdigi destek ve tezime
katkilarindan dolay1 degerli hocam Prof. Dr. Necmettin YILMAZ’a, istatistiksel
analizlerdeki yardimlari igin degerli hocam Dog. Dr. Metin SEZER'e, tez ¢alismalarima
onerileri ile katkida bulunan jiiri iiyeleri ve degerli hocalarim Prof. Dr. Isa GOKCE,
Yrd. Dog. Dr. Mehmet AKTAS ve Yrd. Dog. Dr. Salih OKTEN'e ve yine tez ¢alismam
stiresince destegini esirgemeyen degerli hocam Prof. Dr. Galip BAKIR'a tesekkiir
ederim. Ayrica desteklerinden dolayl; Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi
Deneysel Tip Arastirma Birimi'ne (DETAB), Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu
Baskanligina (Proje No: 2013/127) ve Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Bolimi Bitki

Arastirma Laboratuar1 (BALAB) personeline ve arkadaslarima siikranlarimi sunarim.

Yogun ¢aligma gerektiren egitimim ve dgretimim siirecinde gostermis olduklart sabir ve
destek i¢in canimdan ¢ok sevdigim; "ANNEM'e ve ABLAM'a" ve okula basladigim ilk
giinden beri yanimda olan ve yanimda olabilseydi bugiine kadar ayn1 heyecanla kalbi
atacak olan rahmetli BABAM'a yiirekten tesekkiir ederim...CANIM BABACIGIM
BABALAR GUNUN KUTLU OLSUN, TEZIMI SANA ATFEDIYORUM....
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1. GIRIS

Kanser; sik goriilmesi, 6liim oraninin yiiksek olmasi, tedavisinin maliyeti, siiresi ve yan
etkileri nedeniyle gecmisten giiniimiize en dnemli saglik sorunlarindan birisidir (Parkin
ve ark., 2005). Yapilan istatistiksel calismalar hastaligin; toplumun yaklasik tigte
birinden fazlasinda goriildiigiinii, tedavilerinin saglik harcamalarinin ylizde onundan
fazlasim1 olusturdugunu ve Oliimlerin de yiizde yirmisinden fazlasindan sorumlu
oldugunu gostermistir (Nussbaum ve ark., 2005; Ozcan, 2009). Diger iilkelerde oldugu
gibi Tirkiye’de de insidans ve dliimler arasindaki iligki ise tam olarak bilinmemekle
beraber; kansere bagli oliimler kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer
almaktadir (Sekil 1.1) (izmirli ve ark., 2007; Ruddon, 2007; Tuncer ve ark., 2009).
Gelecekte de bu oranlarin daha da artacagi tahmin edilmektedir (Cho, 2007).

Gastrointestinal
hastalklar

Kazalar

Cinayetier

Akciger Hastalklan Dogum hataln

Kalp Hastaliklan
Kanser P ;

Sekil 1. 1. Sik rastlanan hastaliklar ve 6liim sebepleri (Ruddon, 2007)

Uzmanlar yillardan beri kanserin erken teshisini yapabilmek amaciyla ideal tiimor
biyobelirteglerini (biyomarkerlar1) aramaktadirlar. Ancak bugiine kadar belirlenen

biyomarkerler yetersiz sayida olmakla birlikte 6zel ve pahali teknikler gerektirmektedir.



Ayrica bunlarin bir kismi yanlis pozitif veya negatif sonuglar da verebilmektedir.
Dolayisiyla gilintimiizde kanser tanisinda kullanilabilecek yeni, daha kullanmisli ve

tiniversal biyomarkerlera ihtiya¢ duyulmaktadir (Karatas, 2010).

Literatiirde kanserli hastalarin serum lipid profillerinin saglikli bireylerinkinden farkli
olduguna dair kanitlar bulunmakla beraber, lipit metabolizmasinin hastalik siirecindeki
rolii heniliz tam olarak anlagilamamistir (Chi ve ark., 2014). Dolaysiyla saglikli ve
timorlii  hiicrelerde yapilacak karsilastirilmalar sonucunda yeni biyomarkerlerin
belirlenme  ihtimalinin  kuvvetli oldugu disiiniilmektedir. Yeni belirlenecek
biyomarkerler hastaligin tanisim1 kolaylastiracagindan, kanserle miicadelede basari

saglanmasina katki saglayacagi siiphesizdir.

Bu caligmada, kanserin olusum ve gelisim mekanizmasi ile ilgili yapilan baska
calismalarin da 15181 altinda, kanser tanisinda kullanilabilecek yeni kanser
biyomarkerlerini belirlemek amaciyla siganlarda tiimor gelisimine bagli olarak serum
fosfolipid ve yag asidi komposizyonlarinda meydana gelen degisikler arastirilmistir. Bu
amagla Wistar albino tiirii erkek sicanlara, beyin tiimor glioma (C6) ve kolon karsinoma
(HT29) hiicreleri enjekte edilerek sicanlarda tiimér gelisimi saglanmustir. Oncelikle
kontrol ve tiimdr grubu siganlarin kan serumlarindan lipid ektraksiyonu yapildiktan
sonra fosfolipidler ince tabaka kromatografisi (Thin Layer Chromatography-TLC),
yagasitleri de gaz kromatografisi (GC-FID) ile karsilastirilmistir. Onceki calismalarla
karsilastirildiginda arastirma sonuglarinda bazi benzerlik ve farkliliklar goriilmiis olup;
sonuglar, yeni caligmalarla desteklenmesi halinde kanser tanisinda kullanilabilecek yeni

biyomarkerlerin belirlenmesi ihtimalinin kuvvetli oldugunu gostermektedir.



2. KAYNAK OZETLERI/KURAMSAL TEMELLER/GENEL BILGILER

2.1. Kanserin Tanimi

Kanser, genetik ve cevresel faktorlerin etkisiyle, bir hiicrenin kontrolsiiz olarak
cogalmaya baslamasi olayidir. Kanser hiicrelerinin esas 6zelligi “kontrolsiiz ¢ogalma”
olmakla birlikte, baska biyolojik karakteristikleri de vardir. Bunlar arasinda hiicre
kiiltiirlerinde kontakt inhibisyondan kagabilme, boliinebilmek igin dis uyaranlara
gereksinim gostermeme, ¢ogalmayi baskilayic1 sinyallere duyarsizlik, apoptozisten
kacabilme, anjiyogenezi uyarabilme ve metastaz yapabilme gibi ozellikler sayilabilir

(Cefle, 2009; Pinto ve ark., 2014).

Kanser uzun zamanl siirecte gelisen bir hastalik olup, erken evrelerde teshis edilmesi
tedavisinde kolayliklar saglamaktadir (Auyang, 2006; Oylar ve Tekin, 2011; Sefer,
2011). Ancak gerek kanserin belirsiz etyopatolojisi bulunan progresif bir hastalik
olmasi, gerekse kanser tiplerindeki heterojenlik tan1 ve tedavi siirecini zorlastirmaktadir.
Oyle ki tip tarihinde higbir hastalik kanser kadar arastirmalara konu olmamasina ragmen
kesin bir tan1 ve tedavi yontemi hala bulunamamistir (Busch, 1979; Verimli, 1996;
Weaver ve Hedrick, 1997; Olgen ve ark., 2002; Oztiirk, 2011; Tessitore ve ark., 2013).
Bu sebeple uzmanlar kanserin erken teshisini yapabilmek amaciyla ideal tiimor
belirtegleri aramaktadirlar (Karatag, 2010). Her gecen giin gelisen molekiiler
teknolojiler ise, kanser ve genler arasindaki bilinmeyenlere 1s1k tutmakta, hastaligin

erken tanisinda ve tedavisinde yeni ufuklar agmaktadir (Tamkovich ve ark., 2014).

2.2. Tip Tarihinde Kanser

Kanser arastirmalarinin baslangict M.O.15. yiizyila kadar dayanmakta olup, malign
timorlerle ilgili tanimlara ilk olarak misir papiriislerinde rastlanilmistir. Antik doneme
ait Yunan tibbi kayitlarinda ve Galen’in calismalarinda ise birgok kanser olgusuna
rastlanmakla birlikte, bunlarin ne tiir timoérler olduguna karar vermek c¢ogu kez
olanaksiz olmustur. “Kanser” terimini ilk defa Hipokrat M.O. 460°da organizmanin sifa

bulmayan yeni yapilanmalar1 i¢in kullanmis, ilk bilimsel mikroskobik incelemeyi



Marcello Malpighi 1628-1694 yillar1 arasinda yapmistir. Giiniimiizde bilinen birgok
kanser tliriinii ise Morgagni (1682-1771) tanmimlayarak primer tiimorleri sekonder
tiimorlerden ayirmustir. 19. yiizyila gelindiginde kanser olusumunda 6nemli bilgiler
kazandiran arastirmalarin yani sira artik kanserin kalitsal boyutu da arastirilmaya

baslanmigtir (Bettmann, 1956; Sigerist, 1960; Yener, 1973; Atici, 2007).

Modern zamanlarin kanserle ilgili en 6nemli devrimlerinden biri ise yapilan genomik
calismalar olmustur. Bu anlamda atilan en énemli adim "Insan Genom Projesi" olup, tip
tarihinde ¢1gir agmistir (Erdemir ve Uysal, 2010). Insan genom dizilimini belirlemek
amactyla 1990 yilinda baglatilan ve 2003 yilinda tamamlanan proje ile insan viicudunda
bulunan 30 000 civarindaki genden % 99,9’unun tiim bireylerde ayni, % 0,1’inin ise
farkli oldugu ortaya ¢ikmistir (Venter, 2003). Bu % 0,1’lik farkin nedeni ise SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) tek niikleotid polimorfizimleridir. Bunlar DNA
dizisindeki bir bazin yerini bagka bir bazin almasi sonucunda ortaya ¢ikan degisiklikler
olup, 1000 bazda bir goriilebilmekte ve g¢evreye verilen yanitlarin farkli olmasini
saglamaktadir. Boylece gerek fenotipik farkliliklarin (géz rengi, boy, kilo vb.) gerekse
kanserin de dahil oldugu pek cok hastaliga ya da ilaca karsi bireylerin duyarlilik
gostermesinin sebebi belirlenebilmistir (Wang ve ark., 1998; Bren, 2005; Kauwell,
2005; Coskun, 2007; Ozkara; 2008).

DNA’daki bazlarin dizilis sirasinin belirlenmesi (yapisal genomik); dogustan var olan
yeteneklerimiz ile bazi davranis ve hastaliklara yatkinligimizin bilinmesini saglamakta
ama genlerin fonksiyonlar1 ve proteinlerdeki degisiklikler hakkinda bilgi vermemektedir
(Tyers ve Mann, 2003; Sarwal ve Alemi, 2005; Basaran ve ark., 2010; Mishra, 2010).
Oysaki proteinler bir yandan yapisal dgeler olarak hiicrelerde yer alirken diger yandan
da enzimler olarak tiim hiicre metabolizmasimi yiiriitmekte ve hiicre fonksiyonlarini
diizenlemektedir. Bu sebeple hiicrelerin anlasilmasi i¢in, proteinlerinin yap1 ve
islevlerinin belirlenmesi ve degisik kosullarda nasil farklilagtiklarinin anlagilmasi
gerekir (Kocagdz, 2009). Dolayistyla da organizmanin genleri hangi oranda kullandigi,
karsilasacagi durumlara hangilerini kullanarak yanit verdigi, hangi genlerin eksprese
edilerek proteinlere doniistiiriildiigli, hiicrede bulunduklari yerler ve goreceli
miktarlariin anlagilmast i¢in genlerin yapilar1 haricinde fonksiyonel iiriinlerine de

bakmak gerekir ki bu da genomik verilerin post-genomik calismalarla desteklenmesi



demektir. Bu sebeple de kanser arastirmalarinda biyolojik bir sistem dahilinde isleyen
farkli ¢calisma alanlarina ihtiya¢ dogmustur (Marti ve ark., 2002; Aebersold ve Mann,
2003; Chua ve ark., 2004; Moore ve Weeks, 2011; Bal ve Budak, 2013).

2.3. Kanser Arastirmalarinda Omik Yaklasimlar

“Omik” terimi, 1920 yilinda Hans Winkler’in genome kelimesini kesfinden sonra,
Yunanca “ome” son ekinden tiiretilerek 1986 yilinda Thomas H. Roderick tarafindan ilk
kez “genomik” olarak ortaya ¢ikmis ve 2000’li yillara dogru proteomik, transkriptomik,
metabolomik gibi bir¢ok alana yayilmistir. Giiniimiizde ise artik kendi adiyla yani
“omik teknolojileri” olarak anilan ve sonuna eklendigi kelimeye biitiinliikk anlami
kazandiran farkli bir bilim dali haline gelmistir (Sauer ve ark., 2007; Yadav, 2007,
Unver ve Emre, 2008; Baraldi ve ark., 2009). Farkli basliklar altinda incelense de
aslinda tim omik teknolojileri birbiriyle son derece sistemli bir baglant1 igerisinde olup;
genler, proteinler ve lipitleri de kapsayan tiim metabolitler arasindaki karmasik iligkiyi
acike¢a ortaya koymaktadir (Sekil 2.1). Ciinkii sonugta bilindigi iizere insanlar farklidir
dolayisiyla her insanin kanseri de farkli olacaktir. Omik teknolojileri ise bireyler
arasindaki bu farkliliklar1 bugiin molekiiler diizeyde saptanabilir hale getirmektedir

(Baskin, 2011).
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Sekil 2.1. Omik teknolojilerinin siiflandirilmasi (Anonim 2014a)



2.3.1. Transkriptomik

DNA’dan proteine giden yolda DNA, tasidig1 bilgileri mRNA’ya aktararak sadece bir
kalip olarak gorev yapmakta; proteinler ise bu mRNA’lar {izerinden sentezlenmektedir.
Yani DNA, mRNA’y1 kullanarak fonksiyonunu gosterebilmektedir (Daniel ve Wenzel,
2006; Soysal ve Tosun, 2013). Bu sebeple de genomik c¢alismalari, transkriptomik
caligmalar takip eder (Sekil 2.2). Ancak transkriptomik (fonksiyonel genomik), belli bir
zamanda, bir hiicre veya dokudaki mRNA’larin tiimiinii inceleyen bir bilim dali olup,
proteinlerin hiicre i¢indeki diizeyleri hakkinda sadece kabaca bilgi verebilmektedir
(Mutch ve ark., 2005; Elaine ve ark., 2006; Marco ve Bennik, 2007; Kocagoz, 2009).
Ciinkii mRNA’lar, her zaman proteinlere cevrilmediginden; bunlarin diizeyleri ile
kodlanmis proteinlerin miktarlar1 arasinda dogrusal bir iliski bulunmaz. Bu sebeple de
kanser anindaki ve fizyolojik siiregteki mRNA’larin karsilastirilmasiyla aktiflesen
genleri belirlemek miimkiin olsa da bu genlerin hangi oranda kullanildigina dair kesin
bir bilgi edinilemez (Anderson ve Anderson, 1998; Chen ve ark., 2002; Srinivas ve ark.,
2002; Greenbaum ve ark., 2003; Del Boccio ve Urbani, 2005; Yildirim ve ark., 2008).
Dolayisiyla transkriptomik calismalarin, proteinler hakkinda daha ayrintili bilgi veren,
proteomik ¢aligmalarla desteklenmesi gerekmektedir (Kumar ve Sarin, 2009; Tuiidén ve

ark., 2010).
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2.3.2. Proteomik

Proteomik, belli bir zamanda, 6rnegin kanser hastalig1 sirasindaki belli bir hiicre veya
dokuda genom tarafindan sentezlenen toplam proteinlerin yani proteomun, yapi ve
islevlerini inceleyen bir bilim dali olup; proteinlerle ilgili tiim bilgiyi ortaya ¢ikarmayi
amaclamaktadir (Wilkins ve ark., 1996; Celis ve Gromour, 2003; Tyers ve Mann, 2003;
Marko-Varga, 2004; Carbonaro, 2008). Bunu yaparken ise geleneksel biyokimyasal
yontemlerden farkli olarak (Sekil 2.3), bir defada c¢ok fazla proteinin (proteom)
calisilabilmesine olanak saglar (Bal ve Budak, 2013).

Sekil 2.3. Geleneksel biyokimya ile proteomik calismalarin karsilastirilmasi (Bal ve

Budak, 2013)

Proteomik caligmalar, genomik ve transkriptomik ¢aligmalara nazaran hem daha
karmasik hem de daha dinamiktir. Cilinkii farkli canlilarda degismekle birlikte 6rnegin
bir insanin hiicresinde yaklasik 100 000 cesit protein bulunmakta ve bu proteinler,
hiicrenin tipine ve fizyolojik durumuna gore degisim gdstermektedir (Amiour ve
Merlino, 2002; Srinivas ve ark., 2002; Aebersold ve Mann, 2003; Coskun, 2007; Jian-
Zhong ve Yan-Bo, 2008; Xiao ve ark., 2008; Budak ve Donmez, 2012). Bu bilgiler

15181inda genomlar1 ayni olan bir organizmanin farkli zaman ve mekanlardaki degisen



goriintiilerini proteomdaki degisimlere baglamak miimkiindiir (Sekil 2.4). Ancak klinik
fenotipi belirleyen bilgiler, hiicrede olusan metabolitlerde bulundugundan sadece bu
arastirmalardan elde edilen bilgiler de yine hastaliklarin dnlenmesinde, teshisinde ve
tedavisinde yeterli olmamaktadir. Bu sebeple tiim metabolizmay: inceleyen daha

kapsamli ¢aligsmalara ihtiya¢ duyulmustur (Bren, 2005).
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Sekil 2.4. Ayni genom, farkli proteom (Anonim 2014b)

2.3.3. Metabolomik

Metabolitler, cesitli reaksiyonlar sirasinda ortaya c¢ikan, belirli bir biyokimyasal
reaksiyona Ozgii TUrlinler olup, 1500 Da’dan kiigiik molekiillerdir. Peptitler,
oligoniikleotidler, sekerler, niikleozidler, organik asitler, ketonlar, aldehitler, aminler,
amino asitler, lipitler, steroitler, alkaloidler, ilaglar ile birlikte hiicre ya da organizma
tarafindan sentezlenen, kullanilan veya sindirilen diger kimyasal maddeler bu grubun
icerisinde yer almaktadir. Sayilarina iliskin net bir bilgi bulunmayip, insanlarda en az
iki-ig bin, en fazla yirmi bin metabolitin olabilecegi tahmin edilmektedir.
Metabolitlerin organizmadaki toplamlarmma metabolom, bunlar1 inceleyen omik
teknolojisine ise metabolomik adi verilmektedir (Dettmer ve Hammock, 2004; Doherty
ve ark., 2004; Bren; 2005; Goodacre, 2005; Daniel ve Wenzel, 2006; Griffiths ve ark.,
2007; Carbonaro, 2008; Wishart, 2008; Jacobs ve ark., 2009; Wheelock ve ark., 2009;

Basaran ve ark., 2010; Wickramasekara ve ark., 2013). Transkriptom ve proteom gibi



metabolom da hiicresel fonksiyonlara bagimli olup her bir metabolitin seviyesi hiicre,
doku ya da organizmanin fizyolojik, gelisimsel ve patolojik durumuna gore degiskenlik
gostermektedir. Ornegin beyin tiimérlerinde yapilan metabolomik ¢alismalarda, farkli
beyin kanserlerinde farkli metabolitlerin yiikseldigi bulunmustur. Ancak digerlerinden
farkli olarak metabolomdaki degisiklikler organizmanin hem hastaliga hem de genetik
ve cevresel degisikliklere verdigi en son yanittir. Bu sebeple de metabolomik hiicrenin
veya dokunun fenotipini tanimlamaktadir. Dolayisiyla genomik, transkriptomik ve
proteomik ‘“ne olabileceginin” metabolomik ise “gercekte ne oldugunun” bilgisini
vermektedir. Bu nedenle, metabolomik hastalik teshisi veya toksik ajanlarin fenotip
tizerindeki etkilerini arastirmada en ideal yontem olup; analizler timor dokusunun yani
sira serum, idrar, beyin omurilik sivisi, plazma, tiikiiriik gibi ¢esitli viicut sivilarinda da
yapilabilmektedir (Schmidt, 2004; Denkert ve ark., 2006; Coskun, 2007; Griffin ve
Kauppinen, 2007; Griffin ve Salek, 2007; Villas-Bdas, 2007; Ozkara, 2008; Baraldi ve
ark., 2009; Vander ve ark., 2009; Kurban ve Mehmetoglu, 2010; Seyfried ve Shelton,
2010; Nagrath ve ark., 2011; Nishiumi ve ark., 2012; Beger, 2013; Celebier, 2014).

2.3.4. Lipidomik

Lipidomik teknolojisinde kullanilan fosfolipidlerin yapisi

Hiicre zarlar1 ve lipoproteinlerin yapi tasi olan fosfolipitler, hiicre membranlarinin temel
elaman1 olmakla birlikte; Pl (fosfatidilinositol), seramid, lizofosfatidik asit (LPA) gibi
sinyal molekiilleri ile diagilgliserol (DAG) ve inositol 1,4,5,-trifosfat (IP3) gibi ikinci
mesajct molekiillerin dnciilii olarak da hizmet etmektedirler. Dolayisiyla fosfolipitlerin
bu 6zellikleri bakimindan ligand ve reseptor olarak taniyici, sinyal iletiminde ikinci
haberci ve onemli biyolojik aktivitesi olan bilesiklerin onciilii olarak gorev yaptiklar
soylenebilir. Bu o6zelliklerin yani sira enzim aktivasyonunda, hiicre i¢i kolesteroliin
yonlendirilmesinde, yag acil komponentleri olarak enerji depolamada, bagisiklik
sistemini diizenlemede ve hiicre biiylimesi, farklilasmasi ve apoptoz gibi hiicresel
faaliyetlerde de Onemli rollere sahiptirler. Ayrica yapilan ¢alismalar okside
fosfolipitlerin biyolojik olarak aktif olduklarin1 ve inflamasyon ile ilgili genlerin
ifadesini etkilediklerini gostermektedir (Brouwers ve ark., 1999; Freitas, 1999; Cui ve

Houweling, 2002; Hartwich ve ark., 2002; Kadl ve ark., 2002; Merill ve Sandhoff,



2002; Cole ve ark., 2003; Onat ve ark., 2004; Sanden, 2004; Wright ve ark., 2004;
Wymann ve Schneiter, 2008; van Meer ve de Kroon, 2011).

Hiicresel membranlar acgil gruplar1 ve polar bas gruplarindaki varyasyondan dolay1
fosfolipit tiirlerinin ¢esitlilik gosteren bir kompozisyonu olup; hiicrelerin tiplerine ve
islevlerine gore fosfatidilkolin=lesitin (PC), fosfatidiletanolamin=sefalin (PE),
fosfatidilserin (PS), Pl ve sfingomiyelin (SM) gibi farkli fosfolipitler icermektedir. Bu
fosfolipitlerin miktari, hiicreden hiicreye degismekle birlikte PC, toplam fosfolipit
kiitlesinin % 50'sini olusturarak hiicre membraninda en ¢ok bulunan fosfolipit
olmaktadir. Bu bakimdan PC hiicre ve organ biitiinliigiinii saglamada énemli bir yapisal
role sahiptir. SM'ler ise en degisken grubu olusturmakla beraber, genel olarak PC'i

sirastyla; PE, PS, PI ve SM izlemektedir (Jones ve ark., 1992; Sanden, 2004).

Bununla birlikte zarin i¢ ve dis tabakasinda fosfolipitlerin yerlesimleri de farklilik
gostermektedir. PC ve SM genellikle zarin dis ylizeyinde bulunurken, PS ve PE i¢
yiizeyinde bulunmaktadir. Dolayisiyla genel olarak hiicre membraninin 6zellikleri bu
komponent fosfolipit tiirleri tarafindan belirlenmekle beraber yag asitleriyle de siki bir

iligkisi bulunmaktadir (Stubbs ve Smith, 1984; Cullis ve ark., 1996; Coskun, 2011).

Lipidomik teknolojisinde kullanilan yag asitlerinin yapisi

Fosfolipitler de dahil olmak {izere tiim lipitlerin temel yapi taslarina "yag asitleri" adi
verilmekte olup; lipitler igerdikleri bu yag asitleri ile birbirinden farklilagirlar. Yag asidi
metabolizmasi; hiicre sinyali, enerji isleme ve membran akigkanligi gibi hiicre
cogalmasi ve oliimii lizerinde etkili olan bir¢ok hiicresel yolakta rol oynayan anahtar bir
sliregtir. Bununla birlikte yag asitlerinin eikosanoid ve sitokin iiretimini etkileyerek
inflammator tepkileri de degistirdigi ve tiimér olusumuna katkida bulunduklar
diistiniilmektedir. Ayrica bu sliregte yag asitleri fosfolipit sentezinde de rol
oynamaktadir. Bu bakimdan membranlarin yag asidi kompozisyonlar1 degistirilerek
hiicrelerin 6zellikleri de degistirilebilir (Faergeman ve Knudsen, 1997; Meng ve ark.,
1999; Cao ve ark., 2000; Tang ve ark., 2002; Heimerl ve ark., 2006; Kuhajda, 2006; Liu
ve ark., 2006; Menendez ve Lupu, 2007; Hilvo ve ark., 2011; Macasek ve ark., 2012;
Currie ve ark., 2013; Jurczyszyn ve ark., 2014).
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Yag asitleri karbon (C) sayilarina gore kisa (C2-4), orta (C6-10), uzun (C12-20) ve ¢ok
uzun zincirli (C>22) olarak isimlendirilmekle beraber, yapilarinda ¢ift bag igerip
icermemeleri bakimindan da doymus ve doymamis yag asitleri olarak iki sinifa
ayrilmaktadirlar. Buna gore Sekil 2.5'te de goriildigli gibi igerisinde ¢ift bag
bulunmuyorsa  "doymus", Dbulunuyorsa  "doymamis" yag asitleri  olarak

tanimlanmaktadirlar (Karabulut ve Yandi, 2006; Dumanli, 2008; Konukoglu, 2008).

H HHH H H H
=Ny
C .......... C .......... C .......... C .......... C .......... C .......... C .......... C ......... H
HO W H H HHHH
Doymus Yag Asidi
0 i
c— C::::::::::G::::::::::G::::::::::G:::::::::G::::: ........... C .......... H
o |
H H H
Doymarmis Yad Asidi

Sekil 2.5. Doymus ve doymamis yag asitlerinin yapisi (Dumanli, 2008)

Doymus yag asitleri (saturated fatty acids, SFA) biiylik ¢ogunlugu oda 1sisinda kati
halde bulunan yag asitleri olup; en ¢ok tereyagi, kuyrukyagi, kirmizi etler, kiimes
hayvanlarinin derisi, tam yagh siit ve siit Urlinleri gibi hayvansal besinlerde
bulunmaktadir (Sahingdéz, 2007; Cakmak¢i ve Kahyaoglu, 2012). Bunlardan en
onemlileri palmitik (PA, 16:0), stearik (SA), laurik (LA 12:0), miristik (MA), arasidik
(AA, 20:0) ve behenik (BA) yag asitleridir. Burada “a:b” seklindeki ifadede “a” karbon
sayisini, “b” ¢ift bag sayisini ifade etmektedir. Bu yag asitleri besinlerle alinmadigi
taktirde insan viicudunda da sentezlenebilir (Karaca ve Aytag, 2007; Kalaycioglu ve

ark., 2010).

Doymamis yag asitleri (unsaturated fatty acids, UFA); oda 1sisinda siv1 halde bulunan

yag asitleri olup; ¢ift baglarin ucundaki karbonlara baglanan hidrojen atomlarinin
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yerlesimlerine gore; cis (c¢) ve trans (t) olmak tiizere iki geometrik izomeri bulunur.
Ancak organizmada kullanilan doymamuis yag asitleri cis konumundadir. Bu yag asitleri
cift baglarinin sayisina gore ise "tekli" ve "¢oklu" doymamis yag asitleri olmak iizere

ikiye ayrilirlar (Das, 2006; Konukoglu, 2008; Cakmak¢1 ve Kahyaoglu, 2012).

Tekli doymamis yag asitleri (monounsaturated fatty acids, MUFA); yapilarinda bir ¢ift
bag iceren yag asitleri olup (Sekil 2.6); bu grubun en 6nemli iki iiyesi palmitoleik (PA,
16:1) ve oleik (OA) yag asitleridir. Zeytin ve kolza yaglari, kabuklu yemisler ve yaglari,
avokado tekli doymamis yag asitlerini yiliksek oranda icermektedir. Bunlar doymus yag
asitleri gibi insan viicudunda sentezlenebilir (Kaya ve ark., 2004; Karaca ve Aytac,

2007; Kalaycioglu ve ark., 2010; Oztiirk, 2014).

0 HH HH HH H 0 HHHH HH H H

m 11 11 1 11 | [ L A A N
H-0—C—C—-C—C—C—C—C—C—C=C—C—C—C—C—C—C—C—C—H

rFr o rrr

HHHHHHHHHMHMHMHHMHUHUHH

Sekil 2.6. Tekli doymamis yag asidi (Oztiirk, 2014)

Coklu doymamis yag asitleri (polyunsaturated fatty acids, PUFA) yapilarinda birden
fazla ¢ift bag iceren yag asitleri olup (Sekil 2.7); bes veya daha fazla ¢ift bag icermeleri
durumunda ise "yiiksek coklu doymamis yag asitleri (highunsaturated fatty acid,
HUFA)" olarak tanimlanmaktadirlar. Ancak bunlardan bazilar1 yasam i¢in mutlak
gerekli olmakla birlikte insan viicudunda sentezlenmeyip disaridan besinlerle alinmasi
gerekir. Bu yiizden bunlara "esansiyel yag asitleri (EYA)" adi1 verilmektedir (Bingol,
1976; Yilmaz, 1995; Greenly, 2002; Sargent ve ark., 2002; Baysal, 2004; Kaya ve ark.,
2004; Eseceli ve ark., 2006; Karaca ve Aytag, 2007; Zatsick ve Mayket, 2007).
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Sekil 2.7. Coklu doymamus yag asidi (Oztiirk, 2014)

Yag asidi molekiiliiniin biri karboksil (COOH) ve digeri metil (CH3) karbon igeren iki
sonlanma bolgesi bulunmakta olup; metil karbonuna "omega (o veya n) karbonu"
denilmekte ve metil kokiinden baglamak tizere ¢ift bagin bulundugu ilk omega karbon
atomuna gore doymamis yag asitleri; "w-3, ®-6, ®-7 veya ®-9" seklinde
isimlendirilmektedir (Sekil 2.8). Ancak bunlardan sadece "®-3 ve ®-6" EYA olarak
viicutta bulunmakta (Nettleton, 1995; Hornstra, 2001; Trautwein, 2001; Das, 2006;
Harris ve ark., 2007; Konukoglu, 2008; Oztiirk, 2014) ve goriiniiste molekiil yapilarinda
onemsiz farkliliklar olmasina ragmen ¢ok farkli sekilde davranmaktadirlar (Turan ve
ark., 2013). Doymamis yag asitlerini sentezleyen enzimler ise, yapiya bu cift baglarin
katilmasini saglayan "desatiirazlar" olup; ¢ift bagin eklendigi karbonlara gore "A4, AS,
A6 veya A9-desatiiraz" olarak tanimlanirlar. A9-desatiirazlar (D9D) tekli doymamis yag
asitlerini sentezlerken; A5 (D5D) ve A6-desatiirazlar (D6D) ®-3 ve ®-6 ¢oklu doymamis
esansiyel yag asitlerini sentezlemekle gorevlidirler (Konukoglu, 2008; Kawashima ve

ark., 2009; Yerlikaya ve Mehmetoglu, 2014).

HOOC — CH,— CHy— CHy—— - +vvevevernrene CH;
1 2 3 4 n
o- B- Y- w-

Sekil 2.8. Omega adlandirma sistemi (Kalaycioglu ve ark., 2010)
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-3 serisi, 18 karbona sahip olan ve {i¢ ¢ift bag igeren a-linolenik asitten (ALA, 18:3,
®-3) olusmakta olup, bunlarin ilk ¢ift bag1 metil grubuna en yakin 3'incii karbonda
bulunmaktadir. Buradaki " ®-X veya n-x" seklindeki ifade, metil karbonuna en yakin ¢ift
bagin pozisyonunu gostermektedir (Sekil 2.8). ALA, insan viicudunda bulunan
doymamig yag asitlerini sentezleyen desatiiraz ve yag asitlerinin zincir uzatma
islemlerinden sorumlu olan elongaz enzimleri ile eikosapentaenoik (EPA 20:5, ®-3) ve
dokosahekzaenoik (DHA 22:6, ®-3) yag asitlerine doniismektedir (Sekil 2.9). EPA ve
DHA yag asitleri ise; Cizelge 2.1'de goriildiigii gibi ¢ogunlukla antiinflammator,
antitrombotik, antiaritmik ve antimitojenik 6zelliklere sahip olan bir grup eikosanoidin
(prostaglandinler (PG), thromboksanlar (TX) ve lokotrienler (LT)) dnciilleridir (Murray
ve ark., 1993; Aydin, 2004; Kaya ve ark., 2004; Zatsick ve Mayket, 2007; Yeltekin,
2012; Yerlikaya ve Mehmetoglu, 2014).

piyer \

n-6 PUFA n-3 PUFA
Linoleik asit o-linolenik asit
v-Linolenik asit

1 EPA — DHA
Arasidonik asit

1
n-6' dan yapilan metabolitler n-3'den yapilan metabolitler

Sekil 2.9. ®-3 ve w-6 yag asitlerinin metabolizmasi (Yeltekin, 2012)

-6 serisi ise, 18 karbona sahip olan ve iki ¢ift bag iceren linoleik asitten (LA, 18:2c, o-
6) olusmakta olup, bunlarin ilk c¢ift bagi metil grubuna en yakin 6'nct karbonda
bulunmaktadir. LA (18:2c)'nin metabolitleri; y-linoleik (GLA, 18:3, ®-6), dihomo-y
linoleik (DGLA, 20:3, ®-6) ve arasidonik (AA, 20:4, w-6) yag asitleridir (Sekil 2.9). Bu
iriinler, -3 yag asitlerinin metabolik iirlinlerinin tam tersine hareket ederek ¢ogunlukla

iltihap, agr1, kan pihtilagmasi ve tiimdr biiylimesini tesvik ederler (Murray ve ark., 1993;
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Brown, 2000; Greenly, 2002; Aydin, 2004; Eseceli ve ark., 2006; Turan ve ark., 2013).
Eger diyette AA (20:4)'iin onciil maddesi LA (18:2¢) bulunmuyorsa; AA (20:4) de EYA
smifina girer (Champe ve Harvey, 2005).

Cizelge 2.1. ®-3 ve w-6 kokenli yag asitlerinin metabolik triinleri (Aydin, 2004)

(»-6) (»-3)
Enflamatuvar (iltihap yapici) Antienflamatuvar (iltihap azaltici)
Hiperaljezik (agr1 yapici) Analjezik (agr azaltici)
Trombotik (piht1 yapict) Antitrombotik (piht1 dnleyici)
Mitojenik (kanser yapici) Antimitojenik (kanser Onleyici)

Anlagilacag iizere lipidler bu eikosanoidlerin yapisal temelini olusturmakta olup;
burada PG ve TX'lerin sentezindeki yolda siklooksigenaz (COX), LT sentezinde ise
lipoksigenaz enzimleri yer almaktadir (Mills ve Moolenaar, 2003; Konukoglu, 2008).
COX ise iki izoenzime sahip olup; COX-1 ¢esitli hiicre tiplerinde iiretilebilirken; COX-
2 inflamasyona cevap olarak liretilebilmekte ve bu sebeple inflamasyona sebep olmayan
hiicrelerde bulunmamaktadir. Dolayisiyla da COX-2'nin insan kanser ¢esitliligini

artirdi@ bildirilmistir (Hardman, 2002).

Bu fonksiyonlarin disinda esansiyel yag asitleri, hiicre zarmin fosfolipit yapisinda da
bulunmakla beraber membran gegirgenligi ile enzim ve reseptdr aktivitesi, iyon
transferi, hiicre i¢i haberlesme ve gen ekspresyonu {izerine de etki etmektedir. Ayrica
bu yag asitlerinden ®-3, Ozellikle miyokard, retina, beyin ve spermatozoada bol
miktarda bulunmakta olup; bu dokularin gelismesi, dogru ve tam calismasi,
diizenleyicisi olduklar1 birgok fizyolojik siirecin islemesi i¢in de gereklidir (Murray ve
ark., 1993; Brown, 2000). ®-3 yag asitleri daha ¢ok balik, et, yumurta, findik, ceviz,
susam, keten tohumu, soya fasulyesi, kanola ve zeytin yaglarinda bulunurken, ®-6 yag
asitleri en ¢gok musir, soya, pamuk, ay¢icegi gibi bitkisel yaglarda bulunmaktadir (Aydin,
2004; Gogus ve Smith, 2010).
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Kanserde lipitler

Gerek hiicresel biyomembranlarin en az % 50'sini olusturmalar1 gerekse biyolojik
sistemlerde ¢ok sayida fonksiyon ortaya koymalar: bakimindan biyolojik dneme sahip
olan fosfolipitlerin ve yag asitlerinin de dahil oldugu tiim lipitlerin, bir hiicre veya
organdaki toplam kompozisyonlarina "lipidom" adi verilmekte olup; lipitler molekiiler
teknolojilerin de gelismesi sonucunda metabolomigin alt dali olarak "lipidomik" basligi
altinda ayrica incelenmektedirler (Han ve Gross, 2003; Fernandis ve Wenk, 2009; Hu
ve ark., 2009; Wenk, 2010; Xiaogiong ve Jun, 2011; Beger, 2013). Lipidomik
organizmanin genel durumunu yansitmast bakimindan tiim lipitlerin kapsamli
analizlerini amaglayan bir omik teknolojisi olup; diyabet, obezite, alzheimer ve cesitli
kanser tiplerinin de dahil oldugu birgok hastalikta tam1 ve tedavi siirecinde

kullanilmaktadir (Zhao ve ark., 2014).

Lipitler ve kanser olusumu arasindaki korelasyon ise 1960'larda baslayan arastirmalarla
birlikte uzun siiredir bilinmektedir (Cohen, 1992). Yapilan c¢alismalar lipitlerin
proliferasyon, farklilagma, apoptosis, inflammasyon, otofaji, hareketlilik, membran
homeostazisinin diizenlenmesi gibi biyolojik siireclerde rol oynayarak kanserin
olusumuna ve ilerlemesine neden oldugunu gdstermektedir (Bauman ve ark., 2014;
Zhao ve ark., 2014). Dolayisiyla bircok kanser tipinde lipit kompozisyonunda,
miktarinda ve metabolizmasinda degisiklikler gézlenmistir. Ayrica lipitlerin antikanser
ilaclara direng gelisimi {lizerine de etkisi belirlenmistir (Patra, 2008; Fernandis ve Wenk,
2009; Déria ve ark., 2012; Pan, 2013). Bu sebeplerden dolayr diger metabolitlerde
oldugu gibi lipitlerden de; hem hastalifin tanis1 ve patolojilerini anlamada, hem de
hastalig1 onleme ve tedavi amagli programlar ortaya koymada potansiyel biyomarkerlar

olarak yararlanilabilmektedir (Zhao ve ark., 2014).

2.4. Kanser Biyomarkerleri (Biyobelirtecleri)

Omik teknolojileri, biyoteknoloji ve analitik kimya temellerine dayanmakta olup;
yapilan Olgiimler biyolojik olaylarin kimyasal biyomarkerlerini ifade etmektedir.
Biyomarker, bir hiicre veya organizmanin biyolojik durumunu karakterize eden molekiil

anlaminda kullanilmakta ve kanser dahil bir¢ok hastaligin tan1 ve tedavi asgamasinda bu
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molekiillerden yararlanilmaktadir (Ludwig ve Weinstein, 2005; Ghosh ve Poisson,

2009; Budak ve Donmez, 2012).

Kanser biyomarkerlerinin klinik kullanimdaki ilk adimi, 1847 yilinda Sir Henry Bence
Jones'un multipl] myelomal1 bir hastanin idrarinda kendi adi ile anilan bir proteini
gozlemlemesi ile atilmistir (Savage ve Vickers, 2009). Daha sonraki yillarda ise hiicre
boliinme ve biliylimesinden sorumlu biyokimyasal mekanizmalar, hiicre biiylimesini
uyaran molekiiller, bliylime mekanizmasin1 kontrol eden proteinler, gerektigi zamanda
bliylimenin smirlandirilmasindan sorumlu olan genler ve mekanizmalar ile kanser
olusumu ve gelisimi, molekiiler diizeyde aciklanmaya calisilmis ve bu g¢aligmalarin
sonucunda da birgok tiimor belirteci belirlenmigstir (Karatas, 2010; Yokus ve Cakur;
2012). Yillara gore tiimor belirteglerinin kesfi Cizelge 2.2°de goriilmektedir.

Cizelge 2.2. Yillara gore timor belirteglerinin kesfi (Karatas, 2010)

Yil Bilim adam Belirtec

1847 H. Bence Jones Bence-Jones proteini

1928 W.H. Brown Ektopik hormon

1930 B. Zondek hCG

1932 H. Chushing ACTH

1949 K. Oh-Uti Kan grubu antijenleri ile iliskili
olanlar

1959 C. Markurt [zoenzimler

1963 G. I. Abeku AFP

1965 P. Gold ve S. Freeman CEA

1969 R. Heubner ve G. Todaro Onkogenler

1975 H. Kohler ve G. Milstein Monoklonal antikorlar

1980 | G. Cooper, R. Weinberg ve M. Bishop Onkogen problar

1985 H. Harris, R. Sager ve A. Krudnon Supresor genler

Kanser indiiksiyon, insitu (lokal), invazyon ve disseminasyon olmak {izere dort zorunlu
faz boyunca, uzun bir siirecte gelismektedir. Bu sebeple erken teshis edilmesi tedaviyi
kolaylastiran en 6nemli etkendir. Dolayisiyla kanserin, indiiksiyon fazinda saptanmasi
idealdir ancak bu fazda hastalik belirti vermeden ilerlediginden bilimsel olarak bu
imkansizdir. Bu durumda hastali§i insitu yani ikinci fazda belirlemek ideal secenek
olmaktadir (Sefer, 2011). Ciinkii bu fazda malign hiicreler bazi enzim sistemlerini

kaybetmis olduklarindan veya bunlarin baski altinda bulunmasindan dolayr normal
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hiicreler gibi ¢evresel degisikliklere uyum saglayamazlar ve kendilerindeki metabolik
eksiklige uygun olarak davranirlar. Bunun sonucunda bazi maddeler iiretirler veya
saglikli hiicrelerde de var olan bazi molekiillerin iiretimini asir1 bir sekilde artirirlar.
Ortaya c¢ikmalar1 bir tiimoriin varligini gdstermesi sebebiyle, bu maddelere "tlimor
belirtegleri" adi verilmekte olup; bunlarin ¢ogu kanda bulunmakla beraber, bazilari
idrar veya diger viicut sivilarinda bazilar1 ise tiimorler ve diger dokularda

bulunabilmektedir (Altinisik, 2006; Karatas, 2010).

2.4.1. Kanser biyomarkerlerinin molekiiler yapilarina gore siniflandirilmasi

2.4.1.1. Protein, enzim, hormon, karbonhidrat, resoptor ve diger molekiil yapih

belirtecler

Kanser c¢esitli biyokimyasal olaylarin sonucunda organik molekiillerde 6nemli
degisimlere neden olan bir hastaliktir (Das, 2015). Bu sebeple cogunlukla protein
yapida olmakla beraber enzim, hormon, karbonhidrat, resoptér ve diger (poliamin,
niikleosid vb.) molekiiller gibi farkli yapilarda bulunan birgcok madde tiimor markeri
olarak belirlenmistir. Son yillarda omik teknolojilerine dayali olarak yapilan ¢aligmalar
ise kanser biyomarker kesfinde lipidlerin ve bazi genetik belirteglerin varligima da
dikkat ¢ekmektedir (Hacibekiroglu, 2006; Amayo ve Kuria, 2009; Karatas, 2010).
Asagidaki cizelgede en ¢ok bilinen ve kullanilan bazi belirtegler sunulmustur (Cizelge
2.3).

Cizelge 2.3. Kanser biyomarkerlerinin yapilarina gore siiflandirilmasi (Hacibekiroglu,
2006; Karatas, 2010)

Tiumor marker Artis veya azalis sebepleri

Protein yapihi belirtecler

Prostat kanseri, rektal tuse, prostat hipertrofisi,
idrar zorlugu, akut prostatit, prostat infrakti,
PSA mesane Kateterizasyonu, yas gibi nedenlerle
miktari artar.
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Cizelge 2.3. (Devam) Kanser biyomarkerlerinin yapilarina goére simiflandirilmasi
(Hacibekiroglu, 2006; Karatas, 2010)

Tiimor marker

Artis veya azalis sebepleri

Protein yapih belirtecler

CEA

Kolorektal, meme, akciger, mide, pankreas, safra
kesesi, lenf sistemi, tiroid, yumurtalik ve rahim
kanserleri, mide-karaciger-akciger ve barsak
sistemindeki benign patolojiler, gelisen fetiis, 5
fluorourasil ve levamizol tedavileri, sigara ve alkol
gibi nedenlerle miktar1 artar.

AFP

Karaciger, yumurtalik, testis, yolk kesesi,
pankreas, mide, kolon ve brons kanserleri, kronik
karaciger hastaligi, gebelik gibi nedenlerle miktar
artar.

TPA

Meme, akciger, mide, kolorektal, pankreas,
mesane, uterus ve prostat kanserleri, lenfoma,
melanoma, bakteriyel ve viral enfeksiyonlar, akut
hepatit, otoimmiin hastaliklar, non-malign olgular,
gebelik gibi nedenlerle miktar artar.

Bence Jones Proteini

Multilp myeloma, malign lenfoma, bdbrek
fonksiyon bozukluklari gibi nedenlerle miktari
artar.

Tg

Tiroid kanseri, tiroid hastaliklar1 gibi nedenlerle
miktari artar.

Ferritin

Meme ve testikiiler kanserler, 16semi, lenfoma,
pankreas ve akciger hastaliklari, kronik bobrek
yetmezligi, folik asit eksikligi, miyokard
enfaktiisti, viral hepatit, hemosiderozis, multipl
myelom gibi nedenlerle miktar1 artarken; kan kaybi1
ve demir eksikligi anemisi gibi nedenlerle miktar1
azalir.

pM

Multilp myeloma, hodgkin lenfoma, pulmoner
tuberkiilozis, pyelonefrit, renal allogreft
rejeksiyonu, fankoni sendromu, wilson hastaligi,
agir metal zehirlenmeleri, ilag  toksisitesi
(siklosporin, aminoglikozitler), AIDS, diabetik
nefropati gibi nedenlerle miktari artar.

SPAN-1

Pankreas, gastrointestinal, karaciger, safra, mide ve
kolon kanserleri, kronik pankreatit gibi nedenlerle
miktari artar.
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Cizelge 2.3. (Devam) Kanser biyomarkerlerinin yapilarina goére simiflandirilmasi
(Hacibekiroglu, 2006; Karatas, 2010)

Tiumor marker Artis veya azalis sebepleri

Protein yapih belirtecler

YPAN-1 Pankreas, mide ve kolon kanserleri gibi nedenlerle
miktar artar.

DU-PAN-2 Pankreas, nazofarinks, over ve metastatik
kanserler, karaciger ve safra yolu hastaliklari,
kronik pankreatit gibi nedenlerle miktar1 artar.

Enzim yapih belirtecler

Noroendokrin, tiroid mediller, kiiclik hiicreli
akciger, serviks, over ve endometrium kanserleri,

NSE retinoblastoma, feokromasitoma, septik  sok,
pndmoni, noral travma gibi nedenlerle miktar
artar.

Prostat, mide, kolon, meme, over ve akciger
kanserleri, iskelet kas1 ve kalp kasi travmasi ya da
CK nekrozu, akut miyokard enfaktiisii, miyokardit,
konjestif kalp yetmezligi, asir1 egzersiz, reye
endromu, hipotiroidi gibi nedenlerle miktari artar.

ACP Prostat kanseri gibi nedenlerle miktari artar.

Karaciger, testis, meme, over, kolon, mide ve
akciger kanserleri, non-hodgkin lenfoma, 16semi,
LDH akut miyokard enfaktiisii, akut karaciger iltihaplari,
ciddi kas travmalari, hemolitik anemi, kas atrofisi
gibi nedenlerle miktar artar.

Karaciger ve osteoblastik kemik kanserleri,
hodgkin lenfoma, safra yollarinda tikanma,
hiperparatroidizm, paget hastaligi, osteomalasia,
osteomyelit, hipertiroidizm, hiperfosfatemi,
diabetes mellitus, antikonviilsan ila¢ kullanimui,
gebelik gibi nedenlerle miktari artar.

ALP

IRE-1 Pankreas kanseri, kronik pankreatit gibi nedenlerle
miktari artar.

Hormon yapih belirtecler

Insulin Insulinoma gibi nedenlerle miktari artar.
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Cizelge 2.3. (Devam) Kanser biyomarkerlerinin yapilarina goére simiflandirilmasi
(Hacibekiroglu, 2006; Karatas, 2010)

Tiimor marker

Artis veya azalis sebepleri

Hormon yapih belirtegler

Kalsitonin ve Prokalsitonin

Mediiller tiroid, gastrointestinal, meme ve akciger
kanserleri,  16semi,  non-hodgkin  lenfoma,
tiiberkiilozis, hiperparatiroidizm, bobrek
yetmezligi, pnémoni, myeloproliferatif
bozukluklar gibi nedenlerle miktari artar.

B-hCG

Testis, lireteryal, over ve gastrointestinal kanserler,
koryokarsinoma,  primer testis  yetmezligi,
hidatiform, marijuana i¢ilmesi, gebelik gibi
nedenlerle miktari artar.

ACTH

Akciger, pankreas, meme, mide ve kolon
kanserleri, kronik akciger tikanmasi, obezite,
hipertansiyon, diabetes mellitus, amfetaminler-
insiilin-levodopa  metoklopropamid  kullanima,
primer adrenal yetersizlik (addison),
paraneoplastik hiperkortikolizm, hipofiz
adenomlari, stres gibi nedenlerle miktar1 artarken;
sekonder adrenal yetersizlik, adenokortikal
adenoma, kortikosurrenaloma gibi nedenlerle
miktart  azalir; chushing sendromunda ise
hastalifin  etyolojisine gore artabilir yada
azalabilir.

Karbonhidrat yapil belirtecler

CA 15-3

Gogiiste 1yi huylu urlar, yumurtalik, kolorektal ve
akciger kanserleri, kronik hepatit, kronik karaciger
hastaligi, iriner enfeksiyonlar, akut pankreas
iltihabi,  otoimmiin  hastaliklar,  peritoneal
tiiberkiilozis gibi nedenlerle miktar: artar.

CA 125

Over, pankreas, mide, iirotelyal, kolorektal ve
akciger kanserleri, menstriiasyon, hamilelik,
pankreatit, kronik karaciger hastaliklari, peritoneal
ve perikardial ~sivi  birikmesi,  peritoneal
tiiberkiilozis, endometriozis gibi nedenlerle miktari
artar.

CA 19-9

Pankreas, koleraktal, gastrointestinal, safra yollari,
over ve meme kanserleri, iyl huylu tiimdrler,
sarilik, diabetik nefropati, romatizmal hastaliklar
gibi nedenlerle miktar artar.
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Cizelge 2.3. (Devam) Kanser biyomarkerlerinin yapilarma gore smiflandirilmasi
(Hacibekiroglu, 2006; Karatas, 2010)

Tiumor marker Artis veya azalis sebepleri

Karbonhidrat yapih belirtecler

Pankreas, kolon ve biliyar sistem kanserleri,
kronik karaciger ve safra hastaliklari, pankreatit,
CAS0 kronik bobrek yetmezligi, ilseratif kolit, diabet
gibi nedenlerle miktar1 artar.

CA72-4 yadaTAG72-4 Mide, kolon, akciger, meme, over ve prostat
kanserleri gibi nedenlerle miktari artar.

Pankreas ve karaciger kanserleri, karaciger, safra
ve gastrointestinal sistem hastaliklart  gibi
CAR-3 nedenlerle miktar: artar.

Sialik Asit Beyin, bas ve boyun kanserleri, ovarian karsinoma
gibi nedenlerle miktar: artar.

Reseptor yapih belirtecler

Meme kanserlerinde pozitif reseptorlii hastalara
hormon tedavisi uygulanirken, negatif reseptorlii
ER ve PR hastalara kemoterapi ve benzeri tedaviler
uygulanir.

2.4.1.2. Lipid yapih belirtecler

Arastirmalar, insanlarin beslenme aliskanliklar ile hastaliklar arasinda iliski oldugunu
ortaya koymakta olup; diyet, kanserin olusumuna da neden olan en 6nemli faktorlerden
biri olarak gosterilmektedir. Yaglar ise biiylime, tireme ve gog¢ dahil hareket igin gerekli
olan metabolik enerjinin kaynagi olmasi agisindan hastalik ve beslenme arasindaki
iligkiler arastirilirken en fazla sorgulanan gida bileseni olmustur. Yapilan caligsmalar
sonucunda yaglarin asir1 tiiketiminin bir¢cok kanser tipinde hiicresel fonksiyonlarin
degisimine yol agtig1 belirlenmistir (Shiu ve Paterson., 1984; Byers ve ark., 2002;
Yaprak ve ark., 2003; Chang ve Chan, 2007; Kayahan, 2009; Tewari ve ark., 2012;
Baumann ve ark., 2014; Misir, 2014; Patel ve ark., 2014).

Arastirmacilar diyetle alinan fazla yaglarin kanser riskini artirmasini ise genel olarak;
zararl kimyasal maddelerin yaglarin icerisinde birikerek viicuda alinmalarina, kanseri
tesvik edici cinsiyet hormonlarinin seviyelerini yiikseltmelerine ve oksidasyonlari

sonucu olusan {irlinlerin DNA'y1 bozmalaria baglamaktadir (Nkondjock ve ark., 2003;
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Baysal ve Criss, 2004; Erman, 2005). Buna karsin arastirmacilar bazi lipitlerin ise
digerlerinden farkli etkilere sahip olarak yeterli miktarda alinmalar1 halinde kanseri
Onleyici ozellikleri de olabileceklerine isaret etmektedir (Nettleton, 1995). Saglikli ve
kanserli hiicrelerde yapilan c¢alismalar sonucunda tiimor gelisimine bagli olarak
fosfolipid ve yag asit kompozisyonlarinda degisiklikler bildirilmis olup (Spector ve
Yorek, 1985); bu degisikliklerin membran sentezi, lipid sentez ve yikimi ile birlikte
hiicre biiyliimesi, bdliinmesi ve oOliimii gibi ¢esitli biyolojik siirecleri etkiledigi

belirtilmistir (Santos ve Schulze, 2012).

2.4.1.2.1. Yag asitleri kompozisyonundaki degisimler

Yag asitleri lipit siniflarinin temel bilesenlerini olusturmakta olup; yaglarin fiziksel,
kimyasal ve fizyolojik 6zellikleri birinci derecede yapisindaki yag asitlerinin miktarina
ve cinsine bagldir. Bu bakimdan yag asitlerinin kanser iizerindeki etkilerini,
seviyelerindeki degisikliklerle birlikte yag asitlerinin doymus veya doymamis yapida
olmalari, karbon atomlar1 sayisi, cift bag sayilari, cis/trans yapida olmalar1 ve esansiyel
yag asidi icerikleri énemli derecede etkilemektedir (Oztas, 1999; Nkondjock ve ark.,
2003; Wu ve ark., 2009; Cakmake1 ve Kahyaoglu, 2012; Misir, 2014).

Yag asitlerinin dnemli bir kism1 diyetle saglanmakla beraber bazi dokularda sifirdan
sentezle de elde edilebilirler. Yapilan ¢aligmalar saglikli hiicrelerin, diyetli lipidlerden
elde edilen yag asitlerini kullanirken; kanserli hiicrelerin, diyetle saglanabilmesine
ragmen, hiicre boliinmesi i¢in gerekli lipidlerin ¢ogunu sifirdan sentezledigini
gostermektedir. Yag asitlerinin sifirdan sentezi ise yag asidi sentaz (FAS) ve asetil-CoOA
karboksilaz (ACA) enzimleri tarafindan diizenlenmekte (Kuhajda, 2006; Shannon ve
ark., 2007; Hilvo ve ark., 2011; Lin ve ark., 2012; Macasek ve ark., 2012) olup; bu
enzimlerin g¢esitli kanser tiplerinde fazla miktarda ekspre (overexpresyon) oldugu
gbzlenmistir (Pala ve ark., 2001; Menendez ve Lupu, 2007; Kuchiba ve ark., 2012; Lin
ve ark., 2012; Rahman ve ark., 2012). Enzimlerin saglikli deneklerde sadece
karacigerde ve adipoz dokusunda rol oynarken; kanser hiicrelerinin malignant
fenotipine, hayatta kalmasmna ve c¢ogalmasina da yardim ettigi bildirilmigtir

(Semenkovich ve ark., 1995; Lupu ve Mendenez, 2006; Flowers ve Ntambi, 2008).
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Yapilan caligmalar aralarinda meme (Kuhajda ve ark., 1994; Alo' ve ark., 1996;
Milgraum ve ark., 1997; Wang ve ark., 2001a; Vazquez-Martin ve ark., 2009), prostat
(Warburg, 1956; Wang ve ark., 2001b; Swinnen ve ark., 2002; Baron ve ark., 2004; Liu,
2006), kolon (Ogino ve ark., 2008; Notarnicola ve ark., 2012), akciger (Orita ve ark.,
2008), karaciger (Cederbaum ve Rubin, 1976; Xue ve ark., 2008; mesane (Sugino ve
ark., 2011), yumurtalik (Gansler ve ark., 1997; Wang ve ark., 2001b), 6zofagus
(Kuhajda, 2006; Wu ve ark., 2009; Orita ve ark., 2010), endometrium (Pizer ve ark.,
1998; Sebastiani ve ark., 2004), pankreas (Alo ve ark., 2007; Walter ve ark., 2009),
bobrek (Horiguchi ve ark., 2008) ve midenin (Kusakabe ve ark., 2002) de bulundugu bir
cok kanser tipinde, tiimor olusumunun erken evrelerinde bile bu enzimlerin upregiile
oldugunu gostermekte olup; enzim artis1 tiimor agresifligi ve kotii prognoz ile
iligkilendirilmistir (Ito ve ark., 2014) ve sonug¢ olarak tiimor dokularinda yag asidi
sentez seviyelerinin yiikseldigi gozlenmisitir (Pizer ve ark., 1996). FAS'!n upregiile
oldugu molekiiler mekanizmalar ise tam olarak bilinmemekle beraber; FAS spesifik
inhibitorlerle veya siRNA'larla (small interfering RNA) FAS aktivitesinin inhibisyonu
sonucunda; kanser hiicre biiylimesinin engellendigi, apoptozisin uyarildig1 ve

metastazin azaldigi bildirilmistir (Jiang ve ark., 2012).

Doymamis yag asitlerinin sentezinde ve uzama yolunda ise desaturazlar gorev almakta
olup; ¢oklu doymamis yag asitlerinin sentezinde énemli rol oynamaktadirlar. Yapilan
caligmalar bu enzimlerin hastalia bagli olarak inhibe olabilecegini de gdstermistir
(Horrobin, 1993). Diger enzimlerin tersine tiimor hiicrelerinin azalan D6D ve D5D
faaliyetine sahip olduklar1 belgelenmistir (Dunbar ve Bailey, 1975; Morton ve ark.,
1979; Nassar ve ark., 1992). Buna karsin D9D enziminin diisiik aktivitesiyle meme
kanser riskinin azaldigi bildirilmis olup; meme kanserinin yani sira bir ¢ok kanser
tiiriinde de bu enzimlerin fazla miktarda eksprese edildigi bildirilmistir (Chajés ve ark.,
1999; Choi ve ark., 2002).

Bununla birlikte yapilan ¢alismalar; yag asitlerinin ve fosfolipidlerin sentezinde agil-
CoA sentetazlar (ACSLs) adi verilen bir grup enzimin de gorev aldigini ve bunlarin da
timor gelisimine bagli olarak degisebilecegini gostermistir. Bunlardan ACSL-4'iin
kolon kanserlerinde (Cao ve ark., 2000) ve ACSL-1 ve 41ln Dbagirsak

iltihaplanmalarinda (Heimerl ve ark., 2006) upregiile oldugunu ve apoptozisi dnleyerek
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timor hiicrelerinin hayatta kalmasini sagladiklar1 bildirilmistir. Tim ACSL’ler 8-22
C’lu doymus ve doymamis yag asitlerini kullanirken, ACSL4 en ¢ok 20:4 ve 20:5 C'lu
yag asitlerini tercih etmektedir (Miller ve ark., 1977). Dolayisiyla tiimor olusumunu yag
asitlerinin cinsi ve miktar1 kadar, sentezlenmesinden sorumlu enzimler de

etkilemektedir.

2.4.1.2.1.1. Doymus yag asidi kompozisyonundaki degisimler

Doymus yag asidleri deneysel hayvan caligmalarinda (Fay ve ark., 1997) ve kohort
calismalarda meme kanseri riskinde bir artigla iligkili bulunurken; vaka-kontrol
calismalarinda herhangi bir iligki bulunmamistir (Saadatian ve ark., 2004). Bununla
birlikte multiple myelomali hastalar, kontrollerle karsilastirildiginda, daha yiiksek
doymus yag asidlerine sahip olduklar1 gézlenmistir (Jurczyszyn ve ark., 2014). Yagsiz
hayvansal protein aliminin kanserle baglantisi olmamakla birlikte; normal ve kolorektal
kanserli doku ornekleri karsilastirildiklarinda ise, yine kanserli doku 6rneklerinin daha
yiiksek doymus yag asidi yilizdesine sahip olduklari bildirilmistir (Carper, 1996; Calza
ve ark., 2001; Chao ve ark., 2005; Zhang ve ark., 2013).

Yag asitleri tek tek degerlendirildiginde bu sonuglarla paralel olarak; meme
karsinomasinda (Chajes ve ark., 1995; Saadatian-Elahi ve ark., 2004; Shannon ve ark.,
2007) ve kolon ile akciger hiicrelerinin (normal ve malignant) karsilastirildigi baska bir
caligmada (Meng ve ark., 1999) PA (16:0) normal hiicre hatlarinda diisiik seviyelerde
belirlenmis olmakla birlikte; kanserli hiicrelerde yiikselen farkli doymus yag asitleri de
bildirilmektedir. Yapilan farkli ¢alismalarda MA (Freeman ve ark., 2007; Crowe ve
ark., 2008), pentadekanoik (PA, 15:0), heptadekanoik (HA, 17:0) (Crowe ve ark.,
2008), PA (16:0) (Harvei ve ark., 1997; Crowe ve ark., 2008) ile prostat; LA (12:0),
MA (Nkondjock ve ark., 2003) ve SA (Zhang ve ark., 2013) ile de kolorektal kanserleri

arasinda pozitif bir iligki belirlenmistir.

Buna karsin daha Onceki caligmalarda ratlarda kimyasal yolla saglanan bir meme
tiimdrii modelinde, oral dis1 yollarla SA verilmesi meme tiimori gelismesini geciktirmis
olup; SA ile kanser arasinda ters bir iliski bildirilmistir (Habib ve ark., 1987a). Benzer

sekilde meme kanseri hastalarinin hayatta kalmasi konusunda yapilan prospektif bir
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calismada da metastaz riski ve primer timordeki membran PC'indeki SA seviyesi
arasinda giiclii bir negatif iliski bulunmustur (Bougnoux ve ark., 1992). Yapilan bagka
bir ¢calismada ise menopoz sonrasi kadinlarda meme kanseri riski ile SA arasinda yine
ters bir iliski gozlenmistir (Saadatian-Elahi ve ark., 2004). Bu ¢alismalarin dncesinde ve
sonrasinda SA ile meme kanseri arasindaki negatif yonlii iliskiye isaret eden daha bir
¢ok calisma da bulunmakla birlikte (Wood ve ark., 1985; Kelly ve ark., 1990; Persad ve
ark., 1990; Pandey ve ark., 1995; Chajes ve ark.,, 1999; Crowe ve ark., 2014);
arastirmalar sadece meme kanseriyle de sinirli kalmamistir. Ayrica kolon, akciger
(Meng ve ark., 1999) ve prostat (Crowe ve ark., 2008) gibi farkli tip kanserlerde de
yapilan ¢alismalarda, SA miktariyla tiimor arasinda ters iligkiler bildirilmistir (Habib ve
ark., 1987a; Fermor ve ark., 1992; Mikirova ve ark., 2004).

Bununla birlikte prostat kanseri ile SA arasinda (Gann ve ark., 1994; Harvei ve ark.,
1997; Ma"nnist6 ve ark., 2003) ve kolorektal kanser ile de PA (16:0), SA (Nkondjock
ve ark., 2003) ve MA (Zhang ve ark., 2013) arasinda iligski bulunmadigini kanitlayan

farkli ¢alisma sonuglart da mevcuttur.

2.4.1.2.1.2. Tekli doymamis yag asidi kompozisyonundaki degisimler

Pankreas kanserli hastalar kontrol deneklerle karsilastirildiginda artan tekli doymamais
yag asidi konsantrasyonlarina sahipken (MacaSek ve ark., 2012), kolorektal kanserli
hastalarda bu seviye tam tersine diisiik olarak belirlenmis olup (Zhang ve ark., 2013);
kanserli hiicrelerde yag asitlerindeki bu azalisin, yag asit desaturaz enzimlerinin
aktivitelerindeki azalistan kaynaklandig bildirilmistir (Kinsella, 1990). Yapilan kohort
caligmalarda ise toplam tekli doymamis yag asitleri ile meme kanseri riski artig
gosterirken; vaka-kontrol ¢aligmalarinda iliski bulunmamistir (Saadatian-Elahi ve ark.,
2004). Bununla birlikte ¢alismalar fare meme karsinoma (Lu ve ark., 1997), hepatoma
(De Alaniz ve ark., 1994), insan 16semi ve lenfoma hiicrelerinin de (Marzo ve ark.,
1995) yiiksek tekli doymamis yag asidi seviyelerine ihtiya¢ duyduklarini ve bu ihtiyag
duyulan seviyelerin ise D9D kodlayan genlerin asir1 ekspresyonu ile saglandigin
gostermektedir (Habib ve ark., 1987a; Khoo ve ark., 1991; De Alaniz ve ark., 1994;
Marzo ve ark., 1995; Lu ve ark., 1997; Pala ve ark., 2001). Bu sonuglarin hepsi de tekli
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doymamig yag asitlerinin hiicre metabolizmasi iizerine etkisinin farkli hiicre tiplerinde
farkli olabilecegine isaret eder (Meng ve ark., 1999).

Yag asitleri tek tek degerlendirildiginde ise meme kanserinin yani sira (Wood ve ark.,
1985; Kelly ve ark., 1990; Persad ve ark., 1990; Chajes ve ark., 1995; Pandey ve ark.,
1995; Pala ve ark., 2001; Saadatian-Elahi ve ark., 2004; Shannon ve ark., 2007) farkli
tip kanserlerde, malignant hiicrelerde artan OA ve PA (16:1) seviyeleri bildirilmistir
(Engan ve ark., 1995; Harvei ve ark., 1997; Meng ve ark., 1999; Mikirova ve ark.,
2004). Buna karsin oral squamous hiicre karsinomasinda ve menopoz sonrasi meme
kanseri hastalarinin eritrosit membran fosfolipitlerinde azalan OA seviyelerinin yani
sira (Zaridze ve ark., 1990; Engan ve ark., 1995); meme kanserinde (Simonsen ve ark.,
1998a; Simonsen ve ark., 1998b; Newmark, 1999) ve kolorektal kanserli dokularda
(Zhang ve ark., 2013) PA (16:1) seviyelerinin de azaldigi bildirilmistir. Multiple
myelomali hastalarda ise hastalara nazaran kontrollerde daha yiiksek elaidik asit (EA,
18:1) seviyeleri gozlenmistir (Jurczyszyn ve ark., 2014). Bununla birlikte PA (16:1) ve
meme kanseri riski arasinda iliski olmadigim1 belirten farkli calisma sonuglari da

bulunmaktadir (Chajes ve ark., 1999; Saadatian-Elahi ve ark., 2004).

2.4.1.2.1.3. Coklu doymamus yag asidi kompozisyonundaki degisimler

Bu gruptaki yag asitleri membranlarin akigkanlhigini ve enzim aktivitelerini etkileyerek
ve PG ve eikosanoidlerin oOnciillerini olusturarak, hiicre membranlarinin yapisinda
timor gelisimine karst immun cevap olusturmada ¢ok Onemli biyolojik roller

oynamaktadirlar (Kinsella, 1990).

Yapilan calismalarda ®-6 yag asitlerinin tiimorisit bir etkiye sahip olduklar1 gézlenmis
olup (Dai ve ark., 2013); AA (20:4) meme (Chajes ve ark., 1995; Pala ve ark., 2001;
Kaur ve ark., 2009), kolorektal (Almendingen ve ark., 2007) ve prostat kanserlerinde
(Patel ve ark., 2008); LA (18:2c) meme (Welsch ve ark., 1992; Rose, 1997; Bartsch ve
ark., 1999; Meng ve ark., 1999), prostat (Wang ve ark., 1995; Godley ve ark., 1996;
Pandalai ve ark., 1996; Connolly ve ark., 1997; Rose, 1997; Newcomer ve ark., 2001),
kolon ve akciger kanserlerinde (Meng ve ark., 1999); GLA ise meme kanserlerinde

malignant varyantta yiiksek seviyelerde belirlenmistir (Shannon ve ark., 2007). Ayrica

27



-6 yag asitlerinin yan1 sira, yiiksek -6/®w-3 oraninin da meme, prostat ve kolorektal
kanser risklerini artirdigi bildirilmistir (Newcomer ve ark., 2001; Simopoulos, 2002;
Nkondjock ve ark., 2003; Berquin ve ark., 2008; Goémez Candela ve ark., 2011;
Williams ve ark., 2011; Zhang ve ark., 2013). Buna karsin bazi ¢aligsmalarda ise ®-3 yag
asitleri timor tesvik edici olarak gosterilmekte olup; DHA kolorektal (Almendingen ve
ark., 2007) ve prostat kanserleri ile (Crowe ve ark., 2014); EPA prostat (Freeman ve
ark., 2007; Crowe ve ark., 2008; Crowe ve ark., 2014), kolon ve akciger kanserleri ile
(Meng ve ark., 1999); ALA ise prostat kanserleri ile (Gann ve ark., 1994; Pandalai ve
ark., 1996; Harvei ve ark., 1997; Newcomer ve ark., 2001; Brouwer ve ark., 2004;
Simon ve ark., 2009) pozitif iligkili olarak belirtilmistir.

In vitro ¢alismalar ve hayvan ¢alismalari; prostat kanserinde kandaki EPA, DHA (Cave,
1991; Rose, 1997; Norrish ve ark., 1999; Norrish ve ark., 2000; Astorg, 2004; Larsson
ve ark., 2004; Leitzmann ve ark., 2004; Kobayashi ve ark., 2006; Chavarro ve ark.,
2007; Chapkin ve ark., 2009; Kim ve ark., 2009) ve ALA seviyelerinin (Connolly ve
ark., 1997; Rose, 1997) azaldigin1 gostermektedir. Benzer sekilde kolorektal kanserli
dokularda (Nkondjoock ve ark., 2003; Kojima ve ark., 2005; Ghadimi ve ark., 2008; Pot
ve ark., 2008; Zhang ve ark., 2013) ve multiple myelomali hastalarda (Jurczyszyn ve
ark., 2014) EPA ve DHA; akciger, kolon (Meng ve ark., 1999) ve meme (Pala ve ark.,
2001) kanserlerinde ise DHA'larin azaldigi goézlenmis olup; bu asitlerin giiglii bir
apoptozis baglaticis1 olarak, hiicreleri kanser riskine karsi korudugu bildirilmistir.
Bununla birlikte meme kanserlerinde EPA (Shannon ve ark., 2007; Kaur ve ark., 2009)
ve ALA'larin (Klein ve ark., 2000; Maillard ve ark., 2002) yani sira; ®-3/m-6 oran1 da
kanser riskiyle ters iligkili olarak belirlenmistir (Simenson ve ark., 1998; Maillard ve
ark., 2002; Saadatian-Elahi ve ark., 2004). Benzer sekilde multiple myelomali
hastalarda da bu oran diisiikk seviyelerde belirlenmistir (Ward ve ark., 1994). Familyal
Adenomatdz Polipozis Koli (FAP) hastalarinda ise ALA'nin (Almendingen ve ark.,
2007; Berstad ve ark., 2012); pankreas kanserli hastalarin lipit esterlerinde ise ALA ve
EPA'nin (Zuijdgeest-van Leeuwen ve ark., 2002; Macasek ve ark., 2012) azalan
konsantrasyonlar1 gozlenmistir. Bu sonuglarla paralel olarak NMR ile yapilan
goriintiilemeler sonucunda apoptozis esnasinda ¢coklu doymamis yag asitlerinin biriktigi
gbzlenmistir. Ayrica anti tiimor ajaninin etkisinin izlendigi baska bir ¢alismada da,

yiiksek apoptotik aktiviteye sahip olan tiimoérlerin daha yiiksek -(CH2), ve -CH3 yag
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asitleri icerigine sahip olduklari belirlenmistir (Hakumaki ve ark., 1999; Huuse ve ark.,
2010). Buna karsin ¢esitli timdr hiicrelerinde in vitro ve in vivo sartlarda yapilan bazi
calismalar ise; -3 yag asitlerinin yani sira; LA (18:2c), AA (20:4), DGLA ve GLA gibi
-6 yag asitlerinin de timor hiicreleri i¢in segici sekilde sitotoksik olabilecegini
gostermektedir (Das ve ark., 1985; Ramesh ve ark., 1992; Ip, 1993; Burns ve Spector,
1994; Madhavi ve Das,1994; Das, 1995; Klurfeld ve Bull, 1997; Sravan Kumar ve Das,
1997; Hawkins ve ark., 1998; Ramesh ve Das, 1998; Connolly ve ark., 1999; Meng ve
ark., 1999; Das ve ark., 2002; Bakshi, 2003; Trombetta ve ark., 2007; Chapkin ve ark.,
2008; Miyake ve ark., 2009; Scheim, 2009; Comba ve ark., 2010; Lu ve ark., 2010;
Berquin ve ark., 2011; Dai ve ark., 2013).

Ozofagal (Zuijdgeest-van Leeuwen ve ark., 2002), meme (Vatten ve ark., 1993; Chajes
ve ark., 1999; Saadatian-Elahi ve ark., 2002; Terry ve ark., 2002; Wirfalt ve ark., 2004;
MacLean ve ark., 2006) ve prostat (Gann ve ark., 1994; Godley ve ark., 1996; Harvei ve
ark., 1997; Newcomer ve ark., 2001; Ma nnist6 ve ark., 2003; Laaksonen ve ark., 2004;
Chavarro ve ark., 2007; Crowe ve ark., 2008; Park ve ark., 2009; Brasky ve ark., 2011;
Crowe ve ark., 2014) kanserlerinde yapilan bazi ¢alismalarda ise bu sonuglardan farkli
olarak; -3 yag asitleri ile kanser riski arasinda herhangi bir iliski belirlenmemistir.
Bununla birlikte prostat kanserinde yapilan bazi ¢aligmalar ise ®-6 yag asitleriyle de
kanser arasinda iligski olmadigin1 belirtmektedir (Gann ve ark., 1994; Anderson ve ark.,
1996; Harvei ve ark., 1997; Meyer ve ark., 1997; Bairati ve ark., 1998; Zock ve ark.,
1998; Schuurman ve ark., 1999; Yang ve ark., 1999; De Stefani ve ark., 2000;
Newcomer ve ark., 2001; Ma nnisto” ve ark., 2003; Laaksonen ve ark., 2004;
Leitzmann ve ark., 2004; Chavarro ve ark., 2007; Crowe ve ark., 2008; Park ve ark.,
2009; Brasky ve ark., 2011)

Yapilan ¢alismalar, ¢oklu doymamis yag asidi igeriklerinin, membranlarin fiziksel ve
fonksiyonel 6zelliklerini degistirerek kanser hiicrelerini ilag tedavisine daha hassas hale
getirdiklerini ve yag asitleri ile saglanan hiicre 6liimlerinin ise kemoterapi ilaglar1 ve
radyasyon kadar ¢arpici olmasa da, normal hiicrelere zarar vermeden malignant hiicreler
icin secicilik gdstermesi bakimindan énemli oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla tiim

bu bulgular etkili bir kanser terapisi icin lipitlerin biyomarkdr olarak hizmet etme
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potansiyellerine isaret etmektedir (Burns ve Spector, 1994; Bakshi ve ark., 2003; Das,
2007; Pan, 2013).

2.4.1.2.2. Fosfolipid kompozisyonundaki degisimler

Cesitli kanser tipleri iizerinde yapilan arastirmalar membran fosfolipitlerindeki
degisimlerin; malignant doniistimlerle, tiimorogenezle ve metastazla iliskili oldugunu
gostermekte olup; fosfolipitlerin kanser hiicrelerinin ayirt edici Ozelliklerinden biri
olabilecegine isaret etmektedir (Ackerstaff ve ark., 2003; Glunde ve ark., 2006; Patel ve
ark., 2014). Dolayisiyla fosfolipitler ve neoplazi arasindaki baglantilarin daha iyi
anlagilmasinin; yeni biyomarkerlerin yani sira tedavi i¢in de yeni ve daha iyi
stratejilerin gelistirilmesine yardim edebilecegi disiiniilmektedir (Roy ve Das, 2010).
Bu bakimdan lipidomi arastirmalarinda fosfolipitlere olan ilgi son yillarda artmigtir

(Min ve ark., 2011).

2.4.1.2.2.1. Fosfatidilkolin profillindeki degisiklikler

PC hiicre membranlarinda en ¢ok bulunan fosfolipit olup; yapisinda en ¢ok OA ve PA
(16:0), bas grubunda ise bir kolin bilesigi icermektedir (Sekil 2.10). Kolin ise hiicre
membrant sentezi ve fosfolipit metabolizmasi i¢in gerekli bir mikro besin olmakla
beraber onemli bir metil vericisi olarak DNA'yr da modifiye edebilir. Bu bakimdan
PC'ler, sadece membranlarin yapisini olusturmakla kalmayip hiicre zarinda sinyal
transdiiksiyonunda ve bazi reseptorlerin aktivitesinde de rol oynamaktadir (Bingdl,
1976; Awwad ve ark., 2012; Anonim, 2015a). Dahasi basta HDL (High Density
Lipoprotein=Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein) olmak iizere kanda dolasan
lipoproteinlerin de en 6nemli bilesenidirler (Fielding ve Fielding, 1995; Jonas, 2002).
Bununla birlikte enzimatik olarak par¢alanmasi sonucu olusan lizofosfatidilkolin (LPC)
ise siddetli hemolitik olup eritrositleri pargalar. Ayrica emiilsifikasyonu saglayarak,
lipidlerin sindirimini de kolaylastirirlar (Dumanli, 2008). Bugiine kadar yapilan
caligmalar toplam hiicresel PC sentezinin neoplastik dokularda membran proliferasyonu

i¢in bir markdr olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur (Roy ve Das, 2010).
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Sekil 2.10. PC'nin yapist. Mavi ve yesil renkler yag asidini, siyah renk gliserol

omurgasini, kirmizi renk fosfati, mor renk kolini gostermektedir (Anonim, 2015b)

Yapilan ¢alismalar diisiik ilerleme seviyesine sahip olan malignant hiicrelerde artan PC
seviyelerine karsin, metastatik meme kanserli hiicrelerde PC'lerin azaldigini
gostermektedir (Sterin ve ark., 2004). Benzer sekilde fare memeli epitel hiicreleri ile
farkli agresilikteki (diisiik ve yiiksek) kanser hiicrelerinin karsilastirildiklart baska bir
calismada da, tim hiicre hatlarinda en ¢ok bulunan fosfolipit sinifi olarak PC
belirlenmis olup; daha agresif olan metastatik kanser hiicrelerinde PC seviyelerinin

azaldig1 goriilmiistiir (Do 'ria ve ark., 2012).

Bunlarin metabolik iiriinleri olan LPC seviyelerinin ise daha agresif olan metastatik
meme kanserli hiicrelerde ilging bir sekilde arttigi gozlemlenmistir (Do'ria ve ark.,
2012). 23 saglikli kontrol ile 23 akciger kanserli hastanin serumlarinin karsilastirildigi
baska bir arastirmada da benzer sekilde LPC'lerin artan konsantrasyonlari dikkat
cekmektedir (Li ve ark., 2014). Prostat kanserli hastalarda da yiiksek LPC seviyeleri
bildirilmistir (Zhao ve ark., 2014). LPC'deki bu artiglar; PC'lerin azalisi ile birlikte
anjiyogenez, gb¢ ve metastaz ile de iliskilendirilmistir (Fang ve ark., 2000; Gaetano ve
ark., 2009; Houben and Moolenaar, 2011; Jantscheff ve ark., 2011; Zhou ve ark., 2011,
Guo ve ark., 2012).

Insan epitel ve meme kanseri (metastatik ve metastatik olmayan) hiicre hatlarinda
yapilan bagka bir calismada da her bir fosfolipit sinifinin nispi miktarlar1 fare hiicre
hatlar1 ile yapilan bir onceki ¢alisma (Do 'ria ve ark., 2012) ile benzer olup yine PC tiim
hiicre hatlarinda en ¢ok bulunan fosfolipit sinifin1 olusturmustur. Buna karsin PC ve
LPC'nin nispi miktarlar1 hiicre tipleri arasinda farklilik gdstermemekle beraber; tiim

insan hiicre hatlarinda PC'nin yiiksek, LPC'nin diisiik nispi artisa sahip oldugu
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belirtilmistir (Do’ria ve ark., 2013). Bununla birlikte meme kanserlerinde PC
seviyesinin Ostrojen reseptor negatif tiimorlerde daha yiliksek seviyelerde oldugunu
gosteren caligmalar da bulunmaktadir (Merchant ve ark., 1991; Merchant ve ark.,
2002). Ayrica PC meme kanseri disinda; tiroid papillar kanseri (Ishikawa ve ark 2012),
prostat kanseri (Keshari ve ark., 2011; Min ve ark., 2011; Zhou ve ark., 2012; Lim ve
ark., 2014; Patel ve ark., 2014) ve yumurtalik kanseri (Iorio ve ark., 2005) gibi farkl
kanser tipleri tlizerinde yapilan c¢alismalarda da (Ackerstaff ve ark., 2003) benzer
sekilde, hiicre gelismesi ve ¢ogalmasmin dogal bir sonucu olarak (Roy ve Das, 2010)
saglikli hiicrelerle karsilastirildiginda kanserli hiicrelerde onemli diizeyde yiiksek

bulunmustur.

PC ve LPC'in yan1 sira kolin fosfolipid metabolizmasinin da gesitli kanser tiplerinde
degisiklige ugradigim1 gosteren calismalar bulunmaktadir. Tiimorlerin ve kanser
hiicrelerinin kolin metabolit profili, fosfokolin ve kolin igeren bilesiklerin artis1 ile
karakterize edilmis olup; yumurtalik, gogiis, prostat ve beyin kanseri gibi bir¢ok kanser
tipinde fosfokolinlerin yiikseldigi bildirilmistir. Dolayisiyla kolin kinaz, fosfolipaz C ve
fosfolipaz D gibi bu artisa yol acan enzimlerin de antikanser terapilerde dnemli oldugu
diistiniilmektedir (Negendank, 1992; De Certaines ve ark., 1993; Ackerstaff ve ark;
2003; Glunde ve Serkova, 2006; Keshari ve ark., 2011; Zhou ve ark., 2012). Yiikselen
fosfokolinlere karsin, gliserofosfokolinlerin azaldigin1 gosteren ¢alismalar da
bulunmaktadir (Iorio ve ark., 2005). Akciger kanserli hastalarin serumlarinda ise tam
tersine azalan kolin konsantrasyonlar1 gozlenmistir (Li ve ark., 2014). Yumurtalik
kanseri {izerine yapilan baska bir arastirma da yiiksek LPA seviyeleri dikkat
cekmektedir (Bian ve ark., 2004).

Bu calismalardan elde edilen sonuglara gore PC metabolizmasit ve onun enzimatik
parcalanmasi sonucu olusan iiriinler, proliferasyon ve apoptoz kontroliine etki ederek
hiicre dongiisiinlin hayati fonksiyonlarindan biri olmakta ve neoplastik dokularda bir

markor olarak kullanilabilmektedir (Roy ve Das, 2010).
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2.4.1.2.2.2. Fosfatidiletanolamin profilindeki degisiklikler

Fosfat grubuna etanolamin bagl olup (Sekil 2.11); toplam membran fosfolipitlerinin
yaklasik %55'ini olusturdugu Drosophila disinda, biyolojik membranlardaki miktari
PC'den sonra gelmekte ve en ¢ok beyin ve sinir dokusunda bulunmaktadir (Jones ve
ark., 1992; Sanden, 2004; Anonim 2015b). Etanolamin, membran akiskanligini
diizenleyen anahtar fosfolipitler olmakla beraber, ca*? iyonlarmin taginma siirecini de

degistirebilir (Kester ve Sokolove, 1990; Killian ve ark., 1994; Sterin ve ark., 2004).
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Sekil 2.11. PE'nin yapisi. Mavi ve yesil renkler yag asidini, siyah renk gliserol
omurgasini, kirmizi renk fosfati, mor renk etanolamini gostermektedir (Anonim,
2015b)

Koétii huylu tiimorler ile iyi huylu tiimorler ve tiimorle ilgisi olmayan meme dokularinin
karsilagtirildigr bir calismada, kotii huylu tiimorlerde PE'nin 6nemli diizeyde yiikseldigi
gozlenmistir (Merchant ve ark., 1991). Bununla birlikte solid timéorlerde (Ackerstaff ve
ark., 2003) ve hormon-direngli yiiksek diizeyde metastatik hiicre hatlarinda da (Sterin ve
ark., 2004) yiiksek PE seviyeleri bildirilmektedir. Ancak fare memeli epitel hiicreleri ile
farkl agresiflikteki (diisiik ve yliksek) meme kanser hiicre hatlarinin karsilagtirildigr bir
calismada (Do'ria ve ark., 2012) ve insan epitel hiicreleri ile meme kanseri (metastatik
ve metastatik olmayan) hiicre hatlarinin karsilastirildigi baska bir ¢alismada (Do ria ve

ark., 2013), nispi PE igerigi, malignant olmayan epitel hiicrelerde daha yiiksek
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seviyelerde belirlenmistir. Bununla birlikte prostat kanserinde yapilan bir ¢caligmada da
diisiik seviyelerdeki PE kanser riski ile iligskilendirilmistir (Patel ve ark., 2014). Ayrica
yapilan caligmalar farklt meningiomalarda da PE igeriginin degistigini gostermektedir

(Seijo ve ark., 1994).

2.4.1.2.2.3. Fosfatidilserin profilindeki degisiklikler

Negatif yiikli bir fosfolipit olup (Sekil 2.12); normalde hiicre membranlariin i¢
tabakasinda bulunmaktadir. Ancak bazi durumlarda PS, aminofosfolipid transferaz
enzimi ile membraninin dis yapragma go¢ ederek kan koagiilasyonu ve apoptozis gibi
hiicresel stireglere katilabilir (Cohen, 1998; Merchant ve ark., 2002; Vance ve
Steenbergen, 2005; Wolfs ve ark., 2005; Kiigiikaltun, 2007; Shi ve ark., 2008; Chaurio
ve ark., 2009). Bununla birlikte PS'nin yogun oldugu i¢ yiizeylere protein kinaz C gibi
enzimler baglanarak sinyal yolaklarmi da aktif hale getirebilirler (Stace ve Ktistakis,

2006; Yeung ve ark., 2008).
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Sekil 2.12. PS'min yapist. Mavi ve yesil renkler yag asidini, siyah renk gliserol

omurgasint, kirmizi renk fosfati, mor renk serini géstermektedir (Anonim, 2015b)

Meme kanseri hiicre hatlarinda yapilan farkli ¢calismalarda (Merchant ve ark., 2002;
Sterin ve ark., 2004; Do'ria ve ark., 2012; Do'ria ve ark., 2013) nispi PS miktar1

bakimindan, normal ve kanserli hiicrelerde hicbir farklilik gézlenmemistir.
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2.4.1.2.2.5. Sfingomiyelin profilindeki degisiklikler

En 6nemli sfingolipidlerden biri olan SM, biyomembranlarin yapisal unsuru olmakla
birlikte, membran lipit raftlarin1 da olusturlar ve en ¢ok eritrosit membranlart ve sinir
sistemi miyelin kilifinda bulunurlar. Bunlar miyelin kilifin etrafim sararak yalitim
gorevi yaparken, sinyal iletimini kolaylastirirlar ve sinyal kaybini da en aza indirirler.
Ayrica kolestrol taginimint ve metabolizmasini da etkilerler (Dumanli, 2008; Dedebas
ve Oner, 2010; Coskun, 2011; Do'ria ve ark., 2012; Do'ria ve ark., 2013; Erdogan,
2015; Geng, 2015). Bununla birlikte SM'nin Katalitik hidrolizinin bir yan tirtinii olan
seramidler ise; DNA parcalanmasina ve hiicre 6liimiine yol acan ikinci mesajcidir
(Kiigtikaltun, 2007). Apoptozise, hayatta kalmaya ve go¢ etmeye yol agan membran
sinyalizasyonu, lipit raftlarindaki nispi seramid/SM/kolesterol seviyeleri ile
belirlenmekte olup; hiicre donilisimii ve tiimor ilerlemesini etkilemektedirler
(Carpinteiro ve ark., 2008; Patra, 2008). Bu bakimdan sfingolipit metabolizmasindaki
degisiklikler kanser hiicrelerine hayatta kalma avantajlar1 saglayabilir (Rosen ve Goetzl,

2005). Sekil 2.13.'de SM'nin yapist goriilmektedir.

Sekil 2.13. SM'nin yapisi. Mavi renk yag asidi grubunu, kirmizi renk fosfati, mor renk

kolini, siyah renk sfingozini géstermektedir (Anonim, 2015b)
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Malign olmayan fare epitel hiicre hatlar1 ile diisiik ve yiiksek agresiflikteki meme
kanseri hiicre hatlar1 karsilastirildiginda, her iki kanser hiicresinde de tiimorlii olmayan
hiicrelere nazaran daha yiiksek nispi SM miktar1 bulunmustur (Do’ria ve ark., 2012).
Bagka bir ¢alismada da meme kanserli hastalarda SM'nin up-regiile oldugu gozlenmistir
(Kim ve ark., 2013). Insan epitel ve meme kanseri hiicre hatlarinda yapilan baska bir
calismada ise, SM nispi seviyeleri hiicre tipleri arasinda farklilik gdstermedigi igin,
hiicrelerin  maliniteleri ile iliskili olarak herhangi bir spesifik 06zellikten

bahsedilememektedir (Do ria ve ark., 2013).

2.4.1.3. Genetik yapili belirtecler

Kansere sebep olan genler; boliinmeyi kontrol eden bekgi tipi genler (protoonkogenler
ve timor baskilayici genler), apoptoz ve DNA tamir genleri olup; kanser bu genlerin
islevini kazanmasina/yitirmesine neden olan ¢ok farkli genetik ve epigenetik
degisiklikler sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Genetik degisiklikler nokta mutasyonlari, gen
delesyonlar1 ve yeniden diizenlenmeler seklinde meydana gelirken; epigenetik
degisiklikler DNA dizisinde herhangi bir degisiklik olmaksizin gen ifadesinde meydana
gelen kalitsal degisiklikleri ifade etmektedir. Yani epigenetik degisikliklerde DNA nin
kendisi mutasyona ugramamakta; sadece islevi degismektedir. Sonug¢ olarak bir
hiicrenin kansere doniisiimii esnasinda gerek genetik, gerekse epigenetik degisiklikler
gerceklesmekte ve bunlar da kanser biyomarkeri olarak kullanilabilmektedir (Zingde,
2001; Melki ve Clark 2002; Jaenisch ve Bird, 2003; Baylin ve Ohm, 2006; Celik, 2007).

Genetik markerler

Protoonkogenler: Hiicre biiyiimesini kontrol eden protoonkogenler, mutasyona
ugrarlarsa onkogen haline doniisiirler. Boylece hiicre biliylimesinin kontrol
mekanizmasini bozarak, kontrolsiiz hiicre bolinmelerine neden olurlar ve timor

olusumuna onciiliik ederler (Klug ve ark., 2009).

Tiimor (siipresor) baskilayict genler: Hiicrelerin boliinmesine engel olarak dogrudan

tiimoriin gelismesini 6nleyen genlerdir. Dolayisiyla bu genlerin mutasyona ugramast ile
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olusan genler hiicrenin boliinmesini engelleyememekte ve timdr olusumuna yol

agcmaktadir (Saragoglu, 1998; Lewin, 2004; Klug ve ark., 2009).

Apoptoz genleri: Yasamsal islevini bitiren hiicreler programlanmis hiicre oliimii
(apoptoz) ile yok edilmekte olup; hiicrenin yasamasi apoptozu uyaran ve inhibe eden
genlere baghdir. Dolayisiyla apoptozu diizenleyen genlerin mutasyonu da kanser

olusumuna yol agmaktadir (Kopnin, 2000).

DNA tamir genleri: Organizmanin diger genlerindeki (protoonkogen, tiimor baskilayici
gen, apoptoz genleri) onarilmast miimkiin olan hasarlar1 onararak, hiicre
proliferasyonunu etkileyen genlerdir. Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar da
kansere neden olmaktadir (Yokus ve Cakir, 2012). Asagidaki cizelgede en c¢ok bilinen

ve kullanilan bazi genetik belirtegler sunulmustur (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4. Timor markeri olarak genlerin kullanimi (Hacibekiroglu, 2006; Cefle,
2009)

Gen Tipi Genetik belirtec Hastalik Tipi
c-erb B-2 (HER-2) Meme kanseri
RB1 Bir ¢ok sporadik kanser,
retinoblastoma
VHL Bobrek tiimorii, merkezi sinir
sistemi hemanjiyoblastomast,
Von Hippel Lindau hastaligi
Hiicre boliinmesini kontrol NF1 Malin periferik sinir kilifi
eden genler tiimorii, nérofibromatozis tip 1
NF2 Meningiom, ndrofibromatozis
tip 2
APC Kolorektal kanser, familyal

adenomatoz polipozis

DNA tamir genleri

MLH1, MSH2, MSHG,
PMS2

Kolon, mide, endometriyum
kanseri, herediter non-
polipozis kolon kanseri

BRCAL, BRCAZ2

Sporodik over ve meme
kanseri, herediter meme ve
over kanseri

TP53 Meme ve akiger kanseri gibi

bir ¢ok sporadik kanser, B

Apoptozis genleri hiicreli lenfoma, Li-Fraumeni
sendromu

P16 Bir ¢ok sporadik kanser, ailesel

melanoma
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mikro RNA (miRNA) genleri: miRNA’lar, DNA’dan RNA’ya transkripsiyonlari yapilip
proteinlere ¢evirileri yapilmayan yani protein kodlamayan RNA’lar olup, insanlardaki
sayis1 bini ge¢mektedir. Yapilan c¢ok sayidaki deneysel calisma, 21-23 niikleotit
uzunlugundaki bu kisa tek iplik¢ikli RNA molekiillerinin; gen ifadesinin
diizenlenmesinde bazilarinin onkogen bazilarinin ise tiimor siipresér gen olarak gorev
yaptigin1 dolayisiyla da kanser biyomarkir1 olarak kullanilabileceklerini gostermektedir
(Ambros, 2004; Bartel, 2004; Gregory ve ark., 2005; Zhang ve ark., 2006; Blenkiron ve
Miska, 2007; Jackson ve Standart, 2007; Bartels ve Tsongalis, 2009; Brase ve ark.,
2010; Le Quesne ve Caldas; 2010; Karagiin ve ark., 2014).

Onkogen miRNA’lar tiimor baskilayict genleri ya da hiicre farklilagmasini kontrol eden
genleri etkileyerek tiimor gelisimine neden olurken, tiimor baskilayict miRNA’lar tam
tersine onkogenleri baskilayarak tiimor olusumunu engellemekte ve sonugta her iki grup
gende gozlenen degisiklikler de kansere neden olmaktadir. Bunlar genel olarak genin
niikleotid dizisini degistirerek hatali protein yapimina neden olan, genin kopya sayisini
degistiren ya da transkripsiyonunu arttiran/azaltan degisiklikler olup; onkogenlerde
gozlenen degisiklikler onlarin normalden fazla ifade bulmasina, tiimor baskilayici
genlerde gozlenenler ise ekspresyon azalmasina yol agmaktadir (Calin ve ark., 2002;
Cimmino ve ark., 2005; Lu ve ark., 2005; Calin ve Croce, 2006; Wiemer, 2007; Zhang
ve ark., 2007; Sayin, 2008). Bununla birlikte farkli kanser tiirlerinin kendilerine 6zgii
miRNA ekspresyon profilleri bulunmakta dolayisityla miRNA’lar bir ¢esit tiimdr imzasi
islevi gormektedirler. Sonug¢ olarak tiimér dokulart ve normal dokularda farkli
seviyelerde ifade edilen miRNA’larin karsilagtirilmasi; kanserin molekiiler patolojisinin
anlasilmasi, siiflandirilmast ve tedavi gelistirilmesi bakimindan son yillarda umut
verici olmustur (Lu ve ark., 2005; Yanaihara ve ark., 2006; Merritt ve ark., 2008;
Bartels ve Tsongalis, 2009; Cefle, 2009; Spizzo ve ark., 2009; Celik ve ark., 2013).
Asagidaki ¢izelgede en ¢ok bilinen ve kullanilan bazi genetik belirtecler sunulmustur

(Cizelge 2.5)
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Cizelge 2.5. Tiimor belirteci olarak onkogenik ve tiimor baskilayict miRNA’lar (Spizzo

ve ark., 2009)

mMiRNA belirteci

Tiimor tipi ve regiilasyonu

let-7 ailesi (gesitli)

Akciger, meme, mide, yumurtalik, prostat ve
kolon  kanserlerinde, KLL, myomlarda
downregiilasyon; miR-98 bas ve boyun
kanserlerinde downregiilasyon.

miR-10b

Meme kanserinde downregiilasyon. Metastatik
meme kanserinde asirn  sentez  (erken
asamalarda metastaz tahmin edilmez).

miR-15a, miR-16-1

KLL, DBBHL, multipl miyelom, hipofiz
adenomu, prostat ve pankreas kanserlerinde
downregiilasyon.

Nazofarenks karsinomunda upregiilasyon.

miR-17-92 genleri; miR-17, miR-18a, miR-
19a, miR- 20a, miR 19b-1, miR-92-1

Akciger ve kolon kanseri, lenfoma, multipl
miyelom, medulloblastom asir1 ekspresyonu.

miR-106b-93-25

Mide, kolon ve prostat kanserlerinde,
noroblastomada, multip] miyelomda asiri
ekspresyon.

miR-21

Glioblastoma, meme, akciger, prostat, kolon,
mide, 6zofagus ve serviks kanserlerinde, uterin
leiomiyosarkomada, DLBCL’de, bas ve boyun
kanserlerinde asir1 ekspresyon.

mMiR-29 ailesi (gesitli)

KLL, kolon, meme ve akciger kanserlerinde ve
kolanjiokarsinomda downregiilasyon.

Meme kanserinde upregiilasyon.

miR-34 ailesi Pankreas kanseri ve Burkitt lenfomada MYC
translokasyonu olmadan downregiilasyon.
miR-101 Prostat kanserinde, hepatoseliiler karsinomada
ve mesane kanserinde downregiilasyon.
miR-122a

Karaciger hiicreleri karsinomunda down
regiilasyon.

miR-124a ailesi (gesitli)

Kolon, gogiis, gastrik ve akciger kanserlerinde,
l6semide, lenfomada hipermetilasyon.

miR-125a, miR-125b (gesitli)

Glioblastom, goglis, prostat ve yumurtalik
kanserlerinde downregiilasyon.

Miyelodisplastik sendromda, AML’de,
iirotelyal karsinomda upregiilasyon.
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Cizelge 2.5. (Devam) Timor belirteci olarak onkogenik ve tiimor baskilayict
miRNA’lar (Spizzo ve ark., 2009)

MiRNA belirteci Timor tipi ve regiilasyonu

Meme, akciger ve serviks kanserinde, kolon

) ) adenom/karsinomda, B hiicre habislerinde

Pediatrik  Burkitt  lenfomada, Hodgkin
) lenfomada, Primer mediastinalymphomada,
mIR-155 DLBCL’de, gogiis, akciger, kolon, pankreas
kanserlerinde asir1 ekspresyon.

mMiR-181 ailesi (gesitli) Meme, pankreas, prostat kanserinde asiri
ekspresyon.
miR-221, miR-222 KLL, tiroid papiller karsinomu, glioblastomada

asir1 ekspresyon, AML’de downregiilasyon.

miR-200 ailesi (gesitli) Berrak hiicreli karsinomada , metastatik meme
kanserinde downregiilasyon.

miR-372, miR-373 Testis  kanserinde ~ miR-373%in  asin

ekspresyonu.

Epigenetik markerler

Saglikli bir protein iirlini meydana gelinceye kadar replikasyon, transkripsiyon ve
translasyon agamalarin1 gegmekle beraber, bu asamalarin ne zaman, nerede, nasil, ne
kadar olacagimin cevabi da ¢ok onemlidir. Bu siireg, iyi bir miizik dinletisinin ortaya
¢ikmast i¢in, dogru zamanda dogru enstriimanlarin ¢alinmasina benzetilecek olursa, bu
diizeni saglayan orkestra sefinin de epigenetik mekanizmalar oldugu sdylenebilir
(Izmirli, 2013). Dolayisiyla bu siirecin bozulmasi durumunda kanser gibi saglik
problemleri ortaya g¢ikabilmektedir. Ornegin, asetil gruplarmin histon proteinlerine
eklenmesi (asetilasyon) transkripsiyonu arttirirken, metil gruplarinin DNA’nin bazi
diizenlenme boélgelerine eklenmesi (metilasyon) gen transkripsiyonunu azaltmaktadir.
Bu sebeple kanserin olusumunda genetik mekanizmalar kadar epigenetik mekanizmalar
da 6nemli olup; hastaligin tedavi protokolii ayarlanirken yalnizca eksik veya hatali olan
molekiillerin giderilmesi ya da eklenmesi ile ilgili bir siire¢ degil de bu siirecleri

etkileyen epigenetik mekanizmalarin da 1iyi1 anlasilarak kisiye 0Ozgli tedavilerin
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belirlenmesi 6nemli bir konudur (Saymn, 2008; Izmirli ve ark., 2012). Asagidaki

cizelgede en ¢ok bilinen bazi epigenetik belirtegler sunulmustur (Cizelge 2.6).

Cizelge 2.6. Kanserde metillendigi gosterilmis genlerden bazilari (Sayin, 2008)

Gen Tiimor tipi
hMLH1 Kolorektal kanser, mide kanseri
O°-MGMT Beyin, kolon ve akciger kanseri
BRCA1 Meme, over kanseri
E-kaderin Mide, meme ve prostat kanseri
CDH13 Endometrial kanser
RAR-beta Prostat, akciger, serviks, bobrek kanseri
ESR1 Meme kanseri, kolorektal kanser
DAPK Akciger, serviks, meme kanseri
Kaspaz-8 Noroblastoma
Rb Retinoblastoma
pl4ARF Kolorektal kanser, meme, bobrek ve mesane kanseri
pl6INK4a Akciger kanseri, meme, bobrek, mesane kanseri ve
lenfoma
APC Kolorektal kanser
GSTP1 Meme, bobrek kanseri
VHL Renal hiicreli kanser
TIMP3 Gastrointestinal kanserler ve 6zofagus kanseri
THBS1 T-hiicreli lenoma, néroblastoma, endometrial kanseri

Timor hiicreleri tarafindan iiretilen bu molekiillerin ideal bir belirte¢ olabilmesi igin;

normal dokuda ve diger hastaliklarda tiretilmemesi gerekmektedir. Bununla birlikte ait

oldugu doku veya organa 6zgii olmali, yalanci pozitif veya negatif sonu¢ vermemelidir.

Dolayistyla ayni tip tiimdrlii hastada ayni 6zgiil tiimdr belirleyici bulunmalidir. Viicut

stvilarindan izole edilebilmelidir ve tiimor olusumunun erken evresinde ortaya ¢ikarak
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tedaviye yardimci olabilecek potansiyele sahip olmalidir (McGinley ve Kilpatrick,
2003; Duffy, 2004; Oguz ve Yasasever, 2004; Tiirkcapar ve Ozden, 2005;
Hacibekiroglu, 2006; Erdenen, 2007; Karatas, 2010).

Ancak giiniimiizde bu oOzelliklere uygun evrensel bir kanser biyomarkeri
bulunmamaktadir (Kilig ve Aykan, 2011; Sefer, 2011). Genel olarak bugiine kadar
belirlenen ve kanser tanisinda kullanilan spesifik kanser biyomarkerleri ¢ok yetersiz
sayida, protein yapisinda ve tayinleri ELIZA gibi &zel ve pahali teknikleri
gerektirmektedir ve bir kismi1 da yanlis pozitif ve negatif sonuglar verebilmektedir.
Dolayisiyla giliniimiizde kanser tanisinda kullanilabilecek yeni ve daha kullanisli kanser

biyomarkerlerine ihtiya¢ duyulmaktadir (Kiigiikusta, 1992; Karatas, 2010).

Literatiirde kanserli hastalarin lipid profillerinin saglikli bireylerinkinden farkli
olduguna dair kanitlar bulunmaktadir ancak ¢aligmalar yeterli olmamakla birlikte
sonuclar bakimindan da istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar gézlenmistir. Bu nedenle
calismada kanser gelisimine bagli serum lipid komposizyonlarindaki degisiklerden yola
cikilarak saglikli ve tiimorli hiicrelerde yapilacak karsilastirilmalar sonucunda kanser
tanisinda kullanilabilecek yeni kanser biyomarkerlerinin belirlenmesi hedeflenmistir.
Onceki ¢alismalarla karsilastirildiginda arastirma sonuclarinda benzerlik ve farkliliklar
goriilmiis olup; sonuglar, yeni calismalarla desteklenmesi halinde kanser tanisinda
kullanilabilecek yeni biyomarkerlerin belirlenmesi ihtimalinin kuvvetli oldugunu
gostermektedir.  Yeni  belirlenecek  kanser  biyomarkerleri kanser tanisini
kolaylastiracagindan c¢alismanin kanserle miicadelede basar1 saglanmasina katki

saglayacag siiphesizdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan cihazlar

T 1118 g} 11| PO USPSRSPR Hettich EBA 20
SANIITIT] ... vveevie ettt et e e e e e e st e e st e e e s nreeensreeenaeeennaas Hettich EBA 21
Laminar KabiN.........c.ccooooiiiiiieeicecee et Esco Smif II Tip A2
BV, Memmert INB 500
Vortex thp ¢alkalayICl........coiviiiiiiiiiiiiicii e IKA Genius 3
LI O 1< TSP CAMAG
Gaz KromatografiSi..........ccccveveiieii e Perkin Elmer Clarus 500
PH MEITE.....coee e Hanna HI 2211
HASSAS TErAZI.....ccvveiveeieeie e Denver Instrument TB 224A
Derin dondurucu (-80°C )......veveeeeeereeceeeeeeeeeeeeeeneene New Brunswick Scientific U-410
Derin dondUIUCU (-20%C) ... eeeeeeee e VESTEL GTP 455A
SOFULUCU (F42C) .o UGUR USS 440 DKTL
BUZ MAKINESI.....eeiiiiiieiie e Scotsman AF 80
GC KOION.....ciiee s (Rtx-2330) kapiller kolon
SPEKLrOTfOLOMELIE.......cveevece e VARIAN CARRY 50
SU DANYOSU. ... s Termal
L] 74 OSSPSR Acculab VIC212
OLOKIAV......e o Hirayama HMC HV-110L
ST SU. e Labconco WaterPro PS
INKTDALOT. ...vvcvcvcvcvcveeeeeece ettt eeeees Nuaire AutoFlow N-4750
Isiticilt manyetik KarigtiriCr......c.oooiiii e IKA RH Basic 2
IS1K TKIOSKOP. ...vecive ittt et Olympus CX21
Faz-kontrast MiKroSKOP..........ccovviiiiiiiciie e Leica DMIL
TROMA QML Tiefe Depth
S1V1 AZOt tANKTL......viiiiieiiie e Locator 4 Thermolyne Dewars
AZOT QAZI. it neas Piyasadan
HEIYUM QAZ1...ooieiicieeeeee ettt Piyasadan
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3.1.2. Kullamlan kimyasallar

Sodyum MetabiStlfid..........c.coeeiiiiiciee e Carlo-Erba
AMIAOL ..ot Merck
AMONYUM MOKIDUAL........ccuiiiiiiiee e Merck
0072 11K PerTKIOTTK @SIt.....ccvviiiiiiiieiie ettt s ba e re e saee e Merck
TLC aliminyum plaKalar............ccooviiiiiiiiic e Merck
L0t ettt ettt et e tt et e et e e ateeteetaeeaeereente s Sigma
GlaSIYEI @SELIK @SIt.......ecveeiiiesiieie e Merck
D= ] =] T OSSR Merck
[ (=T 2 Lo OSSR Merck
YaZ asit StANAATAILL......ccveeeieiieieieiei et s Sigma
FOSTOlIPId Standartlari............ccooveiiiieieieiieee s Sigma
(N B L T Merck
IMIBTAINOL.....eee ettt bbbttt bt renre s Merck
KIOPOTOIM. ...ttt bbbt ee s Merck
[0 o T PRSP PP Carlo-Erba
DIPBS .. Sigma
THIPSIN-EDTA oot te e b e et e e e s teesbeenaesneenaeens Sigma
NAOH. ...ttt ettt Carlo-Erba
[ PSSR Carlo-Erba
NAHCOS. ..ttt b e bttt e e s ae e e bt e s st e e be e nneeenbeesnee s Merck
THIPAN DIUB.....ceeee et e teeneeere s Fluka
Hiicre kiiltiir media (DMEM).........ooiiiiiiiiiecece et Sigma
PeniCiliN-StreptOMYCIN......cviiiiie s Sigma
Fetal DOVINE SEMUM (FBS).......ciiiiiiiiiieie it Sigma
Pentobarbital.............cooveiiiiiiie i Sigma
Ketamine

Xylazine
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3.1.3. Kullanilan sarf malzemeler

Vidali kapakli santrifiij tipti (15 ML)....oooiiniiiiieiiieieeee e, Corning Costar
Vidali kapakli santrifiij tipli (50 mML)......ccovvevievieiieiieiecieeeeceee e Corning Costar
PAATTIML ..ot nb e Isolab
CAM LEST TUPTL ..ottt eeeaenes [ldacam
TS FIASK. ..o Corning Costar
TL50 FIASK......eeeeieeeieieeeeee e Corning Costar
TL50 FIASK ..ottt Corning Costar
Plastik pipet (10 ML)..c..coiiiieiece e Corning costar
PIaStiK PIPEL (25 ML)..c.eiiiiiiiiiieeee e Corning costar
PIPEE (2-10 L)ttt Axygen
PIPEL (L-200 LUL)..veovieeieeietieieeie ettt ettt ettt eseess s e s e sessesneenas Axygen
PIPEL (L00-1000 LUL)...eouvetiirietietieieeiete ettt bbb s AXxygen
PIPEL taDANCASI. ... eeueeuiiii it Brand, Eppendorf
PIPEL UCU (L1-200 LUL).c.eieiiiieieieiie e Corning costar
Pipet UCU (L00-1000 LLL)....ccveiieierieiiisieneeieie et Corning costar
PIPEL UCU (2-10 L) uviviiieiieieie ettt Corning costar
Filtre (0,22 MIKION).....couiiiiiee e Stericup
PaStOr PIPEL.....eeeiiiitiee e LP Italiana
Eppendorf tHpli (2 ML) ...c.ociieieieieiece e Isolab
Cam gise (250 mL, 500 ML, 1 L)..oooiiiiiiiiiiiieiieiee e Isolab
Hematokrit pipeti (Kapiller PIPet)........oooiiiiiiiiiiseeee e Isolab
Sar1 kapaklt jelli tip (5 ML)...ooiiiiieiiieee e Becton Dickinson
HPLC/GC VIAL.....oiiiioeee e Perkin Elmer
Enjektor (2 mL)
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3.1.4. Hayvan materyali

Calismada saglikli 24 adet Wistar Albino Erkek Sigan kullanilmistir. Calismada yapilan
hayvan deneyi i¢in Gaziosmanpasa tiniversitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan izin

alimustir.
3.1.5. Hiicre hatlan

C6 (Sican glioma)

C6 sican (Rattus norvegicus) glioma (glial hiicre kanseri) hiicreleri adheren 6zellikte
olup, fibroblast morfolojisi gosterir. Bu hiicreler glukokortikoid reseptorlere sahiptir, bu
reseptorlerin uyarilmasi gliseril fosfat dehidrogenaz sentezine neden olur. Bu hiicrelerde
onemli miktarda S-100 ve somatotropin iiretimi de olur. Ilk defa Benda ve ark.
tarafindan N-nitrosometiliire ile indiiklenen rat (Wistar-Furth irk1) glial tiimdriinden
klonlanmistir. Polioviriislere direglidirler (ATCC). C6 hiicreleri yiiksek proliferatif
ozellik ve cekirdek pleomorfizmi gosterirler, patolojik olarak kanamali tiimér nekroz

bolgeleri olusumuna neden olurlar (Grobben ve ark., 2002).

HT29 (Kolon kanseri)

HT29 hiicreleri adheren 6zellikte olup insan kaynakli kanser hiicre hattidir (44 yasinda
Kafkas kokenli bir kadindan izole edilmistir) ve mikrovillus igerir. HT29 hiicreleri
tirokinaz  reseptorlerine  sahiptir  ancak  plazminojen  aktivator  aktivitesi
belirlenememistir. HT29 hiicreleri CD4 hiicreleri (T hiicre tipi) i¢in negatiftir ancak
hiicre yiizeyi galaktoz seramid ifadesine sahiptir (HIV= Insan Bagisiklik Yetmezlik
Viriisii) i¢in alternatif reseptor olabilir). HT29 hiicrelerinde c-myc, K-ras, H-ras, N-ras,
Myb, sis and fos onkogenleri ifade edilir. Bu hiicrelerde p53 antijeni ¢ok miktarda
tiretilir ve 273 nolu kodonda G>A mutasyonu olur bunun sonucu Arg>His aminoasidine
dontisiir. Kolorektal adenokarsinom olan HT29 hiicreleri epitelyal morfoloji gosterirler.
HT29 hiicreleri IgA (immiinoglobiilin A), CEA (karsinoembriyojenik antijen), TGF-
binding protein (transforme edici biliylime faktorii-beta baglayici protein) ve musin

tiretirler. HLA, Rh+, A kan grubu gibi antijenleri tasir (ATCC) (Aydin, 2014).
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3.1.6. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

Dulbecco’'s Modified Eagles Medium, High Glucose (4,5 g/L) (DMEM) Besiyeri:
Laboratuar ortaminda hiicrelerin normal metabolik aktivitelerini siirdiirebilmeleri i¢in
gerekli olan mikrogevreyi saglayan besleyici solusyondur. 1000 mL hacmindeki bir
behere 13,6 gr DMEM tartilip koyulmustur ve iizeri deiyonize suyla 800 mL'ye
tamamlanmistir. Manyetik barli bir karistiric1 kullanilarak ¢oziindiirillen DMEM {izerine
2,2 gr NaHCO3 eklenerek karistirma islemine devam edilmistir. Herhangi bir partikiil
kalmadigindan emin olunduktan sonra besiyeri pH's1 7,2'ye ayarlanarak toplam hacim
1000 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan besiyeri laminar kabin i¢inde 0,22 mikronluk
filtreden gegirilerek steril edildikten sonra iizerine %10 FBS ve % 2 PenStrep eklenerek
katkilit DMEM haline getirilmistir. Hazirlanan katkili DMEM kullanilana kadar +4 °C

de saklanmustir.

Dulbecco’s Phosphate Saline (DPBS) Tampon (ozeltisi: Hiicrelerin yikanmasi
esnasinda kullanilan tamponlama sistemidir. 1000 mL hacmindeki bir behere 9,5 gr'lik
hazir kullanim paket igerisindeki DPBS koyulmustur ve tizeri deiyonize suyla 800
mL'ye tamamlanmistir. DPBS manyetik barli bir karigtirict kullanilarak tamamen
¢ozlinduriildiikten sonra pH'st 7,2'ye ayarlanarak toplam hacim 1000 mL’ye
tamamlanmistir. Hazirlanan DPBS laminar kabin i¢inde 0,22 mikronluk filtreden

gecirilerek steril edildikten sonra kullanilana kadar +4 °C de saklanmistir.

Kloroform/Metanol (2:1): 100 mL kloroform ile 50 mL metanol bir sisede karistirilarak
stok c¢ozelti hazirlanmistir.  Fosfolipidlerin = silika jelden ayrilmasi amaciyla

kullanilmistir.

Metanol/Kloroform (2:1): 100 mL metanol ile 50 mL kloroform bir sisede karistirilarak

stok ¢Ozelti hazirlanmigtir. Serumdan lipidleri ekstrakte etmek amaciyla kullanilmistir.

Kloroform/Metanol (7:5): 70 mL kloroform ile 50 mL metanol bir sisede karistirilarak

stok ¢ozelti hazirlanmistir. Lipidlerin ¢oziinmesi amaciyla kullanilmastir.

1. Yiriitme Soliisyonu (Hegzan:Dietileter:Kloroform:Glasiyel asetikasit (21:6:3:1)):
210 mL hegzan, 60 mL dietileter, 30 mL kloroform ve 10 mL asetik asit bir balon joje
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icerisinde karistirilarak stok yiiriitme soliisyonu hazirlanmistir. Fosfolipidlerin ekim

noktasinda tutularak lipidlerin ayrilmasi amaciyla kullanilmstir.

2. Yiiriitme Soliisyonu (Kloroform:Metanol:Su (65:26:4)): 130 mL kloroform, 52 mL
metanol ve 4 mL distile su bir balon joje igerisinde karigtirilarak stok yiirlitme

soliisyonu hazirlanmistir. Fosfolipidleri birbirinden ayirmak amaciyla kullanilmistir.

%>5'lik Amonyum Molibdat: 5 gr amonyum molibdat bir miktar distile suda iyice
¢cozlindiikten sonra iizeri yine distile suyla 100 mL'ye tamamlanmistir. Fosfolipid

miktarlarini belirlemek amaciyla kullanilmistir.

Amidol Reaktifi: 20 gr sodyum metabisiilfit bir miktar distile suda iyice ¢6ziindiikten
sonra iizeri yine distile suyla 100 mL'ye tamamlanmistir. Uzerine 0,5 gr amidol ilave
edilerek iyice ¢Ozlinmesi saglanmistir. Fosfolipid miktarlarini belirlemek amaciyla

kullanilmustir.

Standart Fosfat Cozeltisi: 1,097 gr KH,PO,4 tartilmis ve tizerine 250 mL distile su ilave
edilmistir. Boylece ml’sinde 1 gr fosfor bulunan stok ¢ozelti hazirlanmigtir. Bu stok
¢ozeltiden tiiplere 1, 2, 3, 4, 5, 10 ul otomatik pipetle alinmig tizerleri distile su ile 100
mL’ye tamamlayarak mL’sinde O pg, 5 ug, 10 pg, 20 pg, 30 pg, 40 pg, 50 pg ve 100
ng fosfor bulunan standart c¢dzeltiler hazirlanmistir. Orneklerin fosfor miktarlarini
belirlemek igin, fosfor miktar1 bilinen standart fosfat ¢ozeltisinden standart grafik

formiilii elde etmek amaciyla hazirlanmistir.

2 N Metanollii KOH: 56,11 gr KOH beherde az miktar metanolde ¢oziiniip balon jojeye
alinmistir ve hacim metanol ile 500 mL'ye tamamlanmistir. Metil esteri olusturmak

amaciyla hazirlanmigtir.

3.2. Yontem
3.2.1. Gruplarin olusturulmasi

Proje kapsaminda yapilan tiim hayvan deneyleri “Gaziosmanpasa Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK)” tarafindan (2014-32) onaylanmis olup,

aragtirmada kullanilan sicanlar Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip
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Arastirma Birimi’nden (DETAB) temin edilmistir. Yaklasik 250 gr agirhiginda ve ayni
yasta (12 haftalik) yetiskin Wistar tiirii erkek albino sicanlar; Gaziosmanpasa
Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuarinda 21+1°C oda 1s1sinda, ideal havalandirma
sartlarinda, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik 151k kosullarinda, adlibitium beslenme ile
barmdirilmigtir. Sicanlar kontrol, C6 ve HT-29 olmak tiizere 3 gruba ayrilmistir.

Deneme iki tekerriirlii olarak kurulmus olup toplam 24 adet sigan kullanilmistir.

Grup 1: Kontrol Grubu-1 mL katkisiz DMEM enjekte edilen grup olup 5 adet sican

bulunmaktadir.

Grup 2: C6 Grubu-1 mL katkisiz DMEM iginde siispanse edilen 60x10° C6 hiicresinin
enjekte edildigi grup olup 9 adet sigan bulunmaktadir.

Grup 3: HT-29 Grubu-1 mL katkisiz DMEM i¢inde siispanse edilen 60x10% HT-29
hiicresinin enjekte edildigi grup olup 10 adet sican bulunmaktadir.

3.2.2. Hiicre kiltiiri

Tiim hiicre hazirlama islemleri laminar kabinde, steril ortamda gerceklestirilmistir. Sivi
azot tankindan cikarilan hiicreler 37°C sicakliktaki benmaride 1-2 dk bekletildikten
sonra % 10 (v/v) FBS (Fetal Bovine Serum), % 2 (v/v) PenStrep (Penisilin-
Streptomisin) ve % 0,22 (wt/v) NaHCOg3; ilave edilen katkili DMEM besi yeri igeren
steril T75°1lik hiicre kiiltiir flasklarinda 37°C % 5 CO, ortaminda 3-4 giin inkiibe
edilmistir. Hiicreler konfluent hale geldiginde, flasklardaki besi yeri dokiilmiistiir ve
hiicreler 10 mL DPBS ile yikanmistir. Yikama isleminden sonra DPBS dokiilmiistiir ve
adheren hiicreleri zeminden ¢6zmek igin flaske 5-6 mL % 0,25’lik Tripsin-EDTA
soliisyonu ilave edilmistir. Hi¢ beklenmeden flask el yardimiyla biraz calkalanarak
hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi saglanmistir ve olusan hiicre silispansiyonu 50 mL’lik
steril falkon tiiplere aktarilmistir. Bu falkon tiiplere, tripsini notralize etmek i¢in 10 mL
katkili taze besi yeri eklenmistir ve hiicreler 1500xg’de 5 dk santrifiij edilmistir.
Siipernatant kisim aspire edildikten sonra hiicre pelleti iizerine 4 mL taze besiyeri
eklenerek steril pastor pipetle hiicreler siispansiyon haline getirilmistir. Siispansiyon

haline getirilen ilk kusak hiicreleri eksponansiyel log fazina sokmak i¢in liger giin arayla
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4 hiicre ekimi daha yapilmistir. Sonunda eksponansiyel log fazina sokulan hiicreler
calisma ic¢in uygun hale getirilmistir. Hiicre konsantrasyonunu belirlemek icin hiicre
siispansiyonundan alinan 20 pL hiicre ile 20 pL % 0,4 (wt/vol) tripan mavisi soliisyonu
karigtirillarak, bu karisimin 20 pL’si Thoma lamina pipetlenerek mikroskop altinda
birinci sayim alanindan 5 kare, ikinci sayim alanindan 5 kare olmak iizere toplam 10
kare sayilmistir [1 mL hiicre siispansiyonu i¢indeki hiicre sayisi = 10 karede sayilan
toplam hiicre sayist / 10 x 2 (Tripan mavisi seyreltme faktorii) x 16 (bir sayim
alanindaki toplam kare sayis1) x 10 000 (katsay1)]. Sayim isleminden sonra yeni bir

steril 15 mL’lik falkon tiip i¢inde ¢aligilacak hiicre stok slispansiyonu hazirlanmistir.

3.2.3. Sicanlarda tiimor olusturulmasi

Herhangi bir madde enjekte edilmeden oOnce sicanlarin hepsinden anestezi altinda
intrakardiyak olarak kan (0,5-1mL) alinmistir. Anestezik olarak intraperitoneal (ip)

yoldan ketamine (60 mg/kg) ve xylazine (10 mg/kg) verilmistir.

Daha sonra test gruplarindaki siganlarin sag flank bolgesinden deri altina literatiirdeki
bilgiler de goz Oniinde bulundurularak yapilan denemeler sonuncunda tiimor
olusturdugu bilinen 1 mL katkisiz DMEM iginde siispanse edilen 60x10° C6 veya HT-
29 tiimor hiicreleri inokiile edilmistir (San-Galli ve ark., 1989; Akhter ve ark., 2008;
Miura ve ark., 2008; Morrone ve ark., 2009; Miura ve ark., 2010). Timoér inokiile
edilmeyen kontrol grubu hayvanlara ise deri altina 1 mL katkisiz DMEM enjekte

edilmistir.

Test grubu hayvanlarda timor boyutu 8-10 mm olduktan sonraki 6. haftanin sonunda

(Sekil 3.1), tiim gruplardan anestezi altinda intrakardiyak olarak kan alinmistur.
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Sekil 3.1. Tiimor olusum asamalari (a*: 1. hafta, b: 3. hafta, c: 6. hafta)
*1. hafta enjeksiyon 6ncesini ifade etmektedir.

Deney sonunda tiim siganlar ip olarak verilen 100 mg/kg pentobarbital ile sakrifiye

edilerek tiimor dokular fotograflanmistir (Sekil 3.2).

a b C

Sekil 3.2. Dokularin gériintiileri (a: Kontrol, b: HT29-Kanser, ¢: C6-Kanser)
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3.2.4. Kan orneklerinin alinmasi

Kontrol ve hasta gruplarindan anestezi altinda intrakardiyak olarak (0,5-1mL) jelli
biyokimya tiiplerine alinan kan 6rnekleri, pihtilastiktan sonra 4000xg'de 10 dk santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasinda ayrilan serumlar (Sekil 3.3); steril test tiiplerine alinarak

calisma giiniine kadar -80°C’de saklanmustir (Ferreiro-Vera ve ark., 2012).

f\ A’ 49 Serum
4 el

& Pihtilasmis kan

Sekil 3.3. Tam kandan serumun ayrilmasi (Anonim, 2015c¢)

3.2.5. Serum lipit ekstrelerinin hazirlanmasi

Kontrol, C6 ve HT-29 gruplarina ait 1 mL Serum 6rneklerinin {izerine 3,75 mL metanol:
kloroform ¢ozeltisinden (2:1) eklenerek vorteks yardimi ile homojen hale getirildikten
sonra 30 dk buzda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan tiip {izerine 1,25
mL kloroform ve 1,25 mL distile su ilave edilerek 3500 rpm’de 10 dk santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasinda olusan 3 fazdan, altta bulunan lipit fazi, steril bir test
tiipiine alinarak azot (N) gazi basinci altinda ugurulmustur ve olusan lipid ekstreleri

-20°C’ye kaldirilmustir (Bligh ve Dyer, 1959).
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3.2.6. Serum fosfolipitlerinin ince tabaka kromatografisi ile belirlenmesi

-20°C'de saklanan serum total lipit ekstraktindan 500 ul almarak ¢oziiciisii azot gazi
altinda ugurulmustur. (Jakobik ve ark., 2009)'un TLC yontemine gore; bu tiiplerin
tizerine 0,3 mL kloroform: metanol (7:5) ilave edilerek ¢oziinmesi saglanmistir.
Coziinen bu ekstrakt, daha énce 110 °C'de 1 saat siireyle etiivde birakilarak aktif hale
getirilen silika jel ile kapl aliiminyum tabakalara, tabakanin alt ve sol tarafindan 2 cm

bosluk kalacak sekilde, hemotokrit pipeti ile tek bir noktadan ekilmistir.

Ekimi tamamlanan numuneler 10-15 dk agikta bekletilerek kurumasi saglanmustir.
Sonra ekim yapilan plak, icinde hekzan: dietil eter: kloroform: glasiyel asetik asit (21:
6: 3: 1) c¢ozeltisi bulunan TLC yiiriitiicii tankina ekim noktas1 ¢ozeltiye yakin olacak
sekilde yerlestirilmistir. Bu asamada fosfolipidler ekim noktasinda tutularak lipidlerin
yiirlimesi saglanmistir. Yaklasik 1,5 saat sonra yiiriime islemi tamamlanan plak, tanktan
cikarilarak acikta bekletilmek suretiyle ¢ozeltisi ucurulmustur. Bu islemden sonra plak
90° cevrilerek ekim noktasi yine ¢ozeltiye yakin olacak sekilde, icinde kloroform:
metanol: su (65: 26: 4) ¢ozeltisi bulunan tanka yerlestirilmistir. 2-2,5 saat siiren yiirlime
isleminden sonra fosfolipidlerin birbirinden ayrilmasi saglanmistir. Tanktan ¢ikarilan

plaklar acikta kurutulduktan sonra fosfolipid yerleri iyot buhariyla belirlenmistir. Bu

islemler kontrol ve hasta gruplarindaki her bir 6rnek i¢in ayr1 ayr1 uygulanmistir.

Piyasadan temin edilen PC, PI, PE, PS, SM fosfolipid standartlarindan ise 100 pl
alinarak daha once aktif hale getirilen TLC plakalarina yine belirtilen sekilde ekim
yapilmistir. Ancak plakalar bu kez sadece i¢cinde kloroform: metanol: su (65: 26: 4)
¢ozeltisi bulunan tanka yerlestirilerek fosfolipidlerin ayrilmasi saglanmistir. Fosfolipid

standart yerleri yine iyotla belirlenmistir.

Daha sonra fosfolipidler yerlerinden kazinarak her biri steril bir test tiipiine alinmigtir.
Ay tiiplere alinan fosfolipidler {izerine 1 mL kloroform: metanol (2:1) ¢ozeltisi ilave
edilerek 4000 rpm’ de 5 dk santrifiij edilmistir. Bu islem 4 kez tekrarlanarak
fosfolipidlerin silika jelden tamamen ayrilmasi saglanmistir. Bu yontemle elde edilen

ornekler fosfor tayini i¢in hazir hale getirilmistir.
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3. 2. 7. Fosfolipid miktarlarinin belirlenmesi

TLC yapilarak fosfolipid fraksiyonlarina ayrilan 6rneklerin miktarlart fosfor tayini ile
belirlenmistir (Kates, 1991). Bu islem i¢in % 72‘lik perklorik asit, % 5’lik amonyum
molibdat, amidol (2,4-Diaminofenoldihidrochloride) reaktifi ve standart fosfat ¢6zeltisi

kullanilmustir.

0 pg/ml, 5 pug/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml, 30 pg/ml, 40 pg/ml, 50 pg/ml ve 100 pg/ml
fosfor bulunan standart ¢ozeltilerin tizerine 0,4 mL perklorik asit ilave edilmistir. 4 dk
bekletildikten sonra tiipe 4,2 mL saf su, 0,2 mL amonyum molibdat ve 0,2 mL amidol
reaktifi katilarak vorteksle iyice homojen hale getirilmistir. Tiiplin agz1 parafilm ile
kapatilarak sicak su banyosunda 7 dk inkiibasyona birakilmistir. Su banyosundan sonra
oda sicakligina getirilen fosfat standartlari spektrofotometrede kore karst 830 nm

absorbans degerinde okutulmustur.

Total fosfor tayini i¢in, TLC ile elde edilen saf fosfolipid ekstraktindan 1 mL alinarak N
gazi basinci altinda kloroform: metanol ¢oziiciisii ucurulmus ve ayni iglemler bu
ornekler icin de yapilmustir. Orneklerdeki fosfor miktarmi bulmak igin Sekil 3.4'de
goriildiigli gibi standart grafigin verdigi y=0,0022x-0,0018 formiilii kullanilmistir.
Ormnegin fosfor miktar1 x=(y+0,0018)/0,0022 esitliginden yararlanilarak hesaplanmustir.

y: Ornegin absorbans degeri

x: Ornegin fosfor miktar

0,25

0,2 -
0,15 |

0,1 -

0,05

y =0,0022x - 0,0018
0 20 40 60 80 100 120

Sekil 3.4. Standart fosfor miktarlarina ait grafik
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3. 2. 8. Serum yag asitlerinin gaz kromatografisi ile belirlenmesi

-20°C'de saklanan serum total lipit ekstraktindan 500 pl alinarak c¢oziiciisii N gazi
altinda ucurulmustur. Olusan lipid ekstrelerininin lizerine 3 mL hekzan ve 3 mL 2 N
metanollu KOH eklenerek vorteks yapildiktan sonra metil esteri olusturulmustur.
Olusan yag asidi esterleri viallere alinarak gaz kromotografisine verilmistir ve 1 pl

hacimde otosampler kullanilarak enjeksiyon yapilmistir.

Yag asitlerinin analizi Perkin Elmer Clarus 500 marka kromatografi cihazinda yapilmis
olup; FID alev iyonizasyon dedektorii ve Restek (Rtx-2330) kapiller kolon (30 m x 0,25
mm x 0,2 um) kullanilmistir. Yag asitlerinin teshisinde standart olarak 37 yag asidinin
metil esterleri karisimi kullanilmistir. GC cihazinin dedektor sicakligi 250°C, enjektdr
sicakhign 250°C, enjeksiyon split 50/1, tastyict gaz akis hizi helyum 1 mL/dk olarak

cihaza verilmistir. Firin sicaklik programi Cizelge 3.1'de verilmistir.

Cizelge 3.1. Gaz kromatografi analizlerinde kullanilan firin programi

Baglangic sicakhigi | Bekleme siiresi | Sicakhk artis hizi Bitis sicakhig1
(C) (dKk) (°Cldk) (C)
120 2 2/dk 180
180 0 4/dk 200
200 3 0 200

Firin sicaklig1 programi toplam 40 dk’dir.

Numunelerimizden elde edilen kromotogramlarla standartlardan elde edilen
kromotogramlar karsilastirilarak yag asidi ¢esitleri ve nisbi % miktarlar1 belirlenmistir

Sekil 3.5 ve Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Gruplarin 6 hafta sonundaki kromatogramlari

3. 3. istatistiksel Analiz

Calismamizda kontrol, HT29 kanser ve C6 kanser gruplar1 arasindaki karsilastirmalar
icin SPSS (Statistic Program for Social and Science) programi kullanilmistir. 6 hafta
sonundaki gruplar arasindaki farkliliklarin karsilagtirilmasinda; p<0,05 Onemlilik
(one-way ANOVA)

degerinde

kullanilmistir. Varyans analizinde gruplar arasinda farklilik ¢ikmasi halinde, bu

farkliligin hangi grup veya gruplardan kaynaklandigi; ¢oklu karsilagtirmali (post-hoc)

duncan testi uygulanarak hesaplanmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Fosfolipid Kompozisyonundaki Degisimler

Kontrol, HT29 ve C6 kanser gruplarindan, 6 hafta sonunda alinan serum orneklerine ait
TLC sonuglarina gore; PC, PE, PS ve SM olmak lizere dort farkli serum fosfolipidi
belirlenmistir. Fosfolipidlerin miktar tayinleri fosfor analizi ile yapilmis olup; SM harig,
fosfolipid miktarlar1 kontrol ve kanser gruplar1 arasinda onemli derecede farklilik
gostermistir (p<0,05). Calismamizda takip edilen oOzellikler igin Ornek biiyiikliik
farkliliklar1 ise; alinan her serum O6rneginde biitiin fosfolipidlerin dl¢lilememesinden

ileri gelmektedir (Cizelge 4.1).

Cizlge 4.1. Kontrol, HT29 kanser ve C6 kanser gruplarinin 6 hafta sonundaki serum
fosfolipid miktarlarina (ug/mL) ait ortalamalar + standart sapmalar ve (gézlem sayilari)

Kontrol HT29 C6
Fosfolipid Ismi Grubu Kanser Grubu | Kanser Grubu
PC 9,563+2,221° 4,166+1,808% | 6,823+3,702 %
(5) (9) (8)
PE 11,581+3,084 ¢ | 4,717+2,731° 8,460+2,454 P
(5) (9) (8)
PS 7,909+1,898 ° 3,292+1,700 ° 4,545+3 511 °
(5) (7) (7)
SM 8,554+1,418° 7,936+3,619 ° 6,792+5,120 °
(5) (10) (9)
Toplam 37,609+2,021° | 18,236+4,043 % | 23,914+11,055 °
fosfolipid (5) (10) (9)

@b Farkli harfler 6. haftadaki gruplar arasindaki Duncan testine gore onemli farkliliga

(p<0,05) isaret etmektedir.

Calismamizda major fosfolipidler, gruplar arasinda farklilik gostermekte olup; kontrol
ve C6 kanser gruplarinda PE, HT29 kanser grubunda ise SM olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.1). Yapilan farkli calismalarda da, kontrol ve C6 kanser grubu bulgularimizla
benzer sekilde; PE ve PC fosfolipidleri genel olarak gruplarda yiiksek seviyelerde
bildirilmistir (Jones ve ark., 1992; Sanden, 2004; Do'ria ve ark., 2012).
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Gruplar 6 hafta sonundaki fosfolipid miktarlar1 bakimindan karsilastirildiginda; kanser
gruplarindaki fosfolipid miktarlar1 kontrol grubuna gore diisiik seviyelerde belirlenmis
olup; bu farklilik PC, PE ve PS fosfolipidleri i¢in 6nem arz ederken (p<0,05); SM i¢in
onemli bulunmamistir (p>0,05). Kanser gruplar1 arasinda karsilastirma yapildiginda ise
PC, PE ve PS fosfolipidleri HT29 kanser grubunda; SM fosfolipidi ise C6 kanser
grubunda en diisiik seviyelerde belirlenmistir. Gruplar 6. haftadaki toplam fosfolipid
miktarlar1 bakimindan karsilastirildiginda ise; kanser gruplar1 kontrole gbre onemli
derecede diisiik bulunmus olup; en diisiik fosfolipid miktar1 HT29 kanser grubunda
belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Literatiire bakildiginda ise ¢aligmamizla benzer sonuglar bulunmakla birlikte; farkl
sonuglar da mevcuttur. Diisiik ilerleme seviyesine sahip olan malignant hiicreler ile
metastatik meme kanserli hiicrelerin karsilastirildig: bir calismada (Sterin ve ark., 2004)
ve fare memeli epitel hiicreleri ile diisiik ve yiiksek olmak tizere farkli agresiflikteki
kanser hiicrelerinin karsilastirildiklart bagka bir calismada (Do'ria ve ark., 2012),
sonuglarimizla uyumlu olarak; kanser hiicrelerinde PC seviyelerinin azaldig1 gézlenmis
olup; metastatik kanserli hiicrelerde ve yliksek agresiflikteki kanserli hiicrelerde
azaliglarin daha yiiksek seviyelerde oldugu bildirilmistir (Do'ria ve ark., 2012). PC'deki
%59'a kadar olan bu diistisler ise; sifirdan sentezlenen yag asit seviyesindeki azaliglarla
iliskilendirildigi i¢in PC, in vivo olarak FAS inhibisyon biyomarkeri olarak
belirlenmistir (Ross ve ark., 2008). Bununla birlikte PC yapisinda en ¢ok OA ve PA
(16:0), bas grubunda ise bir kolin bilesigi icermektedir (Anonim, 2015a). Caligmamizda
bu yag asitlerinin, 6nemsiz (p>0,05) olmakla birlikte; kanser gruplarinda kontrol
grubuna gore diisiik seviyelerde oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla bu yag asitlerindeki
azaliglar; PC fosfolipid miktarinda da azalmaya neden olabilir. Ayrica fosfolipidlere
bagli yag asitlerinin doymamiglik derecesi ile membranlarin lipid akigkanligi dogru
orantili olup (Popp-Snijders ve ark., 1984); bu yag asitlerinin azalmasi membran
gecirgenligini etkileyerek, enzimlerin ve hormonlarin aktivitelerini de azaltiyor olabilir.
Yine PCnin yapisinda bulunan kolin dnemli bir metil vericisi olmasi bakimindan
DNA'yr modifiye edebilir ve metil gruplari DNA'min baz1 diizenleme bolgelerine
eklenerek gen transkripsiyonunu azaltabilir. Dolayisiyla yag asit sentezinden sorumlu
enzimlerin gen regiilasyonu da bu durumdan etkileniyor olabilir (Bingdl, 1976; Awwad

ve ark., 2012, Anonim 2015a). Bu sonuglarin tersine Do'ria ve ark. (2013){in insan
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epitel ile metastatik ve metastatik olmayan meme kanseri hiicre hatlarinda yaptiklar
baska bir calismada ise; PC'nin tiim hiicre hatlarinda yiiksek nispi artisa sahip oldugu
gozlenmistir. Ayni arastirmacilarin  gézlemlerindeki bu farkliligin sebebi olarak;
insanlarda habis olmayan hiicrelerin gd¢ potansiyeli bulunurken, farelerde bu
potansiyelin olmayisi diisliniilmektedir (Do'ria ve ark., 2013). Benzer sekilde meme
kanserinde yapilan bagka g¢alismalarda da Ostrojen reseptor negatif tiimorlerde PC
seviyesi yiiksek bulunmustur (Merchant ve ark., 1991; Merchant ve ark., 2002). Yine bu
sonuglarla uyumlu olarak PC; tiroid papillar (Ishikawa ve ark 2012), prostat (Keshari ve
ark., 2011; Min ve ark., 2011; Zhou ve ark., 2012; Lim ve ark., 2014; Patel ve ark.,
2014) ve yumurtalik (Iorio ve ark., 2005) kanserleri gibi farkli tip kanserli hiicrelerde de
yiiksek seviyelerde gozlenmis olup; bu kanserlerin yani sira kolon kanserinde de
(Kuchiba ve ark., 2012) yag asitlerinden sorumlu enzimlerin fazla miktarda exprese

edildikleri belirtilmistir.

Calismamizda PE'nin kontrol grubuna gore kanser gruplarinda diisiik seviylerde
belirlenmesi ise; PE'min membran akigkanligini etkileyerek enzim ve hormon
aktivitelerini etkilemis olabilecegini diisiindiirmektedir. Ciinkii etanolamin, membran
akiskanhigimi diizenleyen fosfolipitlerden biridir. Bununla birlikte; ca™ iyonlarinin
tasinmasinda da etkilidir (Kester ve Sokolove, 1990; Killian ve ark., 1994; Sterin ve
ark., 2004). ca*?nin ise kolon kanseri riskini azaltmak igin énemli mineraller arasinda
yer aldig1 bildirilmektedir (Anonim 2015d). Dolayisiyla ¢alismamizda PE'nin, HT29
kanser grubunda diisiik ¢ikmasi, bu grupta canin de azalmis olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu sebeple PE fosfolipid miktarlarindaki bu azaliglar; sinyal iletimi
ve iyon tagimmimini iceren membran fonksiyonlarindaki anormalliklere isaret edebilir.
Literatiire bakildiginda da ¢alismamizla uyumlu sonucglar bulunmaktadir. Fare memeli
epitel hiicresi ile diisiik ve yliksek diizeyli agresiflikteki meme kanseri hiicre hatlarinin
karsilastirildigi bir calismada (Do'ria ve ark., 2012) ve ayn1 aragtirmacilarin insan epitel
ile metastatik ve metastatik olmayan meme kanseri hiicre hatlarin1 karsilastirdiklar
baska bir calismada (Do'ria ve ark., 2013) PE malignant olmayan hiicrelerde daha
yiiksek seviyelerde gozlenmistir. Prostat kanserinde yapilan bagka bir ¢alismada da
benzer sekilde, diisiik seviyelerdeki PE, kanser riski ile iligkilendirilmistir (Patel ve ark.,
2014). Bu sonuglarin tersine kotii huylu meme tiiméorlerinde (Merchant ve ark., 1991),

solid tiimorlerde (Ackerstaff ve ark., 2003) ve hormon-direngli yiiksek diizeyde
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metastatik hiicre hatlarinda (Sterin ve ak., 2004) PE'nin yiikseldigini gosteren ¢aligmalar
da bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalar kolin kinaz enziminin PC ve PE’nin sentezinde
gerekli bir enzim oldugunu ve tiimorle birlikte sentezinin arttigini gostermistir. Bu
artisin sebebi olarak; enzimin asir1 sentezlenmeleri halinde onkogenik aktiviteye sahip
olduklar1 distiniilmektedir (Ramirez de Molina ve ark., 2005; lorio ve ark., 2010).
Dolayistyla bu fosfolipitlerin malignant hiicrelerde yiiksek c¢ikmasit kolin kinaz
enzimindeki artislarla da ilgili olabilir. Ayrica fosfolipidlerin sentezinde ACSLs
enzimleri de goérev almakta olup; ACSL-4"lin kolon kanserlerinde (Cao ve ark., 2000) ve
ACSL-1 ve 4'iin bagirsak iltihaplanmalarinda (Heimerl ve ark., 2006) upregiile oldugu
bildirilmistir. Bu sebeple kanser hiicrelerindeki yiiksek fosfolipid miktarlarin1 bu enzim

grubu da etkilemis olabilir.

Caligmamizda PS'nin kontrole gore kanser gruplarinda diisiik seviyelerde bulunmasi ise;
fosfolipidin apoptoz siirecindeki hareketiyle ilgili olabilir. Clinkii PS saglikli hiicrelerde
aminofosfolipid transferaz enzimi ile apoptoz sirasinda mebranin dis yapragina gog
ederek kan koagiilasyonuna katilirken (Cohen, 1998; Merchant ve ark., 2002; Vance ve
Steenbergen, 2005; Wolfs ve ark., 2005; Kiigtikaltun, 2007; Shi ve ark., 2008; Chaurio
ve ark., 2009); kanserli hiicrelerde bu enzim azalabilir dolayisiyla da PS'nin taginimi
gerceklesmeyebilir ve koagiilasyon olumsuz etkileniyor olabilir. Bununla birlikte PS'nin
apoptoz sirasinda hiicre zarinin akigkanligini azaltarak zarin parcalanmasini sagladigi da
bildirilmistir (Anel ve ark., 1992). Bu durum da fosfolipit miktarin1 etkileyen
faktorlerden biri olabilir. Ayrica PS'nin yogun oldugu i¢ ylizeylerde protein kinaz C
enzimleri sinyal yolaklarimi aktif hale getirirken (Stace ve Ktistakis, 2006; Yeung ve
ark., 2008); kanserli hiicrelerde PS'nin azalmasina bagli olarak bu enzimin de aktivitesi
azalabilir ve sinyal yolaklar1 olumsuz etkileniyor olabilir. Literatiire bakildiginda ise
meme kanseri lizerinde yapilan farkli caligmalar; sonuglarimizdan farkli olarak PS
miktarinda onemli bir farklilik olmadigimi gostermektedir (Merchant ve ark., 2002;

Sterin ve ark., 2004; Do ria ve ark., 2012; Do ria ve ark., 2013).

SM ise sinir hiicrelerinde miyelin kilifinda yogun bulunmakta olup (Dumanli, 2008);
beyindeki néron dongiilerini etkileyebilir. Dolayisiyla calismamizda gruplar arasindaki
farklilik 6nemli bulunmamakla birlikte (p>0,05); beyin tiimor gelisimine bagli olarak

C6 kanser grubunda diger gruplara gore diisiik ¢ikmis olabilir. Do'ria ve ark. (2013)'iin
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insan epitel ve meme kanseri hiicre hatlarinda yaptiklari bir ¢alismada da sonuglarimizla
uyumlu olarak, SM nispi miktarlar1 hiicre tipleri arasinda farklilik gdstermemistir.
Sonuglarimizdan farkli olarak malign olmayan fare epitel hiicre hatlar1 ile diisiik ve
yiiksek agresiflikteki meme kanseri hiicre hatlarinin karsilastirildigi baska bir ¢aligmada
ise, SM her iki kanser hiicre hattinda da yiiksek bulunmus olup (Do'ria ve ark., 2012);
bu sonu¢ meme kanserli hastalarda SM'nin up-regiile oldugunu gdésteren diger bir
calismayla uyumlu bulunmustur (Kim ve ark., 2013). Anlasilacagi tizere farkli
caligmalardan gelen bazi1 veriler; timor gelismesi bakimindan daha yiikksek SM
iceriginin, hiicrelerin hayatta kalmasi i¢in 6nemli olabilecegini gdstermektedir. Bunun
sebebi olarak SM igeren vesikiillerin angiogenik kapasiteye sahip olmalari diistiniilebilir
(Kim ve ark., 2002). Ayrica yiiksek SM konsantrasyonu ve kolesterol tasiyan lipid
raftlarinin, N-cadherin gibi yapisma proteinlerinin hareketini durdurdugu ve integrin
aktivasyonunu diizenledigi ileri siiriilmiis olup; her iki proteinin de kanser gelisiminde
ve malignant ilerlemede rol aldig: bildirilmistir (Causeret ve ark., 2005; Patra, 2008;
Paschos ve ark., 2009). Bununla birlikte aragtirmalar seramid bakimindan zengin lipid
raftlarinin apoptozisi tesvik ettigini ve kanser hiicre raftlarinda seramid tiikenmesinin
artan SM sentezi ile iligkili olabilecegini gostermektedir (Do'ria ve ark., 2012). Ancak
aragtirmacilar hiicre 6liimii ile ilgili olan SM havuzlarinin ve seramidin, mitokondrilerde
veya membran lipit raftlarinda bulunmasindan dolayr toplam nispi miktardan ziyade
kompartmana spesifik SM igeriginin daha 6nemli belirleyiciler olabilecegine dikkat

¢ekmektedir (Birbes ve ark., 2001; Patra, 2008).

Sonug olarak yapilan g¢alismalarda lipid miktarlarinin diisiik ¢ikma sebebinin diyet
olmadigy; hastalikla iligkili metabolik bozukluklarin veya hormonal faktorlerin etkili
olabilecegi belirtilmistir (Bani ve ark., 1986). Calismamizda da fosfolipidlerde azalisa
neden olan bu faktorler; membran yapisindaki bozulmalarin yanisira; hiicre dongiisii,
sinyal ve ikinci mesajc1 molekiillerin iletimi, iyon tasinimi, inflamasyon ile ilgili gen
ifadesinin diizenlenmesi, enzim aktivasyonu, bagisiklik sistemi, hiicre biiylimesi,

farklilagsmasi ve apoptoz gibi hiicresel faaliyetlerle de iligkili olabilir.
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4.2. Yag Asitleri Kompozisyonundaki Degisimler
4.2.1. Doymus yag asidi kompozisyonundaki degisimler

Kontrol, HT29 ve C6 kanser gruplarindan 6 hafta sonunda alinan serum 6rneklerine ait
gaz kromatografisi sonuglarina gore; KA, LA (12:0), tridekanoik (TA, 13:0), MA, PA
(15:0), PA (16:0), (HA, 17:0), SA, AA (20:0), heneikosanoik (HA, 21:0), BA,
trikosanoik (TA, 23:0), lignocerik asit (LA, 24:0) olmak {izere on ii¢ farkli serum
doymus yag asidi belirlenmistir. Bu yag asitlerinden bazilar1 kontrol ve kanser gruplari
arasinda onemli derecede farklilik gosterirken (p<0,05); bazilarinda farklilik 6nemli
bulunmamistir (p>0,05). Takip edilen ozellikler icin 6rnek biiyiiklik farkliliklar: ise
alinan her serum Orneginde biitiin yag asitlerinin 6lgiilememesinden ileri gelmektedir

(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Kontrol, HT29 kanser ve C6 kanser gruplarinin 6 hafta sonundaki serum
doymus yag asit miktarlarina (% bolluk) ait ortalamalar + standart sapmalar ve (gozlem

sayilari)

Yag Asidi Yag Asidi
Kimyasal Kimyasal Kontrol HT29 Cé6
Formiilii Ismi Grubu Kanser Grubu | Kanser Grubu
C10:0 KA 0,242+0,012 ¢ 0,218+0,056 ¢ 0,361+0,088 "
(4) 9) 9)
C12:0 LA 0,075+0,036 ® 0,092+0,077 ® 0,074+0,050 ®
(4) (8) 9)
C13:0 TA 0,124+0,101 ¢ 0,098+0,110 ¢ 0,096+0,094 °
(5) 9) 9)
C14.0 MA 0,590+0,047 ® 0,686+0,153 ® 0,593+0,080 ®
(5) 9) 9)
C15:0 PA 0,580+0,112 ¢ 0,563+0,079 ¢ 0,571+0,084 °
(5) 9) )
C16:0 PA 25,608+1,005 ? 25,110+1,733% | 25,023+1,612°
(%) 9) 9)
C17:0 HA 0,796+0,148 ¢ 0,755+0,114 ¢ 0,722+0,138 ®
(5) 9) (8)
C18:0 SA 12,066+£1,374 2 11,721+1,234 2 11,838+1,275%
(5) 9 ©)
C20:0 AA 0,242+0,085 ¢ 0,231+0,061 ¢ 0,511+0,328 "
(4) 9) )
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Cizelge 4.2. (Devam) Kontrol, HT29 kanser ve C6 kanser gruplarinin 6 hafta sonundaki
serum doymus yag asit miktarlarina (% bolluk) ait ortalamalar + standart sapmalar ve
(gbzlem sayilar)

Yag Asidi Yag Asidi

Kimyasal Kimyasal Kontrol HT29 C6

Formiilii Ismi Grubu Kanser Grubu | Kanser Grubu

C21:0 HA 0,295+0,139° 0,091+0,082 ® 0,128+0,091 ®
(4) ) ©)

C22:0 BA 1,235+0,729 ° 0,71140,168 ® 0,312+0,116 ®
4) (8) )

C23:0 TA 0,437+0,206 * 0,422+0,209 ® 0,436+0,151 °
(4) ) ©)

C24:0 LA 0,012+0,004 ® 0,008+0,005 * 0,010+0,004 ®
®) ©) ©)

Toplam doymus yag asidi 41,798+2,207 2 40,622+1,297 * | 40,565+2,419?
©) ©) ©)

aPC Farkli harfler 6. haftadaki gruplar arasindaki Duncan testine gore onemli farkliliga

(p<0,05) isaret etmektedir.

Calismamizda tiim gruplarda en yiiksek doymus yag asitleri olarak PA (16:0) ve SA
belirlenirken; en diisiik doymus yag asitleri olarak LA (24:0) ve LA (12:0)
belirlenmistir. Gruplar arasinda karsilagtirma yapildiginda ise; doymus yag asitlerinden
KA ve AA (20:0) C6 kanser grubunda 6nemli derecede yiiksek seviyelerde belirlenirken
(p<0,05); HA (21:0) ve BA her iki kanser grubunda da kontrol grubuna gére onemli
derecede diisiikk bulunmustur (p<0,05). Diger doymus yag asitleri ve toplam doymus yag
asitleri bakimindan ise gruplar arasinda onemli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05)
(Cizelge 4.2). Sonuglarimizla uyumlu olarak prostat kanseri ile SA arasinda (Gann ve
ark., 1994; Harvei ve ark., 1997; Ma nnisto ve ark., 2003) ve kolorektal kanser ile de
PA (16:0), SA (Nkondjock ve ark., 2003) ve MA (Zhang ve ark., 2013) arasinda iligki

bulunmadigini kanitlayan farkli ¢calisma sonuglar1 da mevcuttur.

Caligmamizda onemli derecede farklilik gdsteren yag asitleriyle ilgili herhangi bir
veriye rastlanmamakla beraber; literatiirde fikir birligi de bulunmamaktadir.
Calismamizda farklilik gostermeyen LA (12:0), MA (Nkondjock ve ark. 2003) ve SA
(Zhang ve ark., 2013) ile kolorektal kanser; MA (Freeman ve ark. 2007; Crowe ve ark.,
2008), PA (16:0) (Harvei ve ark., 1997; Crowe ve ark., 2008), onemli fark
bulunmamakla birlikte PA (15:0) ve HA (17:0) (Crowe ve ark., 2008) ile prostat

63



kanseri; PA (16:0) ile de meme (Chajes ve ark., 1995; Saadatian-Elahi ve ark., 2004;
Shannon ve ark., 2007), kolon ve akciger (Meng ve ark., 1999) kanserleri arasinda
pozitif bir iliski belirtilmistir. PA (16:0)'daki artislar daha yiiksek FAS aktivitesiyle
iligskilendirilmistir (Pala ve ark., 2001; Swinnen ve ark., 2002). Yapilan g¢alismalar
diyetteki yiiksek doymus yag asitlerinin A9 aktivitesini 2-3 kat artirdigin1 géstermekle
birlikte (Gellhorn ve Benjamin, 1966a; Gellhorn ve Benjamin, 1966b; Rao ve Abraham,
1975; Berra ve Rapelli, 1987; Ntambi ve ark., 1996; Waters ve Ntambi, 1996; Pala ve
ark., 2001); D9D'larin PA (16:0)'in desaturasyonunda gorev aldigimi ve kanserli
hastalarda ise bunlarin sentezinin arttigini da gostermektedir (Choi ve ark., 2002).
Ayrica bu sonuglarin D9D ve stearoil-CoA desatiiraz (SCD) enzimlerinin yani sira,
hiper insiilinemia ile de iligkili olabilecegi diistiniilmektedir. Ciinkii insiilin ve yag
asitlerinin bu genlerin ekspresyonlarini diizenledigi ispatlanmistir (Wood ve ark., 1985;
Khoo ve ark., 1991; Weiner ve ark., 1991; Kaput ve ark., 1994; Legrand ve ark., 1994;
Ntambi, 1995; Waters ve Ntambi, 1996). Sonu¢ olarak yapilan g¢alismalar kanser
hastalarinda FAS'n arttigin1 (Rashid ve ark., 1997) ve agresif timorlerde fazla miktarda
bulunan doymus yag asitlerinin, membran akiskanligin1 azalttigin1 gostermektedir
(Ollila ve ark., 2007). Calismamizda da kanser gruplarinda belirlenen doymus yag
asidindeki farkliliklarin bu durumlarla iliskili olabilecegi diisliniilmektedir. Ancak bu
sonuglarin tersine meme (Wood ve ark., 1985; Habib ve ark., 1987a; Kelly ve ark.,
1990; Persad ve ark., 1990; Bougnoux ve ark., 1992; Fermor ve ark., 1992; Pandey ve
ark., 1995; Chajes ve ark., 1999; Saadatian ve ark., 2004; Crowe ve ark., 2014), kolon,
akciger (Meng ve ark., 1999) ve prostat (Crowe ve ark., 2008) gibi farkli tip kanserlerde

yapilan ¢alismalar ise SA ile kanser arasinda ters bir iligki oldugunu da géstermektedir.

4.2.2. Tekli doymams yag asidi kompozisyonundaki degisimler

Kontrol, HT29 ve C6 kanser gruplarindan 6 hafta sonunda alinan serum 6rneklerine ait
gaz kromatografisi sonuglarina gore; cis-10-pentadekanoik (cPA) , PA (16:1), cis-10-
heptadekenoik (cHA), OA, EA (18:1), erukik (EA, 22:1), nervonik asit (NA) olmak
tizere yedi farkli serum tekli doymamis yag asidi belirlenmistir. Bu yag asitlerinden
bazilar1 kontrol ve kanser gruplarinda 6nemli derecede farklilik gosterirken (p<0,05);

bazilarinda ise farklilik 6nemli bulunmamistir (p>0,05). Takip edilen ozellikler i¢in
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ornek biiyiiklik farkliliklart ise alinan her serum Orneginde biitiin yag asitlerinin

Ol¢iilememesinden ileri gelmektedir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Kontrol, HT29 kanser ve C6 kanser gruplarinin 6 hafta sonundaki serum
tekli doymamis yag asidi miktarlarina (% bolluk) ait ortalamalar + standart sapmalar ve

(gbzlem sayilari)

Yag
Asidi Yag Asidi
Kimyasal Kimyasal Kontrol HT29 C6
Formiilii Ismi Grubu Kanser Grubu Kanser Grubu
C15:1 cPA 0,020+0,017 * 0,013+0,005 * 0,024+0,018 *
5) 9) 9)
C16:1 PA 1,645+0,302 " 1,267+0,921 " 0,305+0,255 °
(4) (9) (8)
C17:1 cHA 0,110+£0,046 P 0,051+0,043 ° 0,126+0,053 P
5) 9) 9)
C18:1n9c OA 15,134+0,954 ° 14,563+1,308 ° 14,506+0,976 °
(5) (9) (9)
C18:1n9t EA 3,350+0,120 ° 3,214+0,351 2 2,908+0,911 2
(4) 9) 9)
C22:1n9 EA 11,098+1,832°% | 12,160+2,455%® | 14,180+1,579°
(5) (9) (9)
C24:1 NA 0,400+0,371 P 0,132+0,152° 0,075+0,062 ?
5) 9) 9)
Toplam tekli doymamis yag 30,758+0,943 % | 31,402+1,303% | 32,093+1,617°
asidi (5) (9) (9)

2P¢ Farkli harfler 6. haftadaki gruplar arasindaki Duncan testine gére onemli farkliliga

(p<0,05) isaret etmektedir.

Caligmamizda tiim gruplarda en yiiksek tekli doymamis yag asidi olarak OA
belirlenirken, en diigiik tekli doymamis yag asidi olarak CPA belirlenmistir. Gruplar
arasinda karsilastirma yapildiginda ise; PA (16:1) C6 kanser grubunda, cHA HT29
kanser grubunda, NA ise her iki kanser grubunda da Onemli derecede diisiik
belirlenmistir (p<0,05). Ancak EA (22:1) tiim gruplarda farklilik gostermekle birlikte;
kontrol grubuna gore kanser gruplarinda 6nemli derecede daha yiliksek bulunmustur
(p<0,05). Diger tekli doymamis yag asitleri ve toplam tekli doymamis yag asitleri
bakimindan ise gruplar arasinda onemli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05) (Cizelge

4.3).

65



Literatiire bakildiginda calismamizda gruplar arasinda farklilhik gozlenen cHA, EA
(22:1) ve NA ile ilgili herhangi bir bilgiye rastlanilmamakla birlikte; ¢alismamizla
uyumlu olarak meme kanserinde (Simonsen ve ark., 1998a; Simonsen ve ark., 1998b;
Newmark, 1999) ve kolorektal kanserli dokularda (Zhang ve ark., 2013) tekli doymamis
yag asidi olarak azalan PA (16:1) seviyeleriyle birlikte, calismamizda farklilik
bulunmayan OA seviyelerinin de azaldig: bildirilmistir. Benzer sekilde oral squamous
hiicre karsinomasinda ve menopoz sonrasi meme kanseri hastalarinin eritrosit membran
fosfolipitlerinde de azalan OA seviyeleri dikkat ¢ekmektedir (Zaridze ve ark., 1990;
Engan ve ark., 1995). EA (18:1) seviyeleri ise multiple myelomali hastalara nazaran
yine kontrollerde daha yiiksek seviyelerde gozlenmistir (Jurczyszyn ve ark., 2014). Bu
sonuclarin tersine meme kanserinin yani sira (Wood ve ark., 1985; Kelly ve ark., 1990;
Persad ve ark., 1990; Chajes ve ark., 1995; Pandey ve ark., 1995; Pala ve ark., 2001;
Saadatian-Elahi ve ark., 2004; Shannon ve ark., 2007) farkl tip kanserlerde, malignant
hiicrelerde artan OA ve PA (16:1) seviyeleri de bildirilmistir (Engan ve ark., 1995;
Harvei ve ark., 1997; Meng ve ark., 1999; Mikirova ve ark., 2004). Dolayisiyla bu yag
asitlerinin biyosentezinin engellenmesinin tiimor gelisimini onleyecegi diisiiniilmektedir
(Pala ve ark., 2001). Lipid miktarlarindaki yiiksekligi arastirmacilardan bazilar1 diyetle
iligkilendirirken (Legaspi ve ark., 1987); bazilar1 ise hastalikla iliskili metabolik
bozukluklara ve hormonal faktorlere baglamiglardir (Bani ve ark., 1986; Habib ve ark.,
1987b). Kanser hastalarmin doku, kan ve idrar orneklerinde yapilan bir galigmada;
OA'daki artislar hastalifa bagli olarak degisen D9D aktivitesiyle iligkilendirilirken
(Habib ve ark., 1987b); ayn1 y1l yapilan baska bir ¢alisma kanser hastalarinin plazma
yag asit miktarlarindaki artisa isaret etmistir (Legaspi ve ark., 1987). Benzer sekilde PA
(16:1)'in artan konsantrasyonlar1 da, timor gelisimine bagli olarak D9D enzim
aktivitesindeki artislara baglanmistir (Choi ve ark., 2002; Shannon ve ark., 2007). Bu
sonuglardan farkli olarak literatiirde PA (16:1) ve meme kanseri riski arasinda iliski
olmadigini belirten ¢alismalar da bulunmaktadir (Chajes ve ark., 1999; Saadatian-Elahi
ve ark., 2004).
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4.2.3. Coklu doymamis yag asidi kompozisyonundaki degisimler

Kontrol, HT29 ve C6 kanser gruplarinda 6 hafta sonunda alinan serum 6rneklerine ait
gaz kromatografisi sonuglarina gore; linolelaidik (LA, 18:2t), LA (18:2c), GLA, ALA,
cis-11,14-eikosadienoik (EDA), DGLA, EPA olmak tiizere yedi farkli serum g¢oklu
doymamis yag asidi belirlenmistir. Belirlenen bu yag asitlerinden ALA ve EPA ©-3
grubumuzu olustururken; LA (18:2t), LA (18:2c), GLA ve DGLA ®-6 grubumuzu
olusturmaktadir. Bu yag asitlerinden bazilar1 kontrol ve kanser gruplarinda 6nemli
derecede farklilik gosterirken (p<0,05); bazilarinda ise farklilik 6nemli bulunmamistir
(p>0,05). Takip edilen 6zellikler i¢in 6rnek biiyiikliik farkliliklar1 ise alinan her serum

orneginde biitiin yag asitlerinin 6lglilememesinden ileri gelmektedir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Kontrol, HT29 kanser ve C6 kanser gruplarinin 6 hafta sonundaki serum
¢oklu doymamis yag asit miktarlarina (% bolluk) ait ortalamalar + standart sapmalar ve
(gozlem sayilar)

Yag Asidi | Yag Asidi

Kimyasal | Kimyasal Kontrol HT?29 C6

Formiilii Ismi Grubu Kanser Grubu Kanser Grubu

C18:2n6t LA 0,072+0,053 ® 0,096+0,104 ° 0,056+0,038 *
(4) 9) 9)

C18:2n6¢ LA 21,914+2,256 ¢ 23,107+1,718 ¢ 22,690+1,259 2
(5) 9) 9)

C18:3n6 GLA 0,545+0,303 ® 0,294+0,193 ® 0,373+0,260 *
(4) () (8)

C18:3n3 ALA 1,220+0,228 ® 2,297+0,663 ° 1,672+0,406 °
(4) ) ®)

C20:2 EDA 0,102+0,073 ® 0,522+0,114° 0,942+0,492 ©
(4) ) 9)

C20:3n6 DGLA 0,010+0,000 * 0,550+0,222 ° 0,172+0,123 °
(4) ) 9)

C20:5n3 EPA 0,032+0,019 ® 0,137+0,022 ° 0,075+0,069 *
(5) 9) 9)

Toplam -3 yag asidi 1,008+0,586 ° 2,435+0,658 ° 1,562+0,675 ¢
() ) 9)

Toplam -6 yag asidi | 22,416+2,360 ° 23,983+1,809 ° 23,251+1,429 °
() ©) 9)

Toplam ¢oklu 23,506+2,397 ¢ 26,941+2,072 ¢ 25,755+1,700 °
doymamus yag asidi (5) 9) (9)

b Farkl harfler 6. haftadaki gruplar arasindaki Duncan testine gére 6nemli farkliliga (p<0,05)

isaret etmektedir.
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Calismamizda tiim gruplarda en yiiksek ¢oklu doymamis yag asidi olarak LA (18:2c)
belirlenirken, en diisik coklu doymamis yag asidinin tiim gruplarda degistigi
gozlenmistir. Gruplar arasinda karsilastirma yapildiginda ise; -3 yag asitlerinden ALA
ve EPA ile bir ®-6 yag asidi olan DGLA kontrol grubuna gore kanser gruplarinda
yiiksek bulunmus olup; bu farklilik sadece HT29 kanser grubu i¢in 6nem arz etmistir
(p<0,05). EDA ise tiim gruplarda onemli farklilik gostermekle birlikte (p<0,05); en
yiiksek C6 olmak iizere yine kontrol grubuna gore kanser gruplarinda 6nemli derecede
yiiksek seviyelerde belirlenmistir (p<0,05). Diger ¢oklu doymamis yag asitleri ve

toplam ¢oklu doymamis yag asitleri bakimindan ise gruplar arasinda 6nemli bir farklilik

(p>0,05) gozlenmemistir (Cizelge 4.4).

Literatiire bakildiginda ¢alismamizdan farkli olarak; GLA'larin meme (Shannon ve ark.,
2007); LA (18:2c)'lerin ise meme ile birlikte (Welsch ve ark., 1992; Rose, 1997;
Bartsch ve ark., 1999; Meng ve ark., 1999), prostat (Wang ve ark., 1995; Godley ve
ark., 1996; Pandalai ve ark., 1996; Connolly ve ark., 1997; Rose, 1997; Newcomer ve
ark., 2001) kolon ve akciger (Meng ve ark., 1999) kanserlerinde malignant varyantta
yiiksek seviyelerde belirlendigi gozlenmistir. Calismamizda tespit edilmemekle birlikte
yapilan bagka calismalarda ise, benzer sekilde yine w-6 yag asitlerinden AA (20:4)'lerin
meme (Chajes ve ark., 1995; Pala ve ark., 2001; Kaur ve ark., 2009) kanserinin yant
sira; kolorektal (Almendingen ve ark., 2007) ve prostat (Patel ve ark., 2008)
kanserlerinde de tiimér olusumunu tesvik ettikleri belirtilmistir. Kolon ve kolorektal
kanserlerindeki bu ylikselislerin ACSL4 enzimleri ile iliskili olabilecegi
diistiniilmektedir. Ciinkii ACSL4 en ¢ok 20:4 ve 20:5 C'lu yag asitlerini tercih
etmektedir (Miller ve ark., 1977). Yapilan ¢alismalar ACSL-4'tin kolon kanserlerinde
(Cao ve ark., 2000) upregiile oldugunu ve apoptozisi Onleyerek timor hiicrelerinin
hayatta kalmasini sagladiklarin1 gostermistir. LA (18:2c)'lerin kanserle pozitif iligkili
bulunmasi ise, bu yag asitlerinin membranlara akiskanlik kazandirarak membrana bagl
olan enzimlerin ve reseptorlerin davranislarini belirlediklerini ve gen ekspresyonunu
etkilediklerini diislindiirmektedir. Dolayisiyla da bunlarin hiicresel iletisim ve
homeostazi saglayan hiicresel bosluk junctionlarini engelleme yoluyla tiimér olusumunu
tesvik ettikleri bildirilmistir. AA (20:4)'ler ise eikosanoidlerin Onciilii olmalar
bakimindan; metabolitlerinin, immun baskilanmasinda ve tiimor hiicrelerinin metastaz

seklinde yayilmasinda rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir (Chapkin ve ark., 1989; De
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Haan ve ark., 1994; Lupulescu, 1996; Hayashi ve ark., 1997; Das, 2006; Pidgeon ve
ark., 2007; Dai ve ark., 2013). Yapilan ¢alismalar hiicrelerde eikosanoid miktarlarinin
artmasinin, hiicre boliinmesini hizlandirdigini ve iltthablanmaya ve kanser olusumuna
yol actigin1 gostermistir (Wang ve Dubois, 2010). Ciinkii -6 yag asitlerinden
kaynaklanan bu eikosanoidler; damarlasmay1 arttirmakta, apoptozisi engellemekte ve
iltihaplanmay1 tesvik etmektedir. Sonug¢ olarak da bu {riinlerin artisi; asir1 hiicre
proliferasyonuna, inflamasyon rahatsizliklarina, alerjenin gelismesine ve atardamar
duvarlarinda iltihapl akyuvarlarin birikimine sebep olmaktadir (Calder, 2002; Aydin,
2004; Wada ve ark., 2007). Calismamizda da kanser hiicrelerinde yliksek belirlenen yag

asitlerinin bu durumlarla iligkili olabilecegi diistintilmektedir.

FAP hastalarinda (Almendingen ve ark., 2007; Berstad ve ark., 2012), meme
karsinomasinda (Zaridze ve ark., 1990; Vatten ve ark., 1993; Engan ve ark., 1995;
Chajes ve ark., 1999; Pala ve ark., 2001), prostat (Kaul ve ark., 1987; Gann ve ark.,
1994; Laaksonen ve ark., 2004; Bidoli ve ark., 2005; Chavarro ve ark., 2007), kolon ve
akciger (Vatten ve ark., 1993; Pala ve ark., 2001) gibi farkli kanser tiplerinde yapilan
caligmalarda ise bu bulgularin tersine; azalan LA (18:2c) seviyeleri bildirilmistir.
Bununla birlikte pankreas kanserinde azalan LA (18:2c)'e ilaveten sonuglarimizdan
farkli olarak DGLA (Zuijdgeest-van Leeuwen ve ark., 2002; Macasek ve ark., 2012),
mesane ve gastrointestinal kanserlerde ALA (Chaudry ve ark., 1991), prostat kanserinde
GLA, DGLA (Chavarro ve ark., 2007) ve AA (20:4) (Chaudry ve ark., 1991), kolon ve
akciger kanserlerinde ise AA (20:4) ve DGLA (Meng ve ark., 1999) seviyelerinde de
diistisler gozlenmistir. Bagka bir ¢alismada ise menopoz oncesi kadinlarda LA (18:2c)
seviyelerinde, menopoz sonrast kadinlarda ise AA (20:4) seviyelerindeki artiglarla
iliskili olarak meme kanseri riskinde azalis belirlenmis ve bu sonuglar daha diisiik
besinsel yag alimiyla da iliskilendirilmistir (Zaridze ve ark., 1990). Ayni diyetle
beslenen kanserli hastalar {izerinde yapilan ¢alisma sonuglar ise; diisiik besinsel yag
alimmin yan sira; tat farkliliklari ve anoreksia (yeme bozuklugu) gibi beslenme
bozukluklarinin da kanser hastalarinin yag asit miktarlarindaki degisimleri tetikledigini
gostermistir (Bard ve ark., 1998). Ayrica bu sonuglar kanserde meydana gelen desatiiraz
ve lipit peroksidasyon siireclerindeki degisikliklerin daima ¢oklu doymamis yag
asitlerinin tiikenmesini tetikledigini diistindiirmektedir (Chaudry ve ark., 1991; De
Castro ve ark., 2008). Yag asit miktarlarindaki bu diisiislerin timor hiicrelerindeki D6D
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enzim aktivitesindeki azalmadan kaynaklandigi bildirilmistir (Bégin ve ark., 1986;
Kinsella, 1990). Yapilan galismalar AA (20:4)'iin karacigerde yag asit D6D inhibisyonu
gosterdigini belirtmektedir (Kinsella ve ark., 1990; Reddy ve ark., 1991). Meme
kanserli hastalarda yapilan bir ¢calismada da desaturaz enzim aktivitesinin azaligina bagl
olarak kanser riskinin azaldig: bildirilmistir (Chajés ve ark., 1999). Ayrica bu gruptaki
yag asitlerinin hiicre dongiisii boyunca memeli tiimor hiicrelerini etkileyebilecegi de 6ne
siriilmektedir. Yapilan c¢alismalarda diisiik serumlu ortamda tiimoér hiicrelerini
cogalttiklarinda, 18:2 yag asitlerinin DNA sentezini arttirdigi ve G fazimi kisalttigi;
bunun da, hiicre dongiisiiniin S fazindaki hiicre sayisin1 artirarak mutasyonlu geni

eksilttigi goriilmiistiir (Rose, 1997).

Baz1 calismalarda ise m-6'larin tersine; ®-3 yag asitleri timor tesvik edici olarak
gosterilmis olup; bunlarin kanserli dokularda arttig: bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarda,
HT29 kanser grubu bulgularimizla uyumlu olarak (Cizelge 4.4) ALA prostat (Gann ve
ark., 1994; Pandalai ve ark., 1996; Harvei ve ark., 1997; Newcomer ve ark., 2001,
Brouwer ve ark., 2004; Simon ve ark., 2009); EPA prostat (Freeman ve ark., 2007;
Crowe ve ark., 2008; Crowe ve ark., 2014), kolon ve akciger (Meng ve ark., 1999);
caligmamizda go6zlenmeyen diger -3 yag asitlerinden DHA ise kolorektal
(Almendingen ve ark., 2007; Berstad ve ark., 2012) ve prostat (Crowe ve ark., 2014)
kanserleriyle pozitif iligkili olarak belirtilmistir. Burada ¢ogunlukla sagliga yararh
olarak bahsedilen ®-3 yag asitlerinin nasil kansere neden olduklarin1 gosteren
mekanizmalar net olmamakla birlikte; bazi sartlarda (pisirilme metodu, tazeligi, tiiketim
miktart gibi) kanserojenik maddelere doniismiis olabilecekleri veya pro-inflammator

0zellik kazanmis olma ihtimalleri diisiintilebilir.

Bu sonuclardan farkli olarak ®-3 yag asit seviyeleri ile kanser arasinda ters orantili
iliskilerin gozlendigi ¢alismalar da mevcuttur. In vitro calismalardan ve hayvan
caligmalarindan gelen verilere gore tlimor gelismesi durumunda; kandaki EPA ve DHA
seviyelerinin azaldigi bildirilmistir (Cave, 1991; Rose, 1997; Norrish ve ark., 1999;
Norrish ve ark., 2000; Astorg, 2004; Larsson ve ark., 2004; Leitzmann ve ark., 2004;
Kobayashi ve ark., 2006; Chavarro ve ark., 2007; Chapkin ve ark., 2009; Kim ve ark.,
2009). EPA ve DHA, kolorektal kanserli dokularda (Nkondjoock ve ark., 2003; Kojima
ve ark., 2005; Ghadimi ve ark., 2008; Pot ve ark., 2008; Zhang ve ark., 2013) ve
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multiple myelomali hastalarda da (Jurczyszyn ve ark., 2014) disiik seviyelerde
gbzlenmistir. Bununla birlikte DHA seviyeleri ile akciger, kolon (Meng ve ark., 1999)
ve meme (Pala ve ark., 2001), EPA seviyeleri ile ise meme (Shannon ve ark., 2007;
Kaur ve ark., 2009) kanserleri arasinda da ters iligkiler bildirilmistir. DHA'nin kanser
gruplarinda diisiik miktarlarda belirlenmesi; hiicre ve veziikiil membranlarndaki iligkiyi
gostermekte olup; bunlarin yiiksek miktarlarinin hiicreyi apoptozise ugratarak sitotoksik
Ozellik gosterebilecegine isaret edilmistir (Williams ve ark., 1999). Bununla birlikte
yapilan ¢alismalar azalan DHA seviyelerinin; hiicre dongiistinde antiprolatif ajan olarak
faaliyet gosterdiklerini ve bazi kaspaz aktivitelerini arttirarak proapoptotik aktivitede rol
oynadiklarin1 da gostermistir (Chamras ve ark., 2002; Corsetto ve ark., 2011). Bu
sonuclarla uyumlu olarak FAP hastalarinda yine ®-3 yag asitlerinden ALA'nin
(Almendingen ve ark., 2007; Berstad ve ark., 2012); pankreas kanserli hastalarin lipit
esterlerinde ALA ve EPA'nin (Zuijdgeest-van Leeuwen ve ark., 2002; Macasek ve ark.,
2012), karaciger kanserli hastalarda ise ALA ve DHA'nin (Hanai ve ark., 1993) azalan
konsantrasyonlar1 gézlenmistir. ALA seviyeleri prostat (Connolly ve ark., 1997; Rose,
1997) ve meme (Klein ve ark., 2000; Maillard ve ark., 2002) kanserleriyle de ters iligkili
olarak belirlenmistir. Ayrica yag asitlerindeki bu azalislart; tiimor hiicreleri tarafindan
metabolik substrat olarak kullanilmalarina baglayan aragtirmacilar da bulunmaktadir
(Hanai ve ark., 1993). Yapilan caligmalar -3 yag asitlerinin, membran lipidlerinden
salindiktan sonra ®-6 yag asitlerine ters aktivitede bulunan eikosanoidlere doniistiigiine
ve bu eikosanoidlerin de hiicre bdliinmesini ve COX enzim aktivitesini engelleyerek
kanser Onleyici etki gosterdiklerine isaret etmektedir (Larsson ve ark., 2004). Boylece
eikosanoid biyosentezinden tiiretilen AA (20:4)'lin baskilanmasin1 saglayarak; hiicre
¢ogalmasi, apoptozis, metastaz ve kanser hiicrelerine immun cevabin degisimi gibi
antikanser faaliyetlerde rol oynayabilecekleri diisiiniilmektedir. Dolayisiyla ®-3 yag
asitlerinin tanskripsiyon faktor aktivitesi, gen ekspresyonu ve sinyal iletimini de
etkiledikleri soOylenebilir. Ayrica Ostrojen metabolizmasini degistirerek 0Ostrojenle
uyarilmis hiicre biiylimesini azalttigi; serbest radikal ve reaktiv oksijen tiirlerinin de
azalmasina ya da artmasina sebep olduklar1 bildirilmistir. Bunlarin yanisira membran
akigkanligini ve insiilin duyarliligini da etkilemektedirler (Larsson ve ark., 2004;

Pauwels ve ark., 2008). Sonug olarak ®-3 yag asitlerinin bu 6zelliklerinden biri, birkag1
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veya hepsi; kanserin ilerlemesini ve artmasin1 engelleyerek timor gelisimini durduruyor

olabilir.

Yapilan bazi1 ¢alismalarda ise bu sonuglardan farkli olarak; ®-3 yag asitlerinden EPA,
DHA (Gann ve ark., 1994; Godley ve ark., 1996; Harvei ve ark., 1997; Newcomer ve
ark., 2001; Ma nnist6 ve ark., 2003) ve ALA ile (Ma nnist6 ve ark., 2003; Laaksonen
ve ark., 2004; Chavarro ve ark., 2007; Crowe ve ark., 2008; Park ve ark., 2009; Brasky
ve ark., 2011; Crowe ve ark., 2014) prostat kanseri arasinda iligki bulunmamustir.
Benzer sekilde w-6 yag asitlerinden LA (18:2¢) (Gann ve ark., 1994; Anderson ve ark.,
1996; Harvei ve ark., 1997; Meyer ve ark., 1997; Bairaty ve ark., 1998; Zock ve ark.,
1998; Schuurman ve ark., 1999; Yang ve ark., 1999; De Stefani ve ark., 2000;
Ma nnisto” ve ark., 2003; Leitzmann ve ark., 2004; Crowe ve ark., 2008; Park ve ark.,
2009; Brasky ve ark., 2011) ve AA (20:4) ile de (Gann ve ark., 1994; Harvei ve ark.,
1997; Yang ve ark., 1999; Newcomer ve ark., 2001; Ma™nnisto™ ve ark., 2003;
Laaksonen ve ark., 2004; Chavarro ve ark., 2007; Crowe ve ark., 2008; Park ve ark.,
2009; Brasky ve ark., 2011) prostat kanseri arasinda iliski bulunmadigin1 gdsteren

calismalar bulunmaktadir.

Calismamizda gruplar, toplam ®-3 ve ®-6 yag asitleri bakimindan karsilastirildiginda
ise; toplam -3 kanser gruplarinda kontrol grubuna gore yiiksek seviyelerde gozlenmis
olup; bu fark sadece HT29 kanser grubu i¢in 6nemli bulunmustur (p<0,05). Gruplar ©-6
yag asitleri bakimindan karsilastirildiginda ise, farklilik 6nem arz etmemistir (p>0,05)
(Cizelge 4.4). Literatiire bakildiginda ise; yiiksek seviyelerdeki toplam ®-6 miktarinin
calismamizdan farkli olarak; meme, prostat ve kolorektal kanser risklerini artirdigi
goriilmektedir (Newcomer ve ark., 2001; Simopoulos, 2002; Nkondjock ve ark., 2003;
Berquin ve ark., 2008; Gomez Candela ve ark., 2011; Williams ve ark., 2011; Zhang ve
ark., 2013). Yapilan calismalar yiiksek seviyelerdeki toplam ®-3 miktarinin ise;
sonuglarimizin tersine; prostat (Karmali ve ark., 1987; Connolly ve ark., 1997; Rose,
1997), multiple myeloma (Ward ve ark., 1994), akciger (Zuijdgeest-van Leeuwen ve
ark., 2002) ve meme kanser risklerini azalttigini bildirmis olup; ®-3 yag asitlerinin lipid
peroksidasyonunu tetikleyerek; membran akigkanligim1 artirdigimi ve apoptozisi
baslattiklarin1 gostermistir (Cheeseman, 1993; Koumura ve ark., 2005). Arastirmacilar

bu sonuglarla orantili olarak ®-3 yag asitlerinin timor gelisimini engelleme derecesinin,
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-6 seviyeleri ile de iliskili olabilecegini diistinmektedirler (Simenson ve ark., 1998;
Maillard ve ark., 2002; Saadatian-Elahi ve ark., 2004). Ciinkii ®-3 ve ®-6 yag asitlerinin
anti- ve pro-inflammator eicosanoidlerin saliniminda rekabet ettiklerini ve bu rekabetin
sonucunda ®-3'lerin pro-inflammator sinyal iletim yolaklarini engelleyerek sitokin
iretimini baskiladiklarini ve anti-inflammator etki gosterdiklerini; buna karsin ®-6'larin
ise pro-inflammator eicosanoidlerin Onciili olarak hizmet ederek inflamasyon
sagladiklarin1 diistinmektedirler. Boylece »-3 yag asitlerinin -6 yag asitleri aleyhinde
artis1 sonucunda, ®-6 metabolitlerinin tiretimi azalarak bunlarin tiimor tesvik etme
etkilerine karsi koyan bir etki olustugu varsayilmistir (Ward ve ark., 1994; Nettleton,
1995; Connolly ve ark., 1999; Brasky ve ark., 2011; Gomez Candela ve ark., 2011;
Greene ve ark., 2011; Davidson ve ark., 2012; Morimoto ve ark., 2012; Turan ve ark.,
2013; Jurczyszyn ve ark., 2014). Ancak bu sonuglardan farkli olarak toplam ®-3 yag
asitleri ile 6zofagal (Zuijdgeest-van Leeuwen ve ark., 2002) ve meme (Vatten ve ark.,
1993; Chajes ve ark., 1999; Saadatian-Elahi ve ark., 2002; Terry ve ark., 2002; Wirfalt
ve ark., 2004; MacLean ve ark., 2006) gibi ¢esitli kanser riskleri arasinda, herhangi bir
iliskinin bulunmadigini bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir. Sonuglar arasindaki bu
farkliliklarin; ®-6 ve ®-3 gruplarinda incelenen yag asitlerinin farkli olmasindan

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda gruplar toplam yag asitleri bakimindan karsilastirildiginda ise; kontrol ve
kanser gruplari arasinda onemli bir farklilik goriilmemektedir (p>0,05) (Cizelge 4.4).
Literatiirde ise fikir birligi bulunmamakla birlikte; sonu¢larimizdan farkli olarak, toplam
doymus ve tekli doymamis yag asitleri deneysel hayvan ¢alismalarinda (Fay ve ark.,
1997) ve kohort ¢alismalarda meme kanseri riski ile artis gosterirken; vaka-kontrol
caligmalarinda herhangi bir iliski bulunmamistir (Saadatian-Elahi ve ark., 2004).
Karaciger kanserli hastalarda da doymus ve tekli doymamis yag asitleri, kontrol
grubuna gore, kanser hiicre hatlarinda yiiksek bulunmustur (Kumar ve ark., 1991). Yine
bu sonuglarla uyumlu olarak kolon kanserli hastalar (Lee ve ark., 1997) ve multiple
myelomali hastalar doymus (Jurczyszyn ve ark., 2014); pankreas kanserli hastalar tekli
doymamis yag asitlerinin artan konsantrasyonlarina sahipken (Macések ve ark., 2012);
kolorektal kanserli hastalarda ise bu seviyelerin tam tersine diistiigli gozlenmistir
(Zhang ve ark., 2013). Buna karsin kolorektal kanserli hastalarda AA (20:4), LA
(18:2c), ALA ve DHA gibi ¢oklu doymamis yag asitlerinin seviyelerindeki artislar,
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kanser riskiyle pozitif iliskili bulunmustur (Nkondjock ve ark., 2003). Benzer sekilde
coklu doymamis yag asitlerinin tiimorisit bir etkiye sahip oldugunu gosteren baska
caligmalarin yam sira (Dai ve ark., 2013); timor hiicreleri icin sitotoksik olabilecegini
gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir (Hakumaki ve ark., 1999; Huuse ve ark., 2010).
Sonug¢ olarak kanserli hastalarda yag asitlerindeki artislar; enerji gereksiniminin
artmasiyla iligkili olabilecegi gibi enzim aktivitesine de bagl olabilir. Ciinkii timor
gelisimine bagli olarak enzimlerin sentezinden sorumlu olan genlerin up regiile oldugu
diisiiniilmektedir. Dolayisiyla kanserli hastalarda belirlenen diisilk miktarlardaki yag
asitlerinin ise; bunlarin sentezinden sorumlu enzimlerin inhibisyonu ile iligkili

olabilecegi diisliniilmektedir.
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5. SONUC

Kanser gelisiminin serum lipid kompozisyonuna etkisini arastirmak i¢in yapilan bu
calismada; 6 hafta sonunda kontrol, HT29 kanser ve C6 kanser gruplarindan alinan tam
kanlardan serumlar ayrildiktan sonra; TLC ile fosfolipitler ve GC-FID ile de yag asitleri

elde edilerek, gruplar arasindaki farkliliklar karsilastirilmistir.

Calismada PC, PE, PS ve SM olmak {iizere dort farkli serum fosfolipidi takip edilmis
olup; kontrol ve C6 kanser gruplarinda PE, HT29 kanser grubunda ise SM major
fosfolipidler olarak belirlenmistir. Gruplar fosfolipid miktarlar1 bakimindan
karsilagtirildiginda; kanser gruplarindaki fosfolipid miktarlari kontrol grubuna gore
diisiik seviyelerde gozlenmis olup; bu farklilik PC, PE ve PS fosfolipidleri i¢in 6nem
(p<0,05) arz ederken; SM i¢in 6nemli bulunmamistir (p>0,05). Kanser gruplar1 arasinda
karsilastirma yapildiginda; PC, PE ve PS fosfolipidleri HT29 kanser grubunda; SM
fosfolipidi ise C6 kanser grubunda daha disiik seviyelerde belirlenmistir. Gruplar 6.
haftadaki toplam fosfolipid miktarlari bakimindan karsilastirildiginda ise; kanser
gruplart kontrole gore onemli derecede diisiik bulunmus olup (p<0,05); en diisiik
fosfolipid miktar1t HT29 kanser grubunda gdzlenmistir. Bu sonuclar yiiksek fosfolipid
miktarlariin kanser riskiyle ters orantili olabilecegini ve PC, PE ve PS fosfolipidlerinin

hiicreleri 6zellikle de kolon kanseri riskine karsi koruyabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismada KA, LA (12:0), TA (13:0), MA, PA (15:0), PA (16:0), HA (17:0), SA, AA
(20:0), HA (21:0), BA, TA (23:0), LA (24:0) olmak iizere on ii¢ farkli serum doymus
yag asidi takip edilmis olup; tiim gruplarda en yiiksek doymus yag asitleri olarak PA
(16:0) ve SA belirlenirken; en diisitk doymus yag asitleri olarak LA (24:0) ve LA (12:0)
belirlenmistir. Gruplar arasinda karsilastirma yapildiginda ise; doymus yag asitlerinden
KA ve AA (20:0) C6 kanser grubunda 6nemli derecede yiiksek seviyelerde belirlenirken
(p<0,05); HA (21:0) ve BA her iki kanser grubunda da kontrol grubuna gére 6nemli
derecede diigiik bulunmustur (p<0,05). Diger doymus yag asitleri ve toplam doymus yag
asitleri bakimindan ise gruplar arasinda 6nemli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05).
Calisma sonuglart KA ve AA (20:0) doymus yag asitlerinin beyin glioma kanserleri igin
timor tesvik edici olabileceklerini gosterirken; HA (21:0) ve BA doymus yag asitlerinin

her iki kanser hiicresi i¢in de sitotoksik olabileceklerini diisiindiirmektedir.
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Calismada cPA, PA (16:1), cHA, OA, EA (18:1), EA (22:1), NA olmak iizere yedi
farkli serum tekli doymamis yag asidi takip edilmis olup; tiim gruplarda en yiiksek tekli
doymamis yag asidi olarak OA belirlenirken, en diistik tekli doymamis yag asidi olarak
CPA belirlenmistir. Gruplar arasinda karsilastirma yapildiginda ise; PA (16:1) C6 kanser
grubunda, cHA HT29 kanser grubunda, NA ise her iki kanser grubunda da 6nemli
derecede diisiik bulunmustur (p<0,05). Ancak EA (22:1) tiim gruplarda farklilik
gostermekle birlikte; kontrol grubuna gore kanser gruplarinda onemli derecede daha
yiiksek belirlenmistir (p<0,05). Diger tekli doymamis yag asitleri ve toplam tekli
doymamig yag asitleri bakimindan ise gruplar arasinda Onemli bir farklilik
gozlenmemistir (p>0,05). Calisma sonuglari; PA (16:1)'in beyin glioma, cHA'in kolon,
NA'in ise her iki kanser riskiyle negatif iligkili olabilecegini; buna karsin EA (22:1)'in

ise her iki kanser riskiyle de pozitif iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismada LA (18:2t), LA (18:2c), GLA, ALA, EDA, DGLA, EPA olmak iizere yedi
farkli serum g¢oklu doymamis yag asidi takip edilmis olup; tiim gruplarda en yiiksek
¢oklu doymamis yag asidi olarak LA (18:2c) belirlenirken, en diisiik ¢oklu doymamis
yag asidinin tiim gruplarda degistigi gézlenmistir. Bu yag asitlerinden ALA ve EPA w-
3 grubumuzu olustururken; LA (18:2t), LA (18:2c), GLA ve DGLA ®-6 grubumuzu
olusturmustur. Gruplar arasinda karsilastirma yapildiginda; ALA, EPA ve DGLA
kontrol grubuna gore kanser gruplarinda yiiksek belirlenmis ancak bu farklilik sadece
HT29 kanser grubu i¢in 6nem arz etmistir (p<0,05). EDA ise tiim gruplarda 6nemli
farklilik gostermekle birlikte (p<0,05); en yiliksek C6 olmak iizere yine kontrol grubuna
gore kanser gruplarinda onemli derecede yiiksek seviyelerde belirlenmistir (p<0,05).
Diger ¢oklu doymamis yag asitleri ve toplam ¢oklu doymamis yag asitleri bakimindan
ise gruplar arasinda 6nemli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05). Coklu doymamis yag
asitleri toplam omega yag asitleri bakimindan degerlendirildiginde ise; ®-6 bakimindan
gruplar arasinda farklilik gériilmezken (p>0,05); -3 yag asitleri HT29 kanser grubunda
yiiksek bulunmustur (p<0,05) . Bu sonuglar ALA, EPA, DGLA ve toplam ®-3 yag
asitlerinin kolon; EDA'In ise beyin glioma kanserleri igin tesvik edici olabileceklerini

diistindiirmektedir.

Ozetleyecek olursak calismamizda 6 hafta sonunda kontrol ve kanser gruplarina ait

serum fosfolipidleri karsilagtirildiginda; PC, PE ve PS kanser gruplarinda diisiik
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seviyelerde belirlenmis, SM'de 6nemli bir farklilik bulunmamistir (p>0,05). Toplam
fosfolipid miktarlar ise kanser gruplarinda 6zellikle de HT29 kanser grubunda diistik
bulunmustur. Gruplar serum yag asitleri bakimindan karsilastirildiginda; doymus yag
asitlerinden KA ve AA (20:0) C6 kanser grubunda yiiksek seviyelerde belirlenirken;
HA (21:0) ve BA, kanser gruplarinda diisiik bulunmustur. Tekli doymamis yag
asitlerinden PA (16:1) C6, cHA HT29, NA ise iki kanser grubunda da diisiik seviyelerde
belirlenmistir. EA (22:1) ise kanser gruplarinda kontrole gore yiiksek bulunmus olup; en
yiiksek C6 kanser grubunda gozlenmistir. Coklu doymamis yag asitlerinden ALA, EPA
ve DGLA HT29; EDA ise C6 kanser grubunda yiiksek seviyelerde belirlenmistir.
Toplam ®-6 bakimindan farklilik bulunmazken (p>0,05); -3 yag asitleri HT29 kanser
grubunda yiiksek bulunmustur (p<0,05).

Gerek bizden Onceden yapilan caligmalar gerekse sonuglarimiz yag asit ve fosfolipid
miktarlarindaki degisimlerin; malignant doniistimlerle, tiimérogenezle ve metastazla
iligkili olabilecegine ve timor tesvik edici veya Onleyici olarak saglikli ve kanserli
hiicreler arasinda ayirt edici 6zellik gosterebileceklerine isaret etmektedir. Sonuglarimiz
literatiir ile karsilastirildiginda benzerlik ve farkliliklar bulunmakla birlikte; literatiirde
de fikir birligi olmadig1 goriilmektedir. Gozlemler arasindaki bu farkliliklarin kullanilan
materyal, yontem  veya  hesaplama  farkliliklarindan  kaynaklanabilecegi
distiniilmektedir. Ayrica yaptigimiz literatiir taramasi sonucunda kolon ve beyin
kanserlerine yonelik lipidomik ¢aligmalarin da sinirli sayida oldugu gozlemlenmis olup;
bu sebeple calismamizda farklilik gosteren bazi fosfolipid ve yag asitleriyle ilgili
herhangi bir veriye ulasilamamistir. Bu sebeplerden dolayr g¢alismamizda gruplar
arasinda farklilik gosteren fosfolipid ve yag asitlerinin biyomarker olma potansiyeline
sahip degerli molekiiller olduklarini diisiinmekteyiz. Dolayisiyla bulgularimizin yeni
caligmalarla desteklenmesi halinde bu molekiillerin biyomarker olma 6zellikleri ortaya
konabilirse; kolon ve beyin glioma kanserlerinin basit bir kan tahlili ile ilk evrelerde
belirlenebilmesi, hatta riskin yiiksek olmasi durumunda kanser baglamadan bile 6nlem
alinabilmesi miimkiin olacaktir. Ayrica tedavide uygulanan ilaglarin etkisi de ¢ok daha
hizli anlasabilecektir. Bu biyomarkerler hayat kurtarmanin yani sira ucuz ve Kolay
uygulanabilir yontemler olmasi bakimindan da avantaj saglayacaktir. Dolayistyla da bu
caligmalarin bilime, insanliga ve {iilke ekonomisine bilyilk bir katki saglayacagi

stiphesizdir.
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