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ÖZET 

 

Prostat Kanserinde Endoplazmik Retikulum Aracılı Yıkım (ERAD) Yolağının 

Vitamin D ve Vitamin D Reseptörü Aracılı Regülasyonunun AraĢtırılması 

 

Prostat kanseri erkeklerde en sık teĢhis edilen kanser türlerinden biridir. 

Steroid hormon sinyali, tümör ilerlemesinde ve prostat kanserinde Endoplazmik 

retikulum aracılı yıkım (ERAD) ve katlanmamıĢ protein yanıtı (UPR) gibi moleküler 

sinyal ağlarının düzenlenmesinde kritik öneme sahiptir. 1,25(OH)2 D3, steroid 

hormon olarak sınıflandırılan D vitamininin aktif metabolitidir. 1,25(OH)2 D3'ün anti-

tümör aktivitesi çok sayıda çalıĢmada rapor edilmiĢtir. Tümör geliĢimi ile iliĢkili 

mekanizmaları inhibe ederek anjiyogenez ve hücre döngüsü ilerlemesinin 

baskılanması dahil olmak üzere anti-tümör etkiler sergiler. Ayrıca, prostat kanseri de 

dahil olmak üzere birçok kanser türünde giderek azalan VDR ekspresyon seviyeleri 

gözlendiği rapor edilmiĢtir. 

Bu çalıĢmada ilk kez 1,25(OH)2D3 aracılı VDR sinyalinin Hrd1, gp78, 

p97/VCP, Ufd1 ve Npl4 dahil olmak üzere ERAD bileĢenlerinin protein ekspresyon 

seviyesini negatif olarak düzenlediğini gösterdik. Ayrıca 1,25(OH)2 D3 

uygulamasının Hrd1, gp78, p97/VCP, Ufd1, Npl4, Ufd2 ve Derlin1 gibi çok sayıda 

ERAD geninin mRNA ifade düzeylerini negatif olarak düzenlediğini, ERAD‟ın 

endojen inhibitörü olan SVIP mRNA ifadesinin ise pozitif düzenlendiğini belirledik. 

1,25(OH)2D3 uygulamasının UPR'nin IRE1⍺ ve PERK kollarının farklı Ģekilde 

kontrol ettiğini bulduk. Ek olarak, verilerimiz 1,25(OH)2 D3'ün etkisinin LNCaP 

hücreleriyle sınırlı olmadığını gösterdi. Tutarlı bir Ģekilde, diğer prostat kanseri 

hücresi olan 22Rv1 hücrelerinde de benzer sonuçlar elde edildi. Son olarak 

transkripsiyonel ve translasyonel inhibitörler ile gerçekleĢtirdiğimiz çalıĢma 

bulguları 1,25(OH)2 D3‟ün ERAD ve UPR bileĢenlerini transkripsiyonel düzeyde 

düzenlediğini gösterdi. 

Toplu olarak, sonuçlarımız 1,25(OH)2 D3 aracılı sinyal mekanizmasının 

prostat kanseri hücrelerinde ERAD ve UPR mekanizmalarını sıkı bir Ģekilde 

düzenlediğini göstermektedir. 

 

 

Anahtar kelimeler: 1,25(OH)2D3, D vitamini, D Vitamini Reseptörü (VDR), Prostat 

Kanseri, Endoplazmik Retikulum Aracılı Yıkım (ERAD), KatlanmamıĢ Protein 

Yanıtı (UPR) 
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ABSTRACT 

 

Investigation of Vitamin D And Vitamin D Receptor-Mediated Regulation of 

The Endoplasmic Reticulum-Associated Degradation (ERAD) Pathway in 

Prostate Cancer 

 

Prostate cancer is one of the most common types of cancer diagnosed in men. 

Steroid hormone signaling is critical in tumor progression and regulating molecular 

signaling networks such as Endoplasmic reticulum-mediated degradation (ERAD) 

and unfolded protein response (UPR) in prostate cancer. 1,25(OH)2D3 is the active 

metabolite of vitamin D, which is classified as a steroid hormone. The anti-tumor 

activity of 1,25(OH)2 D3 has been reported in numerous studies. It exhibits anti-

tumor effects by inhibiting mechanisms associated with tumor development such as 

suppression of angiogenesis and cell cycle progression. In addition, it has been 

reported that gradually decreasing VDR expression levels are observed in many 

cancer types, including prostate cancer. 

Here we first time showed that 1,25(OH)2D3 mediated VDR signaling 

negatively regulates the protein expression level of ERAD components including 

Hrd1, gp78, p97/VCP, Ufd1, and Npl4. Also, we determined that 1,25(OH)2D3 

administration negatively regulated the mRNA expression levels of numerous ERAD 

genes such as Hrd1, gp78, p97/VCP, Ufd1, Npl4, Ufd2 and Derlin1, while SVIP 

mRNA expression, which is the endogenous inhibitor of ERAD, was positively 

regulated. Moreover, we found that 1,25(OH)2D3 administration differentially 

controls the IRE1⍺ and PERK arms of the UPR. Additionally, our data indicated that 

the effect of 1,25(OH)2 D3 is not limited to the LNCaP cells. Consistently, 22Rv1 

cells, which is other prostate cancer cells, exhibited similar results. Finally, the 

findings of our study with transcriptional and translational inhibitors showed that 

1,25(OH)2D3 regulates ERAD and UPR components at the transcriptional level. 

Collectively, our results suggest that 1,25(OH)2 D3-mediated signaling strictly 

regulates ERAD and UPR mechanisms in prostate cancer cells. 

 

 

 

 

Keywords: 1,25(OH)2D3, Vitamin D, Vitamin D Receptor (VDR), Prostate cancer, 

Endoplasmic-reticulum-associated degradation (ERAD), Unfolded Protein Response 

(UPR) 
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1. GĠRĠġ 

Endoplazmik retikulum (ER), sahip olduğu karmaĢık ağsı yapılarda lokalize 

olan proteinler aracılığıyla hücrelerde karbonhidrat metabolizması, kalsiyum 

homeostazisi, lipit ve steroid sentezi, protein sentezinin gerçekleĢtirilmesi, protein 

katlanması ve transportu, protein kalite kontrol süreçleri gibi birçok önemli 

biyokimyasal süreçleri gerçekleĢtirmektedir (1). 

Ökaryotlarda yeni sentezlenen biyolojik proteomun yaklaĢık üçte biri sekretuar 

yolağa hedeflenmekte ve salgı yolunun diğer organellerine, plazma zarı veya hücre 

dıĢı alana yönlendirilmektedir. Bu süreçte ER‟ye bağlı ribozomlardan sentezlenen 

polipeptit dizileri translokon adı verilen, ER membranında lokalize olan Sec61 kanal 

kompleksi aracılığıyla eĢ zamanlı olarak ER içerisine aktarılmaktadır (2,3). 

ER‟de gerçekleĢen protein katlanması, oligomerizasyonu, olgunlaĢması, 

glikozilasyon ve disülfit bağı oluĢumunu içeren translasyon sonrası modifikasyonlar 

ile karakteristik yapılarını elde eden olgunlaĢtırılan proteinler sürekli olarak ER 

kalite kontrol mekanizması aracılığıyla ER içerisinde kontrol edilmektedir. 

Karakteristik formuna ulaĢan proteinler ER lümeninden dıĢarıya sevk edilirken, 

katlanmamıĢ veya hatalı katlanmıĢ proteinlerin doğru form ve modifikasyonlara 

sahip olmaları için tekrarlayan katlanma sürecine teĢvik edilmektedir (4–6). 

ER‟de meydana gelen Ca
2+  

homeostazındaki bozulmalar, redoks dengesizliği, 

değiĢmiĢ protein glikozilasyonu veya protein katlama kusurları gibi çeĢitli hücresel 

süreçler ER lümeninde katlanmamıĢ veya yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin birikmesine 

neden olmaktadır. Ayrıca bu duruma ER‟nin protein katlama kapasitesinin çeĢitli 

nedenlerle aĢılması da neden olabilmektedir. Bu süreçte “ER stresi” olarak bilinen 

hücresel stres durumu meydana gelmektedir (7–9). Hücreleri bu stresten korumak 

veya yanıt vermek için katlanmamıĢ protein yanıtı (UPR) olarak ifade edilen 

hücrelerin değiĢen fizyolojik koĢullara adaptasyonuna yardımcı olan karmaĢık 

mekanizma aktive edilmektedir. Hücrede bu sürecin uyumlu aktivitesi ile, ER stresi 

düzeyine bağlı olmak üzere hücresel homeostazın yeniden oluĢturulması için UPR 

sinyalinin aktivasyonu ve ER protein kalite kontrol (ERQC) genlerinin 

transkripsiyonel indüksiyonu, global protein sentezinin seçici olarak translasyonel 

zayıflaması ya da hücre ölüm programlarının aktive edilip edilmeyeceği 

belirlenmektedir (6,10). 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/7qHN
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/1VC2+h0YH
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/XzjB+0MBu+fqpE
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/homeostasis
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/protein-glycosylation
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/wZfc+JXnx+SLb8
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/fqpE+Qbn0
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Proteinlerde gerçekleĢen katlanma sürecinin hatasız olmadığı ve yeni 

sentezlenen proteinlerin yaklaĢık 1/3‟ünün hatalı olarak katlandığı bilinmektedir. 

Tekrarlayan katlanma süreçlerinde de istenilen forma ulaĢamayan proteinler ER 

aracılı protein yıkımı (ERAD) adı verilen mekanizma ile yıkıma uğratılmaktadır 

(11). ERAD‟da meydana gelen bozuklukların sonucu olarak nörodejeneratif 

hastalıklar, kistik fibrozis, kardiyovasküler hastalıklar, diyabet ve kanser gibi yetmiĢi 

aĢkın hastalığın geliĢimine neden olduğu bilinmektedir (12–15).  

ERAD mekanizması, hücrelerde yalnızca katlanmamıĢ veya hatalı katlanmıĢ 

proteinlerin proteozomal yıkıma yönlendirilmesi ve hücrenin olası proteotoksisiteden 

korumasından sorumlu değildir. Bu görevlerinin yanı sıra hücrelerde monooksijenaz 

sitokrom p450, kolesterol metabolizması düzenleyici proteini olan HMG-KoA 

redüktaz ve metastaz baskılayıcı protein olan KAI1 (Kangai 1)/CD82‟in, 

nörodejeneratif hastalık proteinleri süperoksit dismutaz-1 (SOD1) ve ataksin-3, 

insüline bağlı gen-1 ve apolipoprotein B (ApoB) gibi fizyolojik öneme sahip çok 

sayıdaki proteinin endojen düzeylerinin kontrolü ve tamamen olgunlaĢmıĢ 

proteinlerin iĢlev bölgelerine ulaĢması için de ERAD‟ın gerekli olduğu bilinmektedir 

(16,17). 

Fizyolojik Ģartlar altında hücrelerdeki birçok moleküler mekanizmanın 

hormonal olarak sıkı Ģekilde düzenlendiği bilinmektedir. Son zamanlarda ise aslında 

bir sekosteroit hormon olan D vitamininin birçok kanser türünün oluĢma riskini 

azaltmak için önerildiği bilinmektedir. D vitamininin en temel iĢlevi fizyolojik olarak 

kalsiyum ve fosfat düzeylerinin korunması üzerinedir. Fakat bu temel fonksiyonunun 

yanında, D vitamini beyin geliĢimi, hücre büyümesi ve nöromüsküler fonksiyonların 

düzenlenmesinde de iĢlev görmektedir (18–21).  

D vitamininin, ergokalsiferol olarak adlandırılan vitamin D2 ve kolekalsiferol 

olarak adlandırılan vitamin D3 olmak üzere iki önemli formu bulunmaktadır. Yapılan 

çalıĢmalar kalsitriol (1,25(OH)2 D3) ve analoglarının, otuzdan fazla dokuda 

bulunduğu bilinen D Vitamini Reseptörü (VDR) aracılığı ile insan kanser 

hücrelerinin çoğalmasını inhibe ettiği gösterilmiĢtir  (22,23). Yapılan çeĢitli in vitro 

ve in vivo çalıĢmalar sonucunda D vitamini eksikliğinin kanser, diyabet, 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/oc2O
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/Tjjf+9Bfx+er8t+3VfB
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/HqHs+xGO6
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/T8DB+PRS3+SJuZ+oUzg
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/MKN3+nTXT
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hipertansiyon, otoimmün ve kardiyovasküler hastalık riskinin artırabildiğini 

gösterilmiĢtir (24). 

 

Yapılan çalıĢmalar sonucunda artan kanıtlar, D vitamininin ve D vitamini 

reseptörünün prostat kanserinin geliĢiminde de önemli olduğunu göstermektedir 

(25,26). Bu bilgiler ıĢığında ilerlenen bu tez çalıĢmasında prostat kanseri 

hücrelerinde 1,25(OH)2 D3 aracılı VDR sinyallemesinin ERAD ve UPR 

mekanizmaları üzerine olan olası düzenleyici rolünün aydınlatılması ve literatüre 

önemli katkılar sağlanması hedeflenmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/gJen
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/Ij8m+rjoS
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2. GENEL BĠLGĠLER 

 

2.1. Endoplazmik Retikulum (ER) 

 

Endoplazmik Retikulum (ER), hücrenin hayatta kalması ve normal hücresel 

fonksiyonları için gerekli olan çok sayıdaki görevi yerine getiren özelleĢmiĢ sofistike 

bir organelidir. ER hücre için kalsiyum homeostazisi, lipit sentezi, proteinlerin 

iĢlenmesi ve katlanması gibi birçok biyokimyasal süreçte önemli rollere sahiptir ve 

bu hücresel süreçleri, karmaĢık ağsı tübüler yapılarında lokalize olan proteinler 

aracılığıyla yerine getirmektedir (1,5,27). 

ER hücrenin en büyük organeli olmakla birlikte ER membranları tüm 

hücresel membranların yaklaĢık yarısını oluĢturmaktadır. Büyük boyutunun yanı sıra, 

ER'nin heterojen ve dinamik morfolojisi birçok farklı iĢlevini yansıtmaktadır ve 

sahip olduğu bu mikromimarideki değiĢimler doğrudan hücresel fizyolojinin bir 

yansımasını sergilemektedir (28). 

Sitoplazma içerisinde çok kıvrımlı bir yapıda bulunan ER, elektron 

mikroskobuyla incelendiğinde bazı bölgelerde granüllü yapılarının olduğu 

görülmektedir. Elektron mikroskobu görüntülerine dayanarak ER granüllü (kaba) ve 

granülsüz (düz) olmak üzere 2‟ye ayrılmaktadır (28). 

Görüntülerinin farklı olduğu gibi iĢlevleri de farklı olan bu iki yapıdan 

tabakaları düz ve ribozomlardan yoksun olan pürüzsüz ER, hücresel lipit 

metabolizması ile iliĢkilidir. Anahtar lipit metabolizması enzimlerinin çoğu düz 

ER'de bulunduğundan, lipit biyosentezi ve taĢınmasındaki rolü vazgeçilmezdir (3). 

Dahası, ER, hücre içi Ca
2+

 depolaması için ana bölgedir ve bu nedenle Ca
2+

 aracılı 

olarak sinyal sergilenmesinde kritik öneme sahiptir. TaĢıdığı 40‟tan fazla enzim 

sayesinde midenin asit, testis-ovaryum ve böbrek üstü bezlerinin steroid hormon 

salgılamasında, çizgili kas kasılmasında, barsak epitel hücrelerinin lipit 

metabolizması gibi çok çeĢitli fizyolojik görevi yerine getirebilmektedir (29). 

Tabakaları çok sayıda ribozom içeren granüllü ER ise integral membran veya 

sekresyon için tasarlanan proteinlerin biyosentezini ve kalite kontrolünü 

gerçekleĢtirmektedir. ER yalnızca protein biyosentezinde değil, aynı zamanda 

proteinlerin doğru katlanmalarına da yardımcı olan kompleks protein gruplarının yer 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/1aYc+0MBu+7qHN
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/cxYp
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/cxYp
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/fs81
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aldığı sistemleri içermektedir. ER'nin bir baĢka görevi ise, doğru katlanmıĢ 

proteinlerin uygun hücresel hedeflerine yönlendirmektedir (30,31). 

ER‟ de lipit ve protein biyosentezi, protein katlanması ve transferi için uygun 

koĢullar sağladığı için ER homeostazı hücrenin sağ kalımı için hayati öneme sahiptir. 

Bu nedenle oksidatif stres, hipoksi, hücre içi Ca
2+

 konsantrasyonlarındaki 

değiĢiklikler, ER‟nin kapasitesinin aĢılması, patojen istilası veya inflamasyon gibi dıĢ 

veya iç uyaranlar ER homeostazını bozabilir ve bu durum ER stresine yol açan 

katlanmamıĢ veya yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin ER lümeninde birikimine neden 

olmaktadır (7–9). 

ER‟de bu stres durumunda fonksiyonunu ve homeostazını korumak için, 

katlanmamıĢ protein yanıtı (UPR) olarak adlandırılan evrimsel olarak korunmuĢ olan 

oldukça kompleks sinyal ağları ile regüle edilen bir mekanizma geliĢtirmiĢtir. UPR 

genel translasyonun seçici olarak inhibisyonu, protein katlanması ve hatalı katlanmıĢ 

proteinlerin yıkımı ile iliĢkili protein gruplarının hücre içi düzeylerinin arttırılması 

yoluyla ER homeostazisini tekrar sağlamaya çalıĢmaktadır. ER homeostazisinin 

yeniden kurulamadığı ve uzun süreli ER stresine mağruziyet oluĢan durumlarda ise 

programlanmıĢ hücresel ölüm mekanizmasının UPR aracılı olarak uyarılmasına bağlı 

hücreler apoptotik hücre ölümüne yönlendirilmektedir (32). 

ER‟nin hücresel fonksiyonların devamlılığında üstlenmiĢ olduğu proteinlerin 

biyosentezi ve kalite kontrolü, lipit sentezi, homeostazisin sağlanması, hücre ölüm 

mekanizmasına yönlendirme gibi kritik görevler göz önüne alındığında, hastalıkların 

patogenezinin anlaĢılması ve teĢhisinde çok önemli olduğu ve ER‟deki bu kompleks 

süreçlerin hastalıklarla olan iliĢkisi ve olası yeni regülasyon modellerinin 

bilinmezliklerinin ve ER ile bağlantılarının araĢtırılması son derece değerlidir. 

 

2.2. Endoplazmik Retikulum Kalite Kontrol Sistemleri 

 

Yeni sentezlenen proteomun yaklaĢık üçte biri ER'ye hedeflenmekte ve salgı 

yolunun diğer organellerine, plazma zarı veya hücre dıĢı alana yönlendirilmektedir. 

ER‟ye hedeflenen proteinler ribozomlar üzerinde sentezi sürerken ya translasyon 

sırasında yer değiĢtirme iĢlemi ile ya da ribozomlar tarafından sentezin 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/kePK+jt0f
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/JXnx+SLb8+wZfc
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/jiee
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tamamlanmasından sonra ER içine taĢınabilmektedirler. ER‟ye aktarım yolunda ilk 

iĢlem ribozom-mRNA kompleksinin ER‟ye tutunmasıdır ve bu iĢlem translasyon 

sırasında gerçekleĢmektedir. ER‟ye hedeflenme iĢlemi uzayan polipeptit zincirinin 

amino ucunda bulunan hidrofobik aminoasitlerden oluĢan sinyal dizisinin ER 

lümenine aktarımı sırasında kesilerek uzaklaĢtırılması ile gerçekleĢmektedir (33,34). 

ER kalite kontrol sistemi ile salgı proteinlerinin translasyonda ER‟ye 

hedeflenmesi iĢlemi birkaç ana basamak üzerinden gerçekleĢmektedir. Çok adımlı 

iĢlemlerin ilki ise ribozomda sentezlenen sinyal dizisinin sinyal tanıyan partikül 

(SRP) tarafından tanınıp bağlanmasıdır. 2. Adım olarak SRP, bağlandığı polipeptit 

zincirini ER membranına yönlendirmesidir. ER membranına yönlendirilen polipeptit 

zinciri SRP reseptörüne bağlanır. 3. Adımda, SRP reseptörü serbest hale gelir ve 

ribozomun translokona bağlanmasıyla sinyal dizisi kanala yerleĢtirilir ve 

translokonun açılması sağlanır. 4. Adımda translasyon devam eder ve sinyal peptidaz 

enzimi tarafından sinyal dizisi uzaklaĢtırılır. 5. Adım devam etmekte olan 

translasyonda uzayan polipeptid zincirinin ER lümenine nakledilmesi iĢlemidir. 6. ve 

son adımda ise sentezi tamamlanmıĢ olan polipeptit zinciri ER lümeninde 

serbestleĢmektedir (35). 

Hem memelilerde hem mayalarda Sec61 proteinleri adı verilen üç 

transmembran proteinden oluĢan SRP, translokasyon iĢleminde görev almaktadır.  

Sec61 kanal kompleksi proteini ileten translokasyonlarını veya lipit çift tabakasına 

yerleĢtirilmesini yönlendiren hidrofobik sinyaller içermektedir. Translasyon 

sonrasında ER içerisine alınacak olan polipeptid zincirininin katlanmamıĢ formda 

tutulması, sitozolde bulunan Hsp70 (heat shock protein 70) ve Hsp40 (heat shock 

protein40) Ģaperonları ile gerçekleĢmektedir. Böylece Sec61 kompleksi tarafından 

oluĢturulan dar bir kanal vasıtasıyla bu proteinlerin, ER'ye translokasyonu 

gerçekleĢmektedir (2,3). Ayrıca, sinyal dizisi ile birlikte ribozoma da bağlanarak 

translasyonun daha fazla ilerlemesini durdurur ve ER zarında bulunan SRP 

reseptörüne bağlanarak tüm kompleksin (SRP, ribozom ve uzayan polipeptid zinciri) 

ER‟ye hedeflenmesini gerçekleĢir. 

Translokon içerisine sinyal dizisinin aktarılması, kanalı kapatan tıkaç görevi 

üstlenen proteinin uzaklaĢtırılmasıyla sağlanmaktadır. Ribozomun SRP‟den 

translokona aktarılmasıyla birlikte baskılanmıĢ olan translasyon kaldığı yerden 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/WJUC+pvPr
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/9BYy
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/h0YH+1VC2
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devam eder ve uzayan polipeptid zinciri translokon kanalı aracılığıyla ER zarından iç 

boĢluğa geçer. Translokasyon gerçekleĢtikçe sinyal peptidaz enzimi ile sinyal dizisi 

kesilir.  BiP/GRP78 proteini ise, polipeptid zincirininin translokon kanalından ER 

içine çekilmesi için gereklidir. Çok sayıdaki polipeptit zincirine BiP proteininin 

bağlanması ve ATP hidrolizi ile polipeptit zincirinin serbestleĢmesi için gerekli 

enerjiyi sağlar ve böylelikle polipeptid ER lümenine aktarılır (36,37). 

 

 
 

ġekil 1. ER Kalite Kontrol Mekanizması. Kadowaki ve ark. (2015)‟den modifiye    

edilmiĢtir (35). 

 

Proteinlerin ER'nin oksitleyici ve kalsiyum açısından zengin ortamında, 

katlanma, glikozilasyon, disülfit bağı oluĢumu ve glikosilfosfatidilinositol (GPI) 

ankorajı gibi translasyon ile eĢ zamanlı ve sonrası modifikasyon iĢlemleri de 

translokasyon ile senkronize olarak gerçekleĢmektedir. Yeni sentezlenen her protein, 

biyolojik olarak iĢlevsel hale geçebilmesi için yeni oluĢan polipeptit zincirinin 

katlanmıĢ ve karakteristik 3 boyutlu yapısına ulaĢması gerekmektedir. Yeni ortaya 

çıkan polipeptitlerin katlanması translokasyon sırasında baĢlar ve bu süreç 

proteinlerin katlanmasına yardımcı olmak için ER lümeninde bulunan çeĢitli 

Ģaperonlar tarafından desteklenmektedir. Bu katlanma iĢlemi sırasında, kalnexin 

(CNX) veya kalretikulin (CLR) gibi lektin tipi moleküler Ģaperonlar, HSP70 benzeri 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/IdSP+gbcZ
http://paperpile.com/b/Nkq2Qz/9BYy
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/9BYy
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Ģaperon BiP/GRP78 gibi çok sayıda protein ve protein disülfit izomerazları (PDI) 

gibi enzimler eĢ zamanlı olarak birlikte çalıĢmaktadır (38). Bu Ģaperonlar, yeni 

oluĢan polipeptit zincirleriyle etkileĢime girerek protein katlanmasını, 

oligomerizasyonunu, olgunlaĢmasını ve glikozilasyon ve disülfit bağı oluĢumunu 

içerebilen translasyon sonrası modifikasyonları kolaylaĢtırmaktadır. Katlanarak 

karakteristik yapılarını elde eden proteinler ER Ģaperonlarından salınır. Nihai 

formuna ulaĢan proteinler ER lümeninden dıĢarıya sevk edilirken katlanmamıĢ veya 

hatalı katlanmıĢ proteinlerin doğru form ve modifikasyonlara sahip olmaları bu 

süreçte teĢvik edilmektedir (4–6).  

Protein katlanması hatasız iĢleyen bir süreç olmadığı ve yeni sentezlenmiĢ 

olan proteinlerin yaklaĢık üçte birlik bölümünün hatalı katlandığı bilinmektedir. 

Tekrarlayan katlanma süreçlerinde de nihai formuna ulaĢamayan proteinler, ER 

aracılı yıkım (ERAD) adı verilen mekanizma ile proteozomal yıkıma 

hedeflenmektedir (11). 

 

2.2.1. ER Aracılı Yıkım (ER associated degradation, ERAD) 

Mekanizması 

 

Hücrede hatalı katlanmıĢ proteinlerin ER lümeninde birikimiyle, “ER stresi” 

olarak ifade edilen süreç tetiklenmektedir. Hücrenin ER stres durumuyla baĢa 

çıkabilmesi, ER protein katlama kapasitesinin geliĢtirilebilmesi veya hatalı katlanan 

proteinlerin hızlı bir Ģekilde protein yıkım sürecine yönlendirilerek etkisiz hale 

getirilmesi ile mümkün olmaktadır. Hidrofobik kalıntıları gizlenmemiĢ agrege 

olmaya yatkın katlanma problemli olan proteinler ERAD adı verilen mekanizmayla 

tanınır ve iĢaretlenerek proteazomal yıkıma hedeflenir  (4,11,39). 

Çok sayıda karmaĢık basamaktan oluĢan ERAD mekanizması, hücre 

içerisindeki istenmeyen proteinlerin tanınması ve integral membran E3 ligazları 

tarafından ubikitinasyonunu takiben hücrenin sitoplazmasına retrotranslokasyonu, 

dislokasyonu, substrat deglikozilasyonu ve proteozoma transferi ve yıkımı ile 

sonlanmaktadır. Bu adımlar çok sayıdaki protein üyesinin senkronize bir Ģekilde 

çalıĢmasıyla gerçekleĢmektedir. 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/xrr1
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/XzjB+fqpE+0MBu
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/oc2O
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/oc2O+NF1T+XzjB
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Hedeflenen substrat molekülüne bağlı olarak yıkımda görevli olan protein 

üyeleri çeĢitlilik göstermektedir. Bununla birlikte ERAD substratları öncelikli olarak, 

ER lümeninde yer alan hem protein katlanması hem de protein yıkımında görev alan 

moleküler Ģaperon sistemi tarafından tanınmakta ve ER membranında bulunan 

multiprotein kompleksinden oluĢan ERAD kompleksine sevk edilmektedir (17,40). 

 

 

ġekil 2. Endoplazmik Retikulum Aracılı Yıkım (ERAD) Basamakları. Christianson 

ve ark. (2014)‟den modifiye edilmiĢtir (41). 

 

Proteinlerin kaderini ve iĢlevini değiĢtirerek hemen hemen tüm hücresel 

süreçlerde düzenleyici bir role sahip olan protein ubikitinasyonu, çok enzimli bir 

süreçtir ve bu süreçten E1-ubikitin aktive edici enzim, E2-ubikitin konjuge edici 

enzim ve E3-ubikitin ligaz olmak üzere üç enzim sorumludur. Hücrede protein kalite 

kontrolü, hücre döngüsü, endositoz, hücre sinyalizasyonu, otofaji, transkripsiyonel 

regülasyon ve DNA hasar cevaplarının düzenlenmesi gibi birçok hücresel sürecin 

ayarlanmasında görev almakta olan ubikitinasyonun en iyi bilinen rollerinden birisi 

ERAD substratlarını 26S proteazom tarafından parçalanmak üzere hedeflemektir. 

Proteinleri proteazoma hedeflemenin en etkili yolu ise, onları ubikitin zincirleri ile 

etiketlemektir (42). 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/8hUE+xGO6
http://paperpile.com/b/Nkq2Qz/dk9N
http://paperpile.com/b/Nkq2Qz/dk9N
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/dk9N
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/QGow
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Proteozom tarafından ubikitin bağımlı bozunma iĢlemi bir dizi enzimatik 

reaksiyon ile gerçekleĢmektedir. Bu reaksiyonlardan ilki, ubikitin aktive edici enzim 

olan E1‟in ATP'yi hidrolize edip aktif bölgesindeki bir sistein kalıntısı ile ubikitinin 

C-terminali arasında yüksek enerjili bir tioester bağı oluĢturduğunda gerçekleĢir. 

Daha sonra elde edilen aktive edilmiĢ ubikitin, ubikitin-konjuge edici bir enzim olan 

E2'ye geçirilir. Daha spesifik olarak baĢka bir enzim grubu olan E3 adı verilen 

ubikitin protein ligazları, yanlıĢ katlanmıĢ proteine bağlanarak proteini ve E2'yi 

hizalamakta, böylece ubikitinin yanlıĢ katlanmıĢ proteinin lizin kalıntılarına 

bağlanmasını kolaylaĢtırmaktadır. Önceden bağlanmıĢ ubikitinin lizin kalıntılarına 

art arda ubikitin moleküllerinin eklenmesiyle, bir poliubikitin zinciri oluĢur. Bu 

protein 26S proteozomun 19S komplekslerindeki spesifik alt birimleri tarafından 

tanınır. Bundan sonra polipeptit zinciri, proteolitik olarak aktif bölgeleri içeren 20S 

çekirdek bölgesinin merkezi bölmesine beslenir (43). 

ERAD mekanizması hem ubikitinasyon hem de proteazomal degradasyon ile 

sıkı bir Ģekilde birleĢtirilmektedir (44,45). Çoğu durumda ise, ubikitinasyonun inhibe 

edilmesi hem bozulmayı hem de ER substratlarının ER lümeni içindeki baĢlangıçtaki 

konumlarından veya ER zarına gömülü olarak bulunduğu konumlarından sitoplazmik 

yıkım alanlarına hareket etme iĢlemini (retrotranslokasyonu) önlemektedir (5). 

Proteinlerin doğru katlanması kalite kontrolü büyük ölçüde ER‟de, mümkün 

olan en erken aĢamada ve erken katlanan ara ürünlerin terminal olarak yanlıĢ 

katlanmıĢ türlerle karıĢtığı bir ortamda gerçekleĢmektedir. ER‟de yer alan moleküler 

Ģaperon ve lektin proteinleri aracılığı ile tanınan hatalı katlanmıĢ proteinler ER‟den 

sitozole retrotranslokasyon yoluyla eliminasyona teĢvik edilmektedir ve bu süreç ER 

stresinin aĢılmasında fizyolojik olarak önemli bir adaptasyon mekanizmasıdır (46). 

Bu iĢlem sırasında ER lümeninde yer alan retrotranslokasyon kompleksi ve 

sitozolik yüzde yer alan bir tip II AAA+ (ATPases associated with diverse cellular 

activities) ATPaz  proteini olan p97/VCP (valosin-containing protein) aracılı olarak 

hedef proteinler ER lümeninden sitozolik yüze ATP enerjisi harcanarak 

çekilmektedir (47). 

Retrotranslokasyon sırasında kanal oluĢumuna destek veren Derlin1, Derlin 2 

ve Derlin 3, ERAD sırasında yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin retrotranslokasyonu için 

gerekli olan p97/VCP ve UbxD2 (UBX domain-containing protein 2), UbxD8 (ER-

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/WSnV
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/lpz0+4KMO
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/0MBu
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/6vUV
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/p97
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/36wZ
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tethered ubiquitin-X domain adaptor 8 ), VIMP (VCP-Interacting Membrane 

Selenoprotein), Ufd1 (Ubiquitin fusion degradation protein 1) ve Npl4 (Nuclear 

protein localization protein 4 homolog) gibi p97/VCP adaptör proteinleri ve N-glikan 

zincirinin uzaklaĢtırılmasından sorumlu N-Glikanaz enzimi 1 (NGly1) gibi birçok 

protein mekanik olarak eĢ güdümlü olarak çalıĢmaktadır (48–50). Ek olarak bu 

mekanizma içerisinde SVIP (Small VCP/p97-interacting protein) proteinin iyi 

bilinen bir E3 ligaz olan gp78 (Glycoprotein 78)‟in yer aldığı gp78-p97/VCP-Derlin1 

kompleksinin etkileĢimini düzenleyerek ERAD‟ı negatif regüle eden endojen bir 

ERAD inhibitörü olarak iĢlev gördüğü bilinmektedir (51,52). 

26S proteozom kompleksi ile yıkıma uğratılmadan önce polipeptit zinciri 

üzerindeki ubikitin molekülleri, 19S alt birimi ile etkileĢim halindeki izopeptidaz adı 

verilen deubikitinleyici enzimler aracılığıyla uzaklaĢtırılmaktadır. Deubikitinasyon 

iĢlemi sonrası hedef proteinlerin yıkıma uğratılması gerçekleĢtirilmektedir (48). 

 

2.2.1.1. ERAD Komponentleri 

 

2.2.1.1.1. Hrd1 (HMG-KoA reductase degradation protein 1) 

 

Synovial apoptosis inhibitor 1 (SYVN1) olarak da adlandırılan Hrd1 (HMG-

KoA reductase degradation protein 1), bir RING parmak motifi ile bir ubikitin ligaz 

(E3) görevi gören, ER stresi ile indüklenebilen ERAD substratlarının taĢınmasına 

aracılık eden bir ER membran proteinidir (53). Çoğu kanıt, Hrd1 E3 ubikitin 

ligazının, ERAD substratlarını sitozole taĢımak için bir retrotranslokon veya dislokon 

olarak iĢlev görebileceğini ve ERAD'ı yürütmek için diğer proteinlerle bir kompleks 

oluĢturduğunu göstermektedir (50). 

Memeli Hrd1 proteini, ER lipid çift katmanını kapsayan en az altı 

transmembran alanı (TMD'ler), Hrd1'in sitoplazmik C-terminali, bir veya daha fazla 

E2 ubikitin-konjuge edici enzim bağlanma alanı ve substratlara ubikitin transferini 

kolaylaĢtıran bir RING alanı içermektedir. Büyük bir ER lümen alanı taĢıyan tek bir 

membran geçiĢli glikoprotein olan kofaktörü SEL1L (mayada Hrd3p) proteini ile 

iĢlevsel olarak korunmuĢ 1:1 stokiyometrik ERAD kompleksinin çekirdeğini 

oluĢturmaktadır (54,55). SEL1L (Suppressor/Enhancer of Lin-12-like), ER lektinleri 

OS-9 (Osteosarcoma amplified 9), XTP3-B/Erlec1 (XTP3-transactivated gene B 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/bow6+IuNK+C6Hu
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/s9jN+ESXR
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/bow6
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/veNq
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/C6Hu
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/wJgW+NmCt
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precursor) ve EDEM1 (ER Degradation Enhancing Alpha-Mannosidase Like Protein 

1) dahil olmak üzere hatalı katlanmıĢ lümen ve membran proteinlerini tanıyan, 

yakalayan ve Hrd1'e yönlendiren yardımcı faktörleri oluĢturmakta olup Hrd1-SEL1L 

kompleksi, ERAD için gerekli olan maya Hrd1p-Hrd3p (HMG-KoA reductase 

degradation protein 3) HRD ligaz kompleksinin memeli homoloğudur (54). Hrd1 

ayrıca, daha yüksek dereceli ERAD komplekslerini birleĢtirmek için iki entegre 

membran proteini kofaktörü olan HERPUD1 (Homocysteine Inducible 

ER Protein With Ubiquitin Like Domain 1) ve FAM8A1 (Family With Sequence 

Similarity 8 Member A1) ile benzersiz etkileĢimler oluĢturur (55). 

Hrd1'in önemi nedeniyle, çeĢitli kanser türleri üzerinde Hrd1‟in iĢlevi 

hakkında daha fazla araĢtırma yapılmıĢtır. E3 ubikitin ligaz olarak iĢlev gören 

Hrd1‟in prostat kanseri dokularında yukarı regüle olduğu ve Hrd1‟in ekspresyonunun 

geçici olarak susturulmasının ise LNCaP hücrelerinin hücre büyüme hızında önemli 

bir azalmaya neden olduğunu göstermiĢtir (16). 

Ġnsan kolon kanserinde (CC) Hrd1'in ekspresyon paternini ve fonksiyonlarını 

araĢtırmak için yapılan bir çalıĢma sonucunda Hrd1 ekspresyonunun insan CC 

dokularında önemli ölçüde arttığını ve aĢırı ekspresyonunun evreleme sistemlerinden 

en yaygın olarak kullanılan evreleme sistemi olan TNM evresine göre, tümör 

farklılaĢması, tümör invaziv derinliği ve uzak metastaz ile iliĢkili olduğu 

bulunmuĢtur. Ayrıca Hrd1'in susturulması, CC hücre göçü ve istilası için kritik olan 

MMP-2 (Matrix metalloproteinases-2) ve MMP-9 (Matrix metalloproteinases-9)'un 

ifadesini azaltmıĢtır (56). 

Meme kanserinde ise Hrd1, IGF-IR (Insulin-like growth factor 1 receptor) ile 

etkileĢime girerek ubikitinasyonuna ve bozulmaya yol açtığı böylece meme 

kanserinde Hrd1'in azalmıĢ ekspresyonunun meme kanseri hastalarında ilerleme ve 

kötü sağkalıma eĢlik ettiği belirlenmiĢtir (57). Ayrıca Hrd1‟in üçlü negatif meme 

kanserinde (TNBC) aĢağı regüle edilen, tümörigenez ve metastaza yol açan uzun 

kodlamayan RNA'ların (lncRNA'lar) bir türü olan circNR3C2'nin aĢırı ekspresyonun 

Hrd1'in yukarı regülasyonuna neden olduğu böylece Hrd1‟in, meme kanserinde 

tümör hücrelerinin istilasını ve metastazını kısıtlayan Vimentin'i hedefleyerek bir 

tümör baskılayıcı görevi gördüğü belirlenmiĢtir (57). 

 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/wJgW
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/NmCt
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/HqHs
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/pgkl
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/9a66
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/9a66
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2.2.1.1.2. gp78 (Glycoprotein 78) 

 

 

AMFR (autocrine motility factor receptor) olarak da adlandırılan gp78 

(glikoprotein 78) geni, 16. kromozomun q kolunun, 12.2 pozisyonunda lokalizedir. 

14 ekzonik bölge tarafından kodlanan gp78, 643 aminoasitten oluĢmakta ve 

moleküler ağırlığı yaklaĢık olarak 73 kDa‟ dur. gp78, ER'de lokalize olan politopik 

bir RING parmak proteinidir. Hem ubikitinasyon hem de retrotranslokasyon 

komplekslerinin bileĢenleri ile doğrudan etkileĢime giren çoklu korunmuĢ alanlara 

sahiptir. Bu nedenle bilinen tüm ERAD ubikitin ligazları arasında benzersizdir. 

Hücre içerisinde mitokondri iliĢkili düz ER membranlarında lokalizasyon gösteren 

gp78‟in, tahmin edilen beĢ transmembran alanı bulunmaktadır. Ubikitin ligaz 

fonksiyonu için gerekli olan bir RING finger domaini, bir oligomerizasyon bölgesi 

(OS), bir ubikitin bağlanmasından sorumlu CUE alanına, bir UBE2G2 bağlayıcı 

bölge (G2BR) ve bir p97/VCP etkileĢimli motif (VIM) domaini içermektedir (58). 

ERAD mekanizmasının en iyi karakterize edilen ubikitin ligaz enzimlerinden 

biri olan gp78 hedef proteinlerin tanınması, ubikitinasyonu, sitoplazmaya 

retrotranslokasyonu ve proteozom sistemine hedeflenmesi için gerekli olan anahtar 

bir proteindir. Hatalı katlanan proteinlerin retrotranslokasyonu için gp78-p97/VCP 

etkileĢimi oldukça önemlidir. Kanıtlar, gp78-p97/VCP etkileĢiminin, ubikitinasyonu 

retrotranslokasyonla birleĢtirmek için kritik rollere sahip olabileceğini 

göstermektedir (59). gp78, iyi bilinen p97/VCP-Ufd1-Npl4 kompleksi yerine 

retrotranslokasyon için p97/VCP-Npl4 kompleksini kullanmaktadır (59,60). 

Ayrıca proteazomal tarafından bozunmayı hedefleyen gp78, hızla artan ER 

stresi altında otoubikitinasyonu bastırılarak stabilize olarak ERAD‟ı 

güçlendirmektedir. E3 ligaz enzimlerinin otoubikitinasyonunun inhibisyonu 

hücrelerin ER'de yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin birikimine hızla yanıt verdiği genel bir 

mekanizma olabilmektedir (59). ERAD genlerinin prostat kanseri dokularında yukarı 

düzenlendiği bilinmektedir ve gp78, Hrd1 ve ERAD yolu inhibitörü olan SVIP'in 

susturulmasının LNCaP hücrelerinin in vitro hücre göçünü ve malign dönüĢümünü 

azalttığı rapor edilmiĢtir (16). 

gp78 proteininin, meme kanserlerinde önemli ölçüde yukarı regüle edildiği ve 

ek olarak Afrika kökenli Amerikalı kadınların tümörlerinde Avrupa kökenli olanlara 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/YAC9
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/JN0t
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/JN0t+6XHp
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/JN0t
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/HqHs
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kıyasla gp78 ekspresyonunun önemli ölçüde daha yüksek olduğunu belirlenen 

çalıĢmada, gp78 ekspresyonunun daha agresif meme kanseri alt tiplerinde daha 

yüksek olduğunu ve kötü prognoz sergileyerek meme kanseri hastalarının sağ 

kalımını düĢürdüğü önerilmiĢtir (61). 

 Bununla birlikte gp78‟in normal prostat dokularında düĢük düzeyde ifade 

edildiği ancak özellikle prostatın tümör dokularında yüksek düzeylerde ifade edildiği 

bilinen gp78‟in, tümörün farklı evrelerinde ifade düzeylerinin değiĢtiği, evre I 

tümörlerde (%66,7) ve evre II tümörlerde (%69,2) nispeten daha yüksek eksprese 

edildiğini belirlenmiĢtir.  Evre III ve evre IV tümörlerde ise, evre I ve evre II 

tümörlerden çok daha düĢük olan gp78 pozitif belirlenmiĢtir. Bu sonuçlar, gp78'in 

tümör ilerlemesinin nispeten erken evresinde iĢlev görebileceğini ve bu nedenle 

agresif prostat kanserinin erken bir belirteç olarak kullanılabileceğini göstermiĢtir 

(62). 

 gp78'in, metastazı teĢvik etmek de dahil olmak üzere kanser ilerlemesinde 

önemli bir rollere sahip olan ısı Ģok proteini 5 (HSPA5)‟in C-terminal bölgesi ile 

etkileĢime girdiğini, ubikitinasyon ve degradasyonuna aracılık ettiği rapor edilmiĢtir. 

Ayrıca gp78'in düzeylerindeki düĢüĢün HSPA5 ekspresyonunu önemli ölçüde 

arttırdığı ve meme kanseri hücrelerinin göç/invaziv kabiliyetini arttırdığı 

gözlemlenmiĢtir (63). 

 

2.2.1.1.3. UFD1L (Ubiquitin Fusion Degradation 1 Like) 

 

22. kromozomun q kolunun 11.21 pozisyonunda organize olan Ubikitin 

füzyon bozunma 1 (Ufd1) proteini, 12 ekzon tarafından kodlanan 307 aminoasitlik 

bir peptit dizisinden oluĢmaktadır ve yaklaĢık 44 kDa‟luk moleküler ağırlığa sahiptir 

(64). 

E2 bileĢeni olarak ERAD kompleksinin temel bileĢenlerinden biridir ve yanlıĢ 

katlanmıĢ/katlanmamıĢ proteinlerin ER'den elimine edilmesinde anahtar bir rol 

oynamaktadır (65). YanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin ERAD yoluyla temizlenmesini 

kolaylaĢtırdığı ve uzun süreli ER stresinin, ERAD‟a katkıda bulunan hücre döngüsü 

gecikmesini tetiklemek için Ufd1 ekspresyonunu baskıladığı bilinmektedir. Ufd1, 

Npl4 ile birlikte, ERAD'da AAA+ ATPaz Cdc48 (p97/VCP maya formu) 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/VIEH
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/DDyn
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/ibWQ
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/FnuI
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/FM0s
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/p97/VCP'ye özgü aktivite sağlayan bir adaptör proteini olarak karakterize edilmiĢtir. 

YanlıĢ katlanmıĢ proteinleri, ubikitin-proteazom sistemi bağımlı bozunma için 

ER'den sitozole aktarmada yapısal olarak iĢlev gören bir bileĢendir (66). 

Esas olarak mayada sürdürülen ERAD analizleri, Ufd1-Npl4-p97 kompleksi 

için, yanlıĢ katlanmıĢ poliubikitin proteinlerin ER‟den çıkarılmasında rol üstlendiğini 

göstermiĢtir. Fakat memeli hücrelerinde ilginç bir Ģekilde, Ufd1‟in, p97 ve Npl4'ten 

bağımsız olarak gp78'in aktivitesini doğrudan arttırabildiği belirlenmiĢtir. Yapılan 

bazı çalıĢmalar sonucunda Ufd1‟den yoksun olan hücrelerde bozulmuĢ ERAD 

mekanizması belirlenmiĢtir (66–68). Ufd1‟in ERAD‟daki rolünün dıĢında nukleusa 

protein lokalizasyonunda pozitif regülatör olarak görev aldığı, telomeraz aktivitesinin 

negatif yönde regülasyonunda ve iĢlevsiz rRNA‟ların yıkımında görev üstlendiği 

bildirilmiĢtir (69). 

  Yapılan bir çalıĢmada mide kanseri dokularında Ufd1 ekspresyon seviyesinin 

önemli ölçüde artmıĢ olduğu ve hastalığın ilerlemesi ile iliĢkili olduğu rapor 

edilmiĢtir (70). 

  Ufd1‟in ifadesinin baskılanmasının hidroksikamptotesine (HCPT) dirençli 

kolon kanseri hücre hattı SW1116/HCPT'yi HCPT'nin sitotoksik etkisine duyarlı hale 

getirip getiremeyeceğini araĢtırıldığı çalıĢmada, Ufd1‟in SW1116/HCPT'nin HCPT 

direncinde kilit bir rol oynadığı ve Ufd1'in baskılanmasının kaspaz-3 yolunun 

aktivasyonunu güçlendirerek ve ER fonksiyonlarını bozarak SW1116/HCPT'yi 

HCPT'nin sitotoksik etkisine duyarlı hale getirebildiği belirlenmiĢtir (71). 

  Ġnsan hasta numunelerinin genomik ve biyokimyasal analizlerinin 

gerçekleĢtirildiği bir çalıĢma sonucunda ise, Ufd1'in T-hücreli akut lenfoblastik 

lösemi (T-ALL)'de önemli ölçüde yukarı regüle edilen MYC (MYC Proto-

Oncogene) ile aktive olan bir protein olduğu belirlenmiĢ ve Ufd1‟in, iĢlevinin 

bozulmasının in vivo olarak MYC kaynaklı lösemi ilerlemesini baskıladığı ve insan 

MYC'ye bağımlı T-ALL hücrelerini in vitro olarak öldürdüğü belirlenmiĢtir. Bu 

çalıĢma sonucunda Ufd1, MYC güdümlü T-ALL ilerlemesinin kilit bir aracısı olarak 

tanımlanmıĢtır (65). 

 

 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/aSEG
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/aSEG+FX5O+I2aX
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/gIJ5
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/2KUa
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/fV95
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/FM0s
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2.2.1.1.4. Npl4 (Nuclear Protein Localization 4 Homolog) 

 

NPLOC4 ve nuclear protein localization 4 homolog isimleri ile de bilinmekte 

olan Npl4, 17. kromozomun q kolonun 25.3 pozisyonunda lokalizasyon 

göstermektedir. Npl4, 21 ekzonun kodladığı 608 aminoasitten oluĢan yaklaĢık olarak 

68 kDa‟luk moleküler ağırlığa sahip bir proteindir (72). 

Npl4, substrat molekülüne bağlı ubikitin zincirinin tanınmasından sorumludur 

ve bu nedenle ubikitin zinciriyle iliĢkili reaksiyon adımına aracılık etmektedir. 

Npl4'ün, mayada proteazomal bozunma yolundaki Lys48 (Lysine 48)'e bağlı 

poliubikitinlenmiĢ substratları tanıyan en yukarı akıĢ faktörü olduğu 

bilinmektedir.  Npl4, Ufd1 ile birlikte bir heterodimer (UN) oluĢturur ve Cdc48 

ATPaz/p97/VCP için bir kofaktör olarak iĢlev görmektedir (73). 

Memeli Npl4 proteini p97/VCP ile etkileĢimini sağlayan ubikitin-benzeri 

Domain (UBXL) alanı, çinko-parmak alanı, Mpr1/Pad1 N-terminali (MPN) alanı, C-

terminali alanından (CTD) ve C-terminalinde ubikitin ile etiketlenen hedef 

proteinlere bağlanmadan sorumlu korunmuĢ çinko parmak motifi (NZF) alanından 

oluĢmaktadır (73). Cdc48–Ufd1–Npl4 kompleksi, birkaç poliubikitin etiketli 

proteinin tanınmasında iĢlev görür ve bozunma veya daha spesifik iĢleme için 

substrat molekülünün 26S proteazoma aktarımını kolaylaĢtırır (74,75). 

Npl4, çeĢitli hastalıklarda önemli roller oynamaktadır. Mesane kanseri 

dokusunda yapılan bir çalıĢmada Npl4‟ün yukarı regüle edilmesi kötü prognoz ile 

korelasyon gösterdiği belirlenmiĢ ve Npl4'ün yukarı regülasyonu ise hücre 

çoğalmasını teĢvik ederken, Npl4'ün baskılanması mesane kanseri hücre çoğalmasını 

azaltmıĢtır (76). 

60 yılı aĢkın süredir klinikte anti-alkolizm için kullanılan bir ilaç olan ve 

ayrıca kanser kök hücre benzeri özelliklere sahip kanser hücrelerini hedefleyebildiği 

bilinen disülfiram (DSF), Npl4 aracılı olarak ubikitin-proteazom yoluyla antikanser 

etkileri gösterdiği yapılan birçok çalıĢmayla belirlenmiĢtir (77–79). 

 

 

 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/03Yt
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/FPmw
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/FPmw
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/k9WO+3n9P
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/Pzx7
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/qJDB+0MyG+ftSa
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2.2.1.1.5. p97/VCP (Valosin Containing Protein)  

 

9. kromozomun p kolunun 13.3 pozisyonunda yer almakta olan p97 (valosin 

içeren protein / mayada Cdc48), 17 ekzonun kodladığı 806 aminoasitten oluĢmakta 

ve yaklaĢık 97 kDa‟luk moleküler ağırlığa sahiptir. 

p97/VCP tip II AAA+ ATPaz ailesinin önemli bir üyesidir ve bir N-terminal 

alanı, ikili olarak paketlenmiĢ heksamerik halkalar oluĢturan iki ATPaz alanı (D1 ve 

D2), kısa bir C-terminal kuyruk bölgesi içermektedir (80). Toplam hücresel proteinin 

~%1'ini temsil eden en bol hücresel proteinler arasında yer alan p97, ER ile iliĢkili 

degradasyon, hücre döngüsü regülasyonu, apoptozis, DNA hasar yanıtı, 

mitokondriyel kalite kontrol mekanizması ve otofaji gibi çeĢitli hücresel süreçlerde 

yer almakta ve farklı adaptör proteinlerle etkileĢim yoluyla substratları ER‟den 

ATPaz aktivitesi ile sitoplazmaya taĢınmasında görev aldığı bilinmektedir 

(59,80,81). p97/VCP için en iyi karakterize edilen iki adaptör, p97'yi membran 

füzyon olaylarına yönlendiren- protein yıkımında rol oynadığı gösterilen p47 ve 

Ufd1-Npl4 (nükleer protein lokalizasyonu 4) kompleksidir (81). 

p97/VCP ile kompleks oluĢturan Ufd1 yapısındaki UBX domaini ile, Npl4 ise 

UBD domaini aracılığıyla ile etkileĢmektedir. p97/VCP-Ufd1-Npl4 kompleksinin 

mitoz bölünme esnasında iğ ipliklerinin ayrıĢmasının düzenlenmesinde rol aldığı, 

nüklear kılıfın yapılanmasında ve ERAD mekanizmasının retrotranslokasyon 

basamağında görev aldığı bilinmektedir (82,83). 

p97/VCP, ERAD substratının çıkarılması için ana itici gücü sağlamaktadır. 

p97/VCP; gp78, Derlin, VIMP (VCP-interacting membrane protein), ubx2 (UBX 

domain-containing protein 2), Hrd1 ve UBXD8 (ER-tethered ubiquitin-X domain 

adaptor 8) gibi ER-lokalize proteinlerle etkileĢimler sağlayarak ERAD 

mekanizmasının düzenlenmesine katkı sağlar. Substrat molekülünün ER lümeninden 

ekstraksiyonu sırasında, hatalı katlanmıĢ proteinler ubikitin ligaz enzimleri tarafından 

poliubikitin zinciri ile etiketlenir. Substrat moleküllerinin üzerine aktarılan ubikitin 

zincirinin uzunluğu, p97/VCP'ye bağlanarak ERAD kompleksine alınan Ufd2 

(ubiquitin fusion degradation-2) tarafından düzenlenir. Ufd2, her ikisi de ubikitin ile 

iliĢkili (UBA) ve ubikitin benzeri (UBL) alanları içeren Dsk2 (ubiquitin domain-

containing protein DSK2) olmak üzere ek faktörü bağlar. Bu ek faktör, ubikitine 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/b5vR
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/4VEg+b5vR+JN0t
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/4VEg
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/dIe6+FIUR
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edilmiĢ substratın proteazoma degradasyon için transferinde rol oynayan mekik 

faktörü olarak iĢlev görmektedir (84). 

p97/VCP insan kanserlerinde metastaz ve prognoz ile iliĢkili olduğu 

bilinmektedir ve kanser hücrelerinde p97/VCP ekspresyon seviyesinin hepatoselüler 

karsinom ve mide karsinoması olan hastaların nüks oranı ve prognozu ile korele 

olduğu yapılan çalıĢmalar sonucunda gösterilmiĢtir. Konservatif tedavi uygulanan 

prostat kanserli hastalarda p97/VCP 'nin nüks ve prognoz ile iliĢkisinin incelendiği 

çalıĢmada, PSA seviyesi, Gleason skoru ve artmıĢ kanser hacminin p97/VCP 

ekspresyon seviyesi ile anlamlı bir korelasyon gösterdiği ortaya koyulmuĢtur (85). 

p97/VCP‟nin meme kanseri kök hücrelerinde, artmıĢ ifade profili sergilediği 

ve UPR yoluyla kısmen kanser kökünü kontrol ettiği gösterilmiĢtir (86). Bunun yanı 

sıra, kolorektal kanser, kolon kanseri, pankreas kanseri, karaciğer kanseri, mide ve 

özofagus kanseri, akciğer kanseri olmak üzere birçok kanser türünde p97/VCP‟nin 

yüksek ifade düzeylerine sahip olduğu belirlenmiĢtir (87–92). 

 

2.3. KatlanmamıĢ Protein Yanıtı (UPR) 

 

ER‟de meydana gelen Ca
2+  

homeostazındaki bozulmalar , redoks 

dengesizliği, değiĢmiĢ protein glikozilasyonu veya protein katlama kusurları gibi 

çeĢitli hücresel stresler ER lümeninde katlanmamıĢ veya yanlıĢ katlanmıĢ 

proteinlerin birikmesine neden olmaktadır. Hatalı katlanan proteinlerin ER 

lümeninde birikimi sonucu ER‟nin protein katlama kapasitesi aĢılarak “ER stresi” 

olarak bilinen hücresel stres durumu tetiklenmektedir (7–9). 

Bu hücresel stresten hücreleri korunmak veya hücre homeostazisini yeniden 

inĢa etmek için UPR olarak ifade edilen hücrelerin değiĢen fizyolojik koĢullara 

adaptasyonuna yardımcı olan geliĢmiĢ bir mekanizma aktive edilmektedir. Hücrede 

bu sürecin uyumlu aktivitesi ile ER stresinin düzeyine bağlı olarak hücreler yeniden 

programlanarak UPR genlerinin transkripsiyonel indüksiyonunu, global protein 

sentezinin translasyonel olarak zayıflatılarak ER‟deki yükün azaltılması, ERAD 

genlerinin ifadesinin uyarılması ya da uzun süreli ER stresi sürecine ya da 

aĢılamayan stres durumlarına cevaben hücre ölüm programlarının aktivasyonuna 

karar verilmektedir (6,10). 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/8uxF
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/E3pw
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/fOH8
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/8hDC+2RAY+LYmR+440C+WfGT+Ph3L
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/homeostasis
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/protein-glycosylation
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/wZfc+JXnx+SLb8
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/Qbn0+fqpE
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UPR mekanizmasında ER Ģaperonu olan BiP/GRP78, üç proksimal ER stres 

sensörünün aktivasyonunun ana düzenleyicisi olarak görev yapmaktadır. ER 

membranında lokalize bu stres sensör proteinleri; Protein kinaz R (PKR) benzeri 

endoplazmik retikulum kinaz (PERK/ Protein Kinase RNA-Like ER Kinase), aktive 

edici transkripsiyon faktörü 6 (ATF6/ activating transcription factor 6) ve inositol 

gerektiren enzim 1α (IRE1α/inositol-requiring enzyme 1)‟dir (10). Bu 3 

transmembran proteini, BiP/GRP78 (Binding immunoglobulin protein) ile etkileĢime 

giren bir lümen alanına sahiptir ve bu proteinlerin inaktif tutulmasından sorumludur. 

Fizyolojik koĢullar altında BiP/GRP78 IRE1α, PERK ve ATF6‟nın aktivasyonunun 

negatif düzenleyicisi olarak görev yapmaktadır. Ancak hücrelerde ER stresinin 

indüksiyonuna bağlı olarak ER lümeninde yanlıĢ katlanmıĢ proteinlere bağlanan 

Ģaperonlar ER‟deki serbest Ģaperon düzeylerinin düĢmesine neden olur takiben bu 3 

transmembran proteinini stabilize eden ve inaktif formda tutan BiP/GRP78‟lerin 

ayrıĢarak ER lümeninde katlanmamıĢ proteinlerin varlığını algılaması sensör 

proteinlerinin sonraki aktivasyonlarına izin vererek UPR‟nin aktivasyonuna yol 

açmaktadır (10,93,94). 

PERK, ER membranında yerleĢik bir transmembran proteinidir. 

BiP/GRP78‟in PERK sinyal sensöründen ayrılması sonrasında homodimerleĢerek 

oto-fosforilasyon yolu ile aktive olmaktadır. Aktive olan PERK, ökaryotik baĢlatma 

faktörü 2α (eIF2α/ eukaryotic initiation factor 2)'yı serin 51 pozisyonundan fosforile 

etmektedir. Bu tersine çevrilebilir kovalent modifikasyon, mevcut mRNA‟ların 

ribozomal translasyonunu inhibe ederek ER‟nin protein katlama yükünü 

sınırlamaktadır (95). EĢzamanlı olarak, fosforile edilmiĢ eIF2α, 5' çevrilmemiĢ 

bölgelerinde bir veya daha fazla yukarı akıĢ açık okuma çerçevesini barındıran bir 

dizi özelleĢmiĢ mRNA'nın translasyonuna izin vermektedir.  Bunlardan biri redoks 

homeostazı, amino asit metabolizması, protein sentezi, apoptoz ve otofajide yer alan 

genlerin ekspresyonunu gibi önemli düzenleyici görevleri olan bir transkripsiyon 

faktörü olan ATF4 (Activating transcription factor 4) proteinidir. Bu seçici 

translasyon hücresel homeostazisinin yeniden kurulması için gerekli protein 

üyelerinin sentezine izin vermektedir. Bu sürece eĢlik eden ATF4, birçok hücre 

tipinde yüksek düzeyde ifade edilmekte fakat etkili bir Ģekilde translasyonunun 

gerçekleĢmesi için eIF2α‟nın fosforile olması gerekmektedir. Bu nedenle PERK 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/Qbn0
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/Qbn0+3HPU+zTUW
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/eukaryotic-initiation-factor
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/eukaryotic-initiation-factor
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/htER
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sinyali aracılı olarak güçlü Ģekilde uyarılan ve bir transkripsiyon faktörü olarak görev 

yapan ATF4 UPR cevap genlerini yukarı regüle ederek hatalı katlanan proteinlerin 

ER‟deki birikiminin önüne geçilmesi için gerekli proteinlerin transkripsiyonlarını 

düzenler (96). Bununla birlikte ATF4, protein fosfataz 1 (PP1) düzenleyici alt birimi 

GADD34 (Growth arrest and DNA damage-inducible gene 34) 'ün yukarı 

regülasyonu yoluyla eIF2α'yı defosforile etmek için bir geri besleme döngüsüne 

katılır (97,98).  

ATF4 tarafından transkripsiyonel olarak aktive edilen bir diğer transkripsiyon 

faktörü ise, CHOP (C/EBP Homologous Protein) proteinidir. CHOP, ER aracılı 

apoptozisi güçlendiren proapoptotik bir transkripsiyon faktörüdür. ER stresine yanıt 

olarak güçlü bir Ģekilde uyarılır ve uzun süreli ER stresinde artan düzeyleri 

hücrelerin proliferasyonunda duraklamaya ve apoptotik hücre ölümünün 

tetiklenmesine neden olmaktadır (99). 

Tip 1 ER transmembran protein kinaz/endoribonükleaz olan IRE1α, PERK 

sinyal sensörü ile benzer Ģekilde çalıĢmaktadır. Normal Ģartlar altında BiP/GRP78 ile 

entegre halde inaktif durumda bulunan IRE1α, ER stresi esnasında BiP/GRP78‟in 

ER lümenine salınımı ile RNaz aktivitesini ortaya çıkarmak için otofosforile yoluyla 

aktifleĢir. IRE1α‟nın aktivasyonu üzerine mayada HAC1 (ATF/CREB1'e homolog) 

ve ökaryotlarda XBP1 (X-Box Binding Protein 1) olarak bilinen proteini kodlayan 

mRNA‟lar kanonik olmayan bir Ģekilde, 26-nükleotidlik küçük bir intronun 

çıkarılması ER protein translokasyonu, katlanması ve salgılanmasında rol oynayan 

genleri yukarı regüle eden aktif bir XBP1 transkripsiyon faktörü olan XBP-1 splicing 

(XBP1s) ekspresyonu ile sonuçlanmaktadır. XBP-1s; BiP/GRP78 ve GRP94 

(Glucose-regulated protein 94) gibi ER Ģaperonları gibi protein katlama 

yardımcılarını kodlayan birçok geni yukarı regüle eder ve ER katlama kapasitesini 

yükselterek ER stresine karĢı hücreyi yeniden programlamaya çalıĢır (98–100). 

 Ek olarak IRE1α, düzenlenmiĢ IRE1 bağımlı bozunma (RIDD, regulated 

IRE1-dependent mRNA decay) olarak bilinen bir süreçte küçük bir mRNA setini 

veya öncü mikroRNA'ları (miRNA'lar) sahip olduğu RNaz aktivitesi ile 

parçalayabilmekte ve bunların bozulmasına neden olabilmektedir (100). 

 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/vQC3
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/NzgZ+sJpv
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/yPp5
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/6CuM+sJpv+yPp5
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/6CuM
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ġekil 3. KatlanmamıĢ protein yanıtı (UPR) sinyal yoluna genel bakıĢ. Adams  ve ark. 

(2019)‟dan modifiye edilmiĢtir (6). 

 

 UPR‟ da görev alan bir diğer sinyal sensörü olan ATF6 ise, tip2 

transmembran proteinidir. ER‟de katlanmamıĢ veya yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin 

birikmesiyle meydana gelen ER stresi koĢulları altında ER'den Golgi aygıtına taĢınır. 

Golgi‟ de yerleĢik proteazlar tarafından önce S1P (site 1 proteaz) ve ardından bir 

intramembran bölgesinde S2P (site 2 proteaz) tarafından proteolitik bölünmeye 

uğramaktadır. Sitozolik DNA bağlayıcı kısmı çekirdeğe hareket ederek aktif bir 

transkripsiyon faktörü olarak çalıĢır ve ER Ģaperon düzeylerini arttırmak için hedef 

genlerin transkripsiyonlarını düzenler (98,99,101). 

 Hücrelerde meydana gelen ER stres durumunun aĢılmasında görev alan 

UPR‟nin iki temel iĢlevi vardır: 1) Protein translasyonunu durdurmak ve protein 

katlanmasında rol oynayan moleküler Ģaperonların artan üretimine yol açan sinyal 

yollarını aktive ederek hücrenin normal iĢlevini eski haline getirmektir.  2) Belirli bir 

zaman aralığı içinde ilk hedeflere ulaĢılamadığında veya bozulma uzadığında stresli 

hücreleri uzaklaĢtırmak için pro-apoptotik CHOP proteini aracılı hedef genlerin 

transkripsiyonlarını yukarı regüle ederek hücre ölümünü gerçekleĢtirmektedir (6,93). 

http://paperpile.com/b/Nkq2Qz/fqpE
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/sJpv+yPp5+WdjK
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/3HPU+fqpE
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Genellikle köken aldığı hücrelerden daha hızlı büyüyen ve artmıĢ glikolitik 

aktiviteye sahip olan kanser hücreleri glikoz kaybı, asidoz ve kanser progresyonuna 

katkıda bulunduğu bilinen hipoksi durumuyla da iliĢkilendirilen, tümörün etkileĢim 

içerisinde olduğu hücresel bir mikroçevre oluĢtururlar. ER stresine neden olduğu için 

bu mikro ortamın kanser hücreleri için olumsuz olduğu bilinmektedir. Hem iç hem 

de dıĢ faktörlerle ER stresine maruz kalan tümör hücreleri bu hipoksik strese uyum 

sağlamak ve üstesinden gelmek için hücresel adaptasyonu düzenleyen ve hücrenin 

hayatta kalmasında düzenleyici rol oynayan UPR‟yi aktive etmektedirler.  

UPR‟ de değiĢiklik oluĢturabilmelerinden dolayı birçok kanser türünün kronik 

strese uyum sağlayabildiği ve hücre ölümünden kaçınabildiği bilinmektedir. Bu 

nedenle UPR kanser hücrelerinin hayatta kalmasında bir avantaj sağlamakta ve 

geleneksel kemoterapiye direnci arttırmaktadır (102–104). 

Bu nedenle, UPR bileĢenlerinin kanser tedavilerinde bir terapötik hedef haline 

gelebileceği öne sürülmektedir.  

 

2.4. D Vitamini 

 

D vitamini; yağda eriyen vitaminler arasında yer alan, vücutta çok sayıda 

fonksiyonu bulunan ve uygun biyolojik ortamda sentezlenebildikleri için de hormon 

ve hormon öncüleri olan bir grup steroldür (105). 

Temel olarak D vitamini, bağırsak epitel hücrelerinde kalsiyum bağlayıcı 

proteinlerin artmasını sağlamakta ve kalsiyum emilimini arttırmaktadır. Bu nedenle 

mineral dengesinin korunmasında da önemli roller üstlenmektedir. Bebeklerin ve 

büyüme çağında olan çocukların, diĢlerinin ve kemik geliĢiminin sağlıklı bir Ģekilde 

geliĢmesini sağlamaktadır. Alınan D vitamini kasların güçlenmesini sağlar ve düĢme 

sonucu oluĢacak olan kırılmaları azaltması ve kemik sağlığını koruması açısından 

yaĢlılar için özellikle önemlidir (106). Ayrıca enfeksiyonlara karĢı vücudu koruyarak, 

direncini artırır. Yeni deri hücrelerinin oluĢmasını ve kalp kasının güçlenmesini 

sağlar. Tiroid bezi fonksiyonları ve kan pıhtılaĢması için de oldukça önemlidir (107–

109). 

D vitamininin dolaĢımdaki düzeyi 25-hidroksivitamin D [25(OH)D] 

düzeyleriyle ölçülmektedir. Bu düzeylerin 20 ng/mL‟den düĢük olması D vitamini 

eksikliği, 21 ile 29 ng/mL arasında olması D vitamini yetersizliği, 30 ng/mL‟den 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/9ILl+Ws9V+dpT8
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yüksek olması yeterli düzey ve 150-200 ng/mL‟den yüksek olması ise D vitamini 

intoksikasyonu olarak kabul edilmektedir (105,110). 

Vitaminlerin uzun süre yetersiz düzeyde alınması sonucunda, spesifik 

olmayan bazı belirtiler görülmekte ve bu durum hipovitaminoz olarak 

adlandırılmaktadır. D hipovitaminozu durumu ise önemli bir halk sağlığı sorunu 

olarak kabul edilmektedir. Bu sağlık sorunları arasında kronik yorgunluk, depresyon, 

otoimmün hastalıklar, solunum yolu enfeksiyonları, tip 1 ve tip 2 Diyabetes Mellitus, 

hipertansiyon ve kardiyovasküler hastalık, nöromüsküler bozukluklar ve kanser gibi 

çeĢitli hastalıklar bulunmaktadır (24,111). ĠliĢkili olduğu bilinen bu hastalıklar 

düĢünüldüğünde, D hipovitaminozundan korunmanın ne kadar önemli olduğu açıkça 

görülmektedir. D hipovitaminozundan korunmak için ise, tüm yaĢ gruplarının 

haftada iki kez olmak üzere saat 10.00-15.00 arasında 5 ila 30 dakika arasında güneĢ 

ıĢığına maruz kalmalarının yeterli olduğu belirlenmektedir. Vücutta D vitamininin 

sentezlenebilmesi amacıyla güneĢlenirken, güneĢ ıĢığına fazla maruz kalmanın da cilt 

kanseri riskini meydana getirdiği göz önünde bulundurmak önemlidir.  Bu nedenle 

güneĢten kaçınılması gerektiği belirtilen zaman dilimlerinde ise, güneĢlenmek yerine 

vücut için gerekli olan D vitamininin besin ve diyet takviyeleri yolu ile alınması 

gerektiği önerilmektedir (111). D vitamini kaynaklarının arasında güneĢ ıĢınları en 

bilineni olsa da sığır karaciğeri, yumurta sarısı, karides, tavuk, kırmızı et, çeĢitli yağlı 

balıklar ve doğada güneĢ gören mantarlar (shiitake) gibi D vitamini açısından zengin 

gıdalar ve D vitamini takviyeleri de kullanılabilmektedir (112). 

 

2.4.1. Kalsitriol (1,25-dihidroksivitamin D3) 

 

D vitamini, diyetle veya kolesterol benzeri bir öncü olan 7-

dehidrokolesterolden elde edilmektedir. Ġnsanlar için önemli olan iki ana D vitamini 

formu bulunmaktadır. Bunlar; besinlerle alınan vitamin D2 (ergokalsiferol) ve deride 

sentezlenen vitamin D3 (kolekalsiferol)‟dür (23). Her iki D vitamini formu da aynı 

yolla metabolize oldukları için her ikisi de D vitamini olarak adlandırılmaktadır. 

Normal Ģartlarda güneĢ ıĢınlarının etkisi ile %90-95‟i deride sentezlenmekte olan D 

vitamini, insan derisinin güneĢ ıĢığına maruz kalmasıyla UV-B fotonlarının (290-315 

nm arasında) fotokimyasal olarak 7-dehidrokolesterol ile etkileĢime girmesiyle 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/KLSF+5VdC
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gerçekleĢmektedir. 7-dehidrokolesterol‟ün fotolize ve steroid yapısının B halkasının 

bölünmesine neden olmasıyla termoizomerizasyon üzerine bir sekosteroide 

dönüĢmektedir (113–115). 

 

 
 

ġekil 4. Kalsitriol moleküler 3D yapısı 

 

 D vitamini ister endojen olarak vücutta sentezlensin isterse de diyet ile alınsın 

biyolojik olarak aktif değildirler. Bu nedenle bağırsaklardan emildikten sonra D2 ve 

D3 vitamini, D vitamini bağlayıcı proteinler (DVBP) aracılığıyla dolaĢıma 

geçmektedir (116). Bağlayıcı proteinler ile karaciğere taĢınan D vitamininin aktif 

olabilmesi için ilk olarak, karaciğerde D vitamini sentezindeki en önemli enzim olan 

25-hidroksilaz (CYP27A1) enzimi aracılığıyla 25- hidroksi vitamin D‟ye [25(OH)D] 

dönüĢtürülmesi gerekmektedir. 25-hidroksi vitamin D3 karaciğer, iskelet kası ve yağ 

dokusunda en fazla depolanan form olduğu için vücuttaki vitamin deposu Ģekli 

olarak da bilinmektedir (115). 

Ġkinci aĢamada ise böbreklerde 1α-hidroksilaz (CYP27B1) enzimi aracılığıyla 

D vitamininin aktif formu olan kalsitriol olarak da adlandırılan 1,25 

dihidroksikolekalsiferol‟e [1,25(OH)2 D] dönüĢmesi gerekmektedir (117–119). 

D vitamini sentezinde, 25-hidroksi vitamin D‟nin aktif D vitamini olan 

kalsitriol‟e dönüĢmesinde anahtar enzim olarak rol oynayan 1-α hidroksilaz 

enziminin düzenlenmesinde parathormon (PTH), kalsiyum (Ca), fosfor ve FGF 23 

(Fibroblast growth factor) rol oynamaktadır (105). 
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ġekil 5. Vitamin D Metabolizması 

 

 Steroid hormonlar sentezlendikleri yerlerden kan yoluyla hedef organlarına 

taĢınan, sitoplazmada veya nukleusta bulunan spesifik reseptörlerine bağlanarak gen 

transkripsiyonunu düzenlemek üzere reseptörleri aracılığıyla DNA‟ya bağlanan 

hormon grubudur. D vitamini bu özelliklere sahip olduğu ve cildin ultraviyole 

ıĢınlara maruz kalmasıyla endojen olarak sentezlenebildiği için aslında gerçek bir 

vitamin olmanın ötesinde hormon olarak iĢlev görmektedir (120,121). 

D vitamininin hormonal olarak aktif formu olan [1,25(OH)2 D3], ince barsak, 

böbrek ve diğer dokularda bulunan ve öncelikle proto-onkogenler ve tümör 

baskılayıcı genler dahil olmak üzere çok sayıda genin transkripsiyonunu düzenleyen 

nükleer D vitamini reseptörüne (VDR) bağlanarak etkisini göstermektedir. Ayrıca 

1,25(OH)2 D3'ün genomik etkileri VDR ile etkileĢime giren proteinlerin endojen 

düzeylerine ve aktivitesine de oldukça bağlıdır (105,122). D vitamini kalsiyum 

homeostazının ana düzenleyicisidir ve bu nedenle kemik oluĢumunda oldukça 

kritiktir. VDR nakavt farelerde yapılan çalıĢma sonucunda raĢitizm benzeri fenotip 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/CXxw+u12I
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/KLSF+LgQR
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gözlemlenmiĢ ve VDR'nin D vitamini etkisinin ana aracısı olduğu da gösterilmiĢtir 

(123,124). 

 

 

2.4.2. Vitamin D Reseptörü (VDR) ve Sinyal Mekanizması  

 

VDR; steroidler, retinoik asit ve tiroid hormon 11 reseptörlerini kapsayan 

transkripsiyon düzenleyici faktörleri ve gen promotörlerindeki yanıt elemanları ile 

etkileĢime girerek hedef genlerin transkripsiyonunu düzenleyen nükleer steroid 

hormon reseptörü ailesinin üyesidir. VDR, D vitamininin biyolojik eylemleri için 

merkezi bir rol üstlenmektedir  (116,125). 30'dan fazla doku ve organda VDR 

bulunmasının ve yakın zamanda yüzlerce geni kontrol ettiği bilinen VDR bağlama 

bölgesinin keĢfiyle, D vitamini ve D vitamininin biyolojik süreçler üzerinde meydana 

getirdiği etkileri ilgi odağı olmuĢtur (22). 

Yapılan çalıĢmalarda VDR'nin insülin benzeri büyüme faktörü (IGF) 

sinyalleĢmesinde, inflamasyon ve östrojenle iliĢkili yolaklarda, D vitamini- 

kalsiyumun aktivasyonunda ve düzenlenmesinde rol oynadığı gösterilmiĢtir (22,126). 

VDR‟nin kofaktör etkileĢimi için önemli olan reseptörün DNA‟ya bağlanmasını 

sağlayan yüksek oranda korunmuĢ NH2-terminal DNA bağlama alanı (DBD), daha 

değiĢken olan COOH terminali ligand bağlama alanı (LBD) ve bunları birbirine 

bağlayıp kararlı halde tutan birer çinko atomu olmak üzere 3 yapısal alanı 

bulunmaktadır. DBD ve LBD bölümleri bir menteĢe bölgesi (Hinge) aracılığıyla 

birbirine bağlanmaktadır (127). 
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ġekil 6. Hedef DNA'sı ile tam insan RXR/VDR nükleer reseptör heterodimerik 

kompleksinin yapısı (128). 

 

 Aktif D vitamini olan kalsitriol, hedef hücre membranını kat ettikten sonra 

VDR‟nin hormon bağlayıcı domainine bağlanarak hedef genlerin transkripsiyonu 

için gerekli olan retinoik asit X reseptörü (RXR) ve çekirdek düzenleyici 

kompleksler ile etkileĢimi kolaylaĢtıran bir seri konformasyonel değiĢikliği indükler. 

VDR'nin LBD'sindeki diğer ortak aktifleĢtirici ara yüzleri tanımlanmıĢ olmasına 

rağmen, 1,25(OH)2 D3 bağlanmasından sonra VDR C-terminal aktivasyon sarmalının 

(H12 veya aktivasyon fonksiyonu 2 alanı) yeniden konumlandırılmasının, 

koaktivatör protein alımı için kritik olduğu rapor edilmiĢtir (128). 

VDR‟nin hedef genlerin ifadesini düzenleyebilmesi için RXR ile bir 

heterodimer oluĢturması gerekmektedir. Aktif D vitamininin de içinde bulunduğu bu 

kompleks, DNA üzerinde bulunan D vitamini cevap elemanı (vitamin D responsive 

element, VDRE) olarak bilinen bölgeye bağlanır. RXR'nin yokluğunda ise VDR‟nin, 

D vitamini hedef genlerindeki çoğu VDRE'ye bağlanamadığı bildirilmiĢtir (129). 

DNA'ya bağlanan VDR, RXR‟nin yanı sıra, GRIP1 (Glutamate Receptor Interacting 

Protein 1), SRC-1 (steroid receptor coactivator 1), TIF-1 (transcriptional 

intermediary factor 1), ACTR (Nuclear Receptor Coactivator) gibi çeĢitli yardımcı 

aktivatörler veya yardımcı baskılayıcılarla da etkileĢime girmektedir. Bu düzenleyici 

kompleksler, VDR-RXR heterodimerinin gen transkripsiyonunu uyarması veya 

baskılaması için gereklidir. Ko-aktivatörlerin çoğu, VDR'ye bağlanarak VDR'ye 

bağlı transkripsiyonel aktivasyonu kolaylaĢtırsa da diğerlerinin transkripsiyonu 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/vTRU
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etkinleĢtirmek için VDR'den salındığı gösterilmiĢtir. Genlerin VDR susturulmasında 

rol oynayan nükleer reseptör ko-baskılayıcı-1 (nuclear receptor co-repressor-1, 

NcoR-1), nükleer reseptör ko-baskılayıcı-2 (nuclear receptor co-repressor-2, NcoR-

2) ve Hairless gibi ko-baskılayıcı proteinler histon deasetilaz aktivitesi yolu ile 

kromatin sıkıĢmasına neden olarak hedef genlerin ifadesinin baskılanmasına neden 

olabilmektedir (130). VDR'nin transkripsiyonel kontrolüne ek olarak, VDR'nin 

bozulmasını arttırmak yolu ile VDR düzeylerini modüle edebilen eĢ düzenleyici 

proteinlerde bulunmaktadır. Bazı hücresel sinyal olaylarının, VDR-1,25(OH)2D3'ün 

ubikitinasyon ve ardından VDR'yi hedef alan proteoliz için proteazom kompleksinin 

SUG1 (suppressor of gal 1) ile fiziksel etkileĢimini uyardığı, bu nedenle RXR ve 

diğer ko-düzenleyicilerin ifade düzeylerinin düzenlenmesinin VDR'nin aktivitesini 

modüle etmek için önemli olduğu bilinmektedir  (122). 

Sonuç olarak; 1,25(OH)2D3-VDR-RXR-VDRE etkileĢimi sonucunda D 

vitamininin geleneksel genomik fonksiyonlarını ortaya çıkaran proteinleri kodlayan 

genlerin transkripsiyonunu modüle eder (116,126,131). VDR‟nin, çok çeĢitli iĢlevleri 

yerine getiren proteinleri kodlayan bu genlerin transkripsiyonunu uyarması veya 

baskılaması için hedef genlerin promotör bölgesinde bulunan doğrudan tekrar yanıt 

elemanları olarak ifade edilen DR-3 bölgesine bağlanması gerekmektedir. VDR'nin 

bir DR-3 bölgesine bağlanması, RXR reseptörleri grubunun varlığını 

gerektirmektedir. RXR yanıt elemanının 5' koluna bağlanırken, VDR ise yanıt 

elemanının 3' kolu ile etkileĢmektedir. Ek olarak, RXR'nin bağlanmasından sonra, D 

vitamini sinyal iletim zincirinde bir sonraki hedefin bazal transkripsiyon faktörü IIB 

(Transcription Factor IIB, TFIIB)‟nin olduğu ve VDR'yi bağladığı gösterilmiĢtir 

(132). 
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ġekil 7. D vitamininin etki mekanizması. Özkan ve ark. (2011)‟den modifiye 

edilmiĢtir (104). 

 

VDR'deki ortak genetik varyantların prostat kanseri riski ile de 

iliĢkilendirilmesi yapılan birçok çalıĢmada gösterilmiĢtir ve yapılan bu çalıĢmalarda 

temel olarak beĢ polimorfizme odaklanılmıĢtır. Bunlar; FokI (ekson 2'de 

rs10735810), BsmI (intron 8'de rs1544410), ApaI (intron 8'de rs7975232) ve TaqI 

(ekson 9'da rs731236) kısıtlama bölgeleri ve poli-a mikrosatellittir. Farklı 

polimorfizmler, sahip olduğu konumuna bağlı olarak farklı iĢlevlere sahip 

olabilmektedir. Fok1 polimorfizmi, genin DNA bağlama alanı içindeki 5′-UTR 

bölgesine yakınken, diğer polimorfizmler 3′-UTR bölgesine ve ligand bağlama 

alanına yakın konumlarda bulunmakta ve sahip oldukları lokasyonlara bağlı olarak 

Fok1'den farklı iĢlevlere sahip olabilmektedir. Genin 3′-UTR bölgesi yakınında 

incelenen polimorfizmlerin bağlantı dengesizliği içinde olduğu ve bu 

polimorfizmlerin allel frekanslarının ırka göre değiĢtiği belirlenmiĢtir (22).  

1,25(OH)2 D3'ün kanserdeki rolünü incelerken, 1,25(OH)2 D3'ün lokal doku 

seviyelerini kontrol eden potansiyel yolları incelemek de zorunludur. Bunlar 

doğrudan D vitamini metabolizmasında rol oynayan 1-α hidroksilazı kodlayan 

CYP27B1 geni ve 24-hidroksilazı kodlayan CYP24A1 genleridir (22,133). Ayrıca, 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/wXbM
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VDR potansiyel olarak birçok yolakta yer aldığından VDR ile diğer diyet, yaĢam 

tarzı ve çevresel faktörler arasındaki iliĢkileri kanserle ilgili olarak değerlendirmek 

önemlidir. Gelecekteki araĢtırmaların önemli bir unsuru, VDR geninin iĢlevselliğinin 

daha iyi anlaĢılması olduğu düĢünülmektedir. 

 In vitro çalıĢmalar sonucu, D vitamininin meme bezleri dahil olmak üzere 

kültürde kanser hücrelerinin farklılaĢmasını ve apoptozunu arttırdığını ortaya 

koymuĢ ve daha fazla VDR ifade eden meme tümörlerinin daha iyi prognoza sahip 

olduğu gösterilmiĢtir (22,133). Ingles ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada, poli(A) 

genotipinin 20'den fazla tekrarı olan erkeklerde prostat kanseri riskinin 4 kattan fazla 

arttığı belirlenmiĢtir (134). Mittal ve arkadaĢlarının Hintli bir popülasyonda yaptığı 

çalıĢmada, FF genotipini taĢıyan kiĢilerde mesane kanseri riskinin 2 kat arttığına 

iliĢkin veriler elde etmiĢtir (135). Li ve arkadaĢları, VDR‟de meydana gelen genetik 

TaqI polimorfizminin t koruyucu aleli olan bireylerde melanom riskinin önemli 

ölçüde azaldığını ve FokI polimorfizminin f risk alelini taĢıyan bireylerde ise 

melanoma riskinin arttığını gözlemlemiĢtir (136). 

 Genetik polimorfizmlerin yanı sıra kalsiyum, D vitamini ve toplam enerji 

alımının da VDR ve kanser arasında önemli bir etkileĢim içerisinde olduğu ve düĢük 

kalsiyum ve düĢük yağ alımı varlığında meydana gelen Fok1 polimorfizmi ile 

kolorektal kanser arasında daha güçlü bir iliĢki olduğu gözlemlenmiĢtir (137). 

Literatürden vitamin D ve VDR‟nin kanser hücreleri üzerindeki etkilerine 

odaklanan çok sayıda veriye ulaĢılabilmektedir. Açıkça görülmektedir ki VDR 

sinyalinin kanser progresyonu üzerinde önemli düzenleyici rolleri bulunmaktadır. 

Buradan hareketle çalıĢmalarımızda 1,25(OH)2 D3 ve VDR sinyalinin prostat kanseri 

hücrelerinde ERAD ve UPR üzerindeki olası düzenleyici rollerinin tanımlanması 

amaçlanmıĢtır. 

 

2.5. Prostat Kanseri  

 

Prostat kanseri (PCa) erkek bireylerde 65 yaĢ üstü her dokuz erkekten birini 

etkileyen, cilt kanserinden sonra en sık rastlanan ve kansere bağlı ölümle sonuçlanan 

ikinci kanser türüdür (138). Prostat kanserinin dünya çapındaki insidans ve 

mortalitesine bağlı olarak, tanı anındaki ortalama yaĢ>65‟tir. 50 yaĢın altındaki 

erkeklerde prostat kanseri tanısı nispeten nadirdir, ancak bu yaĢtan sonra insidans ve 
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mortalite oranları katlanarak artmaktadır. Ġlerleyen yaĢa ek olarak prostat kanseri 

geliĢtirme riski, pozitif aile öyküsü, Afrika-Amerikalı etnik köken, diyet ve diğer 

faktörlerden de etkilenebilmektedir. Afrikalı-Amerikalı erkekler için insidans 

oranlarının beyaz erkeklere kıyasla daha yüksek olduğu bilinmekte ve bu eĢitsizliğin 

nedenlerinin sosyal, çevresel ve genetik faktörlerdeki farklılıklardan meydana 

gelebileceği ileri sürülmektedir (139). 

Baba ve erkek kardeĢin prostat kanserine yakalanması, erkek bireylerde 

prostat kanserine yakalanma riskinin 2 kat artıĢına neden olmaktadır. Bu oran birden 

fazla birinci dereceden akrabaların prostat kanseri olması risk faktörüne bağlı olarak 

artmaktadır. Kansere yatkınlık geninin bulunması prostat kanseri aile kümelenmesini 

meydana getirebilmektedir. Fakat yaygın çevresel faktörlere maruz kalınması, bu 

malignitenin yüksek insidansı veya henüz bilinmeyen sebeplerden dolayı da 

kaynaklanabilmektedir (140). 

Prostat kanserinde görülen belirtiler, hastalığın ilerleme durumuna bağlı 

olarak ortaya çıkmaktadır. Bu nedenle prostat kanseri erken evrede asemptomatik 

olabilmekte ve genellikle sadece aktif gözetim gerektirebilecek sakin bir seyir 

gösterebilmektedir. Prostat kanseri belirtilerinde en sık rastlanan Ģikayetler idrara 

çıkmada güçlük, idrar akıĢında kuvvet azalması ve noktüridir. Bunun yanı sıra 

menide ya da idrarda kan görülmesi, kasık bölgesinde rahatsızlık hissi, ileri evrelerde 

kemik metastazları ve buna bağlı olarak kemik ağrıları gibi çeĢitli belirtilerde 

görülebilmektedir. Ancak tüm bu belirtiler halk diliyle iyi huylu prostat büyümesi 

olarak bilinen benign prostat hipertrofisinden kaynaklanabilmektedir. Düzenli olarak 

yapılan doktor kontrolleri hastalığın erken tedavisi için oldukça önemlidir. 

Erken tanı için tarama, herhangi bir semptom veya belirti olmadan önce 

kanseri tespit etmek için yapılan testlerdir. Dijital rektal muayeneyi (DRE), prostata 

özgü antijen (PSA) kan testini ve transrektal ultrason (TRUS) kılavuzluğunda 

biyopsi tespit için kullanılan testlerdir (141). 

Dijital rektal muayene prostat kanseri tespiti için prostatın makattan parmakla 

muayenesidir. Prostat organı parmak mesafesinde hissedilebilen bir organdır ve 

prostatın sertliği ve prostatın yüzeyinin pürüzlü olması prostat kanseri için önemli 

muayene bulgularındandır. 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/0SPB
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/tlUm
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/Qp9u
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Hedefe yönelik prostat MR-TRUS füzyon biyopsisi hastada var olan bening 

prostatik hiperplazi (BPH), kanser veya diğer medikal problemlerin belirlenmesi için 

ileri teknoloji olan cihaz ve yazılımla, milimetrik hassasiyetle biyopsi yapılmasını 

sağlayan standart bir yöntemdir. Biyopsi sırasında, iğne yardımıyla rektumdan 

girilmesi prostat dokusundan birkaç ufak biyopsi örneği alınması ve bu doku 

örneklerin mikroskop altında incelenerek kanser hücrelerinin tespit edilmesine 

dayanmaktadır (142). Fakat hastalık Ģüphesinin, prostat bezine yapılan birden fazla 

biyopsi sonucu ile onaylanması gerekmektedir. 

Prostat androjene bağımlı bir organdır ve bu nedenle prostat kanseri ise 

androjene bağımlı bir hastalıktır. Androjen etkisi, steroid ve peptit hormonları 

tarafından düzenlenen bir transkripsiyon faktörü olan androjen reseptörü (AR) 

aracılığıyla gerçekleĢmektedir. Primer prostat kanserinde ve metastazlarda eksprese 

edilen AR, çoklu hücresel olayları, çoğalmayı, apoptozu, göçü, istilayı ve 

farklılaĢmayı düzenlemektedir (143,144). 

Prostat kanseri vakalarının ilk tanı anında yaklaĢık %80-90'ının androjenlere 

bağımlı olduğu bilinmektedir. Bu nedenle, metastatik prostat kanseri için birincil 

tedavi olarak serum androjenlerinde azalmaya ve AR inhibisyonuna yönelik androjen 

ablasyon tedavisi (ADT) kullanılmaktadır. Tümörler çoğunlukla ADT'ye yanıt 

vermektedir, fakat prostat kanseri vakalarının %20-30'u iki yıl içerisinde kastrasyona 

dirençli prostat kanseri (CRPC) hale geldiği bilinmektedir (144,145) 

Bu tür erken tarama testlerinin, kanserleri erken ve tedavi edilebilir bir 

aĢamada tanımlamayı ve dolayısıyla baĢarılı tedavi Ģansını artırmayı, aynı zamanda 

hastanın gelecekteki yaĢam kalitesini iyileĢtirmeyi amaçlamaktadır  (141). 

Prostat kanseri tanısı koymak için kan örneğiyle yapılan bir tarama çeĢidi 

olan PSA (prostat spesifik antijen) Kan Testi, Prostat kanserinin erken teĢhisi, tedavi 

olanaklarının artması, cerrahi müdahale ve radyasyon tedavisi için geliĢtirilmiĢ 

prosedürler ve ölüm sayısının azalması açısından oldukça önemlidir (138). 

Prostat kanseri tanısında, evrelemesinde ve hastaların izleminde kullanılan en 

önemli tümör belirleyicisi olan PSA, prostatta bulunan hücreler tarafından üretilen ve 

33 kDa ağırlığında, kallikrein gen ailesinden olan bir serin proteazdır (146,147). 

Kandaki PSA düzeyinin artmasının prostat kanseri ilerlemesi ile bağlantılı olduğu ve 

PSA‟nın ırka ve prostat hacmine göre de değiĢebilmekte olduğu bilinmektedir. 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/foEl
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/j968+h7KW
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/W2jv+h7KW
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/Qp9u
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Ayrıca aynı yaĢ grubunda bulunan siyahi erkeklerin, beyaz erkeklere göre daha 

yüksek PSA değerlerine sahip olduğu bilinmektedir (148). 

Kandaki PSA seviyesi, kanser geliĢiminin dıĢında BPH (benign prostat 

hiperplazisi), prostatit (prostat iltihabı), idrar yolu enfeksiyonu, cinsel iliĢki sonrası, 

rektal muayene sonrası, biyopsi sonrası, idrar yolu giriĢimleri (sonda takmak) ve 

ameliyatları sonrası yüksek çıkabilir. PSA prostat dokusuna spesifiktir fakat prostat 

kanseri için spesifik değildir. Bu nedenle kanda bulunan yüksek PSA seviyesinin 

kanserle iliĢkili olduğu anlamına gelmezken, düĢüklüğü de kanseri ekarte etmek için 

yetersiz kalabilmektedir. Prostat kanseri tarama ve teĢhisinde PSA testine ek olarak 

prostat muayenesi de yapılabilmektedir  (146). 

PSA için yaygın taramaların baĢlatılmasından ardından prostat kanseri 

insidansında önemli bir artıĢ gerçekleĢmiĢtir. Ancak PSA taramasının, erken evre 

hastalık teĢhisi ve verilen tedavi sürecinin takibinde yardımcı olduğu bilinmektedir 

(140,149). 

Diğer kanserlerde olduğu gibi prostat kanserinin de nasıl geliĢtiğine iliĢkin 

kesin bir bilgi yoktur. Prostatta oluĢan kontrolsüz hücre büyümesi ve çoğalması 

sonucunda prostat kanseri meydana gelmektedir. DNA'daki hataları onaran, hücre 

büyümesini kontrol eden, hücrelerin doğru zamanda ölmesine neden olan tümör 

baskılayıcı genlerde veya hücrelerin büyümesi, bölünmesi ve hayatta kalmasına 

yardımcı olan bazı onkojenik genlerde meydana gelen DNA mutasyonlarının prostat 

kanseri geliĢmesine neden olduğu düĢünülmektedir. Prostat kanserlerinin yaklaĢık 

%10'unun ise bu tür meydana gelen kalıtsal gen değiĢikliklerinden meydana geldiği 

bilinmektedir (150,151). 

BRCA1 (Breast cancer type 1 susceptibility protein) ve BRCA2 (Breast 

cancer type 2 susceptibility protein) gibi tümör baskılayıcı gen grubunda ve CHEK2 

(Serine/threonine-protein kinase Chk2), ATM (Serine-protein kinase ATM), PALB2 

(Partner And Localizer Of BRCA2) ve RAD51D (RAD51 Paralog D) gibi diğer 

tümör baskılayıcı DNA onarım genlerinde meydana gelen mutasyonlar, bazı kalıtsal 

prostat kanserlerinden de sorumlu olabilmektedir. Bir hücrenin 2 yeni hücreye 

bölünmeye hazırlanması sırasında DNA‟da meydana gelen hataları (uyumsuzlukları) 

düzeltmeye yardımcı olan MSH2 (MutS Homolog 2), MSH6 (MutS Homolog 6), 

MLH1 (MutL homolog 1) ve PMS2 (PMS1 Homolog 2) gibi DNA uyuĢmazlığı 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/CXp8
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/J6yb
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/tlUm+efdC
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/w5w6+T5na
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onarım genlerinden birinde meydana gelen kalıtsal mutasyonlara sahip erkeklerde, 

prostat ve diğer bazı kanserlerin riskinde artıĢa neden olduğu bilinmektedir (150). 

Tümör baskılayıcı genlerden olan RNASEL (Ribonuclease L, eski adıyla 

HPC1)‟ de meydana gelen kalıtsal mutasyonlar, prostat kanseri riskinin artmasına 

neden olabilmektedir (152,153). Prostat bezinin geliĢiminde önemli olan HOXB13 

(Homeobox B13) geninde nadir olarak meydana gelen mutasyon erken baĢlangıçlı 

prostat kanseri ile iliĢkilendirilmektedir. Ayrıca prostat kanserini meydana getiren 

mutasyonların genellikle kiĢinin yaĢamı sırasında meydana gelen edinilmiĢ gen 

mutasyonları olduğu belirlenmiĢ ve bu edinsel mutasyonların ne sıklıkla meydana 

geldiği, hangi faktörlerden etkilendiği tam olarak bilinmemektedir. Fakat prostat 

hücrelerinin hızlı büyüyüp bölünme hızına göre meydana gelebilecek mutasyon 

oranları da o hızda artmaktadır. Bu nedenle prostat hücresi büyümesini destekleyen 

testosteron gibi androjen seviyesinin aĢırı yüksekliği, insülin benzeri büyüme 

faktörü-1 (Insulin-like Growth Factor 1, IGF-1) gibi hormona sahip olma, prostattaki 

iltihaplanma yoluyla normal hücrenin kanser hücresine dönüĢmesine katkı sağlaması 

gibi çeĢitli faktörlerin kanser oluĢum sürecini hızlandırdığı ve erkeklerin prostat 

kanserine yakalanma olasılığını artırdığı bilinmektedir. 

Prostat biyopsisi sonucu adenokanser saptandığında hastalık saldırganlık 

derecesine göre sınıflandırılmaktadır. Bu sınıflandırma Gleason skoru adı verilen bir 

yöntemle gerçekleĢtirilmektedir. Prostat kanseri derecelendirilmesi için kullanılan 

Gleason skoru prostat kanseri hücrelerinde farklılaĢma derecesi, tümörün büyüme ve 

metastaz yapma hızları hakkında fikir vererek tümörün derecesini (grade) 

belirlemede kullanılan derecelendirme Ģemasıdır. Prostat biyopsisinin patolojik 

incelemesi sonucunda, kanser hücrelerinin mikroskop altında anormal görüntüsü ve 

saldırganlık görüntüsüne bağlı olarak 1‟den 5‟e kadar derecelendirilmektedir. 

Kanserli hücre normal prostat dokusuna çok benziyorsa, derece 1 olarak 

adlandırılmaktadır. Daha anormal görülen ve daha hızlı büyüyen kanserler daha 

yüksek derecelidir. 1. ve 2. dereceler pek kullanılmazken, neredeyse tüm prostat 

kanserleri 3. derece veya daha yüksek derecelerle iliĢkilendirilmiĢtir (154,155). 

Farklı derecelerde alanlara sahip olan prostat kanserlerinde, en yoğun görülen 

farklı iki grup dereceleri belirlenmesi ve bu derecelerin toplanmasıyla kanserin 

Gleason skoru (Gleason toplamı olarak da adlandırılır) belirlenir. Belirlenen 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/w5w6
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/Qqmc+pphh
https://www.drozdogan.com/prostat-kanseri-belirtileri-evreleri-ve-tedavisi/#prostat-kanseri-nedir-nedenleri-risk-faktorleri-nelerdir
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/WNKx+HUE6
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Tümörde en yaygın olan derece, ilk derece olarak belirlenmektedir. Örneğin, 

tümörün çoğunun 4. derecede olduğu ve daha azının 3. dereceden oluĢtuğu 

durumlarda 4+3=7 olarak hesaplanır ve Gleason skorunun 7 olduğu anlamına gelir. 

Kanserler Gleason skorunun 6 veya daha düĢük olması durumunda düĢük dereceli 

olarak, Gleason skorunun 7 olması durumunda orta derecede farklılaĢmıĢ veya orta 

derece olarak, 8 ila 10 derece arasında olan kanserler ise, kötü farklılaĢmıĢ veya 

yüksek dereceli olarak adlandırılabilmektedir (156). 

Hasta yönetimini planlamak, yeni tedavileri test eden klinik araĢtırmaların 

uygunluğunun belirlenmesinde kullanılan bu derecelendirme sistemi, tüm analizlerde 

güçlü ve bağımsız prognostikatör olarak kullanılmaktadır. PSA için serum testi 

yoluyla erken teĢhis, cerrahi müdahale ve radyasyon tedavisiyle ölüm oranı önemli 

ölçüde azaltılmıĢ olmasına rağmen ilerlemiĢ hastalığı olan erkek bireyler için henüz 

etkili bir tedavi yaklaĢımı bulunmamaktadır (138). 

 

2.5.1. Prostat Kanseri ve D vitamini 

 

D vitaminin antikanserojen etkisi ilk olarak, Kuzey Amerika‟da kanser 

mortalitesi ve solar radyasyon arasındaki iliĢkisinin araĢtırıldığı Apperly‟nin 

çalıĢmasıyla ortaya çıkarılmıĢtır (157). Yapılan birçok çalıĢma sonucunda kuzey 

kutbunda yaĢayan popülasyonda görülen kanser oranının, güney kutbunda yaĢayan 

popülasyondan daha yüksek olduğu bilinmektedir. Antikanserojen etkisinin ortaya 

çıkabilmesi için serum 25(OH)D değerinin 30 ng/mL‟dan daha yüksek olması 

gerektiği bilinmektedir (116,158). 

Erkeklerde kanser ölümlerinin baĢlıca nedenlerinden olan Prostat kanserinin, 

1990 yılında Schwartz ve Hulka‟nın yaĢ, siyah ırk ve kuzey enlemleri dahil olmak 

üzere prostat kanserini meydana getirebilecek baĢlıca risk faktörlerinin tümünün D 

Vitamini sentezinin azalmasıyla iliĢkili olduğu ve D vitamini eksikliğinin prostat 

kanseri riskini artırdığına dair yaptıkları ilginç hipotezleri sonucunda ortaya 

çıkarılmıĢtır. Bu hipotez sonucunda birçok epidemiyolojik çalıĢmalar 

yapılmıĢtır  (159). Bu epidemiyolojik çalıĢmalar sonucunda ise, prostat kanseri için 

risk faktörleri ile D vitamini düzeylerinin düĢmesine neden olabilecek durumlar 

arasında korelasyonlar olduğu gösterilmektedir.  

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/MZSs
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/dIp0
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/LsLH
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/wXbM+Z3u9
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/ZGJ1
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Daha yakın tarihli çalıĢmalarda 1,25(OH)2D3‟nin büyüme engelleyici 

etkilerinin altında yatan mekanizmalar tam olarak aydınlatılmamıĢ olmasına rağmen, 

LNCaP insan prostat kanseri hücrelerinde 1,25(OH)2D3 ve analoglarının ağırlıklı 

olarak hücre döngüsü durmasıyla antiproliferatif aktivite gösterdiği ve az düzeyde 

olsa da apoptozu indüklediği belirlenmiĢtir. 1,25(OH)2 D3 büyümenin 

durdurulmasına, IGF bağlayıcı protein-3'ün (insulin like growth factor binding 

protein 3, IGFBP-3) uyarılması aracılık eder, bu da hücre döngüsü inhibitörü p21'in 

ekspresyonunu artırarak büyümenin durmasına yol açmaktadır. Aynı zamanda pro-

farklılaĢma etkilerinin teĢvik edilmesini ve tümör hücresi istilasının, metastazın ve 

anjiyogenezin inhibisyonunu da içermektedir (18,19,21). 

Vitamin D ve VDR aracılı gerçekleĢen özelleĢmiĢ sinyal iletim 

mekanizmasının çok sayıdaki normal ve baĢta kanserli dokular olmak üzere çeĢitli 

patolojik özellikteki dokulardaki etkilerine iliĢkin literatürde çok sayıda bilgi yer 

almaktadır. 

Küçük klinik deneyler, 1,25(OH)2 D3'ün prostat kanseri hastalarında PSA artıĢ 

hızını yavaĢlatabildiğini göstererek, 1,25(OH)2D3 veya analoglarının prostat 

kanserinde klinik olarak etkili olacağına dair kavramın kanıtını ortaya koymuĢtur. 

Sonuç olarak; prostat kanseri için geliĢtirilen tedavi ve/veya korunma stratejilerinde 

1,25(OH)2 D3'ün rolü olduğu ortaya koyulmuĢtur. Bu sonuçlara ek olarak, normal 

veya kanser kaynaklı prostat epitel hücrelerinin birincil kültürlerinin 1,25(OH)2 D3 

sentezini katalize eden enzim olan 1alfa-hidroksilazı eksprese ettiği ve bu seviyelerin 

kanser kaynaklı hücre dizilerinde çok daha düĢük olduğu bulunmuĢtur. Bu bulgu 

sonucunda, prostat kanserinde 25-hidroksivitamin D3 [25(OH)D3]‟ün kimyasal 

önleyici bir ajan olarak kullanma olasılığını artırmaktadır (19). 

Yapılan bir popülasyona dayalı vaka kontrol çalıĢması ile, VDR geninin 

tamamındaki polimorfizmler ile CYP27B1 ve CYP24A1 kodlayan genler arasındaki 

iliĢki araĢtırılmıĢ ve ortak varyantları tahmin etmek için tek nükleotid 

polimorfizmleri seçilerek genotiplendirilmiĢtir. Genotip analizinde ise, iki VDR 

lokusundaki (rs2107301 ve rs2238135) homozigotlar, homozigot ortak allel ile 

karĢılaĢtırıldığında 2 ila 2.5 kat daha yüksek prostat kanseri riski ile 

iliĢkilendirilmiĢtir. ĠliĢkili iki VDR tek nükleotid polimorfizminin tanı yaĢı, prostat 

kanseri agresifliği, birinci derece aile prostat kanseri öyküsü veya D vitamini alımı 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/oUzg+T8DB+PRS3
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/PRS3
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ile değiĢtirildiğine dair hiçbir kanıt bulanamamıĢtır. Yapılan çalıĢmanın bulguları 

doğrultusunda, VDR genindeki polimorfizmlerin prostat kanseri riski ile iliĢkili 

olabileceği ve dolayısıyla D vitamini yolunun prostat kanseri geliĢiminde etiyolojik 

bir rolü olabileceğini düĢündürmektedir (133). Bu nedenle VDR aracılı olarak 

kontrol edilen yeni sinyal iletim yolaklarının ve fizyolojik öneme sahip hücre içi 

mekanizmaların karakterize edilmesi son derece önemlidir. 

VDR geninde genetik değiĢikliklerin protein sekansında meydana gelen 

değiĢikliklere neden olmasından dolayı Ca
+2

 metabolizması yanında hücre 

proliferasyonu ve immün fonksiyonların etkilendiği önemli bozuklukların da 

meydana gelmesine sebep olabileceği bilinirken, VDR geninin 3′-ucundaki alelik 

varyasyonun da prostat kanseri geliĢme riskinin 3-5 kat artması ve kemik 

mineralizasyonundaki farklılıklar ile de iliĢkilendirilmiĢtir  (116,160). 

D vitamini aktif formu olan kalsitriolün VDR‟ye bağlanarak hücre 

proliferasyonunu inhibe eden çeĢitli genleri düzenlediği ve kanserli hücrelerin 

büyümesini inhibe ettiği yapılan in vitro hücre kültürü çalıĢmalarında 

gözlemlenmiĢtir. 

Kalsitriol, hücre döngüsünde yer alan p21 ve p27 ekspresyonunu uyarıp, 

tümör progresyonu ve metastazı ile iliĢkili olduğu bilinen e-kaderin ekspresyonunu 

uyardığı gözlenirken, DNA hasarının tamirini ve tümör protein 53 (p53) miktarını 

arttırdığı yapılan çalıĢmayla gösterilmiĢtir  (161). 

Caenorhabditis elegans'ta yapılan bir diğer önemli çalıĢmada ise, Vitamin D 

uygulaması sonrasında VDR aracılı olarak stres tepki yolu genlerinin (skn-1, ire-1, 

ve xbp-1) etkilendiği ve C. elegans’ta diyette D vitamini eksikliğinin yaĢlanmaya 

bağlı olarak hücrelerdeki protein kaybını hızlandırdığı, yaĢam süresini kısalttığı 

gözlemlenmiĢtir. Bu fikri destekleyen VDR nakavt farelerin ise bazı erken yaĢlanma 

fenotiplerini sergilediği ancak hipervitaminoz D'nin fare modellerinin de erken 

yaĢlanmasının söz konusu olduğu görülmüĢtür (162,163). 

Bu veriler doğrultusunda; vitamin D ve VDR aracılı indüklenen sinyal 

mekanizmasının son yıllarda prostat kanseri moleküler biyolojisinde çok daha dikkat 

çekici hale gelen ER stresi, UPR ve protein kalite kontrolü ile iliĢkili üyeler üzerinde 

düzenleyici rollere sahip olabileceğini düĢündürmektedir. Literatürde bu konuya 

iliĢkin herhangi bir mekanistik veri bulunmamaktadır. Yürütülen bu tez çalıĢmasında, 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/RdPl
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/wXbM+RFer
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/W7wU
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/knockout-mouse
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/hypervitaminosis-d
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/ENgm


38 

 

prostat kanserinde kritik öneme sahip olduğu bilinene UPR ve ERAD sistemleri 

üzerinde 1,25(OH)2 D3‟ün olası düzenleyici rollerinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

3.1. GEREÇ 

 

3.1.1. Kullanılan Cihazlar 

 

 

Tez çalıĢmasında temel olarak; 

Dijital vorteks    : Biosan vortex V-1 plus 

Güç kaynağı    : Bıo-Rad Powerpac Basic 

Dikey elektroforez   : Bıo-Rad Mini-PROTEAN Tetra Cell  

 Yatay elektroforez sistemi   : Bio-Rad 

 Rocker çalkalayıcı   : Biosan MR12 

 Orbital Çalkalayıcı   : Biosan PSU-20i 

 KarıĢtırmalı blok ısıtıcı  : Biosan TS-100C 

 Blok ısıtıcı    : Biosan TDB-100 

 Isıtıcılı manyetik karıĢtırıcı  : IKA C Mag HS7 

 Membran transfer sistemi  : Bio-Rad 

 CO2 Ġnkübatörü   : ESCO 

 Mikropipet seti    : Thermo Scientific 

 Cam jel kasetler/taraklar  : Bio-Rad  

 Çok kanallı mikropipetler   : Thermo Scientific 

 Sonikatör     : Bandelin 4000 

 Ultrasonik su banyosu   : Elma P70H  
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 Vakum pompası    : Rocker Chemker 400 

 Etüv      : BINDER 

 Laminer Hava AkıĢlı Kabin  : ESCO typeA2 E-series 

 -86°C derin dondurucu   : BINDER  

 Hassas Terazi    : SHIMADZU AP224W 

 Analitik terazi    : Precisa 321 LX3200C SCS 

 Mikrodalga fırın    : Bosch 

 Masaüstü Soğutmalı Santrifüj :SL8R Thermo Scientific  

 Masaüstü Santrifüj    : TG16 Ying Tai 

 Mini spin     : MySPIN6 Thermo Scientific 

 Mikro santrifüj    : V12 Fisher Brand  

 Su banyosu     : Biosan WB-4MS 

 Spektrofotometre    : BioTek Epoch2 

 Su banyosu     : Thermomac  

 +4 
o
C Buzdolabı   : Vestel 

 -20 
o
C Derin dondurucu  : Vestel 

 Otoklav     : Hirayama HV-50 

 Ultrasaf su cihazı    : BLUELAB-Blueaqua-P 

 Distile su cihazı    : BLUELAB-Blueaqua-B 

 Saf su cihazı     : NUVE-ND12 

 Konvansiyonel PCR cihazı   : Bio-Rad T100 
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 Gerçek zamanlı PCR cihazı  : Bio-Rad CFX96 

 Mikrospektrofotometre   : MySPEC – VWR 

 Ġnvert mikroskop ve Kamera   : Sunny SopTop ICX41 

 GelDoc Gel Documentation System : Bio-Rad 

 Buz makinesi    : Scotsman AF80 

 pH Metre    : Thermo Orion Star A211 

 Hemositometre Lamı   : Marienfeld Superior 

 Mikro Spektrofotometre   : Allsheng  

 Görüntüleme sistemi   : Thermo Fisher Scientific  

         iBright CL1000  

Yukarıda listelenen ekipmanlardan faydalanılarak analizler 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

3.1.2. Sarf Malzemeler 

 

3.1.2.1. Kitler 

 

Bikinkoninik asit (BCA) protein miktar tayini tahlil Kit (Pierce), Monoarch
TM

 

Total RNA izolasyonu Kiti (New England Biolabs), SYBR Green I Master mix kiti 

(Bio-Rad), Clarity Western ECL Substrat kiti (Bio-Rad), iScprit cDNA Synthesis Kit 

(Bio-Rad), PCR Master mix (Gene Mark), MycoAlert® Mycoplasma Detection kit 

(Lonza) parantez içerisinde belirtilen firmalardan temin edilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 



42 

 

3.1.2.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 

Sodyum Azid, Tween-20, Triton X-100, Amonyum Persülfat (AP), Ponceau 

S Stain, 2- Merkaptoetanol (2-ME), sodyum deoksikolik asit, Nonidet P-40, gliserol, 

etilendiamintetraasetik asid (EDTA), etilenglikoltetraasetikasit (EGTA), Akrilamit-

Bisakrilamit Solüsyonu, etidyum bromür, Agarose, sodyum klorür, sodyum fosfat 

monobazik phosphate anhidrus, sodyum fosfat dibazik phosphate anhidrus, N,N',N'- 

tetramethylenediamine, Tris, glisin, memeli proteaz inhibitörü, memeli fosfotaz 

inhibitörü Serva firmasından temin edilmiĢtir. 1,25(OH)2 D3 (#D1530) Sigma 

Aldrich firmasından satın alınmıĢtır. 

 

3.1.2.3. Kullanılan Antikorlar 

 

CalıĢmalarda kullanılan tavĢan poliklonal antikorları anti-PERK (#24390-1-

AP), anti-Ire1α (#27528-1-AP), anti-XBP-1s (#24868-1-AP), anti-Ufd1 (10615-1-

AP), anti-p97/VCP (10736-1-AP), anti-Npl4 (11638-1-AP), anti-gp78 (16675-1-AP), 

anti-BiP/GRP78 (11587-1-AP) ve anti-ubikitin (#10201-2-AP) Proteintech 

firmasından, tavĢan monoklonal antikor anti-Hrd1 (#14773) ve tavĢan poliklonal 

anti-eIF2⍺ (#9722), anti-phospho-eIF2⍺ (Ser51) (#9721) Cell Signaling Technology 

firmasından satın alınmıĢtır. Fare monoklonal beta-aktin antikoru (# A5316) Sigma 

Aldrich'ten satın alınmıĢtır. HRP konjuge keçi anti-fare (# 31430) ve keçi anti-tavĢan 

(# 31460) IgG (H + L) Pierce'den satın alındı.  

 

3.1.2.4. Kullanılan Primerler 

 

Gen ifadelerinin değerlendirileceği çalıĢmalarda kullanılan primerler, Hrd1, 

gp78, p97 / VCP, Ufd1, Npl4, SVIP, Ufd2, Derlin1, CYP3A5 ve RPLP0 dahil olmak 

üzere ilgilenilen genler için özel olarak tasarlanmıĢtır. 

ÇalıĢmalarda kullanılan tüm primerler 100 nM sentez skalasında temin 

edilmiĢtir. Hedef genlerin bilgilerine Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI, 

National Center for Biotechnology Information) veri tabanından ulaĢılarak mRNA 

dizi bilgileri elde edilmiĢtir. Hedef primerler NCBI Primer BLAST ara yüzü 
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kullanılarak dizayn edilmiĢ ve özgülleri in silico olarak test edilmiĢtir. Primer dizi 

bilgileri aĢağıda sunulmuĢtur. 

 

Tablo 1. ÇalıĢmalara yer alan hedef genlerin NCBI gen kimlik numaraları ve primer 

dizi bilgileri 

 

  Primer dizi bilgisi 

Hrd1 

Gene ID:84447 
Ġleri Primer 5‟-TGTCCTAATCGCAGCTCTCACTAA-3‟ 

Geri Primer 5‟-ACACTCCACTGCTGATTTCTAC-3‟ 

gp78 

Gene ID:267 

Ġleri Primer 5‟-CCGTGTTTCTCCGCCAATCTTCT-3‟ 

Geri Primer 5‟-CAGGGACACCTCAATACTGATTC-3‟ 

p97/VCP 

Gene ID:7415 

Ġleri Primer 5‟-GTCTTCGCTTTGATTGCTAACCC-3‟ 

Geri Primer 5‟-GCCTGTTCTCGAAGTACCCTTAC-3‟ 

Ufd1 

Gene ID:7353 

Ġleri Primer 5‟-GCAGTGCTGTCTGGACGATTTA-3‟ 

Geri Primer 5‟-GTGCTTGAAGGATTGTCTTTGG-3‟ 

Npl4 

Gene ID:55666 

Ġleri Primer 5‟-CCTCATCAGCTTTCTCCGCTAAA-3‟ 

Geri Primer 5‟-CTGACTCCAGGTCTGTTCCTAATG-3‟ 

SVIP 

Gene ID:258010 

Ġleri Primer 5‟-CTGTGAGTCAGCCAAGAATAGAG-3‟ 

Geri Primer 5‟-CACTGAAGGATCCACTGAAGAA-3‟ 

Ufd2 

Gene ID:10277 

Ġleri Primer 5‟-GTCTCCTGGTACTAGGACTATCT-3‟ 

Geri Primer 5‟-GAGCAGCTCATCACTCCTAATG-3‟ 

Derlin1 

Gene ID:79139 

Ġleri Primer 5‟-GGGAGGCCGCTTACAAGAAATA-3‟ 

Geri Primer 5‟-GAAGGCAAAGTGCATGGAAATAA-3‟ 

CYP3A5 

Gene ID:1577 

Ġleri Primer 5‟-ATGCCCTTCTCTCTCCCGTATT-3‟ 

Geri Primer 5‟-GACCGAACAGGACCAGGAAATAG-3‟ 

VDR 

Gene ID:7421 

Ġleri Primer 5‟-CCGAGCGTTAGATTGAGGATGAG-3‟ 

Geri Primer 5‟-GATACAGCACCTGGAACGAGAA-3‟ 

RPLP0 

Gene ID:6175 

Ġleri Primer 5‟-GTTGTCGCTTTGATTGCTACCC-3‟ 

Geri Primer 5‟-GCTGTTCTCGAAGTACCACTTAC-3‟ 

 

3.1.2.5. Kullanılan Diğer Malzemeler 

 

PVDF membran, 96 kuyucuklu Realtime PCR plate, Plate seal, 100mm hücre 

kültürü petrileri, 6 kuyucuklu hücre kültür kabı, 0.1ml DNase/RNAse free tüp,1.5ml 

eppendorf, 0.5ml eppendorf, 15ml steril falkon tüp, 50ml steril falkon tüp, 10ml 

serolojik pipet, 25ml serolojik pipet, 10µlt pipet ucu, 100µlt pipet ucu, 1000ult pipet 

ucu, 0.2µM Ģırınga tipi steril fitre, 0.2µM steril filtre kullanılmıĢtır. 
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3.1.3. Kullanılan Çözeltiler 

 

3.1.3.1. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Sülfat–Poliakrilamid Jel 

Elektroforez) ve Ġmmunoblotlama ÇalıĢmalarında Kullanılan Çözeltiler 

 

3.1.3.1.1. 2X RIPA (Radyoimmunopresipitasyon Assay) Lizatlama 

Tamponu 

 

Hassas terazi yardımıyla 40 mg SDS (sodyum dodesil sülfat sodyum tuzu) ve 

200 mg 7-DOC (deoksikolikasit) tartılmıĢtır. Üzerine 0,4 ml NP-40 ve 4 ml 10X PBS 

ilave edilmiĢtir.  Mezür yardımıyla son hacim distile H2O ile 20 ml‟ye tamamlanarak 

+4°C‟de saklanmıĢtır. 

 

3.1.3.1.2. 10X PBS (Phosphate Buffer Saline) 

 

11,5 g sodyum monohidrojen fosfat, 87,5 g sodyum klorür, 2,3 g sodyum 

dihidrojen fosfat hassas terazi yardımıyla tartılmıĢtır. Distile H2O ile son hacim 1 

litreye tamamlanmıĢtır. 10X PBS‟in pH‟sı 7,4‟e ayarlanmıĢtır. Otoklavlandıktan 

sonra oda sıcaklığı koĢullarında saklanmıĢtır. 

 

3.1.3.1.3. 4X SDS-PAGE Ayırma Tamponu (Resolving Buffer) 

 

1,5 M Tris HCl (90,855 g), % 0,4 h/h TEMED (2 ml), % 0,4 a/h SDS (2 g) 

tartılıp distile H2O ile çözdürülmüĢtür. Mezür yardımıyla son hacim 500 ml‟ye 

tamamlanmıĢtır. pH‟sı 8,9 olarak ayarlanmıĢ olan 4X ayırma tamponu +4°C‟de 

saklanmıĢtır. 

 

3.1.3.1.4. 4X SDS-PAGE Yığınlama Tamponu (Stacking Buffer) 

 

0,5 M Tris HCl (30,285 g), % 0,4 h/h TEMED (2 ml), % 0,4 a/h SDS (2 g) 

tartılıp distile H2O‟da çözdürülmüĢtür. Mezür yardımıyla son hacmi 500 ml‟ye 

tamamlanmıĢtır. pH‟sı 6,8‟e ayarlanmıĢ olan 4X SDS -PAGE yığınlama tamponu 

+4°C‟de saklanmıĢtır. 
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3.1.3.1.5. 4X Protein Yükleme Tamponu 

 

4 g SDS, 40 mg bromofenol mavisi, pH=6,8 olan 10 ml 1 M Tris HCl, 2 ml 

%99‟luk Gliserol, 2 ml 14,7 M 2-ME, 5 ml 0,5 M EDTA distile H2O‟da 

çözdürülmüĢtür. Son hacmi 50 ml‟ye tamamlanmıĢ olan 4X protein yükleme 

tamponu ependorflara 1‟er ml olacak Ģekilde bölünmüĢtür. -20°C‟de saklanmıĢtır. 

 

3.1.3.1.6. 10X SDS-PAGE Yürütme Tamponu 

 

30,2 g Tris Baz, 144 g Glisin, 10 g SDS (sodyumdodesilsülfat sodyum tuzu) 

tartılarak distile H2O‟da çözdürülmüĢtür. Son hacmi mezür yardımıyla 1 litreye 

tamamlanmıĢtır. Oda sıcaklığı koĢullarında saklanmıĢtır. 

 

3.1.3.1.7. 10X Transfer Tamponu 

 

Tartılan 30,33 g Tris-baz, 144 g Glisin distile H2O‟da çözdürülmüĢtür. Son 

hacmi 1 litreye tamamlanmıĢ ve oda sıcaklığında saklanmıĢtır. 

 

3.1.3.1.8. 1X Yıkama Tamponu 

 

100 ml 10X PBS ve 1 ml Tween-20 distile H2O ile 1 litreye tamamlanmıĢtır. 

pH‟sı 7,4‟e ayarlandıktan sonra oda sıcaklığında saklanmıĢtır. 

 

3.1.3.1.9. %10 AP (Amonyum persülfat) Çözeltisi 

 

1 g AP 10 ml distile H2O‟da çözdürülmüĢtür. Ependorflara 1 ml olacak 

Ģekilde bölünmüĢ ve -20°C‟de saklanmıĢtır. 

 

3.1.3.1.10. %5’lik Yağsız Süt Bloklama Ajanı 

 

500 ml 1X yıkama tamponu içerisinde 25 g yağsız süt tozu çözdürülmüĢ ve 

pH‟sı 7,4‟e ayarlanmıĢtır. 
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3.1.3.1.11. Ponceau S Çözeltisi  

  

Hassas terazide tartılan 0.1gr Ponceau S, 5 ml asetik asit ve dH2O ile 

çözdürülmüĢtür. 

 

3.2. YÖNTEM 

 

3.2.1. Hücre Kültürü ÇalıĢmaları 

  

3.2.1.1. Hücre Hattı Seçimi 

 

Kalsitriol etkilerinin inceleneceği tez çalıĢmalarında in vitro da prostat 

kanserini iyi mimik eden ve çalıĢmalarda sıklıkla kullanılan androjen reseptörü 

pozitif insan epitelyal prostat kanser hücre hatları LNCaP ve 22Rv1 kullanılmıĢtır.  

Ġlk kez 1977 yılında metastatik prostat karsinoması teĢhisi konmuĢ 50 

yaĢındaki bir hastadan izole edilerek tanımlanan LNCaP hücreleri tek katmanlı 

büyüme özelliği göstermektedir (164). 

Farelerde seri olarak çoğaltılan bir zenograftan türetilen bir insan prostat 

karsinomu epitel hücre dizisi olan 22Rv1 hücre hattı ise kültürde tek katmanlı 

büyüme özelliği göstermektedir (165). 

 

3.2.1.2. Hücre Kültürü KoĢulları 

 

Ġnsan prostat adenokarsinomu hücre hattı LNCaP ve insan prostat karsinomu 

epitel hücre hattı 22Rv1 hücreleri, %10 fetal sığır serumu (FBS) ve 2 mM L glutamin 

içeren Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 besi ortamında çoğaltıldı. 

Hücreler konvansiyonel hücre kültürü Ģartları olan 37 °C sabit sıcaklıkta %5 CO2 ve 

%95 hava nemlendirilmiĢ bir atmosferde bir hücre kültürü CO2 inkübatöründe 

tutuldu. 

Hücre kültürü iĢlemlerinde kullanılan besi ortamlarına hücrelerin büyüme ve 

geliĢimini yavaĢlatarak hücre morfolojisini değiĢtirme riskinin bulunmasından ve 

antibiyotiklerin mikoplazma kontaminasyonunu maskeleyerek kontaminasyon riskini 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/tVq0
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/na13
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arttırmasından dolayı antibiyotik kullanılmamıĢtır. Ayrıca antibiyotiklerin hücresel 

yanıtları değiĢtirdiğinden kullanımı tercih edilmemiĢtir. 

3.2.1.3. Hücrelerin Pasajlanması 

 

Hücreler bir invert mikroskop yardımıyla morfolojik ve sayısal açıdan düzenli 

olarak incelenmiĢtir. Hücrelerin besi ortamları 2-3 gün aralıklarla taze besiyeri ile 

değiĢtirilmiĢtir.  

Pasajlama iĢlemi öncesinde serum içeren besiyeri sıcaklığı 37°C‟deki su 

banyosunda ısıtıldı. Hücre kültürü inkübatöründe tutulmakta olan kültür petrisinde 

yer alan hücrelerin, hücre canlılığı ve yoğunluğu invert mikroskopta incelendi. 

Kontrolü yapılan hücreler steril laminar akıĢ kabinine alındı.  

100 mm‟lik hücre kültür kaplarında büyütülmüĢ hücreler kültür kabının 

yüzeyini %75 – 90 (konfulent) oranında kapladığında tüm besi ortamı vakum 

pompası yardımı ile dikkatlice uzaklaĢtırılmıĢtır. Hücrelerin tutundukları yüzeyden 

ayrılabilmeleri için hücre-yüzey ve hücre-hücre etkileĢimlerinin kaldırılmasını 

sağlayan tripsin solüsyonu kullanıldı. Hücrelere ilk olarak %0.05‟lik Tripsin-EDTA 

ve ardından %0.25‟lik Tripsin-EDTA ile yıkama iĢlemi uygulanmıĢtır. Tripsin 

enziminin optimum aktivasyonu için kültür kapları 37 °C‟deki CO2 inkübatöründe 1-

2 dakika kadar inkübe edilmiĢtir. Hücrelerin tutundukları yüzeyden ayrılmaları invert 

mikroskop altında kontrol edilmiĢ, gerektiği durumda ise inkübasyon süresi 

uzatılmıĢtır. Ġnvert mikroskopta da incelenen, yüzeyle ve birbirleri arasındaki 

bağlantıları kopmuĢ olan hücreler serum eklenen taze besiyeri ile pipetaj yapılarak 

toplandı. Süspanse hale getirilmiĢ olan hücreler seyreltilme oranına ve pay edileceği 

hücre kültür kaplarının büyüklüklerine bağlı olarak istenilen hücre 

konsantrasyonunun belirlenmesi amacıyla hücre sayım iĢlemi gerçekleĢtirildi. Hücre 

konsantrasyonuna bağlı olarak besi ortamları ile dilüsyonları gerçekleĢtirildi ve yeni 

hücre kültür kaplarına ekimleri gerçekleĢtirilerek konvansiyonel kültür Ģartlarında 

hücreler büyütülmeye devam edildi. Hücrelerin pasaj numaralarının takibi için kültür 

kaplarının üzerine her pasajlama iĢlemi sonrasında pasaj numaraları not alındı.  
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3.2.1.4. Hücre Sayım ĠĢlemi 

 

Mililitrede bulunan canlı hücre sayısının hesaplanabilmesi tripan mavi 

boyaması yöntemiyle hücre sayım iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. Ependorf tüpü 

içerisinde 10 µl süspanse hele getirilmiĢ hücre ve 90 µl tripan mavisi boyası homojen 

hale getirilmiĢtir. Sayım iĢlemlerinde hemasitometre lamı ve lameli kullanılmıĢtır. 

Bu iĢlemde, Neubauer lamı lamelin üzerine kapatıldı ve lam lamelin birleĢtiği 

noktaya homojen olarak karıĢtırılan hücre süspansiyonundan otomatik mikropipet 

yardımıyla 10 µl aktarıldı. Ġnvert mikroskopta canlı hücrelerin sayımı gerçekleĢtirdi.  

Tripan mavisi boyası eklenmesiyle, canlı hücrelerde tripan mavisi boyası 

hücre zarından geçemediği için boyanmaz ve hücreler mikroskop altında parlak 

beyaz ve yuvarlak bir Ģekilde gözlenir. Cansız hücrelerde ise membran bütünlüğü 

bozulduğu için tripan mavisi boyası hücreleri boyayarak, hücrelerin mikroskop 

altında koyu lacivert görünmesini sağlar. Canlı hücre konsantrasyonunun 

belirlenmesinde bu prensipten faydalanılmıĢtır.  

Mililitredeki canlı hücre konsantrasyonunun belirlenmesinde lam üzerindeki 

bölümlere ayrılmıĢ olan 5 alandaki toplam canlı hücre sayısı sayılarak belirlenir ve 

ml‟deki canlı hücre konsantrasyonu aĢağıda verilen formül yardımıyla 

hesaplanmıĢtır.  

 

  Hücre/ ml = 
                                           

                         
 

 

3.2.1.5. Hücrelerin Stoklanması 

 

100 mm‟lik kültür kaplarında veya daha büyük kültür flasklarında konfluent 

olan LNCaP ve 22Rv1 hücreleri, daha sonraki çalıĢmalarda kullanılmak üzere 

dondurularak sıvı azot tankı içerisinde ve -80 
o
C dondurucuda stoklanmıĢtır. Daha 

önce belirtildiği gibi Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon iĢlemi gerçekleĢtirilen hücreler 

%10 DMSO içeren FBS ile hazırlanan dondurma ortamında süspanse edilmiĢ ve 

hemasitometre lamı yardımıyla mikroskop altında sayılmıĢtır. Hücre dondurma 

ortamının ml‟sinde 2x10
6
 hücre olacak Ģekilde hücre konsantrasyonu ayarlanmıĢtır. 

Mililitredeki hücre konsantrasyonu ayarlanan hücreler kriyo tüplerin her 

birinde 1 ml olacak Ģekilde ayrılmıĢ ve tüplerin üzerine hücre ismi, dondurulma 
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tarihi, pasaj numarası, kim tarafından dondurulduğu ve hücre konsantrasyonu gibi 

bilgiler yazılmıĢtır. Kriyo tüpler, izopropil alkol içeren dondurma kabı (Mr. Frosty, 

Nalgene) içerisinde -80 ˚C‟de 1 gün boyunca depolanmıĢtır. Takiben ertesi gün -195 

o
C

 
„deki sıvı azot tankının buhar fazında uzun süreli olarak depolanmak üzere 

kaldırılarak saklanmıĢtır.  

 

3.2.2. Hücrelere Kimyasal Madde Uygulanması 

 

3.2.2.1. Hücrelere 1,25(OH)2 D3 Uygulaması 

 

Hücrelere sentetik kalsitriol uygulaması yapılarak hücresel yanıtların 

incelendiği çalıĢmalarda hücrelere hormondan yoksun bırakma (starvation) iĢlemi 

uygulanmıĢtır. Hormon indüksiyon tahlilleri için, hücreler %10 FBS içeren 

RPMI1640 ortamında çoğaltıldı ve hücrelerin kültür kaplarına ekiminden sonra 72 

saat süre ile %2 ct-FBS içeren besi ortamı ile inkübe edildi. Takiben hücrelere 

belirlenen doz ve/veya sürelerde hormon uygulaması gerçekleĢtirildi.  

 

3.2.2.2. Diğer Ajanların Uygulaması 

 

1,25(OH)2 D3 uygulamasına bağlı olarak ile hedef genlerin protein ve mRNA 

düzeylerindeki değiĢimlerinin transkripsiyonel ve translasyonel seviyede incelenmesi 

amacıyla genel transkripsiyon inhibitörü aktinomisin D ve genel translasyon 

inhibitörü siklohekzamid ajanları kullanıldı. Bu amaçla hücrelere starvasyon 

protokolü uygulanarak 2 saatlik 1 μg/ml aktinomisin D veya 1 μg/ml siklohekzamid 

ön uygulaması ardından 1,25(OH)2 D3 uygulaması gerçekleĢtirildi.  
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3.2.3. Ġmmünoblotlama (Western Blot) 

 

Özgül proteinlerin tanımlanmasında ve düzeylerindeki değiĢimlerin 

incelenmesinde moleküler yaĢam bilimleri alanında sıklıkla kullanılan analitik bir 

tekniktir. Temel olarak birbirini takip eden 11 basamakta gerçekleĢmektedir. 

1. Hücre veya dokulardan proteinlerin izole edilmesi  

2. Kullanılacak örneklerin protein miktar tayini yapılması, protein 

konsantrasyonlarının belirlenmesi 

3. Ġzole proteinlerin moleküler ağırlıklarına göre SDS poliakrilamit jelde elektrik 

alan etkisiyle ayrıĢtırılması 

4. SDS-PAGE jellerinde ayrıĢtırılan proteinlerin PVDF veya nitroselüloz membran 

üzerine transfer iĢlemi  

5. Membran üzerindeki protein bağlanmayan bölümlerin maskelenmesi için 

gerçekleĢtirilen bloklama iĢlemi 

6. Spesifik olamayan proteinlerin yıkama iĢlemleri ile uzaklaĢtırılması  

7. Membran üzerinde immobilize edilen proteinlere özgü çalıĢılacak proteini özgül 

olarak tanıyan primer-antikor ile iĢaretleme  

8. Spesifik olamayan proteinlerin yıkama iĢlemleri ile uzaklaĢtırılması 

9. Hedef proteini iĢaretleyen primer antikoru tanıyan enzim iĢaretli ikincil antikor ile 

iĢaretleme 

10. Spesifik olamayan proteinlerin yıkama iĢlemleri ile uzaklaĢtırılması 

11. Enzim bağlı antikorun substratıyla etkileĢmesi ile kimyasal bir reaksiyon 

gerçekleĢir. Yüksek hassasiyetli bir CCD kamera sistemini içeren görüntüleme 

sistemi hedef protein bantlarının görüntülenerek dökümante edilmesi. 

 

3.2.3.1. Protein Ġzolasyonu 

 

Kimyasal madde uygulamaları ve inkübasyon süreleri tamamlanmıĢ olan 

hücrelerde protein izolasyonunun gerçekleĢtirilmesi iĢlemi için kültür kapları 

inkübatörden çıkarılarak buz üzerine alınmıĢtır. Kültür kaplarındaki tüm besi ortamı 

aspirasyon yolu ile uzaklaĢtırılmıĢtır. Daha sonra hücrelerin kolay bir Ģekilde 
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tutundukları yüzeyden ayrılabilmelerini sağlayan daha önce anlatıldığı gibi 

tripsinizasyon iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir.  

+4 
o
C‟de saklanan 1X PBS ile kültür kabı 2 kez yıkanarak hücreler süspanse 

hale getirilmiĢ ve ependorf tüplerine aktarılmıĢtır. Ependorflar +4°C‟de 10,000 

r.p.m‟ de 1 dakika santrifüjlenir, hücrelerin pellet haline gelmesi sağlanmıĢtır. 

Süpernatant kısmı, önce aspirasyon ile daha sonrasında pipet aracılığı ile dikkatlice 

uzaklaĢtırılmıĢtır. Bu santrifüjleme iĢlemi 2 kez daha tekrar edilmiĢtir. 

Protein izolasyonunun hemen gerçekleĢtirileceği çalıĢmalarda ependorflar 

buz üzerinde bekletilebilir, fakat daha sonra gerçekleĢtirilecek bir çalıĢma için 

kullanılacaksa pelletlerin yer aldığı ependorflar -80 
o
C‟de saklanmalıdır.  

Lizatlama iĢlemlerinde 1X proteaz inhibitör kokteyli içeren 1X RIPA 

tamponu kullanılmıĢtır. Pelletlerin üzerine hazırlanan karĢımdan ilave edilerek 

vorteks yardımıyla süspanse hale getirilmiĢtir. Süre sonunda ependorflar +4°C‟de 

14,000 r.p.m.‟de 10 dakika boyunca santrifüjlenmiĢtir. Santrifüj iĢleminden sonra 

süpernatantlar etiketlenen temiz ependorf tüplerine aktarılarak sonraki adımlarda 

kullanılmak üzere -20°C‟de saklanmıĢtır. 

 

3.2.3.2. Protein Miktarının Belirlenmesi 

 

Elde edilen lizatlarda bulunan protein miktarları bikinkoninik asit (BCA) 

protein miktarı ölçüm kiti (Thermo Scientific-Pierce) kullanılarak belirlenmiĢtir. 

BCA Protein miktar tayini testleri; alkali bir ortamda (aynı zamanda biüre reaksiyonu 

olarak da bilinir) protein tarafından Cu
2+

'nın Cu
+1 

'e iyi bilinen indirgenmesini BCA 

ile bakır katyonunun (Cu+) oldukça hassas ve seçici kolorimetrik tespiti ile 

birleĢtirir. Bu deneyde oluĢan mor renkli reaksiyon ürünleri, bir bakır iyonu ile 

bikinkoninik asidin iki molekülünün Ģelasyonu aracılığıyla oluĢmaktadır.   

Protein konsantrasyonlarının belirlenmesinde aĢağıdaki protokol takip 

edilmiĢtir. 

1. 96 kuyucuklu mikroplaka kuyucuğunun her birine 8 μl distile su ilave edilmiĢtir. 

2. Protein örneklerinden 2‟Ģer μl kuyucuklara aktarılmıĢtır. Her bir örnek 3 tekrarlı 

olarak çalıĢılmıĢtır. 

3. BCA protein miktar ölçüm kitinde bulunan BCA Reagent A solüsyonundan; 

çalıĢılacak örnek sayısı x 196 μlt, BCA Reagent B solüsyonundan ise; çalıĢılacak 
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örnek sayısı x 4 μlt olacak Ģekilde bir ependorf tüpünde karıĢtırılarak protein 

örneklerinin üzerine 200 μlt eklendi. Kör okuma için protein izolasyonunda 

kullanılan tampon çözeltisi kullanıldı. 

4. 96 kuyucuklu plaka 20 dakika boyunca ıĢıkla temastan kaçınılacak Ģekilde 

37°C‟de inkübe edilmiĢtir. 

5. 20 dakikanın sonunda 562 nm‟de spektrofotometre mikroplaka cihazında 

okumalar gerçekleĢtirilmiĢtir. 

6. Örneklerimizin absorbans değerlerinden kör okumanın absorbans okuması 

çıkarıldıktan sonra örneklerimizin absorbans değerlerinin ortalaması alınarak BSA 

ile hazırlanan standart çözelti ile çizilen doğru denkleminin eğitimi üzerinden 

örneklerimizin absorbans değerleri girilerek protein konsantrasyonları belirlendi. 

 

3.2.3.3. Proteinlerin SDS-PAGE ile ayrılması 

 

Ġlk olarak üretici firmanın talimatları doğrultusunda jel dökme aparatları 

kurulmuĢtur. Kurulan cam kasetler arasına çalıĢmada kullanılması planlanan %‟de 

hazırlanan ayırma jeli dökülerek üzeri polimerizasyon reaksiyonunun 

gerçekleĢebilmesi için izopropil alkol ile kaplanmıĢtır. Polimerizasyon iĢlemi 

gerçekleĢtikten sonra jelin üst bölümü dH2O ile yıkanmıĢtır. Ayırma jelinin üzerine 

hazırlanan yığınlama jeli dökülmüĢ ve üzerine kuyucukların oluĢumunu sağlayan 

tarak kapatılmıĢtır. Jel polimerleĢtikten sonra hazırlanan jel elektroforez tankına 

yerleĢtirilmiĢtir. Tank 1X yürütme tamponu ile doldurulmuĢtur. 4x yükleme tamponu 

ilave edilerek 95 
o
C‟de 5 dakika kaynatılan protein örnekleri jele yüklenmiĢtir. 

Protein örnekleri 100V elektrik akımı uygulanarak yaklaĢık 120 dakika boyunca 

elektroforez iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. Elektroforez iĢlemi sonlandığında transfer 

protokolü uygulanmıĢtır. 
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Tablo 2. SDS-PAGE Ayırma ve Depolama Jelinin Hazırlanması  

 

Ayırma Jeli Depolama Jeli 

Jel Yüzdesi %12 %15 %3,5 

Bir Jel Ġçin  10 ml 3 ml 

%30’luk 

Akrilamit (29:1) 
7 ml 5 ml 0,35 ml 

4X Ayırma 

Tamponu/Depolama 

Tamponu 

5 ml 5 ml 0,75 ml 

Distile Su 8 ml 10 ml 1,9 ml 

%10’luk AP 

(Oda sıcaklığında her bir jel 

için 

150 µl) 

100 µl 

 

3.2.3.4. PVDF Membrana Transfer 

 

Western-blot sandviç aparatının içine süngerler, transfer pedleri, SDS-PAGE 

jeli ve PVDF membran yerleĢtirildi. PVDF membran öncelikli olarak metanolle 

aktifleĢtirilmiĢtir. Yürütme iĢlemi tamamlanan jel, ıslatılmıĢ transfer pedleri ve 

PVDF membran sırasıyla yerleĢtirildikten sonra kalan hava kabarcıklarının 

uzaklaĢtırılması için bir rulo yardımıyla hava kabarcıkları uzaklaĢtırıldı. Hazırlanan 

transfer sandviçi 1x transfer tamponu ile doldurulan transfer tankı ve aparatına 

yerleĢtirildi. Transfer iĢlemi oda sıcaklığında bir gece boyunca 20 mA‟lik elektrik 

akımı uygulanarak gerçekleĢtirildi. 

 

3.2.3.5. Bloklama ve Primer Antikor ile ĠĢaretleme 

  

Ġncelenen protein ile kullanılan antikorlar arasındaki özgül etkileĢimler 

western blotlama yöntemindeki en önemli noktalardan biridir. Özgül olmayan 

bağlanmaların engellenmesi için protein bağlanmayan bölgelerin bloklaması 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu amaçla membran 1X yıkama tamponu ile hazırlanan %5‟lik 

süt çözeltisiyle oda sıcaklığında 20 dakika boyunca orbital çalkalayıcıda inkübe 

edilmiĢtir. Bloklama iĢleminden sonra membran 1X yıkama tamponu ile 15 dakika 

boyunca yıkanarak gece boyu primer antikor ile inkübe edildi. 
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ÇalıĢmalarda kullanılan primer antikorlar; pH‟sı 7.4 olan %5‟lik yağsız süt 

tozu içeren 1X yıkama tamponunda hazırlanmıĢ ve koruyucu olarak 1:1000 oranında 

sodyum azit çözeltisi eklenerek +4°C‟de saklanmıĢtır.  

 

3.2.3.6. Sekonder Antikor ile ĠĢaretleme 

 

Primer antikor muamelesinden sonra membran 1X yıkama tamponu ile oda 

sıcaklığında 15 dakika boyunca yıkandı. Sekonder antikor solüsyonu olarak %5‟lik 

yağsız süt tozu içeren 1X yıkama tamponuna kullanılan primer antikorun orijinine 

bağlı olarak tavĢan (rabbit) veya fare (mouse) sekonder antikorları 1:3000 

konsantrasyonunda eklenerek oda sıcaklığında 90 dakika boyunca orbital 

çalkalayıcıda inkübe edildi. Takiben membran 1X yıkama tamponu ile 15 dakika 

boyunca yıkanarak görüntüleme aĢamasına geçildi. 

 

3.2.3.7. Kemiluminesans Görüntüleme 

 

Sekonder antikor uygulanan membranların kemiluminesans görüntülemesi 

için Clarity Western ECL Substrat kiti (Bio-Rad) kullanılmıĢtır. Clarity Western 

ECL Substrat A ve B solüsyonları 1:1 oranında, membran baĢına 1700 µl olacak 

Ģekilde görüntülemeden hemen önce hazırlanarak karıĢtırıldı. Görüntüleme için, 

membran iBright CL1000 (Thermo Fisher Scientific) görüntüleme cihazı tablasına 

yerleĢtirilerek membranın üzeri hazırlanan ECL substrat aktarıldı. Ġki dakika inkübe 

edildikten sonra görüntüleme süreleri saniye ve dakika cinsinden belirlenerek 

görüntüleme iĢlemi gerçekleĢtirildi. Görüntüler cihazda yer alan bütünleĢik kamera 

yardımıyla fotoğraflanarak saklandı. 

 

3.2.4. RNA Ġzolasyonu, cDNA Sentezi ve qRT-PCR ÇalıĢmaları 

 

3.2.4.1. Total RNA Ġzolasyonu 

 

 Total RNA izolasyonunda iĢleminde Monarch
TM

 total RNA izolasyon kiti 

kullanılmıĢtır ve izolasyon iĢlemlerinde üretici firmanın talimatları takip edilmiĢtir. 

Deney sonlandığında hücreler nükleaz ve proteaz içermeyen ependorf tüplerinde 
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pellet haline getirildi. Ġlk olarak örneklerin üzerine 300 μl Liziz tamponu ilave 

edilerek nazikçe pipetaj yapılmıĢ ve hücrelerin lize edilmesi sağlanmıĢtır. Kit 

içerisinde bulunan Monarch collection tube II‟nin üzerine silika temelli genomik 

DNA‟yı yakalayan kolon takıldı ve hazırlanan lizatın tamamı kolona aktarılarak oda 

sıcaklığında 16.000 x g‟de 30 saniye santrifüj edildi. Santrifüj sonrası RNA 

kullanılan kolonun altındaki toplamında alanında kaldı. Sıvı fazın üzerine 300 μl 

yüksek saflıktaki %98 absolü etil alkol eklenerek homojen hale getirildi. Hazırlanan 

yeni örnek toplama tüplerine RNA‟yı yakalayan silika temelli kolon takıldı ve elde 

edilen RNA-etil alkol karıĢımı aktarıldı. Oda sıcaklığında 16.000 x g‟de 30 saniye 

santrifüj edildi. Kolondaki protein, lipit ve benzeri çeĢitli biyomolekülleri 

uzaklaĢtırmak amacıyla kolon üzerine 500 μl yıkama tamponu eklenerek oda 

sıcaklığında 16.000 x g‟de 30 saniye santrifüj edildi.  

Santrifüj sonunda sıvı faz uzaklaĢtırıldı.  Kolona 75 μl Monarch DNase I 

Reaksiyon Tamponu ve 5 μl Monarch DNaz I solüsyonu ilave edilerek oda 

sıcaklığında 15 dakika inkübe edildi. Bu yol ile kolonda kalan olası genomik DNA 

kalıntıları uzaklaĢtırıldı. Süre sonunda tuz kalıntılarını gidermek için kolon üzerine 

500 μl Prime tamponu eklenerek oda sıcaklığında 16.000 x g‟de 30 saniye santrifüj 

edildi. Kolonun altında kalan sıvı faz uzaklaĢtırıldı ve kolona 500 μl RNA yıkama 

tamponu eklenerek oda sıcaklığında 16.000 x g‟de 30 saniye santrifüj edildi.  Bu 

iĢlem iki kez daha tekrar edildi. 16.000 x g‟de 2 dakika süre ile ilave bir 

santrifüjleme iĢlemi daha gerçekleĢtirildi. Yeni ependorf tüplerin üzerine kullanılan 

kolon takılarak üzerine 50 μl RNaz içermeyen H2O ilave edildi ve oda sıcaklığında 

16.000 x g‟de 5 dakika santrifüj edilerek saf RNA elüe edildi.  Ġzole edilen 

RNA‟ların kalitesinin ve miktarının belirlenmesi amacıyla mikrospektrofotometre ile 

ölçümler alındı. 

 

3.2.4.2. RNA Kalite Kontrolü, Konsantrasyon ölçümü  

 

 Hücrelerden izole edilen RNA‟nın konsantrasyonu ve kalitesinin 

belirlenebilmesi amacıyla mikrospektrofotometre yardımıyla ölçümleri yapılmıĢtır. 

Bu amaçla RNA örneklerinden 1 µl alınarak köre karĢı A260/A280 nm dalga 

boyunca ölçümler alındı. Ġdeal olarak 1,8-2,1 arasında olması gereken A260/A280 
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oranı izole edilen RNA‟ların saflık derecelerinin uygun olduğunu göstermektedir. 

Ġzole edilen tüm RNA örneklerinin ölçüm sonuçlarının hepsinin bu aralıkta olduğu 

belirlendi. Her bir örnekten yaklaĢık olarak 10 µg saf RNA izole edildi. RNA 

örneklerinin final konsantrasyonları 1µg/µl olacak Ģekilde seyreltilerek -80 
o
C‟de 

saklandı.  

 

3.2.4.3. cDNA Sentezi 

 

Ġzole edilen RNA örneklerinden gen ifadesi analizleri gerçekleĢtirilecek 

gerçek zamanlı PCR iĢlemlerinde kullanılmak üzere cDNA sentezi gerçekleĢtirildi. 

Bu iĢlem sırasında cDNA sentez kitinin kullanım kılavuzundaki yönlendirmeler takip 

edildi. Her bir reaksiyon için mikrospektrofotometrede daha önce ölçümlenen RNA 

konsantrasyonları kullanıldı.  

Reaksiyon karıĢımları buz üzerinde çalıĢılarak tablo 3‟te belirtildiği gibi 

0.1ml‟lik nükleaz içermeyen PCR tüpü içerisinde hazırlandı. Hazırlanan karıĢımı 

içeren PCR tüpleri sırasıyla vortex ve spin yapılarak, PCR cihazına yerleĢtirildi. 

Takiben Tablo 4‟te belirtilen PCR adımları gerçekleĢtirildi. Sıcaklık geçiĢlerinin hızlı 

ve kesintisiz olarak sürdürülebilmesi için standart PCR cihazından faydalanıldı. 

Sentez sonrası cDNA örnekleri 1:2 oranında nükleaz içermeyen dH2O ile 

sulandırılarak -20
o
C‟de saklandı. 

 

 Tablo 3. cDNA sentezi için hazırlanan reaksiyon karıĢımı 

 

Reaksiyon BileĢenleri Hacim 

iScript Ters Transkriptaz Enzimi 1 µl 

iScript Reaksiyon Tamponu (5x) 4 µl 

RNA 1 µl 

Nükleaz free su 14 µl 

 

Tablo 4. cDNA sentezinde kullanılan PCR programı 

 

Adımlar Sıcaklık Süre 

1. Basamak 25 
o
C 5 dakika 

2. Basamak 46 
o
C 20 dakika 

3. Basamak 95 
o
C 1 dakika 

4. Basamak     4
o
C   
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3.2.4.4. Gerçek Zamanlı Kantitatif PCR 

 

Tez çalıĢmasında yer alan hedef genlerin mRNA ifadesi düzeylerinde 

değiĢimler çift iplikli nükleik asitlere bağlandığında floresan özellik gösteren SYBR 

Green I kullanımı ile gerçek zamanlı kantitatif PCR iĢlemi incelendi. PCR 

çalıĢmalarında her örnek 3 teknik ve biyolojik tekrar Ģeklinde çalıĢıldı.  

Reaksiyon karıĢımları Tablo 5‟de belirtildiği gibi hazırlandı. Hazırlanan 

karĢım 96 kuyucuklu PCR mikroplakasına pipetlendi ve üzeri kapatıcı optik film ile 

kapatıldı. 

Örnekleri aynı noktada toplanması ve hava kabarcıklarının uzaklaĢtırılması 

için mikroplaka 2500 r.p.m‟de 2 dakika santrifüj edildi ve  gerçek zamanlı kantitatif 

PCR cihazına yerleĢtirildi. ÇalıĢmalar kapsamında Tablo 6‟da sunulan reaksiyon 

koĢulları kullanıldı. PCR iĢlemi sonlandığında oluĢan PCR ürünlerinin özgüllüğünü 

test etmek için erime eğrisi analizi Tablo 7‟de belirtilen reaksiyon koĢulları 

uygulanarak analiz edildi. 

 

Tablo 5. Gerçek Zamanlı Kantitatif PCR Reaksiyon KarıĢım Miktarları 

 

Malzemeler Konsantrasyon 

SYBR Green I Master Mix 5 μl 

Ġleri Primer (F) 0,5 μM Final Konsantrasyon 

Geri Primer (R) 0,5 μM Final konsantrasyon 

cDNA 2 μl 

Nükleaz free H2O Son hacim 10 μl‟ye tamamlandı 

  

Tablo 6. Gerçek zamanlı PCR programı 

 

 

  

Adımlar Sıcaklık Süre  

Ön denetürasyon 95 
o
C 5 dakika  

Denatürasyon 95 
o
C 15 saniye 40 

Döngü Annealing/Extension 95 
o
C 15 saniye 
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Tablo 7. Erime eğrisi analizi programı 

 

 Sıcaklık aralığı Sıcaklık artıĢı-Süre 

Erime eğrisi 65-95 
o
C 0.5 

o
C, 2 saniye 

 

3.2.4.4.1. qRT-PCR sonuçlarının analiz edilmesi 

 

Örneklerimizdeki hedef genlere iliĢkin mRNA ifadelerindeki değiĢimlerin 

analiz edilmesi amacıyla karĢılaĢtırmalı 2
-ΔΔCt

 metodu kullanıldı. Normalizasyon 

iĢlemleri bir housekeeping gen olan RPLP0 ifadelerine göre gerçekleĢtirildi. 

Sonuçlar kontrol grubuna kıyasla göre kat değiĢimi olarak standart sapmalar ile 

grafikte sunuldu.   

Tüm qRT-PCR çalıĢmaların MIQE kılavuzuna uygun olarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir (166). 

 

3.2.4.5. Ġstatistiksel Analiz 

 

Sonuçlar ortalama ± standart sapma (SD) olarak sunuldu. Gruplar arasındaki 

farklılıkların istatistiksel önemi, GraphPad Prism 7 yazılımı kullanılarak en az %95 

güven aralığına sahip iki kuyruklu eĢit varyanslı student t-testi ile belirlendi. P < 0.05 

değerleri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/hCRb
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4. BULGULAR 

 

4.1. Farklı dozlarda uygulanan 1,25(OH)2 D3'ün LNCaP hücreleri 

üzerinde ERAD mekanizması ile iliĢkili protein ifadelerine olan etkilerinin 

incelenmesi 

 

1,25(OH)2 D3'ün prostat kanseri hücrelerinde ERAD ve ER stresi ile iliĢkili 

protein düzeylerine doza bağımlı etkisini test etmek üzere 2,5 10, 20, 50 ve 100 nM 

konsantrasyonda 24 saat süre ile 1,25(OH)2 D3 uygulaması gerçekleĢtirildi. Takiben 

Hrd1, gp78, p97/VCP, Ufd1, Npl4, BiP/GRP78, PDI ve poliubikitin proteinlerinin 

düzeylerindeki değiĢimler immünoblotlama çalıĢmaları ile incelendi. Kontrol 

uygulaması olarak hücrelere eĢ hacimde çözücü uygulandı. Elde edilen bulgular 

ġekil 8‟de sunulmuĢtur. 

 

       

 

 

ġekil 8. Farklı dozlarda uygulanan 1,25(OH)2 D3, prostat kanseri hücrelerinde ERAD 

bileĢenleri üzerine olan etkilerinin immünoblotlama ile incelenmesi. 

Hormondan yoksun bırakılmıĢ LNCaP hücreleri, 2,5, 10, 20, 50 ve 100nM 
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1,25(OH)2 D3 ile 24 saat süre ile muamele edildi. Hrd1, gp78, p97/VCP, 

Ufd1, Npl4, BiP/GRP78, PDI ve poliubikitin proteinlerinin düzeyleri özgül 

primer antikorlar kullanılarak immünoblotlama ile incelendi. Beta-aktin 

yükleme kontrolü olarak kullanıldı. 

 

Sonuçlarımız ERAD‟ın üyeleri olan Hrd1, gp78, p97/VCP, Ufd1 ve Npl4‟ün 

protein ifadelerinin 1,25(OH)2 D3 uygulamasına bağlı olarak kontrol grubu ile 

kıyaslandığında doz bağımlı bir azalıĢ sergilediğini gösterdi. ER stresi ve protein 

katlanması ile iliĢkili olan BiP/GRP78 ve PDI protein düzeylerinde kontrol grubuna 

kıyasla belirgin bir değiĢim olmadığı gözlendi.  

Proteinlerin proteozomal degredasyona yönlendirilmesi için önemli bir post-

translasyonel modifikasyon olan poliubikitinasyon düzeylerinin 1,25(OH)2 D3 

uygulamasına bağlı olarak doz bağımlı olarak kontrol grubuna kıyasla azaldığı 

belirlendi. 

Test edilen tüm ERAD üyelerinin ve poliubikitinasyon protein düzeylerinin 

1,25(OH)2 D3 „nin uygulama dozuna bağımlı olarak baskılandığını göstermektedir. 

Bununla birlikte ER stresi ile iliĢkili protein düzeylerinde dikkat çekici bir değiĢim 

olmadığı belirlenmiĢtir. 

 

4.2. Farklı zaman aralıklarında 1,25(OH)2D3 uygulanan LNCaP 

hücrelerinde ERAD mekanizması ile iliĢkili protein düzeylerinin incelenmesi 

 

1,25(OH)2 D3'ün prostat kanseri hücrelerinde ERAD ve ER stresi ile iliĢkili 

protein düzeylerine olan zamana bağlı etkisini test etmek üzere 100nM 

konsantrasyonda ve 3, 6, 12 ve 24 saat süre ile 1,25(OH)2 D3 uygulaması 

gerçekleĢtirildi. Takiben Hrd1, gp78, p97/VCP, Ufd1, Npl4, BiP/GRP78, PDI ve 

poliubikitin proteinlerinin düzeylerindeki değiĢimler immünoblotlama çalıĢmaları ile 

incelendi. Kontrol uygulaması olarak hücrelere eĢ hacimde çözücü uygulandı. Elde 

edilen bulgular ġekil 9‟da sunulmuĢtur.  
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ġekil 9. Farklı sürelerde uygulanan 1,25(OH)2D3‟ün prostat kanseri hücrelerinde 

ERAD bileĢenleri üzerine olan etkilerinin incelenmesi. Hormondan yoksun 

bırakılmıĢ LNCaP hücreleri 3, 6, 12 ve 24 saat süre ile 100nM 1,25(OH)2 

D3 ile muamele edildi. IRE1⍺, XBP-1s, total-eIF2⍺, p(Ser51)-eIF2⍺, 

PERK, ATF4 ve GADD34 proteinlerinin düzeyleri özgül primer antikorlar 

kullanılarak immünoblotlama ile incelendi. Beta-aktin yükleme kontrolü 

olarak kullanıldı. 

 

Elde edilen bulgular 100nM 1,25(OH)2 D3 uygulamasının zamana bağlı 

olarak ERAD ile iliĢkili Hrd1, gp78, p97/VCP, Ufd1 ve Npl4‟ün protein düzeylerini 

doz bağımlı yanıtlara benzer Ģekilde baskıladığını göstermektedir. ER stresi ile 

iliĢkili BiP/GRP78 ve PDI protein düzeylerinde belirgin bir değiĢim olmadığı 

belirlendi. Poliubikitinasyon protein düzeyleri incelendiğinde doz bağımlı sonuçlara 

benzer Ģekilde 100nM 1,25(OH)2 D3 „ün zamana bağımlı olarak uygulaması LNCaP 

hücrelerinde poliubikitinasyon protein düzeylerini azalttığı belirlendi. 
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4.3. Farklı dozlardaki 1,25(OH)2D3 uygulamasının UPR’nin IRE1⍺ ve 

PERK kolu proteinleri üzerine olan etkilerinin LNCaP hücrelerinde 

incelenmesi 

 

1,25(OH)2 D3'ün UPR mekanizması üzerindeki doz bağımlı etkisini test 

etmek için, hormondan yoksun bırakılmıĢ LNCaP hücreleri 24 saat boyunca 2,5, 10, 

20, 50 ve 100nM konsantrasyonunda 1,25(OH)2 D3 ile muamele edildi. Kontrol 

uygulaması olarak çözücü kullanıldı. Takiben UPR‟nin IRE1⍺ kolu ile iliĢkili IRE1⍺ 

ve XBP-1s proteinleri ve UPR‟nin PERK kolu ile iliĢkili total-eIF2⍺, p(Ser51)-

eIF2⍺, PERK, ATF4 ve GADD34 protein düzeylerindeki değiĢimler 

immünoblotlama yöntemi ile incelendi. Elde edilen bulgular ġekil 10‟da 

sunulmuĢtur. 

 

 

 

             
 

 

ġekil 10. Farklı dozlarda uygulanan 1,25(OH)2 D3, prostat kanseri hücrelerinde UPR 

bileĢenleri üzerine olan etkilerinin immünoblotlama ile incelenmesi. 

Hormondan yoksun bırakılmıĢ LNCaP hücreleri, 2,5, 10, 20, 50 ve 100nM 
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1,25(OH)2 D3 ile 24 saat süre ile muamele edildi. IRE1⍺, XBP-1s, total-

eIF2⍺, p(Ser51)-eIF2⍺, PERK, ATF4 ve GADD34 proteinlerinin düzeyleri 

özgül primer antikorlar kullanılarak immünoblotlama ile incelendi. Beta-

aktin yükleme kontrolü olarak kullanıldı. 

 

UPR‟nin PERK kolu ile iliĢkili protein ifadelerindeki değiĢimleri 

incelediğimiz immünoblotlama sonuçlarımız 1,25(OH)2 D3 „ün total-eIF2⍺ protein 

düzeylerinde değiĢime yol açmadığını gösterdi. Bununla birlikte eIF2⍺‟nın serin 51 

pozisyonunda fosforilasyona uğramıĢ protein düzeylerinin ise 1,25(OH)2 D3 „ün 

uygulama dozuna bağlı olarak kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında Ser 51 

fosforilasyon düzeyinde azalıĢ gözlendi. Benzer Ģekilde kontrol grubuna kıyasla 

1,25(OH)2 D3 „ün uygulama dozuna bağlı olarak ATF4 ve PERK protein 

düzeylerinde azalma gözlenirken GADD34 protein düzeylerinin 1,25(OH)2 D3 

dozuna bağımlı olarak arttığı belirlendi. 

UPR‟nin IRE1⍺ kolu ile iliĢkili proteinleri incelediğimiz sonuçlarda 

1,25(OH)2 D3 „ün uygulama dozuna bağlı olarak IRE1⍺ ve XBP-1s protein 

düzeylerinin kontrol grubuna kıyasla arttırdığı belirlendi. 

Bu sonuçlar UPR‟nin IRE1⍺ koluna iliĢkin protein düzeylerinin 1,25(OH)2 D3 

uygulaması ile pozitif düzenlendiğini PERK kolu ile iliĢkili protein düzeylerinden 

PERK, fosforile eIF2⍺ ve ATF4 protein düzeylerinin negatif düzenlendiğini 

GADD34 proteininin ise pozitif düzenlendiğini göstermiĢtir. 

 

4.4. Farklı zaman aralıklarında uygulanan 1,25(OH)2D3’ün UPR’nin 

IRE1⍺ ve PERK kolu proteinleri üzerine olan etkilerinin LNCaP hücrelerinde 

incelenmesi 

 

1,25(OH)2 D3'ün UPR mekanizması üzerindeki zamana bağlı etkisini anlamak 

için, hormondan yoksun bırakılmıĢ LNCaP hücreleri, 24 saat boyunca 3, 6, 12 ve 24 

saat süre ile 100nM konsantrasyonunda 1,25(OH)2 D3 ile muamele edildi. Kontrol 

uygulaması olarak çözücü kullanıldı. Takiben UPR‟nin IRE1⍺ kolu ile iliĢkili IRE1⍺ 

ve XBP-1s proteinleri ve UPR‟nin PERK kolu ile iliĢkili total-eIF2⍺, p(Ser51)-

eIF2⍺, PERK, ATF4 ve GADD34 protein düzeylerindeki değiĢimler 
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immünoblotlama yöntemi ile incelendi. Elde edilen bulgularımız, ġekil 11‟de 

sunulmuĢtur. 

 

 

 

 

ġekil 11. Farklı sürelerde uygulanan 1,25(OH)2 D3‟ün prostat kanseri hücrelerinde 

UPR bileĢenleri üzerine olan etkilerinin immünoblotlama ile incelenmesi. 

Hormondan yoksun bırakılmıĢ LNCaP hücreleri, 3, 6, 12 ve 24 saat süre 

ile 100nM 1,25(OH)2 D3 ile muamele edildi. IRE1⍺, XBP-1s, total-eIF2⍺, 

p(Ser51)-eIF2⍺, PERK, ATF4 ve GADD34 proteinlerinin düzeyleri özgül 

primer antikorlar kullanılarak immünoblotlama ile incelendi. Beta-aktin 

yükleme kontrolü olarak kullanıldı. 

 

Sonuçlarımız UPR‟nin PERK kolu ile iliĢkili ATF4, PERK, serin 51 

pozisyonundan fosforilasyona uğramıĢ eIF2⍺ protein ifadelerinin 1,25(OH)2 D3'in 

uygulama zamanına bağlı olarak negatif düzenlendiğini buna karĢın GADD34 

protein düzeylerinin pozitif düzenlendiğini göstermiĢtir. 1,25(OH)2 D3'ün dozuna 
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bağlı UPR proteinleri üzerindeki etkilerini incelediğimiz çalıĢmalarda olduğu gibi 

eIF2⍺‟nın total düzeylerinde bir değiĢim olmadığı belirlendi. 

IRE1⍺ sinyali ile iliĢkili protein düzeylerinin 1,25(OH)2 D3'ün uygulama 

süresine bağlı olarak doz bağımlı yanıtları incelediğimiz sonuçlara benzer Ģekilde 

IRE1⍺ ve XBP-1s protein düzeylerini pozitif düzenlediğini göstermiĢtir. 

4.5. 1,25(OH)2D3'ün ERAD üyelerini kodlayan genlerin mRNA ifade 

düzeyleri üzerine olan etkisinin incelenmesi 

 

1,25(OH)2 D3'ün ERAD üyelerinin mRNA düzeyleri üzerine olan etkilerini 

araĢtırmak için LNCaP hücreleri hormondan yoksun bırakıldıktan sonra 50 ve 

100nM konsantrasyonunda 24 saat boyunca 1,25(OH)2 D3 ile muamele edildi. 

Kontrol uygulaması olarak eĢ hacimde çözücü kullanıldı. Süre sonunda örneklerden 

total RNA izolasyonu gerçekleĢtirilerek cDNA sentezlendi. mRNA düzeylerindeki 

değiĢimleri kantite edebilmek için gerçek zamanlı PCR çalıĢmaları gerçekleĢtirildi. 

Normalizasyon iĢlemleri RPLP0 housekeeping gen ifadesindeki değiĢimlere göre 

gerçekleĢtirildi. Göreceli mRNA ifade düzeyleri 2
-ΔΔCt

 metodu kullanılarak 

gerçekleĢtirildi. Bu kapsamda Hrd1, gp78, p97/VCP, Ufd1, Npl4, SVIP ve CYP3A5 

mRNA ifadesindeki değiĢimler incelendi. Elde edilen bulgularımız, ġekil 12‟de 

sunulmuĢtur. 
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ġekil 12. 50 ve 100nM 1,25(OH)2 D3 uygulanan LNCaP hücrelerinde ERAD ile 

iliĢkili üyeler ve CYP3A5 mRNA ifadesi değiĢimlerinin qRT-PCR ile 
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incelenmesi. Hormondan yoksun bırakılmıĢ LNCaP hücreleri, 24 saat süre 

ile 50 ve 100nM 1,25(OH)2 D3 ile muamele edildi. Takiben qRT-PCR 

çalıĢmaları gerçekleĢtirildi. Hrd1, gp78, p97/VCP, Ufd1, Npl4, SVIP ve 

CYP3A5 hedef genlerin mRNA ifade düzeyleri incelendi. Göreceli gen 

ifadesi değiĢimleri RPLP0 gen ifadesine göre normalize edildi. Deneyler 3 

teknik ve 3 biyolojik tekrar olarak gerçekleĢtirildi. Sonuçlar grafikte kat 

artıĢı cinsinden standart sapmaları ile sunuldu. Ġstatistiksel olarak anlamlılık 

p<0.05 kabul edildi (*p<0.05, #p<0.001). 

 

Sonuçlarımız ERAD ile iliĢkili Hrd1, p97/VCP ve Npl4 üyelerinin mRNA 

ifade düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı düzeyde azalıĢ olduğunu gösterdi. 

gp78, Ufd1 ve Ufd2 mRNA düzeylerinde ortalamalara bakılarak artıĢ olduğu 

belirlenirken kontrol grubuna kıyasla bu değiĢimlerin istatistiksel olarak anlamlı 

olmadığı belirlendi. Derlin1 mRNA ifade düzeylerinde kontrol grubuna kıyasla bir 

değiĢim olmadığı belirlendi. Buna karĢın ERAD‟ın tanımlanan ilk endojen inhibitör 

proteini olan SVIP mRNA ifadesinin 100nM 1,25(OH)2 D3 uygulamasında kontrol 

grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı artıĢ sergilediği belirlendi. 

1,25(OH)2 D3 uygulamasına bağlı olarak VDR aracılı gen ifadesi pozitif 

regüle olduğu bilinen CYP3A5 mRNA ifadesinin beklendiği gibi 1,25(OH)2 D3 

uygulama dozuna bağlı olarak kontrol grubuna kıyasla mRNA ifade düzeylerinde 

artıĢ olduğu doğrulandı. Bu sonuç 1,25(OH)2 D3‟ün baĢarılı Ģekilde VDR‟yi uyararak 

bu yol ile kontrol edilen transkripsiyonel programın uyarıldığını doğrulamıĢtır. 

 

4.6. 1,25(OH)2 D3 uygulamasının ERAD ve UPR ile iliĢkili proteinler 

üzerine olan etkilerinin LNCaP prostat kanseri hücreleri dıĢında 22Rv1 prostat 

kanseri hücrelerinde incelenmesi  

 

 ERAD ve UPR bileĢenlerinin 1,25(OH)2 D3 aracılı düzenlemesinin LNCaP 

hücreleriyle sınırlı olup olmadığını test etmek amacıyla in vitro da prostat kanserini 

iyi mimik eden bir baĢka hücre hattı olan insan epitelyal prostat kanseri hücreleri 

olan 22Rv1 ile denemeler gerçekleĢtirildi. Bu amaçla LNCaP ve 22Rv1 hücrelerinde 
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eĢ zamanlı olarak bazı ERAD ve UPR üyelerinin protein ifadelerindeki değiĢimleri 

immünoblotlama ile incelendi. 

 Öncelikli olarak her iki hücre hattınında vitamin D reseptörünü ifade edip 

etmediğini test etmek için yöntem bölümünde ifade edildiği gibi hücrelerden total 

RNA izolasyonu gerçekleĢtirildi ve cDNA sentezlendi. Daha sonra hedef mRNA‟lar 

konvansiyonel PCR ile özgül primerler kullanılarak çoğaltıldı. Elde edilen PCR 

amplikonların %2‟lik agaroz jelde elektroforetik olarak ayrıĢtırıldı ve UV-

transillüminatör ile görselleĢtirilerek fotoğraflandı. Bu çalıĢmalarda RPLP0 bir 

housekeeping gen olarak kullanıldı.  

 Daha sonra, 22Rv1 hücre hattının 1,25(OH)2 D3 yanıtlarını LNCaP 

hücreleri ile karĢılaĢtırmalı olarak test edilmesi amacıyla hormondan yoksun 

bırakılmıĢ LNCaP ve 22Rv1 hücreleri 24 saat süre ile 100nM 1,25(OH)2 D3 ile 

muamele edildi. ERAD ve UPR ile iliĢkili olan proteinlerin seviyeleri 

immünoblotlama tahlili ile analiz edildi. Elde edilen bulgularımız, ġekil 14‟te 

sunulmuĢtur. 

 

 

 

ġekil 13. LNCaP ve 22Rv1 hücrelerinde VDR gen ifadesi düzeylerinin 

değerlendirilmesi. RPLP0 bir housekeeping gen olarak kullanıldı. 
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ġekil 14. 1,25(OH)2 D3'ün ERAD ve UPR proteinleri üzerine olan etkisinin LNCaP 

ve 22Rv1 hücrelerinde immünoblotlama ile incelenmesi. Hormondan 

yoksun bırakılmıĢ LNCaP ve 22Rv1 hücreleri 100nM 1,25(OH)2 D3 ile 

muamele edildi. Takiben total protein izolasyonu gerçekleĢtirilerek 

immünoblotlama çalıĢmaları ile ERAD ile iliĢkili Hrd1, gp78, p97/VCP, 

Ufd1, Npl4 ve UPR ile iliĢkili total-eIF2⍺, p(Ser51)-eIF2⍺ ve XBP-1s 

düzeylerindeki değiĢimler incelendi. Beta-aktin yükleme kontrolü olarak 

kullanıldı. 

 

VDR mRNA ifade düzeylerini incelediğimiz sonuçlarda LNCaP ve 22Rv1 

prostat kanseri hücrelerinin VDR transkriptlerini ifade ettiği belirlendi. 

1,25(OH)2 D3 „ün LNCaP hücrelerinde ERAD ve UPR ile iliĢkili protein 

ifadeleri üzerine olan etkilerinin 22Rv1 hücrelerine 1,25(OH)2 D3 uygulaması ile 

karĢılaĢtırmalı analiz ettiğimiz immünoblotlama sonuçlarımızda önceki verilerimizle 

tutarlı bir Ģekilde LNCaP hücrelerinde 100nM 1,25(OH)2 D3 uygulaması ile ERAD 

üyeleri Hrd1, gp78, p97/VCP, Ufd1 ve Npl4 protein düzeylerinin negatif 

düzenlendiği bir kez daha doğrulandı.  Benzer Ģekilde UPR ile iliĢkili serin 51 

pozisyonundan fosforilasyona uğramıĢ eIF2⍺ 100nM 1,25(OH)2 D3 uygulaması ile 
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negatif düzenlendiği belirlendi. UPR‟nin IRE1⍺ sinyali ile iliĢkili XBP-1s protein 

düzeylerinin 100nM 1,25(OH)2 D3 uygulaması ile kontrol grubuna göre arttığı 

gözlendi. 

22Rv1 ile sürdürdüğümüz çalıĢmalara iliĢkin bulgularımız 100nM 1,25(OH)2 

D3 uygulamasının LNCaP hücrelerinde ERAD ve UPR ile iliĢkili protein düzeyleri 

üzerindeki etkilere benzer yanıtlar elde edildi. Sonuçlarımız Hrd1, gp78, p97/VCP, 

Ufd1 ve Npl4 protein düzeylerinin 100nM 1,25(OH)2 D3 uygulaması ile kontrol 

grubuna göre azaldığını gösterdi. PERK sinyali ile iliĢkili serin 51 pozisyonundan 

fosforilasyona uğramıĢ eIF2⍺ düzeylerinde 100nM 1,25(OH)2 D3 uygulaması ile 

azaldığı buna karĢın IRE⍺ sinyali ile iliĢkili XBP-1s‟nin protein düzeylerinde artıĢ 

olduğu saptandı. 

Toplu olarak sonuçlarımız 1,25(OH)2 D3 uygulamasına bağlı olarak ERAD ve 

UPR ile iliĢkili protein üyelerinin ifade düzeylerindeki değiĢimlerin LNCaP hücreleri 

ile sınırlı olmadığını 22Rv1 hücrelerinin de benzer yanıtları sergilediğini 

göstermiĢtir. 

 

4.7. ERAD bileĢenlerinin 1,25(OH)2D3 aracılı regülasyonunun 

transkripsiyonel ya da translasyonel düzeyde olup olmadığının incelenmesi 

 

 1,25(OH)2 D3 uygulamasına bağlı olarak ERAD ve UPR proteinlerinin 

ifade düzeylerindeki değiĢimlerin transkripsiyonel düzeyde ya da translasyonel 

olarak kontrol edilip edilmediğini anlayabilmek için iyi bilinen bir transkripsiyon 

inhibitörü ajanı olan aktinomisin D (ActD) ve genel translasyon inhibitörü olan 

sikloheksimid (CHX) ile denemeler gerçekleĢtirdik. Bu amaçla hormondan yoksun 

bırakılan LNCaP hücreleri 1 μg/ml ActD veya 1 μg/ml CHX ile 2 saat ön muamele 

edildi. Ardından hücrelere 24 saat süre ile 100nM 1,25(OH)2 D3 uygulaması 

gerçekleĢtirildi. Süre sonunda hücrelerden total protein izolasyonu gerçekleĢtirilerek 

yöntemler bölümünde anlatıldığı gibi immünoblotlama çalıĢmaları ile hedef 

proteinlerin düzeylerindeki değiĢimler incelendi. Elde edilen bulgular ġekil 15‟de 

sunulmuĢtur. 
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ġekil 15. 1,25(OH)2 D3‟ün ERAD ve UPR proteinleri üzerine olan etkilerinin 

transkripsiyon inhibitörü ve translasyon inhibitörü olan ActD ve CHX 

uygulamaları ile incelenmesi. Hormondan yoksun bırakılmıĢ LNCaP 

hücreleri 2 saat süreyle 1 μg/ml CHX veya 1 μg/ml ActD ile ön muamele 

edildi ve takiben 24 saat süreyle 100nM 1,25(OH)2 D3 uygulaması 

gerçekleĢtirildi. Kontrol uygulaması olarak eĢ hacimde çözücü uygulandı. 

Hedef protein düzeyleri özgül primer antikorlar kullanılarak 

immünoblotlama çalıĢmaları ile incelendi. Beta-aktin yükleme kontrolü 

olarak kullanıldı. 

 

 Sonuçlarımız CHX ön uygulaması gerçekleĢtirilen gruplarda 1,25(OH)2 D3 

uygulamasına bağlı bağlı olarak yalnızca 1,25(OH)2 D3 uygulanan gruplarda gp78, 

IRE1⍺, PERK ve XBP-1s düzeylerinde azalma olduğu belirlendi. Buna karĢın 

p97/VCP, Npl4, total-eIF2⍺ düzeylerinde artıĢ olduğu gözlenirken, Hrd1 ve Ufd1 

düzeylerinde değiĢim olmadığı gözlendi. Önceki verilerimiz ile tutarlı olarak 

1,25(OH)2 D3 uygulamasına bağlı olarak kontrol grubuna kıyasla test edilen ERAD 

ve UPR ile iliĢkili protein düzeylerinde benzer değiĢimler olduğu saptandı. 
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 Aktinomisin D ile gerçekleĢtirdiğimiz denemelerde CHX ve önceki 

verilerimiz ile tutarlı olarak 1,25(OH)2 D3 uygulamasına bağlı olarak kontrol grubuna 

kıyasla test edilen ERAD ve UPR ile iliĢkili protein düzeylerinde benzer değiĢimler 

olduğu bir kez daha doğrulandı. ActD ön uygulaması gerçekleĢtirilecek 1,25(OH)2 D3 

ile indüklenen tüm gruplarda test edilen ERAD ve UPR ile iliĢkili tüm protein 

üyelerinin düzeylerinde yalnızca 1,25(OH)2 D3 uygulanan gruplarla 

karĢılaĢtırıldığında azalma olduğu belirlendi. Yalnızca ActD uygulaması kontrol 

grubuna kıyasla test edilen tüm protein düzeylerinde azalmaya yol açtığını gösterdi. 

Toplu olarak bu sonuçlar 1,25(OH)2 D3 uygulamasına bağlı olarak ERAD ve 

UPR ile iliĢkili protein düzeylerindeki değiĢimlerin transkripsiyonel olarak regüle 

edildiğini önermektedir. 
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5. TARTIġMA 

 

ER memeli hücrelerinde karmaĢık fonksiyonları yerine getiren sofistike bir 

organeldir. Hücre için kalsiyum homeostazisi, lipid sentezi, kolesterol ve 

karbonhidrat metabolizması, post-translasyonel modifikasyonların gerçekleĢtirilmesi, 

proteinlerin iĢlenmesi ve katlanması gibi çok sayıdaki eĢsiz biyokimyasal süreçte 

önemli rollere sahiptir. Bu nedenle hücresel homeostazisin devamlılığında ER kritik 

roller üstlenen ve karmaĢık moleküler sinyaller ile düzenlenen bir organeldir (1,167). 

         Oksidatif stres, hipoksi, hücre içi Ca
2+

 konsantrasyonlarındaki değiĢiklikler, 

ER‟nin üstlenmiĢ olduğu biyokimyasal fonksiyonlardaki aĢırı aktivite artıĢı ve bu yol 

ile ER‟nin kapasitesinin aĢılması, patojen istilası veya inflamasyon gibi iç veya dıĢ 

uyaranlar ER homeostazını bozabilmekte ve bu durum ER stresi adı verilen süreci 

tetiklemektedir (99,167). ER stresine karĢı sunulan hücresel yanıt, bu stresin 

üstesinden gelinmesi ve ER homeostazını yeniden kurulmasını içeren adaptif 

mekanizmaların aktivasyonunu içerir. 

ER stresine yanıt olarak hücreler, protein sentezini azaltarak, hatalı katlanmıĢ 

ya da katlanmamıĢ proteinleri hücreden temizlemesine yardımcı olacak ve ER'nin 

kapasitesini arttıracak karmaĢık bir moleküler sinyal mekanizması olan UPR 

sinyalini uyarmaktadır (6–8). 

Genetik instabilite ve mutasyonlar gibi etkiler kanser hücrelerinin ayırt edici 

özellikleri olan hücre büyümesi, çoğalması, farklılaĢması ve göçüne yol açan ER 

stres yanıt yollarının yapısal aktivasyonu ile sonuçlanabilir (168). Özellikle kanser 

hücrelerinde kontrolsüzce gerçekleĢen artan biyokimyasal aktivite ve geliĢen 

proliferatif kapasite ER sistemleri üzerinde bir etkisi olan yüksek protein üretim 

oranları gerektirir. Bu nedenle prostat kanserinin de dahil olduğu birçok kanser 

türünde artmıĢ ER stresi durumu gözlenmektedir (169). 

ER‟deki oksidatif ortam, ısı Ģoku, mutasyonlar veya ER‟nin protein sentezi ve 

iĢlenmesine iliĢkin kapasitesinin üstüne ulaĢılması protein kalite kontrol süreçlerinde 

aksamaya ve hatalı katlanan, katlanmamıĢ veya doğru oligomerize edilmemiĢ 

proteinlerin ER lümeninde birikimine yol açabilmektedir. Bu süreç ER‟deki protein 

kalite kontrol mekanizması üyeleri ve istenmeyen proteinlerin etkisiz hale getirilmesi 

amacıyla 26S proteozoma yönlendiren ERAD mekanizması üyelerinin ifade 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/7qHN+oaD7
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/oaD7+yPp5
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/fqpE+wZfc+JXnx
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/ndaE
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/GfDR
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düzeylerinin arttırılmasına bağlı olarak ER homeostazının yeniden kurulmasıyla 

mümkün olmaktadır.  ER homeostazisinin yeniden kurulamaması ve uzun süreli ER 

stresi süreçleri UPR aracılı olarak programlanmıĢ hücre ölüm modlarını aktive 

ederek hücrenin yaĢamının son bulması ile sonuçlanmaktadır (11). 

Son yıllardaki çalıĢmalar ERAD ve UPR mekanizmasının kanser hücrelerinin 

proliferasyon, migrasyon ve invazyon gibi kanser hücrelerinin ayırt edici özellikleri 

üzerinde kritik görevleri olduğunu göstermiĢtir (13,16). Bu nedenle çok sayıdaki 

araĢtırma grubu artan bir ilgiyle bu mekanizmaların olası yeni regülasyon modellerin 

keĢfedilmesinde ve diğer kanser tiplerindeki olası düzenleyici rolleri üzerine 

çalıĢmalarını sürdürmektedir. 

ERAD ve UPR mekanizmasının hormon duyarlı kanser türlerindeki hormonal 

regülasyonu son yollardaki çalıĢmalarda dikkat çekici hale gelmiĢtir (170). 

Androjenlerin prostat kanseri hücrelerinde ERAD mekanizması üzerindeki pozitif 

yöndeki düzenleyici etkileri karakterize edilmiĢtir. ERAD‟ın androjenler ile protein 

kalite kontrol sürecine destek vererek prostat kanseri hücrelerinin tümörijenik 

özelliklerini desteklediği belirlenmiĢtir. Bununla birlikte ERAD üyelerinin siRNA ile 

hedeflemenin prostat kanseri hücrelerinin proliferasyon, invazyon, migrasyon ve 

ankoraj bağımsız 3 boyutlu tümör oluĢturma yeteneklerini büyük oranda sınırladığı 

belirlenmiĢtir (16). 

ERAD‟ın hormonal olası yeni bir regülasyonuna iĢaret eden olukça sınırlı bir 

verinin yer aldığı bir çalıĢmada nazal polipli kronik rinosinüzit hastalarından alınan 

örneklerle gerçekleĢtirilen bir çalıĢmada bir glikokortikoit hormon olan 

deksametazon uygulamasına bağlı olarak ERAD‟ın majör E3 ligazlarından birisi olan 

Hrd1‟in mRNA ve protein düzeylerinin aĢağı regüle olduğu rapor edilmiĢtir (171). 

Kanser hücrelerinde artan hücre proliferasyonu daha fazla protein üretimi 

gerektirmektedir. Daha fazla protein üretim ihtiyacı ise potansiyel olarak yetersiz 

protein katlama kapasitesine ve ER stresine yol açmaktadır. Kanser hücrelerinin 

hayatta kalmak ve ihtiyaçlarını desteklemek için yüksek oranda korunmuĢ UPR 

mekanizması gibi birçok hücresel adaptif yanıttan yararlandığı bilinmektedir. Son 

çalıĢmalarda özellikle meme ve prostat kanseri gibi hormonla düzenlenen 

kanserlerde, UPR'nin IRE1⍺ ve PERK kollarının kanser hücreleri tarafından 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/oc2O
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/HqHs+9Bfx
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/c4Pv
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/HqHs
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/8Ljh
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cancer-cell
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düzenlenebildiğini ve hormonal olarak düzenlenmiĢ kanserlerde yeni bir hedef olarak 

UPR yolunun ele alınabileceği ön görülmüĢtür (170,172). 

Son zamanlarda artan kanıtlar sekosteroit hormon olan D vitamininin ve 

reseptörünün prostat kanserleri geliĢiminde önemli bir rol oynadığını göstermektedir. 

Bu bilgiler ıĢığında ilerlenen bu tez çalıĢmasında ise, D vitamininin aktif metaboliti 

olan 1,25(OH)2 D3 aracılı VDR sinyallemesinin ERAD ve UPR mekanizmaları 

üzerine olan olası düzenleyici rolünün aydınlatılması ilk kez bu çalıĢmada 

gösterilmiĢtir. 

 Bu tez çalıĢması kapsamında 1,25(OH)2 D3„ün prostat kanserinde UPR ve 

ERAD mekanizmaları üzerindeki rolünün değerlendirilmesi amacıyla 

gerçekleĢtirilen doz ve zamana bağlı olarak 1,25(OH)2 D3„ün etkilerini incelediğimiz 

deneylerde 1,25(OH)2 D3 tedavisinin Hrd1, gp78, p97 / VCP, Ufd1, Npl4 ve substrat 

moleküllerini 26S proteozoma hedeflemede kritik olan poliubikitin düzeyleri de dahil 

olmak üzere tüm test edilen protein ifade düzeylerini doza ve zamana bağlı bir 

Ģekilde kademeli olarak azalttığını belirlendi (ġekil 8-9). Bununla birlikte ER stresi 

ile iliĢkili proteinler olan ER stresinde protein düzeylerinde belirgin artıĢlar gösteren 

moleküler Ģaperon BiP/GRP78 ve protein katlanması ile iliĢkili protein disülfit bağı 

oluĢumundan sorumlu protein-disülfit izomeraz enzimi olan PDI protein 

düzeylerinde belirgin değiĢimler gözlenmedi. BiP/GRP78 ve PDI, ER stresi altında 

yukarı yönlü regüle olduğu iyi bilinen ER protein üyeleridir (173). Bu sonuçlar 

1,25(OH)2 D3 uygulamasının LNCaP prostat kanseri hücrelerinde ERAD 

bileĢenlerinin protein düzeylerini ER stresinin indüksiyonuna neden olmadan negatif 

olarak düzenlediğini önermektedir. 

 1,25(OH)2 D3'ün UPR sinyali üzerindeki etkisini anlamak için 1,25(OH)2 D3 

uyarımı ile doz ve zamana bağlı yanıtları incelediğimiz çalıĢmalarda UPR‟nin IRE1⍺ 

kolu ile iliĢkili IRE1⍺ ve IRE1⍺‟nın uyarılması ile sahip olduğu endoribonükleaz 

aktivitesi ile XBP-1 mRNA‟sının splice versiyonu olan XBP-1s‟nin oluĢarak 

translasyona girmesi sonucu oluĢan XBP-1s protein düzeylerinin doz ve zamana 

bağlı olarak 1,25(OH)2 D3 uygulaması ile arttığı belirlendi (ġekil 10) (174). Bu sonuç 

1,25(OH)2D3'ün UPR‟nin IRE1⍺ kolunun indüksiyonuna aracılı olduğunu 

önermektedir. UPR‟nin PERK kolu ile iliĢkili sinyal sistemini incelediğimiz 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/c4Pv+BSJ4
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/Zv8v
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/3T91
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çalıĢmalarda doz ve zamana bağlı olarak 1,25(OH)2 D3 uygulaması ile PERK 

proteinin ifade düzeylerinin azaldığı belirlendi. 

 PERK aktivasyonu, UPR'nin çeviri yanıtını düzenlemektedir. PERK sinyal 

sisteminin aĢağı regülatör üyesi olan eIF2⍺, PERK‟in uyarılması sonrasında 

otofosforilasyon ve homooligomerizasyon yolu ile aktive olan PERK kinaz 

domainleri aracılığıyla eIF2 kompleksinin bir bileĢeni olan ökaryotik translasyon 

baĢlatma faktörü eIF2⍺‟yı serin 51 pozisyonundan fosforilasyona uğratmaktadır 

(175). Bu durum ribozom inhibisyonu ve global hücre translasyonunun kısa bir 

zayıflaması ile sonuçlanmaktadır (176). Bu durum protein kalite kontrol 

mekanizmalarının üzerindeki yükü hafifletmeye yardımcı olmaktadır. Her ne kadar 

bu süreç protein sentezinde bir zayıflamaya neden olsa da stres koĢulları altında 

p(ser51)-eIF2⍺ oluĢumu global translasyonu bloke ederek özelleĢmiĢ bir 

translasyonel programın gerçekleĢmesine izin vermektedir. Bu programın 

üyelerinden birisi de ATF4 proteinidir (177). ATF4 bir transkripsiyon faktörüdür ve 

antioksidan genlerin, protein kalite kontrol üyesi proteinlerin ve ERAD ile iliĢkili 

üyelerin düzeylerini yönlendirmektedir (104,177,178). Bulgularımız doz ve zaman 

bağlı olarak 1,25(OH)2 D3 uygulaması sonrasında ATF4 protein düzeylerinin negatif 

düzenlendiğini göstermiĢtir (ġekil 11). 

 Fosforilasyon yolu ile aktive olan eIF2⍺‟nın translasyon üzerindeki 

baskılayıcı etkisi bir protein fosfataz olan GADD34 ile düzenlenmektedir (179). 

GADD34 eIF2⍺‟nın defosforilasyonunu regüle ederek translasyonun global 

blokajının hücresel protein sentez süreçlerinin sekteye uğramaması için hassas bir 

Ģekilde düzenlemektedir (179,180). Sonuçlarımıza göre eIF2⍺‟nın 

defosforilasyonundan sorumlu protein GADD34 düzeylerinin 1,25(OH)2 D3 

uygulaması ile doz ve zaman bağımlı arttığını belirlenmiĢtir. Bu bulgular; 1,25(OH)2 

D3 uygulamasının p(ser51)-eIF2⍺ düzeylerindeki azalıĢ ile GADD34 protein ifadesi 

düzeylerinin arasında ters bir iliĢki olması 1,25(OH)2 D3 „ün PERK‟in aĢağı 

regülasyonu ve GADD34‟ün aktivasyonu yolu ile PERK sinyali üzerinde negatif 

düzenleyici etkisi olduğunu önermektedir (ġekil 11). Toplu olarak bu sonuçlar, 

1,25(OH)2 D3 aracılı indüklenmiĢ sinyal mekanizmasının, UPR'nin PERK sinyal 

yolağını negatif olarak düzenlediğini, tam tersi olarak IRE1⍺‟yı uyardığını öne 

sürmektedir. 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/XMHZ
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/RtLW
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/EB5V
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/Oi2G+dpT8+EB5V
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/jBn6
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/MeHK+jBn6
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 VDR, nükleer hormon reseptörü süper ailesinin bir üyesi olan ligantla 

indüklenebilir bir transkripsiyon faktörüdür. 1,25(OH)2 D3 VDR‟yi uyaran güçlü bir 

liganttır. 1,25(OH)2 D3 „ün LNCaP hücrelerinde VDR uyarımını test etmek için VDR 

ile sıkı Ģekilde regüle olduğu bilinen CYP3A5 geninin mRNA ifadesi düzeylerini 

qRT-PCR ile inceledik. CYP3A5, sitokrom P450 süper ailesinin bir üyesini 

kodlamaktadır (181). Sonuçlarımız LNCaP hücrelerine 1,25(OH)2 D3 uygulandığında 

CYP3A5 mRNA düzeylerinin doz bağımlı olarak kontrol grubuna kıyasla yukarı 

düzenlendiğini göstermiĢtir. Bu sonuç LNCaP hücrelerinde 1,25(OH)2 D3 aracılı 

olarak VDR uyarımının baĢarısını doğrulamıĢtır (ġekil 12). 1,25(OH)2 D3 uyarımı 

altında ERAD üyelerinin mRNA ifade düzeylerindeki değiĢimleri incelediğimiz 

çalıĢmalarda Hrd1, p97/VCP ve Npl4 üyelerinin mRNA ifade düzeylerinde 

istatistiksel olarak anlamlı azalıĢ olduğunu belirlendi. gp78, Ufd1 ve Ufd2 mRNA 

düzeylerinde ortalamalara bakılarak azalıĢ olduğu belirlenirken kontrol grubuna 

kıyasla bu değiĢimlerin istatistiksel olarak anlamlı olmadığı saptandı. ER membran 

proteinlerinden olan ve ERAD ile iliĢkili olarak substrat moleküllerinin 

retrotranslokasyon basamağına destek verdiği düĢünülen Derlin1 mRNA ifade 

düzeylerinde kontrol grubuna kıyasla bir değiĢim olmadığı belirlendi (182). Buna 

karĢın ERAD‟ın tanımlanan ilk endojen inhibitör proteini olan SVIP mRNA 

ifadesinin 100nM 1,25(OH)2 D3 uygulamasında kontrol grubuna kıyasla istatistiksel 

olarak anlamlı artıĢ sergilediği belirlendi (51). Tüm bu sonuçlar protein düzeyindeki 

sonuçlarla tutarlı olarak ERAD üyelerinin 1,25(OH)2D3 uygulaması ile 

transkripsiyonel düzeyde negatif düzenlendiğini önermektedir. SVIP mRNA 

düzeylerinin yukarı yönlü regülasyonu ERAD‟ın fonksiyonel olarak 1,25(OH)2 D3 ile 

negatif düzenlendiğini iĢaret etmektedir. 

 1,25(OH)2 D3'ün ERAD ve UPR üzerindeki biyolojik etkisinin yalnızca 

LNCaP hücreleriyle sınırlı olup olmadığını test etmek amacıyla in vitro da prostat 

kanserini iyi mimik eden bir baĢka hücre hattı olan 22Rv1 ile denemeler 

gerçekleĢtirdik. Bu aĢamada 1,25(OH)2 D3 uygulamasının ERAD ve UPR üyeleri 

üzerindeki etkisinin VDR ile iliĢkisini anlamak üzere her iki hücre hattında da VDR 

mRNA ifade düzeylerini doğruladık (ġekil 13). Sonuçlarımız her iki hücre hattının 

da VDR mRNA'yı ifade ettiğini gösterdi (ġekil 13). 1,25(OH)2 D3 stimülasyonu 

altında ERAD ve UPR proteinlerinin ifade düzeylerindeki değiĢimlerin her iki hücre 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/NWkT
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/Tefp
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/s9jN
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hattında da benzer olduğunu gösterdik. Bu bulgular 1,25(OH)2 D3 aracılı elde edilen 

yanıtların hücre hattına özgül olmadığını doğruladı (ġekil 14). 

Son olarak ERAD ve UPR bileĢenlerinin 1,25(OH)2 D3 aracılı düzenlemesinin 

transkripsiyonel ve/veya translasyonel seviyede kontrol edilip edilmediğini daha 

fazla analiz etmek için iyi bilinene bir RNA sentezi inhibitörü ActD (1 μg/ml) ve 

protein sentezi inhibitörü olan sikloheksimid (1 μg/ml) ile denemeler gerçekleĢtirdik. 

ActD, DNA‟ya interkale olan RNA polimerazı inhibe ederek transkripsiyonu bloke 

eden siklik polipeptit bir antibiyotiktir (183). CHX ökaryotlarda bir protein sentezi 

inhibe eden güçlü bir ajandır. Etki mekanizması tam olarak aydınlatılamamıĢ olsa da 

60S ribozomal biriminin E-bölgesine bağlanarak ve asetillenmiĢ tRNA'ya müdahale 

ederek translasyonu baskıladığı düĢünülmektedir (184,185). ActD ve CHX ile 

gerçekleĢtirdiğimiz denemelerde ERAD bileĢenlerinin 1,25(OH)2 D3 uyarımı ile 

transkripsiyonel düzeyde kontrol edildiği belirlenmiĢtir. 

Toplu olarak bu tez çalıĢması kapsamındaki tüm sonuçlar dikkate alındığında 

1,25(OH)2 D3 uyarımı test edilen ERAD proteinlerinin ifade düzeylerini ve UPR‟nin 

PERK koluna iliĢkin sinyalin 1,25(OH)2 D3 aracılı olarak negatif düzenlendiğini 

göstermiĢtir. UPR ile iliĢkili IRE1⍺ sinyalinin ise 1,25(OH)2 D3 aracılı olarak pozitif 

yönde regüle olduğunu belirlenmiĢtir. Bununla ERAD üyelerinin 1,25(OH)2 D3 

aracılı düzenleme modelinin hücre hattına özgül olmadığını doğrulanmıĢtır. Ayrıca 

LNCaP ve 22Rv1 prostat kanseri hücrelerinin VDR transkriptini ifade ettikleri 

doğrulanmıĢtır.  

1,25(OH)2 D3„ün VDR‟nin bilinen iyi bir ligandı olduğu düĢünüldüğünde 

sonuçlarımız 1,25(OH)2 D3 stimülasyonu altında prostat kanseri hücrelerinde ERAD 

ve UPR bileĢenlerinin düzeylerinin 1,25(OH)2 D3 aracılı olarak indüklenen VDR 

aracılı kontrol edilen özelleĢmiĢ bir transkripsiyonel program ile düzenlendiğini 

düĢündürmektedir. Ancak bu hipotez siRNA aracılı susturma ve farmakolojik blokajı 

gibi deney modelleri ile doğrulanmaya muhtaçtır.  Bunula birlikte PERK sinyalinin 

ERAD bileĢenlerinin düzeylerini transkripsiyonel olarak regüle ettiği bilinmektedir. 

1,25(OH)2 D3 uyarımı altında UPR‟nin PERK kolunun baskılanması ve ERAD 

üyelerinin ifade düzeylerindeki azalma arasında bir iliĢki olabileceği görülmektedir. 

Ancak bu iliĢkinin karakterizasyonu için ileri deney modelleri ile çalıĢmaların 

yapılması gerekmektedir. 

https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/19cn
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 Özet olarak bulgularımız prostat kanseri hücrelerinde IRE1⍺ sinyallemesinin 

1,25(OH)2 D3 ile uyarıldığını, PERK sinyalinin baskılandığını, ERAD üyelerinin 

mRNA ve protein düzeylerinin 1,25(OH)2 D3 ile negatif düzenlendiğini göstermiĢtir. 

 Yürütülen tez çalıĢması kapsamında elde edilen sonuçlara dayanarak 

1,25(OH)2 D3 aracılı olarak indüklenen VDR sinyalizasyonunun etkisinin meme 

kanseri gibi hormona bağımlı diğer kanser türlerindeki etkilerinin karsinogenez ile 

iliĢkili ERAD ve UPR mekanizmaları üzerindeki etkilerinin daha kapsamlı 

araĢtırılmasına yol göstermesi açısından iyi bir model olacağını düĢünmekteyiz. 
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6. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

 

Özellikle prostat ve meme kanserleri gibi hormon duyarlı kanser türlerinde 

hormonal regülasyonla ERAD ve UPR mekanizmasının düzenlenebildiği 

öngörülmekte ve kanserin altında yatan bu mekanizmaların aydınlatılması gerektiği 

düĢünüldüğü için yapılan çalıĢmalarda hormon regülasyonuna bağlı mekanizmalar 

son yıllarda araĢtırma odağı olmuĢtur. 

Bir sekosteroit hormon olan D vitamininin ve reseptörünün ise prostat 

kanserleri geliĢiminde önemli bir rol oynadığı birçok çalıĢmada gösterilmektedir. Bu 

bilgiler ıĢığında ilerlenen bu tez çalıĢmasında ise, D vitamininin aktif metaboliti olan 

1,25(OH)2 D3 aracılı VDR sinyallemesinin ERAD ve UPR mekanizmaları üzerine 

olan olası düzenleyici rolünün aydınlatılması ilk kez bu çalıĢmada gösterilmiĢtir.  

 Yapılan tez çalıĢmasının sonucunda, 1,25(OH)2D3„ün prostat kanserinde 

ERAD üyelerinin protein ve mRNA ifade düzeylerindeki değiĢimler sonucu, doza ve 

zamana bağlı bir Ģekilde kademeli olarak azalttığı belirlenmiĢ ve 1,25(OH)2 D3 

uyarımı altında ERAD üyelerinin mRNA ifade düzeylerindeki değiĢimleri 

incelenerek 1,25(OH)2D3 uygulamasının LNCaP prostat kanseri hücrelerinde ERAD 

bileĢenlerinin protein düzeylerini ER stresinin indüksiyonuna neden olmadan negatif 

olarak düzenlendiği desteklenmiĢtir. 

 1,25(OH)2D3 aracılı olarak indüklenmiĢ sinyal mekanizmasının, UPR'nin 

PERK sinyal yolağını negatif olarak düzenlediği belirlenirken, tam tersi olarak 

IRE1⍺‟nın ise 1,25(OH)2D3 aracılı olarak uyarıldığını öne sürülmektedir. Tüm 

sonuçlara bağlı olarak, ERAD bileĢenlerinin 1,25(OH)2D3 uygulaması ile 

transkripsiyonel düzeyde negatif olarak kontrol edildiği belirlenmiĢtir.  

 Ek olarak, 1,25(OH)2 D3'ün ERAD ve UPR üzerindeki biyolojik etkisinin 

yalnızca LNCaP hücrelerinde sınırlı olmadığı ve 22Rv1 hücre hattında da aynı 

sonuçları gösterdiği desteklenmiĢ ve 1,25(OH)2 D3 aracılı elde edilen yanıtların hücre 

hattına özgül olmadığı doğrulanmıĢtır. 

 Yukarıda da belirtildiği gibi, 1,25(OH)2 D3 aracılı olarak indüklenen VDR 

sinyalizasyonunun etkisinin meme kanseri gibi hormon bağımlı diğer kanser 

türlerinde de araĢtırılması gerektiğini ve bu kanser türlerinin altında yatan moleküler 

mekanizmaların aydınlatılmasının hedefleri için önemli olacağı öngörülmektedir. 
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