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iv. SIMGELER ve KISALTMALAR

Apaf-1: Apoptotik proteaz aktive edici faktor-1
APC : Antijen sunan hiicreler

ATP : Adenozintrifosfat

CAL : Kalibrator

CK : Sitokeratin

CTRL : Kontrol

CYP24: 24-hidroksilaz

DNA : Deoksiriboniikleik asit

ELU : Mobil faz

ER  :Endoplazmik retikulum

HRP : Horseradish peroxidase

HSF  : Is1 sok faktorii

HSP : Is1 sok protein

IS : Internal standart

LSA : Lipide bagl: siyalik asit

PREC : Coktiiriicii reaktif

PTH : Paratiroid hormon

RDA : Alinmasi tavsiye edilen giinliik doz
TMB : Tetrametilbenzidin

TPA  : Doku polipeptid antijeni

TPS  : Doku polipeptidine 6zgii antijen
TSA : Total siyalik asit

UV  :Ultraviyole

VBDP : Vitamin D baglayic1 protein
VDR : Vitamin D reseptorii



1. GIRIS

Kanser, ¢agimizda mortalite ve morbiditenin dnde gelen nedenlerinden biridir
(Sahin ve ark 2000). Diinyadaki insanlarin dortte biri, yani yaklasik bir buguk milyar
insan, yasaminin herhangi bir asamasinda kansere yakalanma riski tasimaktadir
(Akgiil ve ark 2003). Bilim adamlar1 gerek kanseri onlemek gerekse kanserli
hastalar1 tedavi etmek amaciyla ¢esitli caligmalar yapmaktadirlar (O’Kelly ve

Koeffler 2003).

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidir ve kadin
kanserlerinin iicte birinden sorumludur. Meme kanseri konusundaki aragtirmalar
hizla ve artarak devam etmektedir. Bunlarin sonucu olarak bu hastalik hem daha iyi
taninmakta hem de tedavide giderek artan basarilar elde edilmektedir. Meme
timorleri tedavi ile sifa ve sagkalim oranlarinin arttigi ispatlanmis tiimorlerdir

(Ondrusek ve ark 1999, Williams ve ark 2002).

Son yirmi yil i¢cinde molekiiler onkolojideki 6nemli gelismeler sonucunda
karsinogenez, timor biiyiime ve invazyonu ile metastaz biyolojisinde heyecan verici

onemli bilgi kazanimlar1 olmustur (Kansu 2005).

Kanserlerin ¢ogunun gelisiminde 10-20 yillik bir dénem vardir ve bu donem
Onleyici sagaltim icin yeterli bir slirectir. Gilincel olan bir¢ok c¢alismada D
vitamininin, ¢esitli kanserlerin olusumu ve ilerlemesinin 6nlenmesinde etkili oldugu
belirtilmistir (Sahin ve ark 2000). Vitamin D bilesenlerinin tek basina veya diger
ilaclarla kombine olarak kanser tedavisinde ve gerilemesindeki kullanim1 halihazirda

tartisilmaktadir (O’Kelly ve Koeffler 2003).

D vitamini, Ozellikle meme kanseri tedavisinde kemoterapi ve
antidstrojenlerle hormon tedavisinin kullanimina yeni bir alternatif teskil etmektedir.
Hem in vitro hem de in vivo aragtirmalar, vitamin D bilesenlerinin meme kanseri

hiicrelerini inhibe edebilecegini gostermistir (O’Kelly ve Koeffler 2003).

Vitamin D’ nin biyolojik olarak aktif formu olan 1,25-dihidroksi D3, sadece
kalsiyum homeostazinin kontroliinde onemli bir rol oynamakla kalmaz, ayni
zamanda hiicre farklilasmasi ve hiicre sikliisiiniin regililasyonu, apoptozisin
indiiksiyonu, hiicresel proliferasyonun inhibisyonu, metastaz ve anjiogenez lizerinde

de etkileri mevcuttur (Van den Bemd ve Chang 2002).



Kanser tedavisinde 1,25-dihidroksi D3’ iin potansiyel kullanimi farmakolojik
olarak aktif dozlarda hiperkalsemiye neden oldugu icin siirlandirilmigtir. Boylece,
kuvvetli antikanser etkileri olan fakat diisiik kalsemik aktiviteye sahip vitamin D

analoglarinin sentezi giindeme gelmistir (O’Kelly ve Koeffler 2003).

Kemoterapi, tiimdr hiicrelerinde apoptozis, nekroz, otofaji, mitotik yikim ve
yaslanmay1 igeren birgcok etkileri indiikler. Apoptozis bir¢ok antikanser ilacla
tedavinin hiicresel sonucu seklinde genel olarak ifade edilmistir ve apoptotik
mekanizmalardaki bozukluklarin terapi direncine istirak ettigine inanilmaktadir

(Linder ve ark 2004).

Timor hiicrelerinin en belirgin 6zelliklerinden biri normal farklilagma
yeteneginin kaybolmasidir. Farklilasmanin bozulmasina paralel olarak kanser hiicresi
apoptozis yetenegini de kaybeder ve normal hiicreye kiyasla daha uzun yasar

(Keeton ve Gould 2003).

Dolasimdaki apoptotik markerlerin kantitatif tayini timor biiylimesi ve
agresifligi ile antitimdr terapinin etkinliginin degerlendirilmesinde yeni bir bakis
acisina yol agmistir. Ayrica, bu markerlerin konsantrasyonlarinda erken dénemdeki
degisiklikler tedaviye cevabin Onceden saptanmasinda yarar saglayabilir

(Holdenrieder ve Stieber 2004).

Sitokeratinler, kanser hastalarinda terapi-indiiklii hiicre 6liimiinii gésteren bir
biomarker olarak belirtilmistir. Yakin zamandaki kanitlar kanserli hastalarin kan
dolasimindaki sitokeratinlerin apoptotik ve nekrotik tiimor hiicrelerinden

kaynaklandigini diisiindiirmektedir (Linder 2007).

Sitokeratin-18 (CK-18) 6lii hiicrelerden salinmaktadir. Apoptozis, kaspazla
centiklenmis (caspase-cleaved) CK-18 fragmanlarimin salinimiyla sonuglandigi
halde; nekroz, ¢entiklenmemis (uncleaved) CK-18’ in salinimiyla sonuglanir (Linder

ve ark 2004).

Yakin caligmalarda meme kanseri tedavisi sonucu, CK-18 seviyelerinin
tedavi Oncesine gore artis gosterdigi ve kanser hastalarinin sitotoksik antikanser
ilaclara cevabini degerlendirmek i¢in kullanilabilecegi belirtilmistir (Demiray ve ark

2006).



Is1 sok proteinleri (HSP), proteinlerin katlanarak {i¢ boyutlu hale gelmesinde
yer alan gesitli stres uyarilarina cevap olarak biitliin canlilarin hiicreleri tarafindan
iiretilen bir grup refakat¢i saperon proteinlerdendir. Cogu kanser ¢esidinde HSP’
lerin iiretimi artar. HSP’ ler timor hiicrelerinin proliferasyonu, farklilagmasi,
invazyonu, metastazi, 6liimii ve immiin sistem tarafindan taninmasi ile iligkilidir.
HSP’ ler apoptotik sinyal yolunun bir¢ok noktasinda gorev yaparlar. HSP-90
antiapoptotik etki gosterir (Gacad ve Adams 1998).

HSP-90, hiicresel kalite kontrol i¢in ¢ok Onemli olan 90 kDa’ luk bir
saperondur. Hormon reseptdrleri, protein kinazlar ve protein kontrollii hiicre sikliisii
ve apoptozisteki proteinler gibi baslica hiicresel proteinlerin fonksiyonlarini

yiiriitmede 6nemlidir (Pick ve ark 2007).

HSP-90 kanser hiicreleri i¢in Onemli olan proteinlerin stabilitesi ve
fonksiyonunda anahtardir. HSP-90 meme kanserini de igeren ¢ogu insan
malignitelerinde HSP’ lerin anormal seviyeleri gozlenmistir (Banerji 2009). Meme
kanserinin biiylimesi ve sagkalimi i¢in Onemli proto-onkogenlerin stabilitesi i¢in

gereklidir (Pick ve ark 2007).

Siyalik asit glikolipid ve glikoproteinlerin yapisal bir proteinidir. Insan
viicudunda siyalik asitin en ¢ok goriilen formu N-asetil-néraminik asittir. Hiicre
membraninin disinda glikoproteinlerin, glikolipidlerin ve polisakkaritlerin bir parcasi
olarak yerlesmis olan siyalik asit dolasima etrafa dokiilerek veya hiicre lizisi gibi

cesitli yollarla girme durumundadir (Sancak ve ark 2002).

Malignitelerde siyalik asit diizeyinin normale goére daha yiiksek olmasiyla
ilgili ¢esitli fikirler ileri siiriilmiistiir (Dwivedi ve ark 1988). Ayrica, meme kanseri
ve diger bazi kanserlerde yapilan ¢alismalarda tedavi sonrasi total siyalik asit (TSA)

ve lipide bagli siyalik asit (LSA) diizeylerinde bir diislis izlenmistir.

Kanserlerin evrelenmesi, prognostik degerlendirilmesi, tedavinin etkinliginin
izlenmesi ve niikslerin erken tespitinde serum TSA ve LSA diizeylerinin diger timor
belirleyicilerle birlikte yararli olabilecegi bildirilmistir (Adamo ve ark 1985,
Tewarson ve ark 1993, Patel ve ark 1997, Cylwik ve ark 2005).

Calismamizda kemik metastazi olan meme kanserli hastalara verilen D

vitamini tedavisinin apoptozis lizerine etki mekanizmasini1 aydinlatmaya ydnelik
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olarak 1s1 sok proteinlerinden HSP-90, apoptozisin dolagimdaki gostergesi olan

kaspazla ¢entiklenmis CK-18 ve siyalik asit diizeylerini arastirmay1 amagladik.
1. 1. Kanserin Tanim ve Onemi

Viicudumuzda tiim organlar hiicrelerden olusur. Hiicreler viicudumuzun en
kiigiik yapitaslaridir ve ancak mikroskopla goriilebilirler. Saglikli viicut hiicreleri
(kas ve sinir hiicreleri hari¢) béliinebilme yetenegine sahiptirler. Olen hiicrelerin
yenilenmesi ve yaralanan dokularin (viicut i¢i ve disindaki) onarilmasi amaciyla bu
yeteneklerini kullanirlar. Fakat bu yetenekleri de sinirlidir. Sonsuz boéliinemezler.
Her hiicrenin hayati boyunca belli bir boliinebilme sayist vardir. Saglikli bir hiicre
gerektigi yerde ve gerektigi kadar boliinmesini bilir. Buna karsin kanser hiicreleri, bu
bilinci kaybeder, kontrolsiiz boliinmeye baslar ve cogalirlar. Kanser hiicreleri
birikerek tiimorleri (kitleleri) olustururlar, timorler normal dokulari sikistirabilirler,
icine sizabilirler ya da tahrip edebilirler. Eger kanser hiicreleri olustuklar1 timorden
ayrilirsa, kan ya da lenf dolagimi aracilig: ile viicudun diger bolgelerine gidebilirler.
Gittikleri yerlerde tiimor kolonileri olusturur ve biiylimeye devam ederler. Kanserin
bu sekilde viicudun diger bolgelerine yayilmasi olayina metastaz adi verilir (Kutluk

ve Kars 1992, Ata 2005).

Kanserler olugsmaya basladiklar1 organ ve mikroskop altindaki goriiniislerine
gore siniflandirilirlar. Farkli tipteki kanserler, farkli hizlarda biiytirler, farkli yayilma
bigimleri gosterirler ve farkli tedavilere cevap verirler. Bu nedenle kanser
hastalarma, var olan kanser tiiriine gore farkli tedaviler uygulanir (Kutluk ve Kars

1992).

Kanser, onemi giderek artan bir saglik ve yasam sorunudur ve diinya
genelinde Oliimlerin nedeni olarak, kalp ve damar hastaliklarinin hemen ardindan
gelmektedir. Kanser, yayginligi, 6liim ve sakatliklara neden olmasi ve ulusal
ekonomiye getirdigi yiikk ile Tiirkiye’ de de onemli ve Oncelikli halk saglig

sorunudur (Akdur 1993).

Diinya Kanser Orgiitii (International Union Against Cancer-UICC) eski
baskani Dr. Franco Cavalli’ ye gore, 2007’ de yaklasik 7,9 milyon kisi, ¢esitli kanser

tiirlerine bagl hastaliklardan yasamini yitirmistir. 2008 Y1l1 Diinya Kanser Kongresi’



nde sunulan veriler ise hastaligin global olarak biiyiik boyutlara ulastigini ortaya

koymustur;
1. Her y1l yaklasik 11 milyon insan kansere yakalanmaktadir.

2. Kanserden oliimlerin ylizde 80’ i gelismemis ve az gelismis lilkelerde

meydana gelmektedir.

3. 2030 yilinda 12 milyon insanin kanserden Olecegi Ongdriilmektedir

(Tiirkiye Bilimler Akademisi 2008).

Ulkemizde kanser verileri Saglik Bakanlig1® na bagli Kanserle Savas Dairesi
Bagkanlig1’ nin 2004 yil1 verilerine dayanir. En sik goriilen kanser tiirleri erkeklerde
akciger, prostat, kolon, rektum, mide ve pankreas; kadinlarda ise meme, akciger,
kolon, rektum, serviks, over, mide ve pankreas kanserleri olarak siralanir. Deri
kanseri siklig1 her iki cinste de yiiksek olmakla birlikte, malign melanom digindaki
deri kanserleri tedaviye iyi cevap verdiklerinden 6liim orani ¢ok diiser (Y1lmaz 1992,

Tiirkiye Bilimler Akademisi 2008).
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Sekil 1.1. Tiirkiye’ de goriilen ilk on kanser tiirli (Tiirkiye Bilimler Akademisi 2008).



1. 1. 1. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Kanser dokusu mikroskop altinda belirgin degisiklikler gosterir. Boliinen
hiicre sayisinda artis, hiicre g¢ekirdeginde say1 ve sekil anormallikleri, 6zellesmis
doku hiicrelerinin bu goriiniimlerini kaybetmeleri, normal doku yapisinin bozulmasi

ve tiimor siirlarinda belirsizlik bunlar arasinda sayilabilir (Keeton ve Gould 2003).

Bir kanser hiicresi olustugunda, viicudun bagisiklik sistemi bu yabanci
hiicreyi tanir ve pargalar. Bu sayede viicutta olusan binlerce kanser hiicresi bagisiklik
sistemi tarafindan yok edilir. Her hiicrede, onkogenlerin aktivasyonunu baskilayan
antionkogenler “timor baskilayict gen” bulunmaktadir. Antionkogenlerin
kaybolmasi veya inaktive olmasi durumunda onkogen aktivitesine izin verilmis olur.
Bunu da kanserin olusumu izler. Viicutta mutasyona ugrayan hiicrelerin ancak ¢ok

kiigiik bir kism1 kansere yol agar. Bunun bir¢ok nedeni vardir;

1. Mutasyon gosteren hiicrelerin yasama kabiliyetleri normal hiicrelere gore

daha azdir ve bu yiizden dliirler.

2. Mutasyon gosteren hiicrelerin pek ¢ogunda bile asir1 biiyliimeyi Onleyen

tliimor baskilayict genler bulunur. Bu ylizden hayatta kalabilen mutant hiicrelerin ¢ok

az1 kanserli hiicreye doniistir.

3. Siklikla, kanser potansiyeli tasiyan bu hiicreler biiylylip kanser

olusturmadan once viicudun bagisiklik sistemi tarafindan yok edilirler.

Normal hiicreler tamir edilemeyecek sekilde hasarlandiginda apoptozis
tarafindan elimine edilirler. Kanserli hiicreler apoptozisten uzak dururlar ve gelisi

giizel cogalmalarina devam ederler (Keeton ve Gould 2003).

Glinlimiiz bilgilerine gore, kanser olusum ve gelisim siirecinin dort ana evresi

vardir;
1. Prekanserdz/olusum evresi
2. In-situ/sinirli evre

3. Metastaz/yayilim evresi



4. Yaygin evre

Kanserin olusum evresi, bazi istisnalar disinda (radyasyon ve bebeklerde
goriilen kalitsal kanserler), genel olarak on bes yil veya daha uzun siirmektedir. Iste,
cok uzun siiren olusum evresi boyunca, ¢evresel faktorlere maruziyet ve sagliksiz
yasam bic¢imi ortadan kaldirilirsa, kanserin olusumu 6nlenebilir (Berberoglu 1991,
Akdur 1993).

1. 1. 2. Risk Faktorleri

Doktorlar c¢ogunlukla neden bazi insanlarin kanser oldugunu, digerlerinin
olmadigint agiklayamazlar. Arastirmalar, belli risk faktorlerinin kiginin kanser
geligtirme sansini artirdigini  gosterir. Bu faktorlerin  bircogu Onlenebilir. Aile
hikayesi gibi faktorler ise Onlenemez. Zamanla bir¢ok faktor normal hiicrelerin
kanser hiicresi olmast igin birlikte hareket eder. Insanlar miimkiin oldugunca bilinen

risk faktorlerinden uzak kalarak kendilerini koruyabilirler.

Yaslanma, sigara ve alkol kullanimi, kotii beslenme, fiziksel aktivite yoklugu
veya fazla kilolu olma, menapozal hormon tedavisi alma, ultraviyole (UV) radyasyon
ve iyonize radyasyona maruz kalma, bazi kimyasallar, baz1 viriisler ve bakteriler,

ailede kanser hikayesi, baslica risk faktorleridir (Ata 2005).
1. 2. Meme Kanseri

Meme kanseri, memenin duktus veya lobiillerini orten epitelyal hiicrelerin
malign proliferasyonudur. Kadinlarda en sik goriilen kanserdir ve akciger
kanserinden sonra, kansere bagli dliimlerin ikinci en sik sebebidir. Tiim kanserler
icinde kadinlarda goriilme sikligir % 22’ dir. Bu oran gelismis iilkelerde % 26’ ya
kadar yiikselir.

Diinya genelinde, her y1l yaklagik 1 milyon yeni vaka bildirilmekte ve yilda
400 000 kadin bu hastaliktan kaybedilmektedir. Genel olarak gelismis iilkelerde daha
yiiksek insidansa sahiptir. Yasam boyu her dokuz kadindan biri, meme kanseri

geligme riskine sahiptir (Parkin ve ark 2000).

Tiirkiye agisindan da, kadinlar arasinda en sik goriilen on kanser tipi
icerisinde meme kanseri birinci sirada yer almaktadir (C6l ve ark 2000). Ulkemizde

bu konuda yeterli istatiksel veri bulunmamakla birlikte Tiirkiye Bilimsel Arastirma
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Kurumu’ nun 1994 yili1 verilerine gore 1985-1990 yillar1 arasinda kadinlarda goriilen
kanserler arasinda % 23,2 ile ilk sirada yer almaktadir (Burget ve ark 1994). Bu

sonug, Tiirkiye’ de meme kanserinin 6nemini ortaya koymaktadir.

Erken tani1 yontemlerinin geligmesi ve artan tedavi secenekleri nedeniyle

meme kanseri mortalitesi azalmaktadir (Parkin ve ark 2000).

Meme karsinomlari; morfolojik, klinik, hormon reseptdr diizeyi, tedaviye
yanitlarina gore farkli 6zellikleri olan, heterojendz gruplara sahip tiimorlerdir. Bu
farkliligin sebebi, altta yatan hedef hiicre (kanser hiicresi) popiilasyonundaki
farklilik, farkli onkogen aktivasyonu ve/veya tiimor supresor gen fonksiyon
kayiplarindaki degisik kombinasyonlardir. Fakat, yillardir kullanilan klasifikasyon
morfoloji esashidir (Gusterson ve ark 2005). En sik kullanilan tanisal siniflandirma

sistemi Diinya Saglik Orgiitii’ niin siniflandirmasidir (Dupont ve ark 1985).
Bu siniflamaya gére meme kanserleri:
1. In situ karsinom

In situ duktal karsinom

In situ lobuler karsinom

2. Invaziv karsinom

Invaziv duktal karsinom (% 70-80)
* Invaziv lobuler karsinom (% 5-10)

* Tubuler karsinom (% 2)

e Invaziv kribriform karsinom

* Mediilller karsinom (% 1-5)

*  Miisindz (kolloid) karsinom (% 1-2)
* Invaziv papiller karsinom (% 1)

e Invaziv mikropapiller karsinom

* Apokrin karsinom



* Sekretuar (juvenil) karsinom
* Adenoid kistik karsinom
* Metaplastik karsinom
* Noroendokrin karsinom
* Inflamatuar karsinom
olarak gruplandirilir.
1. 2. 1. Meme Kanserinde Risk Faktorleri

Meme kanserinin halen yeni bilgilerin ortaya ¢iktigi ve gelismelerin
yasandigi olduke¢a genis bir alan oldugu ifade edilmektedir (Campbell 2002). Meme
kanserinin hangi nedene bagli olarak ortaya ¢iktig1 tam olarak bilinmemekle beraber
yapilan arastirmalar sonucunda bazi O6zelliklere sahip kadinlarda meme kanseri
goriilme riskinin daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Karamanoglu 1999, Driedger ve
Eyles 2001, Campbell 2002). Birgok risk faktorii ile iligkili olan meme kanserinin,
risk faktorlerinin azalmasina ve artmasma gore, goriilme sikligi da farklilik

gostermektedir (Bentley ve ark 1998, Manjer ve ark 2000).

Meme kanseri hormon bagimli bir hastaliktir. Ostrojenlerin, meme
epitelindeki proliferatif etkisi, daha sonra DNA’ nin (deoksiriboniikleik asit) hatali
replikasyonu olasiligini artirarak mutasyonlara yol agabilmektedir. Bilinen bir¢ok
risk faktorii, endojen veya ekzojen Ostrojen uyarisinin siiresi ve seviyesi ile iligkilidir

(Ewertz ve ark 1990).

Meme kanserine bagli 6liimlerin azaltilmas1 hedeflendiginde, hastaligin erken
donemde teshis edilebilmesinin tasidigi onemin yiikseldigi goriilmektedir. Bunun
icin de oncelikle kadinlarin meme kanseri goriilmesinde etkili olan risk faktorlerine
yonelik olarak bilgilendirilmeleri ve bilinglendirilmeleri gerekmektedir (Kelsey ve

Gammon 1991, Vatten 1991).

Kadinlarda meme kanseri goriilme riskini yiikselten bu faktorler; yas, kisisel
meme kanseri hikayesi, ailede meme kanseri hikayesi, fertil cag yasi, cocuk dogurma
yasl, emzirme siiresi, dogum kontrol hap1 kullanilmasi, 6strojen alinmasi, sigara ve

alkol kullanimi, sismanlik ve yagli beslenme, yetersiz fiziksel aktivitedir (Hall ve



Hooper 1999, Remennick 1999, Goodwin 2000, Salih ve Fentiman 2002, Smith ve
ark 2002, Cuzick 2003, Dumitrescu 2005, Veronesi 2005).

1. 2. 2. Meme Kanserinde Kemik Metastazinin Onemi

Heterojen bir hastalilk olan meme kanserinde ilk tani asamasinda bile
olgularin ticte ikisinde sistemik bir yayilim oldugu kabul edilmektedir. Cizelge 1.1.
de de goriildiigli gibi meme kanseri hastalarinda yapilan c¢aligsmalarda ilk metastaz
yerinin 6nemli bir boliimiinii iskelet sistemi olusturmaktadir (Aran ve ark 1987, Pak

ve El¢i 1987, Wilson 1989).

Cizelge 1.1. Meme kanserinde ilk metastaz yeri (%).

Metastaz Yeri Aran ve ark 1987 Pak ve El¢i 1987
(434 Olgu) (293 Olgu)

Kemik 45 42
Akciger/Plevra 24 28
Karaciger 15 6
Yerel/Bolgesel 6 13
Beyin 6 7
Diger 4 4

Bu nedenle meme kanseri tanist konmus olgularn ilk evrelendirme
caligmalarinda ve tedavi sonrasi takiplerinde kemik metastazi tan1 ve taramasina
yonelik caligmalar 6nemli rol oynamakta ve genis yer tutmaktadir. Erken kemik
metastazlar1 klinik olarak sessizdir. Metastatik hastalik kemik dokusunda
proliferasyon olmaksizin destriiksiyona neden olabilir. Bu tiir metastazlar radyolojik
olarak osteolitik metastaz seklinde tanimlanir. Kemikte reaktif proliferasyon
oldugunda osteoblastik, destruktif ve proliferatif alanlarin her ikisinin de birlikte

bulundugu durumlarda ise mikst tip olarak adlandirilir. Mikst osteolitik ve
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osteoblastik lezyonlar daha azdir. Yalniz osteoblastik metastazlar ise olduk¢a azdir
(Edeiken 1985, Campanacci 1990). Metastazin bir bagka sekli de kemik iligi
boslugunu dolduran, fakat trabekiiler yapiy1 bozmayan, bu nedenle de radyolojik

olarak gosterilemeyebilen intertrabekdiler tiptir.

Meme kanserinin radyolojik olarak gosterilebilen kemik metastazlariin
biiyiik ¢ogunlugu osteolitik lezyonlardir. Direkt radyolojik olarak litik bir lezyonun
gosterilebilmesi i¢in 1,5 cm ¢apindan biiyiik olmasi ve en az % 50 demineralizasyon
olusmasi gereklidir (Campanacci 1990). Kemik metastazlarinin saptanmasinda Tc-
99m ile yapilan tiim viicut kemik sintigrafisi direkt radyolojik iskelet taramasindan
daha hassastir (Edeiken 1985, Harris ve ark 1985, Campananci 1990, Perez ve ark
1992).

1. 2. 3. Kemik Metastazi Tedavisinde Bifosfonatlarin Rolii

Bifosfonatlar pirofosfat analoglaridir. Kemik “remodeling” inin aktif oldugu
alanlarda kemige baglanirlar. Klinikte hizli kemik “turnover” 1 ve osteolitik
aktivitenin arttig1 durumlarda faydalidirlar. Bu klinik ¢erceve i¢cinde kemigin Paget
hastalig1, cesitli klinik nedenlere bagli osteoporoz ve malign kemik hastaliklar1 yer

alir.

Bifosfonatlar in vitro ve in vivo olarak kemik rezorpsiyonunu inhibe ederler.
Kanser hastalarinda, osteolizin bifosfonatlar ile inhibisyonunun maligniteye sekonder
hiperkalsemi tizerinde etkili oldugu gosterilmistir. Ayrica, kanser ile iligkili iskelet
sistemine ait morbidite, kemik agrisi, patolojik kiriklar ve radyoterapi ihtiyacini

geciktirme veya Onlemede de etkilidirler (Tamura ve ark 1996).

Bifosfonatlarin asil etkisi osteoklast fonksiyonlarinin inhibisyonudur (Fleisch
1991). Bifosfonatlarin baska bir mekanizmasi da, tiimor hiicrelerinin kemige
adezyonunun inhibisyonudur. Bifosfonatlar prostat ve meme kanserinde mineralize
olan ve olmayan kemikte ekstraseliller matrikse tiimdr hiicrelerinin yapigmasini

inhibe ederler (Boisseir ve ark 1997).

Hayvan modellerinde bifosfonatlarin kikirdak ve kemik yikimini onledigi,
kemik metastazini onledigi ve sikligin1 azalttigi goézlenmistir (Fleisch ve ark 1969,

Russel ve ark 1970).
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Gerek osteoporoz, gerekse metastatik kemik hastaliklarinda bifosfonat
tedavisinde gizli vitamin D eksikligi olan hastalarda istenmeyen sonuglar ortaya
cikabilmektedir. Vitamin D eksikligi, bifosfonat tedavisinin artmis toksisitesiyle
iligkilidir. Bu yiizden, bifosfonat tedavisi sirasinda vitamin D takibi Onerilmekle
beraber, tedaviye kalsiyum ve vitamin D preparatlar1 ilave edilmesi uygun

goriilmektedir (Wang-Gillam ve ark 2008, Amir ve ark 2010).

1. 3. D Vitamini

Vitaminler, besinler ile veya ek olarak digaridan alinmasi zorunlu olan besin
Ogeleri olarak tanimlanmasma ragmen, D vitamini bir dokuda iiretilerek kan
dolasimina verilmesi, diger dokular iizerinde etki gostermesi ve bu etkisinin
“feedback” mekanizmalarla diizenlenmesi nedeniyle vitaminden ¢ok steroid yapili
bir hormon olarak degerlendirilir. Yagda eriyen vitaminler arasinda bulunmaktadir

(Holick 1994).
1. 3. 1. Biyokimyas1 ve Fizyolojisi

Vitamin D’ nin 37 metaboliti mevcut olup bunlardan en iyi bilinen iki formu
Vitamin D3 (kolekalsiferol) ve Vitamin D, (ergokalsiferol)’ dir (Zempleni 2008).
Vitamin Dj ti¢ adet ¢ift baga sahiptir ve erime noktas1 84-85 °C’ dir. UV absorbsiyo-
nu ise 265 nm’ de maksimumdur. Suda ¢éziinmez (Rucker 2001). Vitamin D, ise
dort adet ¢ift baga sahip olup kaynama noktasi 121 °C’ dir. UV absorbsiyon ve
cozlinebilirlik 6zellikleri D3 ile aynidir (Zempleni 2008). Vitamin D 1siya, 1518a ve

saklama kosullarina kars1 duyarlidir.

Vitamin D; hayvansal kaynaklidir, UV 1sinlar1 yardimiyla deride sentezlenir.
Vitamin D, ise bitki ve mantarlardan elde edilir. Yapilan arastirmalar insan
viicudunda vitamin D3’ iin vitamin D,’ ye gore ¢ok daha etkili oldugunu gostermistir

(Armas ve ark 2004, Lips 2006).

D vitamini yapisal olarak steroid hormonlara benzer. Steroidlerde B halkas1
kapaliyken, D vitamininde bu halka agiktir (Holick 2006). Vitamin D yan
zincirindeki farklilik nedeniyle degisik formlara sahiptir ve biyolojik olarak
inaktiftir. Vitamin D’ nin 25-hidroksikolekalsiferol [25-(OH)Ds;] ve 1,25-
dihidroksikolekalsiferol [1,25-(OH),D3;] metabolitleri mevcut olup bunlardan 1,25-
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(OH),Dj; aktif formdur. 25-(OH)D3;, 1,25-(OH),D;’ iin 500-1000" de bir etkinligine

sahiptir, daha ¢ok D vitamini deposu gibi davranir (Prosser ve Jones 2004).
1. 3. 2. Metabolizmasi

Normal kosullarda insan viicudunda bulunan D vitaminin % 90-95° i giines
isinlarinin etkisi ile derinin 290-315 nm dalga boyunda UV-B isinlarina maruz
kalmasi ile sentezlenir (Whiting ve Calvo 2005). Ayn1 zamanda bu dalga boyundaki
giines 1sinlart D vitaminini parcalayarak inaktif tirlinlere doniistiiriir. Bu mekanizma
giineslenmenin neden D vitamini toksisitesine yol agmadigini izah eder (Holick

2006).

RDA (alinmasi tavsiye edilen giinliik doz) kisinin viicut yiizeyinin 30 dakika
giinese maruz kalmasi ile saglanabilir. D vitamininin, % 80’ inden fazlasi derinin
epidermis tabakasinda, % 20 kadar1 ise dermis tabakasinda sentezlenir (MacLaughlin
ve Holick 1985). Bu sentez fonksiyonu, iilkenin bulundugu enlem, mevsimler, glines
isinlarinin yeryiiziine geldigi ag¢i (zenith agisi), deri pigmentasyonu, hava kirliligi
diizeyi, deriye siiriilen koruyucu kremler, giyinme tipi gibi faktorlere baglidir (Holick
20006).

Vitamin D deride 7-dehidrokolesterol” den gilines yardimi ile
sentezlenmektedir. 7-dehidrokolesterol UV ismnlarinin  etkisi ile deride Once
previtamin D’ ye sonra karacigerde viicut 1sis1 ile hizla 25-(OH)Ds’ e, daha sonra ise
bobrekte 1,25-(OH),Ds’ e donlismektedir. Previtamin D, karacigerde 25-hidroksilaz
ve bobrekte 1-alfahidroksilaz enzimi tarafindan hidroksillenerek aktif form olan
1,25-(OH),Ds’ e doniistir. 1-alfahidroksilaz aktivitesi paratiroid hormon (PTH) ve
prolaktin tarafindan arttirilir. Bu enzimler p450 enzim ailesine aittir (Prosser ve

Jones 2004).

25-hidroksilasyonunun % 90’ 1 karacigerde, %10’ u fibroblast, bobrek,
duodenum ve kemik gibi diger dokularda gerceklesir. Bobrekte 6zellikle proksimal
tiibiilis hiicreleri, 1-alfahidroksilaz enzimi ac¢isindan zengindir. Ayrica meme
dokusu, prostat, kolon ve makrofajlarda da 25-(OH)D3’ iin, 1,25-(OH),D;’ e
doniisebildigi gosterilmistir (Holick 2001).

Vitamin D, safra varliginda ince bagirsak tarafindan absorbe edildikten sonra

lenf sistemiyle dolasima katilarak, karaciger tarafindan hizla alinir ve depolanir.
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Kanin diger dokulara gore daha yiiksek konsantrasyonda vitamin D icerdigi
bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda insan dokularindan en ¢ok yag dokusunda daha

sonra kas dokusunda vitamin D depolandig1 bildirilmistir (Rucker 2001).

D vitamininin katabolize olma yolu hem karaciger hem de bobrekte 24-
hidroksilasyondur. 24,25-(OH),D; daha polardir. Hizli olarak bobrekten atilir. 1,25-
(OH),D; ise 24-hidroksilasyonla “kalsitroik aside” doniislir ve safra yolu ile atilir

(Prosser ve Jones 2004, Zempleni 2008).

Oral yoldan alman D vitamini silomikronlarin yapisinda kana gecerken,
deride sentezlenen D vitamini, vitamin D baglayici protein (VDBP)’ e baglanarak
taginir ( Prosser ve Jones 2004). Bu protein albumine benzerdir ve vitamin D
metabolitleri olan 25-(OH)Ds, 1,25-(OH),D; ve 24,25-(OH),Ds’ e yiiksek oranda
afinite gosterir. VDBP alfa globiilin yapisinda olup karacigerde yapilir. Ostrojen
kullanimi1 ve gebelikte VDBP diizeyi artar ( Prosser ve Jones 2004).

Aktif metabolit 1,25-(OH),Ds hiicreye girer ve niikleer vitamin D reseptoriine
(VDR) baglanir. Bu kompleks retinoid reseptoriiyle bir heterodimer olusturur ve
ilgili gen iizerindeki vitamin D duyarli elemente baglanir. Bu olay1 transkripsiyon,
translasyon takip eder ve kalsiyum baglayici protein veya osteokalsin gibi proteinler
meydana gelir. Niikleer VDR’ ler kas, deri, hematolenfopoietik ve sinir doku ile
treme, endokrin sistem dokularinda mevcuttur. Ancak osteoklast hiicrelerinde
niikleer VDR bulunmadigindan 1,25-(OH),Ds; bu hiicreleri indirekt veya non-
genomik bir mekanizma ile etkilemektedir. Benign, hiperplastik ve malignant
epitelyal ve fibroblastik dokularda da 1,25-(OH),D; reseptdrii mevcuttur. Birgok
onkogen irilinlinli iceren elliden fazla proteinin 1,25-(OH),D; tarafindan

diizenlendigi bilinmektedir (Rucker 2001).
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Sekil 1.2. D vitamini etki mekanizmasi (Brown ve ark 1999).

1,25-(OH),D5’ iin aktif kalsiyum transportu tlzerindeki klasik etkisi ise
bagirsak hiicrelerinde gerceklesmektedir. Kalsiyum hiicreye membran proteinleri
yoluyla girmektedir. Bagirsak hiicresinde 1,25-(OH),D;, reseptdriine baglanmakta ve
kalsiyum baglayici protein sentezlenmektedir, bu da hiicrede aktif transportu
diizenlemektedir. Kalsiyum ATP (adenozintrifosfat)-bagimli bir mekanizma ile
ekstraselliiler siviya gegmektedir. 1,25-(OH),D; kemik, bagirsak, bobrek gibi hedef
organlar tlizerindeki etkisini gostermekte ve bu organlardan kana kalsiyum ge¢isini
uyarmaktadir (Lips 2006).

Ostrojen hormonu 1,25-(OH),D; iizerinde etkilidir. 1,25-(OH),D; dstrojen
salimimu ile artar, buna bagli olarak kalsiyum absorpsiyonu da indirekt olarak artar.
Dolayistyla 6strojen hormonu vitamin D reseptdr fonksiyonunun diizenlemesinde

gorev almaktadir denilebilir (Karadavut ve ark 2002).

1,25-(OH),;D5’ iin iiretimi PTH tarafindan uyarilmaktadir. PTH seviyesinin
diismesine neden olan negatif geribildirim mekanizmasi kalsiyum sayesinde
olmaktadir. Diger bir deyisle vitamin D, plazma membran reseptorleri ve MAP kinaz
ya da siklik AMP gibi ikincil mesajcilar araciligi ile de islevini yerine getirmektedir

(Lips 2006).
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Sekil 1.3. D vitamininin deride sentezi, metabolizmasi ve kalsiyum homeostazi
ile hiicresel gelisimi diizenlemesi (Holick 2004).

1. 3. 3. Fonksiyonlari

Vitamin D kemik gelisimi ve kalsiyum homeostazi i¢in vazgecilmezdir.
Ayrica, kaslarin fonksiyonlarinin yerine getirmesinde, saglarin bilylimesinde, immiin
ve stress cevabin verilmesinde, melanin sentezinde, insiilin ve prolaktin

hormonlarinin salgilanmasinda, deri ve kan hiicrelerinin farklilagmasinda 6nem

16



tagimaktadir. Vitamin D giiclii antiproliferatif, prodiferansiyatif, proapoptotik ve

immiinmodiilator etki gdstermektedir (Ozkorkmaz 2009).

1. 3. 4. D Vitamini Kaynaklar

Giines 1s1mlar1; UV 1smlaria maruz kalan yiliz ve kol bolgesine ait deride 20

dakikada giinliik 200 IU vitamin D sentezlenebilmektedir.

Besinsel kaynaklar; somon baligi, uskumru, ton baligi, sardalya gibi yagh
balik tiirleri, karaciger, tereyagi, yumurta sarisi, siit, brokoli, yesil sogan, maydanoz,

su teresi ve mantar D vitamini yoniinden zengindir (Dimitri ve Bishop 2007).

Ancak, su unutulmamalidir ki higbir gida maddesi gilinliik ihtiyact
kargilayacak kadar D vitamini icermez. En O6nemli kaynak giines 1sinlart etkisi ile
deride sentez edilen D vitaminidir. Anne siitiindeki D vitamini 10-60 IU/L
diizeyindedir ve tam olarak ihtiyaci karsilayamamaktadir (Henderson 2005, Holick

2007).
1. 3. 5. D Vitamini Diizeyleri

Kiside vitamin D diizeyinin normal, eksik veya fazla oldugunu anlamak i¢in
25-(OH)Ds diizeyine bakilmalidir. 25-(OH)D; yar1 omrii 2-3 hafta olan major
sirkiilatuar formdur. Hem vitamin D alimmi ve hem de endojen yapimi
gostermektedir. Biyolojik aktif form 1,25-(OH),D; ise ideal O6l¢iim igin uygun
degildir. Ciinkii, yar1 dmrii 4-6 saat kadar kisa ve sirkiilatuar diizeyleri 25-(OH)Ds’
den 1000 kat diistiktiir (Bouillon 2001).

Cizelge 1.2. Serumda kolekalsiferol seviyeleri.

25-(OH)Ds ng/ml nmol/l
Eksik <8 <20
Yetersiz 8-20 20-50
Optimal 20-60 50-150
Yiiksek 60-90 150-225
Toksik 90 225
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Vitamin D eksikligi, 25-(OH)Ds diizeyinin 20 nmol/l’ den az olmas1 olarak
tanimlanmaktadir. Her yedi ergin bireyden birinde vitamin D eksikligi olabilecegi
bildirilmistir (Chapuy ve ark 1997). 25-(OH)Ds; 150 nmol/l iistiinde oldugunda
vitamin D intoksikasyonu goriilmektedir. Ancak ¢ok nadirdir (Shils 1988).

Vitamin D ve metabolitlerinin kandaki miktar1 mevsimsel degisiklikler
gostermektedir. Mevsimlere gore yapilan Olgiimler 25-(OH)D; miktarinda 1,25-
(OH);D; formuna gore daha belirgin diisiisler oldugunu ortaya koymustur

(Vosatkova ve ark 2007).
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Sekil 1.4. Mevsimsel 25(OH)D serum diizey degisiklikleri (Cannell ve ark 2006).

1. 3. 6. D vitamini ve Kanser

Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar, vitamin D ve analoglarinin meme
kanseri hiicre tiplerinin ¢ogalmasini inhibe ettigini, farklilasmay1 ilerlettigini ve

apoptozisi indiikledigini gostermistir (Palmieri ve ark 20006).

Vitamin D yolag1 timor gelisimini baskilayict fonksiyona istirak eder.
Vitamin D etkisini ¢ekirdek reseptdr gen ailesinin bir iiyesi olan vitamin D reseptorii
(VDR) ile etkileserek gosterir. VDR normal meme bezinde tanimlanmistir (Welsh ve
ark 2003). Bu reseptor DNA’ da vitamin D cevap elementlerine baglanarak, gen
transkripsiyonunu kontrol eden transkripsiyon faktoriinii aktive eden bir liganddir

(Palmieri ve ark 2006). Vitamin D, VDR yoluyla hedef genlerin (p21, p27, c-fos ve
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c-myc gibi) transkripsiyonunu modiile ederek, antikarsinojenik hareket gosterir

(Abbas ve ark 2007).

VDR o0strojen bagimli proliferasyonun, farklilasmanin olusumunun Oniine
gegmede fonksiyon goriir ve meme epitel hiicrelerinde tiimor gelisimini baskilamaya
istirak eder. D vitamini dstrojen reseptorlerinin seviyelerini down-regiile ederek, 17

B-estradiol (E,) aktivitelerini baskilar (Berube ve ark 2004).

Genel olarak hiicresel, molekiiler ve populasyon g¢aligmalar1 bulgular1 dogal
olarak modiile edilen VDR’ nin biiylimeyi regiile edici gen oldugunu ve meme

kanseri i¢in bir hedef molekiil olabilecegini savunmaktadir (Welsh ve ark 2003).

Neoplastik hiicreler de VDR tagimaktadir. Sahip olduklar1 1-alfahidroksilaz
enzimi ile 25-(OH)D; diizeyi 30 ng/ml’ den yiiksek oldugunda 1,25-(OH),D;’ i
olusturmaktadirlar. 1,25-(OH),D; ise kanseri azaltici Ozelliktedir. Proliferasyon,
invazyon, anjiogenez ve metastaz lizerine azaltici; diferansiasyon ve apoptozis

tizerine ise arttirict etkileri vardir (Larsen ve ark 2004).

1,25-(OH);D3 formunun hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde gorev aldigi
hatta G; fazina etki ettigi diisiiniilmektedir. Birgok siklin ve siklin bagimli kinaz
1,25-(OH),;D3 formuna karst muhtemel bir cevap vermekte, transkripsiyon faktorleri
de olaya dahil edilmektedir. DNA replikasyonu ve tamirinde gérev yapan bir seri gen

bu sekilde aktive olmaktadir (Bouillon ve ark 2005).

Birgok gen fonksiyonu 1,25-(OH),D; tarafindan diizenlenmektedir. Bu genler
hiicre proliferasyonu, diferansiasyonu, apoptozisi ve anjiogenezisi lizerine
odaklanmaktadir. Bu genlere O6rnek olarak ostoekalsin, osteopontin, kalbindin, 24-
hidroksilaz (CYP24), karbonik anhidraz verilebilir (Rucker 2001, Nagpal ve ark
2005).

1,25-(OH),Ds malign hiicrede goérevini tamamladiktan sonra CYP24 genini
stimule ederek kendi yikimini baglatmaktadir. Malign hiicrede goérev yapan 1,25-
(OH);D; dolasima gegememekte ve kalsiyum metabolizmasini etkilememektedir

(Bouillon 2001, Giovannucci 2005, Holick ve Garabedian 2006).

Ca™ diizenleyici hormon 1,25-(OH),D; tarafindan indiiklenen kalsiyum

sinyalleri kanser hiicrelerinin akibetini tayin edebilir. Meme kanseri hiicre tiplerinde
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1,25-(OH),Ds, inozitol 1,4,5 trifosfat reseptor/Ca™ tahliye kanali yoluyla ER
depolarini tiiketerek ve voltaj-duyarsiz Ca™ kanallar1 yoluyla hiicre dis1 bosluktan
iceriye Ca™ girisini aktive ederek, hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonunda devamli bir

artis1 indikler.

Normal hiicrelerde ise 1,25-(OH),Ds, voltaj-bagimli Ca™ kanallarinin
aktivasyonu yoluyla meme kanseri hiicrelerinde olmayan gegici bir Ca™ cevabina
eslik eder. Meme kanseri hiicrelerindeki 1,25-(OH),Ds-indiiklii devamli Ca'™ artist
apoptotik hiicre oliimiiniin  indiiksiyonuyla iliskilendirilmistir fakat, normal

hiicrelerdeki gegici Ca™ artisinda bu iliski yoktur.

2

Meme kanseri hiicrelerinde Ca™’ un devamli artist Ca™>-bagimli apoptotik
proteazlarin, mu-kalpain ve kaspaz-12’ nin aktivasyonuyla birlestirilmistir. Mu-
kalpain aktivasyonu her zaman kaspaz-12’ nin ekspresyonunun/aktivasyonunun
onlinde bulunur ve kalpain ise kaspaz-12° nin aktivasyonu/centiklenmesi igin
gereklidir. Bazi kalsemik olmayan vitamin D analoglar1 (EB 1089 gibi) Ca>-bagimli
apoptotik proteazlari aktive ederek devamli bir Ca™ artisini tetikler ve meme kanseri
hiicrelerindeki apoptozisi 1,25-(OH),Ds’ le benzer bir tarzda indiikler. Normal meme
epiteli hiicrelerinde ise 1,25-(OH),Ds-indiiklii gegici Ca™ cevabina mu-kalpain ve

kaspaz-12 aktivasyonu eslik etmez (Sergeev 2005).

1,25-(OH),;Ds ile muamele edilmis meme kanseri hiicrelerinde yeni bir
apoptotik yolak bulunmustur:
Ca'™ daki artig

Mu-kalpain aktivasyonu
Kaspaz-12 aktivasyonu
Apoptozis

1,25-(OH),D5’ iin bu apoptotik yolagi devamli bir Ca™ artis1 tarafindan direkt
olarak aktive ettigi savunulmustur. Kanserli ve normal hiicreler arasindaki Ca'
diizenleyici mekanizmalardaki farkliliklar, 1,25-(OH),D;’ {in ve vitamin D
analoglarini Ca"-aracilikli apoptozisi, meme kanseri hiicrelerinde normal hiicrelere
gore sec¢ici olarak indiiklemesinden kaynaklanmaktadir (Sergeev 2004, Sergeev

2005).
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Yapilan c¢aligmalarda kuzey kutbunda yasayan kisilerde kolon, meme,
pankreas, prostat, akciger ve hodgkin lenfoma gibi kanserlere yakalanma ve bu
kanserlerden 6lme riskinin gliney kutbunda yasayanlara kiyasla artmis oldugu
goriilmistiir (Ahonen ve ark 2000, Zmuda ve ark 2000, Luscombe ve ark 2001,
Feskanick ve ark 2004, Giovannucci 2005, Holick 2006).

Prospektif ve retrospektif arastirmalar gostermistir ki 25-(OH)Ds diizeyi 20
ng/ml’ den diisiik oldugunda kolon, prostat, akciger kanseri mortalitesi % 30-50
oraninda artmaktadir (Ahonen ve ark 2000, Giovannucci 2005, Gorham ve ark 2005,
Giovannucci ve ark 2006, Holick 2006).

Gtlinde 1000 TU-25 pg vitamin D uygulanan kolon kanseri vakalarinda riskin
% 50, meme ve yumurtalik kanseri vakalarinda ise % 30 oraninda azaldig

gosterilmistir (Garland 2003).

Cocukluktan itibaren gilines 1sinlarindan yararlanan veya isi dis ve giinesli
mekanlarda olanlarda ve D vitamininden zengin beslenenlerde meme kanseri riskinin
azaldigr (% 40-50) saptanmustir. Ayrica, 25-(OH)D; diizeyi 52 ng/ml {istliinde
olanlarda meme kanseri riski % 50 daha az bulunmustur. Bu nedenle bazi
arastirmacilar ginde en az 1000 IU D vitamini alinmasimi Onermektedir

(Giovannucci 2005).

Yapilan bagka bir ¢aligmada da menapoz Oncesi donemde kalsiyum ve D
vitamini alimimin meme dansitesini azalttig1 saptanmistir. Meme dansitesinin yiliksek
olmasit meme kanseri riskini arttirmaktadir. Bu sonuglar, 6zellikle gen¢ kadinlarda
yeterli miktarda D vitamini ve kalsiyum aliminin meme kanserine karsi ek koruma

saglayabilecegini diisiindiirmektedir (Giovannucci 2005, Kim 2006).
1. 4. Apoptozis

Organizma siirekli bir denge halindedir. Yeni hiicreler sentez edilirken,
varolan hiicrelerin bir kism1 hiicre 6liimii ile ortadan kaldirilmakta ve bdylece denge
korunmaktadir. Hiicre oliimiiniin iki tipi vardir, bunlar apoptozis ve nekrozdur
(Thompson 1995, Ameisen 1996) . Her ikisinde de diizenli olarak birbirini izleyen
biyokimyasal ve morfolojik olaylar sonucu hiicre 6liimii meydana gelir (Kiess ve
Gallaher 1998).
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Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslart tarafindan
kullanilmigtir (Kerr ve ark 1972). Kerr, fizyolojik olarak o6len hiicrelerin
cekirdeklerinde yogunlasmis kromatin pargalarini gézlemlemis ve organellerin iyi
korundugunu fark ederek bu olayr biizlisme nekrozu olarak adlandirmistir. Koken
olarak “apo-TOE-sis” den gelmektedir ve eski Yunanca’ da “sonbaharda yaprak

dokiimii” anlamindadir (Touchette ve Fogle 1991).

Hiicre proliferasyonu nasil ki mitoz ile belirlenmekte ise, belirli bir dokuda
olmas1 gereken hiicre sayisi da apoptozis ile belirlenir (Bellamy ve ark 1995,
Cummings 1997). Apoptozis ve mitoz dokuda siirekli bir denge halindedir.
Programlanmis hiicre 6liimii, hiicre intihari, fizyolojik hiicre 6liimii apoptozis ile ayni
anlamda kullanilan terimlerdir (Schwartzman ve Cidloski 1993, Bellamy ve ark

1995, Majno ve Torisl 1995).

Wyllie, 1980 yilinda deneysel apoptozisi, glukokortikoidlere maruz birakilan
olgunlagmamis timus hiicrelerinde gerceklestirmis ve apoptotik hiicre DNA’ sinin
elektroforetik jel ayrimini yaparak, hiicrede DNA biitlinliigiiniin kalmadigini,
apoptotik hiicre ic¢in karakteristik olan merdiven tarzinda DNA bantlarinin
olustugunu gostermistir (Wyllie 1980). 1993 yilinda Cohen yiiksek dozda kullanilan
steroidlerin timus hiicreleri iizerine etkilerini incelemis ve timus hiicrelerinin direkt
olarak apoptozisi se¢gmedigini, hiicre Oliimiine neden olacak genleri olusturarak
hiicreleri apoptozise yonlendirdigini bildirmistir (Cohen 1993a). Boylece apoptozisin
genler tarafindan diizenlenen bir hiicre Oliimii oldugu ortaya c¢ikmistir (Cohen

1993b).

Nekrozda hiicre siser, mitokondri genisler, organeller ¢oziiniir, plazma
membran1 yirtilir. Sitoplazma materyali hiicre disina gegerek inflamasyona neden
olur. Apoptozis sirasinda ise plazma membram1 yirtilmaz. Apoptozisin
gerceklesebilmesi i¢in yliksek ATP seviyelerine ihtiya¢ vardir. Hiicre i¢ci ATP
seviyesi hiicrenin apoptozis veya nekroz ile 6lecegine yon verir. Bu da mitokondrinin
Onemini apoptozisin erken fazinda gostermektedir. Eger, hiicre ciddi olarak
yaralanirsa apoptotik yol icin gerekli olan enerjiyi saglayamayacak ve nekroz ile
Olecektir (Lu ve ark 2000). Apoptozis, hiicrenin intihar seklidir ve hiicre kendi
kendini aktif olarak yok eder. Bu olay niikleer biiziilme ve DNA fragmantasyonu ile

karakterizedir (Gavrieli ve ark 1992, Lu ve ark 2000).
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1. 4. 1. Apoptotik Hiicrede Gozlenen Morfolojik Degisiklikler
1. Yiizey organellerinin kaybi

Apoptozise ugrayan hiicrenin komsu hiicrelerle baglari kesilir. Hiicre
yiizeyindeki mikrovilliisler ve diger hiicrelerle yaptiklar1 6zel baglar ortadan kalkar,

hiicre yiizeyi yuvarlaklasir (Wyllie 1980, Balakumran ve ark 1996).
2. Hiicre biiziilmesi

Apoptotik hiicre komsu hiicreye gore daha kiiciik ve sitoplazmasi daha
yogundur. ER disinda diger hiicre organelleri yapilarint korur (Cohen 1993a).
Sitoplazma yogunlugu arttig1 i¢in organeller kalabalik goriiniir. Hiicre zar1 saglam
oldugundan nekrozda oldugu gibi bir inflamatuar reaksiyon gézlenmez (Wyllie 1980,

Cohen 1993b, Balakumran ve ark 1996).
3. Kromatin yogunlasmasi

Onemli yapisal degisiklik ¢ekirdekten baslayarak izlenir. Cekirdek apoptoziste
odak noktasidir. Hiicreden hiicreye degismekle birlikte genellikle ¢ekirdek biiziisiir
(Cohen 1993a, Balakumran ve ark 1996). Kromatin ¢ok yogun bir hale gelir ve
parcalar halinde bir araya toplanir. Cekirdek porlari segilemez. Cekirdek sekli
diizensizlesir ve ileri evrede kiiglik ¢ekirdek pargalarina boliiniir. Cekirdekcik
genisler ve graniilleri kaba graniiller halinde dagilir (Wyllie 1980, Cohen 1993b,
Balakumran ve ark 1996).

4. Sitoplazmik baloncuklar ve apoptotik cisimlerin olusmasi

Hiicrede once yiizeye dogru tomurcuklanmalar olur. Bunlardan bazilar
sitoplazma parcaciklari iceren ve sik1 bigimde paketlenmis organellerden olusan zarla
sartli apoptotik cisimlere doniisiir (Cohen 1993b, Balakumran ve ark 1996).
Apoptozis i¢in morfolojik degisimler olan hiicre biiziilmesi, kromatin yogunlagmasi,
hiicre membran tomurcuklanmasi olurken fosfotidilserin ac¢iga ¢ikar. Saglikl
hiicrelerde plazma membraninin i¢inde bulunan fosfotidilserin apoptotik hiicrelerde
plazma membraninin dis yiiziinde bulunur ve fagositik hiicreler i¢in sinyal goérevi

goriir (Lu ve ark 2000).
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Sekil 1.5. Apoptotik hiicrelerdeki morfolojik degisiklikler (Balakumran ve ark 1996).

1. 4. 2. Apoptoziste Fagositoz

Olim mekanizmast nasil olursa olsun, 6lii hiicrelerin ortadan kaldirilmasi
gerekmektedir. Gerek nekroz gerekse apoptoziste Olii hiicre fagositozla ortadan
kaldirilir. Apoptozis sirasindaki hiicre zar1 degisimleri komsu hiicrelerin 6lii hiicreyi
fagosite etmesi i¢in gerekli tiim uyarilar1 verecek sekilde diizenlenir. Olusan
apoptotik hiicreler, hiicreler arasi alana dagilirlar veya liimene dokiiliirler (Majno ve
Torisl 1995). Dokuda 4-9 saat taninabilir halde kalan apoptotik hiicreler daha sonra
fagozomlar i¢inde birka¢ saat kadar goriilebilir, sonra da sindirilemeyen materyal

olarak kalir (Schwartzman ve Cidloski 1993, Majno ve Torisl 1995).
1. 4. 3. Apoptozis ve Nekroz Arasindaki Farklar

Apoptozis, hiicrede yaptig1 bu degisikliklerle nekrozun bir pargasiymis gibi

algilanabilir. Ancak nekrozdan farklar sunlardir:
Fiziksel farkhihiklar

1. Nekroz bilesik hiicre gruplarini etkiler, oysa apoptoziste tek tek hiicreler
etkilenir (Spencer ve ark 1996, Cummings ve ark 1997).
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2. Nekroz fizyolojik olmayan uyaranlarla baslar, apoptozis fizyolojik
uyaranla da baglayabilir (6rnegin, hormonal dengenin bozulmasi) (Wyllie 1980,

Bellamy ve ark 1995).

3. Nekroza ugrayan hiicre, ¢evreye yaydigi kemotaktik maddeler araciligi ile
cagrilan makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Apoptozise ugrayan hiicre ise ¢evreye
kemotaktik madde yaymaz; yaninda bulunan epitelyum hiicreleri veya makrofajlar

aracilig ile fagositoza ugrar.

4. Nekrozda inflamatuar cevap vardir, apoptoziste ise yoktur (Bellamy ve ark

1995, Majno ve Torisl 1995, Cummings ve ark 1997).
Morfolojik farkhliklar

1. Nekrozda zar biitlinliigii bozulur, apoptoziste zarda kabarciklar goriiliir

fakat asla zar biitiinligli bozulmaz (Cohen 1993b, Spencer ve ark 1996).

2. Nekroz sitoplazma ve mitokondride sisme ile baslar, apoptoziste ise
sitoplazmada biiziilme ve ¢ekirdek yogunlagmasi goriiliir (Cohen 1993a, Cummings

ve ark 1997).

3. Nekroz total hiicre parcalanmasi ile sonlanir, oysa apoptozis hiicrenin daha
ufak fragmanlara (apoptotik cisimler) doniismesi ile sonlanir (Cummings ve ark

1997).

4. Nekrozda hiicre zarinda vezikiil formasyonu yoktur, total pargalanma olur,

oysa apoptoziste zara bagl vezikiiller olusur (Cohen 1993b).

5. Nekrozda organellerin devamliliginin bozulmas1 mevcut iken, apoptoziste
apoptozisi baglatan bcl-2 gen ailesinin {irettigi por olusturan proteinlerin etkisi ile
organeller biitlinliigiinii korur, ancak delikli bir yapiya kavusur (Cohen1993a, Cohen
1993b).
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Sekil 1.6. Apoptozis ile nekroz arasindaki farklar (Cohen 1993b).
Biyokimyasal farkhiliklar

1. Nekrozda iyon dengesi kaybolur, apoptoziste ise siki bir sekilde kontrol
edilen enzimatik olaylar mevcuttur (Wyllie 1980).

2. Nekroz enerjiye ihtiyag duymaz, pasif bir olgudur ve 4 °C’ de bile
gerceklesebilir. Apoptozis ise enerji gerektiren aktif bir olgudur ve 4 °C’ de
gerceklesemez (Cohen 1993Db).

3. Agaroz jel elektroforezi yapildiginda, nekroz sirasinda DNA’ nin rastgele
sindirimi mevcuttur. Oysa apoptoziste rastgele olmayan, monooligoniikleozomal
par¢alanma mevcuttur. Bu da agaroz jel elektroforezde apoptozis i¢in karakteristik
“ladder pattern” denen merdiven seklinde kirilmalar meydana getirir (Wyllie 1980,

Eastman 1995).

4. Nekroz sirasinda hiicre Oliimiiniin ge¢ bulgusu olan postlitik DNA

par¢alanmast vardir (DNA, hiicre biitiinligli bozulmadan Once pargalanir).
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Apoptoziste ayrica mitokondri tarafindan sitoplazmaya birgok faktdr salinimi

mevcuttur (sitokrom-c vb.) (Bortner ve ark 1995, Eastman 1995).

5. Nekroz sirasinda nonspesifik zar pargalanmasi olurken, apoptoziste zar
asimetrisinde degisiklikler olur (6rnegin, fosfotidilserin zarin sitoplazmik yiiziinden
ekstraseliiler yliziine dogru yer degistirir). Bu degisiklik apoptotik hiicrenin
inflamatuar reaksiyon olusturmadan lokal hiicrelerce taninip, fagosite edilmesini

saglar (Cohen 1993Db).
1. 4. 4. Apoptozis Mekanizmalar:

Apoptozisin indiiklenmesinde ii¢ prototip sinyal yolu rol alir.
1. Mitokondri/sitokrom-c aracili apoptozis olusturulmasi

Mitokondri normal sartlar altinda ATP olusturmak iizere sitokrom-c ihtiva
eder. Mitokondrial stres durumlarinda serbestlenen sitokrom-c apoptotik hiicre
olimiinde kaspaz-3 aktivasyonu i¢in 6nemli bir rol teskil eder (Crowe ve ark 1997,
Lou ve ark 1998, Li ve ark 2000, Lu ve ark 2000, Takagi ve ark 2003). Bu yolda
mitokondri tarafindan kontrol edilen apoptotik proteaz aktive edici faktor (Apaf-1)
ve kaspaz-9 bulunmaktadir (Liu ve ark 1997, Hu ve ark 1999, Krajewski ve ark
1999). Kofaktor niikleotid trifosfat (d-ATP ve ATP) ile aktive edilen sitokrom-c ve
Apaf-1 birleserek prokaspaz-9’ u aktive eder. Aktive kaspaz-9 da kaspaz-3’ i aktive
ederek, diger kaspaz kaskadinin tetiklenmesini saglar (Krajewski ve ark 1999, Keane

ve ark 2001).

Saglikli bir hiicre mitokondrisinin dis membraninda bcl-2 proteini yer alir
(Newton ve Strasser 1998, Choi ve ark 2001). Bcl-2, Apaf-1 proteininin bir
molekiiliinii baglar. Bcl-2 neden oldugu internal hasarla mitokondride ¢atlaklar
olusturarak Apaf-1 ve sitokrom-c salinimimna yol acar. Bu iki protein kaspaz-9
molekiillerine baglanir (Hu ve ark 1999, Krajewski ve ark 1999, Takahaski ve ark
1999).

Bu proteolitik aktivitenin kaskadi kan pihtilasmast ve kompleman
aktivasyonuna benzer. Terminal u¢ kaspaz-3’ tiir. Bu proteolitik aktivite ile

sitoplazmada yapisal poteinlerin sindirimi, kromozomal DNA’ nin degradasyonu ve
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hiicrenin fagositozu saglanir (Nakatsuka ve ark 1999, Lu ve ark 2000, Keane ve ark

2001).
2. Di1s sinyallerle apoptozisin tetiklenmesi

Birbirini tamamlayan Olim aktivatorleri, Fas-ligand (Fas-L) ve Timor
nekroze faktorii (TNF)’ niin hiicre yiizeyindeki Fas ve TNF reseptorlerine
baglanmasiyla sitoplazmaya kaspaz-8’ i aktive eden sinyaller yayilir. Kaspaz-8
(kaspaz-9 gibi) diger kaspazlari uyarir ve hiicrenin fagositozuna yol agar (6rnegin,
sitotoksik-c hiicrelerinin hedef hiicre yiizeyine baglanarak Fas ligand tiiretmesi
sonrast oligodendrositlerde goriilen apoptotik dejenerasyon, 6liim) (Lou ve ark 1998,
Keane ve ark 2001). SCI reseptorleri Fas ve p-75 ile baglantilidir. Bu reseptorler
tiimor nekroz faktor reseptér (TNFR) gen ailesinin {iyeleridir. Bunlarin apoptotik
hiicre 6liimiinii baglatan kaspaz kaskadini aktive ettigi bilinmektedir (Banasiak ve

Haddad 1998).

Diger sistemlerde de oligodendrositlerde oldugu gibi apoptozis olusumunda
Fas ve p-75° in sorumlu oldugu gosterilmistir (Banasiak ve Haddad 1998). Fas
reseptorliniin, Fas ligand (Fas-L) ile karsilikli etkilesimi FADD (Fas bagimli 6liim
domain proteini) aracili1 ile olur ve bunun sonucunda da kaspaz-8 aktive edilerek

apoptotik dongii baslar (Kromer ve ark 1995, Banasiak ve Haddad 1998).
3. Endoplazmik retikulum aracili apoptozis olusturulmasi

Son zamanlarda amiloid B norotoksisitesine katkida bulunan kaspaz-12° ye
bagimli ER aracili apoptotik yol tarif edilmistir (Nakamura ve ark 2000, Keane ve
ark 2001). Bu yol mitokondrial/sitokrom-c ve Sliim reseptor aracili apoptozisten
farkl1 bir yoldur. ER, hiicre i¢i Ca™ dengesi, sentezi ve membran proteinlerinin
katlanmasini i¢eren bir¢ok siirecte kritik oneme sahiptir (Nakamura ve ark 2000).
Kaspaz-12, ER membraninda lokalize olan ve ER aracili apoptozis igin esas teskil
eden bir kaspazdir. Son c¢alismalar gdstermistir ki Ca™ seviyelerinin yiikselmesi ve
kalpainin ER’ i etkilemesi ile prokaspaz-12 aktiflenir. Ayrica, kaspaz-7 salinimi ile
de prokaspaz-12 salmimi arasinda bir baglanti bulunur. Aktiflenmis kaspaz-12
sitoplazmaya yonelir. Kaspaz-9 ile karsilikli olarak etkileserek sitozolik kaspaz

kaskadini aktive eder (Rao ve ark 2001).
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Sekil 1.7. Apoptozis mekanizmasi (Kromer ve ark 1995).
1. 4. 5. Apoptozisin Genetik Kontrolii

Protoonkogenler normal hiicre biiyiime ve gelismesini diizenleyen genlerdir.
Bu genler aktive olup mutasyona ugradiklarinda onkogen adini alir. Onkogenler,
hiicrenin asir1 bliylime ve bdliinmesi dogrultusunda uyarimi gergeklestirir. Hiicrenin
biliylime ve boliinmesini aktive edici genleri baskilayan ve dengeleyen genler ise
adindan da anlasilacag1 lizere tiimor baskilayicit genlerdir (Millerk ve ark 1990,
Nowell 1990, Akins ve ark 1996). Son yapilan ¢aligmalar, baz1 onkogenlerin ve
tiimor baskilayici genlerin programli hiicre 6liimiinii kontrol ettigini gostermektedir
(Caotes ve ark 1996). Omurgalilarda apoptozisi diizenleyen genler c-myc, p-53 ve
bcl-2 ailesi (bel-2, bax ve bcl-x) olarak bilinmektedir ve iiretimini sagladiklar
proteinler de ayni adlarla anilmaktadir (Wyllie 1995, Nakano 1997, Newton ve
Strasser 1998, Choi ve ark 2001).

P-53: Apoptozisi diizenleyen bir gen olan tiimor baskilayict p-53 geni,
hipoksi ve serbest radikal olusumu, p-53 aracili DNA onarimi ve apoptoziste
gorevlidir (Banasiak ve Haddad 1998). DNA hasar1 olustugu zaman S fazina gegisi

bloke eder. DNA tamiri i¢in zaman kazanilir, eger tamir miimkiin degilse
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hasarlanmis hiicreler apoptozisle yok edilir (Miyashita ve ark 1994, Spencer ve ark

1996, Nakano 1997).

C-myec: Bir transkripsiyon diizenleyici faktdr olan c-myc proteini, ortamda
bazi faktorlerin bulunmasina bagli olarak hiicrenin proliferasyonuna ve apoptozise
ugramasina neden olur (Evan ve ark 1992). C-myc protoonkogeni bir hiicrenin
biiyimesini programlar. Eger hiicrede hem c-myc hem de uygun biiytime faktorleri
yoksa biiylime durur, her ikisi de yeterli ise ¢ogalma olur, c-myc oldugu halde
bliylime faktorleri yoksa apoptozis goriiliir (Evan ve ark 1992, Schwartzman ve

Cidloski 1993, Wagner ve ark 1993).

Bcl-2 ve bel-xl: Bcl-2 ailesi apoptotik kaskadin kontroliinde en &nemli
gruptur ve bir diizineden fazla iiyesi vardir (Newton ve Stasser 1998, Lu ve ark
2000). Bunlardan bazilar1 apoptotik aktivitenin onciileri iken (bax ve bad), digerleri
antiapoptotik proteinlerdir. Bu proteinlerin seviyeleri hiicrenin Olecegine veya
yasayacagina karar verir. Bcl-2 ailesi proteinlerinin etki yeri mitokondridir (Newton

ve Strasser 1998).

Bcl-2 gii¢lii bir 6liim inhibitdriidiir. Bcl-2 mitokondri membrant diginda, ER
ve niikleer membranlarda bulunur. Antioksidan yolda mitokondriden sitokrom-c

saliimint engellemede rol oynar (Korsmeyer 1992, Miyashita ve ark 1994, Newton

ve Strasser 1998, Choi ve ark 2001).

Bcl-xl mitokondri membrani1 diginda lokalizedir. Bcl-x1 ve bcl-2 beraberce
mitokondri membran gegirgenligini korurlar. Bel-x1, proapoptotik proteinleri (bax ve
bad) inhibe ederek apoptozisi engeller (Keane ve ark 2001). Kaspaz aktivasyonunu,

Apaf-1 iizerinden Onler (Newton ve Stasser 1998, Hu ve ark 1999, Lu ve ark 2000).

XIAP, cIAP1, cIAP2, NAIP: Antiapoptotik protein ailesinden apoptozis
protein inhibitorleri omurgali ve omurgasizlarda bulunmus olup, bunlar
programlanmis hiicre 6limiiniin negatif diizenleyicileridir. Bazt memeli homologlari;
XIAP, cIAP1, cIAP2, NAIP, Bruce, Survivin, pIAP olarak tanimlanmistir. Bunlarin
cogu hiicre 6liimiinii kaspaz-3, kaspaz-7 ve kaspaz-9° a direkt olarak baglanip, onlar
inhibe ederek gerceklestirirler (Keane ve ark 2001). Apoptozis protein inhibitorleri,
kaspazlar1 6lim reseptdrleri ve mitokondrial yol ile inhibe ederler (Li ve ark 2000,

Keane ve ark 2001, Bao ve Liu 2003).
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Bax, bad ve bid: Saglikli hiicrede bax sitozolde bulunur. Apoptotik uyari ile
sitozolik bax mitokondriye yonelir ve ¢esitli degisimler sonucunda bax’ in hidrofobik
C terminal ucu agiga ¢ikar ve sitokrom-c salinimina neden olur. Kalpain tarafindan
bax salinimi uyarilarak sitokrom-c agiga ¢ikar (Miyashita ve ark 1994, Wingrave ve

ark 2003).

Bad, saglikli hiicrelerde mitokondri membraninin dis zarinda bulunur.
Apoptozis sirasinda bax degisime ugrar ve N terminal ug agiga ¢ikarken bel-x1, bad’

dan ayrilir (Takahaski ve ark 1999, Wingrave ve ark 2003).

Bid, bcl-2’ yi inaktive etmek veya bax’ 1 aktiflemek {izere mitokondriye
yonelir (Newton ve Strasser 1998). Endojen bid’ in yaris1 sitozolde erir. Diger yarisi
ise hiicre i¢i membranlarda 6zellikle de ER’ de bulunur (Li ve ark 2000, Lu ve ark

2000, Rao ve ark 2001).
1. 4. 6. Apoptoziste Hiicre I¢i Sinyal iletimi ve Metabolik Degisiklikler

Apoptotik sinyal iletimi ile ilgili bu gline kadar elde edilen bilgiler, hiicre i¢i
diger sinyallerin iletiminden sorumlu olan bazi molekiil ve enzimlerin, apoptozisteki

sinyal iletiminde de rolleri oldugunu gostermektedir (Cohen 1993a, Eastman 1995).

Hiicre ici sinyal iletiminde yaygin olarak kullamlan Ca™ apoptoziste de rol
oynar. Hiicre i¢indeki Ca™ iyonlarimin miktarindaki artis hiicreyi apoptozise
gotiirmektedir (Cohen 1993a). Sitoplazmadaki Ca™ iyonu miktarindaki hafif artis, c-
myc, c-fos, 1s1 sok proteinlerini harekete gecirir ve hiicrenin apoptozise gitmesine
neden olur. Ca™ adenilat siklazlar1 aktive ve inhibe etme yetenegine sahiptir (Brinley
ve ark 1978,

Bellamy ve ark 1995).

C-AMP ve protein kinazlar iizerinden de sinyal iletimi etkilenir. Hiicre i¢i c-
AMP konsantrasyonundaki artigin c¢esitli hiicre tiplerinde apoptozisi uyardigi
bildirilmistir. Ca™ dan bagimsiz olarak da apoptozis olabilecegi gosterilmistir

(Bellamy ve ark 1995).

Sitoplazmada artan Ca™, inaktif durumdaki Ca™ bagiml proteazlar1 ve
niikleazlar1 aktiflestirerek sitoplazmik proteinlerin parcalanmasma ve apoptozise

0zgii interniikleozomal DNA kiriklarina neden olur (Touchette ve Fogle 1991).
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Ca™ iyonu, inaktif durumdaki endoniikleaz, proteaz, transglutamaz,
fosfolipaz gibi latent enzimleri aktive ederek apoptozise neden olur (Earnshaw

1995).

Kalsiyuma bagh endoniikleazlar: Endoniikleazlar sitoplazmada artan Ca ™
tarafindan aktif hale getirilir. DNA zincirini, H1 histon bolgesinden 180-200 baz ¢ifti
ve katlar1 uzunlugunda pargalara ayirir (Earnshaw 1995, Eastman 1995, Balakumran

ve ark 1996, Collins ve ark 1997).

Transglutamazlar: Apoptoziste hiicreler biiziisiir ve kiigiik parcalara ayrilir.
Bu pargalar, transglutamazlarin yaptig1r protein ¢apraz baglanmalar1 ile kimyasal
maddelere kars1 dayanikli hale getirilir (Cohen 1993b, Bellamy ve ark 1995, Eastman
1995).

Proteazlar: Proteazlar histonlar1 ve kromatin yapisini stabilize eden
proteinleri parcalar (Collins ve ark 1997). Kalsiyum bagimli nétral bir proteaz olan
“kalpin” hiicrenin iskelet yapisin1 bozar (Earnshaw 1995). Lizozomal bir proteaz
olan katepsin-D apoptozisin ge¢ evresinde ortaya c¢ikan bir endopeptidazdir ve
lizozomlarin proteolitik aktivitesinin olusumunda oOnemlidir (Cohen 1993a,

Schwartzman ve Cidloski 1993).

Lipid modifiye edici enzimler: Normal hiicrelerin plazma membranlarinda
fosfolipid asimetrisi vardir. Membran fosfolipidlerinin hiicre diginda ve i¢inde kalan
kisimlart farklidir. Bu asimetri ATP’ ye bagimli fosfolipid translokaz enzimi
tarafindan saglanir (Bellamy ve ark 1995). Apoptotik indiiksiyon oldugunda bu
enzim etkilenir ve zar asimetrisi bozulur. Makrofajlar hiicreyi yabanci bir hiicre

olarak algilarlar ve fagosite ederler (Bortner ve ark 1995).

Protein kinazlar: Protein fosforilasyonunda rol oynayan zar ve sitoplazma
enzimlerinin apoptotik sinyallerin iletiminde Onemli olduklar1 kanitlanmigtir
(Bellamy ve ark 1995). Bu enzimlerden protein kinaz-A, apoptozisi saglarken,

protein kinaz-C apoptozisi durdurur (Cohen 1993b, Eastman 1995).
1. 4. 7. Apoptozisin Goriildiigii Olaylar

Bazi organlarin biyolojik gelisimleri esnasinda apoptozise rastlamak

miimkiindiir. Ornek olarak, Miiller ve Wolf kanallarinin involiisyonu, kalp gibi bazi
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i¢ organlarin liimenlerinin olusmasi gosterilebilir (Bellamy ve ark 1995). Apoptozis
ayrica her tiirlii neoplastik olusumda, hem biiyiime hem gerileme doneminde
goriilebilir (Majno ve Torisl 1995). Hafif siddette fiziksel ve toksik uyaranlara maruz
kalan dokularda da apoptozis goriiliir. Ornek olarak hipertermi, diisiik doz sitotoksik
ilaglar, iyonize radyasyon, hafif travma, hafif hipoksi gosterilebilir (Bellamy ve ark
1995). Bu anlamda apoptozis spesifik bir uyarana maruz kalan hiicrenin, bu uyarima
aktif olarak verdigi diizenleyici bir cevaptir (Cummings ve ark 1997). Apoptozisli
hiicreler saglikli doku icinde dagilmis sekilde bulunur (Cohen 1993a). Apoptozisin

goriildiigl baslica olaylar sunlardir:
Fizyolojik olaylar

1. Embriyogenez ve metamorfoz siirecinde programli hiicre yikimi (fetus
implantasyonu, organogenezis ve gelisim siirecinde yasanan involiisyon) (Levison ve

Hopvvood 1976).

2. Eriskinde hormona bagimli involiisyon (menstriiel siklusta endometriyum
hiicrelerinin yikimi, menopozda folikul atrezisi, laktasyonun kesilmesinden sonra

meme bezlerinin rejenerasyonu) (Cohen 1993a).

3. Siirekli ¢ogalan hiicre gruplarinda hiicre sayisinin dengelenmesi amaci ile

hiicre azaltilmasi (barsak kripta epitelleri) (Cohen 1993a, Majno ve Torisl 1995).

4. Immiin hiicrelerin secimi (hem B hem de T hiicrelerinin sitokin
deplesyonundan sonra ve timusun gelisimi sirasinda otoreaktif T hiicrelerinin ortadan

kaldirilmast) (Cohen 1993b).
Patolojik olaylar

1. Tiimorlerde hiicre oliimii (hem biiyiime hem de regresyon asamasinda)

(Cohen 1993Db).

2. Hormonlara bagli dokularda patolojik atrofi (kastrasyon sonrasi prostat
atrofisi, glukokortikoid kullanimi sonrasi timusta lenfosit kaybi) (Bellamy ve ark

1995, Cummings ve ark 1997).

3. Parankimden zengin dokularda duktus tikanmasindan sonra patolojik atrofi

(pankreas ve bobrek tiibiillerinde oldugu gibi) (Schwartzman ve Cidloski 1993).
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4. Sitotoksik T hiicreleri ile olusturulan hiicre 6liimii (otoimmun hastaliklar)

(Cohen 1993Db).

5. Cesitli etkenlerle olusan hiicre oliimii (radyasyon, antikanser ilaglari,

hipertermi, hipoksi, travma) (Schwartzman ve Cidloski 1993).
1. 4. 8. Apoptozis ile Hastaliklarin iliskisi

Son zamanlarda yapilan arastirmalarda apoptozisin hatali regiilasyonunun,
kanser, AIDS, otoimmiin hastaliklar, viral enfeksiyonlar, norodejeneratif hastaliklar,
kardiyovaskiiler hastalik, malformasyon ve yaslanma etyolojisinde de rol oynadigi

gosterilmistir (Coolsaet 1980, Hetts 1998, Kiess ve Gallaher 1998).
Apoptozisin inhibisyonu ile iliskili hastaliklar

1. Kanser: Folikiiler lenfoma p-53 mutasyonlar1 ile olusan karsinomlar,

hormon bagimli timérler, akciger kanseri, prostat kanseri, over kanseri.

2. Otoimmun bozukluklar: Sistemik lupus eritamatozus, immiin iligkili

glomerulonefritler, otoimmun diabet, greft rejeksiyonu.
3. Viral infeksiyonlar: Herpes virlis, poliovirus, adenovirus.
Apoptozisin aktivasyonu ile iliskili hastahiklar

1. Norodejeneratif hastaliklar: Alzheimer hastaligi, parkinson hastaligi,

amyotrofik lateral skleroz, retinitis pigmentoza, serebellar dejenerasyon.
2. Miyelodisplazik sendromlar: Aplastik anemi.
3. Iskemik hasarlar: Myokard infarktiisii, inme, reperfiizyon hasari.
4. Toksik nedenli karaciger hasari.
5. AIDS.
1. 4. 9. Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yontemler

1. Morfolojik goriintiileme yontemleri
a) Isik mikroskobu kullanimi1

Hematoksilen boyama
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Giemsa boyama

b) Floresan mikroskobu

¢) Elektron mikroskobu

d) Faz kontrast mikroskobu

2. Immiinohistokimyasal yéntemler
a) Anneksin V Yontemi

b) TUNEL Y6ntemi

¢) M30 Yontemi

d) Kaspaz-3 yontemi

3. Biyokimyasal Yontemler
a) Agaroz Jel Elektroforezi
b) Western Blotting

c¢) Flow Sitometri

4. Immiinolojik Y®éntemler
a) ELISA

DNA fragmentasyonu
M30 diizeyi

b) Flourimetrik Yontem

Kaspaz aktivasyonu

5. Molekiiler Biyoloji Yontemleri

DNA microarrays

Apoptozisin belirlenmesine yonelik gelistirilen tiim metodlari, 2000° li
yillarin baglarinda, sadece apoptotik epitelyal hiicrelerde olmak iizere kaspaz
aktivitesiyle kirilan bir protein olan CK-18’ in kirildiktan sonraki 6zgiin formunu
saptayan antikorlar kullanilarak daha spesifik olarak saptanmasi takip etmistir (Giiles

ve Eren 2008).
1. 4. 10. Apoptozis ve Kanser

Organlarin fonksiyonlarinin devamliligi agisindan hiicre proliferasyonu ve
hiicre 6liimii arasindaki homeostaz kritik bir rol oynar. Bu denge; immunotolerans,

onarim ve yaslanma prosesleri sirasinda fizyolojik olarak degismektedir. Hiicre
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proliferasyonu ve oliimii arasindaki dengesizlik hiicrelerin apoptozise karsi direng
olusturmasina ve prolifere olarak klonal genisleme sonucu malign olusumlara yol
acmaktadir. Karsinogenezde oncelikle hiicre 6liimii hiicre proliferasyonuna paralel
olarak artmaktadir. Hiicre 6lim mekanizmalari bozuldugunda timor biiylimeye

baslayarak etrafindaki lokal yapilari invaze eder (Hengartner 2000).

Malign tiimorlii  olgularda uygulanan terapotik — stratejilerin - amact
proliferasyon ve dejenerasyon arasindaki dengenin tekrar saglanmasidir.
Kemoterapdtik ajanlarin yol agtigi hiicre hasari, normal hiicre sikliistiniin durmast,
onarim mekanizmalarinin yetersiz olmasit ve aktif apoptotik hiicre Oliimiiniin

indiiklenmesidir.

Hiicre oliimii ve proliferasyonu ile ilgili markerlerin tayini karsinogenez
prosesi ve antitimor tedavisine karsi verilen cevabin etkinligi ile ilgili bilgi verir.
Normal fizyolojik kosullar altinda gelisen apoptozis sonrasi olusan hiicre 6liimii ile
ortamdaki hiicre artiklari makrofajlar ve komsu hiicreler tarafindan uzaklastirilir.
Malign durumlarda bu denge bozulur ve hiicre artiklar1 dolasimda birikmeye baslar

(Hengartner 2000, Holdenrieder ve Stieber 2004).
1. 4. 11. Apoptotik Markerler

Apoptozis sirasinda 6lii hiicreye ait lriinler dolasima geger ve hem serum
hem de plazmada saptanabilirler. Kanser olgularinda en sik aragtirilan markerler
arasinda apoptozis reseptorlerinin ¢oziinebilir formlari, sFas ve bunun ligandi olan
Fas-L, cesitli sitokeratinler ve dolasimdaki DNA fragmanlar1 yer alir. Bu
parametrelerin dolasimdaki miktar1 organa veya tiimore spesifik olmamakla birlikte
tayinlerinin kolay olmasi nedeniyle tanida, prognozda, tedavinin izlenmesinde ve
hastaligin niiksiiniin saptanmasinda faydali olabilecegi one siiriilmektedir (Stieber

2001, Holdenrieder ve Stieber 2004).
1. 4. 12. Sitokeratinler

Sitokeratinler, epitelyal dokuda intrasitoplazmik hiicre iskeletini olusturan
ara filamanlardir. Biyokimyasal o6zellikleri birbirinden farkli 20 polipeptit
tanimlanmistir. Molekiiler agirliklar1 40-68 kDa, izoelektrik pH’ lar1 4,9-7,8 arasinda
degismektedir. Diisiik molekiiler agirlikli asidik tip I ve yiiksek molekiiler agirlikli

bazik veya noétral tip II sitokeratinler olmak {izere iki gruba ayrilirlar. Sitokeratinler
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genellikle biri tip I ve digeri tip II sitokeratinden olusan ¢iftler halinde
heterotetramerleri olustururlar. Yiiksek molekiiler agirlikli bazik veya notral tip 11
sitokeratinler; CK-1, CK-2, CK-3, CK-4, CK-5, CK-6, CK-7, CK-8 ve CK-9 alt
tiplerini kapsamaktadir. Diisiik molekiiler agirlikli asidik tip I sitokeratinler ise CK-
10, CK-12, CK-13, CK-14, CK-16, CK-17, CK-18, CK-19 ve CK-20’ dir.

Sitokeratinlerin ekspresyonu ¢ogunlukla organ ve dokuya spesifiktir.
Sitokeratinler 30 geni kapsayan bir gen ailesi tarafindan kodlanmaktadir. Epitel
hiicrelerinde baglica CK-8, CK-18, CK-19 ve CK-20 eksprese edilmektedir (Van
Muijen ve ark 1986, Manisha ve ark 2008).

Sitokeratin fragmanlari icerisinde CYFRA 21-1 (sitokeratin 19-fragmanlari)
en sik kullanilan molekiil olup, bunu sirasiyla; doku polipeptidine 6zgii antijen (TPS,
sitokeratin 18-fragmanlar1) ve doku polipeptid antijeni (TPA, sitokeratin 8-, 18-, ve
19-fragmanlar1) izler. TPA, diisik molekiil agirlikli epitelyum ile iligkili

sitokeratinlerin bir karigimidir.

Viicut sivilarinda ¢ozlinebilir sitokeratin  protein fragmanlarinin tespit
edilmesinin klinik Onemi, hastaligin niiksiiniin erken tespiti ve epitelyal hiicre
karsinomlarinda tedaviye cevabin hizl tayin edilmesinde yarar saglamasidir. Baz1 tip
kanserler icin tedaviyi gostermesi ve terapiye cevabi degerlendirmenin yanisira,
erken prognostik bilgi, kismen timor progresyonu ve metastaz olusumunda da

Onemli olabilir.

Bu molekiiller, kiiciik hiicreli akciger kanseri, kii¢ilik hiicreli olmayan akciger
kanseri, mesane, servikal, nazofarengeal, Ozofagus, gastrik, kolanjiyoselliiler,
karaciger, kolorektal, meme ve over kanseri gibi ¢esitli kanser tlirlerinde artmakta ve

tiimor sathasi ile korelasyon gostermektedir (Barak ve ark 2004).
1. 4. 13. Sitokeratin-18

CK-18, non-skuamdz epitelde ve adenokarsinomlar ve duktal karsinomlarin
cogunda pozitif olan asidik keratindir. Skuamoz hiicreli karsinomlarda negatiftir.
CK-8 ile kombinasyon halinde bulunmaktadir. CK-18 apoptozis sirasinda kaspazlar
tarafindan ¢entiklenir ve bir monoklonal antikora “M30” spesifik kaspaz centikli
formuna dontisiir. Hiicre 6liim metodunun apoptozis mi yoksa nekroz mu oldugunu

anlamak icin hiicrelerden salinan kaspazla ¢entikli olan veya olmayan CK-18’ in
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molekiiler formu sirastyla, M30-Apoptosence ve M65 ELISA ile tespit edilir (Linder
2007).

CYTOKERATIN-18
1 I 429

CASPASE-CLEAVED CYTOKERATIN-18

1 I N . 429
238 396

T 396
M30-ELISA o

M5 M30

ﬂ396

M5 Mé

1 I 429
) g
M5 Mé

Mé65-ELISA

Sekil 1.8. Apoptozis sirasinda CK-18’ in ASP238 ve ASP396 pozisyonunda
kaspazlar tarafindan ¢entiklenmesi (Olofsson ve ark 2007).

CK-18 yakin ¢alismalarda kanser hastalarinin sitotoksik antikanser ilaglara
cevabini degerlendirmek tizere kullanilmistir. CK-18 antikanser ilaglarin klinik
denemeleri sirasinda bir cevap biomarker olarak ilgi ¢ekmektedir. Milkemmel antijen
stabilitesi ve epitele 6zgii spesifikligi bu biomarker: ilgi ¢ekici yapmaktadir (Linder
2007). Meme, gastrointestinal kanal, akciger, pankreas, over ve tiroid gibi epitelyal

kanserlerde kullanilmaktadir.

Meme kanserinde CK-18 ekspresyonu CK-8 ile birlikte 6zellikle luminal
hiicrelerden koken alan tiimdrlerde goriilmektedir (Lacroix 2006). Primer meme
tiimorlerinde CK-18 ekspresyonu ile metastatik potansiyeli arasinda iliski
bulunmustur. Yiiksek oranda CK-18 ekspresyonuna sahip tlimoérlerin metastatik
potansiyeli diisliktiir. Metastatik tiimorlerde ise CK-18 ekspresyonu down-regiile
edilmektedir. CK-18 ekspresyon kaybi, tlimor hiicrelerinin daha mobil olmasina

neden olmakta ve meme tlimorlerinde prognostik énemi oldugu diistiniilmektedir.
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CK-18 ayrica, meme kanserinde bazi kemoterapi ajanlarina yanitin degerlendirilmesi

icin kullanilmistir (Schaller ve Fuchs 1996, Woelfle ve ark 2004, Lacroix 2006).
1. 5. Is1 Sok Proteinleri

1962 yilinda F. Ritossa, meyve sineginin (Drosofilaria melanogaster)
larvalariin tiikriik hiicrelerinde 1s1 sok cevabinin spesifik gen aktiviteleri sonucu
olustugunu bildirmistir. Bu genlerin ilk {iriinlerine “is1 sok protein” ismi 1974

yilinda verilmistir (Tissieres ve ark 1974).

Stres proteinleri olarak da isimlendirilen 1s1 sok proteinleri, biitiin canlilarda
ve hiicrelerde bulunan bir grup proteindir. Yiiksek sicaklik, soguk ve oksijen
yetersizligi gibi cesitli c¢evresel stres faktorleri altinda, hiicrede bu proteinlerin
sentezi artar. Is1 sok proteinleri hiicrenin strese karsi direncini giiglendiren
proteinlerdir. Molekiil agirliklar1 15 kDA ile 110 kDA arasinda degisen bu proteinler
normal kosullar altinda hiicrelerde bulunurlar. Insanlar, bitkiler ve bakteriler benzer
1s1 sok protein yapisina sahiptirler. Is1 sok proteinler molekiil agirliklari, yapilari ve
fonksiyonlaria gore siniflandirilirlar (Henle ve ark 1998, Moseley 2006). Molekiil
agirliklarina gére HSP-100, HSP-90, HSP-70, HSP-60 ve HSP (15-30 kDa) olarak 5
gruba ayrilir (Banerji 2009).

Stres proteinleri biliylime, farklilagma, bdliinme, hatta hiicre 6liimii dahil
hiicre metabolizmasinin tiim evrelerinde hayati 6nem tasiyan bir protein ailesidir.
Ortak Ozellikleri hiicrelerin ani sicaklik degisimleri, anoksi, reaktif oksijen
metabolitleri, glukoz diizeyi degisiklikleri, agir metaller, kuraklik, tuzluluk gibi
cevresel faktorlere maruz kaldiklarinda iiretilmeleridir. Ayrica, ates, yangi, iskemi,
hipertrofi, hiicresel hasar ve malignensi gibi hastalik durumlarinda HSP’ lerin iiretimi

artar.

Biitlin canlilarin hiicreleri tarafindan iiretilen bu proteinlerin yapist evrim
boyunca korunmustur. Insandan bakteriye kadar tiim canlilarda bulundugu artik
bilinmekte olan 1s1 sok proteinler ve 1s1 sok cevabi biyoloji ve tipta 6zellikle kanser

ve yangisal hastaliklarda 6nemli bir arastirma konusudur (Henle ve ark 1998).

Hiicrelerin 42 °C’ lik fetal olmayan ilk sok doza maruz kaldiktan sonra fetal
doz olan 46 °C’ ye de kolay uyum sagladiklar1 gézlenmistir. Ik soka maruz kalan

hiicrelerin daha sonra normal protein sentezini durdurarak yeni bazi proteinlerin
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sentezine bagladiklar1 saptanmistir. Yiiksek 1s1 sok protein seviyeleri sadece stresin
baslangic donemlerinde goriiliir. Hiicre ilk soktan sonra yiiksek 1siya maruz kalmaya
devam etse bile, 1s1 sok protein seviyeleri diismeye baslar ve sonugta normal
seviyelerine iner. Artmis 1s1 sok protein seviyeleri mRNA sentezine, stabilitesine ve
bu durumun devamina imkan saglar. Cevresel faktorler degistikce, 1s1 sok cevabi da

farkli adaptasyonlarin olugmasina katkida bulunur (Moseley 2006).

Yiiksek HSP diizeyi hastaliklara karst hiicre savunma mekanizmalariin
uyarilmasi, gen tedavisi ve saperon diizenleyici reajanlar gibi tedavi yaklasimlari igin

muhtemel bir hedef olarak diisliniilmektedir (Clark ve Muchowski 2000).

Stres boyunca ¢ok sayidaki enzim ve yapisal proteinde zararli yapisal ve
fonksiyonel degisim meydana gelmektedir. Bu sebeple stres altinda bulunan
hiicrelerin hayatta kalmasinda, proteinlerin kendi fonksiyonel konformasyonlarini
stirdiirmek, dogal olmayan proteinlerin toplanmasini dnlemek, denatiire proteinlerin
yeniden yapilanmasi ile tekrar fonksiyonel yapilarina donmeleri ve fonksiyonel
olmayan ama zararli olabilecek peptidlerin ortadan kaldirilmasi dnemlidir. Boylece,
saperonlar hiicresel korumada tamamlayici rol oynamak ve bazen bir arada ¢alismak

suretiyle proteinleri stresten korumaktadir (Wang ve ark 2004).

Yiiksek sicaklik, pH degisiklikleri, oksijen eksikligi gibi stres faktorleri
altinda proteinlerin fonksiyonel yapilarinin korunmasi olduk¢a zordur. Protein
katlanmalarinda agilmalar meydana gelir. Bu proteinler hiicrede karsilagtiklart diger
proteinlerle yapisabilir ve kiimeler meydana getirirler. Konformasyon bozuklugu
nedeniyle proteinler fonksiyonlarmi kaybeder. Is1t sok proteinleri bu denatiire
proteinleri tutarak toplanmalarini engeller. Is1 sok proteinleri; kuvvetli hidrojen
baglar1, giiclii hidrofobik etkilesimleri ve ¢ift kutuplu heliks stabilitelerinden dolay1

denatiire olmazlar (Henle ve ark 1998).
1. 5. 1. Is1 Sok Proteinlerinin Tayin Yontemleri
1. Elektroforez
2. PCR
3.ELISA
4. Western Blotting (Pockley 2001).
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1. 5. 2. I's1 Sok Proteinlerinin Gorevleri

Ist sok proteinleri hem hiicre igerisinde hem de hiicre disinda fonksiyon

gosterirler.
Hiicre ici gorevleri:

HSP’ lerin normal gorevleri hiicre igerisinde proteinlerin katlanmasina
yardim ederek ve proteinlerin hazirlanmasini diizenleyerek, her proteinin baglayici
olmasint saglamaktadir. HSP’ ler hiicre igerisindeki peptidleri kusatarak
sinirlandirilmalarini saglar. Peptidler hiicre igerisine HSP’ ler ile alinir. Bu proteinler
hiicresel saperonlar gibi fonksiyon goriirler, protein sentezinde ve taginmasinda rol

oynarlar. Cilinkii, bu proteinler benzersiz hiicresel yerlesime sahiptir (Pockley 2001).
Hiicre dis1 gorevleri:

HSP’ ler hiicre igerisinde normal olarak bulunurlar. Hiicre disinda ise
hiicrelerin 61diigii ve igerigi disart atildiginda bulunurlar. Bu daginik hiicrelerin
planlanmamig 6liimii nekroz olarak adlandirilir ve hiicrede sadece hatali eylemler
meydana getirir. Hiicre digindaki HSP’ lerin hastalik veya enfeksiyona karsi

bagisiklik sistemini uyarmak i¢in ¢ok giiclii indiikleyici etkileri vardir.
1. 5. 3. Is1 Sok Faktorii (HSF)

Is1 sok proteinin gen transkripsiyonu, 1s1 sok faktor transkripsiyon faktorleri
ile 1s1 sok protein gen promotor bolgelerindeki 1s1 sok elementlerinin etkilesimi
araciligi ile saglanir. Normal kosullar altinda 1s1 sok faktor-1 (HSF-1) sitoplazma
icinde DNA’ ya bagli olmayan bir monomer molekiil gibi bulunur. Stres kosullari
altinda HSF-1, DNA’ ya baglanma kapasitesine sahip olmak i¢in ii¢ fosfatli forma
donistiiriiliir ve sitoplazmadan ¢ekirdege gecer. Cekirdekte HSF-1, DNA’ nin
promotor bolgelerine baglanir. Boylece, HSP geninin transkripsiyonunu saglayarak,

HSP sentezini arttirir. HSF’ nin 3 subgrubu vardir (Pockley 2001).
1. 5. 4. Memelilerdeki Bazi Is1 Sok Proteinleri ve Fonksiyonlar:

HSP-110: Is1 soku durumunda niikleolustaki rRNA ile baglant1 kurar.
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HSP-100: Fizyolojik kosullar altinda bu protein molekiiler saperonlar gibi
fonksiyon gostererek, proteinlerin yeniden diizenlenmesinde gorev alir. HSP-100

protein kiimelerini ayirmak i¢in onlart eritir (Pockley 2001) .

GRP-94: Golgi aparati ve plazma membraninda HSP-90 benzeri
fonksiyonlara sahiptir.

HSP-90: HSP-90 hiicredeki biitiin proteinlerin % 1 ve 2’ sini tutan 6nemli bir
saperon molekiildiir (Banerji 2009). Sitoplazma ve ER’ da bulunur. ER’ da en fazla
bulunan 1s1 sok proteinidir. Insanlarda, sitozol igerisinde HSP-900. ve HSP-90B
olmak tizere iki izoformu vardir. HSP-90B, HSP-90a’ dan daha fazla bulunur. HSP-
90, aynt zamanda HSP-82, HSP-83 ve HSP-89 olarak da bilinir. HSP-90’ nin
yapisinda 3 onemli bolge vardir; NH,-terminal bolge (24-28 kDa), orta bolge (38-44
kDa) ve COOH-terminal bolge (11-15 kDa). Bu boélgelerin birincil fonksiyonlari

sirastyla; ATP-baglama, client protein baglama ve dimerizasyondur (Banerji 2009).

HSP-90 proteinlere baglanarak onlarin aktivasyonunu ve katlanmasini
diizenler. Geri katlanan peptidlerin kiimelesmesini onler. Hiicrenin yasam siirecinin
yenilenmesini ve immiinitesinin devamliligin1 saglar. ATP’ yi baglar, ancak ATPaz
aktivitesi bilinmemektedir. HSP-90, HSF-1" in fizyolojik kosullarda durumunun

dengelenmesinde gorev alir (Wang ve ark 2004).

HSP-90, yiiksek 1silarda oligomerik sekilde artan bir aktiviteye sahip, hedef
proteinle kompetitif fazda etkilesen, molekiiler saperon olarak tanimlanir.
Fonksiyonlar1 bivalan katyon konsantrasyonuna hassastir. HSP-90, hiicre
fonksiyonlarmin diizenlenmesinde, ¢ok sayidaki hiicresel kinazin kompleks formu
olusturmasinda, transkripsiyon faktorlerinin olusmasinda, diger molekiillerle ¢ok
yonlii baglantida rol oynar. HSP-90 hiicre igerisinde diizenleyici proteinlerle
etkilesimde anahtar rol oynar (Netzer ve Hartl 1998, Neckers ve Ivy 2003, Pratt ve
Toft 2003).

HSP-90 gibi proteinler ligand yoklugunda hormon reseptdr baglayict etki
gosterirler. Bu molekiiller steroid reseptorlerine baglanarak, steroid hormonlar
baglanincaya kadar steroid reseptorlerin niikleer DNA’ ya baglanmasini engellerler.
Boylece steroid reseptorler ile DNA arasinda zamanindan Once olusacak bir

etkilesim onlenmis olur (Russell ve ark 2000).
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HSP-90 bir kanser hedefidir (Banerji 2009).

NH

COOH

Sekil 1.9. HSP-90’ 1n yapist ve ATP-bagli molekiiler kiimesi (Brown ve ark 2007).

GRP-78: ER ve lizozomda bulunur. Sekretuar hiicrelerde yiiksek

seviyededir. Proteinlerin ER ve lizozomlarin igine alimini saglar.

GRP-75: Proteinlerin mitokondri ig¢ine alimini, burada tutulumunu ve

birlestirilmesini kolaylagtirir.

HSP-70: HSP-70 sitoplazma, ¢ekirdek, ER ve mitokondride protein
tasinmasina katilir. Stres altinda proteinleri korur. Katlanmamis proteinlerin
kiimelegmesini onler. Katlanmamis ve yanlig katlanmis proteinler arasindaki dengeyi
saglar. Polipeptitleri birbirine baglar. HSP-70 HSF’ nin aktivitelerini diizenler ve 1s1
sok proteinlerin transkripsiyonunun kontroliinii saglar. ATP’ ye baglanir ve ATPaz

aktivitesi gosterir (Nollen ve ark 1999).

HSP-70 ailesi a¢ilmis proteinleri yakalayarak parcalanmaya hazir hale getirir.
HSP-72 ve HSP-73 hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde yer alirlar. HSP-72 uyarici,
HSP-73 ise diizenleyici fonksiyona sahiptir. Her ikisi de hem sitoplazmada, hem de
niikleusta yer alir (Henle ve ark 1998).
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HSP-65: Hipoksi siiresince stres proteinlerinin uyarilmasinda ve hipoksik
sartlar altinda hiicresel biitiinligiin siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynar (Ganju ve ark

1999).

HSP-60: Biiyiik oligomerler seklinde mitokondride ve sitoplazmada bulunur.
HSP-60, 14 alt iiniteden meydana gelir. Stresten korunma ve protein katlanmasi i¢in
gereklidir. HSP-70 ile birlikte proteinin dogal katlanmasina aracilik yapar. Hatali
katlanan  polipeptidlere  baglanarak dogru  katlanmalarina yardim eder.
Makromolekiiler protein yapiminda ve hiicresel solunumda rol oynar. ATP’ ye

baglanir ve zayif ATPaz aktivitesi gosterir (Nollen ve ark 1999).

HSP-28: Periniikleer sitoplazma ve golgide biiyiilk oligomerler seklinde
bulunur. Embriyogenez, gelisim, proliferasyon ve hiicre transformasyonunda rol

oynar.

HSP-26: Saperon aktivitesi gosterir ve in vitro olarak proteinleri irreversibl

aggregasyondan korur (Haslbeck ve ark 1999).

HSP-20: Kiiciik molekiil agirlikli 1s1 sokuyla iliskili bir protein olup
reseptore bagli kalsiyum girisini inhibe ederek, antiplatelet aktivite gosterir (N1va ve

ark 2000).

HSP-15: Ribozomla iliskili bir HSP olup hiicredeki translasyon gorevinden
dolay1 diger proteinlerden oldukca farklidir (Korber ve ark 2000).

Ubiquitin: Hem sitoplazma, hem de niikleusta bulunur. ATP yardimiyla
protein yikimini kolaylastirir. Muhtemelen gen diizenlenmesinde rol oynar (Pockley

2001).
1. 5. 5. Is1 Sok Proteinlerinin Hastaliklardaki Rolii

HSP’ ler pek cok patolojik ajanin konakta immiin cevap olusturmasinda rol
oynayan antijenlerdir. In vitro olarak Skaryot hiicrelerde viral enfeksiyonu takiben
cesitli stres proteinlerin arttifi gosterilmistir. Konagin patojene uyguladigi stres,
patojende stres proteinlerinin yapimint arttirmakta, belki de miktarlar1 arttiginda,
immiin cevabi tetikleyen baslica antijen konumuna geg¢mektedirler (Nollen ve ark

1999).

44



Stres proteinlerine karst gelisen immiin cevaplar capraz reaksiyonlar
vasitasiyla hiicrenin kendisine karsi da “anti-self” reaksiyon gelisimine neden
olabilmektedir. Saglikli bireylerin, enfeksiyon veya herhangi bir sekilde strese maruz
kalmis kendi hiicrelerinden arinmak i¢in, kendi stres proteinlerine karsi immiin cevap
verebilme yeteneklerinden yararlanabildikleri ileri siiriilmektedir. Iste bu
yeteneklerin diizenlenmesindeki bozukluklar bazi otoimmiin hastaliklara yol agabilir.
Stres proteinleri, immiin cevapta hedef olmanin yani sira, antijen sunulmasinda da

onemli rol oynarlar.

Virlis ile transforme edilmis ya da kimyasal olarak olusturulmus timor
hiicrelerinde stres proteinlerinin arttig1 gozlenmistir. Bu hiicrelerin taninip
reddedilmesinde stres proteinlerinin, 6zellikle de HSP-90° m rolii olabilecegi

diisiiniilmektedir (Laad ve ark 1999).
1. 5. 6. Is1 Sok Proteinleri ve Kanser

1981 yilinda Connecticut Universitesi Tip Fakiiltesi’ nde Pramod Srivastara
adinda bir 6grencinin yaptigt bir seri deneyler sonucunda timor hiicrelerinin
parcalartyla asilanan farelerin kanserden korundugu ve burada 1s1 sok proteinlerinin

rol aldig1 anlagildi1 (Laad ve ark 1999).

Cogu kanser c¢esidinde 1s1 sok proteinlerinin {iretimi artar. Is1 sok proteinler
tiimor hiicrelerinin proliferasyonu, farklilagsmasi, invazyonu, metastazi, 6limi ve

immun sistem tarafindan taninmasi ile iligkilidir (Ciocca ve Calderwood 2005).

Kanser hastasi bireylerin kanser hiicrelerinde HSP-peptit kompleksleri olusur.
Bu anormal peptitlerin hasta hiicreler icerisinde bulunusu, kanserden kansere ve
bireyden bireye farkli sekildedir. Bu yiizden anormal peptitlerin ¢ok diisiik diizeydeki

olusumu dahi kanser diisiincesini akla getirmelidir (Laad ve ark 1999).

Normal durumlarda HSP’ ler hiicre disinda bulunmaz. Ancak, eger kanserli
veya enfekte olmus bir hiicre patlarsa, peptide bagli olan HSP’ ler dahil hiicrelerin
biitiin igerikleri dokiiliir. Bu hiicrenin disinda olan HSP’ ler immiin sisteme, hasta
hiicrelerin yok edilmesini emreden ¢ok kuvvetli bir “tehlike mesaji” gonderir. Bu
mesajdan sonra hasta bir hiicre Oliip patlar, antijenik peptide bagli olan HSP
komplekslerini doker. Hiicre disinda olan bu HSP kompleksleri, sirkiilasyondaki
antijen sunan hiicreler (APC) tarafindan farkedilir. HSP kompleksleri APC hiicreleri

45



yiizeyindeki CD91 reseptoriine bagladiktan sonra APC-HSP komplekslerini igeriye
alir. HSP komplekslerini igeren APC’ ler lenf nodlarina gider. Lenf nodlarinda APC’
ler, HSP’ lere 6nceden baglanmis olan antijenik peptidlerini alip, onlar1 yeniden APC

hiicrelerin yiizeyinde sergiler. Bu antijenler, immiinolojik cevabu tetikler.

Lenf nodlarinda, spesifik immiin sisteme ait olan tiim hiicreler antijenlerin
yok edilmesi i¢in 6zel olarak programlanirlar. Her hastanin durumu ve kanserin
gelisimi farkli oldugu icin, antijenik hiicreler kanser hastasinin bireysel spesifik
“parmak izi” ni tasir (Basu ve Matsutake 2004, Facciponte ve ark 2005, Javid ve ark
2007). Ayrica, HSP’ ler baz1 kanser tiplerinde hiicre farklilasma derecesinin de
gostergesidir (Ciocca ve Calderwood 2005).

Intraselliiler HSP’ ler koruyucu bir fonksiyona sahiptirler. Hiicreyi yasama
kosullarinda tutmaya caligirlar. HSP’ lerin hiicre koruyucu fonksiyonlari onlarin
antiapoptotik 6zelliklerini anlatir. HSP-90, HSP-70 ve HSP-27 programlanmis hiicre
oliimii mekanizmasinin degisik proteinleriyle ve o miinasebetle apoptotik prosesi
asikar anahtar noktalarda bloke etmek i¢in direkt olarak etkilesirler (Didelot ve ark

2007).

HSP-90, HSP-70 gibi co-saperonlarla ve “client” proteinler olarak bilinen
100’ iin iistiinde saperonlarla fonksiyon gosterirler (Pick ve ark 2007). HSP-90’ in
client proteinlerinin ¢ogu hiicre proliferasyonu, hiicre sikliisii progresyonunun

regiilasyonu ve apoptozis i¢in gerekli sinyal yollarina girer (Taldone ve ark 2009).

HSP-90’ 1n kanserli hiicrelerde 2-10 kat fazla olmasi etkili bir ilag olma
hedefini gosterir (Pick ve ark 2007). HSP-90 kanser hiicreleri i¢in 6nemli olan
proteinlerin stabilitesi ve fonksiyonundan sorumludur. Bu proteinler kanserin altin
ozelliklerine tesir eder. Bunlar; biiylime faktorii bagimsizligi, biiyiime baskilayici
sinyallere direng, smirsiz kopyalama potansiyeli, doku invazyonu ve metastaz,

apoptozisten kaginmak ve devamli anjiogenez’ dir (Banerji 2009).
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HSP90 and the Six Hallmarks of a Cancer Cell

: 3 Self-sufficiency in
Evading Apoptosis Growth Sign;;s

(IGF-1R, AKT) (HER2, KIT, MET, other RTKs)

Insensitivity to ’ Tissue Invasion &
Anti-growth Signals - ‘ b Metastasis
(CDK4, CDKS®, cyclin D) § - (MMP2, urokinase)

Sustained Angiogenesis Limitless Replicative Potential
(HIF, MET, Src, VEGF, other RTKSs) (telomerase)

Sekil 1.10. HSP-90 ve kanser hiicresinin 6 altin kurali (Xu ve Neckers 2007).

VEGF gibi anahtar sinyal molekiilleri bcl-2 antiapoptotik proteininin
ekspresyonunu indiikler ve apoptozisi inhibe etmek i¢in bel-2 ve Apaf-1 ile beraber

HSP-90’ nin birlesimini stimule eder (Solit ve Chiosis 2008).

Kanser hiicrelerinde HSP-27, HSP-70 ve HSP-90’ nin ekspresyonunun
anormal derecede yiiksek olmasi, onkogeneze istirak etme ve kemoterapiye direng
gosterme i¢inde olduklarini gosterir. Boylece, HSP’ lerin inhibisyonu kanser terapisi
icin ilging bir strateji haline gelmistir (Didelot ve ark 2007). Ciinkii, apoptozis
indiiklenir ve agresif kanserlerin kemoterapiye direngleri rediiklenir (Pick ve ark
2007). Gilinlimiizde HSP-90 inhibitorleri klinik denemelerde daha ¢ok tercih
edilmektedir (Calderwood ve ark 2006). HSP-90 inhibisyonu solid ve hematolojik

malignitelerin birgogunun tedavisi i¢in onerilmektedir (Mahalingam ve ark 2009).

Meme, prostat, akciger gibi solid tiimorler, malignant melanoma ve
hematolojik maligniteleri (kronik myloid losemi ve multiple myeloma) igeren

kanserlerde HSP’ lerin yliksek diizeyleri gozlenmistir (Banerji 2009).
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Sekil 1.11. Tiimorogenezi saperonlamada HSP-90” 1n rolii (Brown ve ark 2007).

1. 6. Siyalik Asit

Cesitli dokularda, doku sivilarinda ve bakterilerde bilesik proteinlerin
kapsaminda siyalik asit ailesi elemanlari bulunmaktadir (Warren 1959). Siyalik
asitler, ¢cogunlukla molekiillerde ve hiicre yiizeylerinde oligosakkarit zincirlerinin
terminal pozisyonlarinda bulunan heterojenik karbonhidrat gruplaridir (Siier ve ark
2007). Noraminik asidin asile edilmis derivasyonlaridir (N-asetil, N-glikolil, N,O-
diasetil noraminik asit). Bunlarin tiimiine birden siyalik asitler denir. Noraminik asit

9 karbon zincirli yapidir (Warren 1959).

A OH

Sialic acid
(N-acetyl neuraminic acid)

Sekil 1.12. Siyalik asitin yapis1 (Warren 1959).

Serumda total siyalik asitin yaklagik olarak % 98-99,5’ i glikoproteinlere
bagli olarak bulunur. Siyalik asitin sadece kiiclik bir miktar1 lipidlere bagl olarak

esasta gangliozidlerin formunda bulunur.
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Serum siyalik asitinin miithim bir kismi o;- asit glikoprotein, o,-proteaz
inhibitorii ve haptoglobulin gibi akut faz proteinlere baglanir ve boylece, karacigerde
akut-faz glikoproteinlerinin biyosentezinde ve translasyon sonrasi glikolizasyonunda

sitokin-indiikli degisiklikleri yansitir (Sancak ve ark 2002).

Siyalik asitler, negatif yiiklerinden dolayr pozitif yiikli molekiillerin
transportu ve baglanmasinda, molekiiller arasindaki ¢ekme ve itme olaylarinda
onemli rol oynarlar. Spesifik hiicresel taninma bolgelerini maskeleyebilme
yetenegine sahiptirler ve biyolojik bilginin transferinde de 6nemli rolleri vardir (Siier

ve ark 2007).

Serum total siyalik asit diizeylerinin ¢esitli benign hastaliklar, inflamatuar
hastaliklar, bakteriyel enfeksiyonlar, aktif romatoid artrit gibi romatolojik hastaliklar,
miyokard infarktiisii, diabetes mellitus, renal hastalik ve kanser gibi cesitli
hastaliklarda yiikseldigi bildirilmistir (Passaniti ve Hart 1988, Singhal ve Hakomori
1990, Ozben 1991, Siier ve ark 2000).

1. 6. 1. Siyalik Asit ve Kanser

Tiimoral durumlarda siyalik asit diizeyindeki yiikseklikle ilgili olarak cesitli
faktorler ileri siiriilebilir. Yiiksek siyalik asit igerigine sahip tiimor hiicresinden
siyalik asidin artmis sekresyonu veya hizlanmis hiicre metabolizmasi nedeniyle

hiicrelerin artmig yikimi suglanabilir (Dwivedi ve ark 1988).

Neoplastik transformasyonun tiimoér hiicre yiizeyinden siyalik asitin
dokiilmesi veya saliverilmesi araciligi ile plazma siyalik asit konsantrasyonunda bir

artist baslattigi ileri siiriilmistiir (Emmelot 1973, Singhal ve Hakomori 1990).

Malign hiicrelerin siyalik asit metabolizmasindaki en énemli degisikliklerden
birinin siyalil transferaz aktivitesindeki artig oldugu ileri siiriilmiistiir (Evans ve ark

1980, Ronquist ve Nou 1983, Fingerhut ve ark 1992).

Tiimor hiicre yiizeyinin hedef organdaki hiicreler ve ekstraselliiler matriks ile
etkilesimleri, yayilma ve uzak metastaz olusumu i¢in 6nemlidir. Siyalik asit igeren
oligosakkaridlerin kanser hiicreleri ve endotelyal hiicreler arasindaki adezyonda
onemli bir rol oynadig1 ve timdr hiicrelerinin metastaz yeteneginin hiicre ylizeyinin

siyalillenmesi ile iliskili oldugu bildirilmistir (Thomas 1996).
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Timor hiicrelerinin degismis yiizey oOzelliklerine sahip olduklar1 ve bu
degisikliklerden plazma membran siyalo-glukokonjugatlariin ekspresyonundaki
degisimin kismen sorumlu olabilecegi bildirilmistir (Evans ve ark 1980,

Yogeeswaran 1983, Passatini ve Hart 1988).

Siyalik asit diizeylerinin; hastalik evresi (Sebzda ve ark 2006), tiimor kitlesi
(Rao ve ark 1998), metastaz derecesi (Yogeeswaran ve Salk 1981, Albuquerque ve
ark 2004) ve hastalik niiksii ile (Feijoo-Carnero ve ark 2004) iliskili oldugu

bulunmustur.

Total ve lipide bagli serum siyalik asit diizeyleri meme, akciger, bas ve
boyun, gastrointestinal sistem, l0semi, lenfoma ve melonama gibi pek ¢ok kanser
tirlerinde arastirilmis ve saglikli bireylere gore diizeyleri yiiksek bulunmustur
(Adamo ve ark 1985, Basoglu ve ark 2007).

Ayrica, meme kanserli hastalarin TSA (Raval ve ark 1997, Kiyic1 ve ark
2010) ve LSA (Raval ve ark 1997) seviyelerinde tedavi sonrasinda diisiis

gozlenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2. 1. Calisma Sekli

Calismamiz; Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi Onkoloji
Poliklinigi’ne basvuran hastalar iizerinde gerceklestirildi. Selguk Universitesi Meram
Tip Fakiiltesi Etik Kurul Komisyonu tarafindan 24.04.2009 tarih ve 2009/132
numarali karar ile tez projemiz onaylandi (Bkz. Ek-A). Daha sonra, Selguk
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatdrliigii tarafindan 09102054
numarali proje olarak desteklenmesine karar verildi ve c¢alismaya baslandi.
Calismamizdaki 25-(OH)D; diizeyi Ankara Delta Laboratuar1’ nda, CK-18, HSP-90
ve siyalik asit diizeyleri ise Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Biyokimya

Laboratuar1’ nda tayin edildi.
2. 2. Vaka Secimi

Selcuk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Onkoloji Poliklinigi’ nde tan1 almis
ve tedavisi takip edilen ¢esitli yaslarda kemik metastazli meme kanseri olan 35 kadin
calismaya dahil edildi. Yeterli sayida yeni tan1 almis kemik metastazli meme kanseri
hastasinin katilimi saglanamadigi igin takipte olan hastalar {izerinde c¢aligmamiz
yapildi. Calismaya katilan hastalarda rutin olarak gordiikleri intra vendz bifosfonat
tedavisi sonrast 15 giin boyunca giinde bir defa 400 U vitamin D igeren Caldevita

preparati kullanmalar1 sart1 arandi.

Calismamiza katilan hastalara projenin amaci ve kapsami agik¢a anlatildiktan
sonra, kendilerinden bilgilendirilmis onay formu alindi (Bkz. Ek-B). Multiple kanser
sendromu olanlar, beraberinde kemik yapim ve yikimi ile giden ek bir hastaligi

bulunanlar ve ¢alismaya katilmay1 kabul etmeyenler ¢alismaya alinmadi.
2. 3. Numunelerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Calismamiza katilan hastalardan sabah saatlerinde ¢aligma baslangicinda ve
15 giin boyunca vitamin D kullanimlar1 sonrasinda serum ve plazma elde etmek
iizere vendz kan ornekleri alindi. Serum 6rnekleri i¢in herhangi bir koruyucu veya
antikoagiilan madde icermeyen tiipler ve plazma Ornekleri i¢in ise antikoagiilan
olarak EDTA igeren tlipler kullanildi. Alinan kan 6rnekleri Eppendorf 5810 marka
santrifiij cihazi ile 4000 rpm/dk hizla 10 dakika siire ile santrifiij edilerek hastalarin
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serum ve plazmalari ayrildi. Ayrilan serum 6rnekleri CK-18, HSP-90 ve siyalik asit,
plazma 6rnekleri ise 25-(OH)Ds ¢alismak {izere eppendorf tiiplere boliinerek ¢aligma

giiniine kadar -80 °C’de derin dondurucuda saklandi.
2. 4. Biyokimyasal Analizler
Cihazlar ve teknik aracg, gerecler
Biotek ELx800 ELISA okuma cihazi
Biotek ELx50/8 ELISA yikama cihazi
Shimadzu ProLicence HPLC Cihazi
ImmuChrom HPLC kolonu (IC3401rp)
Niive FN 400 Etiiv
Spekol 1300 Spektrofotometre
DPC shaker
Niive NM 110 vorteks
Eppendorf 5810 Santrifiij
Medispec-plus mikropipetler (10-100 pl ve 100-1000 pl ayarlamali)
Olgekli silindir (500 veya 1000 ml)
Eppendorf tiipleri
Cikarilabilir pipet uglar
Kurutma kagidi
2. 4. 1. 25-(OH)D; Diizeyi Tayini

25-(OH)Ds; diizeyi tayininde ImmuChrom marka HPLC analiz kiti
(ImmuChrom, Almanya) (Cat No: IC3401) ve yine ayni firmaya ait HPLC kolonu
(Cat No: 1C3401rp) kullanildi.
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Bu HPLC uygulamasi serum ve plazmada 25-(OH)Ds’ iin sayisal tespiti i¢in

tasarlanmustir.
Yontemin prensibi

25-(OH)Ds’ iin tespitinde bir ¢oktliirme basamagi yer almaktadir. Bunun igin
bir numune hazirlig1 yerine getirilir. Santrifiijden sonra numune iki sivi faz ve bir
kat1 presipitat (¢okmiis proteinler) olarak ayrigir. HPLC sistemine enjeksiyon igin

sadece en yukaridaki sivi faz kullanilir.

HPLC ayirmast bir “karsit faz” kolonu ile 30 °C’ de bir izokratik metodla
calisir. Kromotogramlar bir UV-dedektor tarafindan olusturulur. Ayirma kullanilan
kolona bagli olarak her akis i¢in 15 dakika alir. Sonuglar, verilmis serum kalibrator
tarafindan Olcliliir ve “internal standart-metod” tarafindan pik alanlar ve
yiiksekliklerin biitiinlemesiyle hesaplanir. Saptanabilen en diisik 25-(OH)D;

konsantrasyonu 5,8 nmol/l’ dir.

25-(OH)Ds igin referans araliklart;

Yaz: 50-300 nmol/1 (20-120 pg/l)

Kis: 25-150 nmol/I (10-60 pg/1)’ dir.

Uretici firma tarafindan verilen ydntemin ¢alisma i¢i ve calismalar aras1 %
CV degerleri sirasiyla;

Calisma i¢i CV: % 2,6 (56,5 nmol/l) [n=6]

% 1,5 (104,8 nmol/l) [n=6]
Calismalar aras1 CV: % 4,0 (54,1 nmol/l) [n=6]

% 3,6 (105,4 nmol/l) [n=6]
seklindedir.

Kullanilan malzemeler
1. Mobil faz (ELU) 1000 ml

2. Kalibrator (CAL) 6 ml
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3. Internal standart (IS) 40 ml

4. Coktiirticii reaktif (PREC) 50 ml

5. Diisiik ve yiiksek kontroller (CTRL) 3ml
Calisma prosediirii

1. 1,5ml’ lik eppendorf tiiplerinin igine, 400 pl numune, CAL ve CTRL
pipetlendi.

2. 400 pl IS (soguk olarak) eklendi.
3. Kisaca vorteksle karistirildi.

4. 500 pl PREC ilave edildi.

5. 2 dakika vortekslendi.

6. Tiipler 15 dakika 2-8 °C’ ye birakildi ve arkasindan 10 000 g’ de 5 dakika

santrifiij edildi.

7. HPLC sistemindeki kromotografi i¢in siipernatandan 50 pl alinarak sisteme

enjekte edildi.

Kromotografik ayarlar

Kolon materyali: ImmuChrom kolon (IC3401rp)
Kolon boyutu: 125mm x 4mm

Akis orani: 1,0 ml/min

UV-deteksiyonu: 264 nm

Enjeksiyon voliimii: 50 pul

Akis siiresi: 15 dakika

Sicaklik: 30 °C
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Sonuclarin hesaplanmasi

Hasta pik alani x standart konsantrasyonu x F

Numune konsantrasyonu =

IS hasta pik alant

Kalibrator IS pik alani

Kalibrator analit pik alani

25-(OH)Ds konsantrasyonlart nmol/l olarak verildi.
2. 4. 2. Kaspazla Centiklenmis CK-18 Tayini

Kaspazla c¢entiklenmis CK-18 tayininde M30-Apoptosense ELISA kiti
(Peviva, Isveg) (Ref:10010) kullamldi. M30-Apoptosense ELISA, serum ve
plazmada CK-18 ASP396 “M30” neo-epitopuyla birlesik apoptozisin sayisal tespiti
icin bir in vitro immunoassaydir. M30 bir fare monoklonal IgG2b antikorudur.
Kaspazlar apoptozis sirasinda ¢esitli hiicresel proteinlere baglanirlar. Epitel
hiicrelerinde bu substratlardan biri ara filament protein olan CK-18’ dir. M30
antikoru, aspartik asit kalintis1 396’ dan sonra CK-18’ in kaspaza baglanmasiyla
acikta kalmig bir neo-epitop olarak bilinir. Bu pozisyonda baglanma kaspaz-9
tarafindan apoptozis sirasinda erkenden, kaspaz-3 ve kaspaz-7 tarafindan yiiriime

faz1 sirasinda olusur.
Yontemin prensibi

M30-Apoptosense  ELISA bir kati-faz sandvi¢ enzim immunoassaydir.
Standartlar, kontroller ve numuneler CK-18’ e kars1 bir kati-faz antikor yakalayici
olan “M5” ile ve CK18 ASP396 neo-epitopuna karsi M30 antikoruyla birlesik
Horseradish Peroxidase (HRP) ile reaksiyona girer. Baglanamamis konjugatlar bir
yikama basamagiyla uzaklastirilir. Daha sonra ortama enzimin substrati olan
Tetrametilbenzidin (TMB) eklenir. Renk olusumu durdurulur ve absorbanslar alinir.
Sonugta olusan renk siddeti 6l¢limiin konsantrasyonla dogru orantilidir. Standartlarin

absorbanslarma karst konsantrasyonlardan elde edilen standart egri yardimi ile
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numunenin antijen miktar1 hesaplanabilir. Antijen konsantrasyonu U/L olarak
belirtilir. M30-Apoptosense ELISA’ da dlgiilebilir en diisiik konsantrasyon 25 U/I’
dir.

Kullanilan malzemeler
1. M30 kapli mikrostripler (96 kuyucuklu mikroplate)
2. M30 HRP konjugati
3. M30 konjugat diliisyon tamponu
4. M30 standartlar1 (A-G)
5. Diistik ve yiiksek diizeyli M30 kontrol 6rnekleri
6. TMB substrati
7. Stop soliisyonu
8. Yikama soliisyonu
9. Kapatmak i¢in film
10. Deiyonize su
Reaktiflerin hazirlanmasi
1. M30 HRP konjugat1 diliisyonu

0,4 ml M30 HRP konjugati, 9,2 ml M30 konjugat diliisyon tamponu ile diliie
edildi.

2. Yikama soliisyonunun diliisyonu

Yikama soliisyonu, kullanilmadan 6nce 450 ml deiyonize su ile diliie edildi.
Diliie edilmis tampon, 0,15 M sodyum klorid ve % 0,1 Tween 20 ile birlikte 0,014 M

fosfat tamponu karigimidir.
Calisma prosediirii

1. Calismaya baglamadan Once biitiin reaktifler oda sicakligina birakild.

Bitiin reaktifler kullanmadan 6nce vortekslendi.
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2. M30 konjugat diliisyon tamponuyla M30 HRP konjugati diliie edildi ve

tam olarak karigtirildu.

3. M30 Standartlar1 (A-G), diisiik M30 kontrolii, yiikksek M30 kontrolii ve

numunelerin 25ul” si kuyucuklara pipetlendi.

4. Her kuyucuga diliie edilmis M30 HRP konjugat soliisyonundan 75 pl ilave
edildi.

5. Kuyucuklar kapama ortiistiyle ortiildii.
6. Shaker’ de 600 rpm’ de 4 saat inkiibe edildi.

7. Kuyucuklarin igerigi aspire edildi ve 250 upl dilie edilmis yikama

sollisyonuyla 5 kez yikandi.

8. TMB substratindan her kuyucuga 200 pl ilave edildi ve oda sicakliginda
20 £ 1 dakika karanlikta inkiibe edildi.

9. Stop soliisyonundan her kuyucuga 50 pl ilave edildi. TMB substrati ve stop
solisyonunun tam karigimint saglamak igin mikroplate 5-10 saniye sallandi.

Absorbansin okutulmasindan 6nce mikroplate 5 dakika bekletildi.

10. Absorbanslar, ELISA okuyucuda 450 nm’ de okutuldu ve sonuglar
kaydedildi.

Sonuclarin hesaplanmasi

Standartlarin absorbanslarina karsi konsantrasyonlardan elde edilen standart
egri yardimi ile numunelerin CK-18 diizeyi hesaplandi. CK-18 konsantrasyonu U/]

olarak verildi.
2. 4. 3. HSP-90 Tayini

HSP-90 tayininde HSP90 ELISA kiti (Uscn Life Science Inc, Cin) (Cat
No:E0863Hu) kullanildi. Bu kit serum, plazma ve diger biyolojik sivilarda insan

HSP-90’ nin in vitro 6l¢iimii i¢in bir sandvi¢ enzim immunoassay ELISA kitidir.
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Yontemin prensibi

HSP-90 kiti i¢inde bulunan mikroplate HSP-90’ a spesifik bir antikor ile
onceden kaplanmigtir. Standartlar ve numuneler HSP-90 i¢in 06zel olarak
diizenlenmis biotinle birlesik poliklonal antikorlu uygun mikroplate kuyucuklaria
eklenir. Sonra, avidinle birlesik HRP her kuyucuga eklenir ve inkiibe edilir. Daha
sonra her kuyucuga TMB substrat soliisyonu eklenir. HSP-90 igeren biotinli antikor
ve enzim-avidin kompleksi i¢eren kuyucuklarda renk degisikligi gozlenir. Reaksiyon
stilfiirik asit ilavesiyle sonlandirilir ve renk degisimi 450 = 2 nm dalga boyunda
spektofotometrik olarak Olciiliir. Numunelerdeki HSP-90 konsantrasyonu standart
egriyle numunelerin O.D.” sinin karsilastirilmasindan sonra belirlenir. Olgiilebilir

minimum konsantrasyon yaklagik 0,039 ng/ml’ dir.
Kullanilan malzemeler

1. 96 kuyucuklu mikroplate

2. Kapatmak i¢in film

3. HSP-90 Standard:

4. Standart diliienti 20 ml
5. Deteksiyon reaktifi A 120 pl
6. Deteksiyon reaktifi B 120 pl
7. Calisma diliienti A 6 ml
8. Calisma diliienti B 6 ml
9. TMB substrati 9 ml
10. Stop soliisyonu 6 ml
11. Yikama soliisyonu 20 ml

12. Deiyonize su
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Reaktif hazirlanmasi
1. HSP-90 Standard:

Standart 0,5 ml standart diliient ile sulandirild1 ve oda sicakliginda 10 dakika
bekletildi. Mevcut soliisyondaki standart konsantrasyonu 10 ng/ml’ dir. Mevcut
standart soliisyonundan 7 farkli diizeyde standart 10 ng/ml, 5 ng/ml, 2,5 ng/ml, 1,25
ng/ml, 0,625 ng/ml, 0,312 ng/ml, 0,156 ng/ml ve en son tiip blank olarak 0 ng/ml
seklinde hazirlandi.

2. Cahsma diliienti A ve ¢calisma diliienti B

Calisma diliienti A veya B’ yi hazirlamak i¢in konsantre ¢alisma diliientleri A

veya B’ nin 6 ml’ si 6 ml deionize su ile diliie edildi.
3. Deteksiyon reaktifi A ve deteksiyon reaktifi B

Calisma soliisyonlari, deteksiyon reaktifleri A ve B’ nin ¢alisma diliienti A

veya B ile (1:100) diliie edilmesiyle hazirlandi.
4. Yikama soliisyonu

Yikama sollisyonunu hazirlamak i¢in 20 ml (30x) konsantre yikama

sollisyonu 580 ml deiyonize su ile diliie edildi.
Calisma prosediirii

1. Kullanmadan oOnce biitiin kit bilesenleri ve numuneler oda sicakligina

getirildi.

2. Diliie edilmis standartlar, blank ve numuneler i¢in kuyucuklar tespit edildi.
Standart i¢in 7 kuyucuk, blank i¢in 1 kuyucuk hazirlandi. Uygun kuyucuklara
standart diliisyonlarinin her birinden, blankten ve numunelerden 100 pl ilave edildi.

Plate ortiicii ile ortiildi. 37 °C’ de 2 saat inkiibe edildi.
3. Her kuyucuktaki s1vi1 aspire edildi.

4. Her kuyucuga deteksiyon reaktifi A’ nin c¢alisma soliisyonundan 100 pl

ilave edildi. Plate ortiicli ile kapattiktan sonra 37 °C’ de 1 saat inkiibe edildi.
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5. Her kuyucuktaki sivi aspire edildi. Otomatik ELISA yikayici kullanarak
kuyucuklar yikama soliisyonunun 350 pl’ siyle yikandi ve 1-2 dakika bekletildi.
Mikroplate absorban kagidinin iizerine birdenbire vurularak tam olarak biitiin
kuyucuklardan kalan sivi uzaklastirildi. Bu islem 3 kez tekrarlandi. Mikroplate ters

cevirilerek, absorban kagidiyla kurutuldu.

6. Deteksiyon reaktifi B’ nin calisma soliisyonundan her kuyucuga 100 pl
ilave edildi. Plate ortiicii ile orttiikten sonra 37 °C’ de 30 dakika inkiibe edildi.

7. Besinci basamaktaki aspirasyon/yikama siireci 5 kez tekrar edildi.

8. Her kuyucuga substrat soliisyonundan 90 pl ilave edildi. Yeni bir plate
ortiicii ile ortiildi. 37°C’ de 15-25 dakika 1siktan koruyarak inkiibe edildi. Substrat

sollisyonu ekleyince rengin maviye doniistiigii gézlendi.

9. Her kuyucuga 50 pl stop soliisyonundan ilave edildi. Stop soliisyonunun

ilavesiyle rengin sartya doniistiigii gézlendi.
10. Mikroplate okuyucuda 450 nm’ de absorbans dl¢timleri yapildi.
Sonuclarin hesaplanmasi

Standartlarin absorbanslarina karst konsantrasyonlardan elde edilen standart
egri yardimi1 ile numunelerin HSP-90 konsantrasyonlar1 hesaplandi. HSP-90

konsantrasyonlar1 ng/ml olarak verildi.
2. 4. 4. Siyalik Asit Diizeyi Tayini

Total siyalik asit diizeyinin tayini i¢in Warren tarafindan gelistirilen

tiyobarbitiirik asit metodu kullanilmistir (Warren 1959).
Yontemin prensibi

Warren yontemine gore asit ile hidrolizde serbest hale gecen siyalik asit,
asidik ortamda ve periyodat varliginda okside edilir. Oksidasyon {iriinii [-
formilpiriivik asit, tiyobarbitiirik asit varliginda pembe renkli bir {iriiniin olusumuna
neden olur. Pembe renkli iiriiniin absorbansi siyalik asit miktar1 ile orantilidir

(Warren 1959, Kazezoglu ve ark 2007).
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Kullanilan malzemeler

1. Periyodat ¢ozeltisi (9 M fosforik asit (H;PO,) iginde 0,2 M sodyum-meta-
periyodat (NaIPOy) ¢ozeltisi)

2. Arsenit ¢ozeltisi (0,5 M sodyum siilfat (NA,SO4) ve 0,1 N siilfirik asit
(H2S0,) icinde %10 sodyum arsenit ¢ozeltisi)

3. Tiyobarbitiirik asit ¢ozeltisi (0,5 M sodyum siilfat (Na,SO,) i¢inde % 0,6
tiyobarbitiirik asit (C4H4N,O,S) ¢ozeltisi)

4. Siklohekzanon (C¢H;¢O)
5. Deiyonize su
Calisma prosediirii

1. Cam tiipler kullanildi ve numune tiipline 200 pl numune ve kor tiipiine ise

distile su pipetlendi.
2. Tim tliplere 100 pl periyodat ¢cozeltisinden eklendi.
3. Tiipler salland1 ve oda 1sisinda 20 dakika bekletildi.

4. Tim tiiplere 1 ml arsenit ¢ozeltisinden ilave edildi, sari-kahverengi renk

olusumu gdzlendi ve bu renk beyazlayana kadar vortekslendi.

5. Tim tiiplere 3 ml tiyobarbitiirik asit ¢ozeltisinden eklendi ve tiipler

calkalandi.
6. Tiiplerin agz1 kapatilarak, kaynar su banyosunda 15 dakika bekletildi.
7. Tiipler kaynar sudan alinarak, soguk suda 5 dakika bekletildi.

8. Tiiplerin igeriginin 2ml’ si 2 ml siklohekzanon i¢eren baska tiiplere alindi

ve vortekslendi.
9. 3 dakika 2500-3000 g’ de santrifiij edildi.

10. Tiiplerin siipernatanlarinin 549 nm’ de kor tiiplerine karst absorbanslari

olgtildii.
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Sonuclarin hesaplanmasi
Siyalik asit konsantrasyonu (mmol/ml) = 2/57 x O.D. x 1000
Siyalik asit sonuglart mmol/ml olarak verildi.

2. 4. 5. Istatistiksel Analiz

Hastalarin demografik oOzellikleri ve laboratuar sonuglarina ait verilerin
tanimlayicr istatistikleri, frekanslar1 hesaplandi. Verilerin dagilimi Shapiro Wilk testi
ile test edildi. Olgiilen tiim testler nonparametrik dagilim gosterdiginden Vitamin D
tedavisi Oncesi ve sonrast Olglimleri karsilastirmada Wilcoxon Signed Rank testi
kullanildi. Kanserin histopatolojik tiirline gore ve Vitamin D tedavi siiresine gore alt
gruplarin biyokimyasal analiz sonuglarinin karsilastirilmasinda Mann Whitney U
testi kullanildi. Parametreler arasi korelasyonlar Spearman nonparametrik korelasyon
analizi ile degerlendirildi. Sonuglar, Ortanca (Min-Max) olarak verildi. p<0,05

anlamlilik derecesi olarak kullanildi.
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3. BULGULAR

Calismamiza katilan kemik metastazli meme kanseri 35 kadin hastanin

demografik ozellikleri ¢izelge 3.1.” de verilmistir.

Cizelge 3.1. Hastalarin demografik 6zelikleri.

Parametre Hasta Sayis1 | Oran %
N=35
Yag=55(28-78)
Histopatolojik Tipi
Infiltratif duktal 14 40
Invaziv duktal 15 429
Infitratif mikst 3 8,5
Invaziv mikst 1 2.9
Atipik meduller 2 57
Evre
I 4 11,4
II 19 54,3
I11 10 28,6
IV 2 57
Kemik Metastazt Yern
Yakin 14 40
Uzak 3 22,9
Multipl 13
Metastaz Sayist
Tekh 11 31,4
Yaygmn 24 68,6
Tiumoér Boyutu
10-20(mm) 11 314
21-40(mm) 15 429
41-60(mm) 9 2577
Tedavi Tirt
Kemoterapi 15 429
Hormon tedavist 2 5,7
Kemoterapi ve
hormon tedavist 9 2577
Kemoterapi ve
radyoterapi 7 20
Kombime tedavi 2 5,7
Tedavi Suresi
1- 5 (y1) 26 74.3
6 ve uzer (yi) 9 257
Vitamun D Tedavisi Strest
1-3 (y1) 2 62,9
4-7 (yi) 13 371
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Biyokimyasal analiz verileri istatiksel olarak degerlendirildiginde, kemik
metastazli meme kanseri hastalarinin vitamin D tedavisi aldiktan sonraki CK-18
degerlerinin tedavi Oncesine gore anlamli olarak yiiksek oldugu gozlendi. Siyalik asit
diizeylerinin ise anlamli olarak azaldig: tespit edildi. Fakat, HSP-90 seviyelerinde

anlamli bir fark goriilmedi (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Hastalarin vitamin D tedavisi 0ncesi ve sonrast biyokimyasal analiz
sonuglart.

Parametre Tedavi Oncesi Tedavi Sonrasi p
Ortanca (Min-Max) Ortanca (Min-Max)
25(0OH)D3 (nmol/l) 19 (8,70-46,70) 25,6 (11,60-52,80) <0,01
HSP-90 (ng/ml) 5,78 (0,26-6,73) 5,18 (0,20-6,74) >0,05
CK-18 (U 196,3 (121,70-1799,60)  250,2 (138,40-2326,10) <0,01
Siyalik asit (mmol/ml) 3,37 (1,26-6,91) 2,56 (0,88-4,70) <0,01

Meme tiimorii histopatolojik tiiriine gore hastalar infiltratif duktal ve invazif
duktal meme kanseri seklinde iki gruba ayrilip Olgiilen parametrelere vitamin D
tedavisinin etkileri karsilagtirildi. CK-18’ in tedavi Oncesi diizeylerinin infiltratif
duktal meme kanseri grubunda [242,3 (143,1-848,1)] invazif duktal grubundan [163
(124,90-434,90)] anlaml1 olarak yiiksek oldugu goriildii (p<0,01). CK-18 in tedavi
sonrasi diizeylerinin de ayni sekilde infiltratif duktal meme kanseri grubunda [378,25
(177,20-1194,60)] invazif duktal grubundan [220,1 (138,4-2326,1)] anlamli olarak
yiiksek oldugu goriildii (p<0,05). Diger parametreler agisindan gruplar arasinda
anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05).

Vitamin D tedavisi alma siirelerine gore hastalar 1-3 yil ve 4-7 yildir vitamin
D alanlar seklinde iki gruba ayrildi. 4-7 yildir vitamin D alan grubun tedavi sonrasi
CK-18 diizeyleri 1-3 yildir alanlara gore anlamli olarak daha yiiksek bulundu [CK-18
diizeyleri sirastyla 216,10 (143,90-1194,60) ve 377,90 (138,40-2326,10)] (p<0,05).
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Hastaligin evresi, kemik metastazi yeri, metastaz adedi, timor boyutu, tedavi
tipi, meme kanseri tedavisi siiresi ile gerek vitamin D tedavisi dncesi gerekse sonrasi
CK-18, HSP-90 ve siyalik asit arasinda anlamli bir korelasyon bulunamadi.
Hastalarin demografik karakteristikleri ile biyokimyasal Ol¢timleri arasindaki
korelasyonlar ikiserli olarak Spearman nonparametrik korelasyon analizi ile
degerlendirildi. Sonug olarak, sadece vitamin D tedavisi sonrast CK-18 degeriyle
timor boyutu arasinda kuvvetli negatif bir korelasyon (r=-0,351 ve p=0,0039)

bulundu. Diger parametreler arasinda ise anlamli bir korelasyon saptanmadi.

CK-18, HSP-90 ve siyalik asit diizeyleri ile vitamin D diizeyleri arasinda bir
iligki olup olmadig1 arastirildiginda vitamin D diizeyleri ile CK-18 arasinda kuvvetli
pozitif bir korelasyon oldugu goriildii (r=0,341, p=0,004). Diger parametrelerle
vitamin D diizeyi arasinda ya da diger parametrelerin kendi aralarinda anlamli bir

korelasyon bulunamadi.
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4. TARTISMA

Vitamin D’ nin meme kanseri tedavisinde ne kadar etkili oldugunu
arastirmay1 amagladigimiz ¢alismamizda kemik metastazli meme kanseri hastalarinin
vitamin D tedavisi aldiktan sonra CK-18 seviyelerinin anlamli olarak arttig1, siyalik
asit seviyelerinin anlamli olarak azaldigi, HSP-90 seviyelerinin ise anlamli bir

degisiklik gostermedigi bulunmustur.

Diyetsel vitamin D aliminin meme kanseri riskine etkisini aragtirmak iizere
Italya’da 6 bolgede yasayan Haziran 1991 ve Nisan 1994 yillari arasinda, 23-74
yaslarinda 2569 meme kanseri tanisi konulmus hasta ve 20-74 yaslarinda 2588
saglikli bayanin 2 yil boyunca haftalik diyetleri sorulmus ve D vitamini alimiyla

meme kanseri riskinin ters iligkili oldugu tespit edilmistir (Rossi ve ark 2009).

Ayni amagla, New York’ ta yapilan calismada 1996-1997 yillar1 arasinda
1026 meme kanseri hastast ve 1075 kontrol grubu alinmigtir. Meme kanseri
hastalarinin plazma 25-(OH)Ds oranlarinin diisiik oldugu bulunmustur. Ozellikle
postmenapozal kadinlarda kandaki vitamin D miktarinin artmasiyla meme kanseri

riskinin azaldig1 gézlenmistir (Crew ve ark 2009).

Bizim ¢alismamizda meme kanseri olan hastalarin vitamin D tedavisi dncesi
ve sonrast 25-(OH)D; diizeyleri karsilagtirilmistir.  Saglikli  kontrol grubu
calisgmamiza dahil edilmemistir. Ancak hastalarimizin vitamin D diizeyleri tedavi

oncesinde saglikl bireyler i¢in belirlenen referans araliginin altindaydi.

1993-1995 yillar1 arasinda 45 yas ve istli kanser ve kalp hastalig1 olmayan
10578 premenapozal ve 20909 postmenapozal saglikli kadinda total kalsiyum ve
vitamin D alimmin meme kanseri riskine etkisini arastirmaya yonelik yapilan
calismada kadinlarin diyetleri sik aldiklar1 yiyecekleri sorarak degerlendirilmistir.
Ortalama 10 yillik bir takip sonrasinda 276 premenapozal ve 743 postmenapozal
kadina invaziv meme kanseri teshisi konulmustur. Sonug olarak, total kalsiyum ve
vitamin D’ nin yiiksek alimi, premenapozal meme kanserinin diisiik bir riskiyle
iligkilendirilmistir. Postmenapozal kadinlarla meme kanseri riski arasinda ise anlamli

bir iliski bulunamamuistir (Lin ve ark 2007).
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Yapilan ¢aligmalara bakilirsa, postmenapozal kadinlarin daha degisken bir
tablo ¢izdigi sOylenebilir. Calismamiza katilan hastalarin hepsi menapozdaydi. Bu

nedenle premenapoz/postmenapoz ayrimi ¢aligilan testler icin yapilamadi.

Calismamizda meme kanseri evresiyle parametreler arasinda herhangi bir
iliski bulamamiza ragmen, Palmieri ve arkadaglarinin 204’ i erken-evre (evre I ve II)
ve 75’ 1 bolgesel ilerlemis veya metastatik (evre III ve IV) invaziv meme kanseri
hastas1 279 beyaz irktan kadinda yaptiklar1 ¢alismada, vitamin D seviyelerinin,
saglikli kadinlarda erken evre meme kanseri hastalarina gore yiiksek oldugu, erken
evre meme kanseri hastalarinda ise bolgesel ilerlemis veya metastatik olanlara gore
gbze carpan sekilde yiiksek oldugu bulunmustur. Ayrica, ilerlemis kemik metastazli
meme kanseri hastalarinda vitamin D seviyelerinde bir azalma gozlenmistir (Palmieri

ve ark 2006).

Calismamizda hastalarimizin hepsi kemik metastazli meme kanseri tanisi ile
takip edilmekteydi ve vitamin D seviyeleri baglangicta sagliklilar i¢in belirlenen
referans araligimin altindaydi. Ancak, bu hastalar donem dénem vitamin D tedavisi
almaktaydi. Hi¢ vitamin D almamig hastalar calismamiza dahil edilmesi diisiiniilen
hasta grubu olmasina ragmen, c¢alisma siirecimizde yeterli sayida bu tiir hasta
basvurmadigindan ¢alismamizi takipte olan ve vitamin D tedavisi almakta olan
hastalar tizerinde gergeklestirmek zorunda kaldik. Bu grupta da c¢alisma
baslangicindaki diizeylerini bazal diizey olarak kabul edip, vitamin D tedavisini etkin

olarak alan hastalarin tedavi sonras1 diizeyleri ile karsilastirdik.

Meme dokusu dansitesindeki artma meme kanseri risk faktorlerinden biridir.
Diyetsel vitamin D ve kalsiyumun mamografik meme yogunluguyla iliskisini izah
etmek lizere Aralik 1988 ve Aralik 1990 yillar1 arasinda Rhode adasi ve dogu
Massachusetts’ de yagsayan 40-60 yas arast mamogramlart bulunan 1092 kadinla bir
caligma yapilmistir. Alinan yiyecek sikligi anketle degerlendirilmistir. D vitamini ve
kalsiyum alimindaki artis, meme dansitesindeki azaligla sonuglanmistir. Azalmis
mamografik meme dansitesi ise kuvvetli olarak azalmis meme kanseri riskiyle
iligkilendirilmistir. Sonu¢ olarak, diyetsel D vitamini ve kalsiyumun meme
kanserinden korunmada yardimci olabilecegi fikri savunulmustur. Bunun, D vitamini
ve kalsiyumun antiproliferatif aktivitesi yoluyla meme dokusu morfolojisindeki

tesirlerinden dolay1 oldugu diisiiniilmiistiir (Berube ve ark 2004).
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Vitamin D’ nin meme kanseri hiicreleri iizerindeki etkilerini arastirmak iizere
Sundaram ve arkadaslarinin P-53 saldirgan tip MCF-7 meme kanseri hiicreleri
enjekte edilmis 6 haftalik 4 fare kullanarak yaptiklari ¢alismada farelere, tiimdrleri
yeterli boyuta ulaginca 8 giin vitamin D analogu EB1089 verilmistir. Vitamin D alan
ve almayan her iki grup iyonize radyasyon igimasina maruz birakilmis ve EB1089 ile
yapilan kombine radyoterapinin tek basina yapilan radyoterapiye gore tiimdr hiicre
gelisiminde ve tiimdr hiicre 6limiinii olusturmada daha etkili oldugu goriilmiistiir

(Sundaram ve ark 2003).

Sundaram ve arkadaslarinin insan MCF-7 meme tiimori hiicrelerinin iki
metastatik alttipi kullanarak yaptiklar1 bir baska calismada ise 1,25-(OH),D;’ iin
sentetik analogu QW-1624F2-2° nin, meme timorii hiicre ¢ogalmasint ve
invazyonunu inhibe ettigi, hiicre farklilagsmasini ilerlettigi ve apoptotik hiicre
Olimiinii indiikledigi belirtilmistir. QW-1624F2-2° nin, 24-hidroksilazin bloke
edilmesini etkiledigi, bdylece 1,25-(OH),Ds ve analoglarin1 24-hidroksilasyondan
koruyarak, onlarin biyolojik Omiirlerini uzattigi sonugta meme kanserinin etkili
tedavisini kolaylastirdigi ve kemoterapik ajanlarin diisiik seviyelerde kullanimina

imkan sagladigi diistiniilmiistiir (Sundaram ve ark 2006).

Benzer olarak insan MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde 1,25-(OH),D;’ iin
bliylime ve apoptozis ilizerine etkisini arastirmak amaciyla yapilan bir ¢alismada
MCF-7 hiicreleri 10”7 mol/l 1,25-(OH),D; ile inkiibe edilmis ve anlamli bir bityiime
inhibisyonu goriilmiistiir. Flow sitometrik analizde hiicreler Go/G; dinlenme evresi
boyunca artan apoptotik yiizdesi bulunmustur. Boylece, 1,25-(OH),D3’ iin meme

kanseri tedavisinde yeni bir hormon olabilecegi savunulmustur (Zhang ve Yao 1999).

Vitamin D’ nin meme kanseri riskinde etkili olmadiginit belirten bazi

caligmalar da vardir.

Kuper ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismada 30-50 yas arast 1991-1992
yillarinda calismaya katilan 41889 Isvegli kadin Aralik 2004> e kadar takibe
alimmigtir. Beslenmeleri anketle degerlendirilmis ve 840’ ma meme kanseri teshisi
konulmustur. Sonug¢ olarak, gilineslenme ve diyetsel vitamin D alimiyla meme

kanseri riski arasinda anlamli bir iligski bulunamamistir (Kuper ve ark 2009).
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Gortildiigii gibi bilim adamlari tarafindan vitamin D’ nin meme kanseriyle
iligkisini ortaya koymak iizere cesitli yontemler kullanilarak degisik calismalar
yapilmistir. Bizim ¢alismamizda ise vitamin D’ nin kemik metastazli meme kanseri
hastalarimin tedavisindeki onemini anlamak amaciyla apoptozis iizerindeki etkisi
aragtirildi. Bunun i¢in vitamin D tedavisi sonras1 CK-18 seviyelerindeki degisiklikler
incelendi. Vitamin D tedavisi sonrasinda CK-18 diizeylerinde anlaml1 bir yiikselme
ve vitamin D diizeyleri ile CK-18 diizeyleri arasinda kuvvetli pozitif bir korelasyon
bulundu. Ayrica 4-7 yildir vitamin D tedavisi alanlarda 1-3 yildir bu tedaviyi alanlara

gore tedavi sonras1 CK-18 diizeylerinin belirgin olarak yiiksek oldugu goriildii.

Hastalarimiz  kemoterapi, radyoterapi, hormon tedavisi gibi tedavi
seceneklerinden birini ya da kombine tedavileri zaten almaktaydi. Apoptozisteki
artisin bunlardan da kaynaklandig1 diisiiniilebilir. Ancak, hem bu tedavi tiirlerine
gore alt gruplarda CK-18 diizeyleri agisindan anlamli bir fark bulunmayisi hem de
daha uzun siiredir (4-7 yil) vitamin D tedavisi alanlarla 1-3 yildir alanlar arasinda
belirgin bir fark bulunusu bizi apoptozis iizerindeki bu olumlu etkinin vitamin D

aracilikli oldugunu diigiinmeye yoneltmistir.

Olofson ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada 61 meme kanserli hastanin
docetaxel ve CEF (siklofosfamid/epirubicin/5-floroacil) terapisi goriirken serumlari
alinmig ve meme kanseri hiicre ve dokularindan ilag-indiikli CK-18 salinimi
incelenmistir. Docetaxel ve CEF ile indiiklenmis kaspaz-centikli CK-18 diizeylerinde

artis oldugu gozlenmistir (Olofson ve ark 2007).

Bir bagka ¢aligmada ise 4 kiir anthracycline tabanli neoadjuvan kemoterapi
alacak 42 invaziv meme kanserli hastanin ilk kemoterapi kiiriinii almadan once,
aldiktan 24 ve 48 saat sonra serum Ornekleri alinarak CK-18 seviyeleri dl¢iilmiistiir.
Tedaviye cevap verenlerde kemoterapi-indiiklii apoptozis degerlendirildiginde ilag
oncesine gore 24 ve 48 saat sonraki CK-18 seviyeleri anlamli olarak yiiksek
bulunmus olup, tedaviye cevap vermeyenlerde ise anlamli bir fark bulunamamistir

(Demiray ve ark 2006).

CK-18 seviyelerinin artis1 bize apoptozisteki artisi anlatmaktadir. Gerek
Olofson ve ark (2007)’ nin gerekse Demiray ve ark (2006)’ nin sonuglarina gore,
meme kanserli hastalarda tedavinin etkinligini anlamak amaciyla apoptozisin

belirteci olan CK-18’ in arastirilmasimin uygun oldugu anlasilmaktadir. Bu iki

69



calisgmada da artan CK-18 seviyeleri elde edilmis ve tedavinin faydali oldugu
sonucuna vartlmistir, bizim calismamizda da CK-18 diizeyi vitamin D tedavisi
sonrasi artig gosterdiginden, vitamin D tedavisinin meme kanserinde basarili oldugu

sOylenebilir.

Calismamizda HSP-90 diizeylerine vitamin D tedavisinin anlamli bir etkisi

gosterilememistir.

HSP-90’ la ilgili Pick ve ark (2007)’nin yaptig1 ¢aligmada 10 yildir takipte
olan 655 meme kanserli hastadan elde edilen hiicre kiiltiirlerinde doku mikroarray
caligsmast yapilmistir. Calismada HSP-90 diizeyleri yiiksek bulunmus olup, bunun
timor biyiikligii, nilikleer evre ve lenf nodu yayilimiyla iligkili oldugu

distinilmistiir.

3 saghkli ve 30 meme malign timorli kopekte immiinohistokimyasal
yontemle yapilan calismada ise HSP-90 hem infiltratif hem de invaziv olan

tlimorlerin tlimiinde yliksek oranda bulunmustur (Romanucci ve ark 2006).

Yapilan c¢aligmalarda HSP-90 seviyelerinin meme kanserinde ylikseldigi
tespit edilmistir. Simdiye kadar meme kanseri tedavisi sonrast HSP-90 seviyelerinin

arastirildig1 herhangi bir ¢calismaya rastlayamadik.

Siyalik asit, inflamatuar bir belirte¢ olarak da kullanilan ancak, son yillarda
pek ¢ok kanser tiiriinde oldugu gibi meme kanserinde de diizeyleri olgiilen bir
belirtectir. Calismamizda vitamin D tedavisinin siyalik asit diizeyleri iizerine de bir

etkisi olup olmadigini arastirdik.

Hogan-ryan ve arkadaslar tarafindan 56 saglikli ve 65 meme kanserli olguda
tedavilerine 2 hafta ara vermek suretiyle serum total siyalik asit seviyeleri
calisilmigtir. Meme kanserlilerde serum TSA degerlerinin anlamli olarak saglikli
gruptan yiiksek oldugu ve ayrica, timor evreleriyle uyumlu olarak artig gosterdigi

bulunmustur (Hogan-ryan ve ark 1980).

Raval ve arkadaglar1 tarafindan meme kanserinde tedavi sonrasi siyalik asit
seviyelerini degerlendirmek {izere, 170 meme kanserli ve 56 saglikli kadinda yapilan
calisgmada TSA ve LSA degerleri arastirilmistir. Heniiz tedavi edilmemis meme

kanseri hastalarinin serum TSA ve LSA degerlerinin kontrol grubuna gore daha
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yiiksek oldugu bulunmustur. Ayrica, aynt meme kanserli hastalarin tedavi aldiktan
sonraki TSA ve LSA diizeylerinin tedavi oncesi degerleriyle karsilastirildiginda
anlamli olarak diistiigii tespit edilmistir. Sonugta, TSA ve LSA degerlerinin meme
kanseri teshisinde ve meme kanseri hastalarinin antikanser tedaviye cevabinin

degerlendirilmesinde yararli olacagi diisiiniilmiistiir (Raval ve ark 1997).

Benzer olarak, meme kanserli hastalarda, aromatoz inhibitorii tedavisinin
serum total siyalik asit diizeyine etkisini ortaya koymak amaciyla 20 postmenapozal
meme kanserli hastada yapilan ¢alismada, ¢alismaya katilan tiim hastalardan hem
aromatoz inhibitorii tedavisi baslamadan 6nce hem de 3 aylik tedavi sonrasinda
olmak iizere iki kez kan Ornegi alinarak siyalik asit Sl¢limii yapilmistir. Tedavi
sonrast total siyalik asit diizeylerinde anlamli bir azalma gozlenmis ve bunun meme
kanseri tedavisinde prognostik bir belirteg olarak kulanilabilecegi sonucuna

varilmistir (Kiyici ve ark 2010).

Hem Raval ve ark (1997)° nin hem de Kiyict ve ark (2010)’ nin
caligmalarinda meme kanseri hastalarinin farkli tedaviler sonrasi siyalik asit
diizeyleri azalmistir. Ancak vitamin D tedavisinin siyalik asit diizeyleri iizerine
etkisini arastiran bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bizim ¢alismamizda da vitamin D
tedavisi sonrast siyalik asit seviyeleri anlamli olarak azalma gostermistir. Buna
dayanarak, ilave D vitamininin meme kanseri tedavisinde faydali oldugu ve siyalik

asitin tedavi takibinde kullanilabilecegi sonucuna varilabilir.

Vitamin D tedavisi verilen kemik metastazli meme kanseri hastalariyla
yaptigimiz ¢aligmada vitamin D’ nin hastalarin tedavisine katkisini anlamak iizere
tedavi sonrast apoptozis arastirildi. Bu amacla, HSP-90, CK-18 ve ilaveten siyalik

asitle ilgili calismalar yapildi.

Literatiir bilgilerine gore, apoptozis uyarilirsa CK-18" in artmasi, siyalik
asitin ise azalmasi beklenmekteydi. Bizim ¢alismamizda da vitamin D’ nin
apoptozisi uyardig artan CK-18 diizeyleri ile gosterildi. Fakat, HSP-90 diizeylerinin
vitamin D tedavisi ile nasil etkilenecegi konusunda elde edilmis bir sonug
bulunmamaktaydi. Calismamiz sonucunda elde ettigimiz CK-18 ve siyalik asit
diizeyleri ile ilgili bulgularimiz literatiirle uyumlu olmasina ragmen, HSP-90
diizeyleri anlamli bir degisiklik gdstermedi. Ayrica, hem verilen vitamin D tedavisi

stresi hem de vitamin D diizeyleri ile CK-18 diizeyleri arasinda kuvvetli
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korelasyonlar oldugu gosterildi. Bu da vitamin D tedavisinin apoptozisi belirgin
bicimde uyardigini1 diisiindiirmektedir. Bu sonuglar 1s1ginda vitamin D’ nin meme

kanseri tedavisine yardimei oldugu diisiiniilebilir.

HSP-90 diizeylerinde ne tedaviye bagli anlamli bir fark gozlenmistir. Ne de
verilen vitamin D tedavisi siiresi, vitamin D ve CK-18 diizeyleri ile HSP-90
diizeyleri arasinda bir iliski bulunmustur. HSP-90’ 1n tiimorlerde arttigi daha onceki
caligmalarda immiinohistokimyasal olarak gdosterilmistir. D vitamini tedavisinin
serum HSP-90 diizeyleri tizerine etkisi bizim c¢aligmamizda ilk olarak
degerlendirilmistir. Ancak, bu diizeylerde anlamli bir fark bulamayisimizin farkli
nedenleri olabilir. lk olarak, hasta grubumuzun 15 giin siire ile vitamin D tedavisi
almas1 HSP-90 diizeylerinin etkilenmesi icin yeterli bir siire olmayabilir. Ikinci
olarak, vitamin D de diger hiicre i¢i reseptdrleri olan hormonlar gibi 1s1 sok protein
ailesi liyeleri ile etkilesiyor olabilir. Bu yiizden, HSP-90’ 1n hem apoptozisle hem de
vitamin D ile iligkisini ortaya koymaya yonelik ileri caligmalara ihtiya¢ oldugunu

diisiiniiyoruz.

Tiimor histopatolojik tlirline gore Olctiigiimiiz belirteglerin  diizeylerinin
degisip degismedigini inceledigimizde de infiltratif duktal ve invazif duktal meme
kanseri gruplarindaki hasta sayist diger alt gruplara gére daha fazla oldugundan bu
iki grup karsilastirilmistir. Sonug olarak infiltratif duktal meme kanserinde invazif
duktal kansere gore hem vitamin D tedavisi oncesinde hem de sonrasinda CK-18
diizeylerinin anlamli olarak yiiksek oldugunu bulduk. Bu durumu infiltratif duktal
meme kanserinde vitamin D aracilikli apoptozisin daha fazla oldugu seklinde

yorumladik.

Calismamizda tiimdr boyutuyla tedavi sonras1 CK-18 diizeyi arasinda negatif
bir korelasyon bulunmus olup, tedavi sonrast CK-18 seviyelerinin artmasiyla timor

boyutunun azalmasi zaten beklenen bir durumdur.

Ancak CK-18, HSP-90 ve siyalik asit arasinda anlamli korelasyon
bulunamamistir, boylelikle bunlarin birbirinden bagimsiz olarak meme kanseri

tedavisinin degerlendirilmesinde kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bulgularimiza gore, meme kanseri tedavisinde vitamin D’ nin olumlu
etkisinin oldugunu diislinliyoruz. Vitamin D’ nin meme kanserinde apoptozisi
uyarmada hem kisa siireli hem de uzun siireli etkilerinin oldugunu ¢alismamizda
gozledik. Ayrica, meme kanserinde tedaviye cevabin degerlendirilmesinde CK-18 ve

siyalik asit diizeylerinin kullanilabilecegi kanaatindeyiz.

Meme kanseri tedavisinde vitamin D’ nin fazla kullanimi hiperkalsemiye
sebep olabilecegi i¢in kuvvetli antikanser etkileri olan fakat, diisiik kalsemik
aktiviteye sahip vitamin D analoglariyla ilgili ve meme kanseri tedavisinde HSP-90°
nin Onemini arastirmak amaciyla daha ileri ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu

diisiinmekteyiz.
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6. OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Kemik Metastazi Olan Meme Kanserli Hastalarda Verilen D Vitamini
Tedavisinin Dolasimdaki HSP-90 ve CK-18 Diizeyleri Uzerine Etkisi

“Cemile Muhtesem Degisli”

Biyokimya (Tip) Anabilim Dal

DOKTORA TEZi / KONYA-2010

Kemik metastaz1 olan meme kanseri hastalarina verilen D vitamini tedavisinin apoptozis
iizerine etkisini arastirmay1 amacladigimiz ¢aligmamizda, 1s1 sok proteini HSP-90 ve apoptozisin
dolasimdaki belirteci olan kaspazla ¢entiklenmis sitokeratin CK-18 ve siyalik asit diizeyleri
arastirilmastir.

Caligsmaya katilan 35 hastanin ¢alisma baslangicinda ve 15 giinlik vitamin D tedavisi
sonrasinda kan ornekleri alinarak, 25-(OH)D;, CK-18, HSP-90 ve siyalik asit diizeyleri ol¢iilmiistiir.
25-(OH)D; diizeyleri HPLC, CK-18 ve HSP-90 diizeyleri ELISA ve siyalik asit diizeyleri ise
kolorimetrik yontemlerle 6l¢iilmiistiir. Sonugta, vitamin D tedavisi sonrasi CK-18 diizeyleri anlamlh
olarak artmis, siyalik asit diizeyleri anlaml1 olarak azalmistir; fakat HSP-90 diizeylerinde anlamli bir
degisiklik goriilmemistir. Ayrica, vitamin D diizeyleri ile CK-18 diizeyleri arasinda kuvvetli pozitif
korelasyon bulunmustur. Verilen vitamin D tedavisi siiresi uzadik¢a da CK-18 diizeylerinin arttig1
gozlenmistir.

Vitamin D tedavisinden sonra CK-18’ in yiikselmesi apoptozisin arttigini, siyalik asitin
azalmas1 da tedavinin faydali oldugunu diisiindiirmektedir. Bu sonuglara dayanarak, meme kanseri
tedavisinde vitamin D’ nin olumlu etkisi oldugu disiiniilmektedir. Alinmasi gereken vitamin D
miktari, hiperkalsemiye sebep olmadan kuvvetli antikanser etki gdsteren vitamin D analoglar1 ve
HSP-90’ la ilgili daha ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Sozciikler: CK-18; HSP-90; meme kanseri; siyalik asit; vitamin D.
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7. SUMMARY

The Effect of Vitamin D Treatment on Circulating Levels of HSP-90 and CK-18
in Patients with Breast Cancer with Bone Metastasis

In our study in which we aimed to investigate the effects of vitamin D therapy on apoptosis in
breast cancer patients with bone metastasis, heat shock protein HSP-90, caspase cleaved cytokeratin
CK-18 which is an apoptosis marker in the circulation and sialic acid levels were evaluated.

25-(OH)Ds, CK-18, HSP-90 and sialic acid levels were measured in blood samples of 35
patients participated in the study at the beginning of the study and after vitamin D therapy for 15 days.
25-(OH)D5 levels, CK-18 and HSP-90 concentrations were determined with HPLC and ELISA
technique respectively and sialic acid levels with colorimetric method. CK-18 levels were
significantly increased and sialic acid levels were significantly decreased after vitamin D therapy,
however there was no significant difference in HSP-90 levels. There was strong positive correlation
between vitamin D and CK-18 levels. As duration of vitamin D therapy increases, CK-18 levels also
significantly increase.

We suggest that apoptosis is induced after vitamin D therapy by increased CK-18 levels and
the effectiveness of the therapy by decreased sialic acids. It is also suggested that vitamin D has
beneficial effects in treatment of breast cancer. Further studies are needed in order to clarify the
amount of vitamin D to be supplied, vitamin D analogs which show strong anticancer effect and HSP-
90.

Key words: CK-18; HSP-90; breast cancer; vitamin D; sialic acid.
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BILGILENDIRILMIS ONAY FORMU

Meme kanseri giiniimiizde ¢ok yaygin bir kanser tiirtidiir. Kemik metastazi olan meme
kanserli hastalara onkoloji kliniginde bifosfonat tedavisi sonrasi vitamin D analogu
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