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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Skuamoz Hiicreli Deri Kanserinde Vitamin D Reseptoriiniin, Kalsiyuma
Duyarh Reseptoriin ve f3-kateninin Protein Diizeyinde Arastirilmasi

Sevin¢ SOYLEV

Manisa Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Berrin TUGRUL

Skuamo6z hiicreli deri kanseri (SHK), melanom dist deri kanserleri arasinda
goriilme siklig1 artan, epidermisden koken alan malign, invaziv bir tiimordiir. Bu
timorler glinesten zarar gormiis ciltteki keratinositlerin  prolifrerasyonu ve
farklilagsmasinin bozulmasi sonucu olugmaktadir. Keratinosit proliferasyonu ve
farklilagsmasi vitamin D, Wnt/B-katenin sinyal yolunun dahil oldugu birkac faktor
tarafindan diizenlenmektedir. Bu ¢alismada vitamin D reseptorii (VDR), kalsiyuma
duyarli reseptor (CaSR) ve B-katenin (CTNNBL1) protein seviyelerinin skuamoz
hiicreli deri kanseri iizerinde etkisinin olup olmadigimin belirlenmesi amaglanmustir.
Bu amagla hasta ve kontrol grubu doku orneklerindeki VDR, CaSR ve B-katenin
protein seviyeleri immiinohistokimya (IHC), floresan-immunohistokimya (FIHC) ve
western blot (WB) yontemi ile analiz edilmistir. Hasta ve kontrol grubunda VDR ve
B-katenin protein ekspresyonlar1 arasinda Bagimsiz Ornekleme T Testine gore
istatistiksel olarak anlamli fark (sirasiyla; p=0,006, p=0,012) oldugu, CaSR i¢in ise
anlamli fark (p=0,326) olmadig1 belirlenmistir. Immiinohistokimya g¢alismasindan
elde edilen bulgularin Tek Yonlii ANOVA Testine gore analizleri su sekildedir. Hasta
dokular1 kendi i¢inde degerlendirildiginde VDR ve [B-katenin ekspresyon oranlari
arasinda anlamh bir farklilik goériilmemistir (p=0,980). Hasta 6rneklerindeki VDR
ekspresyon oranlari ile kontrol VDR, kontrol CaSR, kontrol B-katenin ve hasta CaSR
oranlar1 karsilastirildiginda aralarindaki farkin (sirastyla; p=0,016, p=0,002, p=0,005,
p=0,003) anlaml1 oldugu bulunmustur. B-kateninin hasta grubundaki ekspresyonu ile
kontrol VDR, kontrol CaSR, kontrol B-katenin ve hasta CaSR oranlar1 arasindaki
farkin (sirasiyla; p=0,003, p=0,0001, p=0,001, p=0,001) anlamli oldugu belirlenmistir.
IHC yontemi ile elde edilen VDR ve B-katenin ekspresyon oranlart WB sonuglart ile
desteklenebilirken, CaSR i¢in WB bantlar1 gosterilememistir. Elde edilen bulgular,
SHK’de VDR ve B-kateninin ekspresyon oranlarinin hastalik iizerinde etkilerinin
olabilecegini diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: CaSR, B-katenin, Skuamoz hiicreli deri kanseri, VDR
2018, 65 sayfa.
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

Investigation of the Protein Level of Vitamin D Receptor, Calcium-Sensing
Receptor and p-Catenin in Skin Squamous Cell Carcinoma

Sevin¢ SOYLEV

Manisa Celal Bayar University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Biology

Supervisor: Asst. Prof. Berrin TUGRUL

Squamous cell skin cancer (SCC) is a malignant and invasive tumor which is
originated from epidermis with a high incidence among non-melanoma skin cancers.
These tumors is formed from sun damaged skin keratinocytes due to impaired
proliferation and differentiation function of keratinocytes. Keratinocyte proliferation
and differentiation is regulated by a number of factors including vitamin D, Wnt / -
catenin signaling pathway. In this study, we aimed to determine whether vitamin D
receptor (VDR), calcium-sensing receptor (CaSR) and p-catenin (CTNNBL1) protein
levels have an effect on squamous cell skin cancer. For this purpose, VDR, CaSR and
[-catenin protein levels in tissue samples of patient and control group were analyzed

by immunohistochemistry (IHC), fluorescence-immunohistochemistry (FIHC)
and western blot (WB) method. It was determined that the difference between VDR
and B-catenin protein expression levels in the patient and the control groups were
statistically significant (p= 0.006, p= 0.012, respectively), but not for CaSR (p=
0.3326) according to Independent Sampling T Test analysis. The results obtained from
the immunohistochemistry study are as follows according to One-Way ANOVA Test
analysis. There was no significant difference between VDR and B-catenin expression
rates in patient tissues (p=0.980). When VDR expression rates in the patient samples
were compared with control VDR, control CaSR, control B-catenin and patient CaSR
ratios, the difference were found to be significant (p =0.016, p =0.002, p =0.005, p
=0.003, respectively). It was determined that the difference between [-catenin
expression in the patient group and control VDR, control CaSR, control 3-catenin and
patient CaSR ratios were a significant (p= 0.003, p= 0.0001, p= 0.001, p= 0.001,
respectively). While the VDR and B-catenin expression rates obtained by the IHC
method could be supported by WB results, the WB bands for CaSR could not be
shown. The findings suggest that expression rates of VDR and B-catenin in SCC may
have an effect on the disease.

Key Words: CaSR, B-katenin, Skin Squamous Cell Carcinoma, VDR

2018, 65 page.



1. GIRIS

Deri kanseri melanom ve melanom dis1 (non-melanoma) olmak tizere iki gruba
ayrilmaktadir. Skuaméz hiicreli deri kanseri (SHK) melonom dis1 grubuna
girmektedir. Bu tiimorler giinesten zarar gormiis ciltte ortaya c¢ikan keratinosit
neoplazmlarimi tanimlamaktadir. SHK ler, prekanserdz lezyonlara ilerleyen bozulmus
keratinositlerle baglar. Bu lezyonlarin bazilar1 dokuyla sinirli SHKlere, bazilar1 ise

yayilict SHK ’lere doniistirler [1].

Keratinosit proliferasyonu ve farklilagmasi vitamin D, Wnt/B-katenin sinyal
yolunun dahil oldugu birka¢ faktor tarafindan diizenlenir. Vitamin D’nin aktif
metaboliti olan 1,25(OH)2D3, VDR araciligiyla keratinositlerin farklilagmasini tegvik
ederken, proliferasyonunu baskilar. VDR ve [B-katenin arasinda etkilesimin varlig

gosterildigi igin ikisinin ortak diizenleyici etkisi oldugu 6ngoriilmektedir [2].

Epidermisteki 7-dehidrokolesterol giines 1s181indaki ultraviyole B (UVB) etkisi
ile vitamin D’ye cevrilir. Epidermisin baskin hiicresi olan keratinosit, vitamin D’yi
onun aktif formu olan 1,25-dihidroksivitamin Ds’e (1,25(OH).D3) metabolize eder.
Keratinositler, 1,25(OH).D3 iiretimi igin vitamin D reseptorii (VDR) de eksprese eder.
1,25(0OH)2D3/VDR bazal tabakadaki hiicre c¢ogalmasini diizenleyerek ve ardigik
keratinosit hiicre farklilasmasini uyararak deri tabakalarinin olusum islemini tesvik
eder [3]. VDR’den yoksun farelerde bozulmus kalsiyum emilimi ve hipokalsemi ile
paralel olarak keratinosit diferansiyasyonunun bozuldugu gosterilmistir [4]. Bazal
keratinositlerde 1,25(OH)2D3’nin anti-proliferatif etkisi, VDR araciligiyla 3-katenin
ve hedgehog (HH) sinyal yolunun inhibisyonunu kapsar [5].

CaSR’nin kanser olusumundaki fonksiyonu kolon, paratiroid, mide,
ndroblastom, meme, prostat, yumurtalik, ve bobrek kanserlerinde gosterilmistir [6].
Yapilan c¢aligmalar kalsiyum ve vitamin D’nin keratinosit farklilagmast ve
proliferasyonu igin igbirligi yaptigi fikrini pekistirmektedir [2]. Keratinosit
kiltlirlerinde hem kalsiyumun hem de 1,25(OH):D3’iin farklilasmay1 uyardigi ve
birlikte sinerjistik bir etkilerinin oldugu gosterilmistir. Hayvan ¢aligmalarinda VDR ve
CaSR genleri mutant olan farelerde UVB ve kimyasal etki olmadan spontan skuamoz

deri kanserinin gelistigi [3]. Deri tiimorlerinde kalsiyum anormalileri i¢in kolorektal
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kanser iyi bir model olmustur. Vitamin D ve B-katenin sinyali kolorektal kanser

gelisiminde ve insan kolorektal kanser hiicre hatlarinda gosterilmistir [7].

Cesitli kanser tiplerinde VDR, CaSR ve Wnt/B-kateninin tiimor olusumunda
rolii oldugu bilinmektedir. VDR ile aktive edilen yolaklar ile fonksiyonel baglantili
olan Ca?*/CaSR sinyal yolaginin Wnt/p-katenin yolagindaki alt kademede olan
efektorleri  hedefleyerek kolorektal kanserde proliferasyonu baskiladigr  ve
farklilasmay1 tesvik ettigi gosterilmistir. Ca®*/CaSR ve 1,25-(0OH).Ds/VDR, Wnt
sinyal yolunu inhibe eder, kolorektal kanser hiicrelerinin ve kolonositlerin

proliferasyonunu ve farklilagmasini diizenledigi belirtilmektedir [7].

Yapilan literatiir incelemelerinde deri kanseri tiplerinde VDR, CaSR ve Wnt/p-
kateninin birlikte tiimér olusumu iizerindeki etkilerine yonelik arastirmaya
rastlanmamistir. BuU calismanin dayanagini1 olusturan makalelerin bilgisi 1s181nda,
skuamoz hiicreli deri kanserinde VDR, CaSR ve B-katenin protein diizeylerinin
hastalikla  bir iliskisinin ~ olup olmadigi  immiinohistokimyasal, floresan

immiinohistokimyasal ve western blot yontemleri ile aragtirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Derinin Embriyolojisi ve Histolojisi

Deri viicut yilizeyinde bulunan mikrobik enfeksiyonlara, ¢evresel etkenlere
kars1 fiziksel bariyer saglayan ve su kaybini 6nleyerek homeostazi korumaya yardimci
olan ¢ok katli yapiya sahip kompleks bir dokudur [4, 8]. Epidermis ve dermis olmak
tizere iki tabakadan meydana gelir [9]. Yiizeysel bir tabaka olan epidermis,
ektodermden gelisir. Baglangigta embriyo tek katmanli ektodermal hiicrelerle kaplidir
[10]. Epidermal spesifikasyon emriyonik donemin 8,5. giiniinde meydana gelir ve
sonraki keratinosit farklilagsmasi siireci, ¢esitli keratin filamanlarinin ekspresyonuyla

karakterize edilir [8].

Keratinositler, epidermiste primer hiicre tiiriidiir ve epidermisin genel yapisinin
ve fonksiyonunun temel tasini olustururlar, epidermal katmanlar, keratinositlerin
derinden yiizeysel tabakaya dogru olgunlasmasini temsil eder [11]. Ikinci ayda yiizey
ektodermi epitel yapisinda iki tabaka ayirt edilmeye baslar [12]. Epitel boliiniir ve
yassilagmis hiicrelerin bir tabakasi olan periderm veya epitrikium yiizeye birakilir [10].
Tek katl1 yassi epitel hiicrelerinden olusan {ist periderm tabakasi ve altta bazal tabaka
meydana gelir. Periderm hiicreleri devamli keratinize olarak amniyon sivisina dokdiliir
ve bazalden yenilenir [12]. Bu yenilenme epidermisin bazal katmanlarindaki
keratinositlerin hiicre bdliinmesi ve ylizey tabakaya goc etmesi seklinde meydana
gelen keratinizasyon siirecidir [9]. Dokiilen hiicreler fotal deriyi 6rten koruyucu tabaka

verniks kaseosa olusumuna katilir [12].

Epidermis bes katmandan meydana gelmistir: bu katmanlar tabandan yiizeye
dogru; bazal hiicre tabakasi (Stratum bazale) veya germinativum, skuaméz hiicre
tabakas1 (stratum spinosum), graniiler hiicre tabakasi (stratum graniilosum), lusidum
tabakas1 (stratum lucidum) ve kornifiye tabaka (stratum corneum) (Sekil 2.1). Bazal
hiicre tabakasi tek sirali kolumnar hiicre tabakasindan olusarak, epidermisi dermisden
ayiran bir taban olarak membrana baglanmigtir [9]. Bazal tabaka hiicreleri: epidermisin
alttaki dermise bazal membrandan yapigmasii saglar ve hiicrelerin proliferasyonu
gelismekte olan dermise uzanan epidermal ¢ikintilar olusturur. Bu epidermal ¢ikintilar
parmaklar, avug icleri ve ayak tabanlarinda oluklar meydana getirerek parmak izinin

olugsmasini saglar [13, 14]. Skuaméz hiicre tabakasi yapisal destek saglayan ¢ok tabakali
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kiiboid hiicrelerden meydana gelmistir. Graniiler hiicre tabakasi iki veya ii¢ katli mitotik
olmayan diizlesmis keratinositlerden meydana gelmistir. Lusidum tabakasi oli cilt
hiicrelerinin ince bir tabakasir. Bu tabakadan sonra bulunan korneum tabaka ise tamami

olu hiicrelerden olusur [9].

Korneum Tabakast
Lusidum Tabakast
Graniiler Tabaka

Germinatif Tabaka

Langerhans Hiicresi . Epidermis
Merkel Hiicresi

Melanosit
Kan Damarlan } Dermis

Bazal Tabaka

Sekil 2.1. Epidermal ve Dermal Tabakalagsma [15].

Epidermis bes tabakanin yani sira ek olarak melanositler, Langerhans
hiicreleri, Merkel hiicrelerini de bulundurur [15]. Melanositler bazal tabakada yer
alirlar. Temel islevleri melanin pigmenti tiretmektir. Melanin, hiicre ¢ekirdegini UV
(ultraviyole) 1smlarmin (UVA (320-400 nm) UVB (280-320 nm)) neden oldugu
hasarlara karst korumaktadir. Langerhans hiicreleri, skuamoz hiicre tabakasi ve
graniiler hiicre tabakasindaki antijen sunan hiicrelerdir. Merkel hiicreleri bazal

tabakada yer alir, basing sensorleri ve sekresyon graniilleri igerirler [9, 11, 16].

Derinin ikinci tabakasi epidermisin altinda yer alan dermis tabakasidir. Dermis,
yiizey ektoderminin altinda bulunan mezodermden iiretilen mezensimden meydana
gelmektedir. Dermis bag dokusuna farklilasan mezenisimin bir kismi lateral
mezodermin somatik yapragindan koken almaktadir, bir kismi ise somitlerin
dermatomlarindan koken alir. 11. haftada mezensimal hiicreler kolajen ve elastik
fibrilleri sentezlemeye, epidermal ve dermal ¢ikintilar olusmaya bagslar. Dermal

cikintilarda epidermis beslenmesini saglamak tizere kapiller halkalar gelisirken, bir



kisminda ise duyu sinir sonlanmalar1 olusur. Ekstremitelerin gelisimi ile birlikte spinal

sinirlerin deri dagilimlari gerceklesir [14].

Dermis iki katmana ayrilmistir: ylizeysel papillar dermis ve derin retikiiler
dermis [17]. Papiller dermis, dermal-epidermal birlesme noktasinin altinda bulunur
ve fibroblast, tip I kolajen, mast hiicreleri ve kan damarlarinin bulundugu gevsek bag
dokusundan olusmustur. Retikiiler dermis, az miktarda fibroblast, kan damarlari,
yogun miktarda tip I kolajenden olusan bir bag dokusu agindan meydana gelmistir [9,

11]. Kalinlig1 bolgelere gore degisiklik gosterir [9].

Insan derisinin yedi énemli fonksiyonu vardir. Bariyer, duyu organi, nakliye
yeri olarak islev goriir, bagisiklik fonksiyonu, termoregiilasyon, UV radyasyona kars1

koruma ve feromonlarin salgilanmasina katilir [9].

2.2. Skuamoz Hiicreli Deri Kanseri
Skuamdz hiicreli karsinom (SHK), en sik rastlanan ikinci deri kanseri tiirtidiir.
mukozal epitel ve adneksiyal yapilarin epitelyumunu olusturan keratin {iretiminden

sorumlu olan keratinositlerin malign neoplazmidir [9, 18].

Klinik goriiniimii genellikle sert, eritemli, keratotik bir papiil veya plak
seklindedir. ilerlemis formlarda akintili ve kotii kokulu piiriilan bir s1iv1 toplanmasi
olusabilir. Sinir diizensizligi vardir ve biiylidiik¢e sertlesip kabariklasabilir [19]. Farkli

cilt tabakalarina, dermise ve organlara metastaz yapabilirler [20].

Cesitli kanserler, kronik akciger hastaligi, kardiyovaskiiler hastaliklar, akut
enfeksiyonlar, pndmoni ve bagisiklik sistemi bozuklugu gibi cesitli diger patolojik

durumlarla da iligkili olmasiyla yiiksek 6liim orani gostermektedir [21].

2.2.1. Skuamoz Hiicreli Deri Kanseri Epidemiyolojisi

Skuamoéz hiicreli karsinom, melanom dis1 deri kanserleri arasinda goriilme
sikligr ikinci sirada olan kanser tiiridiir [22, 23]. UV radyasyona maruz kalma
sonucunda meydana gelen melanom dis1 deri kanserlerinin %90'min yaklasik olarak
%16'sin1 olusturur [20]. Mayo Clinic tarafindan yiiriitiilen Rochester Epidemiyoloji
Projesi verilerine gore 1976-1984 ve 2000-2010 yillart arasinda SHK goriilme
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sikligiin %263 oraninda arttig1 goriilmiistiir [23]. SHK nin tam dogrulukla gériilme
sikligr bilinmemektedir, ancak yapilan popiilasyon meta-analizine gore yalnizca
Birlesik Devletlerde 2012 yilinda beyaz bireylere 186.157 ila 419.543 arasinda SHK
tanis1 konuldugu tahmin edilmektedir [22]. Avrupa verilerinde yas standartlarina gore
SHK goriilme sikliginin 100.000 erkek niifusunda 9 ila 96, 100.000 kadin niifusunda
ise 5 ila 68 arasinda goriilme sikligi bildirilmistir [2002-2007 tahminlerine gore) [23].

Bir¢ok popiilasyon bazli yapilan c¢alismalar, SHK’in patogenezinde gilinese
maruz kalma ve cografi enlemin roliinii desteklemektedir. SHK insidansi tropik
bolgelerde 1liman iklimlere gore daha yiliksektir ve Avustralya'da yillik insidans

1:100'e yaklasmaktadir [24].

2.2.2. Skuamoz Hiicreli Deri Kanseri Etiyolojisi

SHK'min gelisimi ¢ogunlukla multifaktoriyeldir, cevresel etki, mesleki
faktorler ve genetik yatkinlik 6nemli rol oynar [24]. Cevresel ve genetik faktorler
birlikte skuaméz kanser gelisimine katkida bulunur [11]. Gegmiste ¢esitli ilaglarda
kullanilan ve kuyu suyunda bulunan arsenik, bitki ve bocek ilaglamada kullanilan
kimyasal ilaglar, komiir katrani ve zift gibi karbon bilesiklerinin yanmasi ve

damitilmasindan elde edilen polisiklik aromatik hidrokarbonlar da SHK'ye neden
olabilir [24].

Kisilerde yas, cilt pigmentasyonu, immiin durumun yani sira, UV bu kanser
tipi gelisimi icin birincil risk faktoriidiir. Ayrica kimyasal karsinojenler, onciil
lezyonlar, kronik inflamasyon da SHK nin etiyolojik risk faktorlerindendir [25, 26].
Solid organ nakli hastalarinda SHK riskinin immiin baskilayicilara bagli olarak 65 ila
250 kat1 kadar artabilecegi gozlenmistir. Bu durum, organ nakli hastalarinin herhangi
bir zaman igerisinde aldigi immiin baskilayict ajanlarin oranina bagli olarak

degismektedir [23].

2.2.3. Skuamoz Hiicreli Deri Kanseri Patogenezi

Cogu kanserde oldugu gibi, normal keratinositlerden SHK gelisimi de hiicresel
deoksiriboniikleik asit (DNA)’deki mutasyonlar ile baglar. Bu mutasyonlar sonucunda
keratinositler diizgiin bir sekilde boliinmez, apoptozis ve bagisiklik ataklarina direncli

hale gelir [20]. Onemli risk olusturan UV-B, genellikle DNA’da tamir mekanizmalari
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ile tamir edilebilecek hasarlara yol acar, ancak bazi DNA hasarlar1 tamir

mekanizmalarindan kagar ve mutasyonlar tiretir [11].

Ultraviyole radyasyon, p53 tiimor baskilayici geninde spesifik mutasyonlar
(timin dimerlerinin olusumu) tiretir. Pirimidin bolgelerindeki C-T degisimleri ve CC-
TT cift-baz degisikliklerinin de dahil oldugu mutasyolar, UV-B-hasarli DNA
dizilerinde en sik goriilen niikleotid baz yer degistirme bi¢imidir. Ultraviyole
1sitmimindan sonra p53'te tek mutasyona sahip keratinositler apoptoza ugrar. Aksine,
disfonksiyonel p53'e sahip keratinositler ve UV-B maruziyeti sonucunda ek bir p53
mutasyonuna ugrayan hiicreler apoptoza giremez ve klonal olarak genisleme
gosterirler, bu da anormal hiicrelerin kontrolsiiz ¢cogalmasina, in situ skuamoz hiicreli
karsinom ve invaziv skuamoz hiicreli karsinom geligsmesi olarak kendini gosterir. SHK
icin bildirilen diger mutasyonlar WNT, Ras, p16INK4, NF-xB ve c-Myc’dir [27]. UV-
A ise bagisiklik sistemindeki baskilayici T hiicrelerinin mutasyona ugramis hiicrelere

saldirma kabiliyetini bozarak bu hiicrelerin ¢ogalmasina neden olur [11].

2.3. Vitamin D ve Vitamin D Reseptorii

2.3.1. Vitamin D Kaynagi ve Sentezi

Vitamin D yagda eriyen vitaminler grubuna dahil olmasma ragmen farkl
organlarca aktif formuna donistiiriilerek kan dolasima girmesi ve diger dokular
tizerinde etki gostermesi ve bu etkinin geri bildirim (feedback) mekanizmalarla
diizenlenmesi nedeniyle steroid yapilt bir hormon olarak degerlendirilir [28]. Dogada
iki ana formu bulunmaktadir; bunlar ergokalsiferol (vitamin D) ve kolekalsiferol
(vitamin Ds)’dur. Vitamin D> bitkilerde fotokimyasal olarak sentezlenir veya siit
iriinleri ile takviye edilmis diyetle alinir. Vitamin D3 ise giines 1s1gina yanit olarak

hayvanlarin ve insanlarin derisinde, UV-B 1ginlan etkisiyle tiretilir [29].

Vitamin D’nin biyolojik olarak aktif formu (10,25 dihidroksivitamin D3 (1,25
(OH)2D3), ciltte gilines etkisi ile (UV-B, 280-315 nm) 7-dehidrokolesterolden
fotokimyasal olarak sentezlenir [30]. Giines 1s1ginin etkisiyle epidermiste bulunan
oncii 7-dehidrokolesterol ultraviyole 1ginlarin etkisiyle pre-vitamin Dz’e doniistiirtiliir.
Previtamin D ilk olarak 25-hidroksilaz (CYP27A1) enzimiyle dolasimdaki prohormon
25-hidroksivitamin D3 (25(0OH)Ds)"li olusturmak igin karacigerde hidroksile edilir [3,
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29]. Pre-vitamin D3 karacigere kandaki D vitamini baglama proteini (DBP) ile taginir
[31]. Ikinci olarak ise 25-hidroksivitamin D3 (25(0OH)Ds) bébrekte 1a-hidroksilaz
enzimi (CYP27B1) ile hidroksile edilerek vitamin D’nin aktif formu olan 1-a-25-
dihidroksi vitamin Dz ((1,25(0OH)2D3) (kalsitriol))’e doniisiir (Sekil 2.2) [28]. 1a-
hidroksilaz enziminin diizenlenmesinde parathormon (PTH), kalsiyum (Ca?*), fosfor

ve fibroblast growth faktor 23 (FGF-23) rol oynamaktadir.

1,25(0H).D3 biyolojik aktivitesini, ince barsak, bobrek ve diger dokularda
bulunan vitamin D reseptorleri tizerinden dogrudan olarak niikleer VDR {izerinden gen
transkripsiyonunu, apoptozis, anjiyogenez, ¢ogalma, farklilasma mekanizmalarini
diizenleyerek (genomik etki) ya da daha kisa siirede etki gdsteren hiicre membrani
tizerindeki VDR’ye baglanarak ger¢eklestirmektedir (genomik olmayan etki) [32].
Kalsiyum ve klor trans-membran gegisinin degismesi veya hiicre i¢i sinyal
yolaklarmin (cAMP, PKA, PLC, PI-3 kinaz ve MAP kinaz) aktive edilmesi ise
genomik olmayan etki ile gergeklesir [33].

= T
Diet
* | Karaciger
Giines Isign
7- dehidrokolestrol -————"—"* VitaminD, — '
e —
\ || Deri
Sirkiilasyon
25(0H)D, %
)
p 1301  J g
Apoptozis T Bibrek
Anti-inflamasyon “L lm Ta,25(0H),D,
Farkhlagma VDR-+kalsitriol———— (kalsitriol) ~——— [l

Sekil 2.2. Vitamin D sentezi [28].



2.3.2. Vitamin D Reseptorii

VDR ligandla aktive edilmis transkripsiyon faktorlerinin steroid-tiroit-retinoid
reseptOr siiper ailesinin bir tiyesidir [34].

VDR proteini geni, kromozom 12'nin (12q13-14) uzun kolunda 60 kb DNA'y1
kapsayan bir gendir (Sekil 2.3) [34].

Insan VDR proteini, molekiil agirlig1 48 kDa olan 427 amino asitten olusan bir
peptittir [35]. VDR, DNA baglanma bélgesi ve ligand baglanma bolgesi olmak iizere
iki dnemli domainden olusur. DNA baglanma bolgesi iki karakteristik ¢inko parmak
motifinden olusur ve N-terminal ¢inko parmak vitamin D yanit elementi (VDRE) ne
baglanan DNA’nin 6zgiilliigii i¢in 6nemlidir. Diger ¢inko parmak ise VDR ve retinoid
X reseptorii (RXR) i¢in heterodimerizasyon bolgesi saglar. Ligand baglanma bolgesi,
1,25(0OH),D3  (kalsitriol)  baglandigi  alandir ve retinoid X  reseptor

heterodimerizasyonu i¢in énemlidir [36].

q
Hil N . o
os 4 4O IHIE @+

EKZON 1 334 S6 78 910111213

Sekil 2.3. Vitamin D Reseptorii (VDR) geni [37].

2.3.3. Vitamin D ve VDR’nin Kanserdeki Rolii

25-hidroksivitamin D3 (25(0OH)Ds) ve 1,25(0OH)2Ds, D vitamini baglama
proteinine (DBP) baglanir. Serbest molekiiller, DBP'ye bagli molekiiller ile denge
halinde hedef hiicrelere girerler; bu hiicrelerin bazilarinda, 25(OH)Ds3 sitokrom P450
enzimi CYP27B1 tarafindan bolgesel olarak kalsitriole donistiiriiliir. 1,25(0OH)2D3
VDR'ye baglanir ve bdylece RXR ile dimerizasyonuna ve ¢ekirdege translokasyona
neden olur. Ligand bagli VDR-RXR kompleksi, hedef genlerin promotdrlerinde veya
distal bolgelerde yer alan ¢oklu diizenleyici bolgelerdeki VDRE’ye baglanir ve ko-

aktivatorlerin veya Ko-represorlerin toplanmasina neden olur, bdylece gen
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ekspresyonunun pozitif veya negatif transkripsiyonel diizenlenmesi saglanir (Sekil
2.4) [38].

D vitamini ve VDR, keratinositleri, ultraviyole (UV) kaynakl cilt kanserine
kars1 epidermal hiicrelerin cogalmasini, farklilagmasini diizenleyerek ve UV kaynakli

DNA hasarlarmin 6nleyerek korur [39].

Gen dizileme c¢alismalari, 1,25(OH)2Ds3'tin @ DNA tamir genlerinin
ekspresyonunu upregiile ettigini ve 1,25(OH)2Ds'tin DNA onarim yollarinda rol
oynayabilecegini gostermistir. Bu ¢alismalarda 1,25(OH)2D3'lin DNA onarim genleri
RAD50 (Double Strand Break Repair Protein) ve ATM (ataksi telenjiektazi)
ekspresyonunu arttirdiklarini ve her ikisinin DNA hasarina karst sinyalleme

yanitlarina aracilik etmek igin kritik olduklari bilinmektedir [35].

w @k smies) cverrer
okl Seatez ) 25(0H),0)

V ’l 5(OH =
/t(ZS(OH)D’ CYP27B1 \ﬂ.i} \

| VDR Aktivasyonu

s (115(0»1)2 )

@ j Heterodimerizasyon

—

(Ko modalatorer)

&iedef Hiicre

Sekil 2.4. VDR ve antineoplastik etkileri yoluyla kalsitrioliin genomik mekanizmasi

[38].
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VDR'nin silinmesi, kimyasal maddeler tarafindan ya da UV’den kaynakl
olarak indiiklenmis olsa da tiimdr olusumuna duyarliligin artmasina neden olmaktadir
[3]. 1,25(OH)2D3'nin tiimor gelisimini baskilayabilecegi mekanizmalar farkli ve ¢ogu
zaman hiicreye spesifiktir. Bunlar, hiicre dongiisliniin elemanlarini bloke edilmesi
veya biiyiime faktorleri tarafindan sinyal iletimi, apoptozun indiiklenmesi, DNA hasar
onariminin uyarilmasi, timdr anjiyogenezinin dnlenmesi ve metastazin inhibisyonu
yoluyla proliferasyonun inhibisyonunu, kanser gelisimini destekleyen kronik

inflamasyonun etkisinin azaltilmasi gibi farkli yollarla ger¢eklesebilir [3, 38, 40].

2.4. Kalsiyuma Duyarh Reseptor (CaSR)

Ik kez Brown ve arkadaslar tarafindan sigir paratiroid bezinden izolen edilen
kalsiyuma duyarli reseptér (CaSR)’iin tiroid C-hiicreleri, bdbrek hiicreleri,
gastrointestinal yol, iskelet, beyin, hipofiz, deri, lens epitelyumu, meme duktal
epitelyumu, vaskiiler diiz kas hiicreleri, endotelyum ve kardiyomiyositler gibi pek cok
doku ve hiicrede eksprese edildigi belirlenmistir. Amino asit siralanis1 benzerligine
dayanilarak CaSR proteini, G Proteine Bagli Reseptor (GPCR) siiper ailesinin, C

ailesindeki Il. grup reseptorlerinin bir iiyesi olarak siniflandirilmistir [41].

Insan CaSR geni kromozom 3¢13.3-21 iizerinde bulunur ve yaklasik 103 kb’lik
sekiz ekzondan (ekzon 1A ve 1B, ekzon 2-7) olusur. Sekiz ekzondan altis1 [2-7) 1078
amino asitlik CaSR proteinini kodlar. Promotér P1 ve P2, ekzonlA ve 1B'nin
transkripsiyonunu gergeklestirir, 5°- UTR'nin ortak kismini kodlayan ekzon 2'ye ek
olarak alternatif 5°- UTR'leri kodlar (Sekil 2.5). CaSR proteini ekzon 2 ve 7’nin bir

kismindan 3,4,5,6. ekzonun tamamindan transkribe edilir [42].

Insan CaSR proteini yaklasik olarak 120 kDa molekiil agirliginda 4 domainden
ve 1078 amino asitten olugsmaktadir [43]. Bu dort domain, biiyiik ekstraseliiler N-
terminal domain, ekstraseliiler domaini ilk transmembran sarmalina baglayan sisteince
zengin domain, yaklasik 250 rezidiiden olusan transmembran domain, 200 amino

asitten meydana gelmis sitosolik karboksil terminal domaindir [6].
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A Kromozom 3q13.3-21
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Sekil 2.5. Kalsiyum duyarli reseptor (CaSR) gen yapisi (A), promotor yeri (B) *AAA:
Poliadenilasyon bolgeleri [42].

CaSR farklilagsmay1 baglatan ve proliferasyonu durduran molekiiler bir anahtar
olarak islev goriir. Epidermal keratinositler diisiik seviyede (< 0.07 mM) hiicre dis1
Ca2* ([Ca*]o) ile kiiltiire edildiginde hizla ¢ogalirlar ve bazal hiicrelerin fenotipini
yansitirlar. Artan [Ca®*], miktari, hiicre proliferasyonunu inhibe eder ve keratinosit
farklilasmasmi tesvik eder. [Ca®"]o’un 0.1 mM iizerine yiikselmesi, hiicre
tabakalarinda katmanlasma ve boynuzlasmayla ile birlikte desmozom olusumu ve
hiicre baglantilarinin oldugu hiicre farklilasmasmi tesvik eder. [Ca®']o keratinosit
farklilasmasini1 baslatmak i¢in ve epidermal fonksiyonun korunmasi i¢in gereklidir.
[Ca?*], artis, intraseliiler kalsiyum [Ca?']i seviyesinin artmasini tetikler ve hiicre-
hiicre adezyonunu indiikler. Keratinositlerde [Ca?"]; yanit1 paratiroid hiicrelerininkine
benzer sekildedir, bu yanit CaSR araciligiyla gergeklesir. CaSR’nin inaktivasyonu
kalsiyum bagimli hiicre farklilasmasini bloke eder [44]. Ayrica CaSR barsakta Ca*?
absorbsiyonu, bobrekler tarafindan Ca*? atilmasi ve kemikten Ca*? salinimi arasindaki
dengeyi saglayarak kalsiyum homeostazini ve ektrasiiller Ca*? konsantrasyonuna bagl
olarak Paratiroid Hormon (PTH) ekspresyonunu diizenler, Ca*? seviyeleri serumda
yiiksek oldugunda reseptor aktive olur ve PTH sentezi ve salgilanmasinda azalmaya
neden olur. Ca*2 seviyesinin serumda diisiik oldugu durumlarda CaSR inaktive olur ve
PTH salinimi gergeklesir [43]. Kalsiyum homeostasisindeki merkezi rolii diginda
CaSR, hormon salgisi, proliferasyon kontrolii, farklilagsma, apoptoz ve kemotaksis gibi

hiicre kaderini diizenleyen siireglere aracilik eder [6].
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Kalsiyumun aliminin artmasit bazi kanserlerin riskini azaltir. CaSR'nin
kalsiyumun anti-tiimorojenik etkilerinin merkezi mediatdrlerinden biri olduguna dair
bazi kanitlar vardir. CaSR, kanser tiiriine bagl olarak hem onkojen hem de timor
stipresor geni olarak iglev goren bir yin yang modunda islev goriir. Kanserde CaSR

cogalmayu, farklilasmayz, hiicre 6liimiinii, anjiyogenezi ve hiicre gogiinii diizenler [6].

CaSR prostat, testikiiler, yamurtalik ve gogiis kanseri gibi ¢esitli kanserlerde,
cogunlukla proliferasyonu tesvik ederek ve apoptozu inhibe ederek bir onkogen gibi

davranir [43].

2.5. p-katenin

B-katenin (CTNNB1), 3. kromozomun p22.1 bolgesinde yer alan, DNA’nin
23.2 kb’lik bir bdlgesini kaplayan ve 16 ekzondan olusan bir gen tarafindan eksprese
edilir. N-terminal bolge, Armadillo tekrar bolgesi ve C terminal bolgesi olmak {izere
temel olarak ti¢ bolgeden olusur [45]. B-katenin birincil yapisi, 150 amino asitlik bir
N-terminal bolgesinden olusmaktadir devaminda armadillo tekrar alan1 ve yaklasik
100 amino asitlik bir C-terminal bolgesi bulunmaktadir [46]. N-terminal bdlge
fosforilasyon bolgelerini igerirken, C- termimal bolgesi hedef genlerin aktivasyonu

icin gerekli transaktivasyon bolgesini icermektedir [47].

B-katenin, hiicre adezyon sisteminin yapisal bir bileseni olarak islev goren,
epitel hiicrelerinin yiizeyinde eksprese edilen ¢ok fonksiyonlu bir proteindir. Hiicre
biiyiimesini ve hiicreler arasindaki yapigsmayi diizenleyerek epitel stabilitesinin
korunmasinda 6nemli bir role sahiptir [48, 49]. Embriyonik gelisim sirasinda
morfogenetik olaylar1 ve hiicre kaderini kontrol eden Wnt sinyal yolaginin

downstream efektoriidiir [46, 50].

B-katenin Wnt yolag: tarafindan aktive edildiginde hiicre adezyonuna ve gen
transkripsiyonuna iligskin iki fonksiyona sahiptir. Fonksiyonel olmayan p-katenin
seviyeleri Wnt bliylime faktorii stimiilasyonunun varligi veya yoklugu ile belirlenir.
Wnt sinyalinin yoklugunda B-kateninin fosforillenmesinden sorumlu, aksin ve
adenomatoz polipozis koli (APC) proteini i¢ceren bir multiprotein kompleksi tarafindan
bozulur. Aksin-APC multiprotein kompleksine 3- kazein kinaz 1 (CK1) ve glikojen

sentazkinaz-3 (GSK-3)’de eklenerek p-katenin fosforile edilir. Wnt sinyalinin
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varhiginda ise multiprotein kompleks tarafindan gerceklestirilen p-katenin
fosforilasyonu inhibe edilir. Korunmus B-katenin hiicre ¢ekirdegine translokasyon
yaparak T hiicre faktorii/lenfoid arttiric1 faktor (Tcf / Lef) transkripsiyon faktorlerine
baglanir. B-katenin-Tcf kompleksi, transkripsiyon faktorlerini toplayarak Wnt hedef

genlerini aktive eden bir kompleksin olusmasini saglar [46].

B-katenin'in ekspresyonundaki degisiklikler, birtakim farkli kanserlerde
farklilasma kaybi, daha agresif fenotip, timor invazyonunun artmasi ve kotli prognoz
ile iligkilidir [50]. Wnt/B-katenin protein aktivasyonu ve B-katenin mutasyonlart timor
gelisimi ve kanser hiicrelerinin gogii ya da metastaz ile iliskilendirilen en yaygin
degisikliklerdir. B-katenin diizenlemesinin kaybi asir1 niiklear birikim ve hedef

genlerin uyarilmasi ile sonuglanir. [51].

Wnt/B-katenin protein aktivasyonu ve B-katenin mutasyonlart timor gelisimi
ve kanser hiicrelerinin gbc¢li ya da metastaz ile iliskilendirilen en yaygin
degisikliklerdir. B-katenin diizenlemesinin kaybi1 asiri niiklear birikim ve hedef

genlerin uyarilmasi ile sonuglanir [51].
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Materyal

3.1.1. Dokularin Elde Edilmesi

Hasta Grubu: Manisa Celal Bayar Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi
Dermatoloji Anabilim Dali’na basvuran skuamoz hiicreli deri kanseri tanis1 almis 4
hasta birey calismaya dahil edilmistir. Hastaligin tanis1 i¢in deri dokusundan 6 mm

kalinliginda punch biyopsi ile alinan 6rneklerden deri materyali temin edilmistir.

Kontrol Grubu: Manisa Celal Bayar Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi
Estetik Cerrahi Anabilim Dali’na meme estetigi i¢cin bagvuran saglikli kisilerin

ameliyat materyallerinden deri dokusu elde edilmistir.

Hasta ve kontrol grubundaki kisilerden goniillii onam formu izni alinmstir.
Histomorfolojik ~ degerlendirmeler, immunohistokimya, immonu-florasans
yontemlerin uygulamasi i¢in 6rneklerin bir kismi %10’luk nétral formaline alinmistir.

Western blot yonteminin uygulanabilmesi i¢in de bir kism1 -80°C’de stoklanmustir.

3.2. Yontemler

3.2.1. Parafine Gomme ve Kesit Alma

%10’luk formalin soliisyonunda tespit edilen 6rnekler artan alkol serilerinden
(%50, %60, %70, %80, %90 ve %96) gegirilerck dehidrate edildi ve ksilen ile
seffaflastirilarak parafinden gegirilerek bloklar elde edildi. Tiim Ornekler igin
hazirlanan parafin bloklardan mikrotom (Thermo Scientific, USA, Microm HM-325)
kullanilarak polilizinli lamlara 3,5 pm kalinliginda kesitler alinarak preparatlar

hazirlandi.

3.2.2. Histomorfolojik Degerlendirme

Orneklere ait hazirlanan kesitler standart histolojik ydntemler kullanilarak
ksilol ile deparafinize edildi ve azalan alkol serilerinden (%100, %96, %80, %70)
gecilerek rehidrate edildi. Dokulardaki genel histomorfolojik yapiyr gormek igin
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kesitler hematoksilen-eozin ile boyanarak lam kapatici (Entellan®) ile kapatilip 151k
mikroskobu (Olympus BX43) ile incelendi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Hemotoksilen-ecozin Boyama Prosediirii.

ISLEMLER SURE
Inkiibasyon (60°C) 1 gece
Ksilen 30 dk.
Ksilen 30 dk.
%95 alkol 2 dk.
%80 alkol 2 dk.
%70 alkol 2 dk.
%60 alkol 2 dk.
Akar su 5 dk.
Hematoksilen 5 dk.
Akar su 5 dk.
Asit alkol 2-3 sn.
Eosin 1 dk.
Akar su 5 dk.
%80 alkol 1 dk.
%096 alkol 1 dk.
Ksilen cikis 1 sa.
Entellan

3.2.3. Immunohistokimyasal Yéntem

3.2.3.1. Kullanilan Kimyasallarin Hazirlanmasi
e %3’liik Hidrojen Peroksit (H2O2)
- 7ml (H202)
- 63 ml metanol
e Fosfat Tampon Tuzu (PBS)
8 gr NaCl (Sodyum Kloriir
0,2 gr KCI (Potasyum Kloriir)
- 1,44 gr NaHPOg4 (Disodyum Fosfat)
- 0,24 gr KH2PO4 (Mono Potasyum Fosfat)
- 1000 ml bidistile su
- pH:74

e Sitrat Tamponu

- 10 ml Sitrat tampon
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- 90 ml distile su
- 50 pl Tween 20
- pH:6.00

3.2.3.2. Immunohistokimyasal Yontem Uygulamasi

Deney ve kontrol grubuna ait hazirlanan preparatlar 1 saat ksilolde
bekletildikten sonra absolii alkolde 2 kez 15’ser dakika, azalan alkol serilerinde (%96,
%80, %75) 12’ser dakika bekletilerek rehidratasyon islemi gerceklestirildi ve distile
su ile iki kez 3’er dakika yikandi. Kesitler endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek
icin %3’k hidrojen peroksit (H202) soliisyonu ile 15 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. Fosfat tampon tuzu (PBS) ile 2 kez 5’ser dakika yikama yapildi. Dokularin
fiksasyonu sirasinda formalinin proteinler arasinda olusturdugu c¢apraz baglarin
kirilmasini saglamak i¢in 30 dakika 96°C’de sitrat buffer uygulandi. PBS ile 3 kez 5’er
dakika yikanan kesitlere antijenik alanlarin disinda kalan bolgelerin kapatilmasini
saglamak i¢in oda sicakliginda 30 dakika blocking soliisyonu (EMD Millipore
Corporation IHC Select® Blocking Reagent Lot: 2838287) uygulandi. Bu asamadan
sonra PBS ile 3 kez 5’er dakika yikama yapildi. Kesitler avidin (Vector Labs, USA,
Cat# SP-2001) ile 20 dakika inkiibe edilerek PBS ile 5 dk. yikandi. Biyotin (Vector
Labs, USA, Cat# SP-2001) ile 20 dakika inkiibe edilerek PBS ile 5 dakika yikandu.
Kesitlere primer antikorlar (Tablo 3.2) uygulandi ve +4°C’de 1 gece inkiibe edildi.

Tablo 3.2. Immunohistokimyasal Yéntemde Kullanilan Primer Antikorlar

Primer Tip; Klon Diliisyon  Antijen agiga Katalog
antikor Oram ¢ikarma islemi  Numarasi
B- katenin Anti-B-katenin, 1:100 Sitrat Tampon Abcam
Fare Monoklonal (pH: 6.0) (ab22656)
[12F7] Sicak Su Banyosu
30"
VDR Anti Vitamin D 1:100 Sitrat Tampon Santa
Reseptor, Fare (pH: 6.0) Cruz
Monoklonal Sicak Su Banyosu  (Sc-13133)
[D-6] 30"
CaSR Anti-Kalsiyuma 1:100 Sitrat Tampon Abcam
Duyarli1 Reseptor, (pH: 6.0) (ab19347)
Fare monoklonal Sicak Su Banyosu
[5C10, ADD] 30"
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Inkiibasyondan sonra kesitlere PBS ile 5 dakika yikama yapildi ve sekonder
antikor olarak Biotinli Chicken Anti-Mouse IgG H&L (Abcam, USA, Cat# ab6813)
PBS ile 1:200 oraninda seyreltilerek 1 saat 45 dakika oda sicakliginda bekletildi.

PBS ile yikama islemi tekrarlanarak 1:200 oraninda PBS ile seyreltilerek
hazirlanan HRP-streptavidin (Vector Labs, USA, Cat# SA-5004) ile 1 saat 30 dakika
muamele edilen kesitler yikama isleminin ardindan immun reaktivitelerin goriiniir hale

getirilmesi i¢in diaminobenzidin soliisyonu (DAB) ile 2 dakika boyand1 (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. VDR, CaSR, B-katenin Immiinohistokimya Protokolii.

MADDE SURE
Ksilol 60dkK.
Absolu 2 x 15 dk.
%96 alkol 12 dk.
%80 alkol 12 dk.
%75 alkol 12 dk.
Distile su 2 x 3 dk.
Hidrojen peroksit 15 dk.
PBS 5 dk.
Sitrat Tampon 30 dk.
Sogutma 20 dk.
PBS 3 x 5dk.
IHC Blocking soliisyonu 30 dk.
PBS 3 x 5dk.
Avidin 20 dk.
PBS 5 dk.
Biyotin 20 dk.
PBS 5 dk.

VDR, CaSR, B-katenin
PBS

1 gece, +4°C'de
5 dk.

Sekonder antikor 1 saat 30 dk.
PBS 5 dk.
Peroksidaz (HRP) 1 saat 30 dk.
PBS 5 dk.

DAB 5 dk.

Distile su 3 x5 dk.
Harris H&E 4 dk.
Absolii alkol 5 dk.

Ksilen 10 dk.
Entellan
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Distile su ile 3 kez 5’ser dakika yikama yapildi. Karsit boyama olarak Harris
hematoksilen eozin (Facepath, Cat#0231) ile 4 dakika boyand1 ve ¢gesme suyu ile 2’ser
kez 5 dakika yikama yapildi. Absolu alkolde 5 dakika bekletilerek sonraki asamada
ksilende 10 dakika bekletildi. Uygun lam kapatici (Entellan®) kullanirak preparatlar
1s1k mikroskobunda (Olympus BX43) incelendi (Tablo 3.3).

3.2.4. Doku Homojenizasyonu ve Protein Miktar1 Tayini

3.2.4.1. Kullanmilan Kimyasallarin Hazirlanmasi
Fenilmetilsulfonil Florid (PMSF)
- 0,01 gr PMSF (Sigma, USA)

- 1 mlizopropanol

3.2.4.2. Doku Homojenizasyonu

Kontrol ve hasta grubuna ait dokular tartilarak agirliklar1 belirlendi. Her bir
doku i¢in 3ml/gr olacak sekilde RIPA tamponu (Sigma-Aldrich Cat # R0278) eklendi.
Boncuklu homojenizatér (Mini Bead Beater-16, Biospec, USA) ile homojenize edildi.
Homojenizasyon sonrasinda proteolitik enzimlerin bloke edilmesini saglamak i¢in her
bir gram dokuya 30 pl olacak sekilde 10mg/ml fenilmetilsulfonil florid (PMSF)
(Sigma, USA) ve 30 pl proteaz inhibitor kokteyli (Sigma, Cat # 8340) eklenerek buz
icerisinde 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda tiipler 8.000 g’ de +4°C'de 20
dakika santrifiij edildi. Tiiplerde pellet ve siipernatant olarak iki farkli faz meydana
geldi. Siipernatantlar mikropipet yardimiyla farkli bir ependorfa alinarak ikinci kez
ayni hiz ve sicaklikta 20 dakika santrifiij edilerek olusan siipernatant 15 pl’lik

hacimlerde alikotlanarak -80°C de saklanda.

3.2.4.3. Protein Miktar Tayini
Dokulardan elde edilen, -80°C’de saklanan doku lizatlarinin total protein
konsantrasyonunu belirlemek i¢in bikinkoninik (BCA) asit yontemi kullanildi. Bu

+1>

yontem alkali ¢ozeltideki proteinlerin biiire reaktifi ile Cu*?’den Cu**’eindirgenmesi
ve daha sonra Cu*Min BCA ile verdigi renkli kompleksin 562 nm’deki
spektrofotometrik 6l¢iimiine dayanir. BCA kiti (Thermo Scientific, USA, Cat#£23225)
icerisinde yer al 2mg/ml konsantrasyona sahip dana serumu albiimini (BSA) ile RIPA

kullanilarak konsantrrasyonlar1 bilinen dokuz adet (0, 25, 125, 250, 500, 1000, 1500,
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2000 pg/ml konsantrasyonda) standart ¢dzelti hazirlandi. Standart ¢ozeltiler ve doku
lizatlar1 1:20 oraninda ¢alisma ¢ozeltisi ile seyreltildi. 37 °C’deki etiivde 30 dakika
inkiibe edilerek BCA reaksiyonu gerceklestirildi. Inkiibasyon sonunda standart
cozeltiler ve doku lizatlar1 Nanodrop® 2000¢ (Thermo Scientific) spektrofotometre’de
562 nm dalga boyunda 3 kez tekrar edilerek 6l¢iildii. Standart ¢ozelti l¢timlerinden
elde edilen standart egri kullanilarak lizatlarin absorbans degerleri konsantrasyona

dontstiiriildii (Tablo 3.5).

Tablo 3.4. Lizatlarin Konsantrasyon ve Seyreltme Miktarlari.

S Konsantrayon Ornek RIPA T(;rr::cl)(n
(ng/nb) (1)) (1)) (ul)
Kontrol 1 2,00 5,80 9,20 15
Kontrol 2 1,10 10,50 4,50 15
Kontrol 3 1,50 7,70 7,30 15
Kontrol 4 2,50 4,62 10,40 15
SHK 1 2,70 4,30 10,70 15
SHK 2 2,50 4,62 10,40 15
SHK 3 0,77 15 - 15
SHK 4 2,70 4,30 10,70 15

*SHK: Skuamoz Hiicreli Karsinom

3.2.5. Sodyum Dodesil Siilfat Poli Akrilamid Jel Elektrofrezi (SDS-PAGE)

3.2.5.1. Kullanilan Kimyasallarin Hazirlanmasi
%010 SDS Tamponu
10 gr Sodyum dodesil siilfat (Fluka, USA)

- 100 ml distile su ile ¢ozdiiriiliir.
e 0.5MTris-HCI

- 6 gr Tris Base (Sigma, USA)

- 60 ml Distile su

- 6N HCl ile pH: 6.8 olacak sekilde ayarlanarak, 100 ml’ye tamamlanir.
+4 °C’de saklanir.

e 15MTris HCI

- 27.23 gr Tris Base (Sigma, USA)

- 80 ml Distile su
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- 6N HCl ile pH’s1 8.8 olacak sekilde ayarlanarak, distile su ile hacmi
150 ml’ye tamamlanir ve +4°C’de saklanir.

o %30 Akrilamid/ Bis

- 29.2 gr akrilamid (Sigma, USA)

- 0.8 gr N N’bis-metilen-akrilamid (Sigma, USA)

- 100 ml distile su
Karigim filtre edilerek +4°C de karanlikta saklandi.

e Ornek Tampon Bilesimi
- 3.55 ml Bidistile su
- 1.25ml 0.5 M Tris HCI, pH:6.8
- 2.5 ml Gliserol (Riedel De Haen, USA)
- 2.0 ml %10 SDS
- 0.2 ml %0,5 Bromfenol blue (Sigma, USA)
Kullanmadan 6nce 950 pl 6rnek tampona 50 pl B-merkaptoetanol

(Sigma, USA) eklenerek, ornekler 1:2 oraninda 6rnek tamponu ile diliie
edilip 99.9 °C’ deki sicak su banyosunda 10 dakika 1sitilir.

e 10X Elektrod (Running) Tamponu

- 30.3 gr Tris base (Sigma, USA)

- 144.0 gr glisin (Sigma,USA)

- 10 gr sodyum dodesil siilfat ( Fluka, USA)

- 1000 ml Bidistile su ile ¢oziilerek +4 °C de saklanir.

Kullanmadan 6nce 50ml 10X elektrod stok soliisyon 450 ml distile su ile
diliie edilir.

e Coomassie Brillant Blue G

- 50ml metanol (Merck, Germany)

- 10 ml asetik asit

- 40 ml distile su

- 0,1 gr Coomassie Brillant blue (Sigma, USA)

3.2.5.2. Sodyum Dodesil Siilfat Poli Akrilamid Jel Elektrofrezi (SDS-
PAGE) Yonteminin Uygulanmasi
SDS-PAGE yontemi proteinlerin safliginin, molekiil agirliklarinin saptanmasi

ve konsantrasyon ¢esitliliginin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir.
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SDS denatiire olmus proteinleri yliksek miktarda negatif yiikle yiikler. Bu yiik
normalde proteinler lizerinde bulunan yiikleri maskeler ve proteinler jel iizerinde
yiiklerine gore degil molekiil agirliklarina gére ayrilirlar. Protein alt {initeleri disulfat
baglar1 bir arada tutuldugundan, bu baglar elektroforezden 6nce beta-merkaptoetanol

ve 1s1 aracilig ile kirilir.

SDS-PAGE yo6ntemi, Mini-Protean Il elektroforez sistemi (Bio-Rad Labs,
USA, Cat#165-3301) ile Laemmli yontemi kullanilarak yapildi [52]. Proteinleri
yiirlitme iglemi i¢in alt (resolving-separating) jel %12, iist (stacking) jel %4 oraninda
olacak sekilde hazirlandi (Tablo 3.6). Alt jel kasete dokiilmeden 6nce taze hazirlanmis
50 ul % 10 Amonyum Persiilfat (APS) (Sigma, USA) ve 5 pul NNN’ N'-
Tetrametiletilendiamin (TEMED) (Fluka, USA) eklenerek kasete [10.1 cm (G) x 7,3
cm ()] dokiildii. Alt jel polimerize olmasi igin 1 saat oda sicakliginda bekletildi. Ust
jel hazirlanarak kasete dokiilmeden 6nce 50 pl APS ve 10 ul TEMED eklenerek donan
iist jelin iizerine dokiildii ve 1 mm’lik tarak ile oda sicakliginda jellesmeye birakildi.
IIk kuyuya protein marker (Thermo Scientific, USA, Cat# 10747012) eklenerek
sonraki her bir kuyuya ise daha oOnce konsantrasyonu belirlenmis ve gerekli
diliisyonlar1 yapilmig 6rnekler, 6rnek tampon ile 1:2 oraninda diliie edilerek 99.9°C’lik
sicak su banyosunda 10 dakika kaynatildiktan sonra 20 pl hacimlerde konuldu. Bu
islemin ardindan jel, icinde %10 (hacim/hacim) elektrod (running) tampon bulunan

yiirlitme tankina alinarak 90 V — 15 mA’da 2 saat 15 dakika yiirtitiild.

Tablo 3.5. Hazirlanan Jellerin Bilesimleri.

Kimyasallar Alt (Resolving) Jel (%612) et (St(?)/colzl)ng) e
%30 Akrilamid/Bis 4.0 ml 1.3ml
Alt Jel Buffer 2.5ml -
Ust Jel Buffer - 2.5ml
Distile Su 3.4 ml 6.1 ml
%10 SDS 100 pl 100 pl
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3.2.6. Western Blot (WB) Yontemi

3.2.6.1. Kullanilan Kimyasallarin Hazirlanmasi
e Tris Tampon Tuzu Cozeltisi
- 6.05 gr Tris (Sigma, USA)
- 8.76 gr NaCl (Merck, Germany)
- 1000 ml Bidistile su
- 6N HCl ile pH: 7.5 olacak sekilde ayarlanir.
e Tris Tampon Tuzu - Tween (TBST)
6.05 gr Tris
8.76 gr NaCl
1000 ml Bidistile su
- 1 ml Tween 20 (Thermo Scientific, USA)
6N HCl ile pH: 7.5 olacak sekilde ayarlanir.

e 1X Kazein soliisyonu (Kapatma Soliisyonu)

- 1 ml 10X Kazein Soliisyonu (Vector Lab, Cat# sp-5020)
- 9 ml Distile Su

e Transfer Tamponu

3.03 gr 25 mM Tris (Sigma, USA)
14.4 gr 192 mM Glisin (Sigma, USA)
200 ml %20 metanol (Merck, USA)

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir.

3.2.6.2. Western Blot Yontemi

Jel elektroforezi sonunda jel 30 dakika transfer tamponunda bekletilerek
esitlendi. 0.2 pm’lik poliviniliden diflorid (PVDF) membranlara (Immun-Blot®, Bio-
Rad Labs, USA, Cat# 1620174) blotting tinitesi (Mini Trans-Blot Elektrophoretic
Transfer Cell, Bio-Rad Labs, USA, Cat # 170-3930) kullanilarak 100 V 350 mA’de 2

saat transfer gergeklestirildi.

Transfer isleminden sonra tris tampon tuz-tween 20 (TBST) ile diliie edilmis

1X kazein soliisyonunda 30 dakika oda sicakliginda bloklandi. Bloklama isleminin
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ardindan 3 kez 10’ar dakika TBST ile yikama yapildi. 1:1000 oraninda TBST ile diliie
edilen primer antikor (Tablo 3.7) ile +4 °C’de gece boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan TBST ile 3 kez 10’ar dk yikama yapildi. TBST ile 1:1000
oraninda diliie edilen Chicken Anti-Mouse 1gG H&L (Biotin) (Abcam, USA, Cat#
ab6813) sekonder antikor uygulanarak oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. TBST ile
3 kez 10’ar dakika yikandi ve ardindan membranlar 1:500 oraninda TBST ile diliie
edilen streptavidin peroksidaz (Vector, Cat # SA-5004) ile 30 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. TBST ile 2 kez 10’ar dakika yikandi. DAB substrat (Roche Applied
Science, Cat # 11718096001) ile 15 dakika inkiibe edilerek gerceklesen reaksiyonlar
goriiniir hale getirildi. Olusan bantlar gozlendikten sonra saf su ile reaksiyon

durduruldu ve membranlar tarayici ile tarand.

Tablo 3.6. Immunoblotting Y6nteminde Kullanilan Primer Antikorlar.

Primer Tip; Klon Diliisyon Firma
antikor Oram
Anti-B-katenin, Abcam
B- katenin  Fare Monoklonal ~ 1:1000 (ab22656)
[12F7]
Anti Vitamin D
Reseptor, Fare Santa Cruz
VDR Monoklonal 1:1000 (sc-13133)
[D-6]
Anti-Kalsiyuma
Duyarli Reseptor, Abcam
CaSR Fare Monoklonal ~ 1:1000 (ab19347)
[5C10, ADD]

3.2.7. Istatistiksel Analiz

Immunohistokimya ydntemi ile boyamas1 yapilan, kontrol ve hasta gruplart
arasinda protein ekspresyon diizeyleri acisindan istatistiksel fark olup olmadigini
belirlemek amaciyla ImageJ programi (versiyon 1.46¢, NIH, Bethesda, MD, USA,

http://rsb.info.nih.gov/ij/) kullanilarak kantitatif verilere donistiriildi. Kontrol ve

hasta grubuna ait ayni Ol¢ekteki 151k mikroskobu goriintiileri ImageJ programina

aktarildi. Ara¢ cubuguda yer alan “Plugins” sekmesi agilarak “IHC Profiler” segcilir.
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Agilan pencereden “Select Model” Sekmesinden “H-DAB” sec¢ilir. Bu adimdan sonra
“color” sekmesi segilerek DAB ile boyanmamis bolgelerin elemine edildigi yeni bir
goriintii  agilir. Siyah-beyaz formu elde edilen goriintii i¢in ara¢ g¢ubugundan
“Analyze> Set> Measurements” segildikten sonra “Area, Min&Max Gray Value,
Mean Gray Value, Area Franction” secilerek gruplara ait analiz sonuglar1 elde edilir.

ImagelJ programi ile elde edilen sayisal veriler Statistical Package for Social
Science (SPSS) programina aktarilarak Bagimsiz Ornekleme T-test ve Tek Yonlii
ANOVA Tukey Post-Hoc analizleri yapilmistir. Istatistiksel olarak anlamli deger
p<0.05’dir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Arastirma Bulgulan
4.1.1. Histomorfolojik Bulgular
Kontrol Grubu Bulgulari

Hematoksilen eozin (HE) boyama yapilan kontrol grubuna ait Orneklerde
epidermis tabakalagsmasi diizenlidir. Bazal hiicre tabaka tek sirali ve kiiboid
hiicrelerden meydana gelmistir. Bu hiicreler koyu boyanmis ve oval niikleuslara

sahiptir (Sekil 4.1A).

Dermis tabakasi epidermis tabakasimna gore daha kalindir. Papillar dermis ve
retikiilar dermis olarak iki tabakalagma meydana gelmistir. Papiller dermis, dermal-
epidermal baglantinin altinda yer almaktadir ve gevsek bag dokudan meydana
gelmistir. Retikiiler dermis ise daha kalin bag dokudan meydana gelmektedir (Sekil
4.1A ve Sekil 4.1B).

Sekil 4.1. Kontrol grubuna ait HE boyama. Epidermis (yildiz) (A), dermis (ok ucu)
(A), papillar dermis (ok) (B) (A: x20, B: x10). (DAB boyama)

Kesitlerde ayrica yag bezleri ve kil folikiilleri de gézlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Hematoksilen-eozin boyamada kil folikiilleri (ok) ve yag bezleri (ok ucu)
(x20).

Hasta Grubu Bulgular:

SHK tanis1 konmus hastalara ait Orneklerden elde edilen kesitlerin
hemotoksilen-eozin boyama ile elde edilen goriintiilerinde epidermis ve dermis
tabakasinda kalinlasma ve hiicresel dizilimde bozulmalar meydana geldigi
goriilmustir (Sekil 4.3). Bazal tabakada niikleer polimorfizm gosteren atipik
keratinositlerin bulundugu gézlenmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.3. Hasta grubuna ait epidermal kalinlasma ve dermis tabakasindaki

diizensizlikler (x4).
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Sekil 4.4. Bazal katmanda niikleer pleomorfizm gdsteren ¢coklu atipik keratinositlerden

gelisen yiizeysel SHK (x20).

Belirgin farklilasmis SHK olgularinda neoplastik keratinosit adalar1 (Sekil

4.5) ve keratin incileri gézlenmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.5. Keratinosit adalar1 (ok) ve keratin inciler (ok ucu) (x4).
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Sekil 4.6. Keratin inciler (ok ucu) (x10).

4.1.2. immunohistokimya (IHC) Yontemi Bulgular
Arastirilan VDR, CaSR ve B-katenin ile ilgili hasta ve kontrol grubundan elde
edilen THC isaretleme goriintiileri karsilastirmali olarak Sekil 4.7.’de verilmektedir.
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KONTROL GRUBU HASTA GRUBU

B-katenin

Sekil 4.7. A) Kontrol grubunda VDR ekspresyonu (x20), B) SHK’de VDR
ekspresyonu (x20), C) Kontrol grubunda CaSR ekspresyonu (x20), D) SHK’de CaSR
ekspresyonu (x20), E) Kontrol grubunda B-katenin ekspresyonu (x20), F) SHK’de -

katenin ekpresyonu (x20).
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4.1.2.1. Vitamin D Reseptorii Bulgulari
Kontrol Grubu Bulgular:

Kontrol grubu 6rneklerine ait doku kesitlerinde VDR antikoru varliginda 3,3’-
Diaminobenzidine (DAB) ile isaretlenmesi sonucunda VDR ekspresyonunun
epidermis boyunca yiiksek oranda oldugu goriilmiistiir. Dermis tabakasinin bazi

bolgelerinde ise eskpresyon orani ¢ok diisiikde olsa gozlenmistir (Sekil 4.8).

Hasta Grubu Bulgular

SHK tanis1 almis 6rneklere ait doku kesitlerinde VDR antikoru varliginda DAB
isaretleme sonucunda kalinlagmig keratin tabakada VDR ekspresyonu gozlenmezken;
epidermis, dermisde ve tiimor hiicrelerinde ekspresyon yiiksek oranda gdzlenmistir
(Sekil 4.9). Epidermis ve dermis tabakalar1 arasindaki biitiinlik SHK hasta

orneklerinin doku kesitlerinde kaybolmustur.
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Sekil 4.8. Kontrol grubu 6rneklerinde epidermis (E) ve dermis (D) tabakalarinda VDR
eskpresyonu (x20). (DAB boyama)
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Sekil 4.9. SHK’da epidermis ve dermis tabakasinda VDR ekspresyonu (x20). (DAB

boyama)

4.1.2.2. Kalsiyuma Duyarh Reseptor Bulgular:

Kontrol Grubu Bulgular:

Kontrol grubuna ait 6rneklerde CaSR ekspresyonu CaSR antikoru varliginda
DAB ile isaretleme sonucunda epidermisde yer alan hiicrelerde gozlenmistir (Sekil
4.10). Dermis tabakasinin bazi bdlgelerinde ise eskpresyon orani ¢ok diisiikde olsa

gozlenmistir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10. Kontrol grubu 6rneklerinde epidermisde CaSR ekspresyonu (x20). (DAB

boyama)
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Hasta Grubu Bulgulari

SHK tanis1 almis drneklerde ise CaSR ekspresyonu CaSR antikoru varliginda
DAB ile isaretleme sonucunda hem epidermis hem de dermis tabakasinda ¢ok diisiik
oranda gézlenmistir (Sekil 4.11). Epidermis ve dermis tabakalar1 arasindaki biitiinliik
SHK hasta 6rneklerinin doku kesitlerinde kaybolmustur.

Sekil 4.11. SHK’da diisiik CaSR ekspresyonu (x20). (DAB boyama)

4.1.2.3. p-katenin Bulgular
Kontrol Grubu Bulgulari

Kontrol grubu 6rneklerine ait doku kesitlerinde p-katenin antikoru varliginda
DAB ile isaretlenmesi sonucunda B-katenin ekspresyonunun epidermis ile sinirl
oldugu dermis tabakasinda ekspresyon oraninin ise ¢ok diisiik oldugu gozlenmistir
(Sekil 4.12).

Hasta Grubu Bulgulari

SHK tanis1 almig hastalara ait doku 6rneklerinde - katenin ekspresyonunun f3-
katenin antikoru varliginda DAB ile isaretlenmesi sonucunda hem epidermis hemde
epidermisde belirgin bir sekilde yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.13). Epidermis
ve dermis tabakalar1 arasindaki biitiinliik SHK hasta 6rneklerinin doku kesitlerinde
kaybolmustur. Keratinosit adalarinda periferik bolgeler iizerinde daha yogun
sitoplazmatik boyanma gozlenirken merkezi bolgelerde zayif ekspresyon goriilmiistiir

(Sekil 4.14)
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Sekil 4.12. Kontrol grubu orneklerinde immunohistokimyasal yontem ile pB-katenin
boyanmasi (x20). (DAB boyama)

Sekil 4.13. Hasta grubu oOrneklerinde epidermis ve dermisde artan [-katenin
ekspresyonu (x20). (DAB boyama)
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Sekil 4.14. Hasta grubu orneklerinde keratinosit adalarinda merkezi bolgelerde zayif

[B-katenin ekspresyonu (x40). (DAB boyama)

4.1.3. Western Blot (WB) Yontemi Bulgulari

4.1.3.1. Vitamin D Reseptorii Bulgular

Anti vitamin D eeseptdr fare monoklonal (SantaCruz, USA, Cat# sc13133)
antikor kullanilarak yapilan western blot ¢alismasinda kontrol ve hasta grubuna ait
orneklerde 55 kDa molekiil agirhigina denk gelen bant olusumu elde edilmistir (Sekil
4.15).

4.1.3.2. Kalsiyuma Duyarh Reseptor Bulgular:

Anti- kalsiyuma duyarl reseptor fare monoklonal (Abcam, USA, Cat#ab19347)
antikor kullanilarak yapilan western blot ¢alismasinda kontrol ve hasta grubuna ait
orneklerde 120,6 kDa molekiil agirligina denk gelen bant olusumu elde edilememistir
(Sekil 4.15).
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4.1.3.3. p-katenin Bulgular:

Anti-B-katenin fare monoklonal (Abcam, USA, Cat# ab22656) antikor
kullanilarak yapilan western blot ¢alismasinda kontrol ve hasta grubuna ait 6rneklerde
85 kDa hizasina denk gelen bantlar elde edilmistir (Sekil 4.15).

1 2 3 4 5 6
250 kDa =

L |
<]
A=

150 kDa =

100 kDa ==

T5KDa = === == e |4—§5 kDa [-katenin

S0K0¢ = «— 48 kDa VDR

—— — — e [¢—— 47 kDa p-aktin

ATKDA =

1SKDa =
10kDa ==

Sekil 4.15. Western blot yonteminde kontrol grubu ve hasta grubuna ait VDR ve f3-
katenin bantlari (sirasiyla 48kDa, 85kDa). (1: Protein ladder, 2-5: Kontrol Grubu, 6-9:
Hasta Grubu).

4.1.4. Istatiksel Analiz Bulgular

SHK hasta grubu ve kontrol grubunda VDR, CaSR, B-katenin proteinlerinin
ekspresyon oranlarinin ylizdesel degerlerinin eldesi i¢in ilgili antikorlarin 6rnek doku
kesitlerinde hedef proteinlere baglanmalar1 saglanmistir. Bu baglanmalarin 3,3’-
Diaminobenzidine (DAB) boyanmasiyla ¢ekilen doku kesit resimleri Image J analiz
programiyla degerlendirilmis ve antijen-antikor etkilesimine bagl olarak ortaya ¢ikan
renk yogunlugunu hedef proteinin 6rnege ait ilgili resim alaninda protein ekspresyon

orani yiizdesel olarak elde edilmistir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Image J analiz programina gore Ornek doku kesitlerinde

immunohistokimya ¢aligmasindan elde edilen antijen-antikor etkilesim oranlari.

GRUP VDR CaSR p-Katenin
Kontrol 9021.2 %05.4 0012.46
Hasta %62 %4.3 %72

Western blot (WB) yonteminden elde edilen bulgularda, SHK hasta grubu ve
kontrol gruplar1 arasinda VDR ve -katenin ekspresyonlarinda farklilik

gbzlemlenmistir. CaSR bantlar1 ise WB caligsmasinda gozlemlenememistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. VDR, CaSR, B-katenin proteinlerinin western blot bulgulari.

WB
GRUP
VDR CaSR - katenin
Kontrol + X +
Hasta ++ X ++

X :Sonug¢ alinamadi.
+  :Ekspresyon var,
++ :Ekspresyon seviyesi yiiksek

4.1.4.1. immunohistokimya Bulgularimin Bagimsiz Ornekleme T Testi

Degerlendirmesi

4.1.4.1.1. Vitamin D Reseptorii Bulgulan
Her iki gruba ait o6rneklerin VDR ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak

degerlendirilmesi sonucunda bu gruplar arasinda anlamli fark oldugu saptanmistir

(Tablo 4. 3) (p=0,006)

4.1.4.1.2. Kalsiyuma Duyarh Reseptor Bulgular:
Kontrol ve hasta grubuna ait CaSR immunohistokimya bulgularinin istatistiksel

degerlendirilmesinde iki grup arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (Tablo 4.3)
(p=0,326)
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4.1.4.1.3. p-katenin Bulgulari
Kontrol grubu ve hasta grubuna ait 6rneklerin degerlendirilmesinde, B-katenin

ekspresyonu bakimindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farkin oldugu

saptanmustir (Tablo 4.1) (p=0,012).

Tablo 4.3. Bagimsiz 6rnekleme T test sonuglart.

Test Grubu P Degeri

VDR Hasta - VDR Kontrol P=0,006

CaSR Hasta - CaSR Kontrol P=0,326
B-katenin - B-katenin Kontrol P=0,012

4.1.5. immunohistokimya Bulgularinin Tek Yénli ANOVA Tukey Post-
Hoc Testi Degerlendirilmesi

Immiinohistokimya ¢alismasindan elde edilen bulgularm Tek Yonli ANOVA
Testine gore analizleri su sekildedir. Hasta dokular1 kendi i¢inde degerlendirildiginde
VDR ve B-katenin ekspresyon oranlar1 arasinda anlamli bir farklilik goriilmemistir
(p>0,980). Hasta orneklerindeki VDR ekspresyon oranlar1 ile kontrol VDR, kontrol
CaSR, kontrol B-katenin ve hasta CaSR oranlar1 karsilastirildiginda aralarindaki farkin
(swrasiyla; p=0,016, p=0,002, p=0,005, p=0,003) anlamli oldugu bulunmustur. -
kateninin hasta grubundaki ekspresyonu ile kontrol VDR, kontrol CaSR, kontrol p-
katenin ve hasta CaSR oranlar arasindaki farkin (sirasiyla; p=0,003, p=0,0001,
p=0,001, p=0,001) anlamli oldugu belirlenmistir. Bulgular Tablo 4.4’de verilmektedir.
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Tablo 4.4. VDR hasta, VDR kontrol, CaSR hasta, CaSR kontrol, B-katenin hasta ve
-katenin kontrol arasindaki ekspresyon farkliliginin tek yonliit ANOVA Tukey Post-

Hoc testi analiz sonugclari.

Grup Standart Sapma  Anlamhhk
[-katenin hasta ;1010344 ,980
B-katenin kontrol ,0958497 ,005
VDR Hasta VDR kontrol ,0958497 ,016
CaSR hasta ,1010344 ,003
CaSR kontrol ,0958497 ,002
B-katenin hasta ,0958497 ,003
-katenin kontrol ;0903679 ,995
VDR Kontrol VDR hasta ,0958497 ,016
CaSR hasta ,0958497 ,935
CaSR kontrol ,0903679 ,945
B-katenin hasta ,1010344 ,001
B-katenin kontrol ,0958497 ,997
CaSR Hasta VDR hasta , 1010344 ,003
VDR kontrol ,0958497 ,935
CaSR kontrol ,0958497 1,000
[-katenin hasta ,0958497 ,000
[-katenin kontrol ,0903679 ,999
CaSR Kontrol VDR hasta ,0958497 ,002
VDR kontrol ,0903679 ,945
CaSR hasta ,0958497 1,000
B-katenin kontrol ,0958497 ,001
VDR hasta ,1010344 ,980
B-katenin Hasta VDR kontrol ,0958497 ,003
CaSR hasta ,1010344 ,001
CaSR kontrol ,0958497 ,0001
B-katenin hasta ,0958497 ,001
VDR hasta ,0958497 ,005
f-katenin Kontrol VDR kontrol ,0903679 ,995
CaSR hasta ,0958497 ,997
CaSR kontrol ,0903679 ,999
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4.2. Tartisma

Skuamoz hiicreli deri kanseri (SHK), epidermisdeki faklilasma mekanizmast
bozulmus keratinositlerin asir1 gogalmasi sonucu meydana gelen, diinyada son yillarda
gorilme sikligi artan melanom dis1 deri kanseridir. Keratinosit ¢ogalmasi ve
farklilasmas1  birkag faktor tarafindan  dilizenlenmektedir.  Keratinositlerin
epidermisdeki bazal tabakadan spinos tabaka, graniiler tabaka ve son olarak kornifiye
tabakaya dogru hareket ederek farklilasmasi, spesifik genler tarafindan
diizenlenmektedir [53]. VDR ve B-katenin arasinda molekiiler etkilesimin oldugu
aciga ¢ikarildigindan beri bu sinyallemeler arasinda ortak bir diizenlenme oldugu ileri
stiriilmektedir [2]. Ayrica farkli kanser tiirlerinde CaSR’nin Wnt/p-katenin
sinyallemeyi baskiladigi ve aralarinda ters bir iligskinin oldugu belirtilmistir [54, 55].
CaSR araciligtyla olan kalsiyum sinyallemenin VDR’nin  fonksiyonunu
etkileyebilecegi, ancak bu mekanizmalarin tam olarak netlik kazanmadigi da

raporlanmistir [56].

Calismamizda SHK hastalarinin kanser dokularinda VDR, CaSR ve B-katenin
proteinlerinin diizeylerinin ve bu proteinlerin aralarinda iliskinin olup olmadigini
arastirdik. Hasta ve kontrol dokularinda VDR ve [B-katenin protein ekspresyonu
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark (sirasiyla p= 0,006, p= 0.012)
oldugu bulunmustur. Hasta dokularinda CaSR ekspresyonu THC boyamada daha
yiikksek bulunmasma ragmen kontrol grubu ile karsilastirildiginda aralarinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p= 0,326). Hem p-katenin hem de
VDR i¢in elde edilen immunohistokimya sonuglar1 ile benzer sekilde western blot
analiz bulgular1 elde edilmistir. IHC’de boyanma yogunluguna bakildiginda, sadece
kontrol grubunda belirlenen CaSR ekspresyonu diger proteinlere gore deride diisiik
diizeyde bulunmustur, bu nedenle western blot ile goriintiillenemedigi

distiniilmektedir.

Calismamizda kontrol ve hasta grubuna ait parafin bloklardan elde edilen

hematoksilen eosin boyama 6zellikleri literatiirle uyumludur.

VDR, farkli dokularda kalsiyum/fosfat homeostazi, hiicresel proliferasyon ve
farklilasma ve immiin cevaba katilan cesitli genlerin ekspresyonunu diizenler [57].

VDR, anti-proliferatif ve pro-diferansiyasyon i¢in sinyallemenin olugmasinda, kayb1
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durumunda ise gesitli tiimorlerin olusumunda rol oynamaktadir [58]. Epidermisde
keratinositlerin bazal tabakadan yukar1 tabakalara dogru farklilagsmasinin
diizenlenmesinde 1,25(OH)2D3/VDR etkilesimi rol almaktadir. Keratonisitler;
1,25(0H)2D3) tiretimine yanit olarak VDR eksprese eder [3]. VDR ’nin fonksiyonunun
bozulmasi keratinositlerde proliferasyonunun artmasi ve farklilagmanin azalmasi
yoluyla epidermal kanser olusumuna yatkinlik yaratir [59]. VDR eksik farelerin
epidermis ve kil folikiillerinde, ilk katagen sirasinda baslayan proliferasyonun ve

farklilasmanin bozulmasinin arttig1 gosterilmistir [60].

Reichrath ve arkadaslarinin [61] melanom dis1 deri kanserinin bir diger tipi
olan bazal hiicreli kanserde (BHK) VDR’nin mRNA ve protein diizeyinin yiiksek
oldugunu raporlamiglardir. Meme kanseri ile yapilmis bazi calismalarda da timor
dokusunda VDR seviyesinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir [62]. Calismamizda
immiinohistokimyasal elde edilen sonuglarimiza gore, VDR immiinoreaktivitesi
skuamoz hiicreli deri kanseri hastalarinda daha yiiksek diizeyde bulunmustur.
Istatistiksel olarak da kontrol ve hasta grubu arasindaki fark (p= 0,006) anlamlidir. WB
sonuglart da IHC verilerini desteklemektedir. Bulgularimiz BHK ve meme kanseri ile

yapilmis ¢alisma sonuglari ile uyumludur.

Evans ve arkadaslar1 [63] kolon kanserinin farkli safthalarinda VDR
ekspresyonu ile ilgili arastirmalarinda, ilerlemis lezyonlarda VDR ekspresyonunun
olmadigini raporlamislardir. Benzer bulgu prostat kanseri i¢inde bildirilmistir [64].
Calismamizdan elde ettigimiz hasta grubunda VDR ekspresyonunun daha yiiksek
bulunmasi, kolon ve prostat kanseri i¢in belirtilen bulgudan farklidir. Bu da c¢esitli
kanser tiplerinde VDR ekspresyonunun hiicre tipine o6zgli bir farklilik

gosterebilecegini diislindliirmektedir.

Kanserde CaSR’nin ying-yang seklinde bir rolii goriilmektedir. CaSR kanserde
proliferasyon, farklilagsma, hiicre 6liimii, anjiyogenez ve migrasyonu diizenler. Kolon,
paratroid, mide ve noroblastomada bir tiimor baskilayici olarak, meme, prostat,

yumurtalik ve bobrek kanserlerinde ise onkogen gibi davranmaktadir [6].

CaSR ekspresyonu kolorektal kanser ilerlemesi sirasinda artar ve mekanizma

tam olarak anlasilamamistir [65]. Prostat kanserinde CaSR; yiiksek seviyedeki
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kalsiyuma proliferasyon artisi ile yanit verir. Paratiroid timorleri ve diger tlimorlerde
CaSR'nin kaybi, tiimor hiicresi ¢ogalmasini desteklemekte ve tiimor hiicrelerinin

farklilasmamuis halde tutulmasina katkida bulunmaktadir [7].

Calismamizda immiinohistokimyasal isaretlemede CaSR ekspresyonunun
kontrol grubunda hasta grubuna gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ancak

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p= 0,326).

Wnt/B-katenin protein aktivasyonu ve -katenin mutasyonlar1 timor gelisimi
ve kanser hiicrelerinin gocii ya da metastaz ile iliskilendirilen en yaygin
degisikliklerdir [51]. B-katenin'in ekspresyonundaki degisiklikler, birtakim farkli
kanserlerde farklilagsma kaybi, daha agresif fenotip, timér invazyonunun artmasi ve
kotl prognoz ile iliskilidir [50]. Cesitli epiteliyal kanserlerde yiiksek oranda ekprese
edilmektedir [66]. B-katenin diizenlemesinin kaybi asir1 niiklear birikim ve hedef
genlerin uyarilmasi ile sonuglanir [51]. Deri kanserinde yapilmis c¢alismalarda f-
katenin ekspresyon diizeyinin melanom dis1 deri kanseri tiplerinden BHK’de oldukga
yiiksek oldugu belirlenmistir [67, 68]. Calismamizda SHK ve kontrol grubu -katenin
immiinositokimya isaretlemenin yogunlugu karsilastirildiginda hasta grubunda ¢ok
yiiksek eksprese edildigi ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundugu
saptanmigtir (p= 0.012). Daha once yapilmis c¢alismalarla uyumlu sonug elde
edilmigtir. Hasta grubunda SHK gelismesi iizerinde [-kateninin hiicre
proliferasyonunun ve hiicre farklilasmasinin bozulmasinda etkisi oldugu

belirlenmistir.

Caligmamizda, hasta ve kontrol gruplarinda VDR, CaSR ve p-katenin
antikorlariyla yapilan IHC ekspresyon bulgularinin One-Way ANOVA istatistik
analizine gore; hasta orneklerinde VDR ve B-katenin ekspresyon oranlari arasinda
anlamli bir farklilik gériilmemistir (p= 0,980). Yani, hasta 6rneklerinde VDR ve [3-
katenin ekspresyon oranlarinin birbirine yakin oldugu goriilmiistiir. Hasta
orneklerindeki VDR ve B-katenin ekspresyon oranlarinin ise kontrol VDR, CaSR, f3-
katenin ve hasta CaSR oranlarindan farkli oldugu gortilmiistiir. Yapilan bir ¢alismada
farelerde sa¢ folikiil farklilasmasinda D vitamini ve VDR’nin birlikte B-katenin
sinyalleme iizerinde resiprokal etkisinin oldugu ve VDR’den yoksun farelerde sag

kiran (alopesi) meydana geldigi raporlanmistir [2]. B-katenin ile VDR arasindaki
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etkilesimin, bazi cilt kanseri tiirlerine katkida bulundugu da gosterilmistir. VDR’ nin
silindigi veya mutasyona ugratildigi bir ¢alismada, B-kateninin asir1 eksprese edildigi
ve sa¢ kokii tiimorlerine neden olan kil folikiillerinin asir1 ¢ogalmasina neden oldugu

belirtilmektedir [69].

Ultraviyole B ile indiiklenen deri kanseri olusturulmus farelerde
1,25(0OH)2D3/VDR’nin direkt olarak B-katenin/TCF sinyallemeyi diizenledigi, ancak
fotokarsinogenez i¢in koruyucu major bir etkiye sahipmis gibi goriinmedigi

belirtilmektedir [69].

Calismamizda VDR ve B-katenin ekspresyon oranlariin hasta grubu ig¢inde
birbirine yakin olmasi ve aralarinda istatistiksel farkin bulunmayisi, her iki proteinin
hasta ve kontrol gruplarindaki oranlarinin karsilastirilmasinda farkin anlamli olmasi

SHK ile iliskili olabileceklerini diisiindiirmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez calismasi insanlarda skuamoz hiicreli deri kanserinde VDR, CaSR ve -
katenin arasindaki iligski agisindan arastirilan ilk ¢alisma olmasi bakimindan bilimsel
degere sahiptir. Calisma bulgularinin degerlendirilmesi sonucunda, SHK ile arastirilan
proteinlerden B-katenin ve VDR arasinda iliskinin ve hastalik gelisimi {izerinde
etkisinin olabilecegini gdstermektedir. Hasta ve kontrol grubu 6rneklerinde, CaSR
ekspresyon seviyelerinin istatistiksel olarak karsilastirilmasit sonucunda iki grup
arasindaki farkin anlamli olmadig1 belirlenmistir. CaSR ile SHK gelisimi ve diger
arastirilan molekiillerle etkilesimlerine iliskin bulgu elde edilememistir. Kolon,
paratroid, mide ve noroblastoma gibi kanserlerde tiimor gelisimi tizerine CaSR’nin
etkisi gosterilmigse de farkli bir kanser tipi olan SHK’de farkli sinyal yolaklarinin
etkili olabilecegini gostermektedir. Arastirmadan elde edilen veriler hiicresel sinyal
yolaklar1 ag1 arasindaki karsilikli iliskinin anlasilmast ve patolojik kosullarin
molekiiler temelinin ortaya konmasini saglayacak ileri aragtirmalara zemin
olusturmasi bakimindan da 6nemlidir. Ayrica yaygin bir hastalik olan skuamoz hiicreli
deri kanseri riskinin onlenmesi ve tedavisine katki saglayacak yeni stratejilerin
gelistirilmesi i¢in yapilacak ileri aragtirmalara yon verecek bulgular elde edildigi

diistiniilmektedir.
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