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KISALTMALAR
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: Akuat nukleus

: Beyaz yag dokusu
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: Signal transducers and activators of transcription
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MIDE KANSERLi OLGULARDA KAN VE MIDE LEPTIN
SEVIYESI iLE MIDE LEPTIN RESEPTOR, KAN SOLUBL
LEPTIN RESEPTOR, TNF-A, IL-6 VE SOLUBL IL-1 DECOY
(TUZAK) RESEPTOR SEVIYELERINDEKI DEGISIM

OZET

Amac¢: Mide adenokarsinomlu hastalarda mide ve kan leptin ile solubl leptin
reseptorii (SLR), mide leptin reseptdr protein seviyesi ve TNF-o, IL-6, sIL-1RII
seviyelerindeki degisimin ilk defa birlikte degerlendirilerek mide kanserli
hastalardaki roliiniin, dolayisiyla muhtemel indikator 6zelliginin ortaya konulmasi
amagclandi.

Gere¢ ve Yontem: Laboratuvar bulgulan ile siiphelenilip endoskopik olarak mide
kanseri diisiiniilen, daha sonra ise histopatolojik olarak mide kanseri tanisi konmus
30 erkek hasta calisma kapsamina alindi. Viicut kitle indeksi agisindan benzer,
normal endoskopik muayene icin gastroenteroloji poliklinige basvuran kisiler
arasindan secilen 25 erkek birey kontrol grubunu olusturdu. Bu gruptan endoskopi
sirasinda mide biyopsi Ornekleri ve endoskopi sonrasi aglik tam kan 6rnegi alindi.
Hasta grubundan kanserli bolgeden biyopsi i¢in doku alinirken, kanserli bdlgenin
disindan tiimdére komsu normal mide dokusundan yine doku biyopsileri alinarak
doku leptin reseptdr protein seviyesinin ve doku leptin seviyesinin tayininde 2. bir
kontrol olarak kullanildi. Serum 6rneklerinde leptin, solubl leptin reseptor, TNF-a,
IL-6, solubl IL-1 decoy (tuzak) reseptor seviyeleri ol¢tildii.

Bulgular: Serum leptin seviyesi, hasta grubunda kontrol grubundan anlamli olarak
diisiiktii (p<0.05), mide leptin diizeylerindeki artis anlamli degildi (p>0.05). Serum
solubl leptin reseptor hasta grubunda anlamli yiiksekti (p<0.05). Serum IL-1 tuzak
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reseptor hasta grubunda daha diisiiktii (p<0.05). TNF-a ve IL-6 diizeyleri hasta
grubunda yiiksekti, fark TNF-a diizeylerinde anlamli iken (p<0.05), IL-6
diizeylerinde anlamli degildi (p>0.05). Hasta grubunda doku leptin reseptdr diizeyi
azalmistt. Serum leptin ile leptin reseptdrii arasinda negatif yonde korelasyon
bulundu.

Sonuc¢: Mide adenokarsinomlu hastalarda elde edilen biitiin bu degisikliklerin tani,
prognoz ve tedavideki anlaminin ortaya konabilmesi i¢in daha ileri ¢aligmalara

ithtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: Mide kanseri, leptin, Leptin reseptor protein, IL-6, sIL-1RII,
TNFa, western blot

vii



BLOOD AND GASTRIC LEPTIN LEVELS AND GASTRIC LEPTIN
RECEPTORS, BLOOD SOLUBLE LEPTIN RECEPTORS, TNF-a, IL-6 AND
SOLUBLE IL-1 DECOY (TRAP) RECEPTOR LEVELS CHANGING IN
PATIENTS WITH GASTRIC CANCER

ABSTRACT

Objective: Blood and gastric leptin levels and gastric leptin receptor protein, soluble
leptin receptors, TNF-a, IL-6 and soluble IL-1 decoy receptor levels alterations in
patients with gastric cancer were investigated together to investigate their
relationship and whether their possible role of indicator in gastric patients.

Materials and Methods: 30 male patients were included to the study, who were at
the begining according to the laboratory findings and endoscopic examination
considered to be suspicious for endoscopic gastric cancer then confirmed with
histologically diagnoses as gastric cancer. 25 male dispeptic subjetcs, in terms of
body mass index similar to patients group, were inculuded to the study as control
group.

While biopsy samples were taken from the cancerous region of the gastric tissue,
outside of the cancerous region, just adjacent to the this cancerous region, normal
gastric tissue biopsy samples were also taken to use as a second control, in addition
to the dispeptic subjects for the analysis of gastric tissue leptin receptor protein levels
and leptin levels. Leptin, soluble leptin receptor, TNF-a, IL-6, soluble IL-1 decoy
receptor levels were measured in serum samples of all.

Results: In patient groups compared to control group; an increase tissue leptin levels,
a decrease in tissue leptin receptor protein level, a decrease in serum leptin levels,
increases both in serum TNF-a and IL-6 levels and a clear decrease in soluble IL-1

decoy receptor levels were detected.
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Conclusion: Evoluation of all these results obtained from patients with gastric
adenocarcinoma, suggest that the necessity of the evaluation gastric cancer more
efficiently, in respect to diagnosis, prognosis and treatment methods for these

parameters.

Key words: Gastric cancer, leptin, leptin receptor protein, IL-6, sIL-1RII, TNF-a,

western blot
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1.GIRIS VE AMAC

2008 yil1 verilerine gore diinya capinda yaklasik 12.7 milyon yeni kanser vakasi ve
7.6 milyon kansere bagli 6liim meydana geldigi tahmin edilmistir. Yine 2008 yili
verilerine gore toplam 989,600 yeni mide kanseri vakast ve 738,000 6liim meydana
gelmis olup bu rakamlar toplam kanser vakalarimin %8’ini ve toplam Oliimlerin
%10’unu olusturmaktadir. Bu yeni vakalarin ve Oliimlerin %70’inden fazlasi
gelismekte olan iilkelerde meydana gelmistir (1,2).

Mide kanseri, Japonya dahil Asya iilkelerinde en sik goriilen kanser tiplerinden
biridir. Kanser tiirleri i¢inde sebep oldugu o6lim sayist bakimindan akciger
kanserinden sonra ikinci siradadir (3).

Son teshis tekniklerine ragmen mide kanserli hastalar ileri evrede tan1 almakta ve bes
yillik sag kalimlar1 ¢ok diisiik (< %10) olmaktadir. Karsinoembriyonik antijeni
(CEA) de igeren, kullanilan ve kismen de etkili olan bazi mide timoér markirlarina
ragmen tani ve teshisteki gecikme durumu, kismen, erken evrede teshis ve hastaligin
monitorizasyonundaki spesifik ve sensitif biyomarkirlarin azligi ile iliskilidir (4,5).
Son yillarda mide kanseri lizerine yapilan ¢alismalar, yeni ortaya konulan hormonlar
basta olmak iizere hormonlarla indiiklenen metabolik degisiklikleri ve kanserle
iliskili immiin sistem aktivasyonu ile seviyelerinde meydana gelen degisiklikleri
kapsamaktadir. Ornegin; son birkag yil i¢inde yapilan c¢alismada, mide kanserli
hastalar saglikli kontrol grubuyla karsilagtirildiginda diisiik adiponektin seviyeleri
saptanip, bu durumun yogun bir mide kanseri riski ile birliktelige sahip olabilecegi

gosterilmistir (6).



Atrofik gastrit teshisi i¢in kullanilan serolojik markirlar kombinasyonu pepsinojen I
ve 11, gastrin ve Helicobacter pylori (H.pylori) antikorlar1 sonuglarda yiiksek spesifite
(%95-98) ye sahiptir (7-9). Ancak, intestinal metaplazi ve displazi gibi daha bagka
prekiirsor lezyonlar igin bu testlerin sensitivitesi ve spesifitesi daha diistiktiir;
strastyla %66 ve %70 ile %78 ve %65 (10). Bu nedenle, diger prekiirsor lezyonlarin
belirlenmesi i¢in daha iyi markirlara ihtiya¢ vardir. Birgok serolojik markir i¢in
yaygin diisiince bunlarin midenin 6zellesmis hiicreleri tarafindan salgilandigidir. Bu
ozellige dayanarak, midenin patolojik durumlart i¢in yeni bir potansiyel serolojik
markir olan leptin bulunmustur (11). Bununla birlikte; mide leptin reseptdr protein
diizeyi, tiimor nekroz faktér-o (TNF-a), interlokin-6 (IL-6) ve solubl IL-1 decoy
(tuzak) reseptor (sIL-1-RII) gibi enflamasyon ve anti-enflamasyon markirlarinin
mide adenokarsinomlu hastalardaki durumu, dolayisiyla rolii, acik degildir.

Bu ¢aligmada, mide adenokarsinomlu hastalarda mide ve kan leptin ile solubl leptin
reseptorii (SLR), mide leptin reseptdr protein seviyesi ve TNF-a, IL-6, sIL-1RII
seviyelerindeki degisimin ilk defa birlikte degerlendirilerek mide kanserli
hastalardaki roliinlin, dolayistyla muhtemel indikator 6zelliginin ortaya konulmasi

amaclandi.



2.GENEL BILGILER

2.1.MiDE KANSERLERI

Mide kanseri sik goriilmekle birlikte malign tiimdrlere bagl 6liimlerin énemli bir
nedenidir. Karsinomlar midenin malign tiimorlerinin %90-95’ini olusturur. Diger
mide tlimorleri olan lenfomalar %4, karsinoidler %3 ve mezansimal tiimorler %2
oraninda goriiliir. Mide kanserlerinin yaklagik %90-95’ini adenokarsinomlar
olusturur. Kalanini ise nadir goriilen diger malign kanserler meydana getirir (12,13).

Mide kanseri erkeklerde kadinlardan iki kat daha sik goriilmektedir. Hastaligin
insidansi iilkeler arasinda degisiklik gostermektedir. Japonlarda hastalik epidemik
boyutlardadir ve goriilme sikligi 70/100.000°dir. 75 yas sinirina bu oran % 11
seviyelerine ¢ikmaktadir. Ulkemizde; erkeklerde goriilen tiim kanser tiirlerinin
%8.72’sini olusturan mide kanseri akciger kanserini takiben ikinci en sik kanser iken,
kadinlarda meme ve kolorektal kanserlerden sonra en sik goriilen ticiincii kanserdir
ve kadinlarda goriilen tiim kanserlerin %6.89’unu olusturmaktadir. Tiirkiye’'de

hastalarin ortalama teghis yast 56 dir (14,15).

2.1.1.Risk faktorleri

Hastaligin ailevi olduguna dair deliller vardir, ancak hastalarin yalnizca %4 linde aile
Oykiisii vardir. 1953’de Aird, A kan grubu ile mide kanseri arasindaki iliskiyi
tanimlamigtir. A grubunda O grubu hastalara gore rolatif riskin 1-2 kat daha fazla
oldugunu goérmiislerdir (16).

Hastalik diyet aligkanliklari ile de iliskili goriinmektedir. Ozellikle siit, hayvansal
protein ve vitaminlerden fakir, nisastadan zengin diisliik kalitede diyetler, ileri

derecede tuzlu salamuralar, tiitsiilenmis et (benzopiren gibi polisiklik hidrokarbonlar
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igerir) ve baliklar hastalik gelisiminden sorumlu tutulmustur. Yiiksek protein
diyetleri ile gida koruyucu olarak veya su ile alinan nitrat ve nitritler, gastrointestinal
bakteriler ile nitrozaminlere doniigebilir. Aklorhidri, nitrozamin olusumuna
predispozisyon saglar. Nitrozaminlerin de gastrik mukoza icin karsinojenik oldugu
gosterilmistir. Kronik atrofik gastrit, intestinal metaplazi ve displazi gibi prekiirsor
lezyonlar da mide kanseri i¢in predispozandir ( 17,18).

1984 yilinda Robin Warren ve Barry Marshall, mide biyopsi 6rneklerinin kiiltiiriinde
gram negatif bakteriyel patojen olan H.pylori’yi tesbit etmislerdir (19). 2005 yilinda
Marshall ve Warren’a bu bakteriyi ve peptik tilserdeki roliinii kesfettikleri icin Nobel
Tip Odiilii verilmistir (20). Son yillarda yapilan birgok ¢alisma, H.pylori
enfeksiyonunun mide kanseri riskini belirgin olarak arttirdigini gostermistir. Uemura
ve arkadaslar1 H.pylori ile enfekte olan hastalarin  %3’linde, enfekte olmayan
hastalarla karsilagtirildiginda, mide kanseri gelistigini bildirmislerdir (21).
Hiperplastik polipler, midenin en sik goriilen polipleridir. Klasik bilgilerimize gore
timiiyle benign lezyonlar olarak kabul edilmelerine karsin, bu tiir poliplerde
displastik ve karsinomatdz degisikliklerin ortaya ¢iktig1 da bildirilmektedir (22- 24).
Ozellikle 2 cm ¢apindan biiyiik olan poliplerde displazi ya da karsinom gelisme
riskinin daha fazla oldugu belirtilmektedir. Malign degisiklik siklig1 poliplerin
coklugu ile de dogru orantilidir (25,26). Tibiilovilloz ya da villoz yapidaki
adenomatoz polipler de premaligndir. Tiibiiler adenomlarda malignite gelisme riski
daha azken tiibiilo-vill6z adenomlarda bu risk %33 olarak bildirilir (27).

Benign peptik iilser nedeniyle yapilan ameliyattan sonra da bakiye midede kanser
gelistigi bildirilmistir. Bu tiimorlere ‘giidiik karsinomu’da denir, ¢iinkii bu kanserler
Billroth I ve Billroth II gastrektomilerden sonra daha sik gelisirler. Gastrik cerrahi
sonrast 15 yildan itibaren mide giidiik kanseri gelisme riskinin 1.5 kat arttig
belirtilmektedir (28- 30).

Yapilan caligmalarda sigara icilmesi kanser riskini 1,5-1,6 kat artirir. Sigara
katraninda katekol gibi karsinojenik maddeler bulunur. Sigara i¢iminin daha ¢ok
kardiada lokalize intestinal tip mide adenokarsinomu ile iliskili olabilecegi
gosterilmistir (31). Yapilan bircok caligma sigara i¢iminin H.pylori iliskili mide
kanserinin de gelisim riskini arttirdigin1  gdstermistir  (32). Japon erkek
popiilasyonuna dayali yapilan bir prospektif ¢aligmada sigara i¢imi ve H.pylori’nin
mide kanseri i¢in risk faktorleri oldugu ve bu iki faktoriin kombinasyonunun mide

kanseri gelisim riskini daha da arttirdig1 belirtilmistir (33). Diisiik sosyoekonomik
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durum ve egitim yetersizligi kotii hijyenle iliskilidir. Ozellikle cocuklarda enfeksiyon
ajanlartyla maruziyeti artirir. Bu nedenle diisiik sosyoekonomik durumun gastrik

kanser gelisim sebeplerinden biri olabilecegi yoniinde ¢aligsmalar da mevcuttur (34).

2.2.YAG DOKUSU

Yag dokusunun enerji depolamak disindaki fonksiyonlarinin ortaya c¢ikmasiyla

beraber bu dokunun 6nemi giderek artmaktadir.

Insiilin > / » Leptin

— > Adipsin

Noradrenalin 4)'/
|

> Acp30

YAG HUCRESI

— > Resistin

Adrenalin >
Serbest Yag Asidi . L. L.
——— > Ajiotensinojen,Metalotionin
» Plazminojen Aktivator Inhibitor
Kortizon > Transforming Biiylime Faktorii

Serbest Yag Asidi

Sekil 1: Yag hiicresine etki eden bazi hormonlar ve yag hiicresinden salgilanan

maddeler (35).

Viicutta beyaz yag dokusu (BYD) ve kahverengi yag dokusu (KYD) olmak tizere iki
tip yag dokusu vardir (36). Normal insan viicudunda total yag hiicresi sayis1 yaklasik
5 x 10" kadardir. KYD’nun temel gorevi enerji harcanmasmi ve termogenezi
saglamaktir. KYD insanda neonatal donemde bulunur. Yenidoganda agirligin % 2-
3’4 KYD’dur, ancak sonradan 1s1 diizenleme mekanizmasinin devreye girmesiyle
KYD, BYD’na doniisiir. KYD viicutta Ozellikle toraksta perikard cevresinde,
intraskapular aralikta, sinoatrial diiglimde, karinda bdbrek iistii bezi ¢evresinde ve
intraperitoneal alanda bulunur. BYD ise cilt alt1 ve intraperitoneal alanda bulunur.
Viicut agirliginin %10-20’sini olusturur ve trigliserid yani enerji depolar (37, 38).
Beyaz adipositler, yag dokusunu anahtar bir endokrin organ yapan major sekretuvar
hiicrelerdir. Enflamasyon iligkili proteinleri (sitokinler, kemokinler ve akut faz

reaktanlar1) salgilarlar. Bunlara ilave olarak adiponektin, leptin, vaskiiler endotelyal
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growth faktér (VEGF) gibi bir¢ok diger adipokinler diger bir ifadeyle adipositlerden
tiireyen proteinlerde salgilanir. Obezitede bu adipokinlerden bir cogu belirgin olarak

artar ve doku enflamasyonu meydana gelir (39).

-1 Asit Glikoprotein, SAA3,
Enerji Homeostazun Diizenleyen FCL 24p5

Molekiiller Aot F
; ; ; g ut Faz yamt
Leptiny A diponektin, Rezistin Diizenleyen

. . 5 g Molekiiller
Pre-adiposit Adiposit
/¢ i)Y \
D > o

Lipoproiein Metaholizmas1

TNF-u, IL-6 Diizenleyen Tip IV Kollagen
Dogal Bagisikhk Sistemini Molekiiller Kanser, i .
Diizenleyen Molelsiiller VEGE, Monobitiin, Lo raselliler Matriks
Bilesenleri

Sekil 2: Adipoz dokudan salgilanan ve c¢esitli metabolik fonksiyon gosteren bazi
adipokinler (40).

Adipokinler, adipositlerden tiireyen proteinler olup metabolik ve immiinolojik pek
cok fonksiyonlari vardir. Immiinolojik &zelligi olan adipokinleri; sitokinler,
kemokinler, akut faz proteinleri ve pro-enflamatuvar medyatorii olan adipokinler
olarak siniflandirmak miimkiindiir (40).

Yag dokusundan salgilanan sitokin ve sitokin 6zelligi olan adipokinler; leptin, TNF-
a ve IL-6 olup, fonksiyonel ve yapisal benzerlikler gosterirler:

1. Reseptorleri benzer olup hiicre i¢i JAK (Janus kinase) /STAT(signal transducers
and activators of transcription) yolagini kullanirlar.

2. Biiylime faktorii 6zelligindedirler.

3. Plazmada belirli bir kan seviyesi olustururlar.



2.3.LEPTIN

2.3.1.Tanimi ve yapisi

Leptin, yag hiicresinden salgilanan ve negatif feedback mekanizma ile hipotalamusa
etki ederek besin alimimi baskilayan ve enerji harcanmasini arttiran, 16 kDa
agirhiginda bir peptid hormondur (41, 42).

1994 yilinda Zhang ve arkadaglar1 tarafindan kesfedilen leptin, adin1 Yunanca leptos
(ince) kelimesinden alir. Sitokinlere benzeyen leptin, 167 amino asit iceren bir
hormondur. Amino terminali 21 amino asitlik sekretuvar sinyal sekansini igerir. Bu
sinyal sekans1 mikrozomlarda kesik durumdadir. Boylece kanda dolasan leptin 146
amino asitlik bir proteindir. Insanlarda 7. kromozomun uzun kolunda bulunan
(7g31) ob/ob geni’nde kodlanmistir. ilk defa ob/ob mutant farelerde bir mutajenik
gen lirlinli olarak belirlenmistir (43, 44). Viicutta baslica adipoz dokuda sentezlenen
leptinin; plasenta, gastrik epitel, iskelet kasi, kemik iligi, hipofiz ve meme bezi

tarafindan da salgilandig1 gosterilmistir (45-50).

Merkezi Sinir Sistemi « Leptin
(Hipotalamus) A
Li
Enerji Harcanmasmda Artis
Besin Ahminda Azalma
Y Pozitif Enerji Dengesi R
o~ "'\-" T
Ay Yag Hiicresi
{ - \
d Negatif Enerji Dengesi -
Yag Hiicresi T

Sekil 3: Leptinin yag hiicresinden salgilandiktan sonra etki yeri (35).

2.3.2.Leptinin etki mekanizmasi

Leptin ilk olarak, hipotalamusda primer fonksiyonu besin alim1 ve enerji dengesini
regiile etmek olan bir nérohormon olarak tariflenmistir (43). Periferal organlarda
bircok prosesi modiile eder ve immiin cevap, fertilite ve hematopoez iizerinde
etkilidir. Hiicresel diizeyde, hedef dokuya bagli olarak leptin; mitojen, sagkalim

faktorii, metabolik regiilator veya anjiyogenik faktor olarak fonksiyon goriir (51).



Ogunwobi ve Beales, leptinin Epidermal Growth Faktor Reseptor (EGFR) sistem
aktivasyonu araciligiyla proliferasyonu sitiimiile ettigini bildirmislerdir (52).

Istah regiilasyonu ve enerji homeostazisinde anahtar rol oynar. Enerji
homeostazisindeki goérevini hipotalamus arkuat nukleus (ARN)’lari, ventromedial
(VMN) ve dorsomedial (DMN) hipotalamusta bulunan reseptorii (Ob-Rb) aracilig
ile yapar. Leptinin ana etki mekanizmasi, bir¢ok hipofizer hormonun regiilasyonunda
gorev alan ve asil etkisi istah1 arttirmak olan noropeptit Y’nin (NPY) arkuat
niikleus’tan ekspresyonunu ve salinimini inhibe etmektir. Boylece, enerji
harcanmasini arttirirken besin alimini azaltir (53). Leptin; kas, karaciger ve yag
hiicresinde glikoneojenezi arttirirken glukojenolizi azaltarak glukoz metabolizmasina
katilir. Plazma leptin miktar1 artarsa, besin alimi, lipogenez azalir ve enerji
harcamasi, lipoliz, insiiline hassasiyet artar (54).

Leptin, viicut yag kitlesi ile orantili olarak dolagimda bulunur ve santral sinir
sistemine de plazma seviyeleri ile orantili olarak gecer. Yapilan ¢alismalar leptinin
diger bir takim mediyatorler ile de etkilesim i¢inde oldugunu ve kompleks bir
iletisim ag1 oldugunu gostermistir (55, 56). Bu mediyatorler baslica anabolik ve
katabolik olarak ikiye ayrilabilirler. Anabolik olanlar (NPY gibi) giinliik gida alimini
arttirdig1 gibi enerji harcanmasini da azaltarak pozitif enerji dengesine neden olurlar.
Katabolik olanlar ise gida alimini azaltirlar ve enerji harcanmasini arttirirlar.
Katabolik mediyatorlerden ilk tanimlanan ve en 6nemli olan1 bir melanokortin ailesi
tiyesi olan o-MSH, pro-opiomelanokortin (POMC) prekiirsériinden olusan bir
molekiildiir ve melanokortin reseptor ailesinin birgok tiyesi i¢in liganddir (23, 57).
Enerji homeostazisinde niikleus arkuatus néronlarmin aktiviteleri de farklidir.
Ornegin; paraventrikiiler nucleus (PVN) lezyonlar1 obezite ile sonuclanirken (58),
lateral hipotalamik alan (LHA) lezyonlar diisiik viicut kilosunu korumaya yonelik
olarak anoreksi ile sonuglanir (59). Boylece niileus arkuatus ndronlar1 leptin
sinyallerini bu iki ndrona ulastirirken, iki ndéron arasinda koordinasyon da saglanmis
olmaktadir (57). Kilo kaybina yanit olarak LHA ndronlar1 uygun sekilde aktive edilir
ve beraberinde PVN néronlarindan anoreksijenik sinyal iletiminde azalma ile beraber
gida alimi1 da arttirilir ve enerji harcanimi azaltilir. Béylece yag depolar1 doldurularak
kilo alim1 saglanmaya c¢alisilir. Tersine PVN noronlarindan artmis sinyal iletimi ile
gida alimi1 azalir (istah kaybi), enerji harcanimi artar ve yag depolarinda azalma olur

(60- 62). Sonugta leptin, beyinde kilo alimina neden olan anabolik sinyal iletimini



inhibe, enerji harcanmasini arttiran katabolik sinyal iletimini aktive ederek fazla kilo
alimina engel olur.

Leptinden baska gastrointestinal sistemden de &giin boyutunu ve sikligini
diizenlemek i¢in beyine sinyaller gelir. Bunlarin bir kismi direkt olarak
gastrointestinal traktusun gerilmesi sonucu mekanik impulslarla gelirken, biiyiik
cogunlugu vagus sinirinin afferent dallar1 ile ulasir (57, 63). Vagusla ulasan
hormonal doygunluk sinyalinden ilk bulunani ve en 6nemlisi kolesistokinin (CCK)
dir (63). Leptin ayn1 zamanda kolesistokinin ile uyum i¢inde ¢alismaktadir. CCK’ya

olan duyarlilig1 arttirir ve bdylece 6glin hacmi azaltilmis olur (64- 66).

Hipotalamus Arka Beyin

Tokluk .
Sinvallerini Ogtnleri Sonlandiran

Noronlar

Anabolik o2 il

Nervus Vagus

NPY-AGRP Yemek Boyutu
Néronlarr  pOMC-CART
@ Néronlan

Tokluk Sinyalleri
Kolesistokinin
Leptin Insiilin Gastrik Distansiyon

Adiposite Sinyalleri

Sekil 4: Adiposite ve tokluk sinyalleri (57).

Insiilin ve leptin hipotalamusun arkuat nukleusunda (ARN) rol alan adiposite sinyalleridir. Bunlar,
Noropeptid Y/agouti-releated peptid (NPY/AGRP) noronlarinin destekledigi anabolik durumu (besin
aliminda artis, enerji harcaniminda azalig) inhibe ederlerken, pro-opiomelanokortin/ kokain ve
amfetamin regiile transkript (POMC/CART) noronlarinin destekledigi katabolik etkileri (anoreksi,

enerji harcaniminda artis) stimiile ederler.



2.3.3.Kan leptin diizeyini etkileyen faktorler

Istah1 azaltan ve enerji harcamasini arttiran leptin hormonunun obez kisilerde teorik
olarak daha az olmas1 beklenirken farkli sonuglar elde edilmistir. Obezlerde normal
kisilere gore serum leptin diizeyleri belirgin olarak yiiksektir. Bu durumun obezlerde
leptine kars1 gelisen bir duyarsizliga bagl oldugu diisiintilmektedir (67, 68). Obez
kadin ve erkeklerde leptin diizeyi ile VKI arasinda pozitif bir iligki gdsterilmistir.
Ancak normal kilolularda bu iligki gosterilememistir (69- 71).

Enteresan olarak, 24 saatlik aglik leptin diizeyini % 30 azaltirken, asir1 beslenme 12
saat i¢inde bazal leptin diizeyini % 50 arttirir (72).

Kan leptin diizeyini etkileyen faktorlerden bir digeri cinsiyettir. Insanda leptin
Ol¢iimlerinin ilk raporlarinda leptin diizeyleri bakimindan ciddi bir cinsiyet farki
oldugu belirtilmistir (73, 74).

Leptin diizeyleri kadimlarda ayni viicut kitle indeksi (VKI)’ne sahip erkeklerden iki
ile i¢ kat daha yiiksektir (67, 75). Bu durum kadinlarda yag dokusu fazlalig1 ve
subkutan (cilt alt1) / visseral yag oraninin daha fazla olmasi ile agiklanmaktadir (76).
Ciinkii, serum leptin diizeyi yag kiitlesiyle, ézellikle de daha fazla leptin sekrete
ettigi gosterilen subkutan yag kiitlesiyle giiclii iliskilidir; leptin mRNA’s1, deri alt1
yag dokusunda viseral yag dokusuna gore daha fazla bulunmustur. Erkeklerde ise
leptin diizeyinin en onemli belirleyicisi kadinlardaki gibi VKI degil, bel cevresidir
(77).

Cinsiyet farki ¢ocuklarda da gosterilmistir: leptin diizeyi kizlarda her zaman
erkeklerden daha fazladir. Bu fark, kord kaninda 6l¢iim yapildiginda yenidoganda
bile bu sekilde goriilmiistiir (78, 79).

Leptin, esas olarak adipositlerce {iretilir, fakat pepsinojen I’e benzer olarak gastrik
sef hiicreler de bir leptin kaynagidir (48, 80).

Kanda serbest ve proteine bagli olmak iizere iki sekilde bulunurken leptinin
aktivitesinden serbest formunun sorumlu oldugu diistiniilmektedir. Yapilan
caligmalarda obez bireylerde serumdaki leptinin biiyiilk kisminin serbest formda
oldugu tespit edilmistir (81-83).

Ob geni 3 egzon ve 2 intron’dan olusmustur ve glukokortikoid yanit eleman ile
birkag cAMP yanit elemani igerir. Yag dokusundaki Ob mRNA 'nin turnover hizi ¢ok
yluksektir (yar1 6mrii yaklasik 2 saat) (84).
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Leptinin dolagimdaki yar1 6mrii yaklasik 30 dakikadir ve pulsatif olarak yemeklerden
2-3 saat sonra salgilanir. Diurnal bir ritmi vardir ve sabah erken saatlerde pik
yaparken, 6gleden sonra en diisiik diizeylere iner (85).

Leptin diizeyinin ana belirleyicisi viicut yag kitlesi ve viicut kiitle indeksi (VKI) olsa
da, bir c¢ok faktér leptinin salimmasnda rol almaktadir. Insulin (86),
glukokortikoidler (87), prolaktin (88), cerrahi stres ve asir1 yeme-obezite (89) adipoz
dokudan leptin sentezini stimiile ederken; B-adrenerjik agonistler, androjenler (89),
tiroid hormonlar1 (90), biiylime hormonu (91), somatostatin (92), serbest yag asitleri
(93), uzun siire aclik (89), soguga maruz kalma (94) ve katekolaminler (95) leptin
salinimi iizerine baskilayici etki gosterirler. Enfeksiyon, endotoksin, sitokinler, 7NF-
a ve IL-1 leptin iiretimini uyarir (54, 96).

In vitro galismalarda adipoz dokudan leptin sekresyonunun kadin-erkek arasinda
farkli oldugu, kadinlarda adipoz dokudan spontan sekresyonun erkeklerden daha
ylksek oldugu (97) ve yine kadinlarda subkutan / omental leptin mRNA ekspresyonu
oraninin daha yiiksek (98) oldugu gosterilmistir. Dahasi, kadinlarda serebrospinal
leptin diizeyleri, muhtemelen serebrospinal siviya gecen artmis leptin transportu
nedeniyle, daha yiiksektir (99).

Bu bilgilerle, adiposite disinda seks steroidleri gibi diger faktdrlerin bu cinsiyet
farkinda rol oynayabilecegi bildirilmistir. Ostrojenlerin adipositlerden leptin
salimmmint stimiile ettigi in vitro calisma ile gosterilmistir (100, 101). Bu etki
kadinlardan alinan adipositlerde gosterilmis, erkeklerden alinan adipositlerde ise
gosterilememistir (102). Overektomize ratlarda leptin diizeyi diiserken, Ostradiol
suplementasyonu ile diizey normale geri dénmektedir (101, 103). Insan da in vitro
fertilizasyon programinin baslangicinda eksojen follikiil stimiile edici hormon (FSH)
ile birlikte 6strojen verilmesi ile leptin diizeyleri yiikselmektedir (104, 105).

Diger taraftan androjenler, leptin sekresyonu {izerinde inhibitor etkiye sahiptir (106).
Adipoz hiicrelerinden leptin mRNA ekspresyonu ve sekresyonunu testosterone
stiprese etmektedir. Ratlara testosterone uygulanmasi leptin mRNA ekspresyonu
diistirmekte ancak dolasimdaki leptin diizeyini degistirmemektedir (107). Erkek
viicut gelistiricilerin kullandiklar1 anabolik androjenik steroidler, leptin diizeylerini
belirgin olarak diistirmektedirler (108). Bdylece, viicut kompozisyonu ve yag
dagilimma ek olarak androjenlerin siipresif etkileri leptin diizeylerindeki cinsiyet

farkin1 kismen agiklayabilmektedir (109).
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2.3.4.Leptin reseptorleri (OB-R)

Leptin kendi hormonal etkilerini ObR denen spesifik transmembran reseptoriine
baglanarak ortaya koyar. Leptin reseptorleri, Tartaglia ve ark. tarafindan, farelerde
bir ekspresyon klonlama stratejisi kullanilarak tanimlanan diyabet (db) geninin
tiriinleridir (110). Leptin reseptorleri, JAK olarak bilinen protein sinifi ile iliskili,
klas 1 sitokin ailesine dahildir (111).

Leptin reseptor geni en az 6 farkli izoform (ObRa — ObRf) olusturmak i¢in alternatif
olarak raptedilmistir. Biitiin izoformlar, amino terminallerinde 816 amino asitlik
0zdes bir ekstraselliiler ligand baglayict alana sahiptir, ancak C-terminaldeki
intraselliiler alan farklidir. ObRa, ObRb, ObRc, ObRd and ObRf 34 amino asitlik
transmembran alani igerirken, ObRe’nin membran1 gecen alanindan once uglari
kesilmigtir ve sanki gizlenmis gibi goriinmektedir (112). ObRb, 302 rezidii
intraselliiler alani olan tek uzun form iken digerleri kisa (32-97 amino asit)

intraselliiler alana sahiptir (113).

Kisa Form Uzun Form
ObRa ObRb ObRc ~ ObRd ObRe  ObRf
Ligandin baglandi&
EC alam

™
(JAK) Box |

MAPK
PI3K

Box2 (STAT)

Sekil 5: Leptin reseptor izoformlari. EC — ekstraselliiler alan, TM — transmembran alani (44).
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ObRb, baskin olarak beyinde eksprese edilir ancak periferal dokularda (iskelet kasi,
adipositler, mide ve karaciger) daha diisiik diizeyde bulunmaktadir. Kisa leptin
reseptorleri transport ve/veya klirens rolii gordiikleri koroid pleksus, vaskiiler endotel
ve bobrek, karaciger, mide, akciger ve gonadlar gibi periferal dokularda eksprese
edilirler (114, 115). Beyin kapillerleri ve pleksus koroideusda OB-Ra reseptorlerinin
bol olarak bulunmasi, kisa form reseptorlerin leptinin merkezi sinir sistemine
transportunda onemli gérevleri oldugunu diisiindiirmektedir. OB-Ra, solubl reseptor
kaynag1 olarak da rol oynar (116). Beyin dist dokularda eksprese edilen ObRb
miktari, total ObRb miktarinin sadece kiigiik bir kismidir (117).

ODbR, intrinsik tirozin kinaz alanina sahip degildir bu nedenle sitoplazmik kinazlara,

esas olarak da JAK ailesinin bir iiyesi olan JAK2’ye baglanir (118).

Migrasyon ve
Invazyon Biiviime ve
sagkahm / |
— s » T ——

—
Nukleus @J# / I P
C®
W d AN PN TOTITVDE
AL AN AT AT ANTL AT AT i

SOCS3 ve diger STAT3- /
indiiklenmis genler,Orn. "
VEGF transkripsivonu

¢ |Hiicre déngii inhibitér pRb inaktivasyonu
Erken cevap genlerinin c-fos,c-jun,egr-1
transkripsivonu

NFKB- indiiklenmis genlerin transkripsivonu

Sekil 6: Leptin reseptor sinyali (121).

Kisa form leptin reseptorleri JAK baglayict alana sahiptir fakat sadece uzun form

leptin reseptorii, ObRb, STAT larin aktivasyonu i¢in intraselliiler motiflere ihtiyac

duyar. ObRb’nin aktivasyonu ve daha kiiclik boyutta da ObRa, MAP kinaz gibi
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STAT’dan baska JAK bagimh sinyal yollarim1 da aktive eder (119). Leptin
etkisindeki bu farkli sinyal yollarinin goreceli 6nemi hala bilinmemektedir (44).
Farelerde matiir reseptdrler 1142 amino asitten olugan 81 kDa agirliginda Tip I
(ekstraselliiler N- terminal) transmembran proteinidirler. 817 amino asit igeren
ekstraselliiler segment, 21 amino asit i¢eren transmembranik bdlge ve 302 amino asit
iceren sitoplazmik kuyruk olmak iizere 3 bdlgeden olusurlar. Insan, fare ve sican
reseptorleri uzunluk bakimindan birbirleri ile benzerdirler. Farelerdeki ekstraselliiler
ve sitoplazmik segmentler insandaki reseptorler ile kiyaslandiginda sirasiyla %77 ve
%72 oraninda benzerlik gdsterir. Insanlarda ekstraselliiler segment Trp-Ser-X-Trp-
Ser motifleri igerirken, sitoplazmik kuyruk da STAT ve JAK etkilesimi saglayan
sekanslara sahiptir (120).

2.3.5.Leptin reseptorleri ve mide

Daha 6nce Bado ve arkadaslarinin ratlarda gosterdigi gibi (48), leptin reseptorii insan
mide mukozasinda da gdsterilmistir (122), boylece leptinin insanda mide kaynakli bir
protein oldugu kanitlanmistir. Sobhani ve arkadaslari yaptiklar: ¢alismada
immiinoblot yontemiyle insan midesinin leptin reseptoriiniin uzun formunu eksprese
ettigini gostermislerdir (122).

Endojen gastrik leptin, gastrointestinal sistemde otokrin ve/veya parakrin yollarla
gastrointestinal hormon gibi davranir ve sindirimin fizyolojik aktivitesinde, kisa
zamanli 6glin biyiikligi kontroliinde, gastrik mukozal hiicre korunmasinda ve
beslenmede, gastrik asit ve gastrik hormon sekresyonunun regiilasyonunda ve

intestinal transportun modiilasyonunda énemli birer rol oynar (123).

2.3.6.Leptinin diger sistemlere etkileri

Leptinin viicuttaki baslica rolii, beyin (6zellikle hipotalamus) tiizerine negatif
‘feedback’ etki ile gida aliminm1 ve enerji metabolizmasini diizenlemek ve obezite
gelismesini engellemektir (124). Ayrica, metabolizmanin diizenlenmesi (125), cinsel
gelisim (126), tireme (127), hematopoez (128), immiinite (129), gastrointestinal
fonksiyonlarin diizenlenmesi (48), sempatik sinir sistemi aktivasyonu (124),

anjiyogenez (130) ve osteogenezisde (131) de ¢cok dnemli roller oldugu saptanmustir.
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Sekil 7: Leptinin santral ve periferal ndroendokrin etkileri (132).

2.3.6.1.Leptin ve immiin sistem

Leptin  dogal ve edinsel immunitede 6nemli rol  oynamaktadir.
Infeksiyon/inflamasyon durumlarinda konagin leptin diizeyleri artar ve anti-
inflamatuvar etki gosterir. Infeksiyonlar esnasinda gozlenen anorekside TNF-a, IL-1,
ve IL-6 'min yami swra, artan leptin seviyesinin de etkili olduguna inanilmaktadir
(133). Leptinin, immiin sistemde genel olarak etkisi; proinflamatuvar etki,
proinflamatuvar hiicrelerin aktivasyonu, Th-1 cevabinin desteklenmesi ve TNF-a,
IL-2 veya IL-6 gibi diger proinflamatuvar sitokinlerin iiretimine aracilik edilmesi
seklindedir. Leptin reseptorii de proinflamatuvar sinyallerle upregiile edilmektedir.
(134).

Leptin ayrica monosit/makrofajlardan sitokin liretimini modiile eder. Leptinin IL-1a
tiretimini hem indiikledigi hem de up-regiile ettigi fare makrofaj hiicre hattinda

gosterilmistir (135).

15



IL-1

. Aktive
INF-a T-hiicresi
1L-6 \\\\ -4y
Aktive N/ L2
monosit IL-2_—— — IFN-y

N IFN-y i ;
T-hiicresi Thl
\\ . N
IL-1 Monosit . / .
Leptin

TNF-a

IL-6 + lektinler T hiicresi

Aktive . Adiposit
polimorfoniikleer

hiicre Aktive dogal

dldiirticii hiicreler

T
i
\' ‘/ Leptin
Il
- Sy
\\\ \‘\\’
Polimorfoniikleer
hiicre

NS

. Dogal dldiirticii hiicreler

Sekil 8: Leptinin immiin-kompetan hiicre aktivasyonundaki rolii (134).

Gerek leptin defekti (ob/ob), gerekse leptin reseptor defekti (db/db) olan farelerde
immiin fonksiyonlarin bozuldugu tespit edilmistir (136). Bu bozukluklar baslica
hiicre aracili immiin yanitta olmaktadir ve 6zellikle viral ve bakteriyel infeksiyonlara

kars1 yanitta azalma ve azalmis makrofaj fonksiyonlar1 olarak kendini gostermektedir

(129).
2.3.6.2.Leptin ve hematopoez

Hematopoetik dokularda ve stem hiicrelerinde leptin reseptorleri gosterilmistir (137).
Leptinin hematopoezdeki direkt rolii; yolk kesesi, fetal karaciger, kemik iligi ve
CD34+ hiicrelerin yan1 sira lenfo-hematopoetik, fetal stromal ve megakaryotik hiicre
hattinda OB-Rb’nin ekspresyonuna dayanilarak belirtilmistir (137- 140).

Leptin diizeyleri ve 16kosit sayilar1 arasinda bir korelasyon oldugu da belirtilmistir

(141, 142).
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Sekil 9: Leptinin otoimmiinitedeki rolii (132).

Leptinin, eritropoetinin eritrositler tizerindeki uyarici etkisini arttirarak kan yapimini
situmiile ettigi, trombosit agregasyonu ve tromboziste rol aldigi bildirilmistir.
Leptinin 6zellikle viicut savunmasinda aktif rol alan hiicrelere pozitif yonde etki
ettigi ve immiin yaniti maximum seviyede tuttugu bilinmektedir.

Son ¢aligmalar leptinin hematopoezin ¢ok erken safhalarinda sitokinlerle beraber
Ozellikle T hiicreleri ve makrofajlar basta olmak iizere bir ¢ok hematopoetik hiicrenin

gelismesini etkiledigi gosterilmistir (144, 145).

2.3.6.3.Leptin ve kemik metabolizmasi

In vitro sigan kemik iligi kiiltiirlerinde leptin, bir ¢cok mineralize olmus kemik
nodiiliiniin artisin1 saglamistir (146). Insanlarda leptin seviyelerinin artmis kemik

kitlesi ve kemik olusum hizi ile pozitif korelasyon gosterdigi bulunmustur (147).

2.3.6.4.Leptin ve anjiyogenez

Insan endotelyal hiicrelerinde leptin reseptorlerinin oldugu ve leptinin anjiyogenezisi
hem in vitro hem de in vivo indiikledigi saptanmistir (148).
Leptinin burada bir lokal regiilatér olarak davrandigi ileri siiriilmistiir. Bunun

nedeni; obezitenin gelisme ve diizelme (zayiflama) fazlarinda leptindeki azalma ve
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artmalara paralel olarak yag dokusunun vaskiilaritesinde de fizyolojik olarak artmalar

ve azalmalar oldugunun saptanmasidir (149).

l leptin ]

sitokin iiretiminin inflamasyonun
modiilasyonu regiilasyonu
Thl Th2 lenfosit monosit
mediyatorlii mediyatorlii
Y h 4
artmus hiicre apopitozun
proliferasyonu inhibisyonu
T lenfosit ~ CD34+ hiicre T lenfosit @
— e @ losemi hiicresi
endotel hiicresi  gsemi hiicresi

Sekil 10: Leptinin immiin ve enflamatuvar cevaptaki rolii (143).

2.3.6.5.Leptin ve termogenez

Leptinin enerji harcanmasinda yaptigi en Onemli etki termogenezisde artis
saglamaktir (150, 151). Tiroid hormonlarmin termogenezi arttirarak enerji
metabolizmasinda diizenleyici rol oynadiklart bilinmektedir. Tiroid hormonlari
UCP2 ve UCP3 denen uncoupling proteinlerin (UCP) ekspresyonunu gii¢lii bir
sekilde uyarirlar, boylece daha fazla 1sinin olusmasini saglarlar (48). Leptin tiroid
hormonlarinin seviyesini ve sempatik sinir sisteminin aktivasyonunu arttirarak daha

fazla UCP seviyelerinin olugsmasini saglar ve termogenezisi arttirir (152). Bu sekilde
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istah azaltilarak obezite gelisimi Onlendigi gibi enerji harcanmasi da arttirilmis

olmaktadir.

2.3.6.6.Leptin ve insiilin metabolizmasi

Serum leptin diizeyleri, tip 1 ve tip 2 diyabetik hastalarda insiilin tedavisi ile
artmaktadir (153, 154).

Korbonits ve arkadaslari, kronik yiiksek insiilinemisi olan instilinomali bir hastanin
belirgin yiliksek leptin diizeylerinin cerrahi tedavinin ardindan distiiglinii, kronik

hiperinsiilineminin leptin ekspresyonunu arttirdigini belirtmislerdir (155).

Leptin Reseptorii Insiilin Reseptorii

Hiicre Membran

\ / Insiilin Reseptorii
@ (P)

Tirozin Kinaz

IRS-2

PI3Kinaz

Aktivasyon

Besin Aliminin Inhibisyonu

Sekil 11: Fosfotidilinozitol 3-kinaz enzimi araciligiyla insiilin ve leptinin

intraselliiler sinyali.

Leptin, reseptoriiniin uzun formuna baglanir. Bdylece reseptdriiniin sitoplazmik
kisminin, tirozin kinaz enzimi Janus kinaz-ile igbirligi saglanir (100).

Leptin reseptoriiniin karaciger, iskelet kasi ve adipositlerde eksprese edilmesi
leptinin bu ¢ klasik insiilin hedef dokularinda ve bu dokulara insulin cevabinda

muhtemel etkisinin oldugunu gostermektedir (109).
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2.3.6.7.Gastrointestinal sistem ve leptin

Midede oOzellikle fundus bolgesinde yogun olmak {izere leptin reseptorleri ve
mRNA's1 bulunmustur. Gastroprotektif etkisiyle midedeki gastrik lezyonlar1 azalttig1
gosterilmistir. Ince barsakta ve daha ¢ok jejunumda leptin reseptdrleri
bulunmaktadir.

Leptin, NPY yapimini inhibe ederek istahi azaltir, dolayisi ile gida alim1 azalir (48)
ancak plazma leptin konsantrasyonunun makrobesinler tarafindan regiile edildigi
bilinmemektedir. Ayrica, pentagastrin veya sekretinin intravendz infiizyonunun
dolasimdaki leptin seviyelerini arttirdigi, buna paralel olarak da mide igerigine leptin
salimimint arttirdig1 rapor edilmistir (156). Bununla birlikte mide fonksiyonlarinin
kontroliinden sorumlu olan noéronlarin direkt olarak leptin tarafindan etkilendigi

bildirilmistir (157).

/ Adipoz doku \

[BESINLER] [ LEPTIN ]

@ Besin alin

Gi bilge
' *
T_a:_-.-‘,'."" =
Karaciger Kas Pankreas
Glukoz Glukoz Insiilin
iiretimi kullaniim sekresyonu

Kan
Sekil 12: Leptin, insiilin ve glukoz homeostazisi (158).
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Temel olarak gastrointestinal hareketleri kontrol eden myenterik pleksusda da
leptinin varlhig1 gosterilmektedir. Ayrica intestinal 1 hiicrelerinin beslenmeye karsi
saldig1 CCK ile leptinin sinerjistik etki gosterip beslenmenin diizenlenmesinde kisa
sireli reglilasyon ve/veya uzun siireli regiilasyonda rol oynayabilecegini

gostermektedir (159).

2.3.7.Leptin ve malignensi

Son iki dekatta obezite prevalansi belirgin olarak artmigtir. Bugiin obezitenin ciddi,
kronik bir hastalik oldugu kabul edilmektedir. Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde
obezite prevalansi giderek artmaktadir. Amerika’da yetiskinlerin %66’s1 asir1 kilolu
ve %31°1 obez olarak tespit edilmistir (160). Obezite ile iliskili kardiyovaskiiler
hastalik, tip 2 diyabet ve osteoartrit gibi morbiditeler obez popiilasyon i¢in major
birer risk olusturmaktadir. Ayrica, asir1 kilo ve obezite; 6zafagus ve gastrik kardiya
adenokarsinomlari, kolorektal ve hepatobiliyer kanserler gibi belli gastrointestinal
malignensilerin insidans1 ve mortalitesi i¢in belirgin bir risk faktoriidiir (161- 164).
Gilicli epidemiyolojik bulgulara ragmen obezite iligkili karsinogenezin molekiiler
mekanizmalart ¢ok az anlagilmistir (165). Bir hipoteze gore, ‘adipokinler’ (leptin,
adiponektin, VEGF, TNF-a, ve IL-6) , obezite iliskili karsinogenez mekanizmasinda
onemli birer rol oynamaktadirlar.

Leptin, son yillarda olduk¢a popiiler olup bir ¢ok arastirmanin da odagi olmaktadir
ve obezite-kanser iligskisinde anahtar bir rol oynadig1 diistiniilmektedir (166- 168).
Son arastirmalar, leptinin tiimér hiicre biiyiimesinin stimiilasyonu, migrasyon,
invazyon ve anjiyogenez gibi hepsi tiimor progresyonunda rol oynayan birgok
fonksiyonunun da oldugunu gostermistir (sekil 1) (169).

Yapilan caligmalarda farkli sonuglar elde edilmekle birlikte, dolasimdaki leptin
diizeyleri adipoz doku kiitlesiyle direkt korele olup, obezite durumunda artis
gostermektedir. Bu artmis konsantrasyonlar hem artmis yag kiitlesi hem de daha
genislemis adipositlerin sonucudur (67).

Bir¢ok klinik ¢alisma serum leptin diizeyleri ile prostat kanseri (170), kolorektal
kanser (171- 179), meme kanseri (180) ve bir ¢ok bagka kanser tiirii arasindaki
iliskiyi aragtirmistir. Bu ¢alismalarin bir kisminda serum leptin diizeyleri ve kanser
riski arasinda bir iliski oldugu gosterilirken (170- 180), bir kisminda herhangi bir
iligkiye rastlanilmamistir (181, 182).
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Sekil 13: Obezite iliskili faktorlerin 6zeti (169).

Baz1 calismalarda kolorektal kanser hastalarinda azalmis serum leptin diizeyleri
gosterilirken (172- 176), digerlerinde artmis serum leptin diizeyleri bildirilmigtir
(177- 179).

Zhao ve arkadaslar1 ¢alismalarinda intestinal metaplaziden, intestinal tip gastrik
adenokarsinom transformasyonunda leptin ve ob-R’nin iki yonlii ekspresyonunun

tiimor spesifik fenomen olabilecegini belirtmislerdir (183).

2.4.SITOKINLER

2.4.1.Genel ozellikleri

Sitokinler viicutta degisik hiicreler tarafindan sentezlenen, multi fonksiyonel
polipeptidlerdir. Hastaliklarin fizyopatolojisinde etkili ve terapotik potansiyele sahip
olan bir protein grubudur. Immiin sistem hiicreleri arasindaki iliskileri kontrol
ederek, inflamatuvar cevabi destekleyerek ve hematopoez olaymi diizenleyerek

bir¢ok fizyolojik cevapta 6nemli rol oynarlar.
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Sitokinlerin aktiviteleri ilk kez 1926’da Zinsser ve Tamiya tarafindan tanimlanmis ve
bunlarin 16kositlerden salgilanan ¢oziiniir {riinler olduklari, damar duvar
fonksiyonlarini etkiledikleri bildirilmistir (184).

Sitokinler polipeptid veya glikoprotein yapisinda molekiil agirligi 6.000- 80.000
Dalton arasinda olan molekiillerdir (185). Bugiline kadar yiizden fazla sitokin
tanimlanmistir. Genellikle preform molekiiller olarak depo edilemezler. Cok kiiciik
konsantrasyonlarda bile 6zgiil reseptorleri ile hedef hiicreye baglanarak etkilerini
gosterebilirler.

Cok degisik ozellikler gdstermelerine ragmen her bir sitokin, 6zgiil uyarana karsi
cevap olarak 6zel hiicre tipleri tarafindan sentezlenir. Cogunlukla mononiikleer
fagositik hiicreler (MFH)’den ve T lenfositler de olmak tizere ¢ok degisik hiicre
tipleri tarafindan tiretilen sitokinler kendi aralarinda tiretildikleri hiicrelere gore isim
alir. Nitekim MFH tarafindan iiretilen sitokinler ‘monokin’, T lenfositler tarafindan
tiretilen sitokinler ‘lenfokin’ olarak adlandirilir.

Sitokin tiretimi sinirli ve bolgeseldir, depolanmaz. Bu nedenle ihtiya¢ halinde yeni
bir gen transkripsiyonu gerekmektedir. Transkripsiyon periyodu kisadir. Sonug
olarak hizli sentez hizli salimmla beraber olur. Sitokinler birbirlerinin sentezini
ve/veya salinimin etkilemektedir.

Hedef hiicrelerin biiylime, farklilasma ve fonksiyonlar1 {izerine etki gosterirler.
Sitokin etkisi; o sitokini sentezleyen hiicre iizerine ise ‘otokrin’, yakinda baska bir
hiicre iizerine ise ‘parakrin’, dolagim sistemi araciligiyla ulagilmis bir hiicre {izerine
ise ‘endokrin’ etki olarak siniflandirilir.

Farkli sitokinler, ayn1 hedef hiicre iizerinde degisik etkilere sahip olabilir. Tek bir
sitokin birden ¢ok hiicre tipi lizerine etkili olabilir (pleiotropizm). Ayni1 hiicre iizerine
farklr sitokinler ortak etki gosterebilirler, Sitokinlerin, benzer diger polipeptid
hormonlarda oldugu gibi, aktivasyonu hedef hiicre yiizeyinde bulunan 0zgiil
reseptdrlere baglanmasina baghdir. Ozgiil reseptoriin ekspresyonu ise 6zgiil sinyaller
aracilifiyla diizenlenir (186).

Thl (pro-enflamatuvar) ve Th2 (anti-enflamatuvar) hiicreler tarafindan {iretilen
sitokinler pek ¢ok infeksiyon, otoimmiin ve malign hastaliklarin patolojisine etki
etmektedir, Sitokin profilleri arasindaki bireysel farkliliklarin bir kismi, sitokin
genlerinin diizenleyici bolgelerindeki allellik polimorfizmlere bagli olarak ortaya

cikar (187).
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2.4.2.Sitokinlerin siniflandirilmasi

Sitokinler fonksiyonlarina gore 3 gruba ayrilirlar:

1. Dogal=primer (innate) immiiniteye aracilik eden ve diizenleyenler;

a)Tip 1 Interferonlar (IFN)
b)Tiimor nekroz faktor
¢)Interldkin 1
d)interlokin 12
e)Kemokinler

2. Kazanmilmig= sekonder (adaptive) immiiniteye aracilik eden ve diizenleyenler;
a)Interlokin-2, 4, 5, 13, 16 ve 17
b)interferon-y
¢)TGF-B
d)Lenfotoksin

3. Hematopoezi regiile edenler:
a)Stem cell factor (c-Kit ligand)
b)interldkin -3
¢)Koloni-stimiile edici sitokinler
d)Graniilosit-monosit CSF (GM-CSF)
e)Monosit CSF (M -CSF)
f)Grantilosit CSF (G-CSF) (188, 189).

2.4.3.Sitokinler ve kanser iliskili enflamasyon

Selliiler patolojinin bulucusu olan Rudolf Virchow, kanser6z lezyonlarda 16kositlerin
varligina dayanarak, enflamasyon ve kanser gelisimi arasindaki iligkiyi 1863 yilinda
gostermistir (190).

Tiimdr iligkili enflamasyon; timor mikro ¢evresinde makrofajlar ve graniilositler gibi
enflamatuvar hiicrelerin varligini ve aktivasyonunu, timor ve stromal hiicrelerce
enflamatuvar mediatorlerin formasyonunu, tiimor yeniden bicimlenmesini ve
anjiogenezi gerektirir (191, 192). Mikrobiyal patojenlerin birikimi ve doku nekrozu;
pro-anjiogenik faktorler (IL-8, VEGF), biiyiime faktorleri (IL-6, GM-CSF), anti-
apopitotik faktorler (Bcl-XL, c-FLIP), invazyonu destekleyen faktorler (MMP-
2,MMP-7,MMP-9,uPA), enflamatuvar enzimler (PGHS-2, LOX), prostaglandinler,
iNOS, kemokinler (CCL2, CCL20, IL-8) ve pro-enflamatuvar sitokinlerin (IL-1, IL-
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6, 1IL-23, TNF, TGF-B, EGF) ekspresyonu icin gerekli olan ve malign fenotipi
destekleyen transkripsiyon faktorlerini aktive eder. Yukarda bahsedilen biitiin
molekiiller, niikleer faktor- kappa B (NF-kB) denen transkripsiyon faktorii tarafindan
regiile edilir. NF-xB, dogal immiinite ve enflamasyonda anahtar diizenleyicidir;
kritik tiimor promotorii olarak ortaya c¢ikar (193). Temel olarak aktif NF-kB’nin
varlig1 kotii klinik gidis ile iligkili bulunmustur (194).

Tiimor gelisiminin baslangic fazinda tiimor infiltre immiin hiicrelerden salinan
sitokinler, reaktif oksijen tilirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (NOS) gibi
enflamatuvar mediatorler premalign lezyonlarda epigenetik degisimleri indiiklerler
ve timor slipresor genleri sustururlar (195).

Bir¢ok epidemiyolojik ¢aligsma, cesitli bolgelerde (meme, prostat bezi, endometrium,
kolorektum ve mide), artmis kanser riski ve obezite arasinda pozitif korelasyon
oldugunu gostermistir. Bu bulgular, adipositokinlerin karsinogenezin ve timor

progresyonunun indiiklenmesine katki sagladigini diisiindiirmektedir (196, 197).

— - LBl | o i,
IL.-1, TINF ‘O TGF VEGF EKemokinler

TR R
Kanser-iliskili Enflamasyon I

Adaptif | Hﬂmﬂ Anjiogencs ]
Immiinite 'Ce'rap
Tiimdr biiyviime
Ve progresyonu

Sekil 14: Sitokinler, kemokinler ve biiylime faktorleri, tiimor hiicreleri arasindaki

karsilikli etkilesimde yol gosterici rol oynar (198).
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2.4.4.Primer enflamatuvar sitokinler:
Tiimor nekroz faktor-o (TNF-a) ve interlokin-1 (IL 1)

2.4.4.1 Timor nekroz faktor- o (TNF- a ):

[k defa, yag a-makrofajlarindan salgilandig1 saptanan, immiin fonksiyonlar1 modiile
eden TNF-q, yag hiicresinden de salgilanan bir sitokindir (96, 199). Etkilerini Tip 1
ve Tip 2 TNF-a reseptorleri araciligiyla gosteren 26 kDa agirhiginda bir
transmembran proteindir.

Dolasimdaki TNF-a ‘nin en biiyiik kaynagi deri alt1 yag dokusudur (200). Obezlerde
kilo kaybr ile miktar1 azalir (201). Adiponektin ve insiilin liretimini azaltirken, leptin,
IL-6 ve PAI-1 iiretimini arttirir (202- 204). TNF-o'nin yag hiicre kiiltiirlerinde
insiilinin etkisini bloke ettigi goriiliir (199, 205, 206).

TNF-o’nin iki reseptorii vardir: p60 insiilin reseptdr sinyali ve glukoz transportu ile
ilgilidir ve p80 insiilin direnci patogenezinde ve yag hiicre membraninda da bulunan
reseptorlerdir. p60 aktivasyonu pre-adipositlerin farklilagmasini inhibe ederken, p80
eksite eder (207). TNF-a yag hiicre sayist ve voliimiinii diizenler, lipolizi stimiile
eder, leptin liretimini arttirir, timor hiicresinde TNF-a apoptotik etkili olup ve insiilin
reseptor sayisini azaltarak insiilin direnci olusumuna sebep olur, insiilin reseptoriiniin
tirozin kinaz aktivitesini bozar, bdylece hiicrelerin glukoz alimini azaltir (208, 209).
Obezlerde ve insiilin direnci gelisenlerde plazma seviyesi diisiiktiir ve iskelet kasinda
insiilinin etkisini azalttig1 bilinmektedir (210, 211).

TNF-a’nin inflamasyon, septik sok, romatoid artrit, konak¢1 paraziter hastaliklar,
obezite ve insllin rezistansit ile birlikte artisa gectigi goriilmiistiir. Endotel
hiicrelerinde anjiogenezi ve oksidatif stresi arttirir, hematopoezi diizenler, kok
hiicrelerinin farklilasmasin1 ve osteoblast olusumunu arttirir, CD4+ yardimer T

hiicrelerinde (Th) proliferasyonu arttirir (sekil 15) (188).

2.4.4.2. Tumor nekroz faktor-a ve kanser:

Cogunlukla aktif makrofajlar olmak iizere diger hiicre tipleri tarafindan da iiretilen
TNF, timorler tizerindeki etkisini farkli biyolojik mekanizmalarla gosterir. Timor
tizerindeki baglica rolii, timor endotelinde kanamali nekroza yol agmaktir. Bunu

tiimorii besleyen kan damarlarinda tromboza neden olarak gerceklestirir.
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TNF; makrofajlardaki diger sitokinlerin (IL-1, IL-6, IL-8), serbest oksijen radikalleri

ve nitrik oksit (NO) gibi sitotoksik faktorlerin olusumunu ve salinimini uyararak da

tiimor hiicrelerine etki etmektedir. Farelerle yapilan ¢aligmalar bu etkinin tlimorlerde

gerilemeye yol agtigimi gostermistir. Bunun yaninda TNF, dendritik hiicreleri

uyararak onlarin makrofaj haline gelmelerini ve T hiicrelerine antijen sunmalarini

saglayarak hiicresel immiin yanitin olugsmasina da katkida bulunur. TNF’nin tiimorler

tizerindeki bir diger etkisi NK hiicreleri ile olan iligkisidir. NK hiicreleri, herhangi bir

makrofaja gerek duymadan salgiladiklar1 sitotoksik maddelerle tiimor hiicrelerine

direkt olarak etki edip onlar1 tahrip ederler.

TNF
Diigiik miktarlar Yiitksek miktarlar _
(plazma konsanir.~ 10~ M) Onta miktarlar [ plazima Eonsantr, = 107 M)
Lokal entflamasyon Sistemik etkiler Septik gok
Endotel hiicresi Beym Kalp
IL-1,
kkemokinler
}lclez}rl}l] N Il.. .J & a _am
molelkiilii _ \ Diigtik
7> Atesg  output
k Karaciger g
Kan damari
Alt faz
protemlert
Lokosit Ry
Kemik ilis z 4
= s Trombiis direng
{1 h
kb Karaciger
Aktivasyon S A
4 <
s . : < - 1 i 1= i
Lokositler Hipoglisemi

Sekil 15: TNF-o’nin etkileri (188).
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NK hiicreleri tarafindan gergeklestirilen anti-tiimdr sitolitik aktivitesi ve sitotoksisite
ile ilgili proteinlerin (6rnegin IFN) liretimi TNF tarafindan artirilmaktadir. Boylece
TNF anti-tlimor etkisi gosterir. Literatiirde yapilan in vitro ¢alismalar da TNF’nin
potansiyel anti-tiimor etkisini desteklemektedir. TNF, fizyolojik olarak timor
regiilasyonunda, hiicre farklilasmasinda, bakteriyel, viral, fungal ve parazitik
enfeksiyonlardan korunmada ana rolii oynamaktadir. Ancak TNF’nin gereginden
fazla salgilanmasi insanlarda cesitli hastaliklara neden olur (otoimmiin hastaliklar,
alerji, septik sok ve insiilin direnci gibi) (212, 213).

TNF’nin ¢ok tartisilmig ve halen tartisilmakta olan anti-tiimdr aktivitesine ragmen,
tiimor destekleyici etkisinin de gériilmesi biiyiik bir ikilem olusturmaktadir. In vitro
calismalarda diisiik doz TNF’nin, baz1 kanser hiicre kiiltiirlerinde tiimor hiicrelerinin
proliferasyonuna, yayilmasina ve metastazina neden olarak tiimor gelisimini
tetikledigi gosterilmistir. Bu etkinin molekiiler detaylar1 heniiz bilinmemektedir.
Ancak TNF’nin DNA hasarina yol agtig1, kanser hiicreleri veya tiimorii fagosite eden
makrofajlarda NO ve serbest oksijen radikallerinin {iretimini fazlaca artirarak DNA
onartm mekanizmalarini inhibe ettigi hipotezi ileri siiriilmiistiir. Ayrica hiicrelerde
NFkB aktivasyonu ile apopitozun engellendigi durumlarda, hiicrelerin hayatta
kalmasini saglayarak timor gelisimine katki sagladigir da diistiniilmektedir. Yapilan
calismalar yeni bir soruyu da beraberinde getirmektedir: TNF 'nin aslinda bilindigi
gibi tiimor nekroz faktorii mii yoksa tiimor destekleyici faktor olarak mi gorev
yvapmakta oldugu halen biiyiik bir soru isaretidir. Artan bir hizla devam eden

arastirmalar bu ikilemi ¢ozecektir (214- 216).

2.4.4.3 Interlékin-1 :

Interldkin-1 (IL-1), multifonksiyonel potent bir pro-enflamatuvar sitokindir. Endojen
pirojen olarak gorev alir. Hiicre proliferasyonu, diferansiyasyonu ve bir¢ok dogal ve
spesifik immiinkompetan hiicre fonksiyonu iizerinde ates; artmis hepatik akut faz
yaniti; artmig metastaz; anjiogenez; artmig antikor ve lenfokin {iretimi; kikirdak
yikimi; fibroblast, diiz kas hiicresi ve mezengial hiicrelerde proliferasyon gibi ¢esitli
etkilere neden olur (217). IL-1 bir¢ok inflamatuvar hastaliga, immiin ve inflamatuvar
cevaplari baslatarak ve giiclendirerek, aracilik eder (213).

IL-1 ilk defa ates indiikleyici protein olarak tanimlanmis ve ‘insan 16kositik pirojeni’

olarak adlandirilmistir.
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Orijinal IL-1ailesi, IL-1a ve IL-1B’dan olugmakta ise de, bugiin olduk¢a genislemis
olup 11 iiyesi vardir. Aile ayrica; ko-reseptorler, tuzak reseptorler, baglanma
proteinleri ve inhibitor reseptorler olmak tizere 9 farkli geni icermektedir (218).
Insanda 2. kromozomun uzun kolunda bulunan IL-la ve IL-1B minimal sekans
homolojisine sahip olsalar da benzer biyolojik 6zellikler gosterirler. Bununla birlikte
lokalizasyonlari, maturasyonlar1 ve sekresyonlar1 yoniinden temel farklar
bulunmaktadir. IL-1a biyolojik aktif form iken; IL-1p, pro-IL-1p seklindedir ve IL-1
converting enzim (caspase-1) ile islem goriinceye kadar biyolojik aktiviteye sahip
degildir.

IL-1’in tip I (IL-1RI) ve tip II (IL-1RII) olmak {izere iki reseptdrii vardir. Ayrica,
sinyalde kritik rol oynayan, IL-1p’nin IL-1RI’e baglanma affinitesini arttiran ve bir
aksesuar protein olan IL-1 receptor accessory protein (IL-1RAcP) de tanimlanmigtir
(219- 221).

IL-1RI, sinyal reseptoriidiir ve biiylik 6l¢iide eksprese edilendir. IL-1a ve IL-1p, IL-
IRI’e baglanarak benzer etkiler gosterirler. IL-1RII, myeloid hiicrelerde eksprese
edilir, 20 amino asitlik kisa bir sitoplazmik kism1 vardir (222).

IL-1 sinyal aktivitesi IL-1RI {izerinden IL-1RAcP uyumu ile olmakta iken IL-
IRII’nin sinyal 6zelligi yoktur, IL-1’in tuzak hedefi olarak rol alir ve IL-1’in IL-
1RI’e baglanmasin1 AcP ile yarisarak onler.

Hiicre kiiltlirlerinde ve viicut sivilarinda IL-1 reseptorlerinin solubl formlari
tanimlanmistir (223, 224). Bilhassa IL-1RII’nin solubl formlari; plazmada veya
romatoid artrit, sepsis sendromu, sagli hiicreli 16semi ve akut meningokokal
enfeksiyonlarda hastalarin sinovyal sivilarinda goézlenmistir. Yiizey IL-1RII
ekspresyonu ya da solubl IL-1RII’'nin dolasimdaki seviyeleri, bunlar gibi bir¢ok
hastalikta enflamasyonun derecesini etkiler goriinmektedir (223, 225).

IL-4, TL-13 ve glukokortikoid hormonlar IL-1RII’nin myelomonositik hiicrelerden
salmmmint ve gen ekspresyonunu arttirirken; kemoatraktanlar, reaktif oksijen

molekiilleri (ROI) ve TNF-a, hizli proteolitik dokiilmeyi aktive ederler (227- 229).

2.4.4.4. interlokin-1 ve kanser:

IL-1, deneysel modellerde anjiogenezi, tiimor biiylimesini ve metastazi destekleyen,
bazi1 kanserlerde agresiv tiimor biyolojisi ile iligkisi bulunan pluripotent bir sitokindir

(230) (sekil 17).
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Sekil 16: IL-1’in ligand ve reseptorleri (226).
Toll/interlokin-1 reseptor (TIR).

.

Sinyal

Tiimor, stromal ve endotelyal hiicreler ve konagi infiltre eden immiin hiicrelerce
iretilir (231). Lokal IL-1 iiretiminin, konakta tiimoriin biliylimesini ve metastaz
kapasitesini direkt proliferatif etkilerle ve anjiogenik yollarla etkiledigi deneysel
modellerle gosterilmistir (232, 233). IL-1 in vitro endotel hiicresinde anjiogenik
fenotipi ve in vivo anjiogenezi indiikler (234- 236). Yapilan caligmalarda pankreas
kanserinde IL-1’in tiimor progresyonu esnasinda anjiogenezi destekledigi
belirtilmektedir (237). Timdr mikrogcevresinde tipik olarak bulunan, fibroblastlar1 ve
immiin hiicreleri de igeren diger hiicre tiplerinin proteinleri, IL-1’in anjiogenik
aktivitelerini, indirekt olarak yonlendiriyor gibi goriinmektedir (238- 242). IL-1’in
subselliiler lokalizasyonuna bagl olarak farkli IL-1 izoformlar1, farkli fonksiyonlara
aracilik eder.

Malign hiicrelerden eksprese edilen membrana bagh IL-lo, antitimér immiin
cevaplar1 indiiklerken, IL-la’nin intraselliiler olarak bulunan prekiirsorleri gen
ekspresyonu, diferansiyasyon ve hiicre biiylimesi gibi homeostatik fonksiyonlari
kontrol eder. Tersine, salgilanan IL-1p’nin diisiik konsantrasyonlar1 enflamatuvar
cevaplar1 ve immiin mekanizmalar1 down regiile ederken, yiliksek konsantrasyonlari

enflamasyon iligkili doku hasarini ve tiimor invazivligini destekler (243).
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Sekil 17: IL-1’in in vivo tiimor biiylime ve metastazina etkisi (231).

Ornegin, IL-1B, midede H.pylori varliginda upregiile olmaktadir ve bu enfeksiyona
enflamatuvar cevabin baslamasinda ve giliclenmesinde Onemlidir, ayrica mide asit

salgisinin da giiclii bir inhibitoriidiir (244, 245).

Baz1 enfeksiyonlara konak cevabi icin pro-enflamatuvar genotipler avantajli olsa da,
mide H. pylori enfeksiyonuyla iligkili giiclii IL-1B {iretimi, mukozal hasar
alevlendirmekte ve sonunda, neoplazi riskini arttirmaktadir. IL-1B gen (IL1B)
promotdr polimorfizimlerinin (IL1B-511 ve -31) artmis mide kanseri riski ile iliskili
oldugunu belirten ilk ¢aligmayr 2000 yilinda, El-Omar ve ark. gerceklestirmistir
(247).

2.4.5.Interlokin-6 (IL-6):

IL-6, 184 amino asitten olusan, yaklasik 26 kD molekiiler agirliginda, glikoprotein
yapisinda bir sitokindir. Insanda IL-6 geni 7p15-p21 kromozomunda lokalizedir.

Yag hiicresinden salgilanan ve insiiline hassasiyeti etkileyen sitokinlerdendir. IL-6,
bircok immiin hiicre (fibroblast, endotel hiicre, l0kositler, miyosit ve endokrin

hiicreler) tarafindan iiretildigi gibi yag hiicresinden de diger hiicrelere gore daha fazla
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miktarda tiretilir (36). IL-6 etkisini, IL-6 reseptorii aracilig ile yapar. IL-6 reseptorii

klas-1 sitokin reseptor sinifindandir.

IL-1Ra
(Anakinra) -\,
> e A Tiimir hiicreleri

EC,stromal /

immiin hiicreler

Plazma membram

EGCG
Curcumin
Piperazine
Celecoxib

" | IL-1LIL-6,IL-8,IL-12,TNF,RANKL
MMP,INOS,VEGF,PGHS-2
adezyon molekiilleri

Sekil 18: Tiimor mikrogevresinde IL-1 sinyali (246).
IL-1R iligkili kinaz (IRAK), tiimér nekroz faktér (TNF) reseptor- iliskili faktor 6 (TRAF6), TNF-
iliskili apopitoz-indiikleyici ligand (TRAIL).

Yag hiicresinde fonksiyonlarini otokrin ve parakrin olarak diizenler. Visseral yag
hiicrelerinde deri alt1 yag hiicrelerine gore iiretimi 3 kat fazladir (96, 249).

IL-1 ve TNF-o’nin etkisi ile salgilanir ve bu sitokinlerle sinerjistik etkilere sahiptir.
IL-6’nin en iyi tamimlanan etkileri hepatositler ve B lenfositleri {izerine olup, akut faz
yanitina katkida bulunan birgok plazma proteininin hepatositler tarafindan sentezine
neden olur. IL-6’nin insiilinin hepatik glikojen metabolizmasi iistiindeki etkilerine

ters etkilere sahip oldugu gosterilmistir (36, 248). Visseral yag hiicresinden
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salgilanan IL-6 portal yolla karacigere ulasarak hepatik trigliserit olusumunu ve
sekresyonunu, prokoagiilan madde sentezini arttirir ve hipertrigliseridemiye neden
olur. IL-6, yag dokusunun lipoprotein lipaz (LPL) aktivitesini, enerji depolanmasini
azaltir, akut faz protein sentezini stimiile eder, hipotalamo-hipofizer aksin aktivitesini
arttirir ve termogenezde kortikotropin salgilayict hormon (CRH) sekresyonunu
arttirir (210). IL-6 kortizol salinimin1 CRH ve ACTH salinimini uyararak arttirir.
Kortizol ise feedback inhibitdr gibi IL-6 iiretimini baskilar. Obezitede IL-6 plazma
seviyesi artar (207).

2.4.6.interlokin-6 ve kanser :

IL-6, konak defans mekanizmalarinda, malignensilerin patogenezi ve gelismesinde
santral bir rol oynamaktadir (250). Anahtar bir biiyiime destekleyici ve anti-apopitotik
enflamatuvar sitokindir ve neoplazinin giiclenmesinde NFxB’nin aktivasyonunun

efektor sinyallerinden biridir (198).

Plazma hiicresi )_< \f
¢

T Sy

Myelom hiicresi

Progenitdr hiicreler:

e
(&

* Megakaryosit hiicre hatti
* Eritroid hiicre hatty
* Graniilosit- makrofaj hiicre hatti

Keratinositler

IL - interlokin
|L-6R — IL-6 reseptiorii Karacigerde akut faz proteinlerinin sentezi

Sekil 19: IL-6nin biyolojik aktivitesi (251).
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Multipl myelomda, hem otokrin hem de kemik iligi stromal hiicrelerince parakrin
olarak IL-6 iiretiminin gosterilmesi, IL-6’nin pro-tiimdral roliiniin agik bir 6érnegidir
(252). Ayrica, IL-6 yetersiz farelerin plazmositom gelisimine direncli oldugu
belirtilmistir (253).

Cesitli gastrointestinal kanserlerde IL-6’min yiiksek serum diizeyleri bildirilmistir
(254). IL-6’nin dahil oldugu IL-6 sitokin ailesi IL-11, siliyer norotropik faktor,
kardiyotropin-1, kardiyotropin benzeri sitokin, I6semi inhibitor faktdr, onkostatin M
ve IL-27’yi igerir ve biitiin bunlar sinyal reseptdr subiinit gp130 icin ligand olarak
gorev yapar. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda, farelerde gp130 mutasyonunun
(gp130 757 FE fare), kronik gastrik enflamasyonu ve H.pylori enfeksiyonu
olmaksizin gelisen mide tlimorlerini gliclendirdigi kanitlanmistir (255).

Mukozal IL-6 diizeyleri, H.pylori iligkili gastritte artmaktadir (256, 257) ve
enfeksiyonun eradikasyonu ile dramatik bir diigiis gostermektedir (258). Mide
mukozasindaki IL-6 mRNA diizeyleri de gastrik mukozal enflamasyon ile koreledir
(257, 259).

Leu ve ark. (260) birgok Ozafageal karsinom dokusunun IL-6 mRNA eksprese
ettigini ve staurosporin tarafindan indiiklenen 6zafageal karsinom hiicre hattini IL-
6’nin apoptozisden korudugunu gostermislerdir. IL-6’nin diger epitelyal tiimorlerce
de tretildigini gosteren calisma mevcuttur (261). Multipl myelom (262), renal
hiicreli karsinom (263), mesane karsinomu (264), bas ve boyun kanseri (265), over
kanseri (266) ve kolanjiokarsinomali hastalarda (267) da artmig serum IL-6 diizeyleri
saptanmistir.

IL-6’nin kolon kanser hiicrelerinin biiylimesini doza bagimli olarak destekledigi in
vitro olarak gosterilmistir (268). Ayrica IL-6, anjiogenik potansiyeli ile sekonder
tiimor olusumunu destekledigi gibi, kolon kanser hiicrelerinin invazivlik 6zelliklerini
de arttirmaktadir (269).

Serum IL-6 ve mide kanseri iliskisini arastiran ¢alismalardan birinde serum IL-6
diizeylerinin mide kanserinin hastalik statiisii ile korele oldugu ve IL-6’nin mide
kanserli hastalarda tedavinin monitorizasyonunda yeni bir tiimor markir1 olarak
kullanilabilecegi soylenmistir (270). Kim ve ark., yliksek IL-6 diizeylerinin mide
kanserli hastalarda surveyde ve hastaligin rekiirrensinde kotii bir prognostik faktor
oldugunu belirtmiglerdir (271). Ikeguchi ve ark. yaptiklar1 calismada ise mide
kanserli hastalarda serum IL-6 diizeylerini saglikli kontrollerden belirgin olarak daha

ylksek bulmuslar ve serum IL-6 diizeyleri ve timor invazyon derinligi arasinda da
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anlamli pozitif korelasyon tariflemislerdir (272). Mide tiimoriiniin ilseratif
reaksiyonu mide duvarinda hasara neden oldugu ve bu hasarin derecesinin serum IL-
6 diizeyleri ile iligkili goriindiiglinii belirtmislerdir (272).

Bu sonuglar IL-6’nin timor progreyonunu malignensi yoniinde hizlandirdigini igaret

etmektedir (273).

2.4.7.Tedavilerin hedefinde sitokinler

Kanser iligkili enflamasyon gelecegin anti-timor tedavilerinde cazip bir hedef
durumundadir. Populasyona dayali ¢alismalarda, aspirin ve diger nonsteroid anti-
enflamatuvar ilaglarin uzun siireli kullaniminin premalign adenomlarin gelisimini
geciktirdigi ve ayrica gesitli formdaki neoplazi insidansini azaltabildigi gosterilmistir
(274, 275).

Primer enflamatuvar sitokinler ( IL-1 ve TNF), infiltre 16kositler ve timor hiicreleri
tarafindan eksprese edilirler ve potansiyel antikanser tedavisinin santral hedefi
durumundadirlar. Tiimorlere karsi anti-sitokin stratejilerin klinigine translasyonu,
baz1 enflamatuvar hastaliklarda TNF inhibitorlerinin kullanimini takip etmistir.
Bununla birlikte, TNF- o antagonistleri alan hastalarda Mycobacterium tuberculosis
gibi firsatc1 enfeksiyonlara dikkat edilmelidir (198).

Romatoid artritli hastalarda TNF- o antagonistleri, kanserin biyolojik tedavisinde
faydali olabilecek biitiin olaylar;; enflamatuvar sitokinleri, matrix degrading
enzimleri (MMP), anjiogenik aktiviteyi ve enflamasyon bdlgesinde lokosit
kiimelenmesini inhibe etmektedir (276). Bu sonuglara dayanarak TNF- «
antagonistleri tek basina veya diger tedavilerle kombine olarak kanserli hastalarda
uygulanmaktadir ve bazi sinirli sonuglar gézlenebilmektedir.

Timor nekroz faktoriin (TNF-a) timorlerde yiiksek diizeyde eksprese edildigi ve
pro-anjiogenik oldugu diisiiniiliir. Paradoksal olarak ise yiiksek dozlarda giiglii bir
anti-vaskiiler sitokindir ki klinik olarak timor vaskiilaritesinin tahribi igin
kullanilabilir. TNF-a, selliiler apopitozu baslatma kabiliyetindedir ve bu apopitotik
yollarin tiimdr hiicrelerinde etkisizlestirilmesi miimkiindiir. Ancak, TNF-o’nin giiclii
ve toksik sistemik yan etkileri vardir ve gilinlimiizde sadece smnirli kullanimi
mevcuttur. Tiimorlere karst TNF-o’y1 hedefleyen bir ¢ok c¢alisma halen devam
etmektedir (277). Bu ¢aligmalardan birinde Chen ve ark. insan mide kanseri
vaskiileritesini hedefleyen bir peptid olarak bilinen ve yeni gelistirilen bir insan mide
kanseri vaskiiler markir1 olan (GX1)’1, TNF-a’dan daha az toksik ve antitimor
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aktivitesinin daha potent oldugu bilinen varyanti olan rekombinant mutant TNF-a
(rmhTNF-a) ile kaynatmislar ve birlikte insan mide timor ksenogreftlerini de igceren
karigimi, flizyon proteinin tiimor {izerinde sinerjistik terapotik etkisinin olup
olmadigint goérmek igin, giin asir1 farenin dolagimina enjekte etmislerdir. TNF
toksisitesi i¢cin major indikatdr olan farenin agirligi ve tiimoriin hacmini zamanla
Olemiisler, timor biliylimesinin belirgin olarak geciktigi, mide kanser hiicrelerinin
GX1 sayesinde direkt hedef alinip, antikanser tedavide TNF-o nin anti-tiimor etkisini
giiclendirdigini gostermislerdir (278).

IL-1 reseptdr antagonisti (IL-1Ra), IL-1 reseptdr aksesuar proteininin etkilesim
parcasini eksiltir, boylece IL-1Ra’nin IL-1RI’e baglanmasi IL-1 sinyalini inhibe
eder. IL-1Ra eksik/kusurlu farelerde spontan olarak kronik enflamatuvar
poliartropatinin gelistigi gosterilmistir (270). Bir baska fare modelinde de, IL-1
reseptor antagonisti (IL-1Ra), eszamanli uygulanan ekzojen IL-1 tarafindan
hizlandirilmis tiimdr biiylimesini bloke etmis ve hepatik metastazlari inhibe etmistir
(279). Elaraj ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada, IL-1 {iretiminin tesbit edildigi timorlerde,
IL-1Ra’nin yalniz ya da kemoterapi rejimleri ile birlikte verilmesinin, ¢esitli kanser
histolojilerine sahip hastalarda klinik olarak faydali olabilecegini dne stirmiislerdir
(230).

IL-6’n1n pirojenik aktivitesi, onu progresif kanser hastalarinda ates varlig, kilo kayb1
ve kaseksiden sorumlu tutmaktadir. Dimitriu ve ark., kanser vakalarinda prematiire
Olimlerin %20’sinden fazlasinda kaseksinin sorumlu oldugunu vurgulamiglardir
(280). Bu bilgiler, IL-6’ya karsi monoklonal antikorlara dayali tedavinin, bu
hastalarda surveyi arttirabilecegini ve kaseksili hastalarda tedavide yeni bir strateji
olabilecegini gostermistir. Multipl myelom tedavisinde, IL-6 ve IL-6R’ye karsi
monoklonal antikor kullanilarak IL-6’nin hedef alinabilecegini belirten ¢aligmalar

mevcuttur (281).

2.4.8. Solubl reseptorler nedir?

Solubl sitokin reseptorleri, sitokin sinyalinin agonist veya antagonistleri olarak
enflamatuvar ve immiin olaylar1 regiile ederler. Aslinda, sinyal reseptorlerini,
nonsinyal tuzak reseptorlerini, reseptor iligkili proteinleri ve solubl reseptor
antagonistlerini iceren kompleks reseptdr sistemlerinin igerisinde hareket ederler.
Solubl sitokin reseptorleri; reseptor ektodomainlerinin proteolitik kirtlmasi, mRNA

transkriptlerinin alternatif splaysingi, solubl sitokin baglayici proteinleri kodlayan
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farkli genlerin transkripsiyonu, eksozom benzeri vezikiillerin igerigiyle birlikte full-
length reseptorlerin salinmasi ve reseptdrlerin  kirilmasim1i da igeren birgok
mekanizma ile genellenebilir. Dahasi; solubl sitokin reseptorleri, memeli
reseptorlerinin  solubl homologlarim1 kodlar ve bdylece esansiyel sitokinlerin
sekestrasyonu yoluyla konagin dogal immiin cevabindan kurtulur. Solubl sitokin
reseptorlerinin konak savunma mekanizmasinin regiilasyonundaki bu 6nemli roli,
yapilan ¢alismalarda viriisler tarafindan kanitlanmistir (282).
IL-1 ve IL-6 reseptdr sistemleri, agonist ve antagonist etkilere aracilik eden solubl
sitokin reseptorlerine birer drnektir. Her iki sistem de, reseptdr iligkili proteinler gibi
bircok hiicre iligkili ve solubl reseptorlerle regiile edilen, komplekslerdir (282). sIL-
IRII’nin, IL-1 sinyalindeki antagonistik etkisine ters olarak , solubl IL-6 reseptdrleri
(sIL-6Ra), IL-6 sinyalini gli¢lendirir. sIL-6Ra. , iki farkli yolak ile tiretilir:
1- membrana bagli IL-6R’nin ekto parcasinin ¢ikarildigi proteolitik kirilma ile
veya
2- IL-6R’nin transmembran parcasinin eksik senteziyle sonuc¢lanan alternatif
mRNA splaysingi ile (283, 284).
Solubl IL-6R, membran IL-6R ile benzer afinite ile IL-6’ya baglanir, bu sekilde IL-

6’nin 6mrii yarim kat arttirilir (285).

2.4.8.1. Solubl Interlékin-1 tuzak reseptér (sIL-1RII) 6nemi ve mide kanserinde
yeri

Tuzak reseptorler, primer pro-enflamatuvar sitokinlerin ve kemokinlerin etkisini
regiile eden genel bir strateji sunarlar. Tanimlanan ilk saf tuzak reseptor, sIL-
IRIDl’dir. Tuzak reseptorler, terapdtik miidahaleler i¢in aday hedeflerdir. IL-1RII gibi
tuzak reseptdrlerin potansiyellerini ve terapotik ayarlamada regiilasyonlarini
degerlendirmek 6nemli yaklagimlardir (286).

Solubl reseptor dl¢timii klinik olarak dnemlidir. Sistemik enflamasyon proseslerinin
degerlendirilmesinde, anti-enflamatuvar bir markir olarak sIL-1RII seviyesinde
meydana gelen degisiklik ¢esitli caligmalarda incelenmistir (287, 288).

Asirt proenflamatuvar IL-1 sinyalini Onlemek i¢in multipl endojen regiilator
mekanizmalar bulunmaktadir. sIL-1RII, primer olarak cesitli stimiilanlara cevabin
proteolitik kirilmasi i¢in iiretilmistir (289). Asir1 IL-1 biyoaktivitesini tercihen IL-
1B’ya baglanarak azaltir (290). Dahasi, sIL-1RII’nin IL-1a ve IL-1B’ya baglanma ve
IL-1 sinyalini inhibe etme kabiliyeti, solubl IL-1RAcP tarafindan yaklasik 100 kat
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gliclendirilir (291). Ayrica sIL-1RII, pro-IL-1 prekiirsoriiniin IL-1 converting enzim

(caspase-1) tarafindan matiir forma doniisiim prosesini de inhibe eder (292).

2.4.8.2. Solubl leptin reseptor (SLR) 6nemi ve mide kanserinde yeri

SLR, plazmada ana leptin baglayict aktivitedir, leptinin in vivo biyolojik
aktivitelerinin regiilasyonunu anlamamiza yardimci olmustur. Yapilan bir¢ok
calisma, leptin sinyallerinin ¢esitli periferal dokularda, cesitli fizyolojik fonksiyonlar
yonettigini gostermistir (293). Bu dokularda SLR de bulunmaktadir. Akut SLR
indiiksiyonu, bu bolgelerde leptin sinyalini gecici olarak inhibe etmektedir. Bu
bolgelerde leptin aktivitesinin SLR tarafindan noétralizasyonu aglik durumlarinda
koruyucu olabilmektedir. Ancak, leptine direngli bir durumda, artmus SLR, leptin
aktivitesini gerektiginde koreltip, lokal leptin direncine ve obezitenin patogenezine
potensiyel olarak katkida bulunmaktadir (294).

Ileri evre kolon kanserli hastalarn dolasiminda SLR, kanser progresyonu ve
agresivligini gosterir sekilde, yiiksek seviyede bulunmaktadir (295).

Leptin ve leptin reseptorii arasindaki etkilesimin gastrik karsinogenezi indiikleyen
onemli bir faktdr olduguna inanilmaktadir. Intestinal tip mide adenokarsinomu
gelisiminde, leptin sisteminin otokrin dongiisiiniin varligi, yakin zamanda Zhao ve
ark. tarafindan bildirilmistir (183). Bu nedenle, leptin ve leptin reseptorii arasindaki
etkilesimi anlamak mide kanseri yonetiminde faydalidir. Reseptoriin blokaji rasyonel
bir terapdtik strateji olabilir (296).

2.5.S0DYUM . DODESIL SULFAT-POLIAKRILAMID JEL
ELEKTROFOREZI (SDS- PAGE)

Jellerin hazirlanmasi:

SDS-diskontinyus tampon sistemi, 1970’de Laemmli tarafindan orjinali tanimlanmis
olup bir ornekteki polipeptid molekiiler kiitlelerin ve kompleksisitenin tayinine
olanak tanir.

Bir soliisyondaki protein karistmina bir elektrik akimi uygulanmasi elektrotlardan
birine proteinlerin farkli oranlarda gogii ile sonuglanir. Daha yiiksek yiik dansiteli
proteinler daha diisiik dansiteli olanlardan daha hizli gé¢ eder.

Akrilamid jeller, akrilamid monomerlerinin N-N-metilbisakrilamid ¢apraz baglariyla
bagli uzun zincirlere polimerizasyonu ile olusur. Akrilamidin polimerizasyonu

amonyum persiilfat (APS) ve polimerizasyon prosesinde bir akseleratér olan
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N,N,N,N-tetrametiltilediamin ~ (TEMED) eklenmesiyle baglatihir. TEMED,
persiilfatlar1 serbest radikallerin olusumunu saglayarak polimerizasyonu baglatir. Bu
ayrigtirict tampon sistem, biitiin proteinleri kendilerinin polipeptid subiinitlerine
aynistirir. En sik kullanilan disosiye edici ajan SDS denilen iyonik deterjandir. SDS
fazlaliginin ve disiilfid baglarinin ayrilmasi i¢in gerekli bir tiyol reaktifi olan 2-
merkaptoetanol varliginda protein karisimi 100 °C ye 1sitilir ve proteinler deneatiire
edilir. Bu sartlar altinda bir¢cok polipeptid SDS’e sabit bir oranda baglanir. SDS-
polipeptid kompleksleri belirli yiikk dansitelerine sahiptir ve polipeptid

biiyiikliiklerine gore poliakrilamid jellerin uygun porlarinda gog eder.

Separating(Running) (Ayristirici=Kosturucu) ve Stacking (Kiimeleyici) Jel
Soliisyonlari:

*0.5 M Tris-HCIl; pH:6,8: 60,5 gram Trizma-base, 600 ml distile suda ¢oziiliir.
IM HCI ile pH 6,8’e getirilir. Son hacim distile su ile 1 litreye tamamlanir.
Soliisyon 4 ‘C’de saklanir.

*1.5M Tris-HCI; pH:8,8: 181,5 gram Trizma-base, 600 ml distile suda ¢oziiliir.
IM HCI ile pH 8,8’e getirilir. Son hacim distile su ile 1 litreye tamamlanir.
Soliisyon 4 "C’de saklanur.

*%10 (w/wv) SDS: 5 gram SDS hafif 1sitilarak distile suda ¢oziiliir. Son hacim
distile su ile 50 mililitreye tamamlanir. Soliisyon oda sicakliginda saklanir.
*Akrilamid/ Bis (%30): Koyu renkli ticari sisede hazir olarak bulunur.

*%10 Amonyum persiilfat (APS): 0,2 gram APS 2 ml distile suda ¢oziiliir ve
hemen kullanilir.

*TEMED: Hazir olarak bulunur.

Bu diskontinyus tampon sistem, elektrod rezervuarlari ile karsilastirmali olarak farkl
tampon iyonlarini kullanir. Bu tampon sistemde running, ya da diger bir ifadeyle
seperating jelin listiinde polimerize olan stacking jele 6rnekler yiiklenir.

Genis bir hacimde protein Ornegi jellere aplike edilebilir ve running jeldeki
elektroforezin  baslangicinda, bu proteinler stacking jelden gecislerinde,
ayrimlarindan once dar zonlar halinde konsantre edilirler. Jel elektroforezi,

diskontinyus tampon sistem kullanilarak olusturulur ve running jel (%8 akrilamid)
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yukarida belirtilen 6nemli soliisyonlarin karisimi ile hazirlanir. Jel dokiilmeden

hemen 6nce karistma TEMED ve amonyum persiilfat eklenir.

Tablo 1: Ayrnistirici (Seperating) ve Kiimeleyici (Stacking) Jel

Separating Jel Stacking Jel

(“e8)(mL) (Yo4)(mL)
Akrilamid/Bis (%30) 21,4 5,4
Tris-HCI; 1.5M; pH 8.8 20 -
Tris-HCI; 0.5M; pH 6.8 - 10
SDS (%10) 0,8 0,4
H,O 37,8 24
APS (%10) 0,8 0,4
TEMED (pL) 27 20
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Sekil 20: Western blot aparati.

Karisim, iki sizdirmaz cam tabaka arasina 15 mm aralikla dokiiliir ve havayla temasi
kesmek i¢in tizeri tridistile su veya t-amyl alkol ile kapatilir.

Jeli dokiince, ornek kuyucuklarini olusturmak flizere bir tarak yerlestirilir. Jel
polimerize oldugunda tarak c¢ikarilir ve kuyucuklar, varsa ortamdaki polimerize

olmamig akrilamidi uzaklastirmak i¢in kosturucu tampon ile yikanir.

Elektroforez:

Jele bir elektrik akimi uygulanir ve bu esnada siirekli sogutma yapilir. Bromofenol
mavisi boya, jelin en sonuna ulagincaya kadar proteinlerin gégiine izin verilir. 10 cm®

ve 1,5 mm kalinligindaki jellerin elektroforezi 50 V altinda bir gece birakilarak

yapilir.
= Katot
& Anot Cam plakalar arasina jel dékiiliir.
Ornekleri pipetlemek icin variklar
olusturulur.
Ayvrilmag Jel

Komponentler Transfer Membran

Filire Kagida
Fedler
Destek [zgara

Takip eden
bova

— Tampon

Sekil 21: Western blot kurulumunun gdsterimi.
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Western Blotting:

Protein transferi

Western blot, proteinlerin poliakrilamid jelden nitroselliilloz kagitlara (Towbin ve
ark, 1979) transferi icin gelistirilmis olup, ayni yolla DNA transferinin yapildig:
Southern blot teknigi i¢in bir adaptasyondur. Bu transfer sistemi ile jelden, oldukga
ince tabaka olan matrikse protein bantlarinin etkili bir sekilde konsantre olarak
transfer edilmis olur. Bu calismada protein blotlama ic¢in kullanilan membran

nitroseliiloz yapida Hybond C membranlar1 (Amersham) dir.

Transfer Edilen Protemler

Elol:
MMermbran

Sekil 22: Western Blot protokolii

Jel, elektroforez aparatindan ¢ikarilir ve SDS’1 uzaklastirmak i¢in oda sicakliginda
15 dk elektroblotting tamponda bekletilir. Bir Hybond C membran transfer
tamponunda 10 dk bekletilir. Ardindan blotlama aparati birlestirilir. Bir yaprak
Hybond-C membrani, jel iizerine, biitiin hava kabarciklarinin uzaklastirilmasina
dikkat edilerek yerlestirilir, iki yaprak filtre kagidi ve iki *’scouring pad’’ arasinda
sandvi¢ seklinde sikistirilir. Plastik kaset, nitrosellilloz tarafi anoda yakin olacak

sekilde, vertikal bicimde, iki elektroplate arasinda asilir.
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Elektroblotting Soliisyonlari:

*Elektroblotting tampon ( Transfer tamponu): 4 gram SDS, 116 gram Glisin,
23,2gram Trizma-base bir miktar distile suda ¢oziiliir ve 800 ml metanol eklenir.
Sonhacim distile su ile 4 litreye tamamlanir. Soliisyon 4°C’de saklanir.

*Yikama tamponu (TBS): 24,2 g / 2 L (100mM) Trizma-base ve 116,9 g/2L (1M)
NaCl, 2 litre suda ¢oziiliir ve pH 7,5’e ayarlanur.

*Bloklama soliisyonu: 20 gram yagsiz siit tozu TBS’de c¢oziiliir, %0.05 (v/v)

Tween20 eklenir ve son hacim distile su ile 400 ml yapilir.

Proteinler, 25 V’luk elektrik akimi ile oda sicakliginda 3 saatlik siirecte transfer
olarak membrana aktarilir. Bu siire boyunca soguk su, sogutucu sistem ile protein

denatiirasyonu 6nlemek icin sistemden stireklilik arz edecek sekilde gegirilir.

A . % kaset klembi

S Fiber ped

filtre ka@md
MMermbran

Jel

filtre kagsmida

Lkaset {siyvah

renkli tarafi) Fiber ped

tabla

Sekil 23: Blotlama aparatinin sandvig¢ seklinde birlestirilmesinin gosterimi.

Immiinostaining

Blotlama sonras1 Hybond-C membran alinir ve iki kere bloklama soliisyonunda 30’ar

dakika oda sicakliginda yikanir. Ardindan membrana ii¢ kere daha 20’ser dakikalik
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TBS + %0,05 Tween igerisinde yikama yapilir. Primer antikor, bloklama soliisyonu
ve TBS + %0,05 Tween soliisyonunun 1:5 diliisyonu ile, 1:1000 oraninda diliie
edilir. Membran, bu antikor ile 4°C’de, bir rotator lizerinde bir gece boyunca inkiibe
edilir. Inkiibasyonun ardindan membran 3 kere yine 20’ser dakika TBS + %0,05
Tween soliisyonunda yikanir. Sekonder antikor (anti-goat), horse radish peroxidase
(HRP) ile baghdir ve 1:1000 oraninda diliie bloklama soliisyonu ile diliie edilir ve 1
saat oda sicakliginda inkiibe edilir. Son olarak membran 4 kere 30’ar dakika TBS +
%0,05 Tween ile durulanir. Akabinde ECL reaktifi muamele edilen membran bir
film tizerine monte edilerek karanlik odada protein bantlarinin goriintiilenmesi

gerceklestirilir.
Kemiliiminesan sinyal

Western blotta, varolan kemiliiliminesan tayin reaktifleri, siklik diagilhidrazid
liiminoliin oksidasyonu temeline dayanir. ECL Plus, akridinyum esterinin enzimatik
jenerasyonuna dayanan, daha uzun siireli ve daha yogun 151k emisyonu iireten yeni

bir teknolojiyi kullanmaktadir.

Smyal Tayim
o (kemiliimminesan)
Enzim-Konjuge v

Selionder Antikor

Enzim Substran

Primer Antilzor

Hedef Protein

Transfer Edilen Protemu Iceren Membran

Sekil 24: Western blot tayininin gosterimi.

HRP ve peroksit kombinasyonu, Lumigen PS-3 Acridan substratinin oksidayonunu
katalizler ve dakikada binlerce akridinyum ester ara iiriinlerini olusturur. Bu ara
tirlinler, hafif alkali sartlarda peroksit ile reaksiyona girer ve 430 nm dalga boyunda
maksimum emisyon vererek devamli ve yiiksek yogunlukta kemiliiminesans

uretirler.
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Sonugcta 151k, bir otoradyografi filminde (HyperfilmTM ECL) tayin edilir. ECL Plus
Western blot deteksiyonu, en iyi performanst Hybond TM-P PVDF membran
kullanim1 ile gostermektedir ancak Hybond ECL nitroseluloz membran ile de
uyumludur. Kullanilan immiin tayin sistemine bagli olarak da ECL Western blot

tizerinden 4 ile 20 kattan fazla sensitivite artis1 goriilebilir.

Peroksit - HRP

tampon
Peroksit CH 3
(AKvidinymm ester)

ol

CH3

(uyarithmy iiriing

+ CO2
Sekil 25: Lumigen PS-3’{in horseradish peroksidaz ile kimyasal reaksiyonu.

Ayrica, ECL Plus’tan gelen sinyalin devamliligi, PVDF membran kullanimi ile daha
da uzamaktadir, hatta, deteksiyon reaksiyonunun baslangicindan sonra 24 saate kadar

basarili 1s1nlamaya izin vermektedir.

Sekonder Ab-HRP  Perasid \

Oksidize
iiriin
Protein
Enzimin
ol\sullze formu N

Isik

lumlnol
Primer Ab
enh ancer

NN

Hybond ECL
Fhol Hiperfilm ECL

Sekil 26: ECL Western blot prensibi.
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3.GEREC VE YONTEM

Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan desteklenen
(Proje no: TST-09-947 ) ve Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
onaylanan bu c¢aligma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim

Dalinda gergeklestirildi.

3.1.GEREC

Biyokimyasal dl¢limlerde analitik saflikta Sigma ve Merck marka kimyasal maddeler
kullanildi. Calisma sirasinda saf su cihazlar1 (MINI pure, EASYpure RF),
spektrofotometre (Shimadzu UV-1601), santrifiij (NUVE NF 800), hassas terazi
(Precisa 404 M SCS), pH metre (perpHect LogR meter model 330), etiiv (ATI
ORION NUVE ENS500), derin dondurucu (ARISTON), manyetik karistirict (Labor
Brand Hotplate Stirrer), vortex (niive NM 110), buzdolabi (ARCELIK), mikro
ELISA okuyucu (sunrise TECAN), mikro ELISA yikayict (TECAN), mikroplate
shaker (P SELECTA ROTATERM), homojenizatoér (Ultra-Turrax T 25 basic IKA-
WERKE), sonikatér (HD 2070 max power Bandelin Sonoplus), balon jojeler, cam-
polipropilen ve ependorf tiipler, otomatik pipetler (SOCOREX), beher, meziir ve cam
pipetler kullanildi. Cam malzemeler ve polipropilen tiipler kullanilmadan 6nce

demineralize edildi.
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3.2.CALISMA GRUBU

Hasta grubu: Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Dahiliye Anabilim Dal
Gastroenteroloji Boliimiine basvuran (Eyliil 2009- Mayis 2011 tarihleri arasinda),
laboratuvar bulgular: ile siliphelenilip endoskopik olarak mide kanseri diisiiniilen,
daha sonra ise histopatolojik olarak mide kanseri tanist konmus klinik metastaz
bulgusu olmayan 30 erkek c¢aligma kapsamina alindi. Bu gruptan, kan ve endoskopi
sirasinda kanserli mide dokusundan biyopsi ornekleri alindi. Hasta grubuna ikincil
malignite Oykiisii, hipertansiyon, diabetes mellitus ve diger metabolik hastalik
Oykiisii olan hastalar ile hepatik ve renal fonksiyon bozuklugu olan hastalar dahil
edilmedi.

Kontrol grubu: 2 sekilde diizenlendi; 1.grup: Viicut kitle indeksi agisindan benzer,
dispepsi nedeniyle gastroenteroloji poliklinie basvuran ve endoskopi bulgulari
normal olan kisiler arasindan segilen 25 erkek birey olusturdu. Bu gruptan endoskopi
sirasinda mide biyopsi 6rnekleri ve endoskopi sonrasi aglik tam kan 6rnegi alindi.
2.grup: Hasta grubundan kanserli bolgeden biyopsi i¢in doku alinirken, kanserli
bolgenin disindan tiimdére komsu normal mide dokusundan yine doku biyopsileri
aliarak doku leptin reseptor protein seviyesinin ve doku leptin seviyesinin tayininde
2. bir kontrol olarak kullanildi. Kan 6rneklerinden elde edilen serum alikotlar halinde
ve doku ornekleri -80 °C’de dondurularak saklandi.

Calisma ve kontrol grubundaki kisilerin oykiileri alinarak fizik muayene bulgulari,
rutin laboratuvar bulgular1 ve klinik izlemleri form diizenlenerek her birey icin ayri-

ayr belirlendi.

3.3.YONTEM:

Caligma gruplarinin serum ve doku 6rneklerinde biyokimyasal ¢alismalar yapildi.

3.3.2.Biyokimyasal calisma

Tetkikler icin 12 saat aclig1 takiben sabah 08:00 ile 09:00 saatleri arasinda ven6z kan
alindi. Tiipe alinan Ornekler 10 dakika siire ile 2000 devirde santriflij edilerek
serumlar ayrildi. Elde edilen serumlar alikotlar halinde ayrilip -80 °C de saklandi.

Alikotlar halinde dondurularak ¢alisma giliniine kadar saklanan serum oOrneklerinde
leptin seviyesi, solubl leptin reseptor diizeyi, TNF-a seviyesi, IL-6 seviyesi, solubl

IL-1 decoy (tuzak) reseptdr seviyesi ticari kitler kullanilarak ELISA ile ¢alisildi.
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Mide dokusunda leptin seviyesi ticari kit kullanilarak ELISA ile ve leptin reseptor

protein seviyesi Western blot yontemi ile degerlendirildi.

3.3.2.1.Serum leptin seviyesi tayini

Ornekler BioVendor Human Leptin ELISA kit prosediiriine gore calisild1 ve sonuglar
ng/ml olarak verildi. Test dncesi serum ornekleri ve standartlar diliisyon buffer ile 3
kat diliie edildi. Yikama soliisyonu, distile su ile 10 kat diliie edilerek hazirlandu.
Cozeltiler
e Stansart seri
e Yiiksek kontrol
e Diisiik kontrol
e Konjugat soliisyonu
e TMB (3,3’5,5 -tetrametil benzidin dihidroklorid) substrat soliisyonu
e Stop soliisyonu
e Yikama tamponu
e  Ornek diliisyon tamponu
Calisma:
1-Standartlar, yiiksek ve diisilk kontroller, kor (diliisyon tamponu) ve serum
ornekleri kit igerisinde verilen mikroplak kuyucuklarina pipetlendi.
2- Mikroplak 1 saat oda sicakliginda (25° C), mikroplak karistiricida bekletildi.
3- Yikama soliisyonu ile kuyucuklar 3 kere yikandi.
4- Her bir kuyucuga 100 pl konjugat soliisyonu eklendi.
5- Mikroplak, oda sicakliginda 1 saat mikroplak karistiricida bekletildi.
6- Yikama soliisyonu ile kuyucuklar 3 kere yikand.
7- Her bir kuyucuga 100 pl substrat soliisyonu direkt gilines 1s1§indan korunarak
eklendi.
8- Mikroplak 10 dakika karanlikta ve oda sicaklifinda bekletildi.
9- Her bir kuyucuga 100 pl stop soliisyonu eklenerek renk olusumu durduruldu.
10- 5 dakika i¢inde, mikroplak okuyucu ile 450 nm’de absorbanslar okundu.
11- Standart konsantrasyonlarina karsilik gelen OD degerleri kullanilarak, serum
leptin standart grafigi ¢izildi. Absorbanslar ng/mL olarak belirtildi.
Konsantrasyonu 0 ng/mL olan kuyucugun OD degeri, numune, kontrol ve

standartlarin absorbans degerlerinden ¢ikarildu.
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Sekil 27: Serum leptin konsantrasyonu standart grafigi.

3.3.2.2.Mide leptin seviyesi tayini

Biyopsi ornekleri endoskobik muayene sirasinda elde edildi, yas agirliklart tartilip,
dondurulup -80 °C’de saklandi. Dokular, cam teflon homojenizasyon aleti ile
homojenize edildi, hemen ardindan sonikatdr ile sonikasyona tabi tutuldu.
Homojenatlar 10000 g x 10 dakika santrifiij edildi, elde edilen siipernatant alikotlar
halinde dondurulup, -80 °C’de ¢alisma giiniine kadar saklandi.
Biitiin hastalarin ve kontrol grubunun viicut kitle indeksi (BMI), Quetelet Indeksi
kullanilarak hesaplandi. Quetelet indeksi=Kilo (kg)/Boy (m?).
BioVendor Human Leptin ELISA kit prosediiriine gore mide leptin seviyesi ¢aligildi.
Test Oncesi Ornekler ve standartlar diliisyon tamponu ile 3 kat diliie edildi. Yikama
soliisyonu, distile su ile 10 kat diliie edilerek hazirlandi.
Cozeltiler

e Standart seri

e Yiiksek kontrol

e Diisiik kontrol

e Konjugat soliisyonu

e TMB (3,3’5,5 -tetrametil benzidin dihidroklorid) substrat soliisyonu

e Stop soliisyonu

e Yikama tamponu

e Ornek diliisyon tamponu
Cahisma:

1-Standartlar, yiiksek ve diistik kontroller, kor (diliisyon tamponu) ve 6rnekler kit

igerisinde verilen mikroplak kuyucuklarina pipetlendi.
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2- Mikroplak 1 saat oda sicakliginda (25° C) mikroplak karistiricida bekletildi.

3- Yikama soliisyonu ile kuyucuklar 3 kere yikandi.

4- Her bir kuyucuga 100 pl konjugat soltisyonu eklendi.

5- Mikroplak, oda sicakliginda 1 saat mikroplak karistiricida bekletildi.

6- Yikama soliisyonu ile kuyucuklar 3 kere yikandi.

7- Her bir kuyucuga 100 pl substrat soliisyonu direkt giines 1s1¢indan korunarak
eklendi.

8- Mikroplak 10 dakika karanlikta ve oda sicakliginda bekletildi.

9- Her bir kuyucuga 100 pl stop soliisyonu eklenerek renk olusumu durduruldu.
10- 5 dakika i¢inde, mikroplak okuyucu ile 450 nm’de absorbanslar okundu.

11- Standartlar kullanilarak standart egri ¢izildi ve numunelerin absorbanslarina

karsilik gelen leptin konsantrasyonlar1 ng/mL olarak belirtildi.

oD

y=0.0533x
R*=0.9965
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Sekil 28: Mide leptin konsantrasyonu standart grafigi.

3.3.2.3.Solubl leptin reseptor seviyesi tayini

Serum Ornekleri, BioVendor Human Leptin Reseptor ELISA kit prosediiriine gore
caligildi. Test 6ncesi serum Ornekleri ve standartlar diliisyon buffer ile 3 kat diliie
edildi. Yikama soliisyonu, distile su ile 10 kat diliie edilerek hazirlandi.
Cozeltiler

e Standart seri

e Yiiksek kontrol

e Diisiik kontrol

e Konjugat soliisyonu

e TMB (3,3’5,5 -tetrametil benzidin dihidroklorid) substrat soliisyonu

e Stop soliisyonu

¢ Yikama tamponu
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e Ornek diliisyon tamponu
Calisma:
1- Diliie standartlar, yiiksek ve diisiik kontroller, kor (diliisyon tamponu) ve ornekler
kit icerisinde verilen mikroplak kuyucuklarina pipetlendi.
2- Mikroplak 1 saat oda sicakliginda (25° C) mikroplak karistiricida bekletildi.
3- Yikama soliisyonu ile kuyucuklar 5 kere yikandi.
4- Her bir kuyucuga 100 pl konjugat soliisyonu eklendi.
5- Mikroplak, oda sicakliginda 1 saat mikroplak karistiricida bekletildi.
6- Yikama soliisyonu ile kuyucuklar 5 kere yikand.
7- Her bir kuyucuga 100 pl substrat soliisyonu direkt giines 1s1¢indan korunarak
eklendi.
8- Mikroplak 10 dakika karanlikta ve oda sicakliginda bekletildi.
9- Her bir kuyucuga 100 pl stop soliisyonu eklenerek renk olusumu durduruldu.
10- 5 dakika i¢inde, mikroplak okuyucu ile 450 nm’de absorbanslar okundu.
11- Standartlar kullanilarak standart egri ¢izildi ve absorbanslara karsilik gelen

konsantrasyonlar ng/mL olarak belirtildi.
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Sekil 29: Serum solubl leptin reseptor konsantrasyonu standart grafigi.

3.3.2.4.TNFa seviyesi tayini

Serum ornekleri, BOSTER marka insan TNF-o ELISA kiti prosediiriine gore
calisildi. Serum ornekleri diliisyon tamponu ile 1:10 oraninda dilie edildi.
Standartlar kit prosediiriinde belirtildigi sekilde diliisyon tamponu ile diliie edilerek
hazirlandi. Yikama sollisyonu olarak 0.01 M PBS ¢ozeltisi hazirlandi. Kit
prosediiriine uygun olarak biyotinize anti-human TNF-a antikoru ¢alisma soliisyonu

ve ABC caligsma soliisyonu hazirlandi.
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Cozeltiler

e Standart seri (15.6; 31.3; 62.5; 125; 250; 500; 1000 pg /mL)

e Biyotinize anti-human TNF-a antikoru

e ABC ¢alisma soliisyonu

e TMB (3,3’5,5 -tetrametil benzidin dihidroklorid) substrat soliisyonu

e TMB stop soliisyonu

e Yikama soliisyonu (0.01 M PBS)

e Ornek diliisyon tamponu
Calhisma:
1-1000 pg/mL , 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62.5 pg/mL, 31.3 pg/mL, 15.6
pg/mL TNF a iceren standart soliisyonlar hazirlandi ve her biri kendi kuyucuklarina
100’er ul pipetlendi. Kor olarak diliisyon tamponu 100 pl pipetlendi.
2- Mikroplak, 37 ° C’de 90 dakika inkiibasyona birakildi.
3- Mikroplak, kurutma kagidina ters cevrilerek igerigi bosaltildi.
4- Daha oOnce kit prosediiriine uyularak hazirlanan biyotinize anti-human TNF-o
antikoru ¢aligma soliisyonundan her bir kuyucuga 100’er pl pipetlendi. Mikroplak,
60 dakika 37 ° C’de inkiibasyona birakildi.
5- Yikama soliisyonu ile kuyucuklar 3 kere yikandi.
6- Her bir kuyucuga 100 pl, kit prosediiriine uyularak hazirlanan, ABC ¢alisma
sollisyonundan pipetlendi. Mikroplak, 30 dakika 37 ° C’de inkiibasyona birakildi.
7- Yikama soliisyonu ile kuyucuklar 5 kere yikandi.
8- TMB renk gelistiren soliisyonundan 90’ar pl her bir kuyucuga pipetlendi ve
mikroplak karanlik ortamda 20-25 dakika inkiibasyona birakildi.
9- Her bir kuyucuga 100’er ul TMB stop soliisyonu pipetlendi. Rengin sar1 oldugu
gozlendi.
10- 30 dakika sonra optik dansiteler mikroplak okuyucuda 450 nm.de okundu.
11- Standartlar kullanilarak ¢izilen grafik yardimiyla numunelerin TNF-a

konsantrasyonlar1 pg/mL olarak hesaplandi.
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Sekil 30: Serum TNF-o konsantrasyonu standart grafigi.

3.3.2.5.Interlokin-6 seviyesi tayini

Serum orneklerinde IL-6 seviyesi, ticari olarak bulunan ELISA sandvi¢ metodu ile
BOSTER marka insan IL-6 kit prospektusuna uygun olarak tayin edildi.
Cozeltiler

e Standart seri (4.69; 9.38; 18.75; 37.5; 75; 150; 300 pg /mL)

e Anti-human IL-6 antikoru ¢alisma soliisyonu

e ABC ¢alisma soliisyonu

e TMB (3,3’5,5 -tetrametil benzidin dihidroklorid) substrat soliisyonu

e TMB stop soliisyonu

e Yikama soliisyonu (0.01 M PBS)

e Ornek diliisyon tamponu
Calhisma:
1-300 pg/ml, 150 pg/ml, 75 pg/ml, 37.5 pg/ml, 18.75 pg/ml, 9.38 pg/ml ve 4.69
pg/ml IL-6 iceren standart soliisyonlar hazirlandi ve her biri kendi kuyucuklarina

100’er ul pipetlendi. Kor olarak diliisyon tamponu 100 pl pipetlendi.
2-Diliie hasta ve kontrol serumlar1 kuyucuklara 100 ul pipetlendi.

3- Mikroplagin iistii koruyucu ile kapatilip 37°C’ de 90 dakika inkiibasyon i¢in etiive
birakildi.

4- Mikroplak igerigi kurutma kagidina ters ¢evrilerek dokiildii.

5- Her bir kuyucuga 100’er pl anti-human IL-6 antikoru ¢alisma soliisyonu
pipetlendi ve mikroplak 37 °C’de 60 dakika inkiibasyon i¢in etiive birakildi.
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6- Mikroplak 3 kere 0.01 M PBS ile yikandh.

7- Her bir kuyucuga 100’er ul ABC c¢aligsma soliisyonu pipetlendi ve mikroplak
37°C’de 30 dakika inkiibasyon i¢in etiive birakildi.

8- Mikroplak 5 kere 0.01 M PBS ile yikandi.

9-Her bir kuyucuga 90’ar ul TMB renk gelistiren soliisyonundan pipetlendi ve
mikroplak 37°C’de 30 dakika karanlik ortamda inkiibasyona birakildu.

10-Her bir kuyucuga 100°er ul TMB stop soliisyonu pipetlendi. Rengin sar1 oldugu
gdzlendi.Stop soliisyonunu pipetledikten 30 dakika sonra, mikroplak okuyucuda 450

nm.de optik dansiteler okundu.

11-Standartlar ~ kullanilarak  ¢izilen grafik yardimiyla numunelerin IL-6

konsantrasyonlar1 pg/mL olarak hesaplandi.
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Sekil 31: Serum IL-6 konsantrasyonu standart grafigi.

3.3.2.6.Solubl IL-1 decoy (tuzak) reseptor seviyesi tayini

Serum orneklerinde, solubl IL-1 decoy (tuzak) reseptdr seviyesi ticari olarak bulunan
ELISA sandvi¢ metodu ile ADIPO BIOSCIENCE marka insan solubl IL-1tuzak
reseptor kit prospektusuna uygun olarak tayin edildi.
Cozeltiler

e Standart seri

e Detection antikor

e Streptavidin-HRP Conjugat calisma soliisyonu
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TMB stop sollisyonu

Yikama soliisyonu

Ornek diliisyon tamponu
Substrat sollisyonu

Stop soliisyonu

Yikama soliisyonu (0.01 M PBS)

Ornek diliisyon tamponu

Calisma:

1- Gereken soliisyonlar ve calisma standartlar1 kit prosediiriine uygun olarak
hazirlandi.

2- Kuyucuklara 100’er pl diliisyon tamponu (kor igin), standartlar, serum
ornekleri ve pozitif kontrol pipetlendi.

3- Mikroplak oda sicakliginda mikroplak karigtiricida 2 saat inkiibasyona
birakildi.

4- Mikroplak 4 kere yikama soliisyonu ile yikandi.

5- Her bir kuyucuga 100’er pl detection antikor pipetlendi.

6- Mikroplak 4 kere yikama soliisyonu ile yikanda.

7- Her bir kuyucuga 100’er pl Streptavidin-HRP Conjugat calisma soliisyonu
pipetlendi. Isiktan koruyarak, mikropipet calkalayicida 1 saat inkiibasyona
birakildu.

8- Mikroplak 4 kere yikama soliisyonu ile yikanda.

9- Her bir kuyucuga 100’er pl substrat soliisyonu pipetlendi. Oda sicakliginda 8-
12 dakika 1s1iktan koruyarak inkiibasyona birakildi.

10-Her bir kuyucuga 100’er pl stop soliisyonu pipetlendi.

11-Kuyucuklarda olusan rengin siddeti 15 dakika i¢inde, 450 nm’de mikroplak
okuyucu ile okundu.

12-Standartlar kullanilarak absorbanslar iizerinden miktar tayini yapild.

Sonuglar pg/mL olarak verildi.
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Sekil 32: Serum solubl IL-1 decoy (tuzak) reseptor standart grafigi.

3.3.2.7.Mide leptin reseptor protein seviyesi tayini

Biyopsiler endoskobik muayene sirasinda elde edildi ve yas agirliklart tartilip,
dondurulup -80 ©°C’de saklandi. Calisma giinli, doku numuneleri 6nce
homojenizasyon ardindan sonikasyon islemlerinden sonra RIPA tamponunda (0,1
mg/ml PMSF, 100 uM benzemidine, 100 mM Na3;VO,) 4°C’de 2000 devirde 10
dakika siire ile 3 kez yikandi. Doku Orneklerinden elde edilen siipernatanlarda,
Lowry ve ark.nin tayin metodu prosediiriine uyularak, spektrofotometrik 6l¢iim ile
total protein miktar1 6l¢iimii yapildi.

Lowry’nin protein tayini

Lowry prosediirii (297), 1951 yilinda tariflenmis olup bugiin en yaygin kullanilan
protein tayin yontemlerinden biridir. Alkali kosullarda, bakir protein ile kompleks
olusturur. Folin-fenol reaktifi (fosfo-molibdik-fosfotungstik reaktifi) eklendiginde,
proteinlere baglanir. Bagh reaktif yavas bir sekilde indirgenir ve renk saridan maviye
doniistir.

Stok soliisyonlar

LowryA: % 2 Na,COj; (0.1 N NaOH igerisinde)

Lowry B: % 1CuSO4 (distile H,O igerisinde)

Lowry C: % 2 Sodyum potasyum tartarat (NaKC4H4O6.4H,0) (distile H,Oigerisinde)

Lowry stok reaktifi
49 mL Lowry A
0.5 mL Lowry B
0.5 mL Lowry C
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Folin’s Reaktifi: Fenol reaktifi- 2N (Folin-Ciocalteau reaktifi). 1:1 oraninda distile su

ile kullanimdan hemen 6nce hazirlanir.
Standart: Bovin serum alblimini kullanilir. Standartlar PBS tamponu ile diliie edilir. 5
mL distile suda 5 mg (1 pg/ul) olarak hazirlanir (BSA Standardi - 1 mg/mL).

Prosediir

1. Numuneler 6nce 1:4 oraninda PBS tamponu ile diliie edildi. Her bir tiipe 100
uL diliie numune pipetlendi (numune + tampon=100 pL). 13 adet, her

birinden de ticer adet olmak iizere 39 adet standart tiipii hazirland.

2. Her bir tiipe 1.0 mL Lowry stok reaktifi pipetlendi.

3. Tiipler 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildu.

4. Folin’s reaktifinden her bir tiipe 100 pL pipetlendi.

5. Tiipler 30 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inkiibasyona birakildi.

6. Spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda okuma yapildu.

Protein standardi Standart Tampon
(Mikrogram= pg)
(Mikrolitre= pL) (Mikrolitre= pL)

0 0 100
5 5 95
10 10 90
15 15 85
20 20 80
25 25 75
30 30 70
40 40 60
50 50 50
60 60 40
75 75 25
80 80 20
100 100 0
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Sekil 33: Lowry’s protein standart grafigi.

Standart grafigi yardimiyla, numunelerin OD’lerine karsilik gelen protein miktarlari
hesaplandi, diliisyon faktorii ile carpilarak sonuclar belirlendi. Protein miktari
belirlenen dokulardan en yiiksek protein igceren 3 hasta tiimor dokusu, 3 hasta normal
mide dokusu ve 3 kontrol mide dokusu proteinleri % 8’lik SDS PAGE (20 pg total
protein) elektroforez ile ayrildi. Akabinde proteinler, nitroselliilloz kagida Western
blot yontemi ile transfer edildi ve poliklonal anti-leptin antikorlari ile inkiibe edilip

ECL deteksiyon sistemi ile tayin edildi.
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analiz, Windows igin SPSS 15.0 paket programu ile yapildi. Verilerin
normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Normal dagilim
gosteren sayisal degiskenlerin 6zet istatistikleri aritmetik ortalama + standart sapma
(X = SD) olarak verildi. Normal dagilim gdstermeyen sayisal degiskenlerin 6zet
istatistikleri i¢cin median (%25.-%75. persentil) degerleri kullanildi. Hasta ve kontrol
grubunda median degerler hesaplandiktan sonra hasta ve kontrol grubu i¢indeki
bagimsiz drneklerin karsilagtirilmasinda t-testi ve Mann-Whitney U testi kullanildi.
Normal dagilim gostermeyen ¢aligma gruplariin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis
varyans analizi kullanildi. Gruplar icerisinde korelasyonlar Spearman testi ile analiz

edildi. Istatistiksel analizler p<0.05 ise anlaml kabul edildi.
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S.BULGULAR

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Dahiliye Anabilim Dali Gastroenteroloji
Boliimii’nde endoskopik biyopsi sirasinda mide kanseri diisiiniilen 30 erkek hasta ile
hasta grubu olusturuldu. Endoskopik muayenesi yapilan 25 saglikli erkek birey de

kontrol grubunu olusturdu.

5.1.KLiNiK BULGULAR

Endoskopik biyopsilerinin patolojik tanilar1 mide kanseri olarak gelen 30 erkek
hastadan olusan hasta grubunun yas ortalamasit 64.26 + 9.84, saglikli 25 erkek
hastadan olusan kontrol grubunun yas ortalamasi ise 42.32 + 13.89 idi.

Viicut kiitle indeksi (VKI) degerleri, hasta grubunda 24.77 + 3.61, kontrol grubunda
ise 25.87 + 2.85 olarak tesbit edildi.

Tablo 2: Calisma Gruplarinin Yas ve VKI Degerleri

Calisma Gruplari
Hasta (n=30) Kontrol (n=25) p
YAS 64.26 + 9.84° 42.32 +13.89° < 0,001
VKIi 24.77 £3.61° 25.87 +2.85° > 0,05

Veriler, X + SD olarak gosterildi.

b Ayni harflerin yer aldig1 gruplarda fark bulunmamaktadir.
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Mide kanserli hasta grubunun yas ortalamasimin, kontrol grubunun yas
ortalamasindan biiyiik oldugu goriildii. Her iki grubun yas ortalamalar1 arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) olarak degerlendirildi.

VKI agisindan ise hasta grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak bir fark

goriilemedi ve p>0,05 olarak degerlendirildi.
5.2.BiYOKIMYASAL CALISMA BULGULARI
5.2.1.Serum Leptin Diizeyi

Tablo 3: Calisma Gruplarinin Serum Leptin Diizeyi Degerleri

SERUM n median %25 %75 p
LEPTIN (ng/mL)
Hasta 30 2.22 0.76 7.01

0,027
Kontrol 25 4.63 2.75 9.25

Hasta grubunun serum leptin degerleri, kontrol grubunun serum leptin degerlerine
gbre daha diisiik olarak 6l¢iildii. Bu iki grubun serum leptin median degerlerinin

arasindaki fark ise istatistiksel olarak anlamli tespit edildi (p<0.05).

5.2.2.Mide Leptin Diizeyi

Mide kanserli hastalardan alinan tiimoral doku orneklerinde calisilan doku leptin
degerleri, yine aynm1i mide kanserli hastalarin tiimoére komsu normal mide
dokularindan almman endoskopik biyopsilerden (kontrol 1) ve kontrol grubundan
alman normal mide doku Orneklerinden (kontrol 2) numerik olarak daha yiiksek
tespit edildi. Ayrica, mide kanserli hastalarin tiimére komsu normal mide
dokularindan alinan endoskopik biyopsilerinden elde edilen leptin diizeyleri de

normal mide doku 6rneklerine gére numerik olarak ytiiksek tespit edildi. Ancak, bu 3
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grup arasindaki doku leptin median degerleri arasinda istatistiksel agidan anlamli bir

fark bulunamadi. (p>0.05).

Tablo 4: Calisma Gruplarinin Mide Leptin Degerleri

MIDE LEPTIN n median %25 %75 p
(ng/mL)

Hasta 30 26. 45 1621  56.93

Kontrol 1 30 21.79 12.88 3491 U

Kontrol 2 25 20.37 1293  38.72

5.2.3. Solubl Leptin Reseptor Diizeyi

Tablo 5: Calisma Gruplarinin Solubl Leptin Reseptor Diizeyi Degerleri

SERUM SOLUBL n median %25 %75 p
LEPTIN RESEPTOR (ng/mL)
Hasta 30 35.63 2491 5429

0,01
Kontrol 25 26.39 1922 33.05

Hasta grubunun serum solubl leptin reseptdr degerleri, kontrol grubunun
degerlerinden daha yiiksek olarak dlgiildii. Iki grup arasindaki serum solubl leptin
reseptor median degerleri arasindaki fark ise istatistiksel agidan anlamli olarak

degerlendirildi (p<0.05).
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5.2.4. Mide Leptin Reseptor Protein Diizeyi

Sekil 34: Insan midesinde leptin reseptor protein ekspresyonunun Western blot ile

demografik olarak gdsterilisi. (T: Tiimér dokusu Hn: Hastalarm normal mide dokusu K:
Kontrol mide dokusu, MA: Molekiiler Agirlik Markir1)

Leptin reseptdr proteini 126 kDa agirligindaki bantla gosterildi.

Tiimo6r dokusunda leptin reseptor proteini diizeyi, timore komsu normal mide

dokusuna ve kontrol grubu mide dokusuna gore azalmis olarak tesbit edildi.

5.2.5. Serum IL-1 Tuzak Reseptor (IL-1RII) Diizeyi

Mide kanserli hastalarda serum IL-1RII degerleri, kontrol grubunun degerlerinden
daha diisiik olarak Sl¢iildii.
Her iki grubun serum IL-1RII median degerleri arasindaki fark ise istatistiksel agidan

anlamli olarak belirtildi (p<0,05).
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Tablo 6: Calisma Gruplarinin Serum IL-1RII Diizeyi Degerleri

SERUM n median %25 %75 p
IL-1RII RESEPTOR (ng/mL)
Hasta 30 3111 2631 3351

<0,003
Kontrol 25 3601 3016 3816

5.2.6. Serum TNF-a Diizeyi

Tablo 7: Calisma Gruplarinin Serum TNF-a Diizeyi Degerleri

SERUM TNF-a n median %25 %75 p
(ng/mL)
Hasta 15 58.17 17.48 98.6
0,034
Kontrol 14 16.62 7.82 30.58

Mide kanserli hastalarin serum TNF-a degerleri, kontrol grubundan daha yiiksek
olarak olgiildii. Bu iki grup arasindaki TNF-o median degerleri arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (p<0.05).

5.2.7. Serum IL-6 Diizeyi

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda mide kanserli hastalarin  serum IL-6
degerlerinin numerik olarak daha yiiksek oldugu goriildii ancak bu fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmadi (p>0,05).

64



Tablo 8: Calisma Gruplarinin Serum IL-6 Diizeyi Degerleri

SERUM IL-6 n median(ng/mL) %25 %75 p
Hasta 17 10.22 231 11

0,62
Kontrol 4 5.74 1.41 13.88

5.3. KORELASYON ANALIZLERI

Mide kanserli hasta grubunun kendi igerisinde degerlendirilmesi amaciyla yapilan
korelasyon analizlerinde, serum leptin degerleri ile serum leptin reseptdr degerleri

arasinda negatif yonde korelasyon oldugu gosterildi.

50

Serum leptin seviyesi

o

T 40
104 R? = 0.2605

-20

Serum leptin reseptdr seviyesi

Sekil 35: Serum leptin ve leptin reseptor korelasyon egrisi

Hasta grubunda serum leptin degerleri ile serum IL-1RII degerleri arasinda ve serum
leptin reseptor degerleri ile serum IL-1RII degerleri arasinda herhangi bir korelasyon
gosterilemedi.

Kontrol grubunun kendi igerisinde degerlendirilmesi amaciyla yapilan korelasyon
analizlerinde ise serum leptin, serum leptin reseptdr ve serum IL-1RII degerleri

arasinda herhangi bir korelasyon gosterilemedi.
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6. TARTISMA VE SONUC

Mide kanseri siklikla rastlantisal olarak ve ileri komplikasyonlar ile birlikte
bulunmaktadir. Hastaligin prognozu kétiidiir ve bir¢ok endiistriyel iilkede teshisten
itibaren 5 yillik sagkalim sadece %10 olmaktadir (15). Beslenme aligkanliklari,
enfeksiyon, genetik yatkinlik, ¢esitli ¢evresel risk faktorleri mide kanseri gelisiminde

sorumlu tutulmaktadir (298).

Leptin, adipoz doku tarafindan {iretilen, beslenme davranisini ve kilo kontroliinii
modiile eden bir hormon olarak 1994 yilinda kesfedilmistir. Yakin zamanda, midenin
onemli bir leptin kaynagi oldugu ve leptinin gastrointestinal yolda cesitli
fonksiyonlar gosterdigi tanimlanmistir. Leptin, gastrik bosalmay1 geciktirmek icin
nervus vagus ve CCK ile etkilesir ve ince barsak motilitesi iizerinde kompleks
etkilere sahiptir. Leptin, viicut agirliginin kontroliinde énemli bir rol oynar ve ayrica
epitelyal hiicreler {izerinde biiyliime faktorii benzeri fonksiyonlara sahiptir. Leptin,
fizyolojik ve patolojik durumlarda farkli sekillerde olmak iizere gastrointestinal
yoldan makrobesinlerin emilimini modiile eder. Fizyolojik durumlarda, ekzojen
leptinin karbohidrat emilimini azalttigt ve kiigiik peptidlerin emilimini arttirdig1
gosterilmigstir. Belli patolojik durumlarda leptinin; karbohidrat, protein ve yag
emilimini arttirdigt da belirtilmistir. Anormal leptin ve leptin reseptorii
ekspresyonunun kanser gelisimi ve progresyonu ile iliskisi olabilir denilmektedir

(299).
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Leptin, besin alim1 ve enerji harcaniminin regiilasyonunda merkezi bir rol oynar.
Once olgun beyaz adipositlerde kesfedilmis olup, daha sonra ise mide mukozasinda
izole edilmistir. Bu doku, kan dolasimina ve mide liimenine leptin sekrete eden
epitelyal endokrin ve ekzokrin hiicreleri icermektedir. Isik ve elektron mikroskobu
ile adipositlerin ve mide epitel hiicrelerinin graniilli endoplazmik retikulumlari
boyunca leptin igerdikleri gosterilmistir. Her iki doku da, leptine bagl olarak, kana
ve mide suyuna sekrete edilen solubl leptin reseptdr formunu sentezlerler. Bu solubl
reseptor leptini korur ve yart Omriinii uzatir. Adipositlerden ve mide epitelinden
leptin sekresyon mekanizmalarindaki benzerliklere ragmen, gercekte radikal farklar
vardir. Mide hiicrelerinde leptin, hizli regiile sekresyon yollarim1 takip ederken,
adipositler leptini yavas sekrete ederler. Bu farklilik, bu iki farkli dokuda leptinin
oynadig1 spesifik rollerle agiklanabilir. Mide leptini; mide bosalmasini geciktiren,
intestinal duvardan besinlerin emilimi, gastrik-intestinal ve pankreatik hormonlarin
salinimini i¢eren sindirimin kisa donem regiilasyonuna dahildir. Diger taraftan besin
aliminin uzun dénem regiilasyonu i¢in beyaz adipositlerden salgilanan leptin, primer
olarak hipotalamusa etkir. Bu nedenle adipozun ve mide leptininin koordinasyonu,

uygun besin islenisi ve enerji depolanmasinin yonetimini saglamaktadir (300, 301).

Immiinopresipitasyon ve Western blot analizleri ile, leptinin, leptin reseptoriiniin
ekstraselliiler kismiyla uyumlu sekilde proteine bagli bulundugu gosterilmistir. Bu
solubl reseptdriin yoklugunda leptin hizlica geriler. Rat mide mukozasinin
immiinositokimyasi, bu kompleksin sekresyonuna dahil olan hiicrelerin ve
intraselliiler kompartmanlarin tanimlanmasini saglamaktadir. Leptin reseptoriiniin
ekstraselliiler kismi ve leptin, graniillii endoplazmik retikulum -Golgi-graniillerinin
sekresyon yollar1 boyunca bulunmaktadir, sef ve spesifik endokrin hiicrelerin

sekretuvar graniillerinde bir kompleks olusturur.

Mide kanseri nadir fakat onemli bir malignensidir. Obez bireylerde yiikselen bir
sitokin olan leptin ile kanser gelisimi arasindaki iliski aragtirilmaktadir. Mide kanseri
gelisiminde leptin ve reseptoriiniin rol oynayabilecegi vurgulanmaktadir. Ancak, bu
sekilde sonuclanan leptin ve leptin reseptorii arasindaki etkilesimin gercek

mekanizmasi heniiz tam aydinlatilmamstir.

67



Yapilan bir ¢alismada, leptinin immiin reaktif hiicrelerin mide fundus bezlerinde
tayin edildigi ve leptin PCR iiriiniiniin de yine mide fundus mukozasinda bulundugu
gosterilmigtir. Enfeksiyon, mide leptin ekspresyonunu belirgin olarak arttirirken ve
enfeksiyonun tedavisi de mide leptin ekspresyonunu belirgin olarak diistiriirken
tersine, ilging olarak, serum leptin diizeyleri enfeksiyon tedavisinin ardindan

degismemis olarak bulunmustur (302).

Yapilan ¢aligmalarda genel olarak serum leptin seviyeleri gastrointestinal kanserli
hastalarda diisilk olarak bildirilmistir (303). Yine, yapilan bir caligmada, {ist
gastrointestinal kanserlerde serum leptin diizeyi, kontrollere gore diisiik bulunmustur

(304).

Enflamatuvar barsak hastaligi olan kisilerde kolon mukozasinda leptinin up-regiile
oldugu gosterilmistir (305). Leptin, mide-barsak mukozal hiicre proliferasyonunu
stimiile eder ve apopitozu inhibe eder. Biitiin bu fonksiyonlar, leptinin bir¢ok immiin
regiilator etkileriyle komplike hale gelen gastrointestinal yoldaki tiimorogenezide,
leptinin rolii hakkinda spekiilasyonlara neden olmaktadir. Sonucta leptin, iyi
tanimlanmis istah regiilasyonu ve obezitedeki rollerinden bagimsiz olarak,

gastrointestinal sistemin major fonksiyonlarmin da énemli bir modiilatér oldugunu

distindlirmektedir (305).

Leptin, dolasimda serbest ve baghh formlarda bulunarak viicut agirliginin
regiilasyonunda 6nemli rol oynar. Leptin reseptdr izoformlarindan biri dolagimda
solubl formda bulunarak leptini baglamaktadir. Yapilan klinik calismalar, obez
bireylerde solubl leptin reseptor (sOB-R) diizeylerinin daha diisiik oldugunu
gdstermistir. Diger bir ifadeyle serum sOB-R diizeyleri VKI ile negatif korele olarak
bulunmustur (306). Bununla birlikte baska bir ¢calismada; sepsisden bagimsiz olarak
serum leptin veya leptin-reseptdrii, hastalar ya da kontroller arasinda farkli olarak
bulunmamis, fakat serum leptin diizeyleri obezite ile yakin iligkili ve metabolizma

markirlari ile agik¢a korele bulunmustur (307).

Yapilan ¢aligmalarla, obez bireylerde seviyesi ylikselen bir sitokin olan leptin ile

kanser gelisimi arasindaki baglantiya dikkat ¢ekilmistir. Leptinin ayrica mide kanseri
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icin klinik korelasyonundan séz eden ender calismalar da bulunmaktadir (121).
Erken evre mide kanserli hastalarda serum leptin diizeyini gosteren calisma yoktur.
Tek bir vaka-kontrol c¢alismasi rapor edilmistir. Bu calismada, mide kanserli
hastalarda leptin diizeyi belirgin olarak diisitk bulunmus, ¢iinkii ¢caligmaya sadece
belirgin olarak kilo kaybi1 olmus metastatik kanserli hastalar dahil edilmis ve bu
nedenle bu c¢alisma da leptin diizeyleri ile kanser riski arasindaki iligkiyi
gosterememistir (174). Buna karsilik yapilan bir ¢alismada, mide kanserli hastalarda

evre ilerledikge leptin diizeyinin de azalmakta oldugu belirtilmistir (308).

Ulkemizde yapilan bir ¢alismada da yine, bizim calismanudaki sonucalara paralel
olacak sekilde serum leptin konsantrasyonlar1 kanser grubunda kontrollerden daha
diistik bulunmustur (174). Daha once de belirtildigi tizere leptin, kanser
patogenezinde rol oynadigi diisiiniilen, primer olarak adipositlerden salgilanan bir
peptid hormondur. Solubl leptin reseptor (sOB-R), leptinin fizyolojik fonksiyonlarini
regiile eder ancak; kanser ile iligkisi bilinmemektedir. Bu konu ile ilgili yapilan ender

calismalardan birinde, kolorektal kanser ile giiclii ters iligkili bulunmustur (309, 310).

Onemli olarak su da vurgulanmalidir ki, yapilan bir ¢aligmada, ayni cinsiyet ve 18.5-
25 arasinda benzer VKI olan kanser hastalar1 ve saglikli kontrol grubu arasinda,

serum leptin konsantrasyonlar1 yoniinden anlamli bir fark bulunamamustir (309).

Yakin zamanda yapilan bir baska calisma, mide kanseri olan malnutrisyonlu
hastalarda serum leptin konsantrasyonunun, malnutrisyonu olmayan ve obez hasta
gruplarindan belirgin olarak daha diigiik oldugunu gostermis. Ayni cinsiyetteki
kanser hastalar1 ve saglikli kontrol grubu arasinda serum leptin konsantrasyonlari
yoniinden belirgin fark gosterilememistir (321). Benzer sekilde bu ¢alismada da ayni
cinsiyet ve benzer VKI olan mide kanserli hastalarin serum leptin konsantrasyonlari,

kontrol grubundan belirgin olarak daha diisiik bulundu.

VKI ve cinsiyet, serum leptin konsantrasyonunu etkileyen faktorler olup serum leptin
konsantrasyonu VKI ve cinsiyet ile anlamli derecede koreledir. Kanserli hastalarda
serum leptin konsantrasyonu, VKI ve nutrisyonel statiideki degisikliklerden etkilenir.
Kanserli hastalarin nutrisyonel statiilerinin degerlendirilmesinde serum leptin

konsantrasyonu potensiyel bir parametredir (309).
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Genel olarak yapilan c¢alismalarla, obezitenin, 06zafago-gastrik bileske
adenokarsinomunu da i¢ine alan bir¢ok kanser gelisimi ve kanserden 6liim i¢in risk
faktorii oldugu iyi anlagilmanmustir. Diger bir ifadeyle, bu iliskiyi tanimlayan

epidemiyolojik delillere ragmen kanser baglantilt mekanizmalar hala acik degildir.

Yag dokusundan sekrete edilen metabolik olarak aktif pro-enflamatuvar sitokinlerin
ve leptinin karsinogenezde anahtar rol oynadigi, adipokinlerle yapilan kapsamli
calismalar neticesinde, goriilmektedir (165). Sadece metastatik mide kanserli,
belirgin kilo kayb1 olmus hastalarin dahil edildigi bir kontrol ¢alismasinda hastalarda
belirgin olarak diisilk serum leptin konsantrasyonlar1 bildirilmistir, ancak leptin

diizeyleri ve kanser riski iliskisini gdsteren bilgiler verilememistir (174).

Bu calismada sadece erkek hastalarin hasta ve kontrol grubunu olusturmasiyla
cinsiyet faktorii ortadan kaldirilmis oldu. Hasta ve kontrol gruplarinda olgiilen
VKli’leri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmamasi ise serum leptin
konsantrasyonunu etkileyen diger bir faktér olan VKi’ni de ortadan kaldirdi. Bu
durumda, hasta grubunda serum leptin seviyesindeki bu diisiikliilk, kansere bagl

malnutrisyon kaynakli olabilecegini diisiindiirdii.

Bir¢ok aragtirmaci normal ve malign mide dokusunda leptin sistem ekspresyonunu
tanimlamigtir. Ishikawa ve ark., 207 mide tiimoériinde leptin ve leptin reseptor
ekspresyonunu tanimlamislar ve pozitif korelasyon bulmuslardir (156). Yiiksek
leptin ekspresyonunun invazyon derinligi fazla, nodal tutulum ve lenfovaskiiler
invazyon pozitif olan, yani daha agresif tiimor biyolojisi ile iliskili oldugunu
belirtmislerdir ancak prognoz ile iliskisi tariflenmemistir (156). Zhao ve ark., giiclii
leptin ekspresyonunun daha ¢ok ileri tiimdr evresi ve azalmis sagkalim ile iligkili
oldugunu belirtmislerdir (311). Ancak, Hong ve ark., serum leptin ve leptin reseptorii
ekspresyonu ve tiimor evresi arasinda iliski bulamamigslardir. Bunun da muhtemel
sebebi calisma biiylikliigiiniin, diger bir ifadeyle denek sayisinin az olmasi diye

yorumlamislardir (312).

Birgcok arastirmaci, kotii diferansiye mide kanserleriyle karsilastirldiginda iyi
diferansiye olanlarda leptin ve leptin reseptér ekspresyonunun up-regiile paterni

oldugunu belirtmislerdir (156, 311, 312).
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Yapilan bir ¢calismada solubl leptin reseptor seviyesi ve gen polimorfizmi tiimii erkek
pediatrik akut lenfoblastik 16semi hastalarinda incelenmis ve solubl leptin reseptor
plazma diizeyleri ve asir1 kilo durumu ile negatif korelasyon gézlenmis. Grup iginde
leptin ve leptin reseptdr diizeyleri arasinda belirgin negatif korelasyon bulunmustur.

(313).

Son yillarda yapilan bir ¢alismada da, yine kolorektal kanser hastalarinda; ¢ok terimli
lojistik regresyon modeli ileri evre tiimorler ile doku leptin ve solubl leptin reseptorii
arasinda pozitif iliski ortaya koymustur. Diger bir ifadeyle, yapilan bu tez
calismasinda da oldugu iizere, doku leptin diizeyindeki artis ve dolasimdaki yiiksek
leptin reseptor diizeyleri kanserli hastalarda gozlenmektedir, bu durum da kanser
progresyonunda  solubl leptin reseptdriinin  ve doku leptinin  roliinii

diisiindiirmektedir (295).

Yapilan ender ¢alismalardan birinde, solubl OB-R’nin en 6nemli leptin baglayan
protein oldugu belirtilmis. PCOS hastalarinda biyolojik olarak aktif serbest leptin
seviyesinin Ol¢iildiigii bu ¢aligmada; hasta grubunda leptin veya sOB-R arasinda

herhangi bir korelasyon gosterilememis (314).

Son yillarda yapilan (projenin yazimindan 5 yil sonra) bir c¢alismada; mide
dokusunda leptin seviyelerine bakildigi zaman; 110 mide kanser ve 96 kontrol mide
mukoza 6rneginde immiinohistokimyasal yontemle leptin diizeyi incelenmis. TUmor
dokularinda leptin diizeyinin yine bu ¢alisma ile paralellik gdsterecek sekilde normal

dokulardan belirgin olarak daha yiiksek bulunmustur (315).

Yine son yillarda yapilan ¢aligmalarda; mide kanser dokularinda leptin and solubl
OB-Rb diizeyi normal dokulardan daha yiiksek bulunmus (316, 317). Bu caligmada
da yukarida belirttigimiz {izere mide kanser dokularinda leptin hem saglikli bireylere
gore hemde kanser hastasi bireyden alinan saglikli doku grubuna gore yiiksek
bulunurken, enteresan bir sekilde, tiimor dokusunda leptin reseptor proteini diizeyi,
tiimore komsu normal mide dokusuna ve kontrol grubu mide dokusuna gore azalmis
olarak tesbit edildi. Buda tiimdrle reseptor protein ekspresyonu arasindaki negatif

korelasyonun bir belirteci olarak yorumlandi.
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Yapilan ilgin¢ bir calismada; gestasyonun 7 ile 9.haftalarinda biitiin mukozalarda
Ob-Rb’yi (mRNA ve/veya proteini) eksprese ettigi, 8. Haftadan itibaren de mide
mukozasinda leptin proteininin, 11. haftada da leptin mRNA’nin tayin edildigi

gosterilmis (318).

Biitiin bunlarin sonucunda Onemli bir nokta ise; leptin ve leptin reseptorii
karsilagtirildiginda; leptin-leptin reseptorii, leptin reseptoriiniin kendisiyle benzer
fonksiyon ve biyolojik prosesleri ortaya c¢ikarmaktadir. Bu durum, Ileptin
reseptOriiniin leptinin ekspresyonu {izerinde belirgin siipresif etkilerinin oldugunu
dogrulamaktadir. Leptinin hormon aktivitesinde kayip ve normal hiicre sinyal
yollarinda bozukluk goriilebilir. Reseptoriin bloklanmasi rasyonel bir tedavi stratejisi

olabilir.

Yine yukaridaki bilgileri desteklercesine serum leptin ve Ob-Rb konsantrasyonunun
kanserin klinik ve patolojik progresyonunun evresine bagli olmadigi sdylenmektedir.
Zira, Stachowicz ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada asir1 kilolu veya obez kolon
kanserli hastalarin, normal kilolu olanlariyla karsilagtirdiklarinda, istatistiksel olarak
anlamli, daha yiiksek serum leptin diizeyleri bulmusglar. Calismada kolorektal
karsinomlu hastalardan alinan doku Orneklerinde leptini kodlayan gene ait mRNA
varligin1 gosterememisler ancak referans dokularla yani kontrol gruplarn ile
karsilastirildiginda biitiin ¢alisma gruplarinda Ob-Rb’nin mRNA kopyalarinin
sayisini istatistiksel olarak belirgin yiiksek bulmuslar (319- 321).

Yapilan c¢alismalarda ileri evre kanserli hastalarda, kanser progresyonu ve
agresivliginde rolii oldugunu diisiindiiriir sekilde, dolasimda yiiksek diizeyde leptin
reseptorii bulunmaktadir (295). Yapilan bu calismadan elde edilen sonuglarda da
benzer sekilde, VKI agisindan istatistiksel olarak fark olmayan mide kanserli
hastalarin serum solubl reseptdr seviyesi kontrol grubuna gore anlamli yiiksek olarak
tesbit edildi. Bununla birlikte, kanserli hastalarda kanser patogenezinde sOB-R’nin
onemli potensiyel roliinii dogrulamak icin daha ileri ¢calismalara ihtiyag¢ vardir.

Epidemiyolojik ¢aligmalarla, artmis viicut kiitle indeksi olan hastalarin (ki bu durum
obezitenin derecesini gostermektedir) mide kanserinden sonuglanan artmig Sliim

orani sergilemekte oldugu gosterilmistir. Mide leptin ekspresyonu, mide mukozasi
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hasarlandiginda (322, 323) ve enfeksiyon varliginda artmaktadir (324). Enfeksiyon
eradike edildikten sonra ise mide leptin ekspresyonunun azalmasi, mide kanseri

patogenezinde leptinin rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (311).

Yapilan bir bagka ¢alismada, mide kanser hiicrelerinde (MGC-803) hiicre kiiltiirii
calismasinda, leptin, leptin reseptorii, leptin ve leptin reseptorii mRNA ekspresyonu

kontrol grubuyla karsilastirildiginda belirgin artmis olarak bulunmustur (326).

Bilinmektedir ki; hem normal mide epiteli hem de kanser hiicreleri belirgin sekilde
leptin eksprese etmektedir. Leptin boyamasi yapilan vakalarda leptin ekspresyon
diizeylerinin, tiimdr invazyon derinligi ile artma egiliminde oldugu belirtilmistir
(156). Bu calismada ise mide kanserli hastalarin timoér dokusunda mide leptin
diizeyi, hasta grubunun normal mide ve kontrol grubunun mide dokusu leptin
degerlerinden daha yiliksek bulundu. Buda leptinin mide kanserinde bir biiyiime

faktorii olabilecegi ihtimalini akla getirmis oldu.

Epidemiyolojik c¢aligmalar dolasimdaki enflamatuvar markirlar ve kronik hastalik
riskleri arasindaki iliskileri bildirmislerdir.

Sitokinler, baslangicta ¢esitli immiin fonksiyonlar1 kontrol eden salgi proteinler
olarak kesfedilmis ise de bugiin sitokin fonksiyonlarin, kanser dahil biyolojinin
baska yonlerine de dahil oldugu agiktir (327). Uzun zamandir siliphelenilen
enflamasyon ve kanser arasindaki nedensel iliski kanitlanmistir (198, 328, 329).
Biitiin kanserlerin en az %20’si enfeksiyon ve kronik enflamasyon arasindaki iligki
icerisinde ortaya cikmaktadir. Tiimor mikrogevresinde yiliksek diizeyde sitokin
ekspresyonu ile birlikte yogun enflamatuvar infiltratlar goriilmektedir. Bir¢ok
sitokin, premalign hiicrelerde biiyiime ve sag kalim faktorii olarak rol oynamakta ve
anjiyogenezi, timor progresyonunu ve metastazini stimiile etmekte ve hatta tiimor-
gelistirici enflamasyonu devam ettirmektedir (330, 331). Baslangigta, timor nekroz
faktor (TNF) ve interlokin-6 (IL-6), en iyi karakterize edilmis protiimorojenik
sitokinler olup, epitelyal hiicrelerde onkogenik transkripsiyon faktorleri olan NF-xB,
AP-1 (TNF) and STAT3 (IL-6)’1 aktive etmekle sug¢lanmislardir (332-335). Daha
sonra, diger bircok sitokinlerin ve diger stimiilanlarin NF-xB ve STAT3’{in pro-
tiimorojenik aktivasyonuna dahil olduklar1 gosterilmistir. Hasta serumunda tayin

edilen artmis IL-6 ekspresyonu, artmis kolorektal adenom riski ile iligkili
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bulunmustur (336). Genel olarak, kanser hastalarinin serum veya doku orneklerinde

IL-6 ekspresyonu kotii prognoz ile korele bulunmustur (337).

IL-6, pro-inflamatuvar sitokin olarak bilinir ve enflamatuvar degisliklerin
olusmasinda, patojenin eliminasyonunu saglayan hizli bagisiklik yanitinin ortaya
cikmasinda rol alirlar. IL-6 gibi enflamatuvar sitokinlerin olaya katilimlarinin oldugu
istahsizlik ve c¢esitli kanser olgularinda goriilen zayiflamanin ve genel olarak kansere
bagl o6liimlerin temel nedeninin sitokinler olabilecegi diisiiniilmektedir (338, 339).
Ayn1 zamanda, sitokinlerin kontrol dis1, asir1 veya az iiretimi ile de ¢ok sayida klinik
rahatsizliga neden oldugu konusunda deliller giderek artmaktadir. (340). Bu nedenle
sitokinler {izerinde sadece aktivator veya inhibitor etkinin tek basina fazla bir anlami
bulunmamakta, miimkiin oldugu kadar genis bir bakis acisindan degerlendirilme
yapilmasi gerekmektedir. IL-6 gibi enflamatuvar belirleyicilerin enfeksiyon, doku
hasar1 ve aktif hastalik durumlarinda diizeylerinin degistigi gosterilmistir. Bu
enflamatuvar belirleyicinin baz1 kanser tipinin progresyonunda rol aldigina dair bir

takim tanimlamalar olmakla beraber, dolasimda bulunan enflamatuvar belirleyici

miktarindaki degisimin mide kanseri ile olan bagintisi net degildir (341).

Mide kanseri, enflamasyon giidiimlii malignensinin de temsilciligini yapmaktadir.
IL-6’nin mide kanseri biiylimesi ve progresyonunda potansiyel bir rol oynadigi 6ne
siriilmektedir. Yapilan caligmada mide kanserli hastalarda IL-6’nin serum

konsantrasyonu saglikli kontrollerden belirgin olarak yiiksek bulunmustur (342).

Bu c¢aligmada da benzer sekilde, mide kanserli hastalarda IL-6’nin serum
konsantrasyonu, kontrol grubunun degerlerinden belirgin yiiksek bulundu. IL-6’nin
genetik polimorfizminin gastroduedenal hastalik gelisimi ile iliskisi yapilan
calismalarda one siiriilmiistiir (343). Bununla birlikte, yapilan ¢aligmalarda; malign
lezyonlarla IL-6 arasindaki iliski gosterilememigken gastrik prekanserdz lezyonlarin

gelisiminde konak-bakteri etkilesimlerini diisiindiiren kanitlar sunulmaktadir (344).

IL-6 artis1 m1 mide kanserini artirtyor yoksa mide kanseri mi IL-6 artisina sebep
oluyor sorusuna cevap ararken, yapilan hiicre kiiltiirii calismasinda (in vivo);
enteresan bir sekilde IL-6’nin artis1 ile birlikte mide kanseri hiicrelerinde de belirgin
bir artis oldugu gozlenmistir (345). Interlokin-6 (IL-6) yolagi, enflamasyon ve

anjiyogenezis ile malignensi arasinda bir baglant1 kurmaktadir.
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Yapilan bir ¢alismada, mide kanserli hastalarda serum IL-6 konsantrasyonlar1 kontrol
grubundan belirgin olarak daha yiiksek bulunmustur (346). Son zamanlarda ¢ikan
bir yayinda, timor dokulari serum IL-6 diizeyleri ile iliskilendirilmistir. IL-6 ayrica,
invazyon derinligi ve metastaz ile de iligskilendirilmis. Calismada, IL-6 diizeylerinin
hem hastaliktan bagimsiz hem de toplam sagkalim ile belirgin olarak iligkili oldugu

belirtilmis (347).

Sanghay’da bayanlar iizerinde yapilan bir calismada ise; yiikselmis plazma IL-6
diizeyleri ile artmis mide kanseri riski arasinda iliski oldugu ve uzun dénem mide
kanseri riski i¢in sistemik plazma IL-6 diizeylerinin bilgi verebilecegi sOylenmis.
Gelecekteki ¢aligmalarda kendi bulgularinin  dogrulanmasi  gerektigini de

sOylemislerdir (348).

Diger 6nemli bir nokta ise; yapilan caligmalarla kanser hiicrelerinin yayiliminda
cesitli sitokinlerin iliskili oldugu daha da netlik kazanmaktadir. Bu belirgin iligkiler,
yapilan bir ¢alismada serum IL-6 diizeyi ve mide kanseri arasinda da gozlenmis
(349). Yine yapilan bir baska calismada mide kanserli hastalarda IL-6 diizeyinin
belirgin olarak (yaklasik 6 kat) yiikseldigi belirtilmis (350). Bilindigi {izere,
interlokin-6 (IL-6) yolagi, enflamasyon, anjiyogenez ve malignensi arasinda bir
baglant1 olusturmaktadir. Son aylarda yayinlanan bir ¢aligmada, IL-6’nin mide
kanserli hastalarin serum 6rneklerinde yiiksek diizeyde eksprese edildigi belirtilmistir

(351).

IL-6’'nin  malignensi biiyiimesi ve patogenezinde Onemli bir rol oynadigi
bilinmektedir. Yapilan bir calismada, mide kanserli hastalarda kandaki IL-6
konsantrasyonlar1 yiiksek bulunmus. Mide kanserinin klinikopatolojik 6zellikleri ile
IL-6 diizeylerinin korele oldugu goriilmiis. Baz1 klinik arastirmalar, IL-6’nin mide

kanserli hastalar1 i¢in prognostik faktor olabilecegini soylemislerdir (352, 353, 354).

Mide kanseri kansere bagli Oliimlerde ikinci en sik nedendir ve enflamasyon
giidiimlii bir kanser olarak goriinmektedir. Mide kanserinin biiyiime ve gelisiminde

IL-6’nin potensiyel bir rolii oldugu disiiniilmektedir. Bu nedenle yapilan bir
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calismada, mide kanserli hastalarda saglikli goniillerle karsilagtirildiginda serum IL-6

konsantrasyonlar1 belirgin olarak yiiksek bulunmustur (342).

Ulkemizde yapilan bir ¢alismada serum IL-6 diizeylerinin mide kanserli hastalarda
yuksek oldugu gosterilmistir (355). Yapilan bir baska ¢alismada, IL-6 icin yapilan
immiinohistokimyasal boyamada yiliksek grade mide kanser dokularinda IL-6’nin
diisiik grade olanlardan daha fazla boyandigi gosterilmistir. Bu da, midenin
adenomas1 veya adenokarsinomast ic¢in klinik teshis ve takipte IL-6’nin

immiinohistokimyasal ekspresyonunun yararl olabilecegini vurgulamaktadir (356).

Koreli hasta grubu tizerinde yapilan diger bir calismada serum IL-6 diizeyleri saglikli
kontrollere gore mide adenomlu hastalarda belirgin daha yiiksek olarak bulunmustur
(357). IL-6’nin multifonksiyonel sitokin oldugu bilinmektedir. Baz1 insan solid
tiimorlerinde hastalifin prognozu ile iliskili oldugu rapor edilmistir. Yapilan bir
calismada; saglikli goniilliilerden daha yiiksek serum IL-6 seviyeleri mide kanserli
hastalarda gozlenmistir, bu da serum IL-6 diizeylerinin mide kanser progresyonunu

gosterdigini diistindliirmistiir (272).

Bilindigi iizere, gastrointestinal hastaliklar ve konak duyarlilig1 i¢in pro-enflamatuvar
ve anti-enflamatuvar sitokinleri kodlayan genler iyi birer markir adayidirlar. Yapilan
bir polimorfizm c¢alismasinda; bir enflamasyon iliskili sitokin olan IL-6
gastroduodenal hastalik gelisimi ile iligkili bulunmustur. Serum IL-6 diizeyleri timor
progresyonu ile korele ve rezeksiyon sonrasi kotii sagkalim i¢in bir bagimsiz faktor

olarak bulunmustur (343).

IL-6 multifonksiyonel etkiler iireten proenflamatuvar bir sitokindir. Immiin
reaksiyonlarin, hematopoezin ve enflamatuvar durumun regiilasyonunda da
onemlidir. Kanser hiicrelerinin apopitozunu ve anjiyogenezin stimiilasyonunu
saglayarak tiimor progresyonuna katki sagladigi da gosterilmistir. Anti-IL-6 tedavisi,
enflamatuvar otoimmiin hastaliklar ve kanserde yeni bir stratejidir. Klinik ¢alismalar
artmis serum IL-6 konsantrasyonlart mide kanserinin de dahil oldugu farkli kanser
tipine sahip hastalarda gosterilmistir. Ayrica, ¢esitli kanser tiplerinde serum IL-6

diizeylerinin tiimor evresi ve hastalarin sagkalimiyla korele olabilecegi gosterilmistir.
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Yapilan bir calismada, uzak metastazli mide kanserli hastalarda metastazi
olmayanlara gore serum IL-6 konsantrasyonlar1 belirgin yiiksek olarak bulunmus. Bu
sonuglar da, serum IL-6 diizeyinin mide kanserli hastalarda prognostik faktor ve
klinik korelasyonun biyolojik markir1 olarak yararli olabilecegini gostermektedir

(358).

Cesitli sitokinlerin kanser hiicrelerinin yayilimi ile iliskisi giderek agiklik
kazanmaktadir. Mide kanserli hastalarda IL-6 seviyelerinin tiimor yayilimindaki
roliinii karsilastirmak i¢in yapilan bir ¢alismada elde edilen sonuglarla, serum IL-6
diizeyleri ile evre ve tiimor invazyon derinligi arasinda belirgin iliski gosterilmis.
Buda; IL-6’nin kanser invazyonuna dahil oldugunu ve IL-6’nin sagkalim ig¢in

prognostik bir faktor olarak kullanilabilecegini diistindiirmiis (349).

Yine iilkemizde yapilan bir ¢alismada IL-6, mide kanserinde degerlendirilmis ve
hastaligin evresiyle korelasyonu ve enfeksiyonla birlikteligi arastirilmis. Elde edilen
sonuglarla; IL-6 seviyesinin, saglikli kontrollere gore kanserli hastalarda belirgin
yiiksek olarak bulunmus. Calismanin sonuglarina dayanarak, IL-6’nin mide kanseri

teshisinde kullaniminin yararh olabilecegi soylenmistir (359).

Ayrica, bilindigi iizere; IL-6’min bircok fizyolojik fonksiyonlar1 vardir.
Koagiilasyonun aktivasyonu, anjiyogenez ve enflamatuvar sitokinler timor biiylime
ve metastazi ile ilgili degerlendirilmistir. Yapilan calismada; plazma IL-6 seviyeleri
evre IV mide kanserli hastalarda belirgin artmis bulunmus, bu da IL-6’nin metastatik

mide kanserli hastalarda tanimlanmasinin yarali olabilecegini diisiindiirmiistiir (360).

IL-6’nin immiin savunma mekanizmalar1 ve hematopoezi regiile ettigi bilinmektedir.
Ayrica IL-6, Malign transformasyon ve tiimor progresyonuna da dahil edilebilir.
Kanserli hastalarda ve hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda IL-6 serum degerleri kontrol
grubuyla karsilastirildiginda belirgin yiikselmis olarak bulunmus (361, 362, 363,
364).

1990’11 yillardan giinlimiize kadar yapilan bu ¢alismada dahil olmak iizere yapilan
caligsmalarla; serum IL-6 seviyelerinin mide kanserinde hastaligin statiisii ile korele

yukseldigi ve mide kanserli tanisinda ve Dbelkide tedaviye cevabin
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degerlendirilmesinde yeni bir tiimoér markirnt olarak  kullanilabilecegini

diistindiirmektedir.

TNF-o0, sistemik enflamasyona dahil olan bir sitokin olup akut faz yanitim1 stimiile
eden bir grup sitokinin de tyesidir. TNF-o’nin primer rolii immiin hiicrelerin
regiilasyonundadir. TNF-qa, bir endojen pirojendir, ates, apopitotik hiicre 6liimii,
sepsis ve enflamasyonu indiikler, tliimdrogenezis ve viral replikasyonu inhibe eder.
TNF-a iiretiminin disregiilasyonu, kanser, major depresyon ve enflamatuvar barsak

hastalig1 gibi ¢esitli hastaliklarda ise karigmaktadir.

Kanser gelisimi ve yaslanma kompleks bilimlerdir. Karsinogenez prosesi lizerindeki
calismalar, TNF-a’nin kanser gelisiminde 6nemli bir mediator oldugunu gostermistir.
TNF-a mRNA diizeylerinin mide kanserinde negatif olanlarla karsilastirildiginda
belirgin olarak daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Hiicre kiiltiirli ¢calismasinda TNF-a,
mide kanseri MKN45 and HGC27 hiicre hatlarinda up-regiile olarak bulunmustur
(364).

Yapilan c¢alismalarda, mide kanserli hastalarin TNF-a degerleri kontrollerle
karsilastirildiginda farkli sonuglar elde edildigi durumlarda tespit edilmistir (365,
366, 367, 368). Yapilan bir ¢aligmada, mide kanserli hastalarda kontrol grubuyla
karsilastirildiginda belirgin olarak daha yiiksek serum TNF-o konsantrasyonlari
bulunmus (346).

Yine, yapilan bir baska ¢alismada (369) bu ¢alisamada da oldugu iizere; mide kanseri
grubu ile kontrol grubu arasinda serum TNF-a diizeyleri karsilastirilmis ve
istatistiksel olarak anlamli yiiksek degerler elde edilmis. Elde edeilen bu sonugclar,
TNF-a’nin mide kanserli hastalarda diagnostik markir olabilecegini diisiindiirmekte
olup, genisletilmis denemelerde bu hastalarin goriintiilenmesi ve muhtemel
prognostik degerlendirilmesinde yararli olabileceginin goz ardi edilmemesi geregini

akla getirmektedir.

Buna karsilik yapilan bir baska ¢aligmada, midede TNF-a gibi pro-enflamatuvar
sitokinleri indiikledigi bilinen ve mide kanseri i¢in bir karsinojen olan Helicobakter

pylori tanimlanmistir. TNF-a inducing protein (Ti-a) gen familyasi analiz edilmis ve
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Ti-o’nin, H. pylori’nin yeni karsinogenik proteinleri oldugu tespit edilmistir. Bilinen

bu gergek 15181inda, TNF-a bir endojen tiimor destekleyicisidir denilmistir (370).

Yapilan bir genetik polimorfizm ¢alismasinda; TNF-o’nin Cin toplumunda mide
kanseri gelisiminde 6nemli roller oynayabilecegi gosterilmistir (371). Yine yapilan
bir diger calismada; TNF-a genindeki pro-enflamatuvar polimorfizmin, mide kanseri
icin artmis risk ile iligkili oldugu ve bu sekilde mide kanseri i¢in en yiiksek risk ile

iligkili bir spesifik genetik profilin tanimlanabilecegi sdylenmistir (372).

Yapilan bir diger calismada ise; mide kanseri Stage 111 veya IV olan hastalarda TNF-
a degerleri yiiksek bulunmus. Bununla birlikte, Stage I veya II mide kanserli hastalar
ve kontrol grubunda ise serum TNF-a degerleri arasinda fark goriilmemis. Bunu da,
serum TNF-a degerlerinin ileri evre mide kanseri ile iliskili oldugunu, bu sitokinin
mide kanseri ic¢in yararli bir tiimor markir1 olabilecegi ve kotii prognozu

gosterebilecegi sonucunu diislindiirmektedir, seklinde yorumlamislardir (373).

Bununla birlikte, yapilan bir calismada yine; TNF-alfa degerlerinin mide kanseri igin
bagimsiz prognostik indikator olmadigr ve TNF-alfa’nin mide kanserindeki roliiniin

anlasilmasi gii¢c oldugu sdylenmistir (374).

Baska bir calismada; TNF-a mRNA diizeyinin belirgin olarak mide kanserli
dokularda yiikselmis oldugu gosterilirken ilging bir sekilde protein seviyesi hakkinda
bir bilgiye rastlanilamamistir, bu da bize, TNF-a mRNA eksprese oldugu halde her
zaman TNF’nin sekrete edilmedigini diislindiirmektedir ve TNF’nin preoperatif

tiretiminin tiimor progresyonu ile iligkili olmadigin1 gostermektedir (375).

Enterasan bir sekilde; yapilan bir bagka calismada dolasimdaki TNF-a diizeyleri
mide kanserli hastalarda belirgin olarak (yaklasik 3 kat) diisiik bulunmustur (376).

Kanser tedavisindeki biitiin ¢aba tiimor hiicrelerinin destriiksiyonu/ inhibisyonu
tizerine konsantre durumdadir. Bu yoldaki baglangi¢ sonuglar timit verici ve devam
eden caligmalar1 dogrulayici goriinmektedir. Solid kanserlerde faz I/II denemeleri
halen devam ettigi bilinmektedir. Bu calisma ve yukarida belirtildigi lizere yapilan

benzer calismalarla kanser hastalarinda goriillen TNF-o yiksekliginin, TNF-a
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antagonistlerinin tek basma veya konvansiyonel tedavilerle kombine olarak, en
azindan erken evre hastalarin tam1 ve tedavisinde rol oynayabilecegini gérmek

miimkiin olabilecegini diisiindiirmektedir.

Pro-enflamatuvar bir sitokin olan interlokin-1 (IL-1)’in kanser, artrit, kalp hastaligi,
pankreatit, multip] myelom ve inme gibi birgok hastalikta rol oynadigi

diistiniilmektedir (377, 378).

Genel olarak, IL-1 reseptor ailesine bagli bir sitokin reseptori proteini olan interlokin
alfa (ILT1A), interlokin beta (IL1B) ve interlokin 1 reseptor tip I (ILIRI1/IL1RA)’
baglar ve bir tuzak reseptor olarak ligandlarinin aktivitesini inhibe eder. Son birkag
yilda IL-1Ra ve IL-1 RII’nin, enflamatuvar hastaliklarin tedavisinde yararlar1 olup

olmadig1 yoniindeki klinik ¢aligsmalara agirlik verilmistir.

IL-1 sistemi, iki agonist (IL-1alfa ve IL-1beta), konverting enzimler, antagonistler,
iki reseptor (IL-1RI ve IL-1RII) ve IL-1 reseptor aksesuar proteini icermektedir. IL-
IRII, sinyal {retmeyen bir molekiil olup tuzak reseptor olarak da bilinir.
Antagonistik IL-1 mekanizmasimin bir pargasidir. IL-1’1 ele gegirip, IL-1RI sinyali
ile etkilesimini Onleyerek fonksiyon gosterir. Daha sonra tuzak IL-IRII, IL-1’e
baglanabilir ve IL-1 reseptor aksesuar proteini kuvvetlendirir ve bdylece koreseptor
yarigmastyla inhibe eder. Yine son yillarda yapilan ve IL-1’in inhibisyonunun bir¢ok

hastaligin fare modelinde yararli oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir.

Temel olarak ¢oziintir IL-1RII OSlgiimiiyle birlikte, kronik enflamasyonla mide
kanseri arasindaki bagintt ortaya konulmaya calisilir. Bir g¢alismada IL-1RII
Olclimiiyle kronik enflamasyon ile over kanseri arasindaki iliski de ortaya konulmaya
calisilmigtir. Over kanseri gelisimine enflamasyonun dahil olduguna dair kanit ve
epitelyal over kanseri riski ile enflamasyon arasindaki iligki bulunamamustir. Yapilan
bir diger kanser calismasinda; kanserli hastalarda PMN hiicrelerden salgilanan

sitokinlerin sIL-1RII iizerinden herhangi bir etkisi bulunamamaistir (377).

Yapilan bir bagka caligmada, solubl IL-1RII diizeyleri torakoabdominal aortik
anevrizma tamir operasyonundan sonra ve sepsis sendromlu hastalarda yiikseldildigi

gosterilmistir (378).
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Bu c¢alismada ise, mide kanserli hastalarda kontrol grubuyla karsilastirildiginda
belirgin daha diisiik seviyede serum solubl IL-1RII konsantrasyonlar1 bulundu. Bu da
kanser hastalarinda Onemli derecede harabiyetin gostergesi olarak karsimiza

¢ikmaktadir.

Bu calismanin bulgulari ve literatiir bilgisi birlikte degerlendirildiginde; serum leptin,
serum solubl leptin reseptor diizeyinin, IL-6 ve TNF-a diizeylerinin ayr1 ayri- diger
bir ifadeyle bireysel olarak- veya gesitli kombinasyonlarla bakildigi ¢alismalarin, -
Ozellikle mide kanserli hastalarda olmasa bile diger kanser (meme, prostat, karaciger,
akciger) tiirlerini de i¢ine alacak sekilde degerlendirildigi ¢alismalarin- mevcut

oldugu goriilmektedir.

Buna karsilik mide leptin reseptor protein seviyesinin, mide doku leptin diizeyinin ve
serum solubl IL-1 tuzak (decoy) reseptdr seviyesinin mide kanserli hastalarda
kombine veya bireysel olarak degerlendirildigi, hatta ve hatta 6zellikle mide kanseri
doku biyopsilerinde leptin seviyesinin ¢ift kontrollii olarak, yine ayni sekilde mide
kanseri doku biyosiplerinde leptin reseptor protein seviyelerinin ¢ift kontrollii olarak

ve western blot yontemiyle degerlendirildigi ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu c¢alismanin, biitiin bu parametrelerin birlikte ve 6zellikle ¢ift kontrol kullanilarak
calisildigr diisiiniildiiglinde, literatiire saglayacagi katkinin yiiksek derecede olacagi

diistiniilmektedir.

Metabolik olarak aktif pro-enflamatuvar sitokinlerin ve leptinin dokulardan
sekresyonunun karsinogenezde anahtar rol oynadigina inanilmaktadir. Yapilan bu
calismada; serum leptin diizeyleri bakimindan kontrol grubuyla karsilastirildiginda,
hasta grubunda azalma oldugu ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlendi. Ayrica; ¢ift kontroliin kullanildig1 mide doku leptin diizeylerinin ise hasta
grubunda her iki kontrol grubuna gore numerik olarak artis gosterdigi tespit edildi.
Serum solubl leptin reseptor diizeyleri bakimindan hasta grubunda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamlhi artis oldugu belirlendi ve yine ¢ift kontroliin

kullanildig1 mide leptin reseptor protein seviyesinde ise tiimor dokuda, normal hasta
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dokusuna ve saglikli (kontrol) bireylerden elde edilen dokularin reseptdr protein

seviyesine gore anlamli derecede azalis tespit edildi.

Bilinmektedir ki; yapilan ¢aligmalarla serum leptin seviyesindeki yiiksekligin genel
olarak obezite ile iliskili oldugu gosterilmistir. Bu calismada sadece erkek ve VKI
benzer olan bireyler calisma gruplarim1 olusturmakta idi ve arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmamakta idi. Bu da, leptinin viicut kitlesini ve
metabolizmasin1 metabolik, noéroendokrin, reprodiiktif, hematopoetik sistemleri
etkileyerek kontrol ettigi gercegini ve neticede kanserde de metabolik, néroendokrin

ve diger sistemlerde regulatuvar bozukluklar oldugunu agikca ortaya koymaktadir.

IL-6 ve TNF-a agisindan yapilan bu ¢aligma degerlendirildiginde ise; serum IL-6
seviyesi bakimindan hasta grubunda numerik artig, benzer sekilde TNF-a diizeyinde
ise yine hasta grubunda kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamh artig tespit edilmistir. Cesitli hasta gruplarinda, buna mide kanserli hasta
grubu da dahil olmak iizere, IL-6’nin ve TNF-o’nin serum diizeylerinin
degerlendirildigi ¢alismalar bulunmaktadir. Fakat, sadece VKI agisindan bir fark
olmayan erkek bireylerin ¢alismaya dahil edildigi bu ¢alisma, IL-6 ve TNF-o.’nin bu
tezde gecen diger parametreler ile birlikte degerlendirildigi ve korelasyon

analizlerinin yapildigi tek ¢alisma olma 6zelligine sahiptir.

Pro-enflamatuvar ajan olarak salinan IL-6’nin anti-enfalamatuvar etkisinin TNF-o
araciligi ile oldugu bilinmektedir. Her iki parametrenin (IL-6 ve TNF-a) mide
kanserli hastalarda artisin1 gosteren bu calisma ile birlikte cogunlugun elde ettigi
sonuclarla, bircok norolojik hastalikta (sizofreni ve depresyon hastalarinda) etkin
olarak kullanildigr bilinen IL-6’nin ve TNF-o’nin malignensilerin biiylime ve
patogenezinde rol oynadigini diislindiiren bulgular dikkate alinarak kanser tani,

prognoz ve tedavisinin degerlendirilmesinde yararli olup olmayacagi arastirilmalidir.

Bu caligma ile mide kanserli hastalarda ilk defa analizi gerceklestirilen solubl IL-1
tuzak reseptor diizeylerine bakildiginda; hasta grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli azalis oldugu tespit edildi. Proenflamatuvar bir sitokin

olan IL-1’in basta kanser olmak {izere artrit, kalp hastaligi, pankreatit, multipl
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myelom ve inme gibi bir¢ok hastalikta rol oynadig1 diistiniilmektedir. Hatirlanmalidir
ki; bilinen bilinmeyen organizmada onbinlerce milyonlarca savunma mekanizmasi
mevcuttur. Iste; bu savuma mekanizmalarindan biri olarak tanimlanan ve bir reseptor
alt tipi olan IL-1 tuzak reseptdr bagladigi ligandin aktivitesini inhibe eder. Bir diger
ifadeyle adinda belirtildigi iizere tuzak reseptér gorevi roliinli yerine getirir. Son
birka¢ yildir tek-tiikde olsa tuzak reseptorlerin hastaliklarin 6zellikle enflamatuar
hastaliklarin tedavisinde yararlar1 olup olmadig: yoniinde klinik olarak g¢alisiimaya
baglanmigtir. Bununla birlikte, son zamanlarda bu tez projesi yazildiktan sonra
yapilan ender birka¢ calismayla IL-1’in inhibisyonun bir¢cok hastaligin fare
modelinde yararli oldugu gosterilmistir. Solubl IL-1 reseptor diizeyi Olglimiiyle
birlikte, bu ¢aligmanin bir amaci da kronik inflamasyonla mide kanseri arasindaki
bagintiyr ortaya konulmaya calisgilmis ilk ¢aligma olma o6zelligindedir. Kanser
hastalarinda elde edilen diisiik solubl IL-1 tuzak reseptdr diizeylerine bakildiginda
ise, bir sekilde bu savunma mekanizmasimin ciddi boyutta kanser hastalarinda

harabiyete ugradigi goriilmektedir.
Sonug olarak, mide adenokarsinomlu hastalarda elde edilen biitiin bu degisikliklerin

tani, prognoz ve tedavideki anlaminin ortaya konabilmesi i¢in daha ileri ¢alismalara

ihtiyag vardir.
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