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OZET

Glutaminaz (GLS1), glutamin bagimli bazi kanser hiicreleri i¢in vazgecilmez olan
glutamin metabolizmasinin ilk basamaginda yer alan fosfat bagimli bir enzimdir. Meme
kanser hiicrelerinde glutamin bagimlilig alt tiplere gbre degismektedir ve agresif alt
tiplerden olan HER2+ ve iiclii reseptor negatif grupta yiiksek glutamin metabolik
aktivitesi oldugu belirtilmistir. Bu nedenle sunulan tez calismasinda; glutamin
bagimlhilig1 gosteren iiclii reseptor negatif MDA-MB-231 hiicrelerinde siRNA aracili
GLSI1 inhibisyonunun bu hiicrelerin proliferasyon, koloni olusumu, apoptoz, migrasyon
gibi kanserojenik Ozellikleri iizerine etkilerinin arastirilmasi amaglandi. Bu amagla;
GLS1’i hedefleyen iki farkli GLS1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231
hiicrelerinin proliferasyonlari, koloni olusumu, migrasyonlari, apoptoz oranlar1 ve hiicre
dongiisii, sirasiyla annexin-V, yara olusturma, MTS, klonojenite ve propidyum iyodiir
(PI) boyama yontemleri kullanilarak analiz edildi. Analiz sonug¢larimiza gore; kontrol
siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicrelerine gore iki fakli GLS1-siRNA
aracithigr  ile  GLS1  enziminin  baskilandigt MDA-MB-231 hiicrelerinde,
proliferasyonunun, koloni olusumunun ve migrasyonun azaldigi bulundu. Bununla
birlikte GLS1-siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicreler ile kontrol siRNA ile
transfekte edilen hiicreler arasinda apoptoz oranminda anlamli bir degisiklik olmadigi
bulundu. Hiicre dongiisii analizi ile GLS1-siRNA ile transfekte edilen hiicrelerin hiicre
dongiisiiniin GO/G1 fazinda durdugu tespit edildi. Sonuclarimiz, GLS1 enziminin

MDA-MB-231 meme kanser hiicrelerinin proliferasyonunda, klon olusumunda,
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migrasyonunda ve ayrica bu hiicrelerinin proliferasyonunu baskilayarak hiicre
dongiisiiniin GO/G1 evresinde bekletilmesinde de rol oynadigini gostermektedir. Sonug
olarak caliyjmamizda, GLS1 siRNA araciligi ile GLS1’in baskilanmasimin, enerji
metabolizmasinin baskilanmasma ve buna bagli olarak da hiicrelerin proliferasyon
oraninda azalmaya yol actig1 gosterildi. Boylece bu verilerimiz agresif meme kanserinin
tedavisinde; enerji metabolizmasmi hedefleyen tedavi stratejilerinin gelistirilmesinin

etkili bir tedavi i¢cin 6nemli olabilecegini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: GLS1, Glutamin, MDA-MB-231, Enerji metabolizmasi
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ABSTRACT

Glutaminase (GLS1) is a phosphate-dependent enzyme that takes place in the first step
of glutamine metabolism, which is indispensable for some glutamine-dependent cancer
cells. In breast cancer cells, glutamine dependence varies according to their subtypes
and it is stated that there is high glutamine metabolic activity in aggressive subtypes
HER2+ and triple negative group. Therefore, in the presented thesis study; It was aimed
to investigate the effects of siRNA-mediated GLS1 inhibition on the carcinogenic
properties of these cells such as proliferation, colony forming, apoptosis and migration
in triple receptor negative MDA-MB-231 cells showing glutamine dependence. For this
purpose; The proliferations, migrations, apoptosis and cell cycle of MDA-MB-231 cells
transfected with two different GLS1 siRNA targeting GLS1 were analyzed using MTS,
clonogenicity, migrations wounding, Annexin V and propidium iodine (PI) methods,
respectively. According to our analysis results; It has been found that proliferation,
colony formation and migration are reduced in MDA-MB-231 cells, when the GLS1
enzyme is suppressed via two different siRNAs compared to MDA-MB-231 cells
transfected with control siRNA. However, there was no significant change in the rate of
apoptosis in MDA-MB-231 cells transfected with GLS1-siRNA compared to the control
siRNA transfected cells. Cell cycle analysis determined that the cells cycle of GLSI-
siRNA transfected cells was stopped in the GO/G1 phase. Our results show that the
GLS1 enzyme plays a role in the proliferation, colony formation, migration of MDA-
MB-231 breast cancer cells, as well as in the retention of the cell cycle at the GO/G1

phase by suppressing the proliferation of these cells. As a result in our study, it was



viil

shown in our study that suppression of GLS1 via GLS1 siRNA leads to suppression of
energy metabolism and consequently a decrease in the proliferation rate of cells. Thus,
in the treatment of aggressive breast cancer, these data are shows that the development
of treatment strategies targeting energy metabolism may be important for an effective

treatment.

Keywords: GLS1, Glutamine, MDA-MB-231, Energy metabolism
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1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda biitiin kanser vakalarinm % 23’iinii ve kanser
nedeniyle Oliimlerin % 14’iinii olusturmaktadir (Jemal ve ark., 2011). Kompleks
heterojen karakterde olan meme kanserinin bugiine kadar tanimlanmis 30’dan fazla
histopatolojik alt tipi bulunmaktadir. Ayrica meme kanserinin, Ostrojen Reseptorii
(ER), Progesteron Reseptorii (PR) ve Insan Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii 2
(HER2) ekspresyon durumuna gore tanimlanmis molekiiler alt tipleri bulunmaktadir

(Anderson ve ark., 2014).

Kanser, kontrol edilemeyen hiicre ¢ogalmasi olarak literatiirde yer almaktadir. Ancak
kanserin kompleks neoplastik bir hastalik gelistirmek i¢cin ¢ok basamakli bir gelisim
slireci gostermesi gerekmektedir. Kanserin bugiine kadar tanimlanmis alt1 temel 6zelligi
bulunmaktadir.  Bunlar;  proliferasyon  sinyallerinin  siirdiiriilmesi,  biiylime
supressOrlerinin ~ baskilanmasi, hiicre Oliimiine diren¢ kazamilmasi, replikatif
Olumsiizliigiin kazanilmasi, anjiyogenez ve metastaz olarak belirlenmistir (Hanahan ve

Weinberg., 2011).

Kronik ve kontrolsiiz hiicre ¢ogalmas1 sergileyen neoplastik hastaliklar sadece hiicre
cogalmasimi kontrol eden mekanizmalardaki bozulmalar1 icermez, ayn1 zamanda hiicre
biiylimesi ve boliinmesini destekleyebilmek icin enerji metabolizmasinda da
bozulmalara neden olmaktadir. Bozulmus enerji metabolizmas1 kanserin ortaya
cikarilmis temel Ozelliklerinden biri olarak bilinmektedir (Hanahan ve Weinberg.,

2011).

Timorlerde bozulan enerjimetabolizmasinin  kesfi 1920’lerde Otto Warburg’un
caligmalarina dayanmaktadir. Warburg, kanser hiicrelerinin artan bir glikoliz
sergiledigini ve iretilen piriivatin cogunun oksidatif fosforilasyon i¢in kullamilan
trikarboksilik asit (TCA) dongiisiinii beslemekten ziyade laktata fermente edildigini
belirlemistir. Bu olgunun oksidatif sartlarda bile gerceklestigi belirlenmistir (Warburg



ve ark., 1972). Cogu kanser hiicresinin merkezi metabolizmasinda meydana gelen ikinci
bir degisim de glutamin metabolizmasindaki bozulmadir. Glutamin, niikleotidlerin,
bircok amino asidin ve glutatyonun sentezi i¢in glukozun yerine TCA dongiisiinii
karbon ve azot kaynagi olarak beslemektedir (De Berardinis ve ark., 2007). Glutamin,
glutaminolizis iizerinden yiiksek oranda prolifere olan hiicrelerin biyosentetik, enerjetik
ve rediiktif ihtiyaclarimi karsilamak igin kullanmilmaktadir (De Berardinis ve Cheng,
2010). Glutaminaz (GLS) bir amidohidrolazdir ve glutamini glutamata doniistiirerek
biyosentetik reaksiyonlar icin azot saglayan glutaminolizisde ilk basamakta yer alan bir
enzimdir. Glutaminaz 1 (GLS1) ve Glutaminaz 2 (GLS2) olarak adlandirilan iki
izoformu bulunmaktadir (Aledo ve ark., 2000; Daye ve Wellen., 2012). GLS1, bobrek
tipi glutaminaz (KGA), glutaminaz C (GAC) ve glutaminaz M (GAM) olmak iizere ii¢
varyantdan olusan fosfat bagimli bir enzimdir (Katt ve Cerione., 2014). GLS1 karaciger
dokusu disinda biitiin memeli dokularinda ifade edilmektedir ve cok sayida kanser

tipinde invaziv aktiviteler ve tiimor biiytimesi ile iliskilidir (Szeliga ve ark., 2014).

Glutaminolizis’in ya da GLS1 aktivitesinin inhibisyonubas ve boyun (Yang ve ark.,
2019), kolorektal (Huang ve ark., 2014), yumurtalik (Yuan ve ark., 2015) ve
hepatoselluler karsinom (Wang ve ark., 2016) gibi kanser hiicrelerinde proliferasyonu
ve Xenograft timor modellerinde (Jacque ve ark., 2015; Qiu ve ark., 2019) tiimor
biiytimesini azaltirken beraberinde apoptozu da indiikledigi gosterilmistir (Hensley ve
ark., 2013; Kett ve Cerione., 2014; Matre ve ark., 2016; Szeliga ve ark., 2014). Ayrica
glutamin sinirlamasmin hiicresel biiyiimeyi baskiladigi, hiicre dongiisiinii G1 fazinda
durdurdugu belirlenmistir (Ye ve ark., 2016). Gross ve ark. (2014)’nin, iiclii reseptor
negatif meme kanser (TNBC) hiicre hatlar: ile yaptiklar1 ¢calismada, MDA-MB-231
hiicrelerinde glutamin kullanan enzim ve tasiyicilar iizerinde ¢oklu sitotoksik etkiler
gosteren kiiciik molekiil inhibitorii CB-839 uygulanarak glutamin kullantminin bloke
edilmesi ile apoptozda artis oldugu goézlenmistir. Ancak Lampha ve ark. (2017),
calismalarinda, TNBC hiicre hatlarinda shRNA aracili GLS1 inhibisyonu ile glutamin
metabolizmasmi baskilayarak, MDA-MB-231 meme kanser hiicrelerinde apoptoz
oranmin degismedigini, fakat doksisiklin indiiksiyonu ile apoptozun arttigmni
gostermislerdir. Literatiirbilgisine gore; GLS1’in hiicre proliferasyonu ve apoptoz
izerine etkileri disinda, kanser hiicrelerinin koloni olusumu, migrasyon gibi diger

ozellikleri ve kanser hiicrelerinin bu o6zellikleri kazanmasinda rol oynayan sinyal



yolaklar1 tizerindeki etkileritam olarak bilinmemektedir. Bu yiizden sunulan caligmada
hiicrenin enerji metabolizmasinda yer alan 6nemli bir enzim olan GLS1’in, MDA-MB-
231 meme kanseri hiicrelerinde siRNA araciligiyla hiicrelerin proliferasyon,
klonojenite, migrasyon ve apoptozdan kacig gibiozellikler kazanmasinda olasi
etkilerinin belirlenmesi amaclandi. Boylece, GLS1’in, agresif meme kanser
hiicrelerinde bilinmeyen fonksiyonlarmin ve bu hiicrelerde terdpatik bir hedef olup

olamayacagimnin ortaya ¢ikartilmasi hedeflendi.



2. GENEL BiLGIiLER

Meme kanseri, gelismis iilkelerin ¢ogunda kadinlar arasinda en sik goriilen neoplazm
olup, yeni teshis edilen malignitelerin iigte birini olusturmaktadir (Spitale ve ark. 2009).
Farkli meme tiimOr alt tiplerinin farkl: risk faktorleri, klinik goriiniimleri, histopatolojik
Ozellikleri, sonuclar1 ve sistemik tedavilere farkli yanit1 vardir (Desmedt ve ark., 2009;
Sotiriou ve Pusztai., 2009). Bu nedenle, meme kanserinin klinik olarak ilgili alt tiplere
evrelendirilmesi gereklidir. Evrelendirmede, immiinohistokimyasal (IHK) belirtecler,
timor boyutu, tiimor derecesi, nodal tutulumu, histolojik tip ve cerrahi sinirlar prognoz,
tahmin ve tedavi secimi i¢cin yaygin olarak kullamilmaktadir (Vallejos ve ark., 2010).
1970'lere kadar meme kanseri, Ostrojen reseptoriiniin (ER) durumuna gore iki alt tiire
ayrilmaktaydi. Yeni teknolojilerin ortaya cikmasi ve karmasik tiimor olusum
mekanizmalarinin ¢caligmalarla yavas yavas ortaya ¢ikarilmasi ile yeni biyobelirtecler ve
yeni alt tipler tanimlanmistir. Bu, bir yandan, daha dogru hastalik yonetiminde bize
yardimec1 olurken, 6te yandan meme kanseri heterojenligine yonelik anlayisimizi

karmasiklastirmaktadir.

Gectigimiz 10-15 yilda tedavi secenekleri, Ozellikle kemoterapi ve radyoterapiden
dogan yan etkileri azaltmak i¢cin dogrudan tedavi denilen molekiiler heterojenitenin
hedeflendigi daha biyolojik yaklagimlara yonelmistir. Giliniimiiz modern tedavilerine
yon veren meme kanserinin molekiiler heterojenitesine ragmen bolgesel tiimor yiikii ya
da metastatik paternlerin etkileri gibi bazi 6zellikler tedaviyi etkilemektedir. Erken evre
meme kanserleri yani memede ya da lenf nodlarinda smirli kalan kanserler tedavi
edilebilmektedir. Tedavi seceneklerinin iyilestirilmesi bu grupta yer alan hastalarin %
70-80’inin tedavi sansini arttirmaktadir. Tersi olarak ileri evre yani metastatik meme
kanserleri mevcut tedavilerin kullanim ile tedavi edilebilir goriinmemektedir. Ancak
ileri evre kanserler, yasam kalitesini arttirmak, tedavideki toksisiteyi diisiirecek
semptomlar1 kontrol etmek ve sagkalimi arttrmak i¢in tedavinin ana hedefleri olarak

belirlendigi takdirde tedavi edilebilir goriinmektedir (Harbeck ve ark., 2019). Ancak



meme kanserindeki heterojenite ve uygulanan tedaviye karsi hastalarda meydana gelen
diren¢ her durumda tedavi olasiligim1 ve sagkalimi olumsuz yonde etkilemeye devam
etmektedir. Ozellikle metastatik alt tiplerde hastaligin yeniden ve daha siddetli bir
sekilde niiks etmesi bu gruptaki hastalari tedavisi konusunda mevcut durumu daha da
kotiilestirmektedir. Bu anlamda meme kanserinin erken evrede teshisi i¢cin yeni ve daha
etkili belirteclere ihtiya¢ duyulurken mevcut hastalarin tedavisi icinde yeni hedefli

tedaviler gerekmektedir.
2.1. Meme Kanseri

Kanser normal hiicrelerin genellikle kanser 6ncesi bir lezyondan kétii huylu bir tiimore
ilerleyen c¢ok asamali bir siirecte tiimor hiicrelerine doniistiiriilmesinden ortaya
cikmaktadir. Meme kanserlerinin ¢ogu ya siit iiretiminin yapildigi lobiillerde ya da
lobiillerle meme basi arasinda baglantiyr saglayan kanallarda baslamaktadir (Breast
Cancer Facts ve Figures 2017-2018). Hiicrelerdeki bu degisiklikler kisinin genetik
faktorleri ile biyolojik, kimyasal ve fiziksel karsinojenleri iceren ajanlar arasindaki
etkilesimden kaynaklanmaktadir. Niifus artis1 ve yaslanan niifus gibi kiiresel ekonomik
ve sosyodemografik egilimler ile ilgili degisiklikler, yasam bi¢cimlerinde ve cevresel
risklere eslik eden degisiklikler diisiik ve orta gelirli iilkelerde oldugu kadar yiiksek
gelirli ilkelerde de kanser yiikiinii arttirmaktadir (Bellanger ve ark., 2018).

GLOBOCAN 2018 verilerine gore tiim kanser tipleri ile kiyaslandiginda meme kanseri
% 11.6’lik bir oranla akciger kanserinden sonra ikinci siraya yerlesmektedir. Ag¢iklanan
veriler meme kanserinin kadinlar arasinda % 24.2’lik goriilme siklig1 ve % 15°1ik 6liim
orant ile ilk sirada yer alan kanser tiirii oldugunu gostermektedir (Sekil 2.1) (Bray ve
ark., 2018).
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Sekil 2. 1. GLOBOCON 2018 Meme kanseri insidans ve mortalite oranlari (Bray ve ark., 2018).

2.2. Meme Kanserinin Etyolojisi

Meme kanseri ile ilgili yapilan caligmalar neticesinde meme kanserinin baglamasinda ve
ilerlemesinde rol oynayan etmenlerin tamami belirlenebilmis degildir, ancak yapilan
deneysel ve epidemiyolojik c¢alismalardan elde edilen bilgilere goére demografik
nedenler, reprodiiktif faktorler, cevresel faktorler, genetik faktorler ve yasam seklinin
meme kanseri etiyolojisinde rol oynadig: belirtilmistir (Majeed ve ark., 2014; Sen ve

Aygm., 2014).
2.2.1. Demografik ozellikler

Cogu kanser tipi yashlik hastalig1 olarak goriilmektedir. Meme kanseri insidansi yas ile
artiy gostermektedir ve yaklasik her 10 yilda insidans ikiye katlanmaktadir. Meme
kanserlerinin neredeyse % 80’i 50 yasimmi asmis kadinlarda teshis edilmektedir
(McPherson ve ark., 2000). 25 yasindan 6nce meme kanseri goriilme insidansi olduk¢a
diisikken 45 yas ve iistinde artan yas ile birlikte insidans 100 kat bir artis
gostermektedir (Hulka ve Moorman., 2001).

Cinsiyet faktoriiniin de meme kanseri gelisiminde Onemli bir etmen oldugu meme

kanser insidanslarina bakilarak anlasilmaktadir. Erkeklerde meme kanseri teshisi



yapilmasina ragmen kadin meme kanserlerinden olduk¢a diisiik bir orana sahip oldugu
goriilmektedir (Losurdo ve ark., 2017). Bu durumun ise kadinlarda hormonlarin

degiskenligi ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir.
2.2.2. Reprodiiktif Faktorler

Erken menars yasi, ilk canli dogum yasi, menapoz yasi, emzirme siiresi ve hamilelik
sayis1 gibi faktorler hormon maruziyet siirelerini etkilediginden meme kanserinin
etiyolojisinde yer alan etmenler arasindadir (Feigelson ve Henderson., 1996; Kelsey ve
ark., 1993). 1k menars yas1 12 ve altinda olan kadinlarda, 14 yas ve sonrasinda menars
baslamis kadinlara oranla meme kanseri gelisme olasiligit % 10 ila 20 arasinda daha
fazladir (Berkey ve ark., 1999; Titus-Ernstoff ve ark., 1998). Bu olgunun muhtemel
nedeninin ise erken menstrual dongii nedeniyle meme epitelinin uzun siire dstrojen ve
progesteron hormonlarina maruz kalmasindan kaynaklandigi seklide ifade edilmistir
(Bernstein., 2002). Canli dogum ile sonu¢lanan hamilelik sayindaki artis 6zellikle ER+
meme kanser riskini azaltmaktadir (Nelson ve ark., 2012). Hamilelik nedeniyle risk
oraninindaki azalmanin muhtemel nedeninin hamilelik boyunca ve sonrasinda meme
dokusunda meydana gelen farklilasma olarak diisiiniilmektedir (Verma ve ark., 2012).
Yukarida belirtilen durumun tersi olarak dogum sayisindaki artis menapoz sonrasinda
icli negatif meme kanseri (TNBC) goriilme ihtimalini arttirabilmektedir. Ancak
geciken ilk dogum yas1 ve ilk menstiirasyon yasindaki her bir yillik artis meme kanser

riskini sirasiyla % 1.7 ve % 5 oraninda arttirmaktadir (Toriola ve Colditz., 2013).
2.2.3. Cevresel Faktorler

Meme kanseri ile ilgili belirli risklerde yalnizca smirli veri bulunmaktadir. Hirosima
veya Nagazaki niikleer patlamalarina maruz kalan kadinlarin uzun siireli izlenmesi,
ozellikle ergenlik doneminde maruz kalan kadinlar i¢cin meme kanseri riskinde bir artig
oldugunu gostermektedir (Tokunaga ve ark., 1987). Meslek ve meme kanseri ile ilgili
sistematik incelemeler azdir ve bu da secilen meslekler ve belirli kimyasal ve fiziksel
maruz kalma risklerinin arttigin1 gostermektedir. Gece caligmasi sirasinda sirkadiyen
ritmin bozulmasi ve gece caligmasmnin meme kanseri ile iliskisi iizerine yapilan
caligmalarda, agirlikli olarak geceleri ¢alisan kadinlarda meme kanseri riskinin arttigi

belirtilmistir (Davis ve ark., 2001; Schernhammer ve ark., 2001).



2.2.4. Yasam Sekli

Giinliik hayattaki rutinlerimizin, beslenme aligkanliklarimizin kisacasi yasam seklimizin
meme kanseri lizerinde etkileri mevcuttur. Hizli biiylime ve daha yiiksek yetigkin
boylari, kismen, erken yaslarda toplam gida alimini yansitan risk ile iliskilidir (Harvie
ve ark., 2015). Ayn1 zamanda yiiksek bir toplam kalori alimina bagli olan veya kalori
harcamasiyla dengelenmeyen bir yiiksek viicut kitlesi, menopoz sonrast meme kanseri
icin risk faktoriidiir. Toplam yag kadar doymus hayvansal yaglar da muhtemel riski
arttirmaktadir  (Glade., 1999). Yiiksek et tiikketiminin, Ozellikle kirmizi veya
kizartilmis/yanmis etlerin, daha yiiksek meme kanseri riski ile iligkili olduguna dair
belirgin tutarli kanitlar vardir. Alkol tiiketiminin, meme kanseri riskinde hafif bir artisla
iligkili oldugu goreceli olarak tutarli bir sekilde bulunmustur (Smith-Warner ve ark.,
1998). Danaei ve ark. (2005), meme kanser Oliimlerinin % 21’inin, alkol tiiketimi,
obezite ve fiziksel aktivite eksikliginden kaynaklandigini belirtmislerdir. Sigara
kullanimi ise, Ozellikle ergenlik doneminde ve Oncesinde sigara kullanmaya baslayan
kadinlarda meme kanseri gelisimi i¢in orta diizeyde bir risk olusturur. Ancak, meme
kanseri aile Oykiisii olan kadinlarda bu riskin daha fazla oldugu vurgulanmistir (Jones

ve ark., 2017).
2.2.5. Genetik Faktorler

Meme kanserleri, ailesel ve sporadik vakalar seklinde siniflandirilir. Ailesel vakalar
daha ¢ok hastanin diger kadmn akrabalarinda goriiliir ve kalabalik olan ailelerde, ailede
bulunan kadinlarin % 50’sinden fazlasinda meme kanseri goriilebilir. Sporadik
vakalarda ise tersine aile Oykiisii olmayan bireylerde goriilmektedir (Nathanson ve ark.,
2001). Meme kanseri duyarliligi genellikle sinirli penetrasyon ile otozomal dominant
olarak kalitilir. Meme kanserlerinin yaklasik % 27’si genetik yatkilikla iligkilidir (Peto
ve Mack., 2000). Bununla birlikte meme kanserlerinin % 5-10’luk kismi yiiksek
penetrans genleri ile otozomal dominant bir modelle kalitilan ailesel meme kanserlerinin
bir alt grubu olan herediter meme kanserlerinden olusmaktadir (Hall ve ark., 1990;
Newman ve ark., 1988). Her ne kadar cesitli genetik faktorler meme kanseri insidansina
katkida bulunsa da, kalitsal meme kanseri vakalarmin yaklasik % 401 dominant
otozomal yontemle kalitilan meme kanser yatkinhk geni 1 ve 2 (BRCAl ve
BRCAZ2)genlerindeki mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir (Sekil2.2) (Cobain ve
ark., 2016).



BRCA1 ve BRCA2 genleri, ailesel meme ve yumurtalik kanseri sendromlar1 1 ve 2'nin
gelisiminden sorumlu en Onemli meme kanseri duyarlilik genleridir. Tiim meme
kanserlerinin % 3-6'sinin gelisimini olustururlar. Her iki protein de yapisal olarak
iligkisiz olsa da, cift iplik kiriklarmin (DDSB) onarmmina katkida bulunan biiyiik
multiprotein komplekslerinin 6nemli bir bilesenidir (Li ve Greenberg., 2012). Her iki
gendeki patojenik mutasyonlar siklhigi, diinya genelindeki populasyonlar arasinda
degismektedir ve Ashkenazi Yahudi niifusunda en yiiksektir ve genel kadin niifusunun
% 2.5'1ni etkilemektedirler (Warner ve ark., 1999). BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarimin
tasiyicilari i¢in 80 yasina kadar olan kiimiilatif riskin meme kanseri icin sirasiyla % 90

ve % 41'e ulastig1 gosterilmistir (Offit., 2006).

1%

M Bilinmeyen
B BRCA1

m BRCA2

B CHEK2/ATM
B GWAS SNPs

B TP53/PTEN/STK11/CDH1

Sekil 2.2. Herediter meme kanserinin genetik nedenleri (Eccles ve ark., 2013).

Yiiksek meme kanseri riski tagiyan diger yiiksek penetran genlerde kalitsal mutasyonlar
cok nadirdir ve genellikle iligkili genetik sendromlarmm klinik ve histopatolojik
ozelliklerini yerine getiren vakalarda analiz edilir. Bu uygulama giiniimiizde yiiksek
riskli bireylerde yeni nesil sekanslama (NGS) analizlerinin uygulanmasiyla
degistirilmektedir.

Nadir kalitsal varyantlari aksine, bu genlerdeki somatik mutasyonlarin sporadik meme

kanserinde sik siiriicii mutasyonlarimi temsil ettigi ilginctir. Meme kanseri, pS3 geninde
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kalitsal bir mutasyonun neden oldugu kansere yatkin bir durum olan Li-Fraumeni
sendromundan (LFS) etkilenen kadinlarda goriilen en yaygin kanser tipidir (Gonzalez
ve ark., 2009). LFS bireylerde yasam boyu meme kanseri gelisimi riski 60 yasma kadar
% 49'a kadar yiikselir. LFS hastalarindaki meme tiimorleri, ER ve PR pozitifligi veya
HER2/Neu pozitifligi ile cogunlukla duktal karsinomlardir (DCIS) (Masciari ve ark.,
2012).

Yasam boyu meme kanseri gelisme riski yiiksek olan BRCA1/BRCA2 genlerindeki
mutasyonlar daha az siklikta goriiliir. Bir hiicre adezyon molekiiliinii kodlayan, epitelyal
kaderin geni (CDHI1) mutasyonlar1 kalitsal yaygm mide kanserine yatkinligi olan
ailelerin % 30-40'inda tanimlanmustir. CDH1 mutasyonlarinin kadin tasiyicilarmin 75
yasina kadar kiimiilatif meme kanseri gelisimi riski % 52'dir (Kaurah et al., 2007). 45
yasindan sonra lobiiler meme kanseri, CDH1 mutasyon tasiyicilarinda sik goriilen bir

meme tiimor tipidir (Schrader ve ark., 2011).

Fosfataz ve tensin homolog (PTEN) geni, fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfat1 hedefleyen
bir fosfatazi kodlar. PTEN'de kalitsal heterozigot mutasyonlar, yasam boyu meme
kanseri riskinde % 25-50 artis gosteren nadir bir ¢oklu sistem hastaligr olan Cowden

sendromu olan bireylerde karakterize edilmistir (Pilaski ve ark., 2013).

Orta penetrasyona sahip meme kanseri duyarliligi genlerinden biri de, DNA hasarina
yanit olarak cesitli protein substratlarini (timOr supressor protein p53 veya BRCAI
dahil) fosforile eden kontrol noktasi kinaz 2 proteinini (CHK?2) kodlayan, kontrol
noktasi kinaz 2 tiimor supressor genidir (CHEK?2). Cybulski ve ark. (2004) tekrarlayan
CHEK? varyantlarmin artan meme, kolorektal, prostat veya tiroid kanseri riski de dahil

olmak iizere ¢coklu kanser riski ile iligkili oldugunu gostermislerdir.

Diger meme kanseri duyarliligi genleri epizodik olarak rapor edilmistir. Cift iplik
kirinim tamirinden sorumlu cift iplik kirinimi tamir niikleazi (MREI1), cift iplik
kirinimi tamir proteini RAD50 (RAD50) ve Nijmegen kirik sendromu 1 (NBN) genleri,
DDSB onarmmi ve Ataxia Telangiectasia Mutated/serin treonin kinaz (ATM)
aktivasyonu sirasinda DNA iplik¢iklerinin islenmesi icin gereken heteromerik MRE11-
RADS0-NBS1 (MRN) komplekslerini kodlar. Bir¢cok calismada, yiiksek riskli meme
kanseri hastalarinda sadece smirli sayida mutasyon tastyicist tespit edilmistir (Kleibl ve

Kristensen., 2016).
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2.3. Meme Kanserinin Molekiiler Siniflandirmasi

Meme kanseri tek bir degiskene bagli olmayan farkli klinik davranislar sergileyen
heterojen bir hastalik grubudur (Ali ve ark., 2014). Modern onkolojik tedavinin nihai
hedefi kisisel tiimordiir, timor biyolojisine dayali hasta prognozunun daha kesin bir
sekilde belirlenmesi ve bireysel tiimor biiylimesinin altinda yatan molekiiler sapmalara
yonelik hedefli tedavi icin firsatin belirlenmesidir. Islem hacmi yiiksek olan molekiiler
teknikler hasta yonetiminde kisiye yOnelik tedavi firsati sunmaktadir. Ancak bu
tekniklerde standart yontemlerle kiyaslandiginda olduk¢a maliyetli olmasi nedeniyle
klinik kullanimda sinirlamalara neden olmaktadir. Meme kanserinin baslica
karekterizasyonu hala histolojik alt tip, tiimOr evresi ve biiylime oran1 degerlendirilerek
yapilmaktadir. Perou ve ark. (2000) yilinda 38 invaziv meme kanserinin bir serisini
DNA mikroarray gen ekspresyon analizi yaparak siiflamiglardir. Bu smiflandirma ile
meme kanserinin molekiiler 4 alt tipini tammmlamiglardir. Bu alt tipler; Luminal
(Luminal A ve B), Insan Epidermal Biiyiime Faktor Reseptor 2 pozitif (HER2 pozitif )
ve Bazal Benzeri’dir (Tablo 2.1 ve Sekil 2.3).

Tablo 2.1; Meme Kanseri Alt tiplerinin gosterimi

MemeKanserinin Molekiiler Hormon Reseptor Durumu
alt tipleri

Luminal A ER(+), PR(+), HER2(-)
Luminal B ER(+), PR(+), HER2(+,-)
HER2 (+) ER(+), HER2 over-eksprese
Bazal Benzeri ER(-), PR(-), HER2(-)

2.3.1. Luminal A Tip Meme Kanserleri

Luminal kanserler proliferasyonla iligkili genlerin ekspresyonuna dayanan keyfi olarak
iki alt gruba ayrilabilen siirekli bir spektrum olusturur. Luminal A tip, invaziv meme
kanserilerinin % 50’sini olusturmaktadir. Proliferasyonla iligkili genlerin diisiik
ekspresyonu ve ER iligkili genlerin yiiksek ekspresyonu ile yani ER/PR pozitif, HER2

negatif seklinde diisiik evreli tiimorlerdir. Diisitk molekiiler agirliga sahip sitokeratin
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ifade eden tubular ve kribriyoform gibi 6zel tipte kanserleri icermektedir (Prat ve ark.,
2013; Weigelt ve ark., 2010).

2.3.2. Luminal B Tip Kanserler

Invaziv meme kanserlerinin % 20’sini olusturmaktadir. ER/PR pozitif, HER2
ekspresyonu bakimindan ise degisken bir grup olusturmaktadir. Ki-67 ekspresyon
indeksi ve histolojik evresi Lumal A tipi kanserlerden yiiksektir. Proliferasyonla iligkili
gen ekspresyonlart yiiksek, kotii prognoz ile seyreden yiiksek evredeki kanserlerdir

(Ades ve ark., 2014; Cheang ve ark., 2009; Weigelt ve ark., 2010).
2.3.3. HER-pozitif Meme Kanserleri

Bu tip kanserler, HER2 zengin pozitif ve bazal benzeri/iiclii reseptor negatif seklinde iki
ana gruba ayrilan biyolojik olarak farkl cesitlilikte olusumlar sergilemektedir. HER2
zengin pozitif grup 17ql12 kromozomu iizerindeki HER2 amplikonu ya da ilgili
yolaklarla iligkili genlerin ve HER2 asir1 ekspresyonu ile karakterizedir. Invaziv meme
kanseri olgularinin % 20-30’unu olusturmaktadir (Blamey ve ark., 2010). Bu grup
icerisindeki tiimorin % 80 den fazlasi HER2 gen amplifikasyonu ya da asir1

ekspresyonu gostermektedir (Provenzano ve ark., 2018).
2.3.4. Bazal Benzeri/TNBC

Bazal benzeri meme kanserleri, yiiksek molekiil agirlikli sitokeratinler (CKS ve 14), P-
kadherin ve epidermal biiylime faktorii reseptorii dahil bazal/miyoepitelyal hiicreler
tarafindan eksprese edilen genlerin yukari regiilasyonu ile karakterize edilen tipik olarak
yiiksek dereceli TNBC'dir (Weigelt ve ark., 2010). Bazal benzeri ve TNBC terimleri
birbirinin yerine kullanilmistir; ancak, tiim TNBC'ler bazal tipte degildir (Lehmann ve
ark., 2011; Lehmann ve ark., 2016). Gen ekspresyon analizleri kullanilarak her biri
kendi icerisinde benzersiz biyoloji sergileyen farkli TNBC alt tipleri tanimlanmigtir.
Alt1 TNBC alt tipi, iki bazal benzeri (BL1 ve BL2), bir immiinmodiilator (IM), bir
mezenkimal (M), bir mezenkimal kék benzeri (MSL) ve bir liiminal androjen reseptorii

(LAR) alt tipini icerir (Sekil 2.3) (Lehmann ve ark., 2011).
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Normal-like
Luminal B
Luminal A

HER2

Intrinsic TNBC BY
Subtype M Type

Basal-like ™

Sekil 2.3. Meme kanserinin molekiiler alt tipleri ve Bazal Benzeri/TNBC alt tipleri (Mayer ve ark., 2014).

2.4. Meme Kanseri Gelisiminde Rol Oynayan Tiimo6r Supressor ve Onkogenler

Meme kanserlerinde bulunan genetik degisimlerin biiylik ¢ogunlugu iki kategoriye
ayrilabilir; sagkalimi, bliylimeyi ve boliinmeyi uyaran proto-onkogenlerdeki fonksiyon
kazanimi mutasyonlari, DNA tamirini ve hiicre dongiisii kontrol noktasi aktivasyonunu
destekleyen ve normal olarak kontrolsiiz hiicre cogalmasmi engelleyen tiimor stiprossor

genlerdeki fonksiyon kayb1 mutasyonlaridir.
2.4.1. Tiimor Supressor Genler

Tiimor orneklerinin kullanildig1 genis genom analizi ¢aligmalar: ile meme kanserinin
ilerlemesinde yonlendirici rol oynayan mutasyonlar1 tanimlanmigtir (Stratton ve ark.,
2009). Timorii tesvik eden mutasyonlarin gelisimi, genomik DNA biitiinliigiinii kontrol
eden DNA onarim yollarindaki kusurlar1 olan hiicrelerde hizlanir. Bu yollarin kritik bir
anti-kanser bariyerini temsil ettigi ne siiriilmiistiir (Bartek ve ark., 2007). Ilging bir
sekilde, meme kanseri duyarliligi genlerinin cogu, DNA onarim islemlerinde ve esas
olarak DDSB’larinin onariminin olduk¢a karmasik mekanizmalarinda yer alan tiimor

baskilayici proteinleri kodlamaktadir.

Bu genler malignant fenotipin kazanilmasinda fonksiyon kaybina ugrayan genleri isaret
etmektedir. TUmoOr supressor genler, biiyiimenin ya da hiicre adhezyonu ve proteaz
aktivitesinin diizenlenmesi gibi invaziv ve metastatik potansiyeli etkileyebilen diger
fonksiyonlarin negatif diizenleyicileridir. Kalitsal anormallikler meme kanseri
vakalarinin kiigiik bir kismini olusturmasina ragmen, bu germline mutasyonlar tiimor

supressor genlerde meydana gelmektedir. “Cift vurus” hipotezinde oldugu gibi somatik
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mutasyonlarda yine tiimOr supressor genlerde meydana gelebilmektedir (Knudson.,

1971).

P53 geni; Kromozomun 17q bolgesinde yer alir ve farkli bolgelerden fosforillenerek
diizenlenen coklu fonksiyonlara sahip 393 kDa biyiikliigiinde bir protein
kodlamaktadir. Proteinin downregiilasyonu biiyiilk oranda p53 baglayict protein E3
ubiquitin protein ligaz (Mdm2) proteini iizerinden gerceklesmektedir. Myc iizerinden
pS3 tetiklenmektedir. Meme kanser vakalarinin yaklasitk % 20 ila 30’unda p53

mutasyonu meydana gelmektedir (Hollstein ve ark., 1991).

BRCAT1; Ailesel meme kanserli hastalarin baglant1 (linkage) analizlerinde belirlenen bu
gen kromozomun 17q21 bolgesinde yer almaktadir (Hall ve ark., 1990). Genel bir
populasyonda BRCA1 mutasyon tasiyiciligi % 0.02 olarak tahmin edilmektedir, ancak
Askenazi Yahudileri gibi kapali bir toplumlarda bu oran % 1’e ¢ikmaktadir (Roa ve
ark., 1996). Bu gen mutasyonun meme kanser vakalarinda 40 yas altindaki kadinlarin %
5’inde ortaya ciktig1 bildirilmistir (Ford ve ark., 1995). BRCAL iliskili kanserler diisiik
thtimalle ER pozitif gosterir ve bazal fenotip ekspresyon paternleri ile birlikte myc gen

amplifikasyonu sergileme egilimindedir (Grushko ve ark., 2004).

BRCA2; Kalitsal meme kanser vakalarinin yalnizca kiigiik bir kismu icin BRCA1 geni
sorumlu tutulsa da kromozomun 13ql12-q13 kolunda yer alan ikinci bir sorumlu gen
daha arastirmalar sonucunda ortaya c¢ikarilmistir (Wooster ve ark., 1994). BRCA2 geni,
cogu ozellik bakimmdan BRCAI1 genine benzemektedir ancak yapisal olarak oldukca
farklidir. BRCA2 proteini, DNA tamir proteini Rad51’ e baglanir ve kardes kromatid
proofreadingi icin gerekli DNA tamirinde olduk¢a ©Onemli rolleri vardir. BRCA2
geninde bugiine kadar tanimlanmis 100 benzersiz mutasyon bulunmaktadir ve bunlarin
cogu olgunlagsmadan kesilmis proteinlere doniisen mutasyonlardir. Genel populasyonda

BRCA?2 heterozigozite insidans1t BRCA1 ile benzerdir.

PTEN; Akt proteinin negatif diizenleyicisi olan bir fosfotaz kodlamaktadir. PTEN
genindeki fonksiyon kaybir mutasyonlar1 Akt sinyalinin uzamasmma neden olarak
sagkalimi arttirmaktadir (Burke ve ark., 1997). Kalitsal PTEN mutasyonlar1 bu gendeki
yaygin olmayan sporadik mutasyonlarin aksine meme ve yumurtalik kanser riskini
artirmaktadir. Ayrica Cowden sendromunda da kalitsal PTEN mutasyonlar:

goriilmektedir (Mills ve ark., 2001).
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2.4.2. Onkogenler

Insan kanserlerinde ¢ok sayida onkogen tanimlanmustir, ancak bunlardan sadece bazilar1
meme kanserlerinin ilerlemesinde bir aktiviteye sahiptir. Bu onkogenlerin ve onkogen
tiriinlerinin asir1 ekspresyonu ve amplifikasyonu bu genlerin karsinogeneze katildig1 ana

mekanizmadir.

HER?2 onkogeni; Reseptor tirozin kinaz 2 (ERBB2) geni, 17. kromozomun q kolunda
bulunur ve 185 kDa biiyiikliiglinde transmembran tirozin kinaz biiylime faktor
reseptoriinii (RTK) kodlamaktadir (Yarden ve Sliwkowski.,, 2001). Biiyiime faktor
reseptor aktivasyonu spesifik ligandlarin baglanmas ile aktive edildigi gibi otonom
olarak yani hiicre membrani iizerinde yeteri kadar reseptor olmasi durumunda reseptor
dimerizasyonu ile reseptor otofosforilasyonunu gerceklesir ve c¢esitli yolaklarin
aktivasyonunu saglayan sinyal kaskadi harekete gecer. Sinyal kaskadinin harekete
gecirdigi yolaklar arasinda proliferasyon, anjiyogenez, hiicre motilitesi ve apoptoza
diren¢ gibi hiicresel dinamiklerde rol oynayan PI3K/Akt ve mitojenle aktive olan
protein kinaz (MAPK) yolaklar1 yer almaktadir (Oved ve Yarden., 2002). Primer meme
kanserlerinde HER2 gen amplifikasyonu, asir1 ekspresyonu ve kanserin daha agresif bir
yapiya sahip olmasiyla iligkilendirilmesinin kesfedilmesi teshis ve tedavide yeni
stratejilerin  gelistirilmesini saglamistir (Slamon ve ark., 1987b). Benign meme
kanserlerinde HER2 gen amplifikasyonu goriilme siklig1 olduk¢a nadirdir ama invaziv
meme kanserlerinin % 20-30’unda ya amplifiyedir ya da asir1 ifade edilmektedir

(Slamon ve ark., 1987b; van de Vijver ve ark., 1988).

Siklin D1; Siklin D1’i kodlayan gen kromozomun 11q13 kolunda bulunur ve invaziv
meme kanser vakalarinin % 40-50’sinde asir1 ifade edilirken % 10-20 sinde amplifiye
oldugu bulunmustur (Steeg ve Zhou., 1998). Siklin D1, siklin bagimli kinaz partneri ile
kompleks olusturdugunda Retinoblastoma (Rb) tiimor siipresor protein fosforillenir ve
DNA sentezi i¢in gerekli olan proteinlerin sentezini saglayan retinoblastoma baglanma
protein (E2F) transkripsiyon faktoriinii serbest birakir. Yiiksek siklin D1 protein
ekspresyon seviyesinin ER pozitifligi ve proliferatif indeks artis1 ile pozitif iliskili

oldugu goriilmiistiir (Loden ve ark., 2002).

c-myc onkogeni; Kromozomun 8q24 kolunda lokalizedir ve hiicresel proliferasyon,

farklilagsma ve apoptozu igeren transkripsiyonel bir regiilator olarak faaliyet gosteren
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niiklear fosfoproteindir. Meme kanserlerinin % 15 ila 25’inde asir1 ifade edilir ya da
amplifiyedir (Nass ve Dickson., 1997). Ayrica bazi durumlarda kotii prognozla ve
agresif klinik seyir ile iligkilendirilmistir (Varley ve ark., 1987). myc’in kemoterapi
direnci ve hormon tedavisi cevapsizliginda rolii oldugu diisiiniilmektedir (Carroll ve

ark., 2002).
2.5. Meme Kanserinin Temel Ozellikleri

Weinberg ve ark. (2000), kanserin alti temel Ozelligini, "cogalma sinyalinin
siirdiiriilmesi", "biiylime baskilayicilardan kaginma", "hiicre Oliimiine direnme",
"replikatif Olimsiizligli etkinlestirme", "anjiyogenezin tetiklenmesi" ve 'istila ve
metastazin aktive edilmesi" olarak bildirmislerdir. Aym yazarlar, 2011'de 'enerji
metabolizmasmin yeniden programlanmasi' ve 'bagisiklik tahribatindan kag¢inma'
seklinde ortaya c¢ikan iki aymt edici Ozelligi, tamimladilar ve tiim bu aywrt edici
ozelliklerin 'genom instabilitesi- mutasyonu' ve ' tiimorii tesvik eden inflamasyon ' gibi
iki Ozellik tarafindan saglandigmi belirtmislerdir (Weinberg ve ark., 2011). Bu anlamda
meme kanserinin progresyonunda etkili olan temel karakteristikler asagida ifade

edilmeye calisilmustir.
2.5.1. Proliferatif Sinyallerin Siirdiiriilmesi

ER, PR ve HER2’yi icine alan IHK markirlar1 klasik olarak meme tiimor alt tiplemesi
icin kullanilir (Fulford ve ark., 2006). Bu belirtecleri test eden deneyler, diinya capinda
iyi bilinen boyama ve degerlendirme protokolleri ile patoloji laboratuarlarinda rutin
olarak gerceklestirilmektedir (Spitale ve ark., 2009). ER, PR ve HER2’nin hiicre
biiyiime sinyallerine aracilik ettigi bilinmektedir. Ornegin, Ostrojen meme kanseri
gelisimini destekler ve karsilik gelen reseptorlerine sahip meme kanseri hiicre hatlarinin

in vitro biiyimesini uyarir (Lippman ve ark., 1976).

ER; Ostrojen, hedef dokularmn biiyiimesini, farklilasmasini ve fonksiyonunu kontrol
eden ana steroid hormondur ve bu eylemleri sinyal yollariyla diizenler. Neredeyse
tamamen transkripsiyon faktorleri olarak islev goren ER’lerine, alfa ve beta'ya
baglanarak eylemlerine aracilik eder (Peng ve ark., 2009). Hiicre i¢inde bulunan
ER’leri, hem ligand bagimli hem de ligand bagimsiz transkripsiyonel aktivite
sergilemektedir. ER'leri cogunlukla G-protein-esli reseptorlerdir ve dstrojen hormonlari,

ozellikle 17 B-estradiol (E2) ile aktive edilir (Dahlman- Wright ve ark., 2006). Aktive
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edilmis reseptor cekirdege yer degistirir ve farkli genlerin aktivitelerini modiile etmek
icin DNA’ya baglanir. E2 veya Ostrojen, meme bezi gelisiminde onemli rol oynar ve
meme kanseri icin temel risk faktorlerinden biridir. Deneysel ve klinik kanitlar ERa alt
tipinin meme kanserlerinin ¢ogunun gelisiminde asil neden oldugunu gostermektedir
(Ali ve Coombes., 2000; Fisher ve ark., 1981). ER’ler, meme kanseri vakalarinin %
70'inde asir1 eksprese edilir (Fishman ve ark., 1995). Ligand bagiml bir transkripsiyon
faktorii olan ERa, hiicre ¢cogalmasi, farklilagsmasi ve gociinde yer alan genleri diizenler.
Bu nedenle, ERa sinyalinin diizensizlestirilmis eylemleri, meme kanseri gelisimi ile
ilgili gen ekspresyonunu arttirmak i¢in biiylime faktorii reseptorleri gibi proteinlerle de
dogrudan etkilesime girebilir (Levin ve Pietras., 2008). Bu nedenle, Ostrojenin,
tamoksifen gibi meme bezi iizerindeki etkilerini bloke eden ilaglar veya aromataz
inhibitorleri gibi dstrojen iiretimini bloke eden ilaclar, hormona duyarli meme kanseri
tedavisinde onemli rol oynarlar. ERo’nin genomik eylemlerine ek olarak, cekirdek dis1
sinyaller, post-translasyonel modifikasyonlar ve microRNA’lar da meme kanseri

hiicrelerinde ERo'nin etkisine zorluklar ekler.

ER, meme kanseri siniflandirmasinda en 6nemli ve yaygin biyobelirtectir. Ik olarak
1960'larda tanimlanmis ve 1970'lerin ortalarindan beri meme kanseri klinik yonetiminde
endokrin yanit verebilirliginin birincil gostergesi ve erken rekiirrens i¢in prognostik bir
faktor olarak kullanilmistir (Rakha ve ark., 2010). ER, inhibisyonu meme kanseri
endokrin tedavisinin temelini olusturan meme karsinogenezinde onemli roller oynar. ER
durumunun, son gen ekspresyon profili ¢ikarma ¢alismalari ile meme kanseri molekiiler
portrelerinin ana belirleyicisi oldugu gosterilmistir (Dai ve ark., 2014; Perou ve ark.,
2000; Sorlie ve ark., 2003). ER pozitif tiimorler tiim meme kanseri hastalarinin % 75'ini
olusturur ve 50 yasin altinda ve iistiinde sirasiyla % 65 ve % 80'ini olusturur (Anderson
ve ark., 2002). ER(+) tiimorler biiyiik olgiide iyi farklilagsmig, daha az agresiftir ve
cerrahi sonrast ER negatif olanlardan daha iyi sonucla iliskilidir (Dunnwald ve ark.,
2007). Hastalarin durumlarma gore siniflandirilmis uzun siireli sagkalimlar1 arasindaki
kiiciik fark g6z Oniine alindiginda, ER tek basma smirli prognostik deger saglamasina
ragmen, meme kanserinde tamimlanan en giiclii tek prediktif faktor olarak kabul
edilmektedir (Abe ve ark., 2005; Badve ve Nakshatri.,, 2009; Sorlie ve ark., 2003).
Genel olarak, ER(-) tiimorlerin endokrin tedavisine yanit vermesi olast degildir ve

ER(+) hastalarin yaklasik % 50’si, anti-Ostrojen veya aromataz inhibitorlerine yanit
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vermektedir (Clarke ve ark., 1998). ER disinda meme kanseri alt tiplemesinde, risk
faktorleri, klinik ve biyolojik davramislar1 acisindan diger biyobelirteclerin 6nemi de

unutulmamalidir (Clarke ve ark., 1998; Dowsett ve ark., 2006).

PR; ER sinyalini aktive eden bir hormon tarafindan indiiklenmektedir (Horwitz ve ark.,
1978; Walker., 2008). PR(+) tiimorler biitiin meme Kkanserlerinin % 65-75’ini
olusturmaktadir ve birka¢ c¢alisma bu tiir tiimorlerin smiflandirmasinda klinik
etkilerinden dolay1r kullanilmasini1 desteklemistir (Colomer ve ark., 2005; Radvin ve
ark., 1992; Regan ve ark., 2006). Ancak PR’nin siniflandirmadaki rolii endokrin tedavi
cevabi lizerindeki asir1 ER prediktif roliinti desteklemedeki eksikliklerden dolayi birkag
arastirmact tarafindan hala sorgulanmaktadir (Early Breast Cancer Trialists’
Collaborative., 2005; Olivotto ve ark., 2004). PR(+) tiimorler ¢ok nadir ER(-)’dir
(Olivotto ve ark., 2004). Tiimor tipini belirleme metotlarina baglh olarak % 0.2 ile 10
arasinda bu negatiflik degismektedir (Allred., 2008; Yu ve ark., 2008). ER(+)
timorlerinde yaklasik % 40’1 PR(-)’dir (Rakha ve ark., 2007). ER(+)PR(-) tiimorler
endokrin tedaviye ER(+)PR(+) tiimorlerden daha az cevap verirler (Bardou ve ark.,
2003; Rakha ve ark., 2007). iki reseptor durumuna gore smiflandirilan meme kanser alt
tipleri, ER(+)PR(+), ER(-)PR(-), ER(+)PR(-), ER(-)PR(+) seklinde smiflandirilir. Bu
gruplar arasinda tedavi cevab1 olumlu olan ER(4+)PR(+)iken, tiimor biiyiikliigii, evresi,
sagkalimi ve hormon tedavisine verdigi cevap goz Oniine alindiginda en agresif olan
grup ise ER(-)PR(-), olanidir (Arpino ve ark., 2005; Bardou ve ark., 2003; Dunnwald ve
ark., 2007; Rakha ve ark., 2007). Tek pozitif grubun, ¢ift pozitif ve cift negatif gruplar
arasinda biyolojik 6zellikler agisindan farklanma gosterdigi bildirilmektedir (Blenkiron

ve ark., 2007; Rakha ve ark., 2007).

HER2: ERBB2 gen amplifikasyonu meme kanserlerinin % 13-15'inde artmaktadir ve
bu durum HER?2 yolaginin aktivasyonuna neden olmaktadir. HER2, epidermal biiyiime
faktor reseptor ailesinin bir iiyesidir. Bu proteinler, hiicre dis1 bir ligand baglanma alani,
bir transmembran alam ve bir katalitik hiicre ici tirozin kinaz alam icerir. HER2
aktivasyonu, ligand baglanmasindan sonra dimerizasyon yoluyla gerceklesir, ancak
HER?2 i¢in spesifik ligand tanimlanmamistir. HER2 sinyali, ras yolu ve PI3K-AKT-
MAPK yolu gibi farkli yolaklar vasitasiyla proliferasyon, hiicre sagkalimi, metastaz

veyapismayr aktive eder. HER2‘nin asir1 ekspresyonu veya amplifikasyonu ile
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tanimlanmis HER2(+) kanserlerde HER?2 proteinin hedeflenmesi kanitlanmis etkili bir
yoldur (Harbeck ve ark., 2019).

HER?2 amplifikasyonunun klinik sonuclar1 1987'den beri bilinmektedir (Slamon ve ark.,
1987b). Sonraki bircok c¢alisma, HER2 gen amplifikasyonu veya protein asiri
ekspresyonunun, kotii prognoz ve sistemik kemoterapi tedavisi alan iyi klinik sonug ile
iliskili oldugunu ortaya koymustur (Chia ve ark., 2008; Wolff ve ark., 2007). HER2
proteininin asir1 ekspresyonu ve gen amplifikasyonu, invaziv duktal meme kanserinin %
13 ila % 20'sinde goriiliir, bunlarin yarisindan fazlasi (yaklasik % 55) ER(-)PR(-)'dir
(Quenel ve ark., 1995; Slamon ve ark., 1987a). HER2(+)’liginin prognostik degeri, nod-
pozitif hastalarda nod-negatif hastalara gore daha yiiksektir. HER2 durumunun
incelenmesi, ileri tiimorlere trastuzumab veya potansiyel HER2(+) erken evre hastalara
adjuvan tedavi uygulanmadan ©nce rutin bir klinik uygulama olarak belirlenmistir
(Piccart- Gebhart ve ark., 2005). HER2 pozitifliginin, daha yiiksek antrasikline baglh ve
taksan iceren rejimlere daha iyi yanit verdigi belirtilmistir (Hayes ve ark., 2007). Ayrica
HER2 pozitifligi, endokrin tedavilerine goreceli fakat mutlak olmayan direncgle
iliskilidir (Konecny ve ark., 2003). Bu durum ekspresyon seviyesinde HER2 ve ER/PR
arasindaki ters iligki ile tutarli bir sonu¢ vermektedir (Quenel ve ark., 1995) ve bu
direncin aromataz inhibitorleri gibi anti-Ostrojenik tedaviler ig¢in gegerli olmadig:
bilinmelidir. Yukarida belirtilen tedavilere ve stratejilere ragmen HER, HER?2 proteinini
hedef alan agsilar ve lapatinip gibi ilaclar ile yeni kanser tedavilerinin Onemli

hedeflerindendir.
2.5.2. invazyon ve Metastazin Aktivasyonu

ER(-)PR(-)HER2(-) tiimorleri, tedavilerinin olmamasi ve agresif klinik davranislar1 goz
Oniine alindiginda, meme tiimorleri arasinda metastatik alt tiplerden biridir. Bu gruptaki
hastalar, davraniglari, sonuglar1 ve tedavi cevaplart bakimindan farklilik gosteren bazal
fenotip ve bazal olmayan ER(-)PR(-)HER2(-) tiimérleri olmak iizere en az iki farkli
molekiiler sinifa ayrilabilir. Bazal tiimorleri tanimlamak i¢in, sitokeratinlerin (CK) 5/6,
14, 17, 8/18, EGFR yaygm olarak kabul gordiigii bazal IHK belirteclerinin sayisi
gittikce artmaktadir (Carey ve ark., 2006; Rakha ve ark., 2009). Bazal alt tipi
tanimlamak i¢in bu bazal belirteclerin ¢esitli kombinasyonlar1 kullanmilmistir. Bazal alt
tipin en pragmatik ve yaygin olarak kabul edilen tanimi, CK5/6 ve EGFR'nin pozitif
ekspresyonu olan ER(-)PR(-)HER2(-) tiimorleridir (Carey ve ark., 2006; Chean ve ark.,



20

2008). Rakha ve ark. (2009), ER(-)PR(-)HER2(-) kanserlerinden bazal tiimérlerin
karakterize edilmesinde CK5/ 6, CK14, CK17 ve EGFR kullanimini onermislerdir.
Matos ve ark. (2005) da, bazal alt tipi ER(-)PR(-)HER2(-) tiimorlerinden
immiinoprofileme yoluyla aywrt etmede P-kadherin, TP63 ve CKS5'in kombine

degerlendirilmesini onermislerdir.

TNBC smiflandirilmasinda bu smifin belirtecleri, 'invazyon ve metastaz' ile iligkilidir.
Son calismalar sitokeratinler, P-kadherin ve vimentinin timor olusumu ve metastazi ile
yakindan iliskili oldugunu  gostermistir.  Sitokeratinler, epitelyal dokunun
intrasitoplazmik hiicre iskeletinde keratin iceren ara filament proteinleridir. Vimentin
mezenkimal hiicrelerin ana ara filament proteinidir (Pan ve ark., 2010). Sitoiskelet
proteinleri (sitokeratinler dahil) ve hiicre adhezyon molekiilleri (P-kadherin gibi)
arasindaki etkilesimi diizenler ve boylece tiimor hiicrelerinde hiicre adhezyonu,

migrasyonu, istilasi ve hiicre sinyal transdiiksiyonuna katilir.

Meme kanserlerinin % 10 ila % 25'ini olusturan bazal tiimorler, diger ER(-)PR(-
JHER2(-) meme tiimorlerinden daha kotii prognoza sahiptir (Ho-Yen ve ark., 2012;
Perou., 2011). Bu iki alt tip farkli molekiiler ve biyolojik oOzelliklere sahiptir ve
neoadjuvan kemoterapiye yanitlarinda farklilik gosterir (Fan ve ark., 2006). Bu nedenle,
kesin terapotik strateji olusturma i¢in bazal tiimorlerin ER(-)PR(-)HER2(-) alt tipinden
dogru tanimlanmasi gerekir. Birden fazla bazal keratin eksprese eden tiimorlerin islevsiz

bir BRCA1 yolagi olma olasiligi daha yiiksektir (Turner ve ark., 2007).

Epidermal mezenkimal doniisim (EMT), metastaz i¢cin gerekli bir siirectir. EMT
belirtecleri esas olarak vimentin (VIM), snail ailesi transkripsiyonel represor 1 (SNAIT),
SNAI2, twist iliskili protein 1 (TWIST1), TWIST2, ¢inko parmak E-kutusu baglayici
homeobox 1 (ZEB1), ZEB2, kadherin 1 (CDH1), klaudin 3 (CLDN3), CLDN4,
CLDN7’°dir (Palmer ve ark., 2006; West ve ark., 2005). Geleneksel olarak kok hiicre
markerleri kabul edilen molekiiller arasinda CD44, CD24, epitelyal hiicre adhezyon
molekiili (EpCAM), CDI10, CD49, CD29, musin 1 (MUCI), hiicre yiizey antijeni
(THY1) ve aldehid dehidrogenaz (ALDHI1ALT) yer alir (Creighton ve ark., 2009). Bu
belirteclerden yararlanilarak iki grup meme tiimérii, yani klaudin-diisiik ve metaplastik
meme kanseri (MBC), ER(-)PR(-)HER2(-) tiimorlerinden daha iyi ayirt edilebilir. Her
iki alt tip de tiimoOr Ozellikleri, genomik anormallikler, ila¢ yanit1 ve klinik sonug ile

ilgili bircok benzerligi paylasir. EMT belirtecleri icin zenginlestirilmis ve kok hiicre
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karakteristikleri sergileyen GATA3 ile diizenlenmis ve hiicre-hiicre yapisma genlerinin

diisiik ekspresyonu ile karakterize edilirler (Hennessy ve ark., 2009).

Klaudin-diisik ve MBC'lerin liimen veya bazal tiimorlerin Onciiliinden daha ilkel bir
hiicreden kaynaklanabilecegi ve meme tiimoriiniin baslamasina benzer bir isaret
gosteren yeni bir kimyasal-direngli ER(-)PR(-)HER2(-) hastalig1 tanimlayabilecegi
iddia edilmektedir. Her iki meme tiimor alt tipt EMT ve kok hiicre belirtecleri agisindan
anlamli bir benzerlik gosterse de, MBC meme kanseri, PIK3CA, AKT veya Kirsten Rat
Sarkoma Viral Onkogene (KRAS) mutasyonlarmi barindirarak klaudin-diisiik
tiimorlerden farklidir (Hennessy ve ark., 2009).

Klaudin-diisiik tiimorler, ER(-)PR(-)HER2(-) siki baglant1 proteinleri 3, 4 ve 7
genlerinin diisiik gen ekspresyonu ve kalsiyum bagimli CDHI ile karakterize edilen
tiimorlerdir. Bu tiimorler meme tiimorlerinin yaklasik % 7 ila % 14'linii olusturur (Pratt
ve ark., 2010). Klaudin-diisiik alt tipin molekiiler karakterizasyonu, EMT, kok hiicre
benzeri ve tiimor baglatan hiicre genomik imzalari, yaygin epitel hiicre 6zelliklerinin
eksikligi, limen ve proliferasyonla iliskili genlerin diisiik ekspresyonu icin
zenginlestirildigini ortaya koymaktadir. Klaudin-diisiik kanserler kemoterapi duyarliligi

gosterir ve bu tiimorleri barindiran hastalarda genel sagkalim kotiidiir (Pratt ve ark.,
2010).

Birlikte ele alindiginda, istila ve metastaz 6zelligini temsil eden bazal, EMT veya kok
hiicre belirteclerinin iiclii negatif tiimorlerde artmasidaha olasidir. Bu sekilde ne kadar

cok belirte¢ zenginlestirilirse, tiimorler o kadar agresif olur.
2.5.3. Hiicresel Oliime Direnc

Bcl-2 proteini, cesitli in vitro ve in vivo deneylerde dogrulanan apoptozun
baskilayicisidir (Haldar ve ark., 1994; Mcdonnell ve ark., 1989). Ekspresyonunun TP53
ekspresyonu ile ters korelasyon gosterdigi ve fonksiyonu TP53 mutasyonu ile
degisebilir (Haldar ve ark., 1994). Meme kanserinde hiicresel Oliime direng
mekanizmasinda ilk caligmalar Bcl-2 ekspresyonunun diisiik dereceli yavas cogalan
ER(+) meme tiimorleri ile iliskili oldugunu gostermistir (Lipponen ve ark., 1995;
Silvestrini ve ark., 1994). Bu tiir timorlerle iliskili iyilesmenin sagkalimi ER durumu ile
korelasyonundan kaynaklanmaktadir (Berardo ve ark., 1998). Son zamanlarda yapilan

baz1 calismalarda, Bcl-2'nin ER, HER2 ve alinan adjuvan tedaviden bagimsiz olarak
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tiim erken evre meme kanseri tipleri i¢in klinik olarak gecerli ve giiclii bir prognostik

belirte¢ oldugu ileri siiriilmektedir (Dawson ve ark., 2010; Hwang ve ark., 2012).
2.5.4. Genom Instabilitesi ve Mutasyon

Genom instabilitesi erken tanimlanabilen fenotiplerden biri olarak ortaya ¢ikmaktadir ve
normal histolojik dokularda bile tespit edilebilir. Aslinda kalitsal kanser sendromlari,
ornegin DNA tamirinde rol oynayan BRCA1/BRCA2 meme ve ovaryum kanser risk
genlerinin her ikisi de siklikla bu fenotipi igerir. Kalitsal olsun ya da olmasin kanser
hiicresinde genom instabilitesi; gen kaybi, gen amplifikasyonu, nokta mutasyonu ve
kromozomal translokasyon gibi genetik degisiklikler siklikla olusma potansiyeline
sahiptir. Bu degisimlerin cogu hiicre Olimii ile sonuglanirken bazilar1 sagkalim,
proliferasyon, invazyon, motilite, ilag direnci ve diger malignant karakterleri
destekleyen diger anahtar genlerin aktivasyonunu tetikleyebilmektedir. Buradaki
genetik anormallikler karsinogenezin erken evresinde meydana gelir ve meme
kanserlerinde heterozigozite kaybi ve gen kopya sayisindaki degisikliklerin
hiperplaziden DCIS’e geciste keskin bir sekilde oldugu goriilmektedir (O'Connell ve
ark., 1998; Waldman ve ark., 2000). Ayrica bu genetik degisimlerin etkiledigi hiicresel
yolaklar birbirleriyle fazlasiyla baglantilidir. Bu komplekslilik de teshisin ve tedavinin
neden bu kadar yavas ilerledigini aciklayabilir.

2.5. 5. immiiniteden Kacis

Interferon tarafindan diizenlenen genlerin agir1 ekspresyonu ile karakterize edilen ER(-
)PR(-)HER2(-)tiimorleri interferon bakimindan zengin alt tip olarak yakin zamanda
tammmlanmistir (Hu ve ark., 2006; Teschendorff ve ark., 2007). Bu tiimorler meme
tiimorii vakalarinmn yaklasik % 10'unu olusturmaktadir. Interferonla diizenlenen genlerin
farklilastirdig: tiimorler arasinda ER(-)PR(-)HER2(-) alt tipteki tiimorleri ayiran genler
sinyal donustiiriici ve transkripsiyon aktivatorii 1 (STATI1) ve transkripsiyon
koaktivatorii (SP110) en 6nemlileridir. Burada STAT1, interferon ile diizenlenmis gen
ekspresyonuna aracilik eden transkripsiyon faktoriidiir (Hu ve ark., 2006). SP110, bu alt
tip icin prognostik bir degere sahip oldugu bildirilmistir (Teschendorff ve ark., 2007).
Interferonca zengin meme tiimorlerinin niiks ihtimali, bazal tip kanserler (ER(-)(PR-

JHER2(+) ile karsilastirilabilir) ve luminal A tip tiimoOrler arasinda bir yerdedir ve
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hastalarda daha iyi bir sonucun goriildiigli immiin sistemin daha kolay tetiklendigi

luminal B tipi tiimorleriyle karsilastirilabilir (Hu ve ark., 2006).
2.5.6. Kanserde Bozulan Enerji Metabolizmasi

Kanser hiicreleri sinirsiz bir replikatif kapasiteye sahiptir. Sinirsiz ¢cogalmasi i¢in ihtiyag
duyduklar1 besin ve enerjiyi saglamalar1 gerekir. Kanserin ihtiya¢ duydugu besin ve
enerjinin sentezlenmesi ve i¢cinde bulunduklar: siirekli olarak degisen mikro ¢evrede
hayatta kalabilmeleri icin metabolizmalarm yeniden programladiklar1 artik
bilinmektedir. Yeniden programlanan metabolizmanin kesfi 1920’lerde Otto
Warburg’un caligmalarina dayanmaktadir. Warburg, Ehrlic Ascites tiimorler ile yaptig:
calismada hizl prolifere olan tiimor hiicrelerinin artan bir glukoz alimi ve glikolitik bir
akis sergiledigini belirlemistir (Warburg., 1956a, 1956b). Alinan glukozun tamamen
oksidasyonu icin gereken yeterli oksijen varliginda bile Trikarboksilik Asit (TCA)
dongiisii iizerinden mitokondriyal oksidasyon yerine glikoliz ile olusturulan piriivatin
cogunun laktat’a doniistiiriildiiglinii gostermistir. Bu olaym aerobik sartlar altinda
gerceklesmesi nedeniyle “‘aerobik glikoliz” ya da “warburg etkisi” olarak
adlandirilmistir.  Warburg etkisi olarak tanimlanan bu metabolik yolak kanser

hiicrelerinin temel 6zellikleri arasinda yer almaktadir.

Kanser hiicrelerin temel 6zelliklerinden biri, kontrolsiiz hiicre cogalmasi i¢in gereken
yapt taslarinin  anormal ihtiyacna cevap olarak metabolizmayr yeniden
programlayabilmeleri ve tiimorlerin basladigi ve gelistigi siirekli bir degisim gosteren
mikro cevreye uyum saglayabilmeleridir (Hanahan ve Weinberg., 2011; Pavlova ve
Thompson., 2016; Vander Heiden ve ark., 2009; Ward ve Thompson., 2012). Cesitli
kanser hiicrelerinde yeniden programlamanin en iyi ornegi de besin ve enerji kaynagi
olarak glutamini kullaniyor olmalaridir. Normal hiicrelerin aksine transforme olmus
proliferatif hiicreler glutamini, hizli bir sekilde boliiniip, cogalmak ve yasamini devam
ettirmek icin kullanmaktadir. Transforme hiicrelerde ¢cok yonlii fonksiyonlara sahip olan
glutamin, ATP iiretimi icin katabolik bir substrat iken makromolekiil biyosentezi i¢inde
anabolik bir substrattir (De Berardinis ve ark., 2007). Glutamin, de novo piirin ve
pirimidin sentezinde, heksozamin biyosentezi ve glikolizasyon reaksiyonlarinda, diger
amino asitlerin sentezinde, hizli bir metabolizmadan kaynaklanan oksidatif strese karsi
hiicrelerin sagkalimin1 devam ettirmek i¢in gerekli olan glutatyonun sentezinde, bir seri

reaksiyon sonrasinda a-ketoglutarat’a doniistiiriilerek TCA dongiisiinii beslemede,
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piriivat’a doniistiiriilerek malik enzim iizerinden redoks homeostazisin diizenlenmesinde

gorev almaktadir.
2.6. Normal Hiicrelerde Glutamin Kullanimm ve Metabolize Edilmesi

En temel seviyede amino asitler, hiicre ve dokularimizda protein sentezi i¢in kullanilan
yapisal elemanlardir ve sudan sonra viicudumuzda en fazla bulunan bilesenlerdir.
Amino asitler, endojen ya da ekzojen kaynakli proteinlerden elde edilebilir ve bu
yapilarin varligi hiicresel canliligin devami, sagkalim ve proliferasyon i¢in temel bir
onem arz etmektedir. Genetik kodda belirtilen 20 amino asit arasinda glutamin, memeli
hiicrelerinde oynadigi rollerle ve metabolizmadaki misyonuyla en dikkat ¢ceken amino
asittir. Glutamin L-o-amino asid formunda (Sekil 2.4) ve 146.15 kDa molekiiler
agirhiga sahiptir. Fizyolojik pH degeri ile ilgili olarak, glutamin notr bir amino asit
olarak smniflandirilirken, normal hiicrelerdeki besin ihtiyact bakimindan esansiyel
olmayan bir amino asit seklinde smiflandirilir. Kan numunelerinden elde edilen
plazmada, glutamin konsantrasyonu, kandaki toplam serbest amino asit havuzunun
yaklasik % 20'sine karsilik gelen ~ 500 ila 800 uM/L (a¢lik durumunda 12 saat sonra
kaydedilen degerler) arasinda degisim gosteren bir degere sahiptir (Roth., 2008).
Karaciger ve iskelet kas1 gibi dokularda, glutamin konsantrasyonu, toplam amino asit
havuzunun yaklasik % 40 ila % 60'm1 olusturarakplazma konsantrasyonundan daha
yilksek bir degere ulasmaktadir. Hem plazmada hem de dokularda, glutamin
konsantrasyonu, diger amino asitlerin konsantrasyonlarindan 10 ile 100 kat arasinda
degisen bir fazlaliga ulasmaktadir. Bu nedenle, glutamin, viicudun en bol bulunan

amino asidi olarak kabul edilmektedir (Cruzat ve ark., 2018).
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Sekil 2. 4. L-Glutamin molekiiler formiilii
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Glutamine)

Saglikli yetiskin bir insan viicudu, 80 gr’dan fazla serbest glutamin igerir. Bu
glutaminin % 98’1 yani 20 mM konsantrasyondan fazlas1 iskelet kas hiicrelerinde
bulunur (Curthoys ve Watford., 1995). Glutamin, iskelet kasi, akcigerler, adipoz doku
ve karacigerde Glutamin Sentaz enzimi tarafindan amonyak ve glutamattan

sentezlenmektedir (Sekil2.5) (Watford., 2015).

Glutamin Sentaz

(iOOH NH3 COOH
ATP ADP I
T LTF
H2 g I
f CH2
?H’ ) éH)
Glutaminaz
NH
COOH e CONH2
Glutamat Glutamin

Sekil 2. 5. Glutamin sentaz ve Glutaminaz enzimleri ile Glutamin ve Glutamat arasindaki sentez
(Watford., 2015).

Glutamin biiylime ve hiicre boliinmesi icin bir seri biyosentetik yolagin Onciistidiir
(Sekil 2.6). Glutamin Sekil 2.5 ve 2.6 da gosterildigi gibi glutaminaz tarafindan

hidrolize edilir ve sonucta hepatik glukoneogenez, lire sentezi ve bobrekte amonyak
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olusumu icin substrat gorevi goriirken ayni zamanda bagisiklik sisteminin hiicreleri ve
enterositler icin solunumda yakit olarak kullanilir (Curthoys ve Watford., 1995).
Glutamin, siklikla mTOR’un aktivasyonu ile baslatilan protein sentezi, hiicre biiytimesi
ve farklilagmas1 gibi anabolik fonksiyonlarin uyarilmasinda, apoptoz ve protein yikimi

gibi katabolik fonksiyonlarin inhibe edilmesinde rol oynayan Onemli bir sinyal
molekiiliidiir (Curi ve ark., 2007).
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Sekil 2.6. Glutamin ve Glutamat’in rol aldig1 biyosentetik olaylar (Watford., 2015).

2.7. Kanserde Glutamin Metabolizmasi

Hizli c¢ogalan hiicre ve dokular igin enerji iiretiminde ve normal hiicre
metabolizmasinda glutamin Onemli bir rol oynamaktadir. Cogu kanser hiicresi de
glutamin bagimhidir ve ekzojen glutamin yoklugunda canliliklarini devam
ettirememektedir (Abu Aboud ve ark., 2017; Niklison-Chirou ve ark., 2017; Petronini
ve ark., 1996; Vanhove ve ark., 2019; Yuneva ve ark., 2007). Kanser hiicreleri, ihtiyac
duyduklart enerjiyi karsilamak ve metabolizmasim1 desteklemek icin alternatif
kaynaklara yonelmektedir. Kanser hiicrelerininproliferasyonuna aracilik eden
transkripsiyon faktorii STAT3’ii aktive etmek i¢in bir sinyal molekiilii olmanin diginda
glutamin, metabolik  rollerinden bagimsiz  olarak  kanser  progresyonunu

baslatabilmektedir (Cacace ve ark., 2017). Glutamin dolayli olarak hiicre biiylimesi ve
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proliferasyonunu diizenleyen rapamisin 1’in memeli hedefi (mTORCI) gibi diger sinyal

yolaklarini dolayl olarak aktive edebilmektedir (Duran ve ark., 2012).

Glutamine

Glutamine

Cell
Growth

Redox
* Homeostasi

* Glutamate

Cytosol

Cysteine

Sekil 2.7. Kanser hiicrelerinde Glutamin metabolizmasi ve myc iizerinden diizenlenmesi.
“Targeting Glutamine Induces Apoptosis: A Cancer Therapy Approach” caligmasindan
uyarlanmigtir (Chen ve Cui., 2015).

Glutamin metabolizmasindaki yeniden programlama, tiimorlerde replikasyonu
destekleyen enzimlerin ve hiicresel tasiyicilarin up-regiilasyonu yoluyla alimimi ve
kullanim tetikleyip agresif kanser fenotipine neden olabilecek myc gibi onkogenlerin
aktive olmasi ile ya da Rb gibi tiimor siipressorlerin kaybr ile kontrol edilmektedir

(Chang ve ark., 2015; De Berardinis ve ark., 2008).

Glutamin soliit tastyici ailesine (SLC) ait amino asit tasiyicilari ile hiicre icerisine
alinmaktadir (Sekil 2.7). Alanin-serin-sistein tagiyic1 2 (ASCT2) proteini, Na* bagimli
notral bir amino asit tastyicidir ve SLCIAS5 geni tarafindan kodlanmaktadir. Baskin
olarak da hiicre membranmda lokalizedir. ASCT2, hizla biiyliyen tiimor hiicrelerinin

glutamin almas i¢in ¢ok Onemli olan amino asit substratlarinin degis tokusuna aracilik
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etmektedir (Kekuda ve ark., 1996). Saglikli dokularla karsilastirildiginda ASCT2, cesitli
tiimor dokularinda daha fazla ifade edilmektedir (Fuchs ve ark., 2007; Kim ve ark.,

2013; Liu ve ark., 2017; Shimizu ve ark., 2014).

2.8. Glutaminaz ve Kanserdeki rolii

Glutaminaz (GLS), serbest amonyum ve glutamat’in sitokiometrik miktarmi
glutamin’in amid grubunun hidroliziyle katalize eden fosfatla aktive olan mitokondri
matriks enzimidir. GLS’in, GLS1 ve GLS2 olarak adlandirilan iki izoformu
bulunmaktadir. GLS! geni, kromozomun 2q32 bolgesinde lokalizedir ve doku spesifik
olarak alternatif iglenme ile olusturulan ii¢ splice varyanti meydana getiren baslangic
mRNA’dan sifrelendigi diisiiniilmektedir. Sonrasinda bu splice varyantlari, bobrek tipi
glutaminaz (KGA), glutaminaz C (GAC) ve glutaminaz M (GAM) olarak adlandirilan 3
insan glutaminaz izoenzimine doniistiiriilmektedir. insan GLSI geni 82 kb uzunlugunda
ve 20 ekzondan olusmaktadir (Elgadi ve ark., 1996)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=(gls)). Insan GLS2 geni, kromozomun
12q13 bolgesinde lokalizedir ve glutaminaz 2 ya da karaciger tipi glutaminazi
sifrelemektedir. Sifrelenen bu protein fonksiyonel olarak bobrek tipi glutaminaza
benzemektedir fakat biiyiikliik olarak daha kiigiiktiir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?term=(gls2)). Glutaminaz ekspresyonu ve aktivitesi
bobrek, karaciger, beyin, pankreas, kalp kasi, iskelet kasi, ince bagirsak, plateletler ve
fibroblastlarida iceren ¢ok sayida dokuda belirlenmistir. GLS1 ya da KGA’nin baskin
olarak bobrek ve beyinde ifade edildigi gosterilmistir. GAC, pankreas ve kalp kasinda
baskin olarak ifade edilmektedir fakat bobrek, akciger ve plasenta da bu gruba dahil
edilebilmektedir. GAM ise kalp ve iskelet kasinda ifade edilmektedir (Elgadi ve ark.,
1999). GLS2’nin doku spesifik ekspresyon dagilimi tam olarak belirlenememistir.
Normal insan hepatositleri GLS2’yi ifade ederken hepatoma hiicrelerinin KGA’yi ifade
ettikleri belirlenmistir (Bode ve Souba., 1994). Gastrointestinal sistemde GLS spesifik
aktivitesi ince ve kalin bagirsakta yiiksektir, mide ve Ozofagusda ise diisiiktiir. Bu
nedenle hem ince hem de kalin bagirsak, mide ve 6zafagusun aksine glutamin hidrolizi
icin yiiksek potansiyele sahiptir (James ve ark., 1998). Interlokin 1 (IL1), interlokin 6
(IL6), timor nekrozis faktor (TNF)-o ve interferon y insan hiicrelerinde enzimin
aktivitesini azaltirken, glukokortikoidlerin GLS aktivitesini baslatabildigi gosterilmistir

(Sarantos ve ark., 1994). Insan solunum epitelyum hiicrelerinde GLS aktivitesi
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interferon-y ve TNF-a tarafindan inhibe edilirken asidik zorluga cevap olarak artmistir
(Hunt ve ark., 2002). GLS2 geni, p53 aktivasyonu GLS2 mRNA’larinin ekspresyonunu
indiiklediginden dolay1 p53’iin bir hedefi olarak tanimlanmistir ve bu nedenle GLS2
pS3’iin bazi etkilerine aracilik ederek tiimor supresyonunda p53’iin roliine katk:
yapabilir. GLS2 ekspresyonu hepatosellular karsinomalarda kaybolur ya da azalir ve
GLS2’nin asir1 ekspresyonu tiimor hiicre koloni yapisini azaltir (Hu ve ark., 2010;
Suzuki ve ark., 2010). Diger yandan onkogen myc, GAC ekspresyonunu up-regiile
etmektedir ve insan B lenfomasinda ve prostat kanser hiicrelerinde tiimor hiicre
proliferasyonunu desteklemektedir (Gao ve ark., 2009). Oyle goriiniiyor ki GLS1 ve
GLS2 tiimor gelisiminde farkli rollere sahiptir. Timor siipressor gen p53, GLS2’nin
ekspresyonunu indiiklerken cesitli hiicrelerde GLS1’i indiiklememektedir. Onkogen
myc ise tam tersine GLS1’1 indiikleyip GLS2’yi etkilememektedir (Hu ve ark., 2010).

c-myc, glutamin metabolizmas1 ve akisini baslatabildigi gibi glutamin bagimliliginin
indiiklenmesinde de anahtar bir rol oynamaktadir. GLS1’in her iki splice varyanti
GAC ve KGA, c-myc tarafindan pozitif olarak diizenlendigi ve c-myc’in indiikledigi
timorlerde gii¢lii bir sekilde ifade edildikleri gosterilmistir (Csibi ve ark., 2014; Gao
ve ark., 2009; van den Heuvel ve ark., 2012). Yiiksek GLS1 ekspresyonu ile c-myc’in
asir1 ekspresyonunu sergileyen tiimorler hiicre icerisine yiiksek miktarda glutamin

girigi ile glutamin bagimlis1 olurlar (Wise ve Thompson., 2010).
2.9. Glutaminaz Inhibitorleri

Glutamin ihtiyac1 meme kanserinin molekiiler alt tiplerinde farklilik gosterir (Gao ve
ark., 2009; Kung ve ark., 2011) ve sadece bazilar1 ekzojen glutamine ihtiya¢ duyar ve
glutamin bagimlihig: gosterir. Uclii negatif ve HER2+ meme kanser hiicre hatlar1 yiiksek
oranda glutamin bagimlisiyken luminal tiimorler glutamin ihtiyaci pek duymazlar (van
Geldermalsen ve ark., 2016). Proliferatif kapasiteleri yiiksek olan glutamin bagimlis1 bu
tiplerde GLS1 baskm bir sekilde upregiiledir. Glutamin katabolizmasinda ilk basamakta

yer alan bu enzim tedavi hedefi olarak bir potansiyel tagimaktadir.

GAC hiicresel metabolizma i¢in bir anahtar 6zelligi tasidigindan dolay: aktivitesi bir¢ok
kanser hiicre tipinin hayatta kalmas: icin kritik oneme sahiptir. Bu nedenle GAC’1
hedefleyen kiiciik molekiil inhibitorleri gelistirmek i¢in pekcok girisimde bulunulmustur

(Gross ve ark., 2014; Shukla ve ark., 2012; Stalnecker ve ark., 2015). Bu girisimlerden
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biri Curthoys ve ark. (2007) tarafindan Bis-2-(5-phenylacetamido-1,3,4-thiadiazol-2-
yl)ethyl sulfide (BPTES)’in gelisimi ile sonu¢lanmistir (Sekil 2.7). Bu inhibitor enzimin
katalitik bolgesine baglanan glutamin ile yarigmak yerine enzimin tetramerik bolgesini
inaktive ederek stabilize eden allosterik inhibitor 6zelligi tasimaktadir. BPTES, ¢esitli
tiimOr modellerinde kanser hiicrelerinin ¢ogalmasimi inhibe ettigi gosterilmistir (Le ve
ark., 2012; Seltzer ve ark., 2010; van den Heuvel ve ark., 2012). Sonrasinda Gross ve
ark. (2014) tarafindan 6nceki BPTES analoglarina gore belirgin bir iyilesmeyi temsil
eden Teleglanestat (CB-839)'un gelisimini bildirmistir. CB-839 simdi hem tek basina
hem de ila¢ karigimlarmin bir parcasi olarak bazi farkli endikasyonlar icin klinik

caligmada yer almaktadir (https://clinicaltrials.gov/).

}
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Sekil 2.8. GLS1’in varyantt GAC’1n kiiciik molekiil inhibitorleri (McDermott ve ark., 2016).

2.10. Kodlamayan RNA’lar (ncRNA)

Kodlamayan RNA (ncRNA) terimi, bir proteini kodlamayan RNA i¢in yaygin olarak
kullanilir, ancak bu ncRNA’larin bilgi icermedigi veya herhangi bir fonksiyona sahip
olmadig1 anlamina gelmez. Genellikle genetik bilginin ¢cogunun proteinler tarafindan
islendigi varsayilsa da, son kanitlar, memelilerin ve diger kompleks organizmalarin
genomlarmin ¢ogunun aslinda ncRNA'lara kopyalandigini, bir¢ogunun alternatif olarak
daha kiiciik iiriinlere doniistiiriildiigiinii gostermektedir (Mattick ve Makunin., 2006).
ncRNA’lar, genel olarak kiiciik ncRNA (sncRNA) ve uzun ncRNA (IncRNA) olmak

tizere iki smifa ayrilabilir. Transkripsiyon aktivitesinin biiyiikk bir kismi IncRNA
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tarafindan gergeklestirilmektedir. Bu RNA molekiilleri en az 200 niikleotid
uzunlugunda ve genellikle mRNA’ya benzer sekilde bir poli-A kuyrugu ile
karakterizedir (Hombach ve Kretz., 2016). IncRNA’nin gen ekspresyonunun epigenetik
kontrolii, promotore 0zgii gen regiilasyonu (Martianov ve ark., 2007; Bond ve ark.,
2009), X kromozom inaktivasyonu (Tian ve ark., 2010; Lee ve ark., 2013), damgalama
(Lyle ve ark., 2000) gibi cesitli biyolojik siireclerde 6nemli rolleri bulunmaktadir.
sncRNA'lar da bir¢ok farkli hiicresel yol ve sistemde gen ekspresyonunun anahtar
diizenleyicileri olarak rol oynamaktadirlar. Son yillarda ¢ok sayida sncRNA smifi
tanimlanmis olup, miRNA'lar, piRNA'lar ve siRNA'lar en ayrintili olarak incelenen

siiflaridir (Hombach ve Kretz., 2016).

2.10.1. Kiiciik interferans RNA’lar (siRNA)

siRNA’lar, 21-25 niikleotid uzunlugunda c¢ift iplikten olusmaktadir (Meister ve Tuschl.,
2004). RNA interferans (RNAi), RNA aracili dogal bir gen diizenleme siirecidir
(Hannon., 2002). RNAI siireci, uzun ¢ift iplikli RNA’nin Dicer enzimi ile parcalanmasi
ile baglamaktadir. Niikleaz aktivitesine sahip olan Dicer enziminin etkisi ile dSRNA21-
23 niikleotid uzunlugunda RNA’lara parcalanir, olusan yapiya RNA indiikleyici
baskilama kompleksi (RISC) adi verilen bir multiprotein kompleksi baglanir ve hedef
mRNA parcalanir (Sekil 2.9.1) (Tisterman M and Plasterk., 2004). RNAi siireci,
kanser, viral enfeksiyonlar, otoimmiin hastaliklar gibi bircok hastaligin tedavisinde

umut verici biyolojik bir 6nem arz eder (Devi., 2006; Tan ve ark., 2004).

2.10.2. siRNA Temelli Kanser Tedavileri

siRNA’lar, yiiksek spesifisitesi, etkinligi, daha az yan etkisi ve hazirlanma kolayligi
nedeniyle gen susturulmasi ve herhangi bir ila¢ ile tedavi edilemeyen kanserlerin
tedavisi i¢in olduk¢a umut vericidir. Ancak, bircok basarili klinik Oncesi caligma
olmasina ragmen, klinik kullanim i¢in hedefe spesifik nanotasiyici ile beraber sadece
birka¢ siRNA onay alabilmistir (Rosenblum ve ark., 2018). Kanser dahil olmak iizere
lokal dagitim yoluyla farkli hastaliklar1 hedefleyen cesitli siRNA ila¢ adaylar:
bulunmaktadir (Ozcan ve ark., 2015; Zuckerman ve Davis., 2015) (Tablo 2.2). Marina
Biotech firmasi, kolon kanserinden sorumlu B-katenin genini hedefleyerek ailesel
adenomatoz poliposis’e karst siRNA ilact CEQS508'in  klinik c¢alismalarmi
gergeklestirmistir (Trieu ve ark., 2017). Silenseed firmasi da, 2011 yilinda pankreatik
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duktal adenokarsinom ve pankreas kanserine karsi, mutasyona ugramis bir KRAS
(G12D) onkogenine karsi uzun siireli etki i¢in SIG12D siRNA ilacini tasarlamistir.
SIG12D'nin kemoterapi ile kombinasyon halinde yapilan faz I/II calismalari, ilacin
pankreas kanseri olan hastalarda iyi tolere edildigini, giivenli ve gii¢lii oldugunu ortaya
koymustur. SIG12D siRNA ilac1 su anda faz II klinik caligma asamasindadir (Golan ve
ark., 2015).

Tablo 2.2. Faz agsamasinda olan siRNA temelli ilaglar (Zuckerman ve Davis, 2015)

siRNA temelli ila¢ Hedefi Uygulanan Kanserler
CALAA 01 Riboniikleotid Solid Ttumérler (Davis ve
rediikktazin M2 alt ark., 2
linitesi
The Atu-027 Protein Kinaz N3 Metastatik Pankreatik

Cancer (Aleku ve ark.,

2008)
ALN-VSP02 Kinezin Solid Tiimorler

(Cervantes ve ark., 2011)
TKM-PLK1 Polo-like kinaz Gastrointestinal,
Noroendokrin Tiimoérler
ve Adrenokortikal
karsinoma(Xu ve ark.,
2015)
DCR-MYC c-Myc geni Solid Timérler ve
Multiple Myeloma
(Tolcher ve ark., 2015)




3.GEREC VE YONTEM

Calismalar Erciyes Universitesi, Betiil Ziya Eren Genom ve Kok Hiicre Merkezi Genom

Laboratuarinda gerceklestirilmistir.

3. 1. GERECLER

3.1.1.Kullanmilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar marka bilgileri ile birlikte asagida listelenmistir.

— Laminar Akim Kabini (Clean Air)

— COy’li Inkiibator (Sanyo, MCO-19 A/C (UV))

— Sogutmali Santrifiij (Beckman Counter, Cat. No. 369436)
— Hassas Terazi (Mrc)

— Su Banyosu (Niive St 30)

— Calkalayic1 (Heidolph)

— Derin Dondurucu (Ugur, Kod. No. 100703000000)
— Buzdolab1 +4 (Siemens, No. KG57NVW20N)

— Invert Mikroskop (Leica)

— Otoklav (Alp, CL-40M)

— Pipet Tabancas1 (Gilson)

— Mikropipet Seti (Gilson)

— Vorteks (Heidolph)

— Manyetik Karistirici (Heidolph)

— BioRad Western Goriintiileme Cihazi

— Eliza-Reader (Glomax-Multi)

— Muse Cihazi (Milipore)
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Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM-F12)

(Gibco)
Fetal Bovine Serum (FBS) (Capricorn Scientific)
L-Glutamin (Capricorn Scientific)

Dimetil siilfoksit (DMSQO) (Merck)

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline(DPBS) (Capricorn Scientific)

Metanol (Merck)

Tris (Merck-Milipore)

Non-Fat Dry Milk (BioRad)

Penisilin/Streptomisin (Capricorn Scientific)
Tripsin-EDTA (Capricorn Scientific)

Hiicre Kiiltiir Flasklar1 25 cm® (Greiner CellStar)
Hiicre Kiiltiir Flasklar1 75 cm® (Greiner CellStar)
Steril 6’11, 96 kuyucuklu Kiiltiir plakalar1 (Greiner CellStar)
Serolojik Pipetler Sml, 10ml, 25ml (Greiner CellStar)
Membran (BioRad)

Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma-Aldrich)

Iki farklt GSL1 siRNA (Sigma-Aldrich)

Kontrol siRNA (Sigma-Aldrich)

HyPerFect Transfeksiyon Ajani (Qiagen, 301705)

3.1.3. Kitler

Calismada kullanilan kitler marka bilgisi ile birlikte asagida listelenmistir.

Annexin V Apoptoz Kiti (Milipore MCH100105)
MTS Reagent Powder (Biovision, 2808-250)
DC™ Protein Assay Kit (BioRad)

ReadyPrep Protein Extraction Kit (BioRad)
Muse cell cycle Reagent (Milipore)

ECL (BioRad)



3.1.4. Kullanmilan Soliisyonlar
Lizis Buffer

1 ml Cell lizis buffer

10 pl proteaz inhibitor kokteyl
10 pl fosfataz inhibitor kokteyl
4 pl NaF

Yiiriitme ve Transfer Soliisyonu 1L (10X)

— 30 gr Tris-Base
— 144 gr Glisin

Yiiriitme Soliisyonu 11.(1X)

— 100 ml 10X Yiiriitme Soliisyonu
— 890 ml dH20
— 10 ml % 10 SDS

Transfer Soliisyonu 1L (1X)

— 100 ml 10X Transfer Soliisyonu
— 200 ml Metanol
— 700 ml dH20

Tris Buffered Saline 1L, (TBS) (10X)

— 31.5 gr Tris-HCl
— 80 gr NaCl

TBS-Tween 20 (TBS-T) Calhsma Soliisyonu 1L

— 100 ml 10X TBS Buffer
— 898 ml dH20
— 2 ml Tween-20

35
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Non- Fat Dry Milk Soliisyonu

— 350 mg non-fat dry milk
— 7 ml TBS-T

3.2. YONTEM
3.2.1. Kullanilan Hiicre Hatt1

MDA-MB-231 iiclii reseptor negatif meme kanser hiicre hatti ticari olarak ATCC

(American Type Culture Collection) firmasindan satin almmustir.

Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii calismalarinin tamami ve kiiltiir islemleri icin gerekli olan malzemelerin

hazirlanmasi steril laminar hava akimli kabinlerde gerceklestirildi.

Hiicre besiyerinin hazirlanmasi

DMEM F12 medyum icerisine, 55 °C’de inaktive edilen FBS, L-Glutamin ve
Penisilin/Steptomisin ilave edilerek hiicrelerin ¢ogalabilecegi uygun besiyeri hazirlandi

ve +4 °C’de saklandi ve ¢alisma yapilacagi zaman 1s1s1 37 °C’ye ayarlandi.

Hiicrelerin Cogaltilmas

Hiicre kiiltiir kaplarmna ekimi yapilmis olan hiicrelerin doluluk orani1 inverted
mikroskopta diizenli olarak takip edildi. Hiicre yogunlugu % 80’e ulastiginda pasajlama
islemine gecildi. Pasajlama islemi i¢in; +4 °C’de muhafaza edilen DMEM F12 besiyeri
ve % 0.05’1ik konsantrasyondaki tripsinin 1s1s1 37°C’ye ayarlandi. Kiiltiir kaplarmdaki
besiyeri serolojik pipet ile uzaklastirilarak kaplarin tabaninda bulunan hiicrelerin
tizerine 2 ml tripsin ilave edildi ve 3 dakika (dak.) inkiibatorde hiicrelerin kiiltiir kabinin
tabanindan kalkmas: icin bekletildi. Bu siirenin ardindan hiicre ve tripsin EDTA’dan
olusan siispansiyonun iizerine tripsinin etkisini yok etmek i¢in 4 ml DMEM F12
besiyeri eklenerek hiicre siispansiyonu 15 ml’lik falkon tiipe alindi. Hiicre siispansiyonu
1500 rpm de 5 dak. santrifiij edilerek hiicrelerin cokmesi saglandi. Siipernatan
uzaklastirildi ve hiicre pelleti iizerine besiyeri eklenerek hiicreler ¢oziildii ve daha sonra
hiicreler medyum iceren 75 cm”lik hiicre kiiltiir kaplarma alindi. Daha sonra hiicreler

coglamalar1 i¢in 37 °C’lik CO;’li etiivde inkiibe edildi
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3.2.2. Hiicre Sayim

Yapilan testlerde gruplar arasindaki hiicre sayilarini esitleyerek saglikli sonuglar elde
edilmesi icin hiicreler sayilarak esit sayida hiicre ile calismalar yapildi. Hiicre sayimi
Thoma lami kullanilarak yapildi. Thoma laminda hiicre sayimi prensibi, Sekil 3.1°de
gosterilen kirmizi alan ile cevrelenmis 0.1 mm’ hacmindeki 16 kareden olusan biiyiik
kare iizerindeki hiicrelerin sayilmas: ve sayilan toplam hiicre sayismin kirmizi ile
cevrelenen alan sayisina boliinmesi ilkesine dayanmaktadir. Sekil 3.1°de kirmizi ile
gosterilen alanin bir kenar1 1mm, yiiksekligi 0.1 mm hacmi ise; Imm x 1mm x 0.1 mm

den 0.1 mm’ eder.
1 ml ise 1000 mm® ettiginden 0.1 mm’ hacmi, 1 ml’nin 10.000 de 1’1 etmektedir.

Pellet yogunluguna gore yapilan diliisyon oram da hesaplamaya dahil edildiginde

asagidaki formiil hiicre sayisimi belirlemek icin kullanildi.

1 ml deki hiicre sayis1 = (sayilan hiicre sayisi/sayilan isaretli alanlarin sayisi) x 10*x

diliisyon faktorii

T T
s
s
SS2iss
e
a8

Sekil 3.1. Thoma lam
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3.2.3. Hiicrelerin siRNA ile transfeksiyonu

GLS1’in baskilanmasi i¢in GLS1’ihedef alan iki farkli siRNA ve negatif kontrol olarak
herhangi bir geni baskilamayan kontrol siRNA kullanildi. siRNA’lar SIGMA
ALDRICH firmasindan satin alindi. Kontrol (SIC001) ve GLS1 siRNA’lar (SASI-
HS01-71581 ve SASI-HSO01-71573) son konsantrasyonu 50 nM olacak sekilde nukleaz-
free su ile laminar havaakimli kabinde hazirlandi. Hiicrelerin siRNA ile transfeksiyonu

icin transfeksiyon ajani olarak hiperfekt kullanildi.
3.2.4.Western Blot Analizi

25 cm™lik hiicre kiiltiir flasklarma 4 ml medya icerisinde 350.000 hiicre olacak sekilde
hiicreler ekildi. Hiicreler 24 saat boyunca 37 °C’de % 5 COy’li etiivde inkiibe edildi. 24
saatlik inkiibasyon sonrasinda kiiltiir otamina son konsantrasyonu 50 nM olacak sekilde
siRNA’lar ilave edildi ve transfeksiyon i¢in hiicreler 72 saat inkiibe edildi. Bu siirenin
sonunda hiicrelerin bulundugu ortamdaki medya uzaklastirild1 ve iizerine 2ml tripsin
ilave edilip, 3 dak. etiivde bekletilerek hiicrelerin yapistiklar1 flaskin tabanindan
kalkmas1 saglandi. Sonrasinda ortama tripsin miktarmin 2 kati kadar medya eklendi
vehiicre siispansiyonu falkon tiipealindi. Hiicreler 1500 rpm’de 5 dak. santrifiij edildi.
Stipernatan kismu atilarak pellet iizerinel ml PBS eklenip siispanse edildi. Ependorf
tiipe alman siispansiyon 5000 rpm de 3 dak. santrifiij edildi. Pellet miktarina bagli
olarak iizerine lizis buffer ilave edilen hiicreler, buz iizerine alimarak 10 dak. inkiibe
edildi. Ardindan hiicreler seri bir sekilde 30 sn vortekslenerek 15 dak. yine buz iizerinde
inkiibe edildi ve bu islem 3 kez tekrarlandi. Vorteks basamaklar1 sonrasinda hiicreler
13000 rpm’de 20 dak. santrifiij edilip, protein miktar tayini i¢in siipernetan kisimlari

ayr1 bir ependorf tiipe alind1.

Siipernatanlardan 2 pl alinarak iizerlerine 12 pl dH,O eklenerek diliisyon saglandi. 96
kuyulu plakanin diliisyonu yapilan siipernatanlardan 5 pl eklendi. Her siipernatan igin
iki kuyuya ytikleme yapildi. Standart protein konsantrasyonunu belirlemek icin BSA ile
standart konsantrasyonlar kullanildi. Protein standart konsantrasyonlari, 0.25, 0.5, 0.75,
1, 1.25 mg/ml olan standartlardan kuyulara 5 pl eklendi ve her standart ikili ¢aligildi.
Stipernatanlarin ve standartlarin iizerine Reagent A ve Reagent S den olusan bir
karisimdan 20 pl ilave edildi. Sonrasinda Reagent B’den 175 pl her kuyuya eklenerek
kuyulardaki son hacmin 200 pl olmast saglandi. 96’lh plaka 3 dak. oda sartlarinda
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calkalayici iizerinde inkiibasyona birakildi ve sonrasinda Eliza-Reader da 750 nm de
olciimii yapildi. Olgiim sonras1 protein standartlarinin degerleri kullanilarak bir standart
egri elde edildi. Siipernatanlarin ortalamalar1 hesaplandi ve western blot analizinde jele

yiiklenecek protein miktarlar1 belirlendi.

Protein miktar tayini yapildiktan sonra 40 pg iceren protein Ornegi jele yiiklenerek
yiiriitme tamponu iceren ortamda 50 mA akim altinda 2 saat boyunca proteinler jelde
yiiriitiildii. Daha sonra proteinler, +4 °C’de buz akiileri ile desteklenen transfer
soliisyonu icerisinde 24 mA akimda biitiin gece bekletilip jelden polivinilidin membran
(PVDF) membrana aktarildi. Transfer isleminin tamamlanmasindan sonra PVDF
membran siit tozu soliisyonunda oda sicakliginda 1 saat boyunca bloklandive sonrasinda
membran 3 kez 5’er dak. periyotlarla calkalayici tizerinde TBS-T soliisyonunda yikandi.
Daha sonra hedefledigimiz proteinlerin ekspresyonunu belirlemek i¢in GLS1
(Proteintech, 12855-1- AP), kaspaz-3 (Proteintech,19677-1-AP), aktif kaspaz-3, aktif
kaspaz-7, aktif kaspaz-9, integrin-f1 (Proteintech, 12594-1-AP) ve p21 (Santa Cruze,
sc-397) primer antikor muamelesi yapild: ve biitiin gece membran +4 °C’de calkalayici
tizerinde antikorla inkiibe edildi. Siirenin sonunda tekrar TBS-T ile 3’er kez yikanip oda
sicakliginda 1 saat horseradish peroksidaz konjuge rabbit sekonder antikor muamelesi
yapildi. Sonrasinda yikamalar yapildi ve hedef protein ekspresyonlarini belirlemek igin
standart Enhanced chemiluminescence (ECL) metodu kullanilarak membran BioRad
kemoliimiinesan cihazi kullanilarak goriintilleme yapildi. Yiikleme kontrolii olarak -
aktin (Proteintech, 60008-1-1g) kullanildi. ImageJ programu kullanilarak hedef

proteinlerin ekspresyon seviyeleri belirlendi.
3.2.5. Proliferasyon Analizi

Hiicrelerin proliferasyon/canlilik oranmi belirlemek icin MTS ([3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) analizi yapildi.
MDA-MB-231 hiicreleri 96 kuyulu plakaya her kuyuda 1500 hiicre olacak sekilde
medya icerisinde ekimi yapildi. Hiicreler 37 °C’de % 5 COy’li etiivde inkiibe edildi.
Inkiibasyonlarmin 24. saatinde ortama siRNA’lar ilave edildi ve hiicreleri 72 ssat
siRNA’larla transfekte olmasi saglandi. 72 saatlik transfeksiyonun ardindan, kiiltiir
sonlandirildi ve MTS/PMS (phenazine methosulfate) soliisyonundan (1000:50) her
kuyucuga 20 ul eklenerek yaklasik 30 dak. etiiv de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon

sonras1 spektrofotometrede 450 nm’de 6l¢tim yapildi.
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3.2.6. Koloni Olusturma Testi (Colony Formation Assay)

GLS1 siRNA ile transfeksiyon sonrasi, siRNA’nin hiicrelerin koloni olusumu
tizerindeki etkisini belirlemek i¢in koloni olusturma (klonojenite) analizi yapildi. MDA-
MB-231 hiicreleri 6 kuyulu plakalara 2 ml medya icerisine 1000 hiicre olacak sekilde
ekildi. Hiicreler kiiltiiriin 48. saatinde siRNA’lar ile transfekte edildi ve 12-14 giin 37
°C’de etiivde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresince kontrol siRNA ile transfekte
edilen hiicreler ve transfeksiyon yapilmayan hiicreler invert mikroskopta takip edildi ve
bu hiicreler kabin % 90’1 doldurdugu zaman Kkiiltiir sonlandirildi. Kuyulardan
medyalar uzaklastirilip hiicreler metanolle hazirlanan % 10’luk kristal viyole ile

boyandi.
3.2.7. Yara iyilesme Testi (Wound Healing Scratch Assay)

Hiicreler 6 kuyulu plakaya her kuyuya 2 ml medya igerisinde 300.000 hiicre olacak
sekilde ekim yapildi. Hiicreler 24 saat sonra siRNA’lar ile transfekte edilerek 72 saat
boyunca 37 °C’lik etiivde inkiibe edildi. Kiiltiiriin 96. saatinde 20 pl’lik pipet ucu
kullanilarak kuyularda yara olusturuldu. Olusturulan yara alanlar1 0., 24. ve 48.
saatlerde mikroskopta goriintiilendi. Kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicreler takip
edildi ve yaranin kapanmasi ile birlikte kiiltiir sonlandirildi. Invert mikroskopta

goriintiiler alind1 ve goriintiilenen yara alanlar1 ImageJ programi kullanilarak ol¢iildii.
3.2.8. Apoptoz Analizi

Apoptoz analizi icin hiicreler, 25 cm®lik flasklara 300.000 hiicre olacak sekilde ekildi.
Kiiltiiriin 24. saatinde siRNA transfeksiyonu yapildi ve 96. saatin sonunda hiicreler
toplandi. Muse annexin V kit prosediiriine gore islem basamaklar: takip edildi. 100 pl
medya icerisinde 100.000 hiicre olacak sekilde hiicreler siispanse edildi ve iizerine 100
pl Muse annexin V kitinden eklendi. Hiicrelerin bulundugu ependorf tiipler aliiminyum
folyo ile sarillarak 20 dak. oda 1sisinda inkiibasyona birakildi ve ardindan Muse

cithazinda 6lciim yapildi.
3.2.9. Hiicre Dongiisii Analizi

Hiicre dongiisii analizi icin hiicreler, 25 cm®lik flasklara 300.000 hiicre olacak sekilde
ekildi. Kiltiiriin 24. saatinde siRNA transfeksiyonu yapild1 ve kiiltiiriin 96. saatinin

sonunda hiicreler toplandi. Daha sonraki tiim asamalar Muse cell cycle kit igerigine
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uygun olarak yapildi. 1 ml medya igerisinde 1.000.000 hiicre olacak sekilde hiicreler
siispanse edildi ve 300 g de 5 dak. santrifiij edildi. Siipernatant atilarak pellet iizerine 1
ml DPBS eklenip tekrar santrifiij edildi. Pellet tizerine 1 ml % 70 etil alkol eklenerek
-20 °C’de bir gece inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler 300 g de 5 dak.
santrifiij edildi ve pellet iizerine 200 pul Muse cell cycle reagent eklenip 30 dak.
inkiibasyona birakildi. Ardindan Muse cihazinda 6l¢iim yapildi.

3.2.10. istatistiksel Analiz

Calismanin istatistik analizleri GraphPad Prisim 6 programlar1 kullanilarak Student t
testi ile degerlendirildi. Her calisma en az 3 kez tekrar edildi. P degerinin 0.05’ten

kiigiik oldugu farklar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. siRNA aracith GLS1 inhibisyonunun GLS1 protein diizeyine etkisinin

belirlenmesi

Iki farkli GLS1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde, GLS1
siRNA’larmin GLS1 genini hedef alip almadigim belirlemek i¢in GLS1 geninin iiriinii
olan GLS1 protein ekspresyonu western blot analizi ile incelendi. Sekil 4.1.1°de
gorildiigi gibi iki farkli GLS1 siRNA ileve kontrol siRNA ile transfekte edilen
hiicrelerde, GLS1’in ekspresyon oram gosterildi. GLS1 siRNA’lar ile transfekte edilen
hiicrelerle kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicreler karsilastirildiginda, GLS1
siRNA’larla transfekte edilen hiicrelerde GLS1 protein ekspresyonunun dnemli oranda
azaldig1 bulundu (Sekil 4.1.2) (p<0.001). Bu sonuclarimiza gore, sectigimiz iki farkli
GLS1 siRNA’larn GLS1 genini hedeflediginden emin olundu ve ilerleyen

deneylerimizde bu siRNA’larin kullanilmasina karar verildi.

siRNA’lar

GLS1#1 GLS1#2

Sekil 4.1.1. siRNA’larla transfekte edilen MDA-MB-231 hiicrelerindeki GLS1 protein
ifadelerinin western blot analizi ile belirlenmesi.
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Sekil 4.1.2. GLS1 ve kontrol siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde GLS1
protein ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmas: (***p<0.001).

4.2. GLST’in GLS1-siRNA aracilh inhibisyonu MDA-MB-231 hiicrelerinin

proliferasyonunu azaltmaktadir

GLS1#1, GLS1#2 olmak tizere iki farkli GLS1 siRNA ve iki farkli kontrol siRNA’nin
MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonu iizerine etkileri MTS analizi ile arastirildi.
Bu analiz icin hiicrelerin bir kismu iki farkli GLS1 siRNA ve bir kism1 kontrol siRNA
ile transfekte edildi. Bir kisim hiicrelere hi¢gbir uygulama yapilmadi (NT). Bir kisim
hiicreler ise transfeksiyon ajan1 olan Hyperfect ile muamale edildi. Hiicrelerin
inkiibasyon siireleri tamamlaninca, hiicreler MTS/PMS solusyonu ile muamele edildi ve
3-4 saat sonra 450 nm’de Eliza-Reader’da hiicre canlilik orani analiz edildi (Sekil
4.2.1). Sekil 4.2.2°de goriilen analiz sonuglara gore, kontrol siRNA’lar ile transfekte
edilen hiicrelere gore, iki farklt GLS1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde hiicre
proliferasyon/biiylime oraninin 6nemli oranda baskilandigi bulundu (p<0.01). Kontrol
siRNA’lar ile transfekte edilen hiicrelerle herhangi bir transfeksiyonun yapilmadigi
hiicreler arasinda ¢ogalma orani agisindan bir fark olmadigi bulundu (p>0.05). Herhangi
bir transfeksiyon ya da uygulamanin yapilmadig: hiicrelerle hypefect ile muamele edilen
hiicrelerin ¢ogalma oranlar1 arasinda da bir fark olmadigi bulundu (p>0.05). Bu sonug

transfeksiyon ajani olarak kullandigimiz hyperfect’in hiicreler iizerinde toksik bir
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etkisinin olmadigim1 gostermektedir. GLS1’i hedef alan iki farkli siRNA ile GLS1’in
baskilanmasmi, MDA-MB-231 hiicre proliferasyonunu Onemli derecede azalttig1
bulundu (p<0.01). Bu bulgumuz, MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonu ig¢in
GLST’in gerekli oldugunu gosterdi.

Blank NT Kontl Kont2 GLS1#1 GLS1#2 HiPerFect

Sekil 4.2.1. siRNA’larin canlilik {izerine etkilerini gosteren Eliza-Reader sonuglari
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Sekil 4.2.2. MDA-MB-231 hiicrelerinde canlilik oranlar1 (**p<0.01) (NT: hi¢bir uygulamanin
yapilmadigi hiicreler, ns: non significant)
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4.3. MDA-MB-231 hiicrelerinde GLS1-siRNA aracith GLS1’in inhibisyonu

hiicrelerin koloni olusturma potansiyelini azaltmaktadir

GLS1#1 ve GLS1#2 siRNA’larinin, MDA-MB-231 hiicrelerinin koloni olusturma
izerine olan etkilerini analiz etmek icin klonojenite testi yapildi. Bu test, kanser
hiicrelerinin neoplastik egilimini 6l¢gmektedir. Normal hiicreler kontak inhibisyon ile

biiyliyiip cogalirken kanser hiicreleri ise koloniler olusturarak ¢cogalmaktadir.

Kontrol, GLS1#1 ve GLS1#2 siRNA’lar1 ile transfekte edilen MDA-MB-231
hiicrelerinin olusturduklar1 koloniler Sekil 4.3.1°de verildi. Yapilan analiz sonucunda
kontrol siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin olusturdugu koloni
formasyonu ile kiyaslandiginda GLS1#1 ve GLS1#2 siRNA’lar ile transfekte edilen
MDA-MB-231 hiicrelerinde koloni olusumlarinin 6nemli oranda azaldigi bulundu
(p<0.001; Sekil 4.3.2). Bu verimiz, GLS1 ekspresyonunun MDA-MB-231

hiicrelerindeki koloni olusumu iizerine 6nemli bir etkisinin oldugunu gosterdi.

Kontrol siRNA GLS1#1 siRNA GLS1#2 siRNA

MDA-MB 231

|

Sekil 4.3.1. GLS1 enziminin susturulmasi ile koloni olusturma potansiyellerinin kontrol grubu
ile karsilagtirilmast
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Sekil 4.3.2. GLS1 siRNA uygulamast1 MDA-MB-231 hiicrelerinde koloni olusturma
potansiyelini azaltir (***p<0.001).

4.4. GLS1-siRNA aracith GLS?1’in inhibisyonu MDA-MB-231 hiicrelerinde

migrasyonu azaltmaktadir

MDA-MB-231 hiicrelerinde, GLS1’in kanserin ilerleyen basamaklarinda goriilen hiicre
gocii (migrasyon) lizerine etkisi yara iyilesme testi ile degerlendirildi. MDA-MB-231
hiicreleri 6 kuyulu kiiltiir kaplarina ekilerek, kontrol, GLS1#1 ve GLS1#2 siRNA’lar1
ile transfekte edildi. Transfeksiyondan 72 saat sonra kuyularda yara olusturuldu ve 0.,
24. ve 48. saatlerde kuyular goriintiilendi. Sekil 4.1°de gosterildigi gibi, 0. saatte
olusturulan yaralarda hiicrelerin go¢ etmesi ile birlikte kontrol siRNA ile transfekte
edilen hiicrelerde 24. saatte yaranin kapanmaya basladigi, 48. saatte yaranin tamamen
kapandigi, GLS1#1 ve GLS1#2 siRNA’lar1 ile transfekte edilen hiicrelerde ise yaranin
hala kapanmadig1 goriildii (Sekil 4.4.1). Yapilan istatistiksel analiz sonuglarina gore, 24.
saatte, kontrol ve GLS1#2 siRNA’lar1 ile transfekte edilen hiicrelerde yara kapanma
alanlar1 arasinda bir fark olmadigi, ancak kontrol siRNA ile transfekte edilen
hiicrelerdeki yara kapanma alaninin, GLS1#1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelere gore
daha fazla oldugu bulundu (p<0.001). 48. saatte, kontrol siRNA ile transfekte edilen
hiicrelerde yara alaninin neredeyse tamamen kapandigi, ancak GLSI1#1 ve GLSI1#2

siRNA’lar1 ile transfekte edilen hiicrelerde olusturulan yara alanmin kapanmadigi
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bulundu (p<0.001) (Sekil 4.4.2). Migrasyon sonuglar1 degerlendirildiginde, GLS1’in
kanserin ileri basamaklarinda goriilen hiicrelerin migrasyonuna katkida bulunarak meme

kanserlerinin agresiflesmesinde de rol aldig1 diisiiniilebilir.

MDA-MB 231 GRNA'lar

Kontrol GLS1#1 GLS1#2

0. Saat

24. Saat

48. Saat

Sekil 4.4.1. GLS1 susturulmasinin MDA-MB-231 hiicrelerinin migrasyonu iizerine etkileri.
Yara iyilesmesi analizi ile hiicre gogti Ol¢iildi. Belirtilen siRNA’lar ile transfekte edilmis ve
hiicre dolulugu tamamlanmis kiiltiir kabinin merkezinde yara olusturuldu. Isik mikroskobu ile

0., 24. ve 48. saatlerde goriintiilendi.
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Sekil 4.4.2. GLS1’in siRNA aracili inhibisyonu, MDA-MB-231 hiicrelerinin migrasyonunu
azaltir (***p<0.001) (ns; non significant).

Integrin-B1, kanser hiicrelerinin gociinii ve invazivligini arttiran ekstra selliiler matriksin
(ECM)’nin diizenlenmesinde rol alan anahtar bir proteindir (Lamouille ve ark., 2014).
Bu yiizden ¢alismamizda MDA-MB-231 hiicrelerinde, GLS1’in, hiicre invazyonunun
ve mobilitesinin anahtar medyatorii olarak kabul edilen integrin-f1’in ekspresyonunu
etkileyip etkilemedigi arastirildi. Western blot analizi sonuclarma gore, kontrol siRNA
ile kiyaslandiginda GLS1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde integrin-f1 protein
ekspresyonunun onemli derecede azaldigi bulundu (sirasiyla; p<0.01, p<0.001) (Sekil
4.3.3). Bu sonug, GLSI ekspresyonunun baskilanmasi sonrasi hiicre gocii ve
invazyonun anahtar medyatorii olarak integrin-B1 ekspresyonunun baskilandigini

boylece hiicrelerin mobilitesinin azaldigimni gosterdi.

siRNA’lar

Konirol GLS1#1 GLS1#2

tntoprn o1 [ S ]
p-kcin | —————]
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Sekil 4.4.3. GLS1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde integrin 1 ekspresyon seviyesi
(**p<0.01, ***p<0.001)

4.5. GLST’in siRNA aracilh inhibisyonu MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptoz

oranin etkilemez

GLS1’in GLS1-siRNA aracili inhibisyonunun apoptozu tetikleyip tetiklemeyecegini
belirlemek icin MDA-MB-231 hiicrelerinde iki farkli GLS1 siRNA aracilig1 ile GLS1
inhibe edildi ve apoptotik hiicre 6liimii annexin V boyama ile degerlendirildi (Sekil
4.5.1). Analiz sonug¢larimiza gore, kontrol, GLSI1#1 ve GLSI#2 siRNA’lar1 ile
transfekte edilen MDA-MB-231 hiicreleri arasinda apoptoz oram agisindan bir fark
olmadig1 bulundu (kontrol ile kiyaslandiginda GLS1#1 p=0.39, GLS1#2 p= 0.12) (Sekil
4.5.1). Bu analiz sonucu ile MDA-MB-231 hiicrelerinde GLS1 inhibisyonuna baglh
olarak azaldig: diisiiniilen enerji kaynagmin yetersizliginden dolayi, hiicrelerde enerji

gerektiren bir 6liim tipi olan apoptozun gerceklesemedigi diistiniildii.
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Sekil 4.5.1. iki farkli GLS1 siRNA ile GLS1’in baskilanmasi, MDA-MB-231 hiicrelerinde
apoptoz ile hiicre 6liimiinii etkilememektedir (ns; non significant).

Bu sonuglarimizi desteklemek i¢in iki farklit GLS1 siRNA ile transfekte edilen MDA-
MB-231 hiicrelerinde, apoptozda rol oynayan aktif-kaspaz-3 ve total kaspaz-3
proteinlerinin ekspresyonlar1 arastirildi. Analiz sonuclarimiza gore; kontrol siRNA ile
transfekte edilen hiicrelerle GLS1 siRNA’larla transfekte edilen hiicreler arasinda, total
kaspaz-3 proteinin ekspresyon seviyesi agisindan herhangi bir degisiklik bulunamadi
(kontrol siRNA ile kiyaslandiginda GLS1#1 p=0.85, GLS1#2 P=0.69) (Sekil 4.5.3).
Apoptoz uyarildig1 zaman kaspaz-3 proteolitik kesime ugrayarak aktiflesir. Iki farkl
GLS1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptozun uyarilmadigi
ve dolayisiyla kaspaz-3 proteolitik kesime ugramadigi icin western blot analizi ile aktif
kaspaz-3 goriintiilenemedi. Sonug¢ olarak apoptoz ile ilgili elde ettigimiz veriler, siRNA

aracili GLS1 inhibisyonun MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptozu indiiklemedigini
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ortaya koydu. Ayrica sonuclarimiz, glutamin enerji metabolizmasinin siRNA aracili
inhibe edildigi hiicrelerde, hiicrelerin enerji gerektiren apoptoz yolagini
kullanmadiklarin1 farkli bir yolak araciligiyla cogalmalarmi durdurduklarina isaret

etmektedir.

siIRNA’lar
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Sekil 4.5.1. Iki farkli GLS1 siRNA ile GLS1’i baskilanan MDA-MB-231 hiicrelerinde total
kaspaz-3 protein ekspresyonu.
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Sekil 4.5.2. Iki farkli GLS1 siRNA ile GLS1’i baskilanan MDA-MB-231 hiicrelerinde,
apoptotik proteinlerden olan total kaspaz-3’iin protein seviyesini degistirmez (ns; non
significant).

4.6. Hiicre Dongiisii Analizi

MDA-MB-231 hiicrelerinde GLS1’in siRNA aracili inhibisyonu ile meydana gelen

proliferasyondaki azalmanm hangi mekanizma ile gerceklestigini ortaya ¢ikartmak i¢in
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hiicrelerin enerji metabolizmasmin kesintiye ugratilmasiyla birliktehiicre dongiisiiniin
herhangi bir basamaginda boliinmelerini durdurabilecekleri diisiiniildii. Bu yiizden
GLS1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde hiicre dongiisii analizi yapildi. Hiicre
dongiisii fazlari, PI boyama ile kantitatif olarak Muse cell analyzer cihazinda analiz
edildi. Kontrol, GLS1#1 ve GLS1#2 siRNA'’lar1 ile transfekte edilen MDA-MB-231
hiicrelerinin hiicre dongiisii evrelerini gosteren histogram Sekil 4.6.1°de goriilmektedir.
Kontrol siRNA ile kiyaslandiginda, GLS1#1 ve GLS1#2 siRNA’lar ile transfekte edilen
hiicrelerin 6nemli bir kisminin GO/G1 fazinda oldugu bulundu (swrasiyla, p=0.017 ve p=
0.001) (Sekil 4.6.1). S fazinda ise durumun tam tersi oldugu kontrol siRNA ile
transfekte edilen hiicrelerin GLS1 siRNA’lar ile transfekte edilen hiicrelerden daha fazla
oldugu bulundu (sirasiyla, p=0.006 ve p=0.008) (Sekil 4.6.1). G2/M fazinda ise kontrol
ve GLS1 siRNA’lar ile transfekte edilen hiicreler arasinda bir fark olmadigi bulundu
(p>0.05). Sonuglarimiza gore, GLS1#1 ve GLS1#2 ile transfekte edilen MDA-MB-231
hiicrelerinde hiicre proliferasyonundaki azalmanin GLS1’in inhibisyonu sonucu ortaya
cikan enerji kaynagindaki azalmaya bagli olarak boliinmelerini durdurarak GO/G1

fazinda beklemesinden kaynaklandigini diistinmekteyiz.
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Sekil 4.6.1. iki farkli GLS1 siRNA ile GLS1’in baskilanmasinin, MDA-MB-231 hiicrelerinin
hiicre dongiisii evreleri lizerine etkisi (*P<0.05, **P<0.01).
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p21, hiicre dongiisiinin Gl fazinda gorev alan siklin bagimli kinaz (CDK)
inhibitoriidiir. p21, siklin-CDK2, CDK1 ve CDK4/6 komplekslerine baglanarak siklin-
CDK aktivitesini inhibe eder ve hiicrelerin hiicre dongiisiiniin G1 evresinde
bekletilmesini saglar. Bu yiizden GLS1 siRNA’lar ile transfekte edilen hiicrelerin
GO/G1 evresinde beklemesinin p21 ekspresyonundaki degisiklikten kaynaklanip
kaynaklanmadigin1 arastirmak i¢in, GLS1 siRNA’lar ile transfekte edilen hiicrelerde
p21 proteinin ekspresyon seviyesi arastirildi. Western blot analiz sonug¢larimiza gore, iki
farkli GLS1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde kontrol siRNA iletransfekte edilen
hiicrelere gore p21 ekspresyonunun 6nemli oranda arttig1 bulundu (p<0.01, p<0.001)
(Sekil 4.6.2). Sonu¢ olarak, GLS1 siRNA’lar1 ile transfekte edilen MDA-MB-231
hiicrelerinin GO/G1 evresinde beklemesinin p21 seviyesindeki artistan kaynaklandigi

gosterildi.

siRNAs

Kontrol GLS1#1 GLS1#2
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Sekil 4.6.2. iki farkli GLS1 siRNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde p21
ekspresyonu (**p<0.01, ***p<0.001).



5. TARTISMA VE SONUC

Sunulan tez calismasinda, ii¢lii reseptor negatif MDA-MB-231 agresif meme kanser
hiicrelerinde glutamin katabolizmasmin ilk basamaginda yer alan GLS1 enziminin
siRNA aracili inhibisyonu sonrasit bu hiicrelerin proliferasyon, apoptoz, migrasyon,

koloni olusturma ozellikleri arastirilmistir.

Meme kanserleri klinik, histolojik ve molekiiler genetik olarak heterojen karakterdedir.
Kim ve ark.(2013), meme kanserlerindeki bu heterojenitenin  glutamin
metabolizmasinda bir farklilik meydana getirip getirmedigini belirlemek i¢in glutamin
metabolizmasi iligkili proteinlerin ekspresyonlarini arastirmislardir. Bunun i¢in 702
meme kanserli hastanin stroma ve tiimor ornegi, glutamin iligkili proteinler GLS1, GDH
ve ASCT-2 i¢cin hem doku mikroarray’i hem de immiinohistokimyasal boyama
yapilarak degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda, glutamin metabolizmasi
iliskili protein ekspresyonlarinin, meme kanserinin molekiiler alt tiplerine gore farklilik
gosterdigi, en yliksek glutamin metabolik aktivitesinin iiclii negatif ve HER2 (+) tip
meme kanserlerinde oldugu bulunmustur (Kim ve ark., 2013). Bu sonuglara gore, meme
kanserinin agresif alt tiplerinde glutamin metabolizmasi1 tarafindan desteklenmesi ile
glutaminin ve iligkili oldugu proteinlerin, meme kanserinin agresifligine katki yaptigi

diistiniilebilir.

Bugiine kadar yapilan calismalarda, bas ve boyun (HCCC-9810, RBE ve QBC939),
kolorektal (THC8307, HCT116 ve HT29), yumurtalik (HEY, SKOV3 ve IGROV-1) ve
hepatoselluler karsinom (HCCLM3 ve SMMC-7721) gibi bazi1 kanser hiicre hatlarinda
ve Xenograft timor modellerinde glutaminolizisin ya da GLS1 aktivitesinin inhibe
edilmesinin tiimor hiicre ¢ogalmasii, invazyon ve migrasyonu, kok hiicre 6zelliklerini
azalttig1 ve beraberinde apoptozu da indiikledigi gosterilmistir (Hensley ve ark., 2013;

Huang ve ark., 2014; Jacque ve ark., 2015; Katt ve Cerione., 2014; Matre ve ark., 2016;
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Szeliga ve ark., 2014; Wang ve ark., 2016; Qiu ve ark., 2019; Yang ve ark., 2019; Yuan
ve ark., 2015). Matre ve ark. (2016) da, baz1 akut myeloid 16semi (AML) alt tiplerinde,
glutaminaz inhibitorii CB-839’un farklilasmay1 ve apoptozu indiikledigini ayrica
hiicresel biiyiimeyi baskiladigini bulmuslardir. Benzer olarak Gross ve ark. (2014),
TNBC hiicre hatlarinda glutaminaz inhibitorii CB-839 ile yaptiklar1 caligmada, glutamin
kullanan enzim ve tasiyicilar iizerinde ¢oklu sitotoksik etkileri olan bu inhibitoriin
MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptozu indiikledigini belirtmislerdir. Ancak bu verilerin
tersine, MDA-MB-231 hiicrelerinde GLS1’in shRNA aracili inhibisyonunun apoptozu
indiiklemedigi de gosterilmistir (Lampha ve ark.,2017). Lampha ve ark. (2017)’nin
bulgular1 ile uyumlu olarak, bizim sonu¢larimiz da MDA-MB-231 hiicrelerinde siRNA
aracili GLS1 inhibisyonunun apoptoz o6lim yolagini indiiklemedigini gostermistir.
Apoptoz ile 6liim, DNA parcalanmasi gibi niikleer degisimlerden mitokondrideki bcl-
2/bax degisimine kadar her asamada intraselliler ATP’ye ihtiyac duyan bir
mekanizmadir. siRNA aracili GLS1 inhibisyonu gerceklestirdigimiz glutamin bagiml
MDA-MB-231 hiicrelerinde onemli bir enerji yolunun kesilmesi bu hiicrelerde ATP

gerektiren apoptoz gibi bir mekanizmanin durmasina yol acabilir.

Literatiirde glutamin sinirlamasinin hiicresel biiylimeyi baskiladigi, hiicre dongiisiinii
G1 fazinda durdurdugu ve mTOR gibi 6nemli bir yolakta bozulmalar meydana getirdigi
belirtilmistir (Yuan ve ark., 2015; Ye ve ark., 2016). Ayrica, kii¢iik hiicreli olmayan
akciger kanserinde (NSCLC) de GLS inhibitorii 968’in GO/G1 fazinda hiicre dongiisiinii
durdurdugu gosterilmistir (Han ve ark., 2017). Benzer sekilde, hiicre dongiisii analiz
sonuclartmiz ile GLS1 siRNA’larla transfekte edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde
hiicrenin GO/G1 fazinda bekledigi ilk defa gosterildi. Hiicre dongiisii analizi ile elde
ettigimiz sonuclar1 dogrulamak icin hiicre dongiisiinde p21 protein ekspresyonu analizi
yapilmis ve GLS1 ekspresyonunun baskilandig: hiicrelerde p21 ekspresyonunun arttigi
bulunmugtur. Elde ettigimiz veriler, MDA- MB-231 hiicreleri i¢in dnemli olan glutamin
metabolizmasinin baskilanmis olmasinin, hiicrenin enerji kaynagim keserek hiicrelerin
GO0/G1 fazinda bekletilmesine ve dolayisyla hiicre proliferasyonunun baskilanmasma

yol actigina isaret etmektedir.

NSCLC, yumurtalik, pankreatik, kolorektal, ve intrahepatik kolanjiyokarsinoma gibi
farkl kanser tiplerinde yapilan caligmalarda, GLS1’in koloni olusumu (L1 ve ark., 2019;
Lu ve ark., 2017; Masamha ve ark., 2018; Yeh ve ark., 2017), migrasyon ve invazyona
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katki yaptig1 goOsterilmistir. Pankreatik karsinoma hiicre hattinda GLS’ye Kkarsi
uygulanan thiazolidine-2,4-dione kiiciik molekiil inhibitoriiniin kanser hiicrelerinin
klonojenitesini azalttig1 gosterilmistir (Yeh ve ark., 2017). Yumurtalik kanser hiicreleri
ile yapilan bir calismada da siRNA aracili GLS1 inhibisyonu yapilmis, hem koloni
olusturma potansiyeline hem de yara iyilesme analizi ile migrasyon kapasitesine
bakilmis ve her iki kanserojenik ozellikte de anlamli derecede azalma meydana geldigi
belirtilmistir (Lu ve ark., 2017). NSCLC hiicrelerinde de GLSI1 inhibitérii 968
bilesiginin muamelesi sonras1 migrasyonun inhibe edildigi belirtilmistir (Han ve ark.,
2007). Diger kanser hiicrelerinde bulunan sonuglarla uyumlu olarak bizde ilk kez MDA-
MB-231 agresif meme kanser hiicrelerinde siRNA aracili GLS1 inhibisyonunun hiicre
proliferasyonunu, koloni olusumunu ve migrasyonu Onemli oranda baskiladigimi

gosterdik.

Fu ve ark. (2015), meme kanseri ile ilgili yaptiklar1 ¢aligmalarinda Taxol’e direngli
meme kanseri hiicrelerinin  GLS1 ekspresyonunu upregiile ettigini ve siRNA
kullanilarak GLS1’in susturulmasinin ise bu hiicreleri yeniden Taxol’e hassas hale
getirdigini belirlemislerdir. TNBC hiicre hatlari ile yaptiklar: ¢calismalarinda Lampha ve
ark. (2017), shRNA aracilt GLS1 inhibisyonuna ilave doksisiklin uygulamasinda MDA-
MB-231 hiicrelerinde sinerjik etki sonucu apoptozun indiiklendigini ve beraberinde
mTOR inhibisyonu gerceklestigini gostermislerdir. Chen ve ark. (2016) da iiclii negatif
meme kanseri hiicrelerinde kemoterapotik ajanlardan olan etoposit ve sisplatin’in
glutamin metabolizmasinin inhibisyonu ile birlikte nasil bir etki olusturacagini
belirlemeye calismislardir. HCC1937 ve BT-549 meme kanseri hiicre hatlarini
kullanarak GLS1 inhibitérii BPTES ya da glutaminsiz medya ile etoposit ve sisplatinin
birlikte kullamimlarmin, hiicre proliferasyonunu ve apoptozu nasil etkiledigini
incelemislerdir. HCC1937 hiicrelerinde BPTES ya da glutamin eksikligi ile birlikte
etoposit ve sisplatin’in hiicre proliferasyonunu azalttigi, apoptozu ise arttirdigi
belirlenirken; BT-549 hiicrelerinde etoposidin sadece en yiiksek konsantrasyonda
apoptozu uyarirken sisplatinin ise en diisiik konsantrasyonda bile uyardigi
belirlenmistir. BoOylece kombine yaklasimlarla glutamin metabolizmasinin inhibe

edilerek kanser tedavisi yapilabilecegi onerilmistir (Chen ve ark., 2016).

Sonug olarak, bulgularimiz iiclii reseptér negatif MDA-MB-231 agresif meme kanser

hiicrelerinde siRNA aracili GLS1 inhibisyonunun, bu hiicrelerin proliferasyon, apoptoz,
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migrasyon, koloni olusturma gibi kanserojenik oOzelliklerini baskiladigini acikca
gostermistir. Diger kanser tiplerinde oldugu gibi glutamin bagimli agresif meme
kanserleri icin de bu enerji yolaginin antisens uygulamalarla veya kiigiik molekiil
inhibitorleri ile hedef alinmasinin, dnemli bir tedavi stratejisiolarak degerlendirilmesi

gerektigine isaret etmektedir.
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