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OZET

MEME EPITELIi VE MEME KANSERiI HUCRELERINDE CAYTAXIN
PROTEIN EKSPRESYONUNUN BELIRLENMESI

Amag¢: Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en yaygin kanser tiiriidiir.
Kompleks heterojen karakterde olan meme kanserinin patogenezi tam olarak
bilinmemektedir. Caytaxin proteini, insanda 19. Kromozom iizerinde yer alan ATCAY
geni tarafindan sifrelenmekte ve 13 ekzondan olusmaktadir. Caytaxin proteinine yonelik
yapilan ¢alismalarla bu proteinin beyinde korteks, serebellum ve olfaktor bolgelerde
yiiksek oranda eksprese edildigi belirlenmistir. Yapisinda yiiksek oranda korunmus bir
BCH domaini bulundurmaktadir. Fonksiyonlarmin bu BCH domaini araciligi ile
gosterdigine dair birgok calisma mevcuttur. Literatiirde Caytaxin proteininin meme
kanser hiicre veya dokularindaki ekspresyon ve ya fonksiyonunu inceleyen ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu tezde, oliimsiizlestirilmis meme epitel hiicresinde ve meme

kanseri hiicrelerinde caytaxin ekspresyonunun belirlenmesi amaclanmistir.

Materyal ve Metot: Bu ¢alismada MCF7 ve MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hatlar1 ile MCF10A o6liimsiizlestirilmis meme epiteli kullanildi. Total protein
miktarlar1 Lowry yontemi ile protein ekspresyonlarinin varligit Western Blot yontemi ile

belirlendi.

Bulgular: Caytaxin’in {i¢ hiicre hattinda da eksprese oldugu ancak ekspresyon
diizeylerinin birbirinden farki oldugu goriildii. MCF7 hiicre hattinda MCF10A’ya gore
1.925 kat (p<0.05) fazla oldugu, MDA-MB-231 hiicre hattinda ise 0.632 kat (p<0.0001)
az oldugu belirlendi.

Sonu¢: Caytaxin ekspresyonunun ndral hiicrelerle sirli oldugu bilgisinin
aksine oliimsiizlestirilmis meme epitel hiicresinde ve farkli karakterdeki meme kanseri

hiicrelerinde degisken miktarlarda eksprese oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Caytaxin, Meme Kanseri, Protein Ekspresyonu
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ABSTRACT

DETERMINATION OF CAYTAXIN PROTEIN EKSPRESSION IN BREAST
EPITHELIUM AND BREAST CANCER CELLS

Aim: Breast cancer is the most common cancer type among women across the
world. The pathogenesis of breast cancer is not well-known because of its complex
heterogeneity. Caytaxin protein is encoded by ATCAY gene located on chromosome 19
in human. Many studies showed that Caytaxin is highly expressed in cortex, cerebellum
and olfactory regions of human brain. In terms of structure it contains a conserved BCH
domain. It is suggested that BCH domain is the functional unit of caytaxin. To the best
of our knowledge there is no published data on the expression and roles of Caytaxin in
breast cancer in the literature. In this study the expression of Caytaxin is aimed to be
determined in immortalized breast epithelium cell and breast cancer cell lines.

Material and Methods: In this study, we examined MCF7 and MDA-MB-231
breast cancer cell lines and MCF10A, immortalized epithelium cell line. The total
amount of protein was determined by Lowry method and Western Blot method was
used to show the expression profile of Caytaxin protein.

Results: The caytaxin expression was detected in all three cell lines. The
expression of caytaxin levels were 1.925 fold higher (p<0.05) in MCF7 cells but 0.632
fold lower (p<0.0001) in MDA-MB-231 cells

Conclusion: Our data suggest that Caytaxin is not only expressed in neural cell,
but also differentially expressed that in immortalized breast epithelium and breast

cancer cell lines

Key words: Caytaxin, Breast Cancer, Protein Expression
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1. GIRIS

Meme Kanseri, diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen kanserdir. Meme
kanseri kadinlar arasinda biitiin kanser vakalarinin % 23’{inii ve kanser nedeniyle
Olimlerin % 14’linli olusturmaktadir (1).

Meme kanseri, 20’li yaglarda olan kadinlarda nadir goriilmektedir. Bununla
birlikte goriilme sikligi menopoz ile hizli bir artis sergilemektedir. Meme kanseri,
genetik ve cevresel faktorler arasinda giiglii bir etkilesim gosteren kompleks
multifaktoriyel bir hastaliktir. Meme kanseri i¢in en Onemli risk faktorii ailesel
yatkinliga neden olan genler (BRCA1 ve BRCA2) olarak bilinse de ¢ogu vakada
nedenlerin gogu tam anlamiyla bilinmemektedir (2). Ozellikle de genlerin fonksiyonlari,
meme kanseri ile iligkili mutasyonlarin prevalanst ve kalitsal genetik faktorlerin sayisi
tam olarak bilinmemektedir.

Kompleks heterojen karakterde olan meme kanserinin bugiine kadar tanimlanmis
30°dan fazla histopatolojik alt tipi bulunmaktadir. Ayrica Ostrojen Reseptorii (ER),
Progesteron Reseptdrii (PR) ve Insan Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii (HER2)
ekspresyon durumuna gore tanimlanmis molekiiler alt tipleri tanimlanmistir (3). Meme
kanseri farkli klinik seyirler gosterebilen bir hastaliktir. Bu nedenle hastaligin seyri ve
uygulanacak tedavinin belirlenmesi agisindan belirli prognostik belirleyiciler kullanilsa
da mevcut belirleyiciler yeterli gelmemekte ve hastalifin prognozu agisindan yeni
tahmini yaklasimlara ve prognostik faktorlere thtiya¢ duyulmaktadir.

Eskiden biitiin meme kanseri tipleri i¢in uygulanan cerrahi tedavi yontemi
Radikal Mastektomi iken hastalikla ilgili artan bilgiler ve goriintiileme teknikleri
yardimiyla tiimoriin lokalizasyonu, biiyiikliigii ve invazyonuna gore meme koruyucu
yeni cerrahi teknikler uygulanmaktadir. Kemoterapi ise, 1970’lerden once tek ajan
kullanim1 ile baslamis ve ardindan g¢esitli kombinasyonlarda kullanimina devam
edilmistir. 1898’de radyumun kesfedilmesi ile radyoterapi kanserde tedavi amaciyla
kullanilmistir. Cerrahi operasyon dncesi operasyona kolaylik olmast bakiminda tiimor
boyutunun kiigiiltiilmesinde ya da cerrahi sonrasinda belirlenemeyen tiimorlerin
tedavisinde kullanilmaktadir. Meme kanserinin ilerlemesinde strojen hormonunun asiri
sentezlenmesinin etkili oldugu belirlenmistir (4). Ostrojenin kanser hiicreleri iizerindeki

etkisini azaltmak i¢in anti-Ostrojenler ve aromataz inhibitdrleri kullanilmaktadir (5). Bu
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uygulamalarin diginda Ostrojenin etkisini tamamen ortadan kaldirmak i¢in yumurtaligin
cerrahi ile alinmasi gibi uygulamalar yapilmaktadir (6). Meme kanserinin kompleks
heterojenitesi géz oniline alindiginda belirlenen biyolojik 6zelliklerine bagli olarak da
molekiiler hedefli tedaviler uygulanmaktadir (7). Uygulanan yontemler artmasina
ragmen ilaglara karsi direng ve ileri evre metastatik kanserler hala biiyiik bir sorun
olarak 6nlimiizde durmaktadir. Bu sorunu agsmak icin yeni ilaglara veya var olan cerrahi,
kemoterapi, radyoterapi ve hormon terapileri ile kombine edilerek kullanilabilecek yeni
tedavi yaklagimlarina ihtiya¢ vardir. Bu hedefi gerceklestirmek i¢in dncelikle kanserin
olusumunu tetikleyen veya baslatan mekanizmalarin tam olarak ¢o6ziilmesi
gerekmektedir.

Caytaxin proteini, insanlarda ATCAY isimli, 13 ekzonu bulunan bir gen
tarafindan kodlanir (8). Mutasyonu sonucu Cayman ataksisi isimli bir ataksi
sendromuna neden oldugu igin ATCAY gen liriiniiniin ad1 Caytaxin olarak belirlenmistir.
Cayman ataksisi, Grand Cayman adalarinda goriilen otozomal resesif bir hastaliktir (9).
Insanlarda hipotoni, mental fonksiyon bozuklugu, serebellar ataksi, farede de gergin,
tereddiitlii, glivensiz ve distonik goériiniim ile karakterizedir (10). Caytaxin proteini
insanda 371 aminoasit uzunlugunda farede 372 aminoasit uzunlugunda ve insan ile %
91 dizi benzerligindedir. Ilk calismalarda farelerin sinir sisteminde lokalize oldugu
saptanmistir (11). Sonraki ¢alismalarda ise Ozellikle beyinde korteks, serebellum ve
olfaktor bolgelerde yiiksek oranda ekspresse oldugu saptanmaistir (9).

Bu giine kadar caytaxin proteini ile kanser gelisimi arasinda bir iligkinin var olup
olmadigina yonelik ¢aligmalar oldukga sinirhidir. Bu ¢alismada MDA-MB-231, MCF7
ve Olimsiizlestirilmis normal meme epiteli MCF10A hiicreleri kullanilarak caytaxin
varligiin ve ekspresyonunun normal ve kanserli hiicrelerde nasil degistiginin

belirlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri Tarihcesi

Meme kanseri ile ilgili bilinen ilk yazili kayitlar M.O. 3000 yillarina ait olan ve
Edwin Smith tarafindan 1862°’de Misir’da bulunup okunan papiriislerde kayithidir. 48
vakanin anlatildig1 bu papiriislerde kitle olusturan ve memeyi gogiis duvarinin i¢ine alan
soguk bir lezyondan bahsedilmektedir (12).

M.O. 460-160 periyodunda Eski Yunan’da 300 yil boyunca Hipokrat’in
“bedenin 4 maddeden olustugu” hipotezi etkili olmustur. Hastaligin bu maddeler
arasindaki dengenin bozulmasiyla olustugunu séylemis ve uzun bir siire boyunca Bati
Tibbimi etkileyerek Galen’in teorilerinin de temelini olusturmustur. Hipokrat meme
kanserli bir hastayr tanimlayarak menopoz ile kanser arasindaki iliskiyi ilk kez
tanimlamistir (12).

M.S. 100. yillarda tarihte ilk kez Leonides saglam meme dokusu ile birlikte
tiimdrli dokuyu mastektomi ve aksillar kiiraj ile ¢ikararak hastaligi tedavi etmistir. Ebu
Kasim (10.yy), Mondeville (13.yy) ve Lanfranc, Leonides’in teknigini gelistirmislerdir
(13).

Halsted 19. yy’in sonlarinda; meme kanserinin lokal bir hastalik oldugunu ve
lenf sistemi ile aksillaya yayildigin1 ve bdlgesel lenf ganglionlarinin ¢ikarilmasinin
tedavi icin yeterli olacagini sodylemistir. Ardindan gergeklestirdigi ilk radikal
mastektomi sonrasi meme cerrahisi operasyonlari tiim diinyada uygulanmaya
baglanmistir. Ancak meme kanserinin lokal degil de sistemik bir hastalik oldugunun
belirlenmesi ile radikal mastektomi degisikliklere ugramistir (14).

20. yy’in baslarinda, meme kanserinin tanis1 ve tedavisi konusunda iki biiytik
kesif yapilmistir. Bunlardan ilki X 1sinlart ve radyumun, ikincisi de over hormonlari ile
meme kanseri arasindaki iligskinin kesfedilmesidir. C. Roentgen 1895°de X 1sinlarinin
dokuya penetre oldugunu ve kanser hiicrelerini 6ldiirdiigiinii belirlemistir. 1898’de
radyumun kesfinden sonra iyonize radyasyonla meme kanserinin tedavisine
baslanmistir. A. Schinzinger 1899°da ooforektominin tiimorii kigiilttiglinii  ve
ilerlemesini yavaglattigin1 belirlemis ve ardindan mastektomiye ooforektomi ilave

edilmistir. H. Starling’in 1905°de hormonlar1 tanimlamasimin ardindan &strojenin



yapimini veya etkilerini azaltan veya yok eden Ostrojen reseptdr modiilatorleri ve

aromataz inhibitdrleri kullanilmaya baslanmistir (13, 15).

2.2.1.Etyoloji

Meme kanseri biyolojik ve klinik acidan heterojen Ozellikler gdsteren bir
hastaliktir. Meme kanserinin nedenleri tam olarak bilinmemektedir ancak hem
epidemiyolojik ¢alismalar hem de deney hayvanlar1 ve in vitro meme kanseri hiicreleri
ile yapilan ¢alismalar meme kanserinin gelisiminde genetik, reprodiiktif, ¢cevresel ve

endokrin faktorlerin etkili oldugunu gostermektedir (16).

2.2.1.1.Genetik Nedenler

Biitiin meme kanseri vakalarinin % 5-10’unu kalitsal nedenli meme kanserleri
olusturmaktadir. Erken baslangi¢cli meme ve over kanserlerinin her ikisi i¢in yiiksek
riskli ailelerin bir kismindan BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlar sorumludur
(17). Aile oykiisiinde meme kanseri olan kisilerde erken yasta meme kanseri goriilme

ihtimali artmaktadir (18).

Tablo 2.1. Meme kanseri ve meme kanseri ile iligkili kalitsal genler (19).

Kromozom Sendrom Kanser Riski Kahtim Referans
Gen
BRCAL | 17q21 HBOC Meme: % 50-90 op |(Fordveark,
1998)
BRCA2 | 13q12 HBOC Meme: % 41-87 op |(Fordveark,
1998)
CHEK2 (Thompson ve
22q12 Kalitsal Meme Meme: 2-3 kat 0O.D. ark. 2006)
0.D.
PTEN | 10q23 Cowden Meme: % 25-50 (Black ve ark.,
2005)
. . WNeme:30’luyaslarda> (Birch ve
TP53 17p13 Li-Fraumeni % 50 O.D. ark.2001)
Ataksi (Thompson ve
ATM 11g22-2 . . M 1% 17 R.
a 3 telangiektasi eme: 7o © ark.,2005)




Kalitsal meme kanserleri, meme kanseri riski {izerinde kurucu etkiye sahip
BRCA1, BRCA2 ve TP53 gibi yiiksek gecis 0zelligine sahip genlerdeki bir mutasyon
varlhi@ginin gostergesidir (20, 21). BRCAL1 ve BRCA2 genlerindeki kalitsal mutasyonlar
her etnik ve irkta bulunmaktadir. Yaklasik her 500 kisiden 1’1 bu genler bakimindan
tagiyicidir. Fakat Askenazi Yahudilerinde bu tasiyicilik orani 40 kiside 1 olarak
belirlenmistir (22).

2.2.1.2.Reprodiiktif Nedenler

Menars yasi, ilk dogum yasi, ilk dogum ile menars yas1 arasindaki zaman, ¢ocuk
sayisi, oral kontraseptif kullanimi ve emzirme gibi reprodiiktif yasam boyunca
hormonlara kiimiilatif maruziyet yasam siiresini etkileyen faktorlerdir (23-25). Yapilan
bir ¢aligmaya gore tiimoriin reseptor durumu ile ilk hamilelik yas1 arasinda iliski oldugu,
geciken ilk dogum yasinin ER+ ve PR+ tiimorlerde riski arttirdigi, ER- ve PR-
tiimorlerde ilk hamilelik yasi ile tiimor riskinin baglantili olmadig: belirtilmistir. Ilk
hamilelik yas1 ile menars arasindaki siirenin hem ER-PR- hem de ER+PR+ tiimdrlerde
ayni oranda risk olusturdugu belirlenmistir. Emzirme ve oral kontraseptif kullaniminin
hormon reseptor durumu ile ilgili olmadig1 belirlenmistir (26). Yedi ve daha fazla ¢ocuk
sayisinin meme kanseri riskini % 39 oraninda azalttigi belirlenmistir. Ge¢ menapozun
ve benign meme hastaligt gegcirilmis olmasi meme kanseri i¢in riski arttirdig

belirlenmistir (27).

2.2.1.3. Cevresel Nedenler

Alkol tiiketimi ile 1ilgili yapilan birka¢ calismada alkol tiiketim siiresi ve
miktarinin artan meme kanseri riski ile iliskili olabilecegi belirlenmistir (28, 29). Wu ve
arkadaslarmin yaptig1 bir ¢alismada kullanilan alkoliin Japonlarda riski arttirdigi Cinli
ve Filipinli Amerikalilarda ise Japonlara gére daha az bir risk olusturdugu belirlenmistir
(30). Yapilan bu galismayla alkoliin her populasyon i¢in ayni oranda risk olusturmadigi
belirlenmistir. Ayrica alkol kullaniminin total Ostrojen seviyesini arttirdigl, bunun da
meme kanseri riskini arttirdigi belirlenmistir (28, 31). Bunun disinda beslenme seklinin
de meme kanseri riskini arttirdig1 diistiniilebilir. Bu beslenme faktoérlerinin bazilart asir

pismis et (32) ve asir1 yagl beslenmeyi (33) icermektedir. Ancak buradaki faktorlerin



meme kanseri igin artan bir risk olusturmasi tartismalidir. Bitkisel temelli beslenmenin
Ozellikle ER-/PR- tiimorler i¢in meme kanseri riskini azalttigi belirlenmistir (34).

Ayrica artan viicut agirhi@inin riski arttirdigi belirlenmistir (35).

2.2.1.4.Hormonal Nedenler

Ostrojen ve progesteron reseptorleri, genlerle kontrol edilen dimerik yapida
proteinlerdir. Ostrojenin reprodiiktif ve diger dokularda biiyiime, farklilasma yoniinde
etkileri vardir. Ostrojenin, meme epitel hiicrelerinin biiyiimesini, farklilasmasini ve yasam
stirelerini etkiler. Her iki steroid hormonun primer dénemlerinin puperte ile menapoz
arasindaki donem oldugu diisliniilse de post menopozal donemdeki adrenal kaynakli
androjenlerin lokal aromatizasyonla dstrojen kaynagi olusturmasi yasamin her doneminde
etkin olmalarmi saglar (15, 36). Ostrojenin karsinojenik siirece katkida bulunma
mekanizmas1 komplekstir, ancak dstrojenin hem normal meme hiicrelerine hem de malign
meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonuna yol agtigi kanitlanmistir (13). Serum
Ostradiol seviyelerinin 0l¢iildiigli post-menapozal kadinlarda yapilan 6 prospektif
calismanin meta-analizinde meme Kkanseri olan kadinlarin kanlarindaki Ostradiol

seviyelerinin normal olan kadinlara gore % 15 daha fazla oldugu belirlenmistir (37).

2.2.2.Risk Faktorleri

Meme kanseri ¢alismalarinda; menars yasinin , ilk canli dogum yasinin, dnceki
biyopsi sayisinin iyi anlasilmis olan risk faktorleri oldugu belirtilmektedir (38). Yapilan
calismalarla belirlenen diger risk faktorleri olarak yas, menapoz yasi, kilo, alkol
kullanimi, hormon tedavisi, 0Ostrojen-progesteron kombinasyonu ve yiiksek kemik
mineral yogunlugu belirlenmistir (39). Belirtilen bu risk faktorlerine ilaveten sigara
kullanim1 ve radyasyon maruziyeti, oral kontraseptif kullaniminin da dahil oldugu

bir¢ok risk faktorii tanimlanmistir (40, 41).

2.2.3.Prognostik Faktorler

Timdriin biiylime, invazyon ve metastatik potansiyeli acisindan gidisatini
saptamada ve tedavi seceneklerinin belirlenmesinde yardimci olarak prognostik

faktorlerin belirlenmesi onemlidir. Meme kanserinde prognostik faktorlere yonelik



cesitli ¢alismalar bulunmaktadir. Ancak belirlenen bu faktorler yetersiz kalmakta ve
meme kanseri i¢in yeni prognostik faktorler i¢in ¢aligmalar devam etmektedir. Meme

kanseri i¢in belirlenen prognostik faktorler tabloda gdsterilmistir (13).

Tablo 2.2. invaziv meme kanserinde prognostik ve tahmin edilen faktérler.

Tiimore Bagh Faktorler

Hastaya Bagh Faktorler

TUmor ¢api

Yas

Nodal tutulum

Menopozal durum

Histolojik/Niikleer grade

Aile hikayesi

Lenfatik/Vaskiiler invazyon

Meme kanseri hikayesi

Patolojik evre Immiinosupresyon

Hormon reseptor durumu Beslenme

DNA igerigi Onceki Kemoterapi

Yaygin intraduktal komponent Onceki Radyoterapi

2.2.4.Histopatolojik Siniflama

Meme kanseri vakalarinda tiimoriin, degerlendirilen ¢esitli 6zellikleri prognoz ve
tedaviyi belirlemede biiyiik 6nem tasir. Bu konuda en 6nemli verilerden biri timdriin
histopatolojik tiirlidiir. Meme tiimorlerinin histolojik siniflandirilmasi 1982°de Diinya
Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan yaymlanmustir. Ardindan 2003 yilinda DSO tekrar
meme tiimdrlerinin yeni bir siniflandirmasini yayinlamistir (42). Buna gore;

Epitelyal Tiimorler

1. Benign tiimorler

Intraduktal papillom
— Meme basi adenomu
— Adenom

2. Malign

a. Noninvaziv

Intraduktal (in situ duktal) karsinom



In situ lobuler karsinom

. Invaziv
Invaziv duktal karsinom
Intraduktal kompenenti baskin invaziv duktal karsinom
Invaziv lobuler karsinom
Miisindz karsinom
Mediiller karsinom
Papiller karsinom
Tiibiiler karsinom
Adenoid Kistik karsinom
Sekretuar (Jiivenil) karsinom
Apokrin karsinom
Metastatik karsinom

Meme basinin Paget karsinomu

a.Mikst konnektif doku ve epitelyal tiimorler

| | o | |

o o

Fibroadenom
Filloides tiimor
Karsinosarkom

. Cesitli timorler
Yumusak doku tiimorleri
Deri tlimorleri

Hematopoetik ve lenfoid doku tiimorleri

. Meme displazisi / Fibrokistik hastalik

. Tiimdre benzer lezyonlar
Duktal ektazi
Inflamatuar psédotimér

Hamartom ve jinekomasti



2.2.4.1. Duktal Karsinoma In Situ (DCIS)

Bazal membran invazyonu yapmayan, in situ karsinomlarin en yayginidir
(semptomlar ile belirlenenlerin % 3-4 ve goriintiileme ile belirlenen kanserlerin % 17).
Ozellikle postmonapozal kadinlarda (40-60 yaslar arasinda) goriilmektedir. Tiim
DCIS’lerin % 30’u multisentrik yerlesimli ve % 60 dan fazlasi genis alanlara yayilan
lezyonlar olarak izlenir. Mikropapiller, papiller, solid, komedo, kribriform, saf veya
kombine sekillerde bulunabilir. Bu tiplerden en malign karakterde olan komedo tipidir

(43, 44).

2.2.4.2. Lobuler Karsinoma In situ (LCIS)

Gergek bir karsinom olmamakla birlikte ciddi derecede lobiiler atipik hiicrelerin
varligint eksprese etmektedir.Spesifik klinik anormallikler bulunmamaktadir ve
ozellikle de timor ya da kitle ele gelmediginden dolay: insidansini belirlemek zordur.
Ayrica mamografide nadir olarak goriilmektedir (43, 44). Patolojik bir kesit
incelendiginde LCIS’in karakteristik makroskopik ozellikleri yoktur. LCIS’in teshisi
diger belirtiler i¢cin saglanan meme biyopsisinde rastlantisal bulgularla olmaktadir.
Karakteristik olarak LCIS; vakalarin biiyilkk bir kisminda bilateral (% 30) ve
multifokaldir (% 50). Mikroskobik olarak, LCIS yiiksek ¢ekirdek-stoplazma oranina
sahiptir ve kiiciik, yuvarlak kiiboidal ya da poligonal hiicrelerin olusturdugu tek tip
gruplardan olusmaktadir (44, 45).

2.2.4.3. Invaziv Duktal Karsinom (IDC)

En yaygimm meme hastaliklarindandir ve invaziv meme kanserlerinin % 80’ini

olusturmaktadir. Yapisal olarak da glandular bir sekil alma egilimindedir (46).

2.2.4.4. invaziv Lobuler Karsinom (ILC)

Invaziv karsinomlarin % 15’ini olusturmaktadir. Daha az yapiskan olma ve tek
alam isgal etme egilimindedir (46). Invaziv duktal karsinoma gore multifokal,

multisentrik ve bilateral olma siklig1 daha yiiksektir.



2.2.5. Meme Kanserinde TNM Siniflandirmasi

Meme kanserinin klinik olarak evrelenmesi i¢in giiniimiizde UICC ve AJCC’nin

bigimlendirdigi TNM sistemi kullanilmaktadir. Buna gore primer tiimorii T, koltuk alt1

lenf bezlerini N, uzak metastazlari ise M temsil etmektedir (13).

T-Primer Tiimor

TX Primer tiimor degerlendirilemez durumda
To Primer tiimor yok

Ti In situ karsinom

LCIS

DCIS

Meme basimin Paget Hastaligi, tiimor eslik etmiyorsa (Paget tiimore eslik

ediyorsa tiimdr boyutuna gore degerlendirilir)

Tablo 2.3. AJCC Meme Kanseri igin Primer Timor (T) Simiflandirmasi (13)

T: Tiimor boyutu 2 cm veya daha kiiciik

T 1mic Mikroinvazyon 0.1 veya daha kiigiik

Tia 0.1-0.5 cm arast

T 0.5-1 cm arasi

Tic 1-2 cm arast

T 2-5 c¢m arast

T3 5 cm den biiyiik

T4 Tiimor ne boyutta olursa olsun gogiis duvarina ya da meme derisine yayilim
Tsa Gogiis duvarina yayilim

Tap Meme derisinde llser ya da 6dem, meme derisinde satellit nodiiller
Tac Taa+ Tap

Tag Inflamatuar karsinom
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Tablo 2.4. AJCC Meme Kanseri i¢in Klinik Bolgesel Lenf Nodu (N) Siniflamasi (13)

N-Bolgesel Lenf Nodu

NX Bolgesel lenf nodu degerlendirilemiyor
NO Lenf nodu metastazi yok
N1 Ipsilateral aksiller 1-3 adet lenf nodunda tiimdr metastaz:
N2 Ipsilateral aksiller 4-9 adet lenf nodunda timdr metastazi ya da internal
mamarien lenf nodu metastazi
N2a Aksiller lenf nodunda fikse tlimor metastazi
N2b Ipsilateral internal mamarien lenf nodunda tiimdr metastazi
N3 Ipsilateral infraklavikuler lenf nodu metastazi beraberinde 10’dan fazla
aksiller ya da internal mamarien nod tutulumu
N3a 10 veya daha fazla aksiller lenf nodu metastazi
N3b Internal mammarien lenf nodu ve aksiller lenf nodu metastazi
N3c Supraklavikuler lenf nodu metastazi
M-Metastaz
MX Uzak metastaz degerlendirilemiyor
MO Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz varligi
2.2.6. Evrelerin Gruplandirilmasi
Tablo 2.5. Meme kanseri i¢in AJCC evre gruplarma ve Histopatolojik grade dayali siniflama
sistemi (13)
EVRELER T N M
0 Tis NO MO
| T1 N1 MO
1A TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 N1 MO
11B T2 N1 MO
T3 NO MO
A TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1,N2 MO
1B T4 NO, N1, N2 MO
1c Tx N3 MO
\Y% Tx NXx M1
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2.2.7. Tedavi

Meme kanserinin tedavi secenekleri kanserin  evresine, boyutuna,
lokalizasyonuna, hastanin fiziksel durumu ve viicudun diger kisimlarina yayilma
durumuna bagli olarak degismektedir. Meme kanserinin tedavisindeki zorluklardan en
Onemlisi en az bes alt tipten olusan heterojen bir hastalilk olmasindan
kaynaklanmaktadir. Meme kanseri ¢ogu zaman, baslangictan itibaren lenfojen, bazen de
hematojen yayilarak sistemik bir hastalik 6zelligi gostermektedir. Bu nedenle cerrahi

tedavi yaninda radyoterapi, kemoterapi, hormonoterapi yapilmaktadir.

2.2.7.1. Cerrahi Tedavi Yontemleri

Meme kanserinin tedavisinde siklikla basvurulan bir yontemdir ve farkli cerrahi
tedavi uygulamalart bulunmaktadir. Meme kanseri i¢in yapilan cerrahi girisimlerini

mastektomiler ve meme koruyucu cerrahi olarak iki baglik altinda toplayabiliriz.

2.2.7.1.1. Mastektomiler
2.2.7.1.1.1. Radikal Mastektomi

Bu teknik ciddi anlamda fiziksel bozukluklara neden olmaktadir. Girisim tiim
meme dokusunun ¢ikarilmasi esasina dayanir. Ilk olarak Halsted tarafindan yapilmis ve
uzun siire de kullanilmistir. Ayn1 yasam siiresi saglayan girisimsel olmayan tedavi

yontemlerinin gelismesi ile bu yontem hastalar arasinda pek tercih edilmemektedir (36).

2.2.7.1.1.2. Modifiye Radikal Mastektomi (MRM)

Meme kanserinin tedavisinde en ¢ok yapilan ameliyattir. ik kez Patey ve Dyson
tarafindan yapilmistir ve Halsted’in radikal mastektomi tekniginin diizenlenmesiyle
olusturulmustur. Rekonstriksiyon i¢in uygun olmasi, morbiditenin diisiik olmasi,
ameliyat siiresinin kisa olmas1 yoniinden tercih edilmektedir. Evre I-1I ve III timorlerde,
konservatif tedavi ile emniyetli simnir saglanamayan lezyonlarda, hastanin tercih ettigi

durumlarda, timdriin 5 cm den biiyiik oldugu durumlarda MRM yapilabilmektedir (36).
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2.2.7.1.1.3. Total Mastektomi

Bu girisimle meme basi, areola, meme cildinin biliylik bir kismi, tim meme
dokusu alinir. Basit mastektomi, salvage kurtarma mastektomisi ve profilaktik

mastektomi total mastektomi girisimi altinda uygulanan cerrahi yontemlerdir (36, 47).

2.2.7.1.2. Meme Koruyucu Cerrahi

Meme koruyucu cerrahi ile birlikte uygulanan radyoterapinin, mastektomi
girigsimleri arasinda lokal niiks, yasam siiresi ve hastaliksiz sagkalim siiresi bakimindan
anlaml bir farklilik goriilmedigi belirlenmistir. Meme kozmetigi agisindan daha iyi
sonuclar ortaya cikaran meme koruyucu cerrahi erken evre meme kanserlerinin

tedavisinde mastektomilerin yerine gegmistir (36).

2.2.7.2. Radyoterapi

Radyoterapi, meme kanseri hastalarinin tedavisinde énemli bir rol oynamaktadir.
Mastektomi sonrasi radyoterapinin yararli olduguna iliskin gittikge artan bir goriis
vardir. Radyoterapi hedef kitleyi uygun bir sekilde tedavi ederken komsu saglam
dokularin etkilenmesini minimize edecek sekilde uygulanmalidir (13). Tarihi serilerde
inflamatuar meme kanserinde 5 yillik sagkalim yalniz cerrahi ile % 2-10 ve yalniz
radyoterapi ile % 3 olarak bildirilmistir. Yiiksek radyasyon dozunun hastalarda ciddi
komplikasyonlar olusturmasi1 lokal ve sagkalim oranlarmmin tek basina radyasyon

tedavisi ile sinirli kalmasi kombine tedavi yaklagimlarini ortaya ¢ikarmistir (36).

2.2.7.3. Kemoterapi

Kanserli hiicrelerin yok edilmesinde ilaglardan faydalanilan bir ydntemdir.
Tedavi icin verilen ilaglar kapsiil seklinde agizdan ya da enjeksiyon seklinde
uygulanmaktadir. Verilen ilaglar kana karistigi i¢in biitlin viicut bu uygulamadan
etkilenmektedir.

Erken evre meme kanseri, klinik olarak saptanmig timdriin cerrahi yontemlerle
cikarildigr evre 1, II ve bazi Evre IIIA olgular1 kapsamaktadir. Cerrahi sonrasi arta kalan

ve belirlenemeyen mikrometastatik tiimorlerin yok edilmesi amaciyla uygulanan ilag
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tedavisidir (36). Meme kanseri tedavisinde kemoterapi ¢aligmalart 1970 ler den once
baslanmistir. Baslangicta tek ajan kullanimu ile tedavi yapilmaya c¢alisilmistir ardindan
in vitro modeller kullanilarak kombine kemoterapi tedavileri gelistirilmistir. Ik olarak
1969 da prototip kombinasyon siklofosfamid, metotreksat, florourasil, vinkristin ve
prednison den olusan kombinasyon denenmis ve metastatik meme kanseri iizerinde
olumlu sonuglar elde edilmistir. Ardindan taksanlarin kesfedilmesi ile Paclitaxel ve

Docetaxel kullanilmustir (47, 48) (Tablo 2).

Tablo 2.6. Metastatik meme kanseri i¢in kullanilan ajanlar (47).

ilac Cevap orani (%)
Alkilleyiciler
Cisplatin 21
Karboplatin 15
Siklofosfamid 34
Ifosfamid 27
Melfalan 23
Antimetabolitler
Capesitabin 27
5-Fluorourasil 26
Metotreksat 28
Gemcitabin 38
Taksanlar
Paklitaksel 35
Doksitaksel 41
Vinca alkoloidler
Vinkristin 20
Vinorelbin 43

Antrasiklinler

Doksorubisin 35
Epirubisin 29
Mitoksantron 20
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2.2.7.4. Endokrin Tedavi

Ostrojen meme kanserinin tedavisi icin onemli bir hedef olarak &strojen
fonksiyonunu diizenleyen yolaklarin tanimlanmasi meme karsinogenezinde anahtar bir
rol oynamaktadir. Ostrojen reseptdr o (ERa) ve progesteron reseptdrii eksprese eden
timorlerin hormonal tedaviye cevap verdigi bilinmektedir (49). Yeni veriler, meme
timdr hiicrelerinin % 1’in deki ER ve PR asir1 ekspresyonunun endokrin tedaviye
potansiyel yanit icerdigini gdstermektedir (50). Ostrojenin kanser hiicreleri {izerindeki
etkisini ortadan kaldirmak i¢in Ostrojen yolagi birka¢ farkli strateji ile manipiile
edilebilir. Ostrojen iiretimi, aromataz inhibitorleri (5) ya da over ablasyonu/supresyonu
(6) ile azaltilabilir. Alternatif olarak ERa aktivitesi Tamoksifen ya da Raloksifen gibi
diger selektif Ostrojen reseptér modiilatdrleri (SERM) kullanilarak ayarlanabilir (51).
Ayrica ERa, selektif bir Ostrojen reseptor yikici olan Fulvestrant ile etkisi azaltilabilir.
Non-steroid bir anti-Gstrojen olan Tamoksifen etkisini Gstrojen ile yarigmali bir sekilde
ER’e baglanarak gostermektedir. Tamoksifen disinda bu grupta Toremifen, Droloksifen,
Idoksifen ve TAT-59 yer almaktadir. Anti-Ostrojenlerin disinda tedavide kullanilan
aromataz inhibitorleri, ER-pozitif metastatik meme kanserli post-menopozal hastalarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Bu ajanlarin hepsi anti timor aktivitesine sahiptir. Bu
grupta yer alan ajanlar ise; Anostrozol, Letrozol, Fadrozol, Vorozol, Formestan ve
Eksemestan’dir (47).

2.2.7.5. Biyolojik Tedavi

Meme kanseri, en ¢ok c¢alisilan hastaliklardan biri olmasina ragmen biyolojik
Ozellikleri hala tam anlamiyla bilinmemektedir. Meme kanserinin tedavisi igin
uygulanan yontemlerden biride ilerlemis meme kanserlerinin tedavisinde kullanilan
molekiiler hedefli tedavidir. Trastuzumab HER-2 pozitif metastatik meme kanserli
hastalarin tedavisinde onemli bir tedavi cevab1 gosteren onaylanmis ilk hedefli anti-
kanser ajanidir (52). Genellikle trastuzumab kullanimindan bir siire sonra primer ya da
kazanilmig trastuzumab direnci meydana gelmektedir. Meme kanseri tedavisinde yeni
anti-HER-2 monoklonal antikoru pertuzumab ya da ertumaksomab, kii¢iik molekiiler
tirozin inhibitorii lapatinib, selektif PARP1 inhibitorii olaparib ve mTOR inhibitorii

rapamycin analoglar gelistirilmistir (7).

15



Trastuzumab temelli tedavi stratejisi, ilgi ¢ekici klinik yararlari ile HER-2 pozitif
meme kanserinin tedavisinde bir doniim noktasi olmasina ragmen Trastuzumab igeren
rejimlerin en biiylik engeli HER-2 asir1 eksprese eden hastalarda tedavi direnci
olusturmasidir. HER-2 pozitif hastalarin yalnizca % 30’u tedaviye cevap verirken %
70’1 direng gelistirmektedir (53). Gelisen direncin kompleks HER-2 sinyal aginin her
hangi bir basamaginin degismesinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Lapatinib ve Tirozin Kinaz Inhibitorleri, HER-2 reseptoriiniin katalitik domaini
icine ATP baglanma bolgesine geri doniilmez bir sekilde baglanip, HER-2’nin oto-
fosforilasyonunu inhibe etmektedirler. Bu hareket reseptoriin aktivitesini dnlemenin
yani sira MAPK yolagi ve PI3K/AKT sinyal kaskadr gibi sonraki basamaklarin bloke
edilmesine neden olmaktadir (54). Lapatinip, trastuzumab ile karsilastirildiginda {i¢
sebepten dolayr daha avantajlidir. Ilk olarak Lapatinip iki farkli reseptér iizerinde tirozin
kinaz inhibitor etkisi yaparken trastuzumab sadece tek reseptore baglanmaktadir.
Ikincisi, lapatinip intrasellular kinaz reseptorlerini dogrudan bloke eder trastuzumab ise
ekstrasellular domaine baglanir. Ugiinciisii, molekiiler agirhigindan dolay1 kan- beyin
bariyerini gecemeyen trastuzumab kanserin beyin metastazi yapmasini engelleyemez
lapatinip ise diisiik molekiiler agirligindan dolay1 bu konuda daha etkilidir (7).

Pertuzumab, HER-2’nin ekstrasellular domainini hedef alan insan monoklonal
antikorudur. HER-2 dimerizasyon inhibitorii olarak hizmet eden trastuzumabdan farkli
bir bolgeye baglandigi belirlenmistir (55). Yapilan faz 1 ve II caligmalarinda
pertuzumab’in anti-kanser aktivitesi tanimlanmistir (56). Yapilan bir faz 1I
caligmasinda, trastuzumab tedavisi sonrast hastaligi ilerleyen kisilerde ve agirt HER-2
eksprese eden ileri meme kanserli hastalarda trastuzumab ve pertuzumabdan olusan

rejimde % 50 klinik fayda % 24 tedavi cevabi alindig1 belirlenmistir (57).

2.3. Caytaksin Proteini

2.3.1. Cayman Ataksi

Serebellar ataksiler bir grup heterojen hastaliktir. Serebelar ataksinin iki formu
bulunmaktadir. Non-progresif otozomal resesif serebellar ataksi, Grand Cayman
Adalarinin izole bir bolgesinde inbred(akraba evliligi yapan) bir popiilasyonda

tanimlanmistir (58). Bu popiilasyon adanin ¢ok az gd¢ alan ya da go¢ eden oldukga
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izole bir bolgesinde yasamaktadir. Bu hastalik i¢cin adanin bu bolgesinde tasiyict
frekans1 6 kiside 1 olarak belirlenmistir. Insanlarda hipotoni, mental fonksiyon
bozuklugu, serebellar ataksi, farelerde gergin, tereddiitlii, giivensiz ve distonik gériiniim

ile karakterizedir (59).

2.3.2. ATCAY/Atcay Geni

Dr. Benke ve arkadaslar1 Cayman Adasi’nda hastaliktan etkilenen kisilerden elde
ettikleri DNA Ornekleriyle olusturduklar1 DNA havuzuyla kisa tekrar dizisi
belirleyicileri ile Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) kaliplarini kullanarak Cayman
ataksi’ye sebep olan genin kromozomun 19p13.3 lokusu ile baglantili oldugunu
belirlemislerdir (60). Daha sonra yapilan karsilastirmali haritalama g¢alismalariyla
ATCAY geninin faredeki homologunun 10. kromozom iizerinde oldugu belirlenmistir.
Ayn1 zamanda bu c¢alismada 3 ataksik fare mutanti tanimlanmistir fakat sebep olan gen
belirlenememistir (9). Insan ve fare kromozomu iizerinde etkilenmis bolge igindeki
kritik aralik karsilastirilmis ve 7 geni kapsayan 150 kb uzunlukta oldugu tanimlanmastir.
Bu kritik araligin sekansi bilinmeyen tek bir gen i¢in yapilan haritalama caligsmalar ile
ortak bir noktada mutasyonlar fark edilmis ve bu araliktaki gen, Cayman tip ataksi i¢in
ATCAY olarak adlandirilmistir (9).

Insan ATCAY geni, proteine sifre veren 13 ekzondan olusmaktadir (NCBI,
Nucleotid, NG 012638.1). Bomar ve arkadaglarinin yaptigi c¢alismalar sayesinde
ATCAY geninin ekzon-intron sinirlar1 ve ekzonlarin ilave sekanslari Cayman ataksili
kisilerde ATCAY’daki iki mutasyon i¢in homolog oldugu belirlenmistir. Ilk mutasyon
301. amino asit olan serinin arjinine doniismesine neden oldugu tahmin edilen ekzon 9
da ki Sitozin’in(C) Guanine(G) doniisiimiidiir. Ikinci mutasyon intron 9’un 3. bazinda

Guaninin Timine doniisiimidiir (9).

2.3.3.Caytaxin Proteini

Ataksiler icin anormal gen triinleri ataksinler olarak adlandirildigindan dolay1
ATCAY ile sifrelenen protein Caytaxin olarak adlandirilmaktadir. insan caytaxin
proteini 371 amino asitten [NCBI Reference Sequence: NP_149053.1] olusurken bu
proteinin faredeki ortologu 372 amino asitten [NCBI Reference Sequence:
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NP _848777.1] meydana gelmektedir. Bu gen tarafindan kodlanan 8 transkript
bulunmaktadir. Bunlardan sadece 371 amino asit biyiikligiindeki bir transkript
(ATCAY-001) fonksiyonel protein iiriinii olusturmaktadir. Bu transkriptlerden 3 tanesi
377 aminoasit biiylikliiglindedir ancak fonksiyonel protein iiriinii olusturmamaktadir
(Tablo 2.6). ATCAY-005 transkriptinin olusturdugu 99 aminoasit uzunlugundaki gen

tirtiniiniin de ayn1 sekilde fonksiyonel olmadig1 bilinmektedir.

Tablo 0.7. ATCAY (ENSG00000167654) genine ait transkriptler.

- Transkript ID Uzunluk Protein ID Uzunluk (aa) | Biyotip
Isim (bp)
ATCAY-001 ENST00000450849 5070 ENSP00000390941 371 Protein
kodlar
ATCAY-004 ENST00000600960 2904 ENSP00000470842 377 Protein
kodlar
ATCAY-202 ENST00000398448 1957 ENSP00000381466 377 Protein
kodlar
ATCAY-201 | ENST00000301260 1564 ENSP00000301260 377 Protein
kodlar
ATCAY-005 ENSTO00000598136 530 ENSP00000471731 99 Protein
kodlar
ATCAY-002 ENSTO00000597739 1957 ENSP00000472263 74 Anlamsiz
uriin
ATCAY-006 ENSTO00000595916 548 Protein iiriinii yok - Islenen
transkript
ATCAY-009 ENST00000601323 498 Protein iiriinii yok - Islenen
transkript

Ulasim: http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000167654;r=19:3
879862-3928077

Boyd ve arkadaglari yeast two hybrid metodunu kullanarak caytaxinin,
Adenoviriis E1B 19 KDa proteini ve anti- apoptotik protein Bcl-2 i¢in bir etkilesim
proteini olarak izole edilmis olan BNIP-2 protein ailesine % 69 dizi benzerligi ve % 59
oraninda da amino asit dizi benzerligi gosterdigini belirlemislerdir (61). Bu benzerlikten
dolay1 caytaxin proteini ayn1 zamanda BNIP-H olarak da adlandirilmaktadir. Benzer
sekilde Bomar ve arkadaslar1 da caytaxinin dizi analizini yaparak BNIP-2 ve KIAA0367
proteinlerine benzerlik gosterdigini belirlemislerdir (9). BNIP-2 ve Cdc42GAP
homoloji domaini (BCH), baslangigta BNIP-2 (BCL2/adenovirus E1B 19 kDa etkilesim
proteini-2) ve Cdc42GAP/p50RhoGAP arasinda yiiksek protein sekans homolojisinin
bir bolgesi olarak tanimlanmistir (62, 63). Bu yapisal protein domaini genellikle Sec14
olarak siniflandirilmaktadir. Ancak BCH domaini Saccharomyces cerevisiae Secl4

proteinin  CRAL-TRIO domaini ile yalnizca % 14’lik bir sekans benzerligi
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sergilemektedir. Bu domain retinal, vitamin E, squalen, kolesterol prokiirsorii ve
inozitol gibi kiiciik lipofilik molekiillere baglanmaktadir (9, 64). BCH domaininin
yaklasik 150 amino asit biiyiikliigiinde oldugu ve apoptoz, hiicre gocili, morfogenezis,
hiicre i¢i tasima, hiicre transformasyonu ve farklilasma gibi ¢esitli yonleriyle hiicre
dinamiklerinin kontroliinii kapsadigi ve BNIP-2’nin bu aktivitesinin Cdc42 ile
etkilesimine bagli oldugu bilinmektedir.Caytaxin/BNIP-H proteini de BNIP-2
proteinine benzer sekilde C-terminal bolgesinde yiiksek korunmuslukta BCH domaini

bulundurmaktadir (65).

2.3.4. Caytaxin ile Etkilesime Giren Proteinler

Caytaxin ile etkilesime girdigi belirlenen ilk protein CHIP (Hsp 70) etkilesim
proteininin karboksil terminali) E3 ubiquitin ligaz’dir (66). CHIP, 1s1 ve oksidatif strese
karsi sinir hiicrelerini korumakta (67) ayn1 zamanda Hsp70/Hsp90 saperon kompleksi
ile etkilesen katlanmamis proteinlerin secilmesi ve degredasyonunda da merkezi rol
oynamaktadir (68). CHIP birgok onkogenik proteinin ve onlarin substratlarinin
degredasyonunu ve ubiquitinasyonunu kapsayan U-box tipi ubiquitin ligazdir. CHIP
ekspresyon diizeylerinin meme kanseri hiicrelerinin metastazi ve timor biiylimesini
baskiladig1 belirlenmis ancak CHIP ve tiimoér ilerlemesi arasindaki iligki tam olarak
anlasilamamustir (69). Bu ligazin caytaxin protein mekanizmasini diizenlemek igin in
vitro poliubiqutine edilmis caytaxin’e dogrudan baglandigi belirlenmistir (66).

Caytaxin ile etkilesime giren baska bir protein de Buschdorf ve arkadaslari
tarafindan caytaxinin hiicredeki fizyolojik fonksiyonu hakkinda bilgi edinebilmek
amaciyla hiicresel baglanma partnerlerini arastirmalariyla ortaya cikarilmistir. GST-
Caytaxin pargalama analizi sayesinde caytaxinin BCH domaini igerisinde iki farkli
bolgede caytaxin’e dogrudan baglanan protein olarak beyinde eksprese edilen fosfatla
aktive olan gutaminaz’in (PAG) yalnizca bir izoformu, bobrek-tipi glutaminaz’t (KGA)
tanimlamiglardir (Sekil 2.1) (62). KGA, glutamini glutamata doniistiiren, beyinde
sinirsel doniisiim i¢in gerekli olan ndrotransmitter bir enzimdir. Bu enzimin iirlinii olan
glutamat, tiimor hiicrelerinin proliferasyonunda ve devaminda enerji kaynagi olarak
kullandig1 bir yakittir. Glutamatin beyinde asir1 olarak bulunmasi sinir hiicreleri i¢in
toksik etki olustursa da beyindeki tiimor hiicreleri i¢in tiimor biiylimesine neden

olmaktadir (70). Tersi yonde glutamat sentezinin engellenmesi ile hem ndronal
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timorlerde hem de kolon, akciger, tiroit ve meme karsinomlarinda tiimor boyutunun
kiiglilmesini saglamaktadir (71). Caytaxin’in glutamat sentezi {izerindeki rolii ise;
KGA’ya baglanarak sinirsel doniisim boyunca sinapslarda glutamat sentezini
diizenlemesidir. Buschdorf ve arkadaslar1 caytaxin’in asir1 ekspresyonunun KGA’nin
seviyesinin, aktivitesinin ve lokalizasyonunun diizenlenmesi i¢in gerekli oldugunu
belirlemislerdir. Caytaxinsiz akson terminallerindeki KGA seviyelerinin azalacagini
bunun sonucu olarak glutamat seviyesinde bir artis ve glutaminaz aktivitesinde
yiikselme ile birlikte toksisiteye sebep olup ayrica sinirsel doniisiimiin etkilenecegini
hipotez etmislerdir (62).

Caytaxin proteininin BCH domainine dogrudan baglandigi belirlenen diger bir
protein yine Buschdorf ve arkadaslari tarafindan belirlenmistir. Caytaxin’in BCH
domaini i¢inde korunmus serin/threonin motifine baglanabilen proteinler i¢in aday
bolge yaklasimi ile peptidil-prolil cis/trans-izomeraz’1 (Pinl) tanimlamiglardir (Sekil
2.1) (72). Pinl, Alzheimer (73), Parkinson gibi bir grup ndrodejeneratif hastalikla
baglantili olan, hiicre dongiisiinii kapsayan proteinlerin yapisini, fosforilasyon
durumunu ve stabilitesini etkiledigi bilinen bir proteindir (74). Buschdorf ve
arkadaglari, Pinl’in sinir biiylime faktor uyarist sonrast BNIP-H’in BCH domaini
icerisinde iki farkli bolgeden baglandigini belirlemislerdir. Ayrica farklilasan sinir
hiicrelerinde sitozol ve ndritlerde birlikte lokalize olduklari belirlenmistir (72).

Aoyama ve arkadaslari, yeast two hybrid metodunu kullanarak caytaxin’e yeni
bir baglant1 paterni olarak Kinezin Hafif Zincirini (KLC) tanimladilar. Kinezin-1’in bir
bileseni olan KLC’nin, caytaxin proteininin N-terminal kismina dogrudan baglanarak,
mikrotiibiil bagimli bir mekanizma ile noritlerin aksonlarindan distal bolgelerine dogru
tasindigin1 belirlemislerdir (Sekil 2.1). KLC1’in tetratikopeptid tekrar bolgelerinin
caytaxinin ELEWED sekansini tanidigi, bu motifin calsyntenins gibi KLC ile etkilesen
kinezin kargo proteinleri ve BNIP-2 aile iiyeleri arasinda yiiksek oranda korunmus bir
yap1 oldugu anlasilmistir. Ayoma ve arkadaglar1 Caytaxin’in kinezin-1’e baglandigini
ve mitokondriye spesifik olan bir kargonun hiicre icinde tasinmasinda aracilik eden
adaptor olarak fonksiyon gosterdigini hipotez etmislerdir (75).

Itoh ve arkadaslar1 Caytaxin’in hiicre sinyal kaskadi ve apoptoz siirecinde de rol
oynayan bir proteaz olan kaspaz-3 ile pargalandigini belirlemislerdir (10). Caytaxin,
Pinl proteini ile MEK2/ERK aktivasyonu sirasinda etkilesmektedir. Ancak tam
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uzunluktaki caytaxin proteinin C-terminal bolgesinden 106 (aspartat). amino asitten
(Sekil 2.1) kaspaz-3 ile kesilmesi sonucunda olusan C106 fragmentinin ERK
fosforilasyonunu inhibe etmesi ile etkilesim engellenmektedir. Caytaxin’in kaspaz-3 ile
parcalanmasi sonrasi olugan fragmentlerin hiicre igerisinde iki farkli lokalizasyona sahip
oldugu anlagilmistir. N-terminal fragmentin yapisinda bulundurdugu l6since zengin
niikleer tasima sinyali benzeri sekans nedeniyle niiklear kismi olarak lokalize oldugu,
C-terminal fragmentin ve tam uzunluktaki caytaxin’in de sitozolde yer aldig1
goriilmiistiir. Caytaxin proteinin  C-terminalinin  kaspaz-3 ile pargalanmasinin
muhtemelen glutamat seviyelerini azaltmak i¢in oldugu ve bu fonksiyonun da ERK
aktivasyonunun inhibe edilmesiyle gerceklestigi diisiilmektedir (10). Itoh ve arkadaslar
tam uzunluktaki ve parcalanmis haldeki caytaxin proteinlerinin her ikisinin de
glutamatin sinirsel iletisimdeki fonksiyonunu diizenledigini hipotez etmislerdir (10).
MEK2 proteini gelisimde, homeostazda ve kanserlesmede Onemli roller oynayan
ERK/MAPK yolaginin ara basamaginda yer alan bir proteindir. Bunun diginda Castello
ve Noonan gibi kalitsal hastaliklarda iliskili bir proteindir (76).

BCH domaini imza motifi

RR/K)h(R/K)(R/K)NL(R/K)xhhhhHPs

254
274

Kinezin baglanma WED motifi
115 20

283

318

> e * K B
y *
/ RBD- CRIP- O\sm
/ \ benzeri benzeri

102 105

Kaspaz-3 parcalama béolgesi

1.bolge / \ 2. bolge
242 RPRMP 245
BCH-BCH baglanma motifi

KGA baglanma balgesi: Pin1 baglanma bélgesi:
1. Bolge 191-235 rezidiiesi 1. Bolge 191-206 rezidiiesi
2. Bolge 288-331 rezidiiesi 2. Bolge 286-332 rezidiiesi

Sekil 2.1. 371 aminoasit uzunlugundaki caytaxin proteinin yapisinda yer alan BCH domaini ve diger

proteinler ile etkilestigi bolgeler (77)
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar markalart ile birlikte asagida listelenmistir.
— Vorteks (Heidolph)

—  Is1 Blogu(Benchmark BSH1001-E)

— Manyetik Karistiric1 (Heidolph MR Hei-Standart)

—  Western Blott tanki (Bio-Rad Mini-Protean Tetra System)

—  Kemoliiminesan Gériintiileme Cihazi (ChemiDoc-It? 510 Imager)
—  Shaker (Benchmark Scientific Blot 3D Rotater Mixer 230)

—  Inkiibatdr (Thermo Scientific Heracell 150i)

— Laminar Kabin (Thermo scientific)

— Santrifiij (Hettich eba-20)

— Su Banyosu (Memmert)

— Hassas Terazi ( Ohaus)

—  pH metre (Mettler Toledo Five Easy™)

— Otoklav (Hirayama Hiclave HG-80)

—  Su aritma cihaz1 (Direct-Q 3UV)

—  Buz cihazi(Scotsman AF 80)

3.2. Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasal malzemeler asagida listelenmistir.

— TEMED (Acros Organics, Cas No: 110-18-9)

—  2-Propanol (C3HgO) (Sigma, Cas No: 67-63-0)

— Depolayict Buffer (0.5M Tris-HCI, %0.4 SDS, pH 6.8) (National
Diagnostic, EC-893)

—  Ayiricr Buffer (1,5M TRIS-HCI, % 0.4 SDS, pH 8.8) (National Diagnostic,
EC-892)

— SDS (Sodiumdodecylsulfate)(Fisher Scientific, Cas No: 151-21-3)

—  TWEEN20 (Sigma-Aldrich, Cas No: 9005-64-5)
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—  Akrilamid (Sigma, Cas No: 79-06-1)

—  Bisakrilamid (Amresco, 0172)

—  Amonyum persiilfat (NH4)2S20s) (Merck)

—  Tris-Base (Fisher Scientific, BP152-1)

— Bromophenol Blue (Bio Basic, Cas No: 115-39-9)

—  Xylene Cyanole (Sigma, Cas No: 2650-17-1)

— Gliserol (Sigma, Cas No: 56-81-5)

— Sodyum ortovanadat (NazVVO4) (Acros Organics, Cas No: 13721-39-6)
—  Glisin (MP, Cat. No: 808822)

— Sodyum florid (NaF)(Acros Organics, Cas: 7681-49-4)

—  TritonX-100 (Sigma, Cas:9002-93-1)

— 2-Mercatoethanol (Acros Organics, Cas: 60-24-2)

— DMEM F-12-1:1 mixture (Lonza, Cat No: BE04-687Q)

— MEBM Medium ve MEBM kit (Lonza, Cat No: CC-4136)
— Tripsin/EDTA (Multicell, Cat No: 325-042-EL)

— Pen/Strep (Lonza, Cat No: DE17-602E)

— Hourse Serum (Lonza)

—  Luminol (ChemiGlow, Lot: MH162758)

—  Peroksit (ChemiGlow, Lot: MH162758)

- MEGM kit ve MEBM besi yeri (Lonza, Cat No: CC-4136)

3.3. Kullanilan Cozeltiler
3.3.1. Lizis Soliisyonu

100 ml i¢in;

— % 1 Triton-X, 1 ml

— 150 mM NacCl, 876 mg

— 25 mM Tris, 303 mg

50 ml dH20 iizerine 303 mg Tris eklendi ve ¢oziinene kadar karistirildi.
Coziindiikten sonra pH 7.6’ya ayarlandi. Karigima 876 mg NaCl eklenerek ¢ozdiiriildii.
Sonra 1m Triton-X-100 eklendi ve ¢ozdiiriildi. Son pH 7.9’a getirilereck +4°C de
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muhafaza edildi. Hiicresel proteinlerin elde edilmesi amaciyla hiicrelerin

parg¢alanmasinda kullanildu.

3.3.2. 10X Yiiriitme Tamponu

1 L 10X lik stok solisyon ig¢in;
— 30 gr Tris
— 144 gr Glisin

1 It’ye tamamland1 ve ¢ozdiiriildii. +4°C de muhafaza edildi

3.3.3. 10X TBS (Tris-Buffer-Salin)

1 L stok i¢in;
— 31.5gr Tris-HCI
— 80 gr NaCl

1 1t’ye tamamlanarak ¢6zdiiriildii ve pH 7.6’ ya ayarlandi.

3.3.4. 6X Yiikleme Soliisyonu

— 7ml 0.5 M Tris-HCI

— 3.6 ml Gliserol

— 19rSDS

— 1.2 mg Bromofenol Blue

15 mP’lik falkon tiip igerisine 1 gr SDS alindi ve 0.5 M Tris-HCI’den 7 ml
eklenerek ¢ozdirildii (pH 6.8). 1.2 mg Bromofenol-Blue eklendi ve ¢ozdiiriildi.

Ardindan 3.6 gr gliserol ilave edilerek ¢ozdiiriildii. Soliisyon -20°C de muhafaza edildi.

3.3.5. 1X Yiiriitme Tamponu

— 100 ml 10X yiirlitme tamponu

— % 10 SDS 10ml

— 890 ml dH20

Jele yiiklenen proteinlerin elektrik akimi ile jelde biiyiikliiklerine gore

ayristirilmasi igin tampon olarak kullanildi,
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3.3.6. Transfer Soliisyonu

100 ml 10X’1lik Yirutme Buffer’1
-700 ml dH2 O
-200 ml metanol

Jeldeki proteinlerin nitroseliiloz membrana transfer edilmesi i¢in soguk olarak

(+4°C) kullanild1

3.3.7. TBS/Tween-20

— 900 ml dH20

— 100 mlI TBS

— 2 ml Tween-20

Membranin antikor muamelesi ve yikamalarinda kullanilmak i¢in oda

sicakliginda tutuldu.

3.3.8. % 30 Akrilamid Stok Jelin Hazirlanmasi

18.75 gr Akrilamid ve 0.5 gr Bisakrilamid, dH20 ile 50 ml’ye tamamlandi ve
cozdirildi. 0.45 uM’lik filtre ile siizdiiriildii. pH 7.0’ye ayarlandiktan sonra son hacim

64 ml’ye tamamlandi.

3.4. Calismanin Basamaklari

Hiicre Kiiltiirua

MDA-MB-231 ve MCF7 hiicreleri % 10 Fetal Sigir Serumu (FBS), 5 ml
Penisilin/streptomisin ve 2 ml L-Glutamin igeren DMEM F-12-1:1 biiylime medyumu
ile 25 cm?’lik flasklara ekildi. Laboratuvar kosullarimizda hiicrelerin haftada 2 kez %
0.05 konsantrasyonda Tripsin ile kiiltiir kabindan kaldirilarak pasajlanmasi yeterli oldu.
Hiicre kiiltiirii islemleri laminar akimli kabin i¢inde gerceklestirildi ve hiicreler % 5 CO2

ve 37°C de kiiltiire edildi (78).
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MCF10A hiicreleri, MEGM kit (2 ml BPE, 0.5ml EGF, 0.5 ml Insiilin, 0.5 ml
hidrokortizon, 0.5 ml GA-1000), % 5’lik 200 pl kolera toksini, 5 ml Pen/Strep ve % 10
at serumu igeren MEBM biiyiime medyumu ile 25 cm?lik flasklara ekildi. Hiicrelerin

pasajlanmasi ve besi yerleri yukarida belirtildigi gibi yapildi.

Hiicrelerin Coziilmesi

+4 °C de bulunan DMEM F-12-1:1 ve MEBM besi yerleri 37°C ye 1sitildi. Her
bir hiicre hatt1 i¢in 25 cm?’lik flasklar hazirlandi. Kryovial icindeki hiicreler -80°C den
cikarilarak hizlica ¢oziildi. Cozlinmiis olan hiicreler pipet ile birka¢ kez siispanse
edilerek 15 ml’lik tiiplere alindi. Hiicreler iizerine 4 ml besi yeri eklendi ve 1300 rpm’de
5 dk santrifiijlendi. Ust kisim atilarak pellet iizerine 3 ml besi yeri eklenip 25 cm?’lik

flasklara alind1 ve hacim 6 ml’ye tamamlandi.

Hiicrelerin Pasajlanmasi

Doluluk oranina ulasan hiicrelerin besi yerleri atildi. 25 cm?’lik flasklara 2 ml
tripsin ilave edildi. Tripsin eklenen kiiltiir kaplar1 5 dakika % 5 CO2 igeren 37°C deki
inkiibatorde bekletildi. Faz kontrast mikroskopta hiicrelerin morfolojilerine bakildi ve
flask ylizeyinden kalkmayan hiicreler i¢in flask tabanina hafif el darbeleriyle vurularak
kaldirildi. Hiicreler flask yiizeyinden kaldirildiktan sonra tripsin’in etkisini inhibe etmek
i¢cin 3’er ml besi yeri eklendi. Hiicreler steril 15 mI’lik falkon tiiplere alindi ve 1700 rpm
de 5 dk santrifiijlendi. Siipernatant atild1 ve elde edilen pellet miktarma gore hiicreler
DMEM F-12-1:1 ve MEBM besi yerleri ile siispanse edildi ve 25 cm?lik flasklara
alindi. Hiicrelerin esit dagilim gostermesi i¢in flasklar dairesel hareketlerle ¢alkalandi.
Hiicrelerin durumu faz kontrast 151k mikroskobunda degerlendirildi. Hiicreler % 5 CO-

igeren 37°C deki inkiibatore kaldirildi.

Hiicrelerin Dondurulmasi

MCF7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde 10 ml dondurma medyumu i¢in; % 10
dimetilsiilfoksit (DMSO), % 20 DMEM F12-1:1, % 70 FBS olacak sekilde hazirlandi.

Pasajlama islemindeki basamaklar uygulanarak santrifiij sonrasi elde edilen hiicreler
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kullanildi. Pellet iizerine dondurma medyumu ilave edildi ve birkag kez pipetleme
sonrasi her bir kryovial i¢ine 1 ml siispansiyon konuldu. Hiicreler -80°C de dondurulan

hiicreler daha sonra sivi azot tankina alinarak saklandi.

Hiicre Lizat1 Eldesi

25 cm?lik flasklarda kiiltiirii yapilan hiicreler,tripsin yardimiyla kaldirildi.
Hiicreler 15 ml’lik tiiplere alindi ve hemositometre ile sayimi yapildi. Ardindan 1700
rpm de 5 dk. santrifiijlendi. Siipernatant atild1 ve pellet tizerine 1 ml PBS ilave edilerek
hiicreler ependorf tiiplere alindi. Ependorf tiipler 5000 rpm’de 3 dk. santrifiijlendi.
Siipernatant atild1 ve pellet lizerine hiicre sayisina bagli olarak (2 milyon hiicre i¢in 160
ul lizis tampon) lizis soliisyonu (2 ml Lizis soliisyonuna 2 pl NaF ve 2 pl NazVOq
gelecek sekilde) ilave edildi. Siispansiyon 15 saniye vortekslendi ve buz iizerine
alarak 10 dakika beklendi, bu islem 3 kez tekrarlandi. Ardindan siispansiyon 13000
rpm’ de 10 dakika +4 °C de santrifiijlendi. Siipernatant yeni bir ependorf’e alindi (79).

Total Protein Miktarimin Belirlenmesi

Lizis yapilan hiicrelerdeki total proteininin belirlenmesi i¢in orijinal yonteme
bagl kalinarak hazirlanmis modifiye Lowry protein analizinden faydalanildi (80).Bu
yontem temel olarak 3 stok soliisyondan olusan Lowry soliisyonu ve Folin-Ciocalteus’s
phenol reaktifinden meydana gelmektedir.

Soliisyon A : 0,1 N NaOH ile hazirlanmis % 2’lik Na2COs

Soliisyon B1 : % 2’lik Na-K Tartarat

Soliisyon Bz : % 1’lik C2S04.5H,0

Lowry Soliisyonu, 100 (Soliisyon A): 1 (Soliisyon Bi1): 1 (Soliisyon B2) den
olusmaktadir.

BSA (Bovine Serum Albumin) Standardinin Olusturulmast:

10mg BSA, 1ml dH.0’da ¢ozdiiriilerek olusturulan ana stoktan 50, 25, 12.5, 6.25 ug/ul’lik
konsantrasyonlar seklinde hazirlandu.

Hiicre lizatlarinin 6l¢iimii:
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Tablo 3.4. Lizatlarmn 6l¢timii ve igerik oranlar

Blank (ul) Standart (ul) Lizat (ul)

dH.0 10 YOK YOK

BSA YOK 10 YOK

Lizat YOK YOK 10

Lowry 200 200 200
Soliisyonu

Folin-
Ciocalteus’s 20 20 20
phenol reaktifi

Hazirlanan ornekler 96 kuyulu plate’e yiiklenip 750 nm’de plate okuyucuda
Olctim yapildu.

Western Blot Analizi

5 ml % 6’lik depolayici Jel igin;

- 3 ml dH20

- 0.67 ml % 30 ACA/bisACA

- 1.25 ml 0.5M Tris-HCI pH 6.8

- 50 ul % 10 SDS

- 50 ul % 10 APS

- 10 ul TEMED kullanildi.

8ml % 18’lik Ayiricr jel igin;

- 2.25 ml dH20

- 3.6 ml % 30 ACA/bisACA

- 2ml 1.5 M Tris-HCI pH 8.8

- 80 pnl % 10 SDS

- 80 ul % 10 APS

- 8 ul TEMED kullanildi.

Her hiicre hatt1 lizatindan 50 pg total protein igeren ornekler sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide jel (SDS-PAGE) elektroforezi ile 90V’da yiiriitildi. Jelde
yiiriitiilen proteinler nitroseliiloz membrana transfer edildi. Transfer islemi sonrasinda

membran, Tween 20 iceren TBS (Tris-Buffer-Salin) (TBS/T) ile hazirlanan % 5°lik siit
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tozu soliisyonunda 1 saat blotland1 ve 3 kez TBS/T ile 10’ar dakika aralarla yikand1. %
2.5’luk siit tozunda 1:1000 oraninda seyreltilen monoklonal caytaxin antikoru ile bir
gece +4°C de inkiibe edildi. Ardindan 3 kez TBS/T ile 10’ar dakika yikandi ve TBS/T
de hazirlanan % 2.5’luk siit tozu soliisyonunda horseradish peroxidase-conjugated
donkey anti-goat sekonder antikoru ile oda sicakliginda 1 saat muamele edildi (81) .
Membran yikamalar sonrasinda 1:1 oraninda karistirilan luminol ve peroksit ile
muamele edilerek UVP ChemiDoc-It? kemoliiminesan goriintiileme sistemi kullanilarak
goriintiilendi. Yiikleme kontrolii olarak S-aktin antikoru kullanildi ve sekonder antikor
muamelesi sonrasinda yikamalar yapilarak goriintiilendi. Calismalar 5 kez tekrarlandi.
Bant yogunluklar1 UVP life science software Vision WorksLS Image Acquisition and
Analysis Software Version: 8.0 RC 1.2 kullanilarak belirlendi.

3.5. istatistik Yontemler

UVP life science software Vision WorksLS Image Acquisition and Analysis
Software Version: 8.0 RC 1.2 kullanilarak elde edilen bant yogunluklarindan protein
miktarlar belirlendi. Student T testi kullanilarak MCF10A o6liimstizlestirilmis meme
epitel hiicresi ile MCF7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerin arasindaki caytaxin
protein ekspresyon farklari analiz edildi. p degerinin 0.05'ten kiigiik oldugu farklar

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kiiltiirii yapilan hiicrelerin canlhilik ve doluluk orani

Calismada olimsiizlestirilmis meme epitel hiicre hatt1 (MCF10A) ve iki meme
kanseri hiicre hatti (MDA-MB-231ve MCF7) kullanildi. Calismalarda tiim hiicre
hatlarinda % 70’lik doluluk oranmna gelene kadar inkiibe edildi. Hiicrelerin % 70
doluluk oraninda morfolojilerinin saglikli oldugu tespit edildi (Sekil 4.1).

MDA-MB-231 MCF10A MCF7

40X

100X

200X

Sekil 4.1. % 70 doluluk oraninda lizis’i yapilan hiicrelerin morfolojileri

Doluluk orani gegilmediginden dolay1 hiicrelerin karakterlerini kaybetmedikleri

ve morfolojilerinde bir degisim olmadig1 goriilmektedir.
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4.2. ilk Hiicre Kiiltiirii Sonrasi Total Protein Miktarlarinin Belirlenmesi

Western blotlamada esit protein yliklemesi igin her bir lizatin protein
iceriklerinin belirlenmesi gerekmektedir. Total protein miktarinin belirlenmesi i¢in
lowry yontemine gore yapilan ilk denemede R? degeri 0.5902 olarak tespit edilmistir
(Sekil 4.2). Bu sonu¢ kullandigimiz yontemin optimize edilmesi gerektigini

gostermektedir.

y = 0.0049x + 0.0991

0,18 - Standart Egri
¢ R2 =0.5902

0,16 -
0,14 *
0,12 -
0,1
0,08 -

0,06 -

Absorbans 750 nm

0,04 -

0,02 -

0 T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Konsantrasyon (ug/pl)

Sekil 4.2. Lizatlarin spektrofotometrede 6l¢iim sonuglarint degerlendirmek i¢in hazirlanan 12.5, 10, 7.5, 5

ve 0 pg/ul’lik BSA standardinin 6l¢iim egrisi

Lowry Yonteminin laboratuvarimiza standardizasyonu i¢in kullanilan Lowry
soliisyonundaki kimyasallariin miktarlart degistirildi. Elde edilen yeni konsantrasyon
egrisinde R? degeri 0.9974 olarak saptandi. Yapilan tekrarlar sonucunda R? degeri her
defasinda 0.99’un iizerinde tespit edildiginden yeni kimyasal oranlar1 kullandigimiz
Lowry yontemi tiim deneyler i¢in kullanildi. Lowry yontemi laboratuvarimizda
optimize edilmis haliyle materyal metod kisminda yer almaktadir.

Yapilan hiicre kiiltliri sonrasinda hiicre lizatlarinda total protein miktarlar

Lowry yontemi ile belirlendi (Tablo 4.1)
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Standart Egri Grafigi y = 0.0039x + 0.1084

0,35 R*=0.9974

0,3
0,25

o
no

0,15

o
-

Absorbans 750 nm

0,05

0 10 20 30 40 50 60
Konsantrasyon pg/ul

Sekil 4.3. Lizatlarin spektrofotometre de 6l¢iim sonuglarini degerlendirmek i¢in 50, 25, 12.5 ve 6.25pug/ul

olarak hazirlanan BSA standardinin dl¢im egrisi

Tablo 4.1. Spektrofotometrede 6lglimii yapilan hiicre lizatlarinin absorbans degerleri

MCF10A MCF7 MDA-MB-231
Absorbans 0.415 0.539 0.326

Standart egriden elde edilen y=0.0039x+0.1084 denklemi kullanilarak her

ornekten yiikleme yapilacak miktar belirlendi.

4.3. Hiicre Hatlarinda Caytaxin Ekspresyonunun Belirlenmesi

Literatiirde bulunan g¢aligmalarda caytaxin ekspresyonunun noéronal dokulara
sinirli oldugu belirtilmistir (9). Calismamizda meme kanseri ve oOliimsiizlestirilmis
meme epiteli hiicrelerinde caytaxin ekspresyonu arastirildi. Bulgularimiza gore
oliimsiizlestirilmis meme epitel hiicrelerindeki caytaxin ekspresyonu ile kiyaslandiginda
MCF7 meme kanseri hiicrelerinde 1.925 + 0.826 (p<0.05) kat daha fazla caytaxin
ekspresyonu goriiliirken, MDA-MB-231°de 0.632 + 0.117 (p<0.0001) kat daha az
caytaxin ekspresyonu oldugu goriildii (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4.Caytaxin oliimsiizlestirilmis meme epitel ve meme kanseri hiicre hatlarinda eksprese
edilmektedir. A- Tiim hiicre hatlarinda caytaxin ekspresyonu western blot teknigi ile gosterildi. B- MCF7
ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda caytaxin ekspresyonu oliimsiizlestirilmis meme epitel hiicre hattina
gore anlamli derecede farklidir. (* p<0.05, ** p<0.0001)
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5. TARTISMA

Bu tezde 371 aminoasit uzunlukta olan caytaxin proteinin kanser hiicrelerindeki
ekspresyon durumuna bakildi. Kanserde ki durumunun belirlenmesi icin MCF7 ve
MDA-MB-231 meme kanser hiicre hatlari, kanser ile normal hiicrelerdeki
ekspresyonunu degerlendirmek i¢in MCF10A O6liimsiizlestirilmis normal meme epitel
hiicre hatt1 kullanildi. Yapilan ¢alisma sonrasinda caytaxin proteininin meme kanseri
hiicre hatlarinda eksprese edildigi, ekspresyon diizeylerinin ise Oliimsiizlestirilmis
normal meme epiteline gore MCF7’de daha fazla, MDA-MB-231’de ise daha diisiik
oldugu belirlendi.

Bu giine kadar caytaxin proteini ile ilgili yapilan ¢alismalarda bu proteinin
beynin korteks, serebellum ve olfaktor bolgelerde baskin oldugu belirlenmistir (9).
Sikora ve arkadaslarinin farelerle yaptiklari fenotip ve caytaxin ekspresyonu eslestirme
calismasinda, cesitli fare, rat normal noral dokular ve ¢esitli timér dokular1 yaninda
insan noroblastoma, insan glioma hiicrelerinde de caytaxin ekspresyonuna bakilmustir.
Bu c¢alismada SH-SYSY insan noroblastoma hiicre hattinda caytaxin ekspresyonu
gosterilmigken A172, 132-IN1 insan glioma hiicrelerinde ise caytaxin ekspresyonu
gosterilememistir. Ancak bu calismada kullanilan kanser hiicre hatlar1 yine bir noral
dokudan koken almaktadir ve bu kanserlerdeki caytaxin fonksiyonlar1 hakkinda
herhangi bir bilgi verilmemektedir (82). Literatiirde caytaxin proteininin kanserle olan
iliskisi ile ilgili sinirli ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢aligsmalar indirekt ¢alismalar olup
endojen caytaxin seviyelerinin veya endojen caytaxin fonksiyonlarinin irdelendigi
calismalar degildir. Bu caligsmalarda rat feokromasitoma hiicre hattt PC12 (62), insan
embriyonik bobrek hiicrelert HEK293T (75), fare embriyonik karsinoma P19 (62) ve
MCF7 (75) meme kanseri hiicre hatlarina caytaxin eksprese eden plazmidler transfekte
edilmigtir. MCF7 hiicre hatt1 ile yapilan ¢alismada GFP isaretli caytaxin eksprese eden
plazmid transfekte edilmis, olusan GFP isaretli caytaxin’in hiicrenin ileri (leading)
uclarina yerlestigi gosterilmis olup bunun disinda bir c¢alisma yapilmamistir.
Yaptigimiz bu ¢alisma ile caytaxin proteininin ilk kez hem 6liimsiizlestirilmis normal

meme epiteli hiicre hattinda hem de meme kanseri hiicre hatlarinda eksprese edildigini
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belirlemis olduk. Caytaxin’in hiicredeki ekspresyonunun hangi mekanizmalar ile aktive
edildigi ve meme kanserinde ne tiir fonksiyonlar gosterdigi bilinmemektedir.

Sonugta literatiirden farkli olarak bu proteinin normal meme epitelinde ve meme
kanseri hiicre hatlarinda da eksprese edildigi ilk kez belirlendi. Caligmamizda
Olimsiizlestirilmis meme epitel hiicre hattt MCF10A ile MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre
hatlar1 caytaxin ekspresyonu agisindan kiyaslandiginda caytaxin ekspresyonunun MCF7
hiicre hattinda daha yiiksek MDA-MB-231 hiicre hattinda ise daha az oldugu tespit
edilmistir. Hiicre hatlar1 arasindaki bu ekspresyon farklarinin ise birka¢ nedeni olabilir.
[lk olarak, bu farklilik kullanilan hiicre hatlarinin 6zelliklerinden kaynaklaniyor olabilir.
MCF7 hiicre hatti, ER+/PR+ iken MDA-MB-231 hiicre hattt ER-/PR- tir (83, 84).
MCF7 hiicreleri sahip olduklar1 bu reseptorler ile hiicrede MAPK, cAMP ve mTOR
sinyal kaskadlarin1 aktive etmektedirler (85, 86). Caytaxin proteininin hiicrede
ekspresyonunu saglayan ya da arttiran mekanizma bilinmediginden, bu sinyal
mekanizmalarindan birinin veya bir kaginin Ostrojen ile aktive olmasi ile caytaxin
ekspresyonunda artis meydana geldigi diisiiniilebilir. Literatiirde Ostrojenin bazi
proteinlerin ekspresyonunu arttirdigi bilinmektedir. MCF7 hiicrelerinde artan Ostrojen
miktarinin SIRT6 (87), siklin D1 (88), CerS4, CerS6 (89), E-kadherin (90), KRT19 (90)
ve katepsin D (91) gibi pek ¢ok proteinin ekspresyonunu arttirdigi bilinmektedir.
Caytaxinin de bu proteinlerden biri olabilecegi diistiniilebilir.

Ikinci olarak, ekspresyon farklihigi daha once belirtildigi iizere caytaxinin
kaspaz-3’iin subsutrati olmasidir (10). Kaspazlar, ¢ok hiicreli organizmalarda yiiksek
oranda korunmus, sistein aspartat-spesifik proteazlarin bir ailesidir ve apoptozun
merkezi diizenleyicileri olarak fonksiyon gostermektedirler (92). Kaspazlar apoptotik
mekanizmanin degismez oyunculart olarak bilinse de yapilan calismalar bu protein
siifinin apoptoz disinda bir¢ok mekanizmada rol oynadigini gostermistir. Kaspaz-3’iin
B hiicre proliferasyonunu diizenleyerek adaptif immiin cevab1 etkileyebildigi, bu
nedenle B hiicre homeostazinin diizenlenmesinde gerekli oldugu anlasilmistir (93). Lens
epitel hiicreleri, eritroblastlar, megakaryositler ve keratinositler gibi belirli hiicre
tiplerinin terminal farklilagsmasi ¢ekirdegin eleminasyonunu gerektirmektedir. Kaspaz-
3’lin de bu ¢ekirdek apoptozunda rol oynadigr goriilmiistiir (94). Benzer sekilde iskelet
kast hiicrelerinin farklilasmasi da kaspaz-3 aktivitesine baglidir (95). Kaspaz-3’iin rol

oynadig1 diger bir olayda embriyonik kok hiicrelerde, 3 germ tabakasinin olusturularak
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somatik hiicre tiplerine farklilasmadir. Kaspaz-3 eksikliginde embriyonik kok hiicrelerin
farklilasmasinda defektler olustugu goriilmiistiir yani kaspaz aktivitesinin embriyonik
kok hiicrelerde farklilasmaya aracilik ettigi belirlenmistir (96). Yukarida belirtilen
rollerinin diginda sinirsel gelisimde ve sinaptik aktivitede diizenleyici bir molekiil
olarak fonksiyon gosterdigi anlasilmistir (92). Kaspaz-3 tam uzunluktaki caytaxin
proteinin 106. pozisyonda bulunan aspartat aminoasidinden keserek N- ve C-terminal
olmak tizere iki farkli fragment olusturmaktadir (10). Sitozoldeki caytaxinin kaspaz-3
tarafindan parcalanmasi da hiicreler arasindaki ekspresyon farkliligini agiklayabilir. Bu
durumda pargalanan kisimlarin western blot membraninda tespit edilmesi beklenebilir.
Ancak olusan fragmentlerin calismada kullanilan antikorla taninmama veya proteinlerin
jelde yiiriitiilmesi sirasinda daha hizli hareket ederek jelin disina ¢ikmis olma ihtimalleri
g0z Oniline almmalidir. MCF7 hiicre hattinda kaspaz-3’iin kodlandig1 gende meydana
gelen mutasyon sonrasi aktif kaspaz-3’iin olusturulamamast MCF7°deki caytaxin
ekspresyon artigini agiklayabilir. Benzer sekilde kaspaz-3 eksprese etmeyen B lenfosit
hiicrelerinde, p21 protein seviyesinin arttigi bunun nedeninin ise; p21’in kaspaz-3’iin
Substrati olmasi1 ve kaspaz-3 eksikliginden dolay1 p21 miktarinin artmasidir (97).

Son olarak, MLK3, mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) sinyal yolag: ile
aktive edilen ve gog, invazyon, proliferasyon ve apoptozda onemli fonksiyonlari olan
bir proteindir. Blessing ve arkadaslarinin SKOV3 ve TOV21G over kanseri hiicre
hatlar1 ile yaptiklar1 ¢aliyjmada MLK3’tin CHIP E3 Ubiquitin Ligaz tarafindan
ubiquitlendigi ve proteozomlarla yikilip ekspresyonunun baskilandigr gosterilmistir
(98). Caytaxin ile etkilesime girdigi belirlenen ilk protein CHIP E3 Ubiquitin ligaz’dir.
Caytaxin’in CHIP E3 ubiquitin ligaz tarafindan ubiquitinlenip yikilmasina neden oldugu
ileri stirlilmistiir (66). Calismamizda elde ettigimiz hiicreler arasi caytaxin ekspresyon
farkliligi, MLK3 proteininin yikiminda oldugu gibi, caytaxinin CHIP E3 Ubiquitin
Ligaz aracilt yitkimindan kaynaklanabilir. Bu hipoteze gore CHIP E3 Ubiquitin Ligaz
aktivitesi MDA-MB-231 hiicrelerinde artarken MCF7 hiicrelerinde baskilanmis
olmalidir. Bu hipotezin CHIP E3 Ubiquitin Ligaz asir1 ekspresyonu ve proteozom

inhibitorleri kullanilarak test edilmesi gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, caytaxin’in sahip oldugu BCH domaini, glutamat sentezine olan
etkileri, kaspaz-3 ile iligkisi, ubiquitinasyon yolu ile par¢calanmasi, MAPK yolag: ile
iligkileri araciligryla meme kanseri patogenezine katki sundugu hipotezi test edildi.
Literatiirde hakkinda ¢ok az bilgi bulunan caytaxin proteininin ekspresyon diizeyleri
arastirildi ve literatiirden farkli olarak caytaxin’in hem meme kanseri hiicre hatlari
MCF7 ve MDA-MB-231’de hem de 6liimsiizlestirilmis normal meme epitel hiicre hatti
MCF10A’da eksprese edildigi belirlendi. Ancak bu proteinin ekspresyon diizeylerinin
ne anlama geldigi ve kanser olusum ve ilerleme siireglerindeki roliiniin ne oldugu

konusunda kapsamli ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.
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EKLER

EK 1: Etik Kurul Onaymna Gerek Olmadigina Dair Belge

13 Nisan 2013 tarih ve 28617 say1 ile T.C. Resmi Gazetede yaymlanan “klinik
arastirmalar hakkinda yonetmelik’in Birinci Boliimiiniin 2. Maddesinin 1. Fikras1 (Bu
yonetmelik, biyoyararlanim ve biyoesdegerlik calismalari dahil, ruhsat veya izin
alinmamis olsa dahi insanlar iizerinde yapilacak olan ilag, tibbi ve biyolojik {iriinler ile
bitkisel iirtinlerin klinik aragtirmalari, klinik arastirma yerlerini ve bu arastirmalari
gerceklestirilecek gercek veya tiizel kisileri kapsar.) geregince bu ¢alismanin, bir klinik
arastirma degil sadece laboratuar calismasi olmasi sebebiyle Etik Kurul karari

alinmamustir.
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