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OZET

Kanser diinya genelinde, ikinci 6liim nedenidir. Meme kanserinde GGT enzim aktivitesinin arttigi
gosterilmistir. GGT ailesinde GGT1'e niikleotit veya amino asit dizisi benzerligi olan olas1 aktif
genlerin GGTS ve GGT7 oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismanin amaci siRNA uygulanan MCF 10A
ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda gen susturmasinin takiben GGT1, GGTS ve GGT7’nin mRNA
ve protein ekspresyon seviyelerinin sirasiyla qRT-PCR ve RAMAN spektroskopisi ile Ol¢iilmesi;
elde edilen sonuglar1t GGT aktivitesi, GSH ve LTD4 seviyeleri arasindaki iliskileri arastirmaktadir.
Her iki hiicre hatlarinda kontrole kiyasla si-GGT1 ile transfekte edilen hiicrelerde tripan mavisi
testi ile canlilik orani anlamli bir azalma saptanirken, MTT testi kullanildi§inda anlamli bir fark
elde edilmemistir. mRNA sonuglari ile benzer bir sekilde siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde
protein miktarlan transfekte edilmemis hiicrelere gore belirgin bir sekilde azalmistir. Her iki hiicre
hatlarinda da si-GGT1 ve si-GGT? ile transfeksiyonu takiben GGT aktivitesinde azalma olmadig1
ve GSH seviyesinin degismedigi gdsterilmistir. si-GGT7 ile transfekte edilen hiicre hatlarinda ise
GGT aktivitesinin artig1 belirlenmis, MCF 10A hiicre hattinda GSH seviyesinin arttigi; MDA-MB-
231 hiicre hattinda GSH seviyesinin azaldig1 saptanmigtir. si-GGTS5 ile transfekte edilen MDA-
MB-231 hiicre hattinda LTD4 seviyesinin azaldig1 goriilmiistiir, fakat MCF 10A normal
hiicrelerdeki LTD4 seviyesi MDA-MB-231 kanserli hiirelerindeki ile kiyaslandiginda daha diigiik
olup susturma etkisi goriilmemistir. Parametreler arasindaki iligki incelendiginde, MCF 10A hiicre
hattinda GGT aktivitesi ile tripan mavisi ile elde edilen canlilik oranlar1 ve GGT aktivitesi ile
LTD4 seviyesi arasinda pozitif yonde orta diizeyde istatistiksel olarak anlamli korelasyon oldugu,
MDA-MB-231 hiicre hattinda ise GSH seviyesi ve LTD4 seviyesi, negatif yonde orta diizeyde
istatistiksel olarak anlamli korelasyon oldugu, LTD4 seviyesi ve tripan mavisi ile elde edilen
canlilik oranlari, pozitif yonde orta diizeyde istatistiksel olarak anlamli korelasyon oldugu
bulunmustur. Sonug¢ olarak, GGT5 ve GGT-7 hiicre metabolizmasinda 6nemli rol aldiklarini
distiniilmektedir.
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ABSTRACT

Cancer is the second leading cause of death worldwide. GGT enzyme activity has been shown to be
increased in breast cancer. Possible active genes with nucleotide or amino acid sequence similarity
to GGT1 in the GGT family were identified as GGTS and GGT7. The aim of this study was to
measure mRNA expression levels of GGT1, GGT5 and GGT7 by qRT-PCR and protein expression
levels by RAMAN method after gene silencing using siRNA in MCF 10A and MDA-MB-231 lines
and examines the effects of silencing on the GGT activity, GSH and LTD4 levels. There was a
significant decrease in viability in cells transfected with si-GGT1 compared to the control when
using trypan blue test in both cell lines, but no significant difference was detected when using MTT
test. Similar to the mRNA results, the protein levels were significantly reduced in cells transfected
with siRNA compared to untransfected cells. It was shown that there was no decrease in GGT
activity and GSH level did not change in both cell lines transfected with si-GGT1 and si-GGTS. It
was observed that GGT activity increased in both cell lines transfected with si-GGT7 and the GSH
level increased in the MCF 10A cell line, while the GSH level in the MDA-MB-231 cell line
decreased. The level of LTD4 in MDA-MB-231 cell line transfected with si-GGT5 was decreased,
but the level of LTD4 in MCF 10A normal cells was lower compared to that in cancer cells and no
silencing effect was observed. When relationship between the parameters was examined, a
moderately statistically significant positive correlation was found between GGT activity and
viability when using trypan blue and between GGT activity and LTD4 level in MCF 10A cell line,
a moderately statistically significant negative correlation was found between GSH level and LTD4
level and a positive correlation was found between LTD4 level and viability when using trypan
blue in MDA-MB-231 cell line. In conclusion, GGTS and GGT-7 are thought to play an important
role in cell metabolism.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

pL Mikrolitre

L Litre

mL Mililitre

ng Nanogram

°C Santigrad derece
Kisaltmalar Aciklamalar

AA Arasidonik asit

AHP Akut hepatik porfiri
AGO2 Endonukleaz argonaute 2
AP-1 Aktivator protein-1
5-LOX 5-Lipooksigenaz

BC Baz cifti

BRCA1 Meme kanseri duyarlilik geni 1
cDNA Komplementer DNA
CLP Koaktosin benzeri protein
CK5/6 Sitokeratin 5/6

CK5 Sitokeratin 5

CK6 Sitokeratin 6

CK17 Sitokeratin 17

CK18 Sitokeratin 18

CK19 Sitokeratin 19

Cys-LT Sisteinil-lokotrien

DNA Deoksiriboniikleik asit



Xvil

DSO Diinya Saglik Orgiitii

dsRNA Cift zincirli RNA

EMT Epitel mezenkimal gecis

EpRE/Nrf2 Elektrofil-yanit element/ Niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili
faktor 2 sinyallesmesinin

ER Ostrojen reseptorii

FABP7 Yag asidi baglayici protein 7

FGF7 Fibroblast biiylime faktorii 7

FLAP 5-lipoksijenaz aktive edici protein

GBM Glioblastoma

GCL Glutamat sistein ligazi

vGC Gama-glutamilsistein

GGT Gama-glutamil transferaz

GGT1 Gama-glutamil transferaz 1

GGT5 Gama-glutamil transferaz 5

GGT7 Gama-glutamil transferaz 7

GSH Glutatyon

GSSG Okside glutatyon

GST Glutatyon-S-transferaz

HER1 Insan epidermal biiyiime faktor reseptdr 1

HER?2 Insan epidermal biiyiime faktor reseptor 2

HNF-3 Hepatosit niikleer faktor 3

H202 Hidrojen Peroksit

IARC Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi

IDK-NST Spesifik olmayan tip invaziv duktal karsinom

KLF2 Kruppel benzeri faktor 2

LT Lokotrien

LTA4 Lokotrien A4

LTA4H LTAA4 hidrolaz

LTB4 Lokotrien B4

LTC4 Lokotrien C4

LTC4S LTC4 Sentaz

LTD4 Lokotrien D4



LTE4
MAPK
MMP-9
MRNA
NADPH
NK

NO
NTN-hidrolaz
PK

PLA2

PR

PTGS
qRT-PCR
RISC
RNAI
ROS
5(S)-HpETE
si RNA
TGS

TN

UTR
Vavl
VEGFC
XBP1

Xviii

Lokotrien E4

p38 mitojen aktive edici protein kinaz
Matriks metalopeptidaz 9

Mesajc1 Riboniikleik Asit

Nikotinamid adenin dintikleotit fosfat,(indirgenmis formu)
Negatif kontrol

Azot monoksit

N-terminal niikleofil hidrolaz

Pozitif kontrol

Fosfolipaz A2

Progesteron reseptort

Post-transkripsiyonel gen susturma
Kantitatif Ters Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu
RNA aracilt induklenen susturma kompleksi
RNA interferansi

Reaktif oksijen tiirleri
5(S)-hidroperoksieikosatetracnoik asit
Small interfering RNA

Transkripsiyonel gen susturma

Triple (liglil) negatif

Cevrilmemis bolge

Vav guanin niikleotid degisim faktori 1
Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii C
X-box baglayici protein 1



1. GIRIS

Kanser, tiim insan hastaliklar1 arasinda Sakatliga Ayarlanmis Yasam Yillar1 (Disability
Adjusted Life Years — DALY Erken 6liim sebebiyle kaybedilen yasam yillar1 ve sakatlikla
gecirilen yasam yillarini toplamsyila hesaplanmaktadir) agisindan en yiiksek klinik, sosyal
ve ekonomik yiikiiniin sebebidir. DSO'niin verilerine gére diinya capinda en biiyiik yiike
sahip olan hastalik grubu kanserlerdir (244,6 milyon DALYSs), bunu iskemik kalp hastalig1
(203,7 milyon DALYs) ve inme (137,9 milyon DALYSs) izlemektedir. Bunula birlikte
meme kanseri, 15-49 yas araliginda en sik goriilen malignitedir [1]. Proliferasyon,
farklilagma ve apoptoz gibi bir¢cok siirecte yer alan cesitli faktorler, kanser tedavisinde
hedeflenmektedir. Gamma-glutamil transferaz (GGT), hiicre zarina baglanan, glutatyon
metabolizmasinda rol alan ve hiicre i¢i sistein seviyelerini dengeleyerek hiicrenin igindeki
redoks dengesinin korunmasina yardimci olan 6nemli bir enzimdir. Ayrica GGT’nin
inflamasyon mediatorleri olan I0kotrien metabolizmasindaki roli ilgi ¢ekicidir.
Lokotrienler, astim, atopik dermatit, sedef hastaligi, ateroskleroz, artrit, obezite, kanser ve
yasa bagli makula dejenerasyonu dahil olmak iizere kronik inflamatuvar hastaliklarda rol
oynamaktadir. GGT, LTC4'ten reseptorlere daha fazla afiniteye sahip olan LTDA4'%
olusturmak tizere glutamili LTC4'ten uzaklastirarak LTD4 olusmasini saglar [2,3]. Yiiksek
serum GGT seviyelerinin, meme kanseri, rahim agzi kanseri, karaciger kanseri, renal
hiicreli karsinom ve endometriyal kanser hastalifinda kotii prognoz ile iligkili oldugunu
gosterilmistir [4]. Ayrica degisik insan kanser hiicrelerinde asir1 eksprese edildigi
bulunmustur. GGT'nin timor ilerlemesini, invazyonu ve antikanser-ilag direncini
destekledigi ve serumda yliksek GGT seviyesinin kanser riskinin artmasiyla yakindan
iliskili oldugu bildirilmistir [5]. Yapilan 6n-genom ¢aligmalari, insan genomunun GGT1'in
yani sira ek olarak iliskili genler veya diziler icerdigini gostermistir. Genisletilmis GGT
ailesine ait 13 gen tanimlanmistir ve bunlardan en az 6’sinin aktif oldugunu bildirilmistir.
GGTLCI ve GGTLC2 olarak adlandirilan iki gen, GGT'nin yalnizca hafif zincir kismini
kodlama potansiyeline sahiptir. Bes tam uzunluktaki genlerden {igii 6nemli niikleotit dizi
homolojisinden yoksundur. Heisterkamp ve ¢alisma arkadaslart HUGO Gen Adlandirma
Komitesi (HGNC) ile isbirligi i¢inde, GGT1'e niikleotit veya amino asit dizisi benzerligi
olan olasi1 aktif genleri GGTS, GGT6 ve GGT7 rapor etmislerdir [6]. GGTS, redoks
regiilasyonunda, bagisiklik sisteminde ve ila¢ metabolizmasinda kritik rol oynamaktadir
[7]. Wei ve calisma arkadaslari, GGTS'in akciger kanserinde kanserle iligkili

fibroblastlarda yiiksek oranda eksprese edildigini, kanser hiicresinin hayatta kalma stirecini



ve ilag direnci gelisimini destekledigini bildirmislerdir [8]. GGTS ayrica mide kanseri ve

kolon kanserinde metabolizma ile ilgili anahtar gen olarak kabul edilmistir [7].

GGT7, GGT ailesinin yeni bir iiyesidir. GGT7'nin akciger kanserinin ilerlemesiyle iliskili
anahtar proteinlerle etkilesime girdigi bildirilmistir [7]. Pang ve Panee ¢alismalrinda, HIV-
1 Transgenik Sicanlarinda GGT7'nin mRNA seviyesinin beyindeki diger GGT
izoformlarindan ~20 kat daha yiiksek oldugunu gostermislerdir. HIV-1 Transgenik
Sicanlarin  talamusunda bir GGT izoformu olan GGT7’nin protein diizeyinde
ekspresyonunun  azalmasmin siganlarda yaslanma ile meydana gelen GSH
metabolizmasinin  bozulmasina katkida bulunabilecegi  yoniinde degerlendirme
yapmiglardir [9]. GGT7 ve glioblastoma ile ilgili baska bir ¢alisma, GGT7'nin reaktif
oksijen tiirleri (ROS) seviyelerini diizenleyerek glioblastoma biiylimesini tesvik etmede
onemli bir rol oynayabilecegini ortaya koymustur. Ayrica fizyolojik karaciger dokularina
kiyasla malign karaciger dokularinda GGT7 nin mRNA diizeyinde ekspresyonunun arttig1
gosterilmistir [7]. Gazi Universitesi, Biyokimya Anabilim Dalinzda yiiriitiilen bir baska
calismada, fizyolojik ve malign meme dokularinda GGT7 ekspresyonunun mRNA
diizeyinde arttig1 gosterilmistir [10]. Genel olarak GGT enzim aktivitesi bircok kanser
tiriinde artis gostermekle birlikte, farkli GGT genlerinin tespit edilmis olmasi, artan
aktiviteden hangisinin sorumlu oldugu sorusunu akla getirmektedir. Bu tez kapsaminda,
MCF 10A, saglikli meme epitel hiicre hattinda (kontrol grubu) ve MDA-MB-231, {icli
negatif meme kanseri hiicre hattinda siRNA araciyla gen susturmasinin takiben GGT1’in,
GGTS5’in ve GGT7’nin olas1 fonksiyonlar1 arastirilacaktir. Ayrica GGT1, GGTS ve GGT7
genlerinin siRNA araciyla susturulmasinin hiicre canliligi tzerine etkilerini tespit
edilecektir. GGT aktivitesi ve GSH ve LTD4 diizeyleri belirlenerek bu diizeyler ile gen

susturmasi arasindaki olast iliskiler degerlendirilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser Epidemiyolojisi

Kanser diinya genelinde, ikinci 6liim nedenidir [11]. Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi
(IARC), Diinya Saglik Orgiitii'niin (DSO) bir alt kurulusudur. IARC Kiiresel Kanser
Gozlemevinin bir pargast olan GLOBOCAN 2020 verilerine gore diinya ¢apinda 2020
yilinda yaklasik 684 bin kadin meme kanseri nedeniyle hayatini kaybetmis ve her iki
cinsiyette yaklasik 2,26 milyon yeni meme kanseri vakasi bildirilmistir; boylece diinyada
meme kanseri kanserler arasinda ilk sirada yerini almistir. Ayni verilere gore Tiirkiye'de
7 161 kadin meme kanseri nedeniyle hayatin1 kaybetmis ve kadinlarda yaklasik 24 175
yeni vaka (yeni vakalarinin %23,9’u) bildirilmistir (Sekil 2.1) [12].

Breast
24 175 (23.9%)
Other cancers
34 685 (34.3%)
Thyroid
11 034 (10.9%)
Ovary
4 059 (4%)
Stomach Colorectum
4 888 (4.8%) 9 202 (9.1%)
Corpus uteri Lung
5918 (59%) 7 057 (7%) Imamatianal Agency for Research on Cancer
Data source: Globocan 2020 () Workd Hoatth
Ci:ph production: GI:ha! Cancer ('i-) i
Observatory (http://geo.iarc fr) TOtal . 101 018

Sekil 2.1. Tirkiyede GLOBOCAN verilerine gore 2020 yilinda kadinlarda yeni kanser
vakalarinin sayis1 ve vakalarin kanser tiirtine gore dagilimlar [12].

2.1.1. Kanser etyolojisi

Meme kanseri; yas faktorleri, ilk dogum yasi, erken yasta menars, cinsiyet, diyet faktorleri,

obezite, sigara kullanimi, alkol tliketimi, diisik dozda irradyasyon, fiziksel aktivite,



emzirme, hormonal faktorler, hormon replasman tedavisi, steroid hormon reseptorleri,
meme yogunlugu, iyi huylu meme hastaligi ve genetik faktorlere bagli, multifaktoriyel bir
hastaliktir. Bununla birlikte, hangi risk faktérlerinin meme kanserinin karsinogenezinde;

bas role sahip oldugu hala belirsizdir [13].

2.2. Meme Kanseri Siniflandirmasi

Meme kanseri, farkli histolojik ve biyolojik 6zellikleri olan heterojen bir hastaliktir [14].
Meme kanserlerinin alt tiplerinin belirlenmesi, tedavi protokoliiniin belirlenmesi ve
hastaligin prognozunun degerlendirilmesi yoniinden dnemlidir. Meme kanseri, tiimdriin
histopatolojik gorlinlimii, molekiiler patolojik durumu, genetik analizi ve gen

ekspresyonuna gore siniflandirilir [15].

Meme kanserleri, histolojik dereceleri ve histolojik tiplerine gore biyolojik ve klinik olarak
alt smiflara ayrilmaktadir. Histolojik derece (grade), bir tiimoriin farklilasma derecesini
(tubiil olusumu ve niikleer pleomorfizm) ve proliferatif aktivitesini (mitotik indeksi)
degerlendirir ve tiimoriin agresif 6zelliklerini gosterir. Histolojik tip ise tiimorlerin biiyiime

paternini ifade eder (Sekil 2.2 ve Sekil 2.3).

Meme kanseri

In Situ Karsinom invaziv Meme kanserleri
invaziv
lobiiler
Kribriform Diisiik Duktal
histolojik lobiiler
Komedo varyasyon

Mikropapiller

Papiller Infiltratif
duktal

Solid

Sekil 2.2. Meme kanserinin histolojik siiflandirilmasi [16].
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Sekil 2.3. Meme patolojisinin goriiniimii [17].

En yaygmn meme karsinom tiirii, spesifik olmayan tip invaziv duktal karsinomdur (IDK-

NST). Bu tipi, meme kanserlerinin 6zel tiplerinden birinde siniflandirilabilmesi igin

spesifik ozellikler gdstermeyen adenokarsinomlar igermektedir. Meme kanseri 6zel tipleri,

tiim meme kanserlerinin% 25'ini olusturur ve Diinya Saglik Orgiitii stniflandirmasina gére,

en az 17 farkli histolojik 6zel tipi vardir (Cizelge 2.1) [14].



Cizelge 2.1. Meme kanseri histolojik tiplerinin siklig1 [18].

Invaziv Meme kanserlerinin histolojik tipleri | Siklig1 10 Yillik Sagkalim Orani
Spesifik  olmayan tip invaziv ~duktal | % 50-80 % 35-50
karsinomdur (IDK-NST).

Invaziv lobiiler karsinom % 5-15 % 35-50
Adenoid kistik karsinom % 0,1 % 90-100
Apokrin karsinom % 0,34 IDK-NST gibi
Osteoklastik dev hiicreli iceren invaziv | Bilinmiyor | IDK-NST gibi
duktal karsinom

Mediiller karsinom % 1-7 % 50-90
Metaplastik karsinom <%5 Bilinmiyor
Mikropapiller karsinom <%3 Bilinmiyor
Miisindz karsinom <%35 % 80-100
Noroendokrin karsinom % 2-5 Bilinmiyor
Tiibiiler karsinom % 1-6 % 90-100

2.2.1. Meme kanserinin molekiiler simiflandirilmasi

Glinlimiizde, gen ekspresyon ¢aligmalari ile meme kanserinin en az 7 farkli molekiiller alt

tipt ortaya konmustur. Bunlar arasinda luminal A, luminal B, luminal C, HER2 ile

zenginlestirilmis, bazal benzeri, liclii negatif, klaudin diisiik ve normal meme benzeri yer

almaktadir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Meme kanserinin molekiiller alt tipleri

Meme Kanserinin Molekiiller Hormon Reseptdr Durumu ki-67 Onemli Belirtecler

Alt Tipleri ER PR HERD proteini

Luminal A - - CK'ler, (zarf) PL1, XBP1,

Luminal B - T HNF-3, GATA3, ve Anneksin
XXXI

HER?2 ile zenginlestirilmis - - +

Bazal benzeri - -

CK5/6, CK17, integrin-34,
laminin ve FABP7

Uclii negatif (TN) - -

BRCAL1

Klaudin-diisiik - -

CXCLI12, FGF7, KLF2,
MMP-9, VEGFC, CD79b,
CDI14, vavl, ALDHIAL

Normal meme benzeri + +




Luminal benzeri meme kanseri tirleri

Luminal benzeri meme kanseri, adin1 normal luminal meme epitelinin ekspresyon profiline

benzerliginden almaktadir. Meme tiimorleri asagidaki gibi siniflandirilmaktadir:

Luminal A

Bu alt tipte, Ostrojen reseptdrii ER ve/veya PR progesteron reseptdrii pozitif, insan
epidermal biiylime faktorii reseptdr 2 (HER 2) ise negatiftir ve tiimor proliferasyonu ile
iligkili olan ki-67 proteini daha diisiik oranda saptanir. Luminal A, en sik goriilen alt tip
olup tiim meme kanserlerinin yaklasik % 401 olusturmakdir. Genelde en iyi prognozlu
olan tiptir. Bu grup hastalar hormon tedavilerine duyarli iken sitotoksik ajanlara daha az

duyarhidirlar.

Luminal B

Tiimorlerinde ER ile ilgili genlerin ifadesi luminal A tiimoérlerinden daha diisiiktiir, baz1
durumlarda HER?2 ifade etmektedir ve proliferasyon ile ilgili genlerin ifadeleri ise luminal
A kanserlerinden nispeten daha yiiksektir. Ayrica Niiks riski daha yiiksektir. Luminal B,
meme kanserlerinin yaklasik % 20'sini olusturmakdir. Luminal B tiimorlerinin genomik

kararsizlig1 ve TP53 geninde mutasyonlar1 gdsterilmistir.

Luminal A ve B tiimorlerinin her ikisinin de neoadjuvan kemoterapiye diisiik patolojik
yanitlar verdikleri rapor edildigi i¢in sitotoksik kemoterapiye ¢ok az duyarli oldugu

bilinmektedir.

Luminal C

Fonksiyonlar1 bilinmeyen farkli genlerin yiiksek ekspresyonu ile luminal A ve B alt
tiplerinden ayirt edilir. Ayrica, bu genlerin bazal benzeri ve HER?2 ile zenginlestirilmis alt
tiplerde asir1 ifade edildigi bulunmustur. Luminal C'de tanimlanmis genler, transferrin

reseptorii (CD71), MYB, niikleer protein p40, SQLE ve GGH icermektedir.



HER?2 ile zenginlestirilmis meme kanseri alt tipi

HER2 ile zenginlestirilmis alt tipi, meme kanserlerinin yaklasik %20-30'unu
olusturmakdir. Bu alt tip tomiirlerinde HER2/neu proliferatif genlerin yiiksek ekspresyonu,

luminal kiimelerin diisiik ekspresyonu ile karakterizedir.

Luminal kiimelerde, luminal sitokeratinleri (CK'ler) CK7, CKS8, CK18 ve CK19 ve insan
endojen retrovirlis envelope (zarf) PL1, X-box baglayici protein 1 (XBP1), hepatosit
niikleer faktor 3 (HNF-3), GATA baglayic1 protein 3 (GATA3), Anneksin XXXI ve

Ostrojen reseptorii 1 gibi liimenle iliskili diger belirte¢ler bulunmaktadir.

HER?2 ile zenginlestirilmis timdrler her zaman olmamakla birlikte genellikle HER2-pozitif
ve ER / PR-negatiftir. Klinik olarak, luminal A tiimdrlerine kiyasla daha kotii prognoza
sahiptir.

Bazal benzeri meme kanseri alt tipi

Bazal benzeri meme kanseri alt tipi, invazif duktal meme kanserlerinin yaklasik % 15'ini
olusturur. Normal bazal epitel hiicrelerinin gen ifade paternlerini gosterdiginden dolay1
bazal benzeri ad1 verilmistir. Bazal epitel hiicrelerinin karakteristik gen kiimesinin ifadesi,
(CK5/6) ve CK17, integrin-4, laminin ve yag asidi baglayici protein 7 (FABP7) igerir.
Bazal benzeri tiimorler, cogunlukla ER-negatif, PR-negatif, HER 2-negatif, CK5/6-pozitif
ve/veya EGFR (HER1)- pozitiftir. Bu tiimorlerin, luminal ve HER2 gen kiimelerinin diisiik
ekspresyonu nedeniyle ER/PR ve HER2/neu negatif (iiclii negatif) olduklar1 varsayilir.
Bununla birlikte, ti¢lii negatif (TN) ve bazal meme kanseri es anlamli degildir. TN meme
kanserleri, bazal benzeri meme kanserlerinden daha heterojen bir hastalik grubunu temsil

eder.

TN tiimorlerinin, yaklasik %30 kadar1 bazal benzeri degildir. Bu alt tip ayrica, nispeten
yiilksek BRCA1 (meme kanseri duyarlilik geni 1) mutasyonlari, artan genomik kararsizligi,
proliferatif genlerin kiimesinin yiiksek ekspresyonu ve yiiksek bir histolojik derece ile

karakterizedir.



Klaudin diisiik meme kanseri alt tipi

Yakin zamanda tanimlanan klaudin diisiik meme kanseri alt tipi, epitel mezenkimal (EMT)
gecisle iliskili genlerin asir1 ekspresyonu ile karakterizedir. Bu genler arasinda, kemokin
(C-X-C motif) ligand 12 gibi hiicre iletisim genleri, vimentin ve fibroblast biiylime faktori
7 (FGF7) genleri gibi hiicre dis1 matriksi olusturan genler, Kruppel benzeri faktor 2
(KLF2) gibi hiicre farklilasma genleri, integrin a5 ve moesin hiicre migrasyon genleri,
vaskiiler endotelyal biiylime faktorii C (VEGF-C) anjiyogenez genleri, matriks
metallopeptidaz 9 (MMP-9), bagisiklik ile iliskili genler, 6rnegin CD79b, CD14 ve vav
guanin niikleotid degisim faktorii 1 (vavl); ve kok hiicre benzeri genler, 6rnegin CD44 + /
CD24- ve Aldehit Dehidrojenaz 1 Aile Uyesi A1 (ALDHI1A1) bulunmaktadir. Siklikla
metaplastik ve mediiller farklilasma sergiler, luminal belirtecleri ifade etmezler ve

genellikle bazal alt tipin bir parcasidir [19].

Normal benzeri meme kanseri

Bu tiimérler tiim meme karsinomlarinin yaklasik % 5-10'unu olusturur. Iyi bir sekilde
karakterize edilmemistir. Bu alt tiple ilgili ¢ok az calisma vardir bu yiizden klinik 6nemi

belirsizdir [20].

2.3. Gamma-Glutamil Transferaz (GGT)

Gamma-glutamil transferaz, (y-glutamil transpeptidaz; (5-L-glutamil)-peptit, amino asit 5-
glutamil transferaz, EC 2.3.2.2) glutatyon metabolizmasinda 6nemli bir enzimdir. GGT, bir
amino terminal hidrofobik bdlge tarafindan hiicre zarina baglanan heterodimerik bir
glikoproteindir. Enzim, katalitik aktivite sergileyen biiyiikk bir karboksi-terminal
ektodomen ve belirgin bir sinyal peptidi igeren yaklasik 20 amino asit kalintisindan olusan
tek bir transmembran alana sahip oldugu icin tip II transmembran proteini olarak kabul

edilir (Sekil 2.4) [21].
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Sekil 2.4. Transmembran proteinlerin farkli topolojik tipleri [22]

Evrimsel olarak, yaygin olan GGT, prokaryotlarda, dkaryotlarda ve arkelerde korunmustur.
GGT, glutatyonun (GSH) y-glutamil bagimin kirilmasini ve y-glutamil grubunun, su
(hidroliz reaksiyonu) veya diger amino asitler veya peptitler (transpeptidasyon reaksiyonu)
gibi alic1 substratlara transferini katalize eden iki substratli bir enzimdir. GGT proteinleri,
N-terminal niikleofil hidrolaz (NTN-hidrolaz) ailesinin iiyeleridir. Bu proteinler, dizi
homolojisi gdstermeyen ancak ayni kinetik mekanizmalara ve kendi yapisini bolme isleme
sahiplerdir. Bunlar, tek bir amino asit zinciri sentezlendikten sonra kendi yapisini bolme
reaksiyonu yoluyla béliinmesinden kaynaklanan, biiyiik ve kiiciik bir alt birimden olusan
heterodimerik proteinlerdir. Simdiye kadar karakterize edilen tiim GGT proteinlerinde,
korunmus bir treonin (Thr-381), kataliz reaksiyonunun yani sira kii¢iikk ve biiyiik alt
birimlere kendi yapisin1 bolme isleminde niikleofil gérevi goriir. GGT'nin katalitik bolgesi,
iki ardisik cepten, verici ve alict bolgelerden olusuyor gibi goriinmektedir. y-glutamil
grubu veren substratin baglandigi dondr bdlge simdiye kadar daha kapsamli bir sekilde
karakterize edilirken, alic1 bolgeye katilan amino asit kalintilar hakkinda ¢ok daha az sey
bilinmektedir. Katalizin ilk adiminda, Thr'nin hidroksil grubu, glutatyon substratinin
karbonil grubuna saldirir. ikinci adim, bir gegis durumunun olusumudur. Ugiincii adim,
glutatyon substratindan 'Cys-Gly'nin salinmasiyla bir y-glutamil-GGT ara kompleksinin
olusumuna yol acar. Bu ara kompleks, yaygin olarak "oksianyon deligi kalintilar1" olarak
bilinen iki korunmus GGT glisini ile substratin arasindaki hidrojen baglar1 yoluyla stabilize
edilir. Bu mekanizmanin dordiincii ve son adimi, y -glutamil parcasinin suya veya kisa

peptide transferini igerir [23].
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2.3.1. GGT'nin yapisi

Okaryotlarda GGT bir hiicre yiizeyi glikoproteinidir. Tek bir N-terminal transmembran
alan1 yoluyla hiicre zarina sabitlenir. Katalitik aktivitenin tamami, proteinin hiicre dis1 alanm
icindedir. Insan GGT’si, 569 amino asitlik bir pro-peptid olarak sentezlenir. Propeptid
enzimatik olarak aktif degildir, ancak oto-katalitik isleme ile iki alt birime pargalanarak
aktive edilir. N-glikozilasyon, insan GGT'sinin uygun katlanmasi, kendi yapisini bolme
islemi ve aktivasyonu icin esastir, ancak olgunlagsmis, enzimatik olarak aktif
heterodimerden glikan cikarildiginda enzim aktivitesini korur [24]. Okaryotik GGT igin ilk
olarak insan GGT'sinin kristal yapist ¢oziilmistir (Sekil 2.5). GGT protein ailesinin
iiyeleri, dort katmanli afffo katindan olusan korunmus bir "sandvi¢ benzeri" 3D yapisal
alan1 paylasir [23]. Enzimin bir yiizey temsili, biiyiik alt birimin kiiciik alt birimin etrafina
sarildigini ortaya koymaktadir. insan GGT'si yedi N-glikozilasyon bdlgesine sahiptir. GGT
kristal yapisi, yedi bolgenin hepsinin proteinin dis ylizeyinde bulundugunu gosterdi. Ek
caligmalar, insan GGT'si ilizerinde bolgeye 0Ozgii ve dokuya ozgii glikan bilesimli
modellerin var oldugunu gostermistir. insan GGT'sinin kristal yapisi, yarigm en derin
kismindaki katalitik niikleofil (Thr-381) ile substrat kanalimi tanimlamistir. Insan
GGT'sindeki nispeten agik aktif bolge, prokaryotlarda bulunan aktif bolgeye kisith erisim
olan ¢ogu GGT'den farkhdir. Ek olarak, katalitik kalintinin yan zinciri Thr-381 i¢in, yan
zincirin substrat baglanmasi sirasinda hareket ettigini diistindiiren iki farkli konformasyon

gbzlenmistir [24].

Sekil 2.5. Insan GGT1'in kristal yapisi. A, hGGT1 heterodimerinin serit temsili. Biiyiik alt
birim (A zinciri) mavi renkte ve kii¢lik alt birim (B zinciri) yesil renktedir. Aktif
bolge Thr-381 kirmizi renk ile gosterilmektedir. Turuncu oval, aktif bolge
yargim gosterir. B, hGGT1'in bliyiik alt biriminin serit temsili C, hGGT1'in
kiigiik alt biriminin serit temsili gosterilmektedir [25].
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2.3.2. GGT gen yapis1

Insan GGT'si, en az yedi GGT geni veya psddogenden olusan bir multigen ailesidir. insan
GGT genlerinin genomik organizasyonunun siganinkine benzer oldugu varsayilmaktadir;
bu demek ki, transkripsiyonu ayni zamanda coklu ardisik olarak konumlandirilmis
promotorler tarafindan da kontrol edilir. Birka¢ insan GGT cDNA'st hepatom
hiicrelerinden, plasentadan, akcigerden ve pankreastan klonlanmistir. Tip I mRNA olarak
tanimlanan bu GGT transkriptleri, farkli 59-UTR (¢evrilmemis bolge) sergiler ancak ayni
kodlama dizisini paylasir. 22. kromozomda bulunan tek bir GGT geninden kopyalanirlar.
Diger dort insan GGT geninin ekspresyonu da gosterilmistir ve ekspresyonlart dokuya
0zgl gorinmektedir. Bunlar, daha sonra GGTLC2, GGTLC3, GGTLC4P ve GGTLCS5P
olarak tanimlanmistir, bunlarin tiimii sadece GGT'nin hafif zincirini kodlar ve bu nedenle
aktivite i¢in her iki alt {liniteye de ihtiya¢ duyuldugundan enzimatik aktiviteye sahip
degillerdir. Heisterkamp ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢calismada, insan GGT’si ile
ilgili tiim genlerin gen yapis1 ve ekspresyonu sistematik olarak analiz edilmistir. Insan
genomu aragtirildiktan sonra 13 insan GGT geni homologu tanimlandi ve bunlardan en az
altisinin aktif oldugu goriinmektedir (mRNA'lar1 kodlamak i¢in). Bunlar arasinda GGT 1
ve GGT 5'in GGT aktivitesi sergileyen proteinleri kodladigi bulunmustur. Bununla birlikte,
kromozom 22. kromozomda yer alan ve GGTI ile yakindan iligkili olan bir gen olan
GGT2’nin, tam uzunlukta bir proteini kodladigi gosterilmistir. Muhtemelen GGT2'nin
insan genomunda mevcut olmasi1 ve diger primatlar dahil bagka higbir tiirde bulunmamasi
nedeniyle evrimin sonlarinda meydana gelen GGT1 geninin bir kopyasi oldugu
diisiiniilmektedir. GGT1 ve GGT2 arasinda %97 niikleotid 6zdesligi ve %94 amino asit
0zdesligi vardir. GGT2’ye ait mRNA tespit edilmistir ve bu, GGT2'nin enzimatik olarak
aktif bir proteini kodladig1 varsayimina yol agmistir. Ancak yakin zamanda, GGT2'nin ii¢
izoformunun tiimii tarafindan kodlanan GGT2 propeptitlerinin kendi yapisin ikiye ayirma
isleminde basarisiz oldugu, enzimatik olarak inaktif oldugu, plazma zarina yerlesmedigi ve
hiicre i¢inde hizla bozundugu gosterilmistir. GGTS ilk olarak farelerde, GSH S-konjugat
l16kotrien C4'ii 16kotrien D4'e doniistiirebilme 06zelligine dayanarak tanimlanmistir ve
inflamasyon ile iligkilendirilmistir. Fare GGTS5, GSH'yi pargalamaz. insan GGT5 geni,
GGT1 ile % 40 amino asit 6zdesligine sahiptir, ancak ikinci derece hiz kinetigi, insan
GGT5'min GSH, GSSG ve l10kotrien C4'ii hidrolize etmede GGT1'in aktivitesinin
%A4'linden daha azina sahip oldugunu goéstermektedir [24]. GGT7 (eski adiyla GGTL3,
GGTL5), GGT ailesinin ayrintili incelenmemis yeni bir liyesidir [26]. Figlewicz ve ark.
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GGT benzeri 3 dahil olmak iizere 18., 19. ve 20. kromozom {iizerinde GGT ile ilgili birkag
diziyi tanimlamigstir. Aktif y-glutamiltranspeptidaz bdlgesini iceren 252 amino asitli bir
proteini kodlayan bir GGTL3 izoformu izole edilmistir [27]. GGT7, daha iyi karakterize
edilmis aile iiyeleri GGT1 ve GGTS ile sirasiyla % 47 ve % 52 benzer amino asit dizisine
sahiptir. Benzer olmakla birlikte, GGT7, GGT1 ve GGTS ile karsilagtirlldiginda hafif
zincirindeki yiiksek varyasyonun bir sonucu olarak yeni bir isleve sahip olabilir, bu da
farkl1 substrat baglanmasina neden olur. Bu farklilik, yalnizca GGT7'nin akciger kanseri ile
iligkili proteinlerle etkilesime girdigine ve kanserin ilerlemesinde rol oynayabilecegine
isaret etmektedir. Ayrica GGT7, normal dokulara kiyasla beyinde ~20 kat daha yiiksek
mRNA ekspresyonuna sahip olan tek izoform oldugu i¢in diger GGT izoformlarindan
farklidir. Normal beyin ile karsilastirildiginda gliomalarda GGT7 ekspresyonu azalmustir.
Bu o6nceki bulgular, GGT7min glioblastoma GBM biiylimesinde o6nemli bir rol
oynayabilecegini diistindiirmektedir [26].

2.3.3. GGT’nin fonksiyonlari

Normal dokularda GGT, viicuttaki bezleri ve kanallar1 kaplayan salgilayici ve emici
hiicrelerin liimen yiizeyinde eksprese edilir, bununla birlikte, en yiiksek GGT aktivitesi
seviyesi bobrekte bulunmaktadir. GGT knockout fareler, renal tiibiillerini kaplayan
hiicreler GSH'y1 geri alamadiklar1 i¢in idrarlarinda yabani tip farelere gore 2500 kat daha
fazla GSH salgilamaktadir. Glutatyoniiri, bobregin proksimal tiibiillerinin apikal yiizeyinde
GGT aktivitesinin olmamasinin bir sonucudur. GSH'nin stirekli atilimi, bir sistein eksikligi
ile sonuglanir, GGT knockout farelerin plazmasindaki sistein konsantrasyonu, yabanil tip
farelerde goriilenin sadece %?20'sidir. GGT knockout farelerin normal bir sekilde
biiyiiyemedikleri ve sistein eksikligi nedeniyle yaklasik 10 haftada o6ldiikleri bildirilmistir.
Oliimden 6nce, farelerde katarakt gelistigi, oksidatif DNA hasar1 seviyeleri arttig1 ve hiicre
ici GSH'nin azalmasimnin ve redoks stresinin tiim semptomlarina sahip olduklar

gorilmistiir [24].

GGTmin ekspresyonu, kiiltiirdeki hiicrelerin hiicre dis1 glutatyona bir sistein kaynagi
olarak erismesine izin vermektedir. Fakat in vivo sistein, diisiik ve biiylimeyi sinirlayan
konsantrasyonlarda mevcuttur. Tiimorlerin dolasimdan glutatyon ve sistein alabilecegini ve
glutatyon alimlarinin GGT inhibitorii asivisin tarafindan azaltilabilecegi gosterilmistir [28].

Bu sonuglara dayanarak, GGT'nin tiimdr biliytimesinde bir rolii oldugu sdylenebilir, ancak
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malign transformasyonda temel bir rol oynamamaktadir. Bununla birlikte, GGT'nin
oksidatif hasara dahil olduguna dair bazi1 kanitlar daha temel bir katki oldugunu
disiindiirmektedir. Ayrica, bir dizi ilag glutatyon ile glutatyon-S-transferazlar tarafindan
konjuge edilir ve glutatyonun varligi GGT aktivitesine bagli oldugundan, GGT ifadesinin
timorlerin kemoterapinin etkilerine direnmesine izin verip vermedigi de incelenmistir.
Hanigan ve ark. GGT'nin tiimor biiyiimesi ve sisplatine duyarlilik iizerine etkisi ile ilgili
caligmalarinda, GGT ile transfekte edilmis insan prostat kanseri hiicreleri nude farelere
enjekte edildiginde tlimdriin biiylime hizini arttirdigi ve GGT-pozitif timorler sisplatinin
etkilerine daha az duyarli oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, germ hiicreli tiimdrleri
olan insan hastalarda, GGT-pozitif timorlerde sisplatine artan yanitin kanitt yoktur. Son
olarak, insanlarda, GGT beyindeki kan damarlarinin etrafindaki astrositlerde eksprese
edilir, toksik ksenobiyotikleri konjuge ederek veya vazoaktif 16kotrienleri metabolize

ederek kan-beyin bariyerinde rol oynadigi diistiniilmektedir [28].

2.4. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (L-y-glutamil-L-sisteinilglisin; GSH) dogada yaygin olan, diisiik molekiiler
agirlikli tiyol yapisinda, genellikle hayvan hiicrelerinde nispeten yiiksek (0.1-10 mM)
konsantrasyonlarda bulunan bir tripeptittir. Hiicresel GSH'nin ¢ogu (%85-90) sitozolde,
geri kalam1 birgok organelde (mitokondri, niikleer matriksi ve peroksizomlar dahil)
bulunur. 10 mmol/L'ye kadar GSH igerebilen safra asidi disinda, hiicre disi GSH

konsantrasyonlar1 nispeten diisiiktiir (6rn; plazmada 2—-20 pmol/L) [29].

2.4.1. Glutatyon fonksiyonlari

Glutatyon, bir¢ok hiicresel reaksiyona katilir.

I.  GSH, serbest radikalleri ve diger reaktif oksijen tiirlerini (6rn., hidroksil radikali,
lipid peroksil radikali, peroksinitrit ve hidrojen peroksit) dogrudan ve dolayli olarak
enzimatik reaksiyonlar yoluyla etkili bir sekilde temizler. Bu tiir reaksiyonlarda
GSH, GSSG olusturmak tizere oksitlenir ve daha sonra NADPH'ye bagh glutatyon
rediiktaz tarafindan GSH'ye indirgenir (Sekil 2.6). Ek olarak, glutatyon peroksidaz
(selenyum igeren bir enzim), hidrojen peroksitin (H2O2) ve diger peroksitlerin

GSH'ye bagl indirgenmesini katalize eder.
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Sekil 2.6. Antioksidan mekanizmada glutatyonun rolii [30]

IL.

III.

GSH c¢esitli elektrofiller, fizyolojik metabolitler (6rn. Ostrojen, melaninler,
prostaglandinler ve lokotrienler) ve ksenobiyotikler (6rn., bromobenzen ve
asetaminofen) ile merkaptiiratlar olusturmak {izere reaksiyona girer. Bu
reaksiyonlar glutatyon-S-transferaz (bir Faz II detoksifikasyon enzimleri ailesi)

tarafindan baslatilir.

GSH ile NO birleserek bir S-nitroso-glutatyon bilesiginin olusturulmasini saglar, bu
bilesik GSH ve NO'yu serbest birakmak igin tioredoksin sistemi tarafindan
parcalanmaktadir. Son kanitlar, endojen NO'nun hedeflenmesine hiicre i¢ci GSH'nin
aracilik ettigini gostermektedir. Ek olarak, hem NO hem de GSH, insiilin
duyarlhlastiric1 ajanlarin hepatik etkisi i¢in gereklidir, bu da lipid, glukoz ve amino

asit kullanimin1 diizenlemedeki kritik rollerini gosterir.
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IV.  GSH, formaldehiti S-formil-glutatyona doniistiiren formaldehit dehidrojenaz igin
bir substrat gorevi goriir. Metionin, kolin, metanol (alkol dehidrojenaz), sarkozin
(sarkozin oksidaz) ve ksenobiyotiklerin (sitokrom P450'ye bagli monooksijenaz
sistemi yoluyla) metabolizmasindan {iretilen formaldehit, kanserojen bir bilesik

oldugu i¢in uzaklastirilmasi fizyolojik 6neme sahiptir,.

V. Prostaglandin H2'nin (arasidonik asidin bir metaboliti) endoperoksit izomeraz

tarafindan prostaglandin D2 ve E2'ye doniistiiriilmesi i¢in GSH gereklidir.

VI.  GSH, metilglioksal’1, mikroorganizmalarda aktif bir yol olan D-laktat’a doniistiiren
glioksalaz sisteminde yer alir. Son olarak, proteinlerin glutatyonilasyonu (6rnegin,
tiyoredoksin, ubikitin konjuge edeci enzim ve sitokrom c oksidaz) hiicre

fizyolojisinde 6nemli bir rol oynar.

Boylece GSH hayvanlarda hayati fonksiyonlara hizmet eder. Lenfositler ve bagirsak epitel
hiicreleri dahil olmak iizere hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in yeterli GSH konsantrasyonlari
gereklidir. Ayrica glutatyon spermatogenez ve sperm olgunlagsmasinda Onemli bir rol
oynar. Ek olarak, GSH, T-lenfositlerin ve polimorfoniikleer 16kositlerin aktivasyonunun
yani sira sitokin iiretimi i¢in ve dolayistyla konak¢r immiinolojik olarak tehdit edildiginde

basarili bagisiklik tepkileri olusturmak i¢in gereklidir [29].

y-glutamil dongiisii yoluyla glutatyon biyosentezi, GSH homeostazin1 ve normal redoks
durumunu korumak i¢in 6dnemlidir. Plazma zarimin dis ylizeyinde yer alan dongiiniin tek
enzimi olan GGT, hiicre dis1 GSH'yi parcalayarak y-glutamil bilesiklerini ve daha sonra
zara bagl dipeptidazlar tarafindan parcalanan sisteinilglisini iiretir, boylece GGT, hiicre i¢i
GSH de novo sentezi i¢in hiz smirlayict substrat olan sisteini saglayarak GSH
homeostazinda kilit rol oynamaktadir. GSH'nin de novo sentezi, iki ardisik ATP'ye bagl
reaksiyondan olusur: ilk reaksiyonda, glutamat sistein ligazi (GCL, y-glutamilsistein sentaz
olarak da bilinir), y-glutamilsistein (yGC) {liretmek i¢in substratlar olarak glutamik asit ve
sistein kullanir, daha sonra glisin ile reaksiyona girerek glutatyon sentaz tarafindan katalize

edilen bir reaksiyonda GSH olusturur (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. y-Glutamil dongiisii [31].

Ayrica GGT tarafindan GSH S-konjugatlarinin ve diger y-glutamil bilesiklerinin
boliinmesi, lokotrien -C4, prostaglandinler ve Ostrojen gibi dogal biyomolekiillerin yani
sira kanserojenler, mutajenler ve ilag bilesikleri gibi ksenobiyotik bilesiklerin

metabolizmasinda da 6nemli bir rol oynamaktadir [32].

2.5. Lokotrienler

Lokotrienler, esas olarak miyeloblastik (nétrofiller, eozinofiller ve mast hiicreleri) ve
monoblastik soylardan (monositler/makrofajlar) 16kositler tarafindan biyosentezlenir. Bu
lipid mediatorleri, parakrin bir sekilde etkilerini gosterirler, islevlerini nanomolar
konsantrasyonlarda gosterirler ve hedef hiicre tipine gore farkli tepkilere yol acarlar.
Lokotrienin iki sinifi vardir: dihidroksi yag asidi lokotrien LTB4 ve lipit-peptit konjugati
LTC4' ve sirali peptidolitik boliinme ile olusturulan metabolitleri LTD4 ve LTE4' igeren
sisteinil-lokotrienler (Cys-LT'ler). Lokotrienler, cesitli fosfolipaz A2 enzimleri (PLA2'ler)
tarafindan hiicre i¢i olarak membran fosfolipidlerinden serbest birakilan aragidonik asitten

(AA) sentezlenir [33, 34].
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Lokotrien biyosentezindeki merkezi enzim olan 5-lipoksijenaz (5-LOX), tam aktivite i¢in
bir dizi uyarici faktor gerektirir ve iki yardimer protein, 5-LOX aktive edici protein (FLAP)
ve koaktosin benzeri protein (CLP) tarafindan desteklenir [35]. Aktiflestirilmis 5-LOX'un
katalitik demir merkezi, AA'y1 iki asamali bir reaksiyonda doniistiiriir: ilk 6nce 5(S)-
hidroperoksieikosatetraenoik asite [5(S)-HpETE], ardindan gegici epoksit ara Triinii
LTA4'e doniistirmektedir. LTA4, LTA4 hidrolaz (LTA4H) tarafindan dihidroksi asit
LTB4'e doniistiiriiliirken, LTC4 sentaz (LTC4S), LTA4'i glutatyon (GSH) ile konjuge
ederek Cys-LTs LTC4, LTD4 ve LTE4"in ana bilesigi olan LTC4" olusturur (Sekil 2.8)
[33].

OOH
— COOH 5-HETE
5-LOX
20:4(n-6) ———» Z —
arasidonik asit — — 5(S)-HPETE
5-LOX
(LTA, sentaz) l RAPCLE
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COOH
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Sekil 2.8. Lokotrien sentezi [36].
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LTB4'in klasik biyolojik etkileri arasinda kemotaksi, endotelyal tutunma ve lokositlerin
aktivasyonu yer alirken, cys-LT'ler - ozellikle LTD4 - mikrodolagimdaki ve solunum
yolundaki diiz kaslarin kasilmasini saglar. Ek olarak, tiim bu lokotrienlerin proinflamatuar
ve immiin diizenleyici fonksiyonlar1 bulunur, bu nedenle biyosentezde gorevli enzimler

potansiyel ila¢ hedefleri olarak degerlendirebilmektedir [33].
2.6. GGT ile Kanser

Insan tiimérlerinde GGT'nin dagilim1 ve konsantrasyonu, normal dokularda gdzlenenden
bazi farklilik gosterir. Yumurtalik, kolon, karaciger, astrositik glioma, yumusak doku
sarkomu, melanom ve losemilerde GGT diizeylerinde artig gézlenmistir. Hanigan ve ark.
tarafindan 451 insan timorii ile yapilan genis bir ¢alisma, GGT pozitif dokulardan tiireyen
timorlerin  ¢ogunun kendilerinin de pozitif oldugunu ve akciger ve yumurtalik
karsinomlarmin da GGT negatif epitelden tiiretilmesine ragmen genellikle GGT pozitif
oldugunu gostermislerdir [37]. Melanom hiicrelerinde in vitro ve in vivo calismalarda,
artan invaziv bilyiimeye eslik eden yiiksek GGT aktivitesinin oldugu bulunmus ve insan
meme kanserinde GGT ekspresyonu ile olumsuz prognostik isaretler arasinda pozitif bir
korelasyon tanimlanmistir. Bununla birlikte, diger calismalar, prostat, kolorektal ve meme
kanseri modellerinde GGT ekspresyonu ile standart klinik patolojik parametreler arasinda
herhangi bir iliski bulamamistir. Bu farkliliklar, kanser hiicrelerinde bulunan yiiksek
degiskenligin yan1 sira gevre, ilaclar ve diyet gibi diger faktorlerin, GGT ekspresyonu da
dahil olmak {izere neoplastik lezyonlarin fenotipini degistirebilen etkisinin bir sonucu

olarak agiklanabilir [37].
2.7. GGT Indiiksiyon Yollar

Kimyasal karsinojenlere maruz kalan laboratuvar hayvanlarinda GGT-pozitif odaklarin
varligini gosteren ilk raporlar, GGT nin neoplastik doniisiimiin erken bir belirteci oldugunu
One siirmiistiir. Bununla birlikte, kanserojenler tarafindan indiiklenen artan GGT
ekspresyonunun altinda yatan mekanizmalar tanimlanamamistir. Calismalar, farkli hiicre
tiplerinde oksidatif strese akut maruziyete bagli GGT'nin yukar1 regiile edildigini
gostermistir. Bu artmis GGT ekspresyonununun, hiicre dist sinyalle diizenlenen kinaz
(ERK) ve p38 mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) yolaklariin aktivasyonu yoluyla

aktivator protein-1 (AP-1) benzeri transkripsiyon faktorlerinin veya elektrofil-yanit
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element/ Niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktér 2 sinyallesmesinin (EpRE/Nrf2)
katilimindan kaynaklandigin1 diistinmektedir. Aslinda, GGT ekspresyonu ile Ras-MAPK
yollarinin aktivasyonu arasindaki baglanti, kolon kanseri hiicrelerinde gosterilmistir.
Ayrica, reaktif oksijen tiirleri (ROS), karsinojenez siirecinde yer almistir ve ayni zamanda,
ROS/elektrofillere yanit olarak bir¢ok genin redoks diizenlemesi, GGT ekspresyonunu

modiile ettigi onerilmistir [37].

2.8. RNA Susturma ile Gen Diizenlenmesi

RNA susturma, bir genin transkripsiyonunu baskilayarak (transkripsiyonel gen susturma
[TGS]) veya mRNA’in dizi-spesifik par¢alanmasina yol agan (post-transkripsiyonel gen
susturma [PTGS]/RNA interferansi [RNAi]) yeni bir gen diizenleyici mekanizmadir. RNA
interferans1 (RNAi) mekanizmasi, ilk defa bitkilerde kesfedildi, ancak daha sonra RNAi
protozoa, sinekler, nematodlar, insektler, parazitler, fare ve insan hiicre hatlar1 dahil olmak
iizere hemen hemen tiim Okaryotik organizmalarda tanimlanmistir. RNAi sirasinda, ¢ift
zincirli RNA (dsRNA), hedef mRNA'larin (indiikleyici molekiillerin) 6nce pargalanmasina
ve sonunda yikimina yol agar. Sonug olarak, hedef mRNA'lar sitozolde birikemezler, ancak
niikleer analiz yontemleri ile var olduklar tespit edilebilmektedir. RN Ai'nin dogal islevleri
ve bununla ilgili siireglerin, genomun viriisler ve transpozonlar gibi hareketli genetik
unsurlarin istilasina karsi1 korunmasinda ve hiicrelerin gen ifadesinin denetiminde rol aldigi

bilinmektedir [38].

2.8.1. RNAiI mekanizmasi

RNALI, evrimsel olarak biiyiik oranda korunmustur. RNAi mekanizmasi ayrintili olarak su
sekilde agiklanabilir; endojen dsRNA'lar, dicer adi verilen bir riboniikleaz proteini ile
kiigiik interferans siRNA'lere (siRNA: small interfering RNA) pargalanir. siRNA, 21-23
baz cifti (b¢) uzunlugunda ve her iki 3’ ucunda 2 niikleotidlik uzantiya sahiptir. siRNA,
RNA aracili indiiklenen susturma kompleksi (RISC-RNA) ile baglanir ve RISC'nin
katalitik bileseni olan endoniikleaz argonat 2 (AGO2) zinciri (sens) pargalanir, kilavuz
zinciri (antisens) ise RISC i¢ine yerlestirilir. Daha sonra, kilavuz zinciri, aktif siRNA-RISC
'vi hedef mRNA'ya yonlendirir. RISC kompleksi mRNA'y1 tarar ve kilavuz zincirini

tamamlayict olan mRNA boélgesini bularak endoniikleaz argonat 2 (AGO2) proteini ile
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mRNA'nin par¢alanmasini saglar ve bdylece transkripsiyonun baskilanmasi saglanmis olur

(Sekil 2.9) [39-41].
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Sekil 2.9. siRNA interferans yolaklar1 [42]

2.8.2. siRNA temelli gen terapisi

Fire ve Mello 1998'de, Caenorhabditis elegans organizmasina, eksojen bir dsSRNA enjekte
ettikten sonra RNA interferans (RNAi) mekanizmasiyla genleri susturdugunu
gostermislerdir [40]. Bu calismanin ardindan, spesifik gen fonksiyonlarini inceleme, gen
tedavisi ve ilag¢ gelistirme alanlarinda biiylik adimlar atilmasi nedeniyle Andrew Z. Fire ve
Craig C. Mello 2006 yilinda Tip alaninda Nobel 6diiliine layik goriilmislerdir [43].
siRNA, spesifik bir genin asir1 ifadelenmesinin veya mutasyonlarmin transkripsiyon
sonrast gen diizenlenmesini saglayarak genetik hastaliklar, viral enfeksiyonlar,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve otoimmiin bozukluklar gibi ¢esitli patolojik durumlar i¢in
imit verici bir terapotik yaklasimdir. Kanser ile ilgili birgcok gen bulundugu igin
siRNA’larin yeni tedavi olmada 6dnemli potansiyelleri vardir. Son yillarda siRNA yontemi

kullanilarak onkogenlerin ifadesi durdurulmustur, ayrica baz1 timor baskilayict genlerdeki
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mutasyonlar ve kanserde bazi sinyal yolaklarindaki anahtar molekiilleri aydinlatilmistir.
Ayni zamanda siRNA spesifik ozellikleri ve genis hedefleme yetenegi nedeniyle gesitli
hastaliklarda kisisellestirilmis gen terapisinde rol alabilmektedir [40].

siRNA ile kanser tedavisinin avantajlari

siRNA ilaclarinin, kemoterapdtik antikanser ilaglar ile karsilastirildiginda, 6zellikle de

tedavisi olmayan kanserler i¢in avantajlar1 vardir:

1. siRNA'lar, yiiksek derecede giivenli ilaglardir.

2. siRNA'lar, gen transkripsiyonunun sonrasinda etki ettikleri i¢in DNA ile etkilesime
giremez, bdylece gen terapisinde yaygin olan mutasyon ve teratojenik risklerinden

kaginir

3. siRNA'lar, oldukga etkilidir.

4. siRNA'lar, sadece birka¢ kopya ile tek bir hiicrede gen ifadesinin dramatik bir sekilde

bastirilmasina neden olabilirler.

Diger kiiciik ila¢ molekiilleri veya antikor bazli ilaglarla karsilagtirildiginda, siRNA'nin en
biiyiik avantaji, tamamlayict baz eslesmesinden dolay: tiim genlere hedeflenebilmesi ve

hedef gene kars yiiksek seciciligidir [39].

siRNA ile kanser tedavisinin engelleri

Su anda, klinikte siRNA temelli tedavinin uygulanmasinin 6niindeki ana engel, etkili bir
tagiyicit sisteminin bulunmamasidir. siRNA'nin etkisini gosterebilmesi i¢in, kanser
hiicrelerine ulagsmas1 ve hiicre membranindan gegerek sitoplazmada bulunmasi gereklidir.
Ideal tastyict sistemi, siRNA'y1 serum niikleaz ile parcalanmadan, bobrek ile
eliminasyonundan ve fagositler tarafindan alinmasindan korumalidir, boylece siRNA'larin
uzun siire stabil kalmalar1 ve hedef hiicreye ulagsmasi saglanabilir (Sekil 2.10). Uygun
tastyict sistem bulunamamasi siRNA'in klinik ¢aligmalarinin baslangigta umulandan daha

yavas ilerlemesine sebep olmugtur.
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Sekil 2.10. Hiicre dist (A) ve hiicre i¢i (B) bolgelerdeki iletim engellerinin sematik
gosterimi  [40].

Son yirmi yilin biiyiik kism1 hem siRNA molekiillerini belirli hedef organlara ulagtirmanin
hem de siRNA'nin kan dolasimindayken stabilitesini koruyabilen nanopartikiiller
iretmenin etkili yollarmi arastirarak gecirilmistir [39]. Bu miicadelenin sonunda
ONPATTRO® (patisiran, ALNTTRO02), siRNA-temelli ilk ila¢ olarak 2018’de Amerika
Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA) ve Avrupa Komisyonu (EC) tarafindan
onaylanmistir. Ayirica yakin zamanda FAD, GIVLAARI ™ (givosiran, ALN-AS1)'nin,
akut hepatik porfiri (AHP) olan yetiskinlerin tedavisi i¢in kullanilmasini onaylamistir [42].
Bunun yani sira klinik ¢alismalari devam eden siRNA-temelli ilaglar mevcuttur (Cizelge

2.3).

Cizelge 2.3. Klinik ¢aligmalar1 devam eden bazi siRNA-temelli ilaglar [42].

flag ad Uygulanan Kanserler Dagitim sistemi Hedefi Klinik
Faz1
Atu027 Pankreatik duktal karsinom, AtuPlex PKN3 172
siG12D-LODER Pankreatik  duktal  karsinom, | Polymeric matrix KRAS 2
Pankreatik kanser G12D

Cobomarsen Kan kanserleri (kutandéz T hiicreli | NA MicroRNA- | 2

(MRG-106) lenfoma, 16semi...) 155

ARO-HIF-2 Berrak hiicreli karsinom (ccRCC) | TRiM (RGD- | HIF-2a 1
siRNA conjugate)

si-PT-LODER Prostat kanseri Polimerik matriks | HSP90 Preklinik
(LODER polimer)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler
= Ultra saf su cihaz1 Thermo scientific Barnstead
= Hassas terazi: And GR-200
= Vorteks: Select Bio-Products Select
= PH Metre: inoLab WTW
* Mini Santrifiij Cihazi: Grant-Bio PCV-3000
» EVE™ NanoEntek cihaz1
=  NanoDrop, Thermo Scientific, ABD

* Prime Pro 48 Real-time qPCR, Techne, Ingiltere

Yiizeyde Zenginlestirilmis Raman Spektroskopisi

3.2. Kullanilan Kimyasallar

DMEM vasat (Biological Industries, ABD)

= Fetal Sigir Serumu (FBS) (Biological Industries, ABD)

= %] Penisilin - Streptomisin (Pen-Strep) (Biological Industries, ABD)

=  Tripsin-EDTA (%0,05) (Biological Industries, ABD)

» Dharma FECT™ transfeksiyon reaktifi (Horizon, Ingiltere)

* siRNA soliisyonlari (Horizon, Ingiltere)

25
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» Bradford Ultra™ c¢ozeltisi (Expedeon, ABD)

= 9% 30 luk HAuCl4 ¢ozeltisi

= Kiiresel yapida altin nanopartikiilleri (AuNP)

= DTNB (5,5’-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit))

* Tripan mavisi

= MTT (3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolium bromit)

=  Trizol (Thermo Fisher, ABD)

= (RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit, Thermo Scientific, ABD)

=  Primerler (Oligomer)

= Master mix (Bioline, Avustralya)

* GGTI1, GGT5 ve GGT7 antikorlar1 (Abcam, Ingiltere)

= y-GT Activity Assay Kit, E-BC-K126-M, (Elabscience, ABD)

» Human (GSH) ELISA Kit, (SUNRED, Cin)

= Human Leukotriene D4 (LTD4) ELISA Kit, (SUNRED, Cin)

3.3. Hiicre Kiiltiira

3.3.1. Kullanilan hiicre dizileri

MCEF 10A, saglikli meme epitel hiicre hatt1 kontrol grubu olarak kullanilmistir.

MDA-MB-231, {i¢lii negatif meme kanseri hiicre hattidir.
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3.3.2. Hiicrelerin Kiiltiire edilmesi

MCF 10A ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinin ¢ogaltilmasi icin DMEM vasat
(Biological Industries) kullanildi. Vasat igerisine %10’luk Fetal Sigir Serumu
(FBS) (Biological Industries) ve %1 Penisilin - Streptomisin (Pen-Strep)
(Biological Industries) eklendi. MCF 10A ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 37 °C,
%35 CO2 inkiibator igerisinde, 75 cm?’lik flasklarda ¢ogaltildi.

= Hiicreler yeterli yogunluga ulastiginda kiiltiir vasatin1 bosaltip Fosfat Tampon Tuz

Cozeltisi (PBS) (Biological Industries) ile bir dakika yikandi.

= Hiicrelerin tlizerine 5 mL Tripsin-EDTA (%0,05) (Biological Industries) ekleyerek
ylizeyi bir dakika yikandi. Fazla tripsin bosaltilip hiicre tabakasi yilizeyden
ayrilincaya kadar inkiibatorde (5-10 dk) bekletildikten sonra 5 ml taze vasat eklenip

stispanse edildi.

» Hiicre siispansiyonu 15 mL’lik falkon tiipiine aktarilip 3000 rpm’de 4 dakika
santrifiij edildi.

= Santrifiij sonucu olusan siipernatan atild1 ve hiicrelere 3 ml taze vasat eklenerek

reslispanse edildi.

* Daha sonra 1 mL alinarak yeni bir 75 cm?’lik flaska ekim yapildi. Uzerine 15 mL

vasat eklendi, boylece hiicrelerin yeniden ¢ogalmalar1 saglandi.

= FEkim sonrasit fazla kalan hiicreler, %50’lik FBS ve %10’luk dimetilsiilfoksit
(DMSO) igeren vasat i¢inde -80 °C’de donduruldu.

3.4. siRNA Transfeksiyonu ile Gen Susturma Deneyleri

Prensip:  siRNA, spesifik bir genin asir1 ifadelenmesinin veya mutasyonlariin

transkripsiyon sonrasi gen diizenlenmesini saglamaktadir.
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Yontemin Uygulanigi: MCF 10A ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda GGT1, GGTS5 ve
GGT7 genlerin fonksiyonlarim1 belirlemek amaciyla hiicrelerdeki siRNA transfeksiyon
yontemi uygulayarak GGT1, GGT5 ve GGT7 genleri translasyonu baskilanmistir.

Transfeksiyonda kullanilan materyaller asagada siralanmustir:

6 kuyucuklu hiicre kiiliitrii plag:
= FBS ve Pen-Strep igermeyen vasat
* Dharma FECT™ transfeksiyon reaktifi (Horizon, Ingiltere)

= GGTI1, GGTS5, GGT7, pozitif kontrol ve negatif kontrole ait siRNA’lar (5 uM

soliisyonlar, Dharmacon™ Horizon, ingiltere ).
3.4.1. Transfeksiyon sartlarinin optimize edilmesi

Transfeksiyon calismalarinda, 48 kuyucuklu hiicre kiiltiirli plagi hiicre ekimi yapildiktan
sonra 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Ardindan transfeksiyon kosullarinin optimize
edilmesi amaciyla ilk olarak MDA-MB-231 hiicreleri kullanilmistir. Bu calismalarda
siRNA’larin konsantrasyonlarinin ve inkiibasyon siiresinin belirlenmesine yonelik deneyler
yapilmustir. Degisik hacmilerdeki Dharma FECT™ ajan1 (0.75, 1, 2, 2.5 uL) ve farkli
inkiibasyon siiresi ile (24, 48, 68 saat) deneyler gerceklestirilmistir (Cizelge 3.1.).
Ardindan MDA-MB-231 hiicreleri ile yapilan ¢aligmalardan elde edilen etkin sonuglarin
1s181nda transfeksiyon vasat icerisinde ideal konsantrasyonlar ve gerekli olan inkiibasyon
siiresi MCF 10A hiicrelerinde tekrarlanmigstir. iki hiicre hatlarindan elde edilen etkin

sounglar daha sonra 3 kere tekrarlanmistir.
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Cizelge 3.1. Transfeksiyon deneylerden elde edilen bulgular.
Hiicre Transfeksiyon Transfeksiyon Transfeksiyon Bulgular
Hatt1 ajani ajan1 miktar1 stiresi (saat)
(uL/mL)
0.75,1,1.5,2 24/ 48/ 68 Transfekte edilmemis hiicrelerle
karsilagtirildiginda hedef genler
susmamislar veya kismen susmuslar
MDA- DharmaFECT™
MB-231 (Horizon) 2.5 uL/mL 24 Hedef genler kismen susmuslar
2.5 uL/mL 48 Hedef genler tamamen ya da biiyiik
oranda susmusglar
2.5 uL/mL 68 Yeniden ekspresyon gergeklesmis

3.4.2. siRNA transfeksiyonunun uygulanmasi

Birinci giin, 2000 pL vasat icerisinde 5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu

hiicre plagina ekim yapildi.

Ikinci giin, transfeksiyon vasati asagidaki deney prosediiriine gére hazirlandi:

1. Tip 1: 10 uL siRNA soliisyonu + 190 uL FBS ve Pen-Strep igermeyen besiyeri
eklendi.

2. Tiip 2: 10 pL DharmaFECT™ transfeksiyon reaktifi +190 uL. FBS ve Pen-Strep

icermeyen vasat eklendi.

3. Her tiip mikropipet yardimiyla hafifce karistirildi ve oda sicakliginda 5 dk
bekletildi.

4. Tip 1, tip 2’ye eklenip mikropipet yardimiyla hafifce karistirildi ve oda

sicakliginda 20 dk bekletildikten sonra 1600 pL tam ortam (FBS+ besiyeri) eklendi.

5. Kuyucuklardan vasat ¢ekildi ve her kuyucuga 2000 pL hazirlanan transfeksiyon

vasat eklendi.

Ardindan, 37°C, %5 CO; inkiibator icerisinde 48 saat inkiibasyona birakildiktan sonra

transfeksiyon sonlandirilip vasatlar atildi ve PBS ile yikandi. Transfekte edilen bir grup
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hiicre qRT-PCR ve Raman-spektroskopi yontemlerinde kullanmak i¢in 1 mL trizol ile
kaldirildi, diger grup hiicreler ise Elisa kitlerinde kullanmak i¢in 500 pL Tripsin EDTA
(%0,05) ile kaldirildi.

3.5. Tripan Mavisi ile Hiicre Canlihiginin Tespiti

Prensip: Tripan mavisi boyasi, canli hiicre membraninin zarar gérmediginden hiicre igine
gecemezken, 0lii hiicre membranindan gecerek hiicreleri maviye boyar. Boylece canli ve
olii hiicreler birbirinden ayrilir. Bu yéntemle EVE™ NanoEntek cihazi yardimiyla hiicreler

sayilarak canliliklar1 belirlendi.

Yontemin Uygulamgsi: EVE™ NanoEntek cihazi ile sayim igin 10 pL hiicre +10uL tripan

mavisi bir ependorfa alindi1 ve sayim yapildiktan sonra hiicreler -80°C’de sakland.

3.6. MTT Yontemi ile Hiicre Canlih@imin Tespiti

Prensip: MTT yontemi, genellikle hiicre canliligini, cogalmasini ve sitotoksisiteyi 6lgmek
icin kullanilan bir yontemdir. Bu kolorimetrik testin prensibi, sar1 bir tetrazolyum tuzunun
((3-(4,5-dimetiltriazol-2-11)-2,5- difeniltetrazolium bromit; MTT) metabolik olarak aktif
hiicreler tarafindan mitokondriyal rediiktaz enzimiyle suda ¢oziinmeyen mor formazana
indirgenmesine dayanir. Coziinmeyen formazan kristalleri, bir ¢oziindiirme soliisyonu
kullanilarak ¢o6ziiliir ve elde edilen renkli soliisyonun spektrofotometrede 570 nm’de

absorbansi Ol¢iliir, olusan boya yogunlugu canli hiicre sayisini verir [44] .

Yontemin Uygulanigi: 96-kuyucuklu plakaya 100 pL pensilin igermeyen besiyerine MCF
10A ve MDA-MB-231 10.000 hiicre/kuyucuk konsantrasyonunda ekim yapilmistir, 24 saat

inkiibasyona birakildiktan sonra besiyeri uzaklastirilip hiicreler 4 gruba ayrildu:

1.grup : Kontrol hiicreleri (siRNA uygulamasina tabi tutulmamis).

2.grup : GGT siRNA (s5i-GGT)

3.grup : PK siRNA

4.grup : NK siRNA
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Hiicreler siRNA ile 48 saat boyunca muamele edildikten sonra besiyeri uzaklagtirildi ve
kuyucuklar PBS ile yikandiktan sonra 100 pL. MTT soliisyonu eklenip karanlik ortamda 4
saat 37°C’ de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda MTT soliisyonu uzaklastirilip, 100 pL
izopropil alkol eklendi. Ardindan tekrar 4 saat 37°C’ de inkiibe edildikten sonra
mikroplaka okuyucuyla 570 nm dalgaboyunda absorbanslar degerleri kaydedildi.

3.7. RNA izolasyonu

Prensip: RNaz aktivitesinin etkili inhibisyonu nedeniyle homojenizasyon sirasinda
RNA'nin biitiinliigiinii koruyan TRIzol™ Reagent ile homojenizasyon yapildiktan sonra,
kloroform eklenmesiyle DNA, RNA ve protein olmak iizere olusan 3 katmandan

izopropanol ile RNA’nin ¢oktiiriilmesi esasina dayanir.

Yontemin Uygulamsi: MCF 10A ve MDA-MB-231 hiicreleri Trizol (Thermo Fisher) ile
kaldirildi ve -80° C’de sakland.

Trizol RNA izolasyon kiti ile yapilan RNA izolasyonunda asagidaki protokol izlenmistir:

1. Trizol ile daha 6nceden kaldirilmis ve -80° C’de dondurulmus hiicreler, RNA

izolasyonunundan dnce ¢ikarildi ve ¢oziinmesi i¢in beklendi.

2. Ustteki faz yeni tiipe alinds, iizerine 0.5 mL izopropanol eklendi ve 25-30°C’de 10
dk inkiibe edildi.

3. Tiipler 12000 x g’de 10 dk 4°C’de santrifiij edildi.

4. Santriflij sonucu olusan silipernatan atildi ve RNA pelletlerine 1 mL %75 etanol

eklendi.
5. Tiipler hafifge vortekslendikten sonra 7500 x g’de 5dk 4 °C’de santrifiij edildi.

6. Santrifiij sonucu olusan silipernatan atild1 ve tiiplerdeki kalan etanol kurutmak i¢in

10-15 dk beklendi.
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7. RNA pelleti iizerine 30 pL niikleaz icermeyen su eklendi ve mikropipet yardimiyla

siispande edildi.

8. Tipler etiivde 55-60°C’de 10 dk inkiibe edildi .

9. Ardindan RNA konsantrasyonlar1 ve safligin1 belirlemek i¢in NanoDrop (Thermo
Scientific, ABD) cihazi kullanildi, RNA safliginin belirlenmesinde 260/280
absorbans degeri dikkate alinarak Ol¢iim yapildi. Yapilan 6l¢iimlerden bir RNA

izolatinin 6l¢lim goriintiisii resim 3.1°de gosterilmistir.

10. cDNA’ye ¢cevirilinceye kadar kadar -80 °C’de saklandi.

Resim 3.1. Nanodrop ile si-GGT7 ile transfekte edilen MCF 10A hiicrelerinde RNA
izolatinin 6l¢iim goriintiisii.

3.8. cDNA Sentezi
Prensip: Revers transkriptaz enzimi (RT), bir RNA kalib1 ve oligo(dT)18 primerinden

PCR igin bir kalip olarak kullanilabilen tek iplik¢ik ¢cDNA'nin sentezlenmesi esasina

dayanur.
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Yontemin Uygulanisi: cDNA sentezi yapilmak tizere toplam RNA miktarina gore gerekli
olan hacim hesaplandi. cDNA elde etmek i¢in (RevertAid First Strand cDNA Synthesis
Kit, Thermo Scientific, ABD) kiti kullanildi.

Asagidaki protokol izlendi (Cizelge 3.2.)

Cizelge 3.2. cDNA sentezi i¢in kullanilan protokol.

Protokol

Total RNA 2 ug

Oligo (dT)1s primer 1 uL

Niikleaz igermeyen su 12 pL’ye tamamlanmuistir.
Hafifce karistirildi

5X reaksiyon tamponu 4 uL

Riboniikleaz inhibitorii (20 U/uL) I uL

10 mM dNTP karisimi 2 uL

M-MuLV Ters Transkriptaz (200 U/uL) 1 uL

Toplam hacim 20 uL

Nazikee karistirildi ve santrifiij edildi

cDNA sentezi i¢in Thermal Cycler’da 42 °C’ de 60 dk inkiibasyona birakild:

Reaksiyonun sonlanmasi i¢in Thermal Cycler’da 70 °C’ de 5 dk inkiibasyona birakildi

qRT-PCR caligmalarinda kullanilmak iizere cDNA’lar -80 C’de saklandi.

3.9.Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

Prensip: PCR reaksiyonu ile DNA amplifikasyonunun her bir turunda SYBR yesil
boyasinin polimerlesme esnasinda dsDNA'ya baglanmasi ve her uzatma adiminin sonunda
floresan seviyesinde bir artis olmasi esasina dayanir. Reaksiyondaki dsDNA iiriiniiniin

miktari, floresan miktari ile orantilidir.
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Yontemin Uygulanisi: GGT genlerinin ekspresyonunun olup olmadigimi degerlendirmek
icin elde edilen cDNA 6rneklerine Kantitatif Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(qQRT-PCR) (Prime Pro 48 Real-time qPCR, Techne, Ingiltere) ile gen amplifikasyonu
yapilmistir. Analizler degerlendirilirken B-aktin housekeeping gen olarak kullanilmstir.
gRT-PCR analizlerinde kullanilan primerlerin baz dizileri ¢izelge 3.3.’de verilmistir.
mRNA dizisine gore NCBI GeneBank (NMO001160110.1, Bethesda, MD, USA)

kullanilarak tasarlanmistir.

Cizelge 3.3. qRT-PCR analizlerinde kullanilan primerlerin baz dizileri.

Oligo ad1 Baz Dizisi 5-3' Erime Sicaklig1
GGT!1 (Forward) TGACCTTCAGGAGAACGAGA 57
GGT1 (Reverse) TCTTCTTCATGGCTCTGCGT 57
GGTS5 (Forward) CTCCAAGGTCTGCTCGGAT 58
GGTS5 (Reverse) GTTGTCACATTGTAGATGGTG 43
GGT7 (Forward) ACACCGACCCGGACTCCTT 61
GGT7 (Reverse) ACGGGTCTTTGCGCGTCTC 61
B-aktin (Forward) GTCTTCCCCTCCATCGTG 58
B-aktin (Reverse) AGGGTGAGGATGCCTCTCTT 59

gRT-PCR reaksiyon karisimi cizelge 3.4.°de ve reaksiyon kosullar1 cizelge 3.5.°de

belirtilmistir.

Cizelge 3.4. PCR reaksiyon karigimi

2x Light Cycler Sybr Green Master S5uL
cDNA 1,5 uL
Distile Su 1,5 uL
10 pM F Primer 1 uL
10 uM R Primer 1 uL

Toplam Hacim

10 puL
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Cizelge 3.5. Reaksiyon kosullar

Program Sicaklik Siire Dongii Sayisi
Urasil DNA glikozilaz (UDG) Inkiibasyon 95 °C 1 sn 1
Polimeraz aktivasyonu 95 °C 2 dk 1
PCR dongiisii 95 °C 5sn 40

65 °C 10 sn

72 °C 20 sn
Erime egrisi 95 °C 15 sn 1

75 °C 1 dk

95 °C 15 sn

qRT-PCR analizlerinden elde edilen nisbi gen ekspresyon miktarlarinin (bagil

kantifikasyon, RQ) hesaplanmasinda RQ=2"22 esitligi kullanilmistir.
ACt = Ct hedef — Ct referans esitligi ile hesaplanmuistir.

Ardindan AACt = ACt susturulmus hiicreleri — ACt muamele edilmemis hiicreleri (kontrol)
esitligi kullanilmistir. Son olarak bu deger kat degisimleri 224" esitliginde kullanilarak
genin ekspresyon seviyeleri hesaplanmistir. Buna gore 2’nin {izerinde olan degerler
susturulmus hiicrelerde, muamele edilmemis hiicrelere oranla ekspresyonun arttigi, 2’nin

altindaki degerler ise ekspresyonun azaldig1 seklinde degerlendirilmistir.
3.10. Protein izolasyonu

Prensip: Monofazik bir fenol ve guanidin izotiyosiyanat ¢ozeltisinden olusan TRIzol™
Reagent ile homojenizasyon yapildiktan sonra, kloroform eklenmesiyle DNA, RNA ve
protein olmak iizere olusan 3 katmandan izopropanol ile fenol-etanol siipernatanindan

proteinin ¢oktiiriilmesi esasina dayanir.
Yontemin Uygulanisi:

1. RNA izolasyonu yapildiktan sonra elde ettigimiz fenol-etanol siipernatani iizerine

1.5 mL izopropanol eklendi ve 25-30°C’de 10 dk inkiibe edildi.
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2. Ardindan 12000 x g’de 10 dk 4°C’de santrifiij edildi.

3. Santriflij sonucu olusan siipernatan atildi ve protein pelletlerine 2 mL yikama
solisyonu eklendi (yikama soliisyonu: %95 etanol icinde 0.3 M guanidin

hidrokloriir bulunmaktadir) ve 20 dakika inkiibasyona birakildi.

4. Ardindan 5 dakika 4°C de 7500 x g’de santrifiij edildi.

5. Siipernatan atild1 ve bu yikama islemleri 3 kere tekrarland.

6. Pelletler tizerine 2 mL %100 liikk etanol eklenip, hafifce vortekslendikten sonra 20

dakika inkiibasyona birakildi.

7. Pelletler 5 dakika 4°C’ de 7500 x g’de santrifiij edildi.

8. Siipernatan atildi ve oda sicakliginda 5-10 dakika pelletlerin kurumasi igin

birakildi.

9. Pelletler, 200 pL %1 SDS ile resiispanse edildi. Proteinlerin tamamen ¢dziinmesi

i¢cin 50°C 1s1tict blok igerisinde inkiibasyona birakildi.

10. Coziinmeyen materyalleri uzaklastirmak i¢in 10 dakika 4°C'de 10,000 x g'de
santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant RAMAN calismasinda kullanilmak tizere -
20°C de saklanmustir.

3.11. Bradford Yontemi ile Total Protein Miktar Tayini

Prensip: Bradford c¢ozeltisi icinde yer alan Coomassie G-250 boyasinin proteinleri
baglamasiyla olusan mavi rengin siddetine gore kolorimetrik olarak total protein miktarinin

tayin edilmesi esasina dayanir.

Yontemin Uygulanisi:

RAMAN yonteminde kullanilacak olan hiicresel lizatlarindaki protein miktar1 Bradford

Yontemiyle belirlenmistir. Bradford analizi i¢in standart grafigi olusturulmustur.
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Standartlarin hazirlanmasi sirasinda 1mg Bovine Serum Albiimin (BSA) tartilmig ve 1 mL
distile su ile ¢oziilerek 1 mg/mL konsantrasyonlu stok soliisyonu elde edilmistir. Daha
sonra yapilan seri seyreltmeler ile 0,8; 0,6; 0,4; 0,2; 0,1 ve 0,05 mg/mL konsantrasyonda 7

adet BSA standardi hazirlanmistir (Cizelge 3.6.).

Cizelge 3.6. Standartlarin Konsantrasyonlar1 ve Absorbans Degerleri

Standartlar Konsantrasyon (mg/mL) | Absorbans Degeri
Standart 1 1 1,068
Standart 2 0,8 0,9
Standart 3 0,6 0,65
Standart 4 0,4 0,418
Standart 5 0,2 0,193
Standart 6 0,1 0,066
Standart 7 0,05 0,04

Bradford yonteminde uygulanan prosediir:

1. Her standarttan ve her ornekten 3 tekrarli olmak iizere 96 kuyucuklu ELISA

mikroplakasina 10 pL aktarilmistir.

2. Her kuyucuga 250 pL Bradford Ultra™ c¢ozeltisi (Expedeon, ABD) eklenmistir.

3. Mikroplaka oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra 595 nm dalga

boyunda mikroplaka okuyucuda absorbanslar 6l¢iilmiistiir.

4. Elde edilen absorbans degerlerine gore standart grafigi olusturularak orneklerdeki

protein miktarlarini hesaplanmistir (Sekil 3.1)
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Bradford Standart Grafigi
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Sekil 3.1. Bradford standart grafigi.

3.12. Yiizeyde Zenginlestirilmis Raman Spektroskopisi

Bu yontemle ¢alisilan proteinlerin susturma sonrasinda ekspresyonlarinda degisiklik olup

olmadiginin tayin edilmesi amaglanmustur.

Prensip: Raman spektroskopisi, molekiil lizerine gonderilen siddetli bir 151k demetinin
molekiille etkilegsmesi sonucu meydana gelen sagilmanin dedektdr ile takibine dayanan bir
tekniktir. Isik sacilmasi esnasinda sacgilan 1518in biiylik bir kisminin enerjisi madde ile
etkilesen 15181n enerjisine esit olur, Rayleigh sacilmasi adini alan bu olay bir elastik
sacilma olayidir. Elastik sa¢ilma olayindan baska sacilan 15181n ¢ok az bir miktar1 Raman
sacilmast adimi alan elastik olmayan sacilma olaymi gergeklestirir. Raman sagilmasi
spektroskopik olarak incelenebilmektedir. Sacilan 15181n enerjisinde molekiil ile etkilesen
1s18inkine gore olusan fazlalik veya azlik 1sikla etkilesmis molekiiliin titresim diizeyleri
arasinda bilgi vermektedir. Yiizeyle zenginlestirilmis Raman sag¢ilmasi (YZRS), diisiik
derisimlerdeki maddelerin tayinine imkan sagladigi i¢in diiz Raman’a gore ¢ok daha hassas
bir tekniktir. Yeni tip nanoparcaciklarin {iretimi bu parcaciklarin yiizey plazmon
rezonanslarinin farkli olmasi ve pargaciklardaki topaklanma bu pargaciklarin yakininda
bulunan molekiillerin YZRS sinyallerini etkilemektedir. YZRS'in kimyasal [45-47] ve

biyolojik ajanin [48,49] hassas tespiti i¢in yaygin olarak kullanilmasini saglamistir.



39

3.12.1. Kiiresel yapida altin nanopartikiil sentezi ve yiizey modifikasyonu

Kiiresel yapida altin nanopartikiilleri (AuNP) Turkevich metoduna goére sentezlemek i¢in
oncelikle 18 pL % 30 luk HAuCls ¢ozeltisi 50 mL’ye distile su ile seyreltilmistir. Bu
cozelti 250 mL lik balonda geri sogutucu altinda kaynayana kadar 1sitilmistir. Daha sonra,
sabit kaynama ile ¢ozeltiye 5 mL 40 mM sodyum sitrat ¢ozeltisi eklenip ve renk sarap
kirmizisina dondiikten sonra 10 dk. daha karistirma islemi devam edilmistir. Daha sonra
cozelti sicak yag banyosundan ¢ikarilip, oda sicakliginda biraz daha olgunlasmasi igin 15
dk daha karistirma islemine devam edilmistir ve 4 °C’de karanlikta muhafaza edilmistir.
Sentezlenen altin nanopartikiillerin boyutlar1 TEM cihaz1 ile karakterize edilmigtir.
Sentezlenen sitratli bazli AuNP’ler Yiizeyde zenginlestirilmis Raman sacilmasi (YZRS)
etiket olarak kullanilmak iizere DTNB (5,5’-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)) ile modifiye
edilmigtir. Bu amagla AuNP ¢ozeltisinin 1 mL’sine 20 pL, 20 mM DTNB (5,5’-dityobis
(2-nitrobenzoik asit)) ¢ozeltisi ilave edilmistir, 650 rpm hizda 1 giin boyunca karistirilarak
DTNB molekiillerinin nanopartikiil yilizeyine baglanmasi saglanmistir. Modifiye partikiiller
13000 rpm’de santrifiij edilerek baglanmayan DTNB molekiilleri uzaklastirilmistir.
Sonrasinda 1 mL partikiil ¢ozeltisine 100 pL, 35 pg/mL monoklonal GGT1, GGTS5, GGT7,
GAPDH antikorlar1 ilave edilmistir ve 650 rpm’de 15 dk karistirilarak antikorlarin
baglanmas1 saglanmistir. Daha sonra spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek i¢in
antikor bagli nanopartikiiller 100 pL, 1 mg/mL BSA c¢ozeltisi ile 60 dk etkilestirilmistir.
14000 rpm’de 20 dk santrifiij edilip ve fazla BSA uzaklastirilmistir. Antikor baglh etiketli
AuNP’ler 2 mM PBS tamponuna (pH 7.4, %10 sukroz iceren) alinarak konjugasyon pede
yiiklenerek oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Ardindan modifiye manyetik
partikiiller GGT1, GGTS ve GGT7 numuneleri ile etkilestirimistir ve bir miknatis
yardimiyla Fe304/Au partikiiller ve etkilesen bakteriler deney tiip ic¢inde toplanarak
Fe304/Au partikiiller yikama islemi ile numune ortamindaki diger bilesenler
uzaklastirilmistir. GGT1, GGTS5, GGT7 ve GAPDH antikorlari, antijen ile etkilestikten
sonra YZRS etiket ve antikorlar ile fonksiyonel hale getirilmis olan AuNPs ile olusturulan

sandvi¢c kompleks iizerinden kantitatif tayin yapilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. MCF 10 A hiicre hattinda Raman spektroskopisi ile GGT7 protein tayini.

3.13. GGT Enzim Aktivitesi Tayini

Prensip: Ornek igerisindeki GGT nin aktivitesiyle orantili olarak spesifik bir substrat olan
L-y-Glutamil-p-nitroanilinden N-glisil glisine gama glutamil grubunun transferini katalize
ederken verdigi absorbansin 405nm’de Olgiilerek enzim aktivitesinin tayin edilmesi

prensibine dayanir.

Yontemin Uygulanisi: GGT aktivitesi, (y-GT Activity Assay Kit, E-BC-K126-M,
Elabscience, ABD) kit ile tayin edilmistir. Hiicre lizati asagdaki asamalara gore

hazirlanmistir;

* Alnan hiicre 6rnekleri PBS ile yikandiktan sonra 1000 x g’de 4 °C’de 10 dk

santrifiij edilmistir.

»  Ust siipernatant kismi atilip pellet iizerene 0,3 mL reajan 3 eklenmistir.

= Sonikator kullanarak buz iizerinde hiicreler parcalanmistir.

= Ardindan hiicre 6rnekleri 1500 x g’de 4 °C’de 10 dk santrifiij edilmistir.

» Ust siipernatan kism1 alinmis ve kit prosediiriine gore analizi yapilmistir.
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Numunelere ¢aligma soliisyonu ekledikten 1 dk sonra 405 nm dalga boyunda ilk

okuma gerceklestirilmis, ardindan 5 dk sonra ikinci okuma gergeklestirilmistir.

Elde edilen absorbans degerlerine gore standart grafigi olusturulmustur (Sekil 3.3).

v-GT Standart Grafigi
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Sekil 3.3. y-GT aktivitesi standart grafigi.

Orneklerdeki y-GT aktivitesi asagida verilen formiile gore hesaplanmugtir;
v-GT aktivitesi (U/g protein) = 0.4 X (AAnumune -b) + a =+ Cpr

a : Standart egrinin egimidir.

b: Egim-kesme noktasidir.

AAnumune : Ai- Aa.

Cpr : Numunedeki protein konsantrasyonu (g/L).

3.14. Glutatyon Tayini

Prensip: Rediikte glutatyon (GSH)’un, dinitrobenzoik asit (DNTB) ile reaksiyona girerek
olusturdugu sar1 renkli kompleksin 405 nm'de kolorimetrik deneyle saptanarak GSH

iceriginin hesaplanmasi esasina dayanir.



42

Yontemin Uygulanisi: Glutatyon (GSH) (Human (GSH) ELISA Kit, SUNRED, Cin)

miktart kit ile tayin edilmistir. Hiicre lizat1 agagdaki asamalara gore hazirlanmistir;

Alinan hiicre o6rnekleri PBS ile yikandiktan sonra 2500 rpm’de 4 °C’de 5 dk

santrifiij edilmistir.
»  Ust siipernatan kismi atilip pellet iizerine 0,2 mL PBS eklenmistir.
= Sonikator kullanarak buz iizerinde hiicreler parcalanmistir.

= Hiicre oOrneklerinden 0,1 mL alinip tizerine 0,1 mL reaktif 1 -ekleyerek

karistirildiktan sonra 4500 x g de 4 °C’de 10 dk santrifiij edilmistir.
* Ardindan hazirlanan hiicre 6rneklerinin kit prosediiriine gore analizi yapilmustir.

= Elde edilen absorbans degerlerine gore standart grafigi olusturularak 6rneklerdeki

GSH miktarlar1 hesaplanmistir (Sekil 3.4.)

GSH Standart Grafigi
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15 R? = 0.9923

Absorbans
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Sekil 3.4. GSH standart grafigi.
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3.15. Lokotrien Tayini

Prensip: LTDA4, dinitrobenzoik asit (DNTB) ile reaksiyona girerek olusturdugu sar1 renkli
kompleksin 405 nm'de kolorimetrik deneyle saptanarak LTD4 igeriginin hesaplanmasi

esasina dayanir.

Yontemin Uygulanisi:

Lokotrien (Human Leukotriene D4 (LTD4) ELISA Kit, SUNRED, Cin) miktar1 kit
kullanilarak tayin edilmistir. Toplanan hiicre 6rnekleri 2500 rpm’de 4°C’de 10 dk santrifiij
edilmistir. Ust siipernatan kismi alinip kit prosediiriine gore analizi yapilmistir. Elde edilen
absorbans degerlerine gore standart grafigi olusturularak orneklerdeki LTD4 miktarlari

hesaplanmistir (Sekil 3.5.).

LTD4 Standart Grafigi
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Sekil 3.5. LTD4 standart grafigi.

3.16. Istatistiksel Analiz

Verilerin analizi SPSS Statistics 23 (IBM SPSS statistics for Windows, version 23.0
Armonk, NY: IBM Corp.) programut ile yapilmistir. Sayisal degiskenler ortanca ve standart
sapma degerler ile 6zetlenmistir. p< 0,05 i¢in sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir. Istatistiksel analizler ile verilerinin normal dagilima gostermedigini tespit
edilmistir. Normal dagilma gostermeyen siirekli sayisal degiskenler ikiden fazla bagimsiz

grup Kkarsilastirmas: i¢in parametrik olmayan Kruskal Wallis testi kullanilmigtir.
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Degiskenler arasindaki istatistiksel olarak anlamli korelasyon olup olmadigi Spearman’s

korelasyon testi ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canhihg1 Analizi

Hiicre canlilig1 analizi, si-GGTI1, si-GGTS5 ve si-GGT7’nin MCF 10A ve MDA-MB-231
hiicreler hatlar1 lizerindeki sitotoksik etkisinin incelenmesi amaciyla MTT testi ve tripan
mavisi testi kullanildi. Tez ¢calismamizda MTT ve tripan mavisi testleri, kontrol (siRNA
uygulamasi yapilmamis), si-GGTI1, si-GGTS5 ve si-GGT7 olmak ilizere 4 grupta
gergeklestirildi. Hiicreler si-GGT1, si-GGTS ve si-GGT7 ile 48 saat boyunca muamele

edilmistir. 48 saatlik inkiibasyon sonunda MTT ve tripan mavisi testleri yapilmistir.

4.1.1. MTT ile hiicre canhih@ analizi

MTT analizi i¢in her 6rnekten ayni mikroplakanin 8 farkli kuyucuguna eklenmistir. MCF
10A hiicre hattinda, kontrol (siRNA uygulamas1 yapilmamis) hiicreleri i¢in hiicre canliligi
%100 olarak kabul edildi. si-GGT]1, si-GGTS5 ve si-GGT7 ile muamele edilen grupta hiicre
canliligr sirayla %97; %97,13; %98,66 olarak saptandi. Kontrol (siRNA uygulamasi
yapilmamis) hiicrelerin canlilik orami ile transfekte edilen hiicrelerdeki canlilik orami
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi ( p=0,152 > 0,05) (Sekil 4.1 ve Sekil
4.2).
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Sekil 4.1. MCF 10A hiicre hattinda si-GGT1, si-GGTS, si-GGT7’nin hiicre canliligina
etkileri (MTT analizi).
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Sekil 4.2. Kontrol ve si-GGT1, si-GGTS, si-GGT7 ile transfekte edilen MCF 10A
hiicrelerinde canlilik oranlarindaki farklilig1 gosteren Kruskal-Wallis testi.

MDA-MB-231 hatlarinda, kontrol (siRNA uygulamasi1 yapilmamis) hiicreler i¢in hiicre
canliligt %100 olarak kabul edildi. si-GGT]1, si-GGTS5 ve si-GGT7 ile muamele edilen
grupta hiicre canliligi sirayla %94; %94,1; %93,4 olarak saptandi. Kontrol (siRNA

uygulamasi yapilmamis) hiicrelerin canlilik orani ile transfekte edilen hiicrelerdeki canlilik
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orani arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi ( p=0,088 > 0,05) (Sekil 4.3 ve
Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. MDA-MB-231 hiicre hattinda si-GGT1, si-GGTS, si-GGT7 nin hiicre canliligina
etkileri (MTT analizi).

Kruskal-Wallis testi
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Sekil 4.4. Kontrol ve si-GGT1, si-GGTS5, si-GGT?7 ile transfekte edilen MDA-MB-231
hiicrelerinde canlilik oranlarindaki farklilig1 gosteren Kruskal-Wallis testi.
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4.1.2. Tripan mavisi ile hiicre canhihg analizi

Tripan mavisi analizi i¢in her 6rnekten 3 tekrar olacak sekilde calisilmistir. MCF 10A
hatlarinda, kontrol (siRNA uygulamas1 yapilmamis) hiicreler i¢in hiicre canliligi %84,33
olarak tespit edildi. si-GGTI1, si-GGTS5 ve si-GGT7 ile muamele edilen grupta hiicre
canliligr sirayla %51,66; %65; %80 olarak saptandi. Kontrol (siRNA uygulamasi
yapilmamig) hiicrelerin canlilik orani ile si-GGTS5 ve si-GGT7 ile transfekte edilen
hiicrelerdeki canlilik orani arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmazken, kontrol
(siRNA uygulamasi yapilmamis) hiicrelerin canlilik orani ile si-GGT]1 ile transfekte edilen
hiicrelerin canlilik orani arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi ( p=0,015< 0,05)

(Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Resim 4.1).
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Sekil 4.5. MCF 10A hiicre hattinda si-GGT1, si-GGTS5, si-GGT7’nin hiicre canliligina
etkileri (Tripan mavisi analizi)
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Kruskal-Wallis testi
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Sekil 4.6. Kontrol ve si-GGT1, si-GGTS, si-GGT7 ile transfekte edilen MCF 10A
hiicrelerinde canlilik oranlarindaki farkliligi gosteren Kruskal-Wallis testi
(Tripan mavisi analizi).

’ - >

| MCF 10A (-’T) MCF 10A (GGT1siRNA)

| MCF 10A (GGTSsIRNA) MCF 10A (GGT7siRNA)

Resim 4.1. MCF 10A hiicre hatti, 48 saat siRNA’larin uygulamasi sonrasi mikroskop ile
alian goriintiiler.

MDA-MB-231 hatlarinda, kontrol (siRNA uygulamasi yapilmamis) hiicreler icin hiicre
canlilig1 %97 olarak tespit edildi. si-GGT1, si-GGT5ve si-GGT7ile muamele edilen grupta
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hiicre canlilig1 sirayla %71,33; %86; %96,33 olarak saptandi. Kontrol (siRNA uygulamasi
yapilmamig) hiicrelerin canlilik orani ile si-GGTS5 ve si-GGT7 ile transfekte edilen
hiicrelerin canlilik orani arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmazken kontrol
(siRNA uygulamasi yapilmamis) hiicrelerin canlilik orani ile si-GGT]1 ile transfekte edilen
hiicrelerin canlilik orani arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi ( p=0,038< 0,05)

(Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Resim 4.2).
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Sekil 4.7. MDA-MB-231 hiicre hattinda si-GGT1, si-GGTS, si-GGT7 nin hiicre canliligina
etkileri (Tripan mavisi analizi).
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Sekil 4.8. Kontrol ve si-GGT1, si-GGTS, si-GGT7 ile transfekte edilen MDA-MB-231
hiicrelerinde canlilik oranlarindaki farkliligi gosteren Kruskal-Wallis testi
(Tripan mavisi analizi).

|

a2 o0

Resim 4.2. MDA-MB-231 hiicre hatti, 48 saat siRNA’larin uygulamasi sonras1 mikroskop
ile alinan goriintiler.
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4.2. Total RNA Diizeyleri
RNA izolasyonu yapildiktan sonra, cDNA'ya ¢evrilmesi sirasinda RNA izolatlarinin esit

miktarlarda kullanilmas1 i¢in RNA miktar1 ve safligt Nanodrop yardimiyla analiz edilmistir

(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. MCF 10A ve MDA-MB-231 hiicrelerine ait RNA izolatlarinin miktar ve saflik
degerlerinin tayini.

Ormnek Hiicre RNA Miktar1 (ng/uL) RNA Saflig1 (260/280)
MCF 10A, si-GGT1 1841 1,72
MCEF 10A, si-GGTS5 3904 1,8
MCEF 10A, si-GGT7 3025 1,93
MCF 10A, UT 3493 1,73
MDA-MB-231, si-GGT]1 3916 1,68
MDA-MB-231, si-GGT5 2759 1,7
MDA-MB-231, si-GGT7 2674 1,88
MDA-MB-231, UT 3915 1,78

43. GGT-1, GGT-5 GGT-7 Genlerinin Ekspresyon Diizeylerinin qRT-PCR

Analizleri ile Degerlendirilmesi

MCF 10A ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda GGT-1, GGT-5, GGT-7 genleri
susturulduktan sonra bu genlerin ekspresyon diizeyleri degerlendirmek amaciyla QqRT-PCR
analizleri yapildi (Sekil 4.9). Analizler degerlendirilirken B-aktin referans gen olarak
kullanilmigtir. Hiicre hatlarinda birbirinden bagimsiz ii¢c deney ve her deneyde {i¢ tekrar
olacak sekilde caligilan cDNAlara ait Ct degerleri ortalamalari kullanilarak ACt = Ct hedef
— Ct referans formiilii ile hesaplanmistir. Ardindan AACt = ACt susturulmus hiicreler —
ACt siRNA uygulamas1 yapilmamis hiicreler (kontrol) formiilii kullanilmistir. Son olarak
bu deger kat degisimleri 22" formiilii kullanilarak genin ekspresyon seviyeleri
hesaplanmistir. Buna gore 2’nin iizerinde olan degerler susturulmus hiicrelerde, siRNA
uygulamasi yapilmamuis hiicrelere oranla ekspresyonun yiiksek oranda arttigi, 1’in altindaki

degerler ise ekspresyonun azaldigi seklinde degerlendirilmistir.
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Sekil 4.9. MCF 10A ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda GGTgenlerinin susturulduktan
sonra siklus sayisina karst SYBR-GI floresans 1sima degerleri gosteren
amplifikasyon grafigi.

Bu degerler kullanilarak gen susturma yapilmis hiicrelerin ve kontrol hiicrelerinin

ekspresyon diizeylerinden elde edilen 244

degerlerinin negatif kontrollerle
karsilastirildiginda oldukga diisiik oldugu gozlenmistir. (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11). Bu

sonuglar gen susturmanin basarili oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.10. MCF 10A hiicre hattinda GGT-1, GGT-5, GGT-7 genlerinin susturulmasinin
etkisinin mRNA diizeyinde gosterilmesi
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Sekil 4.11. MDA-MB-231 hiicre hattinda GGT-1, GGT-5, GGT-7 genlerinin
susturulmasinin etkisinin mRNA diizeyinde gosterilmesi.
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4.4. Protein Miktar Tayini

MCEF 10A hiicre hattinda, kontrol (siRNA uygulamasi yapilmamais) hiicrelerde total protein
miktar1 0,74 £ 0,3 mg/mL olarak tespit edildi. si-GGT1, si-GGTS5 ve si-GGT7 ile muamele
edilen grupta total protein miktar1 sirayla 0,67+0,25; 0,69+0,1; 0,27+0,3 mg/mL olarak
tespit edildi. Kontrol (siRNA uygulamasi yapilmamis) hiicrelerinde total protein miktar ile
si-GGT1 ve si-GGTS ile transfekte edilen hiicrelerdeki total protein miktar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmazken GGT-7siRNA ile transfekte edilen
hiicrelerdeki total protein miktar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi

(p=0,013< 0,05) (Sekil 4.12 ve Sekil 4.13).
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GGTI1siRNA GGTS5siRNA GGT7siRINA Kontrol

Sekil 4.12. GGT-1, GGT-5, GGT-7 genleri susturulduktan sonra MCF 10A hiicrelerinden
izole edilen protein miktari.
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Sekil 4.13. GGT-1, GGT-5, GGT-7 genleri susturulduktan sonra MCF 10A hiicrelerinden
izole edilen protein miktarlarindaki farklilig1 gosteren Kruskal-Wallis testi.

MDA-MB-231 hatlarinda, kontrol (siRNA uygulamasi yapilmamis) hiicrelerde total
protein miktar1 0,85+ 0,01 mg/mL olarak tespit edildi. si-GGTI1, si-GGT5 ve si-GGT7 ile
muamele edilen grupta total protein miktari sirayla 0,73+0,2, 0,73+0,35, 0,54+0,25 mg/mL
olarak tespit edildi. Kontrol (siRNA uygulamasi yapilmamis) hiicrelerinde total protein
miktart ile si-GGT1 ve si-GGTS5 ile transfekte edilen hiicrelerindeki total protein miktart
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmazken GGT-7siRNA ile transfekte edilen
hiicrelerindeki total protein miktar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (

p=0,013< 0,05) (Sekil 4.14 ve Sekil 4.15).

| MDA -MB-231|
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Sekil 4.14. GGT-1, GGT-5, GGT-7 genleri susturulduktan sonra MDA-MB-231
hiicrelerinden izole edilen protein miktari.
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Sekil 4.15. GGT-1, GGT-5, GGT-7 genleri susturulduktan sonra MDA-MB-231
hiicrelerinden izole edilen protein miktarlarindaki farkliligi gosteren
Kruskal-Wallis testi.

4.5. RAMAN Spektroskopi ile Yapilan Protein Analizi Sonuclari

Calismamizda RAMAN spektroskopi yontemi ile hiicre Kkiiltiirinde protein analizi
yapilmigtir. GGT1, GGTS5 ve GGT7 proteinlerine ait antikorlar kullanilarak elde edilen
sonuclar ayni Orneklerdeki referans protein GAPDH 0lgiim sonuglart ile oranlanarak
oransal olarak protein analiz sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.2, Cizelge 4.3, Cizelge
4.4, Cizelge 4.5, Cizelge 4.6, Cizelge 4.7 ve Sekil 4.16). Buna gére mRNA sonuglari ile
paralel bir sekilde siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde protein miktarlar1 transfekte

edilmemis hiicrelere gore belirgin bir sekilde azalmistir.

Cizelge 4.2. MCF 10A hiicre hattinda si-GGT1 kullanildiktan sonra RAMAN ile yapilan
protein analiz sonuglari.

si-GGT1 ile transfekte edilen MCF 10A hiicre hattinda
Raman shift /cm-! %RSD
GGT1 Proteini 10 124 + 1 429 14
GAPDH Proteini 18 635 +4 644 25
(GGT1/ GAPDH) oram 0,543
siRNA uygulamasi yapilmamis MCF 10A hiicre hattinda
Raman shift /cm™? %RSD
GGT1 Proteini 17736 £5 185 29
GAPDH Proteini 9145+1977 22
(GGT1/ GAPDH) oram 1,939
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Cizelge 4.3. MDA-MB-231 hiicre hattinda si-GGT1 kullanildiktan sonra RAMAN ile
yapilan protein analiz sonuglari.

si-GGT1 ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicre hattinda
Raman shift /cm-! %RSD
GGT1 Proteini 10423 £ 1927 18
GAPDH Proteini 17 999 + 3 815 21
(GGT1/ GAPDH) oram 0,579
siRNA uygulamasi yapilmamis MDA-MB-231 hiicre hattinda
Raman shift /cm™? %RSD
GGT1 Proteini 16 239 + 2 549 16
GAPDH Proteini 18 395+ 6 564 36
(GGT1/ GAPDH) oram 0,882

Cizelge 4.4. MCF 10A hiicre hattinda si-GGT5 kullanildiktan sonra RAMAN ile yapilan
protein analiz sonuglari.

Si-GGT5 ile transfekte edilen MCF 10A hiicre hattinda
Raman shift /cm! %RSD
GGT5 Proteini 3280 + 888 27
GAPDH Proteini 14 615+ 2 875 20
(GGTS5/ GAPDH) oram 0,224
SiIRNA uygulamasi yapilmamis MCF 10A hiicre hattinda
Raman shift /cm-! %RSD
GGT5 Proteini 16 737 £2 510 15
GAPDH Proteini 9145+ 1977 22
(GGTS5/ GAPDH) oram 1,83

Cizelge 4.5. MDA-MB-231 hiicre hattinda si-GGTS5 kullanildiktan sonra RAMAN ile
yapilan protein analiz sonuglari.

si-GGT?5 ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicre hattinda
Raman shift /cm™? %RSD
GGT5 Proteini 4997 £2 000 40
GAPDH Proteini 16 207 + 3 549 22
(GGTS/ GAPDH) oram 0,3
SiRNA uygulamasi yapilmamis MDA-MB-231 hiicre hattinda
Raman shift /cm? %RSD
GGT5 Proteini 15801 £1 209 8
GAPDH Proteini 18 395 + 6 564 36
(GGTS5/ GAPDH) oram 0,858




Cizelge 4.6. MCF 10A hiicre hattinda si-GGT7 kullanildiktan sonra RAMAN ile yapilan

protein analiz sonuglari.

Si-GGTY7 ile transfekte edilen MCF 10A hiicre hattinda
Raman shift /cm™ %RSD
GGTT7 Proteini 5784 +1 561 27
GAPDH Proteini 10 654 + 1 360 13
(GGT7/ GAPDH) oram 0,542
SIRNA uygulamasi yapilmamis MCF 10A hiicre hattinda
Raman shift /cm! %RSD
GGT7 Proteini 25723 +3 831 15
GAPDH Proteini 9145+1977 22
(GGT7/ GAPDH) oram 2,81

Cizelge 4.7. MDA-MB-231 hiicre hattinda si-GGT7 kullanildiktan sonra RAMAN ile
yapilan protein analiz sonuglari.

si-GGTY ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicre hattinda

Raman shift /cm! %RSD
GGTT7 Proteini 4237+1930 46
GAPDH Proteini 8 965 +2 540 28
(GGT7/ GAPDH) oram 0,472
SIRNA uygulamasi yapilmamis MDA-MB-231 hiicre hattinda
Raman shift /cm-! %RSD
GGT7 Proteini 29 650 +5 508 19
GAPDH Proteini 18 395+ 6 564 36
(GGT7/ GAPDH) oram 1,611
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Sekil 4.16. MCF 10A ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda si-GGT]1, si-GGTS5 ve si-GGT7
kullanildiktan sonra protein oranlari.

4.6. GGT Aktivitesi

MCF 10A hattinda, kontrol (siRNA uygulamas: yapilmamis) hiicrelerde GGT aktivitesi
30,14 + 0,78 U/gprot olarak tespit edildi. si-GGT1, si-GGTS ve si-GGT7 ile muamele
edilen grupta GGT aktivitesi sirayla 27,29+1,12; 24,5+0,5; 61,3+£2,46 U/gprot olarak tespit
edildi. Kontrol (siRNA uygulamasi yapilmamis) hiicrelerindeki GGT aktivitesi ile si-
GGT1, si-GGTS5 ve si-GGT7 ile transfekte edilen hiicrelerindeki GGT aktivitesi arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir. si-GGTS5 ile transfekte edilen
hiicrelerindeki GGT aktivitesi GGT-7siRNA ile transfekte edilen hiicrelerindeki GGT
aktivitesi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi ( p=0,013< 0,05) (Sekil 4.17 ve
Sekil 4.18).
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Sekil 4.17. GGT-1, GGT-5, GGT-7 genleri susturulduktan sonra MCF 10A hiicrelerindeki
GGT aktivitesi.
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Sekil 4.18. GGT-1, GGT-5, GGT-7 genleri susturulduktan sonra MCF 10A hiicrelerinde
GGT aktivitesindeki farklilig1 gosteren Kruskal-Wallis testi.

MDA-MB-231 kontrol (siRNA uygulamas1 yapilmamis) hiicrelerde GGT aktivitesi 21,66
+ 0,29 U/gprot olarak tespit edildi. si-GGT1, si-GGTS5 ve si-GGT7 ile muamele edilen
grupta GGT aktivitesi sirayla 25,7540,3; 24,65+0,48; 29,44+0,24 U/gprot olarak tespit
edildi. Kontrol (siRNA uygulamasi yapilmamis) hiicrelerindeki GGT aktivitesi ile si-
GGTlve GGT-5siRNA ile transfekte edilen hiicrelerdeki GGT aktivitesi arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmazken GGT-7siRNA ile transfekte edilen
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hiicrelerdeki GGT aktivitesi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi ( p=0,013<
0,05) (Sekil 4.19 ve Sekil 4.20).
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Sekil 4.19. GGT-1, GGT-5, GGT-7 genleri susturulduktan sonra MDA-MB-231
hiicrelerindeki GGT aktivitesi.
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Sekil 4.20. GGT-1, GGT-5, GGT-7 genleri susturulduktan sonra MDA-MB-231
hiicrelerinde GGT aktivitesindeki farklili§1 gosteren Kruskal-Wallis testi.
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4.7. Rediikte Glutatyon (GSH) Tayini

MCF 10A hattinda, kontrol (siRNA uygulamasi yapilmamis) hiicreler i¢cin GSH seviyesi
10,12+1,54 Umol/L olarak tespit edildi. si-GGT1, si-GGT5 ve si-GGT7 ile muamele
edilen grupta GSH seviyesi sirayla 11,3+£2,05; 16,7+0,1; 18,61+0,66 Umol/L olarak tespit
edildi. Kontrol (siRNA uygulamasi yapilmamis) hiicrelerindeki GSH seviyesi ile si-
GGT1, si-GGTS ile transfekte edilen hiicrelerindeki GSH seviyesi arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmazken si-GGT7 ile transfekte edilen hiicrelerindeki GSH
seviyesi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi ( p=0,028< 0,05), (Sekil 4.21 ve
Sekil 4.22).
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25.00

20.00

15.00

10.00
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GGT1lsiRNA GGTSsiRNA GGTIT7siRNA Kontrol

Sekil 4.21. GGT-1, GGT-5, GGT-7 genleri susturulduktan sonra MCF 10A hiicrelerindeki
GSH seviyesi.
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Kruskal-Wallis testi.

20.00 i

1750

15.00

12.507 —|_

10.00 J_ ?

GGT1siRNA GGTSsiRNA GGT7siRNA Kontrol

GSH seviyesi (Umol'L)

Sekil 4.22. GGT-1, GGT-5, GGT-7 genleri susturulduktan sonra MCF 10A hiicrelerinde
GSH seviyesindeki farklilig1 gosteren Kruskal-Wallis testi.

MDA-MB-231 kontrol (siRNA uygulamasi yapilmamis) hiicreler i¢cin GSH seviyesi
11,1+1,25 Umol/L olarak tespit edildi. si-GGT]1, si-GGT5 ve si-GGT7 ile muamele edilen
grupta GSH seviyesi sirastyla 14,26 £3,3; 17,29+0,7; 7,16£0,89 Umol/L olarak tespit
edildi. Kontrol (siRNA uygulamasi yapilmamais) hiicrelerindeki GSH seviyesi ile si-GGT1,
si-GGTS5 ve si-GGT7 ile transfekte edilen hiicrelerdeki GSH seviyesi arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmadi. si-GGTS5 ile transfekte edilen hiicrelerindeki GSH seviyesi
ile si-GGT7 ile transfekte edilen hiicrelerdeki GSH seviyesi arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark saptandi ( p=0,028< 0,05). (Sekil 4.23 ve Sekil 4.24).
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Sekil 4.23. GGT-1, GGT-5, GGT-7 genleri susturulduktan sonra MDA-MB-231
hiicrelerindeki GSH seviyesi
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Sekil 4.24. GGT-1, GGT-5, GGT-7 genleri susturulduktan sonra MDA-MB-231
hiicrelerinde GSH seviyesindeki farklilig1 gosteren Kruskal-Wallis testi.

4.8. Lokotrien Tayini

MCF 10A hattinda, kontrol (siRNA uygulamasi yapilmamis) hiicreler i¢in LTD4 seviyesi
10,77+£0,51 ng/mL olarak tespit edildi. si-GGT1, si-GGT5 ve si-GGT7 ile muamele edilen
grupta LTD4 seviyesi sirayla 10,96+0,54; 10.66+0,673; 20,49+£2,66 ng/mL olarak tespit
edildi. Kontrol (siRNA uygulamasi yapilmamais) hiicrelerin LTD4 seviyesi ile si-GGT]1, si-
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GGTS ve si-GGT7 ile transfekte edilen hiicrelerin LTD4 seviyesi arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,075> 0,05). (Sekil 4.25 ve Sekil 4.26).
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Sekil 4.25. GGT-1, GGT-5, GGT-7 genleri susturulduktan sonra MCF 10A hiicrelerindeki
LTDA4 seviyesi.
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Sekil 4.26. GGT-1, GGT-5, GGT-7 genleri susturulduktan sonra MCF 10A hiicrelerinde
LTD4 seviyesindeki farkliligi gosteren Kruskal-Wallis testi.

MDA-MB-231 kontrol (siRNA uygulamas: yapilmamis) hiicreler icin LTD4 seviyesi
17,57+2,22 ng/mL olarak tespit edildi. si-GGT-1, si-GGT-5 ve si-GGT-7 ile muamele
edilen grupta LTD4 seviyesi sirasiyla 11,69+0,36; 10,644+0,38; 15,37+1,27 ng/mL olarak
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tespit edildi. Kontrol (siRNA uygulamast yapilmamis) hiicrelerin LTD4 seviyesi ile si-
GGT1 ve si-GGT7 ile transfekte edilen hiicrelerdeki LTD4 seviyesi arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmazken si-GGT-5 ile transfekte edilen hiicrelerdeki LTD4
seviyesi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi ( p=0,024< 0,05). (Sekil 4.27 ve
Sekil 4.28).

2500 [MDA-MB-231]|
@\ 20.00—
E
§ 15.00-
g
Lo
w2
-
A 1000
=
i

500

GGT1siRNA GGTS5siRNA GGT7siRNA Kontrol

Sekil 4.27. GGT-1, GGT-5, GGT-7 genleri susturulduktan sonra MDA-MB-231
hiicrelerindeki LTD4 seviyesi
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Sekil 4.28. GGT-1, GGT-5, GGT-7 genleri susturulduktan sonra MDA-MB-231
hiicrelerinde LTD4 seviyesindeki farklilig1 gosteren Kruskal-Wallis testi.
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4.9. Korelasyonlar

MCF 10A ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda degiskenler aralarindaki iliskiyi incelemistir.

Inceleme sonuglari; Cizelge 4.8. ve Cizelge 4.9.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.8. MCF 10A hiicre hattinda degiskenler arasi iliskiler.

Tripan GGT GSH LTD4
MTT mavisi | aktivitesi | Seviyesi | Seviyesi
MTT ile yapilan hiicre | T 1,000 ,658 ,481 -,163 ,099
canhihigy . ,020 113 613 759
Tripan mavisi ile r | 658 1,000 ,585" -,025 ,067
yapilan hiicre canhihg b 020 046 940 837
o r | 481 585" 1,000 245 671"
GGT aktivitesi
p ,113 ,046 ,443 ,017
o r -,163 -,025 ,245 1,000 ,357
GSH Seviyesi
D ,613 ,940 ,443 ,255
o r ,099 ,067 671" ,357 1,000
LTD4 Seviyesi
p ,759 ,837 ,017 ,255
* p<0.05
Cizelge 4.9. MDA-MB-231 hiicre hattinda degiskenler arasi iligkiler.
Tripan GGT GSH LTD4
MTT mavisi | aktivitesi | Seviyesi [ Seviyesi
MTT ile yapilan hiicre | T 1,000 ,562 -,689° ,049 ,481
canlihgi D ,057 ,013 ,879 ,114
Tripan mavisi ile r ,562 1,000 -,207 -,544 677"
yapilan hiicre canlihgi D 057 519 068 016
L r | -689 -,207 1,000 476 -,035
GGT aktivitesi
p ,013 ,519 ,118 914
o r ,049 -,544 476 1,000 -,685"
GSH Seviyesi
p ,879 ,068 ,118 ,014
o r ,481 677" -,035 -,685° 1,000
LTD4 Seviyesi
p ,114 ,016 914 ,014
* p< 0,05

% p< 0,01
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5. TARTISMA

Son zamanlarda, GGT aile iiyelerinin islevlerini arastiran ¢alismalar artmistir. Yapilan bir
caligmada, glutatyon sentetaz ve GGT7 gen polimorfizmlerinin tek basina ve kombinasyon
halinde cinsiyet, yas ve viicut kitle indeksinden bagimsiz olarak tip 2 diyabet riski ile
iliskili oldugunu ve ayrica plazma glutatyon, hidrojen peroksit ve aclik kan sekeri
seviyeleri ile korele oldugunu bulunmustur [50]. Diger bir ¢calismada alt1 genden olusan
potansiyel bir osteoporoz mRNA biyobelirteg modeli tanimlanmistir; bunlardan biri
GGT7’dir [51]. Ayrica GGT7’nin mide karsinogenezinde ¢ok dnemli bir tiimor baskilayici
rol oyndigi, tiimor olmayan komsu dokularda GGT7 ekspresyonunun mide kanseri olan
kisiler i¢in bagimsiz bir prognostik faktor olarak hizmet ettigi gosterilmistir [52].
Literatiirde, GGT7 nin GSH ve LTC4’ten baska bir substrati olabilecigine isaret edilmistir.
Omegin; S-geranylgeranyl L-glutatyon (GGG), bir P2RYS ligandidir. Germinal merkezler,
antikor cesitlendirmesi ve afinite olgunlagsmasi i¢in 6nemli yerlerdir. P2RYS, lenfoid
dokularda B hiicrelerinin migrasyon inhibisyonuna ve biiyiime regiilasyonuna aracilik eden
bir reseptordiir. Gallman ve ark. stromal hiicrelerde gama-glutamiltransferaz-5 (GGTY)
ekspresyonunun (lenfoid dokularda hiicre disi) GGG katabolizmas1 ve P2RY8 eksprese
eden hiicrelerin, germinal merkezlerinde kalmasi icin gerekli oldugunu gdstermistir.
Ayirca bu calisma diger GGT aile iiyelerinin GGG katabolizmasina olas1 katkilarimi
dislamamistir [53]. Diger bir ¢alismada, GGTS, folikiiler dendritik hiicreler (FDC'ler)
tarafindan yiiksek oranda eksprese edildigi ve asir1 ekspresyonu P2RYS8'in germinal
merkezlere B-hiicreleri hapsini tesvik etme kabiliyetini bozdugu, bu da lenfoid dokularda
bir GGG gradyani olusturdugu gosterilmistir [54]. Bizim ¢alismamizda, GGT1, GGTS, ve
GGT7 genlerinin hem normal hem kanser hiicre hatlarinda hiicre canliligi, GGT aktivitesi,

GSH seviyesi, ve LTD4 seviyesi lizerine etkilerinin incelemesi hedeflenmistir.

MCF 10A ve MDA-MB-231 hatlarinda, kontrol (siRNA uygulamasi yapilmamis)
hiicrelerin canlilik orani ile GGT-5 siRNA ve GGT-7 siRNA ile transfekte edilen
hiicrelerdeki canlilik orani arasinda anlamli bir fark saptanmadi, fakat kontrol hiicrelerin
canlilik orani ile GGT-1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerdeki canlilik orami arasinda
anlamli azalma saptandi. Harding ve ark. otozomal ressesif kalitilan GGT1 eksikligi olan
farelerde glutatyoniiri, glutatyonemi, ciddi biiyiime geriligi, kisalmis yasam siireleri ve
lireme yetersizligini bildirmisler [55]. Michael W. ve ark.’nin calismalarinda GGT1

nakavt farelerin idrarlarinda biiyliik miktarlarda GSH salgilandigin1 ve bunun da dliimciil
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sistein eksikligine yol agtigini bildirilmistir [56]. Bing Han ve ark. GGT5 nakavt farelerin
fenotipik olarak normal oldugunu, ancak c¢ogu organda yabanil tipteki gama-glutamil
l6kotrienaz aktivitesinin sadece %10'una sahip oldugunu gostermislerdir [57]. Literatlirde
GGT?7 eksikligi ile canlilik orami arasinda iliski gosteren bir ¢alismaya rastlanmamuistir.
Calisma sonuglarimiz literatiirii destekler sekilde sadece GGT1 geni eksikliginin hiicre
olimiine yol actigin1 gosterip GGT1 islevlerinin, GGT5'in ve GGT7’nin islevleriyle telafi

edilemeyecegini gostermektedir.

Yapilan bir caligmada, LNCaP prostat kanseri hiicreleri ve MCF-7 meme kanseri hiicreleri
kullanilarak Epigallokatesin gallat (EGCG) tedavisinden sonra hiicre c¢ogalmasini ve
canliligin1 6lgmek i¢in yaygin olarak kullanilan bes yontem karsilastirilmistir. Adenozin
trifosfat (ATP) ve deoksintikleik asit (DNA) miktarin1 belirlemek ic¢in boyalari1 kullanan
her iki yontem de, tripan mavisi testi ile karsilastirildiginda canli hiicrelerin dl¢limiinde
dogruluk gosterdi ve sonuglar iyi bir dogrusal korelasyon gosterdi. Bununla birlikte, MTT
kullanimi, ATP, DNA veya tripan mavisi belirlemelerine kiyasla canli hiicre sayisini
oldugundan fazla gostermistir [58]. Chung ve ark. radyasyona maruz kalan insan hepatoma
(HepG2) hiicrelerinin canliligi, hem MTT hem de Tripan mavisi testleri ile
degerlendirmistir. Hiicre canliligi, Tripan mavisi testi kullanilirken doza ve zamana bagh
bir sekilde azaldi, ancak MTT testi kullanilarak doza yamitta 6nemli bir degisiklik
saptanamadi. MTT testinin, hiicre canliligin1 belirlemek i¢in 96 kuycuklu plaka tizerinde 1
x 10* hiicre/kuyu hiicre yogunlugunda verimli olmadigini gdstermislerdir [59]. Bir
caligmada, hiicre canliligin1 veya ¢ogalmasini dlgmek icin XTT veya MTT kullanilmasi,
kiiltiirlenmis hiicredeki kosullar siiperoksit olusumunu arttirdiginda yanlis sonuglar
verebilecegi belirlenmistir [60]. Diger bir kac ¢calismada, MTT testi kullanildiginda ¢elisen
hiicre canlilig1 ve ¢ogalma sonuglari rapor edilmistir [60-62]. Higbir sitotoksisite testi ideal
degildir ve sonuglarin miimkiin oldugunda alternatif testlerden elde edilenlerle
desteklenmesi her zaman tavsiye edilmistir. Calismamizda, tripan mavisi testi kullanilirken
transfekte edilen hiicrelerdeki canlilik orami azaldi, ancak MTT testi kullanilarak
susturmaya yanitta hi¢ bir degisiklik saptanmadi. Mikroskoptan alinan goriintiiler tripan

mavisi testi ile edilen sonuglarin daha dogru oldugunu desteklemektedir.

Calismamizda protein ekspresyonu analizi i¢in western blot yonteminin kullanilmasi
amaclanmistir. Ancak yapilan western blot c¢alismasinda protein markerin bandi

gozlenmesine ragmen GGT7 icin bant gozlenmemistir. Bunun iizerine yiizeyde
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zenginlestirilmis raman spektroskopisi yOntemi kullanilarak protein analizleri
gerceklestirilmis ve sinyal elde edilmistir. Calisgmamizda raman spektroskopisi kullanilarak
ilk kez hiicre kiiltiirlinde protein 6l¢iimii yapilmistir. Yontemin hiicrede protein 6lgiimii
icin yeni kullaniliyor olmasi, daha 6nce GGT proteinlerinin bu yontemle ya da baska
yontemlerle bir arada gosterilmedigi, standardimiz olmadig1 ve amacimizin zaten sadece
ekspresyonda degisiklik olup olmadiginin gosterilmesi oldugu ic¢in sonuglari oran olarak
sunulmustur. Genlerin mRNA ve protein ekspresyonlarinda susturma islemi sonunda
birbirine paralel azalmalar gdézlenmisti. RAMAN sonuglarina goére, susturma islemi
uygulanmamig hem MCF-10A hem de MDA-MB-231 hiicre hattinda GGT7 protein
ekspresyonunun digerlerine gore daha fazla oldugu gozlenmektedir. Bu da GGT7’nin hem
saglikli hem de kanserli meme hiicrelerinde ekspresyonunun yiiksek oldugunu
gostermektedir. Daha once yapilan bir calismada 6zellikle meme kanserli hastalarda

belirgin derecede yiikksek GGT7 mRNA ekspresyonlart gézlenmistir [10].

Si-GGT1 ve si-GGTS ile transfekte edilen MCF 10A ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda
susturulmamis hiicrelerdeki ile karsilastirildiginda GGT aktivitesinde azalma olmadigi
gosterilmistir. Bu da GGT-1 susturuldugunda GGT aktivitesinin, GGT5 ve GGT7
genlerinin ekspresyonlarindan ve aym sekilde GGT-5 susturuldugunda GGT aktivitesinin,
GGT1 ve GGT7 genlerinin ekspresyonlarindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.
si-GGT7 ile transfekte edilen MCF 10A ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda GGT
aktivitesinin transfekte edilmemis hiicrelere gore belirgin bir sekilde arttigi goriilmiistiir.
Bu sonuglara gore si-GGT?7 ile transfekte edilen hiicrelerde daha yiiksek enzim aktivitesi
goriilmesi ya GGT7’nin enzimatik aktivitesinin az oldugu ya da GGT7 eksikliginden
kaynaklanan enzim agiginin GGT1 ve GGTS tarafindan kompanse edildigi seklinde

yorumlanabilir.

Bello ve ark. U937 hiicre hattini, GGT aktivitesini inhibe eden glutamin antagonisti
olan asivisin ile 48 saate kadar inkiibasyona biraktiktan sonra asivisin varliginda hiicre i¢i
GSH igeriginde bir azalma gézlememistir [63]. Calismamizda si-GGT1 ile transfekte
edilen MCF 10A ve MDA-MB-231 hiicre hatlarindaki GSH seviyesi, susturulmamis
hiicrelerdeki ile karsilagtirildiginda neredeyse degismedigi goriilmiistiir. Bu da GGT5’in ve
GGT7’nin GSH olusumunda rol aldigin1 gostermektedir. Fakat si-GGTS ile transfekte
edilen MCF 10A ve MDA-MB-231 hiicre hatlarindaki GSH seviyesinin, si-GGT1 ile

transfekte edilen hiicrelerdeki ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli olmasa da
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arttig1 goriilmektedir. Bu artis GSH olusumunda GGT1’in GGT 5’ten daha 6nemli bir rol
aldigimi diisindiirmektedir. Yapilan bir ¢alismada; GGT1'in GSH'yi GGT5'ten yaklasik 46
kat daha hizli parcaladigini gostermektedir [64]. Ayirca si-GGTS ile transfekte edilen
MDA-MB-231 hiicre hattindaki GSH seviyesinin, si-GGT7 ile transfekte edilen
hiicrelerdeki ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede arttig:
goriilmektedir. Bununla birlikte, c¢alismamizda susturulmamis meme hiicrelerdeki
GGT7’nin hem mRNA’s1 hem protein ekspresyonu, GGT1 ve GGTS5 ekspresyonlar ile
karsilagtirildiginda daha fazla oldugu gozlenmistir bu da meme dokusunda GGT7’nin
onemli bir rol aldigini diisiindiirmektedir. GGTS susturuldugunda olusan GSH, GGT1 ve
GGT7 enzimlerinin aktivitelerinden ve ayni sekilde GGT7 susturuldugunda olusan GSH,
GGT1 ve GGT5 enzimlerin aktivitelerinden kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.
Sonuglar birlikte degerlendirilince MDA-MB-231 hiicrelerinde, GGT7°nin GSH
olusumunda GGTS5’ten daha biiyiik bir katkis1 oldugu goriilmektedir.

si-GGT?7 ile transfekte edilen MCF 10A hiicre hattinda GSH seviyesi, susturulmamis
hiicrelerdeki ile karsilastirildiginda arttig1 goriilmiistiir. Bu artis1, artan GGT aktivitesinin
sonucu olarak sayilabilir. si-GGT?7 ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicre hattinda GSH
seviyesi, susturulmamis hiicrelerdeki ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark

gbzlenmemistir.

GGTS, orjinal olarak farelerde, GSH S-konjugat 16kotrien C4'i 16kotrien D4'e ayirma
yetenegine dayali olarak tanimlandi ve inflamasyon ile iligkilendirildi [24]. Bununla
birlikte, insan GGTS5'inin, LTD4'lin in vitro olusumu agisindan insan GGTI1'1 ile
karsilastirildiginda daha az verimli oldugu bildirilmistir. Son zamanlarda yapilan bir
caligmada, GGTS5’in, insan doku makrofajlarinda ve en cok akcigerlerde bulundugu
gosterilmistir [65]. Shi ve ark. GGTS5'in LTC4'n LTD4'e doniisiimiinii katalize etme
yeteneginin patofizyolojik sonuglara sahip oldugunu bildirmislerdir [66]. Kanser hiicreleri,
tiimor olusumunu desteklemek i¢in ¢evredeki ortamda diisiik dereceli inflamatuar kosullari
tesvik eder. Sisteinil 16kotrienler (LTC4, LTD4 ve LTE4) enflamatuar mediyatorlerdir ve
kanserin ilerlemesine katkida bulunurlar. LTD4"in pro-tiimorijenik etkisini destekler [67].
Tez ¢alismamizda elde edilen sonuglara gore, si-GGTS ile transfekte edilen MDA-MB-231
hiicre hattindaki LTD4 seviyesinin kontrol hiicreler ile karsilastirildiginda azaldig:
goriilmistir. Bu da GGT-5’in, LTD4 olusumunda 6nemli bir rol aldigin1 gostermektedir.

Ayrica MCF 10A normal hiicrelerdeki LTD4 seviyesi MDA-MB-231 kanser hiirelerindeki
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ile kiyaslandiginda daha diisiik olup susturma etkisi goriillmemistir. siRNA uygulamasi
yapilmamis MDA-MB-231 hiicrelerindeki yiiksek LTD4 seviyeleri kanser hiicrelerinin
inflamatuar ortami devam ettirmeye calistigi seklinde distintilebilir. GGTS5’in LTD4
sentezindeki bilinen etkisi normal hiicrelerde belirgin olmamakla birlikte kanserli

hiicrelerde susturulma sonucu diisiik LTD4 seviyeleriyle kendini gostermistir.

GGT aktivitesi ve tripan mavisi ile yapilan hiicre canlilig1 arasindaki iliski incelendiginde
MCEF 10A hiicre hattinda pozitif yonde orta diizeyde istatistiksel olarak anlamli korelasyon
bulundu (p=0,046*<0,05, r= 0,585), ancak MDA-MB-231 hiicre hatinda iliski bulunmadi.
Benzer sekilde yapilan bir ¢alismada tripan mavisi testi kullanilarak, asivisin ile GGT
inhibisyonu yapilmis hiicrelerde, 48 saatlik asivisin tedavisinden sonra ¢oziiniir DNA’nin
onemli 6l¢iide arttigini bulmuslardir [63]. GGT aktivitesi ve LTD4 seviyesi arasindaki
iliski incelendiginde MCF 10A hiicre hattinda pozitif yonde orta diizeyde istatistiksel
olarak anlamli korelasyon bulundu (p=0,017<0,05, r= 0,671), ancak MDA-MB-231 hiicre
hattinda iliski bulunmadi. Elde edilen sonuglar, GGT'nin LTC4'tin LTD4'e doniisiimiinii

katalize edebilmesinden bahseden yukaridaki ¢alismalar ile uyumludur.

GSH seviyesi ve LTD4 seviyesi arasindaki iliski incelendiginde MDA-MB-231 hiicre
hattinda negatif yonde orta diizeyde istatistiksel olarak anlamli korelasyon bulundu
(p=0.014<0.05, r= -0.685), ancak MCF 10A hiicre hattinda iliski bulunmadi. GSH
fizyolojik metabolitler (6rn. Ostrojen, melaninler, prostaglandinler ve lokotrienler) ile
merkaptiiratlar olusturmak tizere reaksiyona girer. Bu reaksiyonlar glutatyon-S-transferaz

(bir Faz II detoksifikasyon enzimleri ailesi) tarafindan baslatilir [29].

LTD4 seviyesi ve tripan mavisi ile yapilan hiicre canlili1 arasindaki iligki incelendiginde
MDA-MB-231 hiicre hattinda pozitif yonde orta diizeyde istatistiksel olarak anlamli
korelasyon bulundu (p=0,016<0,05, r= 0,677), ancak MCF 10A hiicre hattinda iligki
bulnmadi. Proinflamatuar 16kotrien D4 (LTD4)’{in, epitelyal hiicre migrasyonunu arttirdig1
gbozlemlenmistir. Bu nedenle, inflamsyonlu dokudan salinan proinflamatuar CysLT
medyatorlerinin kanserin gelisiminde 6nemli bir rol oynayabilecegi diisliniilmektedir.
Proinflamatuar CysLTIR'nin kolon adenokarsinomlarinda yukar1 regiile oldugu
gosterilmistir ve bu reseptoriin yiiksek ekspresyonu kotii prognoz ile iligkilendirilmistir
[68]. Wikstrom ve ark.’nin ¢alismasinda, bagirsak epitel hiicrelerinin LTD4'e uzun siire

maruz kalmasi, siklooksijenaz-2, katenin ve Bcl-2 gibi kolon karsinogenezi ile ilgili
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faktorlerin yukari regiilasyonu ile sonuglanmistir [69]. inflamatuar bagirsak hastaliklari,
kolon kanseri gelisme riskinin artmasiyla iligkilidir. Yapilan bir ¢aligmada, bu siiregte
proinflamatuvar l16kotrien D4'iin (LTD4) transforme olmayan bagirsak epitel hiicrelerinde
bir kanser hiicresinin ayirt edici Ozellikleri olan proliferasyon, hayatta kalma ve

hareketlerinin indiikledigini gostermistir [70].
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6. SONUC VE ONERILER

MCF 10A ve MDA-MB-231 hatlarindan elde edilen sonuglar;

=  Calismamiz, literatiirii destekler sekilde sadece GGT1 geni eksikliginin hiicre
Olimiine yol a¢tigmi gosterip GGTI1 islevlerinin, GGTS'in ve GGT7’nin

islevleriyle telafi edilemeyecegini gosterilmistir.

= MTT testi kullanildiginda hiicre canlilig1 sonuglari, mikroskoptan alinan goriintiiler

ile celismekte, bu da MTT testinin giivenli olmadigin1 géstermektedir.

= GGT-1siRNA ile transfekte edilen her iki hiicre hattindaki muhtemelen GGT
aktivitesi, GGTS5 ve GGT7 genlerinin ekspresyonlarindan kaynaklanmaktadir.
GGT-7siRNA ile transfekte edilen her iki hiicre hattinda GGT aktivitesinin artig1

gOriilmiistir.

» GGT-1siRNA ile transfekte edilen her iki hiicre hattinda GSH seviyesinin
degismedigi goriilmiistiir. GGT-7siRNA ile transfekte edilen MCF 10A hiicre
hatinda GSH seviyesinin artig1 goriilmiisgken MDA-MB-231 hiicre hatindaki GSH

seviyesinin ise azaldig tespit edilmistir.

=  (GGT-5s1RNA ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicre hattinda LTD4 seviyesinin
azaldig1 goriilmistiir, fakat MCF 10A normal hiicrelerdeki LTD4 seviyesinin
MDA-MB-231 kanserli hiirelerine kiyaslandiginda daha diisik oludugu

bulundugundan susturma etkisinin goriilmemistir.
MCEF 10A hiicre hatinda, parametreler arasindaki iliski incelendiginde;

= GQGT aktivitesi ve tripan mavisi ile yapilan hiicre canlilig1 arasinda pozitif yonde

orta diizeyde istatistiksel olarak anlamli korelasyon bulunmustur.

=  GGT aktivitesi ve LTD4 seviyesi arasinda pozitif yonde orta diizeyde istatistiksel

olarak anlamli korelasyon bulunmustur.
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MDA-MB-231 hiicre hatinda, parametreler arasindaki iliski incelendiginde;

GSH seviyesi ve LTD4 seviyesi arasinda negatif yonde orta diizeyde istatistiksel

olarak anlamli korelasyon bulunmustur.

LTD4 seviyesi ve tripan mavisi ile yapilan hiicre canlili§i arasinda pozitif yonde

orta diizeyde istatistiksel olarak anlamli korelasyon bulunmustur.

GGT1 ve GGTS ayni zamanda susturup GGT7’nin olast fonksiyonlarinin
incelenmesi gerekmektedir. Ayn1 sekilde GGT1 ve GGT7 ayni zamanda susturup

GGT5’in olast fonksiyonlarinin incelenmesi gerekmektedir.

GGT7 nakavt fare modelleri olusturarak GGT7 nin, hiicrelerin oksidatif hasarindan

korumasinda rol alip almadiginin incelenmesi onerilmektedir.
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