T.C.
GAZI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

S K e kRt
LISANS

=4

DILEK GUNGOR
A

BiYOKIMYA (ECZ.) ANABILIM DALI

SUBAT 2018






MEME KANSERLi HASTALARDA GGT5 VE GGT7
EKSPRESYONLARININ iNCELENMESI

Dilek GUNGOR

YUKSEK LISANS TEZi
BiYOKIMYA (ECZ.) ANABILIM DALI

GAZi UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTIiTUSU

SUBAT 2018



Dilek GUNGOR tarafindan hazirlanan “Meme Kanserli Hastalarda GGT5 ve GGT7
Ekspresyonlarinin Incelenmesi” adli tez ¢alismasi aségldaki jiiri tarafindan OY BIRLIGI
| O¥—COKESGY ile Gazi Universitesi Biyokimya Anabilim Dalinda YUKSEK
LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Damisman: Prof. Dr. Sevgi AKAYDIN
Biyokimya Anabilim Dali. Gazi Universitesi

Bu tezin. kapsam ve kalite olarak Yiksek Lisans Tezi oldugunu onayhyorum/onaylamiyorum

Baskan : Prof. Dr. Fatma Meral TORUN
Biyokimya Anabilim Dali, Gazi Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum/onaylamiyorum

Uye : Prof. Dr. Fiigen AKTAN
Biyokimya Anabilim Dal1, Ankara Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum/onaylamiyorum

Tez Savunma Tarihi; 15/02/2018

Jiiri tarafindan kabul edilen bu tezin Yiiksek Lisans Tezi olmas: igin gerekli sartlar

yerine getirdigini onayliyorum.

Prof. Dr. Mustafa ASLAN

Saglik Bilimleri Enstitiisti Mudrii



ETIiK BEYAN

Gazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kurallarina uygun olarak
hazirladigim bu tez ¢alismasinda;
e Tez iginde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlari akademik ve etik kurallar
cerg¢evesinde elde ettigimi,
e Tiim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglar1 bilimsel etik ve ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu,
e Tez c¢alismasinda yararlandigim eserlerin timiine uygun atifta bulunarak kaynak
gosterdigimi,
e Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigimi,
e Bu tezde sundugum c¢aligmanin 6zgiin oldugunu,
bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi beyan

ederim.
e e

Dilek GUNGOR
15/02/2018
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OZET

Gama-glutamiltransferaz (GGT) diizeylerinde yilikselme olan bireylerde meme kanseri riskinde
artis oldugu bildirilmistir. Genom arastirmalari, GGT1'in yan sira, insan genomunun ek ilgili
genler veya diziler icerdigini gostermistir. Amino asit dizileri agisindan, GGT1'e 6nemli
benzerlik gosteren genler (GGTS ve GGT7) tanimlanmistir. Bu c¢alismanin amaci, meme
kanserinin molekiiler alt tiplerinde GGTS ve GGT7 gen ekspresyonlarini degerlendirmektir.
Bu amagla, meme kanseri tanis1 konmus 58 hastadan meme dokusu ornekleri alindi. Bu
hastalar, dstrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR), Insan epidermal biiyiime faktor
reseptor 2 (HER2) ve Ki67 antijeni molekiiler belirtegleri kullanilarak; Luminal A, Luminal B,
HER2(+), Luminal B-HER2(+) ve triple negatif olmak {izere bes alt gruba ayrildi. Kontrol
dokusu olarak, meme kii¢iiltme ameliyati igin klinige basvuran 8 saglikli kisiden alinmis meme
dokular1 da calismaya dahil edildi. Meme kanseri hastalarinin ve saglikli kontrollerin normal
ve timorlii doku 6rneklerinde GGTS ve GGT7 mRNA ekspresyonlart gRT-PCR yontemi ile
incelenmistir. Ayrica, serum Orneklerinde GGT aktivitesi ve glutatyon (GSH) diizeyleri
sirastyla  spektrofotometrik ve ELISA yoOntemleriyle Ol¢tilmiistir. Timor dokularinin
tamaminda GGTS ve GGT7'in mRNA ekspresyonlarinin aynmi hastalarin saglikli meme
dokularindaki ekspresyondan fazla oldugu belirlendi (sirasiyla p <0.145 ve p <0.003).
Molekiiler alt tipler arasinda, GGT7 ekspresyonlarinin Luminal A grubundaki hastalarin timdor
dokularinda normal dokularina gore anlamli derecede yiiksek oldugu anlagilmistir. (p <0.009).
Ayrica, GGT enzim aktivitesi kontrollere gore hastalarda belirgin derecede yiiksekti (p <0.05)
ve hem kontrollerde hem de hastalarda GSH diizeyleri ile pozitif olarak iligkiliydi. (sirastyla p
<0.05 ve p <0.0001). Ote yandan, GGT genleri ile ne GGT ne de GSH arasinda herhangi bir
korelasyon bulunmamustir. Bildigimiz kadariyla, ¢alisimamiz meme kanserinde GGTS ve
GGT7 mRNA ekspresyonlarini gosteren ilk caligmadir. Sonuglarimiza gére, meme kanserinde,
ozellikle de luminal A grubunda, GGT7'nin marker potansiyeli gosterebilecegini 6ngoriiyoruz.
Bulgularimiz, protein ekspresyonlarmin ve bu genlerin olas1 islevlerinin incelenmesi
gerektigini gostermektedir.
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ABSTRACT

An increased risk of breast cancer has been reported in individuals with elevated levels of
gamma-glutamyl transferase (GGT). Genome research indicated that besides GGT1, the human
genome contains additional related genes or sequences. From the perspective of amino acid
sequences, genes with substantial similarity (GGT5 and GGT7) to GGT1 have been identified.
The aim of this study was to evaluate the gene expressions of GGT5 and GGT7 in molecular
subtypes of breast cancer. For that purpose, tissue samples were taken from 58 patients
diagnosed with breast cancer. These patients were divided into five subgroups using molecular
markers of estrogen receptor, progesterone receptor, human growth factor receptor 2, and Ki67
antigen: Luminal A, Luminal B, HER (+), Luminal B-HER (+) and triple negative. As
controls, 8 healthy persons admitted to the clinic for breast reduction surgery were also
included to the study. mMRNA expressions of GGT5 and GGT7 in normal and tumour tissue
samples of breast cancer patients and healthy controls examined by qRT-PCR method. In
addition, GGT activity and glutathione (GSH) levels in serum samples were measured by
spectrophotometric and ELISA methods, respectively. In totally, mRNA expressions of GGT5
and GGT7 increased in tumor tissues than those in normal tissues of the same patients
(p<0.145 and p<0.003, respectively). Among molecular subtypes, GGT7 expressions were
significantly higher in tumor tissues than those in normal tissues of the patients in Luminal A
group (p<0.009). Also, GGT enzyme activity was significantly higher in patients than those in
controls (p<0.05) and it was positively correlated with GSH levels in both controls and patients
(p<0.05 and p<0.0001, respectively). On the other hand, we did not find any correlation
between neither GGT nor GSH and GGT genes. As far as we know, our study is the first
showing GGT5 and GGT7 mRNA expressions in breast cancer. According to our results, we
suggest that GGT7 may have marker potency in breast cancer, especially in the luminal A
group. Our results show that protein expressions and then potential functions of these genes
need to be studied.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Kisaltmalar Aciklamalar

5-LO 5-Lipooksigenaz

ARA Aragidonik Asit

BRCAl Meme kanseri duyarlilik geni 1
BRCAZ2 Meme kanseri duyarlilik geni 2
CA15-3 Karsinoma antijen 15-3

cDNA Komplementer DNA

CEA Karsinoembriyonik antijenler
CK17 Sitokeratin 17

CK5 Sitokeratin 5

CKo6 Sitokeratin 6

EGFR Epidermal biiylime faktor reseptor
ER Ostrojen reseptdrii

ES Enzim- Substrat kompleksi

FISH Floresan in situ hibridizasyon
GGCS Gama Glutamil Sistein Sentetaz
GGT Gama-glutamil transferaz

GGT1 Gama-glutamil transferaz 1
GGT5 Gama-glutamil transferaz 5
GGT7 Gama-glutamil transferaz 7
GpNA Gama glutamil para nitro anilid
GSH Glutatyon

GSSG Okside glutatyon

GST Glutatyon-S-transferaz

HA Hiyaliironik asit

HABP1 Insan hiyaliiranan baglayici protein 1
HER1 Insan epidermal biiyiime faktor reseptor 1

HER2 Insan epidermal biiyiime faktor reseptor 2



Kisaltmalar

HGNC
HpET
HUGO
LT
LTA4
LTB4
LTC4
LTD4
LTE4
mM
NIH
PARP
PCNA
PNET
PR
gRT-PCR

SMA
Thr
TMHDF
TNM
TNMK
UlCC

Aciklamalar

Insan Genom Adlandirma Komitesi
5-Hidroperoksieikozotetraenoik Asit
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Pirimitif ndroendodermal tiimor

Progesteron reseptori

kantitatif Ters Transkripsiyon-Polimeraz Zincir
Reaksiyonu

Diiz Kas Aktini

Treonin

Tiirkiye Meme Hastaliklar1 Dernekleri Federasyonu
Tiimor-Nodiil-Metastaz

Triple (Uglii) Negatif Meme Kanseri

Uluslararas1 Kanser Kontrol Birligi

Xii



1. GIRIS

Gama-glutamil transferaz (GGT, GGTP, gama-GT) bilimsel adlandirmada EC 2.3.2.2 ve
sistematik adlandirmada (5-L-glutamil)-peptit: amino asit 5-glutamil transferaz olarak
bilinen bir enzimdir. GGT, hiicrelerin plazma membranlarinin dis yiizeyinde yer alan, ekto
aktiviteye sahip bir enzim olarak bilinmektedir. Literatiirde ve klinik analizlerde GGT
ifadesi, yaygin bir sekilde GGT1 (Gama-glutamil transferaz 1) yerine kullanilmaktadir.
Hayvanlar ve bitkiler basta olmak iizere birgok organizmada bulunan GGT, prokaryotlarda
ve Okaryotlarda, otokatalitik bir boliinme ile tek zincirli bir dnciliden islenmis, kovalent
olmayan baglarla baglanmis bir agir ve bir hafif alt birimden olusan dimerik bir
glikoproteindir [1, 2, 3, 4]. GGT glutatyonun gama-glutamil kisminin bir amino asit, bir
peptid veya su (glutamat olusturan) olabilen bir aliciya transferini katalize eder. Memeli ve
bakteriyel GGT dizilerinde, yiiksek benzerlik gosteren bazi bolgeler bulunmaktadir [4].
Proteinin ayn1 zamanda glutatyon hidrolaz (EC: 3.4.19.13) aktivitesi de vardir.

Literatiirde ¢alismalari, GGT1'e amino asit dizilisi benzer, olas1 aktif genler oldugu 6n
goriilen ve GGTL1’e agik bir sekilde homolog olan bir proteini kodlayan insan
komplementer DNA’s1 (cDNA) varhigimi gostermektedir. Bu gen once y-glutamil
lokotrienaz GGL ve GGT-rel/lGGTLAL olarak, daha sonraki ¢alismalarda fare ve sicanda
da bulununca Gama-glutamil transferaz 5 (GGT5) olarak adlandirilmaktadir. Amino asit
dizilimleri agisindan GGT1’e 6nemli benzerlik gosteren diger gen ise Gama-glutamil
transferaz 7 (GGT7, eski GGTL3, GGTLS5)’dir. GGT7 heniiz tam aydinlatilamamis olup,
bunlarin I6kotrien sentezi, glutatyon metabolizmasi veya glutamil transferinin diizenlendigi
enzimatik aktivitelerde gorev aldigi disiiniilmektedir. GGTS ve GGT7, GGT1 ile benzer

amino asit dizisine sahiptir ve bunlarin aktif genler oldugu kabul edilmektedir [4,5].

GGT ailesi; meme, rahim, akciger kanseri ve 16semiyi de igeren ¢ok sayida kotii huylu
insan tiimorlerinde ekspresyonlart degisen ve glutatyon metabolizmasinda gérev alan 13
enzim icermektedir. GGT ailesi, antioksidan / anti-toksik savunma ve hiicresel proliferatif /
apoptotik denge gibi 6nemli redoksa duyarli fonksiyonlar1 degistirdiginden, GGT ailesinin

tiimor progresyonu, istilasi ve ilag¢ direncinde énemli bir rol oynadigini diistindiirmektedir

[6].



GGT’nin; fetal karaciger, bobrekler ve bagirsaklar gibi bazi organ sistemleri i¢in onemli
oldugu bilinmektedir. ¢cDNA kiitiiphanesinden yapilan taramalarda normalde GGTS
adrenal bez, dalak, damarlar, timus ve mesane gibi normal dokularda yaygin olarak; GGT7
larenks, akciger, pankreas ve prostat gibi normal dokularda yaygin olarak eksprese
edilmektedir. Bununla birlikte, GGT5’in bobrek, glioma ve 06zofagus kanserlerinde;
GGT7’nin ise mesane, glioma, bag-boyun, akciger ve Primitif noroektodermal tiimdrlerde

(PNET) ekspresyonlarinin arttig1 bilinmektedir.

Bu ¢alismada, meme kanserinde GGT ailesine ait, aktif oldugu bilinen ya da tahmin edilen
GGT5 ve GGT7 genlerinin ekspresyonlarimin incelenmesi amaglanmaktadir. Gen
ekspresyonlar1 ayni hastadan alinan normal ve tiimorlii dokularda incelenecektir. Ayrica
serumda GGT diizeyleri ve GSH diizeyleri analiz edilecek ve ekspresyon ile arasindaki

iligkiler degerlendirilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri

Kanser, organlarda hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile olusan, klinik goriiniimii, tedavisi
ve yaklasimi birbirinden farkli olan bir hastaliklar grubudur [7]. Kanser hiicreleri normal
hiicrelere kiyasla yapilar1 ve islevleri bakimindan farklilik gostermektedir. Kanser hiicresi,
normal hiicrenin yerine getirdigi islevleri yapamazken, bazen de normal hiicrelerin
gerceklestirmedigi yeni islevler kazanmaktadir. Anormal sekilde ¢ogalmaya baslayan bu
hiicreler, bulunduklar1 doku ve organlari isgal etmektedir. Ayrica bu kanserli hiicreler diger
dokulara da yayilabilmektedirler. Hiicre kontroliiniin bozulmasindan bir hastalik olarak
kanser tablosunun ortaya ¢ikmasina kadar gegen siire, kanser tiirlerine gore degiskenlik

gostermekle birlikte ortalama 15-20 yildir [8].

Birgok gelismis lilkede kanser, 6liim nedenleri arasinda kalp ve damar hastaliklarindan
sonra ikinci sirada yer almaktadir. Ulkemizde de, 0-1 yas grubu hari¢ tutuldugunda, liim
nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir ve her on 6liimden birisi kanser nedeniyle

olusmaktadir [8].

Meme, kadinlarda siit iiretimi i¢in diizenlenmis farklilagsmis bir salgi bezidir. Siit iireten
lobiil sistemi ile bunlari meme basina aktaran duktus sisteminin birlesiminden olusur [9].
Meme dokusu ayni zamanda yag ve bag dokusu, lenf diiglimleri ve kan damarlar igerir.
Meme kanseri hem kadinlarda hem erkeklerde olugmasina ragmen, erkeklerde ¢ok nadir
gortliir. Her yil erkeklerde 2300 meme kanseri vakasi goriiliirken, kadinlarda bu rakam
23000°dir [10]. 2013 yil1 verilerinin degerlendirildigi rapora gore Tiirkiye’de kadinlarda
goriilen kanser tiirleri arasinda ilk sirayr meme kanserleri almaktadir. Kadinlarda en sik
goriilen kanserler arasinda, her dort kadindan bir tanesinde goriilme oraniyla meme kanseri
bulunmaktadir. 2013 yil1 i¢inde toplam 17.531 kadina meme kanseri teshisi konulmustur
[7]. Ulkemizde meme kanseri tanis1 alan kadinlarin %45’inin 50- 69 yas arasinda oldugu,
%40’ 1n1n ise 25-49 yas araliginda yer aldig1 goriilmektedir [10].



2.2. Meme Kanserinin Molekiiler Belirtecleri

Belirteg¢ terimi, tiimorler ig¢in yaygin olarak kullanilan baglamda, timérlerin gelecekteki
davraniglarini 6ngoren ozellikler olarak belirtilebilir. Histopatolojinin tiim denemeleri bu
baglamda belirte¢ yorumu olarak diisiiniilebilir. Bu geleneksel yontemin en yararli oldugu
kanitlanmis 6zellikleri, timdr evresi ve derecesidir [11]. Genel olarak kullanilan evreleme
sistemi Uluslararas1 Kanser Kontrolii Birligi (UICC) tarafindan tavsiye edilen, anatomik
temele dayanan birincil ve bolgesel nodiil boyutunu, metastaz varligini ve yoklugunu
kaydeden, malign tiimorlerin Tiimor-Nodiil-Metastaz (TNM) smiflandirma sistemidir. Bu
parametrelerin degerlendirilmesi ile TNM sinuflandirma sistemi evre 0’dan IV’e kadar
degisen evrelemeye olanak tanimaktadir [12]. Meme kanserinde evre ve derece, bir kanser
hastas1 popiilasyonunun sonucunu tahmin etmede istatistiksel olarak basarilidir, ancak
bireyler i¢in terapotik karar verme siirecine yardim etme konusunda yetersiz kalmaktadir.
Tiimorlerin 6nemli 6zelliklerini belirleme, tiimdrlerin ve biyolojik belirteglerin molekiiler
ozelliklerini tanimlama ¢alismalart devam etmektedir. Kanser biyolojik belirte¢ caligsmalari

ideal olarak bes baslik altinda toplanabilir [11];

1) Kanser taramasi

Kanser taramalarinin nihai amaci; erken teshis ile konakg1 etkilenmeden ve en az maliyetle

tanimlama yapmaktir [11, 13].

2) Kanser teshisi

Erken teshis, tedaviden alinan yanit, niiks ve hayatta kalma siiresini etkilemektedir [12,
13].

3) Timor siiflandirmasi
Siniflandirma, patolojik taniy1 ve nihai olarak tedaviyi etkilemektedir.
4) Prognoz

Prognoztik belirtecler, terapotik hareketin belirleyicisi olarak kullanilirlar [11-13]. Meme
kanserinde yaygin olarak kullanilan prognoztik belirteclerden bir tanesi Gstrojen reseptorii

(ER)’diir [11].



5) Terapotik yanit gorme

Erken ve gec evre meme kanserlerinde spesifik terapotik hedeflerin farkli sonuglar
dogurdugu bilinmektedir [11, 13]. Ayrica meme kanserinde tiimor belirteglerinin

belirlenmesi klinik yontemin belirlenmesinde 6nem tasimaktadir [13].

ABD Ulusal Saglik Enstitiisti (NIH) Calisma Grubu ve Biyolojik Belirte¢ Konsorsiyumuna
gore molekiiler belirteg, patojenik veya normal siireglerin bir gostergesi olarak objektif
olarak 6l¢iilen veya terapotik miidahaleye karsi bir farmakolojik tepki olarak tanimlanan
bir Ozelliktir [12]. Biyolojik belirteglere ilginin artmasinin temelde iki nedeni vardir.
Birincisi, yliksek verimli yontemler ile binlerce parametrenin ayni anda analizine imkan
saglamasi, ikincisi ise; farmakoloji ve farmasotik i¢in molekiiler hedefleri belirlemektir
[11]. Belirteglerin ¢ogu protein olmasina ragmen, son zamanlarda timor belirtecleri olarak
gen ekspresyon kaliplari ve tiimor dokusunda belirlenen DNA degisimleri de 6n plana
cikmaktadir. Hastaligin klinik ilerlemesi goz oniine alindiginda, tlimoriin davranigini
ongoren belirteglerin belirlenmesi meme kanserinde 6zellikle 6nem tasimaktadir. Gen
ekspresyonu profilleme ¢alismalarinin sonuglari, meme kanserine bakisi degistirmekte ve
molekiiler tanilama icin yeni bir ara¢ saglamaktadir. Bu sayede molekiiler alt gruplarin

yakin iligkileri gosterildi ve tanimlandi1 [12].

2.2.1. Iyi tammlanmis ve arastirmalarim siirdiigi meme kanseri molekiiler

belirtecleri

Cizelge 2.1. Meme kanseri molekiiler belirtecleri

Iyi Tamimlanmis Arastirmalarin Siirdigii
Molekiiler Belirtegler Molekiiler Belirtegler
Hormon Reseptorleri (ER ve PR) Timor Protein p53
Karsinoma antijen 15-3 (CA15-3)
Ki67 antijeni Karsinoembriyonik antijenler (CEA)

Meme Kanseri Duyarlilik Genleri
Insan Epidermal Biiyiime Faktor Reseptdr 2(HER2) (BRCAL ve BRCA2)

Hiicre Dongiisii Proteinleri

Topo Il proteini
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Iyi tanimlanmis meme kanseri molekiiler belirtecleri

Hormon reseptorleri

Yilda 1 milyondan fazla kadina meme kanseri teshisi konmaktadir ve bunlarin yaklagik
700 bini hormon reseptor pozitiftir. Hormon reseptoérleri, hem epitelyum hem de meme
stromasinda eksprese edilen reseptorlerdir ve fonksiyonlarini dolasimdaki hormonlara
baglanarak ve bunlarin hiicresel etkilerine aracilik ederek gosterirler. Meme kanserinde en

iyl calisan hormon reseptorleri, Ostrojen reseptorleri (ER) ve progesteron reseptorleri

(PR)’dir [12].

ER ve PR’nin pozitif immiinohistokimyasal ekspresyonu ile siniflandirilan meme
kanserleri, farkli klinik, patolojik ve molekiiler 6zelliklere sahiptir [12]. Bu molekiiller,
kanser prognozunun tahmininde ve klinik tedavinin etkilerinin gozlenmesinde kritik rol
oynamaktadir. Hormon ile iliskili meme kanseri molekiiler belirtegleri genellikle hormon

ile iligkili degisikliklerde ve klinik tedavi sirasinda ortaya ¢ikmaktadir [14].

Ostrojen reseptorii (ER)

Ostrojen, hormon bagimli transkripsiyon diizenleyicileri olarak islev goren iki 6zel hiicre
ici reseptor, ERa ve ERP reseptor, araciliiyla islevlerini yerine getirir. ER yolag1 insan
meme kanserinin patofizyolojisinde kritik bir rol oynamaktadir. ERa'nin asir1 ekspresyonu

meme kanseri hastalarinda iyi bilinen bir prognostik ve prediktif faktordiir [15].

ER’nin immiinohistokimyasal analizi standart degildir. Doku tedariki, korunmasi, antijen
geri kazanimi1 ve daha da 6nemlisi pozitiflik tanimlamas: farkli laboratuvarlar arasinda

farklilik gosterir [15].

Onceki calismalara gore, ER negatif meme kanseri hastalari, diisiik diizeyde histolojik
farkliliklar gostermektedir ve ER negatif tiimdrler ve in-vitro hiicre hatlar1 kemoterapiye
daha hassastirlar. Bununla birlikte, ER pozitif meme kanserinde, uzun siire anti-hormon
tedavisine karsi kazanilmis direncin sonucu olarak, dstrojen etkisiyle apoptoz olustugu

gortilmektedir [14].



Progesteron reseptorii (PR)

PR'nin asir1 ekspresyonu fonksiyonel bir analiz olarak islev goérmektedir. Tiimoér, ER-
negatif olarak rapor edilse bile, PR analizi ER yolaginin bozulmamis oldugunu gostermek

icin yapilmaktadir [15].

PR 06strojenin son lirlinlidiir ve temel islevi ER’ye Ostrojen yanitin1 saglamak ve arttirmak,
katalitik ve sinerjistik etkilere yol agmaktir. PR, ER’nin ekspresyonu temeline dayanir ve

ER olmadan PR ekspresyonu meme kanseri dokusunda %1’den az goriilmektedir [14].

PR, PR-A ve PR-B alt tiplerine ayrilabilir. Normal meme dokusunda bu iki reseptor esit
diizeylerde bulunurken erken donem kanserde normal diizeyleri siklikla bozulmaktadir. Bu
dengesi bozulmus ekspresyon meme tiimdrlerinde hastalik sonucuna ve endokrin

tedavisinin basarisina etki etmektedir [14].
Ki67 antijeni

Ik olarak 1983’te tanimlanan Ki67 antijeni; kararsiz, histonsuz niiklear proteindir. Ki67
cogalma sirasinda cekirdek proteini ile reaksiyon gosterebilen monoklonal antikordur.
Ki67 antijeni, hiicre dongiisii baglantilidir ve c¢ogalan hiicrelerin orta G1,S,G2 ve M
fazlarinda eksprese edilirken, ancak Gl fazindan 6nce ve GO’da dinlenen hiicrelerde
eksprese edilmemektedir [12,14, 15]. Hiperplastik normal hiicrelerde ya da timor
hiicrelerinde gosterilmesi nedeniyle Ki67 6zel bir hiicre popiilasyonunun c¢ogalmasina

isaret etmektedir [14].

S fazi ile Ki67 arasinda yiiksek bir korelasyon belirlenmistir. Boylece Ki67’nin kantitatif
analizinin, tiimor proliferasyon indeksinin tahmininde kullanilabilecegi gosterilmistir [12].
Ki67 ekspresyonunun o6l¢iimii, meme kanseri orneklerinde hiicre ¢ogalma miktarinin
belirlenmesi i¢in Onerilmektedir [14, 16]. 2011 Saint Gallen Konsensus Toplantisinda
alinan karara gore, Ki67 skoru, histolojik kesitlerde immiimohistokimyasal metotlarda
boyanan invasiv (invaziv) karsinoma hiicrelerinin yiizdesi olarak tanimlanmaktadir. %14
ve daha az boyanan ¢ekirdek oldugunda diisiik veya negatif, daha fazla oldugunda yiiksek
veya pozitif olarak degerlendirilir [13, 17].



ER pozitif, lenf nodu negatif tiimdrlerin prognostik alt gruplara ayrilmasinda kullanilan, 16
tanimlayict genin ekspresyonundan (Kantitatif Ters Transkripsiyon-Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (qRT-PCR) analizlerinden) tiiretilen tekrarlama skoru hesaplanirken, Ki67’yi
kodlayan MKI67 geninin ekspresyonu, en fazla agirliga sahip olan bilesendir [16]. Yiiksek
diizeydeki Ki67, ER negatifligi ve HER-2 ekspresyonu hastalik ile iliskilendirilmektedir
[14]. Bununla birlikte bazi ¢alismalar Ki67’nin tedavi degeri tasidigini ve bu nedenle
adjuvant kemoterapiye ihtiyag duyan hastalarin belirlenmesinde rol oynayabilecegini
gostermektedir [14]. Ayrica neoadjuvan endokrin tedaviden sonra Ki67 ekspresyonundaki
degisikliklerin uzun vadeli neticeleri 6n gorebilecegi belirtilmektedir [16]. Ki67 nin meme
dokusunda degil de lenf diigiimlerindeki yiiksek ekspresyonunun kisa hayatta kalma siiresi
ile iligkili oldugu gosterilmektedir. Bdylece lenf nodu metastazlarinda proliferatif etkinligi
daha fazla olan hastalar daha agresif terapiye ihtiya¢ duyulabilmekte ve hastaligin daha
yakin klinik izlenmesi gerekmektedir [12].

Insan epidermal biiyiime faktor reseptor 2 (HER2)

Literatiirde bu gen i¢in birgok isim kullanilmaktadir ve bunlardan bazilari: HER2, c-erb-2,
c-erbB-2, HER-2, HER-2/neu, ERBB2, erbB2, erbB-2, onkogen neu’dur. Kodladig:

protein i¢in neu protein ve HER2 gibi isimlendirmeler yapilmaktadir [12].

HER2, epidermal biiylime faktor reseptorii (EGFR) ile yapisal olarak iliskili olan,
kromozom 1721 iizerinde bulunan ERBB2/HER2 onkogenince kodlanan transmembran
tirozin kinaz reseptoriidiir [12, 15]. HER-2 geninin amplifikasyonu meme kanseri
patogenezinde 6nemli bir rol oynamaktadir [15]. Bu onkogenin, meme kanserlerinin %20-
30’unda amplifiye olmasi, asir1 ekspresyonu; tiimor hiicrelerinin agresif bir fenotipi,
antihormonal ve sitotoksik tedavilere direng ve diisiik sagkalim ile iliskili olmasi,

HER2’nin koétii prognoz belirteci olabilecegini diisiindiirmektedir [12].

HER?2 reseptorlerinin homodimer veya heterodimer hale gelmesi hiicre sinyalizasyonunda
hiicre i¢i tirozin kinazi aktive etmektedir. Boylece hayatta kalma ve hiicresel ¢ogalmaya

yol agan yolaklar1 da tetiklemektedir [12].



Meme kanserinde HER2 durumu ya primer tiimor dokusundaki gen kopya sayisinin
floresan in situ hibridizasyon (FISH) analizi ile ya da HER2 proteininin

immiinohistokimyasal olarak analizi ile rutin olarak degerlendirilmektedir [12].

Arastirmalarin sirdigi diger molekiiler belirtecler

Tiimor Protein p53

p53 hiicre homeostazt ve genom biitiinliigliniin korunmasi i¢in esansiyel olan hiicre

dongiistiniin durdurulmasi, apoptoz, DNA onarimi ve hiicresel yaslanmay1 iceren birgok

kritik yolak ile iliskilidir.

TP53 geninde veya p53’lin post translasyonal modifikasyondaki degisim, hiicresel strese

olan cevabi degistirmektedir.

TP53 genindeki mutasyonlar, molekiiler konformasyonun degismesine ve protein
yartlanma Omriiniin uzamasina neden olmakta, bdylece konformasyonu degismis p53
proteininin niiklear birikimi goriilmektedir. Immiinohistokimyasal metotlar ile bu anormal

birikim saptanmakta ve dolayli olarak TP53 genindeki mutasyon belirlenmektedir.

Bu birikim meme kanseri hastalarinda zayif klinik sonucun bir gostergesidir ve bu

belirtecin klinik bir degeri olmasina ragmen, hedef alan bir tedavi bulunmamaktadir [12].

Karsinoma antijen 15-3 (CA15-3) ve karsinoembriyonik antijenler (CEA)

CA15-3 peptidleri, stabil dimer yapili iki alt birimden olusan bir transmembran proteini
olan MUC1’in dokiilen veya ¢oziilen formudur. MUC1 normal epitel hiicrelerin apikal
ylizeyinde heterojen olarak eksprese edilmektedir ve meme kanserlerinin %90’inda

anormal ekspresyon goriilmektedir.

CEA, bir glikoproteindir. CA15-3 ve CEA serum belirteg testlerine dayanan klasik
yontemlerle tespit edilebilmektedir.

Meme kanserinde CEA, nod tutulumu ve timoér boyutunun bir gostergesidir. Meme

kanserinde serum CEA diizeyi ile subklinik metastaz ve prognoz arasinda iliskili
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bulunmaktadir. Her iki belirtecin (CA15-3 ve CEA) es zamanli kullanimi, meme kanseri

olan hastalarin %60-80’inde metastazin erken teshisine olanak tanimaktadir [12].

Meme kanseri duyarlilik genleri (BRCAL ve BRCA2)

BRCA genleri tiimor baskilayici genler olarak siniflandirilmaktadir ve ailesel meme
kanseri ile ilgili vakalarin %80°1 kalitsal duyarlilik genleri olan BRCA1 ve BRCA2 genleri
ile iliskilidir [12]. BRCA, DNA’nin iki asamali kopma-onarilma mekanizmasinda DNA
stabilitesinin saglanmasinda onemli bir rol oynamaktadir. Poli ADP-riboz polimeraz
(PARP) enzimleri DNA’nin kopma- onarilma mekanizmasinin diizgiin sekilde islemesinde
gorevli enzimdir. Klinik 6ncesi aragtirmalar, BRCA1 ve BRCA2 igermeyen tiimdr hiicre

hatlarinin PARP inhibitérlerine duyarh oldugunu gostermektedir [18].

BRCA proteinleri, aktivasyon ve traskripsiyonel regiilasyon dahil DNA hasarinin
onariminda, hiicre dongiisiiniin kontrolii disindaki hiicresel siire¢lerde, hiicre ¢ogalmasinda

ve farklilasmasinda 6nemli rol oynamaktadir [12].

Hiicre dongiisii proteinleri

Hiicre dongiisiindeki degisiklikler nihai olarak diizensiz hayatta kalmalara neden
olmaktadir ve bu da timoér olusumlarinin temelini olusturmaktadir. Kanser hiicreleri
normal mitotik hiicre dongiisiinii bypass ederek diizensiz ¢ogalmaya gegmektedirler. Siklin
D1 insan meme kanserinde énemli bir molekiiler yonlendiricidir. Ostrojen ve ER yolagi,
hiicre dongiisii proteini siklin E ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynamaktadir.
Meme kanseri ile bozulan ER yolag: sonrasi hiicre dongiisii degisiklikleri goriilmektedir.
Bundan bagka, tamoksifen tedavisi altinda olan meme kanserli kadinlarda, siklin A ve
siklin E’nin rahim i¢ zar1 kanserine de dahil olduklari bulunmustur. Takipteki hastalarda,
12 aydan sonra bu iki belirtecin kullanim1 6nemle tavsiye edilmektedir. Bu nedenle meme
kanseri tedavisinde hiicre dongiisii proteinleri farkli molekiiler isaretciler olarak

kullanilabilmektedir [14].
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Diger hiicre biiyiime belirtegleri

Cogalan hiicre cekirdek antijeni (PCNA) bir ¢ekirdek DNA polimerazidir ve DNA
sentezine, protein ekspresyonuna ve hiicre cogalmasina dogrudan katilmaktadir. PCNA
diizeyi dinlenmedeki hiicrelerde ¢ok diisiiktiir ve ¢ogalmanin diizenlenmesinde pozitif bir
faktor olarak yer almaktadir. PCNA indeksi hiicre ¢gogalmasimin daha nesnel ve kesin bir
gostergesidir. PCNA’nin yiiksek oldugu durumlarda aktif hiicre gogalmasi ve replikasyon
zamanm kisa olmaktadir. insan Hiyaliiranan Baglayic1 Protein 1 (HABPI1), Hiyaliironik
Asite (HA) yiiksek ilgi gosteren bir proteindir. Yiiksek HABP-1 ekspresyonu meme
kanseri hastalarindaki diisiik yasama orami ile iliskilidir ve Onemli bir prognoz
biyobelirleyicidir, ¢iinkii HABP-1 meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalma ve gogiini

diizenlemektedir [14].

Topo Il proteini

Topo II organizmada DNA replikasyonunda, transkripsiyonda ve niikleik asidin ve
fizyolojik fonksiyonlarinin diizenlenmesinde yer alan onemli bir enzimdir. Calismalar
Topo I'nin de molekiiler bir isaret olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Meme
kanserinde Topo II ve DNA tarafindan bi¢imlendirilen ayrilma komplekslerini stabilize
eden antrasiklin ilaglar1 bu yolla hiicre ¢ogalmasini baskilamaktadir. Buna ek olarak
kanser hastalarinda prognoza yonelik bir isaret olarak Topo II kopya sayis1 sinirlt bir
degere sahiptir. Bu konuda bilinen; tiimorlerin, mevcut kemoterapdtiklere karsi direncli
kiicik bir kanser kok hiicre toplulugu tarafindan yonetildigidir. Yeni kanitlar
gostermektedir ki meme kanseri kok hiicrelerindeki Topo II aktivitesindeki artig, bunlarin
Topo II inhibitorlerine artan duyarliligina neden olmaktadir. Bu da degerli bir prognoz

belirteci olmasina neden olmaktadir [14].

2.3. Meme Kanserinin Siniflandirilmasi

Meme kanserinin = siniflandirilmasinda  fakli  yaklasimlar kullanilmaktadir. Timor
histolojisine gore, klinik patolojik parametrelere gore, molekiiler siniflarina goére ve

immiinofenotipik vb. siniflandirmalar yapilmaktadir.
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Kadinlarda goriilen meme tiimoérleri klinik ve histopatolojik goriiniim olarak oldukga
farklidir. Bu tiimorler histolojik tiplerine gore veya timor belirteglerinin ekspresyonlarina

bakilarak da molekiiler tiplerine gore siniflandirilmaktadir.

Cizelge 2.2. Meme kanserinin siniflandirilmasi

Histolojik Molekiiler Yayilma Adenokarsinomlar Invasiv

Siniflandirma Siniflandirma Egilimlerine Karsinomlar
Gore

Sarkom Luminal A In Situ Duktal Invasive Lobiiler

Karsinom Luminal B Invaziv Lobiilar Duktal/Lobiiler

Hematopoetik HER2 Ekprese Eden Digerleri Miisindz(Kolloid)

Dokudan Bazal Benzeri Infiltratif Duktal

Orjinlenenler Null Tip Tibiiler

Sinir Dokudan Mediiller

Orjinlenenler Papiller

2.3.1. Meme kanserinin molekiiler siniflandirmasi

Kanserler, tiimor belirteglerinin ekspresyonlarina bakilarak molekiiler tiplerine gore

smiflandirilmaktadirlar [19, 20].

Meme kanserlerinde molekiiler alt gruplar, ¢ogunlukla duktal, az miktartada da lobiiler
karsinomanin gen ekspresyon profillerine dayanilarak gelistirilmistir. Son donemde
yapilan bazi ¢alismalar, meme kanserinin 6zel tiirleri ile belli biyolojik 6zellikler arasinda
bir iliski oldugunu 6nermektedir. Ancak spesifik alt gruplardaki, her bir biyolojik 6zelligin
goreceli olarak oram1 molekiiler analiz yapmay1 zorlastirmaktadir. Nadir tiimorleri

tanimlamak igin, molekiiler siniflandirmanin yararliligi bilinmemektedir [20].

Meme kanserleri heterojen hastaliklardir [16, 21, 22]. Histolojik olarak benzer tiimorler
farkli hastalik seyrine sahip olabilmekte ve tedaviye farkli yanitlar verebilmektedirler.
Klinik davranistaki bu farkliliklarin histolojik olarak benzer tiimorler arasindaki molekiiler
farkliliklardan kaynaklandigina inanilmaktadir [22]. DNA mikroarray yontemini kullanan
gen ekspresyon analizleri, meme kanserlerinin geleneksel histopatolojik yontemler ile
belirlenemeyen [23], klinik ozelliklerinden farkli olarak molekiiler alt gruplara
ayrilabilecegini gostermektedir [21, 22, 24, 25] ve meme kanserini tek bir hastalik degil,

en az dort farkli molekiiler neoplastik bozukluk olarak tanimlamaktadir [26]. Timor
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dokudaki gen ekspresyon analizi meme kanserlerinin, ER pozitif iki alt gruba (Luminal A
ve Luminal B), ER negatif ii¢ alt gruba (HER2 eksprese edenler, bazal benzeri ve normal
benzeri) ayrilabilecegini gostermektedir [16, 23, 24, 27, 28]. Calismalar bu gruplarin
prognozda ve eksprese ettikleri torapatik hedeflerin birikiminde [28, 29], gériilme
oranlarinda, hayatta kalma ve tedaviye cevaplarinda belirgin bir sekilde farkli oldugunu
gostermektedir [27]. Bu siniflandirma farkli dizi platformlari, timor setleri ve istatistiksel
analizlerin kullanildig1 bagimsiz arastirmalarda oldukga tutarli sonuglar vermektedir [24].
Temel molekiiler belirteclerin, ¢oklu genomik calismalarda hem in situ hem de invaziv
meme kanserleri i¢in uygulanabilirligi ve farkli irklarda tanimlanabilirligi gosterilmistir
[18]. Hormon terapilerinin gelismesi, ER pozitif ve ER negatif meme kanserleri arasindaki
farklar1 dogrulamaktadir. Baslangicta tiim meme kanserleri i¢in kullanilan tamoksifen ile
tedaviye, daha sonra sadece hormon reseptdrleri eksprese eden tiimorlii hastalarin yanit
verdigi goriilmektedir. Meme kanserinin heterojen dogasi hekimler ve hastalar i¢cin 6nem
tagsimaktadir [23]. Bu alt gruplar, hastalik seyri ve 6ngorii (belirleyicilik) degerine sahiptir.
Hasta takip calismalarinda, ayni1 biyolojik alt grup setlerinde, gen ekspresyonuna dayali
ongoriilerin  tutarliligi, bu alt gruplarin, hasta sonucglarint tahmin etmek icin
kullanilabilecegi kanaati olusturmaktadir [21]. PAMS50 alt grup prediktorii olarak bilinen,
gen ekspresyon temelli analiz, meme kanserinin alt molekiiler gruplarin1 tanimlamakta ve
tekrarlama riski skoru saglamaktadir [30]. Ancak gen ekspresyon ¢alismalarinin gelismesi
ile tiimorlerin yeni alt gruplarinin olusturulacagi beklenmektedir [27]. Secilmis
immiinohistokimyasal boyalar1 kullanan g¢aligmalar, klinik sonuglarma gore tiimorlerin
benzer sekilde siiflandirilmasini saglamistir. Bu durum molekiiler siniflandirmanin giiglii
oldugunu gostermektedir [24]. Molekiiler belirtegleri hedef alan tedavilerin kullanimi
artarak devam etmektedir [23]. Son yillarda 6zellikle klinik-onkolojik Ongoriiler
dogrultusunda Ki67 proliferasyon indeksi de bu siniflandirmaya ilave edilmistir [16]. Gen

ekspresyon analizi ile molekiiler siniflandirma temelde su sekilde yapilmaktadir:

Luminal A meme kanseri [ER ve/veya PR (+)/ HER2 (-)], diisiik Ki67

Luminal A tiimdrler, pozitif Ostrojen reseptor (ER)/progesteron reseptdr(PR) ve negatif
insan epidermal biiylime faktor reseptor-2 (HERZ2) ile karakterize edilmekte [24] ve
luminal epitel hiicre belirtegleri ile ayirt edilmektedirler [29]. Bu tiimorler Ki67 geninin
diistik ekspresyonu ve en iyi prognoz gostermeleri ile ayirt edilmektedir [16] ve bes alt

grup arasinda en fazla olumlu klinik 6zellikler gosteren tiimorlerdir [24].
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Luminal A ve luminal B tiimorleri GATA3 (GATA3, meme epitelinin, iirotelyanin ve T-
lenfosit alt gruplariin farklilasmasinda 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir) genini ve bu
genin regiile ettigi diger genleri eksprese ederler [28, 31]. Luminal A tiimérler Luminal B
timorlere gore daha yiiksek seviyelerde ostrojen reseptor ve GATA3 gen ekspresyonu
gosterirler ve luminal A meme kanserlerinde daha olumlu hasta neticeleri gosterirler.
Luminal B tiimérler ise daha ¢ok insan epidermal biiylime faktor reseptor 1(HER1), HER2
ve/veya siklin E1 (hiicre dongiisii proteinlerinden siklin E izoformu) eksprese etmektedir
[28]. Her iki siklin E izoformunun cksikliginde; dinlenen hiicreler hiicre dongiisiine
gecemezler. Hiicre dongiisiiniin S evresinde ilerleyebilmesi ve DNA replikasyonunun

baglayabilmesi i¢in siklin E gerekmektedir [32].

Luminal B meme kanseri [ER ve/veya PR (+)/ HER2 (-)], viiksek Ki-67

Luminal B tiimoérler pozitif ER/PR’ye ilaveten HER1 ve HER2 eksprese etmekte ve
Luminal A’ya gore daha az olumlu klinik 6zellikler gostermektedirler [16, 21, 24].

Hormon reseptor pozitif olan Luminal A ve luminal B molekiiler alt grubu, prognoz

baslangicinda ve sitotoksik tedavilere kars1 duyarlilikta 6nemli farkliliklar gostermektedir

[30].

Bazi luminal B tiimérleri, HER2 ekspresyonu ile tanimlanabilmesine ragmen, Luminal A
ve Luminal B arasindaki en biiyiik ayrim Luminal B’nin CCNB1 (siklin B1 kodlayan gen),
MKI67 (Ki67 proteinini kodlayan gen) ve MYBL2 (transkripsiyon faktorii genlerini
kodlayan MYB ailesinden olan, hiicre dongiisii ilerlemesi ile ilgili bir niikleer protein) gibi

proliferasyon isareti iceren genleri daha fazla eksprese etmesidir [16].

Immiinohistokimyasal olarak proliferasyon o6l¢iimiinii kolaylastirmak i¢in Ki67 igin
monoklonal antikor teknigi kullanilmaktadir. Boylece Ki67 etiketleme indeksi, luminal B

alt grubunu belirleyen bir biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir [16].

Ostrojen ve/veya progesteron reseptorleri pozitif olan meme kanserlerinin iicte ikisi icin
genellikle tamoksifen veya aromataz inhibitorleri ile endokrin tedavi tavsiye edilmektedir.
Hormon reseptorii pozitif tiimorlii hastalar adjuvan tamoksifen ile tedavi edildiginde,

niiksetme veya dliimle sonuglanma risklerinde 30% oranindan fazla azalma goériilmektedir.
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Ancak lenf nodu pozitif, ER pozitif meme kanseri olan bazi hastalarda adjuvan sistemik
tedavi yeniden niiksii Onleyemedigi gibi, bircok diisiik riskli hasta bu miidahalelerden
fayda gérmeksizin yan etkilere maruz kalabilmektedir. Bu nedenle, mevcut tedavi
protokollerine ragmen, niiksetme riski yiiksek olan hormon reseptorii pozitif tiimorlii
hastalari, tek basina adjuvan tedavinin yeterli olabilecegi diisiik riskli hastalardan ayirt

etmek gerekmektedir [16].

Bazal benzer/Uclii (triple) negatif meme kanseri (TNMK): En az bir bazal belirtec (SMA,
SK35, SK14, SK17) ile pozitiflik gosteren, ticlii negative [ER(-) PR(-) HER2 (-)]

Bazal benzeri meme kanserleri, tiim meme kanserlerinin %10-20’sini olusturmakta ve daha
stk gencleri etkilemekle birlikte, Afrikali-Amerikali kadinlarda ve BRCA1 mutasyon
tastyicilarinda daha yaygin goriilmektedir [18, 23, 24].

Bazal benzeri kategori neredeyse tamamen “triple negatif” (ER(-)/PR(-) ve HER2(-))
meme kanserlerinden olusmaktadir. Bu nedenle bu {i¢ standart immiinohistokimyasal
belirte¢ kullanilarak bazal benzeri meme kanserlerinin ¢ogunlugunun, bazal benzeri

olmayanlardan kesin olarak ayrilmasi miimkiindiir [23].

Triple negatif tiimorler genellikle daha biiylik boyutludur, daha yiiksek kanser derecesine
sahiptir ve tanida lenf nodu tutulumu gostermektedir ve biyolojik agidan daha agresiftirler
[18]. Bazal benzeri tiimorlerin tedavisi, iyi tanimlanmis molekiiler hedeflerin olmamasi
(ER, PR reseptorii ekspresyonu ve HER2 amplifikasyonu yapmamasi ) ve hastaligin
heterojenligi nedeniyle zorlasmaktadir [18]. Bazal benzeri tiimoérler diiz kas aktini (SMA),
sitokeratin 5/6 (CK5/6) ve sitokeratin 17 (CK17) ekspresyonu da dahil olmak {izere bazal
epitel hiicre tabakasinin karakteristik genlerini fazlaca eksprese etmektedir [24, 28, 33].
Bazal benzeri kanserlerin, ER/PR ve HER2’yi eksprese etmedigi i¢in, ne antidstrojen
hormonal tedavilerden ne de trastuzumab’tan fayda gormeleri beklenmemektedir [21]. Bu
sebeple, TNMK hastalar1 genellikle sitotoksik ozellikteki kemoterapdtik ajanlarla tedavi
edilmektedir. TNMK tedavisinde antrasiklinler, taksanlar, iksabepilon ve platin tiirevlerini
iceren bir¢ok kemoterapi ajani kullanilmaktadir ve farkli galismalarda kemoterapi
ajanlarmin  etkinligi ~ gosterilmektedir.  Tim  hastalar,  pratikte  kullanilan
immiinohistokimyasal belirteglere goére smiflandirildiginda, temel tedavi sekli olarak

uygulanan ydntemlere, her bir grupta oldukca farkli yanit oranlari gériilmektedir. Ornegin,
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TNMK’li hastalarin sadece %30’u kemoterapiye cevap vermektedir ve kemoterapiye
cevap veren vakalarda 5-yil hayatta kalma oram1 %95’¢ kadar ¢ikmaktadir. Geri kalan
%70’lik hasta grubu ise kemoterapiye cevap vermemekte ya da diren¢ gostermektedir ve 5
yil hayatta kalma oran1 %60°’a kadar diismektedir [29]. Tedaviye cevaptaki bu heterojenlik,
meme kanserinin biyolojik ve dolayisiyla ilag yamiti farkli alt gruplari olabilecegini
diistindiirmektedir. Boyle alt gruplarin tespiti i¢in son yillarda birgok calisma yapilmis ve
farkli alt gruplar oldugu tespit edilmistir [18,29,34,35,36]. Cerrahi 6ncesi kemoterapiye
(neoadjuvan) daha yiiksek klinik cevap oranlar1 olmasina ragmen, diger meme kanseri alt
grubu olan kadmlara gére TNMK hastalarinin, uzak niiks oranlari daha yiiksektir ve bu
hastalar daha kot hastalik seyrine sahiptir [18]. Ayrica daha kisa niikssiiz sagkalim

stiresine sahip olduklari gosterilmistir [23].

Metastatik triple negatif meme kanserli kadmnlarin %30’dan az1 ortalama 5 yil
yasamaktadir ve tedavinin temel dayanagi olan adjuvan kemoterapiye ragmen hemen

hemen hepsi hastaliklarindan 6lmektedir [18].

Tedavi edici ilerlemelere en ¢ok ihtiyag duyulan alt gruplar, tedavi direncinin yaygin
oldugu bazal benzeri ve luminal B meme kanserleridir [26]. Agikgasi, bu agresif meme
kanseri tiirlerine daha etkili tedaviler gelistirmek i¢in triple negatif meme tiimorlerinin
temelini daha 1y1 anlamaya ihtiya¢ vardir ve daha kapsamli molekiiler ve biyolojik
analizleri gereklidir [18]. Son yillarda etkene yonelik spesifik tedavi segimleri ve ilaglar
ortaya ciktikca tiimdr biyolojisini anlamaya yonelik s6z konusu molekiiler yontemlerin

Onemi artmaktadir.

HER?2 eksprese eden [ER ve PR (-)/ HER2 (+)]

HER?2 eksprese eden ve bazal benzeri alt gruplarin her ikisinde de ER/PR negatiftir ve bu
durum zayif klinik 6zellikler ve zayif hasta sag kalim ile iliskilendirimektedir [22, 25].
Immiinohistokimyasal olarak yapilan calismalarda, HER2 eksprese eden grubun, bazal

benzeri gruba goére daha kotii neticelere sahip oldugu goriillmektedir [16].

HER?2 pozitif tiimérler en az iki ayr1 ekspresyon grubuna girmektedir. Bunlar; ER negatif

olan (HER2 pozitif/ER negatif alt grup) ve tipik olarak bazal benzeri tiimdrler yakininda
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kiimelenenler ve ER pozitif (ayn1 zamanda PR pozitif) olan ve luminal B alt tipinin bir

pargasi olarak luminal hiicre kdkenli hiicreler ile birlikte bulunanlardir [28].

Hormon reseptorii negatif olan iki alt grubun (bazal benzeri ve HER2 eksprese eden),
hormon reseptorii pozitif luminal gruplar ile karsilastirildiginda; kotii hastalik neticelerine
sahip oldugu [16, 25], zayif klinik Gzellikler gosterdigi, genel sag kalim oraninin kisa
oldugu [21, 24] ve en kisa niikssiiz siireye sahip oldugu belirtilmektedir [22]. Ancak
gelistirilmis adjuvan kemoterapiye ve neoadjuvan kemoterapiye yliksek patolojik yanitlar

verdigi de rapor edilmektedir [25].

Meme kanserinin yaklasik 15%’ini olusturan HER2 eksprese eden tiimorlerde, HER2’yi
hedef alan bir monoklonal antikor olan trastuzumab ve adjuvan kemoterapi

uygulanmaktadir [16].

Null tip: Herhangi bir antijeni eksprese etmeyen timorler

Meme kanserinde Kkisisellestirilmis kanser ilaglarmin etkinligi, temoksifenin yararinin
Ostrojen reseptorlerini eksprese eden hastalarla sinirli oldugunun kesfedildigi 1980lerin
sonlarindan bu yana kabul gormektedir. Bu kisisellestirilmis tedavi HER2 gen
ekspresyonunun kesfedilmesi ve bunun ardindan trastuzumab ve lapatinib gibi hedefe
yonelik tedaviler yoluyla ilerlemistir. Yakin zamana kadar meme kanserindeki
kigisellestirilmis ilag tedavileri sadece iki Ongorii Dbelirtecine (ER ve HER2)
dayanmaktayken gen ekspresyon profillemesinde meydana gelen gelismeler, meme kanseri
tedavisinde yaklasim kaymasina yol agmistir. Meme kanserinin molekiiler olarak farkl: alt
gruplarmin altinda yatan genetik sapmalarin belirlenmesi, yeni tedavi edici hedefler ortaya

cikarmistir. Boylece meme kanseri klinik deneme tasarimi yeniden sekillendirmistir [26].

Adjuvan sistemik tedavinin uygulanmasi, meme kanseri 6liim oraninda son donemdeki

azalmaya katkida bulundugu belirtilmektedir [16].
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2.3.2. Meme kanserinde kullanilan diger simiflandirmalar

Histopatolojik olarak hiicre kokenine gore yapilan siniflandirmada mezenkimal dokudan
orjinlenen kotii huylu tiimoérler sarkom adini alir. Sarkom bag doku, kemik, kikirdak, yag
doku, kas, lenf ve kan damari endoteli, mast hiicreleri gibi hiicrelerin anaplastik 6zellikler

kazanmasi ile olugmaktadir [37].

Epitel dokudan orjinlenen timdrler karsinom admi alirlar. Karsinomlar ¢ok katli yassi
epitel, bez epiteli, karaciger hiicreleri, endokrin epitel, spermatojenik epitel gibi hiicrelerin
anaplastik ozellik kazanmas1 ile olugmaktadir. Bez epitelinden baslayanlar 6zel olarak

adenokarsinom olarak adlandirilmaktadir [37].

Hemopoietik (Hematopoetik) dokudan orjinlenenler tiimérler lenfositler, plazma hiicreleri,
graniilositler, eritrositler ve monositlerin anaplastik 6zellik kazanmasi ile olurmaktadir ve
orjinlendigi hiicreye gore lenfoma(lenfosittik l0semi), multip] miyelom, graniilositik
16semi, eritrolosemi, monositik 16semi gibi yaygin olarak da 16semi terimi kullanilarak

adlandirilmaktadir [37].

Sinir dokusundan orjinlenen timoérler, temel aldigi hiicre tipine gore, astrositom,

oligodendrogliom, schwannom olarak adlandirilmaktadir [37].

Meme kanserinde adenokarsinomlar yaygin goriilmektedir. Bu nedenle siit bezlerinde

baslayanlar lobiiler, siit kanallarinda baglayanlar duktal olarak siniflandirilmaktadir [37].

Meme kanseri, basladigi doku ile sinirli kalma ve dokudan ayrilma egilimine gore, in situ

ve invaziv olmak iizere iki ana gruba ve her grup da kendi i¢inde alt gruplara ayrilmaktadir
[38].

In situ karsinomlar, basladigi doku ile smirl kalan, benign (iyi huylu) tiimorlerdir.
Basladig1 bolgeye gore, Duktal in situ karsinoma ve Lobular in situ karsinoma olarak
gruplandirilmaktadir. Duktal in situ karsinomalar, Lobular in situ karsinomalara gére daha

yaygin goriilmektedir [38].

Invasiv, malign bir tiimdriin ana tiimdr kiitlesi yaminda primer odak ile baglantisi

kesilmeden bitisik dokuya yayilmasi, infiltrasyon olusturmasi olarak tanimlanmaktadir [8,
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37]. Invaziv meme kanseri, yayilimi, patolojik smiflandirmasi ve klinik ¢aligmalart
dikkate alindiginda heterojen hastaliktir. Invasive meme kanseri malign epitel tiimérlerdir
ve komsu dokuya veya uzak dokulara metastaz egilimi ile karakterize edilmektedir [8, 39].
Meme dokusu gibi homojen olmayan dokularda malign tiimérler infiltratif gelisim
gostermektedir [37].

Invasiv karsinoma, malign (kotii huylu) tiiméorler olarak bilinmekle birlikte, kendi

igerisinde de alt gruplara ayrilmaktadir. Bu alt gruplar sunlardir:

e Invasive lobiiler karsinom
¢ Duktal/Lobiiler karsinom
e Miisindz(kolloid) karsinom
e Infiltratif duktal karsinom
e Tiibiiler karsinom

e Mediiller karsinom

e Papiller karsinom [38].

Invaziv kanserler igerisinde 70-80% oraninda en yaygin goriilen infiltratif duktal
karsinomadir. Infiltratif biiyiime, tiimor hiicresindeki ¢ogalmanin tiimériin dis cevresindeki
hiicrelerde yogunlastig1 biiyiime tipidir [38]. Infiltratif duktal karsinoma kendi iginde iyi
farklilasmis (seviye 1), kismen farklilagmis (seviye 2), zayif farklilasmis (seviye 3) olarak
da ayrilmaktadir. Bu siniflandirma; niikleer pleomorfizm (hiicre ¢ekirdeginin diizensiz ve
degisik bicimlerde goriilmesi), glandiiler/tiibiil olusumu, mitotik oran (10 mikroskopik

biiyiik biiyiitme alaninda (BBA)-2 mm?) dikkate alinarak yapilmaktadir [38].

Invaziv karsinoma teshislerinin  %75’ten fazlasi invaziv duktal karsinoma, %35-15i
invaziv lobiiler karsinomadir ve digerleri de daha diisiik oranlarda tespit edilmektedir [19,
40].

Bugiinkii bilgilere gére meme kanseri (invaziv duktal kanser) olusmadan once duktus
epiteli atipik duktal hiperplazi, duktal karsinoma insitu gibi evrelerden geger ve sonunda
meme kanseri olusmaktadir. Bu doniisiim on yillarca siirebilmekte ve meme kanseri tedavi
edilmezse biyolojik davranigina gore, uzak organ metastazlar1 yapmakta ve sonunda oliime

neden olmaktadir. Meme kanseri hiicrelerinin klinikte tespit edilmeden uzun yillar dnce
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olustugu disiiniilmekle birlikte, klinik tani konduktan sonra hastalarin sag kalma
stirelerinin ortalamast 5 yildir ve Oliimlerin biiyiik ¢ogunlugu organ metastazlarindan
dolay1 meydana gelmektedir [9]. Goriilme siklig1 ve yiiksek oliim oranina ek olarak kanser

tedavisinin pahalilig1 da sosyo-ekonomik bazi sorunlari ortaya ¢ikarmaktadir [8].

2.4. Gama Glutamil Transferaz (GGT)

Gama-glutamil transferaz (GGT, GGTP, gama-GT) bilimsel adlandirmada EC 2.3.2.2 ve
sistematik adlandirmada (5-L-glutamil)-peptit: amino asit 5-glutamil transferaz olarak
bilinen bir enzimdir. GGT hiicrelerin plazma membranlarinin dis yiizeyinde yer alan, ekto
aktiviteye sahip bir enzimdir. Hayvanlar ve bitkiler basta olmak {izere bir¢ok organizmada
bulunan GGT [2], prokaryotlarda ve dkaryotlarda, otokatalitik bir bdliinme ile tek zincirli
bir oncliden islenmis, kovalent olmayan baglarla baglanmis bir agir ve bir hafif alt
birimden olusan dimerik bir glikoproteindir [1, 3, 4]. GGT, glutatyonun gama-glutamil
kisminin; amino asit, peptid veya su olabilen bir aliciya transferini katalize etmektedir.
Memeli ve bakteriyel GGT dizilerinde, yliksek benzerlik gosteren bazi bolgeler
gosterilmistir [41]. Proteinin ayn1 zamanda glutatyon hidrolaz (EC: 3.4.19.13) aktivitesi
vardir. Enzim, tek bir oncii polipeptidin proteolitik boliinmesiyle olusan iki zincirden
meydana gelmektedir. C-terminal alt-biriminin N-terminal L-treonini, hem bdliinme hem

de hidroliz reaksiyonlari i¢in aktif bolge olarak islev gormektedir [42].

GGT, neredeyse tiim hiicrelerin plazma zarinda bulunan, ancak esas olarak salgi ya da
emici fonksiyonlara sahip epitel dokularinda yer alan bir enzimdir. Enzimin bir¢ok organda
varligi gosterilmekle birlikte, en yiikksek GGT aktivitesi bobrekte bulunmaktadir. Daha
sonra sirasiyla onikiparmak bagirsagi, ince bagirsak ve safra kesesinde yer almaktadir.
Erigkin karacigerinde, GGT, hepatositlerin safra kolunda ve kolanjiyositlerde yer almakta
ve bu nedenle safra igine salgilanmaktadir. Plazma GGT'min karaciger kaynakli oldugu

diistinilmektedir [3].

2.4.1. GGT’nin yapisi

Gama Glutamil transferaz katalitik olarak etkin olan ve post-translasyonel olarak bir agir
ve bir hafif zincir olusturmak icin islenmis olan, tek bir polipeptid olarak

sentezlenmektedir [43]. GGT1 olarak bilinen, insan GGT’si 569 amino asit i¢eren onciil
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peptit olarak sentezlenmekte ve bu Onciil peptit enzimatik olarak inaktif &zellik
gostermektedir. Enzimin aktivasyonu, kullanilmadan 6nce iki alt {initeye parcalandiktan
sonra ger¢eklesmektedir. GGT, bagka bir enzime gereksinim duymadan kendi yapisini
kirma (bdlme) islevine sahiptir ve bu islevi peptid dizisindeki niikleofilik treonin’e (Thr
381) baghdir. Belirtildigi gibi GGT, N- terminal niikleofilik hidrolaz ailesinin iiyesidir ve
bu aileye kendi yapisin1 kirma ve kinetik mekanizmasi bakimindan benzerlik gosterir,
ancak bu aile ile dizi homologlugu yoktur. insan GGT’sinin uygun katlanmasi, enzim
kullanmadan kendi yapisin1 kirmasi ve aktivasyonu igin N-glikozilasyon zorunludur.
Olgunlagmis yapidan glikan ayrildigi zaman enzimatik olarak aktif heterodimer olusmakta
ve enzim aktivitesini siirdirmektedir [41]. Agir alt biriminin N-terminal béliimiindeki
hidrofobik alan, enzimin hiicrenin plazma membranina baglanmasini saglamaktadir ve her
iki alt birim hiicre dis1 alanda bulunmaktadir. GGT nin aktif bolgesi hafif altbirim tizerinde
bulunmakta ve glutatyon (GSH), 16kotren C4, nitrosoglutatyon ve diger GSH-konjugatlari
gibi ekstraseliiler substratlar1 etkilemektedir [3, 4]. GGT’nin Okaryotlardaki ilk kristal
yapist olarak, insan GGT’sinin yapist ¢ozilmistiir (Sekil 2.1.). Bu yapi, N-terminal
niikleofilik hidrolaz ailesinde yaygin bulunan a-B-B-a ¢ekirdek yapisinin kiimelenmesi ile
olusmus bir heterodimer ortaya ¢ikarmaktadir [44]. Enzim yiizeyinin goriinimii, biyiik alt
birimin kii¢iik alt birimin etrafin1 sardigin1 gdstermektedir. insan GGT’si yedi tane N-
glikozilasyon bolgesine sahiptir ve GGT kristal yapisi bu yedi bolgenin hepsinin proteinin
dis yiizeyine yerlestigini gdstemektedir. Ilave galigmalar, insan GGT'sinde, bolgeye 6zgii
ve dokuya 6zgii glikan bilesimli yapilarin varligini kanitlamigtir ve kristal yapi ¢aligmalari,
yarigin en derin kismindaki katalitik niikleofil (Thr-381) ile substrat kanalin1 tanimlamistir.
Insan GGT’sinde nispeten agik olan aktif bolge, daha kisith erisim bulunan ¢ogu
prokaryotik GGT’lerinden farklilik gostermektedir. Ilaveten zincirdeki katalitik kalinti
(Thr-381) bolgesinde iki farkli konformasyon goézlemlenmistir. Bu durum, zincirin bu

bolgesinin substrat baglanirken hareket ettigini kanitlamaktadir [41].
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Sekil 2.1. Insan GGT1 kristal yapis1 [45]
2.4.2. GGT’nin fonksiyonlari

Insan GGT’si, aktif bolgesi ekstraseliiler bolgeye uzanan, plazma membran ile
biitiinlesmis glikoprotein yapidadir [42, 41, 44]. GGT, GSH ‘mn hem yikiminda hem de

kullaniminda rol almaktadir. GGT temelde ii¢ reaksiyonu katalizler;

e Transpeptidasyon: gama glutamil kalintisinin akseptdre transferini saglamaktadir.

[y-glutamil-y-GT] + R-NH2 — y-glutamil-NH-R'

e Ototranspeptidasyon: gama glutamil kalintisint GSH’a transfer etmekte ve Glutamil-
GSH olusturmaktadir.

[v-glutamil-y-GT] + y-glutamil-NH-R — y-glutamil-y-glutamil-NH-R

e Hidroliz: gama glutamil kalintisinin su ile hidrolizini saglamaktadir.

[v-glutamil-y-GT] + H20 — glutamat [46, 47].

GGT, N terminal niikleofil hidrolaz siiperailesine baglhidir. Bu enzim glutatyondaki gama
glutamil amid bagini kirar ve sisteinilglisin olusturur. Serbest kalan gama glutamil, suya

(hidroliz), aminoasitlere veya kisa peptidlere transfer edilebilmektedir [1, 4, 41].

GGT1, gama glutamil kalintisini, glutatyon ve diger glutamil bilesiklerinden akseptorlere
transfer reaksiyonlarin1 gergeklestirmektedir. Lokotrien C4 (LTC4)’iin Lokotrien D4

(LTDA4)’e dontigiimiinde ve glutatyon metabolizmasinda kritik fonksiyonlara sahiptir [2].
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GSH metabolizmasi

GSH, mikroorganizmalardan insanlara kadar bir¢ok hiicrede sentezlenen, intraselliiler
alanda yliksek konsantrasyonda bulunan, diisiik molekiil agirlikli, non-protein tiyol
yapisinda olan 6nemli bir antioksidandir [46]. Glutatyon, peroksidaz enzim ailesinin bir
kofaktorii olmasinin yani sira, askorbik asit metabolizmasini, hiicreler arasi iletisimin
stirdiiriilmesini saglayan ve genel olarak proteinlerin siilfidril (-SH) gruplarmin okside
olmasini ve ¢apraz baglanmasini engelleyen diger bir¢ok metabolik siirecte yer almaktadir.
Ayrica hiicre i¢i bakir transportunda da islev gormekte ve bakir iyonlari ile selatlar
olusturmaktadir. Boylece bu iyonlarin serbest radikal olusturma kapasitelerini
azaltmaktadir. GSH, koruyucu bir ajan olarak I6koeritrin sentezinde yer alan enzimler igin
ve glioksilazlar1 da iceren farkli metabolik yollarda calisan bazi enzimler i¢in kofaktor
islevi gormektedir. GSH protein katlanmasinda ve insiilin gibi disiilfid baglar1 tasiyan
proteinlerin yikilmasinda da rol almaktadir [47]. GSH’in en Onemli fonksiyonlari

rediiksiyon ve konjigasyondur [46].

Hiicre icerisinde sentezlenen glutatyon, GGT ile hiicre disina tasinmaktadir GGT,
glutatyon ve diger proteinlerdeki glutamil peptid bagini kesebilmekte ve glutamil
kalintisin1 bir akseptore aktarabilmektedir. GGT’nin glutatyon sentezi igin substrat
saglamasi, glutatyon homeostazinda anahtar rol aldigimi kanitlamaktadir. GGT ve
glutatyon bir¢ok organ sisteminde, 6zellikle fetal karaciger, bobrek ve bagirsaklarda 6nem

tasimaktadir [1, 2].

GSH ve okside GSH (GSSG) en bol bulunan fizyolojik subtratlardir. Ancak GGT, GSH S-
konjligatlart dahil olmak iizere hi¢bir gama glutamil subtratini pargalayamamaktadir.
Substratin glutamat fonksiyonel grubu, gama glutamil bagi harig, sinirlandirilmamais
olmalidir. GGT, peptid veya glutamat bag: iceren herhangi diger bilesikleri biinyesinde

barindiran, glutamat ile olusmus gama glutamil baglarin1 koparamayacaktir.

Glutatyon bir¢ok hiicre tarafindan dogrudan alinamamakta, bu nedenle ilk olarak yapitasi
olan amino asitlere hidrolize edilmesi gerekmektedir. GSH’1 pargalayabilen tek enzim
GGT’dir ve olusan amino asitler hiicre membranindaki amino asit tasiyicit proteinler
tarafindan hiicrelere tasinabilimektedir [47]. GGT ile katalize edilen reaksiyonun ilk

basamaklari, substratin gama-glutamil baginin kirilmasi ve gegici bir enzim-substrat (ES)



24

kompleksinin olusumasidir. Substratin gama-glutamil grubu hari¢ hepsi serbest
birakilmistir. ES kompleksinde, gama-glutamil substratin gama-karbonu, enzimin aktif
bolgesindeki treonin (Thr)'nin yan zinciri ile agil bagi olusturur boylece esterlenmis
enzimin hidrolizi gergeklesir. glutamat salinmasi ve serbest enzim rejenere olmaktadir
(Sekil 2.2.). Akseptor amino asit ve peptidin yiliksek konsantrasyonda varliginda
transpeptidasyon reaksiyonu, gama glutamil grubunun akseptér amine transferi ve
dolayisiyla yeni gama glutamil bilesigi, olusmaktadir. Gama-glutamil grubunun bir
dipeptid alictya aktarilmasi, modifiye edilmis bir Ping-Pong mekanizmas1 ile
gergeklesmektedir. GGT’nin katalizledigi transpeptidasyon reaksiyonunda hidrolizin
derecesi, hem pH hem de akseptor aminoasit veya peptid varligi ile etkilenmektedir [48,
49].

Thr

GGT

4

ENZIM-SUBSTRAT KOMPLEKSI (ES)

ENZIM (E FORMU)

e

Glutamate

Y e ET
GGT E] GGT

H,O

y-GLUTAMIL-ENZIM ARA FORMU (F FORMU)

Sekil 2.2. GGT hidrolizi ve transpeptidasyon reaksiyonlarinin illiistrasyonu [49]

Glutatyonun gama glutamil baginin ekstraseliiler olarak parcalanmasi hiicrenin sistein
kaynag1 olarak bu antioksidan bilesikleri kullanmasina olanak tanimakta, boylece hiicre ici
glutatyon ve protein sentezi i¢in zorunlu olan substratlar saglamaktadir [44, 48]. Gama
glutamil ¢evrimi olarak adlandirilan bu reaksiyonlar hiicreye lokal sistein kaynagi
saglamakta ve intraseliiler GSH seviyesinin korunmasi i¢in katkida bulunmaktadir (Sekil

2.3) [42].
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Sekil 2.3. Gama glutamil dongiisii [50]

Gama glutamil dongiisii, glutatyon, uyusturucu ve ksenobiyotik detoksifikasyonu igin

onemli bir metabolik yol olarak rol oynamaktadir [4].

Lokotrien D4 (LTD4) olusumu

Lokotrienlerin 6nciil molekiilii fosfolipid yapisindaki arasidonik asittir. Arasidonik asit
reseptor aktivasyonu, antijen-antikor etkilesimi, mikroorganizmalar ve fiziksel etkiler gibi
cesitli biyolojik sinyallere yanit olarak fosfolipazlar tarafindan fosfolipid tabakadan
serbestlestirilmektedir. Lokotrienler aragidonik asit metabolizmasinin lipooksijenaz
yolaginda 5-lipooksigenaz  (5- LO) enziminin baslattigi  metabolik siireg ile
sentezlenmektedir [51]. Bu yolda ARA, 5-LO enzimi araciligiyla oOnce 5-
hidroperoksieikosotetraenoik asite (HpETE), ardindan 16kotrien (LT) Ad'e (LTA4)
dontismektedir. LTA4'den, LTA4 hidrolaz etkisiyle LTB4 olugsmakta ve LTB4’iin en
onemli biyolojik aktivitesi lokositler ve notrofiller tizerindeki kemotaktik etkisidir. LTA4’e
LTC4 sentetaz enzimi araciligiyla glutatyon eklenmesi sonucu LTC4 meydana gelmekte ve

LTC4, eksport tastyict sistemle hiicre digina salinmaktadir. Ekstraseliiler alanda,



26

gamaglutamil transpeptidaz yardimiyla LTC4'den glutamik asitin uzaklastirilmasi ile
LTD4 olugsmakta ve bazi ekstraselliiler dipeptidazlarin etkisi ile LTD4'den LTE4 meydana
gelmektedir. LT’lerden LTC4, LTD4, LTE4 sistenil l6kotrienler olarak bilinmektedir
(Sekil 2.4) [52].

ARA — HpETE y | LTAY | ee—— | TC4

™~

LTE4 | co———— | (TD4 | C—— LTC4

intraseliler alan

Ektraseliler alan GGT

Sekil 2.4. Lokotrien sentezi

Lokotrienler lokal ya da sistemik etkileri ile genel olarak enflamatuar yanitta rol oynayan
ve bazi kronik enflamatuar hastaliklarin gelisiminden sorumlu mediatorlerdir [51]. LTC4
konsantrasyon artisi ile enflamatuar, kardiovaskiiller ve astim hastaliklar1 iligki

bulunmustur.

2.4.3. GGT’nin serum diizeyleri ve biyokimyasal 6nemi

GGT’nin fizyolojik rolii uzun yillar agikliga kavusmamistir. GGT glutatyonaz olarak
kesfedilmis ve onun gama glutamil baginin hidrolizi ilk kez 1948 yilinda rapor edilmistir.
Fakat birkac yil sonra, yiiksek konsantrasyonda bir dipeptid alicist varliginda, GGT nin,
gama glutamil grubunun substrattan bir aliciya tagindigi ve yeni bir gama glutamil
bilesiginin olustugu, transpeptid reaksiyonunu katalizleyebildigi rapor edilmistir.
Baslangicta glutatyonaz olarak adlandirilan enzim, gama glutamil transpeptidaz olarak
1952 yilinda yeniden isimlendirilmistir. Transpeptidasyon reaksiyonu temelinde GGT'nin
Gama-Glutamil dongiisii adi verilen bir amino asit tagima sisteminin merkezi bileseni
oldugu one siirilmiis, ancak fonksiyonel ve kinetik calismalar, GGT’nin fizyolojik
fonksiyonunun transpeptidazdan ziyade hidrolaz fonksiyonu oldugunu gostermistir.
Bununla birlikte literatiirdeki karisiklik devam etmektedir. Karisikliga ek olarak bir gercek

var ki, o da, standart GGT biyokimyasal testi transpeptidasyon reaksiyonunu dl¢mektedir.
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Bu test, substrat olarak mili molar (mM) konsantrasyonda gama glutamil para nitroanilid
(GpNA), akseptor olarak 10 ila 40 mM glisilglisin icermektedir. Ancak, bu fizyolojik
reaksiyon degildir. Transpeptidasyon reaksiyonunun, sadece GGT tarafindan katalizlendigi
goriilmektedir ve bu kolorimetrik test GGT miktarin1 kolayca tespit etmek igin
kullanilmaktadir [41].

Insanda cesitli islevlere sahip birgok ekstraseliiler gama-glutamil bilesigi belirlenmistir.
Insan serumunda 10 ila 15 uM araliginda bulunan glutatyon antioksidandir ve karacigerden
dokulara sistein transportunda gorev almaktadir. Hem endojen hem de eksojen bilesiklerin

metabolitleri GSH’in S-konjiigatlarini olusturmakta ve hiicreden atilmaktadir [48].

Gama Glutamil Transferazin (GGT1, EC 2.3.2.2) kandaki aktivitesinin analizi, klinikte
doku hasarinin olgiimii i¢in yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [2]. Plazma GGT'nin
karaciger kaynakli oldugu diisliniilmekte ve Onceki caligmalar, bunun farkli molekiil
agirliklari, yogunluklar: ve yiikleri olan birkag tasiyici ile iligkili oldugunu gostermektedir.
Bununla birlikte bu tasiyicilarin salinma mekanizmasi, yapilar1 ve klinik 6nemi tamamen

karakterize edilememistir [3].

Antioksidan molekiil olan glutatyonun hiicresel seviyede diizenlenmesini saglayan gama
glutamil dongiisiinde, GGT enzimi anahtar rol oynamaktadir. Bu nedenle GGT, hiicresel
redoks dengesinin saglanmasinda kritik enzimdir. Inflamasyon siiresince ve insanda timor
bulunmasi durumunda GGT artmaktadir. Bu durum parkinson hastaligi, kardiyovaskiiler
hastaliklar, metabolik sendrom ve diyabet gibi oksidatif stres ile baglantili bir¢ok
psikolojik hastaligt da kapsamaktadir [1, 3, 42, 48]. GGT ailesi, glutatyon
metabolizmasinda rol alan ve meme, rahim, akciger kanseri ve l16semiyi de iceren ¢ok
sayida kotli huylu insan timdrlerinde ekspresyonu degisen, 13 enzim icermektedir. GGT
ailesi, antioksidan / anti-toksik savunma ve hiicresel proliferatif / apoptotik denge gibi
onemli redoksa duyarli fonksiyonlar1 degistirdiginden, GGT ailesinin timor progresyonu,

istilas1 ve ilag direncinde 6nemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir [6].

Son 10 yilda yapilan ¢alismalarda plazma GGT’sinin, karaciger hastaliklarindan ve alkol
tiiketiminden bagimsiz olarak, referans araliginin maksimum degerinden (erkeklerde29 U /
L; kadinlar19 U / L ) yiiksek degerlere sahip olmas1 kardiyovaskiiler hastalik riski, Tip II

diyabetin baslamasi ve metabolik sendrom ile pozitif iliskili bulunmaktadir. Ancak,
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halihazirda kullanilan laboratuvar GGT testi, plazma GGT diizeyini etkileyen nedenler
arasindaki ayrima izin vermediginden, plazma GGT diizeyinin klinik degeri ve biyobelirteg

spesifikligini azaltmaktadir [3].

Insanlarda GGT bozuklugu nadirdir ve bu zamana kadar birkag¢ hastada rapor edilmistir,
fakat bunlarda GGT1 mutasyonu tanimlanamamistir. Bu hastalarda, idrarda salgilanmis

glutatyon bulunur ve LTC4 metabolizmas1 bozuktur [2].

2.4.4. GGT genleri

Genel olarak GGT enzimi dendiginde GGT1 kastedilmekle birlikte, 6n genom g¢aligmalari
insan genomunun, GGT! yaninda ilave iliskili gen veya sekanslar igerdigini
gostermektedir. Bu sekanslara, tutarsizliklara ve karigikliklara yol agan ¢ok farkli isimler
verilmistir. GGT1 ile iliskili biitiin insan gen sekanslari, genomik ve cDNA veri
tabanlarinda incelenmis ve genisletilmis GGT ailesine ait en az 6’s1 aktif gibi goriinen 13
gen belirlenmisti. HUGO (Human Genom Organizasyonu) Insan Gen Adlandirma
Komitesi (HGNC) ile isbirligi i¢erisinde, GGT1'e niikleotid veya amino asit dizilisi benzer
olasi aktif genler belirlenmistir (Cizelge 2.3.). Bunlar GGTS, GGT6 ve GGT7’dir. GGT'nin
yalnizca hafif zincir bolimiinii kodlama potansiyeline sahip iki bolge tespit edilmistir ve
bunlar GGTLC1 ve GGTLC2 olarak isimlendirilmistir. GGTS, niikleotit 6zdesligi
yoniinden 6nemli eksikligi olmakla birlikte amino asit seviyesinde GGT1 ile agik bir
sekilde homolog olan bir proteindir. GGT6, amino asit dizilimleri agisindan GGT1 e sinirh
benzerken, GGT7 6nemli benzerlik gostermektedir ve bu nedenle bunlar ayri aileler igine

dahil edilmistir.

GGT6 ve GGT7’nin fonksiyonlar1 heniiz tam aydinlatilamamis olmakla birlikte, bunlarin
l6kotrien sentezi, glutatyon metabolizmas1 veya gama-glutamil transferinin diizenlendigi
enzimatik aktivitelerde gorev aldigi diisiiniilmektedir. Deneysel olarak sadece, GGT1 ve
GGTS’in enzimatik aktivite gosteren bir proteine doniistiigli gosterilmistir. Gergek bir
proteinin varligi, GGT7 (eski adiyla GGTL3,GGT4) harig, diger genler igin

gosterilememistir [2].



Cizelge 2.3. GGT homolog dizilerinin

kromozomal yerlesimleri [2]
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listesi, yeni onaylanan gen sembolleri ve

hafif zincir 5 ps6dogen

Onaylanan  Onaylanan gen isimleri Onceki sembolleri Kromozomal Fonksiyonel
gen ve diger isimleri Konumu protein durumu
sembolleri
(olas1) Tam uzunlukta Proteinler
GGT1 Gamaglutamiltransferaz 1 Gen 6 Kr 22: 23.3 Fonksiyonel
GGT tip 1 protein
Gen Kart: GGT1
GGT2 Gamaglutamiltransferaz 2 Klon F15 Kr 22:19.89 Olast
(varsayilan) Gen 3 (L10396) fonksiyonel,
GGT tip 2 GGT1’e yiiksek
Gen Kart: GGT2 derecede
homolog
GGT3P Gamaglutamiltransferaz 3  Klon F11 Kr22:17.15 -
psodogen Gen Kart: GGT3
GGT4P Gamaglutamiltransferaz 4 Gen 12 (L10398) Kr 13: -
psodogen Klon F30 yerlestirilmemis
GGT5 Gamaglutamiltransferaz 5 GGL, Gama- Kr 22: 22.95 Fonksiyonel
glutamil protein
Lokotrienaz
GGTLAL/GGTrel
GGTS5 prekiirsor
Gen Kart: GGTLA1
GGT6 Gamaglutamiltransferaz 6  Sigan GGT6 Kri17:4.4 Olas1
(varsayilan) homolog
GGT7 Gamaglutamiltransferaz 7 GGTL3, GGT4, Kr 20: 32.9 Protein
(varsayilan) GGTL5
Gen Kart:
GC20M032896
GGT8P Gamaglutamiltransferaz 8 - Kr2:91.3 -
psddogen
Sadece hafif zincir genleri
GGTLC1  Gamaglutamiltransferaz GGTL6 GGTLA4; Kr 20: 23.92 Olasi- sadece
hafif zincir 1 Gen Kart: GGTLA4 hafif zincir
GGTLC2  Gamaglutamiltransferaz Gen 1 (L10394). Kr22:21.31 Olasi- sadece
hafif zincir 2 GGTL4; Gen Kart: hafif zincir
GGTL4
GGTLC3  Gamaglutamiltransferaz Gen 11 (L10397) Kr 22: 18.75 Olasi- sadece
hafif zincir 3 hafif zincir
Gen Kart: LOC728226
GGTLC4P Gamaglutamiltransferaz Gen 2 (L10395) Kr 22: 22.97 -
hafif zincir 4 psddogen
GGTLC5P Gamaglutamiltransferaz Gen 13 (L10399) Kr 22: 18.95 -

Ayni zamanda ¢oklu diizenleme mekanizmalar1 kontroliinde, insan GGT’sine transkripte

olan ¢esitli mRNA tiirleri tespit edilmistir [2]. Birden fazla genin alternatif eklenmesi ve

transkripsiyonu da transkript ¢esitliligine katki saglamaktadir. Baz1 transkriptler protein

yapisina girmek icin kodlanmamaktadir, fakat bunlar protein formlarini olusturmak, hem

kiigiik alt birimi hem de biiyilk alt birimi iceren sekans dizilerini kesmek igin

kullanilmaktadirlar [44].
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Insan GGT genlerinin ¢ogu, sadece GGT1 proteininin fragmanlar1 icin kodlama bélgeleri
icermektedir. Courtay ve arkadaglar1 dort insan GGT geninin mRNA’ya eksprese oldugunu
buldular. Daha sonra, bunlarin hepsi GGT’ nin sadece hafif zinciri kodlayan, GGTLC2,
GGTLC3, GGTLCA4P ve GGTLCSP olarak tanimlandilar. Aktivite i¢in her iki alt birime de
ihtiya¢ duyuldugundan, bunlar enzimatik olarak aktif degildirler. Ancak kromozom 22’nin
bu bolgesinde GGT1 ile yakindan iligkili olan GGT2 geni bulunmaktadir ve bu gen tam
uzunluklu bir proteini kodlamaktadir. Evrimde daha sonra olusan GGT2, muhtemelen
GGT1 geninin bir kopyasidir. GGT2, primatlarin da dahil oldugu diger higbir tiirde

bulunmazken insan genomunda bulunmaktadir [41].
Bu ¢alismada GGT gen ailesinde yer alan GGT5 ve GGT7 genleri incelenmistir.
GGT5

Bu gen 6nce gama-glutamil 16kotrienaz, GGL ve GGT-rel/GGTLA1 olarak adlandirilmus,
daha sonra fare ve siganda da bulununca Gama-glutamil transferaz 5 (GGT5) alarak
isimlendirilmistir [2, 5]. GGT1 disinda gama-glutamil bagin1 kopardigi gosterilebilen tek
ekstraseliiler enzim GGT5’tir. Her iki enzim farelerde ve insanlarda eksprese edilmekte ve
bu iki enzim i¢in substratlara bagli veriler biiyiik oranda GGT1’1 ve GGTS5’1 susturulmus
farelerden elde edilmistir [48]. Bu gen tarafindan kodlanan Gama-glutamil transpeptidaz
gen ailesinin liyesi olan protein tekli, katalitik olarak inaktif bir polipeptid olarak
sentezlenmektedir. 586 amino asite sahip bu dizi transkripsiyonel olarak islenmektedir
(Sekil 2.5.). Kiigiik altbirimde bulunan katalitik aktivite sayesinde bu peptid dizisi kendi
yapisini kesmekte ve boylece agir ve hafif altbirim olusturmaktadir. Alternatif ekleme,

farkli izoformlar1 kodlayan ¢oklu kopya tiirevleriyle sonuglanabilmektedir [53].
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Sekil 2.5. Insan GGTS protein dizisi [54, 55]
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GGTS, niikleotit 6zdesligi yoniinden Onemli eksikligi olmakla birlikte amino asit
seviyesinde GGT1 ile acik bir sekilde homolog olan bir proteindir [2]. insan GGT5 geni,
GGT1 ile %40 amino asit benzerligine sahiptir.

cDNA kiitiiphanesinden yapilan taramalarda GGT5 mRNA’sinin bobrek iistii bezi, yag
doku, lenf diigiimleri, bobrek ve safra kesesi gibi normal dokularda yaygin olarak eksprese

edildigi giintimiize kadar yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. insan normal dokularinda GGT5 mRNA ekspresyonu [53]

Gama-glutamil 16kotriaz (GGTS5), GGT1 disinda, bugiine kadar katalitik aktiviteye sahip
oldugu gosterilen tek GGT enzimidir. GGTS5, normal gama-glutamil transpeptidaz
fonksiyonu ile gama-glutamil kalintisinin bir aliciya aktarilmasini gergeklestirmekte ve
boylece glutatyon ve l6kotrien metabolizmasinda rol oynamaktadir [56, 57]. Bugiine kadar,
GGT5'in kinetik analizi i¢in gelistirilmis bir test bulunmamaktadir. Birkag arastirmaci, hem
insan hem de farede GGT5'in, GGT1 standart analizindeki substrat olan GpNA'yi
parcalayamayacagini bildirmistir. Ancak GGTS5’in aktivitesi dolayli olarak GGTS5’in
fizyolojik substratlarinin hidrolizini veya glutamat salinimmi d&lgen bir test ile
oOlgiilebilmektedir. Gama-glutamil, substratin gama-karbonu ile GGT'nin Thr-381'in yan
zincirindeki hidroksil (beta oksijen) arasinda, kisa siireligine kovalent agil-bag

olusturmaktadir. Bu durum substratin gama-glutamil grubunun tamaminin serbest
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birakilmasina neden olmaktadir. Reaksiyonda hiz sinirlayict basamak olan agil baginin
hidrolizi ile glutamat salinmaktadir. Substrat olarak GSH kullanildiginda olusan ilk iiriin
sisteinilglisin, ikinci tirin glutamattir. Bu reaksiyonu kullanan test, L-glutamat belirleme
sistemi tlizerine gelistirilmistir. Boylece bu test ile GGT1’in fizyolojik substratlar1 igin Km
degeri ve GGTS5’in insan serumunda bulundugu konsantrasyon araligi bulunmustur.
Fizyolojik substratlar ile in vivo kosullarda bu testin, GGT1 ve GGTS5’in inhibisyonu
calismalarinda kullanilabilecegi gosterilmistir [41, 48].

GGT5 nakavt fareleri, fenotipik olarak normaldir. Ancak bu farelerin bir¢ok organindaki
gama-glutamil 16kotriaz aktivitesi, vahsi tiplerdeki seviyesinin sadece % 10'u kadardir. Bu
aktivitenin GGT1 aktivitesi oldugu ¢ikariminda bulunulmustur. Ciinkii GGT1/GGTS5
genleri birlikte susturuldugunda bu aktivite de gozlenmemistir [48]. Kodlanan enzim
lokotrien C4'i lokotrien D4'e doniistiirebilir, ancak gama-glutamil transpeptidaz ile
karsilastirildiginda farkli substrat 6zgiilliigiine sahip olduklar1 goriinmektedir [53]. Carter
ve arkadaslarinin ¢alismalar1 sigangillerdeki GGTS i¢in GSH ve GSSG’nin subtrat
olmadigin1 gostermistir. Ancak Heisterkamp ve arkadaslarinin ¢aligsmalari, insan GGT5’1

icin GSH’1n subtrat oldugunu belirledi [41, 48].

GGT7

GGT7 geni, hem glutatyon metabolizmasi hem de amino asitlerin transpeptidasyonunda rol
oynayan enzimleri kodlayan gama-glutamil gen ailesinin bir iiyesidir [57, 58]. GGT7, 662
amino asit iceren peptidi kodlayan niikleotid dizisidir (Sekil 2.7.). Fonksiyonlar1 heniiz tam
aydinlatilamamis olup, bunlarin l6kotrien sentezi, glutatyon metabolizmasi veya glutamil

transferinin diizenlendigi enzimatik aktivitelerde gorev aldigi diisiiniilmektedir.

Gergek bir proteinin varligi, GGT1, GGTS ve GGT7 (eski adiyla GGTL3,GGT4) harig,
diger genler i¢in gosterilememistir. GGT7, aile iiyelerinden daha iyi karakterize edilmis

olan GGT1 ve GGT5’e sirasiyla 47% ve 52% aminoasit dizi benzerligi tasimaktadir.
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Sekil 2.7. Insan GGT7 peptid dizisi [59, 60]

GGT7 beyin, troid, yumurtalik ve prostat gibi
edilmektedir (Sekil 2.8.)
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Sekil 2.8. Insan normal dokularinda GGT7 mRNA ekspresyonu [57]

GGTS ve GGT7’ nin aminoasit dizisi aydinlatilmis ve buna paralel olarak birgok
modelleme programlari ile iki ve {i¢ boyutlu gorseller elde edilmistir. Ancak heniiz kristal

yapist ile ilgili bir bilgi bulunmamaktadir.
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2.45. GGT ve kanser

GGT’nin; fetal karaciger, bobrekler ve bagirsaklar gibi bazi organ sistemleri i¢in dnemli
oldugu bilinmektedir. cDNA kiitiiphanesinden yapilan taramalarda normalde kan, bobrek
istii bezi, lenf, prostat gibi saglikli dokularda GGT1 geninin ekspresyonu gozlenirken;
meme kanseri, 16semi, uterus ve akciger kanserinde GGT1 geninin mRNA ekspresyonunda
artis oldugu goézlenmistir. Benzer sekilde, GGTS5 bobrek iistii bezi, yag doku, lenf
diigiimleri, bobrek ve safra kesesi gibi normal dokularda yaygin olarak; GGT6 ise
0zofagus, trake, bobrek, mesane, adrenal bez ve bagirsak gibi normal dokularda smirlt
olarak; GGT7 beyin, troid, yumurtalik ve prostat gibi normal dokularda yaygin olarak
eksprese edilmektedir. Bununla birlikte, GGT5’in  bobrek, glioma ve 6zofagus
kanserlerinde; GGT6 nin adrenal, kolorektal ve meme; GGT7 nin ise mesane, glioma, bas-

boyun, akciger ve PNET kanserlerinde ekspresyonlarinin arttigi gozlenmistir [6].

Insan GGTS5 geni, GGT1 ile %40 amino asit benzerligine sahiptir. Ancak GSH, GSSG ve
l16kotrien C4'lin hidrolizinde ikinci dereceden hiz kinetigi 6l¢iimii, insan GGT5'nin GGT1
aktivitesinin % 4'linden daha az oldugunu gostermektedir. Tiimorlerde GGTS ekspresyonu

hakkinda (2014’e kadar) yayinlanmis bir bilgi bulunmamaktadir [41].

GGT?7 (eski adiyla GGTL3, GGTLS5), heniiz kapsamli bir sekilde ¢alisilmamis olan GGT
ailesinin yeni bir tiyesidir. GGT7, aile iiyelerinden daha iyi karakterize edilmis olan GGT1
ve GGT5’e sirastyla 47% ve 52% aminoasit dizi benzerligi tasimaktadir. Amino asit dizisi
benzer olmakla birlikte, GGT7, hafif zincirindeki yiiksek varyasyonun bir sonucu olarak,
GGT1 ve GGTS'e kiyasla yeni bir fonksiyona sahip olabilir ve bu da farkli substrat
baglanmasiyla sonuglanabilir. Bu durum, GGT7'nin akciger kanseri ile baglantili
proteinlerle etkilesime girdiginin tespit edilmesiyle kanitlanmis oldu ve boylece GGT7 nin
akciger kanserinin ilerlemesinde rol oynayabilecegini gosterildi. GGT7 ayn1 zamanda diger
normal dokulara kiyasla beyinde yaklasik 20 kat daha fazla mRNA ekspresyonuna sahip
olan tek izoformdur ve bu o6zelligi ile diger GGT izoformlarindan farklidir. Ayrica
GGT7’nin ekpresyonu normal beyin dokusuna gore gliomlarda daha azdir. Bu bulgular,

GGT7'nin glioblastoma (GBM) tiimoériinde 6nemli rol oynayabilecegini gostermektedir [6].

GGT’nin kanserdeki rolii icin ¢esitli hipotezler vardir. Bunlardan biri, GGT tarafindan
baslatilan artmig GSH katabolizmasidir. GGT tarafindan ekstraselliiler GSH yikimi, hiicre
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icinde GSH sentezi i¢in hiz sinirlandirict bir amino asit olan sisteini saglamaktadir. Bu
nedenle GGT GSH ve sistein homeostazisinde 6nemli bir rol oynamaktadir [5, 61-63].
GSH, hiicreleri karsinojenlere kars1 korumaktadir, boylece hiicrelerin neoplastik doniisiimi
ve canliligini diizenleyebilir. Rediikleyici 6zelliginden dolayi, GSH bazi karsinojenleri
inaktive edebilir, DNA’ya zarar veren serbest radikallere karsi koruyabilir, bagirsak epiteli
gibi farkli dokularmn biitiinligiinii koruyabilir ve lipid peroksidasyonunu 6nleyebilir [64].
Ote yandan, hiicre dist GSH’1n hiicreye kazandirilmasina GGT nin dahil olmas1 ve gesitli
GGT ifadelenen hiicrelerde gézlenen prooksidan ilaglara karsi direncin artmasi, GGT nin
hiicresel savunma mekanizmalarinda rol oynadigini 6ne siirmektedir [65]. Kanserde
GGT’nin rolii i¢in ikinci hipotez, 10kotrienlerin sentezi ve metabolizmasindaki
aktivitesidir. Kronik inflamasyon ve kanser arasindaki iligkinin kismen, prostagladin ve
l6kotrien gibi bir takim proinflamatuvar aracilarin salindigi inflamatuvar hiicreleri
vasitastyla, timor mikro ¢evresinin infiltrasyonuna bagli olduguna inanilmaktadir [66, 67].
Ayrica, GGT malign hiicrelere demir saglayan transferrinden, serbest demir salinimin
desteklemektedir. Bu etkiye GGT, GGT tiirevi reaktif tiyollerin ve/veya prooksidant

tiirlerin redoks etkilesimleri yoluyla aracilik ediliyor olabilir [68].
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calisma kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler sunlardir;

cDNA sentez kiti: (Bioline)

Primerler (Oligomer)

Master mix (Bioline)

Total Glutatyon Mikroplaka Analiz Kiti (Oxford Biomedical Research)
GGT standart ¢ozeltisi (Sigma)

GGT substrat ¢ozeltisi L-Gama Glutamil p-nitroanilid (Sigma) glisilglisin (Merck) MgCl.
(Merck)

HCI (Merck)

NaOH (Merck)

2-amino-2-metil-1,3propandiol (Sigma)

3.2. Kullanilan Arag¢ ve Geregler

Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Laboratuvari biinyesinde calismada yararlanilan arag
ve geregler;

Buzdolabi: Bosch KDV42X03NE

Derin dondurucu (-20): Bosch

Derin dondurucu (-80): New Brunswick Scientific U410 Premium

Distile Su Cihazi: GFL-2012

Ultra saf su cihazi Thermo scientific Barnstead NANOpure, Milipore-Simlpicity 185
Hassas terazi: And GR-200

Otomatik Pipetler: Eppendorf, Hirschman, Axygen-Axypet, Pipetus

Vorteks: Select Bio-Products Select VVortexer

Isiticili manyetik karistirici: FALC F-60

PH Metre: inoLab WTW

Real-Time PCR Cihazi: Agilent AriaMx Real-Time PCR System

Mini Santrifiij Cihazi: Grant-Bio PCV-3000

Mikroplaka Santrifiij: Kubota Plate Spin II

Bariyerli Pipet Uglar1: Neptune Barrier Tip
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3.3. Kullanilan Biyolojik Materyal
Calisma Grubu

Calismada Istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Klinik Onkoloji ABD, Onkolojik
Cerrahi Unitesi’ne bagvuran ameliyat tarihinden 6nce onay1 alinarak calismaya katilim igin
bilgilendirilmis, goniillii onamlar1 alindiktan sonra hekimlerce zaten hastaliklari sebebiyle
ameliyatlarina karar verilen meme kanseri tanisit almig 58 hastadan ameliyat dncesinde
serum ornekleri ile ameliyat sirasinda 1 cm? biiyiikliigiinde (100 mg) tiimor ve eslenik
normal meme dokusu ornekleri alindi. Ayrica ¢alismamizda saglikli kontrol olarak I.U.
Onkoloji Enstitiisii, Klinik Onkoloji ABD, Onkolojik Cerrahi Unitesi’ne makromasti
nedeniyle bagvuran ve meme kiicliltme ameliyatina zaten hekimlerce karar verilmis,
kendisi ve ailesinde benin veya malin hikayesi bulunmayan 8 saglikli kadindan 1 cm?®
boyutunda normal meme dokusu ile ameliyat oncesinde serum 6rnekleri alindi. Cizelge
3.1.’de hasta ve kontrol gruplarinin baslica 6zellikleri ve laboratuvar sonuglari yer
almaktadir. Hastalardan ameliyat sirasinda alinan normal meme ve timdr dokusunun es

zamanli patolojik incelemesi yapilarak, -80°C’ye alinarak sakland.
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Cizelge 3.1. Hasta grubunun demografik 6zellikleri ve laboratuvar testleri

Degisken Kontrol (n=8) Hasta (n=58)
Yas, ort (SS) 36,3 (9,6) 53,1 (12,0)
Menopoz Durumu

Premenopoz, n (%) 6 (75) 33 (56,9)

Postmenopoz, n (%) 2 (25) 25 (43,1)
Kanser Evre, n (%)

I - 5 (8,6)

I - 23 (39,7)

i - 30 (51,7)
Lenf Nodiil Bulunan, n (%) - 5 (8,6)
Tiimoriin Bulundugu Yer, n (%)

Sag - 31 (53,5)

Sol - 26 (44,8)

Sag+Sol - 1(,7)
Molekiiler Alt Tip, n (%)

Luminal A - 16 (27,6)

Luminal B - 8 (13,8)

Triple (-) - 16 (27,6)

HER2 (+) - 9 (15,5)

Luminal B-HER2 (+) - 9 (15,5)
Laboratuvar testleri

Ostrojen Reseptor, ort (SS) - 43,5 (43,3)

Progesteron Reseptor, ort (SS) - 21,5 (32,8)

Ki67, ort (SS) - 40,8 (26,2)

Hasta grubuna ait tiimor dokularin molekiiler smiflandirmasi, asagida verilen
Ostrojen/progesteron hormon reseptor, Ki67 ve cerB2 (HER2) degerlendirme kriterlerine

gore yapilmustir (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. Meme kanserli hastalarin siniflandirilmasinda kullanilan parametreler

N Parametre
Luminal A 16 ER(+)/PR(+)/Ki67 25 den kiigiik
Luminal B 8 ER(+)/PR(+)/Ki67 25 den yiiksek
Luminal B-Her2 9 ER(+)/PR(+)/cerbB2(+3)
HER?2 pozitif 9 ER(-)/PR(-)/cerbB2(+3)
Triple (Giglii negatif) 16 ER(-)/PR(-)/cerbB2(-)
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Dokulardan elde edilen RNA 6rneklerinde GGT5 ve GGT7 genlerinin mRNA ekspresyon
seviyeleri ile serum 6rneklerinde GSH ve GGT aktivite 6lgiimleri yapilarak rol oynadiklar

olas1 mekanizmalarin arastirilmasi amaglanmistir.

Tez galismast igin, I.U.ITF KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU nun 25.03.2016
tarihli kurul toplantisinda Etik Kurul oluru almmustir. ilgili kurul raporu EK-1’de

sunulmustur.

Kanserli Hastalardan es zamanli alinan tiimor doku ve saglikli doku 6rneklerinde, ayrica
malign hikayesi bulunmayan meme kiigiiltme ameliyati olan saglikli kadinlarin meme doku

orneklerinde GGT5 ve GGT7 gen ekspresyon analizleri yapildi.

Kontrol grubunda bulunan meme kiigiiltme ameliyati olmus kadinlarin ve hasta grubunda
bulunan malign hikayesi bulunan kadinlarin serum 6rneklerinde GGT ve GSH miktarlari

analiz edildi.

3.4. Deneysel Yontem

3.4.1. Gen ekspresyon analizi

Doku 6rneklerinden RNA izolasyonu

RNA izolasyon kiti kullanilarak asagidaki akim semasinda belirtildigi gibi RNA

1zolasyonu yapildi.
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Doku = 400 ul par¢alama tamponu

v

13000 g'de 2 dak

v

Stipematant + 200 pl ethanol

v

13000 g'de 30 sn

v

Pellet + 90 ul DNase inkubasyon tamponu + 10 pul DNaz

v

15 dakika 25°C’de inkiibasyon
Y
Kangim + 500 ul yrkama tamponu [

v

8000 g'de IS sn

v

Pellet + 500 pul yrtkama tamponu 11

.

8000 g'de IS5 sn

v

Pellet + 300 pl ytkama tamponu 11

v

13000 g'de 2 dak

v

Pellet + 100 pl elisyon tamponu

v

8000 g'de | dak

.

Total

Elde edilen RNAlarin spektrofotometre ile kalite ve miktar 6l¢limleri yapildiktan sonra

cDNA sentez kiti kullanilarak ekspresyon analizinde kullanilmak {izere cDNA elde edildi.
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cDNA Sentezi

1 ul Oligo dT primer (0,5 pg/ul)

— 100 ng Total RNA

— dH20 (Toplam 12 pl) fyice karistirilir. 70°C°de 5 dakika inkiibasyon

— 5X reaksiyon tamponu 4 ul

— Riboniikleaz inhibitorii (200 U) 1 ul

— dNTP karigimi (10 mM) 2 ul 37°C’de 5 dakika inkiibasyon RT enzimi 200 U eklenir.
(Toplam 20 pl) 42°C’de 1 saat inkiibasyon 70°C’de 10 dakika inkiibasyon

PCR i¢in asagidaki Cizelge 3.3’e uygun sekilde bir reaksiyon karisimi hazirlandi. Karisim
96 kuyulu, igerisinde sectigimiz genlere Ozgii primerleri iceren mikroplakalara her bir
kuyucukta 10 pl olacak sekilde planlandi (Cizelge 3.3.). GGT5 ve GGT7 protein genlerinin
ekspresyonu i¢in uygun mikroplaka tasarimi ile reaksiyon incelendi. Kullanilacak 96’lik
mikroplaka inceleyecegimiz genlerin primerlerine ek olarak isaretli uygun niikleotid
kombinasyonunu igeren light cycler sybr green master karisimi, deiyonize su ve cCDNA
icermektedir. Herbir o6rnek i¢in, GGTS5, GGT7 primerlerini i¢eren analiz kuyucugu,
housekeeping gen (B-Aktin) kuyucugu ve cDNA yerine deiyonize su i¢eren negatif kontrol
(NK) kuyucugu olacak sekilde mikroplaka tasarlandi ve analiz edildi. Housekeeping
genlerin primer setleri ayrica mikroplaka iginde ve mikroplakalar arasinda tutarlilig
belirlemek amaci ile de kullanildi. PCR sonrasinda genlerin relatif ekspresyon diizeyleri
housekeeping genlerin ekspresyon diizeyleri ile normalize edilerek AAC: metodu ile

incelendi.

Cizelge 3.3. Mikroplaka reaksiyon karigimi

Reaksiyon karigimi 9611k mikroplakanin 1 kuyucugu i¢in
2x light cycler sybr green master mix 5ul

cDNA 1,5 pl

H.O 1,5 ul

10 uM F primer 1 ul

10 uM R primer 1 ul

Toplam hacim 10 pl




43

Bagil ekspresyon, hedef genin tiimdr ve normal doku 6rneklerinde referans bir gene gore

rolatif kantifikasyonunun (RK) hesaplanmasiyla belirlendi. RK degeri,

2 CT(tiimtir, referans gen) —CT(tiimﬁr, hedef gen)

2 CT(normaI, referans gen) —CT(normaI, hedef gen)

formiilinden hesaplandi. Hedef ve referans genler arasindaki Ct degerleri farkindan,
timor ve normal dokudaki hedef gen ekspresyonlar1 (oransal olarak) referans gen
ekspresyonlarina kiyasla hesaplanmaktadir. RK degeri, hedef genin tiimor dokusunda

normal dokuya gore kag kat daha fazla ifadelendigini belirtmektedir.

3.4.2. Serum gama glutamil transferaz aktivite tayini

Serum GGT aktivite tayininde, transpeptidaz aktivitesinin Ol¢iimiine dayanan Kinetik
metod kullanilmistir. Szasz (1969)’in gelistirdigi bu metod, ¢alismamizda mikroplaka ile
Olglilmek tizere modifiye edilmistir. Analizin temel aldigi, GGT’nin Kkatalizledigi
reaksiyon, L-Gamma-glutamyl-p-nitroanilid’in 405 nm dalga boyunda absorbsiyon
ozelligine sahip olmas1 ve reaksiyon sonucu olugan p-nitroanilinin bu dalga boyunda 15181
absorblamamasi, reaksiyondaki substrat konsantrasyonuna bagl olarak GGT aktivitesinin

direkt kinetik analizine olanak tanimaktadir.

L-Gama-glutamil-p-nitroanilid + glisilglisin — I -Gama-glutamil- glisilglisin + p-nitroanilin

Orneklerin ve standartlarin hazirlanmasinda kullanilmak iizere pH’s1 8,6 olan Ammediol

(2-amino-2-metil-1,3propandiol)-HCI1 tamponu hazirlanmistir.

Substrat ¢ozeltisinin hazirlanmasinda, L-Gama Glutamil p-nitroanilid, glisilglisin, MgCl>

bilesikleri kullanilmistir.

Standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda, Ammediol tamponu ile 104-3,25 U/L araliginda

cozeltiler hazirlanmustir.

Standart ve drneklerin analizi asagidaki deney prosediiriine gore gerceklestirilmistir.
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KOR NUMUNE
5 pl deiyonize su 5 ul serum
50u GGT substrat

! !

37 °C’de 45 dakika inkiibasyon

! !

405 nm dalga boyunda absorbans &l¢iimil

+ +

250 ul10,0075N NaOH

! !

405 nm dalga boyunda absorbans 6l¢timii

Serum GGT konsantrasyonunun belirlenebilmesi igin standart ¢ozeltiden 104-3,25 U/L
araliginda ¢ozeltiler hazirlandi, analiz yapilarak standart grafigi olusturuldu (Sekil 3.1.).

0,5
y =0,0042x+ 0,0086

0,4 - R*=0,9977_

0,3

0,2

0,1

0 20 40 60 80 100 120

Sekil 3.1. GGT standart grafigi
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3.4.3. Total glutatyon analizi

Glutatyon (GSH)’un 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ile oksidasyonunda kinetik
enzimatik dongiiniin analizine dayanan kit kullanilarak serum total glutatyon (TGSH)
analizi gerceklestirilmistir. Kitte bulunan 96 kuyucuklu mikroplakada kit prosediiriine

uygun olarak hem standartlarin hem de 6rneklerin analizi yapilmstir.
3.5. Kullanilan istatistiksel Yontem

Veriler ortalama (standart sapma, SS) olarak ifade edilmistir. Kolmogorov-Smirnov testi
kullanilarak verilerin homojenligi incelenmistir. Homojen olmayan (normal dagilim
gostermeyen) veriler i¢in, parametrelerin normal doku ve timdr doku degisiklikleri
Wilcoxon isaretli sira testi ile analiz edildi. Verilerin hasta-saglikli  kontrol
kargilagtirmasinda Mann-Whitney-U testi kullanilmigtir. Normal dagilim gostermeyen
veriler igin, parametreler arasindaki iliskiyi incelemek igin Sperman-korelasyon testi
kullanildi. 0,05’ten kiigiik p degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. istatistiksel
analizler SPSS 22 Paket Programi (SPSS Inc, USA) kullanilarak yapilmistir.
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4. BULGULAR

Elde edilen verilerin normal dagilim gosterip gostermediklerinin test edilmesi igin
Kolmogorov-Smirnov testi uygulandi. Test sonuglarina gére normal ve tiimor doku GGT5
ve GGT7 ekspresyonlarinin normal dagilim gostermedigi tespit edildi (p<0.001) (Cizelge
4.1.). Bu sonuca bagli olarak parametrelerin istatistiksel degerlendirmesinde parametrik

olmayan testler uygulanmstir.

Cizelge 4.1. Normal doku ve tiimor dokudaki GGTS5 ve GGT7’nin normal dagilim
(Kolmogorov-Smirnov) testi sonuglari

GGT5ND GGT5TD GGT7ND GGT7TD
N 39 42 60 54
Normal Parametrelera? Ortalama ,0172 ,0328 ,1445 2132
Standart sapma ,03717 ,13498 ,20462 ,24939
En asir1 farkliliklar mutlak ,405 ,404 ,263 ,196
Pozitif ,405 ,388 ,263 ,187
Negatif -,322 -,404 -,240 -,196
Kolmogorov-Smirnov Z ,405 ,404 ,263 ,196
Asymp. Sig. (2-tailed) 0,0001° 0,0001¢ 0,0001° 0,0001°

a. Test dagilimi normaldir
b. verilerden hesaplandi

c. Lilliefors korelasyon degeri
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Hasta ve kontrol grubunun GGT5 ekspresyon degerleri ve oranlar1 Cizelge 4.2.°de
verilmistir. 13 hastada normal doku ekspresyonu gozlenmediginden GGT5 RK ekspresyon
orani hesaplanamadi. Ayrica 7 hastada timor doku ekspresyonu gozlenmediginden RK
orant hesaplanamadi. 9 hastada hem normal hem de tiimor doku ekspresyonu
gozlenmediginden GGT5 RK ekspresyon orani hesaplanamadi. Elde ettigimiz verilere gore
molekiiler alt gruplarda genel olarak GGT5 ekspresyonu normal dokulara goére tiimor
dokularda diisiik bulunmustur (RK<1).

Cizelge 4.2. Hasta grubunun normal ve tiimor dokularinda ve kontrol grubunun normal
dokularinda GGT5 geninin saptanan ekspresyon degerleri ve oranlari

Hasta Molekiiler alt tip Evre GGT5Normal GGTS Timér GGT5RK

No Doku Doku Ekspresyon
Ekspresyonu Ekspresyonu Orani

1 Kontrol 0,0063678

2 Kontrol 0,0006556

3 Kontrol *

4 Kontrol 0,002205

5 Kontrol *

6 Kontrol *

7 Kontrol *

8 Kontrol 0,0052626

9 Luminal A 1 0,0902456 0,0010724 0,0118826

10 Luminal A 2 * 0,8705506 -

11 Luminal A 2 0,0051543 0,0188407 3,6553258

12 Luminal A 2 * 0,0683934 -

13 Luminal A 2 2,4283898 0,1303082 0,0536603

14 Luminal A 3 0,0000569 0,0166308 *x

15 Luminal A 3 * * -

16 Luminal A 2 0,0002617 * -

17 Luminal A 1 0,0018097 0,0000087 0,0047925

18 Luminal A 1 * * -

19 Luminal A 1 0,0010987 0,0024381 2,2191389

20 Luminal A 2 * 0,0032508 -

21 Luminal A 2 * 0,0000374 -

22 Luminal A 2 0,0011613 0,0071393 6,1475007

23 Luminal A 2 0,0014101 * -

24 Luminal A 3 0,1073207 0,000009 0,000084

25 Luminal B 2 * 0,0031509 -

26 Luminal B 2 * * -

27 Luminal B 2 0,0008155 0,0000666 0,0816178

28 Luminal B 2 * 0,0004355 -

29 Luminal B 3 * * -

30 Luminal B 3 0,0006159 * -

31 Luminal B 2 0,0037994 0,0004295 0,1130474

32 Luminal B 3 * * -
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Cizelge 4.2. (devam) Hasta grubunun normal ve tiimor dokularinda ve kontrol grubunun
normal dokularinda GGTS5 geninin saptanan ekspresyon degerleri ve oranlari

33 Luminal B-HER2(+) 1 * 0,0748424 -

34 Luminal B-HER2(+) 2 * 0,0577114 -

35 Luminal B-HER2(+) 3 0,0387409 0,0222508 0,5743492
36 Luminal B-HER2(+) 3 * 0,0012361 -

37 Luminal B-HER2(+) 2 0,0028007 0,0011573 0,4132252
38 Luminal B-HER2(+) 2 * 0,0016198 -

39 Luminal B-HER2(+) 2 0,0004049 0,0011296 2,7894873
40 Luminal B-HER2(+) 3 0,0025951 * -

41 Luminal B-HER2(+) 3 * * -

42 Triple (-) 2 0,0748424 0,0488669 0,6529299
43 Triple (-) 3 * 0,0000277 -

44 Triple (-) 3 0,0000217 * -

45 Triple (-) 3 0,0067776 0,0002247 0,0331465
46 Triple (-) 3 * * -

47 Triple (-) 3 0,0000026 0,0002924 112,5950817
48 Triple (-) 3 * * -

49 Triple (-) 3 0,0016142 0,0054106 3,3519485
50 Triple (-) 0,0000447 0,0007478 16,737359
51 Triple (-) 3 0,0067075 0,0033888 0,5052257
52 Triple (-) 2 0,0003405 0,0013811 4,0558379
53 Triple (-) 3 0,0061936 0,0003155 0,050942
54 Triple (-) 3 0,0142292 0,0047429 0,3333247
55 Triple (-) 3 0,0030436 * -

56 Triple (-) 3 0,1593201 0,0011857 0,0074425
57 Triple (-) 3 * * -

58 Her2 (+) 3 0,0014397 0,0136024 9,4479413
59 Her2 (+) 3 0,1058432 * -

60 Her2 (+) 3 0,0004251 0,0000047 0,0110485
61 Her2 (+) 2 0,0011735 0,0031076 2,6481778
62 Her2 (+) 2 0,0000011 0,0003112 **

63 Her2 (+) 2 * 0,0039471 -

64 Her2 (+) 3 0,0026496 0,0015538 0,5864175
65 Her2 (+) 3 * 0,0051187 -

66 Her2 (+) 3 0,0118415 0,0024894 0,2102241

*Ekspresyon gozlenmedi ** Istatistiksel degerlendirilmeye dahil edilmedi
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Hasta ve kontrol grubunun GGT7 ekspresyon degerleri ve oranlar1 Cizelge 4.3.°de
verilmistir. Bir hastada normal doku ekspresyonu gézlenmediginden GGT7 RK ekspresyon
orani hesaplanamadi. Elde ettigimiz verilere molekiiler alt gruplarda GGT7 ekspresyonu

genel olarak normal dokulara gore tiimor dokularda daha yiiksek bulunmustur (RK>1).

Cizelge 4.3. Hasta grubunun normal ve tiimor dokularinda ve kontrol grubunun normal
dokularinda GGT7 geninin saptanan ekspresyon degerleri ve oranlari

Hasta Molekiiler alt tip Evre GGT7 Normal GGT7 Timér GGT7 RK

No Doku Doku Ekspresyon
Ekspresyonu Ekspresyonu Orani

1 Kontrol 0,0011533

2 Kontrol 0,0027813

3 Kontrol 0,0371627

4 Kontrol 0,0042894

5 Kontrol 0,7244711

6 Kontrol 0,2431637

7 Kontrol 0,6350755

8 Kontrol 0,0059826

9 Luminal A 1 0,0842021 0,2482731 2,9485384

10 Luminal A 2 14,5707173 30,6964518 2,1067221

11 Luminal A 2 0,7684376 0,8293195 1,0792282

12 Luminal A 2 7,0128458 6,8685235 0,9794203

13 Luminal A 2 0,0257372 0,0587202 2,2815274

14 Luminal A 3 0,1486509 0,2348807 1,5800826

15 Luminal A 3 0,5358867 0,6241653 1,1647336

16 Luminal A 2 0,5069797 0,8066418 1,591073

17 Luminal A 1 0,0145282 0,1130474 7,7812396

18 Luminal A 1 0,0057989 0,3242099 55,9086653

19 Luminal A 1 0,0075464 0,0032172 0,4263174

20 Luminal A 2 0,0785633 0,0224833 0,286181

21 Luminal A 2 0,1713479 0,1416105 0,8264503

22 Luminal A 2 0,0395549 0,00734 0,1855654

23 Luminal A 2 0,3882344 0,9692898 2,4966611

24 Luminal A 3 0,1073207 0,7818696 7,2853587

25 Luminal B 2 46,688651 5,7757168 0,1237071

26 Luminal B 2 0,0000948 0,5396141 **

27 Luminal B 2 0,0095519 0,0000286 0,0029913

28 Luminal B 2 0,4730288 0,5176325 1,0942937

29 Luminal B 3 0,4863275 0,1842837 0,3789291

30 Luminal B 3 0,00346 0,1245675 36,0018715

31 Luminal B 2 0,0301855 0,0134151 0,4444213

32 Luminal B 3 0,2365144 0,5303439 2,2423322
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Cizelge 4.3. (devam) Hasta grubunun normal ve tiimér dokularinda ve kontrol grubunun
normal dokularinda GGT7 geninin saptanan ekspresyon degerleri ve oranlari

33 Luminal B-HER2(+) 1 0,2716837 0,3120826 1,1486984
34 Luminal B-HER2(+) 2 0,4292827 0,1830107 0,4263174
35  Luminal B-HER2(+) 3 0,0688691 0,0376815 0,5471469
36 Luminal B-HER2(+) 3 0,0337259 0,1088188 3,226567
37  Luminal B-HER2(+) 2 0,0134617 0,0065923 0,4897101
38 Luminal B-HER2(+) 2 0,4931164 0,0571145 0,1158235
39 Luminal B-HER2(+) 2 0,0107092 0,011164 1,0424658
40  Luminal B-HER2(+) 3 0,150726 0,0154099 0,1022378
41  Luminal B-HER2(+) 3 0,1486509 0,231647 1,5583292
42 Triple () 2 14489422 0,2389863 0,1649385
43 Triple (-) 3 01921094 0,2812646 1,4640857
44 Triple (-) 3 0,1126563 0,6417129 5,6962008
45  Triple (-) 3 0,0219445 0,0049788 0,2268798
46 Triple () 3 00579118 0,1988841 3,4342617
47 Triple (-) 3 04204482 0,4292827 1,0210121
48 Triple () 3 0,0020361 0,0014497 0,7120251
49 Triple (-) 3 0,0265527 0,0096517 0,3634931
50 Triple () 0,0045655 0,0315766 6,9162979
51 Triple () 3 0,0124303 0,1237071 9,9520932
52 Triple (-) 2 0,2561392 0,0973956 0,3802447
53 Triple () 3 0,0256482 0,0890031 3,4701547
54 Triple (-) 3 0,0044871 0,0441942 9,8491553
55 Triple () 3 00367783 0,3088547 8,3977335
56 Triple (-) 3 0,0028595 0,0081443 2,8481004
57 Triple (-) 3 0,0072139 0,0004401 0,061002
58 Her2 (+) 3 = 0,1321273 -

59 Her2 (+) 3 53517102 221617515  4,1410597
60  Her2 (+) 3 0,0033538 0,2332582 69,5510312
61 Her2 (+) 2 0022328 0,0074683 0,3344819
62 Her2 (+) 2 0,0000209 0,0001012 4,8399764
63 Her2 (+) 2 0,0224056 0,0735567 3,2829664
64  Her2 (+) 3 0,0326902 0,0402463 1,2311444
65  Her2 (+) 3 0,0006533 0,1276265 195,3611787
66 Her2 (+) 3 0,0094859 0,3523302 37,1425253

*Ekspresyon gozlenmedi ** Istatistiksel degerlendirilmeye dahil edilmedi
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Hasta grubunda ve molekiiler alt gruplarda GGT5 ve GGT7 ekspresyonlarinin ortalama
degerleri incelendiginde tlimor dokudaki ekspresyonlarin normal dokuya gore genel olarak

daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.4. Total ve molekiiler alt tiplere gore hasta gruplarinin normal ve tiimoér dokuda
saptanan GGTS5 ve GGT7 gen ekspresyonlarinin ortalama degerleri

Normal Doku Ekspresyonu  Timér Doku Ekspresyonu

(Standart Sapma)

(Standart Sapma)

GGT5

Total Hasta (n=58)
Luminal A (n=16)
Luminal B (n=8)
Triple (-) (n=16)
Her2 (+) (n=9)
Luminal B-Her2 (+) (n=9)

0,0187 (0,0390)
0,0232 (0,04311)
0,0017 (0,0018)
0,0228 (0,0478)
0,0176 (0,0391)
0,0111 (0,0184)

0,0328 (0,1350)
0,0932 (0,2479)
0,0010 (0,0014)
0,0061 (0,0143)
0,0038 (0,0043)
0,0228 (0,0310)

GGT7

Total Hasta (n=58)
Luminal A (n=16)
Luminal B (n=8)
Triple (-) (n=16)
Her2 (+) (n=9)
Luminal B-Her2 (+) (n=9)

0,1349 (0,1872)
0,2060 (0,2435)
0,1770 (,2228)

0,0789 (0,1211)
0,0130 (0,0128)
0,1800 (0,1805)

0,2132 (0,2500)
0,3690 (0,3543)
0,2728 (0,2480)
0,1568 (0,1843)
0,1208 (0,1210)
0,1071 (0,1109)

Hastalarin  normal ve tiimor dokularindaki GGTS5 ve GGT7 gen ekspresyonlarmin
karsilastiritlmas1  Wilcoxon Signed Ranks testi uygulanarak yapilmistir. Total hasta
grubunda GGT7 geninin timor dokudaki ekspresyonu normal dokuya gore istatistiksel

olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur(Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.5. Total hasta grubunda normal doku (ND) ve tiimér doku (TD) GGTS, GGT7
karsilastirmasi (Wilcoxon Signed Ranks Test)

N Siralarin Siralarin Z P
ortalamas1 ~ Toplam
GGT5TD —  Negatif d
GGT5ND  siralar 16 16,69 267,00
Pozitif 12¢ 11,58 139,00 1,457 0145
siralar
Esit 0f
Total 28
GGT7TD -  Negatif a -2,969
GGT7ND siralar 18 20,17 363,00
Pozitif 34b 29,85 1015,00 0,003
siralar
Esit 0°
Total 52

a. GGT7TD < GGT7ND, b. GGT7TD > GGT7ND, c. GGT7TD = GGT7ND, d. GGT5TD < GGT5ND, e.
GGT5TD > GGT5ND, f. GGT5TD = GGT5ND.
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GGTS ve GGT7 genlerinin mRNA ekspresyonlarinin meme kanserinin molekiiler alt
tiplerinde karsilastirilmasi Cizelge 4.6.’da verilmistir. Luminal A alt grubunda bulunan
hastalarin tiimor dokularinda normal dokularina gére daha yiiksek GGT7 (p= 0,009)
ekspresyonu goriilmistiir. Diger molekiiler alt gruplarda elde edilen sonuglar istatistiksel

olarak anlamli degildir.

Cizelge 4.6. Meme kanseri molekiiler alt gruplarinda normal doku (ND) ve tiimor doku
(TD) GGT5, GGT7 karsilastirmas1 (Wilcoxon Signed Ranks Test)

N Siralarin ortalamast  [Siralarin toplami z P
Luminal A GGT5TD -  Negatif siralar 3 5,00 15,00 -0,169 0,866
GGT5ND Pozitif siralar )4 3,25 13,00
Esit }O
Total 7
GGT7TD - Negatif siralar 4 2,75 11,00 -2,605 (0,009
GGT7ND Pozitif siralar 10 9,40 94,00
Esit o
Total 14
Luminal B GGT5TD - Negatif siralar 2 1,50 3,00 -1,342 0,180
GGTSND  Pozitif siralar 0 ,00 ,00
Esit 0
Total 2
GGT7TD - Negatif siralar 3 3,00 9,00 -,0845 0,398
GGT7ND  Pozitif siralar 4 4,75 19,00
Esit 0
Total 7
Luminal B- GGT5TD - Negatif siralar 2 2,50 5,00 -1,069 0,285
HER2(+)  GGT5ND  Pozitif siralar 1 1,00 1,00
Esit 0
Total 3
GGT7TD - Negatif siralar 5 5,80 29,00 -0,770 (0,441
GGT/ND  Pozitif siralar 4 4,00 16,00
Esit 0
Total 9
Her2(+) GGT5TD -  Negatif siralar 3 3,33 10,00 -0,105 0,917
GGT5ND  Pozitif siralar 3 3,67 11,00
Esit 0
Total 6
GGT7TD - Negatif siralar 1 3,00 3,00 -1,859 (0,063
GGT7ND  Pozitif siralar 6 4,17 25,00
Esit 0
Total 7
Triple(-) GGT5TD -  Negatif siralar 6 7,33 44,00 -1,682 (0,093
GGT5ND Pozitif siralar 4 2,75 11,00
Esit 0
Total 10
GGT7TD - Negatif siralar 5 5,60 28,00 -1,817 (0,069
GGT7ND Pozitif siralar 10 9,20 92,00
Esit 0
Total 15

a. GGT7TD < GGT7ND, b. GGT7TD > GGT7ND, ¢. GGT7TD = GGT7ND, d. GGT5TD < GGT5ND, e.
GGT5TD > GGT5ND, f. GGT5TD = GGT5ND.
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Serum GGT enzim aktivitesi ve GSH analizlerinden elde edilen verilerin normal dagilim
gosterip gostermediklerinin test edilmesi i¢in Kolmogorov-Smirnov testi uygulandi. Test
sonuglara gore GGT enzim aktivitesi ve GSH verilerinin normal dagilim gostermedigi

tespit edildi (p<0.001) (Cizelge 4.7.).

Cizelge 4.7. Serumda GGT enzim aktivitesi ve total rediikte glutatyon (GSH) un normal
dagilim testi (Kolmogorov-Smirnov) sonuglari

GGTenzimaktivite GSH
N 58 60
Normal Parametreler®® Ortalama 26,1700 7,8000
Standart 10,25747 5,52462
sapma
En asir1 farkliliklar mutlak 0,197 0,265
Pozitif 0,197 0,265
Negatif -0,087 -0,158
Kolmogorov-Smirnov Z 0,197 0,265
Asymp. Sig. (2-tailed) 0,0001 0,0001°

a. Test dagilimi normaldir
b. verilerden hesaplandi

c. Lilliefors korelasyon degeri

Serum GGT enzim aktivitesi ve GSH diizeylerinin total hasta grubu ve meme kanseri
molekiiler alt gruplarinda ortalama degerleri Cizelge 4.8’de verilmistir. GGT enzim
aktivitesi kontrol gruplarina gore total hasta grubu ve molekiiler alt gruplarda istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,05). Serum GSH diizeyleri kontrollere
gore hasta gruplarinda yiiksek olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli degildir

(p>0,05).

Cizelge 4.8. Total ve molekiiler alt tiplere gore hasta gruplarinin serum GGT enzim
aktivitesi ve GSH diizeylerinin ortalama degerleri ve karsilagtirilmasi

N Serum GGT Aktivite (U/L)  Serum GSH (umol/L)
Kontrol 8 18,8 (4,4) 5,8 (1,4)
Total Hasta 58 26,2 (10,3)* 7,8 (5,5)
Luminal A 16 25,3 (8,1)** 6,3 (3,7)
Luminal B 8 26,9 (9,8)** 10,1 (7,8)
Triple (-) 16 27,0 (10,0)*** 8,1 (6,3)
HER2 (+) 9 32,9 (16,3)** 9,2 (7,1)
Luminal B-HER2 (+) 9 25,1 (6,4) 7,6 (4,2)

* P<0.01 kontrol grubu ile karsilastirildiginda
** P<(.05 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
*** P<0.02 kontrol grubu ile karsilastirildiginda
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Meme kanseri molekiiler alt gruplarinin GGT enzim aktivitesi ve GSH diizeyleri, kontrol
grubu GGT enzim aktivitesi ve GSH diizeyleri ile karsilastirildiginda (Man-Whitney U

testi ile) istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gbzlemlenmemistir (p>0,05).

Kontrol grubu, total hasta grubu ve molekiiler alt gruplarda serum GGT, GSH ve doku
GGTS, GGT7 ekspresyonlart arasindaki korelasyonlar incelendiginde, GGT enzim
aktivitesi ve GSH diizeyleri ile gen ekspresyonlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

korelasyon gézlenmedi (p>0,05).

Total hasta ve kontrol grubunda serum GGT enzim aktivitesi ve GSH diizeyleri arasindaki
iliski incelendiginde, istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon oldugu gézlemlenmistir

(p<0,05) (Sekil 4.1.).

KONTROL R=0,790 TOTAL HASTA R=0,5626

P=0,020 P=0,0001

[
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a 3
3 &F g 15
3 5 3
E 55 E 10
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45
a L o
15 7 19 21 23 25 27 8 18 2B 38 43 5B 6B
GGT AKTIVITESI (/L) GGT AETIVITESI (UL)
(@) (b)

Sekil 4.1. Kontrol Grubu (a) ve total hasta grubunda GGT enzim aktivitesi ile GSH
arasindaki iliski
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Molekiiler alt gruplarda serum GGT enzim aktivitesi ve GSH diizeyleri arasindaki iligki
incelendiginde; Luminal A, HER2 (+) ve Triple (-) hasta grubunda istatistiksel olarak
anlamli korelasyonlar gézlemlenmistir (p<0,05). Luminal B ve Luminal B-HER2 (+) hasta

grubunda ise GGT enzim aktivitesi ve GSH diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir korelasyon bulunamamistir (p>0,05). (Sekil 4.2.)
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Sekil 4.2. Luminal A (a), Luminal B (b), HER2 (+) (c), Luminal B-HER2 (+) (d), Triple (-)
(e) Grubunda GGT enzim aktivitesi ile GSH arasindaki iliski
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5. TARTISMA

Meme kanseri, diinyada en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir. Tiirkiye’de %20 insidans,
9/20 mortalite/indisans oraniyla kadinlarda en sik goriilen ve en oldiiriicii kanser tlridir
[7]. Son yillarda meme kanserine yakalanma yasi diismekle (40 yas ve alti) birlikte bu
kanser tiirti kadinlardaki kanser nedenli Sliimlerin yaklagik %15’ine tekabiil etmektedir
[69]. Tiirkiye Meme Hastaliklart Dernekleri Federasyonu (TMHDF)’nun yaptigi
caligmaya gore, meme kanseri iilkemizde en fazla 40 yas alti kadinlarda (total meme
kanseri vakalarinin %17’si) goriilmekte olup, hastaligin prognozu; tlimoriin ¢ap1 ve

histolojik grad (derece) ile iligkili gériinmektedir [70].

Meme karsinomlar1 gerek klinikte gosterdigi belirti/bulgular gerekse biyolojik davraniglar:
ve tedavi yanitlar1 ile oldukca heterojen tiimdrlerdir. Son yillarda yapilan c¢alismalarin
1s1¢inda  immiinofenotipik ve molekiiler siniflandirmanin, uzun yillardir uygulanan
morfoloji, timor histolojik alt tipi, histolojik derece gibi temel klinikopatolojik
parametrelere dayali siniflandirmalardan ¢ok daha prognostik ve prediktif oldugu
gosterilmistir [22, 27, 28, 29]. Meme karsinomlarinin ilk molekiiler smiflamasi, 2000
yilinda Perouve ve arkadaslari tarafindan DNA microarray (mikrodizi) yontemi
kullanilarak yapilmistir [71]. Bu simiflandirmaya gore karsinomlar 4 alt tipe ayrilmistir; i.
Luminal, ii. HER2 (+), iii. Bazal benzeri ve iv.Normal meme benzeri. Bu siniflandirmadan
farkl1 baska smiflandirmalarda yapilmistir, bunlarda kiigiik farkliliklarla birlikte yeni
tanimlamalar yapilsa da giiniimiizde en ¢ok kabul goéren siniflandirmaya gére meme
karsinomlar1 hormon (Ostrojen, ER ve Progesteron, PR) ve HER2 ekspresyonlar1 temel
alinarak 5 alt gruba ayrilmistir. Son yillarda o6zellikle klinik-onkolojik Ongoriiler

dogrultusunda Ki-67 proliferasyon indeksi de bu smiflandirmaya ilave edilmistir.

GGT, hiicrelerin plazma membranlarinin dis yiizeyinde yer alan, ekto aktiviteye sahip bir
enzim olarak bilinmektedir. GGT esas olarak, renal proksimal tiibiil hiicreleri ve safra
kanal1 epitel hiicreleri gibi, emici ya da salgilayict islevleri olan epitel hiicrelerde ifade
edilmektedirler [72, 73]. Cesitli fizyolojik ve patolojik faktorler GGT ekspresyonunu
diizenlemektedir. Ozellikle reaktif oksijen/nitrojen tiirlerini (ROS/RNS) meydana getiren
ve/veya redoks dengesini bozan, aflatoksin B1, NO>, kinonlar ve alkol gibi pek ¢ok madde

cesitli hiicre ve dokularda GGT ekspresyonunu artirabilmektedir [43, 41].
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GGT aktivitesi Ol¢timii ile ilgili ilk ¢aligmalardan ilki 1956 yilinda Ball ve arkadaslari
tarafindan yaymlanmustir. Uzerinden 60 yildan fazla bir siire gegmesine ragmen, GGT
hakkindaki arastirmalar sonuglanmamistir. Insan genomunun agiklanmasindan sonra,
muhtemelen ¢akisan aktiviteye sahip bagka genlerin var oldugunun tespit edilmesi, konuyu
daha karmasik hale getirmekle birlikte ilgi de uyandirmigtir. Gama Glutamil transferaz
katalitik olarak etkin olan ve post-translasyonel olarak bir agir ve bir hafif zincir
olusturmak tizere islenmis olan, tek bir polipeptid olarak sentezlenmektedir [43]. Sican ve
fare GGT cDNA klonlar1 izole edildikten sonra, bunlarin tek bir genin (GGT1’in) tiriinii
oldugu gosterilmistir. Genom arastirmalari, GGT1’in yanisira insan genomunun buna
benzer bagka genler veya diziler igerdigini gdstermis ve GGT genis gen ailesine ait 13 gen
belirlenmistir [6]. Bu genlerin en az altisinin aktif oldugu goriilmektedir. Niikleotit
0zdesligi yoniinden dnemli eksikligi olan, ama amino asit seviyesinde GGT1 ile agik bir
sekilde homolog olan bir proteini kodlayan, bir baska insan cDNA’s1 tespit edilmistir.
GGT5 adli bu gen (6nce y-glutamil 16kotrienaz, GGL, GGT-rel/GGTLAL olarak
adlandirilmig) daha sonra fare ve sicanda da bulunmustur. Amino asit dizilimleri agisindan
GGT1’e smurlt benzer olan (GGT6) veya 6nemli benzerlik gosteren (GGT7) baska genler
de tespit edilmistir ve bunlar ayri aileler i¢ine dahil edilmistir. GGTS (eski GGL,
GGTLA1/GGTrel), GGT6 (eski GT6 homolog) ve GGT7 (eski GGTL3, GGTLS) GGT1’e
benzer niikleotid ya da amino asit dizisine sahiptir ve bunlarin aktif genler oldugu kabul
edilmektedir [2, 41].

Calismamizda GGT genlerinden GGTS5 ve GGT7 mRNA ekspresyonlar1 incelenmistir.
Genel olarak hem GGT5 hem de GGT7 ekspresyonlarinin tiimoér dokularda ayni hastalara
ait normal dokularla karsilastirildiginda daha ytiksek oldugu bulunmustur. Bununla birlikte
yalmiz GGT7 ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gozlenmistir.
Molekiiler alt gruplar ayr1 ayr incelendiginde GGT7 ekspresyonlarindaki farkliligin
baslica Luminal A grubu olmak tizere, Triple (-) ve Her2 (+) gruplardan kaynaklandigi
gdzlenmistir. Istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte GGT5 ekspresyonlarnda
farklilik Triple (-) grubunda gozlenmistir. Siirekli olarak ksenobiyotiklere ya da ilaglara
maruz kalan canli organizmalarda enzimatik detoksifikasyonun ana fazi, glutatyon-S-
transferaz (GST) ile katalizlenen indirgenmis glutatyon (GSH) ile aktif ksenobiyotiklerin
konjugasyonudur. Bazi bilesiklerin, bir kez glutatyon-S-konjugatlarina doniistiikten sonra,
hiicre i¢in oldukga reaktif ve toksik son iiriinler olusturacak “merkaptiirik asit yolu” na

girdikleri bildirilmistir. GGT, GST igin tanimlanana benzer bir sekilde, ilag direng
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fenotipinin bir pargasi olarak kabul edilmektedir. Bunun temel nedeni, GGT’nin
konjugasyon yoluyla ksenobiyotik detoksifikasyonu i¢in hiicrelerde uygun GSH
seviyelerinin siirdiiriilmesinde oynadigi roldiir [62, 74]. Kanser hiicrelerinde yiiksek
seviyede GST ya da GGT aktivitesi, GSH-ilag konjiigatlarinin hiicre ig¢inde birikerek ilag
direnci gelismesine sebep olmaktadir. GSH sentezi ile iliskili diger enzimler de, gama-
glutamil sistein sentetaz (GGCS) ve GGT, ozellikle triple (-) meme kanserinin tedavisinde
kullanilan platin iceren ilaglara direncin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayabilmektedir
[75]. Ote yandan, yiiksek seviyelerde timdr GST ve GGT ekspresyonu, segici olarak GST
ya da GGT ile aktive olan ilaglarla timorii hedeflemede kullanilmistir. Luminal A
grubunda tedavi uygulanmasinda hedef molekiiliin bulunmasi (hormon reseptorleri),
hormon tedavisi uygulanmasin1 miimkiin kilmaktadir ve tedavide basarili sonuclar elde
edilmektedir. ER(+) meme kanserleri, ERa sinyalini durduran, segici ERa diizenleyicileri
(6rnegin tamoksifen), ERa diisiirerek diizenleyicileri (6rnegin fulvestrant) ve postmenopoz
evresindeki kadinlarda dolagimdaki Ostrojeni disiiren aromataz inhibitorleri gibi
hedeflenmis inhibitorleri ile tedavi edilmektedir [76]. Hormon reseptorii negatif olan iki alt
grup (bazal benzeri ve HER2 eksprese eden), hormon reseptorii pozitif luminal gruplar ile
karsilastirildiginda; kotii hastalik neticelerine sahip oldugu [16, 25], zayif klinik 6zellikler
gosterdigi, genel sag kalim oraninin kisa oldugu [21, 24] ve en kisa niikssiiz slireye sahip
olduklar1 belirtilmistir [22]. Hormon reseptorii negatif olan alt gruplarda stotoksik 6zellikli
ilaclar kullanilmakta ve bu ilaglar saglikli hiicreleri de etkilemektedir. Bu nedenle yapmis
oldugumuz ¢alismada elde ettigimiz GGT7 ekspresyonlarinin Triple (-) (bazal benzeri) ve
HER2 (+) alt gruplarda farklilik gostermesi; tedavi i¢in yeni molekiiler hedeflerin
belirlenmesi ve yeni tedavi edici ajanlarin kesfedilmesi i¢in 6nem tagimaktadir. GGT7
ekspresyonunda gozlenen bu artis, hormon reseptdr negatif meme kanseri alt gruplarinda

tedavi stirecini etkileyebilir.

GGT7 larenks, akciger, pankreas ve prostat gibi normal dokularda yaygin olarak eksprese
edilmektedir ve mesane, glioma, bas-boyun, akciger ve PNET kanserlerinde
ekspresyonlarinin arttigt goézlenmistir. GGT7°nin agresif karakterli malign tiimdr olan
glioblastomadaki ekspresyonlarinin incelendigi calismada, yliksek GGT7 ekspresyon
gosteren hastalarin  diisiik ekspresyon gosteren hastalara gore daha iyi prognoz
gosterdikleri belirlenmistir [6]. Calismamizda ise en iyi prognoz gosteren molekiiler alt
grup olarak bilinen Luminal A grubunda bulunan hastalarin tiimér dokularinda normal

dokularma gore daha fazla GGT7 ekspresyonu goriilmiistiir.
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Normal meme dokusunda ve meme kanserinde GGT7 artisin1 gdsteren calisma heniiz
bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢alismamiz meme dokusunda GGT7 ekspresyonlarini ve
meme kanserli tiimor dokularinda artmis GGT ekspresyonlarini gosteren ilk ¢alisma olma
ozelligi tasimaktadir. GGTS ekspresyonlari ise daha 6nce laboratuvarimizda meme kanserli
hastalardan olusan kiigiik bir grupla yapilan bir ¢alismada gosterilmekle birlikte [77],

meme kanserinin molekiiler alt tiplerinde incelendigi ilk ¢aligmadir.

Cesitli kanser tiirlerinde, serum GGT aktivitesinin ve GSH diizeyinin incelendigi birgok
caligma bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan kolorektal kanserli hastalarda yapilan arastirma
sonuclarina gore, kolorektal kanserde GGT aktivitesi ile genel hayatta kalma siiresi
arasinda anlamli bir iliski oldugu (p<0.05) belirlenmistir. Kemoterapi ajanlarminda dahil
oldugu zararl bilesikleri metabolize eden GSH artis1, kemoterapétik direnci ve GGT artist
ile aciklanmistir. Aym1 zamanda GGT ve GSH’mm kendisi ¢esitli tiimor olusum
fonksiyonlar1 da dahil, serbest radikal iiretimi ve lipit peroksidasyonuna neden oldugu,
boylece GGT’nin ve GSH’in hem kemoterapdtik direng hem de tiimor olusumu ile olan
iliskisi nedeniyle, GGT seviyesinin artis1 kotii prognoz ile iliskilendirilmistir [78]. Benzer
sekilde 6zofagusun skuamoz hiicreli karsinomasinda yapilan arastirma sonuglarina gore;
serum GGT aktivitesinin 23,1 degerinden uzaklagmasi ile genel hayatta kalma siiresi
arasinda anlamli bir iliski oldugu belirlenmistir [79]. Staudigl ve arkadaslari tarafindan
meme kanserli hastalarda yapilan bir bagka calismaya gore, serum GGT diizeyi, hormon
reseptorii negatif olan hasta grubunda ve triple negatif hasta grubunda istatistiki olarak
anlamli bulunmustur. Ancak GGT seviyesinin HER2 durumuna gore degerlendirildigi

hasta grubunda anlamli bulunmamustir [80].

Son doénemde Shackshaft ve arkadaslarinin meme kanseri alt gruplarinda serum GGT
aktivitesinin incelendigi ve uzun yillara dayanan verilerin degerlendirildigi calismada,
serum GGT aktivitesinin meme kanserli hastalarda kontrol grubuna gére biraz daha yiiksek
bulundugu gosterilmistir. Arastirmacilar ayn1 zamanda hormon reseptor pozitif olan meme
kanseri alt gruplar1 ile kontrol grubu serum GGT aktivitesinin pozitif korelasyon
gosterdigini tespit etmis, ayrica hormon reseptor negatif alt grup ile kontrol grubu serum
GGT aktivitesi arasindaki iligskiyi zayif bulmustur [81]. Calismamizda elde ettigimiz
veriler, total hasta grubu ile kontrol grubunun serum GGT aktivitesi ortalamalar1 arasindaki
iliski bu calisma sonuglart ile uyumlu bulunmustur. Calismamizda kontrol grubu ile

molekiiler alt gruplarin serum GGT aktivitelerinin karsilastirilmasinda HER(+)-Luminal B
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alt grubu hari¢ anlamli bulunmustur. Istatistiki olarak en fazla korelasyonun oldugu grup
ise triple negatif alt gruptur. Ayrica ¢alismamizda GGT degerlerinin alt gruplara gore
degerlendirildiginde GGT enzim aktivitesi, HER(+) ve triple (-) molekiiler gruplarinda

anlaml derecede yiiksek bulunmustur.

Staudigl ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise GGT enzim aktivitesi ile hormon
reseptor(+) hasta grubu arasinda istatistiki olarak anlamli bir iliski gériilmemistir [80]. Bu
calisma verilerinin aksine bizim c¢alismamizda GGT enzim aktivitesi ile Luminal A

(hormon reseptor (+) grup) alt grubu arasinda anlamli bir iliski bulunmustur.

Serum GGT diizeyi genel kanser riski ile iligkili bulunan ¢alismada, meme kanseri harig
diger kanser tiirlerinde yapilan istatistik degerlendirmesinde sonuclar anlamli
bulunmamustir. Yiiksek GGT diizeyleri olan bireylerde meme kanseri riskinde artis oldugu
bildirilmistir ve premenopozda olan kadinlarda istatistiki olarak anlamli bulunmustur. Bu
bulgulara gére meme kanseri ile serum GGT aktivitesinin iligkili oldugu ve bu iliskinin
ozellikle premenopoz donemindeki kadinlarda belirgin sekilde arttigi gosterilmistir [82].
Calismamizda da kontrol grubu ile karsilastirildiginda gerek total hasta grubunda gerekse
ayri ayrt molekiiler alt gruplarda belirgin derecede yiiksek GGT enzim aktivitesi
bulunmustur. Ancak molekiiler alt gruplar arasinda 6nemli farkliliklar gézlenmemistir. Bu
sonuglar genel olarak meme kanserinde artmis GGT aktivitesinin risk faktorii olarak

degerlendirilebilecegini 6ne siiren ¢calismalar1 desteklemektedir.

Calismamizda GGT aktivitesi ile GGT5 ve GGT7 mRNA ekspresyonlart arasindaki iligki
incelendiginde herhangi bir korelasyon gézlenmemistir. Bununla birlikte transkribe edilen
genlerin translasyona girmesi ve proteine donistiiriilmesi her zaman ayni oranda
olmamaktadir. mRNA’dan protein sentezini etkileyen bir¢ok faktdr olmasi nedeniyle,
calisgmamizda enzim aktivitesi ile mRNA ekspresyonlar1 arasinda iliski olmamasi tam
olarak yorumlanamamaktadir. Ote yandan GGT5 ve GGT7 protein ekspresyonlarinin
incelenmesi, enzim aktivitesi ile GGTS ve GGT7 arasindaki iligki hakkinda daha detayl
bilgi verecektir.

GGT’nin kanserdeki rolii icin ¢esitli hipotezler vardir. Bunlardan biri, GGT tarafindan
baslatilan artmig GSH katabolizmasidir. GGT tarafindan ekstraselliiller GSH yikimi, hiicre

icinde GSH sentezi i¢in hiz sinirlandirict bir amino asit olan sisteini saglamaktadir. Bu
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nedenle, GGT, GSH ve sistein homeostazisinde énemli bir rol oynamaktadir [5, 61-63].
GSH, hiicreleri karsinojenlere karsi kormakta ve hiicrelerin neoplastik doniisiimiinii ve
canliligin1 diizenleyebilmektedir. Rediikleyici 6zelliginden dolayi, GSH bazi karsinojenleri
inaktive edebilmekte, DNA’ya zarar veren serbest radikallere karsi koruyabilmekte,
bagirsak epiteli gibi farkli dokularin  biitinliigiinii  koruyabilmekte ve lipid
peroksidasyonunu onleyebilmektedir [64]. Calismamizda GSH diizeyleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda gerek total hasta grubunda gerekse ayr1 ayr1 molekiiler alt gruplarda
belirgin olmamakla birlikte yiiksek bulunmustur. Ote yandan GGT aktivitesi ile GSH
diizeyleri arasinda belirgin bir korelasyon gézlenmistir. Bu sonu¢ GGT aktivitesindeki artis
ile GSH diizeylerinin artmasi arasindaki iligkiyi desteklemektedir. GSH’1n antioksidan
aktivitesi goz Oniine alindiginda caligmamizdaki artmis GSH diizeylerinin kanser

hiicrelerinin de korunmasinda rol oynayabilecegini diistindiirmektedir.
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. SONUC VE ONERILER

Yiksek serum GGT aktivitesi, meme kanserinde GGT’nin risk faktérii olarak
degerlendirildigi calismalar1 desteklemektedir.

Serum GGT aktivitesi ile GGT5 ve GGT7 mRNA ekspresyonlar1 arasinda korelasyon
gbézlenmemesi; mRNA’dan protein sentezini etkileyen birgcok faktér olmasi nedeniyle
transkripsiyon sonrast mevcut GGT mMRNA’larimin  proteine doniistiirilmemis
olabilecegine isaret edebilir. GGTS ve GGT7 nin protein ekspresyonlarinin incelenmesi,
enzim aktivitesi ile GGTS ve GGT7 arasindaki iliski hakkinda daha detayli bilgi
verecektir.

Total hasta grubunda ve meme kanseri alt gruplarinda, genel olarak, GGT5 ve GGT7
MRNA ekspresyonlarmin tiimorliic dokularda fazla oldugu belirlenmis fakat GGT5
ekspresyonlarinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir.

Normal dokuya gore timor dokudaki anlamli derecede yiiksek GGT7 mRNA
ekspresyonlar1 ise GGT7’nin meme kanserinde potansiyel bir belirteg olabilecegini
gostermektedir.

Ancak GGT5 ve GGT7 mRNA’sinin proteine translasyonunun belirlenmesi ve protein
miktarlart ile meme kanseri alt gruplar arasindaki iligkinin degerlendirilmesi

Onerilmektedir.
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