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OZET

KANSER KOK HUCRELERINDE BiO-BELIRTEC OLARAK DEAMINO
NOROMINIK ASIT (KDN)’in INCELENMESI

Kanser dokusu heterojen hiicre gruplarindan olusmustur. Bu heterojenite,
genetik ve mikro-gevresel farkliliklarla agiklanabildigi gibi hiicrelerin
farklilagabilme dereceleriyle de iliskilidir. Son 10 yilda hizla deger kazanan Kanser
Kok Hiicresi (KKH) hipotezi, biitiin diinyada yapilmakta olan onkolojik ¢aligsmalar
icindeki Onceligini siirdiirmektedir. Timor dokusu icindeki bu kok hiicre
ozelliklerini iceren tiimoér baslangic hiicreleri tiimoriin  ¢ogalmasindan,
invazyonundan ve hatta metastazindan sorumlu olan hiicrelerdir. Bu hiicreler kok
hiicre biyolojisine benzer sekilde boliinerek kendine es KKH olustururlar. Kanser
teshis ve tedavisinde KKH ¢alismalart ve yeni hedef molekiil arayislar1 hastalikta
kiir elde edilmesi veya yasam siiresinin arttirilabilmesi i¢in biiylikk Onem
tasimaktadir. KDN (deaminoneuraminic acid, 2-keto-3-deoxy-D-glycero- D-
galacto-nononic acid), insanda klasik sialik asit analiz yontemleri ile
belirlenemeyecek kadar az miktarda bulunan mindr bir sialik asitdir. Timor
dokusunda bir “oncodevelopmental” antijen olarak yiliksek oranda bulunmasi ile
dikkat ¢eken bir molekiildiir. Cesitli tiimorlerde, hiicre hatlarinda veya kisith sayida
hasta 6rneginde yapilan caligmalarda serbest KDN diizeyinin, serbest sialik asitlere
ve normal dokuya gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bununla beraber oranin
kanserin progresyonu ile birlikte arttig1 diisliniilmektedir. Bu molekiiliin kanser
dokusunda biyolojik belirte¢ olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Kanser
hiicrelerinde gozlenen KDN’ye ait bu ifade artis1 dikkat ¢ekicidir ancak literatiirde
cok kisithh sayida veri olmakla beraber kanser kok hiicrelerinde bu molekiiliin
davranist ile ilgili bir ¢calisma bulunmamaktadir. Bu c¢alismanin hipotezi kanser
dokusunda gozlenen bu artigin heterojen hiicre gruplarinda farkli miktarlarda ifade
bulacag1 ve kanser kok hiicresi ile iligkili olabilecegidir. Bu amagla insan prostat
ve meme kanseri hiicre hattinda ve bu hiicre hatlarindan izole edilen kanser kok
hiicrelerinde  KDN molekiiliine ait degisiklikler incelenmistir. Ayrica ayni
kanserlerde hasta biopsi 6rneklerinde immunohistokimyasal analizler yapilmis ve

klinik korelasyon yoniiyle degerlendirilmistir. Calisma sonucunda 6zellikle hasta

|



orneklerinde belirlenen immunoreaktivite artiglart umut vericidir. Caligma verileri
elde edildikten sonra Uluslar Arasi Patent Basvurusu (The Patent Cooperation

Treaty (PCT) Patent No: 2014-G-78576) yapilmustir.

Anahtar Kelimeler: Kanser Kok Hiicresi, KDN, Meme kanseri, Prostat kanseri
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF KDN (DEAMINONEURAMINIC ACID) AS A
BIOMARKER IN CANCER STEM CELLS.

A cancer tissue arise from heterogenic cell subsets. This heterogeneity
correlated with genetic, microenvironment and cells’ differentiation grade. In last
decade, cancer stem cell (CSC) hypothesis is very popular and most of the
oncological studies based on this hypothesis all around the world. Cancer stem
cells responsible for tumor progression, invasion and metastase. CSCs divide like
normal stem cells and produce two similar cancer stem cells. Targeting CSC is very
important for cancer diagnosis and drug development. New target molecules are
searched to target cancer stem cells, thus cure chance and time of life decrease.
KDN (deaminoneuraminic acid, 2-keto-3-deoxy-D-glycero- D-galacto-nononic
acid) is a minor sialic acid that very rarely to determined with classical sialic acid
detection protocols in humans. KDN is an oncodevelopmental antigen that it’s
presence of higher levels in tumor tissue is very spectacular molecule But it is
tought that KDN levels decrease correlated with tumor. Studies with several
tumors, cancer cell lines or limited patient samples indicated that free KDN levels
in cancer are higher than free sialic acid levels or free KDN levels in normal
tissues. However it is thought that the KDN levels increase correlated with cancer
progression. It is thought that this molecule could be used as a biomarker in cancer
tissue. Increasing KDN levels in cancer tissue is very spectacular. There is
unsufficient data in literature about KDN-cancer reliation. Besides that there are no
studies on KDN molecule’s behaviour in cancer stem cells. The hypothesis of this
study that increase KDN different amount in cancer tissue and heterogenic cell
populations and this difference associated with cancer stem cells. Fort that purpose,
we analyzed KDN levels in prostate and breast cell cancer cell lines and cancer
stem cells in this cell lines. Also we analyzed KDN immunoreactivity in patient
samples and evaluated with clinical correlation aspect. As a result of this study,
determinated increasing of immunoreactivity in patient samples are very important
and hope-inspring for cure. After this results, we applied for international patent
(The Patent Cooperation Treaty (PCT) Patent No: 2014-G-78576).

Key words: breast cancer, cancer stem cell, KDN, prostate cancer
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1. GIRIS

Biitiin diinyada bilimsel aragtirmalara ayrilan biit¢enin biiyiik paymi kanser
aragtirmalar1 almaktadir. NIH tarafindan 2014 yilinda yayinlanan verilere gore en
stk goriilen kanser tiirleri sirasiyla meme, prostat ve akciger kanseridir. Kanser
hiicrelerinin molekiiler biyolojik davranisindaki c¢esitlilik, kanser teshisini ve
tedavisini zorlastirmakta ve hastalarda kiir sansimi azaltmaktadir. Kanser Kok
Hiicresi (KKH) teorisinin ortaya atilmasindan sonra biitiin diinyada ¢ok sayida
bilim insan1 bu konuya yonelmis ve bu hastaligin aydinlatilabilmesi i¢in ¢alismaya
baglamistir.

Timorler farkli morfolojik 6zelliklere sahip kanser hiicrelerinden olusmustur.
Her bir timor tipi i¢in degisen yiizey belirteglerini igeren bu hiicreler farkli
proliferasyon kapasitelerine sahip heterojen populasyonlar olustururlar. Bu
heterojenite, genetik ve mikro-cevresel farkliliklarla agiklanabildigi gibi hiicrelerin
farklilagabilme dereceleriyle de agiklanabilir. Son 10 yilda hizla deger kazanan
Kanser Kok Hiicresi (KKH) hipotezi, biitiin diinyada yapilmakta olan onkolojik
caligmalar icindeki Onceligini siirdiirmektedir (1). Daha once c¢alisiimis olan
kanserlesme modellerinde hiicrelerin dnlenemeyen biiyiimesinin bir seri genetik
kazanim sonunda oldugu Ongoriilmiistiir. Bu genetik aktivasyonlarin hiicrelerin
proliferasyon potansiyellerinin artmasi, proliferasyonu inhibe eden genlerin
sessizlesmesi ve programli hiicre 6liimiine ait genlerin bypass edilmesi seklinde
ortaya c¢iktig1 disiiniilmiistir. KKH kavrami, tiimor biyolojisindeki normal kok
hiicre/projenitdr hiicre yakinligr ve buna bagli olarak organlarda goriilen “kendini
yenileyebilme potansiyeli” ile kanser hiicrelerinde goriillen “siiregelen
proliferasyonlar” arasindaki benzerliklerin gozlenmesiyle ortaya c¢ikmistir (2).
Tiimor dokusu i¢indeki bu kok hiicre 6zelliklerini i¢eren tiimor baslangic hiicreleri
timoriin ¢ogalmasindan, invazyonundan ve hatta metastazindan sorumlu olan
hiicrelerdir. Bu hiicreler kok hiicre biyolojisine benzer sekilde bdliiniir, bir hiicre
kendi kendini yenileyerek kendine es KKH olustururken diger hiicre tiimor
dokusundaki “bulk population” denilen hiicre yiginini olusturur (non-KKH). Coklu
ilag direncini tastyan hiicreler KKH’leridir ancak diger hiicre grubu kemoterapi ve

radyoterapiye duyarlidir (3).



Kanser hiicrelerinin ve/veya KKH’lerinin spesifik olarak isaretlenmesi kanser
teshis ve tedavisinde Oonemli bir adim olarak degerlendirilebilir. Ancak bugline
kadar yapilmis calismalarda umut veren molekiiller bulunmakla beraber hedef
tedaviyi gerceklestirebilecek bir yontem gelistirilememistir. Hedefe giden her
molekiil bir tedavi veya teshis secenedi olarak “Faz” c¢alismalarinda
kullanilmaktadir ancak daha c¢ok c¢alismaya ve daha cok yeni bilgiye ihtiyag
bulundugu agiktir. Bu tezde hedefe yonelik tedavinin yapilabilmesi i¢in yeni
baslangi¢ yapilmistir. Bu hedef molekiil KDN (Deaminoneuraminic acid, 2-keto-
3-deoxy-D-glycero- D-galacto-nononic acid)’dir. Tezde bu konuyla ilgili uzun

zamandir siirdiiriilmekte olan ¢aligsmalar1 bulacaksiniz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser Kok Hiicreleri

Kanser kitlesinin kii¢iik bir populasyonunu olusturan kanser kok hiicrelerinin
(KKH) varlig ile ilgili ilk modern kanitlar 1994 yilinda insan akut miyeloid 16semi
(AML) calismalarindan elde edilmistir. Arastirmacilar, AML hastalarindan elde
ettikleri AML-baslatici hiicre populasyonunu ¢esitli immiin yetersiz farelere
(SCID) transplante ederek bu hiicrelerin varligin1 agiklamaya calismislardir (4).
2003 yilinda insan KKH’leri meme (5) ve beyin kanseri (6) gibi solid tiimorlerde
tanimlanmistir. Bunu takip eden calismalarda kolon, pankreas, akciger ve prostat
kanseri, melanoma ve glioblastoma gibi ¢esitli tiimorlerde kanser kok hiicreleri
tespit edilmisgtir.

CD44, CD24, CD29, CD90, CD133, epitel-spesifik antijen (ESA) ve Aldehid
dehidrogenaz-1 (ALDHI) gibi hiicre yiizey belirteglerinin ifadesi degisik
tiimorlerdeki kanser kok hiicrelerinin izolasyonu igin kullanilmaktadir. Ornegin,
CD44'CD24™" ve ALDH* meme kanserinde; CD133" kolon, beyin ve akciger
kanserinde; CD34'/CD38  15semide; CD44" bas ve boyun kanserinde; CD90
karaciger kanserinde; CD44'/CD24°/ESA” pankreas kanserinde kanser kok
hiicrelerinin izolasyonu i¢in kullanilmaktadir (7). Kanser kok hiicreleri daha ¢ok
kok hiicre (self-renewal) olusturabilme yeteneginde ve farklilagacak olan hiicreleri
iretebilme yetenegindeki hiicreler olarak ifade edilmektedir. Asimetrik hiicre
boliinmesinde, kok hiicre Ozelligini devam ettiren bir hiicre ve post-mitotik
farklilagsma ozelligine sahip bir hiicre olmak iizere iki hiicre olusmaktadir. Bu
nedenle bir tiimdrdeki KKH alt popiilasyonu oraninin kesin olarak belirlenebilmesi
mimkiin degildir.

Kanser kok hiicrelerinin kokeni ile ilgili birkag farkl teori vardir. Teorilerden
biri, kanser kok hiicrelerinin spesifik genetik mutasyona ya da cevresel
degisikliklere maruz kalan normal kok/progenitdr hiicrelerden kaynaklandigi
seklindedir. Bazi kanser kok hiicreleri hiicresel 6zellik, fenotip ve hatta hiicre yiizey
belirtecleri yoniinden incelendiginde normal kok/progenitor hiicreler ile benzer
ozellikler sergilemektedir. Kanser kok hiicrelerinin kdkeni ile ilgili diger bir teori
de kanser kok hiicrelerinin genetik ve/veya heterotipik degisimler ile kok hiicre

karakteri kazanan normal somatik hiicrelerden kaynaklandig seklindedir. Ornegin,
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kanser hiicreleri epitelyal-mezensimal gecis (EMT) vasitasiyla kok hiicre karakteri
kazanabilmektedir. Immortalize edilmis insan meme epitelyum hiicrelerinde
(HMLEs) EMT’nin indiiksiyonu sonucunda bu hiicrelerin mezensimal 6zellikler
kazanarak HMLE’den izole edilen kok hiicre benzeri hiicrelerdeki bazi yiizey
belirteclerini ifade edebildigi gosterilmistir. Ayrica, bu hiicreler mammosfer
(mammokiire) olusturabilme yetenegine sahiptirler (8).

EMT, epitel hiicrelerin invazyonunu indiikleyen SNAI1/2, ZEB1/2 ya da
TWIST1/1 gibi transkripsiyon faktorleri tarafindan tetiklenmektedir. Cesitli
caligmalarda EMT indiiklenmesinin kendini yenileme 6zelligi ve KKH karakteri
kazandirdig1 gosterilmistir. (Ansieau et al., 2008; Yang et al., 2004). Buna karsin,
bazi calismalar epitelyal fenotipe sahip tlimorlerin periferik dolagimda hayatta

kaldigin1 ve uzak dokulara metastaz yapabildigini gdstermektedir (9).

2.2. Kanser Kok Hiicrelerinde Sinyal Yolaklar

Kanser kok hiicrelerinin kendi kendisini yenilemesi ve farklilagsmasi sitokinler
ve kanser hiicre mikrogevresini de kontrol eden birden cok diizenleyici yolak
tarafindan kontrol edilmektedir. Hedgehog, Notch ve Wnt/B-catenin gibi ¢esitli
yolaklar kanserin ilerlemesini kontrol etmektedirler (10). Bu yolaklar hiicre
boliinmesi, proliferasyonu ve polaritesi gibi ©6nemli biyolojik proseslerin

diizenlenmesinde biiyiik rol oynamaktadirlar.

2.2.1. WNT/p-catenin Sinyal Yolag:

Wnt sinyali gelisimsel programlarin ve kok hiicre fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde role sahiptir (11). Artan Wnt sinyali farelerde hipofiz tiimdrlerine
yol agmakta ve kok hiicrelerde simetrik boliinmenin indiiklenmesini saglamaktadir
(12) Wnt gen ailesi, Frizzled (Fzd) reseptorlerine baglanan sisteince zengin
glikoproteinleri kodlamaktadirlar (13). Kanonik Wnt sinyalizasyonunda Wnt nin
Fzd’a baglanmas1 disheveled (Dsh)’in aktivasyonunu, Glikojen Sentaz Kinaz-3’{in
(GSK3) inaktivasyonunu ve [-catenin’in stabilizasyonunu saglamaktadir. Bu
kaskadin ilerlemesi siklin D1 gibi hedef genlerin aktive olmasina neden olmaktadir
(Sekil 2.1b). Bu yolaktaki ikinci reseptor diisiik-yogunluklu lipoprotein (LDL)
reseptOrii olarak bilinen Lipoprotein Reseptor baglantili Protein (LRP5/6) ayni
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zamanda Wnt’ye baglanmaktadir. Bunlar birlikte kanonik Wnt-f-catenin sinyal
yolagini aktive etmektedirler. Kanonik-olmayan WNT/B-catenin
sinyalizasyonunda, Dsh’yi aktive etmek i¢in Wnt Fzd’ye baglanir. Kanonik-
olmayan WNT/B-catenin sinyalizasyonu kok hiicrelerin planar polarizasyonunu

artirarak simetrik boliinmenin ger¢eklesmesini saglamaktadir.

2.2.2. Notch Sinyal Yolagi

Notch sinyal yolagi hem tiimor olusumu hem de hiicre yenilenmesinde 6nemli
rol oynamaktadir ve farklilagmamis kok hiicre havuzunun korunmasi igin
gereklidir. Memelilerde Notch, 4 reseptor (Notch 1-4) ve 5 ligand (Jagged 1,
Jagged 2, Delta-benzeri 1, -3 ve -4) yoluyla sinyal olusturmaktadir. Bir ligandin
Notch reseptoriine baglanmasi, hiicrenin niikleusuna gé¢ eden Notch intraseliiler
domaini (NICD)’nin y-sekretaz aracili proteolitik parcalanmasina yol acar. NICD
niikleusta Hes ve Hey ailelerinden bazi hedeflerin transkripsiyonunu uyaran bir
transkripsiyonel faktor kompleksiyle etkilesime girer (Sekil 2.1a.).

Notch sinyalini hedef alan ve KKH’leri {izerinde yogunlagmis pre-klinik ve
klinik c¢alismalar bulunmaktadir. Glioblastoma multiforme kanser hiicrelerinde
Notchl geni siRNA ile susturuldugunda bu hiicrelerin tiimor olusturma
kabiliyetlerinin azaldig1 gosterilmistir (14). Notch yolagmin inhibe edilmesi ilag

direnci ve metastazin agilmasi igin potansiyel olarak etkili bir stratejidir.



a. Notch Yolag ' b. Wnt/g-Catenin c. Hedgehog Yolag
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Sekil 2.1. Normal kok hiicreler ve kanser kok hiicreleriyle iliskili sinyal

yolaklari. (). Notch Yolag:; Hiicre-hiicre temasini takiben Delta veya Jagged ligandi Notch
reseptoriine baglanir, boylece reseptoriin proteolitik yikimi uyarilir. Notch Intraseliiler Domain’i
(NICD) sitoplazmaya birakilarak HES ve HEY ailelerine mensup olan Notch-iliskili hedef genlerin
transkripsiyonlarin1 aktive etmek iizere niikleusa geger. (b). Wnt/ B-catenin Yolagi: Wnt ligandi
varliginda Axin, APC, GSK3-B ve CKl1’den olusan yikim kompleksi parcalanir ve B-catenin
sitozolde birikir. Bu birikme sonucunda da niikleusa geger ve burada Lef/Tcf transkripsiyon
faktorlerine baglanarak hedef genler olan Myc, PPAR-3, Siklin D1, TCF-1, CD44 ve MMP-7’yi
aktive eder. (c). Hedgehog Yolag:: aktif durumdayken Shh, IThh ve Dhh ligandlar bitisik hiicredeki
Pitchl reseptdriine baglanir ve bu da Smo’nun aktivasyonuna yol agar. Ci’nin CK1, PKA ve GSK3-
B kompleksinden ayrilmasini onleyen Cos2 bu kompleksten ayrilinca Ci niikleusa gegerek
transkripsiyon faktorleri Glil/2 ve hedef genler Siklin d/E, Myc, Glil, Patched ve HIP’i aktive eder.
(Pasto A, Amadori A, Indraccolo S. Signaling Pathways in Cancer Stem Cells: Therapeutic
Implications. In: Hayat MA (editor), Stem Cells and Cancer Stem Cells, Volume 5. Springer Sience

and Business Media. dan Tiirkcelestirilmistir.)



2.2.3. Sonic Hedgehog Sinyal Yolagi

Fizyolojik kosullar altinda Hedgehog (Hh) sinyalizasyonu eriskinlerde doku
rejenerasyonunu, embriyoda ise gelisimi regiile etmektedir. Memelilerde ii¢
homolog proteini tanimlanmistir: Sonic Hedgehog (Shh), Indian Hedgehog (lhh) ve
Desert Hedgehog (Dhh). Ancak 16semi, bazal hiicre karsinomasi, pankreas ve
meme kanseri de dahil olmak tizere kanserlerde up-regiile oldugu anlagilmistir (15).
Hh yolag1 polikomb gen BMI-1’in regiilasyonu yoluyla hem normal hem de malign
memeli kok hiicrelerinde kendi kendini yenilemenin siirdiiriilmesinde ¢ok onemli
bir yere sahiptir (16). Notch’a benzer olarak Hh yolagi da c¢oklu ligandlardan
olugsmustur. Bu ligandlar (Sonic (Shh), Indian ve Desert) “dodecatransmembran
Patched receptor (Ptchl)” ile etkilesimdedirler. Pitchl 7 transmembran proteinlidir,
Smoothened (Smo) inhibitdrii olarak ¢alisir ve Frizzled ailesiyle de iligkilidir.

Bunlarin yaninda Pitchl, transkripsiyon faktorii Cubitus interruptus (Ci),
Serin/Treonin kinaz Fused (Fu), kinezin-like molekiil costal2 (cos2) ve Suppressor
of Fused (Sufu)’dan olusan Hh sinyalizasyon kompleksinin komponentlerinden
birisidir. Cos2 ayrica Hh sinyal yolaginin igerdigi diger kinazlar olan protein kinaz
A (PKA), protein kinaz CK1 (Kazein kinaz 1) ve glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3)’e
de baglanir. Ligandlarin yoklugunda, Pitch 1 Smo’yu baskilar, boylece Ci’un
proteolitik pargalanmasini aktive etmis olur. Ci boylece niikleusa girebilen bir
reseptore doniisiir ve Hedgehog hedef gen ifadelerini inhibe eder. Ligandlarin
varliginda ise Pitchl’in Smo iizerindeki inhibe edici etkileri azalir. Smo, PKA ve
CK1 tarafindan fosforillenir. PKA, CK1 ve GSK3, Ci’un ayrilmasini engelleyen
Cos2’den ayrilirlar. Ci biitlinliyle niikleusa girer ve Hh hedef genlerinin
transkripsiyonunu tetikler (17) (Sekil 2.1c.). Bu yolagin glioma projenitorleri ve
kok hiicrelerde de oOnemli bir rol oynadigi onaylanmistir. Glioma KKH’leri
Nanog/Oct4/Sox2/Bmil ifadesiyle ve bir Smo inhibitorii olan Siklopamin ile tedavi
edilen spesifik kiiltlir kosullarinda gliomasferleri olusturabilme yetenegiyle
tanimlanmistir. Bu tedavi, KKH sayisinda bir disiisii tetikler ve doza bagiml
olarak apoptotik oranlarini arttrir; 20 giinliik tedavi gliomasferleri geri doniilmez
sekilde pargalamak i¢in yeterlidir. Tersine, proliferasyon ve apoptozu tetikleyen
siklospamin gibi bir ilag olan temozolomide’le tedavi gliomasferlerin
pargalanmasim saglamada basarili degildir (18). Insan glioblastoma rneklerinden

elde edilen CD133" hiicrelerdeki Glil, Pitchl, Nanog, Sox2 ve Oct4 ifadeleri
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CD133 hiicrelerle 4 saatlik siklospamin tedavisi sonucunda karsilastirildiginda
CD133" hiicrelerde bu genlerin ifadelerinin sirastyla %50, %40, %10, %57 ve %20
diistis gosterdigi goriilmiistiir. Bu sonuglar Hh yolagimin KKH’lerinin tiimorijenik
potansiyelindeki oneminin altini1 ¢izmektedir.

Yeni bir ¢alisma Pitchl ve transkripsiyon faktorleri Glil ve Gli2’nin insan
normal meme dokusundaki kok/projenitdr hiicrelerin = kiiltiire edilmesiyle
olusturulan mammokiirelerde yiiksek seviyelerde ifade edildigini gostermistir (19).
Hh sinyalizasyonunun Shh yoluyla aktivasyonu mammokiire say1 ve biiytkliglini
%357 oraninda arttirmig, Bmil ifadesinde de 6 katlik bir artis1 tetiklemistir. Ayrica
bu ¢alismada mammokiire olusumunu azaltan ve Glil ve Gli2 ifadesini inhibe eden
siklospamin tedavisi uygulanarak artan mammokiire sayisi azaltilmis ve Bmil

ifadesi bloke edilmistir.

2.3. Kok Hiicre Nisleri ve KKH’deki Rolii

Normal kok hiicreler (KH) ve kanser kok hiicreleri (KKH) arasindaki dnemli
farklardan birinin kok hiicrelerin 6zel mikrogevresi olan ve igerisinde sessiz bir
sekilde yasabildikleri “kok hiicre nisleri’ne olan bagimliliklaridir. Yetiskinlerde
kok hiicreleri destekleyen, fizyolojik olarak sinirlanmig, doku ve hiicre tipine gore
farklilik gosteren bu mikrogevreler kok hiicrelerin suskun yataklaridir (20) Bu
hiicresel mikrogevredeki biiyiime faktorleri, sitokinler ve MikroRNA’lar gibi
bilesenler hiicrelerin biiyiime,cogalma, iletisim gibi temel fonksiyonlar i¢in gerekli
sartlar1 saglar. Tiim kok hiicre nislerinde ortak goriilen 6zellikler ise;

- KH nisleri 6zel olarak konumlanmis ve gorevleri KH’lerin devamliligini

saglamak olan 6zel hiicreler icerir

- Nisler KH’ler i¢in fizyolojik olarak baglanma noktalaridir. Bu hiicre-hiicre
ve hiicre —ekstraseliiler ortam baglantilarinda adezyon molekiilleri is goriir.

- Nisler kok hiicre sayisini, ¢ogalmasini ve kaderini tayin eden digsal faktorler
olustururlar. Bunlara Hedgehog (HH), Wnt, @ Kemik morfogenetik
proteinleri (BMP) , fibroblast biiylime faktorii, Notch gibi bir¢ok gelisimsel
diizenleyici sinyal molekiilleri dahildir ve hiicreler bu sayede kendi kendini
yenileme ve soy devamliliginin korunmasini saglarlar.

- Nisler KH’lerin asimetrik boliinmesini kontrol ederler (21-22).



Hematopoetik, intestinal ve kil folikiilii gibi sistemlerin kok hiicrelerinde
bromodeoksiiiridin isaretleme yontemi ile gosterilen nisler hiicre biliylime ve
cogalma sinyallerini inhibe ederek kok hiicreleri uzun bir siire sessiz halde korur.
Yalnizca 6zel uyarici sinyal geldiginde kok hiicreler aktif hale gecer ve boliiniirler.
Bu nedenle hiicre ¢ogalmasi dinamik nig sinyallerine baglidir. Cogalmayi uyarici ve
cogalmayr dengeleyici sinyaller arasindaki dengenin saglanmast KH’lerin
hemostatik devamliliginin saglanmasinin anahtaridir (23).

KH’leri biiyiime sinyallerinden bagimsiz hale getiren veya biiylime inhibe
edici sinyallerden kacisa neden olan mutasyonlar, KH’lerin durdurulamaz
biliylimesine ve tiimorijeniteye neden olur (24). Normal KH’lerin sessizligi ve
mobilize hale gelmesi ile KKH’lerinin invazyonu ve metastazi arasinda biiyiik bir
benzerlik ve belirli temel ortak adimlar bulunmaktadir. Ornegin Hematopoetik kok
hiicrelerde (HKH) proteolizis i¢in gerekli olan ekstraseliiler matriks bilesenlerini
aktive eden matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) , kok hiicre faktoriinii de
membrana bagimli halden serbest hale doniistiiriir ve bu sayede c-kit lizerinden
HKH’lerin nislerde ¢ogalmasimi ve hareketli hale gegmesini saglar (25). MMP
ailesi molekiilleri kanser hiicrelerinin metastazinda rol alan anahtar molekiillerden
biridir (26). Benzer sekilde hem hematopoetik hem de noéral sistem kok
hiicrelerinde integrin, kok hiicre gociinde yer alan molekiillerden biri iken, timor
hiicrelerinin go¢li ve metastazinda da yer almaktadir. Kanser hiicresi metastazinin
normal kok hiicrelerle ortak olan bir diger 6zelligi ise SDF1 (Stromal Kokenli
Faktor-1) ve CXCR4 (Kemokin Reseptor Tip 4)’iin 6nemli rol oynadigi homing ve
dolasima katilim mekanizmasidir. Son yapilan ¢alismalar SDF1’in meme kanseri
kok hiicrelerinin go¢ilinde de yer alan bir molekiil oldugunu géstermistir. Bu veriler
kanser kok hiicrelerinin isleyisinde kok hiicre niglerinin 6nemini ortaya
cikarmaktadir. KKH’ler kok hiicre nisleri icerisinde sessiz halde kalip normal

KH’ler gibi davranarak radyoterapi ve kemoterapiden kag¢is saglamaktadir (26, 27).

2.4. Kanser Kok Hiicresi ve Kanser Tedavi Direnci

Bilim insanlar1 tedavi stratejileri gelistirebilmek i¢in yillardir kanser
gelisimini anlamaya caligsmaktadir. 90’1 yillarin baginda normal somatik hiicrelerin
KKH’lerine doniisiimiine somatik hiicrelerde meydana gelen 6 genetik mutasyonun

neden oldugu hipotezi ortaya atilmistir. Bu mutasyonlar biiylime sinyalleri yoniinden
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kendi kendine yetebilme, biiylime durdurucu uyaranlara duyarsizlik, apoptozisten
kagma yetenegi, limitsiz biliylime, siiregelen angiogenesis, doku invazyonu ve
metaztaz yetenegi olarak siralanabilmektedir. Yapilan caligmalar bu kazanilan
mutasyonlarin tumor dokusunun %1 ve daha azini olusturan kanser kok hiicreleri
vasitasi ile siirdiiriildiiglinti gostermistir (28-29).

KKH’leri immiin-yetersiz  farelere transplante edildiginde  tiimor
olusturabilmektedir. Kanserin niiksii ve metastazinda énemli rolleri oldugu bilinen
KKH’lerinin kemoterapi ve radyoterapiye oldukga direngli oldugu da bilinmektedir.
Yiiksek diizeyde CD44 ve diisiik veya tespit edilemeyen diizeylerde CD24 yiizey
belirteclerinin ifadesine sahip olan tiimorijenik meme kanseri hiicreleri
kemoterapiye direncli olduklar i¢in kanserin niiksiinden sorumlu olabilirler. Li ve
arkadaslar1 standart kemoterapi dncesi ve sonrasinda meme kanseri 6rneklerindeki
hiicre alt popiilasyonlarinin oranlarindaki degisimi incelemislerdir (28). 12 haftalik
kemoterapiden sonra epitelial kanser hiicrelerinin oranlarinda énemli bir degisiklik
gozlenmezken, CD44*/CD24™" hiicrelerin % 4.7°den % 13.6’ya kadar artis
gosterdigini belirlemislerdir. Meirelles ve arkadaslari yakin zamanda insan over
KKH’lerinin doksuribisin gibi kemoterapotik ajanlara karsi direngli oldugunu
bildirmistir. Bu calismalar, timoriin kiigiik bir kismin1 olusturan KKH’lerinin
kemoterapiye oldukga direngli oldugunu gosteren 6nemli klinik ¢aligmalardir (29).

Kanser hiicrelerinde kiiciik bir grubu temsil eden KKH veya tiimdrii baglatan
hiicrelerin sahip oldugu ila¢ direnci, metastaz, apoptoz direnci gibi 6zellikler tiimor
terapisini onemli Ol¢lide etkilemektedirler. Tiimor ila¢ direnci spesifik morfoloji,
DNA tamir yetenegi, antiapoptotik proteinlerin asir1 ifadesi, ilag akis tasiyicilari ve
detoksifikasyon enzimleri gibi bir¢ok i¢sel Ozelliklerle iliskilidir. Spesifik mikro
cevre ve hipoksi stabilitesi KKH’lerini anti-kanser tedavilerine karsi korumaktadir.
KKH-odakli terapi etkili anti-kanser stratejisini ¢ekirdegini olusturmaktadir.
Giincel radyo ve kemoterapiler kanser hiicre bulk popiilasyonunu 6ldiirmektedir,
ama spesifik diren¢ mekanizmalar1 tarafindan korunan KKH’lerini ortadan
kaldirmamaktadir. Hayatta kalan KKH’ler hastaligin niiksetmesine neden olarak,
yeni tiimor ve metastazlarin olusmasina neden olurlar. Tekrarlayan tiimorler hizla
yayilir ve onceden kullanilan ilaclara direncli hale gelerek prognoza yol acarlar.
KKH’lerinin spesifik sagkalimi bir¢ok tedavinin basarisiz olmasinin nedenidir ve
bu durum kanser tedavilerinin gelistirilmesi i¢in yeni ydntemlerin gerekliligini

ortaya ¢ikarmaktadir.
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2.5. Sialik Asitler
2.5.1. Sialik Asitlerin Molekiiler Yapis1

Hiicresel tanima olaylarinda rol oynayan en 6nemli molekiillerin basinda, bir
ug seker olan dokuz karbonlu modifiye seker sialik asit (Sia)’lar gelmektedir (Sekil
2.2). 5. pozisyonundaki karbon atomuna baglanan gruplara gore 4 tipi ayirt edilir.
Sadece hidrojen bagli oldugunda, néraminik asit (Neu); N-asetil grubu bagl ise
noraminik asit 5-N-asetil (Neu5Ac); N-asetil grubu hidroksillenmis ise ndraminik
asit 5-N-glikolil (Neu5Gc) ve son olarak 5. karbonda sadece bir OH grubu
bulunuyorsa 2-keto-3-deoxy-nonulosonik asit (KDN) olarak adlandirilir. Bu doért
molekiiliin 4., 7., 8., ve 9. pozisyonlardaki karbonlarimin OH gruplarina O-asetil, O-
metil, O-siilfat ve O-fosfat gibi ek gruplarin eklenmesiyle karmasik yapili sialik
asitler olusur (30-35).

2-O-a | B-O-sulfate
8-0O-acetyl ﬁ
9-0-acetyl .
CH3—C— I
I 0 8-0-methyl
0]
9-0-lactyl CHzy—
CHz3—CH—C—
|l
OH O
9-0-phosphate L
OH
HO—P—
0 i & CH;—C—
? " HOHC—C— g
o (ll 4-O-acetyl
N-acetyl
N-glycolyl

Sekil 2.2. Sialik asidin genel formiilii ve olas: tipleri .

Sialik asitlerin dokuz karbonlu yapisinin sekillenmesi, hiicrelerin sitozoliinde
fosfoenolpiruvat ile N-asetil mannozamin-6-P birlesmesiyle baslar. Fosfat grubu
uzaklastirilinca NeuSAc nukleusa girer. Nukleusta aktif seker vericisi (CMP-
Neu5Ac) haline gelir ve tekrar sitozole ve Golgi zarlarina taginir. Sialik asitlerin

glikokonjugatlarin oligosakkaritlerine eklenmesi Golgi keseleri i¢cinde olur. Sialik
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asit baglanmasindan sorumlu olan enzimler hem farkli siniflardaki (N-glikan,
gangliositler) sialik asitler i¢in ve hem de glikosidik bag i¢in 6zeldir. Farkli sialik
asitler belli donemlerde ana molekiile ek gruplarin eklenmesiyle meydana gelir.
Ormnegin aktiflesmis sialik asit vericisinden, CMP-NeuS5Ac’den, CMP-NeuSAc
hidroksilaz enzimiyle CMP-Neu5Gc sitozolde sekillenir. CMP-Sia 6zel tasiyici ile
Golgi sahasina tasmir. O-asetil esterlerin eklenmesi Golgi zarlar1 liimenlerinde
meydana gelir. Sialik asitlerin Golgi limeninde glikokonjugatlara eklenmesinden
sonra O-asetil esterazlar 6zel pozisyonlarin O-asetilasyonunda is goriirler (4., 9.
pozisyonlar gibi). Glikokonjugatlardan sialik asitlerin uzaklastirilmas: ise
lizozomlarda olur. Sialidazlarla koparilan sialik asitler sitozole tasinir ve yeniden

aktif sialik asit vericisi olusturmak i¢in kullanilir.

Sialik asitlerin farkli gruplarmin eklenmesi ve farkli pozisyonlardaki
glikozidik bag sekillenmesi ile meydana gelen degisiklikleri hem molekiile 6zeldir,
ornegin glikokonjugatlarin yalniz 6zel bir grubunda meydana gelir. Hem de dokuya
ozel ve gelismeyle ilgili diizenlenir. Olugmalar1 ve diizenlenmeleri i¢in 6zel
enzimatik mekanizmalar vardir. Molekiile eklenen gruplar molekiiliin iriligini,
seklini, hidrofilligini, net yiikiinii degistirir ve dolayisiyla biyolojik 6zelliklerine
etki eder.

2.5.2. Sialik Asitlerin Bag Ozellikleri

Glikokonjugatlarin oligosakkarit dizisinin en son ucunda yer alan Sia’lar 2.
pozisyondaki C atomu ile alttaki sekere 02,3, 02,6 ve 02,8 glikosidik baglarla
baglanir (32,33). Ornegin; alttaki galaktoza onun 3. ve 6. pozisyonlarindaki karbon
atomuyla baglanir. 02,3 ve 02,6 glikosidik baglar sekillenir. Alttaki N-
asetilgalaktozamin sekere ise onun 6. pozisyonundaki karbon atomuyla baglanir ve
02,6 glikozidik bag sekillenir. Polisialik asitler seklinde bulunduklar1 zaman alttaki
sekere 02,3 olan bir baslangi¢ glikozidik bagdan sonra birbirlerine 02,8 glikosidik
bagla baglanirlar. Cesitli gruplarla farkli glikosidik baglarin birlesmesiyle
glikokonjugatlarda bulunan sialik asitlerde ¢ok sayida farklilik olusturulur. Bu
yapisal farkliliklar hiicre i¢i ve hiicreler arasi molekiiler iliskilerde sialik asitlerin

antibadiler ve lektinlerle taninmasini belirler.
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02,3 bagi; omurgali glikoprotein ve glikolipitlerindeki galaktoza (Gal)
baglanir. Dokuya 6zel bulunurlar ve bes farkli 02,3 sialiltransferazla (ST3Gal-I,
ST3Gal-1l, ST3Gal-1ll, ST3Gal-IV ve ST3Gal-V) sentezlenirler. 02,3 bagh
Sia’larla sonlanan glikanlar T-limfositlerin yasamasi i¢in gereklidir. Patojenlerin
lektinleri i¢in ve selektinlerin baglanmasi i¢in ligant olurlar. Alttaki galaktozu kap
seklinde orterek, asialoglikoprotein reseptorlerin galaktozu tasiyan glikokonjugati

tanimasini ve dolasimdan uzaklastirilmasini engeller (37).

02,6 bagi; omurgalilarin glikolipidleri ve N-bagl glikoproteinlerinde yaygin
sekilde bulunur. 02,3 bagiyla karsilastirilinca daha az gorilir. 02,6
sialiltransferazlar hi¢ degilse dokuya o6zel alti farkli enzim familyas1 (ST6Gal-I,
ST6GIcNAc-I, ST6GalNAc-I, ST6GalNAc-11, ST6GalNAc-I1I ve ST6GalNAcIV)
olarak bulunur. Zararlilarin tamidigi ligantlardir. Immun sistemde sinyal

aktariminda rol oynarlar. Alttaki sekeri maskeleme gorevi de vardir (37).

02,8 bag; gelismeye bagli diizenlenirler. Sinir sisteminde gelismenin
diizenlenmesinde, sinyal aktariminda rol oynar. Bes farkli 02,8 sialiltransferaz
vardir. ST8Sia-I, ST8Sia-11l ve ST8Sia-V glikolipit ve N-bagli oligosakkaritlere tek
veya oligo-Sia baglarmin sentezinden sorumludurlar. Golgi apereyiyle iliskili
ST8Sia-1l ve ST8Sia-IV enzimleri 02,8 bagli diiz polimerleri sentezlerler.
Baslangiclarinda Sia’lar 02,3, 02,6 veya a2,8 baglarla baglanirlar. Polimer i¢inde
KDN, Neu5Ac, Neu5Ge tip Sia’lar yer alir (38,34,39). Ug Sia dizileri ile baglar
lektinlerin monosakkaritlerle birlikte glikosidik bagi da tamiyarak tutunmasindan

faydalanarak belirlenir.
2.5.3. Sialik Asitlerin Gorevleri

Sekerlerin sorumlu tutuldugu goérevler az sayidaki glukoz, galaktoz, mannoz,
fukoz, N-asetilglukozamin, N-asetilgalaktozamin, glukoronik asit, idoronik asit,
ksiloz ve sialik asit gibi sekerlerle gerceklestirilir (4, 10). Oligosakkaritlerdeki 6zel
pozisyonlart nedeniyle monomerik birimlerin en Onemlilerinden biri dokuz
karbonlu sialik asit, noraminikasit (NeuS5Ac)’dir. Sialik asitler genellikle
omurgalilarin ve omurgasizlarin tiim oligosakkarit dizilerinde bulunurlar (41-
42,37,33-44). Biyolojik gorevlerini; hidrofilik o6zelligiyle, elektronegatiflik
ozelligiyle, oldukca biiylik fiziksel iriligiyle, molekiiler yapilariyla ve oligosakkarit
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zincirinin son ucundaki pozisyonuyla gerceklestirirler. Kisaca konformasyona,
dayanikliliga, yliik ve viskositeye etki ederler (6zellikle ¢oziinen proteinlerde).
Molekiilleri ve hiicreleri par¢alanmaya kars1 ataklardan korurlar. Hiicre tutunmasi,
yigilmasi ve agliitinasyonunu idare ederler. Diger hiicre tipleri lizerinde reseptorler

icin ligantlar1 olustururlar (45,35,46-48).

Sialik asitler glikokonjugatlarin glikolipitler ve glikoproteinlerin kisa (32-33
birimlik) veya uzun (20’ye yakin birimlik) dizilerinin en son ucunda baslik gibi yer
alarak, alttaki sekerlerin iligkilerinin engellenmesine (maske rolii) veya kurulmasina
(uzaklastirildig1 zaman) neden olurlar (49,32). Ornegin glikokonjugatlarin ug sialik
asitleri virlis, bakteri ve protozoa enfeksiyonlar1 ic¢in tanima yerleridir.
Trypanosoma cruzi paraziti ev sahibi Sia’y1 koparip kendisine baglayarak ev sahibi
antikorlardan korunur. Ug sialik asitlerin uzaklastirilmasi ile acikta kalan alttaki
seker karaciger reseptorleri tarafindan taninarak, hem sialik asidi uzaklastirilmig
glikoproteinler ve hem de bdyle glikokonjugatlart tasiyan hiicreler dolagimdan
uzaklastirilir. Sialik asitlerin tanima olaylar1 9-O-asetilasyonla da engellenir (46,50-
51). Sinir sisteminde bulunan polisialik asitlerde O-asetilasyon gelisme safhasina
ve bolgeye Ozel olarak degismektedir. Ayrica kiglayan-kislamayan, soguk-sicak
kanl1 tiirlerde beyin gangliositlerin O-asetilasyonunda farklar bulunmustur. Bunlara
ek olarak cesitli kanserlerde T-hiicrelerinde artmis O-asetilasyon bulunmasi sialik
asitlerin O-asetillasyonu ile kanser arasinda iliski kurulmasina neden olmustur.
Kansere degisen hiicrelerde carpict sialik asit degisiklikleri meydana gelir (52,37).
Ornegin; sialik asit miktarinin arttigi, farkli baglarin ortaya ¢iktidi (02,6 baglar
belirginlesir), sialik asit tiplerinin degistigi ve O-asetilasyonun bazi kanserlerde
gozden kaybolurken (kolon karsinoma) bazilarinda goriiniir (melaomalarda) hale
geldigi bildirilmektedir. Kisaca; dogal embriyonik gelisme, farklilasma, yaslanma
ile patolojik farklilasmalarda Sia iceriginde kalitatif ve kantitatif farklilasmalar

goriliir.

Uglarinda Sia tasiyan oligosakkarit dizileri, molekiiller ve hiicreler arasinda
gerceklesen ¢ok cesitli tanima olaylarinda reseptdr olarak rol oynarlar. Bu tanima
olaylart1 hiicresel farklilasmada (53-54), tutunmada (55-56,46,57), viriis
baglanmasinda (58) ve bakteri baglanmasinda (59-60) is gormektedir. Diger
taraftan Sia’lar, hemen altinda yer alan reseptorleri kapatarak onlart hem
parcalanma-bozulma olaylarindan korurlar ve hem de reseptdriin is gormesini
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engelleyen maske rolii oynarlar (45,49,35,61-64). Bundan baska pozitif yiikli iyon

ve bilesiklerin baglanmasi ve tasinmasinda is goriirler (61,49,65-38).

Sialik asitleri belirlemede farkli amaclar i¢in farkli yontemler tercih edilir.
Sekerler dokularda iz miktarda bulunmaktadir. Kimyasal yontemlerle
belirlemelerde izole edilmeleri, saflagtirilmalar1 agamalarinda kayiplar olmaktadir.
Bir kaliba gore sentezlenmediklerinden miktar1 artirmak i¢in polimeraz zincir
reaksiyonuna benzer bir yontem de yoktur (69-71). Arastirilan bir seker
molekiiliiniin caligsilan hiicrelerin hangi kisimlarinda (hiicre yiizeyi, sitoplazma,
organeller veya nukleus gibi) ve hangi yogunlukta yerlestigini anlamak igin
mikroskobik yontemler kullanilir. Hiicre yiizeylerinde yer alan glikokonjugatlarin
belirlenmesi igin elektron mikroskobunda katyonik boyalar (Ruthenium red, Alcian
blue ve digerleri) enzimatik sindirim uygulamalariyla birlikte kullanilmaktadir (72).

Oligosakkaritlerin u¢ seker birimleri de lektinlerle belirlenmektedir (73-75).

2.6. KDN (Deaminoneuraminic acid, 2-keto-3-deoxy-D-glycero- D-galacto-

nononic acid)

KDN ortak bir Sia (N-asetilndraminik asit -NeuSAc) iginde yer alan C5
pozisonunda asetoamid grubu yerine hidroksil grubu igeren bir sialik asit tiiriidiir.
Varligr ilk olarak 1986 yilinda ortaya konmustur (76). Bu doneme kadar N-
asetilnoraminik asit tiirevi oldugu diistiniilmiis ancak N-agil grubu eksikligi sebebi
ile sialik asit ailesine ait olup olmadig1 da uzun siire tartisilmistir. Bu molekiil
bilimsel arastirmalarin genislemesi ile sialik asit ailesinin bir iiyesi olarak literatiire
gecmis ve deaminondraminik asit olarak adlandinlmstir (77). Ik olarak
“gokkusagi alabalig1” yumurtasindan elde edilmistir ve glikobiyoloji uzmanlar
tarafindan KDN olarak adlandirilmistir. Yapilan arastirmalar KDN’nin az sayida
hiicrede, diisiik sinif vertebralilarda mukus sekresyonunda ve bazi bakteri tiplerinde
yogun olarak bulundugunu goéstermistir (76). KDN’ce zengin kaynaklardan elde
edilen KDN igeren glikanlarla yapilan ¢alismalar KDN nin glikolipid, glikoprotein
ve bakteriyal polisakkaritleri de igeren tiim sialo-glikokonjugatlarin yapisinda
bulundugunu goéstermistir (84, 85). Monoklonal antikorlart da igeren biyolojik
baglantilarin KDN yapisini spesifik olarak tanidigi ve KDNase’in tam olarak bu
baglanti bdlgesinde kirilmaya neden oldugu yiiksek duyarliliga sahip kimyasal
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yontemlerle kanitlanmistir ve KDN nin insan dokularini da igeren tiim memelilerde
bulundugunu ortaya koymustur (78). Son yillarda KDN’nin ve KDN igeren
glikanlarin biyosentezinin ve metabolizmasinin aydinlatilmasi ile ilgili yapilan
molekiiler biyolojik calismalarda, KDN nin ¢ok basit prekiirsorlerden de novo
olarak da sentezlendigini gosterilmistir (85). Bu ¢aligmalar ayrica bazi enzimlerin
KDN’ye ve KDN bagli glikanlara spesifik oldugunu, digerlerinin Neu5SAc ile ortak
oldugunu isaret etmektedir. KDN daha once de bahsettigimiz gibi ortak bir NeuSAc
(N-asetilnéraminik asit) i¢inde yer alan C5 pozisyonunda aseto-amid grubu yerine
hidroksil grubu eklenmesi ile olusur (76). Biyosentezi ve fonksiyonu agisindan
sialik asit ailesinin dnemli bir iiyesidir. Sialik asit’in ana yapisini olusturan NeuSAc
ile KDN’nin ortak olarak gosterdigi 6zellik KDN’nin insan dahil pek ¢ok canli
tirtinde bulunmasidir (77). KDN glikoproteinler, glikolipitler, kapsiiler
polisakkaritler de dahil olmak tizere neredeyse tiim tip glikokonjugatlarda bulunur
(78). KDN molekiiliinden ayrilan molekiil gruplari Neu5Gc gibi neredeyse tiim
glikan yapilari ile baglantilidir (79). KDN’nin mannoz kullanilarak de novo sentezi
NeuSAc de oldugu gibi miimkiindiir. Bu sentez esnasinda N-asetilmannozamin
prekiirsor seker olarak kullanilir.

Bununla beraber KDN ve Neu5Ac’nin birbirlerinden ayrildiklart en 6nemli
Ozellikk KDN’nin insan da dahil olmak {izere memelilerdeki oraninin klasik
metodlarla saptanamayacak kadar az olmasidir (80). KDN memeli hiicrelerinde ¢ok
az oranda da olsa her zaman bulunmaktadir. Memeli doku ve hiicrelerinde
KDN’nin biiylik bir boliimii serbest seker olarak olusurken ¢ok az bir kismi da
glikolipit veya glikoproteinlerle konjuge haldedir (76).

KDN nin tiire spesifik ifadesi glikokonjugatlarda asagi sinif vertebralilar ve
salgilarinda, patojenik bakterilerin polisakkarit hiicre duvarinda bulunur. Bu
ifadenin biyolojik veya gelisimsel agidan Onemli oldugu disiiniilmekte ve
aciklanmaya c¢alisilmaktadir (82). Serbest KDN insanda umblikal kortdan elde
edilen fotal kan hiicrelerinde ve bazi malign tiiméorlerde yiiksek olarak bulunmustur.
Bu seviye yiiksekliginin sebebinin KDN yolagindaki bir metabolik eksiklige ya da
bir hastaliga sekonder gelisebilecegi diisliniilmekle beraber, malign hastaliklardaki
artisin  nedeni (bu tez konusunda oldugu gibi) ilerleyen calismalarla
belirlenebilecektir. Bununla beraber insan teratokarsinoma PA-1 hiicreleri ile

yapilan bir c¢aligmada sadece serbest KDN oranmin degil ayn1 zamanda
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glikoproteine bagli KDN’nin de ¢oziinmiis halde ve membrana bagli olarak

bulundugu gosterilmistir (80).

Hayvan hiicrelerinde Neu5Ac’nin ¢ogunlukla konjuge halde bulunmasi,

serbest KDN’nin nasil olustugu ve serbest KDN’nin interseliiler regiilasyonunu

neyin sagladigi sorusunu akla getirmistir. Daha 6nce de bahsedildigi gibi sialik

asitlerin 50’den fazla molekiler formu mevcuttur ve tim bu Sia’lar Neu5Ac’den

tirevlenmektedirler. Ayni sekilde serbest KDN’nin de NeuSAc’nin dogrudan

deasetilasyonu ve deaminasyonu yoluyla olustugu diisiiniilmektedir.

2.

Kisaca KDN sentezinde iki yolak miimkiindiir (90) ;

Dogrudan deaminasyon ve deasilasyon ile NeuSAcly'den olusmaktadir.
Bununla birlikte, doku homojenat ¢alismalarinda bugiine kadar Neu5Ac'nin
KDN'ye dogrudan doniisiine iligkin bir bilgi bulunmamaktadir (86,87).
Neu5Ac sentezi i¢in gerekli olan enzimler disindaki bir takim enzimlerle de
novo sentezi ile olusmaktadir. Bu sentez tiirii diger ulasonik asitlerin sentezi
ile benzer sekilde olmaktadir. Ornegin 3-deoxy-D-manno- octulosonic acid
(KDO) ve NeubSAc, fosfoenolpiruvat (PEP) ve ilgili sekerler, fosfat
yogunlagsmast igeren bir takim benzer reaksiyonlar ile (3-deoksi-D-
manooctulosonikasit 8-fosfat i¢in arabinoz 5-fosfat veya Neu5Ac 9-fosfat i¢in
N-asetilmannozamin 6-fosfat) sentezlenir. Bu duruma gore, KDN de novo
biyosentezinin, PEP ve mannoz 6-fosfat (Man-6-P)’in yogunlasarak KDN 9-
fosfat (KDN-9-P) olusturmasi ile meydana geldigi ileri siirdiiriilmektedir (86-
88).

KDN’nin alternatif olarak mannoz (Man) varliginda de novo sentezi diger
ulasonik asitlerden elde edilen Mannoz-6-fosfat ve fosfoenolpiruvatin (PEP)
kondenzasyonu yolu ile:

Reaksiyon 1: Man+ATP == Man-6-P+ADP (fosforilasyon)

Reaksiyon 2: Man-6-P+PEP == KDN-9-P+Pi

Reaksiyon 3: KDN-9-P = KDN+Pi (defosforilasyon) seklindedir.
Reaksiyon 2’yi Kkatalizleyen enzim KDN-9-fosfat sentetaz (KPS)’ dir,
ManNAc-6-P+ PEP — Neu5Ac-9-P + Pi reaksiyonunu Kkatalizleyen
NeuSAc-9-P sentetaz (NPS)’ dan saflastirilmistir. Gokkiisagi alabaliklarinin

testisinde her iki enzimin varligi da gosterilmistir (56). Enzim aktivitesi hem

mannozun fosforilasyonu (reaksiyon 1) hem de KDN-9-fosfatin defosforilasyonu
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(reaksiyon 3) gereklidir. Testiste KDN-9-P sentaz, Neu5Ac-9-P sentaz ile birlikte
bulunmaktadir. Ancak her ikisinin aktivite orani saflastirilmasi sirasinda onemli
Olclide degismektedir. Bu durum, KDN-9-P ve Neu5Ac-9-P sentezinin iki farkl
sentaz aktivitesi tarafindan yapildig1 fikrini ortaya g¢ikarmaktadir (56-57). KDN
sentaz aktivitesi alabalik karacigerinde de belirlenmistir. Bununla beraber, KDN-9-
P spesifik aktivite oran1 Neu5Ac-9-P sentaza gore karaciger dokusunda testis
dokusuna gore belirgin olarak daha diisiiktiir. Testis ve karacigerde iki sentaz
aktivitesinin ekspresyon seviyesindeki bu farklilik, degisik 6zelliklere sahip ¢oklu
enzim proteinin varligin1 gostermektedir. Ancak KDN-9-P sentaz ve Neu5Ac-9-P
sentaz enzim aktivitelerinin ayr1 enzim proteinleri iizerinde oldugu bilgisi
literatiirde hala agik degildir. KDN-9- P sentaz aktivitesi inhibisyonu KDN ile (1
mM’a kadar), NeuSAc ile (I mM’a kadar), CMP-KDN ile (0.5 mM’kadar), veya
CMPNeu5Ac ile (0.5 mM’kadar) gézlenmemistir (89).

Memeli NPS enziminin klonlanmasi ilk olarak farelerde ger¢eklesmistir (88).
Ayn1 yil insan sialik asit sentez (SAS) geni de bildirilmistir. Bu genin orijinal
olarak sialik asit sentezi yapamayan insekt hiicrelerinde ifade edilebildiginin
kesfedilmesinden itibaren hem KDN hem de NeuSAc’nin in vivo iiretimi
gozlenmistir. In vitro denemelerde enzim hem ManNAc-6-P’i hem de Man-6-P’i
substrat olarak kullanmaktadir. Bu nedenle SAS Sia-9-fosfat sentetaz olarak dizayn
edilmistir ve kisaltmasi SPS olarak adlandirilmistir. 2. reaksiyonu katalizleyen
enzim KDN-9-P sentaz (KPS)’dir ve NeuSAc’den saflastirilmistir (78,89).

Memelilerde mannoz glikoz tizerinden tiiretilir ve  fruktoz-6-fosfat’in
mannoz-6-fosfat’a doniisiimiinde anahtar rolii PMI ( fosfo-mannoz izomeraz)
enzimi oynar. Memelilerde mannozun kandaki seviyesi 50-100 uM civarindadir ve
KDN sentezinin serum mannoz konsantrasyonu iizerinden gergeklestigi
diistiniilmektedir (90). Man-6-P, Okaryotik hiicrelerde en az iki muhtemel
biyosentetik yol ile sentezlenebilir. Ik olarak Man-6-P fosfoizomeraz ile fruktoz 6-
fosfat’tan sitozol i¢inde olusturulur. Alternatif olarak, mannoz hiicre igine tasinmasi
sonrasinda 6-fosfokinaz ile fosforile edilebilir. Mannoz yiiksek hayvanlarin kaninda
normal bir bilesen olarak bulunmaktadir (90).

Serbest KDN oraninda yilikselme olmasina ragmen glikanlara bagli KDN
oraniin neden diisiik kaldigin1 anlayabilmek i¢in hem gokkiisag1 alabaliklarinda
hem de farelerde bir dizi deneyler yapilmistir. NeuSAc’nin aktivasyonunda CMP-
Sia sentaz (CSS) tarafindan aktive edilen CMP-Neu5Ac rol oynamaktadir. Ayni
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reaksiyonun varligt KDN’nin hiicre ylizey gangliositlerinin major sialik asit
komponenti oldugu gokkusag: alabalig testislerinde de incelenmistir (57) ve CSS
enziminin hem KDN hem de NeuSAc’yi aktive ettigi, KDN aktivasyonunun
NeuS5Ac’ye gore 2 kat daha fazla oldugu goriilmiistiir. Buna ragmen KDN
ekspresyonunun ger¢eklesmesinin organ spesifik olarak gerceklestigi ve bu nedenle
az miktarda glikan bagli KDN ortaya ¢iktig1 diisiiniilmiistiir (88).

KDN serbest ve bagh formlariin hiicresel diizeylerinde artig, fare melanoma
B16 ve Afrika yesil maymunu bobrek COS-7 hiicrelerinde mannozdan zengin
ortamda kiiltiirlendiginde ortaya g¢ikmaktadir. Serbest KDN yiikseltilmis ifadesi
serbest Man hiicre i¢i konsantrasyonu ile orantilidir. KDN-9-P sentaz aktivitesi her
iki hiicre hattinda da tespit edilmistir. Bu calismada ilging bir sekilde, her bir hiicre
hattinin, dis mannoz icin farkli bir tepki gosterdigi belirlenmistir (78,79) Insan
teratokarsinom PA-1 hiicreleri, serbest ve bagli KDN sentezinde harici olarak ilave
edilmis mannoz i¢in yanit vermistir. Yiiksek doz mannoz uygulamasi yanitina
serbest KDN ifade artisi, ¢esitli kiiltiire edilmis memeli hiicrelerde ve fare
organlarinda izlenmistir ancak mekanizmanin tam olarak anlasilabilmesi i¢in daha
fazla ¢aligmaya ihtiya¢ vardir. Bununla iligkili olarak, fare testisinde Fru-6-P ve
Man-6-P’1 doniistiiren bir enzim olan Fosfoaminoz izomeraz’in (PMI), dénem-
spesifik ifadesinde KDN diizeyinin artmasina neden oldugu muhtemeldir. Bu
enzimin ifadesi ve proteine bagli KDN miktarinin, testiste akcigerden daha yiiksek
oldugu bildirilmistir (76,78, 89).

Yakin zamanda yapilmis olan bir ¢alismada NeuSAc sentaz (neuB)’n
Escherichia coli’ye fare homologu ¢cDNA’si klonlanmigstir. 50-kDa protein olarak
HeLa hiicrelerinde ifade olmus recombinant fare homologu, Neu5Ac-9-P sentaz
faaliyetine sahip olurken NeuSAc sentaz aktivitesine sahip degildir. Bu enzimin
sitozolde lokalize oldugu ve gesitli fare dokularinda dagilmis olarak bulundugu
tespit edilmistir. Ozellikle Neu5Ac- 9-P sentaz’m in vitro olarak KDN ve KDN-9-
P sentezini katalize edememesi, bu enzimin KDN-9-P sentezinde bir rolii
olmayabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte, in vivo KDN sentezinde
Neu5Ac-9-P sentaz iliskisi en son RNA interferans deneylerinin sonuglarina gore
gosterilmistir. (90)

2000 yilinda, insan sialik asit fosfat sentaz geni (SAS) E. coli sialik asit sentaz
geninin (neuB) homolojisine dayanarak klonlanmstir. Insana ait bu gen, insan

dokularinda ifade edilmis ve 40-kDa 'luk bir protein olarak kodlanmistir. Sf-9
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bocek hiicrelerinin  NeuS5Ac diizeyi serumsuz ortamda son derece diisiik
bulunmustur (80,81,90). Recombinant baculovirus (AcSAS) ile transfekte olmus
Sf-9 hiicreleri ve hiicre lizatlarinda KDN bulunmustur ancak Neu5Ac’nin diisiik
diizeyinde herhangi bir artis izlenmemistir. Besi yerine biiylime faktorleri ile 10
mM ManNAc eklenerek yeni bir deney grubu olusturulmus ve veriler ManNAc
yoklugunda transfekte olmayan hiicrelerin biiylimesi ile karsilastirilmistir.
Arastirma sonucunda NeuSAc diizeyinde 900 kat artisa ulagilmistir (82). Baska bir
deyisle AcSAS transfekte Sf-9 hiicreleri KDN diizeyinde bir miktar yiikselmeye
neden olmustur ancak ortama Man veya ManNAc ilave edildiginde KDN
oranindaki artisin daha yiiksek oldugu izlenmistir. Bununla beraber AcSAS
transfeksiyonu ve ManNAc eklenmesi NeuSAc seviyeleri elde etmek icin
gereklidir. In vitro’da, insan enzimi Neu5Ac-9-P ve KDN-9-P olusturmak i¢in
ManNAc-6-P ve Man-6-P kullanilmis, ancak Neu5Ac-9-P iiriine dogru ¢ok daha
yiiksek bir aktivite gostermistir (81,82,90).

UDP-GIcNAc
UDP UDP-GICNAC 2-epimerase
Man ManNAc
. ATP ATP .
Mannokinase ADP ADP ManNAc kinase
Man-6-P ManNAc-6-P
KDN 9-phosphate PEP ) » PEP NeuSAc9-phosphate
synthase (KPS) Pi Pi synthase (NPS)
KDN-9-P NeuSAc-9-P
Phosphatase Pi Pi Phosphatase
KDN NeuSAc
CTP* CTP
CMP-KDN synthetase w PPI PPI CMP-NeuSAc synthetase
CMP-KDN CMP-NeuSAc
CMP CMP

CMP-KDN transporter (?)

CMP

CHMP-sialic acid transporter

CMP

CMP-KDN CMP-NeuSAc
sugar sugar
Sialyltransferase : Sialyitransferase
Y residue cHMP cHMP residue Y

KDN-sugar residue

Sekil 2.3. KDN’nin metabolik haritas1

NeuSAc-sugar residue
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2.7. KDN iceren Glikanlarmn Ozellikleri

Canli organizmalarin glikokonjugatlarda KDN tercihli ifadesinin potansiyel
biyolojik Onemini anlamak i¢in, KDN igeren glikanlarin diger molekiiller ile
etkilesiminin arastirmasit kritik dneme sahiptir. Bu konjugasyon esnasinda oligo
/poliKDN’nin  kalsiyum iyonuna baglama o6zelliginin 6nem kazandigi
bilinmektedir. O-bagh glikanlar {izerine «a2—8-bagli oligo/poliKDN igeren
glikoprotein (KDN-gp), Kkalsiyum iyonuna 2.9x10° M Ka ile baglanma
gostermistir, ki bu PSGP (O-baghh bir glikan iizerine a2—8-bagh
oligo/poliNeu5Gc igeren glikoprotein) ile aynmi degerdedir (85,86). Gokkusagi
alabalig1 sperminin yumurtaya baglanmasi, KDNGM3 ve Gg3-like epitoplarinin
giiclii karbonhidrat-karbonhidrat etkilesimi araciligi ile Gg3Cer-kapli plastik
plaklara baglanan KDNGM3-igeren lipozomlarla iliskili deney modeli kullanarak
gosterilmistir (76,88,82). KDNGM3 ve Gg3Cer arasinda baglanma Neu5SAcGM3
ve Gg3Cer arasindaki baglanmadan daha giicliidiir. Bununla beraber taze alabalik
sperminde fizyolojik kosullar altinda da Gg3Cer-kapli plaga baglanma
belirlenmistir (86).

Glikokonjugatlarda sialik asit kalintilarinin ifadelenmesi normal biiylime ve
gelisme icin 6nemlidir. Normal gelisme esnasinda ve farkli hiicre tiirlerinde, farkli
evrelerde sialik asit seviyelerinde degisiklik son derece onemli ve dinamik bir
stirectir. Sialo-glikokonjugatlarin ¢ogu evreye Ozgli olup kanser hiicrelerinde
onkofetal ve onkodevelopmental antijenler olarak yeniden eksprese edilebilirler.
Bunlardan, neural hiicre adezyon molekiilleri iizerinde eksprese olan a2,8-bagl
polyNeuSAc epitopu en genis kapsamda arastirilan yapidir. Normal insan
hiicrelerinde ifadele olmayan N-Glycolylneuraminic asit (Neu5Gc)’in kolon kanseri
dokusunun gangliozidlerinde ve insan tiimor musininde ifadesi bildirilmistir
(85,86).

Olagan dis1 sialil yapilar1 ayni zamanda bazi tiimor hiicre hatlarinda da
bulunmaktadir. Ornegin NeuSAc’in a2,9-bagl dimeri, PA-1 insan yumurtalik hiicre
teratokarsinomunda, o2,8-bagli polyNeuS5Ac insan MCF7 meme kanserinde ve
RBL rat bazofilik 16semi hiicrelerinde, @2,9-bagli polyNeuSAc murin
noroblastomas: (klon NB41A3) hiicrelerinde belirlenmistir. Fakat bu gliko-
epitoplarin fonksiyonel 6nemi halen agikliga kavusmamistir (76,82,90). KDN sialik

asit ailesinin alisilmadik bir tiirli olarak sadece normal gelisimde degil bazi
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metabolik bozukluklar ve malign transformasyonlarda da olusan bir aday sekerdir.
KDN’nin, fetus umblikal kord kirmizi kan hiicrelerinde anneye ait kirmizi kan
hiicreleri ile karsilagtirildiginda artmis oldugu belirlenmistir. Normal yumurtalik
dokusu ile Kkarsilastirildiginda yumurtalik tiimoérlerinde serbest KDN  yiiksek
ekspresyon gostermektedir (76-78).

Insan hiicrelerinde KDN’nin anormal ekspresyonunun mekanizmasi kismen
aydmlatilmistir ve bu mannozun yiiksek hiicre i¢i diizeyi ile ilgili gibi
goriinmektedir. Neu5SAc biyosentetik yolagi KDN ile karsilagtirildiginda, KDN’nin
anahtar prekorsorlerinden biri olan Man-6-P, NeuSAc i¢in ManNAc-6-P ile
degistirilir. Hayvan hiicrelerinde ManNAc-6-P'nin olusumu i¢in bilinen bu yol
“UDP-GIcNAC 2-epimeraz/ManNAc kinaz” ile katalize edilmektedir. Bu enzim
CMP-Neu5Ac diizeyinde bir artis olmasi durumunda (-) geri bildirim mekanizmasi
ile engellenir. Bununla birlikte, eger ManNAc, UDP-GICNAc 2-epimerase
icermeyen maddeler tarafindan saglanmazsa, geri bildirim engellenmeye ¢aligilmaz
ve sonucunda Neu5Ac asir1 eksprese olur (83,84). UDP-Glc’tan Man-6-P’a analog
bir yol bildirilmemistir. Tiimdr hiicrelerinde KDN ekspresyonunu arastirmak, bazi
kanserlerde NeuSAcC’nin artmis ekspresyonunun g¢alismasi ile iliskilidir. Normal ve
tiimorlii hiicrelerde ve dokularda bol miktarda olusan NeuSAc nin aksine, KDN’nin
insan olgun normal dokularinda olusumu nadir ve neredeyse imkansizdir (80).

Bu nedenle, bazi insan tiimorlerinin varligi icin KDN’nin hassas ve giivenilir
bir gdsterge olarak gdrev yapmasi miimkiindiir. Insan kanser tiirlerinde goriinen
spesifik KDN-igeren glikoprotein(ler)’in arastirilmasi bazi hiicre tiirlerinde timor
olusum mekanizmasini ¢6zmek i¢in bir anahtar olabilir.

KDN en fazla miktarda over salgilar1 ve alt omurgalilarin cilt mukozasinda
olusur. KDN patojenik bakterilerin kapsiil seklindeki polisakkaridlerinde de
bulunmaktadir. Ancak dikkat edilmelidir ki, KDN hiicre disinda olusan
glikokonjugatlarda bulunmaktadir (82,85). KDN biyosentetik yolagi Neu5Ac ile
karsilastirildiginda, monosakkarid Man’un prekiirsor olarak saglanmasi (KDN igin)
ManNAc (NeuSAc icin)’den daha kolay gibi goriinmektedir. Yukarida anlatildigi
gibi, bir geri bildirim mekanizmasi KDN sentezine giden biyosentetik yolagi
etkileyebilmektedir. Bu KDN sentezini diizenlemek i¢in bilinen bir metabolik
mekanizmanin olmadigi anlamina gelmektedir (82,83).

Ekstraseliiler olarak biriken KDN-glikoproteinlerinin biyosentezi, yumurtalik

ve cilt salgilarinin mukusu gibi, 6n-maddesi sekerce zengin kaynagi tercih edilebilir
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ve Man yerine ManNAc kullanan KDN-glikoproteinlerinin biyosentezi evrimle
baskin yol haline gelmis olabilir. Diger taraftan, Neu5Ac-glikoproteinleri hiicre-
hiicre iletisiminde 6nemli rol oynamaktadir ve biyosentezlerinde asir1 ekspresyonu
onlemek Neu5Ac’nin hiicreler ve dokular tarafindan tercih edilen bir sialik asit
bileseni olmasini saglayabilir (84-86).

Mindr bir sialik asit olan KDN’nin insan Orneklerinde saptanmasinda en
dikkat ¢ekici 6zellik insan tiimorlerinde bir “oncodevelopmental” antijen olarak
yilksek oranda bulunmasidir. Memelilerde KDN ilk olarak domuz gl.
submaksillaris dokusundan izole edilmistir (80). Izolasyon igin yiiksek
performansli  sivi  kromatografisi (HPLC), gaz-sivi kromatografisi, kiitle
spektrometresi ve niikleer manyetik rezonans spektroskopisi kullanilmistir (87).
Yapilan ¢alismalar insan dokusunda az miktarda KDN bulundugunu (0.1-1% of
NeuSAc) gostermistir. Daha biiyiik miktarda KDN’nin insan eritrositlerinde
bulundugu ve bu miktarin fotal eritrositlerde eriskin eritrositlerine gore 2.4 kat daha
fazla oldugu bilinmektedir. Normal over dokusu ile kiyaslandiginda over
kanserlerinde serbest KDN diizeyi, serbest NeuSAc ye gore daha yiiksektir.
Bununla beraber oranin kanserin progresyonu ile birlikte arttigi diisiintilmektedir
(88,89). KDN biyosentezinde mannozun énemli bir yeri bulunmaktadir ve B16 fare
melanoma ve COS-7 Afrika yesil maymunu bobrek fibroblast hiicreleri mannozca
zengin hiicre ortamlarinda cogaltilarak ekstraseliiler mannoz konsantrasyonlari
arttirlldiginda intraseliiler KDN oranlarinin arttigi belirlenmistir. Bu hiicrelerde
glikokonjugatlara bagli KDN ve serbest KDN oranlarinin da arttig1 izlenmistir (90).
Lokal ilerlemis tiimorlerde hipoksinin kanser hiicrelerinin malign transformasyonu
iizerine etkili oldugu bilinmektedir. Hiicreler diisiikk oksijen konsantrasyonlarina
adapte olabilmek i¢in pek cok gende transkripsyonel degisiklikler yaparlar ve bu
yolla timor dokusundaki anjiogenezisi arttirirlar (88). Hipoksik tiimor dokusunda
glikolitik enzimlerin ve glikoz transporterlarinin artmasi ile Warburg etkisi adi
verilen anaerobik glikolizisin arttig1 bir siire¢ baslar. Hipoksiye direngli kanser
hiicreleri radyoterapi ve kemoterapiye de daha az duyarlidirlar (91,92). NPS (N-
asetilnéraminik asit 9-fosfat sentetaz) memeli hiicrelerinde NeuSAc’nin de novo
sentezi i¢in anahtar bir enzimdir ve ManNAc-6-P + PEP-> Neu5Ac-9-P + Pi
reaksyonunu katalizler. Insan NPS’1 bir substrat olarak ManNAc-6-P yerine Man-6-
P kullanarak diisiik verimlilik ile KDN sentezleyebilme yetenegindedir. NPS

aktivitesi memeli hiicrelerinde KDN ve Neu5Ac’nin sentezi ile direkt olarak

23



iliskilidir. NPS sirasiyla Man-6-P ve ManNAc-6-p ile PEP’in kondenzasyonu ile

Kdn ve Neu5Ac sentezini katalizlemektedir. PMI (phosphomannoisomerase)

fruktoz-6-fosfatin Man-6-P’ye doniisiimiinii katalizlemektedir. Intraseliiler Glc

diizeyi GLUT1 artan ekspresyonuna bagli olarak artis gostermektedir. Yiiksek Glc

diizeyi Glc’nin downstream metaboliti olan Frc-6-P ile PMI ekspresyonuna bagli

olarak Man-6-P’nin artigin1 indiiklemektedir.
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Sekil 2.4. Memeli Hiicrelerinde KDN’nin Olusum Mekanizmalari

24



3. GEREC ve YONTEM
3.1. KDN Poliklonal Antikor Yanit1 Gelistirilmesi

Poliklonal  antikor  gelistirmek amac1 ile asagidaki  calismalar

gergeklestirilmistir ;

1. Tavsanin antijen (KDN) ile bagisiklanmast,
2. Tavsanin antikor yanitinin kontrol edilmesi, Dolayli ELISA Testi

Ticari olarak temin edilen KDN molekiilii (Sigma Ketodexynonulosonic acid,
60714, standart) poliklonal antikor gelistirilmesi amaci ile tavsan immiinizasyon

caligmalarinda kullanilmistir.

KDN;
Synonyms : 3-Deoxy-D-glycero-D-galactononulopyranosonic acid
Formula : CgH4609g
Molecular Weight . 268,22 g/mol

3 aylik 1 adet tavsana deri alt1 (sc) ve intraperitonal (IP) olarak 2 hafta
araliklarla KDN antijeni immiinize edilmistir. Ilk enjeksiyonda 200 png KDN
molekiilii (Ketodexynonulosonic acid), 500 ul PBS i¢inde hazirlanmis ve esit
hacimde Freund’s complete adjuvant (500 ul) ile karigtirilarak hem deri alt1 hem
intraperitonal yolla uygulanmistir. Sonraki 3 enjeksiyonda ise antijen ayni
miktarlarda Freund’s incomplete adjuvant kullanilarak hazirlanmis ve benzer
sekilde tavsana uygulanmistir. Daha etkin bir antikor yanit1 gelistirmek amaciyla,

immiinizasyonlar ayn1 anda tavsanlarin birkag¢ bdlgesine birden yapilmistir.

Tavsana yapilan bagisiklama tarihleri ve kosullar1 Tablo 1°de verilmektedir.
Tabloda ayrica bagisiklamalar sonrasi, tavsanin antikor diizeyini belirlemek {izere

gergeklestirilen indirekt ELISA ¢alismalarinin tarihleri yer almaktadir.

Tavsana uygulanan son enjeksiyonlardan 10 giin sonra kan serumu ornekleri

alinarak serumlarindaki antikor diizeyi indirekt ELISA yontemi ile belirlenmistir.
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Immiinizasyonlar Immiinizasyon

o Uygulanan Doz
KDN molekiilii Tarihleri

1. Immiinizasyon

(FCA) 23/01/2013 200 pg Ag/ tavsan

2. Immiinizasyon

(FIA) 06/ 02/ 2013 200 pg Ag/ tavsan

3. Immiinizasyon

(FIA) 20/02/ 2013 200 pg Ag/ tavsan

Tavsan 1. ELISA ¢aligsmasi (1.03.2013)

4. Immiinizasyon

(FIA) 17/ 03/ 2013 500 ug Ag/ tavsan

5. Immiinizasyon

(FIA) 08 / 04/ 2013 500 pg Ag/ tavsan

Tavsan 2. ELISA calismas1 ELISA (18.04.2013)

Tablo 3.1: KDN molekiilii ile tavsana yapilan immiinizasyon igerikleri ve

tarihleri

KDN antijenlerine kars1 antikor gelistirme amaciyla tavsanlara yapilan 3
immiinizasyon sonrasi tavsanin kulagindan kan alinmis ve antikor aktivitesini test
etmek amaci ile santrifiigasyon islemi uygulanarak serum ayristirilmis ve KDN
antijenine kars1t olusan poliklonal antikor yamitina dolayli ELISA testi ile
bakilmistir.

Immiinizasyonlar sonras1 KDN antijenine karsi, tavsan serumundaki antikor
diizeyini belirlemek i¢in enzime baglhh immiinolojik deneyler (ELISA)
kullanilmistir. Antikor saptanmasi amaciyla yapilan dolayli ELISA deneylerinde;
ELISA plaklarindaki kuyucuklar ilgili antijen (KDN) ile kaplanarak antikora
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duyarli hale getirilmistir. Antikor diizeyi saptanacak olan 6rnek (tavsan serumu)
kuyucuklara ilave edilmistir. Boylece antikor, tabana bagli antijen ile reaksiyona
girmistir. Kuyucuklar yikandiktan sonra ortamda sadece antijen antikor
kompleksleri kalmistir. Bir sonraki asamada kuyucuklara konan enzimle isaretli
anti-immiinglobulin antikorlar1 ortamdaki antikor molekiillerine baglanmistir.
Kuyucuklarin tekrar yikanmasindan sonra ortama konan 6zgiil substrat, enzim ile
reaksiyona girmis ve renk degisimi ile saptanan substratin parcalanma orani
ornekteki antikorun miktarmni Dbelirlemistir. Tavsan serumlarindaki antikor
aktivitelerinin belirlenmesi igin genellikle tavsanin kulagindan kan alinmakta,
serum ayrilmakta ve ELISA’da kullanilmaktadir. immiinizasyonlara baslamadan
once tavsandan 23.01.2013 tarihinde kan alinmis ve caligmanin sonunda negatif

kontrol kan1 olarak kullanilmistir.

3.2. Hiucre Kiiltiiria

3.2.1. Hiicre Kiiltiir hatt1 icin mediumun hazirlanmasi

Soliisyonlar % Hacim (ml)
DMEM/ RPMI1640 (Lonza, BE12-167F) 500 ml
Fotal Bovin Serumu (Biowest, S1810) % 10 | 50 ml
L-Glutamin (Thermo Scientific, SH3003401) % 1 5mil
Penisilin/Streptomisin (Thermo Scientific, SV30010) | %1 5mil
Amfoterisin B (Lonza, 17-836E) % 1 5ml

Tablo 3.2 Hiicre Kiiltiirii Medium Igerigi

Yontem

1. RPMI 1640 soliisyonu igerisine ¢izelgede gosterilen miktarda FBS, L-Glutamin,
Amfoterisin B ve Penisilin/Streptomisin eklenir.

2. Pipetle birkag kez cekilip birakilarak ortamin homojen olmasi saglanir.

3. Sise +4° C’de saklanur.
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3.2.2. Hiicre Hatlarmmn Uretilmesi

Hiicre hatlar1 %10 FBS (Biowest, S1810), %1 Penisilin/Streptomisin (Thermo
Scientific, SV30010) ve %1 L-Glutamin (Thermo Scientific, SH3003401) ve %1
Amfoterisin B (Lonza, 17-836E) igeren RPMI 1640 (Lonza, BE12-167F)
mediumla 75 cm®lik steril polisitren hiicre kiiltiirii flasklarinda (Corning ) % 5
CO,’li ortamda, 37°C’deki inkiibatorde kiiltiire edilmistir.

3.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Pasajlama islemi i¢in hiicrelerin hiicre kiiltiirii flasklarin yiizeyini tamamen
kaplamis (%90-100) olmalar1 gerekmektedir. Boyle flasklara ‘konfluent flasklar’
denir. Konfluent flasklarin tiizerindeki besiyeri aspire edilerek uzaklastirilir.
Hiicreleri temizlemek i¢in PBS ile yikanir ve daha sonra PBS aspire edilerek
ortamdan uzaklastirilir. Hiicre pasajlama iglemi, flasklarda tek tabaka halinde
bulunan hiicrelere zarar verilmeden yilizeyden tripsin yardimiyla kaldirilip sivi
icinde siispanse edilerek baska ortamlara aktarma prensibine dayanir. Aktarilan
ortam %5 COy’li etiivde 37° C’de hiicre tabakasi olana kadar inkiibe edilir.
Standardizasyon agisindan her pasajlama isleminde hiicre sayimi ve hiicre canliligi
kontrol edilir. Hiicreler tripan mavisi ile muamele edilerek, bir hemositometrede
mikroskop altinda incelenir.

Deney sirasinda kullanilacak Tripsin-EDTA (Lonza) 30 dakika oncesinden 37
°C’ye ayarlanmis olan su banyosunda bekletilmistir. Hiicreler 4 ml % 0.05 Tripsin-
EDTA (Lonza) ile muamele edilerek 3 dakika inkiibatérde (37°C, %5 CO,) inkiibe
edilmis ve hiicrelerin flask yilizeyinden ayrilmalari saglanmistir. Siire bitiminde
hiicrelerin tutunduklar1 kiiltiir kabinin yiizeyinden ayrilmas: mikroskop altinda
gozlenmistir. Tripsin-EDTA ile hidroliz edilen hiicre ortamina 8 ml FBS igeren
RPMI 1640 medium eklenerek tripsin inaktivasyonu saglanmis ve 15 ml’lik
santrifiij tiiptine (non pirojenik ve steril, AFS) transfer edilerek 1000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmistir (Niive NF 200, TR). Santrifiij sonrasi siipernatant
dokiiliip tiip icerisine 2 ml besiyeri eklenerek hiicreler tekrar siispanse edilmis ve
mikroskopta sayilmislardir. Hiicrelerin sayilmasi i¢in 10 pl hiicre siispansiyonu 90
ul  Tripan boyasiyla karistirilarak mikroskop altinda sayim  yapilmastir.

Hemositometredeki dort karedeki hiicreler sayilip ortalamas: alindiktan sonra ¢ikan
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say1 Diliisyon katsayisi x 10* ile ¢arpilip 1 ml’deki hiicre sayist (hiicre/ml) 1x10°
hiicre/ml olacak sekilde ayarlanmistir. Bu islemin sonucunda ¢ogaltma islemi igin
hiicreler yeni kiiltiir flasklarina alinmistir. Hiicreler % 5 CO>’li ortamda, 37°C’deki

inkiibatorde kiiltiire edilmistir.

3.2.4. Hiicre Hattinin Dondurulmasi

Kullanilan hiicreler, yapilan ¢alismada duyulan ihtiyactan daha fazla sayida
cogaliyor veya yapilan ¢aligma bitmis ya da ara verilecek ise uygun kosullarda
dondurularak  saklanabilir. Hiicrelerin dondurulmasi, hiicrelerin  yeniden
cozdiiriildiigiinde canlilik oraninin yiiksek olmasi i¢in ¢ok dikkat edilmesi gereken

bir islemdir.

Malzemeler Final Konsantrasyon | 1 ml dondurma mediumu
Medium (RPMI11640) % 70 0.7 mi
Fetal bovin serum (FBS) | % 20 0.2 mi
DMSO % 10 0.1ml

Tablo 3.3 Hiicre Dondurma Mediumu Igerigi

Uygulama Basamaklari

1. Su banyosu 37° C’ye sitilir.

2. Hiicre besi ortam1 ve serum su banyosunda 37° C’ye isitilir.

3. ‘Hiicre Pasajlanmas1’ protokoliinde belirtildigi sekilde hiicre pelleti elde edilir.

4. Hiicre pelleti, 1 mL dondurma ortami i¢inde siispande edilir ve ‘cryovial’ adi
verilen tiiplere konulur (Hiicre siispansiyonunda 2-4 x10° hiicre/ml olmast, yeniden
coziildiiglinde hiicre canliliginin iyi olmasi agisindan 6nemlidir).

5. Hiicrelerin bulundugu tiipler dondurma kabina konulur ve —80°C’de bir gece
bekletilir.

6. Ertesi giin s1v1 azot tankina transfer edilir.
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3.3. Flow Sitometri Cihazinda CD133/CD44""°" Kanser Kok Hiicrelerinin

Toplanmasi

DU145 prostat kanseri hiicrelerinin %1 L-Glutamin (Thermo Scientific,
SH3003401), %10 FBS (Biowest, S1810), %1 Amfoterisin B (Lonza, 17-836E) ve
%1 Penisilin/Streptomisin (Thermo Scientific, SV30010) igeren RPMI 1640
(Lonza, BE12-167F) mediumla 75 cm®lik steril polisitren hiicre Kkiiltiirii
flasklarinda (Corning) c¢ogaltilmalarindan sonra hiicreler 4 ml % 0.05 Tripsin-
EDTA (Lonza) ile muamele edilerek 5 dakika inkiibatorde (37°C, %5 CO,) tutuldu
ve flask yiizeyinden ayrilmalar1 saglandi. % 0.05 Tripsin-EDTA + hiicre karigimina
FBS igeren 8 ml RPMI 1640 medium eklenerek tripsin inaktivasyonu saglandi ve
15 ml’lik santrifiij tiipiine (non pirojenik ve steril, AFS) alinarak 1000 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi (Niive NF 200, TR). Siipernatan atildiktan sonra tiipe 5 ml
PBS eklendi, vortekslendi ve bu siispansiyondan 10 ul 6rnek alinarak tripan blue
(Sigma Biyoteknoloji, ABD) ile sayim yapildi. Yaklasik 3.000.000 hiicre oldugu
tespit edildi. Sonrasinda bu siispansiyon 300 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve
slipernatan atildi. Daha sonra hiicreler Sml’lik polisitren Falcon tiipe alinarak (steril
ve non pirojenik, Becton Dickinson Labware, USA) 1x PBS ile 300 rpm’de 5
dakika tekrar santrifiij edildi ve siipernatan uzaklastirildi. Sonra tiipe 10 pl CD44-
FITCH (Clone B-F24, GenProbe USA) ve 10 ul CD133-PE (Miltenyi Biotech, UK)
eklendi. 20 dakika karanlik ortamda oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 1ml
PBS eklenerek CD133"/CD44" yiizey belirteglerini barindiran DU145 prostat
kanseri hiicre hatt1 hiicrelerinin floresanla aktive hiicre ayirma (FACS) yontemiyle
akim sitometri analizi Ege Universitesi AREL’de bulunan FACS Aria II (Beckton
Dickinson) cihazinda yapildi1 (Sekil 1). Hiicreler CD133%/CD44" (sorting) ve
bunlarin disinda kalan hiicreler (non-sorting) olarak iclerinde 2’ser ml RPMI 1640
medium bulunan 5 ml’lik polisitren Falcon tiiplere toplandi. Sonra bu hiicreler
cogaltilmak tizere 25 cm®lik steril polisitren hiicre kiiltiirii flasklarina (Corning)

alindi.
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Sekil 3.1. DU145 Prostat kanseri hiicre hattindan izole edilen
CD133*/CD44""" Kanser Kok Hiicreleri

3.4. Western Blot Analizi

DU145 prostat kanseri hiicre hatt1 hiicrelerinden hiicre lizat1 hazirlanmistir.
Proteaz ve fosfataz inhibitorleri lizis soliisyonuna eklenmistir. Protein
konsantrasyonlar1 Ol¢iilmiis ve SDS page elektroforezleri yapilmistir. Yar1 kuru
yontem ile SDS page jelinden PVDF membrana transfer yapilip, Wet Electroforetic
Transfer Cell sistemi kullanilarak 1slak yontem ile SDS page jelinden PVDF
membrana transfer yapilmstir.

Spesifik antikorlar ile blotlama islemi gerceklestirilmistir. Western Blot
Stripping Tampon ile membrana baglanan antikorlarin uzaklastirilmas: iglemi
yapilip esit yikleme yapildiginin kontrol edilmesi amaciyla B-actin antikoru ile
blotlama islemi gergeklestirilmistir. “SuperSignal® West Pico Chemiluminescent
Substrate” kiti ile deteksiyon yapilmis ve “SuperSignal® West Femto Maximum
Sensitivity Substrate” kiti ile de deteksiyon yapilmistir.

BIO-RAD Protein assay, kolorimetrik olarak total protein konsantrasyonu
Olciilmesi i¢in formiile edilmis bir testtir. Konsantrasyonu bilinen standartlarin 595
nm.’de verdigi absorbanslardan yararlanilarak standart grafigi cizilir. Boylece
konsantrasyonu bilinmeyen Orneklerin verdigi absorbanslarin standart grafikten
karsilig1 okunarak, protein konsantrasyonlari belirlenir.

Western blotta ilk asama protein makromolekiillerinin SDS PAGE jel
elektroforezi ile molekiil biiyiikliiklerine gore ayrilmasidir. Elektroforezde iki farkli
jel kullanilir. Bunlar ayristirict jel ve yiikleme jelidir. Tk dokiilen jel proteinlerin

molekiil biiytikliiklerine gore ayristirildigi ayristirict jeldir. Yikleme jeli, ayristirict
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jel tlzerine dokilir. Tarak bu jel iizerine yerlestirilir. Hiicre lizati denatliran

yiikkleme tamponu ile karistirilip, 1sitilarak denatiire edildikten sonra jele yiiklenir.

Membrana “Yar1 Kuru” Yéntem ile Transfer :

Jel biiytikliigiinde PVDF membran kesilir. Transfer tamponu ile membran,
blot kagitlar1 ve jel 1slatilir.

“Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell” cihazina kagit,

membran ve jel yerlestirilir ve 15 V’ da 40 — 50 dakika transfer islemi yapulir.

Western Blot:

% 5 siit tozu igeren TBST igerisinde 4 °C’ de 1 saat membran blotlanmustir. 4
°C’ de % 5 Siit tozu, primer antikor i¢eren TBST igerisinde bir gece boyunca
membranin blotlanmasina devam edilmistir. Membran dort kez TBST ile yikanmis
ve 4 °C’ de %5 oraninda siit tozu ve sekonder antikor i¢ceren TBST igerisinde bir
saat inkiibe edilmistir. Membran dort kez TBST ile yikanmustir.

“SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate” veya “SuperSignal®
West Femto Maximum Sensitivity Substrate” kitinin peroksit ve enhancer
sollisyonlar1 1:1 oraninda karistirilmis ve membran 5 dakika boyunca bu karigim
icerisinde inkiibe edilmistir. Sonra bir poset dosya igerisine alinip kaset igerisine
yerlestirilmistir. Kaset igerisine karanlik odada film yerlestirilmis ve 1 saniye’den 5
dakika’ya kadar olan farkli zaman araliklarinda film kaset icerisinde tutularak
gorlintii elde edilmistir.

Membranin “Strip” Edilmesi:

Western blot yapilan membranin ikinci kez baska bir antikorla blotlanmasi
amaciyla “strip” edilerek bagli durumdaki antikorlarin uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Proteinlerin esit miktarda yiiklendigini kanitlamak amaciyla
membran “strip” edilerek membran iizerindeki proteinlere baglanan antikorlar

uzaklastirilmis ve tekrar B-actin primer antikoru ile western blot yapilmistir.
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3.5. Immiinohistokimyasal Analizler

3.5.1. Hiicreler i¢in immiinohistokimyasal Analiz

Hiicreler 2 kez 5’er dk. Fosfat Buffer Salin (PBS) ile muamele edilmistir. PBS
ile hazirlanan %4’liik paraformaldehitle 30 dk. fikse edildikten sonra 3 kez 5’er dk.
PBS ile yikanmistir. Endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek icin distile suyla
hazirlanan %3’liik hidrojen peroksitle (Sigma, USA) 10 dk. muamele edilemistir. 3
kez 5’er dk. PBS ile yikandiktan sonra 15 dk. Tritonix ile muamele edilmistir.
Sonra 3 kez 5’er dk. daha PBS ile yikanmis ve blok soliisyonu (non-immiin serum)
(Invitrogen, USA) eklenerek 1 saat bekletilmistir. Serumun fazlasi atildiktan sonra
ornekler uygun sekilde diliie edilmis primer antikorlarla muamele edilip kapali ve
nemli kutuda 1 gece +4°C’de bekletilmistir. 3 kez 5’er dk. PBS ile yikandiktan
sonra biotinle isaretlenmis sekonder antikorla (Invitrogen, USA) 30 dk. muamele
edilmistir. 3 kez 5’er dk. PBS ile yikanip 30 dk. streptavidinle isaretli sekonder
antikorla (Invitrogen, USA) muamele edilmistir. 3 kez 5’er dk. PBS ile yikandiktan
sonra DAB (Invitrogen, USA) ile muamele edilmislerdir. Mikroskopta renk
degisimi kontrol edilerek 5 dakikaya kadar inkiibe edilmistir. Yeterli boyanma
goriildiigiinde 5 dk. PBS ile sonrasinda da 15 dk. distile su ile muamele edilmistir.
Karsit boyama icin 1 dk. Mayer’s hematoksilen uygulanmistir. Mounting medium

ile kapatilip incelenmistir.
3.6. Biyopsi Orneklerinin Toplanmasi, Takibi ve Immiinohistokimyasal Analiz
3.6.1. Hasta Orneklerinin Toplanmasi

Bu arastirmada ; immiinohistokimyasal boyamalar KDN antikoru ile normal
prostat dokusu (n=14), prostatik intraepitelyal neoplazi (n=15) , prostat

adenokarsinomu (n=45), normal meme dokusu (n=30) ve meme karsinomu (n=52)

iceren dokular {lizerinde gerceklestirilmistir.
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3.6.2. Isik Mikroskop Takibi

Doku ornekleri fiksatiflerde +4°C’° de Fosfat Tamponlu %2 Formalin
Soliisyonu iginde 48 saat fiksasyonu takiben tampona alinmis ve 48 saat tamponda
+4°C’ de yikanmislardir. Oda 1sisia alinan drnekler 2 saat akan suda birakilmistir.
Ardindan 6rnekler 2 saat %80 etanolde, 3 saat %95 etanol ’de, 15 saat %95 etanol
II'de, 2 saat %100 etanol I'de, 2 saat % 100 etanol Il'de ve 2 saat %100 etanol 11l
‘de olmak tizere alkol serilerinden gegirilmistir. Alkolden ¢ikarilan Grnekler oda
1sisinda agik havada iyice kurutulmustur. Parca boyutlar kii¢iik oldugu igin 1-3
dakika Xylol I'de, 1-3 dakika Xylol IlI'de, 1-3 dakika Xylol 11I’de bekletilerek
seffaflastirilmiglardir. 37°C etiivde erimis beyaz boncuk parafin igerisine alinan
parcalar 1 gece bekletilmistir. Etiivden ¢ikarilan pargalar, 6zel bloklama
kaliplarimin iginde erimis mavi boncuk parafine gomiilerek oda 1sisinda

bloklanmistir.

3.6.3. Kesit Alma

Mikrotomda elde edilen 5um Kkesitler kullanima hazir rodajli ve poli-lizin
kapli lamlara alinmistir. Kesitler 58°C’ye 1sitilmis etiivde bir saat kalacak sekilde

kurutulmuslardir.

3.6.4. Iimmunohistokimyasal Analiz

Tim boyamalar poli-lizinli lamlara alinan 5 mikron kalinliktaki parafin
kesitlerde tam otomatik immiinohistokimyasal boyama cihazinda (Dako
Autostainer Link 48, Denmark), cihaza uyumlu Dako Flex kitler kullanilarak
yapildi. Antijen agiga ¢ikarma otomatik PT Link cihazinda diigiik pH'ya sahip sitrat
soliisyonunda gergeklestirildi. KDN poliklonal antikoru 1/1200 oraninda diliie
edildi ve antikor ile 15 dakika inkiibasyon gerceklestirildi.
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3.7. Sialik Asit Analizi

3.7.1. Standartlarin Hazirlanmasi

Silaik asit analizi i¢in standart olarak kullanilan N-asetil néraminik asit,
NeuSAc (Sigma), N-glikolil Noraminik asit, Neu5Gc (Sigma) ve deamino

noraminik asit, KDN (Sigma) ultra saf su i¢inde hazirlanmistir .

3.7.2. Sialik Asit Analizi I¢cin Asit Hidrolizi

Ornek 2M Asetik asit ile hidroliz amaciyla kilitli kapakli santrifijj tiipiinde

icinde ¢oziinmiistiir. Elde edilen ¢ozelti 80 °C’de 3 saat inkiibe edilmistir.

3.7.3. Sialik Asitlerin Tiirevlendirilmesi

Sialik asitin LC-MS sisteminde daha duyarli analiz edilebilmesi amaciyla
DMB (1,2-diamino-4,5-methylenedioxybenzene.2HCI, Sigma Aldrich) flouresan
reaktifi ile tlirevlendirilmistir. Hidroliz edilen 6rnege 7mM olacak bicimde DMB
¢ozeltisi ilave edilerek kilitli kapakl tiip (Axigen) iginde 60°C’de 2,5 saat inkiibe
edilmistir.

Oda sicakligina sogutulan ve tiirevlendirilmis sialik asitlerin de bulundugu tiip
16000g’de 15 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant CapLC-ESI-MS/MS analizi

icin viallere aktarilmis ve analiz edilmistir.

3.8. Sialik Asit Analizinde LC-MS/MS

Agilent 1200 Capillary HPLC (Polo alto, USA) sisteminde (ACE 5 C18 150 x
0,5 mm 5 pum) ters faz kolon kullanilarak kromatografik ayrimlar
gerceklestirilmistir. Mobil faz Asetonitril-Metanol (Sigma Aldrich) karisimi ve
ultra saf su ikilisinden olusur. Mobil faz akis hiz1 20 pL/dak. ve enjeksiyon hacmi
0,5 uL olarak belirlenmistir. Analiz edilecek numuneler sogutmali otodrnekleyicide

5°C’de bekletilerek analiz edilmistir. Toplam analiz siiresi 55 dakikadr.
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o , | Parcalanma iyonlari (m/z)
Sialik asitler [M+H]
[M+H-H,0]"
NeuSGce 442 424 313-295-268-283-229
NeuSAc 426 408 313-295-283-229
KDN 385 367 313

Tablo 3.4 Sialik Asitlerin Par¢alanma Iyonlari

3.8.1. HPLC Kosullar:

DS kolon C18 Kapiller kolon kullanilmistir. Agilent ZORBAX SB-C18 150 x

0.5 mm, 5 um, USA)

Mobil faz: A=>» su, B=» (ACN : MeOH 10:15)

A (su) B (MeOH: ACN, 15:10)
0 dakika % 87.5 % 12.5
35 dakika % 87.5 % 12.5
45 dakika % 50 % 50
50 dakika % 87.5 % 12.5

Tablo 3.5 HPLC Kosullar

Bu gradient 12 bilesik analizinde kullanildigindan bunun yerine 15 dakika
izokratik akig kullanilabilir. Ug bilesik ilk 10 dakikada gozlenebilmektedir.

Enjeksiyon hacmi: 0.5uL (sisteme bagh artirilabilir)

Akis: 20 uL/min ( sisteme gore karar verilebilir)

Kolon sicaklig:: 30 °C

Sogutmal1 otodrnekleyici

3.8.2. Kiitle Spektrometresi

50 — 650 m/z araliginda MS/MS nicel analiz yapabilecek sistem olmalidir.

Calisilacak o6rnek asidik nitelikte seker molekiilii olup floresan ajanla

tirevlendirilerek analiz edilmistir.
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Asagidaki tabloda bu molekiillerin tiirevlendirildikten sonra olusan ana kiitle
degerleri ve pargalanma iyonlar1 goriillmektedir.

Sisteme bu molekiilii tanitmak ic¢in de standart molekiil tiirevlendirilmis ve
infiizyonu MS sistemine dogrudan yapilmustir.

Hedef molekiil KDN’dir. Bunun yaninda sadece Neu5Ac veNeu5Gce’nin

standart materyali vardir.

3.8.3. Reaktifler

DMB (1,2-diamino-4,5-methylenediaoxy-benzene dihydrochloride),
sialik asit standartlar1 (KDN, Neu5Ac, Neu5Gc)
asetik asit

3.8.4. Tiirevlendirme

Standart sialik asit  ¢ozeltisi (lpg/mL)  hidroliz  yapilmadan
tiirevlendirilmistir. 40 pL standarda 40 uL. DMB ¢ozeltisi (7 mM DMB in ImL 1.4
M aqueous acetic acid containing 18 mM sodium hydrosulfite and 0.75 M -
mercaptoethanol) eklenerek tiirevlendirme islemi yapilmistir.

Hiicre homojenatindan elde edilen {ist faza (40 pL) tiirevlendirme amaciyla
40 uL DMB ¢ozeltisi ilave edilmistir. Karisim 60 °C karanlikta 150 dakika inkiibe
edilmistir. Ardindan 16800 g ivme ile santrifiij yapilmig ve st kisim 250 pL vial

insertine aktarilmistir.

CID Fragments

Sialic acids Rt [M+H]" [M+H-H;O]" Fragments (m/z)
Neu5Gc 6.8 442 424 313-295-268-283-229
Neu5SAc 94 426 408 313-295-283-229
KDN 6.1 387 367 313-205-229
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Sekil 3.3. Standart sialik asit tiplerine ait capLC-ESI-MS/MS analizleri.
Protonlanmis ( [M+H]") sialik asit tiirlerine iliskin MRM sistemi ile olusturulan

kromatogram ve spektrumlar.

39



3.9. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi
Bilisim A.D yardimi alinarak gergeklestirilmistir. Analizlerde IBM-SPSS
(version20.0)  kullanilmistir. ~ KDN  degiskeninin ~ guruplar  arasinda
karsilastiritlmasinda Kruskal-Wallis siralamali tek-yonlii varyans analizi (gurup
sayis1 >3) veya Mann- Whitney U testi (gurup sayisi=2) kullanilmstir.

Niimerik ve /veya ordinal degiskenler arasinda dogrusal iliski Spearman rho
korelasyon analizi ile incelenmistir. Tim hipotez kontrolleri a= 0.05 Onem

seviyesinde gerceklestirilmistir (p< 0.05 anlamli kabul edilmistir).
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4. BULGULAR

4.1. Tavsan immunizasyon Bulgular

Tavsana ait immiinize olmamis negatif kontrol serumu ve KDN antijeni ile
immiinize tavsan serumuna ait antikor yanitlarin1 gosteren ELISA sonuglar1 Sekil
1’de goriilmektedir. Sekil 1 A’da 125ng KDN antijeni, Sekil 1 B’de 500 ng KDN
antijeni ile kapli ELISA plaklarda test edilen farkli dilusyonlarda tavsan

serumlarina ait sonuglar yer almaktadir.

125 ng KDN Kapl ELISA plak A
2
=4—=KDN ile bagisik tavsan
1’8 serumu
16 =#—Bagisiklanmamis tavsan
1,4 serumu (-) Kontrol
v 1,2
=
a 1
© o8
0,6
0,4
0,2 —
e il —i Serum
0 Dilusyonla
1\100 1\500 1\1000 1\5000  1\10000
500 ng KDN Kaph ELISA plak B
2
1,8 =#=KDN ile bafisik tavsan
16 serumu
14 =#—Bagisiklanmamis tavsan
serumu (-) Kontrol
v 1.2
:
[=]
© 038
0,6
0,4
0,2 .\.§.>
- il
0
1\100 1\ 500 1\1000 1\5000 _ 1\10000

Sekil 4.1. KDN antijeni ile bagisiklanan tavsamin 3. immiinizasyon sonrasi immiin
yanitlari. Farkli konsantrasyonlarda kaplanmis ELISA plaklar ile farkli dilusyonlardaki
(1/100, 1/500, 1/1000,1/5000,1/10000,/1/25000,1/50000) poliklonal tavsan serumlarinin
dolayl1 ELISA sonuglari; A-125 ng KDN kapli plak ; B-500 ng KDN kapl plak .
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Western ve diger antijen-antikor iliskisine dayali testlerde kullanilmasi
planlanan poliklonal antikordaki, antikor titresini yilikseltmek amaci ile ayni
tavsanda immiinizasyon c¢alismalar1 siirdirtilmistir. 17.03.2013 ile 08.04.2013
tarthlerinde KDN antijen miktarin1 artirilarak (500pg /500 pl PBS) Incomplete
Freund’s Adjuvant (IFA) ile esit miktarda (500 pl) karistirilarak 4. ve 5.
immiinizasyonlar yapilmistir. Bagisiklanmis tavsanlardaki antikor titresini test
etmek i¢in 5. immiinizasyondan 10 giin sonra tekrar kan alinarak serumu

ayristirilmig ve ELISA ile bakilmistir.

ELISA ¢alismasinda tavsana ait negatif kontrol serumu ve KDN antijeni ile
tekrar immiinizasyonlar1 sonrasi elde edilmis bagisik tavsan serumuna ait antikor
aktivite sonuglar1 Sekil 2’de goriilmektedir. Sekil 2 A’da 125ng KDN antijeni,
Sekil 2 B’de 500 ng KDN antijeni ile kapli ELISA plaklarda test edilen farkli

dilusyonlardaki tavsan serumlarina ait sonuglar yer almaktadir.
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125 ng KDN Kaph ELISA plak A
2
1,8 =#=KDN ile bagisik tavsan
serumu
1,6
1,4 =8—Bagisiklanmamis tavsan
serumu (-) Kontrol
w12
e
a 1
< 0,8
0,6
04
0,2 ."--.._ =
0
1,100 1\ 500 1\1000 1\5000  1\10000
500 ng KDN Kapli ELISA plak B
2
=4—=KDN ile bagisik tavsan
18 serumu
16 =#—Bagisiklanmamis tavsan
1,4 serumu (-) Kontrol
n 1,2
3
a 1
C o8
0,6
0,4
0,2 \
—i- —i— — Serum
0 Dilusyonla
1\100 1\500 1\1000 1\5000 1\10000 [,

Sekil 4.2. KDN antijeni ile bagisiklanan tavsamin 4. ve 5. immiinizasyonlar1 sonrasi
immiin yamtlari. Farkli konsantrasyonlarda kaplanmig ELISA plaklar ile farkh
dilusyonlardaki (1/100, 1/500, 1/1000,1/5000,1/10000,/1/25000,1/50000) poliklonal tavsan
serumlarinin dolayli ELISA sonuglari; A-125 ng KDN kapli plak ; B-500 ng KDN kaph
plak. Sekilde gorildigii gibi KDN antijeni ile bagisiklanmig tavsan serumu ile
bagisiklanmamig tavsan serumu Kkarsilastirildiginda, bagisiklanmis tavsanda KDN

antijenine kars1 oldukga yiiksek antikor yanit1 elde edildigi goriilmektedir.
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4.2. Protein Analizi Bulgular:

4.2.1. Prostat ve Meme Kanseri Hiicre Hatlarindan Elde Edilen Kanser Kok

Hiicrelerinde “Western Blot” Analizi Bulgular:

DU145 insan prostat kanseri hiicre hattindan CD133"/CD44" yiizey belirteg
Ozelligi gosteren hiicreler (Sorting+) izole edilmistir (FACS Aria). Bu hiicreler
disinda kalan grup hiicreler (NonSorting-) grup olarak ayrilmistir (Sekil 4.3a).
Wester Blot analizi i¢in prostat kanserinde DU145 hiicre hattindan elde edilen
KKH’leri ve meme kanserinde MDA-MB-231, MCF-10A, MDA-MB-453, MCF-7,
BT474 hiicre hatlar1 kullanilmistir (Sekil 4.3b).

Prostat kanserinde KKH’leri kullanilarak elde edilen sferoidlerde yapilan
KDN analizinde monolayer (tek tabakali kiiltiir) hiicrelere gore sferoidlerde protein
ifadesinde belirgin derecede azalma oldugu gozlenmistir. Sferoidlerde KKH (S) ve
KKH disinda kalan hiicrelerle (NS) yapilan western blot analizlerinde gruplar
arasinda karsilastirma yapildiginda NS grupta KDN proteininin bir miktar artmis
oldugu gozlenmistir.

KKH izolasyonu yapilmadan, hiicre hattindaki protein diizeyini gorebilmek
amaci ile meme kanseri hiicre hatlar1 kullanildi. Bu deneyde sirast ile MDA-MB-
231, MDA-MB-453, MCF-7, MCF-10A, BT474 hiicrelerinde azalan protein
oranlari goze ¢arpti. Normal meme epiteli hiicre hattt olan MCF-10A’da KDN
diizeyinin BT474 (invaziv ductal carcinoma) hiicrelerinden fazla olmasi dikkat

cekmistir.
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DU-145 DuU-145 D-145 DU -145

d 2D S+ 20 NS- 3D S+ 30 NS-
KON . R kDa
f - Actin 4 - 42 kDa

b
KDN —'.‘i!_’:’i

MDA-MB-23MCF-10MDA-MB-45BICF-7 BT474

Sekil 4.3. Monolayer (2D), Dul45 Prostat kanser kok hiicresi (KKH) monolayer
sorting (s) ve nonsorting (NS) ve ii¢ boyutlu (3D) hiicrelerinde KDN analizi (a) ve

meme kanseri hiicre hatlarinda KDN analizi (b)

4.2.2. Prostat ve Meme Kanseri Hiicre Hatlarindan Elde Edilen Kanser Kok

Hiicrelerinde Immiinohistokimyasal Analiz Bulgular

DU145 insan prostat kanseri hiicre hattindan CD133"/CD44" ve MCF-7
insan meme kanseri hiicre hattindan CD44"/CD24 yiizey belirte¢ 6zelligi gosteren
hiicreler (S) izole edilmistir (FACS Aria). Bu hiicreler disinda kalan hiicreler (NS)
grup olarak ayrilmistir.

Bu ¢alismada her iki grupta da biitiin hiicrelerde pozitif immiinoreaktivite
oldugu gozlenmistir. Prostat kanseri NS (Sekil 4.4.b) hiicrelerinde KDN
immunoreaktivitesi S (Sekil 4.4.a) hiicrelerle karsilastirildiginda hiicrelerde
immunoreaktif intensitenin artmis oldugu gozlenmistir.

Meme kanseri kok hiicreleri igin inceleme yapildiginda benzer sekilde NS
(d) hiicrelerinde KDN immunoreaktivitesi S (Sekil 4.4.c) hiicrelerine gore artmis
olarak belirlenmistir. NS hiicrelerinde immunoreaktif intensitenin artmis oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.4.d).

Kanser kok hiicresi ve kanser kok hiicresi olmayan hiicreler 3 boyutlu kiiltiir
ortaminda gelistirilerek sferoidler elde edilmistir. Sferoidler parafin bloklara
gomiilerek  histolojik  kesitler —almmig ve KDN  immunoreaktivitesi
degerlendirilmistir. Yapilan analiz sonucu prostat kanseri S gurubunda (Sekil 4.5.a)

NS guruba gore (Sekil 4.5.b) KDN immunoreaktivitesinin azalmis oldugu
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belirlenmistir. Benzer bulgular meme kanseri deneylerinde de gozlenmistir. NS
gurupta (Sekil 4.5.d) S hiicrelerine gore (Sekil4.5.c) immunoreaktivite artmistir
(Sekil 4.5).

Monolayer hiicrelere ait immunoreaktiviteden farkli olarak sferoid
gurubunda nuklear ve sitoplazmik boyanmanin daha az oldugu gézlemlenmistir.
KDN de novo biyosentezinin, PEP ve manoz 6-fosfat (Man-6-P)’in yogunlasarak
KDN 9-fosfat (KDN-9-P) olusturmasi ile meydana geldigi diistiniilmektedir. Bu
calismada bir prekiirsor olan Man-6-P’in varligimin immiinohistokimyasal olarak
gosterilmesi ~ 6nem  kazanmustir.  Yapilan  analiz ~ sonucunda = KDN
immiinoreaktavitesinden daha belirgin olmak iizere, KKH (S) gruplarinda azalmis
Man-6-P immunoreaktivitesi gozlenmistir. Bu azalmis immunoreaktivite prostat
kanseri KKH (S) grubunda (Sekil 4.6.a) NS gurubuna gore (Sekil 4.6.b) ve meme
kanserinde KKH (S) grubunda (Sekil 4.6.c) NS grubuna goére (Sekil 4.6.d)
belirlenmistir (Sekil 4.6).
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b)Dul45 insan prostat kanseri hiicre hatti
a)Dul45 insan prostat kanseri hiicre hattt ~ kanser kok hiicresi disinda kalan

kanser kok hiicrelerinde (S) KDN hiicrelerde (NS) KDN
immunorektivitesi immunoreaktivitesi

" e
d) MCF-7 insan meme kanseri hiicre

¢) MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatti hattt kanser kok hiicresi diginda kalan
kanser kok hiicrelerinde (S) KDN hiicrelerde (NS) KDN

immunorektivitesi immunoreaktivitesi

Sekil 4.4. Monolayer DU145 KKH ve KKH-olmayan hiicrelerde, MCF-7 KKH
ve KKH-olmayan hiicrelerde KDN immunoreaktivitesi.
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a)Dul45 insan b)Dul45 insan ¢) MCF-7 d) MCE-7
prostat kanseri prostat kanseri insan meme insan meme
hiicre hatti hiicre hatt1 kanseri hiicre kanseri hiicre
kanser kok kanser kok hatt1 kanser hatt1 kanser
hiicrelerinden hiicresi disinda kok kok hiicresi
(S) elde edilen kalan hiicrelerinden disinda kalan
sferoidlerde hiicrelerden (S) elde edilen hiicrelerden
KDN (NS) elde sferoidlerde (NS) elde
immunorektivi edilen KDN edilen
tesi sferoidlerde immunorektivi sferoidlerde
KDN tesi KDN
immunoreaktiv immunoreaktiv
itesi itesi
AL

Sekil 4. 5. Sferoidlerde KDN immiinoreaktivitesi.
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Sekil 4.6. Azalmis Mannoz 6P immiinoreaktivitesi

Prostat kanseri kok hiicrelerinde KKH (S) gurubunda (a) NS gurubuna
gore (b) ve meme kanserinde KKH (S) gurubunda (c) NS gurubuna gore
(d) belirlenmistir.
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4.3. Prostat Kanseri Biyopsi Orneklerinden Elde Edilen Bulgular

Prostat kanseri hastalarindan segilen 74 biyopsi 6rnegi degerlendirmeye
almmistir. Hasta gruplar1 benign (14), PIN (15), Malign (45) olarak belirlenmistir.
Calisma “Izmir Katip Celebi Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu” onay1 ile yapilmistir. Biyopsi ornekleri hazirlanan parafin bloklardan
kesitler alinarak lam iizerine yerlestirilmis ve  KDN poliklonal antikoru
kullanilarak otomatik immunohistokimya boyama cihazi (Dako link 48 IHC
autostainer) ile immunohistokimyasal olarak isleme yapilmistir. KDN
immiinoreaktivitesi H-skor ile semi-kantitatif olarak degerlendirilmis ve elde edilen
veriler hasta klinik verileri ile karsilagtirllmistir. Hasta klinikleri; yas, histolojik tip,
G skoru, PSA degeri, TNM (klinik evre) ve TNM (cerrahi evre) olarak incelemeye
alimmustir.

Hastalarin ortalama yas1 69.451+0.98 ortalama PSA degerleri 34.18+8.81
olarak belirlenmistir. Hasta yaslari histolojik gruplar ile degerlendirildiginde;
benign ve malign gruplar arasinda yas farki anlamli olarak belirlenmistir (p=0.048).
Benign gurupta; ortalama PSA 2.40, KDN 78.3, PIN gurubunda; PSA 5.58 , KDN
145, Malign gurupta ; PSA 16.7, PSA 175 olarak belirlenmistir. Yapilan Kruskal
Wallis Testi sonucuna gore her ii¢ histolojik tip arasinda PSA ve KDN’nin
istatistiksel olarak farkli oldugu belirlenmistir (p<0.001).

PSA ve KDN arasindaki oranlar benign, PIN ve malign gruplar arasinda
sirayla ikili analizlerde degerlendirilmistir. Oncelikle; PSA ve KDN oranlari benign
ve PIN gruplar arasinda degerlendirildiginde her iki grupta da fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Bununla beraber benign ve PIN gruplar arasinda
KDN’nin belirleyiciliginin (p<0.001) PSA’ya gore (p=0.02) daha yiiksek oldugu
goriilmiistir (Sekil 4.7). Bu veri klinik kullanim i¢in olduk¢a Onemli
goriinmektedir. Intraepitelial neoplazilerde erken teshiste PSA degerlerinden daha

kiymetli bir analiz olma olasilig1 bulunmaktadir.
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Ranks

Histo.Type N Mean Rank Sum of Ranks
PSA Benign 8 6,50 52,00
PIN 11 12,55 138,00

Total 19
KDN Benign 14 7,68 107,50
PIN 15 21,83 327,50

Total 29

Test Statistics”®

PSA KDN
Mann-Whitney U 16,000 2,500
Wilcoxon W 52,000 107,500
z -2,323 -4,497
Asymp. Sig. (2-tailed) ,020 ,000
Exact Sig. [2*(1-tailed ,020° ,000°
Sig.)]

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Histo.Type

Sekil 4.7. PSA ve KDN benign ve PIN guruplar1 arasinda degerlendirilmistir.

Benign ve malign gruplar arasinda PSA ve KDN oranlart belirgin sekilde

farklidir. Bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.001). Bu analizler sonunda

benign ve malign tlimorleri ayirmak icin her iki degerin de belirleyiciliginin fazla

oldugunu séylemek miimkiindiir (Sekil 4.8).

Ranks

Histo.Type N Mean Rank Sum of Ranks
PSA Benign 8 7,13 57,00
Malign 44 30,02 1321,00

Total 52
KDN Benign 14 7.86 110,00
Malign 45 36.89 1660,00

Total 59

Test Statistics®

PSA KDN
Mann—Whiiney U 21,000 5,000
Wilcoxon W 57,000 110,000
Z -3,932 -5,537
Asymp. Sig. (2-tailed) ,000 ,000
Exact Sig. [2*(1-tailed ,CIOOE1
Sig.)]

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Histo.Type

Sekil 4. 8. PSA ve KDN benign ve malign guruplar arasinda

degerlendirilmistir.
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PIN ve malign gruplar arasinda PSA ve KDN karsilagtirildiginda, PSA
degerinde PIN ve malign gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu (p=0.005) ancak KDN degerinin PIN ve malign gruplarin ayird edilmesinde
anlamli olmadig1 (p=0.084) gortilmiistiir

Ranks
Histo.Type N Mean Rank | Sum of Ranks
PSA PIN 11 15,77 173,50
Malign 44 31,06 1366,50
Total 55
KDN PIN 15 23,77 356,50
Malign 45 32,74 1473,50
Total 60
Test Statistics”
PSA KDN
Mann-Whitney U 107,500 236,500
Wilcoxon W 173,500 356,500
z -2,830 -1,728
Asymp. Sig. (2-tailed) ,005 ,084

a. Grouping Variable: Histo.Type

Sekil 4. 9. PSA ve KDN PIN ve malign guruplar arasinda degerlendirilmistir.

PSA degerleri her {i¢ grup arasinda incelendiginde malign grupta benign
gruba gore belirgin artis bulunmaktadir. Malign gruptaki bu artis PIN grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli olmakla beraber ¢ok belirgin degildir.
Bu oran PSA’nin tiimoriin ilerlemesi ile yakin iliskide oldugunu bir kez daha ortaya
koymaktadir (Sekil 4.10). Bununla beraber bu calismada 6n plana ¢ikan KDN
immiinoreaktivitesinin PSA degerlerinde gériinmeyen sekilde PIN grubunda benign

gruba gore belirgin olarak artmis olmasidir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.10. Benign, PIN ve Malign guruplar arasinda PSA degerlerinin

karsilastirilmasi.
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Sekil 4. 11. Benign, PIN ve Malign guruplar arasinda KDN degerlerinin

karsilastirilmasi.
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Deney gruplar1 arasindaki iliski non-parametrik olarak Spearman’s rho ile
degerlendirilmistir. KDN immiinoreaktivitesi ile PSA (p=0.511), Glisson skoru
(p=0.387) ve Histolojik tip (p=0.623) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
korelasyon bulunmaktadir. Bu g¢alisma PSA’nin hastanin yas1 (p=0.409), Glisson
skoru (p=0.414), T (klinik evre) (p=0.635), histolojik tip (p=0.577) ve M (Klinik
evre) (p=0.498) ile korelasyon gosterdigini ortaya koymaktadir.

Hastalara ait Glisson skorlar1 KDN (p=0.387) ve PSA (p=0.414) ile pozitif
korelasyon gostermekle beraber T (klinik evre) (p=0.408) ve T (cerrahi evre)
(p=0.508) ile de istatistiksel olarak iligkili goriilmektedir.

4.3.1. Histopatolojik Degerlendirme Bulgular:

Bu c¢alismada prostat kanseri biyopsi oOrneklerinde yapilmis olan
immunohistokimyasal analizlerde KDN antikoru ile sitoplazmik graniiler
boyanmalar pozitif olarak degerlendirilmistir. Boyanan hiicre yiizdesi yani sira
boyanma siddetine gore olgular 3 gruba (+/++/+++) ayrilmigtir. Tiim &rnekler H

skor ile degerlendirilmistir.

H SCORE = YPi (i+1)

Pi: Her bir boyanma yogunlugundaki hiicre gurubunun yiizdesinin
degerlendirilmesi

i: Hiicrelerin boyanma yogunluklarina goére 1, 2, 3 olarak degerlendirilmesi
(swrastyla zayif, orta ve kuvvetli)

Prostat kanserinde farkli dilisyonlarda imminohistokimyasal analizler
yapilmistir. Uygun diliisyon bulundugunda normal dokuda ne parankimde ne de
stromal dokuda immiinolojik tutunma gozlenmemistir (Sekil 4.12). Bununla
beraber kanser hiicrelerinde farkli intensitelerde immiinoreaktivite tiim hasta
orneklerinde dikkat ¢ekmektedir. Damar duvarlarinda, normal duktus yapisinda ve
ayrica bag dokusunda yer yer ¢ok zayif immiinoreaktivite artis1 goriilmekle beraber

¢ogunlukla tutunma izlenmemistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4. 12. a-b:KDN ile malign prostatik asinuslarda (++) sitoplazmik graniiler

boyanma izlenirken, benign prostatik duktuslarda boyanma izlenmemistir.
c-d: KDN ile malign prostatik asinuslarda (+++) sitoplazmik graniiler boyanma

izlenirken, benign prostatik duktuslarda boyanma izlenmemistir.
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(b)

Sekil 4.13. a: KDN ile malign prostatik asinuslarda (++) sitoplazmik graniiler
boyanma izlenirken, benign prostatik duktuslarda boyanma izlenmemistir.

b: KDN ile malign prostatik asinuslarda (+) sitoplazmik graniiler boyanma
izlenirken, benign prostatik duktuslarda boyanma izlenmemistir.

c: KDN ile malign prostatik asinuslarda (+++) sitoplazmik graniiler boyanma

izlenirken, benign prostatik duktuslarda boyanma izlenmemistir.
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4.4. Meme Kanseri Biyopsi Orneklerinden Elde Edilen Bulgular

52 meme kanseri hastasindan (invaziv duktal karsinom, in situ komponenti
baskin invaziv duktal karsinom, invaziv lobiiler karsinom) alinan biyopsi 6rnekleri
klinik izlemleri ile birlikte degerlendirilmeye alinmistir. Hastalara ait biyopsilerde
52 tiimdr dokusu 6rneginin yaninda 30 hastada normal meme dokusu belirlenmis ve
“KDN normal” grubu olarak incelemeye alinmistir. Biyopsi ornekleri hazirlanan
parafin bloklardan kesitler alinarak lam {izerine yerlestirilmis ve KDN poliklonal
antikoru kullanilarak immiinohistokimyasal olarak boyanmustir.

Oncelikle KDN immiinoreaktivitesi normal doku ve tiimér dokusu arasinda
karsilagtirilmigtir. KDN immiinoreaktivitesi tiimor dokularinda belirgin olarak

artmustir. Fark istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.011) (Sekil 4. 14 a ve b).
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Sekil 4.14. KDN analizleri hastalarda ve hasta olmayan grupta iki ayr1 grafikte
sunulmustur. a: KDN immiinoreaktivitesi hastalara ait tiimor dokusu orneklerde
normal dokulara gére belirgin olarak artmustir. b: Iki grup arasinda fark istatistiksel

olarak anlamlidir.

KDN’nin normal dokulara gére tiimér dokusunda artmis ifadesi belirlendikten
sonra tiimér dokusu oOrneklerinde KDN immunoreaktivitelerine ait H-score
sonuclar1 hasta klinik verileri ile karsilastirilmistir. Hasta klinikleri; tani, hasta yasi,
timor capi, Ostrojen reseptor pozitifligi (er), progesteron reseptor pozitifligi (pr),
her2 pozitifligi (her2) ve TNM Kklasifikasyonu yoniiyle ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

Hastalara ait timor biyopsi drnekleri aldiklari tanilara gore;
(1)-invaziv duktal karsinom
(2)-in situ komponenti baskin invaziv duktal karsinom

(3)-Invaziv lobuler karsinom olarak guruplara ayirilmislardir.

KDN hasta tiimor degerleri tan1 guruplar ile karsilastirildiginda guruplar
arasinda fark anlamlidir (p=0.025) (Sekil 4.15).
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Ranks

tani N Mean Rank

KDN hasta 1 38 23,88
2 7 34,50
3 3 9,00
Total 48

Test Statistics” b

KDN hasta

Chi-square
df
Asymp. Sig.

7,378
2
,025

a. Kruskal Wallis
Test

b. Grouping
Variable: tam

Sekil 4.15. Tim gruplarda meme kanseri hastalarma ait KDN
immiinoreaktivitelerinin timor tipleri ile karsilastirilmasinda sonuglar istatistiksel

olarak anlamlidir.

Ikili analizlere gecildigine 1. ve 2. gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark olmadigi gorilmistiir (p=0.055). Benzer sekilde 1. ve 3. gruplar
arasinda da istatistiksel olarak fark bulunmamaktadir (p=0.059). 2. ve 3. guruplar
karsilagtirildiginda ise gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu goriilmiistiir

(p=0.031) (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Tam gruplar1 aralarinda (1)-Invaziv duktal karsinom (2)-In situ
komponenti baskin invaziv duktal karsinom (3)-invaziv lobuler karsinom olarak
numaralandirilmistir ve 2. ve 3. gruplar karsilastirildiginda ise gruplar arasinda

anlamli bir fark oldugu goriilmiistiir (p=0.031).
KDN immiinoreaktiviteleri hastalarin “grade”leri ile karsilastirildiginda

gruplar arasinda istatistiksel olarak fark olmadigi gézlenmistir (p=0.331) (Sekil
4.17).
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Ranks

grade N Mean Rank

KDN hasta 1 3 12,67
2 28 24,91
3 16 24,53
Total 47

Test Statistics® b

KDN hasta
Chi-square 2,214
df 2
Asymp. Sig. ,331

a. Kruskal Wallis
Test

b. Grouping
Variable: grade

Sekil 4.17. Hastalarda “grade” ve KDN immiinoreaktivitesi arasinda istatistiksel bir

anlamlilik yoktur.

Hastalar TNM klasifikasyonu yoniinden ayr1 ayri1 degerlendirilmistir. KDN

immiinoreaktivitesi ile T ve N skorlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamistir (p=0.071 ve p=0.693, sirasiyla). Bununla beraber “Metastaz” ile
anlaml1 bir baglant1 vardir (p=0.018) (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. KDN immunoreaktivitesi ile hastalarda goriilen metastaz arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p=0.018).

4.4.1. Histopatolojik Degerlendirme Bulgular:

Meme kanseri biyopsi Orneklerinde yapilmis olan immiinohistokimyasal
analizlerde KDN antikoru ile sitoplazmik graniiler boyanmalar pozitif olarak
degerlendirilmistir. Boyanan hiicre ylizdesi yam1 sira boyanma siddetine gore

olgular 3 gruba (+/++/+++) ayrilmistir. Tiim 6rnekler H skor ile degerlendirilmistir.

H SCORE =} Pi (i+1)

Pi:  Her bir boyanma yogunlugundaki hiicre gurubunun yiizdesinin
degerlendirilmesi

1: Hiicrelerin boyanma yogunluklarina goére 1, 2, 3 olarak degerlendirilmesi
(strastyla zayif, orta ve kuvvetli)

Prostat kanseri o6rneklerinde oldugu gibi meme kanserinde de histopatolojik
ve immiinohistokimyasal analizler yapilmistir. Uygun diliisyonda (1/1200) normal
dokuda parankimde ve stromal dokuda immiinolojik tutunma gézlenmezken timor
dokusunda belirgin bir immiinoreaktivite artis1 izlenmistir. Bununla beraber kanser

hiicrelerinde farkli yogunluklarda immunoreaktivite tiim hasta 6rneklerinde dikkat
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cekmektedir. Prostat kanseri Orneklerine benzer sekilde damar duvarlarinda ve
normal meme duktuslarinda, ayrica bag dokusunda yer yer ¢ok zayif
immunoreaktivite artist goriilmekle beraber cogunlukla tutunma izlenmemistir

(Sekil 4.19 ve Sekil 4.20).
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Sekil 4.19. a: KDN ile malign meme duktuslarinda (++) sitoplazmik graniiler
boyanma izlenirken, benign duktuslarda boyanma izlenmemistir. b: KDN ile
malign meme duktuslarinda (++) sitoplazmik graniiler boyanma izlenirken, benign
duktuslarda boyanma izlenmemistir. ¢: KDN ile malign meme duktuslarinda (+)
sitoplazmik graniiler boyanma izlenirken, benign duktuslarda boyanma
izlenmemistir. d: KDN ile malign meme duktuslarinda (+++) sitoplazmik graniiler

boyanma izlenirken, benign duktuslarda boyanma izlenmemistir.

64



Sekil 4.20. KDN ile malign meme duktuslarinda (+++) sitoplazmik graniiler

boyanma izlenirken, benign duktuslarda boyanma izlenmemistir.
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4.5. KDN Molekiiliiniin LC-MS Analizi Bulgular:

4.5.1. Kanser Kok Hiicrelerinin ve Kanser Kok Hiicresi Olmayan Grubun

Analiz Bulgulanr

Bu analize ait birinci deney KDN standardina ait pikin yerini gostermek igin
planlanmistir  (Sekil 4.21). Hiicre hatlarinda aranan pikin lokalizasyonu

belirlendikten sonra hiicreler hazirlanmistir.

Intensé 4 1303_KDNSTD_1.D: EIC 313 +MS2(385.0)
x10> ]

1.0
0.8
0.6
0.4

0.2

0.0 -

T T ] T T T T T T T T T f
2 4 6 8 10 12 Time [min]

Sekil 4.21: KDN standart ile belirlenen oran sekilde sunulmustur.

DU145 insan prostat kanseri hiicre hattindan elde edilen kanser kok hiicreleri
ve kanser kok hiicresi olmayan gruba ait hiicreler toplanarak LC-MS analizi
yapilmistir. Kanser kok hiicreleri ile ilgili her iki kanser tipinde de ( prostat ve
meme) analiz sonucunda belirgin bir KDN pikine rastlanamamistir. Bununla
beraber kanser kok hiicresi olmayan grupta ise hem prostat kanserinde (Sekil 4.22)

hemde meme kanserinde (Sekil 4.23) KDN piki izlenmistir.
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Sekil 4.22. Dul45 insan prostat kanseri kanser kok hiicresi olmayan grupta KDN
ye ait yogunluk gosterilmektedir.
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Sekil 4.23. MCF-7 insan meme kanseri kanser kok hiicresi olmayan grupta KDN
ye ait yogunluk gosterilmektedir.

4.5.2. Hiicre Hatlarinda Analiz Bulgular:

Prostat kanser analizi igin normal prostat epitel hiicre hatti (RWPE-1) ve
insan prostat kanser hiicre hatlar1 (PC3 ve DU145), meme kanseri i¢in non invaziv
meme kanseri hiicreleri (MCF-10A) ve invaziv meme kanserine ait (MCF-7)
hiicrelerden i1zole edilen hiicreler toplanmis ve LC-MS analizi i¢in hazirlanmistir

(Sekil 4.24).
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Sekil 4. 24: Prostat ve meme kanserinde LC-MS analiz sonuglari

Yapilan analiz sonucunda prostat kanserinde PC3 hiicrelerinde KDN

miktarinin normal epitel hiicrelerine gore degismedigi ancak DU145 hiicrelerinde

belirgin sekilde arttigi gézlenmistir. Meme kanserinde MCF-7 hiicrelerinde KDN

miktarinin non-invaziv kanser hiicrelerine gore belirgin oranda artti§1 gézlenmistir.
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5. TARTISMA

Bu arastirmanin sonunda kanser hiicrelerine spesifik olarak baglandigi
belirlenen bir antikor bulunmustur. Tez konusu prostat ve meme kanserlerini
hedeflemektedir ve bu sebeple oOncelikle bu iki kanser tipinde arastirmalar
baglatilmigtir. Ancak arastirma laboratuvarimizda diger solid tiimorlerle ilgili
caligmalar devam etmektedir. Pek c¢ok organ tiimoriinde Gzellikle
immiinohistokimyasal olarak benzer sonuglar alinmaktadir.

KDN molekiilii ilk defa Inoue Y. tarafindan 1986 yilinda yayinlanan bir
makale ile bilim diinyasina giris yapmistir. Bu makalede KDN’nin gokkusagi
alabaligr yumurtalarinda oligosakkarit zincirinin son kisminin indirgenmedigi bir
polisialoglikoprotein olmasi nedeni ile dogada tek oldugundan bahsedilmistir. KDN
iceren oligosakkaritler pH=7.4’de katalizlenen bir hidrolizle
polisialoglikoproteinlerden elde edilmislerdir (93). Ayn1 ekip 2 yil sonra KDN
molekiiliinii gékkusagi alabaligi (Salmo gairdneri) fertilize olmamig yumurtasinda
perivitellin alanda izole etmislerdir. Bu makalede KDN glikoproteinlerinden
bahsedilmis ve glikoproteinlerin KDN icerdigi ancak asidik karbonhidratlar
seklinde sialik asit icermedikleri anlatilmistir. Ayrica KDN’nin major karbonhidrat
komponentinin Gal. ve GalNAc oldugu soylenmistir. Thr ve Ala’nin %71
(mol/mol) oraninda bulunan aminoasit icerigi oldugu dikkat ¢ekmektedir. KDN-
KDN’nin olast baglantisinin (6rnegin oligo-KDN guruplarinin) kor proteinine O-
glikolizasyonla baglandigi bildirilmistir (94). KDN Klebsiella’nin (museum strain
2211 of Klebsiella ozaenae serotype K4) kapsuler polisakkarit yapisinda da
bulunmaktadir (95). Nakamura M. ve ark. KDN’yi Oncorhynchus keta adindaki bir
tir somon baliginin fertilize yumurtasindan HPLC yontemi ile elde ettiklerini
yazmiglardir (96).

Bu c¢alismadan 1 yil sonra ise yine Inoue Y. ve ark. gokkusagi alabalig
yumurtasinda ovaryum sivisinda KDN izole etmiglerdir (97). 1993 yilinda ise ilk
defa monoklonal antikorunu iiretmislerdir (98). Hibridomalar igin fare myeloma
hiicreleri ve immunizasyonlar i¢in gokkusagi alabaligi sperminden izole ettikleri
KDN-gangliozid (KDN-GM3) kullanilmstir. Inoue Y. ve arkadaglari 1994 yilinda
yaptiklar1 bir ¢aligmada elde ettikleri antikoru ilk defa immiinolojik isaretlemede
kullanmiglardir (99). Bizim c¢alismamiz ise bundan tamamen farklidir. Bu

calismada sentetik bir kimyasal olarak 3-Deoksi-D-glysero-D-
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galaktononulopyranosonic asit (CgH1609) kullanilmistir. Molekiil agirligi 268,22
g/mol ‘diir. Bu sebeple elde edilen antikor literatiirde ilktir.

KDN siklikla GM3  (monosialodihexosylganglioside) veya GM4
(Monosialoganglioside)’e bagli olarak bulunmaktadir. Gangliozidlerin 6zellikle de
GM3 ve GM4’in imminsipresif aktivitesi oldugu ve gangliozidlerle olusan
bilesiklerin immiinsiipresyonda farkli etkiler yapabildigi ancak KDN ile bagli GM3
ve GM4 ‘iin immiinsiipresif oldugu belirlenmistir (100). Sialik asitler ve KDN pek
¢ok bakterinin ve viriisiin polisakkarit kapsiillerinde bulunan molekiillerdir. Immiin
yanittan kagislar1 da kapsiilde bulunan gangliozidlerin yardimiyla gergeklesiyor
olabilir. Burada artik kanser hiicrelerinin immiin yanittan nasil kagabildikleri ile
ilgili bir giris yapmakta fayda olabilir. Bu tezde kanser hiicre yiizeyinde bulunan
KDN molekiiliiniin kanser hiicrelerine spesifik oldugunu gostermistik. Dolayisi ile
kanser hiicrelerinin yiizeyinde bulunan KDN sayesinde hiicreler bakteri ya da
virtisleri taklit ederek immiin yanittan kagiyor olabilirler. Bu da tabi ki olas1 tedavi
modellerini akla getirmektedir.

KDN ile ilgili ¢alismalar gesitli canlilarda (Xenopus laevis yumurtasi ve
spermi (101), Sphingobacterium multivorum (102) ve deniz kestanesi (103) devam
etmis, ardindan iginde Inoue Y. ve ekibinin de bulundugu bir arastirma grubu
tarafindan ilk defa memelilerde incelenmistir. Bu ¢alismada KDN’nin memelilerde
her li¢ germ yapragindan koken alan farkli dokularda, organlarda, ekstraseliiler
matrikste ve bazal membranda bulundugu belirtilmistir. Bununla beraber KDN
kasta, bobrekte, akcigerde ve beyinde gelisimsel olarak regiile edilmektedir. Genis
doku yayilimima ragmen, sadece 150 kDa agirligindaki bu glikoprotein, bobrekte
350 kDa’dan fazla biiyiikliikte bir glikoprotein olarak farkli sekilde bulunmaktadir
(104). Bu tezde kullanilan standart kimyasal olarak KDN’nin molekiil agirlig
268,22 g/mol‘diir. Dolayisi ile standart bir antikor biyiikliigiine ulagilmistir. Bu
antikor kullanilarak yapilan immiinohistokimyasal analizlerde diliisyonla tamamen
ortadan kaldirilabilen bir normal doku boyanmasi elde edilmistir. Bununla beraber
meme kanseri ¢aligmalarinda hastalara ait biyopsi 6rneklerinde deride ekstraseliiler
matrikse gore hafif artmis bir immiinoreaktivite gézlenmis, bunun tizerine farkli
orneklerde  analiz  tekrarlanmistir.  Bu  calisma  sonucunda  KDN
immiinoreaktivitesinin ¢ok az da olsa epidermiste artmis oldugu gozlenmistir.
Ilerleyen calismalarda bunun tedavi igin bir yan etki olusturabilme olasilig

incelenecektir.
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Deaminoneuraminosyl-glycohydrolase (KDNase) enzimi dogada bulunmakta
olan KDN’nin glikokonjugatlarla yapmis oldugu baglantinin  hidrolizini
katalizlemektedir. Bu enzim KDN ile ilgili fonksiyonel ve gelisimsel ¢alismalar
icin gereklidir, ¢iinkii KDN residiileri sialidaz aktivitesine rezistandir (105). Ayrica
bu enzim KDN’ye spesifiktir ve ayr1 bir ¢aligma konusu olusturmaktadir. Aragtirma
gurubumuzun da KDN ile iliskili enzimlerin KDN-onkogenezis iligkisinde
degerlendirilmesi ile ilgili ayr1 bir ¢aligmasi bulunmaktadir.

KDN-Kanser iligkisi ilk defa 1996 yilinda onceleri ayn1 ekipte olan ancak
sonra ayrilan 2 grup tarafindan ayni yil i¢inde gosterilmistir. KDN molekiiliiniin
150 kDa agirliginda bir “onkodevelopmental” antijen oldugu ilk defa Qu B. ve
arkadaslar1 tarafindan 1996 yilinda akciger dokusunda gosterilmistir. Calisma
PNAS’da yaymlanmistir ve 2,8-bagli N-acetylneuraminic acid [poly(alpha 2,8-
Neu5Ac) ile beraber 2,8-linked deaminoneuraminic acid [poly (alpha 2,8-KDN)]
residiilerinin de akciger gelisimi sirasinda 6nemli rol oynadigi ve bu molekiiliin
akciger kanseri igin spesifik bir belirte¢ olabilecegi belirtilmistir. Antikor
gokkusagi alabaliginda perivitellin alandan elde edilmistir (106). Onkoloji ile ilgili
ilk yaymi yapmalaria ragmen bu ekibin ilerleyen ¢alismalart KDN’nin gelisimsel
olarak onemini agiklamaya yonelmistir. Ilerleyen ¢alismalarinda poly
alpha2,8 KDN tasiyan glikoproteinin bobrekte bulundugunu ve bu molekiiliin
proteolitik segmentlerinin aminoasit sekanslarinin LDL reseptor ailesinin bir tiyesi
olan “Megalin” ile homolog oldugunu gostermislerdir (107). Megalin o-
glikolizasyonla Alfa 2,8 deaminoneuraminic acid (KDN)’i tagimaktadir ve pek ¢ok
normal dokuda ve karsinoma hiicre hattinda gdsterilmistir (108). Bu arastirma
grubu KDN’nin seruloplazminde varligini gosterdikten sonra bu konu ile ilgili
caligmalar1 son bulmustur (109). Megalin ayn1 zamanda bir D vitamini transport
proteinidir ve onkolojik baglantisina iliskin ¢aligmalar bulunmaktadir (110-112).
Ancak KDN ile iligkisini aydinlatacak ilerleyen ¢aligmalar yapilmamastir.

Ayni yil KDN molekiiliiniin kanserle iliskisini gdsteren baska bir calisma
Inoue Y. ve ekibi tarafindan yaymlanmistir. KDN domuz submaksiller tiikriik
bezinden izole edildikten sonra akciger kanseri hiicre hattinda ve memeli
dokularinda gosterilmistir. Sicanlarda yapilan ¢alismada yag dokusunda,
serebellumda, neokorteksde, olfaktor bulbusta, kalpte, bobrekte, akcigerde, kasta,
submaksiller bezde, dalakta ve timusta ¢cok az miktarda KDN varlig1 saptanmistir.

KDN miktar1 tayininde kiitle spektrometrisi, HPLC, gaz-sivi kromatografisi ve
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NMR spektroskopi kullanilmistir. Akciger kanseri KDN diizeyi A125, A549, Calu
ve Hotz karsinoma hiicre hatlarinda arastirilmigtir (113).

KDN’nin tiimor dokularinda varligi ile ilgili arastirmalar bu ¢alismalarla hiz
kazanmistir. KDN insan periferik kaninda eritrositlerde, kordon kanindaki
eritrositlerde ve over kanserinde izole edilmistir. (114). Bu calismada sialik asit
analizleri HPLC kullanilarak belirlenmistir. Tiimor biopsi 6rnekleri normal over
dokusu ile karsilastirilmistir. Ancak ilging bir sekilde ka¢ hastadan hangi tip timor
dokusu alindigi, etik kurul varhigi gibi veriler hakkinda herhangi bir bilgi
bulunmamaktadir. Tiimoér dokularinda artmis olarak belirlenen KDN miktari
timorlerde KDN’nin erken tani amaciyla kullanilabilecegini ilk defa giindeme
getirmistir.

Bu ¢alismadan 8 yil sonra yapilan ¢alismada KDN miktarinin dokularda ¢ok
az olmasimin klasik sialik asit tarama yontemleriyle tespiti giiclestirdigi lizerinde
durulmustur. Serbest KDN/serbest Neu5SAc oraninin over adenokarsinomlarimin
tanisinda ve evresinin belirlenmesinde yardimci olabilecegi diisiiniilmiistiir. 30
kDA agirligindaki KDN-glikoprotein kompleksinin, membran fraksiyonundan izole
edildigi, immiinohistokimyasal boyanmaya uygun oldugu (mAb.kdn3G KDNa2 —
3GalB1— epitopuna spesifik) ve KDNase’a duyarli oldugu bildirilmistir. 49kDa
agirhigindaki  KDN-glikoprotein  kompleksinin - mAb.kdn3G ile reaktivitede
bulunmadigi, ¢éziinmiis sekilde elde edildigi ve ancak KDNase’a duyarli oldugu
gozlenmistir. Bu calismada PA-1 over teratokarsinoma hiicreleri iizerine
mannozdan zengin ortamda ¢ogaltildiginda bagli ve serbest KDN miktarinin arttig
belirlenmistir (115). Farelere diyetle mannoz verildiginde organlarda KDN oraninin
artt1g1 gozlenmistir (116). Hipoksik ortamin da kanser hiicre hatlarinda sialik asit ve
KDN oranini arttig1 belirlenmistir (117). Bu tez yazildigi doneme kadar KDN’nin
kanser hiicrelerinde artisi ile ilgili yapilmis en son ¢alisma 2012 yilinda Myomato
Y. ve ark. tarafindan gergeklestirilmistir. Ekip onceki caligmalarinda NeuSAc-
iceren kompleks tip-N-glikanlarin pankreas kanserinde artmis oldugunu
gostermislerdir (118). Konuyla ilgili yaptiklar1 en son ¢aligmada prostat kanserinde
glikomik analizi yaparak inceledikleri 5 hastanin 4’iinde artmis KDN orani

belirlemislerdir (119). Bu ¢alisma bizim arastirmamizi destekler niteliktedir.

KDN molekiilii ile ilgili bugiine kadar yapilmigs olan arastirmalar etki

mekanizmasini aydinlatabilmek adina yol gostericidir. Ancak KDN, bu ¢alisma ile
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ilk defa kanser kok hiicresi ve kanser kok hiicresi olmayan hiicrelerde, hiicre
hatlarinda ve ayrica iki farkli kanser tipindeki hasta serilerinde, klinik
korelasyonlari ile birlikte incelenmistir. Bu tez konusunun disinda da tamamlanan
ve devam etmekte olan ¢alismalar bulunmaktadir. Farkli tedavi protokolleri 1003
TUBITAK projesi ile devam etmektedir. Monoklonal antikor iiretme calismalar
stirmektedir. Mide, mesane kanserleri ve malign melanomada biopsi 6rneklerinde
caligmalar  yapilmistir. Bu  orneklerde malign melanomada  spesifik
immiinoreaktivite belirlenirken, normal deri 6rneklerinde tutunma izlenmemistir.
Diger solid tiimorlerde de calismalar slirmektedir. Arastirma grubumuz kanser
tanist ve tedavisinde, hasta refah1 ve yasam kalitesi adina bir adim daha atabilmek

icin ¢alismalarim stiirdirmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Farkli disiplinlerden bilim insanlarinin dénem donem ilgisini ¢eken KDN
molekiilii, enzimatik reaksiyonlar1 ve metabolizmasi ile pek ¢ok c¢alismada yer
almistir ancak kanser ile iliskisi, 6zellikle insan materyalindeki durumu hakkinda
literatiir verileri oldukga sinirlidir. Detayli kimyasal ¢aligmalar KDN sentezi ve
metabolizmasmin aydinlatilmasinda 6nemli bir yol kat edilmesini saglamis
goriinmektedir ancak tiimorlerle ilgili daha ¢ok bilgiye ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
tezin in vivo analizler asamasinda KDN poliklonal antikoru kullanilarak normal
prostat dokusu (n=14), prostatik intraepitelyal neoplazi (n=15), prostat
adenokarsinomu (n=45), normal meme dokusu (n=30) ve meme karsinomu (n=52)
iceren dokular lizerinde immiinohistokimyasal inceleme yapilmis ve bu analizler
hasta klinikleri ile karsilastirilmistir. Calisma literatiirde ilk olmakla beraber
sonuglar yoniiyle incelendiginde teshis ve tedavide klinik kullanima uygun veriler
ortaya ¢ikmustir.

Bu tezde ilk defa kimyasal bir standart antijen verilerek poliklonal antikor
elde edilmistir. Onceki ¢alismalarda kullanilan antikorlar basta gokkusag: alabalig
yumurtasi olmak tizere farkli organizmalardan alinmis dokulardan ekstrakte edilen
KDN antijeni kullanilarak elde edilmistir. Bu yoniiyle calisma orjinaldir ve
uluslararasi patent bagvurusunda bulunulmustur.

Prostat ve meme kanser hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan calismalarla elde
edilen in vitro veriler literatiirde ilktir. KDN oranin kanser hiicrelerinde artmasi
yoniiyle degerlendirildiginde bundan onceki ¢aligmalar1 desteklemektedir. Kanser
kok hiicresi son yillarda biitlin diinyanin ilgisini ¢eken bir konu olmakla beraber
kanser kok hiicresinde KDN miktar1 daha once arastiritlmamistir. Bu yoniiyle de
elde edilen veriler literatiirde bir ilk olacaktir. Bununla beraber kanser kok hiicresi
ile ilgili yapilmis olan g¢alismalar bu hiicrenin kanserin tedaviye direncinden,
rekiirrensinden ve relapsindan sorumlu olan hiicreler oldugunu, dolasimdaki timor
hiicrelerinin kanser kok hiicrelerinin diferansiye olmasi ile olustugunu ve metastaz
yaptigin1 ortaya koymustur. Bu tezde kanser kok hiicrelerinde KDN miktar1 ¢ok az
miktarda ol¢iiliirken, tiimor y1ginini olusturan kanser kok hiicresi olmayan hiicreler
(non-KKH) daha yiiksek oranda KDN ifade etmislerdir. Man-6-P diizeyi de benzer
sekilde KKH olmayan grupta yiiksektir. Diger taraftan in vivo galigmalara

bakildiginda KDN immiinoreaktivitesi prostat kanserinde PIN gurubunda belirgin
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sekilde artarak, prostat kanseri teshisinde siklikla kullanilan PSA’dan daha
belirleyici hale gegmektedir. Benign dokuda malign dokuya gore belirgin sekilde
yiiksektir.

Prostat kanserinde KDN immiinoreaktivitesi Glisson skoru ve hastanin tiim
klinik bulgulari ile uyum gostermektedir. Progresif gidis ve ileri donem hastalikla
KDN immunohistokimyasi korelasyon gdstermektedir. Meme kanserinde sonuglar
prostat kanseri kadar carpici olmamakla beraber benign dokuya goére KDN
immunoreaktivitesinde belirgin bir artis vardir. Diger 6nemli bulgu ise metastatik
hastalikta immiinoreaktivitenin artiyor olmasidir.

Bu sonuglar in vitro kanser kok hiicresi analiz sonuglari ile g¢elismektedir.
Tiimor hiicre y18in1 igerisinde zararsiz goriinen ve tedaviye duyarli olan hiicrelerde
KDN yiiksekken, malign hiicrelerde disiiktiir. Oysa Ki in vivo sonuglarda progresif
timorde immiinoreaktivite fazladir. Bu en az iki diisiinceyi akla getirmektedir.
Bunlardan birincisi ¢aligma gurubumuzun da uzun zamandir aragtirma konusu olan
“Kanser kok hiicresi” nin yillardir tartisildigi iizere bir teorem olabilecegi, ikincisi
ise, ki daha gercekei olan gibi goriinmektedir, tiimoriin progresyon i¢in birden fazla
yol kullanabilecegi gercegidir.

Bu tezde kullanilan antikor prostat kanseri ve meme kanseri erken tanisinda
kullanilabilir. Ince igne biyopsisi ile alman 6rneklerde bile tani koydurabilecek
spesifik immunoreaktiviteyi gostermektedir. Bu da g¢esitli tedavi modellerini

diisiinebilme olasiligini arttirmaktadir.
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