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Zoledronik asit uygulamasinin meme kanseri hiicre hatti (MCF 7) kanser kok
hucrelerinin lizerine otofaji gen seviyesindeki etkilerinin arastiriimasi

Investigation of the effects of zoledronic acid in breast cancer stem cell line (MCF 7) for
autophagic gene level
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0Oz
Amag: Zoledronik asit (ZA) uygulanmis meme kanser kok hiicrelerinde (KKH), kanser kdk hiicresi ve otofaji ile iligkili
gen ekspresyonlarindaki farkliliklari incelemek.

Gereg ve Yontem: CD44""**/cD24Y"* y(izey belirtegleri poxzitif olan MCF-7 meme kanseri hiicre hattindan KKH'ler
akis sitometri metodu ile izole edilmistir. ZA tedavisi uygulanmis ve uygulanmamis olan KKH gruplarinin toplam RNA
izolasyonu icin cDNA sentezlenmistir. Son olarak 41 adet otofaji icin baslica iliskili olabilecek genlerin ekspresyon
seviyeleri qRT-PCR analizi ile incelenmistir.

Bulgular: ZA tedavisi uygulanan grup tedavi uygulanmayan grup ile karsilastiridiginda TGM2, TNF, HSPAS8
genlerinin azalmis regiile oldugu ve HSP90AA1 geninin artmis regile oldugu gorilmistir.

Sonug: Otofaiji ile iliskili genlerin ekspresyon profillerinde ZA tedavisi uygulanan ve uygulanmayan gruplar arasinda
anlamli farklar bulunmustur. Bu bulgular, KKH’lerine karsi hedef olabilecek daha etkili tedavi ajanlari gelistirilebilmesi
icin dnemli katkilar saglayabilir.

Anahtar Sozciikler: Otofaji, kanser kok hiicresi, zoledronik asit, timor nekrozis faktor, 1s1 sok proteini (HSP 90).

Abstract

Aim: In this study we examined differences in the expression of genes associated with autophagy and CSCs for the
treatment ZA applied via taking breast cancer stem cells as models.

Materials and Methods: CSCs with CD44"%"/CD24"" surface markers have been isolated from the MCF-7 breast
cancer cell line with flow cytometry methods. cDNA was synthesized for ZA treatment applied and not applied CSC
group with total RNA isolation. Then, 41 essential autophagy-related gene expression levels were analyzed by qRT-
PCR array analysis.

Results: When ZA treatment administrated group compared with non-treatment group, downregulation of TGM2,
TNF, HSPA8 and upregulation of HSP90OAAL was detected.

Conclusion: There are differences of expression profiles of genes related to autophagy between ZA treated and
non-ZA tread group. These findings may provide important information towards us to target CSCs to develop more
effective treatments.
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Girig

Meme kanseri diinya g¢apinda 6nemli bir saglik yuku
olusturmaktadir. Kadinlar arasinda, 2012'de kiresel
dizeyde 1.7 milyon yeni tani ile en sik gorilen kanserdir.
Tum kanserlerin %25’ini olusturup dinyada en sik
gorulen ikinci kanser tipidir. Birgok Ulkede kadinlarin ana
Olim sebebidir. Duslk gelirli Ulkelerde bu kanserden
Olimler daha siktir (1). Meme kanserinde mortalite
genellikle primer timér kaynakli gerceklesmezken;
bunun yerine siklikla uzak organlara olan metastazlar
nedeniyle gerceklesmektedir (2). Mortalite, hastalarin
yaklasik %50’sinde kemik metastazi ile koreledir ve bu
nedenle bu hastalarda kemik butlnligunt koruyabilmek
oldukga 6nemlidir (3). Zoledronik Asit (ZA), prostat,
akciger ve kolorektal kanserler gibi bazi solid timdrlerin
tedavisinde kullanilan bir Gguincl jenerasyon bifosfonattir
(BP) (4). ZA, iskelet sistemi komplikasyonlarini azaltmak
amaclyla osteolitik lezyonlari bulunan meme kanserli
hastalarda kullaniimaktadir. BP’lar, Ras, Rho ve Rac gibi
kiicik GTPaZz'larin lipid frenilasyonlarini engelleyerek ve
sonug olarak iligkili oldugu sinyal yolaklarini bloke edip
osteoklast ve tumoér  hdcrelerinin apoptozunu
indUkleyerek, aktivitesi mevalonat yolagi igin kritik olan
farnesil bisphosfanat (FPP) sentezini inhibe
etmektedirler (5,6). ZA'nin in vitro anti-kanser aktivitesi,
migrasyon, invazyon, adezyon ve proliferasyon azalmasi
ve kanser hlcrelerinin apoptozunun artmasi ile koreledir
(7,8). ZA’'nin insan prostat kanseri hiicrelerinde otofajik
hicre Olimund aktifledigi  gosterilmistir  (9). ZA’nin
indikledigi apoptoz ve inhibe ettigi koloni olusumuna
artmis otofaji eslik etmektedir (10).

Tamor dokusu degisik hiicre tiplerini iceren kompleks ve
heterojen hicre populasyonlarinda olugsmaktadir. Son
yilllarda yapilan cahismalarda, bu heterojenik hicre
populasyonlari arasinda kanser kok hiicresi (KKH) adi
verilen bir grup hiicre tanimlanmigtir. Bu hicreler, timér
dokusu iginde varliklarini sirdiren ve normal kok
hlcrelerin 6zelliklerine sahip olan hicrelerdir. KKH’leri
kendi kendilerini yenileme ve farkli timor alt gruplarina
kaynak olabilme o&zellikleri ile timor kitlesinin genelini
olusturan daha az tumdrijenik kanser hicrelerinden
(kanser kok hiicresi olmayan kanser hiicresi/ non-KKH)
ayrilan kicuk bir hiicre popllasyonudur (11). KKH’lerini
izole edip bu hucrelerin 6zelliklerini ve karakteristiklerini
tanimlayabilmek, kanser tani ve tedavisini anlamaya
ybénelen galismalar igin anahtar rol oynamaktadir.

KKH’lerinin, kendini yenileme ve/ veya farklilasma gibi
fonksiyonel o6zellikleri ve kullandiklarn sinyal yolaklari
normal kék hicreler ile benzerdir. Normal kok hicreler
ve KKH’leri arasindaki temel fark bu ortak sinyal
yolaklarinin KKH’deki dizenlenmesinde ortaya cikan
degisikliklerdir  (11,12). Bu kendini yenileme ve
farklilasma 6zelligi bulunan KKH’leri sadece yeni timor
olusumundan sorumlu olmayip rekirrensler ve

Cilt 58 Sayi1 1, Mart 2019 / Volume 58 Issue 1, March 2019

kemoterapi direncinden de muhtemel olarak sorumlu
hicrelerdir (13). Yapilan son calismalar bu hipotezi
destekler ve KKH’lerinin farkhlagmasini indiklemede
birgok faktér oldugunu ortaya koymaktadir (14).

Hucre 6lumindn dizenlenmesi, embriyonik gelisim ve
doku homeostazisinde &énemli bir ilk basamaktir.
Bununla beraber, apoptotik mekanizmalarin tetiklenmesi
ve patolojik olaylarin tespit edilmesi hem hastaliklarin
yonetilmesinde hem de ila¢ direncinde rol oynamaktadir.
Son yillarda hicrede ve dokuda hiicre 6limini kontrol
eden birgok yolak tanimlanmistir. Buna ragmen,
embriyonik gelisim, homeostazis ve doku
reorganizasyonunun kanser gibi patolojik kosullara
katkida bulunmasinda etkili ve Ozellikle kontrol
mekanizmalarinda yer alan molekuller halen yapilan
calismalarin énemli miktarini olusturmaktadir. Hucre
O0limu  sirasinda olusan morfolojik  degisikliklerin
apoptozis veya programli hicre oOlimd tip Il olarak
tanimlanan otofaji kaynakh oldugunu anlamak zor
olabilmektedir. Otofaji, membran biyogenezi, membran
yeniden sekillenmesi ve vezikiler trafiginde icinde yer
aldigi, birgok hastalikla 6nemli rol oynayan katabolik bir
surecgtir  (15). Otofaji sirasinda molekiler kontrol
mekanizmalari apoptotik sinyal yolaklarini tetikleyerek
hiicre 6limune neden olabilirler ancak bu sureci kontrol
eden mekanizmalar ayirt etmek her zaman muimkin
olamamaktadir (16).

Son calismalar otofajinin normal embriyonik gelisim ve
doku kok hucrelerinin  duzenlenmesindeki  birgok
fonksiyonunun yani sira KKH’lerinin kdkeni, devami ve
sistemik dagiliminda da &nemli roller aldigina isaret
etmektedir. Otofajinin, birgok KKHnin yani sira
embriyonik kok hcrelerin (EKH), hematopoietik doku
basta olmak Uzere c¢odu doku kok hicresinin
dizenlenmesinde  yerini  gbsteren  birgcok  veri
toplanmaktadir (17).

Calismamizda ZA'nin meme kanseri hiicre hattindan
(MCF 7) izole edilen KKH'lerine etkisinin incelenmesi
amaclanmistir.  Meme  KKH’lerinin  apoptoz/otofaji
sureclerine  ZA'nin etkileri gen seviyesinde vyapilan
deneyler ile gdsterilmistir. Bu calismada, KKH’lerinde
apoptoz/otofaji slireglerini olusturabilecek faktorleri ve
olusum mekanizmalarini daha iyi anlamak hedeflen-
mektedir. Bu sekilde, pahali, birgok yan etkisi olan
kemoterapi ve radyoterapi gibi uzun sureli tedavilere
dirence, nilksler ve metastazlara sebep oldugu
distndlen KKH’lerinin hiicre 6lim mekanizmalarini daha
iyi anlayabilmenin gelecek tedaviye yodnelik calismalar
icin Oncu olabilecegine inaniimaktadir.

Gereg ve Yontem
Hiicre Kdiltiir

insan meme kanseri hiicre hattit MCF7, American Type
Culture Collection’dan (Manasas, VA, USA) temin
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edilmistir. Hicreler, %10 fetal bovin serumu (FBS)
(Gibco, Invitrogen Life Technologies, Paisley, UK), %1
penisilin ve streptomisin (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) iceren RPMI 1640 (Lonza, Basel, Switzerland)
klltur besiyerinde, 37°C nemli atmosfere sahip %5 CO;
varligindaki inkubatdr icinde buyatalmustur. Hicreler
yaklasik flask igcinde %80 yogunluga ulasildiginda %0.05
tripsin (Sigma-Aldrich) ve tripsini inaktive etmek igin
RPMI 1640 kullanilarak, 5dk 1000 rpm’de Eppendorf
Centrifuge 5804R ile santrifije edilerek standart pasaj
protokolleri ile pasajlanmistir. Santriflij sonrasi hiicreler
tekrar kultlr besiyeri ile sispansiyon haline getirilmistir
ve hicre kultird flasklarina konularak ayni inkibator
kosullarinda blyitilmeye devam edilmistir.

Floresan aktive hlicre segimi (FACS)

Toplamadan o6nce flask iginde hicre yogunlugunun
%80’e ulasmasi beklenmistir. Hiicre segimi icin hiicreler
enzimatik olmayan hiicre ayirma solisyonu (Sigma-
Aldrich) kullanilarak ylGzeyden ayrilmis ve santrifQj
sonrasinda Dulbecco's phosphate-buffered saline
(DPBS, Invitrogen, USA)de resiispanse edilmiglerdir.
Yaklasik olarak 5x10* hiicre akis sitometrisinde segim
icin kullanilacak olan CD44 ve CD24 antikorlar ile
(1:100 in FACS yikama ile 0.5% bovine serum albumin;
2mM NaNs and 5mM EDTA) 15 dakika, 4°C’de inkibe
edilmisgtir. MCF 7 hucreleri icin, PE-etiketli CD24 ve
FITC-etiketli CD44 monoklonal antikorlari kullaniimigtir.
inkiibasyon sonrasinda hiicreler santrifilje edilmis ve
yikanarak tekrar siispanse edilmiglerdir. Hiicreler, FACS
(FACSAria; BD Biosciences, San Jose, CA, USA)
makinesi kullanilarak CD44Y sk icpgYiksek
populasyonda olacak sekilde segilmiglerdir (18) ve
sonucunda ylizey belirteci pozitif olan hiicre grubu ve
negatif olan hiicre grubu olarak ayriimislardir. Bu
gruplarin safliklari ayirma sonrasi FACS Aria flow
sitometrisi analizi ile degerlendirimis ve %85 ve
Uzerindeki  safliga sahip  o6rnekler  deneylerde
kullanilmigtir.

ZA uygulanmasi

Hicreler, diz zeminli 6 kuyucuklu hiicre kiltiri
plakalarina, her bir kuyucukta 1x10° yogunlugunda
hiicre olacak sekilde kultir besi yeri icinde plakaya
yapismasi igin inkibatorde gece boyunca birakilmistir.
Sonrasinda hucrelere 100 yM konsantrasyonunda ZA
uygulanmis ve hicreler 72 saat boyunca 37°C nemli
atmosfere sahip 5% CO, varligindaki inktibatérde inkiibe
edilmislerdir. Kontrol grubu hucreleri, ayni inkibatér
sartlarinda ve ayni hicre yogunlugunda 6 kuyucuklu
plakalara ekilerek sadece hicre kiltiri besi yeri
uygulanarak ayni siirede inklibatorde buyuatilmuslerdir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) sekanslama

Yizey belirteci pozitif veya negatif olarak ayriimig
hicrelerin  toplam RNA’si ‘miRNeasy’ (Kit Qiagen,
Germany) kullanilarak ayrilmistir ve cDNA sentezi
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‘SuperArray Kit' (SA Biosciences, CA, C-03) kullanilarak
gerceklestiriimistir. Kok hicre spesifik gen ekspresyon
profili Roche Custom Panel 384 ile Ureticinin talimatlar

izlenerek PCR sekanslama metodu ile
gerceklestiriimistir.  Toplam  RNA, tim  serbest
sferoitlerden veya tek katmanli hicre

popllasyonlarindan izole edilmistir. Toplam RNA 1 pg
DNaz ile muamele edilmis ve cDNA ‘RT2 First Strand
Kit' ile hazirlanmigtir. cDNA kontrol ve test giftleri ‘RT2
gPCR Master Mix' sollUsyonu ile karistirilarak 41 adet
kok hucre iligkili gen ve her analiz igin kontrol house-
keeping genlerinin probunu iceren 96 kuyucuklu PCR
sekanslama plakalarina gonderilmistir. Amplifikasyon
islemi verileri (her genin Ct degerinin degisimi),
LightCycler 480 (LC 480, Roche Molecular Systems)
kullanilarak  gerceklestirilen gercek zamanli PCR
sonrasinda elde edilmis ve sistem yazilmi ile analiz
edilmistir. Segilim kriteri olarak iki kat ve lGzeri degisimler
kabul edilmistir.

[statistiksel analiz

Tdm deneyler 3 kez tekrarlanarak yuritilmastar.
istatistiksel analiz, tek yonlii varyans analizi ve ardindan
Tukey's veya Dunett's post hoc testi kullanilarak
yapiimistir. p<0.05 istatistiksel anlamli fark olarak kabul
edilmistir.

Bulgular

CD44"™ICD24""* Yiizey belirtegleri ile segilmis/
secilmemis hicre alt gruplarinin saflik ve ayrim analizi

MCF 7 insan meme kanseri hicre hatti hiicreleri CD44
ve CD24 yizey belirtegleri ile FACS yontemi ile
ayrilmiglardir. MCF 7 KKH ve non-KKH'si oranlarinin
secilmis hicreler igin 3.9 + 5.4 ve secilmemis hiicreler
icin 96.1+ 5.4 oldugu godsterilmistir. Ayirma sonrasi
analizi ile segilmis hicrelerin safliginin %85 ve Uzerinde
oldugu belirlenmistir.

RT-PCR analizi

MCF 7 KKH’lerinin ZA uygulanmis veya kontrol
gruplarinin  karsilastinimali  incelenen 41 geninde
ekspresyon degisimleri tespit edilmistir (Sekil 1). Gen
ekspresyonlarinin fold change degerleri Tablo-1'de
gOsterilmigtir. HSP90AAL1 (1. Var.), HSPA8 (2. Var.),
TGM2 ve TNF genleri icin ZA uygulanmis veya kontrol
gruplarinin  karsilastirlmasinda  anlamli  degisim
gozlemlenmistir.  ZA  tedavisi  uygulanan  grup
uygulanmayan ile karsilastinldiginda, TGM2, TNF ve
HSPA8 genleri azalmis reglle olurken HSP90AAl
geninin artmis regile oldugu goéralmustir.

Ozellikle vurgulamak gerekirse TNF ile iligkili olan NFKB,
tim vicut hicrelerinde ifade edilen AKT 1 ve apoptoz ile
iligkili olan BAX, Bcl- 2 ve Caspaz 3 diizeylerinde
guruplar arasinda anlaml fark saptanmamaistir.
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Sekil-1. MCF 7 KKH'lerindeki ZA uygulanan ve uygulanmayan gruplarin otofaji iliskili gen ekspresyonlarindaki anlamli degisimlerin gésterimi.

Tablo-1. Otofaji lligkili Genlerin Ekspresyonlarinin MCF 7 KKH'lerinin ZA Uygulanmis/Kontrol Gruplarindaki Fold Change Degerleri.

MCF7 CSCs (ZA / Control) MCF7 CSCs (ZA / Control)

ATG12
ATG16L1
ATGAacC

ATGOA
GABARAP
GABARAPL1
GABARAPL2
ULK1 (1. var.)
ULK1 (2. Var.)
RAB24

AKT1 (1. var)
AKT1 (2. var)
APP (1. Var.)
APP (2. var.)
BAX

BCL2L1
BNIP3 (1. Var.)
CASP3 (2. Vvar.)
CDKN1B (1. Var.)
CDKN1B

CDKN2A (1. Var.)

1.1007503

-1.43387

1.0687882

-1.0362397

1.0436645

-1.2335453

-1.1388941

1.8555173

1.6734324

-1.1291269

-1.4559768

1.1669518

-1.6366683

-1.1920114

-1.6356333

-1.1837041

1.4452448

1.4848363

1.9417897

-1.1503958

-1.2313057
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CDKN2A (2. Var.)
cTsB

CXCR4

DAPK1

EIF2AK3

FADD

HDAC1

NFKB1

PRKAA1

sQsTM1

TGM2

TNF

ARSA

EIF4G1

ESR1

RPS6KB1
HSPSOAA1L (1. Var.)
HSP90AAL (2. Var.)
HSPAS (1. Var.)

HSPAS8 (2. var.)

-1.359953
1.2074106
-1.2110881
1.193906
1.1665611
1.399989
1.81604
1.5805583
1.5892819
-1.0884393
-2.701134
-2.9504821
-1.0007664
-1.2615596
1.0847439
1.6679822
‘4.2494845
-1.4902918
-1.0184727

-3.5891192
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Tartisma

Diger doku kok hcreleri gibi KKH’leri de kendilerini
yenileyebilen  hdcrelerdir.  Bu  hucreler  ayrica
kemoterapdétiklere ve radyoterapiye direnglidirler ve
bulunduklar dokulardan farkli dokularda ¢ogalabilirler.
GunlUmiuzde, kanser tedavisinin zorluklarint KKH'lerin bu
Ozelliklerine baglamak yanlis degildir. Bu sebeplerle
kanserin tedavisinde, KKH'lerini hedef almak dogru
yaklagsim olacaktir. KKH’lerini 6zetlemek gerekirse;
1.Kendini yenileyebilme, 2.Farklilasma, 3.
Kemoradyoterapi ve otofaji / apoptoz gibi hicre 6lim
cesitlerine karsi direngli olmak gibi 3 temel 6zellige
sahiptirler (19). Otofaiji, tim hilicrelerde var olan; protein
sirkiilasyonu ve  organellerin  dizenlenmesi ile
homeostazi destekleyen temel bir mekanizmadir. Yeni
calismalar, otofajinin, normal embriyonik ve doku kok
hicrelerindeki bircok islevinin yani sira KKH'lerinin
kokeni, surdurilmesi ve sistemik dagihminda da énemli
bir rol oynadigini disundirmektedir. KKH’lerinin
biyofiziksel stresli ¢evre kosullarinda toleransinin
artmasini, kok hlicre ozelliklerini strdirirken kok hicre
populasyonunu arttirmasini, otofajinin nasil
saglayabildigi maalesef az sayida calisma ile
gOsterilebilmistir (17). Son zamanlarda yapilan birgok
calismada, apoptoz ile otofaji yolaginin molekiler
seviyedeki karmasik iligkileri diizenlenebilir, ayni sinyal
baglantisi ile ydnlendirilebilir ve bazi ortak proteinlerin bu
iki sistemin her biriyle olan iligkilerini dizenliyor olmalari
muhtemeldir (20). KKH'eri ile otofaji / apoptoz
arasindaki iliski agr tam olarak ortaya konmamistir.
Bizim galismamizda ZA uygulanmis ve uygulanmamis
olan  KKH’leri  arasindaki  farkhliklarin  otofajik
mekanizmalar aracilii ile olup olmadigi incelenmistir.
ZA tedavisi uygulanan grup uygulanmayan ile
karsilagtiriidiginda, TGM2, TNF ve HSPAS8 genleri
azalmis regule olurken HSP90AA1 geninin artmis regule
oldugu gozlemlenmistir.

Tumor nekroz faktori (TNF) ile iligkili apoptozu
indlikleyen ligand (TRAIL), TNF sliper ailesine aittir ve
ekstrinsik apoptoz yolunu aktive ederek apoptozu
baslatabilmektedir (21). Normal hicrelere zarar
vermeden kanser hicrelerinde apoptozu segici olarak
indikleyebilmektedir (22). Kanser hiicrelerinde otofajinin
hayatta kalma mekanizmasi olup olmadigi veya tip 2
programli htcre 6limi ile iligkili olup olmadigi halen
belirsizdir (23). Ozellikle immun sistem hiicrelerinde,
TNF reseptor ailesinden Fas’in Fas liganda (FaslL)
baglanmasi, ekstrinsik apoptotik yolagin aktiflenmesi igin
bir uyaridir. Bu baglanma, Fas'in oligomerlesmesine yol
acar ve Fas (reseptér), FADD (adaptdr) ve kaspaz 8 ile
O0lim  kompleksi tarafindan idameli kaspazlarin
aktivasyonuyla sonuglanir. Fas ayrica RIP kinaz
araciigiyla kaspazlardan bagimsiz olarak htcre
O0limine neden olabilmektedir. Fakat bu kaspaz
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bagimsiz hicre 8lumdnun molekiler mekanizmalari net
olarak bilinmemektedir. Caligmalar, kaspaz 8'in RIP
kinazi parcalaylp bu yolagi ortadan kaldirdigini
gOstermistir (24). Kaspaz 8'in bloke edilerek otofajinin
RIP kinaz ile uyarilmasi, oksidatif stres ve katalaz
degredasyonu iligkili htcre 6limine neden olmaktadir
(25). Butin bu bulgular, otofaji / apoptoz arasindaki
iligkinin, hicre o6limU veya sagd kalhmi kararini
reseptorleri araciligiyla hicre Olumani  aktifleyerek
etkiledigini gostermektedir (20). Bizim galismamizda, ZA
uygulanmamig grup ile kargilastirildiyinda gézlemlenmis
olan ZA uygulanmis gruptaki dusik TNF seviyeleri,
literatirde sunulan bilgilerin aksine apotozis inhibitorleri
(IAP) ailesi proteinleri ile iligkilendirilmektedir.

Bircok calismada, IAP ailesinin ve TNF reseptér (TNFR)
ailesinin  proteinlerinin ayni sinyal iletim yolaklarini
kullandiklari gdsterilmigtir. TNFR ailesinin tim Uyelerinin
hiicre i¢i parcalar degisiklikler gosterebiliyor olmasina
ragmen, hucre disi kisimlari benzer aminoasit sekansi
paylasmaktadir. TNFR1 ve TNFR2 bu ailenin 6nemli
temsilcilerindendir (26). Insan c-IAP1 ve c-IAP2 proteinleri
TNFR2 reseptér kompleksiyle olan baglantilariyla
kesfedilmistir (27). c-IAP2, fonksiyonel olarak TNF’nin
NFkB’yi indikleme yoluna dahildir ve apoptozisten
korunmada rol oynamaktadir. ilk olarak, TNF'nin NFkB
araciligiyla c-IPA2 ekspresyonunu indukledigi
gosterilmigtir. Daha sonra, c-IAP2'nin artmig
ekspresyonunun, TNFR1 araciligiyla TNF ile indiklenen
hiicre 6liminu baskiladigi gosterilmistir. Sonug olarak, c-
IAP2'nin TNF ile indiklenen apoptozu baskilamak igin
NFkB'nin rol aldigi sinyal yollarinda kritik bir role sahip
oldugunu sdylenebilmektedir (28).

Transglutaminaz 2 (TGM2), GTP baglanma aktivitesi,
kalsiyum badiml protein c¢aprazlanmasi, protein disuilfit
izomeraz aktivitesi, serin/treonin kinaz aktivitesi ve
inflamasyon gibi ¢ok cesitli reaksiyonlari katalizleyen hem
yapisal hem de enzimatik proteindir ve yara iyilesmesi ve
kanser gibi 6nemli olaylarda anahtar rol oynamaktadir.
Calismalar, epidermal KKH'lerinin, kanser kok hicresi
olmayan timér hdcrelerine kiyasla oldukga ylksek
miktarda TGM2 depoladigini g0Ostermektedir. Cesitli
knockdown ve inhibitér c¢alismalar ile, TGM2'nin sag
kalim, gé¢ ve EKH'nin invazyonu igin gerekli oldugu
gOsterilmistir. TGM2'nin inhibisyonu EKH'lerde apoptozu
aktive eder. TGM2'nin, ayni epidermal skuaméz kanser
hiicrelerinde arttigi gibi EKH'lerde de oldukga spesifik ve
belirgin sekilde ylkseldigi gosterildiginde, buna bagh
olarak EKH sag kaliminda rol aldigi dusunilmektedir
(29,30). Bizim galismamizda, ZA uygulanmis olan KKH'si
TGM2  ekspresyonunun  kontrol  gurubu  TGM2
ekspresyonuna gére azaldigi gdzlemlenmistir. ZA tedavisi
ile KKH’lerinde TGM2'nin azalmig olmasi ve bunun
sonucunda muhtemel olarak indiklenmis olabilecek
apoptoz, TGM2'nin KKH'lerinin sag kalmindaki kritik
yerine isaret etmektedir. Gergeklestirilebilecek olan

Ege Tip Dergisi



tedaviye yonelik calismalarda, TGM2 hedef alinmasi
terap6tik  ajan  geligtirimesinde  pozitif ~ sonuglar
alinabilinecegine isaret etmektedir.

Isi sok proteinleri (HSP) programlanmis hicre 6lim
yollarinin  gesitli yerlerinde etkilidirler. HSP70 ailesi,
proliferasyon invazyon ve metastaz gibi timorigenez
fenotipleriyle iligkilidi. Bu aile Uyelerinin  insan
kanserlerindeki anti-apoptotik etkiyi artirdigi gésterilmigtir.
HSPAS8 de surekli olarak eksprese olan bu aile lyesi bir
molekiler saperondur. HSPA8 geninin ekspresyonu,
sodyum arsenit, organoklorin, nikel, kadmiyum, &strojen
ve progesteron gibi faktorler tarafindan
dizenlenebilmektedir (31,32). HSPA8 geni, kanser
hicrelerinin buyimesi icin gereklidir ve bu hiicrelerde asiri
ifade edilmektedir. Calismalarda, HSPAS8 tiikenmesi ile
hiicre proliferasyonunda 6nemli bir azalmanin oldugu acik
deliller ile gosterilmisti. HSPAS8, siRNA transfeksiyonu
yoluyla hem erken hem de ge¢ apoptozu indiiklemekle
kalmaz, ayni zamanda S fazi ylzdesini de
arttirabilmektedir  (33). Bizim g¢alismamizda, ZA
uygulanmis olan KKH’si HSPA8 ekspresyonunun kontrol
gurubu  HSPA8  ekspresyonuna gbre  azaldigi
goézlemlenmistir. Bu azalma ile, otofaji ve apoptoz gibi
programlanmig hlcre 6lum mekanizmalarinda da anlamli
oranda azalma olabilecegi dusiiniimektedir.

insanlarda HSP90 birden ¢ok izoforma sahiptir. HSP90a,
hicresel stresle indiklenen iyi bilinen bir sitoplazmik
izoformdur (34). insan T hiicresindeki HSP90AA1
ekspresyonu, IL-2, IL-4 IL-13 gibi sitokinler tarafindan
arttinlabilmektedir (35). Lésemide, HSP90a upregliledir ve
hastalilk prognozuyla korele olmaktadir (36). Artan
Hsp90a dlzeyleri meme ve pankreas kanserinde kotu
prognozun bir godstergesidir (37). Hsp90a protein
ekspresyonundaki degisiklige ragmen, The Cancer
Genome Atlas'a goére HSP90AA1 degisikligi cogu kanser
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cesidinde gorilmemektedir (38). HSP90AA1l geninde
homozigot delesyon olustugunda timérlerde malignitenin
azaldigi disunulmektedir. Mide kanseri igin kargilastirmali
gen analizi ¢calismalarinda cerrahi sonrasi HSP90AA1
kaybi olan hastalarda daha iyi sonuglar gézlenmistir (39).
Tumor biyopsilerinde HSP90a yoklugunun daha iyi klinik
sonuglar igin bir biyobelite¢ oldugunu goésterecek
galismalar mevcuttur (40). Bizim galismamizda, ZA ile
tedavi edilen KKH'leri ve tedavi edilmemis KKH'’si kontrol
grubu HSP90AA1 gen ekspresyonlari karsilastirildiginda
tedavi grubunda HSP90AA1 gen ekspresyonunda artis
oldugu bulunmustur.

HSP90 onkogenezi destekleyen bircok protein ile
etkilesim halindedir (41). Hicre ici fonksiyonlarinin yani
sira, yara iyilesmesi ve inflamasyon gibi ekstravazasyon
veya metastaz benzeri malign hiicre davranislarina
yardimci olan surecglerde hicre disi olarak da
salinmaktadir (42). Son arastirmalar ile uyarnimis
fibroblastlardan da salinabilecegdi 6ne sirlilmektedir. Bu
nedenle, mevcut tum veriler ileri kanser hastalarinin kan
plazmasinda yliksek HSP90a seviyesini (43) ve ZA tedavi
grubundaki HSP90AA1 geninin yiksek ekspresyonunu
aciklayabilmektedir.

Analiz edilen genler, sadece otofajik vakuollerden,
membran protein hedeflemesinden, protein tasinimindan,
ubikitinasyon ve proteaz aktivitesini iceren gen gruplari ile
iliskili degil ayni zamanda saperon aracili otofaji genlerinin
olusumunda rol oynayan genler olarak da
siniflandirilabilmektedirler.

Sonug

HSP90AA1'in KKH ve TNF ile iliskisi henliz tam olarak
ortaya konamamistir. Calismamizin sonuglari, bu iki
molekilin gelecek ginlerde kanser tedavilerinin
gelistiriimesinde etkili olabilecegini gdstermektedir.
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