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OZET

Atas, M.N (2025). Bas boyun kanserinde dall1 zincirli amino asit metabolizmasinin incelenmesi
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii
Molekiiler Tip Anabilim Dali. Doktora Tezi. Istanbul.

Bas boyun kanseri, diinyada en sik goriilen yedinci kanser tiiridiir. Skuamoz hiicreli karsinoma
en yaygin goriilen histolojik tiirdiir; sigara kullanim1 ve HPV enfeksiyonu en biiyiik iki risk
faktoriidiir. Dall1 zincirli amino asitler; valin, 16sin ve izoldsin, protein sentezinin yaninda enerji
iretiminde Onemli katkilar1 bulunur. Katabolizmalarinda BCAT1 ve BCKDHA enzimleri
gorevlidir. Bu enzimlerin farkli kanser tiirlerinde, hiicre biiylimesini ve proliferasyonu
destekleyerek kanser gelisimine katkida bulundugu bilinmektedir.

Bu calismada, 81 hastadan alinan doku, kan ve idrar ornekleri analiz edilmistir. Timor
dokularindan BCAT1 ve BCKDHA enzimlerinin ekspresyonlarindaki degisimler Real-Time
PCR teknigiyle, enzimlerin serum protein seviyeleri ise ELISA teknigi ile belirlenmistir. Dalli
zincirli amino asitler ve diger amino asitlerin serumdaki varligr ve miktarlart LC-MS/MS
teknigiyle, hastalarin idrarlarindaki organik asitlerin varligi ise GC-MS teknigi kullanilarak
saptanmistir.

Bulgularimiza gore, hastalarin timor dokularinda her iki enzimin de gen ekspresyonlarinda artis
goriilmiis, ancak sadece BCKDHA ekspresyonundaki artis anlamli diizeydedir (p=0.001). Lenf
nodu metastazi olmayan hastalarda ve ileri evre tiimorlere sahip hastalarda BCAT1 ekspresyon
seviyesinin anlamli diizeyde yiikseldigi goriilmiistiir (p=0.02), (p=0.017). Aile dykiisii bulunan
hastalarda BCKDHA (p=0.005) ekspresyon seviyesi anlamli derecede yiikselirken, sigara
kullanan hastalarda ise her iki enzimin ekspresyonlarinda anlamli bir artis goriilmiistiir.
(p=0.020; p=0.026). BCAT1 ekspresyonunda artig goriilen hastalarin valin diizeylerinde anlamli
sekilde artis oldugu goriilmiistiir (p=0.012). Diger yandan, serum glutamik asit seviyesinde artis
goriiliirken, sistin seviyesinde bir azalma tespit edilmistir. Idrar 6rneklerinden organik asit varlig1
analiz edilen 13 hastanin tamaminda 3-metilkrotonik asit varlig1 saptanmaistir.

Elde ettigimiz bulgular, dall1 zincirli amino asitlerin bas boyun kanserinde potansiyel terapotik
hedefler ve klinik uygulamalarda kullanabilirligine yonelik yeni bir bakis agis1 sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Bas boyun kanseri, Dalli zincirli amino asitler, metabolizma, BCAT]I,
BCKDHA

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.
Proje No: TDK-2021-38309



ABSTRACT

Atas, M.N. (2025). Investigation of Branched Chain Amino Acid Metabolism in Head and Neck
Cancer. Istanbul University, Institute of Health Science, Aziz Sancar Institute of Experimental
Medicine Department of Molecular Medicine. Doktora Tezi. Istanbul.

Head and neck cancer is the seventh most common cancer worldwide. Squamous cell carcinoma
is the most common histological type; smoking and HPV infection are the two major risk factors.
Branched-chain amino acids, valine, leucine, and isoleucine significantly contribution to energy
production in addition to their role in protein synthesis. BCAT1 and BCKDHA enzymes are
responsible for their catabolism. These enzymes are known to contribute to tumorigenesis in
many cancer types by supporting cell growth and proliferation.

81 patients analyzed in this study with their tissue, blood and urine samples. Real-time PCR was
performed to determine changes in gene expressions of BCAT1 and BCKDHA enzymes in tumor
tissues, and ELISA was used to measure the serum protein levels of these enzymes. The presence
and quantitation of branched-chain and other amino acids in serum samples were determined
using LC-MS/MS, and the presence of organic acids in the patients’ urine samples was analyzed
using GC-MS.

According to our findings, both enzymes’ expression levels were elevated in tumor tissues, but
only the increase in BCKDHA was statistically significant. BCAT1 expression levels were found
to be significantly increased in patients without lymph node metastasis and patients with
advanced tumors. BCKDHA expression was significantly higher in patients who have family
history of cancer, and smokers exhibited a significant increase in the expression of both enzymes.
Moreover, it was observed that patients with increased BCAT1 expression had significantly
increased valine levels. An increased glutamic acid level was observed in serum, while a decrease
in cystine levels was detected. The 3-methylcrotonic acid was detected in all 13 patients whose
urine samples were analysed for organic acids.

Our findings provide a new perspective on the potential of branched-chain amino acids as
therapeutic targets and their possible clinical use in head and neck cancer.

Key Words: Head and neck cancer, Branched chain amino acids, metabolism, BCAT]I,
BCKDHA

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No. TDK-
2021-38309



1. GIRIS VE AMAC

Bas boyun kanseri, larinks, agiz boslugu, farinks, tiikiiriik bezleri, nazal ve
paranazal siniisler gibi bas ve boyun bolgesinin farkli dokularindan kdken alan karmagik
yapida bir kanser tiiriidiir. Histolojik olarak en yaygin goriilen tiirii tlim vakalarin yaklasik
%90’inda goriilen skuamoz hiicreli karsinomadir (1). Sigara kullanimi ve HPV
enfeksiyonu bas boyun kanserinin iki onemli risk faktoriidiir. Dogrudan maruziyet
sebebiyle her iki risk faktorii de bir takim genetik mutasyonlar sonucu bas boyun
bolgesindeki mukozal dokularin kanserlesmesine yol agar (2). Hastalik ¢ogunlukla
tiimoriin koken aldig1 bolgeye gore degismekle birlikte ileri evrede teshis edilir. Bu
durum erken evrede teshiste daha yiiksek olan sagkalim oranin1 %40°lara diistirmektedir.

Tiimorlerin heterojenligi sebebiyle de, standart tedaviler ¢ogunlukla yetersiz kalmaktadir
A3).

Dalli zincirli amino asitler; valin, 16sin ve izolosin viicutta sentezlenemeyen,
diyetle alimin zorunlu oldugu esansiyel amino asitlerdir. Yagamin devamliligi icin gerekli
olan fizyolojik rollerinin yani sira, kanser hiicreleri gibi yliksek replikatif aktivite gosteren
hiicrelerde dall1 zincirli amino asitler, katabolizmalari1 sonucu kanser hiicreleri i¢in 6nemli
bir yakit olan glutamat iiretimi, niikleotid sentezi i¢in gerekli olan azotun elde edilmesi
ve daha ileri yikim iiriinlerinin TCA dongiisiine katilmasi ile enerji tiretimine katkida
bulunmak gibi énemli rolleri bulunur (4). Dalli zincirli amino asitlerin katabolizmasinda
gorevli baglica iki enzim bulunur: BCAT1 enzimi, dalli zincirli amino asitlerdeki azotu
yapidan ayirarak glutamat ve her bir amino asitten birer keto asit olusturur, BCKDHA
enzimi ise keto asitlerden geri doniislimsiiz bir reaksiyon ile enerji tiretimine katilabilecek
metabolik prekiirsorler tiretiminde gorevlidir (5). Farkli kanser tiirlerinde yapilan giincel
caligmalar, her iki enzimin de kanserin farkli evrelerinde yiiksek ekspresyon gosterdigi,

dolasimdaki artmig seviyelerinin biyobelirte¢ 6zelligi tasidigini ortaya koymustur (6).

Bu sebeple son yillarda, dalli zincirli amino asitlerin kanserdeki rollerinin
belirlenmesine yonelik yapilan ¢aligsmalar, bu amino asitlerin katabolizmalarinin hiicresel
metabolizmay1 ne 6l¢iide etkiledigi ve tiimor gelisimini ne sekilde destekledigi iizerine
odaklanmistir. Boylece, dall1 zincirli amino asitlerin hiicre biiylimesi ve proliferasyona

etkisi daha iyi anlasilacak ve tedavi hedefi olabilme potansiyeli aydinlatilacaktir.



Calismamizda, bas boyun kanserinde dalli =zincirli amino asitlerin
katabolizmalarinda gorevli BCAT1 ve BCKDHA enzimlerinin aktiviteleri timor
dokularindaki gen ekspresyonu ve serum protein diizeyinde belirlenmistir. Buna ek
olarak, dall1 zincirli amino asit seviyelerinin dolagimdaki seviyelerinin degisimi ve bu
degisimlerin hastalarin klinik seyrine olan etkileri analiz edilmistir. Bu dogrultuda
calisgmamizin amaci, dalli zincirli amino asit metabolizmasinin bas boyun kanseri
tedavisinde potansiyel bir biyomarker olarak kullanimini degerlendirerek, klinik

aragtirmalara ve tedavi stratejilerine yeni perspektifler sunmay1 hedeflemektedir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Bas Boyun Kanseri

Bas boyun kanserleri, agiz boslugu, dudak, tiikiiriik bezleri, larinks, orofarinks,
hipofariks ve nazofarinks gibi bag ve boyun bolgelerindeki dokulardan koken alan bir
grup maligniteyi igerir (7). Bu kanserler farkli yapilarda bulunsalar da mukozal epitelden
koken alan skuamoz hiicreli karsinoma en yaygin goriilen histolojik yapidir (8).
Cogunlukla iist solunum yollarindaki ayni tip hiicrelerden kdken almalarina ragmen bas
boyun kanserleri farkli anatomik yapilar1 igeren ve tiimdrijenezi yonlendiren farkli

molekiiler mekanizmalara sahip oldukca heterojen bir kanser tiirtidiir (9).

Bas boyun kanseri hastalarinda goriilen spesifik belirtiler ses kisikligi, agiz
boslugunda tilser benzeri yaralar, agiz ve orofarinks bolgesinde agr1 ve boyun bolgesinde
kitle seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Bas boyun kanserleri i¢in etkili tarama stratejileri
bulunmamasi nedeniyle bu hastalara muayene sirasinda tesadiifen cogunlukla ileri evrede
teshis konulur. Erken evrede teshiste 5-yillik genel sagkalim orani %70-90 iken, ileri

evredeki hastalarda bu oran %40’lara gerilemektedir (1).

Tedavi segeneklerini genel olarak, evre, tiimdriin yerlesim bolgesi, histolojik yapi,
viral enfeksiyon varligt ve tiimoriin sahip oldugu molekiiler mekanizmalar
belirlemektedir. Ornegin, agiz boslugunda bulunan tiimorlerine genelikle cerrahi
miidahale sonras1 evreye bagli olarak radyasyon veya kemoterapi ile birlikte radyasyon
uygulanirken, farinks ve larinks tiimdrleri kemoterapi ve radyasyon ile tedavi edilir (10).
Bas boyun kanserlerinin karmasik yapisindan 6tiirii sahip oldugu heterojenite sebebiyle,

tedavi segeneklerinin belirlenmesinde multidisipliner yaklagimlar gereklidir (11).

2.1.1. Bas Boyun Kanseri Tiirleri

Bas boyun kanserleri baslica larinks, agiz boslugu, orofarinks ve nazofarinks ve
hipofarinks kisimlarindan olusan farinks bolgelerindeki mukozal ylizeylerin epitel
hiicrelerinden koken alan karsinomlari igerir (Sekil 2.1). Daha nadir olarak bu kanserler
tikiirtik bezleri, siniisler ve nazal boslukta da ortaya ¢ikabilir. Histolojik olarak yaklasik
%90 oraninda epitel kokenli skuamoz hiicreli karsinoma goriiliirken geriye kalan
vakalarda adenokarsinomlar, sarkomalar ve lenfomalar seklinde histolojik yapilar goriiliir

(12).
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Sekil 2.1: Bas boyun kanserlerinin koken aldig1 anatomik yapilar ve skuamoz hiicreli
karsinomun histolojik yapis1 (12)

2.1.1.1. Larinks

Larinks, konusma, yutma ve bu islevler sirasinda hava yolunun korunmasi gibi
temel fonksiyonlar1 gergeklestiren “ses kutusu” olarak adlandirilan yapidir. Yapisal
olarak tiroid, aritenoid ve krikoid olmak iizere ii¢ kikirdaktan olusur. Tiroid, larinksin
birincil kikirdagidir, onde krikoid kikirdagin iistiinde yer alir ve krikotiroid eklemi
olusturur. Aritenoid kikirdak, tiroid kikirdagin arkasinda, krikoid kikirdak ile birlikte
krikoaritenoid kikirdag: olusturur (13). Larinks, epiglottisten ses tellerine kadar uzanan
iist kisim supraglottis; ses tellerinin bulundugu orta kisim olan glottis ve ses telleri ile
nefes borusu arasindaki larinksin alt kismi olan subglottis olmak {izere ii¢ bdliimden
olusur (14). Larinksin her bir boliimiinden koken alan kanserler klinik tablo, yayilim,
prognoz ve tedavi acgisindan farklilik gosterirler. Erken evre hastalik genellikle
supraglottis ve glottiste meydana geldiginde monoterapi ile tedavi edilme olasilig1 ¢ok

yiiksekken, subglottiste prognoz zayiftir. Ileri evre hastalikta ise tiim bolgeler kotii



prognoz gosterir ve ¢oklu tedavi gerektirirken, glottis tlimorleri nispeten iyi bir prognoza

sahiptir (15).

2.1.1.2. Agiz Boslugu

Ag1z boslugu; dudaklar, dilin 6n kismi, agiz tabani, sert damak ve yanak
mukozasindan olusan, bas ve boyun kanserlerinin siklikla goriildiigii bir bolgedir (16).
Hastalarin agiz boslugunda olusan kitleleri kendilerinin farketmesi, konugma ve yutma
zorlugu gibi semptomlar gosterdiginden agiz boslugundaki kanserler genellikle erken
evrede teshis edilir (10). Cerrahi miidahale ag1z boslugu bolgesindeki tiimdrlerin tedavisi
icin birinci segenektir. Cerrahi sonrasi, tiimor patolojisine gore radyoterapi ve

kemoterapiler de tedavilere eklenebilmektedir (17).

2.1.1.3. Farinks

Farinks, bogazin arkasindan yemek borusuna kadar uzanan yaklasik 6 inglik bir
boliimdir. 3 kisimdan olusur: nazofarinks, farinksin tist kismidir, burnun arkasinda
yumusak damagin {ist kisminda bulunur; orofarinks, farinksin orta kismidir, dil taban,
yumusak damak ve bademcikleri igerir ; hipofarinks ise farinksin alt kismidir, Larinksin
arkasindan yemek borusuna kadar uzanan boliimdiir (14). Farinks tiimorleri lokal
invazyon ve lenfatik yayilma ile karakterizedir, hastalarin cogunda teshiste lenf tutulumu
goriiliir. Erken evrede hastalar genellikle radyoterapi veya konservatif cerrahi sonrasi
radyoterapi ile tedavi edilir. Ileri evrede ise cerrahiye elverisli tiimorlere postoperatif
kemoradyasyon uygulanirken, ileri derecede morbiditeye yol agabileceginden cerrahi
miidahaleye uygun olmayan tiimorler ise tek basina radyoterapi veya kemoterapi ile

birlikte radyoterapi ile tedavi edilir (18).

2.1.1.4. Tiikiiriik Bezleri

Tiikiiriik bezleri igeriginde sindirim enzimleri ve antikorlar bulunduran tikiiriik
salgisinin iiretildigi bezlerdir. Ug ana tiikiiriik bezi bulunur: Parotid bezler, en biiyiik
tiktirtik bezleridir, kulagin 6ntinde ve arkasinda bulunur; sublingual bezler dilin altinda
bulunur ve submandibular bezler ise ¢ene kemiginin altinda bulunur. Tikiirik
bezlerinden koken alan tiimoérlerinin ¢ogu iyi huyludur. Kétii huylu tiikiiriik bezlerinin

tedavisi genellikle cerrahiyi takiben radyoterapi seklindedir (19).
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2.1.1.5. Nazal Bosluk ve Paranazal Siniisler

Nazal bosluk, burun igerisinde bulunan oyuk seklindeki yapidir. Paranazal
siniisler ise burun ¢evresindeki bas kemiklerinin arasindaki kii¢iik bosluklardir. Paranazal
siniisler onlar1 ¢evreleyen kemiklerin isimleri ile anilir: maksiller siniisler burnun her iki
tarafindaki elmacik kemiklerinin arasindadir; frontal siniisler, burnun iist kisminda alt
alindadir; etmoid siniisler iist burnun yaninda, gozlerin arasindadir; sfenoid siniisler ise
burnun arkasinda, kafatasinin ortasinda bulunur. Bu boélgelerden koken alan tiimorler
histolojik olarak cesitlilik gdsterebilirler ve kafatasi bosluguna yakin olmalar1 sebebiyle
tedavi secenegini belirlemek zordur. En yaygin tedavi yaklasimi cerrahi rezeksiyon

sonrasi radyoterapi uygulamasidir (20).

2.1.2. Epidemiyoloji

Bas ve boyun kanserleri tiim diinya genelinde goriilme siklig1 agisindan yedinci
siradadir (21). 2022 y1li kanser istatistik verilerine gore bas ve boyun kanserlerinin
goriildiigii anatomik bolgelerde (agiz boslugu, tiikiiriik bezleri, orofarinks, nazofarinks,
hipofarinks ve larinks) toplamda 946.456 vaka goriilmiis ve bunlarin 482.001°1 6liimle
sonuclanmistir (22). Bas ve boyun kanserlerinin goriilme sikliginin her yas ve cinsiyete

gore dagilimi Sekil 2.2°de gdsterilmistir.

Diinya Genelinde Yasa Gére Standardize Edilmis Oran (ASR) (Her 100.000 kiside), Her iki Cinsiyet icin Insidans, 2022
Dudak, agiz boslugu, tikiirik bezleri, orofarinks, nazofarinks, hipofarinks ve 6zofagus kanserleri
= 2

ASR (World) per 100 000

I 12.5-35.7

I 9.5-12.5

I 6.2-95
4.2-62
0.1-42

Sekil 2.2: Diinya Saghk Orgiitii’niin bas ve boyun kanseri tiirlerini iceren her

yastan ve cinsiyetten genel dagilim haritasi (23)



Bas boyun kanserinde goriilme sikligi ve 6liim oranlar1 cografi bolgeye ve
demografik o6zelliklere gore degisiklik gosterir. Erkeklerde kadinlara gore iki kat daha
fazla goriiliir ve 50 yas tlizeri yetiskinlerde daha yaygindir. Glineydogu Asya’da ozellikle
Hindistan’da, Orta ve Dogu Avrupa ve Giiney Amerika’da HPV enfeksiyonunu

yayginlagmasi ve tiitlin iiriinleri kullanim1 nedeniyle goriilme siklig1 oldukea yiiksektir

(.

2.1.3. Risk Faktorleri

Bas boyun kanserleri goriilme sikligin giderek artmasinda bireylerin yagsam tarzi,
beslenme aligkanliklari, ¢evresel faktorler ve viral enfeksiyonlar gibi unsurlar etkili
olmaktadir. Sigara kullanimu, alkol tiiketimi, Insan Papilloma Viriis (Human Papilloma
Virus: HPV) enfeksiyonu, Areka cevizi kullanimi ve Epstein-Barr Virlis (EBV)
enfeksiyonu bas boyun kanserlerinin olusumuna katkida bulunan risk faktorleri

arasindadir (7).

2.1.3.1. Sigara Kullanim

Sigara kullanimi bas boyun kanserlerinin olusumu ile iligkili en biiyiik risk
faktorlerinden biridir. Sigara icen bireylerde bas boyun kanseri riski sigara igmeyen
bireylere gore 10 kat daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Dogrudan maruziyet sebebiyle
ozellikle agiz boslugu, nazofarinks, orofarinks, hipofarinks ve larinks bolgelerinden
koken alan tiimorlerin olusumunda etkilidir (24). Sigara ve benzeri diger tiitliin
uriinlerindeki yiiksek sicaklikta yanma sirasinda ortaya cikan polisiklik aromatik
hidrokarbonlar, nitrozaminler, aromatik aminler ve aldehitler gibi kanserojen bilesenler,
DNA ile kolayca reaksiyona girerek DNA replikasyonunda yanlis kodlamaya neden
olabilir ve bu nedenle kalict mutasyonlara ve sonunda kansere yol agan adiiktler
(eklentiler) olustururlar (25). Sigara kullanimi1 kanser olusumuna yol acabildigi gibi ayni
zamanda tedavi gidisatini da etkilemektedir. Son yillarda yapilan bir caligmada bas boyun
kanseri tanis1 almis 89 hastadan 40’ 1nin tedaviden 24 ay sonra sigara igmeye devam ettigi
(26) ve diger bir calismada ise sigara igmeye devam eden hastalarin sigaray1 birakan
hastalara kiyasla radyasyon tedavisine daha diisiik yanit oranlari, tedaviden sonra daha
yiiksek gastrostomi tiipii bagimlilig1 oranlari, daha ytiksek niiksetme oranlari ve diigiik

genel sag kalim oranina sahip oldugu bildirilmistir (27).



2.1.3.2. Alkol Tiiketimi

Alkol tiiketimi bas boyun kanserleri i¢in major risk faktorlerinden biridir. Sigara
kullanimz ile birlikte diinya ¢apindaki bas boyun kanseri vakalarin yaklagik iicte birinden
sorumludur (28). Gilinliik kullanim miktari, igme siklig1 ve alkol tiiketimine baslama
yasina bagli maruziyet siiresinin dogrudan bas boyun kanseri riskini etkiledigi ortaya
koyulmustur (29). Baz1 calismalar, alkoliin tiimdr promotorii olarak rol oynadigint ve
sigara dumani ve diger kanserojenlere karsi mukozay1 duyarl hale getirerek karsinojenezi
destekledigini bildirmistir (30). Bununla birlikte, sigara kullanimina benzer sekilde, alkol
katabolizmasinin bir iirlinii olan asetaldehitin DNA replikasyonunu ve onarimini bozup
proteinlere baglanarak yapisal ve iglevsel degisikliklere sebep oldugu belirlenmistir. Bu
nedenle sigara kullanim1 ve alkol tiiketimi sinerjistik olarak bas boyun kanseri riskini

arttirabilmektedir (31).

2.1.3.3. HPV Enfeksiyonu

Sigara kullanim1 ve alkol tiikketimi bas boyun kanserleri i¢in hala iki biiyiik risk
faktorlii olmasma ragmen HPV enfeksiyonunun goriilme sikligindaki artis ile birlikte
ozellikle agiz boslugu, orofarinks ve larinks bolgelerinden kdken alan maligniteler i¢in

onemli bir risk faktorii haline gelmistir (32).

HPV viriisii yaklagik 8000 baz ciftine sahip ¢ift zincirli bir DNA viriisiidiir.
200°den fazla tiirti tanimlanmuistir ve bazi tiirler (16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 66, 68 ve 70) mukozal yiiksek riskli HPV (High-risk HPV; HR-HPV) olarak
degerlendirilir. Iyi huylu genital sigillerde ve diger kotii huylu tiimérlerde bulunan
mukozal HPV'ler genellikle diisiik riskli HPV (6, 11, 42, 43 ve 44) tiirleridir. Mukozal
HR-HPV tiirleri arasinda HPV16, diinya ¢apindaki tiim serviks kanserlerinin yaklasik
%50'sinde bulunan en onkojenik tiirdiir. Ayn1 zamanda viral enfeksiyon kaynakli bas
boyun kanseri vakalarinin yaklasik %90’inda goriilmektedir (33,34). HPV, bas boyun
bolgesindeki epitel dokunun bazal hiicrelerin niikleuslarina tutunarak enfekte eder. Bazal
hiicreler boliindiikge HPV DNA’s1 da ¢ogalarak yiiksek kopya sayilarina ulasir (35). Bas
boyun kanserlerinde siklikla rastlanan tiir olan HPV16 genomu yapisal olmayan erken
genler (E1, E2, E4, ES, E6 ve E7) ve yapisal olan gec genlerin (L1 ve L2) proteinlerini
kodlar. L1 ve L2 viral tutulum, E1, E2 ve E4 viral replikasyon i¢in gerekli iken ES, E6
ve E7 onkojenik rol oynarlar (36). E6 onkoproteini, hiicrede bir ubikitin protein ligaz olan

E6AP ile p53’e baglanarak proteozom aracili par¢calanmasina neden olur. Diger yandan



E7 onkoproteini ise Rb (retinoblastoma) proteinine baglanarak transkripsiyon faktorii
olan E2F’den ayrilmasini saglar. Boylece hiicrenin durgun GO fazindan replikatif S fazina

gecisine neden olur (37) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 Normal hiicrede ve HPV ile enfekte olmus hiicrede E6 ve E7 onkoproteinlerinin
rolii (37)

2.1.3.4. Diger Risk Faktorleri

Bas boyun kanserlerine neden olan diger risk faktorleri arasinda Epstein Bar
viriisli enfeksiyonu ve areka cevizi kullanimi gibi bolgesel olarak goriilen faktorler de
etkilidir. Dogu Asya popiilasyonlarinda daha sik goriilen bir herpes viriisii olan Epstein
Bar viriisii enfeksiyonu daha ¢ok nazofarinksten koken alan kanserlerle iligkilidir (38).
Diger yandan Asya, Pasifik ve Dogu Afrika bolgelerinde Areka palmiyesinin meyvesi
olan areka cevizinin ¢ignemek amaciyla kullanimi 6zellikle agiz ve orofarinks bolgesinde

kanser riskini arttirmaktadir (39).

2.1.4. Bas Boyun Kanserinde Evreleme

Bas boyun kanserlerinin evrelemesinde American Joint Committie on Cancer
(AJCC) ve Union for International Cancer Control (UICC) tarafindan tanimlanan TNM
(Tumor Node Metastasis) sistemi kullanilmaktadir. Bu sistemin amac1 bas boyun kanseri
gibi karmagik tlimorler igceren kanser tiirlerini tanimlama ve tedavi planina yardimci
olacak sekilde katerogorize etmektir. TNM siniflandirma sisteminde T, birincil tiimoriin
boyutunu ve genisligini belirtir. N, kanserin yakinlarindaki lenf noduna yayilip
yayilmadigin1 ve lenf nodundaki tiimiiriin biiylikliglinii ifade eder. M, kanserin uzak

bolgelere metaztazi olup olmadigini belirtir (40). Bas boyun kanserlerinde bu evreleme



sistemi, agiz boslugu, farinks, larinks, nazal bosluk ve paranazal siniisler olmak iizere
anatomik bolgelere gore siniflandirilmistir. Siniflandirma Tablo 2.1, Tablo 2.2, Tablo 2.3,
Tablo 2.4 , Tablo 2.5 ve Tablo 2.6’da gosterilmistir (41-43)

Tablo 2.1: Agi1z boslugu kanserleri i¢in primer tiimor tanim

TX Primer tiimor degerlendirilemiyor.
Tis Karsinoma in situ
T1 Maksimum boyutu 2cm veya daha az ve invazyon derinligi Smm’den daha

az olan timorler

T2 Maksimum boyutu 2 cm veya daha az ve invazyon derinligi 5 mm'den fazla
ancak 10 mm'den az olan tiimdr veya maksimum boyutu 2 cm'den fazla
ancak 4 cm'den az ve invazyon derinligi 10 mm'den fazla olmayan timor.

T3 Maksimum boyutu 4 cm'den biiylik veya invazyon derinligi 10 mm'den fazla
olan tiimor
T4a Timdr yalnizca bitisik yapilar istila eder (mandibula veya maksillanin

kortikal kemiginden geger veya maksiller siniisii veya yliz derisini igerir)

T4b Timdr ¢igneme boslugunu, pterigoid plakalarmi veya kafa tabanim istila
eder ve/veya internal karotid arteri sarar

Tablo 2.2 Nazofarinks kanserleri icin primer tiimor tanimi

TX Primer tiimor degerlendirilemiyor

TO Tlimdr tammlanmadi, ancak EBV+ servikal diigtim(ler) tutulum

Tis Karsinoma in situ

T1 Nazofarenksle sinirhi tiimor veya orofarenks ve/veya parafaringeal tutulum

olmaksizin nazal bosluga yayilim

T2 Parafaringeal bosluga yayilim gosteren tiimor ve/veya komsu yumusak doku
tutulumu (medial pterigoid, lateral pterigoid, prevertebral kaslar)

T3 Kafatasi tabanindaki kemik yapilarin, servikal omurlarin, pterigoid yapilarin
ve/veya paranazal siniislerin infiltrasyonu olan tiimor

T4 Kranial i¢i uzanim gosteren tiimdr, kranial sinirlerin,hipofarenksin,
orbitanin, parotis bezinin ve/veya lateral pterigoid kasinin lateral yiizeyinin
Otesinde yaygin yumusak doku infiltrasyonu




Tablo 2.3: Orofarinks kanserleri icin primer tiimor tanimi

TX

TO0

Tis

T1

T2

T3

T4a

T4b

Primer tiimor degerlendirilemiyor

Primer tiimor kanit1 yok

Karsinoma in situ

Maksimum boyutu 2cm veya daha az olan tiimor

Maksimum boyutu 4 cm'den biiyiik veya epiglotisin lingual yiizeyine uzanan
tiimor.

Maksimum boyutu 4 cm'den biiyiik veya epiglotisin lingual yiizeyine uzanan
tiimor.

Timdr girtlak, dilin derin/ekstrinsik kasi, medial pterigoid, sert damak veya
mandibulay1 invaze eder

Tlimdr lateral pterigoid kasi, pterigoid plakalari, lateral nazofarenks ve kafa
tabanini invaze eder veya karotid arteri sarar.

Tablo 2.4: Larinks kanserlerinin primer tiimor tanimi

TX

Tis

T1

T2

T3

T4

T1

T2

Primer tiimor degerlendirilemiyor.
Karsinoma in situ
SUPRAGLOTTIS
Tiimor subglottisle sinirlidir
Tiimor normal veya bozulmus hareketlilikle ses tellerine yayilmis

Timor ses teli fiksasyonu ve/veya paraglottik boslugu ve/veya tiroid
kikirdaginin i¢ korteksini istila ederek larinksle sinirl

T4a; Orta derecede ilerlemis lokal hastalik. Timor krikoid veya tiroid
kikirdagini istila etmis ve/veya larinks 6tesindeki dokulari istila etmis

T4b: Cok ileri lokal hastalik. Tiimdr prevertebral boslugu istila etmis, karotid
arteri sarmis veya mediastinal yapilar istila etmis

GLOTTIS

Tiimor ses telleriyle sinirlidir (6n veya arka komissiirii igerebilir) ve normal
hareketlilige sahiptir

Tiimor supraglottise ve/veya subglottise uzanir ve/veya ses teli hareketliligi
bozulmustur




T3

T4

T1

T2

T3

T4

Timdr larinksle smirhidir, ses teli fiksasyonu vardir ve/veya paraglottik
bosluga ve/veya tiroid kikirdaginin i¢ korteksine invazyon vardir

T4a; Orta derecede ilerlemis lokal hastalik. Timor krikoid veya tiroid
kikirdagini istila etmis ve/veya larinks 6tesindeki dokulari istila etmis
T4b: Cok ileri lokal hastalik. Tiimdr prevertebral boslugu istila etmis, karotid
arteri sarmis veya mediastinal yapilar istila etmis

SUBGLOTTIS
Tiimor subglottisle sinirlidir

Tiimor normal veya bozulmus hareketlilikle ses tellerine kadar uzanir

Timor ses teli fiksasyonu ve/veya paraglotik boslugun ve/veya tiroid
kikirdaginin i¢ korteksinin invazyonu ile larenksle sinirlidir

T4a; Orta derecede ilerlemis lokal hastalik. Timor krikoid veya tiroid
kikirdagini istila etmis ve/veya larinks 6tesindeki dokular istila etmis

T4b: Cok ileri lokal hastalik. Tiimdr prevertebral boslugu istila etmis, karotid
arteri sarmis veya mediastinal yapilar istila etmis

Tablo 2.5: Nazal bosluk ve paranazal siniis kanserleri icin primer tiimor tanimi

TX

Tis

T1

T2

T3

T4

Primer tiimor degerlendirilemiyor
Karsinoma in situ
MAKSILLAR SiNUSLER

Kemik erozyonu veya yikimi olmaksizin maksiller siniis mukozastyla smirlt
tiimor.

Sert damak ve/veya orta burun deligine kadar uzanan kemik erozyonuna veya
yikimima neden olan tiimdr, maksiller siniisiin arka duvarina ve pterigoid
plakalara uzanan timdr harig.

Tlimdr maksiller siniisiin arka duvarimin kemigi, deri alt1 dokular, yoriingenin
taban1 veya medial duvari, pterigoid fossa, etmoid sintislerl istila eder.

T4a; Orta derecede ilerlemis lokal hastalik. Tiimor 6n yoriinge igerigini, yanak
derisini, pterigoid plakalari, infratemporal fossa, kribriform plakayi, sfenoid
veya frontal siniisleri istila eder.

T4b; Cok ileri lokal hastalik. Tiimor orbital apeks, dura, beyin, orta kranial
fossa, trigeminal sinirin maksiller dali digindaki kranial sinirler, nazofarenks
veya klivusu istila eder.

NAZAL BOSLUK VE ETMOID SiNUSLER




T1

T2

T3

T4

Tiimoér kemik invazyonu olsun veya olmasin herhangi bir alt bolgeyle
sinirhidir.

Kemik invazyonu olsun veya olmasin tiimoriin tek bir bolgede iki alt bolgeyi
istila etmesi veya nazoetmoidal kompleks i¢inde bitigik bir bolgeyi de icerecek
sekilde genislemesi.

Tiimdr orbita medial duvarin1 veya tabanini, maksiller siniisii, damag1 veya
elek plakasina invaze olacak sekilde genisler.

T4a; Orta derecede ilerlemis lokal hastalik. Tiimor 6n orbital igerikler, burun
veya yanak derisi, 6n kranial fossaya minimal uzamm, pterigoid plakalar,
sfenoid veya frontal siniisleri istila eder.

T4b; Cok ileri lokal hastalik. Tiimor orbital apeks, dura, beyin, orta kranial
fossa, V2 digindaki kranial sinirler, nazofarenks veya klivusu istila eder.

Tablo 2.6: Bas boyun kanserlerinde bolgesel lenf nodlarimin klinik degerlendirmesi

NX

NO

N1

N2

N3

Bolgesel lenf diigiimleri degerlendirilemiyor
Bolgesel lenf diigiimii metaztaz1 yok

Maksimum boyutu 3 cm veya daha az ve ekstranodal uzanti olmadan tek bir
ipsilateral lenf diiglimiinde metastaz.

N2a; Maksimum boyutu 3 cm'den fazla ancak 6 cm'den az olan ve
ekstranodal uzant1 olmadan tek bir ipsilateral lenf diiglimiinde metastaz.

N2b; Maksimum boyutu 6 cm'den fazla olmayan ve ekstranodal uzanti
olmadan birden fazla ipsilateral lenf diiglimiinde metastaz.

N2c; Maksimum boyutu 6 cm'den fazla ve ekstranodal uzanti olmadan iki
tarafli veya kontralateral lenf diiglimlerinde metastaz.
N3a; Lenf nodunda metastaz, maksimal boyutu 6 cm'den biyik ve

ekstranodal uzantisiz.

N3b; Klinik ekstranodal uzantili tek veya birden fazla lenf nodunda metastaz
ekstranodal uzanti

Tablo 2.7: Bas boyun kanserlerinde evreleme

Evrel

Evre 11

T1, NO, MO

T2, NO, MO,




Evre 111 T3, NO, MO
Evre IVA T4a, NO/N1, MO T1/T2/T3/T4a N2 MO
Evre IVB Herhangi T, N3, M0 T4b, Herhangi N, M0

Evre IVC Herhangi T, Herhangi N, M1

2.2. Kanser ve Metabolizma Iliskisi

Kanser, temel olarak bir takim somatik mutasyonlar sonucu onkogenlerin
aktivasyonu ve tiimor baskilayict genlerin inaktivasyonu ile hiicrelerin sonsuz
proliferasyon yetenegi kazandigi olduk¢a karmasik bir hastaliktir. Sinirsiz replikasyon
potansiyeli, hiicre Oliimiinden kaginma, biiylime baskilayic1 sinyallere duyarsizlik,
anjiyogenez, invazyon ve metastazin aktivasyonu gibi 6zellikler bu karmasik hastaligin
karakteristik bilesenleridir (44). Kanser olusumuna neden olan bilesenler ¢ogunlukla
genetik acidan degerlendirilse de, kanser hiicreleri siirekli biiylime ve boliinmenin
siirdiirebilmek icin hipoksik tiimor mikrogevresi, yiiksek oksidatif stres ve sinirli besin
kaynaklar1 gibi zorluklarin iistesinden gelmek i¢in hiicresel metabolizmalarini yeniden

sekillendirmeleri gerekir (45).

Farklilasmamis normal bir hiicrede, alinan makromolekiiller oncelikli olarak
enerji iiretiminde kullanilir. Besinlerin yapisindaki karbon atomlarmin oksidasyonu ile
elde edilen elektronlar, NAD" ve FAD ad1 verilen iki elektron tasiyicisina aktarilarak
sirastyla, NADH ve FADH, iiretilir. Daha sonra bu tasiyicilar ile elektronlar mitokondride
elektron transport zinciri (ETZ) araciligiyla molekiiler oksijene aktarilir ve aktarim
sirasinda elektronlarin siirekli gegisi ile ATP iiretilmesi saglanir. Bu siire¢ oksidatif
fosforilasyon ile ATP iiretimi olarak adlandirilir. Kanser hiicreleri ise, bulunduklar
ortamdan besin maddelerinin alimini arttirmanin yani sira, bilylime ve ¢ogalma icin
biyokiitle artisi, yapitaglarinin biyosentezi ve enerji liretimi i¢in gerekli olan anabolik
yollar1 tercih ederler. Bu nedenle, glikoz, yag asitleri ve amino asitler gibi
makromolekiillerinin metabolizma siireglerini normal hiicrelerden farkli bir sekilde

uygularlar (46,47).



Glikoz, hiicreler tarafindan enerji tretiminde kullanilan baslica karbon
kaynagidir. Hiicre i¢ine alinan glikoz ilk olarak glikoliz ile piriivata doniistiiriiliir daha
sonra piriivat, mitokondride trikarboksilik asit (TCA) dongiisiine girerek oksidatif
fosforilasyon ile yiiksek oranda ATP firetimi icin oksitlenir. Ancak kanser hiicreleri,
ortamda yeterli miktarda oksijen bulunsa bile TCA dongiisiinde oksitlemek yerine
piriivatin ¢gogunu laktata doniistiirmeyi tercih eder. Bu durum “Warburg Etkisi” olarak
adlandirilir. 1927 yilinda Otto Warburg ve arkadaglari, normal hiicrelerden farkli olarak
kanser hiicrelerinde oksidatif fosforilasyon sisteminin mitokondrilerde hasar gordiigiinii
bildirmislerdir (48). Ancak sonraki yillarda yapilan caligmalar, kanser hiicrelerinde
oksidatif fosforilasyonun tamamen hasar gormedigini ve bu hiicrelerin oksidatif
fosforilasyon yoluyla da ATP iiretebildigini, hiicrelerin fazla miktarda aldig1 glikozun ise
aerobik glikoliz yoluyla fazla miktarda piriivat doniistiiriiliip, bu piriivatin laktata
doniistiiglinii gostermistir (49). Mitokondriyal oksidatif fosforilasyon ile bir molekiil
glikozun oksidasyonundan 36 mol ATP {iretilirken aerobik glikoliz ile sadece 2 mol ATP
iiretilir. Glikoliz ve pirlivatin laktata doniisiim siirecinin oksidatif fosforilasyondan daha
hizl1 olmasi1 nedeniyle, kanser hiicreleri daha az verimsiz olan bu yolu tercih ederler. Bu
durumda kanser hiicreleri, normal hiicrelere gore daha fazla glikoz alimina ihtiyag
duyarlar (50). (Sekil 2.4) Diger yandan artmis glikoliz hizi, ¢esitli yapitaglarinin sentezi
icin gerekli olan substratlarin, fazla miktarda iiretilen glikoliz ara iirlinlerinden
kargilanmasini saglar. Bununla birlikte artan laktat tiretimi, asidik bir timdr mikrogevresi
olusturarak ekstraselliiler matriksin (ECM) yeniden sekillenmesini, anjiyogenezi ve

tiimor invazyonunu artirir (51).
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Sekil 2.4 Normal hiicrelerde ve kanser hiicrelerinde glikoz metabolizmasi (50)

Kanser hiicrelerinin metabolizmalarin1 yeniden diizenlemeleri sadece Warburg
etkisi ile sinirli degildir. Glikoz metabolizmasindaki diizenlenmenin yani sira, kanser
hiicrelerindeki metabolik yeniden programlama anormal lipit ve amino asit
metabolizmasi, mitokondriyal biyogenez ve pentoz fosfat yolu, tek karbon metabolizmasi
ve TCA dongiisii gibi diger biyoenerjetik yolaklardaki degisimlerle karakterize edilmistir
(52). Kanser hiicreleri gibi yiiksek proliferasyon yetenegine sahip hiicreler protein sentezi
ve niikleotid sentezi i¢in gerekli olan azot ihtiyacim1 karsilayabilmek i¢in amino asit
alimini arttirirlar. Ozellikle glutamin glikozdan sonra kanser hiicrelerinin en ¢ok ihtiyag
duydugu besin maddesidir. Enerji liretimi ve protein sentezinin yani sira redoks dengesi
ve hiicre i¢i sinyal iletiminde gorevlidir (53). Diger yandan kanser hiicrelerinde lipid
metabolizmasi enerji ihtiyacini karsilamanin yani sira, membran biyosentezi ve sinyal
iletiminin diizenlenmesi acisindan énemlidir (54). Yag asidi biyosentezi, membranlarin
ve sinyal molekiillerinin sentezi igin lipid gereksinimini karsilamak {izere kanser
hiicrelerinde siklikla artar ve genellikle aglik durumunda kullanilabilmesi i¢in normal

hiicrelerden daha fazla miktarda lipid damlaciklar1 seklinde depolanir (44,55).

Kanser hiicrelerinin sahip oldugu tiim bu metabolik adaptasyonlar kanserin tiiriine

gore degisiklik gostermekle birlikte tiimorlerin sagkalimmi ve tedaviye direng



kazanmasini kolaylastirir, bu nedenle bu siiregler kanser tedavisi i¢in potansiyel hedefler

olarak arastirilmaktadir.

2.2.1. Kanserde Amino Asit Metabolizmasi

Amino asitler, yapisal olarak amino grubu, asidik bir karboksil grubu ve bir yan
zincirden olusan organik bilesiklerdir. Viicuttaki protein yapidaki tiim molekiiller peptid
baglari ile bir araya gelmis amino asit zincirlerinden olusur. Amino asitlerin yapisindaki
yan zincirlilerin farklilig1 ve bir araya gelme sekilleri, olusturduklari proteinlere benzersiz
ozellikler katar. Insan viicudunda proteinleri olusturmak iizere bir araya gelen 20 farkl
amino asit bulunur. Bu amino astiler viicutta sentezlenemeyen ve diyet ile alimin zorunlu
oldugu esansiyel amino asitler, viicutta sentezlenebilen esansiyel olmayan amino asitler
ve normalde esansiyel olmayan ancak ¢ocukluk doneminde ve gebelikte esansiyel olan
yar1 esansiyel amino asitler seklinde siniflandirilir. Esansiyel amino asitler; valin, 16sin
izol6sin, lizin, histidin, metiyonin, fenilalanin, treonin ve triptofan, esansiyel olmayan
amino asitler; alanin, asparajin, aspartat ve glutamat, yar1 esansiyel amino asitler arjinin,
sistein, glutamin, glisin, prolin, serin ve tirozindir (56,57). Amino asitler, proteinlerin
yapitaslar1 olmalarin yani sira enerji metabolizmasinda, enzimlerin ve hormonlarin
sentezinde ve redoks dengesinin korunmasinda hayati gorevleri bulunur. Amino asit
metabolizmasi, bu gorevleri yerine getirebilmeleri i¢in amino asitlerin, biyomolekiillerin
sentezine katilmasi ile anabolizma ve biyomolekiillerin yikilmasindan elde edilen serbest
amino asitlerin karbon iskeletlerinin enerji iiretiminde kullanilmasini igeren katabolizma
stireclerini ifade eder. Amino asit metabolizmasindaki degisimler ¢ogunlukla amino asit

metabolizmasi bozukluklar1 ve kanser ile iliskilendirilir (58).

Kanser hiicreleri diger metabolik yolaklarda oldugu gibi, hizli biiyiime ve
proliferasyon icin gerekli olan besin ve enerjiyi elde etmek amaciyla amino asit
metabolizmasin1 kendilerine alternatif yakit olusturmak tiizere yeniden diizenler. Bu
diizenlemeler, timor hiicrelerinin amino asit alim hizinda, amino asitlerin girdigi
metabolik yollarda, metabolizmalarinda gorevli anahtar enzimlerde ve aciga c¢ikan
metabolit diizeylerinde meydana gelen anormallikleri igerir (59). Ote yandan hiicreler,
proliferasyon Oncesi biiylime i¢in gerekli olan makromolekiilleri sentezlemek
durumundadir. Bu siireg, DNA replikasyonu i¢in gerekli olan niikleik asitlerin sentezi,
hiicre i¢in gerekli olan proteinlerin sentezi, membran biyosentezi i¢in gerekli olan

lipidlerin sentezini igerir. Kanser hiicreleri gibi proliferasyon hizini arttirmis hiicreler,



normal hiicrelere kiyasla daha fazla makromolekiil sentezine ihtiya¢ duymaktadir. Bu
nedenle, bu hiicreler sentez i¢in gerekli olan monomerlerin alimini, prekiirsorlerin
iiretimini ve ilgili metabolik yolaklar1 daha verimli sekilde kullanarak artan ihtiyaclarini
karsilarlar (60). Bu nedenle her bir amino asit ve gorev aldiklar1 yolaklar kanser

hiicrelerinde farkli yeniden diizenlenme mekanizmalarini igerir.

Glutamin, plazmada en ¢ok bulunan esansiyel olmayan bir amino asittir. Ancak
kanser hiicrelerinin yiiksek proliferatif aktiviteleri sonucu artan enerji talebini karsilamak
icin disaridan alinan glutamine bagiml hale geldiginden glutamin, kanser hiicreleri i¢in
kosullu esansiyel amino asit haline gelmistir. Glutamin hiicrede, enerji {iretimi i¢in
karbon kaynag1, biyosentetik reaksiyonlar i¢in azot kaynagi, lipit tiretiminin diizenleyicisi
ve redoks dengesinin korunmasi i¢in antioksidanlarin iiretimine katilmak gibi 6nemli
rolleri iistlenir (61). Glutamin esas olarak hiicrelerde glutaminoliz adi verilen bir dizi
reaksiyon ile TCA dongiisii girerek enerji liretimine katilir veya TCA siklusu ara
metabolitlerini olusturarak biyosentez reaksiyonlart igin gerekli olan prekiirsorlerin
devamliligin1 saglar (Sekil 2.5). Glutaminolizin ilk reaksiyonu glutaminaz enzimi ile
glutaminin glutamata doniistimiidiir. Glutamat ise glutamat dehidrojenaz ile o-
ketoglutarata doniiserek TCA dongiisii ara metabolitlerinden ilkini olusturur.
Proliferasyon aktivitesi yiiksek hiicrelerde artan lipit biyosentezi, sentezin prekiirsorii
olan Asetil Koenzim A’nin ve dolayisiyla TCA dongiisii ara metabolitlerinin tiikkenmesine
yol agar. Bu tiir hiicrelerde glutamin, TCA dongiisii metabolitlerinin yenilenmesini
saglayan bir karbon kaynagi olarak islev goriir. Bu siire¢ organizmada anaplerozis olarak
adlandirilir (60,62,63). Glutamattan liretilen a-ketoglutarat anaplerotik substrat olarak,
mitokondri disina ¢ikarak sirasiyla sitrat ve Asetil KoA olusturarak yag asidi sentezine
katki saglayabilir. Kanser hiicrelerinde o6zellikle hipoksi ve mitokondriyal islev
bozuklugu durumlarinda lipit biyosentezi tamamen glutamininin anaplerotik
reaksiyonlaria baghdir. Diger yandan glutaminden tiirevlenen malat, fumarat ve sitrat
gibi TCA dongiisii metabolitleri sayesinde, glikoz yoklugunda besin agisindan fakir bir
timor mikrogevresinde glikozdan bagimsiz olarak TCA dongiisiiniin devamliliginm

saglanmaktadir (64).
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Sekil 2.5: Glutaminin anaplerotik reaksiyonlari (62)

Kanser hiicrelerinin hizli proliferasyonu ayni zamanda hiicrelere zarar verebilen
ve sonunda hiicre 6liimiine yol acabilen reaktif oksijen tiirlerinin (ROS: Reactive Oxygen
Species) birikimine yol agar. Bu nedenle redoks dengesinin saglanmasi i¢in hiicrelerde
glutatyon tiretiminin devamliligi onemlidir. Glutatyon; glutamat, sistein ve glisinden
olusan gii¢lii bir antioksidandir. Glutamin, glutaminaz reaksiyonu ile glutamat saglayarak
ve sistein alimini arttirarak glutatyon iiretimini destekler (65). Kanser hiicrelerinin
glutamin metabolizmasina olan yiiksek bagimlilig1 sebebiyle, son yillarda pankreas,
meme, akciger ve bas boyun kanserinde yapilan ¢aligmalar, glutamin sentaz ve glutamat
dehidrojenaz enzimlerine karsi cesitli inhibitorler gelistirerek timor biiyiimesini

engellemeyi amaglamaktadir (66—69).

Glutaminin yani sira kanser hiicreleri, enerji tiretimi i¢in alternatif yakit olarak ve

biyosentez i¢in prekiirsor olarak diger amino asitleri de kullanabilir.

Asparajin, viicutta glutaminden veya TCA dongiisii ara {iriinii oksaloasetattan
sentezlenen esansiyel olmayan bir amino asittir. Hiicre biiyiimesi ve protein sentezine

katilmanin yani sira kanser hiicrelerinde glutamin yoksunlugunda TCA dongiisiindeki



oksaloasetatin aspartat ve asparajin olusumu yoniinde ilerlemesi ile hiicreyi glutamin
tiikenmesi kaynakli apoptozdan korur. Diger yandan 16semi, meme ve akciger kanseri
gibi kanser tiirlerinde asparajin sentezinde gorevli iki enzim asparajin sentaz ve
asparajinazin asir1 eksprese edilerek tiimor biiylimesi ve metastazinda rol oynadigi

gosterilmistir (70).

Arjinin, viicutta diger amino asitlerden veya iire dongiisii ara iriinlerinden
sentezlenebildigi gibi diyetle disaridan alimina ihtiya¢ duyulan kosullu esansiyel bir
amino asittir. Protein sentezine katilmanin yani sira arjinin, nitrik oksit, poliaminler,
kreatin ve diger amino asitlerin sentezinde dnciil amino asit olarak gdrev alir. Arjininden
nitrik oksit sentaz enzimi aracilifiyla sentezlenen nitrik oksit, kanser hiicrelerinde
anjiyogenezi uyararak metastaz siirecine katkida bulunur. Diger yandan arjininden
sentezlenen spermin, spermidin, piitresin gibi poliaminlerin kanser hiicrelerinin
cogalmasini desteklemedeki temel rollerine ek olarak, hiicrelerin immiin sistemden
kagmasimi saglayan bir immiinsiipresif rol oynadigindan g¢esitli kanser tiirlerinde

seviyelerinin yiikseldigi gosterilmistir (71,72).

Triptofan, insan viicudunda sentezlenemeyen diyetle alimmin zorunlu oldugu
esansiyel amino asitlerden biridir. Viicutta triptofan metabolizmasi, kiniirenin yolagi,
serotonin yolagi ve indol yolagi olmak iizere toplam ii¢ metabolik yolaktan olusur. Bu
yolaklarin normal fizyolojik kosullarda inflamasyon, immiin sistem ve ndronal
fonksiyonlarin diizenlenmesinde 6nemli rolleri bulunur. Ancak kanser gibi patolojik
kosullarda ise triptofan metabolizmasindaki diizensizlik ve yolaklarda gérevli enzimlerin
ekspresyonlarindaki degisimler, tiimor biiylimesini ve immiin kacist destekleyen
immiinstipresif bir timo6r mikrogevresi olusumuna neden olur (73). Kiniirenin yolaginda
iiretilen kintirenik asit, ksantiirenik asit ve kiniirenin gibi metabolitlerin sentezindeki artis
timor mikrogevresinde T hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi bildirilmistir (74).
Triptofandan sentezlenen serotonin ise, merkezi sinir sistemini énemli Sl¢iide etkiler ve
bagirsak hareketliligini, vazokonstriksiyonu, trombosit agregasyonunu ve yara
iyilesmesini diizenlemede kritik bir rol oynar. Son yillarda yapilan caligmalarda
serotininin farkli kanser tiirlerinde biiylime faktorii olarak rol oynayabildigi ve in vitroda
hiicrelerde PD-L1 ekspresyonunu arttirarak tiimor ilerlemesine katkida bulunabilecegi

gosterilmistir (75,76).



Sistein, siilfiir igeren yar1 esansiyel bir amino asittir. Sisteinin insan viicudunda,
redoks dengesinin korunmasi i¢in glutatyonun yapisina katilmak, hidrojen siilfiir, taurin
gibi sistein igeren molekiillerin sentezine katilmak, biyokiitle artig1 ve enerji iiretimi i¢in
karbon kaynagi olarak kullanilmak gibi gérevleri bulunur. Sisteinin, tliimor olusumu ve
gelisimi ile iligkili oldugu ve seviyesinin tiimdr proliferasyonu, invazyonu ve metastazi
ile yakindan iligkili oldugu yoniinde c¢alismalar bulunmaktadir. Ayrica, hiicre
membranlarindan bulunan sistein tastyicilart ayn1 zamanda sistin/glutamat antiportu
olarak es zamanl islev gordiigiinden ¢esitli aragtirmalarda glutamatin disar1 akisi ile
hiicre disindaki seviyelerinde artis ve sisteinin hiicre i¢ine taginmasi ile seviyelerindeki

azaligin kanser agresifligi ve kotii prognoz ile iliskilendirilebilecegi gosterilmistir (77,78).

Valin, 16sin ve izoldsin viicutta sentezlenemeyen dalli zincirli amino asitlerdir.
Kanser hiicreleri ve normal hiicreler dalli zincirli amino asitlerin aliminda tamamen disa
bagimlidir. Bu amino asitlerin yikimindan elde edilen ara metabolitler TCA dongiisiine
girerek hiicrede enerji liretimine katkida bulunabilirler. Diger yandan dall1 zincirli amino
asitlerden ozellikle 16sin, kanser hiicrelerinde bazi onkogenik yolaklar1 aktive ederek
hiicre biiytimesini tesvik ettigi gosterilmistir. Bu nedenle, dalli zincirli amino asitlerin
disaridan alimlarinin artisina bagl olarak plazma seviyelerinde yiikselis, hiicre igerisine
girmelerini saglayan tastyicilarin ekspresyonlarindaki artis ve bu amino asitlerin
metabolizmalarinda gorevli enzimlerin ekspresyonlarindaki artis, ¢esitli kanser tiirlerinde

dalli zincirli amino asit metabolizmasina yonelik adaptasyonlardir (79,80).

Amino asitler, DNA ve RNA niikleik asitlerinin yapitaglar olan piirin ve pirimidin
niikleotidlerinin sentezine hem karbon hem azot saglayarak katkida bulunurlar. Glutamin,
glisin, aspartat, bikarbonat ve folat piirin biyosentezinde dogrudan molekiil omurgasina
dahil olurlar. Pirimidin halkasinin sentezi i¢in ise glutamin ve aspartat yapiya karbon ve
azot saglarlar. Ayrica glisin, serin ve histidin viicutta tek karbon tasiyicist birim olan
tetrahidrofolat (THF) olusumuna katkida bulunarak niikleotid sentezine dolayli olarak
katilirlar  (81). Serin, metiltransferazlar araciligi ile yapisindaki tek karbonu
tetrahidrofolata aktararak glisine doniisiir. Yapilan son ¢aligmalar kanser hiicrelerinin tek
karbon akigini siirdiirebilmek i¢in serin metabolizmasini degistirebildigini gostermistir
(82). Diger bir calismada kanser hiicrelerinin hiicre go¢ii ve metastazi desteklemek i¢in

de novo serin sentezini ve tek karbon metabolizmasini arttirabildigini gosterilmistir (83).



Amino asit metabolizmasinin kanser ile olan iligkisi, amino asitlerin yalnizca
hiicresel yapitaglart olmasinin yaninda kanser gelisimini, ilerlemesini ve hayatta
kalmasini desteklemek i¢in farkli biyokimyasal yolaklar1 aktive ederler. Ancak amino asit
metabolizmasinin kanser lizerindeki etkileri olduk¢a karmagiktir. Bu nedenle her bir
amino asitin farkli kanser tiirlerindeki etkileri ve amino asit metabolizmasini hedef alan

tedavi yaklasimlari, kanser tedavisinde dnemli bir strateji olma potansiyeli tagimaktadir.

2.2.2. Kanserde Dalh Zincirli Amino Asit Metabolizmasi ve Genetik Degisimler
Dalli zincirli amino asitler; valin, 16sin ve 1izolosin insan viicudunda
sentezlenemeyen esansiyel amino asitlerlerdir. Proteinlerin yapisindaki amino asitlerin
yaklasik %25 ini olusturduklarindan dalli zincirli amino asitler, diyetle alimin zorlunlu
oldugu kritik 6neme sahip esansiyel amino asitler olarak kabul edilir (84). Yapisal olarak
asidik bir karboksil grubu ve merkezi bir karbon atomuna ii¢ veya daha fazla karbonun

baglandig1 dallanmis hidrofobik bir yan zincirden olusurlar (Sekil 2.6) (85).

HA2C H3C H3C OH
" OH 0
CH3 NH», NH, H,C NH,
Lésin izol&sin Valin

Sekil 2.6: Dall zincirli amino asitlerin kimyasal yapis1

Dall1 zincirli amino asitler, bitkilerde, baz1 bakterilerde ve mantarlarda
sentezlenebilir. Valin enzimatik reaksiyonlarla piriivattan sentezlenir, 16sin ise valin
sentezi sirasinda agiga ¢ikan ara iiriin a-ketoizovalerattan sentezlenir. izoldsin ise valin
sentezinde gorevli enzimler ile treoninden sentezlenir. Toplam amino asit igeriginin
yaklasik %35ini olusturmalarina ragmen hayvanlarda dalli zincirli amino asit sentezi

yoktur (86).

Proteince zengin bir 6glinden sonra viicuda alman dalli zincirli amino asitler,
bagirsak liimenindeki epitel hiicrelerin apikal membranlarinda bulunan sodyum bagiml
tastyicilar tarafindan absorbe edilir. Daha sonra kolaylastirilmig diflizyon ile kan

dolasimina salinirlar ve L-tipi amino asit tastyicilart (LAT1) ile gerekli dokularda hiicre



icine almirlar (87). Diger birgok esansiyel amino asitlerden farkli olarak dalli zincirli
amino asitler, birincil olarak karaciger dis1 dokularda metabolize olurlar. Cogunlukla kas
dokusunda metabolize olan dall1 zincirli amino asitler, insan kas dokusu proteinlerindeki
toplam amino asit miktarinin yaklasik %15’ini olustururlar ve kaslardaki glutamin ve

alanin sentezi i¢in ana azot kaynagidirlar (88).

Dall1 zincirli amino asit katabolizmasi esas olarak, dalli zincirli amino asit
aminotransferazlar (BCATs: Branched Chain Amino Acid Aminotranferases) ve dall
zincirli amino asit dehidrojenaz (BCKDH: Branched Chain Amino Acid Dehidrogenase)
olmak iizere iki enzim grubunun aktivitesiyle diizenlenir. Bu enzimler dalli zincirli amino
asitlerin yikimin1 kontrol ederek enerji ve amino asit dengesinin korunmasinda rol
oynarlar. Bu nedenle, bu amino asitlerin metabolizmalarindaki bozukluklarda veya
kanser gibi amino asit metabolizmasinin yeniden diizenlendigi durumlarda bu enzim

gruplarinin terapotik olarak hedeflenmesi siklikla gozlemlenmektedir (5).

Dall1 zincirli amino asit katabolizmasiin ilk adimi, amino asitlerin yapisindaki
amino gruplar1 geri doniislimlii bir reaksiyonla a-ketoglutarata aktarilarak glutamat ve
geriye kalan karbon zincir a-ketoasitlerin olusur. Bu reaksiyonlar kofaktor olarak
piridoksal fosfat bagimli dalli zincirli amino asit transaminazlar (BCAT) tarafindan
katalizlenir. Transaminasyon reaksiyonu sonucu valin, 16sin ve izoldsin amino
asitlerinden sirasiyla, o-ketovalerik asit, a-ketoisokaproik asit ve a-ketometilvalerik asit

olmak tizere a-keto asitler olusur (Sekil 2.7) (89).

Dalli Zincirli Amino Asitler (- Dalli Zincirli Keto Asitler

a-Ketoglutarat Glutamat

Sekil 2.7: BCAT enzimlerinin katalizledigi reaksiyon

BCAT enzimlerinin Okaryotlarda iki izoformu bulunur: sitozolik izoformu
BCAT1 (BCATc) ve mitokondriyal izoformu BCAT2 (BCATm). BCATI1 enzimi,
12p12.1’de lokalize BCATI1 geni tarafindan kodlanan ve dokularda simirlt bir
ekspresyonu bulunan sitozolik bir aminotransferazdir. BCAT2 enzimi ise 19q13.33

lokasyonunda bulunan BCAT2 geni tarafindan kodlanan ve iskelet kaslar1 basta olmak



izere pankreas, kolon ve mide gibi ¢esitli dokularda eksprese edilen mitokondriyal bir
aminotransferazdir (90). BCAT1 ve BCAT2 genlerinin kromozomal lokasyonlar1 Sekil
2.8’de gosterilmistir (91,92).
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Sekil 2.8: BCAT1 ve BCAT2 genlerinin kromozomal lokasyonlar:

Dall1 zincirli amino asit katabolizmasinin ikinci adimu, ilk reaksiyonlar sonucu
olusan a-ketoasitler’in geri doniistimsiiz bir dekarboksilasyon reaksiyonu ile a¢il-KoA
esterlerine doniistimiidiir. Bu reaksiyonlar i¢ mitkondri membraninda bulunan, kofaktor
olarak tiamin bagimli bir enzim olan dalli zincirli amino asit dehidrojenaz enzim
kompleksi (BCKDH) tarafindan katalizlenir. Reaksiyonlar sonucu a-ketovalerik asit, o-
ketoisokaproik asit ve a-ketometilvalerik asit a-ketoasitlerinden sirastyla, izovaleril

KoA, 2-metilbiitiril KoA ve izobiitiril KoA olusur (Sekil 2.9)(89).

a-keto izokaproat Tiamin. Ma™* izovaleril - KoA
a-keto-3-metilglutarat + KoA + NAD' M9, g-metilbitiril-KoA + CO,+ NADH + H'
a-keto-izovalerat izobitiril-KoA

Sekil 2.9: BCKDH enziminin katalizledigi reaksiyon

Enzim kompleksi, a-ketoasitlerin dekarboksilasyonunu saglayan
heterotetramerik E1, a¢il gruplarinin CoA’ya aktarilmasini saglayan E2 ve serbestlesen
elektronlarin NAD’e aktarilmasini saglana E3 olmak {izere ii¢ katalitik bilesenden olusur.
Kompleksin bilesenleri farkli genler tarafindan kodlanir: E1 alt biriminin o subuniti
BCKDHA geni (19q13.2), B alt birimi BCKDHB geni (6q14.1), E2 alt birimi DBT geni
(1p21.2) ve E3 alt birimi ise DLD geni (7q31.1) tarafindan kodlanir (89). Bu genlerin
kromozomal lokasyonlar1 sirasiyla Sekil 2.10°da gosterilmistir (93-96).
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Sekil 2.10: BCKDH enzim kompleksini kodlayan genlerin kromozomal lokasyonlari

Dalli zincirli amino asit katabolizmasinda iic¢lincii adim olarak BCKDH
reaksiyonlar1 sonucu olusan a¢il KoA esterlerin her biri metabolik ara tirlinlere doniigerek
ATP iiretimine katilirlar. Valin katabolizmasi sonucu sirasiyla o-ketovalerik asit ve
izovaleril KoA ve sonunda siiksinil KoA’ya doniiserek TCA dongiisiine katilir. Bu
nedenle valin glikojenik amino asit olarak degerlendirilir (97). Ldsin katabolizmasi
sonucu sirastyla o-ketoisokaproik asit ve 2-metilbiitiril KoA olusur, daha sonra
asetoasetat ve asetil KoA’ya doniisiir, bu nedenle 16sin ketojenik amino asit olarak kabul
edilir. Son olarak izoldsin katabolizmasi sonucu ise sirasiyla o-ketometilvalerik asit ve
izobiitiril KoA olusur, sonrasinda siiksinil KoA ve asetil KoA olustugundan izoldsin hem
glikojenik hem ketojenik amino asit olarak smiflandirilir. Dalli zincirli amino asi
katabolizmas1 ve metabolik ara iirlinlerin TCA dongiisiine katilimi Sekil 2.11°de

gosterilmigtir (98).
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Sekil 2.11: Dalh zincirli amino asit metabolizmasi

Dall1 zincirli amino asitler, enerji iiretimine katkilar1 ve doku proteinlerin
yapisindaki amino asitlerin 6nemli bir kismini olusturmalarinin yanisira, sinyal iletiminin
diizenlenmesi yoluyla protein sentezini uyarici etkileri bulunur (99). Dalli zincirli amino
asitlerden ozellikle 16sin, hiicre biiylimesi, protein sentezi ve proliferasyon gibi siireglerde
merkezi rol oynayan mTORC1 (Mammalian Target of Rapamycin C1) kompleksinin
giiclii bir aktivatoriidiir. mTOR, hiicrede amino asit dengesinin korunmasinda iyi bilinen
bir amino asit sensoriidiir (100). Ortamda fizyolojik olarak yeterli miktarda 16sin
bulundugunda, mTORC1’in negatif regiilatdrii olan Sestrin2’ye dogrudan baglanarak
mTORC1’in aktivasyonunu saglar ve protein sentezini arttirir. Losin yoklugunda ise
Sestrin2, mTORCI1 aktivitesinin pozitif diizenleyicisi olan Gator2’ye baglanarak
mTORC1’in aktivasyonunu engeller. Bu baglamda 16sin, mTORCI tarafindan hiicre ici

amino asit seviyesinin algilanmasinda merkezi rol oynar (101).



Dall1 zincirli amino asitler, enerji metabolizmas1 {izerindeki etkilerini ayrica
glikoz metabolizmasini diizenleyerek de gosterebilirler. Ozellikle iskelet kasinda dalli
zincirli amino asitler, protein sentezini ve glikoz tasiyicilarmin hiicre membranlarina
taginmasi yoluyla glikozun hiicreler tarafindan alimini arttirirlar. Iwai ve ark. yaptiklari
bir calismada, glikoliz ve TCA ddngiisiiniin baskilandig1 hiicrelerde dall1 zincirli amino
asitlerin glikoz tasiyicilart GLUT1 ve GLUT3’iin membrana translokasyonunu arttirarak
hiicreye glikoz girisini arttirdigini ve glikozun kullanimini arttirarak hiicrede azalmis olan
ATP miktarint arttirdigin1 gostermislerdir (102). Diger yandan, 16sin varliginin neden
oldugu mTOR aktivasyonu, insiilin reseptdr substratini (IRS-1) inhibe ederek insiilin
direncine sebep olabilmektedir. Bu nedenle, dolasimdaki dalli zincirli amino asitler,
glikoz almimin ve insiilin duyarliliginin potansiyel molekiiler belirtecleri olarak klinikte
kullanilabilirler (103). Dalli zincirli amino asitlerin mTOR sinyal yolag1 aktivasyonu ve

insiilin direncine etkileri Sekil 2.12°de gosterilmistir (104).
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Sekil 2.12: Dall zincirli amino asitlerin mTOR aktivasyonu ve insiilin direnci

Kanser hiicreleri ve diger saglikli hiicreler gibi immiin sistem hiicreleri de
hiicresel fonksiyonlarini yerine getirmek i¢in dalli zincirli amino asitlere ihtiyag¢ duyarlar.

Hiicresel yakit olarak kullanilmalarimin yanisira dalli zincirli amino asitler T hiicresi



farklilagmasinda, nétrofil ve lenfositlerin immiin fonksiyonlarinda, ve proinflamatuar
sitokinlerin iiretilmesinde diizenleyici rolleri bulunur (99). Ancak tiimor mikrogevresinde
durum farklidir. Kanser hiicreleri artan enerji ihtiyaglarini karglilamak i¢in fazla miktarda
dalli zincirli amino asitleri hiicre i¢ine alarak metabolize ederler. Bdylece tiimor
mikrogevresinde bu amino asitler a¢isindan fakir bir ortam olusur. Mikrogevrede bulunan
immiin sistem hiicreleri dalli zincirli amino asitleri olmas1 gerekenden az miktarda
kullanacagindan hiicrelerde fonksiyon bozukluklarina yol acar. Dalli zincirli amino
asitlerin eksikligi CD4+ ve CD8+ T hiicrelerindeki mTOR sinyalini azaltarak bu
hiicrelerin efektdr fonksiyonlarinin bozulmasina yol acar. Sonug olarak, M2 makrofajlari
ve Treg hiicreleri gibi bagisiklik hiicreleri tiretilir ve bunlar da immiin sistem baskilayici
sitokinler salgilayarak kanser biiylimesi i¢in bir ortam yaratir. Bu sekilde, kanser hiicreleri
mikrogevredeki immiin sistem hiicrelerini baskilayarak, timdrii taniyip yok etme

kapasitesini azaltir ve tiimdr biiylimesine ve metastazina olanak tanir. (105).

Dalli zincirli amino asitlerin kanser hiicrelerinin enerji metabolizmalari
tizerindeki etkileri bu amino asitleri kullanma sekillerinin farkliligina dayanir. Kanser
hiicrelerinin bu amino asitleri hiicre i¢ine alim hizlari, metabolize etme sekilleri ve
kullanim yollar1 kanser tiiriine gore degismekle birlikte normal hiicrelerden farkli bir
isleyise sahiptir. Bu farkliliklar, amino asitlerin alimini arttirmak i¢in membranda
bulunan amino asit tasiyicilarinin  ekspresyonlarinda artis, amino asitlerin
katabolizmasinda gorevli ana enzimler BCAT ve BCKDH enzimlerinin
ekspresyonlarindaki degisimler ve agiga c¢ikan metabolik prekiirsorlerin hiicresel

siireglerde kullanim sekillerindeki farkliliklar olarak ortaya ¢ikar.

Dall1 zincirli amino asitler enerji liretimine katkilarinin yaninda diger bir ¢ok
fizyolojik gorevleri nedeniyle kanser hiicreleri tarafindan da fazla miktarda kullanilir.
Esansiyel amino asitler olduklarindan hiicrelere dolasimdan veya ¢evre dokulardan amino
asit tagtyicilari yoluyla alinirlar. Bu nedenle kanser hastalarinda dolasimdaki dall1 zincirli
amino asit seviyelerindeki farklilik ¢esitli caligmalarla ortaya koyulmustur (106). Mayers
ve ark. yaptiklar bir ¢alismada, pankreatik adenokarsinom kanserinin erken evrelerinde
dolasimdaki dall1 zincirli amino asit seviyesinin ylikseldigi ve bunun pankreatik
adenokarsinoma riskini yaklagik 2 kat arttirabildigini gostermistir (107). Diger bir
calisgmada ise menopoz Oncesi kadinlarda dolasimdaki dalli zincirli amino asit

seviyelerinin meme kanseri ile ile iliskisi bulunmazken menopoz sonrasi kadinlarda ise



yiiksek meme kanseri riski ile iligkili oldugu gosterilmistir (108). Dolasimdaki seviyeleri
yiikselen dall1 zincirli amino asitler kanser hiicreleri tarafindan kullanilmak iizere fazla
miktarda hiicre i¢ine alinir. Dalli zincirli amino asitlerin membrandaki spesifik
tastyicilarmin (SLC1A2, SLC1AS ve SLC7AS) ekpresyon seviyesinin pankreas kanseri
hastalarin dokularinda saglikli dokulara gore yiiksek oldugu bulunmustur (109).

Artan metabolik ihtiyaglar dogrultusunda, fazla miktarda hiicre icerisine alinan
dalli zincirli amino asitlerin enerji iiretimi ve azot donorii olarak kullanilmak iizere
katabolizmalarinda da bir artis goriilmektedir. Saglikli bireylerde BCAT1 enzimin sinir
sitemi, karaciger, T lenfositleri ve makrofajlar gibi dokularda ve hiicrelerde siirl
eskpresyonu bulunurken cogu kanser tiiriinde BCAT1 enzimi yliksek ekspresyon
gostermektedir. Lin ve ark. yaptiklar bir ¢alismada, 107 kii¢iik hiicreli dis1 akciger
kanseri hastalarindan 60’inda yiliksek BCAT1 ekspresyonu tespit edilmismis ve nod
metastazi, ileri evre ve diisiik sagkalim ile iligkilendirilmistir. Ayrica akciger kanseri
hiicrelerinde BCAT1 ekspresyonunun baskilanmasi hiicrelerin proliferasyon hizi ve
invazyon kapasitesini azalttig1 goriilmiilstiir (110). Hepatoselliiler karsinoma {izerine
yapilan diger bir ¢alismada, BCAT1 ekspresyonu karaciger dokularinda anlaml diizeyde

artis gostermis ve kotii prognoz ile iliskilendirilmistir (111).

Bazi kanser tiirlerinde BCAT1 ekspresyonu epigenetik olarak diizenlenebilir.
Glioblastoma tiimorlerinde TCA dongiisiinde gorevli vahsi tip (wild type) izositrat
dehidrojenaz 1 ve 2 (IDH1ve 2) tasiyanlarda BCAT1 ekspresyonunun yiiksek oldugu
bulunmustur. IDH1 veya IDH2'deki mutasyonlar, BCAT1 geninin promotoriiniin
metilasyonu ile BCAT1’in epigenetik susturulmasi yoluyla BCAT1 ekspresyonunun
baskilanmasma katkida bulunabilir. IDH enzimi TCA dongiisiinde izositratt o.-
ketoglutarata doniistiiren enzimdir. Mutant IDH enzimi varliginda ise o-ketoglutarat
yerine bir onkometabolit olan 2-hidroksiglutarata olusur. Diger yandan ortamda BCAT]1
substrat1 olan o-ketoglutaratin tilkenmesi de BCAT1 aktivitesi i¢in baskilayici etki

yaratmis olabilecegini diisiindiirmektedir (112).

Dall1 zincirli amino asit metabolizmasinda, o-keto asitlerin geri doniigiimsiiz
olarak dekarboksilasyonunu saglayan BCKDH enzim kompleksinin Ela alt biriminin
(BCKDHA) farelerde ve hiicre kiiltlirliinde susturulmasmin pankreatik duktal
adenokarsinomlarda hiicre proliferasyonunu 6nemli 6l¢iide baskiladigi gosterilmistir

(109). Panreatik duktal adenokarsinomlarda yapilan diger bir calismaya gore, BCAT1



enziminin tiimor mikrogevresinde kanser iligkili fibroblastlarda dalli zincirli o-keto
asitlerin iiretiminden sorumlu oldugu gosterilmistir. Uretilen a-keto asitler hiicreler
tarafindan tiimor mikrogevresinden alinabilir ve BCAT?2 tarafindan tekrar aminasyon ile
protein sentezine katilmak lizere dalli zincirli amino asitlere doniisebilir. Diger bir
olasilikta ise a-keto asitler, BCKDH kompleksi tarafindan enerji iiretiminde kullanilmak

veya makromolekiil sentezine katilmak tizere dekarboksilasyon ile oksitlenebilir (113).

Dall1 zincirli amino asit metabolizmasinin kanserlerdeki yeniden diizenlenmesi
kanser tiirline, genetik mutasyonlarina ve tiimor mikrogevresine bagli oldugu
goriilmektedir. Bu nedenle, dalli zincirli amino asit metabolizmasinin diger metabolik
yolaklarla iligkisinin kanser progresyonundaki rolii g6z 6nlinde bulunduruldugunda, dall
zincirli amino asit metabolizmasinda yer alan metabolik enzimlerin etkili oldugu

kanserler i¢in potansiyel terapdtik hedefler olabilir.

2.2.3. Bas Boyun Kanserinde Metabolik Degisimler

Bas boyun kanserinde diger kanser tiirlerinde oldugu gibi tiimor biiylimesi
proliferasyon hizi ve metastaz kapasitesi gibi Ozelliklerin devamlili§1 i¢in hiicresel
metabolizmanin yeniden programlanmasi énem teskil eder. Ancak her kanser tiirtinde bu
programlanma stireci farkli isleyebilir. Bu nedenle, bu siireglerin iyi anlagilmasi bag

boyun kanseri tedavilerinde yeni hedefler gelistirilmesine imkan saglayacaktir.

Bas boyun kanserin en yaygm goriilen tiirii olan oral skuamoz hiicreli
karsinomlarda glikozun hiicre i¢ine alinmasini saglayan glikoz tasiyicilarinin (GLUT)
yiiksek ekspresyonu gozlemlenmis ve yiiksek tiimor derecesi ile korelasyon gostermistir
(114). Yiiksek ekspresyon gosteren tasiyicilar ile hiicre i¢ine alinan glikoz metabolik
yolaklara girebilmesi ve katabolize olabilmesi igin gerekli olan hekzokinaz, glikoz 6-
fosftat dehidrojenaz, fosfofruktokinaz ve piriivat kinaz enzimlerinde asir1 ekspresyon
gozlemlenmis ve oral skuamoz hiicreli karsinom hastalarinin  prognozu ile
iligkilendirilmistir (115-117). Glikoz miktarindaki artisa bagl olarak artan glikoliz fazla
miktarda laktat iiretimine yol agar. Artan laktat iiretimi, invazyon ve metastazi

kolaylastiran asidik bir timoér mikrogevresi olusumuna neden olur (118).

Hiicre icine alinan glikoz, glikolizin yanisira metabolik ihtiyaclar dogrultusunda
hiicre i¢i redoks dengesinin korunmasi ve yag asidi sentezi igin NADPH ve DNA ve RNA

sentezi i¢in riboz S-fosfat iiretmek iizere pentoz fosfat yoluna girebilir. Son yillarda



yapilan birka¢ calismada pentoz fosfat yolu enzimleri olan glikoz 6-fosfat dehidrojenaz
ve transketolaz enzimlerinin bas boyun kanseri doku ve hiicrelerinde yiiksek
ekspresyonuna sahip oldugu gosterilmistir (119,120). Diger bir ¢alismada, glikoz 6-fosfat
dehidrojenaz enziminin bas boyun kanseri hiicrelerindeki ve fare modelerindeki
inhibisyonunun, ROS seviyesini ve endoplazmik retikulum stresini arttirarak tiimor

bliylimesini ve metastaz kapasitesini baskiladig goriilmiistiir (121).

Bas boyun kanserinde lipid metabolizmasinin yeniden diizenlenmesi
karsinogenez i¢in dnemlidir. Yag asitlerinin sentezi ve oksidasyonu, sinyal iletiminde
gorevli lipidlerin sentezi ve membran lipidlerinin sentezi gibi dnemli siirecleri yoneten
enzim ve proteinlerin bas boyun kanserlerindeki aktiviteleri ¢esitli caligsmalarla
tanimlanmistir (122). Yag asitlerinin dis ortamdan hiicre i¢ine alinmasini saglayan bir
translokaz olan CD36 ve uzun zincirli yag asitlerinin hiicre igine girigini saglayan yag
asidi baglayict proteinlerin yiiksek ekspresyonu bas boyun kanserinde hiicre
proliferasyonu, migrasyonu ve lenf nodu metastazi ile iliskilendirilmistir (123). Endojen
yag asitlerinin sentezinde asetil KoA’yi malonil KoA’ya doniistiiren asetil KoA
karboksilaz ve zincirin uzatilmasini saglayan yag asidi sentaz enzimleri gorevlidir. Bu
enzimlerin bag boyun kanserindeki asir1 ekspresyonlart ileri evre kanser, kotii prognoz ve
diisiik sagkalim ile iligkilendirilmektedir (124). Bununla birlikte son yillarda yapilan bir
caligma, bu enzimlerin bas boyun kanserinde kemoterapi direncine neden olabilecegini

gostermistir (125).

Bas boyun kanserindeki metabolik degisimlerin bir ¢ogu tanimlanmuis olsa da, bu
degisikliklerin tamamen anlagilmasi yanlizca bas boyun kanserlerinin patofizyolojisinin
daha iyi anlagilmasini saglamakla kalmaz ayni zamanda hasta sagkalimlarini

iyilestirebilmek i¢in hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesine olanak saglar.

2.2.3.1. Bas Boyun Kanserinde Amino Asit Metabolizmasinda Genetik Degisimler
Bas boyun kanserinde, amino asitler ile iligkili enzimler, metabolitler ve ilgili
tastyicilarin her biri potansiyel bir tedavi hedefi olacabilecegi icin bu amino asitlerin
metabolizmalarindaki  degisimlerin  belirlenmesine  yonelik  ¢esitli  calismalar
yapilmaktadir. L-[3-18F]-a—metiltirozin kullanilan bir PET goriintiilemesinde, bas boyun
kanseri hastalarinin primer tiimor ve metastatik lenf nodu dokularinin yiiksek amino asit
alimi sergiledigi goriilmiistiir. Bu da, amino asit metabolizmasinin bas boyun kanseri

onkojenezinde kritik bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (126).



Bas boyun kanserinde yeniden diizenlenen amino asit metabolizmas ile iliskili
olarak, ilgili amino asitlerin metabolik ihtiyaca gore hiicre i¢ine alinmasi veya hiicre
disina salinmasi spesifik amino asit tasiyicilari aracilifiyla diizenlenir. Glutamin
dolagimda en bol bulunan yar1 esansiyel bir amino asittir. Diger bir ¢ok kanser tiiriinde
oldugu gibi bas boyun kanserinde de glutamin, azot kaynagi, niikleotid sentezi ve enerji
iiretimi i¢in metabolik prekiirsorler olusturmasi ile kanser patogenezinde dnemli bir rol
oynar (127). Glutamin hiicresel ihtiyaclar1 karsilamak iizere plazmadan hiicre igine
SLC1AS5 (ASCT2), SLC28A1 ve LAT1 adi verilen tasiyicilar ile alinir. Bu tasiyicilardan
SLC1AS glutamine en yiiksek afiniteyi gosterir. 89 oral skuamoz hiicreli karsinoma
hastalarindan alinan doku 6rneklerinde yapilan bir calismada, SLC1AS’in 6nemli dlcilide
artmig ekspresyonu hastalarin diisiik sagkalimu ile iligskilendirilmistir. In vitro ve in vivo
caligmalarda ise hiicrelerin glutamine olan bagimliligi nedeniyle, SLC1AS5’in
susturulmasin tlimor biliylimesini baskiladigi ve hiicrelerde glutatyon sentezinin
baskilanmasi ile ROS birikimine ve apoptoza neden oldugu goriilmiistiir (128). Glutamin,
glutaminaz enzimi katalizi ile yapisindaki amino grubunu kaybederek glutamata
doniilebilir. Glutamat, a-ketoglutarata doniiserek enerji iiretimi icin TCA dongiisiine
girebilir veya esansiyel olmayan amino asitlerin sentezine katilabilir. Caligmalar c-myc
onkogeninin transkripsiyon seviyesinde glutaminazin yukar1 regiilasyonuna yol
acabildigini ve oral kanser hiicrelerinde c-myc mRNA seviyesi ve glutaminaz mRNA

seviyesi arasinda pozitif bir korelasyon oldugu gosterilmistir (129).

Hiicrelerdeki amino asit giris ¢ikisindan sorumlu diger bir tasiyict SLC7AI11
(xCT), bir glutamat/sistein antiportudur. Glutamatin hiicre disina ¢ikmasi karsiliginda
sisteinin hiicre icine girisini saglar. Insan kanserlerinde yiiksek ekspresyonu tespit edilen
bu antiport, hiicre i¢ine fazla miktarda sistein girisi ile glutatyon sentezini arttirir, bdylece
hiicrenin antioksidan kapasitesini arttirarak tedavi direnci kazandirir. Bag boyun kanseri
hiicrelerinde xCT tastyicisinin inhibisyonu hiicredeki sistein diizeyini ve glutatyon
sentezini azalmis, hiicre digina ¢ikamayan fazla miktarda glutamatin ise a-ketoglutarata
doniiserek TCA dongiisii  aktivitesini arttirdignr  goriilmiistiir. Aksine, xCT’nin
hiicrelerdeki asir1 aktivasyonun glutatyon sentezini arttirdigr ve glutamat yoksunlugu

sebebiyle hiicrede TCA dongiisii yerine glikoliz hizinin arttig1 gdzlemlenmistir (130).

Hiicreler fizyolojik olarak niikleotid, protein ve lipid sentezini devam ettirebilmek

icin tek karbon tasiyicisi birimlere ihtiya¢ duyarlar. Kanser hiicreleri gibi hizli ¢ogalan



hiicrelerde bu ihtiya¢ normal hiicrelere gore daha fazladir. Bu nedenle kanser hiicreleri,
tek karbon tastyicisi birimlerin sentezinde gorevli olan serin ve glisin metabolizmasin
degistirerek tek karbon tastyicisi birimlerin sentezini arttirirlar. Bir glikoliz ara metaboliti
olan 3-fosfogliserat ve glutamat serin sentezinde gorevli enzimler aracilifi ile serine
doniisiir. Serin daha sonra yapisindaki karbonu tek karbon tasiyicisi olan tetrahidrofolata
aktararak glisine doniisiir (131). Bas boyun kanseri 6rneklerinde yapilan bir ¢aligmada,
pS3 tiimdr siipresor ailesinin onkogenik bir iiyesi olan p63, serin sentezinde gorevli
enzimlerin promotor bolgelerinde baglanarak aktivitelerini arttirdigi gosterilmistir. bas
boyun kanseri hiicre hatlarinda p63’iin susturulmasi bu enzimlerin mRNA ve protein
seviyelerinde azalmaya neden olmustur. Bas boyun kanserlerinde yiiksek ekspresyon
gosteren p63 ve serin biyosentezi enzimlerinin hastalarin sagkalimi ile dogrudan iligkili

olabilecegi belirlenmistir (132).

Son yillarda protein veya spesifik amino asit kisitlamalarini igeren diyetler kanser
tedavileri i¢in destekleyici etki gdstermektedir. Bu kisitlama diyetleri, kanser hiicrelerini
diistik enerjili metabolizmaya yeniden programlamanin yani sira hiicre ¢ogalmasini da
onemli 6l¢iide engellemektedir (133). Arjinin viicutta nitrik oksit, poliaminler, iire ve
niikleotidlerin sentezinde gorevli esansiyel olmayan amino asittir. Ancak kanser
hiicrelerinin yiiksek metabolik ihtiyac1 karsisinda, endojen arjinin sentezi yeterli
olmadigindan bir kisim arjininin diyetle viicuda alinmasi gerekir. Huang ve ark. bas
boyun kanseri hiicre hatlarinda yaptiklar1 bir ¢alismada, igerisinde arjinin bulunmayan
besiyerinde kiiltiirlenen hiicrelerin biiylimesinin neredeyse tamamen durdugu gozlemledi.
(134). Benzer sekilde esansiyel bir amino asit olan metiyoninin yoksunlugu bas boyun
kanseri hiicrelerinin biiylimesinde azalmaya neden olmustur (135). Metiyonin ayni
zamanda viicutta metil grubu vericisi olarak gorev yapan S-adenozil-metiyonin (SAM)
sentezinde kullanilir. SAM epigenetik modifikasyon sirasinda sitozin veya histonlara
metil vericisi olarak hareket ederek gen ifadesinin aktivasyonunu veya baskilanmasini
saglar. Mosca ve ark. bas boyun kanseri hiicrelerinde yaptiklar1 bir ¢calismada, SAM
uygulanmis hiicrelerin hiicre dongiilerinde ve invazyon kapasitelerinde inhibisyona

neden oldugunu belirlemislerdir (136).

Hiicresel amino asit igerikleri, kanser tiirlerinde bolgesel olarak gelisen metabolik
ihtiyaca gore ¢esitlilik gostermektedir. 59 bas boyun kanseri hastasinin timor ve timor

cevresi normal dokularinda yapilan bir ¢alismada, larinks boélgesinden alinan tiimor



dokularinda valin, serin, treonin, glutamat, aspartat ve glisin amino asitlerinin miktarinin
timor gevresi normal dokulara gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Diger yandan agiz
boslugu, dudak ve dil gibi oral bolgeden alinan tiimér dokulari ile normal dokular

arasinda amino asit i¢erigi bakimindan énemli bir farklilik goriilmemistir (137).

Amino asit metabolizmasinin kanser tiiriine gore degismekle birlikte, tlimor
progresyonu, hasta sagkalimi ve tedaviye yanit acisindan kritik bir 6neme sahiptir. Bu
nedenle amino asit metabolizmasinin kanserlerdeki roliiniin belirlenmesine yoOnelik
caligmalar, tedavi stratejilerinin gelistirilmesi siirecinde izlenecek yolun belirlenmesi
konusunda 6nem kazanmaktadir. Bu tez ¢alismasinda, oldukca heterojen bir kanser tiirii
olan bas boyun kanserinde, diger kanser tiirlerinde kritik roller {istlenen esansiyel amino
asitler olan dall1 zincirli amino asitlerin metabolizmalarindaki degisimlerin belirlenmesi

amaglanmaistir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubu

Calismamizda Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz
Hastaliklar1 Anabilim Dali tarafindan bas boyun kanseri teshisi almis 81 hastanin tiimér
ve tiimor ¢evresi saglikli doku drnekleri, hastalardan es zamanl olarak alinmig kan ve
idrar 6rnekleri kullanilmistir. Calisma icin Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulundan onam alinmistir (04.10.2021-518221, 2021/1503). Hastalar ¢calismaya dahil
edilmeden Once yapilacak olan ¢alisma ile ilgili bilgilendirilmis goniillii onam formu ile

bilgilendirilip imzal1 onaylar1 alinmigtir.

Calismaya dahil edilen hastalarin klinik olarak degerlendirilmesi ve 6rneklerin
alinmasi Istanbul Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Hastaliklari Anabilim Dali’nda
yapilmis ve alinan Ornekler uygun kosullarda saklanmak iizere Anabilim Dali’miza
getirilmistir. Getirilen doku 6rnekleri icerisinde RNAlater soliisyonu bulunan kryotiiplere
konularak -80 °C’de muhafaza edildi. Kan 6rnekleri 5.000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilerek serumlar1 ayrilmig ve 1,5ml ependorf tliplere konularak -30 °C’de muhafaza

edilmistir. Idrar 6rnekleri ise 15ml’lik falkonlara alinarak -80 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2. Kullanilan Malzemeler ve Kitler

Tablo 3.1: Kullanilan malzemeler ve kullanim amaclar

Malzeme Amag
RNA Later (Invitrogen) Doku drnkelerinin muhafaza edilmesi
Trisolution (Gene Mark) Doku 6rneklerinden RNA izolasyonu
Kloroform (Sigma Aldrich) RNA izolasyonu sirasinda RNA’nin
ayristirilmast
Izopropil alkol (Sigma Aldrich) RNA izolasyonunda RNA’nin
¢oktiiriilmesi
Etanol (Sigma Aldrich) RNA izolasyonunda RNA’nin
saflagtiritlmasi
cDNA sentez kiti (Applied Biosystems) RNA’dan komplementer DNA sentezi




TagMan Master Mix (Applied Biosystems)

TagMan gene expression assay primers

(Applied Biosystems)

BCAT1 BCKDHA Elisa kitleri (BTLAB)

3.3. Kullanilan Cihazlar

Gen ekspresyon analizinde

Gen ekspresyon analizinde

BCAT1,BCKDHA ve GAPDH primerleri

Serumda protein seviyesinin belirlenmesi

Tablo 3.2: Kullanilan cihazlar ve kullamim amaclar

Cihaz

Amacg

Buzdolabi (+4, -20,-30 °C)

Derin Dondurucu (-80 °C)

Mikrosantrifiij (Beckman Coulter)

Hassas Terazi (Mettler)

NanoDrop (MaestroNano)

Mikroplate Okuyucu (ThermoFisher

Scientific Multiscan Sprectrum)

PCR Cihaz1 (Applied Biosystems)

RealTime PCR Cihazi (BioRad)

LC-MS/MS (ThermoFisher Scientific TSQ

Quantum Access Max)

GC-MS (ThermoFisher Scientific TRACE
1300)

Orneklerin muhafaza edilmesi
Orneklerin muhafaza edilmesi
Deneyler sirasindaki santrifiij iglemleri
Doku 6rneklerinin tartilmast

RNA o6rneklerinin konsantrasyon ve

safliginin 6l¢tilmesi

ELISA plakalarinin absorbansinin

Ol¢iilmesi
cDNA sentezi

Real-Time PCR ile gen ekspresyon

seviyesinin belirlenmesi

Amino Asit Diizeylerinin belirlenmesi

Idar Organik Asit diizeylerinin

belirlenmesi

3.4. Dokudan Total RNA izolasyonu

Doku o6rneklerinden total RNA izolasyonu i¢in TriSolution RNA izolasyon kiti

kullanilmistir.




Izolasyon icin ilk olarak 10-20 mg doku &rnegi hassas terazi yardimiyla tartildi.
Tartimi1 yapilan dokular bistiiri yardimi ile miimkiin oldugunca kiigiik parcalara ayrildi ve
ependorf tiiplere konuldu. Daha sonra her bir tiipe 1ml Trizol soliisyonu eklendi. Daha
ileri parcalanma i¢in doku parcalar1 soliisyon ile birlikte 18-21°lik siringadan gegirildi.
Uzerine 200 ul kloroform eklendi ve homojen hale gelmesi i¢in vortekslendi. Tiipler oda
sicakliginda 10dk inkiibe edildi. Daha sonra tiipler 12.000g’de 4 °C’de 15 dakika santrifiij
edildi. Santtifiij sonrasi tiiplerde iist kisimdaki i¢inde RNA’y1 bulunduran seffaf
slipernatant kisimi1 yeni tiiplere alinirken altta kalan hiicre ve protein artiklarini olusturan
koyu renkli kisim uzaklastirildi. Tiiplere alinan siipernatantin {izerine 500 pl izopropil
alkol eklendi. Vortekslenerek oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Daha sonra tiipler
12.000g’de 4 °C’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras: tiiplerin dip kisminda
RNA’y1 bulunduran beyaz bulutsu pellet gozlemlendi. Pelletin kalkmamasima dikkat
edilerek siipernatant kismi uzaklastirildi. Daha sonra yikama asamasinda tiiplere 1ml
hacimde %75 etanol eklendi. Tiipler vortekslenerek pelletin homojenizasyonu saglandi.
Tiipler 12.000g’de 4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi etanol
uzaklastirildy, tiiplerde kalan etanoliin ugurulmasi i¢in tiipler kapaklari agik olacak sekilde
oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Etanol uzaklastirildiktan sonra tiiplere 50 pl
RNAaz’lardan arindirilmig distile su eklenerek RNA’nin ¢ozdiiriilmesi saglandi. RNA
ornekleri calismaya dahil edilinceye kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

3.4.1. RNA’nin Konsantrasyonunun ve Safhiginin Olgiilmesi

Dokulardan izole edilen RNA 6rneklerinin konsantrasyonu ve safligi NanoDrop
cihazi ile olgiildii. Cihaza yiliklenen RNA Orneklerinin konsantrasyonu 260nm dalga
boyundaki optik yogunlugundan (OD), saflig1 ise 260/280nm OD oranindan tespit

edilmisgtir.

3.5. cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in reaksiyona baslamadan once -80 °C’de derin dondurucuda
muhafaza edilen RNA 6rneklerinin konsantrasyonlari birbirine esitlendi. High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kiti (i¢eriginde bulunan reaktanlar Tablo 3-3’de gosterilen
miktarlarda kullanilarak karisim hazirlanmistir. Daha sonra her 10 ul RNA 6rnegi i¢in 10
pl reaksiyon karigimi PCR tiiplerinde karistirilmistir. PCR tiipleri Thermal Cycler
cihazina yerlestirildi. Tablo 3-4’ de gosterilen sicaklik ve zamanda cDNA sentezi

gerceklestirildi. Sentezi tamamlanan cDNA o6rnekleri -20 °C’de muhafaza edildi.



Tablo 3.3: cDNA reaksiyon karisimi icerikleri

Bilesenler Hacim (pul)
10X RT Buffer 2
2X dNTP Mix 0,8
10X Random Primer 2
Multiscribe Reverse Transcriptase 1
RNase Inhibitor 1
Nuclease-Free H>O 3,2
RNA 10
Toplam 20

Tablo 3.4: cDNA sentezi reaksiyon sicakhik ve siireleri

Sicaklik (°C) Zaman (dk)
25 10
37 120
85 5
4 ©

3.6. Real-Time PCR (qPCR) yontemi ile Gen Ekspresyonu Seviyesinin
Degerlendirilmesi

Sentezlenen cDNA o6rnekleri kullanilarak BCAT1 ve BCKDHA hedef genlerinin
ekspresyon analizi gerceklestirilmistir. Analizin normalizasyonu i¢in housekeeping gen
olarak GAPDH kullanilmistir. Analizde her bir gen i¢in kullanilacak olan primer problar
deney Oncesinde 1:10 oraninda sulandirilmistir. Tablo 3-5’de gosterilen reaksiyon

icerikleri uygun miktarlarda kullanilarak her bir prob i¢in ayri reaksiyon igerikleri



hazirlanmistir. Her bir prob i¢in ayr1 96 kuyucuklu plakalar kullanilmistir. Her bir
kuyucuga hazirlanan karigimdan 18 pl koyulmustur. Daha sonra her bir kuyuda bir
hastanin ¢cDNA 0Ornegi olacak sekilde karigimlarin iizerine 2 pl ¢cDNA Ornekleri
eklenmistir. Boylece toplamda 3 adet 96 kuyucuklu plakada 81 hastanin ¢cDNA
orneklerinden gen ekspresyonu analizi ¢alisilmigtir. Daha sonra plakalar BioRaD CFX96
Real-Time PCR cihazina yerlestirilerek Tablo 3-6’da belirtilen sicaklik ve inkiibasyon
stireleri ayarlanarak reaksiyon baslatilmistir. Reaksiyon sonrasinda Cr degerleri elde
edilmistir, gen ekspresyonu degisimlerini belirlemek i¢in Cr degerlerinden kat degisimi

hesaplamasi yapilmaistir.

Tablo 3.5: Real-Time PCR reaksiyonu karisimi icerikleri

Bilesenler Hacim (pul)
Gene Expression Master Mix 10
Nuclease Free H>O 7,5
TagMan Primer Prob 0,5
cDNA ?
Toplam 20

Tablo 3.6: Real-Time PCR reaksiyon kosullar:

Sicaklik (°C) Dongii Siire (dk)
Denatiirasyon ve Polimeraz 95 Ix 1dk
Aktivasyonu
Denatiirasyon 95 40x 15sn
Baglanma ve Uzama 60 40x 1dk




3.7. ELISA Yontemi ile Serumdaki Protein Seviyesinin Degerlendirilmesi
Hastalardan alinan kan orneklerinden elde edilen serum orneklerinden BT LAB

ELISA kitleri ile BCATI ve BCKDHA proteinlerinin serumdaki seviyeleri

degerlendirilmistir.

Deney 6ncesinde -30 °C’de muhafaza edilen serum Ornekleri ¢ozdiiriilmek iizere
oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra serum ornekleri 3000 rpm’de 20 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant kismi yeni tiiplere alinmigtir. ELISA
icin kullanilacak 96 kuyucuklu plakada normalizasyon i¢in kullanilacak standartlarin ve
orneklerin koyulacagi kuyular belirlenmistir. Daha sonra kit i¢eriginde bulunan standart
soliisyonu, standart diltient ile seri diliisyon seklinde seyreltilerek BCAT1 ve BCKDHA
icin sirastyla 2-64 ng/ml ve 0,75-24 ng/ml olacak sekilde toplamda altisar standart 6rnegi
hazirlanmistir. Standart 6rnekleri ikiser tekrarli olacak sekilde her bir kuyuya 50 pl
yiiklenmistir. Santrifiijlenen serum 6rnekleri ise 6rnek kuyularma 40 pl yiiklenmistir.
Daha sonra standart kuyular1 hari¢ diger kuyulara 10 ul BCAT1 ve BCKDHA antikorlari,
tiim kuyulara ise 50 ul Streptavidin-HRP yiiklenmistir. Plakalarin {izeri kapatilip 37°C’de
60 dakika inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan sonra her bir kuyucuk 300 ul yikama
soliisyonu ile yikanmig, bu adim 5 kez tekrar edilmistir. Yikama adimlarindan sonra her
bir kuyuya 50 pl kit i¢eriginde bulunan A soliisyonu ve 50 pl B soliisyonu eklenmistir.
plakalarm iizeri kapatilip 37 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan
sonra tiim kuyulara 50 pl Stop soliisyonu eklenmis ve kuyulardaki maviden sartya renk
degisimi gozlemlenmistir. Plakalar 450 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda

okutulmustur.

3.8. Idrar Orneklerinde GC-MS Yéntemi ile Organik Asit Tayini
Hastalardan alinan idrar 6rneklerinden GC-MS (Gaz Kromatografisi-Kiitle

Spektrometrisi) yontemi ile organik asitler tayin edilmistir.

Deney Oncesi internal standartlarin hazirlanmasi i¢in 100mg 4-fenilbiitirik asit
100 ml distile suda ¢ozdiiriildii. Hidroksilamin hidroklorid hazirligt icin 4 gram
hidroksilamin HC1 100ml distile suda ¢6zdiirtildii.

Orneklerin hazirlanmasi asamasinda, 15ml’lik falkon tiiplerine 2,5ml idrar 6rnegi
koyuldu. Her bir idrar Orneginin {izerine hazirlanan internal standartlar eklendi.
Eklenecek olan internal standart miktar1 her bir idrar 6rneginin kreatinin degerine gore

hesaplandi. Daha sonra her bir 6rnegin {izerine 500 ul Hidroksilamin HCI ilave edildi.



Orneklerin pH degerleri 0-2 arasinda olacak sekilde HCI ilave edildi. Daha sonra
ornekleri 60 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 &rnekler 3000 rpm’de 3
dakika santrifiij edildi.

Her bir 6rnek i¢in ayr1 olacak sekilde ikinci tiipler hazirlandi ve i¢lerine NaxSO4
konuldu. Santrifiij sonras1 drneklerin tist faz1 ikinci tiiplere transfer edildi. Kalan pellet
kisminin iizerine 6 ml etil asetat eklenerek vorteks yapildi ve tekrark santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi iist faz tekrar ikinci tiiplere aktarildi. 15 dk tiiplerin agizlar agik olacak
sekilde ¢eker ocak altinda bekletildi. Bu islemden sonra iistte kalan kisim dikkatli bir
sekilde yeni tiiplere aktarildi. Yeni tlipler azot ugcurma sistemi altinda 60 °C’de 1 saat
bekletildi. Daha sonra kurutucudan alinan tiiplere 250 pl kloroform ve 250 ul MSTFA
eklendi. Tiipler 60 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrast tiiplerdeki rnekler
vial tiiplerine alinarak GC-MS sisteminde 1pl injeksiyon yapildi. Analiz sonras1 pikler

internal standarta gore degerlendirildi.

3.9. LC-MS/MS Yontemi ile Serumdaki Amino Asit Diizeylerinin Degerlendirilmesi
Hastalardan aliman serum Orneklerinden LC-MS/MS (Likit Kromatografi-
Kiitle/Kiitle Spektrometrisi) yontemi ile dalli zincirli amino asitler; valin, 18sin, izoldsinin

yani sira 20 farkli amino asitin seviyeleri degerlendirilmistir.

Deney oncesi hazirlik asamasinda, internal standart hazirlamak i¢in 6l¢iilmek
istenen toz haldeki her bir amino asitten 0,001g tartilip tizerine 1mL 0,1N HCI eklendi ve
bir kag¢ dakika vorteks yapilarak tamamen ¢6ziinmesi saglandi. Hazirlanan her amino asit
sollisyonundan 80 pl alinarak 1840 pl’lik amino asit karigimi hazirlandi. Bu karigim

siilfosalisilik asit (SSA) ile 15ml’ye tamamlandi.

Hastalarin serum Orneklerinden ependorf tiiplere 50 pl alinip {izerine 50 pl
internal standart eklendi. 40-50 saniye vorteks yapilarak tamamen homojen olduktan
sonra +4°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 10000g’de 10 dakika santrifij
edildi. Santrifiij sonrasi slipernatantlar filtreli tiiplere alindi. Filtreli tiipler 10000g’de 2
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi filtrenin altinda kalan kisim vial tliplere alind1 ve
cihaza yerlestirildir. Okuma sonrasi pikler internal standart ve kalibrasyon egrisine gore

degerlendirildi.



3.10. istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen sonuglarin istatistiksel analizi SPSS 29.0 programi
kullanilarak yapilmistir. Istatistiksel anlamlilik smir1 p<0,05 olarak kabul edilmistir.
Calisma grubunda demografik verilerin karsilastirilmasinda Students’ ¢, One-way

ANOVA, Mann Whitney U ve Kruskal-Wallis testleri kullanilmigtir.



4. BULGULAR

4.1. Calisma Grubuna Ait Klinik ve Demografik Veriler
Calismamiza bas boyun kanseri tanist almig 81 hasta dahil edilmistir. Calisma
grubuna ait klinik parametreler ve demografik veriler Tablo 4-1 ve Tablo 4-2’de

gosterilmistir.

Tablo 4.1: Calisma grubuna ait demografik veriler

Parametre Hasta (n=81)
Yas (y1l) 57.38+13.42
Cinsiyet (K/E) 23/58
Aile Oykiisii (evet/hayir) (%) 33/67
Sigara Kullanimu (evet/hayir) (%) 74/26
Hipertansiyon varhg (evet/hayir) (%) 24/76
KOAH varhg (evet/hayir) (%) 5/95
Lenf Nodu Tutulumu (evet/hayir) (%) 47/53
Tiimér Lokalizasyonu (Larinks/Diger) 37/63
Az Orta Iyi
Diferansiyasyon (%)
23 59 18
Evre 1-2 Evre 3-4
Tiimor Evresi (%)
11 89
Tablo 4.2: Calisma grubuna ait klinik parametreler
Parametre Birim
Hemoglobin (g/dL) 13.56+1.56
Lokosit (%) 8.96+2.54
Na"(mEq/L) 140.11£3.08
K' (mEq/L) 4.42+0.40
CI' (mg/dL) 99.63+3.25




Ca**(mg/dL) 9.55+0.59
Kan Ure Azotu (BUN) (mg/dL) 15.95£5.11
Kreatinin (mg/dL) 1.36+0.82
AST (U/L) 18.89+7.19
ALT (U/L) 19.64+13.84
Albumin (g/L) 3.86+0.52
Total Protein (g/dL) 6.38+0.76
aPTT (s) 25.79+3.02
PTZ (s) 11.70+1.05
INR 0.96+0.08

4.2. Real-Time PCR Gen Ekspresyonu Analizi Sonuc¢lari

Calisma grubundan alinan doku 6rneklerinden yapilan BCAT1 ve BCKDHA gen
ekspresyonlarina dair kat degisimleri Tablo 4-3’te gosterilmistir. Bulgularimiza gore,
BCATI1 ve BCKDHA gen anlatimlar1 kanser dokusunda saglikli dokuya gore arttig
gbzlemlenmistir. Ancak sadece BCKDHA gen anlatimi agisindan anlamli bir farklilik

saptanmistir (p=0.001, %95 giiven araligi= 1.37 — 4.15).

Tablo 4.3: Kanser ve saghkli dokularda BCAT1 ve BCKDHA gen eskpresyonlar1 kat

degisimi
Genler 244CT (min-max) P degeri %95 Giiven Arahg
BCAT1 4.95 (0.02-54.40) 0.325 0.60 —1.81
BCKDHA 2.26 (0.02-33.99) 0.001* 1.37-4.15

* p=0.001, %95 giiven araligi= 1.37 — 4.15

Lenf nodu tutulumuna gére BCAT1 ve BCKDHA genlerine ait kat degisimleri
incelendiginde nod metastaz1 olmayan hastalarda BCAT1 gen anlatiminin istatistiksel
olarak anlamli sekilde arttig1 saptanmistir (p=0.02, %95 giiven araligi= 0.86 — 8.84).
BCKDHA gen anlatim1 agisindan anlamli bir farklilik gézlemlenmemistir (Sekil 4-1).
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Sekil 4.1 Lenf nodu tutulumuna gore BCAT1 ve BCKDHA genlerine ait kat
degisimi grafigi

Calisma grubumuzdaki erken ve ge¢ evre hastalarda BCAT1 ve BCKDHA
genlerine ait kat degisimleri incelendiginde BCAT1 gen ekspresyonunun gec evre
kanserlerde anlamli sekilde arttigi saptanmistir (p=0.017, %95 giiven araligi= 3.01 —
13.34). BCKDHA gen anlatimi1 da ileri evre kanserlerde artmis olmakla beraber

istatistiksel bir anlamlilik gozlemlenmemistir.
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Sekil 4.2: Kanser evresine gore BCAT1 ve BCKDHA genlerine ait kat
degisimi grafigi
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Hastalarin aile oykiisii varligima gére BCAT 1 ve BCKDHA genlerinin kat
degisimleri incelendiginde, BCAT1 gen ekspresyonu agisindan bir anlamlilik
gozlemlenmezken, BCKDHA gen anlatim ise aile 0ykiisii olan hastalarda anlamli sekilde

ylikselmistir (p=0.005, %95 giiven araligi= 0.78 — 5.76) (Sekil 4-3).
4,06*

5,77
5
4

2,88

3
2 1,57
| .
0

BCAT1 BCKDHA

Kat Degisimi

m Aile Oykiisii (+)  m Aile Oykiisi (-)

Sekil 4.3: Aile oykiisiine gore BCAT1 ve BCKDHA genlerine ait kat degisim
grafigi

Hastalarin sigara kullanim1 ile BCAT1 ve BCKDHA genlerine ait kat degisimleri
arasindaki iligki incelendiginde, her iki gen anlatiminin da sigara i¢en hastalarda anlamli
diizeyde artmis oldugu goriilmiistiir (Sekil 4-4) (BCAT1, p=0.020, %95 giiven araligi=
0.74 — 10.50; BCKDHA, p=0.026, %95 giiven araligi= 0.69 — 6.05).
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Sekil 4.4: Sigara kullanimina gore BCAT1 ve BCKDHA genlerine ait kat
degisimi grafigi

Timoér diferansiyasyonuna gére BCAT1 ve BCKDHA genlerine ait kat
degisimleri incelendiginde gen anlatim diizeyleri az diferansiyeden iyi diferansiye olana
dogru azalma egilimi gosterdigi goriilmekle birlikte istatistiksel agidan bir anlamlilik

saptanmamistir (p>0.05) (Sekil 4-5).
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Sekil 4.5: Tiimor diferansiyasyonuna gore BCAT1 ve BCKDHA genlerine ait kat degisimi
grafigi



4.3. Serumda BCAT1 ve BCKDHA protein seviyesi analizi sonug¢lari
ELISA yontemi ile hastalarin serum orneklerinden yapilan BCAT1 ve BCKDHA

proteinlerinin diizeyleri Tablo 4-4’te gosterilmistir.

Tablo 4.4: BCAT1 ve BCKDHA serum protein diizeyleri

Parametre Birim (ng/ml)
BCAT]1 protein diizeyi 9.02+5.50
BCKDHA protein diizeyi 3.48+1.98

Hastalari BCAT1 ve BCKDHA gen anlatimlar1 artan ve azalan seklinde
siiflandirarak, serum BCAT1 ve BCKDHA diizeyleri ile arasindaki iliski incelendiginde
anlamli bir farklilik gézlemlenmemistir (p>0.05) (Tablo 4-5).

Tablo 4.5: BCAT1 ve BCKDHA gen anlatimlar1 artan ve azalan hastalarda BCAT1 ve
BCKDHA serum protein diizeyleri

BCAT1 Kat degisimi BCKDHA Kat Degisimi

Paramaterler
Artan Azalan Artan Azalan

BCAT]1 Protein Diizeyi (ng/ml) 9.06+6.59 | 9.53+6.09  8.44+4.03 9.74+7.12

BCKDHA Protein Diizeyi (ng/ml)  3.40+1.80 @ 3.81+2.69  2.95+1.17 3.934+2.56

4.4. Serumda Amino Asit Seviyesi Analiz Sonuclar:

LC-MS/MS yontemi ile hastalarin serum oOrneklerinden yapilan amino asit
seviyesi analizi sonuglar1 Tablo 4-6’da gdsterilmistir. Sekil 4-6’da yontemde kullanilan
internal standartlara ait bir amino asitlerin kromatogram goriintiileri, Sekil 4-7’de ise bir
hastaya ait amino asitlerin kromatogram goriintiileri gosterilmistir. Sekil 4-8’de ise bir
hastaya ait Losin, Valin ve Izoldsin amino asitlerinin kromatogram goriintiileri

verilmistir.

Bulgularimiza gore, ortalama glutamik asit diizeyinin normal diizeyin iizerinde
oldugu, ortalama sistin diizeyinin ise normal diizeylerinin altinda oldugu

gbzlemlenmistir.



Tablo 4.6: Calisma grubuna ait serum amino asit diizeyleri

Parametre

Fenilalanin
Tirozin
Losin
Izolésin

Metiyonin

Valin

Treonin
Alanin

Serin

Glisin
Hidroksiprolin
Asparajin
Glutamin
Prolin

Sitriilin

Arjinin
Histidin
Ornitin

Lizin

Metil-3-histidin

Triptofan

Birim

99.694+26.54

70.92+18.30

151.56+52.13

73.58+22.48

23.40+9.88

165.41+63.29

136.27+£39.93

349.27+114.63

142.144+290.87

337.10+4.30

8.94+4.30

91.13424.56

453.36+£105.66

256.53+60.86

30.32+11.77

123.554£32.72

60.58+14.43

77.59+29.73

154.86+35.00

3.64+1.50

52.40+18.69

Normal Arahk

39-240

35-100

72-190

34-100

12-40

119-300

102-230

182-500

68-200

123-450

0-33

35-100

435-721

88-290

16-60

45-150

67-109

27-120

110-250
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Sekil 4.8: Internal standartlara ait amino asilerin kromatogram goériintiisii
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Sekil 4.7: Bir hastaya ait amino asitlerin kromatogram goriintiisii

RT:8.40
AA 19114528.36
AH: 1021366.66
100. SN 106,34
i 100+ RT:8.86
% 4 MA: 15064768.67
4 90 X 05.41
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S 7 z £ 704
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Sekil 4.6: Bir hastaya ait (A)Lésin, (B) Valin ve (C) Izolosin amino asitlerinin
kromatogram goriintiileri

BCAT 1 ve BCKDHA genlerine ait gen anlatimlari artan ve azalan hastalarda
kandaki dall1 zincirli aminoasit diizeyleri arastirildiginda izoldsin ve 16sin amino asitleri
acisindan anlamli bir farklilik saptanmazken, valin amino asit diizeyinin BCAT 1 gen
anlatimi artan hastalarda anlamli sekilde artti§i saptanmistir (p=0.012, %95 giiven

araligi= 10.90 — 83.17) (Tablo 4-7).
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Tablo 4.7: BCAT 1 ve BCKDHA genlerine ait gen anlatimlar1 artan ve azalan hastalarda
kandaki dalh zincirli aminoasit diizeyleri

BCAT1 Kat degisimi BCKDHA Kat Degisimi
Aminoasitler
Artan Azalan Artan Azalan
Lésin Diizeyi 167.30+£65.20 | 140.38+45.61 154.19+38.38 # 151.02+63.41
Valin Diizeyi 190.87+63.50*  143.82+63.45 | 177.68+52.12 1 160.78+70.43
izolosin Diizeyi 81.30+25.43 68.61+£20.95 @ 78.68+18.64 73.254+26.3

* p=0.012, %95 giiven araligi= 10.90 — 83.17

Timor diferansiyasyonuna gore kandaki dalli zincirli aminoasit diizeyleri
incelendiginde istatistiksel agidan anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05). (Sekil
4-8).
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Sekil 4.9: Tiimor diferansiyasyonuna gore dall zincirli amino asit diizeyleri

o

o

o

o

o
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Kanser hiicreleri tarafindan enerji kaynagi olarak kullanilan glutaminin timdr
diferansiyasyonuna gore kandaki diizeyleri incelendiginde, az diferansiye olan hastalarda
orta ve iyi diferansiyasyon gosteren hastalara gore glutamin diizeyinin artmig oldugu

belirlenmistir (p=0.010, %95 giiven araligi= 21.73 — 149.60) (Sekil 4-9).
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Sekil 4.10: Tiimor diferansiyasyonuna gore glutamin diizeyleri

Calisma grubumuzda yer alan 13 hastadan alinan idrar 6rneklerindeki GC-MS
yontemi ile organik asit varligi tayin edilmistir. Bulgularimiza gore, hastalarin tamaminin
idrarinda 3-metilkronik asit varlig1 saptanirken bes hastada ise hidroksibiitirik asit tespit

edilmisgtir.

Tablo 4.8: Hastalarin idrarindaki organik asit varhg:

Organik Asitler Hasta Sayis1 (n=13)
3-Metilkrotonik Asit 13
Laktik Asit 1
Piirivik asit 2
Hidroksibiitirik Asit 5
Metilmalonik Asit 1
Leviilinik Asit 1




5. TARTISMA

Karsinogenez, saglikli hiicrelerin kanser hiicrelerine doniismesini saglayan ¢ok
asamali ve olduk¢a karmasik bir siirectir. Bu siire¢, sonucta neoplastik fenotipi ortaya
cikaran genlerdeki mutasyonlarla dogrudan baglantilidir. Karsinogenez siirecinde ortaya
cikan bu mutasyonlar ile hiicreler, proliferasyon sinyallerini siirdiirme, biiyiime
baskilayicilart ve hiicre 6liimiinden kagis, anjiyogenez ile birlikte invazyon ve metastatik
yetenek kazanma ve immiin sistemden kagis gibi 6zellikler kazanarak 6liimsiiz kanser
hiicreleri haline doniistirler. Bu o6zelliklere ek olarak kanser hiicreleri, kazandiklari
yeteneklerin devamlilig1 ve hayatta kalmak i¢in gerekli olan enerji liretimini tegvik etmek

icin metabolizmalarini yeniden programlama yetenegi de kazanirlar.

Metabolik yeniden programlama, bas boyun kanserleri de dahil olmak {izere kat1
timorlerde goriilen, kanser hiicrelerinin hayatta kalmasin1 desteklemek i¢in gerekli olan
enerjinin elde edilmesini saglayan hiicresel bir adaptasyon c¢esididir. Bu adaptasyonlar,
timor tipine, bolgesine, evresine ve metastatik kapasitesine bagli olarak,
makromolekiillerin sentezinde veya yikiminda gorevli enzimlerin ekspresyonlarindaki ve
buna bagli olarak tiimér dokusunda ve viicut sivilarindaki metabolitlerin seviyelerindeki
degisimler olarak ortaya ¢ikar (138). Kanserdeki ¢esitli metabolik degisiklikler arasinda
amino asit metabolizmasinin diizensizligi, tiimor gelisimi ve ilerlemesi iizerindeki etkisi
nedeniyle kanser gelisim siirecini anlamada ve buna uygun tedaviler gelistirilme

arastirmalarinda giderek daha fazla ilgi gérmektedir.

Bas boyun kanserlerindeki metabolik degisimleri anlamaya yonelik cesitli
caligmalar yapilmis olmasina ragmen, heterojen bir kanser tiirli olmasi ve histolojik olarak
farkli yapilar1 bir arada bulundurmasi sebebiyle bas boyun kanserlerinde dalli zincirli

amino asit metabolizmasinin rolii heniiz anlagilamamustir.

Dall1 zincirli amino asitlerin kanser gelisimine katkisini incelemek amaciyla
yapilan ¢aligmalar, dalli zincirli amino asitlerin metabolizmalarinda gérevli BCATI1 ve
BCKDHA iki ana enzimin farkli kanser tiirlerindeki roliine odaklanmistir. Calismamizda,
gen ekspresyonu analizlerinde elde ettigimiz bulgularimiza gore BCAT1 ve BCKDHA
(p=0.001) genlerinin ekspresyonlar1 tiimor dokularinda tiimor ¢evresi saglikli dokulara
gore artig gostermistir. Ekspresyon diizeyleri demografik veriler ile kiyaslandiginda III
ve IV evre hastalarin BCAT1 (p=0.017) ve BCKDHA ekspresyon seviylerinde I ve II

evre hastalara gore artis gosterdigi goriilmiistir. Wang ve ark. yumurtalik kanserinde



yaptiklari bir calismada, 130 epitelyal yumurtalik kanseri hastasinda yiiksek dereceli ileri
evre (Evre I1I ve IV) tiimorlere sahip 104 hastada BCAT1 ekspresyon seviyesinin normal
dokulara gore daha yiiksek oldugunu gostermisleridir. (139). Xu ve ark yaptiklar1 diger
bir calismada, 74 hepatoselliiler karsinoma hastasinin doku Orneklerinden yapilan
ekspresyon analizlerine gore BCAT1 gen ekspresyonu III ve IV evre tiimorlere sahip 26
hastanin 18’inde anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir (140). Lee ve ark.
pankreatik duktal adenokarsinoma hiicrelerinde yaptiklar: bir ¢alismada BCKDHA gen
ekspresyonunun baskilanmasinin hiicre proliferasyonunu ve lipit biyosentezini azalttigini
ve dolayistyla BCKDHA ekspresyonunun diger metabolik yolaklar i¢in karbon kaynagi

oldugunu ve hayati 6nem tasidigini belirlemislerdir (109).

Sigara kullanimi, HPV ile birlikte bas boyun kanserleri i¢in iki dnemli risk
faktorlerini olusturur. Sigara kullanimi bas boyun kanseri bdlgelerinde dogrudan
maruziyet nedeniyle, DNA’da metilasyonlar ve mutasyonlara neden olabilmektedir
(141). Literatiirde bas boyun kanserinde sigara kullaniminin dalli zincirli amino asit
metabolizmasindaki etkilerine iliskin yapilmis bir calisma bulunmamaktadir.
Calismamizda sigara kullanan hastalarda BCAT1 (p=0.020) ve BCKDHA (p=0.026) gen
anlatimi anlamli diizeyde artis gostermistir. Sigara kullaniminin gen ekspresyonu
iizerindeki etkilerine iliskili olarak Irimie ve ark. sigara icen ve hig sigara igmemis bas
boyun kanseri hastalarinda yaptiklar1 bir ¢aligmada sigara icen hastalarda hic¢ sigara
icmemis hastalara kiyasla 110 gende ekspresyon artisi 9 gende ekspresyon azalist
gOriilmistiir (142). Bununla birlikte bas boyun kanserinde sigara kullanimi1 kanser iligkili

fibroblastlarda yaglanmaya neden oldugi ve glikolizi hizlandirdigi gézlemlenmistir (143).

Dall1 zincirli amino asit metabolizmasinin aktivasyonunun kanser gelisimine ve
ilerlemesine olan katkis1 bilinmesine ragmen, farkli kanser tiirlerinde dall1 zincirli amino
asit metabolizmasinin roliinlin spesifik olarak belirlenmesinde farkli hiicre tiplerinin
kanser metabolizmasina katkisi1 da géz dniinde bulundurulmalidir. Calisma grubumuzda
yer alan hastalarin BCAT1 ve BCKDHA serum protein seviyeleri belirlenmistir ve ilgili
proteinlerin enzimlerin mRNA seviyeleri ile herhangi bir korelasyon gézlenmemistir.
Zhu ve ark. pankreatik duktal adenokarsinoma hiicrelerinde dalli zincirli amino asit
metabolizmasinin roliinii arastirmak {izere yaptiklar1 bir ¢aligmada, BCAT1 protein
seviyesinin kanser iliskili fibroblastlarda pankreas hiicre hatlarina kiyasla daha

yiiksekken, BCAT2 ve BCKDHA enzimlerinin protein seviyelerinin ise pankreas hiicre



hatlarinda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (113). Son yillarda yapilan farkli bir
calismada ise, kronik lenfositik l6semi hastalarinda BCAT1 protein ekspresyonu ile

BCATI1 mRNA eskpresyonu arasinda herhangi bir korelasyon bulunamamaigstir (144).

Glutamat, fizyolojik olarak uyarici bir ndrotransmitter olmasinin yani sira, normal
hiicrelerin ve neoplastik hiicrelerin proliferasyonu icin gerekli olan Onemli bir
biyoenerjetik substrattir (145). Kanda en ¢ok bulunan amino asit olan glutaminden,
glutaminaz reaksiyonu ile yapidan bir amino grubunun ¢ikarilmasi ile olusur. Diger
amino asitlerin transaminasyon reaksiyonlar1 sirasinda yapidan ayrilan amino grubu o-
ketoglutarata aktarilir ve glutamat bu yol ile de iiretilir (62). Benzer sekilde dalli zincirli
amino asitlerin katabolizmasinda BCAT]1 reaksiyonu sonucu glutamat ve a-keto asitler
olusur. Diger yandan glutamat, merkezi sinir sisteminde farkli reseptor tiplerine
baglanabilen uyarict bir norotransmitter olarak gorev yapar. Son yillarda yapilan
caligmalarda glutamatin uyarici sinyallemesinin insan maligniteleri ile iligkili olabilecegi
gosterilmistir. EAAT (excitatory amino acid transporter) ve sistin/glutamat antiport
sistemi gibi glutamat tasiyicilarinin diizensizligi ekstraselliiler glutamat miktarinda artisa
ve kanser hiicrelerindeki glutamat reseptdrlerini aktive ederek malign biiylimeye sebep
olmaktadir (146). Bununla iligkili olarak yapilan ¢alismalarda, farkli kanser tiirlerinde
fazla miktarda glutamat tiretimi ve ekstraselliiler glutamat konsantrasyonlarinda artis
goriilmiistiir ve buna bagh olarak glutamat, tiimor gelisimini destekleyen bir biiyiime

faktorii olarak olarak tanimlanmastir.

Seidlitz ve ark. farkli kanser tiirlerindeki hiicre hatlarinda yaptiklar1 bir calismada,
meme, melanoma ve prostat kanseri hiicre hatlarinda ekstraselliiler ortama zamana bagh
olarak giderek artacak sekilde glutamat salgiladiklarini gdstermislerdir (147). Prostat
kanseri hastalarinda yapilan diger bir ¢aligmada, hastalarin serum glutamat diizeyleri,
yikksek farklilasma derecesi ve primer prostat timorlerinin agresifligi ile
iligkilendirilmistir (148). Kamarajan ve ark. yaptiklar1 diger bir ¢aligmada, bag boyun
kanseri hastalarindan alinan doku, tiikiiriik ve plazma 6rneklerinde glutamat seviyelerinin

artmig glutaminoliz hiz1 nedeniyle dnemli dlgilide yiikseldigini gostermislerdir (149).

Artmig ekstraselliiler glutamat seviyeleri hiicrede glutamat alimini ve salimini
diizenleyen sistemlerdeki anormal aktivasyondan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bagsta
glutaminoliz olmak iizere diger amino asitlerin metabolizmalar1 sonucu hiicre icerisinde

olusan fazla miktarda glutamat, SLC7A11 (Solute Carrier Family 7 Member 11) adi



verilen bir tasiyict araciligiyla sisteinin oksitlenmis dimer formu olan sistin ile bire bir
oraninda yer degistirerek ekstraselliiler bosluga salinir (150). Hiicre igerisine alinan sistin
ise sisteine doniisiir. Normal fizyolojik kosullarda hiicre i¢i serbest sistein genellikle de
novo sentez veya protein degredasyonu yolu ile iretilir. Cogunlukla 6nemli bir
antioksidan olan glutatyonun sentezinde kullanilir. Kanser hiicreleri oksidatif stresten
korunmak amaciyla glutatyon iiretiminin siirekliligini saglamak durumundadir. Bu
nedenle bir ¢ok kanser tlirinde SLC7A11’in artmis ekspresyonu goriiliir. Artmig
SLC7A11 ekspresyonu, hiicrelerde sistin alimin arttirarak glutatyon sentezini arttrir ve
bdylece antioksidan sistemi aktive ederek hiicrenin apoptoz, oksidatif stres ve
ferroptozisten korunmasina yardimei olur (151). Dunn ve ark. renal hiicreli karsinoma
hastalar1 ile yaptiklar1 bir ¢alismada 125 hastanin 78’inde SLC7AI11’in yiiksek
ekspresyonu tespit edilmis ve tiimor blytlikliigii, uzak metastaz ve kotii pronoz ile
iligkilendirilmistir (152). Benzer sekilde meme kanserinde yapilan bir kohort
calismasinda SLC7A11’in yiikksek mRNA ve protein ekspresyonlart yiiksek tiimor
derecesi ile ilskilendirilmigtir. Yiiksek SLC7A11 ekspresyonu ile diger genlerin
ekspresyonu arasindaki iligki incelendiginde diger bir yiliksek afiniteli glutamat
tastyicilart olan SLC1AS, SLC7AS ve glutaminaz ekspresyonu arasinda bir korelasyon
gbzlemlenmigtir (153). Diger bir ¢cok kanser tiiriinde oldugu gibi bag boyun kanserinde
de yiiksek SLC7A11 ekspresyonu tespit edilmistir. Ma ve ark. 327 larinks kanseri
hastasinda yaptiklar1 bir galigmada erken evre hastalarin yaklasik %48’inde ve ileri evre
hastalarin %65’inde yiiksek SLC7A11 ekspresyonu goriilmstiir. Bununla birlikte, Cox
regresyon analizlerinde genel sag kalim oranmin SLC7A11’in yiiksek ekspresyonuna
sahip olan hastalarda daha diisiik oldugu belirlenmistir (154). Bas boyun kanserinde
yapilan diger bir ¢alismada HPV pozitif hastalarin HPV negatif hastalara gére daha diigiik
SLC7A11 ekspresyonuna sahip oldugu bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore
SLC7A11’in bas boyun kanserinde HPV iligkili biyobelirte¢ olabilecegi isaret ediliyor
(155). Calismamizda hastalarin serum amino asit seviyeleri degerlendirildiginde glutamat
seviyesinde artis ve sistin seviyesinde azalis oludugu gozlemlenmistir. Bu bulgulara
dayanarak, yiiksek ekspresyon seviyeleri bas boyun kanseri ile iligkilendirilen SLC7A11
tastyicisinin ¢alismamiza dahil edilen hasta grubunda da yiiksek seviyede olabilecegini
diistinmekteyiz. Diger yandan ekstraselliiler sividaki glutamat artisina pararlel olarak,
kanda en ¢ok bulunan amino asit olan ve kanser hiicreleri tarafindan biiyiik 6lciide enerji

kaynag1 olarak kullanilan glutamin ¢aligma grubumuzdaki hastalardan diisiik timor



difreansiyasyomu gosteren hastalarda anlamli sekilde yiikseldigi tespit edilmistir

(p=0,010).

Calisma grubumuzdaki 13 hastanin idrarinda tespit edilen 3-Metilkrotonik asit, (2
E )-but-2-enoik asit ), CH3CH=CHCO2H formiiliiyle tanimlanan kisa zincirli doymamis
bir karboksilik asittir. 3-Metilkrotonik asit, diger adiyla Senecioic asit, ilaglarda aroma
maddesi olarak kullanilir ve idrarda yiliksek miktarda 3-metilkrotonik asit atilimi ile
karakterize bir bozukluk olan 3-Metilkrotonik asidiiri hastalarinin idrarinda goriiliir (156).
Bu genetik hastalik, 3-metilglutakonik asit olusturan biyotine bagli bir reaksiyondaki
kusurlardan kaynaklanir. Biyotine bagimli karboksilazlarinda kalitsal metabolik kusur
olan hastalarin idrarinda metilsitrat, 3-hidroksipropiyonat, propiyonilglisin, tiglik asit, 3-
metilkrotonik  asit, 3-hidroksiizovalerik asit gibi organik asitler yliksek
konsantrasyonlarda bulundugu bilinmektedir (157). Bu metabolitlerin idrardaki varligi,
dall1 zincirli amino asitlerin katabolizmasinda gorevli kofaktorii biyotin olan propiyonil
CoA karboksilaz ve 3-metilkrotonil CoA karboksilaz enzimlerinin biyotin eksikligine

bagl aktivitesinin azalmasindan kaynaklandig: goriilmiistiir (158).

Calisma grubumuzdaki tiim hastalarin  idrar 6rneklerinde tespit edilen 3-
Metilkrotonik Asit varliginin, hastalarin tedavi sirasinda ortak kullandiklari bir ilag
metaboliti olabilecegi veya hastalarin dalli zincirli amino asit metabolizmasindaki
karboksilaz enzimlerinin biyotin eksikligine bagli olarak aktivitelerinin azalmasindan

kaynaklanmis olabilecegini diistinmekteyiz.

Glinlimiizde bir¢ok ¢aligma dalli zincirli amino asit metabolizmasinin kanserdeki
roliine dikkat ¢ekmektedir. Sonuglar, dalli zincirli amino asitlerin, kanser hiicresi
metabolizmasint sekillendirerek sagkalima yon verebilen kritik 6neme sahip mikro
molekiiller olduklarin1 ortaya koymaktadir. Bu tez ¢caligmasinda, kdken aldigi dokularin
cesitliligi bakimindan oldukga heterojen bir kanser tiirii olan bag boyun kanserinde dalli
zincirli amino asit metabolizmasindaki degisimler gen ekspresyonu, protein ve amino asit
diizeyinde degerlendirildi. Elde ettigimiz bulgular, bas boyun kanserinde dalli zincirli
amino asit metabolizmasinin tiimor evresi, lenf nodu tutulumu ve risk faktorlerinin varligi
gibi etkenlere bagli olarak degiskenlik gosterdigini ortaya koymustur. Bu bilgiler
1s181nda, daha genis hasta grubu ve farkli analiz yontemleri kullanilarak gergeklestirilecek
olan gelecekteki aragtirmalar, bu amino asitlerin bas boyun kanserinde terapétik hedef

olma potansiyelinin aydinlatilmasina olanak saglayabilecegini diisiinmekteyiz.
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