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OZET

FARKLI MEME KANSERI HUCRE TiPLERININ (MCF-7, MDA-MB-231, CRL-4010)
ORGANIK ASIT PROFILININ INCELENMESI

Mehmet ESEN

Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi

Meme kanseri bayanlarda en ¢ok rastlanan kanser tiirii olup, akciger kanserinden sonra ikinci sirada
gelmektedir. Prognozu patolojik tiplendirmesine gore faklilik gdsteren meme kanserinde kemoterapi vazgegilmez
tedavi yontemidir. Kemoterapi ile erken evrelerde bile tam kiir sans1 diisliktiir. Kanser hiicrelerinin metabolik
aktivitelerinin ve karekteristiginin tanimlanmasi yeni tedavi modaliteleri ve kiir acisindan fayda saglayabilir. Bunu
tanimlayacak yontemlerden biri bu hiicrelerin salgiladigi organik asit diizeylerinin 6l¢iimiidiir. Genis bilesik sinifi
organik asitler, aminoasit metabolizmas1 gibi primer metabolik yollarda, yag asidi oksidasyonu, lipit
metabolizmasi, krebs dongiisii vb. ara maddeler olarak ortaya c¢ikar. In-vivo kosullarda organik asit
konsantrasyonlar1 diger doku ve organ fonksiyonlarma bagh olarak degiskenlik gosterebilse de, izole edilmis
hiicre kiiltiir ortaminda bu ara maddelerin sentezindeki eksitasyon ve inhibisyonlar daha dogru olarak saptanabilir.
Bu ¢alismada, MDA-MB-231 (meme adenokarsinomu) MCF-7, (duktal meme karsinomu) ve CRL 4010 normal
hiicre hattinin organik asit diizeylerinin analizi ve bu ara metabolit diizeylerinin tanimlanmas1 ve karsilastirilmasi
amaglanmustir.

Hiicre kiiltiir ortam sivisinin 54 plazma organik asit diizeyi, LC-MS / MS teknigi kullanilarak 6l¢iildii.
28 organik asit panel-l, 26 organik asit panel-2 yontemi kullanilarak gradyan eliisyonu ile 12 dakikada analiz
edildi. Verilerin dagilimlarina gore yapilan istatistiksel analizde oxoproline, malicacid, sebacic acid, suberic acid,
3-methylglutaconic acid, glutaconic acid, 3-methyl-2-oxovaleric acid, pyruvic acid, 2-oh glutaric acid, 2 oh
isocabroic acid, 3 oh isovaleric acid, 3 oh pentanoic acid, 2 keto glutaric acid, citric acid, ethyl malonic acid, lactic
acid, methyl malonic acid, orotic acid diizeylerinde anlamli degisiklikler saptandi.

Ostrojen reseptdr pozitif MCF-7 duktal karsinomlu hiicrelerin daha fazla diferansiye olmus MDA-MB-
231 adenokarsinom hiicrelerine gore saglikli hiicrelere daha yakin fizyolojik aktivitelere sahip oldugu, kotii
prognozlu histolojik yapinin anaerobik solunum yolunu daha fazla segtigi, TCA siklus aktivitesini kaybetme
egiliminde oldugu tespit edilmigtir. ER- (8strojen reseptor negatif) olan MDA-MB-231 hiicreleri normal meme
hiicrelerinin gosterdigi 6zelliklerini kaybetmistir. Kanser hiicre metabolomiksinin gelisen LC-MS/MS teknigiyle
tanimlanmast ve metabolit diizeylerinin analizi diferansiyasyonu artmig hiicrelerin metastaz olusumlar1 ve
programli hiicre 6liimlerine direng kazanmasiyla iliskilendirilebilir. Metabolit diizeylerindeki degisikliklerden elde

edilen ipuglar1 yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde fayda saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: MCF-7, MDA-MB-231, Organik asit profili



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ORGANIC ACIiD PROFILE OF DiFFERENT BREAST CANCER CELL
TYPES (MCF-7, MDA-MB-231, CRL-4010)

Mehmet ESEN

Department of Medical Biochemistry, Master Thesis

Breast cancer is the most common type of cancer in women and comes second after lung cancer.
Chemotherapy is an indispensable treatment method in breast cancer, which shows different prognosis according
to pathological typing. Even in the early stages of chemotherapy, the chance of full cure is low. The identification
of metabolic activities and characteristics of cancer cells may be beneficial in terms of new treatment modalities
and cure. One method to identify this is to measure the levels of organic acid secreted by these cells. Wide range
of compound organic acids, primary metabolic pathways such as amino acid metabolism, fatty acid oxidation,
lipid metabolism, krebs cycle and so on. as intermediates. Although organic acid concentrations may vary
depending on other tissue and organ functions in in vivo conditions, excitations and inhibitions in the synthesis of
these intermediates in isolated cell culture media can be more accurately detected. In this study, it was aimed to
analyze the organic acid levels of MDA-MB-231 (breast adenocarcinoma) MCF-7, (ductal breast carcinoma) and
CRL 4010 normal cell line and to identify and compare these intermediate metabolite levels.

The plasma organic acid level of cell culture medium fluid 54 was measured using the LC-MS / MS
technique. 28 organic acid panel-I were analyzed in 12 minutes by gradient elution using 26 organic acid panel-2
method. In the statistical analysis according to the distribution of data, oxoproline, malicacid, sebacic acid, suberic
acid, 3-methylglutaconic acid, glutaconic acid, 3-methyl-2-oxovaleric acid, pyruvic acid, 2-oh glutaric acid, 2 oh
isocabroic acid, 3 oh isovaleric acid, 3 oh pentanoic acid, 2 keto glutaric acid, citric acid, ethyl malonic acid, lactic
acid, methyl malonic acid, orotic acid levels were found significant changes.

It was found that estrogen receptor positive MCF-7 ductal carcinoma cells had more physiological
activities closer to healthy cells than more differentiated MDA-MB-231 adenocarcinoma cells, histologic structure
with poor prognosis chose more anaerobic airway and TCA cycle activity tended to lose activity. MDA-MB-231
cells, which are ER- (estrogen receptor negative), have lost the characteristics of normal breast cells. The
identification of cancer cell metabolomics by developing LC-MS / MS technique and analysis of metabolite levels
may be associated with increased differentiation of cells with resistance to metastasis formation and programmed

cell death. Clues from changes in metabolite levels may be helpful in developing new treatment strategies.

Key Words: MCF-7, MDA-MB-231, CRL-4010, organic acid profil

Xi



1. GIRIS

Kanser, herhangi bir organ veya dokudaki hiicrelerin diizensiz olarak bdliiniip
cogalmasi sonucunda beliren kotii urlara denir (1).Tiimdr nedenlerinin basinda,
kalitimsal farkliliklar veya DNA’da meydana gelen hasarlardan
kaynaklanmaktadir.Olusan bu hasarlarin hedefi agisindan iizeride durulmasi gereken
gen sayisi li¢’tiir.Poliferasyona neden olan gen (protoonkogen)’dir. Aktivasyona neden
olan gen (onkogen). Biiylimeyi sinirlayan (timor supresor) gen tiplerinde inaktivasyona
rastalanabilmektedir. DNA’nin onarimi ve Apoptisoz’dan sorumlu genlerde hasarlarin
olmasi ihitimaldir (2).

Kadinlarda kanserlere bagli 6liim sebebi olarak akciger kanserlerinin meme
kanseri oranini gegtigi biliniyorsa da, meme kanseri tanis1 alan kadinlar bati diinyasinda
kanser cesitleri igerisinde en ¢ok ve en yaygin kanser olmay1 siirdiirmektedir. ABD'de
her 10 kadindan birinde meme kanseri gozlemlendigi bilinmektedir. Kadinlarda 54
yaslarina kadar kansere bagli 6liim sebebi olarak ilk sirada meme kanseri bulunmaktadir
(3).

Meme  kanseri %99  kadinlarda  goriliirken, %1°de  erkeklerde
goriilebilmektedir. Cinsiyet bu kanser tiirii i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir. Bunun sebebi
ise meme dokusunun kadinlarda fazla miktarda bulunmasidir. Kadinlarin gelisimsel
donemlerindeki Ostrojen ve progesteron hormonlarindaki degisimdir (4).

Kanser hiicre tiplerinden olan MDA-MB-231 hiicreleri 51 yasindaolan meme
adenokarsinomaya sahip olan bir bayanin plevralefiizyonundan izolasyonu yapilmistir
(5).Anormal bicimde karyotipe sahip olmus olan hiicre hatti andploid yap1
halindedir.Karyotip analiz icerisinde kromozom miktarlarmin triploide yakin degerler
icinde (6).bulundugu gézlemlenmis, az sayida normali ve ¢ok az sayida da kromozoma
sahiptir. N8 ve NI15 kromozomlar1 yoktur.Bahsi gecen kromozomlar sitogenetik
analizler kapsaminda markir olarak kullanilmaktadir.Yapilan karyotip analizler, hiicre
populasyonlarinin  kromozom sayilar1 ve yapilart acisindan homojen olmadiklarim
gostermislerdir (7).

MDA-MB-231 hiicrelerinde olusan s6z konusu degisimler, timoriin
ilerlemeleri, metastaz olusumlar1 ve programli hiicre oliimlerine diren¢ kazanmasiyla

alakalidir (5).



MCF-7 hiicreleri, 63 yasinda olan 4.seviye duktalkarsinoma teshisi almig bir
kadindan 1970 senesinde elde edilmistir.Bu seneden sonra ise, dstrojen reseptori pozitif
(ER+) MCF-7 hiicre hatlariyla ortalama 12.000 ¢alisma gergeklestirilmistir.Epitelyal
yap1 igerisindedir ve ¢ogalmaunsuru baglanma proteinlerini iiretmektedir (8).MCF-7
hiicrelerinin  hiicresel analizleri igerisinde; kromozom miktarlarindaki normal
bulunmayan bir artis ve azalig goriilmektedir (9).Yanlis eslesmesi yapilmis olan bazlarin
tamir edilme siirecinde gorevli olan onarim proteinleri MCF-7 hiicreleri igerisinde
mutasyonlara ugramis oldugundan, hiicreler antikanser ilaglarma kars1 direngler
gelistirmislerdir (10).

Kisacast DNA onarim hiicrelerinde yasanan bu mutasyonlar ya da tamir
proteinlerinin az veya asir1 ifadesi, diren¢ gelisimlerinde birer etkendir (11). Meme
kanseri ve diger kanserlerin meydana gelmesi siirecinde, hiicre dongiisii kontrol
noktalarindan siklin D1’de meydana gelen mutasyonlar MCF-7 hiicrelerinde de
bulunmaktadir (12).

Bu calismada konuyla ilgili ilk ve orijinal bir ¢alisma 6zelligindedir. Bu
konuda genis bir seride ¢alisma yaparak hem bilime katkida bulunmayr hem de
hastaligin tan1 ve tedavisinde etkinligi artirmayr amagladik. Meme kanseri hiicre
cizgilerini MDA-MB231 (ER", PR Her2") ile MCF-7(ER™, PR* Her2" normal hiicre
hatti CRL-4010 arasindaki hiicre igerisindeki serbest organikasit profili cikartilarak
hastaligin olusumundaki molekiiler mekanizmalar1 belirlemek ve bu farkliliklardan

yararlanarak erken tani ve tedavi yontemleri gelistirilebilecektir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Viicudumuzdaki saglikli hiicreler boliinebilme yetenegine sahiptirler.Ancak,
kas ve sinir hiicrelerinde bu 6zellik bulunmaz.Hiicreler bu yeteneklerini yenilenme ve
yaralanan dokularin onarilmasi i¢in kullanirlar (13).Hiicreler insan yagaminin baslarinda
hizli boliiniirken, ileriki yaslarinada boliinme hizi yavaslamaktadir.Yalniz, hiicreler
Oomiir boyu siirekli bdliinemezler.Her hiicrenin yasami boyunca belli bir boliinebilme
sayist vardir. Saglikli bir hiicre yasami boyunca ne kadar boliinecegini ve zamani
geldiginde de 6lmesini bilir. Bu olaya apoptosis denir.Apoptosis hiicrenin programli
Olumiidiir.

Kanser, herhangi bir organ veya dokudaki hiicrelerin diizensiz olarak bdliiniip
cogalmasi sonucunda beliren kotii urlara denir (1).Genel anlamda kanser viicudumuzun
cesitli bolgelerindeki hiicrelerin kontrol disi ¢ogalmasidir. Kanserli hiicrelerin sebebi,
Hiicrelerin merkezindeki cekirdekte bulunan DNA’nin iplik¢iginde hasar olugmasidir.
Kanser hiicreleri, kontrolsiiz boliinmeye baslayinca c¢ogalirlar, fazlalasan hiicrelerin
kiitleleri de bir biiyiiklik veya timor olustururlar. DNA ¢evresel etkenler (kimyasallar,
viriisler, sigara,alkol, asir1 gilines 1sinlari, radyasyon vs gibi) nedeniyle hasar
gorebilirler. Bu tiimérler iyi yada kotii huylu olabilirler.lyi huylu timérler genellikle
almr ve ¢ogu zamanda tekrarlamazlar. K6t  huylu olan  tliimdrler ise
kanserdir.Kontrolsiiz ~ bir  sekilde  c¢ogaldigindan  viicudun  her  tarafina
yayilabilirler.Kanserin viicudun diger bolgelerine yayilmasi olayina da metastaz adi
verilir.Bu yayilma veya istila genellikle biitiinliigii bozma, kan dolagimina ya da lenf
damarlarina girme ve viicudun diger bolgelerinde, metastaz olarak adlandirilan ikincil
tiimorler olusturma yetenegini ifade etmektedir (14).

Timor nedenlerinin basinda, kalitimsal farkliliklar veya DNA’da meydana
gelen hasarlardan kaynaklanmaktadir. Olusan bu hasarlarin hedefi agisindan ftizeride
durulmasi gereken gen sayisi ii¢ tiir.Poliferasyona neden olan gen (protoonkogen)’dir.
Aktivasyona neden olan gen (onkogen). Biiyiimeyi sinirlayan (tiimor supresor) gen
tiplerinde inaktivasyona rastalanabilmektedir. DNA’nin onarimi ve Apoptisoz’dan

sorumlu genlerde hasarlarin olmasi ihitimaldir(2).



Kanser gesitleri 5 grupta kategorize edilebilir:

a. Karsonima:viicudumuzun i¢ organlarini kaplayan doku ya da deride olusur.

b. Sarkoma:kemik, kas, kikirdak, yag, kan damarlar1 ya da bag ve destek
dokularinda olusmasidir.Nadirende olsa. Viicudun i¢ kismindakiorganlarin bag - kas
dokularinda da meydana gelebilir.

c. Lenfoma ve Miyelom:viicudun bagisiklik sisteminde olusur.

d. Merkezi Sinir Sistemi Kanserleri:Beyin ve omurilik dokularinda olusur.

e. Losemi: kemik iliginde, Fazla miktarda olusan anormal kan hiicrelerinin

kana karigsmasi ile liretilmesine sebep olur (15).

2.1.1. Kanser Epidemiyolojisi

Kanser (cancer) terimini ilk olarak Yunan fizik¢i Hippocrates (MO 460-370)
tarafindan kullanmistir. Hippocrates carcinos ve carcinoma terimlerini iilser olusturan
ve iilser olusturmayan tiimorler i¢in kullanmistir daha sonrada sirasiyla,

= M.0.28-50 Celsus Yunanca “karkinos" terimini Latince "Kanser"

= M.S. 130-200 Galen, timoérleri tanimlamak i¢in “’onkos’” (siskinlik) adini
vermistir (16).

“Kanser” kelimesi insanlar1 lirkiiten, 6liimciil kurtulmasi neredeyse miimkiin

olmayan bir hastalik olarak bilinmekte olup, 6nemini korumaktadir. Bununla birlikte
tedavi stireciyle ilgili sorular, tedavi siirecinin zorlugu ve tedavi yontemlerine bagl
olarak hastada meydana gelen huzursuzlukar nedeniyle, giinlimiizde biiyliyerek devam
eden bir sorun teskil etmektedir (17,18,19).

Diinya’da oldugu gibi iilkemizde’de kanser hastalarinin sayis1 hizla
artmaktadir. Muhakkak ki en 6nemli etkenlerden biri, insan Omriinlin ortalamasinin
artmis olmas1 ve gelisen teknoloji ile birlikte artan ¢evresel etmenler (sigara,alkol, v.s)
kanser sayisinin artmasinda etkili olmaktadir (20). Bir de bunlara ¢gagimizin en 6nemli
bagimliliklarinda biri olan kontrolsiiz bir sekilde ila¢ kullanma merak’ i1 ekleyebiliriz.

Suan da Diinya’daki kanser verileri IARC (Uluslararas1 Kanser Aragtirma
Ajansi)’nin verilerine goreeyliil 2018 itibariye vaka sayist 18.1 milyona ¢ikarken,
kanserden Olenlerin sayis1 9.6 milyona cikistir. En ¢ok rastlanan kanser tiirleriyse

asagida tablo halinde diizenlenmistir.



Tablo 2.1.Kanser tiirlerine gore yakalanan vaka sayisi (15).

Kanser tiirii Yakalanan vaka sayisi
Akciger 2.09 milyon
Meme 2.09 milyon
Kolorektal 1.80 milyon
Prostat 1.28 milyon
Deri kanseri 1.04 milyon
Mide 1.03 milyon

Tablo 2.2 Kanser tiirlerine gore 6liim sayisi (15).

Kanser tiirii Oliim sayis1
Akciger 1.76 milyon
Kolorektal 862 000
Mide 783 000
Karaciger 782 000
Meme 627 000

2.1.2. Kanserin Sebepleri

Kansere neden olan bazi faktorler bulunmaktadir. Bunlardan 6nemli olanlari;

a) Sigara ve Alkol: SigaraAkciger kanserinin en 6nemli risk faktorlerinden
biridir. Neredeyse Akciger kanserinin %90’a yakini sigaradan kaynaklanmaktadir.Fazla
miktarda alkol kullanimi ise; Agiz, yutak, girtlak, yemek borusu, karaciger, meme

kanseri risklerini arttirmaktadir.

b) Baz viriisler, (HPV, Hepatit): Viriisler canlilarda ¢esitli hastaliklara yol
acmaktadirlar. Bunlar arasinda kanserle alakali virlisler (onkoviriis) oldugu

bilinmektedir.



¢) Radyasyon: Genellikle iyonize radyasyonun 16semi, akciger, mide-barsak,
yemek borusu, troit ve deri kanserleri gibi tiimorlere sebep oldugu bilinmektedir.

Burada radyasyonun dozu tabiki énemli olmaktadir.

d) Ultraviyole 1sinlar: Glinesten gelen zararli 1sinlara korunmasiz ve asiri

derecede maruz kalanlarda ¢ogunlukla deri kanserleri goriilmektedir.

e) Kimyasal Maddeler: Bazi meslek gruplarinda ¢alisan insanlarin,
endistriyel kimyasal maddelere maruz kalmasininda anser olusumuna sebep oldugu
diisiiniilmektedir. Bunlardan bazilar1 plastik sanayinde, 16semi, lenfoma, akciger
kanseri. Komiir sanayinde, akciger ve bobrek kanseri. Boya sanayinde ¢alisanlarda ise

akciger mide ve yemek borusu.

f) Beslenme Ahskanhgi: Kanser olusumunda beslenme aliskanligi etkisinin
%30 ile 70 arasinda degismekte oldugu bilinmektedir. Kizartma, gibi bazi pisirme

yontemleri kanser olusumuna neden olabilmektedir.

g) Genetik faktorler: Kanser sadece genetik rahatsizlik olmadigi gibi
dis(cevresel) etmenlerle birlikte de etki edebilmektedir. Yalniz bazi hastaliklar
(cocuklarda goriilenbir g6z kanseri olan retinoblastomda ile Kalin barsakta polipler)

aileden gegen rahatsizliklardir (13).

2.1.3. Kanserde Tedavi Yontemleri

Hastaya kanser tanist konulduktan sonra, tiimoriin yayilimi arastirilir ve
hastaligin bulundugu evreye bagl olarak, genellikle asagidaki tedavi yontemlerinden

biri tercih edilerek uygulanir.

1. Cerrahi tedavi
2. Radyoterapi
2. Kemoterapi



Radyoterapi yontemlerinden biriyada birden fazlasi,ayni
andauygulanabilmektedir.Kanser tedavisinin esas amaci,olabiliyorsa hastaligi kontrol
altina alabilmek, bu mimkiin gériinmiiyorsa hastanin hayat kalitesini olabildigince

yiikseltmektir.

1.Cerrahi Tedavi: Kanserde cerrahi islemdeki amaglar daha ¢ok;

-Tan1 amacgh
-Tedavi amagh
-Korunma (6nleyici) amacl ve

-kanseri kontrol altina alarak hastanin yasam kalitesini arttirmaktir.

Kanserde, cerrahi islem tanisal ve tedavi olarak iki sekilde uygulanmaktadir.

-Tan1 amaciyla yapilan cerrahide, dokudan kii¢lik bir parca alinir. Dokudan
par¢a alinmasi islemine ise biyosi denir. Bu islemde kanserin tiirii ve metastaz durumu
hakkinda bilgi sahibi olunur (21).

-Tedaviamacl cerrahide ise kanser tiirii uygun ve metastaz durumu iyi olan
kanserli doku tamamen cikarilirak, etrafindaki bir kisim normal olan dokularinda,
temizlenmesi islemi gergeklestirilir (21).

- Korunma(6nleyici)amagli cerrahide kalitsal bir bagisak kanseri tiirii olarak
FAP (Kalin bagirsak polipleri)’mileriki zamanlarda kansere yaklanma riskininfazla
olmasindan dolayigikarilmasi islemi olarak uygulanir (21).

-Daha ileri seviyedeki kanser vakalarinda uygulanan bir yontemdir. Amag

kanseri kontrol altina alarak hastanin acisini azaltmakve yasam kalitesini arttirmaktir

(22).

2. Radyoterapi (Isin Tedavisi):Radyoterapide amag,yiiksek dozda verilen
iyonize 1smlarin kanserli hiicreleringogalmasini engellemek ve kanserli hiicreleri
Oldiirmesini saglamaktir.Radyoterapide kullanilan iyonize 1sinlar (RadyX-isinlari,
gamma 1sinlari, elektronlar gibi)kanserli hiicreye tahribat verme seklinde etki

etmektedirler.Fakat biitiin kanser tiirlerinde radyoterapi etkili olamayabilmektedir.



Nedeni ise baz1 kanser tiirlerininRadyoterapiye direncli olmasindan kaynaklanmaktadir.

Radyoterapide, cerrahi gibi radikal ve palyatif amaglarla kullanilmaktadir (23,24).

3. Kemoterapi: Kanserin sitotoksik (ilagla) tedavisidir.Kanserin basladigi

bolgenin uzaklarina yayilmis olmasi sebebiyle kullanilan bir tedavi yontemidir.

2.2. Meme Kanseri

Kanser en fazla rastlanan ve mortalitesi onemli seviyede olan bir saglik
problemidir (25).XX. yiizyilin ilk donemlerindemortalitesi bekimindan7.inci sirada
bulunan kanser, bugiin KDH (kalp damar hastaliklarin)’dan sonra 2.inci olarak
bulunmaktadir (26).WHO (Diinya saghk orgiitii) dilnya’da 7 milyon insanin her sene
kanserden 6ldiigiinii bildirmektedir.insanlarin %25°i hayatlar1 boyunca bir defa kanserle
kasilasmaktadir. Erkeklerde oliim sebeplerinde ilk sirada akciger kanseri gelirken,
bayanlarda ilk sirada meme kanseri gelmektedir (27).Bayanlarda meme kanseri sikligi,
taranabilirligi halk sagligi bakimindan 6nemlidir. Meme kanseri erken teshis konmasi
hayatta kalma sansini %20 arttirmaktadir. Meme kanserin’de 20 yasindan itibaren kendi
kendine elle meme muayenesi (KKMM), 20-40 yaslar1 arasinda ise3 yilda birdefa, 40
yas tizerindeher sene KMM (klinik meme muayenesi), 40 ile 49 yas arasi ortalama 2
yilda bir, 50 yasin iistiinde de senede 1 defa mamografi yaptirilmalidir. Tiimdr tiplerinin
biiyiik ¢ogunlugu KKMM ile saptanabilmektedir.

Memedeki 10°da 9°’nunbayanlarinKKMM ile saptadig, bu kitlelerin % 25’inin
Kot huylu tiimore donlisme egiliminin oldugu bilinmektedir (28).Bugiin kanser
kelimesi birgokbireyde korku ve endiseyesebep olmaktadir. Ancak tedavi tekniklerinin

gelismesi ve erken tani sayesinde birgok insanin yasam siiresi uzayabilmektedir (29).

2.2.1. Meme Kanserinin Tarihgesi

Meme kanserinin tarihi ¢ok eskiye dayanmaktadir. M.O. 3000-2500 yillarinda
hekim imhotep tarafindan meme kitlelerinden bahsedilmis ve tedavisinin olmadig
sOylenmistir. Meme apsesi ve kistleri i¢in kizgin metal ile koterizasyon yapildig1 ayni

dokiimanda belirtilmektedir (25).



M.O. 460-370'de ilk defa Hippocrates tarafindan "karkinoma" terimi
kullanilmis ve "tim viicudu etkiler, uzaklara gider, iyilesmez ve hasta bu nedenle 6liir
denmistir". Bu metastatik meme kanseri hakkinda ilk bilgidir. M.S. 180 yilina ait bir
dokiimanda mastektomiden bahsedilmektedir. 1852-1922 yillar1 arasinda yasayan
William Steward Haisted meme kanserinde standart cerrahi tedavi ilkelerini ileri
stirmiistiir. Bu teknik Radikal mastektomi olarak anilmaktadir (30).

Virchow'un, kanserin primer neoplazmdan gelistigini belirtmesinden sonra
erken tani ve daha sinirli cerrahi gelisim arayislar1 baglamistir. Patey 1948'de, Modifiye

Radikal Mastektomi ameliyatini tarif etmistir (31).

2.2.2. Meme Kanserinin insidans:

Kadinlarda kanserlere bagli 6liim sebebi olarak akciger kanserlerinin meme
kanseri oranin1 gectigi biliniyorsa da, meme kanseri tanisi alan kadinlar bat1 diinyasinda
kanser gesitleri igerisinde en ¢ok ve en yaygin kanser olmayi siirdiirmektedir. ABD'de
her 10 kadindan birinde meme kanseri gozlemlendigi bilinmektedir. Kadinlarda 54
yaslarina kadar kansere bagli 6liim sebebi olarak ilk sirada meme kanseri bulunmaktadir
(3).55 - 74 yaslar arasindaki kadinlarda malign bir sebebe bagli olarak akciger kanseri
ve 75 yasin iizerindeki kadinlarda kolorektal kanserler meme kanserine bagl 6lim

oranini gegmektedir (2,15).

Diinya genelinde Hastalik Insidansi

— Kuzey Amerika — 99.4/100.000
* En az Asya, Ortadogu ve Afrika’nin gelismekte olan iilkelerinde;
— Afrika merkez — 16.5/100.000
* Siklik 1990°dan beri yilda % 0.5 artmakta
— Cin’deki artis — %3-4
 Diisiik-orta gelirli tilkelerde, halen yiiksek olan bolgelerden, daha hizl
artmakta

* Meme kanser oliimlerinin %54’ distik-orta gelirli iilkelerde



2.2.3. Meme Kanserinin Etiyoloisi

Meme kanserinin etiyolojisinde sadece bir risk faktoriinden bahsedemeyiz.

Hastalikta birden faktor yer almaktadir.

Bunlar;

1. Degistirilemeyen risk faktorleri

2. Degistirilebilen risk faktorleri

3. Ihtimal dahilinde olan risk faktorleritartismali risk faktorleri olarak
ayirabiliriz

4. Diger Celiskili Risk Faktorleri

1. Degistirilemeyen Risk Faktorleri;

a)Cinsiyet:Meme kanseri %99 kadinlarda goriiliirken, %]1°de erkeklerde
goriilebilmektedir. Cinsiyet bu kanser tiirli icin 6nemli bir risk faktoriidiir. Bunun
sebebi ise meme dokusunun kadinlarda fazla miktarda bulunmasidir. Kadinlarin

gelisimsel donemlerindeki 6strojen ve progesteron hormonlarindaki degisimdir(4).

b) Yas: Meme kanserinde yas onemli bir faktordiir. Meme kanserinin ileriki
yaslarda goriilme sikligi artmaktadir. Yayilmaci (invaziv) meme kanserlerinin

kadinlardaki yas araligina gore dagilimi;

%12.5 <45 yas altinda
%66.6 > 55 yasindan biiyiik kadinlarda (4,35).

c¢) Aile Oykiisii:1.derece Ailesinde meme kanserine yakalanmis bireylerin
olmasi, kadinlardaki meme kanseri riskini arttiran faktorlerden biridir. Anne veya
kardesi meme kanseri olan kadinlarda risk faktorii 2-5 kat arasinda artmaktadir

(4,33,35,36).
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d) Irk:Beyaz irk’taki kadinlarin, zenci irk’taki kadinlara kiyasla meme kanseri

riski az olmaktadir. Sebebi ise bilinemektedir (34).

e) Yogun Meme Dokusu:Yogun meme dokusu olan kadinlarda daha fazla
meme dokusu (parankim dokusu) ve daha az yag dokusu bulunmaktadir. Bu durum

meme Kanseri riskini arttirmaktadir (35).

f) Benign Meme Hastaliklari: Meme’de Benign (iyi huylu tiimor) olan

kadinlarda meme kanseri olasilig1 yiiksek olmaktadir. (35).

g) Hormonlar: Gebelik gecirmemis veya ilk gebelige 35 yasindan sonra
kalmis olmak, erken menars (adet gérme) hastaliginda etkili olmaktadir. Menarsin bir
y1l gecikmesi ile meme kanseri riskini %20 civarinda azalttigi kabul edilmektedir (36).

Menopoz yasi 45’ten Once olan kadinlar, Menopoz yast 55’ten sonra olan
kadmlara oranla kanser riski daha diisiik seviyededir. Ilk dogumu 30 yasindan sonra
yapankadinlardaki Meme kanseri riski, 20 yasindan 6nce ilk dogumunu yapmis olan

kadinlara gore dort kat daha fazla olmaktadir (4,33).

h) Daha Once Gégiis Bolgesine Radyasyon Alinmasi: Erken yaslarda, gogiis
etrafina radyoterapi yapilan kadmlar i¢in meme kanseri riski fazladir. Radyasyonun
alinmis oldugu yas, risk seviyesi ilizerinde dnemli olmaktadir. 40 yas {izerinde alinan
radyasyonun meme kanserinde Onemli bir risk olusturmadigi gdzlenmistir.

Mamografininde meme kanserinde risk olusturmadigi gézlemlenmistir (4,33,36).

I) Genetik Mutasyon: Meme kanserineyakalanan her 10 bayandanl’inde OD
(otozomal dominant) gegisli kalitsal sebebin olabilecegi belirtilmektedir. Kalitsal meme
kanserlerinin %50-60 kadart 17 no’lu kromozomda bulunan BRCA-1 (Breast Cancer-1)
ile  BRCA-2 (Breast Cancer-2) genlerinden birinde meydana gelen
mutasyondankaynaklanmaktadir (4,33).
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Breast Cancer Tipl, ER(Gstrojen reseptor) aktivitesini kontrol ederken, meme
dokusunda artma sebebi olan Ostrojeni denetimini saglar. DNA’da meydana gelen

bozulgulari tamir ederek kromatinin yeniden sekil almasinda rol alir (4,33,36).

Breast Cancer Tip2’de; Bir tek DNA’dameydana gelen bozulgulari tamir
ederek kromatinin yeniden sekil almasinda rol alir (33,36).

Breast Cancer-1 ve Breast Cancer-2 genleri normalde hiicrelerin anormal
sekilde biiyiimelerini onleyerek tiimor olusumunu engelleyen tiimor baskilayict gendir.
BRCA-1 ya da BRCA-2 genlerinde mutasyon bulunan kadinlarin genlerinde mutasyon
bulunmayan kadinlara oranla meme ya da over kanserine yakalanma risklerinin daha
fazla oldugu belirtilmektedir. Ayn1 ailede BRCA-1 ve BRCA-2 gen mutasyonlarinin
varhiginda meme kanseri riski %80 daha fazladir (4,33,36).

2. Degistirilebilir Risk Faktorleri;

a) Cocuk Sahibi Olma: Ilk gebeligi 30 yasindan sonra olan veya gocuk
yapmayan kadinlarda, Meme kanseri riski arttirmaktadir. Nedeni ise gebeligin, yasami

boyunca toplamda ge¢irdigi, menstural dongii sayisini azaltmaktadir (4).

b) Oral Kontraseptif Kullamimi: Dogum kontrol haplart kullanan kadinlarda,
hi¢ kullanmayanlara oranla meme kanseri riskinin azda olsa arttirdigi saptanmistir.
Dogum kontrol haplarinin kullanimi sona erdigi zaman azalmakta olup ve 10 yildan

sonra meme kanseri riski bulunmamaktadir (4,33,35,36).

c) Emzirme: Emzirme riskin azaltilmasi agisindan énemlidir. Emzirme siiresi
olarak 18 — 24 ay arasinda g¢ocuklarini emziren kadinlarda meme kanseri riski

azalmaktadir. Nedeni ise yasami boyunca toplam menstural dongiiyii azaltmasidir (4).

d) Alkol: Alkol kullanim miktar1 meme kanseri agisindan onemlidir (37).
Erken yaslarda alkol kullanimina baglama risk agisindan daha da 6nemli bir etkendir.
Ginliik alinan miktar 2 ila 5 arasinda oldugu takdirde meme 13 kanser riski yaklasik

olarak 1,5 kat artmaktadir.
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e) Beslenme: Postmenopozal donemde beslenme (yagli besinler) ve obezite
meme kanseri riskini arttirir. Obezite isesalinan insiilin diizeyini yiikseltir. Yag dokulari,
Ostrojeni tutarak ve fazlaca endojen Ostrojen salinimina neden olur. D vitamini eksikligi

de kadinlar da meme kanseri riskini arttiran bir diger faktordiir (33,35,36).

f) Aktivite: Mutlaka her giin diizenli 60 dk’ya yakin egzersiz yapmak
gerekmektedir (33).

3. Thtimaldahilinde olan Risk Faktorleri:

a) Cevre Kirliligi: Cevrenin meme kanseri tizerinde herhangi bir etksinin olup
olmadig1 konusunda c¢aligmalar yapilmaktadir. Henliz meme kanseri iizeride etkisi

oldugunu kanitlayan bir ¢alisma bulunmamaktadir (37).
b) Tiitiin Uriinleri Kullanim: Sigara kullanimiyla, meme kanserinin iliskili
olmadig1 konusunda g¢alismalar bulunmasina ragmen, pasif igiciligin meme kanseri

riskini arttirdigin1 gosteren ¢alismalar bulunabilmektedir (33).

4. Diger Celiskili Risk Faktorleri;

Gece vardiyasinda caligmak. Mesleki olarak elektromanyetik alana maruz
kalmak, ter Onleyici losyonlar, kiirtaj ve goglise konulan silikonlarin meme kanseri

riskini arttirdig1 bazi kaynaklarda gegmektedir (33).

2.2.4. Meme Kanserinin Evreleri

Meme kanserinin evrelerini timor boyutu ve kanserin yayilip yayilmadigi

belirlemektedir.

Evre-1; Tiimor boyutu 2 cm.’den kiicliktiir. Yayilma olmamaistir.
Evre-2; Timor boyutu 2-5 cm. arasindadir. Timor hiicreleri koltuk alti

bezlerine cok olmamakla beraber yayilmis olabilir.
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Evre-3; Tiimor 5 cm.’den biiyiiktiir veya 5 cm.’den kiigiiktiir fakat koltuk alt1
bezlerine gdgiis kaslarina, meme basina veya boyun lenf nodlarina yayilmistir. Bu evre-
3 olarak tanimlanmaktadir.

Evre-4’te ise meme kanserinin metastaz yapmasidir.

2.2.5. Meme Kanseri Hiicre Hatlar1

1. MDA-MB-231 Hiicre Hatt1
2. MCF-7 Hiicre Hatt1

1. MDA-MB-231 Hiicre Hatti: Kanser hiicre tiplerinden olan MDA-MB-231
hiicreleri 51 yasinda olan meme adenokarsinoma bulunan bir bayanin plevral
eflizyonundan izolasyonu yapilmistir (5). Normal olmayan karyotipe sahip olan hiicre
cizgisinde kromozom sayilart normal yapida degildir. Karyotip analiz igerisinde
kromozom miktarlarinin triploide yakin degerler i¢inde (6).Bulundugu gézlemlenmis,
az sayida normali ve ¢ok az sayida da kromozoma sahiptir N8 ve N15 kromozomlar1
yoktur. Bahsi gecen kromozomlar sitogenetik analizler kapsaminda markir olarak
kullanilmaktadir. Yapilan karyotip analizler, hiicre populasyonlarinin kromozom
sayilar1 ve yapilar1 agisindan homojen olmadiklarini gostermislerdir (7).Meme kanseri
hiicrelerinin belli 6zelliklerini modelleyen bu hiicre hatti, invaziv kanseri in vitro
kosullarda ¢alisilmak i¢in olduk¢a uygun bir modeldir (38). ER negatif olan MDA-MB-
231 hiicreleri normal meme hiicrelerinin gosterdigi 6zelliklerini kaybetmistir (39).
MDA-MB-231 hiicrelerinde olusan s6z konusu degigsimler, tiimoriin ilerlemeleri,

metastaz olusumlari ve programli hiicre dliimlerine direng kazanmasiyla alakalidir (5).

2. MCF-7 Hiicre Hatt1 Ozellikleri: MCF-7 hiicresi, ilk defa 63 yasindaki
4.seviye meme kanseri siit kanallarinda ortaya ¢ikan (duktal karsinomali) kadindan
1970 senesinde elde edilmistir. Bu yildan sonra, ER+ (0strojen reseptorii pozitif) MCF-
7 hiicre ¢izgisiyle ilgili 12.000’e yakin ¢aligma ortaya konmustur.

Epitelyal yap1 igerisindedir ve ¢ogalma unsuru baglanma proteinlerini

tiretmektedir (8).MCF-7 hiicrelerinin hiicresel analizlerinde; kromozom saylarinda
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anormal bir sekilde farklilik (artis ile azalig) gozlemlenmistir (9).Yanlis eslesmesi
yapilmis olan bazlarin tamir edilme siirecinde gorevli olan onarim proteinleri MCF-7
hiicreleri igerisinde mutasyonlara ugramis oldugundan, hiicreler antikanser ilaglarina
kars1 direngler gelistirmislerdir (10). Kisacast DNA onarim hiicrelerinde yasanan bu
mutasyonlar ya da tamir proteinlerinin az veya asir1 ifadesi, direng gelisimlerinde birer
etkendir (11).Meme kanseri ve diger kanserlerin meydana gelmesi siirecinde, hiicre
dongiisii kontrol noktalarindan siklin D1’de meydana gelen mutasyonlar MCF-7

hiicrelerinde de bulunmaktadir (12).

2.2.6. Meme Kanserinin Tanis1

Meme kanserinin tanilama surecinde kullanilmakta olan birtakim tekniklerden

alt1 tanesisunlardir;

1.El Yordamyla Kendi Kendine Meme Kontrolii: Memelerde elle yapilan
muayenelerin meme kanseri teshis asamasinda ciddi 6énemi bulunmaktadir. Her bayan
kendi kendisine meme kontrollerini belli araliklarla yapmasi Onerilmektedir ¢ilinkii
erken teshis kanser tedavisinde hayat kurtarmaktadir. Meme bolgeleri igerisinde
meydana gelen kitleler cogunlukla kadimnlar tarafindan anlagilmaktadir. Tesadiifen

farkedilen kitleler genellikle biiyiik kitleleri meydana getirmektedir (12).

e Jzman bir hekime
Mamografi U iEteane
. aSietarn 3 = muayene oluyor musunuz?
¢ektiriyor musunuz? C ?
Meme basinda '
CEKINTI veya
COKME var miz £
Memenin
simetrik yapisinda
bir degisiklik var mi?
-y ~
Meme derisinde :

ve basinda

(74 KIZARIKLIK,
YARA, RENK

. Rnrcys)m,lr;/

war mi?

Sekil2.1. KKMM(Elle meme muayenesi prosediirii) (12).
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2. Doktor kontrolii: Meme kanserinin erken evrede fark edilmesi ve teshisi
icin diizenli doktor takibi ¢cok onemlidir. Hicbir sikayeti olmasa bile 40 yasindan sonra

tiim kadinlarin doktora basvurarak muayene olmasi gerekmektedir

3. Ultrasonografi: Ultrasonografik muayene meme kanseri siipheleri arttiginda
basvurulan bir teshis yontemi olarak bilinmektedir. Mommografik bulgular kapsaminda
birads kategorisi ismi verilen bir siniflandirma yapilmaktadir. BI-RADS, radyoloji
uzmanlarinin mamografi bulgularinin tiimiinii yorumlarlarken kullanmis olduklar1
terminolojiye gore bir siniflandirmadir. Mamografide goriilmekte olan bulgular, iyi ya
da kotii 6zelliklerine gore 0’dan 6’ya kadar bir sinifa dahil edilmektedir. Bu hastaligin

boyutlarini ve hangi evre iginde oldugunu anlama noktasinda 6nemlidir (40,41).

4. Mamografi: Her insan esasinda belirli araliklarsaglik muayenesine girmeli
ve Ozellikle son donemlerdebir hayli artan meme kanseri vakalarindan &tiirii bayanlar
belirlenmis araliklarla mammografi ¢ektirmelidir. Meme kanseri erken evre de taniya

olanak sunmaktadir.

50-64 yas aras1 var 3 yilda 1

50 yas alt1 yok

64 yas listii yok (UK)

35-39 yas arasinda ilk mammografi
50 yasina kadar 2 yilda 1

50 yas sonrasi her y1l (USA) (12).

Sekil2.2.Momografide meme kitle goriintiisii (38).
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5. MR: Bir tan1 yontemi de MR yontemidir. Meme dokusundaki kitlenin

ayrintili goriintiilenmesini saglar.

6. Biopsi: Biyopsi, siipheli bolgelerden doku oOrneklerinin alinip patoloji
incelemelerine  yollanmast  durumudur. Biyopsi kesin  tamii¢in  yapilmaktadir.
Memedeki siipheli bir bolgenin ya da dokunun kanser olup olmadigini kesin sekilde
anlamak ve belgelemek i¢in gerceklesen islemdir. Biyopsi haricinde taniy1 kesinlestiren
ve belgeleyen bir diger teshis yontemi bulunmamaktadir. Mamografi ve ultarasonografi
benzeri radyoloji incelemeleriyle sadece siipheleri kuvvetlendirmek ve biyopsi karari
almak miimkiindiir. Son s6zii patoloji raporu gosterir ve belgelemektedir.

Biyopsinin ne sekilde yapilacagina doktor karar verir. Siipheli alanin neye

benzedigi, biiyiikligii ve lokalizasyonu yontemin se¢iminde énemli kriterlerdir.

2.2.7. Meme Kanserinin Tedavisi

Son donemlerde, meme kanserinin tedavi siirecinde kaydedilmis olan 6nemli
iyilesmeler ve yeni tedavi imkanlari bulunmakta ayrica hastaligin erken teshis durumu
ve tedaviyle tam manasiyla yok edilebilmesi saglanmaktadir.

Giliniimiizde meme kanseri tedavilerinde kaydedilmis olan onemli gelismeler
ve yeni tedavi imkanlariyla hastaligin teshisleri ve tedavileri ¢ok daha kolay ve basarili
durumu gelmis goriinmektedir. Meme kanseri tedavilerinde ilk olarak memenin
korunmasina dair tedavisi ve uygulamalaridir. Erken donemde ortaya ¢ikan meme
kanserlerinde meme kayb1 olmadan, gelismis yontemlerle hastalik yayilimlari 6nceden
tespit edilerek onlem alinabilmekte ve tiimore direk olarak miidahale edilmektedir.
Ileriki asama meme kanserlerinde memenin cerrahiyle alinmasi sz konusu olmasindan
otlirli durumlarda plastik cerrahi yaklasimlariyla meme rekonstriiksiyonu operasyonu
yapilabilmektedir.

Meme kanseri tedavileri hastalarin hangi asamada olduguna bagli olarak
degisim gostermektedir. Evre 0’da ameliyat sonrasinda kemoterapi tedavisine ihtiyag
duyulmamaktadir. Cogu kez radyoterapi de tedaviye ilave edilmektedir. Evre I ve II ‘de
kitle kiigiik oldugu icin oOnce ameliyat ardindan kemoterapi uygulanip

uygulanmayacagina karar kilimir. Evre III’te ilk olarak kemoterapi tedavisi
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uygulanmakta hemen akabinde de hasta ameliyata alinmaktadir. Evre IV’te ise eger
kanser viicudun ¢ok fazla bolgesine yayilmadiysa cerrahi diisliniilebilir. Fakat kanser
yayillimi fazla durumdaysa yalnizca ameliyat kesinlikle onerilmez. Sadece kemoterapi

ve bazen radyoterapi tedavisi uygulanir.

2.3. Biyobelirte¢ Olarak Organik Asitler

Organik asitler viicutta ¢cok onemli rollere sahip bilesiklerdir. Enzim eksiklikleri
nedeniyle viicudun bazi amino asitleri ya da organik asitleri metabolize edememesi
sebebiyle toksik organik ara maddelerin birikimine bagl ortaya ¢ikan bir grup hastalik
organik asit bozukluklar1 olarak tanimlanir. Biriken toksik maddelerden dolay1 sorun
yasayan organizma ayni zamanda sorun yasanan yolaktan sentezlenecek bazi amino
asitleri de sentezleyemediginden bunlarin yoklugunuda yasar.

Metabonomik (veya Metabolomik) “omik™ teknolojileri arasinda yeni ve umut
vericidir. Hiicre, doku ya da organizmay1 meydana getiren metabolitlere biitiinsel bir

yaklagimi temsil etmektedir (42).

Genellikle metabolomik ¢aligmalar icin gerekli 6rnekler, plazma, idrar, vajinal
stvilar, siit (anne), amniyotik sivi, gobek kordon kani (fetlis) ve plazma, idrar, plasenta,
tikiiriik, diger sivilar (yenidogan) ile yapilabilmektedir. Birgok hastaliklar, dogum
Oncesi (prenatal) tani, fetal’de olusabilecek bozukluklar ile bebek (yenidogan)
rahatsizliklart nin belirlenebilmesi i¢in, belirtilen numunelerden faydalanilarak

yapilabilmektedir (43).

Insan kaninda ve idrarinda dlgiilen Org.asit, a.asitler, nérotransmitter, bagirsak
bakterileri, besinle alinan lipitler ve k.hidrat metabolizmasi ile ilgili ipuglar1 vermektedir

(44).
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2.3.1. 3-Hidroksipropiyonik asit

C3H603 (3-hidroksipropiyonik asit) ile gosterilen karboksilik asittir. BTD
(biotidinaz) eksikligi ve aminoasit metabolizmasinin nadir bir genetik hastaligi olan

(propiyonik asidemi)rahatsizliklarinda idrardaki atiliminda yiikselis gézlenmistir (43).
2.3.2. Laktik asit

C3H603, (Laktik asit) formiiliine sahiptir. iki izomeri vardir. ( L- ve D- laktik
asit ). L-laktik asit hayvanlarda bulunan formudur. Laktik asit, Sitoplazmada glikoliz
sonucu ortaya cikan ara metabolit piruvattan, glikoliz olayinda LDH tarafindan
sentezlenir ve karaciger ile renal kortekse tasinarak tekrar glukoza doniistiiriiliir.
Viicutta kullanimi i¢in dolasima verilir. (Sekil 2.3 ve 2.4)(47). Yorulma, 6nemli

hastalik, korku gibi durumlarinda Laktik asit yiiselebilmektedir (46).

Laktat Dehidrogenaz

N NS

SNADH A H —= NAD ‘

C
C—0 — — HT_G‘H
CH- CH;

Pirtivat [aktat

Sekil2.3. Glikoliz sonucunda piruvat’tan laktat’in meydana gelmesi (47).
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BEYIN

Karaciger
. Glutamin sentetaz
glutamin
Ure siklusu
Glutamin (NH;) i
NH, ure are  NH; Iskelet
1\ ? Glutami
glutamin utamin
NH;
Portokaval Onyak :
‘ o glutamin Glutamin (NH;)
Hepat; NH; lire
portal "
wen Sistemik ure
vaskiiler
Gastrointestinal yatak Bdbrek
Nitrojen>ireaz , amino asit oksidaz>NH; Nitrojen ekskresyonu

Sekil2.4.Glikoliz sonucunda piruvat’tan laktat’in meydana gelmesi (47).

2.3.3. Piriivik asit oksim

C9H21NO3Si2 (Piriivik asit oksim) en basit keton asitidir.Keto asidi veya
karbonsilik asit gruplart igerisinde pirtivik asit dnemli bir metabolik asittir. Piriivat,
oksijenin yeterli olmadigi durumlarada, glukozun,glikolizis reaksiyonlar1 sonucunda
birglukoz molekiiliinden iki Piriivat asit molekiili meydana gelir. Metabolik hastalik

durumlarinda pirtivik asit, Laktik asit ile beraber olarak degerlendirilir (45).
2.3.4. Glikolik asit
C2H403 (Glikolik asit) Farkli tir meyvelerde dogal olarak bulunan ve meyve

asitleri olarak bilinen Alfa HidroksiAsit'lerinin iiyesinden bir tanesidir. HOCH2CH20H

“Etilen glikol”denokzalat {iretimi esnasinda ara basamakta tiretilir (Sekil-5) (48)
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Etilen glikol

l Alkol dehidrogenaz

Glikoaldehit
Aldehit dehidrogenaz
¥
Glikolik asit
L
Glioksilik asit
Vit B1 Vit B6 & Mg l
¥
Okzalik asit Glisin
i +Ca l + Benzoic acid

a-hidroksi-p-
ketoadipik asit

Kalsiyum okzalat Hippurik Asit

Sekil2.5. Glikolik asit’ten okzalat taginin olusumu (48).

2.3.5. 3-hidroksibiitirik asit

C4HB803 (3-hidroksibiitirik asit) keton cismidir. A¢ karnina iken asetoasetattan
tiretilir. Karacigerde asetoasetil-KoA’danasetoasetat sentezlendikten sonra sadece
sitozolde kolesterol sentezi i¢in kullanilabilir. Karaciger dis1 dokularda ise asetoasetil-

CoA’ya doniistiiriilebilir. Ketojenez ii¢ asamadan olusmaktadir.

1. Yag dokusundan serbest yag asitlerinin aktif olarak kodifikasyonu

2.FFA(Serbest yag asidi)’nin karacigerde esterlesmesi ya da beta-oksidayona
ugramasinin kodifikasyonu

3. Beta-oksidasyonda olusan AsetilKoenzim-A’nin sitrik asit dongiisi
(TCA)’ndeyada
ketojeneze gidisininKodifikasyonu (45).
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CH.—C— CH,
CO, Aseton

S
&
o

o =

Asetoasetat
D(-}-3-hidroksibatirat

NADH + H™ dehidrogenaz

NAD™ C|)H
CH,— CH — CH,— COO~
D(-)-3-hidroksibdtirat

Sekil2.6.AA (Asetoasetat)’tan keton cisimlerinin olusumu (45).

2.3.6. 2-hidroksiizovalerik asit

C5H1003 (2-hidroksiizovalerik asit), valin katabolizmasinda olusan triindiir
ve bu katabolizma islevini kaybettiginde C5H1003 viicuttan idrarla uzaklagtirilir.
Akgaagag surubu olarak bilinen hastalik durumunda C5H1003 idrarda artar (49).

2.3.7.3-hidroksiizobiitirik asit

C4HB803 (3-hidroksiizobiitirik asit), V (valin) metabolizmasinda ara tirtindiir

(Sekil 2.7). C4HB803 ve MMSDH(metilmaloniksemialdehitdehidrogenaz) eksikliginde
idrarda artar (50,51).
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3
nc A on

NH,
Valin
Transaminaz il
CH, O
H,C OH
o

2-okzo-izovalerik asit

BCKADH }
CH, izobutirilglisin
H,c’l\r(s‘!:aa izobutirilkarnitin
) o izobutirik asit
lzobdtiril Co&
ACAD-8 i
CH, {S)-2-{karboksipropil)-sistein
H,C ?l\rrs"w — (5)-2-{karboksipropil}-sisteamin
la] 3 hidroksiizobutirilkarnitin
metakrilil-Cok
krotonaz I
CH,,
Hn\)\n,s,
o
3-hidroksiizobutiril-Coa
HIBCH !
CH,
HO OH 3-hidroksiizobutirik asit
[s]
3-hidroksiizobutirik asit
HIBADH ¥
CH,
O‘Q/J\rrc‘“ — 3J-aminobutirik asit
o
metilmalonik semialdehit
MMSDH l
H,c"T(S‘I:oA
o

propiyonil-Coa
Sekil2.7. Valin katabolizmasi. (BCKADH: dalli zincirli 2-okzoasit dehidrogenaz, ACAD-8: agil-
CoAdehidrogenaz, HIBCH: 3-hidroksiizobiitiril-CoA hidroksilaz, HIBADH: 3-hidroksizobiitirik asit
dehidrogenaz, MMSDH: metilmaloniksemialdehitdehidrogenaz) (52).

2.3.8. 3-hidroksiizovalerik asit

C5H1003 (3-hidroksiizovalerik asit) lozinmetabolitidir ~ (53). 3-OH-3-
methylglutaryl-CoA lyase enzim eksikligi (3-OH-3-metil glutarikasidiiri), (53). Losin
kaynakl1 konjinetal bir metabolik hastaliktir.

Klinik bulular ise ¢ogunlukla biyotin noksanlig1 olan hastalarin idrarlarinda

yiiksek ¢ikmistir (54).
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2.3.9. Metilmalonik asit

C4H604 (Metilmalonik asit) malonatin C-tlirevi asittir. Vitamin B12 eksikligi
durumlarinda MMA (metilmalonik asit) testine de bakmak gerekebilir (53,55). MMA
stiksinilKoenzim-A olusturmak {iizere vitamin B12 ile reaksiyona girer.Vitamin B12
viicuda digardan alinmasi zorunlu bir vitamin olup, kirmiz1 kan hiicrelerinin {iretimi
norolojik fonksiyonlarin devami ile, DNA sentezinde yardimcidir. Ciinkii vitamin B12
eksikliginde idrarda yada kanda MMA diizeyi artmaktadir. Bu konuda Ozellikle
metilmalonik asit (MMA) testi kullanilabilir (51). MMasidemideMM-Koenzim-A
mutaz veyaMM-Koenzim-A epimeraz (metiyonin, treonin, izoldsin ve valin yikiminda
gorevli) enzimlerinde yetersizlikbulunmaktadir. Bundan dolayr daMM-Koenzim-A,
sliksinil-Koenzim-A’ya ¢evrilemediginden dolayt MMA olarak birikir (43).

Methylmalonic Acid

\

Methylmalonyl-CoA Succinyl-CoA

Adenosyl Cobalamin

!

Vitamin B,, (Cobalamin)

Methylcobalamin

Homocysteine Methionine

Sekil 2.8. Metilmalonik asit metabolizmasinda vitamin B12’nin yeri (55).
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2.3.10. Malonik asit

C3H404 (Malonik asit) bir dikarboksililkasit’tir. Malonil-Koenzim-A
dekarboksilaznoksanliginda goriilenmalonikasidiiride, MMA (metilmalonik asit)birlikte
idrardaki atilma miktar artar (53).

Hiicre oliimlerinde Deoksiriboniikleikasit(DNA) katabolizmasi
vasitastylaalaninsalinmaya baglar, hiicredefazlalasanalaninsirasiyla malonat ve asetata

doniistiiriilerek atilir (43).

. +0OAA
MaAIONI-COA e asetil-COA » = = P sitrat

malonat sitrat sentaz
dekarboksilaz
asetat

sistemi
asetat
lLina=

asetil-P

malonat

Sekil2.9. Malonattanmalonil-CoA olusumu ile yag asit sentezinin baglamasi (56).

DNA Zn

Sitozin

@: ﬁarnozin
I)‘ALANlN [plasma)

{plasma)
[ YoZun egzersiz

F-Alanion

(kas) Karnozin
- =i )
pB-Alaninin \—/[ka?.
- |
diyetsel v
Histidin 3 :
kaynakfan Aktive myozin ATPaz
Barsak o-KC
mrDpiu Malonal —» Asetat —p CO;| ' H70
Aspartik 3sit

Clutamat
CO;

Sekil2.10. Hiicre 6liimi sirasinda alanininmalonat ve asetata ¢evrilmesi. B-alanin diyetle karnozin olarak

alinir ve egzersiz sirasinda kastan salinir. Urasil ve sitozin de B-alanine yikilir(43).
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2.3.11. Gliserik asit

C3H604 (Gliserik asit) serin metabolittir (Sekil-11)(57).

gliserol’iin oksidasyonundan elde edilen renksiz bir surup asididir.

Serin « S.Hidroksipiruvat : »D-gliserat

A p -u
v, \J 0
Glisin L-gliserat D-2-fosfogliserat
4L

Gliokzilat _",Okzalat
x

-
o
\

Glikolat

Sekil2.11. D-gliserikasidiiri, primerhiperokzaluri Tip 2 ve primerhiperokzaluri Tip 1’in metabolik
yolaklar1.(1) D-gliseratkinaz,(2)Gliseratdehidrogenaz/glikozilatrediiktaz, (3) Alaninglikozilattransaminaz,

(4) Gliseratdehidrogenaz/Laktatdehidrogenaz, (5) Serin-piruvattransaminaz (57).

D-gliserikasidiiri, dogustan gelen metabolizma sorunu ileD-
gliserat anemisi bulunan
kisilerinidrarlarindadafazlacasalgilanir. gliserat kinaz eksikligi, D-
gliserikasidiiriye neden olur. Hastaligin belirtileri ise ileri derecede norolojik rahatsizlik,
gevsek  bebek  sendromu  (hipotoni), nobet, bilesik asit-baz  dengesi
(metabolikasidoz)bozukluklari yer almaktadir (58).

2.3.12. Etilmalonik asit
C5H804 (Etilmalonik asit), SCADH (kisa zincir acil-koenzim A
dehidrogenaz) noksanliginda idrardaki yag asiti metabolizmasimnin iiriiniidiir. Yag

asitleri B-oksidasyonyardimiylaparcalanmasi sonucu B-CoA (biitiril-CoA)’nin TCA
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dongiisiine katilmast SCADHyardimiyla A-CoA (asetil-CoA)’ya doniistiiriilmesiyle
olmaktadir (Sekil 2.12). SCADH eksikliginde ise B-CoA, P-CoA (propiyonil-
CoA)karboksilaz ile EMA (etilmalonik asit)’edoniistiiriiliirekidrarlauzaklastirilir (58).
SCADH aktivitesi i¢gin FAD (flavinadenindiniikleotid) olmalidir. Bundan
dolayiriboflavineksikliklerinde idrarla EM A ’nin atiliminarastlanabilmektedir (59,60).

Uzun zincirli yag asitleri

Etilmalonik Asit

6 X Asetil CoA .
— Butiril CoA R j—s-Asetil Coa

B-oksidasyon w0 ;

Butirik asit

Glukoneogenez ATP

Sekil2.12. SCAD eksikliginde etilmalonik asit atilimi1 (61).

2.3.13. Siiksinik asit

C4H604 (Siiksinik asit) kimyasal formiiliiyle gosterilen dikarboksilik asittir.
TCA dongiisiiyle iiretilmektedir.En onemli goreviyiiksek enerjili elektronlart ETS'ye
aktarmak. (Sekil 2.13).

Siiksinat sentezinde bozulma veya diizensizlik olusmasi kanser gibi hastaliklara

yol agabilmektedir (45).
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NADH Acetyl-CoA

NAD+ OAA citrate synthase
MDH
L-Malat )
Sitrat
fumaraz
- H,0O
Fumarat akonitaz
FADH, siiksinat
FAD dehidrogenaz Ecctirar
Stksinat
= IDH NAD+
CoASH . tiokinaz

GDP + PI
G NADH
2
Stiksinil CoA NADH a-ketaglutarat
CoASH
a-KGDH

Sekil 2.13. TCA dongiisii (62).
2.3.14. Fumarik asit

C4H404 (Fumarik asit) formiiliine sahip dikarboksilik asittir. TCA dongiistinde
L-malatin onciiliidiir. stiksinat DH ile siiksinik asitin oksidasyonuyla olugsmaktadir. Ve
malatin Onciiliidiir.fumarat bir de lire dongiisii olarak da karsimiza ¢ikmaktadir (45).
Onkojenik bir metabolit olarak bilinmektedir. O nkojenik etkisi ise proksilhidroksilaz

iceren enzimleri inhibe etmesidir(43).

OH

Coy
X .
Hnm transaminaz /m dmksuenaz HO 0

Tirozin p-hidroksifenilpiruvat Homogentisat
Dioksijenaz
0

'Dtc\)L CH
h .
Asetoasetat "‘F'-'“""T' M/\ o o co,
“““”“‘“ izomeraz 0, =

Ao,

Fumarat

4-fumar|asetcrasetat 4-maleyasetoasetat

Sekil 2.14. Tirozin katabolizmast ile fumarat ve asetoasetat’in olusumu (63).
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2.3.15. Glutarik asit

C5H804 (Glutarik asit) dogrusaldikarboksilik asittir.
Glutarikasidiiridurumlarindaidrarda yiiksek seviyede bulunur.Triptofan,hidroksilizin
ilelizin, metabolizmasindan goérevli mitokondriyel GCoA DH (glutaril-CoA
dehidrogenaz) noksanliklarinda GAT1 (Glutarikasidiiri Tip 1), goriiliir (Sekil-15) (43).
GCoA DH enzimi aktivitesinde FAD (flavinadenindiniikleotid) kullanildigindan dolayz,
riboflavin noksanliklarinda glutarikasit’e idrarda yiiksek seviyede rastlanabilir.
Sicanlara 2 hafta boyunca riboflavin icermeyen besinler verildiginde idrardakiglutarik

asit miktarinda oldukga farkliliklar oldugu goézlemlenmistir (64).

2-okzo-6-amino

Triptofan Hidroksilizin Bzin: == =
L 3 * 2-okzo-glu- ]
I ’ 1 tarik asit Piperidin-2-
| Fosfohidroksilizin karboksilik asit

\J

Kynurenik asit Sakkaropin Pipekolik asit
I
1 ’— 2 +
v v

3-hidroksiantranilik asit éf:rri\?:fddeisii: ~— Piperidin-&-
' = karboksilik asit
\J

2-aminomukonik 3sit 2-aminoadipik asit

2-okzoadipik asit
6 T

Glutarilkarnitin—e—- Glutaril-Coa —— Glutarik asit
7 +
Glutakonil-CoA e Glutarik asit

7

Krotonil CoA
8

3-hidroksibutiril CoA

\J
3-hidroksi
glutarik asit

9

Asetoasetil CoA

Sekil 2.15. Triptofan, hidroksilizin ve lizin katabolizma yolaklar1 (1) 2-aminoadipik-6-semialdehit sentaz
(2) pipekolik asit oksidaz (3) hidroksilizinkinaz (4) 2-aminoadipat aminotransferaz (5) 2-aminoadipik-6-
semialdehit dehidrogenaz (6) 2-okzoglutarat dehidrogenaz (7) glutaril-CoAdehidrogenaz (8)
enoilCoAhidrataz (9) 3-hidroksiagil-CoA dehidrogenaz. Enzim eksikliginde goriilen patolojiler bar ile
belirtilmistir (53).
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2.3.16. 3-Metilglutakonik asit

C6H1004 (3-metilglutakonik asit) I6sinyikimi sonucu meydana gelen bir
maddedir. 3-MGCoA DHnoksanliginida idrar yoluylafazlaca atilir. 3-OH-3-metil
glutarikasidiiri, erken tani sayesinde hastalifin seyri hakkinda bilgi verebilmektedir
(57).Ancak  asidozyada asir1  sivi kaybt ile hastaneye bagvuran hasta

kaybedilebilmektedir(65).

o o
/"UN. + /l‘L-
= ~CoA ~~CoA
Asetil CoA Asetil CoA
/I Tiolaz
Can, -
L
T e -
Asetoasetil CoA
Aszetil CoA-
st el HMG Coa sentaz
Cos ~~
P " o
I s I
o —~ & 4 Con
HAMG CoA

MO
5 ‘—/3MG CoA
hidrataz

o .~
= i . Cas,
3IMG Coa
Tioesteraz
O = -
’
CoA
o o
—~ A ./‘lx.
= ~ S ~a

IGA
Atilim

Sekil 2.16.3-metilglutakonik asitinde novosentezi. 3-metilglutarik-CoA hidrataz hem 16sin

katabolizmasi hem de 3-metilglutakonik asit anabolizmasinda gorevli bir enzimdir(65).
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2.3.17. 3-Metilglutarik asit

3-hidroksi-3-metil glutarilCoAliyaz, losin yikiminin son safhasinda olusan,

keton cisimlerin sentezlenmesinde fonksiyonu olan enzimdir (66).

2.3.18. Malik asit

C4H60O5 (Malik asit)’in iyonize hali, TCA (sitrik asit) dongiisiinde
malatseklinde bulunur. insanlarda malat, besinle alinabildigi gibi TCA déngiisiiyle de
edinilebilmektedir. Malik asit, ayn1 zaman da meyve asiti olarak da bilinmekte olup,
birgok meyve ile sebzede dolgal olarak bulunmaktadir. Ayn1 zamanda mitokondrilerde
ki krebs dongiisii i¢in mithim olan basamaktir. NADH Mitokondriye gecemediginden,
MDH (MalatDehidrogenaz ) enizimiyle TCA’DA iiretilen
NADH(nikotinamidadenindiniikleotid) =~ ve  FADH2 (flavinadeninediniikleotid),
elektronlarin1 ETS (elektron transport zincirine) verir. (Sekil-17) (45).

Sitozol icmembran  Mitokondri
NAD* Malat » Malat
ala G\ ala
Malat dehidrogenaz Malat dehidrogenaz
NADH Okzaloasetat o-KG a-KG Okzaloasetat
+H*
Transaminaz Transaminaz
Glutamat Asp Asp Glutamat
2
H* H*

Sekil 2.17.Malat mekigi ile sitozolden mitokondriye ekivalan taginmasi. (1) ketoglutarattransporter (2)

glutamat/aspartattransporter (45).
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2.3.19. Siiksinil Aseton Oksim

C7H1007(Siiksinil aseton) tirozin metabolizmasi iirliniidiir. Tirozinemi;kalitsal
protein  metabolizma  hastalikligidir, idrarda  yiiksek  seviyede  goriiliir.
Fumarilasetoasetikasithidroksilaz enzim eksikliginden dolayi, beslenmeyle alinan
tirozin aminoasidi karacigerde metabolizeolamayarak dokularda birikir. Merkezi sinir
sistemi karaciger, bobrek sorunlariyla berabergelisme geriligi v.bsorunlar meydana
gelmektedir (67).

Fenilalanin

l Fenilalanin 4-monooksijenaz
Tirozin
4-OH-fenillaktik asit\ L Tirozin aminotransferaz
-fenilpiruvik asit
4-OH-fenillaktik asit l 4-OH-fenilpiruvat dioksijenaz
Homogentisit asit
Homogentisat 1,2-dioksijenaz

Maleyasetoasetik asit
/

/
K Maleyasetoasetat izomeraz

) ,Fumanlasetoasetlk asit

/ /\Fumanlasetoasetaz
Redukswon o

Fumarik asit  Asetoasetik asit

/
s

’
Siiksinilasetoasetik asit

: . Dekarboksilasyon
Siiksinilaseton

Sekil 2.18.Fenilalanin ve tirozin katabolizmas: ile siiksinilaseton tiretimi (67).

2.3.20. Adipik Asit

C6H1004 (Adipik asit) kimyasal formiile sahip diiz zincirli dikarboksilik

asittir. Yagasitlerinin yikimi sonucunda omega oksidasyonundan olusur. (Sekil-19) (53).
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Karnitin noksanliginin oldugu durumlarda, yag asitleri omega oksidasyonu

sonucu dikarboksilikasite doniigiir. Sonradanda beta oksidasyonuylasiiksinat ile adipik

asit meydana gelir (43).

Karbosiklik asit

NADPH, O
Mikst fonksiyon oksidaz
NADP"
X
Alkol
NADY
Alkol dehidrogenaz
NADH
X
O O
\Ecr— (CH ), — c.‘<
H o
NAD"
Aldehit dehidrogenaz
NADH

h

Dikarboksilik asit

Siuksinat

- oksidasyon

Adipat

Y

Sekil 2.19. Yag asitlerinden omegaoksidasyonu ile adipat olusumu (68).

Idrardaki degerlere bakildiginda;

adipik asit>sebasik asit iseketozveya B-oksidasyonsorunu,

sebasik asit>adipik asitise MCFAS (orta zincirli yag asit suplement) kullanimi

diistiniiliir (53).
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2.3.21. 5-Okzoprolin

C5H7NO3 piroglutamik asit (5-okzoprolin)a.atiirevidir.Glutatyon dongiisiinde
gorevlidir. (Sekil 2.20) (53).Glutatyon, glutamat, sistein ve glisin i¢eren bir tripeptittir.
Serbestradikallerin  yakalanmasi, DNA biyosentezi ve protein ve amino asit
transportunda gorevli bir antioksidandir. GS (Glutatyonsentetaz) eksikliginde viicutta 5-
okzoprolin diizeyi artar. Yalnizca, bunada agir vakalarda rastlanir (69).

Yine 5-okzoprolinaz noksanliginda 5-okzoprolinin glutamata

cevirilemediginden dolay1 5-okzoprolin artar (70).

ADP AA

Glutatyon .
glutatyon ; ty Ly-glutamd
sentetoz t transpeptidaz
AP ~N, -

Glisin
V-glutamilsisteil ___ .. y-glutamil-AA
ADP | Sistein y-glutamil

-glutamil 'siklotransferaz
sistein sentethz \
7 .
o .
glutamat 5-okzoprolin
ﬁkzoproh’n
ADP AP

Sekil 2.20. Glutatyon dongiisii (53).
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2.3.22. 2-Hidroksiglutarik asit

2-hidroksiglutarik asit (C5H805) bir alfa hidroksi asittir. L-2 HGA(L-2-
hidroksiglutarik asidiiri) ile D-2 DGA (D-2-hidroksiglutarik asidiiri) rahatsizliklarinda
idrarda yiiksek seviyeye c¢ikmistir. Mitokondriyel flavin adenin diniikleotid (FAD)
bagimli  2-hidroksiglutarat dehidrogenaz noksanliinda L-2 HGA’in arttif1
goriilmektedir. (Sekil-21) (71).

D-2 DGA rahatsizhigi olan insanlarin yiizde ellisinde D-hidroksi
glutaratdehidrogenaz bulunurken geriye kalan kisminda ise mitokondriyal izositrat

dehidrogenaz 2 noksanligina rastlanmistir. (72).

MM

Malat S L-2-hidroksiglutarat

dehidrogenaz \, o HO OH FAD  dehidrogenaz
\ | FADH;
NADH \_/ ,
0 { / 0 0 \ 0
-2 Hidroksiglutarat

HO OH HO OH
0 \ / 0 0
NAD(PIH | Y (* Ketoglutarat
(- Ketoglutarat AOIPH ) HO OH “[  faoH g
' NAD(P)' ) ¢
\ - FAD
N3 1‘“‘!' 0 0 O-2-hidroksiglutarat
0+2- Hidroksiglutarat dehidrogenaz
.a-.’ \\\\-.___"_.t"
4-hidroksibutirat ‘
Hidroksiasit okzoasit
tranzhidrogenaz 4
SUksinat
semialdehit

Sekil 2.21. NADPH bagimli rediiksiyon ile L-2-hidroksiglutarat ve D-2-hidroksiglutarat olusumu.
IDH(izositratdehidrogenaz), 3-PGDH (3-fosfogliserat dehidrogenaz) (71).
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2.3.23. Tigliglisin

C7H1INO3 (Tigliglisin) izolésin ve metillenmis yag asitlerininyikimi
sonucunda  olusan, agilglisindir  (Sekil-22).MHBD  (2-metil-3-hidroksibiitiril-
CoAdehidrogenaz) noksanligindaizoldsinyikiminin engellenmesi sebebiyle

idrardatigliglisin miktar1 artmaktadir (58).

izoldsin 2-metillenmis yag asitleri
P
2-metilbutiril CoA  HiC -5~ .2°
H, |
S—CoA
£ ehidrogenaz
i
Tiglil-CoA HCl //C\ /,0
l iiideoiaz Tiglighsin
pe
2-metil-3-hidroksi HsC\H/g\ =0
butiril CoA ?
OH S—CoA
MHBD Tigliglisin
T
2-metil-aseto H,C_ /ﬁ\ 20
asetil CoA |
o S—-CoA
/Q:om
o (]
I ]
H,C” ~S—CoA e C~s—con
2
Asetil CoA Propiyonil CoA

Sekil 2.22.izolosin ve metillenmis yag asitlerinin yikimi. MHBD  (2-metil-3-hidroksibiitiril
CoAdehidrogenaz) (58).
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2.3.24. 2-Okzoglutarik Asitoksim

C5H605, alfa ketoglutarik asit (2-okzoglutarik asit), glutarikasitin keton
tirevidir.Negatif yiikliia-ketoglutaratsiklik asit dongiisiinde yer
alir.Veizositrattanizositratdehidrogenaz ile cevrilir. Ayrica GDH

(glutamatdehidrogenaz) vasitasiyla glutamattan’da sentezlenebilmektedir (Sekil-23)
(45).

Glutamin
ADP + P, -\ P H,0
Glutamin sentaz /| Glutaminaz
NH+ ATP — NH.*
- H,0_ €0,
Glutamat —= = » GABA
+T 1 Glutamat dekarboksilaz
NAD* < P Okzaloasetat
Glutamat dhg) Glutamat okzaloasetat transaminaz
NH,* + NADH = N Aspartat

- -

- ketoglutarat

Sekil 2.23. 2-okzoglutamat (a-ketoglutarat) ile glutamat iliskisi (73).

Glutaminesansiyel olmayan bir  a.a’tir.Fakatkatabolikolaylarile  stres
durumlarindagastrointestinal hiicreler, 16kosit ve makrofajlaracisindan gerekli bir diyet

kaynagidir (80).

2.3.25. Homogentisik Asit

C8H804 (Homogentisik asit) fenilananin ve tirozin metabolizmasinin
sonucunda olusan bir Uriintiddr. HGO
(Homogentisatoksijenaz)noksanligindahomogentisik asit ve oksidi olan alkaptonidrarda

yiiksek seviyede bulunur (74).

2.3.26. Hegzanoilglisin
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C8HI5NO3 (Hegzanoilglisin) yag asitlerinin metabolizmasindanolusur.
MCAD(Orta zincirli agil-CoAdehidrogenaz)noksanligt olan kisilerin idrarlarinda
yiiksek seviyede bulunur (53).

2.3.27. N-asetilaspartik asit

C6HINO5, NAA (N-asctilaspartik asit)gogunlukla beyinde ve noronlarda yer
alan molekildiir. aspartoasilaz enzimi beyinde N-asetilaspartatin pargalanmasini
saglayan enzimdir. Bu enzimin bir takim mutasyonlara ugramasi sonucu beyinde NAA

miktar1 arttigindan canavan hastalifi denen bir tiir hastalik meydana gelmektedir.
(Sekil-24) (75).

Dl.‘IIngE ndrositler aspartat
.I_
Canavan « _ asetil CoA lipidler? myelin ?
hastalig:: i .
~~aspartoacilaz

ndronlar

aspartat asetiltransferaz NAA glutamaz ligaz

+ + NAAG
asetil CoA glutamat |

glutamat + NAA glutamatkarboksipeptidaz Il ve I AR
i

astrositler

Sekil 2.24. Noronlarda NAA olusumu ve Canavan hastalig1 patogenezi (76).

2.3.28. Suberik asit

Suberik asit (C8H1404) MCACoaC (orta zincirli acil-
CoAkarboksilaz)noksanligi durumunda idrarda yiiksek seviyede bulunmaktadir. 18
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karbonlu oleik asitinkatabolizmasinda olusur. ACoaC (Agil-CoAkarboksilaz)
enzimininfonksiyonlarinda FAD gerekmektedir (53).

2.3.29. Orotik asit
C5H4N204 (Orotik asit), viicutta pirimidinlerin iiretimi sirasinda meydana gelen

bir ara metabolittir. OFRT (orotatfosforiboziltransferaz) enziminde olusabilecek sorun

neticesinde idrarda orotik asit yiiksek seviyede goriiliir (sekil-25) (43).

Ure déngiisi

AMONYUM *Amino asit katabolizmas:
NHg' + H30 eBarsak bakteri metabolizmas:
H2N CO; + 2 ATP
-0 1.
Okzaloasetat H i
% - P !
Sitrullin Ho. Karbomoil T
fosfat =T,
HN o
-0 S 2
- L
2 HOLP \\ %,
A CE— S
=
! e & T
ChNop ] @f’i‘)‘ oeb\ Ne
> iR e \E
Ornithine ‘!5@‘2_;'? e
v
Orotat

Arginase

Fumarat

Sekil 2.25. Ure siklusu. (1) Karbomoil fosfat sentaz 1 (2) ornitintranskarbamyolaz (3)

arginosiiksinatsentaz (4) arjinosiiksinatliyaz (5) arjinaz (43).
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CO_ + Glutamirk = ATP

Karbomoil
fosfat '
sentaz Il
o Aspartat trans o o
—o—03* karbomyolaz —o_& (L_';
sz: + \SCle H.Ns a\sﬁ_ Dihidroorotaz uN" \?Hz
- —~H 1 1
O~4 S C \ C2 8 C
O—(P) THN"  Scoo— \ o” \ﬁ/ ~coo— H;O o0 \ﬁ/%cocr
Karbomoil Aspartik : Karbomoil = Dihidroorotik
fosfat asit aspartik asit NAD™ asit
Dihidroorotat
dehidrogenaz
NADH + H™
O o o

CO- PP, PRPP
R S . S
o4li ,i“e/ o7 ~n 04\5 CcoOOo—

Orotidlik asit COO0~ Orotat fosforibozil
R-5- dekarboksilaz -5 transferaz
umMpP omMP Orotik asit

Sekil 2.26. Pirimidin sentezi sirasinda orotik asit olusumu (45).

2.3.30. 2-Metilsitrik Asit

C7H1007 (2-metilsitrik asit),propiyonil-CoA ve okzalatin, sitratsentaz
enzimlerinin reaksiyona girmesiyle olusmaktadir (Sekil 2.27) (53). Vit-B12 eksikligi
olan kisilerin de idrarinda C7H1007 (2-metilsitrik asit)’in yiiksek oldugu goriilmiistiir
(77).

Fenilalanin

l Mitokondri

Tirozin Vel = Tirozin

® + @l

4-hidroksifenilpiruvat 4-hidroksifenilpiruvat

@-1— N

4-hidroksifenillaktat

Homogentisat

®

Metilasetoasetat

\ suksinilasetoasetat

Fumarilaletoasetat /
CO,
A: Suksinilaseton

Fumarat Asetoasetat

5-ALA ———® pgoriobilincien
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Sekil 2.27. Fenilalanin ve tirozin metabolizmasi. (1) tirozinaminotransferaz (2) 4-hidroksifenilpiruvat
dioksijenaz (3) homogentisatdioksijenaz (4) fumarilasetoasetaz (5) aspartataminotransferaz (6) 5-

aminolevunilik asit (5-ALA) dehidrataz. Enzim defektleri barlar ile gosterilmistir (53).

CH =
HoC

=00

s C oS H
OO Fr:':i~.-:ﬁi|:::;) (.:OO_
'::;=O === Hso—(.:H
(?H2 Sitr=t =s=nt== Ho_q_coo_
OO STH=

OO

fi=tilsitr=t

Tkmaloas=tat

Sekil 2.28.Metilsitrat olusumu (78).

2.3.31. Sebasik Asit

C10H1804 (Sebasik asit) MA-CoA DH (multiplagil-CoAdehidrogenaz) ile
glutarikasidiiri Tip 2 hastalarin idrardaki seviyeleri yiiksektir (79,80).0GTT (Oral
glukoz tolerans testi) yaptirilan kisilerin plazmasindaki sebasat degerleri test’ten sonra

azaldigi tespit edilmistir (59).

2.4. Genomik, Proteomik Ve Metabolomik

Genetigin (Kalitimin) esas yapi1 tasi olan gen, genom dizisi iizerinde belirli bir
yeri olan, yazilimi (transkripsiyonu) yapilabilen, regiilatér yada islevsel kisimlar
bulanan bolgedir (81).

Genom; bir organizmanin igerdigi genetik bilgilerin hepsi demektir. Kelime
olarak Genom ilk defa 1920 senesinde Alman bilim adami: Hans Winkler tarafindan
kullanilmistir (82). Fakat genom ifadesi 1986 yilina kadar kullanilmamistir. Daha
sonralart genetik¢i Thomas Roderick DNA dizileme (sekanslanma)’sini ifade etmek
amaciyla 6nermistir (83).

Bir canlidaki tiim genlerin ayri ayri tanimlanmasina, Genlerin birbirleri ve
cevre ile etkilesimlerinin arastirilmasina, Genlerin zaman-yer-miktar olarak iiretim ve

aktivasyonlarinin incelenmesine yardimei olur (83).
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Genomik; Bir organizmadaki genlerin ayri ar1 tanimlanmasi, genlerin, kendi
aralarinda ve ¢evreyle olan etkilesimlerini, mekan-zaman-miktar bakimindan iiretim ile
aktivasyonlarinin incelenmesi sonucunda ortaya ¢ikan bilgilerin bilisim teknolojileri
kullanilarak saklanmasidir (84).

Proteomik ise Canlida bulunan tiim proteinlerin tanimlanmasi islemidir
(85,86).

Proteomik, farkli ortamlardaki hiicre- doku yada viicut sivisinda bulunan
proteinlerin nicel analizidir. Karsilastirmaliproteomik ise normal-hastalik, yasli-geng

gibi farkli durumlardaki proteinin karsilagtirtlmasidir (87).

2.4.1 Metabolomik

2003 senesinde sonlanan IGP (Insan Genom Projesi) bir organizmada yaklasik
olarak 30.000 gen oldugdunu, bu genlerin ise biitiin bireylerde % 99.9’unun benzer, %
0.1’lik kisminin ise farkli oldugunu bildirmistir (40).%0.1 farkliligin ise ni¢in kimi
bireylerde hastalik riski olusturdugu, hastaliklarin derecesinin ise ni¢in bireyler arasinda
farkli oldugunu, nicin kimi bireylerin ilaclara verdigi cevabin izahi agisindan 6énem arz
etmektedir.Genlerin tanimlanmasiyla bilinmeyenler ¢6ziimlenmemis, sonra da genlerin
islevleri-proteomik-transkriptomik ~ c¢aligmalart da  tamamlanmigtir.  Calismalar
sonucunda da klinik fenotipleri izahi i¢in yeterli olmamistir. Nedeni ise, klinik fenotip
ile ilgili bilgiler hiicre igerisindeki metabolit’lerde gizlidir (41).

Metabolit; organizmalarda bir¢ok tepkime sonucunda meydana gelen viicutta
depolanmadan farkli bilesikleri olusturan kimyasal bilesiklerdir.

Metabolomik; belirli bir siirede, hiicre ile viicut sivisinda, lipid-K.hidratlar-
vitaminler-hormonlar gibi hiicre bilesenlerinden meydana gelen kiigiik boyuttaki
metabolitlerin ileri teknolojiler sayesinde tespit edilerek, nicelik olarak tanimlanmasidir.
Kiigiik molekiillii metabolitler,(ilaglar-organikasitler-niikleozidler-oligoniikleotidler-
peptitler-sekerler-niikleozidler-ketonlar, aldehitler-aminler-amino asitler-lipitler-
steroitlervb) oOrnek olarak sayilabilir. MA(molekiil agirliklar1) 1.500 Dalton’dan
kiictiktiir (94).
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Genomik ve proteomik “ne olabileceginin” metabolomik ise ‘“gercekte ne
oldugunun” bilgisini verir. Bundan dolayi, biitiin metabolitlerin detaylar1 ile
miktarlarinin belirlenmesi (metabolomik) hastalik teshisi yada toksik ajanlarin fenotip
tizerindeki etkilerini arastirmada uygun olan yontemdir (88).

Insandaki metabolitler say1 agisindan net bilinmesede, tahminlerin 2 i1e20.000
arasinda oldugudur. Metabolik testler, viicut sivilart (Serum, Bos, plazma, idrar ve
tikrik v.b)’yla c¢alisilmaktadir. Metabolomik, toksikoloji, organ naklinin izlenmesi,
YDT (yenidogan takibi), klinik kimya, mikrobiyoloji, farmakoloji, gibi degisik
alanlarda, hizla artarak kullanilmaktadir (41).

Hedef bilesik analizleri ve metabolik profilleri i¢in;

GS (Gaz Kromatografisi)

HPLC (Yiiksek Performansli Stvi Kromatografisi)

NMR (Niikleer Magnetik Rezonans) ile kromatografik ayirma teknikleri

kullanilmaktadir.

Metabolomik parmakizi’nde, 6rnek sayilari arttiginda, bagka ayirma yontemi
kullanilmadan ham olarak,

* NMR

* MS (Kiitle spektrometrisi)

 FT-IR (Fourier transform infrared)Spektroskobisi

Parmakizi teknikleri, farkli analiz yontemleriyle kombine edilebilmektedir
(95).Insan genom projesiyle birlikte hedeflenen amaglardan bazilari, islenen cinayetler
sonrasinda, olay yerinde, her bireyin kendine 6zgii olan DNA hiicrelerini toplayarak

su¢lunun tespit edilmesi. velayet olaylarinin ¢éziimlenmesi agisindan 6nemli olacaktir.

2.5. LC/MS/MS (Kiitle Spektrometresi)

LC/MS, HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi) ve MS (Kiitle
Spektrometresi) iinitelerinin birlikte ¢alistirilarak yapr aydinlatmasi ve miktar tayininde

kullanilan bir cihazdir.

2.5.1. HPLC Unitesi
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Pompa, autosampler ve dedektor olmak {izere baslica tii¢ kisimdan

olusmaktadir.

a. LC Pompasi: Pistonlarin ileri geri hareketleriyle mobil fazlarin istenilen
oranlarda pompalanmasini saglar.

b. Autosampler: Numunelerin otomatik olarak enjekte edilmesini saglar.
Kolon firminin ve 6rnek sicakliginin kontrolii miimk{indyir.

c. PDA Dedektor: Ultraviyole ve gorliniir alanda c¢alisir. Dalga boyu araligi
190-800 nm’dir.

2.5.2. Kiitle Spektrometresi

Iyon kaynag, kiitle analizérii ve iyon dedektdr sistemi olmak iizere baslica iic

kisimda incelenebilir.

alon Max API Kaynagi: Analiz yapilacak numuneye bagli olarak ESI
(Electrospray Iyonizasyon) veya APCI (Atmosferik Basing Iyonizasyon Kaynagi)
iyonizasyon teknikleri kullanilabilir. Genel olarak aminler, peptidler ve proteinler gibi
polar bilesikler ESI teknigi ile steroidler gibi apolar bilesikler ise APCI teknigi ile analiz

edilir.
b.Kiitle Analizérii: Iyon kaynagindan gelen iyonlar, kiitle analizoriinde
degisen elektrik alana tabi tutularak m/z (kiitle/yilik) oranlarina gore ayrilirlar. Cihazda

lon-Trap kiitle analizorii mevcuttur.

¢.MS iyon Dedektor Sistemi: MS dedektorii yiiksek duyarliliga sahip, pozitif

ve negatif iyon modlarinda ¢alisan bir iyon dedektor sistemidir.

2.5.3. Cahisma Prensibi
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LC-MS/MS tekniginde UPLC cihaz1 sayesinde fizikokimyasal 6zelliklerine
gore ayrilan Ornek molekiiller kiitle dedektorii ile analiz edilmektedir. Kiitle
spektrometreleri molekiilleri iyonizasyon islemi ile uyararak yiiklii iyonize molekiiller
haline doniistiiriirler. Birinci kuadrupol filtrede m/z (kiitle/yiik) oranina gore ayrilan
molekiiller collision gaz adi verilen yiiksek saflikta 6zel bir gaz ile (Azot) par¢alanmaya
tabi tutulmaktadir. ikinci kuadrupol filtrede parcalanma sonucu olusan iyonlarin
(daughter veya product ion) iizerinden teshis ve miktar tayini yapilmaktadir.

Ornekte bulunan bilesenlerin miktar1, yapis1 ve molekiil agirhig1 hakkinda bilgi
verir. Kiiclik bilesiklerden biiylik proteinlerin tayinine kadar, polar iyonik, termal
kararsiz ve ugucu olmayan bilesiklerin analizleri yiiksek hassasiyetle ve hizl bir sekilde
yapilabilmektedir. LC- MS/MS ¢ok diisiik konsantrasyonlarda (ng/pg) maddenin miktar
tayininin yapilabilmesini miimkiin kilmaktadir. Ayrica sonuglarin dogrulanmasina da

gerek duyulmaktadir.

2.5.4. Uygulama Alanlari

- Gida Uygulamalari; Pestisitler, Mycotoxinler ve Zearalenone,
SudanBoyalari, Veteriner
Antibiyotikleri,Chloramphenicol,Nitrofura,Metabolitleri,Biotoxinler,
Azoboyarmaddeler...

_ Cevre Uygulamalari: Suda Pestisitler, Akrilamid, Ila¢ kalintilari...

_ Tekstil Uygulamalari: Alerjenik ve Kanserojenik Boyar maddeler...

Adli Toksikoloji Uygulamalarri; Uyusturucular, Doping
maddeler,Patlayicilar, Zehirli Maddeler...
Klinik Uygulamalar; Yeni Dogan Taramasi, Immunosuprasantlar,

VitaminD, Metil Malonic acid, Aminoasitler,Organik asitler...
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3.GEREC ve YONTEM

3.1. Materyal

Tablo 3.1.Calismada kullanilan kit bilesenleri

Sira No Bilesenler Miktar Adet
1 Mobil Faz A 2500 ml 1
2 Mobil Faz B 600mL |1
3 Reaktif-1 500 mL 1
4 Jasem-Kalibratér seti- 2 Panel exiximl- |1
5 Jasem-L.iyofilize-Kontrol Standard 10 rnL 1
6 Jasem- I¢ standart karisimi 20 mL 1
/ Organic Asit-HPLC Siitun 1

Calismalarda Jasem organik asit kiti kullanildi.Genis bilesik sinifi organik

asitler, aminoasit metabolizmasi gibi primer metabolik yollarda, yag asidi oksidasyonu,
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lipit metabolizmasi, Krebs dongiisii vb. fizyolojik ara maddeler olarak ortaya ¢ikar.
Organik asitler, bu yollarin bir veya daha fazlasinin kilitlendigi, organik asitlerin
anormal birikimini saglayan kalitsal bozukluklardir. Kronik hastaliklar1 ve norolojik
bozukluklar1 olan bir¢ok kisi, plazmalarinda siklikla birka¢ anormal organik asit
salgilar. Organik asit analizleri genel olarak amino asit ve organik asit metabolizmasi bu
bozukluklarinin erken tespiti veya izlenmesinde kullanilir.

Jasem yontemi plazmadaki 54 plazma organik asitinin, LC-MS / MS ile basit
numune hazirlama prosediirii ile analizini saglar. Panel-I metodu kullanilarak 28
organik asit, gradyan ellisyonu ile 12 dakikada analiz edildi. Ayni sekilde, Panel-2

yontemi kullanilarak 26 organik asit, gradyan eliisyonu ile 12 dakikada analiz edildi.

3.2. Analitik Prosediir

3.2.1. Organik Asit Kalibrator Setinin Hazirlanmasi (Seviye 1-6)

Numune hazirlama prosediiriine gore Panel-1 ve 2 i¢in Jasem standart stok
cozeltilerinden kalibrasyon standartlarini hazirlandi. Kalibrasyon partisini hazirlarken
"Jasem Calibrator Set" veri sayfasinda yazili kalibratorlerin konsantrasyon degerlerine

dikkat edildi.

Depolama ve stabilite: Calibrator setleri hazirlandiktan sonra -80°C’ de

muhafaza edildi.(tekrarlanan donma ve ¢6ziilme durumlarindan kaginildi)

3.2.2. Organik Asitlerin Plazma Kontrol Standardinin Hazirlanmasi

Sulandirma:Siseye tam olarak 10.0 ul HPLC dereceli su ilave edilir ve 15
dakika boyunca karistirilir. Tim materyaller ¢oziindiigiinde, c¢ozelti kullanima

hazirdir. Numune hazirlama prosediiriine gore kontrol standartlar1 hazirlandu.

Depolama ve stabilite:Orijinal olarak kapali ve karanlikta -18°C 'nin altinda

depolanan liyofilize plazma kalibratorleri 36 ay boyunca stabildir.
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3.3.3. Ornek Hazirlama
Ik olarak plazma 6rnegi R-1 kullanilarak on kat seyreltilmelidir. Ancak

kalibratorler ve kontroller seyreltme olmadan once asagidaki adimlar izlenmelidir.

Bir cam santrifiijj tiiptine 100 ul seyreltilmis plazma 6rnegini (kalibrator /
kontrol)pipetlenir ve 850 VIL Reagent-1 eklenir, 5 saniye vortekslenir.50 ul i¢ standart
soliisyon eklenir ve ayrica 5 saniye daha vortekslenir.Gerekirse, 2 mikron naylon filtre

ve LC-MS / MS sistemine enjekte edilir.

Diliisyon Faktorii: 10

3.3.4.Numune Hazirlama Adimlari

1. ASAMA:Bir santrifiij tiiptine 100 plplazma numunesini aktarin ve 900 pl R-1
ekleyin ve 5 saniye vorteksleyin (Dillisyon Basamagi).

2. ASAMA:Bir cam santrifiij tiiptine 100 pl seyreltilmis plazma numunesi
(kalibrator / kontrol) pipetleyin ve 850 ul Reagent-I ekleyin, 5 saniye vorteksleyin.

3. ASAMA:50 mikrolitre i¢ standart soliisyon eklenir ve ayrica 5 saniye
vortekslenir.

4. ASAMA:Gerekirse, 2 mikron naylon filtreden filtre edin ve LC-MS / MS
sistemine enjekte edilir.
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Tablo 3.2. Panel 1 ve 2'nin Ornek Kromatogramlari

Glutaconik asid 128,9 84,9 10 60 2 7 Negative
D3-Metil malonik asid 120 76 10 70 4 7 Negative
D3-Metil malonik asid 120 58 10 70 26 7 Negative
3-oh-2Metil butanik asid 117 73 10 140 4 7 Negative
2-Hidroksi isovalerik asid 117 71 10 100 8 7 Negative
3-oh-Pentanoik asid 117 58,9 10 60 4 7 Negative
3-oh- 2Metil butanoik 117 54,9 10 140 24 7 Negative
asid

2-Hidroksi isovalerik asid 117 44,9 10 100 8 7 Negative
3-oh-Pentanoik asid 117 40,9 10 60 24 7 Negative
Suksinik asid 116,9 98,9 10 80 8 7 Negative
Suksinik asid 116,9 72,9 10 80 8 7 Negative
Metil malonik asid 116,9 | 72,9 10 70 4 7 Negative
3-Hidroksiisovalerik asid | 116,9 | 58,9 10 100 6 7 | Negative
Metil malonik asid 116,9 55 10 70 26 7 Negative
Sodyum L-Laktat asid 92 45 10 50 6 7 Negative
3-Hidroksipropanoik asid 89 58,9 10 110 4 7 Negative
Laktik asid 89 45 10 110 7 7 Negative
Laktik asid 89 43,1 10 110 7 7 Negative
Piriivik asid 86,9 43 10 100 2 7 | Negative
Sitrik asid 191 86,9 10 90 14 7 Negative
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Sekil3.1.Panel-I'in toplam Iyon kromatogran

Sekil3.2.Panel-2'nin toplam iyon kromatogrami
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3.3. Yontemperformansi

Tablo 3.3.CRL-4010, MCF7 ve MDA-MB-231 gruplarinda karsilastirilan Organik asittiirleri

NO | BILESIKLER LOQ(ppm) | KURTARMA% | RDS%
1 2-Ketoglutarik asid 0.61 118 1.74
2 2-Metil sitrat 0.72 95.7 16.03
3 2-OH-3-Metilpentanoik asid 0.08 104.2 6.98
4 2-OH-Butirik asid 0.06 120.0 4.97
5 2-OH-Glutarik asid 0.37 106.6 1.97
6 2-OH-isokaproik asid 0.07 108.4 5.66
7 2-OH-Isovalerik asid 0.07 90.7 2.59
8 2-OH-Fenilasetik asid 0.07 105.8 1.59
9 2-Oxoadipik asid 0.06 111.8 7.78
10 3-Meti -2-oxovalerik asid 0.13 91.7 6.13
11 3-Metilkrotonilglisin asid 0.10 96.9 2.99
12 3-Metilglutakonik asid 0.05 104.2 2.80
13 3-Metilglutarik asid 0.08 87.1 3.38
14 3-OH-2-Metilbutanoik asid 0.09 99.4 13.27
15 3-OH-3- Metilglutarik asid 0.18 82.5 1.85
16 3-OH-Butirik asid 0.26 1135 8.84
17 3-OH-Glutarik asid 0.05 115.0 2.70
18 3-OH-Isobutrat 0.55 94.4 1.74
19 3-OH-Isovalerik asid 0.11 101.8 3.24
20 3-OH-Pentanoik asid 0.16 94.14 6.95
21 3-OH-Propanoik asid 1.49 88.4 4.55
22 3-Fenillaktik asid 0.06 115.9 6.34
23 4-Metil-2-oxovalerik asid 0.15 111.3 6.46
24 4-OH-Fenil laktik asid 0.08 77.3 10.34
25 4-OH-Fenil asetik asit 1.40 110.1 2.01
26 4-OH-Fenilpiriivik asid 0.39 115.8 6.03
27 Adipik asid 0.08 100.2 6.01
28 Sitrik asid 0.39 101.5 8.85
29 Etilmalonik asid 0.05 86.4 1.98
30 Fumarik asid 0.06 75.9 10.75
31 Glutakonik asid 0.20 101.8 11.58
32 Glutarik asid 0.23 93.6 2.45
33 Glikolik asid 0.72 101.6 11.90
34 Hegzanoilglisin asid 0.09 116.5 3.08
35 Homogentisik asid 0.04 78.7 3.19
36 Laktik asid 3.54 106.4 10.80
37 Malik asid 0.06 115.0 4.04
38 Malonik asid 0.07 115.0 6.15
39 Metilmalonik asid 0.34 87.6 3.27
40 N-(3-Fenil proponoil) glisin 0.05 106.4 2.03
41 N-asetilaspartik asid 0.10 119.0 5.89
42 N-asteiltirosin 0.13 86.3 6.03
43 N-izovalerilglisin 0.07 96.0 2.61
44 Orotik asid 0.04 73.1 2.36
45 Oksoprolin asid 0.05 79.5 3.72
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46 Fenilpiriivik asid 0.10 98.3 6.30
47 Proponoilglisin 0.18 100.3 3.51
48 Piriivik asid 0.22 119.0 17.09
49 Sebakik asid 0.07 94.5 2.40
50 Suberik asid 0.08 94.9 1.99
51 Suberilglisin 0.13 111.8 3.14
52 Siiksinik asid 0.10 92.9 3.25
53 Siiksinilaseton 0.05 102.9 4.24
54 Tiglilglisin asid 0.05 93.5 4,74

3.3.1.Yontemin kalibrasyon egrilerine drnekler

Sekil 3.3. Tiglyglicine’in kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.4. Etilmalonik asit’in kalibrasyon egrisi

Sekil 3.5. Adipik asit’in kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.6. 3-Fenil laktik asit’in kalibrasyon egrisi

Sekil 3.7. Siiksinil aseton’un kalibrasyon egrisi




Sekil 3.8. Siiksinik asit’in kalibrasyon egrisi
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4. BULGULAR

4.1. istatistiksel Yontem

Verilerin normal dagilima uygunlugu Shaphiro wilk testi ile test edilmistir.
Sayisal degiskenlerin 2 den fazla bagimsiz grupta karsilagtiritlmasinda normal dagilim
gosteren Ozellikler icin Tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve LSD c¢oklu
karsilastirma testleri, normal dagilmayan 6zellikler i¢in ise Kruskal Wallis testi ve All
pairwise ¢oklu karsilastirma testi kullanilmistir. Tanimlayict istatistik olarak sayisal
degiskenler i¢in ortalamatstandart sapma, kategorik degiskenler i¢in ise sayr ve %
degerleri verilmistir. Istatistiksel analizler i¢in SPSS Windows version 24.0 paket

programi kullanilmis ve P<0.05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir.

Tablo 4.1. CRL4010, MCF7 ve MDAMB231 gruplarinin degiskenlerde farklilik analizleri

Gruplar
CRL-4010 (n=3) MCF-7 (n=3) MDA-MB (n=3)
ort SD ort SD ort SD p
N-3-Fenilpropanilglisin ,037 ,001 ,037 ,000 ,038 ,000 0,061
Okzoprolin 3,8332 ,068 5911° ,208 4,259 ,716 0,048
3-Fenil Laktik asit ,029 ,001 ,030 ,001 ,029 ,001 0,670
4-OH Fenil asetik asit 1,027 ,083 1,116 ,240 1,005 ,032 0,731
Glikolik asit 1,609 1,213 2,171 ,585 2,773 ,366 0,390
Hekzanonilglicin ,03 ,00 ,03 ,00 ,03 ,00 1,000
Homogentisit asit ,106 ,001 ,103 ,003 ,101 ,001 0,141
Malik asit 48,982 2 3,844 81,170 ° 1,406 6,5972 ,024 0,027
Malonik asit 124 ,005 ,118 ,003 ,119 ,008 0,348
2-OH Fenil asetik asit ,084 ,004 ,086 ,004 ,083 ,002 0,829
N-izovalerilglisin ,047 ,002 ,048 ,002 ,046 ,001 0,459
4-OH Fenil Laktik asit ,135 ,026 ,294 ,056 ,037 ,020 0,459
Sebasikasit ,040 ® ,006 ,068 ° ,010 ,050°2 ,009 0,027
Siiberik asit ,181% ,015 ,231° ,010 ,205% ,049 0,035
2-OH Biitirik asit ,310 ,009 ,329 ,028 321 ,016 0,615
3-Metilglutakonik asit ,2043 ,022 ,241° ,015 ,0432 ,006 0,026
3-OH-2-Metilbiitanoik asit ,044 ,003 ,040 ,008 ,029 ,002 0,111
3-OH-3-Metilglutarik asit 410 ,000 411 ,002 410 ,000 0,368
3-OH Biitirik asit ,0187 ,0221 ,0293 ,0242 ,0083 ,0040 0,390
Glutakonik asit ,456 ,029 7350 ,080 2352 ,000 0,024
3-Metil-2-Okzovalerik asit 638" ,128 7410 121 ,1262 ,000 0,045
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4-Metil-2-Okzovalerik asit
Piriivik asit
2-OH CGlutarik asit
2-OH 3 Metil
Pentanoik asit
2 OH Isokabroik asit
2 OH Izovalerik asit
3 OHGlutarik asit
3 OH izovalerik asit
3 OH Pentanoik asit

2 Keto Glutarik asit
Sitrik asit

Etil Malonik asit

Laktik asit
Metil Malonik asit
Orotik asit

,580
1,892
1,333

,156

,128
,318
,0723
,103
,0792
2,299
104,676
,01533b

145,700
2,7062
,00932b

,131
,130
,085

,001

,001
,003
,0266
,015
,002
,388
3,614
,0085

4,861
,086
,0067

,654
5,914 b
2,008°

,157

,128 °
321
,0790
,150P
,150P
26,166°
162,648°
,8557P

262,834°
4,947°
2350°

495
449
125

,002

,002
,013
,0246
,033
,009
,803
6,132
,0262

4,778
,202
,0020

,119
,506 2
1222

,158

1262
,315
,0040
,0473
,0442
1,8554
28,0712

,00108

63,9492
1,0592
,0030%

,000
,000
,000

,000

,000
,000
,0000
,000
,000
,000
,000
,0000

,000
,000
,0000

0,055
0,024
0,024

0,144

0,049
0,289
0,055
0,035
0,024
0,024
0,024
0,024

0,024
0,024
0,024

SD: Standart Sapma, p degeri Kruskal wallis testi ile elde edildi.Her satirin i¢inde, iist yazidaki farkli harfler, 6nemli

farkliliklar1 gosterir (p<.05) Kruskal Wallis'e gore hepsi ikili test sonrasi1 hoc testidir.

Yapilan Ol¢iimlerde CRL4010, CRL4010 A ve CRL4010 B gruplarinda

OKZOPROLIN &lgiimlerinin ortalamalart bakimindan istatistiksel olarak anlamli

diizeyde bir farka rastlanmistir (p=0,048). Yapilan post hoc analiz sonrasinda MCF
(5,91+0,21) CRL-4010 grubundaki

grubundaki OKZOPROLIN

Ol¢iimlerinin

(3,83+0,07) olctimlerden daha yiiksek seviyede oldugu ve bu farkinda istatistiksel

olarak anlaml diizeyde oldugu gézlenmistir.

0 -

5,911

4,259

m CRL-4010
m MCF-7
MDA-MB231

Sekil4.1.Hiicreler aras1 Okzoprolin konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi.
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Gruplarinda Malik asit Olglimlerinin ortalamalari bakimindan istatistiksel
olarak anlamli diizeyde bir farka rastlanmistir (p=0,027). Yapilan post hoc analiz
sonrasinda MDA-MB grubundaki Malik asit ol¢timlerinin (6,597+0,24) MCF-7
grubundaki (81,170+1,406) o6lctimlerden daha diisiik seviyede oldugu ve bu farkinda

istatistiksel olarak anlamli diizeyde oldugu gozlenmistir.

90
80
70
60
50
40 -
30
20 -
10 A
0 -

81,17

m CRL-4010

m MCF-7

»m MDA-MB231

Sekil 4.2 Hiicreler aras1 Malik asit konsantrasyonlarinin karsilastiriimast.

Gruplarmda SEBASIK ASIT 6l¢iimlerinin ortalamalar1 bakimindan istatistiksel
olarak anlamli diizeyde bir farka rastlanmistir (p=0,027). Yapilan post hoc analiz
sonrasinda MDA-MB grubundaki SEBASIK ASIiTél¢iimlerinin (0,050+0,009) MCF-7
grubundaki (0,068+0,010) ol¢timlerden daha diisiik seviyede oldugu ve bu farkinda

istatistiksel olarak anlamli diizeyde oldugu gozlenmistir.

0,08
0,07
0,06
0,05
0,04 -
0,03 -
0,02 -
0,01 -

0,068

H CRL-4010 SEBACIC ACID

m MCF-7 SEBACIC ACID

m MDA-MB231 SEBACIC
ACID

1

Sekil 4.3.Hiicreler aras1 Sebasik asit konsantrasyonlarinin karsilastiriimasi.
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Gruplarmmda SUBERIK  ASIT  &lgiimlerinin  ortalamalar1  bakimindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir farka rastlanmistir (p=0,035). Yapilan post hoc
analiz sonrasinda MCF-7 grubundaki SEBASIK ASIiTél¢iimlerinin CRL-4010
grubundaki dl¢limlerden daha yliksek diizeyde degerler aldig1 ve bu farkinda istatistiksel

olarak anlamli diizeyde oldugu gozlenmistir.

0,25
0,2
0.15 m CRL-4010
m MCF-7
0,1 = MDA-MB231

0,05

0

Sekil 4.4 Hiicreler aras1 Suberik asit konsantrasyonlarinin karsilastiriimasi.

Gruplarmda METIL GLUTAKONIK ASIT 6lciimlerinin  ortalamalari
bakimindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir farka rastlanmistir (p=0,026).
Yapilan post hoc analiz sonrasinda MCF-7 grubundaki METIL GLUTAKONIK ASIT
6l¢iimlerinin MDA-MB grubundaki dl¢limlerden daha yiiksek diizeyde degerler aldigi

ve bu farkinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde oldugu gézlenmistir.

0,3

0,25 0,241

0,2 -

m CRL-4010

0,15 - m MCF-7

01 - » MDA-MB231

0,05 -

0 -

Sekil 4.5.Hiicreler aras1 3-Metil glutakonik asit konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi.
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Gruplarmmda GLUTAKONIK ASiTél¢iimlerinin - ortalamalari  bakimindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir farka rastlanmistir (p=0,026). Yapilan post hoc
analiz sonrasinda MCF-7 grubundaki GLUTAKONIK ASIiTélgiimlerinin MDA-MB
grubundaki dl¢limlerden daha yliksek diizeyde degerler aldig1 ve bu farkinda istatistiksel

olarak anlamli diizeyde oldugu gozlenmistir.

0,8

0,7

0,6

0,5 m CRL-4010
0,4 m MCF-7

0,3 = MDA-MB231

0,2
0,1
0

Sekil 4.6.Hiicreler aras1 Glutakonik asit konsantrasyonlarmin karsilastiriimast.

Gruplarinda metil-2-okzovalerik asit 6l¢timlerinin ortalamalari bakimindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir farka rastlanmistir (p=0,045). Yapilan post hoc
analiz sonrasinda MCF-7 grubundaki metil-2-okzovalerik asit6lgiimlerinin MDA-MB
grubundaki dl¢timlerden daha yiiksek diizeyde degerler aldig1 ve bu farkinda istatistiksel

olarak anlamli diizeyde oldugu gézlenmistir.

0,8

0,7

0,6 -

0,5 - m CRL-4010

m MCF-7

0,4 -
m MDA-MB231

0,3 -
0,2 -

0,1 -

0 -

Sekil 4.7 Hiicreler aras1 metil-2-okzovalerik asit konsantrasyonlarinin kargilagtirilmast.
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Gruplarinda piriivik asit, 2 oh glutarikasit, 2 oh isokabroikasit, 3 oh
izovalerikasit, 3 oh pentanoikasit, 2 keto glutarikasit, sitrikasit, etil malonikasit,
laktikasit, metil malonikasit, orotikasit ve SUKSINIKASIT o6l¢iim ortalamalar
bakimindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir farka rastlanmistir (p<0.05). Yapilan
post hoc analiz sonrasinda MCF-7 grubundaki olgiimlerin ilgili parametre degerleri
MDA-MB 231 grubundaki 6l¢iimlerden daha yiiksek diizeyde degerler aldigr ve bu

farkin istatistiksel olarak anlamli diizeyde oldugu gézlenmistir.

5,914

® CRL-4010
= MCF-7
" MDA-MB231

Sekil 4.8.Hiicreler arasi Piriivik asit konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi.

2,5

2,008

= CRL-4010

® MCF-7

" MDA-MB231

Sekil 4.9.Hiicreler aras1 2-OH Glutarik asit konsantrasyonlarinin karsilastirilmast.
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0,1285
0,128
0,1275
0,127
0,1265
0,126
0,1255

0,125

0,128 0,128

m CRL-4010

= MCF-7

= MDA-MB231

Sekil 4.10.Hiicreler aras1 2-OH Izokaproik asit konsantrasyonlarinin karsilastirilmast.

0,322
0,321

0,32
0,319
0,318
0,317
0,316
0,315
0,314
0,313
0,312

0,321

m CRL-4010

B MCF-7

" MDA-MB231

Sekil 4.11.Hiicreler aras1 2-OH Izovalerik asit konsantrasyonlarmin karsilastiriimasi.

0,16

0,14

0,12
0,1 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

o0 -

m CRL-4010

8 MCF-7

" MDA-MB231

Sekil 4.12 Hiicreler aras1 3-OH Izovalerik asit konsantrasyonlarmin karsilastiriimasi.
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0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

B CRL-4010

= MCF-7

=" MDA-MB231

Sekil 4.13.Hiicreler arasi 2-OH Pentanoik asit konsantrasyonlariin karsilastirilmasi.

30

25

20

15

10

0 -

2,299

26,166

m CRL-4010

= MCF-7

= MDA-MB231

1,855

Sekil 4.14.Hiicreler aras1 2-Ketoglutarik asit konsantrasyonlarinin karsilagtiriimasi.

180
160
140
120
100
80
60
40
20

104,676

162,648

m CRL-4010

B MCF-7

" MDA-MB231

Sekil 4.15.Hiicreler aras: Sitrik asit konsantrasyonlarinin karsilastirilmast.
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0,03

0,0262

0,025

0,02

u CRL-4010

0,015 -

u MCF-7

" MDA-MB231

Sekil 4.16.Hiicreler arasi Etil malonik asit konsantrasyonlarinin karsilagtirtlmasi.

300
262,834
250
200 u CRL-4010
150 1 MCF-7
100 - u MDA-MB231
50 -
0 -
Sekil 4.17.Hiicreler arasi Laktik asit konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi.
6
4,947
5
4 m CRL-4010
3 # MCF-7
2 u MDA-MB231
1 -
0 -

Sekil 4.18.Hiicreler aras1 Metil malonik asit konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi.
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0,25

0,2

m CRL-4010

0,15
B MCF-7
0,1

" MDA-MB231

0,05

0,0093 0,0030

0 -

Sekil 4.19.Hiicreler aras1 Orotik asit konsantrasyonlarinin karsilastiriimasi

0,004 06,0037
0,0035
0,003
0,0025
0,002 -
0,0015 -
0,001 -
0,0005 -

B CRL-4010

uMCF-7

" MDA-MB231

Sekil 4.20.Hiicreler arasi1 Siiksinik asit konsantrasyonlarinin karsilastirilmast



5. TARTISMA

Okzoprolin,  5-pozisyonuna yerlestirilmis okso grubuna sahip bir
okzoprolin, glutatyon dongtistindeki bir ara metabolittir (53). Bir¢ok proteinde bulunur.
Glutatyon, glutamat, sistein ve glisin igeren bir tripeptittir. Serbest radikallerin
yakalanmasi, DNA biyosentezi ve protein ve amino asit transportunda gorevli bir
antioksidandir. GS (Glutatyonsentetaz) eksikliginde viicutta 5-okzoprolin diizeyi artar.
Yalnizca, bunada agir vakalarda rastlanir (69). Yine 5-okzoprolinaz noksanliginda 5-
okzoprolinin glutamata cevirilemediginden dolay1 5-okzoprolin artar (70).Potansiyel
kanser biyobelirteglerini ararken birgok grup, nazofarenks karsinomu (96).ve mesane
kanseri (97).gibi tiimor hiicrelerinde daha fazla bulunan bir biyomolekiil olarak 5-
oksoprolini tanimlamistir. Ek olarak, normal ve kolorektal kanser hiicrelerinde genom
capinda metilasyon durumunun karsilastirilmasi potansiyel bir biyobelirte¢ olarak
ortaya ¢ikmustir (98). Karsilagtirilabilir bir ¢alisma da oxoprolinaz mide kanserinde
potansiyel bir belirteg olarak tanimlandi (99). Bizim calismamizda da okzoprolin,
normal meme hiicresine gore, MCF-7 ve MDA-MB231 hiicrelerinde anlamli bir sekilde
artis  gorlilmiistiir. Yani GS eksikliginden dolayr okzoprolinin, glutamata
cevrilememesinden dolayi viicutta 5-okzoprolin diizeyi artmig olmasi diisiiniilmektedir.

Malik Asit’in iyonize hali, TCA dongiisinde malat seklinde bulunur.
Insanlarda malat, besinle alinabildigi gibi TCA dongiisiiyle de edinilebilmektedir. Malik
asit, ayn1 zaman da meyve asiti olarak da bilinmekte olup, bircok meyve ile sebzede
dogal olarak bulunmaktadir. Aym1 zamanda mitokondrilerde ki krebs dongiisli i¢inde
mithim olan basamaktir. Vitamin B12 eksikligi durumlarinda, metilmalonat
artacagindan malat da es zamanla artmis bulunabilir (45). Malik asit diizeylerinin LC-
MS/MS ile analizinin yapildigi gastrik kanserli hastalarda krebs dongiisiiniin
indiiklendigi yoniinde veriler elde edilmistir (100). Calismamizda Malik asit, normal
meme hiicresine gore, MCF-7 hiicresinde anlamli bir sekilde artig goriiliirken, MDA-
MB-231°de ise anlamli bir sekilde azalis goriilmiistir. Meme kanserinde fazla
diferansiye hiicrede (MDA-MB-231) daha diisiik oranda bulunmasi krebs dongiisiiniin

daha fazla inhibisyonu ve anaerobik solunuma egilime artigin gésergesi olabilir.
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Sebasik asit, 10 karbon atomlu doymus, diiz zincirli dogal olarak olusan bir
dikarboksilik normal bir idrar asididir.Sebasik asit, multipl agil-CoA dehidrogenaz ve
glutarik asidiiri Tip 2 hastalarimin  idrarlarinda  yiiksek oranlarda bulunur
(79,80).Kanserde markir olabilecegine dair herhangi bir veri olmamasina ragmen,
kemoterapi etkinligi iizerine bazi ¢alismalar varidir(101). Bu g¢alismadasebasik asit
diizeyi normal meme hiicresine gore, MCF-7 ve MDA-MB231 hiicrelerinde anlaml1 bir
sekilde artmistir. Kemoterapinin etkinligi agisindan sebasik asit diizeylerinin artmis
olmasi yeni tedavi stratejileri agisindan yol gosterici olabilir.

3-metilglutakonik asit,16sin katabolizmasinda ortaya ¢ikan bir bilesiktir. 3-
metilglutakonoil-CoA hidrataz eksikliginde idrarla yiiksek miktarlarda atilir (57).
Mitokondriyel bozukluk s6z konusu oldugunda asetil-CoA’nin i¢ mitokondriyel alanda
birikmesi sonucu 3-metilglutakonik asit de-novo olarak sentezlenir (65).Calismamizda
3-metil glutakonik asit, normal meme hiicresine gore, metilglutakonoil-CoA hidrataz
eksikligi ve mitokondriyal bozukluga bagli olarak, MCF-7 hiicresinde anlamli bir
sekilde artig goriliirken, MDA-MB-231’de ise anlamli bir sekilde azalis goriilmiistiir.3-
metilglutakonik asit mitokondrial fonksiyon agisindan MCF-7 nin daha iyi durumda
oldugunu, daha kotii prognoz sahip MDA-MB-231 hiicresinde mitokondrial
disfonksiyonun olusmaya basladigr distiniilebilir. Mitokondrial disfonksiyon ile,
oksijenli solunumdan oksijensiz solunuma gegisin saglanarak, anjiogenezis ve yeni
metastatik oldaklarin olusmas1 kotii prognozlu kanserlerin yayilimi agisindan énemlidir.

Calismamizda glutakonik asit, normal meme hiicresine gore, MCF-7
hiicresinde anlamli bir sekilde artis goriilirtken, MDA-MB-231°de ise anlamli bir
sekilde azalis gortilmesi, glutaril koenzim A dehidrogenaz enzim aktivitesinin
eksikligine bagli oldugu diisiiniilmektedir.Glutaril koenzim A dehidrogenaz enzim
aktivitesinin azalmasisonucu L-lizin, L-hidroksilizin ve L-triptofan amino asitlerinin
metabolizmasinda bozulma oldugu saptanmistir. Bu tiir bir defekt durumunda glutarik
asit yikim driinleri olan glutaril karnitin, glutarik asit, glutakonik asit ve 3-hidroksi
glutarik asitin dokularda, kan, beyinomurilik sivis1 ve idrarda biriktigi gosterilmistir(89-
90). Kanserin hiicresel diferansiyasyonuna gore bu enzim aktivitesinin degiskenlik
gosterdigi diisiiniilmektedir.

3-Metil-2-oksovalerik asit, dallanmis zincirli amino asitlerin  eksik

parcalanmasindan kaynaklanan anormal bir metabolittir. Sinir hiicrelerine ve sinir
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dokularina zarar veren bir ndrotoksindir. Kronik olarak yiiksek seviyelerde olumsuz
saglik etkilerine neden olan endojen olarak iretilen bir metabolittir. Kronik olarak
yiiksek seviyelerde 3-metil-2-oksovalerik asit, ak¢aaga¢ surubu idrar hastaligi ile
iliskilidir (92). Calismamizda 3-metil-2-oksovalerik asit, MCF-7 hiicresinde anlamli bir
sekilde artig goriilirken, MDA-MB231°de ise anlamli bir sekilde azalis goriilmesinin
nedeninin hiicre ya da sistem i¢inden gelen dokularda biyosentez ve yikim olaylarinin
sonucu olarak diigiiniilmektedir. Kotli prognozlu meme kanseri tiirlinde bu metabolitin
azalmasi kanser hiicrelerinin yasamsal faaliyetlerini bozacak norotoksin metabolitekarsi
gelistirilmis bir savunma mekanizmasi olabilir.

Pirtivik asit, bir a-ketoasit’tir ve konjugat bazi olan piruvat pek ¢ok metabolik
yolakta yer alir. Bunlardan ilki glikolizin son basamagidir. 1 glukoz molekiiliinden 2
piruvat olusturularak sitrik asit dongiisiine katilimi saglanir (45). Oksijen yeterli
oldugunda glikoliz yolag: {izerinden piruvattan asetil-CoA olusumu, yetersiz oldugunda
ise laktat olusumu saglanir.Calismamizdapiriivik asit, MCF-7 hiicresinde anlamli bir
sekilde artig goriiliirken, MDA-MB231°de ise anlamli bir sekilde azalis gozlemlenmesi,
glikoliz basamaginda, yeterli piruvat olusmamasi ve olusan piruvatinda TCA dongiisiine
katilamamasinda kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.

2-hidroksiglutarik asit bir a-hidroksi asittir.L-2 HGA(L-2-hidroksiglutarik
asidiiri) ile D-2 DGA (D-2-hidroksiglutarik asidiiri) rahatsizliklarinda idrarda yiiksek
seviyeye c¢ikmaktadir (71).Normal sartlarda artmis 2 hidroksiglutarati temizleyen L2
hidroksiglutarat dehidrogenaz enzimi bu hastalarda fonksiyon gérmez ve 2
hidroksiglutarat1 daha zararsiz bir madde olan alfa ketoglutarata ¢eviremez. Biriken 2
hidroksiglutarat myelotoksik ve karsinojeniktir (72).L-2 HGA igin olasi beyin timori
gelisimi  ve merkezi sinir sistemi tutulumu Dbildirilmistir. Calismamizda 2-
hidroksiglutarik asit, MCF-7 hiicresinde anlamli bir sekilde artis goriiliirken, MDA-MB-
231°de ise anlamli bir sekilde azalis gézlemlenmesi L2 hidroksiglutarat dehidrogenaz
enziminin islevsel olarak ¢alismamasindan kaynaklandig diistindiirmektedir. Daha fazla
farklilasmis olan MDA-MB-231 hiicresinin karsinojenik bu maddeyi daha iyi prognozlu
MCF-7 hiicresine gore daha az salgilamasi farklilagmasin1 tamamlayip, enerjisini
metastataz ve anjiogenezde kullanma egiliminden olabilir.

3-Hidroksiizovalerik asit, 16sin metabolitidir3-hidroksi-3-metilglutarik-CoA

liyaz eksikligi, izovalerik asidemi, 3-metilkrotonoil-CoA karboksilaz 1 eksikliginde
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idrarda atilim1 artmig bulunur (54). Ayrica 3-hidroksiizovalerik asitin over karsinomlari
icin prognostik belirte¢ olarak rol oynayabilecegi bildirilmistir(102).Calismamizda 3-
hidroksiizovalerik asit, MCF-7 hiicresinde anlamli bir sekilde artis goriiliirken, MDA -
MB231°de ise anlaml1 bir sekilde azalis gériilmesi, 3-metilkrotonoil-CoA karboksilaz 1
inhibisyonuna bagliolabilir.

Krebs dongiisiinde endojen bir ara metabolit olan alfa-ketoglutarat (AKG),
coklu metabolik ve hiicresel yolaklarda yer alan bir molekiildiir. Bir enerji vericisi,
amino asit biyosentezinde bir dncii, bir sinyal molekiilii, ayrica epigenetik islemlerin ve
protein baglanmasi yoluyla hiicresel sinyallerin diizenleyicisi olarak islev goriir. AKG,
farkli tip substratlar tizerinde hidroksilasyon reaksiyonlarini katalize eden 2-oksolattata
bagli dioksijenazlar i¢in zorunlu bir yardimci substrattir. Kemik dokusunun bir bileseni
olan kollajenin biyosentezini kontrol eden prolil-4 hidroksilazin aktivitesini diizenler.
AKG ayn1 zamanda, kanser gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli bir transkripsiyon
faktorii olan hipoksi ile indiiklenebilir faktoriin fonksiyonunu etkileyen prolil
hidroksilazlarin  ¢alismasim1  da etkiler. Ek olarak, kromatinin epigenetik
modifikasyonlarini etkileyen enzimlerin isleyisini etkiler. Boylece, gen ekspresyonunu
diizenler. AKG'nin hiicrelerde ve organizmada metabolik ve extrametabolik fonksiyonu,
hastaliklarin tedavisi igin yol gosterici olabilir (103).Calismamizda Kketoglutarik asit,
MCF-7 hiicresinde anlamli bir sekilde artis goriilirken, MDA-MB-231’de ise anlaml
bir sekilde azalma goriilmiis olmas1 kotli prognozlu olan hiicrelerde krebs dongiisiiniin
inhibisyonunu gdstermektedir.

Sitrik asit,trikarboksilik asit (tca) veya sitrik asit dongiisiiolarak da bilinen 4
karbon igeren oksaloasetat ve 2 karbonlu asetil coA ile birlesmesi sonucu 6 karbonlu
sitrat olusumu ile baslayan ve izositrat, alfa keto glutarat, siiksinil COA, siiksinat,
fumarat, malat ve son olarak tekrar oksaloasetat seklinde devam eden
dongiimitokondride  gergeklesir  (92).Proliferatif ~ kanser  hiicreleri  oksidatif
metabolizmalarin1 azaltir ve O2 varliginda bile glikolize daha fazla egilim gdsterir.
Metabolizmadaki bu degisim sitrat biyosentezini azaltir ve her ikisi de glikolizi
stirdiiren tiimdr biiylimesini destekleyen hiicre i¢i asitligini azaltir. Sitrat, asetil-CoA'nin
donorii oldugu i¢in, diisiik iiretimi, apoptoz ve epigenetik degisikliklere direng gosteren
proteinlerin deasetilasyon durumundan yanadir.Her iki durum da tiimor agresifligine

katkida bulunur. Sitrat seviyeleri, kanser saldirganliginin bir indikatorii olarak (insan
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prostat kanserinde zaten gosterildigi gibi) monitdrize edilebilir ve tedaviye yanit i¢in bir
biyobelirteg gorevi gorebilir. Sitozolik sitrati arttirmayi amaclayan stratejiler, timor
biiyiimesinin inhibisyonunusagladigi igin gelistirilmeli ve test edilmelidir(104).
Calismamizda sitrik asit, MCF-7 hiicresinde anlamli bir sekilde artis goriiliirken, MDA -
MB231°de ise anlaml bir sekilde azalma goriilmiistiir. Agresif mem kanseri tiirii olan
MDA-MB231 hiicrelerinde krebs dongiisiiniin 6nemli bir parametresi olan sitrat miktari
azalmstir.
Laktik asitin L ve D formunda iki tane izomeri bulunmaktadir. L-laktik asit
hayvanlarda bulunan formudur. Laktik asit, Sitoplazmada glikoliz sonucu ortaya ¢ikan
ara metabolit piruvattan, glikoliz olayinda LDH tarafindan sentezlenir ve karaciger ile
renal kortekse tasinarak tekrar glukoza doniistiiriiliir. Viicutta kullanimi i¢in dolagima
verilir. (47). Anaerobik solunum durumunda olusan NADH fazlaliginda indirgenme
sonucu laktik asit yliselmektedir (46).Burada, egzersiz fizyolojisi ve metabolizmasinda
Ogrenilen dersleri, gen mutasyonlar1 ile baglatilan artirnllmig laktat iiretiminin
('laktagenez') Warburg Etkisinin nedeni ve amaci oldugunu ve diizensiz laktat
metabolizmast ve sinyallemesi karsinogenezdeki kilit unsurdur. Laktat {ireten kanser
hiicreleri, 93 yil 6nce Otto Warburg tarafindan tanimlanmis ve hala acgiklanamayan bir
fenomen olan asir1 laktat olusumu ile aerobik glikolizin artmasiyla karakterize edilir.
Birka¢ on yil siiren bir aradan sonra laktata olan ilgi, kanserdeki bir oyuncu olarak
yenilenmistir. Normal fizyolojide, zorunlu glikoliz {riinii olan laktat, 6nemli bir
metabolik yakit enerji kaynagidir, en Onemli glukoneojenik Oncii madde ve ana
diizenleyici 6zelliklere sahip bir sinyal molekiiliidiir. Laktajenik kanserlerde, onkogenler
ve timor baskilayict mutasyonlar, goriiniise gore laktagenez amaciyla glikoz
kullantminin arttirilmasi ve hiicreler arasinda ve igindeki laktat degisiminin saglanmasi
amaciyla yliksek oranda orkestre edilmis bir sekilde davranir. Bes ana adim
tanimlanmaistir:
(1 arttirllmis glikoz alimu,
(1) arttirilmig glikolitik enzim ekspresyonu ve aktivitesi,
(1) azalmis mitokondriyal fonksiyon,

(V) arttirilmig laktat {iretimi, birikimi ve salimi ve

(V) laktat degisimi i¢in monokarboksilat tagiyici diizenlenmesi.
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Laktat muhtemelen kanserogenez i¢in tiim ana sekellerde (anjiyojenez, immiin
kag1s, hiicre gocii, metastaz ve kendi kendine yeten metabolizma) yer alan ve gerekli
olan 6nemli bir metabolik bilesiktir. Buna gore, laktat degisimini sinirlayan tedavilerin
kesfi ayrica 6nemlidir (105).Calismamizda laktik asit diizeyinin, MCF-7 hiicresinde
anlamli bir sekilde artis goriilmesi agresif seyreden kanser hiicrelerinin anaerobik
solunumu daha c¢ok kullandigt ve TCA siklusunun inhibe edildigi bilgisini
desteklemektedir.Fakat daha agresif olan MDA-MB231°de ise anlamli bir sekilde
azalma gozlemlenmistir. Daha kotl seyirli kanser hiicrelerinde laktat diizeyinin daha
fazla artmasi beklenir. Onceki organik asitlerin konsantrasyonundaki azalma krebs
inhibisyonu ve anaerobik solunumu desteklerken laktat diizeyindeki azalma agresif
kanser hiicresinin anaerobik solunuma olan egilimiyle agiklanamamustir.

Metilmalonik asit,malonatin C-tiirevi asittir. Yiiksek serum MMA seviyeleri ve
MMA'nin idrarla atilmasi, dogrudan B12 vitamin aktivitesinin azaldigin1 gosterir.
Kanser.6 Eski veriler, mide karsinomu ve karsinoid tiimorlerin zararli anemiyle bir
iliskisini ortaya koymaktadir.Calismamizdametilmalonik asit, MCF-7 hiicresinde
anlamli bir sekilde artig goriiliirken, MDA-MB231°de ise anlamli bir sekilde azalig
goriilmesi, B12 eksikliginden kaynakli olabilir (51).Kobalamin konsantrasyonlarinin,
meme ile iligkili oldugunu gosteren epidemiyolojik veriler vardir(106).

Orotik asit, viicutta pirimidinlerin iiretimi sirasinda meydana gelen bir ara
metabolittir (43).Orotik asit diyetine maruz kalan hayvanlarda hepatoseliiler karsinoma
insidansinin biiyiik olgiide arttifi gosterilmistir. 10 hafta boyunca orotik asit diyeti
verilen siganlarda % 42 ve 40 hafta boyunca bu diyete maruz kalanlarda % 75'e kadar
artis gorilmiistiir. Ayrica, bu deneklerin akcigerlerinde % 33-60 oranlarinda yiiksek bir
metastatik potansiyel tespit edilmistir (107).Calismamizda Orotik asit, MCF-7
hiicresinde anlamli bir sekilde artarken, MDA-MB-231’de ise anlamhi bir sekilde
azalmistir. MCF-7’nin artmig mitotik aktivitesi pirimidin sentezini arttirmasiyla iliskili
olabilir. Daha kotii seyirli MDA-MB-231°’nde mitotik aktivitenin  olmamasi
farklilagmanin  tamamlandigimi  ve hiicrelerin GO asamasinda bulundugunu

gostermektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calisma iki farkli meme kanseri tiirii ve normal hiicrelerinorganik asit
profilinin LC-MS/MS teknigi ile tamimlanarak metabolik aktivite ve ana metbolik
yolaklarda olusan defektler hakkinda oOnemli veriler saglayarak meme kanseri
metaboligini basartyla uygulamistir. Metabolik yolaklarda ara ve son iiriinlerini temsil
eden organik asit seviyeleri kanserdeki metabolik degisikliklerle iliskilendirilebilir.
Meme kanserinde ileri farklilasan hiicrelerin ana enerji yolaklarindan olan krebs
dongiisiinii kullanmama egiliminde oldugu bu g¢alisma ile dogrulanmistir.Organik asit
profili analizi, meme kanserinde metabolik olaylarin karmasikligini anlamak i¢in genel
olarak yararli bir klinik ara¢ olabilir ve organik asitler, gelecekteki tani1 ve tedavi
yontemlerinin kesfi icin metabolik belirte¢ potansiyeline sahip olabilir. Yapilacak in-
vivo c¢alismalar ile kemoterapi sirasinda metabolomun seri olarak izlenmesi, tedavinin
etkinligini ve direncin ortaya c¢ikmasimi izleyerek onkologun tedaviyi degistirip

degistirmeyecegi hakkinda faydal veriler saglayabilir.
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Programi : X Yiiksek Lisans O Doktora

Tezin Adi: “‘Farkli Meme Kanseri Hiicre Tiplerinin (MCF-7, MDA-MB-231, CRL-4010) Organik
Asit Profilinin Incelenmesi’’

SAGLIK BILIMLER ENSTITUSU MUDURLUGUNE

Yukarida baghg belirtilen ‘‘Koroner arter bypass cerrahisi gegiren hastalarmn perikardiyal
sivisi ve plazmasinda serbest aminoasit ve karnitin profilinin incelenmesi’*adli ¢aliymamin;
kapak sayfast, giris, ana boliimler ve sonug kisimlarindan olusan toplam 55 sayfalik kismina
iliskin, 05/04/2019 tarihinde sahsim/ danismamim tarafindan Turnitin adh intihal tespit
programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna
gore, benzerlik orani
%16

Uygulanan filtrelemeler:

1- Kabul/Onay ve Bildirim sayfalari harig,

2- Kaynakga harig

3- Alintilar harig

4- 5 kelimeden daha az rtiisme igeren metin kisimlari harig

Yukarida bilgileri verilen tezin, Saghk Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu tarafindan kabul
edilen lisansiistii orijinallik raporu alinmasi uygulama esaslart ile belirlenen azami benzerlik oranlarini
asmadigini ve biitiin bilgilerin, akademik kurallara uygun olarak toplanip sunuldugunu, caligmada
bana ait olmayan tiim veri, diigtince ve sonuglar1 andigim, blok seklinde alintilar yapmadigimi ve tiim
alintilarin bilimsel atif kurallari gergevesinde kaynagini gosterdigimi, Yiiksekogretim Kurulu Bilimsel
Aragtirma ve Yaym Etigi Yonergesi ile Harran Universitesi Bilimsel Arastirma ve Yaym Etigi
Yonergesinin 8. maddesinde yer alan etik ihlallerden her hangi birisinin yer almadigm, etik ihlal
tespiti halinde, Saghk Bilimleri Enstitiist Yénetim Kurulunca, diplomamin iptal edilmesini kabul
ediyorum.
Geregini saygilarimla arz ederim. H ./“2/2019

Tezi Hazirlayan Orencinin

Adi-Soyadi: Mehmet ESEN
Imzamu R %

Yukartda yer alan raporun ve beyanin dogrulugunu onaylarim. .“..dz’2019

Danmismanin
Unvani-Adi-Soyadi: Dr. Ogr. Uyesi Ataman GONEL
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