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1. OZET

GLIOBLASTOMA MULTIFORME BEYIN TUMORUNUN ERKEN TANI VE
TEDAVISINE IMKAN SAGLAYABILECEK ANTI-GBM
OTOANTIKORLARIN ARASTIRILMASI

Glioblastom (GB) son derece invazif karaktere sahip malign bir beyin timoridiir.
Glioblastom hastalar1 ortalama 12-15 ay arasi yasamlarini siirdiirebilmektedir.
Dolayisiyla hastaliga erken tani konulabilmesi biiyiik 6nem arz etmektedir. Cesitli
hastaliklarda erken tanida biyobelirte¢ olarak otoantikor ¢alismalari olumlu sonuglar
vermektedir. Fakat hasta serumlarinda otoantikor arastirmalari, kanserde bilinen
proteinlere kars: siirdiiriilmektedir. Bu dogrultuda, kanser hasta serumlarinda yapilan
bir ¢alismada da p53 otoantikorlarina rastlanilmistir. Ancak, yeni otoantijenlerin
saptanabilecegi otoantikor taramalari rapor edilmemistir. Bu caligmada, gliom
hastalarinin tiimor dokusunda ve tiimor barindirmayan epilepsi (kontrol) olgularinda
otoantikor-otoantijen etkilesimi arastirilmistir. Serum ile etkilesimine bagli olarak
otoantijenin GB’lere 6zgii bir profil sergiledigi tespit edilmistir. Bu kapsamda,
proteomiks calismalar1 ile GB’lerde ekspresyon diizeyi yiiksek olan proteinler
belirlenip, immiinhistokimya ve western blot yontemleri ile protein diizeyi
dogrulanmigtir. En yliksek skorlu proteinlere yonelik immiinpresipitasyon ve
immiinfloresan calismalar1 ile yiiksek gradli gliomlarda, soliit tasiyici proteinlerden
SLC3a2’ye kars1 otoantikor etkilesiminin varligi saptanmistir. Bu ¢alisma, ytiksek
gradli gliomlarda diyagnostik ve prognostik dneme sahip SLC3a2 otoantikorlarinin
varligini, ve SLC3a2 etkilesiminin yiiksek gradli gliom ile diisiik gradli gliom hasta
serumlarindan ayirt edilebilecek sekilde gergeklestigini gostermistir. Ayrica GB’lerde
SLC3a2’nin biiyiik oranda fosforile oldugunu ve serum etkilesiminin 6zgiin bir sekilde
diger yiiksek gradli gliomlardan farklilik gosterdigini ortaya koymustur. Klinik olarak
incelendiginde, GB hastalarinda SLC3a2 otoantikor reaktivitesi ile sag kalim siireleri

arasinda pozitif korelasyon saptanmistir (p=0.043; R=0.517).
Anahtar Kelimeler: Glioblastom, gliom, otoantikor, biyobelirteg, SLC3a2

Bu tez ¢aligmasi ayni isimli 216S358 proje nolu TUBITAK 3001 projesi kapsaminda

desteklenmistir.



2. ABSTRACT

Glioblastoma (GB) is a malignant brain tumor with an extremely invasive character.
The median survival is only 12-15 months for glioblastoma patients. Therefore, early
diagnosis of the disease is of great importance. The autoantibody studies give
promising results as a biomarker in early diagnosis of various diseases. However,
autoantibody studies using patient sera are carried out against proteins already known
in cancer. On this basis, p53 autoantibodies were found in a study conducted in cancer
patient sera. To date, investigation of autoantibodies to detect new autoantigens have
not been reported yet. In this study, the autoantibody-autoantigen interaction was
investigated both in tumor tissue of glioma patients and in epilepsy (control) cases. It
has been detected that the autoantigen exhibits a GB specific profile due to its
interaction with the serum. In this context, proteins with high expression levels in GBs
were determined by proteomics studies. Additionally, the protein level was confirmed
by immunohistochemistry and western blot methods. Immunoprecipitation and
immunofluorescence studies against highly expressed proteins revealed the presence
of autoantibody interaction against SLC3a2, one of the solute carrier proteins, in high
grade gliomas. The SLC3a2 interaction in high grade glioma patient sera was
distinguishable from low grade glioma patient sera. Therefore, this study indicated that
SLC3a2 autoantibodies have diagnostic and prognostic significance in high grade
gliomas. It is demonstrated that the SLC3a2 is highly phosphorylated in GBs.
Furthermore, the serum interaction uniquely differs between GBs and other high grade
gliomas. In clinical aspect, a positive correlation was found between SLC3a2
autoantibody reactivity and survival of GB patients (p = 0.043; R = 0.517).

Key Words: Glioblastom, glioma, autoantibody, biyobelirteg, SLC3a2

This thesis study was supported within the scope of TUBITAK 3001 project with the

same name, project number 216S358.



3. GIRIS VE AMAC

Gliomlar, tiim intrakranyal tiimérlerin %40 kadarini olusturan ve en sik goriilen
primer beyin tiimdriidiir. Histopatolojik olarak gliomlar, Diinya Saglik Orgiitii’niin
(WHO) siniflandirmasina gore, diisiik grade (WHO I ve II) ve yiiksek grade (WHO III
ve IV) olmak lizere 2 ana gruba ayrilir. Gliomlarin da %60-70 kadarini astrositomlar
olusturur (1,2). Astrositomlar, beynin destek hiicrelerinden olan yildiz seklindeki
astrositlerden kaynaklanmaktadir ve bu tip tiimorler, beyin sap1, omurilik ve beyin gibi
santral sinir sistemi boliimlerinden herhangi birinde gelisebilmektedir. Astrositomlar,
diistik dereceli astrositom, anaplastik astrositom ve glioblastom (GB) olarak baslica 3
gruba ayrilir (3). Yiiksek grade gliomlardan olan malign glioblastom ise tiim beyin
timorleri icinde en sik gorillen ve seyri en kotli olanidir. Glioblastom tiimérleri,
genellikle serebral hemisferlerin beyaz maddesinde yerlesirler. Bu tiimorlerin biiytik
cogunlugu hemisferlerde genis dagilim gosterir ve en sik olarak frontal lob ve oksipital
lob-parietal lob simirlarinda gozlenirler. Glioblastom, hizli biyiir ve yakinindaki
dokulara yayilir. Glioblastom teshisinden sonra hasta ortalama 12 ay kadar yagamini
stirdiirebilmektedir (4). Dolayisiyla hastaligin erken tani ve tedavisine yonelik

caligmalar bliyiik 6nem tasimaktadir.

Geleneksel olarak gliom tanis1 goriintiileme yontemleri ve histopatolojik
analizler ile konulabilmektedir. Iki yillik sagkalimi %30’un altinda olan gliom
olgularinda biyopsi temelli invazif yontemlere gerek duyulmadan, hastaliin erken
doénemlerinde taniya ulastirabilecek ve prognoz ile ilgili bilgi verebilecek yontemlere
gereksinim duyulmaktadir. Gliomlarin 6zellikle hizli yayilim gostermesi ve beyin
biyopsisi ile ilgili yan etkiler yeni serum temelli biyobelirteclerin belirlenmesini
giindeme getirmistir. Bu 6zelliklere sahip bir tan1 yonteminin gliom dokusundaki
aberan  proteinlere  karsi  iretilmis  otoantikorlarin  belirlenmesi  yoluyla
gerceklestirilmesi miimkiindiir. Timorlere 6zgii antijenlerin kuvvetli bagisiklik
yanitina sebep oldugu ve bunun genellikle otoantikor iiretimi ile seyrettigi iyi
bilinmektedir. Tiimor ile iliskili proteinlerin asir1 diizeyde ifade edilmeleri, mutant
formlu onkojenik proteinler olmalart veya embriyonik kokenli olmalari sebebiyle
kuvvetli otoimmiin yanita sebep olduklart disiiniilmektedir. Giiniimiizde

otoantikorlar, sinir sisteminin otoimmiin ensefalit, noromyelitis optika ve multipl



skleroz gibi ¢esitli otoimmiin hastaliklarinda tan1 ve/veya prognoz belirteci olarak
yaygin kullanim alani bulmus ve rutin kullanima girmislerdir. Tiimore 06zgii
otoantijenlere karsi gelisen antikorlarin da benzer sekilde gliom tanisinda
kullanilmalar1 miimkiindiir. Farkli yontemlerle belirlenecek gliom iliskili tek bir
otoantikor veya bir antikor paneli ile gliom tanisinda ve prognoz tayininde ilerleme

kaydedilmesi 6n goriilmektedir (5-11).

Literatiirde otoantikorlarin, beyin tiimorleri ile iliskisine yonelik, hastaligin
patolojisiyle ilgili olabilecek ve bilinen antijenlere 6zgii tarama yapilmasina karsilik
serum Ornekleri ile tiimor dokusunu ayn1 anda tarayacak nitelikte yeni otoantikorlar ve
iligkili antijenlerin/peptitlerin tespitine ve bunlarin grade 6zgiinliigline yonelik az
sayida caligma bulunmaktadir (12-14). Yakin zaman Once yapilan bir ¢aligmada,
timore Ozgii lineer peptidlerin kullanildigi bir protein mikroarray incelemesi
araciligiyla gliom hastalarinin serum antikorlari taranmig ve gliom tani 6zgilligii ve
duyarliligr %87 ile %100 arasinda degisen otoantikorlar tanimlanmigtir (14). Ancak
bu calismada kullanilan yontem otoantijenlerin konformasyonel yapisini tanityan
antikorlarin tanimlanmasina izin vermemektedir. Konformasyonel hedefleri taniyan
antikorlarin patogenezde 6n planda rol oynadigi ve bu sebeple tan1 ve prognoz
belirlenmesinde daha yararli olduklart bilinmektedir. Bu ¢alismada kullandigimiz
immiinopresipitasyon ve kiitle spektrometri yontemleri bu tiir antikorlar1 daha hassas
bir sekilde belirlemek tizere tasarlanmig ve gegmiste pek ¢ok tanisal/prognostik degeri

olan antikorlarin belirlenmesinde kullanilmistir (15).

Bu tez calismasinda, gliom evrelerine 6zgii ve glioblastom ayirict niteligi
tastyan anti-glioblastom otoantikorlarin tespiti ve bu antikorlara 6zgii antijen profilinin

cikarilarak yeni biyobelirteglerin varliginin arastirilmast amaglanmstir.



4. GENEL BiLGILER

4.1. Gliomlar

Gliomlar, Merkezi Sinir Sistemi (MSS)’nde ¢ok yaygin olarak gozlenen ve
glial hiicrelere benzerlikleri ile karakterize edilen heterojen yapida beyin tiimoriidiir
(16). Her yil diinya genelinde yaklasik 100.000 insana gliom tanis1 konmaktadir (17).
Her ne kadar yeni tanis1 konmus tiim kanser vakalarmin %1 ini igerse de gliomlar
onemli derecede dliimciildiir (18). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) gliomlar1 I-IV gradlara
ayirmaktadir. Bu baglamda, grad I-11 gliomlar diisiik gradl, grad III-1V gliomlar ise
yiiksek gradli gliom olarak adlandirilmaktadir. Gradlari agisindan incelendiginde grad
I-1I baslangi¢c agsamasi, grad III malignant ve grad IV malignant olmakla birlikte cok
agresif olarak diisiiniilmektedir (19). Diisiik grad gliomlar daha ¢ok ¢ocuklarda yiiksek
gradlar ise yetiskinlerde gozlemlenmektedir (19). Gliomlar yiiksek proliferative
potansiyele sahip infiltratif biiytime davranisi gosterme egiliminde olmaktadir (19).

Bu yiiksek invazif karakter grad seviyesi ile dogru orantili olarak artmaktadir.

Nobet, ekstremite zay1flig1 ve davranis degisikligi sikayeti olan hastalara diistik
gradli gliomlar i¢in malignant gliom teshisi konulabilmesi i¢in 3 aydan 6 aya kadar
norolojik muayene yapilmaktadir (20). MRI ile gliom iligkili beyin lezyonlarinin tespit
edilmektedir. Fakat gliom alttiplemesi yapilabilmesi i¢in biyopsi ya da cerrahi
rezeksiyon sonucu elde edilen tiimor dokusunun molekiiler olarak analiz edilmesi
gerekmektedir. Bu baglamda hastalarda P53, ATRX, IDH1/2 mutasyonlari, EGFR
amplifikasyonu, Ki67 pozitifligi ve 1pl9q kromozom delesyonlarmin varligi

incelenmektedir (21).

Gliomlar ortaya ¢ikma asamasinda grad IV gliomlara transforme olana kadar
cok yiiksek intratiimor heterojenite kazanmaktadir. Bu ise gliom olusumunun noral
kok hiicrelerden (NKH) baslamasi sebebiyle meydana gelmektedir. NKH’ler glial ya
da néron hiicrelerine dogru farklilasma basamagina girdiginde glial progenitor ve
noral progenitorleri olusturmaktadir. Normal siiregte bu progenitorler ayri ayri glial
hiicre ve noronlara farklilasmaktadir. Fakat bu hiicreler radyasyon, kimyasallar, viral
enfeksiyon veya genomik instabiliteye (TP53 ve PTEN mutasyonu gibi) maruz

kaldiginda bu hiicreler gliom kok hiicrelerine (GKH) transforme olmaktadir. GKH



gecirdikleri malign transformasyona gore ¢esitli gradlardaki gliomlara kadar
doniismektedir. Bu doniisiimde GB hiicreleri anaplastik astrositomlardan ya da direkt
glial kok hiicrelerden forme olmaktadir. Oligodendrogliomlardan ise higbir sekilde
malign transformasyon boyunca GB’ ler meydana gelmemektedir. Gliom olusumunun

asamalar1 Sekil 4.1.1° de ayrintili olarak gosterilmektedir.

Gliomagenesis
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Sekil 4.1.1 Noral kok hiicrelerden gliomlarin olusumu (19)

9-12 Months median survival

4.1.1. Gliomlarin siiflandirilmasi

DSO 2007’ de gliomlar: histopatolojik kriterleri goz oniine alarak evrelere (grad)
simiflandirmigtir. Bu sebep ile birka¢ morfolojik alt tip doku orjini hakkinda genel
yargiya varilmasini saglamaktadir. Bu durum klinik caligmalarda gézlemciye bagh
cesitlilik olusturmaktadir (22). Bu belirsizlikle miicadelede biyologlarin gliomlar
hakkinda molekiiler ve kromozomal alt tipler olusturmasi ile 2016’ da gradlar1 yeniden
tamimlamak icin gerekli veri toplanmustir (23-25). Bu baglamda, DSO tiiméor
morfolojisini, IDH mutasyonlarii1 ve 1p/19q kromozomu kodelesyon durumlarini
entegre ederek gliomlar i¢in yeni smiflandirma sistemi belirlemistir. Bu yeni

siiflandirma sistemi ile yetiskin difiiz gliomlar 5 temel kategoriye ayrilmaktadir (26).



Glioblastom, IDH yabanil tip
Glioblastom, IDH mutant tip
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o W DN

Oligodendrogliom ya da anaplastik oligodendrogliom, IDH mutant ve 1p/19q
kodelesyonlu tip

Bu 5 gliom alt tip i¢in 1989-2012 yillar1 arasi toplanan verilerden olusan Kaplan-
Meier sag kalim grafigi Sekil 4.1.1.1° de gosterilmektedir.
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Sekil 4.1.1.1 DSO 2016 smiflandirmas1 ve glioma alt tiplerin sagkalim egrileri (26)

Bununla birlikte, grad IV gliom simiflandirmasi 6nceleri yalnizca Glioblastom (GB)
i¢in kullanilinirken DSO’ niin 2016 yilindaki yeni smiflandirmas ile bu degismis ve
grad 1V olup GB olmayan gliom tanimlamasi yapilmistir (27). DSO’ niin eski
smiflandirmast  Sekil 4.1.1.2° de yeni smiflandirmasi ise Sekil 4.1.1.3° de

gosterilmektedir.



Table 1 WHO 2007 classification for diffuse gliomas

Type Grade Description Median survival (years)

Astrocytoma I Found diffusely infiltrating into surrounding neural tissue; 6-8
increased hypercellularity, no mitosis

Oligodendroglioma 1l Occur in the white matter and cortex of the cerebral 12
hemispheres, low mitotic activity, no necrosis

Oligoastrocytoma n Diffuse mixed tumor with mixed glial background 3t0=10

Anaplastic-astrocytoma/ L] Highly infilirating tumors with increased mitotic activity; 3

oligodendroglioma no necrosis or vascular proliferation

Glioblastoma v Infiltrating glial neoplasm with necrosis and 1t02
micro-vascular proliferation; high rate of mitosis

WHO, World Health Organization.

Sekil 4.1.1.2 DSO 2007 gliom siniflandirmas (1)

WHO grades of select CNS tumours

Diffuse astrocytic and oligodendroglial tumours
Diffuse astrocytoma, IDH-mutant 1l
Anaplastic astrocytoma. IDH-mutant (1]

Glioblastoma, IDH-wildtype v
Glioblastoma, |DH-mutant v
Diffuse midiine glioma. H3 K27M-mutant ')

Oligodendroglioma, IDH-mutant and 1p/19q-codeleted Il
Anaplastic oligodendroglioma, IDH-mutant and
1p/19q-codeleted [

Other astrocytic tumours

Pilocytic astrocytoma |
Subependymal glant cell astrocytoma |
Pleomorphic xanthoastrocytoma Il
Anaplastic pleomorphic xanthoastrocytoma 1

Ependymal tumours
Subependymoma |

Myxopapiilary ependymoma |
Ependymoma Il
Ependymoma, RELA fusion-posilive 1oelll
Anaplastic ependymoma 1

Sekil 4.1.1.3 DSO 2016 son smiflandirmas1 MSS tiimérlerinden bazilar1 (27). Yeni smiflandirmaya
gore grad IV gliomlardan GB olan ve olmayan beyin tiimorleri kirmizi kutu igerisinde goriilmektedir.

4.1.2. Gliomlarin Tedavisi

Tim gliomlar igin ana tedavide cerrahi operasyon ile timor kiitlesi
c¢ikarilmaktadir. Cerrahi operasyon sirasinda tiimor dokunun yeterince kazinamamasi
hasta yasamini olumsuz etkilemektedir (28). Cerrahi operasyon disinda diisiik gradli
gliomlar i¢in ilave tedavi timor progresyonunun oniine gegmek i¢in uygulanmaktadir
(29). Radyoterapi ise tiimor ilerlemesinin engellenmesi ve toplam sagkalim iizerine
ciddi Olgiide olumlu etkileri olmasima ragmen 18 yas alti c¢ocuklarda

uygulanmamaktadir. Clinkii bu yas gurubundaki bireylerde radyoterapinin son donem



negatif etkileri ve sekonder malign elistirme riski bilinmektedir (30, 31) . Bunun yerine
bu bireylerde radyoterapi ihtiyaci, diisiik grad gliomlarin progresyonunu geciktirmek

ya da engellemek i¢in kemoterapi ile karsilanmaktadir (29).

Glioblastom gliomlardan en malign karaktere sahip olan beyin timoriidiir. GB
hastalar1  teshis konulduktan sonra maalesef ortalama 12-15 ay arasi
yasayabilmektedir. Diisiik gradli gliomlar ise ortalama 7 yila kadar yagamlarin
stirdiirebilmektedir. Glioblastom olmayan yiiksek gradli gliomlar bu diisiik grad
gliomlardan gelismektedir (32). Gliblastoma ve diger yiiksek gradli gliomlar igin
standard terapi, cerrahi operasyonun ardindan uygulanan adjuvan kemoterapi ve
radyoterapi olmaktadir (33). Kemoterapi olarak geleneksel tedavide Temozolomid
(TMZ) uygulanmaktadir. DNA onarim proteini O®-metilguanin-DNA metil-transferaz
(MGMT) promotér durumuna goére GB hastalarinin bazilarinda TMZ bazli
kemoterapiye direng gelismektedir. Bu vakalarda MGMT promotér metilasyon
seviyesindeki azalis ya da MGMT protein seviyesindeki artts TMZ’ ye direng
gelismesine sebep olmaktadir (34).

4.2. Glioblastom (GB)

Glioblastom merkezi sinir sistemi (MSS) tiimdrleri arasindaki en 6limciil en
kot huylu gliomdur ve tiim difiiz gliom tanis1 konulan vakalarin yaklasik %70-75 in1
icermektedir (26). Glioblastom hastalarinin ortalama sag kalim stiresi 15 ay olmaktadir
(35). Glioblastom hastalarmin %35’ inden az1 5 yila kadar yasamaktadir. DSO GB’yi
grad IV gliom olarak tanimlamaktadir. En son giincellemelere gére DSO bu
siniflandirmada histopatolojik, morfolojik 6zellikleri ve molekiiler degisimleri kriter

almaktadir (36).

Glioblastom ortaya ¢ikma kokenine gore primer ve sekonder GB olarak
adlandirilmaktadir. Primer GB GKH seklinde adlandirilan kanser kok hiicrelerinden
(KKH) kokenlenerek gelistigi Ongoriilmektedir. Sekonder GB ise astrositlerde
mutasyonlarin birikmesiyle bu hiicrelerin malign transformasyona ugramasi sonucu
meydana gelmektedir. Sekonder GB gelisimi diisiik gradlardan zamanla ortaya ¢iktigi

icin uzun yillar siirebilmektedir. Oysa primer GB de novo yolla gelisim gdsterdigi igin



birka¢ ay igerisinde ortaya cikmaktadir. Primer ve sekonder gelisimi ve malign

transformasyon boyunca meydana gelen mutasyonlar Sekil 4.2.1” de goriilmektedir.

Gliom hastalarindan elde edilen verilere gore GB’lerin %43l frontal
lobda, %281 temporal, %251 parietal ve %3l de osipital lobda bulunmaktadir (37).
Bununla birlikte, GB diger gliomlar gibi frontal loblara dogru bilateral bulunma
egiliminde olmaktadir (38). Yine de sag hemisferde bulunma sikligi sol hemisfere gore

daha fazla goriilmektedir (39).
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Sekil 4.2.1 Primer ve Sekonder GB' nin gelisimi (40)

Glioblastom hastalarina gilinlimiizde standart tedavi ve cerrahi rezeksiyonun
ardindan radyoterapi ve adjuvant temozolomid tedavisi uygulanmaktadir. Eger cerrahi
operasyonla birlikte radyoterapi temozolomid olmadan hastalara uygulanirsa ortalama
sagkalim siireleri 12.1 ayken temozolomid tedavisi ile 14.6 aya c¢ikmaktadir (33).
Glioblastom tiimoér dokusu uzaklastirildiktan sonra her ne kadar bahsedilen tedavi

yontemleri kullanilsa da tiimoér doku ¢ok hizli bir sekilde niiks etmektedir.
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Glioblastom ¢ok invazif karaktere sahip ama metastaz yapmayan bir tiimor
olarak kabul edilmektedir. Cok yiiksek invazif karakterde olup grad IV olarak
tanimlanmasima ragmen metastaz yapmamasi biriken veriler 1s18inda 3 sebebe

baglanmaktadir (41).

1. Cok agrasif ve malign karaktere sahip oldugu i¢in hasta sag kalim siireleri cok

diistiktiir ve timor olgusu metastaz yapamadan hasta yagamini yitirmektedir.

2. Hastanin bagisiklik sistemi tiimoriin metastaz yapmasini engellemektedir ve
hasta sag kalim stiresi diisiik oldugundan hasta immiinitesi GB’ nin metastatik

kabiliyetine baskin geldigi varsayilmaktadir.
3. Kan beyin bariyeri GB’ nin metastaz yapmasini engellemektedir.

Glioblastoma yonelik gergeklestirilen ilag denemelerinin yiiksek timor
heterojenitesi sebebiyle basarisizliga ugradigit ve ilag direncinin gelistigi
diisiiniilmektedir. Bu tiimor heterojenitesinin olugsmasinda 3 model 6ne siiriilmektedir

(42). Bu modeller Sekil 4.2.2° de 6zetlenmektedir.
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Sekil 4.2.2 Glioblastom tiimor heterojenitesinin kokenleri (43).

Klonal Evrim Modeli

Kanser hiicrelerinin gelisiminin evrimsel siire¢ oldugu diisiiniilmektedir. Bu
stirecte dogal secilimin bir geregi olarak cevresel sartlara daha ¢ok uyum saglayan
hiicreler hayatta kalmakta ve timor bliylimesinden sorumlu olmaktadir. Bu baglamda
ayni zorlu ¢evreye uyum saglayabilmis hiicreler ¢esitli mutajenlere maruz kalarak
birbirinden farkli genomik ekspresyon modeline sahip olmaktadir. Bu kendilerine has
ozellikler tastyan klonlar prolifere olarak tiimor heterojenitesini olusturmaktadir.
Bununla birlikte bu klonlar kemoterapi ya da radyoterapi gibi segici baskilara
adaptasyon siirecinde cesitli direng mekanizmalar1 gelistirmektedir. Boylelikle GB

dokusunda coklu ilag direnci (muti-drug resistance; MDR) meydana gelmektedir.
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Kanser Kok Hiicresi (KKH) Modeli

Bu teori , hiyerarsik bir organizasyon ile KKH’ nin alt popiilasyonlarindan
timoriin dogdugunu varsaymaktadir. Bu modele gore, sadece KKH’ ler sinirsiz
boliinme kabiliyetiyle heterojen olarak farklilasan hiicrelere sebebiyet vermektedir. Bu
KKH’ ler zamanla mutasyon kazanmakta ve heterojen KKH popiilasyonu
olusturmaktadir. Tedavi sirasinda direngli hiicreler yagamaya devam etmektedir.
Zaman igerisinde bu direngli soylar cogalmakta ve boylelikle tedavi sonrasi tiimor

dokusundaki niiks ve ila¢ direncinden sorumlu olmaktadir.

Mikrogevre ve Interklonal Kooperatif Modeli

Tiimor, heterojenite, klonal evrim ya da KKH ile meydana gelse de
heterojenitenin  uzun zaman boyuca sirdiriilmesi gerekmektedir. Timor
progresyonunun ve heterojenitenin siirdiiriilmesi i¢in alternatif mekanizma olarak
interklonal kooperatif modeli ©ne siiriilmektedir. Bu modele gore, onkojenik
mutasyonlar kazanan hiicreler pro-onkojenik tiimor mikrogevre fenotipinin
olusmasina sebep olmaktadir. Kanser hiicre-kanser hiicre etkilesimi ile bazi faktorlerin
tiretilmesi yakindaki farkli klonal hiicrelere de avantajlar saglamaktadir. Boylelikle
popiilasyonun tamaminin davranisi fenotipik olarak farkl kii¢iik miktar hiicrelerden
yogun oranda etkilenmektedir. Bu model, metastazin uyarilmasiyla tiimorejenik
olmayan hiicrelerin biiylime oranlarinin artmasi iizerine yapilan caligmalarla
desteklenmigstir. Bir calismada Ink4/Arf null+ yabanil EGFR eksprese eden
timorejenik olmayan astrositler , Ink4/Arf null+ mutant EGFR eksprese eden
timorejenik astrositlerle farelere birlikte enjekte edildiginde tiimorejenik olmayan

astrositlerin biiylime hizinin arttig1 gézlenmistir (43).
4.2.1. Patogenezi

Glioblastom (GB) patogenezi ile ilgili en nemli mutasyonlardan biri IDH1/2
mutasyonlaridir. Oyle ki, DSO 2016 da en son gergeklestirdigi siniflandirmada
GB’leri IDH yabanil tip ve IDH mutant olarak 2 gruba ayirmaktadir (Sekil 4.1.1.3).
IDH sitrik asit dongiisiinde rol oynayan bir enzimdir velIDH1, IDH2 ve IDH3 olmak
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tizere 3 formda bulunur. IDH mutasyonlar1 nerdeyse tiim sekonder GB’ lerde
gozlemlenmektedir (44). Bununla birlikte GB’ lerde PTEN, TP53, ATRX
mutasyonlar1 ve 10. kromozom kisa ve uzun kollarinin kayb1 gézlenmektedir. Genel
olarak diger kanser ¢esitlerinde de gézlemlenen oldukga aktif EGFR sinyal yolagi ve
artan EGFR diizeyleri GB patogenezi agisindan 6nemli bir diger durumdur. Fakat, GB’
lerde EGFR artisinin yan1 sira EGFR mutasyonlarindan EGFRVIII mutasyonu da
gozlemlenmektedir ki bu mutant reseptor GB’ lerde yiiksek seviyede eksprese
olmaktadir. EGFRvIII’ de EGFR geninin 2- 7 ekzonlar1 delesyona ugramaktadir ve bu
da ekstraseliiler bolgesinde bazi kisimlarin kaybina (turncated) sebep olmaktadir (45)
. Glioblastomlarin yaklasik %50-60" 1 yabanil tip EGFR ile birlikte EGFRvIII mutant
varyantini eksprese etmektedir (46) . Glioblastom patogenezinde rol oynayan

degisimler Sekil 4.2.1.1° de gosterilmektedir.

Cell of Origin Cell of Origin

|

Astrocytoma WHO Grad Il

LOH17 (p53)

EGFR Amplification
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LOH10q LOH19q
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MDM2 Amplification

PDGFR Amplification Astrocytoma WHO Grad IlI

PTEN Mutation
l LOH10q (PTEN)

de novo GB Secondary GB

Sekil 4.2.1.1 GB patogenezi

4.2.2. Giincel Tedavi Yaklasimlari

Glioblastomun mevcut tedavi yontemlerini oOlusturan radyoterapi ve
kemoterapide hedef segiciligi bulunmamaktadir. Buna ek olarak tiimér dokusu
kemoterapiye diren¢ gostermektedir. Ayrica, cerrahi rezeksiyon sonucu ¢ok hizli bir
sekilde timor niiksii veya radyonekroz goézlemlenmektedir. Bu nedenle tiimor
dokusunu spesifik olarak hedefleyebilmek i¢cin GB ayiricilifi bulunan 6zgiin

biyobelirteglerin saptanmasi yoniinde ¢alismalar yapilmaktadir.
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Reseptor Hedefleyen Terapotikler

Son 20 yil boyunca reseptér hedefleyen terapiler olduk¢a gelismis
bulunmaktadir. Bu reseptorlerin ligandlar ¢esitli ldiiriicii ajanlarla fiizyon edilerek,
Oldiirticii ajanlarin hedef segici olarak hiicreye internalizasyonu hedeflenmektedir. Bu
oldiriicti molekiiller gesitli protein yapidaki toksin molekiilleri olmaktadir. Toksinler,
immiinotoksin veya sitotoksik konstraktlar olmak iizere hedefli toksinler halinde
olusturularak klinik 6ncesi ve bunu takip eden klinik aragtirmalarda yer almaktadir [4].
Bu hedefli toksinler ile kanser hiicrelerinde yiiksek diizeyde ifade edilen veya sadece
kanser hiicrelerinde ifade edilen reseptdrlere yonelim saglanarak, saglikli dokuya zarar

vermeden kanser hiicrelerine 6zgii hiicre 6liimiinii saglamak amaglanmaktadir [5-8].
Terapotik Hiicreler

Cesitli hiicreler terapotik olarak GB tedavisine yonelik ¢alismalarda
kullanilmaktadir. Bunlardan en heyecan vericilerinden birkagi CAR-T (Chimeric
Antigen Receptor-T ) hiicresel terapi, kok hiicre terapisi ve kanser hiicrelerine karsi
kanser hiicrelerinin kullanilmasi yaklagimidir. Bir ¢alismada, CRISPR (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat) ile diizenlenmis GB hiicrelerinin,
TRAIL salgisiyla hedef GB hiicreleri 6ldiirmesi saglanmistir (47). Bu ¢alisma kansere
kars1 kanser hiicrelerinin terapotik olarak kullanilabilecegini gosteren gayet heyecan
verici bir caligmadir. Terapotik kanser hiicreleri, hiicresel terapi yaklagimlarinin
hepsinde goriildiigii gibi intihar genleri ile yiiklenmektedir. Tedavi sonrasi gorevini
tamamlamig bu hiicreler intihar genleri vasitasiyla apoptoza siiriiklenip yok

edilebilmektedir. Bu sebeple, giivenlik endiselerini ortadan kaldirmaktadir.

T hiicre reseptorii (THR) antijenleri MHCI-II proteinleri vasitasiyla
tanimaktadir. CAR-T teknolojisinde THR ucuna kanser spesifik yiizey antijenleri
yiiksek secicilikle taniyan ligand ya da antikor fragmanlari yerlestirilmektedir. Bu
sayede MHC bagimlilig1 olmadan kanser hiicrelerini hedefleyebilmektedir. CAR-T
terapi solid olmayan tiimorler iizerine ¢ok fazla calisilmis olsa da giinlimiizde GB
ozgulligli billinen IL13Ro2 gibi reseptorleri hedefleyen CAR-T’ ler giderek
gelismektedir.
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Kok hiicrelerin terapétik olarak kullanilmasi ise daha ¢ok terapdtik ajanlarin
vasitasiyla gerceklesmektedir. Glioblastom agisindan incelendiginde noral kok
hiicreler 6n plana ¢ikmaktadir. Ciinkii néral kok hiicrelerin timor tropizma o6zelligi
daha Once arastirmacilar tarafindan saptanmistir (48). Bu baglamda c¢esitli oldiiriicti

ajanlar, toksinler, ligandlar kok hiicrelerle hedef noktalar1 taginabilmektedir.

Immiinoterapi

Immiinoterapide son yillar birka¢ umut verici yaklasim gelismistir. Bunlar
arasinda Immiin modilatér antikorlarin  kullanilmas1 ile tiimér dokunun
immiinsupresif etkisini engelleme calismalart bir hayli yol kat etmektedir. Anti-
CTLA-4 ve anti- PDL-1 gibi immiin kontrol noktalarin1 hedefleyen monoklonal
antikorlar cesitli kanserlerin tedavisinde kullanilmaktadir. Kanserlerde gelisen yeni
antijenlere karsi dogal immiiniteden yararlanma fikri as1 ¢alismalarinin oniinii de
acmaktadir. Kanser vakalarinda 6zellikle MHC’ lerin ekspresyonunun azaldigi ve
boylelikle kanser hiicrelerinin T ve NK hiicrelerinden kacgabildigi goriilmektedir.
Ayrica antijen sunan hiicrelerin (ASH) tiimor dokusunda kendini kendinden
olmayandan ayirma 6zelliklerini kaybederek tiimor mikrogevre iligkili hale
gelmektedir. Bu sebeple giiniimiizde dendritik hiicre asilari, timor antijen asilari,
RNA, DNA agilart gelismektedir. Bu yaklagimlarin hepsi tiimoér hiicrelerinin
sunmadigi antijenleri bagisiklik sistemine in vivo ya da ex vivo yolla tanitmay1
amaglamaktadir. Bununla birlikte, onkolitik virlisler vasitasiyla GB tiimoér doku
hedeflenebilmektedir. Hiicre lizizi ile onkolitik viriislerin salinmast immiin sistemi
timor antijenlerine karst harekete gegirmektedir. Glioblastom tedavisinde umut verici

immiinoterapoétikler Sekil 4.2.2.1° de gosterilmektedir.
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Sekil 4.2.2.1 Glioblastom tedavisinde immiinoterapiklerin gelisimi (49).

4.2.3. Erken teshis icin biyobelirte¢ calismalar:

Kanser hastalarinda tiimor bilesenlerinin  kan ve omurilik sivis1 gibi viicut
stvilarina  dokiildigi gozlenmektedir (50). Bu sivilardaki tiimor bilesenlerinin
belirlenmesi ve analizi biyobelirte¢ ¢alismalar1 agisindan énem arz etmektedir. Bu
timor bilesenleri sirkiile olan niikleik asitler, ekstraseliiler vezikiiller ve proteinlerdir
(50). Bir tiimorden kan beyin bariyeri boyunca viicut sivilarina biyomolekiilerin gegisi

Sekil 4.2.3.1° de goriilmektedir.
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Sekil 4.2.3.1 Bir tiimorden viicut sivilarina biyomolekiiler transportasyon (50).

Sirkiile olan niikleik asitler DNA ve RNA fragmentleridir. Yapilan ¢aligmalar
sirkiile olan DNA’larin apoptik hiicre kaynakli oldugunu gostermektedir (51). Bu
DNA’lar salindiktan sonra fagositozla yok edilmekte ve dolayisiyla saglikli bireylerde
cok diisiik seviyelerde bulunmaktadir (52). Kanserli bireylerde sirkiile olan DNA’ larin
icerisinde tiimér DNA (tDNA) fragmanlarinin bulunmasi da beklenmektedir. Fakat
tDNA sayilar1 son asama GB hastalarinda artmaktadir (53). Bununla birlikte yari
Omiirleri 1.5 saatten az olmaktadir. Bir calismada yeni GB teshisi konulmus
hastalardan toplanan plazma numunelerinde EGFRvIII DNA fragmanlarina
rastlanmistir (54). RNA fragmanlar1 da gliom hastalarinin kan ve serumlarinda daha
once tespit edilmis olup biyobelirteg olarak kullanilabilecekleri belirtilmektedir
(55,56). Bu dogrultudaki bir ¢aligmada, tedavi dncesi ve sonrasi GB hasta plazmalari
analiz edilmis ve miR-128 ve miR-342-3p’ nin saglikli kontrollere kiyas ile azaldigi

gozlemlenmistir (57).

Ekstraseliiler vezikiiller hiicreler tarafindan salinmakta ve icerisinde RNA

,DNA ve hiicresel proteinler gibi kargolar1 tasimaktadir (58,59). Bir ¢alismada, GB
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hastalarinin tiimoér doku ve serumlarindan izole edilen mikrovezikiillerde EGFRvIII
mutant varyantina rastlanmistir, fakat saglikli kontrollerin mikrovezikiillerinde bu
mutant varyant gozlemlenmemistir (60). Baska bir calismada ise ekstaseliiler
vezikiillerin konsantrasyonunun GB hastalarinda saglikli kontrole ve diger MSS
hastaliklarina kiyas ile arttigi gézlemlenmistir (61). Bu ¢alismaya gore farkli zaman
noktalarinda ekstraseliiler vezikiillerin konsantrasyonunun artiginin tiimor niiksi ile

iliskiligi oldugu saptanmustir (61).
4.3. Biyobelirtec¢ olarak otoantikorlar

Antikor {iretimi adaptif immiinitenin patojenlere karsi en Onemli savunma
mekanizmalarindan  biridir. Antikorlar plazma hiicreleri olarak adlandirilan
farklilasmis B hiicreleri tarafindan salgilanmaktadir. Her yapidaki biyomolekiilii
yiiksek hedef segiciligi ile taniyabilmektedir. B hiicreleri antijen reseptdr bagimli
sinyalleri aldiklarinda B lenfoblastlar gelismeye baslamakta ve immiinoglobulin
‘class-switch recombination (CSR)’ a maruz kalarak antikor salgilayan plazma
hiicrelerine farklilagsmaktadir (62). Antikorlar immiinoglobulin G (IgG) ailesinden ve
4 polipeptidden meydana gelmektedir. Bu 4 polipeptidden ikisi agir zincir, diger ikisi
ise hafif zincir olarak adlandirilmaktadir. Bununla birlikte bir antikor sabit (constant
region) ve degisebilen (variable region) olmak {izere 2 bdlgeye sahip bulunmaktadir.
Degisebilen bolge antijene baglanan kisimlari icermektedir. Antijene baglanan
kisimlar hedef antijendeki epitop denen spesifik bolgeleri tanimaktadir. Hedef antijen
niikleik asit, protein ya da oligosakkarit yapida olabilmektedir. Bir antikorun

molekiiler ve kristal yapist Sekil 4.3.1° de goriilmektedir.
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Kanser hiicreleri immiinolojik yanitlari uyararak tiimor iliskili otoantikorlarin
tretimine neden olmaktadir (63). Cilinkii timor hiicrelerinde anormal olarak
sentezlenen biyomolekiiller adaptif immiinitenin bunlar1 neoantijen olarak tanimasina
neden olmaktadir (63). Otoantikorlar bir ok malignant tiimorde hastaligin erken ya da
son donemlerinde belirlenmistir ve prognostik ya da diyagnostik iligskiye sahip
olduklar1 distintilmektedir (9). Serum otoantikorlariin 6l¢iilmesinin meme kanseri
(64), akciger kanseri (65), gastrik kanser (66), prostat kanseri (67), kolerektal kanserde
(68) klinik faydalar1 olabilecegi diistiniilmektedir. Otoantikorlar Klinik semptomlar
ortaya ¢ikmadan 5 yil 6ncesine kadar dlglilebilmektedir (69). Akciger kanseri lizerine
yapilan bir ¢alismada otoantikorlarin erken donem kanser tanimlamasinda

kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir (65).
4.3.1. Glioblastom iligkili otoantikor ¢calismalari

Glioblastomlarda hastaligin tanisi ya da prognozu ile iliskili olarak sirkiile olan
otoantikorlarin tespitine yonelik literatiirde az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Anti-GB
otoantikorlar1 ve onlarin hedefledigi GB antijenleri erken tani ve tedavi igin umut
verici firsatlar dogurmaktadir. Glioblastom dahil gliom alt tipleri birbirinden
kokenlenebildigi icin bu konuda yapilan calismalar genelde diger gliomlar ile
kiyaslamali yiiriitilmektedir. Elde edilen sonuglar ise hastaligin patolojisine gore
degisim gostermektedir. Nitekim, otoantikor-otoantijen saptanmasina yonelik gliom
serum ve dokularinda yapilan bir ¢calismada filamin C (FLCN)’ nin yeni gliom antijeni
oldugu ve anti-FLCN otoantikorun yiiksek grad gliomlara kiyas ile diisiik grad
gliomlarda yiikseldigi tespit edilmistir (12). Bu sebeple serum anti-FLCN otoantikoru
diisiik grad gliomlarin erken donem diyagnozu igin serum biyobelirteci olarak

tanimlanmaktadir (12).

Serum otoantikorlarin tespitine yonelik en biiyiik zorluklardan biri serumdaki
az otoantikor miktar1 olmaktadir. Kanser vakalarinda gozlemlenen mutasyonlar
sonucu ortaya ¢ikan ¢ok sayida neoantijene karsi plazma hiicrelerinin antikor liretimi
siirl sayida olabilmektedir. Bu sebeple bazi aragtirmacilar GB patolojisinde 6nemli
role sahip ve terapdtik olarak hedeflenebilir spesifik proteinlere yonelik otoantikor
gelisimi mevcut mu diye tarama alanlarmi daraltma yolunu seg¢mektedir. Bu

dogrultudaki bir calismada, arastirmacilar membran bagli olarak bulunan GB
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antijenlerine yonelik otoantikor taramalar1 gergeklestirmislerdir. Arastirmalarinin
sonucunda VEGFR2’ ye yonelik otoantikorlar gliom hasta serumlarinda belirlenmistir

(70).

Bir spesifik antijene karsi serumda birden fazla otoantikor gelisebilmektedir.
Farkli otoantikorlar farkli epitoplar1 tanimaktadir ve birbirinden farkli soylardan
gelmektedir. Bu ayni antijeni tantyan otoantikorlarin tiretilmeye baslandigi evre ve GB
diyagnozu velveya prognozu agisindan oynadigi roller birbirinden farkl
olabilmektedir. Bir ¢alisma da bu olasiliklari géz Oniinde bulundurularak GB
spesifitesi bilinen otoantijenlerden peptid arrayleri gelistirmistir. Gelistirdikleri bu
peptid arraylerle ayni antijen i¢in gelisip farkli epitoplari taniyan otoantikorlar igin
tarama  gergeklestirmislerdir.  Calismanin  bulgularina goére , anti-TNC
‘VCEDGFTGPDCAE’ otoantikorlarin IDH1 yabanil tip GB hasta serumlarinda arttig1
saptanmugtir (71). Bu ¢alismanin sonuglart IDH1 yabanil tip GB tiplerinde artan sag

kalim oranlari ile iliskili biyobelirtecleri daha iyi anlamamizi saglamaktadir.
4.4. Soliit Tastyic1 Proteinler

Her hiicre membraninda gémiilii bulunan 6zellesmis protein bazli kanallar
vasitasiyla ¢evresi ile molekiil alis verisinde bulunmaktadir (72). Hiicre membrani
secici gegirgen bir yapidadir ve patojenik ataklara karsi bariyer gorevi gormektedir
(73). Bu kanal ve transport proteinleri su, besin, transmitterler gibi temel tiim
molekiilleri import (hiicre igine tasimakta) ve export (hiicre disina ihrag etmekte)
etmektedir (74).

Transport proteinleri SLC’ler (solute carrier), ATP ile ¢alisan pompalar, iyon
kanallari, su kanallari, ABC transport proteinleri ve benzeri proteinlerini
kapsamaktadir (72). Bunlar arasindan SLC’ler GPCR (G-protein coupled
receptor)’lerden sonra en biiylik ve en ¢esitli grubu olusturmaktadir (75). SLC’ ler
hiicre membrani disinda organel membranlarinda da bulunmaktadir ve molekiillerin
transportuna olanak saglamaktadir (76). Sekans homolojilere dikkate alindiginda

SLC’ler 4 aileye ayrilmaktadir (77).

a. Major Facilitator Suferfamily SCL’lar (16 alt SLC ailesi)
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b. Aminoacid/Polyamine/Organo Cation (APC) Superfamily (11 alt SLC
ailesi)

c. Drug/Metabolite/ Transporter Superfamily (2 alt SLC ailesi)

d. Cation:Proton Antiporter/Anion Transporter (CPA/AT) Superfamily (2
SLC ailesi)

Hiicresel metabolizma molekiillerin igeri ve disar1 transportuna baglt
bulunmaktadir. Bu nedenle, SLC’ ler yiliksek oranda c¢alisan kanser
metabolizmasi i¢in 6nemli roller tistlenmektedir. Bu dogrultuda baz1 SLC’ ler
kanser hiicrelerinde asir1 eksprese edilmektedir (76). Kanser hiicrelerinde
onkogenik malign transformasyonu diizenleyen SLC’ ler Sekil 4.4.1° de
gosterilmektedir. SLC1A5, SLC7A5, SLC6A14 ve SLC7A1l baz1 kanser
hiicrelerinde asir1 ekspresse edilmektedir ve bu SLC’ler kanser hiicrelerinin
artan proliferasyonu ile onkometabolizma iizerinden iliskili bulunmaktadir
(78-80). Bu SLC’ lerin detayli gorevleri Sekil 4.4.1 ve 4.4.2° de

gosterilmektedir.

Malignant
transformation of

cancer cell

Sekil 4.4.1 Soliit tagtyici proteinler ve kanser malign transformasyon arasindaki baglanti (72)

22



Gin Cys Gin 1

Na'Gln CT AL
Gin Gin
Cys
Leu @in ‘ \ /
l Glutathione
mTOR (antioxidant) DNA/RNA synthesis
activation ’ energy production
1 \d lipid synthesis
Oxidative stress | (glutamine addiction)

Chemo-resistance ¢
Protein synthesis
VEGF, glycolysis
(cell proliferation)

\ Onco-Metabolism

Sekil 4.4.2 Onkometabolizmada soliit tasiyici proteinlerin rolleri (72).

SLC’ lerin hiicre ylizeyinde bulunmasi kanser terapisi ag¢isindan onlart onemli
hedefler kilmaktadir. Ciinkii bu SLC’ ler hiicre ylizeyinde eksprese olduklarindan
hiicresel sitotoksititeye neden olmadan kolayca hiicre disindan hedeflenebilir ve
hedefleyici molekiiller hiicresel bariyerleri asmak zorunda kalmamaktadir. Bununla
birlikte kanser spesifikligi saptanmis SLC’ ler hiicresel terapi yaklasimlarinda timor

spesifikligi kazanmak icin kullanilabilir gériinmektedir.
4.4.1. Soliit Tasiyic1 Protein 3A2 ( SLC3a2)

Amino asitler enerji kaynagi, metabolitlerin prekiirsorleri, sinyal molekiilleri
ve proteinlerin yap1 taslari olarak hiicre iginde gorevli 6nemli molekiillerdir (81). Bu
nedenle hiicre i¢in temel amino asitlerin transportu hiicrenin yasami acisindan dnem
arz etmektedir. Amino asit transportuna amino asit transporterleri olarak adlandirilan
membrana gémilii ¢esitli SLC aileleri hizmet etmektedir. Bu proteinler hiicre
membraninda birbirine disiilfit kpriileri vasitasiyla baglanmig agir ve hafif zincirden
olusan heterodimerik yapilar olarak bulunmaktadir (81). Agir zincir SLC3 ailesine ait
iken hafif zincir SLC7 ailesine ait bulunmaktadir (81). SLC3 ailesi 2 glikoproteinden
(SLC3al ve SLC3a2 ) ve SLC7 ailesinin 15 amino asit tagiyicisindan olusmaktadir
(81).
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Soliit Tastyict Protein 3A2 (SLC3a2; 4F2; CD98), SLC3a2 geni tarafindan
kodlanmaktadir ve 4F2 cell-surface antigen heavy chain (4F2hc) olarak da
bilinmektedir (82). Bu genin memeli hiicrelerinde poliamin (PA) transportundan
sorumlu oldugu gosterilmistir (83). SLC3a2 transprot gorevini SLC7a5 (LAT1) ile
kompleks olusturarak gergeklestirmektedir. LAT1’ in yaygin tiimér hiicresinde fazla
eksprese oldugu ve potansiyel antikanser ila¢ hedefi oldugu saptanmistir (84—86).
SLC3a2 bu heterodimerik komplekste LATI1’ 1n stabilizasyonundan ve onun
membrana dogru bir sekilde lokalize olmasinda sorumlu bulunmaktadir (85). Son
yillarda yapilan bir ¢alismada SLC3a2’ nin LAT1 ile olusturdugu kompleks i¢in temel
oldugu gosterilmistir (87).

Literatirde SLC3a2’ nin gliomlardaki roliine dair yeterli ¢alismaya
rastlanilmamaktadir. Mevcut ¢alismalarin birinde, SLC3a2/LAT1 ekspresyonunun
gliomlarin proliferasyonu vc malignant fenotipleri ile ¢ok yakindan iliskili oldugu
tespit edilmistir (88). Ayrica bu ¢alismaya gore SLC3a2 gliom gradlari ile korelasyon
gostermemektedir (88). Bununla birlikte son 10 yi1lda SLC3a2’ nin kanser hiicrelerinin
kemodirencini kirmada bir hedef oldugu gésterilmekle beraber tip 11 renal kanser i¢in

de bir biyobelirteg oldugu saptanmugtir (89).

24



5. YONTEM VE GERECLER

Bu calismada hasta tiimo6r dokulari ve serumlar1 kullanilarak yapilan analizlerle
GB hastalarinin molekiiler patolojisi ile iligkili olabilecek otoantikorlar varliginin
kesfedilmesi amaglanmistir. Bu amagla kontrol, non-GB ve GB olmak iizere 3 deney
grubu olusturulmustur. Hasta doku ve serumlar1 kullanilarak Western Blot (WB)
calismalar1 gergeklestirilerek bu 3 grup arasinda olusan farkliliklar gézlemlenmistir.
Ayirt edici farkliliklarin belirlenmesi ile doku numuneleri kiitle spektrometrisinde
analiz edilmistir. Kiitle spektrometrisi sonucu yiiksek ekspresyon goésteren proteinler
WB ve immiinohistokimya c¢aligmalar1 ile dogrulanmistir. Kiitle spektrometrisinde
anlamlilik gosteren adaylara karsi immiinopresiptasyon c¢alismalar1 ile otoantikor
gelisip gelismedigi analiz edilmistir. Immiinopresipitasyon sonuglar1 immiinfloresan
caligmalar1 ile desteklenmistir. Calisma sonucu tespit edilen otoantikorlarin
modifikasyon statiileri incelenmistir. Daha sonra otoantikor reaktivite pozitif ve
negatif olmak tlizere 2 grup olusturulmustur. Bu 2 grup icin sagkalim analizleri

gerceklestirilmistir. Caligmanin basamaklari Sekil 5.1” de ifade edilmektedir.
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Prateomiks Dogrulama (WB, HK)

Otoantikor Tespiti

Sekil 5.1 Yontem Akis Semasi

5.1. Malzemeler

Calismamizda kullanilan sarf maddeleri marka ve katalog numaralari ile birlikte tablo

5.1.1.” de gosterilmektedir.
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Tablo 5.5.1 Kullanilan sarf malzemeleri

Sarf Malzemeler Firma Adi Katalog Numarasi
Akrilamid/BisAkrilamid Ambion AM9022
APS Sigma A3678
TEMED Biofroxx 8027ML100
Trizmabase Sigma T1503-500G
HCI Merck 109057
NaOH Merck 106462
4X Laemli Yikleme BIO-RAD 1610747
Tamponu
Protein Belirteci BIO-RAD 1610374
Glisin Sigma G8898
NaCl Sigma S9888
MetOH Merck 100837
SDS Sigma L3771
RIPA Thermo 89900
Proteaz/Fosfataz Inhibitorii Roche 11836153001
10 pl pipet ucu Gilson F161631
200 pl pipet ucu Gilson F161931
1000 pl pipet ucu Gilson F161670
15 ml falkon Nest NST-601051
50 ml falkon Nest NST-602002
PVDF membran GVS 1214429
FilterPaper BIO-RAD 1703932
ECL BIO-RAD 1705061
A/G Sefaroz boncuklar GE Healthcare 17-0618-01
PBS PanBiotech P04-36500
Beta merkaptoetanol BIO-RAD 1610710
ComassiveBrillant Blue Merck 115444
Aseton Merck 100014
Yagsiz Siit Tozu AppliChem A0830,0500
BSA Bioshop ALB001.100
Tween20 Sigma P9416
Anti-SLC3a2 Rabbit Sigma HPA017980
Anti-Rabbit CST 7074S
Anti-B-actin Mouse Abbkine A01010
Anti Mouse GenDEPOT W3903
a-tubulin CST 2144S
Anti-Human HRP Konjuge BIO-RAD 172-1050

5.2. Cihazlar

Calismalarda kullanilan cihazlar: Tersfaz Isik Mikroskobu (Zeiss, ABD);

Sogutmali Santrifiij (ThermoScientific, ABD); Su Banyosu (Niive, Tiirkiye);
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Nanofotometre (Implen, Almanya); Western Blot Tanki (Invitrogen, ABD); Gii¢
Kaynag1 (Biorad, ABD); Transblot Turbo Transfer Sistemi (Biorad, ABD); Membran
Goriintiilleme Cihazi (BioRad, ABD); Vorteks (Stuart, Ingiltere); Saf Su Cihaz1
(ELGA, Ingiltere); Ultrasaf Su Cihaz1 (ELGA, Ingiltere); Derin Dondurucu (-20°C,
Siemens, Almanya); Derin Dondurucu (-80°C, Aucma, Cin); Isiticili blok (Techne,
Ingiltere); Calkalayici (Stuart, Ingiltere), Konfolal Mikroskobu (Zeiss, Almanya).

5.3. Tampon Cozeltiler

Tablo 5.3.1 Ayristirma tamponu

Stakleme Tamponu 4X (100 ml)

Trizma base 6.05 gr

SDS 0.4 gr

dH.0O 100 ml’ e tamamlanir
HCI PH 6.8’ e ayarlamak i¢in

Tablo 5.3.2 Depolama tamponu

AynistirmaTamponu 8X (100 ml)

Trizma base 36.3 gr

SDS 0.8 gr

dH20 10 pl

HCI PH 8.8’ e ayarlamak i¢in

Tablo 5.3.3 Kosturma tamponu

Kosturma Tamponu 10X (1000 ml)

Trizma base 30.3 gr

Glisin 144 gr

SDS 10 gr

dH20 1 1t’ ye tamamlanir

Tablo 1.3.4 Transfer tamponu

Transfer Tamponu 10X (1000 ml)

Trizma base 30.3 gr

Glisin 144 gr

dH20 11t’ ye tamamlanir




Transfer Tamponu 1X (1000 ml)

Transfer tamponu (10X) 100 ml
Metanol 200 ml
dH20 700 ml

Tablo 5.3.5 TBST hazirlanisi

TBST 10X (1000 ml)

Trizma base 24 gr

NaCl 88 gr

Tween 20 10 mi

HCI PH 7.6’ ya ayarlamak i¢in
dH.0 11t” ye tamamlanir

Tablo 5.3.6 Strip tamponu

Strip Tamponu (1000 ml)

Glisin 02M
Tween 20 %0.1
HCI PH 2.5’ a ayarlamak igin

Tablo 5.3.7 1X PBS hazirlanisi

PBS 1X (1000 ml) PH:7.4

NaCl 8gr

KCI 200 mg

Na2HPO4 1.44 gr

KH2PO4 245 mg

HCI PH 7.4’ e ayarlamak i¢in
dH20 1 1t’ ye tamamlanir

Tablo 5.3.8 1X PBST hazirlanisi

PBST 1X (1000 ml)

NaCl 8gr

KCI 200 mg

NaHPO4 1.44 gr

KH2PO4 245 mg

Tween 20 %0.1

HCI PH 7.4’ e ayarlamak icin
dH20 1 It’ ye tamamlanir
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Tablo 5.3.9 Sodyum azidli PBS hazirlanisi

Sodyum Azitli PBS (1000 ml)

NaCl 8gr

KCI 200 mg

NaxHPO4 1.44 gr

KH2PO4 245 mg

HCI PH 7.4’ ¢ ayarlamak i¢in
Sodyum azit 29r

dH.0 1 It’ ye tamamlanir

Tablo 5.3.10 Bloklama tamponu hazirlanist

Bloklama Tamponu (100 ml)
BSA Sar
TBST 100 ml’ e tamamlanir.

5.4. Olgularin toplanmasi

Bu tez galismasinda kullanilan tiim hasta dokular1 ve serumlar1 (n=20 (GB),
n=10 (grad H11-1V gliom), n= 10 (grad I-11 gliom), n=5 (epilepsi)) Istanbul Universitesi
Istanbul T1p Fakiiltesi Beyin ve Sinir Cerrahisi Ana Bilim Dal1, Istanbul Universitesi
Tibbi Patoloji Laboratuvar1 ve Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip
Aragtirma Merkezi isibirligi vasitasiyla toplanmis ve tanimlamasi yapilmistir. Hasta
ornekleri ile calisildign igin Istanbul Medipol Universitesi Etik Kurulu’ ndan
26.05.2016 tarihli ve 10840098-604.01.01-E.6985 sayili etik onayr alinmustir.
Anamnez, fizik muayene ve gerektiginde laboratuvar bulgularina dayanarak beyin
tiimorii disinda kronik norolojik veya sistemik hastali§i olanlar, son 3 ay icinde
immunsiipresan tedavi alanlar, 18-65 yas araliginda olmayanlar c¢alismaya dahil
edilmemistir. Calismamizda doku ve serumlar1 kullanilan hastalara ait bilgiler tablo

5.4.1° de gosterilmektedir.
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Tablo 5.4.1 Hasta bilgileri

No Timor DSO Grad Yas Cinsiyet
1 Glioblastom v 64 Erkek
2 Glioblastom v 39 Erkek
3 Glioblastom v 59 Erkek
4 Glioblastom v 37 Erkek
5 Glioblastom v 54 Erkek
6 Glioblastom v 65 Erkek
7 Glioblastom v 60 Kadin
8 Glioblastom v 61 Erkek
9 Glioblastom v 65 Erkek
10 Glioblastom v 63 Erkek
11 Glioblastom v 53 Erkek
12 Glioblastom v 63 Kadin
13 Glioblastom v 55 Erkek
14 Glioblastom v 43 Erkek
15 Glioblastom v 46 Erkek
16 Glioblastom v 60 Kadin
17 Glioblastom v 48 Kadin
18 Glioblastom v 55 Erkek
19 Glioblastom v 47 Erkek
20 Glioblastom v 56 Erkek
21 Glioblastom v 61 Erkek
22 Glioblastom v 51 Erkek
23 Glioblastom v 53 Kadin
24 Oligodendrogliom I 35 Kadin
25 Difuiz Glial Tumor I 44 Erkek
26 Oligodendrogliom Il 44 Erkek
27 Difuiz Glial Timor Il 37 Erkek
28 Oligodendrogliom I 50 Kadin
29 Oligodendrogliom Il 60 Erkek
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30 Disuk Dereceli Difiiz Gliom I 31 Erkek
31 Pilositik Astrositom I 18 Erkek
32 Difliz Astrositom I 41 Erkek
33 Oligodendrogliom Il 37 Erkek
34 Oligodendrogliom [ 59 Kadin
35 Anaplastik Oligodendrogliom [ 39 Erkek
36 Astrositom 0 37 Kadin
37 Anaplastik Oligodendrogliom 1] 37 Kadin
38 Difuiz Astrositom 11 41 Erkek
39 Difliz Glial TGimor [ 40 Kadin
40 Anaplastik Oligodendrogliom [ 51 Erkek
41 Yiiksek Grad Glial T4mor -1v 60 Kadin
42 Glial Tumor v 61 Erkek
43 Yiiksek Grad Gliai Tumor 11 36 Erkek
44 Epilepsi (Timor barindirmayan) - 20 Kadin
45 Epilepsi (Timor barindirmayan) - 32 Erkek
46 Epilepsi (Timor barindirmayan) - 18 Erkek
47 Epilepsi (Timor barindirmayan) - 18 Kadin
48 Epilepsi (Timor barindirmayan) - 22 Kadin

5.5. Serum drneklerinden IgG izolasyonu

Serumlardan IgG izolasyonu sirasinda asagidaki agamalar takip edilmistir.

500 ul A/G sefaroz boncuklar 5 dk boyunca 1 ml PBS ile inkiibe edilmistir.
Kolondan PBS akitilip sadece A/G sefaroz boncuklarin toplanmasi
saglanmustir.

Kolona 1 ml hasta serumu ilave edilmistir.

Serum ve A/G sefaroz boncuk karisimi ¢alkalayicida diisiik RPM’ de 1 saat +4
C’ de inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasi kolondan serum akitilmis, A/G sefaroz boncuklar 3 kez

PBS ile yikanmustir.
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6. A/G sefaroz boncuklardan Na-Nitrat Tamponu gegirilip ependorf tiiplere
toplanmustir.
7. Tiplere 50 pl Tris-HC1 PH:8.8 eklenerek PH’in 7-7.5 arasina gelmesi

saglanmustir.
Burada tiiplerde IgG’lerin bulunmas1 beklenmektedir.
5.6. Dokulardan Protein Izolasyonu

Hastalardan toplanmis beyin dokularindan total protein izolasyonu sirasinda

asagidaki asamalar takip edilmistir.

Dokular 50-100 mg olacak sekilde hassas terazide tartilir.

Doku agirliginin 3 kat1 hacimde RIPA/PIC tamponu dokulara eklenir.
[zolasyon ¢ubuklari vasitastyla dokular buz iizerinde ezilerek pargalanir.
Pargalanan dokular buz tizerinde 30 dkinkiibe edilir.

10.000 g’ de 10 dk santrifiij edilir.

o > 0w DN

Supernatan toplanir.
5.7. SDS PAGE Analizi

Calismada %10 poliakrilamid jel kullanilmistir. Serumdan izole edilen IgG’ler
izolasyonun basarisini ve safligini kontrol etmek amaci ile 10 ar pl olarak kuyulara
yiiklenmistir. Yiriimenin takibi protein belirteci vasitasiyla gerceklestirilmistir.
Ornekler 70 V 15 dk, 140 V 1 saat boyunca yiiriitiilmiistiir. Yiiriime bittikten sonra jel
kasetlerden ¢ikartilip dH2O ile 1 kez yikandiktan sonra Comassive Brillant Blue
(CBB) ile 5 dk boyanmistir. Boyanma isleminin ardindan 30 dk boya ¢ikartici ¢ozelti
ile calkalayicida diisiik RPM’ de inkiibe edilmistir. Protein bandlar1 goriiniir olduktan
sonra boya cikart1 ¢ozelti dokiiliip jel dH2O’ da saklanmustir.

5.8. Western Blot (WB)

Calismamizda otoantikor-otoantijen etkilesimlerini gostermek iizere WB

deneylerinden yararlanilmistir. Sirasiyla asagidaki basamaklar izlenmistir.
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5.8.1. Orneklerin Yiiklemeye Hazirlanmasi

Doku lizatlar1 final konstantrasyonlar1 2 mg/ml olacak sekilde 4x Laemli
Tamponu ve dH.0 ile seyreltilmistir. Islemin ardindan 100 C* de 5 dk boyunca

1siticida inkiibe edilip proteinlerin linear forma donmeleri saglanmaistir.
5.8.2. Poliakrilamid Jellerin Hazirlanmasi

WB analizlerinde kullanilan poliakrilamid jeller 2 kisimdan olusmaktadir. Ust kisim
proteinlerin ayn1 zamanda kogmaya baslamasi i¢in gerekli yogunlugu daha diisiik olan
jelden olugmaktadir. Alt kisim ise proteinlerin agirliklarina gore ayrildigi alt jele gore
daha yiiksek yogunluktaki jelden olusmaktadir. Jellerin hazirlanmasi igin gerekli

materyalller tablo 5.8.2.1. ve 5.8.2.2.” de gosterilmektedir.

Tablo 5.8.2.1 Ust jelin hazirlanist

Ust Jelin Hazirlanmasi (%4)- 2ml

%40 Akr-BisAkrilamid 200 pl
Stakleme Tamponu (4x) 500 pl
APS 10 pl
Temed 5ul
dH20 1285 ul

Tablo 5.8.2.2 Alt jelin hazirlanist

Alt Jelin Hazirlanmasi (%10)-5 ml
%40 Akr-BisAkrilamid 1.25 pl
Ayrigtirma Tamponu (4X) 1.25 pl
APS 30 pl
Temed 6 ul
dH20 2464 pl

5.8.3. Orneklerin Yiiklenmesi ve PVDF membrana Transferi

Ornekler 20-60 pg olarak kuyulara yiiklenmistir. Protein belirteci 4 pl yiiklenmistir.
Yiiklemenin ardindan 70 V 15 dk ornekler kosturulduktan sonra, 120 V 1.5 saat
kosturulmaya devam edilmistir. Yiiklemenin tamamlanmasinin ardindan jel dH2O ile
yikanip 1X trasnfer tamponunda PVDF membran ve filtre kagitlar1 ile 5 dk inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan sirastyla 2 filtre kagidi, PVDF membran, jel, 1 filtre

kagidi olmak iizere sandvi¢ olusturulup transfer tankina yerlestirilmistir. Blotlama yar1
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1islak sistemde (semi-dry) gerceklestirilmistir. Transfer asamasi bittikten sonra
proteinlerin gegtigi membran 1x TBST de 10 sn calkalanip bloklama tamponuna

alinmustir.
5.8.4. Primer ve Sekonder Antikor Muamelesi

Bloklama islemi %S5 yagsit siit tozu veya BSA ile 1 saat oda sicakliginda 25
rpm’ de gergeklestirilmistir. Insan serumlar1 1:200, B-aktin 1:5000, a-tubulin 1:5000,
SLC3a2 0.8:1000 diliisyonlar1 ile +4 de 25 rpm’ de gece boyu inkiibe edilmistir.
Primer antikorlarin kullanimindan sonra 3x5 dk 1x TBST ile membranlar yikanmustir.
Kegi-anti-insan 1:5000, kegi-anti-tavsan 1:2000, kegi-anti-fare 1:2000 diiliisyonlarina
sahip sekonder antikorlarla 1 saat oda sicakliginda 25 rpm’ de membranlar inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan membranlar 3x5 dk 1x TBST ile yikanip

goriintiilemeye hazir hale getirilmistir.
5.8.5. Goriintiileme

Goriintiileme i¢in ECL soliisyonu kullanilmigtir. Uretici firmanin tavsiye ettigi
sekilde soliisyonlar 1:1 karistirilip membran bu karisimla 5 dk karanlikta inkiibe

edildikten sonra BIO-RAD Chemidoc cihazinda goriintii alinmistir.
5.9. Kiitle Spektrometrisi

Bu tez ¢alismasinda kiitle spektrometrisi analizleri istanbul Kog¢ Universitesi
Proteomiks Laboratuvarlari biinyesinde hizmet alimi1 seklinde gergeklestirilmistir.

Analizlerde 75 pg 6rnek kullanilmustir.
5.10. immiinpresipitasyon

Immiinpresipitasyon deneyler asagidaki basamaklar takip edilerek yerine

getirilmistir.

1. 500 pgiizerine 20 ul A/G sefaroz boncuklar ilave edilip 1 saat +4 C de 25 rpm’
de inkiibe edilmistir.
2. Ornekler 3000 rpm’ de 2 dk santrifiij edilip supernatan baska bir tiipe

alinmistir.
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Supernatanin {izerine 1 ug anti-SLC3a2 ya da insan IgG’leri 1 saat +4 C ve 25
rpm’de muamele edilmistir.

Karigimin tizerine 30 ul A/G sefaroz boncuklar ilave edilip gece boyu +4 C de
25 rpm’ de inkiibe edilmistir.

Ertesi giin tiipler 3000 rpm’ de 2 dk santrifiij edilmistir.

Pellet 2 kez 1 ml 1x PBS ile yikanmustir.

Karisim 3000 rpm’ de 2 dk santrifiij edilip supernatan atilmistir.

Pellet 10 ul 4x Laemli tamponu ile muamele edilip 100 C’ de 10 dk
kaynatilmistir.

Bu agamadan sonra ornekler poliakrilamid jele yiiklenmeye hazir hale gelip

WB yapilmustir.

Anti-SLC3a2 ile ¢oktiiriilen 6rnekler WB deneylerinde primer antikor olarak insan

serumu kullanilarak (1:200), insan IgG’ si ile ¢oktiiriilen 6rnekler primer antikor

olarak anti-SLC3a2 antikorlar1 (0.8:1000) kullanilarak analiz edilmistir.

5.11. iImmiinhistokimya (IHK)

Calismamizda kullanmlan dokular Istanbul Universitesi Tibbi Patoloji laboratuvarlari

tarafindan parafinize edilmistir ve doku kesitleri de yine bu birim tarafindan

alimmustir. Calismada kontrol, non-GB ve GB olmak iizere 3 grup olusturulmustur.

Saglikli kontrol doku elde edilemeyeceginden epilepsi hastalarindan elde edilen beyin

dokular kontrol olarak kullanilmistir. Boyamalar ise SLC3a2 proteini i¢in yapilmistir.

Immiinhistokimya (IHK) deneylerinde sirastyla asagidaki basamaklar izlenmistir.

o r w0 e

Onceden parafinize edilmis dokulardan cam slaytlara kesitler alinr.

Doku kesitleri 37 °C’ de geceboyu inkiibe edilerek deparafinize edilir.

Doku numuneleri ksilende 2 kez 10 dk bekletilir.

Doku numuneleri sirasiyla %96, %90, %70 etanolde 2 kez 5” er dk bekletilir.
SLC3a2 antikoru (Sigma/HPA017980) 1:3500 oraninda antikor diliisyon
soliisyonunda diliie edilir.

Doku numuneleri ddH20’ da 3 kez 3’ er dk yikanir.

Doku numuneleri tank i¢inde 1X sitrat soliisyonuna yerlestirilir ve tank

solisyonu mikrodalgada kaynayana kadar 1sitilir. Kaynama basladigi
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10.

11.
12.
13.

14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.
27.
28.

mikrodalganin 1s1s1 diistiriiliir ve numuneler 10 dk boyunca 1sinmaya devam
eder.

Doku numuneleri oda sicakliginda 10 dk sogumaya birakilir.

Doku numuneleri ddH20’ da 3 kez 3’ er dk yikanur.

Doku numuneleri 160 ml metanol and 40 ml %30 H.O: igeren soliisyonda 20
dk inkiibe edilir.

Doku numuneleri ddH20’ da 2 kez 3’ er dk yikanur.

1X PBS soliisyonunda doku numuneleri 2 kez 5’er dk yikanir.

Yaklagik 50 pl antikor diliienti numunelerin tizerine eklenir ve 30 dk oda
sicakliginda inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra , soliisyon numunelerden
uzaklastirilir.

25 pl primer antikor numunelere uygulandi. Gece boyu inkiibe edildi.

1X PBS soliisyonunda doku numuneleri 3 kez 5’er dk yikanir.

25 ul sekonder antikor numunelere uygulandi 30 dk inkiibe edildi.

1X PBS soliisyonunda doku numuneleri 3 kez 5’er dk yikanir.

50 pl streptavidin peroksit numunelere uygulanir ve sonra oda sicakliginda 30
dk inkiibe edilir.

1X PBS soliisyonunda doku numuneleri 3 kez 5’er dk yikanir.

DAB soliisyonu numunelere uygulanir ve oda sicakliginda 10 dk beklenir.
Numuneler 5 dk ddH20’ da yikanir.

Numuneler hemotoksilen eosine 2 kez 5 er saniye daldirilir.

Numuneler musluk suyuyla 10 dk yikanir.

Slaytlar sirasiyla %70, %90, %96 etanolle 2 kez 2 ser dk inkiibe edilir.
Numunelerin kurumasi i¢in, slaylar oda sicakliginda bekletilir.

Numuneler 2 kez 10’ ar dk ksilene koyulur.

Slaytlar oda sicakliginda kuruyana kadar bekletilir.

Mikroskop altinda numuneler goriintiilenir.

5.12. immiinfloresan Boyama (iF)

Hasta serumlarinda SLC3a2’ ye kars1 gelisen otoantikorlarin varligini gostermek tizere
Ln229 GB hiicre hatlarinda SLC3a2 boyamalar1 gergeklestirilmistir. Bu amagla,

kontrol, kontrol serum, grad I-11 serum, grad I11-1V serum ve GB serum olmak iizere
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5 grup olusturulmustur. Calismamizda kontrol serum grubu i¢in 5 kontrol serumu, grad

I-IT serum grubu i¢in 4 grad I-11 serumu, grad II-IV serum grubu i¢in 5 grad II-1V

serumu, GB serum grubu i¢in ise 5 GB serumu birlestirilip Ln229 GB hiicre hatlar ile

24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra IF deney prosediirleri izlenmistir.

Boyama Protokolii

1
2
3.
4

e

10.
11.
12.
13.

. Medyum ¢ekilip atilir, 1X PBS ile hiicreler 2 kez yikanir.
. %4 PFA eklenir oda sicakliginda 15 dk inkiibe edilir.

PFA soliisyonu ¢ekip atilir, 1 X PBS ile hiicreler 2 kez yikanir.

Her petriye 500 ul bloklama soliisyonu (Thermo / 37520) eklenir ve 1.5 saat
oda sicakliginda inkiibe edilir.

1x PBS ile 2 kez yikanur.

Her petriye 200 ul SLC3a2 1:500 diiliisyon (Sigma / HPA017980) primer
antikor soliisyonu eklenir ve sallayicida gece boyu inkiibe edilir.

Primer atilir ve petriler 1X PBS ile 2 kez yikanir.

200 pl 1:500 diliisyon sekonder antikor soliisyonu 1.5 saat oda sicakliginda
sallayici tizerinde inkiibe edilir.

Sekonder antikor atilir ve petriler 1X PBST ile 4 kez 4’ er dk sallayici lizerinde
yikanur.

Petri bagina 500 ul DAPI eklenir ve sallayicida 3 dk bekletilir.

DAPI atilir ve 1X PBST ile sallayici iizerinde 5 dk yikanur.

1 kez 1X PBS ile yikanr.

PBS/Sodyum Azid ile 4 °C’ de petriler saklanir. Eger goriintii alinacaksa

konfokal mikroskobunda goriintii alinir.

5.13. Biyoistatistik Analizler

Caligmamizdaki tiim analizler Graphpad programi kullanilarak gergeklestirilmistir.

WB ve immiinopresipasyon analizleri icin ANOVA yontemi kullanilmigtir. P<0001

ve P<0.05 anlamli kabul edilmistir. Sagkalim analizleri i¢cin Kaplan Meier yasam

analizi yontemi kullanilmistir.
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6. BULGULAR

Calismamizda, GB ayiric1 tan1 imkani saglayabilecek biyobelirteglerin kesfi
icin GB hasta serumlarinda GB dokusunda yiiksek ekspresyon gosteren proteinlere

kars1 otoantikor taramalar1 gergeklestirildi.

6.1. Gliom Hastalarin Doku ve Serumlarinda Otoantikor-Otoantijen

Etkilesimlerinin Glioblastom Ozgiinliik Gostermesi

Calismamizda 20 GB, 10 grad IlI-1V gliom, 10 grad I-II gliom ve 5 timor
barindirmayan epilepsi dokusundan protein izolasyonu gerceklestirildi. Calisma
geregi olarak saglikli kontrol beyin dokusu temin edilemeyecegi i¢in tiimdr tanisi
olmayan epilepsi hastalarindan elde edilen dokular ve serum 6rnekleri kontrol olgulari
olarak kullanildi. WB yontemi kullanilarak gergeklestirilen analizlerde primer antikor
yerine olgu serumlar1 kullanildi. WB 6ncesi 6rnek hazirlanmasinda deney dizayni
geregi olarak B-merkaptoetanol kullanilmadi. Ciinkii serumda mevcut olabilecek
otoantikorlar eger kompleks yapilara 6zgii ise B-merkaptoetanol tarafindan yikilmasi
engellenerek bu otoantikorlarin belirlenebilmesi amaglandi. Yapilan analizler sonucu
GB olgulariyla GB serumlarmin ayirt edici etkilesim modeli gosterdigi gozlemlendi

(Sekil 6.1.1).

Kontrol GB
150 kDa —
RERRE -
"4 <
. “—
GB serum
50kDa — » T P < (Grad IV)
— <
“—
25kDa -
M L B . a tubulin

Sekil 6.1.1 Glioblastom serum-GB dokusu etkilesimlerinde kontrol dokularina kiyas ile 6zgiinlik
gbzlemlenmesi. Glioblastom ve epilepsi dokularindan protein izolasyonu gergeklestirildi. Glioblastom
hasta serumlar1 primer antikor olarak kullanildi. Yiikleme kontrolii olarak ise o tubulin kullanildi. GB
dokulari ile ayirt edici etkilesim gosteren bandlar siyah oklar ile gosterilmistir.
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6.2. Kiitle Spektrometri Analizleri Sonucu Glioblastomlarda SLC3a2
Ekspresyon Artisinin Tespiti

Calismamizda 5 kontrol, 5 non-GB gliom ve 5 GB hasta dokularindan elde
edilen lizatlarla kiitle spektrometrisi analizi yapildi. Analizler sonucunda 3014 protein
tanimlandi. Proteomiks analizler “Thermo Orbitrap Exactive-Bottom up” stratejisi
kullanilarak gergeklestirildi. Ilk analizlerde Max Quant ve Perseus programi kullanild
(p<0.05, fold change>2). Biyoinformatik analizler i¢in DAVID (GO ve yolak analizi)
ve String (protein-protein etkilesimi) programlar1 kullanildi. Biyoinformatik
analizlerde kontrol ve non-GB gliomlar GB hastalarinin verileri ile kiyaslandi. Kiitle
spektrometrisi ¢aligmalar1 ile elde edilen sonuglarin biyoinformatik analizi ile 10
proteinin istatiksel olarak anlamli oldugu saptandi. Analizler sonucu belirlenmis 10
aday proteinin higbirinin birbiriyle etkilesmedigi String analizleri ile belirlendi.
Istatiksel olarak anlamli oldugu saptanan bu 10 proteinden western blot analizlerimizle
tespit ettigimiz aralikta (30-70 kDa) molekiiler agirliga sahip olan en yiiksek skorlu

proteinler belirlenerek bu ¢alisma kapsaminda 6ncelikli galisildi.

6.3. Glioblastom Hasta Dokularinda SLC3a2 Ekspresyon Diizeylerinin Western

Blot ve Immiinhistokimya ile Dogrulanmasi

Kiitle spektrometrisi analizleri sonucu SLC3a2 ekspresyonunda kontrol
dokularina kiyas ile 39 kat artis gozlemlendi. Dolayisiyla bu artisin hasta serumlari ile
yapilan western blot (WB) analizlerindeki band yogunluklari ile iligkili olup olmadigi
arastirildi. SLC3a2 ekspresyonunun bagka metodlarla da kiitle spektrometri sonuglari
ile uyumlu olup olmayacagini test etmek i¢in kontrol, non-GB ve GB deney gruplari
ile WB ve immiinohistokimya (IHK) caligmalar1 gergeklestirildi. WB analizleri
sonucu SLC3a2 ekspresyonunun kontrole kiyas ile GB dokularinda 18.6 kat artis
gosterdigi gozlemlendi (Sekil 6.3.1).
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Sekil 6.3.1 SLC3a2 GB’lerde yiiksek seviyede ekspresyon gostermektedir. Kiitle spektrometrisi
sonuglart WB ile degerlendirildi ve sonuglar analiz edildi (n=9 (GB), n=6 (non-GB), n=3 (kontrol);

p*<0.05, ve p****<0.001).
Kiitle spektrometrisi ve WB analizlerinin yan1 sira IHK ¢alismalarinda da GB

dokularinda kontrol dokulara kiyas ile belirgin oranda yiiksek SLC3a2 boyamasi

saptandi.
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Sekil 6.3.2 Glioblastom dokular1 SLC3a2’ yi epilepsi konrol dokular1 ve GB olmayan gliomlara gore
yiiksek seviyede eksprese etmektedir. a. GB, b. Grad IV gliom, c. epilepsi kontrolii ifade etmektedir.
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3 farkli metodla SLC3a2 ekspresyonunun kontrol dokularina gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde yiiksek ¢ikmasi SLC3a2’ye karsi hastalarda gelisen
otoantikorlarin varhigimi desteklemekte oldugu saptandi. Bununla birlikte R2:
Genomic Analysis and Visualization Platform veritaban1 kullanilarak gliom
hastalarin ekspresyon verileri elde edildi. GSE16011 aksesiyon numarali hasta
kohortundan (n=284) R programlama dili kullanilarak SLC3a2 ekspresyonlarina gore
hastalarin sagkalim siireleri belirlendi. Boylelikle, SLC3a2’ yi diisiik oranda eksprese
eden gliomlarin yiiksek eksprese edenlere gore sagkalim siirelerinin yaklasik 1 sene

fazla oldugu saptandi (Sekil 6.3.3).
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Sekil 6.3.3 SLC3a2'yi yiiksek ve diisiik eksprese eden hastalarin Kaplan Meier Analizi

Bu sebep ile, SLC3az2 ticari antikorunun da kullanildigi immiinpresipitasyon

deneyleri ile anti-SLC3a2 otoantikorlarinin varligi arastirildi.
6.4. Immiinpresipitasyon ile anti-SLC3a2 Otoantikorlarimin Tespiti

Glioblastom dokularinda fazla ekspresyon gosteren SLC3a2’ ye karsi GB

serumlarinda otoantikorlarin varligini tespit etmek i¢in immiinpresiptasyon ¢aligmalari
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yapildi. Bu amagla, 40 ug kontrol, non-GB ve GB doku lizatlar1 ticari SLC3a2 antikoru
ile (Sigma / HPA017980) ¢oktiilip WB analizlerinde primer antikor olarak GB
serumlar1 kullanilarak analiz edildi (Sekil 6.4A). Cesitli GB serumlar1 ile yapilan
analizler sonucu GB serumlarinin GB doku lizatlari ile giiglii bir bi¢imde, non-GB ve

kontrol doku lizatlari ile ise zay1f olarak etkilestigi gézlemlendi (Sekil 6.4A).

A Kontrol non-GB GB

I m-iv v v v v
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Sekil 6.4.1 Glioblastom serumlari, GB doku lizatlari ile giiglii bir bigimde, non-GB ve kontrol doku
lizatlar ile ise zayif olarak etkilesmektedir. A-B) Farkli evrelerde gliom olgu serumlarindaki anti-
SLC3a2 otoantikorunun ve SLC3az2 ticari antikorunun dokular ile etkilesimi

Glioblastom serumlarinda bulunan otoantikorlarin diger gliom hasta
serumlarinda mevcut olup olmadigini anlamak i¢in immiinpresiptasyon ¢aligmalari
non-GB hasta serumlar1 kullanilarak da gerceklestirildi (Sekil 6.4B). Yapilan
caligsmalar sonucu yiiksek grad non-GB serumlarinin (grad III ve IV) GB doku lizatlari
ile GB serumlarina kiyas ile zayif etkilesim gosterdigi gézlemlendi (Sekil 6.4B).
Diisiik grad serumlari ise (grad I ve IT) doku lizatlar1 ile tespit edilebilir bir etkilesim
gostermedi (Sekil 6.4B). Hasta serumlar1 ve SLC3a2 etkilesim yogunluklar1 analiz
edildi. Analizlerde GB serum reaktivite ve grad I11-IV serum reaktivite olmak tizere 2
grup olusturuldu. Analizler sonucunda GB serumlarmin GB doku SLC3a2’ leri ile
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kontrol doku SLC3a2’lerine kiyas ile yaklagik 25 kat fazla reaktivite gosterdigi
saptand1 (Sekil 6.4.2A). Bununla birlikte, grad 111-1V non-GB serumlarinin ise GB
doku SLC3a2’leri ile kontrol doku SLC3a2’lerine kiyasla yaklasik 34.5 kat fazla
reaktivite gosterdigi saptandr (Sekil 6.4.2B). Fakat, bu 2 caligma grubu istatistiksel
olarak birlikte degerlendirilip grad III-IV serumlarinin kontrol doku SLC3a2’ leri ile
reaktivitelerine gore normalize edildiginde GB serumlarinin GB doku SLC3a2’ leri ile
43 kat fazla reaktivite gosterdigi tespit edildi (Sekil 6.4.2C). Grad IlI-1V non-GB
serumlart ise GB doku SLC3a2’leri ile yine 34.5 kat fazla reaktivite gosterdigi
belirlendi (Sekil 6.4.2C).
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Sekil 6.4.2 Glioblastom (grad 1V) ve non-GB (grad IlI-1V) gliom serumlarmdaki anti-SLC3a2
otoantikorlarimin doku etkilesimi analizleri. A) Glioblastom serumlar1 GB dokulari ile giiglii etkilegim
gosterirken grad III-1V, grad I-1I ve kontrol gruplara daha az reaktivite géstermektedir. B) Grad I11-1V
serumlart GB dokular1 ile kontrol, grad I-1l ve grad I1I-IV dokularina nazaran daha giiglii reaktivite
gostermektedir. C) Glioblastom ve Grad I1I-IV serumlarinin kontrol, grad I-1I, grad IlI-IV ve GB
dokulariyla gosterdigi reaktivite kiyaslandiginda GB serumlarinin GB dokulart ile daha giiclii reaktivite
gosterdigi goriilmektedir (p=*<0.05;****<(0.001).

Sonug olarak, GB serumlarinin GB dokularindaki SLC3a2’ ler ile grad Il1-1V
serumlarina gore %24.6 daha yiiksek reaktivite gosterdigi belirlendi. Grad IlI-1V
serumlart grad I11-1V dokularindaki SLC3a2’ ler ile GB serumlarina kiyas ile yaklasik
%38 fazla reaktivite gosterirdigi saptanirken, GB serumlariin grad I-11 dokularindaki
SLC3a2’ler ile grad II-IV serumlarina kiyasla yaklasik 4 kat yiiksek reaktivite
gosterdigi belirlendi.

Immiinpresipitasyon calismalarinda ticari antikorla SLC3a2 ¢oktiiriiliip WB
analizlerinde ¢dken proteinler lineerize edilmektedir. Bu nedenle, GB serumlarinda

GB doku SLC3a2’ leri ile yiiksek oranda reaktivite gosteren anti-SLC3a2
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otoantikorlar1 aslinda lineer formdaki SLC3a2’leri tanimaktadir. Bu ¢alismamizda,
GB serumlarindaki anti-SLC3a2 otoantikorlarinin SLC3a2’ nin 3 boyutlu yapisini
taniylp tanimadigini anlamak i¢in deneylerde BME (-) ve BME (+) gruplar gruplar
olusturularak GB serumlar1 ile SLC3a2’ lerin immiinopresipitasyon ile ¢coktiiriiliip WB
yontemi ile analizi yapildi. Bu yeni ¢alismada 3 GB doku lizati kullanildi. WB
analizleri Oncesi ¢oktiiriilen ornekler B-merkaptoetanol ile ve B-merkaptoetanolsiiz

lineerize edildi (Sekil 6.4.3).

BME (-) BME (+)

250 kda ——
100 kda ——

50 kda

25 kda ——

Sekil 6.4.3 GB serumlarindaki anti-SLC3a2 otoantikorlar 3 boyutlu SLC3a2 yapisin1 tanimaktadir.
BME kullanilmadig1 deney grubunda serum IgG’ leri ve SLC3a2 yapisik durumda kaldigr i¢in 250 kda’
a yakm band goriilmektedir. BME kullanildiginda ise ¢esitli SLC3a2 izoformlar1 belirgin hale
gelmektedir.

Yapilan c¢alisma sonucu SLC3a2’ nin GB serumu ile ¢oktiigii ve GB
serumundaki anti-SLC3a2 otoantikorlarinin SLC3a2’ nin lineerize formunun yani sira
3 boyutlu yapisimi da tamidigi saptanmustir. BME (-) ve BME (+) gruplar
kiyaslandiginda GB serumundaki otoantikorlarin SLC3a2’ nin hiicre igi
olusturabilecegi kompleks yapilara 6zgii olmayip yalnizca SLC3a2’ ye 6zgii oldugunu
isaret etmektedir. Bununla birlikte, BME (+) gruplarda birka¢ bandin gézlemlenmesi
GB serumundaki anti-SLC3a2 otoantikorlarmin birkag SLC3a2 izoformunu

taniyabilecegini gostermektedir.
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6.5. Otoantikorlarin SLC3a2’ye Ozgii Baglanma Profilinin Immiinfloresan

Boyama ile Hiicre Hatlarinda Gosterilmesi

Glioblastom dokularinda SLC3a2’ nin yiiksek seviyede eksprese oldugunun
tespit edilmesi ile, GB hiicre hatlarinda da SLC3a2 ekspresyonu WB y6ntemi ile analiz
edildi. Calismada LN229, T98G ve U87 glioblastom hiicre hatlar1 kullanildi. Bu hiicre
hatlarinda SLC3a2’ ye yonelik gerceklestirilen WB analizi Sekil 6.5.1° de
goriilmektedir.
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Sekil 6.5.1 Glioblastom hiicre hatlarinda SLC3a2 ekspresyonunun belirlenmesi

Glioblastom hiicre hatlarinda SLC3a2 ekspresyonunun belirlenmesinden sonra
anti-SLC3a2 otoantikorlarinin SLC3a2’ ye 6zgii baglanma profilinin gézlemlenmesi
amaci ile 5 deney grubu olusturuldu. Bu deney gruplarinda 5 kontrol, 5 grad I-11 gliom,
5 grad I11-1V gliom ve 5 GB olgusunun serumlar1 ayr1 ayri birlestirildi. LN229 hiicre
hatlar1 35’ lik cam petrilere ekildikten sonra bu serumlar ile 24 saat inkiibe edildi. Ek
olarak serum inkiibasyonu yapilmayan negatif kontrol grubu olusturuldu. 24 saatlik
serum inkiibasyonun ardindan hiicreler %4 PFA ile fikse edildilip SLC3a2 igin
floresan boyama gergeklestirildi. Boyamalar konfokal mikroskop altinda goriintiilendi.

SLC3a2 boyamalar1 sonucu GB serumlar1 ile inkiibe edilen gruplarda SLC3a2
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boyamasi anlamli derecede azalirken, negatif kontrol ve kontrol serum grubunda
preinkiibasyon yapilmayan gruplar ile ayni oranda 1s1ma saptandi. Dolayisiyla serum
inkiibayonunun SLC3a2 floresan 1simasinda glioblastomlarda anlamli azalisa sebep
oldugu saptandi. Preinkiibasyon yapilan gruplardan, grad I11-1V non-GB grubunun
sonuglart incelendiginde, glioblastomlara nazaran anlamli diizeyde fazla; grad I-11

gliomlara kiyas ile ise daha az floresan isima gézlemlendi (Sekil 6.5.2).
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Sekil 6.5.2 Otoaantikorlarin SLC3a2' ye 6zgii baglanma profilinin immiinfloresan yontemi ile
belirlenmesi.

6.6. Glioblastomlarda SLC3a2 Modifikasyonlarinin ve izomerlerinin incelenmesi

Immiinpresipitasyon ¢alismalari ile GB serumlarmin ayirt edici bir sekilde GB
doku lizatlartyla etkilestigini gosterdi. Bununla birlikte, GB serumlar1 zayif da olsa
non-GB ve kontrol doku lizatlar1 ile de etkilesti (Sekil 6.4). Immiinopresipitasyon
caligmalarinda yiikleme kontrolii kullanildigindan bu etkilesim modelindeki farkliligin
SLC3a2 miktarindan ziyade SLC3a2 izoformlarina, modifikasyonlarina veya
mutasyonlaria 6zgii olabilecegi arastirildi. SLC3a2 GB’ lerde ¢ok fazla ¢alisiimadigi
icin literatiirde GB’ ye 0zgili mutasyon, modifikasyon ya da izomer bulgularma
rastlanilmadi. Bu sebep ile, genel olarak gorilen SLC3a2 izomerleri ve
modifikasyonlar1 UniProt veritabani kullanilarak arastirildi. UniProt veritabaninda 10
farkli potansiyel SLC3a2 izoformu saptand1 (Sekil 6.6.1).
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Computationally mapped potential isoform sequences?
There are 10 potential isoforms mapped to this entry. © Show all

B | Entry Entry name Protein names Gene names Length
O 13KPF3 J3KPF3_HUMAN 4F2 cell-surface antigen heavy chai... SLC3A2 hCG_2016598 631
[ Fsczse  F5GZS6_HUMAN 4F2 cell-surface antigen heavy chai... SLC3A2 599
0 FsHoOE2 FSHOE2_HUMAN 4F2 cell-surface antigen heavy chai... SLC3A2 145
[ FsHE67 F5H867_HUMAN 4F2 cell-surface antigen heavy chai... SLC3A2 135
[0 Hovrs2 HOYFS2_HUMAM 4F2 cell-surface antigen heavy chai... SLC3A2 247
O FrsczIo F5GZI0_HUMAM 4F2 cell-surface antigen heavy chai... SLC3A2 175
[J HOYFX4  HOYFX4_HUMAN 4F2 cell-surface antigen heavy chai... SLC3A2 122
[J FsGZRZ  FSGZRA_HUMAN 4F2 cell-surface antigen heavy chai... SLC3A2 47
[J FsHOS56  FSHOS&_HUMAN 4F2 cell-surface antigen heavy chai... SLC3A2 67
[J HOYH36  HOYH36_HUMAN 4F2 cell-surface antigen heavy chai... SLC3A2 24

Sekil 6.6.1 Uniprot veritabani kullanilarak SLC3a2 izoformlarinin belirlenmesi

Bu izoformlardan yalmiz 3 tanesinin ¢alismamizda saptadigimiz molekiiler
agirliklara sahip oldugu belirlendi (HOYFS2, 25 kda; F5GZS6; 64 kda, J3KPF3, 68
kda). Bu 3 adaydan veritabani giris ismi F5GZS6 ve J3KPF3 olan 2 izoform

immiinpresipitasyon c¢alismalarinda yogun reaktivite gordiigiimiiz 50-75 araligina

daha uygun oldugu goézlemlendi.

Ilerleyen incelemelerde UniProt veritabaninda SLC3a2’ nin ¢esitli amino asit

modifikasyon statiilerinin tanimlandig1 belirlendi (Sekil 6.6.2). Bu modifikasyon

statiileri incelendiginde SLC3a2’ nin ¢esitli amino asit pozisyonlarinda 6zellikle serin

rezidulart tizerinden SLC3a2 fosforilasyonu belirlendi (Sekil 6.6.2).
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Amino acid modifications
Modified residue* 1 N-acetylmethionine @ Combined sources # 1 Publication
Modified residue* 103 Phosphoserine & Combined sources
Modified residue* 106 Phosphothreonine & By similarity
Modified residue’ 134 Phosphoserine @ Combined sources
Cross-link® 147 Glycyl lysine isopeptide (Lys-Gly) (interchain with G-Cter in ubiquitin)
Modified residue* 165 Phosphoserine @ Combined sources
Cross-link? 166 Glycyl lysine isopeptide (Lys-Gly) (interchain with G-Cter in SUMO2)
# Combined sources
Disulfide bond 210 Interchain {with C-164 in SLC7AS) & 1 publication # 1 Publication
Glycosylation® 365 N-linked (GIcNAc...) asparagine @ Combined sources # 4 publications
Glycosylation® 381 N-linked (GIcNAc...) asparagine @ combined sources # 5 publications
Modified residue’ 406 Phosphoserine @ i publication
Modified residue* 408 Phosphoserine & i publication
Modified residue* 410 Phosphoserine & i publication
Glycosylation® 424 N-linked (GIcNAc...) (complex) asparagine & Combined sources
# 5 Publications
Glycosylation® 506 M-linked (GIcNAc...) asparagine & Combined sources # 3 Publications
Modified residue* 527 Phosphoserine @ 1 publication
Modified residue* 531 Phosphoserine ¢ 1 publication
Isoform 2 (identifier: PO8195-2)
Modified residue* 2 N-acetylserine @ Combined sources
Modified residue* 2 Phosphoserine ¢ Combined sources

Sekil 6.6.2 Uniprot veritabaninda SLC3a2 modifikasyonlarinin arastirilmasi

6.7. Glioblastomlarda SLC3a2’ nin Fosforilasyon Durumunun Belirlenmesi

Calismamizda yiiksek fosforilasyon statiisiine sahip SLC3a2’ ye karsi GB
serumlarinda gelisen anti-SLC3a2 otoantikorlarinin SLC3a2 fosforilasyon seviyesi ile
iligkili olup olmadigini anlamak i¢in kontrol, non-GB gliom ve GB doku lizatlarindan
ticari SLC3a2 antikoru kullanilarak immiinopresiptasyon deneyi yapildi. Daha sonra
WB analizlerinde primer antikor olarak p-ser antikor kullanildi. Yiikleme kontrolii
olarak ticari SLC3a2 kullanildi. Sonug olarak, GB dokularinda eksprese olan SLC3a2’
nin, non-GB ve kontrol dokularina kiyas ile yaklasik 2.5 kat fazla fosforile oldugu
saptand1 (Sekil 6.7.1). non-GB ve kontrol dokularindaki SLC3a2’nin aym
fosforilasyon seviyesine sahip oldugu ve aralarinda anlamli bir farklilik olmadigi
belirlendi (Sekil 6.7.1).
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Sekil 6.7.1 Glioblastomda SLC3a2’nin fosforilasyon durumunun kiyaslamali analizi. Kontrol, non-GB
gliom ve GB SLC3a2’ leri ticari SLC3a2 antikoru ile ¢oktiiriildiikten sonra fosforilasyon seviyeleri
incelenmistir. GB (n=9) SLC3a2’ lerinin kontrol ve non-GB gliomlara kiyas ile yaklasik 2.5 kat fazla
fosforile oldugu saptanmistir. SLC3a2 yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir.

6.8. SLC3a2 Otoantikorlarimin Gliom Grad Seviyesi Ile liskilendirilmesi

Gliom hasta serumlarinda anti-SLC3a2 otoantikorlarinin  varliginin
saptanmasina iliskin deneylerde grad I-1l (diisik grad) gliom serumlarinin anti-
SLC3a2 otoantikorlarini tespit edilebilir diizeyde barmndirmadigi gozlemlendi.
Otoantikor varlig1 non-GB gruplarindan ileri evreli gliomlarda ve glioblastomlarda
tespit edildi. Ancak glioblastomlarda sadece glioblastom dokulari ile etkilesimin
goriildiigii, otoantikor 6zgiinliigii agisindan bir GB alt grubu tespit edildi. Bununla
birlikte grad I11-IV serumlarinin ve bazit GB serumlarinin grad III doku lizatlarindan
itibaren giiclii reaktivite gosterdigi saptandi. Buna iliskin bulgularin elde edildigi

immiinpresipitasyon verileri Sekil 6.8.1° de gosterilmistir.
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GB serum

Sekil 6.8.1 anti-SLC3a2 otoantikorlar1 yalnizca ileri evreli gliomlarda tespit edilmektedir.

Grad lll serum

SLC3a2

Grad Il serum

SLC3a2

6.9 Glioblastom Serumlari-SLC3a2 Otoantikor Reaktivitesi ile Sag Kahm
Korelasyonu

Calismamizda, Serum ve doku ornekleri aliman GB hastalarinin sag kalim
stireleri hesaplandi. 60 aylik period ig¢erisinde GB hastalar1 otoantikor reaktivitelerine
gore degerlendirildiginde otoantikor reaktivitesi ile sagkalim arasinda pozitif

korelasyon saptand (Sekil 6.9.1).
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Sekil 6.9.1 Glioblastom serumlarindaki otoantikorlarin SLC3a2 ile reaktivitesi GB sag kalimlari ile
pozitif korelasyon gostermektedir.
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7. TARTISMA VE SONUC

Bu calisma kapsaminda yiiksek grad gliom (grad IlI-IV ve GB) hasta
serumlarinda anti-SLC3a2 otoantikorlar1 tespit edilmistir. ~ Glioblastom hasta
serumlarinda bulunan anti-SLC3a2 otoantikorlarinin ayirici nitelikte profil sergiledigi
belirlenmistir. Anti-SLC3a2 otoantikorlarinin lineer ve 3 boyutlu yapidaki SLC3a2’ yi
taniyabildigi saptanmistir. Bununla birlikte, GB SLC3a2’ lerinin diger gliom ve timor
barindirmayan epilepsi kontrol olgularmma gore serin rezidularindan 2.5 kat fazla
fosforile oldugu gosterilmistir. Glioblastom hasta serumlarinda bulunan anti-SLC3a2

otoantikorlarinin hastalarin sag kalimi ile pozitif korelasyon gosterdigi belirlenmistir.

Glioblastom (GB) tan1 ve tedavisine imkan saglayabilecek otoantikorlar1 tespit
etmek iizere gliom hastalarindan GB ve non-GB (Grad I-IV arast GB olmayan
gliomlar) olarak iki grup olusturulmus, tiimor tanis1 konulmayan epilepsi hastalarinin
dokulart da kontrol olgusu olarak kullanilmistir. Western blot yontemi ile 37-70 kDa
araliginda GB dokusuna ozgii otoantijenler saptanmasi GB’ lerde gelisen bir
mutasyon, modifikasyon ya da fazla ekspresyon sonucu olabilir. Bu baglamda, 37-70
kDa araliginda tespit edilen GB dokusuna 06zgii otoantijenleri tanimlamak {izere
proteomiks ¢aligmalar1 siirdiiriilmiistiir. Boylelikle GB’ lerde 37-70 kDa araliginda
olup anlamli bir bigimde yiiksek ekspresyon gosteren proteinler saptanmistir.
Belirlenen 10 aday proteinden western blot ile tespit edilen molekiiler agirliga en yakin
ve iligkili olabilecek yliksek skorlu SLC3a2 proteini aday otoantijen olma ydniiyle
arastirtlmistir. Ciinkdi, yiiksek SLC3a2 ekspresyonu hasta bagisiklik sistemi agisindan
yeni antijen olarak algilanmis olabilir. Kiitle spektrometrisi sonuglart WB ve IHK
calismalari ile dogrulanmistir. Bu 2 yontemle de SLC3a2’ nin GB dokularindan
kontrol ve non-GB gliom dokularina gore yiiksek ekspresyon profiline sahip oldugu

saptanmuistir.

Hasta serumlarinda ortaya c¢ikan otoantikorlarin SLC3a2’ ye 6zgii olup
olmadig1 immiinpresiptasyon (IP) yontemi ile 20 GB, 10 non-GB gliom ve 10 kontrol
olgusu serum oOrneklerinde analiz edilmistir. Bu ¢alismalarda SLC3a2 ekspresyon
diizeylerinin otoantikor etkilesim profili iizerine etkisi diglanmak istenmistir. Bu
amagla ticari SLC3a2 antikoru ile SLC3a2’ ler ¢oktiiriiliip, WB analizlerinde primer

antikor yerine hasta serumlar1 kullanilmigtir. Yiikleme kontrolii olarak ise ticari
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SLC3a2 antikoru kullanilarak her ornek igin esit yiikleme yapilmasi saglanmistir.
Boylelikle GB serumlarinda GB SLC3a2’ lerine 6zgii gelisen otoantikorlarin varligi
belirlenmis ve GB anti-SLC3a2 otoantikorlarinin SLC3a2 ekspresyon diizeylerinden
bagimsiz olarak ayirici bir profil sergiledigi saptanmistir. SLC3a2 otoantikorlarinin
yalnizca yiiksek grad gliomlarda (grad III-1V ve GB) belirlenmesi otoantikor
gelisiminin hastaligin progresyonu ile iligkili olabilecegini diistindiirmiistiir. Bununla
birlikte, diisiik gradlardan yiiksek gradlara gecisle beraber timor daha agresif bir hal
almaktadir. Bu sebeple metabolik faaliyetleri de artmaktadir. Ayrica, soliit tasiyicilar
onkometabolizma ile iligkili gorevler tistlenmektedir. SLC3a2 bir soliit tasiyici protein
oldugu i¢in bu gegisle beraber ekspresyon diizeyi artmis olabilir. Bununla birlikte, GB
serumunda bulunan anti-SLC3a2 otoantikorunun GB dokusundaki SLC3a2’ye non-
GB gliomlara gore daha yiiksek affinite ile baglandigi saptanmistir. Boylelikle bu
otoantikorlarin SLC3a2’ nin lineer formunu tanidig1 belirlenmistir. Bu sebeple, GB
serum otoantikorlarinin 3 boyutlu SLC3a2’ yi taniyip tanimadigint anlamak i¢in GB
dokularindan GB serumlar1 ile otoantijenlerin ¢oktlirilmistiir. Daha sonra WB
analizlerinde ticari SLC3a2 antikoru kullanilarak analiz gergeklestirilmistir. Analizler
sonucunda, GB serumunda bulunan SLC3a2 otoantikorlarinin SLC3a2’ nin 3 boyutlu

yapisini da taniyabildigi saptanmistir.

Immiinpresipitasyon deneylerinde otoantikorlarin SLC3a2’ nin 3 boyutlu
yapisint taniyabildigi gosterilebilmektedir fakat bu tanima profilinin SLC3a2
ekspresyonu ile orantili olup olmadig: belirlenememektedir. Dolayisiyla, iP deneyleri
ile lineer SLC3a2’ ye kars1 yiiksek reaktivite gosteren GB otoantikorlarinin 3 boyutlu
SLC3a2’ ye kars1 da aym profili sergileyip sergileyemeyecegi arastirilmistir. Bu
baglamda, anti-SLC3a2 otoantikorlarinin 3 boyutlu SLC3a2’ yi tanima profilinin
belirlenmesi amaci ile GB hiicre hatlarinda immiinfloresan deneyleri yapilmistir. Bu
amagla 6nce Ln229, T98G, U87 hiicre hatlarinda SLC3a2 ekspresyon profili WB
analizleri ile degerlendirilmistir. Floresan boyama g¢alismalarinda SLC3a2 eksprese
ettigi gosterilen Ln229 hiicre hatlart kullanilarak 5 deney grubu (negatif kontrol,
kontrol serum, Grad I-11 serum, Grad I11-1V serum, ve GB serum) olusturulmustur. Bu
deney gruplan tasarlanirken, farkli olgu serumlar ile preinkiibasyon yapildiginda
otoantikorun baglandigi olgularda SLC3a2 boyamasinda 1simanin ne yonde degisecegi

tespit edilmis ve grad seviyesi arttikga i1simalarda azalma goriilmistiir. Kontrol
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serumu, Grad I-11 serumu ve negatif kontrol grubu ayni oranda 1s1ma vermistir. En az
floresan 151ma GB serumlar ile inkiibe edilen deney grubunda goézlemlenmistir.
Boylelikle, anti-SLC3a2 otoantikorlarinin SLC3a2’ nin lineer formunun diginda 3
boyutlu yapisini da taniyabildigi ve GB serumlarindaki anti-SLC3a2 otoantikorlarinin
diger serumlardaki anti-SLC3a2 otoantikorlara kiyas ile belirgin bir bi¢imde giiglii
olarak SLC3a2’ ye baglandigi saptanmistir. Otoantikorlarin liner SLC3a2’ yi
tantyabilmesi proteinin yapisindaki beta levha veya alfa heliks sekonder yapilari
vasitastyla ortaya ¢ikmis olabilir. Ayrica, antijen sunan hiicrelerin MHC proteinlerine
bagh yiiksek diizeydeki SLC3a2 peptidleri, liner formdaki SLC3a2’ lere kars1 B
hiicreleri tarafindan otoantikor gelisimine sebep olmus olabilir. Bu durumda, anti-
SLC3a2 otoantikorlar1 NK ve T hiicreleri ile MHC bagli liner formdaki SLC3a2’ ye
baglanma acisindan rekabete giriyor olabilir. Bu dogrultuda, kanser hiicrelerinin
gelisim siirecinde NK ve T hiicrelerinden kagabilmesi otoantikor rekabeti ile
saglanabilir. Bununla birlikte otoantikorlarin 3 boyutlu yapidaki SLC3a2’ yi de
tantyabilmesi ve SLC3a2’ nin bir hiicre yiizey proteini olmast anti-SLC3a2
otoantikorlarinin antikor bagimli hiicre sitotoksitisine (antibody dependent celular
cytotoxicity = ADCC) katki sagliyor olabilir. Dolayisiyla klinik yonden ele
alindiginda, SLC3a2 otoantikorlarinin 3 boyutlu SLC3a2’ ye karsi da GB’ lerde
Ozgiinliik gostermesi bu otoantikorlarin GB tedavisinde hedefli terapi ve hiicresel

terapi yaklagimlarinda kullanilabilecegini diigiindiirmektedir.

Glioblastom otoantikorlarinin GB SLC3a2’ lerine 6zgiin bir bigimde
baglanmasi, otoantikorun tanidigi SLC3a2’nin GB dokusunda ayirict bir nitelikte
ortaya ¢ikan modifikasyon, izoform veya mutasyon durumu ile iliskilendirilebilir. Bu
nedenle, SLC3a2’ nin post-translasyonel modifikasyon durumu ve izoformlar1 UniProt
veritaban1 vasitasi ile incelenmistir. UniProt incelemeleri sonucu SLC3a2’ ye ait
tanimlanmis 10 izoformdan 3 tanesinin ¢aligmamizda saptanan GB’ lere 6zgii band
profiliyle uyumluluk gosterdigi belirlenmistir. Post-translasyonel modifikasyonlar
acisindan incelendiginde ise SLC3a2’ nin en ¢ok ozellikle serin rezidulari lizerinden
olmakla birlikte threonin rezidular1 iizerinden fosforile oldugu belirlenmistir.
Immiinpresipitasyon calismalar1 sonucu SLC3a2’ nin GB’ lerde kontrol ve non-GB
dokularina kiyas ile 2.5 kat fazla fosforile oldugu saptanmistir. Glioblastom SLC3a2’

lerinin fosforilasyon durumundaki bu artisin GB serumlarinda gelisen otoantikor
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profili ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. Ilerleyen calismalarda SLC3a2’nin
modifikayon durumunun ve bunun otoantikor ile iliskisi olup olmadigmin detayli

arastirilmasi, GB’ler i¢inayirici bir biyobelirte¢ belirlenmesine onciiliik edebilir.

Calismanin ilerleyen boliimiinde SLC3a2’ lere karsi gelisen otoantikorlarin
hastalarin sag kalimlar1 tizerine etkisi arastirillmistir. Bu baglamda, IP band
yogunluklar1 temel alinarak yapilan analizlerde GB reaktivitesi ile sag kalim arasinda
pozitif korelasyon saptanmistir. Bu nedenle, GB serumlarinda gelisen SLC3a2

otoantikorlarinin hastaligin ilerlemesini engellemek i¢in gelistigi diistiniilmektedir.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile GB hasta serumlarinda GB dokusuna 6zgii anti-
SLC3a2 otoantikorunun varligir gosterilmis, bu otoantikorun doku ile spesifik
etkilesimi agisindan taniya yonelik giiglii bir biyobelirteg¢ oldugu belirlenmis ve temel
aragtirmalara dayanan bu projenin ¢iktilarimin klinik degeri ortaya konulmustur.
Devam c¢aligmalar1 ile SLC3a2’yi taniyan otoantikorlarin GB’ye 6zgii profilinin
molekiiler altyapisinin arastirilmasi, GB’ye yonelik biyobelirte¢ tanimlanmasina

oncilik edebilecek niteliktedir.
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