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OZET

Per-Arnt-Sim Kinaz’in Kanser Molekiiler Patogenezindeki Roliiniin Meme Kanseri

Hiicre Hatlarinda Aydinlatilmasi

Giris: Meme kanseri, 6zellikle Uglii Negatif Meme Kanseri (UNMK) alt tipinde goriilen yiiksek
heterojenite, metastaz ve tedavi direnci nedeniyle 6nemli bir halk saghgi sorunudur. Hicresel eneriji
sensori olarak gorev yapan Per-Arnt-Sim Kinaz'in (PASK), proliferasyon, metabolik yeniden
programlanma ve metastatik progresyon siireclerinde rol oynadigi distnilmektedir. Bu calismada

PASK’In meme kanseri patogenezindeki onkojenik etkileri ve terapotik hedef potansiyeli arastiriimigtir.

Materyal ve Metot: Calismada MDA-MB-231, MDA-MB-436, BT474, MCF-7 ve MCF10A hiicre
hatlari kullanilmistir. PASK ekspresyonu siRNA ve segici PASK inhibitorleri ile baskilanmistir. Hiicre
canlihgi, proliferasyon, koloni olusumu, apoptoz, mitokondriyal membran potansiyeli ve hicre
dongiistu degisimleri MTS, koloni olusum testi, Anneksin V/PI, Kaspaz-3/7, IC-1 akis sitometrisi ve
Western blot yontemleri ile degerlendirilmistir. Ayrica biyoinformatik analizlerle PASK ekspresyonunun

prognostik 6nemi incelenmistir.

Bulgular: PASK siRNA uygulamasi sonrasi canliik MDA-MB 231 hiicrelerinde %42,67 + 1,53,
MCF7 hicrelerinde %49,00 + 1,00’e gerilerken (p < 0,0001), koloni olusturma kapasitesi %14,67 +
2,52’ye diismis ve apoptotik hiicre orani %26,00 + 1,00 seviyesine yukselmistir. PASK inhibisyonu,
mitokondriyal disfonksiyonu tetikleyerek MDA-MB 231 hiicrelerinde disiik membran potansiyeline
sahip populasyonu %30,67 + 0,58’e ¢ikarmistir (p < 0,0001). Molekler diizeyde Siklin D1 ekspresyonu
%10,33 + 3,51’e diismiis, Bcl-2 seviyeleri %21,00 + 1,00’e gerilemistir. Doza bagimli analizlerde 25 nmol
PASK 10 siRNA, SRC ve P-SRC ekspresyonlarini sirasiyla %30,67 + 3,06 ve %25,67 + 6,03’e cekerek en
etkili inhibitor stratejisi olarak 6ne c¢ikmistir. Bulgular, PASK'iIn meme kanserinde proliferasyon,

apoptoz direnci ve metastazda merkezi bir onkojenik diizenleyici olabilecegine isaret etmektedir.

Sonug: Bulgular, PASK’In meme kanserinde proliferasyon, apoptozdan kacgis ve metastatik
progresyon siireclerinde merkezi bir diizenleyici olabilecegini gostermektedir. PASK’in 6zellikle agresif
meme kanseri alt tiplerinde prognostik biyobelirteg¢ ve hedefe yonelik tedaviler icin giicli bir terapotik

hedef olabilecegi distinilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, EMG, Meme Kanseri, Onkojenik Sinyalizasyon, PASK, siRNA



ABSTRACT

Elucidation of the Role of Per-Arnt-Sim Kinase in the Molecular Pathogenesis of

Cancer in Breast Cancer Cell Lines

Introduction: Breast cancer remains a major public health challenge due to its high molecular
heterogeneity, metastatic potential, and therapy resistance, particularly in Triple-Negative Breast
Cancer (TNBC). Per-Arnt-Sim Kinase (PASK), a cellular energy-sensing kinase, has been implicated in
proliferation, metabolic reprogramming, and metastatic progression. This study aimed to investigate

the oncogenic role and therapeutic target potential of PASK in breast cancer pathogenesis.

Materials and Methods: MDA-MB-231, MDA-MB-436, BT474, MCF-7, and MCF10A cells were
used in this study. PASK expression was suppressed using siRNA-mediated gene silencing and selective
PASK inhibitors. Cell viability, proliferation, colony formation, apoptosis, mitochondrial membrane
potential, and cell cycle alterations were evaluated using MTT assay, colony formation assay, Annexin
V/PI, Caspase-3/7, JC-1 flow cytometry, and Western blot analyses. In addition, bioinformatic analyses

were performed to determine the prognostic significance of PASK expression.

Results: Following PASK siRNA application, cell viability decreased to 42.67% + 1.53% in MDA-
MB 231 cells and 49.00% + 1.00% in MCF7 cells (p < 0.0001), while colony formation capacity dropped
to 14.67% * 2.52% and the apoptotic cell rate increased to 26.00% + 1.00% (p < 0.001). PASK inhibition
triggered mitochondrial dysfunction, increasing the population with low mitochondrial membrane
potential to 30.67% + 0.58% in MDA-MB 231 cells (p < 0.0001). At the molecular level, Cyclin D1
expression decreased to 10.33% + 3.51%, Bcl-2 levels declined to 21.00% + 1.00% . In dose-dependent
analyses, the 25 nmol PASK 10 siRNA dose emerged as the most effective inhibitory strategy, reducing
SRC and P-SRC expression to 30.67% + 3.06% and 25.67% * 6.03%, respectively. These findings suggest
that PASK acts as a central oncogenic regulator managing proliferation, apoptosis resistance, and

metastasis in breast cancer.

Conclusion: These findings indicate that PASK functions as a central regulator of proliferation,
apoptosis evasion, and metastatic progression in breast cancer. "PASK may serve as a prognostic

biomarker and a promising therapeutic target, particularly in aggressive breast cancer subtypes.

Keywords: Apoptosis, Breast Cancer, EMT, Oncogenic Signaling, PASK, siRNA
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1. GIRIS

Meme kanseri, glinimiizde kadin poptlasyonu icerisinde en sik teshis edilen malignite tiirt
olma ozelligini korumakta ve diinya genelinde halk sagligi Gzerinde devasa bir yik olusturmaktadir
(Arnold vd., 2022). Bu hastaligin en temel zorlugu, sahip oldugu belirgin molekiler heterojenliktir;
nitekim timorlerin biyolojik davranisi ve tedaviye verdikleri yanit, hicre yiizeyindeki reseptor
durumlarina goére sekillenmektedir (Andrade de Oliveira vd., 2023). Gincel klinik uygulamalarda
kullanilan kemoterapi ve hormonal tedaviler gibi konvansiyonel yontemler, baslangicta basarili
sonuglar verse de siklikla sistemik toksisite, saglikli hiicre hasari ve en 6nemlisi de kazanilmis ilag direnci
gibi bariyerlerle karsilasmaktadir (Garg vd., 2024). Bu durum, 6zellikle hedefli tedavi segeneklerinin
kisith oldugu ve agresif seyreden Uglii Negatif Meme Kanseri (UNMK) gibi alt tiplerde, malignitenin
temel slirticii mekanizmalarini dogrudan hedef alan daha hassas ve yenilik¢i molekiler yaklasimlarin
gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir (Garg vd., 2024). Bu ¢alismanin odak noktasini olusturan Per-Arnt-
Sim Kinaz (PASK), hiicrenin cevresel besin mevcudiyetini algilayarak bu sinyalleri uygun metabolik ve
biylime yanitlarina donusturen, evrimsel siirecte yiuksek oranda korunmus bir serin/treonin kinazdir
(Azad, 2022). Geleneksel olarak Tip 2 diyabet ve obezite gibi metabolik bozukluklarla iliskilendirilmis
olsa da son yillarda elde edilen veriler PASK'in kanser hiicrelerinin hayatta kalmasi igin gerekli olan
"metabolik yeniden programlama" siirecinde merkezi bir sinyal digiimi olarak islev gorebilecegini
gostermektedir (Gul vd., 2025; Lucena Aguilar, 2025). PASK, elde edilen bulgular dogrultusunda, kanser
hicrelerinde hiicre donglisii kontrol noktalarini bozarak kontrolsiiz proliferasyonu tesvik etmekte,
anti-apoptotik yolaklari aktive ederek programl hiicre 6limiinden kagisi kolaylastirmaktadir. Bu ¢ok
yonli rold, PASK'In timorin hem i¢ bliyiimesini hem de dis korumasini saglayan kritik bir faktor
oldugunu distindirmektedir. Kullanilan siRNA (klicik midahaleci RNA) teknolojisi, hedef mRNA
molekdllerini translasyon oOncesi diizeyde secici olarak parcalayarak spesifik gen susturulmasini
saglamakta ve boylece onkojenik proteinlerin Uretimini en temel asamada durdurmaktadir. Bu tez
calismasi, PASK'in meme kanseri patogenezindeki merkezi rollerini farkli molekiler alt tipler Gizerinden
analiz etmeyi, bu kinazin susturulmasinin hiicre canhhgi, apoptoz ve metastatik belirtegler tzerindeki
baskilayici etkilerini in vitro modellerde incelemeyi ve sonug olarak PASK’1 gelecekteki kanser tedavileri

icin yeni nesil, stratejik bir terapotik hedef olarak konumlandirmayi amaglamaktadir.

Bu calismanin temel amaci, hiicresel enerji durumunu algilayan bir sensor olarak islev goren
Per-Arnt-Sim Kinaz (PASK) proteininin meme kanseri patogenezi Gzerindeki onkojenik rollerini ve yeni

nesil bir terapotik hedef olma potansiyelini belirlemektir. Arastirma kapsaminda, meme kanserinin



heterojen yapisini temsil eden MDA-MB 231, MDA-MB 436, BT474 ve MCF-7 hiicre hatlari kullanilarak
PASK geninin susturulmasinin hiicre canhligi, proliferasyon, apoptoz ve hiicre déngisi (zerindeki
etkileri analiz edilmistir. Ayrica PASK’in, Epitelyal-Mezenkimal Gegis (EMG) ve onkojenik sinyal yolaklari
Gzerindeki dlizenleyici rolli in vitro modeller Gzerinden kanitlanmaya calisiimaktadir. Meme kanseri,
dzellikle Uclii Negatif Meme Kanseri (UNMK) gibi alt tiplerde gelisen ilag direnci ve yiiksek niiks oranlari
nedeniyle ciddi bir halk saghigi sorunudur; bu durum timoriin hayatta kalmasini yoneten yeni molekiler
suriculerin kesfini zorunlu kilmaktadir. PASK’in, kanser hiicrelerinde kontrolsiiz proliferasyonu tesvik
eden ve bagisikhk sisteminden kacisi kolaylastiran bir kinaz olarak saptanmasi, calismanin énemini
artirmaktadir. Elde edilen bulgular, PASK'In hem agresif meme kanseri olgularinda prognostik bir
biyobelirtec hem de siRNA tabanl tedaviler icin stratejik bir hedef olarak konumlandirilmasina olanak
tanimaktadir. Bu arastirmanin en temel sinirliligl, calismalarin MDA-MB 231 ve MCF-7 gibi spesifik
meme kanseri hicre hatlari Gzerinden in vitro (hlcre kiltiri) dizeyinde yuritilmesidir. Deneyler,
siRNA teknolojisinin sagladigi gen susturma etkinligi ve kullanilan molekiler yontemlerin (Western
Blotting, akis sitometrisi) duyarlihgi ile sinirlidir. Ayrica, PASK ekspresyonunun klinik sagkalim lizerindeki
etkilerine dair veriler mevcut biyoinformatik veri setleri ve klinik kohort analizleri tizerinden elde edilen
istatistiksel sonuglara dayanmaktadir. Calismada, kullanilan ticari hiicre hatlarinin temsil ettikleri
liminal ve Ucli negatif meme kanseri alt tiplerinin temel genetik ve biyolojik 6zelliklerini deney
siresince muhafaza ettikleri varsayilmaktadir. siRNA araciligiyla gerceklestirilen fonksiyon kaybi
deneyleri sonucunda gozlemlenen hiicresel degisimlerin dogrudan PASK proteininin baskilanmasina
bagl oldugu kabul edilmektedir. Ayrica, biyoinformatik analizlerde kullanilan veri setlerinin genis hasta
popiilasyonlarini ve gergek klinik tabloyu dogru bir sekilde yansithgl varsayimi (izerinden hareket

edilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser: Genel Kavramlar

Kanser, genetik ve epigenetik degisikliklerden kaynaklanan, hiicrelerin diizensiz cogalmasi ve
komsu dokulara yayilmasi ile tanimlanan bir hastaliklar toplulugunu kapsar (Hanahan, 2022). Diinya
Saglhk Orgiitii (WHO) tarafindan bildirildigi tizere kanser, her yil milyonlarca kisiyi etkileyen, diinya
¢apinda 6nde gelen bir 6liim nedenidir (Bray vd., 2018). Genetik mutasyonlar, epigenetik degisiklikler
ve cevresel etkiler kanser gelisiminde karmasik bir etkilesim icindedir. Bu faktorler, hiicre dongisd,
apoptoz, DNA onarimi ve bagisikliktan kagcinma mekanizmalari gibi temel biyolojik sireclerde
bozulmalara neden olur (Hanahan & Weinberg, 2011). Proto-onkogenlerin aktivasyonu, timor
baskilayici genlerin inaktivasyonu ve DNA onarim mekanizmalarindaki eksiklikler kanser gelisiminde
temel faktorlerdir. Hicre donglsini dizenleyen genetik yollarin bozulmasi, kontrolsiiz hiicre
¢ogalmasina yol acar (Matthews vd., 2022). TP53 gibi tlimor baskilayici genlerdeki islev kaybi,
hiicrelerde apoptozu engeller ve kanserin ilerlemesini destekler (Thomas vd., 2022). Kanserde yaygin
olarak gozlenen PI3K/AKT/mTOR ve MAPK/ERK gibi sinyal yollarinin diizensizligi hiicresel buylimeyi ve
hayatta kalmayi artirir (Vousden & Lane, 2007). Belirtilen Ozellikler, kontrolsiz bliylime, apoptozdan
kacinma, anjiyogenez, metastaz, enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi ve bagisiklik
sisteminden kacinma dahil olmak tizere kanser hiicrelerinin temel davranislariyla ilgilidir. Bu 6zellikler,
kanser biyocesitliliginin anlasilmasi ve terapotik hedeflerin gelistirilmesi icin gereklidir (Hanahan &
Weinberg, 2011). Cevresel faktorler de kanser gelisimini 6nemli olciide etkilemektedir. Genetik
yatkinlkla birlikte tttiin kullanimi, asiri alkol tiketimi, obezite, enfeksiyonlar ve radyasyona maruz
kalma gibi faktorler kanser riskini arirmaktadir (Wadgaonkar, 2024). insan papilloma viriisii (HPV),
serviks kanserinin baslangicinda dnemli bir etiyolojik faktor olarak hizmet etmektedir. Yasam tarzi
faktorleri ve diyet, kanserin onlenebilir nedenlerini temsil etmektedir (Wolf vd., 2024). Kanser
siniflandirmalari, kaynaklandiklari dokuya dayanmaktadir (Tarin, 2023). Kanser tiirleri arasinda yaygin
olan karsinomlar epitelyal dokudan kaynaklanirken, sarkomlar bag dokusu ve kas gibi mezenkimal
dokulardan kaynaklanmaktadir (Tarin, 2023). Losemiler ve lenfomalar hematolojik kaynaklardan
kaynaklanir ve bagisiklk sistemi hiicrelerini etkiler. Bu heterojen yapi, her kanser tiirliniin farkli biyolojik
ozelliklere ve tedavi stratejilerine sahip olmasini gerektirmektedir (Saha vd., 2024). Tedavi modaliteleri
cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve immiinoterapiyi kapsamaktadir. Kanser tedavisindeki son
gelismeler, immiin kontrol noktasi inhibitérleri (6rn. PD-1/PD-L1 ve CTLA-4) ve hedefe yonelik tedaviler

de dahil olmak lizere yenilik¢i yontemlerle elde edilmistir (Pandey vd., 2022; Wojtukiewicz vd., 2021).



Kanserin karmasik ozellikleri, kisisellestirilmis tip stratejilerinin 6neminin altini cizmektedir. Genomik
analizler, hastalarin genetik profillerine goére uyarlanmis tedavi stratejilerinin formile edilmesini

kolaylastirmaktadir (Pardoll, 2012).

2.1.1. Kanserin Tanimi ve Genel Ozellikleri

Saglkli hiicrelerde apoptoz, DNA onarimi ve bilylime gibi sirecler siki bir sekilde regiile
edilirken, cesitli faktorlerin etkisiyle kontrolsiiz hiicre béliinmesi meydana gelebilmektedir. Kanser;
malign timor gelisimi, cevre dokulara invazyon ve metastaz kapasitesi gibi 6zellikleri yonilyle benign
lezyonlardan ayrilmaktadir (Bisoyi, 2022). Karsinogenez adi verilen siiregte biriken genetik mutasyonlar
ve epigenetik degisiklikler kanser olusumunda énemli rol oynar (Hanahan, 2022). Kanser hiicreleri;
surekli proliferatif sinyal, biylime baskilayici sinyallerden kacis, apoptozun engellenmesi, replikatif
olimsuzlik, anjiyogenez ve metastaz yetenekleri kazanarak hayatta kalir (Sekil 1). Enerji
metabolizmasinin yeniden programlanmasi ve immiin yanitin baskilanmasi bu siireci kolaylastirir.
Genetik, cevresel faktorler, yasam tarzi ve enfeksiyonlarla tetiklenebilen kanser, DSO verilerine gore
diinya genelinde ikinci onde gelen 6lim nedeni olarak kabul edilmektedir (Freihat vd., 2025).
GLOBOCAN 2020 verileri, diinya genelinde 19,3 milyon yeni kanser vakasi ve 10 milyon 6lim
bildirmektedir. Akciger, meme, kolorektal ve prostat kanserlerinin yiliksek insidansi; 6nleme, erken
teshis ve tedaviyi kritik kilmaktadir. Genetik mutasyonlar, epigenetik degisiklikler ve mikro cevre
faktorlerinin yonlendirdigi kanser patogenezinde; hiicrelerin sinirsiz cogalma yetenegi artmis telomeraz
aktivitesi, blylime reseptor asiri ekspresyonu ve bozulmus apoptotik yollarla siirdirilmektedir (Yousefi
vd., 2024). Ayrica, anjiyogenez mekanizmalari ve epitelyal-mezenkimal gecis (EMG) strecleri kanser
hiicrelerinin metastatik hale gelmesine neden olabilir (Manfioletti & Fedele, 2023). Sonug olarak,
heterojen ve ¢ok faktorll bir hastalik olan kanserin molekiiler patogenezinin aydinlatiimasi, hedefe
yonelik tedavi stratejilerinin gelistiriimesine olanak tanir. Ancak, hastaligin karmasik yapisi nedeniyle

halen yeni arastirmalara ihtiyag duyulmaktadir.
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Sekil 1. Kanser hicrelerinin temel 6zellikleri

Kanser hiicrelerinin malign transformasyon ve timor progresyonuyla iliskili temel 6zellikleri (kontrolsiiz proliferasyon,
apoptozdan kagls, anjiyogenez, invazyon/metastaz, metabolik yeniden programlama ve immiin kagis) 6zetlenmektedir.
Hicre donglsi bozukluklari ve timor baskilayici genlerin inaktivasyonuyla tetiklenen bu siiregler; timor heterojenitesi,

progresyon ve tedavi direnciyle dogrudan iliskilidir. Sekil BioRender.com ile olusturulmustur (Hanahan, 2022).

2.1.2. Kanserin Molekiiler Temelleri

Kanserin molekiler temelleri, hiicresel blylime, farklilasma, apoptoz ve genomik stabiliteyi
kontrol eden mekanizmalarin bozulmasi sonucunda ortaya ¢ikan ¢ok asamali ve karmasik bir slreci
icerir. Bu siregte proto-onkogenlerin aktivasyonu, timor baskilayici genlerin inaktivasyonu, DNA
onarim mekanizmalarinin bozulmasi ve epigenetik degisiklikler 5nemli rol oynar (Liu vd., 2024). Kanser
hiicrelerinin temel 6zellikleri Sekil 1’de gosterilmistir. Kanser gelisimindeki ilk kritik mekanizma, normal
hiicre biylmesini ve proliferasyonunu kontrol eden proto-onkogenlerin; gen amplifikasyonu,
kromozomal translokasyonlar veya nokta mutasyonlari ile onkogenlere dénismesidir. Bu donlisim,
hiicresel sinyal yolaklarinin anormal aktivasyonuna neden olur. Ornegin, tim kanserlerin yaklasik
%30'unda mutasyona ugrayan RAS geni, hiicre ici biiyiime sinyalini siirekli agik tutar. Benzer sekilde
ozellikle meme kanserinde yaygin olan HER2 amplifikasyonu, hiicre ylizeyinde biylme faktori
reseptorlerinin asiri ekspresyonuna yol acar (Gonullu vd., 2023). ikinci &nemli mekanizma ise timér
baskilayici genlerin inaktivasyonudur. Tumoér baskilayici genler, hiicresel biyime ve proliferasyonu
sinirlayarak kanser olusumunu 6nleyen genlerdir. Bu genlerin islev kaybi, hiicrelerin kontrolstiz sekilde
bolinmesine neden olur. En iyi bilinen timor baskilayici genler arasinda TP53, RB1 ve PTEN yer alir
(Joyce vd., 2023). TP53 geni, DNA hasarina karsi hiicresel yaniti diizenler ve apoptozu baslatarak
hicreleri korur. Ancak bu genin mutasyonu, kanserlerin yaklasik %50'sinde gorilmekte ve genomik
instabiliteye neden olmaktadir (Chen vd., 2022). DNA onarim mekanizmalarindaki bozukluklar, kanserin

molekiler temellerinde Uglinci 6nemli bilesendir. DNA hasarlarinin birikmesi, mutasyonlara ve



kromozomal anormalliklere yol agarak karsinogenezi baslatir (Moon vd., 2023). Ozellikle BRCA1 ve
BRCA2 genlerinde goérilen mutasyonlar, homolog rekombinasyon yoluyla DNA onarimini bozar ve
meme ile over kanserlerine yatkinhigl artirir (Voutsadakis & Stravodimou, 2023). Bunun yani sira,
epigenetik degisiklikler de kanser gelisiminde kritik rol oynar. DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari
ve mikroRNA’larin  (miRNA) ekspresyonu gibi epigenetik mekanizmalar, gen ekspresyonunu
degistirebilir. Ozellikle timér baskilayici genlerin promotor bélgelerinde asirt DNA metilasyonu bu
genlerin susturulmasina yol agmaktadir (Alshammari vd., 2022). Ayrica, miRNA’lar kanser hiicrelerinde
onkogenik veya tiimor baskilayici olarak rol oynayarak hiicre dongiisii, apoptoz ve metastaz siireclerini
etkiler (Shoari vd., 2024). Kanserin molekiiler temellerinde sinyal yolaklarinin bozulmasi da énemli bir
yer tutar. Ozellikle MAPK/ERK, PI3K/AKT/mTOR, WNT/B-katenin ve NOTCH sinyal yolaklari, hiicresel
proliferasyon, farklilasma ve apoptozu dizenleyen temel yolaklardir (Babashah & Soleimani, 2011). Bu
yolaklarda meydana gelen genetik degisiklikler, kanser hiicrelerinin proliferasyonunu artirir ve tedaviye
direng gelistirmelerine neden olabilir. Sonug olarak, kanserin molekiiler temelleri, genetik ve epigenetik
degisimlerin bir araya gelmesiyle sekillenen karmasik bir silreci yansitir (Sekil 2). Onkogenlerin
aktivasyonu, tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu, DNA onarim mekanizmalarinin bozulmasi ve
sinyal yolaklarinin dizensizligi, kanser hiicrelerinin biyolojik 6zelliklerini kazanmalarinda temel rol
oynar. Bu sireglerin anlasiimasi, hedefe yonelik tedavi stratejilerinin gelistiriimesine ve kanserin

molekiler patogenezinin aydinlatilmasina 6nemli katkilar saglamaktadir.

Metilasyor

Sekil 2. Karsinogenezde ¢oklu molekiler bozulmalarin sinerjik etkisi

Semada, kanser gelisiminde rol oynayan baslica genetik ve epigenetik bozulmalarin hiicresel homeostaz lzerindeki birlegik
etkileri gosterilmektedir. RAS ve PI3K gibi onkojenik sinyal yolaklarinin aktivasyonu, TP53 tiimor baskilayici geninin
inaktivasyonu, BRCA iliskili DNA onarim defektleri ve DNA metilasyonu gibi epigenetik degisikliklerin birlikte hlicresel kontrol
mekanizmalarini bozdugu 6zetlenmektedir. Bu gok basamakli molekiiler degisimlerin hiicre proliferasyonu, genomik stabilite
ve apoptotik yanit tizerinde etkili olarak malign transformasyona katkida bulundugu gosterilmektedir. Sekil BioRender.com
kullanilarak olusturulmustur(Hanahan & Weinberg, 2011; Hanahan, 2022; Bisoyi, 2022).
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2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlar arasinda en sik teshis edilen malignite olma o6zelligini
korumakta ve halk saghgi tzerinde devasa bir yik olusturmaktadir (Arnold vd., 2022). 2022 vyili
verilerine gore, kiresel 6lgekte yaklasik 2,3 milyon yeni vaka teshis edilmis ve bu hastalik 670.000
olimle sonuglanmistir (Freihat vd., 2025) (Sekil 3). Hastalik, sadece biyolojik bir olgu degil, ayni
zamanda sosyoekonomik kalkinmislik, saglik hizmetlerine erisim ve yasam tarzi degisiklikleriyle
karmasik bir etkilesim icindedir. Ozellikle Amerika Birlesik Devletleri verileri, meme kanserinin
kadinlarda gorilen yeni kanser vakalarinin yaklasik %30'unu olusturdugunu gostermektedir (Giaquinto
vd., 2022). Bu da her sekiz kadindan birinin yasami boyunca invaziv meme kanseri tanisi alacagi
anlamina gelmektedir (Botezatu vd., 2025). 2050 yilina kadar yeni vaka sayisinin %38, 6lim sayisinin
ise %68 oraninda artacagi ongorulmektedir (Kim vd., 2025). WHO'nun Kiiresel Meme Kanseri Girisimi,
2040 yilina kadar 2,5 milyon hayat kurtarmayi hedefleyen bir yol haritasi sunmaktadir (Organization,
2023). Bu strateji, tani slresini 60 glinlin altina indirmeyi ve multimodal tedavilere erisimi %80'in
Gzerine cikarmayl amaclamaktadir (Organization, 2023). Meme kanseri insidansi, 2012-2021 yillari
arasinda yillik yaklasik %1 oraninda artis gostermistir (Giaquinto vd., 2024). Ancak bu artis, yas gruplari
arasinda homojen bir dagihm sergilememektedir. 50 yas alti kadinlarda (erken baslangich meme
kanseri) insidans artis hizi yilhk %1,4 iken, 50 yas ve Uzeri kadinlarda bu oran %0,7 seviyesindedir
(Giaquinto vd., 2024). Bu durum, genc¢ poplilasyonlarda ¢evresel faktorlerin, beslenme aliskanliklarinin
ve reprodiktif davraniglardaki degisimlerin (ge¢ dogum, daha az emzirme gibi) etkisini
sorgulatmaktadir (Freihat vd., 2025; Smolarz vd., 2022). Meme kanseri, 185 (lkenin 157'sinde
kadinlarda en sik gorilen kanser tiridir. Ancak, tani konulan vaka sayisi ile 6lim oranlari arasindaki
iliski, Glkelerin insani Gelisme Endeksi (HDI) ile dogrudan baglantilidir (Organization, 2023). Cok yiiksek
HDI degerine sahip (ilkelerde her 12 kadindan biri tani alirken, 6lim orani 71'de 1'dir (Organization,
2023). Buna karsilk, diisiik HDI degerine sahip (lkelerde tani orani daha diisiik (27'de 1) olmasina
ragmen, 6lim orani 48'de 1 gibi ¢cok daha yiiksek bir seviyededir (Bray vd., 2012). Bu ugurum, erken
tani imkanlarinin  eksikligi ve standart tedavi protokollerine erisimdeki kisitliliklardan

kaynaklanmaktadir (Freihat vd., 2025).
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Sekil 3. Kitalar arasi meme kanseri epidemiyolojisinin karsilastiriimasi

Farkl kitalara ait meme kanseri insidansi, yeni vaka sayilari ve mortalite/insidans oranlari (MIR) karsilagtirmali olarak
gosterilmektedir. Asya’nin en yiiksek toplam yeni vaka sayisina sahip oldugu; Kuzey Amerika ve Avrupa’da ise yasa
standardize insidans oranlarinin daha yiksek oldugu gérilmektedir. Afrika ile Latin Amerika ve Karayipler bolgelerinde daha
dusiik insidans oranlarina ragmen mortalite/insidans oranlarinin gérece yiiksek oldugu dikkat cekmektedir. Bu farkhliklarin
erken tani olanaklari, saglik hizmetlerine erisim ve tarama programlarindaki degiskenliklerle iliskili olabilecegi
disunilmektedir. Veriler GLOBOCAN 2022 tahminlerinden derlenmistir. Sekil BioRender.com kullanilarak olusturulmustur.
(Freihat vd., 2025).

Kuzey Amerika ve Okyanusya gibi gelismis bolgelerde insidans hizlarinin yiksek seyrettigi, ancak
Olim/insidans Orani'nin (MIR) diisiik kaldigi g6zlenmektedir. Afrika'da ise insidans hizi nispeten diisiik
olmasina ragmen MIR'In 0,460 diizeyinde bulunmasi, teshis edilen vakalarin énemli bir kisminin
hayatini kaybedebilecegine isaret etmektedir (Freihat vd., 2025). Bu durum, kiresel meme kanseri
kontroliinde "erken teshis ve zamaninda tedavi" stratejisinin ne kadar kritik oldugunu ortaya
koymaktadir (Bray vd., 2012). Etnik gruplar arasindaki farklar, meme kanseri yikinin sadece genetik
degil, yapisal faktorlerle de sekillendigini ortaya koymaktadir (Giaquinto vd., 2022). Amerika Birlesik
Devletleri'nde Siyah kadinlarin meme kanseri insidansi Beyaz kadinlara gore %5 daha diisiik olmasina
ragmen, mortalite (61im) orani %38-41 daha yiiksektir (DeSantis vd., 2016). Siyah kadinlarda UNMK
gibi daha agresif alt tirlerin gorilme sikliginin daha fazla olmasi bu farkin biyolojik bir parcasidir
(Prakash vd., 2020). Ancak, lokalize evrede teshis edilme oraninin Siyah kadinlarda %58, Beyaz
kadinlarda ise %68 olmasi, tarama hizmetlerine erisimdeki esitsizliklerin ve sosyal belirleyicilerin rolini

vurgulamaktadir.

2.2.1. Molekiiler Alt Tipleri

Meme kanserinin molekiiler alt tipleri, hastaligin sadece mikroskobik goriintliisini degil,
dogrudan genetik yapisini ve biyolojik davranisini yansitan en giincel siniflandirma sistemidir (Waykar
& Kumarapillai, 2024). Bu siniflandirmanin temelinde, tiimor hicrelerinin yilizeyinde bulunan Ostrojen
reseptori (ER), progesteron reseptorii (PR) ve insan epidermal biylime faktori reseptéri 2 (HER2) gibi

proteinlerin varhg: ile hicrelerin bolinme hizini gosteren Ki-67 indeksi yer almaktadir (Libson &



Lippman, 2014; Waykar & Kumarapillai, 2024) (Sekil 4). En yaygin goriilen alt tip olan Liminal A, hormon
reseptorleri agisindan zenginken diislik bir cogalma hizi sergiler ve bu durum onu en iyi prognoza sahip,
hormon tedavisine en duyarh tip yapar (Orrantia-Borunda vd., 2022). Buna karsilik Liminal B alt tipi,
yine hormon duyarli olsa da daha yliksek bir Ki-67 indeksi veya bazen HER2 pozitifligi gostererek daha
hizli bir klinik seyir izler ve genellikle tedaviye kemoterapinin eklenmesini gerektirir (Debska-Szmich &
Potemski, 2026). HER2-Zenginlesmis alt tip, hiicre ylzeyindeki HER2 proteininin asiri artisiyla
karakterize olup agresif bir bliyime egilimi gosterse de, gliniimiizde bu proteini hedef alan modern
biyolojik ilaglar sayesinde kontrol altina alinabilir hale gelmistir (Asgari-Karchekani vd., 2022).
Molekiiler diizeyde en zorlayici grup olan UNMK ise her {i¢ reseptérden de yoksun olmasi nedeniyle
"¢l negatif" olarak adlandirilir; bu tip genellikle daha genc yaslarda goriildr, hizli metastaz yapma
potansiyeline sahiptir ve hormon tedavisi segenekleri bulunmadig icin agirlikli olarak kemoterapi ve

yeni nesil immunoterapilerle yonetilir (Thomas vd., 2023; Zagami & Carey, 2022).
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Sekil 4. Meme Kanseri Molekdiler Alt Tiplerinin Biyobelirtec ifadesi ve Klinik Seyre Gore
Karsilastirilmasi

Semada, meme kanserinin baglica molekdler alt tipleri olan Luminal A, Luminal B, HER2-zenginlesmis ve triple-negatif meme
kanseri (TNMK) gruplarinin biyobelirteg ekspresyon profilleri, klinik davranislari ve tedavi stratejileri karsilastiriimaktadir.
Luminal alt tiplerin Gstrojen/progesteron reseptér pozitifligi ve hormonal tedaviye yiksek duyarhhk gosterdigi; HER2-
zenginlesmis tiimérlerin HER2 ekspresyon artisi ile karakterize oldugu belirtilmektedir. UNMK alt tipin ise hormon reseptérii
ve HER2 ekspresyonu gostermemesi nedeniyle daha agresif klinik seyir ve yiiksek metastaz potansiyeli ile iliskili oldugu
ozetlenmektedir. Ayrica alt tipler arasinda proliferasyon belirteci Ki-67 diizeyi, hastalik progresyonu ve tedavi yanitindaki
farkhhklar gosterilmektedir. Sekil BioRender.com kullanilarak olusturulmustur (Asgari-Karchekani vd., 2022; Debska-Szmich &
Potemski, 2026; Libson & Lippman, 2014; Orrantia-Borunda vd., 2022; Thomas vd., 2023; Waykar & Kumarapillai, 2024;
Zagami & Carey, 2022).

2.2.2. Patogenezi ve Risk Faktorleri

Meme kanseri patogenezi; DNA onarim mekanizmalarinin bozulmasi, p53 gibi timoér baskilayici
genlerin inaktivasyonu ve onkogenlerin asiri aktif hale gelmesiyle tetiklenen, normal meme epitel
hicrelerinin kontrolsiiz ¢cogalmaya basladigi cok basamakl ve karmasik bir siirectir (Matthews vd.,

2022; Moon vd., 2023). Ozellikle dstrojen hormonu, meme hiicreleri {izerinde mitojenik bir etki
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yaratarak bu mutasyonlarin birikmesine zemin hazirlayan en gi¢ll yakitlardan biridir (Al-Shami vd.,
2023; Will vd., 2023). Hastaligin gelisimine yol acan risk faktorleri incelendiginde, genetik yatkinlik ve
hormonal maruziyetin merkezde oldugu gortlmektedir; 6zellikle BRCA1 ve BRCA2 gibi genlerdeki
kalhtsal mutasyonlar, hiicrenin DNA hasarini onarma yetenegini elinden alarak riski dramatik diizeyde
artirir (Voutsadakis & Stravodimou, 2023). Meme kanserinde biyolojik riskler (ileri yas, erken adet, geg
menopoz) yasam boyu 6strojen maruziyetini artirirken; obezite (6zellikle menopoz sonrasi), alkol, sigara
ve hareketsizlik gibi yasam tarzi faktorleri de inflamasyonu tetikleyip hormonal dengeyi bozarak kanser

strecini hizlandirmaktadir (Sekil 5).
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Sekil 5. Meme Kanseri Patogenezi ve Risk Faktorlerinin Cok Basamakli Modeli

Sekilde meme kanseri gelisiminde rol oynayan molekiiler patogenez basamaklari ile genetik, hormonal ve gevresel risk
faktorleri 6zetlenmektedir. Sol panelde, DNA hasari, DNA onarim mekanizmalarinin bozulmasi, timaér baskilayici genlerin
inaktivasyonu ve onkogen aktivasyonu ile iliskili molekiler degisimlerin kontrolsiiz hiicre cogalmasina ve tiimoérlesmeye
katkisi gdsterilmektedir. Ostrojen aracili proliferatif sinyallerin ve mutasyon birikiminin tiimér progresyonunu
hizlandirabilecegi belirtiimektedir. Sag panelde ise BRCA1/BRCA2 mutasyonlari, hormonal maruziyet, obezite, alkol
kullanimi, sigara ve fiziksel aktivite eksikligi gibi meme kanseri gelisimi ile iliskili risk faktorleri siniflandiriimistir. Sekil
BioRender.com kullanilarak olusturulmustur (Libson & Lippman, 2014; Smolarz vd., 2022; Giaquinto vd., 2024; Dasegowda
vd., 2026; Freihat vd., 2025).

2.3. RNA Tabanl Tedaviler

Modern tibbin tedavi alanlari, geleneksel kiicik molekilli inhibitérler ve monoklonal
antikorlara olan bagimliliktan, daha temel bir genetik yaklasim olan RNA temelli tedavilere dogru
onemli bir donlisim yasamaktadir. Bu egilim, gen ifadesinin Grlinleri olan proteinlerden, DNA ile
protein sentezi arasinda araci sablon islevi géren ribonikleik asit (RNA) molekiillerine gecisi ifade
etmektedir (Sparmann & Vogel, 2023). Tarihsel olarak, terapotik ajanlarin gelistirilmesi, proteinlerin ilag
olabilmesinin zorlugu nedeniyle sinirliydi; zira yalnizca belirli (i¢ boyutlu ceplere sahip olanlar kiglik

molekiiller tarafindan hedef alinabiliyordu (Makkar, 2025). RNA'nin programlanabilir yapisi, rasyonel
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ilag tasariminda hiz ve esneklik saglayarak daha once tedavi edilemez gorilen hastaliklar i¢in yeni
kapilar agmaktadir. Bu yontemle; siRNA ve ASO’lar araciligiyla zararli genler secici olarak
susturulabilirken, mRNA teknolojisi ile eksik proteinlerin Uretimi saglanarak fonksiyonel kayiplar geri

kazandirilabilir (Sekil 6).
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Sekil 6. RNA Tabanli Tedavi Yaklasimlari ve Mekanizmalari

RNA tabanli terapotik yaklagimlarin geleneksel protein hedefli tedavilere gére avantajlari ve temel etki mekanizmalari
Ozetlenmektedir. Sol panelde, kiiglik molekil inhibitorleri ve monoklonal antikorlar gibi geleneksel yaklasimlar ile RNA
temelli stratejiler karsilastiriimaktadir. RNA tabanli yaklasimlarin daha genis hedef alani, programlanabilir yapisi ve hizli

gelistirilebilir 6zellikleri vurgulanmaktadir. Sag panelde ise siRNA, antisens oligonikleotidler (ASO) ve mRNA temelli
terapilerin hiicre igi etki mekanizmalari gosterilmektedir. siRNA’nin hedef mRNA’yi pargalayarak gen susturulmasini sagladigl,
ASO’larin pre-mRNA islenmesini diizenledigi ve mRNA terapilerinin islevsel protein sentezini destekledigi 6zetlenmektedir.
Sekil BioRender.com kullanilarak olugturulmustur (Dana vd., 2017; Neumeier & Meister, 2020; Sparmann & Vogel, 2023;
Wang vd., 2025; Makkar, 2025).

2.3.1. siRNA ve Mekanizmasi

Kiglik midahaleci RNA (siRNA), baslangicta viral patojenlere ve transpozonlara karsi bir
savunma mekanizmasi olarak evrimlesen, yiksek oranda korunmus bir biyolojik mekanizma olan RNA
interferansi (RNAI) yolunun temel tasidir (Neumeier & Meister, 2020). siRNA, belirli bir geni susturmak
icin tasarlanmis 21-25 niikleotidlik ¢ift sarmalli RNA'lardir; tamamlayict mRNA'y1 parcalayarak etki eder.
1998'de Fire ve Mello tarafindan kesfedilen ve 2001'de memeli hiicrelerinde kanitlanan bu RNAI
mekanizmasi, genetik arastirmalarda ve ila¢ gelistirmede donistlrica bir ara¢ haline gelmistir (Dana
vd., 2017; Neumeier & Meister, 2020). siRNA aracili gen susturma, sitoplazmada gerceklesen cok
asamali bir siirectir. ilk olarak Dicer enzimi, ¢ift sarmalli RNA'y1 21-25 niikleotidlik siRNA dublekslerine
parcalar; ardindan bu molekiller RISC kompleksine dahil edilerek Ago2 proteini ile birlesir. Kompleks
icinde siRNA dubleksi ¢ozilir; "yolcu" iplikgik parcalanirken, "kilavuz" iplikgik RISC'yi hedef mRNA'ya
yonlendirir. Ago2, mRNA'yi spesifik bir noktadan keserek pargalanmasini ve gen susturulmasini saglar.

RISC'nin birden fazla mRNA'yl hedefleyebilmesi siirecin verimliligini artirirken, hedef disi etkileri
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onlemek ve stabiliteyi saglamak amaciyla 2'-O-metil ve fosforotioat gibi kimyasal modifikasyonlar

uygulanir (Sekil 7).
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Sekil 7. siRNA mekanizmasi ve RNA interferansi (RNAi) yolunun basamaklari

Sekilde siRNA aracili RNA interferansi (RNAi) mekanizmasinin temel basamaklari gésterilmektedir. ilk asamada cift iplikli RNA
(dsRNA), Dicer enzimi tarafindan yaklasik 21-25 niikleotid uzunlugunda siRNA duplekslerine islenmektedir. Olusan siRNA
dupleksi, TRBP ve Argonaute 2 (Ago2) proteinlerini iceren RISC kompleksine yiiklenmekte; termodinamik asimetriye bagh

olarak kilavuz iplik segilirken yolcu iplik degradasyona ugramaktadir. Kilavuz iplik, tamamlayici hedef mRNA dizisini taniyarak

Ago?2 aracili kesim ile mRNA’nin pargalanmasina ve gen ekspresyonunun baskilanmasina yol agmaktadir. Ayrica siRNA’larda
kullanilan kimyasal modifikasyonlarin stabiliteyi artirdigi ve hedef disi etkileri azaltabildigi gosterilmektedir. Sekil
BioRender.com kullanilarak olusturulmustur(Dana vd., 2017; Neumeier & Meister, 2020; Sparmann & Vogel, 2023).

2.3.2. siRNA'nin Meme Kanserindeki Rolii

Meme kanseri, belirgin molekiler heterojenligi ile karakterize edilen kompleks bir hastaliktir ve
bu durum, malignitenin temel siricli mekanizmalarini hedef alan hassas tedavi yaklasimlarinin
gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir (Ngamcherdtrakul & Yantasee, 2019). Konvansiyonel kemoterapi ve
hormonal tedavilerin sistemik toksisite ve ila¢ direnci gibi sinirlamalarina karsin, siRNA teknolojisi kiigik
molekillerle hedeflenemeyen transkripsiyon faktorleri ve hiicre ici proteinlere karsi 6zgiin ve etkili bir
terapotik strateji sunmaktadir (Tanwisa vd., 2025). siRNA, gen ekspresyonunu translasyon oncesi
diizeyde baskilayarak, tiimor proliferasyonu, metastaz ve immin kacis gibi kanser progresyonunun
temel siireclerinde rol oynayan onkogenlerin etkin sekilde susturulmasini miimktn kilmaktadir (Crintea

vd., 2026; Ngamcherdtrakul & Yantasee, 2019; Sai vd., 2024).
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KONVANSIYONEL TEDAVILER VE SINIRLAMALARI siRNA ARACILI TERAPOTIK YAKLASIM
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Sekil 8. Meme kanserinde konvansiyonel tedavilere karsi siRNA temelli hedefe yonelik terapotik
yaklasimin karsilastiriimasi

Semada, meme kanserinde kullanilan konvansiyonel tedavi yaklasimlarinin sinirliliklari ile siRNA temelli hedefe yonelik
terapotik stratejiler karsilastiriimaktadir. Sol panelde, kemoterapi ve hormonal tedavilerin sistemik toksisite, coklu ilag
direnci (MDR) ve hedef disi etkiler gibi dezavantajlari gosterilmektedir. Sag panelde ise siRNA'nin nano-tasiyici sistemler
araciligiyla kanser hiicrelerine tasinarak hedef genlerin susturulmasini sagladigi 6zetlenmektedir. siRNA aracili gen susturma
sonucunda timor proliferasyonunun baskilanmasi, metastazin engellenmesi ve immin yanitin diizenlenmesi gibi terapotik
etkiler ortaya ¢ikabilmektedir. Sekil BioRender.com kullanilarak olusturulmustur(Ngamcherdtrakul & Yantasee, 2019; Will vd.,
2023; Garg vd., 2024; Sai vd., 2024; Crintea vd., 2026).

insan Epidermal Biiyiime Faktérii Reseptorii 2’nin (HER2) asiri ekspresyonu, vakalarin yaklasik %15—
30’ini olusturan ve agresif bir klinik seyirle iligkili olan belirgin bir meme kanseri alt tipini karakterize
eder (Asgari-Karchekani vd., 2022). Trastuzumab gibi HER2'yi hedef alan monoklonal antikorlar hasta
sonuglarini 6nemli 6lglide iyilestirmis olsa da, tedaviye direng gelisimi hala énemli bir klinik sorun
olmaya devam etmektedir (Asgari-Karchekani vd., 2022). Bu baglamda, siRNA aracili gen susturma,
diren¢ mekanizmalarini asmak icin umut vaat eden alternatif bir stratejiyi temsil etmektedir. siRNA,
hem vahsi tip HER2'yi hem de trastuzumab direncinde siklikla rol oynayan deltal6 HER2 gibi onkojenik
varyantlarini etkili bir sekilde baskilayabilir. Oncelikle reseptdr sinyalini inhibe eden antikor bazli
tedavilerin aksine, siRNA, HER2 mRNA'sinin dogrudan bozulmasini indikler ve bu da HER2 protein
ekspresyonunda 6nemli bir azalmaya yol acar (Gu vd., 2016). Bu durum, kanser hiicrelerinde hayatta
kalma ve ¢ogalmaile ilgili temel yolaklarin bozulmasina yol agar. Ayrica, ¢ok sayida HER2-pozitif kanser
hlicre hattinda yiritilen uzun vadeli calismalar, siRNA temelli yaklasimlara karsi direncin geleneksel
tedavilere kiyasla daha az gelistigini gostermis ve siRNA'nin daha kalici ve etkili bir tedavi stratejisi
olarak potansiyelini vurgulamistir (Sekil 8). Su anda meme kanserine 6zel olarak FDA onayi almis siRNA
temelli bir tedavi yontemi bulunmamakla birlikte, bu alan, solid tiimoérlerde siRNA uygulamalarini
inceleyen erken asama klinik ¢calismalar sayesinde hizla ilerlemektedir (Makkar, 2025; Wang vd., 2025).

inclisiran ve wvutrisiran gibi siRNA ilaglarinin onkoloji disindaki klinik basarilari; bu terapétiklerin
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glvenligi, uygulama stratejileri ve Uretimi icin saglam bir temel olusturmustur. Bu kazanimlar, meme
kanseri tedavisinde siRNA tabanli yaklasimlarin gelecekteki klinik uygulamalari adina kritik bir
translasyonel cerceve sunmaktadir (Crintea vd., 2026; Makkar, 2025). HER2'ye 6zgi siRNA aracili
susturma yaklasiminin trastuzumab direncinin asilmasindaki potansiyel roli Sekil 9'da gosterilmistir.

(Gincel klinik arastirmalar Tablo 1'de 6zetlenmistir).

Tablo 1. Kanser Tedavisinde Glincel RNA Tabanh Klinik Arastirmalar

Klinik Arastirma
Hedef Gen / Terapi Asama (Faz) | Temel Amag
No
Direngli solid timorlerde giivenlik ve
NCT06098651 DCR-STAT3 (siRNA) Faz |
farmakokinetik (PK) analizi.
ileri evre tiimérlerde doz artirimi ve
NCT01591356 EphA2 (siRNA-DOPC) Faz |
givenlik degerlendirmesi.
cMet Yonlendirmeli T-hicreleri Metastatik meme kanserinde
NCT01837602 Faz I/l
(RNA) intratimoral uygulama.
Solid tlimorler icin otolog hiicre
NCT03087591 APN401 (Cbl-b Susturma) Faz |
tedavisi.

Not. Klinik ¢calisma bilgileri ClinicalTrials.gov veri tabanindan elde edilmistir.

Bu calismalar, siRNA formilasyonlarinin giivenilirligini ve tolere edilebilirligini ortaya koymaktadir;
ancak karaciger disi hedefleme ve tiimére etkili bir sekilde niifuz etme gibi zorluklar, halen devam eden
arastirmalarin odak noktasi olmaya devam etmektedir. Yapay zekanin nano tasiyici tasarimina entegre
edilmesi ve coklu hedef sinerjilerinin arastirilmasi, siRNA'nin onkoloji alanindaki klinik etkisini

hizlandiracagi 6ngorilmektedir.
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Sekil 9. Trastuzumab ve HER2-siRNA Stratejilerinin Karsilastiriimasi

Semada, HER2 pozitif meme kanserinde trastuzumab tedavisine karsi gelisen direng mekanizmalari ile HER2'ye 6zgii siRNA
aracili susturma stratejileri karsilastirilmaktadir. Sol panelde, trastuzumabin HER2 reseptoriine baglanarak sinyal iletimini
baskiladigl; ancak alternatif HER2 varyantlarinin olusumu ve reseptériin yeniden aktivasyonu sonucunda tedavi direncinin
gelisebildigi gosterilmektedir. Sag panelde ise HER2’ye 6zgli siRNA'nin Dicer ve RISC kompleksleri araciligiyla HER2 mRNA’sini
hedefleyerek pargalanmasini sagladigi ve boylece HER2 protein ekspresyonunu azalthgi gosterilmektedir. Bu mekanizma
sonucunda PI3K/AKT ve MAPK gibi asagi akim sinyal yolaklarinin baskilandigi 6zetlenmektedir. Ayrica siRNA aracili susturma
yaklagiminin HER2 varyantlarini da hedefleyebilmesi nedeniyle direng gelisimine karsi potansiyel avantaj saglayabilecegi
belirtiimektedir. Sekil BioRender.com kullanilarak olusturulmusturGu vd., 2016; Asgari-Karchekani vd., 2022; Gonullu vd.,
2023; Tanwisa vd., 2025; Garcia vd., 2026).

2.4. PASK (Per-Arnt-Sim Kinaz)

Hlcresel homeostazin siirdlrilmesi, ¢evresel besin mevcudiyetinin algilanmasi ve bu
sinyallerin uygun metabolik yanitlara donustirilmesini saglayan karmasik bir protein kinaz agina
baghdir. Bu agin merkezinde yer alan Per-Arnt-Sim (PAS) alani igeren serin/treonin kinaz (PASK), Glukoz
ve lipid metabolizmasinin dizenlenmesinde evrimsel olarak korunmus bir sensoér olarak ortaya
cikmaktadir (DeMille & Grose, 2013; Grose & Rutter, 2010). ilk olarak maya ve memeli sistemlerinde
tanimlanan PASK, hiicrenin enerji durumunu dogrudan gen ifadesi, protein gevirimi ve enzim aktivitesi

ile iliskilendiren 6zgiin bir molekiiler mimariye sahiptir (Grose & Rutter, 2010; Hao & Rutter, 2008).

2.4.1. Yapisi ve Fonksiyonu

PASK, serin/treonin kinaz ailesinin bir Gyesi olup, adini N-terminal ucunda bulunan duyusal PAS
alanlarindan almaktadir (DeMille & Grose, 2013). Molekiiler yapisi incelendiginde, proteinin bir C-
terminal katalitik kinaz alani ve bir veya daha fazla N-terminal PAS alani icerdigi goriilmektedir. insan
PASK (hPASK) proteini, birincil amino asit dizisi ve protein yapisi acisindan kalsiyum/kalmodulin bagimli
protein kinaz (CAMK) ailesine benzerlik gosterir (DeMille & Grose, 2013). hPASK, cogu protein kinazin
aksine, aktivasyon donguisii fosforilasyonu (6zellikle T1116 kalintisi) olmadan da aktif bir konformasyon

benimseyebilme yetenegine sahiptir; ancak bu kalintinin otofosforilasyonu katalitik aktiviteyi 6nemli
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Olgide artirarak bir tlr "ince ayar" mekanizmasi saglar (DeMille & Grose, 2013). PAS domainleri,
yasamin tim basamaklarinda bulunan ve 1sik, oksijen, redoks durumu ya da metabolitler gibi fiziksel ve
kimyasal uyaranlari algilayarak hiicresel stiregleri yoneten cok yonli moddillerdir (Moglich vd., 2009).
Yapisal olarak, bir PAS alani, bes iplikli antiparalel bir beta-tabakasi ve bu tabakayi ¢evreleyen birkag
alfa-heliksinden olusan korunmus bir alfa\beta katlanmasina sahiptir. PASK icerisinde bu duyusal alan,
katalitik alan ile dogrudan etkilesime girerek enzimi bazal durumda inhibe eder. Mevcut aktivasyon
modeline gore, heniliz tam olarak tanimlanmamis kiglk bir metabolit veya ligandin PAS alanina
baglanmasi, bu intramolekiler etkilesimi bozar ve kinaz alanini serbest birakarak substratlarini
fosforillemesine olanak tanir (Moglich vd., 2009) (Sekil 10). PASK'in fonksiyonel gesitliligi, onun evrimsel
korunmuslugu ile yakindan iliskilidir. Saccharomyces cerevisiae maya susunda Psk1 ve Psk2 olmak Uizere
iki ortolog bulunur. Bu proteinler, Glukozun glikojen depolanmasi yerine hiicre duvari biyosentezine
yonlendirilmesini saglar. Memelilerde ise bu temel "kaynak tahsisi" gérevi daha karmasik bir hal alarak
endokrin fonksiyonlarin ve lipid sentezinin diizenlenmesine evrilmistir (DeMille vd., 2019; Hao & Rutter,

2008).

YAPI FONKSIYON VE AKTIVASYON
N-tesminal PASK Aktivasyon Modeli AKTIVITE
C-lermina ~
(AT ALANS PAS AL | BAZAL (INwiBE) AKTIFDURUM  INCEAYAR)
(CAMK-benzer) // DURUM METABOLIT /gy TR ORLATION.I
. ¢ ~ Kinaz LIGAND
/ ) Inhibe Aktif
T | (Kapah)' ” 116
N-terminal % y 4 s Kinaz ’
PAS ALANI [ ; g — Aktif |
- / Aktivasyon (Acik)
| (Liganc
Baglanmani)
v Yan-Axtif
’ ; PAS-Kinaz Substrat
hPASK a/p katianmas: Eticilegimi Fosforilasyonu  Aktivite Artar

Yapisal Alanlan

Ligand, PASY uzaklagter > Kinaa serbest beakor

Domen Haritas: Duyusal TAS Alan: Sl

L Boigesi CESITLILIK  ~_, w MEMELL:

]- Katalitik Kinaz Alam Lipid Sentezi

Sekil 10. hPASK’'in Yapisal Organizasyonu, Aktivasyonu ve Huicresel Rolleri

Semada, insan PASK (hPASK) proteininin yapisal domain organizasyonu, aktivasyon mekanizmasi ve hiicresel fonksiyonlari
ozetlenmektedir. Sol panelde, N-terminal bélgede yer alan PAS domainleri ile C-terminal katalitik kinaz domaini arasindaki
yapisal organizasyon gosterilmektedir. PAS domainlerinin a/B katlanma motifleri araciligiyla gevresel ve metabolik sinyallerin
algilanmasina katkida bulundugu belirtiimektedir. Orta panelde, PASK’in inhibitér durumda bulunan bazal formdan aktif
konformasyona gegis modeli sunulmaktadir. Ligand veya metabolit baglanmasinin PAS-kinaz etkilesimini degistirerek kinaz
domenini serbest biraktigi ve substrat fosforilasyonunu baslattigi gosterilmektedir. Sag panelde ise Thr1116
otofosforilasyonu ile iliskili aktivite diizenlenmesi ve PASK’in enerji homeostazi, metabolik adaptasyon ve lipid
metabolizmasindaki fonksiyonel rolleri 6zetlenmektedir. Sekil BioRender.com kullanilarak olusturulmustur(Hao & Rutter,
2008; Moglich vd., 2009; Grose & Rutter, 2010; Wu & Romero, 2014; Zhang vd., 2015a; DeMille vd., 2019; Azad, 2022;
Dhungel vd., 2025).
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2.4.2. Hiicresel Lokalizasyonu ve ifade Edildigi Dokular

PASK, memelilerde yaygin bir ifade profiline sahip olsa da metabolik ve endokrin agidan aktif
dokularda yogunlasir. Gen ifadesi glukoz tarafindan siki bir sekilde diizenlenir; yiksek glukoz seviyeleri,
mMRNA diizeyini ve protein sentezini artirarak PASK aktivasyonunu tetikler (Hao & Rutter, 2008). PASK,
sitoplazma ve ¢ekirdek arasinda dinamik olarak yer degistirebilen bir proteindir. Bu ikili lokalizasyon,
PASK'In hem sitozolik metabolik sirecleri diizenlemesine hem de gen ifadesini transkripsiyonel ve
epigenetik yollarla ydnetmesine olanak tanir. Ozellikle testis germ hiicreleri ve sperm orta kismindaki
yogun ifadesi, enzimin enerji metabolizmasi ile protein sentezi arasinda kritik bir képri kurduguna
isaret etmektedir (PASK enziminin farkli dokulardaki ifade karakteristikleri ve fonksiyonel rolleri Tablo
2'de sunulmustur). Bu durum PASK'In enerji metabolizmasi ile protein sentezi arasinda bir képri

kurdugunu distndirmektedir (Eckhardt vd., 2007).

Tablo 2. PASK Enziminin Farkli Dokulardaki ifade Karakteristikleri ve Fonksiyonel Rolleri

Doku Grubu ifade Karakteristigi Baslica Fonksiyonel Rolii
Pankreas (islet) Glukoz Bagimli insiilin/Glukagon gen ifadesi ve salinimi.
Karaciger Beslenme/insiilin Duyarli SREBP-1c olgunlasmasi ve trigliserit
sentezi.
Kas (Miyoblast) Diferansiyasyon Bagiml Miyogenez; miyogenin promotor
aktivasyonu.
Testis Germ Hiicresine Ozgii eEF1A1 etkilesimi; spermatogenez
sureci.
Beyin Yaygin/Dusuik Spesifite Besin algilama; AMPK/mTOR yolaklari
(Hipotalamus) ile entegrasyon.

( Hao vd., 2007; Rutter vd., 2001; Katschinski & Marti, 2018; Kikani vd, 2010).

Genotip-Doku ifadesi (GTEx) ve insan Protein Atlasi (HPA) verileri, PASK'in birgok dokuda ifade edildigini
ve aktivitesinin besin durumuna gore degistigini dogrulamaktadir. Ozellikle hipotalamusta PASK, enerji
dengesini yoneten bir besin sensori olarak gérev yapar ve AMPK ile mTOR sinyal yollarinin normal

isleyisinde kritik bir bilesen olarak islev goriir.

2.4.3. Glukoz ve Lipid Metabolizmasindaki Rolii

PASK, Glukozun hiicre icerisindeki kaderini belirleyen bir molekiil gibi hareket eder. Pankreatik
beta hicrelerinde, yikselen Glukoz konsantrasyonlari PASK aktivitesini hizla artirir. Aktiflesen PASK,
preproinsilin geninin transkripsiyonunu ve bu slrecin anahtar dizenleyicisi olan PDX-1 (pankreatik
duodenal homeobox-1) transkripsiyon faktoriiniin ifadesini ve stabilitesini uyarir (Semache vd., 2013).
PDX-1 Uzerindeki bu etki, PASK'in Glikojen Sentaz Kinaz 3 beta (GSK3Beta) enzimini Ser9 kalintisindan

fosforilleyerek inaktive etmesi araciligiyla gergeklesir; boylece PDX-1'in proteazomal yikimi dnlenir
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(Semache vd., 2013). Lipid metabolizmasi baglaminda PASK, 6zellikle karaciger dokusunda de novo
lipogenez sirecinin glgli bir indikleyicisi olarak gorev yapmaktadir. Yag asidi ve trigliserit sentezini
kontrol eden Sterol Dizenleyici Element Baglayici Protein-1c (SREBP-1c) transkripsiyon faktérinin
aktivasyonu PASK'a bagimlidir (Wu & Romero, 2014; Xu vd., 2013). SREBP-1c, endoplazmik retikulum
(ER) membranina bagli inaktif bir 6ncil olarak sentezlenir. Beslenme ve insiilin sinyalleriyle tetiklenen
sirecte PASK, bu onciliin proteolitik olarak olgunlasmasini (RIP mekanizmasi) tesvik ederek aktif
transkripsiyon faktorinin gekirdege girmesini saglar (Wu & Romero, 2014). PASK eksikligi olan fare
modellerinde (PASK-/-), yiiksek yagh diyetle beslenseler dahi karacigerde trigliserit birikiminin (steatoz)
ve insilin direncinin gelismesine karsi direng gézlenmistir (Pape vd., 2018). Bu fareler, Glukozu lipid
olarak depolamak yerine mitokondriyal respirasyona yonlendirdikleri icin hiper metabolik bir fenotip
sergilerler; daha fazla oksijen tiketir ve daha fazla isi Gretirler. Bu durum, PASK'in Glukoz kullanimini
solunumdan uzaklastirip depolamaya (lipid sentezi) yonlendiren temel bir anahtar oldugunu ortaya

koymaktadir (DeMille & Grose, 2013; Pape vd., 2018; Zhang vd., 2015b).

2.4.4. PASK ve insiilin Direnci / Tip 2 Diyabet iliskisi

PASK hem diyabetin gelisiminde hem de bu hastaligin metabolik komplikasyonlarinin
ilerlemesinde kritik bir rol oynar. insan islet calismalari, Tip 2 Diyabetli bireylerin pankreatik islet
hicrelerinde PASK ifadesinin saglikli kontrollere kiyasla 6nemli 6l¢clide distk oldugunu géstermistir (da
Silva Xavier vd., 2011). PASK diizeyindeki bu disls, beta hiicrelerinin Glukoza yanit olarak yeterli insilin
sentezleyememesine ve alfa hiicrelerinden kontrolsiz glukagon salinimina (hiperglukagonemi) katkida
bulunabilir (da Silva Xavier vd., 2011). Diger yandan, PASK'in karacigerdeki asir1 aktivitesi, modern "asiri
beslenme" kosullarinda insilin direncinin ana itici gliglerinden biri haline gelir. SREBP-1c yolunun PASK
araciligiyla surekli uyarilmasi, karacigerde ve iskelet kasinda ektopik lipid birikimine yol agarak insilin
sinyal iletimini bozar (Li vd., 2023) (Sekil 11). PASK-/- farelerin obeziteye ve diyabete karsi direnci,
PASK'In farmakolojik olarak inhibe edilmesinin metabolik sendrom tedavisinde etkili bir strateji
olabilecegine dair gigli kanitlar sunmaktadir. Klinik 6ncesi ¢alismalarda, PASK inhibitori tedavisi
karaciger yaglanmasini azaltmig, serum trigliseritlerini normalize etmis ve insiilin duyarliligini (HOMA-

IR skoru ile dlcilen) kismen iyilestirmistir (Lee vd., 2022).
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Sekil 11. PASK Enziminin Tip 2 Diyabet ve insiilin Direnci Mekanizmasindaki Rolii

Semada, PASK enziminin pankreatik adaciklar ve karaciger metabolizmasi tGzerindeki etkileri ile Tip 2 diyabet gelisimindeki
potansiyel rolt gosterilmektedir. (A) Pankreatik isletlerde PASK eksikliginin beta hiicrelerinde Glukoza yanitin ve insllin
sentezinin azalmasina, alfa hiicrelerinde ise kontrolsuz glukagon salinimina yol agarak hiperglisemi ve metabolik
komplikasyonlar tetikledigi gosterilmektedir. (B) Karacigerde artmis PASK aktivitesinin SREBP-1c sinyal yolunu uyararak
ektopik lipid birikimi, hepatik yaglanma ve insilin direnci gelisimine katkida bulundugu 6zetlenmektedir. Ayrica farmakolojik
PASK inhibisyonunun karaciger yaglanmasini azaltabilecegi, serum trigliserid diizeylerini diizenleyebilecegi ve insiilin
duyarhhgini iyilestirebilecegi gosterilmektedir. Sekil BioRender.com kullanilarak olusturulmustur(da Silva Xavier vd., 2011;
DeMille & Grose, 2013; Semache vd., 2013; Wu & Romero, 2014; Xu X. vd., 2013; Pape vd., 2018; Pérez-Garcia vd., 2018;
Swiatek vd., 2020; Lee vd., 2022; Li vd., 2023; Xu S. vd., 2025).

2.4.5. PASK Hedef Proteinleri ve Sinyal Yolaklari
PASK'In ¢cok yonli etkileri, sitoplazmadan cekirdege kadar uzanan genis bir substrat yelpazesi
ile agiklanmaktadir. Bu substratlar, PASK'in metabolik durum ile genetik yanitlar arasindaki képri kurma

yetenegini temsil eder.

USF1 (Upstream Transcription Factor 1): PASK, USF1'i fosforilleyerek Glukozun solunum
(respirasyon) ve depolama (lipid sentezi) arasindaki dagilimini kontrol eder. USF1, solunumla ilgili
genlerin ifadesini desteklerken, PASK tarafindan modiile edildiginde hiicrenin enerjiyi yag olarak

saklama kapasitesini artirir.

Wdr5 ve Miyogenez: Kas dokusunda PASK, Wdr5 proteinini Ser49 kalintisindan fosforilleyerek
aktive eder. Bu fosforilasyon olayi, miyogenin geninin promotér bolgesinde yer alan baskilayici
H3K4mel (monometilasyon) isaretlerinin, transkripsiyonu tesvik eden H3K4me3 (trimetilasyon)
formuna dondslimini tetikler. Bu epigenetik modilasyon, miyoblastlarin olgun kas liflerine

farkhlasmasi (miyogenez) siireci icin mutlak bir gerekliliktir (Kikani vd., 2017).

Histon H3: PASK, dogrudan bir histon kinaz olarak ¢ekirdekte gérev yapar ve Histon H3'G T3, T6,
S10 ve T11 kalintilarindan fosforiller. Bu modifikasyonlar, MLL2 metiltransferaz kompleksi ile etkilesime

girerek belirli metabolik ve diferansiyasyon genlerinin ifadesini uyarir (Kikani vd., 2016).
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eEF1A1 (Eukaryotic Translation Elongation Factor 1A1): PASK, protein sentezi makinesinin bir parcasi
olan eEF1A1 ile etkilesime girer ve onu Thr432 kalintisindan fosforiller. Bu etkilesim, hiicrenin eneriji
durumu ile protein sentez hizi arasinda bir koordinasyon sagladigini diisiindiirmektedir (Eckhardt vd.,

2007).

2.4.6. Bir Terapotik Hedef Olarak PASK

PASK'in metabolik sendrom, NAFLD (alkolsiiz karaciger yaglanmasi) ve Tip 2 Diyabet tizerindeki
glclu etkisi, onu ilag gelistirme calismalari icin cazip bir hedef haline getirmistir. PASK'in 6zglin kinaz
alani yapisi ve PAS alanlari araciligiyla allosterik olarak diizenlenebilmesi, ylksek segicilige sahip klguk
molekilli inhibitérlerin gelistiriimesine olanak tanir (Xu vd., 2025a). BioE-1115 (PASKi) bilesigi, PASK
Gzerinde nanomolar diizeyde (nM) gliclii ve segici bir inhibisyon saglayan bir kinoksalin-karboksilik asit
turevidir (Wu vd., 2014). BioE-1115, PASK'in Thr-307 otofosforilasyonunu etkili bir sekilde bloke ederek
SREBP-1c'nin olgunlasmasini durdurur (Sekil 12). Hayvan modellerinde vyapilan c¢alismalar, bu
inhibitorin karaciger trigliseritlerini %50'ye varan oranlarda azalthgini ve insilin direncini geri

cevirdigini gbstermistir (Wu vd., 2014).

NASH ve Karaciger Fibrozu: PASK inhibisyonunun sadece yag birikimini degil, ayni zamanda
karacigerdeki inflamasyonu ve fibrozisi de azalttigi saptanmistir. NASH modellerinde BioE-1115 tedavisi,
hepatosit balonlagsmasi ve vakuolizasyon gibi histolojik hasar belirtilerini hafifletmis; fibrozis belirteci
olan alfa-diiz kas aktini (a-SMA) ifadesini ve kolajen birikimini anlaml diizeyde dislirmustir (Pape vd.,
2018; Swiatek vd., 2020). Gelecekteki terapotik yaklasimlar, PASK'in sadece katalitik aktivitesini degil,
ayni zamanda PAS alanlari izerinden gerceklesen besin duyarhligini da hedef alabilir. PASK'in doku bazli
ifade farkhliklari ve sitoplazmik/niikleer rolleri, spesifik organlarda (6rnegin sadece karacigerde) aktif

olan ilaglarin gelistiriimesine imkan taniyarak sistemik yan etkilerin minimalize edilmesini saglayabilir.

- . Thr-307
A ) : B!gf's‘K‘.‘f OTOFOSFOROLASYONU
Thr-307 280 VT ENGELLENMESI

A ez @Y . @
e D INHIBISYON IR
( / o ; ’ —— V.
- 5 . 7

WL AY

A\ ,. PASK KINAZ

PRL A & s AKTIVITES| KAPALI
ostenc PAS

Domain
Domain

Sekil 12. PASK Kinazin Molekiiler Yapisi, Allosterik inhibisyon Mekanizmasi

Semada, PASK kinazin PAS domainleri Gizerinden BioE-1115 inhibitord ile etkilesimi ve inhibitorin olasi allosterik baskilama
mekanizmasi gosterilmektedir. BioE-1115’in PAS bolgesine baglanmasinin Thr307 otofosforilasyonunu engelleyerek PASK

kinaz aktivitesini baskiladigi 6ne suriilmektedir. Bu inhibisyon sonucunda enzimin aktif konformasyonunun degistigi ve asagi
akim sinyal yolaklarinin diizenlenebilecegi dusiintilmektedir. Sekil BioRender.com kullanilarak olusturulmustur.
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2.5. PASK ve Vaskiiler Sinyalizasyon ve Stres Yanit

Vaskdler sistem stirekli maruz kaldigi hemodinamik ve metabolik streslere karsi PASK'i bir
"sinyal entegratori" olarak kullanir. Metabolik Sendrom bilesenleri olan hipertansiyon ve dislipidemi
ile iliskisi, PASK'I vaskiler sagligin korunmasinda kilit bir aktor kilar. PASK'in vaskdler etkileri temel olarak

su mekanizmalarla sekillenir:

Aterogenez ve Lipid Stresi: PASK, karacigerde lipogenezi ve SREBP-1c'yi tesvik ederek LDL ve trigliserit
seviyelerini artirabilir; bu pro-aterojenik profil plak olusumunu hizlandirabilir (Wu vd., 2014). PASK
eksikligi ise ROS seviyelerini duslirip mitokondriyal homeostazi iyilestirerek endoteli strese karsi
direncli kilar. Mayadan insana kadar korunan PASK, stres sinyallerini algilayarak metabolik kaynaklari
onarim sireclerine yonlendirir; bu da onu vaskiler saglkta kilit bir sinyal bileseni yapar. PASK, besin
mevcudiyetini algilayip metabolik ve epigenetik yanitlari koordine eden, korunmus bir sensor kinazdir.
Karacigerde lipogenezi desteklerken, pankreasta instlin sekresyonunu dengeler; bu yoniyle obezite ve
instlin direnci patogenezinde merkezidir. Nikleer histon kinaz aktivitesiyle gen ekspresyonunu ve
hicresel farkhlasmayi uzun vadede etkiler (Kikani vd., 2016). Klinik calismalar, PASK inhibitorlerinin
obezite, insilin direnci ve NASH gibi hastaliklarda dnemli bir terapotik hedef oldugunu géstermekte; bu

sinyal aglarinin anlasilmasi metabolik tedavi stratejileri icin kritik 6nem tasimaktadir.

2.6. PASK’in Onkojenik Rolii ve Kanserle iliskisi

Hicresel homeostazin slirdirilmesi, besin mevcudiyetinin algilanmasi ve bu sinyallerin uygun
blylime programlarina dontstirilmesi slireglerinin hassas bir koordinasyonunu gerektirir. Bu
koordinasyonun merkezinde yer alan PAS (Per-Arnt-Sim) domaini iceren serin/treonin kinaz (PASK),
hem metabolik bir sensér hem de sinyal iletim integratéri olarak kritik bir role sahiptir (Cardon &
Rutter, 2012; DeMille & Grose, 2013; Dhungel vd., 2025). Geleneksel olarak tip 2 diyabet, obezite ve
metabolik sendrom ile iligskilendirilmis olsa da son yillarda yapilan arastirmalar PASK’in onkojenik
potansiyelini ve kanser gelisimindeki roliinii giderek daha belirgin hale getirmektedir (Gul vd., 2025).
Kanser hicrelerinin kontrolsiiz proliferasyonu ve hayatta kalmasi igin gerekli olan metabolik yeniden

programlama sireci, PASK’in temel fonksiyonel ekseni ile dogrudan kesismektedir (Gul vd., 2025).

Kanser hicreleri, hizli bliyime icin metabolik yollarini Warburg Etkisi ile yeniden diizenleyerek bol
oksijen varliginda bile aerobik glikolizi tercih ederler. PASK, bu geciste merkezi bir sinyal diglimuddr.
Anabolik siireclerin ana regiilatori olan mTORC1, PASK’I fosforile ederek aktive eder; bu nedenle
mTORC1'in hiperaktif oldugu kanser hiicrelerinde PASK da siirekli bliyime sinyali Gretir (Garcia vd.,
2026). PASK'In eksikligi veya inhibisyonu, AMPK (AMP-aktive protein kinaz) aktivitesini etkileyerek

hiicresel enerji dengesini bozar ve bu durum tiimoér hiicrelerinin metabolik stres altinda apoptoza
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gitmesine neden olabilir (Dongil vd., 2020; Hurtado-Carneiro vd., 2021). PASK'in bu onkojenik sinyal
agindaki bir diger kritik gorevi ise GSK3pB yolagi lGzerinden B-katenin stabilizasyonunu dizenlemesidir
(Semache vd., 2013) (Sekil 13). PASK, Ser9 kalintisi (izerinden B-katenin yikimini engelleyerek niikleer

translokasyonunu stabilize eder ve c-Myc ile Siklin D1 gibi proliferatif genlerin ifadesini tetikler.

[ PASK

GSK3p

l B-Katenin Stabilizasyonu ],
)

Metabobk Yersden
Programiama &
Proiifer asypon

Parnkrost e Hilcre Hucrs Donglusa heremenl

Saghalere vo Stomnoss

Sekil 13. PASK aracili onkojenik sinyal kaskadi ve B-katenin stabilizasyonu lzerinden timor
progresyonunun diizenlenmesi

PASK’1n GSK3p sinyal yolu Gizerinden B-katenin stabilizasyonunu ve olasi onkojenik etkilerini diizenleme mekanizmasi
Ozetlenmektedir. PASK, GSK3B’yi Ser9 pozisyonunda fosforile ederek inhibe eder; bu durum yikim kompleksini baskilayarak
B-katenini stabilize eder. Stabilize B-katenin ise PDX-1 ve c-Myc gibi hedef genlerin ekspresyonunu artirarak proliferasyon,
metabolik yeniden programlama, hiicre dénglisi progresyonu ve kok hiicre 6zelliklerini tetikler (Semache vd., 2013). Bu
sinyal kaskadinin, timor progresyonu ve kanser hiicre sagkaliminda dnemli rol oynayabilecegi diisiiniimektedir. Sekil
BioRender.com kullanilarak olusturulmustur.

Bu calismada, hiicresel enerji metabolizmasi sensori Per-Arnt-Sim Kinaz’in meme kanseri
patogenezindeki onkojenik rolleri arastirilmistir. PASK’in asiri ekspresyonuyla temel sinyal yolaklarini
indikleyerek proliferasyon, apoptoz direnci ve metastazi tetikleyen merkezi bir onkojenik siricu
oldugu hipotez edilmistir. PASK’In siRNA veya spesifik inhibitorlerle baskilanmasinin; tiimor canhhgi,
koloni formasyonu ve metastatik kapasiteyi azaltacagi, boylece agresif meme kanseri alt tiplerinde

hedefe yonelik yeni bir terapotik yaklasim sunabilecegi 6ngoriilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Arastirma Tasarimi

Bu calisma, meme kanseri patogenezinin molekiiler mekanizmalarinda rol oynayabilecegi

hipotez edilen Per-Arnt-Sim Kinaz (PASK) proteininin, farkli fenotipik ve genetik 6zelliklere sahip meme

kanseri hicre hatlari tizerindeki olasi onkojenik rollerini ve asagi akim sinyal yolagi interaksiyonlarini

belirlemek amaciyla tasarlandi. Yiritilen deneysel arastirma kapsaminda, PASK ekspresyonunun ve

katalitik aktivitesinin genetik tabanli siRNA (kiiclik miidahaleci RNA) ve farmakolojik inhibitor (BioE-

1115) molekiller vasitasiyla baskilanmasinin; hiicresel proliferasyon kinetigi, programlanmis hiicre

olumi (apoptoz) mekanizmalari, hiicre dongtisii kontrol noktalari ve metastatik kaskad ile iliskili oldugu

disinilen epitelyal-mezenkimal gegis (EMG) programi (Gzerindeki potansiyel etkileri in vitro modeller

nezdinde analiz edildi (Sekil 14).
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Sekil 14. Arastirma Tasarimi ve Deneysel Akis Semasi

Calisma kapsaminda PASK enziminin meme kanseri patogenezindeki potansiyel onkojenik roli farkli molekdler alt tiplerde
arastirildi. Deneysel model olarak luminal A (MCF-7), HER2 pozitif (BT-474) ve triple-negatif (MDA-MB-231) meme kanseri
hicre hatlari kullanildi. PASK ekspresyonu ve aktivitesi, genetik (PASK-siRNA) ve farmakolojik (BioE-1115 ve BioE-1197
inhibitorleri) yontemlerle baskilanmistir. PASK inhibisyonunun ardindan hticre proliferasyonu, apoptoz, hiicre dénglist
dagilimi ve epiteliyal-mezenkimal gegis (EMG) suiregleri degerlendirilmistir. Ayrica hiicre migrasyonu/invazyonu ile iliskili
molekiiler belirteglerdeki degisimler analiz edilmistir. Sekil BioRender.com kullanilarak olusturuldu.
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3.2. Materyal

3.2.1. Cihazlar

Arastirma kapsaminda gergeklestirilen deneysel proseddirler, yiksek hassasiyetli 6lgim ve
analiz cihazlar kullanilarak yaratilda (Sekil 15). Hicrelerin steril bir ortamda manipilasyonu igin Euro
Clone Safemate 1.2 model Laminar Flow kabini; fizyolojik kosullarda (37°C ve %5 CO2) inkibasyonu igin
ise Euro Clone Safegrow serisi inklibator sistemi kullanildi. Hiicre popilasyonlarinin karakterizasyonu
ve fenotiplendirilmesi amaciyla Beckman Coulter Cytoflex akis sitometrisi tercih edildi. Optik yogunluk
Olclimleri ve ELISA temelli analizler icin Emax Plus spektrofotometre sistemi, protein bantlarinin
goriuntilenmesi ve kemoliiminesans tespiti icin ise ChemiDoc-It2 goriintileme Unitesi kullanildi. Sivi
fazlarin ayristirilmasi asamalarinda Niive santrifiij tinitesi, solGisyonlarin homojenizasyonu icin Heidolph
vorteks ve Daihan manyetik karistirict kullanildi. Sabit sicaklik gerektiren inkiibasyon asamalarinda
Benchmark marka su banyosu ve dijital is1 bloklari kullanildi. Mikroskobik degerlendirmeler Olympos
1stk mikroskobu ile gerceklestirilirken, hassas tartim islemleri A&D analitik terazi; pH Olclimleri ise
Mettler Toledo dijital pH metre ile yapildi.Deneysel slirecte ihtiya¢c duyulan ultra saf su, Direct-Q 3UV
su aritma sisteminden saglandi. Orneklerin diisiik sicaklikta muhafazasi ve soguk zincirin korunmasi
amaciyla International azot tanki ve Scotsman AF 80 buz makinesi kullanildi. Karisirma ve calkalama
islemleri icin Benchmark Scientific calkalayici diizenegi tercih edildi. Deneylerin gtivenilirligini saglamak
ve kontaminasyon riskini minimize etmek adina tim asamalarda steril ve sertifikali sarf malzemeler
kullanildi. Sivi aktarimi ve pipetaj islemleri icin Biohit marka nikleaz icermeyen 10 pl ve 100 ul’lik pipet
uglari ile CAPP marka 5 ml ve 10 ml hacimli serolojik pipetler kullanildi. Numune hazirhg ve
depolanmasi i¢in CAPP Uretimi 1,5 ml’lik mikro santrifiij tiipleri ile 15 ml’lik konik tabanli polipropilen
tlplerden yararlanildi. Hiicre kiiltiri ¢alismalarinda hiicrelerin yilizeye tutunmasi ve ¢ogaltilmasi igin 75
cm? ve 25cm? hiicre kiltiir kaplari; analiz asamalarinda ise Costar marka 6 ve 96 kuyucuklu diiz tabanl
plakalar kullanildi. Hiicre sayimlari Marienfeld Neubauer lami aracilifiyla yapildi, hicrelerin
dondurularak saklanmasi siirecinde Nalge Company kriyotupleri kullanildi. Western Blot analizlerinin
transfer asamasinda Bio-Rad marka transfer tanki, Manie tretimi PVDF membranlar ve Bio-Rad marka

ylksek emicilik kapasitesine sahip filtre kagitlari tercih edildi.
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Sekil 15.Deneysel Sureclerde Kullanilan Temel Cihazlar, Marka/Modeller ve Fonksiyonel
Gruplandirmalar

Calisma kapsaminda hiicre kiltlrd, 6rnek hazirlama, gériintiileme ve molekdler analiz stireglerinde kullanilan temel
laboratuvar cihazlari sematik olarak gésterildi. Hiicre kultiiri ¢calismalari laminar akis kabini ve $\text{CO} 2S$ inkiibatdri
sistemlerinde yurituldi; hicre karakterizasyonu ve fenotiplendirme analizleri igin Beckman Coulter CytoFLEX akis
sitometrisi kullanildi. Optik yogunluk &lgtiimleri ve ELISA analizleri EMax Plus spektrofotometre sistemi ile gergeklestirildi.
Protein ekspresyon analizlerinde ChemiDoc-it2 goriintiileme sistemi ve Western blot diizeneklerinden yararlanildi. Numune
hazirlama siireglerinde santrifiij ve vorteks cihazlari kullanilirken, deneysel islemlerde hassas tartim cihazlari, ultra saf su
sistemleri ve hiicre sayim ekipmanlarindan faydalanildi. Sekil BioRender.com kullanilarak olusturuldu.

3.2.2.Kimyasallar

Arastirma siresince kullanilan kimyasal bilesenler ve biyolojik reaktifler, analizlerin
spesifikasyonlarina uygun saflik derecelerinde tedarik edildi. Hicrelerin devamliigi ve deney
gruplarinin olusturulmasi asamalarinda temel besiyeri olarak DMEM/F-12 (1:1 mix) (Biological
Industries) kullanildi. Besiyeri icerigi; Fetal Bovin Serum (FBS) (Sigma), L-glutamin (Lonza) ve Penisilin-
Streptomisin (PAN Biotech) antibiyotik kombinasyonu ile desteklendi. Hicrelerin pasajlanmasi
islemlerinde Tripsin-EDTA (Bio Ind) sollisyonundan yararlanildi. Transfeksiyon calismalari icin Hiperfekt

(Qiagen) reaktifi tercih edildi.

Western Blot ve elektroforez galismalarinda protein ayrimi icin Protogel (%30 Akrilamid, %0,8 Bis),
Resolving Buffer ve Stacking Buffer (National Diagnostics) kullanildi. Jel polimerizasyonu amaciyla
Amonyum Persilfat (%98) ve Tetrametiletilendiamin (TEMED) (Acros Organics) reaktiflerine
basvuruldu. Ayrica jel matriksinin hazirlanmasinda Akrilamid (%98,5 ekstra saf) (Acros Organics) ve N,N-
Metilenbisakrilamid (Sigma) kullanildi. Proteinlerin molekiiler agirliklarinin belirlenmesinde Abcam
marka Prism Ultra Protein Ladder (10-180 kDa ve 10-245 kDa) standartlari kullanildi. Blotlama sonrasi
bloklama asamasinda Skim Milk Powder (Sigma Aldrich) ve Bovin Serum Alblimin (BSA) (Sigma) tercih
edildi. Membran yikama ve antikor inkiibasyon sireglerinde Tris Base (Fisher Scientific), Glisin (Carlo
Erba), Trizma Hidroklorid (Sigma), Tween 20 (Sigma-Aldrich), Triton X-100 (Sigma) ve PBS (Zymed)

iceren tampon ¢ozeltiler kullanildi.
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Sinyal tespiti icin Luminol (Sigma) ve p-Kumarik Asit (Sigma) reaktifleri; membranlarin tekrar kullanimi
icin ise Stripping Buffer (Thermo) kullanildi. Deneylerde kullanilan ana ¢6ziicl ve fiksatifler arasinda
Etanol, Metanol, 2-Propanol (%99) (Sigma-Aldrich) ve Dimetil Silfoksit (DMSO) (Fisher Scientific) yer
aldi. Hiicre canliligi ve apoptoz analizlerinde Propidyum iyodit (Sigma) boyasi kullanildi. Enzim
inhibisyonu ve protein stabilizasyonu stireglerinde Sodyum Florit (%99), Sodyum Ortovanadat (%99)
(Acros Organics) ve 2-Merkaptoetanol (Acros Organics) kullanildi. pH ayarlamalari ve soliisyon
hazirliklarinda Sodyum Hidroksit (Sigma-Aldrich), Sodyum Klorit (Carlo Erba) ve yiiksek safliktaki diger

inorganik tuzlar tercih edildi.

3.2.3.Hiicreler

Calisma kapsaminda meme kanserinin farkli molekiler alt tiplerini ve progresyon asamalarini
temsil etmek amaciyla segilen insan meme epitel hicre hatlari kullanildi (Sekil 16). Deneylerde
kullanilan tim hicre hatlari American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) blinyesinden

tedarik edildi.

MCF-7: Ostrojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptérii (PR) pozitifligi ile karakterize olan, meme
kanserinin klinik olarak en yaygin formlarindan Liminal A molekdler alt tipini in vitro kosullarda temsil
eden metastatik fenotipe sahip bir adenokarsinom hiicre modeli olarak secildi. Bu hattin, hormon
bagimh timor progresyonu ve endokrin tedavi mekanizmalarinin arastirilmasinda literatirde yaygin

olarak tercih edildigi tercih edildi.

MDA-MB 231: Ostrojen reseptdrii (ER), progesteron reseptérii (PR) ve insan epidermal bilylime faktorii
reseptorii 2 (HER2) proteinlerini eksprese etmeyen, dolayisiyla klinikteki "Uglii Negatif Meme Kanseri"
(UNMK) tablosuna denk gelen bazal benzeri bir model olarak kullanildi. Bu hattin, yiiksek metastatik
potansiyeli, invaziv karakteri ve konvansiyonel hedefe yonelik tedavilere direngli yapisi nedeniyle

agresif timor fenotiplerinin incelenmesinde dnemli bir zemin sundugu distnuldi.

BT-474: Hem hormonal (liminal) belirtegleri barindiran hem de belirgin diizeyde HER2 (SERBB2S) gen
amplifikasyonuna ve asiri ekspresyonuna sahip olan, invaziv duktal karsinom orijinli bir hiicre hatt
olarak segildi. Bu modelin, 6zellikle liminal B alt tipinin molekiler dinamiklerinin ve HER2 sinyal yolagi
aktivasyonunun hiicresel siiregler tzerindeki etkilerinin degerlendirilmesinde uygun bir model teskil

edecegi 6ngorilda.
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Sekil 16. Meme Kanseri Hiicre Hatlarinin Molekiiler Alt Tipleri ve Karakterizasyonu

Cahsmada, meme kanserinin molekdiler heterojenitesini temsil eden farkli hiicre hatlari kullanildi. Tumoérijenik olmayan MCF-
10A hiicre hatti kontrol grubu olarak degerlendirilirken; liminal A alt tipini temsil eden MCF-7, HER2 pozitif/liminal 6zellik
gosteren BT-474 ve triple-negatif meme kanseri (TNBC) alt tipini temsil eden MDA-MB-231 ile MDA-MB-436 hiicre hatlari

deneysel analizlerde kullanildi. Hiicre hatlari ATCC’den temin edildi ve ilgili hiicre tiplerine 6zgli besiyeri protokolleri ile
kiiltire edildi. Semada hiicre hatlarinin hormon reseptér durumlari, tiimarijenik 6zellikleri ve molekdiler alt tip iliskileri
ozetlendi. Sekil BioRender.com kullanilarak olusturuldu.

MDA-MB-436: Uclii Negatif Meme Kanseri (UNMK) molekiiler profiline sahip olmasiyla karakterize
edilen ve genomik yapisinda BRCA1 mutasyonu barindiran, mezenkimal benzeri fenotipik 6zelliklere
sahip bir model olarak secildi. Bu hattin, kalitmsal meme kanseri patogenezinin, DNA hasar onarim
mekanizmalarindaki defektlerin ve epitelyal-mezenkimal farklilasma sireglerinin in vitro dizeyde

incelenmesinde 6nemli bir hiicresel zemin sunacagi 6ngoéruldi.

MCF-10A: Malign karakterdeki hiicre hatlarindan elde edilen deneysel bulgularin karsilastirilmasi ve
karsinogenez sireclerinin dogrulanmasi amaciyla kontrol grubu olarak secilen, timoér olusturma
potansiyeli bulunmayan (non-timorijenik) ve 6limsuzlestirilmis normal meme epitel hiicre modeli
olarak belirlendi. Bu spesifik hattin, PASK ekspresyonunun veya inhibisyonunun normal meme dokusu
Uzerindeki sitotoksik ve fonksiyonel etkilerinin ayirt edilmesinde referans bir kontrol sistemi teskil ettigi

disindlda.

Hicrelerin kiltlre edilmesi, pasajlanmasi ve stoklanmasi islemleri, ATCC tarafindan 6nerilen

spesifik besiyeri protokollerine (DMEM/F12, %10 FBS ve gerekli takviyeler) gére gerceklestirildi.

3.2.4. siRNAlar ve inhibitorler

Uratdlen deneysel ¢alisma kapsaminda, hedef genlerin transkripsiyon sonrasi diizeyde gegici
olarak susturulmasi (transient knockdown) amaciyla, diziye 6zgli kiicik midahaleci RNA (siRNA)

molekillerinin  RNA interferans (RNAi) yolag Gzerinden kullanildigi bildirildi. Transfeksiyon
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deneylerinde yararlanilan tim siRNA oligoniikleotid dizilimleri Qiagen (GeneGlobe, Hilden, Almanya)

firmasindan hazir tasarim olarak tedarik edildi.

Deneysel tasarimlarda, hedef lokus olarak belirlenen PASK geninin ekspresyonunu baskilamaya yonelik
olarak iki farkli diziye 6zgii siRNA dubleksinin (PASK siRNA) es zamanh olarak kullanilmasi tercih edildi.
Bu ciftli siRNA stratejisinin uygulanmasindaki temel amag, olasi diziye 6zgi off-target (hedef disi)
etkilerin elimine edilmesi ve elde edilen gen susturma verileri ile fenotipik sonuglarin tutarhliginin

molekuler diizeyde dogrulanmasiydi.

Hs_PASK_10 siRNA: PASK geninin mRNA transkriptini spesifik bélgelerden hedefleyerek degradasyona

ugratan yuksek verimli siRNA molekultdur.

Hs_PASK_4 siRNA: PASK genine yonelik ikinci bir bagimsiz dizi olarak, susturma isleminin spesifikligini

(hedef disi etkilerin elenmesi) teyit etmek amaciyla kullanild.

Negatif Kontrol siRNA: Transfeksiyon prosediriniin ve kullanilan reaktiflerin hiicre canlilgi ile gen
ekspresyonu Uzerindeki olasi spesifik olmayan etkilerini gézlemlemek amaciyla kontrol grubu olarak
kullanilmistir. Bu kontrol dizisi, bilinen hicbir memeli gen dizisiyle homoloji gostermemektedir ve

deneysel verilerin normalizasyonunda temel alind..

siRNA komplekslerinin hiicre icerisine tasinmasi icin daha 6nce boélim 2.3.1'de belirtilen Hiperfekt
(Qiagen) transfeksiyon reaktifi kullanilmis; optimizasyon calismalari sonucunda en etkin susturma

dozlari belirlenerek deneylere devam edildi.
BioE-1115 | PASK inhibitor

BioE-1115 inhibitori, Glukoz homeostazi ve lipit metabolizmasinin diizenlenmesinde kritik bir rol
oynayan PASK enzimini yliksek segicilikle inhibe eder. Kimyasal yapisi, PASK'in katalitik bolgesine

baglanarak enzimin substrat fosforilasyon yetenegini bloke etmek Uzere tasarlandi (Sekil 17).
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Sekil 17. BioE-1115 (PASK inhibitér) Molekiiler Yapisi ve Fonksiyonel Gruplari

Sekilde, PASK enziminin segici inhibitorlerinden biri olan BioE-1115 bilesiginin kimyasal yapisi gosterildi. Molekdl, kinoksalin
temelli bir gekirdek yapi icermekte olup karboksilik asit grubu ve florofenil halkasi gibi gesitli fonksiyonel gruplar tasidi.
Yapida bulunan N-metilizopropilamin grubunun molekiliin kimyasal 6zelliklerine katki sagladigi diisiinildG. BioE-1115

inhibitorl, bu calismada PASK sinyal yolaklarinin baskilanmasi amaciyla kullanildi.

DC Chemicals portfoylinde yer alan ve CAS 1268863-69-9 kayit numarasi ile tanimlanan bu
molekuil, PASK yolaginda 6zgiin bir kiicik molekiil inhibitori olarak tanimlandi. Kimyasal yapisinin
(genellikle bir heterosiklik cekirdek etrafinda optimize edilmis fonksiyonel gruplar icerir), proteinin PAS
domaini ile kinaz domaini arasindaki etkilesimi bozmaya veya dogrudan ATP baglama bdlgesini
hedeflemeye yonelik oldugu belirlendi. BioE-1197 ise, 6zellikle enerji dengesi ve sirkadiyen ritim ile
metabolizma arasindaki iliskinin incelendigi in vitro modellerde tercih edildi (Sekil 18). Stabilite
profilinin ylksek oldugu ve DMSO gibi organik ¢oziicilerde iyi ¢ozinirliik gosterdigi; bunun da ilgili
moleklll yiksek verimli tarama (HTS) calismalari icin uygun bir aday yaptigi saptandi (Calismada

kullanilan her iki inhibitoriin temel karakteristikleri Tablo 3'te karsilastirmali olarak gosterildi).
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Sekil 18. BioE-1197 (PASK inhibitérii) Molekiiler Yapisi ve Kimyasal Karakterizasyonu

Sekilde, PAS domaini iceren serin/treonin kinaz (PASK) enziminin segici inhibitérlerinden biri olan BioE-1197 bilesiginin
kimyasal yapisi gosterildi. Molekdl yapisinda yer alan kinoksalin gekirdeginin PASK enziminin katalitik bolgesi ile etkilesimde
rol oynadigi distinlildi. Yapida bulunan karboksilik asit grubu ve florofenil halkasinin bilesigin kimyasal 6zelliklerine katki
sagladi. Sag alt boliimde gosterilen metil-pirolidin yapisinin ise molekiiliin stereokimyasal konfiglirasyonunu temsil ettigi
belirlendi. Bu inhibitor, calismalarda PASK sinyal yolaklarinin baskilanmasi amaciyla kullanildi.

Tablo 3. BioE-1115 ve BioE-1197 inhibitdrlerinin Temel Karakteristikleri ve Kullanim Alanlari

Ozellik BioE-1115 BioE-1197
Ana Hedef PASK Enzimi PASK / Metabolik Yolaklar
Tedarikg¢i Kaynagi MedChemExpress DC Chemicals
Kullanim Alani insilin direnci, Obezite Enerji metabolizmasi, SREBP
diizenlemesi

Tablo igerikleri Uretici firma teknik dokiimanlari ve ilgili literatiir verileri temel alinarak hazirlandi. MedChemExpress; DC
Chemicals; Kikani vd., 2010; Hao vd, 2007).

3.2.5. Hiicresel Canlilik, Apoptoz ve Metabolik Analiz Parametreleri

Hicresel yanitlarin belirlenmesinde kullanilan tim ticari kitler, Uretici protokollerine uygun
sekilde uygulandi. Hiicre proliferasyonu ve canliligi Promega marka CellTiter 96 AQueous One Solution
marka kit ile 6l¢lildi. Apoptoz mekanizmalari; BD Biosciences marka FITC Annexin V Detection Kit I,
BioLegend marka Kaspaz-3/7 Detection Kit ve Elabscience marka JC-1 Mitochondrial Membrane
Potential Assay Kit kullanilarak akis sitometrisinde analiz edildi. Hiicre donglis dagilimlari Propidyum

iyodiir (PI) boyama yéntemiyle belirlendi. Toplam protein tayini Bio-Rad Protein Assay Kit ile yapildi.
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3.2.6. Antikorlar

Protein ifadesi analizi silireclerinde, hedef proteinlerin tespiti ve sinyal iletim yollarinin
haritalandiriimasi amaciyla asagida detaylari belirtilen ticari antikorlar kullanildi (Deneylerde kullanilan
antikorlarin detaylari ve diliisyon oranlari Tablo 4'te verildi). Primer antikor etkilesimleri, membranlarin

hedef protein spesifik antikorlari ile +4°C'de gece boyu inklibe edilmesi esasina dayandi.

Tablo 4. Arastirma Kapsaminda Kullanilan Spesifik Antikorlarin Marka, Katalog Numarasi ve Fonksiyonel
Gruplandirmasi

Antikor Marka Katalog No Uygulama / Fonksiyon
Diliisyon
PASK Cell Signaling ab230303 (1:1000) Hedef Kinaz Tespiti
Siklin D1 ABCAM ab16663 (1:2000) Hicre Dongusa (G1)
Siklin A ABCAM ab185619 (1:1000) Hiicre Donglisl (S/G2)
p27 Kipl ABCAM ab32034 (1:5000) Déngl inhibitéri
p53 ABCAM ab131442 (1:1000) Tumor Baskilayici
Vimentin ABCAM ab92547 (1:2000) Mezenkimal Belirteg
E-Kaderin ABCAM ab40772 (1:1000) Epitelyal Belirteg
Beta-aktin ABCAM ab8226 (1:5000) Yikleme Kontroli
GAPDH ABCAM ab8245 (1:10000) Yikleme Kontroli
Kegi anti-Tavsan IgG- Santa Cruz sc-2004 (1:5000) ikincil Antikor
HRP
Tavsan anti-Fare I1gG- Santa Cruz sc-358914 (1:5000) ikincil Antikor
HRP

Not. Antikor bilgileri tiretici firmalarin teknik veri sayfalari dogrultusunda diizenlendi.
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3.3. Deneysel Yontemler
3.3.1. Hiicre Kiiltiira

Arastirma kapsaminda kullanilan tim hiicre hatlari, biyolojik materyallerin standardizasyonunu
saglamak amaciyla American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) firmasindan tedarik
edildi. Hicrelerin ¢ozlilmesi, pasajlanmasi ve dondurularak stoklanmasi gibi tiim manipilasyon
surecleri, sterilizasyon protokollerine uygun olarak Euro Clone Safemate 1.2 model laminer akimli kabin

icerisinde yuratulda.

Hicreler, fizyolojik kosullari simiile eden 37°C sicaklik ve %5 CO2 atmosferi saglanan Euro Clone
Safegrow serisi inklibatorlerde muhafaza edildi. Kiltlr ortami olarak, %10 Fetal Bovin Serum (FBS) ve
Penisilin-Streptomisin (100 U/mL) ile desteklenmis DMEM/F-12 (1:1 mix) besiyeri tercih edildi.
Deneysel verilerin tutarlihgini ve genetik stabiliteyi korumak amaciyla, tiim deneylerde hiicrelerin pasaj

sayisinin 18'i asmamasina titizlikle dikkat edildi.

3.3.2. Hiicrelerin ¢oziilmesi

Deneysel calismalara baslamadan 6nce ilk asama olarak, DMEM/F-12 besiyeri, Benchmark su
banyosunda hiicresel fizyolojiye uygun olan 37°C sicakliga ulasana kadar bekletildi. Uzun sireli
muhafaza amaciyla sivi azot tanki icerisinde (—196°C) saklanan hiicre stoklari, tanktan cikarilarak su
banyosunda 37°C'de yavas ve kontrolll bir sekilde ¢oziindirildi. Cozinme islemi tamamlanan hiicre
sispansiyonu, steril kosullar alinda 15 ml’lik CAPP falkon tlplerine aktarildi. Dondurma medyumunun
(DMSO) hiicreler tizerindeki olasi toksik etkilerini minimize etmek amaciyla, falkon tiplerindeki hiicre
suspansiyonuna 4 ml taze DMEM/F-12 besiyeri ilave edilerek seyreltme islemi yapildi. Seyreltilen
hicreler, Nlve santrifiij cihazinda 1500 rpm hizda 5 dakika sireyle santrifiij edildi. Santriflj sonrasi
kriyoprotektan iceren slipernatant faz dikkatlice uzaklastirildi; elde edilen hiicre peleti izerine taze
besiyeri eklenerek pipetaj araciligiyla homojen bir slispansiyon haline getirildi. Hazirlanan hiicreler,

toplam hacim 6 ml olacak sekilde ayarlanarak 25 ’lik Orange Scientific hiicre kiltir kaplarina ekildi.

3.3.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hicrelerin inkiibasyonu siirecinde, Olympos faz kontrast 1sik mikroskobu kullanilarak hiicresel
yogunluk ve morfolojik bitinlik her giin dizenli olarak takip edildi. Hiicreler kiltiir kabi yiizeyinin
yaklasik %70’ini kapladiginda (logaritmik blylme evresi), hiicrelerin devamhligini saglamak amaciyla
pasajlama islemi gerceklestirildi. Pasajlama protokolli kapsaminda, 6ncelikle hiicre ylizeyindeki eski
besiyeri aspire edilerek uzaklastirildi. Hicrelerin ylizeyden koparilmasi icin kiltiir kaplarina 2 ml tripsin
¢Ozeltisi ilave edildi ve enzimin aktivasyonunu saglamak tzere hiicreler 37°C’deki inklibatorde ortalama
5 dakika bekletildi. inkiibasyon sonrasi mikroskobik kontrol ile hiicrelerin yiizeyden ayrildig1 teyit
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edildikten sonra, tripsin enzimini notralize etmek amaciyla 4 ml tam besiyeri eklendi. Hicre
stispansiyonu 15 ml’lik CAPP falkon tiplere aktarildi ve Nive santriflij cihazinda 1500 rpm hizda 5
dakika stireyle ¢coktiiriildi. Coktiirme sonrasi siipernatant uzaklastirildi, pelet taze DMEM/F-12 besiyeri
ile homojen hale getirildi. Hiicreler, planlanan deneysel gruplara gére uygun yogunluklarda 75 cm?lik

hicre kiltlr kaplarina veya ilgili analiz plakalarina aktarilarak kiltire edilmeye devam edildi.

3.3.4. Hiicrelerin Sayilmasi

Deneysel gruplarin standardizasyonu ve kiiltiir kaplarina esit sayida hiicre ekimi yapilabilmesi
amaciyla tim asamalarda hiicre sayimi gerceklestirildi. Sayim islemi icin hiicre slispansiyonu, canli ve
Ol hiicrelerin ayirt edilmesini saglayan tripan mavisi boyasi ile 1:1 oraninda karistirildi. Hazirlanan bu
karisimdan alinarak Neubauer lamina aktarildi. Mikroskobik incelemede parlak ve diizenli morfolojiye
sahip olan hiicreler "canh", boyayi icine almis koyu renkli ve sekilsiz hiicreler ise "61U" olarak kaydedildi.
Hicre yogunlugunun yiksek oldugu durumlarda 6rnekler uygun oranda seyreltildi. Toplam canli hiicre

sayisi formil kullanilarak hesaplandi.

3.3.5. Genetik Manipiilasyon: siRNA Aracili Gen Susturma

PASK gen ifadesinin post-transkripsiyonel diizeyde gecici olarak susturulmasi (knockdown)
amaciyla, Qiagen firmasindan tedarik edilen ve hedef mRNA dizisine 6zgii olarak tasarlanmis iki farkh
kiicik miidahaleci RNA (PASK4 ve PASK10 siRNA) dubleksinden yararlanildi. Deneysel siireclerin
standardizasyonu ve niikleik asit molekdillerinin hiicresel membrana penetrasyonunun saglanmasi

adina uygulanan Transfeksiyon Protokolii su sekilde gerceklestirildi:

Kiltlir ortaminda biyltilen meme kanseri ve normal meme epitel hiicre hatlari, 6-kuyucuklu
plaklara homojen bir sekilde ekildi ve hiicrelerin logaritmik biiyime fazini temsil eden %60-70 konfluent
(yogunluk) seviyesine ulasmalari beklendi. istenilen yogunlugun saglanmasinin ardindan, hedef spesifik
siRNA nukleotid zincirleri, katyonik lipid tabanli bir transfer ajani olan HiPerFect transfeksiyon reaktifi

ile muamele edilerek stabil lipozomal komplekslerin olusumu tetiklendi.

Susturma (silencing) protokoliiniin molekiiler kinetigini optimize etmek ve hiicre hatlarina 6zgii
maksimum susturma verimliligini elde edebilmek amaciyla, literatir verileriyle uyumlu olarak 50 nM
ve 100 nM olmak (izere iki farkh nihai siRNA konsantrasyonu deneysel olarak test edildi. Transfeksiyon
isleminin gerceklestirilmesini takiben, hicresel homeostazin ve protein yikim sireclerinin
tamamlanmasi adina hiicreler 72 saat boyunca inkiibe edildi ve bu sirenin sonunda fonksiyonel

analizler icin hasat edildi.
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Hedeflenen PASK protein ekspresyonundaki azalma dizeyleri ve gen susturma etkinligi,
Western Blotting teknigi kullanilarak protein seviyesinde kantitatif olarak dogrulandi. Ayrica,
transfeksiyon prosedirinin kendisinden, reaktif toksisitesinden veya hiicre ici genel RNA interferans
mekanizmasinin uyarilmasindan kaynaklanabilecek olasi non-spesifik hiicresel yanitlari ve artefaktlari
elimine etmek amaciyla, genomda bilinen herhangi bir gen dizisi ile homolojisi bulunmayan "Non-

silencing/Scrambled" siRNA dizilimleri negatif kontrol grubu olarak es zamanli yuratulda.

3.3.6. Protein Ekspresyon Analizi (Western Blotting)
Protein ekspresyon seviyelerinin ve post-translasyonel modifikasyonlarin (fosforilasyon gibi)
kantitatif analizi icin altin standart olan Western Blotting yontemi, asagida belirtilen sistematik

protokole uygun olarak gerceklestirildi (Sekil 19) (Cardon, 2011).

Hiicre ici sinyal yolaklarinin ve hedef proteinlerin analizine baslamadan o6nce, hiicresel
biitlinligl bozmak ve proteinleri ¢ozlinir hale getirmek amaciyla RIPA tamponu kullanildi. Proteinlerin
dogal yapisinin korunmasi ve biyokimyasal analizlerin dogrulugu icin lizis tamponuna taze olarak
proteaz inhibitor kokteyli (enzimatik yikimi 6nlemek icin) ve fosfataz inhibitor kokteyli (protein

Gzerindeki fosfat gruplarini korumak icin) ilave edildi.

Ornekler buz tizerinde inkiibe edildikten sonra santrifiij edilerek total protein fraksiyonu elde
edildi. izole edilen proteinlerin miktar tayini yapildiktan sonra, érnekler yiikleme tamponu ile denatiire
edildi ve SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Stlfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi) sistemine yiklendi. Bu
asamada; SDS, proteinlere negatif yik kazandirarak onlarin sadece molekdiler agirliklarina (kDa) gore
ayrilmasini sagladi. Proteinler jel matrisi icerisinde elektriksel alan altinda gog ettirildi. Jel Uzerinde
ayrisan proteinler, ileri immin kimyasal analizler igin biyolojik olarak inert olan ve yiksek protein
baglama kapasitesine sahip PVDF (Poliviniliden Floriir) membranlara transfer edildi. "Wet" veya "Semi-
dry" transfer teknikleri kullanilarak proteinler jelden membran yiizeyine elektro-blotting yontemiyle
aktarildi. Elektroforez ve transfer islemlerinin ardindan, membran Gzerindeki bog bolgelere antikorlarin
0zgll olmayan sekilde baglanmasini engellemek amaciyla, membranlar uygun bir bloklama

sollisyonunda inkibe edildi.
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A. PROTEIN iZOLASYONU VE ELEKTROFOREZ B. MEMBRAN TRANSFERI VE IMMUNO-BLOTLAMA
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Sekil 19. Western Blotting ile Protein Ekspresyon Analizi is Akisi ve Hedef Antikorlar

Protein analiz slreci Ui¢ ana asamada sematik olarak gosterildi. (A) Protein izolasyonu ve elektroforez asamasinda, RIPA lizis
tamponu (proteaz ve fosfataz inhibitorleri ilaveli) kullanilarak elde edilen total proteinler SDS-PAGE yontemi ile molekdler
agirliklarina gore ayrildi. (B) Membran transferi ve immuinoblotlama asamasinda proteinler PVDF membrana aktarildi,
spesifik olmayan baglanmalar bloklama sollisyonu ile engellendi ve membranlar hedef antikorlar (PASK, p-PASK, Cyclin D1,
EMT belirtegleri vb.) ile gece boyunca inklbe edildi. (C) Goruntileme ve kantitatif analiz asamasinda, ECL substrati
kullanilarak elde edilen kemiliminesans sinyalleri UVP ChemiDoc-it2 gériintileme sistemi ile kaydedildi ve bant yogunluklari
GAPDH veya Beta-aktin yiikleme kontrollerine normalize edilerek densitometrik olarak analiz edildi. Sekil, BioRender.com
kullanilarak olusturuldu.
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Bloklama islemini takiben, ¢alismanin temelini olusturan hedef proteinlerin tespiti icin spesifik
primer antikorlar ile +4°C'de gece boyu inklibasyon gerceklestirildi. Bu kapsamda, hiicresel sinyal iletimi
ve enzim kinetiginin incelenmesi amaciyla PASK antikoru kullanildi. Hiicre ¢ogalmasi ve dongisiiniin
kontrol mekanizmalarini degerlendirmek icin hiicre dénglsu regilatoérlerinden Cyclin D1, Cyclin A, p27
ve p53 proteinleri hedeflendi. Hicrelerin hareketliligi ve fenotipik degisimlerini gézlemlemek adina ise

Epitelyal-Mezenkimal Gegis (EMG) markiri olan vimentin antikoru ile cahsild.

Deneyin her asamasinin dogrulugunu teyit etmek, drnekler arasi yiikleme farkliliklarini ortadan
kaldirmak ve sonuglari standardize etmek amaciyla, degismez kabul edilen housekeeping
proteinlerinden GAPDH veya Beta-aktin ylikleme kontrolleri olarak kullanildi. Primer antikor
etkilesiminden sonra, hedef protein bantlarini goriintr kilmak amaciyla HRP konjugeli sekonder
antikorlar uygulandi. Protein bantlarinin gériintir kilinmasi icin ECL substratt membran Uzerine tatbik
edildi ve olusan kemiliminesans sinyaller UVP ChemiDoc-it2 dijital gériintiileme sisteminde yliksek
¢ozlnurlikte kaydedildi. Elde edilen dijital gorintiler, densitometrik analiz programlari araciligiyla

normalize edilerek protein miktarlarindaki degisimler istatistiksel olarak anlamlandirildi.

3.3.7. Hiicre Canliligi ve Proliferasyon Analizleri

PASK enziminin farmakolojik olarak inhibe edilmesinin hiicresel diizeydeki etkilerini belirlemek
amaciyla, hicre canlihg ve ¢ogalma kapasitesi izerindeki sitotoksik etkileri CCK-8 (Cell Counting Kit-8)
kolorimetrik yontemi kullanilarak kapsamli bir sekilde analiz edildi. Hiicre canliiginin belirlenmesinde
kullanilan CCK-8 analizi, hiicrelerdeki dehidrogenaz aktivitelerine dayanan ve hassas sonuglar veren bir

metot olarak secildi. Deney protokolii su adimlari icerdi:

Hicreler, logaritmik bliyiime fazindayken 96 kuyucuklu plakalara uygun yogunlukta ekildi ve
stabilizasyon igin inkibe edildi. Stabilizasyonun ardindan PASK inhibitori, belirlenen konsantrasyon
araliklarinda (doza bagh) ve farkli zaman dilimlerinde (24, 48 ve 72 saat gibi zamana bagli) hiicrelere
uygulandi. Belirlenen inkiibasyon sirelerinin sonunda, her bir kuyucuga CCK-8 sollisyonu ilave edildi.
Kit icerisinde bulunan WST-8 [2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disilfofenil)-2H-
tetrazolyum, monosodyum tuzu], canh hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrogenaz enzimleri tarafindan

indirgenerek turuncu renkli ve suda ¢oziinebilen bir formazan boyasina dontstiraldi.

Olusan formazan boyasinin yogunlugu, kuyucuktaki canli hiicre sayisi ile dogrudan orantil
olarak degerlendirildi. Renk degisimi, mikroplaka okuyucu sisteminde 450 nm dalga boyunda olclldi.
Kontrol grubu (uygulama yapilmayan hiicreler) %100 canli kabul edilerek, farkli doz ve siirelerdeki
absorbans degerleri tizerinden hiicrelerin ylizde canlilik oranlari hesaplandi. Elde edilen veriler isiginda,

PASK inhibisyonunun hiicre ¢cogalmasini hangi konsantrasyonda ve hangi siirede baskiladigini gosteren
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zamana ve doza bagl proliferasyon egrileri olusturuldu. Bu analizler sonucunda, PASK enziminin hiicre
sagkalimi izerindeki kritik roll belirlenmis ve sonraki deneylerde kullanilacak olan "yari maksimum

inhibitdr konsantrasyonu ICso degerleri saptandi.

3.3.8. Koloni Olusturma Kabiliyeti Deneyi

Koloni olusturma deneyi (klonojenik analiz), tek bir hiicrenin sinirsiz bir sekilde bollinerek en az
50 hiicreden olusan bir koloni meydana getirme yetenegini, yani "lreme kapasitesini" test eden in vitro
bir hiicre sagkalim analizi olarak kullanildi. PASK inhibisyonunun meme kanseri hiicrelerinin uzun vadeli
proliferasyonu ve bagimsiz sagkalimi Uzerindeki etkilerini belirlemek amaciyla ilgili protokol izlendi
(Sekil 20). Biyume fazindaki hicreler, birbirleriyle temas etmeyecek ve bagimsiz koloniler
olusturabilecek kadar dustik bir yogunlukta (kuyucuk basina 500-1000 hiicre) 6 kuyucuklu plakalara
ekildi.

Hiicrelerin ylizeye tutunmasi icin gecen 24 saatlik sirenin ardindan, belirlenen dozlarda PASK
inhibitorleri uygulanmis veya siRNA ile genetik susturma islemi gergeklestirildi. Kontrol grubu ise
herhangi bir ekleme olmadan normal biylime kosullarinda birakildi. Plakalar, hiicrelerin en az 5-6 nesil
bolinerek makroskobik olarak gorilebilir koloniler (genellikle >50 hiicre) olusturmasina izin verecek
sekilde 10-14 giin boyunca 37 ve %5 CO2 igeren inkiibatorde muhafaza edildi. Bu siire zarfinda besiyeri,
inhibitér etkinligini korumak adina belirli araliklarla tazelendi. inkiibasyon siiresi sonunda besiyeri
uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile yikandiktan sonra %100 metanol kullanilarak oda sicakliginda 15-20
dakika sireyle sabitlendi. Sabitlenen kolonileri goriinir kilmak igin %0,5'lik kristal viyole ¢ozeltisi ile

boyama yapildi. Boyama sonrasi plakalar distile su ile yikanarak kurumaya birakildi.

Uygulama yapilan gruplardaki kolonilerin kontrol grubuna oranlanmasiyla elde edilen deger,
PASK inhibisyonunun hiicrelerin koloni olusturma potansiyelini ne 6lgliide baskiladigini kantitatif olarak
ortaya koydu. Bu analiz, PASK enziminin meme kanseri hiicrelerinde sadece kisa vadeli metabolik
aktivite icin degil, ayni zamanda hiicrelerin tiimérijenik potansiyeli ve kendi kendini yenileme kabiliyeti

icin de gerekliligini kanitlamak amaciyla kullanildi.
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Sekil 20.PASK inhibisyonunun Koloni Olusturma Kabiliyeti Uzerindeki Etkilerinin Analizi

Meme kanseri hiicrelerinde klonojenik sagkalim analizi is akisi ve degerlendirme kriterleri sematik olarak gosterilmektedir.
Duistik yogunlukta ekilen hiicrelere genetik (PASK-siRNA) veya farmakolojik (PASK inhibitéril) midahaleler uygulanmis,
ardindan hiicreler 37°C ve %5 CO, kosullarinda 10-14 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda olusan koloniler
metanol ile fikse edilmis ve kristal viyole ile boyanmistir. Koloni sayimlari goriintiileme sistemleri kullanilarak
gergeklestirilmis ve sagkalim fraksiyonu hesaplanmistir. Klonojenik analizde 250 hiicre igeren yapilar koloni olarak
degerlendirilmistir. PASK inhibisyonu sonrasinda koloni olusum kapasitesi ve klonojenik sagkalimda gozlenen azalma, PASK'In
timor hicrelerinin uzun dénemli proliferasyon ve kendini yenileme kapasitesindeki dnemli roliinii desteklemektedir. Sekil
BioRender.com kullanilarak olusturulmustur.

3.3.9. Anneksin/PI Flow Sitometri

PASK inhibisyonunun hiicre tzerindeki etkilerini tek hiicre diizeyinde ve yliksek hassasiyetle
belirlemek amaciyla akis sitometrik analizler gerceklestirildi. Bu kapsamda, programli hiicre 6limiiniin
(apoptoz) tespiti icin Anneksin V-FITC/Propidyum iyodiir (Pl) cift boyama yéntemi tercih edildi. Bu
yontemde, apoptozun erken evrelerinde hiicre membraninin i¢ kismindan dis ylizeyine yer degistiren
fosfatidilserin (PS) molekdilleri, floresan isaretli Annexin V proteini tarafindan spesifik olarak baglanarak
erken apoptotik popilasyonun belirlenmesini sagladi. Es zamanh olarak kullanilan ve hiicre membran
bltinligl bozulmus olan geg apoptotik veya nekrotik hiicrelerin ¢ekirdek asitlerine baglanan Pl boyasi
sayesinde; canli, erken apoptotik, ge¢c apoptotik ve nekrotik hiicre popllasyonlari floresan isima
yogunluklarina gore birbirinden ayirt edilerek analiz edildi. Hiicre doénglisii dinamiklerinin analizi
slirecinde ise hiicrelerin DNA igerigi Uzerinden replikasyon evreleri belirlendi. Bu amacla, logaritmik
fazdaki hiicreler hasat edildikten sonra hiicresel yapinin korunmasi ve boyanin ¢ekirdege penetrasyonu
icin soguk etanol igerisinde fiksasyon islemine tabi tutuldu. Fikse edilen hiicreler, DNA'ya entegre olan
floresan bir boya olan Pl ile inkiibe edilerek her bir hiicrenin sahip oldugu DNA miktari 6l¢iildi. Elde
edilen floresan sinyalleri araciligiyla hiicrelerin diploid (2n) veya tetraploid (4n) durumlari analiz

edilerek, populasyonun GO/G1, S ve G2/M fazlarindaki dagilim oranlari saptandi. Bu analiz, PASK
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enziminin eksikliginde veya inhibisyonunda hiicre dongisiiniin hangi spesifik noktada durakladigini ve
proliferasyonun molekiiler diizeyde nasil baskilandigini net bir sekilde ortaya koydu. Deneyler en az (g
bagimsiz biyolojik tekrar halinde gerceklestirildi. istatistiksel degerlendirmeler GraphPad Prism yazilimi
kullanilarak yapildi. Gruplar arasindaki varyasyonun anlamliligi icin Student’s t-test (iki grup) veya Tek
Yonli ANOVA (¢oklu gruplar) testleri uygulandi. Tim analizlerde p < 0,05 degeri istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.

3.3.10. Kaspaz 3/7 Akis Sitometrisi

PASK inhibisyonunun hticre olimu Uzerindeki etkilerini belirlemek ve apoptozun efektor
asamasini dogrulamak amaciyla, Kaspaz 3/7 aktivite analizi akis sitometrisi yontemiyle gerceklestirildi.
Apoptoz yolaginin geri donlisiimsiiz noktasi olarak kabul edilen kaspaz aktivasyonu, hiicresel yikimin
ylritilmesinde ve biyokimyasal olarak programli hiicre 6limiiniin tamamlanmasinda merkezi bir rol
oynadi. Bu analiz, 6zellikle PASK enziminin eksikliginde hiicrelerin hayatta kalma sinyallerinden yoksun
kalarak dogrudan intihar yoluna girip girmediginin belirlenmesi acisindan kritik Gneme sahip olarak
degerlendirildi. Deneyin uygulama asamasinda, hiicre icerisine kolayca penetre olabilen ve sadece
aktive olmus Kaspaz-3 veya Kaspaz-7 enzimleri tarafindan taninan spesifik bir amino asit dizisine (DEVD)
bagl floresan bir substrat kullanildi. Belirlenen dozlarda PASK inhibitori veya siRNA ile tedavi edilen
meme kanseri hiicreleri, apoptozun indiklenmesi icin gerekli olan inklibasyon stiresi boyunca muhafaza

edildi.

Saglikli hiicrelerde floresan olmayan formda kalan bu substrat, apoptoza giren hiicrelerde aktive olan
efektor kaspazlar tarafindan kesildi ve bu islem sonucunda serbest kalan boya floresan isima yaparak
hlcreyi isaretledi. Elde edilen verilerin kantitatif degerlendirilmesi siirecinde, akis sitometrisi
araciligiyla binlerce hiicreden yayilan floresan sinyalleri tek tek kaydedildi ve kaspaz pozitif hiicre
ylzdeleri hesaplandi. PASK inhibisyonu sonrasinda kontrol grubuna kiyasla Kaspaz-3/7 aktivitesinde
gozlenen artis, enzimin susturulmasinin hiicreyi klasik kaspaz bagimli apoptotik yolaga sirikledigini net
bir sekilde ortaya koydu. Bu sonuglar, daha dnce yapilan Annexin V bulgularini biyokimyasal diizeyde
destekleyerek, PASK enziminin meme kanseri hiicrelerinde sagkalimi koruyucu ve apoptozu engelleyici

bir fonksiyon Ustlendigini molekiler temellerle ortaya koydu.

3.3.11. JC-1 Akis Sitometrisi

PASK inhibisyonunun indikledigi apoptozun mitokondriyal yolakla iliskisini ve hiicresel eneriji
metabolizmasindaki erken degisimleri belirlemek amaciyla, akis sitometrisi esliginde JC-1 (5,5,6,6'-
tetrakloro-1,1’,3,3’-tetraetilsenzimidazolilkarbosiyanin  iyodir) boyamasi gercgeklestirildi. JC-1,

mitokondriyal membran potansiyeline duyarli katyonik bir boya olup, hiicrenin apoptotik sirece girip
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girmedigini gosteren hassas bir belirte¢ olarak degerlendirildi. Normal fizyolojik kosullarda ve yiksek
membran potansiyeline sahip saglikh hiicrelerde, JC-1 molekilleri mitokondri matrisinde konsantre
olarak J-agregatlari olusturdu. Bu agregatlar, yaklasik 590 nm dalga boyunda yogun kirmizi floresan
1Isima yapti. Ancak, PASK inhibisyonu gibi pro-apoptotik uyaranlar sonucunda mitokondriyal membran
bltinliglh bozuldugunda ve membran potansiyeli distiiglinde, boya agregat halinden ayrilip sitozole
sizarak monomerik forma disti. JC-1 monomerleri ise yaklasik 527 nm dalga boyunda yesil floresan

1Isima yaydi.

Deney protokoli kapsaminda, PASK inhibitéri veya siRNA uygulanan meme kanseri hiicreleri JC-1
¢alisma sollisyonu ile inkiibe edildikten sonra akis sitometrisinde analiz edildi. Elde edilen verilerde,
kirmizi floresan sinyalindeki azalma ve yesil floresan sinyalindeki artis (FL2/FL1 orani degisimi),
mitokondriyal membran potansiyelinin kayboldugunu ve i¢sel apoptoz yolaginin aktive oldugunu
dogruladi. Bu analiz, PASK enziminin sadece hiicre dénglsini degil, ayni zamanda mitokondriyal

kararlihgl koruyarak hiicreyi programli 6lime karsi direncli tuttuguna isaret etti.
3.4. istatistiksel Analiz

Elde edilen tim deneysel veriler GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA)
programi kullanilarak analiz edilmistir. Sonuglar en az li¢ bagimsiz deneyin ortalama + standart sapma

(SD) degerleri olarak ifade edilmistir.

Gruplar arasi istatistiksel farkliliklarin degerlendirilmesinde iki grup karsilastirmalari igin
bagimsiz 6rneklem Student’s t-testi, ikiden fazla grubun karsilastirilmasinda ise tek yonli varyans analizi
(One-way ANOVA) ve ardindan Tukey post-hoc c¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir. istatistiksel

anlamlilik diizeyi p < 0,05 olarak kabul edilmistir.

Hicre canhligl, koloni olusumu, apoptotik hiicre orani, kaspaz aktivitesi, hiicre donglisti dagilimi
ve protein ekspresyon dizeylerine ait grafiksel analizler GraphPad Prism programi kullanilarak

olusturulmustur

3.5. Etik Onay

Bu calisma kapsaminda ticari olarak temin edilen ve valide edilmis hiicre hatlari kullanildi.
Calisma, in vitro (hucre kiltir() dizeyinde yiratulduga ve insan/hayvan denek kullanimi icermedigi

icin etik kurul onayindan muaftir.
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4. BULGULAR

4.1. Meme Kanseri Patogenezinde PASK Gen ve Protein ifadesinin Degerlendirilmesi

PASK'In kanser gelisimindeki potansiyel roll, hiicresel sinyal iletimi ve metabolik
regililasyondaki fonksiyonlari nedeniyle son yillarda giderek daha belirgin hale geldi. Bu ¢alismada,
PASK gen ve protein ekspresyon profilini meme kanseri patogenezi baglaminda molekiiler diizeyde
degerlendirmek amaciyla, kapsamli veri tabanlarindan elde edilen biyoinformatik analizler ve doku
ornekleri karsilastirmali olarak incelendi. insan Protein Atlas veri tabanindan elde edilen doku
mikrodizilim gorintileri Gzerinden yapilan incelemelerde, PASK proteininin meme kanseri dokularinda
normal epitel dokusuna kiyasla belirgin sekilde yukari regiile edildigi ve timor dokusunda yogun bir

birikim sergiledigi gosterildi (Sekil 21).

PASK PASK

Normal Meme Dokusu Meme Kanseri Dokusu

Sekil 21. PASK Ekspresyonunun Histolojik Analizi

PASK gen/protein ekspresyonun meme kanserinde anlamli sekilde artmis ve hem biyoinformatik hem de histolojik diizeyde
gostermektedir. Panelde yer alan doku mikrodizilim (TMA) gorintileri ile normal meme dokusuna kiyasla timor dokusunda
PASK protein ekspresyonunun belirgin sekilde arttigi ve yukari regile oldugu dogrulanmigstir. Bu bulgular birlikte
degerlendirildiginde, PASK'iIn meme kanseri patogenezinde énemli bir rol oynayabilecegi ve potansiyel bir biyobelirteg veya
terapdtik hedef olarak degerlendirilebilecegi desteklenmistir. immiinohistokimyasal gériintiiler Human Protein Atlas (HPA)
veri tabanindan alinmistir (www.proteinatlas.org) Erisim Tarihi:10.05.2026.

PASK gen ekspresyonunun genis bir spektrumda degerlendirildigi HPA temelli analizlerde ise,
bu artisin bircok kanser tiirlinde ortak bir patern sergiledigi ve meme kanseri dahil olmak (izere ¢esitli
tiimorlerde kanser disi dokulara oranla daha yliksek transkript seviyelerine sahip oldugu saptandi (Sekil

22).
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Sekil 22. Farkli kanser tiirlerinde PASK ekspresyonunun karsilastirmali analizi

-

PASK gen ekspresyon dizeylerinin farkh kanser tirleri ve kanser disi dokular arasindaki karsilastirmal dagilimi gosterilmistir.
Sonuglarla, PASK ekspresyonunun birgok kanser tipinde belirgin sekilde arttigi ve 6zellikle meme kanseri dahil olmak tzere
cesitli timorlerde yukari regiile oldugu ortaya konmustur. Kanser hiicre hatlarinda gézlenen bu artisin, kanseréz olmayan

dokulara kiyasla daha yiiksek transkript seviyeleri ile karakterize oldugu belirlenmistir. Bu yaygin ekspresyon artisi ile PASK'in
tiimor biyolojisinde genel bir rol oynayabilecegi ve farkli kanser tiirlerinde potansiyel bir biyobelirteg¢ ya da terapotik hedef

olarak degerlendirilebilecegi desteklenmistir. Gérseller Human Protein Atlas veri tabanindan elde edilmistir
(www.proteinatlas.org) Erisim Tarihi:10.05.2026.

Son olarak, The Cancer Genome Atlas (TCGA) veri tabanindan elde edilen Meme invaziv
Karsinomu 6rneklerinde yapilan klinik karsilastirmalar, PASK geninin normal meme dokusuna (n=114)
kiyasla primer timorlerde (n=1097) istatistiksel acidan anlamli diizeyde asiri ifade edildigini dogruladi

(Sekil 23; p < 0,000001).

Veri tabanlari Gizerinden gergeklestirilen bu analizler, PASK ekspresyonunun hem gen hem de
protein dizeyinde evrensel bir artig sergiledigini ortaya koydu. Ozellikle farkl kohortlar ve doku
modelleri tizerinde gozlenen bu tutarli artis ile PASK'In meme kanseri progresyonunda énemli bir role
sahip olabilecegi desteklendi. Bu bulgularla, PASK'In meme kanseri icin hem prognostik bir biyobelirteg
olarak degerlendirilebilecegi hem de gelecekteki terapotik calismalar icin stratejik bir hedef olma

potansiyeli tasidigi gosterildi.
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Sekil 23. Meme kanseri hastalarinda PASK gen ekspresyonunun artisi (TCGA analizi)

TCGA veri tabanindan elde edilen BRCA (Meme invaziv Karsinomu) érneklerinde normal meme dokusu (n=114) ve primer
meme tumori (n=1097) gruplari arasinda PASK gen ekspresyon diizeyleri karsilastirilmigtir. Primer tiumor 6rneklerinde PASK
ekspresyonunun normal meme dokularina kiyasla anlamli derecede arttigi saptanmistir (p < 0,000001). Bulgularla, PASK'in
meme kanseri gelisimi ve progresyonunda rol oynayabilecegi ve potansiyel bir prognostik biyobelirteg olarak
degerlendirilebilecegi desteklenmistir (TCGA-BRCA veri seti ;ualcan.path.uab.edu, Erisim Tarihi:06.05.2026).

4.2. PASK Ekspresyonunun Klinik Sagkalim, Niiks ve Tedavi Yanit Uzerindeki Etkileri

Meme kanseri patogenezinde molekiiler diizeyde saptanan PASK asiri ifadesinin, hastalarin
klinik seyri Gzerindeki prognostik yansimalarini anlamak, bu kinazin klinik degerini belirlemek adina
kritiktir. Bu baglamda, Kaplan-Meier sagkalim analizleri ve kemoterapi yanit verileri kullanilarak, PASK
diizeyinin hasta sagkalimi, niiks riski ve tedaviye direng siregleri (izerindeki etkisi klinik veri setleri

Gzerinden degerlendirildi.

Klinik veri setlerinden elde edilen Kaplan—Meier sagkalim egrileri ile yiksek PASK ifadesinin
meme kanseri hastalarinda zayif klinik prognoz ve dusik sagkalim oranlari ile dogrudan iliskili oldugu
gosterildi. Ozellikle hedefe yonelik tedavilere direngli olan Triple-Negatif Meme Kanseri (TNBC/UNMK)
kohortunda, yliksek PASK seviyeleri nikssiliz sagkalim (RFS) siresini anlamli derecede kisaltmaktadir.
Analiz sonuglarina goére, yiksek PASK ekspresyonu niiks riskini HR=1,73 kat (p=0,0081) artirirken (Sekil
24A), lenf nodu pozitif olan agresif alt tiplerde bu risk artisi 1,75 kat (HR=1,75; p=0,039) olarak
belirlendi (Sekil 24B).
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Sekil 24. Yiksek PASK ekspresyonunun meme kanserinde prognoz ve sagkalim tzerindeki etkisi

(A) Hormon reseptérii negatif (UNMK/triple-negatif) meme kanseri hasta kohortunda gerceklestirilen Kaplan-Meier sagkalim
analizi. Yuksek PASK ekspresyonuna sahip hastalarda niikssiiz sagkalim olasiliginin belirgin sekilde azaldigi ve artmig niiks riski
ile iliskili oldugu gdsterilmektedir (HR = 1,73; p = 0,0081). (B) Lenf nodu pozitif UNMK hasta kohortunda gergeklestirilen
Kaplan—Meier sagkalim analizi. Yiiksek PASK ekspresyonunun daha disik niikssiiz sagkalim olasiligi ile iliskili oldugu
gbzlenmistir (HR = 1,75; p = 0,039). Bulgular, yliksek PASK ekspresyonunun agresif timor fenotipi, artmis niks riski ve kotu
klinik prognoz ile iliskili olabilecegini desteklemektedir (www.kmplot.com, Erisim Tarihi: 10.06.2026).

Tedavi yaniti baglaminda yapilan incelemelerde ise, kemoterapiye patolojik yanit vermeyen
hastalarda PASK gen ekspresyon dizeylerinin, yanit veren gruplara kiyasla anlamli derecede daha
ylksek oldugu saptandi (Sekil 25). Elde edilen veriler, ylksek PASK ekspresyonunun sadece agresif bir
timor fenotipi ile iliskili olmadigini, ayni zamanda kemo-diren¢ mekanizmalarinda aktif bir rol
oynayabilecegini ortaya koydu. Kemoterapiye yanit vermeyen hasta grubunda saptanan yiksek PASK
diizeyleri, bu kinazin timor hiicre sagkalim mekanizmalarinda bir "diren¢ faktori" olarak goérev

yapabilecegini destekledi.

Bu bulgular 1siginda PASK; meme kanserinde niiks riskini dngoren bir prognostik biyobelirteg
olmasinin yani sira, 6zellikle kemo-direncli vakalarda tedavi basarisini artirmak adina stratejik bir

terapotik hedef olarak degerlendirildi.
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Sekil 25. PASK ekspresyonu ile kemoterapiye direng arasindaki iligki

Grafikte, kemoterapiye yanit veren ve yanit vermeyen hasta gruplari arasinda PASK gen ekspresyon diizeylerinin
karsilastiriimasi gosterilmektedir. Kemoterapiye yanit vermeyen hastalarda PASK ekspresyonunun daha yiiksek oldugu
gbzlenmistir. Bu bulgularla, artmis PASK ekspresyonunun kemoterapi direnci ve timoér hiicre sagkalim mekanizmalari ile
iliskili olabilecegi dustindirulmustlr. Ayrica PASK’in, tedavi yanitinin 6ngorilmesinde potansiyel bir biyobelirteg ve terapotik
hedef olarak degerlendirilebilecegini desteklemektedir. Veriler TCGA veri tabanindan elde edilmistir(www.rocplot.org, Erisim
Tarihi: 09.06.2026).

4.3. PASK Susturulmasinin Proliferasyon ve Koloni Olusumuna Etkisi

PASK’In besin mevcudiyetini bliylime sinyallerine entegre eden merkezi bir kinaz oldugu
disindlduginde, proteinin fonksiyon kaybi deneyleri araciligiyla incelenmesi, onkojenik potansiyelinin
aydinlatilmasi agisindan temel bir gereklilik olarak goruldi. Bu baglamda, PASK'in proliferatif kapasite
ve koloni olusturma Uzerindeki etkileri MDA-MB 231, MCF7 ve BT-474 gibi farkli meme kanseri hiicre
hatlarinda kapsamli olarak analiz edildi. Yapilan molekiiler karakterizasyon ve Western Blot ¢calismalari,
PASK protein seviyelerinin 6zellikle agresif meme kanseri (MDA-MB 231) ve yumurtalik kanseri (A2780)
hiicre hatlarinda belirgin sekilde yiiksek oldugunu ortaya koydu (Sekil 26 A-B).

PASK susturulmasi, MDA-MB 231 hiicrelerinde canhhgi anlamli diizeyde diisirmis (Sekil 26C)
ve MCF7 hiicrelerinde morfolojik biitlinligi bozarak hiicre canhhigini baskilamistir (Sekil 26 D-E). Elde
edilen kantitatif analizler sonucunda; MDA-MB 231 hiicre hattinda PASK 10 siRNA uygulamasi ile hiicre
canlihginin %42,67 + 1,53 seviyesine distigl, MCF7 hiicre hattinda ise bu oranin %49,00 + 1,00

seviyesine geriledigi saptandi (p < 0,0001).
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Sekil 26. PASK Ekspresyonunun Karakterizasyonu ve Hiicre Canlihgi Uzerindeki Etkisi

A) Western Blot Analizi: Meme (MCF7, MDA-MB 231) ve over (A2780, A2780-ADR) kanseri hiicre hatlarinda PASK protein
seviyelerinin belirlenmesi. Beta-aktin, protein yiikleme kontroli olarak kullaniimistir. B) Relatif Protein Kantifikasyonu: PASK
protein bant yogunluklarinin Beta-aktin'e normalize edilmis grafiksel gosterimi. En yliksek ekspresyonun MDA-MB 231 ve
A2780 hatlarinda oldugu goriulmektedir. C) MDA-MB 231 Huicre Canliligi: PASK siRNA transfeksiyonu sonrasi hiicre
canhhgindaki degisim. PASK geninin susturulmasi, hiicre canhhginda istatistiksel olarak gok yiksek diizeyde anlamli bir
azalmaya (p < 0,0001; ****) yol agmistir. D) MCF7 Hicre Morfolojisi: Kontrol (NT), kontrol siRNA ve PASK siRNA uygulanan
MCF7 hiicrelerinin mikroskobik goriintileri. PASK susturulmasinin hiicre yogunlugunu ve morfolojik bitiinlGgl negatif
etkiledigi gbzlemlenmistir. E) MCF7 Hicre Canhhigi Analizi: MCF7 huicrelerinde PASK eksikliginin canlilik Gzerindeki kantitatif
etkisi. Veriler, PASK’In bu hiicre hattinda da hayatta kalma igin kritik bir rol oynadigini géstermektedir (p < 0,001; ***),
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Bu inhibisyonun 6zglnligini test etmek amaciyla kullanilan MCF10A hiicre hattinda canhlik
kaybinin istatistiksel olarak anlamli bulunmamasi, PASK bagimhliginin timoér hiicrelerine spesifik bir

ozellik olabilecegine isaret etmektedir (Sekil 27A-C).

Ayrica, MCF10A hiicrelerinde yapilan densitometrik analizler, PASK-siRNA uygulamasi
sonrasinda PASK protein ekspresyonunun ortalama %53,67 + 6,03 seviyesine kadar basariyla

baskilandigini kanitladi.
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Sekil 27. PASK Gen Susturulmasinin MCF10A Hiicre Canlihgi Uzerine Etkisi

(A) MCF10A hucrelerinde PASK-siRNA (PASK10) uygulamasi sonrasinda elde edilen hiicre canliligr analizi. PASK susturulmasi
sonrasinda hiicre canlhginda kontrol gruplarina kiyasla hafif diizeyde bir azalma gézlenmis ancak bu degisim istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (ns). (B) Kontrol siRNA ve PASK-siRNA gruplarinda PASK protein ekspresyonunu gésteren
Western blot analizi. Beta aktin (43 kDa), yukleme kontroll olarak kullaniimistir. (C) PASK protein diizeylerine ait
densitometrik analiz sonuglari. PASK-siRNA uygulamasi sonrasinda PASK protein ekspresyonunda anlamli azalma
saptanmistir (¥***p < 0,001). Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak sunulmus olup deneyler ti¢ bagimsiz tekrar
halinde gergeklestirilmistir.

MDA-MB 231 hiicre hattinda, PASK4 siRNA uygulamasi ile koloni olusturma kapasitesi %42,00
* 3,00 seviyesine, daha etkili olan PASK10 siRNA uygulamasi ile ise %14,67 £ 2,52 seviyesine geriledi.
BT-474 hiicre hattinda ise benzer bir baskilayici etki gzlenmis olup, PASK4 siRNA uygulamasi ile koloni
olusturma kapasitesi %34,67 £ 6,03 seviyesine, PASK10 siRNA uygulamasi ile ise %14,67 + 2,52

seviyesine dismstdr.

Bu bulgular, PASK geninin susturulmasinin hem UNMK (MDA-MB 231) hem de HER2-pozitif
(BT-474) meme kanseri modellerinde, koloni olusturma kapasitesini doza ve sekansa bagh olarak

istatistiksel acidan anlamli derecede kisitladigini ortaya koymaktadir. (Sekil 28 A-B; p < 0,001).
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Sekil 28. PASK'in MDA-MB 231 VE BT-474 meme kanseri hiicre hatlarinda proliferasyona etkisi

A) MDA-MB 231 ve B) BT-474 hiicre hatlarinda PASK4 ve PASK10 siRNA (50 nmol) uygulamalarinin koloni olusturma
kapasitesi lizerindeki uzun dénemli etkileri. Her iki hiicre hattinda da PASK geninin susturulmasi, kristal viyole ile boyanan
koloni sayisinda ve boyutunda kontrol grubuna kiyasla dramatik bir azalmaya yol agmistir. Sag panellerdeki grafikler, koloni

yogunluguna bagli hiicre canliligi yiizdesindeki istatistiksel anlaml diisiisii dogrulamaktadir. inhibitér etki hem triple-negatif
(MDA-MB 231) hem de HER2-pozitif (BT-474) hiicre modellerinde benzer sekilde gézlenmistir. Veriler tig bagimsiz deneyi
temsil etmekte olup ortalama + SD olarak ifade edilmistir. ***, ****: Kontrol grubuna gore sirasiyla p < 0,001 ve p < 0,0001
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dizeyinde ylUksek derecede istatistiksel anlamlilik.
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PASK-1115 inhibitori uygulanan gruplarda, 6zellikle 30 uM ve 50 uM dozlarinda antiproliferatif

etkinin maksimum diizeye ulastig ve koloni olusumunun neredeyse tamamen baskilandigi belirlendi

(Sekil 29; p < 0,0001).

MDA-MB 231 hiicrelerinde: 10 uM dozunda canllik %59,67 + 5,03, 20 uM dozunda %32,67 +
2,52, 30 uM dozunda %14,67 + 2,52 ve 50 uM dozunda %3,00 £ 1,00 olarak saptanmistir. MDA-MB 436
hicrelerinde: 10 uM dozunda canhlik %70,00 + 2,52, 20 uM dozunda %64,00 + 1,00, 30 uM dozunda

%40,33 £ 2,52 ve 50 uM dozunda %6,33 * 1,15 seviyelerine gerilemistir.
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Sekil 29. PASK 1115 inhibitdriiniin meme kanseri hiicre hatlarinda koloni olusumu Uzerine etkilerinin
degerlendirilmesi

(A) MDA-MB-231 ve (B) MDA-MB-436 hiicre hatlari, farkli konsantrasyonlarda (10, 20, 30 ve 50 uM) PASK 1115 inhibitord ile
muamele edilmis ve koloni olusum kapasitesi kristal viyole boyamasi ile analiz edilmistir. Temsilci koloni gorintdleri sol
panelde, kantitatif analiz sonuglari ise sag panelde gosterilmistir. PASK 1115 uygulamasi, her iki hiicre hattinda da doza bagh
olarak koloni olusumunu ve hiicre canlihigini anlamli diizeyde azaltmistir. Ozellikle 30 uM ve 50 uM konsantrasyonlarinda
belirgin antiproliferatif etki gézlenmistir. Veriler ti¢ bagimsiz deneyin ortalama + standart sapma (SD) olarak sunulmustur.
istatistiksel analiz GraphPad Prism programi kullanilarak gerceklestirilmis olup, anlamhlik diizeyleri ****p < 0.0001 olarak
degerlendirilmistir.

Bu bulgular, PASK'In sadece kisa stireli proliferasyonu degil, ayni zamanda kanser hiicrelerinin

uzun dénemli hayatta kalma ve koloni olusturma kapasitesini de diizenleyen temel bir "molekiiler

sirici" olabilecegini ortaya koymaktadir.
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Elde edilen sayisal veriler, PASK inhibisyonunun 6zellikle agresif meme kanseri modellerinde
timor ylkiini baskilamada ve tiimoérojenik kapasiteyi sinirlamada glicli bir terap6tik potansiyele sahip

oldugunu desteklemektedir.

4.4. PASK Baskilanmasinin Apoptoz Uzerine Etkisi

PASK inhibisyonunun meme kanseri hiicrelerinde proliferatif kapasiteyi ve koloni olusturma
yetenegini baskiladigi gbz 6nine alindiginda, bu fenotipik degisimin altinda yatan temel o6lim
mekanizmasinin tanimlanmasi  kritik O6neme sahiptir. Bu baglamda, PASK baskilanmasinin
programlanmis hiicre 6lumiu (apoptoz) sireglerini tetikleyip tetiklemedigi, Annekin V/PI akis
sitometrisi, Kaspaz 3/7 aktivite analizleri ve hiicre dongusu profillemesi ile detayl olarak incelendi.
Meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7 ve MDA-MB-231) PASK geninin susturulmasi, hiicreleri dogrudan
apoptotik slrece suriklemektedir. Annekin V/FITC ve Pl boyamasi ile gergeklestirilen akis sitometrisi
analizleri, PASK baskilanmasi sonrasinda erken ve ge¢ apoptotik hiicre popilasyonlarinda belirgin bir
artis oldugunu ortaya koydu (Sekil 30 A-D). MDA-MB 231 hiicre hattinda: PASK 10 siRNA uygulamasi
sonrasinda toplam apoptotik popilasyon %26,00 + 1,00 seviyesine ulasmistir (p < 0,001). MCF7 hiicre
hattinda: PASK 10 siRNA uygulamasi sonrasinda toplam apoptotik popilasyon %21,00 £ 2,00 seviyesine
¢tkmistir (p < 0,001).
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Sekil 30. PASK Susturulmasinin Meme Kanseri Hiicrelerinde Apoptoz Uzerindeki Etkisi

(A—B) MCF-7 ve (C-D) MDA-MB-231 hiicre hatlarinda PASK-siRNA uygulamasi sonrasinda gergeklestirilen Annexin V-FITC/PI
akis sitometrisi analizleri. (A, C) Annexin V/PI dagilim grafikleri. Sol alt kadran canli hiicreleri, sag alt kadran erken apoptotik
hicreleri, sag Ust kadran ge¢ apoptotik hiicreleri ve sol {ist kadran nekrotik hiicre popilasyonlarini gostermektedir. PASK
susturulmasi sonrasinda her iki hiicre hattinda da apoptotik hiicre poptilasyonunda belirgin artis gézlenmistir. (B, D) Toplam
apoptotik hiicre oranlarinin kantitatif analizi. Bulgularla, PASK baskilanmasinin apoptozu artirdigi ve hiicre canliligini azalttigi
gosterilmistir. Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak sunulmus olup deneyler i¢c bagimsiz tekrar halinde
gerceklestirilmistir (***p < 0,001).
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Bu apoptoz indiksiyonu, Kaspaz 3/7 enzim aktivitesindeki artis ile dogrulandi (Sekil 31 A-D).
PASK susturulmasi, Kaspaz 3/7 aktivasyonunu MCF7 hicrelerinde %21,00 + 1,00, MDA-MB 231
hicrelerinde ise %15,00 £ 1,00 seviyesine ylkseltmistir (p < 0,001).
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Sekil 31. PASK susturulmasinin Kaspaz 3/7 aktivasyonu tzerindeki etkisi

(A-B) MCF-7 ve (C—-D) MDA-MB-231 hiicre hatlarinda PASK-siRNA (PASK10) uygulamasi sonrasinda gercgeklestirilen Kaspaz
3/7 aktivite analizleri. (A, C) Akig sitometrisi ile elde edilen temsili histogramlar. Kaspaz-negatif hiicre poptlasyonlari siyah,
Kaspaz-pozitif hiicre popilasyonlari ise kirmizi ile gosterilmistir. PASK susturulmasi sonrasinda her iki hiicre hattinda da
Kaspaz 3/7 aktivitesi gbsteren hticre oraninda belirgin artig gozlenmistir. (B, D) Kaspaz 3/7 pozitif hiicre oranlarinin kantitatif
analizi. Bulgular, PASK baskilanmasinin apoptotik hiicre populasyonunu artirdigini ve apoptozu indiikledigini gostermektedir.
Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak sunulmus olup deneyler ti¢ bagimsiz tekrar halinde gergeklestirilmistir (***p <
0,001; ns: anlamli degil).

4.5. PASK Baskilanmasinin Mitokondriyal Degisiklikler Uzerine Etkileri

PASK, metabolik siiregleri ve enerji homeostazini diizenleyen bir kinaz olmasi nedeniyle,
mitokondriyal fonksiyonlarin idamesinde kritik bir rol oynamaktadir. Onceki deneylerde gdzlemlenen
apoptotik hiicre 6limiiniin mekanizmasini aydinlatmak amaciyla, PASK baskilanmasinin mitokondriyal
membran potansiyeli Gzerindeki etkileri, mitokondriyal disfonksiyonun en duyarh goéstergelerinden biri

olan JC-1 boyama teknigi ile analiz edildi.

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda gergeklestirilen akis sitometrisi analizleri, PASK
susturulmasi ile mitokondriyal membran butinlGgiiniin dogrudan etkilendigini ortaya koydu. JC-1
boyamasi sonuglarina gore, kontrol gruplarinda yiiksek membran potansiyeline isaret eden agregat
formlar baskinken, PASK susturulan hiicrelerde mitokondriyal membran depolarizasyonunun bir
gostergesi olan monomerik formlarda belirgin bir artis goézlendi. Kantitatif analizler, her iki hiicre

51



hattinda da disik mitokondriyal membran potansiyeline sahip hiicre popilasyonunda istatistiksel
olarak anlamh bir artis oldugunu ortaya koymaktadir (Sekil 32A-D). PASK 10 siRNA uygulamasi
sonrasinda, MCF7 hiicre hattinda disiik membran potansiyeline sahip hiicre orani %17,17 + 0,06
seviyesine yukselirken (p < 0,0001), MDA-MB 231 hiicre hattinda bu oran %30,67 + 0,58 seviyesine
ulasti (p < 0,0001).
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Sekil 32. PASK Susturulmasinin Mitokondriyal Disfonksiyon Uzerindeki Etkisi

(A—B) MCF-7 ve (C—D) MDA-MB-231 hiicre hatlarinda PASK-siRNA (PASK10) uygulamasi sonrasinda gergeklestirilen JC-1 akis
sitometrisi analizleri. (A, C) Huicrelerin JC-1 boyamasi sonrasi elde edilen temsili dot-plot grafikleri. Yiiksek mitokondriyal
membran potansiyeline sahip hiicreler JC-1 agregatlari ile yiksek AWm bolgesinde yer alirken, diisik membran potansiyeline
sahip hicreler JC-1 monomerleri ile diisiik AWm bdlgesinde gbzlenmistir. PASK susturulmasi sonrasinda her iki hiicre
hattinda da disik membran potansiyeline sahip hiicre popiilasyonunda belirgin artis saptanmistir. (B, D) Dustik
mitokondriyal membran potansiyeline sahip hiicre oranlarinin kantitatif analizi. Bulgular, PASK baskilanmasinin
mitokondriyal membran depolarizasyonunu artirarak mitokondriyal disfonksiyonu tetikledigini gostermektedir. Veriler
ortalama + standart sapma (SD) olarak sunulmus olup deneyler li¢ bagimsiz tekrar halinde gergeklestirilmistir (****p <
0,0001; ns: anlamli degil).

Bu veriler, PASK baskilanmasinin mitokondriyal membran depolarizasyonunu tetikleyerek
mitokondriyal disfonksiyona yol actigini gosterdi. Mitokondriyal membran potansiyelindeki bu kayip,
hiicre ici ATP Uretiminin kisitlanmasina ve beraberinde apoptotik sinyal yolaklarinin aktivasyonuna
zemin hazirlamaktadir. Sonug olarak PASK, meme kanseri hiicrelerinde hem metabolik bir "anahtar"
hem de mitokondriyal bitinlGgl koruyan yapisal bir regllator islevi gormekte olabilecegi; dolayisiyla
bu kinazin inhibisyonu, mitokondriyal disfonksiyonu tetikleyerek kanser hiicrelerini apoptotik 6lime

suriikleyen temel mekanik siireci olusturdugu soylenebilir.
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4.6. PASK Baskilanmasinin Hiicre Déngiisii Uzerine Etkisi

PASK'in hiicre proliferasyonu ve hayatta kalma sirecleri Gzerindeki dizenleyici roli, bu kinazin
inhibisyonunun hiicre donglisi progresyonunu nasil etkilediginin aydinlatilmasini zorunlu kilmaktadir.
PASK susturulmasi sonucunda goézlenen canlilik kaybi ve apoptotik sireclerin altinda yatan hicre
dongisi dinamiklerini belirlemek amaciyla, akis sitometrisi temelli hiicre dongisi analizleri
gerceklestirildi. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda PASK geninin siRNA araciligiyla susturulmasi,
hiicre donglisi profillerinde anlaml degisimlere yol agmistir. Analiz sonuglari, PASK baskilanmasinin
Ozellikle Sub-G1 fazindaki (apoptotik/6li hiicre) popiilasyonda anlamli bir artisa neden oldugunu ortaya
koymaktadir (Sekil 33A-D; p < 0,001). Bununla birlikte, aktif dongi evreleri olan G1 ve S fazlarindaki
hiicre oranlarinda gozlenen diisis, PASK yoklugunda hiicrelerin proliferatif déngliden cikarak apoptoza
yonlendirildigini ortaya koymaktadir (Sekil 33A-D). MCF7 hiicre hattinda PASK 10 siRNA uygulamasi
sonrasi Sub-G1 evresindeki hiicre orani %41,00 + 1,00 seviyesine ylikselirken, G1 evresi %47,33 + 0,58,
S evresi %9,00 + 1,00 ve G2 evresi ise %2,00 + 1,00 olarak saptandi. MDA-MB 231 hiicre hattinda ise
PASK 10 siRNA uygulamasi sonrasinda Sub-G1 evresindeki hiicre orani %36,67 + 0,58 seviyesine
ulasirken, G1 evresi %49,33 + 0,58, S evresi %8,67 + 0,58 ve G2 evresi ise %1,80 + 0,10 olarak ol¢ld.

N Kentral «iRNA PASK «ilINA
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Sekil 33. PASK Susturulmasinin Hiicre Déngiisii Dagilimi Uzerindeki Etkisi

(A—B) MCF-7 hiicre hattinda ve (C—D) MDA-MB-231 hiicre hattinda PASK-siRNA (PASK10) uygulamasi sonrasinda
gerceklestirilen hiicre dongiisu analizleri. (A, C) Pl boyamasi sonrasi elde edilen temsili akis sitometrisi histogramlari. (B, D)
Hicre donglsi faz dagilimlarinin (Sub-G1, G1, S ve G2 fazlan) kantitatif analizi. PASK susturulmasi her iki hiicre hattinda da

Sub-G1 popilasyonunda anlaml artisa neden olurken, G1 ve S fazlarindaki hiicre oranlarinda azalma gozlenmistir.
Bulgularla, PASK baskilanmasinin hiicre donglisl progresyonunu inhibe ettigi ve apoptotik hiicre populasyonunu artirdigi
gosterilmistir. Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak sunulmus olup deneyler li¢c bagimsiz tekrar halinde
gerceklestirilmistir (**p < 0,01; ***p < 0,001; ns: anlamh degil).
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Bu bulgularla, PASK'in hiicre déngtistiniin G1/S kontrol noktasinda bir gegis faktori olarak gorev
yapabilecegine ve bu kinazin inaktivasyonunun hiicre dongiisii mekanizmasini durdurabilecegine isaret
edildi. Elde edilen hiicre dongisia verileri ile PASK inhibisyonunun sadece proliferasyonu
yavaslatmadigi, ayni zamanda tiimor hicrelerinin mitotik yeteneklerini de ortadan kaldirdigi gosterildi.
G1 ve S fazlarindaki azalma, hiicrenin biylme sinyallerine yanit veremedigini ve bolinme kapasitesini
yitirdigini destekler niteliktedir. Bu mekanistik veriler, PASK'in tiimoral hiicre dongisi regiilasyonunda
vazgecilmez bir bilesen oldugunu ve PASK inhibisyonunun hiicreyi proliferatif bir dongiiden ¢ikarip

programlanmis hiicre 6limiine yonlendiren stratejik bir yaklasim olduguna isaret etmektedir.

4.7. PASK inhibisyonunun Metastatik ve Sinyal Diizenleyici Etkileri

PASK’in meme kanseri progresyonundaki roliiniin molekdler diizeyde aydinlatilmasi, bu kinazin
hlcre dénglsu, sinyal iletimi ve epitelyal-mezenkimal gecis (EMG) gibi temel onkojenik strecleri nasil
regile ettiginin belirlenmesini gerektirmektedir. Bu bollimde, PASK susturulmasinin hiicre i¢i sinyal
yolaklari, metastatik belirtecler ve hiicre dongtisi reglilatorleri Gzerindeki etkisi Western blot analizleri

ile incelendi.

Molekiiler analizler, PASK susturulmasinin hiicre dongusi ilerlemesinden sorumlu proteinleri
baskiladigini ortaya koymustur. PASK inhibisyonu, siklin D1 ve siklin A seviyelerini anlaml derecede
disarirken, hicre dongusi inhibitord olan p27 dizeyini arttirdi (Sekil 34A-B). MDA-MB 231 Hiicre
Hattinda, PASK 10 siRNA uygulamasi sonrasinda PASK ve Siklin D1 ekspresyon dizeyleri sirasiyla
%35,00 + 1,00 ve %35,33 + 0,58 seviyelerine gerilerken, Siklin A dizeyi %54,00 + 1,00 olarak
saptanmistir. Buna karsin, hiicre déngisi inhibitorli olan P27 protein ekspresyonu %369,00 + 1,00

seviyesine kadar yikseldi (p < 0,001).

MCF7 Hiicre Hattinda, PASK 10 siRNA uygulamasi sonrasinda PASK ve Siklin A protein
ekspresyon diizeyleri %34,00 £ 1,00 seviyesine gerilerken, Siklin D1 diizeyi %47,00 + 1,00 olarak
saptanmistir. Buna karsin, hiicre donglsi inhibitorii olan P27 protein ekspresyonu %299,67 + 1,53
seviyesine kadar yukseldi (p < 0,001). Bu veriler, PASK’In hlicre dongisl progresyonunu destekleyen
Siklin D1 ve Siklin A gibi proteinlerin ekspresyonunu korudugunu; PASK baskilandiginda ise hiicrelerin
dongi duraklamasindan sorumlu P27 proteinini yukari regiile ederek proliferasyonu kisitladigini ortaya
koymaktadir. Bu molekiler profil, PASK'In meme kanseri hiicrelerinde hem proliferasyonu sirdiren

hem de apoptoz direnci saglayan merkezi bir mekanizma oldugunu dogrulamaktadir.
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Sekil 34. PASK Susturulmasinin Hiicre Dénglisi Proteinlerine Etkisi

(A) MDA-MB-231 ve (B) MCF-7 hiicre hatlarinda PASK’a 6zgli siRNA (PASK10) uygulamasi sonrasinda elde edilen Western blot
analizleri (Ust panel) ve densitometrik analiz sonuglari (alt panel). PASK susturulmasi sonrasinda her iki hiicre hattinda da
hiicre donglisti progresyonu ile iligkili Siklin D1 ve Siklin A protein ekspresyon dizeylerinde anlamli azalma gozlenirken, hiicre
dongusu inhibitorl olan p27 protein diizeylerinde artis saptanmistir. Aktin (43 kDa), ylikleme kontrolii olarak kullaniimistir.
Proteinlere ait molekiiler agirliklar (kDa) bantlarin sag tarafinda belirtilmistir. Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak
sunulmus olup deneyler tig bagimsiz tekrar halinde gergeklestirilmistir (***p < 0,001; ns: anlamh degil).

Ayrica PASK baskilanmasi, hiicre sagkalimi icin kritik olan anti-apoptotik Bcl-2 proteinini
disdrirken, MCf7 hicre hattinda pro-apoptotik p53 ekspresyonunu tetikleyerek hiicreyi 6lim
sirecine yonlendirdi (Sekil 35A-B). MDA-MB 231 Hicre Hattinda, PASK 10 siRNA uygulamasi
sonrasinda, anti-apoptotik Bcl-2 protein ekspresyonu %21,00 + 1,00 seviyesine gerilerken, P53
ekspresyonu %9,00 + 1,00 ve PASK 10 ekspresyonu %28,00 + 1,00 seviyesine distl. MCF7 Hiicre
Hattinda: PASK 10 siRNA uygulamasi sonrasinda, anti-apoptotik Bcl-2 protein ekspresyonu %21,00
1,00 ve PASK ekspresyon diizeyi %7,33 + 0,58 seviyelerine gerilerken, pro-apoptotik P53 ekspresyonu
%36,00 £ 1,00 seviyesine yikseldi.
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Sekil 35. PASK Susturulmasinin Hiicre P53 ve Bcl-2 Protein ifadeleri Uzerindeki Etkisi

(A) MDA-MB-231 ve (B) MCF-7 hiicre hatlarinda PASK-siRNA (PASK10) uygulamasi sonrasinda elde edilen Western
blot analizleri (Ust panel) ve densitometrik analiz sonuglari (alt panel). PASK susturulmasi her iki hiicre

hattinda da anti-apoptotik Bcl-2 protein ekspresyonunda anlamli azalmaya yol agmistir. Buna karsilik, 6zellikle
MCEF-7 hiicre hattinda p53 ekspresyonunda artis gozlenmistir. PASK protein diizeylerinin siRNA uygulamasi
sonrasl belirgin sekilde baskilandigi dogrulanmistir. Aktin (43 kDa), yiikleme kontroli olarak kullanilmistir.
Proteinlere ait molekiler agirliklar (kDa) bantlarin sag tarafinda belirtilmistir. Veriler ortalama + standart

sapma (SD) olarak sunulmus olup deneyler li¢ bagimsiz tekrar halinde gergeklestirilmistir (**p < 0,01; ***p <

0,001; ****p < 0,0001; ns: anlamli degil).

Metastatik potansiyel agisindan incelendiginde, PASK susturulmasinin mezenkimal belirteg
olan Vimentin seviyelerini distrdigi saptandi (Sekil 36A-B, Sekil 37). MDA-MB 231 Hiicre Hattinda
PASK 10 siRNA uygulamasi sonrasinda PASK ekspresyon diizeyi %21,00 + 1,00 ve Vimentin ekspresyon
diizeyi %40,33 + 0,58 seviyelerine gerilemistir. MCF7 Hiicre Hattinda, PASK 10 siRNA uygulamasi
sonrasinda PASK ekspresyon diizeyi %17,33 + 1,53 ve Vimentin ekspresyon diizeyi %21,00 + 1,00

seviyelerine gerilemistir.

Bu veriler, PASK inaktivasyonunun metastatik potansiyeli kisitlayan bir mekanizma
olabilecegine isaret etmektedir. Vimentin baskilanmasi, PASK''In meme kanseri hiicrelerinde EMT

stirecinin kontroliinde kritik bir diizenleyici rol oynayabilecegini gostermektedir.
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Sekil 36. PASK Susturulmasinin EMG Belirtegleri ve Apoptoz Regiilatérleri Uzerindeki Etkisi

MDA-MB-231 (A) ve MCF-7 (B) hiicrelerinde PASK-siRNA (100 nmol) uygulamasinin Western blot (Ust) ve
densitometrik (alt) analizleri. PASK susturulmasi; her iki hat agiliminda PASK, Vimentin, Siklin D1 ve P38 MAPK seviyelerini
anlaml derecede azaltmistir. Veriler ortalama + SD olarak sunulmus olup deneyler g bagimsiz tekrardan olugsmaktadir (**p

< 0,01; ***p < 0,001; ns: anlamli degil).

Sekil 37. PASK Susturulmasinin Meme Kanseri Hiicre Morfolojisi ve Yogunlugu Uzerindeki Etkisi

MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde PASK’a 6zgui iki farkli siRNA sekansinin (PASK4 ve PASK10, 100 nmol)
uygulanmasini takiben elde edilen 72 saatlik faz-kontrast mikroskop goriintileri gosterilmektedir. Kontrol grubunda
hicrelerin yliksek yogunlukta blytdugu ve tipik epitel benzeri morfolojik 6zelliklerini korudugu goézlenmistir. Buna karsilik,
PASK4 ve 6zellikle PASK10 siRNA uygulamalari sonrasinda hiicre yogunlugunda belirgin azalma, hiicre-hiicre baglantilarinda
bozulma ve morfolojik diizensizlikler izlenmistir. PASK10 grubunda hiicresel dejenerasyon ve hiicre 6limine ait morfolojik
bulgularin daha belirgin oldugu saptanmistir. Gorintiler 100x biiyitmede elde edilmistir.
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Sinyal iletim yolaklarina odaklanan analizlerde ise PASK inhibisyonunun; P38 MAPK, P-SRC
(Tyrd16), P-GSK3B (Ser9), P-70S6K ve P-ERK1/2 gibi proliferasyonu destekleyen kritik molekdillerin
aktivasyonunu doza bagli olarak baskiladigi dogrulandi (Sekil 38A-B, Sekil 39A-B, Sekil 40A-B). PASK 4
siRNA uygulamasi ile PASK ekspresyon diizeyi %22,00 + 2,65 seviyesine gerilerken; GSK3B %35,67 +
4,04, P-SRC %58,33 + 2,89, SRC %55,00 + 5,00 ve Cyclin D1 %32,33 + 4,51 seviyelerine kadar baskiland..
PASK 10 siRNA uygulamasi sonrasi: PASK ekspresyon diizeyi %28,00 + 1,00 seviyesine gerilerken; GSK3B
%35,67 + 4,04, SRC %56,67 + 2,89, P-SRC %53,33 + 5,77 ve Cyclin D1 %31,67 * 4,73 seviyelerine kadar
baskilandi.

Elde edilen sonuglar, hem PASK 4 hem de PASK 10 siRNA dizilerinin, 6zellikle P-GSK3B ve Cyclin
D1 protein ekspresyonlarini etkili bir sekilde baskiladigini gostermektedir. Ayrica SRC ve P-SRC
dizeylerindeki azalma, PASK’In bu hiicre hattinda hiicre igi sinyal yollarini modile eden kritik bir rol

oynayabilecegini desteklemektedir.

PASK geninin susturulmasinda 10 nmol ve 25 nmol dozlarinin etkinligini karsilastirmak
amaciyla, MDA-MB 231 hiicre hattinda protein ekspresyon diizeyleri analiz edildi. Elde edilen veriler,
her iki siRNA dizisinin de doza bagiml bir sekilde hedef proteinleri baskiladigini ve 25 nmol dozunun 10
nmol doza gore cok daha etkin bir baskilama sagladigini gostermektedir.10 nmol doz uygulamasinda
PASK ekspresyonu %62,33 + 2,52 seviyesine gerilerken, 25 nmol dozunda bu oran %28,00 + 1,00
seviyesine dismustir. Benzer sekilde, P-GSK3B ekspresyonu 10 nmol dozda %61,33 + 2,31 iken, 25
nmol dozda %34,33 + 2,52 seviyesine inmistir. SRC ve P-SRC proteinlerinde 25 nmol doz uygulamasi ile
siraslyla %30,67 * 3,06 ve %25,67 + 6,03 diizeylerine ulasan belirgin bir azalma kaydedilmistir. Ayrica
Siklin D1 ekspresyonu 10 nmol dozda %61,00 + 4,00 seviyesinden, 25 nmol dozda %26,00 + 3,61

diizeyine gerilemistir.

10 nmol doz uygulamasinda PASK ekspresyonu %62,33 + 2,52 seviyesine gerilerken, 25 nmol
dozunda %28,00 £ 1,00 seviyesine diismustlir. P-GSK3B ekspresyonu 10 nmol dozda %61,33 £ 2,31
iken, 25 nmol dozda %34,33 £ 2,52 seviyesine inmistir. SRC ve P-SRC proteinlerinde 25 nmol doz
uygulamasi ile sirasiyla %30,67 + 3,06 ve %25,67 + 6,03 seviyelerine kadar azalma saptandi. Ozellikle
PASK 10 siRNA'nin 25 nmol dozu, Siklin D1 ekspresyonunda %10,33 * 3,51 degeriyle en yiksek
baskilayici etkiyi gosterdi. Her iki siRNA dizisi i¢cin de 25 nmol konsantrasyon, hiicre i¢i sinyal yollarinin
moddlasyonunda daha Ustiin bir etkinlik sergilemistir. PASK ve Siklin D1 dizeylerindeki bu gicli
dustsler, PASK inhibisyonunun hiicre donglisii progresyonunu durdurmada dozajin kritik 6nem

tasidigini diisiindiirmektedir.
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Sekil 38. MDA-MB 231 Meme Kanseri Hiicre Hattinda PASK Susturulmasinin Sinyal Yolaklari
Uzerindeki Etkisi

(A—B) PASK geninin iki farkl siRNA sekansi (PASK4 ve PASK10, 100 nmol) kullanilarak susturulmasi sonrasinda elde edilen
Western blot analizleri (st panel) ve densitometrik analiz sonuglari (alt panel). Her iki siRNA uygulamasi da hedef protein
PASK’in ekspresyonunu etkin sekilde baskilamis; buna eslik eden sekilde P-GSK3p (Ser9), P-SRC (Tyr416), SRC ve Cyclin D1
protein duizeylerinde kontrol gruplarina (tedavisiz ve kontrol siRNA) kiyasla anlamli azalmalar gézlenmistir. Aktin (43 kDa),
yukleme kontroll olarak kullanilmistir. Proteinlere ait molekuler agirliklar (kDa) bantlarin sag tarafinda belirtilmistir. Veriler
ortalama + standart sapma (SD) olarak sunulmus olup deneyler l¢ bagimsiz tekrar halinde gerceklestirilmistir (***p < 0,001;
ns: anlamli degil).

Ayrica, en dikkat ¢ekici degisimlerden biri olan Siklin D1 ekspresyonu, 10 nmol dozda %61,00 +
4,00 seviyesinden, 25 nmol dozda %10,33 + 3,51 gibi olduk¢a diisiik bir diizeye gerilemistir. Diger
yandan, P-70S6K ekspresyonu 10 nmol dozda %57,00 + 7,00 iken 25 nmol dozda %49,67 + 3,06
seviyesine; P-ERK % ekspresyonu ise 10 nmol dozda %85,67 + 3,21 iken 25 nmol dozda %71,00 + 3,61
diizeyine gerilemistir. Analizler, 25 nmol konsantrasyonun 10 nmol doza gére protein ekspresyonlarini
modiile etmede ¢ok daha istiin bir etkinlik sergiledigini dogrulamaktadir. Ozellikle PASK ve Siklin D1
dizeylerindeki guicli dustsler, PASK inhibisyonunun hicre dongisi progresyonunu baskilamada
dozajin kritik rol oynadigini ve 25 nmol PASK 10 siRNA uygulamasinin molekiler diizeyde en etkili

strateji oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 39. MDA-MB 231 Hiicre Hattinda PASK Susturulmasinin Sinyal Yolaklari Uzerindeki Doz Bagimli
inhibitdr Etkisi

(A) PASK10 ve (B) PASK4 siRNA (10 ve 25 nmol) uygulamalarini takiben ilgili proteinlerin ekspresyon diizeylerini gdsteren
Western blot analizleri. PASK geninin siRNA aracili susturulmasi; hiicre proliferasyonu ve metabolik yolaklarda kritik rol
oynayan GSK3pB, SRC, P-SRC, Cyclin D1, P-70S6K ve P-ERK1/2 protein seviyelerinde doza bagli olarak anlamli bir azalmaya
neden olmustur. Proteinlere ait molekuler agirliklar (kDa) bantlarin sag tarafinda belirtilmistir. Aktin (43 kDa), yukleme
kontrolii olarak kullaniimistir. Veriler ortalama * standart sapma (SD) olarak sunulmus olup deneyler en az li¢c bagimsiz tekrar
halinde gergeklestirilmistir (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).
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Sekil 40. MDA-MB 231 Hiicre Hattinda PASK 1115 inhibitdriiniin Sinyal iletim Yolaklar Uzerindeki
Etkisi

(A) Hucrelerin artan dozlarda (10 ve 25 pM) PASK 1115 inhibitori ile muamele edilmesi sonrasi hedef proteinlerin
ekspresyon ve aktivasyon diizeylerini gosteren Western blot analizi. (B) PASK, P-GSK3p (Ser9) ve P-SRC (Tyr416)
proteinlerine ait bagil ekspresyon seviyelerinin densitometrik analizi. PASK 1115 inhibitori uygulamasi, PASK
ekspresyonunda ve asagli akim hedef proteinleri olan P-GSK3p (Ser9) ile P-SRC (Tyr416) dlzeylerinde DMSO kontrol
grubuna kiyasla doz bagimli bir azalmaya neden olmustur. Protein yikleme kontroll olarak GAPDH (37 kDa)
kullanilmistir. Molekiiler agirliklar (kDa) bantlarin sag tarafinda belirtilmistir. Grafiklerdeki veriler ortalama +
standart sapma (SD) olarak sunulmustur. Deneyler en az li¢ bagimsiz tekrar halinde gergeklestirilmistir (*p < 0,05;
**p < 0,01; ***p <0,001).
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Bu bulgular, PASK'In meme kanseri hicrelerinde proliferatif sinyalleri (Siklin D1/A) ve sagkalim
mekanizmalarini (Bcl-2, SRC, MAPK) destekleyen, ayni zamanda metastatik déntsimii (EMG) yoneten
merkezi bir sinyal merkezi olabilecegini ortaya koymaktadir. PASK 1115 inhibitori ile gézlenen doz
bagimli sinyal blokaji, bu kinazin farmakolojik olarak hedeflenebilir oldugunu ve 6zellikle agresif timor
alt tiplerinde metastatik potansiyeli kirmak icin gicli bir stratejik hedef teskil ettigini ortaya
koymaktadir. PASK inhibisyonunun, sinyal yolaklari Gzerindeki bu ¢ok yonli baskilayici etkisi, hlicreyi
sadece donglsel duraklamaya degil, ayni zamanda fenotipik bir gerilemeye (EMG'nin tersine

cevrilmesi) strikleyebilecegini de gosterebilmektedir.
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5. TARTISMA

Meme kanseri, heterojen yapisi ve karmasik molekiiler alt tipleri nedeniyle diinya genelinde
kadinlarda en sik teshis edilen malignite olup, ayni zamanda kansere bagl o6limlerin baslica
nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir (Dasegowda vd., 2026). Ozellikle UNMK gibi agresif
fenotipler 6nemli bir tedavi zorlugu olusturmaktadir (Nair vd., 2026). Bunun temel nedeni, bu alt
tiplerin cogunun konvansiyonel hormonal tedavilere veya HER2 hedefli ajanlara yanit vermemesi ve bu
durumun yeni molekiler hedeflerin belirlenmesini zorunlu kilmasidir (Nair vd., 2026). Bu dogrultuda,
hicresel sinyal aglarinda 6nemli rolleri olabilecegi 6ngoriilen Per-Arnt-Sim Kinaz (PASK), son yillarda

stratejik bir odak noktasi haline gelmistir.

Per-Arnt-Sim Kinaz, evrimsel olarak korunmus bir serin/treonin kinaz olup, hiicresel eneriji
durumunu algilama ve bu sinyalleri anabolik slireclere donistiirme kapasitesi nedeniyle son yillarda ilgi
ceken molekdiller arasinda yer almaktadir (Cardon, 2011; Xu vd., 2025b; Zhang vd., 2015a). PASK geni,
2. kromozomda yer almakta olup 23 ekzon icermekte ve 1323 amino asit uzunlugunda biyuk bir protein
kodlamaktadir. Bu proteinin yapisi, N-terminalde yer alan duyusal PAS (Per-Arnt-Sim) domainleri ile C-

terminalde bulunan katalitik kinaz domaininden olusmaktadir (Azad, 2022; Rojas vd., 2024).

Bakteriyel atalarinda PAS domainleri oksijen, 1sik ve redoks potansiyeli gibi ¢cevresel sinyalleri
algilamakla gorevliyken, memeli hiicrelerinde bu domainlerin PASK araciligiyla glukoz algilama, lipid
metabolizmasi ve protein sentezi gibi temel hicresel siireclerin diizenlenmesinde rol oynayabilecegi

literatiirde bildirilmektedir (Taylor, 2007; Xing vd., 2023; Zhao & Lin, 2021).

Artan deneysel bulgular ve biyoinformatik analizler, PASK’in yalnizca metabolik bir diizenleyici
olmayip, ayni zamanda kanserde de potansiyel bir onkojenik kinaz olarak islev gorebilecegine isaret
etmektedir (Aguilar, 2025; Dhungel vd., 2025; Yu vd., 2024). PASK'in onkogenik potansiyelinin 6nemli
gostergelerinden biri, normal ve malign dokular arasindaki ekspresyon asimetrisidir (Sekil 21). insan
Protein Atlasi ve TCGA (Kanser Genom Atlasi) veri tabanlarini kullanan analizler, PASK'iIn meme kanseri
hiicre hatlarinda ve birincil timor dokularinda normal meme epitel hiicrelerine gore énemli dlglide

arttigini géstermektedir (Sekil 22).

invaziv meme kanseri (BRCA) kohortunda, PASK gen ekspresyonu, normal dokulara (n=114)
kiyasla birincil tiimorlerde (n=1097) istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermektedir (Sekil 23).

Kaplan-Meier kullanilarak yapilan relapsiz sagkalim (RFS) analizleri, 6zellikle ER, PR ve HER2 negatif olan
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UNMK kohortunda yiiksek PASK diizeylerinin kétii gidisatin bagimsiz gdstergelerinden biri olabilecegini

disindirmektedir.

UNMK hastalarinda yiiksek PASK ekspresyonu, 1,73'liik bir oran (p = 0,0081) ile iliskilendirilmis
olup, bu durum yiksek PASK seviyelerine sahip hastalarin hastalik nliksii ve mortalite agisindan %73
daha fazla risk altinda oldugunu isaret etmektedir (Sekil 24). Lenf nodu pozitif UNMK alt grubunda ise
risk oraninin 1.75'e (p = 0,039) cikmasi, PASK'In metastatik siirecler ve ileri evre hastalik
progresyonundaki olasi rollerini desteklemektedir. Bu klinik veriler, PASK'In meme kanseri
patogenezinde pasif bir izleyici olmaktan ziyade, agresif fenotipi yonlendiren olasi bir siriicli kinaz
olarak konumlandirilabilecegini akla getirmektedir. TCGA veri tabanindan elde edilen bulgular,
kemoterapiye yanit veren ve vermeyen hasta gruplari arasinda PASK gen ekspresyon diizeylerinde
anlamh farklar oldugunu; yanit vermeyen hastalarda PASK ekspresyonunun daha yiiksek seyrettigini

gostermektedir (Sekil 25).

Bu sonuglar, artmis PASK ekspresyonunun kemoterapi direnci ve timor hiicre sagkalim
mekanizmalari ile iliskili olabilecegini disindirmekte ve PASK'In tedavi yanitinin éngoérilmesinde

potansiyel bir biyobelirteg ve terapotik hedef olarak degerlendirilebilecegi hipotezini desteklemektedir.

PASK'In onkojenik karakterinin bir diger gostergesi, proteinin baskilanmasiyla elde edilen
fenotipik degisimlerdir. siRNA veya PASK inhibitorleri gibi gen susturma yontemleriyle gergeklestirilen
deneyler, PASK eksikliginin meme kanseri hiicrelerinin proliferatif kapasitesini olumsuz etkiledigini
gostermektedir. Nitekim MDA-MB 231 hiicre hattinda PASK 10 siRNA uygulamasi ile hiicre canliliginin
%42,67 + 1,53 seviyesine dustigli, MCF7 hiicre hattinda ise bu oranin %49,00 + 1,00 seviyesine
geriledigi saptanmistir (p < 0,0001) (Sekil 26C, 26E). Bununla birlikte, PASK gen susturulmasinin normal
benzeri meme epitel hiicreleri (MCF10A) Uzerindeki etkileri incelendiginde, bu uygulamalarin hiicre

canhhg Gzerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige yol agmadigi gdzlenmistir (Sekil 27A).

Ayrica gergeklestirilen analizlerde western blot ile MCF10A hiicresinde PASK ifadesinin %53,67
oraninda anlaml bir sekilde baskilandigi da gosterilmistir (Sekil 27B-C). Bu bulgu, PASK inhibisyonunun
malign hicreler Uzerindeki segici toksik etkisinin, normal hiicrelere kiyasla kanser hiicrelerine 6zgii bir

bagimhliga isaret edebilecegini desteklemektedir.

Ozellikle MDA-MB 231 gibi bazal benzeri agresif UNMK hattinda, PASK inhibisyonu sonrasinda
koloni olusum kapasitesinin anlaml sekilde azalmasi, proteinin timorin klonojenik potansiyeli ve kendi
kendini yenileme yetenegindeki olasi kritik rolini ortaya koymaktadir (Sekil 28A-B, 29A-B). Bu

proliferatif etkinin molekiler temeli, PASK'in bir metabolik sensér olarak ara islevi ve blylime sinyal
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iletimine katimindan kaynakli olabilecegini disindirmektedir (DeMille & Grose, 2013). Kanser
hicreleri, hizlandirimis proliferasyon icin gerekli olan biyokimyasal 6ncilleri (lipitler, proteinler, niikleik
asitler) tiretmek lizere metabolizmalarini degistirirler (Nava & Madrigal Perez, 2022). PASK'in, hiicre igi
glukoz seviyelerini tespit ederek mTOR/S6K1 yolunu uyardigi ve ayni zamanda SREBP1c proteininin
proteolitik olgunlasmasini tesvik ederek lipogenik programi baslatabilecegi bildiriimektedir (DeMille &
Grose, 2013; Hurtado-Carneiro vd., 2014; Pérez-Garcia vd., 2018; Wu vd., 2014). Lipid sentezinin artisi,
yeni hiicre zarlarinin gelisimi icin 6nem tasimaktadir. Sonug olarak, PASK susturuldugunda hiicrelerin
sadece biylime sinyallerini kaybetmekle kalmadigi, ayni zamanda anabolik yeteneklerinin zayiflamasi
nedeniyle ¢cogalmalarinin da baskilandigi diisiiniilmektedir. PASK’in anti-apoptotik fonksiyonu, protein

susturuldugunda devreye giren "intrinsek apoptoz" kaskadi ile aciklanabilmektedir.

PASK siRNA tedavisinin Kaspaz 3 ve Kaspaz 7 aktivasyonunu tetikledigi ve hiicreleri kaspaza
bagimli apoptoza suriikledigi gozlenmistir. Kaspaz 3/7 aktivite oranlarindaki artis, PASK'in hicre
yasamsalligini  korumak icin pro-apoptotik sinyalleri siirekli baskilama egiliminde oldugunu
distndirmektedir. Bu bulgular, Anneksin V/Pl boyama analizleri ile de desteklenmis olup, PASK
inhibisyonunun erken ve gec apoptoz evresindeki hiicre popilasyonunu anlamli diizeyde artirdigi
saptanmisti. MDA-MB 231 hiicre hattinda toplam apoptotik popiilasyon %26,00 + 1,00 seviyesine
ulasirken, MCF7 hiicre hattinda ise %21,00 + 2,00 seviyesine ¢ikmistir (p < 0,001) (Sekil 30A-D, Sekil
31A-D). Apoptozun indiklenmesindeki merkezi olaylardan birinin, mitokondriyal membran
potansiyelinin ¢okmesi oldugu bilinmektedir. JC-1 boyamasi sonuglari, PASK inhibisyonunun
mitokondriyal disfonksiyon ile iliskili olabilecegini ve diisiik Delta oranina sahip hiicre popilasyonunu

belirgin sekilde artirdigini ortaya koymustur (Sekil 32A-D).

Mitokondriyal homeostazin korunmasi, kanser hicrelerinin metabolik stres kosullarinda
hayatta kalmasini saglayan kritik bir adaptasyon mekanizmasi olarak kabul edilmektedir. Ayrica, PASK'In
ROS (reaktif oksijen tiirleri) homeostazindaki rolii, proteinin antioksidan savunma mekanizmalarini
(MnSOD, GPx gibi enzimler tzerinden) uyarabilecegini diisindirmektedir. PASK yoklugunda artan
oksidatif stresin, mitokondriyal membran bitlinliglini bozabilecegi ve sitokrom-c salinimi ile apoptoz
kaskadini geri donilemez sekilde baslatabilecegi oOngorilmektedir. Mitofaji slrecindeki olasi
diizenleyici rollii de géz 6nine alindiginda PASK'in, hasarli mitokondrilerin temizlenmesini yoneterek
hlcreyi metabolik stres kaynakh 6liimden koruyan bir sagkahm faktorii olarak islev gorebilecegi

varsayllmaktadir.
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PASK’In onkojenik etkisi, hiicre icindeki kritik sinyal iletim yollarini ayni anda manipiile etme
yeteneginden kaynaklaniyor olabilir. Bu "multi-nodal" regilasyon, proteinin bir onkojen olarak islev

gorme potansiyelini aciklayan mantikli bir zemin sunmaktadir.

PASK'in gekirdek lokalizasyonu ve MLL2 kompleksi araciligiyla histon H3K4 metilasyonunu
kontrol etmesi, proteinin hiicre farklilasmasini kiiresel gen ekspresyonu seviyesinde inhibe
edebilecegine ve hicreleri pro-proliferatif, kok hiicre benzeri bir durumda tutabilecegine isaret

etmektedir (Karakkat vd., 2019; Xiao vd., 2023).

PASK siRNA uygulamasi sonrasinda S-fazindaki hiicre popiilasyonunda goérilen anlamh azalma
ve alt-G1 (apoptotik/6lu hiicre) fraksiyonundaki artis, proteinin yoklugunda hiicre déngusinin stabilize
edilemedigini ve hicrelerin 6lime siriklendigini gostermektedir (Sekil 33A-D). Molekiler diizeyde
PASK'in, "Siklin-CDK" kompleksleri ve onlarin inhibitorleri (CKI) arasindaki hassas dengeyi timor lehine

degistirdigi disinllmektedir.

Deneysel bulgular, MDA-MB 231 Hicre Hattinda, PASK 10 siRNA uygulamasi sonrasinda PASK
ve Siklin D1 ekspresyon dizeylerinin sirasiyla %35,00 + 1,00 ve %35,33 + 0,58 seviyelerine geriledigini,
Siklin A dizeyinin ise %54,00 + 1,00 olarak gerceklestigini géstermektedir. Buna karsin, hiicre donglisi
inhibitori olan P27 protein ekspresyonu %369,00 + 1,00 seviyesine kadar ylkseldigi gozlenmistir (p <
0,001) (Sekil 34A-B). Siklin D1, G1 fazinin ilerlemesi i¢in anahtar proteinlerden biridir ve meme
kanserlerinin 6nemli bir kisminda onkojenik bir motor gorevi gérdigl bilinmektedir (Montalto & De

Amicis, 2020). PASK’in Siklin D1 lzerindeki etkisinin ¢ift yonli olabilecegi 6ngorilmektedir.

ilk olarak, PASK niikleusa girerek Siklin D1 transkripsiyonunu dogrudan veya aracilar iizerinden
artirabilir; ikinci olarak ise GSK3p inhibisyonu lizerinden Siklin D1’in proteazomal yikimini engelleyerek
protein stabilitesine katki saglayabilir. Daha da 6nemlisi, PASK inhibisyonunun, glcli bir hiicre déongiisi
durdurucu olan p27 Kip1 protein diizeylerini yukari regiile ettigi saptanmistir (Sekil 34A-B). p27 Kip1
artisi, hiicreleri G1 evresinde hapsederek kontrolsiiz bolinmeyi frenleyebilir. PASK'In bu dengedeki
onkojenik rollinin, hiicre déngist "frenlerini" (p27) serbest birakmak ve "gaz pedalini" (Siklin D1)

surekli aktif tutmak seklinde gerceklestigi ileri strdlebilir.

PASK inhibisyonunun p53 diizeyleri Gizerindeki etkisinin, hiicre hattinin molekiler profiline gore
farkhhk gosterdigi saptanmistir. Vahsi tip (wild-type) p53 iceren MCF7 hiicrelerinde PASK inhibisyonu ile
p53 dizeylerinin yukari regiile olmasi, hiicrenin dogal apoptoz mekanizmalarinin tekrar tetiklendigine
ve tiimér baskilayici yanitin restore edildigine isaret edebilir. Ote yandan, mutant p53 tasiyan MDA-MB-

231 hiicrelerinde PASK inhibisyonuna bagl olarak mutant p53 dilzeylerinin azalmasi, bu agresif
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hicrelerin hayatta kalma ve diren¢ kazanma mekanizmalarinin (mutant p53’ln onkojenik fonksiyon
kazanimi etkileri dahil) kirilabilecegini disindirmektedir. Dolayisiyla, PASK inhibisyonunun her iki
hicre tipinde de farkli ama sonuc¢ olarak 'anti-tiimoral' bir etki yaratma potansiyeli tasidig
gorilmektedir (Sekil 35A-B). Programlanmis hiicre 6liimiinden kacinma yetenegi, meme kanseri
hicrelerinin kemoterapiye diren¢ gostermesinin ve metastatik yayiliminin temel nedenlerinden biri

olarak kabul edilmektedir.

p38 mitojen-aktif protein kinaz (MAPK) yolu, kanser biyolojisinde ¢ift tarafli keskin bir kili¢ gibi
islev gorerek hem apoptozu hem de sagkalimi yonetebilmektedir. PASK’in meme kanseri hiicrelerinde
p38 MAPK yolunu indikleme egiliminde oldugu saptanmistir (Sekil 36A-B). PASK aracih p38
aktivasyonunun, muhtemelen stresli timor mikrogevresinde (hipoksi, besin yoksunlugu) hiicrelerin
adaptasyonunu ve sagkalimini destekleyen genetik programlari (6rnegin HSP70 veya anti-apoptotik
sitokinler) aktive ettigi tahmin edilmektedir. PASK yoklugunda p38 MAPK aktivitesinin bozulmasi,
hiicrenin cevresel stres faktorlerine karsi savunmasiz kalmasina ve erken 6liime yol aciyor olabilir. Hiicre
dongisliniin G1 fazinda hapsedilmesi ve proliferasyon motorunun yavaslamasi, timoér adhezyonu ve
morfolojik stabilite Gzerinde de dogrudan yansimalar bulabilir. Nitekim yuritilen in vitro analizlerde
PASK'in siRNA araciligiyla fonksiyon disi birakilmasi, meme kanseri hiicrelerinde tipik epitel benzeri
morfolojik batinltgin kaybolmasina, sitoplazmik biziismelere ve mono katman yogunlugunda belirgin
bir seyreltiye yol agmistir. Bu durum, hiicre iskeleti (vimentin) dinamiklerinin PASK bagimli asagi akim
sinyal aglari tarafindan koordine edilebilecegi ve kinaz yoklugunda hiicrelerin tutunma ozelliklerini

kaybederek yuvarlaklastigi hipotezini molekiler dlizeyde destekler niteliktedir (Sekil 36A-B, 37).

Glikojen sentaz kinaz 3 beta (GSK3pB), normal sartlarda beta-katenin ve Siklin D1 gibi onkojenik
proteinleri fosforilleyerek yikima ugratan bir tiimor baskilayici gibi davranmaktadir. Ancak, GSK3B’nin
Serin-9 (Ser9) pozisyonundan fosforillenmesi, bu enzimi inaktive etmektedir. Deneysel bulgular, PASK'in
GSK3B 'yi Ser9 Gzerinden dogrudan fosforilleyebilecegini gdstermektedir (Semache vd., 2013) (Sekil
38A-B, 39A-B, 40A-B).

Bununla birlikte PASK'In, meme kanseri hiicrelerinde invazyon, go¢ ve metastatik yetenegi
stimiile ettigi bilinen proto-onkojenik SRC kinaz vyolagi ile de vyakin iliskili olabilecegi

degerlendirilmektedir.

PASK susturuldugunda veya farmakolojik olarak inhibe edildiginde (BioE-1115), P- GSK3p (Ser9)
seviyeleri belirgin sekilde dismektedir. SRC aktivitesinin PASK’a bu derece bagimli gériinmesi, proteinin
metastatik potansiyeli nasil yonettiginin olasi bir aciklamasi olarak 6ngorilmektedir. PASK'in,

muhtemelen SRC ile dogrudan fiziksel etkilesime girerek veya SRC’nin negatif regiilatéri olan CSK
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kinazini baskilayarak bu aktivasyonu sirdirdigi tahmin edilmektedir. Sonug¢ olarak PASK
inhibisyonunun, mevcut kemoterapotik ajanlarin etkisini artirabilecegi (duyarlilastirma) ve direng

mekanizmalarini kirabilecegi 6ngorilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi, evrimsel olarak korunmus bir serin/treonin kinaz olan Per-Arnt-Sim Kinaz
(PASK) proteininin, meme kanseri karsinogenezi ve progresyonu Uzerindeki multifaktoriyel onkojenik

rollerini in vitro deneysel modeller vasitasiyla kapsamli bir sekilde ortaya koymaktadir.

PASK, sadece bagimsiz bir sinyal molekili olarak degil, ayni zamanda hiicresel proliferasyon ile
metabolik anabolik siiregleri dinamik olarak senkronize eden merkezi bir metabolik regilator olarak
islev gormektedir. Hiicre dénglisi kontrol noktalarini deaktive ederek kontrolsiiz mitotik aktiviteyi
tetikleyen bu kinaz, es zamanli olarak mitokondriyal membran biitinlGgini ve membran potansiyelini

korumak suretiyle programlanmis hiicre 6limi (apoptoz) mekanizmalarindan kacisi yonetmektedir.

Molekdiler sinyal iletim aglarinda PASK, 6zellikle malign fenotipin stirdiriilmesinde kritik Gneme
sahip olan SRC ve Glikojen Sentaz Kinaz 3 Beta (GSK3B) gibi kritik kaskadlari upstream (st akis) diizeyde
reglile ederek hiicre i¢i sinyal iletimini kalici olarak aktive etmektedir. Ayrica proteinin, epiteliyal polarite
ve hiicreler arasi baglanti komplekslerinin kaybi ile karakterize olan Epitelyal-Mezenkimal Gegis (EMG)
programini transkripsiyonel diizeyde indiklemesi, timor hiicrelerinin invaziv ve metastatik kapasitesini
dramatik 6l¢tide hizlandirmaktadir. Bu ¢ok yonli etki mekanizmalari, PASK'I kanserin ayirt edici temel

ozelliklerinin neredeyse tamaminda rol oynayan kilit bir regtilator haline geldigini 6nermektedir.

Gelecekte yiritilecek olan molekiler arastirmalarin, PASK'In Ostrojen reseptoril (ER) ve
progesteron reseptori (PR) gibi steroid hormon reseptérleri ile olan fonksiyonel ¢capraz etkilesimlerini
protein-protein interaksiyon dizeyinde daha derinlemesine incelemesi gerektigi 6ngorilmektedir.
PASK’in hiicresel enerji durumuna ve metabolik streslere yanit veren bir "hormon senséri" olarak islev
gormesi, endokrin ve hormonal tedavilere karsi gelisen kazanilmis direng mekanizmalarinin molekiler
temelini netlestirmede kritik bir déniim noktasi olacaktir. Buna ek olarak, klinik dncesi asamada in vitro
elde edilen bu verilerin validasyonu icin, in vivo hayvan modellerinde (xenograft/ortotopik modeller)

spesifik PASK inhibitorlerinin ve siRNA formilasyonlarinin test edilmesi elzemdir.

Bu sistemik yaklasimlar, PASK inhibisyonunun sadece tiimor kitlesi Uzerindeki sitotoksik
etkilerini degil, ayni zamanda kompleks tiimor mikrogevresi, anjiyogenez mekanizmalari ve antitiimoral
immin infiltrasyon (T-hiicre aktivasyonu ve makrofaj polarizasyonu gibi) Gzerindeki kiiresel etkilerini de

aciga cikararak translasyonel tip ve klinik denemelerin 6niinid agacaktr.
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Mevcut deneysel bulgular bitinityle degerlendirildiginde, PASK'in, 6zellikle hedefe yonelik
biyolojik tedavi seceneklerinin son derece sinirh oldugu ve konvansiyonel rejimlere karsi yliksek
kemodireng gosteren Uglii Negatif Meme Kanseri (UNMK) olgularinda hem kétii prognozu éngdren
glcli bir prognostik biyobelirte¢ hem de RNA interferans (RNAI) tabanli stratejiler icin ylksek secicilige
sahip, yeni nesil bir terapotik hedef oldugu kanitlanmistir. Sonug olarak, PASK sinyal yolaginin terapotik
olarak baskilanmasi, gelecegin kisisellestirilmis tip ve tibbi onkoloji pratiklerinde paradigma degistirici

bir tedavi stratejisi sunma potansiyeli tagimaktadir.
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