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OZET

Sfingomyelin (SM), seramid, sfingozin ve sfingozin-1-fosfat (S1P) gibi
hicre zarinin akiskanliginin dizenlenmesinde 6nemli yapisal rol oynayan
sfingoid tabanli lipit ailesinin (yeleri olan sfingolipidler kanserin cesitli
asamalarinda etkili olmaktadir.

Meme kanseri kadinlar arasinda goérllen en dlimcll kanserlerden biridir.
Kanserin metastazi meme kanserli hastalarda kétli prognoz icin énemli bir
nedendir. Kanser, etrafini saran dokunun parcalanmasiyla kolaylasan
bélgesel invazyon, hicrelerin primer timdrden ayrilmasi, dolasim (kan ve
lenf) icine girmesi, ekstravazasyon, tekrar tutunma ve son olarak da
anjiyogez gibi hicresel davraniglarin karmasik serilerinden olusur.

Bu tezde kullanilan MCF-7 ve MDA-MB-231 hlcreleri farkh karakterlere
sahip hulcrelerdir. Bu hlicrelerden MCF-7 hlcreleri 6strojen duyarh ve zayif
invaziv, diger hicre dizisi MDA-MB-231 hiicreleri ise Ostrojen duyarsiz ve
glglu invaziv htcrelerdir. Bu farkh 6zellikleri nedeniyle, MCF-7 ve MDA-MB-
231 hucreleri normal meme kanseri ve metastatik meme kanseri icin model
olarak segilmistir. Arastirmada MCF-7 ve MDA-MB-231 hicrelerinden 5’er
grup olusturuldu. Kontrol, non-target (hedefe yonelik olmayan siRNA, NT),
S1P1’i susturulan grup, S1P3’G susturulan grup ve S1P1 ile S1P3’G birlikte
susturulan gruplarda, uygulamanin 24,48 ve 72. saatlerindeki hicrelerin
cogalma (proliferasyon), tutunma (adezyon), canlilik (viability) ve lateral
motiliteleri belirlendi.

MCF-7 ve MDA-MB-231 hicrelerinde tim saatlerde S1P1 ile S1P3’lUn tek
tek ve birlikte susturmasi ile gruplardaki hicrelerin % canhlidinin azaldig
gozlendi. MCF-7 hicrelerinin proliferasyonunda ©6nemli bir degisiklik
belirlenmezken, MDA-MB-231 hicrelerinin proliferasyonunda S1P1 ile S1P3U
birlikte susturuldugu grupta istatistiksel olarak anlamli azalmalar tespit edildi.
MCF-7 hucrelerinin adezyonunda S1P1 ile S1P3’l birlikte susturuldugu grupta
azalma goézlenirken, MDA-MB-231 hicrelerinde S1P1 ile S1P3’G birlikte
susturuldugu grup adezyonu artirmistir. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin
lateral motilitesi her iki hicrede her saatte S1P1’in, S1P3‘Un ve S1P1 ile
S1P3’l birlikte susturulan gruplarda istatistiksel olarak azaltti.



S1P ve reseptorlerinin kanser ilerlemesi ve metastazinda kritik rolleri
vardir. Meme kanserinde bu molekiller arasindaki etkilesim, hasta sagkalim
oraninin dismesi ve ila¢c direnci gelisiminden sorumlu tutulmaktadir. Bu
iliskinin anlasilmasiyla S1P ve reseptorlerini inhibe edici yeni terap6tik
ajanlarin kesfi kanser ve metastazina karsi yeni terapétik stratejiler igin firsat
sunabilecektir.

Anahtar Kelimeler: S1P, S1P1, S1P3, siRNA, Meme Kanseri, MDA-MB-231,
MCF-7



SUMMARY

Sphingolipids such as sphingomyelin (SM), ceramide, sphingosine and
sphingosine-1-phosphate (S1P), which belong to the sphingoid based lipid
family, have important structural functions in regulation of cell membrane
fluidity, and they play role in various stages of cancer.

Breast cancer is one of the most lethal cancers of women. Cancer
metastasis is an important cause of poor prognosis in patients with breast
cancer. Cancer, separation of cells from the primary tumor involves a series
of complex cellular behaviors such as local invasion facilitated by breakdown
of surrounding tissue, entry into circulation (blood or lymph), search,
extravasation, reattachment, and finally angiogenesis.

MCF-7 and MDA-MB-231 cells used in this thesis have different
characteristics. MCF-7 cells are estrogen-sensitive and weakly invasive, while
MDA-MB-231 cells are estrogen-non-sensitive and strongly invasive. Owing
to their different properties, MCF-7 and MDA-MB-231 cells were selected as
models for normal breast cancer and metastatic breast cancer. In this study
five groups were created from each of MCF-7 and MDA-MB-231 cells.
Control, non-target (non-targeted-siRNA, NT), S1P1 suppressed group,
S1P3-suppressed group, S1P1 and S1P3-suppressed groups were examined
for cellular proliferation, adhesion, viability and lateral motility at 24th 48t
and 72" hours of application.

In MCF-7 and MDA-MB-231 cells, % viability of the cells in groups was
found to be reduced at all hours, by suppression of S1P1 and S1P3 either
alone or together. While there was no significant change in proliferation of
MCF-7 cells, proliferation of MDA-MB-231 cells showed statistically significant
reduction in the S1Pl-and-S1P3-suppressed group. While there was
reduction in adhesion of MCF-7 cells in S1P1-and-S1P3-suppressed group,
adhesion of MDA-MB-231 cells was increased in S1P1-and-S1P3-suppressed
group. Lateral motility of both MCF-7 and MDA-MB-231 cells was statistically
reduced in S1Pl-suppressed, S1P3-suppressed and S1Pl-and-S1P3-
suppressed groups at every hours.

S1P and its receptors have critical roles in cancer progression and
metastasis. Interaction between these molecules is held responsible for
reduced survival rates and development of drug resistance in breast cancer.
Through understanding this interaction, discovery of new therapeutic agents
to inhibit S1P and its receptors would provide opportunities for new
therapeutic strategies against cancer and its metastasis.

Key Words: S1P, S1P1, S1P3, siRNA, Breast Cancer, MDA-MB-231, MCF-7
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1. GIRIS VE AMAC

Karsinojenez, tek bir hilicre icinde genetik degisikliklerin birikmesi ile
displastik hlcresel gérinime neden olan ¢ok asamali bir sltrectir. Hlcreler
gecirdikleri bu stre¢ sonrasinda normal hlcrelere 6zgl bazi 6zelliklerini
yitirerek, gerekli 6zel sinyallere ihtiyac duymadan bluyime ve bdélinmeye
baglarlar. Bu slireg icerisinde hucreler, yeni enzimlerin Uretimi ve hicre
adezyonun azalmasi gibi yeni karakterlere de sahip olurlar. Bu tir
degisiklikler kanser hicrelerinin yayillmasina ve diger dokular isgal
etmesine olanak saglar. Meme dokusunda gelisen bir kanser olan meme
kanseri en 6lumcll kanserlerden biridir. Meme kanseri de dahil olmak
Uzere cesitli kanserlerde etkili olabilen moleklllerden biri olan sfingozin-1-
fosfat (S1P) sfingoid tabanh lipit ailesinin Uyesi olup, hicre zarinin
akiskanhginin dizenlenmesinde yapisal olarak 6nemli rol oynamaktadir
(Furuya, 2011).

Kanser ve metastazindaki gizem hala surmektedir. S1P ve
reseptdrlerinin gesitli kanserlerlerdeki rolG arastirlmis olup, meme
kanserinin metastazindaki durumlari henliz tam olarak ortaya
konmamistir. Meme kanserlerinin yayillmasinda bu molekdullerin yerinin
ortaya konmasi igin, S1P moleklld ile reseptdrlerinin iliskisinin
belirlenmesi 6nem arzetmektedir.

Kanser ve metastazinda farkli mekanizmalar bulunmaktadir.
Molekillerin kanserdeki miktarlari metastazda farklilik gosterebildiginden,
sadece kanserdeki durumlarini bilmek metastaz hakkinda bilgi
vermeyebilir. Bilinmeyenlerin ortaya konmasi, kanserden sonra gelisen
metastaz gibi daha koétl olusumlarin gergeklesebilecedi ihtimalini bazi
molekdillerin miktarina bakarak &énceden belirlemek, hastalarin hayat
kalitesini ve yasam siresini artirmak icin 6nlem alinmasina katki
saglayabilir.

Sunulan tezde S1P molekllld ile onun reseptdrlerinden S1P1 ve
S1P3'in meme kanseri ve metastazindaki etkilesimleri belirlenecektir.
Arastirmamizda kullanilacak olan MCF-7 ve MDA-MB-231 hcreleri farkh
karakterlere sahip hucrelerdir. Bu hlcrelerden MCF-7 hicreleri 6strojen
duyarl ve zayif invaziv, MDA-MB-231 hlcreleri ise dstrojen duyarsiz ve
guglt invaziv hucrelerdir. Bu farkh 6zellikleri nedeniyle, MCF-7 ve MDA-
MB-231 hicreleri normal meme kanseri ve metastatik slreg¢ icin model
olarak secilmistir.



Arastirmamizda farkh 6zelliklere sahip meme kanser hucreleri kultlre
edildikten sonra S1P1 ve S1P3 reseptorleri susturularak proliferasyon,
adezyon ve migrasyon oOzellikleri acisindan degerlendirilecektir. Boylece bu
reseptorlerin  meme kanser hiuicrelerinin  metastaz ve invazyon
potansiyellerine etkileri hakkinda fikir edinilebilecektir.

Bu tezde ulasilmak istenen hedef, S1P1 ve S1P3 kanal reseptdrlerinin
hem invaziv karakterli hem de invaziv karakterde olmayan meme kanser
hicrelerinin davraniglarina olan etkilerini goézleyerek, bu reseptdrlerin
invazyon ve metastazdaki potansiyellerini belirlemektir. Bdylece S1P
reseptdrlerinin meme kanserinde hicre davraniglarina olan etkileri ve
etkilesim mekanizmalarinin aydinlatiilmasina katki saglanabilecektir. Bu
sayede bir taraftan bu reseptdrlerin molekiler hedefe yoénelik spesifik
tedavi stratejilerinin gelistirilebilmesinde etkili olup olamayacaklari ortaya
konarken, diger taraftan da diagnostik ve terapotik potansiyelleri
konusunda fikir edinilebilecektir.

Cesitli bulgular temel alinarak yapilabilecek tedavi sekilleri ile kanser
hastalarinin  hayat kalitesini artirmak muamkindir. Elde edilecek
sonuglarin, meme kanserinde uygulanan konvansiyonel tedavilerin
verimliliginin arttirilmasi igin yeni bir strateji olusmasi hakkinda aydinlatici
olabilecegi disinulmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Hlcre homeostazisi, hucrelerinin 6lumG ve hicrelerin  onarimi
arasindaki dengenin korunmasindir. Tumoérde, hlcre o6limduayle hlcrenin
asiri cogalmas! arasinda dengesizlik olusur. Tumoérlerin blyik cogunlugu
ayni anda bir dizi onkojenik ddénlsum sonrasi ortaya cikmaktadir. Bu
hicrelerden sadece biri hayatta kalarak cogalmaktadir (Baba, 2007).

Cok htcreli organizmalarda tim htcreler, hlcrelerin bliylimesini ve
cogalmasini yonlendiren kurallara uygun bir sekilde islev goésterir. Ama
bazi hucreler bu kurallar ihlal ederek kontrolstiz bélinlr, dokular isgal
eder ve genellikle yasadigi konadi o6lime goétariar ("Cell biology and
Cancer," 2015).

Kanser, bir dizi molekiller dedisim sonucunda hlicrenin bazi normal
Ozelliklerini yitirilmesiyle olusmaktadir.

Kanser hucrelerine 6zglu 6 6zellik vardir. Bunlar;

1) BlyUme sinyallerinde kendi kendine yeterlilik

2) Buyume baskilayici sinyallere karsi duyarsizlik

3) Programlanmis hlcre 6limunden (apoptosis) kacis

4) Sinirsiz bélinme yetenegi

5) Damar olusumunun (anjiyogenez) gerceklesmesi

6) Dokulara yayillim ve metastaz (Seyfried ve Shelton, 2010)

Kanser hicreleri bélinmek igin gerekli olan blUylime faktoérlerini
kendisi de Uretebilir. Bu durum kanser hicrelerinin normal dis kaynakh
baylme sinyallerinden bagimsiz cogalmasina neden olmaktadir (Cooper ve
Hausman, 2003).

Hlcre dénglsl ya da htcre siklusu genellikle dinlenme (istirahat) ve
bélinme evresinden olusur. Dinlenme evresi, hicrenin metabolik olaylarini
strdlrdigu ve bolinme evresine nazaran daha uzun slren bir evredir. Bu
evreye GO fazi ismi verilmektedir. Bélinme evresi G1, S, G2 fazlari
(mitoza hazirhk fazlan) ile mitoz bdélinmenin gergeklestigi M fazindan
meydana gelir. G1 fazinda DNA replikasyonuyla bélinme igin gerekli
proteinlerin sentezi gercgeklestirilir. S fazinda DNA diploid hale geger, G2
fazindaysa bélinme igin son hazirliklar yapilir. M fazinda birbiriyle 6zdes
iki hicre olusur (Rieter, 2004).



Hicre donglsi siklin proteinleri, siklin-bagimh kinazlar (CDK) ve
siklin-bagh kinaz inhibitorleri (CKI) tarafindan dilzenlenir. Kanser
hicrelerinde siklin proteinleri, siklin-bagiml kinazlar (CDK) ve siklin-bagh
kinaz inhibitérleri (CKI) arasindaki denge bozulmustur. Ornedin meme
kanserinde Siklin D1 proteinin asiri ekspresyonu meme epitel hlcrelerinin
malign hale gecmesinde belirte¢ olarak gdsterilmektedir. Proonkogen
olarak kabul edilen Cdk4 ve siklin D1'in asin etkinlesmesi hicre
bélinmesini tesvik eder (Gilnes, 2013). Yine c¢odu kanser tilrinde
CDK'larin hiperaktivasyonu goérilir (Chandar ve Viselli, 2012; Goodman,
2008).

Protoonkogenler, hlicrenin ¢ogalmasini dizenleyen genlerdir. Proto-
onkogenlerde ortaya c¢ikan mutasyonlar sonucu hicrenin bdélinmesi
kontrol edilemez ve kanser gelisir. Mutasyona maruz kalan
protoonkogenler, onkogenlere dénusmektedir. Hlcrenin bldyumesi ve
bolinmesini baskilayan genlere ise tiumoér baskilayici genler denir. Bu
genlerden en dnemlisi p53 genidir. Tum kanser vakalarinin %50’sinden
fazlasinda p53 mutasyonlarn goérilmektedir (Chandar ve Viselli, 2012;
Goodman, 2008).

Kanser hicreleri, hiicrenin asiri ¢godalmasini ve dokularin isgalini
onleyen kontrol sistemlerini devre disi birakir. Normalden farkli bu
hiicreler blylime ve boélinme icin gerekli olan 6zel sinyallere ihtiyag
duymadan biyimeye ve bélinmeye devam ederler. Tumorler, klonal bir
yaplya sahip olmasina ragmen, ylksek genotipik ve fenotipik heterojenite
gbsteren neoplastik hicre popillasyonu ile olusmaktadir. Bu heterojenite
zamanla dedisebilen dinamige sahiptir (Baba, 2007). Bu hicreler
gelisirken, hlicre yapisinda meydana gelen dedisikler, yeni enzimlerin
Uretimi ve hicre adezyonun azalmasi gibi yeni karakterlere de sahip
olurlar. Bu kalitsal degisiklikler, komsu hiicrelerin bliyimesini inhibe eden
normal hicrelerin mevcudiyetinde bile kanserli hicrelerin bélinmesine ve
blylmesine olanak sadlar. Bu tir degdisiklikler kanser hicrelerinin
yayllmasina ve diger dokularin isgaline olanak saglar (Cell biology and
Cancer, 2015).

Kanser hicrelerinde normal hicrelere goére hilcre-hicre ve hicre-
matris iletisimleri daha dlzensizdir. Kanser hlcrelerinde adezyon
molekdllerinin Gretiminin normal hlcrelere nazaran daha az olmasi sonucu
hiicrelerin tutunma kabiliyeti azalir. Ornedin epitelyal kanserlerde E-
kaderin Uretimi durdurulmustur (Baba, 2007).



Adezyon molekillerinin azalmasi kanser hicrelerinin ¢evresinden
kolay ayrilmasina olanak sadlar. Bu da kanserli hiicrenin yayilmasi ve
metastaz yapmasi icin avantaj saglar (Baba, 2007).

Bir glikoprotein olan laminin hicrenin bazal laminasinda bulunur ve
doku matrisi ile neoplastik hicrelerin baglanmasini destekler. Normal
hicrelere kiyasla timoér hicrelerinde kollajenaz daha yuksek miktardadir
ve tumor hicresinin dokuya tutunmasini destekler. Neoplastik hlcrelerde
gorilen temas inhibisyonu, bu hicrelerin hicre ici iletisimi icin anomali
olarak gb6ze carpmaktadir. Tumor hicreleri arasinda temas noktasinin yok
oldugu tespit edilmistir. Bu ylzden komsu hicrelerle iletisimleri kesilmistir
(Baba, 2007).

Kanser hulcreleri normal bir bicimde farklilasmazlar. Normal hucreler
tam olarak farklilastiginda cogalma durur. Kanser hicreleri programh
hicre olimunden (apoptoz) kacar. Normal hlcrelerde DNA hasari
olustugunda hilicre apoptoza giderken kanser hlicreleri apoptoza gitmez.
Ayrica normal hucrelerdeki sinirh bélinme kanser hicrelerinde goérilen
telomeraz aktivitesi nedeniyle sinirsiz ¢odalmayl sadlayan sebeplerden
biridir (Cooper ve Hausman, 2003).

2.1.1. Anjiyogenez

Doku ve organlardaki damar olusumu vaskllogenez ve anjiyogenez
ile meydana gelmektedir. Vaskllogenez, ilksel damar yapisinin
olusumudur ve endotel hicre Oncileri sayillan anjiyoblastlarin
farkhlasmasiyla olusur.

Vaskilogenez erken embriyogenezde meydana gelir, mezodermden
koken alan vaskller agin olusturulmasini ifade eder (Coffin ve Poole,
1988).

Vaskulogenez, prevaskuler hicreler veya hemangioblastlarin kan
adaciklari olarak bir araya gelip kimelenmesi ile baslar (Risau ve Flamme,
1995; Shalaby vd., 1995). Bu kan adaciklari vaskller agi tanimlayan
tlpsu yapilan olusturacak ilksel kan hicreleri ve endotelyumdan olusur
(Flamme, Baranowski ve Risau, 1993; Noden, 1989; Risau ve Flamme,
1995)(Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Vaskilogenez ve Anjiyogenez Olusum Mekanizmalar (Kilig vd.,2005
literatirinden alinmistir)

Anjiyogenez ise vaskulogenezle olusan damarlardan 6zgul sinyallerle,
kapiller seklinde yeni damarlar olusturulmasi islemine denir (Hanahan ve
Folkman, 1996). Anjiyoblastlarin c¢ogalmasi ve birlesmesiyle primer
kapiller pleksusu olustururlar. Primer kapiller pleksustan yeni damarlar
olusur ve dallanir (Sekil 2.1). Embriyo gelisimin ilk haftalarinda cevre
dokulardan difiizyon ile beslenir. Ileri dénemlerde besin ve oksijen ihtiyaci
difzyonla karsilanamaz. Bu nedenle Uguncli haftada anjiyogenez (kan
damar olusumu) baslar. Anjiyogenez doku ve organlarin olusumu igin
embriyonik donemde gelismektedir. Anjiyogenez sadece post-embriyonik
doku gelisimi icin degil ayni zamanda normal kosullarda karsilasilan
yaralanmalar ve doku hasarlarinin iyilestirilmesi igin de énemlidir. Ayrica
disi ireme sisteminde folikll gelisimi, ovllasyon sirasinda korpus luteum
ve hamilelikte plasenta gelisimi anjiyogeneze baghdir (Demirer, Ayten ve
Tas, 2014).

Endotel hicrelerinin anjiyojenik sinyallere olusturdugu yanit doért
asama icerir. Oncelikle endotel hiicrelerin ana kapiller veya venilin bazal
laminasi boyunca ilerleyebilmesi, var olan kan damarini ¢evreleyen bazal
laminada bir aciklik olusturulmasini gerektirir; bazal membran ve
ekstrasellller matriksin yikimi icin proteazlar uretilir. Ikinci asama endotel
hicrelerinin sinyal kaynadina dogru hareket etmeleridir. Bunu takiben
endotel proliferasyonu gorualir.



Dérdinci basamak ise tupsu yapi olusturma islemidir. Proliferasyon
durur, hicreler morfolojilerini degistirerek bir limen olusturacak sekilde
birbirlerine sikica tutunurlar. Cogunlukla perisitlerin ve vaskiler diz kas
hicrelerin endotelyuma katilmasi ve yeni bazal membranin sentezlenmesi
ile (Risau ve Flamme, 1995) anjiyogenez tamamlanir (Sekil 2. 2). VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor), FGF (Fibroblast Growth Factor), EGF
(Epidermal Growth Factor) ve PDGF (Platelet Derived Growth Factor) gibi
anjiyogenik buylme faktorleri dort asamanin ortaya konmasini saglar.
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Sekil 2.2 Endotel Hicrelerinin Anjiyojenik Sinyallere Olusturdugu Yanit (Kilig
vd.,2005 literatirinden alinmistir)

Vaskllogenez embriyonik gelisim evresiyle sinirlandirilmisken normal
anjiyogenez oldukga siki kontrol altinda yasam boyu devam eder
(Folkman, 1995; Hudlicka, Brown ve Egginton, 1992). Kontrolstz
anjiyogenez ise diyabetik retinopati, ateroskleroz ve solid tumor
gelisiminde gorulur (Pepper ve Mandriota, 1998; Waggener ve Beggs,
1975). Bunlarin disinda serebrovaskuller malformasyonlarda da anjiyojenik
faktorlerin anormal sekilde Uretildigi gortlmektedir (Hashimoto vd., 2000;
Kilig, 2005).

Tumér hiicreleri damarlanma olmaksizin 2-3 mm?® buyiklige
erisebilmektedir. BUyldyen timoér hlcresi gelisimini surdtrebilmesi igin
daha fazla oksijen ve besine ihtiyagc duymaktadir. Tumoér hicreleri daha
fazla hacime damarlanma yoluyla ulasabilmektedirler. Timdérde olusan bu
damarlar normal dokulardan olusmaktadir. Eder timoér hicreleri
anjiyogenezde basarisiz olursa uzun doénem sessizlige blrinmektedir
(Alison, 2001). Yeni damar olusumu gergeklestiremeyen timadrler herhangi
bir bulgu gdstermeksizin lezyonlar halinde gérullrler. Vaskiler endotelyal
bluylume faktdéri (VEGF) ve reseptérleri (VEGFR), tUmdr anjiyogenez igin
son derece 6nemlidir. Tiumorler epidermal bliylime faktéri, EGF; fibroblast
blyume faktoérl; FGF, granulosit koloni uyarici faktér; G-CSF, interlékin-8;
IL-8, hepatosit biyime faktort; HGF, transforme edici buylime faktdri- a
-B; TGF- a, -B, vaskiler-endotelyal bliylime faktori; VEGF gibi cogu
anjiyojenik faktéra Gretebilirler.



Bunlarin ¢ogu komsu damarlara gecerek endotel hicrelerdeki
reseptorlerine badlanarak yeni damar olusum sinyallerini olusturarak
nihayetinde anjiyogenez gerceklesir (Aktas ve Akbulut, 2014; Moserle ve
Casanovas, 2013).

Solid timor gelisimi, timoridn proliferatif aktivitesine oldugu kadar
anjiyogenez olusumuna da baghdir. Timoér gelisimi ve anjiyogenez
arasindaki siki iliskiyi ortaya koyan timoér implantasyonu deneylerinde,
avaskuler neoplastik hticre topluluklarinin, en fazla 2-3 milimetre capina
kadar blyulyebildikleri; yaklasik 106 hicreli evreye kadar diflizyonla besin
saglayip hicresel atiklari uzaklastirilabildikleri gorilmistir. Besinlerin
ulastiriimasi ve hicresel atiklarin uzaklastiriimasi igin bu bayUkligin sinir
teskil ettigi gosterilmistir. Yeni mikrovasktler gelisim baslatiimadigi slirece
timor gelisiminin  slresiz sekilde degismeyecegdi soOylenir. Hucreler
oksijensiz kaldiklarinda anjiyojenik faktorler salgilayarak, yeni kapillerlerin
gelisimini tesvik ederler (Kilig, 2005).

Tumoér anjiyogenezindeki anjiyogenezi indukleyici mekanizmalarin,
timor hicrelerinin kendileri tarafindan aktive edildigi gosterilmistir. Klinik
veriler, damarlanma indeksi ile timor agresifligi arasinda ciddi bir iliski
oldugunu gostermektedir. Bircok timor tipinde damar sayisi timor
karakterini ortaya koyan 6énemli bir belirleyicidir (Kilig, 2005).

2.1.2. Metastaz

Primer (birincil) timor; timor ilerlemesinin basladigi ve kanserli
kitlenin olustugu anatomik yerinde bilyliyen bir timordir. Birgok kanser
primer vyerinde gelisir ancak metastazla vicudun diger bdlimlerine
yayilabilir. Bu timoérlere de sekonder (ikincil) timoér adi verilmektedir.
Bircok kanser viicudun diger boélgelerine yayilabilir, 6rnegin meme kanseri
veya akciger kanseri gibi, birincil bélgede olusan timaérler, ikincil bolgelere
sigrayabilirler (metastatik bélge), ancak bazi sekonder bdlgelerde bulunan
timorlerin primer kaynadi belirlenemeyebilir. Bu tip timorler, primer
timor bélgesinin saptanamadigi metastatik hastalik olarak
tanimlanmaktadir (Weinberg, 2007).

Metastaz ya da sekonder timor belli bir mesafede gbé¢ eden, dokuya
sabitlenen orijinal hicreden tamamen farkh karakterde neoplastik
hicrelerden gelisen koloni olarak tanimlanir. Tumér hlcrelerinin metastaz
Ozellikleri 1970°li yillarin sonlarinda yapilan deneylerle ortaya cikmistir.
Metastaz primer timor ile ayni zamanda ya da daha sonra goérilebilir.
Primer timdrden énce gérillen metastazlarda vardir. Ornedin melanomlar
ve Malpighi karsinomlar (Weigelt, Peterse ve Van't Veer, 2005).



Malign hucreler (kétd huylu; kanser); hucre siklusunun hizlanmasi,
genomik dedisiklikler, invaziv blyime, artan hlcre hareketliligi,
kemotaksi, hlicre yilzeyinin dedismesi, litik faktorlerin salgilanmasi ile
karakterizedir ve metastaz yetenegine sahiptir (Baba, 2007).

Metastazin olusmasi igin belirli bazi asamalarin asilmasi gerekir.
Kanser hucreleri proteaz enzimleri salgillar ve bazal membrani
parcalayarak yerel isgale (lokal invazyon) baslar. Tumdr hicresinin kendi
cevresindeki ekstraselliler matrikste gelisebilmesi icin, matriks
metalloproteinazlar (MMP), protein kinazlar ve lizozomal enzimleri salgilar.
Lokal isgal basarildiktan sonraki asamada kanser hlcrelerinin kan veya
lenf damarlarinin limenine girmesi gereklidir (intravazasyon).

Intravazasyon bazi molekdllerle hizlandirilabilmektedir.
Ornedin; transforme edici blylime faktéri (TGF-B) meme kanseri
intravazasyonunu artirmaktadir. Damar veya lenf icine giris yapan 10.000
timor hicresinden birisinin metastaz yapabilecek yetenedge sahip oldugu
gosterilmistir. Tumoér metastazinda yeni olusan damarlarlarin  6nemi
blylktir. Kan veya lenf limeninde hayatta kalan hicreler tutundugu
yerdeki damar duvarini gegerek (ekstravazasyon) hedef dokuya yerlesir ve
orada ¢ogalmaya devam eder. Kanser hiicreleri damara girdikten sonra
dolasimda bulundugu halde, bazi kanser tirleri genel olarak belli organlara
metastaz gerceklestirmektedir. Ornedin; mide kanseri daha c¢ok
karacigere, meme kanseri kemige ve akcigere, kemik timorleri akcigere
metastaz  yapar. Buna  “Organ Seciciligi” adi verilmektedir
(Aliustaoglu,2009; Valastyan ve Weinberg, 2011).

Kanserin hedef doku veya organina metastazini belirleyen bagslica
faktorler; kanser hucrelerinin ylzey 6zellikleri, organin damar yapisi ve
organlarin damar duvarindaki hicrelerin ylzey o6zellikleridir (Aliustaoglu,
2009; Valastyan ve Weinberg, 2011). Metastaz kanserle iligkili 6limlerin
%90'nindan sorumlu olup, kanser patogenezinde en az anlasiimis evre
olmaya devam etmektedir.

Metastaz agsamalarini 6zetleyecek olursak:

1) Tumoér lokal olarak bir dokuyu isgal eder.

2) Tumor lenf veya kan sistemlerine (intravazasyon) mikrovaskiler
yoldan girer.

3) Kan veya lenf damarlar icerinde hayatta kalarak yer degistirir.

4) Dolasimdan cikarak (ekstravazasyon) canli kalabilecegi
mikrogevreye ulasir.

5) Hicre c¢ogalmasini ve makroskobik ikincil timoér olusumunu
kolaylastiran (kolonizasyon) bu yabanci mikrocevreye uyum saglar
(Chaffer, 2011) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 Kanserde Metastaz Gelisimi (Geho vd., 2005 yayinindan alinmistir)

2.1.2.1. Metastaz Modelleri

Metastaz icin gesitli modeller 6ne strtlmustdr.

a. Ilerleme modeli: Primer timdér somatik mutasyonlarin birikimiyle
daha metastatik bir hal alir.

b. Gegici kompartiman modeli: Bu modelde tim canh timoérler
metastaz yapma kapasitesine sahiptir. Ancak hcrelerin buyik
cogunlugu rastgele epigenetik olaylardan dolayl metastaz yetenegini
kaybeder.

c. Birlesme (Filizyon) modeli: Tam olarak metastatik fenotip 6zelligi
igin bir timor hicresinin, lenfoid hicrelerden damar igine girme ve
disina cikma gibi 6zellikleri kazanmasi gerekir.

d. Gen transfer modeli: Bu modelde koéta huylu timér DNA'si kan
dolasiminda mevcuttur. Bu DNA kanserle badlantii somatik
mutasyonlar tasir ve primer bdlgeden kan yoluyla ikincil bdlgeye
tasinir. Daha sonra, malign &zelliklere sahip timér DNA’si uzak
organdaki kék hticreleri tarafindan emilir.
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e. Erken onkojenez modeli: Herhangi bir birincil timdrin metastaz
potansiyeli muhtemelen somatik mutasyonlarin sonucu olarak, erken
gelisim ddneminde ayarlanir. Dolayisiyla  mikroarray gen
ekspresyonu kullanilarak kanserin prognozunu tahmin etmek
mdmkadnddar.

f. Genetik yatkinlik modeli: Bireyin yapisal polimorfizme baglh olarak
timoér daha az veya daha cok yaylma gdsterecektir. Bdyle esey
hicre varyasyonlari primer timoérin pro-metastatik genlerin
ifadesiyle metastatik yollarin timdnt etkiler (Hunter, Crawford ve
Alsarraj, 2008).

2.1.3. Meme Kanseri

Kadinlarda meme, situn uretilmesi icin yapisal olarak farklilasmalara
ugramis bir ter bezidir. Bu bez yapisal olarak tliblloalveolar bir bez 6zelligi
tasir. Meme, lobul ve duktus sistemlerinin bir araya gelmesiyle islev
kazanir. Lobul sistem sut Gretimini gergekletirirken duktus sistemi sttdn
meme ucuna transferini saglar. Zengin damarlanma, lenfatik ag, bag
doku, yag doku, sinirler ve deri memenin tesekkllini saglar.

Meme kanseri, en gok lobll ile terminal duktusun kesistigi bélgede
yer alan epitel dokudan tliremis olan bir adenokanserdir (Aydintug, 2004).
Meme kanseri erkeklerde nadir olarak gérular. Agresif seyir gosterir.
Meme kanseri erkeklerde, tim meme kanseri vakalarinin %1’inden azini
olusturur (Akca vd., 2006).

Meme kanseri, genetik, biyolojik, cevresel ve sosyal faktérleri iceren
kompleks bir etyolojiye sahiptir. Dinyada en sik goérilen kanserler
arasinda akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir. Kadinlar
arasinda gorilen en 6limcil kanserlerden biri olup, kanserin sebep oldugu
Olimler arasinda besinci siradadir (Hutchinson, 2010). Batida kadinlarda
en sik gorulen malign hastaliktir. Ozellikle 50 yasin altindaki kadinlarda
meme kanserinin insidansi artmaktadir (Lux, Fasching ve Beckmann,
2006).

Meme kanseri, halk saghgi problemi olmaya devam etmektedir. Her 8
kadindan birisi meme kanserine yakalanmaktadir (Matsen, 2013).

Meme kanserinin insidansi codu (lkede ylkselmeye devam

etmektedir ve bu kanseri 6nlemek igin alinan tim o6nlemlere ragmen
dnuimuzdeki 20 yilda daha da artmasi beklenmektedir (Howell vd., 2014).
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Kalitsal meme kanseri etkileri de artmistir. Ornegdin, bir insan timér
supresor gen olan BRCA2 mutasyonlari gectigimiz son yuzyilda dort kat
artis gostermistir. 70 ve Uzeri yaslarda ortaya cikan sporadik meme
kanseri kiimulatif insidans penetransi da % 2.5’dan % 11’e ulastigi tahmin
edilmektedir. Obezite, alkol tuketimi, hareketsiz yasam ve hormon
replasman tedavileri de meme kanseri artisina neden olan diger risk
faktorleridir (Howell vd., 2014).

Meme kanseri, histopatolojik, biyolojik ve molekiler olmak lzere U¢
kategoride incelenir:

a. Histopatolojik siniflamada;meme kanseri hiicreleri, invaziv hicreler
veya invaziv olmayan hulcreler olmak tzere ikiye ayrilir:

1. Invaziv kanser; invaziv ductal karsinoma (%80) ve invaziv lobiiler
karsinoma (%10)’ya ayrilmistir ve bunlar 1 (dlstk dereceli)’den 3 (ylksek
dereceli)’e derecelendirilmistir. Bu iki kanserinde metastaz yetenekleri
vardir. Bir diger invaziv meme kanseri tipi inflamatuvar meme kanseridir
ve kanserin bu formu en agresif olanidir. Meme kanseri vakalarinin %1-
%6’sini olusturur (Sekil 2.4).

2. Invaziv olmayan kanser lobiler karsinoma in situ ve ductal
karsinoma in situ olarak tanimlanir. In situ kavrami malign epitel
hicrelerin gogalmasinin kendi sinirlari icinde kaldigi, bazal membrani
gecmedigi ve stromayi isgal etmedigini gosteren patolojik bir durumdur.

b. Biyolojik siniflandirma; Biyolojik siniflandirma &strojen, progesteron
ve insan epidermal blylume faktort reseptdérid 2 (HER2) gibi hormon
reseptdrlerinin ekspresyonunu ifade eder. Bu daha yaygin olarak
sistemik adjuvan tedavilerinde kullanilir.

c. Molekiler siniflandirma; HER2 gulgclendirici, lGmen-tipi (alt tip A ve
B) ve bazal benzeri olarak U¢ buyuk molekuler grupta incelenirler
bunlarin hepsi kendine 6zgl biyolojik ve klinik 6zelliklere sahiptirler
(Cengiz, 2006; Keskin, 2011; Ng, 2014).
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Sekil 2. 4 Meme Kanseri Cesitleri ve Olustugu Yerler

Kanserli hastalarda, ana 06lUm nedeni primer timoérden ziyade
timoérin uzak bélge metastazlarindan kaynaklanmaktadir (Weigelt,
Peterse ve Van't Veer, 2005). Meme kanseri en sik sit kanallari veya st
kanallarinin kaynagini olusturan lobiler i¢ astarda gorillr (Sariego, 2010).
Meme kanserinin metastazi primer timoér hicrelerin konak doku
cevresindeki vyerel isgali ile baslar. Tumoér hucreleri, kan veya lenf
damarlarinin icine girmesiyle siklikla kemik ve akcigere giderken daha az
olarak beyin ve karacigere giderek metastazi olustururlar (Scully, 2012).

Meme kanserinin teshisinde hastalarin kendilerini elle muayene
etmesi 6nem tesgkil etmektedir. GUnimizde meme kanseri teshislerinde
fiziksel muayene halen énemini korumaktadir (Parlar, Kaydul ve Ovayolu,
2005).

Memede kitle saptandijinda kanser olup olmadidini anlamak igin
biyopsi yapilir. Meme kanseri tedavi acgisindan nispeten diger kanserlere
gbre daha avantajlidir. Tedavisinde birincil ydntem cerrahi mudahaledir,
cerrahi tedavi genellikle meme dokusunun timundn alinmasini teskil eder.
Koltuk alti lenf bezleri de cikartilarak muhtemel yayilma engellenir. Tanida
koltuk alti (aksiller) lenf dugimi metastazlarinin 6nemi buyutktir
(Kierszenbaum, 2007; Matsen, 2013).

Kanser tedavisinde genel olarak uygulanan ydntemler; cerrahi
girisim, ilacla tedavi (kemoterapi), isinla tedavi olarak siralanabilir (Olgen,
2002).
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2.1.4. Arastirmamizda Kullanilan Kanser Hiicre Dizileri
2.1.4.1. MCF-7 Hicre Dizisi

MCF-7 hicre dizisi, 69 yasindaki bir kafkas kadindan 1970 vyilinda
izole edilmis bir meme kanseri hlcre dizisidir. MCF-7 hicre dizisinin ismi
Herbert Soule ve arkadaslari tarafindan 1973 yilinda Detroit'te kurulan
Michigan Kanser Vakfi-7'nin kisaltmasindan olusmaktadir (Soule, Vazquez,
Long, Albert ve Brennan, 1973).

MCF-7 o0Ostrojen bagimli, iyi huylu ve adeziv meme kanseri hicre
dizisidir. MCF-7 hicreleri in vivo ve in vitro olarak dstrojen calismalarinda
model olarak kullaniimaktadir. Meme kanseri arastirmalarinda MCF-7
hiicre dizisinin en 6nemli katkilarindan biri, dstrojen reseptéri alfa igin
kullanilmasi olmustur. MCF-7 hicrelerinin tek hlcre klonlar &stojen
yoklugunda blylyebilmektedir. MCF-7 hicreleri 0Ostrojen reseptoéri
pozitifken, insan epitel blylime faktdéri 2 (HER2) reseptdérl negatiftir.
Progesteron reseptéri hem pozitif hem de negatif olabilmektedir.
Kemoterapiye yanit verebilen hucrelerdir (Holliday ve Speirs, 2011; Lee,
Oesterreich ve Davidson, 2015).

2.1.4.2. MDA-MB-231 Hucre Dizisi

MDA-MB-231 meme kanseri hilicre dizisinin ismi izole edildigi MD
Anderson kanser enstitisline itafen konulmustur (Cailleau, Olivé ve
Cruciger, 1978). 51 yasindaki Kafkas bir kadinin meme bezinin metastatik
adenokarsinomundan izole edilmistir. Ostrojen, MDA-MB-231 &strojen
reseptor alfa, progesteron ve HER2 reseptdri negatif meme kanseri hiicre
dizileridir. Kemoterapiye duyarhligi farklar gosterir ve kemoterapiye orta
derecede duyarlidir (Holliday ve Speirs, 2011). Yapiskan ve metastatik
epitel hicrelerdir. Agresif ve invaziv karekter gostermektedir. Diger
invaziv kanser htcrelerine benzer sekilde ekstraselltler matriksi proteolitik
aktivitesiyle parcalama yetenegine sahiptir (Yin, 2011). MDA-MB-231
hicreleri, zayif tutunma 0zelligi gosterebilir. Hlicrenin mikroskopta Gzim
benzeri ya da yildiz seklinde gérilmektedir (Neve vd., 2006). GUglU timor
olusturma oOzelligine sahiptirler. Metastatik hlcrelerdir ve bu hicre
dizisinin en o6nemli 6zelliklerin birisidir (Burdall, Hanby, Lansdown ve
Speirs, 2003).
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2.2 Meme Kanseri Epidemiyolojisi

2.2.1. Diinyada Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri, Avrupa ve Kuzey Amerika‘daki tim kadinlarin %
12'sini etkileyen, dinyada en c¢ok kadinlarda goérulen bir kanser tipidir
(Pollan, 2010). Amerikan Kanser Toplulugu’nun 2011 yilinda yayinladigi
rapora gore dinya genelinde meme kanserine yakalanan kadinlarin
tahmini sayisi 1.383.500 kisi ve meme kanserinden o6len kadinlarin
tahmini sayisi 458.400 kisi olarak hesaplanmistir. Yine ayni rapora goére
gelismis Ulke ve gelismekte olan (lkelerde bu sayilar su sekilde
aciklanmistir: Gelismis Ulkelerde meme kanserine yakalanan kadin sayisi
tahmini olarak 692.200 kisiyken gelismekte olan Ulkelerde bu rakam
691.300 kisi, gelismis tlkelerde meme kanserinden 6len kadinlarin tahmini
sayisi 189.500 kisi iken gelismekte olan llkelerde bu rakam 268.900 Kkisi
olarak rapor edilmistir (Center, 2011).

Avrupa’da yaklasik 450.000 kadina meme kanseri teshisi konulmus
ve bunlardan 140.000 kadin hayatini kaybetmistir. Afrika’da ise yaklasik
68.000 kadina meme kanseri teshisi koyulurken bunlardan 37.000 kadin
hayatini kaybetmistir (Abdulrahman ve Rahman, 2012).

2.2.2. Tiirkiye’'de Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Tarkiye Halk Saghdi Kurumu’nun 2014 yilinda yayinladigi Tirkiye
Kanser Istatistikleri Raporuna goére 2014 vyilinda Tirkiye’de kadinlar
arasinda en sik goridlen kanser tipi meme kanseridir. Kadinlarda 35
yasindan sonra meme kanserine yakalanma orani ylUksek oranda
artmaktadir ve en ylksek risk grubu 60-64 yas olarak belirtilmistir (Grafik
1 ve Grafik 2). Erkeklerde bu oran oldukga dustktlr ve en yuksek oranda
gorilen yasin 70-74 yas araliginda oldugu anlasiimaktadir (Gultekin,
2014).

Meme I 4 O
Tiroid I 10,8
kolorektal I 51
Uterus Korpusy IS 5 2

Trakea,Brons,Akciger IS 4.9
Mide I 41
Over N 3.9

Non-Hodgkinlenfoma N 2.8

W Kadin

Beyin, sinir sistemi [l 2.5
Uterus Serviksi 1 2,4

0,0 5,0 10,0 150 20,0 250 300
yiUzDE

Grafik 2.1 Tum Yas Gruplarnindaki Kadinlarda En Sik Gorilen Bazi Kanserlerin Bu Grup
Igindeki Ylzde Dagdilimlan (Turkiye Birlesik Veri Tabani, 2012)
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Grafik 2.2 Meme Kanserinin Kadinlarda Yasa Ozel Hizlan (Turkiye Birlesik Veri Tabani,
2012)

Uluslararasi Kanser Ajansi (IARC) tarafindan yayinlanan Globocan
2012 verilerine gore kadinlarda en sik gorilen ilk bes kanser igcinde meme
kanseri Turkiye'de, Dinya’da, IARC’de (24 Uye Ulke), AB'de (28 Ulke) ve
ABD’de olmak Uzere ilk sirada yer almaktadir (Ferlay vd., 2013).

2.3. Sfingolipitler

Sfingomiyelin (SM), seramid, sfingozin ve sfingozin-1-fosfat (S1P)
gibi hilcre zarinin akiskanliginin diizenlenmesinde ©6nemli yapisal rol
oynayan sfingolipidler, sfingoid tabanli lipit ailesinin Gyeleri olup kanserin
cesitli asamalarinda etkili olabilmektedir. Fosfolipitler alkol kisminda
bulunan molektle gore isimlendirilir.

Hayvan hicre zarinda genelde doért tip fosfolipit bulunur. Bunlar
fosfotidilkolin, fosfotidiletanolamin, fosfotidilserin ve sfingomiyelindir.
Fosfolipitlerin sentezlenmesi belirli bir siraya gére olur, 6nce yapisinda CoA
bulunan iki yad asidi gliserol 3-fosfat ile birleserek fosfotidik asit
molekllini meydana getirir. Diagilgliseroletanolamin ile badlanarak
fosfatidil etanolamin ya da serin ile baglanarak fosfotidil serin olusur
(Basaran, 2010) (Sekil 2.5).
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Sekil 2. 5 Hiicre Zan Lipit Bilesenleri ve Bunlarin Endoplazmik Retikulumdaki
Sentezi

Hicre zan fosfolipitlerinden sfingomiyelin olusumunda gliserol yer
almaz. Sfingomiyelin, sfingozin, fosforik asit ve kolinin birlesmesiyle
olusur. Sfingozine endoplazmik retikulumda bir yag asiti baglanmasiyla
seramid olusur (Basaran, 2010) (Sekil 2.6).

Sfingolipidler tim o&karyotik plazma zarlarinin yapi parcalaridir ve
onlarin yaygin olarak lipid tabakanin mekanik stabil ve kimyasal olarak
direncli bir dis yap! olusturmasini saglayarak hicre yizeyini koruduguna
inanilmaktadir. Seramidten seraminidaz yardimiyla olusturulan sfingozin,
protein kinaz C aktivitesini 6nleyen endojen bir lipid olarak karakterize
edilmistir (Sekil 2.6). Ancak sonraki calismalar sfingozinin fibroblastlarin
codalmasini tetikledigi ve hicre igi kalsiyum seviyelerini dlzenledigi
go6sterilmistir (Hla, 2001).
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Sekil 2.6 Sfingolipit Metabolizmasi Semasi (Furuya, 2011 literattrinden alinmistir)

Sfingolipitlerden biri olan ve sfingozin kinaz araciligiyla olusan
sfingozin 1-fosfat (S1P), hlcrenin bluylUmesi, hayatta kalmasi, hareketinin
dizenlenmesi gibi faaliyetlerinin yaninda invazyon, anjiyogenez, vaskdler
olgunlasma, lenfosit hareketleri ve bagisikligi da dizenler. Dahasi, artan
S1P dretimi coklu skleroz, kanser, alerji, ateroskleroz ve otoimmin
hastaliklari gibi gesitli patofizyolojik slireclerden sorumlu tutulmustur. S1P
Uretilmesi icin sfingozini fosforile eden iki enzim tanimlanmistir. Bunlar
sfingozin kinaz (SphK)In iki izotipi olan sfingozin kinaz 1 (SphK1l) ve
sfingozin kinaz 2 (SphK2)'dir. SphK1'in timor ilerlemesinde fonksiyonlari
tanimlanmistir ancak SphK2‘in fonksiyonlari daha az bilinmektedir (Kim,
2009).
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2.3.1. Sfingozin 1-Fosfat

Sfingozin 1-fosfat, sfingozin kinaz 1 (SphK1l) ve sfingozin kinaz 2
(SphK2) izoenzimleri tarafindan sentezlenen bioaktif bir molekdldir. S1P,
G proteine baglh bes hiicre ylzey reseptérinin bir ligandidir ve S1P
reseptorlerine baglanarak biyime, sagkalim, hicre iskeleti ve hareketi
gibi kanser icin 6nemli hucresel fonksiyonlari dizenlemektedir. S1P'nin
aynl zamanda, hicre ylzeyi reseptorlerlerinden bagimsiz fonksiyonlari
olarak hiicre blylimesi ve sagkalim (Uzerinde etkileri Dbildirilmistir.
Epidermal bluyume faktérli (EGF), insan meme kanserinin invazyonu ve
timor gelisimin ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. EGF, MCF-7
hicrelerinin  plazma membraninda SphK1l translokasyonunu ve
aktivasyonunu indiklemektedir. EGF'nin varhidginda, SphK1 hizla hicre
zarina Ozellikle lamellipodia igine transloke olmaktadir (Sarkar, 2005).

S1P'nin hicre igi miktari iki enzim tarafindan kontrol edilir, sfingosin
kinaz (SK) ve sfingosin-1-fosfat liyaz (SPL). SK, S1P olusturmak Uzere
sfingozini fosforlarken, SPL ise S1P'den geri donlsimsiz olarak
etanolamin ve heksadesanolini olusturur (Sekil 2.6). Bu iki enzim hicre
ici S1P miktarini belirleyerek hiicrenin kaderini etkiler. Ozellikle hiicre
stresteyken bu iki enzimin ekspresyonun artmasi hlicrenin gogalmasini ve
apoptozunu etkileyebilir. SPL'nin asiri ekspresyonu hucre ici S1P ve
sfingozin seviyelerini azaltir ve apoptoz ile sonuglanan, seramid dlzeylerini
yukseltir. SK fazla sentezlenmesi S1P miktarini artirirken hicrenin
bliylimesine, cogalmasina ve timor olusumuna neden olur. SK ve SPL'nin
karsilastirmali  ekspresyonlari  hlicrenin sagkalimi ve ¢odalmasini
etkileyerek kanser gelisimini tetikleyebilir (Ling, 2011). Cesitli hicre
tiplerinde S1P'nin cesitli fonksiyonlara aracilik etmesinde sorumlu olan
S1PR1, S1PR2 ve S1PR3 yaygin olarak bulunan S1P reseptér alt tipleridir.
Diger S1P reseptorleri olan S1PR4 ve S1PR5’in sentezlenmesi bagisiklik ve
sinir sistemi ile sinirhdir (Takuwa, 2011).

S1P, adenilat siklaz, fosfatidilinositol 3-kinaz, Ras-MAPK, fosfolipaz C,
Akt/PKB, c-Src tirozin kinaz, klcluk GTPazlar, Rac ve Rho, fosfolipaz D ve
fokal adezyon kinaz p125'i iceren sinyal kaskadlarini uyarir. Bu sinyal
yollari normal hicresel fonksiyonlar icin dnemli pek cok olayl, tUmor
invazyonu ve metastazi kontrol edebilmektedir. S1P, hilcrenin yasam
sinyallerini uyarir, endotel hicre hareketini ve tip olusumunu uyararak
anjiyogenezi tesvik edebilirken bazi timoérleri ve l6kosit hicre goéglerini
engelleyebilmektedir (Geho, 2005).
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2.3.2. Sfingozin 1-Fosfat Reseptorleri

S1P reseptorleri hlcre vyuzeyinde, sitoplazmada ve cekirdekte
bulunur. S1P reseptoérleri disik nM konsantrasyonlarda ligandlariyla
baglanabilmektedir. S1P reseptoérlerine sfingosin, seramid, sfingomiyelin,
dimetil sfingosin gibi diger sfingolipit ailesinin Gyeleri baglanamaz (Hla,
2001; Taha, Argraves ve Obeid, 2004; Watson vd., 2010).

Sfingozin 1-fosfat molekllinin simdiye kadar (Im, Clemens,
Macdonald ve Lynch, 2001) G protein bagli 5 reseptéri tanimlanmis ve
karakterize edilmistir. Bunlar; sfingozin 1-fosfat reseptér 1 (S1PR1/EDG-
1), sfingozin 1-fosfat reseptér 2 (S1PR2/EDG-5), sfingozin 1-fosfat
reseptdér 3 (S1PR3/EDG-3), sfingozin 1-fosfat reseptdér 4 (S1PR4/EDG-6),
sfingozin 1-fosfat reseptér 5 (S1PR5/EDG-8)'tir (Im vd., 2001).

Sfingozin 1-fosfat reseptér 1 (S1PR1/EDG-1), Onceden endotel
farklilasma geni olarak bilinen (EDG-1) endotel hlicrelerinde forbol miristat
asetat yaniti veren gen olarak 1990'h vyillarda klonlandi. Reseptér
klonlandiktan sonra S1PR1‘in ligandi tam 8 yil tanimlanmadan kalmistir.
Lee ve arkadaslari S1P'nin bu reseptdr icin guigli ve spesifik bir ligand
oldugunu buldular. Ikinci S1P reseptérii 1993 de sican aortik diz kas
hiicreleri icinden klonlandi ve S1PR2 (EDG-5) olarak adlandirildi. S1PR3
(EDG-3) Yamaguchi ve arkadaslar tarafindan 3 yil sonra klonlandi (Adada,
2013). S1PR4 (EDG-6), 1998'de farklilasmis insan dendritik hicreleri ve
sican cDNA kultiphanesinden in vitro olarak klonlandi (Graler, 1998).
S1PR5 (EDG-8) 2000 yilinda fare beyni sfingosin 1-fosfat reseptéri olarak
klonlandi (Im vd., 2000).

S1PR1 Gi'ye baglanir ve Ras/ERK ve PI3-kinaz/Akt yollarini, Rho
ailesi klguk GTPaz Rac’i ve mitojenik, hayatta kalma sinyalini uyarir.
S1PR1 bu sekilde yoénlendirilmis hicre gécinlu veya kemotaksisi dizenler.
S1PR1 ayni zamanda Gi Uizerinden fosfolipaz C (PLC) ve buna baglh Ca®*
mobilizasyonunu aktive edebilir. Gi aracihdiyla sinyalizasyonda Ras/ ERK
yolu da dahil olmak Uzere birden fazla sinyal yolu uyarilarak hicre
cogalmasina, PI3K/Akt yoladinin aktivasyonu sonucu apoptozun bloke
olmasi ve PI3K/Rac yolunun aktivasyonu ile de hlicre gégliniin olustugu
g6zlenmistir (Hisano, Nishi ve Kawahara, 2012).

S1PR1’den farkh olarak S1PR2 coklu heterotrimerik G proteinlerine
baglanir. Kemotaktik blyime faktorleri ve kemokinlere karsi hiicre gogl
inhibasyonuyla sonuglanan Rac GAP aktivitesiyle Rac Uzerinde gUgll
onleyici etkisi olan Gi>/13 -RhoA S1PR2 akisinda kullanilir. Gi2/13 baglanmis
RhoA aktivasyonunda Akt'nin glgli inhibasyonunu dizenleyen S1PR2
hiicre gogalmasini inhibe eder. S1PR2 ile Akt'nin 6nlenmesi ve hicre
¢ogalmasi muhtemelen Rho kinaz aracii fosforilasyonu ve PTEN
aktivasyonu ile saglanir. Fakat hlicre gogiinin S1PR2 aracili inhibisyonunu
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Chinese hamster ovary (CHO) hicreleri ve B16 melanoma hucrelerinde,
Rho kinaz bagimsizdir. S1PR2 ayrica, Gq araciligiyla S1P ile uyariimasiyla
PLC ve Ca'? mobilizasyonu diizenlerken Gi araciifiyla Ras / ERK
aktivasyon ve PI3-kinaz yollarini dizenler (Takuwa, 2011).

Lipid fosfatazin PTEN Rho-bagiml regllasyonu fibroblastlar ve endotel
hicrelerinin gbéglnin S1P2 aracilli engellenmesi icin gerekli oldugu
gosterilmistir. S1P2 PTEN-negatif glioma hicrelerinin géglini bloke
edebilmektedir. Rho hlcresel S1P2 bagh anti-goc etkisine aracilik
edebilmektedir (Van Brocklyn, 2010).

S1PR3, ayni anda birden fazla G proteinine baglanarak potansiyel
olarak PLC / Ca mobilizasyonunu Gq araciliiyla aktive edebilir. Ek olarak
Ras / ERK, PI3-kinaz ve Rac’t Gi vasitasiyla mitojenik / sagkalim ve
S1P'nin kemotaktik etkilerini dlzenleyebilir. S1PR2 karsilastirildiginda
daha dusuk bir o6lcide de olsa S1PR3 ayni zamanda Giz/13 Rho da
baglanabilir (Takuwa, 2011). S1PR3’lUn NF-kB aktivasyonunun ve adezyon
molekullerinin  ekspresyonununda aracilik ettigi  dislintlmektedir
(Maceyka, Harikumar, Milstien ve Spiegel, 2012).

S1P2 reseptérinid eksprese eden B16/F10 melanoma hdlcrelerinde
Rho aktivasyonu ve stres fibrilleri indiksiyonu yoluyla hlicre gbégl azalir.
S1P2 anti-g6¢ etkisinin aksine, S1P1 ve S1P3 hicre gbéglnu tesvik eder.
S1P reseptor ifadesi profilinde hiicrelerde eger S1P2 hakimse mide kanseri
hiicrelerinde gbégln bloklanmasi S1P2 tarafindan gergeklestirilir. Benzer bir
iliski glioblastoma hicre hatlarinda gértulmastir. S1P2'nin ekspresyonunun
glioma hicrelerinin goglinld o6nledigi bulunmustur. S1P2’nin siRNA'nin
tarafindan susturulmasiyla S1P1 ve S1P3 hicre gocuinu tesvik etmigstir.
S1P2 hicre gbgu bloklama mekanizmasi hakkinda bazi belirsizlikler hala
devam etmektedir (Van Brocklyn, 2010).

S1P1, S1P2 ve S1P3 hemen hemen her yerde eksprese olan
reseptdrlerdir (Yamashita vd., 2006).

S1PR4 ve S1PRS5 ise daha sinirli eksprese olur. S1PR5 beyin ve deride
bulunurken, S1PR4, lenfoid doku ve akcigerde ifade edilir. S1PR4 ve
S1PR5 Gi ve Giy/13ile baglantilidir (Hisano vd., 2012).

S1PR4 notrofil trafiginde rol oynar. S1PR5’in ekspresyonu dogal

oldurtct hdcrelerinin lenf organlarindan gikmasi igin gereklidir (Maceyka
vd., 2012).
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Metabolizma  Hicre cogalmasi  Sagkalim Hiicre Hareketi Metobolizma e Hareketi
Diizenleme Diizenleme

PLC: Fosfolipaz C, PKC: Protein Kinaz, ERK: Ektrasellller Sinyal Dizenleyici Kinaz

Sekil 2.7 S1P Reseptorlerinin Sinyal Yollari Sematigi (Kawabori vd., 2013
Literatirinden alinmistir)
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2.4. Sfingozin 1-Fosfat ve Kanser

Meme kanserinde S1P reseptérlerinin ekspresyonu ve S1P’ye olan
cevapla hiicre ¢ogalmasinin artirdidina dair kanitlar gosterilmistir. SphK1
hastadan alinan meme timoria biyopsilerde upregtlile oldugu bildirilmistir
ve ksenograft fare modelinde etkinlestirilebilir. Ilginc bir sekilde, cesitli
kanitlar SphK1 6strojenler ve meme kanseri hlicrelerinin sinyalizasyonuyla
biyume faktérl arasindaki capraz-bagi gosterdi. SphK1 meme kanserini
ostrojen bagimh timore tesvik eder. Buna ek olarak, O6strojen SphK1’in
guclt bir aktivatériadar. 17B-Estradiol (E2) SphK1 aktivitesini iki kat
artirma etkisi vardir. E2 ile uyarilan SphK1 en hizli aktivasyonu, bilgilere
gore, Gi proteinleri ile birlikte zara bagl ER tarafindan aracilik ederken
nikleer ERa transkripsiyonal aktivitesinin gecikmesine dayanir. Son
zamanlarda, SphK1/S1P yolu karsinogenez de dahil olmak Uzere akciger
ile iliskili EGFR E2 ile indlklenen transaktivasyonunu bildirildi. Bir
calismada, E2 ABCC1 ve ABCG2 tranporterler araciligiyla meme kanseri
hicreleri S1P salgilanmasini uyardigi, bu nedenle, anti-kanser tedavisi igin
onemli bir hedef olarak sfingolipid metabolizmasi 6nem kazandig
bildirilmektedir (Furuya, 2011).

Kanser olusumunda, SphK1l aktivasyonu ile S1P’nin (retilmesi
apoptozu engellenerek kanser hlcrelerinin hayatta kalmasini, gelismesini,
anjiyogenez ve metastazi kolaylasmaktadir (Pyne ve Pyne, 2010). Meme,
kolon, akciger, yumurtalik, mide, uterus, bdbrek ve rektum kanserinde
SphK1’in asin ifade edildigi rapor edilmistir (Huang, Nagahashi, Terracina
ve Takabe, 2013). SphK1, S1P ve S1PR1’in kanserde bir transkripsiyon
faktord olan sinyal donUstlricl ve transkripsiyon aktivatort 3 (STAT 3) ile
iliskili oldugu bulunmustur. Bu nedenle S1P’'nin hiicre icinde NF-kB ile
iliskili olabilecegi ve kanser gelisimini tetikleyebilecegi dusintlmuistir
(Huang vd., 2013).

Kanser hucreleri, S1P salgilar ve bu S1P kanser hlcre zarinda
bulunan  reseptérlerine  badlanarak  (otokrin)  kanser hiicresinin
gelismesine, hayatta kalmasina, hareket etmesine ve metastatik 6zellik
kazanmasina yol acar. S1P'nin parakrin olarak salgilanmasyla endotel
adezyon molekdllerinin Uretilmesi ve anjiyogenezi tesvik eder (Anelli,
Gault, Snider ve Obeid, 2010; Salas vd., 2011).

2.5.Kodlamayan RNA’lar (Non-coding RNASs)

Son zamanlarda énem kazanan kodlamayan (ncRNAs) RNA’larin ¢ogu
hicrede genel isleyisin dlzenlemesinde goérev alir. Kodlamayan RNA’lar
protein ceviriminde yer almamakla birlikte yasamsal fonksiyonlardan
hicresel badisikliga, hicrenin gelisiminden hicresel cevaplara uzanan
cesitli gbrevlere sahiptir.
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ncRNA’larin diger fonksiyonel ozellikleri arasinda transkripsiyon ve
transkripsiyon  sonrasi  (post-transkripsiyon) gen susturma ve
kromozomlarin yeniden dlzenlenmesi de sayilabilmektedir. Cogu
NncRNA’lar kisa dlzenleyici RNA'lardan meydana gelmektedir. Bu RNA'lar,
RNA interference (RNAi) mekanizmasi ile gen susturumunun
gerceklestirldigi molekdallerdir.

Ribozomal RNA (rRNA), tasiyict RNA (tRNA), small interfering RNA
(siRNA), mikro RNA (miRNA), small ntkleolar RNA (snoRNA), small
nikleer RNA (snRNA), piwi interacting RNA (piRNA), extraselliler RNA
(exRNA) gibi cesitli RNA’lar kodlamayan RNA’lar kapsaminda
incelenmektedir (Akkaya ve Dinger, 2013; Birney vd., 2007; Mattick ve
Makunin, 2006; Morris, 2012). RNAi mekanizmasi gelisim, farklilasma,
hicre c¢odalmasi ve apoptoz gibi kritik hicresel olaylarda gorev
almaktadir. Kisa dlizenleyici RNA’larin uzunluklari 15-40 baz cifti arasinda
degismektedir. Bunlara érnek olarak siRNA (small interfering RNA), mikro
RNA (miRNA) ve PIWI (P-element induced wimpy testis) proteini ile
etkilesimi olan RNA (piRNA) verilebilir. Transkripsiyon sonrasi
modifikasyonlar veya DNA'nin kopyalanmasinda yer alan, orta uzunlukta
olan ncRNA'lar ise klguk nutklear RNA (snRNA), klglk nukleolar RNA
(snoRNA), rehber RNA (gRNA), ribonlikleaz P (RNaz P) ve telomeraz
RNA’dir. Bu RNA'lar 40-200 baz cifti uzunlugundadir.

2.5.1. Antisens Oligoniikleotidler

Antisens oligontkleotidler, 1978 vyilinda Zamecnik ve Stephenson
tarafindan hlcre kultirinde viral replikasyonun engellenmesi ile
gosterilmistir. Bu calismada oncovirls olan Rous Sarcoma virusin (RSV)
21 nukleotidlik tekrarlayici sekanslarinin belirlenmesinin ardindan, bu
sekanslarin  komplementeri olan oligonikleotidler sentezlenmistir.
Sentezlenen bu sentetik oligontkleotidlerin RSV ile enfekte edilmis tavuk
fibroblast hiicre kulturlerine uygulandiginda, viral replikasyonun blyuk bir
kisminin inhibe oldugunu fark etmislerdir (Zamecnik ve Stephenson,
1978).

Antisens oligonikleotitler, hedef mRNA dizilerine baglanan 15-20
nikleotitden olusur. Iki édnemli basamak icerir. Birincisi cogu antisens
oligonukleotitler hedef mRNA'yl parcalayan ribontkleaz (RNAaz) H'yi
aktiflestirmek icin tasarlanmistir. Ikincisi translasyonda kendisine 6zgiil
mRNA’ya badlanarak ribozomun inhibisyonunu gerceklestirerek protein
sentezini bloke eder (Jens, 2003).
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2.5.2. RNA interferans (RNAI)

RNA interferans (RNAi), cift zincirli (ds) RNA’nin, transkripsiyon
sonrasinda hicreye girdigi zaman, hlicrenin komplementer mRNA’sInin
parcalanmasiyla sonuglanan ya da hedef mRNA’ya baglanarak
translasyonun engellenmesine yol acan gen susturma islemidir (Bodur ve
Demirpence, 2010; Gindodgdu, 2009). Bu sirada mRNA'nin kdken aldigi
genin transkripsiyon hizi veya seklinde bir degisiklik olmamakta,
sentezlenmis olan mRNA’ya kucgik ve kodlamayan bir RNA zincirinin
baglanmasi sonucu protein ifadesi baskilanmaktadir. RNAi calismalari,
Fire ve ark. 1998 vyilinda bir nematod olan Caenorhabditis elegans’in
spesifik genlerini susturmay! basarmasiyla baslamistir. Bu calismada cift
iplikli RNA'nin embiryoya enjekte edilmesiyle bazi proteinlerin sentezinin
bloke oldugu ve kas defektlerinin ortaya ciktigi gozlenmistir (Fire vd.,
1998).

2.5.3. Kiiciik Engelleyici RNA (Short Interfering/Silencing RNA
,SIRNA) Olusumu

siRNA’lar 20-25 baz cifti uzunlugunda cift iplige sahip dsRNA’dan
olusmaktadirlar. 5’ - fosfat ug ve 3’- hidroksil uca sahiptirler. 3" - hidroksil
ucunda 2 nukleotidlik ¢ikinti bulunur. Bu RNA'lar kendi baz dizilisine uygun
gen bolgelerini taniyarak o genin duzenlenmesinde rol oynarlar.
Transkripsiyon sonrasinda olusan mRNA'larin yikimininin
gerceklestiriimesinde rol alirlar (Agrawal vd., 2003).

2.5.4. RNAi Mekanizmasi

RNAi mekanizmasi, gen ekspresyonunun susturulmasini small
interfering RNA (siRNA) ve mikro RNA (miRNA) olarak isimlendirilen
kodlamayan RNA’lar tarafindan gergeklestirilir (Bodur ve Demirpence,
2010). Okaryot canlilar ve insanlar icinde blyiik bir kismi korunmus, dogal
olarak olusan biyolojik bir slrectir. Hlicrede olusan &éncil cift iplikli RNA
molekllld ilk olarak, Dicer endontkleazin aktivitesi sonucu 21-23
nikleotidlik kisa fragmentlere parcalanir. Dicer, ¢ift iplikli RNA'ya 6zgu
RNA polimeraz III ailesine ait bir endonlkleazdir (Bernstein, Caudy,
Hammond ve Hannon, 2001). Dicerin fragmentlere béldigd RNA’lar siRNA
(short interfering RNA; klglik engelleyici RNA) olarak adlandirlir.
siRNA’lar, RNA uyarici protein kompleksi (RNA inducing silencing protein
compleks; RISC) ile aktiflesir. Bu protein kompleksi, cift iplikli olan
siRNA'nin bir ipligini kullanarak, 6zgll sekanslara badlanir ve hedef
RNA’lari keser. siRNA molekdlleri, sentetik olarak sentezlenip disaridan
hicrelere verildiginde, hicresel RISC kompleksi olusur ve siRNA'ya
komplamenter olan hedef RNA’larin parcalanmasini gergeklestirir
(Karaboz, 2007) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8 siRNA ile Gen Susturma Isleminin Sematik Gosterimi.

RNA girisimi olarak adlandirabilecegimiz RNA interferans (RNAi) canli
hiicreler icinde yer alan ve hangi genlerin nasil aktif olacagini belirleyen,
kontrol sistemdir. siRNA’larin dahil oldugu bu sistem gen ifadesi (zerine
secici ve guclu etkiye sahiptir. Hem olusturulan bir hicre kiltdrinin, hem
de yasayan organizmalarin incelenmesi igin hlcre icine aktarilan sentetik
siRNA'larin ilgilenilen belirli bir gen bélgesini baskilayabilmesi onlari degerli
bir arastirma araci yapar. Hlcredeki her geni sistemik olarak
kilitleyebilmesi nedeniyle biyoteknoloji ve tip alaninda gelecek vaat
etmektedir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hucrelerin Kiilture Edilmesi

Meme kanseri dizileri MCF-7 ve MDA-MB-231 (Sekil 3.1; A ve B)
(ATCC, Washington D.C., ABD) laboratuvarimizda, , 25 ve 75 cm?lik
flasklar (Thermo Fisher Scientific, ABD) icerisinde, %10 Fetal Bovin Serum
(FBS; Gibco, UK), Penisilin/streptomisin (100 unite/ml) ve 2 mM L-
glutamin iceren, fenol redsiz DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium;
Gibco, UK) besiyerinde , 37°C'de %5 CO, iceren inkibatérde (Sanyo,
Japonya) kiultire edilerek gogaltildi.

Sekil 3.1 Calismamizda Kullanilan Meme Kanseri Hulcreleri. A; MCF-7, B; MDA-MB-231

3.2. Hiicrelerde Standart Egri Olusturulmasi

Hlcreler istenilen miktara ulastiktan sonra tripsinle (Sigma, Almanya)
kaldirildi. Hlcreler neubauer laminda (Marienfeld, Almanya) sayildiktan
sonra her bir kuyucukta 48000, 24000, 12000, 6000, 3000, 1500, 750 ve
0 hicre olacak sekilde 96 kuyucuklu platelere (Orange Scientific,
Brainel’Alleud, Belgika) her biri 7 tekrarh olacak sekilde dagitildi. Daha
sonra hiicreler 8 saat 37°C'de %5 CO-’li ortamda inkiibe edildi. 8 saatlik
inkiibasyonun ardindan karanlik ortamda XTT (Biological Industries, Israil)
uygulanip 2 saat XTT ile reaksiyona birakildi. 450 nm’de absorbans
degerleri 6lglildi. Bu sonuglara dayanarak standart edrileri olusturulup
absorbans degerlerine gére hiicre sayisini belirleyen formiller elde edildi.
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3.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Deneyler hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 hlcreleri igin ayri ayri
kuruldu. Deney gruplarindan biri olan kontrol grubuna sadece
transfeksiyon ajani, non-target grubuna belirli bir hedefe ydnelik olmayan
SsiRNA, S1P1 grubuna S1P1 reseptorinl susturmaya yonelik siRNA, S1P3
grubuna S1P3 reseptdrinid susturmaya ydnelik siRNA ve S1P1 ve S1P3
grubuna her iki reseptbére ait siRNA'‘nin transfeksiyon islemi
gerceklestirildi. Transfeksiyon isleminden sonraki 24, 48 ve 72. saatlerde
hicrelerde belirlemeler yapildi.

3.4. siRNA ile Gen Susturma Islemi

MCF-7 ve MDA-MB-231 hucrelerine, S1PR1 ve S1PR3 reseptorlerine
6zgu gen susturma islemi siPORT Transfection kitinin — siRNA Transfection
Protokol’i (Ambion, Carlsbad, ABD) uygulandi. siRNA transfeksiyonlarinin
metastatik hlcre davranigslarina etkilerini incelemek igin hucrelerde
cogalma, tutunma, canlihk ve lateral motilite deneyleri yapilmistir. Kit
yontemine gbére uygun konsantrasyonlarda S1PR1 ve S1PR3 siRNA’'lar ile
besiyeri, transfeksiyon ajani ile besiyeri ayrn ayri 10 dk inklbe edildi.
Inkiibasyonun sonunda birlestirildi ve (zerine kit prosediiriine uygun
miktarda besiyeri ilave edilerek, daha 6nceden sayilarak ekimi yapilmis
hicrelerin bulundugu 96°lik kuyucuklara aktarildi.

3.5. Hiicrelerden Total RNA Izolasyonu

Bu asamada ilk basta kultirden elde edilen hicreler tripsinle flask
tabanindan ayrildi ve sayilarak her bir kuyucukta 500.000 hicre olacak
sekilde, 6 kuyucuklu plateletlere ekildi. 24 saat inkibasyondan sonra
uygun siRNA'larin transfeksiyon islemi uygulandi. Transfeksiyonun 24, 48
ve 72. saatinde hlcreler tripsinlenerek flask tabanindan kaldirildi. 4 ml
fetal bovin serumsuz besiyeri ile 2500 rpm’de 5 dakika boyunca santrifij
islemine tabi tutuldu. Sonraki tim asamalar total RNA izolasyon Kkit
(Macherey-Nagel, Duren, Almanya) ydntemine go6re gercgeklestirildi.
Yonteme uygun olarak ilk sGpernatant atilip, hicre pelletinin Gzerine es
miktarda 350 pl liziz buffer RA1 ve 3.5 pul B-merkaptoetanol eklenip
dlzgln bir sekilde karistirildi. Bu karisimin timu filtre ve toplama tupune
(2 ml) aktarildi. 1 dakika boyunca 11000 xg’ de santriftijlendi. Filtre atild1.
300 pl % 70 etanol (Merck, ABD) eklenip pipetlendi ve tekrar dlzgin bir
sekilde karistirildi. Lizatin tamami pipetlenerek yeni bir filtre ve toplama
tipuine (2 ml) aktarildi. 30 saniye boyunca 11000 xg’ de santrifijlendi.
350 pl Membran Desalting Buffer eklenerek 1 dakika boyunca 11000 xg’
de santrifijlendi. Daha 6nce 10 pl rDNaz ve 90 p rDNaz reaksiyon
tamponundan hazirlanan DNAz reaksiyon karisimindan 95 pl uygulandi ve
15 dakika oda isisinda inkibe edildi.
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Daha sonra bu karisima 200 pl buffer RAW2 eklenerek 30 saniye
boyunca 11000 xg’ de santrifijlendi. Lizat atilarak yeni bir toplama tlputne
alindi 600 ul buffer RA3 eklendi ve 30 saniye boyunca 11000 xg’ de
santrifijlendi. Lizat dokllerek 250 ul tekrar buffer RA3 eklendi. 2 dakika
boyunca 11000 xg’ de santrifiijlendi. Filtre 1.5 ml'lik toplama tupine
alindi. 60 yl Rnaz-free H,O (kit icinde bulunmaktadir) eklenerek 1 dakika
boyunca 11000 xg’ de santrifijlendi. Filtre atilip, izole edilen RNA
nanodropta (Multiskan GO, Thermo Scientific, ABD) o6lctlip RNA miktarlar
belirlendikten sonra -80°C derecede saklandi.

3.6. Elde Edilen RNA’lardan cDNA Olusturulmasi

Hilcrelerden elde edilen RNA'lardan cDNA sentezi gerceklestirildi. Kit
yontemine uygun olarak (New England Bio-Labs, Beverly, MA, USA), 6érnek
basina 200 ng total RNA, Random primer ve Nukleaz free su 8 pul olacak
sekilde mikroflj tipldnde karistirildi. Daha sonra reaksiyon mix'ten 10 pl
ve enzim mix‘ten 2 ul konularak toplam hacim 20 pl'ye tamamlandi. 42
°C’de 1 saat inkibe edildi. Enzimlerin inaktivasyonu igin 80°C’ de 5 dakika
bekletildi. Elde edilen cDNA’lar -20°C’de saklandi.

3.7. qPCR

Sentezlenen cDNA’lar uygun primer-problarla (Tablo 3.1)
karistirilarak hicrelerdeki S1PR1 ve S1PR3 gen ekspresyon seviyelerini
belirlemek lizere Real Time PCR islemine tabi tutuldu.

Gen Bolgeleri Kod Marka

S1PR1 (EDG-1) Hs 01922614-s1 Ambion
S1PR3 (EDG-3) Hs 00245464-s1 Ambion
Beta actin (ACTB) Hs99999903_m1 Ambion
GAPDH Hs02758991_g1 Ambion

Tablo 3.1 Kullanilan Gen Bdlgeleri

siRNA transfeksiyonu vyapilan gruplardaki ekspresyon tayininde
kontrol grubu kalibratér olarak kullanildi. Transfeksiyon etkinligi bu gruba
gore dederlendirildi. Tim gPCR islemlerinde normalizator olarak house
keeping genler olan Beta actin (ACTB), GAPDH ve 18SRNA’lar kullanildi.
Islemler karsilastiriimali olarak yapildi ve gRT-PCR Cihazi (Strategene
MX3000P Real time PCR, ABD) cihazinda elde edilen Ct dedgerleri
kullanilarak hesaplandi (Schmittgen, TD. ve Livak, KJ., 2008). Gen
ekspresyon karsilastirma ve dederlendirmeleri okuma sonrasi cihazda
analiz edilerek verilerin iligkileri grafiklerle ortaya kondu. Real time PCR’a
her bir érnek icin en az 3 kuyucuk yuklendi ve cihazin yazilimina goére bu
kuyucuklar iliskilendirilerek okuma yapildi.
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3.8. Canlilik belirlemeleri

Canlihdgin belirlenmesi igin tripan blue ydntemi kullanildi. Hicreler
tripsinlenerek flask tabanindan kaldirildi ve sonra 10 ul tripan blue (Gibco,
UK) boyasiyla 10 pl hicre 6rnedi karnistirildi. JuLI™ Br (Nanoentek Inc.
Seul, Kore) baslangi¢ kiti igerisinde bulunan slayta aktarildi. Sonuclar
JuLI™ Br cihazinda analiz edilerek % canli hlcreler belirlendi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2 Calismamizda Kullanilan Hicre Sayim Cihazi JuLI™ Br ve Ekipmanlari
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3.9. XTT (2,3-Bis(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-
Tetrazolium-5-Carboxanilide

XTT'nin  temel c¢alisma prensibi, c¢ogalan hicrelerde artan
dehidrojenaz enzim aktivitesi ile tetrazolyumun kullanilmasi ve formazan
boya Uretilmesi sonucu renk degisiminin absorbansin spektrofotometre ile
Olglilmesine dayanir (Terzioglu, Keskin ve Demirel, 2013).

Calismamizda igerisinde 7 x 10° hicre bulunan 6’sar kuyucuk
kullanildi XXT 6lcimu yapilmak tzere 100 pl aktivasyon sollisyonu eklenen
5ml reaksiyon buffer sollisyonundan, icerisinde 100’er ul taze besiyeri
bulunan kuyucuklara 50pul eklenerek 2 saat sonra o6lcime alindi. Kit
prosedlrine uygun sekilde ELISA cihazinda 450nm dalga boyunda yapilan
O6lcim sonrasinda alinan absorbans cinsinden ham veriler standart
edgrilerden c¢ikan formilde vyerine konarak proliferasyon ve adezyonu
belirlemede kullanildi. Béylece her bir grup icin 7 kuyucuktan elde edilen
sonuglarin ortalamasi alindi.

3.10. Cogalma (Proliferasyon) Belirlemeleri

Hlcrelerde cogalma miktarinin tayini icin XTT kiti kullanildi. Bu
deneyde, metabolik olarak aktif hicrelerin mitokondri enzimlerinin hicre
6liminden kisa bir sire sonra inaktive olma etkinligi tzerine kuruludur.
Tetrazolium tuzuna dayali bir kolorimetrik ydntem olan XTT ydntemi
hicrelerin canlihdinin 6lglilmesi ve degerlendiriimesini kolaylastiran bir
yontemdir. Hlcrelere hormon uygulandiktan sonra &6n calismalar ile
belirlenen saatlerde XTT élcimu yapildi. XTT 6lctimu igin 100 ul aktivasyon
solisyonu iceren 5 ml reaksiyon sollsyonu, igerisinde 100‘er pul taze
besiyeri bulunan kuyucuklarin her birine 50 pl eklendi. 2 saat inkilbe
edildikten sonra 6lciime alindi. Her grup icin deneyler en az 3 kez tekrar
edilip her bir tekrar icin icerisinde 7x10° hiicre bulunan 7’ser kuyucuk
kullanildi. Kit protokoliine uygun sekilde Enzim Bagli Immunosorbent
Analizi (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay; ELISA) cihazinda
(Labsystems Diagnostics, Finlandiya) 450 nm dalga boyunda vyapilan
O6lcim sonrasinda alinan absorbans cinsinden ham veriler standart
edgrilerden c¢lkan formilde yerine konarak hicresel g¢ogalmayi
(proliferasyonu) belirlemede kullanildi.

3.11. Tutunma (Adezyon) Belirlemeleri

Flask tabanindan tripsin ile kaldirilan hicreler sayilarak 96'li flasklara
7.10% olacak sekilde her hiicre tipi igin biri adezyon uygulanacak digeri
kontrol olacak sekilde her grup icin ayri 7 kuyucuga aktarildi.
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24 saat tutunmalarn saglandi ve daha sonra adezyon icin ayrilan
kuyucuklardaki hucrelere transfeksiyon islemi yapildiktan 3 kez PBS ile
yikandi ve XTT yéntemi uygulandi. Sonuglar formilde yerine konarak
adezyon belirlendi.

Formiil:[1-(yikanmamis kuyucuk absorbansi-yitkanmis
kuyucuk)]/yikanmamis kuyucuk)]

3.12. Lateral Motilite (Wound Healing) Belirlenmesi

Lateral Motilite (Wound Heal Assay) icin; 9 mm? doku kdltir petrileri
kullanildi. Petrinin tabanina cam kalemi ile 15 dogru ve bu dogrulara dikey
3 dogru cizildi (Sekil 3.3). Motilite (migrasyon) icin dnce hlcreler petrilerde
5.10° hiicre olacak sekilde dagitildi. 24 saat sonra inkiibatdrde tutulan
petrilerin tabanindaki 3 ¢izgiyi takip ederek 1 ml’lik pipet ucu ile 3 yara
olusturuldu. Takiben petriler besiyeri ile yikandi. siRNA transfeksiyon islemi
yapildi. 1 saat inkUbatérde tutulduktan sonra her bir petri igin tim gizgi
kesismelerindeki yara genisligi mikroskopta mikrometre o6lgekli cetvel ile
belirlenen ilk dlcimler kaydedildi. Takip eden glnlerde 24, 48 ve 72.
Saatler icin ayni sekilde islem tekrar edildi. Hlcrelerin bu alana gégleri bir
ornek icin her defasinda 45 farkh alanda yapilan 6lgimlerle belirlendi.
Sonuglar formulde yerine konarak lateral motilite hesaplandi.

GEa

BlRERRGRM[a/h(ae[ele(e
AAA3033303030a0

Sekil 3.3 Lateral motilite igin petri tabani gizimi.
Elde edilen rakamlar asagidaki formtlde yerine konarak hesaplandi.
MI=1-(W:/ Wo)
MI = Motilite Indeksi
W= 24/48/72. Saatlerde belirlenen yara genisligi
W, = Baslangictaki yara genisligi

MI 1 = tam kapanma, MI 0 = kapanma yok
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3.13. Istatiksel Analiz

Sirekli degiskenlerin  normal dagiima uygunlugu Kolmogorov-
Smirnov testi kullanilarak gerceklestirildi. Gruplar arasinda farkhliga goree
normal dagihm gdsterenler tek yonli varyans analizi uygunlanarak
(OneWay ANOVA) analiz edildi. Coklu karsilastirmalar ise Tukey HSD testi
ile gergeklestirildi. Normal dagilim géstermeyen dediskenlerin gruplar arasi
karsilastirmalari  Kruskal-Wallis testi ile yapildi. Normal dagihm
gostermeyen lateral motilite degerleri tekrarh 6lgimler varyans analizi
SigmaStat programi ile gergeklestirildi. Tablo ve grafiklerde ortalama %
standart sapma kullanildi. p<0,05 6nemlilik dizeyi * ile, p<0,01 6nemlilik
dizeyi ** ile ve p<0,001 o6nemlilik dizeyi *** ile goOsterildi. Lateral
motilite dederleri haric tim analizler IBM SPSS Statistics 21.0 paket
programi ile analiz edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicrelerde S1P1 ve S1P3 Reseptorleri Icin siRNA ile
Gen Susturma Isleminin Dogrulanmasi

Hicrelerde S1P1 ve S1P3 reseptorleri uygun siRNA'lar araciliyla
susturuldu. Susturulmanin basarili bir sekilde gergeklestigi, reseptorlerin
Real-Time PCR’da gen ekspresyonu analizi ile dogrulandi. Buna gére her
iki hicrede vyapilan susturulmalar oOncesi ve sonrasi gen ekspresyon
dizeyleri belirlendi (Tablo 4.1) (Tablo 4.2).

Tablo 4.1 Susturma islemi sonrasinda MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde saatlere gore
S1P1 gen ekspresyon seviyeleri

Susturulan Gen Hiicre Saat S1P1 Ekspresyonu
24 .saat 0,014378
MCF-7 48.saat 0,773782
S1P1 72.saat 0,131215
24.saat 0,000188
MDA-MB-231 48.saat 0,271684
72.saat 0,188156

Tablo 4.2 Susturma islemi sonrasinda MCF-7 ve MDA-MB-231 hucrelerinde saatlere gére
S1P3 gen ekspresyon seviyeleri

Susturulan Gen Hiicre Saat S1P3 Ekspresyonu
24.saat 0,414660
MCF-7 48.saat 0,024689
S1P3 72.saat 0,351111
24.saat 0,299370
MDA-MB-231 48.saat 0,281265
72.saat 0,336808

4.2. Standart Egrileri

Arastirmanin ilk asamasi olarak hicrelerde standart egri olusturuldu.
Bunun igin gerekli dlgimler 3 kez tekrarlandi, her dlgim igin 7 kuyucuk
kullanildi (n=7) ve elde edilen sonuglara gore standart egri cizildi. MCF-7
ve MDA-MB-231 hicreleri icin standart egriler Sekil 4.1 ve Sekil 4.2'de
verildi. Her bir kuyucukta 48x103, 24x10%, 12x10°, 6x 10°,3x10°%, 1,5x10°3,
750 ve 0 hicre konulduktan sonra kolorometrik dlgim ydntemine dayal
XTT yodntemiyle her grubun absorbansi dlglldld. Elde edilen absorbans
degerleri her hicrenin kendi standart edri grafiginden olusturulan
formulde yerine konarak cogalma (proliferasyon) ve tutunma (adezyon)
deneylerinde orneklerin absorbansina karsilik gelen hlcre sayisi
hesaplandi.
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MCF-7 Standart Egri
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Sekil 4.1. MCF-7 Standart Egri Grafigi
MDA-MB-231 Standart Egri
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Sekil 4.2. MDA-MB-231 Standart Egri Grafigi
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4.3. Hiicrelerde Cogalmanin (Proliferasyon) Belirlenmesi

4.3.1. MCF-7 Hiicrelerinde Cogalmanin (Proliferasyon)
Belirlenmesi

MCF-7 hicrelerinde 24. saatte gruplar arasinda istatistiksel olarak
fark bulundu (p<0,001). Kontrol grubuna (81924+6685) gbére S1P1'nin
susturuldugu (116876+10320) grupta artis gozlendi (p<0,001). Yine ayni
saatte kontrol grubuna (81924+6685) gbére S1P1 ile S1P3’Un birlikte
susturuldugu (101643+9056) grupta artis gozlendi (p=0,026) (Sekil 4.3).
MCF-7 hicrelerinde 48. ve 72. saatlerde gruplar arasinda istatistiksel
olarak fark gdézlenmedi (Sirasiyla, p=0,143, p=0,092) (Sekil 4.4) (Sekil
4.5) (Tablo 4.1).

Tablo 4.3 MCF-7 Hicrelerinde 24, 48 ve 72.Saatlerde Cogalma (Proliferasyon)

SAAT KONTROL NT S1P1 S1P3 S1P1+S1P3
24 81924+6685 90380+12506 ***%116876+10320 89459+13112 *101643+9056
48 120804+38778 147650+17092 149009+31666 155470+65592 98663+44515
72 116570+4697 129283+24853 139920+31115 154544+24290 111679+42999

* P< 0,05, ** P< 0,01, *** P< 0,001, deder ortalamazstandart sapma olarak verilmistir
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MCF 7 Cogalma (Proliferasyon)

24. Saat
250000
@ 200000
D
&8 150000
L 100000
S
0
Kontrol S1P1 S1P3 S1P1+S1P3
W 24.Saat 81924 90380 116876 89459 101643

Sekil 4.3 MCF-7 Hucrelerinde 24. Saat Cogalma (Proliferasyon)

MCF 7 Cogalma (Proliferasyon)

48. Saat
250000
_ 200000
2]
& 150000
()
5 100000
3
T 50000
0
Kontrol S1P1 s1pP3 S1P1+S1P3
m48Saat 120804 147650 149009 155470 98663
Sekil 4.4 MCF-7 Hucrelerinde 48. Saat Cogalma (Proliferasyon)
MCF 7 Cogalma (Proliferasyon)
72. Saat
250000
@ 200000
a3
& 150000
()
5 100000
T 50000
0
Kontrol S1P1 s1pP3 S1P1+S1P3
m72Saat 116570 129283 139920 154544 111679

Sekil 4.5 MCF-7 Hucrelerinde 72. Saat Cogalma (Proliferasyon)
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4.3.2. MDA-MB-231 Hiicrelerinde Cogalmanin (Proliferasyon)
Belirlenmesi

MDA-MB-231 Hlcrelerinde 24. saatte gruplar arasinda istatistiksel
olarak fark bulundu (p=0,001). S1P1’in susturuldugu (23620+5129)
gruba gore S1P1 ile S1P3‘Un birlikte susturuldugu (10565+1866) grupta
azalma gozlendi (p=0,013) (Sekil 4.6). 48. saatte gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark bulundu (p=0,001). S1P1’in susturuldugu
(54225+2389) gruba gbére S1P1 ile S1P3’Un birlikte susturuldugu
(28405+13318) grupta azalma goézlendi (p=0,001) (Sekil 4.7). 72. saatte
gruplar arasinda istatistiksel olarak fark bulundu (p=0,001). Non target
SsiRNA uygulanan NT (20425+1273) grubuna gére S1P1 ile S1P3’lUn birlikte
susturuldugu (6855+4400) grupta istatistiksel olarak azalma go6zlendi
(p=0,040). Yine ayni saatte S1P1’in susturuldugu (26775+10239) gruba
gore S1P1 ile S1P3’lin birlikte susturuldugu (6855+4400) grupta azalma
gbzlendi (p=0,006) (Sekil 4.8) (Tablo 4.4).

Tablo 4.4 MDA-MB-231 Hicrelerinde 24, 48 ve 72.Saatlerde Codalma (Proliferasyon)

SAAT KONTROL NT S1P1 S1P3 S1P1+S1P3
24 15585+2955 153903267 23620+5129 36800+12359 10565+1866
48 44450+9641 47455+7724 54225+2389 69505+8873 28405+13318
72 13770+936 20425+1273 26775+10239 23070+£3987 6855+4400

* P< 0,05, ** P< 0,01, *** P< 0,001, deder ortalamazstandart sapma olarak verilmistir
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MDA-MB-231 Cogalma (Proliferasyon)

24 .Saat

80000
70000
@ 60000
& 50000
® 40000
_g 30000
T 20000

e
0

Kontrol S1P1 S1P3 SlP1+SlP3
W 24.Saat 15585 15390 23620 36800 10565

Sekil 4.6 MDA-MB-231 Hcrelerinde 24. saat Cogalma (Proliferasyon)

MDA-MB-231 Cogalma (Proliferasyon)

48.Saat

80000
a

& 60000
(7]
(0]

S 40000
D

< 20000

0

Kontrol S1P1 S1P3 S1P1+S1P3
W 48.Saat 44450 47455 54225 69505 28405

Sekil 4.7 MDA-MB-231 Hiicrelerinde 48. Saat Cogalma (Proliferasyon)

MDA-MB-231 Cogalma (Proliferasyon)

72.Saat
80000
70000
@ 60000
~ 50000
(9]
o 40000
G 30000
" oo I ]
10000 -
0 =
Kontrol S1P1 S1P3 S1P1+S1P3
B 72.Saat 13770 20425 26775 23070 6855

Sekil 4.8 MDA-MB-231 Hiicrelerinde 72. Saat Cogalma (Proliferasyon)
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4.4. Hiucrelerde Tutunmanin (Adezyon) Belirlenmesi

4.4.1 MCF-7 Hiicrelerinde Tutunmanin (Adezyon) Belirlenmesi

MCF-7 hicrelerinde 24. saatte gruplar arasinda istatistiksel olarak
fark bulundu (p=0,013). Kontrol grubuna (92996+19749) gdére S1P1 ile
S1P3’Un birlikte susturuldugu (59446+10991) grupta azalis gozlendi
(p=0,008) (Sekil 4.9). MCF-7 hiucrelerinde 48. ve 72. saatlerde gruplar

arasinda fark go6zlenmedi (Sirasiyla,

(Sekil 4.11).

p=0,444, p=0,115) (Sekil 4.10)

Tablo 4.5 MCF-7 Hlicrelerinde 24, 48 ve 72.Saatlerde Tutunma (Adezyon)

SAAT KONTROL NT S1P1 S1P3 S1P1+S1P3
24 92996+19749 74041+19384 | 68254+14907 | 67549+18572 | **59446+10991
48 82391+18768 70957+£26419 | 59244+22816 | 76108+40113 | 83380+19140
72 77001+17714 80426+14345 | 72014+18785 | 64391+10956 | 96014+37167

* P< 0,05, ** P< 0,01, *** P< 0,001, deder ortalamazstandart sapma olarak verilmistir
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MCF 7 Tutunma (Adezyon) 24. Saat

140000
% 120000
>
& 100000
(]
5 80000
:E
T 60000
2
S 40000
5
F 20000
0
Kontrol S1P1 S1P3 S1P1+51P3
M24.Saat 92996 74041 68254 67549 59446

Sekil 4.9 MCF-7 Hlcrelerinde 24. Saat Tutunma (Adezyon)

MCF 7 Tutunma ( Adezyon) 48. Saat

140000
%\120000
®» 100000
(0]
5 80000
3
T 60000
cC
£ 40000
3
S 20000
0
Kontrol S1P1 S1P3 S1P1+S1P3
H 48.Saat 82391 70957 59244 76108 83380

Sekil 4.10 MCF-7 Hlicrelerinde 48.Saat Tutunma (Adezyon)

MCF 7 Tutunma ( Adezyon) 72. Saat

140000
@ 120000
?
o 100000
[0]
G 80000
T 60000
5
S 40000
2
2 20000
0
Kontrol S1P1 S1P3 S1P1+51P3
B 72.Saat 77001 80426 72014 64391 96014

Sekil 4.11 MCF-7 Hicrelerinde 72.Saat Tutunma (Adezyon)
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4.4.2. MDA-MB-231 Hiicrelerinde Tutunmanin (Adezyon)
Belirlenmesi

MDA-MB-231 hicrelerinde 24. saatte gruplar arasinda istatistiksel
olarak fark bulundu (p<0,001). Kontrol (140895+13679) grubuna goére
S1P1 (111266+11829) (p=0,027) ve S1P3’Un susturuldugu
(100954+23881) gruplarda azalma gdézlendi (p=0,002). Non target siRNA
uygulanan NT (156460+14111) grubuna goére S1P1 (111266+11829)
(p<0,001) ve S1P3’Un susturuldugu (100954+23881) gruplarda
istatistiksel olarak azalma gozlendi (p<0,001). S1P1’in susturuldugu
(111266+11829) gruba goére S1P1 ile S1P3’Un birlikte susturuldugu
(147577+£13144) grupta istatistiksel olarak artis gézlendi (p=0,013) (Sekil
4.12). MDA-MB-231 hiicrelerinde 48. ve 72. saatlerde gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark gézlenmedi (Sirasiyla, p=0,063, p=0,117) (Tablo
4.6) (Sekil 4.13) (Sekil 4.14).

Tablo 4.6 MDA-MB-231 Hucrelerinde 24, 48 ve 72.Saatlerde Tutunma (Adezyon)

SAAT KONTROL NT S1P1 S1P3 S1P1+S1P3
24 140895+13679 156460+14111 *111266+11829 **100954+23881 | 147577+13144
48 152660+26282 175695+33333 145660+43316 188605+32748 218429+57830
72 178251+15690 160454+10578 178714+£67781 129588+16532 167719+26614

* P< 0,05, ** P< 0,01, *** P< 0,001, deder ortalamazstandart sapma olarak verilmistir
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MDA-MB-231 Tutunma (Adezyon)

24.Saat
300000
2}
§ 250000
o 200000
S 150000
I
c 100000
2
3 50000
3
F 0
Kontrol S1P1 S1P3 S1P1+S1P3
m24.5aat 140895 156460 111266 100954 147577
Sekil 4.12 MDA-MB-231 Hicrelerinde 24.Saat Tutunma (Adezyon)
MDA-MB-231 Tutunma (Adezyon)
48.Saat
@
& 300000
(%]
v 250000
S 200000
< 150000
£ 100000
2 50000
= 0
Kontrol S1P1 S1P3 S1P1+S1P3
m48.5aat 152660 175695 145660 188605 218429
Sekil 4.13 MDA-MB-231 Hicrelerinde 48.Saat Tutunma (Adezyon)
MDA-MB-231 Tutunma (Adezyon)
200000 72.Saat
7
> 250000
©
n
o 200000
“
S
T 150000
[
2 100000
2
2 50000
0
Kontrol S1P1 S1P3 S1P1+S1P3
m72S5aat 178251 160454 178714 129588 167719

Sekil 4.14 MDA-MB-231 Hicrelerinde 72.Saat Tutunma (Adezyon)
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4.5. Hicrelerde Lateral Motilitenin (Wound Healing)
Belirlenmesi

4.5.1. MCF-7 Hiicrelerinde Lateral Motilitenin (Wound Healing)
Belirlenmesi

MCF-7 hlcrelerinde 24, 48 ve 72. saatlerde gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark bulundu (p<0,001).

MCF-7 hicrelerinde 24. saatte kontrol grubuna [0,150 (0,095-0,255)]
gore S1P1 [0,110 (0,060-0,150)] (p<0,001), S1P3 (0,129+0,085)
(p=0,004) ve S1P1 ile S1P3’Un birlikte susturuldugu [0,000 (0,000-
0,625)] gruplarda lateral motilitenin istatistiksel olarak azaldigi gozlendi
(p<0,001). Ayni saatte non target siRNA uygulanan NT (0,181+0,088)
grubuna goére, S1P1 [0,110 (0,060-0,150)] (p<0,001), S1P3
(0,129+0,085) (p=0,011) ve S1P1 ile S1P3’Un birlikte susturuldugu
[0,000 (0,000-0,625)] gruplarda lateral motilitenin istatistiksel olarak
azaldigi goézlendi (p<0,001). Yine ayni saatte S1P1’in susturuldugu [0,110
(0,060-0,150)] gruba gore S1P1 ile S1P3’lUn birlikte susturuldugu [0,000
(0,000-0,625)] grupta lateral motilitenin istatistiksel olarak azaldigi
gozlendi (p<0,001). S1P3’Un susturuldugu (0,129+0,085) gruba goére
S1P1 ile S1P3’Un birlikte susturuldugu [0,000 (0,000-0,625)] grupta
lateral motilitenin istatistiksel olarak azaldigi go6zlendi (p<0,001) (Sekil
4.15).

MCF-7 hicrelerinde 48. saatte kontrol grubuna (0,254+0,121) gdre
S1P1 (0,164+0,080) (p<0,001), S1P3 (0,148+0,094) (p<0,001) ve S1P1
ile S1P3’lUn birlikte susturuldugu [0,070 (0,060-0,130)] gruplarda lateral
motilitenin istatistiksel olarak azaldigi gézlendi (p<0,001). Ayni saatte non
target siRNA uygulanan NT (0,263+0,109) grubuna gére, S1P1
(0,164+0,080) (p<0,001), S1P3 (0,148+0,094) (p<0,001) ve S1P1 ile
S1P3’Un birlikte susturuldugu [0,070 (0,060-0,130)] gruplarda lateral
motilitenin istatistiksel olarak azaldigi gozlendi (p<0,001). Yine ayni saatte
S1P1'in susturuldugu (0,164+0,080) gruba gore S1P1 ile S1P3’Un birlikte
susturuldugu [0,070 (0,060-0,130)] grupta lateral motilitenin istatistiksel
olarak azaldigi gozlendi (p<0,001). S1P3’lUn susturuldugu (0,148+0,094)
gruba gore S1P1 ile S1P3’lUn birlikte susturuldugu [0,070 (0,060-0,130)]
grupta lateral motilitenin azaldigi gézlendi (p=0,003) (Sekil 4.16).
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MCF-7 hicrelerinde 72. saatte kontrol grubuna (0,303+0,127) gbre
S1P1 (0,196+£0,090) (p<0,001), S1P3 (0,194+£0,098) (p<0,001) ve S1P1
ile S1P3’Gn birlikte susturuldugu (0,129+0,076) gruplarda lateral
motilitenin istatistiksel olarak azaldigi gozlendi (p<0,001). Ayni saatte non
target siRNA uygulanan NT (0,311+0,114) grubuna gbre, S1P1
(0,196+0,090) (p<0,001), S1P3 (0,194+0,098) (p<0,001) ve S1P1 ile
S1P3’Un birlikte susturuldugu (0,129+0,076) gruplarda lateral motilitenin
istatistiksel olarak azaldigi gozlendi (p<0,001). Yine ayni saatte S1P1'in
susturuldugu (0,196+0,090) gruba gbére S1P1 ile S1P3’Un birlikte
susturuldugu (0,129+0,076) grupta lateral motilitenin azaldigi gozlendi
(p<0,001). S1P3’Un susturuldugu (0,194+0,098) gruba gobére S1P1 ile
S1P3’Un birlikte susturuldugu (0,129+0,076) grupta lateral motilitenin
azaldigi gozlendi (p=0,003) (Sekil 4.12).
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MCF 7 Lateral Motilite (Wound Healing)

24.Saat
0,5
0,4
2 03
§ 0,2
0’1 ﬁ i
. =
Kontrol S1P1 S1P3 S1P1+S1P3
W 24 .Saat 0,187 0,181 0,112 0,129 0,036
Sekil 4.15 MCF-7 Hicrelerinde 24.Saat Lateral Motilite
MCF 7 Lateral Motilite (Wound Healing)
48.Saat
0,5
0,4
(O]
£ 03
o
s 0,2
0,1
0
Kontrol S1P1 S1P3 S1P1+S1P3
W 48.Saat 0,254 0,263 0,164 0,148 0,082
Sekil 4.16 MCF-7 Hucrelerinde 48.Saat Lateral Motilite
MCF 7 Lateral Motilite (Wound Healing)
72.Saat
0,5
0,4
£ 03
g 0,2
0'1 i
0
Kontrol S1P1 S1P3 S1P1+S1P3
W 72.Saat 0,303 0,311 0,196 0,194 0,127

Sekil 4.17 MCF-7 Hicrelerinde 72.Saat Lateral Motilite
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4.5.2. MDA-MB-231 Hiicrelerinde Lateral Motilitenin
(Wound Healing) Belirlenmesi

MDA-MB-231 hicrelerinde 24, 48 ve 72. saatlerde gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark bulundu (p<0,001).

MDA-MB-231 hlcrelerinde 24. saatte kontrol grubuna
(0,121+£0,076) gore S1P1 ile S1P3’ln birlikte susturuldugu [0,000 (0,000-
0,074)] grupta lateral motilitenin istatistiksel olarak azaldigi goézlendi
(p<0,001). Ayni saatte non target siRNA uygulanan NT (0,198+0,110)
grubuna goére, S1P1 [0,000 (0,000-0,133)] (p<0,001), S1P3 [0,056
(0,000-0,133)] (p<0,001) ve S1P1 ile S1P3’Un birlikte susturuldugu
[0,000 (0,000-0,074)] gruplarda lateral motilitenin azaldigi gozlendi
(p<0,001) (Sekil 4.18).

MDA-MB-231 hiicrelerinde 48. saatte kontrol grubuna [0,235 (0,143-
0,308)] gore S1P1 susturuldugu [0,133 (0,000-0,160)] (p<0,001), S1P3
[0,077 (0,000-0,133)] (p<0,001) ve S1P1 ile S1P3’GUn birlikte
susturuldugu [0,125 (0,069-0,191)] grupta lateral motilitenin istatistiksel
olarak azaldigi gozlendi (p<0,001). Ayni saatte non target siRNA
uygulanan NT (0,257+0,148) grubuna goére, S1P1 [0,133 (0,000-0,160)]
(p<0,001), S1P3 [0,077 (0,000-0,133)] (p<0,001) ve S1P1 ile S1P3'lUn
birlikte susturuldugu [0,125 (0,069-0,191)] gruplarda lateral motilitenin
azaldigi gozlendi (p<0,001) (Sekil 4.19).

MDA-MB-231 hicrelerinde 72. saatte kontrol grubuna (0,350+0,126)
gére S1P1 [0,214 (0,087-0,286)] (p<0,001), S1P3 [0,158 (0,067-0,286)]
(p<0,001) ve S1P1 ile S1P3’Un birlikte susturuldugu (0,158+0,093)
gruplarda lateral motilitenin istatistiksel olarak azaldigi go6zlendi
(p<0,001). Ayni saatte non target siRNA uygulanan NT (0,398+0,182)
grubuna goére, S1P1 [0,214 (0,087-0,286)] (p<0,001), S1P3 [0,158
(0,067-0,286)] (p<0,001) ve S1P1 ile S1P3'Un birlikte susturuldugu
(0,158+0,093) gruplarda lateral motilitenin azaldigi gézlendi (p<0,001)
(Sekil 4.20).
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Sekil 4.18 MDA-MB-231 Hicrelerinde 24.Saat Lateral Motilite
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4.6. Hiicrelerde Canliigin Belirlenmesi

4.6.1. MCF-7 Hiicrelerinde Canliligin Belirlenmesi

MCF-7 hicrelerinde 24. saatte kontrol grubuna (%74,32) gbére S1P1
(%71,13), S1P3 (% 64,36) ve S1P1 ile S1P3’lUn birlikte susturuldugu
gruplarda (%64,39) yuzde canlilik orani azalmistir. Yine ayni saatte non
target siRNA uygulanan NT grubuna (%78,36) gore S1P1 (%71,13), S1P3
(% 64,36) ve S1P1 ile S1P3’lUn birlikte susturuldugu gruplarda (%64,39)
yuzde canlihk orani azalmistir (Sekil 4.21) (Tablo 4.7). MCF-7 hucrelerinde
48.saatte kontrol grubuna (%71,82) goére S1P1 (%62,79), S1P3 (%
62,39) ve S1P1 ile S1P3’Un birlikte susturuldugu gruplarda (%?59,26)
yuzde canlilk orani azalmistir. Yine ayni saatte non target siRNA
uygulanan NT grubuna (%72,38) gbére S1P1 (%62,79), S1P3 (% 62,39)
ve S1P1 ile S1P3’Un birlikte susturuldugu gruplarda (%59,26) ylzde
canhhik orani azalmistir (Sekil 4.22) (Tablo 4.8). MCF-7 hicrelerinde
72.Saatte kontrol grubuna (%72,42) gbére S1P1 (%66,67), S1P3 (%
67,76) ve S1P1 ile S1P3'lUn birlikte susturuldugu gruplarda (%65,93)
yuzde canlihk orani azalmistir. Yine ayni saatte non target siRNA
uygulanan NT grubuna (%73,44) gére S1P1 (%66,67), S1P3 (% 67,76)
ve S1P1 ile S1P3’Un birlikte susturuldugu gruplarda (%65,93) ylzde
canhhk orani azalmistir (Sekil 4.23) (Tablo 4.9).
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Tablo 4.7 24.Saat MCF-7 Hlcrelerinde Canlilik

24, Saat GRUPLAR % Canlilik
KONTROL 74,32
NT 78,36
S1P1 71,13
S1P3 64,36
S1P1+S1P3 64,39

Tablo 4.8 48.Saat MCF-7 Hlcrelerinde Canlilik

48.Saat GRUPLAR % Canlilk
KONTROL 71,82
NT 72,38
S1P1 62,79
S1P3 62,39
S1P1+S1P3 59,26

Tablo 4.9 72.Saat MCF-7 Hlcrelerinde Canlilik

72.Saat GRUPLAR % Canhlik
KONTROL 72,42
NT 73,44
S1P1 66,67
S1P3 67,76
S1P1+S1P3 65,93
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4.6.2. MDA-MB-231 Hiicrelerinde Canliligin Belirlenmesi

MDA-MB-231 hlcrelerinde 24. saatte kontrol grubuna (%73,56) gdre
S1P1 (%64,94), S1P3 (%64,79) ve S1P1 ile S1P3’ln birlikte susturuldugu
gruplarda (%?51,32) yuzde canlilik orani azalmistir. Yine ayni saatte non
target siRNA uygulanan NT grubuna (%74,36) gore S1P1 (%64,94), S1P3
(%64,79) ve S1P1 ile S1P3’ln birlikte susturuldugu gruplarda (%51,32)
yuzde canlilik orani azalmistir (Sekil 4.24) (Tablo 4.12). MDA-MB-231
hicrelerinde 48.Saatte kontrol grubuna (%77,55) goére S1P1 (%64,94),
S1P3 (%64,79) ve S1P1 ile S1P3’Un birlikte susturuldugu gruplarda
(%47,15) yuzde canhlik orani azalmistir. Yine ayni saatte non target siRNA
uygulanan NT grubuna (%70,43) gére S1P1 (%64,94), S1P3 (%64,79)
ve S1P1 ile S1P3’Un birlikte susturuldugu gruplarda (%47,15) yilzde
canhhik orani azalmistir (Sekil 4.25) (Tablo 4.13). MDA-MB-231
hicrelerinde 72.Saatte kontrol grubuna (%64,39) gbére S1P1 (%60,64) ve
S1P1 ile S1P3’lUn birlikte susturuldugu gruplarda (%59,18) ylzde canlilik
orani azalmistir. Yine ayni saatte non target siRNA uygulanan NT grubuna
(%68,04) gbre S1P1 (%60,64), S1P3 (%67,76) ve S1P1 ile S1P3’ln
birlikte susturuldugu gruplarda (%59,18) ylzde canlihk orani azalmistir
(Sekil 4.26) (Tablo 4.14).
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Tablo 4.10 24.Saat MDA-MB-231 Hlcrelerinde Canlilik

24. Saat GRUPLAR % Canlilik
Kontrol 73,56
NT 74,36
S1P1 64,94
S1P3 64,79
S1P1+S1P3 51,32

Tablo 4.11 48.Saat MDA-MB-231 Hulcrelerinde Canlilik

48. Saat GRUPLAR % Canhlik
Kontrol 77,55
NT 70,43
S1P1 64,94
S1P3 64,79
S1P1+S1P3 47,15

Tablo 4.12 72.Saat MDA-MB-231 Hicrelerinde Canlilik

72. Saat GRUPLAR % Canlilik
Kontrol 64,39
NT 68,04
S1P1 60,64
S1P3 67,76
S1P1+S1P3 59,18
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5. TARTISMA

GUnUmuzde kanser ve metastazi en 6nemli saglik sorunlarindan
biridir. S1P ve reseptdrlerinin bazi kanserler ve metastazindaki durumlari
arastirilmis olup, meme kanserinin metastazindaki roli henlz tam olarak
ortaya konmamistir. Meme kanserlerinin yayilmasinda bu molekdullerin
yerinin ortaya konmasi igin, S1P ile reseptorlerinin iliskisinin belirlenmesi
onemlidir. Bu nedenle reseptérlerden kanser ve metastazinda rol oynayan
S1P1 ve S1P3 arastirma konusu olarak secilmistir.

Yapilan calismalar, sfingozin 1-fosfat (S1P)‘In hicrenin blyUmesi,
hayatta kalmasi, hareketinin dizenlenmesi gibi faaliyetlerinin yaninda
invazyon, anjiyogenez ve vaskuler olgunlasma gibi olaylarda etkili
oldugunu gostermektedir (Kim vd., 2009).

Sfingozin 1-fosfat molekilinin simdiye kadar G proteinine bagl 5
reseptord tanimlanmis ve karakterize edilmistir. Bunlar; sfingozin 1-fosfat
reseptdr 1, sfingozin 1-fosfat reseptdér 2, sfingozin 1-fosfat reseptér 3,
sfingozin 1-fosfat reseptér 4, sfingozin 1-fosfat reseptdér 5°tir (Im vd.,
2001). Cesitli hlicre tiplerinde S1P’nin gesitli fonksiyonlara aracilik
etmesinde sorumlu olan S1P1 ve S1P3 yaygin olarak bulunan S1P reseptor
alt tipleridir (Takuwa, 2011).

S1P1 ve S1P3 hicre goégunlu tesvik eder. S1P2'nin hlcre goégu
bloklama mekanizmasi hakkinda bazi belirsizlikler hala devam etmektedir
(Van Brocklyn, 2010). S1P4 ve S1P5 ise normal dokularda daha sinirli
eksprese olur (Hisano vd., 2012). Bununla birlikte Long ve arkadaslan
MDA-MB-453 hicreleriyle yaptigi bir calismada kanserde etkili olmadigi
distnulen ve lenfoid hicrelerde ifade edilen S1P4 reseptérinin S1P
aracili ve EGF reseptor tirozin kinazin dahil olmadigi bir mekanizmayla ERK
1/2'yi stimile ettigini gostermistir. Bu calismanin sonucunda, S1P’e yanit
olarak Uretilen ERK-1/2 yolu Uzerinde sinyal alimi  bir onkogen olan
HER2'nin Ostrojen negatif meme kanseri hucrelerinde artisina sebep
olabilecegi bildirilmistir (Long vd., 2010).

Bu reseptérlerden S1P1 ve S1P3’Un invaziv ve invaziv olmayan meme
kanser hicrelerinde sessizlestirilmesi ile hucrelerin davranislarina olan
etkilerinin go6zlendigi calismamizda degerli olabilecegini disindigimiuz
bazi bulgulara ulasildi. Reseptérler hakkinda ulastigimiz bu bulgular S1P
ve reseptorleri hakkinda vyapilan arastirmalarla birlikte tartisilarak
degerlendirilecektir.

Yapilan calismalar S1P'nin kemokinetik/kemotaktik hareketliligi ve
vaskiler endotelyal hicrelerin codalmasini uyardidini bildirmektedir.
Ayrica, bilinen anjiyojenik faktdér olan bFGF'ye benzer sekilde, in vitro
kosullarda anjiyogenezi de stimlle etmektedir. S1P ve bFGF, endotelyal
hicrelerin kollajen jelleri istila etmesi ile kapiler benzeri tdplerin
olusumunda ilave etkilere sahip oldugu igin, spesifik bir anjiyojenik faktor
olabilecegi bildirilmistir (Wang vd., 1999).
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Intravaskiiler sivinin damar disina kacmasi (ekstravazasyon) ile
aktive olmus pihti hicreleri tarafindan S1P'nin lokal Gretimi artirilabilir. Bu
artisin anjiyogenezi ve yara iyilesmesini tesvik etmesi ile normal kan
damari olusumunda veya yaralanmada rol oynamasi mimkindur (Wang
vd., 1999). S1P’'nin hlcre gdclnu ve anjiyogenezi stimule etmesi ile ilgili
molekiler mekanizmalarinin aydinlatiimasi, GPCR'nin EDG ailesini hedef
alarak bu proseslerin ya tesvik edilmesi ya da bloklanmasi icin yeni
terapotik ajanlarin gelistiriimesi hususunda ipuclari saglayabilir.

Bununla birlikte bazi calismalarda S1P’nin hicre hareketliligini
azalttigi yolunda sonuglarda mevcuttur. Wang ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada, disaridan S1P verilen MDA-MB-231 ve BT 549 hlcreleri ve
MCF-7, ZR-75-1 hlcrelerine olan etkileri gbzlenmistir. Arastirmaya gore,
hicrelere yuksek dozlarda uygulanan S1P’nin hlcrelerin  kemotaktik
hareketini engelledigi bulunmustur. Calisma S1P'nin hlcrelerin kemotaktik
hareketleri Uzerindeki etkisinin hicreler ici yolla mi yoksa yeni bulunan
endotelyal farklilasim geni ailesinin (Endothelial Differentiation Gene; EDG,
S1PR) G proteini ile birlestiriimis S1P reseptorleri yoluyla mi oldugunu
konusunun ilgi gekici oldugunu bildirmektedir. Hicrelerde yapilan Real-
time PCR analizlerinin sonucu, S1P1 reseptoériine ait gen ekspresyonunun
tespit edilmedigi, S1P3 reseptér ekspresyonun oldugu ancak hiicrelere
disaridan uygulanan S1P'nin gen ekspresyonlarina etkisinin olmadigi
belirtilmistir. Yapilan ayrintili arastirmalarin sonucu, disaridan uygulanan
S1P'nin  dusik dozlarda meme kanseri hucrelerinin  kemotaktik
hareketliliginine olan inhibitér etkisinin, hiicre ylizey reseptorleri yoluyla
olmaktan c¢ok, S1P'nin hicre ici hareketleri nedeniyle olabilecegini
disindurmastir. Daha ileri analizlerden elde edilen bazi kanitlar S1P’nin
MDA-MB-231 ve MCF-7 hicrelerinin kemotaktik hareketliligini hiicre ylzey
reseptorleri araciligiyla olmaktan c¢ok, hicre ici hareket yoluyla
durdurduguna isaret etmistir. Cinkli S1P ayni zamanda hiicre ici olarak
kalsiyum immobilizasyonu, hiicre gogalmasi ve canliligini diizenleyen ikinci
bir haberci gibi de goérev yapmaktadir (Ling vd., 2011). Bu ylzden,
S1P'nin bu hicrelerin hareketliligini hiicre ylzeyi reseptoérleri aracilidiyla
durdurmadigi sonucuna yogunlasiimistir (Wang vd., 1999).

Benzer bir sonu¢ da Sliva ve arkadaslan tarafindan sunulmustur.
Calismada fosfatik asitin (PA), MDA-MB-231 hicrelerinin 6nemli &lgtde
hareketini sagladigi, lipofosfotik asit (LPA) ve S1P'nin, MDA-MB-231
hicrelerinin goclnid inhibe ettigi bildirilmektedir. PA, LPA ve S1P MCF-7
hicrelerinin gbécund etkilememistir. PA, LPA ve S1P, meme kanseri
hicreleri BT-20 ve CAMA-1 ve insan embiryonik bdbrek hicresi HEK293
gibi hlcre dizilerinde gogu etkilememistir. PA'nin dozunun MDA-MB-231
hlicre gbgline etkisi de arastinimistir. LPA ve S1P'nin az ve fazla dozlarinda
MDA-MB-231 hicrelerinin gocini engelledigi bildirilmistir (Sliva vd.,
2000).
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S1P’'nin, melanoma, osteosarkoma ve meme kanseri hucrelerinin
gocini engelledigini bildiren calismalar da mevcuttur. S1P'nin bu etkiyi
S1P reseptorleri sayesinde gerceklestigi disintlmektedir. Bununla birlikte
farkli S1P reseptoérleri hicre godgiune karsi farkli cevaplar vermektedir
(Sadahira vd., 1992; Spiegel vd., 1994). Ornegdin, duyarli B16 melanoma
hicrelerinde S1P2'nin asirn ifadesi S1P varhidinda rac aktivasyonunu ve
hicre goclinl engelledigi bildirilmektedir (Arikawa vd., 2003). Yapilan bir
baska calismada, B16 melanoma hicrelerinin fare kuyruk venine
enjeksiyonu ile akcigerde 3 hafta sonunda metastatik nodiller
olusturulmustur. Intravendz olarak S1P uygulandiginda, S1P'nin dozuna
bagli olarak maksimum % 40’a varan metastatik nodillerin azaldigi
gb6zlenmistir (Yamaguchi vd., 2003).

MCF-7 meme kanseri hilicrelerinde HER2 yoklugunda S1P3, sfingozin
kinaz-1 bagimli bir mekanizmayla goéc¢ eden bir fenotipi uyarir. Bu
mekanizma S1P’nin birikmesiyle fosforlanan ERK 1/2 lamellipod
olusumunu ve hlcre gbégunu uyarir. MCF-7 hlcrelerinde EGFR ailesinden
olan HER2'nin asiri ifadesi SphK 1’in ifadesini artirirken p21 aktive protein
kinaz (PAK1)In ifadesini azaltir. Bu da MCF-7 hicrelerinde S1P aracil
migrasyonu azaltir. Long ve arkadaslari yaptiklari bu calismada MCF-7
hiicrelerinde S1P1'nin eksprese olmadigini bildirmislerdir (Long vd., 2010).

Cesitli kanserlerde farkli S1P reseptoérlerinin arastirildigi calismalar
literatirde mevcuttur. Arastirmalar S1P1 ve S1P3’Un farkli kanserlerde
hicrelerin gogl, invazyonu ve anjiyogenezi artirdigi yolundadir.

U-118 MG glioma hicrelerinde S1P2'nin  asin ifadesi hicre
migrasyonunu azaltirken invazyonu artirmistir (Young vd., 2009).
GNS-334 glioblastoma hlcrelerinde S1P2 migrasyonu inhibe etmistir.
S1P1 ise fibrosarkoma hicrelerinde hlicre goécinu stimule etmistir (Pyne
vd., 2012).

S1P, MDA-MB-231 meme kanseri hlcrelerinde de EGFR'yi transaktive
ederek hicre migrasyonunu tesvik etmektedir (Hart vd., 2005). S1P, S1P3
sinyal yoluyla mide kanserinde EGFR, HER2, ovaryum kanserinde PDGF
reseptorlerini transaktive eder (Baudhuin vd., 2004; Shida vd., 2005).

Tiroid kanseri Uzerine yapilan bir galismada S1P1 ve S1P3’Un hicre
goclnli uyardigi, S1P2'nin ise hilicre gocglnli engelledigi gosterilmistir
(Balthasar vd., 2006).

Ovaryum kanseri hlcresi OVCAR3 Uzerinde yapilan bir calismada
S1P1 ve S1P3 reseptorlerine spesifik ve antagonisti olan VPC 23019 ile

muamele edildiginde OVCAR 3 hicrelerinin invazyonu ve migrasyonunun
inhibe edildigi rapor edilmistir (Park vd., 2007).

61



Wit49 Wilms timor hicreleriyle yapilan bir calismada, S1P1 Gi sinyal
yolu vasitasiyla Wit49 Wilms timor hicrelerinin invazyonunu tesvik ettigi
gosterilmistir. Li ve arkadaslari Wilms timdrinde S1P1’'i hedefleyen
terapotik ajanlarin  bu timoérin tedavisinde kullanilabilecegini iddia
etmektedir (Li vd., 2009).

Chae ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, akciger karsinoma
hicrelerinde S1P1’in susturulmasinin timoér bliylimesi ve yeni kan damari
olusumu engelledigi gosterilmistir (Chae vd., 2004).

Yamashita ve arkadaslarinin mide kanseri hicreleriyle yaptigi
calismada Nothern blot analizlerine gére MKN1 ve HCG-27 hlcrelerinde
S1P3’Un baskin olarak eksprese oldugunu gostermislerdir. Bu hiicrelerde
S1P3’Un hiicre goglnd artiricl etki gosterdigini bildirmislerdir (Yamashita
vd., 2006).

Calismamizda yukarida bildiren arastirmalarin sonuglarini destekler
nitelikte S1P1 ve S1P3 reseptorleri susturulmadan 6nce hlcrelerde yliksek
olan lateral motilitenin S1P1 ve S1P3 reseptdr susturmalari sonrasi her iki
hiicre tipinde de azaldigi gézlenmistir. Bununla birlikte her iki tip hlicrenin
adezyonlarinda fazla degisiklige neden olmadigi tespit edildi.

S1P1 mitojenik ve hayatta kalma sinyalini uyarir. Birden fazla sinyal
yolu uyarilarak hicre ¢ogalmasi, apoptozun bloke olmasi ve hiicre gogline
neden oldugu gozlenmistir (Hisano vd., 2012). S1P3 hilicrede mitojenik,
sagkalim ve kemotaktik etkileri diizenleyebilir. (Takuwa, 2011). S1P3'ln
NF-kB aktivasyonunun ve adezyon molekilllerinin ekspresyonununda
aracilik ettigi disinilmektedir (Maceyka vd.,2012).

Arastirmamizda kullandigimiz hlicrelerden MDA-MB-231 hicreleri
Ostrojen reseptéri bulunmayan hicrelerdir. Bu hilcrelerde her iki
reseptoriin  susturulmasi ile  hlcrelerde proliferasyonun azaldigi
gozlemlendi. Diger hiicre dizisi 6strojen pozitif olan MCF-7 hicrelerinde
susturmalar sonrasi beklenen proliferasyon azalisi gbzlemlenmedi. Bu
sonu¢ bu hicrelerde bulunan 0&strojen reseptérleri aracili  bir
mekanizmanin devreye girmesi ile iliskili olabilir. Nitekim Sukocheva ve
arkadaslan yaptiklari bir calismada MCF-7 meme kanseri hlcrelerinde
ostrojenin  kendi reseptoriine baglanarak SphK1'i aktive ettigini
bildirmistir. Aktive olan SphK1 aracihidiyla S1P’nin (retildigini, olusan
S1P’'nin, S1P3’e baglanarak aktive olmasiyla S1P3’lUn hlicrenin blyimesini
bélinmesini saglayan epidermal blyime faktori reseptorini (EGFR)
transaktive ettigini ve sinyal aktivasyonunu artirdigini bildirmislerdir
(Sukocheva vd., 2006). Calismamizda MCF-7 hucrelerinde her ne kadar
proliferasyon acisindan susturmalar etkili bulunmus olmasada MDA-MB-
231 hicrelerindekine benzer sekilde 06lG hicre sayisinin fazla oldugu
gozlemlendi.
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Watson ve arkadaslari dstrojen pozitif meme kanserine sahip 304
hastayla yaptigi bir calismada meme timorlerinde membran S1P1‘in
ylksek olmasi hastaligin niks etmesini hizlandirdigini, yiksek sitoplazmik
S1P1, S1P3 ve ERK 1/2 ifadesininse kanserin tedavisinde kullanilan
tamoksifen direnci olusmasinda sebep oldugunu bildirmislerdir. Bu nedenle
S1P1, S1P3 ve ERK 1/2 arasindaki etkilesimin meme kanserinin
ilerlemesinde ve ilag direncinde etkili olabilecegini vurgulamislardir.
Yuksek sitoplazmik S1P1 ve S1P3 o6strojen pozitif meme kanseri
hastalarinda hayatta kalma oranini azaltmaktadir. Bu calismada S1P
reseptorlerinin timor membraninda, sitoplazmasinda ve c¢ekirdedinde
bulundugu da gosterilmistir (Watson vd., 2010). Bu durum yukarida
bahsedilen Wang ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada bildirilen S1P’nin
meme kanser hicrelerindeki kemotaktik hareketliligin hlicre vylzey
reseptorleri aracihdiyla olmaktan cok, hicre ici hareket yoluyla olmasi ile
iliskili ~olabilir. Bu arastirmanin sonucu da hicrelerde &strojen
reseptorlerinin olup olmamasina bagli sonuglarda farkhlik gortlebilecegine
dair bir 6rnek olarak sunulabilir.

Sunulan arastirmalar S1P1 ve S1P3 reseptorlerinin bir ¢ok kanser
tirinde gosterdikleri bu etkilerinden dolayi tedavi igin énemli bir hedef
olabilecegine vurgu yapmaktadir. Nitekim bir arastirmada meme kanserine
karsi yaygin olarak kullanilan ve ¢ok gugli bir kemoterapétik ajan olan
doksorubisinin  MCF-7 hiucrelerine muamelesi seramid ve sfingozin
dlizeylerini artigi ve apoptozun uyarildigi bildiriimektedir. Bunun aksine
MCF-7 hicrelerinde SphK1l'in fazla sentezlenmesi S1P seviyelerini
ylkseltirken hicre proliferasyonunu ve DNA sentezini artirnr (Kim vd.,
2009).

S1P ve reseptorlerinin kanser ilerlemesi ve metastazinda kritik rolleri
vardir. Meme kanserinde bu moleklller arasindaki etkilesim, hasta
sagkallm oraninin dismesi ve ilag direnci gelisiminden sorumlu
tutulmaktadir. Bu iliskinin anlasiimasiyla S1P ve reseptdrlerini inhibe edici
yeni terapoétik ajanlarin kesfi kanser ve metastazina karsi yeni terapotik
stratejiler icin firsat sunabilecektir. Calismamizda en dikkat c¢ekici bulgu
tim saatlerde reseptorlerin ayri ayri susturulmasindan c¢ok birlikte
susturulmasinin daha etkili sonucglar verebilecegdi yonindedir.
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6. SONUC VE ONERILER
Arastirmanin sonuglari maddeler halinde 6zetlendiginde;

1. S1P1 ve S1P3’lUn tek tek ya da birlikte susturulmasi hicrelerin
canliiginda azalmaya neden oldugu goérulda.

2. Reseptdr susturmalarinin hicrelerin tutunma 0&zellikleri UGzerine
etkili olmadigi belirlendi.

3. Reseptorlerin tek tek ya da birlikte susturulmasi her iki hicre
tipinde lateral motilitenin azalmasini sagladi.

4. Hicrelerde cogalma Uzerine farkli sonuglar elde edildi. S1P1 ve
S1P3 birlikte susturulmasi MDA-MB-231 hicrelerinde etkiliyken
MCF-7 hicrelerinde ¢ogalma Uzerine etkili olmadidi belirlendi.

En dikkat c¢ekici bulgu tim saatlerde reseptérlerin ayr ayri
susturulmasindan gok birlikte susturulmasinin canlihdr etkili bir sekilde
azaltmasidir.

Arastirmamizda kullandigimiz hicrelerden MDA-MB-231 hicreleri
Ostrojen reseptdérd bulunmayan hucrelerdir. Bu hicrelerde her ki
reseptoriin  susturulmasi ile  hlicrelerde proliferasyonun azaldigi
gozlemlendi. Diger hiicre dizisi 6strojen pozitif olan MCF-7 hicrelerinde
susturmalar sonrasi beklenen proliferasyon azalisi gézlemlenmemesinin
nedeni bu hicrelerde bulunan 6strojen reseptdrleri aracili  bir
mekanizmanin devreye girmesi ile iligkili olabilir. Kanser ve metastazinda
S1P ve reseptoérlerinin rolinUn iyi olarak anlasilmasi gelecekte kanser ve
metastazina karsi yeni terap6étik ajanlarin kesfine isik tutacaktir.

64



KAYNAKLAR DiziNi

Abdulrahman, G. 0., ve Rahman, G. A. (2012). Epidemiology of breast
cancer in Europe and Africa. Journal of cancer epidemiology, 2012.

Adada, M., Canals, D., Hannun, Y.A., ve Obedid, L.M. (2013).
Sphingosine-1-phosphate receptor 2. Febs Journal, 280, 6354-
6366. doi: 10.1111/febs.12446

Agrawal, N., Dasaradhi, P.,, Mohmmed, A., Malhotra, P., Bhatnagar, R. K.,
ve Mukherjee, S. K. (2003). RNA interference: biology, mechanism,
and applications. Microbiology and molecular biology reviews, 67(4),
657-685.

Akca, T., Altun, U., Apaydin, D., Polat, A., ve Aydin, S. (2006). Nadir
gorilen bir lezyon: Erkek meme kanseri: Olgu sunumu. Meme
saghdi dergisi, 2(1), 37-39.

Akkaya, Z., ve Dincer, P. (2013). Tedavi yaklagsimlarinda yeni bir dénem:
Kodlamayan RNA’lar ve hastaliklar. Marmara Medical Journal, 26(1).

Aktas, S. H., ve Akbulut, H. (2014). Kolorektal kanserde anjiyogenez ve
anti-anjiyogenik tedaviler. Turkish Journal of Oncology/Tiirk Onkoloji
Dergisi, 29(2).

Alison, M. (2001). Cancer. ENCYCLOPEDIA OF LIFE SCIENCES, 1-8.

Aliustaoglu, M. (2009). Temel Kanser Fizyopatolojisi. Klinik Gelisim
Dergisi, 22.

Anelli, V., Gault, C. R., Snider, A. J., ve Obeid, L. M. (2010). Role of
sphingosine kinase-1 in paracrine/transcellular angiogenesis and
lymphangiogenesis in vitro. The FASEB Journal, 24(8), 2727-2738.

Aydintug, S. (2004). Meme kanserinde erken tani. Sted, 13(6), 226-229.

Baba, A. I., ve Catoi, C. (2007). Comparative Oncology. Romania: The
Publishing House of the Romanian Academy.

Basaran, A. (2010). Tibbi Biyoloji. Ankara: Pelikan Yayincilik.

Bernstein, E., Caudy, A. A.,, Hammond, S. M., ve Hannon, G. J]. (2001).
Role for a bidentate ribonuclease in the initiation step of RNA
interference. nature, 409(6818), 363-366.

Birney, E., Stamatoyannopoulos, J. A., Dutta, A., Guigd, R., Gingeras, T.
R., Margulies, E. H., . . . Thurman, R. E. (2007). Identification and
analysis of functional elements in 1% of the human genome by the
ENCODE pilot project. nature, 447(7146), 799-816.

Bodur, E., ve Demirpence, E. (2010). Kodlamayan RNA’lar ve gen
susturumu. Hacettepe T>p Dergisi, 41, 82-89.

Burdall, S. E., Hanby, A. M., Lansdown, M., ve Speirs, V. (2003). Breast
cancer cell lines: friend or foe? Breast Cancer Research, 5(2), 89-

89.
Cailleau, R., Olivé, M., ve Cruciger, Q. V. (1978). Long-term human breast
carcinoma cell lines of metastatic origin: preliminary

characterization. In vitro, 14(11), 911-915.

65



KAYNAKLAR DizZINI (DEVAM EDIYOR)

Cell biology and Cancer. (2015). Rediscovering Biology. from
https://www.learner.org/courses/biology/textbook/cancer/cancer 2.
html

Cengiz, A. (2006). In Situ Meme Kanserinde Cerrahi Tedavi. Paper
presented at the I. U. Cerrahpafla T>p Fakiiltesi Sirekli Tip Egitimi
Etkinlikleri, Istanbul.

Center, M., Siegel, R., Jemal, A. (2011). Global Cancer Facts ve Figures
2nd Edition. from
http://www.cancer.org/acs/groups/content/@epidemiologysurveilan
ce/documents/document/acspc-027766.pdf

Chaffer, C. L., ve Weinberg, R.A (2011). A Perspective on Cancer Cell
Metastasis. Science, 331, 1559-1564. doi:
10.1126/science.1203543

Chandar, N., ve Viselli, S. (2012). Cell and Molecular Biology: Lippincott
Williams ve Wilkins.

Coffin, 1., ve Poole, T. (1988). Embryonic vascular development:
immunohistochemical identification of the origin and subsequent
morphogenesis of the major vessel primordia in quail embryos.
Development, 102(4), 735-748.

Cooper, G., ve Hausman, R. (2003). The Cell: A Molecular Approach:
Sinauer Associates.

Demirer, E., Ayten, O., ve Tas, D. (2014). Angiogenesis and Anti-
Angiogenic Treatments. Journal of Clinical and Analytical Medicine,
5(1), 75-79.

Ferlay, J., Soerjomataram, I., Ervik, M., Dikshit, R., Eser, S., Mathers, C.,
. . . Bray, F. (2013). GLOBOCAN 2012 v1. 0, cancer incidence and
mortality worldwide: IARC CancerBase No. 11 [internet].
International Agency for Research on Cancer, Lyon. globocan. iarc.
fr (accessed 10 October 2014).

Fire, A., Xu, S., Montgomery, M. K., Kostas, S. A., Driver, S. E., ve Mello,
C. C. (1998). Potent and specific genetic interference by double-
stranded RNA in Caenorhabditis elegans. nature, 391(6669), 806-
811.

Flamme, I., Baranowski, A., ve Risau, W. (1993). A new model of
vasculogenesis and angiogenesis in vitro as compared with vascular
growth in the avian area vasculosa. The Anatomical Record, 237(1),
49-57.

Folkman, J. (1995). Angiogenesis in cancer, vascular, rheumatoid and
other disease. Nature medicine, 1(1), 27-30.

Furuya, H., Shimizu, Y., ve Kawamori, T. (2011). Sphingolipids in Cancer.
Cancer Metastasis Review, 30, 567-576.

66


https://www.learner.org/courses/biology/textbook/cancer/cancer_2.html
https://www.learner.org/courses/biology/textbook/cancer/cancer_2.html
http://www.cancer.org/acs/groups/content/@epidemiologysurveilance/documents/document/acspc-027766.pdf
http://www.cancer.org/acs/groups/content/@epidemiologysurveilance/documents/document/acspc-027766.pdf

KAYNAKLAR DizZINI (DEVAM EDIYOR)

Geho, D. H., Bandle, R.W., Clair, T., Liotta, L.A. (2005). Physiological
Mechanisms of Tumor-Cell Invasion and Migration. Physiology, 20,
194-200. doi: 10.1152/physiol.00009.2005

Goodman, S. (2008). Medical Cell Biology (third ed.): Elsevier.

Graler, M. H., Bernhardt, G., Lipp, M. (1998). EDG6, a novel G-protein-
coupled receptor related to receptors for bioactive
lysophospholipids, is specifically expressed in Iymphoid tissue.
Genomics, 53 (2), 164-169. doi: 10.1006/geno0.1998.5491

Giltekin, M., Boztas,G. (2014). Tirkiye Kanser Istatistikleri.

Gindogdu, R., Celik, V. (2009). RNA Interferans (RNAi). Erciyes
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 25, 34-47.

Gines, H. (2013). Molekiiler Hiicre Biyolojisi: istanbul Tip Kitabevleri.

Hanahan, D., ve Folkman, J. (1996). Patterns and emerging mechanisms
of the angiogenic switch during tumorigenesis. Cell, 86(3), 353-364.

Hashimoto, T., Emala, C. W., Joshi, S., Mesa-Tejada, R., Quick, C. M,,
Feng, L., . . . Young, W. L. (2000). Abnormal pattern of Tie-2 and
vascular endothelial growth factor receptor expression in human
cerebral arteriovenous malformations. Neurosurgery, 47(4), 910-
9109.

Hisano, Y., Nishi, T., ve Kawahara, A. (2012). The functional roles of S1P
in immunity. Journal of biochemistry, 152(4), 305-311.

Hla, T. (2001). Sphingosine 1-phosphate receptors. Prostaglandins ve
other lipid mediators, 64(1), 135-142.

Holliday, D. L., ve Speirs, V. (2011). Choosing the right cell line for breast
cancer research. Breast Cancer Res, 13(4), 215.

Howell, A., Anderson, A. S., Clarke, R. B., Duffy, S. W., Evans, D. G,,
Garcia-Closas, M., . . . Harvie, M. N. (2014). Risk determination and
prevention of breast cancer. Breast Cancer Research, 16(5), 446.

Huang, W.-C., Nagahashi, M., Terracina, K. P., ve Takabe, K. (2013).
Emerging role of sphingosine-1-phosphate in inflammation, cancer,
and lymphangiogenesis. Biomolecules, 3(3), 408-434.

Hudlicka, O., Brown, M., ve Egginton, S. (1992). Angiogenesis in skeletal
and cardiac muscle. Physiological reviews, 72(2), 369-417.

Hunter, K. W., Crawford, N., ve Alsarraj, J. (2008). Mechanisms of
metastasis. Breast Cancer Res, 10(Suppl 1), S2.

Hutchinson, L. (2010). Breast Cancer: Challenges, controversies,
breakthroughs. Nature Reviews Clinical Oncology, 7, 669-670.

Im, D.-S., Clemens, J., Macdonald, T. L., ve Lynch, K. R. (2001).
Characterization of the human and mouse sphingosine 1-phosphate
receptor, S1P5 (Edg-8): structure-activity relationship of
sphingosinel-phosphate receptors. Biochemistry, 40(46), 14053-
14060.

67



KAYNAKLAR DizZINI (DEVAM EDIYOR)

Im, D.-S., Heise, C. E., Ancellin, N., O'Dowd, B. F., Shei, G.-j., Heavens,
R. P., . . . McAllister, G. (2000). Characterization of a novel
sphingosine 1-phosphate receptor, Edg-8. Journal of Biological
Chemistry, 275(19), 14281-14286.

Jens, K. (2003). Antisense technologies Improvement through novel
chemical modification. Eur J Biochem, 270, 1628-164420.

Karaboz, 1., Colak,C. (2007). Antisens Teknoloji. 05, 14-37.
http://www.mikrobiyoloji.org/pdf/702070203.pdf

Keskin, S., ve Saip,P. (2011). Inflamatuvar meme kanseri. Tiirk Onkoloji
Dergisi, 26(2), 94-99. doi: 10.5505/tjoncol.2011.422

Kierszenbaum, A. L. (2007). Histology and Cell Biology: An Introduction to
Pathology: Mosby Elsevier.

Kilic, T., Yildinm, O., Sahin, S., Pamir, MN. (2005). Angiogenesis of Glial
Tumors. Tilrk Nérosirtrji Dergisi, 15 (1), 1-9.

Kim, R. H., Takabe, K., Milstien, S., Spiegel, S. (2009). Export and
functions of sphingosine-1-phosphate. Biochimica et Biophysica
Acta, 1791, 692-696. doi: 10.1016/j.bbalip.2009.02.011

Lee, A. V., Oesterreich, S., ve Davidson, N. E. (2015). MCF-7 Cells—
Changing the Course of Breast Cancer Research and Care for 45
Years. Journal of the National Cancer Institute, 107(7), djv073.

Ling, B., Chen, L., Alcorn, J]., Ma, B., ve Yang, J. (2011). Sphingosine-1-
phosphate: a potential therapeutic agent against human breast
cancer. Invest New Drugs, 29, 396-399. doi: 10.1007/s10637-009-
9375-9

Long, J. S., Edwards, J., Watson, C., Tovey, S., Mair, K. M., Schiff, R., . ..
Pyne, S. (2010). Sphingosine kinase 1 induces tolerance to human
epidermal growth factor receptor 2 and prevents formation of a
migratory phenotype in response to sphingosine 1-phosphate in
estrogen receptor-positive breast cancer cells. Molecular and
Cellular Biology, 30(15), 3827-3841.

Long, J. S., Fujiwara, Y., Edwards, J., Tannahill, C. L., Tigyi, G., Pyne, S.,
& Pyne, N. J. (2010). Sphingosine 1l-phosphate receptor 4 uses
HER2 (ERBB2) to regulate extracellular signal regulated kinase-1/2
in MDA-MB-453 breast cancer cells. Journal of Biological Chemistry,
285(46), 35957-35966.

Lux, M. P., Fasching, P. A., ve Beckmann, M. W. (2006). Hereditary breast
and ovarian cancer: review and future perspectives. Journal of
Molecular Medicine, 84(1), 16-28.

Maceyka, M., Harikumar, K. B., Milstien, S., ve Spiegel, S. (2012).
Sphingosine-1-phosphate signaling and its role in disease. Trends in
cell biology, 22(1), 50-60.

68


http://www.mikrobiyoloji.org/pdf/702070203.pdf

KAYNAKLAR DizZINI (DEVAM EDIYOR)

Matsen, C. N., LA. (2013). Breast cancer: a review for the general
surgeon. JAMA Surg, 148(10), 971-979. doi:
10.1001/jamasurg.2013.3393

Mattick, J. S., ve Makunin, I. V. (2006). Non-coding RNA. Human
molecular genetics, 15(suppl 1), R17-R29.

Morris, K. V. (2012). Non-coding RNAs and epigenetic regulation of gene
expression: Drivers of natural selection: Horizon Scientific Press.

Moserle, L., ve Casanovas, O. (2013). Anti-angiogenesis and metastasis: a
tumour and stromal cell alliance. Journal of internal medicine,
273(2), 128-137.

Neve, R. M., Chin, K., Fridlyand, J., Yeh, J., Baehner, F. L., Fevr, T., . ..
Tong, F. (2006). A collection of breast cancer cell lines for the study
of functionally distinct cancer subtypes. Cancer cell, 10(6), 515-527.

Ng, V. V. (2014). Clinical Review: Breast cancer. Retrieved 21 october,
2015, from http://www.gponline.com/clinical-review-breast-
cancer/cancer/womens/article/1316469#disqus thread

Noden, D. M. (1989). Embryonic Origins and Assembly of Blood Vessels1-
3. Am Rev Respir Dis, 140, 1097-1103.

Olgen, S., Bigak ,I., Nebioglu, D. (2002). ANGIOGENEZ VE KANSER
TEDAVISINDE YENI YAKLASIMLAR. Ankara Ecz. Fak. Derg, 31 (3),
193-214.

Parlar, S., Kaydul, N., ve Ovayolu, N. (2005). Meme kanseri ve kendi
kendine meme muayenesinin dnemi. Journal of Anatolia Nursing and
Health Sciences, 8(1).

Pepper, M. S., ve Mandriota, S. J. (1998). Regulation of vascular
endothelial growth factor receptor-2 (Flk-1) expression in vascular
endothelial cells. Experimental cell research, 241(2), 414-425.

Pollan, M. (2010). Epidemiology of breast cancer in young women. Breast
cancer research and treatment, 123(1), 3-6.

Pyne, N. J., ve Pyne, S. (2010). Sphingosine 1-phosphate and cancer.
Nature reviews cancer, 10(7), 489-503.

Rieter, P. (2004). The biology of cancer Genetics Seminars Oncology

Nursing, 20, 145-154.

Risau, W., ve Flamme, I. (1995). Vasculogenesis. Annual review of cell
and developmental biology, 11(1), 73-91.

Salas, A., Ponnusamy, S., Senkal, C. E., Meyers-Needham, M., Selvam, S.
P., Saddoughi, S. A., . . . Gault, C. R. (2011). Sphingosine kinase-1
and sphingosine 1-phosphate receptor 2 mediate Bcr-Abll stability
and drug resistance by modulation of protein phosphatase 2A.
Blood, 117(22), 5941-5952.

69


http://www.gponline.com/clinical-review-breast-cancer/cancer/womens/article/1316469#disqus_thread
http://www.gponline.com/clinical-review-breast-cancer/cancer/womens/article/1316469#disqus_thread

KAYNAKLAR DizZINI (DEVAM EDIYOR)

Sariego, J. (2010). Breast cancer in the young patient. The American
Surgeon, 76(12), 1397-1401

Sarkar, S., Maceyka, M., Hait, N.C., Paugh, S.W., Sankala, H., Milstien,
S., Spiegel, S. (2005). Sphingosinekinase 1 is required for
migration, proliferation and survival of MCF-7 human breast cancer
cells. FEBS Letters, 579, 5313-5317.

Scully, O. J., Bay, B.H., Yip, G., ve Yu, Y. (2012). Breast Cancer
Metastasis

Cancer Genomics ve Proteomics, 9, 311-320. doi: 10.1007/s10555-011-
9304-1

Seyfried, T. N., ve Shelton, L. M. (2010). Cancer as a metabolic disease.
Nutr Metab (Lond), 7(7), 269-270.

Shalaby, F., Rossant, J., Yamaguchi, T. P., Gertsenstein, M., Wu, X.-F.,
Breitman, M. L., ve Schuh, A. C. (1995). Failure of blood-island
formation and vasculogenesis in Flk-1-deficient mice. nature,
376(6535), 62-66.

Sliva, D., Mason, R., Xiao, H., ve English, D. (2000). Enhancement of the
migration of metastatic human breast cancer cells by phosphatidic
acid. Biochemical and biophysical research communications, 268(2),
471-479.

Soule, H., Vazquez, J., Long, A., Albert, S., ve Brennan, M. (1973). A
human cell line from a pleural effusion derived from a breast
carcinoma. Journal of the National Cancer Institute, 51(5), 1409-
1416.

Taha, T. A., Argraves, K. M., ve Obeid, L. M. (2004). Sphingosine-1-
phosphate receptors: receptor specificity versus functional
redundancy. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Molecular and Cell
Biology of Lipids, 1682(1), 48-55.

Takuwa, N., Du, W., Kaneko, E., Okamoto, Y.,Yoshioka, K., Takuwa, Y.
(2011). Tumor suppressive sphingosine-1-Phosphate receptor-2
counteracting tumor promoting sphingosine-1-phosphate receptor-1
and sphingosine kinase 1. Am J Cancer Res, 1 (4), 460-481.

Terzioglu, G., Keskin, A., ve Demirel, G. ( 2013). Hucre Proliferasyonu
Olcim Yéntemleri ve Cesitli Ticari Proliferasyon Kitlerinin
Karsilastiriimasi

Turkish Journal of Immunology

1(3), 74-89

Valastyan, S., ve Weinberg, R. A. (2011). Tumor metastasis: molecular
insights and evolving paradigms. Cell, 147(2), 275-292.

Van Brocklyn, J. R. (2010). Regulation of cancer cell migration and
invasion by sphingosine-1-phosphate. World journal of biological
chemistry, 1(10), 307.

70



KAYNAKLAR DizZINI (DEVAM EDIYOR)

Waggener, J. D., ve Beggs, J. L. (1975). Vasculature of Neural Neoplasms.
Advances in neurology, 15, 27-49.

Watson, C., Long, J. S., Orange, C., Tannahill, C. L., Mallon, E., McGlynn,
L. M., . . . Edwards, J. (2010). High expression of sphingosine 1-
phosphate receptors, S1P1 and S1P3, sphingosine kinase 1, and
extracellular signal-regulated kinase-1/2 is associated with
development of tamoxifen resistance in estrogen receptor-positive
breast cancer patients. The American journal of pathology, 177(5),
2205-2215.

Weigelt, B., Peterse, ]J. L., ve Van't Veer, L. J. (2005). Breast cancer
metastasis: markers and models. Nature reviews cancer, 5(8), 591-
602.

Weigelt, B., Peterse, J. L., ve Van't Veer, L. J. (2005). Breast Cancer
Metastasis: Markers And Models. Nature Reviews Clinical Oncology,
5, 591-602. doi: 10.1038/nrc1670

Weinberg, R. A. (2007). The biology of cancer. New York: Garland

Science, 1.
Yamashita, H., Kitayama, J., Shida, D., Yamaguchi, H., Mori, K., Osada,
M., . . . Nagawa, H. (2006). Sphingosine 1-Phosphate Receptor

Expression Profile in Human Gastric Cancer Cells: Differential
Regulation on the Migration and Proliferation 1. Journal of Surgical
Research, 130(1), 80-87.

Yin, K. (2011). The Mesenchymal-Like Phenotype of the MDA-MB-231 Cell
Line, Breast Cancer - Focusing Tumor Microenvironment, Stem cells
and Metastasis, Prof. Mehmet Gunduz (Ed.) Retrieved from
http://www.intechopen.com/books/breast-cancer-focusing-tumor-
microenvironment-stem-cells-and-metastasis/the-mesenchymal-
like-phenotype-of-the-mda-mb-231-cell-line doi:DOI:
10.5772/20666

Zamecnik, P. C., ve Stephenson, M. L. (1978). Inhibition of Rous sarcoma
virus replication and cell transformation by a specific
oligodeoxynucleotide. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 75(1), 280-284.

71


http://www.intechopen.com/books/breast-cancer-focusing-tumor-microenvironment-stem-cells-and-metastasis/the-mesenchymal-like-phenotype-of-the-mda-mb-231-cell-line
http://www.intechopen.com/books/breast-cancer-focusing-tumor-microenvironment-stem-cells-and-metastasis/the-mesenchymal-like-phenotype-of-the-mda-mb-231-cell-line
http://www.intechopen.com/books/breast-cancer-focusing-tumor-microenvironment-stem-cells-and-metastasis/the-mesenchymal-like-phenotype-of-the-mda-mb-231-cell-line

O0ZGECMIS

ADI-SOYADI: iBRAHIM UGUR GALIS
UYRUGU: T.C

DOGUM YERI: DENizLi

DOGUM TARIHi: 06/07/1987
MEDENI DURUM: EVLI

MEZUN OLDUGU ILKOGRETIM: TEVFiK iLERI ILKOGRETIM
OKULU (1994-2001)

MEZUN OLDUGU LISE: ANKARA KURTULUS LISESI (2001-
2004)

MEZUN OLDUGU UNIVERSITE: ANKARA UNiVERSITESi
MEZUN OLDUGU FAKULTE: FEN FAKULTESI (2006-2011)
MEZUNIYET DERECESI: 3.53/89.03

CALISTIGI YER: Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali'nda Arastirma Gorevlisi (2013- )

E-MAIL: ugur0620@gmail.com

ADRES: Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi
Biyoloji AD. 26480 Eskisehir/Tlrkiye

YABANCI DIL BILGISI: ingilizce ( UDS 86.25)

BILGISAYAR: Isletmen (2011)



KATILDIGIM TOPLANTI VE SEMPOZYUMLAR:

Klinik Ornekten Sonug¢ Raporuna: Iidrar Orneklerine Yaklasim
Toplantisi (Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi 26 Nisan 2012
Ankara).

II. Ulusal HPV ve Kanser Sempozyumu (Gazi Universitesi Tip
FakuUltesi 30 Nisan 2012 Ankara).

Elestirel ve Yaratici Disiinme Sempozyumu (Gazi Universitesi
Tip Fakultesi 1-2 Haziran 2012 Ankara).

Bati Nil Virisi Sempozyumu (Turkiye Halk Saghgr Kurumu 20-
21 Eylul Ankara).

Turkiyedeki Zoonoz Hastaliklarin DuUnG,Buglint ve Yarini
(Gimishane Universitesi 27-28 Eylil Gimishane).

KATILDIGIM ULUSAL KONGRELER:

7.Ulusal Molekller ve Tanisal Mikrobiyoloji Kongresi (Swissotel
5-8 Haziran 2012 Ankara).

XXXV. Tiark Mikrobiyoloji Kongresi (Pine Bay Otel 3-7 Kasim
2012 Kusadast).

Lisaniistii Ogrenci Kongresi ve Kék Hiicre Sempozyumu (Celal
Bayar Universitesi 6-7 Nisan 2013 Cesme).

XIII. Ulusal Tibbi Biyoloji ve Genetik Kongresi (Pine Bay Otel
27-30 Ekim 2013 Kusadasi).

XIV. Ulusal Tibbi Biyoloji ve Genetik Kongresi (Liberty Hotels
Lykia 27-30 Ekim 2015, Fethiye).

KATILDIGIM KURS VE EGITIMLER:

Real-Time PCR (RT) Uygulamalar Kursu (Hacettepe Universitesi
Tip Fakdlltesi 4-5 Haziran 2012 Ankara)

Mikoloji Laboratuvarinda Tanimlama Kursu (Dokuz Eylul
Universitesi Tip Fakiltesi 2-3 Kasim 2012 izmir)

MALDI-TOF-MS Kursu (XXXV. Turk Mikrobiyoloji Kongresi 6
Kasim 2012 Kusadasi)

Gida ve Su Kaynakh Enfeksiyon Etkenleri Egitimi (Tlrkiye Halk
Sagligi Kurumu 3-7 Aralik 2012 Ankara)

Biyoinformatik 'omik' veri analiz ybntemleri ve Kkisisel tip
uygulamasi (Liberty Hotels Lykia 26 Ekim 2015, Fethiye).



ULUSLARARASI KONGRELERDE SUNULAN POSTER
CALISMALARI:

Dinc B, Altay A, Calis U, Ekinci O, Durmuslu Ao, Leventoglu S,
Dursun A, Secil O, Bozdayi G. Hpv Dna And Hpv Type 16 Detection in
Colon, Rektum And Rectosigmoid Adenocancers By Real Time Pcr
(15th Annual Meeting Of The European Society For Clinical Virology
And Joint Meeting With The European Society For Veterinary Virology
P-195 4-7 September 2012 Madrid Spain).

Bozdayi G, Dinc B, Meral M, Altay A, Calis U, Yildiz BD, Dalgic B,
Kamruddin A. Genotyping Of Rotaviruses By Nested Rt Pcr Method
Between 0-5 Years Old Children in Ankara (15th Annual Meeting of
the European Society For Clinical Virology and Joint Meeting With The
European Society For Veterinary Virology P-189 Madrid Spain 4-7
September 2012).

Soyocak A, Kurt H, Ozdemir Z, Saydam F, Calis IU, Kolac U,
Turgut Cosan D, Degirmenci I, Sahin Mutlu F, Gunes HV. “The
Relationship Between Tannic Acid and Myeloperoxidase Enzyme
Activity in the Inflammed Paw Tissue Formed by Formalin Injection in
Rats” (5. Uluslararasi Hucre Zarlarn ve Oksidatif Stres Kongresi,
Isparta, 9 12 Eylul 2014).

Calis IU, Turgut Cosan D, Saydam F, Kola¢g U, Soyocak A,
Ozdemir Z, Kurt H, Gunes HV, Sahin Mutlu F, Degirmenci I. “The
Effect of Tannic Acid in the Monosodium Glutamate Induced Oxidative
Stress in Rats” (5. Uluslararasi Hulcre Zarlari ve Oksidatif Stres
Kongresi, Isparta, 9 12 Eylul 2014).

ULUSAL KONGRELERDE SUNULAN POSTER CALISMALARI:

Bozdayi G, Ding B, Meral M, Altay A, Calis U, Yildiz BD, Dalgic B,
Kamruddin A. Ankara’da 0-5 Yas Arasi Cocuklarda Nested Rt-PCR
Yontemi Ile Rotavirus Genotiplerinin Belirlenmesi (7. Ulusal Molekiiler
ve Tanisal Mikrobiyoloji Kongresi S:203 5-8 Haziran 2012 Ankara).

Altay A, Galis IU, Ekinci O, Durmuslu AQO, Levento§lu S, Dursun
A, Ozkan S, Bozdayl G. Real Time PCR Ydéntemi Kullanilarak Kolon,
Rektum ve Rektosigmoid Bdlge Tumoérlerinde HPV DNA ve HPV Tip 16
DNA’sinin  Karsilastinlmasi. (7. Ulusal Molekiler ve Tanisal
Mikrobiyoloji Kongresi S:299 5-8 Haziran 2012 Ankara).

Calis IU, Altay A, Ekinci O, Durmuslu AO, Leventoglu S, Dursun
A, Ozkan S, Bozday! G. Kolon, Rektum Ve Rektosigmoid Bdlge Tumér
Gelismesinde Human Papilloma Virtstn Rolt Var Midir? (XXXV. Tark
Mikrobiyoloji Kongresi S.314 Kusadas! 3-7 Kasim 2012).



Soyocak A, Kurt H, Ozdemir Z, Saydam F, Cahs IU, Kolag U,
Cosan DT, Dedirmenci I, Mutlu FS, Giines HV. Formalin Indiiklii Pence
Odeminde Tannik Asidin Miyeloperoksidaz Enzim Aktivitesi Uzerine
Etkisi. (XIII. Ulusal Tibbi Biyoloji Ve Genetik Kongresi S.292 Kusadasi
27-30 Ekim 2013).

Calis IU, Cosan DT, Saydam F, Kolag U, Soyocak A, Ozdemir Z,
Kurt H, Gines HV, Mutlu FS, Degirmenci I. Monosodyum glutamat
Kan Glukozu Ve Tannik Asit. (XIII. Ulusal Tibbi Biyoloji Ve Genetik
Kongresi S.292 Kusadasi 27-30 Ekim 2013).

Soyocak A, Kurt H, Ozdemir Z, Saydam F, Cahs IU, Kolac U,
Turgut Cosan D, Degdirmenci I, Mutlu SF, Gines HV. "Kongre &zet
kitabi" bildiri kitapcigindaki “Formalin indikli pence 6édeminde tannik
asidin miyeloperoksidaz enzim aktivitesi tGzerine etkisi”, 293 pp. (XIII.
Ulusal Tibbi Biyoloji ve Genetik Kongresi 27-30 Ekim 2013, Kusadasi).

Cahs IU, Turgut Cosan D, Saydam F, Kolag U, Soyocak A,
Ozdemir Z, Kurt H, Giines HV, Mutlu SF, Dedirmenci I. "Kongre 6zet
kitab1" bildiri kitapgigindaki “Monosodyum glutamat kan glukozu ve
tannik asit”, 344 pp. (XIII. Ulusal Tibbi Biyoloji ve Genetik Kongresi
27-30 Ekim 2013, Kusadasi).

Cahs IU, Turgut Cosan D, Saydam F, Kolag KU, Soyocak A,
Ozdemir Z, Kurt H, Giines HV, Mutlu SF, Dedirmenci I. "Kongre dzet
kitab!" bildiri kitapgigindaki “Oksidatif Hasara Cin Tuzu ve Tannik
Asitin Etkileri”, 742 pp. (22. Ulusal Biyoloji Kongresi 23-27 Haziran
2014, Eskisehir).

Soyocak A, Kurt H, Ozdemir Z, Saydam F, Gahs IU, Kolag U,
Turgut Cosan D, Dedirmenci I, Mutlu SF, Giines HV. "Kongre &zet
kitabi" bildiri kitapgigindaki “Odem Inhibisyonunda Tannik Asidin
Onemi” 692 pp. (22. Ulusal Biyoloji Kongresi 23-27 Haziran 2014,
Eskisehir).

Calis IU, Cosan DT, Soyocak A, Dal A, Kurt H, Colak E, Gines
HV, Dedirmenci I. Insan Eritrosit Paketinde H202 Ile Indiiklenen
Oksidatif Strese Karsi Tannik Asit Ve Sari Kantaron (Hypericum
perforatum) Yadinin Antioksidatif Etkinliklerinin Arastiriilmasi (XIV.
Ulusal Tibbi Biyoloji ve Genetik Kongresi (Liberty Hotels Lykia 27-30
Ekim 2015, Fethiye).



