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OZET

Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik saptanan neoplastik bir hastalik olup, yiiksek
mortalite ve mobilite nedeni olarak goriilmektedir. Meme kanseri, kadinlarda goriilen tiim
kanserlerin yaklasik dortte birini olusturmaktadir. Meme kanseri arastirmalarinda ¢ogu
ilag teropatik ajan olma potansiyelinde irdelenmektedir. Dogu Hindistan bitkisi olan
Curcuma longa bitki kokiinden elde edilen bir bilesik olan curcumin’nin anti-
enflamatuar, anti-timorijenik, anti-septik ve anti-oksidan 6zellikleri kolon, melanoma,
servikal ve meme kanseri lizerinde gosterilmistir. Biiyiime hormonu (BH) anterior hipofiz
tarafindan salgilanan bir hormon olup, lipit, karbonhidrat ve protein metabolizmasi
Uzerinde etkileri gostermistir. Meme kanseri hiicre biyopsilerinde BH anlatiminin varligi
ve akromegali gibi BH 1n fazla salgilandig1 kisilerde malign profilin goriilmesi meme
kanseri ile BH arasindaki iligkiyi ortaya koymaktadir. Otokrin BH sinyaline sahip meme
kanseri in vitro ve in vivo modellerde metastaz, invazyon, karsinojenik etkinin arttigi ve
ilaca diren¢ mekanizmasinin aktive oldugu gosterilmistir. Endoplazmik Retikulum (ER)
stresi, ER’de protein katlanmasinin bozuldugu patolojik ve fizyolojik siireclerden
kaynaklanmaktadir. ER stres olusumunun ilk basamaginda katlanmamis proteinlerden
kaynakl1 programli hiicre 6liim yolaklar1 olan apoptoz ve otofajik 6liim yolag: gibi bir¢cok
sagkalim yolagini aktive ettigi gosterilmistir. Bu calismadaki amacimiz, otokrin BH
anlattimi1 olan MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda curcuminin endoplazmik retikulum
stresi/otofaji ve apoptotik 6liim yolaklar1 {izerine etkisinin irdelenmesidir. Otokrin BH
anlatim1 olan MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda zamana bagli curcumin uygulanmasi
sonucunda, otokrin BH anlatimi kazandirilmis olan MCF-7 meme kanseri hicrelerinde
hiicre canlilig1 ve hiicre biiylimesi lizerinde ket vurucu etki gostermistir. Otolizozom
inhibitorii olan Bafilomisin Al ile 6n muamele yapilmasi sonucu BH+ olan MCF-7
meme kanseri hicrelerinde curcuminin hiicre canliligina ket vurma potansiyelini
arttirdigi  gozlenmistir. Sonug olarak, otokrin BH sinyali MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinde curcumine direng mekanizmasini otofaji ve ER stres anahtar molekiilleri
tizerinde etki ederek gergeklestirse de otolizozom inhibitdrl ile curcuminin kombine
uygulamasinin curcumine bagli hiicre Olimiini arttirdiZi BH sinyali anlatimi

kazandirilmig MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, Buyiime Hormonu, Curcumin, ER stres, Otofaji,

Apoptoz
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SUMMARY

Breast cancer is the most common neoplastic disease in women with high mobility and
mortality rate. Breast cancer constitutes about one-fourth of all cancers seen among
women. Generally, in breast cancer research, most drugs are investigated for their
therapeutic potential. Curcumin is a compound derived from the roots of this plant and is
called Curcuma longa, an East Indian plant. Anti-inflammatory, antitumorigenic,
antiseptic and antioxidant properties have been demonstrated on colon, melanoma,
cervical and breast cancer. Growth hormone (GH) is a hormone secreted by the anterior
pituitary. GH is affected lipid, carbohydrate and protein metabolism. Increased GH in
breast cancer cell biopsies and it has been found that malignancy is the common profile
in acromegalic patients who have excess GH secretion after puberty. Metastasis, invasion
and carcinogenic effects and also drug resistance are also determined in autocrine GH
secreting breast cancer cell lines. Endoplasmic Reticulum (ER) stress is caused by
pathological and physiological processes in which protein folding in ER is impaired. It
has been shown that in the first step of ER stress formation, many survival pathways such
as apoptosis and autophagic death pathway, which are programmed cell death pathways
originating from unfolded proteins, are activated.Our aim in this study is to investigate
the effect of curcumin on endoplasmic reticulum stress/autophagy and apoptotic death
pathways in autocrine GH expression MCF-7 breast cancer cell line. The application of
time-dependent curcumin in MCF-7 breast carcinoma cell line, which autocrine GH
expression, has shown a handicapping effect on cell viability and cell growth in MCF-7
breast cancer cells that have been GH-expressing. Pretreatment with an autolysosome
inhibitor, Bafilomycin A1, showed that curcumin increases the potential for inhibition of
cell viability in MCF-7 GH+ breast cancer cellsin conclusion, although autocrine GH
signal MCF-7 effected the curcumine resistance mechanism on autophagy and ER stress
key molecules in breast cancer cells, it was shown in the MCF-7 breast cancer cells that
were dedicated GH signal expression in which the combined application of

autolysosome inhibitor and curcumin increased curcumine dependent cell death.

Key words: Breast Cancer, Growth Hormone, Curcumin, Endoplasmic reticulum stress,

Autophagy
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BOLUM 1. GIRIS VE AMAC

Diinya ¢apinda yaygin olarak goriilen hastaliklardan biri de meme kanseri olup, kadinlar
arasinda en sik goriilen kanser tiirli meme kanseri olarak ifade edilmektedir. Diinyada her yil
1,5 milyondan fazla kadina meme kanseri teshisi konuldugu bilinmektedir. Meme kanseri
metastatik bir kanser olup, diger organlara gecebilmektedir. Mamografi ve ¢esitli yontemlerle
erken teshis edilmesi 6nemli ve sag kalimi arttirmak rol almaktadir [1]. Diinyada oldugu gibi
Tiirkiye’de de kadinlarda meme kanseri en sik goriilen kanser tiiriidiir. Son on yilda
Tiirkiye’de meme kanseri insidanisinin giderek artti§i gozlenmistir ve bu insidansinin
bolgeden bolgeye yasam sartlariyla degistigi belirtilmistir. Tiirk kadinlarinda %31 oraninda

41-50 yas arasi, %40 oraninda 51-70 yas arasi, %8 oraninda ise %70 yas ilizerinde meme

kanseri riski oldugu tespit edilmistir [2].

Meme kanseri olusmasinda ve gelismesinde yasam tarzi, genetik etkiler (hormonlar gibi), yas,
iireme faktorleri, ailesel kanser ge¢misi, onkogenler (HER2 gibi), tiimdr baskilyact genlerin
(p53, Retinobaltoma gibi) fazla eksprese olmasi, meme kanseri ilskili genlerinde (BRCA 1/2)
mutasyon gibi bir¢ok risk faktorii vardir. Ayrica hormonal regiilasyon meme kanseri gelisimi
ve ilag direng mekanizmasinda énem arz etmektedir. Ostrojen, progesteron gibi hormonlarin
meme kanseri patogenizinde rolii oldugu ve bu hormon reseptorlerinin anlatim profiline gore
ila¢ rejimlerinin etkinligi hakkinda bilgi sahibi olundugu bilinmektedir. Yakin zamanda,
pubertal meme gelisiminde rol alan Prolaktin (PRL) ve blyume hormonu (BH) gibi hipofiz
bezi kaynakli hormonlarin etkisi {izerinde durulmaktadir. BH, ©n hipofiz bezinden salgilanan
ve insanda, biliyiime gelisme; ayni zamanda meme hiicrelerinde cogalma ve farklilasma
mekanizmalarinda rol oynayan bir hormondur [3]. BH 1n fazla salgilanmasi sonucu devlik, az
salgilanmas1 sonucu ciicelik (akromegali) goriilmektedir ve akromegali kadinlarda normal
kadinlara kiyasla meme kanseri riskinin daha ¢ok arttig1 gézlenmistir. Buna ek olarak insiilin
benzeri blytime faktorii I’in (IGF-I) salinmasina etki etmekte ve BH ile IGF-I’in salinmasinin
olmamasiyla meme kanserinin azaldigi belirtilmistir [4]. Meme kanserinin tedavisinde
yapilan arastirmalarda bir¢ok kemoterapotik ajanin etkinligi iizerinde durulmakta yeni
Jenerasyon ajanlarin meme kanseri tedavisinde etkinligi 6n plana ¢ikmaktadir. Ancak klinik
asamada etkin meme kanseri tedavisinde ila¢ olma potansiyeli az oldugu i¢in yeni ilaglarin
potansiyel etkinligi meme kanseri patogenezinde rol alan ajanlar1 hedef alan stratejilerin

gelistirilmesine ihtiya¢ bulunmaktadir. Bu bakis agisina gore; zencefil ailesinin iiyesi olan



Curcuma longa bitkisinin koklerinden elde edilen curcumin’nin anti-inflamatuvar, anti-
oksidan ve anti-kanserojen etkisiyle tedavi edici oldugu aragtirmalarla kanitlanmigtir [5].
Ayrica curcumin’in bir¢ok kanser tilirlinde etkisi oldugu ve hiicresel 6liim yolaklarina
etkileriyle 1ilgli bir ¢ok arastirma yapilmisti. Meme kanserinde timor hiicreleri
ostrojen/progesteron reseptorini eksprese etmektedir. Curcumin hem 6strojen pozitif hem de
Ostrojen negatif hiicrelerde proliferasyonu inhibe ettigi gosterilmistir [6]. Ayni zamanda
endoplazmik retiklum (ER) stresini indiikleyerek apoptotik ve otofajik 6liime neden oldugu

gosterilmistir [7].

Hiicresel 6liim yollarindan biri olan otofaji kanser, metabolik ve nérodejeneratik bozuluklar
gibi hastaliklarda rol almakta olan hiicresel bir siire¢ olarak ifade edilmektedir [8]. Otofaji
hiicreleri besin acliginda ¢evresel etkilere karsi hiicreyi koruyan bir molekiiler mekanizma
olarak ¢ikabildigi gibi viral kaynakli hiicresel saldirilarda hiicre savunma mekanizmasi
olarakda ifade edilmektedir. Ayrica otofajik siire¢ hiicresel organellerin yasli, zarar gormiis
hiicresel yok edilmesini saglayan bir sag kalma hiicresel cevabi olarak ifade edilmektedir.
Ozellikle kanser ilaglarmin kanser hiicrelerinde apoptotik etkinligi yaninda otofajik siireci

aktive ederek hiicre sag kalim ve 6liim mekanizmasini tetikledigi ortaya konulmustur [9].



AMAC

Literatiirdeki bu bilgiler 1s183inda meme kanserinde apoptotik etkinligi otofajik-ER stres
slirecleri ile zamana bagli in vitro ve in vivo’da galisilan, anti-inflammatuvar, anti-oksidan,
anti-karsinojenik etkileri neden ile potansiyel kemoterapttik ajan olarak gosterilen
curcumin’in anti-hormonal etkiside ifade edilmistir. Ayrica curcuminin faz g¢alismalarinda
stabilite kaynakli etkinliginin diisiik olmasi neden ile etkin NF-kB inhibitorl olarak ifade
edilen curcumin’in kombine ilag uygulamalarinin daha etkin oldugu ifade edilmistir. Bu tez
ile amacimiz; otokrin BH sinyali ile invaziv profili artmis, kolonilesme agisindan aggresif hal
alan MCF-7 meme kanseri hiicreleri tizerine curcuminin BH varliginda ER stres ve otofaji
iizerine etkisinin zamana bagli gosterilmesi yaninda curcuminin apoptotik etkinliginin
otolizozom inhibitori olan Bafilomisin Al ile beraber MCF-7 BH+ meme Kkanseri

hiicrelerinde artma potansiyelinin irdelenmesi de amaglanmustir.



BOLUM II. GENEL BILGILER

2.1. Kanser
Kanser misirlilar zamanindan beri bilinen ancak on yedinci yiizyila kadar herhangi bir ¢aligma
ya da arastirma belgelenmemistir. Kanser normal hiicrelerin molekiiler olarak anormal hale
gelmeleri ve kontrolsiiz olarak boliinmeleriyle olusan genetik mutasyonlar, ¢evresel risk
faktorler ile ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Biriken mutasyonlar, hormonal dizensizlikleri le
proliferasyon kapasiteleri artarak, invaziv ve metastatik 6zellik kazanmalar1 s6z konusu olarak
primer karsinojenik dokudan lenf dolagimi ve kan yoluyla sekonder metastatik alanlara
inokule olabilme potansiyeline sahip hlcre toplulugu olarak ifade edilmektedir. Kanserler
olugsmaya basladiklar1 dokuya/organa gore veya mikroskop altindaki goriintiilerine gore
siiflandirilirlar. Her kanser tipinin kendine has bir biiylime hizi vardir ve farkli sekilde

yayilirlar bu ylizden tedavi siirecleri ve yontemleri de farklilik gostermektedir [10], [11].

Kanser vakalarinin birgogu ya da tiimiine genetik hasarlardan kaynakli hiicresel regiilasyon
kayiplart neden olmaktadir (Sekil 1). Proto-onkogenler ve timor supresor genler olmak tizere
iki farkli gen sinift kanserin baglamasinda rol oynamaktadir. Protoonkogenler, genin biiyiime
ve gelismesinde asir1 derece aktifleserek mutasyona neden olmasiyla onkojenlere dontisiirler.
Timor supresor genler, biiyiimeyi engellerler dolayisiyla bu genlerin susturulmasi kontrolsiiz
biiylimeyi tesvik eder. Her siniftaki genlerin bir cogu apoptoz ile hiicre dongiisiiniin baglamasi
ve ilerlemesi veya hiicre 6liimiinii diizenleyen proteinleri kodlar, digerleri de DNA’y1 tamir

eden proteinleri kodlamaktadirlar [12].
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Sekil 1. Kansere neden olan hiicrelerde degisikliklerin sematik gdsterimi [12].



Genel olarak kanserler, tek bir hiicrede mutasyonel bir olayla baglar; daha sonra boliinerek o
hiicrenin kendini ¢ogaltmasi ve diger mutasyonlarin kazanilmasiyla birden fazla asamalar
halinde gerceklesir. Mutasyon, bir kanser hiicresinin énemli bir gen/protein inaktivasyonu
veya aktivasyonunun yani sira, kromatin yapisini degistiren epigenetik faktorler tarafindan da
ortaya c¢ikabileceginden nesiller boyu aktarilabilir. Yetiskin bir insanin hiicrelerinde meydana
gelen genetik mutasyonlar ve epigenetik degisiklikler géz oniine alindiginda teorik olarak bir
kanser hiicresi haline gelebilirler. DNA replikasyonu ve sentezi sirasinda hata pay1 ¢ok fazla
olabilecegi i¢in kansere neden olan mutasyonlarin olma olasiligi da ¢ok fazladir. Ayrica
yaslanma ve apoptoz gibi siire¢lerde besin azligi, biiyiime ve hiicresel onarim gibi olaylari
dengelemek i¢in koruma mekanizmasi olan antikanser mekanizmalarin varlifi da kanser

olusumunu engelleyen olaylar olarak bilinmektedir [13].

2.1. 2. Meme Kanseri
Meme kanseri, menopoza yakin kadinlarda en sik saptanan neoplastik bir hastaliktir ve bu
kadmlarin giinlik yasamlarinda normal olarak islev goérme yetenegini Onemli Olcilide
azaltmaktadir. Kadinlarda goriilen tiim kanserlerin yaklasik dortte birini olusturmaktadir.
Ekonomik olarak gelismis iilkelerde goriilme orani1 daha fazla olarak tespit edilmistir. Meme
kanseri hem genetik hem de cevresel kaynakli ortaya cikabilmekte, cDNA ekspresyon
profillemelerini yaparak erken teshis etmek gilinimiizde daha kolay hale gelmistir [14].
Kanserlerin biiylik cogunlugu epitel hiicrelerden kdkenlenip, karsinom olarak isimlendirilirler.
Meme kanserleri ise salgi dokularindan kokenlenir ve adenokarsinom olarak
adlandirilmaktadir. Adenokarsinomlar ve memenin salg1 yapan lobular bolgesinden kaynakl
oldugu bilinmektedir. Meme karsinomlar1 ¢ok c¢esitli morfolojik fenotip gostermektedir [14],

[15].

2.1. 2. 1. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri diinyada kadinlarda teshis edilen en yaygin malign tiimdr olan kanser ¢esididir.
Kuzey Amerika ve Avrupa’da goriilme sikligi, diger bolgelere oranla daha fazladir. 2012
yilinda teshis edilen yaklasik 1.67 milyon yeni kanser vakasi olan kadinlar arasinda en sik
gorilen kanserdir. 2012 verilerine gore kadinlarda meme kanseri 3,853 kisinin 6liimiine neden
olmustur. En etkili risk faktdrii obezitedir [16]. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) meme
kanserinin kontrol programindaki temel hedefi; ulusal saglik programlariyla insanlari

bilinglendirmek ve hastalarin teshisinin erken yapilip tedaviye erken baslanmasidir [17].



Yapilan arastirmalarda meme kanserinin 6lim oranin en yiiksek oldugu tlkeler Hollanda,
Ingiltere, Yeni Zellanda ve Uruguay iken en diisiik oldugu iilkeler de asyanin dogusu ve Latin
Amerika oldugu gozlenmistir [18]. Tiirkiye’de de kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirii
meme kanseridir. Ulusal kanser istatistiklerine gore de son on yilda meme kanseri insdansi
giderek artmaktadir. Bu insidansin artmasinda Tiirkiye’de cografik, ekonomik, Kkiiltiirel,
egitimsel ve sosyal faktorlere bagli olarak degisim gostermektedir. Tiirkiye’nin dogusu ve
batisisnda meme kanserinin tani1 evresi ve tedavilerinde biiyiik farkliliklar vardir. Meme

kanserinin erken tanisi ve tedavisi yasam siiresinin uzamasi i¢in 6nem arz ettigi bilinmektedir

[17].

2.1.2.2. Meme Kanseri Patogenezi

Meme kanseri genel olarak duktal hiperproliferasyon ile baglar ve cesitli kansorejen
faktorlerin uyarmasiyla iyi huylu veya metastatik karsinomalara doniisiir. Tiimor mikrogevresi
meme kanserinin baslamast ve ilerlemesinde hayati rol oynamaktadir. Makrofajlar;
anjiyogenezi arttirabilr ve kanser hiicrelerinin immiin sistemden kacarak mutajeneik
inflamatuvar bir ¢evre olusturmasina sebep olabilmektedir [19], [20]. Tiimdriin ve normal bir
hicrenin  mikrogevreleri arasninda gozlemlenen farkliliklar sayesinde epigenetik
modifikasyonlarla karsinogenezi desteklemektedir. Son zamanlarda yapilan arastirmalarda
yeni bir malign hiicrelerin alt smifi olarak tanimlanan kanser kok hiicreleri oldugu
gozlenmistr. Timor baslangicinda, kagisinda ve niiksetmesinde islevseldir. Normal
dokulardaki kok hiicreler veya prjenitor hiicrelerden geliserek kendi hiicre popiilasyonlarini
olusturma ve kendini yenileyebilme yetenegi gostermektedirler. Kemoterapi ve radyoterapi
gibi tedavi yontemlerine Kkarsi direnglidirler. Meme kanseri kok hiicrelerinde bazal kok
hiicrelerden ziyade liiminal epitelyal projenitérlerden kaynakli oldugu goézlenmistir. Wnt,
Notch, Hedgehog, p53, PI3K ve HIF sinyal yolaklari meme kanseri kok hiicrelerinin kendini
yenilemesi, ¢ogaltmasi ve metaztazinda etkili yolaklardir. Meme kanserinin baglamasi ve
ilerlemesini gdsteren iki tane teori vardir bunlardan birincisi kanser kok hiicre teorisi, digeri
ise sitokastik teoridir. Kanser kok hiicre teorisinde, biitlin tiimdr tipleri ayn1 kok hiicre veya
projenitor hiicrelerden kaynakli oldugu diistiniilmektedir (Sekil 2 A). Stokastik teori ise biitiin
tiimorlerinin tek bir hiicreden olustugu disiiniilmektedir (Sekil 2 B). Rastgele gerceklesen
mutasyonlarda meme hiicresinin kanserlesebilecek kadar mutasyon biriktirmesiyle timor
hiicresine doniismesine neden olur. Bdyle teoriler olsa bile kesin olarak meme kanserinin

neyden kaynaklandigi kesin olarak bilinmemektedir [1].
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Sekil 2. Meme kanseri baglamasi ve ilerlemesinde ki teorilerin sematik gosterimi. (A) Bdtiin tumor
tipleri ayn1 kok hiicreden veya projenitor hiicrelerden olusur. (B) Her tiimdr tipi tek bir hiicre tipinden
olusur. Rastgele mutasyonar, herhangi bir meme kanserinde zamanla mutasyon biriktirerek timor
hiicrelerine doniisiir [1].

2. 1. 2. 3. Meme Kanseri risk faktorleri

Yirminci ylizyilin baglarindan bu yana meme kanserinin risk faktorleri hakkinda birgok
bilgiye ve kanita ulasilmisti. Meme kanseri gelisimde obezite, ge¢ dogum, yas, ¢evresel
faktor, erken veya ge¢ menapoz, alkol, sigara, fazla radyasyona maruz kalma, kalitsal
nedenler ve hormon terapisi gibi bir¢ok risk faktorii vardir. Kadinlarda meme gelisimi ve
doku farklilagsmasi dstrojen hormonunun salinmasina yanit olarak ergenlik doneminde baglar
ve gebelik, hamilelik, emzirme donemlerinden menopoza kadar devam etmektedir. Gebelik ve
laktasyon sona erdiginde bunlarin yani sira menopoz da gerceklestiginde meme dokusunda
farklilasma azaldig1 ifade edilmektedir. Bag doku meme hiicrelerinin hem normal hem de
anormal sekilde biliyiimesine ve islevinin diizenlenmesinde rol alir. Ayn1 zamanda meme de

fibroblastlar, adipositler, makrofajlar ve lenfositler bulunur. Bu hiicreler dstrojen hormonunun
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ve diger diizenleyici faktorlerin iiretilmesini ve bunlara yanit olusturulmasinda gorevli
olduklar1 belirlenmistir. Meme dokusundaki bu yapilarda ve isleyislerindeki herhangi bir
degisiklikte meme kanseri olma riski gortilebilir [21]. Meme kanseriyle ilgili bir¢ok gen
tanimlanmigtir.  Onkogenlerin  ve anti onkogenlerin mutasyonlar sonucu anormal

amplifikasyonlar1 tiimoriin olusmasinda ve baslamasinda 6nemli olarak ifade edilmektedir.

2.1.2.3.1. Meme Kanseri iliskili Gen 1/2 (BRCA 1/2)
Meme kanseri iligkili gen 1/2 (BRCA 1/2) meme kanserin i¢in énemli onkogenlerdir. BRCA
1 geni kromozomun 17g21 (Sekil 3), BRCA 2 geni kromozomun 13912 kolunda
konumlanmugtir [22], [23]. Homolojileri birbirinden farklidir fakat bazi fonsiyonel 6zellikleri
benzerdir. Her ikisi de tiimor baskilayici proteinleri kodlamaktadir. BRCA 1 geni bir tiimdr
sporesor protein gibi davranarak protein yapimin tesvik eder. BRCA 1’in eksikliginde hiicre
dongiisii kontrol noktasinda diizensizlik, anormal sentrozom duplikasyonu ve genetik
insitabliteyle apoptoza yol agmaktadir [24], [25]. BRCA 1’in ekspresyonu; p130, pl107 ve
retinoblastoma (Rb) gibi proteinler tarafindan E2F’ye bagl sekilde baskilanir. BRCA 1 geni
kendi promotor, intron ve terminatdr bolgeleriyle etkileserek diizenlemektedir. BRCA2, mitoz
ve mayoz boliinmesinde iki zincir kiri@int onarir ve homolog rekambinasyonda rol oynar.
BRCA 2 iligkili meme kanserinin invaziv duktal karsinom olma olasiligi diger olasiliklara
gore daha yulksektir [26]-[28]. Bir kisi BRCA 1 ve BRCA 2 genlerinden birinde herhangi
zararli bir mutasyon gegirir ise meme kanseri olma riski onemli diizeyde artmaktadir. Bu
genlerdeki mutasyonlarda ikinci allel normal olsa dahi otozomal dominant olarak kalitsal
sekilde aktarilmaktadir. Kalitsal meme kanserinin yaklasik %20-25’1 BRCA1/2 genlerindeki

mutasyonal neden olmaktadir [29].
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Sekil 3. BRCAL geni [30].



2.1.2.3.2. insan Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii 2 (HER2)

Insan epidermal biiyiime faktér reseptorii 2 (HER2), 17. kromozmun uzun kolunda bulunur ve
onemli bir onkogendir. Meme kanseri vakalarinin yaklasik %?20’sinin patogenezinde rol
oynamaktadir. Her geninin ekspresyonu, gen amplifikasyonu ve yeniden diizenlenme yoluyla
aktive edilir. Ilk olarak siganlarin néroblastoma hiicrelerinde Neu olarak tanimlanmistir [31].
Her2 protein tirozin kinaz ailesinin epidermal buyume faktori reseptoridir (EGFR) ve ¢esitli
sinyal yolaklarini aktive eder [32]. Siganlarda HER2’nin nakavt edilmesi normal meme kanali
olusumunu bozmaktadir. HER2’nin asir1 ekspresyonu PTEN/Akt/mTORCI sinyal yolagiyla

kanser kok hiicrelerinin sayisini arttirmaktadir [33].

2.1.2.3.3. Epidermal Blyume Faktor Reseptort (EGFR)

Epidermal biiylime faktorii (EGFR), 7. kromozomun kisa kolunda bulunmaktadir. Tirozin
kinaz ailesinin hiicre ylizey glikoproteinidir. PI3K, ras/raf/MAPK ve JNK sinyal yolaklarini
aktive ederek hiicre proliferasyonu, hiicre invazyonu, anjiyogenezi tesvik eder. Ayni zamanda
hiicrelerin apotoza gitmesinin de engellemektedir [34], [35]. Inflamatuvar meme kanserinde
EGFR’nin asir1 anlatiminin oldugu goriilmiistiir. Bunlarin yani sira dstrojen reseptorii (ER),
progesteron reseptori (PR) negatif oldugunda ve HER2’nin asir1 ekspresyonu olmadiginda

EGFR’nin de asir1 anlatimi oldugu gézlenmistir [21], [36].

2.1.2.3.4. Ras

Ras genleri sirasi ile insanin 1, 11 ve 12. kromozomda konumlanan N-Ras, H-Ras ve k-
Ras’tir. Bu genler tarafindan guanozin trifosfta (GTP) baglayan protein (G proteni) siliper
ailesine ait proteinlerdir. Insanlarda kanser {ic Ras geninde mutasyonlar sonucu asir1
ekspresyonu gerceklesir ve bir cogu GTP baglama bolgesindeki yanlis mutasyonlar sonucu
olusmaktadir [37]. Meme kanserinde Ras mutasyonlarina ¢ok sik rastlanmasa da Ras
sinyalindeki anormalliklerine hem 1yi huylu hem de kotii huylu meme kanseri yolaklarinda
rastlanmaktadir [38]. H-Ras meme kanseri hucrelerinde proliferasyonu, invazyonu ve
apoptozu inhibe etmede etkili olbildigi gozlenmistir. Hem primer hem de ilerleyen meme

kanseri hastalarinda H-Ras’1n fazla ekspresyonu kotii prognoz oldugunu gosterir [39], [40].

2.1.2.3.5. c-Myc

Insanda 8. kromozmun uzun kolunda bulunmaktadir. Myc proteini kodlayarak heliks-loop-
heliks 16sin fermuar domaini iceren protoonkogen olan bir transkripsiyon faktéridar.
Ekspresyonu biiyiime emriyle artmaktadir. Meme kanseri baglamasinda ve ilerlemesinde c-

Myc Onemli rol oynamaktadir. c-Myc’nin fazla ekspresyonu ilerlemis meme kanserinin
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invazyonunda gozlenmistir fakat iyi huylu dokularda c-Myc amplifiksyonuna rastlanmamistir
[41], [42], [43].

2.1.2.3.6. Ostrojen
Ostrojen, meme kanserinde 6nemli bir rol oynayan bir hormondur. Meme timérlerinin
yaklasik % 70-80' ostrojen reseptoriinii (ER) eksprese etmektedir. Ostrojen; meme kanseri
gelisimini iki ana yolla destekler: hormonun metabolitleri ve dogrudan veya serbest
radikallerin olusumuyla mutasyonlara neden olabilir. Ayrica Ostrojen, meme hiicrelerinin
proliferasyonunu = siirdiirebilmesi i¢in dogal bir yetenege sahiptir, dolayistyla tiimor
gelismesine yardimci olmaktadir [21]. Buna ek olarak, endojen ve eksojen oOstrojenlerin
ikiside meme kanseri riski olugsmasinda etkilidir. Endojen 0Ostrojenler menopoz 6ncesinde
kadinlarda yumurtalikta dretilir ve meme kanseri riskini azaltabilir. Eksojen &strojenlerin
temel kaynagir dogum kontrol haplar1 ve hormon destek tedavisidir (HDT). Dogum kontrol
haplar1 1960’lardan bu yana kullanilmaktadir, 10 yildan uzuzn siire dogum kontrol hap1
kullanmayan kadinlarda meme kanseri riski azalmaktadir. HDT menopoz ve postmenopoz
olan kadinlarda eksojen veya diger hormonlar1 kullanilmasidir. Yapilan calismalarda HDT
uygulanan kadinlarda meme kanseri riski artmistir ayrica kullamayr birakan kadinlarda iki yil

sonrasinda meme kanseri riski azalmistir [44], [45], [46].

2.1.2.3.7. Yas ve Ailesel Ge¢cmis

Yas ve ailesel gegmis meme kanseri olusmasinda ¢ok onemli risk faktorlerindendir. Meme
kanseri insidansi yasla iligkili olarak artmaktadir. Bu yiizden kirk yasinin iizerindeki kadinlar
diizenli sekilde mamografi taramasi yaptirmalidir [47] . Ailesel ge¢cmis hikayesinde kanser
olan birinde kanser olma riski olmayanlara kiyasla daha fazladir hatta annesi veya kiz kardesi
meme kanseri olan bireyler daha c¢ok risk altindadir. Yapilan bir ¢alismada birinci derece
akrabalart meme kanseri olan kadinlarin olmayanlara kiyasla 1,75 kat daha yiiksek riskli
olduklar1 bulunmustur. Buna ek olarak yakin akrabalarindan biri meme kanseri olan kislerle
olmayan kisiler karsilastirildiginda, olanlarin 2,5 kat daha fazla risk altinda olduklar
goriilmiistiir. Meme kanserine kalitsal olarak yatinlik BRCA1 ve BRCA2 genlerinde olan
mutasyonlarla ilgilidir [48].

2.1.2.3.8. Ureme Faktorleri

Menapoza gec¢ girmek, erken menars donemi, ilk gebeligin ge¢ olmasi gibi faktorler meme
kanseri riskini arttirabilir. Menapozun gecikmesiyle meme kanseri riskinin arttigi

gozlenmistir. Ge¢ menars olan ve erken dogum yapan kadinlarinda meme kanseri riskinin
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azaldign gozlenmistir. Ureme faktdrlerinin dstrojen (ER) hormonuyla da iliskili oldugu
bulunmustur. ER+ ve ER- meme kanseri arasinda kanser olma riskine bakildiginda ilk
dogumun 25 yas alt1 oldugu bir durumda kanser olma ihtimali daha diisiikken iken 30 yas {istii

dogum yapan bir kadinin meme kanseri olma riski daha yiiksektir [48].

2.1.2.3.9. Yasam Tarz1

Meme kanseri riskini arttiran bir diger faktor ise yasam tarzi olarak ifade edilmektedir. Asiri
alkol tiiketimi, sigara kullanimi, fazla yag alimi, obezite gibi yasam tarzi edinenlerin meme
kanserine yakalanma riski daha ¢ok artmaktadir. Alkol tiikketimi kanda bulunan &strojen ile
iligskili hormonlarin seviyesini yiikseltebilir ve Ostrojen reseptor yolaklarinin aktiflesmesinin
tetikleyebilir. Yapilan bir arastirmada giinde 35 ile 44 gram arasi alkol alan bir bireyin meme
kanserine yakalanma riski artmaktadir ve giinlilk 10 gram alkol alimindaki artis bu riski
%7’lik oranda arttirdigi bulunmustur. Doymus yag alimi meme kanseri riskini ve koti
prognozu arttirmaktadir [49]. Sigara kullanimi emzirmeyen ve hamile olmayan kadinlarin
meme sivilar incelendiginde sigara dumaninda bulunan mutajenlere rastlanmistir ve bu da
meme kanseri riskini arttirmaktadir. Erken yaslarda sigara kullanimina baglamanin meme

kanseri olugmasinda etkisinin daha fazla oldugu gosterilmistir [50], [51].

2.1.2.4. Meme Kanseri Tedavi Yontemleri ve Onlemleri
Meme kanseriyle ilgili bir¢ok teorik ve klinik ¢aligsmalar yapilmis ve hala yapilmaktadir.
Meme kansernin erken teshisi 6nemlidir. Cesitli taramalar, kemopreferanslar ve biyolojik bir
takim Onemler alinarak meme kanserinin mortalitsi azaltilabilir. Fakat gunumizde hala
kadinlarda 6lim orami en yliksek olan kanser tiiri meme kanseridir. Meme kanserinin
%90’dan fazlasi primer tiimor yerine tiimdr metastazi sonucu gerceklesmistir. Kanser primer
timor veya metastazin erken evresinde teshis edilirse meme tiimorii ameliyetla ¢ikarilir ve
kemmoterapi tedavisiyle sagkalim arttirilablir. Diisiik X-1sinlariyla ¢ekilen mamaografi
taramas1 30 yas ustii her kadinin yaptirmasi gereken bir taramadir. Amerika’da yapilan bir
arastirmada 50-74 yas aras1 olan kadinlara her iki yilda bir mamografi taramasi yapilimistir ve
meme kanserinin mortalitesinin diistiigii gézlenmistir [52], [53]. Meme kanseri tedavisinde
kullanilan bir yontem olan kemoterapinin amaci karsinogenezi baslatan DNA hasarin1 veya
var olan tiimdre yatkin hiicrelerin ¢ogalmasini durdurarak ya da etkisini ters ¢evirerek invaziv
meme kanseirgelismesini farmakolojik veya dogal ajanlarla engellemektir [49]. Meme kanseri
icin en O6nemli kemoterapotik hedef Ostrojen reseptoridir (ER), cunkii meme kanserinin
%70’den fazlas1 ER+ meme kanseridir. Segici 0strojen reseptdr modlatorleri (SERM) ve
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aromataz inhibitorleri (Al) onemli iki antistrojen ilag sinifidir. Tamoksifen uzun yillardir
kullanilan bir SERM’dir ve meme kanserinin biitiin asmalarinda tedavi amacli kullanilir [54].
Tamoksifen ile ilgili yapilan ¢aligsmalarda 5 y1l tedavi edilen hastalarda ER+ meme kanserinde
%30’dan fazla azalma oldugu gozlenmistir. Bir diger SERM Raloksifendir. Postmenapoz olan
kadinlarda invaziv meme kanser tedavisinde kullanilmaktadir [55]. Postmenapoz kadinlarda
SERM yerine Al’larda kullanilmaktadir, AT’lar sadece postmenapozal kadinlarda
kullanilmalidir. Al’lar androjen Gstrojen biyosentezini katalize eden aromatazi inhibe ederek
Ostrojenleri plazma seviyesine azaltir. Sterodi ve steroid olmayan inhibitorler olmak Uzere
ATl’lar iki sinaf ayrilir. Al’lar ile ilgili yapilan aragtirmlarda meme kanseri insidansini azalttig

ve hatta tamoksifene kiyasla daha etkin oldugu gézlenmistir [56], [57].

Meme kanseri hastalarinin yasam kalitesini arttirmak icin biyolojik dnemlere bakildiginda
monoklonal antikorlarin ana hedefi olan HER2 {izerine yogunlagilmigti. Meme kanseri
vakalariin yaklasik oarak %20-30’u HER2 proteinini asir1 eksprese edilmesiyle veya gen
amplifikasyonun ¢ok olmasi sonucu oldugu goézlenmistir. Monoklonal antikor olan
Transtazumab (Herceptin) HER2’yi hedefleyen FDA tarafindan onaylanmis ilk ilagtir.
Transtazumab, HER2’nin hiicre disindaki domain IV’iin C-terminal ucuyla etkilesime
girebilir [58], [59]. Bazi mekanizmalarda tarnstazumab MAPK ve PI3K/Akt yolaklarin1 veya
antikora bagiml hiicr aracili sitotoksitite mekanizmasini inhibe ederek bagisiklik sistemini
kanser hiicrelerine kars1 aktiflestirerek, kanser hiicresinin proliferasyonu ve biiylimesini
engelleyebilir [58]. Transtazumab ilk olarak metastatik meme kanserinde kullanilmistir ve
etkili oldugu goézlenmistir. In vitro deneylerle birlikte diger antitiimor ilaglarla kombine
tedavilerde de etkili oldugu gozlenmistir [60]. Bir baska monoklonal antikor olan ve meme
kanserinde kullanilan ila¢ pertuzumabdir. Transtazumab gibi etki eder fakat baglanma bolgesi
farklidir. Transtazumab ile kombine tedavide kullanilan pertuzumab HER2 + meme

kanserinde sag kalimi arttirdig1 gézlenmistir [61].

Giintimiizde immiinoterapi alaninda 6nemli gelismeler olmustur. Programli hlicre 6lumlerinde
bagisiklik sistemi bloke edilerek spesifik bir ligand tarafindan baglanabilen cesitli bagisiklik
hiicrelerinde eksprese edilen zar proteinleri liretilmektedir. Nivolumab ilaci programli hiicre
Olima inhibitérd olup, pembrolizumab metastatik melanoma ve kii¢iik hucreli olmayan

akciger kanserinde gibi tiimorlerin tedavisinde kullanilmaktadir [62].
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2.2. Biyume Hormonu (BH)

Biiylime hormonu (BH), 22 kilodalton (kDa) biyiikliglinde, 191 amino asit igeren bir
proteindir. 17. kromozomun 17¢23.3 pozisyonundaki uzun (q) kolunda konumlanir (Sekil 4).
Insanlarda biiyiime, gelisme, metabolik olaylar1 diizenleyen, emzirme, azot birikmesi,
diyabetik ve insiilin benzeri etkiler gibi ¢ok cesitli biyolojik etkileri ortaya ¢ikaran, anterior

hipofiz tarafindan salinan bir hormon olarak bilinmektedir.
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Sekil 4. insan biiyiime hormonu (121).

BH salgilanmasi, iki antagonistik sistem olan, bliylime hormonu salgilayan hormon (GHRH)
ve somatostatin tarafindan kontrol edilir. GHRH ve somatostatin hipotalamus tarafindan
salgilanir. Hipofizyal portal sistemini gegtikten sonra somatotrof hiicreleri iizerinde bulunan
ilgili reseptorlerine baglanir. BH salgilanmasinin diizenlenmesine bir¢ok hormonal ve merkezi
sinir sistemi sinyalleri aracilik etmektedir. GHRH, BH biyosentezini uyarir ve hipofizden
salinmasini kontrol ederken; BH kendi saligisini inhibe etmek i¢in beynin ortanca yerinde
noronlardan salinan somatostatin noronlariin aktiflesmesini uyararak BH salinimini inhibe
eder (Sekil 5). Sadece somatostatin degil her GH salinimini uyarmak i¢in hipotalamik GHRH
de gereklidir [63], [64]. Steroid ve tiroid hormonlar1 ile birlikte insiilin benzeri biiyiime
faktoru | (IGF-1) ve insulin benzeri biytme faktord 11 (IGF-I1) gibi periferal hormonlar da BH
sekresyonunun Kontroliine katilirlar. GHRH; BH hematopoetik sistem de dahil olmak iizere
diger birgok doku i¢inde sentezlenir ayn1 zamanda memede de bulunur ve meme gelisiminde

de etkinligi belirtilmistir [65], [66], [67].
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Sekil 5. Biylme hormonu saliniminin diizenlenmesi [68].

BH, ilk olarak 10 yillik bir yasam siiresinde artar, ergenlik doneminde maksimum salgi
seviyelerine ulasir ve daha sonra salgi ve kan seviyeleri yasla birlikte yavas yavas azalir.
Cocuklarda BH eksikligi ciicelikle ve hipofiz tiimorlerine bagl fazla salgilanmasi akromegali
cocuklarda devlik) ile sonuglanir [69]. 1988°de yapilan tedavi arastirmalarinda birgok
cocugun terapotik olarak GH aldiktan sonra losemi seviyelerinde ilerleme oldugu zaman
BH’in tiimorojenik etkisinin oldugu ortaya ¢ikmistir [64], [70]. Kiiltiirlenmis ¢esitli timor
hiicre hatlari, BH eyleminin ger¢eklesmesinde rolii olan IGF-I reseptorlerine sahiptir ve bazi
kanser hiicre hatlar1 cevrelerindeki normal hiicrelerden daha fazla IGF-I baglanmasi
gergeklestirmektedir. Pekonen ve arkadaslarimin yaptigi baska bir ¢calismada, ayni hastalardan
alinan normal meme dokulariyla kanserli meme dokularinin IGF-I baglama potansiyelleri
karsilastirildiginda, kanserli dokunun daha fazla IGF-I bagladigi gézlenmistir [71]. IGF-I’in
kiiltiirlenmis hiicrelere eklenmesiyle DNA sentezi ve hiicre proliferasyonunu uyardigi
gosterilmistir. Akromegali olan kisilerde malignitenin yaygin olan ikinci 6liim nedeni
oldugunu bildirmislerdir. Genel olarak, maligniteden 6liim oraninin genel popiilasyondan iki

kat daha fazla oldugu gézlenmistir [72], [73].
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BH reseptorii (GHR) ve prolaktin (PRL) (Sekil 6) reseptorii (PRLR), tiirler arasinda yiiksek
oranda korunan yapisal olarak benzer sitokin reseptorii siiper ailesi liyeleridir. BH, insanlar da
dahil olmak Uzere omurgalilardaki c¢esitli dokularda biiyiimeyi hizlandiran ve metabolik
olaylar1 diizenler [74], [75], [76]. Memelilerde laktasyonun diizenlenmesi i¢in ise PRL
gereklidir. Insan BH ve insan PRL biyolojisinin énemli &zelliklerinden biri, insan PRL'nin
sadece insan PRLR ile etkilesmesine ragmen, insan BH'nin hem insan GHR hem de insan
PRLR'ye iyi baglanmasidir. Meme kanseri hiicreleri fazla miktarda GHR ve PRL eksprese
etmektedir. BH gibi, PRL esas olarak anterior hipofizden yayilir, ancak ekspresyonu meme
hiicrelerinde olmaktadir. PRL'min bir¢ok etkisi vardir ama oOzellikle meme gelisimi ve
emzirme doneminde Onemli rolleri vardir. Ayrica PRL, insan meme kanserinde endokrin,
otokrin veya parakrin etkilerde rol oynayabilir. PRL sinyalleme 6zellikleri Janus Kinaz 2
Tirozin Kinaz/JAK2-sinyal transduser ve transkripsiyon aktivatori 5 (JAK2/STAT5)
yolaklarinin kullanimi dahil olmak {izere BH sinyalleme 6zelligi gostermektedir. Bunlar kendi

reseptorleri arasindaki etkilesimlerle iliskilidir [76], [77], [78].

Sekil 6. (A) Insan biiyiime hormonu ve (B) prolaktinin molekiiler olarak gosterimi [79].

2.2.1. Otokrin Blytume Hormonu ve Meme Kanseri
Meme kanserinde mortalite ve bu sireci destekleyen faktorlerin roll 6nem arz etmektedir.
Ostrojenin  meme kanserinde onemli bir rolii vardir ve prognozun belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Yapilan c¢alismalarda Ostrojen reseptoriiniin negatif oldugu hastalarda
HER2/Neu ekspresyonunun ve metastaz olma olasiligmin arttigi gézlenmisti. HER2 nin

paralogu olan heregulin, epidermal biiylime faktorii ve dstrojen meme bezi gelisim faktorler
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olarak belirtilmistir. Meme bezinin gelismesinde rol alan diger hormonlar ve biiylime
faktorleri meme kanseri gelisiminde rol alabilmektedir [80], [81]. Omegin BH, memede
duktal uzama ve duktal epitelyum terminal u¢ tomurcuklanmasi ve farklilagmasinda onemli
role sahiptir. Bunun yani sira prolaktin de hiicre proliferasyonu i¢in gereklidir. Hem prolaktin
hem de BH insanlarda prolaktin reseptoriinii aktive edebilir ve benzer sinyal yolaklarini aktive
ederek tiimdr olusumuna etki eder. Reseptorlerin aktiflestirdigi yolaklar JAK2/STATS, Src
ailesi kinazlar ve bunlarin aktiflesmesiyle PI-3 kinaz yolag: aktiflesmektedir. Bu yolaklarin

hepsi hiicre proliferasyonu, hiicresel sagkalim ve metastazda rol almaktadir [82], [77].

Meme kanseri insidansi ve progresyonunda prolaktin ve BH seviyeleri arasinda diistik bir
iligki vardir fakat akromegali hastaliklarinda artan bir meme kanseri insidans1 bulunmaktadir.
Akromegali hastalarinda hiicrede serbest IGF-1’in somatotrofik etkisi incelendiginde meme
kanserini tetikledigi ve meme kanseri riskini arttirdigi gézlenmistir [72]. 2002 yilinda Raccurt
ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada insanlarda meme dokusunda BH ekspresyonunun arttigini
ve epitelyal hiicre proliferayonuyla iliskli oldugunu ayrica metastatik meme karsinomunda da
BH ckspresyonunun ¢ok fazla seviyede oldugunu gostermislerdir [83]. Mukhina ve
arkadaslar1 da BH’mn otokrin olarak salimiminin meme karsinom hiicrelerinde invazif bir

goriiniim sagladigini gostermistir [80].

2.3. Curcumin

Curcmin Dogu Hindistan bitkisi olan Curcuma longa’dan ismini alan ve bu bitkinin
koklerinden elde edilen bir bilesiktir. Curcuma longa, Zingiberacae (zencefil) ailesinin bir
tiyesidir. Curcumin bir curcuminoid olup yaklasik % 2-5 oraninda zerdecal igerir [84], [85].
Zerdegala sar1 rengini vermesinin yani sira terapotik etkilerinin ¢ogundan da sorumludur.
Anti-inflammatuvar, anti-timorijenik, anti-septik ve anti-oksidan 0zellikleri nedeniyle
alternatif tiptak kullanilmasi 6n goriilmektedir. Kimyasal formili C21H200s (Sekil 7) olan
curcumin lipofilik bir polifenoldir bu yilizden suda ¢6ziinmez ama aseton, etanol ve

dimetilstlfoksit gibi organik ¢ozuculerde ¢ozlnebilir [5], [86], [87].
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Sekil 7. Curcumin’in molekiiler formuli.

Curcumin’in 1970’lerde yapilan arastirmalarda anti-diyabetik, anti-inflamatuar ve anti-
oksidan 6zellikleri kesfedilmistir. 1980’lerde ise in vivo ve in vitro arastirmalar da anti-kanser
etkisinin de oldugu kesfedilmistir [88], [89]. Curcumin molekuler diizeyde birgok sinyal
molekiiliiyle iligkili oldugu goriilmiistiir. Curcumin transkripsiyon faktorleri, enzimler, ilaca
direnc¢li proteinler, biiylime faktorleri, reseptorler, hiicre sag kalim proteinleri gibi bir¢ok
hedef molekiil ve hiicresel igerige bagli olarak up-regilasyon veya down-reglasyon olabilir.
Ayn1 zamanda curcumin'in ¢oklu sinyal yollarmi baskiladigi ve hiicre proliferasyonunu,

invazyon, metastaz ve anjiyogenez inhibe ettigi gosterilmistir [88], [90], [91].

Curcumin ile ilgili yapilan arastirmalarda bir¢ok kanser tiirline etkisi oldugu goézlenmistir.
Insanlarda meme tiimdr hiicreleri Ostrojen/progesteron reseptdriinii (ER) eksprese ederek
timorin ilerlemesinde 6nemli rol oynar. Curcumin hem ER-pozitif hem de ER-negatif
hiicrelerde proliferasyonu inhibe etmektedir [92]. Meme ve bir¢ok kanser turinde de fazla
eksprese olan HER-2 curcumin ile baskilanmistir. Ayrica PARP-1 radyasyon ve 0strojen
kaynakli DNA hasarlarina kars1 hiicresel olarak korumada onemli bir rol oynadigi
goriilmiistiir [93]. Curcuminin, kaspaz-3 aktivasyonuyla DNA hasari, endoplazmik retikulum

(ER) stresin indiikledigi apoptoza neden oldugu gosterilmistir [7].
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2.3.1. Curcumin ve Meme Kanserli

Curcuminin yapilan arastirmalarda endotel hiicreleri, lenfoist, hepatosit ve memeli epitel
hiicrelerinde degisik etkileri oldugu gosterilmistir. Cesitli kanserlerde anti-kanser,
kemopreventif ve antioksidan 6zellikleri oldugu ayni zamanda hiicrelerin biiylimesi, apoptotik
ve otofajik siireglerini hiicresel olarak diizenledigi gosterilmistir [91]. Cesitli transkripsiyon
faktorleri, hicrese sinyalde gorevli proteinlerin, onkogenlerin, tumoér buyimesi ve
metastazindaki DNA mutasyonlarinda gorev almaktadir. Bircok kanserde kemoteropotik
olarak kullanildigi i¢in 6nemlidir. Curcuminin tiimor hiicreleri tizerinde glutatyon seviyesi
normal hiicrelere kiyasla daha diisiiktiir, bu da tiimor hiicrelerinin curcumine daha fazla
duyarli oldugu anlamina gelmektedir. Diisiik konsantrasyonlarda lipit peroksidasyonunu ve
sitokrom ¢ saliniminin azaldigy, yiiksek konsantrasyonda ise glutatyonun azalmasiyla kaspaz 3
aktivasyonuna sebep oldugu gozlenmistir [94]. Meme kanserinde fazla ekspresyonu olan
HER2’nin curcumin uygulamasiyla ekspresyonunun azaldigi gozlenmistir. Kunnumakkara ve
ark. yaptig1 ¢alismada, meme kanseri olan ¢iplak farelerde 58-60 giin sonra inokilasyon
gerceklestirilmis ve daha sonrasinda curcumin diyeti uygulanarak tiimoriin akcigere metastaz
etme insidansinin azaldigi tepit edilmistir. Tedavi edilmeyen gruptaki farelerde ise akciger
metastazi gdzlenmistir [90], [86], [95]. Ostrojen reseptorii meme kanserinde timor
gelismesinde onemlidir. Meme kanserinin yaklasik {igte birinde gerekli reseptorleri eksprese
etmektedir. Ostrojen tedaviler igin &nemli bir hedeftir. 1998 yilinda Verma ve ark
caligmasinda curcuminin ER+ ve ER— hiicre proliferasyonlarini inibe ettigi gézlenmistir [92],
[96]. Curcuminin ayni zamanda hiicre niikleer antijeni (PCNA) ve p53 mRNA’larinin
ekspresyonunu inhbie ettigi [97] hiicre dongiisliniin G1 fazinda biriken hiicreler curcumin
uygulamasiyla MAPK yolaginidaki temel elemanlarinin uyarilmasiyla kanser hiicrelerinin
cogalmasini pozitif yonde etkileyen EZH2 gen ifadesinin bastirildigi [98], Wnt/B-katenin
yolagimin anormal aktive olmasi meme kanseri gelisimini tetiklemektedir ve curcumin ile

meme kanseri hiicrelerinde siklin D1 ve B-katenin ifadesinin azadig1 tespit edilmistir [99].

2.4. Hucre Olumu
Hiicre 6liimii, hiicrenin temel yasamsal fonksiyonlarini siirdiiremedigi zaman gerceklesen
biyolojik bir olaydir. Bu biyolojik olay; normal hiicrelerin degistirilmesi, hastalik veya
lokalize yaralanma gibi faktorlerin sonucunda hiicresel sorunlara karsi koruma mekanizmasi
olarak gelisen bir durumdur. Hiicre 6liimii, apoptotik ve nekrotik olmak {izere morfolojik
goriintime, farkli proteazlarin dahil oldugu veya olmadan gerceklesen enzimolojik kriterler ve

immiinolojik veya immiinolojik olmayan 6zelliklerine gore siniflandirilabilir. Programli hiicre
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oliimii ise fizyolojik ve evrimsel agidan korunan bir siiregtir. Cok hiicreli organizmalar basta
olmak tizere embriyolojik gelisim, doku olusumu ve sagligi gibi bir¢ok olayda 6nemlidir
[100]. Programli hiicre o6liimleri yillarca apoptoz ve nekroz olarak tanimlanmistir. Yapilan
arastirmalarla ve gelisen teknolojiyle birlikte baska bir programli hiicre 6liimii yolagi olan

otofajik hiicre 6liimii de eklenmistir.

2.4.1. Otofaji

Otofaji Yunancada kendi anlamindaki ‘auto’ ve yemek anlamindaki ‘phagien’ anlamindaki
kelimelerden tiiremis olup hiicrenin kendi kompanentlerini lizozomal aktivasyon ile degrade
ettigi hiicresel bir 6lim cesididir. Sitoplazmik kompanentler, organeller tek basina ve
lizozom/vakuol lumeninin igerisine hareket ederler. Otofajinin kanser, metabolik ve
norodejeneratif bozukluklar gibi hastaliklarda rolii oldugu ifade edilmistir. Hiicresel otofajik
aktivite genellikle bazal kosullar altinda diisiik oldugu ancak besin aclig1, hipoksi veya enerji
tiikenmesi, hormonal uyarim veya farmasotik ajanlarda hiicrede otofajiyi artirabilir. Otofaji
Olmekte olan hiicrelerde gozlemlenen yaygin bir morfolojidir, bu 6zelliginden dolayr hiicre
olim yolag olarak diisliniilmiistiir. Ancak son arastirmalarda ana iglevinin hiicreyi 6lime

gotilirerek stresli kosullarda hiicreyi canli tutmak oldugu diisiiniilmektedir [101], [102].

Giliniimiizde memeli hiicrelerinde otofajinin 3 farkli mekanizmas: ifade edilmistir:
makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili otofaji. Her {liglinde de hiicrelerin igerigi
lizozomlar tarafindan yikilmaktadir fakat ticlinlin de biyolojik 6zellikleri birbirinden farklidir.
Genellikle tistiinde en ¢ok durulan makrootofaji ana otofajik yoldur. Makrootofaji; yikilacak
hedef molekulleri cevrelerinde bulunana diger sitoplazmik igeriklerden ayiran ¢ift kath
membran sistemi olan otofagozom yapilarim1 olusturur. Protein, karbonhidrat, lipit,
mitokondri, RNA ve peroksiziom gibi organeller otofagozomlarin igerisinde tutularak
lizozomlara tasinarak otofagozomlar1 olusturur ve burada lizozomal enzimler sayesinde
parcalanir [103]. Mikrootofaji; kiiciik sitoplazmik igeriklerin dogrudan lizozomlar tarafindan
pinositozla alinmasidir. Saperon aracili otofaji; KFERQ benzeri bir pentapeptit sekansi igeren
substrat proteinlerinin sitosolik Hsc70 kompleksi tarafindan taninmasiyla baslar. Daha sonra
bu kompleks lizozomal lizozom iligkili membran glikoprotein 2A (Lamp-2A) ile baglandiktan
sonra lizozomal liimene translokasyonu gerceklesir. Ug tipteki otofajiden sonra ortaya ¢ikan
bozunma iirlinleri; yeni protein sentezi, enerji iiretimi ve glukoneojenez gibi farkli amaglar

i¢in kullanilabilir (Sekil 8) [101], [104].

19



Makrootofaji Mikrootofaji Saperon aracih otofaji

Subsrat Hsc70
kompleksi
Membran Q 0

izolasyonu

Lizozom / gegc endozom

Lizozom

| i i Lamp-2A
invajinasyon B Lizozom

Otolizozom

-G

|— Urtinlerin degredasyonu

(6rn.; aminoasitler)

Protein sentezi, enerji Urunleri, glukoneojenez, vb.

Sekil 8. Otofaji turleri [101].

2.4.1.1. Otofajinin Molekiiler Mekanizmasi

Otofaji mekanizmasinda rol oynayan proteinler; 1992 yilinda Oshumi ve arkadaslarinin
mayalar iizerinde yaptig1 ¢alismalarla ‘otofaji ile iliskili genler’ ya da kisaca ATG proteinleri
olarak tanimlanmistir. Hiicrelerin besin veya biiyiime faktorii yoksunlugu, hipoksi, reaktif
oksijen tiirleri (ROS), DNA hasar1 veya hiicre i¢i patojenler gibi ¢oklu stres kosullarina karsi
hiicrenin hayatta kalmasini saglayan bir mekanizmadir [105]. Otofaji siireci; hiicrede otofaji
olusum merkezi (PAS) adi verilen ve memelilerde endoplazmik retiklum ile golgi arasinda
oldugu diisiiniilen bolgelerde otofagozomlarin olustugu goézlenmistir. Sitozol ve mitokondri
gibi biitlin organeller fagopor olarak bilinen ¢ift membranli vakuol yapisinin genislemesiyle
baslardigi, cift membranli otofagozom yapisinin olugmasini takiben, otofagozom yapisinin
olusumu tamamlandiginda dis membran1 bir lizozom ile birleserek otolizozom yapisi
olusturmaktadir. Lizozomun, lizozomal enzimleri otofagozom igerisine birakmasiyla birlikte
yikim iglemi baslar. Hiicreler otofaji sayesinde kendi organel ve proteinlerini enerji Gretimi

icin kullanip kendilerini metabolik stresten koruyarak canli kalabilirler [105], [106] (Sekil 9).
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Sekil 9. Memeli hiicrelerinde otofajinin molekiiler mekanizmasi. PE: fosfotidilmetanoamin [111].

Otofajinin molekiiler mekanizmas1 birka¢ tane korunmus ATG proteini icermektedir.
Baglatma basamaginda iki protein kompleksi bulunur. Bunlar; sinif III fosfotidilinositol-3-
fosfat (PI3P) kinaz (Beklinl/Atgl4L/hVps34/Ambral/nVps15) kompleksi ve Atg/ULK1
(Atgl3/FIP200/ Atgl01/ULK1/2) kompleksidir. Atg proteinlerinden mayalardaki Atg6
proteini, memelilerdeki Beclin-1 proteini otofajinin ilk basamagini olusturmaktadir. PI3P
otofajide onemli rol oynayan proteinleri ve protein gruplarimi kendisine baglar ve bu
kompleksi PAS bolgesine yonlendirir. Fogapor uzamasi ve otofagozom tanimlanmasi olaylari
Atg7 tarafindan katalize edilen LC3 konjugasyon sistemi ve Atgl2 konjugasyon sistemi
olmak iizere iki tane ubikuitin benzeri sistem tarafindan kontrol edilmektedir. Memelilerde bu
sistemde yer alan Atgl2’ye baglanmis olan Atg5 daha sonra Atgl6’ya baglanir. Daha sonra bu
kompleks otofagazom yapisina baglanmaktadir. Digerinde ise memelilerde LC3 proteini Atg4
tarafindan proteolitik olarak yarilir ve yag molekuli olan fosfotidilmetanoamin (PE)
molekiiliine baglanarak; LC3-I yapisindaki LC3’iin, LC3-II yapisina konformasyonel olarak
degisimini saglamaktadir. Daha sonra LC3-Il ve Atgl6-Atg5-Atgl2 kompleksleri birbirine
baglanarak otofagozom yapisinin lizozom ile fiizyonu i¢in hazir hale gelir. Fiizyon olayindan

sonra lizozomal olarak degredasyon gerceklesir (Sekil 9) [107], [108], [109], [110].

21



2.4.1.2. Otofaji Kontrol Mekanizmalar
Otofaji olusumunda birden fazla 6nemli sinyal yolaklari bulunmaktadir. Sinif III PI3P kinaz

otofajik vesikiil olusumundan sorumludur. Siif I PI3P/ protein kinaz B (Akt/PKB) mitojenik
uyarilarla aktive edilerek hiicrenin biiylimesini uyaran sinyal yolaklarindan biridir. Simif 1
PI3P, Akt/PKB yolaginin aktivasyonuna sebep olur. PI3P/protein kinaz B/Akt yolagi otofajiyi
baskilamaktadir. Bunun sebebi de aktif olan Akt otofajinin inhibisyonunda rol alan
rapamisinini memelilerdeki hedefi olan (mTOR) protein kompleksini aktiflestirmesidir.
Memeli hiicrelerinde rapamisin hedefi (mTOR) besin agisindan zengin olan kosullarda
otofajiyi baskilayan sinyale aracilik eder. Otofajinin mTOR tarafindan kontrol edilmesi
memelilerde ULK1/2 ve iliskili olduklar1 Atgl3’i fosforile ederek inhibisyonlarina neden
olmaktadir. ULK’un aktive olmasi otofajinin baglamasinda 6nemli bir adimdir. ULK, Atgl3
ve FIF200 (Atgl7) kompleksi olusur ve Atgl7’ler ULK tarafindan fosforlanir. ULK kinazlar
Beclin-1 kompleksini uyarir ve otofagozom olusumunda yer alan Atg5-12-16 membran
fragmentlerini olusturur [112], [113], [107].

Calpain-1, Atg12-Atg5 kompleksinin miktarini azaltarak otofajiyi kontrol altinda tutar, ayni
zamanda bu kompleks otofajinin artmasinda anahtar olan sinyal molekiiliidiir; hiicre i¢i Ca®*

2+

seviyesi de otofajiyi duzenler, Ca="’nin inhibisyonu otofajiyi indiiklemektedir. Ayn1 zamanda

2+

hicre icindeki Ca”"’nin azalmasi, Atgl2-Atg5 kompleksinden Atg-5’in ayrilmasini Onler.
Atg12-AtgS sinyal molekiilii, memeli hiicrelerinde besin bakimindan zengin kosullarda otofaji
seviyeleri Calpain-1 tarafindan diizenlenir. Calpain-1 inhibisyonu otofajiyi indiikler ve yanlis
katlanmis proteinlerin birikimini azaltir. Ayrica flusprililen ile tedavi edilen hiicrelerde Atgl2-
Atg5 kompleksinin seviyeleri artarak LC3-II ve Atg5S seviyelerinde artis olarak otofajiyi
indtklemektedir. Otofaji normal memeli hiicrelerinde diisiik seviyede olmasina ragmen
intraseliiler patojenler tarafindan aglik veya invazyon oldugunda dakikalar icerisinde hizli bir

sekilde indiiklenebilmektedir [109], [114].

2.5.Endoplazmik Retikulum (ER) Stresi
Okaryotik hiicrelerin hepsinde endoplazmik retikulm (ER) bulunmaktadir ve hiicrenin toplam
membran sisteminini yarisindan fazlasin1 olusturmaktadir. ER membraninin yiizeyinde ve
sitozoliinde ribozomlar bulunmaktadir. Bu ribozomlar farkli proteinler tarafindan sentezlenir.
Hicresel biyosentezde ER’in &nemli bir rolii vardir. ER membraniyla birlikte golgi
kompleksi, lizozom ve plazma membraninda bulunan transmembran protein ve lipitlerin
sentezi, ayrica mitokondri ve peroksizomlarin zar yapilarini olusturan lipitlerin birgogunun

sentezi baglar. ER salgilanan proteinlerin sentezlenmesi ve hiicre dis1 matrisin olusmasinda rol
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oynamaktadir. Bunlarin yam sira, yeni sentezlenip katlanmayan proteinlerin birgogu golgi
kompleksi ve lizozom yapilarini olusturmadan énce ER liimenine giderek katlanirlar. Saperon
olan Hsc70 proteinleri ve disiifit izomerazlar yeniden katlanmay1 kataliz etmektedirler [115],
[116]. ER’nin baska 6nemli fonksiyonlarindan birisi ise otofagozom yapisinin olugsmasinda
gorev almasidir. Otofagozom olusmasinda ER ve golgi zarinda yer alan sistein agisindan
zengin olan Zn+2 baglayan cift FYVE domaini iceren protein 1 (DFCP1) gorev alir. Bu
protein iki tane FYVE domaini igerir ve ER’de dinamik olarak bagli olan PI3P’yi baglar.
PI3P, ER’ye dinamik olarak baglanmistir. Bu olay, otofagozomal proteinlerin birikmesi ve
otofagozomal membranin genisleyip olusmasi i¢in ortam saglayan Vsp34 igeren keseciklere

yakin gerceklesmektedir [110].

ER stresi, ER’de protein katlanmasinin bozuldugu patolojik ve fizyolojik siireglerden
kaynaklanmaktadir. Okaryotik hiicreler; besin veya biiyiime faktdrii yoklugunda, hipoksik
kosullarda, reaktif oksijen tiirleri olusumunda, DNA hasar1, protein birikmesi ve hasarli hiicre
organeleri gibi bir¢ok farkl hiicresel strese maruz kalmaktadir. Bunlarin yani sira; ultraviyole
1510, sicaklik, pH, oksijen miktarii redoks potansiyelleri iyon konsantrasyonlari, sitokinler,
hormonlar ve ndrotransmitterler gibi parametrelere uyum saglamalidir. ER stres olusumunun
ilk basamaginda katlanmamis proteinlerden kaynakli bir¢ok sagkalim yolagi aktive
olmaktadir. Katlanmamais protein olusunca ER kendi protein katlama potansiyelini diizenler ve
bu bilgiyi hiicrenin ¢ekirdegine ileterek hiicresel homestaziyi transkripsiyonel yolaklarla
saglamaya c¢alisir [117], [118]. Yapilan ¢alismalarda katlanmamis proteinler ER’nin
genislemesine ve otofagozom olusumuna katkida bulunmustur. ER’ye 6zgii olan otofaji
genleri katlanmamus proteinler tarafindan aktiflestirilmistir. Bu sagkalim mekanizmasinda ER,
katlanmamuig protein sentezini de bloke eder, saperon ER proteinlerinin ekspresyonunu artirir

ve ER’nin protein katlama kapasitesini arttirir [119].

Pro-apoptotik faktorler mitokondiryal transmemebran porlarindan katlanmamis proteinlerin
gecirgenligini artirabilir. Apoptozun baslamasinda 6nemli olan kaspazlar aktive olur. Ayrica,
anti-apoptotik gen olan Bcl-2’nin ¢ok eksprese edilmesi de hiicrenin sag kaliminda pozitif etki
yapmaktadir [120], [121]. Katlanmamis proteinlerin cevab1 ile ER stresinin ortadan
kaldirilmast hiicrelerin kanser, diyabeti kardiyovaskiiler ve nerodejeneratif hastaliklardan

korunmasini saglamaktadir.

23



2.5.1. ER stres ve otofaji

Otofaji gibi ER stresininde hem 6liim hem de sag kalim fonksiyonlarinda gorevi bulundugu
gosterilmistir. ER’de sentezlenen proteinlerin sadece dogru katlanip katlanmamasi
proteinlerin gerekli hedeflerine tasinmasi i¢in bir kalite kontrol meknizmasi olusturmaktadir.
ER’ye yerlesmis saperon proteinler yanlis katlanan proteinleri ve ER rediiktazlari, proteozom
tarafindan pargalandiklar1 yere tasinmasinda yardimci olurlar [115], [122]. Yanlis katlanan
proteinlerin ER iligkili degredasyonun olmas1 i¢in par¢alanmasi i¢in katlanmamis protein
cevabi icin otofajiyi aktive ettigi gosterilmistir. ER’ye bagli otofaji sirasinda ER ve protein
agregatlar1 otofajozom olarak adlandirilan ¢ift membranh yapilara girer ve degredasyon icin
lizozomlara iletilir. Fogapor yapisi olusur. ER’ stresi sirasinda, ER liimeninde sitozole Ca*2
akisinin aktiflesmesi gergeklesir [123]. Bunun yani sira otofajiyi farkli indiikasyonlar1 da
gerceklesir. Katlanmamis proteinlerin PERK ve IREla proteinlerinin diizenlenmesinde de rol
oynadigi, PERK bagimli olan transkripsiyon faktorleri ATF4 ve CHOP’un ve Atg5’in
transkripsiyonel aktivasyonu indiikledigini gosterilmistir [122], [124].
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BOLUM IIl. MATERYAL VE METOT
3. 1. KULLANILAN MATERYALLER

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Ekler boliimiinde Tablo 1’°de sunulmustur.

3.1.2. Hiicre Kiiltiirii Donanimlari

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan donanimlar Ekler boliimiinde Tablo 2’de sunulmustur.

3.1.3. Kullanmilan Kimyasallar

Caligsma siirecinde kullanilan kimyasal maddeler Ekler b6liimiinde Tablo 3’te sunulmustur.

3.1.4. Kullanilan Tamponlar

Caligsma siirecinde kullanilan tamponlar ve igerikleri ekler boliimiinde Tablo 4’te sunulmustur.

3.1.4.1. Yuriitme Jelinin Hazirlanmasi
Proteinler %12’ lik SDS poliakrilamid jelde agirliklarina gore ayirmak icin yiritildi. Jel

icerigi Ekler bolimiinde Tablo 4’te sunulmustur.

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Hucre Kultura

MCF-7 (ER+ ve PR+) dogal tip meme kanseri hiicre hatlart American Type Tissue Culture
Collection’dan temin edilmistir. MCF-7 dogal tip meme kanseri hiicre hattina tez danigmani
(Dog. Dr Ajda Coker Giirkan) vyiiriitiiciiliigiinde gerceklestirilen TUBITAK 1001-113Z791
Numaral1 Proje’si kapsaminda ytiksek lisans 6grencisi (Merve Celik) tarafindan PC3.1 vektorii
igine klonlanan insan BH geni lipozomal ajan ile transfekte edilmis ve neomisin (G418) ile
secilerek stabil BH anlatimi1 yapan MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 iiretilmistir. Dogal tip ve
BH anlatimi olan hiicreler %10 sigir fetal serum (FBS) ve 10 U/ml penisilin/streptomisin
antibiyotigi igeren DMEM besiyeri igerisinde %5 CO2 igeren 37°C olan etuvde inkibe
edilmistir. Hazirlanmis olan besiyeri hiicre kiiltiirii ile uyumlu 0,22 uM por capindaki
filtrelerden gegirilerek steril hale getirilip, 50 ml’lik falkon tiiplerde +4°C’de saklanmistir.

Hicreler 25 ve 75 cm?’lik hiicre kiiltiirii petrilerinde bilyiitiilmiistiir. Protein izolasyonu ve RNA
izolasyonu i¢in 60 ve 100 mm’lik, hiicre Akis Sitometresi deneyleri i¢in 6 kuyucuklu, floresan

mikroskobu ¢aligmalari igin 12 kuyucuklu ve 6 kuyucuklu hicre kiltiru petrilerine ekimler
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yapilmistir. Hiicreler bir gece boyunca hiicre kiiltiirii petrilerine yapistiktan sonra kullanilan ilag
(curcumin, 20 uM) belirlenen siirelerde uygulanmistir ve %5 CO> iceren 37°C etiivde inkibe
edilmisgtir.

Hicre ekimleri, gergeklestirilecek deneyler dogrultusunda veya petri kabi igerisindeki
hiicrelerin yogunlugunun artmasi sonucunda pasajlama islemi yapilmistir. Bu islem icin
oncelikle ortamdan besiyeri uzaklastirilmistir. 75 mm?’lik hiicre kiiltiirii petrisi 2 ml fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikandiktan sonra PBS uzaklastirilmistir. Petri kabi igerisine 2
ml tripsin-EDTA (etilen diamin tetra asetik asit) (%0,25) eklenerek CO> igeren etiivde 2 dakika
boyunca bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicrelerin zarar gérmemesi icin petri kabma 2 ml
DMEM besiyeri eklenerek tripsinin aktivitesi durdurulmus ve hiicreler 15 ml’lik santrifiij
tipiine almmustir. 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij isleminden sonra siipernatant atilmis,
hiicrelerin iizerine 1 ml taze besiyeri eklenmistir. Pipetaj yapilip homojen bir hale gelen hiicre
slispansiyonu hiicre sayimi i¢in hazirlanmistir.

Hazirlanan hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak Neubauer hemositometresinin kanalina
aktarilmis ve tlizeri lamel ile kapatilmisti. Hemositometrede 25 karede sayilan hiicre sayisi,
Iml’deki hiicre sayisinin bulunabilmesi i¢in 10* ile ¢arpilmustir. 1.5x10° hiicre, 75 cm?’lik petri

kaplarina ekilerek hiicrelerin pasajlama islemi gerceklestirilmistir.

3.2.2. Transfeksiyon
Hiicreler 6 kuyucuklu hiicre kiiltirii petrisi icerisine 10x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir.
Hiicrelerin bir gece boyunca hiicre kiiltiirii petrisine yapismalar1 beklenmistir. Iki ayr1 mikrofiij
tiipii icerisine 100 pl hacimde negatif DMEM (FBS igermeyen) konulmustur. Transfeksiyon
orani 1:6 olacak sekilde GFP-LC3 ve CHOP promotor (-649/+136) pmCherry-1 plazmitlerinin
her biri igin lipozomal ajan olan FuGENE transfeksiyon ajami kullanilmistir. ki ayr1 mikrofiij
tiipline hazirlanan plazmitler ve transfeksiyon ajan1 5 dakika boyunca oda sicakliginda
bekletilmistir. inkiibasyon sonrasinda iki mikrofiij tiipii birlestirilerek 20 dakika boyunca oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda bir gece dnceden ekimi gerceklestirilmis
olan hiicreler iizerine hazirlanan siispansiyon damla damla olacak sekilde verilmistir.
Transfeksiyondan sonraki inkiibasyon siiresi 24 saat olarak gerceklestirilmistir. Transfeksiyonu
takiben hiicrelere se¢ili curcumin uygulamasi yapilmasmi takiben kaldirilip 1XPBS i¢inde
suspanse edilen hiicreler Accuri hiicre akis sitometresinde floresan 1gtmanin uygun filtresine

gore analiz edilmistir.
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3.2.3. Hiicre Canlihigimin Belirlenmesi
MCF-7 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicresi 1x10* hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre
kiiltiirti petrisine ekim gerceklestirilmistir. Bir gece inkiibasyonu gergeklestirildikten hicrelere
curcumin (20 uM) ile 24 saat boyunca ve/veya otofaji inhibitort (Bafilomisin; 50 nM) ile 1 saat
on muamele yapilarak inkiibe edilmistir. Inhibtérlerin ve ilacin uygulamasi gerceklestirilen
hiicrelere MTT ajan1 uygulanarak 4 saat inkiibe edilmistir ve dimetil stlfoksit (DMSO) ile
formazan tuzlan ¢ozilindiiriiliip, absorbans degeri ikili dalga boyunda 570 nm ve 655 nm’ de

mikroplaka okuyucusunda 6l¢iilmiistiir.

3.2.4. Hiicre Sagkalim Analizi

MCEF-7 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin sitostatik etkisini belirlenmek
icin hiicre sagkalim analizi gerceklestirilmistir. 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 5x10*
hiicre olacak sekilde ekim yapilmisti. Bir gece hiicrelerin yapismast ic¢in inkiibasyon
gergeklestirilmistir. Yapisan hiicrelere curcumin (20 pM) 24 saat boyunca ve/veya otofaji
inhibitorleri (Bafilomisin; 50 nM) ile 1 saat 6n muamele yapilarak inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Inkiibasyonlar sonunda her bir kuyucuktaki hiicreler tripsin ile kaldirilarak
2000 rpm’ de 5 dakika boyunca santrifiijle ¢oktiiriilmiistiir. Hiicre pelleti 50 pl 1xPBS ile
homojenize edildikten sonra 50 ul Tripan mavisi boyasi eklenerek hiicre sayici alet yardimiyla

sayimlar yapilmistir.
3.2.5. Floresans Boyama

3.2.5.1. 3,3’ Diheksiloksakarbosiyanin Iyodiir (DiOCs) Boyama
Curcuminin otolizozom inhibitorii (Bafilomisin A1) varliginda MCF-7 dogal tip ve BH+ meme

kanseri hiicrelerinde hiicre canliligi iizerine etkisini belirlemek amaciyla DiOCs boyama
gerceklestirilmistir. 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 5x10* hiicre olacak sekilde ekim
yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismas: beklendikten sonra hiicrelere otofaji
inhibitorii (Bafilomisin; 50 nM) ile 1 saat 6n muamele yapilarak beklenmis ve sonrasinda
curcumin (20 uM) ile 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda her bir kuyucuga
1 nM DiOCs (ana stok: 4 mM) 10 dakika boyunca uygulanarak fluoresan mikroskobunda mavi

filtre ile canli hiicreler belirlenmistir.
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3.2.5.2. Propidyum iyodur (PI) boyama

Otolizozom inhibitérii uygulamasiin curcumin kaynakli hiicre 6liimii tizerine etkisini MCF-7
dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde belirlemek amaciyla PI boyama
gerceklestirilmistir. 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 5x10* hiicre olacak sekilde ekim
yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismasi beklendikten sonra hiicrelere dnce otofaji
inhibitorii (Bafilomisin A1; 50 nM) ile 1 saat 6n muamele yapilmis daha sonra 20 uM curcumin
uygulanip 24 saat boyunca inkiibasyon gerceklestirilmistir. inkiibasyonu takiben her bir
kuyucuga 2 pg/ml PI (ana stok: 50 mg/ml) uygulanarak 15 dakika etlivde inkibe edildikten

sonra yesil filtrede olii hiicreler belirlenmistir.

3.2.5.3. 4' 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) Boyama

Curcuminin MCF-7 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde apoptotik hiicre oliimii
iizerine etkisini belirlemek amaciyla DAPI boyama gerceklestirilmistir. 12 kuyucuklu hiicre
Kiltird petrisine 5x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin
yapismasi beklendikten sonra hiicrelere 6nce otofaji inhibitdrii (Bafilomisin; 50 nM) ile 1 saat
on muamele yapilmis daha sonra 20 pM curcumin uygulanip 24 saat boyunca inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Inkiibasyonu takiben her bir kuyucuga l1ul/ml DAPI (ana stok: 1mM)
boyasi1 30 dakika uygulanmistir.

3.2.5.4. MitoTracker /DAPI Boyamasi
Curcuminin MCF-7 dogal tip ve BH+ meme kanseri htcrelerinde mitokondri zar potansiyeline

bagli canlilig1 belirlemek amaciyla mitotracker (100 nM) boyamasi yapilmistir. Hucreye nufuz
eden mitokondri problar1 canli hiicrelere girdiginde mitokondriyumdaki tiyol gruplarma
baglanarak mitokondri igerisinde tutulmustur. 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 5x10* hiicre
olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismasi beklendikten 20 uM
curcumin uygulanarak 0-3-6-9-12 ve 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben
her bir kuyucuga 0,8 pl/ml Mitotracker Red (ana stok: 10 mM) boyasi 30 dakika uygulanmustir.
Yesil filtrede gortintiiler ¢ekilmistir.
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3.2.5.5. Akridine Oranj (AO) Boyamasi

Curcuminin MCF-7 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde apoptotik hicre 6limu
uzerine etkisini belirlemek amaciyla AO boyamasi yapilmistir. 12 kuyucuklu hicre kulttri
petrisine 5x10% hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismasi
beklendikten sonra hiicrelere 20 uM curcumin 0-3-6-9-12 ve 24 saat boyunca uygulanmustir.
Inkiibasyon siirelerini takiben DAPI ana stogu 1:10 oraninda DMEM ile diliie edilerek her bir
kuyucuga lul/ml olacak sekilde uygulanip 10 dakika inkiibe edilmistir. Mavi filtrede goriintiiler
cekilmistir.

3.2.6. Total Protein Izolasyonu
60 mm’lik hiicre kiiltiirii petrilerine 1x10° ve 100 mm’lik hiicre kiiltiirii perilerine 1,5x10° hiicre

olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca yapismalar1 beklendikten sonra hiicrelere
once otofaji inhibitdrii (Bafilomisin; 50 nM) ile 1 saat boyunca 6n muamele yapilmis daha
sonra 20 pM curcumin 24 saat boyunca uygulanmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler 1X PBS
icerisinde kaziyict1 yardimiyla kazmarak toplandiktan sonra 2 dakika 13200 rpm’de
coktiiriilmiistiir. Bu islem petrideki biitiin hiicreler toplanana kadar tekrarlanmistir. Santrifiijle
¢oktiiriilen hiicrelere lizis tamponu eklenmisitr. Ornekler 20 dakika oda sicakliginda
calkaliyicada inkiibe edildikten sonra 20 dakika 13200 rpm de +4 °C de santrifiij yapilmistir.

Ust faz yeni ependorfa aliarak protein miktar tayini yapilmustir.

3.2.7. Bradford Protein Miktar Tayini

Izole edilen proteinlerin miktar tayinini yapabilmek amaciyla Bradford teknigi kullanilmustir.
Konsantrasyonu 1,5 pg/pl olan sigir serum albumini (BSA) kullanilarak 6nce bir standart egri
olusturulmustur. Bu egri su sekilde olusturulmustur: 1,5 pg/ul, 3 pg/ul, 4,5 ug/ul, 6 pg/ul, 7,5
pg/ul BSA’nin tizerine 200 pl Bradford c¢ozeltisi eklenerek 595 nm dalga boyunda
absorbanslar1 6l¢iilmiis, elde edilen proteinlerden 1 pg/pl alinarak ayni dalga boylarinda
absorbanslar1 belirlenmistir. Standartlarin absorbans/konsantrasyon grafigi elde edildikten
sonra, bu grafigin egim esitliligi kullanilarak absorbans degerleri bilinen 6rneklerin

konsantrasyonlar1 hesaplanmaistir.

3.2.8. Immunoblotlama Yoéntemi

3.2.8.1. Proteinlerin Hazirlanmasi ve SDS-PAGE’de Yiiriitiilmesi
Immunoblotlama ydntemi i¢in 30 pg protein ile Laemli tamponu (5X) 1:4 oraninda

karistirilarak  95°C’de 5 dakika boyunca inkiibe edilmistir. %4’°lik yilikleme jeli ve
%10/12/15°’1ik ayirma jeli SDS-PAGE hazirlanarak, sistemde ilk kuyuda protein belirteci
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olacak sekilde proteinler bu jele yliklenmistir. Jel, yiiriitme tamponu igerisinde 80 voltta 4 saat

boyunca yiiriitiilmiistiir.

3.2.8.2. Membrana Transfer ve Bloklama
Yiritme iglemi tamamlandiktan sonra yiikleme jeli kesilerek ortamdan uzaklastirilmistir.

Ayirma jeli biiyiikliigiinde poliviniliden fluorid (PVDF) membran jelin altina koyulmustur.
Membranin altina ve jelin {istiine transfer tamponu ile 1slatilmis filtre kagitlar1 olacak sekilde
hazirlanan bu sistem transfer kasetine yerlestirilmistir. 2.5 mili amper 25 voltta transferler
gerceklestirilmistir. Biliylik kilodalton proteinler 5-15 dakika arasi, kii¢iik kilodalton proteinler
ise 1-4 dakika arasinda olacak sekilde transferler yapilmistir. Transfer islemi sonunda
membranlar %5’lik yagsiz siit (%0.1 Tween20 iceren 1X TBS) igerisinde 1 saat boyunca oda

sicakliginda inkiibe edilerek bloklama islemi gerceklestirilmistir.

3.2.8.3. Primer ve Sekonder Antikor isaretlemeleri ve Bantlarin
Goruntilenmesi
%S35’lik yagsiz siit icerisinden alinan membranlar primer antikorlarla gece boyu +4°C sicaklikta

bekletilmislerdir. Siit i¢erisinden alinan membranlar, 1X BS-tween ile 5 dakika olacak sekilde 3
kez yikandiktan sonra primer antikorlarla gece boyunca +4°C’de bekletilmistir. Birincil
antikorlar %5’lik yagsiz siit tozu (% 0,1 Tween20 igeren 1X TBS) icinde asagida belirlenen
dilusyonlarda uygulanmiglardir: B-aktin, PERK, BIP, IREla, CHOP, ATF-4, kaspaz-3,
Calnexin, Beclin-1, Atg-3, Atg-7, Atg-5, Atg-12, Atg-16L1, p62, LC 3A/B, mTOR, pmTOR,
Raptor, Rictor, ULK1, AMPKa. Her bir antikor super block T-20 cozeltisi ile (Pierce) 1:250-
1:1000 araliginda ¢alisilmistir. HRP-konjuge sekonder antikorlar 1:3000 araliginda ¢alisilmigtir
(Cell Signaling Technology (CST)). Primer antikorlarin uygulanmasini takiben membranlar
5’ser dakika boyunca oda sicakliginda 3 kez 1X TBS-Tween ile yikanmistir. Yikama sonunda,
membranlar anti-tavsan, ve anti-fare ikincil antikorlar (1:3000) ile gece boyu +4°C sicaklikta
bekletilmistir. Ikincil antikor uygulamasmin ardindan, 2 kere 8’er dakika 1X TBS-Tween ve 1
kere 8 dakika 1X TBS yikamasi sonrasinda, 6rnekler kemiluminisans tamponu (ECL) (A ve B
cozeltilerinin 1:1 karisimi) ile 3 dakika muamele edilmistir. Membranlar kemiluminisans

tamponu ile bekletildikten sonra, transluminator aletinde goriintiilenmistir.
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3.2.9. Asih Damla Deneyi (3D Kiiltiirii Deneyi)

Curcuminin MCF-7 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde mortalitesini incelemek
amaciyla 3D kiiltiirii deneyi yapilmistir. Hiicreler 60 mm’lik petri kaplarininin kapagina her bir
drop 10 pl olacak ve her 10 pl icerisinde 2.5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilir. Her 60
mm’lik petrilerin kapaginda 15 drop ekilir ve tabania 5 ml 1xPBS eklenerek etiive kaldirilir. 6

giin boyunca hiicrelerin ¢aplarinin biiyiikliigii floresan mikroskobuyla cekilir.

3.2.10. Istatistiksel Analiz
Tiim taz boyunca gergeklestirilen MTT hiicre canlilik testi, asili damla modeli analizi, PI,

Annexin V/PI analizi gibi deneylerden elde edilen sayisal veriler GraphPad Prism 6
kullanilarak grafik haline doniistiirilmiis ve istatistiksel olarak analizleri bu program
sayesinde gerceklestirilmistir. Istatistiksel olarak anlamli kabul edilen p degerleri sirasiyla
*p<0.05, **p<0.01, ****p<(0.0001 olarak verildi. MTT hiicre canliligi analizi {i¢ kez
tekrarlanan deney ortalamasina gore belirlendi. Tiim immiinoblotlama sonuglart en az iki kez

tekrarlanmis ve bant yogunluklarini hesaplamak i¢in Image J programi uygulanmistir.
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BOLUM IV. SONUCLAR

4.1. Zamana bagh curcumin uygulamasimn hiicre canlilig iizerine

etkisinin Mitotracker-DAPI boyamasi ile gosterilmesi
Curcumin uygulamasinin zamana bagli olarak hiicre canlilig1 {izerine etkisinin hem MCF-7

dogal tip hem de otokrin BH anlatimi kazandirilmis MCF-7 meme kanseri hiicreleri izerine
etkisinin belirlenmesi i¢in mitrotracker ve DAPI boyamalar1 gergeklestirilmistir. Mitotracker
boyamasi hiicre canliligini, DAPI boyamasi ise hiicre oliimiinii gostermektedir. Floresans
boyamalara gére zamana bagli olarak curcumin uygulamas: (20 uM) MCF-7 dogal tip
hiicrelerinde mitrotracker boyamasini azalttigi gosterilmistir. Ayrica otokrin BH anlatimi
kazandirilmig olan MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde hiicre canliligi iizerinde ket vurucu
etkisi goriilse de bu etki tiim ilag uygulamasinda dogal tipe kiyasla direngli olarak

goriilmiustiir (Sekil 4.1).

N
»

Time (h)

Mitotracker
staining

MCF-7 wt
DAPI
staining

DAPI+
.. ... c
... ... m
... ... w
N

Mitotracker+

Mitotracker
staining

MCF-7 GH+

DAPI
staining

Mitotracker+
DAPI+

Sekil 4.1. MCF-7 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin (20 uM) hiicre canliligin
etkisi mitotracker boyamasi ve DAPI boyamasi ile gdsterimi.
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4.2. Zamana bagh curcumin uygulamasmin asih damla deneyi ile
MCF-7 meme Kkanseri Kiiltiiriinde koloni olusumu iizerine etkisinin

gosterilmesi
Curcuminin MCF-7 dogal tip ve otokrin BH anlatimi kazandirilmis meme kanseri hiicrelerinin

3D hiicre kiiltiiri modellerinde koloni olusumu iizerine etkisi gosterilmistir. MCF-7 dogal tip
meme kanseri hicresinde, 6 gun devam eden ve curcumin uygulanmayan 3D kuiltlrinde
kolonilerin biiyiikliikleri 635 pm’ye ¢ikmistir. 1. glin 20 pm curcumin uygulamasi ile ilag
uygulanmayan MCF-7 dogal tip hiicreleri kiyaslandiginda 3D kiiltiirdeki kolonilerin gap1 346
um olmustur. Ayn1 model sistem otokrin BH anlatimi1 kazandirilmis MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinde incelendiginde ila¢ uygulanmayan 3D Kkiiltiiriinde 6 giin sonunda koloni ¢ap1 686
um oldugu; curcumin uygulamasi ile koloni ¢apimnin 463 um’ye kadar arttigi gézlenmistir. 6.
giin sonunda curucumin uygulamasinin MCF-7 dogal tip meme kanseri hiicrelerinde koloni
olusumunu kiiciiltiigii buna kiyasla otokrin BH anlatimi kazandirilmasiyla curcumine karsi

diren¢ mekanizmasini aktive ettigi gosterilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Zamana bagli 20 uM curcumin uygulamasinin 3D boyutlu MCF-7 dogal tip ve BH + meme
kanseri kiltirtinde etkisinin 6 giin boyunca gosterilmesi.
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4.3. Curcuminin hiicre oliimii iizerine etkisinin zamana bagh MCF-/

dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde gosterilmesi
Otofajik vakuol olusumunu goriintiilemek icin AO boyamas: zamana bagli curcumin

uygulamasint takiben gergeklestirilmisti. MCF-7 dogal tip meme kanseri hiicrelerinde
otofajinin belirgin olarak 9 saatte arttigi, BH anlatimi arttirilmis olan MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinde 12 ve 24 saat sonunda en yiksek oldugu gézlenmistir. Curcumin uygulamasinin
zamana bagli olarak MCF-7 BH+ meme kanseri hiicrelerinde otofajik vakuol olusumu ilaca

kars1 direngli oldugundan dolay1 geg saatte belirgin sekilde gozlenmistir (Sekil 4.3).

Zaman (sa) 0 3 6 9 12 24

Isik
mikroskobu

10X

MCF-7 Dogal Ti

40X

Isik
mikroskobu

10X

MCF-7 BH+

40X

Sekil 4.3. MCF-7 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicre hattinda curcuminin otofajik vakuol
olusumuna etkisinin gosterilmesi.
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4.4, Zamana bagh olarak curcumin’nin otofaji sinyalinde etkisinin

irdelenmesi
MCF-7 dogal tip ve otokrin BH+ anlatimi kazandirilmis meme kanseri hiicrelerinde

curcumin’in otofaji anahtar molekiillerinde zamana bagli etkisi immiinoblotlama teknigiyle
gosterilmistir. Beclin, Atg-5 ve Atg-12 gibi otofajinin temel proteinleri Uzerindeki etkisine
baktifimizda MCF-7 dogal tip meme kanseri hiicrelerinde sadece 3 saaat curcumin
tedavisinde belirgin bir sekilde anlatiminin arttigi gozlenmistir. BH+ MCF-7 meme kanseri
hicrelerinde Beclin-1, Atg-5 ve Atg-12 molekiillerinin ekspresyonlar1 12 saat curcumin
uygulamasi sonucunda arttigi tespit edilmistir. Bunlarin yami sira diger otofaji
molekuillerinden Atg-3 ve Atg-7’nin anlatimmin MCF-7 dogal tip meme kanserinde 9 saat
sonunda arttigina, otokrin BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicresinde bu saatin 12 saat
oldugu gozlenmistir. Otofajik vakuol olusumuna katilan LC-3A-B molekdlinin anlatimi
MCF-7 dogal tip meme kanseri hiicrelerinde 3. saatte ilk cevap anlatimda artis ile
gosterilirken, otokrin BH anlatim1 kazandirilmis meme kanseri hiicrelerinde ise bu cevabin 9
saat zaman zarfinda basladig1 ve 12-24 saate kadar devam ettigi tespit edilmistir (Sekil 4.4).
Boylece curcumin’in MCF-7 dogal tip hiicrelerde 3. Saatten itibaren erken cevap olarak
otofajiyi indiikledigi goriiliirken, MCF-7 BH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin otofajik
indiiklemesi 9. saat kadar 6telenmis oldugu gosterilmistir. Buda BH sinyalinin otofajik sureci

oteleyerek curcumine direng mekanizmasini indiikledigi seklinde goriilmektedir (Sekil 4.4).

MCF-7 Dogal Tip MCF-7 GH+
Curcumin (20 uM) 0 3 6 9 12 24
Beciin-1 [" ey el o g “l u - - H -_-_ 60 kDa
08 21 22 15 17 19
nos |l r,‘muﬁg‘tu --i“wa
09 003 03 o7 13 08
AT | —— — D w— | | Q..;, .‘~ it i R
08 14 13 16 17 15 07 14 05 22
7) E) -3 NN
AGT | - s —— S— w% %m%m Wd 78 kDa
10 11 01 04 07 12

g1z | W — R S -~ |” h u\”“ 55 kDa
- FTEE Wy —----.‘

0.2/0.05 1.4/06 0.07/0.03 1.2/0.05 1.1/0.02 1.3/1.2 0.8/0.1 1.8/0.09 1.6/0.09 21/04 28/0.1 2.3/0.08

B-actin 42 kDa

Sekil 4.4. MCF-7 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin zamana bagli etkisinin
otofaji anahtar molekdllerinin immunoblotlama yontemiyle gosterilmesi.
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4.5. Zamana bagh curcumin uygulamasin tetikledigi ER stres

anahtar molekiillerin anlatim degisikliklerinin irdelenmesi
MCF-7 dogal tip ve otokrin BH anlatimi1 arttirilmis meme kanseri hiicrelerinde ER stres yolu

Uzerinde curcuminin zaman bagli anlatimindaki degisimler immunoblotlama yontemiyle
incelenmistir. ER stres anahtar molekiillerinin ekspresyon profillerine baktifimizda PERK
anlatimi, MCF-7 dogal tip hiicrelerinde 9 saat curcumin uygulamasindan sonra anlatiminda
belirgin bir artma gozlenmis ancak BH+ meme kanseri hiicrelerinde 6 saat sonrasinda
curcumin uygulamasinin PERK anlatimini belirgin sekilde arttirdigi gézlenmistir. Ayrica BiP
anlatim profili irdelendiginde MCF-7 dogal tip meme kanseri hiicrelerinde 3. saatten itibaren
bazal anlatima kiyasla arttis gosterdigi ama en yiiksek anlatiminda 6. saat sonunda oldugu
fark edilmistir. Benzer sekilde BH+ MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde BiP anlatim profilinin
3. ve 6. saate yiikseldigi goriilmektedir. Ancak bu etkinin dogal tip hiicrelere kiyasla daha az
oldugu goriilmektedir. Uzun siireli curcumin uygulanmasinda dogal tip MCF-7 meme kanseri
hicrelerinde IRE1-a ekspresyonu tetiklenmistir. Ancak erken IRE1- o cevabi MCF-7 BH+

meme kanseri hiicrelerinde daha net gozlenmistir (Sekil 4.5).

MCF-7 Dogal tip MCF-7 BH+

Curcumin (20 pM)

140kDa

[ . . B [T - |

IRE1a 130kDa

B-actin 42 kDa

Sekil 4.5. MCF-7 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin zamana bagh etkisinin ER
stres anahtar molekdllerinin immunoblotlama yontemiyle gosterilmesi.
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4.6. Otofaji inhibisyonu durumunda curcuminin hiicre canhhgina

etkisinin MTT testi ile gosterilmesi
MCF-7 dogal tip ve otokrin BH anlatimi kazandirilmis meme kanser hiicre hattinda yalniz

curcumin ve curcumin ile beraber otofaji inhibitorii bafilomisin uygulandiginda hiicre
canlilig1 {izerinde etkisi MTT teknigi kullanilarak incelenmistir. MCF-7 dogal tip meme
kanseri hiicre hattinda 24 saat 20 uM curcumin uygulamasi hiicre canliligint % 50 oraninda
azaltirkken BH anlatimi arttirilan meme kanseri hiicrelerinde % 40 hiicre canliligina ket
vurdugu goriilmistir. MCF-7 dogal tip hiicrelerede yalniz curcumin uygulamasi hiicre
canliligini %50 azaltirken bafilomisin ile beraber curcumin uygulamasinda hiicre canliliginm
%40 oraninda distirmiistiir (n.s.; p>0.05). Otokrin BH anlatimi1 olan MCF-7 meme kanseri
hiicre hattinda ila¢ uygulanmayan kontrol hiicrelere kiyasla sadece curcumin uygulamasi
hiicre canliligint %40 oraninda diisiiriirken, bafilomisin ile birlikte curcumin uygulandiginda
bu oranin %53 oldugu gozlenmistir (**p<0.01). MTT sonuglarina gére curcuminin BH
sinyaline bagli otofajik diizenlenmenin ge¢ ila¢ uygulanmasina bagli curcumin direncinin
olmasi nedeni ile bafilomisin uygulamasi ile curcuminin hiicre canlilig1 iizerine etkisi
otofajinin baskilanmasi ile arttigi yoniinde oldugunu gostermektedir. Ancak dogal tip
hlcrelerde otofajik surecin 3. saatten itibaren baslamasi ve 24. saatte otofajinin yerini
apoptotik Sliime birakma durumuna bagli olarak otofajinin bafilomisin ile baskilanmasinin
curcuminin hiicre canlilig1 {izerine etkisini arttirmadigi yoniinde sonu¢ vermektedir (Sekil

4.6).

1501

=
>a') *% *
% 100 - T T
8 Gl I Kontrol
g ns Bafilomisin+
:33: 504 T T B Curcumin+
%-, Bafilomisin+ Curcumin
©
m

0- - ;

MCF-7 Dogal Tip MCF-7 BH+

Sekil 4.6. MCF-7 dogal tip ve otokrin BH anlatimi arttiritlan meme kanseri hiicre hattinda curcumin ve
bafilomisinin hiicre canlilifi iizerine etkisinin gosterilmesi. *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001
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4.7. MCF-7 dogal tip ve BH+ meme Kkanseri hiicrelerinde otofaji
inhibisyonuyla Curcumin’in  hiicre iizerindeki etKisinin
gosterilmesi

Curcumin ve bafilomisin uygulamasinin MCF-7 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicre

hatlarinda hiicre Oliimii, mitokondriyal membran potansiyel degisikligi ve niiklear
kondenzasyon iizerine etkisinin gosterilmesi PI (kirmizi), Dioc6 (yesil) ve DAPI (mavi)
floresan boyamalariyla gosterilmistir. PI floresan boyamasi uygulanarak 6lii hiicreler boyanir
ve goriiniir kilinmigtir. PI boyamasi ile; MCF-7 hiicre hattinda curcumin ugulamasiyla hiicre
Olimiinlin artt1§1 bunun yani sira bafilomisin uygulamasinin daha fazla etkili oldugu
gorilmektedir. MCF-7 dogal tip hiicre hattinda ve BH anlatimi arttirilmis meme kanseri
hiicrelerinde hemen hemen yakin miktarda 6lim gozlenmistir. Bafilomisin uygulamasiyla
dogal tip ve BH+ hiicre hattinda curcumin ile birlikte sadece curcumin uygulamasina kiyasla
daha fazla hiicre Oliimiiniin oldugu gozlenmistir. Curcumin ve bafilomisin beraber
uygulandiginda; dogal tip meme kanseri hiicre hattina kiyasla BH anlatimi arttirilmis meme
kanser hiicre hattinda daha fazla hiicre 6liimii oldugu PI boyamasi ile MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinde tespit edilmistir.

DiOC6 floresan boyamasinda, hiicrelerdeki mitokondri membran potansiyeli floresan
mikroskobunda gosterilmistir. DIOC6 boyamasi ie MCF-7 dogal tip ve otokrin BH anlatimi
arttirllmis meme kanseri hiicreleride curcumin uygulamasiyla mitokondri membran
potansiyelinin belirgin olarak diistiigli gozlenmistir. Curcumin ile birlikte bafilomisin
uygulamasinin ise MCF-7 meme kanseri hucrelerinde 6zellikle BH+ hicrelerinin direncinin
kirildigr ve sadece curcumine kiyasla mitokondri membran potansiyelinde diisme tespit
edilmistir. Bunun yan1 sira sadece bafilomisin uygulamasinda hem dogal tip hem de otokrin
BH+ meme kanseri hiicrelerinde mitokondri membran potansiyelinde ilag uygulanmayan
hlcreler ile kiyaslandiginda herhangi bir belirgin farkin olmadig: da tespit edilmistir.

DAPI floresan boyamasinda hiicresel oOliim ile niiklear kondenzasyon gerceklestiren
hiicrelerin nukleuslar1 parlak mavi olarak boyanmisti. DAPI boyamasi ile MCF-7 hicre
hattinda curcumin uygulamasiyla hiicre Olimiiniin arttigi gozlenmistir. Bafilomisin ile
curcuminin beraber uygulanmasinda sadece curcumin uygulamasina kiyasladigimizda dogal
tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde DAPI boyamasiyla hiicre oOliimiiniin arttig1
gozlenmistir. Ayrica sadece bafilomisin uygulamasinda hem dogal tip hem de BH+ MCF-7
meme kanseri hiicrelerinde bafilomisin Al’in tek basina hiicre oliimiine 6nemli bir etki

etmedigi de tespit edilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. MCF-7 dogal tip ve BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicrelerinde bafilomisinin
curcumin ile uygulanmasimin hiicre 6liimii lizerine etkisinin DAPI, PI ve Dioc6 boyamalariyla
gosterilmesi. Buyutme: 10X ve 40X.
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4.8. Otofajinin engellendigi durumda curcumin uygulamasinin zamana

bagh olarak etkisinin asili damla modeli ile gosterilmesi
MCF-7 dogal tip ve otokrin BH anlatimi kazandirilmis meme kanseri hiicrelerinde otofaji

inhibitéri bafilomisin ile curcuminin 3D hiicre kiiltiirii modellerinde koloni olusumu {iizerine
etkisi gosterilmistir. MCF-7 dogal tip meme kanseri hiicresinde, 6 giin devam eden ve sadece
curcumin uygulanan 3D Kkiiltiirtinde kolonilerin biiyiikliikleri 1. giinden 6. giine sirayla 306 um,
316 um, 325 um, 334 um, 355 um, 382 um olmustur. Sadece curcumin uygulanmis otokrin BH
anlatimi kazandirilmis MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin 1. giinden 6. giine 3D koloni ¢ap1
sirayla 302 um, 312 pm, 320 um, 355 um, 384 um, 426 um olarak gozlenmistir. Curcumin ile
bafilomisin uygulamasinin beraber yapildigi hem MCF-7 dogal tip hem de otokrin BH anlatimi
kazandirilmigs meme kanseri hiicre hattinda 3D hiicre kiiltiiriinde koloni caplarinin sadece
curcumin uygulamasina gore daha yavas biiyldiigii ve oOli hiicrelerin artmasiyla koloni
sekillerinin 1. glinden 6. giine kadar irdelendiginde bozuldugu gézlenmistir. Burada otokrin BH
anlatim1 kazandrilmis olan MCF-7 meme kanseri hiicre hattina curcumin ile bafilomisin
uygulamasi yapildiginda 6. giin sonunda kolonilerin biiyiime hizina ket vurdugu gosterilmistir.
Ayrica bu etki curcuminin ile bafilomisin’in beraber uygulanmasi ile curcuminin etkinliginin
Ozellikle BH sinyali aktif olan MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde daha da arttigi1 goriilmektedir
(Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. 3D hiicre kulttri sisteminde MCF-7 dogal tip ve BH anlatimi arttirilmis meme kanseri
hlcrelerinde bafilomisin ile curcumin uygulamasinin zamana bagli koloni biiylimesine etkisinin
gosterilmesi.
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4.9. Bafilomisin ile birlikte curcumin uygulanmasinda otofajik vakuol

olusumuna etkisinin gosterilmesi
Akridin oranj boyamasina gore; curcumin uygulamasinin MCF-7 dogal tip hiicrelere kiyasla

BH+ hiicrelerde belirgin otofajik indiiklemenin oldugu goriilmiistiir. Ayrica bafilomisin ile
beraber curcumin beraber uygulamasinin dogal tip hiicrelerde sadece curcumin uygulamasinin
otofajik siirec¢ ilizerine etkisinin olmamasi neden ile BH+ hiicrelerde bu etkinin belirgin oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.9).

Curcumin (20 pM) - + = +
Bafilomisin (50 nM) - - + +

10X

40X

MCF-7 Dogal Ti

10X §

MCF-7 BH +

40X

Sekil 4.9. MCF-7 dogal tip ve otokrin BH anlatiminin arttirildigi meme kanseri hiicrelerinde otofajik
vakuol olusumunun akridin oranj boyamasi ile gosterimi.
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4.10. Curcuminin otofajik vakuol olusumu iizerine etkisinin otofaji
inhibitortyle MCF-7 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde

gosterilmesi
MCF-7 dogal tip ve otokrin BH anlatimi kazandirilmis olan meme kanseri hiicrelerinde

curcuminin ve bafilomisinin otofajik vesikiil olusumu {izerine etkisi GFP-LC3 plazmit
transfeksiyonu ile hiicre akis sitometrisinde gosterilmistir. Dogal tip ve otokrin BH anlatimi
arttirllmis MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda curcumin otofajik vakuol olusumunu
indiiklemistir. MCF-7 dogal tip meme kanseri hiicre hattinda sadece curcumin uygulamasinda
yaklasik % 42.1 oraninda LC-3 kiritlimina bagli GFP sinyal goriilmiisken, bafilomisin ile
beraber curcumin uygulamasinda % 50.3 oranina arttig1 tespit edilmistir. Ayrica otokrin BH
anlattimi1 olan MCF-7 meme Kkanseri hiicre hattinda ise sadece curcumin uygulamasinda %
34.2 LC-31I olugumuna bagh floresan 1s1ma gozlenirken, bafilomisin ile curcumin beraber
uygulamasinda %48.7 degerinde oldugu goriilmistiir. Curcuminin otokrin BH anlatim
arttirilan MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde otofajik vakuol olusumu ile iliskili LC-3II
kirtlimini ifade eden bafilomisin ile birlikte uygulandiginda daha fazla oldugu ve curcuminin

daha etkin oldugu gosterilmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. MCF-7 dogal tip ve GH anlatimi arttiilmus meme kanseri hiicresinde curcuminin
bafilomisin ile uygulandiginda otofajik vakuol olusumuna etkisinin gosterilmesi.
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4.11. Curcumin’in ER strese bagh CHOP aktivasyonun plazmit aracil

MCF-7 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde gosterilmesi
MCEF-7 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcuminin (20 uM) ER strese bagl

CHOP aktivasyonu, CHOP baglanma promotor bolgesi bulunan plazmit aracili transfeksiyonu
takiben hiicre akis sitometrisi analizi ile irdelenmistir. MCF-7 dogal tip ile BH+ meme kanseri
hiicre hatlarinda CHOP aktivasyonu MCF-7 dogal tip meme kanseri hiicrelerinde sadece
curcumin uygulamasi ile % 30.1, otofaji inhibitorii bafilomisin Al ile 6n muamele
gordiigiinde % 45.2’¢ CHOP aktivasyonun oldugu goriilmiistii. MCF-7 BH+ meme kanseri
hlcrelerinde sadece curcumin uygulamasinda CHOP aktivasyonu % 22.4, bafilomisin Al ve
curcuminin birlikte uygulanmasi sonucu CHOP aktivasyonu % 38.7 oldugu gozlenmistir
(Sekil 4.11). Curcuminin BH sinyaline bagli ila¢ diren¢ mekanizmasinin molekiiler
mekanizmasinda GFP-LCII gibi CHOP aktivasyonuna bagli otofaji-ER stres tizerindeki etkisi
MCF-7 hiicrelerinde plazmit aracili gosterilmesinin yaninda zamana bagli curcuminin bu
etkisinin bafilomisin ile otolizozom inhibe edildiginde hem otofajik hem de ER stres iizerinde

aktivasyonuna neden oldugunu ifade etmektedir (Sekil 4.11).

MCF-7 Dogal Tip MCF-7 BH+

800
1.600
'
200
1.600
1

t
400 600
L
Count
1.000
N
Count
400 600
1 1
Count
500 1.000

200
N
200
1

B R e U S Y O i e I R e Y S R i e i T
FL3-A FL3-A FL3-A FL3-A
B Kontrol: %12.8 B Baf %132 [ Kontrol: %10.2 [l Cur: %204
B cur %30.1 [l Baf+Cur: %45.2 B Cur %224 B Bar %104
B cur %301 B Baf+Cur %387

Sekil 4.11. MCF-7 dogal tip ve otokrin BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicre hattinda ER strese
bagli CHOP aktivasyonunun plazmit aracili hiicre akis sitometresinde gosterilmesi.
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4.12. Bafilomisin ile beraber curcumin uygulamasinin MCF-7 meme
kanseri hucreleri Uzerinde otofaji ve ER stres molekulleri Gzerindeki

etkisinin irdelenmesi
MCF-7 dogal tip meme kanseri BH anlatimi olan meme kanseri hiicre hattinda curcumin ve

bafilomisinin otofaji ve ER stres anahtar molekulleri Uzerindeki etkisi immunoblotlama
teknigiye goOsterilmistir. Beclin, Atg-3, Atg-5, Atg-12 ve LC3A/B gibi otofajinin temel
proteinleri iizerindeki etksine baktigimizda MCF-7 dogal tip meme kanseri hiicrelerinde
sadece curcumin tedavisinde belirgin bir sekilde anlatiminin arttigi gézlenmistir. Fakat bu
anlatimin bafilomisin ve curcuminin beraber uygulanmasinda daha fazla oldugu gosterilmistir.
BH+ MCF-7 meme Kkanseri hucrelerinde Beclin-1, Atg-3, Atg-5, Atg-12 ve LC3A/B
molekillerinin anlatim profilleri sadece curcumin uygulamasinin yani sira curcumin ve
bafilomisinin beraber uygulanmasi sonucunda otofaji molekiillerinin anlatiminin daha fazla
artt1@1 bununda curcuminin etkinliginin arttip, BH+ meme kanseri hiicrelerinin direncine ket
vuruldugu gosterilmistir. MCF-7 dogal tip ve otokrin BH anlatimi arttirilmis meme kanseri
hiicrelerinde ER stres anahtar molekiillerinin ekspresyon profillerine baktigimizda PERK
anlatimi, MCF-7 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde sadece curcumin
uygulamasiyla bafilomisinin beraber uygulanmasini karsilastirdigimizda, PERK, BiP ve
IRE1-a molekiillerinin anlatimi bafilomisin ve curcuminin beraber uygulanmasinda belirgin

sekilde arttigin1 gézlemlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. MCF-7 dogal tip ve BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicre hattinda curcumin ve
bafilomisinin otofaji veER stres anahtar molekilleri tizerindeki etkisinin gosterilmesi.
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5. TARTISMA

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlar arasinda en sik goriilen ikinci kanser tipi olup,
kansere bagli Oliimiin besinci sebeplerindendir. Meme kanseri etiyolojisinin yapilan
arastirmalara gére meme kanseri gelisiminde genetik ve ¢evresel olmak {izere bircok faktdre
bagli oldugu bilinmektedir. Yapilan arastirmalarda gelisiminde genetik faktorler olarak BRCA1
ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlar 6nem teskil etmektedir. Bu genlerde olan mutasyonlarin
% 80 ile % 85 arasinda kadinlarda olusan meme kanserinin sebebi oldugu gozlenmistir [125].
Ayrica meme kanserinin %10’unun otozomal dominant kalittma bagli BRCA1 ve BRCA2
genlerindeki mutasyon kaynakli oldugu goézlenmistir [126], [127]. Meme kanseri genetik
faktorlerin yani sira menapoz, emzirme, elektromanyetik alan, ailede kanser Oykiisii, yasam
tarzt gibi bir ¢ok etkene de bagli olarak belirlenmistir [128]. Meme kanserinin terapotik
etkilerinin arastirilmasinda meme kanseri patogenezinde strojen, progesteron gibi hormonlarin
rol aldig1 gosterilmistir. Ayrica ER ve PR gibi anlatim profillerine gore siniflandirilan meme
kanserinin terapotik etkinlik tizerinde roltiniin 6nemi bilinmektedir [160].

Yakin zamandaki meme kanseri etiyolojisi tizerinde etkisi ortaya konmaya ¢alisilan biiyiime
faktorleri ve hormonlarin in vitro ve in vivo meme kanseri modellerindeki ¢aligmalar, agresif
meme kanseri profili ile ilag diren¢ mekanizmasi lizerine yogunlasmistir. Bu kapsamda,
pubertal meme gelisimi {izerinde rolii olan PRL ve GH’nin meme kanseri in vitro ve in vivo
modellerde invazyon, metastazi indiikledigi ve ilaca diren¢ mekanizmasma neden oldugu
gosterilmistir [161]. On hipofiz bezinden salgilanan ve meme gelisiminde énemli bir hormon
olan PRL’'nin etkisinin incelendigi ¢alismalar sonucunda onkogen olan c-myc'in STAT5
molekiilii izerinde koaktivator olarak gorev aldigr gozlenmistir [154, 155]. PRL ve STATS
yolagmin etkisiyle ilgili yapilan baska bir aragtirmada prolaktinin ilk baslama evresinde etkili
oldugu fakat meme kanserinin ilerlemesinde fazla etkisi olmadig1 goézlenmistir. PRL-STAT5
yolaginda, prolkatin hiicre dongiisiiniin inhibisyonunda BRCAT1'in tiimor baskilayici etkisine
engel oldugunu gézlemlemislerdir. Bunlarin yani1 sira PRL ile VEGF'nin indiiklenebildigi ve
JAK?2 ve MAP kinaz ile iligkili olarak bu olaylarin ger¢eklestigi bulunmustur [156,157].

Benzer sekilde meme gelisiminde rolii oldugu ifade edilen, PRL ile yiiksek homoloji
gosteren, hipofiz bezinin 6n lobundan salinan BH’in biiylimeyi tesvik ettigi gosterilmistir
[162]. BH’in kendine o6zgli olan BHR membran reseptorii aracili JAK/STAT sinyalini
indiikleyerek hiicre proliferasyon, farklilasma gibi pek ¢ok hiicresel olayi diizenlemektedir
[129]. BH 1n salinmasi i¢in oncelikle BHRH salinir, BHRH salindiktan sonra BH anlatimi ve

salinimi hiicrede artarken, BH salinimini inhibe eden SST hormonuda kandaki BH salinimini
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kontrol ederek dengede tutmaktadir [130]. Hiicrede salinan BH dolasim sistemiyle birlikte
karacigerdeki IGF-1 salinimini da tetiklemektedir. Meme bezi ve epitel hiicrelerinin farklilasip
gelismesinde rol alir. Yapilan arastirmalarda yiiksek diizeyde BH salinimu ile iligkili olan
akromegali hastalarinda meme kanserine yakalanma riskinin fazla oldugu tespit edilmistir.
Meme kanseri hiicrelerinde de BH saliniminin oldugu goézlenmistir [131]. Yapilan
arastirmalarda BH anlatimi kazandirilmis MCF-10A meme kanseri hiicrelerinde metastaz ve
invazyonun indiiklendigi ve BH seviyesinin artti§1 gozlenmistir [132]. Biiyiime hormonuyla
ilgili yapilan arastirmalarda, biiylime hormonunun anlatiminin meme kanseri hiicrelerinde
artt1g1 ayn1 zamanda EMT'yi uyardig1, invazyon ve metastazi tetikledigi bunlarin yani sira insan
meme kanserinde JAK?2 bagimli olan biiylimeyi tetkledigi gozlenmistir [158, 159]. Bunun yani
sira otokrin BH anlatimi kazandirlmis MCF-7, MCF-10A meme kanseri hticrelerinde Bcl-2,
siklin-D1 ve c-myc anlatimlarini arttirarak proliferasyon, metastaz ve invazyonun indiiklenmesi
fare modellemelerinde gésterilmistir [133]. Ayrica otokrin BH anlatimin kazandirildigi meme
kanseri hiicrelerinde doksorubusin [134], tamoksifen [135] ve mitocymin ¢ [136] gibi bazi
kemoteropatik ajanlara karsi direngli oldugu in vitro hiicre hatlarinda gosterilmistir. Bu bilgiler
1s18inda laboratuvarimizda otokrin BH anlatimi stabil olarak gergeklestirilen MCF-7 BH+
meme kanseri hiicrelerinde yaratilmis ve anti-hormonal etkisi bilinen dogal bir ajan olan
curcumin’in  terapotik  etkinligi  irdelenmistir  [163-164]. Ayrica, laboratuvarimizda
gerceklestirilen hormona bagl ilag diren¢ mekanizmasi yaratilmig MCF-7, MDA-MB-231,
MDA-MB-453 gibi meme kanseri hiicrelerinde (farkli ER, PR anlatim profiline sahip)
invazyon, metaztas, proliferasyon ve koloni olusumunun indiiklendigi, arttirilmis BH sinyalinin
bu meme kanseri hiicrelerinde doza ve zamana bagli curcumin uygulamas: ile ila¢ direng
mekanizmasinin NF-kB sinyali basta olmak tizere etki ederek kirildigi gosterilmistir [163-164].
Bu 06nciil verilerden yola ¢ikarak curcumin’nin etki ettigi molekiiler hedefler disinda kanser
hiicrelerinde genelde hiicresel sag kalim olarak ifade edilen otofajinin indiikledigi meme,
prostat, kolon kanserinde gosterilmistir [165]. Ancak literatiirde bu zamana kadar otokrin BH
anlatim1 kazandirilmis meme kanseri modellerinde curcuminin ila¢ diren¢ mekanizmasinin
doza ve zamana bagl kirildigin1 gosteren laboratuvarimizdan ¢ikan yayimlar disinda herhangi
bir calismaya rastlanmamasi s6z konusudur. Ayrica curcuminin ER stres, otofajik diizenlenme
uzerinde kanser hucrelerinde etkisi belirlenmis olsa da otokrin BH sinyalinin aktif oldugu
meme kanseri hiicrelerinde curcumin’in apoptotik etkisinin dogal tip hiicrelere kiyasla az
olmasinin otofajik siireg ile iligkisi bildirilmemistir. Bu bilgiler 1s18inda bu tez ile amacimiz BH
sinyaline bagli agresif profilin ve curcumine diren¢ mekanizmasinin zamana bagl hiicre

canlilif1 ve otofaji iizerine etkisinin gdsterilmesi seklinde olmustur. Bu amag¢ dogrultusunda tez
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kapsaminda gergeklestirilen zamana bagli immunoblotlama sonuglarina gére curcumin 3. saat
zaman zarfinda otofajik siireci Beclin-1, Atg-5, Atg-12 gibi otofaji anahtar molekdlleri
iizerinden gerceklestirdigi dogal tip MCF-7 hiicrelerinde gosterilmistir. Ayrica bu etkinin en
fazla anlatim iizerinde etkisi 6. saate daha belirgin olarak tespit edilmistir. Bu sonuca benzer
sonuglar literatiirde pekcok kanser hiicresinde akciger, prostat, meme ve kolon kanserinde tespit
edilmistir [166]. Ancak bu tez ile ilk defa curcuminin otokrin BH anlatimi kazandirilan MCF-7
meme kanseri hiicrelerinde Beclin-1, Atg-5, Atg-12 gibi otofaji anahtar molekilleri Gzerinde
anlatim1 indiikleme potansiyelinin 9. saatten sonra gerceklestigi ve 12. saate belirgin oldugu
gosterilmistir. Boylece tez kapsaminda elde ettigimiz sonuglar 1s18inda curcuminin otofajik
etkisinin otokrin BH sinyali ile agressif meme kanseri modeli yaratilan MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinde dogal tip hiicrelere kiyasla daha ileri saatlere dtelendigi ilk defa gdsterilmistir.
Benzer sekilde LC-31I anlatim profilinin BH+ MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde 12. - 24,
saatlerde belirgin anlatiminin arttig1 tespit edilmesi yaninda GFP-LC3II kiriliminin hiicre akis
sitometresi ile dogal tipe kiyasla daha belirgin artig gosterdigi de ilk defa ortaya konulan bir
sonugtur.

Otofaji hucrenin kendi kompanentlerini lizozomal aktivasyon ile degrade ettigi hiicresel bir
olim ¢esidi olarak tanimlanmistir [144]. Son zamanlarda fizyolojik ve patofizyolojik
kosullarda otofaji hiicrenin 6liimii veya sag kalim, aclik kosullarina adaptasyonu, gelisme ve
mikroorganizma eliminasyonu gibi farkli islevsel etkileri oldugu gosterilmistir [114], [145].
Katlanmamis proteinler veya hasarli organeller otofaji iligkili genler (Atg) ve otofajinin anahtar
molekdill olan Beclin-1’in anlatimlarinin artmasiyla sitoplazmik membran tarafindan yutularak
otofajik yolak aktiflestigi bilinmektedir. Otofajinin kanser hiicrelerinde ilaca direng
mekanizmasinda bir savunma mekanizmasi olarak hiicre sagkalimi {izerinden hayatta kalma
tercihi olarak ifade edildigi igin ¢esitli otofagozom (3-MA, LY294002) ve otolizozom
(bafilomisin) inhibitorleri ile otofajinin baskilandigi durumda hiicre Sliimiiniin artti1 ifade
edilmistir [146], [147]. Bu bilgiler 1s18inda bu ¢alisma ile elde edilen veriler sayesinde otokrin
BH anlatimi arttirllmis MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda zamana bagli curcumin
uygulamasimin otofajik hiicre 6liimii yolagim1 dogal tip meme kanseri hiicrelerine kiyasla
oteledigi i¢in curcumine diren¢ mekanizmasinin oldugu ifade edilir.

Curcumin, Curcuma longa bitkisinden elde edilen, anti-enflamatuar, anti-tumorijenik, anti-
septik ve anti-oksidan 6zellikleri nedeniyle alternatif tipta da kullanilmaktadir [137]. Meme,
kolon, karaciger ve akciger gibi kanserlerde karsinogenezinin baskilandigi gozlenmistir [138].
Anti-oksidan, anti-inflamatuar ve anti-karsinojenik o6zellikte olan curcumin bazi kanserlerde

hiicre dongiisiinii kontrol etmektedir [139]. Ayrica aktif olan STAT3’{i inhibe ederek hiicrenin
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biiyiimesini engeller ve kaspaza bagli olan apoptozu tetikler [140]. In vitro ve in vivo curcumin
caligmalarinda prostat, meme, malanoma gibi kanserlerde hiicre limiinii tetkledigi ve NF-xB
inhibitorii oldugu gozlenmistir [141] [142]. Curcumin pre-klinik kanser ¢alismalarinda giicli
bir anti kanser etkisi gostermektedir ve umut verici bir teropatik ajandir. In vitro deney
sonuglariin devami olarak gergeklestirilen faz denemelerinde curcumin uygulamasinin giinliik
8000 mg olsa bile toksik olmadigi ve anti-karsinojenik etkisinin oldugu bazi c¢alismalarda
gosterilmistir [142], [143]. Fakat insanlar {izerinde faz I/Il denemeleri bazi stabilite
caligmlarindan kaynakli kesin yeterli bir bilgi vermemektedir. Bu yiizden kemoteropatik ilaglar
ile birlikte kullanilmasi NF-kB gibi kanserojen molekiiller lizerindeki inhibitér etkisinden
dolay1 tercih edilmektedir [143]. Bu calisma ile bir diger amacimiz zamana bagli curcumin
uygulamasinin otofajik markirlarin anlatimi {izerinde farkli etki gdstermesinin irdelenmesi
yaninda otolizozom inhibitrii olan bafilomisin Al ile kombine etkisinin hiicre sagkalim ve
Olim ftzerine etkisinin BH anlatimi arttirilmis MCF-7 meme kanseri hicrelerinde
modellenmesidir.

Bafilomisin A1 vakul tip H+ ATPaz’a (V-ATPaz) segici olarak inbibe eder ve bu enzimi
iceren organlellerin asitinmesini 6nleyen bir makrolid antibiyotik olup, lizozomlar,
asidifikasyon bozulmasi ve otolizozomlar arasindaki fiizyonu inhibe ederek, otofajik vesikiil
olgunlagsmasini 6nledigi gosterilmistir [146]. Yapilan caligmalarda bafilomsin gibi lizozomal
inhibitorlerin kullanilmasi otolizizom olusumunu otofagozomal icerigin degredasyonunun
bloke edilmesiyle otofajinin inhibe ettigi gosterilmistir [146]. Kanser terapi arastirmalarinda
bafilomisin tedavisinin hipoksik kosullarda bir tiimdér modelinde apoptozu arttirabilecegi
gozlenmistir [147]. Bu tez ile literatiirde ilk defa bafilomisin ile curcumin beraber
uygulamasininda otokrin BH sinyali arttirilan MCF-7 meme kanseri hicrelerinde hcre
canlilif1 iizerine etkisi gosterilmistir. MTT hiicre canlilik testine gére 24 saat zaman zarfinda
otolizozom olusumu baskilanan otokrin BH anlatimi artmus MCF-7 meme Kanseri
hiicrelerindeki curcumin uygulamasinin sadece curcumin uygulamasina kiyasla istatistiksel
olarak anlamli derecede hiicre canliligina ket vurdugu gosterilmistir. Benzer sekilde otokrin BH
sinyaline bagli curcumin direncinin bafilomisin ve curcuminin birlikte uygulanmasiyla koloni
olusumu, hiicre canlilifina ket vurma profili ilk defa bu tez kapsaminda tespit edilmistir.

Otofajinin yan sira, endoplazmik retikulum (ER) stresi de kanser hiicrelerinde ilaca bagh
hiicre 6liimiinde 6nemli role sahip oldugu literatiirde pek cok calisma ile ifade edilmistir.
Endoplazmik retikulum hiicre i¢inde katlanma, olgunlasma, translokasyon ve post-
translasyonel modifikasyonlar gibi fonksiyonel protein diizenlenmesinden sorumlu 6nemi olan

bir organeldir [148]. ER homeostazi GRP78/BIP, PERK, IRE-1la ve ATF-6 molekullerin ER
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reseptorleriyle iligkisine baghdir. Katlanmamis protein birikmesi veya ilaca maruz kalma
sonucunda reseptorlerden salinina GRP78/BIP katlanmamis proteinlerin yanitin1 aktive
etmektedir. PERK, ER liimeninde yeni sentezlenmis proteinlerin birikmesini énleyen elF2o’y1
fosforile ederek transkripsiyonu diizenler. Baska bir ER membran reseptorii olan IRE1a, XBP1
mRNA’ya ve stresi diizenleyen proteinlere baglanarak bazi pro-apoptotik proteinlerin
anlatimlarinin artmasina neden olabilir [149], [150]. Yapilan baz1 arastirmalarda farkli kanser
tedavilerinde, tiimor hiicrelerinde otofajiyi aktive ettigi gézlenmis. Bu da kanser hiicresinin
Oliimiinii hizlandirmasiyla ya da kemoterapotik direng olusturdugunu gostermistir [148], [151].
ER tarafindan baglatilan hiicre dliimleri teropatik agidan son donemlerde 6nem kazanmistir.
Farelerde yapilan ¢alisamalarda CHOP aktivasyonunu inhibe ederek ER stres sensorlerini
kapatildiginda hiicre 6liimiine karsi duyarliliklar1 azaltildigi gosterilmistir [151]. Okaryotik
hlcrelerde proteinlerin ¢ogu ribozomlar {izerinde ya da ER’ye bagli olan ribozomlar iizerinden
sentezlenmektedir. Yanlis katlanan sitozolik ve niikleer proteinler ubikitin ile etkilesir ve
proteozom yoluyla bozulmaktadir [152]. Yanlis katlanan proteinlerin ER’de birikmesiyle
katlanmayan protein tepkisi olusur bu durumda katlanma katalizorleri olarak islev goren
saperonlar gibi gorev yaparlar. Yapilan bazi ¢calismalarda otofaji ve ER fonksiyonu arasinda bir
baglantili oldugu ve ilag diren¢ mekanizmasinda irdelenmesi gereken bir siire¢ oldugu ifade
edilmistir [153]. Bu tez kapsaminda otokrin BH sinyali kaynakli curcumine karsi direng
mekanizmasinda otofaji yaninda ER stres anahtar molekiillerindeki anlatim degisimlerini,
curcuminin zamana bagli uygulanmasi ile degistigi ilk defa gosterilmistir. BiP gibi major ER
stres eleman olarak ifade edilen protein anlatiminin hem dogal tip hem de BH+ MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinde 3. saaten sonra belirgin arttigi ve bu etkinin 6. saatte daha belirgin
goriildiigi tespit edilmistir. Ancak dogal tip hiicrelerinde curcumine kars1 BiP anlatimimin BH+
hiicrelerinde daha diisiik olarak etkinlik gosterdigi tespit edilmistir. ER membran yiizeyinde
bulunan reseptor 6zellikli PERK’in [151] anlatim profili irdelendiginde 6. saate belirgin
curcumine bagh indiiklemenin goriildiigii tespit edilmistir. Ozellikle ER stres ile otofaji
arasinda konusmada rol alan IRE1 alfanin anlatim profilinin BH+ MCF-7 huicrelerinde erken
curcumin (3. saat) uygulamasi ile baslayan indiiklemenin ge¢ saatlere kadar (9. saat) devam
ettigi goriilerek curcumin kaynakli otofajik indiikklemenin otokrin BH sinyali olan meme
kanseri hiicrelerinde ER stres iizerinden otofajik indiikleme ile ilag direncine neden oldugu ilk
defa bu tez galismasi ile gosterilmistir.

Otokrin BH sinyalinin invazyon ve metastazi indiiklemesi otokrin BH anlatimi kazandirilan
MCF-10A meme epitel hiicelerinde gosterilmistir [132]. Bunun yan1 sira otokrin BH anlatimi
kazandirilmis MCF-7, MCF-10A meme kanseri hiicrelerinde Bcl-2, siklin-D1 ve c-myc
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anlattmlari1  arttirarak  proliferasyon, metastaz ve invazyonun induklenmesi fare
modellemelerinde gosterilmistir [133]. Ayrica otokrin BH anlatimin kazandirildigi meme
kanseri hticrelerinde doksorubusin [134], tamoksifen [135] ve mitocymin ¢ [136], curcumin
[164, 165] gibi baz1 kemoteropatik ajanlara karsi direngli oldugu in vitro hiicre hatlarinda
gosterilmistir. Laboratuvarimizinda i¢inde bulundugu literatiirdeki bu bilgiler 1s1g1nda otokrin
BH sinyali kaynakli ila¢ diren¢ mekanizmasi (curcumine karsi) altinda yatan molekiiler
mekanizmanin aydinlatilmasina yonelik olarak ilk defa bu tez calismasi ile otofajik
dizenlenmenin aktif BH sinyali olan MCF-7 hiicrelerinde dogal tipe kiyasla apoptotik 6liimiin
oncesinde ila¢ direng mekanizmasi olarak ortaya ¢iktigi ve ER stres ile IRE-1 alfa ve BiP gibi
anahtar molekiiller iizerinde konusma potansiyelinin oldugu gosterilmistir. Ayrica otolizozom
inhibitorii olan bafilomisin ile otofajinin inhibe edildigi durumda curcumin uygulamasinin
Ozellikle MCF-7 BH+ meme kanseri hiicrelerinde hiicre canliligina ket vurarak, apoptotik
stireci arttirdig1 gosterilmistir.

Sonug olarak otokrin BH anlatimi arttirtlmis olan MCF-7 meme kanseri hucrelerinde
curcumin direncinin zamana bagli olarak hiicre canlilig1 ve hiicre biiyiimesi iizerine ket vurucu
etkisi yaninda otofajik ve ER stres mekanizmalarin1 da anahtar molekiilleri aktive ederek etki
gosterilmistir. Bu tez curcuminin terapdtik etkinligini arttirma yoniinde bafilomisin Al gibi
inhibitorleri ile beraber etkinligini arttirma yoniinde yapilacak in vivo ve/veya preklinik

caligmalara yon verme niteligindedir.
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EKLER

Tablo 1. Kullanilan cihazlarin listesi.

ADI URUN KODU FIRMA ADI
UV-Transluminator GelDOC BioRad
Santriflj 5417R Eppendorf
Spin mini spin plus SNO0708 LabNet
Yatay elektroforez sistemi Gel XL ultra V-2 BioRad
Hassas Tart1 LE6202S Sartorius
Mikropipet (0,5ul-10pl) EH52836 Thermo
Mikropipet (20ul-200ul) EH46925 Thermo
Mikropipet (200ul-1000ul) | T27274 Thermo
Otoklav 0TO32 Nive
Manyetik Karistirict SB162 Stuart/ProLab
Distile Su Cihazi TANKPEOQ030 Millipore Direct Q-5UV
pH Metre Alll Thermo
Derin Dondurucu 2041D Arcelik
Buzdolabi ( No frost ) 4263TMB Arcelik
Vorteks SA8 Stuart/ProLab
Dry heat sterilizer FN120 Nive
Spektrofotometre Ultraspec 2100 pro Biosciences
Giig¢ Kaynagi PowerPac/Basic BioRad
Laminar Flow Model: 12469,2000 HeraSafe
Inverted Mikroskop Model: XDS-1B SOIF
Inkiibator Heracell Thermo
Florasan Mikroskobu Model: 1X71 Olympus
Dondurucu (-80°C) Ultra Low Temperaturg New Brunswick Scientific

Freezer, U725 innova

Elektroforez Aletleri

BioRad

Facs Flow Cihazi

AC6531180147

BD ACURI C6

HPLC Cihazi

120 Infinity Series

Afilent Technologies
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Tablo 2. Hiicre kultirt donanimlari.

ADI URUN KODU FIRMA ADI
12 kuyucuklu petri 92012 TPP
6 kuyucuklu petri 92006 TPP
96 kuyucuklu petri 92096 TPP
75¢cm? hiicre biiyiitme kaplart 90076 TPP
25cm? hiicre biiyiitme kaplari 90026 TPP

100mm hiicre biiyiitme kaplari 93100 TPP
60mm hcre biyutme kaplari 93060 TPP
Steril pipetler (5ml) 94005 TPP
Steril pipetler (10ml) 94010 TPP
Siringa filtreleri (0.22 um) 99722 TPP
Enjektor seti 21G Yesil ug igneli ASTRAJECT
Tripsin-EDTA 25200-056 Gibco
Penisilin/Streptomisin 15140-122 Gibco
Fetal Bovine Serum 10500-064 Gibco
DMEM Medium 41966-029 Gibco
MCEF-7 hucreleri 61062004 ATCC
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Tablo 3. Kullanilan kimyasallarin listesi

ADI URUN KODU FIRMA ADI
Etanol CAS 64-17-5 ALKO MED

Saf Etanol 32221 SIGMA-ALDRICH
Metanol 24229 SIGMA-ALDRICH
Izopropanol K44518295 321 MERCK
2-merkaptoetanol S4805940 517 MERCK
Akrilamid / Bis-Akrilamid 30% ¢ozelti A9099 SIGMA-ALDRICH
Amonyum persulfat A2941 Applichem
Coomassie Blue Belirteci A3480 Applichem

DMSO K46505343 517 MERCK

DMSO D2650 SIGMA-ALDRICH
EDTA A2937 Applichem

DiOC6 Boya 2129966 Fluka

DCFH-DA Boya C6827 Invitrogen
4',6-Diamidino-2-Phenylindole, D1306 Thermo Scientific

Dihydrochloride

Pl Boya

P4170-100MG

SIGMA-ALDRICH

Fetal Bovine Serum (FBS) P290310 Pan Biotech

Laemli Tamponu S3401-1V SIGMA
p-Coumaric Asid C9008-1G SIGMA-ALDRICH
Luminol A2185 Applichem

MTT Sollsyonu M2128-5G SIGMA-ALDRICH
Phosphate buffered saline (PBS) BE17-51-5F LONZA

Sigir Serum Albumin (PSA) A2153-10G SIGMA-ALDRICH
SDS (Sodyum dedosil stilfat) UN1888 Applichem

Protein Izolasyonu Tamponu 78501 Thermo

Page Ruller Plus Prestained Proteir 26619 Fermentas

Ladder

Agaroz A9539 SIGMA-ALDRICH
Tris Baz 648310 CALBIOCHEM
Asetik Asid 27225 SIGMA-ALDRICH
Ethidium Bromide E1510 SIGMA-ALDRICH
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Tris-HCI 648317 CALBIOCHEM

1 kb Marker SM1163 Fermentas

6X yikleme Tamponu R0631 Fermentas
Amonyum Asetat 1,110115,1000 MERCK

Fenol Kloroform A2279,0250 Applichem
Curcumin C1386-10G SIGMA-ALDRICH
Sodyum Klortir A2941 Applichem

Tween 20 S6740684 348 MERCK

TEMED A1148,0100 Applichem

Yagsiz Siit Tozu SC-2325 Santa Cruz Biotechnology
Glisin 3570 CALBIOCHEM
H>02 Hidrojen peroksi K39218400838 MERCK

ExPrime Taq PCR Kiti G-4000 Genet Bio

Trizol 10296010 Thermo

Tripure 11 667 165 001 Roche

Rnase Free Water 42480093 QIAGEN

iScript cDNA Sentez Kiti 1708891 Bio Rad

Human GH ELISA GR180572-1 Abcam

Millipore Falcon Centrifugal Filters 4FC901024 MERCK

Neomisin G8168 SIGMA-ALDRICH
Invasion Chamber 354483 BD Bioscience
Super Block T20 Blocking Buffer 37536 Thermo

FUGENE® 6 Transfection Reagent E2692 Promega

Ponceau Read Belirteci A1405 Applichem
Hidroklorik Asit K43804717 239 MERCK
Kloroform UN1888 Applichem

Kristal Viyole FN1048735 MERCK
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Tablo 4. Kullanilan tamponlar ve icerikleri.

Kullanilan Tamponlar

Icerikleri

10X TBS

87,6 gr NaCl
12,11gr Tris-Baz
800 ml distile su
pH:8

1X TBS-Tween

500 ml 10X TBS
500 ul Tween-20
500 ml distile su

10X PBS

80 gr NacCl,

2 gr KCl,

14.4 gr Na2HPOg,
2.4 gr KH2POq4
800 ml distile su
pH:7,4

1X PBS

500 pl 10X PBS
500 ml distile su

Full Besi Yeri

450 ml negatif besiyeri

50 ml FBS

5 ml Penisilin-Streptomisin (10,000
U/ml)

Bovine Serum Albumin (BSA)

0,015 gr Albumin,
10 ml distile su

Bradford Reagent

100 mg Comassie Brillant Blue (6-250),
50 ml %95 etanol,

100 ml %85 Fosforik asit,

1 litreye tamamlanir

Hiicre Lizis Tamponu (CLB)

100 pl Proteinaz inhibitor,
10 ml CLB

HArsh Strip Buffer

200 ml %10’luk SDS,

125 ml Tris-HCI (pH=6,8),
8 ml B-merkapta etanol
675 ml distile su

Mild Strip Buffer

15 gr glisin,

1 gr SDS,

10 ml Tween-20,
800 ml distile su

%10 Ammonium Persulphate Solution
(APS)

100 mg Ammonium persulfate,
1 ml distile su

Coumaric Acid (CA)

0,15 gr P-Coumaric asit,
10 ml DMSO

Luminol

0,44 gr Luminol,
10 ml DMSO

Yiritme Tamponu

30,3gr Tris-baz,
114 gr Glisin,
1gr SDS

1 litre distile su
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pH: 8,3

Transfer Tamponu

144 gr Glisin,
1 litre distile su
pH:8,3

33,3 gr Tris-base,

Hiicre Dondurma Medyasi

9 ml FBS,
1 ml DMSO

Tablo 5. %12’lik SDS-PAGE Jel igerigi.

Alt Jel Ust Jel
Distile su 3,4 mi 3,075 ml
Tris-HCI 2,5ml (1,5M,pH: 8,8) 1,125ml (0,5M, pH: 6,8)
%10 SDS 0,1 ml 0,05ml
Akrilamid/Bis-Akrilamid | 4 ml 0,67 ml
Amonyum Persulfat (APS)| 0,05 mi 0,025ml
TEMED 0,005ml 0,005ml
TOPLAM 10,005 ml 5,05ml
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Management and Assessment (lema)

PCR — Polimeraz Zincir Reaksiyonu - TSC YoOnetim Sistemleri
Akademisi

ISO 13485 : 2012 Kalite YOnetim Sistemi - TSC Yonetim Sistemleri

Akademisi



08.2014

OHSAS 18001 : 2007 Is Saglig1 ve Giivenligi Degerlendirme Sistemi -
TSC Yonetim Sistemleri Akademisi

4.2018 Viicudunuz Konusuyor Kisisel Gelisim Egitimi — AhmetSerif izgdren
Akademi
4.2018 Avucunuzdaki Kelebek Kisisel Gelisim Egitimi — Ahmet Serif izgoren
Akademi

KONGRELER

11.2015 IVEK 2. Ilag ve Eczacilik Kongresi

11.2018 2. Uluslar aras1 Hiicre Oliim Kongresi

CALISTAY

12.2015 Biyoteknoloji Calistay1 — Yiiksek Performansli Stvi Kromatografisi (HPLC)
Fatih Universitesi

11.2018 Hiicre Akis Sitometri Calistay1 — 2. Uluslararasi Hiicre Oliimii Kongresi

YAYINLAR

11.12.2018  Bafilomycin Prevented Curcumin-Induced Endoplasmic Reticulum (ER) Stress
and Autophagy in MCF-7 Growth Hormone Positive (GH+) Breast Cancer
Cells. The 2nd International Cell Death Research Conress. Proceedings 2018, 2
(25), 1568. DOI: 10.3390/proceedings2251568.
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