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OZET

Meme kanseri kadinlarda kanser kaynakli 6liimler arasinda ikinci sirada yer alan ve
biliylime faktdrleri, hormonal diizenleme ile gelisimi seyreden bir kanserdir. Yakin
zamanda, biliylime hormonunun (BH) meme kanseri hiicrelerinde anlatiminin
arttirllmasinin hiicre biiyiime, invazyon-metastaz ve ila¢ direncine neden oldugu tespit
edilmistir. BH kaynakli ilag direncinde bitkisel kokenli curcuminin etkisi zamana ve
doza bagli olarak gosterilmistir. Ancak curcuminin terapdtik potansiyelinin arttirilmasi
ve apoptotik etkinliginin molekiiler mekanizmasinda ER stres ve otofajinin roli
bilinmemektedir. Bu tez ile amacimiz MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme
kanseri hiicreleri {lizerine zamana bagli curcuminin etkisinin yaninda otolizozom
inhibitorii olan bafilomisinle kombine tedavisinde apoptotik etkinliginin ER ve otofaji
yolaklar1 g6z Oniinde bulundurularak irdelenmistir. Zamana bagli curcumin
uygulamasinin otokrin BH sinyali aracili diren¢ mekanizmasinin otofajik ve ER stres
anahtar molekiilleri lizerinden gergeklestirdigi MDA-MB-231 ve T47D meme kanseri
hiicrelerinde gosterilmistir. Curcumin direncinin kirilmasina bagl terapotik etkinligin
irdelenmesi i¢in bafilomisin ile curcuminin beraber uygulamasinin ER stres anahtar
molekiillerinin anlatimini baskilayarak ve otofaji siirecinde ge¢ asama olan otolizozomu
engelleyerek apoptotik hiicre Sliimiinii indiikledigi MDA-MB-231 ve T47D meme

kanseri hiicrelerinde belirlenmistir.

Boylece bu tez ile ilk defa otokrin BH sinyali kaynakli curcumin ila¢ direng
mekanizmasinin molekiiller mekanizmasinda ER stres ve otofajinin roliiniin
aydinlatilmas1 yaninda curcuminle beraber bafilomisin uygulamasinin curcumine bagli
apoptotik hiicre Oliimiinii indiikledigi MDA-MB-231 ve T47D hiicrelerinde tespit

edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Curcumin, Bafilomisin, Otofaji, Meme Kanseri, Biiylime

Hormonu
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SUMMARY

Breast cancer is the second most common cancer among cancer-related deaths in women
and growth factors and hormonal regulation are involved in breast cancer progression.
Recently, it has been found that increasing the expression of growth hormone (GH) in
breast cancer cells triggers cell growth, invasion-metastasis and drug resistance. Dose-
and time-dependent effect of curcumin (plant-derived compounds) on autocrine GH
signaling breast cancer has been reported. However, the molecular machinary of
curcumin induced apoptotic cell death regarding the role of ER stress and autophagy
pathway has not been demonstrated yet. In this thesis, our aim is to investigate the time
dependent effect of curcumin on MDA-MB-231 and T47D wild type and GH+ breast
cancer cells and also evaluate the potential additional effect of bafilomycin
(autolysosome inhibitdr) on autocrine GH mediated curcumin resistance through ER
stress and autophagy pathways. The inhibitive effect of time-dependent curcumin
exposure on the MDA-MB-231 and T47D breast cancer cells was demonstrated and this
might be related with curcumin triggered by key molecules of autophagic and ER stress
signaling pathway. Moreover, combination of bafilomycin and curcumin treatment
overcome autocrine GH mediated curcumin resistance was determined in MDA-MB-
231 and T47D breast cancer cells via inhibiting the expression profile of ER stress key
molecules. In additon, we also demonstrate that bafilomycin co-treatment accelerated
curcumin-mediated apoptotic cell death through inhibiting breast cancer cells at late

stage autolysosome formation.

Thus, in this thesis, the role of ER stress and autophagy has been determined in autocrine
GH mediated curcumin resistance in MDA-MB-231 and T47D cells and also additional
apoptotic effect of bafilomycin in therapeutic potential of curcumin in vitro breast

cancer drug resistance breast cancer model.

Key words: Curcumin, Bafilomycin, Autophagy, Breast Cancer, Growth Hormone
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BOLUM I

I.1.GIRIS

Meme kanseri diinyada ve iilkemizde kadinlarda en sik goriilen kanser tiirlerinin
basinda gelmektedir. Meme kanserinin goriilme siklig1 ciddi bir cografi degiskenlik
izlemekle beraber, gelismis iilkelerde goriilme sikligi daha fazla iken gelismekte olan
ilkelerde 6lim oraninin daha fazla oldugu goriilmektedir. Bunun yanisira meme
kanseri olusumunu tetikleyen birgok risk faktorleri de bulunmaktadir. Bu risk
faktorleri yas, ailevi gegmis, lireme ile ilgili faktorler, yasam tarzi ve cevresel faktorler

olarak ¢esitli gruplara ayrilmaktadir.

Meme tlimoriiniin olusumunda, meme dokusunun uzun siire dstrojene maruz kalmast
baslica faktor olarak gosterilmektedir. Meme kanseri hastalarinin %60°indan daha
fazlasinda Ostrojen reseptoriiniin pozitif oldugu tespit edilmistir. Bu kanser vakalarinin
coguna postmenapozal kadinlarda rastlanilmakta ve yapilan caligmalar, artmis
postmenapozal Ostrojen seviyeleri ile meme kanseri arasinda bir iligkinin oldugunu

gostermektedir.

Biiytime hormonu (BH), 6n hipofiz bezinden salgilanan, 191 amino asitten olusan
peptid yapili bir hormon olup, insan epitel hiicrelerinin (MCF-10A) proliferasyonunu
arttirarak, apoptozu engelledigi ve hiicresel morfolojide degisikliklere neden olarak
onkogenik transformasyona sebep oldugu gosterilmistir. Ayn1 zamanda otokrin BH
insan epitel hiicrelerinde siklin D1, c-myc ve Bcl-2 gibi genlerin transkripsiyonunda
artisa neden oldugu tespit edilmistir. Yapilan calismalar dogrultusunda yiiksek
diizeyde BH anlatiminin genetik ve cevresel faktorlerle birlikte meme kanseri
gelisimini tetikledigini ortaya koymustur. Bilylime hormonunun, meme bezlerinin
patolojik proliferasyon kazanmasiyla ve metastatik meme karsinoma hiicrelerinin

meydana gelmesiyle iligkili oldugu da saptanmistir.

Cogu kanser tiirlerinde oldugu gibi meme kanserinde de baslica tedavi yontemi

kemoterapi ve radyoterapidir. Ayrica giiniimiizde pekg¢ok ila¢ tasarimi {izerinde



calisilmakta ve terapotik etkileri arastirilmaktadir. Anti-kanser bir ajan olarak
curcuminin etkisi; mide, deri, oral kavite, meme bezleri, 6zofagus, kolon, bagirsak,
karaciger ve akcigerde tliimor olusumunu baskilayarak hiicreleri apoptoza gotiirdiigi
pek cok caligmada gosterilmistir. Ayrica curcuminin anti-oksidan 6zellik
gostermesiyle alkoliin, radyasyonun, ilaglarin ve agir metallerin ¢esitli organlar

tizerinde olusturdugu hasar1 6nledigi de saptanmistir.

Kanser ile otofaji arasindaki iliskiye bakildiginda yapilan arastirmalarin sonucu,
biiylime faktorlerinin eksik oldugu durumda tiimér hiicrelerinde otofajide artis oldugu,
hiicrelerin otofajiyi 6liimden kacis mekanizmasi olarak kullandigi ve hiicrelerdeki
otofaji baskilandiginda ise hiicrelerin apoptoz ile Sliime gittigi ortaya konulmustur.
Tiimoérlerde sinirlt anjiyogenezden dolayi, besin eksikligi ve hipoksik (organ ve
dokularda oksijen azlig1) ortam bulunmaktadir. Bu calismalar 1s1ginda da tiimor
hiicrelerini bu ¢evresel kosullardan koruyan mekanizmanin otofaji olabilecegi hipotezi
One sliriilmiistiir. Tiimorlerde otofaji artisiyla beraber otofajinin tiimor biiylimesini
indiikledigi disiiniiliirse, kanserli hiicrelerde otofajinin inhibe edilmesi ile beraber
cesitli kombin tedavilerin uygulanmasinin tiimoér baskilanmasinda umut verici

olabilecegi diisliniilmektedir.

1.2. AMAC

Bu tezin amaci BH anlatimin1 kazandirilan MDA-MB-231 (6strojen resptorii negatif)
ve T47D (6strojen reseptdrii pozitif) meme kanseri hiicrelerinde, curcuminin
endoplazmik retikulum (ER) stresi, otofajik diizenleme ve hiicre sagkalim-6lim
mekanizmalar1 iizerine etkisinin zamana bagli olarak modellenmesi ve ayrica otofaji
inhibitorii olan bafilomisin ile birlikte curcuminin beraber uygulanmasi sonucunda
curcuminin etkinliginin ER stresi, otofajik ve apoptotik 6liim yolaklar1 gbz oniine

aliarak molekiiler mekanizmanin gosterilmesi amag¢lanmistir.



1.1

BOLUM 11

GENEL BILGILER

KANSER

Kanser en yalin haliyle anormal ve kontrolsiiz hiicre bdliinmesi anlamina gelmektedir.
Kanser terimi, Yunan fizik¢i olan Hippocrates (M.O. 460-370) tarafindan
olusturulmus ve tiimorleri tanimlamak icin kullanilmistir. Fakat kanserin ilk kesfi
Hippocrates tarafindan olmamakla beraber daha onceki yillara dayanmaktadir. Antik
Misir’da M.O. 1600 “lii yillarda insan kemik kanseriyle ilgili el yazmalar1 ve mumyalar
tespit edilmigtir. M.O. 1500°1ii yillarda ise meme kanseri vakasiyla ilgili ilk kayitlar
yer almistir. Kayitlara bakildiginda kanserin tedavisinde gecici yontemler kullanildigi,

tedavi edilemedigi belirtilmistir [1].

Glinlimiizde kanserle yapilan bir¢ok ¢alisma neticesinde kanser olusumu ile iligkili en
biiylik etkiye sahip olan 3 gen grubunun varligi tespit edilmistir. Bunlar tiimor
baskilayic1 genler, onkogenler ve DNA tamir genleridir. Hiicre boliinmesini ve
cogalmasin1 kontrol eden, herhangi bir hasar durumunda DNA tamirini baslatarak
onarimi saglayan, tamirin basarisiz olmas1 durumunda da apoptozu tetikleyen gen
gruplarina tiimor baskilayici genler denir. Tiimor baskilayici genler arasinda en ¢ok
bilineni ve ¢aligilan1 p53 genidir. Cesitli nokta mutasyonlari, kromozomlarin diizgiin
ayrilmamasi, delesyonlar, mitotik rekombinasyonlar ve epigenetik susturmalar timor
baskilayic1 gen islevinde kayba yol acarak hiicre dongiisiindeki kontroliin
kaybolmasina ve sonugta da kanser olusumuna neden olurlar. Proto-onkogenler ise
cesitli mutasyon, gen duplikasyonlari, artmis gen ifadesi nedeniyle etkin hale gecerek
onkogene doniisebilirler. Onkogenler anormal bir sekilde protein kodlayarak kanser
gelisim siirecinin baglamasinda rol oynar. DNA tamir genleri ise, hasarli DNA’y1
onarmak iizere gerekli proteinleri o bolgeye c¢ekerek genin islevinin yeniden
kazanilmasii saglar. DNA tamir genlerinin bir diger 6nemli islevi ise onarimin

basarisiz olmasi durumunda hiicrenin apoptoz veya nekroz o6lim yoluyla yok
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edilmesini saglamaktadir. Fakat bu gen grubundaki fonksiyon kayiplari hiicrenin

kanserlesmesinde ¢ogunlukla karsilasilan bir sorun olarak tespit edilmistir [2].

Bunlarin yanisira kanserin meydana c¢ikmasinda sigara ve alkol kullanimi, kotii
beslenme aligkanligi, obezite, iyonize radyasyon, mesleki hastaliklar ve cevresel
kirleticiler etken olarak gosterilebilir. Ayrica HPV (Insan Papilloma Viriisii), Hepatit

B ve Hepatit C gibi viriisler kanser olusumunda c¢ok ¢alisilan viriisler arasindadir [3].

Kanser tipleri ve prevelansi

Kanser tipleri olustuklar1 doku ve organlara gore isimlendirilip, siniflandirilirlar. Pek
cok kanser tipi var olmakla beraber en sik goriilen kanserler akciger, prostat, meme,
deri, mide, mesane, kolon, karaciger kemik iligi, endometriyum ve ovaryum
kanserleridir. Kanser tiplerinin goriilme siklig1 hem cinsiyet agisindan hem de 1tk ve
cografi bolgelere gore farkliliklar gostermektedir. Kadinlarda ve erkeklerde en sik
goriilen ve dliime yol acan kanser tipi akciger kanseridir. Ikinci sirada ise kadilarda
meme kanseri, erkeklerde prostat kanseri yer almaktadir [4]. GLOBOCAN verilerine
gore 2012 yil1 igerisinde Diinya’da 14,1 milyon yeni kanser olusumu goriilmiis ve 8,2
milyonu ise kansere bagli dliimle sonuglanmistir. Kanser artis hizinin bu sekilde
devam etmesi sonucunda, Diinya niifusundaki artis ve yaslanmaya da bagli olarak
2025 yilinda toplam 19,3 milyon yeni kanser vakasinin gelisecegi diistintilmektedir.
Kanser vakalarmin ve kanser nedenli 6liimlerin yarisindan fazlasinin az gelisen
iilkelerde oldugu tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel calismalar sonucunda 6zellikle
meme kanserindeki yiikselise dikkat ¢ekilmis, meme kanseri insidansinin Onceki

verilere gore %20, meme kanseri kaynakli 6liimlerin ise %14 arttig1 saptanmustir [5].

MEME KANSERI

Meme kanseri, meme epitelyal dokusunda malign hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi ile
karakterize edilmektedir. Bu hastalik her iki cinsiyeti de etkilemekle beraber
kadinlarda goriilme siklig1 ¢cok daha fazladir. Kadinlar arasinda en sik rastlanan kanser
tipi olup her yil miyonlarca kadin meme kanserinden etkilenmektedir. Meme
kanseriyle ilgili raporlara gére 2012 yilina kadar diinya ¢apinda kadinlar arasinda
kanserle ilgili O6liimlerin %29’unu ve tiim kanserle ilgili oliimlerin %14 iini

olusturmaktadir [6]. Meme kanseri diger kanser tipleri gibi genetik ve cevresel



faktorler araciligryla meydana gelmekte olup hiicreleri; anti biiylime sinyallerine karsi
direng, biiyiime sinyalleri otonomisi, apoptozdan kacis, sinirsiz replikasyon
potansiyeli, anjiyogenezin devamliligi, doku invazyonu ve metastaz, DNA tamir
mekanizmasinin bozulmasi ve metabolik doniisiim gecirme gibi Ozelliklerine

sahiplerdir [7-9].

Meme kanserinin tanimlanabilmesi ve 1yi anlasilabilmesi i¢in 6ncelikle meme yapisini
kavramak gereklidir. Memede salgi yapan hiicreler lobiil adi verilen yapilar
olustururlar ve bu lobiiller birleserek loblar1 olusturmaktadirlar. Lobiillerin birbirine
baglanmasi siit kanallar1 araciligiyla olur. Meme kanseri ise lobiilleri ya da siit
kanallarin1 olusturan hiicrelerin kontrolsiiz bdliinlip ¢ogalmasiyla olugsmaktadir. Siit
kanallarindan kaynakli olugan kansere duktal karsinoma, lobiillerden kaynakli olusan

kansere ise lobiiler karsinoma denilmektedir (Sekil 1) [10].
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Lobular Karsinoma Duktal Karsinoma

Sekil 1. Meme Yapisi, LCIS ve DCIS olusumu [150]

Kanserli hiicreler tiirevlendikleri yer ile sinirli kalip yayilmazsa in situ, yayilma egilimi
gbsterirler ise invaziv meme kanseri olarak isimlendirilirler [11]. In situ karsinomlarda
stromal invazyon goriilmezken, invaziv karsinomlarda ise bazal membran asilarak

stromal invazyon olusumu goriilmektedir. Bu nedenle invaziv meme karsinomlari,
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bolgesel lenf nodlarina ve uzak organlara metastaz yapabilmektedirler. Ayrica meme

kanserlerinde %65-80’1ik boliim invaziv meme karsinomlarini teskil eder [12].

Meme Kanseri Epidemiyolojsi

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tipidir ve kadinlardaki kanserlerin
timiiniin  %?23’iinden sorumludur [13]. Kansere bagli oOliimlerde ise akciger
kanserinin arkasindan ikinci sirada gelmekte olup, 40-59 yas arasi kadin 6liimlerinin
baslica nedenidir. Zaman icerisinde meme kanseri goriilme sikliginda artis
gerceklesse de erken tani ve tedavideki gelismeler sayesinde 6liim oranlarinda diisiis
goriilmektedir. Gelismis lilkelerde meme kanseri insidansindaki artis 2001 yilindan
sonra azalmaya baglamistir; 2004 yilindan sonra ise bu azalma yavaslayarak devam
etmektedir [14]. Saghk Bakanligi’nin Tirkiye’de arastirmalarina bakildiinda ise,
kadinlar arasinda meme kanseri insidansinin oraninin 35/100.000 oldugu tespit

edilmistir [15].

Meme kanseri goriilme sikligi diinya iizerinde iilkeden iilkeye gore farklilik
gostermekte ve en yliksek meme kanseri goriilme orant Kuzey Amerika’ da
bulunmaktadir (99.4/100.000). Buna karsin en diisiik o6liim oranit yine Kuzey
Amerika’ ya aittir. Cin ve Afrika’ da meme kanseri olma oran1 ¢ok diisiik olmasina
ragmen (sirasiyla 11,7 ve 13.64/100.000) yiiksek 6liim oranlar1 goriilmektedir. Meme
kanserine baglh 6liim az gelismis {ilkelerde gelismis iilkelere oranla daha yiiksek
goriinmektedir. Kanserin olusum riski, yas ile dogrudan iliskili olup, yasin artmasiyla
beraber hastalik goriilme siklig1 da giderek artmaktadir. Goriilme orani ve 6liimdeki
bu farkliliklarin nedeninin yas, iireme ve yasam sekli gibi faktorlerdeki cesitliliklerin

yansimasi oldugu diisiiniilmektedir [13].

Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanseri {lizerine yapilan pekcok calismadan anlasilabilecegi iizere olusum ve
gelisim siirecinin farkliliklar1 s6z konusudur. Bu farkliliklar giiniimiizde bilinen
bir¢ok risk faktorii nedeniyle olusmaktadir. Risk faktorleri igerisinde en dnemlileri

ise yas, iireme, aile ge¢cmisi, yasam tarzi ve ¢evresel faktorlerdir [16].



1.2.2.1 Yas ve Ureme ile ilgili Faktorler
Meme kanserine yakalanmada en etkili olan risk faktorleri incelendiginde ileri yasa

sahip olmanin 6nemli bir risk faktorii oldugu goriilmektedir [16]. Yapilan bir ¢cok
calisgmada menopoz Oncesi yaslarda meme kanseri riskinin giderek arttigi tespit
edilmistir [17]. Diinyada meme kanseri teshisi konan kadinlar iizerinde yapilan
caligmalarin sonucuna bakildiginda %70’inin 50 yas ve {lzerinde oldugu
goriilmektedir [18]. Saghk Bakanligi’nin kadinlar {izerinde yaptigi istatiksel
caligmalara bakildiginda ise meme kanseri riskinin yasa bagli olarak giderek arttigi
ve Ozellikle 45-49 ve 50-54 yas araligindaki kadinlarda meme kanseri riskinin daha
fazla oldugu anlasilmaktadir [19]. Meme kanserinin olusumunda kadinlarin
hamilelik yasinin etkinligi s6z konusudur. Bireylerde 30 yasindan dnce gerceklesen
gebeliklerde koruyucu etkinin varligi goriiliirken, 30 yasindan sonra gerceklesen
gebeliklerde ise meme kanserine yakalanma oraninin daha yiiksek oldugu
saptanmistir [20]. Ayrica kadinlarda erken yasta menars ya da ileri yasta menopoz

goriilmesi durumunda da meme kanseri riskinin arttig1 goriillmektedir [21].

1.2.2.2 Ailevi Ge¢mis
Aile bireyleri arasinda meme kanserine yakalanmis kimsenin bulunmast, kisinin meme

kanserine yakalanma olasiligini yiikselttigi ifade edilmektedir. Ozellikle annesi ya da
kiz kardesi meme kanserine yakalanan bir kadinin, meme kanserine yakalanma riski
ciddi 6nem teskil etmektedir [22-24]. Meme kanseri olusumunda BRCAI ve BRCA?2
genlerinde gerceklesen mutasyonlar ¢ok 6nemli rollere sahiptirler. BRCAI geni 17.
kromozom iizerinde yer alirken, BRCA2 geni 13. kromozom {izerinde yer almaktadir.
Aile bireyleri igerisinde BRCAI ve BRCA2 gen mutasyonuna sahip olunmasi durumu
meme kanserine yatkinlikta artis oldugunu gostermektedir. Ciinkii kadinlarda var olan
meme kanserlerinin  %80-85’inde  BRCAI ve BRCA2 genlerinde gergeklesen

mutasyonlarin varligi s6z konusudur [24].

1.2.2.3 Yasam Tarz1
Meme kanserinde diger bir risk faktorii olarak yasam tarzini1 gérmekteyiz. Bu risk

faktorii icerisinde en 6nemli olanlari ise alkol ve sigara kullanim1 olup gergeklestirilen
calismalar sonucunda alkol kullanimindaki artisin meme kanseri olusum riskini
dogrusal bir sekilde %30 arttirdigin1 gérmekteyiz. Alkol kullaniminin yani sira sigara

kullanimi da meme kanseri olusum riskini yilikseltmektedir. Yapilan ¢aligmalar sonucu



giiniimiizde sigara kullanan bireylerin mutasyona yatkinliginin oldugu ve buna bagh
olarak sigara kullanmayan bireylere kiyasla meme kanserine yakalanma riskinin de

cok daha fazla oldugu belirlenmistir [16].

1.2.2.4 Cevresel Faktorler

1.2.3

Meme kanseri gelisiminde g¢evresel faktorler de 6nemli rol oynar ve bu faktorler
arasinda en onde gelen iyonize radyasyondur. Ozellikle geng yastaki kadinlarin
iyonize radyasyona maruz kalmasi kanser riskini biiylik oranda arttirmaktadir. Ciinkii
erken yaslarda viicuttaki hiicre boliinmesi daha fazladir, radyasyon sonucu agiga ¢ikan
DNA hasar1 boylelikle daha c¢ok replike olur ve kanser riski artar. Radyasyona maruz
kalma miktar1 arttikca dogru orantili olarak kanser olusumu riski de artmaktadir.
Ayrica kullanilan ¢esitli kimyasal maddeleler ve elektromanyetik radyasyon da
mutasyon olusumunu etkileyeceginden dolayr meme kanseri olusum riskini de

arttirmis olur [25].

Tedavi Yontemleri

Meme kanserinde kullanilan pek ¢ok tedavi tiirii mevcut olmakla birlikte, hangi tedavi

yonteminin kullanilacaginin belirlenmesinde en 6nemli etken hastaligin evresidir.

1.2.3.1 Cerrahi Yontem

Meme kanseri olan bireylerin ¢ogunun cerrahi operasyon gecirmesi gerekebilir ve bu
uygulanan en yaygin tedavi yontemidir. Sadece memedeki tiimdriin alindig1 ancak
memenin alinmadigi cerrahi operasyona bolgesel mastektomi denir. Tiimdrlii dokular
alimirken etraftaki bazi saglikli dokular da alinir. Total mastektomi ise tiim meme
dokusunun alindig1 durumdur. Koltuk altindaki lenf nodiillerinin alinmadig1 duruma
basit mastektomi denilitken memenin tiimiiniin alindigi, koltuk altindaki lenf
nodiillerinin ¢ogunun ya da tiimiiniin alindigit duruma ise modifiye radikal
mastektomi denir [26]. Yapilan caligmalarin cogunda mastektomi sonrasinda alinan

memeyi yeniden olusturmak amaciyla rekonstriiktif cerrahi de uygulanir [27].

1.2.3.2 Radyoterapi

Radyoterapi meme kanseri tedavisinde kullanilan diger bir yontem olup kanser

hiicrelerini 6ldiirmek veya g¢ogalmalarin1 engellemek adina yiiksek enerjili x-



isinlarinin - kullanildigr bir kanser tedavi tiiriidiir. Radyasyon viicut disindan
uygulanabilecegi gibi (eksternal radyasyon) tlimoriin igine radyoaktif madde
yerlestirilerek de uygulanabilir (internal radyasyon). Radyoterapi tedavisindeki amag
kanserli dokuyu yok ederken saglam dokulara minimum diizeyde zarar vermektir.
Radyoterapi uygulama yolu, kanserin evresine ve tiirline gore degiskenlik
gostermektedir. Cogunlukla mastektomiden sonra o bdlgede kalmis olabilecek
kanserli hiicreleri yok etmek icin raydoterapi uygulamalar1 gerceklestirilmektedir
[28]. Bazi durumlarda ise cerrahi yaklagim 6ncesi radyoterapi uygulanarak tiimoriin
kiictiltiilmesi hedeflenmektedir. Tiimdriin biiyliik oldugu veya ¢ikarilmasinin giig
oldugu durumlarda bu yaklasim tercih edilmektedir. Ayrica cerrahi yontem dncesinde

kemoterapi veya hormon tedavisi de uygulanabilecegi ifade edilmektedir [29].

1.2.3.3 Kemoterapi

Kemoterapi, kanserli hiicrelerin 6liimiine neden olan ilaglarin damar yoluyla ya da
hap seklinde uygulanmasi iglemidir. Uygulama sonucunda kan dolasimina giren
ilaclar tiim viicuda dagilmakta ve yayilan kanserin tedavisi saglanmaktadir. Fakat
kemoterapoétik ilaglar kanser hiicrelerini dldiirlirken bazi normal hiicrelere de zarar
vermektedir. Bu durumda cesitli yan etkilere yol agmaktadir. Cerrahi operasyon
sonrasinda kemoterapi uygulamasi, meme kanserinin tekrarlama olasiligini azaltmak

amaciyla gerceklestirilmektedir [30].

1.2.3.4 Hormonal Terapi

Meme kanserinde hormonal tedavi ilaglarindan faydalanabilecegini gosteren iki
belirteg, dstrojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptdriidiir (PR). Meme kanseri
hiicreleri, 6zellikle dstrojen hormonunun etkisiyle giderek kontrolsiiz bir sekilde
¢ogalmakta ve tiim viicuda yayilim gostermektedir. Ostrojenin etkilerini engelleyen
tamoksifen gibi ilaglar, viicutta ozellikle Ostrojenle yarigarak tiimor hiicrelerinin
ylizeyinde bulunan Ostrojen ve progesteron reseptorlerine baglanmaktadir. Bunun
sonucunda Ostrojenin yaptigi hiicre g¢ogaltici etkiye ket vurulmus olur [36].
Menopozda olan meme kanseri hastalarinda aromataz inhibitorleri olarak
adlandirilan ve Ostrojen sinyal yolaginin aktivitesini diisiiren ilaglarin da faydali
oldugunun gosterilmesi sebebiyle tedavide uygulanmaktadir. Ayrica menopoza

heniiz girmemis hastalarda yumurtaliklarin fonksiyonu; radyoterapi, cerrahi veya
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1.3

medikal yontemlerle engellenerek Ostrojen {iretimi baskilanabilmektedir. Bu
yontemlerin ve ilaglarin uygulanabilmesi i¢in kanserli dokudaki hormon

reseptorlerinin tespiti yapilmalidir [31].

Meme Kanserinin Molekiiler Mekanizmasi

Meme kanseri hiicrelerinde p53 gibi tlimor baskilayici1 genlerin ve HER2/neu gibi
onkogenlerin asir1 ekspresyonuyla ¢esitli molekiiler degisiklikler meydana
gelmektedir. Bunun yanmi sira BRCAI ve BRCA2 gen mutasyonlari da meme
kanserinde c¢okca tespit edilmektedir. Meme kanseri olusumunda biiyiime
faktorlerinin ve meme gelisiminde rol alan hormonlarin da 6nemli rollerinin oldugu
bilinmektedir. Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) anjiyogenik sistemin en
onemli uyaricilarindan biri olup damar gegirgenligini arttirmaktadir. Ayrica VEGF
matriks metalloproteinaz (MMP) salinimin1 uyararak metastaz ve invazyonu

kolaylastirir.

On hipofiz bezinden salman ve meme gelisimi iizerinde etkisi olan prolactin (PRL)
iizerinde yapilan bazi ¢aligmalardan elde edilen sonuglar bir proto-onkogen olan c-
Myc’in meme kanseri tizerinde STAT-5 ko-aktivatorii olarak islev gordiigiinii ve gen
ekspresyonunu etkin hale getirdigini gostermektedir [32, 33]. Bunun yanisira PRL,
JAK2'nin  katalitik  aktivasyonu ile  reseptoriiniin  ubikuitinlesmesini,
internalizasyonunu ve degredasyonunu uyarmaktadir. JAK2 aracili sinyallesmede
prolaktin reseptorii’niin (PRLR) Ser349’da fosforile olmasinin da 6nemli bir olay
oldugu goriilmektedir [34]. Yapilan bir diger ¢alismalar ise PRL-PRLR-JAK2-
STATS sinyal yolaginin tiimdr baslangicinda 6nemli oldugunu ancak daha sonraki
ilerlemede 6nemli olmadigini ortaya koymaktadir. Transformasyondaki bu erken rolii
desteklemek amaciyla PRL-STATS'in, meme kanseri-1'in (BRCA1) tlimor
baskilayic1 fonksiyonuna miidahale ettigi bildirilmistir. PRL-STATS sinyali, PRL
varliginda proliferasyona izin verirken, hiicre dongiisii inhibisyonunun BRCAI
timor baskilayict fonksiyonuna miidahale eder. Barcus ve arkadaslar tarafindan
kolajen matrikslerindeki meme kanseri hiicrelerinin, MAPK sinyalinden ziyade
JAK2-STATS sinyalini aktive ettigini gdstermislerdir [35]. Ayrica VEGF'nin de PRL
ile indiiklenebildigi tespit edimis ve bunu PRLR, JAK2 ve MAP kinaza bagli olarak
gerceklestirdigi ortaya konmustur [36]. Dolasimdaki prolaktin konsantrasyonlar1 ve

meme kanseri riski arasindaki iliski iyi calisilmis olmasina ragmen, PRL veya
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1.3.1

prolaktin reseptdr (PRLR) genlerindeki genetik polimorfizmlerin PRL seviyelerini,
reseptor ekspresyonunu ve sonugta meme kanseri riskini etkileyip etkilemedigi
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Ek olarak, yiiksek prolaktin seviyelerinin sadece
prolaktin reseptdr pozitif meme tiimdrleri riskini artirabildigini degerlendiren kesin

calismalar da mevcut degildir [37].

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalara gére PRL yaninda yine 6n hipofiz bezinden
salgilanan BH ad1 verilen hormonunda meme kanseri ile iligkisinin oldugu ifade
edilmistir. BH, postnatal biiylime ve gelismeyi saglayan anabolik bir hormon olmasi
yaninda meme hiicrelerinde farklilasma ve cogalma mekanizmalarinda gorev
almaktadir. Ayrica bilyiime hormonunun fazla salgilanmasi durumunda, ¢evresel ve
genetik faktorlerle beraber meme kanseri gelisiminin tetiklendigi saptanmigtir [38].
Biiyiime hormonu, insiilin benzeri biiylime faktoriiniin (IGF-I) salinimini tetikleyerek
birlikte de etki gdsterebilmektedir. Meme kanserinin 6nlenmesine yonelik yapilan
cesitli ¢alismalar ise BH ve IGF-I eksikliginin 6nemli 6l¢iide roliiniin oldugunu

gostermistir [39].

Otokrin Biiyiime Hormonu ve Meme Kanseri Arasindaki iliski
Meme bezlerinin normal gelisimindeki 6nemli pek ¢ok hormonun ve 6zellikle BH’
i salimminin kontrolii hipofiz tarafindan gerceklestirilmektedir. Yapilan cesitli
calismalarda BH ve PRL gibi hormonlarin tiimor gelisiminde etkili oldugu
belirlenmistir. Meme kanseri gelisiminde, BH seviyelerinin en o6nemli faktor
olduguna yonelik arastirmalarin giiglii destegi olmamakla birlikte, meme kanseri
goriilen hastalarin serumlarinda BH seviyelerinin arttig1 tespit edilmistir [40].
Biiytime hormonunun, meme karsinom hiicrelerinde proliferasyonu arttirdigi, EMT
’yi uyardigl, invazyonu ve metastazi tetikledigi yapilan calismalarda gosterilmistir
[41].

2005 yilinda Zhu ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma otokrin BH iiretimininin insan
karsinoma hiicrelerinde, JAK2’ye bagli biiylimeyi arttirdigini gostermistir. Biliylime
hormonu, insan epitel hiicrelerinin (MCF-10A) proliferasyonunu arttirarak, apoptozu
azaltarak ve hiicresel morfolojide degisikliklere neden olarak onkogenik
transformasyona neden olmaktadir. Ayni1 zamanda otokrin biiyiime hormonunun
insan epitel hiicrelerinde siklin D1, c-myc ve Bcl-2 gibi genlerin transkripsiyonunda

artisa neden oldugu saptanmistir [42].
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1.4 BUYUME HORMONU (BH)

Biiytime hormonu geni insanda 17. kromozom {izerinde yer alan hipofiz bezi
kokenli bir hormondur. Ayrica 17. kromozom iizerinde bes tane biilylime hormonu
geni bulunmaktadir ve bu gen ailesi insan biiylime hormonu normal (iBH-N),
insan  koryonik = somatomammotropin L  (iCS-L), insan  koryonik
somatomammotropin A (iCS-A), insan biiylime hormonu varyanti (iBH-V), insan
koryonik somatomammotropin B (iCS-B) olarak sirasiyla kromozom iizerinde
dizilmistir. Bunlardan iBH-N ve iBH-V birbirine benzer yapiya sahiptir ve sadece
IBH-N hipofiz bezinde, iBH-V plasentada eksprese edilmektedir [151]. Ayrica
IBH-N geni 5 ekzon ve 4 intron bdlgesinden olusmaktadir (Sekil 2) [43].

IGH-N  icsL ics-A iGH-V ics-B
} o o oy om—
17.
20 30 40 50
Kromozom
| In v
| | 1 | |
0 0.5 1.0 1.5 2.0 kb

Sekil 2. insan biiyiime hormonu gen ailesi [210]

BH saliniminda gorevli hiicreler somatotrop olarak adlandirilir ve biiylime
hormonu, somatotrop hiicrelerden salgilanan, sistein amino asitlerinin arasinda
kurulan iki disiilfit bagi ile iicilinciil yapisina kavusan, 22 kDa molekiil agirligina

sahip polipeptid bir hormondur (Sekil 4).
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Sekil 3. insan biiyiime hormonu amino asit dizisi [210]

Sekil 3 ‘te insan biiylime hormonu amino asit dizisi yer almaktadir. Plasenta
tarafindan salgilanan biilylime hormonu ile hipofizden salgilanan biiylime
hormonunda 13 farkli aminoasit dizilimi goriilmektedir. Ayrica plasentadan
saliman biliylime hormonu, gebeligin yarisinda hipofizden salinan biiylime
hormonunun yerini alarak daha fazla laktojen etki yaratilmasina sebep

olmaktadir [44].

Sekil 4. Insan biiyiime hormonu ii¢c boyutlu yapisi [211]

1.4.1 Biiyiime Hormonu Sinyali

Biiylime hormonu (BH) molekiiliiniin hiicre membraninda ki ardisik iki BHR
molekiiline baglanmasiyla dimerizasyon gerceklesir ve dimerizasyonun

gerceklesmesiyle JAK-2 aktiflesir. JAK-2 aktiflesme sonucu hem kendisini hem de
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tirozin kinaz aktivitesi olmayan BHR’yi fosforiller ve boylece BH sinyal iletimi,
cesitli yolaklar iizerinden devam ettigi belirlenmistir. Bunlarin en iyi tanimlanmis
olanlar, MAPK, STAT, (sinyal iletici ve transkripsiyonu baslatan) ve PI3 kinaz
(fosfatidil inozitol 3-OH kinaz) yolaklaridir (Sekil 5). Bu yolaklarda ortak amag
BH’nin etkilerini gdstermesini saglayan genlerin aktiflestirilmesidir [45].

BH’nin en 6nemli gorevi IGF-I’in yapimini uyarmaktir. BH nin bir ¢ok dokuda
BHR’ye baglanmasi sonucu IGF-I gen transkripsiyonu baslamasina takiben IGF-I’in
salinimi artmaktadir. IGF-I dolasimda, yapimi yine BH kontroliinde olan IGFBP3’e
(Insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayict protein 3) bagl olarak dolasir. IGFBP3,
IGF-I ve ALS’ye (asite hassas alt birim) baglanarak bir yap1 olusturur. Boylece
dolasimda IGF-I’in sabit kalmasi, plazma yar1 dmriiniin uzamasi ve dolasimda IGF-I
deposu olusmas1 saglanmis olur. Ayrica bu tagima sistemi IGF’lerin kilcal damar

duvarindan gegisini de diizenlemektedir [46].

Biyume Hormonu- IGF-I Ekseni
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Sekil 5. Bilyiime hormonu sinyal yolag: [212]
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1.5 Curcumin

Curcuma longa, giiney ve giineydogu tropikal Asya’da yaygin olarak yetistirilen
zencefil ailesine ait sar1 ¢igekli, cok yillik otsu bir bitkidir. Curcumin, Curcuma longa
bitkisinin kokiinden izole edilen ve insanlar i¢in toksik olmayan, ayni zamanda da
halk arasinda kori olarak bilinen bir baharattir [47]. Molekiiler agirligi 368,37 g/mol
olan curcuminin erime noktasi ise 183°C’ dir. Suda ¢6ziinmeyen fakat DMSO, etanol
ve asetonda ¢ozilinebilen bir kimyasal yapiya sahiptir (Sekil 6) [48]. Baz1 kanser
tiirlerinde, curcuminin kanserli hiicrelerin boliinmesini durdurarak, 6liime gotiirdiigii
saptanmistir. Anti-kanser bir ajan olarak curcuminin etkisine bakildiginda, pek ¢ok
doku ve organlarda tiimor olusumunun baskilandigi ¢esitli calismalarda gosterilmistir
[49, 50]. Ayrica curcuminin antioksidan 6zelligi sayesinde ise alkoliin, radyasyonun,
ilaclarin ve agir metallerin ¢esitli organlar {izerinde olusturdugu hasar1 onledigi

saptanmistir [50, 51].

Sekil 6. Curcuminin kimyasal yapisi [213]

Epidemiyolojik calismalarda, Dogu Hindistan’da kanser insidansinin diisiik oldugu
saptanmis ve bu durumun sebebinin bdlgede curcuminin yiiksek oranda
kullanilmaszyla iliskili oldugu diistintilmiistiir [52, 53]. Curcuminin kanser hiicreleri
iizerinde, kaspaz-8’i aktive ederek Bid ilizerinden dis apoptotik yolagi etkiledigi,
sitokrom-c salinimi, kaspaz- 3, 9 aktivasyonu ve PARP kesilimi ile de i¢ apoptotik
yolagi etkiledigi belirlenmistir [52]. Bunun yaninda curcumin, ¢esitli hormonlarin
sentezini ve saliimini diigiirerek hiicre proliferasyonuna ket vurdugu ve apoptozu
tetikledigi tespit edilmistir [54, 55]. Ayrica yapilan bir diger ¢calismada curcumin ile
birlikte meme kanserinin akciger metastazlar1 insidansinda biiyiik 6l¢iide azalma

gortldiigi belirtilmistir [56].
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1.5.1

1.5.2

Curcumin ve Meme Kanseri

Curcuminin meme kanseri hiicre hatlar1 ile yapilan ¢aligmalarina bakildiginda doza
ve zamana bagli olarak hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi saptanmistir. Ayrica
hiicre dongiisiinii G2/M fazinda durdurdugu ve hormon negatif hiicrelerde p53
anlatimini arttirarak Bax/Bcl-2 ve p21 orami gibi apoptotik markirlan tetikleyerek

hiicreyi apoptoza gotiirdiigii belirlenmistir [57].

Curcuminin pek ¢ok tlimorlerde gelisim ve metastaz siirecini baskilayici rolde yer
aldigm goérmekteyiz [58]. Bu anti-karsinojenik etkinligini ise c¢esitli inflamatuar
sitokinleri, biiylime hormonlarini, transkripsiyon faktorlerini, protein kinazlar1 ve pek

cok onkojenik molekiilleri negatif yonde regiile ederek ortaya koymaktadir [59].

Curcuminin Klinik Uygulamalari

Curcumin {izerine yapilan ¢aligmalar curcuminin anti-karsinojenik, anti-inflammatuar
etkinligini ortaya koymustur. Bu etkinlik pek ¢ok kanser tiiriinde in vitro ortamda
ispatlanmis olmasina ragmen in vivo ortamda ise fare modelleri {izerinde metastazi
engelleyici ve tiimor baskilayici roliintin oldugunu gostermistir [60]. Klinik vakalarin
cogunda curcuminin giinliik 8.000 mg doz uygulamasinin tedavi edici etkin bir rolde
oldugu gosterilmistir. Ayrica curcuminin giinliik ila¢ uygulama dozunun 12.000 mg

olarak daha etkin olacagi lizerinde ¢aligsmalar da yer almaktadir [61].

Pre-klinik caligmalarda meme kanseri hastalarina curcumin merhemi uygulanmis ve
sonucunda lezyon biiytikliigii, kasint1 ve agrilarda meydana gelen anlamli bir azalma
oldugu tespit edilmistir [62]. Yapilan bir diger calismada ise curcumin karaciger
kanser hiicrelerinde hiicre siklusunu durdurarak sitotoksik etki gosterdigi ve apoptozu
indiikledigi bulunmustur. Farelerdeki hepatokarsinoma hiicrelerinde curcuminin
metastaza karsi etkisi COX ve VEGF’nin anlatiminin azalmasina bagli olarak
aciklanmistir [63]. Ayrica kotii huylu beyin tiimorii (glioblastoma) hiicrelerinde
curcuminin terapdtik etkinligine bakilmis ve curcuminin bu hiicreler iizerinde NF-xB
sinyal yolagini inhibe ettigi bulunmustur [64-66]. Bu kanser tiirliniin ksenograft
modelinde; tlimoér biiylimesinin biiylik 6l¢iide inhibe edilmesi ve otofajinin
indiiklenmesi curcumin tarafindan saglanmistir. Tedavisi curcumin ile gergeklestirilen

grubun tiimdr hacimlerinde ise yaklasik 3 kat diisiis oldugu saptanmistir [67].
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1.6

1.6.1

Pankreas kanserine sahip kisilerde curcumin ile yapilan klinik ¢alismalarda hastaligi
stabil devam eden Kkisilerin sitokin seviyelerinde (IL-6, IL-8, IL-10 reseptor
antagonistleri) anlaml artiglar goriiliirken belirgin bir timor gerilemesi de tespit
edilmistir [68]. Curcuminin lenfomada etkisine bakildiginda, JAK-1 ve STAT3
aktivitesini engelleyerek ¢ogalmay1 inhibe ettigi ve bdylece apoptozu indiikledigi
saptanmistir [69]. Fare ksenograft modelinde ise oral curcumin (50-200 mg/kg)
uygulanmasinin lenfoma hiicrelerinin gelisimini durdurdugu gosterilmistir [70].
Akciger kanserinde ise cis-diamin-dikloroplatin ile curcuminin kombine olarak

kullanimi sonucunda lenfatik metastazli tiimor gelisiminin engellendigi saptanmistir

[71].

Saglikli hiicre iizerine toksik etki gdstermemesi, antioksidan ve anti-karsinojen
aktivitesinin yliksek olmasi, diisiik molekiil agirliga sahip olmasi curcuminin ideal bir
kemoterapo6tik ajan olmasini saglamaktadir [63]. Ancak diisiik biyoyararlanima sahip
olmasindan 6tiirii ¢esitli analoglarinin sentezlenmesi ya da kombin tedavilere gegilerek
etkinliginin arttirllmas1 gerekmektedir. Farmakolojik etkinligi yiiksek analoglar,
nanopartikiiller, ve biyoyararlanimi daha yiiksek, toksik etkileri daha az bilesikler elde

edilmeye ¢alisilmalidir [72].

APOPTOZ

Apoptoz programli bir hiicre 6liimiidiir ve normal hiicre dongiisiiniin, bagisiklik
sisteminin uygun gelisim ve isleyisinin, embriyonik gelisim ve kimyasal kaynakli
hiicre 6liimiiniin hayati bileseni olarak kabul edilmektedir [73]. Mitokondriyal sinyal
(intrinsik) yolagi ve ekstrinsik sinyal yolagi olmak iizere iki yollak tiizerinden

gerceklesen bir mekanizmaya sahiptir.

Intrinsik Sinyal Yolag

Intrinsik sinyal yolagi mitokondri iizerinden baslayarak ilerleyen, reseptorlerden
bagimsiz olarak gerceklesen bir sinyal yolagidir. Apoptotik hiicre 6liimiinde ise pro-
apoptotik ve anti-apoptotik proteinler denilen iki temel protein grubu gorevlidir. Bak,
Bax, Bim, Bid ve Puma pro-apoptotik protein grubunda yer alirken Bcl-2 ve Bel-xL
anti-apoptotik protein grubundadir. Kaspazlar ise apoptotik hiicre 6liimiiniin baglama

ve sonlanma asamalarinda gorev alan bir diger protein ailesi grubudur. Baslama
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1.6.2

asamasinda gorev alan kaspazlar kaspaz-2, kaspaz-8, kaspaz-9 ve kaspaz-10 iken

sonlanma asamasinda gorev alanlar ise kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7’dir.

Hiicresel stres, DNA hasari, radyoterapi ve kemoterapi durumunda 2 6nemli pro-
apototik protein (Bak ve Bax) aninda aktive olurlar. Aktif olan Bak ve Bax proteinleri
mitokondri membranindan sitoplazmaya acilan kanallar olustururlar ve bu kanallardan
sitokrom C’nin sitoplazmaya salinimini gergekleslestirler. Salinan sitokrom C Apaf-
I’e baglanarak apoptozom kompleksini olusturur ve boylelikle kaspaz-9 aktif hale
gelir. Aktif kaspaz-9 ise kaspaz-3, kaspaz-7 ve kasapz-6’nin aktivasyonunu saglayarak

apoptotik hiicre 6liim stirecini baslatmis olur (Sekil 7) [73].

Ekstrinsik Sinyal Yolag:

Ekstrinsik sinyal yolagi o6lim reseptorleri denilen transmembran reseptorler
araciligiyla olmaktadir. Hiicre yiizeyindeki 6liim reseptdrlerine (TNRF, Fas, DRS)
Olim sinyallerinin (FasL, TNF-alfa, TRAIL) baglanmasiyla sinyal aktivasyonu
gerceklesir. Sinyal FADD ve TRADD f{izerinden hiicre i¢ine aktarilir. Pro-kaspaz-8
kesilerek aktif form olusur ve aktif kaspaz-8 de Bid kesilimini gerceklestirir. Ayrica
diger bir yol olarak aktif kaspaz-8; kaspaz-3, kaspaz-7 ve kaspaz-6’nin aktivasyonunu

da gergeklestirebilir [74, 75].

Her iki sinyal yolagi sonrasinda aktif hale gelmis kaspazlar hiicrede apoptotik

cisimciklerin olusumunu saglar ve bdylece programli bir hiicre 6liimii gerceklesmis

olur (Sekil 7).

18



Oliim Ligandlari
TNF-alfa, FasL, TRAIL

EKSTRINSIK YOLAK INTRINSIK YOLAK

Oliim Reseptorleri

oo TNRF,Fas
“l“‘.“-‘-\‘."m‘u'.\u‘u,l.:::‘ A Xy
o LRI bos! Jese seee

‘rillll
A8, A8 Iy :n
\n‘\\ “n““”

1&\»“

_J s
. Adaptoérler

/ FADD, TRADD

DISC Hiicresel Stres

Otokatalitik
Aktivasyon
Pro-kaspaz-8 BID

> BID'in Kesimi

Kaspaz-8

Mitokondri Membraninin
Destabilizasyonu-
Sitokrom C'nin Salinimi

Kaspaz-3,-7,-6 : .

Kaspaz-9'un Sitokrom C
Aktivasyonu \

Apaf-1
Sitokrom C
dATP
APOPTOZOM
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1.7 ENDOPLAZMIK RETIKULUM (ER) STRES

Endoplazmik retikulum membranla ¢evrili, ags1 bir hiicre i¢i organel olup sentezlenen
proteinlerin katlanmasinda rol oynar. Cesitli biyolojik sartlar (asir1 lipit birikimi,
hipoksi, toksinlere maruz kalma, aclik vb) endoplazmik retikulum homeastazisinin
bozulmasina, yanlis katlanmis ya da katlanmamis proteinlerin ER liimeninde
birikmesine ve sonu¢ olarak ER strese neden olabilir. ER stres olusum sonrasinda
etkinin azaltilmasi i¢in UPR (katlanmamig protein cevabi) uyarilir ve bdylece protein
sentezini yavaslatan, protein yikimini arttiran bir sinyal yolu aktive edilmis olur [76,

77].

UPR’nin aktivasyonunu diizenleyen 3 farkli transmembran protein mevcuttur ve bunlar;
PERK, IRE-1 ve ATF-6’dir. Yanlis katlanan proteinlerin birikmesiyle PERK, IRE-1 ve
ATF-6 yolu araciligiyla strese kars1 cevabi olusturulur (Sekil8). UPR’nin aktivasyonu;
protein sentez ylikiiniin azalmasi, endoplazmik retikulumda katlanmamis proteinlerin
birikmesini engelleme, endoplazmik retikulum saperonlar1 ve katlanma enzimlerini
kodlayan genlerin translasyonunun arttirilmasi gibi pekcok hiicresel yanitlara neden

olmaktadir [78, 79].

PERK kinaz bagilimli, translasyonu yavaglatan tip I transmembran proteindir [80]. ER
stresinin birincil cevabi, PERK aktivasyonu yolu ile 6karyoktik baglama faktorii (elF2a)
nii fosforilleyerek gerceklesir. Fosforillenmis elF2a hiicre igerisindeki translasyonu
durdurur [81]. Fakat ATF4 gibi baz1 spesifik mRNA’larin translasyonu devam ederek
miktarinda artis gézlemlenir. Bunun sonucunda ER strese karsi hiicrenin protein yiikii
azaltilmis olur ve katlanmamis proteinlerin diizeltilmesi saglanir. ATF4 nukleusa go¢
ettikten sonra aktive olan CHOP, bir apoptoz sinyalini uyararak programli hiicre

Oliimiine neden olur. PERK ayrica Nrf2’yi de fosforilllemektedir [78, 80, 82].

IRE-1 hem endoniikleaz domaine hem de serin treonin kinaz domainine sahip ¢ift
aktiviteli transmembran bir proteindir. Iki izoformu mevcuttur ve bunlar IRE-1a. ve
IRE-1B" dir [83]. IRE-1 Grp78 ile beraberken inaktif formdadir ancak ER stresin
baglamas1 ve Grp78’in ayrilmas: ile dimerize olarak otofosforillenir. Aktif IRE-1

RNAaz aktivitesiyle XBP’yi (X-box baglayici protein) kirparak olusan XBP1
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1.7.1

translasyona ugrayarak transkripsiyon faktoriine doniisiir. Boylelikle katlanmaya

yardimci olan enzimlerin up regililasyonuna sebep olur [84].

ATF®6, hiicre igerisinde ER stresin olmadigi durumlarda Grp78 ile birlikte inaktif formda
yer almaktadir. Stres durumunda Grp78 katlanmaya yardimci olmak amaciyla liimene
gonderilirken ATF6’da modifikasyona ugrayarak golgiye gonderilir. Once site 1
proteazla daha sonra site 2 proteaz ile kirpilan ATF6 nukleusa go¢ eder. Daha sonra
Grp78, Grp94 gibi saperonlarin ekspresyonu artar. Sonug olarak bu proteinlerin sentezi

cogalir ve strese kars1 korunma mekanizmasi aktif hale gelir [85-87].
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Sekil 8. UPR Yolaklar: [88]

Endoplazmik Retikulum ve Apoptoz Arasindaki iliski
UPR yolag1 ER stresi azaltmak ve hatali katlanmig proteinleri diizeltmek iizere aktive
olur. Fakat stres devam eden UPR uyarimli mekanizmalar bu ER stresi azaltmayi

basaramazlarsa sonucunda programli hiicre 6liimii olan apoptoz meydana gelmektedir

[78].

UPR sinyal yolaklar1 olan PERK, ATF-6 ve IRE-1 sadece yasama ile ilgili islevleri
yerine getiren yolaklar1 aktive etmezler ayni zamanda apoptoz yolaklarini da indiiklerler

[89]. ER stresi durumunda pro-apoptotik sinyaller tetiklenir ancak direkt olarak hiicre
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1.8

oliimiine neden olmazlar. INK veya CHOP gibi molekiillerin aktivasyonunu saglayarak
etki gosterirler. ER stres sonucu indiiklenmis apoptoz, Bel-2 ailesi tiyelerinin, INK gibi
kinazlari, CHOP gibi transkripsiyon faktorlerinin ve ¢esitli kaspazlarin iligkili oldugu

hiicre 6liim yolaklarindan meydana gelmektedir [82].

OTOFAJI

Kelime anlami olarak kendi kendini (auto) yeme (phagy) anlamina gelen otofaji hiicre
biyolojisinde hiicre i¢ci makromolekiillerin ve organellerin lizozomal enzim aktivitesiyle
yikilmasi durumudur. Hiicre icerisinde yikim, yapim ve hiicre i¢i maddelerin geri
doniisiimiinii dengelemekten sorumlu bir mekanizma olan otofajinin tanimlanmasi
1960’11 yillara uzansa da 1990’larin ortalarina kadar genetik temelini kavramaya yonelik
caligmalar yapilmamistir. 1992°de Ohsumi ve arkadaslari mayalarda yaptiklari

calismada 30 ATG (otofaji ile baglantili genler) tanimlamislardir [90].

Yapilan ilk calismalarin dogrultusunda otofajinin gereksiz hiicreleri, asir1 hasarli
organellerini ve makromolekiillerini yikan bir olay oldugu bilinmektedir. Otofaji tiim
Okaryotik canlilarda gergeklesen evrimsel olarak korunmus bir membran trafik
yolagidir. Otofaji esnasinda yikima ugrayacak organel ve proteinler sitoplazmada
olusturulan preotofagozom adi verilen bir membran sistemiyle cevrelenir. Cift
membranli vesikiiller i¢ine hapsedildiginde ise otofagozom olarak adlandirilirlar.
Otofagozom ve lizozomlarin birlesmesi neticesinde lizozomal enzimlerin aktivitesiyle
icerik yikima ugratilmaktadir. Yikima ugramis olan proteinler enerji ve yeni proteinlerin

yapimi i¢in kullanilmistir (Sekil 9).
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Sekil 9. Otofajinin sematik gosterimi [91]

Otofaji sayesinde hiicreler organel ve proteinlerini enerji iiretimi i¢in ham madde olarak
kullanirlar ve bu da c¢esitli stres durumlarinda hiicrelerin canli kalabilmelerini
saglamaktadir. Kisacasi otofaji besin eksikliginde ve biiyiime faktorii yoklugunda ortaya
cikan metabolik streslere bir adaptasyon yanit1 olmaktadir [92]. Otofaji hasarli organel
ve proteinlerin yikilmasinda etkin bir mekanizma olmasiin yanisira normal hiicre
iceriginin yeniden islenmesinde de gorevlidir. Bu nedenle otofaji eksikliginde
ubikuitinlenmis proteinlerin ve deforme organellerin birikmesi, hiicresel dejenerasyona
yol agmaktadir [93]. Otofaji, ilk olarak hiicrenin hayatta kalimu ile ilgili bir savunma
mekanizmasi olarak ortaya atilmis olsa da, son yillardaki ¢aligmalarda otofaji ile hiicre
canlilig1 ve 6liimii arasinda karmasik baglantilar oldugu ortaya konmustur. Otofaji hiicre
icinde uzun dénem devam ettiginde ve apoptoz mekanizmalar1 hasarli hiicreleri 6liime
zorlandiginda, otofajinin hiicrelerde bir hiicre 6liim tiirii olarak kullanmildig: ileri

siiriilmiistiir [90, 92, 94].

Otofaji kompleks bir siire¢ olmakla birlikte gliniimiize kadar temel 3 farkli mekanizmasi

tanimlanmistir. Bunlar makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili otofajidir. Her
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iiclinde de hiicre icerigi lizozomlar tarafindan yikima ugratilsa da, liclinlin de farkh
biyolojik 6zellikleri bulunmaktadir. En ¢ok tistiinde durulan tiirii makrootofaji, pek¢ok
hiicrede olusur, protein fragmentlerinin ve hasar goérmiis organellerin parcalanmasinda
en Onemli gorevi istlenir. Makrootofaji, yikima ugratilacak hedef molekiilleri
cevrelerindeki diger sitoplazmik igerikten ayiran cift katli membran sistemlerinin
(otofagozomlarin) olusumuyla karakterize edilir. Yikima ugratilacak protein,
karbonhidrat, lipid, RNA, mitokondri ve peroksizom gibi organeller otofagozomlarin
icine hapsedilip lizozomlara tasinarak, lizozomal enzimlerle pargalanirlar.
Otofagozomlar ER’daki icerik olarak PI3P’den zengin membranlarinin bir araya

gelmesi, uzamasi ve kapanmasi ile meydana gelmektedir.

Otofagozomlar igeriklerini lizozoma tastyarak lizozom ile birlestiklerinde otolizozom
adin1 alir, igerikleri asidik lizozomal hidrolazlar ile yikilir. Mikrootofaji, kiiclik
miktarlardaki sitoplazma igeriginin dogrudan lizozom tarafindan pinositozudur.
Sitoplazmik igerik lizozom membranin i¢e kivrilmasiyla lizozom i¢inde hapsedilir.
Saperon aracili otofajik ise diger otofaji tiirlerine gére daha secicidir. Sadece KFERQ
benzeri motifleri igeren proteinlerin yikima ugratildig otofaji tiirtidiir. HSC70 igeren
saperon kompleksler sitoplazmadaki KFERQ motifi proteinleri tantyarak, bu proteinlere
baglanirlar ve lizozom membranina tasirlar. Lizozom membraninda bulunan LAMP-2
saperon-KFERQ motifli protein kompleksini tanir ve protein katlantilar1 agilir. Protein
lizozom membranindan lizozomal HSC70 yardimiyla gecerek lizozomda yikima
ugratilir (Sekil 10). Saperon aracili otofajide membran olusumu ve igerigin membran

sistemi i¢inde hapsedilmesi gibi basamaklarin olmadigi tespit edilmistir [95, 96].
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Sekil 10. Otofajinin farkh tiirlerinin sematik gosterimi [97]

Otofaji mekanizmasinda gorev alan proteinlerin bir¢ogu ilk olarak mayada
gergeklestirilen caligmalar sonucunda kesfedilmis ve Atg (otofaji ile baglantili
proteinler) proteinleri olarak isimlendirilmislerdir. Bu Atg proteinlerinin ¢ogu, otofajik
zarlarin olusumu, uzamasi ve kesecik haline gelmesinde rol oynamaktadir. Ayrica bu

proteinlerin 6karyotlardaki karsiliklar1 da bilinmektedir [98, 99].

Otofaji Sinyalinin Molekiiler Mekanizmasi

Hiicrede “otofaji olusum merkezi” (Preautophagosomal structure, PAS) adi verilen ve
memelilerde Golgi ile ER birlesiginin arasinda oldugu diisiiniilen bolgelerdir.
Otofagozomlarin bu merkezlerde olugsmaya basladiklarint gosteren caligsmalar
bulunmaktadir. Otofaji ile baglantili proteinlerden ilk basamakta gdrev yapan Atg6
(memelilerdeki Beklinl) proteinidir. Atg6 sinif III fosfotidilinositol-3-fosfat (PI3P)
kinaz Vsp34’iin aktivitesini diizenlemektedir. PI3P kesecik olusumunda rol oynayan
proteinleri ve protein gruplarini kendisine baglayarak otofaji olusum merkezine
yonlendirmektedir. Bu sekilde otofagozom membraninin olusumu basladigi

belirlenmistir.

Otofagozom membranlarinin uzamasi ve kesecik halini almasi ise iki ubikuitin benzeri
sistem tarafindan kontrol edilmektedir. Bunlar Atgl2-Atg5 ve  Atg8-
fosfatidiletanolamin konjugasyon sistemidir. Bu mekanizmalarda konjugasyona

yardimci ubikuitin sistemindeki E1 ve E2 enzimleri benzeri enzim Atg7 ve E2 benzeri
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enzim Atgl0 yardimi ile kovalent olarak baglanmaktadirlar. Ardindan Atgl2’ye
baglanmis Atg5, Atgl6 ile birleserek biiylik bir protein kompleksi olusturmakta ve
membraninin dis yiizeyine baglanmaktadir. Ikinci ubikuitin benzeri sistemde ise Atg8
(memelilerde MAP-LC3 ya da kisaca LC3) proteininin, bir fosfotidiletanolamin (PE)
yag molekiiliine kovalent olarak baglanmasi s6z konusudur. Atgl2-Atg5-Atgl6
kompleksi, Atg8/LC3’lin PE’ye baglanmasi icin gereklidir. LC3’ilin PE baglanmasi ile
coziilebilir formda bulunan sitoplazmik formdaki LC3-I, otofagozom iliskili membrana
bagli formu LC3-II’e donligmektedir. PE molekiilii, LC3’iin sondan 6. amino asidi olan
glisine baglanmaktadir. Glisin de LC3’{in C-ucundaki bes amino asitin Atg4 proteaz
tarafindan kesilmesi ile ortaya c¢ikarilir. Atg8/LC3’lin PE’ye baglanmasi, PAS’a
membran taginmasi ve burada membran uzamasi i¢in gerekli bir olaydir. LC3-
etanolaminin olugmasi sonucunda Atg4 proteaz, E1 benzeri enzim Atg7 ve E2 benzeri
enzim Atg3 tarafindan aktive edilmektedir. Atg4 de vesikiil olusumu sonrasinda gorevi
tamamlanan LC3 proteinlerini  yagdan kopararak yeniden kullanilmalarini
saglamaktadir. Otofagozom daha sonra ge¢ endozom veya lizozomla birleserek tasidigi
kargo lizozomal enzimler ile yikima ugramaktadir. Kargonun yikimi ile (proteinler,
organeller vb.) ortaya c¢ikan yapi taglari (6rnegin: amino asitler, yag asitleri, vb.) tekrar

kullanilmak tizere hiicreye geri kazandirilmaktadir [91, 99].

Otofaji mekanizmasinda Beklin-1 ve MAP-LC3 (mikrotiibiil ile uyumlu protein hafif
zinciri-3) gibi sikica korunmus genler gorev almaktadir. LC3 proteolitik reaksiyonlar
sonrasinda sitoplazmik lokalizasyonda bulunan LC3-I’e dontigmektedir. Otofaji
stiresince LC3-I fosfotidiletanolamin ile konjuge edilerek LC3-II olusmaktadir. LC3-11
otofagozomun i¢ ve dis membraniyla iligkiye girerek otofagozom olusumuna
katilmaktadir. LC3-II’nin artmig seviyeleri hiicrelerde otofagozom olusumu ile
iligkilidir. Bu nedenle LC3-II siklikla ge¢ otofaji isaretleyicisi olarak kullanilirken,
membranlarin PAS’da toplanmasi1 agamasinda kontrol mekanizmasi olarak gorev alan

Beklin-1 ise erken otofaji isaretleyicisi olarak kullanilmaktadir [100].

Otofaji Kontrol Mekanizmalan

Otofajinin kontroliinde 2 6nemli sinyal yolagi, smif III ve simif I fosfotidilinositol-3-
fosfat gorev almaktadir. Siuf III fosfotidilinositol-3-fosfat (PI3P) kinaz otofajik
vesikiiliin olusumunu bagslatirken, sinif I fosfotidilinositol-3-fosfat ise otofajiyi negatif

yonde regiile etmektedir.
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Smif I fosfotidilinositol-3-kinaz (PI3K)/protein kinaz B (Akt/PKB), mitojenik uyarilarla
aktive edilerek, hiicre biiylimesini uyaran sinyal yolaklarindan biridir. Siif I PI3K,
PI(3,4) P2 fosfat ve PI(3,4,5)P3 olugmasini saglamakta ve bu iirlinler Akt/PKB
yolaginin aktivasyonuna sebep olmaktadir. Sinif I fosfotidilinositol-3-kinaz (PI3K)/
protein kinaz B/Akt yolaginin otofajiyi baskiladigi bilinmektedir. Bunun nedeni aktif
durumdaki Akt nin otofajik aktivitenin inhibisyonunda 6nemli rol oynayan TOR protein
kompleksini aktive etmesidir. PTEN, (PI3K)/Akt/mTOR sinyal yolagini inhibe eden

tiimor baskilayici gendir ve bu sekilde hiicreleri otofajiye gotiirmektedir [101].

Hiicrelerde protein sentezi ve hiicre proliferasyonunu kontrol eden bir kinaz sistemi olan
mTOR hiicre dongiisinde Gl’den S fazina geciste Onemli olan mRNA’larin
trankripsiyonunu saglayan serin/treonin kinaz sistemi iiyesidir. mTOR; protein sentezi,
transkripsiyon ve ribozom olusumu gibi anabolik olaylar1 aktive etmesinin yanisira
RNA yikimi, otofaji gibi katabolik olaylar1 da inhibe ederek hiicre ¢ogalmasini
saglamaktadir. A¢lik, hipoksi ve benzeri stres durumlarinda mTOR’un baskilanmasi ile

hiicrelerde otofaji aktif hale gelmektedir.

mTOR mayalardaki ATG1’in analogu olan ULK1, ULK2 ve bunlarin iliskili proteini
Atgl3’l fosforile ederek inhibisyonlarina sebep olmaktadir. ULK’ nin aktivasyonu
otofajik olaylarin baglamasnda énemli bir basamaktir. ULK, Atgl3 ve FIF200(Atgl7)
kompleks olusturmakta ve bu komplekste Atgl7, ULK’ler tarafindan fosforile
edilmektedir. ULK kinazlar ile uyarilan Beklin-1 kompleksi, otofagozomlarin
olusumuna katilan Atg5-12-16, LC3 ve Atg9 i¢in platform olusturacak PI3P’den
membran fragmentlerini olusturur. Beklin-1-Simf III PI3K kompleksi evrimsel olarak
korunmus UVRAG, Atgl4/Barkor ve simdiye kadar omurgasizlarda analoglari
gosterilmemis Ambral ve Rubicon gibi kofaktorler ile kontrol edilmektedir. Atgl4 ve
Ambral’in Sif III PI3K aracili otofagozom olusumunda, UVRAG ve Rubicon’un ise
Sinif 11T PI3K aracili endozomal tasinmada aktif rol oynadigi gdsterilmistir [102].

Otofagozom olusumunda bir diger onemli faktér de Bif-1'dir. Bif-1 UVRAG
aracilifiyla Beklin-1-Simif III PI3K  kompleksine baglanarak membranlarin
kivrilmalarini saglar. Bu da Beklin-1-Sinif IIT PI3K kompleksinin lipid fosforilasyonu
disinda otofagozom wuzamasinda gerekli olan faktorleri ortama baglamak gibi

gorevlerinin oldugunu gostermektedir [102].
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1.8.3 Otofaji ve Apoptoz Iliskisi
Tip II programli hiicre 6limi olarak siniflandirilan otofajik hiicre 6liimiindeki en
belirgin degisiklik, iki veya daha fazla katmanl zarla ¢evrili sitoplazma ve organel
fragmentleri iceren vesikiillerin olusumudur. Apoptozdan farkli olarak kromatin
yogunlagmasi ve apoptotik cisimler gibi morfolojik 6zellikler gézlenmez. Apoptoz ve
otofaji arasindaki bu morfolojik farkliliklar otofajik hiicre 6liimiiniin ayr1 bir 6liim tipi
olarak smiflandirilmasi geregini ortaya koymustur [103]. Ancak otofajiyi kontrol eden
mekanizmalarin tam olarak aydinlatilamamis olmasi nedeniyle, otofajinin apoptotik
mekanizmalar1 saglam olan hiicrelerde aktif olarak 6liime yol a¢ip agmadigi konusunda

farklh goriisler bulunmaktadir.

Birinci goriis otofajinin, apoptotik hiicre 6liimiiniin baskilandig1 kosullarda, hiicreleri
Oliime gotiiren mekanizma oldugudur, yani apoptotik mekanizmalarinda sorun olan
hiicrelerin, otofaji ile dogrudan ya da dolayli olarak hiicresel 6liimii gergeklesmektedir.
Bu goriisii savunan caligmalarda otofajinin 3-MA (3-metiladenin) ile inhibisyonu
apoptozu geciktirirken; kaspaz inhibitorleri ile apoptoz inhibe edildiginde hiicrelerde
otofajinin devam ettigi gozlenmistir. Xue ve arkadaslar1 [104] primer sempatik
noronlarla ndral biiylime faktor eksikligi ya da c-Ara tedavisi sonrasinda, otofajik
aktivitede 30 kat artis gozlemlemislerdir. Noronlarda 3-MA ile otofaji inhibisyonundan
sonra apoptotik hiicre Oliimlerinde azalma saptamislardir. Kaspaz inhibitorleri ile
apoptoz inhibisyonu olusturulduktan sonra hiicrelerin kaspazlara bagimsiz bir yolak

olan otofaji ile 6ldiiglinli gostermislerdir.

Ikinci goriis, otofajinin de apoptoza paralel olarak hiicre &liimiine yol agabildigini
savunmaktadir. Apoptoz ile otofajinin bazi hiicrelerde koordine bir sekilde ¢alisarak
hiicre Oliimiinde ortak mekanizmalar olarak rol aldigin1 savunan goriisler
yayginlagsmaktadir. Bu goriisii destekleyen caligsmalara 6rnek olarak; Qian ve arkadaslari
[105] T-lenfosit I6semisinde arsenik trioksit tedavisi sonrasinda Beklin-1
upregiilasyonu ile hem otofajik hem de apoptotik hiicre 6limiiniin aktive oldugunu
gostererek, tiimor gerilemesinde bu iki mekanizmanin beraber calistigini ileri
siirmiislerdir. Basciani ve arkadaglari [106], Kaposi sarkomunda tirozin kinaz inhibitorii
imatinib tedavisi sonrasinda goriilen hiicre Sliimlerinin apoptoz-otofaji is birligine

dayali oldugunu gostermislerdir.

Ugiincii goriis, otofajinin hiicre dliimiinden kagis mekanizmasi oldugudur. Yani otofaji,

apoptozu baskilayarak hiicrenin sagkalimini arttirmaktadir. Otofaji stres, ilag,
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radyasyon gibi etkenlere maruz kalan hiicrelerde anormal ve hasarli hiicre elemanlarinin
yikimini saglayarak hiicrenin 6liime gitmesini engellemektedir. Diger yandan otofaji
inhibe edildiginde hiicrelerde apoptotik hiicre 6liimii artmaktadir. Bauvy ve arkadaslari
[107] bu goriisii destekler nitelikteki ¢calismalarinda, HT-29 kolon karsinom hiicrelerine
sulindak siilfit tedavisi uygulamislardir. Bu hiicrelerde sulindak tedavisine ek olarak
otofaji inhibitdrleri uygulandiginda apoptotik hiicre 6liimiinde belirgin artis saptamislar
ve bunun nedenini mitokondrilerinden sitokrom-c salinimi hizli olan mutant HT-29
hiicrelerinde; otofajinin mitokondrilerini yikima ugratarak apoptozu geciktirmesi

olabilecegini ileri siirmiislerdir.

Dérdiincii goriis, otofajinin apoptoz 6ncesi bulunmasi gereken 6n kosul oldugudur, bu
goriise gore otofaji kendi basia Sliime yol agmamakta, apoptoza yardim etmektedir.
Otofaji, hiicre zar1 tomurcuklanmasi, apoptoz kompleksinin olusumu, fosfatidilserinin
hiicre dis zarina transferi gibi apoptotik siirecte ATP gereksinimi duyan olaylara besin
yoklugunda ATP saglamaktadir. Espert ve arkadaslar1 [108], CD4 hiicrelerinin HIV ile
enfeksiyonu iizerine yaptiklari ¢calismada otofajinin apoptotik kaspaz aktivasyonu i¢in

gerekli oldugunu gostermislerdir.

Son c¢aligmalarda apoptoz ve otofaji arasinda bir¢ok molekiiler baglanti ortaya
konulmustur. Bazi otofaji ile iliskili proteinlerin apoptozda goriilen hiicresel olaylarda
da rol aldig1 gosterilmistir. Apoptoz ve otofajiyi negatif yonde regiile eden bircok

molekiil tanimlanmustir.

Akt/PKB tarafindan kontrol edilmekte olan mTOR yolaginin aktivasyonu hiicrenin
cogalmasin1 ve hayatta kalmasina, baskilanmasi ise otofajiye neden olmaktadir.
Otofajinin diizenlenmesinde major bir molekiil olan mTOR, bir GTP-baglayic1 kiigiik
protein olan Rheb’in GTP bagl sekli tarafindan aktive edilmektedir. Tscl ve Tsc2
(Tuberous sclerosis complex 1/2, TSC1/TSC2) Rheb’i GTP hidroliziyle inaktif duruma
getirmektedir.  Inaktif durumda bulunan Rheb’de mTOR  aktivasyonunu
gerceklestirememektedir. Akt/PKB aktivasyonun TSC1/TSC2’yi fosforile ederek
inaktif duruma getirir. Rheb’in TSC1/TSC2 tarafindan inhibisyonunu engelleyerek,
mTOR’un Rheb tarafindan aktivasyonuna ve otofajinin inhibisyonuna neden olur.
Otofajiyi bu sekilde baskiladig1 bilinen Akt/PKB yolagmin, apoptozu da Blc-2
proteinlerinde olan Bad’in Akt tarafindan fosforile edilmesi sonucunda baskiladig:

gosterilmistir [102, 109].
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Blc-2 ailesinin anti apoptotik proteinleri apoptoz gibi otofajiyi de inhibe edebilmektedir.
Otofajik vesikiiliin olustugu asamada gorevli olan Beklin-1 anti-apoptotik Blc-2 ailesi
iiyeleri tarafindan inhibe edilmektedir. Bu inhibisyon Blc-2’nin Beklin-1" de bulunan
BH3 domainine baglanmas ile ger¢ceklesmektedir. Bu nedenle bir¢ok pro- ve anti-
apoptotik proteinde bulunan BH3 dizisi apoptozun diizenlenmesine spesifik bir
lokalizasyon olmamakta, otofajinin indiiksiyonunda rol oynamaktadir. Bu veri
dogrultusunda sadece BH3 igeren BAD, BNIP3 ve NIX’in hem apoptoz hem otofajide
rol oynadig1 gosterilmistir [110].

Atg5, otofajideki onemli roliiniin yani sira apoptotik yolakta da pozitif ve negatif
diizenleyici olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Atg5’in pozitif ya da negatif diizenleyici
etkisi apoptotik indiikleyiciye gore degismektedir. Atg’in FADD (Fas associated death
domain) adli reseptor tarafindan apoptoz aktivasyonu mekanizmalarinda rol oynadigi
gosterilmistir [111]. Apoptoz indiiksiyonu sirasinda Beklin-1, Atg4 ve Atg5 gibi otofaji
ile iligkili proteinlerin yikima ugratildig bilinmektedir. Bu da otofajinin inhibisyonuna
ve hiicrelerin apoptozdan otofaji mekanizmasi ile kagmasina engel olmaktadir. Bu
goriige zit olarak Atg5’in kalpain tarafindan kesilmesi sonrasinda kalan amino kisminin
Bcl-XL ile etkileserek, sitokrom-c salinimina ve kaspaz aktivasyonuna neden oldugu

Yousefi ve arkadaslar1 [112] tarafindan gésterilmistir.

Bir apoptozun uyarani olan p53 otofajiyi iki farkli sekilde diizenleyebilmektedir.
Nukleusdaki p53’iin transkripsiyonel etkisi aracilifiyla otofajiyi indiikledigi,
sitoplazmik p53°iin ise otofajiyi baskiladigi bilinmektedir. p53°iin uyardigi sadece BH3
dizisi igeren PUMA proteini apoptoz bagimli DNA hasarinda gorevli temel molekiildiir
ve otofaji indiiksiyonunda da rol oynadig1 gosterilmistir. Apoptoz ve otofaji arasindaki
iligskiyi kontrol eden temel molekiillerden bir digeri de apoptoz regiilasyonunda 6nemli
olan bir¢ok proteinin fosforilasyonunu yapan JNK ve DAP kinazlardir. JNK
Bcl2/BcelXL proteinlerinin Beklin-1’e baglanmasini engelleyerek otofaji indiiksiyonu
saglamaktadir. Yapilan ¢alismalar DAP kinazin Beklin-1’1 fosforile ettigini ve bdylece
Bcl-2 ailesinin Beklin-1’e baglanarak otofaji inhibisyonunu ortadan kaldirdigini
gostermistir [113]. Apoptoz ile otofaji arasindaki iligski otofajinin son evrelerinde dahi
devam etmektedir. Otofajide 6nemli olan lizozomal protein DRAM’1n ekspresyonu pro-

apoptotik protein p53 tarafindan kontrol edilmektedir [102].
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1.8.4 Otofaji ve Kanser

Otofajinin karsinogenezdeki rolii, son yillarda 6nemli bir aragtirma alanidir. Kanser ile
otofaji arasindaki baglantiya bakilan pek¢ok caligmada, biiylime faktorlerinin eksik
oldugu durumda tiimér hiicrelerinde otofajide artis oldugu, hiicrelerin otofajiyi 6liimden
kacis mekanizmasi olarak kullandigi ve hiicrelerdeki otofaji baskilandiginda ise
hiicrelerin apoptoz ile 6ldiigli gozlenmistir [114, 115]. Bu ¢aligmalar 1s18inda tlimor
hiicrelerini ¢evresel kosullardan koruyan mekanizmanin otofaji olabilecegi hipotezi ileri
stiriilmiistiir (Sekil 11). Solid tiimorlerde otofaji artiginin tiimdriin biiylimesini sagladigi
diisiiniiliirse, hiicrelerde otofajinin baskilanmasi tiimor tedavisinde umut verici

olmaktadir.
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Sekil 11. Saghkh durumda ya da hastalik ilerlemesinde otofajinin rolii [116]

Yapilan bazi ¢aligmalar otofajinin kanser olusumunu Onleyici etkisinin oldugunu
gostermistir.  BECN geninin asirt  anlatimmin  timdr olusumunu  baskiladigi
bilinmektedir. Otofaji bozukluklar1 ile kanser olusumu arasindaki iligkinin en énemli
kanitlar1 farelerde BECNI mutasyonu olusturduktan sonra hiicre proliferasyonunda artig
ve sporadik akciger, karaciger kanseri olusumlarinin goézlemlenmesidir. Beklin-1
ekspresyonu az gozlenen MCF-7 hiicrelerinin BECN ile transfeksiyonu sonrasinda da
hiicre proliferasyonunda azalma gozlenmistir. Bu calismalar sonucunda otofajik
genlerin anlatimlarinin kanser hiicrelerinde azaldig1 ve otofajinin karsinogenezde timor
baskilayic1 bir mekanizma olarak 6nemli rol oynadigini savunan goriisler ileri

stirtilmiistir [117].
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1.8.5

Kanser tedavisinde otofajinin tiimor hiicreleri iizerine etkisi konusunda zit goriisler
bulunmaktadir. Tamoksifen, rapamisin, arsenik trioksit, temozolomide ve histon
deasetilaz inhibitorleri, etoposid otofajiye yol actig1 bilinen kemoterapotiklerdir. Ancak
bu Orneklere ragmen otofajinin tiimor hiicrelerinin kullanildigi 6nemli bir 6liim
mekanizmasi olup olmadigr aciklik kazanmamustir. Tiimor hiicrelerinde otofaji
goriilmesi, onlar1 Oldiiren mekanizmanin otofaji oldugunu gdstermemektedir.
Hiicrelerin 6lmemek ic¢in kullandiklar1 bir savunma mekanizmasi oldugunu savunan
goriisler de yer almaktadir. Otofajinin kanser hiicrelerini kemoterapdtik tedavilere karsi
korudugu ve ilag kombinasyonlarina otofaji inhibitdrlerinin de eklenmesinin daha etkin
tedavi yanitlarina yol agacagini savunan birgok calisma bulunmaktadir [118]. Buna
karsin apoptoz yolaginda sorun olan tiimér hiicrelerinin kemoterapdtik tedaviler

sonrasinda otofaji ile hiicre 6liimiine gittigini savunan arastirmalar da yer almaktadir.

Sonug olarak, otofajinin kanser gelisiminin 6nlenmesi ve kanser tedavisinin etkinliginin
arttirllmasinda yararli olacagin1 gdsteren pek cok c¢alisma bulunmaktadir. Ancak

otofajinin hangi kosullarda uyarilip, hangi kosullarda inhibe edilecegi ¢ok onemlidir.

Meme Kanseri ve Otofaji

Meme kanseri kadinlar arasinda en sik rastlanan kanser tipi olup her yil milyonlarca
kadin meme kanserinden etkilenmektedir [6, 11]. Meme kanseri diger kanser tiirleri gibi
genetik ve gevresel etkenler araciligryla meydana gelmekte olup hiicreleri; anti biiylime
sinyallerine direng, biiylime sinyalleri otonomisi, apoptozdan kagis, sinirsiz replikasyon
potansiyeli, anjiyogenezin devamlilifi, doku invazyonu ve metastaz, DNA tamir
makinelerinde bozulma ve metabolik doniisiim gecirme 6zelligine sahiplerdir [7-9].
Kanser hiicrelerinin bu 6zellikleri kazanmasini saglayan mekanizmalarsa halen net
olarak anlasilamamaktadir. 1999 yilinda otofaji ve kanser arasindaki iliski Beklin-1" in
Liang ve arkadaglar1 tarafindan kesfiyle ortaya ¢ikmistir. Liang ve arkadaslari, Beklin-
I’in %40-75 oraninda sporadik ovaryum ve meme kanserlerinde mono allelik olarak
delesyona ugradigini ispatlamakta ve bu genin olasi tiimdr baskilayici yonii tizerinde de
durmaktadirlar [119]. Beklin-1 hari¢ diger otofajik yapilarin kanser iizerindeki etkisinin

anlasilmas1 amaciyla pek ¢ok calisma yapilmaktadir.

Otofajinin tiimdr baskilayic rolilyle beraber kanser olusumunda da rolii olabilecegi ile
ilgili kanitlar bulunmaktadir [119-122]. Diger yandan ise otofajinin meme kanseri
hiicrelerinin sagkalimini baskiladigi, 6liime gotlirdiigli ve bu sekilde tiimdr baskilayict

roller gosterebilecegi yoniinde sonuglarin ¢iktig1 calismalar yer almaktadir [123-127].
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Otofajinin kanseri baskilayip baskilamadigi yoniindeki sorularin cevabinin ortaya
cikmasiyla beraber terapotik olarak bu siireci aktive ya da inhibe edebilen tedaviler

ortaya ¢ikabilecek ve yaygin sekilde kullanilabilecektir.

Son on yilda yapilan c¢aligmalarin bir kismi otofajinin tiimdr baskilayic1 rolii
olabilecegini ortaya koymakta ve bdylece otofajik siirecte meydana gelen bozulmalarin
kansere neden olabilecegi saptanmaktadir [119, 121, 122, 128]. Bu arastirmalara ek
olarak otofajinin diizenlenmesi ve tiimor olusumunda rol alan sinyal yolaklar1 arasindaki
iligkiler de saptanmustir. TOR sinyal yolaginin upstream efektorleri ve otofaji tarafindan
indiiklenen yapilar olan PTEN, TSC1 ve TSC2 kanser insidansini azaltan tlimor
baskilayicilardir [129-131]. Diger yandan ise TOR tarafindan aktive edilen PI3K ve Akt
gibi onkogenler otofajiyi inhibe edici role sahip olup kanser olusumunu
tetiklemektedirler [ 132]. PI3K yolaginin meme dokusunda tiimorigenezle iliskili oldugu
da biiylik ¢aplh dizileme analizleriyle saptanmaktadir. Son olarak apoptoz kontrol
noktast proteini olan p53’ iin insan kanserlerinde en sik mutasyona ugrayan timor
baskilayic1 oldugu ve DNA’s1 hasarlanmis hiicrelerde otofajiyi diizenledigi de

belirtilmektedir [133-135].

Otofajinin otonom bir hiicre mekanizmas1 olmasinin yaninda tiimor baskilayici
fonksiyonu da halen tartisilmaktadir. n vitro ve in vivoda Akt aktivesinin engellenmesi
ya da Beklin-1’in susturulmasiyla da apoptoz-deficient (apoptoz yapamayan) iBMK
nekrotik 6liimiin gerceklestigi de kanitlanmaktadir [136]. Enflamatuar infiltrasyon ve
sitokin tiretimi nekrotik tiimorlerde bulunmaktadir ve bu yapinin tiimdr biiylimesini
tetikledigi de saptanmistir [137]. Boylece otofajinin tetiklenmesinin nekroz ve
enflamasyonu engelleyebilecegi ve tiimor baskilayici roliiniin meme kanseri hastalari

icin bir umut olabilecegi de acik¢a goriilmektedir.
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BOLUM III

MATERYAL VE METOT

1.9 KULLANILAN MATERYALLER

1.9.1 Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Ekler boliimiinde Tablo 1’de sunulmustur.

1.9.2 Hiicre Kiiltiirii Donanimlari

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

1.9.3 Kullanilan Kimyasallar

Calisma siirecinde kullanilan kimyasal maddeler Ekler béliimiinde Tablo 3’te

sunulmustur.

1.9.4 Kullanilan Tamponlar

Tiim tez boyunca kullanilan tamponlar ve hazirlanislar1 ekler boliimiinde Tablo 4’de

verilmistir.

YONTEMLER

1.10 Hiicre Kiiltiiru
MDA-MB-231 (6strojen reseptorii negatif, ER-) ve T47D (6strojen reseptorii pozitif,

ER+) meme kanseri hiicre hatlar1t American Type Tissue Culture Collection’dan temin
edilmistir. Stabil otokrin BH anlatimi1 kazandirilan MDA-MB-231 hiicre hatlar1 IKU-
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii Yiiksek Lisans mezunu Merve Celik tarafindan
ve T47D meme kanseri hiicresi ise IKU-Molekiiler Biyoloji ve Genetik Lisans Mezunu
Recep Geng tarafindan Dog. Dr. Ajda Coker Giirkan’nin TUBITAK -113Z791 nolu proje
kapsaminda gerceklestirilmistir. Tez kapsaminda kullanilan tiim hiicreler %10 sig1r fetal
serum (FBS) ve 10 U/ml penisilin/streptomisin antibiyotigi iceren DMEM besiyeri
icerisinde %5 CO; igeren 37°C olan etiivde inkiibe 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 saklanmustir.
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Hiicreler 25 ve 75 cm®lik hiicre kiiltiirii petrilerinde biiyiitiilmiistiir. Protein izolasyonu
ve RNA izolasyonu i¢in 60 ve 100 mm’lik, hiicre Akis Sitometresi deneyleri i¢in 6
kuyucuklu, floresan mikroskobu calismalari i¢in 12 kuyucuklu ve 6 kuyucuklu hiicre
kiiltiirii petrilerine ekimler yapilmistir. Hiicreler bir gece boyunca hiicre kiiltiirii
petrilerine yapistiktan sonra kullanilan ilag¢ belirlenen siirelerde uygulanmistir ve %5 CO;
iceren 37°C etiivde inkiibe edilmistir.

Gergeklestirilecek deneyler dogrultusunda hiicre ekimleri veya petri kab1 igerisindeki
hiicrelerin yogunlugunun artmasi sonucunda hiicre pasajlama islemi i¢in Oncelikle
ortamdan besiyeri uzaklastirilmistir. 75 mm?lik hiicre kiiltiirii petrisi 2 ml fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikandiktan sonra PBS uzaklastirilir. Petri kab1 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 igin
petri kabina 2 ml DMEM besiyeri eklenerek tripsinin aktivitesi durdurulmus ve hiicreler
15 ml’lik santrifiij tiipline alinmistir. 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij isleminden sonra
siipernatant atilmus, hiicrelerin iizerine 1ml taze besiyeri eklenmistir. Iyice pipetaj yapilip
homojen bir hale gelen hiicre slispansiyonu hiicre sayimi i¢in hazirlanmistir.

Hazirlanan hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak Neubauer hemositometresinin
kanalina aktarilmis ve iizeri lamel ile kapatilmistir. Hemositometrede 25 karede sayilan
hiicre sayisi, 1ml’deki hiicre sayisinimn bulunabilmesi i¢in 10* ile ¢arpilmustir. 1,5x10°

hiicre, 75 cm®’lik petri kaplarina ekilerek hiicrelerin pasajlama islemi gergeklestirilmistir.

1.11 Transfeksiyon

Hiicreler 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisi igerisine 10x10° hiicre olacak sekilde
ekilmistir. Hiicrelerin bir gece boyunca hiicre kiiltiirii petrisine yapismalar1 beklenmistir.
Iki ayri mikrofiij tiipii icerisine 100 ul hacimde negatif DMEM (FBS igermeyen)
konulmustur. Transfeksiyon orani 1:6 olacak sekilde GFP-LC3 ve CHOP promotor (-
649/+136) pmCherry-1 plazmitlerinin her biri i¢in lipozomal ajan olan FuGENE
transfeksiyon ajani kullanilmistir. Iki ayri mikrofiij tiipiine 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 6nceden ekimi gerceklestirilmis olan hiicreler
iizerine hazirlanan slispansiyon damla damla olacak sekilde verilmistir. Transfeksiyondan

sonraki inkiibasyon siiresi 24 saat olarak gergeklestirilmistir.
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1.12 Hiicre Canhihiginin Belirlenmesi

Hiicre canliligmmi belirlemek i¢in metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT) ajani
kullanilmigtir. MTT ajan1 igerisinde bulunan tetrazolium halkasi, canli hiicrelerin
mitokondrilerindeki dehidrogenaz enzimleri sayesinde parcalanir ve mor renkli formazan
tuzu olusturur. Sonucunda da kolorimetrik yontem ile hiicre canlilig1 belirlenir.

MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicresi 1x10* hiicre olacak
sekilde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine ekim gerceklestirilmistir. Bir gece
inkiibasyonu gergeklestirildikten hiicrelere curcumin (25-20 uM) ile 24 saat boyunca
ve/veya otofaji inhibitorii [(Bafilomisin; 50 nM)] ile 6n muamele yapilarak 1 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Inhibtérlerin ve ilacin uygulamas: gerceklestirilen hiicrelere
MTT ajan1 uygulanarak 4 saat inkiibe edilmistir ve dimetil siilfoksit (DMSO) ile formazan
tuzlar1 ¢oziindiiriiliip, absorbans degeri ikili dalga boyunda 570 nm ve 655 nm’ de

mikroplaka okuyucusunda 6l¢iim yapilmistir.

1.13 Floresans Boyama

1.13.1 3,3’ Diheksiloksakarbosiyanin Iyodiir (DiOC¢) Boyama
Curcuminin otofaji inhibitérii varliginda MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme
kanseri hiicrelerinde hiicre canlilig1 lizerine etkisini belirlemek amaciyla DiOCs boyama
gerceklestirilmistir. 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirli petrisine 5x10 hiicre olacak sekilde
ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismasi beklendikten sonra hiicrelere
otofaji inhibitorii [(Bafilomisin; 50 nM)] ile 6n muamele yapilarak 1 saat boyunca
beklenmis ve sonrasinda curcumin (25-20 pM) ile 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda her bir kuyucuga 1 nM DiOCs (ana stok: 4mM) 10 dakika boyunca

uygulanarak fluoresan mikroskubunda mavi filtre ile canli hiicreler belirlenmistir.

1.13.2 Propidyum iyodiir (PI) boyama

Otolizozom inhibitorii uygulamasinin curcumin kaynakli hiicre 6liimii {izerine etkisini
MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde belirlemek
amactyla 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; 50 nM)] ile 1 saat 6n
muamele yapilmis daha sonra curcumin (25-20 pM) uygulanip 24 saat boyunca
inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyonu takiben her bir kuyucuga 2 pg/ml PI (ana
stok: 50 mg/ml) uygulanarak 15 dakika etiivde inkiibe edildikten sonra yesil filtrede 6lii
hiicreler belirlenmistir.
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1.13.3 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) Boyama
Curcuminin MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde
apoptotik hiicre Oliimii lizerine etkisini belirlemek amaciyla DAPI boyama
gerceklestirilmistir. 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirli petrisine 5x10 hiicre olacak sekilde
ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismasi beklendikten sonra hiicrelere
once otofaji inhibitorii [(Bafilomisin; 50 nM)] ile 1 saat 6n muamele yapilmis daha sonra
curcumin (25-20 pM) uygulanip 24 saat boyunca inkiibasyon ger¢eklestirilmistir.
Inkiibasyonu takiben her bir kuyucuga 1ul/ml DAPI (ana stok: 1mM) boyas1 30 dakika

uygulanmistir.

1.13.4 MitoTracker Boyama
Curcuminin MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde

mitokondri zar potansiyeline bagli canlilig1 belirlemek amaciyla mitotracker (100 nM)
boyamasi yapilmistir. Hiicreye niifuz eden mitokondri problari canli hiicrelere girdiginde
mitokondriyumdaki tiyol gruplarina baglanarak mitokondri igerisinde tutulmustur. 12
kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 5x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir gece
boyunca hiicrelerin yapismasi beklendikten MDA-MB-231 hiicrelerine 25 pM curcumin
uygulanarak 0-3-6-9-12 ve 24 saat boyunca inkiibe edilmis; T47D hiicrelerine ise 6nce
otofaji inhibitdrii [(Bafilomisin; 50 nM)] ile 1 saat n muamele yapilip daha sonra 20 uM
curcumin uygulanip 24 saat boyunca inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyonu
takiben her bir kuyucuga 0,8 ul/ml Mitotracker Red (ana stok: 10 mM) boyas1 30 dakika

uygulanmigtir. Yesil filtrede goriintiiler ¢cekilmistir.

1.13.5 Akridin Oranj (AO) Boyama

Curcuminin MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde
otofajik hiicre 6liimii iizerine etkisini belirlemek amaciyla AO boyamas: yapilmistir. 12
kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 5x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir gece
boyunca hiicrelerin yapigsmasi beklendikten sonra hiicrelere 6nce otofaji inhibitorii
[(Bafilomisin; 50 nM)] ile 1 saat 6n muamele yapilmis daha sonra curcumin (25-20 pM)
uygulanip 24 saat boyunca inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyon siirelerini takiben
akridin oranj ana stogu 1:10 oraninda DMEM ile diliie edilerek her bir kuyucuga 1 pl/ml
olacak sekilde uygulanip 10 dakika inkiibe edilmistir. Mavi filtrede goriintiiler
cekilmistir.
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1.14 Hiicre Akas Sitometresinde PI Analizi
Curcuminin MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde hiicre

dongiisii tlizerine etkisini belirlemek amaciyla PI boyamasi sonrasinda akis sitometresi
analizi gergeklestirilmistir. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrilerine 2x10° hiicre olacak
sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismasi beklendikten sonra
hiicrelere dnce otofaji inhibitorii olan Bafilomisin (50 nM) ile 1 saat 6n muamele yapilmis
daha sonra curcumin (25-20 puM) uygulanip 24 saat boyunca inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler tripsin yardimiyla kaldirildiktan sonra
hiicrelere %70 soguk etanol ile muamele edilip 1 hafta boyunca -20°C’de inkiibe edilerek
fiksasyon islemi gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda etanol uzaklastirilarak 1ml 1X
PBS igerisinde 1 pl PI (1 mg/ml) boyasi olacak sekilde boyama islemi gergeklestrilmistir.
Hiicreler karanlikta 30 dakika boyunca bekletildikten sonra akis sitometresi aletinde

okutma yapilmistir.

1.15 Hiicre Akas Sitometrisinde ROS Analizi
Curcuminin MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde reaktif

oksijen tiirevleri tizerine etkisini belirlemek amaciyla H2ZDCFDA boyamas: sonrasinda
akis sitometresi analizi gergeklestirilmistir. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrilerine 2x10°
hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismasi
beklendikten sonra hiicrelere dnce otofaji inhibitdrii olan Bafilomisin (50 nM) ile 1 saat
on muamele yapilmis daha sonra curcumin (25-20 pM) uygulanip 24 saat boyunca
inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler tripsin yardimiyla
kaldirilarak H2DCFDA boyasiyla boyandiktan sonra 30 dakika boyunca 37°C’de ve
karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda akis sitometrisi aletinde okutma

yapilmistir.

1.16 Annexin V/PI Boyama
MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin

apoptotik hiicre 6liimii {lizerine etkisini belirlemek amaciyla FITC annexin V apoptoz
belirleyici kit kullanilmistir. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 2x10° hiicre olacak
sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismasi beklendikten sonra
hiicrelere dnce otofaji inhibitorii olan Bafilomisin (50 nM) ile 1 saat 6n muamele yapilmis
daha sonra curcumin (25-20 pM) uygulanip 24 saat boyunca inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Hiicreler tripsin yardimiyla kaldirilarak annexin V ve PI floresan
boyalariyla boyandiktan sonra 15 dakika boyunca oda sicakliginda karanlikta inkiibe

edilmistir. Inkiibasyon sonunda akis sitometresi aletinde okutma yapilmistir.
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1.17 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 inhibitorii olan Bafilomisin (50 mM) ile 1 saat boyunca 6n
muamele yapilmis daha sonra curcumin (25-20 pM) 24 saat boyunca uygulanmaistir.
Inkiibasyon sonunda hiicreler 1X PBS igerisinde kaziyict yardimiyla kazmarak
toplandiktan sonra 2 dakika 13200 rpm’de ¢Oktiiriilmiistiir. Bu islem petrideki biitiin
hiicreler toplanana kadar tekrarlanmistir. Santrifiijle ¢oktiiriilen hiicrelere lizis tamponu
eklenmisitr. Ornekler 20 dakika oda sicakliginda galkaliyicada inkiibe edildikten sonra
20 dakika 13200 rpm de +4 °C de santrifiij yapilmstir. Ust faz yeni ependorfa alinarak

protein miktar tayini yapilmstir.

1.18 Bradford Protein Miktar Tayini

Izole edilen proteinlerin miktar tayinini yapabilmek amaciyla Bradford teknigi
kullanilmistir. Konsantrasyonu 1,5 ug/ul olan sigir serum albumini (BSA) kullanilarak
once standart egri olusturulmustur. Bu egri su sekilde olusturulmustur: 1,5 pg/pl, 3 pg/pl,
4,5 pg/ul, 6 pg/ul, 7,5 pg/pl BSA’ nin iizerine 200 ul Bradford ¢6zeltisi eklenerek 595 nm
dalga boyunda absorbanslar1 dl¢iilmiis, elde edilen proteinlerden 1 pg/pl alinarak ayn
dalga boylarinda absorbanslari belirlenmistir. Standartlarin absorbans/konsantrasyon
grafigi elde edildikten sonra, bu grafigin egim esitliligi kullanilarak absorbans degerleri

bilinen 6rneklerin konsantrasyonlar1 hesaplanmaistir.

1.19 immiinoblotlama Yontemi

1.19.1 Proteinlerin Hazirlanmasi ve SDS-PAGE’de Yiiriitiilmesi
Immiinoblotlama yontemi icin 30 pg protein ile Laemli tamponu (5X) 1:4 oraninda
karistirilarak 95°C’de 5 dakika boyunca inkiibe edilmistir. %4’ liik yiikleme jeli ve %10-
15’lik ayirma jeli SDS-PAGE hazirlanarak, sistemde ilk kuyuda protein belirteci olacak
sekilde proteinler bu jele yliklenmistir. Jel, yiiriitme tamponu igerisinde 80 voltta 4 saat

boyunca yiiriitiilmiistiir.

1.19.2 Membrana Transfer ve Bloklama
Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra yiikleme jeli kesilerek ortamdan uzaklagtirilmistir.
Ayirma jeli biytkliigiinde poliviniliden fluorid (PVDF) membran jelin altina
koyulmustur. Membranin altina ve jelin {stline transfer tamponu ile islatilmis filtre

kagitlar1 olacak sekilde hazirlanan bu sistem transfer kasetine yerlestirilmistir. 2,5 mili
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amper 25 voltta transferler gergeklestirilmistir. Biiyiik kilodalton proteinler 5-9 dakika
arasi, kiigiik kilodalton proteinler ise 1-4 dakika arasinda olacak sekilde transferler
yapilmustir. 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.

1.19.3 Primer ve Sekonder Antikor Isaretlemeleri ve Bantlarin

Goriintiillenmesi

%S5’lik yagsiz siit i¢erisinden alinan membranlar primer antikorlarla gece boyu +4°C
sicaklikta bekletilmiglerdir. Birincil antikorlar %5°lik yagsiz siit tozu (% 0,1 Tween20
iceren 1X TBS) icinde asagida belirlenen dilusyonlarda uygulanmigslardir: B-aktin,
GAPDH, PERK, BIP, IREla, CHOP, Calnexin, Calreticulin, ATF-6, ATF-4, CALR,
Erol-Lo, p62, Beklin-1, Atg-3, Atg-7, Atg-5, Atg-12, Atg-16L1, LC3A/B, Bax, Bcl2,
Kaspaz7, Lamp-1. Her bir antikor super block T-20 ¢6zeltisi ile (Pierce) 1:250-1:1000
araliginda ¢alisilmistir. HRP-konjuge sekonder antikorlar 1:3000 araliginda ¢alisilmigtir
(CST). Primer antikorlari uygulanmasini takiben membranlar 5’ser dakika boyunca oda
sicakliginda 3 kez 1X TBS-Tween ile yikanmigtir. Yikama sonunda, membranlar anti-
tavsan, ve anti-fare ikincil antikorlar (1:3000) ile gece boyu +4°C sicaklikta
bekletilmistir. ikincil antikor uygulamasinin ardindan, 2 kere 8er dakika 1X TBS-Tween
ve 1 kere 8 dakika 1X TBS yikamasi sonrasinda, drnekler kemiluminisans tamponu
(ECL) (A ve B ¢ozeltilerinin 1:1 karisimi) ile 3 dakika muamele edilmistir. Membranlar
kemiluminisans tamponu ile bekletildikten sonra, transluminatér aletinde

goriintlilenmistir.

A Cozeltisi
9 ml dH, O igerisine Iml 1M Tris-HCI ( pH:8,5), 75 pl kumarik asit ve 150 pl luminol

kimyasallar1 ilave edilerek hazirlanir.

B Cozeltisi

9 ml dH, O igerisine 1ml 1M Tris-HCI ( pH:8,5) ve 15 pl H, O, kimyasallar ilave
edilerek hazirlanir.

Bu her iki ¢6zelti hazirlandiktan sonra karistirilarak karanlik kosullarda muhafaza

edilmistir.
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1.20Asihh Damla Modeli Teknigi

Curcuminin ve otofaji inhibitorii olan bafilomisinin MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve
BH+ meme kanseri hiicrelerinde mortaliteye etkisini incelemek amaciyla asili damla
modeli teknigi yapilmistir. Hiicreler 60 mm’lik petri kaplarinin kapaklarina her bir damla
10 pl olacak ve her 10 pl igerisinde 2,5x10° hiicre olacak sekilde kondiisyonlara gére
ekim yapilir. Her 60 mm’lik petrilerin kapagina yaklasik 15 damla ekilir ve tabanina 5 ml
PBS eklenerek etiive kaldirilir. Ekimden 24 saat sonra 1 hafta boyunca her giin hiicrelerin
caplarmin biytikligii 151k mikroskobunda gozlemlenir. 7. giin her bir damla DAPI ve
DiOCs boyalariyla boyanarak fluoresan mikroskobunda ¢gekimi gerceklestirilir.

1.21 Koloni Olusumunun Kristal Viole ile Gosterilmesi

6 kuyucuklu petriye 5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilir. Ertesi giin 24 saatlik ilag
uygulamasi gergeklestirilir. 24 saat ilag uygulamasinin sonunda hiicrelerin normal medya
ile degisimi yapilir. 10-14 giin sonunda medya uzaklastiritlir. Kuyucuklar 1X PBS ile
yikama yapilir. 3ml %100 methanol, 1ml asetik asit ile 5 dakika inkiibe edilir. Kristal
viole ylizeyi saricak miktarda eklenip 20 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe
edilir.20 dakika sonunda distile su ile yikanarak boya uzaklastirilir. Kolonilerin ¢ekimi

gerceklestirilir.
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1.22 Caenorhabditis elegans Kiiltiirlerinin Devamhhg1 ve
Stoklanmasi

C. elegans suslar1 University of Minnesota, Collage of Biological Sciences,
Caenorhabditis Genetics Center (CGC)’ dan alinmistir. Litresinde 20 g agar, 3 g NaCl, 1
g pepton bulunan 1 mM CaCl,, ImM MgSOy4, 25mM KPOy,, 5 pg/ml kolesterol ve 500
pug/ml  Ampisilin ile hazirlanan Nematod Biiyiitme Besiyeri (NGM) iizerinde
yetistirilmiglerdir. C. elegans suslarinin beslenebilmeleri icin gereken bakteriler
University of Minnesota, Collage of Biological Sciences, Caenorhabditis Genetics Center
(CGC)’ dan alinmigtir. Alian E. coli OP50 susuna mock pc3.1 vektorii ampisilin direnci
saglamasi ve sec¢ilim saglamasi amaciyla transforme edilmistir. Transformasyon igin
komponent E. coli OP50’ler dogal tip E. coli OP50 susu LB besiyerinde OD600 0.4
olacak sekilde ¢ogaltildiktan sonra 4000 rpm’de 7 dakika santrifiij yapilarak ¢oktiiriiliir
ve Ust faz atilir. Daha sonra {izerine soguk 12.5 ml 0.1 M MgCl, eklendikten sonra 30
dakika bekletilir ve 4000 rpmde 7 dakika santrifiij yapilir ve iist faz atilir. Ardindan 10
ml soguk 0.1 CaCl, eklendikten sonra da 30 dakika bekletilerek 4000 rpmde 7 dakika
santrifiij edilir ve iist faz atilir. CaCl, asamasi bir kez daha tekrarlandiktan sonra
bakterilerin iizerine 850 pl 0.1M CacCl, ve 150 ul %100 gliserol eklenir ve -80 dereceye
kaldirilir. Daha sonra komponentler 500 pg/ml son konsantrasyon olacak sekilde
hazirlanan ampisilinli LB agar petrilere yayma preperat halinde ekilirler. Olusan
kolonilerden ampisilin direngli E. coli OPS50 susu bakterileri 500 pg/ml
konsantrasyondaki ampisilinli LB besiyerinde alinarak sivi kiiltiirde saklanirlar. 500
pg/ml ampisilin igeren 300 ml LB besiyerinde ¢cogaltilan E.coli OP50’ler ¢okdiirtildiikten
sonra 5.85g NaCl, 1g K,HPO4 ve 6g KH,PO, bulunan S-basal, 1M potasyum sitrat (pH
6), 1.86 g disodyum EDTA, 0.69g FeSO4.7H,0, 0.2g MnCl,.4H,0, 0.29g ZnSO4.7H20,
0.025g CuSO4.5H20 igeren izmetal soliisyonu ve 1M CaCl2 eklenerek hazirlanan S-
basal tamamlanmis soliisyon ile ¢6ziindiiriilen OP50’ler 100mg/ml stok konsantrasyonda
olacak sekilde mikrofiij tliplerine aktarilmistir. NGM petrilerinin {izerine bu stoktan
1:1000 diliisyon yapilcak sekilde aktarilmis ve 1 gece petride bakterilerin ¢ogalmasi
saglandiktan sonra petriler UV crosslinker kullanilarak UV sterilizasyonu ugratilmistir.
Bu NGM’lere C. elegans suslar1 aktarilarak deneyler i¢in yetistirilmislerdir. Bakteri
eklenen NGM petrileri 4°C’de en fazla 1 hafta bekletilebilirler.
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1.23 C. elegans Senkronizasyonu

Yumurta bakimindan yogun petriler , ortalama 8 ml M9 ile yikanir ve 15 ml’lik falkona
toplanir. 2200G de 2 dk 20 °C’de santrifiij edilir. Supernatant atilir, yaklagik 2 ml M9
eklenip pipetaj ile soliisyon yikanir. Soliisyon bakteriden arindirilana kadar bu yikamalara
devam edilir. En son yikamadan sonra supernatant atilir, 1 mL bleach soliisyonu eklenir.
Ortalama 5-6 dk pipetaj ve vorteks yardimi ile bleach muamalesi yapilir. 5-6 dk sonra
bleach reaksiyonunu durdurmak i¢in yaklasik 8-10 ml ye kadar M9 eklenir. 2200 g’de 2
dk 20 °C de santrifiij edilir. Supernatant atilir, pellet yaklasitk 1 mL M9 da ¢oziilerek
ependorfa alinir. 2200 g’de 2 dk 20 °C de santrifiij edilir. Adult kalintilarindan arindirilana
kadar yikamaya devam edilir. Son santrijiij sonrasi pellet yaklasik 500 pL M9 ¢oziiliip
yumurtalar M9 igerisinde bakterili NGM ye alinr.

1.24 C. elegans icin OP50 Yetistirme
OP50 wt,OP50 p-Bad, OP50 PC.1 suslarinin her birinden 6zeyle alinip 5’er ml amfisilinli

LB i¢inde yetistirilir. (12 saat boyunca 37 °C’de orbital ¢alkalayicida) 12 saat sonunda
amfisilinli LB i¢indeki bakteriler 5000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir. Santrifiijden sonra
siipernatant atilir. Pellet distile su ile yikanir. Tekrar santrifiij edilip {ist faz atilir. Pellet
yogunluguna gore 10-15 ml S. complete ¢ozeltisinde ¢oziilir. OD oSlglilmek {izere
dilisyonlar hazirlanir. Diliisyonlar (1:50, 1:100, 1:250, 1:500, 1:1000) takiben OD 6l¢timii
yapilip, OD: 0,4-0,6 arasinda olana kadar beklenir.

1.25 C. elegans Akridin Oranj Boyama
L4/adult evresindeki C. elegans’lara 4 ml M9 ile 3 defa yikama yapilir (15 ml’lik

falkonlara) 2200 g’de 2 dakika santrifiij yapilir. Ust faz atildiktan sonra 1.5 ml ‘lik
ependorfa gegirilir. 1 ml M9 eklendikten sonra 2200 g’de 2 dk santrifiij yapilir. Ust faz
300 pl kalana kadar atildiktan sonra iizerine 1 pl akridin oranj (10 mg/ml) eklenir. 1 saat
karanlikta bekletilir.

1.26 C. elegans H2DCFDA Boyama
L4/adult evresindeki C. elegans’lara 4 ml M9 ile 3 defa yikama yapilir. (15 ml’lik

falkonlara) 2200 g’de 2 dakika santrifiij yapilir. Ust faz atildiktan sonra 1.5 ml ‘lik
ependorfa gegirilir. 1 ml M9 eklendikten sonra 2200 g’de 2 dakika santrifiij yapilir. Ust
faz 300 pl kalana kadar atildiktan sonra iizerine 2 ul H2DCFDA eklenir ve 1 saat
karanlikta bekletilir. 1 saat sonra 250 pl M9 ilave edilir. 45 dakika karanlikta

bekletildikten sonra hazirlanan agaroz petrilere 0.1 ml C. elegans — 0.1 ml (10 mM)
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Sodyum Azid eklenir. 10 dakika bekledikten sonra (kurtguklarin hareketleri

yavaslayinca) fluoresan mikroskobunda mavi filtre kullanilarak goriintii alinir.

1.26.1 %2’lik Agaroz Petri Hazirlanmasi

2 gram agaroz hassas terazide tartilarak erlene aktarilir. 98ml distile su agarozun iizerine
dokiiliir. Mikrodalga firinda seffaf goriintii elde edene kadar 1sitilir. 60 mm’lik ya da 15
mm’lik petrilere dokiiliir. Hazirlanan agaroz katilagtiktan sonra petrilerin kapaklari

kapatilir.

1.26.2 NGM Hazirlama Protokoli

3 gr NaCl, 2.5 gr pepton ve 17 gr agar 1 litre distile su tamamlanarak otoklava atilir.
Otoklavlandiktan sonra su banyosunda 55°C ‘de sogutulur ve sonrasinda 1 ml 1 M CaCl2,
I ml 5 mg/ml kolesterol, I ml IM MgSO4, 1 ml ampisilin ve 25 ml 1M KPO4

kimyasallar1 ilave edilir. NGM donmadan petrilere dokiilmelidir.

1.27 C. elegans Yasam Egrisi Deneyi

Senkronizasyon sonrasi bakterili NGM de biiylimeye birakilan c.eleganslar L4 seviyesine
gelene kadar bekletilir. L4 fazina geldiklerinde , kondiisyon sayisina gére FUDR lu
petrilere agiz pipeti ya da 6ze yardimu ile esit sayida hayvan aktarimi yapilir ve deneye
baglanir.(ortalama 20-25 hayvan ) Kondiisyonlardaki hayvan sayilar1 her giin kontrol
edilip not edilir. Ortalama 2-3 giinde bir hayvanlar temiz (yumurtasiz) FUDRIu petrilere
aktarilir. Bu aktarimin sebebi belli bir zaman dilimi sonras1t FUDRun etkisnin ge¢mesi ve
ortamdaki yumurtalarin L1 fazina gelmesidir. Hayvan sayisini sabit tutmak amaci ile 2-3
giinde bir FuDRIu petri yenilenir. Kondiisyonlardaki son hayvan 6lene kadar deneye

devam edilir. (ortalama 1,5 — 2 ay )

1.28 istatistiksel Analiz

Yapilan mtt, asili damla modeli analizi ve C. elegans sagkalim deneyi GraphPad Prism
6 kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi. Istatistiksel olarak anlamli kabul edilen
p degerleri sirastyla **p<0.01, ****p<0.0001 olarak verildi. MTT hiicre canlilig1 analizi
iic kez tekrarlanan deney ortalamasina gore belirlendi. Tiim immiinoblotlama sonuglari
en az iki kez tekrarlandi ve bant yogunluklarini hesaplamak i¢in Image J programi
uygulandi. Ayrica C. elegans suslarinda (N2 ve DAF2) ilag uygulamasi sonrasinda sag

kalim egrisini saptamak i¢in Kaplan-Meier analiz yontemi kullanildi.
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BOLUM IV

SONUCLAR

1.29 Zamana bagh curcumin uygulamasinin MDA-MB-231 ve
T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicre canlihigl iizerine
etkisinin gosterilmesi

Curcumin uygulamasinin zamana bagli olarak hiicre canlili1 iizerine etkisinin hem
MDA-MB-231 dogal tip hem de otokrin BH anlatimi1 kazandirilmis meme kanseri
hiicreleri lizerine etkisinin belirlenmesi i¢in mitotracker ve DAPI ikili boyamasi
gerceklestirilmistir. Hiicre canliligin1 mitotracker boyamasi, hiicre 6liimiinii de DAPI
boyamas1 gostermektedir. Floresans boyamalara gore zamana bagli olarak curcumin
uygulamasi (25 pM) MDA-MB-231 dogal tip hiicrelerinde hiicre canlili1 azalttig
mitrotracker boyamasi ile gosterilmistir. Ayrica otokrin BH anlatimi kazandirilmis olan
MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde hiicre canlilig1 {izerinde ket vurucu etkisi
goriilse de bu etki dogal tipe kiyasla curcumin uygulamasina kars1 diren¢ gosterdigi

tespit edilmistir (Sekil 12).

Curcumin (25 uM) Uygulamasi (Saat

‘. -.

Mitotracker
Boyamasi

DAPI
Boyamasi

Mitotracker Mitotracker+
DAPI+

Boyamasi

Boyamasi

MDA-MB-231 BH+
DAPI

Mitotracker+
DAPI+

Sekil 12. Zamana bagh curcumin uygulamasinin hiicre canlihig iizerine etkisinin MDA-MB-231
dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde gosterilmesi.
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Curcuminin 24 ve 48 saat uygulamasinin hiicre canliligi lizerine etkisinin hem T47D
dogal tip hem de otokrin BH anlatimi1 kazandirilmis meme kanseri hiicreleri iizerine
etkisinin belirlenmesi i¢in mitotracker ve DAPI ikili boyamas1 gergeklestirilmistir.
Floresans boyamalara goére zamana bagl olarak curcumin uygulamasi (20 uM) T47D
dogal tip hiicrelerinde hiicre canliligini azalttig1 mitrotracker boyamasi ile gdsterilmistir.
Ayrica otokrin BH anlatimi kazandirilmis olan T47D meme kanseri hiicre canliligi
iizerinde ket vurucu etkisi goriilse de bu etki dogal tipe kiyasla diren¢ kazandirdig:

saptanmistir (Sekil 13).
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Sekil 13. 24 ve 48 saat curcumin uygulamasinin hiicre canliligl iizerine etkisinin T47D dogal tip ve
BH+ meme Kkanseri hiicrelerinde gosterilmesi.

46



1.30Curcumin’in ER strese bagh CHOP aktivasyonu iizerine
etkisinin MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme

kanseri hiicrelerinde hiicre akis sitometresi ile gosterilmesi
MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve otokrin BH anlatim1 kazandirilmis meme kanseri

hiicrelerine mCherry CHOP (-649/+136) plazmiti transfekte edilmistir. Daha sonra
curcumin uygulamalar1 gerceklestirilerek hiicre akis sitometrisi ile analiz edilmistir.
Hem MDA-MB-231 dogal tip hem de BH+ meme kanseri hiicrelerinde 25 pM curcumin
uygulamasi sonucu CHOP aktivasyonunun artti1 belirlenmistir. Benzer sekilde T47D
dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde de 20 uM curcumin uygulamasi sonucu

CHOP aktivasyonunun artti31 tespit edilmistir (Sekil 14).

MDA-MB-231 Dogal Ti T47D BH+

MDA-MB-231 BH+ T47D Dogal Tip
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Sekil 14. MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde curcumin
uygulamasimin ER strese bagh CHOP aktivasyonu iizerine etkisinin hiicre akis sitometrisi ile
gosterilmesi.

1.31Zamana bagh curcumin uygulamasinin MDA-MB-231 ve
T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde ER stres

ve otofaji iizerine etkisinin irdelenmesi
Zamana bagli curcuminin MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri

hiicre hatlarinda ER stres ve otofaji {izerine etkisini belirlemek amaciyla
immiinoblotlama teknigi kullanilmistir. MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicre
hattinda ER stres anahtar1 olan PERK ve BIP’in anlatimlarinin zamana bagl olarak
arttif1 goriilmektedir. Ozellikle 12. saat curcumin (25 uM) uygulamalarinda, PERK ve
BIP anlatimlarinin bazal anlatimima kiyasla belirgin olarak artti31 belirlenmistir. Ancak
arttirnlmis BH anlatimi olan MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda, PERK ve
BIP’in bazal seviylerinin parental hiicrelere kiyasla anlatimda artis1 indiikledigi tespit
edilmistir. Curcumin (25 pM) 0-6 zaman araliginda uygulamasinin hem PERK hem de
BIP anlatimlari arttidigt MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicrelerinde goriilmiistiir.
Otokrin BH anlatiminin calnexin’in bazal seviyesi iizerinde indiikleyici etkisi MDA-

MB-231 meme kanseri hiicrelerinde belirlenmistir. Ancak 25 uM curcuminin 0-6 zaman
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araliginda uygulamasinin calnexin anlatimini arttirdigt MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinde goriilmiis ve 12. saate uzayan curcumin uygulamasinin ise otokrin BH
anlatimi olan MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde indiikleyici etkisi tespit
edilmistir. MDA-MB-231 dogal tip hiicrelerinde curcumin uygulamasinin IREla
anlatimini ilag uygulanmamis kontrol hiicrelere kiyasla belirgin olarak arttirdigi 9 saat
curcumin uygulamasi ile belirlenmistri. Ayrica BH+ anlatimi olan meme kanseri
hiicrelerinde, zamana bagli olarak IRE1a anlatiminin ilag uygulamasi ile dogru orantili
olarak arttig1 belirlenmistir. MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicrelerinde
Calreticulin’nin bazal anlatiminin diisiik oldugu ve otokrin BH anlatimi ile calretikulin
seviyesinin indiiklednigi tespit edilmistri. Curcumin uygulamasinin MDA-MB-231
dogal tip hiicrelerinde 6. saate kadar calretikulin anlatimini arttirdig1 ancak otokrin BH
anlatimi ile bu etkinin 12. saate kadar devam ettigZi MDA-MB-231 meme kanseri

hiicrelerinde gosterilmistir (Sekil 15).

MDA-MB-231 Dogal Tip MDA-MB-231 BH+
Curcumin (25 pM) Uygulamasi (saat) Curcumin (25 pM) Treatment (saat)
0 3 6 9 12 24 0 3 6 9 12 24
PERK  |[WHNE sees ‘ - -y B e Mk .| 1e0kDa
0,44 0,46 0,34 0,84 1,00 048 1,77 064 059 040 0,06 0,05
BiP mu‘-‘u — a— — g— W | 78 kDa
021 055 059 057 1,11 091 1,47 148 199 181 0,09 0,57
Calnexin “ - - - - - ‘“” ‘ ‘ ” 90 kDa
0,76 3,68 0,84 082 0,71 3,19 1,26 123 130 074 137 1,00
IRE1c A G — -~...- 130 kDa
027 035 023 088 038 0,29 1,09 105 118 1,28 123 1,63
Calreticulin | S - - - —— U -"s ,- . . - 55 kDa
0,35 1,10 094 065 0,51 0,77 106 1,02 088 080 1,12 0,72
o | - O L, W W W o

1,00 087 1,06 1,03 096 1,00 1,00 1,12 1,02 1,17 1,21 1,22

Sekil 15. MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde zamana bagh curcumin
uygulamasinin ER stres iizerine etkisinin immiinoblotlama teknigi ile gosterilmesi.

T47D dogal tip meme kanseri hiicre hattinda ER stres anahtar1 olan PERK ve BIP’in
anlatimi 24 saat curcumin (20 uM) uygulamasiyla artis gostermistir. 48 saat curcumin
(20 uM) uygulamas: sonucunda ise PERK anlatiminda azalma gériiliip BIP’in
anlatiminda belirgin bir degisiklik gézlenmemistir. T47D BH+ anlatim1 olan meme
kanseri hiicrelerinde ise 24 saat curcumin uygulamasi PERK anlatimini indiiklerken 48
saat curcumin uygulamasi ile bu anlatim seviyesi azalmistir. Ayrica T47D BH+ anlatim1

olan meme kanseri hiicrelerinde 24 saat curcumin uygulamasi BiP anlatimini azaltirken
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48 saat curcumin uygulamasi sonucunda anlamli bir degisiklik goézlenmemistir.
IRElo’nin bazal seviyede T47D dogal tip meme kanseri hiicrelerinde anlatimi1 BH+
anlatimi olan meme kanseri hiicrelerine kiyasla daha diisiiktiir. Zamana bagli curcumin
uygulamasiyla beraber T47D dogal tip meme kanseri hiicrelerinde anlatimin
indiiklendigi goriilmektedir. BH+ anlatimi olan meme kanseri hiicrelerinde ise zamana
bagli curcumin uygulamasiyla beraber IRElo’nin anlatiminda belirgin bir degisiklik
saptanmamustir. T47D dogal tip meme kanseri hiicrelerinde Erol-Lo’nin bazal seviye
anlatim1 BH+ anlatimi1 olan meme kanseri hiicrelerine gore daha diisiik seviyededir.
Zaman bagli curcumin uygulamasiyla beraber T47D dogal tip meme kanseri
hiicrelerinde Erol-Low anlatiminin indiiklendigi goriilmektedir. BH+ anlatim1 olan
meme kanseri hiicrelerinde de curcumin uygulamasi EroLl-o’nin anlatimini
indiiklemektedir. Hem T47D dogal tip hem de BH+ meme kanseri hiicrelerinde
CHOP’un 24 saat bazal seviye anlatimi diisiik seviyede goriiliirken curcumin
uygulamasiyla beraber bu anlatimin her iki hiicre hattinda da indiiklendigi
belirlenmistir. 48 saat uygulamayla beraber T47D dogal tip meme kanseri hiicrelerinde
hem bazal seviyede hem de curcumin uygulamasinda CHOP’un anlatim seviyesinde
diisiis gbzlemlenirken bu durum BH+ meme kanseri hiicrelerinde tam tersi sekildedir ve
CHOP anlatimmin indiiklendigi goriilmektedir. ATF4’{in bazal seviye anlatimina
bakildiginda T47D dogal tip meme kanseri hiicrelerinde BH+ meme kanseri hiicrelerine
kiyasla daha diisiiktiir. Zamana bagli curcumin uygulamasiyla hem T47D dogal tip hem
de BH+ meme kanseri hiicrelerinde ATF4 anlatiminin giderek arttigi goriilmektedir.
ATF6’nin anlatiminda T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinin 24 saat
curcumin uygulamasi sonucu belirgin bir fark goriilmezken 48 saat curcumin
uygulamasiyla beraber hem T47D dogal tip hem de BH+ meme kanseri hiicrelerinde
anlattimin indiiklendigi tespit edilmistir. CALR’nin anlatimina bakildiginda ise
curcumin uygulamasiyla beraber zamana bagli olarak cok az da olsa anlatimin

indiiklendigi goriilmektedir (Sekil16).
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24 Saat 48 Saat

T47D T47D T47D T47D
Dogal Tip BH+ Dogal Tip BH+
Curcumin (20 uM) + = + + - +
PERK | go 8 i m n — . . 140 kDa
0,38 0,79 1,02 1,11 1,96 1,19 2,05 0,43
BID | o - || e g - 75 0o
061 087 094 0,72 2,11 2,34 1,83 2,59
IRE1a , i W Bt W eme® @eww | 130 kDa
0,45 0,76 0,89 0,96 0,27 216 1,75 1,73
Erol1-L a — — — - s - - 60 kDa
048 068 087 114 101 260 151 205
=, 7
CHOP LB o 27 kDa
0,40 0,93 0,26 0,91 0,28 0,36 097 0,82
wre [ ] | b il

025 032 060 098 026 0,50 2,30 49 kDa

- ][ ]

1,22
0,94 1,13 0,78 0,97 0,27 0,89 0,34 143

Calreticulin A ‘ ‘- ‘t-lw 55 kDa

1,13 1,18 0,80 1,04 1,10 1,76 0,62 0,99

Bacin | i - e W s i0a

1,00 0,92 0,95 0,95 1,00 0,90 1,07 0,96

ATF6

Sekil 16. T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde zamana bagh curcumin uygulamasinin
ER stres iizerine etkisinin immiinoblotlama teknigi ile gosterilmesi.

MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicre hattinda Beklin-1’in bazal seviye
anlatiminin diisiik oldugu goriiliirken zamana bagli curcumin (25 pM) uygulamasiyla
beraber 6zellikle 3, 6, 9, ve 12. saatte anlatimin indiiklendigi 24. saatte ise anlatim
seviyesinin tekrar geriledigi goriilmektedir. BH+ meme kanseri hiicrelerinde ise zamana
bagli curcumin (25 uM) uygulamasiyla 6zellikle 3, 6 ve 9. saatte anlatimin indiiklendigi
12. saat uygulamastyla beraber anlatim seviyesinin diistiigii goriilmektedir. MDA-MB-
231 dogal tip meme kanseri hiicrelerinde Atg3’lin bazal anlatimi diisiikken curcumin
uygulamasiyla birlikte erken saat ilag uygulamalarinda bu anlatimin arttig1 gec saat
uygulamalarina dogru anlatimin geri ¢ekildigi goriilmektedir. BH+ meme kanseri
hiicrelerinde ise bazal seviyede anlatim zamana bagli curcumin uygulamalarina kiyasla
daha ytiksektir. BH+ meme kanseri hiicrelerinde Atg3 anlatiminin 6. saat curcumin
uygulamasi sonucu indiiklendigi ancak ge¢ saat uygulamalarda bu anlatim seviyesinin
diistiigli goriilmektedir. LC3A’nin anlatiminin MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri
hiicrelerinde zamana bagli curcumin uygulamasiyla beraber 3, 6, 9 ve 12. saatte
indiiklendigi goriilmektedir. BH+ meme kanseri hiicrelerinde ise zamana bagli curcumin
uygulanmast sonucu 3, 6 ve 9. saatte LC3A’nin anlatimmin indiiklendigi tespit

edilmistir. Zamana bagli curcumin uygulamas: sonucu MDA-MB-231 dogal tip meme
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kanseri hiicrelerinde Atg7’nin anlatimi1 6zellikle 6. saatte indiiklenirken BH+ meme
kanseri hiicrelerinde ise zamana baglh olarak azaldigi1 bazal anlatim seviyesinin daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Atgl2’nin anlatimina MDA-MB-231 dogal tip meme
kanseri hiicrelerinde bakildiginda curcumin uygulamasiyla beraber erken saatlerde
anlatimin indiiklendigi goriilirken BH+ meme kanseri hiicrelerinde ise bu anlatimin 9.
ve 12. saatte azaldig1 ancak 24. saatte tekrar indiiklendigi belirlenmistir. Zamana bagh
curcuminin hem MDA-MB-231 dogal tip hem de BH+ meme kanseri hiicre hatlarinda
otofaji lizerine etkisine genel olarak bakildiginda erken saat uygulamalarda indiiklenme

goriiliirken gec saat uygulamalarda bu indiiklenmenin azaldig: tespit edilmistir (Sekil

17).

MDA-MB-231 Dogal Tip MDA-MB-231 BH+
Curcumin (25 uM) Uygulamasi (saat) Curcumin (25 uM) Uygulamasi (saat)

0 3 6 9 12 24 0 3 6 9 12 24
T L g 2Tt Lo EF T A e
064 122 1,11 102 1,11 013 070 092 141 096 062 018

Mg [EE  SEEE OWE v | G e e e o0,

s

0,68 0,88 1,09 0,94 0,45 0,53 1,32 0,57 1,02 0,70 0,51 0,42
LC3A | e wen "B s g ¢ || ™™ TR WPy T T | 1416KDa

046 086 082 080 121 042 051 091 087 1,02 047 0,30
5 o5 > 3 5, o ¥ T -

Atg-7 [ S Y| Tekea
042 045 068 054 037 0,36 0,54 042 046 038 0,17 0,16

Atg-12 | - . S G c— —— . e — 55. 16 kDa
0,90 1,27 0.,84 1,17 0,87 0,80 1,20 1,10 1,03 0,76 0,80 1,26

B-actin -----------. 45 kDa

1,00 0,97 1,11 1,07 1,07 1,12 1,00 1,08 1,00 1,09 1,20 1,22

Sekil 17. MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde zamana bagh curcumin
uygulamasinin otofaji iizerine etkisinin immiinoblotlama teknigi ile gosterilmesi.

T47D dogal tip meme kanseri hiicre hattinda Beklin-1’in anlatiminda curcumin (20 uM)
uygulamasiyla beraber ¢ok az da olsa diisiis goriiliirken bu anlatim BH+ meme kanseri
hiicrelerinde daha belirgindir. Atg5’in anlatimmmin T47D dogal tip meme kanseri
hiicrelerinde curcumin uygulamasiyla beraber azaldigi hem 24 hemde 48 saatlik
uygulama sonucu goriilmektedir. BH+ meme kanseri hiicrelerinde ise 24 saatlik
curcumin (20 uM) uygulamasi sonucu anlatimin indiiklendigi goriiliirken 48 saatlik
curcumin uygulamasiyla beraber bu anlatim seviyesinin geriledigi goriilmektedir.
Atg3’iin hem T47D dogal tip hem de BH+ meme kanseri hiicrelerinde anlatimi 24
saatlik curcumin uygulamasiyla beraber bazal anlatima gore diisiis gosterirken 48 saatlik

uygulamada belirgin bir degisiklik saptanmamistir. Atg7 nin T47D dogal tip meme
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kanseri hiicrelerinde anlatimina bakildiginda curcumin uygulamasiyla beraber hem 24
hem de 48 saatlik uygulama sonucu diisiis goriilmektedir. BH+ meme kanseri
hiicrelerinde Atg7’nin anlatimi ise 24 saatlik curcumin uygulamasi sonucu ¢ok az artig
gosterirken 48 saatlik curcumin uygulamasinda bu artisin geri ¢ekildigi tespit edilmistir.
T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde 24 saatlik uygulama sonucu LC3
anlatimina bakildiginda curcumin uygulanmasiyla birlikte anlatim belirgin bir sekilde
indiiklenmistir. 48 saatlik uygulama sonucuna bakildiginda ise ayn etkiyi belirgin bir
sekilde olmasa da gormekteyiz. Atgl6’nin 24 saatlik uygulama sonucu hem T47D dogal
tip hem de BH+ meme kanseri hiicrelerinde anlatimina bakildiginda bariz bir fark
gozlenmezken 48 saatlik uygulama sonucu her iki hiicre hattinda da curcumin
uygulamasiyla beraber anlatim seviyesinin diistiigli belirlenmistir. p62°’nin bazal
anlattimi T47D dogal tip meme kanseri hiicrelerine kiyasla BH+ meme kanseri
hiicrelerinde daha yiiksektir. T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde hem
24 hem de 48 saatlik curcumin uygulamasiyla beraber p62 anlatimina bakildiginda ise

anlatimin agik bir sekilde indiiklendigi goriilmiistiir (Sekil 18).

24 Saat 48 Saat
T47D T47D T47D T47D
Dogal Tip BH+ Dogal Tip BH+
Curcumin (20 pM) = + - * S +
Bekhnet “ “ et ¥ - 60 kDa
0,8 0,84 045 0,30 115 1,07 1,23 0,37
Atg-5 i, S — — — - - - 55 kDa
0,95 055 0,61 0,81 0,75 059 084 0,70
Alg3 | . e - - 40 kDa
1,01 080 068 0,33 110 1,18 0,34 0,29
AGT | — g ‘ ative 78 kDa
114 086 049 046 1,09 089 0,20 0,10
ks -— e e — aium, (16 kDa
0,15 080 065 0,89 0,1 0,35 0,73 1,37
- — A— ﬁ DS, Bt wiiiars
AIGTE | ek, i, 28 s 66-68 kDa
e st BOO. susi sasii e
0,74 0,69 0,67 0,83 0,95 049 037 0,16
PR |-
009 0,39 0,33 0,59 0,13 0,36 049 0,72
Bactin  |quie NP WEe T Sun AN A -0
100 1,10 1,03 1,11 1,00 092 097 0,96

Sekil 18. T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde zamana bagh curcumin uygulamasinin
otofaji iizerine etkisinin immiinoblotlama teknigi ile gosterilmesi.
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1.320tofajinin baskilanmasi durumunda curcuminin MDA-MB-
231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde

hiicre canlihigl uizerine etkisinin MTT testi ile gosterilmesi
MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicre

hatlarinda yalniz curcumin ve curcumin ile beraber bafilomisin uygulandiginda hiicre

canliligi tizerine etkisi MTT teknigi kullanilarak belirlenmistir.

MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicre hattinda, 24 saat 25 pM curcumin
uygulamasi hiicre canliligina %52 oraninda ket vururken, BH anlatimi arttirilmis meme
kanseri hiicre hattinda %58 hiicre canliligi goriilmistiir. MDA-MB-231 dogal tip
hiicrelerde sadece curcumin uygulamasi hiicre canliligina %52 ket vururken,
bafilomisinle beraber curcumin uygulamasinin hiicre canliligini %53’e diistirdiigii ve
anlaml bir degisiklik olmadig: tespit edilmistir. Otokrin BH anlatimi arttirilmis meme
kanseri hiicre hattinda ise sadece curcumin uygulamasinda hiicre canlilig1 %58 iken,
bafilomisinle beraber curcumin uygulamasinin hiicre canliligina %45 ket vurdugu tespit
edilmistir. Bafilomisinin MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicrelerinde hiicre
canliligint kontrol hiicrelere kiyasla %92’ye diisiirdiigli, otokrin BH anlatimi yapan
MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde ise bafilomisin uygulamasimnin %78’e
diistirdiigii tespit edilmistir. Curcumin uygulanmasinin dogal tip hiicre hattinda, BH
anlatimi arttirilmis  hiicre hattina oranla daha fazla hiicre canliligini azaltigi
gosterilmistir. Buradan otokrin BH anlatiminin curcumin’e karsi bir direng gelistirdigi
tespit edilmistir. Ancak bafilomisin ve curcuminin kombin olarak uygulanmasi MDA-
MB-231 BH+ meme kanseri hiicrelerindeki yalniz curcumin uygulamasindaki direncin

kirilmasini saglamistir (Sekil 19).
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Sekil 19. MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicre hattinda curcumin ve bafilomisinin
hiicre canlihi@ iizerine etkisinin gosterilmesi (**p<0.01; K: Kontrol, B: Bafilomisin, C: Curcumin,
B+C: Bafilomisin+Curcumin).

T47D dogal tip meme kanseri hiicre hattinda, 24 saat 20 uM curcumin uygulamasi hiicre
canliligina %46 oraninda ket vururken, BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicre
hattinda %70 hiicre canlilig1 goriilmiistiir. T47D dogal tip hiicrelerde sadece curcumin
uygulamas1 hiicre canlilifina %46 ket vururken, bafilomisinle beraber curcumin
uygulamasinin hiicre canliligin1 %47’ ye diisiirdiigli ve anlamli bir degisiklik olmadigi
tespit edilmistir. Otokrin BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicre hattinda ise sadece
curcumin uygulamasinda hiicre canliligt %70 iken, bafilomisinle beraber curcumin
uygulamasinin hiicre canliligina %64 ket vurdugu tespit edilmistir. Bafilomisinin T47D
dogal tip meme kanseri hiicrelerinde hiicre canliligin1 kontrol hiicrelere kiyasla %87’ ye
diisiirdiigii, otokrin BH anlatim1 yapan T47D meme kanseri hiicrelerinde ise bafilomisin
uygulamasinin %91’e diistirdiigii tespit edilmistir. Curcumin uygulanmasinin dogal tip
hiicre hattinda, BH anlatim1 arttirilmis hiicre hattina oranla daha fazla hiicre canliligini
azaltig1 gosterilmistir. Buradan otokrin BH anlatiminin curcumin’e karst bir direng
gelistirdigi tespit edilmistir. Ancak bafilomisin ve curcuminin kombin olarak
uygulanmast T47D BH+ meme kanseri hiicrelerindeki yalmiz curcumin

uygulamasindaki direncin kirilmasini saglamistir (Sekil 20).
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Sekil 20. T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicre hattinda curcumin ve bafilomisinin hiicre
canlili@1 iizerine etKisinin gosterilmesi (**p<0.01; K: Kontrol, B: Bafilomisin, C: Curcumin, B+C:
Bafilomisin+Curcumin).

1.33Bafilomisin ile beraber curcumin uygulamasinin MDA-MB-
231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde
apoptotik olim ve mitokondri membran potansiyeli iizerine

etkisinin irdelenmesi
Otofajinin bafilomisin ile engellendigi durumda curcumin uygulamasinin MDA-MB-

231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde apoptotik 6liim ve mitokondri
membran potansiyeli iizerine etkisi Dioc6, DAPI ve PI floresan boyamalar1 ile
gerceklestirilmistir. Curcumin uygulamasinin (25 pM) hem dogal tip hem de BH+
meme kanseri hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyelini azalttig1 goriiliirken
bu etkinin otokrin BH anlatim1 ile MDA-MB-231 hiicrelerinde curcumine karsi direng
gosterdigi gozlemlenmektedir. Ancak bafilomisin (50 nM) ile beraber curcumin
uygulamasinin hem MDA-MB-231 dogal tip hem de BH+ meme kanseri hiicre hattinda
sadece curcumin uygulamasina kiyasla mitokondriyel membran potansiyelini belirgin
olarak azalttig1 tespit edilmistir. MDA-MB-231 dogal tip hiicre hattinda curcumin
uygulamas: ile beraber DNA kiriklar1 artar iken MDA-MB-231 BH+ hiicre hattinda
dogal tipe oranla daha az DNA kiriklar1 goriilmektedir. Curcumin uygulamasi
sonrasinda  MDA-MB-231 dogal tip hiicre hattinda Olii hiicre sayisinda artig
goriilmektedir. MDA-MB-231 BH+ hiicre hattinda ise dogal tipe oranla 6lii hiicre
sayisindaki artis daha az olarak gozlemlenmistir. Bafilomisin ve curcuminin birlikte
uygulanmasi ile hem MDA-MB-231 dogal tip hem de BH+ meme kanseri hiicrelerinde
mitokondriyal membran potansiyeli azalirken, DNA kiriklarinin ve 6lii hiicre sayisinin

artis1 s6z konusudur (Sekil 21).
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Sekil 21. Otofajinin engellendigi durumda curcumin uygulamasinin MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde hiicre 6liimii, DNA kondenzasyonu,
mitokondri membran potansiyeli iizerine etkisinin floresan boyamalar ile gosterilmesi.



Bafilomisin ile beraber curcumin uygulamasinin T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri
hiicrelerinde apoptotik 6liim ve mitokondri membran potansiyeli {lizerine etkisini
gosterebilmek i¢in Dioc6, DAPI ve PI floresan boyamalar1 gerceklestirilmistir.
Curcumin uygulamas: (20 pM) ile birlikte dogal tip hiicre hattinda mitokondriyal
membran potansiyeli azalirken otokrin BH anlatim1 gerceklesen hiicre hattinda biiyiik
bir degisiklik gdzlemlenmemektedir. Ancak bafilomisin (50 nM) ile birlikte curcumin
uygulamasinin hem T47D dogal tip hem de BH+ meme kanseri hiicre hattinda sadece
curcumin uygulamasina kiyasla mitokondriyal membran potansiyelini belirgin olarak
azalttig1 tespit edilmistir. T47D dogal tip hiicre hattinda curcumin uygulamasi ile birlikte
DNA kiriklart artar iken T47D BH+ hiicre hattinda dogal tipe oranla daha az DNA
kiriklar1 goriilmektedir. Curcumin uygulamasi sonrasinda T47D dogal tip hiicre hattinda
o0li hiicre sayisinda artig goriilmektedir. T47D BH+ hiicre hattinda ise dogal tipe oranla
o0l hiicre sayisindaki artis daha az olarak gozlemlenmistir. Bafilomisin ve curcuminin
birlikte uygulanmasi ile hem T47D dogal tip hem de BH+ meme kanseri hiicrelerinde
mitokondriyal membran potansiyeli azalirken, DNA kiriklarinin ve 6lii hiicre sayisinin

artis1 s6z konusudur (Sekil 22).
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Sekil 22. Otofajinin engellendigi durumda curcumin uygulamasinin T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde hiicre 6liimii, DNA kondenzasyonu,
mitokondri membran potansiyeli iizerine etkisinin floresan boyamalar ile gosterilmesi.



1.34Bafilomisin ile otofajinin baskilandigi durumda curcumin
uygulamasimmin koloni olusumu iizerine etkisinin MDA-MB-
231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde

gosterilmesi
MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicre hatlarinda bafilomisin

ile otofafajinin baskilandigi durumda curcuminin koloni olusumu iizerine etkisini
belirlemek i¢in koloni formasyon teknigi kullanilmistir. Otokrin BH anlatiminin MDA-
MB-231 ve T47D meme kanseri hiicre hattinda dogal tip hiicrelere kiyasla koloni
olusumunu tetikledigi saptanmistir. Ayrica curcuminin koloni olusumu iizerine
baskilayici etkisi hem dogal tip hem de BH+ MDA-MB-231 ve T47D meme kanser
hiicre hatlarinda tespit edilmistir. Bafilomisin (50 nM) uygulamasi tek basia koloni
olusumu {izerine azaltici etki gostermis olsa da curcumin ile beraber bafilomisin

uygulamasi koloni olusumu iizerine ciddi bir baskilayici etki gostererek hiicre canliliginm

azaltmistir (Sekil 23).
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Sekil 23. MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme Kkanseri hiicrelerinde otofajinin
baskilandigl durumda curcumin uygulamasinin koloni olusumu iizerine etkisinin gosterilmesi.
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1.35 Otofajinin engellendigi durumda zamana bagh curcumin
uygulamasinin MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+
meme kanseri hiicreleri iizerine etkisinin asih damla modeli
teknigi ile gosterilmesi
Otofajinin bafilomisin (50 nm) ile engellendigi durumda curcuminin MDA-MB-231
dogal tip ve otokrin BH anlatimi kazandirilmis MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin
3D hiicre kiiltiiri modellerinde koloni olusumu {izerine etkisinin gosterilmesi
gerceklestirilmistir. MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri asili damla modeli teknigi ile
saglikli kontrol hiicrelerde 6 giin boyunca kolonilerin ¢apinin 691 pm’a ¢ikmis oldugu
tespit edilmistir. Ancak 25 pm curcumin uygulamasi ile 4. giinden itibaren saglikli kontrol
hiicrelere kiyasla asili damla modeli ile gergeklestirilen 3D kiiltiirlerde MDA-MB-231
dogal tip hiicrelerinin capinin 513 pm’a geriledigi tespit edilmistir. Otolizozom inhibitorii
olan bafilomisin (50 nm) uygulanan hiicrelerde ise koloni ¢apinin 6. giiniin sonunda 517
pm oldugu goriilmiistiir. Ancak hem curcumin hem de bafilomisinin beraber uygulandigi
durumda 6. giiniin sonunda MDA-MB-231 dogal tip hiicrelerin ¢capinin 657 pm’a ulagmis
oldugu goriilse de ikili ila¢ uygulamasinin koloni olusumunu dagittig1 ve hiicreleri 6liime
yonlendirdigi tespit edilmistir. Ayn1 model sistem otokrin BH anlatimi1 kazandirilmis
MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde incelendiginde; saglikli kontrol hiicrelerde 6.
giiniin sonunda koloni ¢apinin 521 pm’a ¢iktigr gdzlenmistir. Ancak 25 pum curcumin
uygulamasi ile bu etkinin 5. gilinden itibaren gegtigi tespit edilmistir. Otolizozom
inhibitorii olan bafilomisin (50 nm) uygulanan hiicrelerde ise koloni ¢apinin 6. giiniin
sonunda 739 pum’a ulastigi goriilmiistiir. Ancak hem curcumin hem de bafilomisinin
beraber uygulandig1 durumda ise 6. giiniin sonunda MDA-MB-231 BH+ meme kanseri
hiicrelerin ¢apinin 694 pm’a ulagmis oldugu goriilse de ikili ila¢ uygulamasinin koloni
olusumunu dagittig1 ve hiicreleri 6liime yonlendirdigi tespit edilmistir. 6. giin sonunda
curcumin uygulamasit MDA-MB-231 dogal tip hiicrelerinde kolonilerin biiyiikliiklerine
azaltic1 yonde etki yaparken otokrin BH anlatim1 kazandirilmis hiicreler curcumine karsi
diren¢ mekanizmasini aktive ettigi icin koloni ¢apin1 693 um’a ¢ikardigir gosterilmistir

(Sekil 24).
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Sekil 24. Otofajinin engellendigi durumda zamana bagh curcumin uygulamasinin 3D olarak MDA-MB-231 meme kanseri hiicre kiiltiiriinde etkisinin gosterilmesi
(****p<0.0001).



Otofajinin bafilomisin (50 nm) ile engellendigi durumda curcuminin T47D dogal tip ve
otokrin BH anlatimi kazandirilmis T47D meme kanseri hiicrelerinin 3D hiicre kiiltiirti
modellerinde koloni olusumu iizerine etkisinin gosterilmesi gerceklestirilmistir. T47D
dogal tip meme kanseri asili damla modeli teknigi ile saglikli kontrol hiicrelerde 6 giin
boyunca kolonilerin ¢apmin 550 um’a ¢ikmis oldugu tespit edilmistir. Ancak 20 pm
curcumin uygulamasi ile 3. giinden itibaren saglikli kontrol hiicrelere kiyasla asili damla
modeli ile gerceklestirilen 3D kiiltiirlerde T47D dogal tip hiicrelerinin ¢aplarinda diisiis
gbzlenmis ve 6. giiniin sonunda caplarmin 321 pm’a geriledigi tespit edilmistir.
Otolizozom inhibitorii olan bafilomisin (50 nm) uygulanan hiicrelerde koloni ¢apinin 6.
giiniin sonunda 375 um oldugu goriilmiistiir. Ancak hem curcumin hem de baflomisinin
beraber uygulandigi durumda ise 6. giinlin sonunda T47D dogal tip hiicrelerin ¢apinin
366 um’a ulagmis oldugu ve hiicreleri 6liime yonlendirdigi tespit edilmistir. Ayni model
sistem otokrin BH anlatimi kazandirilmis T47D meme kanseri hiicrelerinde
incelendiginde; saglikli kontrol hiicrelerde 6. giiniin sonunda koloni ¢apinin 543 pm’a
ciktig1 gézlenmistir. Ancak 20 pm curcumin uygulamasi ile bu etkinin 5. hiinden itibaren
gectigi tespit edilmistir. Otolizozom inhibitdrii olan bafilomisin (50 nm) uygulanan
hiicrelerde ise koloni ¢apinin 6. giiniin sonunda 471 um’ a ulastig1 goriilmiistiir. Ancak
hem curcumin hem de bafilomisinin beraber uygulandigi durumlarda ise 6. giiniin
sonunda T47D BH+ meme kanseri hiicrelerin capinin 494 pm’a ulasmis oldugu hiicreleri
oliime yonlendirdigi tespit edilmistir. 6. giin sonunda curcumin uygulamas1 T47D dogal
tip hiicrelerinde kolonilerin biiyiikliiklerine azaltic1 yonde etki gergeklestirmistir. Otokrin
BH anlatim1 kazandirilmis T47D hiicrelerinde de azaltici etki s6z konusudur ancak bu

etki T47D dogal tip hiicrelerinde daha fazla goriilmektedir (Sekil 25).
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Sekil 25. Otofajinin engellendigi durumda zamana bagh curcumin uygulamasiin 3D olarak T47D meme kanseri hiicre kiiltiiriinde etkisinin gosterilmesi

(¥*p<0.01; ****p<0.0001).



1.36 Otofajinin baskilandig1 durumda curcuminin otofajik vakuol
olusumu iizerine etkisinin MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve
BH+ meme kanseri hiicrelerinde akridin oranj boyamasi

gosterilmesi
MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde bafilomisin ile

otofajinin engellendigi durumda curcumin uygulamasi ile otofajik vakuol olusumunu
gbzlemlemek i¢in akridin oranj floresan boyamasi gerceklestirilmistir. Hem MDA -MB-
231 hem de T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinin ila¢ uygulanmayan
saglikli kontrol hiicreler ile sadece bafilomisin (50 nM) uygulanmis hiicrelerde otofajik
vakuol olusumu gézlemlenmemistir. Ancak curcumin uygulamasinin hem dogal tip hem
de BH anlatim1 kazandirilmis hiicrelerde otofajik vakuol olusumunu indiikledigi akridin
oranj boyamasi ile tespit edilmistir. Ayrica bafilomisin ile otolizozom olusumunun
engellendigi durumda curcumin (25 pM) uygulamasinin MDA-MB-231 dogal tip ve
BH+ meme kanseri hiicrelerinde otofajik vakuol olusumlarinin artis gostedigi ve
otofagozom olusumunda hiicreleri tuttugu goriilmiistiir. Benzer sekilde, T47D meme
kanseri hiicre hattina 20 uM curcuminin 24 saat uygulamasinin otofajik vakuol
olusumunu tetikledigi ve bu etkinin hem dogal tip hem de BH+ hiicrelerinde goriildiigii
tespit edilmistir. Ancak 1 saat bafilomisin (50 nM) uygulamasi ile otolizozom
olusumunun engellendigi durumdaki curcumin uygulamasiyla otofajik vakuollerin

goriintirliiliigli akridin oranj boyamasi ile gosterilmistir (Sekil 26).
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Sekil 26. MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde otofajinin
baskilandigi durumda curcuminin otofajik vakuol olusumu iizerine etkisinin akridin oranj
boyamasi ile gosterilmesi.

1.370tofajinin engellendigi durumda curcumin uygulamasinin
Otofajiye bagh GFP-LC3 aktivasyonu iizerine etKisinin
MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri

hiicrelerinde hiicre akis sitometresi ile gosterilmesi
MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve otokrin BH anlatim1 kazandirilmis meme kanseri

hiicrelerine  GFP-LC3 plazmiti transfekte edilmistir. Daha sonra curcumin ve
bafilomisin uygulamalar1 gerceklestirilerek hiicre akis sitometrisi ile analiz edilmistir.
MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde 24 saat 25 pM curcumin
ve 1 saat 50 nM bafilomisinin beraber uygulanmasi sonucunda hem kontrol hiicrelerine
hem de sadece curcumin uygulamasina kiyasla GFP-LC3 aktivasyonundaki artisin daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri
hiicrelerinde 24 saat 20 uM curcumin ve 1 saat 50 nM bafilomisinin beraber
uygulanmast sonucunda hem kontrol hiicrelerine hem de sadece curcumin
uygulamasina kiyasla GFP-LC3 aktivasyonundaki artisin daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (Sekil 27).
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Sekil 27. MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde otofajinin
baskilandig1 durumda curcumin uygulamasimin otofajiye bagh GFP-LC3 aktivasyonu iizerine
etkisinin hiicre akis sitometrisi ile gosterilmesi.

1.38Bafilomisin ile otofajinin baskilandigi durumda curcumin
uygulamasinin ER stres, otofaji ve apoptotik oliim iizerine
etkisinin MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme
kanseri hiicrelerinde gosterilmesi

Otofajinin bafilomisin ile engellendigi durumda curcumin uygulamasinin MDA-MB-
231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicre hatlarinda ER stres, otofaji ve
apoptotik 6liim {izerine etkisini belirlemek amaciyla immiinoblotlama teknigi
kullantlmistir. MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicre hatlarinda ER stres
anahtar1 olan PERK ve BIP’in anlatimina bakilmistir. MDA-MB-231 dogal tip meme
kanseri hiicrelerinde PERK anlatimi curcumin (25 pM) uygulamasi ile azalirken
bafilomisin (50 nM) ile curcuminin birlikte uygulamasiyla anlatimin tamamen
baskilandig1 goriilmiistiir. BH+ meme kanseri hiicrelerinde ise curcumin uygulamasiyla
PERK anlatiminda azalma goriilse de bafilomisin ile curcumin birlikte uygulandiginda
dogal tipteki gibi bir baskilanma s6z konusu degildir. MDA-MB-231 dogal tip meme
kanseri hiicrelerinde BIP anlatimi curcumin uygulamasi ile artarken bafilomisin ile
curcuminin birlikte uygulanmasiyla anlatimin baskilandigi tespit edilmistir. MDA-MB-
231 BH+ meme kanseri hiicrelerinde ise curcumin uygulamasiyla BiP anlatimi azalirken
bafilomisin ile curcumin birlikte uygulandiginda anlatimin belirgin bir sekilde
baskilandig1 goriilmiistiir. Apoptotik markirlar olarak Bax, kaspaz- 7 ve anti-apoptotik
protein olan Bcl-2’nun anlatimlarina bakilmistir. Bax gibi proapoptotik iiyeler, kaspaz
serbestlesmesini uyarmakta ve mitokondri zarmin gecis porlarinin agikligim
degistirerek sitokrom-c’yi serbestlestirmekte ve bu sekilde apoptozu indiiklemektedir.

Bax’in anlatim1 MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicrelerinde curcumin
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varliginda indiiklenirken bafilomisin ve curcuminin birlikte uygulanmasi Bax anlatimini
geri ¢cekmektedir. MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicrelerinde ise curcumin
uygulamasiyla beraber Bax anlattminin indiiklendigi goriiliirken bafilomisin ile
curcuminin birlikte uygulanmasi sonucunda bu indiiklenmenin daha da artis gosterdigi
tespit edilmistir. Bcl-2’nin MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicrelerinde
curcumin ile birlikte anlatimi indiiklenirken bafilomisin ile curcuminin kombin
uygulanmasi bu etkiyi geri ¢ekmistir. MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicrelerinde
de Bcl-2 anlatimi i¢in ayn1 etki goriilmiistiir. Kaspazlar sistein proteazlardir ve normalde
sitoplazmada inaktif proenzimler olarak bulunmaktadir. Ancak proteolitik
par¢alanmadan sonra aktif hale gecmektedirler. Bir efektor kaspaz olan kaspaz-7’nin
anlatimina bakildiginda; MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicrelerinde curcumin
uygulamasiyla beraber anlatimin indiiklendigi goriiliirken bafilomisin ile curcuminin
kombin uygulamasinin bu etkiyi geri cektigi tespit edilmistir. MDA-MB-231 BH+
meme kanseri hiicrelerinde ayni etki goriilerek bafilomisin ve curcuminin kombin olarak
uygulanmasi sonucu kaspaz-7’nin anlatiminin baskilandigir gézlemlenmistir. Beklin-
I’in hem MDA-MB-231 dogal tip hem de BH+ meme kanseri hiicrelerinde curcumin
uygulanmasiyla birlikte anlatiminin indiiklendigi tespit edilmistir. Ancak bafilomisin ile
curcuminin kombin olarak uygulanmasi sonucu MDA-MB-231 dogal tip hiicrelerinde
indiiklenen etki baskilanirken, BH+ meme kanseri hiicrelerinde bu kombin uygulamanin
anlatimi indiiklemeye devam ettigi gosterilmistir. Atg5’in hem MDA-MB-231 dogal tip
hem de BH+ meme kanseri hiicrelerinde curcumin uygulanmasiyla birlikte anlatiminin
indiiklendigi belirlenmistir. Bafilomisin uygulamasi1 MDA-MB-231 dogal tip
hiicrelerinde Atg5 anlatimmi baskilarken, MDA-MB-231 BH+ meme kanseri
hiicrelerinde anlatimi indiiklemistir. Bafilomisin ile curcuminin kombin olarak
uygulanmasi sonucu hem MDA-MB-231 dogal tip hem de BH+ meme kanseri
hiicrelerinde Atg5 anlatiminin baskilandig1 goriilmektedir. Lamp-1’in MDA-MB-231
dogal tip meme kanseri hiicrelerinde bazal anlatim1 BH+ meme kanseri hiicrelerine
kiyasla daha diisiik seviyededir. MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicrelerinde
curcumin uygulanmasiyla anlatim baskilanmis, bafilomisin ve curcuminin kombin
olarak uygulanmasiyla birlikte bu baskilanma devam etmistir. MDA-MB-231 BH+
meme kanseri hiicrelerinde curcumin uygulanmasiyla anlatim baskilanmis fakat
bafilomisin ve curcuminin kombin olarak uygulanmasiyla birlikte bu baskilanma
ortadan kalkarak Lamp-1’in anlatim1 indiiklenmistir. Atgl2’nin MDA-MB-231 dogal

tip meme kanseri hiicrelerinde bazal anlatim1 BH+ meme kanseri hiicrelerine kiyasla
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daha diisiik seviyededir. Curcumin uygulamasiyla beraber MDA-MB-231 dogal tip
meme kanseri hiicrelerinde Atgl12’nin anlatiminin baskilandig1 goriiliirken, BH+ meme
kanseri hiicrelerinde belirgin bir fark goézlenmemistir. Bafilomisin ve curcuminin
kombin olarak uygulandigi durumda her iki hiicre hattinda da Atgl2’nin anlatiminda
baskilanma goriilmiistiir. LC3’nin anlatimimin MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri
hiicrelerinde curcumin uygulamasi sonucu bazal anlatima kiyasla indiiklendigi tespit
edilmisitir. Bafilomisin uygulamasiyla beraber LC3 anlatim1 MDA-MB-231 dogal tip
meme kanseri hiicrelerinde daha ¢ok indiiklenmis, bafilomisin ve curcuminin kombin
olarak uygulanmasiyla bu indiiklenen anlatim ¢ok az da olsa geri ¢ekilmistir. BH+ meme
kanseri hiicrelerinde ise hem bafilomisin hem de bafilomisin ve curcuminin kombin

olarak uygulandig1 durumda LC3 anlatiminin indiiklendigi goriilmektedir (Sekil 28).
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Sekil 28. MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde otofajinin baskilandigi
durumda curcumin uygulamasinin ER stres, otofaji ve apoptotik 6liim iizerine etkisinin
gosterilmesi.

T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde ER stres anahtari olan PERK ve
BiP’in anlatimma bakilmistir. T47D dogal tip meme kanseri hiicrelerinde PERK
anlatimi curcumin (20 pM) uygulamasi ile azalirken bafilomisin (50 nM) ile curcuminin
kombin olarak uygulamasiyla anlatimin tamamen baskilandig1 goriilmiistiir. T47D BH+
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meme kanseri hiicrelerinde ise curcumin uygulamasiyla PERK anlatiminin indiiklendigi
goriilse de bafilomisin ile curcumin kombin olarak uygulanmasi sonucunda baskilanma
s6z konusudur. T47D dogal tip meme kanseri hiicrelerinde BIP anlatimi curcumin
uygulamasi ile indiiklenirken bafilomisin ile curcuminin kombin uygulanmasiyla
beraber anlatimin baskilandigi tespit edilmistir. T47D BH+ meme kanseri hiicrelerinde
ise curcumin uygulamasiyla BIP anlatimi artarken, bafilomisin ile curcuminin kombin
uygulanmasi sonucunda anlatimin belirgin bir sekilde baskilandig1 gériilmiistiir. Bax’in
anlatimi T47D dogal tip meme kanseri hiicrelerinde curcumin varliginda indiiklenirken
bafilomisin ve curcuminin birlikte uygulanmasi1 Bax anlatimini geri ¢ekmektedir. T47D
BH+ meme kanseri hiicrelerinde ise curcumin uygulamasiyla beraber Bax anlatiminin
indiiklendigi goriiliirken bafilomisin ile curcuminin birlikte uygulanmasi sonucunda bu
indiiklenmenin daha da artis gosterdigi tespit edilmistir. Kaspaz-7’nin anlatimina
bakildiginda; T47D dogal tip meme kanseri hiicrelerinde curcumin uygulamasiyla
beraber anlatimin indiiklendigi goriiliirken bafilomisin ile curcuminin kombin
uygulamasinin bu etkiyi baskiladigr saptanmistir. T47D BH+ meme kanseri
hiicrelerinde ise bafilomisin ve curcuminin kombin olarak uygulanmasi sonucu kaspaz-
7’nin anlatiminin indiiklendigi gézlemlenmistir. Beklin-1’in T47D dogal tip meme
kanseri hiicrelerinde curcumin uygulamasiyla birlikte anlatimi indiiklenirken, BH+
meme kanseri hiicrelerinde curcumin uygulamasiyla beraber anlatimin baskilandigi
tespit edilmistir. Ancak bafilomisin ile curcuminin kombin olarak uygulanmasi sonucu
T47D dogal tip hiicrelerinde indiiklenen etki baskilanirken, BH+ meme kanseri
hiicrelerinde ise bu kombin uygulamanin anlatimi daha da baskiladig1 gosterilmistir.
Atg5’in T47D dogal tip meme kanseri hiicrelerinde curcumin uygulamasiyla birlikte
anlattimmin indiiklendigi goriiliitken BH+ meme kanseri hiicrelerinde curcumin
uygulamasi Atg5 anlatimini baskilamigtir. Bafilomisin uygulamasinin hem T47D dogal
tip hiicrelerinde hem de T47D BH+ meme kanseri hiicrelerinde Atg5 anlatimini
baskiladig1 tespit edilmistir. Bafilomisin ile curcuminin kombin olarak uygulanmasi
sonucu T47D dogal tip meme kanseri hiicrelerinde Atg5 anlatiminin baskilandigi
goriiliirken BH+ meme kanseri hiicrelerinde bu anlatimin indiiklendigi saptanmistir.
Curcumin uygulamastyla beraber T47D dogal tip meme kanseri hiicrelerinde Atgl12’nin
anlatiminin indiiklendigi goriiliirken, T47D BH+ meme kanseri hiicrelerinde belirgin bir
fark g6zlenmemistir. Bafilomisin ve curcuminin kombin olarak uygulandigi durumda
ise T47D dogal tip meme kanseri hiicrelerinde Atgl2’nin anlatiminin baskilandigi

goriiliirken, T47D BH+ meme kanseri hiicrelerinde bu kombin uygulamanin anlatimi
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indiikledigi tespit edilmistir. LC3’nin bazal anlatim1 T47D dogal tip meme kanseri
hiicrelerine kiyasla BH+ meme kanseri hiicrelerinde daha fazladir. Bafilomisin
uygulamasiyla beraber LC3 anlatimi1 T47D dogal tip meme kanseri hiicrelerinde
indiiklenmis, bafilomisin ve curcuminin kombin olarak uygulanmasiyla bu indiiklenme
devam etmistir. T47D BH+ meme kanseri hiicrelerinde curcumin uygulamasiyla
beraber anlatimin baskilandigi goriilmiistiir. Bunun yanisira BH+ meme kanseri
hiicrelerinde ise hem bafilomisin hem de bafilomisin ve curcuminin kombin olarak

uygulandig1 durumda LC3 anlatiminin indiiklendigi saptanmustir (Sekil 29).
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Sekil 29. T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde otofajinin baskilandigi durumda
curcumin uygulamasinin ER stres, otofaji ve apoptotik 6liim iizerine etkisinin gosterilmesi.

1.39Bafilomisin ile otofajinin baskilandigi durumda curcumin
uygulamasmin hiicre dongisii tizerine etkisinin MDA-MB-
231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde

gosterilmesi
Otofajinin engellendigi durumda curcumin uygulamasinin MDA-MB-231 ve T47D

dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre dongiisiinii belirlemek amaciyla
PI boyamasi sonrasi akis sitometrisi kullanilarak gosterilmistir. MDA-MB-231 dogal
tip meme kanseri hiicre hattinda curcumin (25 pM) SubGl popiilasyonunu
arttirmaktadir. Bununla birlikte G1 popiilasyonunda ise diislise sebep olmaktadir.

MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicre hattinda ise aym sekilde SubGl
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popiilasyonunu arttirirken G1 popiilasyonunu diisiirmektedir. Curcumin ile her iki hiicre
hattinda SubG1 popiilasyonunun artis1 hiicre dliimiine sebep olmaktadir. Ayrica hem
MDA-MB-231 dogal tip hem de BH+ meme kanseri hiicrelerinde curcumin
uygulamasiyla beraber G2/M popiilasyonunda artis goriilmektedir. Bu sonuglar
dogrultusunda curcuminin hem MDA-MB-231 dogal tip hem de BH+ meme kanseri
hiicrelerinde hiicre dongiisii lizerinde G2/M fazini1 durdurucu etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir. Bafilomisin (50 nM) ve curcuminin beraber uygulanmasi sonucunda ise
MDA-MB-231 dogal tip hiicrelerinde %10 SubGl popiilasyonu ve %67,3 Gl
popiilasyonu goriiliirken, BH+ hiicrelerinde %6,3 SubG1 popiilasyonu ve %62,7 Gl

popiilasyonunun varligi belirlenmistir (Sekil 30).

Curcumin (25 uM) - + 2 %
Bafilomisin (50 nM) - - + +

MDA-MB-231 Dogal Tip

MDA-MB-231 BH+

Sekil 30. MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde bafilomisin ile otofajinin
baskilandigi durumda curcumin uygulamasimin hiicre doéngiisii iizerine etkisinin hiicre akis
sitometrisi ile gosterilmesi.

T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicre hattinda curcumin (20 uM) SubG1
popiilasyonunu  arttirmaktadir. Curcumin ile her iki hiicre hattinda SubGl
popiilasyonunun artis1 hiicre liimiine sebep olmaktadir. Bununla birlikte T47D dogal
tip kontrol hiicrelerinde %54 G1 popiilasyonu ve %29,5 G2/M popiilasyonu mevcut
iken curcumin uygulamasiyla beraber %353 Gl popiilasyonu ve %31,6 G2/M
popiilasyonunun varlig: tespit edilmistir. T47D BH+ kontrol hiicrelerinde ise %49,8 G1
popiilasyonu ve %27,9 G2/M popiilasyonu mevcut iken curcumin uygulamasiyla
beraber %51 G1 popiilasyonu ve %22,9 G2/M popiilasyonunun varligr belirlenmistir.
Bafilomisin (50 nM) ve curcuminin beraber uygulanmasi sonucunda ise T47D dogal tip

hiicrelerinde %62,7 G1 popiilasyonu goriiliirken, BH+ hiicrelerinde 9%53,5 Gl
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popiilasyonunu mevcuttur. Bu sonuglar dogrultusunda kontrol hiicreleriyle
kiyaslandiginda, curcumin ve bafilomisinin beraber uygulanmasinin hem T47D dogal
tip hem de BH+ meme kanseri hiicrelerinde hiicre dongiisii lizerinde G1 fazinda

durdurucu etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 31).

Curcumin (20 uM) - + - +
Bafilomisin (50 nM) - - +
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Sekil 31. T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde bafilomisin ile otofajinin baskilandig1
durumda curcumin uygulamasinin hiicre dongiisii iizerine etkisinin hiicre akis sitometrisi ile
gosterilmesi.

1.40Bafilomisin ile otofajinin baskilandigi durumda curcumin
uygulamasinin apoptotik 6liim uzerine etkisinin MDA-MB-
231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme Kkanseri hiicrelerinde

gosterilmesi
MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde otofajinin

engellendigi durumda curcumin uygulamasinin hiicre 6liimii iizerine etkisini belirlemek
amactyla Annexin V-FITC Propidyum Iyodiir boyamalar1 gergeklestirilip hiicre akis
sitometrisi kullanilarak hiicre popiilasyonlari incelenmistir. Normal sartlarda hiicre ici
membranda bulunan fosfotidilserinin apoptotik siiregte hiicrenin dis membranina gegisi
s6z konusu olmasi nedeniyle ancak apoptotik 6liime giden hiicreler Annexin V boyasi

ile fosfotidilserinleri iizerinden baglanmaktadirlar. Propidyum iyodiir boyasi ise olii
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hiicrelerde sitoplazmik membran biitiinliigiiniin bozulmasi1 ile hiicre igerisine
girebilmekte ve DNA’ya baglanmaktadir. Boylece otofajinin engellendigi durumda
curcumin uygulamasinin MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri

hiicreleri iizerinde erken, ge¢ apoptotik ve nekrotik 6liim lizerine etkisi incelenmistir.

MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde curcumin (25 uM) erken
apoptotik hiicre 6liimiinii tetiklemektedir. MDA-MB-231 dogal tip hiiclerinde %1,2’lik,
BH+ meme kanseri hiicrelerinde ise %1,3’liikk erken apoptotik hiicre popiilasyonu
goriilmektedir. Bununla birlikte MDA-MB-231 dogal tip hiicrelerinde %1,5’lik bir
hiicre popiilasyonu da ge¢ apoptotik siirectir. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
hattinda BH geninin kazandirilmasi, curcumin tarafindan indiiklenen apoptotik hiicre
Oliimiine kars1 bir direng olusumunu tetiklemistir. Bafilomisin (50 nM) ve curcumin (25
pM) uygulamastyla beraber hem MDA-MB-231 dogal tip hem de BH+ meme kanseri
hiicrelerinde erken apoptotik ylizdesinin arttigi goriilmektedir. Kombin uygulama
sonucu MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicrelerinde %4,7 erken apoptotik ve
%3,8 geg apoptotik hiicre popiilasyonu goriiliirken, BH+ meme kanseri hiicrelerinde ise

%3 erken apoptotik ve %0,2 gec apoptotik hiicre popiilasyonu goriilmektedir (Sekil 32).

Curcumin (25 pM) - + R "
Bafilomisin (50 nM) - - + +
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¢ 1
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Sekil 32. MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde bafilomisin ve curcumin
uygulamasimin apoptotik hiicre oliimii iizerine etKisinin Annexin V-PI boyama yodntemi ile
gosterilmesi.

T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde curcumin (20 uM) erken apoptotik
hiicre 6liimiinii tetiklemektedir. T47D dogal tip hiiclerinde %3,5, BH+ meme kanseri

hiicrelerinde ise %6,1’lik erken apoptotik hiicre popiilasyonu goriilmektedir. Bununla
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birlikte T47D dogal tip hiicrelerinde %1,8’lik bir hiicre popiilasyonu da ge¢ apoptotik
stirectir. T47D BH+ meme kanseri hiicrelerine bakildiginda ise %2,6 bir hiicre
poplilasyonu gec apoptotik siirectir. Bafilomisin (50 nM) ve curcumin (20 pM)
uygulamasiyla beraber hem T47D dogal tip hem de BH+ meme kanseri hiicrelerinde
erken apoptotik siire¢ ylizdesinin arttig1 goriilmektedir. Kombin uygulama sonucu T47D
dogal tip meme kanseri hiicrelerinde %8 erken apoptotik ve %17,6 ge¢ apoptotik hiicre
popiilasyonu goriiliirken, BH+ meme kanseri hiicrelerinde ise %9,4 erken apoptotik ve

%2,4 geg apoptotik hiicre popiilasyonu goriilmektedir (Sekil 33).
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Sekil 33. T47D dogal tip ve BH+ meme Kanseri hiicrelerinde bafilomisin ve curcumin
uygulamasimin apoptotik hiicre oliimii iizerine etKkisinin Annexin V-PI boyama yodntemi ile
gosterilmesi.

1.41Bafilomisin ile otofajinin baskilandigt durumda curcumin
uygulamasimin ROS olusumu iizerine etkisinin MDA-MB-231
ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde
gosterilmesi

MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde otofajinin
engelledigi durumda curcumin uygulamasiin ROS degisimi tizerine etkisini belirlemek
amactyla H2DCFDA boyama ile akis sitometrisinde analiz gerceklestirilmistir. Hem
MDA-MB-231 (25 uM) hem de T47D (20 uM) dogal tip ve BH+ meme kanseri
hiicrelerinde 24 saat boyunca curcumin uygulamasinin ROS iiretimini indiikledigi tespit
edilmistir. Ayrica bafilomisin (50 nM) ve curcuminin kombin olarak uygulandigi durum
ile sadece curcumin uygulanan durum kiyaslandiginda, her bir hiicre hatti i¢in ROS

diizeyinin kombin uygulama sonucunda ¢ok daha fazla oldugu belirlenmistir (Sekil 34).
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Sekil 34. MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde otofajinin
baskilandigi durumda curcumin uygulamasimin ROS ulusumu iizerine etkisinin hiicre akis

sitometrisi ile gosterilmesi.

1.42Curcumin uygulamasinin N2 dogal tip ve DAF-2 mutant C.

elegans modellerinde sagkalim tuzerine etkinliginin yasam

egrisi deneyi ile gosterilmesi

Caenorhabditis elegans'ta DAF-2, uzun 6miirliiliigii diizenleyen insiilin reseptor benzeri

bir gendir. Insiilin benzeri metabolik kontrolii ile yasam siiresi regiilasyonunu, kalori

kisitlamasi ile indiiklenen memeli uzun omiirliiliigii ile benzerlik gostermektedir. N2

dogal tip ve DAF-2 mutant C. elegans modellerinde curcumin uygulamasi sonucu

sagkalimi belirlemek amaciyla yasam egrisi deneyi gerceklestirilmistir. 25 uM

curcumin uygulamasiyla beraber N2 susunun sagkalim yiizdesi 10. giinde %50 diisiis

gostermektedir. 18. giinde ise 25 pM curcumin uygulanan N2 susunun tamaminin

oldiigii goriilmektedir. DAF-2 susunda ise 25 pM curcumin uygulamasiyla beraber

sagkalim yiizdesinin diistiigli ve 25. giinde curcumin uygulanan DAF-2 susunun

tamaminin 61diigi belirlenmistir. Curcumin uygulanmayan N2 susunda sagkalim 30 giin

boyunca devam ederken DAF-2 susunda ise 47. giine kadar devam ettigi goriilmiistiir.
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25 uM curcumin uygulamasi sonucunda sagkalim yiizdesinin N2 susuna kiyasla DAF-

2 susunda zamana bagli olarak daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Sekil 35).
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Sekil 35. Curcumin uygulamasinin N2 dogal tip ve DAF-2 mutant C. elegans modellerinde sagkalim
iizerine etkinliginin yasam egrisi deneyi ile gosterilmesi.

1.43Doza bagh curcumin uygulamasinin N2 dogal tip ve DAF-2
mutant C. elegans modellerinde ROS iizerine etkisinin H2-
DCF-DA boyamasi ile gosterilmesi

N2 dogal tip ve DAF-2 mutant C. elegans modellerinde doza bagli curcumin
uygulamasinin ROS iizerine etkisini belirlemek amaciyla H2-DCF-DA boyamasi
gerceklestirilmistir. Hem N2 susunda hem de DAF-2 susunda 20 ve 25 pM curcumin
uygulamasi sonucu ROS iiretiminin indiiklendigi floresan boyamalarda goriilmektedir.
Her iki susta 25 uM curcumin uygulamasi sonucundaki ROS indiiklenmesinin 20 pM
curcumin uygulamasina kiyasla daha fazla oldugu saptanmistir N2 ve DAF-2 kontrol

suslarma bakildiginda ise ROS anlatiminin artigini ifade eden 1s1manin goriilmedigi

belirlenmistir (Sekil 36).
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Sekil 36. Doza bagh curcumin uygulamasimin N2 dogal tip ve DAF-2 mutant C. elegans
modellerinde ROS iizerine etkisinin H2-DCF-DA boyamasi ile gosterilmesi.

1.44Doza bagh curcumin uygulamasinin N2 dogal tip ve DAF-2
mutant C. elegans modellerinde otofaji iuizerine etkisinin
akridin oranj boyamasi ile gosterilmesi

N2 dogal tip ve DAF-2 mutant C. elegans modellerinde doza bagli curcumin
uygulamasinin otofaji lizerine etkisini belirlemek amaciyla akridin oranj boyamasi
gerceklestirilmistir. Floresan boyamalara gére doza bagli olarak curcumin
uygulamasinin (20-25 uM) hem N2 hem de DAF-2 susunda otofajiyi indiikledigi tespit
edilmistir. Her iki susta 25 pM curcumin uygulamasi sonucundaki indiiklenmenin 20
uM curcumin uygulamasina kiyasla daha fazla oldugu saptanmistir N2 ve DAF-2
kontrol suslarina bakildiginda ise otofajik anlatim artigin1 ifade eden 1s1manin

goriilmedigi belirlenmistir (Sekil 37).
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Sekil 37. Doza bagh curcumin uygulamasimin N2 dogal tip ve DAF-2 mutant C. elegans
modellerinde otofaji iizerine etkisinin akridin oranj boyamasi ile gosterilmesi.
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BOLUM V

TARTISMA

Meme kanseri kadinlar arasinda diinya ¢apinda 2. sirada yayginlikla goriilen kanser
tipidir ve kanser kaynakli oliimlerde 5. siray: teskil etmektedir [138]. Son donemde
meme kanserinde, pubertide meme gelisiminde rolii olan prolaktinin (PRL) ve
postnatal biiylime iizerinde etkisi olan biiyiime hormonunun (BH) rolii ortaya
konmustur. PRL’nin meme kanseri hiicrelerinde, proto-onkogen olan c-myc’in
anlatimin1 indiikleyerek proliferayon, invazyon ve metastazi tetikledigi gosterilmistir
[32, 33]. Ayrica PRL, JAK2'min Kkatalitik aktivasyonu ile reseptdriiniin
ubikuitinlesmesini, internalizasyonunu ve degredasyonunu uyarmaktadir [34]. PRL-
STATS sinyalinde, PRL varliginda proliferasyon gerceklesebilirken, hiicre dongiisii
inhibisyonunun BRCA1 tiimor baskilayici fonksiyonuna engel olmaktadir. Barcus ve
arkadaglari meme kanseri hiicrelerinin, MAPK sinyal yolagindan ziyade JAK2-STATS
sinyal yolagini aktive ettigini saptamaktadirlar [35]. Bunun yani sira VEGF'nin de PRL
ile indiiklenebildigi tespit edilmis ve bunu PRLR, JAK2 ve MAP kinaza iligkili olarak
gerceklestirdigi ortaya konmustur [36].

Son zamanlarda PRL yaninda 6n hipofiz bezinden salinan ve postnatal biiyiime tizerinde
etkisi yaninda meme gelisimi {izerinde de rolii olan BH iligkisi tizerinde durulmaktadir.
BH sinyalinin meme bez ve epitel hiicrelerinde farklilagmasini ve gelisimini IGF-1
tizerinden gerceklestigi belirlenmistir [139]. Otokrin BH sinyalinin meme kanseri
hiicrelerinde invazyonu tetikledigi; ila¢ direncine ve agresif tiimdr olusumuna neden
oldugu gortilmiistiir [41]. BH anlatim1 kazandirilmis meme epitel hiicrelerinde (MCF-
10) invazyon ve metastazin indiiklendigi saptanmistir [42]. Meme kanseri goriilen
hastalarin serumlarinda ise BH seviyelerinin arttig1 belirlenmistir [40]. Yapilan
caligmalar sonucunda BH nin, meme karsinom hiicrelerinde proliferasyonu arttirdigi,
EMT ’yi uyardi8i, invazyonu ve metastazi tetikledigi ortaya konmustur [41]. Otokrin
BH iiretimininin insan karsinoma hiicrelerinde, JAK2’ye bagl biiylimeyi arttirdigi
belirtilmistir. BH’nin, insan epitel hiicrelerinin proliferasyonunu arttirarak, apoptozu
azaltarak ve hiicresel morfolojide degisikliklere neden olarak onkogenik

transformasyona neden oldugu saptanmistir. Ayrica otokrin biiylime hormonunun insan
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epitel hiicrelerinde siklin D1, c-myc ve Bcl-2 gibi genlerin transkripsiyonunda artisa
neden oldugu goriilmiistiir [42]. Bunun yani1 sira BH anlatimi kazandirilan meme kanseri
hiicrelerinin baz1 kemoterapdtik ajanlara karst direng gosterdigi  saptanmustir.
Tamoksifen [140], doksorubisin [141] ve mitomisin C [142] gibi ¢esitli kemoterapdtik
ilaclara kars1 olan direncin otokrin BH anlatimindan kaynakli oldugu meme kanseri in
vitro modellerinde tespit edilmistir. Literatiirdeki bu bilgiler 1s181inda laboratuvarimizda
gerceklestirilen otokrin BH anlatimi stabil olan MDA-MB-231 ve T47D meme kanseri
hiicrelerinde curcumine kars1 ilag direncinin oldugu ve bu direncin doza ve zamana bagl
olarak ila¢ direncinin kirildig1 belirlenmistir (Merve Celik Yiiksek Lisans ve Recep
Geng lisans Tez Calismalari). Bu tez ile amacimiz otokrin BH salinimina bagli meme
kanseri hiicrelerindeki ila¢ direncinin otofaji ve ER stres gibi apoptotik 6liim stirecinde
rol alan hiicre sinyalleriyle iliskisini irdelemektir. Bu kapsamda 6ncelikle literatiirdeki
bilgiler 1s1831nda otofaji ve ER stres silirecinin modellenebilmesi i¢in zamana bagh
curcumin uygulamasinin MDA-MB-231 ve T47D hiicrelerinde hiicre canlilig1 iizerine
etkisi irdelenmistir. Tez ¢calismasi sonucuna gore otokrin BH anlatimi yapan MDA -MB-
231 hiicrelerinde curcuminin hiicre canliligi tizerine ket vurucu etkisi dogal tipe kiyasla
12. saatten sonra belirgin olarak goriilmiistir. Bu etki otokrin BH anlatiminda
curcumine karsi diren¢ mekanizmasinin zamana bagli oldugunu literatiirdeki
caligmalarla paralellik gostererek kanitlamaktadir [143]. Ayrica T47D hiicrelerinde
otokrin BH anlatimimin curcumine karsi diren¢ mekanizmasinin 48 saat igerisinde
kirildig1 laboratuvarimiz tarafindan yayinlanan bir 6nceki calismamizda belirtilmektedir
[144]. Bu tez kapsaminda T47D dogal tip hiicrelerinde curcuminin hiicre canliligina ket
vurdugu fakat bu durumun otokrin BH+ hiicrelerinde 48 saate Otelendigi

gosterilmektedir.

Tiimor olusumu ve otofajinin diizenlenmesinde rol alan sinyal yolaklar1 arasindaki
iliskiler yapilan ¢aligmalarla belirlenmistir. Otofaji tarafindan indiiklenen yapilar ve
TOR sinyal yolaginin upstream efektorleri olan PTEN, TSC1 ve TSC2 kanser
insidansini azaltan tiimor baskilayicilardir [129-131]. Ote yandan ise TOR tarafindan
aktive edilen gesitli onkogenler (PI3K, Akt) otofajiyi inhibe edici role sahip olarak
kanser olusumunu tetiklemektedirler [132]. Tiimor hiicrelerinde goriilen otofaji, onlar1
oldiiren mekanizmanin otofaji oldugunu kanitlamamaktadir. Hiicrelerin bu durumu
O0lmemek i¢in kullandiklar1 bir savunma mekanizmasi oldugunu savunan goriisler de
bulunmaktadir. Otofajinin kanser hiicrelerini kemoterapétik tedavilere karst korudugu

ve ila¢ kombinasyonlarina otofaji inhibitorlerinin de eklenmesinin daha etkin tedavi
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yanitlarina yol agacagini savunan pek cok arastirma mevcuttur [118]. Ancak apoptoz
yolaginda problem olan tiimdr hiicrelerinin kemoterapotik tedaviler sonrasinda otofaji

ile hiicre oliimiine gittigini savunan c¢aligsmalar da yer almaktadir.

Endoplazmik retikulum (ER) stresi kanser hiicrelerinde ilaca bagli hiicre dliimiinde
major role sahiptir. ER, katlanma, olgunlagsma, translokasyon, bozulma ve post-
translasyonel modifikasyonlar gibi ¢esitli fonksiyonel protein diizenlenmesinden
sorumlu bir organeldir [145]. Endoplazmik retikulum homeostaz1 BiP, PERK, IREla
ve ATF6 molekiillerin ER reseptorleriyle iliskisine baghidir. Katlanmamis protein
birikmesi ya da ilaca maruz kalma sonrasinda salinan BIP katlanmamuis proteinlerin
cevabini aktive eder. PERK, ER liimeninde yeni sentezlenmis proteinlerin birikmesini
onleyen elF2a’y1 fosforile ederek transkripsiyonu diizenler. Diger bir ER membran
reseptorii olan IRE1a, XBP1 mRNAya ve stresi diizenleyen proteinlere baglanarak bazi
pro-apoptotik proteinlerin anlatimlarinin artmasina neden olabilir [146, 147]. ER stresin
yol actig1 hiicre 6liimii, otofaji yolaginin bir sonucu olabilir [148, 149]. ER stres, yiiksek
IREla anlatimi ile birlikte LC3 II doniisiimiinii ve otofagozom olusumunu
indiiklemistir. IRE1a, ER stresi tetikleyen tedavi sonrasinda otofagozom olusumu ve
LC3 II dontisiimii i¢in ¢ok 6nemlidir. Bu sonu¢, PERK yerine IREla 'min UPR'yi
otofajiye bagladigini 6ne siiren 6nceki bir arastirmayla tutarlidir [ 145]. Alternatif olarak,
bazi ¢alismalarda PERK / elF2a fosforilasyonu yoluyla ER strese bagli otofaji farkli
hiicre modellerinde ¢esitli mekanizmalar ile gosterilmistir. Ayrica ER stresin yol agtig1
hiicre 6liimii apoptoz yolaginin da bir sonucu olabilir [150, 151]. Son ¢aligmalar,
kaspaz-12'nin ER stresin indiikledigi apoptotik sinyale spesifik olarak katildigini
gostermektedir [152, 153]. Bunun yan1 sira CHOP, ER stres uyarimli apoptozun 6nemli
bir mediatoriidiir. Protein katlanmasi baskilandiginda CHOP uyarilirsa; oksidatif stres

ve pro-apoptotik sinyalleri arttirir [89].

Kemoterapétik ilaglarin apoptotik etkinliginde rol alan ER stres sinyal anahtar
molekiillerin anlatim profillerinin irdelenmesi in vitro kanser ¢alismalarinda 6nem arz
etmektedir [89]. Ozellikle ilag direng¢ mekanizmasinin kanser hiicrelerindeki
kemoterapotik mekanizmalar1 ve altinda yatan molekiiler etkilesimleri major 6neme
sahiptir [154]. Bu amag¢ dogrultusunda otokrin BH anlatimi olan MDA-MB-231 ve
T47D hiicrelerinde curcumine karsi ila¢ diren¢ mekanizmasindaki ER stresin roliiniin
irdelenmesi hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda gerceklestirilen immiinoblotlama

sonucunda PERK ve IREla gibi ER stresde rol oynayan anahtar molekiillerin bazal
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anlatimiin otokrin BH ile beraber indiiklendigi gdsterilmistir. Yapilan ¢aligmalarda
PERK / elF2a fosforilasyonu yoluyla ER strese bagli otofaji farkli hiicre modellerinde
cesitli mekanizmalar ile gosterilmistir [178, 179]. Tez calismast dogrultusunda
gerceklestirilen immiinoblotlama sonucunda MDA-MB-231 BH+ hiicrelerinde PERK
anlatiminin dogal tip hiicrelerdeki bazal anlatim seviyesine gore BH anlatimi ile arttig1
tespit edilmistir. BH+ hiicrelerde curcumin uygulamasinin PERK anlatimini 9. saate
kadar baskiladigr goriilirken, MDA-MB-231 dogal tip hiicrelerinde ise PERK
anlatiminin 9. ve 12. saatte indiiklendigi saptanmistir. Ayrica T47D hiicrelerinde BH
anlatimimin PERK bazal anlatimini hem 24 hem de 48 saatte dogal tip hiicrelere kiyasla
indiikledigi goriilmiistiir. Bunun yani1 sira MDA-MB-231 hiicrelerine kiyasla T47D
BH+ hiicrelerinde 24 saat curcumin uygulamasinin PERK anlatimint hem dogal tip hem
de BH+ hiicrelerinde indiiklendigi saptanmistir. Ancak bu etki 48 saatte etkisini ortadan
kaldirmistir. Literatiirdeki ¢alisma bunu destekler nitelikte; IRE1a, ER stresi tetikleyen
tedavi sonrasinda otofagozom olusumu ve LC3 II doniisiimii i¢in cok énemlidir [173].
Gergeklestirdigimiz immiinoblotlama sonucunda IREla anlattiminin MDA-MB-231
dogal tip hiicrelerinde 9. saatte indiiklendigi tespit edilirken, BH anlatimi olan
hiicrelerde ise bu durum daha gec saatlerde goriilmiistiir. T47D dogal tip hiicrelerde hem
24 hem de 48 saat curcumin uygulamasinin IREla iizerinden otofajiyi indiikledigi
goriiliirken, otokrin BH anlatimi yapan hiicrelerde bu etkinin sadece 24 saat curcumin
uygulamasi ile ortaya ¢iktigi tespit edilmistir. ER stres sinyalinde anahtar molekiil
olarak gorev yapan BIP’in anlatimi1 MDA-MB-231 dogal tip hiicrelerinde 6zellikle 12.
ve 24. saatte anlatimin indiiklendigi tespit edilirken, BH+ anlatim1 olan meme kanseri
hiicrelerinde ise BIP anlatiminda degisiklik gézlenmedigi saptanmustir. T47D dogal tip
meme kanseri hiicrelerinde ise 24 saatlik curcumin uygulamasiyla beraber BIP
anlatimmin indiiklendigi goriiliitken, BH anlatimi1 olan hiicrelerde degisiklik
gézlenmemistir. Ayrica T47D meme kanseri hiicrelerinde 48 saatlik curcumin
uygulamas1 sonucunda hem dogal tip hem de BH+ hiicrelerinde BIP anlatiminda
herhangi bir degisiklik belirlenmemistir. Buna bagli olarak otokrin BH anlatimi olan
hiicrelerde BIP yerine diger ER stres elemanlarinin rol aldig1 diisiiniilmektedir. ER stres
elemanlarindan bir digeri olan CHOP, ER stres uyarimli apoptozun Onemli bir
mediatoriidiir. Protein katlanmasi baskilandiginda CHOP uyarilirsa; oksidatif stres ve
pro-apoptotik sinyalleri arttirir [89]. Bu literatiir bilgisi 1s181nda T47D dogal tip ve BH+
hiicrelerinde 24 saatlik curcumin uygulamast sonucunda CHOP anlatiminin

indiiklendigi tespit edilmistir. Ancak bu etkinin dogal tip hiicrelerde 48 saat curcumin
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uygulamasiyla beraber 24. saate kiyasla etkin olarak goriilmedigi tespit edilerek ER
stresin CHOP {izerinden tetiklenmesinin 24 saat zaman zarfinda dogal tip hiicrelerde
gerceklestigi saptanmistir. Otokrin BH anlatimi yapan hiicrelerde 48 saat curcumin
uygulamasinda 24 saate kiyasla azalsa da CHOP aktivasyonunun devam ettigi
gosterilmistir. ER stresde major rol oynayan CHOP’un aktivasyonu ile saperon bagl
protein yikiminda, transkripsiyonal olarak metabolizma ve redoks mekanizmalarinda
rol alan ATF4’lin aktivasyonunun tetiklendigi belirlenmistir [78, 80]. Ayrica T47D
hiicrelerinde ge¢ curcumin uygulamasinin otokrin BH anlatimi varliginda ATF4
indiiksiyonunu belirgin olarak dogal tipe kiyasla 48 saat zaman zarfinda ger¢eklestirerek
ER stres ve apoptoz arasindaki iliskide esas rol oynamistir. Benzer anlatim profili bir
baska ER stres molekiilii olan ATF6 i¢in de otokrin BH+ T47D hiicrelerinde 48 saat
zaman zarfinda tespit edilmistir. Aktif ATF6’nin protein sentezi ve strese karsi hiicre
cevabinda rol oynadigi, ER stres siirecinde etkin bir koruma mekanizmasi olarak
bilinmektedir [85-87]. Bdylece bu tez ¢alismasinda curcumin ile ER stresin
indiiklenmesinin, IREla ve BIP (GRP-78) iizerinde MDA-MB-231 BH+ hiicrelerinde;
CHOP, ATF4 ve ATF6 anahtar molekiilleri aracili curcumin tarafindan ER stresin
tetiklenmesi ise otokrin BH anlatimi1 yapan T47D hiicrelerinde ilk defa gosterilmistir.
Ayrica curcuminin ER strese bagli CHOP aktivasyonu iizerine etkisinin MDA-MB-231
ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde hiicre akis sitometrisi ile analizi
sonucunda CHOP anlatiminin indiiklendigi tespit edilmistir. Bu sonuglara bagli olarak
MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde ER stres elemant
olan CHOP’un rol aldigin1 ve apoptotik sinyallerin CHOP {izerinden tetiklenildigi
diisiiniilmektedir. Boylece literatiirde curcumin ER stres markirlar izerindeki etkisinin
meme kanseri hiicrelerinde modellenmesi seklindeki calismalar1 destekler nitelikte
T47D ve MDA-MB-231 dogal tip hiicrelerde sonuclar elde edilmistir [155]. Ancak bu
tez caligmastyla literatiirde ilk defa otokrin BH sinyaline bagli curcumin direncinde ER
stres elemanlarinin rolii gosterilmistir. Bunun yani sira ER stres altindaki hiicreler aktif
makro otofaji igerir ve otofagozomal zarin bir kismi1 ER membranindan orijin alir [156,
157]. ATF4 aracili CHOP transkripsiyonel olarak Atg5 ’i uyarirken, aktive olan PERK
Atgl2 ’nin ATF4 aracili transkripsiyonel regiilasyonu yoluyla otofajiyi indiikleyebilir
[89, 156]. Ayrica ATF4, Beklin-1 gibi otofajiyle iliskili proteinlerin ekspresyonunu
artirarak ve anti-oksidatif stres yanitlarim1 uyararak, amino asit biyosentezi ve

transportunu indiikleyerek hiicresel homeostazi ve adaptasyonu gelistirir [158, 159].
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Otofajinin kemoterapoétik ilaglara karsi apoptotik hiicre 6liimiine neden olan bir engel
teskil ettigi pek cok ¢alismada kanser hiicrelerinin 6liime karsi savunma mekanizmast
olarak gosterilmistir [160]. Ilag kaynakl1 otofajinin yani sira, ER stresin kemoterapdtik
ilaclarin aracilik ettigi apoptotik hiicre Sliimiine kars1 bir engel oldugu varsayilmistir
[161]. Curcuminin, ER stresine bagli apoptoz ile hiicre bilylimesini inhibe ederek tiroid
kanseri hiicrelerinde rol oynadigi bildirilmistir [162]. Bununla birlikte, bir curcumin
tiirevi olan bis-Dehidroksi-curcumin insan kolon kanseri hiicrelerinde hiicre 6liimiinii
indiiklemek i¢in ER stresi aktive etmektedir [163]. Baska bir ¢alisma, curcumin'in CD4
T hiicrelerinde mitokondriyal disfonksiyon ve ER stresi artirarak apoptotik hiicre
Olimiine neden oldugunu gdstermektedir [164]. Literatiirdeki bu bilgiler 1s181inda
curcuminin otofajik indiiksiyonunun oldugu pek ¢ok kanser hiicrelerinde saptanmistir.
Bu tez ile birlikte otokrin BH eksprese eden MDA-MB-231 ve T47D meme kanseri
hiicrelerinde ilk kez curcumin kaynakli otofaji zamana bagl olarak gosterilmistir.
Immiinoblotlama sonuglarina gére MDA-MB-231 dogal tip hiicrelerinde otofajik
indiiksiyonun Beklin-1 anlatimi iizerinden 3. saatten itibaren baslayarak 12. saate kadar
curcumin uygulamasi ile gergeklestigi tespit edilmistir. Bununla beraber curcuminin
erken saat uygulamasinin (3-6 saat) Beklin-1 anlatiminmi indiikledigi MDA-MB-231
BH+ hiicrelerinde goriilmiistiir. Ancak bu etki sadece T47D dogal tip hiicrelerinde
belirlenmistir. T47D BH+ hiicrelerinde ge¢ curcumin uygulamasinin (24-48 saat)
Beklin-1 anlatimi {izerinde bdyle bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir. Ozellikle
otofajik regiilasyonda 6nem arz eden LC3 molekiiliiniin anlatimi1 otofagozom yapisi
olusumunda curcuminin etkisinin hem MDA-MB-231 dogal tip hem de BH+
hiicrelerinde 3-9 saat zaman zarfinda gergeklestigi saptanmistir. Bununla beraber T47D
BH+ hiicrelerinde LC3 anlatiminin hem 24 saat hem de 48 saat curcumin uygulamasiyla
indiiklenerek otofagozom olusumunu tetikledigi gosterilmistir. Ayrica otofajik
regililasyonda Atgl2-5-16 kompleksinin otofagozom olusumunda rol oynadig1 ve LC3
lipidasyonunda Atg3 ve Atg7 ile beraber etkinlik gosterdigi bilinmektedir [91]. MDA-
MB-231 dogal tip hiicrelerinde otofagozom membran yapisina katilan Atg3 ve
Atgl2’nin 3 saat ve 9 saat zaman zarfinda anlatiminda artig goriiliirken, BH+
hiicrelerinde bu etkinin genel olarak Atgl2 molekiilii {izerinde 24 saatte etkin olarak
gortildiigii saptanmistir. Ancak T47D BH+ hiicrelerinde Atg5 anlatimi iizerinden
otofajik indiiklemenin 24 saat curcumin uygulamasiyla goriildiigii ancak 48 saatte bu
etkinin kayboldugu gosterilerek curcuminin MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde

24 saat Oncesi otofajik regiilasyonunun indiiklendigi ve T47D meme kanseri
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hiicrelerinde 24 saat ve sonrast curcumin uygulamasinin otofagozom olusumu

iizerindeki etkinligi ilk defa tespit edilmistir.

Otofaji zorlu kosullara, strese ya da hipoksik kosullara kars1 hasar gérmiis organelleri
veya proteinleri amino asitlere parcalayarak gerekli enerjiyi hiicrelere saglayan, kendi
kendine yardim eden bir stirectir [165]. Son bulgular curcuminin kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu baskilamak i¢in otofajiyi indiikleyebilecegini gdstermektedir [166-
168]. p62, hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmasina dahil olan sinyal yollarin1 diizenleyen bir
proteindir. p62 seviyeleri genellikle otofajik degradasyon ile ters orantilidir [169].
Otofaji, anti-kanser tedaviler sonrasinda farkli timorler i¢in sag kalim yanlis1 bir cevap
olabilir [170]. Bununla birlikte, hiicresel stresin siddeti veya derecesi, hiicrelerin
zararlar1 onarma yetenegini asiyorsa, otofaji engellenir ve apoptoz aktive edilir. Bu
nedenle, otofaji siklikla kemoterapdtik ajanlarla kanser hiicrelerinin tedavisinden sonra,
apoptozdan oOnce gelir [171, 172]. p62, kaspaz 8'1 aktive ederek apoptozun
diizenlenmesinde rol oynar [173]. Bu bilgiler 1s181nda p62 anlatimi incelendiginde
yukarida ifade edilen otofaji anahtar molekiilleri (Atg3, Atg7 ve Beklin-1) anlatiminin
curcuminle 24 saati takiben baskilanmasini destekler nitelikte p62 anlatiminin geri

kazanildig1 otokrin BH anlatimi yapan T47D hiicrelerinde modellenmistir.

Bafilomisin, ge¢ evrede otofajiyi engelleyen bir makrolid antibiyotik ilactir. Lizozomun
asidifikasyonunu engelleyerek bir vakuolar- tip H” ATPaz (V-ATPaz) inhibitorii olarak
islev gérmektedir. Bafilomisin ile vesikiiler asidifikasyonunu bozulmasi sonucunda
lizozom ve otolizozom arasindaki fiizyonu inhibe ederek otofajik vesikiillerin
olgunlagmasini énlemek i¢in kullanilmistir [174]. Vakuolar- tip H” ATPaz (V-ATPaz)
tipik olarak kanser hiicrelerinde yiiksek oranda aktive edilerek; hiicre proliferasyonu,
metastazi kolaylastirma, otofajik ve apoptozun diizenlenmesi, ila¢ direnci ve cesitli
sinyal iletiminde rol oynamaktadir [175, 176]. Yapilan ¢aligmalarda hepatoselliiler
karsinoma (BEL-7402) ve ovaryum kanseri (HO-8910) hiicre hatlarinda bafilomisin
etkisi arastirilmis ve sonug¢ olarak bafilomisinin bu hiicre hatlarinda proliferasyonu
baskilayarak apoptozu indiikledigi ve hiicrelerin invaziv potansiyelini azalttig1 tespit
edilmistir. Ohta ve arkadaslari (1998), bafilomisinin pankreatik hiicre hattinda apoptozu
indiikleyebildigini ve bu hiicreleri kullanarak bir ksenogreft modelinde tiimor

bliylimesini 6nleyebildigini bildirmektedirler [177].

Hem pre-klinik hem de klinik agisindan curcumin ile beraber pek ¢ok kombine ilag

tedavisi  gerceklestirilmigtir  [61]. Kolorektal kanser vakalarinda curcumin
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uygulamasinin etkisine bakildiginda hasta serumlarinda curcumin ve metabolitlerinin
beklenenden diisiik seviyede oldugu belirlenmistir [178]. Bunun yan1 sira curcumin ile
sitralin beraber uygulamasinin meme karsinom hiicrelerinde hiicre proliferasyonu,
olimii ve dongiisiine ket vurarak etkiledigi saptanmistir [179]. Fakat literatiirde
bafilomisin ile curcuminin kombine uygulamasinin BH+ meme kanseri hiicreleri
iizerindeki etkisi incelenmemistir. Tiim bu bilgiler 15181inda bizim tez ¢alismasindaki
amacimiz; laboratuvarimizda yaratilmis olan otokrin BH anlatimi yapan MDA-MB-
231ve T47D meme kanseri hiicre hatlarina secili dozlarda [(T47D hiicre hatlarinda 20
uM; MDA-MB-231 hiicre hattinda 25 pM] curcumin uygulamasinin apoptotik etkisini
arttirmak {izere bir otofaji inhibitérii olan bafilomisin ile beraber kombin ilag
uygulamast ile otokrin BH sinyaline bagli ila¢ direncini kirmak iizere strateji gelistirme
hedeflenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda bafilomisinin curcumine bagh hiicre canliligi
iizerindeki ket vurucu etkisi her iki hiicre hattinda da gosterilmis, 6zellikle curcumine
kars1 direng gosteren otokrin BH anlatimi yapan MDA-MB-231 ve T47D hiicrelerinde
bafilomisinin curcuminle beraber uygulanmasi sonucunda hiicre canliligi ilizerinde
istatistiksel olarak anlamli baskilayici etki saptanmustir. Ayrica benzer cevap mitokondri
membran potansiyeli (A%¥m) i¢in de tespit edilmis ve tim meme kanseri hiicrelerinde
ikili ilag uygulamasi sadece curcumin uygulamasiyla kiyaslandiginda mitokondriyel
membran potansiyelinin  (A¥Ym) belirgin olarak azaldig1 saptanmistir. Bu tez
kapsaminda literatiirde ilk defa curcumin ile beraber bafilomisin uygulamasinin
curcumine kars1 direng gosteren BH+ MDA-MB-231 ve T47D meme kanseri
hiicrelerinde hiicre canlilifina ket vurma potansiyelinin artti§i ve hiicre OSliimiini
mitokondri membran potansiyelini (A%¥'m) diisiirerek indiiklendigi gosterilmistir [180].
Bafilomisinin otokrin BH anlatimi1 kaynakli curcumin direnci {izerine etkisi koloni ve
iic boyutlu koloni olusum deneylerinde ket vurucu etkisi hem MDA-MB-231 hem de

T47D hiicrelerinde mtt ve floresan boyamalarini destekler nitelikte sonu¢ vermistir.

Yapilan caligmalarda curcuminin otofajik vakuol olusumu iizerinde artig gosteren bir
etkisinin oldugu ¢esitli hiicre hatlarinda tespit edilmistir [167]. Bu tez calismasinda da
MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde curcumin
uygulamasinin otofaji lizerine etkisi akridin oranj boyamasi ile gdsterilmistir. Bunun
yani sira otofajinin baskilandigr durumda curcumin uygulamasinin yalniz curcumin
uygulamasina kiyasla otofajik vakuol olusumunda daha fazla artig gosterdigi tespit
edilmistir. Bunun sebebi olarak otofajiyi ge¢ fazda (otolizozom) inhibe eden bafilomisin

uygulanmast sonucunda hiicrelerin otofagozom durumunda kalarak otoliz olayinin
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gerceklesememesinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Ayrica otofajinin engellendigi
durumda curcumin uygulamasinin otofajiye bagli GFP-LC3 aktivasyonu iizerine
etkisinin MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde hiicre
akis sitometrisi ile analiz edilmesi sonucunda saptanan bulgular akridin oranj
boyamasinin sonuglari ile parelellik gostermektedir. Boylece gec otofajik siire¢ olan
otolizozom olusumunu engelleyen bafilomisin uygulamasinin curcumin kaynakli
otofajik siiregte erken otofagozom olusum yapisim LC3 lipidasyonu {izerinden
engelleyemedigi tespit edilmistir. Yapilan biitlin bu arastirmalara ragmen halen otofajiyi
her bir asamasinda inhibe edebilen kemoterapotik bir ajan bulunamamaktadir. Erken
asamada 3-MA otofajiyi inhibe edebilirken, klorokuin ve bafilomisin lizozomal
inhibitorler olup daha ge¢ asamalarda otofaji inhbisyonunu gergeklestirmektedirler.
Otofajinin farkli asamalarda inhibe edilmesi de farkli sonuglarin olusmasima yol
acmaktadir. Klorokuin ve hidroklorokuin yapilari meme kanseri de dahil olmak {izere
bircok kanser tipinde umut vaad eden sonuglar vermekte ve klinik ¢aligmalar devam

etmektedir [181, 182].

Bafilomisin ile otofajinin baskilandigi durumda curcumin uygulamasi yalnizca
curcumin uygulamasina kiyasla ER stres anahtari olan PERK ve BIP anlatimimi MDA-
MB-231 dogal tip hiicrelerinde azaltmistir, BH+ hiicrelerinde ise anlamli bir farklilik
tespit edilememistir. Bunun yani1 sira hem dogal tip hem de BH+ T47D hiicrelerinde ise
kombine ila¢ uygulamasi sonucunda PERK ve BIP anlatimlarmin diistiigii saptanmistir.
Ayrica bu tez calismasinda bafilomisin ile birlikte uygulanan kombine tedavi sonrasinda
hem MDA-MB-231 hem de T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde LC3 II
doniisiimiinii  saptanmistir. Kombine ila¢ uygulamasiyla beraber erken otofaji
proteininlerinin (Beklin-1, Atg5, Atgl2) anlatiminda azalma oldugu goriiliirken geg
otofaji proteinlerinin (LC3) anlatiminda ise artis oldugu belirlenmistir. Bu tespit edilen
bulgulardan sonra bafilomisin ile curcumin kombine uygulamasinin apoptotik siire¢
iizerindeki etkisi irdelenmeye calisilmistir. Literatliirde programlanmis hiicre 6limii
olarak da adlandirilan apoptoz, organizmada ¢ok sayida molekiilii iceren karmagik bir
metabolik siirectir. Apoptoz mekanizmasi tiimdrlerde zayiflamis olarak yer alirken,
bir¢cok kemoterapi ilacinin anti tiimér mekanizmasi da apoptozu tesvik etmektedir [183].
Bu tez ¢alismasinda, curcumin ve bafilomisin kombine uygulamasinin MDA-MB-231
ve T47D BH+ meme kanseri hiicrelerinde pro-apoptotik protein Bax ekspresyonunun
anlatimimi sadece curcumin uygulamasina kiyasla 6nemli 6lclide arttirdigini ve anti-

apoptotik protein Bcl-2 ekspresyonunun anlatimini ise ayni grupta (MDA-MB-231
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BH+) azalttig1 tespit edilmistir. Literatiirde pek ¢ok calisma Bcl-2 ve Beklin-1
arasindaki etkilesimin otofajik ve apoptotik siirecte 6nemli oldugunu goéstermektedir
[184]. Ozellikle Bcl-2 anlatimi arttirilmis kanser hiicrelerinde Beklin-1’in biyolojik
fonksiyonunu gerceklestiremeyerek otofajiyi baskiladigi ve apoptozu engelledigi
gosterilmistir [185]. Ayrica Bel-2 nun baskilandigi durumda serbest kalan Beklin-1’in
ilag diren¢ mekanizmasinda otofaji-apoptotik Oliim arasindaki konusmada hiicre
canlilig1 yoniinde etki gosterdigi tespit edilmistir [186]. Bu bilgileri destekler nitelikte
MDA-MB-231 BH+ hiicrelerinde Beklin-1 anlatiminin hem curcumin hem de
curcumin+bafilomisin uygulamasinda artis gostermesi curcuminin Bcl-2 proteini
iizerinde inhibitif kaynakli etkisi oldugunu gostermistir. Ayrica kombine uygulama
sonrasinda MDA-MB-231 ve T47D dogal tip ve MDA-MB-231 BH+ meme kanseri
hiicrelerinde full kaspaz-7 anlatimindaki azalmayla beraber apoptotik siirecin
indiiklendigi saptanmistir. Boylece bu tez ile literatiirde ilk defa otokrin BH anlatim1
yapan meme kanseri hiicrelerinde curcuminin otofajik ve ER stres sinyalleri tizerindeki
etkisi yaninda bafilomisin gibi ge¢ otofajik yolak inhibitorii ile kombine tedavinin BH

kaynakli ila¢ direncini apoptoz yoniinde kirdig tespit edilmistir.

Curcuma longa bitkisinin kokiinden izole edilen curcuminin meme, cilt, kolon,
karaciger, akciger gibi pek ¢ok kanser tiiriiniin lizerinde terapotik etkisi gosterilmistir.
[47, 187]. Fenolik bir bilesik olan curcuminin pek ¢ok hedef molekiil iizerinde (farkli
inflamatuar sitokinleri, transkripsiyon faktorlerini, biiyiime hormonlarini, protein
kinazlar1 ve pek ¢ok onkojenik molekiilleri) negatif yonde diizenleyici etki gdstermesi
kemoterap6tik ajan olma oOzelligini arttirmaktadir [59]. Kanser hiicreleri iizerinde
curcuminin, kaspaz-8’i aktiflestirerek Bid ilizerinden dis apoptotik yolag: etkiledigi;
sitokrom-c salinimi, kaspaz- 3, 9 aktivasyonu ve PARP kesilimi ile de i¢ apoptotik
yolagi etkiledigi tespit edilmistir [52]. Ayrica curcuminin, ¢esitli hormonlarin sentezini
ve salmimini azaltarak hiicre proliferasyonuna ket vurdugu goriilmiistiir [54, 55].
Hiicre dongiisiinii G2/M fazinda durdurdugu ve hormon negatif hiicrelerde p53
anlatimimi arttirarak Bax/Bcl-2 ve p21 orani gibi apoptotik markirlart tetikledigi
belirlenmistir [57]. Curcuminin in vitro ve in vivo ¢alismalarda etkin bir NF-xB
inhibitorii oldugu gosterilmistir [188, 189]. Yapilan bazi1 arastirmalarda 5-FU,
docetaksel, gensatamib gibi cesitli kemotdrapatik ilaglar ile beraber curcumin
uygulamasinin kanser tiirlerinde tedavi etkinligini arttig1 saptanmistir. Ancak diisiik
biyoyararlanima sahip curcuminin ¢esitli analoglarinin sentezlenmesi ya da kombin

uygulamalara gecilerek etkinliginin arttirilmasi gerekmektedir [72].
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Pek ¢ok kanser hiicre hattinda (kolon, servikal, malanoma, meme kanseri) curcumin
hiicre dongilisline ket vurarak hiicre 6liimiinii tetikleyen bitkisel kokenli bir ajandir
[190]. Yapilan aragtirmalar neticesinde curcuminin G2/M fazinda hiicre dongiisiine ket
vurdugu pankreatik kanser (PANC1 ve BxPC3) hiicrelerinde tespit edilmistir [183].
Laboratuvarimizda tiiretilen otokrin MDA-MB-231, MDA-MB-453 ve MCF-7 BH
anlatimi yapan meme kanseri hiicrelerinde curcumin uygulamasinin etkin bir NF-xB
inhibitorii oldugu ve hiicreleri G1 ve G2/M fazlarinda sirasiyla tuttugu bir onceki
yaymimizda gosterilmistir [143]. Ayrica T47D otokrin BH anlatim1 yapan hiicrelerde
curcuminin apoptotik etkisi ve hiicre dongiisiine G2/M fazinda ket vurdugu yine
laboratuvarimiz tarafindan gercgeklestirilen calismada saptanmistir [144]. Daha 6ceki
calismalarimiz ve literatiirdeki verilere gore bu tez kapsaminda hiicre dongiisii iizerine
curcuminin etkisi incelendiginde hem dogal tip hem de BH otokrin sinyal aktif olan
meme kanseri hiicrelerinde hiicre dongiisiinin  G2/M fazinda bloke edildigi
gosterilmistir. Ancak bafilomisin ile beraber curcumin uygulamasinin ise belirgin olarak
hiicre dongiisiine erken fazda ket vurdugu (G1 faz) tespit edilmistir. Ayrica bir 6nceki
yaymimizda gosterdigimiz gibi curcuminin MDA-MB-231 ve T47D hiicrelerinde
otokrin BH anlatimina baglh diren¢ mekanizmasinin zamana ve doza bagh kirildigi
saptanmustir [143, 144]. Curcumin ile beraber bafilomisin uygulamasinin Annexin V/PI
analizlerine gdre apoptotik hiicre 6liimiine hem dogal tip hem de BH+ MDA-MB-231
ve T47D meme kanseri hiicrelerinde sadece curcumine kiyasla apoptotik hiicre dliimiinii
indiikledigi belirgin olarak gosterilmistir. Bu tez kapsaminda literatiirde ilk defa
bafilomisin ile beraber curcumin uygulamasinin BH otokrin sinyali kazandirilmis
MDA-MB-231 ve T47D meme kanseri hiicrelerinde curcumine karsi ila¢ direncini
hiicre proliferasyonuna ket vurarak, AW azaltip, hiicre dongiisiine ket vurarak veya bazi
meme kanseri modelinde subGl hiicre populasyonunu arttirarak, apoptotik olimii

tetikledigi tespit edilmistir.

Diisik ROS seviyeleri, hiicre ¢ogalmasin1 ve sag kalimini indiiklerken, ROS
seviyelerinin artmasi, DNA, protein ve lipitlere zarar vererek otofaji ve apoptozu
tetikleyebilir [191]. Yapmis oldugumuz flow sitometrik analizler sonrasinda sadece
curcumin uygulamasinda ya da bafilomisin ile beraber curcumin uygulanmasi
sonrasinda hem MDA-MB-231 hem de T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri
hiicrelerinde ROS miktarinda artis tespit edilmistir. Boylece ROS seviyesindeki artigla

baglantili olarak otofajik ve apoptotik hiicre 6liimlerinin indiiklendigi belirlenmistir.
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Model organizmalarin kanser sorununu ¢dzmede major bir ara¢ olarak rol oynadigi
genis Olciide kabul gormiistiir [192]. Memeliler ve C. elegans arasinda var olan gii¢lii
biyolojik korunma sebebiyle genlerin %60-80'inin homologlarmin belirlenmesi
miimkiin olmustur [193, 194]. Bu nedenle farmakolojik olarak aktif olan bitkisel
bilesiklerin biyolojik siirecler iizerindeki etkilerini arastirmak ve yeni hedefleri
belirlemek i¢in C. elegans modelinin kullanimi olduk¢a yayginlasmistir [195].
Curcumin anti-inflamatuar, anti-bakteriyel ve anti-kanser 6zellikleri nedeniyle biiytik
bir énem tastyan bitkisel kokenli bir bilesiktir [196]. Ozellikle, hayvan modellerinde
tiimor olusumu ve progresyonu engelleyebilir, bu da curcumin'in kanser tedavisi i¢in
potansiyel bir ara¢ olduguna isaret edebilir [197]. Ancak dogada hidrofobik formda
oldugundan, curcumin suda ¢oziinmez ve diislik biyoyararlanimi klinik ¢aligmalarda
onemli bir engel olmaya devam etmektedir. Coziiniirliigiinii ve biyoyararlanimini
arttirmak i¢in lipozomlarda kapsiilleme, biyobozunur mikrokiireler, siklodekstrin ve
hidrojeller gibi cesitli stratejiler calisilmistir [198]. Yapilan bir ¢alismada gamma
siklodekstrin (yCD) ile curcumin hidrofilik hale getirilmis ve C. elegans model sistemini
kullanarak noroprotektif etkinligi degerlendirilmistir. Bu ¢alismada 50 pM curcumin
uygulamasinin N2 dogal tip solucanlarinda kontrole kiyasla yasam siiresini 3 giin arttig1
sonucu tespit edilmistir [199]. Bir diger ¢alismada; B. pseudomallei ile enfekte olmusg
C. elegans modeli lizerinde durulmus; curcumin uygulamasi yapilarak solucanlarin
hayatta kalma siiresini uzatabilecek bir model kabul edilmis ve bu aragtirma sonucunda
uygulanan curcuminin, bakteri sag kalimimi etkilemeden solucanlarin sag kalimim
arttirabildigi saptanmistir [200]. Bir¢ok genin, cesitli canlilarda yasam siiresini modiile
ettigi bilinmektedir. C. elegans'ta ise dauer formasyonundaki (Daf) mutasyonlarin
eriskin dmriinii biiylik dl¢lide artirdig1 tespit edilmistir [201]. DAF-2, korunmus bir PI3-
kinaz / Akt yolundan sinyal verir, sonucta bir FOXO ailesi transkripsiyon faktorii olan
DAF-16'nin aktivitesini inhibe eder [202]. DAF-16 (bir FOXO ailesi transkripsiyon
faktorii), yasam siiresi, metabolizma ve stres yanitlar1 gibi bircok 6nemli biyolojik
siirecin kilit bir diizenleyicisi olarak kabul edilen insiilin sinyal yolaginda bir
transkripsiyon faktoriidiir [203]. Insiilin / IGF-1 yolaginda bulunan genlerdeki birgok
mutasyonun ise eriskin dmriinii 6nemli 6l¢iide uzattig: tespit edilmistir [204]. Curcumin
tedavisini takiben DAF-16'nin bir hedef geni olan sod-3 ekspresyon seviyeleri
indiiklenmemistir, bu da curcumin'in DAF-16'dan bagimsiz olarak hareket edebilecegini
gostermektedir. Ayrica, curcumin uygulamasi ile daf-2 mutant solucanlarinda sag kalim

onemli Olclide artmis ve hiicre i¢ci ROS seviyeleri azalmistir. Bu nedenle bu durum
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curcuminin DAF-2'den bagimsiz olarak hareket edebilecegini diisiindiirmektedir. DAF-
2, C. elegans'taki tek insiilin / IGF-1 benzeri reseptordiir. DAF-2, DAF-16 etkinligini
engelleyen insulin/IGF-1 yolaginda 6nemli bir oyuncudur [205]. Litaratiirdeki bu
bilgiler 151¢1nda dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde curcumin ile yapmis
oldugumuz in vitro ¢aligmalarin etkinligini in vivo ¢aligmalarla da desteklemek adina
N2 dogal tip ve DAF-2 mutant C. elegans modellerinde doza bagli curcumin
uygulamalar1 gergeklestirdik. N2 dogal tip ve DAF-2 mutant C. elegans modellerinde
sagkalim deneyindeki yasam egrisine bakildiginda mutant DAF-2’nin dogal tipe kiyasla
uzun Omiirliiliigli bu deney ile de gosterilmistir. Curcumin uygulamasi sonrasinda hem
N2 dogal tip hem de DAF-2 mutantin yasam egrisine bakildiginda ise sagkalim
siirelerinin kontrollere kiyasla diistiigii saptanmistir. Bunun sebebinin ise literatiirde
kullanilan curcumin dozuna goére daha diisiik konsantrasyondaki kullanimdan
kaynaklandigin1 diisiinmekteyiz. Son ¢aligmalar, ROS'un hiicre sinyallemesinde rol
oynadigin1 gdstermistir; apoptoz, gen ifadesi ve hiicre sinyalizasyon kaskadlarinin
aktivasyonu ile iligkisinin varligini ortaya koymustur. ROS'un hem hiicre i¢i hem de
hiicreler arasi haberciler olarak hizmet edebilecegine dikkat ¢ekilmistir [206]. Yapilan
aragtirmalara gore, curcumin C. elegans'ta patojenik stres faktorlerini taklit edebilir, bu
durumda SEK-1 ve MEK-1 tabanli patojen savunma sistemleri curcuminin toksik
etkilerine karsi koruma saglayabilir. Oksidatif stres direnci sadece antioksidatif
enzimlerin indiiklenmesine degil ayni zamanda potansiyel olarak daha karmagsik
mekanizmalara aracilik eder [207]. Doza bagli curcumin uygulamasi sonrasinda yapmis
oldugumuz H2DCFDA ve akridin oranj boyamalar1 sonucunda kontrollere kiyasla
floresan 1s1malar goriilmiis ve bdylelikle curcumin uygulamasiyla apoptoz ve ROS

diizeyindeki artis tespit edilmistir.
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Sekil 38. Curcumin ve Bafilomisinin kombin uygulanmasinin MDA-MB-231 ve T47D meme
kanseri hiicrelerinde invazyon ve metastatik profil, ila¢ direnci, hiicre proliferasyonu, apoptoz ve
ROS iiretimi iizerine etkisi.

Apoptoz ve otofaji ile ilgili sinyal yollar1 ve molekiilleri birbiri ile iligkilidir ve
aralarindaki etkilesimi gostermek icin bircok calisma mevcuttur [208, 209].
Bulgularimiz meme kanseri hiicrelerinin kaderini belirlemeye yardimci olan ER stres,
otofaji ve apoptoz yolu arasinda bir karsilikli konugma oldugunu géstermektedir. Meme
kanseri hiicrelerinde ER stres indiiksiyonu yoluyla hiicre oliimiinii arttiran ilaglarla
beraber otofaji inhibitorlerinin kombinasyon halinde kullanilmas1 ve apoptoza gidisin
hizlanmasiyla etkin bir tedavi yontemi saglanabilir. Tiim bu bilgiler curcumin ve
bafilomisin ile ilgili mevcut olan literatiirii dogruladig: gibi gelecekte yapilacak olan
caligmalar icin otokrin BH sinyali aktive olan meme kanserinde curcumin ve
bafilomisinin kombin olarak kullanimi anti-hormonal ve terapétik etkisinin agisindan
temel olusturma niteligi tasimaktadir. Bu tez kapsaminda elde edilen veriler curcuminin
bafilomisinle kombine tedavisinde etkin apoptotik ajan olma 6zelligini otofaji-ER stres
anahtar molekiillerinin etkinligi lizerinden gdsterdigini ortaya koymustur. Gelecekte bu
veriler 15181inda gergeklestirilecek ilerki calismalar; 6zelikle hormona bagl ilag¢ direng
mekanizmasinin meme kanserinde etkin tedavi basarilarinin arttirabilmesi i¢in kombine
ila¢c uygulamalarinin in vivo deneylerle desteklenerek curcuminin terapétik etkinliginin
arttirllmasinda otofaji ve ER stres sinyallerinin molekiiler mekanizmasinin

aydinlatilmasi pre-klinik ¢alismalarin 6nemini arttiracaktir.
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EKLER

Tablo 1. Kullanilan cihazlarin listesi

Freezer, U725 innova

ADI URUN KODU FIRMA ADI
UV-Transluminator GelDOC BioRad
Santrifiij 5417R Eppendorf
Santrifiij (Biiyiik) 5810R Eppendorf
Spin mini spin plus SNO0708 LabNet
Yatay elektroforez Gel XL ultra V-2 BioRad
sistemi
Hassas Tarti LE6202S Sartorius
Mikropipet (0,5ul-10ul) | EH52836 Thermo
Mikropipet (20ul-200ul)| EH46925 Thermo
Mikropipet (200ul{ T27274 Thermo
1000pl)

Otoklav 0TO32 Niive

Manyetik Karistiric SB162 Stuart/ProLab

Distile Su Cihazi TANKPEO030 Millipore Direct Q-5UV
pH Metre Alll Thermo

Derin Dondurucu 2041D Arcelik

Buzdolabi ( No frost ) 4263TMB Argelik

Vorteks SA8 Stuart/ProLab

Dry heat sterilizer FN120 Niive

Spektrofotometre Ultraspec 2100 pro Biosciences

Gli¢ Kaynag 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 Temperatur¢ New Brunswick Scientific
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Elektroforez Aletleri BioRad
Facs Flow Cihazi AC6531180147 BD ACURI Cé6
HPLC Cihazi 120 Infinity Series Afilent Technologies
PVDF Membran 88518 Thermo
Tablo 2. Hiicre Kkiiltiirii donanimlar:

ADI URUN KODU FIRMA ADI
12 kuyucuklu petri 92012 TPP
6 kuyucuklu petri 92006 TPP
96 kuyucuklu petri 92096 TPP
75cm” hiicre biiyiitme kaplari 90076 TPP
25¢m” hiicre biiyiitme kaplari 90026 TPP
100mm hiicre biiyiitme kaplar1 93100 TPP
60mm hiicre biiylitme kaplar1 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
MDA-MB-231 hiicreleri ATCC
RPMI Medium 11875093 Gibco
T47D hiicreleri ATCC
Etliv Heracell 1150 Thermo
Hemastometre - Neubauer
Laminar flow 12469,2 Thermo
Pipet Uglari - CAPP

Tablo 3. Kullanilan kimyasallarin listesi

ADI URUN KODU FIRMA ADI

Etanol CAS 64-17-5 ALKO MED
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Saf Etanol 32221 SIGMA-ALDRICH
Metanol 24229 SIGMA-ALDRICH
Izopropanol K44518295 321 MERCK
2-merkaptoetanol S4805940 517 MERCK

Akrilamid / Bis-Akrilamid 309% A9099 SIGMA-ALDRICH
¢cozelti

Amonyum persiilfat 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- D1306 Thermo Scientific

Phenylindole, Dihydrochloride

PI 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 Soliisyonu M2128-5G SIGMA-ALDRICH
Phosphate  buffered saling BE17-51-5F LONZA

(PBS)

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

Protein Izolasyonu Tamponu | 78501 Thermo

Page Ruller Plus Prestained 26619 Fermentas

Protein Ladder

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

1 kb Marker SM1163 Fermentas
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6X yiikleme Tamponu R0O631 Fermentas
Amonyum Asetat 1,110115,1000 MERCK

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

Tween 20 S6740684 348 MERCK

TEMED A1148,0100 Applichem

Yagsiz Siit Tozu SC-2325 Santa Cruz Biotechnology
Glisin 3570 CALBIOCHEM
H,0, 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 BH ELISA GR180572-1 Abcam

Millipore Falcon Centrifuga] 4FC901024 MERCK

Filters

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

Buffer

FuGENE® 6 Transfectior] E2692 Promega

Reagent

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

Kristal Viyole FN1048735 MERCK

Acridine Orange A1398,0025 Applichem
Bafilomisin A1 ab120497 88899-55-2 Abcam
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Tablo 4. Kullamilan Tamponlarin Listesi

10X TBS

87,6 gr NaCl, 12,11gr Tris-Baz 800 ml distile su ile
¢ozdiiriiliir. pH: 8 e ayarlandiktan sonra distile su ile 1000
ml ‘e tamamlanir. Hazirlanan 10X TBS kullanilmak i¢in;
500 pl 10X TBS, tizerine 500 ml hacimde olacak sekilde
distile su eklenerek 1X TBS’e doniistiiriliir.

1X TBS-Tween

1X TBS-Tween; 500 ml 10X TBS ve 500 ul Tween-20,
500 ml hacimde olacak sekilde iizerine distile su eklenerek

hazirlanir.

10X PBS

80 gr NaCl, 2 gr KCI, 14.4 gr Na,HPOg, 2.4 gr KH,PO4
800 ml distile su ile ¢ozdiiriiliir. pH: 7,4 e ayarlandiktan
sonra distile su ile 1000 ml ‘e tamamlanir. Hazirlanan 10X
PBS kullanilmak i¢in; 500 pl 10X PBS, {izerine 500 ml
hacimde olacak sekilde distile su eklenerek 1X PBS’e

doniistiiriliir.

Full Besiyeri
Hazirlanmasi

450 ml negatif besiyeri igerisine 50 ml FBS ve 5 ml
Penisilin-Streptomisin (10,000 U/ml) eklenir. 0,22 uM por
capindaki filtrelerden gegirilerek 50 ml’lik falkonlara

stuzulir.

Protein Standardi
(Bovine Serum

Albumin: BSA)

0,015 gr Albumin 10 ml distile suda ¢ozdiiriiliip 0,22 uM

por capindaki filtrelerden gegirilerek siiziiliir.
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Bradford Reagent

100 mg Comassie Brillant Blue (6-250) 50 ml %95 etanol
de ¢ozdiiriiliir. 100 ml %85 fosforik asit eklenir hepsi 1

litreye tamamlanir. Filter kagidi ile siiziiliir.

Hiicre Lizis
Tamponu

(CLB)

100 pl Proteinaz inhibitérii 10 ml CLB igerisinde karistirilir.

Harsh Strip Buffer

200 ml %10’luk SDS, 125 ml Tris-HCI (pH=6,8), 8 ml B-
merkapta etanol {lizerine 675 ml distile su eklenerek

karistirilir ve 1 litreye tamamlanir.

Mild Strip Buffer

15 gr glisin, 1 gr SDS, 10 ml Tween-20 eklenerek 800 ml
distile suda ¢ozdiriiliirt. pH 2,2’ye ayarlandiktan sonra

distile suyla 1 litreye tamamlanir.

%10 Ammonium
Persulphate Solution
(APS)

100 mg Ammonium persulfate 1 ml distile suda ¢ozdiiriilir.

Coumaric Asit (CA)

0,15 gr P-Coumaric asit 10 ml DMSO’da ¢ozdiiriiliir.

Luminol

0,44 gr Luminol 10 ml DMSO’da ¢ozdiiriiliir.

Yurutme tamponu

30,3gr Tris-baz, 114 gr Glisin ve 1 gr SDS tartilarak 1000
ml distile su iginde c¢ozdirilir. pH: 8.3 e ayarlanir.
Hazirlanan 10X yiirlitme tamponu, 100 ml 10X yiirlitme
tamponu ve 900 ml distile suyla 1000ml e tamamlanarak

1X’e doniistiiriiliir ve jel yliriitmesi sirasinda kullanilir.

Transfer Tamponu

33,3 gr Tris-base ve 144 gr Glisin tartilarak 1000 ml distile
su i¢inde ¢Oziindiiriiliir. pH: 8.3 e ayarlanir. Hazirlanan 10X
transfer tamponu, 100 ml 10X transfer tamponu, 150 ml
metanol ve 750 ml distile suyla 1000 ml e tamamlanarak

1X’e doniistiiriiliir ve jelin transferi sirasinda kullanilir.

Yiritme Jelinin
Hazirlanmasi

Proteinleri agirliklarma gore ayirmak icin %12’ lik SDS
poliakrilamid jelde yiiriitiildi. Jel icerigi Ekler boliimiinde

Tablo 4’te sunulmustur.

106




Hiicre Dondurma
Medyasinin
Hazirlanmasi

9 ml FBS ve 1 ml dimetilsiilfoksit (DMSO) karistirilir ve
hiicre kiiltiiriiyle uyumlu olan 0,22 uM por capindaki
filtrelerden gegirilerek dondurma medyas1 hazirlanmistir.
Dondurma medyastyla hiicreler uzun siireli s1v1 azot tanklar1

icinde saklanabilir.

Nematod Biiyiitme
Besiyeri (NGM)

3 gr NaCl, 20 gr agar, 1 gr pepton 975 ml distile su igerisinde
¢ozdirtliir ve otoklavlanir. 55°C su banyosunda 15 dakika
tutularak sogutulur. Igerisine 1 ml CaCl2, 1 ml kolestrol
(Smg/ml etanolde ¢ozdiiriilmiis), I ml 1 M MgSO0O4, 25 ml 1
M KPO4 solusyonu, 1 ml 1 M ampisilin eklenir. Eklendikten
sonra 60 mm ve 35 mm’lik petrilere dokiilerek donmasi

beklenir.

M9 Soliisyonu

3 gr KH2PO4, 6 gr NaHPO4, 5 gr NaCl, 1 ml 1 M MgSO4
distile suyla 1 litreye tamamlanir ve otoklavlanir. 50 ml’lik
falkonlara 0,22 uM por capindaki filtrelerden gecirilerek

suzulir.

LB Agar

20 gr LB agar 1 litre suda ¢ozdiiriiliir ve otoklavlanir.

%20’1ik Bleach
Soliisyonu

2 ml evlerde kullanilan camasir suyu, 0,5 ml 10 N NaOH ve

7,5 ml distile su eklenerek 10 ml’e tamamlanir.

S-basal Soliisyonu

5,85 gr NaCl, 1 gr K2HPO4 ve 6 gr KH2PO4 distile suyla 1
litreye tamamlanir ve otoklavlanir. Daha sonra 1 ml

kolestrol (5 mg/ml etanol i¢inde) eklenir.

Trace Metals

1,86 gr disodium EDTA, 0,69 gr FeSO4, 0,2 gr MnCI2, 0,29

Soliisyonu . . .
gr ZnS04, 0,025 gr CuSO4 distile su ile 1 litreye tamamlanir
ve otoklavlandiktan sonra karanlikta saklanir.
S-Complete 1 litre S-basal, 10 ml 1 M potasyum sitrat (pH 6), 10 ml trace
Soliisyonu

mtals soliisyonu, 3 ml IM CaCl2 ve 3 ml 1M MgSO4

soliisyonlart steril bir sekilde karistirilir ve otoklavlanmaz.
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Tablo 5. %12’lik SDS-PAGE Jel icerigi

Alt Jel Ust Jel
Distile su 3,4 ml 3,075 ml
Tris-HC1 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 ml 0,025ml
TEMED 0,005ml 0,005ml
TOPLAM 10,005 ml 5,05ml
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Hastaliklarla Iliskileri, T. C. Istanbul Kiiltiir Universitesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii

Uluslararas1 Poliamin Kongresi, T.C. Istanbul Kiiltiir

Uluslararas1 Katilimli 9. IUGEN Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Ogrenci Kis Okulu, istanbul Universitesi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Haftasonu VI Kongresi,
Bogazici Universitesi

Uluslararast Katihmli 8. IUGEN Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Ogrenci Kis Okulu, istanbul Universitesi

Eyliil 2016 - Haziran 2018

Ekim 2017 - Nisan 2018

Laboratuvar Deneyimi

T. C. Istanbul Kiiltiir Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Boliimii, Molekiiler Kanser Biyoloji Laboratuvari
Dog. Dr. Ajda Coker Giirkan.

T. C. Istanbul Kiiltiir Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Boliimii, C elegans Laboratuvart Dog¢. Dr. Pinar
Obakan Yerlikaya.

» C. elegans kiiltir teknikleri

» Laboratuvar malzemelerinin sterilizasyonu

e Otoklav

e Kuru sterilizasyon

> Elektroforez

Niikleik asitlerin dikey ve yatay elektroforezde ayrigimi
Sodyum dodesil siilfat — poliakrilamid jel elektroforezi
Native jel elektroforezi

e Denatiire edici gradient jel elektroforezi (Mutasyon analizi)

» Immiinoblotlama
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» Protein tayin yontemi
e Bradford

» Hayvan Doku Kiiltiirii
e Memeli hiicre kiiltiiriinde hiicre canlilig1 ve sag kalim analizi
e FACS flow

» HPLC ile poliamin analizi (Benzilasyon)
» Mikroskop Kullanimi

e Isik mikroskobu
e Floresan mikroskobu
¢ Diseksiyon mikroskobu
» PCR Uygulamalar1
e RT-PCR
e gRT-PCR
» Mikrobiyoloji
Bakterilerde boyama teknikleri

e Bakterilerin fizyolojik karakter 6zelliklerinin belirlenmesi
e Mikroorganizmalarin sayim teknikleri
e Spektrofotometrik bakteri miktar tayini

Yabanci Dil(ler)

o Ingilizce
Seviye: lleri diizeyde

Kullanilan Bilgisayar Programlari:

Microsoft Office (Word, Excel, PowerPoint, Outlook)
PyMOL

Ednote

Imagel

Imagelab

BD Accuri C6

GraphPad

ilgi Alanlan

e Doku Miihendisligi, Norodejeneratif Hastaliklar ve Molekiiler Kanser
Biyolojisi.

Yapilan Odevler

2011 — 2012 Bahar Dénemi T. C. Istanbul Kiiltiir Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi,
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Molekiiler
Mikrobiyoloji Laboratuvar: Dersi

e Sarimsak Bitkisinin Antimikrobiyal Etkisinin
Arastirilmasi
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2012 — 2013 Bahar Donemi

2013 — 2014 Guiiz Doénemi

2013 — 2014 Guiiz Doénemi

Yapilan Sunumlar

T. C. Istanbul Kiiltiir Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi,
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Molekiiler
Biyoloji Teknikleri Dersi

e Protein Kiitle Spektrometre Yontemleri: LC-
MS/MS, MS-MS, LC/MS Teknikleri

T. C. Istanbul Kiiltiir Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi,
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Hiicre Molekiiler
Biyolojisi Dersi

e Membrane Fusion: Grappling with SNARE and
SM Proteins
T. C. Istanbul Kiiltiir Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi,

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Molekiiler
Kanser Biyolojisi Dersi

e Kanserde @ HGF/Met  Sinyal  Yolunun
Hedeflenmesi

2011 — 2012 Bahar Donemi

2013 — 2014 Guiiz Doénemi

2013 — 2014 Guiz Doénemi

Uyelikler

T. C. Istanbul Kiiltiir Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi,
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Molekiiler
Mikrobiyoloji Dersi

e Bakterilerin Fizyolojik Karakter Ozellikleri

e Mikroorganizmalarin Biiyltime Kosullar

e Mikroorganizmalarin Fiziksel Kontrol
Kosullar1

T. C. Istanbul Kiiltiir Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi,
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Bitirme Projesi
Dersi

e Otofaji
T. C. Istanbul Kiiltiir Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi,

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Molekiiler
Kanser Biyolojisi Dersi

e Serviks (Rahim Agzi1) Kanseri

113



2010-2011 T.C. Istanbul Kiiltiir Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Kuliibii

2010-2012 T.C. Istanbul Kiiltiir Universitesi Satrang Kuliibii

Hobiler

Seramik

2011-2012 Universite ddnemim boyunca Istanbul Kiiltiir Universitesi biinyesinde
cesitli seramik ve Raku calismalarim mevcuttur. Bunlardan bazilar1 halen Istanbul
Kiiltiir Univeristesinde sergilenmektedir.

Ayrica Istanbul Sanat Fuari-Tiiyap Fuar ve Kongre Merkezinde 2012 yilinda
sergilenmis bir seramik calisgmam bulunmaktadir.

Spor
04.05.2008  Kadir Has Universitesi- Geleneksel Altin Boynuz 6. Yol Kosusu

13.06.2015 THE COLOR RUN VANCOUVER
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