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KISALTMALAR
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OZET

Diinya genelinde kadinlarda en sik goriilen kanser tiiri meme kanseridir. Kanser
kaynakl1 6liimler arasinda meme kanseri akciger kanserinden sonra kadinlarda ikinci
sirada gelmektedir. Meme kanseri gelisiminde HER2/neu (insan epidermal biiyiime
faktorii reseptorii 2) gibi biiyiime faktorleri, Ostrojen ve prolaktin (PRL) gibi
hormonlarin etkisi bilinmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalara gore postnatal
donemde hipofiz bezinden salinan BH’ nin meme tiimdr biyopsi 6rneklerinde normal
meme epitel hiicresine kiyasla artmis oldugu belirlenmistir. Akromegali hastalig1 gibi
malign durumlarin siklikla gortildiigii endokrin bozukluklarin meme kanseri gelisimini
tetikledigi ve BH meme bezi gelisiminde prolaktin gibi indiikleyici etkisi oldugu tespit
edilmigtir. Otokrin BH anlatimi kazandirilan meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre
invazyon, metastaz ve  kanserojenik  artis  belirlenmistir. ~ Curcumin,
“Curcuma longa’’ bitkisinin kokiinden tiretilen dogal bir bilesik olup, prostat, kolon,
servikal, melanoma, pankreas ve meme kanserleri iizerinde anti-oksidan, anti-
inflammatuar, anti-proliferatif ve anti-kanserojenik etkisi oldugu goriilmiistiir. In vitro
ve in vivo kanser modellerinde curcuminin kanser hacmini azalttigi, metastazi
engelledigi gosterilmis olsada klinik ¢aligmalar curcuminin stabilite kaynakli etkisini
azaldigimni ifade etmektedir. Ancak NF-«B inhibitorii gibi gorev yapan curcuminin
klinik ¢aligmalarda bazi kemotorapatik ilaglarn (5-FU, docetaksel, gemsitamib)
karsinojenik etkisini arttirdigi pankreas, kolon ve meme kanseri vakalarinda
gosterilmistir.  BH sinyalinde anahtar molekiillerden sinyal transdiiseri ve
transkripsiyon aktivatorii 3 (STAT-3)’lin inhibit6rii olarak gorev yapan atiprimod,
anti-inflamatuar, anti-anjiyogenenik ve anti-karsinojenik ajan olarak meme kanseri,
melanoma ve hepatoselliiler karsinomada etkisi gosterilmistir. Bu tez ile amacimiz,
otokrin BH anlatimi kazandirilan MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453 ve T47D
meme kanseri hiicre hatlar1 iizerinde atiprimod’un curcumin uygulamasina bagl
apoptotik hiicre oliimii iizerine etkisinin irdelenmesidir. Atiprimod, MCF-7, MDA-
MB-231, MDA-MB-453 ve T47D hem dogal tip hem de BH anlatimi kazandirilan
meme kanseri hiicrelerinde curcumin uygulamasi kaynakli hiicre canliligina ket vurma
potansiyelini arttirdig1 tespit edilmistir. Ayrica atiprimodun, curcumin kaynakli hiicre
oliimii, mitokondri membran potansiyeline ket vurma potansiyelini ve apoptotik

oliimii tiim meme kanseri modellerinde BH anlatimina bagli kalmadan arttirdig1 PI,
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DAPI, DIOC6 floresan boyamalari, Pl ve Annexin V/PI hiicre akis sitometresi ile
gosterilmistir. Boylece atiprimod uygulamasinin otokrin BH bagli curcumine karsi ilag
direncini MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453 ve T47 meme kanseri hiicrelerinde

apoptotik hiicre 6liim mekanizmasini aktive ederek gerceklestirildigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, Biiyiime Hormonu, Curcumin, Sitokin,

Atiprimod, Apoptoz
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SUMMARY

The most common cancer type in women worldwide is breast cancer. Among cancer-
related deaths, breast cancer is the second most common cancer after lung cancer in
women. Growth factors such as HER2/neu in the development of breast cancer, the
effects of hormones such as estrogen and prolactin (PRL) are known. According to
recent studies, growth hormone (GH) released from the pituitary gland in the postnatal
period was found to be increased in breast tumor biopsy specimens compared to
normal breast epithelial cells. Malignant conditions, such as acromegaly, are
frequently observed in endocrine disorders, leading to breast cancer development. Like
prolactin, GH is found to be an inducer in mammary gland development. Forced GH
expression in breast cancer cell lines induced cell invasion, metastasis and
carcinogenesis. Curcumin is a natural compound produced from the root of "Curcuma
longa” and has anti-oxidant, anti-inflammatory, anti-proliferative and anti-
carcinogenic effects on prostate, colon, cervical, melanoma, pancreas and breast
cancers. Although curcumin has been shown to reduce cancer volume, inhibit
metastasis in vitro and in vivo cancer models, clinical studies suggest that the anti-
carcinogenic effect of curcumin is declined because of its stability problem in serum
sampels. However, in clinical trials curcumin, which acts as an NF-xB inhibitor, has
been shown in the pancreatic, colon, and breast cancer cases to increase the
carcinogenic effect of some chemotherapeutic drugs (5-FU, docetaxel, gemcitabine).
Atiprimod, which acts as an inhibitor of STAT-3 from key molecules in the GH signal,
has been shown to be effective in breast cancer, melanoma and hepatocellular
carcinoma as anti-inflammatory, anti-angiogenic and anti-carcinogenic agents. The
purpose of this thesis is to investigate the effect of atiprimod on curcumin-induced
apoptotic cell death on autocrine GH expressing MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-
453 and T47D breast cancer cell lines. Atiprimod significantly increased cell viability
induced by curcumin MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453 and T47D wild type and
GH+ breast cancer cells. It has also been shown that atiprimod has the potential to
inhibit curcumin-induced cell death, mitochondrial membrane potential loss, and
apoptotic death regardless of GH expression in all breast cancer models according to
Pl, DAPI, DiOC6 staining, Pl cell cycle and Annexin V/PI apoptotic cell death
analysis. Thus, it has been determined that atiprimod exposure increased the curcumin
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induced apoptotic cell death in MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453 and T47D

GH+ breast cancer cells.

Key Words: Breast Cancer, Growth Hormone, Curcumin, Cytokine, Atiprimod,
Apoptosis
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BOLUM 1

1.1. GIRIS

Kadinlarda meme kanseri tiim diinyada 6nemli bir halk sagligi sorunudur.
Diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirii meme kanseridir. Diinya ¢apinda
her yil teshis edilen tim yeni kanserlerden onda biri meme kanseri olarak
belirlenmektedir. Ayrica kiiresel olarak, kadinlarda kanserden 6liimiin baslica nedeni
meme kanseridir. Diinyada her yil 1 milyon yeni vaka ile meme kanseri kadinlarda en
yaygin goriilen kanserdir. Kadinlarda goriilen tim kanserlerin %18'ini olugturmaktadir
[1].

Diinyadaki tiim kadinlarda goriilen kanserlerinin %23'inli meme kanseri
olusturmaktadir. Diinya’da oldugu gibi Tiirkiye’de de kadinlarda en sik goriilen kanser
tirii 40,6/100.000 insidans ile meme kanseridir. Ayrica yapilan aragtirmalara gore
Tiirkiye'de son on yilda insidans hizi ve prevalansi ii¢ kat artan kanser meme kanseri
olarak belirlenmistir. 2000'i yillarda meme kanseri insidansinin dagilimi, cografik,
ekonomik, sosyal, kiiltiirel faktorlere bagh olarak Tirkiye'nin farkli bolgelerinde
farklilik gostermektedir. Yapilan arastirmalarda Tiirk kadinlarinda 41-50 yas % 31,
51-70 yas % 40,7 ve 70 yas ve tizeri % 8,2 meme kanseri riski oldugu tespit edilmistir.
Ayrica hastalarin % 14,5'inde ailelerinde meme kanseri 6ykiisii bildirilmistir [2].

Meme kanseri gelisiminde gevresel ve genetik faktorler etkilidir. Yas, fertilite,
yasam tarzi, ultraviyole (UV) gibi ¢evresel faktorler ve kisinin ailesinden aktarilan aile
oykiisli, molekiiler degisiklikler meme kanseri gelisiminde 6nemli etkileri oldugu
bilinmektedir. Meme kanseri hiicrelerinde Her-2/neu gibi onkogenlerin ve p53 gibi
tiimor baskilayict genlerin asir1 ekspresyonu gibi molekiiler degisiklikler ve BRCA1/2
(meme kanseri duyarliligt 1/2) mutasyonlar tespit edilmektedir. Meme kanseri
patogenezinde biiyiime faktorleri ve son donemde meme gelisiminde rol alan
hormonlarin 6nemli rolii olduklari bilinmektedir. Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
(VEGF), prolaktin ve biiyiime hormonu (BH) gibi biiyiime faktorleri ile hormonlarin

meme kanseri gelisiminde rolii oldugu bildirilmistir. On hipofiz bezinden salgilanan



BH; insanda biiyiime ve gelismede rol oynayan fizyolojik sistemlere etki eden
anabolik bir hormondur. BH, meme hiicrelerinde ¢ogalma ve farklilagsma
mekanizmalarinda rol almaktadir. BH ¢ok salgilanmasi durumunda akromegali
hastaligina, az salgilanmasi durumunda nanismus (clicelik) hastaligina neden
olmaktadir. Ayrica fazla BH salgilanmasi, genetik ve ¢evresel faktorlerle birlikte
meme kanseri gelisimini tetikledigi gosterilmistir [3]. HER2/neu, BH, &strojen ve
prolaktin hormonlar1 gibi bazi biliylime faktorleri meme kanserinin molekiiler
mekanizmasini kontrol etmektedirler. BH kendi salgilanarak direkt etki gosterebildigi
gibi, insiilin benzeri bityiime faktoriiniin (IGF-1) salinimini tetikleyerekte gosterebilir.
BH ve IGF-I eksikliginde meme kanserinin o6nlenebilecegi bildirilmistir [4].

Meme kanseri tedavi yontemleri; cerrahi tedavi, kemoterapi, radyoterapi ve
hormonal tedavidir. Hastanin; meme kanserinin bulundugu evre, genetik ve ¢evresel
faktorler gibi etkenler g6z Onilinde bulundurularak uygun tedavi yoOntemi
uygulanmaktadir. Erken teshis yapildigi durumlarda cerrahi yontem ile timor dokusu
tamamen yok edilebilir, ileri evrelerde ise bazi hastalarda sadece kemoterapi veya
radyoterapi, bazi hastalarda da cerrahi yontemle birlikte kemoterapi ve/veya
radyoterapi uygulanmaktadir. Hastanin ihtiyacina gore tiim yontemler tek veya birlikte
kullanilabilmektedirler [5].

Tedavi yontemlerine ek olarak; Glineydogu Asya kokenli “Curcuma longa’’
bitkisinin kokiinden iretilen bitkisel ajan olan Curcumin bilinen adiyla zerdegal
ylizyillardir kullanilan dogal anti-inflamatuar, anti-anjiyogenik, anti-oksidan, anti-
kanserojen ozellikleri ile tedavi edici oldugu bilinmektedir [6]. Curcuminin anti-
proliferatif etkisi ile meme kanseri hiicrelerinde apoptotik etki olusturdugu yapilan
arastirmalarla  kanitlanmistir. Ayrica; sitokinlere, transkripsiyon faktorlerine,
enzimlere, bliylime faktorleri ve reseptorlerini diizenleyen genlere etki ederek bir cok
sag kalim sinyal yolagini baskilamakta, invazyon, metastaz ve anjiyogenezi inhibe
etmekte ve apoptozu indiiklemektedir [7]. Timor biiylimesi ve metastazinda rol
oynayan ve meme kanserinde eksprese edilen Ostrojen reseptorii (ER), curcumin ile
ER-pozitif (ER+) ve ER-negatif (ER-) hiicrelerde proliferasyonun inhibe edildigi
bilinmektedir [8]. Ayrica apoptoz inhibitdrleri olarak bilinen kaspaz-3, kaspaz-7 ve
kaspaz-9 curcumin ile inhibe edildigi gosterilmektedir [9].

Cok sayida metabolik fonksiyonu oldugu bilinen curcuminin, anti-inflamatuar
etkisi NF-«xB sinyalini baskiladigi ve pek ¢ok sitokin anlatimi iizerinde etkisi oldugu

ve cok sayida sitokin salinimini inhibe ettigi bilinmektedir. Sitokinler bagisiklik
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sisteminde hiicreler aras1 iletisimi yonlendiren salg1 proteinleridir. inflamasyon; tiiméor
olusumu, biiyiimesi, anjiyojenez ve metastaz gibi tiim olaylarda sitokinlerin énemli
rolii oldugu ve curcumin de sitokinleri etkileyerek bu yolaklar1 yonlendirmekte oldugu
bilinmektedir [10].

Atiprimod; anti-inflamatuar etkinlige sahip katyonik amfilik bir bilesik olarak
sinyal transdiiksiyon inhibit0rii ve anti-anjiyogenez ajanidir. Bazi sitokinleri, kaspazlari,
proteinleri ve protein kinazlari etkileyerek apoptozu indiikleyerek anti-kanserojen
ozelligi gostermektedir [11].

Biyokimyasal ve genetik yollarla programlanmis, tamir edilemeyen DNA hasar1
bulunan mutasyonlu hiicrelerin yok edildigi hiicre 6liimiine apoptoz denilmektedir [12].
Ekstrinsik (digsal) ve intrinsik (ig¢sel) sinyal yolagi olmak iizere iki yolak iizerinden
gerceklesmektedir. Iki sinyal yolaginda da bir uyarict apoptozun baslamasini
saglamaktadir. Ekstrinsik sinyal yolaginda 6liim sinyalleri, intrinsik sinyal yolaginda
oksitatif stres veya genetik hasar drnek olarak verilebilmektedir. Cesitli proteinlerin ve
kaspazlarin gorev aldigi apoptoz mekanizmasi; timor olusturacak tamir edilemeyen
DNA hasar1 meydana geldiginde, kaspaz kaskadinin aktivasyonu sonucunda DNA ve
hiicre iskeleti materyalleri kaspazlar tarafindan kesilerek hiicreyi 6liime gétiirmektedir.

Bu mekanizma ile kanser olusumu engellenmektedir. [13].

1.2. AMAC

Viicuttaki tiim dokularda postnatal biiylimeyi indiikleyen o6n hipofizdeki
somatotrofik hiicreler tarafindan salinan BH’nin, hiicrelerde yiiksek miktarda anlatim1
meme kanserinin gelisiminde etkili oldugu gosterilmistir. BH geni igeren PC3.1
plazmiti transfekte edilerek, otokrin BH sinyali kazandirilmigs MCF-7, MDA-MB-453,
T47D ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda curcumin ve atiprimodun
hiicre proliferasyonu, hiicre 6liim yolaklari {izerine etkisinde inflamasyonun roliiniin
gosterilmesi hedeflenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda anti-inflamatuar 6zelligi bilinen
atiprimodun curcumin ile birlikte otokrin BH anlatimi1 kazandirilan MCF-7, MDA-
MB-453, T47D ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre biiyiimesi,

hiicre dongiisii ve apoptotik 6liim iizerine etkisinin irdelenmesi hedeflenmistir.



BOLUM II

2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri

1842 yilinda Verona bélgesinde Italyan cerrah Domenico Rigoni-Stern (1810-
1855) tarafindan, evli ve evlenmemis kadinlar arasindaki rahim ve meme kanseri
oliimlerini karsilastirildiginda, meme kanseri riskinin evlenmeyen ve emzirmeyen
kadinlarda daha siklikla goriildiigii tespit edilmistir [14, 15]. Meme kanseri diinyada
kadinlar arasinda bilinen O&liim nedenlerinin basinda gelmektedir. Genetik
mutasyonlar, epigenetik degisimlerle karakterize olan ve kismen oksidatif stres de
dahil olmak tizere c¢evresel faktorler tarafindan tetiklenen bir hastalik olarak
bilinmektedir [16].

Meme kanseri, kadinlarda goriilen en yaygin kanser c¢esitidir ve kanser
vakalarinin {icte birini olusturmaktadir. Ayrica, meme kanseri, akciger kanserinden
sonra, kadinlarda 6liimle sonuglanan vakalarin ikinci sebebi olarak gosterilmektedir.
Gegmiste goriilen meme kanseri vakalarindaki artis ge¢ ve az cocuk sahibi olma gibi
tireme modellerindeki degisiklikleri gostermektedir. 1980’lerde goriilen meme kanseri
vakalarindaki artigin ana sebebi mamografi (MG) kullaniminin yayginlagsmasidir. MG
kullanimiyla beraber teshis artmis ve boylelikle ileriki yillarda meme kanserine bagl
olim oranmi azalmistir [17, 18]. Ancak meme kanserinin erken teshisinde tarama ve
gbzlemin 6nemi, giintimiizde hala erken teshis bilinci diisiik oldugundan meme kanseri
bugiine kadar oliimciil bir hastalik olarak kalmistir [6]. Meme kanser hastalig
morbidite ve mortalitesi gliniimiizde yiiksek olmasindan dolay1 Diinya ¢apinda bir halk
sagligi sorunu olarak ifade edilmektedir [19].

Uzun yillardir arastirmacilar tarafindan meme kanseri i¢in g¢esitli tedavi
yontemleri arastirilmaktadir. Bugiine kadar bulunan tedavi yontemleri yetersiz
kaldigindan yeni ve eski yontemlerin gelistirilebilecegi tedavi arayis1 devam
etmektedir. Mevcut meme kanseri tedavisi bir veya birkag ilacin/tedavinin kombine

halinde uygulanmasi ile yapilmaktadir. Ayrica tedavi igin curcumin gibi dogal
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uriinlerde uygulanmaktadir [20]. Yeni sitotoksik bilesiklerin tanimlanmasi
immiinofarmakoloji alaninda yeni ilaglarin {iretilmesi igin arastirmalarin ¢ogalmasina
neden olmaktadir [21].

Meme kanseri meme epitel dokusundaki malignant hiicrelerin kontrolsiiz
biliylimesiyle karakterize edilmistir. Diinya ¢apinda meme kanseri kadinlarda yasla
artig gosteren, en ¢ok goriilen kanser ¢esididir [1]. Glinimiizde MG meme kanserinin
teshisi igin kullanilan en yaygin ve en etkili tarama yontemi olarak kabul edilmektedir.
Erken teshis i¢in MG’nin biiyiik 6nem tasidigi bilinmektedir [22] (Sekil 1).

Sekil 1 Kadinlarda meme anatomisi. Meme disindaki meme basi ve areola gosterimistir. Meme lenf
diigiimleri, loblari (siit bezleri kiimesi), lobiilleri (siit bezi), siit kanallar1 gosterilmistir *

2.2. Meme Kanseri ve Metastaz

Meme kanseri metastazi 5 ayr1 adimda gergeklesmektedir. Ik adim, meme
kanseri hiicrelerini igeren tiimérlii hiicreler ana timor dokusundan ayrilarak; ikinci
adimla, timorli hiicreler komsu dokulara go¢ ederler; tigiincii adim olarak, endotelyal
tabakay1 asarak kana karisirlar ve lenf damarlarinda tiimorlii hiicre olarak dolasirlar;
dordiincii adimda, bu tiimorli hiicreler dolasimdan sonra kan yoluyla ya da lenf
damarlarinca atilmaktan kurtulmak i¢in ikincil dokulara tutunurlar; son adim ise; uzak
dokulara go¢ eden timorlii hiicreler metastazi gerceklestirir [23-25]. Metastaz
olusumu boyunca tiimorlii hiicrelerin degisimi ve adaptasyonu, fenotiplerinde ve
islevselliginde ¢esitli degisikliklere yol actig1 tespit edilmistir. Bu varyasyonlar yeni
dokulardaki hiicrelerde fizyon ya da entoz yoluyla yeni timorlii hiicreler

olusturmaktadir. Timorlii hiicrelerdeki bu heterojenlik spesifik miidahaleyi gerekli



kilmaktadir. Bu nedenle, erken teshisle uygulanan erken miidahale ¢ok daha az
cesitlilikte tiimorlii hiicre ile savasmak anlamina gelir; ve bu da metastaz olusumunu
engellemeyi amaglayan tedavi yontemlerini daha timit verici terapotik yaklagimlar
saglamaktadir [26].

Meme kanseri evreleri timoriin yayilimi ve ciddiyeti hakkinda bilgi veren ve
buna bagli olarak uygun tedavi yontemlerinin secilmesi i¢in yol gosteren belli
standartlara dayali sisteme TNM Evreleme Sistemi denir. T: tiimdr boyutu, N: aksiller
lenf nodlarina yayilim, M: uzak bolgelere yayilim olarak ifade edilmektedir [27].
Amerikan Kanser Ortak Komitesi (American Joint Committee on Cancer/AJCC)
tarafindan 2017°de yayinlanan kriterleri:

Tis: Karsinom in situ.

TO: Primer tiimor bulgusu yoktur.

T1: En biiyiik boyuttu <20 mm olan tiimér mevceuttur.

T2: En biiyiik boyuttu >20 mm ve <50 mm olan tiimdr mevcuttur.

T3: En biiyiik boyuttu >50 mm olan tiimér mevcuttur.

T4: Meme duvarina ve deriye dogrudan genislemis olan herhangi bir boyuttaki
tlimorler (iilserasyon veya makroskopik nodiiller) mevcuttur, sadece alt deriye istilasi
T4 olarak nitelendirilemez.

NO: Goriintilleme ve klinik muayenede bolgesel lenf nodu metastazi ve timor
hiicreleri tespit edilmemektedir.

N1: Hareketli ipsilateral seviyedeki 1 ve 2 aksiller lenf nodlarina metastaz
olusturmaktadir. Mikrometastazlar; 1-3 aksiller lenf nodlarinda metastazlar ve/veya
sentetik lenf nodu biyopsisi ile, mikrometastazlar veya makrometastazlar ile klinik
olarak negatif internal meme lenf nodlarinda mevcuttur.

N2: Klinik olarak belirlenmis ipsilateral seviyedeki 1 ve 2 aksiller lenf diiglimlerinde
metastazlar bulunmaktadir. 4-9 aksiller lenf nodlarinda veya i¢ meme lenf
diigtimlerinde metastazlar mevcuttur.

N3: 10 veya daha fazla aksiller lenf nodlarinda metastazlar mevcuttur.
Infranklavikular (seviye 3 aksiller) lenf diigiimlerinde; pozitif ipsilateral internal
meme lenf diiglimlerinde, bir veya daha fazla pozitif 1 ve 2 aksiller lenf nodu
varhiginda goriintiilenmis; Klinik olarak negatif ipsilateral internal meme lenf
diigtimlerinde sentinel lenf nodu biyopsisi ile 3’den fazla aksiller lenf nodu ve mikro
veya makrometastazlar, ipsilateral supraklavikiier lenf diigimlerinde mevcuttur.

MO: Uzak metastazlarin klinik veya radyolojik kanit1 yoktur.
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M1: Klinik, radyolojik, histolojik olarak kanitlanmis 0.2 mm’den biiylik metastazlarla

saptanan uzak metastazlar mevcuttur [27] (Tablo 1).

Tablo 1. Meme kanseri evreleri.

Evie 0 T#is No* Mp*
Evie 1 Ti No Mo

Ty NymieMp
Evre 24 TO N1 Mo

T+ N1 Mp

T2 Ng Mg
Evie 2B T2 N1 Mp

T3 Nop My
Evre 3A To N2 My

Ti* Na Mg

T2 N2 My

T2 N2 Mg

Ta N1 Mp

T3 N2 Mg
Evie 3B Ty Ng My

Ta N1 Mo

Ta N2 Mg
Evre 3C Herhangi T N3 Mo
Evie 4 Herhangi T N M3

Meme kanseri 5 biyolojik alt tiniteye ayrilmaktadir. Luminal A, Luminal B Her2
(Normal), Luminal B Her2" ( Luminal B), Her2*, Bazal (Tablo 2).

Meme kanserinin gen anlatimi agisindan siniflandirilmast;

Tablo 2. Meme kanserinin biyolojik alt iiniteleri

Luminal A: ER*, PR*-, HER2 ornek hiicre hatt: MCF-7, T4A7D
Normal ER", PR, HER2 ornek hiicre hatt:. MDA-MB-231
(Luminal B Her2"):
Luminal B ER*, PR*", HER2* ornek hiicre hatt: BT474, ZR-75
(Luminal B Her2*):
Her2*: ER’, PR, HER2* 6rnek hiicre hatt: MDA-MB-453, SKBR3
Bazal: ER, PR, HER2 ornek hiicre hatt: MDA-MB-468

Ostrojen bir niikleer transkripsiyon faktorii olup, progesteron dstrojene bagimli
gen tarafindan kodlanmaktadir. Ostrojen ve progesteron igin niikleer reseptorler
normal meme bezi epitelinin biiylimesi ve farklilagmasi i¢in dnemli rol oynamaktadir.
Bunlarin meme kanserinde ekspresyonu terapotik yanitin en 6nemli belirleyici faktor

olarak belirlenmistir [28].



HER2 normal meme bezi epitel hiicrelerinin yiizeyinde bulunan, meme
kanserlerinin yaklasik %20’sinde eksprese edilen hiicresel proliferasyonda gorevli bir
molekiildiir. HER2 ekspresyonu meme kanserinde en dnemli prognoztik faktor olarak
goriilmektedir [29]. DNA farklilasmasina hiicresel yanitla iliskili baskilayici genler;
BRCA1 ve BRCA2’dir. Bu genlerin kalitsal mutasyonlari, meme kanseri riskini
arttiran faktorler arasinda bulunmaktadir [30]. Meme kanseri cesitleri sekilde

gosterilmektedir (Sekil 2).

Duktal meme kanseri .
Karma timor meme kanseri @ Miisinéz meme kanseri

Inflamatuar meme kanseri

Sekil 2. Meme kanseri ¢esitleri; Duktal meme kanseri (siit kanallarinda), Lobiiler meme kanseri (siit
bezlerinde), Karma tiimér meme kanseri, Inflamatuar meme kanseri (iltihapl) ve Miisin6z meme kanseri
gosterilmistir 2

2.3. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri vakalarinin insidans ve mortalite oranlari lilkeden tilkeye farklilik
gosterdigi tespit edilmistir. Ingiltere, Hollanda, Uruguay ve Yeni Zellanda’da kadinlar
arasinda meme kanserinden 6liim orani en yiiksekken (25/100.000), Dogu Asya ve
Latin Amerika iilkelerinde en diistiktiir (10/100.000) [31]. Ulusal Kanser Enstitiisii
(National Cancer Institute) tarafindan 1973°den beri yapilan Gozetim Epidemiyoloji
ve Vaka Sonuglar1 (Surveillance, Epidemiology, and End Results) programi
kapsaminda Amerika’da tiim kanser vakalarinin ve sonuglarinin istatistigi tutulmustur.
Amerika’da 2017 yilinda kadinlar arasinda, tahmin edilen meme kanseri vakalarinin
sayis1 252.710 iken, tahmin edilen 6liim sayis1 40.610’dur. Erkeklerde ise ayni1 yil igin

tahmin edilen vaka sayisi 2.470 iken, tahmin edilen oliim sayisi 460 olarak



belirlenmistir [32]. Diinya’da oldugu gibi Tirkiye’de de kadinlar arasinda en sik
goriilen kanser tiirtidiir (40,6/100.000). Ulusal kanser istatiktiklerine gére son on yilda
insidans1 giderek artmaktadir [2]. 2012 yilinda Diinya ¢apinda kadinlar arasinda meme
kanseri % 29’u yeni kanser olan vakalar ve % 14°i kanser iliskili liimler olarak rapor
edilmistir [33]. Halk sagliginda daha iyi terapotik yontemler ve major gelisimler yasam
omriinii arttirmaktadir. Birlesik devletlerde meme kanseri erkeklerde nadir
goriilmekte, tim meme kanseri hastaliklari ile kiyaslandiklarinda % 1 ve erkeklerde
kanser iliskili 6liimlerin % 0,1’inden daha az oldugu goriilmektedir [34].

Meme kanserinden 6liim oranindaki kiiresel en biiyiik diisiis erken bir asamada
mevcut tedavilerin uygulanmasindan kaynaklanmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) kanser kontrol programinin hedefi; diinya c¢apinda kanser terapilerine
erisilmesini tesvik eden sosyal yardim yaklasimi oldugu i¢in meme kanseri ulusal
saglik programlarinda, hastalarin teshis ve tedavisinde hastaligin daha erken bir
asamasinda teshis edilmesi birinci dnceliktir [35].

Tiirkiye'de son on yilda insidans hiz1 ve prevalansi ii¢ kat artmistir. Son yillarda
meme kanseri insidansinin dagilimi, cografik, ekonomik, sosyal, kiiltiirel faktorlere
bagli olarak Tiirkiye'nin farkli bolgelerinde farklilik gostermektedir. Tan1 evresi ve
Tiirkiye'nin dogu-bat1 bolgesi arasindaki etkili tedaviler agisindan biiytlik farkliliklar
vardir. Tlrkiye'nin dogusunda daha kisa saglikli yasam siiresi, teshis ve tedavi icin
siirlt kaynaklarla birlestiginde; ayrica meme sagligi bilinci eksikligi, sosyal, kiiltiirel
ve egitimsel faktorler hastaligin geg teshisini saglayarak kotii sonuglart beraberinde
getirmektedir. Erken meme kanseri tespiti ve kapsamli kanser tedavisi, meme kanseri
sonuclarinin iyilestirilmesinde etkin rol oynamaktadir. Yapilan arastirmalarda Tirk
kadinlarinda 41-50 yas % 31, 51-70 yas % 40,7 ve 70 yas ve iizeri % 8,2 meme
kanseridir. Hastalarin % 14,5'inde ailelerinde meme kanseri oykiisii bulunmaktadir
[36].

2.4. Meme Kanseri Etiyolojisi

Meme kanseri etiyolojisi kavramlar1 hizla degismektedir. Ozellikle kalitsal ve
kalitsal olmayan faktorler meme kanseri etiyolojisi igin dnemlidir [37]. Meme kanseri
etiyolojisi tam olarak anlasilamamakla birlikte yapilan c¢alismalardan elde edilen
sonuclara gore; kalitim, erken menapoz, ge¢c menars, ge¢c dogum, obezite, nulliparite

(hi¢ cocuk sahibi olmama), fazla yagl beslenme, yas, ¢cevresel toksinler, alkol, sigara,



radyografilere maruz kalma, oral kontraseptifler, hormon terapisi ve diger ekzojen
Ostrojenler gibi tireme ve endokrin faktorleri igeren ¢ok yonlii etkenlerin meme kanseri
etiyolojisini olusturdugu bildirilmistir [38]. Meme kanseri etiyolojisinin iyi bilinmesi
meme kanserinden koruyucu programlar1 gelistirmek i¢in énemli bir yol haritasidir
[39].

2.5. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanseri etiyolojik olarak heterojen bir hastaliktir ve epidemiyolojik
caligmalar gostermektedir ki belirli alt gruplar hastaliga yakalanma risklerini
olusturmaktadir [40].

2.5.1. Yas ve Ureme ile ilgili Faktorler

Artan yas cogu kanser i¢in en 6nemli risk faktoriidiir. Meme kanseri riski yiiksek
yasla iliskili oldugu bir ¢ok galismada tespit edilmistir [41]. Ureme faktorleride meme
kanserini dogrudan etkileyen risk faktorlerindendir [42]. Ureme 6mrii uzadikca meme
kanseri riskide arttigi goriilmiistiir. Erken yasta menarsi, ge¢ yasta menopoz ve geg
yasta ilk dogum kadinlarda meme kanseri riskini arttirdig1 arastirmalar sonucunda
kanitlanmistir [43]. Epidemiyolojik arastirmalarda menarsi ve menopoz arasinda
salgilanan siklin hormonlarin hastalifin etiyoloji {izerinde etkileri oldugu

diistiniilmektedir [44].

2.5.2. Ailesel Ge¢mis

Ailesel meme kanseri ge¢misine sahip vakalarda meme kanseri riskinin artttigi
bir ¢ok ¢alismada gosterilmistir [45]. Bir ¢ok epidemiyolojik ¢alismada da gorildigii
gibi ailesinde meme kanseri hikayesi olan kadinlarda meme kanseri riski belirli alt
gruplarla ifade edilmektedir. Bunlar; erken yasta meme kanseri teshisi konulmus
birinci dereceden akrabaya sahip kadinlar, birden fazla akrabasinda meme kanseri
bulunan kadinlar, aile dykiisiinde yumurtalik kanseri bulunan kadinlar ve iki tarafl
meme kanseri olan akrabasi bulunan kadinlardir [46]. En az bir tane meme kanseri
hastas1 birinci dereceden akrabasi olan kadinlarda meme kanseri riski 2,3; en az bir
tane ikinci dereceden akrabasi meme kanseri olan kadinlarda meme kanseri riski 1,5;
hem annesi hem kiz kardesi meme kanseri olan kadinlarin meme kanseri olma riski

14,48°dir [47]. Ayrica meme kanseri riski ile iki tarafli meme kanseri varligi arasindaki
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iliski arastirildiginda; baslangic yasinin etkili oldugu ve erken yasta iki tarafli meme
kanseri olan kisilerin yakinlarinin meme kanseri riski yiiksek oldugu goriilmiistiir [48].
Genetik analizler kiside meme kanserinin varligin1 ve artan duyarlilig: ile baglantili
otozomal dominant kalitsal genler kesin kanitlar ortaya koymaktadir [49]. Tas1yicilara
kars1 non tasiyicilar azalan yasla birlikte riskin arttig1, gen¢ meme kanseri vakalarinin
yagli meme kanseri vakalarma oranla gen tastyicilarinin daha fazla bulundugu

gortilmektedir [50].

2.5.3. Yasam Tarz

Meme kanseri riskini arttiran diger faktorler ise yasam tarzimizla dogrudan
baglantilidir [51]. Obezite, diyet, laktasyon, kiirtaj, fiziksel aktivite, sigara ve alkol
kullanimi 6rnek verilebilir [52]. Arastirmalarda meme kanseri olusumunda kalitimsal
veya ¢evresel faktorlerin kaynaklandigini tam anlamiyla bilinmemektedir [53]. Bazi
aragtirmacilar; meme kanseri kalitsal bilesenin yalnizca sigara, diyet ve giinese maruz
kalma gibi gevresel faktorlerle baglantili oldugunu diistinmektedirler [54]. Genetik
araciliyla aracilik edilen kadinlarda gevresel risk faktorlerine tepki olarak hiicrelerin
anormal farklilasmasina neden olan faktorler olabilmektedir [55]. Genetik faktorler,
hormonal veya diger uyaranlarin kontrolii yoluyla neoplastik olarak transforme
edilmis hiicrelerin neoplastik transformasyonu veya ekspresyonunu ve bu uyaranlara
hiicresel tepkiyi etkiledigi tespit edilmistir [56, 57]. Diyet ve egzersizi igeren daha
saglikli bir yasam tarzi benimsemek meme kanseri riskini azaltmanin bir yoludur.
Insiilin diizeyinde ve inflamatuar reaksiyonda azalma ile hiicresel bagisiklikta iyilesme
gostererek meme kanseri riskini azalttigi gosterilmistir. Hastalik varliginda fiziksel
aktivite; hastaligin evrelendirme modifikasyonunu, viicut kitle indeksi ve ER’lerin
durumu ile iligkilendirilmektedir [58].

Kemoterapi sirasinda egzersiz ilaglarin veya dozajlarinin degistirilmesine gerek
kalmadan tedaviyi tamamlayict oldugu goriilmiistiir. Fiziksel aktivite, kemoterapide
kullanilan ilaglarin etki dagilimi1 ve metabolizmasi tizerindeki etkisini gii¢lendirdigi
bildirilmistir [59]. Beslenme aligkanliklar1 kanser etiyolojisinin yaklasik %35’ini
olusturur. Meme kanserini onleyici diyet tavsiyeleri alkol kullanimini, kirmiz1 et ve
yag tiiketim miktarin1 azaltmayi, cesitli besin kaynaklarindan fiber, D vitamini ve
fitodstrojen alimini arttirmayt igerir [60]. Alkoliin meme kanseri mekanizmasina etkisi
ti¢ faktorle agiklanabilir: ilk olarak; alkol, hiicre i¢i dstrojen seviyesini arttirarak meme

kanserini riskini artirir; bir diger etkisi ise, alkol asetaldehid ve reaktif oksijen tiirleri
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(ROS) iiretmesi sonucunda DNA modifikasyonuna sebep olmasidir [61]. Bu DNA
modifikasyonlarinin olusumu; protein eklenmesi, kromozomal sapma ve DNA nokta
mutasyonu seklindedir [62]. Ayrica alkol, folik asit emilimini engellediginden DNA
onarim mekanizmasina miidahale etmektedir [63-65].

Beslenme aliskanliklarini degistirerek; fitodstrojenlerin ve D vitaminin meme
kanseri riskini azalttigi kanitlanmistir. Fitodstrojenler bitki kaynakhidir ve iice
ayrilirlar ancak g¢alismalarin ¢ogu izoflavonlar iizerinedir, ¢linkii; yapilart memeli
ostrojenlerine benzemektedir. Izoflavonlar, Ostrojen reseptdrlerine baglanarak
Ostrojenin reseptorlere baglanmasini tamamen engeller [66]. D vitamininin ise,
kanserli hiicrelerin invazyonu ve metastazini engelleyen potansiyel antiyojenik

ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir [67, 68].

2.5.4. Cevresel Faktorler

Kimyasal ajanlar, radyasyon ve UV isinlari DNA tamirinde hata olusturarak
meme kanseri gelisimini etkileyen 6nemli risk faktorleri arasindadir. Radyasyona uzun
stire maruz kalan kisilerde kanser riski artmaktadir. Ayrica; yumurtalik aktivitesi genel
olarak meme kanseri iizerine etkili oldugu bilinmektedir. Bu gibi aktiviteler 6zellikle
de menars yasi, beslenme durumu ve minimum viicut gelisim endeksine ulasilmasi ile
iliskili oldugu kabul edilmektedir. Buna bagli olarak yiiksek sosyo-ekonomik durum;
artan gida alimi1 ve boy iizerine etkisi nedeniyle, erken yasta gelisen viicut, erken
menars aktivitesi ile meme kanseri riskini arttirmaktadir. EK olarak; kentsel yerlesimde
egitim ve is nedeniyle daha ge¢ yasta evlenen insanlarin daha ge¢ yasta ¢ocuk sahibi
olmasi1 da meme kanseri riskini arttirmaktadir. Emzirme ise meme kanseri riskini
azaltan bir etkendir. Ge¢ ¢ocuk sahibi olan bireylerde emzirme ileri yaslarda olacagi

icin meme kanseri riskide artmaktadir [69].

2.5.5. Molekiiler Degisimler

Onkogenlerin (6rnegin; Her-2/neu) ve tiimor baskilayict genlerin (6rnegin; p53)
asir1 ekspresyonu gibi molekiiler degisiklikler meme kanseri hiicrelerinde tespit edilen
degisimlerdir. Ancak vakalarin %100’iinde bu sekilde degisiklikler goriilmez.
Molekiiler degisimlerin vakalarda farklilik gostermesi meme kanserinin etiyolojisinin
alt gruplarinin gostergesidir. Bilinen molekiiler degisimler ile meme kanseri ve meme
kanseri tedavisiyle ilgili bilinen ve siiphelenilen risk faktorleri arasindaki iliskinin

irdelenmesi meme kanseri riski yiiksek olan kadinlarda risk faktorlerinin alt gruplarini

12



olusturmakta yardimci olmaktadir. Meme kanseri risk faktorlerini tanimlayan bir ¢ok
epidemiyolojik ¢alisma olmasina ragmen meme kanseri risk faktorlerinin molekiiler
degisimler ile iligkisi kanitlanmamustir [70].

Meme kanseri olan hastalarin % 10’u otozomal dominant duyarlilik allellerine
bagli oldugu, BRCA1 ve BRCA2 (BRCA: mutant alel) genlerinde spesifik
mutasyonlar kalitsal meme kanseri duyarliliginin ¢ogunu olusturmaktadir [71]. Meme
kanseri 0ykiisii tastyan kadinlar, yilda % 5 gibi yiiksek bir oranda kontralateral hastalik
riski tasirlar [72]. Erkeklerde BRCA2 mutasyonu tasiyanlarin meme kanseri riski
artmaktadir [73]. BRCAL veya BRCA2 genindeki mutasyonlar over (yumurtalik)
kanseri ve diger primer kanserlere neden olabilmektedir [74]. Genetik ve epigenetik
degisimler BRCA1/2 mutasyonlar1 gibi meme kanserinde riski etkilemektedir [75, 76].
Bu riskler BRCA1 mutasyonu tasiyanlar i¢in % 65-81 ve BRCAZ2 mutasyonu
tasiyanlar igin %45-85 oraninda risk artmaktadir [77, 78]. Meme kanserinin bu
siiflandirmast hem histopatolojik hem de molekiiler karakteristige bagli yapilmistir.
Histolojik olarak meme kanseri in situ karsinoma, in situ duktal karsinoma ve in situ
lobular karsinoma ya da invaziv karsinoma olarak 7 alt tiniteye ayrilir [75]. Ayrica
meme kanserinin molekiiler siniflandirilmasi protein ekspresyonuna bagli olarak ER,
progesteron reseptorii (PR), insan epidermal biiyliime faktorii reseptorii 2 (HER2),
HERL1 ve bazal sitokeratin gibi ¢esitli markirlara gére yapilmaktadir [75]. Uglii negatif
meme kanserleri (TNBC) meme kanserinin molekiiler siniflandirilmasinda kullanilan
ti¢ markirinda negatif profil sergilemesidir, yani ER-, PR- HER2- olmasi durumudur
[79]. TNBC’ler genellikle daha geng¢ kadin popiilasyonunda, 50 yasin altinda farkli
istatistiklere gore %10 ve %17 veya %10 ve %24 arasinda artis gostermektedir [80].
TNBC’ler agrasif molekiiler tip olarak hastalarda metastaz yapmasi daha yiiksek
oranda ve molekiiler tiplerle karsilastirildiginda risk orani daha fazladir [81]. Kanserin
bu molekiiler tipi i¢in standart terapi taksanez, antrasiklinler ve siklofosfamid gibi
ajanlar icerir [82]. Ayrica HER2 meme kanserine benzerdir [83]. Diger terapotik
stratejiler poli ADP riboz polimeraz (PARP) inhibitorleri, epidermal biiyiime faktor
reseptorleri (EGFR) inhibitorleri, Src ailesi kinaz inhibitorleri ve antiandrojenlerin
kullanimini igerir. Negatif meme kanserlerinin diisiik bir yiizdesinde fosfatidilinositol-
3’kinaz (PI13K) sinyal yolaginin inhibisyonu ile PI3K/Akt (protein kinaz B)/mTOR
(rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi) yolag: aktive edilir [83]. TNBC’ler
agresif davranig gostermesi lenfosit popiilasyonunun yiiksek yogunlugu ile iligkilidir
[84].
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2.6. Meme Kanseri Patogenezi

Proliferatif meme anomalileri meme kanseri riskinde artisa neden olur. Duktal
hiperplazi, intraduktal papillomalar, sklerozan adenoz ve fibroadenomlar gibi atipiksiz
proliferatif meme lezyonlari; meme kanseri olusum riskini genel niifusun yaklagik 1,5-
2 kata kadar yiikseltir [85]. Duktal ve lobiiler dahil olmak tizere atipik hiperplazi
genellikle tarama MG’sinde bulunur ve meme Kkanseri riskinde Onemli artis
gostermektedir. Atipik hiperplaziye sahip kadmnlar popiilasyona kiyasla yaklasik 4,3
kat daha fazla kanser riski tagirlar [86].

Yumurtaliklar ve bobrek istii bezleri tarafindan iiretilen tireme hormonlarinin,
meme kanserinin patogenezinde yer aldigi bilinmektedir. Hormonlara tepki vermeyen
kanserler kadin tiireme periyodunda kayda deger bir insidans degisikligi
gostermemektedir. Yaslanma ile meme kanseri insidansinin yiikselisi ve meme kanseri
patogenezinde steroid hormonlarin roliinii desteklemektedir. Meme kanserinin
patogenezinde etken faktorlerden hangisinin baskin rol oynadigi hala net degildir [87]
(Sekil 3).

PREDISPOZAN PRESIPITAN
FAKTORLER FAKTORLERI
Cinsiyet Etiyoloji Beslenme
Yas (bilinmiyor) Tedaviye uyumsuzluk
_ immiinosupresyon
Genetik Oral kontraseptif
kullanimi
|
Hiicresel DNA'nin genetik mutasyonu
(P53, BRCA-1 ve BRCA-2 genleri)
I
Biiylimeyi destekleyen Tiimor siipresor genlerin Apoptozu kontrol eden
onkogenlerin aktivasyonu inaktivasyonu gendeki degisiklikler

Siit kanalindaki kanser hiicrelerinin
diizensiz proliferasyonu ve farklilagsmasi

|

Malig tlimoriin
biiyiimesi

)

Sekil 3. Meme kanseri patofizyolojisi 3

14



2.7. Bityiime Faktorleri ve Meme Kanseri Gelisimi

Meme kanserinin molekiiler mekanizmasini bazi biliylime faktorleri kontrol
etmektedir. Bunlar;, HER2/neu, ostrojen ve prolaktin hormonlaridir. Son yapilan
aragtirmalarda goriildiigii gibi prolaktin yanisira BH’da meme bezi gelisimiyle iligkili
oldugu ve ergenlik cagindaki duktal epitel farklilagsmasinda biiyiik rolii oldugu
bildirilmistir [88]. Memede bulunan karsinomalarda hem BH hem de biiylime
hormonu reseptoriiniin  (BHR) ekspresyonu varligi saptanmistir [89]. Postnatal
biliylime sirasinda kemik ve kas tizerindeki etkisini gosteren aktif IGF-1 i¢in aktif BH
sinyali gerekmekle birlikte, meme karsinomasinda parakrin ve otokrin biiyiime
sinyalleri belirlenmistir [90]. Bu kanit1 destekleyen meme kanseri hastalarinda serum
BH seviyelerinde artis goriilmiistiir [91]. Tiim bulgular; ergenlikten sonra serum BH
seviyesini asan akromegali hastalar arasinda meme kanseri vakalarinin yiiksek oranda

mevcut olmasi ile desteklenmektedir [92].

Mukhina ve arkadaslari tarafindan otokrin BH sinyalinin epitelial mezenkimal gecise
(EMT) yol acarak, MCF-7 meme Kkanseri hiicrelerinde occludin ve fibronektin
ekspresyon seviyelerini arttirmasi sayesinde metastatik profil olusumuna neden
olmustur [93]. Ayrica; ER negatif MDA-MB-453 ve SKBR-3 meme kanseri
hiicrelerinde arttirilmis BH ekspresyon aracili tiimorogenez ve metastaz oldugu
gorilmistir [94]. Otokrin BH kazandirilan MCF-7 hiicrelerinde p38 ve p44/42
sinyalinin indiiklendigi tespit edilmis, ancak hem p38 hem de 044/42 inhibitorleri olan
SB203580 ve PD98059 siras1 ile MCF-7 BH+ hiicrelerinde BH sinyaline bagl
p38/p44/42 inaktive ederek proliferasyonunu engelledigi gosterilmistir [95]. Ayrica
otokrin BH sinyali, MCF-10 meme epitel hiicrelerinde anormal hiicre proliferasyonunu
ve apoptotik hiicre Oliimiiniin onlenmesine yol agan siklin-D1, c-myc, B-hiicreli
lenfoma 2 (Bcl-2)’nun artmasi ile onkojenik doniisiimii tetikledi [96]. Meme kanseri
hiicrelerinde mitomisin C [97], tamoksifen [98], daunorubicin [99] ve doksorubisin
[100] gibi ilaglara karst BH aracili kemorezistansin daha yiiksek ekspresyon oldugu
goriilmiistiir [100, 101]. Ancak, otokrin BH sinyalinin arsenik trioksite karsi hassas
fenotipe yol agtigi, MCF-7 hiicrelerinde gosterilmistir. Meme kanseri hastalarinda
cogunlukla kullamilan klinik olarak onayli olmasina ragmen kemoterapik ilaglar,
kemorezistans fenotipini arttirabilir. Bu sebepten &tiirii metastatik meme kanseri

hastalarinin tedavisinde yeni ilaglar gerekmektedir. Son donemde meme kanseri
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gelisiminde postnatal biiyiime tlizerinde etkisi olan BH’nun meme gelisimi, ilag¢ direnci

gibi alanlarda etkili oldugu gosterilmistir [102].

2.8. Bilyiime hormonu

BH viicudun biiyiime ve gelismesinde énemli bir peptid hormondur [3]. BH,
on hipofizdeki somatotrofik hiicreler tarafindan salinir ve 191 amino asitten olusur. Bu
hormon ayni zamanda metabolizma, zihinsel beceri, yaslanma, kalp ve bagisiklik
fonksiyonunu etkileyen bir primer hormondur. BH kas ve kemik tizerindeki anabolik
hareketi ve yag dokusu tlizerindeki katabolik hareketi giiclendirir. Ayrica BH, bobrek
yoluyla sivi  tutmayr ve karaciger 1lizerindeki metabolik etkileri tesvik
eder. Karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasini, bagisiklik ve kardiyak
fonksiyonunu diizenler. BH, ¢ok salgilanmasi durumunda akromegali hastaligi, az
salgilanmas1 durumunda nanismus hastaligina neden olmaktadir [103].

Hiicresel ¢ogalma, farklilagma ve yaslanmayi kontrol ederek yasamda rol
oynar. Hiicresel diizeyde, BH dogrudan veya dolayli olarak hiicre tiiriine ve durumuna
baglh olarak cesitli islevleri vardir. Ornegin; epifiz prekondrositlerinin kondrositlere
ve 3T3-F442A preadipositlerindeki olgun adipositlere hiicresel farklilagmasi,
monositlerin kemotaksisi, meme ve endometriyal kanser modellerinin gogii ve
proliferasyonu. Ayrica BH, karacigerde ¢ogu dokuda BH’a yanit olarak iiretilen IGF-
I'in hareketiyle de ortaya ¢ikar. Boylelikle, BH dogrudan ve dolayli olarak fizyolojik
etkilere neden olmaktadir [104] (Sekil 4).
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Sekil 4. Biiyiime hormonu salimimu ve biyolojik fonksiyonlar: 4

BH 6n hipofizden salgilanir, hipofiz ve ¢esitli hedef dokularin plazma zari
iizerindeki BHR’ye baglanmasiyla BH sinyal yolag1 baslamaktadir. BH, BH reseptoriine
baglanmasiyla hem BH hemde BHR’deki ¢oklu tirozinleri fosforile eden BHR iligkili
tirozin kinaz Janus kinaz 2 (JAK2)’yi aktive eder. Aktive edilmis BHR-JAK2 kompleksi
cesitli sinyal yolaklarmin aktivasyonuna neden olur [105]. Boylece apoptozun
engellenmesi, diferansiyasyon ve gog, sito iskeletal, hiicresel proliferasyon, metabolik
yollarinin regiilasyon ve reorganizasyonda dahil olmak iizere ¢esitli biyolojik etkilerle
sonuglanan bir grup sinyal dizisini baslatmaktadir [106]. BH tarafindan aktive edilen bir
dizi sinyal proteinleri ve yollar1 tanimlanmistir. Bunlar; JAK ailesi, mitojenler
tarafindan aktive edilen protein kinaz (MAPK) yolagi/hiicre dist diizenlenmis kinaz
(ERK) sinyal yolag1 PI3K/Akt yolagi, sinyal transdiiserlar1 ve STAT olmak {izere BH
tarafindan aktive edilen yolaklar oldugu bilinmektedir [107] (Sekil 5).
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2.9. Meme Kanseri Tedavi Yontemleri

Meme kanseri tedavi yontemleri hastaya gore degisiklik gosterir. Meme kanseri
tedavi edilebilen bir hastaliktir ancak kanserin hangi evrede oldugu tedavinin tipini ve
riskin boyutunu belirler. Cerrahi tedavi, radyoterapi ve kemoterapinin yani sira son
yillarda uygulanmaya baglanilan molekiiler hedefli tedavi ve immunoterapide meme
kanseri tedavi yontemleri arasindadir. Ayrica geleneksel Cin tibbinda kullanilan ilaglar
gibi tamamlayic1 terapotik yontemlerde oOzellikle Asya’da yaygin olarak
kullanilmaktadir [5]. Meme kanseri tedavisinde cerrahi yontem, radyoterapi,
kemoterapi ve hormon tedavisi tek basina veya beraber uygulanabilir. Meme kanseri
tedavisinde cerrahi tedavi ve radyoterapi lokal, kemoterapi ve hormon tedavisi

sistemik tedavi yontemleridir [108].
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2.9.1. Cerrahi Yontem

Meme kanseri erken tani ile teshis edildiginde cerrahi yontem ile tamamen yok
etmek miimkiindiir. Lokal olarak belirli bir nokta veya bir ka¢ bolge secilerek cerrahi
yontem uygulanir. Gerekirse koltuk alt1 lenf nodlarininada cerrahi miidahale yapilarak
timor dokusu uzaklastirilir. BRCAL veya BRCA2 mutasyonunu tasiyan kadinlar
yiiksek risk altinda oldugundan, bilateral mastektomi ve/veya bilateral salpingo-

oofrektomi gibi profilaktik cerrahi miidahalelerden yararlanabilirler [109].

2.9.2. Radyoterapi

Radyoterapi cerrahi miidahale dncesi ve sonrasi kullanilabilir. Cerrahi miidahale
oncesi var olan tiimori kiigliltmek amaci ile kullanilirken, cerrahi miidahale sonrasi
koltuk altinda veya meme duvarinda kalmis olabilecek tiimoér dokularini yeniden
tirememeleri ve yayilmamalar1 i¢in yok etmek iizere kullanilmaktadir [110].
Radyoterapi ile tiimorlii hiicreleri yok ederken kemoterapiye kiyasla tiimdr icermeyen
saglikli hiicrelere ¢cok daha az zarar verilmektedir. Bu tedavide yiiksek enerjili X-
1isinlart kullanilarak tiimor dokularinin DNA’larina zarar verilerek timorlii hiicreleri

yok etmek amaglanmaktadir [111].

2.9.3. Kemoterapi

Kemoterapi metastatik tiimorlerin tedavisinde kullanilan temel yontemdir [112].
Kemoterapotik ajanlar hap, surup seklinde, damar yoluyla veya tiimor bolgesine
dogrudan enjeksiyon seklinde viicuda verilerek tiimorlerin yok edilmesi veya
biiylimesinin engellenmesiyle tiimoriin kontrol altina alinmasi hedeflenmektedir.
Kemoterapotik ajanlar en ¢ok hiicreler proliferatif donemdeyken etkilidirler.
Kemoterapi, kan dolagimini kullanarak yayildigi i¢in viicudun tiim hiicrelerine yayilir.
Viicutta tiim doku ve organlar etkiler bu yaniyla cerrahi yontem ve radyoterapiden
farklidir. Kemoterapi cerrahi tedavi ve radyoterapi gibi lokal bir tedavi degildir. Kemik
ilig1 supresyonu, norotoksisite, gastrointestinal reaksiyon ve karaciger, bobrek hasari
gibi yan etkileri oldugu bilinmektedir [113]. Ayrica kemoterapotik maddeler; ¢coklu
ilag direncini indiikleyerek, tedavinin basarisizligini ve hastaligin tekrar niiks etmesine
neden olabilmektedirler. Kemoterapi genellikle 35 yas {stii kadmlar igin
onerilmektedir [114].
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2.9.4. Hormonal Terapi

Hormon tedavisi 1896 yilinda Sir Thomas Beatson tarafinda bulmustur. ileri
meme kanseri olan bir dizi hastada yaptig1 ¢alismalarla, hormon tedavisi uygulayarak
hayatta kalmanin daha fazla oldugunu gozlemleyerek bu tedaviyi sunmustur [115].
Cerrahi tedavi ve radyoterapi; lokal tedavi, kemoterapi ve hormonal terapi; sistemik
tedavi yontemleri olarak kabul edilmektedir. Hangi tedavi uygulanacagi, hastanin
prognoz skoru ve niiks etme riskine bagli olarak belirlenmektedir [116]. Meme
kanserinde hormonal tedavi tiimorlerin hormon reseptorlerini (HR+); strojen (ER+),
Progesteron (PR+) veya ikisinide ifade eden hastalara uygulanmaktadir. Neoadjuvan,
adjuvan ve metastatik hastalarda hormonal tedavi uygulanabilmektedir [117].

Hormon tedavisi HR+ meme neoplazmi olan tiim hastalarda zorunludur. Hem
adjuvan hem metastatik hastalikta etkindir. Menopoz 6ncesi ve menopoz sonrasinda
tek aktif adjuvan hormonal tedavi Tamoksifen’dir. Adjuvan tedavi siiresi boyunca
hastaliksiz sag kalimi, kontrolateral meme kanseri goriiniimiinii ve genel sag kalimi
etkilemektedir. Aromataz inhibitorler; Anastrozol, Ekzemestan, Letrozol sadece
menopoz sonrast donemde kullanilmaktadir. Fulvestrant, Tamoksifen tedavi sonrasi
veya tedavi sirasinda tekrarlayan durumlarda kullanihir. LTHT (Liitein hormon
salgilatan hormon) analoglari menopoz 6ncesi hastalarda adjuvan ve bazi niiks etme
durumlarinda kullanilmaktadir. HR+ meme neoplazmalarin yaklasik %50’si hormon
tedavisine direnglidir. Hiicresel biiyiime yolaklarinda bulunan Palbociclib ve
Everolimus gibi bazi molekiiller hormon tedavisine direnci tersine gevirmektedir
[118].

2.10. Curcumin

Curcumin [1,7-bis(4-hidroksi-3-metoksifenil) 1,6-hepta-diene- 3,5-dion],
“Curcuma longa’’ bilinen adiyla zerdegal bitkisinin kokiinden iiretilen dogal bir
bilesiktir [119]. Kimyasal olarak Curcuma tiirlerinin ribozomlarindan ¢ikarilan diisiik
molekil agirlikli bir polifenol tiirevidir. Curcuma longa; kisa boylu, uzunlugu yaklasik
100 cm'ye kadar ¢ikan ¢ok yillik bir bitkidir. Hint kitasinda ve tropikal iilkelerde,
ozellikle de Giineydogu Asya'da dogal olarak yetismektedir. Bu bitkinin kok seklinde
olan yapisi baglica bileseni turmeron igeren ugucu bir yagdir. Curcuminoidler

curcuminin renklendirici ajanlaridir. Curcuminoidler; curcumin, demetoksicurcumin,
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5’-metoksicurcumin ve dihidrocurcuminden olusur. Kok seklinde olan kismindan elde

edilen toz sekli zerdegal; ayn1 zamanda parlak sar1 bir baharattir [6] (Sekil 6).

Keto formu

Enol formu

Sekil 6. Curcumin’nin keto ve enol formu molekiiler iki boyutlu ve ii¢ boyutlu yapisi

Curcumin hiicre igindeki etkileri basta antioksidan o©zelligi olmak {izere
bagisiklik sisteminin gesitli yolaklarini, hiicre dongiisii kontrol noktalarini, apoptozu,
timor ilerlemesini kontrol eden yolaklar1 ve buna bagli proteinleri, molekiilleri
etkileyen ¢ok fonksiyonlu, farmakolojik olarak giivenli bir dogal ajandir. Ayrica bir
gida katki maddesi olarak kullanilmaktadir [120]. 5.000 y1l 6ncesine dayanan eski Hint
sifa sisteminde curcumin farkli hastaliklarda iltthaplanmay1 hafifletmek gibi cok cesitli
ihtiya¢ durumlarinda "bitkisel aspirin" ve "bitkisel kortizon" olarak ¢aglar boyunca
kullanilmistir [121]. Inflamatuar mediyatérler, biiyiime faktorleri enzimler, tasiyict
proteinler, metal iyonlari, tiimor baskilayicilar, transkripsiyon faktorleri,
onkoproteinler ve hiicresel niikleik asitler gibi molekiillerle etkilesime girmektedir. Bu
etkilesimler; dolayli veya direk olarak kovalent, kovalent olmayan hidrofobik ve
hidrojen bag ile kurulabilir [122]. Farkli baglanma kapasitesine sahip kimyasal yapisi,
cesitli hedefler ile etkilesime girme yetenegi agisindan hayati 6nem tasir [123].

Curcumin tedavi edici 6zellikleri anti-oksidan, anti-artritik, anti-amiloid, anti-
istemik ve anti-inflamatuar etki igermektedir. Cilt, akciger, pankreas, kolon, bagirsak
ve meme kanserine karst koruyucu ve terapdtik etkinlige sahip oldugu, timor

anjiyogenezisi ve metastazin1 baskiladigi bilinmektedir [124]. Curcumin 6nemli
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Olclide kanser gelisimini inhibe ettigi ve kimyasal yoldan kanser Onleyici ve

kemoterapdtik ajan olarak kabul edilmektedir [125].

2.11. Curcumin ve Kanser

Baz1 bitki ozleri, sitotoksik ajanlarin yan etkileri olmaksizin anti-kanserojen
ozellikler gostermislerdir. Baharatlar uzun yillardir gida aromalar1 ve ila¢ yapiminda
kullanilmaktadir. Baharatlarla yapilan ¢alismalar gesitli kanser tiirlerinde apoptozu
indiikleme, proliferasyonu inhibe etme, tiimorlerin migrasyonu ve invazyonu gibi
etkilerin meydana geldigini gostermektedir. Mide, karaciger, akciger, kolorektal,
meme, serviks, pankreas ve prostat gibi kanser tiirlerinde anti-oksidan, anti-
inflamatuar ve immiinomodiilator etkileri kanitlanmistir [126]. Yapilan ¢alismalarda
curcuminin protein kinaz MAPK, Akt, Bcl-2; transkripsiyon faktorleri niikleer faktor
kappa B (NF-kB), aktif protein-1 (AP-1); STAT-3; siklooksijenaz (COX-2) gibi
enzimler; matriks metalloproteinazlar (MMP) ve lipooksijenaz (LOX) iizerinde etkili
oldugu goriilmiistiir [127-129].

Tiimor biiylimesi ve metastazinda rol oynayan ve meme kanserinde eksprese
edilen ER, curcumin ile hem ER+ hem de ER- hiicrelerde proliferasyon inhibe edildigi
bilinmektedir. Ayrica apoptoz inhibitorleri olarak bilinen kaspaz-3, kaspaz-7 ve kaspaz-
9’un curcumin ile inhibe edildigi gosterilmektedir [9].

Curcumin stireci anti-inflamatuar, anti-kanserojen, anti-metastatik 6zelliklere
sahiptir ve timor olusumunu inhibe etmektedir [130, 131]. Ayrica curcumin; MMP-2,
Bcl-2, Bcl-2 iliskili X proteini (Bax), flep endoniikleaz 1 (Fenl), NF-E2 ile iliskili faktor
2 (Nrf) ve PI3K/Akt sinyali in vitro meme Kkanseri regiilasyonunda aktivite
gostermektedirler. [7, 119, 132, 133].

Meme kanserinde curcumin kemoterapdtik ve sitotoksik etkileri {izerine
caligmalar yapilmaktadir. Curcumin MCF10A hiicrelerinde Bcl-2’yu azaltarak ve
Bax’in regiilasyonunu arttirarak hiicre 6liimiinii indiiklemektedir [119]. Aym etkiler
MDA-MB-231 ve MCF-7 gibi meme kanseri hiicre hatlarinda da gézlemlenmektedir [7,
134]. Curcumin PI3K/Akt sinyal yolagi ile apoptozu tetiklemistir [132].

Curcumin hipoksideki hipoksiyle indiiklenen faktor-la (HIF-1a) ve HIF-2a
protein seviyelerini diisiirmektedir. Curcumin MCF-7 karsinoma hiicrelerinde hem
hipoksi hem normoksi olarak aril hidrokarbon reseptorii niiklear translokatorii (ARNT)

protein seviyesini ve HIF transkripsiyonel aktivitesini azalttigi goriilmektedir [135].
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Ayrica 12-O-tetradekanoilflorbol-13-asetat (TPA) ile indiiklenen MMP-9 ekspresyonu
ve hiicre invazyonu, protein kinaz C-a’nin (PKC-a) bastirilmasiyla, MAPK ve NF-
kB/AP-1 yoluyla curcumin tarafidan inhibe edilmektedir [136]. F-box protein S-faz
kinaz-iliskili protein 2 (SKP2) meme kanseri gelisiminde 6zellikle ER-HER2 negatif
meme kanserleri, meme kanseri ilerlemesinde rol oynamaktadir. Curcumin MDA-MB-
231 meme kanseri hiicrelerinde P27 indiiksiyonu ve SKP2 inhibisyonu aracilig ile
hiicre biiylimesini inhibe ettigi bilinmektedir. Ayrica Curcumin 6zellikle ER/HER2

negatif meme kanserlerinde kanser hiicre biiyiimesini inhibe etmistir [137] (Sekil 7).

Transkripsiyon faktorleri
NF«B |,AP-1 |, Notch-1 |, ERE 1

( Enzimler \ STAT-1 |, STAT-3 |, CREB-BP |,
EGR-1 |, WT-1 |, B-katenin |,

ATPaz |, FPT |, COX-2 |,

Telomeraz |,5-LOX |, GCL |, HIF-1) Nrf2 ] PPARy ]

Biiyiime Faktorleri

GICL |,MMP |,0DC |, I FGF |, HGF |, PDGF |,
NQO-1 |, Src-2 |, TMMP-3 |,

KDesaﬁ'naZ 1, GST |,iNOS ij \ 1

TGF-1 |, EGF |, VEGF |

/ Kinazlar \

FAK |,AAPK |, EGFR-K |,

inflamatér sitokinler

‘ PTK |, MAPK |, PKA |,
IL-1 ], 1L-2 |, IL-5 |, IL-6 '

PKB |,PhK |, Ca*2PK |,

b8 |, 112 |, 118 |, ERK |, PAK |, JAK |,

MCP |, MIP |, TNF-a | 1 \ \ IL-1Rak |, Pp60C-TK | j

Reseptorler Digerleri
IR |,FasR |,ER-a |,EPCR |, UPa |, BelxL |, Bcl-2 |,
H2R |,EGFR |, HER-2 |, IL-8R |, Hsp-70 |, ICAM-1 |, IAP-1 |,
CXCR4 |, AHR |, LDLR |, ITR |, Siklin D1 |, ELAM-1 |,
AR |,DR-4 1,DR-5 1 MDRP |, DEF-40 1, p53 1

Sekil 7. Curcumin’nin etkili oldugu biyomolekiiller

Toksik olmayan ve oldukca anti-oksidan, anti-inflamatuar bir madde olan
curcuminin  ¢ok  yonlii  terapétik,  farmakolojik  etkilerinin  oldugu
kanitlanmistir. Curcuminin bu etkileri sadece kansere kars1 koruyucu ve terapdtik bir
madde olarak kullanilmasini saglamanin yani sira insan viicudunda ROS ve iltihap ile
miicadele i¢in anti-inflamatuar bir ajan olarak kullanim yolunu da saglamaktadir [121].

Curcumin hedefleri: enzimler, sitokinler, biiyiime faktorleri ve bunlarin reseptorleri,
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apoptoz ve hiicre ¢cogalmasini diizenleyicileri olarak hareket eden proteinler gibi bir

cok molekiillerdir [138].

Meme kanserinde Bcl-2 ailesinin 6nemli bir yeri vardir. Bcl-2 ailesine mensup
proteinlerin bazilar1 pro-apoptotik bazilari ise anti-apoptotik goérev yapmaktadir.
Curcumin bu proteinleri arttirarak veya azaltarak hiicre 6liimiinli indiiklemektedir.
Pro-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyesi olan proteinler apoptozu indiiklemekte, anti-apoptotik
Bcl-2 ailesi liyesi olan proteinler apoptozu baskilamaktadir. Farkli isleyisleri olan
proteinlerin fonksiyonlarin yapilarindaki Bcl-2 homoloji bdlgeleri tarafindan
diizenlenmektedir. Anti-apoptotik ve pro-apoptotik proteinlerin yapisinda 4 tane Bcl-
2 homoloji domaini bulunmaktadir [139] (Sekil 8).

Birden fazla alana etki eden pro-apoptotik BCL2 ailesi proteinleri:
BAK ve BAX (BH: Bcl-2 homoloji domaini)

BH3 BH1 BH2

N — e &

Birden fazla alana etki eden anti-apoptotik BCL2 ailesi proteinleri:
BCL2, BCLX,, BCLW, BCLB, MCL1 ve BFL1

BH4 BH3 BH1 BH2

YR — — — i |

BH3 sadece pro-apoptotik BCL2 ailesi proteinleri:
BIM, PUMA, BID, BAD, NOXA, BIK, BMF ve HRK

BH3

N- — e

Sekil 8. Bcl-2 ailesi proteinlerinin bulunduklar1 homoloji bolgeleri ®
2.12. Sitokinler

Bagisiklik sisteminde hiicreler arasi iletisimi yonlendirebilen yliksek diizeyde
indiiklenebilen salgi proteinleridir. Bunlar tiimor nekroz faktdrleri, interlokinler,
interferonlar ve koloni uyarici faktorler olmak iizere gruplandirilan protein aileleridir.
Bu proteinlerin bazilarinin yanisira reseptorlerinin organizmalarda fizyolojik ve
patolojik kosullar altinda iiretildigi bildirilmistir. Inflamasyon tiimor baslatmas,
biliylimesi, anjiyojenez ve metastaz gibi tiim olaylarda sitokinlerin gorevli oldugu

bildirilmistir. Sitokinlerin meme kanserinde indiiksiyonun ve proteksiyonun
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diizenlenmesinde Onemli bir rol oynadig1 bilinmektedir. Bu bilgi 6zellikle meme
kanseri ve diger kanserle iliskili hastaliklara yeni terapotik yaklagimlarin 6nerilmesi
i¢in temel olabilir [10].

Curcumin’nin ¢ok sayida sitokin salimimini inhibe ettigi bilinmektedir.
Curcuminin monosit ve makrofajlardan IL-1p, IL-8, tiimo6r nekroz faktorii o (TNF-au),
monosit kemoatraktan protein-1 (MCP1) ve makrofaj enflamatuvar protein-la
(MIP1a) salinimini baskiladigi bildirilmektedir. Ayrica curcumin; interlokin-6 (IL-6),
IL-10, interferon y gibi sitokinlerinde ekspresyonunu azalttigi, inflamazyonda belirgin

bir azalmaya ve fibrozis azalmasi ile baglantili oldugu goriilmektedir [140] (Tablo 3).

Tablo 3. Curcumin’nin Interlékinler iizerine etkisi

Curcumin Biyomolekiil Fonksiyonlan
Etkisi
! IL1 Major pro-inflamatuvar sitokin, hematopoez, CNS geligimi
! IL2 T-hiicresi lenfosit diferansiasyonu
) IL4 B-hiicre proliferasyonu
! IL5 Immiinoglobin salgis1, eozinofil fonksiyonu, allerji
! IL6 Major pro-inflamatuar sitokin, B-hiicre diferansiasyonu, sinir
hiicresi diferansiasyonu
! IL8 Notrofil kemotaksis, anjiyogenez
1 IL10 Anti-inflamatuvar sitokin, T-hiicre uyaric1 etki
! IL11 Akut faz proteinlerini indiikler, antijen-antikor reaksiyonlari,
kemigin yeniden yapilanmasi
l 1L12 hiicre i¢i patojenlere karsi savunma
l 1L13 matris metalloproteinazlar1 indikler, IgE ‘i indiikler
! 1L17 Pro-inflamatuvar sitokin

2.13. Curcuminin klinik uygulamalari

Curcuminin anti-inflammatuar, anti-oksidan, anti-karsinojenik etkileri prostat,
kolon, akciger, meme kanseri gibi pek cok kanser iizerinde etkisi in vitro ortamda
gosterilmistir. Ayrica in vivo kanser fare modellerinde curcuminin tiimor baskilayici,
metastazi etkileyici rolii belirlenmistir [141]. Pre-klinik ¢alismalardan elde edilen
sonuglar dogrultusunda curcuminin klinik uygulamalar1 prostat, kolon, pankreas ve

meme kanserinde devam etmektedir [142, 143]. Curcuminin ve metabolitlerinin kolon
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kanseri hastalarinin serumlarinda giinliik 8.000 mg curcumin uygulanan ii¢ aylik ilag
rejiminde yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) analizlerine gore hasta
serumlarindaki curcumin miktarinin diisiik oldugu tespit edilmistir. Ancak pek ¢ok
malign klinik vakalarda curcuminin giinliik 8.000 mg uygulamasinin etkin tedavi edici
rolii gosterilmistir. Hatta giinliilk curcumin ilag uygulama dozununun 12.000 mg/giin

olarak daha etkin olacag {izerinde ¢aligsmalar bulunmaktadir [144].

Klinik 6ncesi veriler curcuminin pankreas kanserine karsi giiclii bir etkinlige
sahip oldugunu gostermekte ancak daha yiiksek maruz kalma seviyelerine ulagmast
gerekmektedir [145]. Pankreas kanserine sahip kisilerle yapilan klinik ¢aligmalarda
curcuminin klinik biyolojik etkileri arastirilmistir. On sekiz aydir hastaligi stabil
devam eden kisilerde serum sitokin seviyelerinde (IL-6, IL-8, 1L-10 ve IL-1 reseptor
antagonistleri) anlamlr artiglar (4-35 kat) buna eslik eden kisa fakat belirgin bir timor
gerilemesi (%73) tespit edilmis ve herhangi bir toksisite goériilmemistir [146].
Curcuminin Faz 1 caligmalari; giinlik 8.000 mg’a kadar oral dozlarda giivenle
uygulanabilecegini gostermektedir [144, 147]. Ayrica curcuminin diger bir faydasi ise
zayif oral biyoyararlanimi nedeniyle azaltilabilir [148]. Curcuminin hastalarda ki
periferik kan mononiikleer hiicrelerinde NF-kB, COX-2, fosforillenmis sinyal
transdiiseri ve transkrinsiyon 3 aktivatoriniinii down-regiile ettigi bildirilmistir. Oral
curcumin iyi derecede tolere edildigi ve sinirli absorbsiyonuna ragmen pankreas
kanseri olan bazi hastalarda biyolojik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Boylece,
biyolojik stabilitesinin curcumin formiilasyonlar1 arttirmak tizere farmakolojik
etkinligi yiiksek analoglar veya nanopartikiil, lipozom ile kapli curcumin gelistirmeye
yonelik planlar curcuminin anti-timor aktivitesini desteklemek ve arttirmak icin

faydali bir strateji olarak onerilmektedir [146, 149].

Baska bir caligmada, gastroinstestinal sistem disindaki dokulardaki kanserin
Onlenmesi veya tedavisine yonelik bir ajan olarak oral curcuminin klinik geligimi i¢in
‘‘basarisizlik noktast’’nin diisiik sistemik biyoyararlanimi yapilan bu calisma 1s181inda
gozden gecirilmesine dair fikir uzun zamandir devam eden genel goriistiir. Glinliik bir
dozu 3,6 gram curcuminin sistemik farmakolojik 6zelliklerinin gastrointestinal sistem
disindaki bolgelerde bulunan malignitelerin 6nlenmesinde degerlendirilmesi igin

uygun olduguna karar verilmesini saglamistir [147].
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Hali hazirda 12 aktif klinik c¢alisma ¢ogunlukla kolorektal ve pankreas
kanserlerinin tedavisinde curcuminin rolii arastirilmaya devam etmektedir [147, 150].
Ayrica ilerlemis ve metastatik meme kanseri hastalarinda curcumin ile beraber
dosetaksel kombine tedavisi degerlendirilen ilk klinik c¢alismaya gore; faz I
caligmasinda, curcumin maksimum tolere edilen dozu giinde 8.000 mg, alt1 siklus i¢in
her {i¢ haftada bir uygulanan dosetaksel ile kombine tedavide 100 mg/m? olarak
belirlenmistir [151]. Giinliik olarak oral kullanimi giivenli dozu 8.000 mg oldugu
bildirilmektedir. Ayrica diger calismalarda ise sadece 1.derece ishal ve bas agrisiyla

beraber giivenli doz olarak giinde 12.000 mg curcumin kulllanilabilecegi rapor

edilmistir [144, 148].

Curcuminin insan ¢aligmalarinda simdiye kadar glinde 12 gram’a kadar giivenli
bir sekilde pankreatik kanserli hastalarda uygulanarak klinik yarar sagladigi
bildirilmistir [144, 147]. Ayrica klinik Oncesi ¢alismalarda curcuminin kemoterapik
ajan olan gemcitabine sinerjik etkileri ve curcuminin monoterapisinin klinik
caligmalardaki gilivenligi bildirilmistir [146]. Bu nedenle pankreatik kanserli
hastalarda oral curcuminin gemcitabine tabanli kemoterapi ile kombinasyonundaki
giivenilirligi ve fizibilitesi insan ¢alismasinda belirlemek i¢in faz I/Il caligmalar

yapilmistir [152].

2.14. Atiprimod

Molekiiler formiilii; C22, H44, N2 olan atiprimodun kimyasal gosterimi; N-N-
dietil-8-8-dipropil-2-azaspiro [4, 5] dekan-2-propanamin’dir [153]. Molekiiler
agirligl; 336.608 g/mol’diir. Atiprimod anti-inflamatuar etkinlige sahip bir azaspiran
katyonik amfilik bir bilesiktir. Azaspiran ve SK&F106615 isimleriyle de adlandirilir.
Azaspirenler kapsamli olarak incelenmis olsada etki mekanizmalari tamamen
anlagilamamistir [154] (Sekil 9).

Atiprimod, bir ¢esit sinyal transdiiksiyon inhibitorii ve anti-anjiyogenez ajanidir.
Kemik iligi stromal hiicreleri (BMSC) ve insan gobek basi endotel hiicrelerinden
(HUVEC) yani sira anjiyogenezden VEGF sekresyonunu inhibe eder. Buna ek olarak;
atiprimod, ksenograft bagisiklik eksikligi olan (SCID) fare modellerinde in vivo

antimiyeloma etkilerini sergilemektedir [153, 155].
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Sekil 9. Atiprimod molekiiler iki ve ii¢ boyutlu yapisi °

2.15. Atiprimod ve kanser

Atiprimod, c-Jun N-terminal protein kinazlar1 (JNK) aktive etmekte, Bax, Bad
seviyelerini regiilasyonunu arttirir ve Bcl-2’yi fosforillemektedir. Bunun sonucun da
apoptozu indiikleyen factor (AIF) ve mitokondriden sitokrom c’nin salinmasina sebep
olmakta, kaspaz-9, kaspaz-3 ve PARP’in kirilmasini aktive etmektedir. Katyonik
amfifilik bilesik olan atiprimod tiimoérlerde anti-kanserojen ozellikleri nedeniyle
arastirilmaktadir [156, 157]. Atiprimod IL-6’nin sinyal yolagini inhibe ederek, hiicre
cogalmasina ve hayatta kalmaya katkist olan sinyal transdiiser ve STAT
etkinlestirmeyi engellemektedir. Bcl-2, Bcl-X L ve Mcl-1 gibi anti apoptotik
proteinleri indirgemektedir. Atiprimod kaspaz 3’{in aktivasyonunu saglayarak ve DNA
tamir enzimi poli (adenosin difosfat-riboz) polimerazin bdliinmesi ile apoptozu
indiiklemektedir [158]. Atiprimodun ayni zamanda gii¢lii bir JAK2/JAK3 inhibitorii
oldugu bilinmektedir [159]. Ayrica ERK1/2’yi, TNF-a tarafindan tetiklenen inhibitor
KB (IkBa) ve niikleer faktor kB (NFkB) p65 fosforilasyonunu inhibe eder [160]. IL-6
ve IGF-I 6nemli multipl miyelom (MM) hiicre biiylime faktorleri olmasina ve
deksametazon (Dex) ile indiiklenen apoptoza karsi koruma saglamasina ragmen,
eksojen IL-6 veya IGF-I atiprimod kaynakli sitotoksisite karsi koruma saglar [161,
162].

Geleneksel olarak; deksametazon, doksorubisin, melfalan ve yeni olarak; arsenik
trioksit ajanlar atiprimodun indiikledigi apoptozu arttirtr. Son arastirmalar;
atiprimodun anti-proliferatif ve anti-anjiyojenik aktiviteler sergiledigini, kaspaz-3 ve
kaspaz-8’in aktivasyonu yoluyla apoptozu indiikledigini bununla birlikte MM’de Akt
ve STAT3’ilin fosforilasyonunu inhibe ettigini ileri siirmektedir [153, 158]. Ayrica in
vivo ve in vitro hiicre lenfoma modellerinde atiprimodun JNK {izerinde etki ederek
Bax, Bad anlatimini arttirdigi ve Bcl-2 fosforilasyonunu indiikleyerek sitokrom c

salimmmini arttirdign ve kaspaz-9, -3 aktive ederek apoptotik oliimii indiikledigi
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belirlenmistir [163]. Ayrica atiprimodun apoptotik etkisi hepatoselliiler karsinoma
hiicresi olan HepG2 AD38 hiicrelerinde Akt, STATS iizerinde inhibe etki gostererek
olime indiikledigi tespit edilmistir [164]. Lokemi hiicrelerinde etkin apoptotik
indiiktor gorevi yaptigr tespit edilen atiprimodun kaspaz-3 ve PARP kesilimini
indiikledigi ve STAT3 ile STATS fosforilasyonunu baskilayarak gergeklestirdigi akut
miyeloid 16semi hiicrelerinde gosterilmektedir [165]. Atiprimod hem anti-proliferatif
hem de anti-anjiyogenik aktivitesi ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile etkin oldugu
T84 kolon karsinoma hiicrelerinde hem kaspaz-9 ve -3 indiikleyerek apoptotik 6liimii
tetikledigi gosterilmektedir [166]. Ayrica atiprimodun kemik iligi ¢oklu miyelom
gelisiminin hem in vivo hem de in vitroda biiylime ve farklilagmasini engelledigi tespit
edilmistir [167].

2.16. Apoptoz

“Apoptoz” terimi Yunanca "apo"” (ayri) ve "ptosis" (diismek) kelimelerinde
tiretilmis sonbaharda yapraklarin agaglardan diismesi anlamina gelen bir kelimedir.
Apoptoz; normal dokularda gelisme ve homeostazda kritik bir rol oynayan
biyokimyasal ve genetik yollarla programlanmig bir hiicre 6limiidiir [12]. Nekrozdan
farkl1 olarak bir hiicrenin belirli uyarilar1 aldiktan sonra 6liim yoluna girmesini ifade
eder. 1972°de Kerr ve arkadaglari tarafindan ilk tarif edildiginden beri ¢ok fazla
arastirmalara konu olmustur [13].

Apoptoz; hiicre yagamasi ve hiicre 6liimii arasinda ki saglikli dengeyi korumak
icin gereksiz veya istenmeyen hiicrelerin ortadan kaldirilmasina katkida
bulunmaktadir [13]. Bagisiklik reaksiyonlarinda oldugu gibi hiicrelerde hastalik veya
zararl ajanlar tarafindan zarar gordiigiinde de savunma mekanizmasi olarak anlam
kazanmaktadir [168]. Hem fizyolojik hem patolojik olarak apoptozu tetikleyen ¢ok
saylda uyarici vardir. Ancak ayni uyarilar her zaman ayn1 sonuca gétiirmemektedir.
Ornegin; radyasyon veya kanser kemoterapik ilaglarin uyarmasiyla bazi hiicreler DNA
hasart ile apoptoza yonlenirken, baz1 hiicreler ise apoptoza gitmeyerek hayatta kalmay1
basarmaktadir [169].

Prekanserdz lezyonlar gibi stresli kosullar altinda, DNA hasar kontrol noktasi
yolunun aktivasyonu, kanser olusumunu engellemek i¢in apoptoz indiiksiyonu yoluyla
potansiyel olarak zararli DNA hasarli hiicrelerinin ¢ikarilmasinda gorev yapmaktadir

[170]. Bu sebepten otiirii, apoptotik sinyaller genomik biitiinliigiin korunmasina
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yardime1 olur. Apoptotik yollarin diizenlenmesinin sadece tlimorigenezi tesvik
etmekle kalmayarak ayni zamanda kanser hiicrelerinin tedaviye direngli olmasina
neden olmaktadir. Bu nedenle apoptozdan kaginma kanserin belirgin bir 6zelligidir.
Kanser hiicreleri; timdr gelisimini ve metastazi kolaylastiran bozulmus apoptotik
sinyal veren hiicreleri barindirmaktadir [171]. Apoptozun mekanizmasi1 kompleks
oldugu i¢in malign transformasyonuna, timor metastazina ve antikanser ilaglara

dirence yol agabilmektedir [172].

2.12.1. Ekstrinsik Sinyal Yolag:

Di1s olim reseptdrii yolu da denilen bu yolak; oliim ligantlarimin 6liim
reseptorlerine baglanmasiyla baslamis olur. Hiicre membran1 {izerinde yer
almaktadirlar. Bu reseptorler; tip 1 TNF reseptori (TNFR1)/CD120a,
Fas/APO1/CD95, TNF-R2, DR3/APO2/Weasle, DR4/TRAIL-R1, DR5/TRAIL-R2 ve
DR6’dir [173]. En ¢ok bilinen 6liim reseptorleri; TNFR1 ve Fas (CD95) proteinleridir,
bu reseptorlerin ligandlari ise; TNF ve FASL (Fas Ligandi)’dir. Bu 6liim reseptorleri;
TNF reseptoriine bagl 6liim bolgesi (TRADD) ve Fas ile iligkili 6liim bolgesi (FADD)
gibi adaptor proteinlerin yani sira kaspaz 8 gibi sistein proteazlari da bir intraseliiler
oliim alanina sahiptir [174]. TRADD ve FADD proteinleri ile hiicre i¢ine aktarilirlar.
Oliim ligandinin 6liim reseptdriine baglanmast; bir adaptor protein i¢in baglayici bir
alanin olusumuyla sonuglanir ve bu ligand-reseptor-adaptor protein kompleksi, 6liim
indiikleyici sinyal kompleksi (DISC) olarak adlandirilir [175]. Sonrasinda DISC; pro-
kaspaz-8’in toplanmasi ve aktivasyonunu baslatir. Aktiflesen enzim kaspaz-8 baslatici
bir kaspazdir. Kaspaz-8 indirgeyici veya uygulayici kaspazlari; kaspaz-3, kaspaz-6 ve
kaspaz-7 aktivasyonunu saglayarak apoptozu baslatir [176]. Ayn1 zamanda aktif
kaspaz-8; endoplazmik retikulum ve golgi aygitinin membranlarindaki kaspaz-12’yi
aktiflestirerek, kaspaz-12’nin de kaspaz-8 gibi Bid kesilimini yapmasini
tetiklemektedir. Kesilen Bid mitokondriye go¢ ederek i¢ sinyal yolagini uyararak
apoptozu tetiklemis olur [177]. Bu sebepten kaspaz-8 hem i¢sel hem digsal 6liim sinyal
yolagi igin dnemli bir kaspazdir. Igsel ve dissal apoptotik yolagin son basamaginda
kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7 hiicre iskeletini kesilimini saglar. Boylelikle DNA
fragmantasyonunu saglayarak apoptotik cisimlerin olusumunu tetikleyerek hiicrenin

programli ve kontrollii 6liimiinii gergeklestirmektedir [178] (Sekil 10).
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2.16.2. intrinsik Sinyal Yolag

I¢sel mitokondriyal yolda denilen hiicre iginde baslayan bir yolaktir. Onarilamaz
genetik hasar, hipoksi, sitosolik Ca*?nin asir1 yiiksek konsantrasyonu ve siddetli
oksidatif stres igsel mitokondriyal yolagin baslamasim tetiklemektedir. Bu yolak;
mitokondriyal permeabilitenin artmasi ve sitokrom-c gibi pro-apoptotik molekiillerin
sitoplamaya birakilmas1 nedeniyle baslar [179]. I¢sel yolak; follikiiler non-Hodgkin
lenfomada kromozom 14-18 translokasyonunun kromozomal baslangi¢ noktasinda
goriilen Bcl-2 geninden isimlendirilen ve Bcl-2 ailesine ailt bir protein grubu
tarafindan diizenlenmektedir [180]. Bcl-2 ailesi, pro-apoptotik proteinler ve anti-
apoptotik proteinler olmak tizere iki gruba ayrilir. Pro-apoptotik proteinler; Bax, Bad,
Bid, Bcl-Xs, Bak, Bik, Bim, Hrk ve anti-apoptotik proteinler; Bcl-2, Bcl-XL Bcl-W,
Bfl-1, Mcl-1"dir. Anti-apoptotik proteinler sitokrom-c’nin mitokondriyal salinimi
bloke ederek apoptozu diizenler, pro-apoptotik proteinler ise bu salinimi tesvik ederek
hareket ederler. Apoptozun baslatilip baslatilmayacagini belirleyen pro-apoptotik
proteinler ve anti-apoptotik proteinler arasindaki dengedir [181]. Mitokondriyal
intermembran boslugundan sitoplazmaya salinan diger apoptotik faktorler; ikinci
mitokondriyumdan iiretilen kaspaz aktivatorii (Smac), AIF, apoptoz protein inhibitorii
(IAP), baglayict protein (DIABLO) ve yiiksek sicaklik gerektiren protein- A2
(Omi/HtrA2). Sitokrom-c’nin stoplazmaya salinmasi ile sitokrom-c, Apaf-1, kaspaz
9’dan olusan bir apoptozom kompleksinin olusmasini ve bu kompleksin kaspaz 3’iin
aktive olmasina neden olur [182]. Diger bir yandan Smac/DIABLO veya Omi/HtrA2;
kaspaz-3 veya kaspaz-9 ile IAP’leri etkilesiminde bozulmaya yol agan apoptoz
proteinlerinin inhibitoriine baglanarak kaspaz aktivasyonunu destekler [183].

Aktive olan kaspaz-3 diger kaspazlari aktive ettigi belirlenmistir. Kaspazla
aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitoriinii inaktiflestirir. ICAD’linlin bagladig:
kaspazla-aktiflesen deoksiriboniikleaz serbestlesir. Kromatin kondensasyonu ve
oligoniikleozomal DNA fragmantasyonu meydana gelir. Kaspaz kaskad:i ile 6lim

sinyali amplifiye edilerek iletilmis olur [184] (Sekil 10).
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BOLUM III

3.1. MATERYAL VE METOT

3.1.1. Kullanilan Cihazlar
Kullanilan cihazlar Ekler boliimiinde Tablo 8’de sunulmustur.

3.1.2. Hiicre Kiiltiirii Donanimlar

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan donanimlar Ekler boliimiinde Tablo 9°da sunulmustur.

3.1.3. Kullanilan Kimyasallar
Calisma siirecinde kullanilan kimyasal maddeler Ekler boliimiinde Tablo 10’da
sunulmustur.
3.1.4. Kullanilan Tamponlar
3.1.4.1. 10X TBS

86,6 gr NaCl, 12,11gr Tris-Baz konulur pH: 8 ¢ ayarlandiktan sonra distile su ile
1000 ml’e tamamlanir. Hazirlanan 10X TBS, 1X TBS’e doniistiiriilerek kullanilir.

3.1.4.2. 1X TBS-Tween
1X TBS i¢ine 500 pl Tween-20 konularak hazirlanir.
3.1.4.3. Yiiriitme tamponunun

30,3 gr Tris-baz, 114 gr Glisin ve 10 gr SDS tartilarak 1000 ml distile su iginde
¢Oziinlir. Hazirlanan 10X yiiriitme tamponu jel yiiriitmesi sirasinda kullanilmak i¢in

1X’e doniistiirtiliir.
3.1.4.4. Transfer Tamponunun

200 ml 10X yiiriitme tamponunun iizerine 100 ml metanol konularak distile su ile

1000 m!’e tamamlanir.
3.1.4.5. Yiiriitme Jelinin Hazirlanmasi

Proteinler agirliklarina gore ayrilmalart i¢in %12’lik SDS poliakrilamid jelde

yiiriitiiliirler. Jel icerigi Ekler boliimiinde Tablo 11°de sunulmustur.
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3.1.4.6. Hiicre Dondurma Medyasinin Hazirlanmasi

9 ml filtre edilmis Fetal sigir serumu ve 1 ml dimetilsiilfoksit (DMSO) ile hazirlanan
dondurma medyasi1 yardimiyla hiicreler uzun siireli olarak sivi azot tankinin i¢inde

saklanabilir.

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

MCEF-7 (ER+, PR+/—, HER2- Ki67 diisik), MDA-MB-231 (ER—, PR—, HER2- Ki67),
MDA-MB-453 (HER2 ER—, PR—, HER2+ Ki67 yiiksek) ve T47D (ER+, PR+/—, HER2—
Ki67 diisiik) meme kanseri hiicre hatlart American Type Tissue Culture Collection’dan
temin edilmistir. Tiim hiicre hatlar1 tez danismaninin yiiritiiciiligiinde gergeklestirilen
TUBITAK 1001- 113Z791 numarali projesi kapsaminda iki yiiksek lisans dgrencisi
(Merve Celik ve Merve Ugur) tarafindan PC3.1 vektori ig¢ine klonlanan insan BH geni
(Dog. Dr. Ajda Coker Giirkan tarafindan iiretilmistir) lipozomal ajan ile transfekte
edilmis ve neomisin (G418) ile segilerek stabil BH anlatimi yapan MDA-MB-453,
T47D, MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlar1 gergeklestirilmistir. Stabil
BH anlatim1 yapan meme kanseri hiicreleri ile transfeksiyonda kullanilan parental hiicre
hatlar1 %10 sigir fetus serumu (FBS) ve 10 U/ml penisilin/streptomisin antibiyotigi
iceren besi yeri [[DMEM (MDA-MB-453, MCF-7 ve MDA-MB-231) ve RPMI
(T47D)] igerisinde %5 CO2 igeren 37°C etiivde inkiibe edilmistir. Hazirlanmis olan
besiyeri 0,22 uM por ¢apindaki hiicre kiiltiirii ile uyumlu filtrelerden gegirilerek steril
hale getirilip, 50 ml’lik falkon tiiplerde +4°C’de saklanmistir.

Hiicreler 25 ve 75 c¢cm?lik hiicre kiiltiirii petrilerinde biiyiitiilmiistiir. Protein
izolasyonu i¢in 100 mm’lik, RNA izolasyonu i¢in 100 mm’lik, floresan mikroskobu
caligmalar1 i¢in 12 kuyucuklu hiicre kiiltiiri petrilerine ekimler gergeklestirilmistir.
Hiicreler bir gece boyunca hiicre kiiltiirii petrilerine yapistiktan sonra tez kapsaminda
secilen ilag ve segili dozlarda, belirlenen siirelerde uygulanmis ve %5 CO; i¢eren 37°C
etiivde inkiibe edilmistir.

Gergeklestirilecek deneyler dogrultusunda hiicre ekimleri veya petri kabi
icerisindeki hiicrelerin yogunlugunun artmasi sonucunda hiicre pasajlama islemi i¢in
oncelikle ortamdan besiyeri uzaklastirilmistir. 75 mm?’lik hiicre kiiltiirii petrisi icerisine

2 ml fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikandiktan sonra PBS uzaklastirilir. Petri
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kabi igerisine 2 ml tripsin-EDTA (etilen diamin tetra asetik asit) (%0,25) eklenerek CO>
iceren etiivde 5 dakika boyunca bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicrelerin zarar
gormemesi i¢in petri kabina 2 ml DMEM besiyeri eklenerek tripsinin aktivitesi
durdurulmus ve hiicreler santrifiij tiibline alinmistir. 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij
isleminden sonra siipernatant atilmis, hiicrelerin tizerine 1 ml yeni besiyeri eklenmistir.
Iyice pipetaj yapilip homojen bir hale gelen hiicre siispansiyonu hiicre sayimima
hazirlanmis bulunmaktadir.

Hazirlanan hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak Neubauer hemositometresinin
kanalina aktarilmis ve iizeri lamel ile kapatilmistir. Hemositometrede 25 karede sayilan
hiicre sayis1, 1ml’deki hiicre sayisinin bulunabilmesi i¢in 10* ile ¢arpilmistir. 1,5x10°
hiicre, 75 cm?lik petri kaplarina ekilerek hiicrelerin pasajlama islemi

gerceklestirilmistir.

3.2.2. ELIZA Teknigi

MCF-7, MDA-MB-453, T47D ve MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri
hiicre hatlarinda BH salmimini belirlenemek amaciyla ELIZA teknigi [(ab190811-
Growth Hormone (BH) Human SimpleStep ELISA Kit, Abcam), (ab100572-Human
Interleukin-6 (IL-6) ELISA Kit, Abcam), (ab100549-Human Interleukin-10 (IL-10)
ELISA Kit, Abcam), (ab108655 Prolaktin Human ELISA Kit, Abcam), (ab100545-IGF-
I Human ELISA Kit, Abcam)] kullanilmistir. MCF-7, MDA-MB-453, T47D ve MDA-
MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicresi 2x 108 hiicre olacak sekilde 100 mm’lik
hiicre kiiltiirii petrisine ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismasi
beklenmistir. MCF-7, MDA-MB-453, T47D dogal tip ve BH+ hiicrelerine 20 puM,
MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerine 25 pM curcumin
uygulamasi yapilmistir. 24 saat inkiibasyondan sonra besiyerleri alinarak ultrasantrifiij
tiiptinden (Amicon 10 K Ultra-15 Centrifugal Filter Units) gecirildikten sonra elde
edilen 200 pl hacminde 6rnek kullanilmastir.

BH ELIZA i¢in BH, IGF-1 ELIZA icin IGF-1 ve Prolaktin ELIZA igin Prolaktin
antikoru immobilize edilmis 96 kuyucuklu petri kapi igerisine sirasiyla 250, 125, 62.5,
31.3, 15.6, 7.8, 3.9 pg/mL olacak sekilde standartlar ve 50 pl 6rnek eklendikten sonra
50 ul antikor kokteyl eklenerek 1 saat boyunca oda sicakliginda 400 rpm’de inkiibe
edilmistir.

Inkiibasyon sonunda 3 kez yikama tamponu soliisyonuyla her bir kuyu

yikanmaistir.
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Yikama sonrasinda her bir kuyuya 100 ul TMB substrat soliisyonu eklenmistir ve
10 dakika karanlik 400 rpm’de inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda substrat soliisyonu iizerine durdurucu soliiyon eklendikten
sonra 1 dakika boyunca 400 rpm’de inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda 450 nm OD degerleri 6l¢iilmiistiir.
Boylece konsantrasyonu bilinen standart degerlerinin absorbans degerleriyle birlikte
konsantrasyon/absorbans grafigi olusturulmustur. Bu grafigin egim esitliligi

kullanilarak absorbans degerleri bilinen 6rneklerin konsantrasyonlar1 hesaplanmustir.

3.2.3. Hiicre Canlihginin Belirlenmesi

Hiicre canliligini belirlemek amaciyla MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium bromit) ajan1 kullanilmigtir. MTT ajani, canli hiicre igerisinde mor
renkli formazan tuzu olusturulmasi sonucu kolorimetrik yontem ile hiicre canliligi
belirlenmistir. MCF-7, MDA-MB-453, T47D ve MDA-MB-231 dogal tip ve BH+
meme kanseri hiicresi 1x10* hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine
ekim gergeklestirilmistir. Bir gece inkiibasyonu takiben hiicrelere (20 uM) curcumin 24
saat boyunca ve 2 mM atiprimod 1 saat 6nce uygulama (T47D) ve beraber uygulama
(MCF-7, MDA-MB-453, MDA-MB-231) olarak uygulanarak inkiibe edilmistir. Ilag
uygulamasi sonrasinda hiicrelere 4 saat boyunca MTT ajan1 uygulanmig ve DMSO ile
formazan tuzlar1 ¢6ziindiiriiliip, absorbans degeri ikili dalga boyunda 570 nm ve 655

nm’ de mikroplaka okuyucusunda dl¢tim yapilmaistir.

3.2.4. Hiicre Sagkalim Analizi

MCF-7, MDA-MB-453, T47D ve MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri
hiicrelerinde curcumin ve atiprimod sitostatik etkisini belirlenmek amaciyla hiicre
sagkalim analizi gerceklestirilmistir. 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 7x10* hiicre
olacak sekilde ekim yapilmistir. 24 saat boyunca hiicrelerin yapigsmasi beklenmistir.
Yapisan hiicrelere 20 pM (MCF-7, MDA-MB-453, T47D) ve 25 uM (MDA-MB-231)
curcumin 24 saat boyunca ve 2 mM atiprimod 1 saat 6nce uygulama (T47D) ve beraber
uygulama (MCF-7, MDA-MB-453, MDA-MB-231) olarak uygulanarak inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonlar sonunda her bir kuyucuktaki hiicreler tripsin ile kaldirilarak
2000 rpm’ de 5 dakika boyunca santriflij yardimiyla ¢oktiiriilmiistiir. Hiicre pelleti 50
ul PBS ile homojenize edildikten sonra 50 pul Tripan mavisi boyast eklenerek

hemositometre laminda sayim yapilmaistir.
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3.2.5. Floresans Boyama
3.2.5.1. Diheksiloksakarbosiyanin Iyodiir (DiOC6) Boyama

Curcumin ve atiprimod MCF-7, MDA-MB-453, T47D, MDA-MB-231 dogal tip
ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde hiicre canlilig1 {izerine etkisini belirlemek amaciyla
DiOC6 boyama gergeklestirilmistir. 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 7x10* hiicre
olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismasi beklendikten
sonra hiicrelere 20 uM (MCF-7, MDA-MB-453, T47D) ve 25 uM (MDA-MB-231)
curcumin 24 saat boyunca ve 2 mM Atiprimod 1 saat 6nce uygulama (T47D) ve 24 saat
beraber uygulama (MCF-7, MDA-MB-453, MDA-MB-231) olarak uygulanarak inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda her bir kuyucuga 1 nM DiOC6 (ana stok: 4 mM) 30
dakika boyunca uygulanarak fluoresan mikroskubunda mavi filtre ile canli hiicreler

belirlenmistir.
3.2.5.2. Propidyum iyodiir (PI) boyama

Curcumin MCF-7, MDA-MB-453, T47D MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme
kanseri hiicrelerinde hiicre 6liimii lizerine etkisini belirlemek amaciyla PI boyama
gerceklestirilmistir. 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 7x10* hiicre olacak sekilde
ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismasi beklendikten sonra hiicrelere
20 uM (MCF-7, MDA-MB-453, T47D) ve 25 uM (MDA-MB-231) curcumin 24 saat
boyunca ve 2 mM atiprimod 1 saat 6nce uygulama (T47D) ve beraber uygulama (MCF-
7, MDA-MB-453, MDA-MB-231) olarak uygulanarak inkiibe edilmistir. 1nkﬁbasyonu
takiben her bir kuyucuga 2 pg/ml PI (ana stok: 50 mg/ml) uygulanarak 15 dakika etiivde

inkiibe edildikten sonra yesil filtrede 6l hiicreler belirlenmistir.
3.2.5.3. 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) Boyama

Curcuminin MCF-7, MDA-MB-453, T47D, MDA-MB-231 dogal tip ve BH+
meme kanseri hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liimii tizerine etkisini belirlemek amaciyla
DAPI boyama gergeklestirilmistir. 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 7x10* hiicre
olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismasi beklendikten
sonra hiicrelere 20 uM (MCF-7) ve 25 uM (MDA-MB-231) curcumin 24 saat boyunca
ve 2 mM atiprimod 1 saat 6nce uygulama (T47D) ve beraber uygulama (MCF-7, MDA-
MB-453, MDA-MB-231) olarak uygulanarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben
her bir kuyucuga 1 pl/ml DAPI boyas1 30 dakika uygulanmustir.
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3.2.6. Hiicre Akis Sitometresinde PI Analiz

Curcuminin Atiprimod araciligi ile JAK/STAT sinyalinin inhibe edilmesi
durumunda MCF-7, MDA-MB-453, T47D ve MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme
kanseri hiicrelerinde hiicre dongiisii iizerine etkisini belirlemek amaciyla PI boyamasi
sonrasinda akis sitometresi gergeklestirilmistir. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirli petrilerine
3x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismasi
beklendikten sonra hiicrelere 20 uM (MCF-7, MDA-MB-453, T47D) ve 25 uM (MDA-
MB-231) curcumin 24 saat boyunca ve 2 mM atiprimod 1 saat 6nce uygulama (T47D)
ve beraber uygulama (MCF-7, MDA-MB-453, MDA-MB-231) olarak uygulanarak
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler tripsin yardimiyla kaldirildiktan sonra
%70 soguk etanol ile muamele edilip fiksasyon islemi gerceklestirilmistir. Fikse edilen
hiicreler 1-2 hafta boyunca -20°C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda etanol
uzaklastirilarak 1 ml 1X PBS igerisinde 1 ul PI (1 mg/ml) boyas1 olcak sekilde boyama
yapilmistir. Hiicreler karanlikta 30 dakika boyunca bekletildikten sonra akis sitometresi

aletinde okutma yapilmistir.

3.2.7. Annexin V/PIl Boyama

MCF-7, MDA-MB-453, T47D ve MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri
hiicrelerinde curcumin ve atiprimod apoptotik hiicre 6liimii tizerine etkisini belirlemek
amactyla FITC annexin V apoptoz belirleyici kit kullanilmistir. 6 kuyucuklu hiicre
kiiltiirii petrisine 3x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmigtir. Bir gece boyunca
hiicrelerin yapismast beklendikten sonra hiicrelere 20 uM (MCF-7, MDA-MB-453,
T47D) ve 25 uM (MDA-MB-231) curcumin 24 saat boyunca ve 2 mM atiprimod 1 saat
once uygulama (T47D) ve beraber uygulama (MCF-7, MDA-MB-453, MDA-MB-231)
olarak uygulanarak inkiibe edilmistir. Hiicreler tripsin yardimiyla kaldirilarak annexin
V ve PI floresan boyalartyla boyandiktan sonra 15 dakika boyunca oda sicakliginda
karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicre akis sitometresinde FL-1 ve FL-

2 kanallarinda okutma yapilmistir.
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3.2.8. Gradiyent PZR Analizler

Genomik DNA kullanilarak IL-6, IL-8, IL-10, IL-1p, IL-1a ve 18S RNA PZR
primerleri ile Master Mix (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak 65-50 °C arasinda
PZR gerceklestirilmistir. PZR {iriinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra
transluminatorde goriintiilenmistir. Her bir primerin dizisi, baglanma sicakligi tabloda
verilmistir (Tablo 4). Ayrica her bir primerler ile gerceklestirilen Gradiyent PZR i¢in
baglanma sicakliklari tabloda verilmistir (Tablo 5).

Tablo 4. RT-PZR’da kullanilan primerlerin optimum baglanma sicakliklari.

Primer Primer Dizileri Baglanma
(Forward: F, Reverse: R) Sicakhgi (°C)
F:AATTCGGTACATCCTCGACGG
-0 R:GGTTGTTTTCTGCCAGTGCC %
F:GACCACACTGCGCCAACAC
‘& R:CTTCTCCACAACCCTCTGCAC °
L0 F:GGTTGCCAAGCCTTGTCTGA 50
R:AGGGAGTTCACATGCGCCT
F:AAACAGATGAAGTGCTCCTTCCAGG
1P RTeeAGAACACCACTTGTTGCTCCA o
F:CTACCACATCCAAGGAAGGCA
165 R:TTTTTCGTCACTACCTCCCCG >

Tablo 5. Gradiyent PZR baglanma sicakliklari

A

B

C

D

65

64

62

59

55.9

53.2

o1.1

50
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3.2.9. Revers Transkriptaz PCR (RT-PCR) Analizleri

MCF-7, MDA-MB-453, T47D ve MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri
hiicrelerinde curcuminin atiprimod ile JAK/STAT sinyalinin baskilanmasi durumunda
IL-6, IL-8, IL-10, IL-1B, IL-10o. mRNA diizeyi tizerine etkisi RT-PCR ile belirlenmistir.
2x10° hiicre olacak sekilde 100 mm’lik hiicre kiiltiirii petrisine ekim yapilmistir. Bir
gece boyunca hiicrelerin yapismast beklendikten sonra hiicrelere 20 uM (MCF-7,
MDA-MB-453, T47D) ve 25 uM (MDA-MB-231) curcumin 24 saat boyunca ve 2 mM
atiprimod 1 saat 6nce uygulama (T47D) ve beraber uygulama (MCF-7, MDA-MB-453,
MDA-MB-231) olarak uygulanarak inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda hiicreler
kaziyict yardimiyla kaldirilirak Trizol ajani ile RNA izolasyonu gergeklestirilmistir.
Izole edilen RNA’lar %1°lik agaroz jelde yiiriitiillerek goriintiilendikten sonra iScript
cDNA sentez kiti kullanilarak cDNA’ya cevrilmistir. cDNA’larin spektral analizleri
yapildiktan sonra IL-6, IL-8, IL-10, IL-1B, IL-1a. ve 18S RNA PZR primerleri ile master
mix kullanilarak PZR ger¢eklestirilmistir. Kullanilan primerlerin optimum baglanma
sicakliklar1 Tablo 1°de belirtilmistir. PZR tirtinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiildiikten

sonra transluminatorde goriintiillenmistir.

3.2.10. Total Protein izolasyonu

100 mm’lik hiicre kiiltiirii petrilerine 2x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir.
Bir gece boyunca yapigmalar1 beklendikten sonra hiicrelere 20 uM (MCF-7, MDA-MB-
453, T47D) ve 25 uM (MDA-MB-231) curcumin 24 saat boyunca ve 2 mM atiprimod
1 saat once uygulama (T47D) ve beraber uygulama (MCF-7, MDA-MB-453, MDA-
MB-231) olarak uygulanarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler 1X PBS
icerisinde kaziyicit yardimiyla kazinarak toplandiktan sonra 2 dakika 13200 rpm’de
coktiiriilmiistiir. Bu islem petrideki biitiin hiicreler toplanana kadar tekrarlanmistir.
Santrifiijle ¢oktiiriilen hiicrelere lizis tamponu eklenmisitr. Ornekler 20 dakika oda
sicakliginda calkaliyicada inkiibe edildikten sonra 20 dakika 13200 rpm de +4 °C de

santrifiij yapilmustir. Ust faz yeni ependorfa aliarak miktar tayini yapilmustir.

3.2.11. Bradford Protein Miktar Tayini

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

bilinen 6rneklerin konsantrasyonlar1 hesaplanmustir.

3.2.12. immunoblotlama Yontemi
3.2.12.1.  Proteinlerin Hazirlanmasi ve SDS-PAGE de Yiiriitiilmesi

Immunoblotlama ydntemi igin 50 ug protein ile Laemli tamponu (5X) 1:4 oranda
karistirilarak 95°C’de 5 dakika boyunca inkiibe edilmistir. %4 yiikleme ve %12’lik
ayirma SDS-PAGE hazirlanarak, sistemde ilk kuyuda protein belirteci olacak sekilde
proteinler bu jele yiiklenmislerdir. Jel yiiriitme tamponu igerisinde 80 V’de 4 saat
boyunca yiiriitiilmiistiir.

3.2.12.2. Membrana Transfer ve Bloklama

Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra yiikleme jeli kesilerek ortamdan
uzaklagtirilmigtir. Ayirma jeli biiyiikliiginde poliviniliden fluorid (PVDF) membran
jelin altina koyulmustur. Membranin altina ve jelin listiine transfer tamponu ile 1slatilmig
filtre kagitlar1 olacak sekilde hazirlanan bu sistem transfer kasetine yerlestirilmistir. 2,5
mili amper 25 voltta transferler gerceklestirilmistir. Biiylik kilodalton proteinler 5-9
dakika arasi, kiigiik kilodalton proteinler ise 2.5-4 dakika arasinda olacak sekilde
transferler yapilmistir. Transfer islemi sonunda membranlar %5’lik yagsiz siit (%0.1
Tween20 iceren 1X TBS) igerisinde 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edilerek

bloklama islemi gergeklestirilmistir.
3.2.12.3.  Primer ve Sekonder Antikor Isaretlemeleri ve Bantlarin
Gortintiilenmesi

Siit tozu icerisinden alinan membranlar, 1X TBS-Tween ile 5 dakika olmak tizere
3 kez yikandiktan sonra, primer antikorlarla gece boyu +4 °C sicaklikta
bekletilmislerdir. Birincil antikorlar %5’lik yagsiz siit tozu (% 0,1 Tween-20 igeren 1X
TBS) i¢inde asagida belirlenen dilusyonlarda uygulanmislardir:
B-aktin, IL-6, IL-10, BH, Bax, Bad, Bcl-2, Akt, PARP, Kaspaz-7, Gapdh her bir antikor
TBS-Tween-20 ile hazirlanmis yagsiz %5°lik siit tozu (Santa Cruz Biotechnolog/SC-
2325) kullanilarak 1:1000 olarak hazirlanip uygulanmistir. Anti-tavsan, anti-kegi ve
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anti-fare ikincil antikorlar HRP-konjuge ikincil antikorlar 1:3000 olarak hazirlanip
uygulanmistir (Cell Signaling Technology (CST)).

Primer antikorlarin uygulanmasini takiben membranlar 9’ar dakika boyunca oda
sicakliginda 3 kez TBS-Tween ile yikanmistir. Yikama sonunda, membranlar anti-
tavsan, anti-kegi ve anti-fare ikincil antikorlar (1:3000) ile gece boyu +4 °C sicaklikta
bekletilmistir. Ikincil antikor uygulamasinin ardindan, 9’ar dakikalik 2 TBS-Tween ve
9 dakikalik TBS yikamasi sonrasinda, ornekler kemiluminisans tampon (A ve B
cozeltilerinin  1:1 karigimi) ile 5 dakika muamele edilmistir. Membranlar
kemiluminisans tamponu ile Dbekletildikten sonra, transluminator aletinde

goriintiilenmistir.

3.2.13. istatiksel Analiz

Istatiksel analizlerin yapilabilmesi amaci ile veriler GraphPad Prism 6. versiyon
programi kullanilarak Two-way ANOVA ve Sidak c¢oklu veri analiz testi ile
degerlendirilmistir. Ayrica immunoblotlama sonuglari Imaje J programu ile yiikleme
kontrolii 6rneklerine gore degerlendirilmistir. Tiim test sonuglar ilgili sekillerin

altinda istatiksel anlamlilik sinirlar ile birlikte sunulmaktadir.
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BOLUM 1V.

4. SONUCLAR

4.1. Curcuminin prolaktin, IGF-1, IL-6, IL-10 seviyeleri iizerine etkisinin MCF-
7, MDA-MB-231, MDA-MB-453, T47D dogal tip ve otokrin BH anlatim

kazandirilmis meme kanseri hiicre hatlarinda ELIZA ile gosterilmesi

MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453, T47D dogal tip ve otokrin BH anlatimi
arttirtlmis meme kanseri hiicre hatlarindan salinan BH, prolaktin, IGF-1, IL-10 ve IL-
6 bazal seviyeleri ile curcumin uygulamasi durumunda hormon ve sitokinlerin tizerine
etkisinin irdelenmesi i¢cin ELIZA teknigi kullanilmustir.

BH ELIZA sonuglarina gére, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin medyaya
saldigt BH miktart 0,215 pg/ml iken otokrin BH anlatimi kazandirilmis MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinde BH seviyesi 5,986 pg/ml artmis oldugu tespit edilmistir. Ayrica
curcumin uygulamasi ile BH seviyesi dogal tip MCF-7 hiicrelerinde 0,684 pg/ml
artarken, otokrin BH anlatimi kazandirilmis meme kanseri hiicrelerinde 5,595 pg/ml

azalmis oldugu tespit edilmistir (Sekil 11).
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Sekil 11. MCF-7 hiicre hattinda BH seviyeleri iizerine curcumin etkisinin ELIZA teknigi ile gosterilmesi
(2 kez tekrar edilmistir, n.s. non-significant (anlamli degil))
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MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde ise medyaya salinan BH miktari
0,352 pg/ml iken otokrin BH anlatimi kazandirilmis MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinde BH seviyesi 10,247 pg/ml artmis oldugu tespit edilmistir. Ayrica curcumin
uygulamasi ile BH seviyesi dogal tip MDA-MB-231 hiicrelerinde 1,089 pg/ml artarken,
otokrin BH anlatimi kazandirilmis meme kanseri hiicrelerinde 9,648 pg/ml azalmis

oldugu tespit edilmistir (Sekil 12).
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Sekil 12. MDA-MB-231 hiicre hattinda BH seviyeleri iizerine curcumin etkisinin ELIZA teknigi ile gdsterilmesi
(2 kez tekrar edilmistir, n.s. non-significant)

MDA-MB-453 hiicre hatlarinda medyaya salinan BH miktart 0,171 pg/ml iken
otokrin BH anlatim1 kazandirilmis MDA-MB-453 meme kanseri hiicrelerinde BH
seviyesi 6,147 pg/ml artmis oldugu tespit edilmistir. Ayrica curcumin uygulamasi ile
BH seviyesi dogal tip MDA-MB-453 hiicreleri 0,181 pg/ml olarak ¢ok fazla
etkilenmezken, otokrin BH anlatimi kazandirtlmis meme kanseri hiicrelerinde BH

anlatim1 5,948 pg/ml azalmis oldugu tespit edilmistir (Sekil 13).
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Sekil 13. MDA-MB-453 hiicre hattinda BH seviyeleri iizerine curcumin etkisinin ELIZA teknigi ile gosterilmesi
(2 kez tekrar edilmistir, n.s. non-significant)

T47D meme kanseri hiicrelerinin medyaya saldigi BH miktar1 0,107 pg/ml iken
otokrin BH anlatimi1 kazandirilmis T47D meme kanseri hiicrelerinde BH seviyesi 1,493
pg/ml artmis oldugu tespit edilmistir. Ayrica curcumin uygulamasi ile BH seviyesi
dogal tip T47D hiicrelerinde 0,084 pg/ml ve otokrin BH anlatimi kazandirilmis meme
kanseri hiicrelerinde 1,142 pg/ml azalmis oldugu tespit edilmistir (Sekil 14).
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Sekil 14. T47D hiicre hattinda BH seviyeleri iizerine curcumin etkisinin ELIZA teknigi ile gosterilmesi
(2 kez tekrar edilmistir, n.s. non-significant, ***: p < 0,001)
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IL-6 ELIZA sonuglarina gére; MCF-7 dogal tip hiicre hattinda medyaya 0,298
pg/ml olarak salinan IL-6 sitokini, otokrin BH anlatimi MCF-7 hiicrelerine
kazandirildiginda 0,931 pg/ml olarak arttig: tespit edilmistir. Curcumin uygulamas ile
dogal tip MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde IL-6 seviyesi 0,325 pg/ml artarken, otokrin
BH anlatimi kazandirilan MCF-7 hiicrelerinde ise 0,431 pg/ml azaldig: tespit edilmistir
(Sekil 15).
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Sekil 15. MCF-7 hiicre hattinda IL-6 seviyeleri iizerine curcumin etkisinin ELIZA teknigi ile gosterilmesi
(2 kez tekrar edilmistir, n.s. non-significant, ***: p < 0,001)

MDA-MB-231 dogal tip hiicre hattinda medyaya 3,917 pg/ml olarak salinan IL-
6 sitokini, otokrin BH anlatimi MDA-MB-231 hiicrelerine kazandirildiginda 3,820
pg/ml olarak azaldig: tespit edilmistir. Curcumin uygulamasi ile dogal tip MDA-MB-
231 meme kanseri hiicrelerinde IL-6 seviyesi 3,731 pg/ml ve otokrin BH anlatimi
kazandirilan MDA-MB-231 hiicrelerinde ise 2,895 pg/ml azaldigi tespit edilmistir
(Sekil 16).
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Sekil 16. MDA-MB-231 hiicre hattinda IL-6 seviyeleri iizerine curcumin etkisinin ELIZA teknigi ile gosterilmesi
(2 kez tekrar edilmistir, n.s. non-significant, ***: p < 0,001)

IL-6 ELIZA sonuglarina gére; MDA-MB-453 dogal tip hiicre hattinda medyaya
salinan IL-6 sitokini 0,231 pg/ml olarak, otokrin BH anlatimi MDA-MB-453
hiicrelerine kazandirildiginda 0,311 pg/ml olarak arttig1 tespit edilmistir. Curcumin
uygulamasi ile dogal tip MDA-MB-453 meme kanseri hiicrelerinde I1L-6 seviyesi 0,188
pg/ml azalirken, otokrin BH anlatim1 kazandirilan MDA-MB-453 hiicrelerinde ise 0,336
pg/ml arttig1 tespit edilmistir (Sekil 17).
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Sekil 17. MDA-MB-453 hiicre hattinda IL-6 seviyeleri iizerine curcumin etkisinin ELIZA teknigi ile gosterilmesi
(2 kez tekrar edilmistir, n.s. non-significant)
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T47D dogal tip hiicre hattinda medyaya 0,145 pg/ml olarak salinan IL-6 sitokini,
otokrin BH anlatim1 T47D hiicrelerine kazandirildiginda 5,120 pg/ml olarak arttig1
tespit edilmistir. dogal tip T47D meme kanseri hiicrelerinde curcumin uygulamasi ile
IL-6 seviyesi 0,185 pg/ml artarken, otokrin BH anlatimi1 kazandirilan T47D hiicrelerinde
ise 4,800 pg/ml azaldig1 tespit edilmistir (Sekil 18).
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Sekil 18. T47D hiicre hattinda IL-6 seviyeleri iizerine curcumin etkisinin ELIZA teknigi ile gdsterilmesi
(2 kez tekrar edilmistir, n.s. non-significant, *: p < 0,05)

IL-10 ELiZA sonuglarina gore; MCF-7 dogal tip hiicre hattinda medyaya 0,086
pg/ml olarak salman IL-10 sitokini, otokrin BH anlatimi MCF-7 hiicrelerine
kazandirildiginda 2,491 pg/ml olarak arttig1 tespit edilmistir. dogal tip MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinde curcumin uygulamasi ile 1L-10 seviyesi 0,108pg/ml artarken,
otokrin BH anlatim1 kazandirilan MCF-7 hiicrelerinde ise 2,378 pg/ml azaldig: tespit
edilmistir (Sekil 19).
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Sekil 19. MCF-7 hiicre hattinda IL-10 seviyeleri iizerine curcumin etkisinin ELIZA teknigi ile gosterilmesi
(2 kez tekrar edilmistir, n.s. non-significant)

MDA-MB-231 dogal tip hiicre hattinda ise medyaya salinan IL-10 sitokini 0,180
pg/ml olarak, otokrin BH anlattm1 MDA-MB-231 hiicrelerine kazandirildiginda 0,642
pg/ml olarak arttig1 tespit edilmistir. Curcumin uygulamasi ile dogal tip MDA-MB-231
meme kanseri hiicrelerinde IL-10 seviyesi 0,177 pg/ml ve otokrin BH anlatimi
kazandirilan MDA-MB-231 hiicrelerinde ise 0,469 pg/ml azaldigi tespit edilmistir
(Sekil 20).
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Sekil 20. MDA-MB-231 hiicre hattinda IL-10 seviyeleri iizerine curcumin etkisinin ELIZA teknigi ile gosterilmesi
(2 kez tekrar edilmistir, n.s. non-significant, **: p < 0,01)
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Dogal tip MDA-MB-453 hiicre hattinda medyaya 0,253 pg/ml olarak salinan IL-
10 sitokini, otokrin BH anlatimi MDA-MB-453 hiicrelerine kazandirildiginda 2,460
pg/ml olarak arttigr tespit edilmistir. Dogal tip MDA-MB-453 meme kanseri
hiicrelerinde curcumin uygulamasi ile 1L-10 seviyesi 0,264 pg/ml ve otokrin BH
anlatimi kazandirilan MDA-MB-453 hiicrelerinde ise 2,513 pg/ml arttig1 tespit
edilmistir (Sekil 21).
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Sekil 21. MDA-MB-453 hiicre hattinda IL-10 seviyeleri {izerine curcumin etkisinin ELIZA teknigi ile gosterilmesi
(2 kez tekrar edilmistir, n.s. non-significant)

T47D dogal tip hiicre hattinda medyaya 0,159 pg/ml olarak salinan IL-10
sitokini, otokrin BH anlatimi1 T47D hiicrelerine kazandirildiginda 0,305 pg/ml olarak
arttig1 tespit edilmistir. Curcumin uygulamasi ile dogal tip T47D meme kanseri
hiicrelerinde IL-10 seviyesi 0,245 pg/ml artarken, otokrin BH anlatimi kazandirilan
T47D hiicrelerinde ise 0,245 pg/ml azaldig1 tespit edilmistir (Sekil 22).

50



T47D I curcumin -

—~ 1.0+
§ Curcumin +
(=)
2 0.89
=
oy
o
> 0.6+
w
o
c
o 0.4 n.s.
w * S
< I
o —_ —_
X 0.2
o
—
_I -
— 0.0 T
- + - +

Dogal tip BH+

Sekil 22. T47D hiicre hattinda IL-10 seviyeleri iizerine curcumin etkisinin ELIZA teknigi ile gosterilmesi
(2 kez tekrar edilmistir, n.s. non-significant, *: p < 0,05)

IGF-1 ELiZA sonuglarina gore; MCF-7 dogal tip hiicre hattinda medyaya 0,043
ng/ml olarak salinan IGF-I, otokrin BH anlatim1 MCF-7 hiicrelerine kazandirildiginda
0,124 ng/ml olarak arttig1 tespit edilmistir. Curcumin uygulamasi ile dogal tip MCF-7
meme kanseri hiicrelerinde IGF-I seviyesi 0,084 ng/ml ve otokrin BH anlatimi
kazandirilan MCF-7 hiicrelerinde ise 0,179 ng/ml arttig1 tespit edilmistir (Sekil 23).

~ 1.0
= MCF-7 Bl curcumin -
30.8- Curcumin +
5
c
o
> 0.6 -
w
o
< 0.4-
w
[ n.s
o
EO-Z' n.s. I T
5 L
O o -
— 0.0~ T
- + - +
Dogal tip BH+

Sekil 23. MCF-7 hiicre hattinda IGF-I seviyeleri iizerine curcumin etkisinin ELIZA teknigi ile gosterilmesi
(2 kez tekrar edilmistir, n.s. non-significant)
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MDA-MB-231 dogal tip hiicre hattinda ise medyaya 0,273 ng/ml olarak salinan
IGF-1, otokrin BH anlatimi MDA-MB-231 hiicrelerine kazandirildiginda 0,971 ng/ml
olarak arttig1 tespit edilmistir. Dogal tip MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde
curcumin uygulamasi ile IGF-1 seviyesi 0,315 ng/ml artarken, otokrin BH anlatimi
kazandirilan MDA-MB-231 hiicrelerinde ise 0,409 ng/ml azaldig1 tespit edilmistir
(Sekil 24).
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Sekil 24. MDA-MB-231 hiicre hattinda IGF-I seviyeleri iizerine curcumin etkisinin ELIZA teknigi ile gosterilmesi
(2 kez tekrar edilmistir, n.s. non-significant, ****: p < 0,0001)

IGF-1 ELIZA sonuglarina gore; MDA-MB-453 dogal tip hiicre hattinda
medyaya 0,106 ng/ml olarak salinan IGF-I, otokrin BH anlatimi MDA-MB-453
hiicrelerine kazandirildiginda 0,202 ng/ml olarak arttif1 tespit edilmistir. Curcumin
uygulamasi ile dogal tip MDA-MB-453 meme kanseri hiicrelerinde IGF-I seviyesi
0,145 ng/ml artarken, otokrin BH anlatim1 kazandirilan MDA-MB-453 hiicrelerinde ise
0,113 ng/ml azaldig: tespit edilmistir (Sekil 25).
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Sekil 25. MDA-MB-453 hiicre hattinda IGF-I seviyeleri iizerine curcumin etkisinin ELIZA teknigi ile gosterilmesi
(2 kez tekrar edilmistir, n.s. non-significant, *: p < 0,05)

Dogal tip T47D hiicre hattinda medyaya 0,066 ng/ml olarak salinan IGF-I,
otokrin BH anlatim1 T47D hiicrelerine kazandirildiginda 0,103 ng/ml olarak arttig1
tespit edilmistir. Dogal tip T47D meme kanseri hiicrelerinde curcumin uygulamasi ile
IGF-1 seviyesi 0,078 ng/ml artarken, otokrin BH anlatimi kazandirilan T47D
hiicrelerinde ise 0,075 ng/ml azaldig1 tespit edilmistir (Sekil 26).
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Sekil 26. T47D hiicre hattinda IGF-I seviyeleri iizerine curcumin etkisinin ELIZA teknigi ile gosterilmesi
(2 kez tekrar edilmistir, n.s. non-significant)
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Prolaktin ELIZA sonuglarina gére; MCF-7 dogal tip hiicre hattinda medyaya
0,213 ng/ml olarak salinan prolaktin, otokrin BH anlatimi MCF-7 hiicrelerine
kazandirildiginda 0,171 ng/ml olarak azaldig: tespit edilmistir. Curcumin uygulamasi
ile dogal tip MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde prolaktin seviyesi 0,256 ng/ml ve
otokrin BH anlatimi1 kazandirilan MCF-7 hiicrelerinde ise 0,266 ng/ml arttig1 tespit
edilmistir (Sekil 27).
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Sekil 27. MCF-7 hiicre hattinda prolaktin seviyeleri {izerine curcumin etkisinin ELIZA teknigi ile gosterilmesi
(2 kez tekrar edilmistir, n.s. non-significant)

Dogal tip MDA-MB-231 hiicre hattinda medyaya salinan prolaktin 0,276 ng/ml
olarak, otokrin BH anlatim1 MDA-MB-231 hiicrelerine kazandirildiginda 0,261 ng/ml
olarak azaldig: tespit edilmistir. Dogal tip MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde
curcumin uygulamasi ile prolaktin seviyesi 0,239 ng/ml, otokrin BH anlatinu
kazandirilan MDA-MB-231 hiicrelerinde ise 0,197 ng/ml azaldig: tespit edilmistir
(Sekil 28).
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Sekil 28. MDA-MB-231 hiicre hattinda prolaktin seviyeleri iizerine curcumin etkisinin ELIZA teknigi ile
gosterilmesi (2 kez tekrar edilmistir, n.s. non-significant)

MDA-MB-453 dogal tip hiicre hattinda medyaya 0,138 ng/ml olarak salinan
prolaktin, otokrin BH anlatimi MDA-MB-453 hiicrelerine kazandirildiginda 0,267
ng/ml olarak artt1g1 tespit edilmistir. Curcumin uygulamasi ile dogal tip MDA-MB-453
meme kanseri hiicrelerinde prolaktin seviyesi 0,235 pg/ml artarken, otokrin BH anlatim1
kazandirilan MDA-MB-453 hiicrelerinde ise 0,084 pg/ml azaldigi tespit edilmistir
(Sekil 29).
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Sekil 29. MDA-MB-453 hiicre hattinda prolaktin seviyeleri iizerine curcumin etkisinin ELIZA teknigi ile goste-
rilmesi (2 kez tekrar edilmistir, n.s. non-significant, *: p < 0,05)
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Medyaya salinan prolaktin T47D dogal tip hiicre hattinda 0,255 ng/ml olarak,
otokrin BH anlatim1 T47D hiicrelerine kazandirildiginda 0,231 ng/ml olarak azaldigi
tespit edilmistir. T47D dogal tip meme kanseri hiicrelerinde curcumin uygulamasi ile
prolaktin seviyesi 0,224 ng/ml azalirken, otokrin BH anlatimi1 kazandirilan T47D
hiicrelerinde ise 0,247 ng/ml artt1g1 tespit edilmistir (Sekil 30).
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Sekil 30. T47D hiicre hattinda Prolaktin seviyeleri iizerine curcumin etkisinin ELIZA teknigi ile gdsterilmesi
(2 kez tekrar edilmistir, n.s. non-significant)

4.2. Curcumin’nin BH ve IL-6 anlatim iizerine etkisinin MCF-7, MDA-MB-231,
MDA-MB-453, T47D dogal tip ve BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicre

hatlarinda immunoblotlama ile gosterilmesi

MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453, T47D dogal tip ve BH anlatimi
arttirllmis meme kanseri hiicre hatlarinda BH, IL-6 anlatim durumlari curcumin
uygulamasi olmadan ve oldugu durumlarda immumoblotlama teknigi ile
gosterilmistir. MCF-7 dogal tip meme kanseri hiicre hatlarinda BH bazal anlatimi
bulunmadig1, ancak otokrin BH anlatimi1 BH geni igeren plazmit aktarimi araciligi ile
kazandirildigi immunoblotlama ile gosterilmistir. Curcumin uygulamasi ile otokrin
BH anlatimi yapan MCF-7 meme Kkanseri hiicrelerinde BH anlatiminin azaldigi
immunoblotlama ile gosterilmistir. IL-6 bazal anlatiminin MCF-7 dogal tip
hiicrelerinde anlatiminin olmadigi, otokrin BH anlatim1 kazandirilan MCF-7

hiicrelerinde ise IL-6 bazal anlatimmin arttigi tespit edilmistir. Curcumin

56



uygulamasinin otokrin BH anlatimi yapan MCF-7 hiicrelerinde IL-6

baskiladig1 gosterilmistir (Sekil 31).
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Sekil 31. MCF-7 hiicre hattinda BH ve IL-6 anlatimmin immunoblotlama teknigi kullanilarak gosterilmesi

Dogal tip MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda BH bazal anlatimi
bulunmadigi, BH geni kazandirilmis MDA-MB-231 hiicrelerinde otokrin BH

anlatiminin varligr immunoblotlama ile gosterilmistir. Curcumin uygulamasi ile otokrin

BH anlatimi1 yapan MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde BH anlatiminin azaldigi

immunoblotlama ile gosterilmistir. IL-6 bazal anlatimmmin MDA-MB-231 dogal tip

hiicrelerinde anlatiminin oldugu, otokrin BH anlatim1 kazandirilan MDA-MB-231

hiicrelerinde ise IL-6 bazal anlatiminin arttig1 tespit edilmistir. Curcumin uygulamasinin

otokrin BH anlatim1 yapan MDA-MB-231 hiicrelerinde IL-6 anlatimini arttirdigt

gosterilmistir (Sekil 32).
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Sekil 32. MDA-MB-231 hiicre hattinda BH ve IL-6 anlatiminin immunoblotlama teknigi kullanilarak gosterilmesi

MDA-MB-453 dogal tip meme kanseri hiicre hatlarinda BH bazal anlatimi

bulunmadigi, ancak otokrin BH anlatim1 BH geni igeren plazmit aktarimi aracilif ile
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kazandirildigi immunoblotlama ile belirlenmistir. Curcumin uygulamasi ile otokrin BH
anlatimi yapan MDA-MB-453 meme kanseri hiicrelerinde BH anlatimimin arttig1
immunoblotlama ile gosterilmistir. MDA-MB-453 dogal tip hiicrelerinde I1L-6 bazal
anlatiminin olmadig1, otokrin BH anlatimi1 kazandirilan MDA-MB-453 hiicrelerinde ise
IL-6 bazal anlatiminin arttig1 tespit edilmistir. Otokrin BH anlatim1 yapan MDA-MB-
453 hiicrelerinde curcumin uygulamasinin IL-6 anlatimini arttirdig1 gosterilmistir (Sekil
33).
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Sekil 33. MDA-MB-453 hiicre hattinda BH ve IL-6 anlatiminm immunoblotlama teknigi kullanilarak gosterilmesi

Dogal tip T47D meme kanseri hiicre hatlarinda BH bazal anlatim1 bulunmadig,
ancak BH geni kazandirilmis T47D hiicrelerinde otokrin BH anlatiminin varligi
immunoblotlama ile belirlenmistir. Curcumin uygulamasi ile otokrin BH anlatimi1 yapan
T47D meme kanseri hiicrelerinde BH anlatimimin arttigi immunoblotlama ile
gosterilmistir. IL-6 bazal anlatiminin dogal tip T47D hiicrelerinde anlatiminin olmadigi,
otokrin BH anlatimi kazandirilan T47D hiicrelerinde ise IL-6 bazal anlatiminin arttigi
tespit edilmisgtir. Curcumin uygulamasinin otokrin BH anlatimi1 yapan T47D

hiicrelerinde IL-6 anlatimin1 baskilandigi gosterilmistir (Sekil 34).
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Sekil 34. T47D hiicre hattinda BH ve IL-6 anlatiminin immunoblotlama teknigi kullanilarak gosterilmesi
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4.3. Curcumin’in MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453, T47D dogal tip ve
otokrin BH anlatim arttirilmis meme kanseri hiicre hatlarinda sitokinler iizerine

etkisinin gosterilmesi

Curcumin’in MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453, T47D dogal tip ve otokrin
BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicre hatlarinda IL-1p, IL-6 gibi pro-
inflammatuar ve IL-8 ve IL-10 gibi anti-inflammatuar sitokinlerin anlatimi {izerine
etkisini belirlemek amaciyla RT-PCR teknigi kullanilmistir. MCF-7 meme kanseri
hiicrelerin BH anlatimi1 kazandirilmasi IL-6 ve IL-8 anlatiminlarini arttirdigi tespit
edilmistir. Curcumin uygulamasinin MCF-7 BH+ meme kanseri hiicrelerinde IL-6
anlatimini azaltirken, IL-8 anlatimini arttirdigi belirlenmistir. Curcumin uygulamasi
hem dogal tip hem de BH+ meme kanseri hiicrelerinde IL-18 anlatimini arttirdigi
gbzlemlenmistir. Ancak BH anlatiminin arttiritlmast MCF-7 hiicrelerinde 1L-10
anlatimini curcumin uygulamasindan bagimsiz olarak azalttig1 belirlenmistir. IL-10

anlatimini curcumin uygulamast ile artis belirlenmektedir (Sekil 35).

MCF-7 Dogal tip BH+
Curcumin (20 uM) M - + - +
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Sekil 35. MCF-7 dogal tip ve BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicre hatlarinda curcuminin interldkinler
tizerine etkisinin gosterilmesi. M: Markir (50 bg).
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MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerin BH anlatim1 kazandirilmasi I1L-8
anlattmint arttirirken, IL-1p bazal anlatimmi azattigt gozlenmistir. Curcumin
uygulamasi ile hem dogal tip hem BH+ MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde IL-
1 B ve IL-8 anlatiminin baskilandig tespit edilmistir. IL-6 anlatimi {izerine curcumin
dogal tip MDA-MB231 meme kanseri hiicrelerinde baskilama etkisini az da olsa
gosterirken BH+ hiicrelerinde baskilanma tespit edilmemistir. Dogal tip MDA-MB-
231 meme kanseri hiicrelerinde curcumin uygulamasi ile IL-10 anlatimi artarken, BH+
meme kanseri hiicrelerinde IL-10 anlatimi {izerine herhangi bir etkisi tespit

edilememistir (Sekil 36).

MDA-MB-231 Dogal tip BH+
Curcumin (25 uM) M - + - +
500 bg
400 bg
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Sekil 36. MDA-MB-231 dogal tip ve BH anlatimi arttirllmis meme kanseri hiicre hatlarinda curcuminin
interldkinler iizerine etkisinin gosterilmesi. M: Markir (50 bg).
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MDA-MB-453 meme kanseri hiicrelerine BH anlatimi kazandirilmasi IL-18, IL-
6, IL-10 ve IL-8 anlatimini arttirmigtir. Curcumin uygulamasi ile, IL-18 ve IL-10

anlatimmin baskilandig1 ancak IL-6 anlatiminda az bir arttis tespit edilebilmistir.

Ancak IL-8 anlatimi iizerine curcumin uygulamasmin etkisinin olmadigi

gozlemlenmistir (Sekil 37).

MDA-MB-453 Dogal tip BH+
Curcumin (20 uM) M - + - +
500 bg
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300 bg
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Sekil 37. MDA-MB-453 dogal tip ve BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicre hatlarinda curcuminin
interlokinler iizerine etkisinin gosterilmesi. M: Markir (50 bg).

T47D meme kanseri hiicrelerin BH anlatim1 kazandirilmasi IL-1p, IL-6, IL-8 ve
IL-10 anlatimin arttirdig1 dogal tip parentel hiicrelere kiyasla tespit edilmistir. Ancak
curcumin uygulamasi ile IL-1 B, IL-6, belirgin olarak anlatimlar1 baskilanirken, I1L-10

anlatiminda artis ve 1L-8 gen anlatimi tizerinde azda olsa bir azalma tespit edilmistir
(Sekil 38).
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T47D Dogal tip BH+
Curcumin (20 uM) M - + +

500 bg %
400 bg %

300 bg %
200 bg
150 bg
100 bg

IL-1B (388 bg)

IL-6 (101 bg)

18S (73 bg)

Sekil 38. T47D dogal tip ve BH anlatimu arttirilmis meme kanseri hiicre hatlarinda curcuminin interl6kinler {izerine
etkisinin gosterilmesi. M: Markir (50 bg).

4.4. Atiprimodun curcumin hiicre canlihg iizerine etkisindeki roliiniin MCF-7,
MDA-MB-231, MDA-MB-453, T47D dogal tip ve BH anlatim arttirilmis meme

kanseri hiicre hatlarinda incelenmesi

MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453, T47D dogal tip ve BH anlatimi
arttirllmig meme kanseri hiicre hatlarinda yanliz curcumin ve curcumin ile beraber
atiprimod uygulandiginda hiicre canliligi tizerine etkisi MTT teknigi kullanilarak
belirlenmistir.

MCF-7 dogal tip meme kanseri hiicre hattinda, 24 saat 20 uM curcumin
uygulamasinin hiicre canliligina % 76 oraninda ket vururken (p: <0,0001), BH anlatimi
arttirtlmis meme kanseri hiicre hatlarinda %91 hiicre canlilig1 goriilmistiir (p: 0,2485).
MCF-7 dogal tip hiicrelerde sadece curcumin uygulamasi hiicre canliligia % 76 ket
vururken, atiprimodla beraber curcumin uygulamasimin hiicre canliigint % 68
diistirdiigi tespit edilmistir (p: 0,0251). Otokrin BH anlatimi arttiritlmis meme kanseri
hiicre hatlarinda sadece curcumin uygulamast % 91 iken, atiprimodla beraber
curcumin uygulamasimin hiicre canliligina % 78’dir ket vurdugu tespit edilmistir (p:
0,0545). Atiprimod’un MCF-7 dogal tip meme kanseri hiicrelerinde hiicre canliligini
kontrol hiicrelere kiyasla % 97’ye diistirdiigii (p: 0, 5456), otokrin BH anlatimi1 yapan
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MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde ise atiprimod uygulamasimin % 96’ya disiirdigi
tespit edilmistir (p: 0,7665). Curcumin uygulanmasinin dogal tip hiicre hattinda, BH
anlattm1 arttirilmig  hiicre hattina oranla daha fazla hiicre canliligimi azaltig
gosterilmistir. Buradan otokrin BH anlatiminin curcumin’e karsi bir direng gelistirdigi
tespit edilmistir. Ancak atiprimod uygulamasi ile curcuminin hiicre canliligi ket vurma
potansiyelini arttirdigi gosterilerek curcumin ile atiprimod beraber uygulamasinin
otokrin BH bagl ila¢ direncinin kirildigt MCF-7 meme Kkanseri hiicrelerinde
gosterilmistir (Sekil 39, 40).
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Sekil 39. MCF-7 dogal tip meme kanseri hiicre hattinda curcumin ve atiprimodun hiicre canlilif iizerine etkisinin
gosterilmesi (2 kez tekrar edilmistir, *: p < 0,05)
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Sekil 40. MCF-7 BH anlatimu arttirilmis meme kanseri hiicre hattinda curcumin ve atiprimodun hiicre canliligt
tizerine etkisinin gosterilmesi (2 kez tekrar edilmistir, ***: p < 0,001)
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MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicre hattinda, 24 saat 25 uM curcumin
uygulamasinin hiicre canliligina % 81 oraninda ket vururken (p: 0,0002), BH anlatim1
arttirllmig meme kanseri hiicre hatlarinda curcumin uygulamasimmin hiicre canliligini
% 74’e diistirdiigii tespit edilmistir (p: < 0.0001). MDA-MB-231 dogal tip hiicrelerde
sadece curcumin uygulamast hiicre canliligina % 81 ket vurarken, atiprimodla beraber
curcumin uygulamasimin hiicre canliligint % 65’e diistirdiigi tespit edilmistir (p:
0,0005). Otokrin BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicre hatlarinda sadece
curcumin uygulamasi % 74 iken, atiprimodla beraber curcumin uygulamasinin hiicre
canliligina % 62 ket vurdugu tespit edilmistir (p: 0,0013). Atiprimod dogal tip meme
kanseri hiicrelerinde hiicre canliligini ilag uygulanmayan kontrol hiicrelere kiyasla %
94 diistirdiigii tespit edilmisken (p: 0,1501), otokrin BH anlatim1 yapan MDA-MB-231
meme kanseri hiicrelerinde atiprimod uygulamasinin ise % 90 hiicre canlilig1 tespit
edilmistir (p: 0,0042). MTT testlerine atiprimod uygulamasinin hem dogal tip hem de
otokrin BH anlatimi1 kazandirilmis olan MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde
curcumin uygulamasmin hiicre canliligi tizerine ket vurucu etkisini arttirdig

gosterilmistir (Sekil 41, 42).
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Sekil 41. MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicre hattinda curcumin ve atiprimodun hiicre canlilig1 iizerine
etkisinin gosterilmesi (2 kez tekrar edilmistir, ***: p < 0,001)
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Sekil 42. MDA-MB-231 BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicre hattinda curcumin ve atiprimodun hiicre
canlihig1 tizerine etkisinin gosterilmesi (2 kez tekrar edilmistir, **: p < 0,01)

MDA-MB-453 dogal tip meme kanseri hiicre hattinda, 24 saat 20uM curcumin
uygulamasinin hiicre canliligina % 72 oraninda ket vururken (p: 0,0093), BH anlatimi
arttirilmis meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre canliligi % 81°dir (p: 0.0261). MDA-
MB-453 dogal tip hiicrelerde sadece curcumin uygulamasi hiicre canliligina % 72 ket
vurarken, atiprimodla beraber curcumin uygulamasmin hiicre canliigint % 68
diistirdiigii tespit edilmistir (p: 0,8601). Ayrica otokrin BH anlatimi arttirilmis meme
kanseri hiicre hatlarinda sadece curcumin uygulamasi % 81 iken, atiprimodla beraber
curcumin uygulamasinin hiicre canliligmma % 69 ket vurdugu tespit edilmistir (p:
0,1674). Otokrin BH sinyalinin kullandigi sinyal yolunu sekteye ugratan inhibitor
olarak gorev yapan atiprimod’un MDA-MB-453 dogal tip meme kanseri hiicrelerinde
hiicre canliligini ila¢ uygulanmayan kontrol hiicrelere kiyasla % 90 diisiirdiigii tespit
edilmisken (p: 0,3733), otokrin BH anlatim1 yapan MDA-MB-453 meme kanseri
hiicrelerinde atiprimod uygulamasinin ise % 92 hiicre canliligina ket vurdugu tespit

edilmistir (p: 0,4410) (Sekil 43, 44).
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Sekil 43. MDA-MB-453 dogal tip meme kanseri hiicre hattinda curcumin ve atiprimodun hiicre canlilig: {izerine
etkisinin gosterilmesi (2 kez tekrar edilmistir, n.s. non-significant)
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Sekil 44. MDA-MB-453 BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicre hattinda curcumin ve atiprimodun hiicre
canlilig1 tizerine etkisinin gosterilmesi (2 kez tekrar edilmistir, **: p < 0,01)

T47D dogal tip meme kanseri hiicre hattinda, 24 saat 20 uM curcumin
uygulamasinin hiicre canliligmma % 61 oraninda ket vurarken (p: < 0.0001), BH
anlatimi arttirtlmig meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre canliligi % 86°dir (p: 0.0010).
T47D dogal tip hiicrelerde sadece 24 saat curcumin uygulamasi % 61 iken, 1 saat
atiprimod uygulamasiyla beraber curcumin uygulamas: % 60 (p: 0,9882), otokrin BH
anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicre hatlarinda sadece curcumin uygulamasi %86
iken, atiprimodla beraber curcumin uygulamasi %74’dir (p: 0,0014). Atiprimod’un

T47D dogal tip meme kanseri hiicrelerinde hiicre canliligini ilag uygulanmayan
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kontrol hiicrelere kiyasla % 92 diistirdiigii tespit edilmisken (p: 0,2317), otokrin BH

anlatimi yapan T47D meme kanseri hiicrelerinde atiprimod uygulamasinin ise % 95

hiicre canlilig1 tespit edilmistir (p: 0,1915) (Sekil 45, 46).
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Sekil 45. T47D dogal tip meme kanseri hiicre hattinda curcumin ve atiprimodun hiicre canlilif iizerine etkisinin
gosterilmesi (2 kez tekrar edilmistir, n.s. non-significant)
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Sekil 46. T47D BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicre hattinda curcumin ve atiprimodun hiicre canlilig
tizerine etkisinin gosterilmesi (2 kez tekrar edilmistir, **: p < 0,01)

4.5. Curcumin ve atiprimod’un MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453, T47D
dogal tip ve otokrin BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre

oliimii iizerine etkisi
Curcumin ve atiprimod uygulamasimnin MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453,
T47D dogal tip ve otokrin BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre

67



Oliimii, mitokondriyal membran potansiyel degisikligi ve niiklear kondenzasyon
iizerine etkisini gosterebilmek i¢in PI, DiIOC6, DAPI floresan boyamalar1 sirasi ile
gerceklestirilmistir.

PI floresan boyamasi uygulanarak 6lii hiicreler boyanarak goriiniir kilinmustir.
PI boyamasi ile; MCF-7 hiicre hattinda curcumin uygulamasiyla hiicre 6liimiiniin
arttig1 goriilmektedir. MCF-7 dogal tip hiicre hattinda ve BH anlatim1 arttirilmis meme
kanseri hiicre hatlarinda yakin miktarda hiicre 6limii oldugu tespit edilmektedir.
Atiprimod uygulamasi ile dogal tip ve BH anlatim1 arttirilmis hiicre hatlarinda yakin
miktarda hiicre 6limii oldugu goriilmektedir. Dogal tip ve BH anlatimi arttirilmis
hiicre hattinda curcumin ve atiprimod beraber uygulandiginda, sadece curcumin
uygulandmasina kiyasla daha fazla hiicre 6liimiiniin oldugu goriilmiistiir. Curcumin
ve atiprimod beraber uygulandiginda; dogal tip hiicre hattina oranla BH anlatimi
arttirilmis meme kanseri hiicre hatlarinda daha fazla hiicre 6liimii oldugu PI boyamasi

ile MCF-7 hiicrelerinde tespit edilmistir (Sekil 47).

Curcumin (20 uM) - + - +
Atiprimod (2 pM)

s \ : 4.:_;,,»
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MCF-7 Dogal tip

MCF-7 BH+

Sekil 47. MCF-7 dogal tip ve BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicrelerinde atiprimodun curcumin
uygulamasinin hiicre 6liimii iizerine etkisini PI boyamasi ile floresan mikroskobunda gosterilmesi. Biiyiitme: 20X.
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MDA-MB-231 dogal tip hiicrelerinde curcumin uygulamasi hiicre oliimiinii
tetikledigi PI boyamasi ile gosterilmis, atiprimod ile beraber curcumin uygulamasinda
ise PI ile boyali hiicre sayisinda artigin oldugu tespit edilmistir. Otokrin BH anlatimi
arttirllmis olan MDA-MB-231 meme Kanseri hiicrelerinde, curcuminin hiicre 6limii
tizerine etkisi atiprimod ile beraber uygulamasinin sadece curcumin uygulamasina
kiyasla belirgin olarak arttigi ve bu artisin dogal tip MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerine kiyasla daha yiiksek oldugu PI boyamas: ile floresan mikroskobunda

gosterilmistir (Sekil 48).

Curcumin (25 pM) - + - +
Atiprimod (2pM) - ) - ) + +

MDA-MB-231 Dogal tip

Sekil 48. MDA-MB-231 dogal tip ve BH anlatimu arttirilmig meme kanseri hiicrelerinde atiprimodun curcumin
uygulamasinin hiicre 6liimii tizerine etkisini PI boyamasi ile floresan mikroskobunda gosterilmesi. Biiyiitme:
20X.
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Curcumin uygulamasinin hem MDA-MB-453 dogal tip hem de otokrin BH
anlatimi arttirilmis olan meme kanseri hiicrelerinde hiicre 6liimii benzer sekilde etkisi
PI boyamasi ile goriilmiis. Ayrica atiprimod ile beraber curcumin uygulamasinin hem
dogal hem de otokrin BH anlatimi arttirilmis MDA-MB-453 meme kanseri
hiicrelerinde sadece curcumine kiyasla daha fazla oldugu tespit edilmistir. Atiprimod
uygulamasinin hiicre canlilig1 lizerine etkisinin hem dogal tip hem de otokrin BH
anlatimi arttirilmis MDA-MB-453 meme kanseri hiicrelerinde curcumine kiyasla ¢ok

diisiik oranda PI boyanan hiicreye neden oldugu gosterilmistir (Sekil 49).
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Sekil 49. MDA-MB-453 dogal tip ve BH anlatimu arttirilmis meme kanseri hiicrelerinde atiprimodun curcumin
uygulamasinin hiicre 6liimii iizerine etkisini PI boyamasi ile floresan mikroskobunda gosterilmesi. Biiyiitme: 20X.

Curcumin uygulamasinin atiprimod ile beraber uygulamasinin sadece curcumin
uygulamasina kiyasla hiicre 6liimii T47D dogal tip meme kanseri hiicrelerinde fazla
oldugu tespit edilmistir. Ancak atiprimod uygulamasmin hiicre canliligi iizerine
etkisinin otokrin BH anlatimi arttirilmis T47D meme kanseri hiicrelerinde curcumin’e

kiyasla ¢ok diisiik oranda PI boyanan hiicreye neden oldugu gosterilmistir (Sekil 50).
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Curcumin (20 pM) - + - +
Atiprimod (2 pM)
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Sekil 50. T47D dogal tip ve BH anlatinu arttirtlmis meme kanseri hiicrelerinde atiprimodun curcumin
uygulamasinin hiicre 6liimii iizerine etkisini PI boyamasi ile floresan mikroskobunda gosterilmesi. Biiyiitme: 20X.

DiOC6 floresan boyamasi uygulanarak, hiicrelerdeki Aym (mitokondri
membran potansiyeli) floresans mikroskobunda goriiniir kilinmistir. DIOC6 boyamasi
ile; MCF-7 dogal tip ve otokrin BH anlatimi arttilmig meme kanseri hiicrelerinde
curcumin uygulamasiyla Aym potansiyelinin belirgin olarak diistiigii goriilmektedir.
Curcumin ile beraber atiprimod uygulamasinin ise hem dogal tip hem de otokrin BH
anlatimi arttirtlmis MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde sadece curcumine kiyasla Aym
ciddi diisme tespit edilmistir. Ayrica sadece atiprimod uygulamasiin hem dogal tip
hem de otokrin BH hiicrelerinde Aym potansiyeli iizerinde herhangi bir farka neden

olmadigi tespit edilmistir (Sekil 51).
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Curcumin (20 pM) - + - +
Atiprimod (2 pM) - - + +

MCF-7 Dogal tip

Sekil 51. MCF-7 dogal tip ve BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicrelerinde atiprimodun curcumin
uygulamasinin hiicre 6liimii tizerine etkisini DIOC6 boyamast ile floresan mikroskobunda gosterilmesi. Biiyiitme:
20X.

MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde Aym (mitokondri membran
potansiyeli) DiOC6 boyamasini takiben floresans mikroskobunda goriiniir kilinmustir.
DiOC6 boyamasi ile; MDA-MB-231 dogal tip ve otokrin BH anlatimi arttilmis meme
kanser hiicrelerinde curcumin uygulamasiyla Aym potansiyelinin belirgin olarak
diistigii goriilmektedir. Curcumin ile beraber atipriomod uygulamasinin ise hem dogal
tip hem de otokrin BH anlatimi arttirilmis MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde
sadece curcumin’e kiyasla Aym ciddi diisme tespit edilmistir. Ayrica sadece atiprimod
uygulamasimin hem dogal tip hem de otokrin BH hiicrelerinde Aym potansiyeli

tizerinde herhangi bir farka neden olmadigi tespit edilmistir (Sekil 52).
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Atiprimod (2 pM) _

MDA-MB-231 Dogal tip

MDA-MB-231 BH+

Sekil 52. MDA-MB-231 dogal tip ve BH anlatimu arttirilmis meme kanseri hiicrelerinde atiprimodun curcumin
uygulamasinin hiicre 6liimii iizerine etkisini DiOC6 boyamast ile floresan mikroskobunda gosterilmesi. Biiyiitme:
20X.

MDA-MB-453 meme kanseri hiicrelerinde Aym (mitokondri membran
potansiyeli) dogal tip ve otokrin BH anlatimi arttilmis meme kanser hiicrelerinde
curcumin uygulamasiyla belirgin olarak diistiigii goriilmektedir. Curcumin ile beraber
atiprimod uygulamasinin ise hem dogal tip hem de otokrin BH anlatimi arttirilmis
MDA-MB-453 meme kanseri hiicrelerinde sadece curcumin’e kiyasla Aym ciddi

diisme tespit edilmistir (Sekil 53).
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Sekil 53. MDA-MB-453 dogal tip ve BH anlatimu arttirilmis meme kanseri hiicrelerinde atiprimodun curcumin
uygulamasinin hiicre 6liimii tizerine etkisini DIOC6 boyamast ile floresan mikroskobunda gésterilmesi. Biiyiitme:
20X.

T47D meme kanseri hiicrelerinde curcumin ile beraber atipriomod
uygulamasinin ise dogal tip T47D hiicrelerinde sadece curcumin uygulamasina kiyasla
Aym azaldigr gorilmistiir. Ancak atiprimod uygulamasinin otokrin BH anlatimi
arttirllmig T47D meme kanseri hiicreleri {izerinde sadece curcumin uygulamasina ek

olarak etkin bir Aym tizerinde farklilik belirlenmemistir (Sekil 54).
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Sekil 54. T47D dogal tip ve BH anlatimi arttirilius meme kanseri hiicrelerinde atiprimodun curcumin
uygulamasinin hiicre 6liimii tizerine etkisini DiIOC6 boyamast ile floresan mikroskobunda gosterilmesi. Biiyiitme:
20X.

DAPI floresan boyamas1 uygulanarak apoptotik 6liim ile niiklear kondenzasyon
gergeklestiren hiicrelerin nukleuslart parlak mavi olarak boyanarak goriiniir
kilinmistir. DAPI boyamasi ile; MCF-7 hiicre hattinda curcumin uygulamasiyla hiicre
olimiinin arttigi goriilmektedir. Atiprimod uygulamasi ile beraber curcumin
uygulamasinin sadece curcumin uygulamasina kiyasla dogal tip ve otokrin BH
anlatimu arttirtlmig MCF-7 hiicrelerinde DAPI boyamasi ile apoptotik hiicre 6limiiniin
artti@1 gortiilmektedir. Ayrica sadece atiprimod uygulamasimin hem dogal tip hem de
BH anlatimi arttirilmis MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda atiprimod hiicre

oliimiini tetiklemedigi DAPI boyamast ile gosterilmistir (Sekil 55).
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Sekil 55. MCF-7 dogal tip ve BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicrelerinde atiprimodun curcumin
uygulamasinin hiicre 6liimii iizerine etkisini DAPI boyamasi ile floresan mikroskobunda gésterilmesi. Biiyiitme:

20X.

MDA-MB-231 hiicre hattinda curcumin uygulamasiyla birlikte hem dogal tip
hem de otokrin BH anlatimi arttirilmis hiicre hatlarinda hiicre 6liimiiniin arttig1 tespit
edilmistir. Otokrin BH anlatimi arttirilmis MDA-MB-231 hiicrelerinde, dogal tip
MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina kiyasla daha fazla apoptotik hiicre 6liimii
oldugu goriilmektedir. 2mM atiprimod uygulamasi ile beraber 25uM curcumin
uygulamasinin sadece curcumin uygulamasina kiyasla otokrin BH anlatim1 arttirtlmis
ve dogal tip hiicre hatlarinda apoptotik hiicre Sliimiiniin DAPI boyamasi ile arttigi
goriilmektedir. Bununla birlikte; sadece atiprimod uygulamasinin hem dogal tip hem
de BH anlatimi arttirtlmis MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda atiprimod

hiicre 6liimiinii tetiklemedigi DAPI boyamasi ile gosterilmistir (Sekil 56).
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Sekil 56. MDA-MB-231 dogal tip ve BH anlatimu arttirilmis meme kanseri hiicrelerinde atiprimodun curcumin
uygulamasinin hiicre 6liimii {izerine etkisini DAPI boyamasi ile floresan mikroskobunda gosterilmesi. Biiyiitme:

20X.

DAPI boyamasi ile; MDA-MB-453 hiicre hattinda curcumin uygulamasiyla
hiicre 6liimiiniin arttig1 goriilmektedir. Otokrin BH anlatimi arttirilmis MDA-MB-453
meme kanseri hiicre hatinda, dogal tip MDA-MB-453 hiicrelerine oranla daha fazla
bir apoptotik hiicre 6liimii DAPI boyamasi ile goriinmektedir. Atiprimod uygulamasi
ile beraber curcumin uygulamasinin sadece curcumin uygulamasina kiyasla dogal tip
MDA-MB-453 hiicrelerinde belirgin apoptotik hiicre 6limii artis1 goriilmezken,
otokrin BH anlatimi arttirilmig MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hatlarinda belirgin
apoptotik hiicre Oliimiiniin  arttig1  goriilmektedir. Ayrica sadece atiprimod
uygulamasinin BH anlatimi arttirilmis MDA-MB-453 meme Kanseri hiicre hatlarinda
etki gostermezken, dogal tip MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hatlarinda atiprimod
hiicre 6limiinii tetikledigi DAPI boyamasi ile gosterilmistir (Sekil 57).
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Sekil 57. MDA-MB-453 dogal tip ve BH anlatimu arttirilmis meme kanseri hiicrelerinde atiprimodun curcumin
uygulamasinin hiicre 6liimii tizerine etkisini DAPI boyamasi ile floresan mikroskobunda gosterilmesi. Biiyiitme:
20X.

TA47D hiicre hattinda curcumin uygulamasiyla hem dogal tip hatlarinda hem de
otokrin BH anlatimi arttirilmig hiicre hatlarinda hiicre 6liimiiniin arttig1 goriilmektedir.
Dogal tip ve otokrin BH anlatimi arttirilmis T47D meme kanseri hiicre hatlarinda esit
oranda hiicre 6liimii DAPI boyasi ile goriilmektedir. Atiprimod uygulamasi ile beraber
curcumin uygulamasinin sadece curcumin uygulamasina kiyasla hem dogal tip hem de
otokrin BH anlatimi arttirilmis T47D meme kanseri hiicre hatlarinda apoptotik artis
DAPI boyamasi ile goriilmektedir. Ayrica sadece atiprimod uygulamasinin hem dogal
tip hem de BH anlatimi arttirilmis T47D meme kanseri hiicre hatlarinda atiprimod

hiicre 6liimiinii tetiklemedigi DAPI boyamasi ile gosterilmistir (Sekil 58).
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Sekil 58. T47D dogal tip ve BH anlatimi arttirilmig meme kanseri hiicrelerinde atiprimodun curcumin
uygulamasinin hiicre 6liimii iizerine etkisini DAPI boyamasi ile floresan mikroskobunda gosterilmesi. Biiyilitme:
20X.

4.6. Curcumin ve atiprimod’un MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453, T47D
dogal tip ve BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre

dongiisii iizerine etkisi

MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453, T47D dogal tip ve BH anlatim
arttirllmig meme kanseri hiicre hatlarinda curcumin ve atiprimod’un hiicre dongiisii
iizerine etkisinin gosterilmesi i¢in PI boyamasi yapilarak hiicre akis sitometresi teknigi
kullanilarak gosterilmistir.

MCF-7 dogal tip meme kanseri hiicre hattinda kontrol hiicrelerde G1 % 52,5
iken curcumin uygulanmis hiicrelerde % 5,5, MCF-7 BH anlatimi arttirilmig meme
kanseri hiicre hatlarinda G1 hiicre populasyonu % 46,7 iken curcumin uygulanmis
hiicrelerde % 45,4 azaldig1 PI FACS hiicre akis sitometresi analizi ile gésterilmistir.
Ayrica MCF-7 dogal tip meme kanseri hiicre hattinda curcumin atiprimodla beraber
uygulandiginda G1 hiicre populasyonunun % 0,3, BH anlatim1 kazandirilmis MCF7
hiicrelerinde ise % 32,1 oldugu belirlenmistir. Curcumin uygulamasi; MCF-7 dogal

tip meme kanseri hiicre hatlarinda S fazindaki hiicre populasyonunu ilag
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uygulanmamis kontrol hiicrelere kiyasla % 19,2’den % 20,3’e, BH anlatimi
kazandirilmig MCF7 hiicrelerinde ise % 18,6’dan % 21,2’ye arttig1 tespit edilmistir.
Ayrica G2/M populasyonu incelendiginde hiicre populasyonunun % 27,1°den
curcumin uygulamasi ile % 74,6’ya dondiigii MCF-7 dogal tip hiicrelerde; MCF-7 BH
anlatimi arttirllmis meme kanseri hiicre hatlarinda ise % 37,3’den curcumin
uygulamasi ile % 28,7 oldugu belirlenmistir. Tiim bunlara ilaveten MCF-7 dogal tip
meme kanseri hiicre hattinda curcumin atiprimodla beraber uygulandiginda G2/M
hiicre populasyonunun % 82,9, MCF-7 BH+ ise % 32,7 oldugu tespit edilmistir (Sekil
59).
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Sekil 59. MCF-7 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcumin ve atiprimodun apoptotik hiicre
dongiisii tizerine etkisinin PI FACS hiicre akis sitometresi analizi yontemi ile gosterilmesi

MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicre hattinda kontrol hiicrelerde G1 %
55,8 iken curcumin uygulanmis hiicrelerde % 46,5; MDA-MB-231 BH anlatimi
arttirllmig meme kanseri hiicre hatlarinda G1 % 60,6 iken curcumin uygulanmis
hiicrelerde % 54,1 azaldig1 PI FACS hiicre akis sitometresi analizi ile gésterilmistir.
Ayrica G1 fazinda MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicre hattinda curcumin
atiprimodla beraber uygulandiginda % 37,8; BH anlatimi arttirilmis meme kanseri
hiicre hatlarinda % 72,4 olarak belirlenmistir. S fazinda curcumin uygulamasiyla;
dogal tip hiicre hatlarinda kontrol hiicrelere kiyasla % 17,4’den % 25,5’¢ arttarken,
BH anlatimi arttirilmis hiicrelerde popiilasyonun % 16,2 olarak degismedigi tespit
edilmistir. Bununla birlikte G2/M populasyonu incelendiginde MDA-MB-231 dogal

tip meme kanseri hiicre hattinda kontrol hiicrelerde % 25,7 iken curcumin
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uygulamasiyla % 23,8 azalirken, MDA-MB-231 BH anlatimi arttirilmis hiicre
hatlarinda % 24,5 iken curcumin uygulamasiyla % 32 olarak artmistir. Ayrica MDA-
MB-231 dogal tip meme kanseri hiicre hattinda curcumin atiprimodla beraber
uygulandiginda G2/M hiicre populasyonunun % 34,3, BH anlatimi arttirilmis meme
kanseri hiicre hatlarinda ise % 15,5 olarak tespit edilmistir (Sekil 60).
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Sekil 60. MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcumin ve atiprimod’un apoptotik
hiicre dongiisii lizerine etkisinin PI FACS hiicre akis sitometresi analizi yontemi ile gosterilmesi

MDA-MB-453 dogal tip meme kanseri hiicre hattinda kontrol hiicrelerde G1 %
45,9 iken curcumin uygulamasiyla % 35,4, MDA-MB-453 BH anlatimi arttirilmig
meme kanseri hiicre hatlarinda G1 % 65,5 iken curcumin uygulamasiyla % 48,1 olarak
azaldig1 PI FACS hiicre akis sitometresi analizi ile gosterilmistir. MDA-MB-453 dogal
tip meme kanseri hiicre hattinda curcumin atiprimodla beraber uygulandiginda G1
hiicre populasyonunun % 28,6, BH anlatimi arttirilmig meme kanseri hiicre hatlarinda
ise % 33,9 olarak belirlenmistir. S fazinda; dogal tip meme kanseri hiicre hatlarinda
curcumin uygulanmis hiicrelerde kontrole oranla popiilasyonun % 20,9’dan %
28,2’ye, BH anlatimi arttirilmis hiicre hatlarinda ise % 18,6’dan % 25,2’ ye arttig1 tespit
edilmistir. Ayrica MDA-MB-453 dogal tip meme kanseri hiicre hattinda kontrol
hiicrelerde G2/M populasyonu % 16,8 iken curcumin uygulamasiyla % 23,3 olarak;
BH anlatimi arttirilmis hiicre hatlarinda ise % 16,5 iken curcumin uygulamasiyla %
25,3 olarak arttig1 belirlenmistir. Tiim bunlara ek olarak; MDA-MB-453 dogal tip

meme kanseri hiicre hattinda curcumin atiprimodla beraber uygulandiginda G2/M
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popiilasyonun % 15,6, BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicre hatlarinda ise %

21,3 oldugu tespit edilmistir (Sekil 61).
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Sekil 61. MDA-MB-453 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcumin ve atiprimod’un apoptotik
hiicre dongiisii lizerine etkisinin PI FACS hiicre akis sitometresi analizi yontemi ile gosterilmesi

T47D dogal tip meme kanseri hiicre hattinda kontrol hiicrelerde G1 popiilasyonu
% 64,5 iken curcumin uygulanmis hiicrelerde %60,5, T47D BH anlatimi arttirilmis
hiicre hatlarinda % 59,3 iken curcumin uygulanmis hiicrelerde % 42,7 olarak azaldigi
PI FACS hiicre akis sitometresi analizi ile gosterilmistir. Bunun yanisira T47D dogal
tip meme kanseri hiicre hattinda curcumin atiprimodla beraber uygulandiginda G1
popiilasyonu % 58,8; T47D BH anlatimi arttirilmis hiicre hatlarinda ise % 44,6 oldugu
belirlenmistir. S fazinda; T47D dogal tip meme kanseri hiicre hatlarinda ilag
uygulanmamis kontrol hiicrelere kiyasla curcumin uygulanmis hiicrelerde
popiilasyonun % 16,1’den % 17,6’ya, BH anlatimi arttirilmis hiicrelerde ise % 22°den
% 22,3’e artt1g1 tespit edilmistir. Tiim bunlara ilaveten T47D dogal tip meme kanseri
hiicre hattinda kontrol hiicrelerde G2/M populasyonu % 17,6 iken curcumin
uygulamasiyla % 21,1, T47D BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicre hatlarinda
ise % 18,6 iken curcumin uygulamasiyla % 28,3 olarak arttig1 belirlenmistir. Ayrica
T47D dogal tip meme kanseri hiicre hattinda curcumin atiprimodla beraber
uygulandiginda G2/M hiicre populasyonunun % 18,1; T47D BH anlatim1 arttirilmis
hiicre hatlarinda ise % 25,4 oldugu tespit edilmistir (Sekil 62).

82



Curcumin (20 pM) - + - +
Atiprimod (2 pM) - - + +
g 2

- G1

G G
64,5%)| 60,5%

2
8 4
2

84 —’_. &0
2 17,6%

e
§

Count
Count
Count

T47D DOGAL TiP
200

1,8% 46%

T47D BH+
Count
Count
Count
Count

FL2:A

Sekil 62. T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcumin ve atiprimod’un apoptotik hiicre
dongiisii tizerine etkisinin PI FACS hiicre akis sitometresi analizi yontemi ile gosterilmesi

4.7. Curcumin ve atiprimod’un MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453, T47D
dogal tip ve BH anlatimi arttirnlmis meme kanseri hiicre hatlarinda apoptotik

hiicre oliimii iizerine etkisi

MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453, T47D dogal tip ve BH anlatimi
arttirllmig meme kanseri hiicre hatlarinda curcumin ve atiprimod’un apoptotik hiicre
oliimii iizerine etkisinin gosterilmesi icin Annexin V-Propidyum Iyodiir (Annexin V-
PI) boyamas: yapilarak hiicre akis sitometresi kullanilarak hiicre popiilasyonlar
gosterilmistir. Normal kosullarda hiicre i¢i membranda bulunan fosfotidilserinin
apoptotik siliregte hiicrenin dis membranina gegisi s6z konusu olmasi nedeni ile ancak
apoptotik dliime giden hiicreler Annexin V boyasi ile fosfotidilserinleri iizerinden
baglanmaktadirlar. Pl boyasi ise 6lii hiicrelerde sitoplazmik membran biitiinliigliniin
bozulmasi ile hiicre igerisine girebilmekte ve DNA’ya baglanmaktadir. Boylelikle
MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453, T47D dogal tip ve BH anlatim1 arttirilmis
meme kanseri hiicre hatlarinda curcumin ve atiprimod’un erken, ge¢ apoptotik ve
nekrotik 6liim lizerine etkisi gosterilmistir.

MCF-7 dogal tip ve BH anlatim1 arttirilmis meme kanseri hiicre hatlarinda
curcumin apoptotik hiicre Olimiinii tetiklemektedir. MCF-7 dogal tip meme
kanserinde curcumin uygulanmasi apoptotik hiicre 6liimiinii % 2,1 [erken apoptotik

olim (% 0,6), gec apoptotik hiicre oliimii (% 1,5)] olarak uyardig: tespit edilmistir.
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Otokrin BH anlatimi kazandirilmis MCF-7 hiicrelerinde curcumin uygulanmasi
apoptotik hiicre 6limiinii % 0,6 [erken apoptotik 6liim (% 0,1), ge¢ apoptotik hiicre
olimii (% 0,5)] olarak uyardig: tespit edilmistir. MCF-7 dogal tip meme kanseri hiicre
hattinda sadece curcumin uygulamasinin hiicre 6limiinii % 3,4; atiprimodla beraber
curcumin uygulamasi hiicre 6limiinii % 2,8 oldugu tespit edilmistir. MCF-7 BH+
meme kanseri hiicre hattinda sadece curcumin uygulamasinin hiicre 6liimiinii % 3,9;
atiprimodla beraber curcumin uygulamasi hiicre olimiinii % 2,8 oldugu tespit
edilmistir (Sekil 63).
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Sekil 63. MCF-7 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcumin ve atiprimod’un apoptotik
hiicre 6liimii iizerine etkisinin Annexin V-PI boyama yontemi ile gosterilmesi

MDA-MB-231 dogal tip ve BH anlatimi arttirllmis meme kanseri hiicre
hatlarinda curcumin apoptotik hiicre 6liimiinii tetiklemektedir. MDA-MB-231 dogal
tip meme kanserinde curcumin uygulanmasi apoptotik hiicre limiinii % 1,7 [erken
apoptotik 6lim (% 1,4), ge¢ apoptotik hiicre 6liimii (% 0,3)] olarak uyardig: tespit
edilmistir. Otokrin BH anlatimi kazandirilmis MDA-MB-231 hiicrelerinde curcumin
uygulanmasi apoptotik hiicre 6liimiinii % 0,2 [erken apoptotik Sliim (% 0,1), gec
apoptotik hiicre 6limii (% 0,1)] olarak uyardig tespit edilmistir. MDA-MB-231 dogal
tip meme kanseri hiicre hattinda sadece curcumin uygulamasinin hiicre limiini %
2,7; atiprimodla beraber curcumin uygulamasi hiicre oliimiinii % 3,6 oldugu tespit

edilmistir. MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicre hattinda sadece curcumin
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uygulamasinin hiicre 6liimiinii % 1,1; atiprimodla beraber curcumin uygulamasi hiicre

oliimiinii % 8,6 oldugu tespit edilmistir (Sekil 64).
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Sekil 64. MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcumin ve atiprimodun
apoptotik hiicre dliimii iizerine etkisinin Annexin V-PI boyama yontemi ile gosterilmesi

MDA-MB-453 dogal tip ve BH anlatimi arttirllmis meme kanseri hiicre
hatlarinda curcumin apoptotik hiicre oliimiinii tetiklemektedir. MDA-MB-453 dogal
tip meme kanserinde curcumin uygulanmasi apoptotik hiicre 6limiini % 0,3 [erken
apoptotik 6liim] olarak uyardigi tespit edilmistir. Otokrin BH anlatimi kazandirilmis
MDA-MB-453 hiicrelerinde curcumin uygulanmasi apoptotik hiicre limiini % 5,9
[erken apoptotik 6liim (% 3,7), ge¢ apoptotik hiicre 6limi (% 2,2)] olarak uyardigi
tespit edilmistir. MDA-MB-453 dogal tip meme kanseri hiicre hattinda sadece
curcumin uygulamasinin hiicre olimiinii % 1,1; atiprimodla beraber curcumin
uygulamasi hiicre 6liimiinii % 9,6 oldugu tespit edilmistir. MDA-MB-453 BH+ meme
kanseri hiicre hattinda sadece curcumin uygulamasinin hiicre olimiini % 9,2;
atiprimodla beraber curcumin uygulamasi hiicre olimiinii % 41,3 oldugu tespit
edilmistir (Sekil 65).
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Sekil 65. MDA-MB-453 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcumin ve atiprimodun
apoptotik hiicre dliimii iizerine etkisinin Annexin V-PI boyama yontemi ile gosterilmesi

T47D dogal tip ve BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicre hatlarinda
curcumin apoptotik hiicre 6liimiinii tetiklemektedir. MDA-MB-453 dogal tip meme
kanserinde curcumin uygulanmasi apoptotik hiicre 6limiinii % 0,1 (ge¢ apoptotik
hiicre o6liimii) olarak uyardigi tespit edilmistir. Otokrin BH anlatimi1 kazandirilmig
T47D hiicrelerinde curcumin uygulanmasi apoptotik hiicre 6liimiini % 1,1 [erken
apoptotik 6lim (% 0,4), ge¢ apoptotik hiicre 6liimii (% 0,7)] olarak uyardig: tespit
edilmistir. T47D dogal tip meme kanseri hiicre hattinda sadece curcumin
uygulamasinin hiicre 6liimiinii % 0,8; atiprimodla beraber curcumin uygulamas hiicre
olimiini % 7,0 oldugu tespit edilmistir. T47D BH+ meme kanseri hiicre hattinda
sadece curcumin uygulamasinin hiicre 6liimiinii % 5,1; atiprimodla beraber curcumin

uygulamasi hiicre 6limiinii % 5,1 oldugu tespit edilmistir (Sekil 66).
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Sekil 66. T47D dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcumin ve atiprimodun apoptotik hiicre
oliimii iizerine etkisinin Annexin V-PI boyama yontemi ile gosterilmesi

4.8. Curcumin ve atiprimod’un MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453, T47D
dogal tip ve BH anlatim arttirilmis meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre oliimii
iizerine etkisi

Curcumin ve atiprimod’un MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453, T47D dogal
tip ve BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicre hatlarinda apoptotik hiicre 6liimii
iizerine etkisini belirlemek amaciyla immunoblotlama teknigi kullanilmistir.

Hiicre canlilig1 basta olmak iizere hiicre iginde pek ¢ok proliferasyon ile iligkili
sinyal yolaklar1 tizerinde etkisi olan Akt protein anlatimi {izerine 20 pum curcumin
uygulamasinin otokrin BH anlatimi1 kazandirilmig olan MCF-7 meme kanseri hiicre
hatlarinda anlatimi belirgin olarak diistirdiigii ve bu etkinin atiprimod ile beraber Akt
anlatimi iizerinde baskilayici etkisinin devam ettigi belirlenmektedir. Ancak dogal tip
MCF-7 hiicrelerinde belirgin bir Akt anlatimi {izerinde curcumin ve/veya atiprimod
uygulamasinin etkisinin olmadigi belirlenmistir. Hiicre i¢inde anti-apoptotik gorevi olan
Bcl-2 protein anlatimi irdelendiginde, MCF-7 dogal tip ve otokrin BH anlatimi
kazandirilan hiicrelerde 20 um curcumin uygulamas: ile Bcl-2 anlatimi {izerine
baskilayic1 etkisi tespit edilmektedir. Ayrica dogal tip ve otokrin BH anlatim
kazandirilan hiicre hatlarinda curcumin ile beraber atiprimod uygulamasmin Bcl-2

anlattimi tizerinde baskilayic1 etkisi devam etmektedir. Pro-apoptotik oliim sinyali
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tizerinde goreve sahip olan Bax protein anlatiminin curcumin uygulamasi ile anlatiminin
hem dogal tip hem de otokrin BH anlatimi1 kazandirilmis MCF-7 hiicrelerinde arttigi
tespit edilmistir. Ayrica dogal tip ve otokrin BH anlatimi1 kazandirilmis olan MCF-7
meme kanseri hiicrelerinde atiprimod ile beraber curcumin uygulamasinin Bax
anlatimini belirgin olarak arttirdig: tespit edilmistir. Ayrica Bax ile beraber ¢alisan pro-
apoptotik protein olan Bad anlatiminin ise hem dogal tip hem de otokrin BH anlatimi
kazandirilmis MCF-7 meme Kkanseri hiicrelerinde curcuminin Bad iizerindeki
baskilayici etkisi olmadigi tespit edilmistir. Her iki hiicre hattinda da atiprimodla
beraber curcumin uygulamasi Bad anlatimi arttirdigi gosterilmistir. Anti-apoptotik
protein olarak hiicre iginde gorev yapan Mcl-1 protein anlatimi iizerinde belirgin
anlatimda azalma otokrin BH anlatimi kazandirilmis MCF-7 hiicrelerinde sadece
curcumin uygulamasi ile belirlenmistir. Ayrica dogal tip ve otokrin BH anlatimi
kazandirilmig hiicrelerde curcumin ve curcumin ile beraber atiprimod uygulamasinin
pro-kazpaz-7 anlatimini azaltirken cleaved kaspaz 7 anlatiminin arttig1 tespit edilmistir
(Sekil 67).
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Sekil 67. MCF-7 dogal tip ve BH anlatimu arttirilmig meme kanseri hiicre hatlarinda curcumin ve atiprimod’un
apoptotik sinyal yolag iizerine etkisinin gosterilmesi

kazpaz-7
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Akt protein anlatimi tizerine 25 um curcumin uygulamasimin dogal tip MDA-
MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda anlatimi belirgin olarak baskiladigi ve bu
etkinin atiprimod ile beraber Akt anlatim1 iizerinde baskilayici etkisinin devam ettigi,
ancak BH+ hiicrelerinde atiprimodla beraber curcumin uygulamasinda bu baskinin
devam etmedigi belirlenmistir. Hiicre i¢inde anti-apoptotik gorevi olan Bel-2 protein
anlatimi irdelendiginde, MDA-MB-231 dogal tip ve otokrin BH anlatim1 kazandirilan
hiicrelerde 25 pm curcumin uygulamasi ile Bel-2 anlatimi tizerine baskilayici etkisi
tespit edilmektedir. Ayrica dogal tip hiicre hattinda curcumin ile beraber atiprimod
uygulamasinin Bel-2 anlatimini {izerinde baskilayici etkisi devam etmezken, otokrin
BH anlatimi kazandiritlan MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde Bcl-2 anlatimi
iizerinde baskilayict etkisinin oldugu tespit edilmistir. Ayrica otokrin BH anlatimi
kazandirilmis olan MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde sadece atiprimod
uygulamasi Bcl-2 anlatimi iizerinde baskilayict etkisi oldugu goriilmektedir. Pro-
apoptotik 6liim sinyali lizerinde goreve sahip olan Bax protein anlatiminin otokrin BH
anlatimi1 kazandirilmis MDA-MB-231 hiicrelerinde baskilandiginin ancak curcumin
uygulamasi ile Bax anlatimimin hem dogal tip hem otokrin BH anlatimi kazandirilmis
MDA-MB-231 hiicrelerinde baskilayici etkisi belirlenmemistir. Dogal tip ve otokrin
BH anlatim1 kazandirilmis olan MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde atiprimod
ile beraber curcumin uygulamasinin Bax anlatimini iizerinde baskilayici etkisi
olmadig: tespit edilmistir. Ayrica otokrin BH anlatimi kazandirilmis olan MDA-MB-
231 meme kanseri hiicrelerinde sadece atiprimod uygulamasi Bax anlatimi tizerinde
baskilayici etkisi oldugu goriilmektedir. Bad anlatiminin ise hem dogal tip hem de
otokrin BH anlatim1 kazandirilmis MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde
curcumin uygulanmasi ile baskilayici etkisi olmadig tespit edilmistir. Ayn1 sekilde
atiprimod ile beraber curcumin uygulamasinda da hem dogal tip hem de otokrin BH
anlattimi kazandirilmis hiicrelerinde baskilayict etkisi olmadigi belirlenmistir.
Curcumin; dogal tip MDA-MB-231 hiicrelerinde anti-apoptotik protein olan Mcl-1
protein anlatimini baskilarken, otokrin BH anlattim1 kazandirilmis hiicrelerde
baskilayic1 etkisi olmadigr belirlenmistir. Curcumin ile beraber atiprimod
uygulamasinda da dogal tip MDA-MB-231 hiicrelerinde Mcl-1 anlatimini baskilarken,
otokrin BH anlatimi kazandirilmis hiicrelerde baskilayic1 etkisi olmadigi tespit
edilmistir. Otokrin BH anlatimi kazandirilmis hiicrelerde cleaved kaspaz 7 anlatimini

hari¢, dogal tip ve otokrin BH anlatimi kazandirilmis hiicrelerde curcumin ve
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atiprimod ile beraber curcumin uygulamasinin pro-kaspaz anlatimimi azaltigi, cleaved

kaspaz 7 anlatimini arttirdig tespit edilmistir (Sekil 68).

MDA-MB-231 DOGAL TiP MDA-MB-231 BH+
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Sekil 68. MDA-MB-231 dogal tip ve BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicre hatlarinda curcumin ve
atiprimod’un apoptotik sinyal yolag: lizerine etkisinin gosterilmesi

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hatlarina otokrin BH anlatimi
kazandirildiginda Akt anlatiminin baskilandig tespit edilmektedir. 20 pm curcumin
uygulamasi dogal tip MDA-MB-453 hiicrelerinde Akt anlatimin1 baskilamazken,
otokrin BH anlatimi1 kazandirilan hiicrelerde baskilayici etkisi oldugu tespit edilmistir.
Ayrica atiprimodla beraber curcumin uygulandiginda dogal tip MDA-MB-453
hiicrelerinde anlatimi baskilandigi, otokrin BH+ hiicrelerde ise baskilayict bir etki
olmadigi tespit edilmistir. Curcuminin MDA-MB-453 dogal tip hiicrelerde Bcl-2
anlatimimi baskiladig tespit edilirken ayni etki otokrin BH anlatimi kazandirilan
hiicrelerde belirgin olarak ifade diizeyinde degisiklik olmadigi tespit edilmistir.
Atiprimodla beraber curcumin uygulandiginda her iki MDA-MB-453 meme kanseri

hiicresinde baskilayict etkinin oldugu tespit edilmistir. Bax protein anlatiminin
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curcumin uygulamasi ile dogal tip ve otokrin BH anlatimi1 kazandirilan MDA-MB-453
hiicrelerinde anlatiminin arttif1 tespit edilmistir. Ayrica dogal tip hiicre hattinda
atiprimod ile curcumin Bax protein anlatim1 {izerinde indiikleyici etkisinin arttirildigt
gozlemlenmistir. Otokrin BH anlatim1 olan MDA-MB-453 hiicrelerinde bu etki
kombine tedavide daha belirgin olarak goriilmektedir. Dogal tip hiicrelerde curcumin
Bad anlatimini arttirdigi ama bu etkinin MDA-MB-453 BH+ hiicrelerinde etkinliginin
diistik oldugu belirlenmistir. MDA-MB-453 BH+ hiicrelerinde atiprimod ile beraber
curcumin uygulamasinin Bad anlattimini sadece curcumin uygulamasina kiyasla
arttirdigr tespit edilmistir. Mcl-1 protein anlatimi tizerinde hem dogal tip hem de
otokrin BH anlatimi kazandirilmis MDA-MB-453 hiicrelerinde sadece curcumin
uygulamas1 ile baskilanma belirlenmezken, atiprimod ile beraber curcumin
uygulamasi ile hem dogal tip hem de otokrin BH anlatim1 kazandirilmis MDA-MB-
453 hiicrelerinde Mcl-1 anlatiminda baskilanma belirlenmistir. Ayrica dogal tip ve
otokrin BH anlatim1 kazandirilmis hiicrelerde curcumin uygulamasiyla kazpaz-7
anlatimini azalttig1, curcumin ile beraber atiprimod uygulamasinda ise otokrin BH
anlatimi1 kazandirilmis hiicrelerde azalma goriilmezken, dogal tip hiicrelerde azalttig

tespit edilmistir (Sekil 69).
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Sekil 69. MDA-MB-453 dogal tip ve BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicre hatlarinda curcumin ve
atiprimod’un apoptotik sinyal yolag: lizerine etkisinin gosterilmesi

Akt protein anlatimi iizerine 20 pm curcumin uygulamasiin dogal tip T47D
meme kanseri hiicre hatlarinda Akt anlatimini baskiladigi ve bu etkinin atiprimod ile
beraber devam ettigi belirlenmistir. Ancak otokrin BH anlatimi kazandirilmis olan
T47D meme kanseri hiicre hatlarinda curcumin Akt anlatimini arttirirken, curcumin
ile atiprimod beraber uygulamasinin Akt anlatimimnin baskilandig tespit edilmektedir.
Bcl-2 protein anlatimi 20 pm curcumin uygulamasi durumunda hem dogal tip hem de
otokrin BH anlatim1 kazandirilan T47D meme kanseri hiicrelerinde arttirdig
belirlenmektedir. Ancak T47D dogal tip meme kanseri hiicrelerinde curcumin ile
birlikte atiprimod uygulamasimin Bcl-2 anlatimini baskiladigi tespit edilmistir. Bax
proteini anlattiminin curcumin uygulamasi ile hem dogal tip hem de otokrin BH
anlatim1 kazandirilmig T47D hiicrelerinde anlatimi arttigi tespit edilmistir. Bu etki
atiprimod ile beraber curcumin uygulamasinda dogal tip ve otokrin BH anlatinu
kazandirilmis hiicrelerde de devam ederek Bax anlatimini belirgin olarak arttirdigi

tespit edilmistir. Ayrica Bax ile beraber calisan pro-apoptotik protein olan Bad
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anlattminin ise; dogal tip ve otokrin BH anlatimi1 kazandirilmis T47D meme Kkanseri
hiicrelerinde, curcumin ve atiprimod ile beraber curcumin uygulmasinin Bad
tizerindeki indiikleyici etkisini arttirdigr tespit edilmistir. Mcl-1 protein anlatimi
tizerinde azalma otokrin BH anlatimi kazandirilmis T47D hiicrelerinde curcumin
uygulamasi ile belirlenmistir. Curcumin atiprimodla beraber uygulandiginda Mcl-1
anlatiminda artma goriilmektedir. Dogal tip T47D hiicrelerinde curcumin uygulamasi
Mcl-1 anlatimini arttirirken, curcumin ile beraber atiprimod uygulamasmin Mcl-1
protein anlatimi tizerinde belirgin azalma tespit edilmistir. Kazpaz-7 anlatimi ise dogal
tip ve otokrin BH anlatimi kazandirilmis hiicrelerde curcumin ve atiprimod ile beraber

curcumin uygulamasinin anlatimi azalttig: tespit edilmistir (Sekil 70).
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Sekil 70. T47D dogal tip ve BH anlatimi arttirilmig meme kanseri hiicre hatlarinda curcumin ve atiprimod’un
apoptotik sinyal yolagi {izerine etkisinin gosterilmesi
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5. TARTISMA

Diinyada kadinlar arasinda goriilen en yaygin kanser tipi meme kanseridir
[185]. Son yillarda bilgilendirme ile erken tani artmakta oldugu gosterilse de meme
kanseri mortalitesi azalmis olmasma ragmen, gelismekte olan iilkelerde goriilme
siklig1 ve 6liim oranlar1 artmaya devam etmektedir [186, 187]. Meme kanseri iizerine
yapilan kapsamli arastirmalarda goriildiigii iizere; meme kanseri etiyolojisi kompleks
ve cok faktore bagli oldugu, bununla birlikte c¢evresel risk faktorlerini icerdigi
bilinmektedir [188]. Meme kanseri etiyolojisi basta elektromanyetik alan, diyet,
menars erken yasi, menopozda ge¢ yas, emzirme, penetrasyonu yiiksek yatkinlik
genlerinin kalitimi, meme kanseri 6ykiisii, yasam bi¢imi gibi bir ¢cok etkene bagl
oldugu bilinmektedir [189]. Kanserin patofizyolojisi; genel olarak, baglama, ilerleme
ve proliferasyon gibi normal bir hiicrenin mutasyonel olarak aktive edildigi adimlarla
gergeklesir [190]. Meme kanseri vakalarinin % 10’u otozomal dominant kalitima bagl
BRCA1 ve BRCAZ2 allellerde ki mutasyonlar ile oldugu bilinmektedir [190, 191].

Hipofiz bezinden salinan BH, anabolik etkilere sahip biiylimeyi tesvik eden ve
metabolizmayi regiile eden bir hormondur. Ayrica kendine 6zgli membran reseptorii
olan BHR’ye baglanarak proliferasyon, farklilasma ve kemotaksis gibi bir ¢ok
hiicresel fonsiyonu diizenlemektedir [192]. BH salgilanmasi igin Oncelikle
hipotalamustan salgilanan GHRH salinir, GHRH salimiyla BH anlatim1 ve salinimi
artarken, yine hipotalamustan salinan SST hormonu salimiylada BH salinimini inhibe
ederek seviyesini azaltir boylelikle kandaki BH seviyesi korunmus olmaktadir [193].
BH ilk olarak BHR baglanir, biiyiime fonksiyonunu hem tirozin kinaz aktivasyonu ile
direk, hem de dolayli olarak JAK-STAT yolaginin aktivasyonunun ardindan IGF-1 ve
diger BH bagimli genleri ifadesini arttirarak gergeklestirir [194]. Postanatal biiyiime
tizerinde etkisi gosterilen BH nun otokrin anlatiminin artis1 meme kanseri tetikleyicisi
ve ilag direncine neden oldugu gosterilmistir [195, 196].

Otokrin BH anlatimi1 kazandirilmis MCF-10 meme epitel hiicrelerinde BH
sinyalinin invazyon ve metastaz1 indiikledigi tespit edilmis [96] ve BH+ ksenogreft
MDA-MB-453 meme kanseri fare modellerinde tiimdr ¢apini arttirdigi tespit edilmistir
[99]. Ayrica otokrin BH sinyali kazandirilan meme kanseri hiicrelerinde hiicre
proliferasyon, invazyon ve metastaz indiiklenmesinin siklin-D1, Bcl-2 ve c-myc

anlatimlarini arttirarak indiikledigi MCF-7, NIH-3T3 in vitro ve MCF-10A ksenogreft
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in vivo fare modellerinde gosterilmistir [197]. Bunlara ilaveten otokrin BH anlatimi
kazandirilmis olan MDA-MB-453 ve SKBR-3 meme kanseri in vivo fare modellerinde
timor capmin dogal tip hiicrelere kiyasla yiiksek miktarda arttis gosterdigi
belirlenmistir [99]. Ayrica otokrin BH anlatimi kazandirilan meme kanseri
hiicrelerinin ¢esitli kemoterap6tik ajanlara karsi direng gosterdigi tespit edilmistir. Bu
kemoterapotik ilaclar arasinda olan tamoksifen [98], doksorubisin [198], daunorubisin
[197], mitomisin C [97] kars1 direncin otokrin BH anlatimi1 kaynakli oldugu meme
kanseri in vitro hiicre hatti modellerinde gosterilmistir. Literatiirdeki bu bilgiler
1s18inda  laboratuvarimizda gergeklestirilen otokrin BH anlatimi stabil olarak
gergeklestiren MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453 ve T-47D meme kanseri
hiicrelerinde curcumine karsi ilag direncinin oldugu ve bu direncin doza ve zamana
bagli olarak ilag¢ direncinin kirildig1 tespit edilmistir (Merve Celik ve Merve Ugur
Yiiksek Lisans Tez Calismalart).

Curcuma longa bitkisinin rizomlarindan izole edilen dogal olarak olusan sar1
renkli polifenol Curcumin (diferuloylmethane) halk arasinda ki ismiyle Zerdegal; cilt,
meme, kolon, mesane, karaciger, akciger kanserlerinde karsinogenezisini baskiladigi
bilinmektedir [199]. NF-kB ve STAT3 aktivasyonunu inhibe ederek MM hiicrelerini
apoptozize gotiirdiigii bilinmektedir [200]. Curcumin aktif STAT3’i inhibe ederek
hiicre biiylime sinyaline ket vurdugu ve A¥Ym diisiiriip, sitokrom c salinmasini, kaspaz
bagimli apoptozun aktivasyonunu sagladigi bildirilmistir [201]. Anti-inflamatuar, anti-
oksidan ve anti-kanserojen 6zelligi olan curcumin, ayni zamanda hiicre dongiisiinii
kontrol etmekte ve cesitli kanser tiirlerinde hiicre dongiisiinii durdurup hiicreyi
apoptoza yonlendirmektedir [202]. Siklin DI’in downregiilasyonu saglayarak,
transkripsiyonel ve translasyonel seviyeleri vasitasiyla CDK419 ile iligkisini bloke
ederek hiicre dongiisiiniin ilerleyisini inhibe etmekte, ayrica; p21 ve p2720, 21 gibi
CDKT’larin  upregiilasyonunu saglayarak hiicre dongiisiiniin  durdurulmasini
tetiklemektedir [203].

Curcuminin in vitro ve in vivo ¢aligmalarda meme kanseri, prostat, melanoma,
kolon kanseri gibi ¢esitli kanser hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liimiinii tektikledigi ve
etkin bir NF-kB inhibitorii oldugu gosterilmistir [142, 143]. Pre-klinik denemelerin
pozitif etkisine bagli olarak klinik denemeler prostat, pankreas, meme ve kolon kanseri
gibi vakalarda gerceklestirilmistir. Giinlik 8.000 mg curcumin uygulamasinin non-

toksik oldugu ve anti-karsinojenik etkisi ¢oklu malign vakalarda gosterilmistir [144,
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147]. Oral curcumin tedavisi goren kanser hastalarinda serum curcumin miktarinin
HPLC analizi ile miktarmin azaldigt ve hem curcumin hem de sekonder
metabolitlerinin seviyesinin diisiik tespit edilmesinin curcuminin etkisini azalttig
gosterilmistir [144]. Ancak 5-FU, gensatamib, docetaksel gibi kemotorapatik ilaglar
ile beraber curcumin uygulamasinin kolon, pankreas ve meme kanseri Klinik
caligmalarinda tedavi edici etkisinin arttig1 gosterilmistir. Bu bilgiler 1s181inda etkin bir
in vitro ve in vivo NF-kB inhibitorii gibi gorev yapan apoptotik ajan curcuminin Klinik
etkinliginin arttirilmasi i¢in nanopartikiil, lizozomal ajan ile kapsulasyon aracilig1 ile
curcuminin etkinligi ve stabilitesi arttirilmasi yoniinde stratejiler devam etmektedir.
Bu bilgiler 1s181nda bu ¢alismada amacimiz; laboratuvarimizda hali hazirda yaratilmis
olan otokrin BH anlatimi1 yapan MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453 ve T47D
meme kanseri hiicre hatlarina segili dozlarda [(MCF-7, MDA-MB-453, T47D hiicre
hatlarinda 20 uM; MDA-MB-231 hiicre hattinda 25 uM] curcumin uygulamasinin
apoptotik etkisini arttirmak tizere bir JAK-2 inhibitorii olan atiprimod ile beraber ikili
ilag uygulamasi ile otokrin BH sinyaline bagli ilag direncini yikmak stratejisi
gelistirme hedeflenmistir.

BH sinyali JAK2/STATS sinyal yolu iizerinden onkogenik genlerin anlatimi
ile hiicre biiylime ve gogalmasini tetikledigi bilinmektedir [105]. JAK/STAT sinyal
yolu hiicre proliferasyon, metastaz ve invasyonu tetikledigi bilindigi i¢in bu sinyal
yolagimi inhibe eden cesitli inhibitorler kanser tedavisinde potansiyel olarak on
gorilmiistiir [159]. JAK-2 inhibitérii olan atiprimodun hepatoselliiler karsinoma,
multiple miyeloma, lenfoma, ER+ ve ER- meme kanseri hiicrelerinde JAK/STAT
sinyali lizerinde baskilayici etkisi, 6zellikle STAT-3, -5 defosforile ettigi gosterilmistir
[163, 166]. Ayrica JAK/STAT sinyal yolu alt hedefi olan sitokinlerden IL-6 iizerinde
engelleyici etkisi gosterilmistir [161, 162]. Curcuminin klinik arastirmalarda sekonder
metabolitlerinin diisiik olmasi, yari-omriiniin diigiik olmas1 nedeni ile literatiirde ikili
kombine ilag denemelerinin in vitro ve klinik c¢alismalarda etkin olarak apoptotik
olimi indiikledigi ve timdr hacmini belirgin olarak azalttig: tespit edilmistir [204].
Bu bilgiler 1s1ginda curcuminin gibi anti-proliferatif, anti-oksidan, anti-karsinojenik
etkisi olan kuvvetli torapotik etkisi in vitro ve in vivoda kanitlanan dogal bitkisel ajanin
torapotik etkinligini arttirmak i¢in atiprimod gibi JAK/STAT sinyalinde ve sitokinler
iizerinde baskilayici etkisi oldugu gosterilen azapiran bileseninin birlikte uygulanmasi
ile otokrin BH anlatimi1 kaynakli curcumin direncinin kirilmasi yoniinde bu tez

kapsaminda molekiiler mekanizma irdelenmistir.
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Otokrin BH anlatimi kazandirilan MCF-7, T47D ve MDA-MB-453 meme
kanseri hiicrelerinde parental hiicrelere kiyasla proliferasyoni invazyon, metastazin
indiiklendigi gosterilmistir [94]. Ayrica in vivo MCF-10 otokrin BH anlatimi ile timor
gelisimi ve metaztazi indiikledigi gosterilmistir [96]. Otokrin BH anlatimi kazandirilan
meme kanseri hiicrelerinde mitomisin C [97], tamoksifen [98], daunorubicin [99] ve
doksorubisin  [100] gibi kemoterapotik ilaglara karst direng mekanizmasi
gosterilmistir. Literatiirdeki bu bilgiler 1s1ginda anti-proliferatif etkisi diginda anti-
hormonal etkisi gosterilen curcuminin otokrin BH anlatimi kazandirilmig
laboratuvarimizda hali hazirda mevcut MCF-7, MDA-MB-453, MDA-MB-231, T47D
meme kanseri hiicrelerinde hiicre canlilig1 tizerine ket vurma etkisi, hiicre 6liimii,
apoptotik 6liim durumu ilk defa curcumin ile beraber JAK-2 inhibitorii olan atiprimod
ile beraber uygulayarak bu tez kapsaminda irdelenmistir. Elde edilen verilere gére
atiprimod ile beraber curcumin uygulamasinin hiicre canliligina ket vurdugu tiim dogal
tip hiicrelerde gosterilmistir. Ayrica curcumine direng gosteren otokrin BH anlatimi
kazandirilmig meme kanseri hiicrelerinde de direncin kirildigi tespit edilmistir. Ayrica
sadece curcumin uygulamasina kiyasla atirpimod ile beraber curcumin uygulamasinin
en etkin hiicre canliligina ket vurma potansiyelinin MDA-MB-231 ve T47D BH+
meme kanseri hiicrelerinde goriildiigi tespit edilmistir. Atiprimod’un ER- ve ER+
meme kanseri hiicrelerinde hem in vivo hem de in vitro ¢alismalarda belirgin olarak
hiicre canliligina ket vurdugu ve apoptotik 6liimil indiikledigi gosterilmistir [158].
Ayrica atiprimod kaynakli hiicre proliferasyonuna ket vurma durumu hepatoselliiler
HepG2 hiicre hatlarinda [164], MM [167], lenfoma [165] hiicrelerinde gosterilmistir.
Bu tez ile yaratilan BH+ meme kanseri hiicreleri iizerinde atiprimodun etkisi
irdelendiginde MCF-7, MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre canlilifina ket vurma
potansiyelinin yiliksek oldugu ancak bu etkinin MDA-MB-453 ve T47D daha diisiik
oldugu belirlenmistir. Bunun nedeninin literatiirdeki atiprimod dozundan daha az
kullanildig1 ve siiresinin daha kisa oldugu 6n goriilmektedir. Ancak atiprimodun
curcumin kaynakli hiicre 6liimiinii tiim meme kanseri dogal tip hiicrelerde gosterdigi
tespit edilirken, BH+ hiicrelerinde ise MCF-7, MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 BH+
hiicrelerinde hiicre 6liimiinii arttiric1 etki tespit edilirken, T47D BH+ hiicrelerinde
boyle bir etki 1 saat kombine ilag uygulamasinda belirgin olarak tespit edilememistir.
Ilag uygulama siiresinin uzatilarak optimize edilerek bunun iistesinden gelinmesi 6n
goriilmistiir. Ayrica benzer cevap AYm i¢inde tespit edilmis, ve tiim dogal tip meme

kanseri hiicrelerinde ikili ila¢ uygulamasi sadece curcumin uygulamasina kiyasla A¥Ym

97



belirgin olarak azaldigi gosterilmis, ancak atiprimodun curcumin kaynakli A¥Ym
azaltma etkisi MCF-7, MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 BH+ meme Kanseri
hiicrelerinde belirlenmistir. Bu tez kapsaminda literatiirde ilk defa curcumin ile
beraber atiprimod uygulamasinin curcumine karsi direng gosteren BH+ meme kanseri
hiicrelerinde hiicre canliligina ket vurma potansiyelinin arttig1 ve hiicre 6limiinii A¥Ym
diistirerek indiiklendigi gosterilmistir.

Curcumin prostat, kolon, servikal, melanoma ve meme kanseri gibi pek ¢ok
kanser hiicre hattinda hiicre dongiisiine ket vurarak hiicre 6limiinii tetikleyen bitkisel
tiirevli bir ajandir [126]. ila¢ diren¢ mekanizmasinda rol alan Bcl-2 anti-apoptotik
protein anlatimi arttirilmis MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde curcuminin PI3K ve
NF-«B inhibe ederek G2/M fazinda hiicre dongiisiine ket vurdugu gosterilmistir [205].
Ayrica curcuminin G2/M fazinda hiicre dongiisiine ket vurdugu PANC1 ve BxPC3
pankreatik kanser hiicrelerinde gosterilmistir [206]. Literatiirdeki verilere gore bu tez
kapsaminda hiicre dongiisii iizerine curcuminin etkisi irdelendiginde, tim meme
kanseri hiicrelerinde hem dogal tip hem de BH otokrin sinyal aktif olan meme kanseri
hiicrelernde G2/M hiicre dongiisiinde bloke ettigi gosterilmistir. Atiprimod ile beraber
curcumin uygulamasinin ise belirgin olarak hiicre dongiisiine ket vurmasi yaninda
subG1 populasyonunu arttirdigi dogal tip MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453 ve
T47D BH+ meme kanseri hiicrelerinde tespit edilmistir [158]. Atiprimodun U266-B1,
OCI-MY5, MM-1, ve MM-1R miyeloma hiicre hatlarinda doza ve zamana bagli olarak
hiicre proliferasyonuna ket vurdugu ve U266-B1 miyeloma hiicrelerinde GO0/G1
fazinda hiicre dongiisiine ket vurdugu tespit edilmistir [207]. Ayrica atiprimod ER-
olan BT-549, MDA-MB-231 ve ER+ olan MCF-7, ve BT-474 meme kanseri
hiicrelerinde de tipki miyeloma hiicrelerinde oldugu gibi G0/G1 fazinda hiicre
dongiisiine ket vurdugu gosterilmistir [208]. Ancak bu tez kapsaminda atiprimodun
hiicre dongiisiine ket vurma etkisi en belirgin olarak MDA-MB-453 dogal tip ve BH+
meme kanseri Gi fazinda elde edilmistir. Curcumin ile beraber atiprimod
uygulamasinin Annexin V/PI analizlerine goére curcumin apoptotik hiicre 6liimiine
hem dogal tip hem de BH+ MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453 ve T47D meme
kanseri hiicrelerinde tespit edilmistir. Ancak atiprimod ile beraber curcumin
uygulamasinin tiim dogal tip meme kanseri hiicrelerinde sadece curcumine kiyasla

ikili ilag uygulamasinin apoptotik hiicre 6liimiinii indiikledigi gosterilse de bu etki
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BH+ otokrin sinyali olan MDA-MB-453, MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri

hiicrelerinde en belirgin olarak belirlenmistir.

Literatiirde yapilan curcumin ile beraber pek ¢ok kombine ilag uygulamasi hem
pre-klinik hem de klinik agidan gerceklestirilmistir. Pre-klinik ¢alismalardan elde
edilen sonuglar dogrultusunda curcuminin klinik uygulamalar1 prostat, kolon,
pankreas ve meme kanserinde devam etmektedir [142, 143]. Pek ¢ok malign klinik
vakalarda curcuminin giinlik 8.000 mg uygulamasinin etkin tedavi edici rolii
gosterilmistir ve gilinlik curcumin ilag uygulama dozununun 12.000 mg/giin olarak
daha etkin olacag1 iizerinde ¢alismalar bulunmaktadir [144]. Curcumin uygulamasinin
kolorektal kanser vakalarinda etkisinin hasta serumlarinda curcumin ve
metabolitlerinin beklenenden diisiik oldugu gosterilmistir [147]. Ancak curcumin ile
beraber 5-FU beraber uygulamasinin kolon kanseri vakalarinda etkin timor ¢apini
diisiirdiigi gosterilmistir. Faz I ilerlemis ve metastatik meme kanseri ¢alismasinda
curcumin ile beraber dosetaksel kombine tedavisinin alt1 siklus halinde her ii¢ haftada
bir uygulanan docetaksel ile kombine olarak uygulanmasinin etkili oldugu
gosterilmistir [151]. Ayrica gentanamib direngli ileri pankreatik kanseri vakalarinda
faz 1, II calismalarina gbre curcumin ile beraber gentamib uygulamasiin etkin
karsinojenik etkisi gosterilmistir [152]. Ayrica sitral ile curcuminin beraber
uygulamasinin meme kanseri hiicrelerinde hiicre proliferasyon ve hiicre 6liimii ve
hiicre dongiisiine ket vurarak etkiledigi tespit edilmistir [209]. Bunlara ilaveten
atiprimod ile beraber proteozom inhibitdrii olan bortezomib beraber uygulamasinin in
vivo ve in vitro olarak Hodgkin lenfoma hiicrelerinde tespit edilmistir [210]. Ancak
literatiirde atiprimod ile curcuminin kombine uygulamasinin meme kanseri hiicreleri
iizerindeki etkisi irdelenmemistir. Bu tez kapsaminda literatiirde ilk defa atiprimod ile
beraber curcumin uygulamasinin BH otokrin sinyali kazandirilmis MCF-7, MDA-
MB-231, MDA-MB-453 ve T47D meme kanseri hiicrelerinde curcumine karsi ilag
direncini hiicre proliferasyonuna ket vurarak, A¥Ym azaltip, hiicre dongiisiine ket
vurarak veya bazi meme kanseri modelinde subGl hiicre populasyonunu arttirarak,

apoptotik oliimii indiikledigi gosterilmistir.

Atiprimod, JNK aktive etmekte, Bax, Bad seviyelerini regiilasyonunu arttirdigi
ve Bcl-2’yi fosforilleyerek AIF indiikledigi ve mitokondriden sitokrom c¢’nin
salinmasina, kaspaz-9, kaspaz-3 ve PARP’in kirilmasini aktive ettigi gosterilmistir

[156, 157]. Atiprimod Bcl-2, Bcl-x. ve Mcl-1 gibi anti apoptotik proteinlerin
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anlatimmi  indirgedigi, PARP kirilmin1 indiikleyerek apoptozu tetikledigi
gosterilmistir [158]. Ayrica Bcl-2 anlatimi arttirilmis olan meme kanseri hiicrelerinde
PI3K/Akt yolagim1 Akt defosforile ederek etki ederek curcumine karsi ilag direncini
kirdig1 gosterilmistir [205]. Literatiirde elde edilen verilere parallel olarak bu tez
kapsaminda Akt anlattminin curcumin uygulamasi ile belirgin olarak baskilandigi tiim
meme kanseri hiicrelerinde tespit edilmistir. Ayrica bu tez ¢alismasi ile ilk defa Akt
anlatiminin curcumin ile beraber atiprimod uygulamasinda daha fazla baskilandig:
MDA-MB-231, T47D ve MDA-MB-453 meme kanseri hiicrelerinde tespit edilmistir.

Klinik kullaniomda rutin olarak kullanilan deksametazon, doksorubisin,
melfalan kemotdrapatik ajanlar yaninda kanser direng¢ mekanizmasinin iistesinden
gelinmesi yoniinde yeni jenerasyon ilagdan ¢esitli hiicre i¢i proliferative sinyal anahtar
molekiillerin inhibitorleri {izerinde potansiyel ila¢ denemeleri yapilmaktadir.
JAK/STAT sinyal inhibitorii olarak atiprimod’un indiikledigi apoptozu arttirdig1 ve
anti-proliferatif ve anti-anjiyojenik aktiviteler sergiledigini, kaspaz-3 ve kaspaz-8’in
aktivasyonu yoluyla apoptozu indiikledigini MM’de Akt ve STAT3’lin
fosforilasyonunu inhibe ettigini ileri stirmektedir [153, 158]. Ayrica in vivo ve in vitro
hiicre lenfoma modellerinde atiprimodun JNK iizerinde etki ederek Bax, Bad
anlatimini arttirdigi ve Bcl-2 fosforilasyonunu indiikleyerek sitokrom c¢ salinimini
arttirdig1 ve kaspaz-9, -3 aktive ederek apoptotic 6limii indiikledigi belirlenmistir
[163]. Ayrica atiprimodun apoptotik etkisi hepatoselliiler karsinoma hiicresi olan
HepG2 AD38 hiicrelerinde Akt, STAT-3 iizerinde inhibitive etki gdstererek Oliime
indiikledigi tespit edilmistir [164]. Loksemi hiicrelerinde etkin apoptotik indiiktor
gorevi yaptig1 tespit edilen atiprimodun kaspaz-3 ve PARP kesilimini indiikledigi ve
STATS ile STATS fosforilasyonunu baskilayarak gerceklestirdigi akut miyeloid
16semi hiicrelerinde gosterilmistir [165]. Azaspiran ailesi liyesi bilesen olan Atiprimod
hem anti-proliferatif hem de anti-anjiyogenik aktivitesi ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
bile etkin oldugu T84 kolon karsinoma hiicrelerinde hem kaspaz-9 ve -3 indiikleyerek
apoptotik olimii tetikledigi egdsterilmistir [166]. Ayrica Curcumin g¢oklu sinyal
yollarin1 kontrol ettigi ve farmakolojik olarak giivenli oldugundan dolay: ideal bir
kemopreventif ajandir [152]. Anti apoptotik sinyal yolaklarmni inhibe ederek kanser
hiicrelerini kemoterapdtik ajanlara karst duyarl hale getirir [211]. Ayrica atiprimodun
kemik iligi ¢oklu miyelom gelisiminin hem in vivo hem de in vitroda biiylime ve
farklilasmasimi engelledigi tespit edilmistir [167]. Akt proteini PI3K/Akt yolagi

tizerinde bulunan hiicre sag kalimi ve proliferasyonda gorevli bir proteindir [212]. Bu
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tez kapsaminda dogal tip MDA-MB-231, T47D meme kanseri hiicrelerinde curcumin
kaynakli Akt anlatiminin baskilanmasi atiprimodla beraber curcumin uygulamasinda
arttis gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica MCF-7 dogal tip ve BH+ meme kanseri
hiicrelerinde curcumin kaynakli Bcl-2 anlatiminin baskilanmasi atiprimod ile beraber
daha da artt1ig1 gosterilmisken bu etki MDA-MB-231 BH+ hiicrelerinde elde edilmis
ama MDA-MB-231 dogal tip hiicrelerinde tespit edilememistir. Atirimodla beraber
curcumin uygulamasi dogal tip MCF-7, MDA-MB-453, T47D ve BH+ MCF-7, MDA-
MB-231, MDA-MB-453, T47D hiicre hatlarinda belirgin bir baskilayici etkisi tespit
edilmistir. Ayrica hem Bax hem de Bad anlatimi curcumin ile beraber atiprimod
uygulamasinda sadece curcumin uygulamasina kiyasla arttis gosterdigi T47D ve
MDA-MB-453 dogal tip ve hatta BH+ meme kanseri hiicrelerinde ilk defa bu tez
kapsaminda elde edilmistir.

Anti-proliferatif, anti-karsinojenik, anti-oksidan o6zelligi yaninda anti-
hormonal etkisi GH3 ve MMQ hiicre hatlarinda hem PRL hem de BH hormonal
seviyelerinin 48 saat i¢inde baskiladigi gosterilmistir [213]. Ayrica GH3 ve At2
pituater adenoma hiicreleri iizerinde curcumin BH, ACTH ve prolactin gibi
hormonlarin sentez ve salimimini baskiladigi in vitro ve in vivo caligmalarda
gosterilmistir [214]. Boylece bizde bu tez kapsaminda gergeklestirdigimiz BH yiiksek
anlatimi kazandirilan meme kanseri modellerinde curcuminin BH basta olmak tizere
PRL, ve BH asagida sinyal yolaginda etkin biiylime faktorii olan IGF-I salinimi ve
sentez durumu ELIZA ve immunoblotlama ile gosterilmistir. Elde ettigimiz verilere
gore stabil BH salan MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453, T47D meme kanseri
hiicrelerinde anlatim ve saliniminda artis tespit edilen BH {lizerinde curcuminin 24 saat
ilag uygulamasi ile baskilayicr etkisi literatiirdeki veriler ile paralellik gdstermistir.

Curcuminin hormonal ve biiyiime faktorleri iizerinde baskilayici etkisi yaninda
pek c¢ok pro-inflammatuar sitokin olan TNF, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, ve
kemokinleri transkripsiyon faktdrii NF-«xB araciligi ile baskiladigi gosterilmistir
[215]. Curcumin’nin ¢ok sayida sitokin salinimimi inhibe ettigi bilinmektedir.
Curcumin’nin monosit ve makrofajlardan IL-1B, IL-8, TNF-o,, MCP1 ve MIPla
salinimini baskiladigi bildirilmektedir. Bunlara ilaveten, IL-6, IL-10, interferon y gibi
sitokinlerinde ekspresyonunu curcuminin azalttigi, inflamazyonda belirgin bir
azalmaya ve fibrozis azalmasi ile baglantili oldugu goriilmektedir [140]. Pankreas

kanserine sahip kisilerle yapilan klinik ¢aligmalarda curcuminin klinik biyolojik
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etkileri arastirilmistir. On sekiz aydir hastaligi stabil devam eden kisilerde serum
sitokin seviyelerinde (IL-6, IL-8, IL-10 ve IL-1 reseptor antagonistleri) anlamli artislar
(4-35 kat) buna eslik eden kisa fakat belirgin bir tiimor gerilemesi (%73) tespit edilmis
ve herhangi bir toksisite goriilmemistir [146]. Curcuminin hastalarda ki periferik kan
mononiikleer hiicrelerinde NF-kB, COX-2, fosforillenmis sinyal transdiiseri ve
transkrinsiyon 3 aktivatoriiniinii anlatiminin azaldigi bildirilmistir. Oral curcumin iyi
derecede tolere edildigi ve sinirli absorbsiyonuna ragmen pankreas kanseri olan bazi
hastalarda biyolojik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Boylece, biyolojik
stabilitesinin curcumin formiilasyonlar: arttirmak tizere farmakolojik etkinligi yiiksek
analoglar veya nanopartikiil, lipozom ile kapli curcumin gelistirmeye yonelik planlar
curcuminin antitiimor aktivitesini desteklemek ve arttirmak icin faydali bir strateji
olarak onerilmektedir [146, 149]. IL-6 ve IGF-I 6nemli MM hiicre biiyiime faktorleri
olmasina ve Dex ile indiiklenen apoptoza kars1 koruma saglamasina ragmen, eksojen
IL-6 ve IGF-I atiprimod kaynakl1 sitotoksisite kars1 koruma saglar [161, 162]. Ayrica
atiprimodun ayni zamanda gii¢lii bir JAK2/JAK3 inhibitérii oldugu bilinmektedir
[159]. Ayrica ERKI1/2’yi, TNF-o tarafindan tetiklenen IxkBa ve NFxB p65
fosforilasyonunu inhibe eder [160]. Pankreas kanseri olan hastalarda giinliik 12 gram’a
kadar giivenli kullanimda oral yolla alindiginda curcuminin sitokinlerin anlatimin
arttirarak, timor baskilanmasi saglanmistir [144]. Bu tez kapsaminda litertiirdeki
bilgiler 15181nda otokrin BH anlatim1 kazandirilan meme kanseri hiicrelerinde IL-6, IL-
8, IL-10 gibi sitokinlerin anlatim durumu gosterilmistir. Otokrin BH sinyali olan tiim
meme kanseri hiicrelerinde IL-6 salimimi BH anlatimi1 olmayan hiicrelere kiyasla
istatistiksel olarak artmis ve curcumin uygulamasi ile IL-6 salinimi en belirgin MCF-
7, MDA-MB-231 BH+ hiicrelerinde azalmistir. Ayrica anti-inflammatuar 1L-10
sitokin salinim1 BH anlatimi kazandirilmig olan meme kanseri hiicrelerinde arttigi
gosterilmis ve curcumin uygulamasi ile MCF-7, MDA-MB-231 ve T47D hiicre
hatlarinda IL-10 salinimi azalirken, MDA-MB-453 hiicre hattinda arttigi tespit
edilmistir.

Bu tez kapsaminda, liiteratiirle paralel olarak stabil BH salan MCF-7, MDA-
MB-231, MDA-MB-453, T47D meme kanseri hiicrelerinde anlatim ve saliniminda
artis tespit edilen BH iizerinde curcuminin 24 saat uygulanmasi ile baskilayici etkisi
oldugu ve literatiirde ilk defa; otokrin BH anlatim1 kazandirilmis MCF-7, MDA-MB-
231, MDA-MB-453, T47D meme kanseri hiicrelerinde BH,IGF-1, prolaktin, I1L-6, IL-

10 salgilarinin ve IL-1B, IL-6, IL-8 sitokinlerin anlatiminin curcumin tarafindan
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baskilandig1 tespit edilmistir. Ayrica yine literatiirde ilk defa atiprimod ile beraber
curcumin uygulamasimin otokrin BH sinyali kazandirilmis MCF-7, MDA-MB-231,
MDA-MB-453, T47D meme kanseri hiicrelerinde curcumine karsi ilag direncini,
hiicre proliferasyonu ve mitokondriyel membran potansiyelini azaltip, hiicre
dongiistine ket vurarak veya subG1 hiicre populasyonunu arttirarak apoptotik hiicre
oliimiinii indiikledigi tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuglarin gelecektede in vitro
ve in vivo fare modellerinde de kombine tedavilerin uygulanmasi, ayn1 deneylerin
MCF-10A gibi ¢esitli hiicre hatlarinda da uygulanmasi ve karsilastirilmasi, ayrica
T47D meme kanseri hiicre hatt1 i¢in curcumin ile beraber atiprimodun daha uzun siire
uygulanarak, anti-inflamatuar ve anti-kanserojen etkisini arttirarak daha fazla tedavi

edici olmasi1 saglanacaktir.
Tablo 6. Curcuminin otokrin BH salinimi yapan MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453, T47D meme kanseri

hiicrelerinde hormon ve sitokinler {izerine etkisi

_ MCF-7 MDA-MB-231 | MDA-MB-453 T47D

1 | ! !
PRL 1 1 -
IGF-I 1 1 1 1
e | ! ! |
e | | 1 |
IL-8 .', l - l-
IL-10 1 1 | 1

Tablo 7. Curcumin ile beraber atiprimod uygulamasinin sadece curcumin uygulamasina kiyasla otokrin

BH salinimi1 yapan meme kanseri hiicrelerinde hiicre 6liimii ve apoptotik 6liim {izerine etkisi

_ MCF7 | MDA-MB-231 | MDA-MB453| T47D

Hucre canhhgl

|
Hucre 6lUmu ‘t "' ' -
g/loltgﬁgz;:;yel membran 1 1 1 -
Apoptotik hiicre 6limu ‘t "' "' "'
Akt t ' ' l-
Bax 1 l t '
Bad ' ' ' '
Bol-2 ! | ! |
t ! 1 1
Kaspaz-7 l l_ 1 l
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EKLER

Tablo 8. Kullanilan cihazlarin listesi

Temperature Freezer,
U725 innova

ADI URUN KODU FIRMA ADI
UV-Transluminator GelDOC BioRad
Santrifiij 5417R Eppendorf
Spin mini spin plus SNO0708 LabNet
Yatay elektroforez sistemi | Gel XL ultra V-2 BioRad
Hassas Tart1 LE6202S Sartorius
Mikropipet (0,5u1-10ul) | EH52836 Thermo
Mikropipet (20u1-200ul) | EH46925 Thermo
Mikropipet (200u1-1000pul)| T27274 Thermo
Otoklav 0TO32 Niive
Manyetik Karistirict SB162 Stuart/ProLab
Distile Su Cihazi TANKPEOQO30 Millipore Direct Q-5UV
pH Metre N315 SEM/Mettler Toledo
Derin Dondurucu 2041D Argelik
Buzdolab1 ( No frost ) 4263TMB Arcelik
Vorteks SA8 Stuart/ProLab
Dry heat sterilizer FN120 Niive
Spektrofotometre Ultraspec 2100 pro | Biosciences
Gii¢ Kaynagi PowerPac/Basic BioRad
Laminar Flow Model: 12469,2000 | HeraSafe
Inverted Mikroskop Model: XDS-1B SOIF
Inkiibator Heracell Thermo
Florasan Mikroskobu Model: 1X71 Olympus
Dondurucu (-80°C) Ultra Low New Brunswick

Scientific
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Elektroforez Aletleri

165-8000 / 170-4155

BioRad

Facs Flow Cihazi

AC6531180147

BD ACURI C6

HPLC Cihazi

120 Infinity Series

Afilent Technologies

Tablo 9. Hiicre kultiirii donanimlart

ADI URUN KODU FIRMA ADI
12 kuyucuklu petri 92012 TPP
6 kuyucuklu petri 92006 TPP
96 kuyucuklu petri 92096 TPP
75cm? hiicre biiyiitme kaplar 90076 TPP
25cm? hiicre biiyiitme kaplar1 | 90026 TPP
100mm hiicre biiyiitme kaplar1 | 93100 TPP
60mm hiicre biiylitme kaplari 93060 TPP
Steril pipetler (5ml) 94005 TPP
Steril pipetler (10ml) 94010 TPP
Siringa filtreleri (0.22 pum) 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
MCF-7 hiicreleri 61062004 ATCC
MDA-MB-231 hiicreleri 61093072 ATCC
Tablo 10. Kullanilan kimyasallarin listesi
ADI URUN KODU FIRMA ADI
Etanol CAS 64-17-5 ALKO MED
Saf Etanol 32221 SIGMA-ALDRICH
Metanol 24229 SIGMA-ALDRICH
[zopropanol K44518295 321 | MERCK
2-merkaptoetanol S4805940 517 MERCK
Akrilamid /Bis-Akrilamid 30% ¢o6zelti| A9099 SIGMA-ALDRICH
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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 Phenylindole, D1306 Thermo Scientific
Dihydrochloride

Pl Boya P4170-100MG SIGMA-ALDRICH
Fetal Bovine Serum (FBS) P290310 Pan Biotech

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

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

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

Protein izolasyonu Tamponu 78501 Thermo

Page Ruller Plus 26619 Fermentas
Prestained 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

6X ylikleme Tamponu R0631 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
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TEMED A1148,0100 Applichem

Yagsiz Siit Tozu SC-2325 Santa Cruz Biotechnology
Glisin 3570 CALBIOCHEM
H20 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 Centrifugal Filters | 4FC901024 MERCK

Neomisin G8168 SIGMA-ALDRICH
Invasion Chamber 354483 BD Bioscience
Super Block T20 Blocking Buffer 37536 Thermo
FuGENE® 6 Transfection Reagent | E2692 Promega

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

Kristal Viyole FN1048735 MERCK
Tablo 11. %12’lik SDS-PAGE jel igerigi

Adi Alt Jel Ust Jel

Distile su 3,4ml 3,075 ml

Tris-HCI 2,5ml (1,5M,pH: 8,8) 1,125ml (0,5M, pH: 6,8)
%10 SDS 0,1 ml 0,05ml
Akrilamid/Bis-Akrilamid 4 ml 0,67 ml

Amonyum Persulfat (APS) | 0,05 ml 0,025ml

TEMED 0,005ml 0,005ml

TOPLAM 10,005 ml 5,05ml
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OSGB/Eser ALTUNHAN - Acil Durum Planlar1 Egitimi

29.03.2017: Giin Ilkyardim Egitim Merkezi - T.C. Istanbul Valiligi 11 Saghk
Miidiirliigii, ilkyardimer Serfitikas1 / Ilkyardimer Ehliyeti

22.04.2017: Dog. Dr. Nese Buket AKSU - Hitabet Ve Konusma Teknikleri Egitimi
22.04.2017: Arzu ATASOQOY - Yasam Becerileri Programi Egitmen Sertifikas1
25.10.2017: Istanbul Protein Arastirma Gelistirme ve Inovasyon Uygulama ve
Arastirma Merkezi / Uskiidar Universitesi — Ileri Kromatografik Yontemler Uygulamali
Egitimi

27.01.2018: Nesim LEVI — Proje Yonetimi Egitimi

28.01.2018: Dog. Dr. N. Buket AKSU — Catisma Teknikleri ve ikna Egitimi
28.01.2018: Tayfun TURKALP - Etkili Dinleme ve Geri Bildirim Egitimi
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SOSYAL AKTIVITELER & HOBILER

Degisik iilkelere seyahatler

Sosyal sorumluluk projeleri (Kahramanmaras Goksun Ilkdgretim Okulu ziyareti;
organizasyon gorevlisi, Sevgi 1zi projesi gdrevlisi, Kutu kutu mutluluk projesi gérevlisi)
Bilim dergileri abonelikleri

Ebru sanat1

Karikatiir, El Sanatlari, Resim (kara kalem, scarlet graffiti, origami,ahsap boyama)

KULUP VE UYELIKLER

Yesilay tiyeligi

Tiirk Egitim Vakfi Uyeligi

Toplum Géniilliileri Vakfi Uyeligi

Hali¢ Universitesi Goniilliiliik Kuliibii iiyeligi

Hali¢ Universitesi Genetik Kuliibii iiyeligi

Hali¢ Universitesi Bilim ve Teknik Kuliibii iiyeligi
Hali¢ Universitesi Sosyal Sorumluluk Kuliibii iiyeligi

Hali¢ Universitesi Spor Kuliibii iiyeligi
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T.C. Adalet Bakanlig1 Adli Tip Kurumu

Biyoloji Ihtisas Dairesi Baskani

T : 0505 294 96 62 — 0212 454 15 00 dahili 2095 - omer.muslumanoglu@gmail.com

Dr. Y. Hakan OZON

Genetiks Genetik Tan1 Merkezi

Molekiiler Genetik Boliim Sorumlusu ve Finans Direktorii

Gayrettepe Mah. Bahar Sok. No 4A 34349 Besiktas — ISTANBUL

T: 0532294 64 05 - 0(212) 275 70 20 - yhakanozon@genetiks.com.tr
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T.C.Adalet Bakanligi Adli Tip Kurumu

Biyoloji ihtisas Dairesi Uzmani - Laboratuvar Sorumlusu
T : 0532 256 41 10 - aybarsturker@gmail.com

Dr. Mehmet Ali TUFEKCI

Memorial Sisli Hastanesi Tiip Bebek ve Ureme Genetigi Merkezi
Embriyolog

Piyale Pasa Bulvar1 34385 Okmeydant - Sisli /Istanbul / Tiirkiye

T:0532 318 16 15 - 0 212 314 66 66 (Pbx) 3203 - malitufekci@gmail.com
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