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OZET

Serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT) monoamin bir hormon olup, evrimsel siiregte korunmus
onemli bir nérotransmitter maddedir. 5-HT merkezi ve periferal sinir sisteminde oldugu gibi,
endokrin ve ekzokrin organlar ve hematopoietik sistemlerdeki hucrelerin fonksiyonunun

diizenlenmesinde oldukga 6nemli rol oynamaktadir.

Meme kanseri kadinlarda gozlenen kanser vakalari arasinda en sik gézlenen kanser tipi olup,
her yil 1,1 milyondan fazla kadinda rastlanmaktadir. Teknolojik gelismeler sayesinde erken
teshis ve cok ileri teknikler sayesinde tedavi imkanlari olsa bile, halen bu hastalik nedeni ile

kisiler hayatin1 kaybetmektedir.

Meme epitelyal hicrelerindeki homeostatik mekanizmalar, hamilelik ve emzirme gibi ciddi
degisikliklerin oldugu durumlarda dokunun normal fonksiyonunu yerine getirmesinin
kontroliinde rol almaktadir. Meme kanseri, epitelyal homeostatik sistemlerinin yanlis
diizenlenmesi sonucunda meydana gelmektedir. Serotonin epitelyal homeostatik sisteminin bir
parcast olup, meme epitel hiicrelerinin homeostaz mekanizmalarinin diizenlenmesinde rol
almaktadir. Bu nedenle, 5-HT sisteminin epitel dokularinda yanlis diizenlenmesi tUmor
olusumuna yol ag¢maktadir ve meme epitel hicrelerinden kokenlenen timorlerin
progresyonunda 5-HT sinyal yolagindaki degisikliklerin onemli bir neden olabilecegi

diistiniilmektedir.

Bu arastirmada MCF-7 ve MDA-MB-231 hucrelerinde, serotoninin hiicre sagkalimi ve hiicre

0liim mekanizmalar1 {izerine etkisinin molekiiler diizeyde belirlenmesi amaglanmaistir.



ABSTRACT

Serotonin (5-hydroxitriptamine, 5-HT) is an important evolutionary-conserved monoamin
hormone that is also considered important as a neurotransmitter. 5-HT not only regulates
cellular functions of nervous system, but also involved in regulating cellular function of

endocrine/exocrine organs and hematopoietic systems.

Breast cancer is the most common type of cancer among cancer cases observed in women. This
cancer type is encountered in more than 1.1 million women in each year. Although breast cancer
could be treated under favour of early diagnosis possibility and advanced treatment techniques,

patients still loose their lives due to this disease.

The homeostatic mechanisms in breast epithelial cells play a role in controlling normal tissue

function in cases where there are serious changes such as pregnancy and lactating.

Breast cancers arise on the occasion of incoordination in the regulation of epithelial homeostatic
systems. Serotonin is part of the epithelial homeostatic system and it is involved in the
regulation of the epithelial homeostasis mechanisms of breast epithelial cells. Thus,
dysregulation of the 5-HT system in epithelial tissues leads to tumor formation, and changes in
the 5-HT signaling pathway may be an important cause of progression of tumors originating

from mammary epithelial cells.

In this research, the investigation of effects of serotonin on cell survival and cell death

mechanisms in MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cell line was aimed.



1. GIRIS

1.1. SEROTONIN

Serotoninin monoamin yapida bir nérotransmitter oldugu bilinmesine ragmen beyin hari¢ diger
bolgelerde gosterdigi etkiler nedeniyle siniflanmasi islemi halen ikilem boyutundadir; ¢iinki
insan beyni hari¢ deri, akciger, bobrek, karaciger ve testis gibi viicutta diger organ yapilarinda
da yer almaktadir. Aynm1 zamanda neredeyse tiim organizmalarda serotoninin varligt

saptanmistir (Azmitia,1999).

Filogenetik olarak incelendiginde olduk¢a eski bir molekiil olan serotoninin ndronlarin
olusmasiyla beraber geliserek evrimlestigi diislinlilmektedir. Serotoninin kesif hikayesi
Italya’dan (Vittorio Erspamer) Amerika’ya (Irvine Page, Arda Green and Maurice Rapport)
kadar uzanmaktadir (Sekil 1). Serumdan izole edilmis (sero-) bir damar daraltic1 (-tonin) olarak

belirlenmistir ve yapist 5-Hidroksitriptamin (5-HT) olarak tanimlanmistir (Azmitia, 2012).

Sekil 1. Serotoninin kimyasal yapisi. (pubmedchem.org)

Serotoninin biyolojik 6neminin aragtirilmasinda 6nem daha ¢ok sinir biliminde insan davranisi
izerindeki etkilerine (beslenme, uyku, eslesme, uyku ve 6grenme) ve bazi rahatsizliklardaki
rollerine (depresyon, otizm, Alzheimer hastalig1) yogunlasarak devam etmistir. Serotonine daha
genis bir perspektiften bakmak ise son zamanlarda ortaya ¢ikan bir fenomen olmustur. 50 yillik
bir siirecin ardindan serotoninin organsal diizeydeki rolleri de yavas yavas aydinlatilmaya
baslanmistir (Brodie ve Shore 1957; Woolley, 1961; Scheibel ve ark., 1975). Serotoninle ilgili

olan daha genis teorik yaklasimlarsa bu monoaminin homeostatik diizenleyici ve bir dis diinya



algilayicis1 olarak nasil calistifini anlamaya yonelik olacak sekilde giinlimiizde devam

etmektedir (Azmitia 2001; Azmitia, 2007).

1.1.1. Triptofanin Metabolizmadaki Rolii ve Triptofan TUrevleri
Triptofan var olan en biiylik ve en hidrofobik aminoasit yapist olup; biiyiik proteinler icin
katlanmayla iliskili sinyallerin olusturulmasinda énemli rollere sahiptir (Aoyagi ve ark., 2001).
Protein molekiillerinin yapisinda da en nadir bulunan aminoasitlerden olup genelde proteinin
kuru agirligmin yaklasik %1- 2 sini olugturmaktadir. Genetik kodda triptofan i¢in yalniz bir
kod (‘UGG’) onun aminoasit olarak kodlanmasini saglamaktadir; diger kodon kisimlari
durdurucu kodon yapilar1 olan UGA, UAG ve UAA ile ¢cakismadan dolay1 evrimsel sliregte
boyle bir yapinin tercih edildigi diisiiniilmektedir. Triptofandan tiirevli birgok énemli molekiil
yapist mevcut olup, bunlara drnek olarak niikleik asit yapisinda bulunan Adenozin ve Timidin

yapilari verilebilir (Azmitia, 2010).

Bunun disinda yeni kesfedilen bir niikleolar protein olarak sayabilecegimiz WDRSS5 proteini
triptofan ve aspartat igeren tekrarli bir motif tasimakta olup, bu motifin ribozomal RNA’ nin
olusumunda 6nemli oldugu disiiniilmektedir (Iwanami ve ark., 2008). Yapilan ¢alismalar
WDRS55’ in rRNA sentezi i¢in 6nemli bir niikleik diizenleyici oldugunu, hiicre dongiisiiniin
ilerlemesinde ve embriyonik organogenezdeki rollerini de ortaya koymustur. Tiim bu olaylar1
g6z Oniinde bulundurdugumuzda triptofan az miktarda bulunmasina ragmen organizmanin
hayatina nasil biiyiik etki ettigi mitoz (Humphrey ve Enoch, 1998), hiicre hareketi (Efimenko
ve ark., 2006) ve olgunlasmadaki (Cooke ve ark., 2002) rolleri de gbéz Oniine alinarak
anlagilabilir. Triptofandan tiirevlenen bazi yapilarin en dnemlileri oksin, serotonin, melatonin
ve N formilkinurenindir (Azmitia, 2010), (Sekil 2).

Triptofandan tiirevlenen ¢ogu yap1 tek hiicreli organizmalarda antioksidan Ozellige sahip
olmakla beraber insanoglu binlerce yildir triptofan tiirevli yapilari entaktojen ve ethojen
olarakta kullanmaktadir. Bu yapilara 6rnek olarak Psilocybin mantari, Dimetiltriptamin (DMT),
Bufotenine, 5-MeO-DMT, Ergot, ergotamin, LSD, Ibogaine ve Yohimbine Ornek olarak
verilebilir. Triptofanin metabolizmada ve tiim organizmalardaki en 6nemli tlrevi ise serotonin

yapisidir (Azmitia, 2010).



1.1.2. Serotoninin Biyosentezi
Serotonin triptofandan iki enzim araciligiyla sentezlenmektedir. Triptofan hidroksilaz
molekiiler oksijen gerektiren bir enzim olup diger enzimse piridoksal fosfat gerektiren
tetrahidro biyopterin ve aromatik aminoasit dekarboksilaz yapisidir. Monoamin oksidaz A ve
B (MAO A ve B) yapilarinca metabolize edilir ve bu reaksiyon sonucunda H20. ve Hidroksi
Indol Asetik Asit yapilar1 ortaya cikar (Sekil 3). Bu mekanizma ilk defa fungilerde ortaya
cikarilmistir (Sablin ve ark., 1998). Omurgalilarda serotonin melatonini olusturacak sekilde

metillenme reaksiyonuna ugrayabilir (Azmitia, 2010).

Serotonin sentezinde hiz sinirlayict basamak triptofan hidroksilazin rol aldig1 basamaktir. Bu
enzim yapisi 444 aminoasit igermekte olup molekiiler agirligi 51 kDa’ dur (Sekil 4), (Azmitia,

2012).
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Sekil 2. Triptofandan tiirevlenen énemli yapilar (Azmitia, 2010).
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Sekil 3. Serotonin biyosentetik yolagi (Azmitia, 2012).

MIEDNKENKDHSLERGRASLIFSLKNEVGGLIKALKIFQEKHVNLLHIESRKSKRRNSEFE
IFVDCDINREQLNDIFHLLKSHTNVLSVNLPDNFTLKEDGMETVPWEPKKISDLDHCANR
VLMYGSELDADHPGFKDNVYRKRRKYFADLAMNYKHGDPIPKVEFTEEEIKTWGTVEQ
ELNKLYP

THACREYLKNLPLLSKYCGYREDNIPQLEDVSNFLKERTGFSIRPVAGYLSPRDFLSGLA
FRVEHCTQYVRHSSDPFYTPEPDTCHELLGHVPLLAEPSFAQFSQEIGLASLGASEEAVQ
KLATCYFFTVEFGLCKQDGQLRVFGAGLLSSISELKHALSGHAKVKPFDPKITCKQECLI
TTFQDVYFVSESFEDAKEKMREFTKTIKRPFGVKYNPYTRSIQILKDTKSITSAMNELQH
DLDVVSDALAKVSRKPSI

Sekil 4. Triptofan hidroksilazin amino asit dizisi. Diizenleyici diziler kirmiz1 ile (1-186);
katalitik bolge mavi ile (187-444) ile simgelenmistir (Azmitia, 2012).

1.1.2.1. Oncu hidroksilaz enzimleri
Diinyanin olustugu ilk zamanlarda karboksilazlarin CO ile beraber bulundugu diisiiniiliiyordu.
Bununla beraber O, miktarinin artisinin ardindan bu bilesigin O2’i segmeye basladig
diistintlmekteydi (Smith, 1976). Oksijen temelli olan tepkime enerji yoninden verimsizdi;
fakat yiiksek miktarda 151k akisi sirasinda fazla oksijenin kullanimini sagladigindan tercih

edilmeye devam edildi. Bu yapinin oksijene bagli olan ilk enzim sistemi oldugu diistiniilmekle

6



beraber (aynen triptofanin 5-Hidroksitriptofan olusturma tepkimesinde oldugu gibi) bu tiir
enzim yapilarina sonrasinda hidroksilaz adi verilmistir; ¢iinkii tek bir molekiil oksijen
kullanilmaktadir ve diger yandan suyun olusumu ger¢eklesmektedir. RuBP (Ribuloz BiFosfat)
karboksilaz ayni fosfat baglanma sekansina sahip olup normalde bu bolge triptofan biyosentetik

yolagindaki enzimlerde mevcuttur (Wilmanns ve ark., 1991).

Fenilalaninin biyosentezi tirozin ve triptofan aminoasitlerini olusturabilecek sekilde ek
basamaklara da evrimlesmistir. One atilan bir evrimsel senaryoya gére primitif reaksiyonlar
daha c¢ok enzimleri igermeyen reaksiyonlardi ve enzimatik sistemlerse modern bakterilerin
olusumu sirasindaki ayrimlarin saglanmasinda bu nedenle 6nemli roller oynadi (Ahmad ve
Jensen, 1998). Bu enzimatik 6zelliklerin bir¢ogu ve biopterinin kofaktor olarak tepkimede
kullanilmasi, tiim memeli triptofan hidroksilazlar1 arasinda ortaktir ve bu enzimin katalizledigi
asama biyosentez i¢in hiz sinirlayicidir. Bitkilerde hidroksilaz enzimleri bir¢ok sayida alkoloid
yapinin olusmasina Onciililk eder ve bu alkoloidler bitkilerin antioksidan o6zelliklerinin
potansiyeli halindedirler. Primitif hidroksilaz enzimlerinin substratlar 15181 yakalama 6zelligine
sahip olan fenilalanin, tirozin ve triptofandir (Grenett ve ark., 1987; Boularand ve ark., 1998;
Wiens ve ark., 1998).

Normalde hiicresel oksidasyon hiicrenin olgunlasmasi ve boliinmesi i¢cin dnemliyken asiri
oksidasyon hiicre dliimiiyle sonuglanmaktadir. Farmasotik olarak 6nemli indollerin sentezi
dekarboksilaz enzimleri kadar hidroksilazlar1 da icermektedir (Facchini ve ark., 2000).
Serotonin Onciili olan 5-HTP, triptofan hidroksilaz enzimi araciligiyla olusmaktadir. Bu
molekiil dekarboksilaz olarakta bilinen 6zelligi tasiyan karboksilaz aktivitesiyle serotonine
doniismektedir. Bu nedenle serotoninin oksijen daha hiicre i¢ine gecis yapmadan anaerobik
organizmalarda da triptofandan tiretildigi en ¢ok savunulan goriistiir; fakat oksijen ve serotonini

en etkin sentez eden yapilar bitkilerdir (Azmitia, 2010).

1.1.2.2. Dekarboksilazlar
Serotonin biyosentezinde rol alan bir diger enzim yapisi triptofan dekarboksilazlardir.
Enterobacteria cloacae tiirii bakteriler bitki kokleriyle iliski iginde olup indolpiriivat
dekarboksilaz enzimini kullanarak oksin hormonu iiretimini gergeklestirmektedir (Facchini ve
ark., 2000). Hayvanlarda ise bu enzim triptofana olan 6zgiilliigii kaybetmis ve genel aromatik
aminoasit yapilari i¢in islevsel hale gelmistir. Bu nedenle triptofan sentezinde rol alan
enzimlerin kayb1 nedeniyle hayvanlarda triptofanin sentezlenemedigi ve miktarinin daha az

oldugu diislintilmektedir (Azmitia, 2010).



1.1.2.3. Kofaktorler
Triptofanin biopterin, NADH ve piridoksal fosfat1 da iceren birgok kofaktor tipinin sentezinde
onemli oldugu disiiniilmektedir (Nelson ve Cox, 2008). Biopterin hidroksilaz enzimleri igin
gerekli bir kofaktor yapist olup serotonin sentezinde gereklidir. NADH ve NADPH
yapilarininda evrimsel olarak erken donemlerde bile var oldugu ve neredeyse hiicredeki her
redoks reaksiyonunda var oldugu da bilinmektedir; ¢linkii bu yapilar hem okside edici hemde

redukte edici ajanlar olarak tepkimelerde rol almaktadir (Azmitia, 2010).

Piridoksal-5-fosfat aminoasit olusumunu da igeren bir ¢ok redoks reaksiyonunun kataliz
partneri olarak gorev alan bir yapidir (Alexander ve ark., 1994). Ayni1 zamanda dekarboksilaz
kofaktorii olan piridoksal fosfat yapisi 330- 340 nm’de 15181 absorblamakta ve bu nedenle bu
yapmin 5-Hidroksi Triptofan olusumunda fotoaktif bir kromofor olarak rol aldig
diistiniilmektedir. Kofaktor piridoksal-5-fosfatin biyolojik evrimin erken asamalarinda
goriildiigii disiiniilmektedir ve bununla da tutarh olacak sekilde organik kofaktorler ve metal

iyonlarmin ilk biyolojik katalizorler oldugu diisiiniilmektedir (Mehta ve Christen, 2005).

1.1.3. Serotoninin Evrimi ve Organizmalardaki Rolleri

Melatonin ve 5-metoksitriptaminin sentezi ve varliginin neredeyse yasayan her hiicrede
saptanmistir (Hardeland, 1999). Oksin bilesigi de bircok tek hiicreli organizmada sentez
edilmektedir (Overbeek, 1940; Jacobs ve ark., 1985). Bir fungal organizma olan Candida
guilliermondii’de, serotonin ve onunla iligkili diger hidroksi triptamin yapilari) ve ergot
tirevleri provide ultraviyole (UV) toksisitesinden korunmayi ve hiicre proliferasyonunun
tetiklenmesini saglamaktadir (Strakhovskaia ve ark., 1988 ; Belenikina ve ark., 1991). Candida
oksijen liretememekle beraber enerji iiretimi oksijene bagimli olan bir zorunlu aerobdur.
Bitkilerde memelilerden daha ¢ok miktarda serotonin sentezi gerceklesmektedir (Garattini ve
Valzelli, 1965; Smith, 1971; Sparks ve Slevin, 1985). Yiiksek derecede serotonin varliginin
nedeni olarak hiicre igindeki oksijenin, triptofanin, enzimlerin ve kofaktorlerin varligi biiyiik
onem teskil etmektedir Bitkilerdeki serotonin miktar1 ise hayvanlardan ve 6zellikle hayvan
beynindeki miktarindan 100 kat daha fazladir. Ornek olarak muz derisinde 40 mg/g serotonin
mevcutken fare hipokampusinde bu miktar 0.4 mg/g’ dir. 5-HT &ncull olan, 5-HTP yapasi,
Grivonia simplicifolia bitkisinin kuru agirliginin %20’ sini olusturmaktadir (Lemaire ve
Adosraku, 2002).

Bircok hayvan tipi fotosentez sonucu dretilen karbonu elde edebilmek icin algler ve
siyanobakterilerle simbiyotik yasam siirmektedir. Bu birliktelikler Porifera ve Cnidaria

filumlarinda yaygin olup diger bir¢ok filum bu 6zellikten yoksundur (Venn ve ark., 2008). En
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basit hayvan formu olan Poriferalar 600 milyon yil dnce evrimlesmistir (Valentine, 2004).
Hayvanlar alemindeki bir¢ok organizma triptofan iceren organizmalar1 yakalayabilme ve diger
yandan da oOzellikle solunum icin O soluyabilme o6zelligine sahiptir. 5-HT ve bundan
kokenlenen alkoloid yapilar1 siingerlerde bulunmaktadir (Salmoun ve ark., 2002). Bu
organizmalarda sinir sistemi olmayip ve filtrasyonla beslenir.

Hidralar en basit primitif hayvanlar olarak kabul edilmekte olup dzellesmis sinir ve motor
sistemleri vardir. 5-HT organizmanin epiteli boyunca buraya yakin olarak yerlesen duyu
noronlarinda yerlesim géstermistir. Yassi solucanlar (Stenostomum leucops) gibi ayr1 bir sinir
sisteminin goriildiigli yapilarda ise serotonin noronlar1 bulunmaktadir (Wikgren ve Reuter,
1985). Serotonin hayvanlar aleminde ki bir¢ok canlida olduk¢a az miktarda iiretilmektedir.
Nedeni ise triptofan miktarinin diger canli gruplara gére az olmasindan ileri gelmektedir
(Azmitia, 2010).

Serotonin reseptorleri icin gen ¢esitliligine baktigimizda ve muskarinik, dopaminerjik ve
adrenerjik reseptor yapilariyla kiyasladigimizda bu reseptdriin 750 milyon ile 1 milyar yil
arasinda evrimsel bir ge¢misinin oldugu diisliniilmektedir (Peroutka ve Howell, 1994).
Siyanobakterileri diigsiinerek durum ele alinirsa 5-HT1A yapisinin rodopsin i¢in ilk 6rnek
oldugu diisiiniilmekle beraber serotonin reseptorlerinin bu canlilarda 2,5-3,5 milyon yil 6nce

evrimlestigi diisiiniilmektedir (Sekil 5), (Azmitia, 2012).
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Sekil 5. Serotonin reseptorii 1A’ nin yapist (Azmitia, 2012).



Hiicreler membran potansiyellerini sabit tutabilmek amaciyla iyon kanallar1 ve nérotransmiter
degisimlerinin homeostasisi i¢in ndrotransmitter yapilarini evrimlestirmislerdir. Ikincil mesajci
yapilart (G proteinler, c- AMP ve fosfolipaz C sistemleri) evrimin erken asamasinda ortaya
¢cikmistir ve tiim filumlarda bu yapilarin varhigi saptanmistir. Porifera ve cnideria filumlarini
bir yana alarak diisiintildiigiinde, tiim klasik norotransmitter reseptor alt tipleri memelilerde

dahil tim organizmalarda mevcuttur (Walker ve ark., 1996).

Baz1 serotonin reseptor tiplerine embriyonik donemde bile rastlanabilmektedir. H3-5HT
baglanmasina deniz kestanelerinin blastula ve gastrula asamalarinda rastlanmaktadir (Brown
ve Shaver, 1989). Deniz tavsan1 5-HT2 reseptori ile deniz kestanesi 5-HT- hpr reseptori sekans
homolojisi gostermektedir (Katow ve ark., 2004). 5-HT reseptorii yapisi arkenteronlarda
fertilizasyon sonrasindaki 33 saat icindeki larvada goriilmektedir. 48 saat iginde larval viicut
yiizeyindeki 7 hiicresel alandaki kisa fiberlerde ektoderm boyunca yerlesim gdstermektedir

(Azmitia, 2010).

Bu serotonerjik reseptor hucreleri mezensefalik hiicre kokenindedir ve denizkestanelerindeki
gastrulasyon baslangicinda serotonin sinyallerinin ektodermal hiicrelere aktardig1 saptanmaistir.
Insanlarda ise 5-HT 1A reseptorlerinin miktar1 dogumdan dnce en yiiksek seviyededir (Bar-
Peled ve ark., 1991). Ratlarda ise serotonin i¢in reseptorler yalnizca fetiiste bulunmamakla
beraber bazi agonistlerin enjeksiyonuyla modifiye edilebilmektedir (Whitaker-Azmitia ve ark.,
1987). Tiim omurgasiz reseptorleri yakin zamanda klonlanmistir ve memeli reseptdrleriyle
homolojileri saptanmistir. Bu olgular temel serotonin reseptor tiplerinin erken jeolojik
periyotlarda ve erken ontojenik zamanlarda evrimlestigini gostermektedir. Memelilerde
serotonin reseptorlerinde biiyilk miktarlarda cesitlilik saptanmistir. Yiizlerce serotonin
reseptorii klonu elde edilmis olup insan beyninde en az 20 tip 5-HT ndéronal transkriptinin

varligi ayirt edilmistir (Moroz ve ark., 2006 ).

Serotonin insan beyninde spesifik olarak en az 16 spesifik reseptor proteinine baglanmaktadir.
Bu diizenleyici yapilar igerisinde iyon kanallarini, c-AMP seviyelerini, kinaz aktivitelerinin
diizenlenmesini saglamaktadir. 5-HT reseptOrleri viicuttaki her hiicrede bulunmaktadir. Bunun
nedeninin ise az miktarda triptofanin viicutta mevcut olmasi veya sentez edilmesi nedeniyle
ondan en vyiiksek diizeyde yararlanilabiliyor olmak istenmesi olabilecegi olarak

distintilmektedir (Azmitia, 2010).

Hayvan hiicrelerinde kanda spesifik triptofan ve serotonin baglanan proteinlere sahiptir ve

beyin gibi bazi organlara bu molekiillerin transportunu saglamaktadir. Glial hiicreler kanla da
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alakali olup kan-beyin bariyerinde triptofan1 konsantre edebilmek ve serotonerjik ndronlara

tastyabilmek i¢in ¢esitli transport proteinleri mevcuttur (Bachmann, 2002; O’Kane ve Hawkins,
2003).

Serotonerjik néron yapilari uzun, miyeline olmamis aksonlara sahiptir. Bu akson yapilar
triptofan1 alabilme ve serotonin sentezi igin beyin ve gutta gereken enzimlerin sentezi igin

gerekli olan yapilardir (Azmitia, 2010).

Serotonin, oksin ve melatonin bitki hicrelerinin farklilasmasi, pluripotensisi ve iyon
sinyallerinde rol almakta olan triptofan tiirevli olan yapilardir (Jones ve ark., 2007). Oksin
yapisi bitkilerdeki tek ve ilk kesfedilen en 6nemli tropik faktordiir (Perrot-Rechenmann ve ark.,
2002). Serotonin ve melatonin giinesten alinabilen enerjiye bagl olarak sentezi ve fonksiyonu
acisindan mevsimsel ve giinlik ritimlere baghdir. Bircok transport ve reseptor
mekanizmalarinin serotonin ve serotonin iliskili yapilarin mekanizmalarinda noronlarda
onculliik etmektedir. Memelilerde serotoninin etkisi ndroplastisite ve sinirsel gelisimde etkili
oldugu kadar ayn1 zamanda hiicre iskeletinin diizenlenmesinde ve hareketlerin farklilasmasinda

rol almaktadir (Azmitia, 1999).

Serotonin iireten hiicreleri iceren yapilar olan Cnidaria ve bazi bdceklerde savunma
mekanizmasinda rol almaktadir (Horen, 1972; Weiger, 1997). Daha diisiik organizmalarda
serotonin noronlar1 dig uyaranlar tarafindan harekete gegen duyu néronlari olarak rol almaktadir
ve besin alimi, yiizme gibi lokomotor aktiviteler, savunma ya da kagma mekanizmalar1 gibi
bircok stliregte de aktivitelerine rastlanmaktadir (Yaguchi ve Katow, 2003). Solucan
gangliyasinda (Annelid), serotonine ilk olarak noronlar arasi bolgelerde saptanmistir; bu
diizenlenme seklinin 6grenme, hafiza ( Moss ve ark., 2005 ), ylizme (Kristan ve Nusbaum,
1982) gibi kompleks davraniglara etki ettigi saptanmigtir. Caenorhabditis elegans (Nematod)’
ta, 5-HT hizli bir sekilde kemosensor agin kontroliine olanak saglamaktadir (Chao ve ark.,

2004).

Ayn1 zamanda serotonin igerik ve miktar1 direk olarak noronlar tarafindan diizenlenmektedir.
Duyusal ve motorsal islemler i¢in serotonin spesifik néronal reseptor yapilar: hedef hiicrelerde
cevabi azaltmak yada artirmak amaciyla apikal gangliyonlarla etkilesim gosterebilmektedir
(Marois ve Carew, 1997). Serotoninin treme ve cinsel aktivitedeki rolii de bilinmektedir (Boyle
ve Yoshino, 2005).
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Ek olarak serotonin miktarindaki degisimler hedef néronlardaki cCAMP ve Ca*? miktarini da
degisime ugratmaktadir. Bu degisimlerse hedef hiicrede transkripsiyon oranmna ve hiicre
morfolojisinin degisimine olanak vermektedir (Pettigrew ve ark., 2005). Daha yuksek
organizmalarda ise 5-HT organizmada igte homeostasinin saglanmasinda ve dis diinyayla
etkilesimin nasil ger¢eklesecegiyle ilgili kararlarin verilmesinde olduk¢a énemlidir (Azmitia,

2010).

CAMP ve fosfo CREB (p-CREB) miktarinin artmasi yoluyla, serotonin deniz yumusakgalarinda
olgunlagsma ve hafizada gorev almaktadir (Glanzman ve ark., 1990). Noronal morfolojide
meydana gelen morfolojik degisimler oldukga sasirtici olup bu degisimler omurgalilarda
noronlar arasindaki iletisime etki etmektedir. Kisa bir siire i¢in serotonince kisitlanan
hayvanlarda dendritik profil ve sinapslarda kayiplara rastlanmistir (Yan ve ark., 1997; Okado
ve ark., 2001). Bu noroplastisite diger bircok grup tarafindanda ¢alisilmistir (Azmitia, 2007,
Azmitia, 2001; Azmitia ve Whitaker-Azmitia, 1991; Azmitia ve Whitaker-Azmitia, 1997;
Jacobs ve Azmitia, 1992).

Memelilerde serotonin glial hiicrelerle tropik bir iligki igerisinde olacak sekilde evrimlesmistir.
Serotonin icgin yuksek afinitede olan reseptorler kemiricilerden primatlara kadar Schwan
hiicreleri ve astrositlerde tanimlanmistir (Hertz ve ark., 1984; Whitaker-Azmitia ve Azmitia,
1986; Gaietta ve ark., 2003). Astrositlerin serotonerjik reseptorlerle ilgili belki de en 6nemli
gorevi onlara triptofan saglamaktir (Pow ve Cook, 1997). Astrositlerdeki serotonin reseptdrleri
ayni zamanda bir norit uzama faktorii olan S100B ve glukozda salgilamaktadir (Azmitia, 2001).
Serotonin uygulamast sonucunda FGFR- 2 aktivasyonu sonucunda GDNF aktivasyonu
gerceklesmektedir (Tsuchioka ve ark., 2008). Diger yandan serotonin reseptdrlerinin
aktivasyonu ratlarda beyin kokiinde glial hiicrelerin gelisimini uyarmaktadir (Tajuddin ve ark.,
2003). Astrositler omurgalilarin yami sira Caenorhabditis elegans ve Drosophila
melanogaster’de de bulunmaktadir. Bu destek hiicrelerinin de erken asamada evrimlestigi
diistiniilmektedir. Miyelin belirteci ve astrosit belirteci olan antikor yapilart markir olarak
kullanildiginda glial hiicrelerin Arthropodlarda ve deniz yumusakcalarinda da bulundugu
saptanmistir (Roots, 1981).

Serotonin tropotropik bir sistemdir. Serotoninin tropik fonksiyonlar1 mitoz, apoptoz,
farklilasma ve metabolizmada aldig1 rollerden anlasilmaktadir ve bu etkisini dogrudan ya da
direk beyindeki major bir hiicresel sistem olan astrositler lizerinde etkilidir. Bu etkileri disinda

reseptorler araciligiyla glukoz kullanilirligindaki degisimler ve tropik faktor salinimi lizerinde
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de etkilere sahiptir. Bu oOzellikler beyin gelisimi ve yaslanmada etkin olan 6zelliklerdir
(Azmitia, 1999). Serotonin aslinda tiim organizmanin gelisimi ve olgunlagsmasi agisindan
onemlidir ¢inki reseptorleri vicuttaki tim hicrelerde bulunmaktadir. Ornegin; bagirsakta
Hansen ve Witte, 2008, akcigerde Wasserman, 1980, bobrekte Raymondve ark., 1993,
karacigerde Hagmann ve ark., 1992 ve deride Nordlind ve ark., 2008 serotonin reseptdrlerinin

varlig1 saptanmaigstir.

Omurgali beyninde serotoninin trofik fonksiyonlari serotoninin aksonlardan itibaren nasil etki
ettigiyle 1ilgili yeni gorlislerin ortaya atilmasimi saglamistir.  Geleneksel olarak
norotransmitterlerin spesifik sinaptik bolgelere aksonlar aracilifiyla tasindigi ve sonrasinda
salindig1 kabul edilmektedir. Serotonin aksonlarin birgogunda goriilmektedir (Muller ve ark.,
2007). Sinaptik olmayan bolgelerde bulunan miyelinsiz aksonal varikositlerde serotonin difflize
oldugu saptanmis olup bu konuda halen devam eden tartigmalar mevcuttur. (Beaudet ve
Descarries, 1978). Ornek olarak rat beyninde serotonin aksonlar1 lateral ve III ventrikiiller
boyunca ependimal hiicrelerde lokalizasyon gostermektedir (Mgllgard ve Wiklund, 1979).
Yaslt bireylerde ve norodejeneratif hastaliklarda insan beynindeki serotonerjik ndronlarin

dejenere oldugu saptanmistir (Azmitia ve Nixon, 2008).

Beyindeki serotonerjik sistemde meydana gelen bozulmalar Down sendromu, otizm,
anoreksiya nevroza, anksiyete ve depresyon gibi gibi birgok rahatsizlikta goriilmektedir. Alkol
bagimliligir da (Martinez ve ark. , 2008) ve Herpes zoster (Ohyama ve ark., 2004)’ de dahil
olmak iizere bircok sinirsel rahatsizlikla serotoninin alakasiyla ilgili 10.000°1 agskin yayimn
bulunmaktadir. Serotonin ve depresyon iligkisiyle ilgili yaymlarin sayis1 ise 13.000’1 agmustir.
Beyindeki serotonin seviyesi ve depresyonla intihar arasindaki iliskiyle ilgili olan ilk yaym
bundan yaklasik 40 y1l 6ncesine aittir (Shaw ve ark., 1967). Yapilan PET calismalar1 5-HT-2A
reseptOriiniin depresif ve intihara yeltenen hastalarda degistigini gdstermistir (Audenaert ve

ark., 2006).

Serotonin seviyesindeki diigiisler normal beyin homeostasisini etkilemekte ve hem yapisal hem
fonksiyonel agidan ciddi degisimlere sebebiyet vermekte ve bireyin hayatinin devamini
etkilemektedir. Ayni zamanda 15181n insanlarda beyin serotonin sistemindeki dramatik etkileri

de goriilmiistiir (Lambert ve ark., 2002).
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1.2. SEROTONERJIK SISTEMIN GENETIK ORGANIZASYONU VE ILISKILI
OLDUGU YOLAKLAR

5-HT reseptorlerinin  siniflandirilmast  hem primer sekans dendogramlarma (sekans

dizilemelerini temel alan agaglar) ve/ ve ya farmakolojilerine gére yapilmistir. Dendogramlar

omurgasizlardaki GPCR lar ve diger 5-HT7 benzeri reseptorler olarak ayrilacak sekilde

diizenlenmistir. Bu nedenle omurgasizlar i¢in tam olarak siniflama yapilabildigi bilimsel olarak

soylenememektedir (Kroeze ve Roth, 2006).

Omurgali da ise smiflandirma gectigimiz 50 yilda ¢ok az degisim gosterecek sekilde
yapilmistir. Omurgalilarda 2 ana periyot altinda bu siniflandirmalar1 birlestirebiliriz.
Farmakolojik periyotta; 6zgil 5-HT liganlarinin tanimlanmasi gergeklestirilmisken, molekiiler
periyotta 5-HT reseptorlerinin klonlanmasiyla farmokolojik siniflanirmada sona gelinmistir

(Sekil 6), (Wang ve ark., 2013).

Ve BN B D BB NN D (9,D 0 O O

PE S AR A A RO S ot S (S hﬁ@h@ﬁ%«ﬁﬁ
5HT1A: PSR WFFY TIK TAL G AN
IRl D | C T WF FY T TEvr BT
SHT1D: B C&E WFFY RN T TEAL F INT
IRl O MC TS . WF F ¥ (THH TEV AT
S5HT1F: (s} WFFY HTEVSEA
SHT2A: DVEHTEISWFF Y DVEIA L RV
SHTZ2B: DVE TE WFFY K MRILL EV
5HT2C: [»RYAS i G A D VRIS L v
5HT4R: [BRYA T i WFFY FvAllow T L
SHT5A: DV Cal WFFY RAESK SL
S5HTER: [BRYEeES WFFY Avi@aor BT
5HT7R: [PRASNI WF FY QTEHRE RL

Sekil 6. 12 insan GPCR 5-HT reseptor yapisinin ligand baglanma bolgelerinin dizilenmesi.

Ortosterik  baglanma bolgeleri kirmizi ile, uzamis baglanma bolgeleri mavi ile
gosterilmistir.5.38 ve 6.59 pozisyonundaki reziduler ligand varken 5-HT2B reseptorii yapisinda
goralip 5-HT1B yapisinda goriilmeyen ligand reseptor etkilesimini simgelemektedir (Wang ve
ark., 2013).

Farmokolojik periyotta 4 sinif tanimlanmisken (5-HT 1-4) molekuler klonlama periyodunda 3
reseptor yapist daha (5-HT5-7) eklenmistir. Alt siniflarin olusturulmasi da molekiiler biyolojik
metodlara dayanirilarak gergeklestirilmistir. Son halde ise omurgali 5-HT reseptor yapilarinin
siniflandirilmasi farmokolojik olarak g6z dniinde bulundurulan baglanma bdélgelerinin yapisida

dikkate alinarak yapilmistir (Sekil 7), (Wang ve ark., 2013).
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Sekans agisindan baktigimizda ise 5-HT reseptor genleri intron- ekzon yapilarina gére 7 gruba
ayrilmaktadir. Bu kadar cesit reseptoriin mevcudiyeti ise farmasotik endlstride spesifik
terapotik yapilarin gelistirilmesini zorlagtirmaktadir. Eger fizyolojik ve farmakolojik goriisler
bir araya toplandiginda bu reseptorlerin her biri farkli hiicrelerde farkli ifade diizeyleri
gostermekte ve farkli sekilde diizenlenmektedir. Bu diizenlemeler sonucunda ise sinyal
yolaklarinda ve hiicre fizyolojisinde farkli roller iistlenmektedir (Bockaert ve ark., 2006;

Hannon ve Hoyer, 2008).

1.2.1. Serotonerjik Sistemin Farmakolojik Olarak Tanimlanmasi
Farmokolojik periyot 195011 yillarda Gaddum ve arkadaslar1 Onciiliiglinde ortaya ¢ikmistir
(Gaddum ve Picarelli, 1957). Gadum ve arkadaslar1 Guinea pig ileumunda 5-HT varliginda
kontraksiyonu indiiklenen ve Dibenzilin varliginda aktivitesi bloke olan “D reseptorii” ve
morfinle uyarilan “M reseptorii” olarak smiflandirmayi gergeklestirmislerdir. Sonrasina D
reseptorlerinin post sinaptik 5-HT2 reseptori, M reseptdrinin ise presinaptik 5-HT3 reseptor

oldugu kanitlanmistir (Azmitia, 2010).

Baglanma galismalar1 ve organ cevabina bakilan calismalara ek olarak 1980lerde yeni bir
fenomen ortaya ¢ikti. Bu ¢alismalarda 5-HT yapisinin membranlari ve/ ve ya intakt hiicreleri
stimiile etmesini takiben ikincil mesajci liretiminin degisimi goézlenmeye baslandi. Bu tip
deneyler sonucunda Colliculi néronlarinda 5-HT4 reseptor yapisinin cAMP olusumunu stimiile
ettigi ortaya cikarildi. Yapilan bu ¢alismalarin diger bir avantaji ise yapi- cevap iliskisine
bakilarak agonist ve antagonistlerin birbirinden net sekilde ayirt edilmesine olanak vermesidir

(Dumuis ve ark .,1988a; Bockaert ve ark., 2008).

1.2.2. Serotonin Reseptdrlerinin Genomik ve Post Genomik Simiflandirmasi
15 —HTR yapilar1 insan genomunda 17 farkli gen aracili olarak sentezlenmekte olup; 12 gen
metabotropik 5-HTR yapisi, 5 gen ise iyonotropik 5-HT3R yapisi sentezinde rol almaktadir.
Ayni zamanda 1 adette psédogen yapisi bulunmaktadir (5-HT5B), (Azmitia, 2010).

1.2.2.1. Metabotropik Serotonin Reseptorleri
GPCR genleri ortak bir atadan kdkenlenip ayrim gostermis olup aralarinda yapisal ve evrimsel
cesitli iligkiler bulunmaktadir (Barnes ve Sharp, 1999). 5-HT1 resept6leri intronu olmayan
genler tarafindan kodlanmakta olup; 1, 3, 5 ve 6.kromozomlarda meydana gelen duplikasyonlar

sonucu olustuklar1 diistiniilmektedir (Sekil 8), (Azmitia, 2010).
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Sekil 7. Butln insan GPCR 5-HT reseptor yapilarinin dizilenmesi. Heliks yapilarint olusturan
rezidiilerin tanimlanmasi kirmizi ¢izgiler araciligiyla simgelenirken, 5-HT1B reseptoriinde
ergotamin baglanma boélgesi yildizlarla simgelenirken; kirmiz1 yildizlar ortosterik baglanma
bolgesindeki rezidiileri, mavi yildizlarsa uzamis baglanma bolgesinde bulunan rezidiileri
gostermektedir. Dizileme ve renklendirme BioEdit programi kullanilarak yapilmistir (Wang ve
ark., 2013).
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GEN YAPRISI GEN URUNU
HTR1A [ 5-HT4,: 422aa 1269b
5q11.2-q13 m
HTR1B i 5-HT4g: 390aa 1173b
613 VUL
HTR1D [ 5-HTyp: 377aa 1134b
1p36.3-p34.3 N
HTR1E [ 5-HT4g: 365aa 1098b
Gatd-ats VUYL
HTRAF [ 5-HT4g: 366aa 1101b
312 T
HTR2A [ ™ ™ 5-HT54:471aa >G0kb
et | Ty b g
HTR2B I ™Y ™y 5-HT55:481aa >15kb
2g36.3-q37.1 'U '1’ ('UL
HTR2C N 5-HT5c: 458aa >183kh
Xq24 {UL
HTR3A 5-HT34q)- 51024 >15kb
11q23.1 5-HT a4y 47822
HTR3B 5-HTgg: 441aa >41kb
11g923.1
HTR3C 5-HTac: 447aa =7kb
3q27 1
HTR3D 5-HTyp: 279aa >7kb
39271
HTR3E 5-HTy: 4712a >6kb
39271
HTR4 o 5-HT g5 387aa =185kb
5q31-933 2 '_ {0y 388aa, (;: 411aa,
G Dt i' (a): 360aa, ) 37133,
2 - .
i @ 363aa, (o) 378aa,
\ﬂ J ,\.\’LE {ht)- 402aa, ?[i}'- 428aa,
(ny- 359aa,
HTR5A r ™ 5-HTgu - 357aa >14kb
7q36.1 N .
HTR5B Pseudogene none
2q14.1
HTR6& L N 5-HTg: 440aa >15kb
1p36-p35 NN ]
HTR7 I I,\I 5'HT?{3} :d445aa »1168kb
1 ﬂq21 -q24 U] M__b d ] 5-HT?{b) :432aa
—— 5-HT7(q) : 479aa

Sekil 8. 5-HT reseptori kodlayan sekanslarin yapilari (Azmitia, 2010).
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5-HT2 reseptor genleri uzaktan iliskili olup transmembran domain 2 (TM2)’ in sonunda ve
TM4 kodlayan sekansin igerisinde bulunan 2 benzer introna sahiplerdir. 5-HT2C reseptor
geninde kodlayan sekansin ekstraseliiler domainine denk gelen kisminda ek bir intron yapisina
sahip olup 183 kb kadar yer kaplamaktadirlar (Sekil 8). 5-HT2 reseptdr geninin alternatif
splicingi herhangi bir fonksiyonel splice varyant1 olusumuna sebebiyet vermemektedir (Xie ve
ark., 1996).

5-HT4 reseptdr genleri biraz daha kompleks bir yapr teskil etmektedir. Kodlama yapan sekansi
185 kb’ den biraz daha uzun olup en az 14 ekzon ve ¢ok sayida da splice variant1 i¢erdigi
diisiiniilmektedir. insandaki 5-HT4 reseptdriine baktigimizda 10 adet fonksiyonel splice
variantinin olusturulabildigi mevcuttur (Bender ve ark., 2000; Hiroi ve ark., 2001). Bu
varyantlarin 9 tanesinde splicing olay1 C-terminal domainlerinin degisiklik gostermesine olanak
saglamaktadir (Sekil 8). Bazi ekzonlar (h yada i ekzonlar1 gibi) in frame stop kodonu
icermemekte olup farkli ek kombinasyonlarin halen kesfedilmedigi bilinmektedir (Brattelid ve
ark., 2004). Bununla beraber yapilan bir ¢aligmada porcine 5-HT4 reseptorii varyantlarinin
fonksiyonel homofiizyon varyantlarini da iceren yapilarin olusumuna olanak sagladigi
saptanmistir (De Maeyer ve ark., 2008). Bu varyantlarin varligimin insan genomunda
duplikasyon olaylar1 sonucunda olustugu diisiiniilmektedir. Yapilan ¢alismalar sonucunda 5-
HT4 varyantlarindan 5-HT4A ve 5-HT4E reseptor yapilarinin spesifik intraseliiler proteinlerle
etkilestigi ve bu izoformlarin sinyal yolaklarinin ayarlanmasinda ince ve onemli roller aldig1
belirlenmistir (Joubert ve ark., 2004).

2 tane 5-HT5 reseptor geni kemiricilerde saptanmis olup bu yapilardan yalmiz 5-HT5A
reseptoriiniin insanda eksprese edilebildigi saptanmistir (Rees ve ark., 1994). 5-HT5B reseptori
psddogenininde insan genomuna kromozom 2’ de lokalize oldugu 35.1° de bulundugu ve 36.3
olan asil lokalizasyonunda kalic1 olarak baskilandigi gosterilmis olup, bu lokustan
transkripsiyona ugradigi hakkinda yeterli kanitta bulunamamaktadir (Azmitia, 2010).

5-HT6 reseptdrii geninde 2 adet splicing bdlgesi bulunmaktadir. Ilki intraseliiler lob 3’ iin
ortasinda lokalize olup 5-HTS5A reseptdr genindeki splicing bdolgesiyle benzerlik
gostermektedir. 2.kisitm ise TM6 ve TM7 bolgelerini kodlayan ekzonlarin ayrimini
saglamaktadir (Sekil 8). Bu reseptor yapisi i¢in fonksiyonel olmayan splice varyantlar1 da

kesfedilmistir (Olsen ve ark., 1999).
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Insan 5-HT7 reseptdr geni belki de bu reseptdr yapilar igerisinde en kompleks olanidir. Bu
reseptdr yapisinda C terminal domainleri uzunlukga farklidir ve her biri farkli akseptor ve donor
bolgesi kompozisyonuna sahiptir. 5-HT7 reseptor tipleri 5-HT7A , 5-HT7B ve 5-HT7D yapilari
olarak ayrim gostermektedir. Degisken 6zellikteki intron- ekzon organizasyonu nedeniyle rat
genleri 5-HT7C reseptor yapisini olustururken 5-HT7D izoformunu olusturamamaktadir
(Heidmann ve ark., 1997). Bu splicing pozisyonu 5-HT4 reseptortinin geninde C terminal
kismini kodlayan sekansla benzerlik gdsteren terminalin olusumuna sebep olmaktadir. 5-HT7
reseptorlerinin farkli C-terminal domainlerinin ve varyantlarinin aynen 5-HT4 reseptor
izoformlarinda olugu gibi 6zgul intraselliiler proteinlerle etkilesime olanak sagladigi

distintilmektedir (Azmitia, 2010).

1.2.2.2. Iyonotropik Serotonin Reseptirleri
5-HT3 iyon kanallarinin pentamerik alt tiniteleri 5 farkli gen yapisi tarafindan kodlanmaktadir
(Barnes ve ark., 2009; Sekil 8). HTR3A ve HTR3B genleri aynmi lokusun (11g23.1)
duplikasyonu sonucu olusmustur. Diger bir duplikasyon olay1 ise 5-HT3 reseptdr geninde
3g27.1 lokusunda coklu kopyalarin olusturulmasi seklinde ger¢eklesmekte olup HTR3C,
HTR3D, HTR3E genlerinin ve bir psédogen yapisinin (htr3c2) olusumunu saglamaktadir.
HTR3D yapisi hari¢ tiim gen yapilar1 8 ile 9 arasi degisen ekzona sahip olup TM bolgeleri en
az 2 ya da 3 son ekzon tarafindan kodlanmaktadir. HTR3A geninin alternatif splicing bolgesi
aracili olusturulan splice varyantlariin biri 510 digeri 478 aminoasit icermekte olup sirasiyla
5-HT3Aa ve 5-HT3Ab genlerinin olusumunu saglamaktadir. Bu iki yap1 TM3 ve intraselliler
loop 3 agisindan farklilik sergilemektedir (Belelli ve ark., 1995; Miyake ve ark., 1995; Sekil 8).

5-HT3A reseptor izoformlarinin sayist net olarak bilinmemekle beraber ek splicing
varyantlarinin varligi da rapor edilmistir (Bruss ve ark., 2000). HTR3D geninin N terminal
domainin biiyilk kismi1 eksik olan 279 rezidiiden olusan 4 TM alt {initesi kodladig
kanitlanmigtir (Niesler ve ark., 2007; Sekil 8). Bununla birlikte 2 alternatif transkript yapisinin
strastyla 454 ve 233 aminoasitten olusan yapilar olusturdugu rapor edilmistir (Q70Z44-1 ve
Q70Z44-3: Uniprot Database, http://www.uniprot.org’ an alternatif transkriptlere ulasilabilir).

Yapilacak ileri ¢alismalarin bu yapilarin aydinlanmasinda etkili olacagi diisiiniilmektedir

(Azmitia, 2010).
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1.2.3. Serotonin ve RNA Duizenlenmesi
RNA diizenlenmesi molekiiler ve fonksiyonel c¢esitliligin olusumunu saglayan dinamik bir
mekanizmadir. RNA diizenlenmesinin en yaygin tipi Sitozinden Uridine (C-U) ve Adenozinden
Inosine (A-I) doniisiimii icermektedir. Inozin yapis1 hiicredeki translasyon makinesi tarafindan

Guanozin gibi okunabilmektedir (Higuchi ve ark., 1993).

5-HT2C reseptor yapilart bu tip bir diizenleme sonucu ortaya ¢ikan GPCR yapilaridir. Ekzon
5’ te (kodlama yapan sekanstaki 2.ekzona denk gelmekte olan yap1); 4 major (A, B, C, D) ve 1
minor pozisyonda (E) RNA dizenlenmesi olayr meydana gelmektedir. 5-HT2C reseptor
mRNAsina meydana gelen diizenlenme A- I doniisiimii seklinde gergeklesir ve bu olay sonucu

potansiyel olarak 3 kodon olusur (Azmitia, 2010).

Teorik olarak 5-HT2C gen yapisi diizenlenmemis formlar1 (INI) ve tamamen diizeltilmis
yapilar1 da (VNV) iceren 32 farkli mRNA’ dan 24 reseptor izoformu tiretmektedir (Fitzgerald
ve ark., 1999). 5-HT2c transkriptlerinin bu diizenlenmesi dokuya 0zgtindir. Fare beynindeki 7
major 5-HT2c reseptdr izoformu 11 farkli RNA tiirii tarafindan eksprese edilmektedir. Insan
beynine ise 14 reseptor izoformu 23 transkript tarafindan olusturulmaktadir. 5-HT2c-VSV
insan beyninde en sik rastlanan izoformken, rat beyninde en sik rastlanan form 5-HT2c-VNV’
dir. RNA dizeyindeki bu yapisal olaylar 5-HT nin kendisi tarafindan diizenlenmektedir. 5-HT
miktarinin azalmasi 5-HT ig¢in yliksek afiniteye sahip olan izoformlarin sentezini artirmaktadir.

Diger yandan ise 5-HT2c reseptorii zit etkiyle diizenlenmektedir (Gurevich ve ark., 2002a).

5-HT2c reseptoriinlin - RNA  diizenlenmesinin  degismesinin depresyonda rol aldig
diistintilmektedir. 5-HT2c reseptdrii mRNA izoformlarinin ekspresyonunun saglikli insanlarla;
depresif ve intihara meyilli hastalar karsilastirildiginda insan prefrontal kompleksinde farkli
ekspresyonlar gdzlenmistir. Intihar goriilen insanlarda en sik bulunan bélgeler olan E ve C
bolgelerinde ekspresyon artisi,  bolgesine ve reseptorii kodlayan birgok kisimda A
ekspresyonun azalmasi saptanmistir. Bu izoformlarin bu sekilde eksprese olmasi bazal

aktivitenin, agonist afinitesinin ve potansiyelin azalmasina sebep oldugu kanitlanmigtir

(Gurevich ve ark., 2002b).

Kiigiik niikleolar RNA (snoRNA) yapist olan HBII-52’nin reseptor mRNA splicingini
diizenledigi saptanmigtir. HBIIS2 yapist splice olmus ekzon 5’ in fonksiyonel 5-HT2C yapisi
olusumunu saglayan kismina sekans komplementerligi sergilemekte ve bu sekilde etkinligini

gostermektedir (Azmitia, 2010).
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1.2.4. G protein Aracih Sinyallesme ve 5-HT Reseptorleri
Heterotrimerik Guanin niikleotidini baglayan proteinler (G protein) sinyal transdikleyicileri
olup hiicre ylizeyinin plazma membranina yapisik olup efektor ve reseptorle iliski icerisinde

hiicre i¢i sinyal yolaklarinin diizenlenmesinde rol alirlar (Ross ve Gilman, 1980).

G proteiniyle iligkili yapilar igerisinde ¢ok sayida hormon, nérotransmitter, kemokinler, otokrin
ve parakrin faktorler bulunmaktadir. Ilk 4 G proteinin (Gs, Gt, Gi, ve Go) biyokimyasal
saflagtirmasinin ardindan ¢ok sayida G proteini cDNA klonlanmasi ile tanimlanmistir (Simon

ve ark., 1991).

G proteinleri a, b ve g olmak iizere 3 alt iinite igermektedir. Sinyallesmede esasen dimer olarak
rol alirlar; ¢ilinkii sinyal Ga veya Gbg kompleksi ile iliskilidir. Birgok durumda Gbg alt tiniteleri

nondenatiire edici kosullarda bile birbirlerinden ayrilmazlar (Azmitia, 2010).

Toplamda bilinen 20 adet Ga, 6 adet Gb ve 11 adet Gg alt iinitesinin varlig1 s6z konusudur.
Sekans benzerliklerini temel alarak ele alacak olursak Ga alt Uniteleri 4 aileye ayrilabilir. Bu
siniflandirma hem reseptér hem efektor eslesmeleri géz Oniinde bulundurmakla yapilmis
olmakla beraber bazi istisnalar1 da bulunmaktadir. Bu agidan bakildiginda ve STKE deki sinyal
transdiiksiyon haritalar1 g6z Oniine alindiginda STKE (Signal Transduction Knowledge
Environment) G protein yapilarini alfa alt {initelerinin 6zelligine gore isimlendirmekte ve
siniflamaktadir. Bu yaklagimla hem reseptor spesifitesi hemde genis capta efektor spesifitesi
g6z oOnunde bulundurulurken, bg altiiniteleri arasindaki sinyal transferi géz Oniine
almmamaktadir. Gs ve Gq aileleri iyl tamimlanmis efektor yolaklarinda rol almaktadir. Bu
yolaklar sirasiyla adenil siklaz ve fosfolipaz C-b (PLC-b) yolaklaridir. Gi ve Go aileleri daha
amorf olup sinyal akis1t Ga ve Gbg iiniteleri araciligryla gerceklesmektedir. Hem Ga (Gao ve
Gai) hemde Gbg komplekslerini de icine alan bircok downstream efektor yolaklar
kesfedilmistir. Belki de en iyi anlasilmis Gi aile yolagi transducin yolagidir. Bu yolak gozde
15181n saptanmasina iligkin siire¢lerde rol almaktadir. G12 ve G13 yolaklar1 arasindaki iligski en
sik calistlmis olandir. ki yolakta benzer downstream sinyal bilesenlerine sahip olmasina
ragmen farkl spesifite gostermektedir. Gal2 ve Gal3 i¢in farkli iletisim haritalar1 saptanmis
olup farkli biyolojik yollar1 diizenleyip diizenlemedikleri halen net anlasilabilmis degildir (Ram

ve lyengar, 2002; Naves ve ark; 2002).

Bu 4 genis G protein aile iiyesi; ¢ok sayida ekstraseliiler ajan tarafindan sinyallerle
induklenebilmektedir. Sekil 9° da gordiigiimiiz baz1 ekstraseliiler sinyaller birgok G protein

yolagin1 etkileyen proteinlerin yalmizca kiigiik bir kismini gostermektedir. Ekstraseliiler
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sinyaller spesifik G protein yapilarini farkli reseptorlere spesifik sekilde yonlendirilmektedir.
Ornek olarak epinefrin sinyali beta adrenerjik reseptorle iliskili Gs, Gi ile iliskili a2 adrenerjik
reseptor ve al-adrenerjik reseptorle iliskili Gq ve G11 sinyalleriyle ¢aligmaktadir. G proteinleri;
metabolik enzimleri, iyon kanallarini, transkripsiyon makinelerini diizenlemektedir. Sonug
olarak bu yapilardaki degisimler; hiicre davranis1 ve fonksiyonunda, embriyonik gelisimde,
ogrenmede, hafizada ve organizma homeostasisinde roller almaktadir. Sistem diizeyinde bu
degisimlerin diizenlenmesi sayesinde kompleks diizenlenmeler saglanmaktadir (Neves ve ark.,

2002).
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Sekil 9. G proteini aracili olarak sistemik fonksiyonlarin denetlenmesi (local mediators (LPA)
(Neves ve ark., 2002).
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Gs yolagi orijinal hiicre sinyal yolaklarini da i¢ine alan ve ikincil mesajcilar1 da igine alan bir¢ok
anahtar kompleksten yol alan bir siire¢ olma 6zelligini tagimaktadir (Sutherland ve Wossilati,
1955). Protein fosforilasyonu (Krebs ve Fischer, 1956) ve sinyal indlkleyicileri (Rodbell ve
ark., 1971; Ross ve Gilmann, 1977) bu yolaklarin ¢alisilmast sonucunda bulunmustur. Bu
yolaktaki bir¢ok etkilesim yapis1 biyokimyasal analizler sonucunda tespit edilmistir. 40 yillik
geemisi olan Gs yolak ¢alismalarinda her gecen giin yeni etkilesim partnerleri tespit edilmeye
devam edilmektedir. Yapilan ¢aligmalarla kii¢iik guanozin trifosfataz (GTPaz) Rap yapis1 ve
bu yapinin ikincil mesajci olan adenozin monofosfatla iliskisi saptanmistir (Bos ve ark., 2001).
Bulunan bu mekanizmalar G proteinlerinin kii¢iik GTPazlarin aktivitesini nasil diizenledigini
de gdrmemizi saglamistir. Rap aktivasyonu Gs sinyali aracili olarak MAPK (Mitojen Iliskili
Protein Kinaz) yolak modiilii ile etkilesimdelerdir. cAMP bagimli protein kinaz aracili olarak
[protein kinase A (PKA)] Rap' in c- Src tirozin kinaziyla etkilesimi ve aktiflesmesinin bu
yolaklarin kesfinde 6nemli rollerinin oldugu bilinmektedir (Schmitt ve Stark., 2001). Bunun
disinda Gas i¢in olast bir GTPaz aktive edici protein yapisininda kesfi saglanmistir (Zheng ve

ark., 2001).

PKA

T

@f@
Gk

e

Sekil 10. Kanonikal Gs yolagi (AC, adenylyl cyclase; PKA, protein kinase A; PDE, phosphodiesterase; L-Call
channel, L-type Ca21 channel; CNGC, cyclic nucleotide gated channel; PhosK, phosphorylase kinase; GlyPhos,
glycogen phosphorylase; CREB, cAMP response elementD binding protein; EPAC, the cAMP- and AMP-
regulated exchange factor for Rapl; Rapl, a small GTPase; MAPK, mitogen-activated protein kinase; Rafl and
B-Raf, MAP kinase kinase kinases; MEK, MAPK/ERK kinase; MEKK, MAPK/ERK kinase kinase; GRK, G
protein receptor kinase; RGS, regulators of G protein signaling; bAR, b-adrenergic receptor) (Neves ve ark., 2001).
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Gi yolag orijinal olarak Gai’ nin adenil siklazi inhibe etme yeteneginin kesfi sayesinde
saptanmistir. Birgok 6nemli hormon ve ndrotransmitter (epinefrin, asetilkolin, dopamin ve
serotonin) Gi ve Go yolaklarinin fizyolojik cevaplari olusturmasinda rol almaktadir. Bu yolak
tarafindan akan sinyal pertussis toksini aracili olarak inhibe olmaktadir. Pertusis toksini COOH
terminal bélgesinde G proteininin alfa alt {initesini ADP ribozile ederek reseptor etkilesimlerini
engeller. Bu yolakta, hem Ga hemde Gbg alt iiniteleri etkileserek iletisim kurar. Gbg direk
olarak en az 4 efektor molekiille iliski icindedir. indirek olaraksa MAPK 1 aktive eden GTPaz
Ras ile iligki i¢indedir. Gbg tarafindan direk diizenlenen efektorlerin igerisinde PLC-b, K1
kanallar1, adenil siklaz ve fosfatidil inositol 3-kinaz (PI3K) bulunmaktadir. Ayni zamanda bu
proteinlerin yalniz belirli izoformlar1 Gbg tarafindan duzenlenmektedir. Pacemaker
aktivitesinin kalpte M2 muskarinik kolinerjik aracili diizenlenmesi Gi, K1 kanallarinin aktivesi
gibi ¢esitli olaylarin devami niteliginde meydana gelmektedir. Gai ve Gao sinyal yolaklarini c-
Src' den STATS3' e aktararak diizenleyebilmekte, diger yandansa Rap yolagi araciligiyla adenil
siklaz1 inhibe edebilmektedir (Neves ve ark., 2002).

Gq yolagi Kalsiyum tasiyan hormonlar araciligiyla aktive olabilen ve PLC-b' yi hiicre ici
mesajcilar olan Inositol trifosfat (IP3) ve diasil gliserol (DAG) sentezi icin aktive edebilen bir
yapidir. IP3 hiicre i¢i kaynaklardan kalsiyum salinimini saglarken DAG, PKC ( Protein Kinaz
C) ile membranda bir araya gelerek onu aktive eder. Bu iligki biyokimyasal olarak bir¢ok hiicre
tipinde de gosterilmistir. Cogu hiicre tipinde hiicre i¢i kalsiyumun salinimi hiicre yiizeyindeki
kalsiyum kanallarina etki ederek hiicre i¢i kalsiyumun hiicrenin igerisine akisini kolaylastirir.
Gaq, PKC aracili ¢alisan bir yap1 olup biilyiik ihtimalle direkt bir etkiyle fosfolipaz D'nin
izoformlarin1 diizenlemektedir (Xie ve ark., 2002). Gaq yapisinin transkripsiyon faktorii NF-

kB'y1 PYK2 aracili olarak aktive ettigi rapor edilmistir (Shi ve Kehrl, 2001).

G12 and G13 yolaklarina bakarsak bu 2 protein yapisinin kesfi bu proteinlerin Ga'ya olan
benzerligi sayesinde saglanmistir ve tiim deneyler transfekte hiicrelerde gerceklestirilmistir.
Biyokimyada bircok durumda efektorlerin birbirleriyle direkt etkilesimleri tamamen
gosterilememektedir. Birbiriyle endojen olarak beraber bulunan Gal2 ve Gal3 sinyal yolaklari
da halen net olarak anlasilamamistir. Sekans benzerligi dikkate alinarak bu 2 yapinin ayni ailede
oldugu fakat farkli sinyal girdi- ¢iktilarina sahip olduklari ve sonugta ¢akisan etkinlikleri oldugu
diisiiniilmektedir(Azmitia, 2010).

Gal2 yapisinin direk olarak Ras i¢in GAP aktivitesi gosteren RasGAP ve Bruton’s tyrosine
kinase (Btk) ile etkilesebildigi gosterilmistir (Jiang ve ark., 1998). Gal2 yapisinin ayn1 zamanda
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fosfolipaz D’yi, PKC ve c¢-Src¢’ yi bilinmeyen bir yolla aktive ettigi diisiiniilmektedir. Bu
yolagin ¢ikis noktasi ve fizyolojik sonuglariysa halen calisilmaktadir. Birgok durumda MAPK
ailesinin farkli iiyeleri aktive olabilmektedir. Bu yapilara ERKS5 veya JNK 0Ornek olarak
verilebilir. Bu yapilarin  aktivasyonu ise gen ekspresyonunun dizenlenmesiyle
sonuclanmaktadir. Aslinda Gal2 yapisi fonksiyon gorintiileme ydntemlerinde bir onkogen
olarak saptanmuis bir yapidir ve gen ekspresyonundaki etkileri de aynen bu sekilde saptanmigtir

(Chan ve ark., 1993).

Gal3 yapisiyla nativ olarak iliskili olan 2 yapt LPA (lizofosfatidik asit) reseptorii ve
tromboksan A2 reseptoriidiir. Gal3 direk olarak GTPazlar i¢in guanin niikleotid degisim
faktori olan Rho’nun aktivasyonunu saglayan pl15RhoGEF ile etkilesir ve bu etkilesim
sonucunda Na+1-H+1 exchangerin aktiflesmesini saglar. PYK2 yapisinin aktivasyonuyla
birlikte Gal3, PI3K yolagina da etki eder. Gal3 protein kinaz Akt’1 aktiflestirir ve aym
zamanda NFkB faktoriinii de diizenleyebilir (Shi ve Kehrl, 2001). Gal3’ iin PYK2’ yi nasil
aktiflestirdigi ise halen bilinmemektedir (Azmitia, 2010).

14 farkli serotonin reseptorii yapisi bulunmakla beraber bunlarin 13 tanesi GPCR (G protein
coupled receptors) ozelligi gostermektedir ve yaklasik olarak %40’1 6nlimiizde onaylanmig

terapotik birer hedef olarak bulunmaktadir (Neves ve ark., 2002)

5-HT yapisinin pleotropik fonksiyonlar1 halen net olarak anlasilmamis olmakla beraber bir¢ok
reseptor tipiyle etkilestigi ve kendi aralarinda bu alt tiplerin diizenleme ve splicingle izoformlar

olusturabildigi saptanmistir (Bockaert ve ark., 2006 ; Millan ve ark., 2008).

1.2.4.1. 5-HT reseptorleri
5-HT1A reseptorii Gi/ Go yapist ile iliskili olan inhibit6r reseptor yapisidir. Adenil siklazin ve
gCa*? inhibisyonunda rol oynar ve GIRK (G-protein-gated inwardly rectifying gK) agilmasini
saglar (Sekil 11). 5-HT1A reseptor yapilar1 lokalizasyonlarina gore farkli 6zellikler gosterirler.
Oto reseptdr yapilart olan 5-HT ndronlarinda ve postsinaptik heterolog noronlarda farkli
lokalizasyonlara ve farkli 6zelliklere sahiplerdir (Sekil 11A) . Ilaglarda bundan &tiirii farkl
etkinliklere sahiptir. Otoreseptor yapilar: desensitize olmaya daha yatkin 6zellikler gosterirler.
Bunun sebebini agiklamak {izere yapilan g¢alismalarda otoreseptOrlerin secici olarak Gi3
yapisini, postsinaptik reseptorlerinse Go’1 tercih ettigi saptanmistir (Mannoury la Cour ve ark.,
2006). Nativ dokularda ve bazi durumlarda in vivoda Gi/ Go aktiflesmesini takiben ger¢eklesen
sinyal olaylar1 su sekildedir: (1) Beyinde bulunulan bolgeye bagl olarak ERK (extracellular
signal-regulated kinase) aktivasyonu yada inhibisyonu (Crane ve ark., 2007); (2) Akt yolaginin
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aktivasyonu (Cowen ve ark., 2005) ve (3) prefrontal komplekste NMDA geg¢isinin inhibisyonu
ve RGS4 etkisinin koreltilmesi seklinde gergeklesir (Gu ve ark., 2007). RGS4; RGS aracili

olarak diizenlenen ve sizofreniyle iliskilendirilen bir gen yapisidir (Gu ve ark., 2007).

COS7 hiicrelerinde 5-HT1A reseptorleri ERK’ e bagimli anti apoptotik yolagi uyarir. Diger
yandansa Janus-kinase 2 (Jak2) bagimli pro-apoptotik yolaginda c-jun N-terminal kinaz aracili
uyarimi gergeklesir (Turner ve ark., 2007a; Turner ve ark., 2007b). 5-HT1B reseptorleri adenil
siklazla negatif iligkili olup substantia nigrada Gi/Go ile iliskilendirilmektedir (Bouhelal ve
ark., 1988; Hamblin ve Metcalf, 1991). Transfekte hucrelerde 5-HT 1B reseptorlerinin PLC,
PLD, Akt, néronal nitrik oksit sentaz (nNOS) ve ERK yolaginin aktiflestirdgi saptanmistir. Bu
yapinin bunlara ek olarak K+ kanallarin1 aktive ederken Ca*? kanallarii da inhibe ettigi de
saptanmigtir (Azmitia, 2010). 5-HT 1D/1E/1F reseptor yapilarinin adenil siklazla ilgili olan

negatif iligkisi transfekte hiicrelerde ve in vivoda gosterilmistir (Bockaert ve ark., 2006).

5-HT2A reseptorleri PLC, PLA2 ve PLC downstreaminde olan ERK yolagini ndronlarda aktive
etmektedir (Bockaert ve ark., 2006; Sekil 11B). 5-HT2A ile ilgili son g¢alismalarda bu
reseptoriin plataletetlerde ve rat kortikal hiicrelerinde farkli bir yoldan aktive oldugunu ortaya
koymustur. RhoA, Racl ve Rab4 gibi kiigiik G proteinlerinin glutamin rezidiilerine serotoninin
kovalent olarak baglanmasiyla konstitiitif olarak tamamen aktif bir siire¢ ger¢eklesmektedir
(Walther ve ark., 2003; Dai ve ark ., 2008). 5-HT baglanmasi araciligiyla gergeklesen fiziksel
etkilesim sonucu, aktive Rab4 (Rab4-GTP) yapisi olusur ve serotonin transporter (SERT)’ un
hiicre i¢i boliimlerden plazma membranina translokasyonu paralize olur (Ahmed ve ark.,

2008).

Piramidal no6ronlara 5-HT2A reseptOrleri 5-HT1A-aracili olarak NMDA akimini
arrestin/Src/ERK yolagi aracili olarak inhibe etmektedir (Yuen ve ark., 2008 ). C6 glioma
hiicrelerinde 5-HT2A’nin MMP (matrix metalloproteinases) proteinlerini Src yolagi aracili
olarak aktive ettigi ispatlanmistir. FGF receptor 2 ligandinin baglanmasi, FGFR-2 reseptorinin
aktiflesmesi, ERK downstreaminin aktiflesmesi ve GDNF’ nin transkripsiyonu seklinde
gerceklesmektedir (Tsuchioka ve ark., 2008). 5-HT2A reseptorleri ERK’i farkli reseptorler
araciligiyla uyarabilmektedir. Bunun disinda iskelet kaslarinda ve diiz kas gibi non noronal
hiicrelerde Janus kinase-2 (Jak2/ STAT) transkripsiyon yolaginin aktiflesmesi de
gerceklesmektedir (Guillet-Deniau ve ark., 1997; Banes ve ark., 2005)

5-HT2A reseptorlerine benzer sekilde, 5-HT2B reseptorleri de Gg/G11 proteinleri ile iligkili
olup PLC aktivasyonunu saglar. 5-HT2B reseptorlerinin astrositlerden kékenlenen rat serebral
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noronlarinda kalsiyum mobilizasyonunu uyardigi saptanmistir. Ek olarak endojen reseptorleri
de igeren noronal olmayan hiicrelerde 5-HT2B yapisinin kendisi aracili yolaklart da aktive
edebildigi saptanmistir. 5-HT2B reseptorlerinin uyarimi konstitiitif ve indiiklenebilir NOS
araciligiyla cGMP artisiyla da iligkili oldugu saptanmistir. Gg/G11-aracili 5-HT2B reseptorleri
PI3K/Akt ve ERK1/2 sinyal yolaklarini1 aktive edebilmektedir (Bockaert ve ark., 2006 ).

5-HT2C reseptor yapilarinin koroid pleksusu da igerecek sekilde bir¢ok beyin bolgesinde PLC
aracili olarak Gq/G11’ i aktive ettigi deneylerle kanitlanmistir (Sanders-Bush ve Breeding,
1988; Sekil 11C). Diizenlenmemis form olan 5-HT (2CINI), PLC’ yi uyarabilme konusunda
daha potansiyel bir role sahiptir ve diizenlenmis formdan daha yiiksek konstitiitif aktivite
gosterebilmektedir (Niswender ve ark., 1999). 5-HT (2CINI) reseptorlerinin G13 ile de iliskisi
vardir ve PLD sinyal yolagi aktivesini ve Rho GTPaz aktivitesini artirdigr saptanmistir
(McGrew ve ark., 2002), Tam diizenlenmis form 5-HT (2CVGV)’ nin G13’0 aktive etmede
basarisiz oldugu saptanmistir. in vivo’ da sinyal indiiklenmesine RNA diizenlenmesinin 6nemi
de bu sekilde agiga ¢ikmustir (Price ve ark., 2001). CHO hiicrelerinde 5-HT2C reseptorleri Gi/
Go’ 1 aktive edip PLA2 ve Akt/ GSK3- B’ y1 diizenlerler (Cussac ve ark., 2002).

5-HT4 reseptorlerinin adenil siklazi aktive ettiginin kesfinin ardindan 5-HT4 reseptorii aracili
gelisen Gs/cAMP/PKA sinyal yolu en iyi karakterize edilmis olanidir (Sekil 11D). Transfekte
edilmis hiicrelerde bulunan diger yolaklarsa Gq ve G13 iliskili yapilardir (Bockaert ve ark.,
2006; Bockaert ve ark., 2008). PKA aktivasyonunu takiben bir¢ok iyonik akimin modiile
edildigi kanitlanmustir. Diizenlenen bu yapilar arasinda K* akislarinin uzun siiren inhibisyonu
en onemlilerinden olup PKA aracili olarak fosfatazlarin inhibisyonu islemini icermektedir. Bu
sayede ndronal uyarimin artist ve iglerin sabit kalmasinda azalmanin oldugu, GABA A
reseptoriiniinse inhibe yada aktive olabilecegi saptanmistir (Ansanay ve ark., 1995; Bockaert
ve ark., 2006; Bockaert ve ark., 2008). 5-HT4 reseptoruniin aktiflesmesini takiben cAMP’nin
Uretilmesi degisim faktorii Epac’ in uyarimini saglar. Epac yapis1 o—sekretazin aktiflesmesini
ve SAPP- a (amyloid onclu protein) salinimini Epac/ Rapl/ Ras yolag iizerinden gergeklestirir
(Lezoualc’h ve Robert, 2003).

5-HTS5 olas1 reseptorleriyle ilgili bilgiler halen asikar degildir. Nativ hiicrelerde 5-HT5 ile ilgili
heniiz kesin bilgiler elimizde bulunmamaktadir (Hannon ve Hoyer, 2008). Néronlarda 5-HT4
ve 5-HT7 reseptorleri gibi 5-HT6 reseptorleri adenil siklazla pozitif iligkilidir (Sebben ve ark.,
1994). CHO hiicrlerinde 5-HT6 reseptdorleri kismen PKA’ye bagimli ve tirozin kinaz Fyn’yi de
gerektirecek sekilde ERK aktiflenmesini saglar (Yun ve ark., 2007).
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Sekil 11. Major 5-HT reseptorlerinin iliskili oldugu sinyal yolaklar1 (Azmitia, 2010).

5-HT7 reseptor yapisinin sinyal yolaklariyla iliskilerinin 5-HT6’dan daha iyi anlagildig
sOylenebilir (Sekil 11E). 5-HT7 reseptorl guinea-pig hipokampiisiinde daha sik ¢alisilmistir.
Bu calismalar sonucunda bu reseptdr yapisinin adenil siklazla iliskili oldugu ve 5-CT (5-
karboksamidotriptamin)’e yiiksek afiniteye sahip oldugu saptanmistir (Shenker ve ark., 1987;
Dumuis ve ark., 1988b). 5-HT7 reseptorleri ayn1 zamanda hipokampal néronlarda ERK1/2 ile
de iliskilendirilmis yapilardir ve bu yapilarin aktiflesmesinin Epac’la alakasi oldugu da ortaya
¢cikmistir (Lin ve ark., 2003). Bunun disinda ERK’in PKA aracili olarakta aktiflestigi olasiligi

g0z Oniine almmaktadir. Hipokampal noéronlarda 5-HT7 reseptorinin aktivasyonu, Ga
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12/RhoA/Cdc42 sinyal yolagi araciliiyla norit uzunlugunun artigini saglamaktadir (Lin ve ark.,
2003; Kvachnina ve ark., 2005). Astrositoma hiicrelerinde 5-HT7 reseptorleri p38 ve PKC
proteinlerini aktiflestirebilmektedir; fakat bu yolda G proteinlerinin rolii halen net degildir

(Lieb ve ark., 2005).

1.2.4.2. Triptofan Hidroksilaz Genleri
Triptofan Hidroksilaz (TrpOHase) ya da L-tryptophan tetrahydropteridine oxygen
oxidoreductase olarakta biliniyor olup serotonin biyosentezindeki sinirlayici1 enzimdir. Gerekli
bir aminoasit yapist olan triptofanin 5-hidroksitriptofana hidroksilasyonunun katalizinden
sorumludur. Fenilalanin hidroksilaz ve tirozin hidroksilazla beraber, fenilalanin hidroksilaz
aromatik aminoasit hidroksilaz ailesinin iiyesi olup tetrahidropterinleri substrat olarak kullanir.
Beyinde 5-HT sentezinde gorevli triptofan hidroksilaz 2 gen tarafindan kodlanir. Bunlar TPH1
ve TPH2 olarakta bilinir. Genel olarak TPH1 periferal organlarda serotonin sentezinden
sorumluyken, TPH1’ e gore daha yeni kesfedilen TPH2 merkezi sinir sisteminde serotonin

sentezinden sorumludur (Invernizzi, 2007).

1.2.4.2.1. Triptofan Hidroksilaz 1 (TPH-1)

TPH-beta ve alfa tarafindan kodlanmakta olup; PC12 hiicrelerinde (rat pheokromositoma) TPH
beta, TPH- a‘ya gore hetereclog gen lusiferaz translasyonunda daha etkindir. Bu 6zellikte
translasyon etkinliginin segici olarak TPH1’ de nasil diizenlendigini gozler oniine sermektedir
(Chamas ve Sabban, 2002). Farelerde P815 mastositoma hicrelerinden klonlanan TPH1 21 kb
uzunlukta olup 11 ekzon igerir ve kromozom 7’ nin proksimal ucunda lokalizasyon gosterir.
Rat TPH-1" ine benzer sekilde bu genin insan karsinoid tiimorlerinde 1332 baz ¢iftlik kisim 50.
592 Da biiyiikliigiinde 444 aminoasitlik bu proteini kodlar. Insan koryokarsinoma ve
adenokarsinoma hiicre hatlarinda TPH-1 geninin baskilanmasi 5’ diizenleyici bolgesinde
meydana gelen 3 SNP sebebiyle meydana gelmektedir. Bu SNP yapilar1t TGT haplotipine olup
sirayla T-1607C, G-1066A, T-346G seklindedir (Souza ve Craig, 2010).

1.2.4.2.2. Triptofan Hidroksilaz 2 (TPH2)
TPH-1 ve TPH-2 insanlarda %71 oraninda aminoasit benzerligi gostermektedir. Farelerde
TPH2 geninin mRNA’ s1 primer olarak beyinde saptanmigsken, TPHI mRNA’ s1 periferde
timusta, dalakta, pineal bezde bulunmustur. TPH2 geninde meydana gelen polimorfizmler
proteinin Uretimine, stabilitesine ve fonksiyonuna etki etmektedir (Souza ve Craig, 2010).
Ornegin; genin diizenleyici bélgesinde meydana gelen T473 A polimorfizmi unipolar ve bipolar

depresyonla iliskilendirilmistir (Van Den Bogaert ve ark., 2006). Yine bu polimorfizmin rat
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Raphe ¢ekirdeginde ve SHP- 77 insan kii¢iik hiicreli akciger kanseri hiicrelerinde kayda deger
sekilde transkripsiyonunun azaldigr gozlemlenmistir. Bunun sonucundaysa A alelindeki
transkripsiyon faktorleri olan n-OCt3’ e baglanmaninda azaldigi gézlenmistir (Scheuch ve ark.,
2007).

HEK293 hiicrelerinde saptanan haplotipler olan G-703T, T-473A ve A90G mutasyonlari
transkripsiyonel aktivitenin azalmasiyla sonuglanmakta olup, her 3 polimorfizimde DNA-

protein etkilesimini degistirmektedir (Chen ve ark., 2008).

1.2.4.3. Serotonin Taswyict Genleri (SERT, 5-HTT, SLC6A4)
SERT geni kromozom 17’ de lokalizedir ve 31 kb uzunlukta olup gende 14 adet ekzon
bulunmaktadir. Organizasyonu diger Na/Cl ndrotransmitter transportirlar ailesi iyeleriyle
benzerdir (Souza ve Craig, 2010).

Diger bir serotonin tasiyicisi olan 5-HTT lokusunda en gok ¢alisilan polimorfizm transkripsiyon
baglama bolgesinin 1 kb upstreaminde meydana gelmektedir. Bu temel polimorfizm 5-
HTTLPR 44 baz ciftlik insersiyon ve delesyonlar1 icermekte olup uzun 16 tekrarl bir alel ya
da kisa 14 tekrarli bir alel olusmasina sebebiyet vermektedir. Diger diisiik frekansli alellerse
15, 18, 19, 20 ve 22 tekrar icermektedir. Yapilan klasik ¢aligsmalarda kisa alelin daha diisiik
transkripsiyon potansiyeline ve anksiyete ile iliskilendirilmis kisisel davraniglara sebep oldugu

gosterilmistir (D’Souza ve Craig, 2008).

5-HTTLPR kisa varyant1 daha diisiik transkripsiyonel aktiviteye de sahiptir. Periferal lenfoblast
hlcrelerinde ve insan plasental koryokarsinoma hiicreleri JAR’ da kisa varyantin uzun varyanta
gore serotonin alimi ve transportir ekspresyonuna daha fazla etki ettigi saptanmistir (Heils ve

ark., 1996).

Son olarak SERT ekspresyonunun epigenetik olarak cinsiyet temelli olarak dizenlemesi de
genotipik etkilerinin modifiyesinde énemli etkilere sahip oldugu saptanmistir. Lenfoblastoid
hiicrelerde CpG adaciklariyla ¢akisan 5° bolgesinin kadinlarda erkeklere gore daha fazla
metilasyona ugradigi saptanmistir. Bunun sonucunda transkripsiyonda da azalmanin meydana

geldigi saptanmustir (Philibert ve ark., 2007, 2008).

1.2.4.4. Beyin Turevli Norotropik Faktor (BDNF)
BDNF (Beyin Turevli Norotropik Faktor)’ nin lenfoblastik hlcrelerde serotonin transportunu
diizenledigi gdsterilmis olup bu proteinin varyantlarinin monoamin yolaklarinin fonksiyonelligi

ile de iliskili oldugu saptanmistir. Gen 11p14° te lokalizasyon gostermektedir. Bu yap1 6nciil
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peptid proBDNF’ yi kodlamakta ve olgun proteinin olusabilmesi igin 0nciil yap1 proteolitik
olarak kesime ugratilmaktadir. BDNF protein yapist hiicre modellerinde ve hayvanlarda
hipokampus bagimli hafizayr ve hipokampal plastisiteyi diizenlemektedir. Davranissal
bozukluklarda, transmitter sistemlerin diizenlenmesinde, néronlarin hayatta kaliminda ve

rejenerasyonunda olduk¢a 6nemli rolleri vardir (Souza ve Craig, 2010).

BDNF lokusunun 5 adet kodlama yapmayan ekzona sahip oldugu saptanmistir (Marini ve ark.,
2004). Bunun disinda alternatif promoterlari, alternatif splice donorleri ve alici bolgeleri,
alternatif poliadenilasyon bolgeleri olan 9 transkript daha tanimlanmistir (Liu ve ark., 2006).
Tim transkriptler proBDNF kodlar (Souza ve Craig, 2010).

1.2.4.5. Monoamin Oksidaz Genleri
Monoamin oksidaz A ve B iki adet bitisik X bagli genin {iriinii olup perifer ve merkezi sinir
sisteminde biyojenik aminlerin metabolizmasina énemli rolleri vardir. Monoamin oksidazlar
oksijen oksidorediiktazlar olup flavin iceren enzimlerdir. MAO A ve MAO B, farkli substrat ve
inhibitor spesifitesi,viicutta dagilim1 ve farkli immiinolojik 6zellikler gosterir. MAO A
serotonin, norepinefrin ve epinefrin gibi biyojenik aminleri okside ederken, MOA-B
feniletilamin ve benzilamini katalizler. Dopamin, tyramin ve triptamin her 2 enzim formuna da
substrat olma 6zelligi tasimaktadir. Promoter bolgelerindeki 6nemli farkliliklar bu 2 formun
doku ve hucreye spesifik ekspresyon profilinde rol oynarlar. Upstreamde bulunan tekrarlayan
birimler insan serviks kanseri hiicreleri HeLa ve insan glioma 1242 MG hicrelerinde promoter

bolgenin downregulasyonuna sebep olur (Souza ve Craig, 2010).

1.2.5. G protein Bagimh Olmayan Sinyallesme
Son zamanlarda yapilan bir¢ok calismada GPCR yapilarin aktiflesmesinin ve sinyal
vermesinin G protein aktivasyonunu gerektirmeden de olusabilecegi ortaya ¢ikarilmistir. G
protein aracili olmayan bu sinyal yolaginda rol alan yapilar GPCR’larla etkilesen diger protein

yapilarinin ortaya ¢ikmasina 6n ayak olmustur (Bockaert ve ark., 2004).

Klasik bir non-G protein sinyal yolagi igerisinde p — arrestinlerde olan ERK yolagini igerir.
Uzun siiren bir ERK (5 dakikadan saatlere kadarki bir strec olabilir) aktivasyonu bircok GPCR
tarafindan tetiklenebilecek bir durumdur. Tetiklenmeyi saglayan GPCR yapilarina 6rnek
olarak; [ -adrenerjik reseptorler veya AT 1A angiotensin Il reseptorleri 6rnek verilebilir. Bu
yapilar B -arrestin ile beraber internalize olup G proteinlerinden ayrilabilirler. Internalize olmus
GPCR- B —arrestin kompleksi Src — Raf - MEK — ERK modulundeki birgok proteinin bir araya
gelmesini saglar. Olusan bu yapt GPCRIlar ve G protein aracili olarak olusan hizli (5 dakikadan
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az sliren) ERK aktivasyonundan daha farkli bir siirectir; bu yap1 G protein bagimli bir yol
izleyip niikleusa ERK translokasyonunu saglamaktadir. Bununla beraber birgok 5-HT
reseptorlerini de iceren birgok GPCR bu semadan ayrim gostermektedir. Ornegin; 5-HT2C
reseptort aracili olarak baslatilan ERK aktivasyonu sinyalinin hem erken hemde ileriki
asamalarinda 5-HT2C reseptor yapist Gq, G13 ve Gi/o’ dan bagimsiz olup Kalmodulin
proteininin reseptorin C-terminal domainiyle etkilesimini ve p —arrestin 1 ve 2 ile fiziksel
etkilesimini icermektedir (Labasque ve ark, 2008). Bu non-G protein iligkili sinyal yolagindaki
etkilesim yalmiz HEK293 transfekte hiicrelerde degil ayn1 zamanda nativ olarak 5-HT2C
eksprese eden koroid pleksus epitel hicrelerinde ve kortikal néronlarda da goérilmektedir
(Azmitia, 2010).

5-HT4 reseptorlerinin aktivasyonu kiiltiire alinmis colliculi néronlarina ve transfekte HEK293
hiicrelerinde ERK fosforilasyonunun siirekliligini indiiklemektedir (Barthet ve ark., 2007). Bu
aktivasyonun tiimiiyle Gs/cAMP/PKA bagimsiz oldugu, diger G protein (Gq, Gi, Go) yapilarini
icermedigi ve downstream mesajcilart da i¢ine aldigr saptanmustir. 5-HT4 reseptorii aracili
olarak ERK proteininin aktive olmasi1 P—arrestin leri igermezken Src tirozin kinaza bagli oldugu
ispatlanmigtir. Reseptor aracili olarak gelisen bu yolagin 5-HT4 aracili uzun Omiirli

potansalizasyonda (LTP) rolii oldugu saptanmistir (Huang ve Kandel, 2007).

Tiim bu bilgileri bir arada diigiindiigimiizde; G protein aracili olmayan mekanizmalarin -
arrestin ve etkilesim partnerleri aracili yolaktaki yapilar1 ¢ogunlukla gerektirdigi ortaya
koyulmustur. Ayn1 zamanda da bu etkilesimlerin 5-HT reseptorleri araciligiyla ERK yolaginin
aktiflesmesine de katkis1 ortaya ¢ikarilmistir (Azmitia, 2010).

1.2.6. Siirekli Aktif Olan Sinyallesme
Bazi GPCR yapilart agonist yoklugunda da G proteinlerini aktiflestirme 6zelligine sahiptir.
Baz1 antagonistler bu konstitiitif aktiviteler bu aktiviteyi inhibe de edebilirler ve bu nedenle
invers agonist olarakta davranabilirler. Bircok 5-HT reseptor yapisi noronlarda konstitlf
aktivite de gosterebilmektedir. Post sinaptik 5-HT1A reseptorlerinin konstittif aktivitesi
hipokampuste gorulmektedir. 5-HT1A otoreseptorlerinin intrinsik aktivitesi ise heniiz

kanitlanamamistir (Marte ve ark., 2007).

5-HT2C reseptorlerinin konstitiitif aktivitesi yliksek derecede mRNA diizenlenmesine baglidir.
Diizenlenmemis ya da kismen diizenlenmis reseptor tipleri en yiiksek konstitiitif aktiviteyi

gosterir. Tamamen diizenlenmis formlarinsa konstitiitif aktiviteden yoksun oldugu

bilinmektedir (Berg ve ark., 2005; Chanrion ve ark., 2008).
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Diizenlenmemis yada kismen diizenlenmis izoformlarin konstitiitif olarak internalizasyonla
iligkisi saptanmistir (Marion ve ark., 2004). 5-HT2A reseptorlerinin fizyolojik konstittif
aktivitesi inverse agonistler varliginda 6grenmenin azalmasina sebep olmaktadir (Berg ve ark.,
2005). 5-HT4 reseptorlerinin transfekte edilmis hiicrelerde splice varyantlarina bakildiginda
daha yiiksek konstitiitif aktivite gdstermekte oldugu saptanmistir. Daha kisa olan yapilarin
uzun yapilardan daha yiiksek konstitiitif aktivite gostermekte oldugu saptanmistir (Bockaert ve
ark., 2008).

1.2.7. Agonist Aracihi Sinyallesme
Agonist varlig1 kaynakli olarak GPCR larin farkl aktif konformasyonlarda bulunabilecegini ve
bu her bir drumda yapinin stabil oldugunu 6neren bir fenomen olan ligand aracili sinyallesme
(LDS) ortaya atilmistir (Kenakin, 2007). LDS fenomeni farkli 5-HT reseptor alt tiplerinde
gozlemlenmis bir olgudur. Otoreseptdrlerde ve post sinaptik reseptorlerde agonistlerin farkl
etki gostermelerinin nedeninin sirastyla bu yapilarin Gi3 ve Go etkilesimleriyle alakali oldugu

diistiniilmektedir (Millan ve ark., 2008).

LDS olgusunun 5-HT reaeptorleri Uzerindeki etkilerini gosteren en ilging érneklerden biri
saykodelik halusinojenler (LSD, DOl ve DOB) ve nonhallsinojen agonistlerle (lisuride)
yapilan deneylerin sonucunda 5-HT2A reseptOr yapisi lizerinde ac¢iga cikarilmigtir. Her iki
ligand kategorisi de Gq/PLC yllag: aracili olup, sonugta c-fos induksiyonu hem somatosensor
kortekste hem de medial-prefrontal kortekste ger¢ceklesmektedir (Benneyworth ve ark., 2007,
Gonzalez-Maeso ve ark., 2007). Tam tersi bir sekilde yalniz haliisinojenik ajanlarin Gi/o-Src
yolagimi aktive ederek egr-2 ekspresyonunu primer somato-sensor komplekste ve Kortikal
ndronlarda indiikleyebilecegi saptanmistir (Gonzalez-Maeso ve ark., 2007; Benneyworth ve
ark., 2007).

Verilen bir raporda bu halliisinojenik ligand sinyallesmesinin kompleksiteside ortaya
konmustur. Kortikal bolgedeki 5-HT2A ve mGlu 2/3 reseptorleri birbiri arasinda fizyolojik bir
antagonizm gostermektedir (Marek ve ark., 2000). mGlu 2/3 reseptorlerinin aktive olmasi
halliisinojenlerin davraniglara olan etkisini azaltmakta olup akut sizofrenide de goriilen ilag
intoksikasyonu durumlarinin olusumuna da katki saglamaktadir (Marek ve ark., 2000). mGlu
2/3 reseptor agonisti ile yapilan faz II ¢alismasinda bu reseptér agonistinin efektif bir
antipsikotik terapi ilac1 oldugu saptanmistir (Aghajanian ve Marek, 1999; Schoepp 2006). mGlu
2/3 reseptor agonistinin etkisinin geri dondsiimlii oldugu da saptanmistir. mGlu 2/3

reseptorlerinin glutamaterjik terminallerdeki piramidal néron yapilartyla iligkili olduguna dair
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caligmalar vardir. 5-HT2A reseptorlerinin V piramidal néronlarindaki post sinaptik bolgelerde
bulundugu da gosterilmistir. mGlu 2/3 reseptorlerinin aktivasyonunun; 5-HT2A reseptori
indiiklii post sinaptik akim gecislerini inhibe ettigi saptanmistir. Hipotezin devami1 mGlu2/3
reseptorlerinin etkisini agiklamak icin su sekilde bir sirali model 6nermistir: (1) Post sinaptik
tabakadaki V piramidal noronlarinin aktivasyonu presinaptik sinir uglarindan glutamat
salinimini ve retrograde tasiyicilarla iletisimini diizenlemektedir. (2) Glutamat bu néronlarda
post sinaptik uyarict akimlarimi diizenlemekte ve yine bu salinim presinaptik mGlu 2/3
reseptorlerinin ileriki asamada aktivasyonunu inhibe etmektedir (Aghajanian ve Marek, 1999;
Benneyworth ve ark., 2007). Bununla beraber bu hipotez yapilan bir ¢aligmayla degisime
ugramistir. Bu ¢alismada post sinaptik piramidal moéronlarda mGlu 2 reseptorlerinin 5-HT2A
reseptorleriyle heterodimer olusturdugu saptanmistir (Gonzalez- Maeso ve ark., 2008). mGlu2
reseptorlerinin aktivasyonu direk olarak haltsinojenlerce indiklenen Gi/o- Src aktivasyonunu
saglarken, egr2 indiiksiyonunu da inhibe etmektedir ve bu olaylar Gg-PLC ve c-Fos
indiiksiyonuna etki etmeden gergeklesmektedir (Sekil 12), (Gonzalez-Maeso ve ark., 2008). Bu
calismaya ek olarak mGlu2 reseptorlerinin somatosensor yapilarinda da haliisinojen indiiklii
yolagin tam tersine calistigi kanmitlanmistir (Benneyworth ve ark., 2007). Bu paradoksun

coziilebilmesi i¢in daha ¢ok calisma yapilmasinin gerekli oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 12. Baz1 5-HT2A agonistlerine LSD ve DOI gibi halusinojenlerin etkisi. (A) Somato-
sensoryel kortekste heterodimerizasyon (Gonzalez-Maeso ve ark., 2008). (B) Kortikal
kilturlerde( Gonzalez-Maeso ve ark., 2007) ve somatosensoryel komplekslerde (Gonzalez-
Maeso ve ark., 2007, 2008), LSD ve DOI gibi hallusinojenik ilaglar Gg/G11/PLC/c-fos yolagina
ek olarak Gi/Go/Srclerg-2 yolagini da aktiflestirir. LY341495 ile beraber somatosensoryel
yapilarda mGluR2 aktivasyonu Gi/ Go/Src/erg-2 yolaginca inhibe edilirken Gq/G11/PLC/c-fos
yolaginca inhibe edilmez. LY341495, mGluR2rtosterik agonistidir(Gonzalez-Maeso ve ark.,
2008 ). (C) Medial fronta kortekste, allosterik agonist BINA hallusinojenlerin c-Fos aracili
induksiyonunu inhibe etmektedir (Benneyworthve ark ., 2007).
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1.2.8. 5-HT3 Reseptori Sinyal Yolag:
5-HT3 reseptor sinyal yolagi iliskili hiicresel olaylar genelde oldukca basittir. Na+1, Ca+2 ve
K+1’ e gegirgen olan katyonik kanallar aracili olarak 5-HT3 reseptorlerinin aktivasyonu
hiicrenin depolarize olmasiyla sonuglanmaktadir. 5-HT3 reseptorleri post sinaptik olarak hizli
sinaptik cevaplar1 dlizenlemekte; 5-HT ve bazi diger norotransmitterlerinde salinimini
presinaptik olarak uyarmaktadir. Homo-pentamerik 5-HT3A reseptorleri ve native 5-HT3
reseptorleri arasinda Dbiyofiziksel farkliliklar bulunmaktadir. 5-HT3B reseptorlerinin
klonlanmasinin ardindan kismende olsa SHT3A ve 3B reseptorleri arasindaki farklar
gozlemlenmistir. SHT3AB reseptorlerinin native reseptorlerle benzer o6zellikler sergiledigi

ispatlanmistir (Jensen ve ark., 2008).

1.2.9. Serotonin Reseptorleri ve iliskili Protein Yapilan
Artan kanitlar 5-HT reseptorlerinin aslinda izole edilmis birer adacik yapis1 olmadigini, aksine
plazma membraninda yiizme benzeri hareketler gosterdiklerini ama ayni1 zamanda birg¢ok ¢oklu
protein kompleksine yerlesim gosterdiklerini agiga c¢ikarmistir. Bu ¢oklu protein kompleks
yapilarinda ya dimer ya da oligomerlerin igerisine yerlesim gostermektedir. GPCR yapilari
arasinda etkilestigi protein yapilari en iyi saptanmis olanlar 5-HT reseptor ailesi proteinlerinin
etkilesimleridir (Tablo 1). Bu sonuglarin ele edilebilmesi i¢in proteomik stratejiler ve maya iki
hibrit goriintiilemelerinden yararlanilmistir. Liste halen biliylimekte ve gelecekte de etkilesim

yapan proteinlerin daha kolay kesfedilebilecegi diisiiniilmektedir (Azmitia, 2010).

Tablo 1. Serotonin reseptorleriyle etkilesen proteinler (Azmitia, 2010).

Reseptor | Etkilestigi Etkilesimin Fonksiyonu Kaynakca

Yapisi Protein
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Calmodulin

Sinyallesme ve trafficking

Turner ve ark., 2004;

5-HT1A Della Rocca ve ark., 1999.
YiflB Dendritik hedefleme, Carrel ve ark . 2008.
5-HT1B P11 Sinyallesme ve trafficking | Svenningsson ve ark.,
2006.
PSD 95 Sinyallesme, trafficking Xia ve ark., 2003z;
Becamel ve ark., 2004.
MUPP1 Hedefleme ve trafficking Becamel ve ark., 2001.
SAP97 Sinyallesme Becamel ve ark., 2004.
MAG12 Hedefleme Becamel ve ark., 2004.
MPP3 Sinyallesme Becamel ve ark., 2004.
CIPP Fosforilasyon Becamel ve ark., 2004.
5-HT2A [ Caveolin1-2 | Desensitizasyon Bhatnagar ve ark., 2004.
Arfl- 6 Sinyallesme Robertson ve ark., 2003.
MAP1A Sinyallesme Cornea-Hebert ve ark.,
2002.
JAK2- STAT3 | NO sentezi Guillet-Deniau  ve ark.,
1996.
RSK2 Desensitizasyon Sheffler ve ark., 2006;
Strachen ve ark., 2008.
Calmodulin Reseptdr Fosforilasyonu Turner ve Raymond, 2005.
PDZ Dendritik hedefleme Xia ve ark., 2003b.
PDZ Desensitizasyon ve | Manivet ve ark., 2000.
5-HT2B trafificking
MUPP1 Desensitizasyon ve | Becamel ve ark., 2001.
trafificking
PDZ Sinyallesme Backstrom ve ark., 2000.
5-HT2C Reseptor defosforilasyonu | Ullmer ve ark .,1998;
MUPP1 ve bagimliliklar Becamel ve ark., 2001,
Parker ve ark., 2003.
PSD95 Trafficking ve sinyallesme, | Becamel ve ark., 2002;
reseptor uyarimina | Becamel ve ark.,, 2004;

Parker ve ark., 2003.
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antidepresif cevap
verilmesi
SAP97 Hedefleme Becamel ve ark., 2004.
SAP102 Hedefleme Becamel ve ark., 2004.
5-HT2C | MAGI-2 Sinyallesme Becamel ve ark., 2004,
MPP3 Tam olarak bilinmiyor Becamel ve ark.,, 2002;
Becamel ve ark., 2004,
Gavarini ve ark., 2006.
Veli3/CASK/ | Tam olarak bilinmiyor Becamel ve ark., 2002;
Mintl Becamel ve ark., 2004.
Calmodulin Trafficking ve sinyallesme | Becamel ve ark., 2002;
Labasque ve rk., 2008.
PICOT Tam olarak bilinmiyor Becamel ve ark., 2002
PTD4 Tam olarak bilinmiyor Becamel ve ark., 2002
PTEN Tam olarak bilinmiyor Ji ve ark., 2006; Warner-
Schmidt ve ark., 2009.
5-HT4 P11 Tam olarak bilinmiyor Joubert ve ark., 2004.
SNX27 Tam olarak bilinmiyor Joubert ve ark., 2004.
NHERF1 Tam olarak bilinmiyor Joubert ve ark., 2004.
(NBP50)
5-HT4A | MAGI2 Tam olarak bilinmiyor Joubert ve ark., 2004.
MPP3 Tam olarak bilinmiyor Joubert ve ark., 2004.
Veli 1- 3 Tam olarak bilinmiyor Joubert ve ark., 2004.
CMP2 Tam olarak bilinmiyor Joubert ve ark., 2004.
Src Tam olarak bilinmiyor Barthet ve ark., 2007.
CIPP Tam olarak bilinmiyor Joubert ve ark., 2004.
5-HT4E nNOS Tam olarak bilinmiyor Joubert ve ark., 2004.
Sec23 Tam olarak bilinmiyor Joubert ve ark., 2004.
5-HT6 Fyn Tam olarak bilinmiyor Yun ve ark., 2007.

1.3. MEME KANSERI
Kanser, iyi huylu tiimorlerin zittina metastaz ve yayilim o6zelligine sahip olan koti huylu

timorlerdir. Normal hiicrelerin DNA’sindaki mutasyonlar sebebiyle timdrlerin olusabilecegi
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saptanmistir; fakat bunun disinda her bir tip i¢in olusuma neden olabilen ¢esitli etkenler
mevcuttur (Pecorino, 2008), (Weinberg ve Hanahan, 2011), (Sekil 13).

Kanserlerin biiylik kismi ¢evresel faktorler tarafindan tetiklenerek olusur ve Onlenebilir bir
hastaliktir. Kalitim yoluyla meydana gelme insidansi ¢evresel faktorlere oranla azdir. Cesitli
cevre kosullar ile kanser tiirleri de farklilasmaktadir. Gama, x, morétesi 1sinlar,bazi ilaglar,
polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi kimyasal faktorler kanser olusumunda etkilidir. Diger
yandan virGsler de bir hiuicreyi transforme edip hiicrede kanser olusturabilir. Kimyasal kanser
yapici ajanlar, timorii ya uygulandig yerde veya absorbe edildigi yerde ya da metabolizmanin
durumuna gore karaciger, bobrek gibi organlarda, bazi durumlarda da farkli bir yerde meydana
getirir. Diger yandan kanseri olusturan kimyasal ajana maruziyet kanser olusturmak igin tek
basina yeterli degildir. Kanser tipleri arasinda akcigerden sonra 2. en sik rastlanilan kanser tipi
meme kanseridir. Siit bezleri ve kanallardan olusan meme hiicrelerinin kontrol dis1 prolifere
olup viicudun ¢esitli yerlerine yayilmalar1 ile meme kanseri ortaya ¢ikabilmektedir (Karantza-

Wadsworth ve White, 2007).

Invarvon ve

metastarm akine

almas

Sekil 13. Kanserin ayirict 6zellikleri (Weinberg ve Hanahan, 2011).

Meme kanseri tiim diinyada kadinlarin en sik karsilagtigi 6liim sebebidir. Meme hiicrelerinde

meydana gelen kontrolsiiz biiyiime gosteren hiicrelerden kaynakli kanserin olustugu ve biiyiime
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ile ilgili hiicrelerde anormal degisikliklerin olmasiyla, mutasyonlarin meydana geldigi
saptanmistir (Pecorino, 2008).

Memenin yag ve fibroz igeren stromal dokularinda ise daha az siklikta meme kanseri
baslamaktadir. Genelde memede siit bezlerinde, kanallarda, lobiillerin hiicrelerinde goriildiigi

belirlenmistir (Sekil 14).

adipoz

doku
Laktiferoz
duktus
sistemi

Sekil 14. Meme histolojisi (Gartner ve Hiatt, 1994).

1.3.1. Meme Kanserinin Prevelansi
Meme kanseri gelismis ve gelismekte olan tilkelerde ilk siralarda goriilen kanser tipidir. Meme
kanserlerinin ¢ogu da geri kalmis ve orta seviyedeki iilkelerde saglik hizmetleri tam
olmadigindan, erken teshis imkani olmadigindan daha sik goriiliir (GLOBOCAN).(Sekil 15).
1.1 milyon kadina meme kanseri teshisi konulmus, bunlardan 410.000’in hayatin1 kaybettigi
belirlenmistir (Ferlay ve ark., 2004). 2000 li yillarin basinda kadinlarda meme kanserine
rastlanma sikliginin % 3 oraninda azaldigr aciga c¢ikarilmistir. Bu durumun sebebi ,
mamografinin yayginlasmast ve menopoz sonrasinda kadinlarda hormon tedavisinin

azaltilmas1 gortlmektedir (Jemal ve ark., 2007; Ravdin ve ark., 2007).

Gelismis iilkelerde meme kanseri insidans orani 100.000 kadinda %40 azalmasina ragmen

kadinlar arasinda en yaygin oldugu ifade edilmistir (Parkin ve ark., 2005). Yasa bagli olarak
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incelendiginde ise menapoza kadar artan yas ile meme kanserine yakalanma riskininde arttig
belirlenmis, sebep olarakta Ostrojen dongiisii gosterilmistir (Henderson ve ark., 1988). Yasa

bagli olarak yas artisiyla birlikte meme kanserinin arttig1 belirtilmistir (Ferlay ve ark., 2005).

Female
Numbers, all ages

More developed regions Less developed regions

Breast

Colorectum

Lung

Cervix uteri

Stomach

Corpus uteri

Owary

Thyroid

Liver

Mon-Hodgkin lymphoma
Pancreas

Leukaemia
Oesophagus

Kidney

Brain, nervous system
Melanoma of skin

Lip, oral cavity
Gallbladder

Bladder

Multiple myeloma

1000 500 0 500 1000

(thousands) M Incidence

GLOBOCAN 2012 (IARC) (10.1.2017) W Mortality

Sekil 15. Kadinlarda kanser istatistikleri (GLOBOCAN2012).

Amerika’da yapilan istatistiksel caligmalara goére sunlar saptanmistir: Amerika’da sekiz
kadindan birinde meme kanserine yakalanma durumu mevcuttur. 2011°de Amerika ‘da yapilan
bir istatistikte 230,480 kadinda invaziv meme kanseri goriilmiisken, 57,650 kadinda invaziv
olmayan meme kanseri goriilmiistiir. Erkekler de ise 2,140 kiside meme kanseri teshis
edilmigstir. Amerika’da 39,520 kadin bu kanser sebebiyle hayatin1 kaybetmistir. Bu rakamlar
1990 yilindaki hesaplara gore azalis gostermektedir. Bu azalmanin sebebi erken teshisler,
kullanilan ilaglar, hormona ydnelik g¢alismalardir. Beyaz kadinlar Amerikali ve Afrikali
kadinlara nazaran daha stk meme kanserine yakalanabilir; fakat 45 yas altindaki kadinlarda,
Amerikali ve Afrikalilarda beyaz kadinlara gére daha sik bu kansere rastlanir. 2011°de 2,6

milyon kisi meme kanserinden kurtulmustur. Meme kanseri goriilen bireylerin %15°lik bir
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kisminda ailesel sebepli kanserin oldugu saptanmistir. %85°lik kisimda ise genlerdeki
mutasyonlardan, risk faktorlerinden kaynakli sebeplerden olustugu saptanmistir (World Health
Organization) (Ferlay ve ark., 2004). Bu sonuglarla diinyada ve Turkiye’de meme kanserinin
onem teskil ettigi belirtilmistir (C6l ve ark., 2000).

Meme kanserinin kadinlarda hangi yaslarda goriildiigi literatiirden incelendiginde, genellikle
20’1i yaslarda meme kanseri insidansi diigiiktiir. 30’lu yaslardan menopoza kadar olan siiregte
arttg gorildiigii, menopozdan sonrasinda biiyiik artis oldugu belirlenmistir (Rogers ve ark.,
2002). Amerika kanser toplulugunun yaptig bir istatistige gore klinige basvuranlarin %26’
sinda meme kanseri teshisi yapilmistir,%15’inde de meme kanseri sebepli 6liim tespit edilmistir
(Jemal ve ark., 2008).

Ulkemizde yapilan arastirmalarda meme kanseri dagiliminda birtakim faktérler agiga
cikmistir. ( Cografik, Ekonomik, Sosyal ve Kiiltiirel faktorler).Ulkemizin bat1 bolgesinde ki
yasam tarzi Avrupa kitasindakine paralellik gosterdigi icin meme kanseri goriilme sikligi,
doguya gore daha fazladir. Meme kanseri insidans1 doguda 20/100.000, bat1 bolgelerimizde ise
40-50/100.000 oranindadir. Turkiye’de insidansinin ikinci sirasinda meme kanserinin oldugu
saptanmustir (Kanserle Savas Dairesi Baskanl1§1,2002). Ulkemizde meme kanserine bagl 6liim
oranlar1 45-64 yas araliginda artis gostermektedir (Devlet Istatistik Enstitiisii,1999). Saglik
Bakanligi’nin hastalik yiikii verilerine bakildiginda meme kanseri insidansi 24.4/100.000,
prevalansi ise % 0. 3’tiir. Meme kanserinin Tiirkiye’de kadinlarda en sik goriilen kanser tarQ
olmas1 sebebiyle erken tan1 ve tedaviye yonelik calismalarin 6nem kazandigi belirtilmistir.
Dinyadaysa ¢evresel faktorler, genetik yatkinlik, ailedeki kanser hikayesi, yasam tarzi, hormon

kullanimi meme kanseri riski olan faktorlerdir.

1.3.2. Meme Kanserinde Risk Faktorleri
Meme kanseriyle ilgili ¢alismalar halen siirmekle beraber elde edilen bilgiler 1s13inda (Matsui,
2002; Vatten, 1991) baslica risk faktorleri Diinya Saglik Raporu’nun yaptigi calismalara gore
belirli basliklar altinda toplanmaktadir. Meme kanseri ge¢misi olan ve tedavi olan kadinlarin,

diger memelerinde kanser gelisme olasiliginin meme kanseri teshisi konulmamis kadinlara gére

3-4 kat daha ¢oktur (U.S. Preventive Services Task Force, 2002).

Ailede de genetik gecis vardir; aile de meme kanseri gegmisi olan birey var ise, diger kadinlarin
meme kanseri olma olasilig1 artis gdstermektedir. Ozellikle kiz kardesi yada annesi meme
kanseri olan bir kadinda, bu hastaligin olusma riski, diger kadinlara kiyasla 2- 5 kat daha ¢oktur.

Bu durumdaki bireylerin tedbirli olmalar1 6nerilmektedir (Matsui, 2002; Meiser ve ark., 2000).
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Ilerleyen yaslarda meme kanseri oldukga sik goriilmektedir (U.S. Preventive Services Task
Force, 2002). 50 yas ve Uzerinde olan kadinlarda meme kanseri goriilme orani, 50 yasin
altindakilere gore 4 kat fazla oldugu saptanmistir (Matsui, 2002), (Sekil 16).
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Sekil 16. Yasa bagli olarak meme kanseri gelisiminin diinyada dagilimi (GLOBOCAN2012).

Kadinin uzun siire 6strojen hormonu etkisi altinda kalmasinin kanser gelisim oranini arttirdigi
saptanmustir. Fertil ¢agin uzun siirmesi de 0strojen hormon etkisini artirmaktadir (Bentley ve
ark., 1998; Manjer ve ark., 2000).

Menopoz sebebiyle 10 seneden ¢ok dstrojen tedavisi géren bireylerde meme kanseri goriilme
sikligr artmaktadir. Dogum kontrol ilaglarinin meme kanseri riskini arttirdigi belirlenmistir
(Cuzick,2003).

Tiirkiye’ deki bir ¢alismada hastalarin memelerindeki kitle sebepli hastaya biyopsi yapilmis ve
1yl huylu timoérlere siklikla rastlanmistir, bu iyi huylu tiimorlerin bulunmasi da, kanser gelisme
riskini artirabilecegi diisiincesine sebep olmustur (Ozdemir ve Caliskan, 2002).

Kadinlarda ¢ocuk diinyaya getirme yasi kanser durumunu etkilemektedir. Bu saptamaya bagl
olarak sunlar ortaya ¢ikmistir: ilk cocugunu 30 yasindan sonra doguran kadinlarda meme
kanseri goriilmesinin prevelans: 20 yasindan 6nce doguran kadinlara gore 2 kat daha coktur.
Hi¢ ¢ocuk dogurmayan kadinlarda kanser riski daha da fazladir. Sosyo-ekonomik dizeyi
arttikca, meme kanseri olugsma riski artmaktadir. Ekonomik ¢itasi yiiksek olan ailelerde

beslenme sebepli kiz ¢cocuklar fertil caga erken girmektedir. Geg yasta yapilan evlilik ve gec
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yasta bebek sahibi olabilmekte meme kanseri riskini arttirmaktadir (Clavel-Chapelon ve
Gerber, 2002).

Yapilan caligmalar 50 yas ve iizerindeki kadinlarda beden kitle indeksinin normal sinirlarin
iistiinde olmasinin meme kanserine yakalanma riskini yiikselttigi ortaya ¢ikmustir (Clavel-
Chapelon ve Gerber,2002).

Kisilerin spor yapmamasi, beyaz irktan olmasi, yiikksek dozda radyasyona maruz kalmasi,
emzirilme olaymin kisa tutulmasi ya da hi¢ emzirilmemesi, rahim ve yumurtalik kanseri
gecirilmesi, kirmizi et yoniinden zengin beslenme aliskanligi, uygun pisirme tekniklerinin
kullanilmamasi da meme kanserine sebep olan faktorler olarak saptanmistir. (Clavel-Chapelon
ve Gerber, 2002; Matsui,2002; Smith ve ark., 2003).

1.3.3. Meme Kanseri Tipleri
Meme kanserinin memenin ¢esitli bolgelerinde olusabilecegi, meme dokusunu olusturan bu

bolgelerin birbirinden degisik Karakteristikler gosterebilecegi belirlenmistir (Abeloff ve ark.,

2008).

1.3.3.1. Duktal Karsinoma
Bu tir meme karsinomu siklikla siitii meme ucuna tasiyan siit kanallar1 civarinda goriiliir (Se
Meme kanserlerinin %85-90 civar1 bu bolgede olusur. Meme kanserinin erken formu olarak
belirlenen bu tipin sebebi i¢in kesin kanitlar belirtilmemekle beraber genetik mutasyon sebepli
oldugu diisiiniilmektedir (Abeloff ve ark., 2008). Eger kanser DCIS (ductal carcinoma in situ)
ise yayilmaci cinste degildir ve basariyla tedavi edilebilecegi belirlenmistir. Tamamen

temizlendigi takdirde radyasyon tedavisiyle devam edilebilecegi saptanmistir (Ganz, 2010).

1.3.3.2. Lobular Karsinoma
Insidans1 %1 - %20 arasinda oldugu rapor edilmistir (Racha ve ark., 2008). Bu karsinoma ¢esidi
sit bezlerinde yada lobiillerde bas gosterir (Sekil 14). Lobiiller memenin daha derin bir
bolgesinde bulunurlar. Meme kanseri cinslerinden ancak %38’1 lobiillerde olusur. Eger kanser
LCIS (lobular carcinoma in situ) ise bu durumda sadece lobiillerde olusur ve gevreye yayilim
gostermez. Yayilma niteligi gosteren lobiiler karsinoma sik goriilen yayilmaci kanserler
arasinda ikinci sirada gelmektedir. Yas artisiyla beraber daha sik rastlanmaktadir. Ilag tedavisi
ve hormon uygulamasi bu tiir hastalarda sistematik olarak kullanilmaktadir. Hastalarin
%32’sinde kullanildigi belirtilmis ve sag kalimi da arttirdig1 goriilmiistiir (Deogracias ve ark.,

2010). Eger timor mikrogevresi temizse ve bir yere bagh degilse lumpektomi(sadece timorli
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kismin alinmasi) ameliyati ve devaminda radyoterapi yapilabilmektedir. Eger ¢cevre meme

dokularina sigramigsa mastektomiye ihtiya¢ duyulmaktadir (Hanby, 2008).

1.3.3.3. Invaziv (Yayimaci) Meme Kanseri
Yayilmaci cinsteki meme kanserlerinin tiimdriin bulundugu yerden memenin diger bolgelerine

yada viicudun diger boliimlerine yayilim meyili gosterdigi belirlenmistir (Fisher ve ark., 2004).

1.3.3.4. Inflamatuvar Meme Kanseri
Nadir rastlanan bir tiir olup, bu tipte memede kizariklik ve sislik oldugu tespit edilmistir. Bu
goruntu, kanserli hiicrelerin lenf damarlarim1 tikamasi sonucu ortaya g¢ikmakta ve gogiis

enfeksiyonu ile de karigtirllmaktadir (Woodward ve ark., 2009).

1.3.3.5. Tekrarlayan Kanser
Baz1 durumlarda belirli bir siire atlatildig1 sanilan kanser geri donebilir. Bunun sebebi; kanser
tamamen yok edilmis gibi goriinse de tedaviden sonra da tespit edilemeyen kanser hiicrelerinin

viicudun belirli bolgelerinde kalmis olmalarindan kaynaklanir (Pecorino, 2008).

1.3.4. Meme Kanseri Teshisi ve Tedavi Yontemleri

1.3.4.1. Belirtileri ve Tani
Meme kanserinin vicutta yayilimi kisiden kisiye degisir. Kadinlarin ¢ogunda agrisiz olusum
gosterir. Bunun diginda belirtileri siralanmistir (Cancerbackup, 2006).

e Memede kitle varhigi,

e Memenin portakal kabugu seklindeki gériinimdi,

e Meme basmin normal durumdan iceriye dogru ¢ekilmesi,
e Memenin basindan akint1 gelmesi,

e Memenin derisinde yara, kirmizilik ve 6demolusumu,

e Lenf bezlerinde sislik olmasi,

e Kolda sislik ve ddem olusmas1 (Matsui, 2002; Ozdemir ve Caliskan, 2002)
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Erken tan1 meme kanseri tedavisi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Amaci, kanseri belirleme metodlarina
ve tedavi sonrasi yapilan kontrollere bagl olarak 6liim orani azaltma olasiliginin bulunmasi
sebebiyledir (Siahpush ve Singh, 2002). Ayn1 zamanda erken teshis edilmesi daha basarili
tedaviyi de beraberinde getirmektedir (Smith ve ark., 2003).

Tan1 yontemi olarak; Kendi kendine meme muayenesi, Klinik meme muayenesi ve mamografi
bulunmaktadir (American Cancer Society, 2003; Ozdemir ve Calisgkan, 2002). Manyetik
Rezonans Goriintiileme (MRI) ve ultrasonografi taramasi yapilmasi: da meme kanseri tanisinda
kullanilmaktadir (Smith ve ark., 2003). Diizenli sekilde kendi kendine meme muayenesi
yapilmasi meme Kkanserinin erken teshisine yardimci olmaktadir (Strickland ve ark.,
1997).KMM ile yaniltic1 olabilecek mamografi sonug¢larinin insan sagligi tizerine olumsuz
etkilerinin engellenebileceginin farkina varilmistir. Bundan dolay1 diizenli yapilan klinik meme
muayenesi ile meme kanserinin erken teshis imkaninin dogacagi belirtilmistir (Tabar ve ark.,
2002).

Mamografi memenin X-1smn1 aracili goriintiilenmesi olarak tanimlanir ve sonucunda memenin
yapisin1 ortaya koyar (National Health Services-Breast Screening Programmes, 2008).
Mamografinin avantaji, kanser olarak ifade edilebilecek meme degisimlerini, fiziksel
semptomlarin ortaya ¢ikmasindan dnce belirleyebilmesidir (Beaton ve Schemitsch; 2003).
Meme kanseri teshisinde gelistirilen yeni yontemin MBI (Molecular Breast Imaging) oldugu
belirtilmistir. Bu teknikte radyasyonun anormal hiicrelere daha ¢ok etki gosterdigi belirtilmistir.
Rochester’da Mayo klinikte bu yontemin alt1 seneden beri kullanildigi belirtilmistir. Tiimorler
mamografide net gorilemezken, MBI ile daha acgik¢a gorilebilmektedir. Hem maliyet
acisindan uygun olmasi, hem de tiimdrlii hiicrelerin net bir sekilde gozlenmesi sebebiyle
avantajli goriilmiistiir. Mamografiye gore daha c¢ok radyasyona maruz kalinmasi da bu
yontemin dezavantaji olarak belirtilmistir. Bu teknik kullanilarak teshis edilen meme
kanserinde, timorin boyutunun kiiciikk olacagi, bu sebeple tedavinin kolaylasacagi, ayni

zamanda metastaz riskinin de azalacagi belirtilmistir (Ernst ve ark., 2002).
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1.3.4.2. Meme Kanseri Tedavi Yontemleri
Meme kanserli bireylerin tedavisinde sosyokiltiirel yapi., psikososyal ¢evre vb etkilidir. Bu
bireyler desteklenmelidir. Hastaligin tibbi tedavisi ile es zamanli psikolojik tedavi verilmelidir.
Psikolojik destegi ortadan kaldirmak tedavinin etkisinde olumsuz sonug olusturabilir (Spiegel,

1997). Meme kanseri tedavisi igin kullanilan yontemler sdyle siralanabilir:

1.3.4.2.1. Cerrahi tedavi
Iki tiir cerrahi tedavi sekli bulunmaktadir. Meme Kkoruyucu cerrahiler kanserli dokunun
¢ikarildig: fakat memenin seklinin korundugu ameliyatlardir. Mastektomi ise kanserli meme
dokusunun tamaminin ve yayilim gosterdigi lenf diigiimlerininde birlikte alindigi ameliyat

teknigidir. (Kronowitz ve ark., 2006).

1.3.4.2.2. Radyoterapi
Yiksek enerjili X-1sinlarinin meme ve koltuk alt1 bolgelerine uygulanmasi esasina dayanur.

Cerrahi tedavi olduktan sonra kalmis olabilecek kanser hticrelerinin yok edilebilmesi icin
uygulanir. Tamoru kugtltmek, kanserli hicreleri 6ldurmek amaglh yapilir. Hastalarda siklikla
kullanilan metod harici 1simnlama teknigidir. Lenflere yayilmis kanser hicreleri varsa ve

yayilmaci timor 5 cm.’e ulagsmigsa tercih edilir (Lawrence ve ark., 2008).

1.3.4.2.3. Kemoterapi

Meme kanseri tiimérii kiiciik bir bolgede degilse, yayilmissa kullanilan yontemdir. ki gesittir:
Adjuvan kemoterapi: cerrahi ameliyat sonrasi koruma amacli yapilan tedavidir. Neoadjuvan
kemoterapi ise 3. evre kanseri olan bireylerde kitlenin kucultilip ve cerrahiye uygun hale
getirilip ameliyatin kolaylastirilmast amaciyla uygulanir. Kullanilan ajanlar belli bagsliklar

altinda toplanabilir.

Doksorubisin veya Epirubisin: Doksorubisin mantarlardan elde edilen bir antrasiklin tlrevi

antibiyotiktir. Antrasiklinler DNA ve RNA sentezini inhibe edip replikasyonu engelleyerek
kanser hiicrelerinin proliferesini durdurur.. Doksorubisinin etki mekanizmasi net anlagilmamis
olmakla birlikte enterkalasyon yoluyla DNA ile etkilestigi ve DNA sentezini etkiledigi
bilinmektedir (Sekil 17). Topoizomeraz Il enzimini inhibe ederek DNA ‘nin iki sarmalinin

birlesmesini engelleyerek gorevini yapar (Fornari ve ark. ,1994).
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NH; Ho NH:
Epirubicin Doksorubisin

Sekil 17. Doksorubisin ve epirubisinin kimyasal sekilleri (www.medscape.org).

Siklofosfamid, 5-FloroUrasil, Metoterxate (CMF terapi): . 5 FU kanser hiicrelerinde bulunan

thymidilate sentetaz ad1 verilen enzime baglanarak hiicreler lizerinde etkisini gosterir toksik bir

ilactir. Bu kombinasyonlarin yerlerini antrasiklinler almistir (Hoff ve ark., 2001).

Paclitaxel ve Doksitaksel: Dosetaksel mikrotiibiil sitotoksik taksandir. Taksanlarin ilave oldugu

kombinasyonlarin lenf nodu pozitif kanserli hastalarda daha etkin oldugu saptanmustur.
Doksitaksel yapis1 mikrotiibiillere baglanarak etkisini gosterir. Bu baglanma ile kalsiyum
depolimerazasyonunu engeller (Yvon ve ark., 1999). Ayrica onkoprotein olan Bcl-2 izerine de
fosforilasyonla etki edip hiicreyi apoptoza gotiiriir. Bu ilaglarin etkisine dair ¢aligmalar hala
devam etmektedir. Taksanlar vinka alkololid yapilar1 gibi antimitotik ajanlardir. (ZIOPHARM
Oncology,2009) (Sekil 18).

Doksotaksel = \

Sekil 18. Paklitaksel ve oksotakselin kimyasal gésterimi (pubs.rsc.org).
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Trastuzumab (Herceptin): HER?2 proteini pozitif olan bireylerde kullanilan ajandir (Sekil 19).
Erken saptanan meme kanseri olan ve metastatik kanserli kisilerde de kullanim1 mevcuttur.
HER?2 reseptorlne yiiksek afinite ile baglanarak , reseptdr yikimini hizlandirarak ,anjiyogenezi
inhibe ederek islev gostermektedir.. Son yillarda meme kanseri hastalarinda kullanilan bu ilag

umut vaad eden sonuclar vermektedir (Vogel ve ark., 2002).
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Sekil 19. Trastuzumab yapisi (Patent no: WO 2005051424 A1l).

1.3.4.2.4. Hormon tedavisi

Bu tedavinin amaci; dstrojen hormonunun salinmasini engelleyerek meme kanseri hiicrelerinin
blyumesinin engellenmesidir.Hormonal tedavi yapisinda hormon reseptori igeren tumaorlerde
etkili olmaktadir. Bazt meme kanseri hiicreleri 6strojene duyarli oldugundan 6strojen hormonu
kanser hiicrelerinin hacimce artmalarina ve proliferasyonuna sebep olmaktadir. Bunun iginde
hormon azaltimi tedavisi veya Ostrojen biyosentezini engelleyen aromataz inhibitorleri
kullanilmaktadir. Bu terapi modelleri meme kanserlerinin yaklasik 2/ 3’ sini olusturan hormona
duyarsiz, ya da baslangi¢ evresinde hormona cevap veren fakat daha sonraki evrede cevap
vermeyen tiimorlerin tedavisinde etkisiz olmaktadir. Diger tedaviyi giliclestiren durum
cevapsizlik mekanizmasidir. Ilaca bastan duyarsiz veya hastalik siiresince edinilen direng
mekanizmasinin molekiiler diizeyde her hasta i¢in modellenmesinin mortaliteyi diisiirecegi
diistiniilmektedir. Bu nedenle molekiiler mekanizmalarin daha detayli tanimlanmasi, yeni
terapotik hedeflerin gosterilmesi 6nem tasimaktadir. Metastaza ugramis meme kanseri {izerine
birgok tedavi gelistirilmis olmasina ragmen sag kalim oraninin 2 yil olmasi sebebiyle hedefe
yonelik tedaviler gelistirilmistir. ilk hedefe yonelik tedavilerde Tamoksifen ve aromataz
inhibitorleri kullanilarak Ostrojen/progesteron reseptorleriyle (ER/PR) diizenlenen biiyiime

sinyallerine yonelik olmustur (Smith ve ark., 2003).
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1.4.SEROTONIN VE KANSER ILiSKiSI
Serotonin karsinoidlerde, karsinomalarda ve diger tumor hiicrelerinde buyumeyi tetikleyici
etkilere sahiptir. Ayn1 zamanda serotoninin kanser hiicrelerinin go¢ii ve metastazindaki roliiyle
de alakali datalar mevcuttur. Serum serotonin seviyelerinin mesane kanserinde, renal hiicre
karsinomunda, prostat adenokarsinomunda prognoz icin kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
Bazi durumlarda serotonin reseptorii antagonistlerinin kanser hiicrelerinn biiyiimesini basarili
bir sekilde inhibe ettigi de saptanmis olup serotonin reseptdrii aracili farmakoterapinin
uygunlugu tartisilmaktadir. Bunlarla beraber SERT’ in segici serotonin geri alim inhibitorleri
(SSRI) olan bazi antidepresanlarla inhibisyonu ve serotonin sentezinin diizenlenmesi bize

terapotik bir strateji sunabilecektir (Sarrouilhe ve ark., 2015).

1.4.1. Damar diizeni, Anjiyogenez ve Metastazla Iliskisi
Serotoninin kan damarlarindaki kompleks rolii bir¢ok farkli reseptorle etkilesimi sonucunda
meydana gelir. Serotoninin bagimli vazokonstiriksiyon diiz kas hiicrelerinde 5-HT1B, 1D ve 5-
HT2A reseptorlerinin aktivasyonuna bagliyken endotel hiicrelerinde serotonine bagimli
vazodilatasyon 5-HT2B reseptor alt tipiyle iliskilidir (Watts ve Davis, 2011). Subkiitanoz
olarak Balb/ C farelere verilmis MethA fibrosarkomasinda yapilan gézlemler dogrultusunda
farelerin 5-HT1A,1B ve 5-HT2A spesifik agonistlerine yiiksek derecede hassasiyet gosterdigi
goriilmiistiir. Tiumorii besleyen kan damarlarinda serotonin ve serotonin agonistlerinin
vazokonstriktif etkileri arteriyollerin kontrollinde ve boylece spesifik olarak tiimor kan akiginin
diizenlenmesiyle degisen malignant biiyiimenin azaltilmasinda oldukca etkilidir (Stiicker ve

ark., 1997).

Serotonin ayni zamanda subkutanoz olarak insan kolon adenokarsinomasi ksenotransplante
edilmis atimik farelerde tiimor arteriyollerinin biiziilmesini saglayarak tiimor biiylimesini
inhibe ettigi saptanmistir (Liibbe ve Huhnt, 1994). Yapilan diger bir ¢alismada serotoninin
yiiksek dozajlarinin kiigiik hiicreli akciger kanseri grafti olan atimik farelerde tumor blytmesini
tetikledigi goriiliirken, diisiik dozda tlimor biliylimesini inhibe ettigi saptanmistir. Bu makalenin
yazarlar yiiksek dozda serotoninin tiimor hiicrelerinde direk mitojenik etkiye sahip oldugunu;
diistik dozda ise baglandig farkli reseptorler araciligiyla tlimoriin damar dizenine etki ederek

timor biiylimesini azaltabilecegini belirtmislerdir (Vicaut ve ark., 2000).
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Bir¢ok farkli serotonin reseptorii tiimorleri besleyen kan damarlarinda lokalizasyon
gostermektedir. 5-HT1D ve 5-HT2B reseptorleri hem benign hem malign timor dokularindaki
vaskiiler endotel hiicrelerinde yiiksek ekspresyon gostermektedir (Dizeyi ve ark., 2005). Meme
kanseri hasta Orneklerinin immunohistokimyasal analizlerine bakildiginda 6zellikle duktal
adenokarsinoma tipinde 5-HT1A ve 5-HT2B reseptorlerinin kan damarlariyla iliskili malignant

ve malignant olmayan hiicrelerde ekspresyonu saptanmistir (Kopparapu ve ark., 2013).

Anjiyogenez, tlimoriin ilerlemesi ve metastazina Onciiliikk eden, malign hiicrelere oksijen ve
besin saglamada yeni damarlarin olusumunu saglamak gibi 6nemli bir islev iistlenen etkin bir
metabolik slrectir. Serotonin fizyolojik konsantrasyonlarda VEGF gibi bir potansiyel angiokin
olarak gorev gormekte ve anjiyogenezi tetiklemektedir. Plateletlerin agregasyonu ve kanin
koagulasyonu timor mikrogevresinde sik goriilen olaylardandir. Tiimoriin - trombotik
cevresinde platelet agregasyonu serotoninin salinimina onciiliik eder ve bu da anjiyogenez

strecine etki ederek timaorin blytmesine neden olur (Zamani ve Qu, 2012).

in vivoda kolon kanseri huicrelerinin proliferasyonuna serotoninin nasil etki ettigini gérmek igin
yapilan bir ¢alisgmada, CNS disinda serotonin eksikligi olan bir genetik fare modeli
kullanilmistir. Fare kolon karsinomu MC-38 hiicreleri Tph-/- hiicrelere allograft yapildiginda
timor hacminin 14 ginin ardindan kayda deger sekilde azaldigi goriilmiistiir (Sarrouilhe ve
ark., 2015). Allograft edilmis Lewis akcigerkarsinoma hiicre proliferasyonu goéz Oniinde
bulunduruldugunda serotonin bagli hiicresel etkilerin tekrar edilebilir oldugu ortaya ¢ikmustir.
Bu veriler 1s1g¢1nda serotoninin in vivodaki tiimor biiyiimesinde anahtar bir diizenleyici oldugu
cikarimi yapilmigtir. Bu etki serotoninin hiicre proliferasyonunu artirma etkisinden g¢ok
tliimoriin damar diizenini degistirmesiyle alakali oldugu da deneyler sonucunda ortaya ¢ikan
diger bir hipotezdir. Tiimorden infiltre olmus makrofajlarda kullanilarak olusturulan fare timaor
modellerinde serotoninin MMP12 ekspresyonunu baskilayarak anjiyogenezi pozitif olarak
diizenledigi a¢i8a ¢ikmistir. Serotonin bu modelde anjiyogenez baskilayicisi olan angiostatin
ekspresyonunu baskilamaktadir (Nocito ve ark., 2008) . Serotonin seviyesinin azalmasinin in
vivoda tumor biylmesine etkisi serotonin tasiyict 5-HTT susturulmus fareler (5-HTT-/-)
caligilarak saptanmaya c¢alisilmistir. Lewis akciger karsinomu hiicreleri, KLN205 akciger
skuamo6z karsinoma hiicreleri veya B16F10 melanoma hiicreleri bu fare modeline engraft
edilmis ve sonuglar 5-HTT+/+ farelerle karsilagtirilmistir. Tiimor biiylimesi ve serotonin
seviyeleri 5-HTT-/- farelerde 5-HTT+/+ farelere gore kayda deger sckilde azalmistir. Bu

sonuglar 1s181nda serotonin seviyelerinin tiimor igerisindeki malignant hiicrelerin biiyiimesinde
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kritik roller oynadig1 agiga ¢ikmistir. Serotoninin fizyolojik seviyelerinin tlimdrdeki hiicrelerin

malignant olarak biylyebilmesi i¢in elzem oldugu da saptanmistir (Sarrouilhe ve ark., 2015).

Bununla beraber serotoninin azalmasinin tiimorlere oksijen ve besin saglayan damarlarda
vazodilatasyonuna katki saglayabilecegi de one siiriilmiistiir. 5-HT2B reseptortinun SB204741
tarafindan inhibe edilmesi implante edilmis akciger kanseri tiimorlerinin biiylimesini
azaltmistir. Bu azalmanin anjiyogenezin baskilanmasi ve ERK1/2 ve endotelyal NOS’ un
inhibisyonuyla iliskili oldugu da saptanmustir. Onciil sonuglarit HUVEC (human umbilical vein

endothelial cells) hiicrelerinde alinan sonuglarla 6rtiismektedir (Asada ve ark., 2010).

Kiiltiire alinmis HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) hiicrelerini temel alarak
yapilanan in vitro anjiyogenez modelli ¢calismalarda secici 5-HT4 resept6r agonisti mosapride
sitratin antianjiyogenik aktivitesinin saptanmasi sonucunda, bu kimyasalin olas1 antikanser ajan

olarak kullanimina yol agabilecegi saptanmistir (Nishikawa ve ark., 2010).

1.4.2. Hiicre dongiisii ve PI3K yolagi ile iliskisi
Hiicre boliinmesinin dogru bir sekilde saglanabilmesi i¢in, hiicre dongiisii bir¢ok mekanizma
tarafindan kontrol edilmekte olup, bu mekanizmalar siklinler, sikline bagimli kinazlar (CDK),
CDK inhibitérleri ve fosforilasyon olaylar ile saglanmaktadir. CDKlar kendi baslarina inaktif
olup, kendilerine 6zgii siklinlere baglandiklarinda aktiflesir. Hiicre devri G1, S, G2 ve mitoz
fazlarindan olugmaktadir ve hiicre dongiisiiniin farkli fazlarinda farkli siklin/CDK
komplekslerinin etkinligine ihtiya¢ duyulmaktadir. Ug farkli D tip siklin (siklin D1, siklin D2
ve siklin D3), CDK4 ve CDK6 proteinlerine baglanma kapasitesine sahip olup, olusturduklari
CDK/siklin kompleksleri tarafindan G1 fazina giris saglanmaktadir. Diger siklinlerden farkli
olarak, siklin D periyodik bir sekilde ifade edilmemekte, ancak biiyiime faktorii tarafindan
uyarilmasina baglh olarak sentezi gozlenmektedir. G1 fazinda rol alan diger bir siklin olan,
siklin E CDK2 ile etkilesim gostererek, G1 fazindan S fazina ge¢isi diizenlemektedir. Siklin A
CDK2’ye baglanabilmekte olup, bu birliktelik S faz1 boyunca etkisini siirdiirmektedir. Ayrica
gec G2 faz1 ve erken M fazinda siklin A proteininin, CDK1 ile olusturdugu kompleks M fazina
girisi desteklemektedir. Mitoza girigin saglanmasinin ardindan, mitoz evresinin diizenlenmesi,

siklin B/CDK1 kompleksleri tarafindan saglanmaktadir (Sekil 20).
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Sekil 20. Hiicre dongiisii (Gaurisankar ve Das, 2008’ den modifiye edilmistir).

CDK aktivitesinin diizenlenmesinde, siklinlerle etkilesiminin yani sira, CDK molekiillerinin
korunmus treonin ve tirozin residiilerinin fosforilasyonu da rol almaktadir. CDKI1
aktivasyonunun tamamen saglanmasi i¢in, treonin 161 residiisiiniin CDK7/siklin H kompleksi
(CAK) tarafindan fosforilasyonu gerekirken, CDK4 treonin 172 ve CDK2 treonin 160
residilerinde fosforilasyona ihtiyag duymaktadir. Bu bolgelerde fosforilasyona ugrayan
kinazlarda gozlenen konformasyonel degisimlere bagl olarak, sikline baglanma kapasiteleri
artmakta ve aktiviteleri tamamen saglanmaktadir. Bunlarin yani sira, CDK1 aktivitesinin, Weel
ve Mytl kinazlar tarafindan, tirozin 15 ve treonin 14 residiilerinde fosforilasyonuna bagl
olarak inhibe edildigi bilinmekte olup, fosforilasyona ugramis bu bolgelerin Cdc25 fosfatazlari

tarafindan defosforilasyonu, CDK1 aktivasyonu i¢in gerekmektedir.

CDK aktivitesi, CDK inhibitorleri (CDI) olarak adlandirilan hiicre devri inhibit6r proteinleri
(p15, p18, p19, p21, P27) tarafindan etkisiz hale getirilebilmekte olup, CDK inhibitorleri sadece
CDK’ya baglanabildigi gibi CDK-siklin kompleksleri ile etkilesime gecerek de etkisini
gosterebilmektedir. INK4 ve Cip/Kip ailesi olmak iizere, iki farkli CDK inhibitor ailesi
belirlenmistir. Sikline bagimli kinaz inhibit6rleri, hem hiicre i¢ci hem de hiicre dis1 kaynakli
sinyallere bagl olarak diizenlenmektedir. p53 tiimor baskilayici geninin transkripsiyonel
kontroliine bagli olarak p21 inhibitorlerinin anlatimi gézlenmekte olup, p21 gen promotor
bolgesi p53 baglanma bolgesi igermekte ve boylelikle pS3 transkripsiyonuna bagli olarak p21

genini aktive edebilmektedir. Ayrica pl5 ve p27 inhibitorlerinin anlatimi ve aktivasyonu
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dontstiiriicti  biiyime faktéri B (TGFB)’ya cevap olarak artmakta ve biiylimenin

durdurulmasina katki saglamaktadir (Vermeulen ve ark., 2003).

Rb hiicre boliinmesi ve farklilasmasinda anahtardir. Terminal farklilasmasini bitirmis,
dinlenme halindeki ya da yasl hiicrelerde Rb eksprese edilip defosforile halde bulunur. pRb’
nin gorevi hiicre dongiistinii, proliferasyonu G1/S kontrol noktasinda durdurnaktir. Rb’ nin bu
inhibitdr etkisi E2F ailesini baglayarak (dolayisiyla inaktiflestirerek) gerceklesir. E2F ailesinin
inaktif hale gelmesi ile hiicre S fazina ilerleyemeyeceginden siklus durur. Diger yandan GO’
daki (“quiescence”) hiicre boliinme sinyali almigsa Rb’nin G1 fazi siiresince hipofosforile
formu G1/S kontrol noktasinda, G1/S CDK’larin etkisiyle fosforillenir ve M fazina kadar
fosforile halde kalir. Fosforile haldeki pRb artik E2F ailesi proteinlerini baglayamaz ve E2F
ailesi pRb’den ayrilur. Boylece hiicre S fazina girer. E2F ailesi ise etkisini S fazina girisi
saglayan DNA polimeraz a, my, ve timidin kinaz gibi proteinlerin ilgili genlerini aktive ederek
gosterir. CDK’larin aktivitesi yada inhibesi pRb ve E2F {izerinden hiicre siklusunun durumunu
degistirir. CDK’larca fosforillenmis substratlarin  hipofosforile durumlarina doniisii

fosfatazlarin da etkisiyle olusur (Gaurisankar ve Das, 2008; Ulukaya, 2001), (Sekil 20)

Akt (protein kinaz B) Aktl ve Akt2 genleri araciligi ile kodlanir ve Serin/treonin kinaz
ailesindendir. Hucresel islev olarak apoptoz, proliferasyon, transkripsiyon ,hicre dongisu gibi
sureclerde fazlasiyla roller alir. Akt in aktif olmasi PI3K tarafindan fosforile edilmesiyle
gerceklesir. Bazi GPCRIlar ya da TrkBlerin uyarimi fosfotidil inositol sinyal yolagi uzerinden
PI3K aktivitesini arttirip AKt’in fosforilasyonuyla beraber aktivasyonunu saglar. Diger yandan
Akt proteinin PI3K yolagi Uzerinden GSK-3 inhibesine zit yonde isleyen B-arrestine bagl
farkli bir yolakta islev gostererek aktivitesinin inhibe olmasiyla GSK-3’iin asir1 aktiflesmesine

sebebiyet verir (Sahin ve ark., 2014).

Inhibitor GPCRIar ve TrkB reseptorlerinin uyarmmi PI3K/Akt yolaginin uyarilmasi ile
sonuglanir. Reseptor uyarimi fosfoinositol yolagini kullanarak PI3K aracili Akt fosforilasyonu
ve aktivesini saglamakta, aktiflesen Akt ise kinaz aktivitesiyle GSK-3’0 N-terminalindeki Ser
kalintis1 Gzerinden fosforlayarak inaktif hale getirmektedir. Inhibitér GPCR yapilarindan olan
5-HT1A reseptorlerinin faaliyetlerini artirarak PI3K/Akt yolagr aracili GSK-3 inhibisyonuna
sebep oldugu da kanitlanmistir (Jope ve Roh, 2006).
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1.5.SEROTONIN VE MEME KANSERI

Diinya ¢apinda kadinlar arasinda en yaygin tip olan meme kanserinin prognozu i¢in belirlenmis
markirlarin  sayis1 oldukg¢a azdir. Bu nedenle tani ve prognozda mevcut metotlarin
gelistirilebilmesi i¢in yeni parametrelerin eklenmesi bu alanda ¢alisilan 6nemli konulardan bir
tanesidir. Serotoninin meme bezi gelisimindeki rolii agiktir. Gebelik boyunca, laktasyon ve
invollsyon sirecinde epitelyal homeostasinin diizenlenmesinde lokal dizenleyici olarak
serotonin Onemli islevler istlenir. Epitelyal homeostatik dengenin meme bezine bozulmasi
meme kanserinin baslangici ve ilerlemesiyle iliskilendirilmektedir (Sarrouilhe ve ark., 2015).
Serotonin neoplastik meme hucrelerinin  buyimesini 5-HT2A reseptorleri araciligiyla
tetiklemektedir. Bu gozlem insan meme adenokarsinomast MCF-7 hiicre hattinin plazma
membraninda bu reseptoriin lokalize oldugunun ve bu hiicrelerde eksprese oldugunun
goriilmesiyle saptanmistir. Bu hiicrelerde serotonin ve segici 5-HT2A resept6r agonisti DOI
hiicrelerin biyiimesini maksimum etkisi 10° M dozda olacak sekilde uyarmaktadir (Sonier ve
ark., 2006).

Meme bezinde serotonin sinyalinin degismesi sonucu epitelin yanlis diizenlenmesi meme
kanseri fenotipi olusumuna da sebep olmaktadir. Tiimoriin ilerlemesi, TPH1 ifadesini
arttirmaktadir; yani serotoninin biyosentetik kapasitesi artis gostermektedir. Sonucunda ise
serotonin reseptor paterni yanlis diizenlenmekte ve iligkili yolaklar degisme gostererek
proliferasyon tetiklenmekte ve apoptoza direng olusmaktadir (Pai ve ark., 2009). Meme kanserli
102  hastanin  Orneklerinin  immunohistokimyasina  bakildiginda  6zellikle  duktal
adenokarsinoma ornekleri de doku mikroarrayleri halinde incelendiginde 5-HT1A’ nin plazma
membraninda lokalize oldugu saptanmistir. Malignant olmayan 6rneklerdeyse bu reseptoriin
yalnizca sitoplazma da varligi gosterilmistir. 5-HT1B ve 2B ekspresyonunun malignant ve

malignant olmayan hiicrelerde oldukea farkli oldugu goriilmiistiir (Kopparappu ve ark., 2013).

SSRI ilaglar segici serotonin geri alim inhibitorleri olup meme kanserini takip eden
depresyonlar1 da tedavi edebilme amaciyla kullanilan depresyon ilacr tipleridir. Diger yandan
bu ilaglarin hayvanlarda ve insanlarda kanseri tetikleyebilecegi de saptanmustir; fakat calismada
1-2 yillik antidepresan kullanimiyla meme kanserinin gelismesi arasinda iliski kurabilecek meta
analiz eksikligi vardir (Eom ve ark., 2012). Diger yandan bazi ¢alismalarda ise SSRI fluoxetine
in anti karsinojenik etkisi olabilecegi ve meme karsinomlarinin tedavisinde de potansiyel

olabilecegi belirtilmistir (Zhou ve ark., 2012).
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1.MATERYALLER

2.1.1. Hiicre Kiiltiirii Donanimlar:

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan materyaller Ek A’da yer almaktadir.

2.1.2. Kaullanilan Cihazlar ve Kimyasallar
Kullanilan cihazlar Ek B’de yer almaktadir. Calisma kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler

Ek C’de yer almaktadir.

2.1.3. Kullamilan Cozeltiler

Calisma kapsaminda kullanilan ¢ozeltiler Ek D’de yer almaktadir.
2.2.YONTEM

2.2.1. Hucre Kulturu
MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hicreleri (ATCC No; HTB 22 ve HTB 26), DMEM
besiyerinde % 10 s1g1r fetiis serumu ve 10 U/ml penisilin/streptomisin antibiyotik katkisiyla %
5 CO2 igeren 370C sartlarin1 saglayan hiicre inkiibatoriinde (Hera Cell 150i, Thermo)

bliylitiilmistiir.

2.2.2. MTT Hiicre Canhlik Testi
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) testi uygulanarak;
serotoninin degisik konsantrasyonlarda hiicrelere uygulanmasi sonucunda hiicre canliligi
iizerine etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla, 1X10* hiicre/kuyu olacak sekilde
96 kuyucuklu petri kaplarina MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hucreleri (ATCC No;
HTB 22 ve HTB 26), ekildikten sonra gece boyu yapigmalar1 beklenmistir. Hiicrelere 0-100
uM serotonin 24 ve 48 saat boyunca uygulanmistir. MTT tetrazolium tuzuyla 4 saat
bekletildikten sonra olusan kesilmis formazan bilesikleri, canli hiicrelerin hiicre yiizeyinde
birikir. Bu nedenle spektrofotometrik okuma sonucunda ila¢ uygulanmamis kontrol drneklere

oranlama yapilarak serotoninin hiicre canlilig1 lizerine etkileri belirlenmektedir.
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2.2.3. Tripan Mauvisi Testi
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri her bir kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu
petrilere ekilmigtir. MTT canlilik testiyle belirlenen dozda (50 uM) uygulanan serotoninle; 24,
48, 72 ve 96 saat boyunca bekletilmistir. Belirlenen bu zaman dilimlerine gore her 24 saatte bir
olacak sekilde hiicrelerin sayimi1 yapilmistir. Bu amagla 6nce 6rnekler 1X PBS ile yikanmis ve
Tripsin-EDTA muamelesiyle kaldirilmistir. 13200 rpm’de 2 dakika santrifiij edilen hiicrelerin
iizerine 50 pl 0. 4 % ( w/v) Tripan Mavisi ve 50 ul DMEM eklenmistir. Homojenize edilen bu
karistmdan 10 pl ¢ekilerek Neubauer hemositometresinde her iki hiicre hattinda 2 tekrarh
sayimlar gerceklestirilmistir. Her bir deney en az 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir ve
biyolojik tekrarlari saglamak amaci ile ayri hiicre kiiltiirii petrilerinde deneyler en az 3 kez

tekrarlanmigtir.

2.2.4. Floresan Indikatorler Araciligiyla Hiicre Oliimii ve Asidik Vakuollerin
belirlenmesi

5x10* hiicre/kuyu olacak sekilde 12 kuyucuklu petrilere MCF-7 ve MDA-MB-231 meme

kanseri hiicreleri ekildikten sonra, gece boyu petriye yapismalari i¢in hicreler inkubatorde

bekletilmislerdir. Hiicreler uygun dozda serotonin uygulanarak 24 ve 48 saat boyunca

bekletilmistir. Daha sonra PI (Propidium Iyodiir), AO (Akridin Turuncusu), DAPI (4',6-

diamidino-2-phenylindole) floresan boyalar1 uygun konsantrasyon ve inkibasyon sirelerinde

uygulanarak floresan mikroskop (Olympus IX70) altinda incelenmistir.

2.2.5. Klonojenik Metod
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri 6x 10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6 mm capli hiicre kiiltiirii
kaplarina ekilmislerdir. 24 ve 48 saat boyunca serotonin ile muamele edildikten sonra ilagli besi
yeri ortamdan cekilip, yerine ilacsiz besiyeri verilmistir. Hiicreler 14 giin boyunca 37 °C % 5
CO2 ve % 95 nem ortami olan hiicre biiyiitme etiiviinde inkiibe edilip, biiylimeleri kontrol
edilmistir. 14 giin sonra MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri uygun ortamda ilk 6énce 1x PBS
cozeltisi ile yikanmis ardindan her bir hiicre kiiltiiri kabima 1: 3 oraninda 750 pl amonyum
asetet/metanol karigimi ilave edilerek 8 dakika boyunca hiicrelerin sabitlenmesi saglanmistir. 8
dakikanin ardindan sabitleme soliisyonu ortamdan uzaklastirilip, hiicre kiiltiirii kaplarina kuyu
basma 1ml olacak sekilde kristal viyole boyasi eklenerek 20 dakika oda sicakliginda

beklenmistir. Hiicrelerin boya ile muamele edilmesinin ardindan goriintiileri alinmstir.
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2.2.6. immunoblotlama Yontemi ile Cesitli Sinyal Yolaklarinda Rol Alan
Proteinlerin ifade Diizeylerinin Belirlenmesi

Total protein izolasyonu igin 5x10° hiicre her kuyuda olacak sekilde 6 kuyucuklu petrilere
hiicreler ekilmistir. Serotoninin i¢in se¢ilen dozun uygulanmasini takiben hiicrelerden toplam
protein igerigi elde edilmistir. Bu amagla, hiicre 6ziitleme tamponu (% 1 nonidet p40, % 0.5
deoxycholate, % 0.1 SDS, 1mM NaF, 1ImM Na3V04, taze eklenmek izere 1 mM PMSF, 1 mM
DTT ve 40 pl proteaz inhibitor) igerisine alinan hiicreler, 30 dakika buz iizerinde bekletilmistir.
30 dakika 13200 rpm’de 4°C’de santrifiijlenen 6rneklerin iist sivisi yeni bir tiipe alinarak -
80°C’de saklanmistir. Bradford yontemi ile BSA standartlari iizerinden ¢izilen standart grafige
gore miktarlar1 Ol¢lilmiistiir (Biorad, Bradford ¢ozeltisi). Toplam protein oziitleri, 595 nm
absorbans degerinde spektrofotometrik olarak tespit edildiler. Western immunoblotlama
yOntemi icin her bir 6rnekten alinan protein miktar1 30 pg olacak sekilde esitlenmistir. Yiikleme
tamponu 2X (Sigma) ve 30 pg protein 6rnekleri 1: 1 oraninda karistirilarak 95°C’ de 5 dakika
tutulmustur ve %12 ve % 15 sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel (SDS- PAGE)
hazirlanmistir. Ornekler protein belirtegler ile birlikte 75 Volt’da 2,5 saat SDS iceren yiiriitme
tamponunda yiiriitiilmiistiir. Jel iizerinde olan protein 6rnekleri PVDF membrana transfer
tamponu araciligiyla TransBlot Turbo aracilifiyla transfer edildikten sonra yagsiz siit tozu ile
2 saat oda sicakliginda 3D orbital rotatorda ¢evrilmistir (100 ml %1 Tween20 iceren Tris Tuz
Soliisyonu i¢in 5g siit tozu). 5’er dakikalik ii¢c kez TBS- T ile yikama sonrasinda 1: 1000
metastaik yolak ornekleme antikor Kkiti (Cell signalling technology) antikorlar1 ile
immunoblotlamas1 yapilarak metastatik belirtegler yoniinden taranmistir. Uygun anti-rabbit
veya anti- Mouse antikor (Cell signalling technology, 1: 3000) uygulamasinin ardindan 15’ er
dakikalik TBS- T ile iki kez yikama ve 15 dakikalik TBS ile yikama sonrasinda ornekler oda
sicakligindaki kemiluminesans madde ile 1 dakika boyunca muamele edilmistir.
Kemiluminesans 1simalar, ChemiDoc™ Imaging System, Bio-Rad ile goriintiilenmistir.
Sonuglar B-Actin, B-Tubulin, GAPDH yiikleme kontrolleri ile karsilastirilarak tartigilmistir. Her
bir deney en az 3 tekrarli olarak gerceklestirilmis ve biyolojik tekrarlar saglamak amaci ile ayr1
hiicre kulturli  petrilerinde deneyler 3 kez tekrarlanmistir. Immiinoblat sonuglarinin
densitometrik analizleri i¢in Adobe C3 Photoshop programi kullanilmistir ve biitiin protein

miktarlar1 loading kontrol proteinlerine (B-aktin ve B-tubulin) gore 6l¢lilmiistiir.

2.2.7. Soft Agar Koloni Olusum Testi
Serotonin uygulamasinin, MCF7 ve MDA MB 231 hiicrelerinin yumusak agarda koloni

olusturmasini nasil etkiledigini belirlemek i¢in ilk dnce %5’ lik agaroz (0,1 gram agaroz+20ml
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1xPBS) hazirlanip otoklavda steril edilmistir. Alt agar i¢in 500ul %5°lik agaroz ile 500 pl %20
FBS iceren DMEM besiyeri karistirilmis ve 6 kuyucuklu petriye her kuyuda 1ml olacak sekilde
dokiilmiistlir. Agar donana kadar laminar flow igerisinde bekletilmistir. %5’lik agar %3 liik
agara seyreltilmistir (1200ul %5°lik agaroz+800ul 1xPBS) %3’liik agaroz %20 FBS iceren
besiyeri ile karistirilip pipetaj yapilmustir. Uzerine 333l %10 FBS iceren besiyeri+ 2500 hiicre
karisimi eklenip pipetaj yapilmis ve petrilere dokiilmiistiir. Ilagh drnekler igin bu karigimin
izerine ila¢ eklenmigstir. 10 giin boyunca 37°C’de %5 CO2’li ortamda bekletilmistir. 10 giin

sonunda koloniler 151k mikroskopunda incelenmistir.

2.2.8. Akim Sitometrisi Analizi

2.2.8.1. Hiicrelerin Hazirlanmasi
5x105 adet MCF7 ve MDA MB 231 hiicresi 6 kuyucuklu hiicre petrilerine ekilerek, bir gece

boyunca 37°C’de %5’lik CO2’li etiivde tutulmuslardir. Petri kabinin dibine yapisan hiicrelere
serotonin uygulamasi hiicre dongiisiinii iizerindeki etkisinin belirlenebilmesi i¢in 24 saat
boyunca gerceklestirilmistir. Hiicre membraninin digina ¢ikarak bolge degisikligi yapan
fosfatidilserinlerin tayini ig¢in kullanilan anneksin V ve o6li hiicrelerin belirlenmesi igin
kullanilan PI boyamasi yapilmistir. Belirtilen zaman diliminde serotonin uygulamasini takiben
hem ylzen hicreler hem de tripsin-EDTA ile kaldirilan hiicreler santrifiij edilip, akim

sitometrisi i¢in hiicreler hazirlanmistir.

2.2.8.2. Akam Sitometrisinde Apoptotik Hucre Olumiiniin Anneksin V ve
Propidyum Iyodiir Boyamast ile Belirlenmesi
Apoptotik hiicre oliimii akim sitometrisinde anneksin V-PI boyama ile tespit edilmistir.

Protokol iiretici firmanin talimatlarina gore uygulanmistir. Santrifiij edilen hiicreler 500 pl
anneksin V baglama tamponu i¢inde karistirildiktan sonra, 5 pl annexin V=FITC ve5 pl PI
(50pg/ml)ile 10 dakika boyunca karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Orneklerin
sonrasinda akim sitometrisinde dl¢iimii gergeklestirilmistir. Ornek basina 10000 hiicre, akim
sitometrisi tarafindan analiz edilmistir. Anneksin V floresansi absiste, PI floresansi ordinatta
olmak iizere hiicreler noktalar halinde dortgen bolimli grafikte sunulmustir. Bu dortgen
grafigin her bir bélmesindeki rakamlar hiicre populasyonunun % degerini temsil etmektedir.
Grafigin her bir bolmesi sirasiyla: alt sol: canli; alt sag: erken apoptotik; {ist sag: ge¢ apoptotik;
iist sol: nekrotik hiicre populasyonlarini isaret etmektedir. Elde edilen verilerin analizi BD C6

Biosciences ve Flow Jo programlar: kullanilarak gerceklestirilmistir.
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2.2.8.3. Hiicre Déngiisiiniin Akim Sitometrisi Kullanilarak Incelenmesi
Tripsin- EDTA uygulamasi sonrasi santrifiij edilen hiicreler 1 ml %70 etanol ile fikse edilerek,
30 dakika buz iizerinde bekletilmistir. 3 dakika boyunca 13200 rpm’de santrifuj edilen hiicreler
etanolden uzaklastirilmistir. Her bir 6rnegin lizerine 980ul PBS, 10n PI ve 10ul RNaz A
eklenerek 30 dakika boyunca 37 °C’de karanlikta inkiibe edilmistir. Ornek basina 10000 hiicre
akim sitometrisinde incelenmistir. PI floresansi sunulan grafikte absis ekseninde verilmistir. Bu
grafige gore DNA miktari, hiicre devrinin G1, S, G2 ve M evrelerinde degistigi i¢in, ilk pik 2n
sayida DNA igeren ve hiicre devrinin G1 fazindaki hiicreleri, plato boltimii DNA sayis1 artmaya
baslayan S fazindaki hiicreleri, 2. pik DNA sayisi 4n’e ¢ikmis G2 evresindeki hiicreleri
gostermektedir. G1 fazindan dnceki evre ise DNA kiriklar1 bulunduran apoptotik hiicrelerin yer
aldig1 subGl1 fazi olarak bilinmektedir. Veri analizi BD C6 Biosciences ve Flow Jo programlar:

kullanilarak gergeklestirilmistir.

2.2.9. Veri Toplama ve analizi
Biyolojik tekrarlar arasindaki farklar deney sonucglarinin matematiksel ortalamasi alindiktan
sonra ifade edilecek ve standart sapma degeri ile birlikte sunulacaktir. Ilag uygulamasinim;
uygulanmamis olan kontrol 6rneklere gore farkliliklart t testi uygulanarak ifade edilmis ve

0,05’lik anlam seviyesinde p degeri hesaplanmustir.
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3. SONUCLAR

3.1. Serotoninin MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicre Hatlarinda Hiicre Canhihigina EtKisinin
Gosterilmesi

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda serotoninin sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla

MTT testi yapilmistir. 10x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyucuklu petri kaplarina ekilen

hiicrelerin DMEM besiyerinde %5 CO? igeren 37°C’ lik etiivde gece boyu yapismalari

beklendikten sonra, hiicrelere ¢esitli konsantrasyonlarda (0,5-250 M) serotonin uygulanmustir.

Serotoninin hiicreler {izerindeki toksisitesinin zamana bagli degisimini de incelemek i¢in

hiicreler 24 ve 48 saat boyunca serotonine maruz birakilmistir.
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Sekil 21. MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde serotonin uygulamasinin doza ve zamana
bagh olarak hiicre canhlig: iizerine etkisinin MTT testi ile gosterimi. Hicreler 10x10* hiicre/kuyu olacak
sekilde 96 kuyucuklu petrilere DMEM besiyeri ile ekilmistir. Ertesi giin, 0-250 uM doz aralifinda serotonin
uygulamasi yapilmig ve hicreler 24-48 saat boyunca ilaca maruz birakilmigtir. Ardindan, 10 pl MTT ajam
uygulanmig ve 4 saat sonra 100 pl DMSO uygulanarak 570-655 nm dalga boyunda absorbans Bio-rad 96
kuyucuklu petri okuyucu (ELISA) yardim ile dlgiilmiistiir. Bar grafiklerinde gosterilen standart sapma degerleri
+SD 4’er tekrarli olarak 6 bagimsiz deney sonucu elde edilmistir (p<0,05=*, p<0,01=**, p<0,001=*** olarak
belirtilmistir).
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Sekil 21°de goriildiigi lizere, serotonin uygulanmis her iki meme kanseri hiicre hattinda bagil
canlilik yiizdeleri doza bagl olarak azalmistir. MCF-7 hucrelerinde 24 saatlik serotonin (50
uM) uygulamasini takiben, hiicrelerin bagil canlilik yiizdesi %57 iken, 48 saat sonunda hiicre
canliligt %53 olarak saptanmistir (Sekil 21.a). MDA-MB-231 hiicrelerinde ise 24 saatlik
serotonin (50 pM) uygulamasi sonrasinda hiicrelerin bagil canlilik ytizdesi %50 iken 48 saat
sonunda hiicre canliligi % 62 olarak saptanmigtir (Sekil 21.b). MTT testi sonuglar
dogrultusunda her iki meme kanseri hiicrelerine uygulanacak serotoninin etkin dozu 50 pM

olarak belirlenmistir.

Serotoninin etkin dozunun bulunmasim takiben, her iki meme kanseri hiicre hattinda da
serotoninin hiicre canliligina zamana bagh olarak etkisini belirlemek amaciyla, tripan mavisi
kullanilarak hiicrelerin canlilik oranlar1 belirlenmistir. Her iki hiicre hattina da MTT canlilik
testiyle belirlenen, 50 M serotonin uygulanmig ve hucreler 24, 48, 72 ve 96 saat boyunca
serotonine maruz birakilmistir. Belirlenen bu zaman dilimlerinde her iki hiicre hatt1 da tripan

mavisi ile boyanarak canli hiicrelerin sayimi1 yapilmustir.

Elde edilen sonuclara gore, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin canlilik orani, serotonin
uygulamasini takiben ilk 48 saat boyunca kontrol hiicre grubuna gore azalis gostermistir.
Bununla birlikte ila¢ uygulamasindan 72 ve 96 saat sonrasinda hiicrelerin canlilik diizeyinde
bir miktar artis gozlense dahi, serotonin uygulanan MCF-7 hiicrelerinin sagkalim oraninin
kontrol hiicrelerine gore daha diisiik oldugu ortaya c¢ikarilmistir (Sekil 22.a). Buna karsilik,
MDA-MB-231 hiicre hattindaki zamana bagli degisim incelendiginde, serotonine maruz
birakilan hiicrelerde kontrol hiicrelerine gore kayda deger bir degisim gézlenmemistir. MDA-
MB-231 hiicrelerinin canlilifinda ilaca maruz birakildiktan ilk 48 saat sonrasinda kontrol
hiicrelerine gore bir degisim gézlenmemistir. Bununla birlikte 72 ve 96 saat boyunca serotonine
maruz birakilan MDA-MB-231 hiicrelerinin canlilik diizeylerinin kontrole gore diislis gosterse
dahi, bu diisiisiin kayda deger bir etkisinin olmadig1 ve hiicre miktarindaki artisin zamana baglh
olarak dogru orantili bir sekilde artis gosterdigi ortaya ¢ikarilmistir (Sekil 22.b). Bu sonuglar
toplu bir sekilde incelendiginde, serotoninin her iki meme kanseri hiicre hattinda da etkisinin

ilk 24 saat igerisinde gergeklestigi ve ardindan etkisinin ortadan kalktigini ortaya ¢ikarmistir.
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Sekil 22. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde serotoninin zamana bagh olarak hiicre
sagkalim iizerine etkisinin tripan mavisi boyama yontemiyle belirlenmesi. Hiicreler her
bir kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu petrilere ekilmistir. Ertesi giin MTT ile
belirlenen uygun dozda (50 uM) uygulama yapilmistir ve hiicreler 24, 48, 72 ve 96 saat boyunca
ilaca maruz birakilmistir. Belirlenen bu zaman dilimlerine gore her 24 saatte bir olacak sekilde,
tripan mavisi araciligiyla hiicrelerin sayimi yapilmistir. Her deney 3 tekrarli olarak
gerceklestirilmistir.
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3.2.Serotoninin MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicrelerinde Koloni Olusumu Uzerine
Etkisinin Gosterilmesi

Serotoninin her iki meme kanseri hiicre hattinda da hiicre canliligina, hiicre proliferasyon hizina

ve hiicrelerin koloni olusturma kapasitelerine etkisini test etmek amaci ile klonojenik hiicre

canlilig1 yontemine bagvurulmustur.

MCF-7 hucrelerine etanole maruz birakildiginda, koloni olusum kapasitelerinde herhangi bir
degisim olmadig1 gézlenmistir. Ancak serotonin uygulanmasi durumunda MCF-7 hicrelerinin
olusturduklar1 koloni miktarlarinda kontrol hiicrelerine gore gozle goriiniir bir degisim olmasa
dahi (Sekil 23.a), hiicrelerin olusturduklar1 kolonilerin ¢aplar1 kontrol grubuna gore yaklasik
%350 oraninda bir kiigiilme gostermistir (Sekil 23.b).

MCEF-7 hiicreleri ile elde edilen bulgularin tersine, serotonin uygulanan MDA-MB-231
hiicrelerinin olusturduklar1 koloni miktarlarinda (Sekil 24.a) ve hiicrelerin olusturduklari
kolonilerin ¢aplarinda az miktarda dahi olsa artis meydana geldigi, ancak bu degisimin anlamli
bir diizeyde olmadigi ortaya c¢ikarilmistir (Sekil 24.b). Bu sonug, MDA-MB-231 hiicre
hatlarinda serotoninin etkisinin kisa siireli oldugunu ve klonojenik hiicre canliligi yonteminde
gozlendigi iizere hiicreler uzun siire serotonine maruz birakildiginda etkilerinin ortadan
kalktigin1 gozler 6niine sermistir. Bu nedenle, her iki meme kanseri hiicrelerinde de serotoninin
hiicre sagkalimi1 ve hiicre O6liimii iizerine molekiiler diizeyde etkisinin incelendigi ileri

calismalarda ilk 24 saatlik siire¢ incelenmistir.
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Sekil 23. Serotoninin MCF-7 hiicrelerinin sagkalimi ve koloni olusturma Kkabiliyeti iizerine etkisinin soft
agar araciigiyla olusturulan 3 boyutlu ortamda gosterilmesi. MCF-7 hicreleri 6x10° hiicre/kuyu olacak
sekilde 6 mm ¢apli hiicre kiiltiirii kaplarina ekilmislerdir. 24 saat boyunca serotonin ile muamele edildikten sonra
ilaglt besi yeri ortamdan ¢ekilip, yerine ilagsiz besiyeri verilmistir. Hiicreler 14 giin boyunca inkiibe edilmis,
ardindan amonyum asetet/metanol karigimi ile hicrelerin sabitlenmesi saglanmigtir. Sabitlenen hiicreler kristal
viyole boyasi ile boyanmis ve goriintiileri alinmigtir (a). Serotonin uygulamasinin, MCF-7 hiicrelerinin yumusak
agarda koloni olusturmasini nasil etkiledigini belirlemek igin hazirlanan agar ortamu iizerine 2500 hiicre/kuyu
olacak sekilde hiicre ekimi gerceklestirilmis ve uygun oranlarda etanol ve serotonin uygulanmistir. 10 glin boyunca
inkiibe edilen hiicreler, ardindan 151tk mikroskopunda incelenmis ve serotonin uygulamasina bagli olarak
caplarindaki degisim incelenmistir (b). Bar grafiklerinde gosterilen standart sapma degerleri £SD 3’er tekrarh
olarak 2 bagimsiz deney sonucu elde edilmistir (p<0,05=* olarak belirtilmistir).
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Sekil 24. Serotoninin MDA-MB-231 hiicrelerinin sagkalin ve koloni olusturma kabiliyeti iizerine etkisinin
soft agar aracilifiyla olusturulan 3 boyutlu ortamda gosterilmesi. MDA-MB-231 hiicreleri 6x106 hiicre/kuyu
olacak gekilde 6 mm ¢apli hiicre kiiltiirii kaplarina ekilmislerdir. 24 saat boyunca serotonin ile muamele edildikten
sonra ilacli besi yeri ortamdan ¢ekilip, yerine ilagsiz besiyeri verilmistir. Hiicreler 14 giin boyunca inkiibe edilmis,
ardindan amonyum asetet/metanol karigimu ile hiicrelerin sabitlenmesi saglanmustir. Sabitlenen hiicreler kristal
viyole boyasi ile boyanmig ve goriintiileri alinmustir (a). Serotonin uygulamasinin, MDA-MB-231 hicrelerinin
yumusak agarda koloni olusturmasini nasil etkiledigini belirlemek i¢in hazirlanan agar ortami {izerine 2500
hiicre/kuyu olacak sekilde hiicre ekimi gergeklestirilmis ve uygun oranlarda etanol ve serotonin uygulanmistir. 10
giin boyunca inkiibe edilen hiicreler, ardindan 151k mikroskopunda incelenmis ve serotonin uygulamasina bagh
olarak caplarindaki degisim incelenmistir (b), ( p=0,4 bulunmustur).
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3.3. Serotoninin MCF-7 ve MDA-MB-231 Hucrelerindeki Apoptotik Etkisinin
Gosterilmesi

3.3.1. Serotoninin meme kanseri hiicre hatlarinda yol actigi morfolojik degisimlerin

gosterilmesi

3.3.1.1. Serotoninin MCF-7 hiicrelerinde yol actigt morfolojik degisimlerin gisterilmesi

DNA’ya baglanabilen florojenik bir boya olan PI total hiicre popiilasyonundan 6lii hiicreleri
ayirmak i¢in kullanilmaktadir. Saglikli hiicrelerin membranlarindan ge¢emeyen bu boya,
apoptoza ugrayan hiicrelerin membranlarinin biitiinliigiiniin bozulmasi1 nedeniyle apoptotik
hiicrelerin membranlarindan gecerek DNA’larina baglanabilmektedir. PI boyamada ilag
uygulanan gruplarda 6lii hiicrelerin sayis1 daha fazla oldugu i¢in daha ¢ok sayida boyayi igine

alan hiicreler parlak kirmizi renkte gozlenmektedir.

Sekil 25’te gozlendigi iizere, 24 saat siire ile serotonine maruz birakilan MCF-7 hcrelerinde
kontrol hiicrelerine gore apoptotik 6liim gozlenen hiicre sayisinda ciddi bir artis gozlenirken,
etanol uygulanan hiicrelerde kayda deger bir artis gozlenmemistir. Buna karsin, 48 saat boyunca
serotonine maruz birakilan MCF-7 hucrelerinde apoptotik hicre 6lumun gozlense dahi, 24 saat
stre ile serotonine maruz kalan MCF-7 hiicrelerindeki apoptotik hiicre miktarina gore ciddi

oranda bir azalis oldugu gozler oniine serilmistir.

Kontrol Etanol (%96) Serotonin (50 puM)

24 saat
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Sekil 25. MCF-7 hicrelerinde serotoninin hiicre 61imu tzerinde etkisinin Pl boyama ile gésterilmesi. MCF-
7 meme kanseri hiicreleri 5x10* hiicre/kuyu olacak sekilde 12 kuyucuklu petrilere ekilmistir. Ardindan, hiicrelere
50 uM dozda serotonin uygulanarak 24 ve 48 saat boyunca bekletilmigtir. Daha sonra PI (Propidium lyodiir)
floresan boyasi uygun konsantrasyon ve inkiibasyon siirelerinde uygulanarak floresan mikroskop (Olympus 1X70)
altinda incelenmistir.
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DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) DNA’ya spesifik bir diger boya olup, DNA’daki A=T
baglarinin yogun oldugu bolgelere baglanarak mavi floresan eksite etmektedir. Apoptotik
hlcrelerdeki membran integritisinin bozulmasi nedeniyle DAPI boyasinin hiicre icerisine girisi
artmakta ve koyu mavi floresan ortaya c¢ikmaktadir. Buna ek olarak, apoptotik olmayan
hiicrelerin bozulmamis nukleus ve membranlarinin varligi nedeniyle bu hiicreler agik mavi
floresan verirken, apoptotik hiicrelerde DNA kiriklarinin varligi nedeniyle bu hiicreler daha

koyu mavi floresan vermektedir.

Sekil 26°da gbzlendigi lizere, kontrol ve etanol uygulanmig MCF-7 hiicrelerinde, bozulmamis
nuklear membranlar1 nedeniyle, DAPI ile boyanmis hiicreler gézlenmez iken, 24 ve 48 saat
boyunca serotonine maruz kalan hiicrelerde DAPI ile isaretlenmis hiicrelerin varligi ortaya
cikarilmigtir ve uygulama siiresine bagli olarak DAPI ile boyanmig hiicre miktarinda bir artig
oldugu gozler dniine serilmistir. Serotonin uygulanan MCF-7 hiicrelerinde zamana bagl artan
DAPI boyanmasina ragmen, PI ile isaretlenmis 6lii hiicre sayisindaki zamana bagli azalisin

varligi hiicrelerin diren¢ mekanizmasi gelistirdigini diigtindiirm{istir.

Kontrol Etanol (%96) Serotonin (50 pM)
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Sekil 26. MCF-7 hiicrelerinde serotoninin hiicre 6limi Gzerinde etkisinin DAPI boyama ile gdsterilmesi.
MCF-7 meme kanseri hiicreleri 5x10* hiicre/kuyu olacak sekilde 12 kuyucuklu petrilere ekilmistir. Ardindan,
hiicrelere 50 UM dozda serotonin uygulanarak 24 ve 48 saat boyunca bekletilmistir. Daha sonra DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole) floresan boyasi uygun konsantrasyon ve inkilbasyon surelerinde uygulanarak floresan
mikroskop (Olympus 1X70) altinda incelenmistir.
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Acridine orange (AO) ¢ok yonlii kullanilabilen bir floresan boyas1 olup, sadece niikleik asitleri
degil ayn1 zaman da asidik vakuolleri de boyayabilmektedir. AO DNA’ya baglandig1 zaman
yesil, RNA’ya baglandigi zaman sar1 floresan yayarken, lizozom igerisine girdigi zaman
protone hale gelerek kirmizi floresan yaymaktadir. MCF-7 hicrelerinde serotoninin otofajik
vakuol olusumunu tetikleyip tetiklemedigini incelemek iizere AO ile boyama yapilmistir.
Kontrol ve etanol uygulanan MCF-7 hiicrelerinde otofajik belirte¢c olan asidik vakuollerin
varligina rastlanmamigken, serotonin uygulanan MCF-7 hiicrelerinde varliklart tespit
edilmistir. Ayrica, serotonin uygulanim siiresi ile dogru orantili olacak sekilde, 48 saat siire
boyunca serotonine maruz birakilan MCF-7 hiicrelerde, 24 saat siire ile serotonin uygulanmis

hlicrelere oranla daha fazla miktarda asidik vakuollerin var oldugu tespit edilmistir (Sekil 27).

Kontrol Etanol (%96) Serotonin (50uM)

24 Simt---
- --

Sekil 27. MCF-7 hucrelerinde serotoninin uygulamasinin asidik vakuol olusumu iizerine etKisinin
gosterilmesi. MCF-7 meme kanseri hiicreleri 5x10* hiicre/kuyu olacak sekilde 12 kuyucuklu petrilere ekilmistir.
Ardindan, hiicrelere 50 uM dozda serotonin uygulanarak 24 ve 48 saat boyunca bekletilmistir. Daha sonra AO
(Akridin Turuncusu) floresan boyasi uygun konsantrasyon ve inkiibasyon siirelerinde uygulanarak floresan
mikroskop (Olympus 1X70) altinda incelenmistir.
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3.3.1.2. Serotoninin MDA-MB-231 hiicrelerinde yol actigt morfolojik degisimlerin
gosterilmesi

Serotoninin MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptotik hiicre oliimiinii tetikleyip tetiklemedigini
test etmek amaciyla PI boyama yontemine bagvurulmustur. Etanol uygulanan hiicrelerde kayda
deger bir artis gozlenmedigi gibi, 24 saat siire ile serotonine maruz birakilan MDA-MB-231
hlcrelerinde de kontrol hiicrelerine gore apoptotik 6liim gdzlenen hiicre sayisinda ciddi bir artig
olmadig1 ortaya cikarilmistir. Bununla birlikte, 48 saat boyunca serotonine maruz birakilan
hiicrelerde de apoptotik hiicre 6lumin gdzlense dahi, 24 saat sire ile serotonine maruz kalan
MDA-MB-231 hiicrelerindeki apoptotik hiicre miktarina gore bir artis gézlenmedigi ortaya
cikartlmistir (Sekil 28).

Kontrol Etanol (%96) Serotonin (50 uM)

- ---
- ---

Sekil 28. MDA-MB-231 hiucrelerinde serotoninin hiicre 8lumd Uzerinde etkisinin Pl boyama ile
gosterilmesi. MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri 5x10* hiicre/kuyu olacak sekilde 12 kuyucuklu petrilere
ekilmistir. Ardindan, hiicrelere 50 uM dozda serotonin uygulanarak 24 ve 48 saat boyunca bekletilmistir. Daha
sonra P1 (Propidium lyoddr) floresan boyas: uygun konsantrasyon ve inkiibasyon siirelerinde uygulanarak floresan
mikroskop (Olympus 1X70) altinda incelenmistir.

Daha once de belirtildigi lizere, DNA kiriklarinin varhi@i apoptotik hiicre O6liimiiniin
belirteclerinden biridir. Serotoninin hiicrelerin DNA’larinda fragmentasyona neden olup,
olmadigmi incelemek amaciyla MDA-MB-231 hucrelerinde DAPI boyama yodntemine
bagvurulmustur. Sekil 29°da gozlendigi iizere kontrol ve etanol uygulanmig MDA-MB-231

hiicrelerinde, bozulmamis nuklear membranlar1 nedeniyle, DAPI ile boyanmis hiicreler
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gozlenmez iken, 24 ve 48 saat boyunca serotonine maruz kalan hicrelerde DAPI ile
isaretlenmis hiicrelerin varligi ortaya ¢ikarilmistir. Ancak, serotonin uygulanan MDA-MB-231
hiicrelerinde gbzlenen DAPI ile isaretlenen hiicre miktarindaki artisin, serotonin uygulanan
MCEF-7 hiicrelerindeki miktarina gore olduk¢a az oldugu gozler oniine serilmistir. Bu durum
serotonin uygulamasinin MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptotik siireci tetiklemedigini gozler

online sermistir.

Kontrol Etanol (%96) Serotonin (50uM)

24 Si‘at- - -
48 Silat- - -

Sekil 29. MDA-MB-231 hicrelerinde serotoninin hiicre 6lumi Uzerinde etkisinin DAPI boyama ile
gosterilmesi. MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri 5x10* hiicre/kuyu olacak sekilde 12 kuyucuklu petrilere
ekilmigtir. Ardindan, hiicrelere 50 uM dozda serotonin uygulanarak 24 ve 48 saat boyunca bekletilmigtir. Daha
sonra DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) floresan boyasi uygun konsantrasyon ve inkiibasyon sirelerinde
uygulanarak floresan mikroskop (Olympus IX70) altinda incelenmistir.

MDA-MB-231 hiicrelerine serotonin uygulamasini takiben 48 saatlik siirecte ilaca karst olusan
diren¢ mekanizmasinda otofajinin rolii olup, olmadigini incelemek iizere hiicreler AO ile
boyanmis ve asidik vakuollerin varligr test edilmistir. Sekil 30’da goriildiigii iizere, etanol
uygulanan ve kontrol MDA-MB-231 hiicrelerinde otofajik belirteglerin varligi gozlenmemistir.
Bununla birlikte, serotonin uygulamasina tabi tutulan MDA-MB-231 hiicrelerinde ilk 24
saatlik siiregte asidik vakuolleri tespit edemezken, 48 saat sonrasinda hiicrelerde asidik

vakuollerin var oldugu ortaya ¢ikarilmistir.
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Kontrol Etanol (%96) Serotonin (50uM)

24 saat

48 saat

Sekil 30. MDA-MB-231 hiicrelerinde serotoninin uygulamasinin asidik vakuol olusumu iizerine etkisinin
gosterilmesi. MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri 5x10* hiicre/kuyu olacak sekilde 12 kuyucuklu
petrilere ekilmistir. Ardindan, hiicrelere 50 uM dozda serotonin uygulanarak 24 ve 48 saat boyunca bekletilmistir.
Daha sonra AO (Akridin Turuncusu) floresan boyasi uygun konsantrasyon ve inkiibasyon siirelerinde uygulanarak
floresan mikroskop (Olympus IX70) altinda incelenmistir.

3.3.2. Serotoninin MCF-7 ve MDA- MB- 231 Hucrelerinde Hucre Dongusu ile Apoptoz

Uzerine Etkileri

3.3.2.1. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde serotoninin hiicre déngusu Uzerine etkileri

Serotoninin MCF-7 hiicrelerinde hiicre dongiisii ve apoptoz iizerine etkisini anlamak amaciyla,
belirli doz araliginda (0-100 uM) serotonine maruz birakilan hiicrelerde apoptotik nukleuslarin
biiyiikliigli, hacmi ve yiizdesi PI boyama yontemine tabi tutulmus ve hiicre siklus evrelerindeki
degisimler akis sitometrisi araciligiyla incelenmistir. Bu yontem ile apoptotik hiicrelerde
meydana gelen fragmente DNA’lar kullanilarak, G1, S ve G2-M fazlarindaki apoptotik hiicreler
belirlenebilmektedir. Daha 6nce de belirtildigi {lizere, apoptotik hiicrelerin membran
biitlinliigiinde meydana gelen bozulma nedeniyle PI boyasi apoptotik hiicrelerin DNA’larina
baglanabilmektedir. Apoptotik stire¢cte DNA endonukleazlar tarafindan yikilmakta ve hiicreler
hipodiploid hale gelmektedir. Apoptotik strecte artan DNA fragmentleri hiicre déngusinun
bozulmasina ya da tutuklu kalmasma yol agmakta olup, hipodiploid hale gelen apoptotik

hlcreler sub-G1 olarak adlandirilan fazda yigilmaktadir.
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Sekil 31. MCF-7 hiicrelerinde serotonin uygulamasim takiben hiicre devrindeki degisimlerin PI boyamasim takiben akis sitometrisi aracihgiyla incelenmesi. MCF-7
hiicreleri 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyucuklu hiicre petrilerine ekilerek bir gece inkiibe edilmistir. Hiicreler 24 saat boyunca serotonin ve etanol ile muamele edilmistir.

Ardindan hiicreler kaldirilip, %70 etanol ile fikse edilmis ve PI ile boyanmistir. Hiicreler 1000 hiicre/6rnek olacak sekilde akim sitometrisinde incelenmistir. Elde edilen verilerin
analizi BD C6 Biosciences ve Flow Jo programlari kullanilarak gergeklestirilmistir.
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MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda serotoninin apoptotik etkileri PI boyamasini takiben akis
sitometrisinde belirlenmistir. Kontrol MCF-7 hicrelerinde sub-G1 populasyonu % 10,7
oraninda gozlenirken, serotonin uygulamasini takiben doza bagl olarak sub-G1 diizeyinde artis
oldugu gozlenmistir. 30 uM serotonin uygulamasini takiben sub-G1 populasyonu % 22,5
oranina, 50 uM serotonin uygulamasini takiben sub-G1 populasyonu % 24,9 oranina ve 100
uM serotonin uygulamasini takiben sub-G1 populasyonu % 24,8 oranina yiikselmistir (Sekil
31).

Serotonin uygulamasini takiben G0/G1 fazindaki hiicre popiilasyonu diiserken, S ve G2/M
fazindaki hiicre popiilasyonunda ciddi bir degisim olmadigr goézlenmistir. Elde edilen bu
sonucun altinda yatan molekiiler mekanizmay1 ortaya c¢ikarmak i¢in Western Blot teknigine
bagvurulmustur ve hiicre dongiisiinde rol alan proteinlerin serotonin uygulamasini takiben

ekspresyon diizeyinde meydana gelen degisimler analiz edilmistir.

K Ser K Ser

CDK2 | == @B (33D, P53| sussn s | 53 kDa
1 1,71 1 134

CDKS | |30 kD2 p27| W WS |57 kDa
1 167 1 111

SiklinD1 | ™' s |36 kDa P21 > " | 51 (D;
1 0.8

= B |

SiklinD3 8 (31 kD3 P18 18 kDa

1 061

B-aktin 45 kDa B-aktin —— — 45 kDa

Sekil 32. Serotoninin MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre devrini diizenleyen proteinlere etkisinin
Western Blot teknigi ile gosterilmesi. 50 uM konsantrasyonda serotonin uygulanmig MCF-7 hiicrelerinden izole
edilen proteinlerle immunoblot analizi gerc¢eklestirilmistir (K: Kontrol, Ser: Serotonin uygulanan).
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Siklinler ve siklin bagimli kinazlar hiicre dongisiiniin diizenlenmesinde rol alan iki Onemli
anahtar molekdllerdir. CDK2 siklin E ile kompleks olusturarak, hiicreler G1 fazindan S fazina
gecisini  saglamaktadir. Bununla birlikte, CDK2’nin hiicre devrini farkli evrelerde
durdurabildigi ve hiicreyi apoptoza duyarli hale getirdigi de bilinmektedir. MCF-7 hiicrelerinde
serotonin uygulamasini takiben CDK2 protein diizeyin 1,7 kat artis oldugu gézlenmistir. Siklin
Dlhiicre devrinin basindan sonuna kadar eksprese edilmekte olup, en yiiksek diizeyine G1
fazinda ulasmaktadir. MCF-7 hiicrelerinde serotonin uygulamasini takiben siklin D1
ekspresyon seviyesinde ciddi bir degisim olmadigi, buna karsilik siklin D3 proteininin

ekspresyon diizeyinde ise az miktarda azalis gézlenmistir (Sekil 32).

CDK inhibitorleri, siklin ve siklin bagimli kinazlarin olusturduklar1 komplekslere baglanarak
onlar1 inhibe edebilmekte ve bu nedenle hiicre devrinin regiilasyonunda 6nemli rol
oynamaktadir. p27 ve p21 Gl’den S fazina gegiste rol alan CDK2-siklin E kompleksinin
inhibitorii olarak rol almaktadir. Bununla birlikte, p21 ekspresyon seviyesinin de timor
baskilayici olarak rol alan ve hiicrelerin DNA onarimina veya apoptoza gegisini belirledigi
bilinen p53 tarafindan diizenlendigi bilinmektedir. Serotonine maruz kalan MCF-7 hiicrelerinde
p53 seviyesi 1,3 kat artarken, p21 ekspresyon seviyesinde diisiis oldugu ortaya c¢ikarilmstir.
Bununla birlikte, diger bir CDK2 inhibitorii olarak bilinen p27 proteininin seviyesinde
serotonin uygulanimina bagli olarak ciddi bir degisim olmadig1 da ortaya ¢ikarilmistir. Son
olarak, CDK4/6-Siklin D1 kompleksinin inhibitorii olarak bilinen p18 proteininin ekspresyon
diizeyindeki degisim incelenmis ve serotonin uygulamasini takiben p18 ekspresyon diizeyinde

1,6 kat artis oldugu g6zler dniine serilmistir (Sekil 32).
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3.3.2.2. MDA-MB-231 meme kanseri htcrelerinde serotoninin hicre déngusi Uzerine
etkileri

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda serotoninin apoptotik etkileri PI boyamasin
takiben akis sitometrisinde belirlenmistir. Kontrol MDA-MB-231 hicrelerinde sub-G1
populasyonu % 10 oraninda gozlenirken, serotonin uygulamasini takiben doza bagli olarak sub-
Gl diizeyinde artis oldugu goézlenmistir. 30 uM serotonin uygulamasini takiben sub-G1
populasyonu % 23,2 oranina, 50 uM serotonin uygulamasini takiben sub-G1 populasyonu %
23,6 oranina ve 100 uM serotonin uygulamasini takiben sub-G1 populasyonu % 24,8 oranina

yiikselmistir (Sekil 33).

MDA-MB-231 hiicrelerinde elde edilen bu sonucun altinda yatan molekiiler mekanizmay1
ortaya c¢ikarmak icin Western Blot teknigine bagvurulmustur ve hiicre dongiisiinde rol alan
proteinlerin serotonin uygulamasini takiben ekspresyon diizeyinde meydana gelen degisimler
analiz edilmistir. Aynt MCF-7 hiicrelerinde oldugu gibi, MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinde serotonin uygulamasinin ardindan CDK2 protein ekspresyon diizeyinde 6 kat artis
gozlenirken, MCF-7 hiicrelerinden farkli olarak siklin D1 ekspresyon diizeyinde yaklasik 6 kat
artis, CDKS5 ve siklin D3 proteinlerinin ekspresyon diizeyinde ise ciddi bir degisim olmadigi
gozlenmistir. Bununla birlite, MCF-7 hiicrelerinde elde edilen bulgulara zit olacak sekilde,
MDA-MB-231 hiicrelerinde serotonin uygulamasini takiben CDK2-siklinE inhibitori olan p21
protein ekspresyonunda ciddi bir artig gdzlenmistir. Bu hiicrelerde ayn1 zamanda bir diger CDK
inhibitdrii olan p27 ve tiimor baskilayici etkiye sahip olan p53 protein diizeylerinde, serotonin

uygulamasina bagh olarak sirasiyla 1,7 ve 2 kat artis oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Sekil 34).
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Sekil 33. MDA-MB-231 hiicrelerinde serotonin uygulamasim takiben hiicre devrindeki degisimlerin PI boyamasim takiben akis sitometrisi aracihgiyla incelenmesi.
MDA-MB-231 hiicreleri 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyucuklu hiicre petrilerine ekilerek bir gece inkiibe edilmistir. Hiicreler 24 saat boyunca serotonin ve etanol ile

muamele edilmistir. Ardindan hiicreler kaldirilip, %70 etanol ile fikse edilmis ve PI ile boyanmuigtir. Hiicreler 1000 hiicre/6rnek olacak sekilde akim sitometrisinde incelenmistir.
Elde edilen verilerin analizi BD C6 Biosciences ve Flow Jo programlari kullanilarak gergeklestirilmistir.
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K Ser K Ser
CDK2 | # « ® W 334D, D53 | " M | 53 kDa
624 208
cDks | - 20 «Da p27 27 kDa
Lot 177
SiklinD1 | #++" s, |36 kDa p21 w21 kDa
SikiinD3 | MRS 31 D p18 ! 18 kDa
B-aktin | (|45 kDa B-aktin| w—v—45 kDa

Sekil 34. Serotoninin MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre devrinin diizenleyen proteinlere
etkisinin Western Blot teknigi ile gosterilmesi. 50 uM konsantrasyonda serotonin uygulanmis MDA-MB-231
hiicrelerinden izole edilen proteinlerle immunoblot analizi gergeklestirilmistir (K: Kontrol, Ser: Serotonin
uygulanan).

3.3.2.3. MCF-7 meme kanseri hicrelerinde serotoninin apoptotik 61um Gzerine etkisinin
Anneksin V/PI ikili boyama ile gosterimi

Normal canli hiicrelerde, bir fosfolipid olan fosfotidilserin hiicre membraninin sitoplazmik
yizeyinde bulunmaktadir. Ancak, apoptozun ara evrelerinde fosfotidilserinin hiicre
membraninin i¢ ylizeyinden dis ylizeyine translokasyonu ger¢eklesmektedir. Bdoylelikle
apoptotik hiicreler, dis yiizeye gegen fosfotidilserinin anneksin V boyasi ile boyanmas ile
belirlenebilmektedir. Hiicrelerin anneksin V ve PI ile ikili boyamasinin ardindan akis
sitometrisi araciligiyla analiz edilmesi sonucunda, saglikli, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve

nekrotik hiicre populasyonlari belirlenebilmektedir.

MCF-7 hiicrelerinde belirli doz araliginda (0-100 uM) serotonin uygulamasi sonucunda
hiicrelerde apoptozun tetiklenip tetiklenmedigini incelemek i¢in anneksin V/PI ikili boyamasi
yapilmustir. Sekil 35’de gozlendigi {izere kontrol MCF-7 hiicrelerinde saglikli hiicreler
popiilasyonun %82’ sini olustururken, serotonin uygulamasi ardindan saglikli hiicreler
popiilasyonun sirasiyla %76, %77 ve %48’ine diismiistiir. Bununla dogru orantili olacak
sekilde, MCF-7 hiicrelerinde serotonin uygulamasini takiben, doza bagli olarak apoptotik hiicre
Olimiinde artis gozlenmistir (Sekil 35). Bu durum serotonin uygulamasinin MCF-7

hiicrelerinde apoptotik etki gosterdigini bir kez daha ortaya ¢ikarmistir.
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Sekil 35. Serotonin uygulanan MCF-7 hiicrelerinde anneksin V/PI boyama sonrasi erken ve ge¢ apoptotik hiicre populasyonlarmin belirlenmesi. MCF-7 hucreleri
5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyucuklu hiicre petrilerine ekilerek bir gece inkiibe edilmistir. Hiicreler 24 saat boyunca serotonin ve etanol ile muamele edilmistir. Ardindan
hiicreler kaldirilip, %70 etanol ile fikse edilmis ve Annexin V/PI ile ikili boyamasi ger¢eklestirilmistir. Hiicreler 1000 hiicre/6rnek olacak sekilde akim sitometrisinde
incelenmistir. Elde edilen verilerin analizi BD C6 Biosciences ve Flow Jo programlar: kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Poli(ADP-riboz) polimeraz-1 (PARP-1) nuklear bir enzim olup, DNA’ya baglanmakta ve DNA
tamir mekanizmasin1 tetikleyebilmektedir. PARP-1 proteini sadece DNA onarimini
saglamamakta, ayni zamanda hiicre enerjetiginin diizenlenmesinde, ERK iligkili sinyal
yolaklarinin tetiklenmesinde ve 6liim yolaklarinin tetiklenmesinde rol almaktadir. MCF-7
meme kanseri hiicrelerinde serotonin uygulamasini takiben PARP-1 enziminin ekspresyon
diizeyindeki degisimi incelemek icin Western Blot teknigine basvurulmustur. Yapilan
incelemeler sonrasinda MCF-7 hicrelerinde yalmiz EtOH uygulamasi yapildiginda PARP
enziminin ekspresyon diizeyinde herhangi bir degisim olmadigi, buna karsin serotonin
uygulanan hicrelerde PARP-1 ekspresyon duizeyinin, kontrol hicrelerindekine gore yari yariya

azaldig1 ortaya ¢ikarilmistir (Sekil 36).

K EtOH Ser

PARP | T SR S | |10 kD3

‘ 1 | 1,01 ‘ 0,43 ‘

B-tubulin| "=" s &= 55 kDa

Sekil 36. MCF-7 meme Kkanseri hiicrelerinde serotonin uygulamasini takiben PARP-1 enziminin ekspresyon
diizeyindeki degisimin gosterilmesi. 50 pM konsantrasyonda serotonin uygulanmig MCF-7 hiicrelerinden izole
edilen proteinlerle immunoblot analizi gerceklestirilmistir (K: Kontrol, EtOH: Etanol uygulanan, Ser: Serotonin
uygulanan).

3.3.2.4. MDA-MB-231 meme kanseri hlcrelerinde serotoninin apoptotik hiicre 6limune
etkisinin Anneksin V/PI ikili boyama ile gosterimi

MDA-MB-231 hiicrelerinde serotonin uygulamasii takiben apoptotik hiicre 6liimiiniin
tetiklenip tetiklenmedigini incelemek i¢in anneksin/PI ikili boyamasi yapilmis ve akis
sitometrisi ile hiicre canliligindaki degisim incelenmistir. Sekil 37’°de gbzlendigi iizere, kontrol
hlcrelerinde saglikli hiicreler populasyonun %88’ine tekabil etmekte olup, serotonin
uygulanan hiicrelerde saglikli hiicre miktarinda azalma gozlenmemistir. Bununla birlikte,
serotonin uygulanan hiicre populasyonunda apoptotik hiicre miktarinda kontrol hiicrelerine
gore bir artis olmadigi hatta diisiik oranda da olsa azalis gozlendigi ortaya ¢ikarilmistir. Bu
durum, serotoninin MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptotik hiicre Sliimiini tetiklemedigini
hiicrelerin serotonine karsi direng gosterdigini ve canliligini tekrar sagladigini gozler oniine

sermistir.
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Sekil 37. Serotonin uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde anneksin V/PI boyama sonrasi erken ve ge¢ apoptotik hiicre populasyonlarinin belirlenmesi. MDA-MB-
231 hiicreleri 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyucuklu hiicre petrilerine ekilerek bir gece inkiibe edilmistir. Hiicreler 24 saat boyunca serotonin ve etanol ile muamele
edilmistir. Ardindan hiicreler kaldirilip, %70 etanol ile fikse edilmis ve Annexin V/PI ile ikili boyamas: ger¢eklestirilmistir. Hiicreler 1000 hiicre/6rnek olacak sekilde akim
sitometrisinde incelenmistir. Elde edilen verilerin analizi BD C6 Biosciences ve Flow Jo programlari kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Daha 6nce belirtildigi iizere, DNA tamir mekanizmasinda 6énemli rol oynayan PARP-1 enzimi
apoptotik siireci tetikleyebildigi gibi, ERK sinyal yolaginin tetiklenmesini saglayarak hiicre
canliligini da tetikleyebilmektedir. MDA-MB-231 meme kanseri hicrelerinde serotonin
uygulamasini takiben PARP-1 enziminin ekspresyon diizeyindeki degisimi incelemek ig¢in
Western Blot teknigine basvurulmustur. Yapilan incelemeler sonrasinda MDA-MB-231
hiicrelerinde yalniz EtOH uygulamasi yapildiginda PARP enziminin ekspresyon diizeyinde
herhangi bir degisim olmadigi, buna karsin serotonin uygulanan hiicrelerde PARP-1 ekspresyon

diizeyinin, kontrol hiicrelerindekine gore 2 kat arttig1 ortaya ¢ikartilmistir (Sekil 38).

K EtOH Ser

PARP S — S 110 kD>

| 1 | 0,98 | 2,02

B-tubulin| .- — - o |

Sekil 38. MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde serotonin uygulamasim takiben PARP-1 enziminin
ekspresyon diizeyindeki degisimin gosterilmesi. 50 pM konsantrasyonda serotonin uygulanmis MDA-MB-231
hiicrelerinden izole edilen proteinlerle immunoblot analizi gergeklestirilmistir (K: Kontrol, EtOH: Etanol
uygulanan, Ser: Serotonin uygulanan).

3.3.2.5. Serotoninin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde sagkalim ve éliim karart
tzerinde molekdler hedeflerinin gdsterimi

Serotoninin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarindaki bu iki zit etkisinin
altinda yatan molekiiler mekanizmay1 aydinlatabilmek adina, her iki hiicre hattinda da

serotoninin PIBK/Akt/mTOR, MAPK ve EMT sinyal yolaklarina etkisi irdelenmistir.

3.3.2.5.1. Serotoninin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi
Uzerine etkisinin gosterimi
PI3K/Akt sinyal yolag1 karsinogenezde rol alan en 6nemli sinyal yolaklarindan biri olup, bircok

insan kanseri hiicrelerinde bu sinyal yolaginda asir1 aktivasyon gozlenmektedir. PI3K inaktif
fosfotidilinositol (4,5) bifosfat1 (PIP2) fosforilleyerek, aktif fosfotidilinositol (3,4,5) trifosfatin
(PIP3) olusumunu tetiklemektedir. PTEN ise PI3K’nin bu aktivitesinin antagonisti olarak rol
almakta ve PIP3’lin 3’ pozisyonundan defosforilasyonuna neden olarak tekrar inaktif forma
gecmesini saglamaktadir. Akt spesifik olarak 3’ fosfotidilinositole baglandigindan, PIP3 Akt
etkilesimi meydana gelmekte ve Akt konformasyonel degisim gecirerek aktivasyonu icin
gerekli olan fosforilasyona hazir hale gelmektedir. PDKI1 tarafindan Thr308 aminoasidi ve
mTORC?2 tarafindan Ser473 aminoasidi fosforile edilen Akt aktif hale gelmektedir. Akt in
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Thr308 aminoasidindeki fosforilasyon tiimdr baskilayicr gibi rol alan GSK3p’y1 inhibe etmekte

ve mTORCL1 aktivasyonuna neden olmaktadir.

Serotoninin her iki meme kanseri hiicre hattinda PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi iizerine
etkilerini incelemek adina Western Blot teknigine basvurulmustur. Sekil 39°da gozlendigi iizere
MCEF-7 hiicrelerinde serotonin uygulamasini takiben p-PTEN ekspresyon seviyesinin kontrol
hiicrelerine gore 1,8 kat arttig1 ve bununla birlikte total Akt ekspresyon diizeyinde artis gozlense
dahi p-Akt (Ser473) ve p-Akt (Thr308) ekspresyon diizeyinde ciddi bir azalig meydana geldigi
ortaya ¢ikarilmistir. Buna karsilik, MDA-MB-231 hiicrelerinde serotonin uygulamasini takiben
p-PTEN ekspresyon diizeyinde azalis gézlendigi ortaya ¢ikarilmistir. Bununla birlikte, MDA-
MB-231 hiicrelerinde PDK1 tarafindan fosforilasyonu saglanan p-Akt (Thr308) seviyesinde
serotonin uygulamasini takiben bir miktar azalis gosterse dahi dikkate deger bir azalis
gbzlenmemistir. Ancak serotonin uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde, nTORC?2 tarafindan
fosforile edilen p-Akt (Ser473) seviyesinde ayn1t MCF-7 hiicrelerinde oldugu gibi ciddi bir
azalis meydana geldigi ortaya ¢ikarilmistir. Elde edilen bu bulgular dogrultusunda, serotoninin
her iki meme kanseri hiicre hattinda da mTORC?2 aktivitesini engelledigi, ancak PI3K yolagin
yalnizca MCF-7 hucrelerinde inhibe ederken, MDA-MB-231 hiicrelerinin PI3K yolaginin

serotoninden etkilenmedigini gézler 6niine sermistir.
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Sekil 39. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde PI3K/Akt sinyal yolag iizerine etkisinin Western Blot
teknigi ile gosterilmesi. 50 uM konsantrasyonda serotonin uygulanmis MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinden
izole edilen proteinlerle immunoblot analizi ger¢eklestirilmistir (K: Kontrol, Ser: Serotonin uygulanan).

Serotoninin her iki meme kanseri hiicre hattindaki PI3K/Akt yolaginda neden oldugu zit
etkisinin timor baskilayici bir protein olarak islev goren GSK3p  Uzerindeki etkisi

incelenmistir. GSK3B nin p-Akt (Thr308) ile fosforilasyonu sonucu inaktif hale gelmekte ve -

83



katenin degredasyonu Onlenerek hiicre devrinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan
siklinD1’in ekspresyonu saglanmaktadir. Sekil 41°de gozlendigi {izere serotonin uygulanan
MCEF-7 hiicrelerinde GSK3B’nin inaktif formu olan p-GSK3B’nin ifade diizeyi yar yariya
azalmistir. Buna karsilik, siklinD1 ekspresyonu igin aktivator etkisine sahip [-katenin
ekspresyon diizeyinde herhangi bir degisim olmadig1 ortaya c¢ikarilmistir. MDA-MB-231
hiicrelerinde ise serotonin uygulamasini takiben GSK3p’nin fosforile formunun ifade
diizeyinde kontrol hiicrelerindekine gore 1,8 kat artis oldugu ve ayni1 zamanda B-katenin ifade
diizeyininde kontrole gore 1,5 kat artis meydana geldigi ortaya c¢ikarilmistir (Sekil 40). Bu
bulgular, serotonin uygulamasini takiben MDA-MB-231 hiicrelerinde siklinD1 ekspresyon
diizeyindeki artisin, buna karsilik MCF-7 hicrelerinde serotoninin siklinD1 ifadesine etki

etmeyisinin nedenini ortaya ¢ikarmistir.
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Sekil 40. Serotoninin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme Kkanseri hiicrelerinde tiimor baskilayici olarak rol
alan GSK3p aktivitesi iizerine etkisinin Western Blot teknigi ile gosterilmesi. 50 uM konsantrasyonda
serotonin uygulanmis MCF-7 ve MDA-MB-231 hicrelerinden izole edilen proteinlerle immunoblot analizi
gergeklestirilmistir (K: Kontrol, EtOH: Etanol uygulanan, Ser: Serotonin uygulanan).

Translasyon regulasyonu hiicre biyumesi ve proliferasyonunun kontrol edilmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Hiicre devrinde G1 fazina giris ve G1 fazindan gegisin saglanmasi i¢in
translasyon hizinda artis gerekmektedir. Translasyonun diizenlenmesinde hata gézlendiginde

anormal biylme ve timorigenez meydana gelebilmektedir. mTOR hiicrede translasyonun
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diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan bir kinaz olup, mTOR asir1 aktivasyonu tiimor olusumuna

neden olmaktadir.

Aktive olan mTORCL1 alt yolunda bulunan 4E-BP1 ve p70S6K araciligiyla hiicre biiyiimesi,
hlicre devrinin progresyonunu ve hicrenin metabolizmasinda gerekli proteinlerin mRNA
ribozomal ¢evirimini saglamaktadir. Hiicre gogalmasinin durdugu basamakta, etkinlesmemis
4E-BP1 elF4E’ye baglanarak, protein translasyonunun olusmasint durdurmaktadir. Buyume
etmenleri gibi uyaricilarin etkisiyle 4EBP1’in mTORCI1 tarafindan fosforilasyonu

ger¢eklesmekte ve eIF4E nin 4EBP1’°den ayrilmasini saglamaktadir.

Serotonin her iki meme kanseri hiicre hattinda da mTOR yolag: izerine etkisini incelemek
tzere 4ebpl’in fosforile formunun ve p70S6K’nin ekspresyon diizeyleri incelenmistir. MCF-7
hiicrelerinde serotonin uygulamasinin ardindan 4EBP1’in fosforilasyonunda ciddi bir diisiis
oldugu, bununla birlikte P70S6K ekspresyon diizeyinde de azalma meydana geldigi ortaya
¢ikarilmigtir. Buna karsin, MDA-MB-231 hiicrelerinde serotoninin p-4EBP1 ve P70S6K
ifadesinde herhangi bir etkisi bulunamamistir (Sekil 41).

MCF-7 MDA-MB 231

~ |15-20kDa

| 70-85 kDa

45 kDa

Sekil 41. MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde serotonininin mTOR sinyal yolag iizerine
etkisinin Western Blot teknigi ile gosterilmesi. 50 uM konsantrasyonda serotonin uygulanmig MCF-7 ve MDA-
MB-231 hiicrelerinden izole edilen proteinlerle immunoblot analizi gerceklestirilmistir (K: Kontrol, Ser:
Serotonin uygulanan).

3.3.2.5.2. Serotoninin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde MAPK sinyal yolag: lizerine

etkisinin gosterimi

Mitojen ile aktive olan protein kinaz MAPK sinyal yolag1 3 farkli aktive edilen protein kinaz
icermekte olup, bu protein kinazlar hiicre proliferasyonu, hiicre farklilagmasi ve hiicre 6liimiinii

regile etmektedir. MAP kinazlar, ERK (ekstraselular sinyallerle reglle edilen kinazlar;
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Raf/MEK/ERK sinyal yolagindan sorumlu olanlar), JNK (Jun-amino terminal kinazlar) ve
p38/SAPK (stresle aktive edilen kinazlar) olmak {izere ii¢ grup altinda toplanabilmektedir. ERK
ailesi Uyeleri (ERK1, ERK2 ve blylk ERK’ler) blyime faktorleri ve mitojenlerle tetiklenerek,
hiicre biiyiimesi ve farklilasmasini tetiklemektedir. JNK ailesi Gyeleri (JNK1, JINK2 ve JNK3)
ise iyonize radyasyon, 1s1, oksidatif stres ve DNA hasar1 gibi ¢evresel etkenler tarafindan aktive
edilmekte ve aktif JNK sinyal yolag: iiyeleri apoptoz, inflamasyon ve sitokin iiretimi gibi
onemli siirecleri tetiklemektedir. Bir diger MAP kinaz aile iiyesi olan p38 iiyeleri de, ayn1 JNK
tiyeleri gibi, stresle ve inflamatuvar sitokinleri tarafindan tetiklenmektedir ve p38 aktivasyonu

inflamasyon, hiicre farklilasmasi, apoptoz ve hiicre devrinin diizenlenmesinde rol almaktadir.

Her iki meme kanseri hiicre hattinda da serotonin uygulamasinin MAPK sinyal yolaklaria
etkisini molekdler duzeyde incelemek icin Western Blot teknigine bagvurulmustur. Serotoninin
Raf/MEK/ERK yolagina etkisini arastirmak iizere, Rafl (cRaf), ERK1/2 (p44/42) ve c-Myc
ekspresyon diizeyleri irdelenmistir. MCF-7 hicrelerinde serotonin uygulamasini takiben
Raf1’in fosforile formunda yaklasik yarim kat azalis oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte,
Rafl tarafindan tetiklenen ERK1/2’nin fosforile formunun ifade diizeyinde de kontrole gore
ciddi bir azalis oldugu ortaya c¢ikarilmistir. Bu bulgularla ayn1 dogrultuda olacak sekilde,
serotonin uygulamasinin ardindan MCF-7 hiicrelerinde ERK1/2 aktivasyonuna bagli olarak
ekspresyonu tetiklendigi bilinen ve hiicre biiyiimesinde etkin rol oynadigi bilinen c-Myc
ekspresyon diizeyininde ciddi oranda azalis gosterdigi ortaya ¢ikarilmistir (Sekil 43). Buna
karsilik, MDA-MB-231 hucrelerinde serotonin uygulamasini takiben p-cRaf ifade diizeyinde
kontrole gore 1,6 kat artis gézlenmistir. Bununla birlikte, serotoninin p-44/42 ifade duzeyine
ciddi bir etkisi gozlenmese dahi, c-Myc ekspresyon diizeyini kontrole goére 1,5 kat artirdigi
ortaya c¢ikarilmigtir (Sekil 42).
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Sekil 42. MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hicrelerinde serotoninin Ras/RafMEK (ERK MAPK)
sinyal yolag: iizerine etkisinin Western Blot teknigi ile gosterilmesi. 50 uM konsantrasyonda serotonin
uygulanmis MCF-7 ve MDA-MB-231 hicrelerinden izole edilen proteinlerle immunoblot analizi
gerceklestirilmistir (K: Kontrol, Ser: Serotonin uygulanan).

Serotoninin stresle tetiklenen p38 MAPK sinyal yolagi iizerine etkisini anlamak i¢in, her iki
meme kanseri hiicre hattinda da serotonin uygulamasini takiben total p38 ve fosforile edilmis
p38 ifade diizeyindeki degisim incelenmistir. Serotonin uygulanan MCF-7 hiicrelerindeki total
p38 ifade diizeyinde kontrole gore yar1 yaritya azalis gozlense dahi, Bax-caspase 3
aktivasyonunu sagladigi bilinen p-p38 ifade diizeyinin kontrole gore 2 kat artis gosterdigi
ortaya cikarilmistir. Bununla birlikte, fosforile haldeki p38 ifade diizeyi, total p38 ifade
dizeyine gore analiz edildiginde serotonin uygulanan MCF-7 hicrelerinde p38
fosforilasyonunun kontrole gore 4,5 kat artis gosterdigi ortaya ¢ikarilmistir (Sekil 43). Bu
durum, serotonin uygulamasini takiben MCF-7 hiicrelerinde gézlenen apoptotik artisa karsin,

MDA-MB-231 hiicrelerinde gézlenen canlili§in nedenini bir kez daha gozler 6niine sermistir.
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Sekil 43. MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde serotoninin p38 MAPK sinyal yolagi iizerine
etkisinin Western Blot teknigi ile gosterilmesi. 50 uM konsantrasyonda serotonin uygulanmig MCF-7 ve MDA-
MB-231 hiicrelerinden izole edilen proteinlerle immunoblot analizi gergeklestirilmistir (K: Kontrol, Ser:
Serotonin uygulanan).

c-Jun ile c-Fos veya c-Jun ile c-Jun dimerizasyonu sonucu olusan AP-1 transkripsiyon faktori
hiicre proliferasyonunun ve farklilagsmasinin saglanmasinda rol almaktadir. Stresle tetiklenen
bir diger MAPK iiyesi olan JNK sinyal yolagi, c-Jun’u aktive ederek, onun c-Fos ile
dimerizasyonunu tetiklemekte boylelikle stresle tetiklenen apoptotik hiicre 6liminden hiicreyi

kurtarmaya ¢alismaktadir.

MCF-7 hiicrelerinde serotonin uygulanmasii takiben JNK sinyal yolagindaki degisimi
irdelemek i¢in, SAPK/INK, c-Jun ve c-Fos ekspresyon diizeylerindeki degisim Western Blot
teknigi ile incelenmistir. Yapilan incelemeler sonucunda, MCF-7 hiicrelerinde serotoninin
SAPK/INK ekspresyon diizeyini 1,4 kat artirdigini, buna karsin c-Jun ekspresyon dizeyini
ciddi oranda azalttig1 gozler 6niine serilmistir. Bununla birlikte, MCF-7 hucrelerinde serotonin
uygulamasini takiben c-Fos ekspresyon diizeyinde azalis gézlense dahi, bu azalisin kayda deger
oranda olmadig1 gézler dniine serilmistir (Sekil 45). MDA-MB-231 hiicrelerinde ise, serotonin
uygulamasin1 takiben SAPK/IJNK ekspresyon diizeyinde kontrole gore ciddi bir degisim
gozlenmemistir. Buna karsin, c-Jun ve c-Fos ekspresyon diizeyinde Kkontrole gore azalis
gozlenmistir, ancak MCF-7 hiicrelerinde serotonin uygulamasimi takiben c-Jun ifade
diizeyindeki azalisin, MDA-MB-231 hiicrelerindeki azalisa gore ¢ok daha ciddi oranda oldugu

gOzler oniine serilmistir (Sekil 44).
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Sekil 44. MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hicrelerinde serotoninin JNK MAPK sinyal yolag
iizerine etkisinin Western Blot teknigi ile gosterilmesi. 50 uM konsantrasyonda serotonin uygulanmig MCF-7
ve MDA-MB-231 hiicrelerinden izole edilen proteinlerle immunoblot analizi ger¢eklestirilmistir (K: Kontrol, Ser:
Serotonin uygulanan).

3.3.2.5.3. Serotoninin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde EMT sinyal yolag: iizerine
etkisinin gosterimi
Epitel hicrelerin hareket edebilen mezensimal hiicrelerine transdiferansiyon siireci epitelyal—

mezensimal doniisiimii (EMT) olarak bilinmekte olup, kanser progresyonunda rol almaktadir.
EMT sureci RaffMEK/ERK, p38 MAPK, JNK ve Wnt sinyal yolaklarinin da iginde bulundugu
bircok sinyal yolag: ile regiile edilmektedir. Raf/MEK/ERK, p38 MAPK ve JNK sinyal
yolaklari, NF-xkB araciligiyla EMT i¢in gerekli olan SNAIL ekspresyonunu tetiklemektedir.
Bununla birlikte, indiiklenen Akt yolagt GSK3p’nin inhibisyonuna neden olmakta ve boylelikle
SNAIL ve B-katenin stabilizasyonunu saglayarak EMT siirecine katki saglamaktadir.

MCF-7 ve MDA-MB-231 hicrelerinde serotoninin, PI3K/Akt, Ras/Raf/MEK, p38 MAPK ve
JNK sinyal yolaklar1 {lizerindeki zit etkisinin EMT sinyal yolagmi etkileyip etkilemedigini

incelemek i¢in, mezengimal markir1 olarak bilinen vimentin, epitelyal markir1 olarak bilinen E-
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kaderin ve E-kaderin ekspresyonunu baskilayarak EMT siirecini tetikledigi bilinen Snaill ve

Slug (Snail2) proteinlerinin ekspresyon diizeyleri incelenmistir.

MCF-7 hiicrelerinde serotonin uygulamasini takiben, Snaill ve Slug ekspresyon duzeyinde
kontrole gore ciddi bir azalis oldugu, buna karsilik E-kaderin ekspresyon diizeyinde kontrole
gore 2,3 kat artig oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Buna karsilik MCF-7 hiicrelerinde mezensimal
hlcrelerde ekspresyonu gdzlenen vimentinin, serotonin uygulamasini takiben ifade diizeyinin
ciddi oranda diisiis gosterdigi ortaya ¢ikarilmistir (Sekil 45). Bu durum, serotoninin hiicrelerde
yalnizca hiicre ¢cogalmasini degil, ayn1 zamanda metastaz kapasitesini de inhibe ettigini gézler

Oniine sermistir.

MDA-MB-231 hiicrelerinde ise serotonin uygulamasini takiben, Snail ve Slug ekspresyon
diizeyinde kontrole gore 2 kat artis oldugu, buna karsilik E-kaderin ekspresyon dizeyinde
kontrole gore ciddi oranda azalis oldugu ortaya c¢ikarilmistir. Buna karsilik, serotoninin
vimentin ekspresyon diizeyinde kayda deger bir degisime neden olmadigi gozler Oniine
serilmistir. Bu durum, MDA-MB-231 hicrelerinin metastaz kapasitesinin serotonin

uygulamasi ile tetiklendigini gézler oniine sermistir (Sekil 45).

MCF-7 MDA-MB 231
Snaill
Slug ;-
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B-aktin | s S— | 45 kDa

Sekil 45. MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde serotoninin epiteryal mezensimal doniisiim
(EMT) sinyal yolagi iizerine etkisinin Western Blot teknigi ile gosterilmesi. 50 pM konsantrasyonda serotonin
uygulanmis MCF-7 ve MDA-MB-231  hicrelerinden izole edilen proteinlerle immunoblot analizi
gerceklestirilmistir (K: Kontrol, Ser: Serotonin uygulanan).
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4. TARTISMA

Karsinogenez, sayisiz genin, proteinlerin, sinyal yollarmin ve hiicre tiplerinin koordineli
etkilesimini gerektiren karmasik bir siirectir. Kanser nedeniyle her yil bir¢ok birey yasamini
yitirmektedir. Bilim adamlarinin yaptig1 tahminlere goére 2050° de 17 milyon kisinin kanserli
teshis edilecegi tahmin edilmektedir; bu sebepten kanser arastirmalarinda dogru molekiiler

hedeflerin tespit edilmesi giin gectik¢e daha da nem kazanmaktadir (Kamangar ve ark., 2006).

5-HT sinyallesmesi pozitif ve negatif sonuglarin sentezi olarak kanser hiicrelerini etkilemesine
ragmen, kanser hiicreleri 5-HT sinyallesmesinden kacarak mikrogevrelerini basitlestiremezler.
Endojen olarak serotonin sentezleyen epitel hiicrelerinden farkli olarak, kanser hlcreleri 5-HT
sinyalini komsu hiicreleri olan normal meme dokusu, normal kan dolagimi ve timér igindeki
hemostatik plaklar olmak (izere en azindan ii¢ dis kaynaktan almaktadir (Ho-Tin-Noe ve ark,.
2008). Dolayisiyla meme kanseri hiicreleri i¢in 5-HT sinyallesmesinden kagmaktansa

sinyallesmeyi degistirme yetenegini kazanmak avantajdir.

Kanserli farkl: hiicre tipleri arasinda, serotonin sistemlerinin fonksiyonellik ve bilesenlerinde
tahmini farkliliklar vardir. Bu farkliliklar hiicrelerin daha fazla veya daha az 5-HT sentez
etmesine yol agmaktadir. Meme tlimorlerinde heterotipik 5-HT fizyolojisi epey bir karmasa
olusturmaktadir, ancak ileriki ¢aligmalar serotoninin meme kanserlerinde terapotik olarak
kullanilabilirliginin aydinlatilmasinda etkili olacaktir (Pai ve ark., 2009). Artan 5-HT
biyosentez kapasitesiyle beraber, bu hiicrelerde 5-HTR anlatiminda goklu degisimler ve insan
meme kanseri hicrelerinin malignant progresyonunun da degismesine neden olmaktadir.
Serotonin, MCF-7 hiicrelerinde mitojenik etki gostermektedir ve bu proliferatif etki kismen 5-
HT2A reseptor alt kiimesi tarafindan yonlendirilmektedir (Sonier ve ark., 2006). Bu 5-HT'nin
anti-mitojenik etkisi serumsuz kosullarda ortadan kaldirilmistir fakat hiicrelere estradiol veya
prolaktin eklendigi zaman eskiye donmektedir (Blask, D.E. ve S.M. Hill.,1986). Bu sebeple, 5-
HT'nin MCF-7 hiicrelerindeki mitojenik etkisinin serum varligina ve diger hormon veya

blylme faktorleriyle iliskilerine baglilig1 oldukga olasidir.

Yaptigimiz calismada her 2 hiicre hattinin yarisinin 6lmesi igin gereken serotonin dozu 50 uM
olarak saptanmis ve ¢alismalara bu sekilde devam edilmistir. Serotoninin her iki meme kanseri
hiicre hattinda sagkalim {izerine zamana bagl etkisini incelemek iizere yapilan tripan mavisi ile
boyama yéntemi sonucunda, serotoninin MCF-7 huicrelerinde ilk 24 ve 48 saat sonucunda hiicre
canlilig1 kontrol hiicrelerine gore azalirken, 72 ve 96 saat sonunda hiicreler sonrasinda tekrar

kontrol seviyesine yiikselmistir. Bu durum, serotoninin MCF-7 hicrelerindeki hicre
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biiyiimesini inhibe edici etkisinin kisa stireli olup, 48 saat sonrasinda serotonin etkisinin ortadan
kalktigin1 gostermistir. Buna karsin, serotoninin MDA-MB-231 hiicre canliligina ciddi bir
etkisi olmadigi, hatta canlilig1 kontrole gore az da olsa artirdigi gosterilmistir. Aymi sekilde
serotoninin her iki meme kanseri hiicre hattinda koloni olusumu iizerine etkisi incelendiginde,
serotonin etkisiyle MCF-7 hiicrelerinin koloni ¢aplarinda azalis gozlenirken, MDA-MB-231
hiicrelerinin koloni ¢aplarinda serotonine bagli olarak ciddi oranda bir degisim goézlenmedigi
ortaya cikarilmigtir. Tiim bu sonuglar g6z Oniine alindiginda 50 uM serotoninin MCF-7
hlcrelerinde apoptotik sireci tetikleyebilecegi, fakat MDA-MB-231 hiicrelerinin bir sekilde
bu etkiden kurtulmay1 basardig: diisiiniilmiistiir. Bu 6ngdriiniin dogrulugunu incelemek adina,
apoptotik belirteg olarak bilinen PI ve DAPI boyamalari yapilarak floresan altinda hiicrelerdeki

degisimler irdelenmistir.

MCEF-7 hiicrelerinde PI boyama yapilip floresan mikroskobu altinda yapilan incelemeler
sonucunda, serotonin uygulamasini takiben ilk 24 saat boyunca apoptotik hiicre 6liimiinde ciddi
bir artis gozlenirken, 48 saat sonrasinda hiicre Oliimiinde azalis meydana geldigi ortaya
¢ikarilmigtir. Buna karsilik, MDA-MB-231 hucrelerinde apoptotik hicre 6lumunde herhangi
bir degisim olmadigi ortaya c¢ikarilmistir. Her iki hiicre hattindan elde edilen bu sonug,
apoptotik hiicre belirteci olan DNA kiriklarin1 boyayan DAPI boyama ydntemi ile bir kez daha
dogrulanmistir. Bunun yani sira, her iki hiicre hattinda da serotoninin otofajik siireci tetikleyip,
tetiklemedigi incelenmistir. Bunun i¢in her iki hiicre hattinda da, otofajik belirtec olarak bilinen
asidik vakuolleri hedef alan akridin orange boyamasi yontemine bagvurulmustur. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda, MCF-7 hiicrelerinde serotonin uygulamasini takiben asidik vakuol
olusumunun tetiklendigi, ancak MDA-MB-231 hiicrelerinde asidik vakuol olusumunda ciddi
bir artis gézlenmedigi ortaya cikarilmistir. Bu sonuglar, MCF-7 hcrelerinin serotoninin

etkisinden 48 saat sonunda kurtulmasinin nedenini ortaya koymustur.

Hiicre boliinmesinin dogru bir sekilde saglanabilmesi igin, hiicre dongisi birgcok mekanizma
tarafindan kontrol edilmekte olup, bu mekanizmalar siklinler, sikline bagimli kinazlar (CDK),
CDK inhibitorleri ve fosforilasyon olaylar ile saglanmaktadir. CDKlar kendi baglarina inaktif
olup, kendilerine 6zgu siklinlere baglandiklarinda aktiflesir. Hiicre devri G1, S, G2 ve mitoz
fazlarindan olusmaktadir ve hiicre dongiisiiniin farkli fazlarinda farkli siklin/CDK
komplekslerinin etkinligine ihtiya¢ duyulmaktadir. Ug farkli D tip siklin (siklin D1, siklin D2
ve siklin D3), CDK4 ve CDK6 proteinlerine baglanma kapasitesine sahip olup, olusturduklari
CDK/siklin kompleksleri tarafindan G1 fazina giris saglanmaktadir. Diger siklinlerden farkli

olarak, siklin D periyodik bir sekilde ifade edilmemekte, ancak biiyliime faktorii tarafindan
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uyarilmasina baglh olarak sentezi gozlenmektedir. G1 fazinda rol alan diger bir siklin olan,
siklin E CDK2 ile etkilesim gostererek, G1 fazindan S fazina gegisi diizenlemektedir. Siklin A
CDK2’ye baglanabilmekte olup, bu birliktelik S faz1 boyunca etkisini siirdiirmektedir. Ayrica
gec G2 faz1 ve erken M fazinda siklin A proteininin, CDK1 ile olusturdugu kompleks M fazina
girisi desteklemektedir. Mitoza girigin saglanmasinin ardindan, mitoz evresinin diizenlenmesi,
siklin B/CDK1 kompleksleri tarafindan saglanmaktadir CDK aktivitesi, CDK inhibitorleri
(CDI) olarak adlandirilan hiicre devri inhibitor proteinleri (p15, p18, p19, p21, P27) tarafindan
etkisiz hale getirilebilmekte olup, CDK inhibitorleri sadece CDK’ya baglanabildigi gibi CDK-
siklin kompleksleri ile etkilesime gegerek de etkisini gosterebilmektedir.

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde serotoninin hiicre devri {izerine etkileri PI boyasim
takiben akis sitometrisinde incelendiginde, serotoninin subG1 fazindaki hiicre miktarinda artisa
yol actig1 ortaya ¢ikarilmistir. Bununla birlikte MCF-7 hiicrelerinde serotonin uygulamasini
takiben, S ve G2/M fazindaki hiicrelerin yiizdesinde azalis gozlendigi ortaya ¢ikarilmistir. Bu
durum, serotoninin MCF-7 hiicrelerinin G1 evresinde tutulmasina yol ag¢tigin1 ortaya
cikarmigtir ve hiicreler S ve G2/M evrelerine gegis saglayamamaktadir. MDA-MB-231
hicrelerinde serotoninin hiicre devrine etkisi incelendiginde ise, serotonin uygulanan
hiicrelerde subG1 fazindaki hiicre miktarinda artis goézlense dahi S ve G2/M fazindaki hiicre
miktarinda kontrole gore bir degisim olmadig1 gézlenmistir. Bu durum, MDA-MB-231 hiicre
popiilasyonunun biiyiik bir c¢ogunlugunun serotonin uygulamasini takiben hiicre devri
progresyonunun devam ettigini gézler dniine sermistir. Serotonin uygulamasini takiben MCF-
7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin hiicre siklusunda gbzlenen zit etkinin altinda yatan molekdler
mekanizmay1 aydinlatmak i¢in hiicre devrini dlzenleyen siklin ve CDK proteinlerinin
ekspresyon seviyelerinde farkli sekilde degisim gozlenmistir. MCF-7 hiicrelerinde serotonin
uygulamasiyla CDK4, CDK5 ve CDK2 miktarinda artig goriiliirken, SiklinD1 ve Siklin D3
miktarinda 6nemli bir degisme olmamistir. Buna karsin, MDA-MB-231 hiicre hattinda ise
SiklinD1, CDK2 ve CDKS5’ in miktar1 50 uM serotonin uygulamasiyla beraber artis gosterirken,
CDK4 ve Siklin D3 ekspresyon miktarinda dnemli bir degisim olmamuistir. Diger yandan her 2
hiicre hattinda da serotonin uygulamasiyla beraber p53 miktarinda artis saptanmistir. MCF-7
hiicre hattinda serotonin uygulamasiyla beraber p18 ekspresyonunda azalma goriiliirken, p21
ve p27 ekspresyonunda kayda eger bir degisim saptanmamistir. Buna karsilik, MDA-MB-231
hicre hattinda ise p18 ifade diizeyinde serotonine bagli olarak azalma gdzlenirken, serotonin
uygulamasiyla p21 ve p27 ifade dizeyinde dikkate deger bir artis meydana gelmistir.

Serotoninin 6zellikle G1’den S fazina geciste 6nemli rol aldigi bilinen siklinD1 proteininin
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ifade dizeyini MDA-MB-231 hiicrelerinde ciddi oranda artirirken, MCF-7 hucrelerinde
herhangi bir degisimin gdzlenmemesi MDA-MB-231 hiicrelerinde hicre devrinin progresyonu
devam ederken, MCF-7 hicrelerinin G1 fazinda tutulu kalmasina sebep oldugunu
diistindiirmiistiir. MCF-7 hiicrelerinde serotonin uygulamasini takiben ciddi artis gézlenen
subG1 fazi, apoptotik hiicrelerde gézlenen DNA kiriklarinin yol agtig1 bir durumdur. MCF-7
ve MDA-MB-231 hicrelerinde serotoninin apoptotik siireci ne oOlglide tetikledigini
incelenmistir. Bunun i¢in AnneksinV/PI ikili boyamasinin ardindan akis sitometrisi kullanilmig
ve populasyondaki saglikli, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicre miktarlarindaki
degisimler incelenmistir. MCF-7 hiicrelerinde serotonin uygulamasini takiben saglikli hiicre
sayisinda ciddi bir azalis gozlenmese dahi, ge¢ apoptotik evredeki hiicre miktarinda serotonin
dozuna bagli olarak artis gozlendigi ortaya cikarilmistir. Buna karsin, MDA-MB-231
hiicrelerinde serotoninin saglikli hiicre popiilasyonunu etkilemedigi hatta az da olsa saglikli
hiicre miktarinda artis gozlendigi ortaya cikarilmistir ve bununla birlikte MDA-MB-231
hicrelerinde serotonin dozuna bagli olarak apoptotik hiicre popiilasyonunda artis gézlense dahi

bu artisin kayda deger bir diizeyde olmadig1 gozler dniine serilmistir.

Homeostatik bir hiicrede apoptozu indiikleyen ve apoptozu baskilayan genler diizen i¢indedir.
Bu diizende meydana gelen bir bozukluk apoptoz mekanizmasinin inhibe olmasina ve
hicrelerin kontrolsiiz olarak boliinmesine sebep olmaktadir; bu nedenle apoptozun
indiiklenmesi i¢in kullanilan kemoterapétik ajanlar kanser hiicrelerinin programli olarak
Olmeleri icin potansiyel bir hedef olarak arastiricilarin ilgisini ¢ekmektedir. Bu yapilarin
biyolojik molekiiller olmasi da bu alana olan ilgiyi olduk¢a artirmaktadir. Bu kemoterapotik
ajanlar, tek baslarina ya da kombinasyonel terapi olarak adlandirilan bir arada kullanilarak
kanser hucrelerinde en az yan etki ile apoptozu induklerler. PARP, DNA tamirinde dnemli olup,
enzimin yikimi DNA onarimimi engeller. PARP ayni1 zamanda DNA’y1 apoptoz boyunca
parcgalayan endoniikleazlar1 inhibe etmektedir. Meme kanseri hiicrelerinde apoptotik bir belirtec
olan PARP anlatimi immiinoblotlama ile belirlenmistir. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre
hatlarinda kontrol gruplar ve serotonin uygulanan gruplarda PARP fragmentlere ayrilmamaistir.
Immiinoblotlama sonucuna gére, MCF-7 hiicrelerinde serotonin uygulandigi zaman kontrole
kiyasla PARP ifade diizeyi azalmaktadir. Buna karsin, MDA-MB-231 hiicrelerinde ise
serotonin uygulandigi zaman kontrole kiyasla PARP ifade diizeyi beklendigi sekilde
artmaktadir. Serotonin uygulanan MCF-7 hiicrelerinde PARP ifade diizeyindeki azaligin
nedeninin, serotoninle tetiklenen kaspaz kaskat sinyal yolaginin PARP enzimini yikarak inhibe

etmesi oldugu disiiniilmektedir. Bununla birlikte, serotonin uygulanan MDA-MB-231
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hicrelerindeki artan PARP ifade dizeyi ise, MDA-MB-231 hicrelerinin apoptozdan
kurtulmaya calistigin1 ortaya koymaktadir. Serotoninin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre
hatlarinda apoptotik siirecin tetiklenmesi iizerine yol actifi iki zit etkinin altinda yatan
molekiiler mekanizmay1 aydinlatabilmek adina, her iki hiicre hattinda da serotoninin

PI3K/Akt/mTOR, MAPK ve EMT sinyal yolaklarina etkisi irdelenmistir.

Akt (protein kinaz B) Aktl ve Akt2 genleri araciligi ile kodlanir ve Serin/treonin kinaz
ailesindendir. Hiicresel islev olarak apoptoz, proliferasyon, transkripsiyon ,hiicre dongiisii gibi
sureclerde fazlasiyla roller alir. Akt’in aktif olmast PI3K tarafindan fosforile edilmesiyle
gergeklesir. Bazi GPCRIar ya da TrkBlerin uyarimi fosfotidil inositol sinyal yolagi uzerinden
PI3K aktivitesini arttirip Akt’in fosforilasyonuyla beraber aktivasyonunu saglar. Diger yandan
Akt proteinin PI3K yolag: iizerinden GSK-3 inhibesine zit yonde igleyen B-arrestine bagh
farkli bir yolakta iglev gostererek aktivitesinin inhibe olmasiyla GSK-3’{in asir1 aktiflesmesine

sebebiyet verir (Sahin ve ark., 2014).

Inhibitor GPCRlar ve TrkB reseptdrlerinin uyarimi PI3K/Akt yolagmm uyarilmasi ile
sonuglanir. Reseptor uyarimi fosfoinositol yolagini kullanarak PI3K aracili Akt fosforilasyonu
ve aktivesini saglamakta, aktiflesen Akt ise kinaz aktivitesiyle GSK-3’U N-terminalindeki Ser
kalintis1 {izerinden fosforlayarak inaktif hale getirmektedir. inhibitér GPCR yapilarindan olan
5-HT1A reseptorlerinin faaliyetlerini artirarak PI3K/Akt yolagr aracili GSK-3 inhibisyonuna
sebep oldugu da kanitlanmistir (Jope ve Roh, 2006).

Serotonin uygulanan MCF-7 ve MDA-MB-231 hicrelerinde PI3K/Akt/mTOR ve MAPK
yolagindaki proteinler ekspresyonel olarak farkli cevaplar vermistir. Elde edilen sonuclar,
serotoninin her iki meme kanseri hiicre hattinda da mTORC?2 aktivitesini engelledigini, ancak
PI3K yolagini yalnizca MCF-7 hiicrelerinde inhibe ederken, MDA-MB-231 hcrelerinde PI3K
yolaginin serotoninden etkilenmedigi ortaya ¢ikarilmistir. Serotoninin her iki meme kanseri
hiicre hattindaki PI3K/Akt yolagi iizerine yol actig1 zit etkisinin, tiimdr baskilayici bir protein
olarak islev géren GSK3 {izerinde nasil etki ettigini incelemek i¢in immiinoblotlama teknigine
bagvurulmustur. Elde edilen sonuglara gore, serotonin uygulamasinin ardindan MCF-7
hiicrelerinde GSK3’nin inaktif formu p-GSK3p’nin ifade diizeyi yan yariya azaldigi, MDA-
MB-231  hiicrelerinde ise GSK3B’nin fosforile formunun ifade diizeyinde kontrol
hiicrelerindekine gore ciddi artis gosterdigi bulunmustur. Bununla birlikte, GSK3f tarafindan
kontrol ettigi bilinen 3-katenin ifade diizeyinin ise, MCF-7 hiicrelerinde serotonin uygulamasini

takiben kontrole gore degisim gostermedigi, buna karsin MDA-MB-231 hiicrelerinde 1,5 kat
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artisa yol acgtig1 ortaya ¢ikarilmistir. Bu bulgular, serotonin uygulamasini takiben MDA-MB-
231 hiicrelerinde siklinD1 ekspresyon diizeyindeki artigin, buna karsilik MCF-7 hiicrelerinde

serotoninin siklinD1 ifadesine etki etmeyisinin nedenini ortaya ¢ikarmistir.

MTOR hucrede translasyonun diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan bir kinaz olup, mTOR
asir1 aktivasyonu timor olusumuna neden olmaktadir. Aktive olan mTORC1 alt yolunda
bulunan 4E-BP1 ve p70S6K araciligiyla hiicre biiyiimesi, hiicre devrinin progresyonunu ve
hlcrenin metabolizmasinda gerekli proteinlerin mRNA ribozomal ¢evirimini saglamaktadir.
Hiicre cogalmasinin durdugu basamakta, etkinlesmemis 4E-BP1 elF4E’ye baglanarak, protein
translasyonunun olusmasini durdurmaktadir. Biiyliime etmenleri gibi uyaricilarin etkisiyle
4EBP1’in mTORCI] tarafindan fosforilasyonu gerceklesmekte ve elF4E’nin 4EBP1’den
ayrilmasini saglamaktadir.. MCF-7 hiicrelerinde serotonin uygulamasiyla p-4EBP1 ve p70S6K
ekspresyonunda azalma goriilmiistiir. Buna karsin, MDA-MB-231 hiicrelerinde serotoninin p-
4EBP1 ve p70S6K ekspresyon diizeyini etkilemedigi ortaya c¢ikarilmistir. Bu sonug, MCF-7
hlcrelerinde serotoninle otofajik surecin tetiklenirken, MDA-MB-231 hiicrelerinde asidik

vakuol olusumunun gézlenmemesinin nedenini gozler dniine sermistir.

MCEF-7 hiicrelerinde serotonin uygulamasini takiben ERK MAPK sinyal yolaginda rol alan
proteinlerin downregiilasyonu ger¢eklesirken, MDA-MB-231 hiicrelerinde ise upregiile oldugu
gbzlenmistir. Buna karsin, stresle aktive edildigi bilinen diger MAPK sinyal yolag ailesi olan
p38 MAPK sinyal yolagi iiyelerinin, serotonin uygulamasi ardindan MCF-7 hiicrelerinde asir1
ifadesi ve aktivasyonu gozlenirken, MDA-MB-231 hiicrelerinde ise herhangi bir degisim
meydana gelmedigi ortaya c¢ikarilmistir. Bununla birlikte stresle tetiklenen ve hiicrenin
blylmesi icin gerekli transkripsiyon faktorlerini aktive ederek hicrelerin apoptozdan
kurtulmasini saglayan bir diger MAPK sinyal yolag: ailesi JNK sinyal yolagindaki degisimler
de incelenmistir. Her iki meme kanseri hiicrelerinde de serotonin uygulamasini takiben
SAPK/INK ekspresyon diizeyinde kayda deger bir degisim gozlenmemistir, ancak JNK
aktivasyonu ile dimerizasyonu gerceklestigi bilinen c-Jun ve c-Fos ekspresyon dizeyinin
serotonin uygulanan MCF-7 hiicrelerinde ciddi oranda azaldig1 gézlenmistir. Ayrica serotonin
uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde de ayn1t MCF-7 hiicrelerinde oldugu gibi c-Jun ve c-
Fos ekspresyon diizeyinde azalis gozlendigi, fakat MCF-7 hucrelerinde gozlenen ifade
diizeyindeki azalisin MDA-MB-231 hiicrelerine gore ¢ok daha ciddi diizeyde oldugu ortaya
¢ikarilmistir. Bu sonuglar, serotonin uygulamasini takiben MCF-7 hicrelerinde gdzlenen
apoptotik artiga karsin, MDA-MB-231 hiicrelerinde gozlenen canliligin nedenini bir kez daha

gbzler Oniine sermistir
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Kanser hastalarinda metastaz, kanser sebepli 6liimlerin baslica nedeni oldugundan dolay: bu
stirecte rol alan molekiiler partnerlerin ve hiicresel yapilarin bilinmesi ile saglikli hiicrelere zarar
verilmeden en etkin terapilerin yapilabilmesi kanser molekiiler biyolojisinin daimi hedefleri
arasindadir. Metastatik siirecte rol alan hedeflerin en dogru sekilde belirlenmesiyle kanser
hastalarinin yasam kalitesi ve dmrii istenilen diizeyde artirilabilecek, hastalar saglikli bir yasam
strebileceklerdir. 5-HT1B ve 5-HT1D reseptorleri, E-kaderinin up-regiilasyonu ile iligkilidir.
Sinyallesmeye ve EMT siirecine yol agan P1 integrin-aracili proliferasyon/invazyonun
aktivasyonuyla 5-HT1B ve 5-HT 1D reseptorlerinin iligkili oldugu 6nerilmistir (Glirbiiz ve ark.,
2014). Bu reseptorler pro-timorijenik sinyallerinin yeni 6nemli duzenleyicileridir. Serotonin
uygulamasinin metastazda rol alan proteinlerin ekspresyonuna nasil etki ettigini gérmek i¢inde

immunoblotlama yapilmustir.

Epitel hiicrelerin hareket edebilen mezensimal hiicrelerine transdiferansiyon sireci epitelyal—
mezengimal doniisiimii (EMT) olarak bilinmekte olup, kanser progresyonunda rol almaktadir.
EMT sireci RaffMEK/ERK, p38 MAPK, JNK ve Wnt sinyal yolaklarinin da i¢ginde bulundugu
birgok sinyal yolag:i ile regiile edilmektedir. Raf/MEK/ERK, p38 MAPK ve JNK sinyal
yolaklari, NF-kB araciligiyla EMT igin gerekli olan SNAIL ekspresyonunu tetiklemektedir.
Bununla birlikte, indiiklenen Akt yolagt GSK3p’ nin inhibisyonuna neden olmakta ve boylelikle
SNAIL ve B-katenin stabilizasyonunu saglayarak EMT siirecine katki saglamaktadir.

MCF-7 ve MDA-MB-231 hicrelerinde serotoninin, PI3K/Akt, Ras/Raf/MEK, p38 MAPK ve
JNK sinyal yolaklar1 lizerindeki zit etkisinin EMT sinyal yolagmi etkileyip etkilemedigini
incelemek i¢in, mezengimal markir1 olarak bilinen vimentin, epitelyal markir1 olarak bilinen E-
kaderin ve E-kaderin ekspresyonunu baskilayarak EMT siirecini tetikledigi bilinen Snaill ve
Slug (Snail2) proteinlerinin ekspresyon diizeyleri incelenmistir. Elde edilen sonuclar
dogrultusunda, MCF-7 hiicrelerinde mezengsimal markirlarin ifade diizeyinde azalig
gozlenirken, serotoninin MDA-MB-231 hiicrelerinde mezensimal markirlarin ifade dizeyini

artirdig1 ortaya ¢ikarilmistir.

Sonug olarak, bu arastirma kapsaminda elde edilen bulgular, serotonin MCF-7 hcreleri
Uzerinde apoptotik bir ajan gibi etki ederken, MDA-MB-231 hiicrelerinde mitojenik etkiye
sahip oldugunu gostermistir. Serotoninin iki farkli meme kanseri hiicre hattinda yol agtigi bu
iki zit durumun altinda yatan molekiiler mekanizmalar incelendiginde, serotoninin MCF-7
hiicrelerinde hiicre biiylimesinde rolii olan PI3K/Akt/mTOR ve MAPK sinyal yolaklarin
downregle ederken, MDA-MB-231 hiicrelerinde bu sinyal yolaklarini etkilemedigi hatta bazi
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durumlarda upregiile ettigi ortaya c¢ikarilmigtir. Bununla birlikte, serotoninin MCF-7
hiicrelerinde EMT sinyal yolaginin negatif yonde regiilasyonuna neden olurken, MDA-MB-
231 hicrelerinde ise EMT sinyal yolagini tetikledigi gézlenmistir. Daha 6nceki ¢alismalardan
elde edilen bulgulara gore, MCF-7 hiicrelerinde HTR1D, HTR1E, HTR1F, HTR2B ve HTR2C
reseptorleri bulunurken, MDA-MB-231 hicrelerinde HTR1D, HTR1F, HTR2B ve HTR7Y
reseptorleri bulunmaktadir (Pai ve ark., 2009). Her iki meme kanseri hiicre hattinda ortak
reseptorler bulunsa dahi, MCF-7 hicrelerinde MDA-MB-231 hiicrelerinden farkli olarak
HTR2C reseptor ifadesi gozlenirken, MDA-MB-231 hiicrelerinde ise HTR7 ifadesi oldugu
g6zlenmektedir. Serotoninin hicreler Gzerindeki bu iki zit etkisinin, iki farkli meme kanseri
hicre hattinda farkli reseptorlere baglanarak zit sinyal yolaklarmi aktive etmesinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. ileriki ¢alismalarda bu iki reseptoriin iletisim halinde oldugu
ve tetikledigi sinyal yolaklarinin daha detayli bir sekilde arastirilmasi, serotoninin terapdtik

acidan kullanigh olup, olmayacagini belirleyebilecektir. Bu kapsamda;

e 5-HT’nin; ROS olusumu, poliamin metabolizmasi ve otofaji Uizerine etkisi,
* 5-HT’nin farkli hiicre hatlarindaki sagkalim-6lum belirtecleri Gizerine etkisi,
e 5-HT’ nin model organizmalar tzerindeki etkisi incelenmelidir.
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5. EKLER
EK A. Hucre Kultira

Tablo 2. Kullanilan hiicre kiiltiirti donanimlarai.

Uriin Ad1 Firma Katalog Numarasi
25 cm?2 biiyiitme kab1 TPP 90026

75 cm2 biiyiitme kabi1 TPP 90076

100 mm petri TPP 93100

60 mm petri TPP 93060

6 kuyucuklu petri TPP 92012

12 kuyucuklu petri TPP 92006

96 kuyucuklu petri TPP 92096

10 ml steril pipet TPP 94010

5 ml steril pipet TPP 94005
Siringa filtresi (0.22 um) TPP 99722
Kriyoviyal tip NUNC V7634
DMEM besiyeri Gibco

Fetal Bovine Serum Pan Biotech P291509
Trypsin- EDTA Pan Biotech P10- 0231
Penisilin- Streptomisin Pan Biotech P06- 07100
MCF- 7 hiicre hatt1 ATCC HTB 22
MDA-MB-231 hiicre hatti ATCC HTB 26

EK B. Kullanilan Cihazlarin Listesi

Tablo 3. Deneylerde Kullanilan Cihazlarin Listesi

Uriin Adi Firma Katalog Numarasi
Buzolab1 (no-frost 6zellikli) | Arcelik 4263TMB

Derin dondurucu Arcelik 2041D

Dikey akisl Thermo Scientific Hera Safe
Guvenlik kabini

Distile su cihazi TKA- Pasific D56412
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Dondurucu (-80°C)

Ultra Low New Brunswick

Elektroforez sistemi Bio-Rad 165-8000
Elektroforez transfer sistemi | Bio-Rad 170-4155
Floresan atagmanli invert | Olympus DP71
mikroskop

Fluorometre Thermo Scientific FluoroSkan
Gii¢ Kaynagi BioRad PowerPac/B
Hassas Terazi Sartorius LE6202S
Hemasitometre Sigma Aldrich Z359629
HPLC Agilent 1200 series
Invert mikroskop SOIF XDS-1B
Inkubator Nive EN 025
Kantitatif es zamanl | BioRad PTC-1148C
Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Cihaz1

Kar- buz makinesi ScotsMan AF80
Manyetik karistirict Stuart/ ProLab SB162
Masaiistii sogutmali santrifiij | Eppendorf 5417R
Mikropipet (0,5ul-10ul) Thermo EH52836
Mikropipet (2ul-20pul) Thermo CJ17240
Mikropipet (20ul-200l) Thermo EH46925
Mikropipet (200p1-1000pl) | Thermo T27274
Mikroplaka okuyucu BioRad 680
Otoklav Nuve OTO32

pH metre SEM/ Mettler N315
PVDF membran Thermo Scientific 88518

Sivi azot koruma ve azot | Air Liquid Arpege 40
ikmal tanki

Spektrofotometre UltraSpec Biosciences 117

Tart1 Sartorius LE6202S
Tlp Rotasyon Aleti Stuart SRTID
Vorteks Stuart/ ProLab SA8
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EK C. Kullanilan Kimyasallar

Tablo 4. Laboratuvarda kullanilan kimyasallar.

Uriin Ad Firma Katalog Numarasi
10X PBS Pan Biotech P04-53500
2-merkaptoetanol Merck S4805940517
30%  Akrilamid / Bis- | Sigma Aldrich A3699
Akrilamid

APS Sigma Aldrich A3678

DAPI InVitrogen D1306

Dioc6 Fluka 2129966
Dimetilstlfoksit Sigma Aldrich D5879

DTT Sigma Aldrich D0632
EDTA Sigma Aldrich A3542

Etanol Sigma Aldrich A3452

Glisin AppliChem A1067
Hidrojen Peroksit MERCK K39218400838
Izopropanol Rieel-de Haen 24137
Laemmli Tamponu Sigma Aldrich S3401
Luminol Sigma Aldrich A8511
Metanol Sigma Aldrich 24229

MTT tuzu SIGMA M2003-119
PageRuler Prestained Protein | Fermentas SMO0671
Ladder

Pl AppliChem A2261
Protein izolasyonu Tamponu | Fermentas K0301

Saf etanol Rieel-de Haen 32221

SDS AppliChem A3452
Serotonin Hidroklorid SIGMA H9523

Si1gir Serum Albumini BioRad 500-0007
Sodyum Klortir AppliChem A2942
TEMED AppliChem A1148

Tris Base AppliChem A2264
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Tris- HCI AppliChem A3452
Tween 20 MERCK S4927784802
Yagsiz siit tozu Cell Signaling 9999
Yiikleme standart antikorlar1 | Cell Signaling 5142

EKD

Cozeltilerin Hazirlanmasi
Hucre lizis tamponu: 10 ml
150 mM NaCl

% 1 NP-40

50 mM Tris-HCI

Yukarida verilen kompozisyon distile su i¢erisinde ¢oziindiikten sonra pH 8.0’a ayarlanir. Lizis
tamponu  -20°C’de saklanir ve kullanmadan once igerisine 1 mM PMSF
(phenylmethanesulphonylfluoride) ve proteaz inhibitor kokteyli eklenir. 1 mM PMSF metanol
igerisinde ¢ozerek taze olarak hazirlanir ve kullanilir. Proteaz inhibitor kokteylinin hazirlanmasi
icin her bir tablet 1 ml steril PBS veya distile su icerisinde ¢6zundukten sonra -20°C’de saklanir.

Kullanilacak olan her 1 ml lizis tamponu i¢in 50ul kokteyl eklenmesi gerekmektedir.
10X TBS Hazirlanist

86,6 g NaCl, 12,11 g Tris-Baz konulur pH: 8 e ayarlandiktan sonra distile su ile 1000 ml‘ e

tamamlanir. Hazirlanan 10X TBS kullanilmak i¢in 1X TBS’ e doniistiiriiliir.
TBS-Tween Hazirlanist

1X TBS i¢ine 500 pl Tween 20 konularak hazirlanir.

Yagsiz siit tozu (% 5(w/v)): 50 ml

Siit tozu 2,5 g tartilir ve 50 ml ‘ye kadar TBS-T ile tamamlanir. Vorteksin ardindan bloklama

icin kullanima hazirdir.
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0,5 M Tris-HCI (pH 6.8): 100 ml

6 g Tris baz1 60 ml distile su igerisinde ¢oziindiikten sonra 6 N HCI kullanilarak pH’s1 6.8’¢
ayarlanir. Hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlandiktan sonra otoklav ile steril edilerek

saklanir.
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8): 150 ml

27.23 g Tris baz1 80 ml distile su igerisinde ¢oziindiikten sonra 6 N HCI kullanilarak pH’s1 8,8’e
ayarlanir. Hacim distile su ile 150 ml’ye tamamlandiktan sonra otoklav ile steril edilerek

saklanir.
% 10 (w/v) APS (amonyum persulfat): 10 ml

1 gr APS 10 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlanir. APS’ nin taze kullanilmasi gerektigi

icin -20°C’de saklanir ve kullanilmadan hemen 6nce ¢ozdiiriiliir.
Yiiriitme Tamponunun Hazirlanisi

30,3 g Tris-Baz, 114 g Glisin ve 10 gr SDS tartilarak 1000ml distile su i¢inde ¢Oziiniir.
Hazirlanan 10X yiiriitme tamponu hazirlanir. Jel yiiriitmesi sirasinda kullanilmak i¢in 1X’ e

dontstiiriliir.
Transfer Tamponunun Hazirlanigi

200 ml 10X ydritme tamponunun Gzerine 100 ml metanol konularak distile su ile 1000 ml’ e

tamamlanir.
Yiiriitme Jelinin Hazirlanmasi

Proteinler agirliklarina gére ayrilmalart i¢in % 12-15" lik SDS poliakrilamid jelde yaratuldrler.
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