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Apaf-1:
APS :
AZ:
AZl :
BAFF :
Bcl-2 :
BSA :
CO;:

DAPI :

DCF-DA:

DiOCs :
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ECM :
EDTA:
EGF:
EGFR :
EMT :
ER:
ERK :
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Ankirin motifi

Aktivator protein-1

Apoptotik proteaz aktive edici faktor-1
Amonyum persiilfat

Antizim

Antizim inhibitori

B-hiicresini aktive eden faktor
B-hiicre lenfoma 2

S1gir serum albumin

Karbondioksit

4' 6-diamidino-2-fenilindol
2',7'-diklorodihidrofloresein diasetat
3, 3'-diheksiloksakarbosianin iyodiir
Dimetilsiilfoksit

Ekstraseliiler matriks

Etilen daimin tetra asetik asit
Epidermal biiyiime faktorii
Epidermal biiyiime faktorii reseptorii
Epitel-mezenkimal gegis

Ostrojen reseptorii

Ekstraseliiler sinyal regiile edici kinaz

Forkhead/Winged helik kutusu siif O
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GH: Biiylime hormonu

GHR : Biiylime hormonu reseptorii

GHRH : Biiylime hormonu serbestleyen hormon
HER2/neu : Insan epidermal biiyiime faktorii tip-2 reseptorii
HIF-1: Hipoksi indiikleyen faktor

HPLC : Yiiksek basingli s1vi kromatografisi
H,0, : Hidrojen peroksit

JAK : Janus kinaz

JNK : c-Jun NH, terminal kinaz

MAPK : Mitojen-aktive edici protein kinaz
MMP : Matriks metalloproteinaz

MTT : Metiltiazol difeniltetrazolyum bromdir
NAC : N-asetilsistein

NacCl : Sodyum kloriir

NF-xB : Niiklear faktor kappa B

ODC: Ornitin dekarboksilaz

PA : Poliamin

PAO : Poliamin oksidaz

PARP : Poli ADP riboz polimeraz

PBS : Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

PDGFR : Trombosit tiirevli bliylime faktorii reseptorii
Pl : Propidyum iyodiir

PI3K : Fosfatidilinositol 3 kinaz

PIP: Fosfatidilinositol bifosfat

PIP; : Fosfatidilinositol difosfat

PIP; : Fosfatidilinositol trifosfat

Vil



PKB : Protein kinaz B

PR : Progesteron reseptorii

Put: Putresin

PVDF : Poliviniliden fluorid

RHD : Rel-homoloji domaini

RIP : Reseptor-etkilesimli protein

ROS : Reaktif oksijen tiirleri

RT-PCR: Reverse transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu
SAMDC : S-adenosilmetionin dekarboksilaz

SDS: Sodyum dodesil siilfat

SDS-PAGE : SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi

Ser : Serin

SH2 : Src homoloji 2

SMO : Spermin oksidaz

Spd : Spermidin

Spm : Spermin

SSAT : Spermidin/spermin asetil transferaz

STAT : Sinyal iletici ve transkripsiyon aktivatorii
TBS: Tris tamponlu tuz ¢ozeltisi

TCA: Trikloroasetik asit

TGF: Tiimdr Biiyiime Faktorii

TIMP : Metalloproteinaz doku inhibitorii

TNF : Timor nekroz faktori

TRADD : TNF reseptor iliskili 6liim domain proteini
TRAF : TNF reseptor iliskili faktor

TRAIL : TNF ile iliskili apoptoz indiikleyici ligand reseptor
VEGF : Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii
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OZET

Curcumin, Curcumuma lunga bitkisinin kokiinden 6ziitlenen ve anti-inflammatuar,
anti-proliferatif, anti-oksidan ve anti-kanserojenik etkisi prostat, melanoma, kolon,
servikal ve meme kanseri {lizerinde gosterilen bir ilagtir. Postnatal dénemde hipofiz
bezinden salinan, lipit, karbonhidrat ve protein metabolizmasi etkileyerek
bliyimeyi saglayan biiyime hormonu (GH), meme kanseri tiimor biyopsi
orneklerinde normal meme epitel hiicresine kiyasla arttigi belirlenmistir. Malign
durumlarin siklikla gortildiigii akromegali hastalarinda endokrin bozukluklarin meme
kanseri gelisimini tetikledigi ve GH’nin meme bezi gelisiminde prolaktin gibi
indiikleyici bir etkisi oldugu tespit edilmistir. Ayrica otokrin meme kanseri hiicre
hatlarinda hiicre invazyon, metastaz ve kanserojenik artis gosterilmistir. Bu tez ile
amacimiz, otokrin GH anlatimi olan MDA-MB-453 meme kanseri hiicrelerinde
curcuminin NF-«B sinyal yolag ile birlikte apoptotik hiicre 6liimii iizerine etkisinin
ve poliamin (PA) molekiiler mekanizmasinin irdelenmesidir. Otokrin GH anlatimi
olan MDA-MB-453 meme kanseri hiicrelerinde invazyon, metastaz, koloni olusumu
dogal tip hiicrelere kiyasla artis gostermistir. Doza ve zamana bagli curcumin
uygulamasinin MDA-MB-453 GH+ ve dogal tip meme kanseri hiicrelerinde hiicre
canliligima ve hiicre biiytimesi ile koloni olusumuna ket vurdugu belirlenmistir.
Curcuminin her iki hiicre hattinda JAK/STAT, NF-kB, PI3K/AKT/MAPK sinyal
yolagina ket vurarak ve Bcl2 ailesi liyelerini modiile ederek i¢ apoptotik hiicre 6lime
yol agtig1 tespit edilmistir. Bunlara ilaveten, curcuminin PA katabolik enzimleri olan
SSAT (spermidin/spermin asetil transferaz) ve PAO (poliamin oksidaz)’yu
indiikleyerek hiicre i¢i PA seviyesini azalttigi ve ROS olusumunu indiikledigi ve

NAC (N-asetilsistein) ile bu etkinin geri ¢ekildigi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, Biiylime Hormonu, Curcumin, NF-«xB,

Poliamin, Reaktif Oksijen Tiirleri
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SUMMARY

Curcumin, that extracted from Curcuma longa root and shown anti-inflammation,
anti-proliferative, anti-oxidant and anti-carcinogenic effect on prostate, melanoma,
colon, cervical and breast cancer is medicine. Growth hormone (GH) that releasing
from pituitary gland and providing growth with effecting lipid, carbohydrate and
protein metabolism in postnatal term has been determined increase GH level in
breast cancer compared to normal breast epithel cells in biopsy sample. It has been
identified that triggered breast cancer progress of endocrine irregularity often seen
the malign situation on acromegaly patients, and existed the effect of inducing like
prolactine in breast gland progression. Also it has been shown increase cell invasion,
metastasis and carcinogenic on autocrine breast cancer cell line. Our aim with this
thesis examines over the effect of curcumin NF-«B signalling pathway with
apoptotic cell death and polyamine (PA) molecular mechanism existing autocrine
GH expression in MDA-MB-453 breast cancer cells. Invasion, metastasis and colony
formation have shown increase existing autocrine GH expression in MDA-MB-453
breast cancer cells compared to wild type cells. It has been determined by dose and
time dependent curcumin applied handicapping cell survival and cell growth with
colony formation in MDA-MB-453 GH+ and wild type breast cancer cells. It has
been identified of curcumin raise to intrinsic apoptotic cell death handicapping
JAK/STAT, NF-xB, PI3K/AKT/MAPK signalling pathway and modulating Bcl2
family members both cell lines. In addition, it has been shown of curcumin decrease
intracellular PA level inducing PA catabolic enzyme involve SSAT
(spermidine/spermine acetyl transferase) and PAO (polyamine oxidase), and induce
ROS formation, and regress this effect with NAC (N-acetylcysteine).

Key words: Breast Cancer, Growh Hormone, Curcumin, NF-kB, Polyamine,

Reactive Oxygen Species
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1. GIRIS VE AMAC

1.1. GIRIS

Diinyada meme kanseri, kadinlar arasinda kanser olgularinin %28,8’inden ve
kanser Oliimlerinin de %16,8’inden sorumludur [1]. Etkin tarama yontemleri ile
erken teshis ve gelisen tedavi yontemleri ile birlikte meme kanserinde belirgin bir

azalma gorilmistiir [2].

Meme kanseri genelde cerrahi, radyasyon terapi, kemoterapi ve hormon
tedavisi ile g¢esitli kombinasyonlar uygulanarak tedavi edilmektedir. Tam
konulduktan sonra klinik ve patolojik Ozelliklere gore tedavi segilmektedir. Etkin
tedavi yontemleri hastanin yasi, menopoz durumu, hastalik evresi, birincil tiimoriin
histolojik ve niikleer seviyesi, tiimoriin Ostrojen reseptor (ER), progesteron reseptor
durumu, insan epidermal biiyiime faktorii tip-2 reseptoriin (HER2/neu) asiri
ekspresyonu ve tiimoriin proliferasyon kapasitesi ile iliskilidir [3]. Meme kanserinin
gelismesinde spesifik ER’lerin aktivasyonu araciligi ile aktive olan Gstrojenlerin
bliylik bir rol oynadigi disiiniilmektedir. Cesitli klinik gozlemler ve deneysel
caligmalar biiyiime hormonu dahil olmak iizere hipofiz hormonlarinin insan meme

kanseri gelisimde rol oynadigin1 géstermektedir [4].

Biiylime hormonu (GH) insanda biiyiime ve gelisimde rol oynayan fizyolojik
sistemlere ve bazi1 organlara etki eden anabolik bir hormondur. GH 6n hipofizde
somatotrof hiicrelerinde iiretilerek saklanmakta ve kana salgilanmaktadir [4]. GH
fazla salgilanmas1 akromegali hastaligina neden olurken, az salgilanmasi ciicelige
sebep oldugu gosterilmistir. Anormal GH salgilanmasi akromegali hastalarinda seker
hastalig1 ve konjestif kalp yetmezligi riskinin artmasinin [5] yani sira kolon, tiroid ve
potansiyel olarak meme kanseri ile iligkili oldugu gosterilmistir [6]. Ayrica kanser
hastalarinin serumlarinda GH seviyesi degerlendirilerek mide, kalin bagirsak [7],
akciger [8] ve meme kanseri [9] hastalarinda hormon seviyesinin arttigi gosterilerek

desteklenmistir.



Sinyal ileten ve transkripsiyonu aktiflestiren (STAT) sinyal yolagi normal
hiicrelerde embriyonik gelisim, organlarin olusum ve islevleri, dogustan ve sonradan
kazanilan immiin sistem fonksiyonlari, hiicrelerin farklilagsmasi, biiyiimesi ve
apoptozda onemli bir role sahiptir [10]. STATI, STAT3 ve STAT5’in aktivasyonu
cesitli insan tiimor hiicrelerinde goriiliirken meme kanserinde 6zellikle STAT1 ve
hiicre biiylimesini diizenleyen STAT3 sinyal yolaklari siirekli aktiftir [11]. STAT3 ve
STATS’in siirekli aktivasyonu, apoptozu Onleyerek veya hiicre ¢ogalmasini tesvik
ederek ya da her ikisini birden yaparak insan kanserlerinin gelisimine ve ilerlemesine

katkida bulunmaktadir.

Epitel-mezenkimal gegis (EMT), gelisimi ve yeniden yara iyilesmesini
diizenlemekle birlikte fibrosis ve kanser ilerlemesini de saglamaktadir [12, 13]. EMT
sirasinda hiicrelerin karakteristik 06zellikle degiserek epitel gen ekspresyonlari
azalmakta ve mezenkimal gen ekspresyonlar1 artmaktadir. Mezenkimal gen
ekspresyon artisina bagli olarak hiicreler hareketlilik kazanmaktadir. EMT siirecinde
plazma membranindan ayrilan E-kaderin, B-catenin ile daha fazla etkilesim kuramaz
ve B-catenin nukleusa gogerek transkripsiyonu tesvik etmektedir. Buna bagl olarak
E-kaderin seviyesi diismekte, N-kaderin seviyesi de artmaktadir [14]. Aym sekilde
Vimentin de organellerin ve membran-iligkili proteinlerin  diizenlenmesini
saglamakla birlikte motor proteinlerle etkilesim kurarak hiicre hareketliligini
saglamaktadir [15, 16]. Ayrica TNF reseptor-iliskili faktér-6 (TRAF6) aracili timor
biiytime faktorii (TGF-B)-indiiklii p38 MAPK (mitojen-aktive edici kinaz) ve JNK
(c-jun NH; terminal kinaz); tirozin kinaz indiiklii ERK (ekstraseliiler sinyal regiile
edici kinaz) ve Akt aracili NF-kB (niiklear faktor kappa B) aktivasyonu ile EMT
saglanmaktadir. ERK ve p38 MAPK aktivitelerinin inhibisyonu TGFp-indiiklii
EMT’yi baskilamaktadir. ERK ve MAPK sinyalleri TGFB-indiiklii transkripsiyonu
artirarak E-kaderin baskilanmasini arttirmasiyla birlikte N-kaderin ve MMP (matriks
metalloproteinaz) ekspresyonunu aktive etmektedir [17, 18].

PI3K (fosfatidil inositol 3 kinaz) ve MAPK yolaklar1 arasinda ¢apraz-konugma
oldugu ve PI3K Ras-GTP bagimli kompleks ile etkilesim iginde oldugu
belirlenmistir. Ras, PI3K’in ya yukar1 yolagi ya da asagi yolagi tesvik ettigi
gosterilmistir. Aktif PI3K asag1 yolak hedeflerinden PKB/Akt ve NF-kB’yi hem
fosforillemektedir ve hem de aktive etmektedir [19].
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Memeli hiicrelerinde MAPK ailesi hiicre proliferasyonu, hiicrelerin
farklilagmasi, hiicre gelisimi, transformasyon, inflamasyon cevaplari ve apoptoz gibi
kompleks hiicresel programlarda énemli rollere sahiptir. ERK1/2 (p42/44 MAPK)
hiicresel mitogenez i¢in hiicre i¢i kontrol noktasi olarak bilinmektedir. MAPK sinyal
yolagi biiyiime faktorleri, sitokinler, stres, TGF-B ve seramidler ile aktive olmaktadir
[20]. Cesitli sitokin reseptorleri JAK (JAK1, 2, 3 ve Tyk2) aktivasyonu ile ERK
yolagin1 aktive etmektedir. JAK (Janus Kinaz), adaptor protein olan Shc
fosforilleyerek ERK1/2 yolagmi aktiflestirmektedir [21]. Aktif ERK nukleusa
gocerek c-myc dahil cesitli transkripsiyon faktorlerini fosforile etmektedir. JNK
yolaginda JNK, STAT3 ve p53’ii aktive etmesinin yani sira ¢c-Jun’un NH2-terminal
aktivasyon bolgesine baglanarak Ser-63 ve Ser-73’de fosforillemektedir. JNK yolagi
hem apoptoz hem de hiicre sag kalim sinyal yolaklarinda etkilidir. VEGF (vaskiiler
endotel biiylime faktorii) gibi epitel hiicre biiyiime faktorii tarafindan aktive edildigi
zaman ERK, JNK aktivasyonunu indiiklemektedir. Ayrica TGF-B’ nin reseptore
baglanmasi sonucu aktive olan p38 MAP kinaz yolaginda p38 nukleusa gogerek NF-
kB bagimli transkripsiyon faktorlerini regiile etmektedir. Hiicre dongiisiiniin
regiilasyonunda p44/42 MAPK ve p38 dengesi 6nemli bir rol oynamaktadir [20]. Ras
onkogenleri tiimorogenezde asagi sinyal yolagini diizenlemede ©Onemli bir role

sahiptir. c-Jun JNK tarafindan Ser-63 ve Ser-73’de fosforile edilmektedir.

Coklu genomik fonksiyonel goreve sahip transkripsiyon faktorii olan NF-xB
araciligr ile programli hiicre 6liimiinii (apoptoz), hiicre adhezyonu, proliferasyonu,
dogal ve edinilmis immun cevaplari, inflamasyonu, hiicresel stres cevaplar1 ve doku
modellemesini  diizenlemektedir [22, 23]. Bu genlerin ekspresyonu diger
transkripsiyon faktorleri ve sinyal yolaklarimin aktivitesi ile siki bir sekilde koordine
edilmektedir. NF-kB’nin degredasyonu ya da IKK fonksiyonunun bozulmus olmasi
birgok insan hastaliklarinin ve kanser tiirlerinin olusmasini tetiklemektedir [24]. NF-
kB sinyal yolagi reseptor ve uyaran sinyalin farklilifina gore ii¢ sekilde meydana
gelir: klasik (standart) yolak, alternatif (standart olmayan) yolak ve alisilmadik
yolak. Klasik yolakta sinyal iletimi IKBa ve p65 iizerinden ilerlerken, alternatif
yolakta NIK ve pl100 proteinleri gorev almaktadir. NF-kB aktivasyonu, NF-kB’ye
baglanan ve onun inhibitdrii olan IKB proteinin sinyal indiiklii degredasyonu ile
baglamaktadir. IKB proteinin baglanmasit NF-kB’nin inaktivasyonu ile
sonuc¢lanmaktadir. IKB’nin degredasyonu sonucu NF-«xB, hiicre nukleusuna girmek
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icin firsat elde etmektedir. NF-kB nukleusta transkripsiyonel regiilasyonu
saglamaktadir ve apoptozdan kacinmak igin Ozglin genlerin ekspresyonunu
baglatmaktadir [25, 26]. IKK, NF-kB sinyal yolaginin aktivasyonunda ana regiilator
oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii NF-kB yolagin1 inaktive eden ve dolayli olarak
apoptozu tesvik eden IKB fosforilasyonu IKK tarafindan baskilanmaktadir [27, 28].
IKK/NF-kB sinyal yolagimin aktivasyonu hedef genlerin indiiksiyonuna neden olarak

apoptotik siirece miidahale etmektedir [29, 30].

Poliaminler memeli hiicrelerde hiicre biiyiimesi ve farklilagsmasinda rol almanin
yan1 sira dogrudan hiicre olimii ile de iliskilidir. Poliamin (PA) olan putresin,
spermidin ve spermin meme kanserinde hiicre proliferasyonunda ciddi olarak rol
oynamaktadir [31-33]. Meme kanseri hiicrelerinde stradiol ve biiylime faktorleri ile
doniisen ¢ogalma sinyalleri ornitin dekarboksilaz indiiksiyonu sayesinde PA’ler ile
ayarlanmaktadir [34]. PA’ler Ostrojen reseptorleri ve niikleer faktor kB gibi
transkripsiyon faktorleriyle etkilesime girmektedir [35] ve ER-negatif proliferasyonu
ve timdr hiicrelerinin invazyon modellerini de kapsamaktadir [36]. PA’ler c-myc gibi
biiylimeyi diizenleyici genlerin transkripsiyonunu regiile etmektedir [37, 38]. c-myc
onkogenin agirt ekspresyonu ve c-fos gibi diger onkogenler ODC aktivitesinin asiri
ekspresyonuna yol agarak Kkarsinogeneze neden olmaktadir [39]. Memeli
hiicrelerinde PA yolagindaki artis mitokondriyel membran potansiyelinin azalig1 ile
korelasyon gostermektedir. Bu durum mitokondriyel sitokrom c’nin serbestlenerek
caspas-8 kaskadinin caspas-3’e dogru ilerlemesi ile sonuglanmaktadir. Caspas-3
aktivasyonu endonukleazlar1 ve proteazlari aktive ederek direkt apoptoza neden
olmaktadir. Ayrica, PA’lerin artan PAO aktivitesi ve artan putresin ve Hy0O;
seviyeleri ile mitokondriyel transmembran potansiyelini etkiledigi gosterilmistir [40,

41].

Kanser, onkogenler ve tiimor baskilayici genlerin mutasyona ugramasi sonucu
sinyal yolaklarinda degisikliklerin meydana gelmesiyle olusan kompleks genetik bir
hastaliktir [42]. Tamir edilemeyen DNA hasar1 meydana geldigi zaman hiicreyi
Oliime gotiiren major yolak programli hiicre 6liimii olan apoptozdur. Apoptoz 6liim
reseptor yolagr (dis) ve mitokondriyel yolak (i¢) olmak iizere iki yolak {izerinden

gerceklesmektedir [43].



Curcumin (diferuloilmetan) sar1 renkli bir polifenoldiir ve antitlimor,
antioksidan ve antiproliferatif etkisi oldugundan kemoterapoétik bir ajandir. Zerdecal
olarak bilinen Curcuma longa bitkisinin rizomundan elde edilmektedir [44].
Curcumin transkripsiyon faktorleri, sitokinler, enzimler, hiicre proliferasyonu,
apoptozu, biiyiime faktorleri ve reseptorlerini diizenleyen genler gibi bir¢ok
molekiiler hedefe sahiptir. Curcumin ayni zamanda bir¢ok sag kalim sinyal yolagini
baskilamakta, invazyon, metastaz ve anjiyogenezi inhibe etmekte ve apoptozu tesvik

etmektedir [45].

12. AMAC

Bu tezin amaci, GH anlatimima sahip olmayan MDA-MB-453 meme kanseri
hiicrelerine GH geni igeren PC3.1 plazmiti transfekte edilerek stabil GH anlatimi
saglayan dogal tip MDA-MB-453 meme kanseri hiicrelerinde NF-kB kiyaslamali
olarak curcuminin invazyon-metastaz, hiicre sagkalim yolaklari, PA ve apoptoz
yolag1 tizerindeki etkisinin gosterilmesidir. Boylece kemoterapotik bir ajan olan
curcuminin meme kanseri hiicrelerinde hedef aldigi molekiiler mekanizmalarin
belirlenmesi hedeflenmektedir. Curcumin ile meme kanserinde PPARYy ve apoptozun
indiiklendigi, ayn1 zamanda JAK-STAT, NF-xB ve diger sag kalim yolaklarinin
baskilandigi literatiirde gosterilmistir. Bunun yani sira curcuminin PA biyosentez ve
katabolizma enzimlerine etkisi, sag kalim yolaklar1 ve invazyon-metastaz {izerine
etkisi bu ¢alismada gosterilmistir. Bu ¢alismanin, curcuminin meme kanseri
hiicrelerinde hangi molekiiler mekanizmalar1 hedef aldigi ve gelecekte tedavide

kullanilabilirligi a¢isindan 6n veri olabilecegi diistiniilm{istiir.



2. GENEL BILGILER

2.1. MEME KANSERI

Kanser Latincede yenge¢ anlamina gelen “crab” sdzciigiinden tiiretilmistir.
Yunanli hekim Hipokrat bu hastaligin basladig1 bélgeden diger organlara yayilmasini
gozlemleyerek bu tanimlamayi yapmistir. Kanser viicuttaki bir hiicre grubunun
farklilasarak  asir1  kontrolsiiz  ¢ogalmast sonucu meydana  gelmektedir.
Kokenlendikleri doku kanser hiicrelerine farkli 6zellikler kazandirmaktadir.
Kanserlerin %85°1 epitel hiicrelerinden kokenlenmekte ve karsinomlar olarak
adlandirilmaktadir. Kemik ve kas gibi mezoderm hiicrelerinden tiirevlenen kanserlere
sarkomalar, meme gibi salgt dokularindan meydana gelen kansere ise

adenokarsinomalar denmektedir [46].

Meme kanserinin tanimlanmasinda meme yapisindan yola c¢ikilmaktadir.
Memede salgi yapan hiicreler lobiil adi verilen birimleri olusturmaktadir. Lobiiller
birleserek loblar1 olusturmaktadir. Lobiiller birbirlerine siit kanallar1 ile baglanmakta
ve siit kanallart meme basia dogru birlesmektedir. Meme kanseri siit kanallarini ya
da lobiilleri olusturan hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile meydana gelmektedir. Siit
kanallarindan kaynaklanan kansere duktal karsinoma, lobiillerden kaynaklanan

kansere ise lobiiler karsinoma adi verilmektedir [47] (Sekil 1).



Terminal kanali lobiiler birim

Sekil 1. insan meme yapisi [46].
2.1.1. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Her giin binlerce kadina diinya ¢apinda meme kanseri teshisi konmakta ve
oliimlere sebep olan bir kanser tiirli olarak belirtilmektedir. Diinyada kadinlarda en
stk goriilen meme kanseri 2012’de yaklasik 1,7 milyon durum ve 521.900 6liim
olarak belirlenmistir. Meme kanseri tiim kanserin %25’ini ve tiim kanser tiirlerindeki
Olimlerin %15’ini olusturmaktadir. Geligsmis tilkelerde meme kanseri vakalarinin
yarist ve Oliimlerin de %38’i olarak goriilmektedir. Genellikle vakalarin goriilme
oranlart Kuzey Amerika, Avustralya/Yeni Zelanda, Kuzey ve Bati Avrupa’da
olduke¢a yiiksek; Orta ve Dogu Avrupa, Latin Amerika ve Karayip’de orta diizey;
Afrika ve Asya’da ise diisiiktiir [48].

GLOBOCAN verilerine gore meme kanserinin goriilme siklig1 vakalar1 2012
yilinda diinyada 1.671.149 ve Tiirkiye’de 15.230 olarak belirtilmistir. 2015 yili
tahmini verilere gore diinyada goriilme sikligi vakalar1 1.790.861 ve Tiirkiye’de
17.034 olarak verilmistir. Meme kanserinden oliim vakalar1 2012 yilinda diinyada
521.907 ve Tiirkiye’de 5.199 olarak belirtilmistir. Oliim vakalar1 2015 yili tahmini
verilere gore diinyada 560.407 ve Tirkiye’de 6.023 olarak belirtilmistir. 2015



tahmini verilerine gore goriilme vakalar1 diinyada 1.242.801 ve Tiirkiye’de 13.466
kisi 65 yas altinda bulunmaktadir. 65 yas altinda goriilen vakalardan diinyada
329.680 ve Tiirkiye’de 3.950 kisinin 6limii ile sonuglanmaktadir.

Meme kanserinde erken teshis konmasi daha gelismis iilkelerde, az gelismis
tilkelere gore daha fazladir [48]. Gelismis iilkelerde bu durumun fazla olmasi tarama
yapilmasina baghdir ve tarama ile meme kanserini erken evrelerde yakalamak oliimii
ve hastalikli olmay1 azaltmaktadir [2]. Mamografik tarama hicbir belirti olmadan,
meme kanserini erken evrede tanilamak i¢in kullanilan en etkili yontemdir [49].
Erken tani timoriin biliyiikliigii agisindan ve hayatta kalmak i¢in énemlidir. Ciinkii

bazi meme kanserlerinin lenf diigiimlerine invazyon yapma olasilig1 vardir [50].

Meme kanserindeki 6liim oran1 1975 ile 2010 yillar1 arasinda %34 azalmstir.
Tiim bunlara karsin meme kanserinin goriilme sikligir %30 artmis ve 1975 ile 2002
yillar1 arasinda hayatta kalma orami %28 arttigi tahmin edilmektedir. Meme
kanserinin goriilmesindeki artis, eski yillarda veri eksikligine bagli olmasinin yani
sira yakin zamanlarda risk faktdrlerinin daha artmasindan kaynaklanmaktadir. Oliim
oraninin azalmasi ve hayatta kalma oraninin artmasi, tarama ile erken evrelerde

meme kanserinin yakalanmasi ve tedavinin dogru uygulanmasi ile agiklanabilir [51].

2.1.2. Meme Kanseri Etiyolojisi

Meme kanserinin goriilme siklig1 ¢ogu iilkede tarihsel oranlara bagl olarak
artmaktadir [52]. Tarihsel siireci olusturan durumlar meme kanserinde aile 6ykiisii ve
yasa bagli risk [53] olmakla birlikte kalitsal genetik mutasyonlarin olmasidir. Meme
kanserinde rol oynayan en 6nemli genlerden BRCAL ve BRCA2 tiimor baskilama
genlerinin mutasyonu genel popiilasyondaki orani arttirmaktadir [54]. BRCA1 geni
bulunan meme kanseri hiicrelerinde yaklasik %75 oraninda ER-negatif ve bununla
birlikte bazi meme kanseri hiicrelerinde %25 oraninda ER-pozitif oldugu
goriilmektedir. Genel popiilasyonda ise BRCA2 geni bulunan meme kanseri
hiicrelerinde %75 oraninda ER-pozitif ve %25 oraninda da ER-negatif bulunmaktadir
[55]. BRCA1 ve BRCA2 meme kanserleri onlarin hormon reseptorlerinden farklidir.
Steroidlerin, ozellikle Ostrojen normal meme bezlerinin farklilasmasinda ve
biliylimesinde ana diizenleyici olmasi ile meme karsinomalarmin gelismesinde ve

ilerlemesinde etkili oldugu diisiniilmektedir [56].



BRCA1 mutasyonu ¢ogunlukla ti¢lii-negatif (ER, PR ve HER2 negatif) meme
kanserlerinde goriilmektedir ve bu durum metastaz potansiyelini de olusturmaktadir
[50]. Erken yasta dogum yapmak ve anne siitii ile besleme eksikligi bazal kanserler
yani t¢li-negatif ve BRCA1 i¢in yiiksek risk olusturmaktadir [57, 58]. Menopoza
gecisin ER pozitif meme kanserini, ER negatif meme kanserinden daha fazla
etkileyerek goriilme oranini degistirmesi, tahminsel olarak hormon patogenezine
duyarli kanserlerde biiyilk rol oynayan cinsiyet steroid hormonlar ile iligkisi
gosterilmistir [59]. Ancak bunlara karsin menopozun ER negatif kanserler tizerindeki

etkisi ER pozitif kanserlerden daha biiytiktiir [60].

Obezite kolesterol metabolizmasina bagl olarak yas ve ER durumu meme
kanserinde etkili diger bir risk faktoridiir [61]. Obezite, hormon reseptorii-negatif
kanserlerden daha ¢ok hormon reseptori-pozitif kanserler ile siki bir iligki
icerisindedir [62] ve bu da bazal, tgli-negatif ve iltihapli meme kanseri riskini
arttirmaktadir [63, 64]. Viicut agirligit menopoz sonrasi donemde meme kanseri ile
direkt iliskilidir ve menopoz oncesinde de kanser ile ters bir iliski i¢erisindedir [65].
Menopoz sonrasi sismanlik hormon reseptor-pozitif timorlerde, hormon reseptor-
negatif tlimorlere gore daha risklidir ve sismanlik, insiilin direnci ve artan insiilin

konsantrasyonu ile iligkili olarak meme tiimdrlerinde mitojenik etkiye sahiptir [66].

2.2. BUYUME HORMONU

Biiylime hormonu (GH) insanda biiyiime ve gelisimde rol almaktadir. GH
fizyolojik sistemlere ve bazi organlara etki eden anabolik bir hormon olmasiyla
birlikte karbonhidrat, protein ve lipit metabolizmasini diizenlemektedir [67]. GH-
serbestleyen hormon (GHRH) tesviki ile GH, on hipofiz bezinde somatotrof
hiicrelerinde firetilerek saklanmaktadir ve kana salgilanmaktadir [4]. GH fazla
salgilanmas1 akromegali hastaligina neden olurken, az salgilanmasi ciicelige sebep
oldugu gosterilmistir. Anormal GH salgilanmasi akromegali hastalarinda seker
hastalig1 ve konjestif kalp yetmezligi riskinin artmasinin [5] yani sira kolon, tiroid ve
potansiyel olarak meme kanseri ile iliskili oldugu gosterilmistir [6]. Cesitli klinik
gozlemler ve deneysel c¢aligmalar biiylime hormonu dahil olmak iizere hipofiz

hormonlarinin insan meme kanseri gelisimde rol oynadigini1 gdstermektedir. Kanser
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hastalarmin serumlarinda GH seviyesi degerlendirilerek mide, kalin bagirsak [7],
akciger [8] ve meme kanseri [9] hastalarinda hormon seviyesinin arttigi gosterilerek

desteklenmistir.

Insan biiyiime hormonu (GH) 191 amino asitli peptid hormonudur ve
prolaktinleri de igeren evrimsel agidan oldukga biiyiik bir ailenin tiyesidir [68]. 17.
kromozomun uzun kolunda bulunan GH 5 gene ile iligkilidir ve bunlardan sadece
GH-N geni 6n hipofiz bezinden transkribe edilmektedir [69]. On hipofiz bezinden
otokrin ve parakrin olarak da salgilanan endokrin GH meme dokusu, merkezi sinir
sistemi, immun sistem ve akciger hiicrelerinde tespit edilmistir [70]. Otokrin GH bazi
insan malig tiimorleri ile iligkili olup 6zellikle de meme karsinomalart ile baglantili
oldugu gosterilmistir [71]. GH metabolik aktivitesini oldukg¢a fazla eksprese edilen
biliylime hormonu reseptorii (GHR) araciligi ile gerceklestirmektedir. Tip I sitokin
reseptOr ailesine ait olan GHR bir glikoprotein transmembranidir ve GHR geni 5.
kromozomun kisa kolunda yer almaktadir [72]. GHR, GH yoklugunda hiicre
membraninda 6nceden dimer olusturur [73]. GH, GHR’ye baglanarak reseptor
dimerizasyonu ile GHR konformasyonel degisiklige ugramaktadir ve birgok GH
metabolik aktivitesine aracilik eden insiilin-benzeri biiylime faktori-1 (IGF-1)
serbestlenmesini tesvik etmektedir [74]. GHR tarafindan reseptér olmayan tirozin
kinazlardan Janus kinaz 2 (JAK2) kullanilmaktadir. GH bglanmast ile
konformasyonel degisiklie ugrayan GHR, JAK2 molekiillerini yakina getirir ve
fosforilleyerek aktivasyonunu saglamaktadir. Aktive olan JAK2 bazi tirozin
residiilerini ve GHR’y1 fosforillemektedir. JAK2 baz1 sinyal molekiilleri ve
transkripsiyon faktorleri i¢in Ozellikle de sinyal ileten ve transkripsiyon
proteinlerinin aktivatorii (STAT’lar) i¢in Src homoloji 2 (SH2) domainine sahiptir
[75]. GH sinyalindeki JAK/STAT yolagina STAT5a ve b major olarak katilmaktadir.
JAK/STAT yolagma ek olarak GH sinyali, hiicre dis1 sinyal-diizenleyen kinazlar
(ERK), c-Jun N-terminal kinazlar (JNK) ve p38 MAPK igeren mitojen-aktif protein
kinaz (MAPK) vyolagi ve fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) yolagini meydana
getirmektedir [72] (Sekil 2).
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Sekil 2. Biiyiime hormonu sinyalinin hiicre i¢i yolag [72].
2.3. CURCUMIN

Curcumin (diferuloilmetan) sar1 renkli bir polifenoldir ve antitimor,
antioksidan ve antiproliferatif etkisi oldugundan kemoterapétik bir ajandir. Zerdegal
olarak bilinen Curcuma longa bitkisinin rizomundan elde edilmektedir. Uzun 6miirli
olan Curcuma longa bitkisi kimyasal olarak curcumin bilesenleri ile iligkili
curcuminoidleri i¢cermektedir. Curcuminin suda ¢oziniirligii azdir fakat dimetil
siilfoksit (DMSO), etanol, metanol ve aseton gibi organik c¢oziiciilerde kolay
coziinmektedir. Molekiiler formiilii Cz1H2006 olan curcuminin molekiiler agirligi
368,37 g/mol’ diir [44]. Curcuminin ilk izolasyonu 1815 yilinda yapilmistir ve 1870
yilinda da kristal formu elde edilerek diferuloilmetan olarak isimlendirilmistir [76,

77] (Sekil 3).
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Sekil 3. Curcuminin kimyasal yapisi [44].

Cogu kanser tiirtinde transkripsiyon faktorlerini aktive edici protein (AP)-1,
niiklear faktor kappa B (NF-xB), sinyal iireten ve transkripsiyonu aktive eden
(STAT)-3, B-catenin, erken biiyiime cevap geni (EGR)-1, hipoksi indiikleyen faktor
(HIF)-1 ve Notch-1 regiilasyonu fazla olmaktadir. Bu durum hiicre proliferasyonu,
invazyon, metastaz, anjiyogenez, kemoterapiye ve radyoterapiye direncten
kaynaklanmaktadir [44]. Curcumin transkripsiyon faktorleri, sitokinler, enzimler,
hiicre proliferasyonu, apoptozu, biiyiime faktorleri ve reseptorlerini diizenleyen
genler gibi birgok molekiiler hedefe sahiptir. Curcumin ayni zamanda bir¢ok sag
kalim sinyal yolagini baskilamakta ve MMP-9 {izerinden hiicrelerde invazyon,
metastaz ve anjiyogenezi inhibe etmektedir [45]. Timor ilerlemesinde major rol
oynayan ve meme kanserinde eksprese edilen Ostrojen reseptorii (ER), curcumin ile
hem ER-pozitif hem de ER-negatif hiicrelerde proliferasyon inhibe edildigi
gosterilmistir [78]. Meme kanseri de dahil olmak {izere bir¢ok kanser tiiriinde asiri
eksprese edilen HER2 curcumin ile baskilandigi gosterilmistir [79]. Timor
olusmasini ve ilerlemesini tetikleyen GH, curcumin ile baskilandigi belirlenmistir
[80]. Curcuminin STAT3 aktivasyonu, STAT1 fosforilasyonu ve JAK2
fosforilasyonunu inhibe ettigi belirlenmistir [81]. Hiicre sag kalimini baskiladigi
belirlenen curcumin NF-«kB fosforilasyonunu ve iltihap gen {iriinlerini baskiladig
gosterilmistir [82]. Apoptoz inhibitorleri olarak smiflandirilan kaspaz-3, -7 ve -9

curcumin ile inhibe edildigi belirlenmistir [83].

2.4. HUCRE SAGKALIM SINYAL YOLAKLARI

2.4.1. JAK-STAT Sinyal Yolag

Memeli hiicrelerinde belirlenen sinyal ileten ve transkripsiyonu aktiflestiren
(STAT) ailesi proteinleri STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b ve
STAT6 olmak tizere yedi liyeden olugsmaktadir [84]. STAT ailesi, genellikle hiicre
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yilizeyinde iiretilen reseptorler araciligi ile sitoplazmik transkripsiyon faktorlerini
iceren sinyalleri STAT’larin spesifik DNA promotor bolgelerine baglayarak
nukleusa iletmekte ve gen ekspresyonunu diizenlemektedir [85, 86]. STAT sinyal
yolagi normal hiicrelerde embriyonik gelisim, organlarin olusum ve islevleri,
dogustan ve sonradan kazanilan immiin sistem fonksiyonlari, hiicrelerin
farklilasmasi, biiylimesi ve apoptozda onemli bir role sahiptir [10, 87]. STAT
sinyallerinin siirekli aktif olmasi 6zellikle STAT1, STAT3 ve STATS in aktivasyonu
cesitli insan tiimor hiicrelerinde goriilmekte ve solid (kati) tiimor olan meme
kanserinde ozellikle STAT1, hiicre bliylimesini diizenleyen STAT3 sinyal yolaklar
stirekli aktiftir. STAT3 ve STATS’in siirekli aktivasyonu, apoptozu onleyerek veya
hiicre ¢ogalmasini tegvik ederek ya da her ikisini birden yaparak insan kanserlerinin
gelisimine ve ilerlemesine katkida bulunmaktadir [11]. Ancak STATI hiicre
biiylimesini baskilayarak malign hiicrelere doniisiimii engellediginden STATI’in
potansiyel olarak tiimdr baskilayict oldugu diistiniilmektedir ve bazi tiimorlerde

STAT1’in aktivasyonunun yiikselmesi bu mekanizmaya baglidir [88].

STAT proteinlerinin her biri fonksiyonel farkliliklara sahip olsa da STAT1,
STAT3 ve STAT4’lin NH; ucu yapisal 6zellik olarak aynidir. STAT larin NH,-ucu
protein-protein etkilesimini saglayarak tetramerik STAT molekiiliinii olusturmakta
ve bu yap1 promotér bolgesinde zayif olan DNA-baglanma aktivitesini
saglamlagtirmaktadir [89]. COOH-ucunda SH2 domaini STAT’larin reseptorleri
fosforillemesi ve dimer olusumunu saglayan monomerik STAT ’lar arasinda karsilikli
SH2 fosfotirozin etkilesimleri igin gereklidir [90]. Tirozin (Y) residiileri SH2-
fosfotirozin (STAT3’de 705. aminoasit) etkilesimleri i¢in gerekli oldugundan STAT
aktivasyonu SH2 domaini yakininda olmaktadir. TAD (transkripsiyonel aktivasyon
domaini), COOH-ucunda bulunan Statl ve Stat3’de serin (S, STAT3’de 727.
aminoasit) fosforilasyon bolgesini igeren transkripsiyon kompleksleri ile iletisimde
olan bir bolgedir. Ayrica STAT larin maksimum diizeyde transkripsiyonel aktivitesi
icin de serin fosforilasyonu gereklidir [91]. STAT3 tirozin kinazlarin 705. pozisyonu
fosforilasyonu epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR), vaskiiler endotelyal
biliylime faktorii reseptorii (VEGFR) ve trombosit tiirevli bliylime faktorii reseptorii
(PDGFR) igeren intrinsik tirozin kinaz aktivitesi ile ilisiklidir. MAPK (p38MAPK,
ERK, JNK) ve mTOR sinyal yolaklar1 serin kinazlardan 727.pozisyonunun
fosforilasyonu i¢in STAT3’iin maksimum transkripsiyonel aktivitesine gerek duyar
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[92]. STATS alt birimlerinden STAT3a tam-uzunluga sahiptir, STAT33 COOH-ucu
kesilmis ¢esidi ve STAT3C tirozin fosforilasyonu olmadan siirekli aktif formudur

(Sekil 4).

Stat3(a)

Stat3p

Stat3C

Sekil 4. STAT3 proteini alt birimlerinin molekiiler yapisi [93].

STAT sinyal yolaginda hiicre yiizeyinde bulunan ayni kokenli sitokin
reseptorlerine ligand baglanmas: ile reseptorler dimerize olur ve JAK gibi reseptor
iligkili tirozin kinazlar aktive olarak reseptoriin sitoplazmada bulunan kismi
fosforillenir [84]. Sitokin reseptorlerine alternatif olarak intrinsik tirozin kinaz
reseptorleri, biiyiime faktorii ya da EGF (epidermal biliylime faktorii) reseptorleri
gibi, reseptoriin sitoplazmik kuyrugunda otofosforillenir [11, 86]. Bazi durumlarda
da Src ailesinin bulundugu reseptor-olmayan tirozin kinazlar STAT aktivitesine
katilir [94]. Fosforillenmis tirozin reseptorleri sitoplazmada bulunan monomerik
STAT proteinlerini SH2 domaininde eslesmelerini saglar ve boylece STAT dimerleri
olusur. Bu dimerler dakikalar icerisinde nukleusa giderek transkripsiyonel faktorler
ile etkilesime girer, onlarin spesifik promoter sekanslarina baglanir ve gen
ekspresyonunu indiikler [86, 90]. Normal hiicrelerde STAT aracili gen regiilasyonu
hem gecici hem de daha siki diizenlenirken onkogenlerde 6zellikle STAT3 ve
STATS’in siirekli aktivasyonu temel hiicresel siirecleri kontrol eden genlerin

ekspresyonunda kalic1 degisiklikler yapmaktadir. Onkogenlerde STATIar apoptoz
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inhibitorlerinin (Bcl-x., Mcl-1), hiicre dongiisii diizenleyicilerinin (siklin D1/D2, c-
Myc) fazla-regiilasyonuna katilir ve anjiyogenez (VEGF) indiikleyici olarak rol
oynar [93]. Hiicre dongiisiinde G1 fazinin rediilasyonu i¢in c-Myc ve siklin D1
gereklidir ve STAT3 c-Myc ve siklin D1 ekspresyonunun artmasi ile iligkilidir [95].
Kanser hiicrelerinde STAT3 sinyalleri apoptozu baskilamasi ve sag kalimi
indiiklemesi Bcl-2, Bcl-x., Mcl-1 ve p53 ekspresyonuyla iliskilidir [96]. Ayrica
STAT3 matriks metalloproteinazlarin (MMP’ler) aktivitelerini diizenleyerek
invazyonu baglatmakta ve tiimor biiylimesi ile metastaz basamaklarinda rol

almaktadir [97] (Sekil 5).

Biiyiime Faktoriu Reseptorleri Sitokin Reseptorleri
Reseptor-Olmayan

Tirozin Kinazlar

Ekstraseliiler

Ekstrinsik ve

intrinsik faktorler VEGF, HIFo.
Siklin D1, c-Myc, Bcl-xL, e nan J/
Mcl-1ve p53 MMP-2, MMP-9 .
ve MMP-7 Anijivogenez
Hucresel \ Jlyog!
Donlgim &
M s
Proliferasyon ve Migrasyon

Sag Kalim invazyon

> Metastaz

Sekil 5. Normal ve onkogenik STAT sinyal yolag: [92, 93].
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2.4.2. Invazyon ve Metastaz
24.2.1. Epitel-Mezenkimal Ge¢is (EMT)

Epiteller ya tek katli hiicrelerden ya da ¢ok katli dokulardan olusmus ve ¢esitli
fonksiyonlara sahiptir. Epitel hiicreler integrinler ile etkilesim halinde olduklarindan
onlarin fizyolojilerini belirleyen membrana yerlesmis olup, apikal-bazal polarite
Ozellikte, hiicre i¢i baglantilara tutunan ve onlarla iletisim halinde olan hiicrelerdir.
Epitel hiicrelerin, hareket edebilen mezenkimal hiicrelere farklilagmasi epitel-
mezenkimal gecis (EMT) olarak bilinmektedir ve bu siirecin tersi mezenkimal-epitel
gecis (MET) olarak tanimlanmustir [14]. EMT, gelisimi ve yeniden yara iyilesmesini
diizenlemekle birlikte fibrosis ve kanser ilerlemesini de saglamaktadir [12, 13].
EMT’nin baglamasin1 ve ilerlemesini kontrol eden sinyal yolagi ve gen
ekspresyonlar1 degisiklige ugramaktadir. Dokulara ve sinyallere bagli olarak epitel
hiicreler baz1 karakteristik 6zelliklerini kaybedebilmekte, epitel gen ekspresyonlari
azalmakta ve mezenkimal O6zellik gosterebilmektedir [14]. EMT sirasinda epitel
hiicreler baglantilarin1 ve apikal-bazal polaritesini kaybederek hiicre iskeleti tekrar
olusmakta ve hem gen ekspresyonunu tekrar diizenleyen hem de hiicre seklini
belirleyen sinyal programlar1 degisiklige ugramaktadir. Bu durum bireysel hiicrelerin
hareketliligini artirarak invaziv fenotipin ve gogiin gelismesini saglamaktadir [12,
98]. Bazi durumlarda da hiicre dig1 matriks (ECM) proteinleri pargalanarak invaziv
davranig1 baslatmaktadir. Boylece hiicreler EMT ye ugrayarak senesens ile apoptoza
direncli hale gelmektedir [99] (Sekil 6).
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Sekil 6. Hiicrenin EMT-MET gecisi [14].

EMT boyunca siki baglantilarin  ¢6ziinmesine claudin  ve occludin
ekspresyonlarinin azalmasi da eslik etmektedir [15]. Yapisik baglantilarin
istikrarsizlig1 siirecinde epitel kaderin (E-kaderin) plazma membranindan ayrilarak
degrede olmaktadir [100]. Sonug olarak B-catenin E-kaderin ile daha fazla etkilesim
kuramaz ve buna baglh olarak ya degrede olur ya da degredasyondan kagarak
transkripsiyonda rol almaktadir [101]. Catenin proteinleri nukleusta birikerek
transkripsiyona katilmaktadir ve boylece E-kaderin seviyesi diismektedir [102]. E-
kaderinin azalmasina bagli olarak mezenkimal noral kaderin (N-kaderin)

ekspresyonunun artmasi ile denge saglanmaktadir [103].
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2.4.2.2. Matriks Metalloproteinaz (MMP)

Matriks metalloproteinazlar (MMP’ler) yapisal olarak ¢oklu gen ailesine aittir
ve fonksiyonel olarak endoproteinazlar ile iliskilidir [104]. MMP’ler katabolik enzim
olarak kabul edilmektedir ve inaktif formda prozimojen olarak sentez edilmektedir.
MMP’ler kollojenazlar, MMP-2 ve MMP-9’un dahil oldugu jelatinazlar,
stromelisinler, matrilisinler ve membran-iliskili MMP’ler seklinde alt gruplara
ayrilmaktadir [105]. MMP’lerin temel rolii tiimdr hiicrelerinde migrasyon ve
metastaz stirecinde kollojen, jelatin, fibronektin, vitronektin ve laminin gibi tim
ECM igeriklerinin par¢alanmasini saglamaktadir [106]. Ek olarak tiimor hiicrelerinde
MMP’ler invazyon, metastaz, anjiyogenez, epitel-mezenkimal gegis, inflamasyon ve

kanser i¢in immiin sisteme cevap vermede gorev almaktadir [105].

MMP-2 meme tiimorlerinde stromal hiicrelerden salgilanirken MMP-9 hem
stromal hiicrelerde hem de kanser hiicresi membranlarinda bulunmaktadir [107].
Meme kanser hiicresinin biiyiimesinde MMP’lerin katildigi bazi mekanizmalar
vardir: TGFo gibi bazi biiylime faktorlerinin serbestlenmesi [106], baglanma
proteinlerinin degredasyonu ile biiyiime faktorlerinin artmasi [108], integrinler ile
bliylime sinyallerinin diizenlenmesi, hiicre sag kalimi ve kanser hiicrelerinin
apoptoza ugramasinin inhibisyonu ve biiyiime faktorii reseptorlerinin aktivasyonu
[104]. Integrin degisimleri EMT boyunca matriks metalloproteinaz MMP-2, MMP-9
gibi proteazlarin artan ekspresyonlari ile korelasyon gostermektedir. MMP’ler E-
kaderin hiicre dis1 domainin serbestlendigi bazi transmembran proteinleri
hedeflemektedir. Bundan dolay1 yapisik baglantilarin kaybina katki saglamaktadir
[109]. MMP-9 hiicre sag kalimini baglatmasina ve apoptozu inhibe etmesine ragmen
hiicre gelisimi sirasinda hiicre 6liimiinii indiiklemektedir [110]. MMPler, ECM’lerin
ayrilarak endotel hiicreleri ele ge¢irmesi ve ECM kaynaklarindan serbestlenen bazi
biiylime faktorlerinin tesvik edilmesi ile vaskiiler endotel biiytime faktorii (VEGF)
gibi major anjiyogenezi baslatmaktadir [111]. MMP-9 VEGF gibi pro-anjiyogenik

ajanlarin biyokullanimini diizenleyerek arttirmaktadir [112].

Genellikle metastaz MMP’ler ve metalloproteinazlarin doku inhibitorleri
(TIMPIar) ekspresyonu ile ayarlanmaktadir [113]. Gelisim ve doku yenilenmesi
sirasinda  eksprese edilen metalloproteinaz  doku inhibitorleri  (TIMP’lar)

matriksinlerin spesifik inhibitorleridir ve dokularda MMP’lerin lokal aktivitelerini
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kontrol etmektedir [114]. TIMP1 spesifik olarak MMP-2 inhibitorii iken TIMP2
MMP-9 inhibitorii olarak bilinmektedir. TIMP2 fibroblast biiylime faktorii ile
indiiklenen endotel hiicre biiylimesini inhibe etmektedir [115]. TIMP1 ve TIMP2
antiapoptotik aktiviteye sahip olmasiyla birlikte TIMP2 mezenkimal biiyiimeye
katilmas1 sebebi ile TIMP1 ve TIMP2’nin asir1 ekspresyonu tiimor biliylimesine

neden olmaktadir [115-117].

2.4.3. PI3K/AKT Sinyal Yolag:

PI3K yolag: hiicre proliferasyonu, farklilasma, hiicre sag kalimi ve hiicresel
metabolizma gibi farkli hiicresel fonksiyonlar1 saglamaktadir. PI3K yolagi kanser
metabolizmasinda ve tiimor biiylimesinde hedef alinan en 6nemli yolaklardan biridir.
Reseptor aktivasyonu ile p110 {izerinde inhibitor etkisi olan p85 uzaklasir ve boylece
PI3K aktivasyonu gergeklesir. Aktiflesen kinaz fosfatidilinositol bifosfatin (PIP2)
fosfatidilinositol trifosfata (PIP3) fosforilasyonunu katalizler. PIP3 Akt icin
yerlestirme bdlgesi rolii oynar. Bu bolge de PI3K yolaginin merkezi aracist olan
serin/treonin  kinazdir. Hiicre plazma membraninda lokalize olan Akt once
fosforillenir ve mTOR araciligi ile protein sentezi ve hiicre bilylimesini tegvik eder
[118]. Fosforillenen Akt sitoplazmada Bad ve FoxO fosforilasyonunu inhibe eder ve
FoxO3a’y1 sitoplazmada tutar. Fosforillenmis FoxO3a sitoplazmada p21 artisina
sebep olarak hiicre dongiisiinli durdurur. Sag kalim faktorleri olmadiginda FoxO3a
defosforillenir ve nukleusa gocerek hiicre Oliimiinii Fas ligand-bagimli yolak

tizerinden tetikler [119] (Sekil 7).
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Sekil 7. PI3K sinyal yolag [degistirilmistir: [118]].

2.4.4. MAPK Sinyal Yolag

Memeli hiicrelerinde  MAPK ailesi hiicre proliferasyonu, hiicrelerin
farklilasmasi, hiicre gelisimi, transformasyon, inflamasyon cevaplar1 ve apoptoz gibi
kompleks hiicresel programlarda 6nemli rollere sahiptir. Hiicre dis1 diizenlenmis-
sinyal kinaz (ERK), c-Jun N-terminal kinaz/aktif-stres protein kinaz (JNK/SAPK) ve
p38 MAPK olmak iizere ii¢ tane MAPK ailesi belirlenmistir [20]. Bu {i¢ major
MAPK yolagi insan dokularinda mevcuttur fakat ERK1/2 meme kanseri ile daha
fazla iligkilidir. Cesitli bliyiime faktorii, steroid hormon ve G protein reseptor aracili
ligandlar ile indiiklenen sinyal trafiklerinden, peptid biiyiime faktorleri gibi rol
oynayan tirozin kinaz igeren reseptorler ERK1/2’nin major regiilatorleridir. MAP
kinaz hiicre dis1 diizenlenmis kinaz ve ERK1/2 izoformu oldugu i¢in ERK olarak da

isimlendirilmistir [99].

Ug major MAPK kaskad1 memeli hiicrelerinde diger dkaryotik ve prokaryotik

hiicrelerde mevcuttur. Memelilerde birinci kaskad, sekansta baslatict kinaz olarak
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Raf-1’i igermektedir (MAPKKK), ikinci kinaz MEK-1 ve MEK-2 (MAPKK),
liciincii kinaz ise ERK-1 ve ERK-2 (MAPK) olarak devam etmektedir. Ikinci kaskad,
c-Jun N-terminal kinaz/aktiflesmis stres protein kinazi (JNK/SAPK) aktivasyonu ve
ticlincii kaskad da p38 MAP kinaz1 icermektedir. Diger sistemlerde ise MAP kinaz
kaskadlar1 ozmatik degisiklikler ve diger faktorler ile aktive olmaktadir [120] (Sekil
8).

TGF-p
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l Gen Transkripsiyonu ]

Sekil 8. MAPK sinyal yolaginin tetiklendigi genel mekanizma [degistirilmistir: [20]].

Peptid biiylime faktorleri hiicre disi, transmembran ve hiicre i¢i domainlere
sahip olan membran reseptorlerine baglanir ve baglanma ile yapisal degisiklik
meydana gelerek oto-fosforile olur. Adaptér protein olan Shc, peptid hormon
reseptoriine baglanir ve fosforillenir. Reseptor-Shc kompleksi yine bir adaptor
protein olan GRB-2 ile kompleks olusturur. Guanin nukleotit degisim faktorii SOS
komplekse girer ve GDP bagli olan Ras molekiilini GTP’ ye cevirerek Ras
proteinine katalizler. MAPK asag1 yolaginda GDP-Ras kompleksine gore daha
affiniteli olan GTP-Ras ilk olarak Raf-1 (c-Raf) ile etkilesim kurar. Raf-1, ERK1/2
yolaginda Ras aktivitesinin major bir aracisidir. Akiflesmis olan Raf-1, MEK (MEK-
1 ve -2) proteininin fosforilasyonunu saglar. Aktif MEK, ERK-1 (p44 MAPK) ve
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ERK-2 (p42 MAPK)’nin aktivasyon bolgesinde bir tirozin ve bir treonin fosforiller
[99]. Buna bagli olarak aktif ERK1/2 nukleusa gogerek transkripsiyon faktorlerini,
biiyiimeyi, farklilasmay1 ve mitozu baslatmak igin gen ekspresyonunu tesvik eder
[20] (Sekil 9).
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Sekil 9. MAPK sinyal yolag: [99].
2.4.5. Onkogenler

Plazma membraninda bulunan GTP-yiiklii Ras diger molekiiller i¢in gereklidir
ve sinyal kompleksini aktiflestirmede biiyilk rol oynamaktadir [121]. Ras
onkogenleri tiimorogenezde asagi sinyal yolagini diizenlemede onemli bir role
sahiptir. MAPK yolaginda Ras onkogeni, efektorii olan Raf (c-Raf) onkogenine
baglanarak aktive etmektedir [122]. JNK yolaginda JNK, c-Jun’un NH2-terminal
aktivasyon bolgesine baglanarak Ser-63 ve Ser-73’de fosforillemektedir. c-Jun
transaktivasyonu c-Jun geninin ekspresyonunu arttirmaktadir [20]. Buna ilaveten
MAP kinaz nukleusa go¢ ettiginde direkt olarak c-Jun, c-Fos ve aktive edici
transkripsiyon faktor-2’yi (ATF-2) aktive etmektedir [99]. Ras/Raf sinyal iletimi c-
myc ekspresyonunun indiiklenmesini saglamaktadir. c-Myc proteini DNA’ya
baglanarak hiicre proliferasyonu, farklilasma ve apoptoz dahil iligi gen

ekspresyonlarinin transkripsiyonel kontroliinii saglamaktadir [123].
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2.4.6. NF-xB Sinyal Yolag:

Niiklear faktor (NF)-kB inflamasyon, immun sistem, hiicre ¢ogalmasi ve
apoptozda Onemli rollere sahip olan bir transkripsiyon faktoriidiir. NF-kB’nin
bozulmasi ya da IKK fonksiyonu bir¢ok insan hastaliklarinin ve kanserin olusmasini
tetiklemektedir [24]. Genler NF-xB aracilig1 ile programli hiicre 6liimiinii (apoptoz),
hiicre adhezyonu, proliferasyonu, dogal ve edinilmis immun cevaplari, inflamasyonu,
hiicresel stres cevaplari ve doku modellemesini diizenler [22, 23]. Bu genlerin
ekspresyonu diger transkripsiyon faktorleri ve sinyal yolaklarmin aktivitesi ile siki

bir sekilde koordine edilir.

NF-xB ailesi NF-kB1 (p50/p105), NF-xB2 (p52/p100), RelA (p65), RelB ve c-
Rel olmak iizere bes genden olusur [124]. p50 ve p52 daha uzun olan p105 ve p100
oncii proteinlerinden sentezlenir ve C terminalinde, benzer sekilde IkB proteinlerinde
bulunan tekrarli ankirin motiflere (ANK) sahiptir. Biitiin NF-«xB ailesi iiyeleri N-
terminalinde Rel-homoloji domaini (RHD) igerir ve bu domain nukleer-lokalizasyon
domaini icererek DNA’ya baglanmada ve dimerizasyonda aracilik eder. NF-kB
ailesinden Rel alt ailesi RelA, RelB ve c-Rel C-terminalinde transkripsiyonel
aktivasyon domaini (TAD) bulundurur. RelA transaktivasyon domaini TALl ve TA2
alt domainlerden olusmustur. NF-kB inhibitorii olan IkB ailesi IkBa, IkBf, IkBe ve
BCL-3 proteinlerinden olusur ve tekrarli ankirin motiflerine sahiptir. IkB kinaz yani
IKK ailesi ise ii¢ ana alt birimden olusur. IKKa ve IKKp katalitik alt {initeler iken
IKKy (NEMO) NF-«xB i¢in gereken modifikasyonlar1 diizenleyen alt {initedir [24]
(Sekil 10).
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Sekil 10. Memelilerde NF-kB, IkB ve IKK aile iiyeleri [24].
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NF-xB sinyal yolagi reseptér ve uyaran sinyalin farkliligina gore {i¢ sekilde
meydana gelir: klasik (standart) yolak, alternatif (standart olmayan) yolak ve
alisilmadik yolak. NF-kB molekiiliiniin aktivasyonu IkB kinaz (IKK) kompleks ile
IxB’nin fosforilasyonu araciligiyla IxkB degredasyonunu gerektirir. Bu da NF-xB
serbestlenmesine sebep olarak nukleusa gegmesini saglar [125]. Klasik yolakta NF-
KB inhibitérii IkBa iken alternatif yolakta pl100 molekiiliidiir. Ayrica NF-kB
aktivasyonu i¢in IkBa ve pl100 molekiillerinin fosforilasyonu gereklidir ve biitiin

fosforilasyon olaylari sinyal indiikliidiir [126].

2.4.6.1. Klasik (Standart) Yolak

Klasik yolak tiimor nekroz faktorii (TNF)-a gibi dncii-enflamatuar sitokinler ile
tetiklenir ve sitoplazmik membranda TNF-reseptor-iligkili 6liim domain proteini
(TRADD), reseptor-etkilesimli protein (RIP) ve TNF-reseptor-iliskili faktor 2
(TRAF2) igeren gesitli adaptorlerin bir arada olmasina yol agmaktadir [127]. Bunu
takiben IKK kompleksi (IKKa, IKKB ve NEMO yani IKKYy) aktifleserek IkBa’y1
Ser32 ve Ser36’dan fosforilleyerek ubiquitinler ve proteozom araciligi ile degrede
eder [128-130]. Serin residiilerinde IkB fosforilasyonu i¢in en sorumlu kinaz IKKf3
alt birimidir. Sitoplazmada p50 ile birlikte bulunan RelA (p65) ya da c-Rel dimerleri,
IxB ile etkilesim halinde iken inaktiftir ve IkBa’nin fosforillenmesi ile serbest kalan
NF-kB nukleusa gogerek nukleer transkripsiyon faktorlerini harekete gecirmektedir

[124] (Sekil 11).

2.4.6.2. Alternatif (Standart Olmayan) Yolak

Alternatif yolak NEMO bagimsiz ve lenfotoksin f [131], B-hiicresini aktive
eden faktor (BAFF) [132] gibi sitokinler ile ya da CD40 ligandi [133] ile
tetiklenmektedir. Bu sinyal yolagi membranda TRAF proteinlerine ve IKKa
homodimerini aktive eden NF-kB-indiikleyici kinaza (NIK) dayanmaktadir [134].
NIK ile aktiflesen IKKa, p100 inhibitdr molekiiliinii fosforilleyerek ubiquitinasyona
ugramasina neden olmaktadir. Boylece NF-kB proteini olan p52°yi iiretmek igin
p100 ayrilmis olur. RelB ile p52 proteini heterodimer olusturarak nukleusa go¢ eder
ve hedef genleri aktive etmektedir [135] (Sekil 11).
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2.4.6.3. Alsilmadik Yolak

Alisilmadik yolak ise IKK bagimsiz ve proteozom gerektiren, UV ya da
doksorubisin gibi DNA hasart ile tetiklenen bir yolaktir. DNA hasari ile uyarildiktan
sonra sirayla p38 ve kazein kinaz 2 (CK2) aktivasyonu gergeklesmektedir [136, 137].
Bu aktivasyon sonunda IkBo fosforillenerek IKK bagimsiz olarak degredasyona
ugrar. IxkBo, CK2 aracilig: ile siirekli Ser293’de fosforillenir ve bu fosforilasyon
IxkBo’nin hizli bir sekilde proteolizi igin gereklidir. IkBa’nin degredasyonu sonucu
sitoplazmada serbest kalan NF-kB nukleusa gogerek hedef genlerin aktivasyonunu
saglamaktadir [126] (Sekil 11).

Sekil 11. Klasik, alternatif ve ahsilmamis NF-kB sinyal yolaklar: [126].
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2.5. POLIAMINLER

Antonie van Leeuwenhoek 1678 yilinda insan semeninden bazi ‘“lig-tarafli”
Kristalleri izole etmesiyle poliaminlerin kesfi baglamistir [138]. 1924 yilina kadar bu
kristaller deneysel olarak formiile edilememistir ancak daha sonraki yillarda
kimyasal olarak sentez edilebilmistir. Major grup Putresin (PUT), Spermidin (SPD)
ve Spermin (SPM) olarak isimlendirilmistir [139] (Sekil 12).

Poliaminler (PA) dogal yollarla meydana gelen kiiciik organik polikatyonik
yapil1 molekiillerdir ve 6karyotlarda hiicre biiylimesinde ve hiicre gelisiminde rol
almaktadirlar [140]. Aym1 zamanda memelilerde poliaminler direkt olarak hiicre
farklilasmasini ve hiicre 6liimiinii yani apoptozu etkiler [141, 142]. Poliaminlerin
hiicre i¢i konsantrasyonlar1 bagirsak florasi ve katabolik reaksiyonlar araciligi ile de
novo sentez ve hiicresel tasima mekanizmasi tarafindan ayarlanmaktadir [143, 144].
Artan hiicre i¢ci PA seviyesinin, oOzellikle PA biyosentetik enzimlerin asir1

regiilasyonunun malign transformasyon ile iligkili oldugu gosterilmistir [145].

Poliaminler DNA, RNA, proteinler, fosfolipitler ve niikleotid trifosfatlarin
coklu bolgelerinde ligandlar gibi rol oynayabilir [146]. Poliaminlerin pozitif yiikleri
hiicre i¢cinde polianyonik makromolekiiller ile poliaminler arasindaki elektrostatik
etkilesimini saglamaktadir. Spermidin ve spermin DNA’nin majér ve mindr
oluklarinda ya iki farkli molekiilii ya da ayni1 molekiiliin iki uzak parcasi kelepce
gibi tutarak koprii gérevi gormektedir [147]. Ayrica poliaminler membrandaki asidik
fosfolipitler ile etkilesime girmektedir [148]. Genelde spermidin ve spermin,
fosfolipitler ve proteinler ile olusan kompleksler sayesinde membran sertligini

artirarak membrana esnemezlik 6zelligi kazandirmaktadir.
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Sekil 12. Hiicresel poliaminler ve onlarin asetil tiirevleri [149].
2.5.1. Poliamin Metabolizmasi

Normal hiicrelerde PA seviyeleri biyosentetik ve katabolik enzimler ile kontrol
edilmektedir ve bdylece hiicre i¢i denge saglanmaktadir. Ornitin dekarboksilaz
(ODC), S-adenosilmetionin dekarboksilaz (SAMDC), spermidin sentaz ve spermin
sentaz biyosentetik enzimler iken spermidin/spermin asetiltransferaz (SSAT),
poliamin oksidaz (PAO), diamin oksidaz ve diger amin oksidazlar katabolik enzimler

olarak tayin edilmistir [145].

Okaryotik hiicrelerde majér ii¢ poliamin (put, spd, spm) L-arjinin (L-ornitin
ile) ve L-metioninden birbirine bagli olan alti basamakli enzim reaksiyonu ile sentez
edilmektedir. Memeli hiicrelerinde ODC vasitasiyla ornitin dekarboksilasyonundan
putresin olugmasi ile poliamin biyosentezi baslamaktadir. Bu reaksiyonlar1 takiben
spermidin sentaz ile spermidin iretilir ve ikincil aminopropiltransferaz reaksiyonu

igeren spermin sentaz ile spermin iretilir [150].

Hiicre i¢i PA seviyeleri katabolik enzimler tarafindan kontrol edilmektedir
[151] ve sperminin putresine geri ddniisiimii siirecinde asetil-CoA kullanarak N*-
asetilspermidin ve spermin olusturmak icin ilk basamakta SSAT bulunmaktadir. N*-
asetil tiirevleri sirayla spermidin ve putresin liretirken FAD-bagimli PAO substratlari
tercih edilmektedir [152]. Ayrica, spermin spermidine geri doniisiirken asetilasyona

gerek duymadan spermin oksidaz (SMO) ile ger¢eklesen bir basamak bulunmaktadir
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[153]. SMO enzimi spermidin tiretmek i¢in Ozellikle spermini substrat olarak
tanimaktadir ve ayn1 zamanda H,0O, iiretilmektedir [154]. PA katabolizmasinin araci
iiriinleri olan N'-asetilspermidin ve N'-asetilspermin normal hiicrelerde nadiren
bulunmaktadir ¢iinkii major poliaminler -putresin- hiicreden disar1 ¢ikarilmaktadir
[155]. Hiicrede PA taginmasini baskilayan ve ODC’nin degredasyonuna sebep olan
ODC antizim (AZ), PA biyosentezi ve hiicre igine girisi arasindaki baglantiy1
saglamaktadir [156, 157]. AZ, ODC iizerindeki etkisinden bagimsiz olarak PA
girisinin down-regiilasyonu ile poliamin dengesini degistirebilmektedir [158, 159].
AZ aktivitesi ODC’nin inaktif homologu olan antizim inhibitoriin (AZI) baglanmasi
ile baskilanmaktadir [160]. Bu sayede, AZI AZ’nin ODC degredasyonu ve
poliaminlerin hiicresel girisi {izerindeki etkisini Onlemektedir [161]. Meme
kanserinde AZI’'nin indiiklenmis asir1 ekspresyonu, artan hiicre proliferasyonu ile
birlikte ODC aktivitesinin ve putresin iceriginin artmasi ile sonuglanmaktadir. Bu
sebeple AZI hiicre proliferasyonunda ve poliamin dengesinde diizenleyici

fonksiyonlara sahip oldugundan gerekli bir proteindir [160].

Asetilpoliaminler kanser hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir
ve PA metabolizmas1 ile karsinogenezdeki degisiklikler arasinda baglanti
kurmaktadir [162]. SSAT ve PAO poliaminleri oksitlemek ve asetillemek igin uyum
icerisinde ¢alismaktadir ve her oksidasyonda H,0, iiretilmektedir. H,O,, SSAT
aktivitesini indiiklemektedir ve bdylece dongiiyii devam ettirmektedir. Uretilmis olan
H,0,’in yiiksek konsantrasyonu ise hiicrede oksidatif strese yol agarak hiicre

oliimiine sebep olmaktadir [163] (Sekil 13).
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Sekil 13. Memeli hiicresinde poliamin metabolizmasi. Mavi: PA biyosentez enzimleri,
kirmuzi: PA katabolik enzimler [degistirilmistir: [149]].

2.6. HUCRE OLUM SINYAL YOLAGI

2.6.1. Apoptoz

Tamir edilemeyen DNA hasar1 meydana geldigi zaman hiicreyi 6liime gotiiren
major yolak programli hiicre 6liimii olan apoptozdur. Programli hiicre 6liimii normal
hiicrelerde sag kalim ve hiicre 6liimii arasinda bir dengeye sahip ve bu denge tahribat
karsisinda bozularak kanser hiicrelerinin kaderi i¢in karar vermede apoptoz biiytik bir
rol oynamaktadir [164, 165]. Apoptoz ile dlen hiicrelerde hiicre biiziilmesi, niiklear
yogunlagsma ve degredasyon, membran kabarciklari ve ekstraseliiler matriksten ya da
komsu hiicrelerden adhezyon kaybi gibi hem morfolojik hem de biyokimyasal

degisiklikler yapmaktadir [166].

Apoptotik hiicre oliimii siirecinde pro-apoptotik proteinler, anti-apoptotik
proteinler, kaspazlar ve 6liim reseptor ailesinden olusan bir¢ok protein ailesi gorev
almaktadir. Bcl-2 ailesi apoptoz sirasinda anahtar regiilator olarak rol oynamakta ve
bu molekiil baz1 kanser hiicre tiplerinde asir1 eksprese edilmektedir [167]. I¢ yolakta
gorev alan Bcl-2 ailesi ¢ok sayida Bax, Bak, Bad, Bid, Bim ve Bcl-Xs gibi pro-
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apoptotik protein ailesi tiyeleri ve Bcl-2, Bel-X, Bel-W ve Mcl-1 gibi anti-apoptotik
protein tiyelerini icermektedir [168]. Bcl-2 ailesine ait proteinler mitokondri zarinin
dis kisminda lokalize olmaktadir. Apoptozun mitokondriyel yolaginin baglamasi,
mitokondri membran potansiyelinin bozulmasi ile birlikte mitokondriden
sitoplazmaya sitokrom ¢ ve apoptoz indiikleyici faktor (AIF) gibi molekiillerin
salinmasi ile gerceklesmektedir. Mitokondri membran potansiyelinin bozulmasina,
mitokondri dis membraninda lokalize olan Bcl-2 ailesi iiyelerinden pro-apoptotik
proteinlerin  por olusturmast neden olmaktadir. Pro-apoptotik proteinlerin
olusturdugu bu porlara da anti-apoptotik proteinler engel olmaktadir [169].
Apoptozun dis yolagini baglatan 6liim reseptdr (DR) ailesi de tiimdr nekroz reseptorii
TNF-R1, Fas, DR3, TRAIL-R1/2 (DR4/5) ve DR6 iiyelerini kapsamaktadir [170].
Bu aile iiyeleri arasindaki benzerlik, uygun ligandlara baglanmak igin Fas-iliskili
6lim domaini (FADD) gerektiren, reseptorlerin sitoplazmik bdolgesine yani Sliim

domainlerine (DD) dayanmaktadir.

Pro-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerine ait proteinler apoptozu indiiklerken anti-
apoptotik aile liyelerine ait proteinler apoptozu baskilamaktadir. Bu iki farkl isleyise
sahip olan proteinlerin fonksiyonlari, yapilarinda bulunan Bcl-2 homoloji bolgeleri
(BH) tarafindan diizenlenmektedir. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin
yapisinda BH1, BH2, BH3 ve BH4 olmak iizere 4 tane BH domaini bulunmaktadir.
Bcl-2 ailesine ait proteinler BH1, BH2 ve BH3 bolgeleri ile diger Bcl-2 ailesi
proteinlerine BH3 boélgesinden baglanarak iletisim kurmaktadir. Pro-apoptotik
protein ailesi tasidiklar1 BH domainine gére BH1, BH2, BH3 bdlgelerini tasiyan
(Bak, Bax) ve sadece BH3 bolgesini tasiyan (Bid, Bad, Bim) proteinler olarak ikiye
ayrilmaktadir. Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri olan Bcl-2, Mcl-1, Bcl-X,, Bcl-
w ise sadece BH4 domaini tagimaktadir. Bcl-2 ailesine ait pro-apoptotik ve anti-
apoptotik proteinlerin arasindaki denge hiicre sag kalimi ve oliimii arasindaki
dengeden kaynaklanmaktadir [171, 172]. Anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonlari
fazla oldugunda apoptoz baskilanirken pro-apoptotik proteinlerin ekspresyonlari

fazla oldugunda hiicrenin apoptoza gitmesini tesvik etmektedir [173, 174] (Sekil 14).
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Sekil 14. Bcl-2 ve iligkili protein aileleri [172].

Niiklear transkripsiyon faktorii olan p53, apoptozun i¢ yolaginda apoptotik
sinyallerin mitokondri aracili olmasini kontrol edebilen énemli bir apoptotik faktor
ve timor inhibitoridiir [175]. p53 genelde i¢ yolakta DR-5 ve Bax gibi pozitif
apoptoz regiilatorlerinin aktivasyonu ile mitokondri aracili apoptotik hiicre 6liimiinii
baglatmaktadir [176, 177]. Apoptoz 6lim reseptor yolagi (dis) ve mitokondriyel
yolak (i¢) olmak iizere iki yolak tizerinden gergeklesmektedir [43].

2.6.1.1. i¢ (intrinsik) Sinyal Yolag

[c yolak mitokondriyel —pro-enzimlerin kontrolii altinda apoptozun
gerceklesmesi olayidir. Hiicrenin, ya hiicre dis1 uyaranlar ya da hiicre i¢i sinyaller ile
mitokondriyel dis membrani gecirgen hale gelmekte ve sitokrom c sitozole
salinmaktadir. Sadece-BH3 spesifik olan tiim molekiiller intrinsik pro-apoptotik
aktivitelerini saglamak i¢in Bax ve Bak gibi ¢oklu-domain BH3 proteinlerinin
varligimmi gerektirmektedir. Bu durum sitokrom ¢ salinmasina ve ikincil mitokondri
kokenli kaspazlarin aktivatériine neden olmaktadir [178]. Sitokrom c, kaspaz 9/3
sinyal kaskadin1 downstream olarak tetikleyen apoptozomu olusturmak icin Apaf-1
ve pro-kaspaz-9 arasindaki etkilesimi giiclendirmektedir [179]. Kaspaz-9

mitokondriyel apoptozu yani i¢ yolagi baslatan etmen olarak temsil edilmektedir.
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DNA hasar1 ya da DNA tamirinin inhibe olmasi gibi apoptotik uyaranlara karsi
sadece-BH3 pro-apoptotik proteinleri olan Bim, Bid ve Bad aktive olarak p53 efektor
Bax/Bak araciligi ile mitokondriyel dis membran gecirgen hale gelmektedir ve
boylece disar1 salimim gergeklesmektedir [180, 181]. Ancak anti-apoptoz Bcl-2 aile
tiyeleri olan Bcl-2, Bcl-X_ ve Mcl-1 gerceklesen bu etkiyi etkisiz hale
getirebilmektedir [182]. Oliim sinyalini takiben pro-apoptotik proteinler
defosforilasyon dahil, aktivitelerine ket vurarak mitokondriye gecis ile post-

translasyonel modifikasyonlara ugrayabilmektedir [183] (Sekil 15).
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Sekil 15. Apoptoz i¢ sinyal yolag [degistirilmistir: [184]].

2.6.1.2. Dis (Ektrinsik) Sinyal Yolagi

Oliim reseptdr yolag: olan dis sinyal yolagi, Fas’in (diger bir benzer reseptdr
olan tiimor nekroz reseptorii 1) plazma membraninda bulunan kendi ekstraseliiler
ligandina (Fas-L) baglanmas: ile tetiklenmektedir. Oliim uyaris1 meydana geldigi
zaman, Fas ve Fas-L 6liim kompleksi olusturmaktadir. Oliim indiiklii sinyal
kompleksi Fas/Fas-L birlesimi ile birlikte 6liim domaini igeren proteini FADD ve

pro-kaspaz-8’i kapsamaktadir. Protein kompleksi pro-kaspaz-8 aktive ederek pro-
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kaspaz-3’u tetiklemektedir ve bdylece apoptotik siire¢ ilerlemektedir [185] (Sekil
16).
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Sekil 16. Apoptoz sinyal yolag: ve diger yolaklar ile etkilesimi [186].
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3. MALZEME VE YONTEMLER

3.1. KULLANILAN MALZEMELER

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Ekler boliimiinde Tablo 1’de verilmistir.

3.1.2. Hiicre Kiiltiirii Donanimlar

Hiicre kulturinde kullanilan donanimlar Ekler bolimiinde Tablo 2’de

verilmistir.

3.1.3. Kullanilan Kimyasallar

Calisma kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler Ekler bolimiinde Tablo

3’te verilmistir.

3.1.4. .Kullanilan Tamponlar
3.1.4.1. 10X TBS Hazirlanmasi

10X TBS hazirlamak i¢in 86,6 g NaCl ve 12,11 g Tris-Baz tartilarak pH: 8
olacak sekilde ayarlanir ve distile su ile 1000 ml’e tamamlanir. 10X TBS’i

kullanmak i¢in distile su ile 1X TBS’e ¢evrilir.
3.1.4.2. 1X TBS-Tween Hazirlanmasi
1X TBS-T hazirlamak i¢in 1X TBS igerisine 1: 1000 oraninda Tween 20
eklenerek hazirlanir.

3.143. Yiiriitme Tamponunun Hazirlanmasi

10X yiiriitme tamponu hazirlamak i¢in 30,3 g Tris-Baz, 114 g Glisin ve 10 g
SDS tartilarak distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir. Jel yliriitme sirasinda kullanmak

i¢in distile su ile 1X’e ¢evrilir ve +4°C’ de saklanir.
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3.1.4.4. Transfer Tamponunun Hazirlanmasi

Transfer tamponunu hazirlamak i¢in 200 ml 10X yiiriitme tamponuna 100 ml

metanol eklenir ve distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir ve +4°C” de saklanir.

3.1.4.5. Yiiriitme Jelinin Hazirlanmasi

Proteinlerin agirliklarima gore yiirtimeleri ic¢in yiiriitme jeli ve ayrilmalarina
gore de aymrma jeli olacak sekilde %12’lik SDS-PAGE jel hazirlanmistir. Jel

hazirlanmas i¢in jel igerikleri Ekler boliimiinde Tablo 4’te verilmistir.

3.1.4.6. Hiicre Dondurma Medyasiin Hazirlanmasi

Filtre edilmis 9 ml FBS ve 1 ml DMSO karistirilarak hazirlanir ve 1 ml olacak

sekilde mikrofiij tliplerine boliistiiriliir.

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

MDA-MB-453 (0strojen reseptorii negatif, ER-) meme kanseri hiicre hatlari
American Type Tissue Culture Collection’dan temin edilmistir. Hiicreler DMEM
besiyerinde % 10 sigir fetusu serumu ve 10 U/ml penisilin/streptomisin antibiyotik
katkis1 ile % 5 CO; igeren 37°C etiivde inkiibe edilmistir. Hazirlanan besiyeri 0,22
uM por capindaki hiicre kiiltiiri ile uyumlu filtrelerden gegirilerek steril hale
getirilip, 50 ml’lik falkon tiiplerde +4°C’de saklanmustir.

2 ve 25 cm? lik hiicre petrilerinde yetistirilmistir. Protein

Hiicreler 75 cm
izolasyonu i¢in 100 ve 60 mm’lik hiicre kiiltiirli petrilerine, PA izolasyonu i¢in 60
mm’lik hiicre kiiltiirii petrilerine, RNA izolasyonu ve akis sitometrisi i¢in 6 kuyulu
hiicre kiiltiirii petrilerine, floresan mikroskobu ¢ekimleri i¢in 12 kuyulu hiicre kiiltiirii
petrilerine hiicrelerin ekimleri gergeklestirilmistir. Hiicrelerin gece boyu petriye
yapismalarini bekledikten sonra doza bagli curcumin (0-50 uM) ilag uygulamasi

yapilmistir ve 37 °C ‘de % 5 CO, igeren etiivde bekletilmistir.

Hiicre ekimi igin 75 cm?lik hiicre kiltiirii petrilerinde bulunan hiicrelerden
besiyeri uzaklastirilmistir ve 2 ml fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikanarak
1,5 ml tripsin-EDTA (% 0,25 etilen diamin tetra asetik asit) uygulanmistir. Hiicreler

%5 CO; igeren etiivde 3 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda tripsin etkintigini
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inhibe etmek i¢in 1,5 ml DMEM eklenerek hiicreler 15 ml’lik falkona toplamistir ve
2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi silipernatant atilarak
hiicreler 1 ml DMEM igerisinde ¢oziilmiistiir. Iyice pipetaj yapilarak homojen bir

hale gelen hiicreler sayim cihazinda sayilmistir.

3.2.1.1. Dogal Tip Hiicrelere Transfeksiyon Yapilmasi

Biiyiime hormonu anlatimi olmayan MDA-MB-453 meme kanseri hiicre
hatlarina anlatimi saglamak amaciyla GH geni igeren PC3.1 plazmidi lipofektamin
araciligi ile verilmis ve Neomisin ile se¢ilim yapilarak stabil MDA-MB-453 GH+

hiicre hatt1 elde edilmistir.

MDA-MB-453 dogal tip hiicre ekimi i¢in tripsin ile hiicreler kaldirilmis, sayim
yapilmis ve 6 kuyulu hiicre kiiltiirii petrilerine 1,0x10° hiicre olacak sekilde ekim
yapilmustir. Hiicreler gece boyu % 5 CO; igeren 37°C etiivde inkiibe edildikten sonra
trasfeksiyon yapmak i¢in hazir hale gelmistir. Plazmid (GH-PC3.1) ve transfeksiyon
ajam (Fugene) oran1 1:3 olarak uygulama yapilmistir. Iki ayr1 1,5 ml’lik mikrofiij
tiipleri igerisine 100 ul fetus serumu ve penisilin icermeyen DMEM eklenmistir.
Plazmid ilave edecegimiz mikrofiij tiipiine 1 pul GH plazmidi ve diger mikrofiij
tipiine 3 pl transfeksiyon ajani eklendikten sonra 5 dakika oda sicakliginda
beklenmistir. Plazmid igeren besiyerini transfeksiyon ajani bulunan besiyeri
ortaminda birlestirerek 20 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. 6 kuyulu hiicre
petrilerinde bulunan besiyeri ortamdan uzaklastirilip hiicreler PBS ile yikanmistir ve
1800 upl taze besiyeri eklenmistir. Birlikte 20 dakika bekletilen plazmid ve
transfeksiyon ajam1 hiicre petrisi kuyusuna ilave edilmistir. Gece boyu etiivde
bekletilen hiicrelerden besiyeri uzaklastirilarak taze besiyeri ile degistirilmistir ve

hiicreler etiivde biiylimeye birakilmistir.

Hiicre petrisinde uygun yogunluga ulasan hiicrelere gilin asir1 doz artirarak
(200-1000 ng) Neomisin uygulanmistir. Bdylece plazmidi alan hiicrelerde Neomisin
ilacina direng olacagindan sag kalan hiicrelerde koloni se¢imi yapilmistir ve yeni bir
6 kuyulu hiicre petrisine bu koloniler ge¢irilmistir. 6 kuyulu hiicre petrisinde
bityiitiilen transfekte hiicreler 25 cm®’lik hiicre petrisine gegirilerek stabil MDA-MB-
453 GH+ hiicre hatt1 elde edilmistir.
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3.2.2. Hiicre Canlih@inmin Belirlenmesi
3.2.2.1. MTT ile Hiicre Canhih@inin Belirlenmesi

MTT ajani ile canli hiicrelerde mor renkli formazon tuzu olusturarak hiicre
canliligina bakilmistir. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicreleri 96
kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisinin her kuyucuguna 1,0x10* hiicre olacak sekilde
ekim yapilmis ve 24 saat boyunca hiicrelerin yapismasi i¢in etiivde bekletilmistir.
Curcumin ilag uygulamast doza bagl olarak (5-30 uM) 24 saat ve 48 saat boyunca
uygulanmustir. flag uygulamasi takiben 24 saat ve 48 saat sonunda her kuyucuga 10
ul MTT ajan1 eklenerek hiicreler 4 saat boyunca etiivde bekletilmistir. 4 saat
sonrasinda besiyeri hiicrelerden uzaklastirilarak her kuyucuga 100 pl DMSO
eklenmistir ve karanlikta 5 dakika bekletilmistir. Spektrofotometrede ikili dalga boyu

570 nm ve 655 nm’de absorbans 6l¢timii ile okutulmustur.

3.2.2.2. Hiicre Sagkalimi ile Canhihigin Belirlenmesi

MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicreleri 6 kuyulu hiicre
kiiltiirii petrisine 0,5x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Gece boyu hiicrelerin
yapigsmast beklendikten sonra hiicrelere 20 pM curcumin 24, 48 ve 72 saat
uygulanmistir. 24, 48 ve 72 saat sonunda hiicreler tripsin ile kaldirilmis ve 2000
rpm’de 5 dakika santriflij edilmistir. Santrifiij sonras1 siipernatant atilarak 1 ml taze
besiyerinde hiicreler pipetaj ile karigtirilmistir. Mikrofiij tiiptine 10 pl hiicre ve 10 pl
tripan mavisi eklenerek hiicreler boyanmistir. Boyali hiicrelerden 10 pl ¢ekilerek

sayma aparatina konmus ve hiicre sayim cihazinda canli ve 6l hiicreler sayilmistir.

3.2.3. Eliza Yontemi ile GH Varhgimin Belirlenmesi

25 cm?’lik hiicre kiiltiirii petrilerinde bulunan MDA-MB-453 dogal tip ve GH+
meme kanseri hiicrelerinin 24 saatlik besiyeri toplanmistir ve filtreli 50 ml’lik falkon
milipore ile 4000 rpm’de 50 dakika santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonras1 milipore
filtresinde kalan kistm yeni bir 1,5 ml’lik mikrofiij tiipline alinmigtir. Growth
Hormone (GH) Human SimpleStep ELISA™ Kit (ab190811) kullanilarak énce
standartlar 250, 125, 62.5, 31.3, 15.6, 7.8, 3.9 pg/ml olacak sekilde Sample Diluent
ile birlikte hazirlanmistir. ELISA plakasinin kuyucuklarina standartlar ve drnekler 50
ul eklenerek protokol dogrultusunda devam edilmistir ve ELISA cihazinda 450 nm
dalga boyunda okutulmustur.
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3.2.4. Koloni Olusumu Yontemi

MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicreleri 6 kuyulu hiicre
kiiltiiri  petrisine 2,0x10* hiicre olacak sekilde ekilmistir. Bir gece yapismast
beklenen MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerine 20 uM curcumin
uygulanmistir. ila¢ uygulamasini takiben 24 saat sonunda curcumin uygulanan
hiicrelerin besiyeri ortamdan uzaklastirilarak taze besiyeri ile degistirilmistir. 10-15
giin etiivde inkiibasyon sonunda MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerde koloni

olusumu kristal viyole ile boyanarak gdsterilmistir.

3.2.5. Yara lyilesmesi

MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicreleri 35 mm hiicre kiiltiirii petrisine
5,0x10" hiicre olacak sekilde ekilmistir. Bir gece yapismasi beklenen hiicreler 200 pl
mikropipet ucu ile gizilerek yara izleri agilmustir. Hiicrelerin besiyeri ortamdan
uzaklastirilarak PBS ile yikanmustir ve taze besiyeri eklenmistir. Ilag uygulanan
hiicrelere de 20 uM curcumin besiyerine verilmistir. MDA-MB-453 dogal tip ve
GH+ hiicrelerinde 24 saat sonra yara kapanmasmi belirlemek i¢in 11k

mikroskobunda goriintii alinmistir.

3.2.6. Invazyon-Metaztas Yontemi

MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicreleri 24 kuyucuklu
Matrigel Chamber hiicre Kkiiltiirii petrisine 2,5x10* hiicre olacak sekilde ekim
yapilmustir. Petrinin por yapili jel olan i¢ kismina hiicreler %0,1 besiyeri ile birlikte
ve ilag¢ uygulanacak hiicreler de ilave olarak 20 uM curcumin ile birlikte ekilmistir.
Petrinin alt kismina ise %5 besiyeri hazirlanarak ilave edilmistir. Ilag
uygulamasindan 24 saat sonra MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinden por
yapili jel igeren kuyucuklarda kalan hiicreler mikroskopta g¢ekim yapilmis ve

invazyon ve metastaz yapan hiicrelerin sayilar1 belirlenmistir.

3.2.7. Soft Agar ile Koloni Olusumu Yontemi

MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicreleri 6 kuyulu hiicre
kiiltiirii petrisine agar ile birlikte 3,0x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir. 6

kuyulu hiicre petrisine alt agar olarak 500 pl %0,5’lik agaroz ile 500 pl %20 FBS
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iceren besiyeri karistirilarak her kuyuda 1 ml olacak sekilde dokiilmiistiir. Agarin

donmasi i¢in petri laminar flow icerisinde bekletilmistir.

Bu arada disarida kalan agar da donmus oldugundan %0,5’lik agarozu tekrar
mikrodalga firinda eriterek %0,3’liik agaroza diliie edilmigtir. Ayr1 ayr1 3 adet steril
mikrofiij tiipleri birincisinde 333 pl %0,3’1ik agaroz, ikincisinde 333 pul %20 FBS
iceren besiyeri, li¢linciisiinde de 333 pl %10 FBS iceren besiyeri ve 3,0x10" hiicre
olacak sekilde hazirlanmistir. Ilag uygulamasi olan 6rneklerde 20 uM curcumin %20
FBS igeren besiyeri olan mikrofiij tiipiine ilave edilmistir. %0,3’liik agaroz ve %20
FBS iceren besiyeri ile ¢ok sicak olmamasina dikkat edilerek karistirllmistir ve
agaroz donmadan %10 FBS iceren besiyeri ve hiicre lizerine ilave edilerek
karistirllmistir. Tek mikrofiij tiipiinde birlestirilen siispansiyon 6 kuyulu petride
donmus olan agarin iizerine ilave edilmistir. Hiicreler etiive kaldirilarak koloni

olusturmalart i¢in beklenmistir.

3.2.8. Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicreleri RNA izolasyonu
yapilmast i¢in 6 kuyulu hiicre kiiltiiri petrisine 3,0x10° hiicre olacak sekilde
ekilmistir. Gece boyu yapismasi beklenen MDA-MB-453 dogal tip ve GH+
hiicrelerine 20 uM curcumin uygulanmistir. Ilag uygulamasindan 24 saat sonra
hiicrelerden Trizol ile RNA izole edilmistir. RNA’nin izole edildigi %2’lik agaroz
jelde goriintiilendikten sonra PCR atmak i¢in 1000 ng/ul konsantrasyondan RNA’lar
Iscript cDNA Sentez Kiti ile cDNA’ya ¢evrilmistir.

Tablo 1. Metalloproteinaz primerlerin PCR cihazinda ¢alistig sicaklik dereceleri.

Primer Dizi Baglanma Sicaklig1
MMP2F |GGCTGGTCAGTGGCTTGGGGTA .
MMP2R | AGATCTTCTTCTTCAAGGACCGGTT e
MMPIOF | GCGGAGATTGGGAACCAGCTGTA .
MMP9R | GACGCGCCTGTGTACACCCACA 03¢
TIMP1F | ACCATGGCCCCCTTTGAGCCCCTG .
TIMP1R | TCAGGCTATCTGGGACCGCAGGGA 0C
VEGFAF | ATTGGAGCCTTGCCTTGCTG .
VEGFAR | CACGTCTGCGGATCTTGTAC 03¢
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Elde edilen cDNA’larin konsantrasyonlari spektrofotometre ile Olgiildiikten
sonra 5000 ng/ul konsantrasyondan GeNet Bio kiti ile MMP2, MMP9, TIMP1 ve
VEGF primerleri kullanilarak PCR atilmistir. PCR iirtinleri %1°lik agaroz jelde

goriintiilenmistir.

3.2.9. Floresan Boyama

3.2.9.1. 3,3’ Diheksiloksakarbosiyanin Iyodiir (DiOCg) Boyama

MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicreleri 12 kuyucuklu hiicre kiiltiiri
petrisine 1,0x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir. Bir gece yapismast beklenen
hiicrelere 20 pM curcumin uygulanmustir. Ilag uygulamasini takiben 24 saat sonra
hiicreler 0,1 uM DioC6 boya ile 15 dakika inkiibe edilmistir ve floresan mikroskopta

mavi filtre ile canli hiicrelerin goriintiileri ¢ekilmistir.

3.2.9.2. 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) Boyama

MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicreleri 12 kuyucuklu hiicre kiiltiiri
petrisine 1,0x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir. Bir gece yapismast beklenen
hiicrelere 20 uM curcumin uygulanmistir. ila¢ uygulamasimni takiben 24 saat sonra
hiicreler 1ul/ml DAPI boya ile 5 dakika inkiibe edilmistir ve floresan mikroskopta

hiicrelerdeki DNA kiriklar1 gériintiilenmistir.

3.2.9.3. Propidyum iyodiir (PI) boyama

MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicreleri 12 kuyucuklu hiicre kiltiirti
petrisine 1,0x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir. Bir gece yapismast beklenen
hiicrelere 20 uM curcumin uygulanmustir. Ilag uygulamasini takiben 24 saat sonra
hiicreler PI boya ile 30 dakika inkiibe edilmistir ve floresan mikroskopta yesil filtre

ile 6lii hiicreler goriintiilenmistir.

3.2.10. Hiicre Akis Sitometresinde PI Boyamasi

MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicreleri 6 kuyulu hiicre kiiltiirii petrisine
3,0x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir. Bir gece yapismasi beklenen
hiicrelere 20 uM curcumin uygulanmistir. Tlag uygulandiktan 24 saat sonra hiicreler

fikse edilmek icin tripsin ile kaldirilmis ve hiicreler petriden 1,5 ml’lik mikrofiij
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tiiptine toplanarak 2.500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi sivi
kisim atilarak pellet {izerine 1 ml PBS eklenmistir ve tekrar 2.500 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 PBS ortamdan uzaklastirilarak pellet {izerine 1
ml -20°C’de muhafaza edilen %70 Etanol eklenmistir. Mikrofiij tiipiinde bulunan
ornekler alt-list edilerek karistirildiktan sonra -20°C’ye kaldirilarak kisa stireli

bekletilmistir.

Ornekler Facs cihazinda okutulmadan hemen o6nce PI ile boyanmasi
gerekmektedir. Oncelikle drnekleri etanolden uzaklastirmak icin 13.200 rpm’de 2
dakika santrifiij yapilmistir ve santrifiij sonrasi1 etanol atilarak 6rnekleri yikamak
amactyla 1 ml PBS eklenmistir. Tekrar 13.200 rpm’de 2 dakika santrifiij yapilmigtir
ve sonrasinda PBS atilmustir. Orneklerin iizerine 245 pl 1XPBS, 2,5 pl PI boya ve
2,5 ul RNAse eklenerek pipetaj yapilmistir ve karanlikta 37°C’de 30 dakika inkiibe

edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda drnekler cihazda sirayla okutulmustur.

3.2.11. Annexin V/PI Analizi

MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicreleri 6 kuyulu hiicre kiiltiiri petrisine
3,0x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir. Bir gece yapismasi beklenen
hiicrelere 20 uM curcumin uygulanmustir. ilag uygulandiktan 24 saat sonra hiicreler
tripsin ile kaldirilmis ve hiicreler petriden 1,5 ml’lik mikrofiij tlipline toplanarak
2.500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santriflij sonras1 besiyeri atilarak pellet
tizerine 1 ml PBS eklenmistir ve tekrar 2.500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrast PBS ¢ekilerek atilmistir. Orneklerin her birine 250 pl 1xBinding
Buffer eklenmistir ve yavas bir sekilde pipetaj yapilmistir. Sadece PI olarak
okutulacak Orneklerin iizerine 2,5 pl PI ilave edilmistir. Sadece Annexin olarak
okutulacak orneklerin iizerine 2,5 pl Annexin ilave edilmistir. PI ve Annexin birlikte
okutulacak orneklerin iizerine de 2,5 ul PI ve 2,5 ul Annexin ilave edilmistir. Sonra

oda sicakliginda 15 dakika karanlikta inkiibe edilmistir ve cihazda okutulmustur.

3.2.12. DCF-DA Boya ile Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) Tayini

MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicreleri 6 kuyulu hiicre kiiltiirii petrisine
3,0x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir. Bir gece yapismasi beklenen
hiicrelere 20 puM curcumin uygulanmustir. Ilag uygulandiktan 24 saat sonra

hiicrelerin besiyerine 0,5 pul DCF-DA boya eklenerek 30 dakika etiivde inkiibe
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edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda petriden besiyeri uzaklastirilarak hiicrelere PBS
eklenmistir ve floresan mikroskobunda mavi filtre ile hiicrelerdeki ROS birikimleri

goriintiilenmistir.

Mikroskop goriintiileri alindiktan sonra hiicreler tripsin ile kaldirilmis ve
hiicreler petriden 1,5 ml’lik mikrofiij tlipiine toplanarak 2.500 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 sivi kisim atilarak pellet lizerine 1 ml PBS
eklenmistir ve pipetaj ile hiicreler karigtirilmigtir. Orneklere okutmadan hemen &nce

sirasyla 1 pl PI eklenerek cihazda okutmalar yapilmistir.

3.2.13. immunoblatma Yoéntemi

3.2.13.1.  Protein izolasyonu

MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicreleri 60 mm’lik ve 100 mm’lik hiicre
kiiltiirii petrilerine 8,0x10° ve 2,2x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir gece
yapismas1 beklenen hiicrelere 20 uM curcumin uygulanmistir. flag¢ uygulandiktan 24
saat sonra hiicreler normal protein izolasyonu icin 1XPBS ve fosfo protein
izolasyonu i¢in 1XTBS ile kazinarak mikrofiij tliplerine toplanmistir. Hiicreler 2
dakika 13.200 rpm’de +4 °C de santrifiij edilmistir. Hiicreleri kazima ve santrifiij
islemi iki kere tekrarlanmistir ve santrifiij sonrasinda iist sivi g¢ekilerek atilmistir.
Hiicrelerin tlizerine pelletin yogunluguna gore lizis tamponu eklenerek 20 dakika
boyunca calkalayicida inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda drnekler 20 dakika
13.200 rpm’de +4 °C de santrifiij edilmistir ve list faz yeni bir mikrofiij tlipiline

alinarak ornekler -80°C’de saklanmustir.

3.2.13.2. Bradford Yontemi ile Protein Miktar1 Tayini

Hiicrelerdeki protein miktarinin  belirlenmesi i¢in  Bradford ydntemi
kullanilarak konsantrasyonlar1 Ol¢lilmiistiir. Standart egrinin olusturulabilmesi i¢in
1,5 pg/ ul, 3 pg/ ul, 4,5 pg/ ul, 6 pg/ ul, 7,5 pg/ wl olacak sekilde 1 pl, 2 pl, 3 ul, 4
ul, 5 pl BSA 96 kuyucuklu hiicre petrisine eklenmistir ve protein 6rneklerinden 1 pl
cekilerek ayni petriye eklenmistir. Tiim 6rneklerin tlizerine Bradford tamponu ilave
edilerek 595 nm dalga boyunda absorbanslari Olcililmiistiir. Standartlarin
absorbans/konsantrasyon grafigi elde edildikten sonra, bu grafigin egim esitliligi
kullanilarak absorbans degerleri bilinen oOrneklerin protein konsantrasyonlari

hesaplanmustir.
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3.2.13.3. Protein Hazirlanmasi ve SDS-PAGE Jelde Yiiriitiilmesi

Protein ornekleri 35 pg olacak sekilde ve 5X laemmli hesaplanarak mikrofiij
tiipiinde hazirlanmistir ve 5 dakika 95°C’de inkiibe edilmistir. %4 yiikleme ve %12
ayrma SDS-PAGE jel hazirlanarak ornekler ve protein belirte¢ kuyucuklara
yiiklenmistir. SDS-PAGE jel 90 V’da 4 saat yiirime tamponu igerisinde

yuritilmistir.

3.2.13.4. Proteinlerin Membrana Transfer Edilmesi ve Bloklama

SDS-PAGE sonrast yilikleme jeli kesilerek ortamdan uzaklastirilmistir ve
ayirma jeli transfer tamponuna alinmistir. Ayirma jeli boyutunda kesilen 0,45 pm
poliviniliden fluorid (PVDF) membran metanol ile aktive edilerek transfer
tamponunda packler ve jel ile birlikte 15 dakika bekletilmistir. Transfer cihazina
once packin bir kism1 konmustur ve tlizerine membran ve jel yerlestirildikten sonra
tekrar pack konarak transfer edilmeye baslanmistir. Transfer islemi sonrasi
membranlar, 1 saat oda sicaklifinda %>5’lik siitte (siit tozu 1X TBS igerisinde

¢oziilmiistiir) bekletilerek bloklama yapilmistir.

3.2.13.5. Membranlar: Primer ve Sekonder Antikora Alma

Bloklanan membranlar siitten alinarak 50 ml’lik falkonlarda 1:250, 1:500 ya da
1:1000 oranlarda hazirlanan primer antikorlarla gece boyu +4°C’de roller {izerinde

dondiirtilmistiir.

Kullanilan primer antikorlar B-actin, GAPDH, GH, GHR, GHRH, JAK2, p-
JAK2, STATL, p-STAT1L, STATS3, p-STAT3 (Ser727), p-STAT3 (Tyr705), STATS,
p-STATS5, Src, SOCS1, SOCS3, MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2, E-cadherin, N-
cadherin, B-catenin, Vimentin, PARP, Caspase-7, Caspase-3, Caspase-9, Bax, p-Bad
(Ser112), Mcl-1, Bcl-2, Bcl-X. PUMA, Fas, TRADD, FADD, Caspase-2, Caspase-
8, Bid, Siklin D1, Rb, p-Rb, p21, p53, PI3K, Akt, p-Akt (Ser473), FoxO3a (Ser253),
FoxO3a (Ser318,321), p38, p-p38 MAPK (Thrl80/Tyrl82), p44/42, p-pd4/a2,
SAPK/INK, Ras, c-Raf, c-fos, c-jun, c-myc, IKKa, IKKp, p-IKKo/B, IKBa, p-IKBa
(Ser32), NF-kB, p-NF-kB, PPARy, TRAF2, TRAF3, NIK, P100, p-P100, RelB, AZI,
AZ, ODC, PAO, SSAT dir.

Primer antikor uygulamasinin ardindan membranlar 3 kere TBS-Tween ile 5’er

dakika yikanarak 1:3000 oranda hazirlanan sekonder atikorlara alinmistir.
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Membranlar gece boyu +4°C’de roller iizerinde dondiiriilerek proteinlere baglanmis

olan primer antikorlara, sekonder atikorlarin baglanmasi saglanmistir.

3.2.13.6. Protein Bantlarinin Chemidoc Cihazinda Goriintiilenmesi

Sekonder antikor uygulamasinin ardindan membranlar 2 kere TBS-Tween ve 1
kere TBS ile yikanmistir. Yikamanin ardindan membranlar sirayla lumimol ile
hazirlanan ECL tampon igerisinde 2-3 dakika bekletildikten sonra Chemidoc
cihazinda ¢ekim yapilmistir. Luminol, membranda primer ve sekonderin baglanmis
oldugu proteinin 1s1masini saglayarak bantlarin koyu renkte bilgisayar programinda

goriinmesine olanak saglamaktadir.

3.2.14. Poliamin Miktarlarimin Yiiksek Basinch Sivi Kromotografisi (HPLC)

ile Tayini

MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicreleri 60 mm’lik hiicre kiiltiirli petrisine
1,0x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilarak bir gece yapismasi beklenen hiicrelere
20 uM curcumin uygulanmustir. {lag uygulandiktan 24 saat sonra hiicreler soguk PBS
ile kazinarak 1,5 ml’lik mikrofiyj tliplerine toplanmistir ve 13.200 rpm’de 2 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda supernatant c¢ekilerek atilmistir ve 1 ml PBS
eklenerek pipetaj ile hiicreler iyice karistirilmistir. Uzerine 100 pl TCA (Trikloro
asetik asit) ilave edilerek mikrofiij tiipii alt-iist edilerek karigmasi saglanmustir.
Ornekler 14.500 rpm’de 25 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi {ist fazda
bulunan PA ekstraktlar1 yeni bir mikrofiij tiipline geg¢irilmistir ve -20°C’de
saklanmistir. Pellet ise 50 ul PBS ile coziilerek Bradford yapilmistir ve protein

konsantrasyonlar1 hesaplanmistir.

-20°C’de bulunan PA ekstraktlarin PH’1 1 ml 2M sodyum hidroksit (NaOH) ile
ayarlanarak 10 pl benzil kloriir ilave edilmistir ve bdylece poliaminlere benzil
halkas1 baglanmigtir. Daha sonra 2 ml 5M sodyum kloriir (NaCl) tuz ¢ozeltisi ilave
edilerek diger monomerlerin ve artiklarin ¢okmesi saglanmistir. Her tiipe 2 ml
dietileter ilave edilerek poliaminlerin ¢dziinmeleri saglandiktan sonra faz ayrim ile
poliaminler ayrilmistir. Eppendorf konsantratér ile ucurma yapilarak ortamdan
uzaklastirilan dietileter poliaminlerin dipte ¢dkmelerini saglamistir. Bu asamada
kristal formda bulunan poliaminler %60 Metanol i¢erisinde ¢ozlinmiistiir ve Applied

Biosciences HPLC sistemi kullanilarak hiicrelerdeki poliamin seviyeleri 6l¢iilmiistiir.
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4. SONUCLAR

41. MDA-MB-453 Meme Kanseri Hiicrelerinin Karakteristik
Ozellikleri

MDA-MB-453 dogal tip hiicre hattinda biliylime hormonu (GH), biiyiime
hormonu reseptorii (GHR), biiylime hormonunu serbestleyen hormon (GHRH) ve
biliylime hormonunu serbestleyen hormon reseptorii (GHRHR) anlatim durumlarini
belirlemek i¢cin RT-PCR ve immunoblotlama yontemi kullanilmigtir. RT-PCR ve
immunoblotlama sonuglar1 birbirini destekleyerek GH, GHR, GHRH ve GHRHR
anlatim durumlar1 Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. MDA-MB-453 dogal tip hiicre hattinda GH, GHR, GHRH ve GHRHR anlatim
durumlarinin gosterilmesi.

Anlatim durumu

Hiicre Hatt1 GH GHR GHRH GHRHR

MDA-MB-453 - + + -

4.2. MDA-MB-453 Meme Kanseri Hiicrelerinde PC3.1-GH

Plazmiti Aracihg ile Otokrin GH Anlatiminin Arttirilmasi

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hatlarina PC3.1-GH plazmiti aktarilarak
MDA-MB-453 hiicrelerine otokrin GH anlattmi  kazandirilmistir. Plazmit
aktarilmasindan sonra stabil hiicre hatt1 olusturmak amaciyla neomisin ile secilim
yapilarak 6 farkli koloni elde edilmistir. Segilen kolonilerden protein izolasyonu
yapilmis ve SDS-PAGE jelde yiiriitiilerek PVDF membrana transfer edildikten sonra

GH anlatimina bakilmustir.

GH transfekte edilen kolonilerde immunoblotlama sonucuna gore secilen

kolonilerde etkin bir GH transfeksiyonu yapildigr goriilmiis, yapilacak olan
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deneylerde kullanilmak {izere GH anlatim1 fazla olan 2. koloni se¢ilmistir. Bununla
beraber MDA-MB-453 dogal tip hiicrelerinde ve PC3.1 plazmiti aktarilan hiicrelerde
GH anlatiminin olmadigi belirlenmistir (Sekil 17).

T S —— - { GH (22 kDa)

W ————— | B-actin (45 kDa)

Sekil 17. GH transfekte edilen MDA-MB-453 hiicre hatlarinda GH anlatim seviyesinin
belirlenmesi. 1.MDA-MB-453 dogal tip, 2-7. PC3.1-GH plazmit transfeksiyon sonrasi neomisin ile
secilen klonlar, 8. MDA-MB-453 PC3.1 hiicresi.

4.3. Otokrin GH Anlatiim Gergceklestirilen MDA-MB-453
Hiicrelerinde @GH  Anlattmmmin  Bazal  Seviyesinin

Immunoblotlama Teknigi ile Belirlenmesi

Transfeksiyon sonrast GH anlatimmin daha fazla oldugu belirlenen 2.
koloniden stabil hiicre hatt1 olusturulmus ve bu hiicre hattindan 24, 48 ve 72 saatlik
protein izolasyonu yapilarak hiicre i¢indeki otokrin GH seviyesinin zamana bagh
olarak anlatimina bakilmistir. Yapilan immunoblotlama sonucunda hiicre i¢i bazal

GH anlatiminin 48 saatten sonra azaldigi belirlenmistir (Sekil 18).

GH (22 kDa)

B-actin (45 kDa)

Sekil 18. MDA-MB-453/GH+ meme kanseri hiicrelerinde zamana bagh bazal GH anlatiminin
imunoblotlama ile gosterilmesi. 1. MDA-MB-453 dogal tip, 2.MDA-MB-453 GH+ 24 saat, 3.MDA-
MB-453 GH+ 48 saat, 4 MDA-MB-453 GH+ 72 saat, 5.MDA-MB-453 PC3.1 hiicresi.
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MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde medya ve protein izolasyonu
sonucu elde edilen pellette GH miktar1 immunoblotlama teknigi ve Eliza yontemi ile
tayin edilmistir. Dogal tip hiicrelerde medya ve pellette GH varlig1 bulunmaz iken
GH+ transfekte yapilan MDA-MB-453 hiicrelerinde GH varlig1 saptanmistir (Sekil
19).

MDA-MB-453
dogal tip MDA-MB-453 GH +

P M P M

A W GH (22 kDa)

- -~ fB-tubulin (55 kDa)
g 400 7 wkx
S 3504 —l Il DMEM Medya
£ 3004 MDA-MB-453 wt
2 - B MDA-MB-453 GH+
o 200 -+
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Sekil 19. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme Kanseri hiicrelerinde GH varhgimn
immunoblotlama ve Elisa yontemi ile gosterilmesi (P: Hiicre lizati, M: Hiicre Kkiiltiirii medium)
***n<0,0001.

4.4. MDA-MB-453 Dogal tip ve Otokrin GH Anlatim
Gerc¢eklesen Meme Kanseri Hiicre Hatlarnmn Morfolojik

Ozelliklerinin Belirlenmesi

Otokrin GH anlatimi  gergeklestirilen MDA-MB-453 meme Kkanseri
hiicrelerinin morfolojik 6zellikleri 151k mikroskobu ile belirlenmistir. Dogal tip ve
otokrin GH anlatimi gergeklestirilen MDA-MB-453 hiicrelerindeki morfolojik

farkliliklar ve zamana bagli olarak hiicre proliferasyonundaki degisimler 24, 48 ve 72
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saat boyunca gorintiilenmistir. Isik mikroskobu goriintiilerine bakildiginda dogal tip
MDA-MB-453 hiicrelerinin GH transfekte edilmis hiicre hattina gére daha yuvarlak
morfolojide oldugu gorilmistiir. Otokrin GH anlatimi kazandirilmis hiicrelerde
zamana bagli olarak dogal tip hiicre hattina gore morfolojilerinin degiserek daha hizli

biiyiidiigii belirlenmistir (Sekil 20).

MDA-MB-453 MDA-MB-453
Dogal Tip GH+

24 saat

48 saat

72 saat

Sekil 20. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda zamana bagh olarak
hiicre morfolojilerindeki degisikliklerin belirlenmesi.
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4.5. Dogal tip ve Otokrin GH Anlatimm Gergeklestirilen MDA-
MB-453 Meme Kanseri Hicrelerinde Curcuminin Hiicre

Canlihg1 Uzerine Etkisinin Gosterilmesi

MDA-MB-453 meme kanseri hiicrelerinde otokrin GH anlatiminin curcumin
ile indiiklenen hiicre oliimii iizerine etkisini belirlemek amaciyla MTT teknigi
kullanilmistir. Dogal tip ve MDA-MB-453 GH+ hiicrelerine artan dozlarda 24 ve 48
saat boyunca curcumin uygulanmistir. Yapilan MTT sonucunda curcuminin dogal tip
MDA-MB-453 hiicre hattinda hiicre canliligini azalttigi goriiliitken GH anlatimi
gerceklestirilen MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hatlarinin ise daha direngli
oldugu goriilmiistiir. Daza bagli 48 saat uygulanan curcuminde ise GH aktarilan

hiicrelerde bu direncin 20 uM curcumin uygulamasi ile kirildig1 goriilmiistiir.

Segilen 20 uM curcumin dozunun hiicre sag kalimi {izerine etkisini belirlemek
amaciyla sag kalim analizi gerceklestirilmistir. Sag kalim analizi sonuglarina
bakildiginda, dogal tip ve otokrin GH anlatim1 gergeklestirilen MDA-MB-453 meme
kanseri hiicrelerinin kontrol gruplar1 karsilastirilacak olursa GH anlatimi ile birlikte
hiicre proliferasyonunda zamana bagli olarak Onemli derecede bir arttig1
belirlenmistir. Curcumin uygulanan dogal tip hiicre hattinda zaman bagl olarak
hiicre biiytimesi azalirken GH transfekte edilen MDA-MB-453 hiicrelerinde ise 24
saate bir direng olustugu 48 saatle beraber bu direncin kirilarak hiicre biiyiimenin

baskilandigi belirlenmistir (Sekil 21).
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1501 24 saat 150+ 48 saat
Em MDA-MB-453-wt

% MDA-MB-453-GH

E=m MDA-MB-453-wt
== MDA-MB-453-GH

Bagil Hiicre Canliligi (%)

Bagil Hiicre Canliigi (%)

Curcumin (uM) Curcumin (uM)

C. - MDA-MB-453
MDA-MB-453 Curcumin +
=+ MDA-MB-453 GH
¥- MDA-MB-453 GH Curcumin +

400
300
200

100

Huicre Sayisi (x104)

T T T T
0 24 48 72
Curcumin uygulamasi {Saat)

Sekil 21. MDA-MB-453 dogal tip ve GH transfekte edilmis hiicre hatlarinda doza bagh
curcumnin uygulamasinin hiicre canhhgina etkisinin belirlenmesi. A. 24 saat B. 48 saat
doza bagh curcuminin hiicre canlihgina etkisi. C. 20 pM curcumin uygulamasinn hiicre
biiyiimesi iizerindeki etkisi.

4.6. Curcuminin GH Sinyali ve JAK-STAT Sinyal Yolag
Uzerine Etkisinin MDA-MB-453 Dogal Tip ve GH+ Meme

Kanseri Hiicrelerinde irdelenmesi

Curcumin’in GH sinyali iizerindeki etkisinin irdelenmesi i¢in GH anlatimi
arttirllan MDA-MB-453 hiicrelerine 24 ve 48 saat curcumin uygulamasini takiben
izole edilen protein oziitlerinde GH, GHR, GHRH anlatimlari immunoblotlama ile
irdelenmistir. MDA-MB4-53 GH+ hiicrelerine 24 saatte 20 pM curcumin
uygulamasinin hem GH hem de GHRH anlatiminda ilag uygulanmayan MDA-MB-
453 GH+ hiicrelere kiyasla belirgin sekilde baskiladigi tespit edilmistir. GH
anlatimmin MDA-MB-453 GH+ hiicrelerinde ilag uygulamasiyla birlikte bu etkinin
devamliligini korudugu belirlenmistir. GHR anlatimi1 GH anlatimi arttirilan MDA -
MB-453 meme kanseri hiicresinde 24 saatte Curcumin uygulamasiyla azalmistir. 48
saatte ise kontrol ile ila¢ uygulanan hiicreler arasindaki GHR anlatiminda ¢ok fazla

degisiklik goriilmemistir. Dogal tip MDA-MB-453 ve MDA-MB-453 PC3.1 meme
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kanseri hiicre hatlarinda ise GHR nin anlatimi ayn1 seviyede tespit edilmistir. GHRH
anlattmi ise GH anlatimi olan MDA-MB-453 meme kanseri hiicresinde ilag
uygulamasiyla birlikte azalis gdstermekle birlikte kontrol gruplarinda da zamana

bagli olarak anlatiminin azaldig1 tespit edilmistir (Sekil 22).

Dogal PC3.1-GH PC3.1
tip

24 gaat 48 saat

Curcumin (20 pM)
GH (22 kDa)

1,0 348 186 232 258 09

GHR (140, 110 kDa)

10 20 17 22 19 18
1.0 11 04 57 05 07

GHRH (13kDa)

10 05 02 02 01 07

B-actin (45 kDa)

1.0 11 11 11 11 11

Sekil 22. MDA-MB-453 dogal tip ve transfekte edilen GH+ ve PC3.1 hiicre hatlarinda
curcuminin zamana bagh GH, GHR ve GHRH anlatimina etkisinin gosterilmesi.

GH sinyalinin asag1 sinyal anahtar molekiilii olan STATS anlatiminin MDA -
MB-453 dogal tip hiicrelere kiyasla GH+ hiicrelerinde fazla oldugu ve curcumin ile
STATS anlatiminda azalis olmasi ile birlikte biyolojik olarak aktif olan pSTATS
(Tyr694) defosforile oldugu tespit edilmistir. Plazmit araciligi ile GH anlatim
arttirtlan MDA-MB-453 meme kanseri hiicrelerinde GH sinyalinin biyolojik olarak
aktif olabilmesi icin gerekli olan STATS Tyr694 fosforilasyonun MDA-MB-453
dogal tip ve GH+ hiicrelerinde ilag uygulamasina bagl olarak defosforile oldugu
gosterilmistir. GH anlatimi arttiritlan MDA-MB-453 hiicrelerine gore JAK2 anlatimi
daha fazla olan dogal tip hiicrelerinde curcumin uygulamasi ile birlikte sinyal
tepeden bakilandigi gosterilmistir. Hiicre sag kalimi, proliferasyonu, invazyon,
metastaz ve anjiyogenez ile iliskisi bilinen Src, STAT1 ve STAT3 anlatim1 curcumin
ile MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde baskilandigi gosterilmistir. Ayni
zamanda STAT1 Tyr701 fosforilasyonu ve STAT3 Tyr705 fosforilasyonu curcumin
ile her iki hiicre hattinda da baskilanmaktadir. STAT3 Ser727 fosforilasyonu az olan

MDA-MB-453 dogal tip hiicrelerinde curcumin ile baskilanmasina ragmen GH+
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hiicrelerinde fosforilasyonun degismemesi diger sinyal yolaklar1 ile

olabilecegini gostermektedir (Sekil 23).

Dogal Tip GH+

Curcumin (20 (M)

| . JAK?2 (125 kDa)
10 05 07 0,1
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Sekil 23. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin

JAK/STAT sinyal yolag: iizerine etkisinin gosterilmesi.

JAK2, STATI1, STATS ve ayn1 zamanda NF-kB p65 inhibitorii olan SOCS1
MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcumin ile birlikte baskilanarak

SOCSI1 proteininn JAK/STAT yolag: iizerinde inhibe edici etkisinin olmadigini

gostermistir. STAT3 inhibit6rii olan SOCS3 ise curcumin ile MDA-MB-453

dogal

tip ve GH+ hiicrelerinde artarak STAT3’lin baskilanmasini saglamaktadir (Sekil 24).
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Dogal Tip GH+
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Sekil 24. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcumin ile JAK/STAT
inhibitorleri iizerine etkisinin gosterilmesi.

4.7. Curcuminin MDA-MB-453 Dogal Tip ve GH+ Meme

Kanseri Hiicrelerinde Koloni Olusumu Uzerine Etkisi

MDA-MB-453 GH+ meme kanseri hiicrelerinde GH anlatiminin arttirilmasina
bagli olarak koloni olusturma {iizerine etkisi irdelendigi MDA-MB-453 dogal tip
hiicrelere kiyasla zamana bagli koloni olusturma durumu GH anlatimi arttirilan
MDA-MB-453 GH+ meme kanseri hiicrelerinde daha fazla oldugu gézlemlenmistir.
Curcumin uygulamasinin zamana bagli olarak MDA-MB-453 dogal tip hiicrelerinde
koloni olusumunu belirgin bir sekilde baskiladig1 tespit edilmistir. Ayriva
curcuminin MDA-MB-453 GH+ meme kanseri hiicrelerinde de zamana bagli koloni

olusumunu baskiladigi tespit edilmistir (Sekil 25).
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Sekil 25. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin
koloni olusumu iizerine etkisinin gosterilmesi.

4.8. Curcuminin MDA-MB-453 Dogal Tip ve GH+ Meme
Kanseri Hiicrelerinde Soft Agar ile Koloni Olusumu

Uzerine Etkisi

Curcuminin MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde
koloni olusumu iizerine etkisinin soft agar ile gdsterilmistir. MDA-MB-453 dogal tip
meme kanseri hiicrelerinin 525 um c¢apinda koloni olusturduklar tespit edilirken, GH
anlatimi arttirilldiginda MDA-MB-453 hiicrelerinin koloni ¢aplart 832 pum olarak
yiikseldigi tespit edilmigtir. 20 uM curcumin uygulamasmin hem dogal tip hem de
MDA-MB-453 GH+ hiicrelerinin koloni olusturma durumlari irdelendigi zamana
dogal tip hiicreler 348 pm c¢apinda koloni olustururken, GH+ hiicrelerin koloni
caplar1 curcumin uygulamasi ile 472 pm olarak tespit edilmistir. Soft agar deney
sonucuna gore GH anlatiminin arttirilmasina bagh aktif GH sinyal durumunun
MDA-MB-453 GH+ meme kanseri hiicrelerinde koloni olusumunu tetikledigi
gosterilmistir. Ayrica curcumin uygulamasinin MDA-MB453 hiicrelerinin koloni
olusumu iizerine ket vurucu etkisi goriilmiistiir. GH+ anlatimin arttirilmasinin koloni
olusumunu dogal tipe kiyasla yiiksek oranda arttirmis olsa da curcumin

uygulamasinin bu etkiyi baskiladigi tespit edilmistir (**p=0.0081, Sekil 26).
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Sekil 26. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin soft agarda koloni olusumu iizerine etkisinin 151k ve DiOC; boya ile
floresan ¢ekiminin gosterilmesi.
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Sekil 27. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin soft agarda
koloni olusumu iizerine etkisinin gosterilmesi (Biiyiitme: 40X, ns: istatistiksel olarak farkh

degildir, **p< 0.05).
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4.9. Curcuminin MDA-MB-453 Dogal Tip ve GH+ Meme

Kanseri Hiicrelerinde Yara Iyilesmesi Uzerindeki Etkisi

MDA-MB-453 meme kanseri hiicrelerinde aktif GH sinyalinin invazyon
tizerine etkinin gosterilmesi i¢cin MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme kanseri
hiicrelerinde olusturulan yaranin kapanma durumu 0-24 saat araliklarinda g¢ekim
yapilarak Ol¢iilmiistiir. MDA-MB-453 dogal tip hiicrelerinde 0. saatte olusturulan
yara aralik uzunlugu 453 pm olarak belirlenmis ve olusturulan yaranin kapanma
durumu 24. saatte 323 um olarak Sl¢iilmiistiir. Ayrica MDA-MB-453 GH+ meme
kanseri hiicrelerinde ise yara mesafesi, 0. saatte aralik uzunlugu 400 pm ve 24. saatte
307 um olarak olgiilmiistiir. Boylece hem dogal tip hem de GH+ MDA-MB-453
meme kanseri hiicresinde zamana bagli olarak yaranin biiylik 6lgiide kapanma
durumunda oldugu belirlenmistir. Curcuminin MDA-MB-453 dogal tip hiicre
hattinda yara kapanma iizerinde ket vurucu etkisi tespit edilirken (0. saatte 464 pm,
24. saatte 490 pm), GH anlatimi arttirilan MDA-MB-453 hiicre hattinda ise yara
kapanmasinin sabitlendigi goriilmiistiir (0. saatte; 395 um, 24. saatte 323 pm). Sonug
olarak GH anlatimi arttirrlan MDA-MB-453 meme kanseri hiicresinin dogal tip
meme kanseri hiicresine gore 24 saatte ilaca karsi direncli oldugu tespit edilmistir

(Sekil 28, **p= 0,0079).
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Sekil 28. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin yara iyilesmesi iizerine etkisinin gosterilmesi (ns: p>0,05; **p<
0,05).
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4.10. Curcuminin MDA-MB-453 Dogal Tip ve GH+ Meme

Kanseri Hiicrelerinde invazyon-Metastaz Uzerine Etkisi

MDA-MB-453 dogal tip hiicrelerinde GH anlatim1 arttirilmis MDA-MB-453
ve dogal tip MDA-MB-453 hiicrelerinde 20 puM curcuminin metastaz {izerine
etkisinin belirlenmesi amaciyla BioCoat matrigel invazyon kuyucuklarma ekilen
hiicreler 24 saat boyunca petri ve filtre 151k mikroskobunda goriintiilenmistir. Dogal
tip ve GH+ MDA-MB-453 meme kanseri hiicrelerinde curcumin ile birlikte 24 saatte
kuyucukta bulunan hiicrelerin sayis1 azalmakta fakat GH+ hiicrelerindeki azalma
dogal tip hiicrelerine oranla daha azdir. GH+ hiicrelerinde diren¢ olmasina ragmen
curcumin invazyonu baskilamaktadir (Sekil 29, dogal tip **p= 0,0029; GH+ **p=
0,0080).
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Sekil 29. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin invazyon iizerine etkisinin gosterilmesi (**p< 0,05).
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Dogal tip MDA-MB-453 meme kanseri hiicresinde ilagla birlikte 24 saatte
kontrol grubuna oranla alt petrideki hiicre sayisinin azaldigi goriilmektedir. GH
anlatim1 olan MDA-MB-453 meme kanseri hiicresinde kontrol grubunda 24 saatte
giderek alt petrideki hiicre saymnmin arttig: tespit edilmistir. Ilagla birlikte alt
petrideki hiicre sayis1 zamana bagli olarak azalmistir. Sonug olarak 20 uM curcumin
ile birlikte metastazin GH anlatimi olan ve dogal tip MDA-MB-453 meme kanseri
hiicrelerinde azaldig1 ve GH anlatimi olan hiicrelerin ilaca karsi daha direncli oldugu

belirlenmistir (Sekil 30).
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Sekil 30. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin metastaz iizerine etkisinin gosterilmesi (ns>0,05 *p<0,05).
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4.11. Curcuminin MDA-MB-453 Dogal Tip ve GH+ Meme

Kanseri Hiicrelerinde EMT Uzerine Etkisi

MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcuminin EMT {izerine
etkisinin incelenmesi amaciyla immnuoblotlama teknigi kullanilarak hiicrelerdeki
anlatim seviyelerine bakilmistir. Epitel markir olarak E-Kaderin ve [-catenin,
mezenkimal markir olarak N-Kaderin ve Vimentin kullanilmistir. E-Kaderin epitel
hiicreleri basta olmak iizere ektoderm veya endoderm kaynakli prolifere olan tim
epitel hiicrelerden eksprese edilmektedir. Tiimor hiicrelerinin diizensiz davranisi
nedeniyle hiicre-hiicre iligkisi tiimdrlerde bozulmustur. E-Kaderin, hiicrenin
hareketlilik 6zelliginin yok olmasina neden olan anahtar bir molekiildiir. MDA-MB-
453 dogal tip hiicrelerinde 20 uM curcumin uygulamasi sonucunda 24 saatte E-
kaderin anlatiminin az da olsa arttig1 ve GH+ hiicrelerinde ise E-Kaderin anlatimi
olmadig1 goriilmiistiir. B-catenin dogal tip hiicrelerde curcumin ile artmakta, GH+
hiicrelerde ise degismemektedir. N-Kaderin epitel hiicrelerin mezenkimal hiicrelere
gecinde rol oynamaktadir ve bu durum da hiicrenin hareketlilik kazandigini
gostermektedir. N-Kaderin MDA-MB-453 dogal tip hiicrelerde curcumin ile
baskilanmakta iken GH+ hiicrelerinde degismemistir. Buna bagli olarak B-catenin
gbocli GH+ hiicrelerinde devam etmektedir. Dolayisiyla mezankimale gecis MDA -
MB-453 GH+ hiicre hattinda devam etmektedir. Vimentin de mezankimale gegiste
onemli rol oynayan bir proteindir ve anlatimimnin MDA-MB-453 GH+ hiicrelerinde
dogal tipe oranla daha fazla oldugu tespit edilmistir. Curcumin uygulamasiyla
beraber MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde Vimentin anlatimi1 24 saatte
azalmigtir (Sekil 31).
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Sekil 31. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcuminin EMT iizerine
etkisinin immunoblotlama teknigi ile gosterilmesi.

MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcuminin matriks
metalloproteinaz 2 (MMP-2) anlatim seviyesi lizerine etkisinin mRNA seviyesinde
gosterilebilmesi amaciyla RT-PCR islemi gergeklestirilmistir. MDA-MB-453 GH+
hiicre hattinda MDA-MB-453 dogal tip hiicre hattina oranla MMP-2 mRNA
diizeyinde 6nemli derecede artis saptanmigtir. Dogal tip hiicrelerde MMP-2 mRNA
diizeyi diisik olmakla birlikte curcumin ile MMP-2 mRNA diizeyinde azalma
belirlenmistir. GH+ hiicre hattinda ise MMP-2 mRNA diizeyi fazla olmakla birlikle
curcumin ile MMP-2 mRNA diizeyi artmaktadir. MMP-9 mRNA diizeyi dogal tip
hiicrelerde ¢ok diisiik olmakla birlikte GH+ hiicrelerinde artis goriilmektedir. GH+
hiicre hattinda curcumin ile MMP-9 mRNA diizeyinin azaldig1 goriilmektedir. Dogal
tip hiicrelerde TIMP1 mRNA diizeyi curcumin ile degismemekte ve GH+
hiicrelerinde az da olsa azalmaktadir. GH+ hiicre hattinda ise curcumin ile birlikte
TIMP1 mRNA diizeyinin azaldig1 goériilmektedir. VEGF mRNA diizeyi diisiik olan
MDA-MB-453 dogal tip hiicrelerinde curcumin ile birlikte VEGF mRNA diizeyinin
arttigt  goriilmektedir. VEGF mRNA diizeyi fazla olan MDA-MB-453 GH+
hiicrelerinde ise curcumin ile birlikte VEGF mRNA diizeyinde ¢ok fazla degisim
goriilmemektedir (Sekil 32).
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Sekil 32. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin
matriks metalloproteinazlar iizerine etkisinin PCR ile gosterilmesi.

MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcuminin MMPler iizerine
etkisi ayn1 zamanda immunoblotlama teknigi ile gdsterilmistir. MMP-2 ve MMP-9
anlatimi fazla olan GH+ hiicrelerinde curcumin ile hem dogal tip hem de GH+
hiicrelerinde anlatim baskilanmakta ve MMP-9 inhibitorii olan TIMP-1 curcumin ile
dogal tip hiicrelerde artarken GH+ hiicrelerinde azalmaktadir. MMP-2 inhibitorii
olan TIMP-2 anlatimi dogal tip hiicrelerde olmamakla birlikte GH+ hiicrelerinde
TIMP-2 anlatimi curcumin ile artmaktadir (Sekil 33).
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Sekil 33. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcuminin Matriks
Metalloproteinazlar iizerine etkisinin immunoblotlama teknigi ile gosterilmesi.
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4.12. Curcuminin MDA-MB-453 Dogal Tip ve GH+ Meme
Kanseri Hiicrelerinde Akis Sitometresi ile Hiicre Dongiisii

Uzerindeki Etkisi

MDA-MB-453 dogal tip ve MDA-MB-453 GH+ meme kanseri hiicre
hatlarinda curcumin uygulanarak hiicre dongiisii iizerindeki etkisi PI boya ile birlikte
akig sitometresinde gosterilmistir. MDA-MB-453 dogal tip hiicre hattinda curcumin
uygulanmasit sonucu SubGl popillasyonunda artis goriilmektedir. Kontrol
hiicrelerinde SubG1 popiilasyonu %1,2 iken curcumin uygulanan hiicrelerde %4,9’a
yiikselmistir. GH anlatimi arttirllan MDA-MB-453 hiicresinde ise kontrol grubunda
SubG1l popiilasyonu %1 iken curcumin uygulamasi ile %3,4’e yiikselmistir.
Curcumin ile SubG1 popiilasyonunun artmasi MDA-MB-453 dogal tip ve GH+

hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liimiiniin tetiklendigini gostermektedir.

MDA-MB-453 dogal tip hiicrelerde curcumin uygulanmasi sonucu G2/M
popiilasyonu %24,7°den %42,2’ye yiikselmistir. MDA-MB-453 GH+ hiicrelerinde
ise curcumin uygulanmasi sonucu G2/M popiilasyonu %18,5’den %35,8’¢
yiikselmisgtir. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicre hatlarinda curcumin ile birlikte
G2/M popiilasyonundaki artis hiicre dongiisiine G2/M fazinda ket vurmaktadir (Sekil
34).
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Sekil 34. Curcuminin MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde hiicre dongiisii iizerindeKki etkisinin gosterilmesi (ns>0,05; *p<0,05; **p<0,0001).
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MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicre hatlarinda 24 saat curcumin
uygulamasmin hiicre dongiisii iizerine etkisi immunoblotlama teknigi ile
gosterilmistir. Siklin D1 hiicre dongiisiinde G1 evresiyle iligkili bir siklin molekiilii
olup, MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcumin ile anlatimi
baskilandig tespit edilmistir. Siklin D1 anlatimindaki baskilanma akis sitometresi
analizi ile curcuminin G1 evresinde baskilandigi sonucu ile tutarlilik goéstermektedir.
Retinoblastoma (Rb) anlatimi curcumin ile siklin D1 iizerinden baskilandigindan
MDA-MB-453 dogal tip hiicrelerde degismemektedir. Fakat GH anlatimi arttirilan
MDA-MB-453 hiicrelerinde ise Rb anlatimi1 dogal tip hiicrelerden fazla olmasina
ragmen curcumin ile anlatim baskilanmaktadir. Buna bagli olarak retinoblastomanin
fosfarilasyonu dogal tip hiicrelerde curcumin ile degismemekte ve fosforilasyonun
daha fazla gerceklestigi GH+ hiicrelerde ise baskilanmaktadir. MDA-MB-453 dogal
tip hiicrelerinde curcumin ile p21 anlatimi indiiklenirken GH+ hiicrelerinde
degismemektedir. Indiiklenen p21 nukleus icerisindeki c-Jun’u aktive etmesiyle
bilinmektedir. Bu sonu¢ onkogen immunoblotlama sonuclar1 ile korelasyon
gostermektedir. MDA-MB-453 dogal tip hiicrelerde p53 anlattmi curcumin ile
azalirken GH+ hiicrelerinde anlatimi artmaktadir. Bu durum MDA-MB-453 dogal tip
hiicrelerde curcumin ile apoptotik yolagin devamliligini saglamakta iken GH+

hiicrelerinde indiikledigi gosterilmistir (Sekil 35).
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Sekil 35. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcuminin
hiicre dongiisii iizerine etKisinin gosterilmesi.
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4.13. Curcuminin MDA-MB-453 Dogal Tip ve GH+ Meme
Kanseri Hiicrelerinde PI3K/AKT Sinyal Yolag1 Uzerine
Etkisi

MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde sag kalim yolagi olan
PI3BK/AKT sinyal yolagi lizerine curcuminin etkisi immunoblotlama teknigi ile
gosterilmistir. MDA-MB-453 dogal tip hiicrelerine gére GH+ hiicrelerinde anlatimi
fazla olan PI3K curcumin ile baskilanmaktadir. Curcumin ile Akt aktivasyonu
baskilanan dogal tip ve GH+ hiicrelerinde Akt Ser473 defosforilasyonu oldugu
gosterilmistir. Akt fosforilasyonunun inhibe ettigi FoxO3a Ser253 ve Ser318, 321
fosforilasyonu dogal tip hiicrelerde curcumin ile artarken GH+ hiicrelerinde

defosforilasyonu gergeklesmektedir (Sekil 36).

Dogal Tip GH+

Curcumin (20 pM)

| PI3K (85 kDa)

Akt (60 kDa)

p-Akt (Ser473) (60 kDa)

N | P-Foxo3a(Ser253) (82,97 kDa)

" | P-Foxo3a(Ser318.321) (97 kDa)

| p-actin (45kDa)

Sekil 36. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcuminin PI3K/AKT sinyal
yolagi iizerine etkisinin immunoblotlama teknigi ile gosterilmesi.
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4.14. Curcuminin MDA-MB-453 Deogal Tip ve GH+ Meme
Kanseri Hiicrelerinde MAPK Sinyal Yolag Uzerine Etkisi

MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde diger bir sag kalim yolagi olan
MAPK sinyal yolagi iizerine curcuminin etkisi immunoblotlama teknigi ile
gosterilmistir. MDA-MB-453 dogal tip hiicrelerine gére GH+ hiicrelerinde curcumin
ile MAPK p38 baskilanmakta ve MAPK Thr180/Tyr182 fosforilasyonu
gerceklesmektedir. ERK curcumin ile dogal tip ve GH+ hiicrelerinde baskilanmakta
iken dogal tip hiicrelerde ERK fosforilasyonu ve GH+ hiicrelerde ERK
defosforilasyonu gergeklesmektedir. SAPK/JINK dogal tip hiicrelerde curcumin ile
baskilaniyorken GH+ hiicrelerde degismemektedir (Sekil 37).
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Sekil 37. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcuminin MAPK sinyal yolag:
iizerine etkisinin immunoblotlama teknigi ile gosterilmesi.
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4.15. Curcuminin MDA-MB-453 Dogal Tip ve GH+ Meme

Kanseri Hiicrelerinde Onkogenler Uzerine Etkisi

JAK/STAT sinyal yolagi hedefi olan onkogenlerin MDA-MB-453 dogal tip ve
GH anlatimi arttirilan hiicre hatlarinda curcumin ile 24 saatte anlatimindaki
degisiklikler immunoblotlama teknigi ile belirlenmistir. GH anlatimi arttiritlan MDA -
MB-453 hiicrelerinde Ras, c-Raf, c-Fos, c-Jun ve c-Myc anlatimi dogal tip
hiicrelerden daha fazladir. Curcumin ile MDA-MB-453 GH+ hiicrelerinde Ras ve c-
Fos anlatimlart degismemektedir. MDA-MB-453 dogal tip hiicrelerinde curcumin ile
Ras anlatimi  baskilanmasina ragmen c-Fos anlatiminda bir degisim
gozlemlenmemistir. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcumin ile c-
Raf anlatimi1 ve az da olsa c-Myc anlatim1 baskilanmaktadir. MDA-MB-453 dogal tip
ve GH+ hiicrelerinde c-Jun anlatimi curcumin ile artmaktadir. MDA-MB-453 dogal
tip hiicrelerindeki bu artis p21 indiiklii c-Jun’un aktive olmasindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir (Sekil 38).

Dogal Tip GH+
Curcumin (20 pM) - e - +

Ras (21 kDa)
1,0 0,8 1.9 1,7

'} c-Raf (65, 75 kDa)

c-Jun (43, 48 kDa)

% | c.\Myc (57 kDa)

10 06 35 24

1,0 1.0 10 10

B-actin(45 kDa)

Sekil 38. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin
onkogenler iizerine etkisinin gosterilmesi.
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4.16. Curcuminin MDA-MB-453 Dogal Tip ve GH+ Meme
Kanseri Hiicrelerinde NF-kB Sinyal Yolagi Uzerindeki
Etkisi

MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde 20 uM curcuminin 24 saatte
NF-kB sinyal yolagindaki etkisine hem klasik hem de alternatif yolak {izerinden
bakilmistir. Klasik yolakta, sitoplazmada bulunan IKK kompleksine bagli IKKa
curcumin ile MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde 6nemli bir degisim
gozlemlenmiyorken, IKK[ anlatimi curcumin ile azalmaktadir. Ayrica curcumin ile
MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde IKKo/pf kompleksinin Ser176/180
defosforilasyonu da gerceklesmektedir. Curcumin, IKK kompleksi tarafindan
aktiflesen NF-kB inhibitorii IkBo anlatimimma MDA-MB-453 dogal tip hiicrelerde etki
etmezken IkBa Ser32 fosforilasyonunu arttirmaktadir. MDA-MB-453 GH+
hiicrelerinde ise curcumin ile IkBo anlatiminda baskilanma olmasina bagh IxBa
defosforile olmaktadir. IxkBa’nin fosforilasyonu ile serbestlenen NF-«B curcumin
uygulamasi ile MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde baskilanmaktadir.
Buna bagh olarak NF-xB fosforilasyonu curcumin uygulamasi ile MDA-MB-453
dogal tip hiicrelerde artarken MDA-MB-453 GH+ hiicrelerinde degismemektedir.
Boylece fosforile olan NF-kB aktif olarak MDA-MB-453 dogal tip hiicrelerde
nukleusa gogmektedir. Proliferasyon ile iligkili olan PPARY curcumin ile dogal tip ve
GH+ hiicrelerinde bir miktar artis saptanmistir. PPARYy anlatimindaki bu artis hiicre
farklilagsmasi ile iliskilendirilebilir (Sekil 39A).

Alternatif yolakta ise sitozolik kisimdan membranda bulunan TRAF2 ve
TRAF3 komplekslerine bakildiginda, curcumin uygulamasi sonrast MDA-MB-453
dogal tip ve GH+ hiicrelerinde TRAF3 proteinindeki baskilanma TRAF2
proteininden daha fazladir. TRAF2 proteini ile birlesen NF-kB-indiikleyici kinaz,
NIK, MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcumin ile baskilanarak sinyal
iletiminin devamliligini saglamadigini1 gostermektedir ve sinyal devaminda bulunan
IKKa’ nin da degismemesi bu durumu desteklemektedir. MDA-MB-453 dogal tip ve
GH+ hiicrelerinde curcumin ile p100 proteininin fosforilasyonu degismemektedir.
Fakat MDA-MB-453 GH+ hiicrelerinde curcumin uygulanan ve uygulanmayan
durumlarda p100 proteini p52 proteinini olusturdugu goriilmektedir. p5S2 proteini ile

73



kompleks olusturan RelB proteini MDA-MB-453 dogal tip hiicrelerde anlatimi
gorilmezken MDA-MB-453 GH+ hiicrelerinde curcumin uygulanan ve
uygulanmayan durumlarda mevcuttur. NF-«xB alternatif sinyal yolagi MDA-MB-453
dogal tip hiicrelerde aktif degilken, GH anlatimi arttinlan MDA-MB-453
hiicrelerinde aktiftir (Sekil 39B).

GH anlatim1 arttirilan MDA-MB-453 hiicre hattinda NF-kB p52 olusumu ve
RelB anlatimi varligi dogrultusunda, sitoplazmada olusan RelB-p52 kompleksinin
nukleusa goclinii ve sitoplazmada olusan p50-p65 kompleksinin nukleusa gociinii
belirlemek  amaciyla  nukleer-sitoplazmik  protein  izolasyonu  yapilarak
immunoblotlama teknigi ile gosterilmistir. MDA-MB-453 GH+ hiicresinde
fosforillenen NF-xB p65 sitoplazmada varligi kontrol grubunda ve curcumin
uygulamasi ile belirlenirken nukleusa goc¢ etmedigi tespit edilmistir. RelB-p52
kompleksinin ise sitoplazmadan nukleusa gog ettigi ve curcumin uygulamasi sonucu
hem sitoplazmada hem de nukleusta bulunan RelB anlatiminin baskilandigi
belirlenmistir. Kontrol amaciyla Histon 3 antikoru ile nukleustaki protein varligi

belirlenerek sonuglar dogrulanmistir (Sekil 39C).
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Sekil 39. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin NF-kB klasik ve alternatif sinyal yolag: iizerine etkisinin

gosterilmesi.
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4.17. Curcuminin MDA-MB- 453 Dogal Tip ve GH+ Meme
Kanseri Hiicrelerinde Poliamin Uzerine Etkisinin

Irdelenmesi

MDA-MB- 453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde 20 pM curcuminin 24 saatte
poliamin metabolizmasi tizerindeki etkisine bakilmistir. Poliamin metabolizmasinda
AZ inhibitorii olan AZI MDA-MB-453 GH+ hiicre hattinda degisim goriilmezken
MDA-MB-453 dogal tip hiicrelerinde curcumin ile kirilmanin arttig1 gorilmektedir.
Buna bagli olarak ODC inhibitorii olan AZ MDA-MB-453 dogal tip hiicrelerinde ve
GH+ hiicrelerinde baskilanmaktadir. Poliamin biyosentezinde putresin {iretimini
saglayan ODC enzimi curcumin ile MDA-MB-453 dogal tip hiicrelerinde
baskilanmaktadir fakat GH+ hiicrelerinde etkilenmemektedir. MDA-MB-453 dogal
tip hiicrelerinde poliamin katabolizmasinda gorevli olan PAO ve SSAT enzimleri
curcumin ile artmaktadir ve GH+ hiicrelerinde PAO curcumin ile azalirken SSAT
artmaktadir (Sekil 40).

Dogal Tip GH+

Curcumin (20 M) _
| AZI (47 kDa)

| AZ (23 kDa)

ODC (53 kDa)

| PAO (62 kDa)

SSAT (20kDa)

i

1,0 3,6 2.8 52
‘ s G GE— — | B-actin (45kDa)
1,0 1,1 1.1 1.1

Sekil 40. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcuminin poliamin
metabolizmasi iizerine etkisinin immunoblotlama teknigi ile gosterilmesi.
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MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde 24 saatte 20 uM curcuminin
poliamin metabolizmasi iizerine etkisi HPLC ile gosterilmistir. MDA-MB-453 dogal
tip hiicrelerde curcumin ile putresin (*p= 0,0300) artmakta, spermidin (**p= 0,0018)
ve spermin (**p= 0,0097) miktar1 azalmaktadir. MDA-MB-453 GH+ hiicrelerinde
ise curcumin ile spermin (*p=0,0274) miktar1 azalmaktadir (Sekil 41).
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Sekil 41. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcuminin poliamin
metabolizmasi iizerine etkisinin HPLC ile gosterilmesi (*p<0,05; **p<0,05).



4.18. Curcuminin MDA-MB-453 Dogal Tip ve GH+ Meme
Kanseri Hiicre Hatlarinda Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)
Uzerine Etkisinin Irdelenmesi

MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcuminin hiicre i¢inde strese
bagli olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS) {izerine etkisini belirlemek i¢cin DCF-DA
boya ile floresan ¢ekimi ve akis sitometresinde PI (Propidyum iyodiir) eklenerek 24
saatlik analizi yapilmigtir. DCF-DA boya hiicre icerisinde artan ROS birikimlerini
floresan mikroskobunda parlak yesil renkli olarak gostermektedir. MDA-MB-453
dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcumin ile birlikte hiicre i¢indeki ROS birikimleri
artmaktadir. Akis sitometresi analizlerinde de curcumin ile ROS birikimi MDA-MB-
453 dogal tip hiicrelerinde GH+ hiicrelerinden daha fazla oldugu belirlenmistir (Sekil
42, *p=0,0194).

Curcumin

- =
(20 uM)
“ 1
Dogal Tip
/
II,
j
= TTTI_ T T : U
W 2w W WS B
| \
|IIIlIv TTTIaT T TTTm
; 5

800

600
Il

400
1

Count

200
L

L] Kontrol
Tlaglt

800

600
1

GH+

400
Il

Count

MDA-MB-453 Dogal Tip MDA-MB-453 GH+

N
2
1

Hl Kontrol Hl Kontrol

T Curcumin 204 Curcumin
1.54 ‘ ==
_L O_D-L

Kontrol Curcumin Kontrol Curcumin

- - N
o o (=)
1 1

o
(4]
Bagil ROS Deglsiml (%)

Bagil ROS Deglsiml (%)

=
o

Sekil 42. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcuminin ROS iizerinde
etkisinin gosterilmesi (*p< 0,05).



4.19. Curcuminin MDA-MB-453 Dogal Tip ve GH+ Meme
Kanseri Hiicrelerinde Apoptoz Sinyal Yolag Uzerine Etkisi

MDA-MB-453 meme kanseri hiicrelerinde ila¢ uygulamasiyla birlikte 24 saatte
DAPI boyast ve DNA kiriklarinin arttignr gozlemlenmistir. MDA-MB-453 GH
anlatim1 arttirilan hiicrelerde ise 24 saatte DNA kiriklarinin artti§i fakat dogal tip
MDA-MB-453 hiicrelerine gére daha az DNA kiriklarinin olustugu gézlemlenmistir
(Sekil 43). MDA-MB-453 dogal tip ve GH anlatimi1 arttirilan hiicrelerde
mitokondriyal membran potansiyeli incelenmek amaciyla DIOC6 boyama
yapilmistir. Her iki hiicre hattinda da curcumin uygulamasinin kontrol grubuna
oranla 24 saatte etkili oldugu, mitokondriyel membran potasiyelini bozarak apoptotik
hiicre 6liimiinii tetikledigi goriilmiistiir. iki hiicre hatt1 karsilastirildiginda ise GH
anlatimi olan hiicre hattinin dogal tipe gore daha direngli oldugu gorilmiistiir (Sekil
43). Kontrol grubu ve zamana bagli olarak curcumin uygulanan MDA-MB-453 ve
MDA-MB-453 GH+ hiicrelerin Pl (Propidyum iyodiir) boyamasi sonrast 10X
biiyiikliigiinde floresan mikroskobunda incelenmistir. PI boyasi hiicre 6limiinii tespit
etmekle birlikte hiicre igerisinde nukleusa baglanmaktadir. Her iki hiicre hattinda 24
saatte ila¢ uygulamasiyla boyanan hiicre sayisinin arttigir goriintiilenmistir. MDA-
MB-453 GH anlatim1 olan hiicrelerin dogal tipe gore daha direngli oldugu PI boyama
ile de tespit edilmistir (Sekil 43).
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MDA-MB-453 Dosal Tip MDA-MB-453 GH+

Curcumin (20 uM)
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Mikrnsknhii

Dioc6
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Sekil 43. Curcumin zamana bagh MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde hiicre 6liimii iizerindeki etkisinin gosterilmesi.



MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcuminin 24 saatte apoptotik
evreler lizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in Annexin V-FITCH ve Pl boya ile
birlikte akis sitometresi kullanilarak gosterilmistir. Apoptozun baslamasiyla
hiicrelerde fosfatidilserin membran, plazma membraninin i¢ yiizeyinden hiicre
yiizeyine transloke olur. Annexin V hiicre ylizeyinde fosfatidilserin membrani
boyayarak apoptotik hiicrelerin belirlenmesini saglar. MDA-MB-453 dogal tip ve
GH+ hiicrelerinde curcumin ile birlikte nekrotik hiicre popiilasyonu ¢ok degismezken
apoptoza giden hiicre popiilasyonlar1 artmaktadir. MDA-MB-453 dogal tip
hiicresinde gec¢ apoptotik hiicre popiilasyonu %0.4 iken curcumin ile %20’ye
yiikselirken ge¢ apoptotik hiicre popiilasyonu da %7.5’e yiikselmistir. GH anlatimi
arttirtlan MDA-MB-453 hiicrelerinde ise curcumin ile birlikte erken apoptotik hiicre
popiilasyonu %0.3” den %1.6’ya ve erken apoptotik hiicre popiilasyonu da %0.3’den
%1.4’e ylikselmistir. Curcuminin MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde
apoptozu tetikledigi gosterilmistir (Sekil 44).
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Sekil 44. Curcuminin MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde hiicre 6liimii iizerindeki etkisinin Annexin V-FITCH ve Pl ile analiz edilerek
gosterilmesi.
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MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde i¢sel ve digsal apoptotik sinyal
yolagl 24 saatte immunoblotlama teknigi ile gosterilmistir. Intrinsik yolaginda
mitokondride bulunan pro-apoptoz molekiilii olan Bax dissal yolagindan gelen Bid
molekiiliiniin kesilmesiyle aktivasyonu saglanir. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+
hiicrelerinde curcumin ile Bid baskilanarak kesilmektedir. MDA-MB-453 dogal tip
hiicrelerde curcumin ile Bax aktivitesi degismezken GH anlatimi artirilan MDA-MB-
453 hiicrelerinde ise artmaktadir. Dogal tip hiicrelerde curcumin ile Bad
defosforilasyonu gergeklesirken GH+ hiicrelerinde Bad fosforilasyonu devam
etmektedir. Bcl ailesinden Bcl-2 ve Bcl-X, proteinlerine ket vuran PUMA curcumin
ile dogal tip hiicrelerde baskilanirken GH+ hiicrelerinde degismemektedir. Buna
bagli olarak dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcumin ile Bcl-2 ve Bcl-X_
baskilanmaktadir. Hiicre sag kalimu ile iligkili olan Mcl-1 ise curcumin ile birlikte
dogal tip ve GH+ hiicrelerinde baskilanmaktadir. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+
hiicrelerinde curcumin ile yine hiicre canliligr ile iligkili olan PARP molekiiliiniin
kirilmas1 gerceklesmektedir. Kaspaz kaskadinin aktivasyonuna bakildiginda ise
dogal tip ve GH+ hiicrelerinde kaspaz-9 ve kaspaz-3’tin curcumin ile kirildigi,

kaspaz-7’nin de curcumin ile baskilandigi goriilmektedir (Sekil 45).
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Sekil 45. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcuminin apoptoz ic yolagi
iizerine etkisinin immunoblotlama teknigi ile gosterilmesi.
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Digsal yolakta membranda gomiilii bulunan oOliim sinyal reseptorii Fas
curcumin ile MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerde baskilanmaktadir. Ayni
zamanda curcumin ile birlikte dogal tip ve GH+ hiicrelerinde FADD ve TRADD
proteinlerinin anlatimi1 da baskilanmaktadir. Kaspaz-2’nin apoptotik yolak ile iliskili
olan kisa formu dogal tip hiicrelerde curcumin ile baskilanmakta ve GH+
hiicrelerinde ise apoptozu indiiklemektedir. Bid proteinin aktivasyonunu saglayan
kaspaz-8 curcumin ile dogal tip ve GH+ hiicrelerinde kirilmakta ve baskilanmaktadir
(Sekil 46).
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Sekil 46. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme Kkanseri hiicrelerinde curcuminin
apoptoz dis yolak iizerine etkisinin immunoblotlama teknigi ile gosterilmesi.
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4.20. MDA-MB-453 Dogal Tip ve GH+ Hiicrelerinde NAC ile

Curcumin Etkisinin Geri Cekildiginin Gosterilmesi

MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcuminin hiicrelere verdigi
etkinin geri ¢ekildigini gostermek amaciyla 5 mM dozunda NAC ve 20 uM curcumin
ile birlikte 5 mM NAC hiicrelere uygulanarak MTT yapilmistir. 24 saatte MDA-MB-
453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcumin ile hiicre canliligi %50 civarlarina
diismiis iken NAC ve curcumin birlikte uygulandiginda dogal tip hiicrelerinde %90
civarina, GH+ hiicrelerinde ise %70 civarina yiikselmektedir. 24 saatte NAC ile
curcumin etkisinin geri ¢ekilmesi dogal tip hiicrelerde GH+ hiicrelerine kiyasla daha
fazladir (Sekil 47A.). 48 saatte MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde
curcumin uygulamasi sonucu hiicre canliligt %50 altinda iken NAC ve curcumin
birlikte uygulanmasi sonucu %50 tizerine ¢ikmaktadir. GH+ hiicrelerinde curcumin
ile canlilik dogal tipe kiyasla daha az olmasina ragmen NAC etkisini GH+

hiicrelerinde dogal tip hiicrelerine gore daha fazla gostermistir (Sekil 47B.).
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Sekil 47. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde NAC ile curcumin etkisinin geri ¢ekilmesinin MTT ile gosterilmesi (A: 24 saat, B: 48 saat;
**p=0,0011; ***p< 0,0001; ****p< 0,0001).
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MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcumin etkisinin NAC ile geri
cekildigi akis sitometrisi analizinde gosterilmisti. MDA-MB-453 dogal tip
hiicrelerde curcumin ile ge¢ apoptoz hiicre popiilasyonu %09,1 iken, curcumin ve
NAC uygulanmast sonucu %0,3’e digmektedir. MDA-MB-453 GH+ hiicrelerinde
ise curcumin ile ge¢ apoptotik hiicre popiilasyonu %4,5 iken, curcumin ve NAC

uygulamasi sonucu bu popiilasyon %0,2’ye diismektedir (Sekil 48).
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Sekil 48. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde curcumin ve NAC ile hiicre dliimii iizerindeki etkisinin akis sitometrisinde
gosterilmesi.
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MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde 5 mM NAC’in curcuminin
etkisini geri ¢ektigini gostermek amaciyla DCF-DA boya ile ROS miktar1 floresan
cekim ve akis sitometrisi ile tayin edilmistir. Floresan ¢ekimlerinde 5 mM NAC
dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcuminin olusturdugu ROS miktarin1 geri ¢ektigi
gozlemlenmistir. Akis sitometrisinde yapilan analizde ise NAC’in dogal tip
hiicrelerde curcuminin etkisini azalttigt ve GH+ hiicrelerinde de curcumin etkisini

geri ¢ektigi gosterilmistir (Sekil 49).
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Sekil 49. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ meme Kkanseri hiicrelerinde curcumin ve NAC ile ROS birikiminin analiz edilmesi.
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MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde NAC ile curcumin etkisinin geri
cekildigi HPLC teknigi ile poliamin metabolizmasi iizerinde gosterilmistir. MDA-
MB-453 dogal tip hiicrelerde curcumin uygulamasi ve NAC uygulamasi ile putresin
miktar1 artmakta, spermidin ve spermin miktar1 curcumin ile azalirken NAC ve
curcumin uygulamasi sonucu artmaktadir. MDA-MB-453 GH+ hiicrelerinde putresin
miktart NAC ve curcumin uygulamasi ile sadece curcumin uygulamasina gore
artmakta, curcumin ile azalan spermidin ve spermin miktart ise NAC ve curcumin ile
artmaktadir (Sekil 50).
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Sekil 50. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde NAC ve curcumin etkisinin
poliamin iceriklerinin HPL.C analizi ile gozterilmesi.
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5. TARTISMA

Meme kanseri diinya ¢apinda kadinlarda goriilme siklig1 en yiiksek olan kanser
cesitidir [48]. Batili iilkelerde goriilme sikligi daha fazla olan meme kanseri cografi
bolgelere, diyete ve geneteik faktorlere bagli olarak degismektedir [2]. Bununla
birlikte erken yasta anne olmak, menopoza giris yasi ve menopoz sonrasi sismanlik
risk faktorleri arasindadir. Meme kanserinde dnemli rol oynayan BRCA1 ve BRCA2
gen mutasyonlarindan ER, PR ve HER2/neu negatif profiline sahip olan BRCAl
hastalik seyrinde daha agresif bir profil ¢izmektedir [50]. Meme kanseri gelisiminde
ozellikle spesifik ER aktivasyonu ile aktive olan dstrojenlerin biiyiik bir rol oynadig

distiniilmektedir.

Hipofiz bezinden salgilanan GH c¢ocukluk doéneminde biiyiimeyi saglarken
cocukluk donemi sonrasi devam etmesi akromegali hastaligina sebep olmaktadir.
Cesitli klinik gézlemler ve deneysel ¢alismalar GH dahil hipofiz bezinden salgilanan
hormonlarin insan meme kanseri gelisiminde rol oynadigini gostermistir [4].
Akromegali hastalarinda GH seviyesinden dolayr kanseri tetikledigi, hasta
serumlarindan alman ornekler degerlendirilerek meme kanserini tetikledigi
gosterilmistir [9]. Ayrica meme kanserinde biiylime hormonu reseptorii eksprese

ettigi gosterilmistir [187].

Kanser hiicrelerinde belirlenen artan metabolik faaliyetleri ile son yillarda daha
fazla ¢alisilan PA’lar tedavide yeni bir hedef olmaktadir. Katabolizma ve
biyosentezde Onemli molekiiller olan putresin, spermidin ve spermin meme
kanserinde hiicre proliferasyonunda, hiicre biiyiimesinde ve farklilasmasinda 6nemli
rol oynamaktadir [31]. Kanserli hiicrelerin normal dokulara gore fazla miktarda PA
icerdikleri, metabolik faaliyetlerinin daha aktif oldugu ve PA’de goérevli metabolik
enzim olan ODC’in de arttig1 gosterilmistir [188]. Son yillarda gesitli ajanlarla PA
metabolizmasina etki ederek PA seviyelerinin diistiriilmesi hedeflenmistir [189]. PA

metabolizmasinda azalma meydana gelmesi ile katabolizmada gorevli olan SSAT ve
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SSAT trafindan asetillenen PAO oksidasyonu hiicrede H,0; tiretilmesi sonucu strese

neden olmakta ve apoptotik siireci tetiklemektedir [190].

Curcuma longa bitkisinden elde edilen curcumin anti-tiimér, anti-oksidan, anti-
proliferatif etkisiyle birlikte anti-terapdtik bir ilagtir. Bu sebeple ¢esitli kanser
tirlerinde tedavi etmek amaciyla in vitro ve in vivo ¢alismalar baslamistir [191].
Curcumin sag kalim sinyal yolaklarii baskilamakta ve hiicreyi apoptoza tesvik
etmektedir. Bununla birlikte curcumin invazyon, metastaz ve anjiyogenezi inhibe
ederek timor gelisimini baskiladigi gosterilmistir [45]. Timor ilerlemesinde major
rol oynayan ve meme kanserinde eksprese edilen Ostrojen reseptorii, curcumin ile
hem ER-pozitif hem de ER-negatif hiicrelerde proliferasyonu inhibe ettigi
gosterilmistir [78]. Meme kanseri de dahil olmak {izere bir¢ok kanser tiirlinde asir

eksprese edilen HER2 curcumin ile baskilandigi gosterilmistir [79].

Reseptor acisinda ER ve PR negatif, HER2/neu pozitif profile sahip olan
MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hatti GH transfeksiyon ile GH anlatimi
arttirilarak dogal tip hiicrelere kiyasla curcumin etkilerine bakilmistir. MDA-MB-453
dogal tip ve GH+ hiicrelerinde etkin curcumin dozunu belirlemek amaciyla doza ve
zamana bagli MTT yapilmis ve 20 uM doz ile 24 saate karar verilmistir. GH varligi
belirlenen MDA-MB-453 hiicreleri Eliza yontemi ile medyada GH varligi tespit
edilerek medyaya salinan GH’nun otokrin olarak hiicreyi biiyiimeye tesvik ettigi
belirlenmistir. Curcuminin GH’nu baskiladigi [80] bilinerek 24 saatte MDA-MB-453

GH+ hiicrelerinde de bu etki gosterilmistir.

Sag kalim sinyal yolaklarindan hiicre proliferasyonu, anjiyogenez, invazyon,
migrasyon ile iligkisi ve apoptozu engelledigi [92] bilinen JAK/STAT sinyal yolagi
curcumin ile MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde baskilandig
gosterilmistir. MDA-MB-453 GH+ hiicrelerinde STAT3 Ser727 fosforillenmesi
dogal tip hiicrelere kiyasla daha fazla olmakta ve curcumin ile fosforillenme devam
etmektedir. p38 MAPK maksimum transkripsiyonel aktivite igin Ser727’den
fosforillenen STAT3 aktivasyonuna gerek duydugu bilinmektedir [92].

JAK/STAT inhibitorlerinden SOCS1 JAK2, STATI1, STATS ve p65 NF-xB
inhibitorii iken SOCS3 STAT3 ve pro-inflamasyon sitokinlerini tetikleyen yolagi
MAPK lar ve NF-«B iizerinden TRAF6-TAKL inhibe etmesi ile bilinmektedir [192].
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MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde SOCS1 proteini curcumin ile artmasi
beklenirken azalma tespit edilmistir. Bu sebeple MDA-MB-453 hiicrelerinde SOCS1
proteini JAK/STAT sinyal yolagi iizerinden degil de p65 NF-«xB {izerinden
inhibisyonunu gergeklestirmektedir. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde
SOCS3 proteini curcumin ile artmaktadir. STAT3 Ser727 fosforilasyonu curcumin
ile degismeyen GH+ hiicrelerinde SOCS3, STAT3 iizerinden inhibisyonunu

gosterememektedir.

MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde koloni olusumu {izerine
curcumin etkisi irdelendiginde her iki hiicre hattinda da koloni olusumunu
engelledigi gosterilmistir. Koloni olusumu ayni1 zamanda soft agar teknigi ile
yapilarilarak curcuminin koloni olusumunu baskiladigi goriilmiistiir. Her iki teknik
ile curcumin uyulanmasi sonucu koloni olusturmada GH+ hiicreleri dogal tip

hiicrelere kiyasla daha direncli oldugu goriilmiistiir.

MDA-MB-453 GH+ hiicrelerinde dogal tip hiicrelere gore yara kapanma orani
daha fazla olmasmma ragmen curcumin ile birlikte her iki hiicre hattinda da
azalmaktadir. Ayrica curcmin ile dogal tip ve GH+ hiicrelerinde invazyon ve
metastaz baskilanmigtir. Fakat GH+ hiicrelerinde invazyon ve metastaz orani dogal
tip hiicrelere kiyasla fazla olmasiyla birlikte curcumin uygulamasi sonrasi da bu
oranin dogal tipe gore fazla oldugu saptanmistir. Bu durum GH+ hiicrelerinin
invazyon ve metastaz yapma potansiyelinin dogal tip hiicrelere gore fazla oldugunu

fakat curcuminin bu direnci kirdigin1 géstermektedir.

Buna bagli olarak MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde EMT
markirlarina bakilmistir. E-kaderin azalmasi ve N-kaderin artmasi hiicrelerin epitel
yapidan mezenkimale gectigini gostermekte ve bu durumun migrasyon ile iligkili
oldugu gosterilmistir [14]. Curcumin ile dogal tip hiicrelerde E-kaderin anlatiminda
az da olsa bir atis varken N-kaderin anlatimi1 azalmaktadir. GH+ hiicrelerinde ise E-
kaderin anlatimi1 bulunmamakla birlikte N-kaderin anlatim1 curcumin ile
degismemektedir. Curcuminin dogal tip hiicrelerde migrasyonu baskiladig
belirlenmistir. B-catenin gogii curcumin ile dogal tip hiicrelerde tetiklenmekte ve
GH+ hiicrelerinde go¢ devam etmektedir. PB-catenin gocii c-myc transkripsiyon
faktorlerini aktive ettigi bilinmektedir. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde

95



MMP-2 curcumin ile baskilanmakta ayrica GH+ hiicrelerinde MMP-9 baskilanmakta
ve MMP-9 inhibitdrii olan TIMP-2 curcumin ile artmaktadir.

MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcumin ile hiicre dongiisii G1
fazinda baskilanirken hiicrelerin G2/M fazinda tutulu kaldigi saptanmistir. Bu durum
curcuminin MDA-MB-453 hiicrelerinde proliferasyona G2/M fazinda ket vurdugunu
gostermektedir. Ayn1 zamanda G1 fazi ile iliskili olan Siklin D1 ve Rb anlatimlar1 da
curcumin ile her iki hiicrede baskilanmaktadir. Dogal tip hiicrelerde curcumin ile
indiiklenen p21 nukleus icindeki c-Jun’u aktive ettigi bilinmektedir. Dogal tip
hiicrelerde c-Jun aktivitesinin curcumin ile fazla olmasinin buna bagh oldugu

diistiniilmektedir.

Akt fosforilasyonunun Bad ve FoxO proteinlerinin fosforillenmesini inhibe
ederek FoxO’nun nukleusta kalmasini sagladigi ve boylece apoptoza tesvik ettigi
bilinmektedir [119]. MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde Akt
fosforillenmesi curcumin ile baskilanmasina ragmen FoxO3a Ser253 fosforillenmesi
dogal tip hiicrelerde artmakta ve Ser318,321 fosforilasyonu da degismemektedir.
Fosforillenen FoxO3a nukleustan ¢ikarak p21 artisina sebep oldugundan dogal tip

hiicrelerdeki bu fosforillenmenin p21°yi indiikledigi diistiniilmektedir.

Curcuminin MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde sag kalim yolagini
p38 MAPK ve ERK1/2 sinyal yolag: {izerinden baskiladigi tespit edilmistir. MDA-
MB-453 dogal tip hiicrelerinde curcumin ile ERK fosforillenmesi devam etmekte ve
bu durum p65°i fosforilledigi gostermektedir. SAPK/INK nukleusta c-Jun’u aktive
ettigi bilinmekte ve dogal tip hiicrelerde curcumin ile SAPK/JNK baskilanmasi
sonucu nukleusta c-Jun’u aktive edemedigi, dogal tip hiicrelerde artan c-Jun’un
SAPK/INK kaynakli olmadig: diistintilmektedir.

NF-kB sinyal yolagi curcumin ile birlikte MDA-MB-453 dogal tip ve GH+
hiicrelerinde baskilanmaktadir. Curcuminin p65 proteinini inhibe ettigi bilinmekle
birlikte bu baskilanmada SOCSI1 proteini tlizerinden gerceklesebilecegi de
distiniilmektedir. NF-xB  fosforilasyonu GH+ hiicrelerinde  curcumin ile
degismemesi STAT3 Ser727 fosforilasyonunun degismemesine bagli oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica GH+ hiicrelerinde curcumin ile degismeyen ERK1/2

anlatiminin NF-xB fosforilasyonunu da devam ettirdigi diistiniilmektedir. PPARYy
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curcumin iledogal tip ve GH+ hiicrelerinde artigs gostermekte ve boylece
proliferasyonu baskilayarak farklilasmay1 arttirmaktadir. Alternatif yolak {izerinden
GH+ hiicrelerinde p52 ve RelB kompleksinin sitoplazmadan nukleusa gogii vardir ve

curcumin ile bu gogiin baskilandigi gosterilmistir.

NF-xB ile iligkisi bilinen PA metabolizmasinda MDA-MB-453 dogal tip
hiicrelerde curcumin ile ODC baskilanmasi sonucu biyosenteze ket vurdugu
gosterilmigstir. Katabolik metabolizmada gorev alan PAO ve SSAT enzimleri
curcumin ile artmakta fakat GH+ hiicrelerinde SSAT artmis olmasina ragmen PAO
degismemistir. Hiicreden disartya N1-asetilspermidin/spermin ¢ikist oldugundan
PAO’nun degismedigi diisiiniilmektedir. Ayrica PA metabolizmasinda curcumin ile
MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde spermidin ve spermin azalmasina
gerceklesirken katabolik enzimlerin faaliyetine, strese ve agiga ¢ikan H,O, miktarina
bagli olarak putresin artis1 olmaktadir. GH+ hiicrelerindeki curcumin ile artis ve
azalmalar dogal tipe kiyasla daha az miktardadir. Bu durum ODC’nin curcumin ile
degismemesi goz oniinde bulundurularak GH+ hiicrelerinde katabolik faaliyetlerle
birlikte biyosentezinde aktif bir sekilde calistigindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
PA metabolizmasinda agiga c¢ikan HO; ve stres ile tetiklenen hiicrelerdeki ROS

birikimi MDA-MB-453 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde curcumin ile artmaktadir.

H,O, miktar1 ve stres ile tetiklenen apoptozda curcumin ile MDA-MB-453
dogal tip hiicrelerde anti-apoptotik proteinler baskilanmakta ve GH+ hiicrelerinde ise
Bcl-X araciligi ile engellenmektedir. Buna bagli olarak Bid kesilmesiyle aktive olan

pro-apoptotik proteinler curcumin ile artarak apoptoz tesvik edilmektedir.

Sonu¢ olarak curcuminin sag kalim yolaklarim baskilamasi, invazyon,
migrasyon ve anjiyogenezi inhibe etmesi, apoptozu tesvik ederek kanserli hiicrelerin
Oliimiinii saglamas1 ve poliamin metabolizmasindaki etkileri MDA-MB-453 hiicre
hattinda gosterilmistir. Curcuminin bilinen 6zellikleri ve elde edilen sonuglar

dogrultusunda gelecekte tedavi amagl kullanimina 1s1k tutmaktadir.
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PUMA, Bcl-2, Bel-XL,
Mcl-1, C-7

Bax

Bid, TRADD, FADD

p65, IKKa
P100, RelB
JAK2
STAT1, 3,5
SOCS3

p38, ERK, SAPK/JNK

Poliamin PI3K pAkt
invazyon, c-Myc, c-Raf
Metastaz —

oDC
PAO,SSAT

Sekil 51. Curcuminin MDA-MB-453 meme kanseri hiicresinde etkili oldugu sinyal
yolaklar1.
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Spin mini spin plus 22331 Eppendorf
Yatay elektroforez sistemi | Gel XL ultra V-2 BioRad
Hassas Tarti LE6202S Sartorius
Mikropipet (0,5ul-10ul) EH52836 Thermo
Mikropipet (20u1-200ul) | EH46925 Thermo
Mikropipet (200ul- T27274 Thermo
1000ul)
Otoklav 0TO32 Niive
Manyetik Karistirict SB162 Stuart/ProLab
Distile Su Cihazi TANKPEOQO30 Millipore Direct-Q 5

uv

pH Metre N315 SEM/Mettler Toledo
Derin Dondurucu 2041D Argelik
Buzdolab1 ( No frost ) 4263TMB Arcelik
Vorteks SA8 Stuart/ProLab
Dry heat sterilizer FN120 Niive
Spektrofotometre Ultraspec 2100 pro Biosciences
Gili¢ Kaynagi PowerPac/Basic BioRad
Laminar Flow Model: 12469,2000 HeraSafe
Inverted Mikroskop Model: XDS-1B SOIF
Inkiibator Hera Cell 150 Thermo
Florasan Mikroskobu Model: 1X71 Olympus
Flow Cytometry AC6531180147 BD ACCURI C6
HPLC 1200 Infinity Agilent

Technologies

Dondurucu (-80°C)

Ultra Low Temperature

New Brunswick
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Freezer, U725 innova Scientific
Elektroforez Aletleri BioRad
Tablo 2. Hiicre kiiltiirti donanimlari
ADI URUN KODU FIRMA ADI
12 kuyucuklu petri 92012 TPP
6 kuyucuklu petri 92006 TPP
96 kuyucuklu petri 92096 TPP
75cm? hiicre petrileri 90076 TPP
25cm? hiicre petrileri 90026 TPP
100mm hiicre petrileri 93100 TPP
60mm hiicre petrileri 93060 TPP
MATRIGEL Invasion 354483 BD Bioscience
Chamber
ELISA Kit (GH) GR180572-1 Abcam
Millipore Santrifiij Filtresi UFC901024 Merck
Steril pipetler (5ml) 94005 TPP
Steril pipetler (10ml) 94010 TPP
Siringa filtreleri (0.22 um) 99722 TPP
Enjektor seti 21G AstraJect
Tripsin-EDTA 25200-056 Gibco
Penisilin/Streptomisin 15140-122 Gibco
Fetal Bovine Serum 10500-064 Gibco
DMEM 41966-029 Gibco
MDA-MB-453 (HTB-131) 60470335 ATCC
hiicre hatti
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Tablo 3. Kullanilan kimyasallarin listesi

ADI URUN KODU FIRMA ADI
Etanol CAS64-17-5 ALKOMED
Saf Etanol 32221 SIGMA
Metanol 24229 SIGMA-ALDRICH
Izopropanol K44518295 321 Merck
2-merkaptoetanol S4805940 517 Merck
Akrilamid/Bis-Akrilamid A9099 SIGMA-ALDRICH
30% ¢ozelti
Amonyum persiilfat A2941 AppliChem
Coomassie Blue Belirteci A3480 AppliChem
DMSO K46505343 517 SIGMA
DMSO (Curcumin igin) D2650 SIGMA
EDTA A2937 AppliChem
DiOC6 Boya 2129966 Fluka
DAPI Boya
Propidium lodide P4170-100MG SIGMA
CM-H2DCFDA C6827 Invitrogen
Laemli Tamponu S3401-1V SIGMA
p-Coumaric Asid C9008-1G SIGMA
Luminol A2185 AppliChem
MTT Soliisyonu M2128-5G SIGMA
Phosphate buffered saline BE17-515F LONZA
(PBS)

Sigir Serum Albumin (BSA) | A2153-10G SIGMA

SDS (Sodyum dedosil siilfat) | UN1325 AppliChem

Protein Izolasyonu Tamponu | 78501 Thermo

Page Ruller Plus Prestained 26619 Fermentas

Protein Ladder

Agaroz A9539 SIGMA

Tris Baz 648310 CALBIOCHEM
Asetik Asit 27225 SIGMA-ALDRICH




Ethidium Bromide E1510 SIGMA
Hidroklorik Asit K43804717 239 Merck
Kloroform UN1888 AppliChem
Ponceau Red Belirteci A1405 AppliChem
Kristal Viyole FN1048735 Merck
Tris-HCI 648317 CALBIOCHEM
1 kb Marker SM1163 Fermentas
6X yiikleme Tamponu R0631 Fermentas
Fenol Kloroform A2279, 0250 Applichem
Curcumin C1386-10G SIGMA
Neomisin G8168 SIGMA
Sodyum Kloriir A2942 AppliChem
Tween 20 S6740684 348 MERCK
TEMED A1148, 0100 Applichem
Yagsiz Siit Tozu Sc-2325 Santa Cruz
Glisin 3570 CALBIOCHEM
H.O, Hidrojen peroksit K39218400838 MERCK
cDNA Sentez Kiti 1708891 BioRad
PCR Extrime Taq G-4000 Genet Bio
Trizol RNA Soliisyonu 10296010 Thermo
RNase-free Water 42480093 QIAGEN
Blocklama Soliisyonu 37536 Thermo

Tablo 4. %12°lik SDS-PAGE Jel Igerigi

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

Kisisel bilgiler

Ad/Soyad Merve Ugur

Adres = Bozkurt mah. Barut.hane cad. Baruthane Palas No:45 Daire:5
Osmanbey - Sisli / Istanbul ( Tirkiye)

Telefon = 212-2801186 is/Cep = 5353211128
e-posta ‘ merwe_ugur@hotmail.com
Uyruk ‘ TC.

Dogum tarihi = 09/02/1988
Cinsiyet ‘ Bayan

Egitim ve 6gretim

Tarihler © 2002 - 2006

Egitim ve ddretim kapsamina giren = F-M
temel konular / mesleki beceriler

Egitim ve &gretim veren kurumun adi Qzel Oguzkaan Koleji
ve tird | Istanbul (Tirkiye)

Tarihler  2007-2009

Onlisans egitim ve d§retim veren  Beykent Universitesi (istanbul), isletme
kurumun adi ve tlrl

Tarihler = 2009 - 2013

Egitim ve dgretim kapsamina giren = Genetik laboratuari, Mikrobiyoloji laboratuari, Hayvan doku kiiltlri laboratuari, Molekdler biyoloji
temel konular / mesleki beceriler | teknikleri, Rekombinant dna teknolojileri laboratuari

Lisans egitim ve dgretim veren  istanbul Kiiltiir Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik
kurumun adi ve tir
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Tarihler

Egitim ve 6gretim kapsamina giren
temel konular / mesleki beceriler

Yiksek lisans egitim ve 6gretim veren
kurumun adi ve tird

Calistig projeler

Kisisel beceri ve yeterlilikler

Ana dil(ler)

Diger dil(ler)

Kisisel degerlendirme
Avrupa diizeyi (*)
ingilizce

Sosyal beceri ve yeterlilikler

Bilgisayar beceri ve yeterlilikleri

Hobiler

Sirlict belgesi/ Tarih

Stajlar

Katildigi Kongreler ve
Sertifikalar

2014 - 2016
Kanser hiicre kiltirl, Hayvan doku kultlirG, Molekdler biyoloji teknikleri, Eliza

istanbul Kiiltiir Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik (Tezli)

1001 Tuibitak projesi: Curcumin’in terapotik etkinliginin otokrin biiyime hormonu sinyal yolag!
araciligi ile farkl meme kanseri hiicrelerinde poliamin metabolizmasi irdelenerek incelenmesi
(Bursiyer)

Tiirkge

Anlama Konusma Yazma

Dinleme

C1 Yeterli C1 Yeterli C1 Yeterli

Karsilikli konu§ma‘ S6zlii anlatim ‘
Yeteri ‘

Okuma
\ c1 \ Yeterl \ C1 \

lyi ve cabuk iletisim kurabilmek, takim calismasi yapabilmek,

MS-Office

Ylzmek, jet-ski yapmak, kayak kaymak, sinema, tiyatro, kitap okumak, puzzle yapmak, resim
gizmek

B /2007

istanbul Universitesi Gapa Tip Fakiiltesi (Agustos 2011)
Acibadem Labcell Hiicre Laboratuari ve Kordon Kani Bankasi (Agustos 2012)

istanbul Universitesi Capa Tip Fakiiltesi — Temel Tip Bilimleri (Aralik 2013-Subat 2014)

Molekiler Biyoloji ve Genetik Hafta Sonu V (Bogazici Universitesi) - 2010
Molekiler Biyoloji ve Genetik Hafta Sonu VIl (Bogazici Universitesi) - 2012
International Congress on Polyamines (Kiiltiir Universitesi) - 2012

Nanotechnology and Tissue Engineering: Current Challenges & Future Prospects (Kultir
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Universitesi) - 2013

2nd Nanotechnology and Tissue Engineering: Current Challenges & Future Prospects (KUltdir
Universitesi) - 2014

|.Kék Hiicre Sempozyumu (Halig Universitesi) — 2015
Kok Hiicre Temelli Tedavilerde Giincel Yaklagimlar (Kiiltiir Universitesi) - 2015
Kok Hiicre ve Uygulamalari Sempozyumu (istanbul Universitesi) — 2016

1. Karakdy Otofaji Sempozyumu - 2016

Sertifikalar Liderlik Egitimi (2010-2011)

PCR - POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (2014)

GLP - iYi LABORATUVAR UYGULAMALARI (2014)

GMP - iYi URETIM UYGULAMALARI (2014)

OHSAS 18001 : 2007 IS SAGLIGI VE GUVENLIGI YONETIM SISTEMIi (2014)
OHSAS 13485 : 2012 TIBBI CIHAZLAR KALITE YONETIM SISTEMi (2014)

Abcam Seminar: “introduction and optimization of Chip” and “optimization of ELISA” (Bilim
Universitesi) — 2015
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