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ROS: Reaktif oksijen tiirleri
RT-PCR: Revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu

SDS: Sodyum dodesil stilfat

SDS-PAGE: SDS- Poliakrilamid Jel Elektroforezi
SMO: Spermin oksidaz

Spd: Spermidin

Spm: Spermin

SSAT: Spermidin, spermin asetil transferaz
TBS: Tris tamponlu tuz ¢ozeltisi

TCA: Trikloroasetik asit

TEMED: Tetrametletilendiamin

TNF: Timor nekroz faktorii

TRAIL: TNF ile iliskisi apoptoz indiikleyici ligand reseptor
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OZET

Meme kanseri kadinlarda kanser kaynakli 6liimler arasinda ikinci sirada olan kanser
tipidir. Meme kanseri patogenezinin irdelenmesine bagl olarak gelistirilen ¢ogu ilag
terapotik olma potansiyeli agisindan Onem arz etmektedir. Curcumin, anti-
inflammatuar, anti-proliferatif, anti-oksidan ve anti-kanserojenik etkisi prostat,
melanoma, kolon, servikal ve meme kanseri iizerinde gosterilmistir. Postnatal
donemde hipofiz bezinden salinan, lipit, karbonhidrat ve protein metabolizmasini
etkileyerek biiylime tizerinde etkisi olan biiyiime hormonu (GH) meme kanseri tiimor
biyopsi orneklerinde normal meme epitel hiicresine kiyasla arttigi, akromegali gibi
malign durumlarin siklikla goriildiigii hipoadenoma goriilen endokrin bozukluklarda
meme Kkanseri gelisimi gostermesi ve meme bezi gelisiminde prolaktin gibi
indiikleyici etkisi gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica otokrin meme kanseri hiicre
hatlarinda hiicre invazyon, metastaz ve kanserojenik artis gosterilmistir. Bu tez ile
amacimiz, Otokrin GH anlatimi olan MCF-7 ve MDA-MB-231 meme Kkanseri
hiicreleri tizerinde curcuminin apoptotik 6liim iizerine etkisinin NF-kB sinyal yolu ve
Poliamin (PA) metabolizmasi incelenerek molekiiler mekanizmasinin irdelenmesidir.
Otokrin GH anlatimi hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde
invazyon, metastaz, koloni olusumunu dogal tip hiicrelere kiyasla arttirdigi
gosterilmistir. Doza ve zamana bagli curcumin uygulamasinim hem MCF-7 hem de
MDA-MB-231 GH+ ve dogal tip meme kanseri hiicrelerinde hiicre canliligina ve
hiicre biiylimesi ile koloni olusumuna ket vurdugu belirlenmistir. Curcuminin her iki
hiicre hattinda hiicre 6liimiinii JAK/STAT, NF-xB, PI3K/Akt/MAPK sinyal yoluna
ket vurarak intrinsik apoptotik oliime yol agtig1 tespit edilmistir. Bunlara ilaveten,
curcumin PA katabolik enzimleri olan SSAT ve PAO indiikleyerek hiicre i¢i PA
seviyesini diisiirdiigii ve ROS olusumunu indiikledigi ve NAC ile bu etkinin geri
cekildigi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, Biiyiime Hormonu, Curcumin, NF-kB,

Poliamin, Reaktif Oksijen Tiirevleri
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SUMMARY

Breast cancer is the second most common cancer among women leading breast
cancer related cancer deaths. Among various chemical agents that have potential
drug to use breast cancer treatment via investigating breast cancer pathogenesis.
Anti-inflammatory, anti-proliferative, anti-oksidan and anti-carsinogenic effects of
curcumin on melanoma, colon, cervical and breast cancer have been determined in
various reports. Growth hormone, expresses from pituatry gland, induces growth
development via acting on protein, carbonhydrate, lipid metabolisms. Moreover,
significant increased expression of GH levels have been determined in breast tumor
biopsy samples compared to normal breast epithelial cells. In addition, the role of
GH on breast cancer cases in frequently seen malignant profile, acromegaly people
and the combined effect of GH with prolactin on breast development have been
determined. Autocrine GH expression induced cell invasion, metastasis and
carcinogenesis in breast cancer cells and mice xenografts. The aim of this thesis is to
demonstrate molecular mechanism of curcumin induced-apoptotic cell death in
autocrine GH expressing MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cells by regarding
the NF-xB signaling and Polyamine (PA) metabolism. Accoring to various methods
used in order to evaluate this hypothesis in this thesis, autocrine GH expression
induced cell invasion, metastasis and colony formation in MCF-7 and MDA-MB-231
breast cancer cells compared to wild type cells. Dose and time dependent curcumin
exposure prevented GH induced cell proliferation and growth inhibition in each cell
lines. Curcumin induced apoptotic cell death in MCF-7 and MDA-MB-231 breast
cancer cells via preventing JAK/STAT, PI3K/Akt/MAPK, NF-kB signals was
determined. In addition, curcumin induced reactive oxygen species (ROS) generation
via inducing PA catabolic enzymes PAO and SSAT expressions, but this effect was
prevented by using N-acethyl cystein was demonstated in MCF-7 and MDA-MB-231
wild type and GH+ breast cancer cells.

Key words: Breast cancer, Growth Hormone, Curcumin, NF-xB, Polyamine,

Reactive Oxygen Species
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BOLUMI
1. GIRIS

Meme kanseri kadinlarda diinya ¢apinda yaygin olarak goriilen bir hastalik
olmakla birlikte bu hastalia yakalanan insan sayisi goriilme orani yiiksek olan
bolgelerde halen artis gostermektedir. Meme kanseri olusumunda giiniimiizde bilinen
bir¢ok risk faktorii bulunmaktadir. Bunlar igerisinde en dnemlileri yas, ailevi ge¢cmis,
treme ile ilgili faktorler ve cevresel faktorlerdir. Meme kanseri goriilme orani
diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de jeografik, ekonomik, sosyal ve kiiltiirel faktorler
nedeniyle artmaktadir [1]. Bunun yani sira ailesel gegmis de meme kanserine
yakalanan bireylerde 6nemli bir risk faktorii olup 35 yasindaki hastalarin %10’unda
hastaligin nedeninin kalitsal kokenli oldugu saptanmistir. Tiirkiye meme kanseri
kayilariin agikladigi verilere bakildiginda hastalarin %27’si birinci, %53’ ikinci,
%6’s1 ise Ugiincii evrede oldugu goriilmektedir [2]. Bu nedenle meme kanserinin
erken evrede belirlenmesi, tedaviye yonelik yeni stratejilerin gelistirilmesi ve
etkilesim igerisinde olan molekiiler yolaklarin aydinlatilmasi 6nem tagimaktadir.

Biiytime hormonu (GH), hipofiz bezi tiirevli bir hormon olup sentezi
postnatal siirecte en yiiksek diizeyde ger¢eklesmektedir. GH meme hiicrelerinde
proliferasyon, farklilagma ve olgunlagma siire¢lerinde rol almaktadir. Yapilan
caligmalar dogrultusunda yiiksek diizeyde GH varlig1 genetik ve cevresel faktorlerle
birlikte meme kanseri gelisimini tetikledigi goriilmiistiir. Bunun yan sira GH sentezi
normalden yiiksek olmasma bagli olarak meydana gelen kadin akromegali
hastalarinda normal bireylere oranla meme kanserine yakalanma risklerinin 4 kat
fazla oldugu belirlenmistir. Bunun nedeninin ise kemoterapik ajanlara karsi olusan
direncin GH tarafindan tetiklenmesi oldugu diisiiniilmektedir [3].

Meme kanserinin, cogu kanser g¢esitlerinde oldugu gibi baslica tedavi
yontemleri kemoterapi ve radyoterapidir. En yaygin olarak bilinen tamoksifen
nonsteriod yapida bir anti-Ostrojen reseptorii (ER) ajanidir. Bunun yani sira tedavi
amacli birgok ilag tasarimi halen yapilmakta ve terapdtik etkileri arastirilmaktadir.

Gilinlimiizde Alzheimer, Multiple sclerosis ve diyabet gibi ¢ok sayida hastalik
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tizerinde terapdtik etkinlige sahip bitkisel kokenli olan ajan curcumin, Curcuma
longa bitkisinden elde edilmistir. Curcumin anti-inflamatuvar, anti-anjiyogenik, anti-
oksidan ve anti-kanser etkinlige sahip bir ajan olup Hindistan ve Cin’in tibbi
sistemlerinde tedavi edici 6zellige sahiptir. Yapilan caligmalar sonunca curcuminin
meme kanseri hiicrelerinde anti-proliferatif etkisi oldugu ve hiicrelerde apoptotik bir
etki olusturdugu saptanmistir [4]. Ayrica yapilan bir bagka ¢aligmada ise curcuminin
hipofiz bezi tiirevli adenomalarda GH ve prolaktin gibi hipofiz bezi hormon diizeyini
ve salinimini baskiladigi goriilmiistiir [5].

Meme kanseri gelisim siireci hiicre sagkalim yolaklar1 ile iliskili olup
JAK/STAT (Janus kinase/signal transducers and activators of transcription), MAPK
(Mitogen-activated protein kinases), PI3K (phosphoinositide 3-kinase) ve NF-xB
(nuclear factor-kappaB) gibi ¢esitli sinyal yolaklarinin anormal veya asiri
aktivasyonu kotii prognoz ile sonuglanmaktadir. JAK/STAT sinyal yolaginda
ekstrasellular alanda bulunan sitokinlerin sitokin reseptoriine baglanmasi sonucu
ozellikle JAK2 tirozin kinaz molekiiliniin aktivasyonu baglamakta ve STAT
molekiillerinin bu kinaz tarafindan fosforillenerek aktivasyonu ile devamliligini
stirdiirmektedir. Aktiflesen STAT molekiilleri ise nukleusa go¢ ederek transkripsiyon
faktorii olarak rol almaktadirlar [6]. MAPK sinyal yolaginda fonksiyonel proteinler
kaskad ile birbirlerini fosforile ederek aktive ederler. Son fosforile olan ERK
molekiilii ise transkripsiyon faktorii olarak nukleusa gog eder [7]. PI3K sinyal yolagi
da hiicre sagkaliminda goérevli 6nemli yolaklardan biridir. Bu sinyal yolaginin
regiilasyonunda PTEN molekiilii gorevlidir. PI3K molekiilii PIP2’nin PIP3’e
dontistimiinii  gerceklestirir. PIP3 molekiikii Akt aktivasyonunu tetikler. Akt ise
sagkalimda major rollere sahip olan MTOR komplekslerinin aktivasyonunda
gorevlidir [8]. NF-kB sinyal yolagi hiicrede inflamasyon, immun sistem,
proliferasyon, migrasyon ve apotoz gibi c¢ok ¢esitli biyolojik siireglerin
regiillasyonunda rol almaktadir. Iki ana NF-kB sinyal yolagi bulunmaktadir.
Bunlardan biri p65 ve p50 alt iinitelerinin gorev aldigi klasik yolak olmakla birlite
digeri ise p52 ve RelB alt linitelerinin gorev aldig standart olmayan yolaktir. NF-kB
alt Uniteleri kompleks halinde nukleusa go¢ ederek transkripsiyonel aktivitelerini
gerceklestirmektedir [9]. Tum bu yolaklarda aktif olarak rol alan transkripsiyon
faktorleri hastaligin gelisim siirecinde 6nem teskil etmekle birlikte gliniimiizde meme
kanserini tedavi amacli bu molekiilleri hedef alan ¢ok sayida inhibitorler dizayn

edilmektedir. Sagkalim yolaklarinin yani sira 6zellikle metastatik siirecte rol oynayan
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EMT’nin (epitel mezenkimal gegis) [10] ve MMP’ler (matriks metelloproteinaz) [11]
gibi molekiillerin aktivasyonu goriilmektedir. Meme kanseri tedavisinde gelistirilen
terapotik ilaglarin ¢ogu hiicre dongiisiinii durdurmakta ve hiicreyi 6liime
stiriiklemektedir. Hiicre igerisinde siire gelen poliamin metabolizmasi hem hiicre
dongiisii lizerine etki etmekte hem de katabolizmanin aktivasyonu ile olusan tiriinler
sonucunda hiicre 6liimii ile iliskilendirilmektedir [12]. Hiicre 6limii gesitlerinden biri
olan apoptoz iki sinyal yolagina ayrilmaktadir; igsel ve dissal yolak. I¢sel apoptotik
yolakta Oliim sinyali hiicrenin kendisinden gelmekle birlikte mitokondriye baglh
olarak gerceklesmektedir. Disal apoptotik yolakta ise 6liim sinyali hiicre disindan
gelmektedir. Bu agsamada gorevli en 6nemli molekiiller ise sistein proteaz ailesi
tiyeleri olan kaspazlardir. Kaspaz kaskadinin aktivasyonu sonucunda DNA ve hiicre

iskeleti materyalleri kaspazlar tarafindan kesilerek hiicre 6limii gerceklesmektedir

[13].

2. AMAC

Postnatal biiyiime iizerinde etkisi olan, somatotrof hiicreler tarafindan hormonal
diizenleme ile anlatimi1 olan GH, biyolojik aktivitesini kendine 6zgii olan reseptdr
(GHR) baglanarak JAK/STAT sinyal yolag: aracilig1 ile protein, karnbonhidrat, yag
metabolizmasi iizerinde etkisini kemik, yag dokusu basta olmak tizere viicuttaki tim
dokularda biiyiimeyi indiiklemektedir. Postanatal gelisim {izerinde etkisi disinda GH
meme gelisimi iizerinde prolaktin gibi indiikleyici etkisi gosterilmistir. Yiiksek
miktarda anlatimi meme kanseri dokularinda normal meme epiteline kiyasla
gosterilen GH ayrica akromegali hastalar1 gibi malign durumlarin yiiksek oldugu
endokrin bozukluklarinda da meme kanseri gelisiminde etkili oldugu ifade edilmistir.
Ayrica otokrin GH anlatimmin meme kanseri hiicrelerinde indiikleyici ve
karsinogenetik  etkisi  gOsterilmistir.  Anti-inflammatuar, anti-oksidatif, anti-
proliferatif ve anti-kanserojenik etkisi gosterilen curcuminin otokrin GH anlatimi
tizerinde baskilay1 etkisi fare hipofiz bezi hiicre hatlarinda gosterilmistir. Ancak
otokrin meme kanseri iizerinde curcuminin anti-hormonal ve anti-apoptotik etkisini
gosteren bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu tezin amaci MCF-7 (6strojen reseptorii
pozitif) ve MDA-MB-231 (6strojen eseptorii negatif) meme kanseri hiicre hatlarinda

otokrin GH sinyali aktive edilen hiicrelerde curcuminin hiicre proliferasyonu,



metaztaz-invazyon, sag kalim-hiicre Olimi iizerine etkisinde poliamin

metabolizmasinin irdelenmesidir.



BOLUM II

3. GENEL BILGILER

3.1. MEME KANSERI

Kanser terimi, M. O. 460-370 yillar1 arasinda Hipokrates tarafindan tanimlanmis
olup Rumca’da habis tiimorleri betimlemek amaciyla kullamilan “Karkinos”
kelimesinden tiiremistir. Ancak kanserin ilk kesfi Hipokrates tarafindan olmamustir.
M. O. 1600 yillarinda antik Misir’da kalan mumyalar iizerinde yapilan ¢aligmalarda
insan kemik kanseri tespit edilmistir. Bununla birlikte yine antik Misir’da M. O.
1500 yillarinda diinyadaki en eski kayitlarda ilk kez belirlenen vakanin meme kanseri
oldugu o6ne siiriilmiistiir [14].

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser c¢esidi olup kompleks ve
heterojen bir hastaliktir. Giiniimiizde daha az gelismis {ilkelerde gelismis {iilkelere
oranla meme kanseri goriilme siklig1 artis gostermektedir. Ekonomik refah ve yasam
tarzindaki degisikliklerin bu orani azaltic1 etkiye sahip oldugu bilinmektedir [15].
Meme kanseri kaynakli 6liim oranlari on yillik siire zarfi icerisinde artis gostermekte
iken 1990°dan sonra bati iilkelerinde bu oran, hastaligin erken evrelerinde teshis
edilmesi ve etkili tedavi yontemlerinin uygulanmasi ile azalis gostermektedir [16].
Her yil bir milyondan fazla meme kanseri teshisi konmakta ve bu artisa bagl olarak
da meme kanseri kaynakli 6lim oranlar1 artmaktadir. Epidemiyolojik calismalar
sonucu erken yasta menars, ileri yasta ilk hamilelik, diisiik oranda dogum sayist ve
ge¢ menapozun meme kanseri goriilme sikligini arttirdigi goriilmektedir. Bunun
yanisira ailesel gegmis de 6nem teskil etmektedir. Genellikle hastalarin % 10°u 35
yasinda olup kalitsal kokenli olarak kendini gostermektedir. BRCA1 ve BRCA2

genlerindeki mutasyonlar meme kanseri hastalarinin %3-8’inde goriilmektedir [17].



Meme dokusunun yapist ¢ok sayida lob ve kanaldan olugmaktadir. Her bir
memede bir¢ok lopcugun bir araya gelmesiyle olusan loblardan 10-15 adet bulunur.
Lopguklar memede siit tiretiminin gerceklestigi yapilar olmakla birlikte tiim bu loblar
kiiciik tiibiiler yapilardan olusan kanallarla birbirlerine baglanir. Meme kanserinin iki
tipi bulunmaktadir. Bunlardan en sik goriileni lobular karsinoma in stu (LCIS) olarak
adlandirilir ve lopguklarda kanser hiicrelerinin olusumu ile meydana gelmektedir.
Bir digeri ise duktal karsinoma in stu (DCIS) olarak adlandirilir ve kanal yapilarinda

kanser hiicrelerinin olusumu ile meydana gelir (Sekil 1) [18].
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Sekil 1. Meme yapisi, LCIS ve DCIS olusumu.

Meme kanserinde gen ekspresyon profilinin belirlenmesi tiimor ve lenf nodu
derecelendirilmesi, cesitli belirteglerin bulunup bulunmama durumuna gore Snem
teskil etmektedir. Ostrojen reseptdrii (ER), progesteron reseptdrii (PR) ve epidermal
bliyiime faktorii reseptériic (HER2) anlatimina bagli olarak bes alt grup
olusturulmaktadir. Bunlar Tablo 1’de goriildiigli gibi luminal A, luminal B, HER2,
bazal ve normal meme kanseridir. Bazal meme kanseri grubunda ERa, PR ve HER2

anlatimi eksik olmakta ve bu durum kotii hastalik seyri ile iligkilendrilmektedir [19].



Tablo 1. Meme kanserinin gen anlatim agisindan simiflandirilmasi.

Luminal A ER*, PR*-, HER2- MCEF-7, T47D
Luminal B ER*, PR--, HER2* BT474, ZR-T75
Bazal ER-, PR-, HER2- MDA-MB-468
Normal ER-, PR-, HER2- MDA-MB-231
HER2 ER-, PR-, HER2" SKBR3, MDA-MB-453

3.1.1. Epidemiyoloji

Meme kanseri 6liim orani kadinlarda akciger kanserinden sonra ikinci sirada
bulunmakla birlikte son on yil icerisinide meme kanseri kaynakli 6lim sayisinin
249.000 oldugu belirlenmistir. Diinya’da genellikle 40-54 yaslar arasi bayanlarda
meme kanseri teshisi koyulmaktadir. 2016 yilinda ise 246.660 kadma ve 2.600
erkege meme kanseri teshisi konuldugu gosterilmistir [20]. Meme kanseri iizerine
yapilan birgok calismada elde edilen verilerden anlasilabilecegi gibi olusum ve
gelisim siirecinin ve buna bagli olarak da teshis ve 6liim sayilarinin farkliliglr s6z
konusudur. Bu degiskenlik giiniimiizde bilinen birgok risk faktorii nedeniyle
olugsmaktadir. Risk faktorlerinin igerisinde en 6nemlileri ise yas ve lireme ile ilgili

faktorler, ailesel ge¢mis, yasam tarzi ve ¢evresel faktorlerdir [21].

3.1.1.1. Yas ve iireme ile ilgili faktorler

Meme kanseri goriilme sikliginin geng bireylere oranla daha ileri yastaki
kadinlarda daha fazla oldugu belirlenmistir. Kadinlarda hamilelik yagi meme kanseri
olusumunu etkilemektedir. 30 yasindan Once gerceklesen hamilelikler bireyde
koruyucu etki yaratirken 30 yasindan sonra gergeklesen hamileliklerde bireyin meme
kanserine yakalanma oraninin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir [22]. Bunun
yanisira kadinlarda menars ve menapoz yaslari da 6nem teskil etmektedir. Erken
yasta menars veya ileri yasta menopoz goriilmesi durumunda meme kanseri riskinin
arttigi goriilmekle birlikte ozellikle 55 ve daha biiyikk yasta menopoza giren
kadinlarda, 45 yasinda menapoza giren kadinlara oranla meme kanserine yakalanma

olasiliginin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir [23].



3.1.1.2. Ailesel gecmis

Meme kanserinin risk faktorlerinden bir digeri ailesel ge¢cmistir. Geng yasta
annede veya kiz kardeste meme kanseri goriilen bireylerde bu durum 6nem teskil
etmektedir. Yapilan caligmalarla meme kanseri olan birinci dereceden bayan
akrabaya sahip premenapoz donemindeki bireylerde postmenapoz donemdeki
bireylere oranla meme kanseri goriilme riski artis gostermektedir [24]. Meme kanseri
olusumu birgok gende meydana gelen mustasyonlarla iliskili olmakla birlikte
ozellikle BRCA1 ve BRCA2 genlerinde gerceklesen mutasyonlar 6nemli role
sahiptir. Bu genler sirasiyla 17. ve 13. kromozomlarda lokalize olmaktadir [25]. Aile
icerisinde bu genlerde mustasyona sahip olunmasi durumunda meme kanserine
yatkinlik artig gostermektedir. Kadinlarda goriillen meme kanserlerinin %80-85’inde
bu iki gende mutasyon varliginin s6z konusu oldugu goriilmektedir. Bu mutasyonlara
sahip 50 yasindaki kadinlarin %51’inde, 70 yasindaki kadinlarin ise %85’inde meme
kanseri goriilme riski yiiksektir [26].

3.1.1.3. Yasam tarzi

Meme kanseri ile yakindan iliskili olan bir diger risk faktorii ise yasam
tarzidir, bunun icerisinde en Onemlileri sigara ve alkol kullanimidir. Yapilan
calismalar sonucu alkol kullanimindaki artis meme kanseri olusum riski ile dogru
orantili olup artis gostermekle birlikte meme kanseri riskini %30 arttirdig
goriilmiistiir. Bunun yanisira sigara kullanimi1 da meme kanseri riskini arttirmaktadir.
Gilinlimiizde sigara kullanan bireylerin mutasyonlara daha yatkin oldugu belirlenmis
olup buna bagl olarak sigara kullanmayan bireylere oranla meme kanseri riskinin
daha fazla oldugu saptanmistir. Beslenme sekli de meme kanseri gelisim siirecinde
hormon sentezinde ve metabolizmada rol almaktadir. Ozellikle besin yoluyla yiiksek
miktarda alinan yag bilesenleri viicutta Ostrojen ve progesterona c¢evrilmektedir. Bu

durum meme kanseri gelisim siirecini etkilemektedir [27].

3.1.1.4. Cevresel faktorler

Meme kanseri olusum ve gelisiminde g¢evresel faktorlerin de etkisi biiyiiktiir.
Bunlardan en 6nemlisi iyonize radyasyon olup 6zellikle geng yastaki bireylerde etkili
olmaktadir. Geng yastaki bireylerin DNA replikasyon hizi ileri yastaki bireylere
oranla daha yiiksektir. Bu nedenle mutasyonlara daha yakin olup meme kanseri

goriilme oran1 da artis gostermektedir. Yapilan calismalarda ikinci Diinya Savast
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sirasinda atilan atom bombasi sonucu radyasyona maruz kalan 10-19 yaslar
arasindaki kadinlarda, maruz kalinan radyasyon miktariyla dogru orantili olacak
sekilde meme kanseri goriilme riski artis gostermektedir. Iyonize radyasyonun
yanisira elektromanyetik radyasyon ve kullanilan ¢esitli kimyasallar da mutasyon

olusumunu tetikleyeceginden meme kanseri riskini de arttirmaktadir [26].

3.2.BUYUME HORMONU (GH)

3.2.1. Sentezi, sahmim ve fonksiyonu

Biiylime hormonu (GH), plasental laktojenler (PL) ve prolaktinin (PRL) de
yer aldigi biiyiikk protein homonlari sinifi iiyesi olup hipofiz bezi kdkenli bir
hormondur. GH geni insanda 17. kromozomun uzun kolunda lokalize olmakta ve
2600 niikleotid uzunlugundadir. Bes ekzon ve 4 introndan olusmakta olan ve
homolojisi yakin olan iliskili bes genin de bulundugu bir gen ailesinde yer
almaktadir. GH gen ailesi 66.500 baz uzunlugunda olmakla birlikte GH-N (growth
hormone-normal gene), CS-L (korionik somatomammotropin-benzeri gen), CS-A
(korionik somatomammotropin-A), GH-V (biiyime hormonu-variant) ve CS-B
(korionik somatomammotropin-B)’den olusmaktadir. Yalnizca GH-N’nin hipofiz
bezinde ve yine yalnizca GH-V’nin plasentada anlatimi1 gergeklesmektedir (Sekil 2)
[28].

X GH-N CS-L CS-A GH-V CS-B %6510
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Sekil 2. GH’nin bulundugu gen kiimesi ve GH geni.



Hipofiz bezinden GH salinminda gorevli hiicreler somatotrof olarak
adlandirtlir. Biiylime hormonu serbestleyici hormon (GHRH) ve somatostatin ad1
verilen hipotalamik peptid yapilar1 tarafindan GH sentezi ve saliniminin regiilasyonu
saglanmaktadir. GHRH hormonu GH’nin transkripsiyonunu tetiklerken somatostatin
GH salininmin1 inhibe etmektedir. Ayrica GH somatotroflarda serbestleyici graniiller
igerisinde depolanabilmektedir. GHRH’nin biiyiime hormonu serbestleyici hormon
reseptorine (GHRHR) baglanmast ile G-protein bagimli reseptdr {iizerinden
intrasellular c-AMP diizeyi artis gostermektedir. c-AMP artis1 ise hipofiz spesifik
transkripsiyon faktorii pit-1 konsantrasyonunu arttirmaktadir. Pit-1, POU
homeodomain transkripsiyon faktorii ailesi tiyesidir. GH geninin kodlandigi bolgeye
spesifik olarak baglanmakta ve transkripsiyonunu gerceklestirmektedir [29]. GH
amino terminalinde bir sinyal peptidi ile Onciil protein olarak sentezlenir ve
salindiginda bu peptid kismi uzaklastirilir. GH-N 22 kDa olup 191 aminoasittler
olugmaktadir. Sentezlenen GH proteini somatotroflardan dolasim sistemine salinir.
Sirkiilasyon siirecinde GH karaciger, kas, yag, kemik ve meme dokularinda IGF-I
(insiilin benzeri biliyiime faktorii-I) salimmini tetikleyerek biiyiime ve gelismeyi
tesvik etmektedir. IGF-I salinimi hiicrelerin farklilasmasi {izerine mitojenik etki

olusturup hiicre sayisinin klonal artisina neden olmaktadir (Sekil 3) [30].

Somatotrof

Sekil 3. Somatotrof hiicresinde GH sentezi ve salinimu.
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3.2.2. Biiyiime Hormonun meme kanseri gelisimi iizerine etkisi

GH meme dokularinda kanallarin uzamasimi ve farklilasmasini
tetiklemektedir. Normal lobular epitel hiicrelerin proliferasyonunu ve salgi
fonksiyonlarin1 gerceklestirmelerinde rol oynamaktadir. GH bu etkisini direkt olarak
veya IGF-I salimimini tetikleyerek gerceklestirebilmektedir. Hipofiz bezinden salinan
GH, meme gelisim siirecinde meme de IGF-I’in lokal stimulasyonunu saglamaktadir.
Bu durum parakrin veya otokrin olarak gerceklesebilmektedir. GH ve IGF-I
eksikliginde meme kanserinin dnlenebilecegi bilinmektedir [31].

GH, meme ve hipofiz bezinde ayn1t DNA dizisi iizerinden sentezlenmektedir
[32]. Temel farklilik ise transkripsiyonel diizeyde gerceklestirilen regiilasyondur.
Insan meme dokusunda artan GH anlatimi epitel hiicrelerin proliferasyonundaki
artisla ve metastatik meme kanseri hiicrelerinin yiiksek diizeyde GH anlatimina sahip
olmasiyla iligkilidir [17].

Meme kanseri hiicrelerinde GH, kemoterapétik ilaglarla tetiklenen apoptotik
hiicre 6liimiine kars1 direng olusumuna neden olmaktadir. Asirt GH anlatimina sahip
bireylerde 6rnegin akromegali hastalarinda, normal bireylere oranla meme kanserine
yakalanma oraninin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle GH sinyalini en
bastan kesmek amaciyla GHR’yi bloke edici ajanlarin kullanilmasinin meme

kanserinde terapotik potensiyeli arttiracagi diistiniilmektedir [33] .

3.3.TEDAVI YONTEMLERI

Meme kanseri tedavisinde bir¢ok farkli yontem kullanilmaktadir. Tedavi

yontemleri; cerrahi yontem, radyoterapi, kemoterapi ve hormonal terapidir.

3.3.1. Cerrahi yontem

Meme kanserinde tedavi amagli kullanilan en yaygin yontemdir. Mastektomi,
memedeki tiimorlii bolgenin cerrahi operasyon ile ¢ikarilmasi ile gerceklestirilir.
Cogu zaman tiimorlii bolge ile birlikte bir kisim saglikli meme dokusu da ¢ikarilir.
Total mastektomi ise meme dokusunun tamamen alinmasi ile gerceklestirilir. Basit
mastektomi yonteminde koltuk altinda bulunan lenf nodiilleri ¢ikarilmamaktadir.
Timorli yapr bulunan meme dokusunun tamami ile birlikte koltuk altindaki lef
nodiillerinin de alindigi yontem ise modifiye radikal mastektomi olarak
adlandirilmaktadir [27].

11



3.3.2. Radyoterapi

Meme kanseri tedavisinde kullanilan diger bir yontem ise radyoterapidir ve
X-1igmlarininin - varliginda kanserli hiicrelerin  oldiirtilmesi ile gergeklestirilir.
Genellikle mastektomiden sonra tiimoriin alindig1 bolgede bir miktar kanserli hiicre
kalmasi ihtimaline karsi radyoterapi yapilmaktadir. Boylece mastektomiden sonra
meme kanserinin tekrar niiksetme olasiligr diisiiriilmektedir. Genellikle X-1sinlari
meme ve koltuk alt1 bélgesine uygulanmaktadir. Radyoterapinin en sik kullanilan tipi
ise harici 1smmlama yoOntemidir ve metastatik tiimorleride yaygin olarak

kullanilmaktadir [34].

3.3.3. Kemoterapi

Mikrometastatik meme tiimoérlerinin  elimine edilmesinde ve timor
biiyiikliigiiniin kii¢iiltiilmesinde kemoterap6tik yontemler kullanilir. Kemoterapdtik
ajanlar hastalara genellikle damar yolundan veya hap seklinde uygulanir ve boylece

damar yoluyla viicuda yayilmaktadir [35] .

3.3.4. Hormonal terapi

Meme epitel hiicrelerinde steroid yapida hormonlar ve reseptorlerinin
anlatimi1 bulunmaktadir, bunlardan baslicalar1 dstrojen, Ostrojen reseptorii (ER) ve
progesteron, progesteron reseptdrii (PR)’diir. Ostrojen reseptoriiniin ERo. ve ERP
olmak iizere iki alt grubu bulunmaktadir. Doku icerisindeki anlatim diizeyleri farkli
olmakla birlikte ERa‘nin anlattimi ERB‘dan daha fazla diizeyde gerceklesmektedir.
Primer Ostrojen hormonlarindan biri olan Ostradioliin  Gstrojen  reseptorlerine
baglanmasiyla birlikte mitogenik sinyalin aktivasyonu saglanir. Normal hiicrelerde
biiyiime, gelisme ve farklilagma gibi hiicresel olaylar bu sinyal yolaginin aktivasyonu ile
gerceklesir. Yapilan ¢alismalar ile meme kanserinde tedavi amacli gesitli terapotik
hedefler belirlenmistir. Meme kanseri olusumu ve gelisiminde gorevli cesitli
reseptorlerin varligi veya bu reseptorleri kodlayan genlerde var olan mutasyonlar,
hastaligin baslangic ve gelisim siireclerinde etkili olmaktadir. Bu amagla meme kanseri
hiicreleri, dogru kemoterapotik yontemlerin uygulanabilmesi i¢in dort farkli sinifa
ayrilmistir. ER+/HER-2-, ER+/HER-2+, ER-/HER-2+ ve ER-/HER-2-‘dir. Kemoterapik
tedaviye baglamadan Once hastada bu gibi molekiiler belirteclerin belirlenmesi

gerekmektedir [36].
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Hormonal tedavi yontemi genellikle ER- hastalara uygulanmakta olup en eski
tedvi yontemlerinden birisidir. Tedaviye baslamadan 6nce hastanin dstrojen ve dstrojen
reseptor diizeyleri belirlenir. Bunu takiben anti-ostrojenler (tamoxifen) veya aromataz
inhibitorleri uygulanabilmektedir.

Anti-6strojenlerin molekiiler mekanizmasi, 0strojenin membranda lokalize olan
Ostrojen reseptoriine baglanip sitozolden nukleusa dogru biiyiime sinyalinin iletilmesini
ve Ostrojenin sitozoldeki Ostrojen reseptdriine baglanarak biiyiime ve farklilagsma ile
iligkili transkripsiyon faktorlerinin aktive etmesini Onlemektir. Bunlar selektif dstrojen
reseptdr modiilatdrleri  (SERM) olarak adlandirilirlar.  Ostrojenin  reseptdriine
baglamasini engellediginden anlagilacagi gibi tamoxifen gibi ajanlar yapisal olarak
Ostrojene benzemekte ve Ostrojen analogu olarak da bilinmektedir. Ostrojen
reseptoriinlin yanisira progesteron reseptorii ile de yarisgil olarak tasarlanmis ajanlar
mevcuttur. Bunlar selektif progesterone reseptor modiilatorleri (SPRM) olarak
adlandirihirmaktadir. Mifepristone SPRM’den biri olup PR aktivasyonu sonrasi biityiime
sinyalinin nukleusa iletilmesini engellemektedir.

Aromataz inhibitorleri, kolesterolden 0Ostrojen doniistimiinii katalizleyen
aromataz enzimini inhibe ederek Ostrojen seviyesini indirgemekte ve Ostrojen sinyal

yolaginin aktivitesini diistirmektedir [37].

3.3.5. Curcumin

Zerdegal, Curcuma longa linn bitkisinin rizomu olup eski Hint hekimlik ev
uzun yasam sanatinda ve Cin’e 6zgii tipta cok cesitli hastaliklarin 6nlenmesi veya
tedavisinde kullanilmistir. Kurutulmus zerdecal tozu yemeklerde, ozellikle kori
hazirlaniginda kullanilmaktadir. Zerdegal tozu sar1 renkli olup gesitli curcuminoidleri
igermektedir. Bunlar %77 oraninda curcumin, %17 oraninda demetoksicurcumin ve
%3 oraninda ise bisdemetoksicrcumindir. Curcumin bir polifenol olup (1,7-bis(4-
hidroksi-3-metoksifenil)-1,6-heptaiden-3,5-dion) ve molekiiler yapisi Sekil 4’de
gosterilmektedir. Eski hindu hekimliginde curcumin astim, bronsiyal hiperaktivite,
alerji, anoreksiya, nezle, oksiiriik, siniizit ve hepatik rahatsizliklarda kullanilmistir.
Yapilan c¢alismalarla curcuminin anti-enfeksiy6z, anti-oksidan, anti-inflamatuar,
hepatik koruyucu, kardiyo koruyucu, eklemlerde iltihaplanmay: 6nleyici, kimyasal

koruyucu ve anti-kanserojenik 6zelliklere sahip oldugu tespit edilmistir [38].
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Sekil 4. Curcuminin molekiiler yapisi (42).
3.3.6. Curcumin ve meme kanseri

Curcuminin ¢ogu tiimorlerde baslangig, gelisim ve metastaz siireglerini
baskilayici etkiye sahip oldugu bilinmektedir [39]. Bu anti-kanser etkinligini ¢esitli
transkripsiyon faktorlerini, biiylime hormonlarini, inflamatuar sitokinleri, protein
kinazlar1 ve diger onkojenik molekiilleri negatif regiile ederek saglamaktadir.
Anormal proliferasyonu ise hiicre dongiisiinii farkli fazlarda durdurarak ve apoptozu
indiikleyerek engellemektedir [40].

Meme kanseri hiicre hatlar1 ile yapilan ¢alismalara bakildiginda curcuminin
zamana ve doza bagli olarak proliferasyonu inhibe ettigi goriilmiistiir. Hiicre
dongiisiinii G2/M fazinda durdurdugu ve 6zellikle hormon negatif hiicrelerde p53
anlattmini arttirarak p21 ve Bax/Bcl-2 oranimi tetikledigi ve boylece hiicreyi
apoptoza gotiirdigli belirlenmistir [41]. Cogu anti-kanser ajan NF-kB’yi aktive
etmektedir, buna bagl olarak hiicre sagkalimi, proliferasyon ve metastaz da aktive
olmaktadir. Yapilan ¢aligmalarla curcuminin proliferasyonu, migrasyonu, adezyonu
ve invazyonu NF-kB iizerinden baskiladigi goriilmiistiir [42]. NF- kB ile iliskili
olarak meme kanseri gelisiminde MMP’lerin diizeyinin fazla oldugu bilinmektedir.
Bu asamada curcumin 6zellikle MMP-3 ve MMP-9 salinimin azalttig1 belirlenmistir.
proliferasyonda rol alan MAPK, ERK, c-Jun ve p38 sinyalleri iizerinde curcuminin
inhibe edici etkisinin oldugu gosterilmistir [41, 42]. Boylece curcuminin ¢ogu meme
kanseri hiicrelerinde proliferasyonu ve sagkalimi baskiladigi; hiicre dongiisiinii G2/M
fazinda durdurup apoptotik belirtegleri tetikleyerek hiicreyi apoptoza gotiirdiigii

belirlenmistir.
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3.3.7. Curcumin ve biiyiime hormonu

Curcuminin g¢esitli kanser tipleri iizerindeki anti-kanser etkisi bilinmekle
birlikte hipofiz bezi tiimdrleri iizerindeki etkisi tam olarak aydinlatilamamistir. 2008
yilinda sicanlarda yapilan bir ¢alismada curcuminin epitel kokenli tiimorlerde hiicre
proliferasyonu, apoptoz ve hormo diizeyi iizerine etkisi incelenmistir. Sonug¢ olarak
hipofiz bezi tiimor hiicrelerinde proliferasyonu inhibe ettigi, apoptozu indiikledigi ve
koloni olusumunu engelledigi goriilmiistiir. Bunun yanisira siklin D3 anlatimini
azalttig1 ve retinoblastoma proteininin fosforilasyonunu indiikledigi belirlenmistir.
Ayrica curcuminin bu hiicrelerde GH ve prolaktin seviyelerini énemli derecede

baskilamasi anti-hormonal etkinlige sahip oldugunu gostermektedir [43].
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3.4 HUCRE SAGKALIM YOLAKLARI

Meme dokusunun gelisim siirecinin regiilasyonunu saglayan GH ayn1 zamanda
meme kanseri gelisiminde de Onemli rol oynamaktadir [33]. Bu ag¢idan
incelendiginde GH sinyal yolagi sagkalim ve proliferasyonda rol alan bir¢ok sinyal
yolag: ile iletisim halindedir. Bunlardan bazilar1 JAK/STAT (Janus kinaz/sinyal
aktaric1 ve transkripsiyon aktivatorii), PI3K (Fosfotidilinositol 3-kinaz), MAPK

(Mitojen aktive edici protein kinaz) ve onkogenlerdir [31].

3.4.1. JAK/STAT Sinyal Yolag

Meme bezlerinin biiyiime ve farklilagma siirecinde, meme epitel hiicrelerinin
salgilama fonksiyonunda JAK/STAT sinyal yolagi Onem teskil etmektedir.
Ekstrasellular alanda bulunan GH, hiicre memebraninda lokalize olan GHR’ye
baglanarak reseptorle iliskili JAK2 aktivasyonunu saglar [44]. JAK2, kendisi ve
GHR tarafindan tirozin bdlgelerinden fosforile edilmektedir. Bu tirozin bdlgeleri
STAT proteinlerinin SH-2 domainleri ile interaksiyona ge¢gmekle birlikte bu siireg
STAT proteinlerinin fosforilasyonu ile sonuglanmaktadir. STAT protein ailesinin 6
tiyesi bulunmaktadir. Bunlar; STATL, 2, 3, 4, 5 (5a ve 5b) ve 6 olarak tespit
edilmistir. JAK?2 tizerinden aktive olan STAT’lar ise STATI1, STAT3 ve STATS tir.
Fosforilasyon ile active olan STAT protenleri homodimer veya heterodimerler
olusturarak nukleusa gd¢ ederler ve burada transkripsiyon faktorii olarak gorev
alimaktadirlar. STAT1/STAT3 heterodimeri hiicre biiylimesi, proliferasyon ve
metabolizmada rol oynayan genlerin, STAT3/STAT3 homodimeri invazyon ve
metastazda fonksiyonel, STATS/STATS homodimeri ise sagkalim ve hiicre dongiisii
tizerinde gorevli genlerin transkripsiyonunu gergeklestirmektedir [45]. JAK/STAT
sinyal yolaginin regiilasyonu SOCS (sitokin sinyalini baskilayic1) proteinler
tarafindan saglanmaktadir. SOCS proteinleri SOCS1, 2 ve 3 olmak iizere 3 gruba
ayrilir. JAK/STAT sinyal yolaginda aktif rol alanlar SOCS1 proteini STAT1/STAT3
heterodimeri veya STATI/STAT1 homodimeri iizerinde inhibe edici etkiye sahip
iken SOCS3 proteini STAT3/STAT3 homodimerini inhibe etmektedir. Cogu SOCS
protein, sitokinler tarafindan indiiklenmekle birlikte negative feedback mekanizmasi

ile STAT proteinlerini inhibe etmektedir (Sekil 5). PIAS (aktive olan STAT inhibitor
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protein) proteinleri de bir diger STAT inhibitorleri olup PIAS-1 ve PIAS-3 sirasiyla
pSTAT1 ve pSTATS3 inhibitorleridir. [46].

Hiicre blyimesi

Proliferasyon invazyon Sag kalim

Metabolizma . Q0 Metastaz P — Hiicre déngiisi
OCOAXRD o O %S OS,

Sekil 5. GH/GHR/JAK/STAT sinyal yolagi.
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3.4.2. PI3K/AKt Sinyal Yolag:

PI3K/Akt sinyal yolagi proliferasyon, hiicre biiylimesi ve sagkalimi gibi ¢esitli
hiicresel siireglerde énemli rollere sahip olmakla birlikte biiylime faktorii reseptor
tirozin kinazlar tarafindan aktive olmaktadir [8]. Genellikle IGF-1’in reseptoriine
baglanmasi ile aktive olan IRS-1 PI3K’in aktivasyonunu saglamaktadir. IRS-1’in GH
sinyal yolagi tizerineden de aktive oldugu dstiniilmektedir. GHR tarafindan
fosforilasyon ile aktive olan JAK’in IRS-1’in fosforile ederek aktive ettigi ve bdyle
PI3K/Akt sinyal yolagmin tetiklendigi goriilmektedir. PI3K mTOR2 kompleksi
tizerinden Akt proteinini serin 473 bolgesinden fosforile ederek aktivasyonunu
saglamaktadir. Aktive olan Akt proteini pro-apoptotik olan Bad’it serin 136
bolgesinden fosforile ederek inhibisyonunu gergeklestirir. Ayrica hiicre dongiisii
inhibitorlerinden p21 ve p27 anlatimini transkripsiyonel diizeyde regiile eden
FOXO3a proteinini de serin 318 ve 321 bolgelerinden fosforile ederek inhibe
etmektedir. Boylece hem apopototik hiicre oliimii baskilanarak hem de hiicre
dongiistiniin  devamliligi saglanarak proliferasyon ve sagkalim tetiklenmektedir

(Sekil 6) [47].

Sitoplazma /
PI13K
~
mTORC2
(P Akt
Ser318/321 Ser136
FOXO3a Bad
Hiicre sagkalimi
Nukleus ,—» Fas-L, p27
FOXO03u Apoptoz
Hicre donglsi

Sekil 6. PI3K/AKkt sinyal yolagi.
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3.4.3. MAPK Sinyal Yolag:

MAPK sinyal yolagi cesitli ekstrasellular uyaranlara karsi hiicrenin verecegi
cevabin regiilasyonu saglamakla birlikte GH siyali tarafindan aktive olan JAK2
proteini aracihigiyla tetiklenmektedir. JAK2 kinazi SHC-Grb2-SOS kompleksini
aktive eder. Bu kompleks farnesilasyonu gergeklesmis olan Ras proteininin GTP’ye
bagimli aktivasyonunu indiikemektedir ve boylece Ras, Raf, MEK ve son olarak da
ERK1/2 fosforilasyonu ile devam eden kaskadin aktivasyonu gergeklesir. Kaskatta
yer alan bu molekiiller kinaz aktivitesine sahip olup birbirlerini fosforile ederek
aktivasyonu saglamaktalardir. Fosforile olan son molekiill ERK1/2 nukleusa go¢
ederek hiicre biiylimesi ve metabolizmasiyla iligkili genlerin transkripsiyonunu
gerceklestirir. Aktive olan MEK ayn1 zamanda p38 proteinini de tetiklemektedir.
Ayrica p38 aktivasyonu, ekstrasellular alandan gelen c¢esitli stres faktorleri, UV gibi
DNA hasar1 olusumunu indiikleyen faktorler tarafindan da gergeklesmektedir (Sekil
7) [48].

UV, Ozmotik sok,
cevresel stress

Sitoplazma

Nukleus Hiicre bliyimesi inflamasyon
Metabolizma Apoptoz

e ""5““’

Sekil 7. MAPK sinval volagi.
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3.4.4. Onkogenler

GH sinyali hiicrenin biiylime, sag kalim ve farklilagma gibi biyolojik
siireglerde rol oynayan g¢esitli genlerin transkripsiyonel regiilasyonunu da
saglamakatadir. Bu agsamada gorevli proto-onkogenlerden bazilar1 c-fos ve c-jun’dur.
GH/GHR/JAK?2 sinyali ile aktive olan MAPK, PI3K ve STAT sinyal yolaklarinda
fonksiyonel transkripsiyon faktorleri nukleusa gog ettiklerinde c-fos ve c-jun
onkogenlerinin transkripsiyonunu da tetiklemektedir. Bu proteinlerin de varliginda
olusan aktivator protein-1 (AP-1) kompleksi olusmaktadir. AP-1 kompleksi
transkripsiyon faktorii olup sitokinler, biiyiime faktorleri veya stres gibi uyaranlara
kars1 verilen cevapta fonksiyonel genlerin anlatim diizeyini regiile etmektedir.
Bununla 6zellikle kanser hiicrelerinde invazyon ve metastazi tetiklemektedir (Sekil

8) [49].

Sitoplazma

Hiicre buytumesi

c-fos,c-jun | invazyon
Jaw e [

Sekil 8. Proto-onkogenlerin transkripsivonel regiilasyonu
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3.5.INVAZYON ve METASTAZ

3.5.1. Matriks Metalloproteinazlar (MMP)

Meme kanseri tedavi yontemlerinin kisa vadede etki gdstermesinin
sebeplerinden biri kanseri hiicrelerinin yiiksek invazyon ve metastaz ektivitesine
sahip olmasidir. Ko6tli huylu kanser hiicrelerinin ¢ogu ekstrasellular matriks (ECM)
degredasyonunu gergeklestirir, dolasima katilir ve viicutta meme kanseri icin
ozellikle kemik gibi farkli bolgelere trasnlokasyon gerceklestirerek sekonder timor
yapilarini olusturmaktadir.

ECM degredasyonunu gergeklestiren enzimler kanseri hiicreleri tarafindan
inaktif olarak sentezlenir, aktive formunda hiicreden salinirlar. Bu enzimler matrik
metalloproteinazlar olarak adlandirilir. MMP ailesi yirmi iiyeyi igeren dort gruptan
olugmaktadir. Birinci grup doku i¢i kollojenazlar olup MMP1, 8 ve 13’ten olusur.
Ikinci grup tip 4 kollojenazlar olup MMP2 ve 9’dan olusur. Ugiincii grup stromelysin
olup MMP3, 7, 10, 11, ve 18’den olusur. Dordiincii grup ise membran tipi MMP’ler
olup MMP14, 15, 16, 17, 24 ve 25’ten olusur [50]. Membran bilesenlerinin en
onemlisi olan kollajen 4’iin kesilimini gerceklestiren MMP9 anlatiminin meme
kanseri gelisimi siirecinde artis gosterdigi saptamistir. MMP2 asir1 anlatimi da bir¢cok
kanser ¢esidinde goriilmektedir. MMP’lerin dort adet endojen spesifik inhibitori
(TIMP) bulunmaktadir. Bunlar TIMP-1, -2, -3 ve -4’tiir. TIMP’lar MMP’lerin latent
formlarina baglanarak proteaz aktivitesini engellemektedir. Bodylece ECM
degredasyonunu inhibe edilmektedir. TIMP-1 MMP9’a TIMP-2 ise MMP2’ye
spesifik olarak baglanip inhibisyonlarini ger¢eklestirmektedir [51].

3.5.2. Epitel Mezenkimal Geg¢is (EMT)

Meme kanseri gelisiminde epitel hiicre profiline sahip kanser hiicreleri polarite
ve sekillerini kaybederek primer tiimdr yapisindan ayrilabilmektedir. Intravazasyon
ile ECM degredasyonuna sebep olmakla birlikte ve kan damarlarina girmektedir
[52]. Eksravazasyon ile sekonder tiimor yapisini olusturmaktalardir. Bu siirecte
yiiksek invazyon ve metastaz aktivitesine sahip olan kanser hiicreleri epitel hiicre
belirteclerinin anlatiminin azalmasi ile birlikte epitel hiicre profilini kaybederler,
mezenkimal hiicre belirteglerinin anlatiminin artisi ile ise mezenkimal hiicre profili
kazanmaktalardir, bu doniisiim EMT olarak adlandirilir [53]. Mezenkimal hiicre

profiline sahip olan kanser hiicreleri sekonder tiimor yapisini olustururken ise epitel
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hiicre profiline doniismektelerdir. Epitel hiicre belirtecleri E-kaderin, klaudin,
Okludin, tip IV kollajen, laminin 1 ve desmoplakin iken mezenkimal hiicre
belirtegleri N-kaderin, integrin, vimentin, fibronektin, tip | kollajen ve laminin 5’tir
[54]. (Sekil 9).

EMT gecisinin regiilasyonu Slug, Snail, Zebl, Zeb2 ve Twist gibi ¢esitli
transkripsiyon faktorleri tarafindan gergeklestirilmektedir. Bu transkripsiyon
faktorleri ise biiylime faktorleri ve sitokinler tarafindan tetiklenmektedir. Yapilan
caligmalarla meme epitel hiicrelerine biiylime faktorii veya kimyasal uyaranlarla
EMT siirecinin tetiklendigi ve bu durumun meme kanseri tedavisini zorlastirdig
belirlenmigtir. EMT siirecinde fonksiyonel c¢esitli belirtegler iizerine gelistirilen

tedavi yontemlerinin ise bu asamada gelecek vaad etmektedir [55].

Epitel hicre belirtecleri Mezenkimal hiicre belirtegleri
* E-kaderin * N-kaderin
* Klaudin * integrin
e Okludin * Vimentin
* Tip IV kollajen * Fibronektin
* Laminin1 * Tip | kollajen
* Desmoplakin * Laminin5

Sekil 9. Epitel ve mezenkimal hiicre belirtecleri.
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3.6.NF-kB SINYAL YOLAGI

NF-kB transkripsiyon faktorii ailesi olup immun cevap, inflamasyon, hiicre
bliylimesi, sagkalimi, gelisimi, metastaz ve invazyon gibi siireclere dahil olmaktadir.
Memelilerde NF-kB ailesi RelA (p65), RelB, c-Rel, NF-kB1 p50 ve NF-kB2 p52
almak iizere bes iiyeden olusmaktadir. Bu tiyeler kendi aralarinda homodimer veya
heterodimer yapilar1 olusturarak nukleusa go¢ ederler ve transkripsiyon faktorii
olarak islev gormektelerdir. NF-kB sinyal yolag iki alt yolaga ayrilmaktadir, bunlar
klasik ve alternatif sinyal yolaklaridir [56].

Klasik yolak pro-inflamatuar sitokinler tarafindan tetiklenmektedir. Sinyal
timor nekroz faktorii (TNF) reseptoriine bagl olarak iletilmektedir. Bu noktada
onem teskil eden molekiillerden biri IkB kinaz kompleksi (IKK)’dir. Bu kompleks
IKKa, IKKB ve NEMO proteinlerinden olugsmaktadir. Aktive olan IKK molekiilii
IkBa proteinini serin32 ve 36 bolgelerinden fosforile ederek ubikuitinasyona
baglimli proteozomal degredasyonunu gergeklestirmektedir [57]. Normal sartlarda
p65 proteinini sitoplazmada pl105 ve IkBa ile birlikte kompleks halinde inaktif
sekilde bulunmaktadir. IKK tarafindan IkBo’nin fosforilasyonu ile aktive olan p65
molekiili p50 ile birlikte heterodimer olusturarak nukleusa goc¢ etmektedir.
Nukleusa goc eden p65/p50 kompleksi hiicrede proliferasyon, sagklim, hiicre
dongiisii, sitokin sentezi ve apoptoz ile iliskili genlerin transkripsiyonel
regiilasyonunu gergeklestirmektedir [58].

Alternatif yolak ise sitokinler veya viriisler tarafindan tetiklenmektedir.
Sinyal TRAF proteinleri lizerinden NF-xB indiikleyici kinaza (NIK) iletilir. Aktive
olan NIK proteini IKKa’dan olugan homodimer komleksini fosforile ederek
aktivasyonunu saglamaktadir. IKKa kompleksi p100 alt iinitesini fosforile ederek
ubikuitinasyon ile degradasyonunu tetikler. Degrede olan p100 proteininden p52 alt
tinitesi olusur ve RelB alt iinitesi ile birlikte heterodimer olusturarak nukleusa gog
etmektelerdir. Nukleusa go¢ eden p52/RelB kompleksi hiicrede dogal bagisiklik, B
hiicre olgunlagsmas1 ve sagkalimi ve kemokin sentezinde gorevli genlerin

transkripsiyonel diizeyde regiilasyonunu gergeklestirmektedir (Sekil 10) [59].
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Klasik Yolak Alternatif Yolak
+ Inflamatuar sitokinler (IL-1, TNF-z) imman sitokinler

* Blyime Faktorleri (CD40L, BAFF)
+ Viral ve bakterial enfeksiyonlar !
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P « Hiicre déngiisii
+ Adezyon molekiilleri
* Proliferasyon ve sagkalim * Kemokin sentezi
m

Sekil 10. NF-kB sinyal volagi.

Nukleus
+ Dogal bagisiklik

3.7.POLIiAMIN METABOLIZMASI

Poliaminler kiiciik organik polikatyonik molekiiller olup normal okaryotik
hiicrelerde biliyiime ve gelisimede gorev almaktadir. Poliamin konsantrasyonu
hiicresel transport mekanizmast ile regiile edilmekle birlikte poliaminler barsak flora
ve katabolik reaksiyonlar ftizerinden diyet ile alinabilir veya hiicreden disari
atilabilmektedir [60]. Yiiksek diizeyde intrasellular poliamin konsantrasyonu g¢esitli
kanser tiirleriyle oldugu gibi meme kanseri ile de iliskilendirilmektedir. Poliamin
sentez veya katabolik reaksiyonlarinda gorevli enzimlerin diizeyi bu asamada 6nem
teskil etmektedir. Meme kanseri hiicre proliferasyonu ile iliskili major poliaminler
putresin (Put), spermidin (Spd) ve spermin (Spm)’dir [61].

Memelilerde poliaminler direkt olarak hiicre biiyiimesine, farklilagsmasina ve
apoptoza etki etmektedir. Poliaminlerin fonksiyonu yapisindan kaynakli negatif
yikli makromolekiillerle geri donilisimlii  olarak iyonik interaksiyonuna
dayanmaktadir. Niikleik asitlerle interaksiyonunda kromatin konformasyonu ve gen
anlatim1 {izerine; proteinler ve membran fosfolipidlerle interaksiyonunda ise iyon
kanallariin regiilasyonu ve membran biitliinliiglinlin stabilizasyonu {izerine etki

etmektedir [62].
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Poliamin biyosentezinde gorevli iki 6nemli enzim bulunmaktadir. Bunlar ornitin
dekarboksilasyonu ile Put sentezinde gorevli pridoksal fosfata bagimli ornitin
dekarboksilaz (ODC) ve S-adenozil-L-metionin (AdoMet) dekarboksilasyonu ile
dekarboksile S-adenozil-L-metionin (DcAdoMet) sentezinde gorevli S-adenozil-L-
metionin dekarboksilaz (AdoMetDc) enzimidir. ODC enziminin regiilasyonu antizim
(AZ) olarak adlandirilan enzim tarafindan gerceklestirilmektedir. AZ ODC ile direkt
interaksiyona girerek inhibisyonunu saglamaktadir. Bunun yanisira AZ enzimi de
antizim inhbitérii (AZI) tarafindan regiile edilmektedir [63]. Bunlara ek olarak
spesifik aminopropil transferaz enzimlerinden spermidin sentezinde gorevli
spermidin sentaz (SPDS) ve spermin sentezinde gorevli spermin sentaz (SMS)
enzimleri de bulunmaktadir. Bu sentez reaksiyonlar1 putresine aminopropil
gruplariin eklenmesi ile gerceklesmektedir. Hiicre icerisindeki bu biyosentez
reaksiyonlarinin yanisira Put, Spd ve Spm transport sistemleri ile de hiicre icerisine
alinabilmektedir [64].

Poliamin katabolizmasinda gorevli dnemli enzimler ise spermidin/spermin N-
asetil transferaz (SSAT), poliamin oksidaz (PAO) ve spermin oksidaz (SMO)’dir.
SSAT spermine asetil grubu transfer ederek N-asetilspermini olusturmaktadir. N-
asetilsperminin PAO enzimi tarafindan oksidasyonu gerceklestirilir ve spermidin
olusturulur. Sperminden spermidin olusumu SMO enzimi tarafindan direkt olarak
katalizlenebilmektedir. Spermidin SSAT enzimi tarafindan asetil grubu transfer edilir
ve N-asetispermidin  meydana gelir. PAO enzimi tarafindan oksidasyonu
gerceklestirilerek putresin olusturulur. N-asetilspermin ve N-asetilspermidin ile
putresin direkt olarak memebran transportirlar araciligi ile hiicreden atilabilmektedir.
Tiim bu reaksiyonlar siiresince PAO enziminin aktivite gosterdigi her oksidasyon
basamaginda ortaya hidrojen peroksit (H202) ¢ikist gerseklesir (Sekil 7). Asirt H202
cikist reaktif oksijen tiirlerini (ROS) arttirmakta ve kanser olusumunu
tetiklemektedir. Meme kanseri hastalarinda yapilan calismalarda SMO, SSAT ve
PAO enzim aktivitelerinin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ozellikle kanser
hiicrelerinde kaabolik enzimler tetiklenerek H202 diizeyinin artis1 ile apoptotik hiicre

Oliimiiniin indiiklenmesi hedefenmektedir (Sekil 11) [65].
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Sekil 11. Poliamin metabolizmasi substratlari ve gorevli enzimler.

3.8.APOPTOZ

Programli hiicre 6liimii olarak adlandirilan apoptoz, cesitli biyolojik siireglerin
hayati bilesenlerini igermekle birlikte immun sistemin isleyis ve gelisim siirecinde,

embriyonik gelisimde ve kimyasal indiikleyici hiicre 6liimiinde goriilmektedir [66].

3.8.1. i¢sel Apoptotik Sinyal Yolag

I¢sel apoptotik yolak reseptorlerden bagimsiz olarak gergeklesir, hiicrenin kendi
intrasellular alanindan kaynaklanan uyaranin mitokondri {izerinden baslayarak
iletilen sinyalin yine ayn1 hiicrenin 6liimiine neden olarak sonlanmaktadir. Apoptotik
hiicre oliimiinde gorevli iki ana protein grubu bulunmaktadir. Bunlar pro-apoptotik
ve anti-apoptotik proteinler olup O6zellikle BH3 domaini igeren protein ailesini
icerirler. Pro-apoptotik proteinler Bak, Bax, Bid, Bim, Noxa ve Puma; anti-apoptotik
proteinler ise Bcl-xL ve Bcl-2’dir. Apoptotik hiicre 6liimiiniin baglangi¢ ve sonlanma
stireglerinde gorevli bir diger protein ailesi ise sistein aspartat proteaz (Kaspaz)
ailesidir. Baslangi¢ siirecinde rol oynayan kaspazlar-2, -8, -9 ve -10’dur. Sonlanma
stirecinde rol oynayanlar ise kaspaz-3, -6 ve -7’dir [67].

Kemoterapi, radyoterapi veya g¢esitli hiicresel stres varliginda pro-apoptotik

proteinlerin aktivasyonu gergeklesir. Bak ve Bax hem homodimer hem de
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heterodimer yapilar1 olusturarak mitokondri membraninda kanal gorevi gorerek
sitokrom C’nin sitoplazmaya salinmasini saglarlar. Sitokrom C’nin salinmasi ile
Apaf-1 ve pro-kaspaz-9’u iceren apoptozom kompleksi olusur. Bu kompleksin
olusmasi ile kaspaz-9 aktive olur ve kaspaz-3, -6, ve -7’nin aktivasyonunu saglayarak

apoptotik hiicre oliimii gergeklesir (Sekil 12) [68].

3.8.2. Digsal Apoptotik Sinyal Yolag:

Digsal yolakta apoptoz transmembran reseptorler araciligi ile interaksiyona
dayanmaktadir. Timor nekroz faktorii (TNF) reseptor geni siiper ailesi iiyeleri olan
FasR, TNFR, DR3, DR4 ve DRS5 reseptorlerine sirasiyla FasL, TNF-a, Apo3L ve
Apo2L ligandlariin baglanmasiyla sinyal aktivasyonu gerceklesir. Sinyal adaptor
proteinler olan FADD ve TRADD iizerinden hiicre igerisine aktarilir. Pro-kaspaz-8
kesilir ve aktif formu olusur. Kaspaz-8 aktivasyonu ile Bid kesilimi gergeklesir ve
mitokindriye go¢ eder. Bu asama igsel ve digsal yolagin kesisiminin gergeklestigi
boliimdiir. Aktive olan kaspaz-8 ayni1 zamanda kaspaz-3, -6 ve -7 nin aktivasyonunu
da gergeklestirebilmektedir. Bunun yanisira hem endoplazmik retikulumun hem de
Golgi aygitinin membraninda lokalize olan pro-kaspaz-2’nin de aktivasyonu
gerceklesir. Kaspaz-2 de kaspaz-8 gibi Bid kesilimini tetikleyebilmektedir [69].

Hem i¢sel hem de digsal apoptotik yolagin sonucunda aktive olan kaspaz-3, -6 ve
-7 hiicre iskeleti materyallerinin kesilimini ve DNA fragmentasyonunu
gerceklestirerek hiicrede apoptotik cisimlerin olusumu tetikler. Bdylece hiicrenin

programli ve kontrollii bir sekilde 6liimii gergeklesir (Sekil 12) .
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BOLUM III

4. MATERYAL ve METOT

4.1. KULLANILAN MATERYALLER

4.1.1. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Ekler boliimiinde Tablo 1°de sunulmustur.

4.1.2. Hiicre Kiiltiirii Donanimlari

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

4.1.3. Kullanilan Kimyasallar

Calisma siirecinde kullanilan kimyasal maddeler Ekler bolimiinde Tablo 3’te
sunulmustur.

4.1.4. Kullanilan Tamponlar
4141 10X TBS

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

doniistirilir.

41.4.2. 1XTBS-Tween

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

4.1.4.3. Yirutme tamponunun

30,3gr Tris-baz, 114 gr Glisin ve 10 gr SDS tartilarak 1000ml distile su iginde
¢ozlinlir. Hazirlanan 10X yiirlitme tamponu hazirlanir. Jel yiirlitmesi sirasinda

kullanilmak i¢in 1X’e doniistiiriiliir.

4.1.4.4. Transfer Tamponunun

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

1000ml!’e tamamlanir.
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4.1.4.5. Yiuriutme Jelinin Hazirlanmasi

Proteinler agirliklarina gore ayrilmalart igin %12’ lik SDS poliakrilamid jelde

yirttiliirler. Jel igerigi Ekler boliimiinde Tablo.4’te sunulmustur.

4.1.4.6. Hicre Dondurma Medyasinin Hazirlanmasi

9 ml filtre edilmis Fetal sigir serumu ve 1 ml dimetilsiilfoksit (DMSO) ile hazirlanan
dondurma medyas1 yardimiyla hiicreler uzun siireli olarak sivi azot tankinin iginde

saklanabilir.

5. YONTEMLER

5.1. Hiicre Kiiltiirii

MCF-7 (6strojen reseptorii pozitif, ER+) ve MDA-MB-231 (6strojen reseptorii
negatif, ER-) bliyiime hormonu anlatimi bulunmayan meme kanseri hiicre hatlar
American Type Tissue Culture Collection’ dan temin edilmistir. Hiicreler %10 sigir
fetus serumu ve 10U/ml penisilin/streptomisin antbiyotigi iceren DMEM besiyeri
icerisinde %5 CO2 igeren 37°C etiivde inkiibe edilmistir. Hazirlanmis olan besiyeri
0,22 uM por capindaki hiicre kiiltiirii ile uyumlu filtrelerden gecirilerek steril hale
getirilip, 50 mI’lik falkon tiiplerde +4°C’de saklanmustir.

Hiicreler 25 ve 75 cm?lik hiicre kiiltiirii petrilerinde biiyiitiilmiistiir. Protein
izolasyonu i¢in 60 ve 100 mm’lik, poliamin izolasyonu i¢in 60 mm’lik, RNA
izolasyonu ve akis sitometresi i¢in 6 kuyucuklu, floresan mikoskobu caligmalari
icin 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrilerine ekimler gerceklestirilmistir. Hiicreler bir
gece boyunca hiicre kiiltiirli petrilerine yapistiktan sonra kullanilan ilag belirlenen
stirelerde uygulanmistir ve %5 CO2 igeren 37°C etiivde inkiibe edilmistir.

Gergeklestirilecek deneyler dogrultusunda hiicre ekimleri veya petri kabi
igerisindeki hiicrelerin yogunlugunun artmasi sonucunda hiicre pasajlama islemi i¢in
oncelikle ortamdan besiyeri uzaklastirilmistir. 75 mm?’lik hiicre kiiltiirii petrisi
icerisine 2 ml fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikandiktan sonra PBS
uzaklastirilir. Petri kabi igerisine 2 ml tripsin-EDTA (etilen diamin tetra asetik asit)
(%0,25) eklenerek CO; igeren etiivde 2 dakika boyunca bekletilmistir. Inkiibasyon
sonunda hiicrelerin zarar gérmemesi i¢in petri kabina 2 ml DMEM besiyeri
eklenerek tripsinin aktivitesi durdurulmus ve hiicreler santrifiij tiibline alinmstir.

2000 rpm’de 5 dakika santrifiij isleminden sonra siipernatant atilmis, hiicrelerin
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iizerine 1ml taze besiyeri eklenmistir. Iyice pipetaj yapilip homojen bir hale gelen
hiicre siispansiyonu hiicre sayimina hazirlanmig bulunmaktadir.

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

gerceklestirilmistir.

5.1.1. Transfeksiyon

Hiicreler 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisi icerisine 10x10° hiicre olacak sekilde
ekilmistir. Hiicrelerin bir gece boyunca hiicre kiiltiirii petrisine yapismalar
beklenmistir. ki ayri mikrofiij tiipii ierisine 100 pl hacimde negatif DMEM (FBS
icermeyen) koyulmustur. Transfeksiyon orani 1:3 ve 1:6 olacak sekilde GH-PC3.1
plazmiti lipozomal ajan olan FuGENE transfeksiyon ajan1 kullanilmustir. iki ayri
mikrofiij tiipiine hazirlanan plazmit ve transfeksiyon ajan1 5 dakika boyunca oda
sicakliginda bekletilmistir. inkiibasyon sonrasinda iki milrofiij tiipii birlestirilerek 20
dakika boyunca oda sicakhiginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda bir gece
onceden ekimi gergeklestirilmis olan hiicreler {izerine hazirlanan siispansiyon damla
damla olacak sekilde verilmistir. Transfeksiyondan sonraki inkiibasyon siiresi 24 ve
48 saat olarak gerceklestirilmistir.  Optimum  transfeksiyon isleminin

gerceklestirildigi kosul 1:3 oranda 24 saat olarak belirlenmistir.

5.1.2. Stabil Hiicre Hatt1 Eldesi

Transfeksiyon gerceklestirilen hiicrelere artan dozlarda G418 (Neomisin)
uygulamast 15 giin boyunca gergeklestirilmis ve 1200 ng G418 igerisinde 5 giin
boyunca inkiibe edilen hiicrelerden stabil hiicre hatti olusturmak amaciyla tek tek
koloniler secilip biiylitiilmiistiir. Secilen kolonilerin her birindeki bazal GH anlatimi
immunoblotlama ile belirlenmistir ve en fazla GH anlatimina sahip olan koloni

secilerek erken pasajlarindan dondurma islemleri gerceklestirilmistir.

5.2. GH ELISA Teknigi

MCF-7 ve MDA-MB-231 GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda GH salinimini
belirlenemek amaciyla ELISA teknigi (ab190811-Growth Hormone (GH) Human
SimpleStep ELISA Kit,Abcam) kullanilmistir. MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve

GH+ meme kanseri hiicresi 7x10° hiicre olacak sekilde 60 mm’lik hiicre kiiltiirii

31



petrisine ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismasi beklenmistir. 24
saat inkiibasyondan sonra besiyerleri alinarak ultrasantrifiij tiipiinden (Amicon 10K
Ultra-15 Centrifugal Filter Units) gegirildikten sonra elde edilen 200 ul hacminde
ornek kullanimustir.

GH antikoru immobilize edilmis 96 kuyucuklu petri kapi icerisine sirastyla 250, 125,
62.5,31.3, 15.6, 7.8, 3.9 pg/mL olacak sekilde standartlar ve 50 ul 6rnek eklendikten
sonra 50 pl antikor kokteyl eklenerek 1 saat boyunca oda sicakliginda 400 rpm’de
inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda 3 kez yikama topmponu soliisyonuyla her bir kuyu ytkanmustir.
Yikama sonrasinda her bir kuyuya 100 ul TMB substrat soliisyonu eklenmistir ve 10
dakika karanlik 400 rpm’de inkiibe edilmistir.

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

Inkiibasyon sonunda 450 nm OD degerleri dlgiilmiistiir.

Boylece konsantrasyonu bilinen standart degerlerinin absorbans degerleriyle birlikte
konsantrasyon/absorbans grafigi olusturulmustur. Bu grafigin e8im esitliligi

kullanilarak absorbans degerleri bilinen 6rneklerin konsantrasyonlar1 hesaplanmistir.

5.3. Hiicre Canlihiginin Belirlenmesi

Hiicre canliligin1 belirlemek amaciyla MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium bromit) ajan1 kullanilmistir. MTT ajani, canli hiicre igerisinde
mor renkli formazan tuzu olusturulmasi sonucu kolorimetrik yontem ile hiicre
canliligr belirlenmistir. MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri
hiicresi 1x10* hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiiri petrisine ekim
gerceklestirilmistir. Bir gece inkiibasyonu takiben hiicrelere (0-100 pM) curcumin 24
ve 48 saat boyunca inkiibe edilmistir. Ila¢c uygulamasini sonrasinda hiicrelere 4 saat
boyunca MTT ajani uygulanmis ve DMSO ile formazan tuzlari ¢ozlindiiriiliip,
absorbans degeri ikili dalga boyunda 570 nm ve 655 nm’ de mikroplaka

okuyucusunda Sl¢tim yapilmistir.

5.4. Hiicre Sagkalim Analizi

MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde

curcuminin sitostatik etkisini belirlenmek amaciyla hiicre sagkalim analizi
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gergeklestirilmistir. 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 50x10° hiicre olacak
sekilde ekim yapilmistir. 24 saat boyunca hiicrelerin yapismasi beklenmistir. yapisan
hiicrelere 20 uM (MCF-7) ve 25 uM (MDA-MB-231) curcumin 24, 48 ve 72 saat
boyunca uygulanmustir. Inkiibasyonlar sonunda her bir kuyucuktaki hiicreler tripsin
ile kaldirilarak 2000 rpm’ de 5 dakika boyunca santrifiij yardimiyla ¢oktiirilmiistiir.
Hiicre pelleti 50 pl PBS ile homojenize edildikten sonra 50ul Tripan mavisi boyasi

eklenerek hiicre sayici alet yardimiyla sayim yapilmistir.

5.5. Floresans Boyama

5.5.1. 3.3’ Diheksiloksakarbosiyanin Iyodiir (DiOCg) Boyama

Curcuminin MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri
hiicrelerinde hiicre canlilig1 lizerine etkisini belirlemek amaciyla DiOCe boyama
gerceklestirilmistir. 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 50x10° hiicre olacak
sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapigsmasi beklendikten sonra
hiicrelere 20 uM (MCF-7) ve 25 uM (MDA-MB-231) curcumin 24 saat boyunca
uygulanmistir. Inkiibasyon sonunda her bir kuyucuga 1nM DiOCs (ana stok: 4mM)
30 dakika boyunca uygulanarak fluoresan mikroskubunda mavi filtre ile canli

hiicreler belirlenmistir.

5.5.2. Propidyum ivodiir (PI) boyama

Curcuminin MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri
hiicrelerinde hiicre oliimii {izerine etkisini belirlemek amaciyla PI boyama
gerceklestirilmistir. 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 50x10° hiicre olacak
sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapigsmasi beklendikten sonra
hiicrelere 20 uM (MCF-7) ve 25 uM (MDA-MB-231) curcumin 24 saat boyunca
uygulanmistir. Inkiibasyonu takiben her bir kuyucuga 2pg/ml PI (ana stok: 50mg/ml)
uygulanarak 15 dakika etiivde inkiibe edildikten sonra yesil filtrede 6li hiicreler

belirlenmistir.

5.5.3. 4'6-diamidino-2-fenilindol (DAPI]) Boyama

Curcuminin MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri
hiicrelerinde apoptotik hiicre Oliimii iizerine etkisini belirlemek amaciyla DAPI
boyama gerceklestirilmistir. 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 5x10* hiicre olacak

sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapigmasi beklendikten sonra
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hiicrelere 20 uM (MCF-7) ve 25 uM (MDA-MB-231) curcumin 24 saat boyunca
uygulanmistir. Inkiibasyonu takiben her bir kuyucuga 1pl/ml DAPI boyas1 30 dakika

uygulanmugtir.

5.5.4. Diklorofloresin diasetat (DCFH-DA) Boyama

Curcuminin MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri
hiicrelerinde reaktif oksijen tiirleri (ROS) birikimi iizerine etkisini belirlemek
amacityla DCFH-DA boyamasi sonrasinda akis sitometresi gergeklestirilmistir. 6
kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrilerine 2x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir
gece boyunca hiicrelerin yapigsmasi beklendikten sonra hiicrelere 20 uM (MCF-7) ve
25 uM (MDA-MB-231) curcumin 24 saat boyunca uygulanmstir. Inkiibasyon
sonunda hiicrelere 1 pl DCFH-DA (10 uM) boyasi uygulanarak 15 dakika etiivde
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler floresan mikroskobunda
goriintiilenmigtir. Sonrasinda hiicreler tripsin yardimiyla kaldirilarak 1X PBS

icerisinde homojenize edilmistir ve akis sitometresinde okutulmustur.

5.6. Hiicre Akis Sitometresinde PI Analiz

Curcuminin MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri
hiicrelerinde hiicre dongiisii iizerine etkisini belirlemek amaciyla PI boyamasi
sonrasinda akis sitometresi gergeklestirilmistir. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrilerine
2x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismasi
beklendikten sonra hiicrelere 20 uM (MCF-7) ve 25 uM (MDA-MB-231) curcumin
24 saat boyunca uygulanmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler tripsin yardimiyla
kaldirildiktan sonra %70 soguk etanol ile muamele edilip fiksasyon islemi
gerceklestirilmistir. Fikse edilen hiicreler 1-2 hafta boyunca -20°C’de inkiibe
edilmigstir. inkiibasyon sonunda etanol uzaklastirilarak 1ml 1X PBS igerisinde 1ul PI
(1 mg/ml) boyasi olcak sekilde boyama yapilmistir. Hiicreler karanlikta 30 dakika

boyunca bekletildikten sonra akis sitometresi aletinde okutma yapilmstir.

5.7. Annexin V/Pl Boyama

MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde
curcuminin apoptotik hiicre olimii iizerine etkisini belirlemek amaciyla FITC
annexin V apoptoz belirleyici kit kullanilmistir. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine

2x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismasi
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beklendikten sonra hiicrelere 20 uM (MCF-7) ve 25 uM (MDA-MB-231) curcumin
24 saat boyunca uygulanmigtir. Hiicreler tripsin yardimiyla kaldirilarak annexin V ve
PI floresan boyalariyla boyandiktan sonra 15 dakika boyunca oda sicakliginda
karanlikta inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda akis sitometresi aletinde okutma

yapilmustir.

5.8. Koloni Olusum Analizi

Curcuminin MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri
hiicrelerinde koloni olusumu lizerine etkisini belirlemek amaciyla koloni formasyon
teknigi kullanilmistir. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 5x10° hiicre olacak sekilde
ekim yapilmustir. Bir gece yapismasi beklenen hiicrelere 20 pM (MCF-7) ve 25 uM
(MDA-MB-231) curcumin 24 ve 48 saat boyunca uygulanmstir. Inkiibasyon
sonunda her bir kuyucukta bulunan besiyeri normal besiyeri ile degistirilmistir.
Hiicreler 10-15 giin boyunca biiylimeye birakildiktan sonra hiicreler soguk %100
metanol ile fikse edilmigtir. Fiksasyon sonrasinda kristal viyole ile boyama

yapilmistir.

5.9. Yan Akiskan Agar Yontemi

Curcuminin MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri
hiicrelerinde 3 boyutlu ortam igerisinde koloni olusumu iizerine etkisini belirlemek
amaciyla soft agar teknigi kullanmilmistir. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine
%0,5’1ik agar ve %20 FBS iceren besiyeri 1:1 oranda hazirlanarak dokiilmiistiir.
Agar donduktan sonra 3x10* hiicre, %0,3’liik agar ve ilagli 6rneklerde ek olarak 20
uM (MCF-7) ve 25 uM (MDA-MB-231) curcumin eklenerek alt agarin iizerine ekim
yapilmustir. 10-15 giin inkiibasyon sonrasinda koloni ¢aplart 151k mikroskobu ve

DiOCe boyama ile belirlenmistir.

5.10.Yara Iyilesmesi Yontemi

Curcuminin MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme knaseri
hiicrelerinde yara iyilesme potansiyeli iizerine etkisini belirlemek amaciyla
gerceklestirilmistir. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrilerine 3x10° hiicre olacak sekilde

ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismasi beklendikten sonra steril
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200 pl’lik pipet ucu ile petri kapinda bir yara olusturulur. 0, 24 ve 48 saat boyunca

yara uzunlugunun degisimi dl¢iilmistiir.

5.11.Invazyon ve Metastaz Tayini

Curcuminin MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri
hiicrelerinde invazyon ve metastaz lizerine etkisini belirlemek amaciyla BD BioCoat
matrijel invazyon odaciklar1 kullamilmistir. Odaciklar igesirine 25x10° hiicre olacak
sekilde ekim yapilmistir. Odaciklar 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisi igerisinde
bulunmaktadir. 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisi igerisinde %5 FBS igeren besiyeri
bulunur iken odaciklar igerisinde %0,5 FBS iceren besiyeri bulunmaktadir. Hiicre
ekimi  gergeklestirilirken  ilaghh ~ Orneklere  curcumin  eklenerek  ekim
gerceklestirilmistir. 24 ve 48 saat inkiibasyon sonrasinda hem odaciklarin igerisi hem
de 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisinin igerisi 151tk mikroskobu yardimiyla

goriintiilenmistir.

5.12.Revers Transkriptaz PCR (RT-PCR) Analizleri

MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde
curcuminin Matriks Metalloproteazlarin (MMP) mRNA diizeyi {izerine etkisi
belirlenmistir. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 3x10° hiicre olacak sekilde ekim
yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapigsmasi beklendikten sonra hiicrelere 20
uM (MCF-7) ve 25 uM (MDA-MB-231) curcumin 24 saat boyunca uygulanmistir.
Inkiibasyon sonunda hiicreler kaziyici yardimiyla kaldirilirak Trizol ajami ile RNA
izolasyonu gergeklestirilmistir. Izole edilen RNA’lar %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek
gorintiilendikten sonra iScript cDNA sentez kiti kullanilarak cDNA’ya ¢evrilmistir.
cDNA'’larin spektral analizleri yapildiktan sonra MMP-2, MMP-9, TIMP-1, VEGF-a
ve 18S RNA PCR primerleri ile ExPrime Taq Polimeraz kullanilarak PCR
gerceklestirilmistir. Kullanilan primerlerin optimum baglanma sicakliklar1 Tablo
1’de belirtilmistir. PCR iriinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra

transluminatorde gorilintiilenmistir.
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Tablo 2. RT-PCR’da kullanilar primerlerin optimum baglanma sicakliklari.
Forward: F, Reverse: R

Primer Primer Dizileri Baglanma
Sicakhig (°C)

MMP_2 F:GGCTGGTCAGTGGCTTGGGGTA £1
R:AGATCTTCTTCTTCAAGGACCGGTT

MMP-9 F:GCGGAGATTGGGAACCAGCTGTA 65
R:GACGCGCCTGTGTACACCCACA

TIMP-1 F:ACCATGGCCCCCTTTGAGCCCCTG -
R:TCAGGCTATCTGGGACCGCAGGGA

F:ATTGGAGCCTTGCCTTGCTG
VEGF-a 65
R:CACGTCTGCGGATCTTGTAC

5.13.Total Protein izolasyonu

60 mm’lik hiicre kiiltiirii petrilerine 1x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir.
Bir gece boyunca yapismalari beklendikten sonra hiicrelere 20 uM (MCF-7) ve 25
uM (MDA-MB-231) curcumin 24 saat boyunca uygulanmistir. Inkiibasyon sonunda
hiicreler 1X PBS icerisinde kaziyict yardimiyla kazinarak toplandiktan sonra 2
dakika 13200 rpm’de ¢oktiiriilmiistiir. Bu iglem petrideki biitiin hiicreler toplanana
kadar tekrarlanmigtir. Santrifiijle ¢Oktiiriilen hiicrelere lizis tamponu eklenmisitr.
Ornekler 20 dakika oda sicakliginda galkaliyicada inkiibe edildikten sonra 20 dakika
13200 rpm de +4 °C de santrifiij yapilmistir. Ust faz yeni ependorfa alinarak miktar

tayini yapilmistir.

5.14.Bradford Protein Miktar Tayini

Izole edilen proteinlerin miktar tayinini yapabilmek amaciyla Bradford teknigi
kullanilmistir. Konsantrasyonu 1,5 pg/ul olan si@ir serum albumini (BSA)
kullanilarak once standart egri olusturulmustur. Bu egri su sekilde olusturulmustur:
1,5 pg/ wl, 3 pg/ pl, 4,5 pg/ pul, 6 pg/ ul, 7,5 pg/ ul BSA’nin iizerine Bradford
cozeltisi eklenerek 595 nm dalga boyunda absorbanslar1 6l¢iilmiis, elde edilen
proteinlerden 1 pg/ul alinarak aymi dalga boylarinda absorbanslar1 belirlenmistir.

Standartlarin absorbans/konsantrasyon grafigi elde edildikten sonra, bu grafigin egim
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esitliligi  kullanilarak absorbans degerleri bilinen orneklerin konsantrasyonlari

hesaplanmustir.

5.15.immunoblotlama Yontemi

5.15.1. Proteinlerin Hazirlanmasi ve SDS-PAGE’de Yirutilmesi

Immunoblotlama yontemi igin 30 pg protein ile Laemli tamponu (5X) 1:4
oranda karistirilarak 95°C’de 5 dakika boyunca inkiibe edilmistir. %4 yilikleme ve
%12’1ik ayirma SDS-PAGE hazirlanarak, sistemde ilk kuyuda protein belirteci
olacak sekilde proteinler bu jele yiiklenmislerdir. Jel yiiritme tamponu igerisinde 80

V’de 4 saat boyunca yiiriitilmiistiir.

5.15.2. Membrana Transfer ve Bloklama

Yiriitme islemi tamamlandiktan sonra yiikkleme jeli kesilerek ortamdan
uzaklastirilmistir. Ayirma jeli biiyiikliigiinde poliviniliden fluorid (PVDF) membran
jelin altina koyulmustur. Membranin altina ve jelin iistiine transfer tamponu ile
islatilmig  filtre kagitlar1 olacak sekilde hazirlanan bu sistem transfer kasetine
yerlestirilmistir. 2,5 mili amper 25 voltta transferler gerceklestirilmistir. Biiyilik
kilodalton proteinler 5-9 dakika arasi, kiigiik kilodalton proteinler ise 2.5-4 dakika
arasinda olacak sekilde transferler yapilmistir. Transfer igslemi sonunda membranlar
%35°1ik yagsiz siit (%0.1 Tween20 igeren 1X TBS) igerisinde 2 saat boyunca oda

sicakliginda inkiibe edilerek bloklama igslemi gergeklestirilmistir.

5.15.3.Primer ve Sekonder Antikor Isaretlemeleri ve Bantlarin

Goruintiilenmesi

Siit tozu igerisinden alinan membranlar, 1 X TBS-Tween ile 5 dakika olmak iizere
3 kez yikandiktan sonra, primer antikorlarla gece boyu +4°C sicaklikta
bekletilmislerdir. Birincil antikorlar %5’lik yagsiz siit tozu (% 0,1 Tween20 igeren
1X TBS) i¢inde asagida belirlenen dilusyonlarda uygulanmislardir:

B-aktin, B-tubulin, GAPDH, GH, JAK2, pJAK2 (Tyr1007/1008) (Santa Cruz,
poliklonal anti kegi ve fare), STATS, pSTATS (Try694), STATL, pSTATL (Try701),
STAT3, pSTAT3 (Try705), Ras, c-Raf, c-Fos, c-Jun, c-Myc, Src, E-kaderin, N-
kaderin, Vimentin, Snail, p-catenin, NF-kB p65, p-NF-xB p65 (Ser536), IKBa,
pIKBa (Ser32/36), pIKKao/B (Ser 176/180), PPARY (CST, poliklonal anti tavsan),
ODC, AZ, AZI, SSAT, PAO, PI3K, Akt, pAkt (Ser473), pBad (Serl136), p38 MAPK,
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p-p38 MAPK, p44/42, PARP, kaspaz-9, kaspaz-7, kaspaz-2, kaspaz-8, Bax, Bak,
Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Puma (CST, poliklonal anti tavsan). Her bir antikor super
block T-20 ¢ozeltisi ile (Pierce) 1:250-1:1000 araliginda ¢alisilmistir. HRP-konjuge
sekonder antikorlar 1:3000 araliginda ¢alisilmistir (CST).

Primer antikorlarin uygulanmasini takiben membranlar 5’ser dakika boyunca oda
sicakliginda 3 kez TBS-Tween ile yikanmistir. Yikama sonunda, membranlar anti-
tavsan ve anti-fare ikincil antikorlar (1:3000) ile gece boyu +4°C sicaklikta
bekletilmistir. Ikincil antikor uygulamasmin ardindan, 8’ar dakikalik 2 TBS-Tween
ve 8 dakikalik TBS yikamasi sonrasinda, 6rnekler kemiluminisans tampon (A ve B
¢ozeltilerinin  1:1 karisimi) ile 1 dakika muamele edilmistir. Membranlar
kemiluminisans tamponu ile bekletildikten sonra, transluminatér aletinde

goriintiilenmistir.
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5.16. Poliamin Miktarlarimin Yiiksek Basinch Sivi Kromotografisi (HPLC)
ile Tayini

1x10% sayida hiicre 60 mm’lik petri kaplarina ekilerek, bir gece boyunca
yapismalar1 beklenir. Hiicrelere daha sonra 20 uM (MCF-7) ve 25 uM (MDA-MB-
231) curcumin uygulanmistir. PA igeriklerinin belirlenebilmesi i¢in oncelikle
hiicreler 1X PBS ile yikanmis, daha sonra kaziyici yardimi ile kazinarak kaldirilmig
ve santrifiij tiiplerinde toplanmislardir Tiipler daha sonra 13200 rpm’de bir dakika
boyunca ¢oktiiriilmiis ve benzoilasyon islemine ge¢ilmistir.
Hiicre pelleti 1 ml 1X PBS igerisinde homojenize edildikten sonra 100 pl
TCA (Trikloro asetik asit) eklenmistir. Hiicrede bulunan polimer maddeler
coktiiriilerek hiicredeki monomerik bilesikler ortaya c¢ikartilmigtir. Cozeltinin pH’1
2M NaOH ile yiikseltilereck 10 pl Benzil kloriir ile muamele edilip poliaminlere
benzil halkasi baglanmasi saglanmigtir. Daha sonra doymus SM’lik NaCl ¢ozeltisi ile
muamele edilerek diger monomerlerin ve artiklarin ¢okmesi saglanmistir. Dietileter
icerisinde poliaminler ¢oziindiiriildiikten sonra dietileter ile saglanan faz ayrimi
vasitastyla poliaminler ayrilir. Konsantrator ile ucurma yapilarak uzaklagstirilan
dietileter, poliaminlerin dipte ¢cokmesini saglamaktadir. Kristal formda bulunan
poliaminler %6011k metanol igerisinde ¢6ziindiirtildiikten sonra Applied Biosciences
HPLC (Yiiksek basingli s1vi kromotografisi) sistemi kullanilarak poliamin seviyeleri
Ol¢iilmiistiir. Alinan sonuglar, belirli poliamin seviyelerine gore elde edilen standart
grafiginin formiiliine gore hesaplanarak poliamin konsantrasyonlar1 belirlenmistir.
Daha sonra ayni miktarda hiicreyle yapilan Bradford teknigi ile belirlenen protein
konsantrasyonlarina kullanilarak hiicrelerdeki protein basina diisen poliamin miktar1

cinsinden poliamin seviyeleri bulunur
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BOLUM IV

6. SONUCLAR

6.1. MCF-7 ve MDA-MB-231 meme Kkanseri hiicre hatlarinda GH,GHR,
GHRH, GHRHR, Prolaktin ve IGF-1 anlatim

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda ¢alisma kapsaminda
secilmis olan GH, GHR, GHRH, GHRHR, Prolaktin ve IGF-1 genlerinin anlatim
durumlar1 RT-PCR ve immunoblotlama teknikleri kullanilarak tespit edilmistir.
Genotipik smiflandirilmast Tablo 3’te yapilmistir. Her iki meme kanseri hiicre
hattinda da GH anlatim1 bulunmamakla birlikte ¢alisma kapsaminda her iki meme
kanseri hiicre hattina da PC3.1-GH plazmiti kullanilarak GH geninin transfeksiyonu

yapilmis ve stabil hiicre hatlar1 olusturulmustur.

Tablo 3. Calisma kapsaminda kullanilan meme kanseri hiicre hatlarinda GH, GHR,
GHRH, GHRHR, Prolaktin ve IGF-1 anlatim durumlarinin gosterilmesi.

Gen Anlatim Durumu

. GH GHR GHRH GHRHR
Hiicre Hatt1
MCF-7
- + - +
MDA-MB-231
- + + +
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Calisma kapsaminda ER+ MCF-7 ve ER- MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
hatlar1 kullanilmistir. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti ER- profile sahip
olmasindan kaynakli MCF-7 hiicre hattina oranla daha agresif bir fenotipe
gostermektedir. Isik mikroskobu goriintiileri incelendiginde ise MCF-7 hiicre hatt1
yuvarlak hiicre morfolojisine sahip iken MDA-MB-231 hiicre hatti mekiksi hiicre
morfolojisine sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 13).

MCF-7 MDA-MB-231

Sekil 13. Cahyma kapsaminda kullanmilan MCF-7 ve MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hatlarinin 151k mikroskobu goriintiileri.

6.2. PC3.1-GH plazmiti aracihg ile MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri

hiicrelerinde otokrin GH anlatiminin gosterilmesi

MCF-7 ve MDA-MB-231 GH+ hiicre hatlarinda GH anlatiminin belirlenmesi
icin immiinoblotlama teknigi kullanilmistir. MCF-7 ve MDA-MB-231 GH+ hiicre
hattindaki klonlar arasindan se¢im yapmak amaciyla en fazla GH anlatimi1 olan
klonlar tercih edilerek ¢alismalara devam edilmistir (Sekil 14A).

MCF-7 GH+ hiicre hattindaki 5 numarali klonda GH anlatimi1 olmadigindan
elenmistir. Kontrol grubu olan GAPDH ile karsilagtirmali bakildiginda 1, 2 ve 4
klonlarinda GH anlatim1 orantili oldugundan bu klonlar tercih edilmistir. Otokrin GH
anlattm1 kazandirilan bu klonlarda zamana bagl olarak GH anlatimin1 belirlemek
amaciyla 24, 48 ve 72 saatlerde 3. klonlarindan protein izolasyonnu yapilmis ve
SDS-PAGE jelde yiiriiltillerek GH anlatimina bakilmistir. Secilen 3. kolonide ise
ozellikle 48 saatte GH anlatiminin arttigi gériillmistiir (Sekil 14B).

Calismada kullanilan MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda GH anlatimi
bulunmamasi ile birlikte GH-PC3.1 plazmiti kullanilarak hiicrelerde otokrin GH
anlatim1 kazandirilmistir. Transfeksiyon sonrasi plazmit icerisinde bulunan neomisin

diren¢ geni vasitasiyla secilim gerceklestirilmistir. Segilim sonras1 5 farkli koloni
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secilip protein izolasyonu gerceklestirilmistir. Proteinler SDS-PAGE jelde yiirtitiiliip
PVDF membrana transfer edildikten sonra GH antikoru kullanilarak GH anlatim
diizeyleri belirlenmistir (Sekil 51). Immunoblotlama sonucuna gére 1. ve 5.
Klonlardaki transfeksiyon etkinliginin yiiksek oldugu goriilmiistiir. 2., 4. ve 6.
klonlarda ise bu etkinligin diisikk oldugu belirlenmistir. 1. ve 5. klonlar kendi
aralarinda karsilastirildiginda ise 5. klondaki GH anlatimmin daha fazla olmasi
nedeniyle bu klon segilmis ve stabil hiicre hatlar1 olusturulmustur. Bunun yani sira
dogal tip MDA-MB-231 hiicrelerinde ve bos vektor olarak kullanilan PC3.1 plazmiti
transfekte edilmis hiicrelerde GH anlatiminin bulunmadigi gorilmistiir (Sekil 14C).

Otokrin GH anlatim1 gergeklestirilen MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde
zamana bagli olarak GH anlatimindaki degisimi belirlemek amaciyla hiicreler 60
mm’lik petrilere ekildikten 24, 48 ve 72 saat sonrasinda protein izolasyonu
gerceklestirilmistir. Proteinler SDS-PAGE jelde yiiriitiilip PVDF membrana transfer
edildikten sonra GH primer antikoru kullanilarak GH anlatim diizeyleri
belirlenmigtir. Immunoblotlama sonucuna bakildiginda, otokrin GH anlatimi
gerceklestirilen MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat boyunca
GH anlatiminin arttig1 gériilmustiir (Sekil 14D).

A MCE-7 GH+ MDA-MB-231 GH+
: 1 2 3 4 5 " Dogaltip 1 2 4 s 6 PC3.1
g
‘ - g -— GH (22 kDa) o~ e GH (22 kDa)
1,82 1,53 1,36 1,62 0,52 0,46 1,80 0,86 1,43 2,22 0,57 0,32
e e s @ | GAPDH (37 kDa) — - w— — | B-aktin (45 kDa)
1 1,23 0,83 1,25 1,69 1 122 1,03 126 125 122 136
B MCF-7 GH+ D MDA-MB-231 GH+
Dogal tip 24 saat 48 saat 72 saat PC3.1 * Dogaltip 24saat 48saat 72saat PC3.1
— s - GH (22 kD) e — - GH (22 kD)
054 1,78 L77 2,03 0,64 0,27 1,09 1,63 168 034

— — — L B-aktin (45 kDa) S o— e s | P-aktin (45 kDa)

1 1,09 1,04 1,09 1,23 1 0,79 0,80 0,74 1,08

Sekil 14. MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde PC3.1-GH plazmiti
aracihgi ile otokrin GH anlatinm arttirllmasi.
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6.3. MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre

hatlarinda GH’nin biyolojik aktivitesi ve saliniminin gosterilmesi

Otokrin GH anlatimi1 gergeklestirilen MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinin morfolojik 6zellikleri 151k mikroskobu ile belirlenmistir. Dogal tip ve
otokrin GH anlatim1 kazandirilan MCF-7 hiicrelerinde zamana bagli olarak
gerceklesen hiicre biiylimesi ve hiicre morfolojisindeki degisiklikler 24 ve 48 saat
boyunca goriintiilenmistir. Otokrin GH anlatim1 kazandirilan MCF-7 hiicrelerinin
dogal tip MCF-7 meme kanseri hiicrelerine gore daha hizli biiylidiigii ve hiicre
morfolojisi olarak dogal tip hiicrelere gore daha biiyiik oldugu goézlenmistir (Sekil
15A).

Dogal tip, otokrin GH anlatimi gergeklestirilen ve yalnizca PC3.1 plazmiti
transfekte edilen MDA-MB-231 hiicrelerindeki morfolojik farkliliklar ve zamana
bagli olarak hiicre proliferasyonundaki degisimler 24 ve 48 saat boyunca
goriintiilenmistir. Isik mikroskobu goriintiileri incelendiginde MDA-MB-231 GH+
meme kanseri hiicrelerinde dogal tip ve PC3.1 plazmiti transfekte edilen MDA-MB-
231 meme kanseri hiicreleri ile karsilastirildiginda hiicre proliferasyon hizinin daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Morfolojik acgidan incelendiginde ise MDA-MB-231
GH+ meme kanseri hiicrelerinde yabanil tip ve PC3.1 plazmiti transfekte edilen
hiicreler ile karsilastirildiginda daha uzun hiicresel ¢ikintilarin varligi tespit edilmistir

(Sekil 15B).
A. B.

MCF-7 MDA-MB-231
Zaman (saat) 24 48 24 48
' D305
) A %)
2 A %
> -
. G s .\ L NS Fond )\\
Dogal tip | » 3 S e &7 e ¢
SEAat ) AT AR / )
S 5 ) S =
‘j‘h 3. L;f{f“‘? A ",}' <Y s ¥
-\
¢/’/
GH+ )
¥ 1
- S N
',\,‘_‘
i |
o ¥
L5
| > o | TN
: SRty
PC3.1 e : ~ :
= oo £ )
T e N O s, i 3
EA e S B\

Sekil 15. MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde GH’nin biyolojik
aktivitesinin belirlenmesi.
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MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda
medyaya salman GH seviyesini belirlemek amaciyla ELIZA ve immunoblotlama
teknikleri kullanilmistir. ELIZA sonuglaria bakildiginda MCF-7 GH+ hiicre hattinin
medya Orneginde yaklasik 300 ng/ml GH salinimi mevcut iken dogal tip hiicre
hattinda bu deger 3 ng/ml olarak belirlenmistir. Immunoblotlama sonucuna gére ise
MCF-7 dogal tip hiicre hattinda hem pellet hem de medya oOrneginde GH
bulunmamaktadir. MCF-7 GH+ hiicre hattinda ise hem pellet hem de medya
orneginde GH bulunmakla birlikte medyada bulunan GH miktarinin daha fazla
oldugu belirlenmistir (Sekil 16A).

MDA-MB-231 GH+ hiicre hattinin medya &rneginde ELIZA sonuglarina gore
yaklasik 300 ng/ml GH bulunmaktadir. Dogal tip hiicre hattinin medya 6rneginde ise
bu deger 6 ng/ml olarak belirlenmistir. immunoblotlama sonuglarina gére dogal tip
hiicre hattinin medya ve pellet 6rneginde GH bulunmamakla birlikte GH+ hiicre
hattinin medya ve pellet 6rneginde ise yiiksek miktarda GH anlatimi tespit edilmistir

(Sekil 16B).

A. B- Il DMEM Medya
B DVEM Medya MDA-MB-231 Dogal tip
MCF-7 Dogal tip . B MDA-MB-231 GH+

B MCF-7 GH+

GH Konsantrasyonu (ng/ml)

O N & O ® O
——
3

%
x - I

GH Konsantrasyonu (ng/ml)

> N » 0 o
1

T » o
b‘\'b *® 0’?’ eb* 6()0\‘ 5\0‘?‘
G & A S R4 oV
N < & o
© A « S ¥
s il & N
Q (@) X §
e &
MDA-MB-231 MDA-MB-231
MCF-7 Dogal tip MCEF-7 GH+ Dogal tip GH+
P M P M P M P M
il ol ISR --| GH (22 kDa)
Ponceau S L—4 ~ Ponceau S

Sekil 16. MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde GH’nin
biyolojik aktivitesi ve medyaya salinan GH miktarinin belirlenmesi. P:Pellet, M:Medya
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6.4. Curcumin’in MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri

hiicre hatlarinda GH anlatim iizerine etkisi

MCF-7 GH+ hiicre hattinda curcumin uygulamasina bagli olarak GH
anlattmindaki  etkinin  belirlenebilmesi amaciyla immunablotlama teknigi
kullanilmistir. GH anlatimi arttirtlmis olan hiicrelerde artan curcumin dozuyla
beraber GH anlatimmin baskilandig1 goriilmiistiir. Ozellikle 48 saat boyunca
uygulanan 30 pM curcuminin GH anlatiminin tamamen baskiladig tespit edilmistir
(Sekil 17A).

Artan dozlarda (5, 10, 15, 20, 25 ve 30 uM) 24 ve 48 saat boyunca curcumin
uygulamasi sonrasi izole edilen proteinler SDS-PAGE jelde yiiriitiildiikten sonra
PVDF membrana transfer edilerek GH ve B-actin antikorlar1 kullanilarak anlatim
diizeyleri belirlenmistir. Imunoblotlama sonuglar1 incelendiginde, MDA-MB-231
GH+ meme kanseri hiicre hattinda GH anlatiminda kontrol grubuna oranla 5, 10, 15,
20 uM curcumin uygulanan gruplarinda 6nemli bir degisim goriilmemistir. Ancak 25
ve 30 uM curcumin uygulanan gruplarda kontrol grubuna oranla GH anlatiminda

azalma goriilmektedir (Sekil 17B).

A. B.
Curcumin (uM) Curcumin (uM)
24 saat 0 10 15 20 25 30 24 saat () 5 10 15 20 25 30
- e v GH @2 KDw) "m“ craiey
1,34 1,11 1,33 1,26 095 037 1,13 1,14 1,18 116 116 105 089
—— | 05Dy | N S G i 5 Do)
1 1,02 087 0,90 0,84 0,93 1 093 0,90 1,08 1,17 1,16 1,16
Curcumin (uM) Curcumin (uM)
48 saat 0 10 15 20 25 30 48 saat 5 10 15 20 25 30
—— — — GH (22 kDa) P W S0 Y o M (G (22 kD)
054 062 054 045 0,43 0,21 1,00 1,03 104 100 103 093 097
* - W p-aktin (45 kDa) A A D A S e |-k (45 kDa)
b - .

0,93 0,89 0,83 0,84 0,77 1,09 1,09 1,08 1,06 092 0,81

Sekil 17. MCF-7 GH+ ve MDA-MB-231 GH+ meme kanseri hiicrelerinde artan
dozlarda uygulanan curcuminin GH anlatim iizerine etkisinin belirlenmesi.
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6.5. Curcumin’in MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri

hiicre hatlarinda hiicre canlihigl iizerine etkisi

MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ hiicre hatlarina artan dozlarda
zamana bagli olarak curcumin uygulamasi ile birlikte hiicre canliligt MTT teknigi
kullanilarak belirlenmistir. 24 ve 48 saat boyunca uygulanan curcumin sonucunda
hiicre canlilig1 artan doza bagli olarak her iki hiicre hattinda da diisiis gostermektedir.
MCF-7 GH+ hiicre hattinda dogal tip ile karsilastirildiginda hiicre canliliginda GH
anlatimina bagh olarak daha az bir diisiis belirlenmektedir. Ayrica curcumine karsi
bir direng varlig1 tespit edilmistir. Ozellikle 20 pM curcumin uygulamast ile her iki
hiicre hattinda da % 50 hiicre canliligi tespit edilmistir ve sonraki ¢aligmalarda
uygulamak tizere MCF-7 hiicre hattinda uygun doz olarak se¢ilmistir (Sekil 18A ve
18B).

MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ hiicre hatlarinda artan dozlarda 24 saat boyunca
uygulanan curcumin ile gerceklestirilen MTT teknigi sonucuna bakildiginda 15 uM
konsantrasyona kadar uygulanan curcumin hiicre canliliginda 6nemli derecede bir
degisime neden olmaz iken, 20 uM curcumin dozundan sonraki uygulamalarda her
iki hiicre hattinda da hiicre canliliginin 6nemli derecede azaldigi goriilmektedir.
Ayrica 20 uM ve sonraki curcumin dozlarinda MDA-MB-231 GH+ hiicrelerinde
otokrin GH anlatimina bagli olarak bir diren¢ olusumu séz konusudur. 25 uM
curcumin konsantrasyonuna bakildiginda her iki hiicre hattinda da yaklasik olarak
%50 canliligin varligr tespit edilmistir ve curcumin ile gerceklestirilen sonraki
caligmalarda uygun doz olarak belirlenmistir. 48 saatlik curcumin uygulamasi ile
gerceklestirilen MTT teknigi sonucuna bakildiginda ise artan dozlarda uygulanan
curcuminin her iki hiicre hattinda da hiicre canlilifin1 6nemli derecede azalattigi
goriilmiistiir. Bunun yani1 sira MDA-MB-231 GH+ hiicre hattinda 24 saatlik
curcumin uygulamasinda gézlemlenen direncin 48 saatlik curcumin uygulamasi ile

kirtlldigi gézlemlenmistir (Sekil 18C ve 18D).
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Sekil 18. MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme Kkanseri hiicre hatlarinda curcuminin hiicre canlihg iizerine etkisinin
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6.6. Curcumin’in MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri

hiicre hatlarinda hiicre sagkalimi iizerine etkisi

Curcuminin hiicre sagkalimi iizerindeki etkisine bakildiginda GH anlatiminin
MCF-7 hiicrelerinde zamana bagli olarak biiyiimesini arttirdig1 belirlenmistir.
Curcumin uygulanan gruplara bakildiginda ise zamana bagli olarak MCF-7 GH+
hiicrelerinin dogal tip hiicrelere goére sagkalim oranini daha yiiksek oldugu
gorilmistiir (Sekil 19A).

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda dogal tip ve GH+ hiicre hatlarinin
kontrol gruplart karsilastirilacak  olursa GH anlatimi ile birlikte hiicre
proliferasyonunda zamana bagli olarak oOnemli derecede bir artisin varligi
belirlenmistir. Zamana bagli olarak uygulanan curcumin ise dogal tip hiicrelerde GH
anlatimi gergeklestirilen hiicreler ile karsilastirildiginda hiicre sagkaliminda bir diisiis
oldugu goriilmistiir. 48 saatlik curcumin uygulamasi sonrasinda ise GH anlatimi
gerceklestirilen MDA-MB-231 hiicrelerinde de direncin kirildigi ve hiicre
canliliginin azaldigi gériilmustiir (Sekil 19B).

A. B.
-0~ MCF-7 dogal tip -~ NDA-NB-231 dogal tip
MCF-7 Curcumin + MDA-MNB-231 Curcumin +
= NICF-7 GH+ === NDA-NB-231 GH+
¥- MCF-7 GH Curcumin + ¥- NMDA-MNB-231 GH Curcumin +
150+
4004
5] A
% 100- % 00
® g
> >
ég 8 2004
S 50 g T
3 .y r E
I T )
- 100 - -
- x
() T T T T T T T *
0 24 48 72 0 24 48 72
Curcumin uygulamasi (Saat) Curcumin uygulamasi (Saat)

Sekil 19. MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin
hiicre sagkalimi iizerine etkisinin gosterilmesi.
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6.7. Curcumin’in MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri
hiicre hatlarinda JAK/STAT sinyal yolag: iizerine etkisi

MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda
curcuminin, GH’nin GHR’ye baglanmasiyla aktive olan JAK/STAT sinyal yolagi
tizerine etkisini belirlemek amaciyla immunoblotlama teknigi kullanilmigtir.

GH geni aktarilan her iki meme kanseri hiicre hattinda da dogal tip hiicrelere
oranla JAK2 ve STATS aktivitesinde artis saptanmistir. 24 saat boyunca uygulanan
curcuminin MCF-7 dogal tip ve GH+ hiicre hatlarinda hem JAK2 anlatimini hem de
JAK2’nin tirozin 1007/1008 bdlgesinden fosforilasyonunu baskiladigr goriilmiistiir.
JAK2 ile benzer goreve sahip olan Scr kinazinin anlatimi ise curcumin uygulamasi
ile her iki meme kanseri hiicre hattinda da baskilanmaktadir. MCF-7 dogal tip hiicre
hattinda curcumin uygulamasi sonrast STATS5 fosforilasyonunun baskilandig:
goriilmistiir ancak GH+ hiicre hattinda bu etki goriilmemektedir. MCF-7 hiicre
hattinda GH geninin kazandirilmasi ile 6zellikle STAT3 ve STATS fosforilasyonun
indiiklendigi, STAT1 anlatiminin baskilandig1 goriilmistiir. STAT inhibitorlerinden
SOCS-1 anlatimi curcumin uygulamasi ile birlikte dogal tip hiicrelerde artarak
pPSTAT1 iizerinde baskilayici etki olusturmaktadir. GH+ hiicre hattinda ise énemli
derecede degisim tespit edilmemistir. pPSTAT3 inhibitori olan SOCS-3 anlatimi ise
dogal tip hiicrelerde artarken GH+ hiicrelerde azalmaktadir. Bir diger pSTAT3
inhibitorii olan PIAS-3 ise dogal tip hiicrelerde curcumin uygulamasi ile degisim
goriilmez ike GH+ hiicre hattinda artis gostermektedir (Sekil 20A).

GH anlatiminin kazandirilmas: ile MDA-MB-231 GH+ hiicre hatlarinda
dogal tip hiicrelere oranla JAK2 anlatiminda artig goériilmektedir. MDA-MB-231
dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hattinda curcumin Src, STAT1 ve STAT3
anlatimin1  baskilamaktadir. STATI1’in 701. tirozin bdlgesinden fosforilasyonu
curcumin tarafindan her iki hiicre hattinda da inhibe edilmektedir. pSTAT1
inhibitorii olan SOCS-1 anlatimi curcumin uygulamasi sonrasinda dogal tip
hiicrelerde artis gosterirken GH+ hiicrelerde degisim gostermemektedir. pSTAT3
inhibitorii olan SOCS-3 anlatimi ise her iki hiicre hattinda da 6nemli bir degisim
gostermemektedir. Ancak PIAS-3 anlatimi dogal tip hiicrelerde artarken GH+
hiicrelerinde azalmaktadir (Sekil 20B).
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MCF-7 MCF-7
dogal tip GH +
Curcumin _ ¥ _ T

20 M)
(20 uM) [ — e | (125 kDa)

0,36 0,84 0,58

0,8
-

0,61 0,38
| ﬁﬂ. c- -I Src (60 kDa)
— 1 0,78 0,9

.| STATS5 (90 kDa)

0,52 .04 0,93 0,51
[ L W | o ATs (Tyr694) (90 kDa)

0,46 0,39 065 0,62

[ — -’| STAT1 (84,91 kDa)

7 74
— a—— —| STAT3 (79, 86 kDa)
0,94 0,86 1 0,97

| o — | [ STAT3 (Ser727) (79, 86 kDa)
0,65 0,51 0,85 0,92

| e | s (23kDa)
0,54 0,83 0,91 0,77

o - | socs-3 (26kDa)
0,28 0,62 0,56 0,22

[ . S S 5153 (65-75 kDa)
0,81 0,8 0,65 0,78

| — e - ———| _octin (45 kDa)
0,1 0,9 0,89 0,83

] pJAK2 Tyr1007/1008) (125 kDa)

B.
MDA-MB-231 MDA-MB-231
dogal tip GH +
Curcumin - + - +
esun) (SN S W | 9Ak2 (125 kDa)

0,71 0,65 0,99 1,04

[ — ~-~| Src (60 kDa)

0,85 0,71 1,07
|~ e

0,84 0,64 1,11 0,92
| s = &= S | STATL (84,91 kDa)

s STATS (90 kDa)

pSTAT1 (Tyr701) (84,91 kDa)

0,69 055 0,81 0,49

| — o — ”| STAT3 (79, 86 kDa)
0,94 0,84 1,07

|~ — —
0,78 0,86 _ 079 0,29 _

[S% saus W SOCS-1(23kDa)
0,68 0,92 0,98 1,00

| — c— o | SOCS-3 (26kDa)

0,34 o,77 0,59 0,66
e e - ﬂw PIAS-3 (65-75 kDa)
054 075 0,3 0,64

[ o g o {-tubulin (55 kDa)

1,26 1,23 1,23 1,00

| PSTATS (Tyr705) (79, 86 kDa)

Sekil 20. MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcuminin JAK/STAT sinyal yolag iizerine
etkisinin gosterilmesi.
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6.8. Curcumin’in MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri
hiicre hatlarinda hiicre proliferasyon ve sag kalim yolaklar iizerine
etkisi

Dogal tip ve GH geni aktarilan meme kanseri hiicre hatlarinda hem GH’nin
hem de curcumin uygulamasinin proliferasyon ve sagkalim yolaklart {izerindeki
etkisini belirlemek amaciyla immunoblotlama teknigi kullanilmigtir. Curcuminin
PI3K/Akt sinyal yolagi lizerine etkisine bakildiginda, her iki meme kanseri hiicre
hattinda da PI3K ve Akt anlatiminda 6nemli bir degisime neden olmadigi
goriilmiistiir. MCF-7 dogal tip ve GH+ hiicre hattinda curcumin Akt’nin serin 473
bolgesinden fosforilasyonunu tetiklemektedir. Aktive olan Akt FOXO3a’nin da serin
318/321 bolgelerinden fosforilasyonunu indiiklemektedir. Ancak MDA-MB-231
dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hattinda ise curcumin tam tersi yonde etki
etmektedir. Akt proteininin serin 473 bolgesinden fosforilasyonunu inhibe etmektedir
(Sekil 21A ve 21B).

A. MCEF-7 MCE-7 B. MDA-MB-231 MDA-MB-231
dogal tip GH + dogal tip GH+
Curcumin - + - + Curcumin - + - +
(20 pM) (25 uM)
a0 BN S W | I pss (85 kDa) - 0. - PI3K p85 (85 kDa)
072 075 065 080 135 142 12 144
- 0 B | Akt (60 kDa) = - - o Akt (60 kDa)

09 072 075 073 126 120 137 108

B s B | DAkt (SerdT3) (60 kDa) - e - p-Akt (Ser473) (60 kDa)

028 091 060 088

Sy ,
= R | p-FOXO3a (Ser318/321) (97 kDa)

132 063 111 033

- B B | focin (45KD2)

1,00 1,14 1,14 1,07

025 032 064 0,80
R A A (i (5100
1,00 092 1,06 0,92

Sekil 21. MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda
curcuminin PI3K/Akt sinyal yolagi iizerine etkisinin gosterilmesi.
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Curcuminin MAPK sinyal yolag iizerine etkisine bakildiginda, MCF-7 hiicre
hattinda GH geninin aktarilmasiyla birlikte p38 treonin 180 tirozin 182 ve p44/42
treonin 202 tirozin 204 bolgelerinden fosforilasyonunun tetikendigi gorilmiistiir.
Curcumin uygulamasi ile 6zellikle p-p38 anlatimmin MCF-7 GH+ meme kanseri
hiicre hattinda bir miktar artisa sebep oldugu goriilmiistiir (Sekil 10A). MDA-MB-
231 meme kanseri hiicre hattinda ise GH aktivasyonu ile birlikte p38 anlatiminda
artls, curcumin uygulamasi ile dogal tip hiicre hattinda p38 anlatiminda ise azalma
tespit edilmistir. MDA-MB-231 GH+ hiicre hattinda dogal tip hiicre hattina oranla
p44/42 fosforilasyonunun arttigi ancak curcumin uygulamasi ile her iki hiicre
hattinda da fosforilasyonun baskilandigi goriilmiistiir (Sekil 22B).

Onkogenler hiicre sagkalimi ve proliferasyonunda rol almaktadir ve ¢ogu
JAK/STAT sinyalinin hedef molekiilleri arasindadir. GH anlatimi arttirilan MCF-7,
MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde onkogenlerin dogal tip hiicrelere kiyasla
anlatimlarindadaki degisiklik ve curcuminin bu sistemdeki etkisini belirlemek

amactyla immunoblotlama teknigi kullanilmistir.

Al B.
MCF-7 MCF-7 MDA-MB-231  MDA-MB-231
dogal tip GH+ dogal tip GH+
Curcumin - + - + Curcumin - + - +
(20 uM) 25 IM
- oA 8 ook 0y O™ - = P38 MAPK (40 kDa)
079 0% 1,24 1,10 0,92 0,65 1,13 1,13
p-p38 MAPK p-p38 MAPK
S .. (5 Do) O -T2 (13 1D)
037 039 104 1,15 1,02 087 089 0,77
S | D442 MAPK (44,42 KD2) A B s S (D44/42 MAPK (4442 kD)
09 090 033 036 039 037 039 031
S S |DPURMAPK (KDY | el g g (P-P2 MAPK (44,42 kD)
022 030 066 070 019 010 047 034
S il | 5-ctin (45kDa) S S S S | -ctin (45kDa)
1 104 1,00 1,06 1 0,95 094 0,83

Sekil 22. MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcuminin
MAPK sinyal yolagi iizerine etkisinin gosterilmesi.
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GH tarafindan aktive olan JAK/STAT sinyal yolaginin hedef molekiilleri
olmalar1 sebebiyle, MCF-7 GH+ meme kanseri hiicre hattinda dogal tip hiicrelere
oranla Ras, c-Raf, c-Fos, c-Jun ve c-myc onkogenlerinin anlatimmin daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Ras ve c-Raf anlattmi curcumin uygulamasi ile birlikte
azalmaktadir. Ancak c-Fos, c-Jun ve c-myc anlatimlarinda curcumin uygulamasi
sonrasinda herhangi bir degisim gozlemlenmemistir (Sekil 23A). MDA-MB-231
GH+ meme kanseri hiicre hattinda da dogal tip hiicrelere kiyasla 6zellikle c-Fos ve c-
Jun onkogenlerinin anlatim diizeyinin daha yiliksek oldugu belirlenmistir. MAPK
sinyal yolaginda rol oynayan Ras ve c-Raf anlatimi ise curcumin uygulamasi
sonrasinda baskilanmaktadir. MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre

hatlarinda curcumin c-myc anlatiminda bir degisime neden olmamaktadir (Sekil
23B).

A. B.
MCF-7 MCF-7 MDA-MB-231 MDA-MB-231
dogal tip GH + dogal tip GH+
Curcumin =~ - ais - + Curcumin - + - +
(20 uM) (25 uM)
o > @ l Ras (21 kDa) [ - ‘ P Ras (21 kDa)

0,62 0,46 1,27 1,22 0,57 0,60 0,46 0,48
vi;,J Ve [l AT T T T AVCIC T ARTA
a‘@‘w i m el ¢-Raf (65, 75 kDa) HAX. c-Raf (65, 75 kDa)

0,61 0,58 1,18 0,69

oo

040 048 142 1,43

—— -i c-jun (43, 48 kDa)

053 046 146 1,50
— e c-myc ( 57 kDa)
47

AL

c-fos (62 kDa)

c-jun (43, 48 kDa)

c-myc ( 57 kDa)

094 1,05 1,47 1,

B-actin (45 kDa)

S S G A | (-actin (45 kDa)

1 1,05 1,26 1,19 1 0,97 0,88 0,71

Sekil 23. MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda
curcuminin onkogenler iizerine etKisinin gosterilmesi.
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6.9. Curcumin’in MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri

hiicre hatlarinda koloni formasyonu iizerine etkisi

MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcuminin koloni
formasyonu iizerine etkisini belirlemek amaciyla koloni formasyon teknigi
kullanilmistir. GH+ anlatiminin arttirllmasi MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde
koloni olusumu belirgin bir sekilde indiikledigi ve zamana bagli curcumin
uygulamast ile koloni olusumunun hem GH+ hem de dogal tip MCF-7 hiicrelerinde

baskilandigi belirlenmistir (Sekil 24).

Zaman (Saat) 0 24 48

Curcumin (20 uM) - - -

MCF-7
dogal tip

MCEF-7 GH+

B

Sekil 24. MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin koloni
olusumu iizerine etkisinin gosterilmesi.
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Otokrin GH anlatimmin MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde dogal tip
hiicrelere kiyasla koloni olusumunu tetikledigi saptanmistir. MDA-MB-231 meme
kanseri hiicrelerinde dogal tip hiicrelere kiyasla koloni olusumunda belirgin bir artisa
neden oldugu goriiliirken, curcuminin koloni olusumu iizerine baskilayici etkisi hem
dogal tip hem de GH+ MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda tespit
edilmistir (Sekil 25).

Zaman (Saat) 0 24 48

Curcumin (25 uM) - + +

MDA-MB-231
dogal tip

MDA-MB-231
GH+

Sekil 25. MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin
koloni olusumu iizerine etkisinin gosterilmesi.
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6.10.Curcumin’in MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri

hiicre hatlarinda koloni olusumu iizerine etkisi

Koloni olusumunu indiikledigi gosterilen MCF-7 GH+ hiicrelerinde koloni
boyutlar1 ve curcuminin koloni olusumu {izerine etkisini irdelemek amaci ile yari
akiskan agar teknigi kullanilmigtir. MCF-7 dogal tip, GH+ ve PC3.1 meme kanseri
hiicrelerinde curcumin ile koloni olusumunun baskilandig1 tespit edilmistir. Boylece
PC3.1 mock vektoriin koloni olusumu iizerinde indiikleyi etkisi olmadigi, ancak GH
gen anatiminin artisginin  koloni biiyiikliigiinii indiikledigi belirlenmistir. Ay
zamanda GH anlattminin MCF-7 hiicrelerinde koloni biiyiikliigiinii dogal tip
hiicrelere kiyasla 2 kat arttirirken, curcuminin hem GH+ hem de dogal tip MCF-7
hiicrelerinde koloni biiyiikliigiine ket vurucu etkisi gosterilmistir (Sekil 26).

MDA-MB-231 dogal tip ve PC3.1 hiicrelerinde koloni biiyiikliikleri hemen
hemen ayn1 iken otokrin GH anlatim ile birlikte MDA-MB-231 hiicrelerinde koloni
biiyiikliigii dogal tip hiicrelere kiyasla 2 kat artig gosterdigi tespit edilmistir. Boylece
PC3.1 vektoriiniin MDA-MB-231 hiicrelerinde koloni olusumu iizerine herhangi bir
etkisi olmadigi, otokrin GH sinyalinin MD-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde
koloni olusumunu indiikledigi tespit edilmistir. Boylece curcuminin hem dogal tip
hem de GH+ hiicrelerinde koloni olusumu tizerindeki baskilayici etkisi belirlenmistir

(Sekil 27).

57



A. MCF-7 Dogal tip MCE-7-GH+
Curcumin (20 pM) - + - +

Isik
Mikroskobu
(4X)

1500+ MCF-7

Bl curcumin -
% curcumin +

1000+

500+

Koloni Gapi1 (um)

Isik
Mikroskobu
(10X)

Isik
Mikroskobu
(20X)

Sekil 26. MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin yumusak agarda koloni olusumu iizerine etkisinin gosterilmesi.
*p<0,05;**p<0,01
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00
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Sekil 27. MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin yumusak agarda koloni olusumu iizerine etkisinin
gosterilmesi. *p<0,05;**p<0,01
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6.11.Curcumin’in MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri

hiicre hatlarinda yara kapanma aktivitesi iizerine etkisi

Curcuminin MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hattinda hiicre
migrasyonu lizerine etkisini incelemek amaciyla yara iyilesmesi modeli ile
gosterilmistir. Hem dogal tip hem de GH+ MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin
zamana bagli olarak steril 200 ul pipet ucu ile agilan yaranin kapanmasini
indiikledigi tespit edilmistir. Ayrica curcumin uygulamasi ile GH+ hiicrelerinde
dogal tip hiicrelere kiyasla daha fazla yara kapanma egiliminde olduklar
gozlemlenmistir (Sekil 28).

Hem dogal tip hem de GH+ MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerin zamana
bagli olarak 200 pl pipet ucu ile agilan yaranin kapanmasini indiikledigi tespit
edilmistir. Ayrica curcumin uygulamasi ile GH+ hiicrelerinde dogal tip hiicrelere

kiyasla daha fazla yara kapanma egiliminde olduklar1 gézlemlenmistir (Sekil 29).
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A. MCF-7 dogal tip
Curcumin (20 uM) +

MCF-7 GH+

0 saat

=

MCF-7

2

w

=1
Yara Kapanma Orami (%)
]

Sekil 28. MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin yara kapanma aktivitesi iizerine etkisinin
belirlenmesi. ****p<0,0001
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Sekil 29. MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin yara kapanma aktivitesi iizerine etkisinin
belirlenmesi. ****p<0,0001
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6.12.Curcumin’in MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri

hiicre hatlarinda invazyon ve metastaz iizerine etkisi

Arttinlmis GH anlatimmin  MCF-7 meme Kanseri hiicrelerinde invazyon
tetikledigi ve 24 saat boyunca uygulanan curcuminin invazyonu baskiladigi
goriilmektedir. Ayrica zamana bagli GH anlatiminin MCF-7 hiicrelerinde invazyonda
belirgin bir arttisa neden olurken, MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri
hiicrelerinde 48 saat boyunca uygulanan curcuminin invazyonu baskiladigi
gorilmektedir. GH anlattminin arttirilmast MCF-7 hiicrelerinde zamana bagh
invazyonu tetiklemesinin yaninda metaztatik hiicre profilinide destekledigi
belirlenmistir. Ayrica curcuminin hem dogal tip hem de GH+ meme kanseri hiicre
hatlarinda metastazi inhibe edici etkisi gosterilmistir (Sekil 30,31).
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Sekil 30. MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde 24 saat
boyunca uygulanan curcuminin invazyon ve metastas iizerine etkisinin
belirlenmesi. *p<0,05;**p<0,01
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Sekil 31. MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde 48 saat boyunca
uygulanan curcuminin invazyon ve metastas iizerine etkisinin belirlenmesi.
**p<0,01;***p<0,0001

GH anlatim1 ile MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde invazyon
tetiklenmekte oldugu, ve 24 saat curcumin uygulamasiin hem MDA-MB-231 dogal
tip hem de GH+ meme kanseri hiicrelerinde ila¢ uygulanmayan kontrol hiicrelere
kiyasla invazyonu baskiladigi belirlenmistir. Otokrin GH anlatiminin MDA-MB-231
GH+ meme kanseri hiicre hattinda daha agresif bir profil olusumuna neden olarak
invazyon aktivitesini de indiikledigi goriilmektedir. Ancak MDA-MB-231 GH+
meme kanserinin MDA-MB-231 dogal tip hiicrelerine kiyasla invazif profillerinin
daha fazla olsa bile 48 saat curcumin uygulamas: ile birlikte bu etkinin belirgin bir
sekilde baskilandigr tespit edilmistir. MDA-MB-231 dogal tip ve MDA-MB-231
GH+ meme kanseri hiicre hatlarinin kontrol gruplar karsilagtirildiginda otokrin GH
anlatim1 ile birlikte dogal tipe oranla metastatik aktiviteyi arttirdigr goriilmektedir.
MDA-MB-231 dogal tip ve MDA-MB-231 GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda 24
saat boyunca curcuminin metastaz lizerine etkisine bakildiginda her iki hiicre

hattinda da curcuminin metastazi engelledigi goriilmektedir. 48 saatlik curcumin
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uygulamas ile birlikte hem MDA-MB-231 dogal tip hem de MDA-MB-231 GH+
meme kanseri metastatik aktivitenin daha da indirgendigi goriilmektedir (Sekil 32,

33).

Curcumin (25 uM)
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+

200
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100+
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60

Metastaz

I curcumin -
W curcumin +

*

Dogal tip

GH+

Sekil 32. MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde 24 saat boyunca
uygulanan curcuminin invazyon ve metastas iizerine etkisinin belirlenmesi.
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Sekil 33. MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde 48 saat boyunca
uygulanan curcuminin invazyon ve metastas iizerine etkisinin belirlenmesi.
*p<0,05;***p<0,0001

6.13.Curcumin’in MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri

hiicre hatlarinda MMP’lerin anlatimi iizerine etkisi

Metastatik  siirecte  fonksiyonel olan MMP’ler ekstrasellular matriksin
degredasyonunda goérevli olup kanser hiicrelerinde motiliteyi tetiklemektedir.
Curcuminin MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre
hatlarinda metastaz {izerine etkisi belirlemek amaciyla RT-PCR ve immunoblotlama
teknikleri kullanilmistir.

RT-PCR sonuglarima gére MCF-7 dogal tip hiicre hatlarinda MMP-2 mRNA
diizeyinde belirlenememistir. Ancak GH+ hiicre hattinda MCF-7 hiicrelerinde yiiksek
miktarda MMP-2 anlatimi1 goriilmekle birlikte curcumin uygulamasi sonrasinda
MMP-2 anlatimi azalmaktadir. Ancak MMP-2 analtimma protein diizeyinde
bakildiginda ise curcumin uygulamas: ile artis gostermektedir. MCF-7 dogal tip
hiicre hattinda curcumin uygulamasi ile birlikte MMP-9 mRNA diizeyinde artis
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goriilmiistiir. MCF-7 GH+ hiicre hattinda ise MMP-9 anlatimi1 belirlenememistir.
MMP-9 protein diizeyinde anlatimi dogal tip hiicrelere oranla GH+ hiicre hattinda
daha yiiksek olmakla birlikte curcumin uygulamasi ile azalmaktadir. MMP
inhibitorii olan TIMP-1 mRNA seviyesi MCF-7 dogal tip hiicrelerde curcumin ile
azalirken GH+ hiicre hattinda bir degisim goriilmemektedir. Protein diizeyinde
TIPM-1 anlatimina bakildiginda ise dogal tip ve GH+ hiicre hatlarinda curcumin ile
herhangi bir degisim goriilmemektedir. MMP-2 inhibitérii olan TIMP-2 protin
diizeyinde anlatiminda curcumin uygulamasi ile 6nemli bir degisim belirlenmemistir.
VEGF-a anjiyogenezde rol almakla birlikte MMP’lerin aktivasyonunu
saglamaktadir. MCF-7 dogal tip ve GH+ hiicre hatlarinda curcumin uygulamas: ile
birlikte 6nemli bir derecede VEGF-oo mRNA diizeyinde bir degisim goriilmez iken
kontrol gruplar1 kiyaslandiginda GH anlatimi olan hiicre hattinda VEGF-a
anlatimimin daha fazla oldugu goriilmiistiir (Sekil 34).

A. MCE-7 MCF-7 B. MCF-7 MCF-7
dogal tip GH+ dogal tip GH+
Curcumin (20 uM) .
: + . +
001 C;g“ﬁ;“
3000 ""““’“ MMP-2 (225 bg) M m MMP-2 (66 kDa)
200b¢
0% 049 0% 051
3000 < w
200b¢ MMP-9 (209 be) s X m MM 83 KDn)
150b 027 05 103 098

= e ‘_ TIMP-1 (285 kDa)

500b¢
250b¢

TIMP-1 627 b?) 0,66 0,72 0,72 0,80

;28&; VEGF-2 (580 b) 043 044 081 066
P - s - p-actin( 45 kDa)
300
200be 18S RNA (150 bg) 100 1,00 09 089
150be

1 1,08 098 0,76

Sekil 34. MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcuminin MMP
cDNA ve protein diizeylerine etkisinin gosterilmesi.

67



MDA-MB-231 GH+ hiicre hattinda kontrol grubuna oranla curcumin uygulamasi ile
MMP-2 mRNA diizeyinde azalma goriilmektedir. Protein diizeyinde anlattmi MDA-
MB-231 dogal tip hiicre hattinda ise curcumin uygulamasi ile MMP-9 mRNA
diizeyinde azalma goriilmiistir. GH+ hiicre hattinda MMP-9 belirlenememistir
MDA-MB-231 dogal tip hiicre hattinda VEGF-o mRNA diizeyi curcumin ile

azalirken GH+ hiicre hattinda 6nemli bir degisim belirlenmemistir (Sekil 35).

A. MDAMB231  MDAMB3 B
dogal tip GH+ MDA-MB-231  MDA-MB-231
Curcumin 25 uM) - + - + dogal tip GH+
_____ Curcumin - + - +
MMP-2 (225 bg) (25 WMD)

Rl ¢ W MMP-2 (66 kDa)

MMP-9 (209 be) T g m MMP-9 (83 kD)

0,39 0,32 1,04 0,95

TIMP-1 (627 bg) | o e 85100
0,55

0,83 ) 089 085

_. - ' S |TIMP-2 (21 kDa)
VEGF-a (580 bg) 05

0,90 0,69 0,96 )

D e e ey | Hcin( 45 kD)
185 RNA (150 bg) W0 o 070 078

1,00 1,04 120 116

Sekil 35. MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcuminin MMP
c¢DNA ve protein diizeylerine etkisinin gosterilmesi.
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6.14.Curcumin’in MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri

hiicre hatlarinda EMT iizerine etKisi

Literatiirdeki EMT belirtegleri tizerine yapilan ¢alismalara gore Tablo 4’te
calisma kapsaminda kullanilan meme kanseri hiicrelerinde EMT ile iliskili belirtecler

olan E-kaderin, N-kaderin, Slug, Snail anlatim durumlari verilmistir.

Tablo 4. MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda EMT
markirlarinin anlatim (Graff, J.R. ve 1995, Hajra, K.M. ve 2002).

EMT markirlan MCEF-7 MDA-MB-231
+ -

» N-kaderin + o
+ -
- +

Epitel hiicre markir1 olan E-kaderin, 24 saatlik curcumin uygulamasi ile
birlikte MCF-7 dogal tip hiicrelerde azalirken MCF-7 GH+ hiicrelerde 6nemli bir
degisim belirlenmemistir. Mezensimal hiicre markir1 olan vimentinin MCF-7 dogal
tip hiicrelere kiyasla MCF-7 GH+ hiicrelerinde bazal anlatiminda artis belirlenmistir.
Curcumin uygulamasi sonrasinda MCF-7 GH+ hiicre hattinda vimentin anlatiminda
azalma gortilmektedir. EMT siirecinde gorevli transkripsiyon faktorlerinden biri olan
Slug anlattimi GH geninin kazandirilmasi ile MCF-7 hiicre hattinda dogal tip
hiicrelere kiyasla artis gostermektedir. Curcumin hem dogal tip hem de GH+ hiicre

hattinda Slug anlatiminin baskilamaktadir (Sekil 36A)KKk.
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Tablo 4’de verilen bilgiler dahilinde EMT markirlarindan Slug ve Snail
anlatimi oldugu i¢in E-kaderin anlatim1 baskilanan MDA-MB-231 dogal tip ve GH+
hiicre hatlarinda curcumin N-kaderin altimim1 baskilamaktadir. Dogal tip hiicre
hattinda curcumin uygulamasi ile birlikte vimentin anlatiminda azalma goriiliirken
GH+ hiicre hattinda bir degisiklik belirlenmemistir. GH anlatimi ile birlikte Snail
anlattminin MDA-MB-231 GH+ hiicre hattinda dogal tip hiicrelere oranda daha da
fazla oldugu saptanmistir. Curcumin ile MDA-MB-231 GH+ hiicre hattinda Snail
anlatimimin baskilandig1 goriilmektedir. GH geminin kazandirilmasi ile birlikte -
catenin anlatiminin arttig1, curcumin uygulamasi sonrasinda MDA-MB-231 dogal tip

ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde azaldig1 goriilmektedir (Sekil 36B).

A.
MCE-7 MCE-7 B.
dogal tip GH+ MDA-MB-231 MDA-MB-231
Curcumin + - + dogal tip GH+
(20 uM) . . -
e ‘ ~ E-caderin (135 kDa) C(121r5c1:lr;411;1 i hl
172 080 151 155 ~ S B | N-caderin (140 kDa)
._m N-caderin (140 kDa) 1,04 0,65 080 042
105 076 147 129 ‘ o W ®ee® | Vimentin (57 kDa)
P B icuin (57 kDo) 104 031 o0m  on
002 006 142 132 A ~ B il (29 kDa)
- ” M Slug (30 kDa) 0,23 038 109 064
079 027 161 067 - —— - | p-catenin (92 kDa)
-- B-catenin (92 kDa) 0,96 1,08 124 081
0,40 040 143 144 M B-actin (45 kDa)
AR A M M | B-actin (45 kDa) 1 104 106 124
1 091 097 081

Sekil 36. MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda
curcuminin EMT iizerine etkisinin gosterilmesi
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6.15.Curcumin’in MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri

hiicrelerinde NF-kB sinyal yolagi iizerine etkisi

NF-kB bir transkripsiyon faktorii olup inflamasyon, immiin system, hiicre
proliferasyonu, invazyon, metastaz ve apoptoz gibi siireglerde rol almaktadir. NF-kB
aktivasyonu; Kklasik, alternatif ve atipik yolak olmak {izere ii¢ ayr1 sinyal lizerinden de
gerceklesebilmektedir. Bu yolaklar genellikle pro-inflamatuar ajanlar ve cesitli
sitokinler tarafindan tetiklenmektedir. Curcuminin klasik ve alternatif NF-xB sinyali
tizerine etkisini belirlemek amaciyla immunoblotlama teknigi kullanilmistir.

Curcumin MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda IKKa ve B anlatimini hem
dogal tip hem de GH+ hiicre hattinda baskilamaktadir. GH+ hiicre hattinda bu
baskilama oranit daha yiiksektir. dogal tip hiicre hattinda IKKo/f kompleksinin
Ser176/180 fosforilasyon diizeyi ise curcumin uygulamasini takiben artmaktadir. Bu
artisa bagli olarak oOzellikle dogal tip hiicrelerde IkBa fosforilasyon diizeyi de
artmaktadir. GH anlatiminin kazandirilmastyla MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda
NF-«xB p65 diizeyi artis gostermektedir. Ancak curcumin uygulamasi sonrasinda hem
dogal tip hem de GH+ hiicre hattinda NF-xB anlatim1 baskilanmaktadir. Curcumin
MCF-7 dogal tip hiicrelerde p-IKBa artisini takiben p-NF-kB p65 Ser536 anlatimini
arttirirken GH+ hiicrelerde 6nemli bir degisime neden olmamaktadir (Sekil 37A).

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda curcumin IKKa/pB Ser176/180
fosforilasyonunu baskilamaktadir. Buna ragmen dogal tip hiicre hattinda curcumin
uygulamast sonrast IkBa Ser32 fosforilasyonu artar iken GH+ hiicre hattinda
azalmaktadir. MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda oldugu gibi GH anlatiminin
kazandirilmasi ile birlikte MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda da NF-xB
p65 anlatimi artis gostermektedir. Curcumin uygulamasi ile NF-xB p65 Ser536
fosforilasyonu hem dogal tip hem de GH+ hiicre hattinda baskilanmaktadir (Sekil
37B).
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A.

MCE-7 MCF-7 MDA-MB-231  MDA-MB-231
dogal tip GH+ B. dogal tip GH+
Curcumin - + - + Curcumin - + - +
20
0D — - IKKa (85 kDa) 51 A el e . | KKo(35kDa)
069 065 067 030 070 065 050 030
—— .| xGE) B e B e | K5 (57100)
0,71 0,63 0,77 0,39 0,46 0,63 0,78 0,65
=7 L1 e W R
Ser176/180 (85,87 kDa) sl Ser176/180 (85,87 kDa)
040 058 059 06 0,63 048 055 04
W S e o | KB (39 kDa) - = - - IKBe (39 kDa)
0,83 0,77 046 042 084 065
W S S e (PIKBSer2 (10KDa) -- . - p-IKBa Ser32 (40 kDa)
0,55 0,86 0,46 0,43 0,88 1,05 0,82
bl BETOI W S | N4 pos (65 kDa) o B S| NELB p6s (65 kDa)
0,43 0,36 0,76 0,52 0,41 0,42 0,60 0,41
p-NF-iB p65 — p-NF-iB p65
oo— _- - ' Sers36 (65 kDa)
0,20 0,71 0,73 0,83 0,69 0,95
AR A A s |-ectin (45 1D2) ‘- - - B-actin (45 kDa)
1,00 08 1,04 092 1,00 097 089 080

Sekil 37. MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda
curcuminin klasik NF-kB sinyal yolag iizerine etkisinin belirlenmesi.

Curcuminin alternatif NF-kB sinyal yolag: {izerine etkisine bakildiginda ise
MCF-7 dogal tip ve GH+ hiicre hattinda TRAF2 ve TRAF3 anlatimindan bir
degisime neden olmamaktadir. NIK anlatimi MCF-7 dogal tip hiicre hattinda bir
miktar artig gosterirken GH+ hiicre hattinda bir degisiklik gozlemlenmemistir. Ancak
GH+ hiicre hattindaki NIK anlatimi dogal tip hiicre hattina oranla daha yiiksektir.
Curcumin MCF-7 dogal tip ve GH+ hiicre hattinda TRAF2 ve TRAF3 anlatimindan
bir degisime neden olmamaktadir. p100 Ser866/870 fosforilasyonu dogal tip hiicre
hattinda curcumin ile birlikte baskilanirken GH+ hiicre hattinda 6nemli derecede bir
degisim gostermemektedir. P100 fosforilasyonuna bagli olarak olusan p52 ise
curcumin uygulamasi ile dogal tip hiicre hattinda degismez iken GH+ hiicre hattinda
artis gostermektedir. MCF-7 GH+ hiicre hattinda RelB anlatim1 dogal tip hiicrelere
oranla daha yiiksektir. Curcumin uygulamasi sonrasi ise hiir iki hiicre hattinda da bir
degisim gostermemektedir (Sekil 38A).

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina bakildiginda curcumin her iki
hiicre hattinda da TRAF2 anlatimin1 etkilemezken TRAF3 anlattmimi GH+ hiicre
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hattinda baskilamaktadir. NIK anlatimini dogal tip hiicre hattinda bir miktar
baskilarken GH+ hiicre hattinda 6nemli derecede bir degisime neden olmamustir.
NIK tarafinda fosforile olan p100 curcumin uygulamasi ile her iki hiicre hattinda da
artis gostermekte ve buna bagl olarak proteozomal degredasyon sonrasi olusan p52
curcumin uygulamasi ile bir miktar artis gostermektedir. P52 ile kompleks olusturup
nukleusa goc eden RelB anlatimi curcumin uygulamasi ile azalmaktadir. Ozellikle
dogal tip hiicre hattinda Gh+ hiicre hattina oranla daha yiiksek diizeyde baskilanma
goriilmektedir (Sekil 38B).

A. dMC?; MCE-7 B MDA-MB-231 MDA-MB-231

0gal tp GH+ . dogal tip GH+
Curcumin - + - + Curcumin __ - + 3 -
(20 uM)

PR S ae | NK(25kD2) 5pM) | Mpe e S| NIK (125 KDa)

0,38 0,56 0,55 0,54

o= 0D BB S 12D SR aREs o

1,07 1,26 1,23 121

P100 (12, 52 kDa) P100 (12, 52 kDa)
e 50 kDa . T—352 kDa
0,32 0,34 0,34 0,45 0,36 0,37 0,27 0,30
O o, (R

0,63 0,36 0,70 0,71 0,66 0,79 0,38 0,50

1P [ nd B | RelB (10KD:)
0,97 1,42

1,02 032 124 094

) 094 152 ' :
— . o ! TRAF? (53 kDa
P — S TRAF? (53 kDa) 03D

0,39

TRAF3 (62 kDa)

- B @21k

0,50 0,47 087 0,70

AU S G - | (-cctin (/5 KDa)

1,00 0,96 097 082

S i ety LD

Sekil 38. MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda
curcuminin alternatif NF-kB sinyal yolag iizerine etkisinin belirlenmesi.

Curcuminin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda NF-kB
‘nin aktivasyonu iizerine etkisini belirlemek amaciyla nuclear ve sitoplazmik protein
izolasyonu ardindan immunoblotlama teknigi kullanilmistir. NF-xB alt iiniteleri

homodimer veya heterodimer halinde kompleks olusturarak hiicre igerisinde
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nukleusa go¢ etmektedir. Bu kompleks yapilarin olusumunda major rol alan NF-xB
alt linitelerinden biri p65 olup Ser536 bolgesinden fosforilasyona ugrayarak p50 alt
tinitesi ile birlikte heterodimer yapiy1 olusturmaktadir. RelB ise p52 alt {initesi ile
birlikte heterodimer yapiy1 olusturarak nukleusa goc etmektedir. MCF-7 GH+ meme
kanseri hiicre hattinda curcumin p-p65 gogiinii baskilamakta ve sitoplamik p-p65
diizeyinde de azalmaya neden olmaktadir. Wedelolacton ajani, IKK inhibisyonunu
gerceklestirerek p65 fosforilasyonu bloke etmektedir. Wedelolacton uygulanan
ornekte de curcumin ile aynmi cevap alinmis olup p-p65’in nukleusa gdgiiniin
baskilandig1 belirlenmistir. RelB ise kontrol grubuna oranla curcumin uygulamasi
sonrasinda sitoplazmik diizeyinde azalma gozlenir iken nukleusa goc¢ii de ayni
sekilde curcumin uygulamasi ile baskilanmaktadir (Sekil 39A). MDA-MB-231 GH+
meme kanseri hiicre hattinda kontrol grubuna bakildiginda p-p65 gogii
belirlenememistir. Bununla birlikte sitoplazmik p-p65 diizeyi curcumin uygulamasi
ile birlikte azalmaktadir. Wedelolacton uygulanan ornekler de de nuklear p-p65
belirlenememistir. Kontrol grubunda RelB sitoplazmadan nukleusa go¢ etmektedir.
Ancak curcumin uygulamasi ile hem sitoplazmik RelB diizeyi azalmakta hem de
RelB’nin nukleusa gocii baskilanmaktadir. Wedelolacton uygulanan Ornekte ise

kontrol grubu ile ayn1 profil elde edilmistir (Sekil 39B).

MCEF-7 GH+ MDA-MB-231 GH+
S N S N S N A S N S N S N
Curcumin (20 uM) - - + + _ _ Curcumin (25 uM) ~- - ¥ + -
Wedeloacton (10 uM) - - - - + + Wedeloacton (10 uyM) - . - - - + +
NF-B p63 . pe—
- @ | o [
- Sers36 (65 kDa) & i -
1,36 077 077 066 106 059 1,59 092 1,04 137 161 046
_- L LT . ReB (70 kDa) Q — .”
140 107 054 061 086 062 201 0,99 148 197 098
. a — W g | Histon3 (17KDa) [ e — - -
03 100 101 161 08 15 078 100 127 144 057 117
- ‘ # ey p-actin (45kDa) - T
1,00 0,35 1,08 0,49 0,50 0,08 1,00 0,31 1,13 0,46 0,67 0,24

Sekil 39. MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda
curcuminin NF-kB gocii iizerine etkisinin belirlenmesi.
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6.16.Curcumin’in MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri

hiicre hatlarinda poliamin metabolizmasi iizerine etkisi

Poliaminler; putresin, spermidin ve spermin hiicre biiylimesi ve farklilagsmasi
acisindan fonksiyonel amin tiirevli molekiillerdir. Hiicre icerisine poliamin alimi ve
biyosentezinde ODC, AZ ve AZI enzimleri, katabolizmada ise PAO ve SSAT
enzimleri gorev almaktadir.

MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcuminin
poliamin diizeyleri lizerine etkisi HPLC teknigi, poliamin metabolizmasinda gorevli
enzimlerin anlatimi {izerine etkisi ise immunoblotlama teknigi ile belirlenmistir.
Dogal tip hiicre hattinda putresin, spermidin ve spermin diizeyi curcumin uygulamasi
sonrast azalmaktadir. GH+ hiicre hattinda ise putresin ve spermidin diizeyi artarken
spermidin  seviyesi azalmaktadir. ODC transkripsiyon faktorii olan c-myc
anlatiminda bir degisim goriilmemektedir. Biyosentezden sorunlu ODC enziminin
anlattm1 GH+ hiicre hattinda dogal tip hiicrelere oranla daha fazla olmakla birlikte
curcumin uygulamasi sonrasi1 dogal tip hiicrelerde Onemli derecede degisim
gostermez iken GH+ hiicrelerde azalmaktadir. GH+ hiicre hattinda ODC anlatimi
azalmasma ragmen putresin ve spermidin diizeyindeki artis AZ’nin ODC den
bagimsiz olarak hiicre igerisine poliamin alimminda gorev almasindan kaynakli
oldugu distiniilmektedir. ODC aktivitesi kontrol eden AZ enzimi curcumin
uygulamasi ile bir degisim gostermez iken AZ inhibisyonunu saglayan AZI enzimi
anlatimi1 baskilanmaktadir. Katabolizmada fonksiyonel olan enzimlerden SSAT
anlatimi1 curcumin uygulamasi ile bir degisim gostermemekle birlikte PAO anlatimi

ozellikle GH+ hiicre hattinda artis gostermektedir (Sekil 40).
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" - , ,“ ODC (53 kDa)
0,79 0,83 1,03 0,85

SSAT (20 kDa)

PAO (62 kDa)
AZI (53 kDa)
0,95 0,96 1,27 0,87
— —— W W | AZ (23 kDa)
0,98 0,93 1,09 1,01
T S S S| . ctin (45kDa)
1,00 0,93 1,03 0,90

Sekil 40. MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hattinda curcuminin poliamin metabolizmasi
iizerine etkisinin gosterilmesi. ***p<0,001;****p<0,0001

MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hattinda curcumin
uygulamas1 sonrasinda sirasiyla putresin, spermidin, ve spermin diizeyleri
azalmaktadir. C-myc anlatimi curcumin ile degismemektedir. GH anlatiminin
kazandirilmasiyla poliamin biyosentezinde gorevli ODC anlatimi artis gostermekle
birlikte hem dogal tip hem GH+ hiicre hattinda curcumin uygulamast sonrast ODC
anlatim1 baskilanmaktadir. ODCregiilasyonunu soglayan AZ ve AZI enzimlerinin

anlatim diizeyi curcumin uygulamasi sonrasinda azalmaktadir. Curcumin uygulamasi
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ile her iki hiicre hattinda da SSAT anlatimi azalirken PAO anlatimi GH+ hiicre

hattinda artis gostermektedir. poliamin sentezinde

gorevli ODC enzimi anlatiminin

baskilanmasi1 ve PAO enzimi anlatiminin artis1 hiicre igerisindeki poliamin

havuzunun azalmasi ile sonuglanir (Sekil 41).

A.
MDA-MB-231
1.0
= * % Ll Bl Putresin
- £ ns Spermidin
‘;“ € L * B Spermin
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& e & )
06\\ Q}Q\Q \)6\\ \\,.&\Q
0\0 \Q, &0 &0
O ® O o®
Dogal tip GH+
B. MDA-MB-231  MDA-MB-231
Dogal tip GH+
Curcumin - + - +
(25 uM) :7"?
‘ 0,80 - 0,7 0 93 085
' - " " SSAT (20 kDa)
"'M - mﬂ ~ PAO (62 kDa)
0,60 0,5
u . i ﬁ AZI (53 kDa)
0,72 0,72 1,0 0,66
- -—— . @ | A7 (23 kDa)
11 0,69 1,08 0,79
D S Sl @ | (-ctin (45kDa)

1,00 1,05 1,00 0,93

Sekil 41. MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hattinda curcuminin

poliamin metabolizmasi iizerine etkisinin gosterilmesi.
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6.17. Curcumin’in MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme

kanseri hiicre hatlarinda reaktif oksijen tiirleri (ROS) iizerine etkisi

MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme knaseri hiicrelerinde
curcuminin ROS degisimi tizerine etkisi belirlemek amaciyla DCFH-DA boyama ve
akig sitometre teknigi kullanilmistir.

Curcumin uygulamasi sonrast DCFH-DA boyamasi gerceklestirilerek hem
floresan mikroskobunda goriintiileme yapilmis hem de akis sitometresinde analiz
edilmistir. Heriki meme kanseri hiicre hattinda da 24 saat boyunca uygulanan
curcumin ROS iiretiimini indiiklemektedir. MCF-7 dogal tip hiicre hattinda GH+
hiicrelere oranla ROS diizeyinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 42).

MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarina bakildiginda ise
curcumin uygulamasi sonrasinda her iki hiicre hattinda da ROS diizeyinin benzer

oranda arttigi tespit edilmistir (Sekil 43).
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Sekil 42. MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin ROS degisimi iizerine etkisinin gosterilmesi.
*kx
p<0,001
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Sekil 43. MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcuminin ROS degisimi iizerine etkisinin gosterilmesi.

***p<0,001



Curcuminin poliamin katabolizmasim1 aktive ederek ROS iiretimini
tetikledigini kanitlamak amaciyla ROS inhibitorii olan N-asetil sistein ajani
uygulanmistir. Curcumin ve NAC uygulamasinin hiicre canlilifi ve apoptotik hiicre
Oliimii iizerine etkisi gosterilmistir. MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre
hatlarinda NAC uygulamasi curcuminin etkinligini azalmakta, hiicre canlilifini
arttirmakta ve curcuminin apoptotik etkisini geriye cekmektedir (Sekil 44)

MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcuminin ROS
olusumunu tetikleyici etkisi, curcumin ve NAC uygulamasii takiben geri
cekilmigtir (Sekil 45).

MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcuminin
hiicre canliligini azaltic1 ve apoptotik hiicre 6liimiinii tetikleyici etkisi, curcumin ve
NAC birlikte uygulamasi ile geri ¢ekilmisti (Sekil 46). ayn1 zamanda curcuminin
ROS olugumunu tetikleyici etkisi de curcumin ile birlikte NAC uygulamasi sonrasi

geriye cekildigi goriilmiistiir (Sekil 47).
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Sekil 44. MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hattinda curcumin ve NAC uygulamasimn hiicre canlih@ ve apoptotik hiicre
oliimii iizerine etkisinin gosterilmesi. ***p<0,001;****p<0,0001
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Sekil 45.MCF -7 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hattinda curcumin ve NAC uygulamasinin ROS olusumu iizerine etkisinin
gosterilmesi.
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Sekil 46.. MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hattinda curcumin ve NAC uygulamasinin hiicre canlihigi ve
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Sekil 47. MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hattinda curcumin ve NAC uygulamasinin ROS olusumu iizerine etkisinin
gosterilmesi.
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6.18.Curcumin’in MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri

hiicre hatlarinda hiicre dongiisii iizerine etkisi

Curcuminin MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre
hatlarinda hiicre dongiisiinii belirlemek amaciyla PI boyamasi sonrasi akis
sitometresi kullanilmistir. MCF-7 dogal tip hiicre hattinda curcumin uygulamasi
sonrasinda SubG1l fazinda herhangi bir degisim gozlemlenmez iken Gl
popiilasyonunda azalma, G2/M popiilasyonunda ise artis saptanmistir. MCF-7 GH+
hiicre hattinda ise dogal tip hiicre hattina oranla G1 popiilasyonunda daha yiiksek
miktarda bir diisis, G2/M popiilasyonunda daha fazla artis goriilmektedir. Bu
sonuclar dogrultusunda curcuminin MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri

hiicrelerinde hiicre dongiisii tizerinde G2/M fazin1 durducu etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir (Sekil 48).
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Sekil 48. MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcuminin hiicre
dongiisii iizerine etkisinin gosterilmesi. *p<0,05;**p<0,01
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MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcuminin hiicre
dongiisti lizerine etkisini belirlemek amaciyla G1-S faz gecisinde onemli rollere
sahip cesitli belirteclerin anlatimlar1 immunoblotlama teknigi ile gosterilmistir.
Sikline bagimli kinaz (CDK) inhibitorii olan p21’in transkripsiyonel regiilasyonunu
saglayan tiimdr supresor protein olan p53 anlatim diizeyi, MCF-7 dogal tip hiicre
hattinda curcumin uygulamasi sonrasi degisim gostermez iken GH+ hiicre hattinda
artis gostermektedir. p53° e bagh olarak p21 anlatimi da GH+ hiicre hattinda
artmaktadir.  SiklinD1 CDK4 ile kompleks olusturarak Rb proteininin
fosforilasyonundan sorumludur. Buna bagli olarak siklin D1 dogal tip hiicrelerde
curcumin ile birlikte baskilanir iken GH+ hiicrelerde artmaktadir. Rb proteini G1
fazinda E2F ile birlikte kompleks halinde bulunmaktadir. Ancak S fazina gecis
stirecinde siklin D1 ve CDK4 kompleksi tarafindan fosforile edilir. Curcumin her iki
hiicre hattinda da Rb anlatimin1 baskilamakta ve ayni zamanda fosforilasyonunu
inhibe etmektedir. Bu sonu¢lar dogrultusunda curcuminin MCF-7 dogal tip ve GH+
hiicre hattinda hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurucu etkiye sahip oldugu

goriilmektedir (Sekil 49).

MCEF-7 Dogal tip  MCF-7 GH+

Curcumin (20 uM) - + - +
M, S o, SR, | 53 (53 kDa)
0,86 0,65 0,59 0,78
s A ™ . | 121 (21 kDa)
0,80 0,99 0,50 0,59
- 0 e + | Siklin D1 (36 kDa)
0,85 0,40 0,57 0,31
= - M | RD (110 kDa)
0,65 0,40 1,05 0,64
PR— - p-Rb (Ser780) (110 kDa)
0,35 0,19 0,67 0,24
Ga—, S = A | f-actin (45kDa)
1 0,89 1,05 0,94

Sekil 49. MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hattinda curcuminin G1/S
gecisinde fonksiyonel proteinlerin anlatimi iizerine etkisinin gosterilmesi.
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MDA-MB-231 dogal tip hiicre hattinda curcumin SubGl popiilasyonunu
arttirmaktadir. Bununla birlikte G1 popiilasyonunda diislise neden olmaktadir. MDA -
MB-231 GH+ hiicre hattinda ise aym sekilde SubG1 popiilasyonunu arttirirken G1
popiilasyonunu  diisiirmektedir. Curcumin her iki hiicre hattinda da SubGl
popiilasyonunu arttirarak hiicre 6liimiine neden olmaktadir. MDA-MB-231 dogal tip
hiicre hattinda %11,5 SubG1 popiilasyonu var iken GH+ hiicre hattinda bu deger
%2,1 ‘dir. GH anlatiminin varhigi ile MDA-MB-231 hiicre hatti daha agresif bir
profile sahip olmakta ve hiicre 6liimiine kars1 daha direngli bir profil sergilemektedir
(Sekil 50).
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Sekil 50. MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcuminin
hiicre dongiisii iizerine etkisinin gosterilmesi. *p<0,05;**p<0,01;****p<0,0001
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MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcuminin
hiicre dongiisii iizerine etkisini belirlemek amaciyla G1-S faz gec¢isinde 6nemli
rollere sahip c¢esitli belirteglerin  anlatimlar1 immunoblotlama teknigi ile
gosterilmistir. MDA-MB-231 dogal tip hiicre hattinda p53 anlatimi curcumin
uygulamasi ile Onemli derecede degisim gostermez iken GH+ hiicre hattinda
artmaktadir. Bununla birlikte curcumin CDK inhibitorii olan p21 anlatimini her iki
hiicre hattinda da arttirmaktadir. Siklin D1 anlatimi curcumin uygulamasi ile
azalmaktadir. Buna bagli olarak Rb anlatim diizeyi ve fosforilasyonu da
baskilanmaktadir. Curcumin MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre
hattinda da G1 fazinda durdurucu etkiye sahiptir (Sekil 51).

MDA-MB-231  ypA-MB-231

Dogal tip GH+
Curcumin (25 uM) - + - +
Pt e e (D53 (53 kDa)
0,50 0,40 0,46 0,53
R -— & | p21 (21 kDa)
0,87 1,27 0,66 0,93
P - M | Siklin D1 (36 kDa)
1,02 0,92 0,87 0,72
- - - R S | RD (110 kDa)
1,06 0,37 0,89 0,57
- - p-Rb (Ser780) (110 kDa)
0,91 0,99 0,90 0,21
S A R W | ciin (45KDa)
1 0,95 0,89 0,83

Sekil 51. MDA-MB-2317 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hattinda curcuminin
G1/S gecisinde foksiyonel proteinlerin anlatimi iizerine etkisinin gosterilmesi.
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6.19.Curcumin’in MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri

hiicre hatlarinda hiicre oliimii tizerine etkisi

Curcumin uygulamasimnin MCF-7 dogal tip, GH+ meme kanseri hiicrelerinde

hiicre 6liimli, mitokondriyal membran potansiyel (MMP) degisikligi ve niiklear
kondenzasyon iizerine etkisini gosterebilmek icin Dioc6, DAPI ve PI floresan
boyamalar1 gergeklestirilmistir. MCF-7 hiicrelerinde curcumin uygulamasi ile
birlikte dogal tip hiicre hattinda MMP azalirken otokrin GH anlatim1 gergeklesen
hiicre hattinda da ilag uygulanmayan hiicrelere kiyasla MMP disirdigi
gosterilmistir. Ayrica curcuminin dogal tip hiicrelerde hiicre 6liimii ve niiklear
kondenzasyon tizerine etkisinin GH+ MCF-7 hiicrelerine kiyasla daha fazla oldugu
gozlemlenmektedir (Sekil 52).
Curcumin uygulamasi ile birlikte dogal tip hiicre hattinda mitokondrial membran
potansiyeli azalirken otokrin GH anlatimi gergeklesen hiicre hattinda biiyiik bir
degisiklik gozlemlenmemektedir. MDA-MB-231 dogal tip hiicre hatlarinda curcumin
uygulamas: ile birlikte DNA kiriklar1 artar iken MDA-MB-231 GH+ hiicre hattinda
dogal tipe oranla daha az DNA kiriklar1 goriilmektedir. Curcumin uygulamasi
sonrasinda MDA-MB-231 dogal tip hiicre hattinda oli hiicre sayisinda artis
goriilmektedir. MDA-MB-231 GH+ hiicre hattinda ise dogal tipe oranla 6li hiicre
sayisindaki artis daha az olarak gézlemlenmistir (Sekil 53)

90



91

Curcumin

(20 D |1

Isik
Mikroskobu

MCF-7 dogal tip

MCF-7-GH+

-+

Sekil 52. Curcuminin MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre 6liimii iizerine etkisinin
gosterilmesi. Bilyiitme: 10X
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Sekil 53. Curcuminin MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre 6liimii iizerine
etKisinin gosterilmesi. Biiyiitme 10X



Curcuminin hiicre 6liimii iizerine etkisini belirlemek amaciyla Annexin V-FITC
Propidyum iyodiir boyamalar1 gerceklestirilip hiicre akis sitometresinde hiicre
populasyonlar1 irdelenmistir. Normal sartlarda hiicre i¢i membranda bulunan
fosfotidilserinin apoptotik siirecte hiicrenin dis membranina gegisi s6z konusu olmasi
nedeni ile ancak apoptotik Oliime giden hiicreler Annexin V boyasi ile
fosfotidilserinleri iizerinden baglanmaktadirlar. Propidyum iyodiir boyasi ise 0lii
hiicrelerde sitoplazmik membran biitlinliigiinlin bozulmasi ile hiicre igerisine
girebilmekte ve DNA’ya baglanmaktadir. Béylece curcuminin MCF-7 ve MDA-MB-
231 meme kanseri hiicreleri lizerinde erken, ge¢ apoptotik ve nekrotik 6liim iizerine
etkisi irdelenmistir.

MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcumin erken
apoptotik hiicre 6limiinii tetiklemektedir. Dogal tip hiicre hattinda %24.3, GH+
hiicre hattinda ise %1.3’liikk erken apoptotik hiicre populasyonu bulunmaktadir.
Bununla birlikte dogal tip hiicre hattinda %14.9’liikk bir hiicre populasyonu da geg
apoptotik  siiregtedir. MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda GH geninin
kazandirilmasi, curcumin tarafindan indiiklenen apoptotik hiicre oliimiine karsi bir
direng olusumunu tetiklemistir (Sekil 54).
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Sekil 54. MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin apoptotik
hiicre oliimii iizerine etkisinin Annexin V-PIl boyama yontemi ile gosterilmesi
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MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda ise curcumin
erken apoptotik hiicre 6limiinii tetiklemektedir. MCF-7 meme kanseri hiicre hatti ile
kiyaslandiginda MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinin curcumin tarafindan
indiiklenen apoptotik hiicre 6liimiine kars1 daha direngli oldugu belirlenmistir. Dogal
tip hiicre hattinda %11.7, GH+ hiicre hattinda ise %4.7’lik erken apoptotik hiicre
populasyonu bulunmaktadir. Ayrica dogal tip hiicrelerde %6.1, GH+ hiicrelerde ise
%2.6 oraninda geg¢ apoptotik hiicre populasyonu belirlenmistir. Sonu¢ olarak GH+
hiicre hattinda curcumin tarafindan tetiklenen apoptotik hiicre Sliimiine karsi bir

direncin varlig1 belirlenmistir (Sekil 55).
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Sekil 55. MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde curcuminin apoptotik
hiicre 6liimii iizerine etkisinin Annexin V-Pl bayoma yontemi ile gosterilmesi
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Curcuminin MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre
hatlarinda i¢sel apoptotik hiicre Olimi iizerine etkisini belirlemek amaciyla
immunoblotlama teknigi kullanilmistir. MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri
hiicre hatlarinda pro-apoptotik belirteglerden Bax, Bak ve Puma curcumin
uygulamasi sonrasi artis gostermekle birlikte Bcel-2 ve Bcl-xL gibi anti apoptotik
belirte¢lerde azalma goriilmektedir. Bunun yanisira pro-apoptotik berlirte¢lerden Bad
anlatim1 dogal tip hiicrelerde azalirken GH+ hiicrelerde degisim gostermemektedir.
Anti-apoptotik belirteglerden Mcl-1 ise hem dogal tip hem de GH+ hiicrelerde
degisim gostermez iken GH+ hiicre hattindaki anlatimi1 daha yiiksektir. Bir diger
apoptotik belirtec olan PARP curcumin uygulamasi ile hem dogal tip hem de GH+
hiicre hattinda kesilmistir. Hiicrenin apoptotik 6liim siirecinde hiicre i¢i filamentlerin
degredasyonunda gorevli enzimlerden kaspaz-9 ve kaspaz-7 anlatimlart curcumin
uygulamas: ile azalmaktadir. Full kaspazlar kesilerek aktif formlarim
olusturacagindan curcumin kaspaz-9 ve -7 aktivasyonunu tetiklemektedir. Curcumin
ile indiiklenen ig¢sel apoptotik 6lim yolagit MCF-7 dogal tip hiicre hattinda GH+
hiicre hattina oranla daha aktif oldugu belirlenmistir (Sekil 56A)

Digsal apoptotik yolakta ise apoptotik sinyal UV veya cesitli kimyasal ajanlar
tarafindan hiicre disindan gelmektedir. Apoptotik sinyal membranda lokalize olan
Fas ve oliim reseptdrleri tarafindan alinir. Hiicre igerisine aktarimi siirecinde FADD
ve TRADD gibi adaptor molekiiller rol almaktadir. Bu molekiiller kaspaz-8 ve -2
aktivasyonunda gorevlidir. Kaspaz-8 ve -2 aktivasyonu kaspaz kaskadini bagslatarak
efektor kaspazlarin aktive olmasmi saglamaktadir. Curcuminin digsal apoptotik
yolakta gorevli molekiillerin anlatimlar1 tizerine etkisi immunoblotlama teknigi
kullanilarak irdelenmistir.

MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcumin Fas ve
TRADD anlatiminda onemli derecede bir degisime neden olmaz iken FADD
anlatimini her iki hiicre hattinda da baskilamaktadir. Curcumin hem dogal tip hem de
GH+ hiicre hattinda kesilmis kaspaz-8 anlatiminda bir degisime neden olmaz iken
dogal tip hiicre hattinda full kaspaz-8 anlatimini azaltmaktadir. Dissal apoptotik
yolakta gorevli bir diger kaspaz molekiilii ise kaspaz-2’dir. Kaspaz-2 mRNA
molekiilii alternatif kesilim siirecinde iki formu olugmaktadir. Bunlar kisa ve uzun
form olarak isimlendirilmektedir. Uzun formu apoptozda gorev alirken kisa formu
apoptoza zit olarak caligmaktadir. Bu durumda curcumin uygulanan hem dogal tip

hem de GH+ hiicre hattina baktigimizda kaspaz-2 anlatimmin azaldig
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goriilmektedir. Curcumin MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda

digsal apoptotik yolagi kaspaz-2 lizerinden aktive etmektedir (Sekil 56B).
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Sekil 56. MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcuminin icsel
ve digsal apoptotik yolak iizerine etkisinin gosterilmesi.
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MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcumin
Ozellikle Bak ve Puma anlatimini arttirmaktadir. Anti-apoptotik belirteglerden Bcl-2
ve Bcl-xL anlatimi hem dogal tip hem de GH+ hiicre hattinda curcumin uygulamasi
ile birlikte azalmaktadir. Ancak Mcl-1 anlatimi MDA-MB-231 dogal tip hiicre
hattinda curcumin uygulamasi ile bir degisim gostermez iken GH+ hiicre hattinda
azalmaktadir. Curcumin MDA-MB-231 dogal tip hiicre hattinda daha yiiksek oranda
olmak tizere GH+ hiicre hattinda da PARP kesilimini tetiklemektedir. Bunun yanisira
full kaspaz-9 ve -7 anlatim1 her iki hiicre hattinda da curcumin etkisiyle azalmaktadir
(Sekil 57A). MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda dissal
yolaga bakildiginda ise curcumin uygulamasi sonrast Fas anlatimi dogal tip hiicre
hattinda artarken GH+ hiicre hattinda azalmaktadir. FADD anlatimi1 hem dogal tip
hem de GH+ hiicre hattinda curcumin ile baskilanmaktadir. TRADD anlatim1 ise
GH+ hiicre hattinda curcumin uygulamasi ile artarken dogal tip hiicre hattinda
azalmaktadir. Curcuminin kaspaz-8 iizerine MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda
oldugu gibi benzer bir etkisi oldugu belirnelmistir. Kaspaz-2’nin kisa formu iizerinde
ise GH+ hiicre hattinda baskilayic1 bir etkiye sahip iken dogal tip hiicrelerde bir
degisime neden olmamustir (Sekil 57B).
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Sekil 57. MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcuminin
i¢csel ve digsal apoptotik yolak iizerine etkisinin gosterilmesi
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BOLUM V

7. TARTISMA

Meme kanseri bati iilkelerinde kadinlar arasinda genellikle ortak olarak goriilen
kanser tiplerinden biridir ve en sik karsilasilan tirti duktal karsinomdur. Meme
kanserine yakalanan kadinlarin yaklagik olarak %6,6’sinin 40 veya daha geng yasta
bireyler oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte meme kanseri gelisim siireci genetik
faktorler tarafindan da tetiklenmekle birlikte BRCAL1 ve BRCA2 genlerindeki
mutasyonlar bu agindan 6nem tegkil etmektedir [70]. Genetik faktorlerin yanisira
besleme faktorleri, pro-inflamatuar ajanlar vasitasiyla inflamasyonun tetiklenmesi de
meme kanserinde niikksetmeye ve sagkalim oranlarmin diismesine neden olmaktadir.
Yasam tarzinin da meme kanseri gelisim ve tedavi siirecinde Onemli rol
oynamaktadir, iyilestirilmesi durumunda hastalarda sagkalim oranini artmakta ve
meme kanseri nedenli 6liim oranini azalmaktadir [71].

Meme bezlerinin gelisimi endokrin sistem tarafindan kontrol edilmektedir.
Ozellikle yumurtalikla ilgili olan hormonlarindan éstrojen ve progesteron ile hipofiz
bezi hormonlarindan GH ve PRL bu asamada rol almaktadir [72]. GH hipofiz bezinin
on lobundan salinan bir hormon olup sentezi, depolanmasi ve salinimi somatotrofik
hiicreler tarafindan gergeklestirilir. Somatotroplarda GH sentezi GHRH tarafindan
tetiklenirken somatostatin tarafindan da inhibe edilmektedir. Hiicrelerden salinan GH
dolasim sistemine katilarak karacigerde IGF-I salinimini tetiklemektedir. Boylece
meme bezi ve meme epitel hiicrelerinin gelisimi ve farklilagsmasi saglanmaktadir
[73]. Uzun siireli gesitli steroid hormonlarin uygulanmasinin da meme kanserinde
onemli bir risk faktori oldugu, yapilan deney hayvanlart ve epidemiyolojik
caligmalarin yiiksek diizeyde GH varliginin artan meme kanseri riski ile iliskili
oldugu belirlenmistir [74]. Buna bagli olarak yapilan ¢alismada yiiksek GH salinimi
ile iliskili olan akromegali hastalarinda meme kanserine yakalanma oraninin yiiksek
oldugu tespit edilmistir [75]. Ayrica meme kanseri hiicrelerinin de GH salinimini

gerceklestirebildigi goriilmiistiir [76]. Otokrin GH sinyalinin meme kanseri hiicre
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hattinda mezenkimal, invazif fenotipi tetikledigi ve agresif tiimoér olusumuna neden
oldugu goriilmiistiir [77].

Meme kanserinde tedavi amagh gelistirilen stratejiler genellikle hiicre biiyiime,
farklilasma, mobilite ve apoptoz ile iligkili sinyal mekanizmalarmin karakterize
edilmesine dayanmakla birlikte bu mekanizmalar iizerinden terapdtik potansiyele
sahip cesitli kemoterapotik ajanlarin  gelistirilmesi ve hiicre i¢i molekiiler
mekanizmalariin aydinlatilmasi 6nem tagimaktadir [78]. Curcumin, Curcuma longa
bitkisinin rizomundan izole edilen sar1 renkli fenolik bir bilesiktir. Meme, kolon ve
prostat gibi bir¢ok kanser tiirlinlin tedavisinde giiniimiizde yapilan ¢aligmalarla
onemli rol oynadig1 gosterilmistir [79]. Yapilan ¢ogu ¢alismada curcuminin meme
kanseri hiicrelerinde NF-kB sinyal yolagini modiile ederek hiicre biiyiimesini inhibe
ettigi [80], HER2 onkoproteininin anlatimini azlattig1 ve buna ek olarak Akt, MAPK
fosforilasyonunu azalttigi gosterilmistir [81]. Ayn1 zamanda curcuminin meme
kanseri hiicrelerinde hiicre dongiisiiniic G2/M fazinda durdurdugu, Bax anlatimini
arttirdig1 ve Bcl-2 anlatimini baskiladigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir [80].

Tiim bu bilgiler 1518inda yapilan bu ¢aligmada amag, otokrin GH sinyali
aktive edilen ve edilmeyen MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda
curcuminin hiicre sagkalimi, invazyon ve metastaz, NF-kB sinyali, poliamin
metabolizmasii ROS {iretimi ve apoptotik hiicre Oliimii {izerine etkilerini
irdelemektedir. Bu amag¢ dogrultusun ER pozitif olan ve daha yuvarlak hiicre
morfolojisine sahip MCF-7 ile ER negatif olup buna bagli olarak daha agresif bir
profil sergileyen ve daha mekiksi hiicre morfolojisine sahip MDA-MB-231 meme
kanseri hiicreleri kullanilmustir (Sekil 13). Oncelikle MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal
tip meme kanseri hiicrelerine GH geni PC3.1 vektorii araciligi ile transfekte
edildikten sonra GH anlatimi en fazla olan klonun neomisin (G418) antibiyotigi ile
secilim gerceklestirilmis olup stabil hiicre hatlar1 elde edilmistir (Sekil 14).

Bu calismada elde edilen bulgulara gore, otokrin biiyiime hormonu sinyali
aktive olan hiicrelerde hiicre biiylimesi ile iliskili sinyallerin indiiklenmesine bagl
olarak dogal tip hiicrelere oranla hiicre proliferasyon hizinda artis saptanmistir (Sekil
15). GH geni aktarilan hiicrelerde GH proteininin sentezi ve salinimini belirlemek
amaciyla ELISA teknigi kullanilmis olup hiicrelerden ekstrasellular alan GH
saliiminin gerceklestigi gosterilmistir (Sekil 16).

Curcuminin meme kanseri hiicrelerinde GH iizerine etkisini belirleyebilmek

amaciyla gerceklestirilen immunoblotlama sonucglar1 incelendiginde artan

100



konsantrasyonda 24 saat boyunca uygulanan curcumin ile MCF-7 GH+ hiicre
hattinda GH anlatim1 20 pM’den itibaren baskilanmaya baglamistir. MDA-MB-231
GH+ hiicre hattinda ise 25 pM curcumin uygulamasindan itibaren GH anlatiminda
baskilanma tespit edilmistir. 48 saat boyunca uygulanan curcumin sonrast MCF-7
GH+ hiicre hattinda GH anlatimi artan konsantrasyona bagli olarak azalir iken MDA -
MB-231 GH+ hiicre hattinda GH anlatiminda bir degisim gézlemlenmemistir (Sekil
17).

MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ hiicre hatlarinda zamana bagh
olarak artan konsantrasyonlarda uygulanan curcuminin hiicre canliligini azalttig
belirlenmistir. otokrin GH sinyalinin aktive edilmesi ile birlikte her iki meme kanseri
hiicre hattinda da dogal tip hiicrelere oranla curcuminin anti-proliferatif etkisine karsi
bir direng olusumu s6z konusu olmustur. MCF-7 dogal tip hiicrelerde 24 saat siire ile
20 uM curcumin uygulanmasinin ardindan %50 oraninda canlilik goriiliirken, MCF-
7 GH+ hiicre hattinda bu oran %73 olarak saptanmistir. MDA-MB-231 dogal tip
hiicre hattinda 24 saat siire ile 25 pM curcumin uygulanmasinin ardindan %50
oraninda canlilik goriiliirken, MDA-MB-231 GH+ hiicre hattinda ise bu oran %76
olarak tespit edilmistir. 48 saat boyunca uygulanan curcumin de hem dogal tip hem
de GH+ her iki meme kanseri hiicre hattinda da hiicre canliligini azalttig
belirlenmistir (Sekil 18). Bununla birlikte curcumin MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal
tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre sagkalimini da engellemektedir.
GH anlatim1 arttirllmis olan hiicre hatlarinda dogal tip hiicrelere kiyasla sagkalim
orani daha yiiksek iken zamana bagli curcumin uygulamasi sonrasinda her iki hiicre
hattinda da sagkalimin baskilandig1 gosterilmistir (Selik 19).

Curcuminin MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ hiicre hatlarinda
hiicre sagkalim sinyal yolaklarindan JAK/STAT, PI3K/Akt, MAPK ve onkogenler
tizerine etkisini incelenmistir. GH’nin GHR’ye baglanmasi ile bu sagkalim sinyalleri
tetiklenmektedir. Yapilan c¢alismalar incelendiginde curcuminin meme kanseri
hiicrelerinde JAK/STAT sinyal yolagini inhibe ettigi goriilmiistiir [79]. MCF-7 dogal
tip ve GH+ meme kanseri hiicre hattinda curcumin, GHR tarafindan fosforile edilen
JAK?2 kinazinin anlatimin1 baskilamakta ve pJAK2 (Tyr1007/1008) diizeyini de
indirgemektedir. Asirt GH anlatimia bagl olarak dogal tip hiicre hattina oranla
JAK2’nin GHR tarafindan fosforilasyonu artis gostermektedir. pJAK2 tarafindan
fosforile edilen STATS molekiiliinin anlatimi1 GH+ hiicre hattinda daha fazla olmakla

birlikte pSTATS (Tyr694) anlatimi curcumin uygulamasi ile dogal tip hiicre hattinda

101



azalirken GH+ hiicre hattinda énemli bir degisim gostermemektedir. Bir diger kinaz
molekiilii olan ve 0Ozellikle STAT3 fosforilasyonunu gergeklestiren Src anlatimi
curcumin uygulamasi ile birlikte azalmaktadir. Ancak STAT3 fosforilasyonu dogal
tip hiicrelerde baskilanir iken GH+ hiicre hattinda pJAK2 varligindan ve pSTAT3
(Tyr705) inhibitorii olan SOCS-3 anlatimindaki artisgtan kaynakli degisim
gostermedigi disiiniilmektedir. STAT1 anlatim1 curcumin uygulamasi ile MCF-7
dogal tip ve GH+ hiicre hatlarinda bir degisim géstermez iken fosforile formu
pSTATI1 (Tyr701) inhibitorii olan SOCS-1 anlatiminin artisina bagli olarak 6zellikle
dogal tip hiicre hattinda baskilanmaktadir (Sekil 20A). MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hattinda GH anlatiminin kazandirilmas: sonucu artan GH/GHR sinyalina bagl
olarak GH+ hiicrelerde dogal tip hiicre hattina oranla JAK2 anlatimi artig
gostermketedir. Curcurmin uygulamasi sonras: dogal tip hiicrelerde JAK2 anlatimi
baskilanmaktadir. Ancak curcuminin JAK2’nin aktif formu olan pJAK2 anlatimi
tizerindeki degisim gelecek ¢aligmalarda gosterilmelidir. Diger bir kinaz molekiilii
olan Src proteini GH+ hiicrelerde daha fazla anlatilmakla birlikte curcumin
uygulamasi sonrast hem dogal tip hem de GH+ hiicre hattinda baskilanmaktadir.
Curcumin MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ hiicre hatlarinda STAT3 anlatimin
baskilamaktadir. Src tarafindan fosforile olan STAT3 proteini, MDA-MB-231 dogal
tip hiicrelerde pSTAT3 inhibitérii olan SOCS-3 anltimindaki azalisa bagl olarak
artis gosterdigi, MDA-MB-231 GH+ hiicre hattinda pSTAT3 anlatim1 ise SOCS-3
anlatimindaki artisa baglh olarak azaldig: diisiiniilmektedir (Sekil 20B).

MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde
curcuminin PI3K/Akt sinyal yolag: {izerine etkisine bakildiginda, 6zellikle MCF-7
GH+ hiicre hattinda otokrin GH sinyalinin aktivasyonu ile sagkalim ve
proliferasyonda gorevli pAkt (Ser473) anlatimi1 da dogal tip hiicrelere oranla artis
gostermektedir. Curcumin uygulamasi ile dogal tip ve GH+ pAkt (Ser473) anlatimi
artts gostermektedir. pAkt tarafindan fosforile olan pFOXO3a (Ser318/321)
molekiiliiniin fosforile formu sitoplazmada iken fosforile olmayan formu nukleusa
gbc ederek transkripsiyonel diizeyde hiicre dongiisli inhibitorleri olan p21 ve p27
anlatimini arttirarak hiicre dongiistinii durdurmaktadir. Ancak MCF-7 dogal tip ve
GH+ hiicre hatlarinda curcumin uygulamasi ile pFOXO3a artis gostermektedir (Sekil
21A). MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda ise curcumin
pAkt (Ser473) anlatimin1 baskilamakta ve bdylece sagkalim sinyaline ket
vurmaktadir (Sekil 21B).
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Curcuminin MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ hiicre hatlarinda bir
diger hiicre sagkalim sinyal yolagi olan MAPK iizerine etkisine bakildiginda ise,
hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda otokrin GH
sinyalinin aktivasyonu sonucunda dogal tip hiicrelere oranla GH+ hiicre hatlarinda
p38, p-p38 (Thrl80/Tyrl82) ve p-p44/42 (Thr202/Tyr204) anlatimlarinda artis
saptanmistir. Curcumin uygulamasi ile MCF-7 GH+ hiicre hattinda 6zellikle p-p38
anlattmindaki artisin DNA hasarina baglh olarak gerceklestigi diisiiniilmektedir.
MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ hiicre hattinda ise p-p44/42 anlatimi curcumin
uygulamasi ile baskilanarak bir diger sagkalim yolagina ket vuruldugu goriilmiistiir
(Sekil 22A, 22B).

Otokrin GH/GHR sinyalinin hedef molekiillerinden biri olan onkogenler
MCF-7 ve MDA-MB-231 GH+ hiicre hatlarinda dogal tip hiicrelere kiyasla 6zellikle
c-fos, c-jun, c-Raf ve Ras anlatimlarinda artis gorilmistiir. Ancak curcumin
uygulamasi ile birlikte hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
hatlarinda yalnizca Ras ve c-Raf anlatimlarinin baskilandig: tespit edilmistir (Sekil
23A, 23B).

Tiim bu hiicre proliferasyonu ve sagkalimi ile iligkili sinyal yolaklarinin hedef
molekiilleri ayn1 zamanda hiicre mobilitesi, invazyonu ve mastaztaz ile iligkili olup
otokrin GH sinyali ile birlikte her iki meme kanseri hiicre hattinda da bu siiregleri
tetiklemektedir. Curcuminin hem dogal tip hem de GH+ hiicre hatlarinda koloni
olusumu, yara kapanma aktivitesi, invazyon ve metastaz iizerine etkisi incelenmistir.
MCF-7 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda curcuminin koloni olusumu
tizerine etkisine bakildiginda, GH+ hiicrelerde GH sinyalinin aktivasyonu ile koloni
olusumu da tetiklenmis olup curcumin uygulamasi sonrasinda her iki hiicre hattinda
da koloni olusumunun baskilandig1 goriilmiistiir (Sekil 24). MDA-MB-231 dogal tip
ve GH+ hiicre hatlarinda bakildiginda ise, GH varliginda koloni olusumu
tetiklenmekte, curcumin uygulamasi ile her iki hiicre hattinda da koloni olusumu
baskilanmaktadir (Sekil 25). Yapilan ¢alismalar incelendiginde curcuminin MCF-7
ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde koloni olusumuna ket vurdugu
goriilmiistiir [82]. Curcuminin koloni olusumu tizerine etkisini daha iyi bir sekilde
anlayabilmek adina ii¢ boyutlu ortamda koloni olusumu irdelenmistir. Otokrin GH
sinyal aktivasyonu ile birlikte hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 GH+ hiicre
hatlarinda dogal tip hiicrelere kiyasla koloni ¢aplarinin daha biiyiik oldugu, curcumin

uygulamasi ile birlikte hem dogal tip hem de GH+ hiicre hatlarinda koloni ¢apinin

103



kiiglildiigii tespit edilmistir (Sekil 26 ve 27). Curcuminin MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicre hatlarinda hiicre mobilitesi lizerine etkisini belirlemek amaciyla
gerceklestirilen yara kapanma aktivitesi sonuglarina bakildiginda, MCF-7 hiicre
hattinda otokrin GH sinyali varlifinda hiicre mobilitesindeki artisa bagli olarak yara
kapanma orani da artig gostermistir. Curcumin uygulamasi ile birlikte hem dogal tip
hem de GH+ hiicre hattinda hiicre mobilitesi engellenmis ve yara kapanma oraninda
azalma goriilmistir (Sekil 28). MDA-MB-231 hiicre hattinda ise MCF-7 hiicre
hattina gore ER negatif profile sahip olmasindan kaynakli daha agresif bir fenotip
sergilemekte ve bu nedenle hiicre mobilitesinin MCF-7 hiicre hattina oranda daha
fazla oldugu goriilmektedir. Otokrin GH sinyali ile yara kapanma aktivitesi arttigi,
curcumin uygulamasi ile birlikte ise yara kapanma oranlarinin azaldigi tespit
edilmistir (Sekil 29). MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde
curcuminin invazyon ve metastaz lizerine etkisine bakildiginda ise, MCF-7 dogal tip
ve GH+ hiicre hatlarinda zamana bagli uygulanan curcuminin invazyon ve metastazi
baskiladigr goriilmiistiir. GH+ hiicre hattinda ise otokrin GH sinyalinin
aktivasyonuna bagli olarak dogal tip hiicre hattina oranla invazyon ve metastaz orani
artis gostermektedir (Sekil 30 ve 31). MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ hiicre
hatlarinda da zamana bagli uygulanan curcumin invazyon ve metastaza ket vurmakla
birlikte GH anlatiminin artigina bagli olarak olusan agresif profile ket vurmaktadir
(Sekil 32 ve 33).

Curcuminin meme kanserinde invazyon ve metastaz siire¢lerinde fonksiyonel
rol oynayan MMP proteinleri lizerine etkisi incelendiginde, otokrin GH sinyali
varliginda MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda 6zellikle MMP-
2 ve MMP-9 anlatiminda artig gériilmiistiir. Hem RT-PCR hem de immunoblotlama
sonuglarina bakildiginda, MCF-7 dogal itp hiicre hattinda mRNA diizeyinde MMP-2
belirlenememis iken GH+ hiicre hattinda yiliksek diizeyde MMP-2 anlatimi
saptanmistir. Protein diizeyinde bakildiginda ise curcuminin dogal tip ve GH+ hiicre
hattinda MMP-2 anlatimini baskiladig1 goriilmiistiir. MMP-2 inhibit6rii olan TIMP-2
anlatimi ise curcumin uygulamasi sonrasi dogal tip ve GH+ hiicre hattinda énemli bir
degisim gostermemistir. Anjiyonegezde rol alan VEGFa, GH sinyalinin artisina bagh
olarak GH+ hiirelerde dogal tip hiicrelere oranla mRNA diizeyi daha fazladir. Ancak
curcumin uygulamasi sonrasi dogal tip hiicrelerde artis gosterirken GH+ hiicrelerde
bir degisim goriilmemistir. MMP-9 anlatimi ise hem mRNA diizeyinde hem de

protein diizeyinde dogal tip hiicre hattinda curcumin birlikte artis gosterirken GH+
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hiicre hattinda mRNA diizeyinde saptanamamis, protein diizeinde ise MMP-9
inhibitorii olan TIMP-1 anlatimindaki artisa bagli olarak azalma tespit edilmistir
(Sekil 34A, 34B). MDA-MB-231 GH+ hiicre hattinda MMP-2 diizeyi otokrin GH
sinyaline bagl olarak artis gdstemistir. Curcumin uygulamasi ile dogal tip hiicre
hattinda protein diizeyinde anlatimi azalirken GH+ hiicre hattinda bir degisim
belirlenmemistir. Bunun yanisira TIMP-2 anlatimi1 da curcumine bagli olarak hem
dogal tip hem de GH+ hiicre hattinda azalmistir. VEGFa anlatimi mRNA diizeyinde
GH+ hiicre hattinda anlatimi yiiksek olup curcumin uygulamasi ise baskiladigi
goriilmiistiir. MMP-9 mRNA diizeyinde hem dogal tip hem de GH+ hiicre hattinda
curcumin ile baskilanirken protein diizeyinde Onemli derecede bir degisim
belirlenmemistir. TIMP-1 anlatim1 da buna bagli olarak curcumin uygulamasi
sonrasinda dogal tip hiicrelerde azalirken GH+ hiicre hattinda degisim
gostermemistir (Sekil 35A, 35B).

Meme kanseri metastazinda EMT siireci 6nem teskil etmekle birlikte primer
timor bolgesinde bulunan kanser hiicreleri epitel hiicre profilini kaybederek
mezenkimal hiicre profili kazanirlar ve boylece dolasima katilarak sekonder tiimor
bolgesini olusturabilirler. Bu durumda MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+
hiicre hatlarinda curcuminin EMT siireci tizerine etksini incelendiginde, MCF-7 GH+
hiicre hattinda otokrin GH sinyal aktivasyonuna bagli olarak dogal tip hiicre hattina
oranla mezenkimal hiicre belirteglerinden N-kaderin, Vimentin, Slug ve B-catenin
anlatiminin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ancak curcumin uygulamasina bagli olarak
hem dogal tip he de GH+ hiicre hattinda mezenkimal hiicre belirteglerinin anlatimi
baskilanmistir (Sekil 36A). MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda ise GH
varliginda mezenkimal hiicre belirteclerinin artis gosterdigi belirlenmistir. curcumin
uygulamasini takiben MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ hiicre hatlarinda N-kaderin,
Vimentin, Snail ve -catenin anlatimlarini baskilagi goriilmiistiir (Sekil 36B).

EMT siirecinde rol oynayan mezenkimal hiicre belirteglerinin transkripsiyon
faktorli olan Snail ve Slug, NF-xB sinyali iizerineden regiile edilmektedir. Bunun
yanisira hiicre i¢i inflamasyon, proliferasyon ve apoptotik stirecler de ayn1 zamanda
NF-kB sinyal yolag: ile iligkilidir [83]. Buna bagl olarak curcuminin MCF-7 ve
MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ hiicre hatlarinda klasik NF-kB sinyal yolag {izerine
etkisi incelendiginde, MCF-7 hiicre hattinda GH varligina bagli olara p-p65 (Ser536)
anlatiminin dogal tip hiicrelere oranla arttig1 goriilmiistiir. Curcumin uygulamasi ile

MCF-7 dogal tip ve GH+ hiicre hatlarinda NF-kB p65 anlatiminin baskilandig tespit
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edilmistir. Ancak pIKKa/B (Ser176/180) tarafindan fosforilasyonu saglanan p65
proteininin anlatimi, hem dogal tip hem de GH+ hiicre hattinda pIKKo/f
anlattimindaki artisa bagli olarak artis gostermektedir. MCF-7 hiicre hattinda
curcumin ile birlikte olusan DNA hasar1 iizerinden p-p38 anlatimindaki artisa bagh
olarak p65 proteinin  p-p38 tarafindan  fosforilasyonunun  gerceklestigi
diistinilmektedir [84]. Bununla orantili olarak p65’in sitoplazmada kalmasini
saglayan IKBa proteininin anlatimi da azalmaktadir (Sekil 37A). MDA-MB-231
dogal tip ve GH+ hiicre hatlarinda ise, curcumin uygulamasina bagl olarak pIKKa/(
anlatimi1 baskilanmig ve sinyal yukardan kesilmistir. pIKKo/p tarafindan fosforile
olan pIKBa (Ser32) proteininin anlatimi da buna bagli olarak azalmistir. Hiicre
icerisinde IKBa proteinine bagli ve inaktif olarak bulunan NF-kB p65 proteininin
fosforilasyonu pIKKa/p anlatimindaki diisiise baglh olarak azalmistir (Sekil 37B). Bir
diger NF-xB sinyal yolagi olan alternatif yolak iizerinde curcuminin etkinligi
incelendiginde, MCF-7 hiicre hattinda yalnizca otokrin GH sinyalinin aktivasyonu ile
birlikte NIK, p-NF-kB p100 ve RelB anlatiminda dogal tip hiicre hattina oranla artis
saptanmigtir. Curcuminin MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda alternatif yolak
tizerinde Onemli bir degisime neden olmazken, etkisini klasik yolak tiizerinden
gosterdigi disiiniilmektedir (Sekil 38A). MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda
ise GH fazla anlatimina bagli olarak RelB, TRAF2 ve TRAF3 anlatiminda dogal tip
hiicrelere oranla artig goriilmiistiir. Curcumin uygulamasini takiben her iki hiicre
hattinda da p-NF-kB p100 anlatim1 artis géstermektedir. NF-xB p100 fosforilasyonu
proteozomal degredasyona neden olmakla birlikte p52 alt iinitesinin olusumu ile
sonuclanir. p52 alt {initesi ile RelB ile birlikte kompleks olusturup nukleusa gog
ederek transkripsiyonel regiilasyonda gorev alir. Bu durumda Curcumin MDA-MB-
231 dogal tip ve GH+ hiicre hatlarinda RelB diizeyini baskilar iken p52 alt iinitesi
olusumunu desteklemektedir (Sekil 38B).

Curcuminin NF-xB sinyal yolag iizerine etkisini tam olarak aydinlatabilmek
adina nukleuasta transkripsiyon faktorii olarak rol oynayan p65 ve RelB
proteinlerinin nukleusa gogli sitoplazmik ve nuklear protein lizatlar1 kullanilarak
incelenmistir. MCF-7 ve MDA-MB-231 GH+ hiicre hatlarinda p65 ve RelB alt
tiniteleri normal sartlarda nukleusa goc¢ ederek transkripsiyonel aktivitelerini
gerceklestirmektelerdir. Curcumin uygulamasi ile birlikte her iki hiicre hattinda da p-
p65 proteininin nukleusa gocii, pozitif kontrol olarak kullanilan ve NF-«xB inhibitorii

olan Wedelolacton sonucunda oldugu gibi curcumin uygulamasi1 ile de
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engellenmistir. RelB proteininin nukleusa gocii MCF-7 ve MDA-MB-231 GH+
hiicre hatlarinda curcumin uygulamasini takiben azalmistir (Sekil 39A. 39B). Bu
durumda curcuminin her iki meme kanseri hiicre hattinda da NF-kB sinyaline ket
vurdugu gosterilmistir.

NF-kB sinyal yolaginin hedef molekiillerinde biri de poliamin
metabolizmasinda rol oynayan SSAT ve PAO enzimleridir. Curcuminin MCF-7 ve
MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre hatlarinda poliamin diizeyleri
ve metabolizmasinda goérevli enzimlerin anlatimi iizerine etkisi incelendiginde,
MCF-7 dogal tip hiicre hattinda curcumin uygulamasi ile ODC anlatiminin
azalmasina bagli olarak put diizeyinin; SSAT ve PAO anlatimindaki artisa bagl
olarak ise spd ve spm diizeylerinin azaldigi goériilmistir. Ayrica poliamin
diizeylerindeki bu azalisin katabolik enzimler tarafindan asetile edilen spm ve
spd’nin hiicre membraninda bulunan tasiyici proteinler vasitasiyla disariya
atilmasidan kaynakli oldugu diistinlimektedir. GH+ hiicre hattinda ise curcumin ile
spm diizeyi azalirken put ve spd diizeyinde artis tespit edilmistir. Bunun nedenin ise
katabolik enzimlerin anlatimindaki artis ile spd’nin spm ve put’e doniistiiriilmesinden
kaynakli oldugu diistintilmektedir (Sekil 40A, 40B). MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hattina bakildiginda, curcumin uygulamasi ile hem dogal tip hem de GH+
hiicre hattinda biyosentezde gorevli ODC anlatiminin azalmasi ve katalobizmada
gorevli SSAT ile PAO anlatiminin artisina bagli olarak poliamin diizeylerinde
azalma gorilmiistiir (Sekil 41A, 41B).

Poliamin metabolizmasinda gorevli PAO enziminin katalize ettigi reaksiyon
sonucunda yan iriin olarak H20> agiga ¢ikmaktadir. Reaktif oksijen tiirii olan H20>
apoptotik hiicre 6limiinii tetiklemektedir [65] . Bu nedenle curcuminin MCF-7 ve
MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicrelerinde curcumin uygulamasi
ile birlikte poliamin katabolik enzimlerindeki artisa bagli olarak ortaya ¢ikan ROS
miktar1 da artis gostermistir (Sekil 42 ve 43). ROS diizeyinin curcumin tarafindan
tetiklendigini desteklemek amaciyla ROS inhibitorii olan NAC kullanilmigtir. MCF-7
dogal tip ve GH+ hiicre hattinda curcumin uygulamasi ile azalan hiicre canlilifi,
curcumin ve NAC birlikte uygulandigt durumda artis gostermistir (Sekil 44A).
Curcumin uygulamasi ile MCF-7 dogal tip ve GH+ hiicre hatlarinda apoptotik hiicre
Oliimiiniin tetiklenmis olup curcumin ve NAC birlikte uygulandiginda bu etkinin
azaldig goriilmistiir (Sekil 44B). MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ hiicre hatlarinda

da curcumin ile azalan hiicre canliligi curcumin ve NAC uygulamasi ile birlikte
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artmis (Sekil 45A), yine curcumin ile tetiklenen apoptotik hiicre 6liimii curcumin ve
NAC uygulamasi ile birlikte azalmistir (Sekil 45B). MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal
tip ve GH+ hiicre hatlarinda curcumin ile tetiklenen ROS iiretimi, curcumin ve NAC
uygulamasi ile birlikte azalmaktadir (Sekil 46 ve 47). Tim bu sonuglar
dogrultusunda curcuminin poliamin katabolik enzimlerini arttirarak ROS {iretimini
tetikledigi ve ROS iiretimine bagl olarak da apoptotik hiicre 6liimiinii indiikledigi
belirlenmistir.

Curcuminin MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ hiicre hatlarinda
hiicre dongiisii lizerine etkisi incelendiginde, MCF-7 dogal tip ve GH+ hiicre hattinda
curcumin uygulamasi ile hiicre dongiisiiniin G2/M fazinda durdugu goriilmiistiir
(Sekil 48A). Ayrica hiicre sikliisii inhibitorii olan p21 anlatimi curcumin uygulamast
ile birlikte artig gostermistir. G1’den S fazinda gegiste rol oynayan Rb proteinin E2F
proteini ile interaksiyon halindedir. Rb proteininin Siklin D1 tarafindan
fosforilasyonu ile E2F proteini serbest kalir ve transkripsiyonel diizeyde S fazina
gecisi tesvik etmekteedir. MCF-7 dogal tip ve GH+ hiicre hattin curcumin
uygulamasin1 takiben siklinD1, RDb proteininin anlatimi ve Rb proteininin
fosforilasyonu azalmistir (Sekil 48B). MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme
kanseri hiicrelerinde hiicre dongiisii analizine bakildiginda G1 populasyonu curcumin
ile birlikte azalma ve SubGl populasyonu da artis gostemektedir (Sekil 49A).
Curcumin MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ hiicrelerde p21 anlatimini arttirmakla
birlikte Rb proteininin anlatimin1 azalmistir. Ancak Rb fosforilasyonu yalnizca
MDA-MB-231 GH+ hiicre hattinda baskilanmaktadir (Sekil 49B).

Tiim bu veriler 1s18inda curcuminin MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve
GH+ hiicre hattinda apoptotik hiicre 6liimii {lizerine etkisi incelemek amaciyla
floresan mikroskobu vasitasiyla mitokondri membran potansiyelindeki (Aym)
degisim, apoptotik 6liime bagli olusan DNA kiriklar1 ve hiicre 6liimii belirlenmstir.
MCF-7 hiicre hattinda otokrin GH sinyalinin aktivasyonu ile curcuminin tarafindan
indiiklenen apoptotik hiicre 6liimiine karsi dogal tip hiicrelere oranla bir direng
goriilmesine ragmen MCF-7 dogal tip ve GH+ hiicre hattinda curcumin Aym
kaybina ve bunun sonucunda mitokondriden sitoplazmaya sitokrom c salinimina
neden olmaktadir [85]. Curcumin MCF-7 dogal tip ve GH+ hiicre hatlarinda
apoptotik hiicre 6liimiine bagl olarak gerceklesen DNA fragmentasyonu tetiklemistir
ve Olii hiicre populasyonnu arttirmistir (Sekil 50). MDA-MB-231 dogal tip ve GH+
hiicre hattinda da Aym kaybi, apoptotik hiicre Oliimiine bagli olusan DNA
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kiriklarinda ve 6l hiicre sayisinda artis gozlemlenmistir. Otokrin GH sinyali, MDA-
MB-231 meme kanseri hiicre hattinda dogal tip hiicrelere kiyasla curcumin ile
tetiklenen apoptotik hiicre Oliimiine karsi diren¢ olusumuna neden oldugu
gorilmistiir (Sekil 51). Curcumin MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ hiicre
hatlarinda apoptotik hiicre 6liimii iizerine etkisi incelendiginde, MCF-7 dogal tip
hiicre hattinda %24,3 oraninda erken apoptotik hiicre populasyonu mevcut iken GH+
hiicre hattinda bu oran %1,3 ‘tiir. GH sinyalinin varlig1 ile hiicrelerin apoptoza karsi
direng olusturduklar1 goriilmistiir (Sekil 52). MDA-MB-231 dogal tip hiicre hattinda
curcumin uygulamasi sonrasi erken apoptotik hiicre populasyonu %11,7 oraninda
iken GH+ hiicre hattinda bu oranin % 4,7 oldugu gorilmiistiir (Sekil 53).

Curcumin MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ hiicre hatlarinda
curcuminin apoptotik hiicre 6liimii {izerine etkilerini agik bir sekilde ortaya koymak
adina curcuminin ig¢sel ve digsal apoptotik yolak tizerine etkileri incelenmistir. MCF-
7 dogal tip ve GH+ hiicre hattinda curcumin igsel yolakta pro-apoptotik proteinler
olan Bak, Bax ve Puma anlatimini arttirip, anti-apoptotik proteinlerde Bcl-xL ve Bcl-
2 anlatimin azaltarak apoptozu tetiklemektedir. Ozellikle full kaspaz-7 anlatimini
azaltarak kaspaz aktivasyonu {iizerinden PARP kesilimini indiikklemektedir (Sekil
54A). Dissal yolakta ise curcumin kaspaz-2 iizerinden etki etmektedir. Kaspaz-2'nin
uzun formu pro-apoptotik, kisa formu ise anti-apototik etkinlige sahiptir. Curcumin
uygulamasini takiben MCF-7 dogal tip ve GH+ hiicre hattinda kaspaz-2’nin kisa
formu azalmistir (Sekil 54B). MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme kanseri hiicre
hatlarinda ise curcumin igsel yolakta pro-apoptotik proteinlerden Bax, Bak, Bad ve
Puma anlatimini arttirmig, anti-apoptotik proteinlerden ise Bcl-xL ve Bcl-2
anlatimin1 azalmistir. Bunun yanisira full kaspaz-9 ve full kaspaz-7 anlatimini
azaltarak kaspaz kaskadini aktive etmis ve PARP kesilimini tetiklemistir (Sekil 55A).
Curcumin MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ hiicre hatlarinda digsal yolakta ise
apoptotik sinyalin hiicre igerisine iletilmesinde rol oynayan TRADD anlatimin
arttirmigtir.  Bunun yanisira kaspaz-2’nin  kisa formunun anlatiminda azalma
goriilmistiir (Sekil 55B).

Sonug olarak bu ¢alisma kapsaminda elde edilen bulgulara gére: curcumin
MCF-7 ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ hiicrelerinde hiicre canliligin1 azalttigi,
hiicre sagkalim sinyallerine ket vurdugu belirlenmistir. literatiirde ilk defa otokrin
GH sinyali aktive edilen MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde

curcuminin invazyon, metastaz, poliamin metazbolizmasi1 ve apoptotik hiicre 6limii
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tizerine etkisi aydinlatilmigtir. Otokrin GH sinyalinin aktivasyonunun meme Kkanseri
hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu, sagkalimini, invazyon ve metastazi tetikledigi
belirlenmistir. Her iki hiicre hattinda da farkli sagkalim siyallerine ket vurdugu ve
farkli NF-«xB sinyali lizerinden etki gosterdigi tespit edilmistir. Curcuminin MCF-7
ve MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ hiicre hatlarinda poliamin katabolik enzimlerini
arttirdigl, bunun sonucunda olusan ROS {iretimini tetikledgi ve ROS’a bagiml

apoptotik hiicre 6liimiinii indiikledigi gosterilmistir (Sekil 56 ).

pJAK2, pSTATS, pIKKa/p, RelA,
pSTAT1 ve pSTAT3 RelB, NIK

ODC, SSAT, PAO

Bax, Bak, Puma, Bcl-xL,
Bel-2, PARP, Kaspaz-7, -9, -2

Sekil 58. Curcuminin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde hiicre
sagkalim yolaklari, invazyon, metastaz, poliamin metabolizmasi, apoptoz ve ROS
iiretimi iizerine etkisi.

Elde edilen tim bu bilgiler curcumin ile ilgili mevcut olan literatiirii
dogruladigr gibi gelecekte yapilacak olan ¢alismalar icin otokrin GH sinyali aktive
olan meme kanserinde curcuminin anti-hormonal ve terapédtik etkinligi agisindan

temel olusturma niteligi tasimaktadir.
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EKLER

Tablo 5. Kullanilan cihazlarin listesi

ADI URUN KODU FIRMA ADI
UV-Transluminator GelDOC BioRad
Santrifiij 5417R Eppendorf
Spin mini spin plus SNO0708 LabNet
Yatay elektroforez sistemi Gel XL ultra V-2 BioRad
Hassas Tart1 LE6202S Sartorius
Mikropipet (0,5ul-10ul) EH52836 Thermo
Mikropipet (20u1-200pul) EH46925 Thermo
Mikropipet (200u1-1000pl) | T27274 Thermo
Otoklav 0OTO32 Niive
Manyetik Karistirict SB162 Stuart/ProLab
Distile Su Cihazi TANKPEOQ30 Millipore Direct Q-5UV
pH Metre N315 SEM/Mettler Toledo
Derin Dondurucu 2041D Arcelik
Buzdolabi ( No frost ) 4263TMB Argelik
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 Heracell Thermo
Florasan Mikroskobu Model: 1X71 Olympus
Dondurucu (-80°C) Ultra Low  Temperaturg New Brunswick Scientific

Freezer, U725 innova

Elektroforez Aletleri

BioRad

Facs Flow Cihazi

AC6531180147

BD ACURI C6
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HPLC Cihazi

120 Infinity Series

Afilent Technologies

Tablo 6. Hiicre kiiltiirii donanimlari

ADI URUN KODU FIRMA ADI
12 kuyucuklu petri 92012 TPP
6 kuyucuklu petri 92006 TPP
96 kuyucuklu petri 92096 TPP
75cm? hiicre biiyiitme kaplar1 | 90076 TPP
25cm? hiicre biiyiitme kaplar1 | 90026 TPP
100mm hiicre biiyiitme kaplari 93100 TPP
60mm hiicre biiylitme kaplar1 | 93060 TPP
Steril pipetler (5ml) 94005 TPP
Steril pipetler (10ml) 94010 TPP
Siringa filtreleri (0.22 pum) 99722 TPP
Enjektor seti 21G Yesil ug igneli ASTRAJECT
Tripsin-EDTA 25200-056 Gibco
Penisilin/Streptomisin 15140-122 Gibco
Fetal Bovine Serum 10500-064 Gibco
DMEM Medium 41966-029 Gibco
MCF-7 hiicreleri 61062004 ATCC
MDA-MB-231 hiicreleri 61093072 ATCC

Tablo 7. Kullamlan kimyasallarin listesi

ADI

URUN KODU

FiRMA ADI
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Etanol CAS 64-17-5 ALKO MED

Saf Etanol 32221 SIGMA-ALDRICH
Metanol 24229 SIGMA-ALDRICH
Izopropanol K44518295 321 MERCK
2-merkaptoetanol S4805940 517 MERCK
Akrilamid / Bis-Akrilamig A9099 SIGMA-ALDRICH
30% ¢ozelti

Amonyum persiilfat A2941 Applichem
Coomassie Blue Belirteci A3480 Applichem

DMSO K46505343 517 MERCK

DMSO D2650 SIGMA-ALDRICH
EDTA A2937 Applichem

DiOC6 Boya 2129966 Fluka

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

Phenylindole, Dihydrochloride

Pl Boya

P4170-100MG

SIGMA-ALDRICH

Fetal Bovine Serum (FBS) P290310 Pan Biotech

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

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

(PBS)

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

Protein Izolasyonu Tamponu | 78501 Thermo

Page Ruller Plus Prestaineq 26619 Fermentas

Protein Ladder

Agaroz A9539 SIGMA-ALDRICH
Tris Baz 648310 CALBIOCHEM
Asetik Asid 27225 SIGMA-ALDRICH
Ethidium Bromide E1510 SIGMA-ALDRICH
Tris-HCI 648317 CALBIOCHEM
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1 kb Marker SM1163 Fermentas
6X ylikleme Tamponu R0631 Fermentas
Amonyum Asetat 1,110115,1000 MERCK
Fenol Kloroform A2279,0250 Applichem
Curcumin C1386-10G SIGMA-ALDRICH
Sodyum Kloriir A2941 Applichem
Tween 20 S6740684 348 MERCK
TEMED A1148,0100 Applichem
Yagsiz Siit Tozu SC-2325 Santa Cruz Biotechnology
Glisin 3570 CALBIOCHEM
H20. Hidrojen peroksi K39218400838 MERCK
ExPrime Tag PCR Kiti G-4000 Genet Bio
Trizol 10296010 Thermo
Tripure 11 667 165 001 Roche
Rnase Free Water 42480093 QIAGEN
iScript cDNA Sentez Kiti 1708891 Bio Rad
Human GH ELISA GR180572-1 Abcam
Millipore Falcon Centrifugal 4FC901024 MERCK
Filters
Neomisin G8168 SIGMA-ALDRICH
Invasion Chamber 354483 BD Bioscience
Super Block T20 Blocking 37536 Thermo
Buffer
FuGENE® 6 Transfectior] E2692 Promega
Reagent
Ponceau Read Belirteci A1405 Applichem
Hidroklorik Asit K43804717 239 MERCK
Kloroform UN1888 Applichem
Kristal Viyole FN1048735 MERCK

Tablo 8. %12’lik SDS-PAGE Jel irerigi

Alt Jel Ust Jel
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Distile su 3,4ml 3,075 ml

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

2014-2016

Yiksek Lisans Donemi

2013 - 2014 Lisans Donemi

2012 — 2013 Lisans Donemi

Staj Deneyimi

T.C. lIstanbul Kiltir Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiltesi, Molekiler Biyoloji ve Genetik Bolimd,
Tiibitak 1001 Projesi (Bursiyer) ve Bitirme Projesi,
Curcumin’in terapotik etkinliginin otokrin blylime
hormonu sinyal yolagi araciligi ile farkli meme kanseri
hiicrelerinde poliamin metabolizmasi irdelenerek

incelenmesi

T. C. istanbul Kutir Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiltesi, Molekiler Biyoloji ve Genetik Bolimd,
Bitirme Projesi, Katepsin K geni fazla anlatimi saglanan
Ostrojen reseptorii pozitif ve negatif meme kanseri
hiicrelerine uygulanan curcuminin hiicre 6limi ve

invazyonu lzerine etkisinin incelenmesi

T. C. istanbul Kuitiir Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiltesi, Molekiler Biyoloji ve Genetik Bolimd,
Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvari, Ogrenci Projesi,
Meme kanseri hiicrelerinde epibrassinolidle tetiklenen

hicre olumiinde Bcl-2 ‘nin roli

Haziran 2013 - Agustos 2013

Eyliil 2011 - Devam
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University of Amsterdam, Academic Medical Center,
Oncogenomics Department of Prof. Dr. R. Versteeg

(Yaz — DOnemi Staiji)

T. C. istanbul Kaltiir Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Bolimi, Molekiler Mikrobiyoloji Laboratuvari

Doc. Dr. Damla Arisan (Ogrenci Asistani)



Katilinan Kurslar

16 - 25 Ocak 2014

Sertifikalar

18 Aralik 2015

2015

20-21 Aralik 2013

10 -12 Mayis 2013

16 - 18 Nisan 2013

23 —24 Mart 2013

2 — 7 Eyliil 2012
Universitesi

24 —26 Subat 2012

4 -6 Mart 2011

9 —-10 Nisan 2011
Bogazici Universitesi

Poster Sunumu

T. C. Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel
Arastirma Merkezi (YUDETAM), XIl. Deney Hayvani

Kullanim Sertifikasi Egitim Kursu

Kok Hicre Temelli Tedavilerde Giincel Yaklasimlar
Calistayi, T. C. Istanbul Kiltiir Universitesi

Abcam Seminar:”Introduction and optimization of
Chip” and “optimization of ELISA”, Bilim Universitesi
Nanoteknoloji ve Doku Miihendisligi: Giincel Sorunlar
ve Gelecek Ongériiler, T. C. istanbul Kiiltir Universitesi
I. Uluslararasi GEN-AREL Molekiler Biyoloji ve Genetik
Ogrenci Kongresi, T. C. istanbul Arel Universitesi
Oksidatif Stres, DNA Hasari, DNA Onarimi ve
Hastaliklarla iliskileri, T. C. istanbul Kiltir Universitesi
Molekdiler Biyoloji ve Genetik Bolimu

Molekiler Biyoloji ve Genetik Haftasonu VIII
Sempozyumu, Bogazici Universitesi

Uluslararasi Poliamin Kongresi, T.C. istanbul Kiltir

Uluslararasi Katilimh 9. IUGEN Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Ogrenci Kis Okulu, istanbul Universitesi

Uluslararasi Katilimh 8. IUGEN Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Ogrenci Kis Okulu, istanbul Universitesi
Molekiler Biyoloji ve Genetik Haftasonu VI Kongresi,

04-07 Temmuz 2015
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Merve Celik, Ajda Coker Gilirkan, Elif Damla Arisan,
Pinar Obakan, Narcin Palavan Unsal, “Curcumin
induced-apoptotic cell death in GH overexpressed

MDA-MB-231 breast cancer in time dependent
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manner”, 40th FEBS Congress The Biochemical Basis of

Life, Berlin

14— 15 Haziran 2012 Y. Akkog, M. Celik, P. Obakan, A. C. Gurkan, E. D.

Arisan, N. P. Unsal, “The functional role of Bcl-2 in the
regulation of Curcumin induced autophagic/apoptotic
cell death in MCF-7 breast cancer cells”, Apoptosis and
Cancer, Cambridge, England

Laboratuvar Deneyimi
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Laboratuvar malzemelerinin sterilizasyonu
o Otoklav
o Kuru sterilizasyon
Elektroforez
o Nikleik asitlerin dikey ve yatay elektroforezde ayrigimi
o Sodyum dodesil sullfat — poliakrilamid jel elektroforezi
o Native jel elektroforezi
o Denatire edici gradient jel elektroforezi (Mutasyon analizi)
immunoblotlama
Protein tayin yontemleri
o Bradford
o Lowry
Hayvan Doku Kilturi
o Memeli hiicre kiltirinde hiicre canliligl ve sag kalim analizi
o FACS flow
Bitki Doku Kulturu
o Doku sterilizasyon teknikleri
o Afrika meneksesi explant kiltir, mikrogogaltim
HPLC ile poliamin analizi (Benzilasyon)
Mikroskop Kullanimi
o Isik mikroskobu
o Floresan mikroskobu
o Diseksiyon mikroskobu
PCR Uygulamalari

o RT-PCR
o qRT—-PCR
o LongPCR

Deney Hayvanlari Kullanimi
o Enjeksiyon teknikleri
o Anestezi ve 6tenazi teknikleri
o Kan ve 6rnek alma teknikleri
o ilag uygulama teknikleri
Mikrobiyoloji
o Bakterilerde boyama teknikleri
o Bakterilerin fizyolojik karakter 6zelliklerinin belirlenmesi



o Mikroorganizmalarin sayim teknikleri
o Spektrofotometrik bakteri miktari tayini

Odiiller

2011 - 2012 Egitim Dénemi

2008

2008

2007

2007

Yabanci Dil(ler)

T. C. istanbul Kultiir Universitesi, Fen Edebiyat
Faklltesi, Molekiler Biyoloji ve Genetik
Bolimi, Onur Belgesi

Bahgelievler Belediyesi Okullararasi Geng Kizlar
Voleybol Birinciligi, Kultir ve Spor Ligi,
Bahgelievler Lisesi

Bahgelievler Belediyesi Okullararasi Geng Kizlar
Masa Tenisi Ugiinciiliigii, Kiltir ve Spor Ligi,
Bahgelievler Lisesi

Bahgelievler Belediyesi Okullararasi Geng Kizlar
Voleybol Birinciligi, Kultir ve Spor Ligi,
Bahgelievler Lisesi

Bahgelievler Belediyesi Okullararasi Geng Kizlar
Masa Tenisi Uglinciiliigli, Kiltir ve Spor Ligi,
Bahgelievler Lisesi

o ingilizce
Seviye: Orta

Kullanilan Bilgisayar Programlari

e Microsoft Office

e PyMOL
e Workbench
ilgi Alanlar

e Kok Hicre Biyolojisi, Molekiiler Kanser Biyolojisi, Doku Mihendisligi,
Norodejeneratif Hastaliklar ve Molekiler Evrim

Yapilan Odevler

2011 - 2012 Bahar Donemi

2012 — 2013 Bahar Donemi
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T. C. listanbul Kiltir Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiltesi, Molekiler Biyoloji ve Genetik Bolimd,
Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvari Dersi

o Kekik Bitkisinin Antimikrobiyal Etkisinin

Arastirilmasi

T. C. lstanbul Kiltir Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimu, Bitki
Doku Kailtiirii Dersi

o Otoklav ve Firin Sterilizasyonu



2012 — 2013 Bahar Donemi

2013 - 2014 Guz Donemi

2013 - 2014 Guz Dénemi

Yapilan Sunumlar

o Farkli Doku Sterilizasyon Yontemlerinin
Karsilastiriimasi

o Afrika Meneksesinde Mikrogogaltim

o Soya Tohumlarinin Cimlendirilmesi;
Soyadan Kallus ve Surgln Eldesi

o Karnabahar Btikisinde Siirglin Olusumu

o

T. C. lstanbul Kiltir Universitesi, Fen Edebiyat

Fakiltesi, Molekiler Biyoloji ve Genetik Bolimd,
Molekiiler Biyoloji Teknikleri Dersi

o PCR Cesitleri ve Primer Dizayni

T. C. listanbul Kiltir Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimdi, Hiicre
Molekiiler Biyolojisi Dersi

o Machinery Regulating Vesicle Traffic, a
Major Transport System in our cells
T. C. listanbul Kiltir Universitesi, Fen Edebiyat

Fakiltesi, Molekiler Biyoloji ve Genetik Bolimd,
Molekiiler Kanser Biyolojisi Dersi

o Pankreas Kanserinde Epidermal Biliyime
Faktori Reseptorinin Roli

2011 - 2012 Bahar Donemi

2012 — 2013 Bahar Donemi
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T. C. listanbul Kiltir Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiltesi, Molekiler Biyoloji ve Genetik Bolimd,
Molekiiler Mikrobiyoloji Dersi

o Bakterilerin Fizyolojik Karakter Ozellikleri
o Mikroorganizmalarin Sayim Teknikleri
o Bakterilerin Fiziksel Kontrol Kosullari
T. C. lstanbul Kiltir Universitesi, Fen Edebiyat

Fakiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimu, Bitki

Hormonlari Dersi



2013 — 2014 Guz Donemi

2013 - 2014 Guz Donemi

Hobiler

o Brassinosteroidler

T. C. listanbul Kiltir Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiltesi, Molekiler Biyoloji ve Genetik Bolimd,
Arastirma Projesi Dersi

o Katepsin K geni overekspre edilen dstrojen
reseptori pozitif ve negatif meme kanseri
hicrelerine uygulanan Curcuminin hiicre
olim0 ve invasyonu Uzerindeki etkisinin
incelenmesi

T. C. listanbul Kiltir Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiltesi, Molekiler Biyoloji ve Genetik Bolimd,
Molekiiler Kanser Biyolojisi Dersi

o Pankreas Kanseri

e Voleybol, masatenisi, ylizme, bilardo, bowling, kitap okumak, film
izlemek, orgl 6rmek, farkh tlkeleri gezmek,
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